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实验一、 果胶的提取和果冻的制备

一、引言

果胶广泛存在于水果和蔬菜中，如干橘皮约含 10-15％，苹果（以湿品计）中含量为 0.7-

1.5%，在蔬菜中以南瓜含量最多，7-17%。

果胶的基本结构是以α-1，4 甙键连接的聚半乳糖醛酸，其中部分羧基被甲酯化，其余

的羧基与钾、钠、铵离子结合成盐。

在果蔬中，尤其是未成熟的水果和皮中，果胶多数以原果胶存在，原果胶以金属离子桥

与多聚半乳糖醛酸中的游离羧基相结合。原果胶不溶于水，故用酸水解生成可溶性的果胶，

再进行脱色、沉淀、干燥即为商品果胶。从柑橘皮中提取的果胶是高酯化度的果胶。酯化度

在 70%以上。在食品工业中常利用来制作果酱、果冻和糖果，在汁液类食品中作增稠剂、乳

化剂。

二、实验材料和试剂

柑橘皮、苹果皮等， 市售果胶。

0.25%HCL，95%乙醇、蔗糖、柠檬酸。

天平、烘箱、抽滤机、电炉、玻璃器皿。

三、实验步骤

1．果胶的提取

（1）原料预处理：称取新鲜柑橘皮 10g 用清水洗净后，放入 250 毫升容量瓶中，加水 120

毫升，加热至 90℃保持 5-10 分钟，使酶失去活力。用水冲洗后切成 3-5 毫米的颗粒，用 50

℃左右的热水漂洗，直至水为无色、果皮无异味为止/每次漂洗必须把果皮用尼龙布挤干，

在进行下一次的漂洗

（2）酸水解萃取：将预处理过的果皮粒放入烧杯中，加约为 0.1%的盐酸溶液 60毫升，以

浸没果皮为宜，pH 调节至 2.0-2.5 之间，加热至 90℃煮 20 分钟趁热用尼龙布或四层纱布过

滤。

（3）脱色：在滤液中加入 0.5—1%的活性炭于 80℃加热 10 分钟进行脱色和除异味，趁热抽

滤，如抽滤困难可加入 2—4g 硅藻土作为助滤剂。如果柑橘皮漂洗干净萃取液为清澈透明则

不用脱色 。

（4）沉淀：待萃取液冷却后用稀氨水调节 pH3-4。在不断搅拌下加入 95%乙醇溶液，加入乙

醇的量约为原体积的 1.3 倍，使酒精浓度达到 50%-65%。

（5）用尼龙布过滤、洗涤、再次过滤、60℃烘干、包装即为产品。滤液可用蒸馏法收回乙
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醇。

2.果冻的制备

（1）将果胶 0.2 g 浸泡于 20 毫升水中，软化后在搅拌下慢慢加热至果胶全部溶解

（2）加入柠檬酸 0.1 克、柠檬酸钠 0.1 克和 20 克蔗糖，在搅拌下加热至沸腾，继续熬煮 5

分钟，冷却后即成果冻。

（3）同时将市售果胶以（1）和（2）相同步骤制成果冻。

（4）比较两种果胶形成凝胶态的速度和形成果冻的颜色、透明度、弹性和强度的相对大小。

注意：

1、如果能在试验操作的的第一步清洗时彻底除去可溶性色素和不良风味，就可不必进行第

三步的脱色和去除异味，这是因为果胶在第二部转入溶液后，溶液的粘度很大，活性炭的脱

色和脱臭效力不已很好发挥，而且过滤困难。

2、果冻从制作后的冷却开始到完全形成稳定的胶冻需要较长时间，通常可在两小时内观察

到凝胶态基本形成，但如比较果冻的弹性和强度，通常可在制作的第二天来进行。

实验二、 从牛奶中分离乳脂、酪蛋白和乳糖
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一、引言

牛奶约含有 3％乳脂，经离心就可上浮，撇出乳脂层可加工奶油，剩余的即脱脂乳，可

用于分离酪蛋白和乳糖。牛奶中主要的蛋白质是酪蛋白，含量约为 35g/l。酪蛋白在乳中是

以酪蛋白酸钙-磷酸钙复合体胶粒存在，胶粒直径约为 20～800 纳米，平均为 100 纳米。在

酸或凝乳酶的作用下酪蛋白会沉淀，加工后可制得干酪或干酪素。本实验利用加酸，当达到

酪蛋白等电点 PH=4.7 时，酪蛋白沉淀。脱脂乳中除去酪蛋白后剩下的液体为乳清，在乳清

中含有乳白蛋白和乳球蛋白，还有溶解状态的乳糖，乳中糖类的 99.8%以上是乳糖，可通过

浓缩、结晶制取乳糖。

二、实验材料和试剂

鲜牛奶

10%醋酸， 95%乙醇，乙醚，碳酸钙，5%醋酸铅溶液，10%氯化钠，0.5%碳酸钠，0.1mol/L

氢氧化钠，0.2%盐酸，饱和氢氧化钙溶液，米伦试剂。

米伦试剂的配制：将汞 100g 溶于 140ml(密度 1.42)的浓硝酸中(在通风橱内进行)。然

后加两倍量的蒸馏水稀释。

三、实验步骤

1. 从牛奶中分离乳脂及转变为奶油

取50 mL新鲜牛奶,于普通生化离心机上3500rpm 离心5分钟，取出离心管后，小心将乳脂

层与脱脂乳分离，将乳脂层冻结，然后回放到室温下，将要重新融化前，快速搅动使脂肪球

膜破裂以及脂肪球膜蛋白变性，倾出释放出的少量水后，继续搅动形成油包水式的奶油。称

量后计算得率。

2. 从牛奶中分离酪蛋白

将脱脂乳在恒温水浴中加热至40℃,边轻轻搅拌边慢慢加入10%醋酸溶液,使牛奶pH = 4.

7,放置冷却、澄清后,用尼龙布过滤或直接用玻璃棒挑出酪蛋白粗品。滤液（乳清）留作乳

糖的分离。将酪蛋白粗品转入另一烧杯，加20ml蒸馏水，用玻棒充分搅拌，洗涤除去其中的

水溶性杂质（如乳清蛋白，乳糖以及残留的缓冲溶液），离心后弃去上层液，加15ml乙醇，

洗涤除去其中的磷脂，离心后弃去上层液，加15ml乙醚洗涤除去其中的脂肪, 离心后弃去上

层液，待酪蛋白充分干燥后称量其重量,并计算酪蛋白的得率。

3. 从牛奶中分离乳糖

在除去酪蛋白的乳清中，加入 5g CaCO3 粉末，搅拌均匀后加热至沸。加 CaCO3 的目的一

方面是中和溶液的酸性，防止加热时乳糖水解，另一方面又能使乳白蛋白沉淀。过滤除去沉
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淀，在滤液中加入 1～2 粒沸石，加热浓缩至 10ml，加入 20ml 95%乙醇（注意离开火焰）和

少量活性炭，搅拌均匀后在水浴上加热至沸腾，趁热过滤，滤液必须澄清。加塞放置过夜，

乳糖结晶析出，抽滤，用 95%乙醇洗涤产品。充分干燥后称量其重量,并计算乳糖的得率。

4.酸沉酪蛋白和其可溶性的初步鉴定

（1）溶解性测定

取试管 6 支，分别加入水、10%氯化钠、0.5%碳酸钠、0.1mol/L 氢氧化钠、0.2%盐酸及

饱和氢氧化钙溶液各 2ml。于每管中加入少量酪蛋白。不断摇荡，观察记录各管中的酪蛋白

溶解难易。

（2）米伦反应（含酪氨酸的蛋白的定性鉴定反应）

取酪蛋白少许，放置于试管中。加入 lml 蒸馏水，再加入米伦试剂 10 滴，振摇，并徐

徐加热。观察其颜色变化。

（3）含硫 (胱氨酸、半胱氨酸和蛋氨酸)测定

取少量酪蛋白溶于 lmlO.1 mol/L 氢氧化钠溶液中，再加入 1-3 滴 5%醋酸铅，加热煮沸 ，

溶液变为黑色。

注意：

（1）生奶油中脂肪球膜包裹着乳脂，脂肪球膜蛋白还结合者一定水分，所以生奶油总

体可看作是水包油的体系。只有将脂肪球膜破坏，才能使乳脂释放出来，只有使脂肪球膜蛋

白质发生变性，才能将其持有和结合的水分放出来。脂和水都游离出后，二者才好分离，倾

倒出大部分水后，继续搅拌下，残余的水和大量的脂就会形成均匀的油包水分散系。这就是

奶油。当奶油中的类胡萝卜素较多时，奶油呈黄色，称为黄油。本实验中，脂肪球膜破坏和

蛋白质变性都主要依靠搅拌产生的剪切力及与器壁的摩擦作用完成的。将生奶油先冷冻，主

要目的是使脂肪处于结晶态，然后，再将融化前的那刻搅拌，这时水已转为液态脂肪球膜相

对柔软，因此固体的脂肪与脂肪球膜共存的体系再搅拌中会产生最大的剪切力和摩擦力，这

样就会较快的完成从生奶油向奶油的转化。所以，试验中的冷冻步骤必需在普通冰箱中冻实

（约需 1.5 以上），拿出后，不能等到融化时再搅拌，必须在表面稍有融化时就立即搅动。

（2）本实验的酪蛋白鉴定主要依据酪蛋白含有较多酪氨酸残基和含硫氨基酸残基，但是

许多蛋白质都具有这些残基，所以这两个鉴别反应都是阳性还远远不足以说明被检物是酪蛋

白。这里只是一种练习，说明有许多定性反应可以帮助蛋白质分离过程中简单判断分离的目

标物是否可能正在被一步步分到。多使用几个鉴别反应，这种判断就越准。如果要求很有把

握的测定一种未知蛋白是否是酪蛋白，则应该采用其他方法。例如，可以采用标准酪蛋白和
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未知蛋白同时做 SDS-电泳，就可相当有把握的回答未知蛋白是否就是酪蛋白。

（3）乳清蛋白在本实验中被丢弃，但现代技术已将其成功分离，它在食品中具有广泛的

应用。
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实验三、卵磷脂的提取、纯化、鉴定和应用

一、引言

卵磷脂是甘油磷脂的一种，由磷酸、脂肪酸、甘油和胆碱组成。卵磷脂广泛存在于动植

物中，在植物种子和动物的脑、神经组织、肝脏、肾上腺以及红细胞中含量最多；其中蛋黄

中含量最丰富，高达 8—10%，因而得名。

卵磷脂可溶于乙醚、乙醇等因而可以利用这些溶剂进行提取。本实验以乙醚作为溶剂提

取生蛋黄中的卵磷脂。通常粗提取液中含有中性脂肪和卵磷脂，两者浓缩后通过离心进行分

离，下层为卵磷脂。

新提取的卵磷脂为白色蜡状物，遇空气可氧化成为黄褐色，这是由于其中不饱和脂肪酸

被氧化所致。

卵磷脂的胆碱基在碱性条件下可以分解为三甲胺，三甲胺有特殊的鱼腥味，可以此鉴别

之。

卵磷脂在食品工业中广泛应用作乳化剂，抗氧化剂，营养添加剂。

卵黄脂质中甘油化合物 62.5％、磷脂质 32.8％、固醇 4.9％，并有微量醣脂质。磷脂

质是一种天然可食用、可消化的界面活性剂，广被应用於人造乳酪、巧克力、蛋黄酱、霜饰

乃至药品、化妆品等。又由於卵磷脂含多种不饱和脂肪酸，在动物体内卵磷脂与胆固醇在鶣

作用下，不饱和脂肪酸转移到胆固醇较易溶解，而易於经血液循环转移到肝脏，形成胆酸、

胆汁而排泄，遂被认卵磷脂可能具有降低血液中胆固醇，而对高血压、血管疾病、动脉硬化 、

血栓、心脏病等具预防功用。

二、实验材料和仪器

鸡蛋、花生油。

乙醚、10%NaOH、5％氯化铝的 90％乙醇溶液。

磁搅拌器，离心机。

三、实验步骤

1.卵磷脂的提取

取 15g 生鸡蛋黄，于 150ml 三角锥瓶中加入 40ml 乙醚，放入磁搅拌器，室温下搅拌提

取 15min。然后静置 30min，上层液用带棉花塞的漏斗过滤，往残渣中再加入 15ml 乙醚，搅

拌提取5min。第二次提取液通过过滤后，与第一次提取液合并倒入离心管，2000转离心5min,

http://www.ppdsi.com/subject/cpyj/17422.shtml
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上层液倒入小烧杯，于 60℃热水浴中蒸去乙醚，约可得 5g 粗提取物。粗提取物进行离心

（3000r/min），十分钟后，下层为粗提卵磷脂，约得 2.5-2.8g。第一次进行 3.和 4.试验。

2．卵磷脂的初步纯化

剩余粗提卵磷脂中加入 20ml95% 乙醇，搅拌溶解后， 2000 转离心 5min,将上清液转入

另一干净烧杯，75℃水域中挥去大部分乙醇，加入 5ml 5％氯化铝的 90％乙醇溶液，于水浴

上加热至 75℃并充分搅匀后，观察有无沉淀析出，如有沉淀，将沉淀溶于乙醚中，过滤，

滤液真空干燥或冷冻干燥得到无水的产物，计算得率后，取出少许第二次进行 3.和 4.试验；

如无沉淀析出，向溶液中加入 10ml 石油醚，充分震摇后，2000 转离心 5min,小心弃去石油

醚层，给下层剩余物中加入 10ml 水，振摇后，2000 转离心 5min,除去水层，所得悬浮状卵

磷脂可以通过真空或冷冻干燥得到无水的产物。计算得率后，第三次进行 3.和 4.试验。

3.卵磷脂的鉴定

取以上提取物约 0.1g，于试管内加入 10%NaOH 溶液 2ml，水浴加热数分钟，嗅之是否有

鱼醒味，以确定是否卵磷脂。

4.乳化作用

两支试管中各加入 3-5ml 水，一只加卵磷脂少许，溶解后滴加 5 滴花生油。另一只也滴

入 5 滴花生油，加塞极力振荡试管，使花生油分散。观察比较两只试管内的乳化状态。

注意：

食用卵磷脂可以含有一定量无害杂质，所以，如果提取的卵磷脂仅为食用，有时就不必

进行纯化。这时就可直接将卵磷脂粗提物通过真空或冷冻干燥得到无水的产物。在这种干燥

条件下，残留的乙醚也被进一步除去。

本实验对卵磷脂的纯化采用的并不是最先进的方法，所以只是达到了相对纯化，之所以

采用这种方法是因为它简单。更好的方法，如层析法等可查阅相关资料。
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实验四 多酚氧化酶活性的测定

一、引言

食品的褐变主要分为酶促褐变和非酶褐变，多酚氧化酶是引起果蔬褐变的主要酶之一，

学习它的活性测定对于果蔬加工采取合理的护色措施具有指导意义。多酚氧化酶的活性测定

有多种方法，出于一般实验室的条件相对不是很先进，本试验选用了一种较简单的方法,但

这种方法仍然可以训练学生掌握测定酶活性的基本要点和技能。

二、原理

邻苯二酚在多酚氧化酶催化下受 O2作用生成邻苯二酚，邻苯二酚能够被抗坏血酸还原，

如抗坏血酸充足，少量邻苯二酚可反复不断地发生氧化还原。由于该酶最适 pH 为 6，因此

这一过程在 pH6 时最快。

把分析对象配成 pH6 左右的样液，在抗坏血酸和邻苯二酚存在时，于 20℃下振荡 2min，

这时抗坏血酸被氧化。精确的经过 2min 后加入偏磷酸以终止反应。用碘量法（以碘酸钾为

基准试剂）进行滴定，测得剩余的抗坏血酸。由得到的数据求出被氧化的抗坏血酸量，并计

算出酶活性，并以 1g 分析物质 1min 内氧化抗坏血酸的微克分子数表示之。所有上述过程的

主要反应式如下：

邻苯二酚 邻苯二醌

邻苯二醌+ 抗坏血酸 邻苯二酚+脱氢抗坏血酸

KIO3+5KI+6HCl→6KCl+3H2O+3I2

3I2+3Vc→3-脱氢 Vc+6HI

三、材料和设备

苹果；马铃薯。

研钵；烧杯；50 毫升量瓶；250 毫升三角瓶；秒表；滴定管；温度计。

四、试剂

1．0.2 邻苯二酚溶液：用粗天平称 0.2 克邻苯二酚，溶解于蒸馏水，稀释到 100 毫升，

（准备用的前 1-2 天配制）。贮于棕色玻璃瓶中，放在冷凉处。

2．0.01N 碘酸钾溶液：用分析天平精确称取 0.3566 克 KIO2予先在 102℃烘 2小时，在

干燥皿中冷却备用），用蒸馏水溶解于 1升的容量瓶中，加 5毫升 1N 的 NaOH 溶液（此时加

碱是为了使 KIO3和 KI在该试剂中暂不反应）和 2克 KI，溶解，用蒸馏水稀释到刻度，混匀 ，

酶
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保存于棕色瓶中。

3．pH6.4 的磷酸缓冲液，称取 KH2PO4盐 5.44 克溶解到无碳酸的水中，加 10 毫升 1N 的

NaOH 溶液，用无碳酸的水稀释至 200 毫升，保存于磨口玻璃瓶中。

4．0.04N 抗坏血酸溶液：用粗天平称取 0.35 克抗坏血酸溶解到蒸馏水中，用水稀释至

100 毫升，混匀。溶液只能用一天。

5．5%的偏磷酸溶液：50 克偏磷酸（经验式 HPO3）溶解到蒸馏水中，稀释至 1 升后混匀 ，

保存于磨口玻璃瓶中。

6．0.5%可溶性淀粉。

五、操作程序

称 1 克新鲜的植物材料，加蒸馏水于瓷研钵中研细，转移到 50 毫升容量瓶，混匀。充

分振荡勿使沉淀下沉，吸 10 毫升这种悬浮液，倒入 250 毫升三角瓶中。加入 1 毫升 pH6.4

的磷酸缓冲液，再加入 5毫升 0.4N 的抗坏血酸溶液，混匀。加入 5毫升 0.2%的邻苯二酚溶

液，同时开始计时并充分振荡。为使空气中的氧气不断进入溶液一直要均匀地振荡 2 分钟。

经精确作用 2 分钟后，加入 5 毫升 5%的偏磷酸溶液以停止反应。（整个实验都应在 20℃进行 。

即反各种试剂样液都予先放到 20℃环境中，做时也在 20℃环境下做，加入偏磷酸量还可根

据自己的模索而定）。加入 1 毫升 0.5%的淀粉溶液，用 0.01N 碘酸钾溶液滴定坑坏血酸的剩

余物，直至兰色不消失为止。

同时进行对照滴定。为此吸取 10 毫升悬浮液注入另一只三角瓶中，加 5 毫升偏磷酸，

再加入 1 毫升 pH6.4 磷酸缓冲液，5毫升 0.4N 抗坏血酸，再加淀粉液，也用 0.01NKIO3溶液

滴定。六、计算多酚氧化酶活性

( ) ( )
n

ba
n

baA −
=

××
−×

=
5.12

210
550

式中：A——多酚氧化酶活性（1克分析物质，20℃下，1min 氧化抗坏血酸的微克

分子数）；

50——分析材料悬浮液的总体积；（ml）；

n——分析材料的重量（g）；

10——测定酶活性所取的悬浮液体积（ml）；

2——反应时间（min）；

a——用于滴定对照的 0.01KIO3溶液体积（ml）；

b——用于样品滴定的 0.01NKIO3溶液体积（ml）；

5——0.01N 抗坏血酸溶液每 ml 换算为微克分子数抗坏血酸的系数（ ）。
000176.0
00088.0

1、


