 野生型菌株的筛选
    经典的发酵产物来自微生物，土壤是微生物的大本营。生产菌株的选育源头都来自于自然界。如何从自然界中筛选目的微生物，可以根据目的微生物和产物的特性作为筛选条件，进行筛选提高筛选效率，从而有效的解决菌株从无到有的问题。
实训一 产淀粉酶菌株的筛选 

一． 实 验 目 的
筛选一株能够合成分解淀粉的微生物。
二． 原 理
自然界微生物种类繁多，有些微生物能够以淀粉作为碳源进行生长繁殖是因为它们能够合成分泌淀粉酶，因此我们能够从自然界中定向分离出合成淀粉酶的微生物。当能合成淀粉酶的微生物在固体培养基中生长时，会将淀粉酶分泌到菌体周围，将菌落周围的淀粉水解成为小分量的糊精、聚糖和单糖。这些水解物不能包裹单质碘从而在菌体周围形成透明圈。
三. 材料与仪器
1. 材料
蛋白胨，牛肉膏，NaCl，琼脂条，可溶性淀粉，碘液。
2. 仪器
牛皮纸、培养皿、试管、涂布棒、恒温培养箱、玻璃珠
四．方法与步骤
1. 筛选培养基的配置
可溶性淀粉 2g ，NaCl  5g，牛肉膏 5g ，蛋白胨 10g，琼脂 20g  ，水 1000ml 

2. 碘液的配置
 称取KI 2.0g，用50mL去纯水溶解KI，迅速称量I2 0.5g并加入KI溶液中，用纯水定容到100ml，搅拌溶解后保存在棕色瓶中，橡皮塞封口。
 3. 土样的采集
 ⑴ 每大组取三种不同环境的土样并记录当时取样环境情况（每一小组以其中一个地方进行分离）。
⑵ 以小组为单位进行稀释分离。

取土样1克，加入9mL 无菌水，逐步稀释至105、106、107。（每个梯度涂2个瓶皿）。

⑶ 30℃恒温培养48小时
⑷ 产淀粉酶菌株的鉴定。
挑选单菌落影印到无菌瓶皿上，同时用签字笔对各单菌落在底皿标号。标记接种过的培养皿30℃培养24h，取其中一皿喷洒稀碘液记录有水解圈的单菌落。与此对应找出合成淀粉酶的菌株。
比透明圈＝透明圈直径（mm）/ 菌落直径（mm）
 [5]每小组调去活性优良的菌株接入斜面试管保存，待下一次用。
五．记录与结果
1.环境情况
地点一：
地点二：
地点三：
2. 绘制出透明圈
数据共享
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	     地点二
	    地点三

	产酶菌落数
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	比透明圈
	
	
	
	
	
	
	
	
	


六．结果分析
从不同地点获得的结果进行分析为什么会出现这样的差异你可以初步得出什么样的结论。
七 作业
1. 为什么要用淀粉作为碳源？
2. 在观察结果的过程中为什么要及时观察,否则会有什么的后果.

3. 为什么同样一个同样要稀释几个不同梯度进行涂平板.

 菌种选育
微生物菌种的选育目的防止菌种退化解决生产实际问题，提高生产能力，提高产品质量，开发新产品。目前菌种选育的方法主要有自然选育、诱变育种、杂交育种、分子育种等手段。但是诱变育种还是育种的主流，诱变育种根据诱变剂的种类可分为化学诱变和物理诱变。本实验以紫外线作为物理剂进行诱变。诱变过程一般包括诱变出发菌株的选择、诱变剂量的选择和诱变及其筛选。
实训二 产淀粉酶菌株的诱变育种
一. 目的

在最佳诱变剂量下选育发生淀粉酶产量发生正突变的菌株。
二. 原理
    发生正突变的概率约为10-8左右，需要在大量的照射菌落中寻找发生正突变的菌株。如果从大量的待选辐照菌中进行定量或半定量筛选分析，工作量巨大，不切合实际。一般根据经验依据微生物的形态和高产菌的关系或根据比透明圈与对照的比透明大小进行筛选。形成透明圈的大小不仅与遗传有关还与培养条件有关。为了消除培养环境的误差，在此规定当比透明大于对照比透明25%为正突变，小于25%为负突变，在此±25%之间认为是没有发生突变。
三. 材料与仪器
 1. 材料（出发菌株选取一个；例如枯草芽孢杆菌）
蛋白胨，牛肉膏，NaCl，琼脂条，可溶性淀粉，碘液。
2. 仪器
紫外灯、磁力搅拌器、报纸、红灯泡、灯口、电线、插座、瓶皿、无菌三角瓶（内含玻璃珠）、含有磁针的无菌瓶皿
四．方法与步骤
1. 培养基
可溶性淀粉 2g ，NaCl  5g，牛肉膏 5g ，蛋白胨 10g，琼脂 20g  ，水 1000ml

2. 无菌生理盐水
3. 出发菌株的制备（无菌条件下操作）
将出发菌株从试管中用25mL生理盐水多次洗出洗出，倒入含有玻璃珠的无菌三角瓶中，进行反复振荡20min。
4. 紫外线诱变及初筛
选择合适辐照剂量对出发菌株进行诱变，接入摇瓶培养2个小时后稀释涂布平板，用报纸包裹在黑暗条件下培养48h，然后喷洒稀碘液记录比透明圈。

比透明圈＝透明圈直径（mm）/ 菌落直径（mm）
五.记录汇总与分析
1.列出各组结果
2.各做进行对比分析在不同剂量条件的正突变发生率和发生正突变幅度和计量的关系以及发生最大突变的幅度在什么剂量条件下。
六 讨论
七作业
 1. 统计不同剂量条件的正突变发生率和发生正突变幅度和计量的关系以及发生最大突变的幅度在什么剂量条件下的意义是什么？
2. 为什么最后把最佳诱变剂量用致死率和正突变率进行表示，而不用诱变时间进行描述？
实训三   产淀粉酶菌株的诱变育种结果观察及优良菌株的筛选

实训四    磷细菌扁平种的扩大生产
一、实训目的：掌握菌种的纯化、复壮，扁平种扩大培养过程
二、实训用品：营养琼脂培养基、培养皿、酒精灯、超净工作台、培养箱、扁瓶、显微镜 、计数板、计数器等
三、实训步骤：
1、营养琼脂培养基制作（试管、三角瓶、扁平培养基）
2、保藏菌种的纯化、复壮（革兰氏阳性菌，产芽孢，为椭圆形或柱形周生或侧生鞭毛，能运动，能产生接触酶即过氧化氢酶阳性）
3、挑选出符合特征的数个单菌落转管扩大同时做三角瓶摇床试验，对达到生产要求的纯化株进行扁瓶扩大培养
4、    磷细菌扁瓶种质量鉴定
1、无噬菌斑、无污染，符合磷细菌培养特征
2、芽孢形成情况
实训五  青霉菌种实验室阶段扩大生产（米孢子生产）
1、 实训目的：掌握菌种的纯化、复壮，米孢子的扩大培养过程
2、 实训用品：PDA培养基、培养皿、酒精灯、超净工作台、培养箱、小米、蒸锅、三角瓶、扁平、显微镜摇床、计数板、计数器等
3、 实训步骤：
1、PDA培养基的制做
1、 保藏菌种的纯化复壮（挑选出符合特征的单菌落）
2、 挑选出符合特征的数个单孢子菌落转管同时做三角瓶摇床发酵实验，一个菌落做三到四个平行样，选出产抗生素效价高的复壮株进行米孢子的扩大培养
3、 米孢子的扩大培养
4、 米孢子质量鉴定
1、 无杂菌污染
2、 米孢子成熟度，颜色、米孢子数量
集中实训：一、食品的微生物检验（讲授、演示）

教学目标：              

1、掌握食品中菌落总数测定意义及方法

2、掌握食品中大肠菌群测定意义及方法

3、掌握沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌的检验方法

4、掌握食品中酵母菌及霉菌总数的检验方法

5、掌握食品中黄曲霉毒素B1的检验方法

6、、罐头食品商业无菌的检验


[image: image1.emf]                             
二、  食品中灰分的测定
     一、概述
（一）、灰分的基本概念
     食品经灼烧后所残留的无机物质即为灰分 

（二）、灰分测定的主要意义
1、食品的灰分中含有丰富的矿物质元素,大量元素和微量元素,在维持机体的正常生理功能,保障人体健康方面具有重要意义.

2、食品的总灰分含量是某些食品的重要质量指标，是食品常规检验的项目之一。 

3、判断食品受污染的程度
   （三）、灰分的分类
1、粗灰分 （总灰分） 

   灰分不完全或不确切地代表无机物的总量，如某些金属氧化物会吸收有机物分解产生的CO2而形成碳酸盐，使无机成分增多了，有的又挥发了（如Cl、I、Pb为易挥发元素。有机P、S等生成磷酸盐和硫酸盐，质量有所变化。 而且不能完全排除混入的泥沙、尘埃及未燃尽的炭粒。因此    灼烧后的残留物称为——粗灰分（总灰分）。                  

2、水溶性灰分——反映可溶性K、Na、Ca、Mg等元素的氧化物和盐类的含量。 

3、水不溶性灰分——反映Fe、Al等金属的氧化物、碱土金属的碱式磷酸盐的含量,以及由于污染混入产品的泥砂等机械性物质.

4、酸不溶性灰分——反映污染的泥沙及机械物和食品中原来存在的微量SiO2的含量。
二、总灰分的测定
 (一) 原理：
    把一定的样品经炭化后放入高温炉内灼烧转化，称量残留物的重量至恒重，计算出样品总灰分的含量。
   灰分的测定过程（以瓷坩埚为例）
 1、瓷坩埚的准备
    将新坩埚用（1:4）的HCl煮沸1~2小时，洗净凉干。
     用0.5%FeCl3 与等量蓝墨水的混合液在坩埚外壁及盖子上编号。
   2、样品的预处理
     可用测定水分之后的样品。
   ⑴ 富含脂肪的样品先提取脂肪后再测灰分。
   ⑵ 对于液体样品应先在水浴上蒸干，否则直接炭化，液体沸腾易造成溅失。
   ⑶ 果蔬、动物组织等含水分较多的样品,先制备成均匀样品，再准确称取样品置于已知重量坩埚中，放烘箱中干燥（先60～70℃，后105℃），再炭化。
  ⑷ 谷物、豆类等水分含量较少的固体样，粉碎均匀后可直接称取、炭化。
   3、炭化样品
    准确称量一定量处理好的样品，放在高温炉之前，要先进行炭化处理，炭化操作一般在电炉下进行，半盖坩埚盖，小心加热使样品在通气情况下逐渐炭化，直至无黑烟产生。对易膨胀、发泡的如含糖多的，含蛋白多的样品，可在样品上加数滴辛醇或纯植物油，再进行炭化。
4、 灰化
   炭化后，把坩埚移入已达规定温度（525 ~ 600℃）的高温炉口，稍停片刻，再慢慢移入炉膛内，以下操作同求坩埚恒重时一样，至恒重，即两次结果相差< 0.5 mg 。 

（二）加速灰化的方法
     ⑴  样品初步灼烧后，取出，冷却，从灰化容器边缘慢慢加入少量无离子水，使残灰充分湿润（不可直接洒在残灰上，以防残灰飞扬损失），用玻璃棒研碎，使水溶性盐类溶解，被包住的C粒暴露出来，把玻璃棒上粘的东西用水冲进容器里，在水浴上蒸发至干涸，至 120 ~ 130℃烘箱内干燥，再灼烧至恒重。
    ⑵ 经初步灼烧后，放冷，加入几滴HNO3、双氧水等，蒸干后再灼烧至恒重，利用它们的氧化作用来加速C粒灰化。也可加入10％（NH4）2CO3等疏松剂，促进灰化。这些物质的添加不会增加残灰的质量，灼烧后完全消失。
  （3）添加 MgO、CaCO3 等惰性不溶物质，它们的作用纯属机械性，它们和灰分混杂在一起，使C粒不受覆盖，应做空白试验，因为它们使残灰增重。
（三）注意事项：
① 从干燥器中取出 冷却的坩埚时，因内部成真空，开盖恢复常压时应让空气缓缓进入，以防残灰飞散。
② 灰化后的 残渣可留作Ca、P、Fe等成分的分析。
③新坩埚使用前须在HCl（1+4）中煮沸1—2小时，自来水或蒸馏水洗净烘干。用过的坩埚，应把残灰及时倒掉，初步洗刷后，用粗HCl(废）浸泡10~20分钟，再用水冲刷洗净。
  ④ 炭化时，应避免样品明火燃烧而导致微粒喷出，只有在炭化完全，不冒烟时才能放入高温电炉中，灼烧空坩埚与灼烧样品条件一致减少系统误差。 
⑤对含糖分、淀粉、蛋白质、较高的样品防止其发泡溢出，炭化前加数滴纯植物油，灼烧温度不超600℃，否则造成钾、钠、氯等易挥发成分损失。
 灰分重点：
灰分的定义、分类。
总灰分的测定原理、方法、条件、加速灰化的方法。
三、 食品中脂肪含量测定
一、概述
（一） 脂类物质的测定意义
    1、脂肪是食品中重要的营养成分之一。 是食物中能量最高的营养素。
  但是摄入过量对人体健康不利！
  脂肪 = 甘油（丙三醇） +  脂肪酸
    2、在食品加工生产过程中，原料，半成品，成品的脂类含量对产品的风味、组织结构、品质、外观、口感等都有直接影响，所以脂肪含量是一项重要的控制指标。
（二）脂类的测定
   不同来源的食品所含的脂肪在结构上有许多差异，所以也没有一种通用的提取剂。
   脂类的共同特点是在水中的溶解度非常小，能溶于脂肪溶剂中，再根据相似相溶的规律具体选择溶剂。

 常用测定脂类的有机溶剂：
  1、乙醚
  乙醚可饱和2%的水。含水乙醚在萃取脂肪的同  时，会抽提出糖分等非脂成分。所以必须用无水乙醚作提取剂，被测样品也要事先烘干
  2、石油醚
    石油醚的沸点比乙醚高，不太易燃，溶解脂肪能力比乙醚弱，吸收水分比乙醚少，允许样品含微量的水分。有时也采取乙醚+石油醚共用。
 但乙醚、石油醚都只能提取样品中游离态的脂肪。对于结合态的脂类，必须预先用酸或碱及乙醇破坏脂类与非脂类的结合后，才能提取。
   3、氯仿—甲醇
   一种有效的溶剂，对脂蛋白、磷脂提取效率较高。特别适用于水产品、家禽、蛋制品中脂肪的提取。
 样品的予处理
   1、固体样品要粉碎，颗粒大小要合适，注意粉碎过程中的温度，防止脂肪氧化。
   2、样品要干燥
   3、酸水解
  对于乙醚不能渗入内部的或含结合态脂肪。
 二、脂类的测定方法
    (一)索氏提取法 

     1、原理
  将经前处理的、分散且干燥的样品用乙醚或石油醚等溶剂回流提取，使样品中的脂肪进入溶剂中，回收溶剂后所得到的残留物，即为粗脂肪。
     粗脂肪——残留物中除游离脂肪外，还含有色素、树脂、蜡状物、挥发油等。
  2、适用范围与特点
适用于脂类含量较高，结合态脂类含量少或经水解处理过的,（结合态已转变成游离态），样品应能烘干，磨细，不易吸湿结块。
  此法经典，对大多数样品的测定结果比较可靠。但费时长（8—16 h）溶剂用量大，需要专门的仪器,索氏提取器。
  3、 测定方法
     (1)滤纸筒的制备
     (2)样品处理
     固体样品：精密称取干燥并研细的样品 2～5g（可取测定水分后的样品)，必要时拌以海砂，无损地移入滤纸筒内。
     半固体或液体样品：称取5.0一10.0g于蒸发皿中，加入海砂约20g于沸水浴上蒸干后，再于95—105℃烘干、研细，全部移入滤纸筒内，蒸发皿及粘附有样品的玻璃棒都用沾有乙醚的脱脂棉擦净，将棉花一同放进滤纸筒内。
 (3)抽提
     将滤纸筒或滤纸包放入索氏抽提器内，连接已干燥至恒重的脂肪接受瓶，由冷凝管上端加入无水乙醚或石油醚（30—60℃沸程） ，加量为接受瓶的2／3体积，于水浴上(夏天65℃，冬天80℃左右)加热使乙醚或石油醚不断的回流提取，一般视含油量高低提取6—12小时，至抽提完全为止（用滤纸试）。
    (4)称重
  取下接受瓶，回收乙醚或石油醚，待接受瓶内乙醚剩 1 ～2 ml 时，在水浴上蒸干，再于100～105℃干燥 2小时，取出放干燥器内冷却30分钟，称重，并重复操作至恒重。
     4、结果计算
      脂肪(％)＝(m2-m1) / m×100

      m2——接受瓶和脂肪的质量，g；
      ml——接受瓶的质量，g；
      m——样品的质量(如为测定水分后的样品质量  计)，g。
  5、注意及说明
   (1)样品应干燥后研细，样品含水分会影响溶剂提取效果，而且溶剂会吸收样品中的水分造成非脂成分溶出。装样品的滤纸筒一定要严密，不能往外漏样品， 但不要包得太紧影响溶剂渗透。放入滤纸筒时高度不要超过回流弯管，否则超过弯管的样品中的脂肪不能提尽，造成误差。
  (2)对含多量糖及糊精的样品，要先以冷水使糖及糊精溶解，经过滤除去，将残渣连同滤纸一起烘干，再一起放入抽提管中。
 (3)抽提用的乙醚或石油醚要求无水、无醇、无过氧化物，挥发残渣含量低。因水和醇可导致水溶性物质溶解，如水溶性盐类、糖类等，使得测定结果偏高。过氧化物会导致脂肪氧化，在烘干时也有引起爆炸的危险。
    (4)乙醚中过氧化物的检查方法： 取6ml 乙醚，加2ml 10%的碘化钾溶液，用力振摇，放置1分钟，若出现黄色，则证明有过氧化物存在。
  过氧化物如:H2O2、Na2O2、CaO2、  BaO2、   ZnO2、  MgO2等
  去处过氧化物的方法：将乙醚倒入蒸馏瓶中，加一段无锈铁丝或铝丝，收集重蒸馏乙醚
 (5)提取时水浴温度不可过高，以每分钟从冷凝管滴下80滴左右，每小时回流6—12次为宜，提取过程应注意防火。
 (6)在抽提时，冷凝管上端最好连接一个氯化钙干燥管，这样，可防止空气中水分进入，也可避免乙醚挥发在空气中，如无此装置可塞一团干燥的脱脂棉球。
 (7)抽提是否完全，可凭经验，也可用滤纸或毛玻璃检查，由抽提管下口滴下的乙醚滴在滤纸或毛玻璃上，挥发后不留下油迹表明已抽提完全。
  (8)在挥发乙醚或石油醚时，切忌用直接火加热，应该用电热套，电水浴等。烘前应驱除全部残余的乙醚，因乙醚稍有残留，放入烘箱时，有发生爆炸的危险。
  (9)反复加热会因脂类氧化而增重。重量增加时，以增重前的重量作为恒重。
  (10)因为乙醚是易燃、易爆物质麻醉剂，要注意室内通风，并且不能有火源。
  样品及醚的浸出物在烘箱中干燥时，时间不能过长，防止极不饱和的脂肪酸氧化增重，一般真空能够干燥箱70-75℃干燥1小时，普通干燥箱中于95-105℃干燥1-2小时，冷却称重后，再于同样温度下干燥0.5小时，如此反复干燥直恒重。

四、食品中蛋白质和氨基酸态氮含量的测定 

一 、 食品中蛋白质的含量及测定 意义 
二、凯氏定氮法
    凯氏定氮法由Kieldahl于1833年首先提出，经长期改进，已演变为现在的常量法、微量法、半微量法以及自动定氮仪法等多种方法。由于凯氏定氮法是测定食品中总氮量后，乘以蛋白质系数而得到蛋白质含量，不能将样品中常含有的胺、核酸、生物碱、含氮脂类、色素等非蛋白质的含氮物质分离，故结果称粗蛋白质。
1、半微量凯氏定氮法
（1）原  理
  样品与浓硫酸和催化剂一同加热消化，使食品中有机物分解，其中的碳、氢被氧化为二氧化碳和水逸出，蛋白质中的氮转化为氨并与硫酸结合生成硫酸铵留在硫酸中。然后加碱蒸馏，使氨蒸出，用硼酸吸收后，再以硫酸或盐酸标准滴定溶液滴定，根据标准滴定溶液的消耗量乘以换算系数，即为蛋白质含量。
有关化学反应方程式如下:

样品（蛋白质及其它有机化合物）＋H2SO4 △ →（NH4）2SO4＋CO2↑＋SO2↑＋H2O↑
                                 催化剂
2NaOH＋ （NH4）2SO4 ＝2NH3↑＋Na2SO4＋2H2O

2NH3＋H3BO3＝（NH4）2B4O7＋5H2O

（NH4）2B4O7＋5H2O ＋HCL＝2NH4CL＋
4 H3BO3

（2）试  剂
（3）仪  器
（4）操作方法
①   样品处理:准确称取0.2～2.0g固体样品或 2～5g半固体样品或吸取10～2OmL液体样品(约相当氮30～40mg，移入干燥的100mL或500mL凯氏烧瓶中，加入0.2g硫酸铜，3g硫酸钾及20mL浓硫酸，摇均后于瓶口放一小漏斗，将瓶以45°斜支于有小孔的石棉网上。小心加热，待内容物全部炭化，泡沫完全停止后，加强火力，并保持瓶内液体微沸，至溶液呈蓝绿色澄清透明后，再继续加热0.5h。取下放冷，小心加20mL水。放冷后，转移入100mL容量瓶中，并用少量水洗凯氏烧瓶，洗液并入容量瓶中，再加水至刻度，摇匀备用。取与处理样品相同量的硫酸铜、硫酸钾、硫酸按同一方法做试剂空白试验。
②  蒸馏及滴定:按图装好定氮装置，于水蒸气发生器内装水至约2/3处，加甲基红指示液数滴及数毫升硫酸，以保持水呈酸性，加入数粒玻璃珠以防暴沸，用调压器控制，加热煮沸水蒸气发生瓶内的水。 向100ml接收瓶内加入10ml硼酸溶液（20g/L）及混合指示液1-2滴，并使冷凝管的下端插入液面下，吸取10.0mL样品消化稀释液，由小玻杯加入反应室，并以l0mL水洗涤小玻杯，洗液流入反应室，塞紧小玻杯的棒状玻塞。   将l0mL氢氧化钠溶液 (400g/L)倒入小玻杯，提起玻塞使其流入反应室，立即将玻塞盖紧，并加水于小玻杯以防漏气。夹紧螺旋夹，开始蒸馏。蒸气通入反应室使氨通过冷凝管而进入接收瓶内，蒸馏 5 min。移动接收瓶，使冷凝管下端离开液面，再蒸馏 l min。然后用少量水冲洗冷凝管下端外部。取下接收瓶，以盐酸标准滴定溶液 (0.05mol/L)滴定至灰色或紫红色。
同时吸取10.0mL试剂空白消化液同样进行蒸馏及滴定
（5）计  算
（6）说明及注意事项
①样品消化时，浓硫酸的脱水性使有机物脱水碳化，加热条件下，浓硫酸的氧化性将碳氧化为二氧化碳，氢生成水，硫酸则被还原为二氧化硫:

 2H2S04+C＝2S02+2H2O+CO2

二氧化硫将氮还原为氨，本身则被氧化为三氧化硫。氨与硫酸作用生成硫酸铵，留在溶液中:

H2S04+2NH3=(NH4)2S04

② 消化时加入硫酸铜作为催化剂，加速反应的进行。除硫酸铜外，氧化汞、汞、硒粉、二氧化铁等也可作为消化反应的催化剂，其中汞化合物催化效果最好，但汞及汞化合物剧毒，考虑到催化效果、价格及对环境的污染等因素，应用最多的是硫酸铜。硫酸铜还可作为蒸馏时样液碱化时的指示剂，若加碱不足，样液呈蓝色而不生成氢氧化铜沉淀，需增加碱量。
③ 消化时加入硫酸钾可以提高消化温度，加快有机物分解。硫酸的沸点在340℃左右，加入硫酸钾后，可使硫酸沸点提高到400℃以上。硫酸钾加入量不能太大，否则温度过高，会使铵盐分解而损失。除硫酸钾外，硫酸钠也有同样作用，但效果不如硫酸钾。
④  样品消化时，还可加入少量过氧化氢、次氯酸钠等氧化剂，加速有机物氧化。
⑤  消化时注意转动凯氏烧瓶，利用冷凝的硫酸将附在瓶壁上的固体洗下，保证样品消化完全。样品含脂肪或糖较多时，消化过程中易产生大量泡沫，应注意控制热源强度；以免泡沫溢出瓶外。
⑥  一般消化至呈清透明后，再消化3Omin即可。有机物分解完全，消化液呈蓝色或浅绿色，含铁较多时，呈较深绿色。
⑦  蒸馏装置不能漏气。蒸馏时，水蒸气气量应均匀充足，蒸馏过程不能停火断气，以免发生倒吸。
⑧  氨是否蒸馏完全可用pH试纸进行检查，也可控制蒸馏时间确定。
9 硼酸作为吸收液，由于硼酸是极弱的酸，在此只起吸收氨的作用，不影响酸碱滴定。注意硼酸吸收液的温度不应超过40℃，否则对氨的吸收作用减弱。
10  如果用硫酸或盐酸吸收，则需加入标准溶液且准确过量，另配制NaOH标准溶液返滴过量的酸，多了一种标准溶液的配制与标定，程序烦琐，误差增大。 

⑩  此法为食品标准中常用的食品中蛋白质的测定方法，用此方法测得的结果为粗蛋白质。 

2、常量凯氏定氮法
定氮蒸馏装置如图所示。
三、氨基酸态氮的检验
在酱油、酱等发酵食品中，氨基酸是蛋白质在发酵过程中的最终分解产物，与蛋白质不同，其含氮量可直接测定，故称氨基酸态氮。
1、原理                    

  样品中的酸性物质用氢氧化钠溶液中和后，利用氨基酸的两性作用，加入甲醛以固定氨基的碱性，使羧基显示出酸性，用氢氧化钠标准溶液滴定。以酸度计指示滴定终点。
2、试  剂        

3、仪  器                         

4、操作方法
准确称取已研磨均匀的固体样品0.5g，加水50mL。充分搅拌(必要时加热)移入100mL容量瓶中，加水至刻度，摇匀，干过滤，弃去初液，滤液备用。
吸取液体样品5.0mL，置于100mL容量瓶中，加水至刻度，摇匀备用。  

· 吸取上述样液20.0mL,置于200mL烧杯中，加60mL水，开动磁力搅拌器，用氢氧化钠标准滴定溶液(0.050mol/L)滴定至酸度计指示pH=8.2[记下消耗氢氯化钠标准滴定溶液(0.050mol/L)的毫升数，可计算总酸度含量]。
在同一烧杯中加入10.0mL甲醛溶液，混匀。再用氢氧化纳标准滴定溶液(0.050mol/L)继续滴定至pH＝9.2，记下消耗氢氧化钠标准滴定溶液 (0.050mol/L)的毫升数。
同时取80mL水，先用氢氧化钠溶液(0.050mol/L)调节pH＝8.2，再加入10.0mL甲醛溶液，用氢氧化钠标准滴定溶液（0.050mol/L）滴定至pH＝9.2，作为试制空白试验。
5、计算
思 考 题
为什么凯氏定氮法测出的蛋白质含量称为粗蛋白质含量？
试述蛋白质测定消化的原理及加入各试剂的作用。
凯氏定氮法测定时，用硼酸吸收的原因是什么？
凯氏定氮法中蒸馏前加入氢氧化钠的作用是什么？
试述电位法测定氨基酸态氮的原理。
参观实训  河北巨力集团徐水刘伶醉酒厂
一、实训目的   了解固态续渣法发酵生产白酒的工艺
二、参观过程   主要由企业技术人员给学生讲解白酒生产工艺流程
三、总结交流、问题讨论
