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实训一 食品中蛋白质含量的检测--考马斯亮蓝法 

实训项目教学设计 

项目名称 食品中蛋白质含量的检测--考马斯亮蓝法 项目编号 1 

隶属课程 分析检测综合实训一    

教学目的 

1 掌握食品（食用菌）中蛋白质的检测原理与方法 

2 掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

3 掌握样品的消化原理和方法 

思政目标 培养严谨科学、实事求是的科学思维。 

教学学时 6 学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

检验原理 

考马斯亮蓝 G-250 在稀酸溶液中与蛋白质

结合后变为蓝色，其最大吸收波长由 465nm

变成 595nm，其蓝色蛋白质染料复合物在波

长 595nm处的吸光度与蛋白质含量成正比。 

教师讲授 

标准蛋白质原溶

液制备 
训练检测分析中标准溶液的配制方法 

教师讲授并

示范，学生

实践操作 

样品溶液制备 训练检测分析中样品溶液的配制方法 

教师讲授并

示范，学生

实践操作 

标准曲线制作 
训练检测分析中标准曲线的绘制和标准曲

线回归方程的构建 

教师讲授，

学生根据检

测结果制作 

样品检测 

训练检测分析中对样品的检测与计算 教师讲授，

学生根据检

测结果计算 

实验报告的书写 
能正确编制报告，内容完整、书写正确、清

晰。 

 

考核方法 实践考核  

考核标准 

1、 实践操作（50 分）； 

2、 实训报告（40 分）； 

3、 实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10 分）。 

分组要求 分组实验 

场地要求 基础化学实验室 

设备仪器 紫外可见分光光度计、离心机、水浴锅等 
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实训一 食品中蛋白质含量的检测--考马斯亮蓝法  

 

1 实验目的 

1.1掌握食品（食用菌）中蛋白质的检测原理与方法 

1.2掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

1.3掌握样品的消化原理和方法 

2 实验原理： 

考马斯亮蓝 G-250在稀酸溶液中与蛋白质结合后变为蓝色，其最大吸收波长

由 465nm 变成 595nm，其蓝色蛋白质染料复合物在波长 595nm 处的吸光度与蛋白

质含量成正比。 

 注：考马斯亮蓝 G-250存在着红色和蓝色 2 种不同的着色形式。蛋白质分子具有酰

胺基结构，其和蛋白质通过分子间范德华键结合，染料与蛋白质结合后颜色由红色形式

转变成蓝色形式，最大吸收波长由 465nm 变成 595nm，通过测定波长 595nm处光吸收的

增加量可知与其结合蛋白质的量，3-5min呈最大光吸收，可稳定 1小时以上。 

3 试剂与材料 

3.1试剂材料 

样品，牛血清白蛋白，考马斯亮蓝 G-250，95%vol乙醇，磷酸，氢氧化钠。 

3.2仪器与设备  

紫外可见分光光度计：波长范围：190nm-900nm。 

离心机：转速不低于 4000r/min。 

具塞离心管：15ml。 

天平：感量 0.0001g和 0.001g。 

恒温水浴锅、粉碎机。 

    器材设备（每小组所需的量，共分 3小组，每组约 5 人）： 

烧杯（500ml 3个，100ml 3个，）容量瓶（1000ml3个，100ml6个，），试剂

瓶（1000ml3个（棕色），500ml 6个，100ml3个），量筒（100ml3个，），粉碎机

1 台，水浴锅 3 台，快速滤纸 1 包，漏斗 3 个，15ml 带盖离心管 210 支，15ml

离心机 1台，洗瓶 3个，可调节移液枪（1.00mL和 0.2ml各 1支）+枪头（1.00mL

和 0.2ml 各 1袋），10ml移液管 6支，紫外分光光度计 3 台，试管架若干。玻璃
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比色皿 3对。 

4 实验方法与步骤 

4.1考马斯亮蓝溶液制备 

（1）称取 100.00mg考马斯亮蓝 G-250溶于 50ml95%的乙醇中。 

（2）加入 100ml 85%的磷酸。 

（3）加水定容至 1000ml。 

（4）滤纸过滤后，于棕色试剂瓶中常温避光保存（1 个月）。最终试剂中含

0.1g/L考马斯蓝 G-250，47g/L乙醇，85g/L磷酸。 

4.2标准蛋白质原溶液制备 

取 0.05g结晶牛血清白蛋白，用 50ml蒸馏水配制成 1mg/ml 标准原溶液，转

存于 100ml试剂瓶中。 

4.3样品溶液制备 

（1）样品 60℃干燥处理，粉碎，干燥保存。 

（2）取样品 0.300g放入 15ml 离心管内。作空白对照。 

（3）加入 6ml蒸馏水，摇匀。 

（4）加 4mol/L的氢氧化钠溶液 2ml，摇匀。 

（5）50℃水浴 1h，过程每 10分钟剧烈振荡一次。 

（6）消化完成后经 6000r/min 离心 5min，吸取 1ml 上清液，加 29ml 蒸馏

水，混匀。（稀释 30倍） 

4.4标准曲线制作 

（1）取 8支试管，依次编号 0-8，分别加入 0、0.2ml、0.4ml、0.6ml、0.8ml、

1.0ml、1.2ml、1.4ml、1.6ml的 1mg/ml标准蛋白质原溶液，补水至 2.0ml配制

标准蛋白溶液。 

（2）另取 8 支试管，依次编号 0-8（与上一步编号对应），分别加入 0.1mL

上述标准蛋白溶液。 

（3）各加入 5ml考马斯亮蓝溶液，充分振荡混合，静置 5min。 

（4）于波长 595nm处，以 0号管为空白，测定各管的吸光度值。 

（5）以标准蛋白质浓度（X）为横坐标，吸光度值（Y）为纵坐标绘制标准

曲线。 
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4.5样品蛋白质含量测定 

（1）取样品溶液 0.1ml于试管中，另取 1管加 0.1ml 蒸馏水作为空白对照。 

（2）各加入 5ml考马斯亮蓝试剂，充分混合，放置 10min。 

（3）以试剂空白为对照，波长 595nm测定吸光度值。同时做 3个重复。 

 

5 蛋白含量计算 

5.1 标准曲线回归方程 

以标准蛋白质浓度（X）为横坐标，吸光度值（Y）为纵坐标绘制标准曲线图，

并构建标准曲线回归方程。 

 

5.2 样品蛋白质含量的计算 

根据标准曲线回归方程和样品吸光度值计算出样品中蛋白质的含量，注意稀

释位数。 

 

考马斯亮蓝法标准曲线操作步骤 

试管编号 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

蛋白质浓度（mg/ml） 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 

标准蛋白溶液（ml） 0.1 

考马斯亮蓝试剂（ml） 5 

摇均，静置（min） 5 

OD595nm          

样品测定操作步骤 

样品 重复 1 重复 2 重复 3 空白 1 空白 2 空白 3 

样品/空白溶液（ml） 0.1 

考马斯亮蓝试剂（ml） 5 

摇均，静置（min） 5 

OD595nm       
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实训二 食品中粗多糖含量的检测  

实训项目教学设计 

项目名称 食品中粗多糖含量的检测  项目编号 2 

隶属课程 分析检测综合实训一 

教学目的 

1 掌握食品（食用菌）中粗多糖的检测原理与方法 

2 掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

3 掌握食品粗多糖的提取原理和方法 

思政目标 培养求真务实的工匠精神。 

教学学时 6 学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

检验原理 

多糖在硫酸作用下，先水解成单糖，并迅速

脱水生成糖醛衍生物，与苯酚反应生成橙黄

色溶液，在可见光 490nm 处有特征吸收，

与标准系列比较定量。 

教师讲授 

标准葡萄糖原溶

液制备 
训练检测分析中标准溶液的配制方法 

教师讲授并

示范，学生

实践操作 

样品溶液制备 训练检测分析中样品溶液的配制方法 

教师讲授并

示范，学生

实践操作 

标准曲线制作 
训练检测分析中标准曲线的绘制和标准曲

线回归方程的构建 

教师讲授，

学生根据检

测结果制作 

样品检测 

训练检测分析中对样品的检测与计算 教师讲授，

学生根据检

测结果计算 

实验报告的书写 
能正确编制报告，内容完整、书写正确、清

晰。 

 

考核方法 实践考核  

考核标准 

4、 实践操作（50 分）； 

5、 实训报告（40 分）； 

6、 实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10 分）。 

分组要求 分组实验 

场地要求 基础化学实验室  

设备仪器 紫外可见分光光度计、超声波提取仪、离心机、水浴锅等 
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实训二 食品中粗多糖含量的检测  

 

1 实验目的 

1.1掌握食品（食用菌）中粗多糖的检测原理与方法 

1.2掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

1.3掌握食品粗多糖的提取原理和方法 

2 实验原理： 

多糖在硫酸作用下，先水解成单糖，并迅速脱水生成糖醛衍生物，与苯酚反

应生成橙黄色溶液，在可见光 490nm 处有特征吸收，与标准系列比较定量。 

3 试剂与材料 

3.1试剂材料 

食用菌干品、蒸馏水、硫酸、无水乙醇、苯酚（免蒸馏）、无水乙醇、葡萄

糖。 

3.2仪器与设备  

可见分光光度计、超声波提取器、离心机、圆底烧瓶、空气冷凝管、水浴

锅等。 

4.实验方法与步骤 

4.1试剂准备 

4.1.1 80%乙醇溶液的制备 

4.1.2 80%苯酚溶液的制备 

称取 80g苯酚于 100 mL烧杯中，加水溶解，定容至 100 mL 后转至棕色瓶中，

置 4℃冰箱中避光贮存。 

4.1.3. 5%苯酚溶液的制备 

吸取 5 mL的 80%苯酚溶液，溶于 75 mL水中，混匀，现用现配。 

4.1.4 0.1mg/ml 标准葡萄糖溶液的制备 

称取 0.1000g 无水葡萄糖（105℃烘干恒重）于 100 mL 烧杯中，加水溶解，

定容至 1 000mL，置 4℃冰箱中贮存。  

 

4.2 样品多糖的提取 
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1. 样品经粉碎处理，过 20目(0.9mm)孔径筛。 

2. 称取 1.0g 的样品，精确到 0.001g，置于 50 mL具塞离心管内。 

3. 向离心管中加 5 mL水浸润，后再加 20ml的无水乙醇。 

4. 使用涡旋振荡器振摇，使混合均匀，置超声提取器中超声提取 45 min，

80℃。 

5. 提取结束后，于 4000r/min 离心 10 min，弃去上清液。  

6. 不溶物用 10 mL的 80%乙醇溶液洗涤、离心，弃去上清液。 

7. 用水将上述不溶物转移入圆底烧瓶，加入 50 mL 蒸馏水，装上磨口的空

气冷凝管，于沸水浴中提取 1h。 

8. 冷却至室温，过滤，得上清液。  

9. 将上清液转移至 100 mL容量瓶中，残渣洗涤 2次-3次，洗涤液转至容量

瓶中，加水定容，配制成菌体含量为 10mg/ml的样品液。 

4.3标准曲线的制定 

1. 分别吸取 0、0.2 mL、0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL 的标准葡萄糖

溶液（0.1 mg/ml）置 20 ml 具塞玻璃试管中，用蒸馏水补至 1.0 mL。2. 向试

液中加入 1.0 ml 的 5%苯酚溶液，混均，然后快速加人 5.0 mL 硫酸(与液面垂直

加入，勿接触试管壁，以便与反应液充分混合)，混均，静置 10 min。 

3. 然后将试管放置于 30℃水浴中反应 20 min。 

4. 反应完成后，吸适量液体于比色皿中，用分光光度计（可见光）490 nm

光检测各标准液吸光度。 

5. 以葡萄糖质量浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，制定标准曲线。 

标准葡萄糖曲线 

吸取量 1.0ml 0.8ml 0.6ml 0.4ml 0.2ml 0.0ml 

浓度 0.1mg/ml 0.08mg/ml 0.06mg/ml 0.04mg/ml 0.02mg/ml 0mg/ml 

吸光度（490nm）       

 

4.4 样品多糖的测定 

1. 吸取 2.00 mL 样品溶液于 20 mL 具塞试管中。同时做空白试验，用蒸馏

水代替样品溶液。 
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2. 向试液中加入 2.0 mL 的 5%苯酚溶液，充分混均，然后快速加人 10.0 mL

硫酸(与液面垂直加入，勿接触试管壁，以便与反应液充分混合)，混均，静置

10 min。 

3. 然后将试管放置于 30℃水浴中反应 20 min。 

4. 反应完成后，吸适量液体于比色皿中，用 490 nm光检测各样品液吸光度。 

 

      粗多糖检测结果 

浓度 重复 1 重复 2 重复 3 空白 1 空白 2 空白 3 

吸光度（490nm）       

 

5 粗多糖含量计算 

5.1 标准曲线回归方程 

以标准葡萄糖浓度（X）为横坐标，吸光度值（Y）为纵坐标绘制标准曲线图，

并构建标准曲线回归方程。 

 

5.2 样品粗多糖含量的计算 

根据标准曲线回归方程和样品吸光度值计算出样品中粗多糖的含量。 
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实训三 食品中脂肪含量的检测—酸水解法  

实训项目教学设计 

项目名称 食品中脂肪含量的检测—酸水解法 项目编号 3 

隶属课程 分析检测综合实训一 

教学目的 
1掌握食品（食用菌）中脂肪的检测原理与方法 

2掌握食品酸水解处理原理与使用方法 

思政目标 培养认识问题、分析问题和解决问题的科学思维。 

教学学时 6学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

实验原理 

食品中结合态脂肪用强酸使其游离出来并

溶于有机溶剂，用无水乙醚或石油醚提取,

除去溶剂即得游离态和结合态脂肪的总含

量。 

教师讲授 

样品酸水解 样品酸水解彻底 

教师讲授并

示范，学生

实践操作 

脂肪抽提 脂肪抽提完成  

有机溶剂回收 熟练使用旋转蒸发仪 

产品干燥 充分干燥 

实验报告的书写 
能正确编制报告，内容完整、书写正确、清

晰。 

 

考核方法 实践考核  

考核标准 

7、实践操作（50分）； 

8、实训报告（40分）； 

9、实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10分）。 

分组要求 分组实验 

场地要求 基础化学实验室 

设备仪器 旋转蒸发仪、水浴锅等 
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实训三 食品中脂肪含量的检测—酸水解法  

 

 

1 实训目的 

1.1掌握食品中脂肪含量的检测原理与方法. 

1.2掌握食品酸水解处理原理与使用方法。 

2 实训原理 

食品中的结合态脂肪必须用强酸使其游离出来,游离出的脂肪易溶于有机溶

剂。试样经盐酸水解后用无水乙醚或石油醚提取,除去溶剂即得游离态和结合态

脂肪的总含量。 

3 试剂与材料 

3.1试剂材料 

乙醚或石油醚（沸程为 30-60℃），乙醇，水，盐酸，样品（食用菌干品）等。 

3.2仪器与设备  

100mL具塞量筒，磨口球形瓶，旋转蒸发仪，干燥器、干燥剂等 

4 实验方法与步骤 

4.1试剂准备 

1:1盐酸：盐酸缓慢加入等量水中 

饱和 NaCl溶液：水中溶解度 35.9g（室温） 

4.2样品酸水解 

1）称取约 5g粉碎样品,置于 50mL 试管内； 

2）加入 8mL 水,混匀； 

3）后再加 10mL盐酸，混匀，； 

4）将试管放入 80℃水浴中,每隔 10min用玻棒搅拌 1次,至试样消化完全（约

40-50min）。 

4.3抽提 

1）向水解管中加入 10mL乙醇,混合。 
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2）冷却后将混合物移入 100mL具塞量筒中,以 25mL石油醚分数次洗试管,一

并倒入量筒中。 

3）加塞振摇 1min,小心开塞,放出气体,再塞好,静置 12min； 

4）用石油醚冲洗塞及量筒口附着的脂肪，静置 10-20min； 

5）吸取上清液于已恒重的磨口球形瓶内； 

6）继续加 5mL 石油醚于具塞量筒内,振摇,静置后,将上层石油醚吸出,放入

上一步的磨口球形瓶内得抽提液。 

4.4石油醚回收与产品称量 

1）将装有抽提液石油醚的磨口球形瓶接于旋转蒸发仪，回收石油醚。 

2）当瓶内溶剂剩余 1-2mL时在水浴上蒸干； 

3）将蒸干后球形瓶于 100℃±5℃干燥 1h, 

4）放干燥器内冷却 0.5h后称量。 

5 结果计算 

试样中脂肪的含量按式(1)计算: 

                             

式中:  

X ——试样中脂肪的含量,单位为克每百克(g/100g);  

m1 ——恒重后接收瓶和脂肪的含量,单位为克(g);  

m0 ——接收瓶的质量,单位为克(g);  

m2 ——试样的质量,单位为克(g);  

100——换算系数。 
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实训四 化妆品自由基（DPPH）清除能力的检测 

实训项目教学设计 

项目名称 化妆品自由基（DPPH）清除能力的检测 项目编号 4 

隶属课程 分析检测综合实训一 

教学目的 

1掌握对化妆品自由基（DPPH）清除能力的检测检测原理与方法 

2掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

3掌握样品的预处理原理和方法 

思政目标 培养科学、唯物、马克思主义的世界观。 

教学学时 6学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

检测原理 

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（简称 DPPH）是

一种稳定的自由基，其乙醇溶液呈深紫色，

在 517nm附近有强吸收。当有自由基清除剂

存在时，由于与其单电子配对而使 DPPH 乙

醇溶液光吸收减弱。DPPH 乙醇溶液褪色程

度与其接受的电子数呈线性关系。 

教师讲授 

DPPH乙醇溶液 训练检测分析中溶液溶剂的配制方法 教师讲授并

示范，学生

实践操作 样品溶液制备 训练检测分析中样品溶液的配制方法 

标准曲线制作 
训练检测分析中标准曲线的绘制和标准曲

线回归方程的构建 
教师讲授，

学生根据检

测结果制作 样品检测 训练检测分析中对样品的检测与计算 

实验报告的书写 
能正确编制报告，内容完整、书写正确、清

晰。 

 

考核方法 实践考核  

考核标准 

实践操作（50分）； 

实训报告（40分）； 

实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10分）。 

分组要求 分组实验 

场地要求 基础化学实验室  

设备仪器 紫外可见分光光度计等 
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实训四 化妆品自由基（DPPH）清除能力的检测  

 

1 实验目的 

 掌握对化妆品自由基（DPPH）清除能力的检测技能。 

2 实验原理 

    1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（简称 DPPH）是一种稳定的自由基，其乙醇溶液

呈深紫色，在 517nm 附近有强吸收。当有自由基清除剂存在时，由于与其单电子

配对而使 DPPH 乙醇溶液光吸收减弱。DPPH乙醇溶液褪色程度与其接受的电子数

呈线性关系，由此可评价试验样品清除自由基的能力，即抗氧化活性的大小。  

3 试剂与材料 

3.1试剂材料 

乙醇，1,1-二苯基-2-三硝基苯肼，维生素 E/维生素 C（分析纯） 

3.2仪器与设备  

可见分光光度计，可调节移液枪：1.00mL；  

4.实验方法与步骤 

4.1试剂准备 

4.1.1 95%乙醇的制备 

4.1.2 0.12mg/mL DPPH 乙醇溶液的制备 

称取 12 mg 的 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼于 250mL 烧杯中，加入 80mL 95%

乙醇，用玻棒搅拌至溶解，于 100ml 容量瓶定容。  

4.2 阳性对照物的制备 

阳性对照物维生素 E 用 95%乙醇溶解和稀释，维生素 C 用去离子水溶解和稀

释。浓度为 1.00mg/ml。使用时稀释成：0.08mg/mL、0.04mg/mL、0.02mg/mL、

0.01mg/mL 系列浓度梯度用以验证试验系统。 

4.3 样品溶液的制备 

水溶性样品用水稀释为多级浓度样品，油溶性样品用 95%乙醇稀释为多级浓

度样品。 

4.4 样品检测 

4.4.1 参照表 1，使用 10mL 试管设立样品管（T）、样品本底（T0）、DPPH 管
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（C）和溶剂本底（C0），每一样品的每个受试浓度的样品管（T）需设立 3 支平

行管，同时 DPPH 管（C）也需设立 3 支平行管。 

4.4.2 在样品管（T）和样品本底（T0）中各加入 1mL 相同浓度的样品溶液。   

4.4.3 在所有试管中（T、T0、C、C0）补充溶剂，水溶性样品用水，油溶性

样品用 95%乙醇，补足 3mL，混匀。  

4.4.4 在样品管（T）和 DPPH 管（C）中加入 DPPH 乙醇溶液 1mL，样品本

底（T0）和溶剂本底（C0）用 95%乙醇代替，轻轻摇匀，室温下静置 5 分钟。  

4.4.5 将各支反应溶液移入 1cm 玻璃比色皿中，在 517nm 处测定吸光值。 

 

6 结果计算  

计算 DPPH自由基清除率：  

 

式中：  

T—样品管吸光值，即样品与 DPPH 反应后溶液吸光值；  

T0—样品本底吸光值；  

C—DPPH管吸光值 3次平均值，即未加样品时 DPPH 溶液吸光值；  

C0—溶剂本底吸光值。  

7.试验有效性验证  

    每批次实验都需要加入阳性对照的测试，阳性对照维生素 E 的 IC50（达到 

50%清除效果时对应的样品受试浓度）应在 0.02mg/mL-0.06mg/mL，则认为试验

系统有效。  

    根据公式（1）计算样品在各受试浓度下的自由基清除率，同时统计各组平

行管间清除率间的标准差（Standard Deviation，SD），SD 值须≤3%，则认为试
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验平行性有效。  

8. 结果报告   

    样品在某一受试浓度下的对 DPPH 自由基的清除率应表述为：清除率平均值

±清除率间的标准差（SD）。  

    对于样品清除自由基活性的表述，不应脱离受试浓度而言。  

    在进行样品间清除自由基活性的比较时，可绘制样品受试浓度与 DPPH 自由

基清除率的浓度反应关系曲线，应用拟合公式（R2≥0.9）计算各样品的 IC50，

样品 IC50 越小代表活性越强。  
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实训五 饮料中山梨酸钾含量的检测 

实训项目教学设计 

项目名称 饮料中山梨酸钾含量的检测 项目编号 5 

隶属课程 分析检测综合实训一 

教学目的 

1掌握食品中山梨酸钾含量的检测原理与方法 

2掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

3掌握样品的预处理原理和方法 

思政目标 培养人与自然和谐共生的可持续发展理念。 

教学学时 6学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

检测原理 

 样品经盐酸酸化后,用乙醚（或氯仿）提取

并浓缩山梨酸钾，然后用乙醇或水定溶，检

测 252nm波长的吸光值。 

教师讲授 

1:1盐酸 训练检测分析中溶液溶剂的配制方法 教师讲授并

示范，学生

实践操作 样品溶液制备 训练检测分析中样品溶液的配制方法 

标准曲线制作 
训练检测分析中标准曲线的绘制和标准曲

线回归方程的构建 
教师讲授，

学生根据检

测结果制作 样品检测 训练检测分析中对样品的检测与计算 

实验报告的书写 
能正确编制报告，内容完整、书写正确、清

晰。 

 

考核方法 实践考核  

考核标准 

实践操作（50分）； 

实训报告（40分）； 

实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10分）。 

分组要求 分组实验 

场地要求 基础化学实验室  

设备仪器 紫外可见分光光度计等 
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实验五 饮料中山梨酸钾含量的检测 

 

 

1实训目的 

1.1掌握食品中山梨酸钾含量的检测原理与方法 

1.2掌握紫外可见分光光度计的工作原理与使用方法 

1.3掌握样品的预处理原理和方法 

2实训原理 

    样品经盐酸酸化后,用乙醚（或氯仿）提取并浓缩山梨酸钾，然后用乙醇或

水定溶，检测 252nm波长的吸光值。 

    易溶于水，溶于丙二醇和乙醇 

3试剂与材料 

3.1试剂材料 

 乙醚（或氯仿），乙醇，水，盐酸，山梨酸钾,样品（饮料或酱油）等。 

3.2仪器与设备  

    紫外可见分光光度计，石英比色皿，分液漏斗，可调节移液枪，水浴锅等 

4.实验方法与步骤 

4.1试剂准备 

1:1盐酸：盐酸缓慢加入等量水中 

饱和 NaCl 溶液：水中溶解度 35.9g（室温） 

4.2样品处理（萃取） 

1）取样品 5mL于分液漏斗中 

2）加入 20mL 饱和 NaCl溶液(加入 NaCl是为了增加电解质，提高萃取率)，

混均 

3）加入 10mL 体积比为 1：1 盐酸，混均 

4）加入 25mL 乙醚（或氯仿）充分振荡 10 min，静置 30min(能有效分层即

可) 

5）取上层有机相于小烧杯/比色管/玻璃试管中 

6）再加入 25mL乙醚（或氯仿）进行第二次萃取 
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7）合并两次乙醚（或氯仿）萃取溶液，水浴加热使乙醚（或氯仿）挥发 

8）加适量水或乙醇进行溶解（定容），得样品液 

4.3山梨酸钾标准溶液 

    配制 4mg/mL 的山梨酸钾标准溶液：称 100mg 山梨酸钾，置于小烧杯中，用

适量蒸馏水使其溶解，待完全溶解后，转入 25mL容量瓶中，用蒸馏水定容。 

4.4山梨酸钾标准曲线的绘制 

4.4.1山梨酸钾标准溶液最大浓度的确定 

   取适量山梨酸钾标准溶液作适量稀释，检测 252nm 吸光值，吸光值为 1 的浓

度为最大浓度。 

4.4.2山梨酸钾标准工作液检测 

   在最大浓度以内稀释成 5个梯度浓度标准工作液，检测 252nm吸光值。 

4.5样品检测 

   样品液作适当稀释处理，检测 252nm吸光值（吸光值在 0.2-0.8之间）。 

5结果计算 

5.1标准曲线绘制 

   根据山梨酸钾标准工作液检测结果，以吸光值为 Y 轴，山梨酸钾浓度为 X 轴

绘制标准曲线图和回归方程。 

5.2浓度计算 

   根据回归方程和样品吸光值，计算样品中山梨酸钾浓度。 
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实训六 食品和化妆品中细菌总数的测 

实训项目教学设计 

项目名称 食品和化妆品中细菌总数的测定 项目编号 6 

隶属课程 分析检测综合实训一 

教学目的 

1.进一步建立无菌操作概念 

2.巩固和掌握无菌操作技术 

3.掌握仪器和化妆品中细菌总数的测定技术 

思政目标 培养环保、健康、绿色、低碳的生活理念。 

教学学时 3 学时 

教学设计 

技能点 训练要求与标准 训练方法 

细菌菌落总数测定

的原理 

一定条件下（卵磷脂、吐温 80 营养琼脂上，

于 27℃培养 48h）生长的一群嗜中温的需氧及

兼性厌氧的细菌总数。 

教师讲授 

样品的稀释 
训练在无菌条件下利用玻璃吸管稀释样品至

一系列浓度的方法 

教师讲授并示范，

由学生具体操作 

倾注法 
掌握在无菌条件下进行样品与培养基倾注混

匀的方法 

教师讲授并示范，

由学生具体操作 

菌落总数的计算方

法 
掌握菌落总数的计数原则 

教师讲授，学生根

据实验结果编制

实训报告 

实验数据的记录及

结果处理，实训总

结 

 

对学生操作过程

中出现的不规范

操作进行强调并

纠正，总结各项技

能点的掌握要点 

实验报告的书写 能正确编制报告，内容完整、书写正确、清晰。  

考核方法 过程考核：操作（80 分）+ 报告（20 分） 

考核标准 

10、 无菌操作：倒平板（30 分），倾注技术（20 分），涂布技术（20 分） 

11、 实训报告（20 分）； 

12、 实验过程及实验结束后良好的工作习惯和卫生习惯（10 分）。 

分组要求 4 人 1 组  

场地要求 微生物室 

设备仪器 酒精灯、涂布棒、灭菌培养基和培养皿，超净工作台 
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实训六 食品和化妆品中细菌总数的测定 

一、实训目的： 

1.进一步建立无菌操作概念 

2.巩固和掌握无菌操作技术 

3.掌握食品和化妆品中细菌总数的测定技术 

4.掌握食品和化妆品样品的制备技术 

二、实训材料： 

无菌培养基、无菌培养皿、无菌水、涂布棒、无菌吸管、检测样品、无菌生

理盐水、无菌石蜡、无菌吐温 80、无菌玻璃珠。 

 所需物资（每小组所需的量，共分 3小组，每组约 5 人） 

卵磷脂吐温 80营养琼脂培养基，氯化钠，液体石蜡，吐温 80 

三、实训步骤： 

1.操作环境消毒 

75%酒精表面消毒 

2.样品的制备 

   此部分空白，让学生提前完成 

P140-141 

2.1液体样品的制备 

2.2半固体状样品的制备 

3.样品稀释 

用 1ml无菌移液管从样品中吸取 1ml，吹入 9ml无菌水中，吹吸二次，使溶

液充分混匀, 制成浓度为 10-1的溶液；反复重复此操作，制成 10-1、10-2两个浓

度的溶液。 

3.空白平板制作 

在酒精灯附近向每个平板倒入约 20ml培养基，平板待疑固。 

4.倾注倒平板 

分别从原液、10-1、10-2 三个浓度的试管中各吸取 1ml 溶液吹入无菌培养皿

中，共 3 个平板，迅速倒入已溶解并冷却至 46℃左右的培养基中，每个平板倒

入约 20ml 培养基，进行混匀，以上各步骤均需在酒精灯附近进行无菌操作。 
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5.培养 

所有平板倒置于 37℃，培养 48 小时左右，取出计数，并计算菌落总数。 

四、思考题： 

1.根据你的菌落计数结果，计算出每 ml或每 g样品中所含的细菌总数？ 

 

 

 

 

四、记录与总结（本次实训结果记录、实训完成情况、实训过程中出现问题、自

我解决问题的记录、所吸取经验、心得体会及建议等） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


