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A%3+

/

'.+#%#-0*.)%*'.'"-*$#

8

-'%#*.,

/

)3%'0)%*$1

F

#(+)5()

88

)-)%3&

郭应时"

:"+!$%

&

'GE$

"

!

曹小彦"

=6+2$)>'

.

)%

"

!

邹杭君"

5+" ,)%

&

'

(

-%

"

!

郭明义#

:"+#$%

&

'

.

$

#

!

张
!

威"

5,68:T4$

"

*

"<

广电计量检测
"

湖南
#

有限公司!湖南 长沙
!

<"$$$%

-

#<

长春市食品药品监督管理局!吉林 长春
!

"!$$$$

+

*

"<,-%)%:K:#4DI>?>

&.

W M3*M=><

!

/DB<

!

=E)%

&

GE)

!

,-%)%<"$$$%

!

=E$%)

-

#<=E)%

&

CE-%A>>B)%B9I-

&

6BQ$%$GDI)D$>%

!

=E)%

&

CE-%

!

1$?$%"!$$$$

!

=E$%)

+

摘要!研究全自动凯氏定氮仪测定大米蛋白质的方法$通过

考查样品质量&硫酸添加量&消化温度&消化时间等关键因

素$确定最佳试验条件#结果表明)当样品质量为
$)<$

X

$硫

酸添加量为
"#LA

$消化温度为
<#$c

$消化时间为
E$L4:

时$

E

种大米蛋白质测定值'

%kF

(的标准偏差为
$)$E$#

!

$)"$""

$尿素的氮回收率为
OO)OD

!

"$$)ED

$该法与微量蒸

馏法测定蛋白质结果的比值为
")$#!<

!

")$%O<

$测定时间

缩短到
"2

#说明该方法稳定&准确&快速#

关键词!蛋白质*全自动凯氏定氮仪*样品质量*硫酸添加量*

消化温度*消化时间
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目前已报道的蛋白质测定方法可分为两类(间接法和直

接法"间接法根据定氮后的氮含量!利用蛋白质系数计算出

蛋白质含量!杜马斯燃烧法和凯氏定氮法是使用最广泛的间

接方法-直接法利用蛋白质的物理或化学性质!采用仪器通

过建立工作曲线得出蛋白质含量/

"]!

0

!直接方法有近红外光

谱法/

<

0

#紫外分光光度法/

E

0

#电泳法/

F

0

#紫外吸收光谱法/

%

0和

I38?['3?

法/

1

0

"

凯氏定氮法凭借着灵敏度高#稳定性好#成本低廉等优

点!成为了目前分析含氮化合物最常用的方法!被国内外作

为法定的标准检验方法/

O

0

"由于传统的半微量定氮法检测

时间需要
<

!

F2

!效率低下!全自动凯氏定氮法得到了较快

发展"目前对凯氏定氮法测定食品蛋白质进行的研究已有

不少/

"$]""

0

!但是利用全自动凯氏定氮仪测定特定食品蛋白

质的研究报道仅见于大豆#小麦#乳制品"尽管供应商都会

根据各自仪器的特性提供一个基本方法以满足大部分样品

的分析!但是由于食品基质复杂!普适性再强的方法具体到

特定的样品时不一定是最佳方法!希望用同一处理方法来处

理所有类型的样品是不切实际的!需要根据实际情况进行适

当的调整和改进"有针对性地优化建立最优的大米处理方

法!在最短的时间内得出更精准的结果十分必要"本试验拟

采用全自动凯氏定氮仪测定大米中蛋白质的含量!通过考查

样品质量#浓硫酸添加量#消化温度#消化时间等关键因素对

蛋白质测定结果的影响!确定最佳试验条件!得出最佳分析

程序!以提高分析效率!节约试验试剂!实现实验室对大批量

样品的快速#准确检测"

"

!

材料与方法
")"

!

材料

大米(产地分别为东北#江苏#新疆#湖南#海南!均为当

地知名品牌的大米"

")#

!

试剂

盐酸#氢氧化钠#浓硫酸#硼酸#甲基红(分析纯!国药集

团化学试剂有限公司-

溴甲酚绿(指示剂!国药集团化学试剂有限公司-

尿素(

OO)OD

!

QIe$O#$"

!中国计量科学研究院-

全麦粉粗蛋白质标准物质(

QIe

*

Z

+

"$$"#F

!国家粮食

%F



局科学研究院-

铜催化剂(
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X

P

#

/̂
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U$)E

X

,J/̂

<

1

EK

#

^

.片!福斯

华*北京+科贸有限公司"

")!

!

试剂配置

")!)"

!

盐酸标准滴定溶液*

$)"L'(

.

A

+

!

按
QI

.

0F$"

,

#$"F

配置及标定"

")!)#

!

氢氧化钠溶液*

<$$

X

.

A

+

!

称取
<$$$

X

氢氧化钠溶

于水!冷却后稀释至
"$A

"

")!)!

!

硼酸吸收溶液*含溴甲酚绿和甲基红指示剂+

*

"

+

"D

硼酸(将
"$$

X

硼酸溶于
"$A

纯水中"

*

#

+

$)"D

溴甲酚绿溶液(

$)"

X

溴甲酚绿溶于
"$$LA

OED

乙醇中"

*

!

+

$)"D

甲基红溶液(

$)""

X

甲基红溶液
"$$LAOED

乙醇中"

*

<

+在
"$A"D

的硼酸溶液中加入
"$$LA"D

溴甲酚

绿和
%$LA"D

甲基红溶液混匀"

")<

!

主要仪器设备

凯氏定氮仪(

1<$$

型!福斯华*北京+科贸有限公司-

消化炉(

;0##$

型!福斯华*北京+科贸有限公司-

中药粉碎机(

.e"%%

型!天津市泰斯特仪器有限公司-

电子天平(

@Z#$<Z

型!梅特勒
9

托利多仪器*中国+有限

公司"

")E

!

试验方法

")E)"

!

样品制备
!

用中药粉碎机粉碎大米!并过
"$$

目筛"

")E)#

!

单因素试验
!

参考
QIE$$O)E]#$"F

及定氮仪简报!

用消化炉消化样品!全自动凯氏定氮仪测定蛋白质"以蛋白

质含量为指标!分别考察样品质量*

$)#E

!

$)E$

!

$)%E

!

")$$

!

")#E

!

")%E

X

!固定浓硫酸添加量
"#LA

!消化温度
<#$c

#消

化时间
F$L4:

!添加
"

片催化剂+#浓硫酸添加量*

F)$$

!

1)$$

!

"$)$$

!

"#)$$

!

"<)$$

!

"F)$$

!

"1)$$LA

!固定样品质量
$)E$

X

!

消化温度
<#$c

!消化时间
F$L4:

!添加
"

片催化剂+#消化

温度*

!#$

!

!<$

!

!F$

!

!1$

!

<$$

!

<#$

!

<<$ c

!固定样品质量

$)E$

X

!浓硫酸添加量
"#LA

!消化时间
F$L4:

!添加
"

片催

化剂+#消化时间*

!$

!

<$

!

E$

!

F$

!

%$

!

1$

!

O$L4:

!固定样品质

量
$)E$

X

!浓硫酸添加量
"#LA

!消化温度
<#$c

!添加
"

片

催化剂+

<

个因素对大米蛋白质测定值的影响"

")E)!

!

正交试验
!

根据单因素试验结果选取合理水平设计

正交试验"

")E)<

!

精密度及准确度试验
!

称取
F

个平行样品进行精密度

试验!称取
!

个平行样品!加入尿素纯度标准物质进行加标回

收试验!同时利用全麦粉粗蛋白质标准物质考察准确度"

")E)E

!

数据处理
!

试验数据用
/̀ //

数据分析软件进行单

因素方差分析并进行
;J:>8:

多重比较"

#

!

结果与分析
#)"

!

样品量对测定结果的影响

分析过程中!样品称取量一般依照样品含氮量和均匀度

而定/

"#

0

"一般来说!减少样品质量可以减少消化时间-同

时!在保证试样均匀的情况下!增加样品质量能够减少系统

误差!提高试验准确性"但是随着样品量的增加!消化过程

需要消耗更多的硫酸#消化时间也会相应延长!因此!试验过

程中确定合理的称样量十分必要"

由图
"

可知!当其他影响因素固定不变时!样品质量在

$)#E

!

$)%E

X

时!消化效果最好!蛋白质测定值相对较高"当

样品质量超过
$)%E

X

以后!随着样品质量的增加!蛋白质测

定值有下降趋势"在测定大米蛋白质时!为保证分析结果的

准确性!称样量可控制在
$)#E

!

$)%E

X

"

图
"

!

样品质量对蛋白质测定值的影响

.4

X

J37"

!

Z[[7>6'[/8L

W

(7G74

X

26':627

W

3'674:>':67:6

#)#

!

硫酸量对测定结果的影响

大米中有机氮与浓硫酸共热!在催化条件下被分解为无

机氮!产生的氨与硫酸结合/

"!

0

!因此!浓硫酸在消化过程中

起直接消化作用!浓硫酸用量直接影响消化结果"硫酸量过

少会导致样品消化不完全!试验结果偏低-浓硫酸用量过多!

又会浪费试剂"因此!确定合适的硫酸用量十分必要"由

图
#

可知!当浓硫酸量为
"$

!

"#LA

时消化效果最好!蛋白

质测定值最高"当硫酸量
#

"$LA

时!随着浓流酸使用量的

增加!蛋白质测定值增大!硫酸量
"

"$LA

后!随着硫酸量的

增加!蛋白质测定值有下降趋势"因此样品量为
$)E

X

时!浓

硫酸添加量宜控制在
"$LA

左右"

图
#

!

硫酸量对蛋白质测定值的影响

.4

X

J37#

!

Z[[7>6'[>':>7:63867?5J([J34>8>4?':627

W
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#)!

!

消化时间对测定结果的影响

消化时间关系到样品中蛋白质能否完全被分解!对测定

结果有重要影响"由图
!

可知!消化时间
#

E$L4:

时!随着

消化时间的延长!蛋白质含量测定值增加!消化时间为
E$

!

O$L4:

时!蛋白质测定结果差异不大"有研究/

"<

0表明!消化

时间过长!氮元素会随蒸气逸出!造成结果偏低"为节约时

间!测定大米蛋白质时可将时间控制在
E$L4:

"

#)<

!

消化温度对测定结果的影响

消化过程本质上是使大米中有机氮转换成铵离子!氮的

临界 分解温度为
!%!c

!理论上温度越高!消化速度越快!但

1F

安全与检测
!

#$"%

年第
""

期



图
!

!

消化时间对蛋白质测定值的影响
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是过高的温度势必会引起氮元素的损失"由图
<

可知!在温

度
#

<$$c

时!随着消化温度的升高!蛋白质测定值也随之

增加!

!1$

!

<<$c

时蛋白质测定结果最高!且无显著差异"

可见消化温度是影响消化效果的另一个重要因素!并且消化

温度过低会造成消化不完全!导致试验结果偏低-消化温度

过高也对消化过程无益!有研究/

"E

0表明!消化温度过高容易

造成氮元素损失!导致测定结果偏低"因此!进行大米样品

处理时!宜将消化温度控制在
<$$c

左右"

图
<

!

消化温度对蛋白质测定值的影响

.4

X

J37<

!
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X

7564':67L

W
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W
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#)E

!

正交试验

根据单因素试验结果!选取样品量#浓硫酸量#消化时

间#消化温度
<

个因素各取
<

个水平采用湖南大米作为试验

材料进行正交试验!试验结果见表
"

"方差分析见表
#

"

!!

由表
#

!

F

可知(消化温度和消化时间的显著值分别为

$)$$$"

*

`

#

$)$E

+和
$)$<E"

*

`

#

$)$E

+!可见消化温度和消化

表
"

!

正交试验结果

08C(7"

!

027'362'

X

':8(6756375J(65

试验号
样品质量.

X

浓硫酸量.

LA

消化时间.

L4:

消化温度.

c

蛋白质含

量.
D

" $)!$ F)$$ <$ !1$ %)%O

# $)!$ 1)$$ E$ <$$ 1)!"

! $)!$ "$)$$ F$ <#$ 1)!1

< $)!$ "#)$$ %$ <<$ 1)!"

E $)<$ F)$$ E$ <#$ 1)!%

F $)<$ 1)$$ <$ <<$ 1)#E

% $)<$ "$)$$ %$ !1$ %)1E

1 $)<$ "#)$$ F$ <$$ 1)!E

O $)E$ F)$$ F$ <<$ 1)!$

"$ $)E$ 1)$$ %$ <#$ 1)#1

"" $)E$ "$)$$ <$ <$$ 1)#E

"# $)E$ "#)$$ E$ !1$ %)1F

"! $)F$ F)$$ %$ <$$ 1)#$

"< $)F$ 1)$$ F$ !1$ %)1#

"E $)F$ "$)$$ E$ <<$ 1)!#

"F $)F$ "#)$$ <$ <#$ 1)!!

表
#

!

方差分析表

08C(7#

!

&8348:>78:8(

B

545

来源 第
---

类平方 自由度 平均值平方
A

值 显著性

修正的模型
!

$)%$%$ "#

!

$)$E1O

!!

"!O)#EF# $)$$$O

截距
"$%#)$%"! " "$%#)$%"! #E!<O<F)O!"$ $)$$$$

样品量
$)$$<" ! $)$$"< !)#$FO $)"1#"

浓硫酸量
$)$$%" ! $)$$#< E)F"$1 $)$OE#

消化时间
$)$"#% ! $)$$<# "$)$#<F $)$<E"

消化温度
$)F1#1 ! $)##%F E!1)"1#! $)$$$"

错误
$)$$"! ! $)$$$<

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

总计
"$%#)%%O! "F

校正后总数
$)%$1$ "E

表
!

!

样品量的统计量

08C(7!

!

/6864564>'[/8L

W

(7

\

J8:646

B

样品量.

X

平均值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

标准

偏差

OED

置信区间

下限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

上限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

$)!$ 1)"O1 $)$"$ 1)"FE 1)#!$

$)<$ 1)#$E $)$"$ 1)"%# 1)#!1

$)E$ 1)"%! $)$"$ 1)"<$ 1)#$E

$)F$ 1)"F1 $)$"$ 1)"!E 1)#$$

表
<

!

浓硫酸量的统计量

08C(7<

!

/6864564>'[58L

W

(7

\

J8:646

B

浓硫酸

量.
LA

平均值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

标准

偏差

OED

置信区间

下限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

上限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

F 1)"FE $)$"$ 1)"!# 1)"O1

1 1)"FE $)$"$ 1)"!# 1)"O1

"$ 1)#$$ $)$"$ 1)"F% 1)#!!

"# 1)#"! $)$"$ 1)"1$ 1)#<E

OF

第
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表
E

!

消化时间的统计量

08C(7E

!

/6864564>'[;4

X

7564':64L7

消化时

间.
L4:

平均值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

标准

偏差

OED

置信区间

下限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

上限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

<$ 1)"EE $)$"$ 1)"## 1)"11

E$ 1)#"E $)$"$ 1)"1# 1)#<1

F$ 1)#"! $)$"$ 1)"1$ 1)#<E

%$ 1)"F$ $)$"$ 1)"#% 1)"O!

表
F

!

消化温度的统计量

08C(7F

!

/6864564>'[;4

X

7564':67L

W

7386J37

消化温

度.
c

平均值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

标准

偏差

OED

置信区间

下限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

上限.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

!1$ %)1!$ $)$"$ %)%O% %)1F!

<$$ 1)#%1 $)$"$ 1)#<E 1)!"$

<#$ 1)!<$ $)$"$ 1)!$% 1)!%!

<<$ 1)#OE $)$"$ 1)#F# 1)!#1

时间对测定结果影响十分显著-浓硫酸量的显著值为
$)$OE#

*

$)$E

#

`

#

$)"$

+!说明浓硫酸量也对测定结果有一定影响-

样品质量的显著值为
$)"1#"

*

`

"

$)"$

+!对测定结果无十分

显著影响"各因素影响次序分别为消化温度
"

消化时间
"

浓硫酸量
"

样品质量"

!!

因此!当样品质量为
$)<$

X

!浓硫酸量为
"#LA

!消化温

度为
<#$c

!消化时间为
E$L4:

时!消化效果最为理想!大

米蛋白质测定值最高"

#)F

!

精密度试验和准确度试验

按照优化后的样品处理方法进行精密度试验!

E

种大米

样品各测定
F

次!计算均值和相对标准偏差"各称取
!

个平

行样品!加入一定量的尿素纯度标准物质进行加标试验!同

时称取
!

份全麦粉粗蛋白质标准物质进行试验!检验该处理

方法的准确性"

由表
%

可知(当样品质量为
$)<$

X

!浓硫酸量为
"#LA

!

消化温度为
<#$c

!消化时间为
E$L4:

时!

E

种大米蛋白质

测定结果的相对标准偏差最大值为
$)"$""

!说明该方法精

密度高#稳定性好"由表
1

可知(该处理条件下!试验回收率

结果理想!平均回收率达到了
"$$)"D

"由表
O

可知!标准物

质的回收率也达到了
O1)ED

!说明试验结果准确可靠 "

表
%

!

精密度试验结果

08C(7%

!

027375J(65'[ 3̀7>454':7V

W

734L7:6

样品
蛋白质测定值.*

"$

]#

X

1

X

]"

+

" # ! < E F

平均值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

相对标准

偏差.
D

东北大米
E)#1 E)"E E)!" E)#F E)#1 E)"1 E)#< $)$F!E

江苏大米
F)F# F)E# F)E1 F)<E F)E" F)<1 F)E! $)$F!"

新疆大米
%)"! %)#E %)$1 %)## %)"F %)!E %)#$ $)$OF#

湖南大米
1)<# 1)!$ 1)<$ 1)!O 1)<E 1)!% 1)!O $)$E"#

海南大米
O)#" O)#E O)$1 O)"" O)"1 O)!F O)#$ $)"$""

表
1

!

样品加标结果g

08C(71

!

027375J(65'[37>'+73

B

7V

W

734L7:6

样品
样品测定值

*以
*

计+.

L

X

加标量

*以
*

计+.

L

X

加标样品测定值

*以
*

计+.

L

X

回收率.
D

结果 平均值

!)E# %)$$ "$)E$ OO)%"

东北大米
!)<E %)$$ "$)<< OO)1F OO)O

!)<E %)$$ "$)<E "$$)$$

<)!O 1)E$ "#)O# "$$)!E

江苏大米
<)E" 1)E$ "#)O1 OO)FE "$$)"

<)<F 1)E$ "#)OO "$$)!E

<)1E "$)$$ "<)O# "$$)%$

新疆大米
<)1# "$)$$ "<)1E "$$)!$ "$$)E

<)%F "$)$$ "<)1# "$$)F$

E)F< "#)$$ "%)F! OO)O#

湖南大米
E)EE "#)$$ "%)<1 OO)<# OO)1

E)F1 "#)$$ "%)F1 "$$)$$

F)## "#)$$ "1)#E "$$)#E

海南大米
F)#1 "#)$$ "1)#" OO)<# "$$)!

F)#$ "#)$$ "1)!E "$")#E

!!!!!!!!!!!

g

!

样品测定值和加标样品测定值均以
$)<$

X

样品中氮含量计"

表
O

!

标准物质分析结果

08C(7O

!

027375J(65'[/68:?83?/JC568:>75

序号
测定值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

标准值.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

回收率.
D

结果 平均值

" "E)F O1)%!

# "E)% "E)1l$)! OO)!% O1)E

! "E)< O%)<%

#)%

!

全自动凯氏定氮法与半微量蒸馏法的比较

采用优化后的全自动凯氏定氮法和国标方法中半微量

蒸馏法*

QIE$$O)E

,

#$"F

第一法
E)"

部分+分别测定
E

种大

米的蛋白质含量!并对测定结果进行分析!结果见表
"$

"

!!

由表
"$

可知!全自动凯氏定氮法和半微量蒸馏法测定

蛋白质结果的差值均为正值!在
$)#"!#

!

$)!1"1

-测定结果

$%

安全与检测
!

#$"%

年第
""

期



表
"$

!

全自动凯氏定氮法和半微量蒸馏法测定大米蛋白质结果比较

08C(7"$

!

,'L

W

8345':'[

W

3'674:>':67:64:34>7C

B

aJ6'L864>P

i

7(?82(a

WW

8386J58:?/7L49L4>3';4564((864':

样品

全自动凯氏定氮法

结果.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

平均值*

6

+.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

=/;

.

D

半微量蒸馏法

结果.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

平均值*

V

+.

*

"$

]#

X

1

X

]"

+

=/;

.

D

6]V 6

.

V

E)#1 <)O1

东北大米
E)"1 E)"O $)$1#1 <)1O <)1" $)##%% $)!1"1 ")$%O<

E)"# <)EE

F)<% F)##

江苏大米
F)F# F)EO $)"$%! F)<% F)#! $)#!1# $)!F#$ ")$E1"

F)F1 E)OO

%)"1 %)$%

新疆大米
%)"" %)"! $)$<%1 F)OF F)1E $)#O#< $)#1#F ")$<"!

%)"$ F)E#

1)<! 1)"E

湖南大米
1)#" 1)!! $)""!F 1)!# 1)"" $)##E1 $)##!" ")$#%E

1)!F %)1%

O)!O 1)11

海南大米
O)#< O)!# $)$%F! O)<O O)"" $)!!#% $)#"!# ")$#!<

O)!< 1)OE

比值均
"

"

!在
")$#!<

!

")$%O<

"说明
#

种方法的测定结果

差异不大!且全自动凯氏定氮法的测定值均要比半微量蒸馏

法高!这是由于半微量蒸馏法涉及到多次样品转移!氮元素

的损失不可避免"同时!全自动凯氏定氮法测定结果的相对

标准偏差均要小于半微量蒸馏法!说明该方法稳定性要要比

半微量蒸馏法好-另一方面!全自动凯氏定氮法与半微量蒸

馏法相比!检测时间由
<2

缩短到
"2

!并且减少了人为操作

误差!既提高了效率!又提高了结果的准确性"

!

!

结论
消化温度#消化时间和浓硫酸量对大米蛋白质的测定结

果有显著影响!样品质量亦对测定结果有一定影响!

<

个影

响因素的影响次序为消化温度
"

消化时间
"

浓硫酸量
"

样

品质量"

在测定大米蛋白质过程中!控制试样质量为
$)<$

X

!浓硫

酸量为
"#LA

!消化温度为
<#$c

!消化时间为
E$L4:

!消化

效果最佳!大米蛋白质测定结果较为理想!精密度试验和准

确度试验均达到了试验要求"该方法与传统方法相比!操作

更简便!减少了人为误差!保证了结果的准确性!同时耗时

短!提高了工作效率"
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