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摘 要：大豆水溶性蛋白质在室温下能与偶氮胭脂红 ) 在酸性介

质中迅速结合生成复合物，其最大吸收波长为 ’*$+,，比

-). 红移了 %$+,。本文初步研究了 -). 与大豆水溶性

蛋白质反应的最佳条件，并在此基础上建立了一个快速

测定大豆水溶性蛋白质的新方法。在 ’*$+, 处大豆水溶

性蛋白的浓度至少在 !$/!*$,0 1 2 范围内与吸光度成正

比。该方法简便、快速，所得结果与凯氏法测定结果基本

一致。
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大豆约含有 ,%-的蛋白质，其中水溶性蛋白质

约占总蛋白质含量的 .%-左右。大豆除制取油脂外，

另一个最大用途就是加工后做成各种豆制品及功能

食品，大豆制品的功能特性主要由蛋白质决定，被利

用的主要是水溶性蛋白质，大豆蛋白饮料也要求水

溶 性 好 。 因 此 ， 水 溶 性 蛋 白 质 含 量 和 氮 溶 解 指 数

（/"0）就成为大豆制品加工中的主要技术指标，检测

技术便理所当然地成为加工中的首要问题。目前国

内对大豆水溶性蛋白质的测定经提取后主要采用经

典的凯氏定氮法1$2，此法操作繁杂、费时费力。本文参

考有关文献1#2，用一种生物染色剂偶氮胭脂红 ( 与大

豆水溶性蛋白质反应生成一红色复合物，并依此反应

初步建立了一个测定大豆水溶性蛋白质的光度分析

新方法。本方法快速、简便、准确，与凯氏法相符程度

较好，为测定大豆水溶性蛋白质提供了可行性手段。

$ 材料与方法

$%$ 材料与仪器

%&%%34 5 6 偶 氮 胭 脂 红 ( 水 溶 液 ，#&%789 5 6 硫 酸

溶液。

’#$ 型分光光度计。

$%! 实验方法

在 3%76 比色管中，依次加入 #&%76 %&%%34 5 6
的 :(; 溶液、$&%76 #&%789 5 6 的硫酸溶液和适量的

大豆水溶性蛋白提取液，以试剂空白为参比，用 $<7
比色皿于 3.%=7 处测定吸光度。

! 结果与讨论

!%$ 吸收光谱与最大吸收波长的选择

在 %&%,789 5 6 的硫酸介质中，分别以水和试剂空

白为参比绘制了 :(; 与 :(;)大豆水溶性蛋白反应

体系的吸收曲线，如图 $ 所示。由图 $ 可见，在此酸

度下大豆水溶性蛋白质的加入使 :(; 的最大吸收

波长由 3#%=7 红移到了 3.%=7，说明 :(; 与大豆水

溶性蛋白质发生了结合反应。

!%! 反应条件的选择

#&#&$ 酸度的选择 大豆水溶性蛋白质与 :(; 的结

合 要 在 较 强 的 酸 性 下 才 能 完 成 1#2，实 验 分 别 选 用

%&%,789 5 6 的硫酸 $&% 、*&% 、3&% 、’&% 、>&% 76。结果

表明（见图 #），硫酸的浓度在 %&%,?%&*+789 5 6 之间对

反应体系的吸光度均无影响，实验选用 %&%,789 5 6。
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!"!"! #$% 浓度和取样量的选择 #$% 的浓度不仅

影响反应体系的灵敏度，同时还影响体系对大豆水

溶性蛋白的线性范围 &!’，结合大豆水溶性蛋白的含量

范围（()*+,-*左右），根据国标提取方法中的稀释

倍数和测定时的取样量及吸光度最大的原则，实验

选用 !"-./ #$% 显色剂，取样量 ("-+!"-./，使得该

方法的线性范围在 (-+(0-.1 2 / 之间，以满足大豆水

溶性蛋白的测定需要。

!$% 反应时间、温度和稳定性

实验表明，该反应在室温下均能在 3.45 内完

成，且吸光度至少在 ,-.45 内保持不变。

!$& 精密度实验

取一份大豆水溶性蛋白提取液，用该方法平行

测定 3 次，结果见表 (。

表 ( 数据表明，该法的精密度较好，标准偏差为

-"--,)，相对标准偏差为 (")6*。

!$’ 样品测定

!"3"( 建立回归直线方程 吸取已知准确含量的大

豆水溶性蛋白提取液 -"-、-",、-"3、("-、("3、!"-./，按

实验方法测定其吸光度，根据所得结果计算出水溶

性蛋白提取液的浓度（.1 2 ./）和吸光度 # 之间的回

归方程为 #7-"--8)9("()83:。同时，对回归方程进行

相关性检验，计算相关系数的检验统计量 ;7-"<<-!，

查检验相关系数的临界值表，在置信度为 <<"<*，自

由度 =75>!7)>!76 时的 ;<<"<，67-"<86(，因 ;?;@，=，所以该

法的吸光度 # 与大豆水溶性蛋白质的浓度之间存在

着很好的线性关系。

!"3"! 实际样品测定 取三个大豆样品，按国标法 &(’

提取后，用该方法测定其吸光度 #，用回归方程计算

出水溶性蛋白质浓度，根据国标方法中的稀释倍数

和取样量，计算出水溶性蛋白质的百分含量，同时，

用凯氏法测定其水溶性蛋白质含量，所得结果一并

列入表 ! 中。

由表 ! 可看出，用本方法测得的结果与国标凯

氏法基本一致，但与其相比，具有简单、快速、操作简

便的优点。

% 结论

本文采用新的显色剂 #$% 建立了一种新 的 快

速测定大豆水溶性蛋白质的光度法，该方法所用仪

器设备简单，故可节省资金；所需试剂较少，只需

#$% 和硫酸两种，便宜易得，故可减少分析成本；所

需试剂无毒，对分析人员无伤害，故安全可靠；操作

简便，不需特殊技术，只需普通分光光度计，一般操

作人员均可；结果较准确，为大豆加工业的例行分析

提供了可行性，符合我国粮油食品快速分析的发展

方向。
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图 ( #$% 以水作参比（(）和 #$%>大豆水溶蛋白

体系以 #$% 作参比（!）的吸收光谱
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图 ! 硫酸浓度对吸光度的影响
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表 ( 精密度实验

样品号
快速法水溶

蛋白含量（*）

凯氏法水溶

蛋白含量（*）
回收率（*）

( !6"00 !6"8- (-)
! !!")3 !,"-6 <8
, ()"<( ()"30 (-(

表 ! 样品快速法和凯氏法测定结果比较
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