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玉米籽粒蛋白质含量直接

蒸馏测定法的研究

李秀香 许 超
(河南省农业科学院科学实验中心

,

郑州 4 5 0。。2)

摘 要 根据每种作物籽粒蛋白质含量与酸胺含全之间存在着一定相关关系的原理
,

经反复试

验
,

摸索出高粱和玉米籽粒蛋白质含量直接蒸馏测定法 (简称 D D 法 )
。

该法省略了凯氏法的消化过

程
,

把每个样品的测定时间由 h2 缩短为 4 m ni
,

测定结果的准确性
、

重现性与凯氏法测定结果比较

无显著差异
,

既节省了时间和药品
,

又避免有毒气体对人体的危害
,

对大批量快速筛选作物育种材

料十分有利
。

关健词 高粱 玉米 蛋白质 直接蒸馏测定法 ( D D 法 )

作物籽粒蛋白质含量是评价作物营养价值的主要指标
,

但常规的凯氏分析法测定作物籽

粒蛋白质含量比较费时
,

很难适应当前作物品质育种快速筛选材料的要求
。

用直接蒸馏快速测

定法对稻麦籽粒蛋白质含量的测定在国内已有报道 [l]
。

本文在深人研究国内外 D D 法测定作

物籽粒蛋白质含量资料川的基础上
,

把正交试验设计法应用于确定 D D 法测定的条件
,

经反复

试验研究
,

摸索出高粱
、

玉米籽粒蛋白质含量直接蒸馏测定法
,

适应了高粱
、

玉米品质育种快速

筛选材料的要求
。

1 材料和方法

L l 试验材料

试材由河南省农科院高粱种质资源品质鉴定课题提供
。

从中选出 24 个具有高
、

中
、

低蛋白

质含量 ( 1 0
.

14 % ~ 1 6
.

64 % )的品种
,

从河南省农科院粮食作物研究所玉米研究室筛选 24 个玉

米品种 (蛋白质含量 10
.

90 % ~ 14
.

39 % )
,

粉碎后过 60 目筛
。

.1 2 仪器和试荆

瑞典 T ec at or 公 司 10 3 0 全 自动定氮仪
; F W 90 型万能粉碎机 ; 40 % N a 0 H 溶液

; 1 2/

H ZS O
`
m ol / L 0

.

0 2 5 4 0 溶液 ; 2 % H
3
B O

3
一指示剂溶液 ;加速剂 ( C u S O

` :
K ZS O

`
~ 1

:
] o )

。

L 3 测定步骤

1
.

3
.

1 凯氏蛋白质含量测定法 (G B 29 0 5一 8 2) 采用 1 0 3。 自动分析系统
,

称取高粱
、

玉米样品

1 9 9 4一 0 1一 2 5 收稿
.
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各 0
.

1 0 0 09 ,

分别加人 3m l浓 H ZS O
;

和 29 加速剂
,

升温至 4 2 0 C0 并消煮至呈透明的蓝绿色 (约

需 9 0m in )
,

再继续消煮 3 om i n ,

然后蒸馏
,

用 2 % H 3 B O
3
一指示剂溶液吸收逸出的 N H

:

个
,

馏出

体积 7 5m l (H : 5 0
`
回收率 95 % ~ 1 00 % )

,

高粱和玉米蛋白质含量 少 (i 一 1
,

2
, 3

,

… … 2 4) 以干基

计算 (表 1)

衰 1 凯氏法测定高粱
、

玉米籽粒蛋白质含.

作物
一~

万不下万
一

各 样 号 蛋 白 质 含 t ” (% )

4 5 6 7 8 9 10 11 1乙 13 14 15 16 17 13 19 2 0 21 22 23 24

高粱 14
.

02 10
.

之2 12
.

22上1
.

82 10
.

95土0
·

81 11
.

18 15
.

28 10
.

39 10
.

94 1弓
.

64 ! 2
.

70 11
.

54 11
.

弓6 13
.

3 6 10
.

20 13
.

56 13
.

、 2 12
,

64 14
.

了1 12
.

08 10
.

14 11
.

34 12
.

44

玉米1 1
.

68 1 1
.

64 11
.

7弓11
.

74 13
.

80 13
.

台7 13
.

92 13
.

79 1O
.

90 1O
.

92 l 1
.

18 1O
.

g i l 2
.

23 12
.

26 1 2
.

28 12
.

3O 14 25 14
.

l 9 14
.

3冬14
.

33 11
.

工8 11
.

17 11
.

23 11
.

15

1
.

3
.

2 直接蒸馏快速测定法 ( D D )法 称取高粱和玉米样品各 2
.

0 0 0 09
,

置 l o o m l 蒸馏管中
,

各加蒸馏水 l o ml
,

再于高粱和玉米样品中分别加 35 ml 和 30 m 1 40 肠N a O H 溶液
,

在 1 0 3 0 自动

定氮仪上蒸馏
,

馏出体积 75 m l
,

用 2 5m l 2 % H
3
B O 3一指示剂溶液吸收逸出的 N H

:

今
,

再用 1 2/

H : 5 0
4 0

.

0 2 5 4 0 m ol / L 溶液滴定
,

得高粱和玉米样品所消耗的滴定剂用量 x `
(表 2 )

,

每个样品

测定时间约需 4 m in (分析前作空白值
,

分析条件 A ~ 0
.

0 00
,

B 一 1
.

0 0。 )
。

用最小二乘法算出 yi ( 呱 )与 x i (二D之间的回归方程式 y 一 a
+ bx ,

式中 x 为 D D 法滴定剂

用量
,

y 为 D D 法求得的蛋白质含量 (表 2 )
,

高粱和玉米的
a
值分别为 1

.

48 和 2
.

36
,

b 值分别

为 o
·

8 1和 0
.

0 9 [“〕 。

衰 2 D D 法测定高粱
、

玉米籽粒滴定剂
、

蛋白质含,

; 高粱

(刘 ) 玉米
y 离粱

(% ) 玉米

15
.

52 10
.

83 13
.

31 12 81 11
.

73 11
.

57 12
.

01 17 08 11
.

04 11
.

72 18
.

75 13
.

90 12
.

47 12
.

61 15
.

08 10
.

82 14
.

92 14
.

41 13
.

82 16
.

37 13 13 10
.

74 12
.

22 13
.

58

10
.

68 10
.

63 10
卜

79 10
.

7弓 12 93 12
.

, 4 12
.

96 12 92 9
.

19 9
.

29 9
.

32 9
.

25 10
.

85 10
.

86 10
.

90 10
.

93 13 17 13
.

1峪13
.

24 13
.

26 10
.

58 10
.

56 10
.

65 10
.

54

14
.

的 10
.

2名王2
,

22 11
.

81 10 94 10
.

81 11
.

17 15
.

26 10 39 10
.

93 16
.

60 12
.

69 11
.

5峪 l I
.

65 l 3
.

64 lO
.

2l 13
.

5l l3
.

1O l 2
.

63 14
.

68 12
.

O7 lO
.

14 l l
.

34 12
.

43

11 87 1!
.

82 1!
.

兮6 11
.

94 13
.

87 13
.

89 13
.

89 13
.

86 10
.

54 10
.

63 10
.

66 10
.

59 12
.

02 12
.

03 12
.

06 12
.

09 14
.

08 14
.

06 14
.

14 14
.

16 11
.

78 11
.

76 11
.

84 11
.

74

丫几. .月.,..嘴胜.̀, .

2018场141210
(次)训如妈刃洲

以表 l y i (铸 )为纵轴
,

表 Z x i ( m l ) 为横

轴
,

绘制直接蒸馏法滴定剂用量 x( )i 与凯氏

法蛋白质含量 (少 ) 的线性相关图 (图 1 )
。

根据上述高粱
、

玉米回归方程式和线性

相关图
,

再通过直接蒸馏滴定获得高粱
、

玉米

样品所消耗的滴定剂用量 x ,

即可从回归方

程式的计算或从线性相关图中查到高粱
、

玉

米样品的蛋白质含量 y
,

利用 1 0 30 自动定氮

仪
,

可将回归方程式中的
a 和 b 直接输人自

动定氮仪中的 A 和 B 通道
,

样品经直接蒸馏

滴定后即可 自动输出蛋白质含量 y
。

X玉

2 4 6 8

2 结果与讨论

1 0 1 2 14 1 6 1 8 2 0

滴定剂用童 (时 )

圈 1 D D 法线性相关圈
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2
.

1侧定条件研究
2
.

1
.

1D D 法测定条件正交试验结果直观分析 [ 3 s由称样 t ( A)
、

加碱 t ( B )
、

加水 t c ( )和粒

度 (D )等测定条件组成 4个因素
,

每个因素设 4 个水平
,

即 A 为 0
.

2
, 。

.

5 , 1
.

。 ,
2

.

09 ; B 和 C 为

1 0 ,
2 0 , 5 0 , 3 s m l ; D 为 4 0 ,

6 0 ,

5 0 ,

1 0 0 目
。

按 L : 。
( 4` )正交表进行排列

,

组成 1 6 个不同的处理
,

每

个处理重复 2 次
,

在自动定氮仪上直接蒸馏滴定
。

对各处理所消耗的滴定剂用 t 进行直观分

析
,

结果列于表 3
。

裹 3 D D 法测定条件正交试脸结果! 观分析

滴定剂消耗 t (而 )

商粱

玉米

称样 t

A

1
.

2 5 7

0
.

9 5 6

加玻t

B

3
.

1 7 3

2
。

5 4 5

加水 t

C

7
。

8 4 7

4
.

9 34

粒 度

6
.

16 7

4
。

11 4

高粱

玉米

3
。

1 9 3

2
。

2 6 1

6
。

6 8 2

4
。

0 2 7

5
.

9 9 6

3
.

9 6 4

5
。

10 8

3
.

4 3 4

高粱

玉米

6
。

3 8 9

4
。

4 6 0

6
.

8 4 5

4
.

9 10

4
。

3 2 2

3
.

4 1 8

6
。

6 8 8

4
。

3 9 2

离粱

玉米

1 2
。

9 5 9

8
.

3 6 9

7
.

0 9 7

4
.

56 4

5
。

6 3 3

3
。

7 3 1

5
.

8 3 5

4
。

10 6

高粱

玉米

1 1
.

7 0 2

7
.

4 1 3

3
。

9 24

2
.

3 65

3
.

5 2 5

1
.

5 1 6

1
.

5 8 0

0
.

9 5 8

表 3 X 为每个因素 4 水平的平均值
,

R 为每个因素 4 水平平均值中的最大值与最小值之

差
。

从表 3 可着出两点
:

第一
、

高粱和玉米均是 A R > B : > C : > Da
,

表明各因素对滴定剂的消耗 t 由多到少的排列

顺序为称样 t > 加碱 t > 加水量 > 粒度
。

第二
、

高粱和玉米称样 t (A )
、

加水 t C( )
、

粒度 (D )等 3 个因素中又 的最大值分别为 X ` 、

X , 和 又: ,

高粱和玉米加碱 t ( B) 因素中 X 的最大值分别为又
`
和 X 3 。

表明高粱
、

玉米称样 t
、

加

水 t 和粒度等因素对滴定剂的最大消耗水平分别为 2
.

09
、

I Om l 和 80 目
,

高粱和玉米加碱 t 因

素对滴定剂的最大消耗水平分别为 35 m l 和 3 0 m l
。

同一因素中对滴定剂的最大消耗水平与其它 3 个水平之间是否存在显著性差异
,

豁作方

差分析
。

结果见表 4
。

2
.

1
.

2 D D 法测定条件正交试验结果方差分析帕 从表 4 可看出
,

除粒度外
,

同一因素中对滴

定剂的最大消耗水平与其它 3个水平之间均存在着极显著的差异
。

由此可作出判断
,

高粱和玉

米称样 t 2
.

09
,

加水 t 1 0ml
,

离粱的加碱量 35 m l 和玉米的加碱 t 3 om l
,

是
、

D D 法测定高粱和

玉米蛋白质含 t 的最佳测定条件
。

2
.

2 测定结果可靠性分析

2
.

2
.

1 从表 5 及图 1 可看出
,

直接燕馏法滴定剂用 t x `

与凯氏法蛋白质测定结果 y
`

之间达

极显著相关
。
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裹 4D D 法测定条件正交试脸结果方理分析结果

变异来薄

总变异

变异平方和 自由度

(SS d f ( ) )

方差

( 5 2 )
F 值 F O

.

好 F o
.

o i

1儿 1二口口氏舀八J八口丹J .占内J八J O曰 O朽甘J l曰 1二 1山 .J八甘 O甘 OU,口内JO甘舟子咋自n甘1人6̀ǹ盛怪ù匕1孟月矛一每魂01ó口口七n甘Qé
,工

0175盯63加61222721夕曰
,胜ù

称样 t 间变异 A

作物

商粱

玉米

高粱

玉米

高粱

玉米

高粱

玉米

高粱

玉米

高粱

玉米

5 2
,

6 3

2 1
.

0 6

6
.

9 0

2
.

1 8

4
。

2 3

0
。

8 6

0
.

8 7

0
,

3 3

O
。

3 9

0
。

1 1

1 34
.

95
. “

1 9 1
.

4 6
脸 “

1 7
.

7 2 二

19 8 2
“ .

10
.

8 5 二
7

.

8 2
“ .

2
。

2 3

3
.

0 0

3
,

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

3
.

1 3

S
。

0 1

5
.

0 1

,人1二
叫.人唯上口.资弓.̀

000OC
ù
0

……
七é巴曰口匕户O口廿亡曰加孩 t 间变异 B

加水 t 间变异 C

粒度间变异 D

机误

衰 5 5 %及 1%显粉平准相关系傲

作 物
样品数 自由度 相关系数

回归方程式
5%以下显 1环以下显

n ,

0
。

9 9 9 3
肠 .

0
.

9 7 0 0二

y , 1
.

4 8+ 0
.

8 1 2

y “ 2
.

3 6+ 0
.

8 9二

宁曰Ò口曰2
月性
4

几̀,自

.2 .2 2 对凯氏法测定蛋白质含量洲 和 D D 法测定的蛋白质含里 y 两组数据进行 t 测验结果

(表 6) 可看出
,

凯氏法和 D D 法测定高粱和玉米样品蛋白质含童的值之间无显著差异
。

峨 6 舰氏法和 D D 法班白质含. 侧定结果 t 侧脸襄

作 物 样品数 合并 自由度

n z十 n Z
歹

,

歹 s 卜 :

乳 t o
,

0 5 t o 0 1

1 2
.

24 8

1 2
。

3 79

1 2
.

2 4 9 0
.

00 3 2
.

0 0 0 8 2
.

6 7 7 2

1 2
,

3 8 6

1
.

6 9 8 0
.

34 7

1
.

2 8 7 0
.

3 72 0
.

0 1 9 2
.

0 0 0 8 2
.

6 7 7 2

曲O翻七J啥止
ó孟性4

八̀ǹ

2
.

2
.

3 D D 法重复测定 5次的天杂一 “ 高粱样品蛋白质含量的值为8
.

95 %
、

9
.

00 %
、

8
.

93 %
、

8
.

96 %和 8
.

86 % ; 重复测定 5 次的郑单 8 号玉米样品蛋白质含量的值为 n
.

” %
、

n
.

73 %
、

n
.

75 %
、

n
.

” 写和 n
.

73 %
,

对两组数值进行变异系数和里信限统计图
,

结果列于表 7
。

衰 7 D D 法派白质含, 洲定结果变异系傲和 , 伯限

C
一

V

作 物

高 粱

派
%

C L二王土协
·

派 (% )

8
.

9 4 0
.

0 5 3 2 0
.

5 9 5 0
.

0 2 3 8 0

玉 米 5 1 1
.

75 0
.

0 1 7 3 0 1 4 7 0
.

0 0 77 5

t o
.

o z= 4
.

60 4

t o 。`台 2
,

7 7 6

t马01 . 4
,

6 0 4

t o
.

叱目 2
.

7 7 6

8
.

9 4士0
.

11

8
.

9 4士0
.

0 7

1 1
.

7 5土 0
.

0 4

1 1
.

7 5土0
.

0 2

从表 7 可得出两点结论
:

第一
、

高粱和玉米重复测定 5 次数值的变异系数均小于 1 % ,

第二
、

无论置信度是 0
.

95 还是 0
.

” ,

高粱和玉米重复测定 5 次的数值均落在各自的里信

限之内
。

表明 D D 法测定结果重现性好
,

准确度高
。
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3结论

高粱
、

玉米籽粒中酞胺经水解释出的钱离子所消耗的滴定剂用量与凯氏法测出的蛋白质

含量之间达极显著相关
;D D 法测定结果重现性好

,

准确度高
,

与凯氏法测定结果比较无显著

差异
,

能适应大批量快速测定筛选育种材料需要
。

D D 法所确定的测定条件中
,

称样量
、

加碱量和加水量等是可靠的
,

但是在粒度方面
,

可能

由于所采用的 F w 90 型粉碎机粉碎粒度固定在 30 一 1 00 目之间
,

造成粒度 40
、

60
、

80
、

1 00 目等

4 个水平在消耗滴定剂的量无显著差异
,

有待进一步研究
。

鸣谢 本文承蒙河南省农科院徐一力
、

李光耀副研究员和李安智
、

屠礼传研究员审阅
,

特此致谢
。
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