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紫外吸收光谱法测定猪肉中蛋白质的含量

张墨英 程瑞庆

�无锡轻工大学 � �江 苏泰兴黄桥肉联厂 �

摘要 用 紫外吸收光谱测定法浏定 了猪肉中蛋 白质的 含量
,

与凯氏定氮法对照
,

二

者无显著性差异
,

前者准确度较 高
,

重现性好
,

简单方便
。
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蛋 白质的测定方法可按蛋白质的性质和成分分为两大类
�

一类是利用蛋白质的共性
,

即

含氮量
、

肤键和折射率测定
�另一类是利用蛋白质中特定氨基酸残基

、

酸
、

碱基团和芳香基团

测定
,

如凯 氏定氮法
、

水杨酸比色法
、

染料比色法等
。

其中凯氏定氮法是食品蛋白质含量测定

法的标准检测方法
。

但该法操作极繁
,

耗时甚多
,

劳动强度大
,

测定中的影响因素也较多
,

其

测定的总氮 量也包括了核酸
、

生物碱
、

含氮类脂和含氮色素等非蛋白质氮化合物
,

而当待测

样品中蛋白质的实际含量与凯氏定氮法中常采用的平均含氮量 ��  相差较大时
,

采用 �
�

��

这一换算因子也会引起显著偏差
。

作者依据蛋白质完全水解后产生的所有氨基酸中
,

仅酪氨酸
、

色氨酸
、

苯丙氨酸在紫外

区具有明显吸收
,

以及典型的猪瘦肉中蛋白质含量及氨基酸组成具有一定比值
,

用紫外吸收

光谱法快速准确地测定出猪肉中蛋白质的含量
。

� 测定原理

�
�

� 各种氨基酸在紫外区域的吸收情况

蛋 白质中含有 �� 种天然氨基酸
,

其中
,

同时具有特征性苯环等芳香族共扼双键结构 以

及能使吸收峰波长 向长波方向移动的助色团
、

能使化合物最大吸收峰移至紫外区的生色团

结构的氨基酸只有酪氨酸
、

色氨酸和苯丙氨酸
,

故 只有它们在紫外区域具有光吸收
。

因此可

以利用这些 芳香族氨基酸的紫外吸收光谱来定量测定蛋白质含量
。

此法首先被应用于牛乳

收稿 日期
� � � � �

一

�� 一 � �



� � � 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 �� 卷第 � 期

中蛋 白质含量的测定川
。

对于有机物来说
,

紫外吸收光谱法主要是在溶液中进行测定的
,

相当多的溶剂对紫外光

都是透明的
。

假如样品能在水中溶解
,

则蒸

馏水是最好的溶剂
。

本测定方法中
,

样品蛋

白质需经碱水解处理
,

因而待测样品溶液呈

碱性
。

由于离解的阴
、

阳离子的光谱与母体

不同
,

出现混合光谱
,

故碱性样 品溶液应适

当 稀释
,

在 �
�

�� �� � � � � � 溶 液中进行测

定
。

在碱性溶液中酪氨酸
、

色氨酸和苯丙氨

酸的摩 尔吸光 系数
。
与波长 又的关系图 可见

图 �
�

酪 氨 酸 的 最 大 吸 收 波 长
,

凡
。�

�

� � � � �
�

在波长 � � �� � 处
,

上述三种氨基酸

的
� � �。 酩氨酸 � � � � �士 � �

,

色氨酸 � � � �士 � �
,

苯丙氨酸 ��
�

� 士 �
�

�
,

均有吸收
,

出现混合光

谱
。

但此紫外吸收光谱大部分是由酪氨酸的

吸收造成的 �
与之相 比

,

色氨酸的吸收很小
�

而苯丙氨酸的吸收极小
,

可以忽略不计
。

因

此
,

蛋白质对紫外光的最大 吸收峰是它所含

有的酪氨酸和色氨酸决定的
,

可以利用这一

性质测定样品中蛋白质的含量
。

�
�

� 酪氨酸
、

色氨酸的紫外吸收比

� � � � �

��   �

� �� � �

�� � � �

� �� �

� � � �

� � ��

� �� �

图 �

� � �  � � � � � �  � � � � �  � � �  � � � � � �

入

酪氨酸
、

色氨酸和苯丙酸的摩尔吸光系数

典型猪瘦 肉中含水分 ��
�

� �
,

粗蛋白 ��
�

� �
,

其也为脂类和灰分
。

粗蛋白经水解后
,

其

氨基酸含量为
�

亮氨酸 �
�

� �� �
,

赖氨酸 飞
�

� �� 写
,

撷氨酸 �
�

� �  �
,

苏氨酸 �
�

� ��  
,

异亮氨

酸 �
�

� � � �
,

苯丙氨酸 �
�

� ��  
,

酪氨酸 �
�

� �� �
,

蛋氨酸 �
�

� � � �
,

组氨酸 �
�

� �� 写
,

色氨 酸

�� � � � �
,

胧氨酸 ��  �� 写
�

其他组分为核酸
、

糖
、

脂类
、

磷酸色素和金属离子等
。

猪 肉蛋白质完全水解成氨基酸后
,

在碱性溶液 中的吸收主要是由酪氨酸和色氨酸产生

的
。

由猪瘦 肉中酪氨酸含量 �
�

� �� 环
,

色氨酸 含量 �
�

� �� �
,

可以推出在 几一 � � �� � 时
,

典型

猪瘦 肉中酪氨酸
、

色氨酸各自产生紫外吸收的百分 比
,

采用本实验中在 � �� 紫外分光光度计

上测得 几一 �� � � � 时的 气
�
� �

酉各氨酸 � � � � �
,

色氨酸 ��� � 进行计算
。

酪氨酸产生的紫外吸收百分比 �
� � � �  火 �

�

� �  令 �� �
�

��

� � � � 火 �
�

� � � 令 � � �
�

� � � � � � � 只 �
�

� � � 令 � � �
�

� �
一 ��

�

� �

色氨酸产生的
、

吸收百
、

一瓦互而
�

灭万衬警瓷瓷墙咒梦�
丽丽 一 �

·

� �

式 中 � ��
·

�� 和 � � �
·

� � 分别为酪氨酸和色氨酸 的摩尔质量
。

由于典型猪瘦肉中粗蛋白占

� �
�

� �
,

酪氨酸占 �
�

�� � 肠
,

故典型猪瘦肉中酪氨酸的百分含量可推知为
�

乌享卑华
火 �。。� 一 �

�

� � �
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� 实验部分

�
�

� 实验原料

猪瘦肉 黄桥 肉联厂提供的十四类猪肉食品小包装产品混合瘦肉样

�
�

� 实验药品及仪器

标准酪氨酸
,

标准色氨酸 日本味之素株式会社生产

�� � �� � � � � 溶液
,

�
�

�� � �� � � � � 溶液

混合指示剂 �� 份 �写甲基红乙醇溶液与 � 份 �
�

� � 甲酚绿乙醇溶液临用前混合而成 �

� �� 紫外分光光度计 上海分析仪器厂

凯氏定氮装置

其它常规化学药品和仪器

�
�

� 紫外吸收法测定蛋白质含量

准确称取已捣碎的猪瘦肉样品 � � �
,

加入 �� � �� � � � � 溶液 �� � �
,

于水浴上煮沸
,

经一

定时间使之完全水解后
,

冷却
,

稀释定容至 � �� � �
,

以双层滤纸过滤
,

弃去初滤液
,

吸取滤液

�� �
,

以 �
�

�� � �� � � � � 溶液定容至 ��� �
,

以 �
�

�� � �� � � � � 溶液作空 白
,

调零
,

以 �� � 吸

收池在波长 � � �� � 处测定吸光度 �
,

计算样品中蛋白质的百分含量
�

蛋白质百分含量‘� , 布�儡丫备粤又揣畏�
二

器未�去等不
又 ‘�� 一

蒜
�

���

式中 � 为样品质量 �� � � ��
�

� �为典型猪瘦肉中酪氨酸的紫外吸收 比
� � ��

�

�� 为酪氨酸的

摩尔质量
� � � � �� 为酪氨酸在波长 � � � � � 处的摩尔吸光 系数

� �
�

�� � 为典型猪瘦肉中酪氨

酸的百分含量
。

�
�

� 凯氏定氮法测定蛋白质含量

按 � � � � � �
�

�
一

�� 规定的食品中蛋白质含量的测定方法进行
。

�
�

� 紫外吸收法回收率试验

按酩氨酸
�

色氨酸一 � ��
� � �� � �

�

��
� � 的质量比

,

分别称取酪氨酸标准样 � �� �
,

色

氨酸标准样 � � �
�

� � �� �
,

以 �
�

�� � �� � � � � 溶液稀释定容至 �� � � �
,

吸取稀释液 �� � �至烧

杯 中
,

加入 Zm o l/L K O H 溶液 10m l
,

混合均匀
。

以下测定步骤同 2
.
3.

按下式计算测得的酪氨酸含量
:

。二~ 、 二
, 。 , 、

A X O

.

9 4 4 X O

.

1 8 1 1 9

、 .
_ _

A

、 .
_ ,

目仓多孔目义 己 里 火
‘

沙 少 一 了丁二万下尸了丁 下丁丁一万一下万 入 IU U ~
石不下 入 1 匀l

l l j l U 入 W 二,
I U U 入 I U 下 乙U U 二 匕U W

3 结果与讨论

3.1 样品完全水解时间的确定

蛋白质水解有酸水解
、

碱水解和酶法水解三种
。

酸水解虽水解彻底
,

但水解过程中能全

部或部分破坏一些氨基酸
。

酶法水解虽然条件温和
,

但水解不够彻底
,

时间又过于冗长
。

故

本实验采用 Zm ol /L K O H 溶液于水浴煮沸进行水解
。

对同类样品经不同指定时间水解后
,

按 2
.
3进行测定结果如下

:



无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 14 卷第 4 期

水解时间(m in )

吸光度 (A )

蛋白质含量 (% )

0.420 0.428 0
.
440 0.438 0.433

18
.
9 19

.
2

由此可见
,

完全水解所需的最佳时间为 90 m in
.
时间过短

,

则蛋 白质水解不够完全
,

时

间过长
,

则部分氨基酸被破坏
,

结果偏低
。

3

.

2 紫外吸收法和凯氏定氮法的对照实验

以同一批样进行紫外 吸收法和凯氏定氮法的对照实验
。

平行 2 次
,

结果如下
:

凯氏定氮法测得蛋白质含 量(% )

紫外吸收法测得蛋白质含量(% )

19
.
6

19
.
3

19
.
9

19.9

19.6

19.2

20
.
0

19
.5

20
.
1

20
.0

19
.
3

19
.
8

20
.
1

20
.
2

XX

叉
,
一 1 9

.
8( % )

,

叉
2 ~ l9

.
7( % )

.
采用两个正态总体的 t检验得总体标准差

厂(n
,

一 1)S f + (n
,

一 l)5 1〕
’/2 _ _ . _

*

一 }

—
l一 U . j 4 1 b u/oL 护王一 十 nZ 一 乙 J

得 t -
X -一 X

z

S x (1/
n ,
一 l/

nZ)
’/ 2 一 0

.
5 4 7 7

按自由度 f =
n ,

+
n :
一 2 = 12

,

取置信度 95汤
,

查表得 t
o.9、

= 2

.

1 8
,
t

= 0

.

5 4 7 7 《 t
o.9。

=

2

.

1 8

.

证明紫外吸收法总体的评分(数学期望 )与凯氏定氮法并无显著性差异
。

3

.

3 紫外吸收法的精密度试验

用紫外吸收法对样品进行 7 次试验
,

测定结果如下
:

吸光度 (月 ) 0
.
43 0 0

.
4 4 3 0

.
4 2 8 0

.
4 3 5 0

.
4 4 5 0

.
4 4 0 0

.
45 0

蛋白质含量 (% ) X Z 19
.
3 19

.
9 19

.
2 19.5 20

.
0 19

.
8 20

.
2

统计处理得
:
平均值 叉

2
一 19

·

7

%

,

标准差 5
2
一 0. 3 7 4 2 %

,

标准误差 À
xZ
一 0. 141 4 %

,

变

异系数 c
vZ
一 1

·

90 %

·

总体数学期望蛋白质 含量的一个置信区间
:
由给出置信度 95 %

,

自由

度 f 一 6
,

查 t分布表得 to
.
。5
一 2

.
45
.
紫外吸收法的测定结果为

:

蛋 白质含量 一 ‘
2
士 亡

导
一 19. 7 % 士 2. 45 又 0. , ‘, ‘% 一 ‘9. 7 % 士 0. 3 %

利用 3
.
2 中凯 氏定氮法 7 次平行测定的数据

,

对凯氏定氮法测定的结果进行统计处理
,

得
:
测定结果平均值 叉

,
一 19

·

8

%

,

标准差 S一 0. 3055%
,

标准误差 À
二

一 0. 1155 %
,

变异系

数 C
:
一
1·

54 %

.

总体数学期望蛋白质含量的一个置信区间
:
由给出置信度 95 %

,

自由度 f

一 6
,

查 t分布表得 t0
95
一 2

.
45
.
凯氏定氮法的测定结果为

:

蛋白质含量 一 叉
1
士 才

异
一 1 9. 8 % 士 2. 45 义 0. , , 55 % 一 , 9. 8 % 士 0. 3 %

结果表明
,

两种方法测定结果平均值的置信区间范围均为 0
.

果平均值比凯氏定氮法低 0
.
1 %
.

3
.
4 紫外吸收法的回收率试验

按 2
.
5 进行的 6 次测定结果如下

:

酩氨酸标准样 重量 甲 (g) 0
.
593 0

.
935 0

.
627 0

.
655

吸光度 (A ) 0
.
230 0

.
575 0

.
25 5 0.265

测得酪氨酸含量 恢 ) 0.586 0.930 0
.
615 0

.
612

3 写
.
紫外吸收法的测定结

0.647 0.603

0.265 0.230

0.619 0.577

平均回收率为 %
.
9%
.
标准差 S 一 2

.
32 %

,

变异系数 C
、
一 2

.
39 %

.
总体数学期望酪氮
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酸回收率的一个置信区间
:
由给出置信度 95 %

,

自由度 f 一 5
,

查 t分布表得 10
.
, 、
一 2

.
57
.
所

以紫外吸收法的 酪氨酸回收率为
:

_
, r

_

一 一
』

S

_ _ _

、
. _ *

目 收革 一 人 士 才

砰 一 , b. , 羚 士 乙
·

4 羚

4 结 论

l) 猪瘦肉蛋白质中的氨基酸有一定的组成与含量
,

21 种天然氨基酸中
,

仅酪氨酸
、

色

氨酸
、

苯丙 氨酸 在紫外 区 又一 240n m 处具 有 明 显吸 收
,

且以酪 氨酸 的 吸收为 最大
,

占

94
.
4写;色氨酸的吸收仅占 5

.
6% ;而苯丙氨酸的吸收小于 0

.
7 %

,

可以忽略不计
。

因为吸光

光度法测定的相对误差约为 2% 一 5 %
,

加之苯丙氨酸的 知
。

仅为 63
.
3 ,

灵敏度极低
,

对测定

结果的影响极小
。

故这一忽略是合理的
。

猪瘦 肉中蛋白质在碱性条件下完全水解后
,

于波长

24on m 处测定其氨基酸的紫外吸收
,

即可推算出猪瘦肉蛋白质的含量
。

2) 紫外吸收法与经典的凯氏定氮法进行对照
,

表明两者无显著性差异
。

紫外吸收法数

据稳定
,

重现性 良好
,

准确度较高
,

测定简单方便
,

因此适用于对肉食品进行例行检测
,

其准

确度可满足检测要求
。

3) 本法的原理可推广至其它确定食品中蛋 白质含量的测定
。

4) 本法测定时可以凯 氏定氮 法测得的蛋 白质含量为横坐标
,

以同一批样紫外吸收法

测得的吸光度为纵坐标
,

绘制标准曲线
,

作为食品中常规分析测定用的工作曲线使用
,

使常

规检测更为方便
。
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