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摘 要
�

采用 �� � 单宁酸沉淀鱼粉中的蛋白质
,

用凯氏定氮法和甲醛滴定法分别测出滤液中蛋白质和游离氨基酸

的含量
,

并计算出寡肤的含量
。

结果显示
,

该方法操作简便
,

适用于大批量鱼粉中寡肤和游离氨基酸的测定
,

在

测定鱼粉中寡肤和游离氨基酸的含量取得较好结果
。
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寡肤主要指含 2~ 10 个氨基酸残基的肤
,

其分

子量在 2 00 0 D
a 以下

,

按照现代消化理论
,

寡肤可

直接被消化道吸收
,

具有转运速度快
,

耗能低和不

易饱和等特点
,

能消除与游离氨基酸的吸收竞争
,

大

大提高了蛋白的吸收利用率[lj
。

寡肤可增强鱼类的

免疫力
,

提高鱼类的养殖成活率
,

在水产养殖中的

应用具不可忽视的作用
,

而鱼粉是水产饲料的主要

蛋白源
,

但 目前国内外关于鱼粉中寡肤含量的测定

方法很少报道
。

单宁酸可以沉淀分子量为 2 300 D
a

的高分子蛋白川
。

通过加入单宁酸基本上可以将寡

肤与多肤分离
。

氨基酸为两性电解质
,

在接近中性

的水溶液中
,

全部解离为双极离子
,

甲醛溶液加入

后
,

与中性的氨基酸的非解离型氨基酸反应
,

生成

单轻 甲基诱导体
,

此时放 出的氢离子可用标准碱滴

定
,

根据碱液的消耗量计算出游离氨基酸的含量
。

本

试验采用单宁酸作为高分子蛋 白质的沉淀剂
,

结合

凯氏定氮阁和甲醛滴定法川来测定鱼粉中寡肤和游

离氨基酸的含量
,

该方法操作方便
,

适用于鱼粉及

含肤产品中的寡肤和游离氨基酸的检测
。

1 材料与方法

1.1 仪器设备

分析天平 (感量0
.
000 1 9)

;
消化炉

;
凯氏定氮

装置
; pH 计 (pH S一 3C 上海雷磁仪器厂)

;
电磁搅

拌器
;
碱式滴定装置

; 振荡器
。

1

.

2 试剂及其配制

16 % 单宁酸溶液
:
取单宁酸 16 9 溶于 100 m l蒸

馏水中
,

过滤取滤液
;混合催化剂

:
取6 9 硫酸钾和

0
.
4 9 硫酸铜混合均匀

; 混合指示剂
: 0
.
1写甲基红

乙醇溶液和 0
.
5 % 澳甲酚绿 乙醇溶液等体积混合

;

0
.
01 m ol

·

L

一 ‘

盐酸标准溶液
;蔗糖

; 2% 硼酸溶液
:

取 2 9 硼酸溶于 10 0 m l蒸馏水中
; 0
.
1 m ol

·

L

一 ‘

氢

氧化钠标准溶液
; o

、

05
m ol

·

L

一 ’

氢氧化钠标准溶

液
:
取。

.
1 m ol

·

L
一 ’

氢氧化钠标准溶液当天稀释
;
中

性 甲醛溶液 (pH 8
.
10 ) :量取200 m l 甲醛溶液于40 0

m l烧杯中
,

置于电磁搅拌器上
,

边搅拌边用 0
.
05

收稿日期
: 200 5一0 4 一 0 2 初稿

; 200 5一08 一2 9 修改稿
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。
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m ol
·

L
一 ‘

氢氧化钠溶液调至 pH S
.
10 ; 30 % 过氧化

氢
; pH 6

.
8 缓冲溶液

; 40 % 氢氧化钠溶液
:
称取 40

g 氢氧化钠溶于 100 m l蒸馏水中
。

以上使用试剂均

为分析纯
,

水为蒸馏水
。

1

.

3 样品处理

称取经粉碎并过 40 目筛的鱼粉样品 2 9
,

置于

100 m l容量瓶中
,

加入 70 m l左右的蒸馏水
,

摇匀
,

于振荡器上振荡3 h 后加入10 m l单宁酸溶液
,

定容

后摇匀
,

立即用滤纸过滤
。

1

.

4 滤液中蛋白质含量的测定

取滤液 10 m l置于 150 m l凯式烧瓶中
,

加入混

和催化剂6
.
4 9 ,

混和均匀后再加入12 m l浓硫酸
,

在

消化炉上小心加热
,

待泡沫消失后
,

加强火力 (360

一41少C ) 直至溶液澄清后
,

再加热 Z h 以上
。

将消化后的溶液冷却后加蒸馏水 20 m l
,

转入

100 m l容量瓶中
,

冷却后再用蒸馏水稀释至刻度
,

摇匀
,

为试样分解液
。

取 10 m l 2 % 硼酸溶液
,

加入

混和指示剂 5 滴
,

使凯氏蒸馏装置的冷凝管末端浸

入此溶液
。

准确移取 10 m l试样分解液注入蒸馏装

置的反应室中
,

用少量蒸馏水洗净入口
,

加入 10 m l

40 % 氢氧化钠溶液
,

塞好玻璃塞
,

并在入 口处加水

封好
,

蒸馏4 m in
,

冷凝管末端离开吸收液面
,

再蒸

馏 1 m in
,

用蒸馏水洗冷凝管末端
,

洗液一并流入吸

收液
。

吸收液立即用 0
.
01 m ol

·

L
一 ‘
盐酸标准溶液滴

定
,

溶液由蓝绿色变为灰红色为终点
。

记录消耗盐

酸标准溶液滴定的体积
。

同时测定空白值
。

1

.

5 滤液中游离氨基酸含量的测定

将pH 计接通 电源
,

预热 30 m in 后
,

用 pH 缓冲

溶液校准pH 计
。

吸取 10 m l滤液于烧杯中
,

加5 滴 30 % 过氧化

氢
。

将烧杯置于电磁搅拌器上
,

电极插入烧杯内试

样中适当位置
。

开动电磁搅拌器
,

先用 。
.
1 m ol

·

L
一 ,

氢氧化钠

慢慢调节pH 达到 7
.
5左右后

,

再用 0
.
05 m ol

·

L
一‘

氢氧化钠溶液调节至pH S
.
10

,

并且保持1 m in 不变
。

然后慢慢加入 15 m l中性甲醛溶液
,

1 m in 后用0
.
05

m ol
·

L

一 ’

氢氧化钠标准溶液滴定至pH S
.
10 。

记录消

耗氢氧化钠标准溶液滴定的体积
。

1

.

6 含量测定

1
.
6
.
1 鱼粉中游 离氛基酸 (A ) 含量

C (N aO H )只 V (N a O H ) X 0
.
1 3 6 只 10

. _ _ 。 ,

A ~

一
X100%W

式 中
: A 为鱼粉 中游离氨 基 酸 的含量

,

%

;

C ( N
a

O H ) 为 氢 氧 化钠 标 准滴定 溶 液 的 浓 度
,

m
o

l

·

L

一’ ;
V ( N

a
O H ) 为加入中性 甲醛溶液之后

,

滴定试样消耗 。
.
05 m ol

, ·

L
一’

氢氧化钠标准溶液的

体积
,

m l
;

0

.

13
6 为与 1

.
0 m l氢氧化钠标准溶液

[C (N
a0 H ) = 1

.
0 00 m ol

·

L
一 ‘

〕相当的氨基酸的质

量
,

g
;

w 为样品的质量
,

g

。

1

.

6

.

2 鱼粉中寡肤 (G ) 含量 G 一T 一A ;

_ (V 一 V
。
) X C ( H C I ) X 0

.

0 1 4 X 6

.

2 5 X 1 0 0

1 一

—
WX100%

式中
:G 为鱼粉中寡肤含量

,

%

;
T 为滤液中蛋

白质含量
,

写
; A 为滤液中游离氨基酸含量

,

%

;
V

为样品消耗盐酸标准溶液的体积
,

m l
;

V

。

为空白消

耗盐酸标准溶液的体积
,

m l
;

C ( H CI ) 为盐酸标准

溶液的浓度
,

m ol

·

L

一 ’;
0

.

0
14 为与1

.
0 m l盐酸标

准溶液 〔C (H CI ) 一 1
.
0 0 0 m ol

·

L

一 ’

」相当的氮的

质量
,

g
;

6

.

25 为氮换算为蛋白质的系数
;w 为样品

的质量
,

g

。

同一样品两次测定结果 的算术平均值作为结

果
,

结果精确至小数点后两位
。

2 结果与分析

2.1 不同沉淀剂对滤液中蛋白质沉淀的影响

通过不同沉淀剂处理同一种鱼粉样品后
,

用凯

氏定氮法测出滤液中蛋白质含量
,

结果列于表 1
。

表 l 不同沉淀剂对滤液中蛋白质的沉淀结果比较

T able 1 C om parison am ong the results of different PreeiP
-

itants to Protein in the filtrates

沉淀剂
滤液中蛋白质

(% )

10
·

0
m l

l 6 肠单宁酸

20
·

。 m l lo 写磺基水杨酸

20
·

o
m l l o 写三氯醋酸

未加沉淀剂

7
.

11

11 55

8l

由表1 可知
,

作为高分子蛋白质沉淀剂
,

在沉淀

剂都使用过量的情况下
,

16 绒单宁酸沉淀高分子蛋

白质的量比10 % 磺基水杨酸和10 % 三氯醋酸沉淀的

小
,

使用 16 % 单宁酸作为鱼粉蛋白质的沉淀剂
,

可

以沉淀更小分子量的蛋白质
,

故在本试验中采用单

宁作为沉淀剂
。

2

.

2 不同酸度下16 写单宁酸对滤液中蛋白质
、

游离
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氨基酸和寡肤的含量测定

在不同酸度下用 16 % 单宁酸处理同一种鱼粉样

品后
,

测出的滤液蛋白质
、

游离氨基酸和寡肤含量

结果见图 1和表 2
。

2

.

4 不同振荡时间对滤液蛋白质
、

游离氨基酸和寡

肚含量的影响

采用 16 写单宁酸作为鱼粉蛋白质沉淀剂
,

在不

加酸的条件下测 出的不同振荡时间里的滤液蛋 白

质
、

游离氨基酸和寡肤的含量
,

结果见表 4
。

滤液蛋白质含量

七一

薄认矿
卜

一
」

游离氛基酸含量

表3 在不同沉淀剂和不同酸度条件下滤液蛋白质含量的测

定结果

T able 3 Protein eontent in the filtrate of various acidity

w ith differentPreciPitants

滤液蛋白质
(% )

n“U八U户OU,,‘U‘.J马。、,乙月
1
八U

�%�纲小

10 2 0 5 0 10 0 200 500

硫酸 (mo ]
·
m

]

一
l
)

沉淀剂
硫 酸

(m o l
·

L 一)

在不同酸度下16 % 单宁酸对滤液蛋白质
、

游离氨基

酸和寡肤含里的测定结果

The tested results of Protein ,

f r e e a

m i n o a e i d
a n d

o
l i g o p

e
p t i d

e s
i n t h

e
f i , t r a t e o s i n g 1 6 % ta n n i e

a e id a t d if f e r e n t a e id it y

1 6 %单宁酸 几
4

之
’

晶

10%磺基水杨酸 oo 11 79

14、

2 4

g ]

R臼F

10 % 三氯醋酸
11
.
55

14
.
28

表 2 不同酸度两次测定游离氨基酸结果

Table 2 T ested results of free am ino aeid atdifferentaeid-

ity

(

者
酸

·

L
一
l)

游离氨基酸含量 (% )

第 l次 第2次

表4 在不同振荡时间条件下滤液蛋白质
、

游离氨基酸和寡

肚含且的测定结果

T able 4 C ontents of Protein
,

f
r e e a

m i n o a e i d a n
d o l i g o P

e
P

-

t i d e s i
n

t h
e

f i l t
r a

t e d
u r

i
n

g d i f f e r e n
t

v
i b

r a t i o n
P e r

i

-

o d
s

0 3

.

8 7 3

.

8 3

振荡时间
(h )

滤液蛋白质
(写)

游离氨基酸
(% )

寡肤

(% )

0
.
001

0 .005

29

l2

3 69

4
.
04

0
.
5 7

.
14 3

.
62 3

.
52

0
.05 3.53 2.93

2 3

4 9

34

64

Q��n�d6UO

由图 1可见
,

滤液中蛋白质含量先随着酸度的

不断加大而不断升高
,

然后趋于平稳
。

而游离氨基

酸含量变化则呈现无规律性
,

且波动大
,

可见酸的

加入严重影响了游离氨基酸含量的测定结果
。

从表

2 可知
,

当样品处理时加入酸时游离氨基酸的测量

结果重现性很差
,

而在不加入酸的情况下
,

游离氨

基酸的测量结果重现性好
。

2

.

3 不同沉淀剂和不同酸度对滤液蛋白质含量测

定的影响

在不同沉淀剂和不同酸度条件下
,

滤液中蛋白

质含量的测定结果见表 3
。

从表 3 可 以看出
,

无论是选择哪种沉淀剂
,

酸的

加入都会使得滤液中蛋白质含量的测定值增大
,

这

可能是酸参与了蛋白质的水解
。

因此本试验中以不

加入酸为条件进行测定
。

8 5

8 2

6 l

5 7

2 4 7 6 0 4

.

3 9 3
.

2 1

肤是由一个氨基酸的氨基与另一个氨基酸的梭

基结合的线性聚合物
,

由于亲水性基团
一

( 氨基和梭

基) 的结合
,

肤的疏水性基团与亲水性基团的 比例

明显高于游离氨基酸
,

所以随着肤链的不断增多
,

其

亲水性不断被减弱而疏水性却不断被增强
。

由表 4

可见
,

振荡时间从0
.
5~ 3 h 时

,

滤液中蛋白质含量

随振荡时间的增加而明显的增加
,

而3一12 h 中
,

滤

液蛋白质含量则无明显的变化
,

趋于平稳
,

但当振

荡时间为 24 h 时
,

滤液中蛋 白质含量明显的变大
,

可能是因为高分子蛋白水解的原因
。

从表 4 中也可

知
,

从1一12 h 时
,

游离氨基酸含量不随振荡时间的

增加而发生较大变化
,

有平稳之势
,

但在0
.
s h 时明
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显偏小
,

在 24 h 时则偏大
。

当振荡时间小于 3 h 时

因为溶解时间不足够而使得滤液蛋白质
、

游离氨基

酸和寡肤含量偏小
,

而振荡时间在 3~ 12 h 之间时

含量基本不变
,

但当振荡时间为24 h 时
,

可能是因

为水解的原因使得滤液蛋白质和游离氨基酸含量偏

大而寡肤含量偏小
,

故为了使寡肤能完全的溶解
,

又

不会影响到蛋白质的水解
,

本试验在样品处理时采

用 3 h 作为振荡时间
。

2

.

5 本法在鱼粉样品中测定的应用

从水产饲料企业中挑选出 4 种常用的鱼粉
,

采

用 16 % 单宁酸作为鱼粉蛋 白质沉淀剂
,

在不加酸
、

振

荡时间为 3 h 的条件下测定滤液蛋白质
、

游离氨基

酸和寡肤含量
,

结果列于表 5
。

结果显示
,

国外鱼粉 (智利鱼粉) 的寡肤含量最高
,

其次为七星鱼粉
,

三叉鱼粉含量最低
。

实际生产中
,

国外鱼粉在价格或饲养效果上都比国内鱼粉高
,

有

可能是鱼粉中寡肤含量高的原故
。

表 5 本法测定不同鱼粉样品滤液中蛋白质
、

游离氨基酸和

寡肚的含量

T able 5 Content of Protein ,

f r e e a

m i n o a e
i d a n d o l i g o P e P

-

t i d e s i n d i f f

e r e n t f i
s

h m

e a . f i l t r a
t e u s i n g t a n n i e

a e i d
a s t h e P r e e i P i t a n

t

鱼粉名称
滤液蛋白质
(% )

游离氨基酸
(% )

寡肤

(% )

智利鱼粉

三叉鱼粉

山东鱼粉

七星鱼粉

7
.
49

2
.
59

85

74

3
.
64

0 85

79

72

62

80

2
.
17

2
.
92

表5 结果显示
,

不同地区鱼粉中的滤液蛋白质
、

游离氨基酸和寡肤的含量存在明显的差异
。

本试验

3 小 结与讨论

3.1 试验中所用 的鱼粉其寡肤和游离氨基酸的含

量很低
,

因此在加入甲醛之前和加入甲醛之后两次

用。
.
0 5 m ol

·

L

一 ’
氢氧化钠溶液调节pH 值时

,

p H 都

必须调节到 8
.
10

,

其数值在 1 m in 内偏离不超过

0
.
01

,

否则将会严重影 响测量的结果
,

这与文献

〔4」有别
。

3

.

2 因寡肤的易吸收
、

可增强鱼类的免疫力和提高

养殖成活率的优点
,

因此
,

如何进一步提高鱼粉中

寡肤的含量值得深入研究
。
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