《粮油检验 大豆水溶性蛋白含量的测定》国家编制说明
（一）工作简况

1 任务来源 

根据国家粮食局2015年粮油标准制修订计划的要求，由南京财经大学等单位负责《粮油检验 大豆水溶性蛋白质含量的测定》（计划号:20140342）制定工作。起草单位成立的标准起草组负责进行本标准的各项工作。
2制定本标准的意义

大豆富含脂肪和蛋白质，是重要的油料作物，因其含有30~50%的蛋白质，也是重要的植物蛋白资源，含有所有必需氨基酸，其加工功能，营养和风味特性在食品工业中发挥着重要作用，常用作来制作各种豆制品、酿造酱油、提取蛋白质及加工饲料。新收获大豆中所含蛋白质通常90%以上可溶于水，这部分蛋白称之为水溶性蛋白。只有能溶解的蛋白才能更好的被加工利用，所以大豆蛋白质的溶解性是豆制品加工和大豆蛋白生产最重要的特性。大豆水溶性蛋白主要由大豆球蛋白和大豆清蛋白组成，随着储存时间延长，大豆蛋白的水溶性降低，因此，我国将大豆水溶性蛋白含量作为是否适宜储存的重要判定指标。另外，GB/T19541-2017 《饲料原料 豆粕》标准中也将氢氧化钾蛋白质溶解度作为豆粕质量的一项主要质量指标进行了规定。为规范统一、提高分析检测效率，有必要制定大豆水溶性蛋白质含标准检验方法。
3标准主要工作过程
为了更好的完成标准任务，查阅了国内外相关资料。目前，蛋白质含量测定的主要方法有凯氏定氮法、光谱法、比色法和近红外等。而大豆水溶性蛋白质含量测定主要采用凯氏定氮法，涉及到的标准有GB/T 5511-1985附录Ａ、NY/T 1205-2006、GB/T 31785-2015附录Ａ和AOCS Officoal Method Ba 11-65，其中GB/T 31785-2015《大豆储存品质判定规则》中附录Ａ给出的水溶性蛋白质测定方法完全等同于GB/T 5511-1985附录Ａ。研究表明，水溶性蛋白的提取是大豆水溶性蛋白含量测定的关键，振荡方式、振荡频率、提取温度、样品细度等因素均能影响水溶性蛋白的提取。在比较现行的研究文献和相关标准基础上，确定了本方法标准制定方案和工作计划。
（二）标准的编制原则和标准的主要内容

1标准编制原则

本标准是根据GB/T1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构与编写规则》、GB/T20001.4-2009《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的规定进行编制的。

2确定国家标准主要内容

本标准的技术内容包括范围、规范性引用文件、原理、试剂和材料、仪器和设备、试样制备、分析步骤、结果计算及精密度等。

3主要研究内容及试验结果
3.1标准研究的内容及原理

本标准规定了大豆中水溶性蛋白质含量测定的原理、试剂和材料、仪器和设备、试样制备、分析步骤、结果计算和精密度。

测定原理：用水提取大豆中的水溶性蛋白，含氮化合物在催化加热条件下被分解，产生的氨与硫酸结合生成硫酸铵，加碱蒸馏使氨逸出，用硼酸吸收后用硫酸或盐酸标准滴定溶液滴定，根据酸的消耗量计算含氮量，再乘以换算系数，计算出大豆中水溶性蛋白的含量。
3.2 试验结果
以国产东北大豆为原料，通过单因素试验及正交试验的结果，结合参加起草单位验证数据，并综合考虑各因素在实际中的简便、可行性，确定了大豆水溶性蛋白提取的最佳提取条件：料液比 1∶40、提取时间 2 h、提取温度 30 ℃、离心转速 3000 r/min。
3.2.1 水溶性蛋白提取
取混合均匀的样品80g~100g，粉碎（一次通过CQ24筛的≥90%），称取粉碎试样1g（精确到0.001g）于50 mL离心管中，吸取40 mL蒸馏水于离心管中，摇混使样品均匀分散。在可控温往复式摇床上， 35 ℃±2℃温度下振荡2 h。取下离心管，以3000 r/min的速度离心10 min。
3.2.2 凯氏定氮法

消化：准确吸取离心管中的上清液10mL于250mL凯氏定氮瓶中，加入0.4g硫酸铜、6g硫酸钾及12mL硫酸，充分混合。先水炎加热，后大火加热至消化完全，放冷后定容至100mL。

蒸馏吸收：连接好定氮蒸馏装置。取10.00mL试样处理液蒸馏吸收。

滴定 ：以硫酸或盐酸标准滴定溶液滴定至浅灰红色。
3.2.3
自动凯氏定氮仪法

准确吸取上清液10mL于消化管中，于消化炉进行消化，消化完成后加入50mL水，再在自动凯氏定氮仪上进行蒸馏、滴定等。
根据滴定时，耗的硫酸标准滴定溶液体积、稀释位数、蛋白质换算系数等计算试样中水溶性蛋白质含量。
（三）本标准主要内容的论据

定氮法测定蛋白质含量方法业已成熟，并已列为ISO标准方法和世界各国的国家标准方法。在大豆水溶性蛋白质含量测定过程中，主要的影响是水溶性蛋白质的提取分离。本标准起草过程中主要对提取条件进行方法学研究和验证。
1 测定方法研究

1.1 振荡提取时间对大豆水溶性蛋白质含量的影响
取5.000 g(精确到0.001 g)样品于50 ml离心管中，取50 ml蒸馏水加入至离心管中。将离心管固定至恒温（35 ℃）水浴锅振荡（30 min、60 min、90 min、120 min、150 min）。以3000 r/min的转速离心10 min，取上清液倒入250 ml容量瓶中定容。
从图1中可以看出，恒温振荡提取大豆水溶蛋白质，随着提取时间的延长大豆水溶性蛋白溶解的比率在30~90 min内显著增加，在90 min以后大豆水溶性蛋白的提取量变化不大，几乎处于平稳。大豆水溶性蛋白与蒸馏水之间的溶质浓度的平衡关系最终决定大豆水溶蛋白的提取时间，为了保证大豆水溶蛋白提取的比率和稳定，本实验选用120 min为最佳提取时间。
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图1提取时间对大豆水溶性蛋白提取率的影响
1.2加水提取量(料液比)对大豆水溶性蛋白提取率的影响

取1.000 g(精确到0.001 g)磨碎的大豆样品于50 ml离心管中，分别加入体积10、15、20、25、30、35、40、45、50ml的蒸馏水，摇匀。水浴锅震荡60 min（35 ℃），以3000 r/min的转速离心10 min。
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图2 料液比对大豆水溶性蛋白提取率的影响

从图2中可以看出，加水量对大豆水溶性蛋白的提取有着显著的影响。当加水量较低时，大豆水溶性蛋白不能完全从打大豆中析出，有一小部分残留在残渣中，使得测定的水溶性蛋白质含量偏低，所以随着加量逐渐增加，大豆水溶性蛋白质含量整体趋势先倾斜上升，直到料液比达到1:35时，大豆水溶性蛋白质含量才趋于稳定。为了确保稳定并较为准确的提取大豆水溶性蛋白，本实验采用料液比为1:40为最佳条件。

1.3提取温度对大豆水溶性蛋白提取率的影响

取5.000 g(精确到0.001g)样品于50 ml离心管中，加入30 ml蒸馏水，摇匀。水浴锅震荡60 min（25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃），3000 r/min的转速离心10 min。
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图3提取温度对大豆水溶性蛋白提取率的影响

从图3中可以看出温度对大豆水溶性蛋白质的提取也具有重要的影响，当温度在低于25℃时，随着温度的升高，水溶性蛋白质的提取率明显上升，当温度在25℃~30℃时，温度升高，水溶性蛋白质的提取率都有小幅度的提高。随着温度的升高，一些难溶于水的蛋白质（如球蛋白）溶解于水，造成实验测定的水溶性蛋白质含量增多。当温度在30℃~40℃时，大豆水溶性蛋白质的提取稳定，此时温度对大豆水溶性蛋白质含量的测定，影响可以忽略不计。为了提高实验效率并较为并准确地测定大豆中水溶性蛋白质的含量，本实验选择35℃为试验条件。

1.4正交优化试验设计 

根据单因素试验结果，选择提取温度、提取时间、料液比进行三因素三水平L9(34 )正交试验，正交试验结果见表2、表3。
表 1 正交试验因素水平表
	
	因素

	水平
	A-提取温度℃
	B-提取时间/min
	C-料液比

	1
	30
	90
	1:35

	2
	35
	120
	1:40

	3
	40
	150
	1:45


表 2 正交试验设计

	实验号
	因素
	提取率（%）

	
	A
	B
	C
	

	1
	1
	1
	1
	33.20

	2
	1
	2
	2
	33.06

	3
	1
	3
	3
	29.96

	4
	2
	1
	2
	33.29

	5
	2
	2
	3
	31.32

	6
	2
	3
	1
	29.86

	7
	3
	1
	2
	33.36

	8
	3
	2
	3
	31.92

	9
	3
	3
	1
	31.71

	K1
	32.073
	31.66
	32.077
	

	K2
	31.49
	32.1
	32.687
	

	K3
	32.33
	31.547
	31.723
	

	极差R
	0.84
	2.773
	1.14
	


从表2可以看出，在3个因素中影响大豆水溶性蛋白质提取率的最主要因素是时间，其次是料液比，最后为提取温度。综合各因素作用，得到提取大豆水溶性蛋白最佳工艺条件为：提取温度30 ℃，提取时间120 min,料液比1:40。 在此条件下，进行3次重复的验证实验，所得蛋白质提取率为34.63%。

表3 正交试验的方差分析

	因素
	偏差平方和
	自由度
	F比
	F临界值
	显著性

	温度
	1.112
	2
	4.244
	19
	

	时间
	11.62
	2
	44.351
	19
	*

	料液比
	2.366
	2
	9.031
	19
	*

	误差
	0.26
	2
	
	
	


由于时间和料液比的F值均大于F0.01=8.650或F0.05=4.460，所以均为显著因素。而温度的F值小于F0.05=4.460，所以提取温度为不显著因素。表2表明，在大豆水溶性蛋白的提取过程中，提取温度为不显著因素，提取时间和料液比为显著因素。

2方法精密度实验
按照前述的最佳提取条件，选取2份大豆样品在同一实验室进行重复性实验，测定结果见表4。
表4 大豆水溶性蛋白质含量测定方法重复性实验结果
	样品
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	均值
	极差
	标准偏差
	临界极差

	样品1
	30.82
	31.06
	31.26
	30.95
	30.66
	31.25
	31.00 
	0.60 
	0.24 
	0.95 

	样品2
	35.64
	35.87
	36.05
	35.86
	36.33
	35.77
	35.92 
	0.69 
	0.24 
	0.97 


由表4可见，两份样品的极差值均小于试验样品的平均值的2%，重复性临界极差CrR95(6)分别为0.95和0.97，重复性限（r）为0.67和0.68。
按照前述的最佳提取条件，选取2份大豆样品在四个标准参加单位进行再现性实验，测定结果见表5。
表5 大豆水溶性蛋白质含量测定方法再现性实验结果
	样品
	实验室1
	实验室2
	实验室3
	实验室4
	均值
	极差
	标准偏差
	临界极差

	样品1
	31.00 
	31.43 
	30.75 
	31.50 
	31.17 
	0.75 
	0.36 
	1.28 

	样品2
	35.92 
	35.76 
	36.18 
	36.75 
	36.15 
	0.99 
	0.43 
	1.56 


由表5可见，两份样品的极差值均小于试验样品的平均值的3%，再现性临界极差CrR95(6)分别为1.28和1.56，再现性限（R）为1.00和1.21。
（四）采用国际标准和国外先进标准的情况，以及与国际、国内同类标准水平的对比，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
目前，大豆水溶性蛋白质含量测定主要采用凯氏定氮法，涉及到的标准有GB/T 5511-1985附录Ａ、NY/T 1205-2006、GB/T 31785-2015附录Ａ和AOCS Official Method Ba 11-65，其中GB/T 31785-2015《大豆储存品质判定规则》中附录Ａ给出的水溶性蛋白质测定方法，完全等同于GB/T 5511-1985附录Ａ。AOCS Official Method Ba 11-65方法与GB/T 31785-2015之间的差异主要是AOCS Official Method Ba 11-65规定了提取温度为30℃，而GB/T 31785-2015为25℃~30℃。
本标准起草过程中进行了不同标准间的比较试验。实验结果图4。
农业部颁布的NY/T1205-2005需要对大豆水溶性蛋白多次提取，步骤较为繁琐。国标GB/T19514-2017附录A，用氢氧化钾提取大豆水溶蛋白的方法虽然过程简单，用时较短，但稳定性较差。国标GB/T31785-2015中所采用的提取大豆水溶性蛋白的方法，提取率较低，仅为30.69 %。对比三种现有的标准，本研究的优化实验操作更加简便。从图4可以看出，优化的方法大豆水溶性蛋白的提取率更高，说明大豆水溶性蛋白在此方法下溶解的更加充分。而且从平行实验的数据上看，实验误差更小，水溶性蛋白质的提取更加稳定。
（五）与有关的现行法律、法规和强制性国家标准、行业标准的关系

大豆是我国的主要粮食品种之一，也是油脂加工业、豆制品加工业、饲料工业的主要原料，目前，我国现行标准中NY/T1205-2005需要对大豆水溶性蛋白多次提取，步骤较为繁琐。国标GB/T19514-2017附录A，用氢氧化钾提取大豆水溶蛋白的方法虽然过程简单，用时较短，但稳定性较差。国标GB/T31785-2015中所采用的提取大豆水溶性蛋白的方法，提取率相对较低。对比三种现有的标准，本标准规定的实验操作更加简便、检测结果更加准确可靠，颁布实施后，将更有利于行业应用，与现行的法律、法规及其他国家标准没有矛盾。

（六）重大分歧意见的处理经过和依据

无。

（七）按照标准化法的有关规定，提出强制性标准或推荐性标准的建议

建议将本标准作为推荐性国家标准使用。 

（八）废止现行有关标准的建议

 建议废止NY /T 1205-2005《大豆水溶性蛋白含量的测定》 
（九）贯彻国家标准的要求和措施建议

1发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传。

2本标准的制订，不仅与大豆生产、加工、储存等企业有关，而且与消费者有关。对于使用过程中容易出现的疑问，要在媒体上撰文事先予以解释。

3要分别对标准使用的不同对象，如消费者、企业、质量监管部门等，有侧重点地进行培训、宣传。

4实施的过渡期宜定为6个月。

（十）其他应予说明的事项

无。

《粮油检验 大豆水溶性蛋白质含量的测定》国家标准起草组

2018年10月25日
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