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　　酱油中氨基酸态氮的测定通常采用甲醛值法即酸度计

滴定法 , 新的标准 GB/ T 5009 - 2003中增加了比色法。大批

量样品采用比色法较为方便、快速。本文通过多种酱油的

测定 , 对比色法中酱油颜色干扰等进行了探讨 , 同时用甲

醛值法比较 , 经统计学处理 , 二者无显著差异 , 结果令人

满意。

材料与方法

1　原理　在 PH 418的乙酸钠一乙酸缓冲液中 , 氨基酸态

氮与乙酰丙酮和甲醛反应生成黄色的 3 , 5—二乙酰—2 ,

6—二甲基—1 , 4二氢化吡啶氨基酸衍生物。在波长 400nm

处测定吸光度 , 与标准比较定量。

2　试剂 　乙酸溶液 (1mol/ L) ; 乙酸钠溶液 (1mol/ L) : 乙

酸钠—乙酸缓冲液 : 量取 60ml 乙酸钠溶液 (1mol/ L) 与

40ml 乙酸溶液 (1mol/ L) 混合 , 该溶液 PH 418 ; 显色剂 :

15ml37 %甲醛与 718ml。乙酰丙酮混合 , 加水稀释至 100ml ,

剧烈振摇混匀。 (室温下可放置稳定三日) : 氨氮标准储备

溶液 ( 110mg/ ml ) : 精密称取 105℃干燥 2h 的硫酸铵

014720g , 加水溶解后移入 100ml容量瓶中 , 并稀释至刻度 ,

混匀 , 此溶液含 NH3 - N110mg/ mL (10℃下冰箱稳定 1年以

上) ; 氨氮标准使用溶液 (100μg/ mL) : 用移液管精密移取

10ml氨氮标准储备溶液 (110mg/ mL) 于 100ml 容量瓶内 ,

加水至刻度 , 混匀 , 此溶液含氨氮 100ug/ ml。

3　检测方法

311　标准工作曲线　精密吸取氨氮标准使用溶液 0 , 0105 ,

011 , 012 , 014 , 016 , 018 , 11Oml。 (相当于 NH3 - N0 , 510 ,

1010 , 2010 , 4010 , 6010 , 8010 , 10010ug) 分别于 10ml , 比

色管中。各加入 4ml乙酸钠 - 乙酸缓冲液及 4ml显色剂。置

于 10℃水浴中加热 15min , 取出 , 冷却至室温后 , 移入 1cm

比色皿内 , 以零管为参比 , 于波长 400nm处测量吸光度 ,

绘制标准工作曲线。

312　试样测定　精密移取 110ml试样于 50ml容量瓶中 , 加

水稀释至刻度 , 混匀。精密移取 110ml 试样稀释溶液于

10ml比色管中 , 以下按标准工作曲线中“向各比色管中加

入 4ml乙酸钠 - 乙酸缓冲液及 4ml显色剂。

313　结果计算　氨基酸态氮 , g/ 100ml。

=
C×50×100

V1 ×V2 ×1000×1000

C : 试样中氮的质量 ,μg

V1 : 试样体积 , ml

V2 : 试样稀释液体积 , ml

结果与讨论

1　标准曲线　依法测定标准曲线吸光度 , 结果见表 1。

表 1　标准曲线

μg 0 510 1010 2010 4010 6010 8010 10010

A 01000 01060 01102 01224 01440 01660 01835 11100

直线回归　r = 019993　　　a = 0100196　b = 010108

2　酱油颜色干扰消除的探讨

211　活性炭脱色处理　多数酱油含有颜色 , 本试验开始采

用活性炭脱色 , 即在取样 110ml , 作 50ml稀释后的溶液中 ,

加入不同量的活性炭 (011g , 013g , 015g) , 11种酱油的结

果及与甲醛值法结果比较见表 2 :

表 2　活性炭脱色后氨基酸态氮含量 (gΠ100ml)

编号
活性炭脱色法

011g 013g 015g

1 0130 0127 0127 0141

2 0136 0134 0133 0146

3 0129 0129 0128 0143

4 0130 0129 0128 0142

5 0146 0145 0141 0154

6 0143 0140 0136 0148

7 0136 0134 0132 0146

8 0134 0132 0131 0141

9 0135 0134 0132 0145

10 0134 0132 0132 0147

11 0146 0140 0142 0156

212　不脱色处理　通过以上分析发现加活性炭虽然脱去了

酱油的颜色 , 但氨基酸态氮下降 , 且减少量与加入量成正

比。可见加活性炭脱色不合适 , 本实验继而采用不脱色 ,

浙江预防医学 2005年第 17卷第 7期　Zhejiang Prev Med , July 2005 , Vol 17 , No. 7



直接扣除酱油空白 (取样 110ml , 作 50ml稀释后的溶液 , 加

缓冲液后 , 不加显色剂 , 以后同法处理) , 结果见表 3 , 显

示直接取 50倍稀释样液所测得的吸光度扣除此稀释液本底

吸光度后 , 所得结果与甲醛值法 (酸度计滴定法) 无显著

差异 (经χ2 分析 , P < 0105)

表 3　不脱色的结果

样品 A0 A ΔA = A - A0
氨基酸态氮 ,

(g/ 100ml)

氨基酸态氮 ,

(甲醛值法)

(g/ 100ml)

1 01065 01975 01910 0142 0141

2 01118 01607 01489 0145 0146

3 01154 11064 01910 0142 0143

4 01190 01631 01441 0141 0142

5 01073 01678 01605 0156 0154

6 01086 01628 01542 0150 0148

7 01123 11076 01953 0144 0146

8 01153 11019 01866 0140 0141

9 01084 01562 01478 0144 0145

10 01159 11147 01888 0146 0147

11 01107 01687 01580 0154 0156

　　3样品 2、4、5、6、9、11因超出线性范围取 50倍样品稀释液

0150ml测定。

3　加标回收 　对 1～4号样品作加标回收 (因超出线性范

围 , 取 50倍样品稀释液 0150ml测定 , 结果见表 4。

表 4　回收率试验

样品 测定值 (μg ) 加标量 (μg ) 加标样测得值 回收率 ( %)

1 4210 40 8118 9915

2 4510 30 7518 10217

3 4210 50 9114 9818

4 4019 40 8210 10218

4　精密度试验　对 1～4号样品作精密度实验 (取 50倍样

品稀释液 110ml n = 6) , 结果见表 5。

表 5　精密度试验

样品 测定值 (μg) X (μg ) S RSD ( %)

1 8318、8410、8412、8316、8411、8413 8410 0126 0131

2 8916、9011、9013、8917、9010、9013 9010 0130 0133

3 8317、8319、8414、8318、8410、8412 8410 0126 0131

4 8112、8114、8218、81 ,1、8116、8217 8118 0164 0178

　　国家标准方法未提及酱油脱色处理 , 本文经实验发现 :

样品经活性炭脱色处理 , 不适合比色法而采用直接取 50倍

稀释样液所测得的吸光度 , 扣除此稀释液本底吸光度后 ,

所得的结果与甲醛值法 (酸度计滴定法) 无显著差异。样

品经 50倍稀释后 , 取 110ml , 国家标准方法取 210ml , 超出

标准线性范围测定 , 满足食品卫生标准关于氨基酸态氮的

要求 ( > 0140g/ 100ml) , 较高或酱色较深者取 0150ml 测定。

比色法与甲醛值法相比 , 可同时快速测定大批样品 , 且准

确度及精密度较高 , 符合分析要求。
(收稿日期 : 2004208209)
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问题。随着国家生物制品检定所更新抗 HCV血清盘 , HCV

试剂的灵敏度不断提高 , 使得 HCV假阳性反应可能性不断

增加 , 特别是在 HCV低流行的人群中 , 假阳性反应更加明

显。近年来由于无偿献血和反复多次献血的人群不断增加 ,

献血人员 HCV的流行感染率已相当低 , 因此在实际检测工

作中应关注 HCV检测假阳性的问题。本次所收集的样本是

从无偿献血中筛查出的特定样本 , 每种试剂均存在较高的

假阳性率 , 试剂 A、B、D无明显的区别 , 而试剂 C、E假

阳性率更高 , 因此选择试剂时应综合考虑。

HCV假阳性是指检测出的阳性样本并不一定是“真阳

性”, 常需要进行确认 , 国外一般采用免疫重组印迹

(RIBA) 的方法进行抗体确认 , 由于抗体确认实验的价格昂

贵 , 国内很少采用其进行 HCV确认 , 因此在无偿献血人群

中检测抗 HCV出现的阳性反应结果应综合考虑 , 不宜作为

诊断的依据。美国采用强生傲拓试剂检测 S/ C0 ≥318作为

实验室判断的依据 , 本次实验中的 21 例强生傲拓 S/ C0 ≥

318的样本 , HCV RNA均为阳性 , 也表明其比值可能在实

验诊断中具有一定的作用 ; 但是有关国产试剂的比值诊断

价值尚待进一步研究。
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