食品与生物工程学院

《食品理化检验实验》综合性实验教学指导方案

实验课程名称：             食品理化检验实验           
综合性实验名称：      食品中亚硝酸盐的测定(盐酸萘乙二胺法)   
1、实验目的
1)明确测定亚硝酸盐含量的意义，通过样品中亚硝酸盐含量的测定，评定该食品是否符合国家“食品添加剂”使用卫生标准。

2）掌握用比色法测定亚硝酸盐含量的原理和测定方法。


2．知识综合点与实验原理
样品的前处理，（取样、称样、样液的制备等），样液的发色，721分光光度计的使用，标准曲线的制作，含量的计算。
亚硝酸盐在弱酸性条件下，能与芳香族胺，如对氨基苯磺胺，起重氮化反应，生成重氮盐，此重氮盐遇偶合试剂如盐萘乙二胺，则生成紫红色偶氮染料．此染料颜色深度与试液中亚硝酸盐的含量成正比，然后与标准比较定量．

3．实验内容与课时安排
比色法测定肉制品中亚硝酸盐的含量，4学时
4．实验主要仪器与试剂
主要仪器：组织捣碎机，分光光度计，水浴锅，500ml、50ml容量瓶，400ml烧杯，250ml三角瓶，吸管，玻璃漏斗等

     主要试剂：蛋白质沉淀剂：乙酸锌溶液，亚铁氰化钾溶液，硼砂饱和溶液，发色试剂（0.4%对氨基苯磺酸溶液，0.2%盐酸萘乙二氦溶液），亚硝酸钠标准溶液(5µgNaN02／ml)    

5．实验步骤与方法
    测定方法：    

    样品中亚硝酸盐的提取：

    (1)称取经捣碎混合均匀的样品5．0克，于50ml烧杯中，加入硼砂饱和溶液12．5ml，用玻棒搅和．

    (2)以70℃左右的蒸馏水约300ml，将上述样品全部洗入500ml容量瓶中．

   （3置沸水浴中，加热15分钟。

    (4)取出，一面转动，一面滴加5ml亚铁氰化钾溶液，摇匀再滴加5ml乙酸锌溶液，以沉淀蛋白质。  

    (5)冷却至室温，用蒸馏水稀释至刻度．摇匀，放置片刻(约10分钟)。   

   （6)撇去上层脂肪，清液用干滤纸过滤于250ml锥形瓶中。

(7)弃去初滤液，并洗锥形瓶2—3次，然后收集清彻滤液作为试液。

    亚硝酸钠标准曲线的绘制：

    (1)取洗涤干净的50ml纳氏比色管(或50ml容量瓶)6支

    (2)用5ml吸管分别准确吸取0.00、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.50、2.00、2.50ml亚硝酸钠标准溶液于比色管内(相当NaN02量0、1、2、3、4、5、7.5、10.0、12.5μg)。

    (3)各加入蒸馏水至溶液体积为10ml，摇匀。

    (4)各加入2ml 0.4%对氨基苯磺酸溶液，摇匀。静置3～5分钟。

    (5)再加入lml 0.2％盐酸萘乙二胺溶液。    

    (6)加入蒸馏水定容至50ml，混匀，静置15分钟。    

    (7)用2cm比色皿，以0管调节零点，于538nm 波长下测定吸光度。

(8)以吸光度与对应的亚硝酸钠浓度作曲线．

    样液中亚到盐含量测定：

    (1)准确吸取样液40ml于50ml比色管中。

    (2)加入2ml 0.4％对氨基苯磺酸溶液，摇匀，静置3～5分钟。

    (3)加入lmlO.2%盐酸萘乙二胺溶液，摇匀。

    (4)加水至刻度，以0管为空白，于538nm波长下测定吸光度，记录消光值，从标准曲

线上查得相应的亚硝酸钠含量，或直接与标准系列目测比较。

   计算：(亚硝酸盐含量以亚硝酸钠计)

                                   A×1000

      亚硝酸盐含量(mgNaN02／kg)：= ---------------

                                    W×40/500×1000

        式中： W一样品重量(克)    

        A一测定用样液中亚硝酸钠的含量(微克)   
6．实验报告要求
   按实验报告单上的要求完成
7．其它
   提前两周提醒同学本次实验的时间，实验开始前要完成跟本次实验内容有关的资料查阅。包括亚硝酸盐测定常用的几种方法的主要步骤，使用的仪器。详细描述盐酸萘乙二胺法的实验方法及步骤，实验的关键点及注意事项，并以书面形式上交。
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