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磺胺一氨基萘磺酸光度法测定食品中亚硝酸盐

钟晓永， 施文健’， 陈肖云， 俞芸， 宋伟
(上海理工大学城市建设与环境工程学院，上海200093)

摘 要：筛选了重氮组分和偶合组分。研究了重氮反应和偶合显色反应的条件和方法，提出了磺

胺一8一氨基一1一萘磺酸分光光度法测定食品中亚硝酸盐。常温，溴化钾共存下，亚硝酸盐在pH 3的

磷酸一磷酸二氢钠缓冲溶液中与磺胺发生重氮化反应，重氮盐与8一氨基一1一萘磺酸偶合生成红色偶

氮化合物，最大吸收峰在518 nm波长处。磺胺-8-氨基一1一萘磺酸偶氮化合物的表观摩尔吸光系数

3．9×104 L·tool_1·cm～，线性范围O．02～1．4 mg／L，相对标准偏差2．22％，回收率98．O％～

102％。该方法可用于食品中痕量亚硝酸盐的测定。
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Abstract：In this manuscript，A novel method of diazotizing—coupling spectrophotometry with

sulfanilamide and 8一Naphthylamine-1一Sulfonic acid to determine nitrites in foodstuffs was

developed．Room temperature，In the presence of potassium bromide，nitrite could reacted with

sulfanilamide in NaH2 P04-H3 P04 buffer medium of pH 3 at room temperature．Then diazonium

salt reacted with 8一Naphthylamine-1一Sulfonic acid，forming red azo compounds。of which the

absorption peak was 518nm．The apparent molar absorptivity was 3．9×104 L／mol一1·cm～．

The Beer’S law was obeyed in the range of 0．02 to 1．4 mg／L．RSD was 2．22 0A．The recoveries

were in the range from 98．0％to 102％．This method has been successfully used to determine the

trace nitrite in food．
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亚硝酸盐作为一种添加剂被广泛应用于肉制

品中，因其具有抑制肉毒梭状芽胞杆菌的能力，在

肉制品的保藏过程中发挥有益作用卜引。亚硝酸盐

在胃肠道酸性环境中可以转化为致癌物质亚硝胺，

在人体内还容易形成高铁血红蛋白，导致组织缺

氧Ⅲ。因此，世界各国将食品中的亚硝酸盐列为严
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格控制对象[4]。

目前食品中亚硝酸盐的测定方法主要有光谱

法、色谱法、电化学法等三大类，其中以分光光度法

应用最为广泛。酸性条件下亚硝酸与芳香族伯胺

的重氮化反应是亚硝酸盐特有的反应，这种反应不

受其他共存离子的影响，选择性好、灵敏度高，因

此，许多科研人员对重氮偶合光度法测定亚硝酸盐

进行了大量研究工作n“]。王丹等人采用邻苯二胺

紫外光度法对市售肉制品中的亚硝酸盐含量进行

了测定，该方法快速、简便、适用于大批量试样的分

析检测，但是该法易受其他离子以及色素的干

扰[7]。Reddy M．C用二氨基芪二磺酸作重氮试

剂，2一萘酚为偶合试剂，反应速度快，表观摩尔吸光

系数为3．0×104 L·tooll·cm。[8]。我国测定亚硝

酸盐的国家标准方法是以磺胺为重氮组分，盐酸萘

乙二胺为偶合组分的分光光度法测定。该方法中

重氮反应与偶合反应在同一介质中进行，操作简便

且灵敏度高，但是盐酸萘乙二胺是一种强致癌物，

毒性大；作者对重氮和偶合试剂进行了筛选，提出

了磺胺一8一氨基一1一萘磺酸分光光度法测定食品中

亚硝酸盐。该方法具有仪器简单、操作简便、快速，

灵敏度高、分析结果准确等优点。

1材料与方法

1．1仪器和试剂

1．5×10。2 mol·L-1亚硝酸钠储备液，2．9×

10q tool·L-1亚硝酸钠标准溶液；4×10{tool·L-1

磷酸～磷酸二氢钠缓冲溶液；质量分数25％溴化钾

水溶液；2．9×10。3 tool·L-1磺胺(以下简称为SM)

水溶液；3．3×10。3 tool·L1 8一氨基一1一萘磺酸(以下

简称为NSA)水溶液；6．98×10{mol／L甲萘胺溶

液；2．93×10喝mol／L H酸溶液；4．18×10。3 mol／L

J酸溶液。以上所用试剂均为分析纯。

UV757CRT分光光度计：上海精密科学仪器有

限公司产品；PHS-2C精密酸度计：上海雷磁仪器厂

产品。

1．2实验方法

在25 mL容量瓶中依次移入2．0 mL磷酸一磷

酸二氢钠缓冲溶液、0．5 mL溴化钾水溶液，加入蒸

馏水至20 mL左右，再加1．0 mL亚硝酸钠标准溶

液，摇匀后移入1．0 mL SM水溶液，摇匀，静置5

rain，加入1．0 mL NSA水溶液，摇匀后，用蒸馏水

稀释至刻度。1 cm比色皿，以不加亚硝酸钠的试剂

溶液作参比，在518 nm波长处测定溶液的吸光度。

2结果与讨论

2．I重氮组分和偶合组分的选择

在食品样品的预处理过程中，需要加入乙酸锌

以沉淀蛋白质，在碱性条件下进行偶合反应时会产

生少量白色的氢氧化锌沉淀影响对样品的测定，因

此，在酸性水溶液中筛选了重氮组分和偶合组分，

筛选结果列于表1。由表1可以看出，酸性条件下

以SM一甲萘胺和SM—NSA组成的偶氮化合物表

观摩尔系数最高，由于甲萘胺为致癌物，因此选定

SM作为重氮试剂，NSA作为偶合试剂。SM和

NSA偶氮化合物的吸收光谱见图1。

表1酸性水溶液中重氮组分和偶合组分的选择(pH----3．4)

Tab．1 Selection of diazo compounds and coupling compoun出

～分⋯分髯收。嚣．
^mx／nm

cm。1)

2．2 SM和NSA的结构分析

SM苯环上氨基与亚硝酸发生重氮化反应生成

重氮盐，磺酰胺基的存在增大了SM的水溶性。偶

氮化合物的分子结构图见图2。磺酸基团的存在大

大增加了偶氮化合物的水溶性。NSA的萘环共轭

体系较大，显色灵敏。因此，从结构上分析，NSA是

比较理想的偶合组分。

2．3重氮偶合反应条件的选择

2．3．1反应酸度的选择 按实验方法，试验了酸

度对重氮偶合反应的影响。试验结果：pH值在

2．5～5．0范围内时，吸光度比较稳定(见图3)，灵

敏度高。为操作简便，作者选择重氮反应和偶合反

 万方数据



208 食品 与 生 物技 术 学 报 第28卷

应在同一介质体系中进行。因此选择4×10。3 moll

L的磷酸一磷酸二氢钠2．0 mL作为缓冲溶液，将

溶液的pH值保持在3左右，此时，吸光度最大。

图1吸收光谱

Fig．1 Adsorption Spectra of Azo Compounds

⋯s<>硎 NH．

S03H

图2 SM—NSA偶氮化合物结构图

Fig．2 Structure of SM--NSA Compounds

图3 pH值对反应的影响

Fig．3 Effect of pH on Diazotization

2．3．2 温度对反应的影响 通常重氮盐在低温下

较稳定，在高温下则易分解。按实验方法，在o～25

℃之间试验温度对实验的影响。结果表明，SM重

氮盐在5～25℃吸光度平稳，说明该重氮盐比较稳

定，重氮化在常温下进行即可。

2．3．3 反应时问的确定 在重氮反应阶段，由于

磺酰基为吸电子基团，减弱了芳胺的碱性，故重氮

化反应所需时间很短，往往数十秒至数分钟内完

成。按实验方法，试验了重氮化时间1～20 rain，结

果表明5～20 rain内，吸光度稳定且最大，因此选择

反应时间5 min。

分别在0，5，10，17，25℃下研究偶合时间对反

应的影响，结果见图4。温度对反应时间有较大影

响，温度较低时偶合反应完成需较长时间，反之，温

度较高时反应较快。实验选择25℃反应20 rain。

2．3．4溴化钾用量的选择为了加快重氮化反应

的速度，添加溴化钾作为催化剂。按实验方法，分

别加入不同量的质量分数为25％溴化钾溶液，考察

溴化钾用量对反应的影响，实验结果见图5。试验

结果表明，溴化钾能有效加快重氮化反应速率。选

择加入溴化钾溶液为0．5 mL。

O．5

0．4

O．3
飞

O．2

O．1

0

图4时间对反应的影响

Hg．4 Effect of Time on Diazotization

O 30 60 90 120 150 180 210

时间／rain

图5溴化钾质量分数对偶合反应速度的影响

Fig．5 Effect of Potassium bromide OU Diazotization

2．3．5各组分用量的影响 按实验方法，质量浓

度为1．07 mg／L的亚硝酸钠水溶液，分别试验了

SM和NSA浓度对反应的影响。结果表明：SM浓

度在4．64×10’5～4．64×10一mol／L，NSA浓度在

5．28×10巧～5．28×10q mol／L范围内吸光度稳定，

选择SM浓度2．9×10≈mol／L溶液1．0 mL，NSA

浓度3．3×10。3 mol／L溶液1．0 mL。

2．3．6 共存离子的影响 按实验方法，对食品中

常见共存离子的影响进行了试验。在试验条件下，

在亚硝酸钠含量为10 mg／kg时，加入以下量的常

见共存离子(mg／kg，未做上限)：K十(300)、Na十

(500)、Ca2十(300)、M92+(300)、AL3+(50)、Fe3+

(50)、Zn2+(50)、Cu2+(50)、N03一(300)、

S04 2(300)、Cl一(500)、F(100)、Br(100)、I‘(100)、

SCN。(50)、CN一(50)。结果表明：被测试液吸光度

相对误差均小于5％，上述共存离子不干扰NOz一

的测定。

2．4工作曲线

按文献[9]绘制工作曲线，结果见表2。
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2．5样品分析 磷酸一磷酸二氢钠缓冲溶液、0．5 mL溴化钾水溶液、

分别称取食品样品(咸肉5．0 g、罐装午餐肉 20 mL待测样品，摇匀后移入1．0 ml。SM水溶液，

20．0 g、咸菜20．0 g)，经绞碎混匀后置于250 mL 摇匀，静置5 min，加入1．0 m1．NSA水溶液，用蒸

烧杯中，加12．5 mL硼砂饱和液，搅拌均匀。以70 馏水稀释至刻度，摇匀。20 min后，1 cm比色皿，以

℃左右的水约300 mL分数次将试样洗入500 mL 试样空白(除不加试样，其余操作步骤完全相同)溶

容量瓶中，于沸水浴中加热15 min，取出后冷却至室 液作参比，在波长518 nlTl处测定溶液的吸光度。

温。加入5 mL 10．6％亚铁氰化钾溶液，摇匀，再加 用标准加入法做回收实验(咒一8)并与国家标准方

入5 mL质量分数22％的乙酸锌溶液，以沉淀蛋白 法进行了对照实验，测定结果一并列入表3。由表3

质。加水至刻度，摇匀，放置30 man，除去上层脂肪， 可知，本法测定值与国家标准方法的测定值相吻

清液用滤纸过滤，弃去初滤液30 mI。，滤液备用。 合，且有较高精密度。

在25 mL容量瓶中分别用移液管移取2．0 mL

表2工作曲线

Tab．2 The standard curve

样品 方法
测定值／ 相对标准偏差 加入量／ 总测定值／ 回收

(mg／kg) RSD／％(mg／kg)(mg／kg) 率／％
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