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水蒸气蒸馏一比色法测定食物中的仲胺
药学系 黄家碟 黎兰馨

据报道 ① ⑧
,

仲胺与亚稍酸 (或亚硝酸盐 ) 在体内
、

外于适当的酸 度 下
,

均 能 合

成强烈致癌物质一亚硝胺
。

合成亚稍胺的前身物质如胺类和亚稍酸盐等
,

广泛存在于食

物中
,

因为胺类是蛋 白质 腐败时的分解产物
,

亚硝酸盐是在腌制肉类时和食盐一道加进去

的 ; 植物性食物中的硝酸盐经细菌的作用
,

也可以还原为亚稍酸盐
,

故测定食物中的仲胺

在卫生分析及肿瘤病因学上有一定的意义
。

本文采用水蒸汽蒸端— 比色法测定食物中

的仲胺
,

并在操作方法上作了一些改进
。

已知仲胺在酸性介质中可生成稳定的盐
。

仲胺的盐在强硷作用下
,

又形成游离的仲

胺
,

并可用水蒸汽蒸筋法蒸出
,

蒸出的仲胺常用酸吸收⑧
`

⑧
:

本文改用乙醇溶液吸收
,

然后使仲胺的乙醇溶液与二硫化碳 (C S : )
、

乙酸铜等试剂反应
,

生成黄色的氨荒酸铜

络合物
,

萃取人苯中
,

即可进行比色测定
。

显色反应如下
:

R \
R 又

/
N H + C S : 拼二盘

S

R \
R

’

/

S

广
N一 C一 S H

0

/
N 一C 一 S一C u 一 O 一C一 C H

3

)
·
C H

3
C 。 。 H\/RR了、R \

R ’
/

Z 广
N we C 一 S H

+

C u (一 0 一C一 C H
,

)
:
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二氨荒酸铜 (苯层一黄色 )

叔胺不与 C S
:
起反应落 ~ ⑤ ,

因此无干扰
。

本试验证实伯胺的氨荒酸与二价铜离子所

成的盐或络合物
,

颜色很淡
,

产生的误差很小
,

而毗咤
、

芳香胺和二苯胺等也不 与 C S :

起反应
,

故本法对仲胺有一定的选择性
。

仪 器 及 试 剂

〔一 ) 二乙胺标淮溶液 堆确吸取二乙胺 (比重 。
.

7 05 ~ 0
.

7 1 5) 0
.

38 毫 升
,

溶于乙

醇 (1
:
1) 中

,

移人 500 毫升容量瓶
,

用乙醇 ( 1 : 1 ) 稀释至刻度
。

此溶液每毫升含 100 微

克氮
。

临用前以乙醇 (1 : D 稀释 10 倍
,

得每毫升含 10 微克氮的二 乙胺标准溶液
。

同祛配制 N 一甲墓苯胺的标准溶液
。
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(二 ) 二硫化碳试剂
,

二硫化碳了
.

0毫升
,
加毗碗 5

;

。毫升和异丙醇 1 3
,

。毫升
。

当天

配制使用
。

(三 ) 铜试剂 乙酸铜40 毫克
,

加蒸筋水 1 00 毫升溶解
,

再加吮嚏 1 00 毫升
。

(四 ) 10 % 乙酸溶液
。

以上试剂均为 2 级或 3 级
。

(五 ) 水蒸汽蒸茹装置 包括玻璃水蒸汽发生器
,

2 50 毫升凯氏烧瓶 (连温度计
、

导

气管 )
,

直形冷凝管和50 毫升带塞比色管为接液管等
。

(六 ) 50 毫升带塞比色管
。

(七 ) 5 00 毫升带塞锥形瓶
`

(八 ) 60 毫升梨形分液漏斗
:

(九〕 7 2型分光光度计
。

显 色 条 件

(一 ) 二氮荒酸铜络合物的吸收光谱

取含 12 微克氮的仲胺 (如二乙胺或 N一甲基苯胺 ) 标谁溶掖
,

置于分液 漏 斗 中
,

加

乙醇 ( 1 : 1) 至溶液的体积为 5
.

00 毫升
,

加 C S
:

试剂 4
.

00 毫升
,

翎试剂 2
.

00 毫升
,

密塞

振摇 5分钟
,

再加 10 % 乙酸溶液 3
.

00 毫升
,

苯 4
.

00 毫升
,

密塞振摇 3 分 钟
,

放 置 待 分

层
,

弃去水相
,

加人无水硫酸钠约 0
.

4克
,

振摇使脱水
,

放置 40 ~ 60 分钟
,

取出有 机 相

于 1 厘米比色 皿中
,

在可见光波段测定其消光值 (以苯调零点 )
,

作吸 收 值一波 长 曲

线
,

如图 1所示
。

由图 1可见二乙胺
、

N一甲基苯胺 的二氨荒酸用络合物的最大吸收峰均在 45 。 毫微米

附近
。

0 . 4 0

E

0
.
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O
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图 1

4 3 p 毛5 0 4 7 0 弓9 0 “ .

二 氮荒酸铜络合物的吸收光谱

a .

二 乙胺 b
.

N 一甲墓苯胺
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(二 ) p H值的影响

取含 1 0
.

0微克氮的二乙胺标堆溶液分别 加人 p H Z
、

4
、

5
、

6
、

7
、

8
、 9

、
1。、

n 和 21 的不同介质中
,

然后按上迷绘制吸收光谱所用的方法进行显色
, `

以 1 厘 米 比 色

皿
,

于 4 50 毫微米波长 (以苯调零点 )
,

测定有机相的消光值
,

绘制消光值 一 p H 值曲线

如图 2 所示
,

由图 2 可见在 p H S ~ 8 范围内
,

消光值基本不变
。

本实 验 采 用声
7 附

近
。

图 2 p H值的影响

(三 ) 放置时间的影响 二

氨荒酸乙酸铜络合物被萃取到苯层中颜色的稳定性
,

随放置时间的增长
,

消光值略

有增加
,

但 1 小时后就达到稳定状态 (见表 1 )
,

其原因一般认为是氨荒酸乙酸用被幸

取到苯层后
,

即开始转化为二氨荒酸铜
,

平衡时间约 1 小时
。

我 们 选 择萃取 后 放 置

40 ~ 6 。分钟测有机相的消光值
。

表 1 显色溶液稳定性试验 (显色溶液含氮 16 微克 / 4 毫升 )

放置时间
(分 )

1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0

消 光 值 0
.

5 6 2 0
.

5 7 4 0
.

5 72 0
.

5 8 0 0
.

5 8 5 0
.

5 9 0 0
.

5 9 0 0
.

5 9 0 0
.

5 9 4

(四 ) 温度的影响

含一定浓度的二乙胺溶液
,

在不同温度下进行显色
、

萃取
、

比色手续
,

发现有机相

的消光值随温度升高而稍有增加 (表 2 )
,

宜在室温下进行实验
。

表 2 温度的响 ( 显色溶液含氮 16 微克 / 4 毫升 )

温 度

消 光

C ) 1 0 2 6 3 8

0
.

5 7 8 0
.

5 8 6 0
.

6 2 0
:
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(五 ) 氨的干扰试验

按照绘制吸 收光谱所用的方法
,

经过加人不同量的氨溶液
,

用稀乙酸调 节 至 p H 7

左右
,

然后加又显色剂
,

进行萃取测定
,

结果如表 3 所示
.

可 见氨氮》 1 毫克有干扰
。

表 3 干扰试验 (显色溶液含量氮 10 微克 / 4 毫升、

0
_

0 0
.

5 2
.

0 3 0
以)(计氮氮入克加毫

肖 光 值 0 3 8 7 0 3 8 7

1
.

0

0
.

4 3 2 0 4 2 5 0
.

4 3 2

蒸 馏 条 件

含50 一 1 00 微克氮的二乙胺溶液置于 25 。毫升凯氏烧瓶中
,

加水至 50 毫升
,

加固体氢

氧化钠 4 克 (使溶液的硷度为 Z N )
,

滴加 5 一 10 滴甲基硅油 (去泡剂 )
,

迅速把瓶 口

塞好
,

摇匀使溶解
,

连接冷凝管
,

冷凝管的下端
,

连接装有 25 毫升 乙 醇溶液 ( 2 :
1)

的 50 毫升比色管
,

以便吸收蒸出的仲胺
,

然后通入水蒸汽
,

并控制凯氏烧瓶中溶液的温

度为 I 0 0
0

C
,

蒸筋时间约为 30 分钟
,

收集液总体积为 50 毫升
。

经过分段收集试验证明
,

上述的蒸筋条件
,

可将仲胺定量蒸出
。

标准曲 线的绘制

含取 。
.

00
, 2 0

.

。 ,

40
.

。 , 6 0
.

0 ,

80
.

。微克氮的仲胺 (二乙胺
、

沐甲基 苯 胺 ) 标 淮

溶液分别恢法蒸鲡
,

各取出总吸收液 ( 50 毫升 ) 的1/ 5 ,

按上述绘制吸收光谱所用 的 方

法进行显色
,

以 1 厘米比色皿
,

于 4 50 毫微来波长 (以苯调凑点 )
,

测定有机相的 消 光

值
,

绘制消光值一浓度曲线
,

如图 3 所示
。

由图 3 可见含。
.

00 至 16
.

0微克氮 的 仲 胺 的

消光值呈直线关系
,

符合比尔定律
。

样 品 分 析

(一 ) 样品的预处理

粮食或肉类样品约 5 00 ~ 1 ,

00 0克
,

用粉碎机粉碎 (如样品系陇制品或含水分较多的

蔬菜
,

则先切碎
,

盛入搪瓷盘内
,

置红外线烘箱或80 ~ 10 。
。

C 烘箱中干燥后再粉碎 )
,

过筛 ( 30 目)
,

盛入搪瓷盘内
,

置 80 一 1 0。
。

C烘箱干燥 6 小时
,

中间搅拌数 次
,

取出
,

冷却
,

盛入聚乙烯袋
,

置有氯化钙的干燥器内保存
。

(二 ) 提取与水蒸汽蒸动

取上述预处理过的粮食样品 5 0
.

0克
,

掩制品如成鱼则取 25
.

0克
,

放入 5 00 毫升带塞的

锥形瓶内
,

加入 3 00 毫升盐酸混合溶剂 (乙醇 : 乙醚 : 水 : 浓盐酸
二 1 2 : 12 : 6 : l )

,

充 分

振摇后
,

放置浸泡 12 小时
,

用脱脂棉过滤
,

记取滤液量
,

滤液置蒸发皿内
,

在水浴上蒸
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去有机溶剂
,

使滤液浓缩至约 30 ~ 40 毫升
。

将浓缩液放人 2 5 0毫升凯氏瓶内
,

用约 10 毫

升蒸期水洗涤蒸发皿
,

洗液一并倒入凯氏湃中
,

加人氢氧化 钠 4 ~ 5 克 及 5 一 10 摘 甲

基硅油 (去抱剂 )
,

迅速把瓶口塞好
,

通人水蒸汽
,

用装有 25 毫升乙醇 溶 液 ( :2 1) 的

5。毫升带塞比色管吸收蒸出的仲胺
,

在蒸姗过程中控制温度为 10 。土 2
O

C
,

蒸翻时间 30 分

钟
,

收集液总体积为 .50 毫升 (一般不用调节酸度
,

必要时可摘加稀 酸 调 节至 p H 7 左

右 )
。

r.l二l
r.se..llL..百吸̀otse卜l

lse
卜

.甘价月é几̀0自bù西,、伟二,̀乞氏.0氏氏

E

4。 0 .B 0 1轰 0 1右
一 o p ` 丫厂4 m l

标准曲线
a

.

二 乙胺 b
.

N 一甲基苯胺

功003饥.0图

同时取含 40 微克氮的二乙胺标准溶液依法蒸馏作对照试验
。

另取蒸筋水依法蒸筋作

空白试验
。

(三 ) 比色测定

吸取上述样品蒸捅收集液一定量 (例如 1 ,

00 。 毫升 ) 置于 60 毫升梨形分液漏斗中
,

按绘制标准曲线的方法
,

加人C S :
试剂及铜试剂显色后

,

用苯萃取
,

有机相经过无水 硫

酸钠脱水
,

静置 4。~ 60 分钟后
,

取出有机相于 1 厘米比色皿中
,

在 4 50 毫微米 波
一

长 (以

苯调零点 ) 测定其消光值
。

同时测定对照试验 (以此作标准
,

或按标准曲线 ) 和空白试验的消光值
。

(四 ) 计算

1
.

按标准曲线法进行计算 (略 )

2
.

按对照试验和空白试验的结果进行计算
,

E样 E贪 5 0
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_
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E
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.
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毛样
、

E标和 E空— 分别表示样品液
、

标准液和空白液的消光值

W标— 显色用标准液所含二乙胺重量 (以微克氮表示 )

W样— 指蒸翩时所用提取液相当于样品的克数
。

样品分析结 果及 回收试验

(一 ) 分析结果

从广东省 3 个县 1>5 个公社农民家中采集的大米及副食品
,

依法进行仲胺测定
,

结果

见表 4

表 4 几 类 食 物 中 仲 胺 的 含 量 ( p pm
,

二乙胺氮 )

种 类

样 品 数

含量范团

平 均 值

咸

1 0

惫 酸 菜 大头菜
、

梅菜
芋头叶
甘薯干

大 米

5 3 3 5 2 0 2 6 5

5
.

6 9~ 7 5
.

0 0 0
_

9 1~ 5 0
_

5 6 0
.

39~ 4 0
.

7 5 。 ~ 15
.

2。 其 中 4 份检 出疲
量

,

其余未检出
2 7

.

1 0 1 4
.

7 6 9 2 6 2
_

9 4

(二 ) 回收试验

按本文实验方法进行样品分析
,

同时加人一定量的二乙胺标准液于样品中
,

进行平

行试验
,

结果见表 5
。

回收率一般在 92 ~ 1 04 % 之间
。

表 5 回 收 试 验

样 号
取 样 量

(克 )
加入二 乙胺氮

(微克 )
测出二乙胺氮

(微克 )

~ 一一
一

一
—

一
一—

一一
一 —
一

一

一
一—

一
一一

… 一 — 一

一一
一 一

—

回 收 率
赞

(另 )

0 0

6 0 0

0
。

0

6 0
。

0

5
.

0

6 0
.

0 9 2
.

3

2 4 8
_

0

n
ù
n
ùnono

3 2 0 0 1 0 4
.

0

3

3

4

4

0 卜 0
、

2 0
。

0

3 2 0

3 4 4 1 0 1
.

0

凡O内O月J几」

3 6二0

3 6
。

0

0
.

0

2 0
_

0

3 2 0

3 48 10 2
.

0

nUn
甘

拍计算式
:
回收率终 二 测定值

(样品液含量 十 加入标准量 )
又 1 0 0 9石
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小 结

一
、

本文采用水蒸汽蒸翩一比色法测定食物中可蒸出的仲胺氮
,

通常用二乙胺为标

谁
,

可测范围为 。 一 16 微克 / 4 毫升
。

用采测定咸鱼
、

酸菜等食物中的仲胺 氮 (咸鱼平

均含量 2 7
.

i o p P nr
,

酸菜为 i 4
.

7 6 p p m ) 其回收率在 9 2~ 1 0 4% 之间
。

二
、

本法所侧定的是能被水蒸汽蒸出的仲胺
,

如二甲胺
、

二乙胺
、

N一甲基苯胺等
。

经

过试验
,

芳香胺如二苯胺等则不与 C S
:

试剂起反应
,

基本上与空白溶液一样
。

燕馏时如

能严格控制蒸馏条件
,

重复性较好
。

三
、

收集蒸出仲胺的方法
,

有用稀酸吸收
,

然后调节为 p H 7 的⑨ 冬
。

本 文 采 用 乙醉

( 2 : l )吸收蒸出的仲胺
,

能吸收完全
,

一般不用调 节p H
,

可
_

直接用来显色
,

手续较简单
。

四
、

仲胺与本显色剂形成黄色的二氨荒酸铜络合物
,

在室 温下
, p H S ~ 8 (本 文

采用 p H 7 ) 时
,

颜色稳定
:

五
、

由于仲胺有多种
,

若要区分所侧定的是那一种仲胺
,

尚需依靠其他方法 如薄层

色谱
、

气相色谱等⑥ 一 王 ,

有待进一步的研究
。
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