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前 言

本标准代替GB/T 5009.39-1996((酱油卫生标准的分析方法》。

本标准与GB/T 5009. 39-1996相比主要修改如下:

— 按照GB/T 20001. 4-2001《标准编写规则 第4部分:化学分析方法》对原标准的结构进行了

    修改;

— 增加了氨基酸态氮的比色法作为第二法。

本标准由中华人民共和国卫生部提出并归口。

本标准由北京市卫生防疫站、邯郸市卫生防疫站、唐山市卫生防疫站负责起草。

本标准于1985年首次发布，1996年第一次修订，本次为第二次修订。
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酱油 卫生标准 的分 析方法

范围

本标准规定了酱油各项卫生指标的分析方法。

本标准适用于以粮食和其副产品豆饼、熬皮等为原料酿造或配制的酱油各项卫生指标的分析。

本标准中氨基酸态氮第二法检出限为。.070 Kg/mL，线性范围 。̂-10 ug/mL.

规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

    GB/T 5009.2 食品的相对密度的测定
    GB/T 5009. 11 食品中总砷及无机砷的测定

    GB/T 5009.12 食品中铅的测定

    GB/T 5009. 22 食品中黄曲霉毒素B,的测定

    GB/T 5009.29 食品中苯甲酸、山梨酸的测定

感官检查

取2 mL试样于25 mL具塞比色管中，加水至刻度，振摇观察色泽、澄明度，应不浑浊，无沉淀物。

取30 mL试样于50 mL烧杯中，观察应无霉味，无霉花浮膜。
用玻璃棒搅拌烧杯中试样后，尝其味不得有酸、苦、涩等异味。

理化检验
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4.1 相对密度

    按GB/T 5009. 2中相对密度计法操作。
4.2 氮基酸态氮

4.2. 1 第一法 甲醛值法

4.2.1. 1 原理

    利用氨基酸的两性作用，加人甲醛以固定氨基的碱性，使拨基显示出酸性，用氢氧化钠标准溶液滴

定后定量，以酸度计测定终点。

4.2.，.2 试剂

4.2.1.2. 1甲醛(36%):应不含有聚合物。
4.2. 1.2.2 氢氧化钠标准滴定溶液[c(NaOH)=0.050 mol/L]e

4.2. 1.3 仪器

4.2. 1.3. 1 酸度计。

4.2. 1.3.2 磁力搅拌器。

4.2.1.3.3  10m工微量滴定管。

4.2.1.4 分析步骤

    吸取5. 0 mL试样，置于100 mL容量瓶中，加水至刻度，混匀后吸取20. 0 mL，置于200 mL烧杯

中，加60 mL水，开动磁力搅拌器，用氢氧化钠标准溶液[c(NaOH)=0.050 mol/L〕滴定至酸度计指示
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pH8. 2，记下消耗氢氧化钠标准滴定溶液((0.05 mol/L)的毫升数，可计算总酸含量。
    加人10. 0 mL甲醛溶液，混匀。再用氢氧化钠标准滴定溶液((0.05 mol/L)继续滴定至pH9. 2，记

下消耗氢氧化钠标准滴定溶液((0. 05 mol/L)的毫升数。

    同时取80 mL水，先用氢氧化钠溶液((0. 05 mol/L)调节至pH为8. 2，再加人10. 0 mL甲醛溶液，

用氢氧化钠标准滴定溶液(0.05 mol/L)滴定至pH9. 2，同时做试剂空白试验。

4.2. 1.5 结果计算

    试样中氨基酸态氮的含量按式(1)进行计算。

(V,一Vz)XCX0.014

5XV /100
X 100 ····················⋯⋯ (1)

    式中 :

    X— 试样中氨基酸态氮的含量，单位为克每百毫升(g/100 mL);

    V,— 测定用试样稀释液加人甲醛后消耗氢氧化钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    Vz— 试剂空白试验加人甲醛后消耗氢氧化钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    V,— 试样稀释液取用量，单位为毫升(mL) ;

    ‘— 氢氧化钠标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mot/L) ;

  0.014— 与1. 00 mL氢氧化钠标准滴定溶液〔c(NaOH)=1.000 mol/L〕相当的氮的质量，单位

          为克(g).

    计算结果保留两位有效数字。

4.2.1.6 精密度

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%a

4.2.2 第二法 比色法

4.2.2. 1 原理

    在pH 4.8的乙酸钠一乙酸缓冲液中，氨基酸态氮与乙酞丙酮和甲醛反应生成黄色的3,5一二乙酸-2,

6一二甲基一1,4二氢化毗吮氨基酸衍生物。在波长400 nm处测定吸光度，与标准系列比较定量。

4.2.2.2 试荆

4.2.2.2.1 乙酸溶液((1 mol/L):量取5.8 mL冰乙酸，加水稀释至100 mL,

4.2.2.2.2 乙酸钠溶液(1 mol/L):称取41 g无水乙酸钠或68 g乙酸钠(CH,COONa"3H20)，加水

溶解后并稀释至500 mL,
4.2.2.2.3 乙酸钠一乙酸缓冲液:量取 60 mL乙酸钠溶液((1 mol/L)与40 mL乙酸溶液((1 mol/L)混

合，该溶液为pH4. 8.
4.2.2.2.4 显色剂:15 mL 37%甲醇与7.8 mL乙酞丙酮棍合，加水稀释至100 mL，剧烈振摇混匀(室

温下放置稳定三日)。

4.2.2.2.5 氨氮标准储备溶液((1.0 g/L):精密称取105℃干燥2h的硫酸按。.472 0 g，加水溶解后移

人 100 mL容量瓶中，并稀释至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于1.0 mg NH,-N(10℃下冰箱内贮存稳

定1年以上)。

4.2.2.2.6 氨氮标准使用溶液((0. 1 g/L):用移液管精密称取10 mL氨氮标准储备液((1. 0 mg/mL)于

100 ml容量瓶内，加水稀释至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于100 Kg NH,-N(10℃下冰箱内贮存稳定

1个月 )。

4.2.2.3 仪器

4.2.2.3.， 分光光度计。

4.2.2.3.2 电热恒温水浴锅(100℃士。.50C),

4.2.2.3.3  10 mI具塞玻璃比色管。
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4.2.2.4 分析步骤

4.2.2.4. 1 精密吸取1. 0 mL试样于50 mL容量瓶中，加水稀释至刻度，混匀。

4.2.2.4.2 标准曲线的绘制:精密吸取氨氮标准使用溶液。,0.05,0.1,0.2,0.4,0.6,0.8,1.0 mL(相
当于NH,-N 0,5.0,10.0,20.0,40.0,60.0,80.0,100.0 tLg)分别于10 mL比色管中。向各比色管分别

加人4 mL乙酸钠一乙酸缓冲溶液(pH4. 8)及4 mL显色剂，用水稀释至刻度，混匀。置于100℃水浴中

加热15 min，取出，水浴冷却至室温后，移人1 cm比色皿内，以零管为参比，于波长400 nm处测量吸光

度，绘制标准曲线或计算直线回归方程。

4.2.2.4.3 试样测定:精密吸取2 mL试样稀释溶液(约相当于氨基酸态氮 100 pg)于10 mL比色管

中。以下按4.2. 2.4.2自“加人4 mL乙酸钠一乙酸缓冲溶液(pH4. 8)及4 mL显色剂⋯⋯”起依法操作。

试样吸光度与标准曲线比较定量或代人标准回归方程，计算试样含量。

4.2.2.5 结果计算

    试样中氨基酸态氮的含量按式((2)进行计算。

一
X = —

                  V， ___ ， ___

    v, x丽x I uuu x I vuu

X 100

式 中:

X— 试样中氨基酸态氮的含量，单位为克每百毫升(g/100 mL);

  ‘— 试样测定液中氮的质量，单位为微克(pg);

V,一一 试样体积 ，单位 为毫升(mL) ;

    V2

4.2.2.

测定用试样溶液体积，单位为毫升(mL) e

精 密度

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%e

4.3 食盐(以板化钠计)

4.3. 1 原理

    用硝酸银标准溶液滴定试样中的氯化钠，生成氯化银沉淀，待全部氯化银沉淀后，多滴加的硝酸银

与铬酸钾指示剂生成铬酸银使溶液呈桔红色即为终点。由硝酸银标准滴定溶液消耗量计算氯化钠的

含量。

4.3.2 试剂

4.3.2. 1 硝酸银标准滴定溶液「c(AgNOa)=0.100 mol/L],

4.3.2.2 铬酸钾溶液(50 g/L):称取5g铬酸钾用少量水溶解后定容至100 mLo

4.3.3 仪器

    10 mL微量滴定管。

4.3.4 分析步骤

    吸取2. 0 mL试样稀释液，于 150 mL̂  200 mL锥形瓶中，加 100 mL水及 1 MI.铬酸钾溶液

(50 g/L),混匀。用硝酸银标准溶液((0. 100 mol/L)滴定至初显桔红色。

    量取100 mL水，同时做试剂空白试验。

4.3.5 结果计算

    试样中食盐(以氯化钠计)的含量按式((3)进行计算。

      (V,一VO X , X 0. 058 5、，，__
h = — X 1VV

                  J X L/luu
(3)

式 中:

X— 试样中食盐(以氯化钠计)的含量，单位为克每百毫升(g/100 mL);

V,— 测定用试样稀释液消耗硝酸银标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

V2— 试剂空白消耗硝酸银标准滴定溶液的体积，单位为毫升(ML) ;

  。— 硝酸银标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mot/L) ;
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0.058 5— 与1. 00 mL硝酸银标准溶液〔c (AgNOa) = 1. 000 mol/L〕相当的抓化钠的质量，单位

          为克(9)。
    计算结果保留三位有效数字。

4.3.6 精密度

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%a

4.4 总酸

4.4. 1 原理

    酱油中含有多种有机酸，用氢氧化钠标准溶液滴定，以酸度计测定终点，结果以乳酸表示。

4.4.2 试荆

    氢氧化钠标准滴定溶液〔c(NaOH)一0. 050 mol/LD。

4.4.3 仪器

    同4.2.1.30

4.4.4 分析步骤

    按4.2.1.4操作，量取80 mL水，同时做试剂空白试验。

4.4. 5 结果计算

    试样中总酸的含量(以乳酸计)按式((4)进行计算。

(V 一V,) X c X 0. 090

5 X V,/100
X 100 . ‘.’f··，···一”(4)

    式 中:

    X - 试样中总酸的含量〔以乳酸计)，单位为克每百毫升(g1100 mL);

    V — 测定用试样稀释液消耗氢氧化钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    V,— 试剂空白消耗氢氧化钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    V,— 试样稀释液取用量，单位为毫升(mL);

    。— 氢氧化钠标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L) ;

  0.090— 与1. 00 mL氢氧化钠标准溶液〔c(NaOH)=1.000 mot/L〕相当的乳酸的质量，单位

          为克(9)。

    计算结果保留三位有效数字。

4.4.6 精密度

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的1o% o

4.5 砷

    按GB/T 5009.11操作。

4.6 铅

    按GB/T 5009.12操作。

4.7 黄曲霉毒紊B,

    按GB/T 5009. 22操作。

4.8 苯甲酸、山梨酸

    按GB/T 5009. 29操作。

4.9 铁盐(半微f定氮法)

4.9. 1 原理

    试样在碱性溶液中加热蒸馏，使氨游离蒸出，被硼酸溶液吸收，然后用盐酸标准溶液滴定计算含量。

4.9.2 试剂

4.9.2. 1 氧化镁

4.9.2.2 硼酸溶液(20 g/L)
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4.9.2.3 盐酸标准滴定溶液〔c(HCI)二0. 100 mol/LD,

4.9.2.4 混合指示液:甲基红一乙醇溶液(2 g/L)1份与澳甲酚绿一乙醇溶液((2 g/L)5份，临用时混匀。

4.9.3 分析步骤

    吸取2 mL试样，置于500 mL蒸馏瓶中，加约150 mL水及约1g氧化镁，连接好燕馏装置，并使冷

凝管下端连接弯管伸人接收瓶液面下，接收瓶内盛有10 mL硼酸溶液(20 g/L)及2滴 -̂3滴混合指示
液，加热蒸馏，由沸腾开始计算约蒸30 min即可，用少量水冲洗弯管，以盐酸标准溶液 ((0. 100 mol/L)

滴至终点。取同量水、氧化镁、硼酸溶液按同一方法做试剂空白试验。

4.9.4 结果计算

    试样中钱盐的含量(以氨计)按式((5)进行计算。

(V,一Vi)Xcx0.017

          V3
X 100 ··········.·····。·····。。⋯(5)

    式 中:

    X— 试样中按盐的含量(以氨计)，单位为克每百毫升(g/100 mL);

    V,— 测定用试样消耗盐酸标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    Vi -— 试剂空白消耗盐酸标准滴定溶液的体积，单位为毫升(mL) ;

    ‘— 盐酸标准滴定溶液的实际浓度，单位为摩尔每升(mol/L) ;

0.017— 与1. 00 mL盐酸标准溶液[c (HCD = 1. 000 mol/L〕相当的按盐(以氨计)的质量，单位

          为克(9);

    V,— 试样体积，单位为毫升(mL),

    计算结果保留两位有效数字。

4.9.5 精密度

    作重复性条件下获得 的两攻 独守测宁结果的绝对差值不得超 讨算术 平均值的 10%a


