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半微量定氮法中三氯乙酸提取挥发性 

盐基氮的改进 

黄忠意 1,2*, 周兴旺 1,2, 马东兴 3, 徐文泱 1,2 

(1. 湖南省食品质量监督检验研究院, 长沙  410007; 2. 食品安全监测与预警湖南省重点实验室, 长沙  410007;  

3. 临沂市检验检测中心, 临沂  276000) 

摘  要: 目的  改进半微量定氮法中三氯乙酸提取挥发性盐基氮的条件。方法  比较了提取剂三氯乙酸和水

的提取效果, 并优化了三氯乙酸作提取剂时氧化镁的添加量, 同时添加氯化铵做回收率实验。结果  按照标准

方法用三氯乙酸浸泡的样品检测结果明显偏低, 其样品溶液碱度未能达到方法要求, 经调整氧化镁添加量后, 

加标回收率为 94.0%~95.6%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.57%; 用水作提取剂的样品结

果偏高, 浸泡 30 min 过程中, pH 值中性环境样品持续腐败。结论  优化后的检验方法满足实验要求, 且三氯

乙酸给样品提供足够的酸性环境, 抑制样品进一步腐败。 
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Improvement on extraction of volatile basic nitrogen by trichloroacetic acid 
in semimicro-kjeldahl determination method 

HUANG Zhong-Yi1,2*, ZHOU Xing-Wang1,2, MA Dong-Xing3, XU Wen-Yang1,2 

(1. Hunan Institute of Food Quality Supervision Inspection and Research, Changsha 410007, China; 2. Key Laboratory of 
Food Safety Monitoring and Early Warning of Hunan Province, Changsha 410007, China; 3. Linyi Inspection and Testing 

Center, Linyi 276000, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve the extraction conditions of volatile basic nitrogen by trichloroacetic acid in 

semimicro-kjeldahl determination method. Methods  The extraction effect of trichloroacetic acid and water was 

compared. The addition amount of magnesium oxide when trichloroacetic acid was used as extraction agent were 

optimized. At the same time, ammonium chloride was added for recovery experiment. Results  The test result of 

samples soaked with trichloroacetic acid according to the standard method was obviously low. The alkalinity of 

sample solution failed to meet the method requirements. After adjusting the supplemental amount of magnesium 

oxide, the recoveries rate of spiked sample by the optimized method were 94.0%‒95.6%, and the relative standard 

deviations (RSDs) were 0.57%. The result of the sample with water as the extractant was high, and the sample in the 

pH-neutral environment continued to rot after being immersed for 30 min. Conclusion  The optimized test method 

meets the experimental requirements, and trichloroacetic acid provides sufficient acidic environment for the samples 

to inhibit further spoilage changes. 

KEY WORDS: trichloroacetic acid; MgO; volatile basic nitrogen; semimicro-kjeldahl determination method 
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0  引  言 

挥发性盐基氮是动物性食品在酶和细菌的作用下 , 

腐败过程中蛋白质分解产生的氨以及胺类等碱性含氮物质

的总称, 是判断动物性食品新鲜程度的一个非常重要的指

标[1‒3], 目前分析方法主要有定氮法(半微量和全自动凯氏

定氮法)[4‒8]、光谱法等[9‒14]。GB 2707—2016《食品安全国

家标准 鲜(冻)畜、禽产品》对鲜(冻)畜、禽产品的挥发性

盐基氮限量值作出了规定(<15 mg/100 g), 并制定检验方

法为 GB 5009.228—2016《食品安全国家标准 食品中挥发

性盐基氮的测定》。而此检验方法中第一法半微量定氮法

5.2 试样处理中, 提取试剂有 2 种, 水和三氯乙酸溶液。本

研究组在实验中发现, 处理相同的样品, 当采用三氯乙酸

溶液浸泡提取时, 检测结果远低于用水浸泡的值, 且按照

标准方法添加氧化镁混悬液蒸馏后, 试液 pH值呈中性, 不

符合此方法 2 原理中提出“在碱性溶液中蒸出”的条件。在

实际工作中, 多采用水提取而舍弃三氯乙酸溶液浸泡提取

的方法[15‒19]。 

本研究就提取剂三氯乙酸和水的提取效果、结果稳定

性进行了比较与分析, 并通过对氧化镁的添加量进行考察

和判别指示剂的筛选优化三氯乙酸作为提取剂的方法, 同

时对优化后的方法进行方法学考察, 以确保方法的有效性

和准确性, 从而使检测结果更真实地反映动物性食品的新

鲜程度。 

1 材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  材料与试剂 

猪肉(样 1)、牛肉(样 2)、鸡肉(样 3)、鸭肉(样 4)、草

鱼肉(样 5)、鲫鱼肉(样 6)(市售)。 

氧化镁、三氯乙酸、氯化铵、溴甲酚绿、无水乙醇(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 硼酸(分析纯, 天津市

北联精细化学品有限公司); 酚酞(分析纯, 天津市光复精

细化工研究所); 亚甲基蓝(分析纯, 天津市科密欧化学试

剂有限公司)。 

1.1.2  仪器与设备 

XH-BWL 半微量定氮装置(上海昕沪实验设备有限

公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

鲜(冻)肉去除皮、脂肪、骨、筋腱, 取瘦肉部分搅碎

搅匀。 

1.2.2  水和三氯乙酸提取剂方法比较 

分别称取多份已处理试样 20 g 置于具塞锥形瓶中, 

各准确加入 100 mL 水或三氯乙酸溶液(20 g/L), 不时振摇, 

试样在样液中分散均匀, 浸渍 30 min。向接收瓶内加入

10.0 mL 硼酸溶液(20 g/L), 5 滴混合指示剂(溴甲酚绿乙醇

溶液、亚甲基蓝乙醇溶液), 水浸泡样品准确吸入 10.0 mL

滤液, 三氯乙酸溶液浸泡样品摇匀后取 10 mL 上清液, 分

别注入反应室, 加水洗后, 再注入 5 mL 氧化镁混悬液  

(10 g/L)和三滴酚酞乙醇溶液(5 g/L), 按照操作规程进行实

验。并同时测定水和三氯乙酸浸渍样品蒸馏前、后的 pH

值。结果按式(1)进行计算。 

i 0
i

i

( ) 14
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 
 

 测 总/
       (1) 

式中:  

Xi—试样中挥发性盐基氮的含量, mg/100 g;  

C—标准溶液浓度, mol/L;  

mi—样品质量, g;  

Vi—标准溶液滴定体积, mL;  

V0—空白消耗标准溶液体积, mL;  

V 总—样液总体积, mL;  

V 测—准确吸取的滤液体积, mL;  

14—滴定 1.0 mL 盐酸[c(HCl)=1.000 mol/L]标准滴定

溶液相当的氮的质量, g/mol。 

1.2.3  三氯乙酸提取方法的优化 

分别称取 10 份已处理试样(样 3) 20 g 置于具塞锥形

瓶中, 各准确加入 100 mL 三氯乙酸溶液(20 g/L), 不时振

摇, 试样在样液中分散均匀, 浸渍 30 min 后摇匀。向接收

瓶内加入 10.0 mL硼酸溶液(20 g/L), 5 滴混合指示剂(溴甲

酚绿乙醇溶液、亚甲基蓝乙醇溶液), 准确吸入 10.0 mL

上清液注入反应室 , 加水洗后 , 再注入不同质量氧化镁

粉末(0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.10、0.11、0.12、

0.13、1.0 g)和三滴酚酞乙醇溶液(5 g/L), 按照操作规程进

行实验并按式(1)计算挥发性盐基氮, 结果记为 X, 同时

做空白实验。 

1.2.4  改进方法的方法学考察 

加标物质(10%氯化铵)挥发性盐基氮含量测定: 取 2

个锥形瓶加入 100 mL 水, 分别准确加入 10%氯化铵溶液

0.5 mL 摇匀, 同时做空白实验。向接收瓶内加入 10.0 mL

硼酸溶液(20 g/L), 5 滴混合指示剂(溴甲酚绿乙醇溶液、亚

甲基蓝乙醇溶液), 准确吸入 10.0 mL 上清液注入反应室, 

加水洗后, 再注入 1.2.3 中最佳量氧化镁粉末和三滴酚酞

乙醇溶液(5 g/L), 按照操作规程进行实验, 并按照式(2)计

算添加物挥发性盐基氮含量 T。 

0(mg) ( ) 14T V V C                 (2) 

式中:  

T—试样中添加挥发性盐基氮的含量, mg;  

C—标准溶液浓度, mol/L;  

V—标准溶液滴定体积, mL;  

V0—空白消耗标准溶液体积, mL;  



第 12 期 黄忠意, 等: 半微量定氮法中三氯乙酸提取挥发性盐基氮的改进 4761 
 
 
 
 
 

 

14—滴定 1.0 mL 盐酸[c(HCl)=1.000 mol/L]标准滴定

溶液相当的氮的质量, g/mol。 

加标回收率实验设计: 按照 GB/T 57404—2008 精密度

实验要求, 称取 6 份已处理试样(样 3) 20.0 g 置于具塞锥形

瓶中, 各准确加入 100 mL 三氯乙酸溶液(20 g/L)、0.10 mL 

10%氯化铵溶液, 不时振摇, 试样在样液中分散均匀, 浸

渍 30 min 后摇匀。向接收瓶内加入 10.0 mL 硼酸溶液   

(20 g/L), 5 滴混合指示剂(溴甲酚绿乙醇溶液、亚甲基蓝乙

醇溶液), 准确吸入 10.0 mL 上清液注入反应室, 加水洗后, 

再注入 1.2.3 中最佳量氧化镁粉末和三滴酚酞乙醇溶液  

(5 g/L), 按照操作规程进行实验并做空白实验。按式(1)计

算挥发性盐基氮, 结果记为 X, 按式(3)计算加标回收率结

果, 结果记为 A。 

0(%)
X m X m

A
T

  
             (3) 

式中:  

A—试样中挥发性盐基氮的加标回收率, %;  

X0—B 组中样品基质挥发性盐基氮含量, mg/100 g;  

X—A 组中样品挥发性盐基氮含量, mg/100 g;  

m—A 组中样品质量, g;  

T—试样中添加挥发性盐基氮的含量, mg。 

1.2.5  改进后方法与水提取法比较 

分别称取已处理试样 12份(样品 3) 20 g置于具塞锥形

瓶中, 分为 2 组每组 6 份各按照三氯乙酸提取改进后的方

法和水提取法进行测定, 并同时做空白实验。结果按式(1)

进行计算。 

2  结果与分析 

2.1  标准方法中水提取和三氯乙酸提取的差异性 

水提取法浸泡液 pH 值在 6.05~6.53 之间, 呈中性至

弱酸性; 蒸馏过程中酚酞显紫红色 , 提示在碱性条件下

蒸馏, 蒸馏后样品溶液 pH 值为 11.28~11.74, 挥发性盐基

氮结果为 3.91~8.50 mg/100 g。而三氯乙酸溶液浸泡的样

品, 浸泡液 pH 值在 1.82~1.89 之间, 呈酸性; 蒸馏过程中

酚酞未显色 , 提示未在碱性条件下蒸馏 , 挥发性盐基氮

结果除一个为 0.465 mg/100 g 外, 其他均为未检出(低于

检出限 0.18 mg/100 g), 蒸馏后样品溶液 pH 值 7.15~7.30。

研究结果表明 , 按照标准方法的氧化镁加入量 , 水提取

法满足在碱性条件下蒸馏的条件, 而三氯乙酸提取未达

到要求(结果见表 1)。 

2.2  三氯乙酸提取法氧化镁添加量确定 

因氧化镁悬浮液并不稳定, 在使用过程中易沉淀, 从

而导致加入量很难控制, 因此在实验中直接加入氧化镁粉

末。标准方法中规定的 10 g/L 氧化镁悬浮液 5 mL 即 0.05 g

氧化镁粉末作为添加下限, 往上逐渐增加至 1.00 g。结果

表明, 氧化镁粉末添加量在 0.09 g 以上时, 结果趋于稳定, 

酚酞显色为紫红色, 氧化镁添加量宜在 0.09 g 以上, 结果

见表 2。为方便操作, 本研究选用 0.10 g 氧化镁作为最佳

添加量。 

 
表 1  标准方法中水提取和三氯乙酸提取的差异性 

Table 1  Difference between water extraction and trichloroacetic acid extraction in standard methods 

提取剂 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 

水 

浸泡液 pH 值 6.21 6.15 6.05 6.19 6.53 6.14 

蒸馏过程中酚酞显色 紫红色 紫红色 紫红色 紫红色 紫红色 紫红色

蒸馏后样品溶液 pH 值 11.43 11.58 11.62 11.28 11.74 11.38 

挥发性盐基氮含量/(mg/100 g) 4.15 6.83 5.84 3.91 6.89 8.50 

三氯乙酸溶液 

浸泡液 pH 值 1.87 1.82 1.83 1.88 1.89 1.84 

蒸馏后酚酞显色 未变色 未变色 未变色 未变色 未变色 未变色

蒸馏后样品溶液 pH 值 7.15 7.28 7.26 7.30 7.22 7.28 

 挥发性盐基氮含量/(mg/100 g) 未检出 未检出 未检出 0.465 未检出 未检出

 
 

表 2  氧化镁不同添加量结果汇总 
Table 2  Summary of results of different supplemental levels of magnesium oxide 

 
氧化镁添加量/g 

0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10 0.11 0.12 0.13 1.00

酚酞显色情况 未变色 未变色 粉红 红色 紫红 紫红 紫红 紫红 紫红 紫红

挥发性盐基氮结果/(mg/100 g) 未检出 0.56 1.26 3.27 4.86 4.87 4.87 4.87 4.88 4.85
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2.3  加标回收和精密度实验 

称取 6 份已处理试样 3 各 20.0 g, 分别添加氧化镁  

0.10 g, 10%氯化铵溶液 0.10 mL, 测得挥发性盐基氮结果计

算加标回收率。经实验测得, 10%氯化铵溶液挥发性盐基氮

含量为 2575 mg/100 mL。2.2 试样 3 中氧化镁 0.10 g 时, 测

得挥发性盐基氮结果 4.87 mg/100 g(即为本底值)。2.58 mg

标准样品加标到 20.0 g 样品中, 即加标量为 12.90 mg/   

100 g。最终结果测得加标回收率为 94.0%~95.6%, 相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.57%, 符合方

法学要求。详见表 3。 

2.4  改进后方法与水提取法结果比较 

经比对实验得出 , 水提取法结果明显高于改进后

三氯乙酸提取法, 比值为 2.17:1(测定时室温 22 ℃)。又

因为测得水提取法浸泡液 pH 值在 6.05~6.53 之间, 呈中

性至弱酸性, 三氯乙酸溶液浸泡的样品, 浸泡液 pH 值

在 1.82~1.89 之间, 呈酸性。因霉菌和酵母菌生长最适

pH 在 5~6 之间, 而细菌的生长最适 pH 值在 7 左右 [20], 

三氯乙酸溶液低 pH 值不利于微生物的繁殖, 从而抑制

了样品进一步的腐败, 因而其测定结果应该更接近于样

品真值, 具体结果见表 4。 

 
表 3  改进后方法精密度实验 

Table 3  Precision test of the improved method 

 
序号 

1 2 3 4 5 6 

加标量/(mg/100 g) 12.90 

本底值/(mg/100 g) 4.87 

测得浓度/(mg/100 g) 17.2 17.1 17.2 17.2 17.0 17.2 

计算得加标回收率/% 95.6 94.8 95.6 95.6 94.0 95.6 

RSD/% 0.57 

 
表 4  改进后方法与水提取法结果比较 

Table 4  Results of improved method compared with that of water extraction method 

 
序号 

平均值 
1 2 3 4 5 6 

改进后方法/(mg/100 g) 2.91 2.89 2.91 2.73 2.14 2.63 2.70 

水提取法/(mg/100 g) 5.86 5.81 5.89 5.93 5.75 5.86 5.85 

 

3  结  论 

经过提高氧化镁添加量, 以酚酞乙醇溶液作为指示

剂, 能完全蒸馏出样品中的挥发性盐基氮, 且相对于水提

取法, 三氯乙酸酸性环境抑制了微生物的进一步分解。因

此, 经优化后的三氯乙酸提取法不仅能准确测定挥发性盐

基氮, 且结果更接近真实值。 
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