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摘　要　选择了具有代表性的分析仪器进行对比实验,探讨仪器分析方法之间异同点,通过优化分析

条件,完善分析方法。通过样品测试数据的比较,表明A P I和ALL IAN CE 仪器上分别测得的水溶性糖、烟

碱、氯离子结果一致,为根据需要或现有条件选择实验方法提供了依据。
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1　前言
烟草及烟草制品质量综合评价,水溶性糖、烟碱、氯离子是不可少的一个技术指标,目前国内烟

草中水溶性糖、烟碱、氯的测定,主要采用连续流动分析法。利用流动分析仪测定烟草化学成分的方

法也已经有行业标准[1—3 ] ,但是目前还存在不少问题。工作中我们发现不同台套仪器内的计算式设

置有差别,处理好的同一样品溶液放到不同台套仪器上测量,有的结果显然不对; 有的由于不理解

仪器的计算原理,不能合理的使用分析参数,导致分析结果错误,因此仪器分析的计算成了一个关

键问题。为了研究统一的仪器分析方法,使测定结果能与行业标准方法一致,我们选择了具有代表

性的A P I和ALL IAN CE 分析仪器,研究仪器分析方法之间的异同点。通过对仪器分析方法研究及

实验优化分析条件,寻找其共性和差异,并提供一种完善统一测定烟草中总糖、还原糖、烟碱、氯离

子含量的方法很有必要[4 ]。本文对 31个样品的测试数据进行了比较和分析,证明了这两种连续流

动分析仪分别测得烟草中的水溶性糖、烟碱、氯离子的结果一致。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

IN T EGRAL 型自动分析仪 (法国ALL IAN CE 公司) ; A P I305D 型自动分析仪 (美国爱斯特公

司) ; 2000D 型超纯水器 (北京长风仪器仪表公司) ; P270普通摇床 (中国科学院武汉科学仪器厂) ;

AB 204N 分析天平[精度为 0. 0001g,梅特勒2托利多仪器 (上海)有限公司 ]; DH G29140型电热恒温

鼓风干燥箱 (上海精宏实验设备有限公司)。

各种试剂均采用分析纯试剂。

实验用水为超纯水。



2. 2　样品前处理

准确称取烘干后的植物样品 0. 3g 置于 150mL 三角瓶中 (精确至 0. 0001g) ,加入 50mL 乙酸

(5% )溶液盖上塞子,在普通摇床上振荡萃取 30m in,用滤纸过滤上机 (如样品液浓度超出工作标准

液的浓度范围,则应稀释)。

2. 3　测定原理和方法

2. 3. 1　A P I连续流动分析法

上机将样品液倒入 15mL 比色管、空白 6mL 比色管:

总糖ö还原糖的测定: 用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品,然后过滤再放入分析仪器分析。样品

(含蔗糖)先用盐酸水解成还原糖,然后还原糖与对羟基苯甲酸酰胼在 85℃碱性状态下,反应生成

黄色物质 (偶氮化合物) ,在 410nm 波长测定。使用钙离子以增加颜色的强度。

烟碱的测定:用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品,然后过滤再放入分析仪器分析。

用氯化氰来分裂含有吡啶之烟碱分子,然后继续在缓冲溶液中与对氨基苯磺酸反应,生成聚甲

川染料,在 460nm 波长中测定其吸光度即可换算成烟碱之含量。

氯离子的测定:用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品,然后过滤再放入分析仪器分析。在酸性硫氰

酸汞溶液中,硫氰酸盐会被氯化物所取代。释放出来的硫氰酸盐与铁离子反应,生成红色复合物。此

红色复合物在 480nm 波长测定其吸光度,即可换算成氯化物之含量。

2. 3. 2　ALL IAN CE 连续流动分析法

上机样品液倒入 8mL 比色管、空白 15mL 比色管:

总糖ö还原糖的测定:用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品,然后过滤再放入分析仪器分析。样品在

ALL IAN CE 分析仪器的加热温度为 92℃时盐酸水解,在碱性碳酸钠溶液中,所产生的还原糖将铜

离子与新亚铜试剂的螯合物还原成为亚铜离子与新亚铜试剂的螯合物, 该螯合物为黄色的, 在

460nm 波长测定。

烟碱的测定:用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品,然后过滤再放入分析仪器分析。萃取液中的总

植物碱 (以烟碱计)烟碱与对氨基苯磺酸和氯化氰反应,氯化氰由氰化钾和氯胺 T 在线反应产生。

反应产物用比色计在 460nm 波长测定。

氯离子的测定:用 5%乙酸水溶液萃取烟草样品中的氯,然后过滤再放入分析仪器分析。氯与

硫氰酸汞反应,释放出硫氰酸根进而与三价铁反应形成络合物,反应产物在 480nm 比色测定。

2. 4　校准曲线绘制

2. 4. 1　A P I连续流动分析法校准曲线绘制

总糖ö还原糖标准曲线绘制: 分别吸取 100000m g·L - 1总糖ö还原糖标准溶液 0. 1、0. 25、0. 5、

1、1. 5、2、2. 5mL 放入 100mL 容量瓶中,各加入 5%乙酸定容,在波长 410nm 测定后绘制校准曲线。

其线性关系很好,相关系数为 r总糖= 0. 9999 (n= 7)、r还总糖= 0. 9997 (n= 7)。

烟碱校准曲线绘制: 分别吸取 10000m g·L - 1烟碱标准溶液 0. 2、0. 5、1、2、3、4、5mL 放入

100mL 容量瓶中,各加入 5%乙酸定容,在波长 410nm 测定后绘制校准曲线。其线性关系很好,相

关系数为 r烟碱= 0. 9999 (n= 7)。

氯离子标准曲线绘制: 分别吸取 2000m g·L - 1氯离子标准溶液 0. 2、0. 5、1、2、3、4、5mL 放入

100mL 容量瓶中,各加入 5%乙酸定容,在波长 410nm 测定后绘制校准曲线。其线性关系很好,相
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关系数为 r氯离子= 0. 9999 (n= 7)。

2. 4. 2　ALL IAN CE 连续流动分析法校准曲线绘制

总糖ö还原糖校准曲线绘制: 分别吸取 50000m g·L - 1总糖ö还原糖标准溶液 1、2、3、4、5mL 放

入 100mL 容量瓶中,各加入 5%乙酸定容后,标准工作液变为 500m g·L - 1 (标 3) , 1000m g·L - 1

(标 4) , 1500m g·L - 1 (标 5) , 2000m g·L - 1 (标 6) , 2500m g·L - 1 (标 7) ,然后再从 1000m g·L - 1 (标

4)中取 10mL 放入 100mL 容量瓶中, 加入 5%乙酸定容后, 得到 100m g·L - 1 (标 1) , 从 2500

m g·L - 1 (标 7)中取 10mL 放入 100mL 容量瓶中,加入 5%乙酸定容后,得到 250m g·L - 1 (标 2)。

在波长 410nm 测定后绘制校准曲线。其线性关系很好,相关系数为 r总糖= 0. 9999 (n= 5)、r还总糖=

0. 9993 (n= 5)。

烟碱校准曲线绘制:分别吸取 10000m g·L - 1烟碱标准溶液 1、2、3、4、5mL 放入 100mL 容量瓶

中, 各加入 5%乙酸定容后,标准工作液变为 100m g·L - 1 (标 3) , 200m g·L - 1 (标 4) , 300m g·L - 1

(标 5) , 400m g·L - 1 (标 6) , 500m g·L - 1 (标 7) , 然后再从 200m g·L - 1 (标 4)中取 10mL 放入

100mL 容量瓶中,加入 5%乙酸定容后,得到 20m g·L - 1 (标 1) ,从 500m g·L - 1 (标 7)中取 10mL

放入 100mL 容量瓶中,加入 5%乙酸定容后,得到 50m g·L - 1 (标 2)。在波长 410nm 测定后绘制校

准曲线。其线性关系很好,相关系数为 r烟碱= 0. 9999 (n= 5)。

氯离子校准曲线绘制: 分别吸取 2000m g·L - 1氯离子标准溶液 1、2、3、4、5mL 放入 100mL 容

量瓶中,各加入 5%乙酸定容后,标准工作液变为 20m g·L - 1 (标 3) , 40m g·L - 1 (标 4) , 60m g·L - 1

(标 5) , 80m g·L - 1 (标 6) , 100m g·L - 1 (标 7) ,然后再从 40m g·L - 1 (标 4)中取 10mL 放入 100mL

容量瓶中, 加入 5%乙酸定容后, 得到 4m g·L - 1 (标 1) , 从 100m g·L - 1 (标 7)中取 10mL 放入

100mL 容量瓶中,加入 5%乙酸定容后,得到 10m g·L - 1 (标 2)。在波长 410nm 测定后绘制校准曲

线。其线性关系很好,相关系数为 r氯离子= 0. 9993 (n= 5)。

3　结果与讨论

3. 1　方法可行性

按上述方法对 31个烟草样品进行了平行 3份试验,测定结果见表 1、2。为了能使A P I连续流

动分析法和ALL IAN CE 连续流动分析法测定数据结果看起来更为直观,我们对它们进行了 t2检

验 (表 3)和回归分析 (图 1、2、3、4)。回归方程: y总糖= 0. 9957x + 0. 109,相关系数 r总糖= 0. 9993;

y还总糖= 0. 9984x + 0. 0376, 相关系数 r还总糖= 0. 9991; y烟碱= 0. 9972x + 0. 0037, 相关系数 r烟碱=

0. 9975; y氯离子= 0. 9949x + 0. 0004,相关系数 r氯离子= 0. 9961 (n= 31)。

3. 2　显著性分析

表 3列出了A P I总糖、还原糖、烟碱、氯离子、ALL IAN CE总糖、还原糖、烟碱、氯离子数据的泊松相关系数、t值、F 值。

泊松相关系数为 0. 99, t< t0. 05, F < F 0. 05 (30, 30)。图 1、2、3、4 中线性回归分析结果相关系数 r总糖=

0. 9993; r还总糖= 0. 9991; r烟碱= 0. 9975; r氯离子= 0. 9961 (n = 31)。分析结果表明, 用以上A P I和

ALL IAN CE (ALL )两种连续流动分析法测出的总糖 (T S)、还原糖 (R S)、烟碱 (N IC)、氯离子 (C l- )

符合理论上的要求,结果在误差范围内。
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表 1　两种连续流动分析法测定烟草中总糖、还原糖的结果比较 (% )

A P I总糖

平均值 RSD

ALL IANCE 总糖

平均值 RSD
差值

A P I还原糖

平均值 RSD

ALL IANCE 还原糖

平均值 RSD
差值

1 30. 86 1. 56 30. 95 0. 27 - 0. 09 28. 44 2. 16 28. 54 1. 47 - 0. 11

2 34. 23 0. 33 34. 26 1. 31 - 0. 03 30. 88 1. 10 30. 93 0. 47 - 0. 05

3 28. 43 1. 62 28. 80 0. 49 - 0. 37 27. 54 0. 72 27. 41 0. 17 0. 13

4 36. 38 1. 75 36. 52 1. 61 - 0. 14 30. 52 1. 95 30. 74 0. 97 - 0. 22

5 32. 64 0. 91 32. 50 0. 02 0. 14 26. 66 2. 07 26. 53 0. 16 0. 13

6 25. 40 1. 34 25. 33 1. 82 0. 07 20. 33 0. 42 20. 75 0. 20 - 0. 42

7 25. 81 0. 77 25. 68 1. 61 0. 13 24. 69 1. 29 24. 56 2. 53 0. 13

8 22. 48 2. 33 22. 21 1. 37 0. 27 20. 86 3. 25 20. 59 0. 76 0. 27

9 24. 75 1. 20 24. 65 1. 07 0. 10 20. 76 1. 91 20. 66 0. 52 0. 10

10 30. 91 1. 94 30. 77 0. 03 0. 13 25. 87 1. 69 25. 75 0. 05 0. 12

11 25. 31 0. 87 25. 30 0. 17 0. 00 20. 08 2. 68 20. 05 0. 42 0. 03

12 32. 52 1. 26 32. 57 0. 12 - 0. 05 25. 17 0. 51 25. 25 0. 31 - 0. 08

13 36. 87 0. 96 36. 89 1. 43 - 0. 02 31. 56 0. 13 31. 60 0. 09 - 0. 04

14 33. 60 1. 26 33. 70 2. 45 - 0. 10 26. 60 0. 21 26. 43 0. 91 0. 17

15 31. 73 0. 00 31. 67 0. 66 0. 06 27. 45 0. 77 27. 40 1. 27 0. 05

16 31. 15 0. 07 31. 07 0. 30 0. 07 26. 30 1. 18 26. 55 2. 86 - 0. 25

17 32. 11 1. 98 32. 21 0. 42 - 0. 10 24. 55 1. 56 24. 67 0. 85 - 0. 12

18 26. 78 1. 53 26. 93 0. 24 - 0. 15 21. 28 0. 17 21. 45 1. 65 - 0. 17

19 34. 85 1. 28 34. 69 1. 96 0. 16 30. 86 0. 89 30. 66 0. 13 0. 20

20 20. 46 1. 31 20. 47 1. 38 - 0. 01 18. 08 2. 11 18. 13 0. 20 - 0. 05

21 24. 45 1. 91 24. 21 0. 56 0. 24 22. 48 1. 29 22. 22 1. 39 0. 26

22 26. 49 1. 65 26. 55 0. 93 - 0. 06 21. 40 0. 43 21. 51 0. 93 - 0. 11

23 34. 62 0. 61 34. 56 0. 74 0. 06 29. 45 0. 07 29. 57 1. 97 - 0. 12

24 22. 69 1. 31 22. 81 1. 20 - 0. 12 19. 72 0. 14 19. 86 0. 11 - 0. 14

25 22. 28 0. 22 22. 69 0. 91 - 0. 41 18. 75 0. 68 18. 68 3. 60 0. 07

26 26. 35 1. 85 26. 07 0. 44 0. 27 24. 66 0. 06 24. 36 1. 17 0. 30

27 22. 48 2. 05 22. 60 1. 92 - 0. 13 18. 83 3. 60 18. 86 0. 03 - 0. 04

28 35. 70 1. 43 35. 56 2. 17 0. 14 29. 59 1. 74 29. 44 0. 04 0. 15

29 33. 73 1. 70 33. 62 0. 50 0. 11 25. 79 0. 91 25. 69 2. 13 0. 10

30 32. 94 0. 47 32. 71 0. 44 0. 23 28. 33 4. 87 28. 46 0. 21 - 0. 14

31 32. 76 0. 26 32. 59 1. 12 0. 17 27. 18 0. 10 27. 26 0. 23 - 0. 08

图 1　A P I测定总糖含量与ALL IAN CE 测定

总糖含量的关系

图 2　A P I测定还原糖含量与ALL IAN CE 测定

还原糖含量的关系
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表 2　两种连续流动分析法测定烟草中烟碱、氯离子的结果比较 (% )

A P I烟碱

平均值 RSD

ALL IANCE 烟碱

平均值 RSD
差值

A P I氯离子

平均值 RSD

ALL IANCE 氯离子

平均值 RSD
差值

1 2. 52 4. 49 2. 45 1. 15 0. 07 1. 04 2. 96 1. 06 0. 29 - 0. 02

2 1. 09 2. 59 1. 04 4. 78 0. 05 0. 14 1. 81 0. 13 0. 48 0. 01

3 1. 56 3. 41 1. 49 1. 90 0. 07 0. 13 4. 45 0. 11 4. 74 0. 01

4 1. 52 1. 86 1. 48 1. 44 0. 04 0. 20 4. 26 0. 18 4. 04 0. 02

5 2. 85 0. 50 2. 80 0. 76 0. 05 0. 34 2. 32 0. 36 2. 59 - 0. 02

6 3. 05 0. 70 3. 12 0. 91 - 0. 07 0. 13 3. 66 0. 11 2. 31 0. 02

7 2. 63 3. 63 2. 70 0. 40 - 0. 07 0. 16 4. 56 0. 18 4. 02 - 0. 02

8 2. 13 1. 33 2. 20 0. 64 - 0. 07 0. 11 4. 88 0. 10 1. 71 0. 01

9 2. 10 1. 35 2. 16 1. 96 - 0. 06 0. 16 4. 56 0. 14 3. 41 0. 02

10 2. 70 1. 05 2. 77 0. 51 - 0. 07 0. 10 2. 77 0. 12 0. 00 - 0. 02

11 2. 41 0. 59 2. 40 0. 30 0. 01 0. 23 3. 58 0. 25 4. 52 - 0. 02

12 1. 83 1. 94 1. 79 0. 76 0. 04 0. 16 0. 00 0. 17 4. 29 - 0. 01

13 0. 92 3. 07 0. 90 1. 57 0. 02 0. 75 4. 44 0. 74 1. 82 0. 01

14 2. 98 0. 95 2. 92 3. 87 0. 06 0. 18 4. 04 0. 20 2. 26 - 0. 02

15 1. 17 1. 21 1. 20 2. 36 - 0. 03 0. 79 0. 90 0. 77 0. 64 0. 02

16 2. 63 3. 76 2. 68 1. 32 - 0. 05 0. 21 2. 04 0. 23 3. 14 - 0. 02

17 2. 49 0. 85 2. 42 2. 38 0. 06 0. 26 1. 78 0. 27 1. 89 - 0. 01

18 2. 19 0. 32 0. 94 3. 01 - 0. 02 0. 14 3. 40 0. 16 4. 56 - 0. 02

19 0. 92 2. 32 0. 94 3. 01 - 0. 02 0. 14 3. 40 0. 16 4. 56 - 0. 02

20 3. 35 2. 11 3. 30 0. 21 0. 05 0. 15 0. 98 0. 14 4. 74 0. 00

21 1. 67 2. 54 1. 72 4. 11 - 0. 05 0. 23 1. 57 0. 25 0. 98 - 0. 02

22 1. 94 0. 91 1. 90 1. 12 0. 04 0. 25 1. 27 0. 29 0. 87 - 0. 03

23 1. 75 2. 84 1. 72 2. 47 0. 03 0. 15 4. 88 0. 13 4. 42 0. 02

24 2. 12 3. 34 2. 06 0. 69 0. 06 0. 34 2. 11 0. 32 0. 44 0. 02

25 3. 05 1. 04 3. 00 0. 82 0. 05 0. 17 4. 30 0. 16 0. 34 0. 01

26 2. 21 1. 33 2. 18 3. 18 - 0. 06 0. 15 4. 88 0. 13 3. 63 0. 02

27 2. 92 3. 87 2. 87 0. 99 0. 05 0. 17 3. 39 0. 18 2. 29 - 0. 01

28 0. 94 4. 51 0. 98 2. 89 - 0. 04 0. 32 2. 24 0. 29 4. 74 0. 03

29 3. 56 0. 79 3. 61 3. 23 - 0. 05 0. 48 1. 49 0. 45 3. 30 0. 03

30 2. 00 1. 41 2. 07 0. 68 - 0. 07 0. 18 4. 04 0. 19 2. 26 - 0. 01

31 0. 89 3. 57 0. 92 3. 07 - 0. 03 0. 36 1. 99 0. 34 4. 36 0. 02

图 3　A P I测定烟碱含量与ALL IAN CE 测定

烟碱含量的关系

图 4　A P I测定氯离子含量与ALL IAN CE 测定

氯离子含量的关系
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表 3　t , F 值成对数据测试分析

观测值 自由度
泊松

相关系数

假设

平均差
t检验 P ,单尾

t单尾

临界
P ,双尾

t双尾

临界
F P ,单尾

F 单尾

临界

A P I(TS)

ALL (TS)
31 30 0. 99 0. 00 0. 02 0. 49 1. 67 0. 98 2. 00 0. 45 0. 34 1. 84

A P I(RS)

ALL (RS)
31 30 0. 99 0. 00 0. 00 0. 49 1. 67 0. 98 2. 00 0. 01 0. 34 1. 84

A P I(N IC)

ALL (N IC)
31 30 0. 99 0. 00 0. 07 0. 45 1. 67 0. 90 2. 00 0. 07 0. 34 1. 84

A P I(C l- )

ALL (Cl- )
31 30 0. 99 0. 00 0. 05 0. 45 1. 67 0. 90 2. 00 0. 21 0. 34 1. 84

4　结论
烟叶样品用上述两种连续流动分析法分别测得的总糖、还原糖、烟碱、氯离子的结果表明,

A P I总糖≈ALL 总糖,A P I还原糖≈ALL 还原糖,A P I烟碱≈ALL 烟碱,A P I氯离子≈ALL 氯离子与理论值符合。这样就

可以根据需要或现有条件选择实验方法提供了依据。

连续流动分析仪测定是采用校准曲线分析法,根据已知校准曲线和分析样品的比率关系计算

样品的含量[5 ]。即当待测物完成显色反应后进入检测器,用特定波长的光束透过待测流体,产生吸

光度,由光电池再转变为电信号,电信号的强度与样品浓度成线性关系,通过标准溶液和样品的电

信号比较来确定样品的浓度,经计算机处理得到测定结果。从上述原理中知道标准溶液对连续流动

分析仪测定结果影响很大,标准溶液是否准确直接决定分析结果的准确度,若标准溶液偏高或偏

低,则检测结果也偏高或偏低,所以标准溶液的配制要严格。另外各台套仪器计算机处理软件不同,

但都有相应的计算关系式,同样也能找到自身灵活变通的计算方式,以简化手工计算。当我们充分

理解了连续流动分析仪计算原理及方法,在实际运用中可利用各台套现有软件的计算方式,灵活变

动分析参数,碰到的问题也就迎刃而解,并能准确、快速地计算出分析结果;同时,掌握计算方法后,

工作中不必硬照仪器厂家的方法,在一定条件下对实验作些改进,如称样品、提取液体积等,既节约

试剂,又省时、省力。也为今后更好地利用连续流动分析仪开展其它项目的测定打下了基础。
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and conditions.
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