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REAGEN™硝酸盐/亚硝酸盐酶反应测试盒

RNF91004
概述

REAGEN™硝酸盐/亚硝酸盐酶反应检测试剂盒适用于各种食品中硝酸盐/亚硝酸盐残留的检测。该试剂盒使用分光光度计，通过硝酸盐/亚硝酸盐酶的变化直接检测食物中硝酸盐/亚硝酸盐的含量。

试剂盒特点包括：
高灵敏度、检出限低（0.02ppm）
高重现性。
快速的检测方法(30min)。
试剂盒原理
REAGEN™硝酸盐/亚硝酸盐酶反应检测试剂盒是两次酶反应来检测食品中硝酸盐/亚硝酸盐含量。硝酸盐在硝酸盐还原酶的作用下转变成亚硝酸盐，亚硝酸盐跟磺胺和盐酸萘乙二胺反应产生一种重氮染料。这个过程中，在540 nm波长测定其吸收值变化，吸光值变化与测定样品中硝酸盐/亚硝酸盐的含量成比例。
3. 试剂盒组成
	试剂盒组成
	数量
	保存

	稀释液溶液
	4ml
	4ºC

	试剂混合物
	1 vial
	4ºC

	硝酸盐还原酶
	1 vial
	4ºC

	显色试剂1
	3ml
	4ºC

	显色试剂2
	3ml
	4ºC

	微孔板
	1个
	4ºC


4.检测下限
	样品体积
	检测下限（ppm）

	0.1ml
	0.02


5．其他需要而本试剂盒未提的设备或材料

分光光度计（340nm）
小体积比色皿（0.3ml）

100ml 容量瓶
蒸馏水
50ml聚乙烯管

Carrez 溶液1和Carrez 溶液2

6.注意事项

实验前请阅读以下文字，以保证获得最佳实验效果。
不要使用过期的试剂盒。

尽量保持室温（22.5±2.5）°C，避免在通风口操作防止温度过低，过热和/或者蒸发。同样的，不要在阳光直射下实验，防止过热及蒸发。在孵育期间，如果工作台温度过低，应该铺垫若干纸巾或者其他物料。

水质量很重要，确保使用蒸馏或者去离子水。

加入样品或者试剂到空的微孔板时，吸嘴靠于微孔接近底部，并保持接触。

7．样品的准备
请务必将样品妥善储存。一般来说，样品应冷藏在2-4 °C时不超过1-2天。若长时间不用，样品应在-20 °C下冷藏。冷冻样品使用前要在冰箱或室温解冻，之后方可使用。

样品处理基本要点

澄清，无色样品直接将浓度稀释到<5ppm用于检测。

浑浊的样品在测试前过滤或用Carrez溶液除杂，将澄清液用稀释液稀释到<5ppm ，稀释液可以直接使用，不需要稀释。
在检测前要调溶液PH值到8.0±0.2。

水，废水，矿泉水

       澄清，无色样品将浓度稀释到<5ppm，浑浊的样品过滤去除杂质和碳酸盐（气泡）后直接用来检测。

果汁

       准确称取2.5g样品到50ml烧杯中，加入10ml蒸馏水和2.5ml稀释的Carrez试剂1（3.6g亚铁氯化钾/100ml）,混匀，加入2.5ml稀释的Carrez试剂2（7.2g硫酸锌/100ml）,混匀，用1M氢氧化钠调节PH值到8.0，用蒸馏水定容到50ml,过滤或离心后取澄清液用于检测。

乳制品

取2g样品到100ml容量瓶中，加入50ml沸水，混匀，水浴锅煮沸15分钟，冷却至25°C,加入3ml Carrez试剂1（15g亚铁氯化钾/100ml）和Carrez试剂2（30g硫酸锌/100ml）,混匀，用1M氢氧化钠调节PH值到8.0，用蒸馏水定容到100ml，混匀，取10-20ml到离心管中，3000g离心15分钟，过滤上层液取澄清滤液做检测。

肉制品

取5g匀质样品到10ml烧杯中，加入50ml沸水，混匀，水浴锅煮沸15分钟，冷却至25°C,加入3ml Carrez试剂1（15g亚铁氯化钾/100ml）和Carrez试剂2（30g硫酸锌/100ml）,混匀，用1M氢氧化钠调节PH值到8.0，用蒸馏水定容到100ml，混匀，取10-20ml到离心管中，3000g离心15分钟，过滤上层液取澄清滤液做检测。

马铃薯食品，水果和蔬菜

取3g匀质样品到100ml烧杯中，加入60ml沸水，涡流3min, 70°C水浴15分钟，加入Carrez 试剂除去颜色，冷却至25°C,用蒸馏水定容到100ml,过滤，取澄清液做检测。

奶酪和奶酪制品

取3g匀质样品到100ml烧杯中，加入20ml水，在微波炉里加热直到样品融化（10-20秒），用玻璃棒搅匀，加入50ml沸水，在水浴锅中煮沸分钟，冷却至25°C,加入5ml Carrez试剂1（15g亚铁氯化钾/100ml）和Carrez试剂2（30g硫酸锌/100ml）, 混匀，用1M氢氧化钠调节PH值到8.0，用蒸馏水定容到100ml，混匀，取10-20ml到离心管中，3000g离心15分钟，过滤上层液取澄清滤液做检测。

婴儿食品

取1. 5g匀质样品到100ml烧杯中，加入50ml沸水，在水浴锅中煮沸分钟，冷却至25°C,加入3ml Carrez试剂1（15g亚铁氯化钾/100ml）和Carrez试剂2（30g硫酸锌/100ml）, 混匀，用1M氢氧化钠调节PH值到8.0，用蒸馏水定容到100ml，混匀，取10-20ml到离心管中，3000g离心15分钟，过滤上层液取澄清滤液做检测。

8．检测步骤

试剂准备
重要事项：所有试剂在检测之前应回温至室温（20 -25°C / 68- 77 °F ）; 

硝酸盐还原酶：在冻干的硝酸盐还原酶瓶中加入275μL蒸馏水，混匀。

试剂混合液：在试剂混合物瓶中加入3ml稀释液，混匀。

500mg/L亚硝酸钠：取75g亚硝酸钠到100ml容量瓶中，用蒸馏水定容到100ml,浓度为500mg/L,

用蒸馏水进行逐次稀释，浓度在0.05-5mg/L

500mg/L硝酸钾：取81.5硝酸钾到100ml容量瓶中，用蒸馏水定容到100ml,浓度为500mg/L,

用蒸馏水进行逐次稀释，浓度在0.05-5mg/L

检测
     每个检测的体积是0.3ml,空白样用蒸馏水代替硝酸盐/亚硝酸盐，主要用来消除背景值。

	试剂
	亚硝酸盐

空白
	亚硝酸盐

	硝酸盐亚硝酸盐空白
	硝酸盐亚硝酸盐

	样品或标准品
蒸馏水 

试剂混合液
硝酸盐还原酶
	----

 150 μL

----

----
	10 - 100 μL

共150 μL

----

----
	----

100 μL

45 μL

5 μL
	10 – 100 μL

共100 μL 

45 μL

    5 μL

	混匀，37°C孵育10分钟或室温孵育15分钟，540 nm读取吸光度值(A1). 

	显色试剂1
显色试剂2
	50 μL

50 μL
	50 μL

50 μL

	混匀，或室温孵育15分钟，540 nm读取吸光度值(A2). 


9．结果计算

利用标准曲线来计算样品中硝酸盐/亚硝酸盐的含量，其中X轴代表样品或标准品中硝酸盐/亚硝酸盐的浓度，Y轴代表样品或标准品的吸光度值变化。

△亚硝酸盐=（A2-A1）亚硝酸盐样品-（A2-A1）亚硝酸盐空白

△亚硝酸盐/硝酸盐=（A2-A1）亚硝酸盐/硝酸盐样品-（A2-A1）亚硝酸盐/硝酸盐空白

△硝酸盐=△亚硝酸盐/硝酸盐-△亚硝酸盐

样品中亚硝酸盐/硝酸盐含量可以在标准曲线上通过变化的吸光度值得到。

如果样品前处理时进行稀释，最后结果要乘上稀释倍数。
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