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实验技术与方法
分光光度法测定不同食品基质中亚硝酸盐含量

任韧!金铨!龚立科!薛鸣!樊继彩!黄希汇
!杭州市疾病预防控制中心"浙江 杭州$1%""&%#

摘$要!目的$建立测定不同食品基质中亚硝酸盐含量的分光光度法$ 方法$取适量样品!按不同基质进行提取和

净化!用分光光度法测定亚硝酸盐含量(以亚硝酸钠计)$ 结果$方法检出限’液态乳和发酵乳中为 "0"& MJ2SJ!其他

样品中为 "0& MJ2SJ$ 淀粉类样品在添加浓度 %0" c+0" MJ2SJ范围内!回收率为 UU0/b c%%1b!O!:为 %0#b c

%10!b&肉制品类样品在添加浓度 &0" c%"0" MJ2SJ范围内!回收率为 UU0+b c%%%0+b!O!:为 &0%b cU0.b&腌菜

类样品在添加浓度 &0" c%"0" MJ2SJ范围内!回收率为 +.0+b cU.0%b!O!:为 !0"b c%&0+b&液态乳%发酵乳类样

品在添加浓度 "0& c%0" MJ2SJ范围内!回收率为 .%0+b c#.0.b!O!:为 %0!b c.0%b$ 结论$该方法对不同食品

基质样品的前处理方法进行了优化!干扰少!准确度%灵敏度高!能满足各类食品中亚硝酸盐的测定$
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$$亚硝酸盐是一种广泛存在于自然环境中的有
害化学成分"其作为一种食品的防腐剂和护色剂"
应用于食品行业中( 亚硝酸盐进入人体后会与血
红素反应代谢生成过多的变性血红素"若长期摄取
含过量亚硝酸盐的食物"可能会导致毒性效应"还
能在人体中形成强致癌物质!!!亚硝胺 )%* "同时对
动物具有致畸胎和致突变作用( 亚硝酸盐人体中
毒剂量为 "01 c"0+ J"致死剂量为 & c1 J( 联合国
粮农组织和世界卫生组织食品添加剂联合专家委
员会规定亚硝酸盐的每日允许摄入量 #,](值$为

"0"U MJ2SJIT)&* (

随着环境的污染"亚硝酸盐已广泛存在于生
物’食品和环境样品中 )%* ( 由于样品基质的复杂多

样"尚未见有一种方法能满足各类样品的检测 )1* (

国内外已报道的方法有光谱法"包括紫外光度法"

流动注射分析光度法等&色谱法"包括高效液相法"

气相色谱法和气相色谱-质谱法 )!-%&* ( 重氮偶合分
光光度法由于操作简单"实用性强"因此仍为国内
外测定食品中亚硝酸盐时广泛选择的方法 )1* (

现行国标 ’I+""#011!&"%" -食品安全国家
标准 食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定. )%1*中第二
法和第三法原理都是基于重氮偶合分光光度法(

该标准方法对测定亚硝酸盐作为添加剂使用的’

含量较高的肉类食品准确度高"重现性好&但对带
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入性的’含量较低的食品"特别是高淀粉制品如婴
幼儿米粉及添加不同类别色素的食品"检测时存
在净化难"干扰大的缺陷( 而国家对食品安全的
要求日益提高"最新版的 ’I&U/&!&"%& -食品安
全国家标准 食品中污染物限量. )%!*规定婴幼儿谷
类辅助食品中的限量为 &0" MJ2SJ" Â 2K/+U!
&"%&-绿色食品 乳制品. )%+*中规定液态乳和发酵
乳为 "0& MJ2SJ( 而原有的 ’I+""#011!&"%" 中
的亚硝酸盐检出限第二法为 %0" MJ2SJ"第三法
#乳及乳制品法$为 "0& MJ2SJ"显然已经不能满足
实际工作的需要(

本方法对现有的测定食品中亚硝酸盐的分光
光度法进行了改进优化"按国家限量要求"针对不
同食品基质进行不同的前处理"准确度’灵敏度高"

检测结果理想(

%$材料与方法
%0%$主要仪器与试剂

紫外可见分光光度计’高速冷冻离心机’电子
天平( 中性氧化铝 )aW柱 #% J"/ MD$’?%.柱 #+""
MJ"/ MD$’石墨化炭黑柱#+"" MJ"/ MD$均购自美国
安捷伦( 水中亚硝酸盐氮标准溶液 ) %"" "J2MD"
’IT#W$"."&&1"中国计量科学研究院*&!-淀粉酶
#酶活力%! """ [2J"上海源叶生物科技有限公
司$&亚铁氰化钾’乙酸锌’对氨基苯磺酸’四硼酸钠
均为优级纯"盐酸萘乙二胺 #分析纯$&水为 ’I2K
//.&!&"".-分析实验室用水规格和试验方法. )%/*

规定 的 一 级 水( 溶 液 配 制 按 ’I2K +""#011!
&"%" )%1*进行(
%0&$方法
%0&0%$样品预处理 )%1*

提取%&腌渍蔬菜%称取样品匀浆 % J#精确至
"0""% J$置于 %"" MD容量瓶中"加入 U" h左右的水
约 ." MD混匀"于沸水浴中加热 %+ M<="取出放置至
室温( ’腌鱼类’腌肉类及其他肉制品%称取样品
匀浆 % J#精确至 "0""% J$置于 %"" MD容量瓶中"加
入 &0+ MD硼砂饱和溶液"加入 U" h左右的水约
." MD混匀"于沸水浴中加热 %+ M<="取出放置至室
温( (米粉’面条等淀粉类制品%称取样品 % J#精
确至 "0""% J$置于 %"" MD容量瓶中"加入 "0& J淀
粉酶"加入 /" c/+ h的水约 ." MD充分混匀"/" h

水浴放置 1" M<="再于沸水浴中加热 %+ M<="取出放
置至室温( )液态乳及发酵乳%称取样品 %" J#精
确至 "0""% J$"置于 %"" MD容量瓶中"加入 U" h左
右的水约 ." MD混匀"于沸水浴中加热 %+ M<="取出
放置至室温( *乳粉’乳清粉等粉状乳制品%称取

样品 % J#精确至 "0""% J$置于 %""MD容量瓶中"加
入 U" h左右的水约 ." MD混匀"于沸水浴中加热
%+ M<="取出放置至室温(

净化%在上述提取液中加入 %0" MD亚铁氰化钾
溶液"摇匀" 再加入 %0" MD乙酸锌溶液"加水至刻
度"摇匀"放置至沉淀完全"! h %" """ E2M<= 离心
+ M<="上清液用滤纸过滤"滤液备用( 如样品离心
后上清液有色素干扰"过石墨化炭黑柱净化( 石墨
化炭黑柱依次用 +0" MD甲醇’+0" MD纯水淋洗"当
溶剂液面到达柱吸附层表面时"倒入待净化溶液"
弃去前 & MD溶液"接收洗脱液(
%0&0&$测定

取 !"0" MD上述滤液#洗脱液$于 +" MD带塞比
色管中"另吸取 "’%"0"’&"0"’!"0"’%""0"’&""0"’
!""0"’.""0" "D亚硝酸盐氮标准使用液#+0" MJ2\$
#相 当于 "’ "0&+’ "0+"’ %0""’ &0""’ +0""’ %"0"’
&"0" "J亚硝酸钠$"分别置于 +" MD带塞比色管中(
于标准管与样品管中分别加入 &0" MD对氨基苯磺
酸溶液"混匀"静置 + M<= 后各加入 %0" MD盐酸萘乙
二胺溶液"加水至刻度"混匀"静置 %+ M<="用 & 5M
比色杯"以零管调节零点"于 +1. =M处测吸光度"绘
制标准曲线( 同时做空白试验(
%0&01$含量计算

亚硝酸盐#以亚硝酸钠计$的含量按以下公式
进行计算(

C% T
#0% U0"$ V% """

4V
?%
?"
V% """

$$式中%C% 为样品中亚硝酸钠的含量"MJ2SJ&0%
为测定用样液中亚硝酸钠的质量""J&0"为空白试
剂中亚硝酸钠的质量""J&4为样品质量"J&?% 为测
定用样液体积"MD&?"为样品处理液总体积"MD(

&$结果与分析
&0%$标准曲线与线性范围

将亚硝酸盐氮标准储备液按 %0&0& 稀释成 U 个
不同浓度点的溶液 # "0""%’ "0""&’ "0""!’ "0"%’
"0"&’"0"!’"0". "J2MD$"连续 1 天重复试验"以吸
光度为纵坐标"以亚硝酸钠质量#"J$为横坐标绘制
标准曲线"亚硝酸钠质量在 "0&+ c&"0" "J范围内"
与其吸光度呈线性关系"相关系数在 "0### / c
"0### .( 结果见表 %(
&0&$方法的检出限

根据分光光度法中"以扣除空白值后的与 "0"%
吸光度相对应的浓度值为检出限的原则计算"液态
乳和发酵乳的方法检出限为 "0"& MJ2SJ&其他样品
的方法检出限为 "0& MJ2SJ#以亚硝酸钠计$(
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表 %$标准溶液曲线线性方程及相关系数
K@ND:%$\<=:@E5>ER:" 5CEE:D@B<C= 5C:66<5<:=B@=G D<=:@E

E@=J:C6PB@=G@EG PCD>B<C=

化合物名称 线性范围2"J 回归方程 相关系数#(& $

Gj"0%!"&9i"0""!! "0### /

亚硝酸盐 "0&+ c&"0" Gj"0%!+%9i"0""!U "0### U

Gj"0%1.%9i"0""1% "0### .

&01$方法的准确度和精密度
本试验中用加标回收试验来验证方法的准确

度( 并根据限量按 %0& 对淀粉类#婴儿米粉阴性样
品 %0"" J$’肉制品类#卤牛肉阴性样品 %0"" J$’腌
渍蔬菜类 #腌渍生姜阴性样品 %0"" J$’乳制品类
#鲜牛奶阴性样品 %"0"" J$等 ! 类样品进行低’中’
高 1 个浓度水平的加标回收试验"每个浓度平行测
定 / 次"结果见表 &(

表 &$样品中亚硝酸盐#以亚硝酸钠计$的回收率和 O!:#/ j/$

K@ND:&$*:5CR:EH@=G O!:6CE=<BE<B:<= P@MOD:P

样品 天数
加标量 %@ 加标量 & N 加标量 15

平均回收率2b O!:2b 平均回收率2b O!:2b 平均回收率2b O!:2b

婴儿米粉阴性样品
#淀粉类$

卤牛肉阴性样品
#肉制品类$

腌渍生姜阴性样品
#腌渍蔬菜类$

鲜牛奶阴性样品
#乳制品类$

第 % 天 %%1 U0+ #U0% +01 #&01 +0.

第 & 天 .10+ %10! UU0/ #0% .+0! !0&

第 1 天 #!0" /0" #&0+ /0/ .!0. %0#

第 % 天 .U0+ +0U %"!0& !0+ #U0" &0/

第 & 天 UU0+ U0. #+0/ &0% #"0% 10!

第 1 天 %%%0+ 10# ##0" 101 .#0# +0U

第 % 天 /"0+ %&0+ /+0U /0+ U&01 !0"

第 & 天 +.0+ U01 /.0+ %"0+ U.0% U0&

第 1 天 /&0" #0# U"0% .0# /.0& %"0"

第 % 天 .+0" +0. ..0+ !0# #.0. %0#

第 & 天 .%0+ U0% .U0" +0+ #&0! %0!

第 1 天 #"0! /0# #%0/ .0% #!0. &0%

注%@加标量依次为 %0"’&0"’&0"’"0& MJ2SJ& N 加标量依次为 &0"’+0"’+0"’"0+ MJ2SJ& 5加标量依次为 +0"’%"0"’%"0"’%0" MJ2SJ

&0!$饱和硼砂溶液的使用
国标及各种文献方法 )%U-&%*中对样品提取时均

加入硼砂饱和溶液( 其一"起缓冲作用%硼砂溶液
为碱性"碱性环境下处理肉制品"脂肪被皂化"减少
样品被脂肪包裹"使亚硝基根更易提取到水溶液
中"同时避免亚硝基根在酸性溶液中形成亚硝酸"
在加热条件下挥发’分解"造成损失&其二"硼砂溶
液对蛋白质有沉淀作用"是一种助提剂(

但本试验发现除肉制品类样品外"其他类型样
品按国标加入饱和硼砂溶液提取净化后滤液均稍
显黄色或有浑浊( 选取米粉’卤牛肉和腌萝卜样品
及其加标样品进行分组试验#结果见表 1$"比较发
现米粉’腌萝卜样品加入饱和硼砂溶液后"滤液显
淡黄色"硼砂溶液加入量越大"颜色越深"此黄色完
全覆盖后续显色反应的紫红色"推测原因可能是样
品的酸碱性不同"肉制品的 OY值偏酸性# OY卤牛肉’
+0+$"而其他样品的 OY值则偏中性 # OY米粉 ’ U’
OY腌萝卜’/0+$"加入饱和硼砂溶液影响样品溶液的
OY值"对亚硝酸盐的提取有影响&并且由于样品基
质复杂而使试剂与样品溶液发生某种反应呈现黄
色或有浑浊"在 +1. =M处对亚硝酸盐吸收峰产生干
扰"使吸光度有偏差( 具体原因及确切机理还需进
一步探索(
$$因此除肉制品类样品提取时加 &0+ MD的饱和
硼砂溶液外"其他类型的样品提取时均不加入

$$$$表 1$样品不加硼砂溶液与加硼砂溶液组的吸光度值

比较结果

K@ND:1$?CMO@E@B<R:E:P>DBPC6P@MOD:PL<B7 NCE@;

PCD>B<C= @=G =C=-NCE@;PCD>B<C=

样品
硼砂溶液
2MD

吸光度值
试剂空白 样品 加标样品

回收率
2b

米粉

腌萝卜

卤牛肉

" "0""# "0"%1 "0"1& .10+
%0" "0"". "0""/ "0"". "0"
&0+ "0""U "0""U "0""+ "0"
+0" "0""# "0"". "0"". "0"
" "0""U "0""U "0"!+ /+0U
%0" "0""U "0"%% "0"&U &U0+
&0+ "0"". "0""U "0""# 10!
+0" "0""U "0""! "0""+ "0"
" "0""+ "0""/ "0"+/ #"0+
%0" "0""! "0""U "0"+# #!0&
&0+ "0""! "0"". "0"/1 ##0U
+0" "0""/ "0""U "0"++ .U0"

饱和硼砂溶液(
&0+$淀粉类样品提取中淀粉酶的使用

国标方法中样品直接溶解后进行沸水提取"净
化"测定( 但米粉’面条等淀粉制品如按此方法操
作"所获溶液浑浊"无法采用分光光度法进行比色(

据报道 )%U* "是因为过滤液中仍含有可溶性淀粉而呈
现浑浊( 在淀粉样品中加入 !-淀粉酶"在酶最佳反
应条件下进行酶解"能使淀粉水解转化为小分子物
质"溶解度增大"并且有利于脂肪的去除和蛋白质
的沉淀"所得的滤液澄清(
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淀粉酶的最佳反应温度为 +" cU" h( 有报
道 )%U*称"酶作用时间在 %"’&"’1" M<= 都能使样品
液的黏度下降"获得澄清滤液( 选择米粉样品及其
加标样品在 %"’&"’1" 和 !" M<= 进行酶解试验"/ 次
平行试验"/" h酶解 1" 和 !" M<= 均能获得较高的
回收率及精密度#见表 !$( 本试验选择 /" h酶解
1" M<= 为试验条件(

表 !$米粉样品酶解时间比较
K@ND:!$?CMO@E@B<R:E:P>DBPC6:=QHMCDHP<PB<M:C6E<5:6DC>E

酶解时间2M<= 平均回收率2b O!:2b
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$$试验同时发现不同的加酶量#酶活力%! """ [2
J$对试验结果也有影响( 加酶量为 "0% J时滤液仍
有浑浊现象"疑为加酶量较少"样品酶解不够完全(
选择加酶量为 "0&’"01 J酶解提取"离心后滤液均澄
清"加标回收结果均在 ."b c%%"b"无差异( 加酶量
"0+ J时滤液有部分浑浊"推测为加酶过量的原因(
为减少试剂的影响"故选择加酶 "0& J(
&0/$净化方式的优化

目前的分光光度法测定亚硝酸盐中"蛋白沉淀
后均以滤纸过滤进行净化( 但比色法对样品溶
$$$

液的澄清度要求较高"食品样品基质复杂"肉制品
类提取后脂肪浮于溶液上层"仅用滤纸过滤不能满
足其要求"样品溶液经 ! h冷冻高速离心"再进行滤
纸过滤后能很好地去除脂肪’沉淀蛋白等"使滤液
澄清"结果准确度和灵敏度满足要求(
&0U$色素的干扰及消除

样品中的色素对显色反应具有极大的干扰( 试
验发现"部分有色样品滤液澄清但有颜色时"对亚硝
酸盐的重氮化偶合反应形成的紫红色有影响( 针对
上述问题"选取去色素的固相萃取小柱进行净化( 本
试验比较了中性氧化铝柱"?%.柱和石墨化炭黑柱
1 种小柱对米粉色素的净化效果( 选择红枣南瓜营
养米粉样品及其加标样品作为试验材料"采用滤纸过
滤及上述 1 种净化柱分别净化’比色"/ 次平行试验
#结果见表 +$( 其中"过中性氧化铝柱的滤液经重氮
化偶合反应后无显色"表明中性氧化铝对亚硝酸盐有
吸附作用"因此不予讨论( 滤纸过滤的滤液仍显黄
色"对重氮化偶合产生的紫红色有掩盖效果"其亚硝
酸盐含量明显低于 ?%.柱和石墨化炭黑柱所得结果&
?%.柱和石墨化炭黑柱样品滤液基本无色"所得结果
的平均加标回收率都在 U+b以上"但过石墨化炭黑
柱的结果精密度稍高"因此本试验选用石墨化炭黑柱
为净化柱( 研究还对肉松’肉脯等有色肉制品用此方
法进行了净化试验"得到理想的结果(

表 +$样品经不同净化方法净化后亚硝酸盐测定结果比较#/ j/$
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滤纸过滤净化 过 ?%.柱净化 过石墨化炭黑柱净化
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米粉样品 "0/& !#0" %+0+ "0.U UU0" %10% "0#% U.0" #01

加标样品 %0%% !#0" %&0+ %0/! UU0" /0& %0/# U.0" !0/

&0.$试剂空白的亚硝酸盐含量
目前大部分文献中"分光光度法的亚硝酸盐含

量计算均未提及试剂空白的亚硝酸盐含量( 但亚
硝酸盐在自然环境中普遍存在"本试验进行了约百
次试剂空白试验"并更换不同纯度及厂家的试剂"
试验得试剂空白 中的 亚硝酸盐含量为 "0! c
"0. "J( 对肉制品类等亚硝酸盐含量较高的样品"
试剂空白影响较小"但对亚硝酸盐含量低的婴幼儿
谷类等食品的准确度影响较大"因此计算时应减去
空白试剂中亚硝酸盐含量(
&0#$市售食品检测数据分析

选取市售不同基质的样品"按本试验方法进行
处理分析"结果见表 /( 可以看出"市售各类食品中
亚硝酸盐均有检出"这是与目前亚硝酸盐广泛存在
于环境中有关( 检测的婴幼儿谷物辅食’肉制品和
腌渍蔬菜均符合国家限量标准( 液态乳中检出 % 份

样品超标( 亚硝酸盐在各食品基质中的中位值含
量分别为%婴幼儿谷物辅食中 "0+. MJ2SJ&肉制品
中 10+% MJ2SJ&腌渍蔬菜中为未检出&液态乳’发酵
乳中 "0"!. MJ2SJ(

表 /$市售样品中亚硝酸盐检测结果
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样品类型
样品数
2份

亚硝酸盐含量范
围#以亚硝酸钠
计$2#MJ2SJ$

检出率
2b

超标率
2b

婴幼儿米粉 !" A]c"0+U /"0"#&! 2!"$ "#" 2!"$

婴幼儿面条 #" A]c%0.U U/0U#/# 2#"$ "#" 2#"$

婴幼儿饼干 %" A]c"0!& ! !

肉制品 &" A]c#0// ! !

液态乳’发酵乳 %+ A]c"0/1 ! !

腌渍蔬菜 + A]c"0+1 ! !

注%A]为未检出&!为对于样品量小于 1" 份的不计算百分率
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1$小结
本方法对测定不同食品基质#特别针对于亚硝

酸盐含量较低的食品$中的亚硝酸盐的分光光度法
进行了探讨’改进和优化"并进行了市售样品检测"
准确度’灵敏度高"检测结果理想(
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)%+*$中华人民共和国农业部4Â 2K/+U!&"%& 绿色食品 乳制品

) )*4北京%中国标准出版社"&"%&4

)%/*$中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局"中国国家标准

化管理委员会4’I2K//.&!&"". 分析实验室用水规格和试

验方法) )*4北京%中国标准出版社"&"".4

)%U*$周荣芬4酶水解法应用于高淀粉含量食品中亚硝酸盐测定!

样品前处理方法的探讨)Z*4职业卫生与病伤"&"%1"&. #&$ %

%&%-%&&4

)%.*$许晖4婴儿米粉中亚硝酸盐测定方法的改进)Z*4福建轻纺"

&"%"#U$ %&/-&.4

)%#*$项锦欣"胡凌宇"张晓姝"等4肉制品中亚硝酸盐国标检测法

的改进研究)Z*4食品科学"&""#"1"#!$ %&+!-&+/4

)&"*$聂峰"吴迎春"陈德径"等4一种新的食品中亚硝酸盐含量测

定方法研究)Z*4食品科学"&""#"1"#!$ %&&%-&&14

)&%*$周秀清"黄明华4蛋白质沉淀剂用量对亚硝酸盐含量测定的

影响)Z*4盐业与化工"&"%1"!&#!$ %#-%%4

/#$/

关于氨基磺酸等食品相关产品新品种的公告
&"%/ 年第 %" 号

$$根据*食品安全法+规定!审评机构组织专家对氨基磺酸等 + 种食品相关产品新品种的安全性评估材料
审查并通过$

特此公告$
附件’%4氨基磺酸等 1 种食品接触材料及制品用添加剂新品种

&4甲基丙烯酸甲酯与丙烯酸甲酯的共聚物作为食品接触材料及制品用树脂新品种
14&-甲基-&-丙烯酸环氧乙烷基甲酯与氯乙烯和乙酸乙烯酯的聚合物扩大使用范围
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