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离子色谱法测定食品中硝酸盐和亚硝酸盐

张 　磊1 　刘 　肖2 　赵云峰1 　牟世芬2 　郑洪国2 　吴永宁1

(11 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100050 ; 21 戴安中国有限公司 ,北京 　100088)

摘　要 :目的 　建立同时测定食品中硝酸盐和亚硝酸盐的离子色谱方法。方法 　采用超声提取、固相萃取柱净化

的方法对试样进行前处理 ,高容量阴离子交换色谱柱分离 ,抑制型电导检测器检测。结果 　亚硝酸盐和硝酸盐的

检出限分别为 01005 mgΠL和 01008 mgΠL ,回收率均在 80 %以上 , RSD 小于 10 %。结论 　该方法简便快捷、准确可靠 ,

适用于多种食品基质中亚硝酸盐和硝酸盐的分析。
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Abstract : Objective 　To establish a method for simultaneous determination of nitrite and nitrate in foods. Method 　Food

samples were pre2treated by ultrasonic extraction , high2speed centrifugation and solid phase extract clean up , and the resulting

supernatants were injected into a high2capacity anion exchange column with suppressed conductivity detection. Results 　The

detection limits of nitrite and nitrate were 01005 mgΠL and 01008 mgΠL , respectively. Recovery rates were both above 80 % and

RSD for either ion was less than 10 %. Conclusion 　The method could be simple , rapid , accurate and reliable , and suited for

the analysis of nitrite and nitrate in various foods.
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　　食品 ,特别是植物性食品 ,常常天然含有大量的

硝酸盐 ,如果保存和处理不当 ,在硝酸盐还原酶作用

下这些食品可能产生大量的亚硝酸盐。硝酸盐和亚

硝酸盐也是食品加工中常用的着色剂和防腐剂 ,因

而肉制品中也常有较高的含量。一次摄入过量的亚

硝酸盐可以引起高铁血红蛋白血症 ,3 个月以下儿

童尤其敏感。同时 ,亚硝酸盐还能与食品中常见的

有机胺类物质形成致癌性的 N - 亚硝基化合物 ,从

而威胁人体健康。硝酸盐的毒性尽管较低 ,但是 ,它

在体内能够还原为亚硝酸盐 ,并且还可内源性形成

亚硝胺类物质 ,因而也受到人们的关注[1 ] 。鉴于硝

酸盐和亚硝酸盐对人体健康的潜在危害 ,2002 年

J ECFA 修订了亚硝酸盐的每日允许摄入量 (ADI) 为

每公斤体重 0～0107 mg(以亚硝酸根离子计) [2 ] 。我

国 GB 2762 —2003 修订了食品中亚硝酸盐的限量卫

生标准。

我国 GBΠT 5009133 —2003 中规定了亚硝酸盐和

硝酸盐含量测定的方法 ,即试样经沉淀蛋白质 ,去除

脂肪后 ,亚硝酸盐与对氨基苯磺酸重氮化 ,再与盐酸

萘乙二胺偶合反应 ,光度法测定。硝酸盐则采用镉

柱还原为亚硝酸盐后测定[3 ] 。该方法需分步测定硝

酸盐和亚硝酸盐 ,操作繁琐 ,专属性差 ,且试验过程

中检验人员需要接触具有致癌性的镉。离子色谱作

为新型的色谱分离技术 ,适合于离子化合物的检测 ,

且简化试样的前处理过程 ,具有快速、简便、灵敏、选

择性强等特点 ,因而逐渐在蔬菜、肉制品、牛奶及婴

儿食品的亚硝酸盐Π硝酸盐检测上得到应用[4 - 7 ] 。

目前欧盟已将离子色谱法规定为肉制品中亚硝酸盐

Π硝酸盐检测的标准方法[8 ] 。本文根据文献资料 ,开

展了离子色谱法测定食品中硝酸盐和亚硝酸盐分析

方法的探讨 ,并将测定结果与 GBΠT 5009133 —2003

比较 ,旨在建立适合于食品中硝酸盐和亚硝酸盐同

时快速测定 ,并能普遍使用的分析方法。

1 　材料与方法

111 　材料 　水为超纯水 ,电阻率为 1812 MΩ·cm。

硝酸盐 (以 NO
-

3 计 ,下同)标准溶液 (1 000 mgΠL) :水

基体 ,相对不确定度 ( k = 2) 为 017 % ,购自国家标准

物质中心。亚硝酸盐 (以 NO
-

2 计 ,下同) 标准溶液

(100 mgΠL) :水基体 ,相对不确定度 ( k = 2)为 2 % ,购
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自国家标准物质中心。

硝酸盐和亚硝酸盐混合标准使用液 　准确移取

硝酸盐和亚硝酸盐标准溶液各 110 ml 于 100 ml 容

量瓶中 ,用水稀释至刻度 ,此溶液为 1 ml 含硝酸根

离子 1010μg 和亚硝酸根离子 110μg。

固相萃取柱 　OnGuard RP 柱 (215 ml) 、OnGuard

Ag 柱 (110 ml)和 OnGuard Na 柱 (110 ml) 美国 Dionex

公司 chp 产品。固相萃取柱使用前需进行活化 ,其

活化过程为 : RP 柱使用前依次用 10 ml 甲醇、15 ml

水通过 ,静置活化 30 min。Ag 柱和 Na 柱用 10 ml 水

通过 ,静置活化 30 min。

离子色谱仪 ( ICS22000 型) ,配备淋洗液在线发

生装置、电导检测器、ASRS 型抑制器、25μl 定量环 ,

美国 dionex 公司产品。

超声波仪 KS - 500D ,宁波海曙科生超声设备有

限公司。

112 　试样提取和净化 　称取水果、蔬菜、鱼类、肉类

试样匀浆 5100 g ,以 80 ml 水洗入 100 ml 容量瓶中 ,

超声提取 30 min ,每隔 5 min 振摇 1 次 ,保持固相完

全分散。置75 ℃水浴中放置 5 min ,用水稀释至刻

度。溶液经滤纸过滤后 ,取部分溶液于10 000 rΠmin

离心 15 min ,取上清液备用。

奶粉等准确称取试样 2150 g ,牛奶称取 10100 g ,

以 80 ml 水洗入 100 ml 容量瓶中 ,超声提取 30 min ,

加入 3 %乙酸 2 ml ,放置 20 min ,稀释至刻度 ,采用定

量滤纸初步过滤 ,滤液备用。

取上述提取液 15 ml , 依次通过活化后的

OnGuard RP 柱、Ag 柱和 Na 柱 ,弃去前面 7 ml ,收集

后面洗脱液待测。

113 　色谱条件 　阴离子分析柱为 IonPac AS11 - HC

(250 mm ×4 mm) ,保护柱为 IonPac AG11 - HC (50

mm ×4 mm) 。柱温30 ℃,电导检测池温度35 ℃。进

样体积 25μl。淋洗液为氢氧化钾溶液 ,由淋洗液自

动发生器在线产生 ,流速 110 mlΠmin。洗脱梯度为 6

mmolΠL 30 min ,在 011 min 内升至 70 mmolΠL ,保持 5

min ;再于 011 min 内降到 6 mmolΠL ,保持 5 min。

2 　结果与讨论

211 　试样提取方法的选择 　为了选择最佳的提取

温度和时间 ,称取试样匀浆 510 g ,以 80 ml 水洗入

100 ml 容量瓶中 ,分别选用25 ℃(室温) 、40 ℃水浴、

60 ℃水浴和80 ℃水浴进行超声提取 ,提取时间为

20、30、40 和 50 min ,以25 ℃、30 min 时亚硝酸盐提取

效率为 100 %计算 ,不同时间和温度时的提取效率

如图 1 所示。该结果表明 ,在上述各参数条件下 ,亚

硝酸盐的提取效率差别在 10 %以内 ,25 ℃超声提取

30 min 即可获得理想的提取效果 ,进一步提高温度

和时间并不能显著提高提取效率。同样 ,在此条件

下硝酸盐亦能取得较高的提取效率。因此选择室温

下超声 30 min 为本方法的提取条件。

图 1 　时间和温度对食品中亚硝酸盐提取效率的影响

212 　离子干扰去除及色谱分离条件选择 　食品样

品基质复杂 ,蔬菜、肉制品等样品中常常含有较多的

Cl
- 。由于 Cl

- 峰邻近 NO
-

2 ,为防止在测定过程中高

浓度 Cl - 对低浓度 NO -
2 的干扰 ,试样须经过 Ag 柱处

理 ,清除提取液中大部分 Cl - ,再通过适当的色谱条

件 ,达到与 NO -
2 的良好分离。由于牛奶或奶粉等样

品需使用 3 %乙酸预沉淀蛋白 ,因此处理后的试样

中含有较高浓度的乙酸。为了使 NO -
2 的分离检测

不受其干扰 ,也必须对色谱分离条件进行优化。为

此 ,配制 100 ml 0106 %的乙酸溶液 ,其中 NO -
2 的含

量为 20μgΠL ,NO -
3 浓度为 8 mgΠL。以此溶液在 1

mlΠmin的流速下 ,采用不同浓度的洗脱液进行分离

条件的优化。检测结果 (表 1)表明 ,在 6 mmolΠL的氢

氧化钾浓度下 ,低浓度 NO
-

2 可不受 Ac
- 干扰而获得

良好的回收。同时可保证试样中 Cl - 与 NO -
2 的良

好分离 (图 2) 。

表 1 　不同浓度的淋洗液对 0106 %乙酸溶液中

亚硝酸盐和硝酸盐分离效果的影响

KOH浓度
(mmolΠL)

NO -
2 NO -

3

保留时间
(min)

检出浓度
(μgΠL)

保留时间
(min)

检出浓度
(mgΠL)

5100 16147 19194 32172 7197

6100 13161 19196 28179 8102

8100 10192 18144 22130 7193

10100 8104 15178 17125 7180

15100 6123 14162 10157 7184

213 　方法线性试验及检出限 　配制 NO
-

2 及 NO
-

3

的混合标准工作溶液 ,采用上述色谱条件检测 ,以峰

高 ( y)对浓度 ( x)作图 ,得到工作曲线 ,其线性范围、

方程及相关系数见表 2。
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图 2 　奶粉样品中亚硝酸盐及硝酸盐与

干扰离子的分离色谱图

表 2 　线性试验结果

检测离子
线性范围

(mgΠL)
校正曲线 R2 检出限

(mgΠL)

NO -
2 0102～110 y = 017786 x - 010003 019994 01005

NO -
3 012～1010 y = 013037 x - 010077 019997 01008

　　以 5μgΠL的标准溶液平行进样 7 次 ,以 7 次结

果标准偏差的 3 倍计算出亚硝酸盐和硝酸盐的检出

限 (表 2) ,以此换算成不同基质试样的检出限 ,亚硝

酸盐分别为 :牛奶 0105 mgΠkg , 奶粉 0120 mgΠkg ,蔬

菜、水果、肉类 0110 mgΠkg ;硝酸盐检出限为 :牛奶

0108 mgΠkg , 奶粉 0132 mgΠkg ,蔬菜、水果、肉类 0116

　　　

mgΠkg。

214 　回收试验 　分别以已知本底水平的奶粉、蔬菜

和熟肉 3 类食品基质进行加标回收试验 ,加标水平

以 GB 2762 —2005《食品中污染物限量》中规定的限

量及更低的水平添加。结果表明 ,3 种基质试样亚

硝酸盐和硝酸盐回收率大于 80 % , RSD 小于 10 %

(表 3) 。

215 　电导检测与紫外检测比较 　电导检测器为通

用性检测器 ,对待测离子的选择性差。而紫外检测

器为选择性检测器 ,对 NO -
2 和 NO -

3 有较好的选择

性 ,可以获得比电导检测器更高的灵敏度。同时 ,紫

外检测器对 Cl - 不灵敏 ,可以降低 Cl - 的干扰[9 ] 。因

此紫外检测器应当是亚硝酸盐和硝酸盐测定的更好

选择。但是 ,紫外检测器价格较贵 ,需要单独配备 ,

而且其选择性也限制了其应用的范围。而逐渐发展

起来的抑制型电导检测器 ,随着新型抑制器的推出

和完善 ,已能显著降低杂离子的干扰 ,提高待测离子

的响应。将紫外检测器和电导检测器串联进行检

测 ,结果见表 4。可见 ,抑制型电导检测器与紫外检

测器的测定结果无显著差异 ,说明在该分析条件下 ,

使用抑制型电导检测器即可满足样品中痕量亚硝酸

盐和硝酸盐测定的要求。
表 3 　亚硝酸盐与硝酸盐加标回收试验结果 ( n = 5)

基质

亚硝酸盐 硝酸盐

本底值
(mgΠkg)

添加水平
(mgΠkg)

回收率
( �x ±RSD , %)

本底值
(mgΠkg)

添加水平
(mgΠkg)

回收率
( �x ±RSD , %)

奶粉 1185
110 92186 ±5187

1712
410 89136 ±8106

210 89164 ±4103 810 92102 ±5163

蔬菜 1139
210 89162 ±6180

5616
2010 98166 ±5126

410 89174 ±7175 4010 88174 ±6147

熟肉类 1190
210 90118 ±6147

2819
1010 89152 ±6172

310 92116 ±7121 3010 90152 ±6130

注 : n 为检测次数。

表 4 　电导检测与紫外检测的结果比较 mgΠkg

样品编号
亚硝酸盐 硝酸盐

电导检测 紫外检测 差值 电导检测 紫外检测 差值

牛奶 1 3132 3113 0119 14120 14140 - 0120

牛奶 2 ND ND 0100 4129 4118 0111

奶粉 1 1176 1144 0132 10190 10160 0130

奶粉 2 2123 1199 0124 14130 15110 - 0180

酸奶 1 1154 1155 - 0101 3113 3138 - 0125

酸奶 2 3159 3156 0103 8103 7160 0143

奶酪 1 5182 6120 - 0138 47180 50120 - 2140

奶酪 2 2171 2198 - 0127 40130 42120 - 1190

豆奶 1 1131 1152 - 0121 3150 3131 0119

豆奶 2 4188 4137 0151 9182 9124 0158

蔬菜 1 1111 0199 0112 1550100 1550100 0100

蔬菜 2 1117 1102 0115 820100 830100 - 10100

腌肉 1 16190 17140 - 0150 65110 61120 3190

腌肉 2 14110 14140 - 0130 35180 38180 - 3100

牛肉 1 2171 2165 0106 5162 6102 - 0140

牛肉 2 9131 9135 - 0104 36170 39120 - 2150

注 :“ND”为未检出。
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216 　离子色谱法与光度法对比 　光度法是亚硝酸

盐与硝酸盐分析的经典方法 ,也是我国国标中食品

中硝酸盐与亚硝酸盐测定的推荐方法。对同一样品

分别采用离子色谱法与光度法检测 ,结果见表 5。

可见 ,两种方法亚硝酸盐检测结果无明显差异。由

于分光光度法采用镉柱还原测定硝酸盐含量 ,过程

复杂 ,结果略高于离子色谱法。

表 5 　离子色谱法与分光光度法测定结果的比较 mgΠkg

样品
亚硝酸钠 硝酸钠

分光光度法 离子色谱法 差值a 分光光度法 离子色谱法 差值a

奶粉 ND 0150 0100 45165 40169 - 4196

奶粉 1126 1143 0117 14196 12181 - 2115

炼乳 1100 1184 0184 23105 14197 - 8108

酸奶 ND 0128 - 0122 13142 6189 - 6153

牛奶 ND 0113 - 0137 9197 6160 - 3137

油菜 3120 3158 0138 4867155 4128132 - 739123

火腿 28199 24194 - 4105 62125 54126 - 7199

注 :a 为差值 = 离子色谱法 - 分光光度法 ,分光光度法结果中 ND 以 GBΠT 5009133 —2003 规定的LOD 的 1Π2 ,即 015 mgΠkg 计 ;“ND”为未检出。

　　长期以来 ,NO -
3 、NO -

2 等阴离子的分析缺乏快

速灵敏的方法 ,传统的容量法、重量法和光度法大都

操作繁琐 ,费时费力 ,需用多种化学试剂 ,而且灵敏

度低 ,同时有干扰。而离子色谱法的产生是对阴离

子分析的一项新的突破[9 ]
,在阴离子的测定上具有

快速、灵敏、选择性好和 ,可同时测定多组分的优点 ,

这是传统分光光度法所无法比拟的。本文采用超声

提取 ,高速离心分离 ,RP 柱、Ag 柱和 Na 柱净化 ,以

氢氧化钾溶液为淋洗液 ,用抑制型电导检测器的离

子色谱法进行检测 ,保留时间定性 ,外标法定量 ,实

现了食品中亚硝酸盐、硝酸盐同时快速准确检测。
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消息 (一) 克朗斯推出 PET瓶回收再利用新技术

德国克朗斯公司成功地开发出了国际领先的 PET瓶回收再利用技术 ,该技术将被压扁的 PET瓶切割成

片 ,再经初筛、去除金属、分离标签和瓶盖、分离杂质、深度清洗等步骤后 ,加入一定比例的新 PET 材料与之

融合 ,制成食品级可用的饮料包装材料。此项技术安全实用 ,节能环保 ,经济效益明显 ,PET饮料瓶的年加工

量最高达15 000吨 ,该技术具有运行成本低、加工温度低、可视操控等优点。

由该回收再利用技术制造的 PET瓶 ,经过权威机构的微生物检测 ,化学成分检验 ,挑战试验测试 ,符合

FAO 食品级标准的要求 ,非常适用于食品和饮料工业 ,而且其成本比一般的新材料低 20 %～30 %。目前克

朗斯公司的中试工厂已经启动运行 ,小规模工厂于 2008 年 7 月在孟加拉国正式投产使用。克朗斯公司也可

针对来自不同国家的废旧 PET瓶做相关的生产试验 ,并做相应的微生物检验和化学测试。
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