第十三章 食品中矿物质元素的测定
【教学目标】：

1.掌握原子化、原子吸收光谱、原子发射光谱等的概念及相关理论，原子吸收分光光度法的基本原理，分子吸收光谱、分光光度法的基本原理；
2.掌握各种矿物质元素测定的基本原理和方法；

3.掌握各种金属离子的标准溶液、标准使用液的配制和使用方法，掌握对不同的待测样品的不同处理方法，掌握样品消化3的方法和才作技能。

4.掌握原子吸收分光光度计、火焰光度计、分光光度计的使用方法及操作技能、掌握标准曲线的绘制和测定结果的计算方法及技能。

第一节   食品中钙含量的测定

钙是人体必需的微量元素，为了增加食品营养价值，作为食品营养强化剂使用。我国制定了食品营养强化剂使用卫生标准，将柠檬酸钙、葡萄糖酸钙、碳酸钙、乳酸钙、磷酸钙为钙元素强化源，并规定符合卫生标准的牦牛等骨粉、蛋壳钙源和活性离子钙也允许使用。

一、食品营养强化剂使用卫生标准

（一）我国食品营养强化剂使用卫生标准

表4-31 食品营养强化剂使用卫生标准（GB-14880-94）
	品种
	使用范围
	每公斤使用量
	备注

	钙：柠檬酸钙
	谷类及其制品
饮液及乳饮料
	8~16g

1.8~3.6g
	1、以元素钙计强化量：

饮液及乳饮料0.6~0.8g/kg,

谷类及其制品1.6~3.2g/kg

婴幼儿食品3.0~6.0g/kg.

2、各种钙盐中钙元素含量：

葡萄糖酸钙9%；

碳酸钙40%

磷酸钙（含2结晶水）23%;磷酸氢钙（含5结晶水）17.7%

柠檬酸钙（含4结晶水）21%;

乳酸钙13%。

酸钙22.2%。

3、钙源亦可采用牦牛等符合卫生标准的骨粉、蛋壳粉、活性离子钙等其他钙盐，如氯化钙、甘油磷酸钙、氧化钙、硫酸钙等均可用，强化时均以元素钙计。

	葡萄糖酸钙
	谷类及其制品

饮液及乳饮料
	18~36g

4.5~9.0g
	


	碳酸钙或生物碳酸钙
	谷类及其制品

饮液及乳饮料
	4~8g

1~2g
	

	
	婴幼儿食品
	7.5~15g
	

	乳酸钙
	谷类及其制品

饮液及乳饮料

婴幼儿食品
	12~24g

3~6g

23~46g
	

	磷酸氢钙
	谷类及其制品

饮料及乳饮料

婴幼儿食品
	10~20g

2.5~5g

19~38g
	


（二）食品强化剂活性钙（GB-9990-88）
本标准适用于由牡蛎壳经高温煅烧、水解提纯而得制品，在食品工业中可作强化剂。规定钙（Ca）含量大于或等于50.0%。

二、标准方法

（一）火焰原子吸收光谱法（GB-12398-90）
 本标准参照采用国际标准ISO6490/2-1983《动物饲料---钙含量测定----原子吸收光谱法》。

本标准适用于各种食物中钙的测定。

1.原理

样品经湿消化后，导入原子吸收分光光度计中，经火焰原子化后，吸收422.7nm的共振线，其口吸收量与含量成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂

要求使用去离子水，优级纯试剂。

（1）盐酸（GB622）
（2）硝酸（GB626）
（3）高氯酸（GB623）

（4）混合酸消化液：硝酸：高氯酸（4：1）。
（5）0.5moL/L硝酸溶液：量取45mL硝酸，加去离子水并稀释至1000mL。

（6）2%氧化镧溶液：称取25g氧化镧（纯度大于99.99%），加75mL盐酸于1000mL容量瓶中，加去离子水稀释至刻度。

（7）钙标准溶液：精确称取1.2486g碳酸钙（纯度大于99.99%）,加50mL去离子水，加盐酸溶解，移入1000mL容量瓶中，加2%氧化镧稀释至刻度，贮存于聚乙烯瓶内，4℃保存。此溶液每毫升相当于500μg钙。

（8）钙标准使用液：钙标准使用液的配制见表4-32。

表4-32 钙标准使用液配制

	 元素
	标准溶液浓度

μg/mL
	吸取标准溶液量mL
	稀释体积（容量瓶）
	标准应用液浓度
	稀释溶液

	钙
	500
	5．0
	100
	25
	2%镧溶液


钙标准使用液配制后，贮存于聚乙烯瓶内，4℃保存。

3.仪器与设备

所用玻璃仪器均以硫酸-重铬酸钾洗液浸泡数小时，再用洗衣粉充分洗刷，后用水反复冲洗，最后用去离子水冲洗晒干或烘干，方可使用。

（1）实验室常用设备。

（2）原子吸分光光度计。

4、操作方法

①样品处理

微量元素分析的样品制备过程中应特别注意防止污染。所用设备如电磨、绞肉机、匀浆器、打碎机等必须是不锈钢制品。所用容器必须使用玻璃或聚乙烯制品，做钙测定的样品不得用石磨研碎。湿样（如蔬菜、水果、鲜鱼、鲜肉等）用水冲洗干净后，要用支离子水充分洗净。干粉类样品（如面粉、奶粉等）取样后产即装容器密封保存，防止空气中的灰尘和水分污染。

②样品消化

精确称取均匀样品干样0.5~1.5g(湿样2.0~4.0g，饮料等液体样品5.0~10.0g)于250mL高型烧杯中，加混合酸消化液20~30mL,上盖表皿。置于电热板或电砂浴上加热消化。如未消化好而酸液过少时，再补加几毫升混合酸消化液，继续加热消化，直至无色透明为止。加几毫升去离子水，加热以除去多余的硝酸。待烧杯中的液体接近2~3mL时，取下冷却。用去离子水洗并移于10mL刻度试管中，加去离子水定容至刻度（测钙时用2%氧化镧溶液稀释定容）。

 取与消化样品相同量的混合酸消化液，按上述操作做试剂空白试验测定。

（2）测定

将钙、标准使用液分别配制不同浓度系列的标准稀释液见表4-33,测定操作参数见表4-34。

表4-34  不同浓度系列标准稀释液的配制方法

	元素
	使用液浓度
μg/mL
	吸取使用液量
	稀释体积（容量瓶）
mL
	标准系列浓度
μg/mL
	稀释溶液

	钙
	25
	1

2

3

4

6
	50
	0.5

1

1.5

2

3
	2%镧溶液


表4-34   测定操作参数

	元素
	波长nm
	光源
	火焰
	标准系列浓度范围
μg/mL
	稀释溶液

	钙
	422.7
	可见
	空气——乙炔
	0.5~3.0
	2%镧溶液


其他实验条件：仪器狭缝、空气及乙炔的流量、灯头高度、元素灯电流等均匀按使用的仪器说明调至最佳状态。

将消化好的样液、试剂空白液和各元素的标准系列分别导入火焰进行测定。

（3）计算

①标准曲线法

以各浓度系列标准溶液与对应的吸光度绘制标准曲线。钙标准曲线如图4-6所示。它的线形相关系数为0.9996。

测定用样品液及试剂空白液标准曲线查出浓度值（c及c0）,再按式（4-42）计算。
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式中：X---------样品中元素的含量，mg/100g;

      c---------测定用样品中元素的浓度（由标准曲线查出），μg/mL;

      c0-------试剂空白液中元素的浓度（由标准曲线查出），μg/mL;

      V-------样品定容体积，mL;

      f--------稀释倍数;
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      m-----样品质量，g;

        -------折算成每百克样品中元素的质量，以毫克计。
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                                           浓度c, 
                         图4-6钙标准曲线

②回归方程法

由各元素标准稀释液浓度与对应的吸光度计算出回归方程（也可以输入计算器得出加回归方程），计算见式（4-43）。
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式中：c---------测定用样品中元素的浓度（可由计算器直接得出），μg/mL;

     a--------曲线斜率;

     y-------元素的吸收度;

b--------曲线的过程中截距。
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       由回归方程或计算器得出测定样液及试剂空白液的浓度后，再由式（4-44）计算。

式中：各符号的含义同曲线法说明。

5.说明

（1）实验室平行测定或边续两次测定结果的重现性钙小于10%。

(2)最低检测限：钙0.1μg。

(二)EDTA滴定法（GB 12398-90）
1、原理

 钙与氨羧络合剂能定量地形成金属络合物，其稳定性较钙与指示剂所形成的络合物为强。在适当的pH值范围内，以氨羧络合剂EDTA滴定，在达到当量点时，EDTA就自指示剂络合物中夺取钙离子，使溶液呈现游离指示剂的颜色（终点）。根据EDTA络合剂用量，可计算钙的含量。

2、试剂

要求使用去离子水，优级纯试剂。

（1）25moL/L氢氧化钾溶液：精确称取71.13g氢氧化钾，用去离子水稀释至1000mL。

（2）10g/L氰化钠溶液：称取1.0g氰化钠，用去离子水稀释至100mL。

（3）0.05moL/L柠檬酸钠溶液：称取14.7g柠檬酸钠（               ） ，用去离子水稀释至1000mL。

（4）混合酸消化液：硝酸（GB 626）与高氯酸（GB 623）(4：1)。

（5）EDTA溶液：精确称取4.50gEDTA（乙二胺四乙酸二钠），用去离子水稀释至1000mL，贮存于聚乙烯瓶中，4℃保存。使用时稀释10倍即可。

（6）钙标准溶液：精确称取0.1248g碳酸钙（纯度大于99.99%，105~110℃烘干2h），加20mL去离子水及3mL 0.5moL/L盐酸溶解，移入500mL容量瓶中，加去离子水稀释至刻度，贮存于聚乙烯瓶中，4℃保存。此溶液每毫升相当于100μg钙。
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（7）钙红指示剂：称取0.1g钙红指示剂（               ） ，用去离子水稀释至100mL，溶解后即可使用，贮存于冰箱中可保持一个半月以上。

3、仪器与设备

所有玻璃仪器均以硫酸-重铬酸钾洗液浸泡数小时，再用洗衣粉充分洗刷，后用水反复冲洗，最后用去离子水冲洗晒干或烘干，方可使用。

（1） 实验室常用玻璃仪器：高型烧杯（250mL），微量滴定管（1或2mL），碱式滴定管（50mL），刻度吸管（0.5~1mL），试管等。

（2） 电热板：1000~3000W，消化样品用。

4、样品制备

同火焰原子吸收分光谱法

5、操作步骤

（1）样品消化

同火焰原子吸收分光光度法。

(2)测定

①标定EDTA浓度

吸取0.5mL钙标准溶液，以EDTA滴定，标定其EDTA的浓度，根据滴定结果计算出每毫升EDTA相当于钙的毫克数，即滴定度（T）。

②样品及空白滴定

吸取0.1--0.5mL（根据钙的含量而定）样品消化液及空白于试管中，加1滴氰化钠溶液和0.1mL柠檬酸钠溶液，用滴定管加1.5mL 1.25moL/L氢氧化钾溶液，加3滴钙红指示剂，立即以稀释10倍EDTA溶液滴定，至指示剂由紫红色变蓝为止。

③计算

[image: image110.wmf]14

2

7

21

SH

N

O

C

样品中该元素的含量按式（4-45）计算。

式中：X--------样品中元素含量，mg/100g。

      T-------EDTA滴定度，mg/mL;

      V------滴定样品时所用EDTA量，mL;

      V0-------滴定空白时所用EDTA量，mL;

      f------样品稀释倍数;

   m--------样品称重量，g。

6、说明

 本方法同实验室平行测定或连续两次测定结果的重复性小于10%。本方法的检测范围为5~50 μg。

（三）活性钙中钙的测定（GB 9990-88）
1.原理

同EDTA滴定法。

2.试剂

（1）盐酸（GB 622）(1+1)溶液。

（2）酒石酸铵（GB 602）(100g/L)
（3）三乙醇铵（1+2）溶液：量取三乙醇铵50mL，加水100mL，混匀

（4）氰化钾（50g/L）溶液。
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（5）氢氧化钠（GB 629）100g/L和200g/L溶液。

（6）钙红指示剂：称取钙红（               ）0.5g与干燥后的氯化钠50g于研钵中，充分研磨均匀粉末，放入棕色瓶中保存。

（7）0.02moL/L乙二胺四乙酸二钠标准溶液：称取乙二胺四乙酸二钠8g，加热溶于1000mL水中，冷却，摇匀。

  标定：称取于800C灼烧至恒量的基准氧化锌0.4g（称准至0.0002g）,用少量水湿润，加盐酸溶液（20%）至样品溶解，移入250mL容量瓶中，稀释至刻度，摇匀。取30.00~35.00mL，加70mL水，用氨水溶液（10%）中和至pH7~8,加10mL氨-氯化铵缓冲溶液甲（pH=10）及5滴络黑T指示剂（5g/L）,用配制好的乙二胺四乙酸二钠溶液滴定至溶液由紫色变为纯蓝色。同时做空白试验。
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计算：

乙二胺四乙酸二钠标准溶液浓度按式（4-46）计算。

式中：cedta--------乙二胺四乙酸二钠标准溶液之物质的量浓度，moL/L。

      m-------氧化锌之质量，mL;

      V1------乙二胺四乙酸二钠溶液之用量，mL;

      V2------空白试验中乙二胺四乙酸二铵溶液之用量，mL;

    0.08138-----与1.00mL乙二胺四乙酸二钠标准溶液[c(EDTA)=1.000moL/L]相当的以克表示的氧化锌的质量。

3.仪器

实验室常规仪器。

4.操作方法

称取活性钙样品2.0g于烧杯中，加25mL水，缓慢滴加盐酸至全溶，加热驱除二氧化碳，冷却后，于容量瓶中加水稀释至250mL.。用移液管吸取25mL混匀的溶液于250mL容量瓶中，加水稀释至刻度，再用称液管吸取上述溶液25mL，于锥形瓶中，加入酒石酸铵2.5mL,三乙醇胺5mL，混匀后再加200g/L氢氧化钠10mL，氰化钾5mL,钙红指示剂0.2g，用乙二胺四乙酸二钠标准溶液滴定至溶液由酒红色为纯蓝色。

[image: image113.wmf])

46

4

....(

..........

..........

..........

08138

.

0

)

(

2

1

-

´

-

=

V

V

m

cedta

5.计算

式中:X-------样品中钙含量，g/100g;

M------乙二胺四乙酸二钠摩尔浓度，moL/L;

  V-------滴定时消耗乙二胺四乙酸二钠量，mL;

 W------滴定的样液相当于样品的质量,g。

第2节 食品中锌含量的测定
锌及其化合物广泛用于黄铜、电池、电镀、颜料、丙烯纤维、人造纤维、赛璐珞、橡胶等工业，因此工业“三废”中含有不同程度的锌及其锌化合物，使农作物被污染。锌是人体必需的微量元素。为了预防儿童缺锌，1986年卫生部已批准锌可作为营养强化剂使用。但过度强化锌的食品易引起与锌相拮抗的其他营养素如钙、磷、铁的缺乏，也可能导致慢性中毒。硫酸锌对成人致呕吐剂量为450mg。近年来研究表明，锌有强的致畸胎作用。因此合理地补锌和控制锌的摄人必须综合考虑，全面评价。

一、食品中锌的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表4-11各类食品中锌的允许量标准

	标准号
	品种 
	指标（以Zn计）mg/kg
	标准号
	品种 
	指标（以Zn计）mg/kg

	GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91
	粮食（成品粮）≤

豆类及制品    ≤
蔬菜          ≤

水果          ≤

肉类（畜、禽）≤
	50

100

20

5

100
	GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91

GB 13106—91
	鱼类      ≤

蛋类      ≤

鲜奶类    ≤
奶粉      ≤

饮料      ≤
	50

50

10

50

5


（二）国外食品中锌的允许限量及世界卫生组织规定的每人每日允许摄入量ADI值

FAO/WHO暂定人对锌的最大可耐受日摄入为0.3~1mg/kg体重，即每人每日膳食锌的需要量为0.3mg./kg体重，最大耐受量为1mg/kg体重。我国成年人平均体重以60kg计，则每人每日锌的允放许摄入量为60mg。

表4-12 国外有关食品中锌允许量标准

	品种
	澳大利亚
	英国
	新西兰
	南非
	加拿大

	饮料

蔬菜

罐头食品

其他食物

白明胶

动物性食品（海产淡水产）
	5．0

40．0

100．0
	5．0
	5．0

40．0

40．0

40．0

100．0
	5．0

50
	5．0

50．0

100．0

50．0


二、标准方法（GB/T5009.14--1996）
（一）火焰原子吸收光谱法

本标准适用于各类食品中锌的测定。

1.原理

样品经处理后，导入原子吸收分光光度计中，原子化以后，吸收213.8nm共振线，其吸收量与锌量成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂

要求使用去离子水，优级纯或高纯试剂。

（1）锌标准溶液：精密称取0.5000g金属锌（99.99%），溶于10mL盐酸中，然后在水浴上蒸发至近干，用少量水溶液后移入1000mL容量瓶中，以水稀释至刻度。贮于聚乙烯瓶中，此溶液每毫升相当于0.5mg锌。

（2）锌标准使用液：吸取10.0mL锌标准溶液，置于50mL容量瓶中，以0.1moL/L盐酸稀释至刻度，此溶液每毫升相当于100μg锌。

（3）1moL/L盐酸：量取10mL盐酸，加水稀释至120mL。

3.仪器

原子吸收分光光度计。

4.操作方法

（1）样品处理

①谷类：去除其中杂物及尘土，必要时除去外壳，碾碎，过40目筛，混匀。称取5.00~10.00g，置于50mL瓷坩埚中，小火炭化至无烟，移入马弗炉中，500±25℃以下灰化约8h后，取出坩埚，放冷后再加少量混合酸，小火加热，不使干涸，必要时再加少放混合酸，如此反复处理，直至残渣中无炭粒，待坩埚稍冷，加10mL 1moL/L盐酸，溶解残渣并移入50mL溶量瓶中，再用1moL/L盐酸反复洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，并稀释至刻度，混匀备用。

取与处理样品相同量的混合酸和1moL/L 盐酸按同一操作方法做试剂空白试验。

②蔬菜、瓜果及豆类：取可食部分洗净晾干，充分切碎混匀。称取10.00~20.00g，置于瓷坩埚中，加1mL(1+10)磷酸，小火炭化，以下按谷样品自“然后移入马弗炉中”起，依法操作。

③禽、蛋、水产及乳制品：取可食部分充分混匀。称取5.00~10.00g，置于瓷坩中，小火炭化，以下按谷类样品自“然后移入马弗炉中”起，依法操作。

乳类经混匀后，量取50mL，置于瓷坩埚中，加1mL磷酸（1+10），在水浴上蒸干，再小火炭化，以下按谷类样品自“然后移入高温炉中”起，依法操作。

(2)测定

吸取0.0, 0.1., 0.20, 0.4, 0.80mL锌标准使用液，分别置于50mL容量瓶中，以1moL/L盐酸稀释至刻度，混匀（各容量瓶中每毫升分别相当于0，0.2,0.4,0.8,1.6μg锌）。
将处理后的样液、试剂空白液和各容量瓶中锌标准液分别导入火焰进行测定。测定条件：灯电流6mA，波长213.8nm，狭缝0.38nm，空气流量10L/min，乙炔流量2.3L/min,灯头高度3mm，氘灯背景校正（也可根据仪器型号，调至最佳条件），以锌含量对应浓度吸光度，绘制标准曲线经比较。
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(3)计算
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式中：  -----样品中锌的含量，mg/kg或,mg/L;

      A1-----测定用样品液中锌的含量，μg/mL;

      A2-----试剂空白液中锌的含量，μg/mL;

      M1----样品质量（体积），g(mL);

      V-----样品处理液的总体积，mL。

5.说明

(1)一般食品通过样品处理后的试样水溶液直接喷雾进行原子吸收测定即可得出准确的结果，但是当食盐、碱金属、碱土金属以及磷酸盐大量存在时，需用溶剂萃取法将提取出来，排除共存盐类的影响，对锌较低的样品如蔬菜、水果等，也可采用萃取法将锌浓缩，以提高测定灵敏度。

(2)锌的溶剂萃取常用APDC-MIBK提取方法，在pH5~10的介质中，锌都能与APDC生成配合物被MIBK萃取，因而不必调整溶液的pH值。

(3)本法以稻米为样多次平行测定，标准偏差1.59，相对标准偏差3.4%，回收率95%。

(4)实验前要以测空白值检查水、器皿的锌污染至稳定合格。

(二)二硫腙比色法

1.原理

样品经消化后，在pH4.0~5.5时，锌离子与二硫腙形成紫红色络合物，溶于四氯化碳，加入硫代硫酸钠，防止铜、汞、铅、铋，银和镉等离子干扰，与标准系列比较定量。

2.试剂

[image: image116.wmf]1
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（1）2moL/L乙酸钠溶液：称取68g乙酸钠（                  ）加水溶解后稀释至250mL。

（2）2moL/L乙酸：量取10.0mL冰乙酸，加水稀释至85mL。

（3）乙酸-乙酸盐缓冲液：2moL/L乙酸钠溶液与2moL/L乙酸等体积混合，此溶液pH为4.7左右，用（0.1g./L）二硫腙-四氯化碳溶液提取数次，每次10mL,除去其中的锌，至四氯化碳层绿色不变为止，弃去四氯化碳层，再有四氯化碳提取乙酸-乙酸盐缓冲液中过剩的二硫腙，至四氯化碳层无色，弃去四氯化碳层。

（4）氨水（1+1）.

（5）2moL/L盐酸:量取10mL盐酸，加水稀释至60mL。

（6）0.02moL/L盐酸：吸取1mL 2moL/L盐酸，加水稀释至100mL。

（7） 1g/L酚红指示液：称取0.1g酚红，加少量乙醇溶解，并稀释至100mL。

（8）200g/L盐酸羟胺溶液：称取20g盐酸羟胺，加60mL水，用2moL/L乙酸调节pH至4.0~5.5，以下按2.（3）用0.1g/L二硫腙-四氯化碳溶液处理，用水稀释至100mL。

（9）250g/L硫代硫酸钠溶液：称取25g硫代硫酸钠，加60mL水，用2moL/L乙酸调节pH至4.0~5.5，以下按2.用0.1g/L二硫腙-四氯化碳溶液处理，用水稀释至100mL。

（10）0.1g/L二硫腙-四氯化碳溶液。

（11）二硫腙使用液：吸取1.0mL.0.1g/L二硫腙-四氯化碳溶液，加四氯化碳至10.0mL,混匀。用1cm比色杯，以四氯化碳调节零点，于波长530nm处测吸光度（A）。用式（4-16）计算出配制100mL二硫腙使用液（57%透光率）所需0.1g/L二硫腙四氯化碳溶液毫升数（V）。
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（12）锌标准溶液：精密称取0.1000g锌，加10mL2moL/L盐酸，溶解后移入1000mL容量瓶中，加水稀释至刻度。此溶液每毫升相当于100.0μg锌。

（13）锌标准使用溶液：吸取1.0mL锌标准溶液，置于100mL容量瓶中，加1mL，2moL/L盐酸，以水稀释至刻度，此溶液每毫升相当于1.0μg锌。
3.仪器

分光光度计。

4.操作方法

（1）样品消化

  同“食品中砷的标准测定方法”银盐法中样品的消化①硝酸-高氯酸-硫酸法和②硝酸-硫酸法。

（2）测定

  准确吸取5.0~10.0mL定容的消化液和相同量的试剂空白液，分别置于125mL，分液漏斗中，加5mL水，0.5mL 200g/L盐酸羟胺溶液，摇匀，再加2滴酚红指示液，用氨水（1+1）调节至红色，再加5mL 0.1g/L二硫腙-四氯化碳溶液，剧烈振摇2min，静置分层。将四氯化碳层移入另一分液漏斗中，水层再用少量二硫腙-四氯化碳溶液振摇提取，每次2~3mL，直至二硫腙-四氯化碳溶液绿色不变为止。合并提取液，用5mL水洗涤，四氯化碳层用0.02moL/L盐酸提取2次，每次10mL，提取时剧烈振摇2min,合并0.02moL/L盐酸提取液，并有少量四氯化碳洗去残留的二硫腙。吸取1.0 2.0 3.0 4.0 5.0mL锌标准使用液。（相当0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 mg）分别至于125mL分液漏斗中，各加盐酸（0.02moL/L）至20mL于样品提取液、试剂空白提取液及锌标准溶液各分液漏斗中加10mL乙酸-乙酸盐缓冲液、1mL 250mL硫代硫酸钠溶液，摇匀，再各加入10.0mL二硫腙使用液，剧烈振摇2min。静至分层后，经脱脂棉将四氯化碳层滤入1cm比色杯中，以四氯化碳调节零点，于波长530nm处测吸光度，绘制标准曲线比较。

（3）计算
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式中：  -----样品中锌的含量，mg/kg或mg/L。

     A3-----测定用样品消化液中锌的含量，μg/mL。

     A4----试剂空白液中锌的含量，μg/mL。

     M2-----样品质量（体积），g(mL);

     V2----样品消化液的总体积，mL。

     V3----测定用消化液的体积，mL。

     V4----提取液总体积，mL。

（三）二硫腙比色法（一次提取）

1.原理

 同二硫腙比色法。

2.试剂

（1）01g/L二硫腙-四氯化碳溶液。

（2）2g/L甲基橙指示液：称取0.2g甲基橙，用乙醇（20%）溶解并稀释至100mL。其他试剂与二硫腙比色法同。

3.仪器

分光光度计。

4.操作方法

（1）样品消化

 与二硫腙比色法同。

（2）测定

吸取5.0~10.0mL定容的消化液和相同量的试剂空白液，分别置于125mL分液漏斗中，加水至10mL。

吸取0.0,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0mL锌标准使用液（相当0,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0μg锌），分别置于125mL分液漏斗中，各加水至10mL。

于样品消化液、试剂空白液及锌标准液中各加1滴甲基橙 指示剂，用氨水调至由红变

第3节 食品中铜的测定
铜是人体必需的微量元素，对造血、细胞生长、某些酶的活性及内发泌等功能有重要作用，但摄入过多则会发生中毒。铜的盐类比金属铜毒性大。羊口服硫酸铜的一次最低致死量为5mg/kg体重。人口服一次致吐量为500mg，致死量为10g。铜的化合物应用很广，在工业上硫酸铜用作染色，农业上用以配制波尔多液等杀虫剂，医疗上用作眼药；碱性乙酸铜俗称铜绿，用作油漆颜料、织物染色、杀虫剂、除霉剂等；氧化铜和氧化亚铜常用作玻璃着色和电镀；碳酸铜用作杀虫剂、颜料、焰火、收敛剂等。食品中铜的来源一般为容器的污染、杀虫剂、除霉剂的残留以及工业”三废”的污染。

一、食品中铜的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表4-8各类食品中铜的允许量标准
	标准号
	品种
	指标（以Cu计）mg/kg或mg/L
	标准号
	品种
	指标（以Cu计）mg/kg或mg/L

	GB2759.1-1996

GB2759.2-1996

GB 5410-85

GB 5411-85

GB 5417-85

GB 5414-85

GB 14964-94

GB 9678.1-94

GB 9678.2-94

GB15199-94

GB15199-94

GB15199-94
	冷冻食品≤
碳酸饮料≤
全脂乳粉≤
脱脂乳粉≤
全脂加糖炼乳

稀奶油≤
赤砂糖≤
糖果≤
巧克力≤

豆类≤

蔬菜≤

水果≤
	5.0

5.0

4.0

4.0

4.0

4.0

10

10

15

20

10

10
	GB 9679-88

GB 11671-89

GB 13099-91

GB 13102-91

GB 13104-91

GB 15196-94

GB 15199-94

GB 15199-94

GB 15199-94

GB 15199-94
	茶叶  ≤  

果类罐头≤
食品≤
番茄酱罐头≤
食品工业用≤
甜炼乳≤
白糖≤
人造奶油≤
粮食≤

肉类≤

水产类≤

蛋类≤
	60.0

5.0

10.0

4.0

2.0

1

10

10

50

5


（二）国外食品中铜的允许限量及世界卫生组织规定的每人每日允许摄入量ADI值

1982年FAO/WHO推荐铜的日允许摄入量为0.05~0.5mg/kg体重，或日允许摄入量3~30mg/(人.日)（3mg为需要量，30mg为最大耐受量）。

表4-9国外有关食品中铜允许量
	品种
	CACD
	新西兰
	波兰
	加拿大
	澳大利亚
	南非

	饮料

蔬菜

罐头

水产动物

饼干

酒

白糖

软糖

食用植物油

油脂（猪、牛）

人造奶油

巧克力（甜）

（不甜）

可可片、块

可可粉

其他
	51）
1

10

0.1

0.4

0.1

15

50

30

50


	2

50（鲜）

30

30
	30(干)

12

3.5
	2

50（鲜）

50
	5

30
	5

30


1）CAC----联合国粮农组织与世界卫生组织国际食品法典委员会的简称。

二、标准方法（GB/T5009.13--1996）

（一）原子吸收光谱法

1、原理

样品处理后，导入原子吸收分光光度计中，原子化以后，吸收324.8nm共振线，其吸收量与铜量成正比，与标准系列比较定量。

2、试剂

(1)硝酸

(2)硝酸；

(3)硝酸溶液（1+9）；

(4)硝酸溶液（5+95）；

(5)硝酸溶液（1+4）；

(6)硝酸溶液（4+6）；

(7)铜标准溶液：精密称取1.0000g金属铜（99.99％），分次加入硝酸（4+6）溶解，总量不超过37ml，移入1000ml容量瓶中，用水稀释至刻度。此溶液每毫升相当于1.0mg铜。

(8)铜标准使用液I：吸取10.0ml铜标准溶液，置于100ml容量瓶中。用硝酸溶液（5+95）稀释至刻度，摇匀，如此多次稀释至每毫升相当于10.0μg铜。

(9)铜标准使用液ⅱ：按I方式，稀释至每毫升相当于0.10μg铜。

3、仪器

所用玻璃仪器均以硝酸（1+9）浸泡24h以上，用水反复冲洗，最后用去离子水冲洗晾干后，方可使用。

（1）捣碎机。

（2（马弗炉；

（3）原子吸收分光光度计。

4、操作方法

(1)样品处理：同GB5009.12铅的相应标准方法。

(2)测定

火焰法：

吸取0,1.0,2.0,4.0,6.0,8.0ml铜标准使用液I（10.0μg/ml），分别置于10ml容量瓶中，加硝酸（5+95）稀释至刻度，混匀。容量瓶中每毫升分别相当于0,1.0,2.0,4.0,6.0,8.0μg铜。标准系列溶液待测。

仪器参考条件：灯电流3~6mA，波长324.8nm，狭缝宽度0.5nm，空气流量9L/min，乙炔流量2L/min，氘灯背景校正（根据仪器型号，按使用说明，将仪器调至最佳状态）。

将铜标准系列溶液、试剂空白液及样品处理液分别导入火焰原子化器，以铜标准液含量和对应吸光度，绘制标准曲线并计算直线回归方程，由仪器自动计算样液含量或代入回归方程求得样液含量。

石墨炉法：

铜标准系列溶液：吸取0,1.0,2.0,4.0,6.0和8.0ml铜标准使用液ⅱ（0.10μg/ml），分别置于10ml容量瓶中，加硝酸（5+95）溶液稀释至刻度，摇匀。容量瓶中每毫升相当于0,1.0,2.0,4.0,6.0和8.0μg铜。

仪器参考条件：灯电流3~6mA，波长324.8nm，狭缝宽度0.5nm，保护气体1.5L/min(原子化阶段停气)。干燥温度90℃，20s，灰化温度800℃，20s，原子化温度2300℃，4s，除渣温度2500℃，2s。氘灯或塞曼效应扣背景，将仪器调至最佳状态。

将铜标准系列溶液、试剂空白液和样品处理液分别导入石墨炉原子化器进行测定，铜标准系列含量和对应吸光度，绘制标准曲线蔌计算直线回归方程，样品吸收值与标准曲线比较或代入回归方程求得样液含量。

5、计算

(1)火焰法
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式中：
[image: image2.wmf]1

X

​​​----样品中铜的含量，mg/kg或mg/L;


[image: image3.wmf]1

A

----测定用样液中铜的含量，μg/ml;


[image: image4.wmf]2

A

----试剂空白液中铜的含量，μg/ml;


[image: image5.wmf]1

V

----- 样品处理后的总体积，ml;


[image: image6.wmf]1

m

----样品质量（或体积），g(或ml)。

(2)石墨炉法
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式中： 
[image: image8.wmf]2

X

----样品中铜的含量，mg/kg或mg/L;

        
[image: image9.wmf]3

A

----测定用样液中铜的含量，ng/mL;

         
[image: image10.wmf]4

A

----试剂空白液中铜的含量，ng/mL;

         
[image: image11.wmf]2

V

----样品消化液的总体积，mL;

         
[image: image12.wmf]2

m

----样品质量（或体积），g(或mL)。

注：石墨炉原子吸收测定结果是以浓度单位如
[image: image13.wmf]3

A

、
[image: image14.wmf]4

A

表示，浓度含量与进样体积无关，本公式有改动，与国标版不同。

 6、说明

（1）铜的火焰原子吸收测定的最佳浓度范围为0.2~10μg/ml，标准液浓度为4.0μg/ml的吸光度为0.2，国际版标准系列浓度较低，本书有改动。铜含量低于20ng/mL时，应预先浓缩富集，或改用石墨炉测定方式。

（2）铜原子在层流火焰中分布较广，因而燃烧铜的位置不如其他元素重要。

（3）一般食品在层流火焰中分布较广，所以灰化后制成溶液可以进行直接喷雾原子吸收测定，但铜含量低，共存元素干扰大的食品则可采用吡咯烷二硫代氨基甲酸铵络合，再用甲基异丁酮萃取浓缩进行测定。

（4）样品中有大量钾盐和钠盐进，会由于分子吸收而产生正误差，用有机溶剂萃取后可得到正确的结果。

（5）试样国铜标准溶液之回收率为90％~105%。

（二）二乙基二硫代氨基甲酸钠法

1.原理

样品经消化后，在碱性溶液中铜离子与二乙基二硫代氨基甲酸钠生成棕黄色络合物，溶于甲氯化碳与标准系列比较定量。

2.试剂

（1）柠檬酸铵、乙二胺四乙酸二钠溶液：称取20g柠檬酸铵及5g乙二胺四乙酸二钠溶液于水中，加水稀释于100ml。

（2）硫酸（1+18）：量取20ml硫酸，小心倒入360ml水中，混匀后再冷却。

（3）氨水（1+1）.

（4）酚红指剂液（1g/L）:称取0.1g酚红，用乙醇溶解至100ml。

（5）铜试剂溶液（1g/L）:称取0.1g二乙基二硫代氨基甲酸钠[
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],溶于少量水中，并稀释至100ml，必要时过滤，贮存于冰箱中。

（6）四氯化碳。

（7）铜标准溶液：同原子吸收法。

（8）铜标准使用液：同原子吸收法中铜标准使用液I。

（9）硝酸溶液（3+8）：量取60ml硝酸，小心倒入160ml水中，混匀后冷却。

1.仪器

分光光度计。

2.操作方法

（1）样品消化

同第二节食品中铅的测定方法。

（2）测定

吸取10.0ml消化后的定容溶液和同量的试剂空白液，分别置于125ml分液漏斗中，加水稀释至20ml。

吸取0.00，0.50，1.00，1.50，2.00，2.50ml铜标准使用液（相当0，5，10，15，20，25μg铜），分别置于125ml分液漏斗中，各加硫酸（1+18）至20ml。

于样品消化液、试剂空白液和铜标准液中，各加5ml柠檬酸铵，乙二胺四乙酸二钠溶液和3滴酚红指示液，混匀，用氨水（1+1）调至红色。各加2ml铜试剂溶液和10.0ml四氯化碳，剧烈振摇2min，静置分层后，四氯化碳层经脱脂棉滤入2cm比色杯中，以零管调节零点，于波长440nm处测吸光度，绘制标准曲线比较。

（3）计算
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式中：
[image: image17.wmf]3

X

-----样品中铜的含量，mg/kg或mg/L;


[image: image18.wmf]5

A

----测定用样品消化液中铜的质量，μg;


[image: image19.wmf]6

A

----试剂空白液中铜的质量，μg;


[image: image20.wmf]3

m

----样品质量（体积），g(mL);


[image: image21.wmf]3

V

----样品消化液的总体积，ml;


[image: image22.wmf]4

V

----测定用样品消化液体积，ml;

5.说明

(1)二乙基二硫代氨基甲酸钠遇紫外光、高温易分解，应避光暗处保存，其溶液也不稳定，分解后呈黄色，配制后应于冰箱保存，一周内可用，最好临用现配。

(2)镁、铝、钙等存在时，在弱碱性条件下生成沉淀而产生干扰，加入柠檬酸铵可消除。

(3)铜试剂不仅和铜离子有显色反应，与其他金属也呈色，与铁呈黑褐色，与镍、钴、铋则分别呈棘手黄绿色、暗绿、黄色，对测定有干扰。加入EDTA可消除。使用EDTA最佳pH范围为pH7.5~8.5为好，超过pH8.5时提取率显著降低。加入EDTA后，萃取时必须剧烈振摇3~4min才行。

(4)锰与二乙基二硫代氨基甲酸钠络合成微红色，很不稳定，显色后放置即褪色，如锰量多时可加盐酸羟胺掩蔽。

(5)铜试剂与铜离子生成的络合物，在三氯甲烷和四氯化碳溶液中暗处放置较稳定，如曝光下可引起褪色，因此操作应避强光照射，1h内完成。

(6)应用本法测定标准参考物质对结果，准确性好。

第4节 食品中铅的测定
铅是一种有代表性的重金属。食品中铅污染主要来源有：食品加工、贮存、运输过程中使用的含铅器皿的污染，例如铅合金、搪瓷、陶瓷以及马口铁食具的焊锡、锡酒壶等；含铅浓药的使用，如砷酸铅等；工业“三废”的排放，污染附近生长的农作物，大气中含铅尘、废气、受铅污染的水源、剥落的油漆都可以直接或间接污染食品。

铅是一种具有蓄积性、多亲和性的毒物，对各组织都有毒性作用，主要损害神经系统、造血系统、消化系统和肾脏，还损害人体的免疫系统，使机体抵抗力下降，铅对婴幼儿和学龄前儿童是易感人群。对于一般人群，人体内的铅主要来自食物，也还有饮水、空气等其他途径的来源，儿童还可以通过吃非食品物件而接触铅。预防铅对人体产生危害的重要措施是控制人们从饮食中铅的摄入量，因而制定各类食品中铅的允限限量十分重要要。

一、食品中铅的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表4－4　各类食品中铅的允许量标准
	标准号
	品种
	指标（以Pb计）mg/kg
	标准号
	品种
	指标（以Pb计）mg/kg

	GB14935-94

GB14935-94

GB14935-94

GB14935-94

GB14935-94

GB14935-94

GB14935-94

GB5410-85

GB2711-81

GB2712-81

GB2713-1996

GB2714-1996

GB2717-1996

GB7096－1996

GB7096-1996

GB7098-1996

GB7099-86

GB7100-86

GB7101-94

GB7103-86

GB9678.1-94

GB9679-88

GB14932.1-94

GB10137-88

GB11671-89

GB14939－94

GB11674－89
	粮食　　　≤
蔬菜、水果≤
薯类　　　≤

豆类　　　≤

肉类　　　≤

鱼虾类　　≤

乳　　　　≤

奶粉　　　≤

非发酵性豆制品及≤

面筋

发酵性豆制品　　≤

淀粉类制品　　　≤

酱腌菜　　　　　≤

酱油　　　　　　≤

干食用菌（以Pb计，以干重计）　　　≤

鲜食用菌　　　　≤

食用菌罐头　　　≤

裱花蛋糕　　　　≤

糕点、饼干、面包≤

固体饮料　　　　≤

汽酒　　　　　　≤

糖果　　　　　　≤

茶叶　　　　　　≤

食用豆粕　　　　≤

蚝油、贻贝油　　≤

果蔬类罐头食品　≤

鱼罐头　　　　　≤

脱盐乳精粉　　　≤
	0.5

0.2

0.4

0.8

0.5

0.5

按奶粉标折算

折算

0.50

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

2.0

1.0

1.0

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

2.0

1.0

1.0

1.0

1.0

0.30
	GB2718－1996

GB2719－1996

GB2720－1996

GB2721－1996

GB2747－85

GB2757－81

GB2758－81

GB2759.1－1996

GB2749－1996

GB5414－85

GB5417－85

GB11675－89

GB13099－91

GB13101－91

GB13102－91

GB13103－91

GB13104－91

试行

GB15196－94

GB14884－94

GB14963－94

GB15203－94

GB14964－94

GB14967－94

GB9678.2－94
	酱　　　　≤

食醋　　　≤

味精　　　≤

食盐　　　≤

全脂无糖炼乳（淡炼乳）≤

蒸馏酒及配制酒

发酵酒　　　≤

冷冻食品　　≤

皮蛋　　　　≤

稀奶油　　　≤

全脂加糖炼乳（甜炼乳）　　≤

银耳　　　≤

番茄酱罐头≤

西式蒸煮、烟熏火腿≤
食品工业用甜炼乳≤

色拉油　　　　≤

白糖　　　　　≤

食用氢化油　　≤

人造奶油　　　≤

蜜饯食品　　　≤

蜂蜜　　　　　≤

淀粉糖　　　　≤

赤砂糖　　　　≤

胶原蛋白肠衣　≤

巧克力　　　　≤
	1.0

1.0

1.0

1.0

0.50

1.0

0.5

0.3

0.5

2.0（传统工艺）

0.5

0.5

2.0

1.0

1

0.5

0.1

1.0

1.0

0.5

1.0

1.0

0.5

2.0

2.0

1.0


表4－5食品包装材料中铅允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以浸出液中Pb计）mg/L

	GB 9681-88

GB 9682-88

GB 9683-88

GB 9684-88

GB 9686-88

GB 9687-88

GB 9688-88

GB 9689-88

GB 9690-88

GB 11331-89

GB 11333-89

GB　11676－89

GB　11677－89

GB　11680－89

GB　13113－91

GB　13114－91

GB　13115－91

GB　13116－91

GB　14942－94

GB　13121－91

GB　4804－84

GB4806.2－94

GB4806.1－94

GB4806.1－94

GB　7105－86
	食品包装用聚氯乙烯成型品≤

食品罐头内壁脱模涂料≤

复合食品包装袋≤

不锈钢食具≤

食品容器内壁聚酰胺环氧树脂涂料≤

食品包装用聚乙烯成型品≤

食品包装用聚丙乙烯成型品≤

食品包装用聚苯乙烯成型品≤

食品包装用三聚氰胺成型品≤

食品用橡胶管≤

铝制食具　精铝≤

　　　　　回收铝≤　

食品容器有机硅防粘涂料≤

水基改性环氧易拉罐内壁涂料≤

食品包装用原纸≤

食品容器及包装材料用聚对苯二甲酸乙二醇酯成型品≤

食品容器及包装材料用聚对苯二甲酸乙二醇酯树脂≤

食品容器及包装材料用不饱和聚酯树脂及其玻璃钢制品≤食品容器及包装材料用聚碳酸酯树脂≤

食品容器及包装材料用聚碳酸酯成型品（4%乙酸）≤

陶瓷食具容器

搪瓷食具容器

橡胶奶嘴（4%乙酸浸泡液）≤

食品用橡胶垫片（圈）≤

食品用高压锅密封圈≤

食品容器过氯乙烯内壁涂料
	1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

0.2

5.0

1

1.0

5.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

7.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0


（二）国外食品中铅的允许限量及每人每日允许摄入量ADI值

FAO/WHO食品添加剂专家委员会（JECFA）于1972年在第16次会议上对铅进行了毒理学评价，建议成年人铅的晢定耐受每周铅的允许摄入量为3mg，每日　为0.43mg.1986年食品添加剂专家委员会又建议儿童铅的晢定每周摄入量为25μg/kg体重。近年来研究表明，当儿童血铅水平在10μg/dL以上时，即能对智能发育产生不可回逆的损害，而此时往往完全没有足以引起注意的临床表现。在大量基础和临床科学研究的基础上，1991年美国国家控制中心（CDC）制定新的儿童中毒诊断标准为血铅水平超过或等于10μg/dL，不管是否有相应的临床症状和其他血液生化变化。这一标准已于1994年5月在美国首都华盛顿举行的第一届全球儿童铅中毒预防大会上被来自30个国家和地区的管员学者认定。1993年第41届JECFA会议上再次评价铅的安全摄入量，否认了成人铅的暂定每周摄入量为50μg/kg体重，建议所有人群铅的暂定每周摄入量为25μg/dg体重。

表4－6国外食品中铅最大允许量标准
	国家
	品名
	允许限量mg/k或mg/L
	国家
	品名
	允许限量mg/k或mg/L

	英国
	食物（不包括罐头

罐头食品

水果

鱼

肉

奶品

罐头婴儿食品
	2.0

5.0

3.0

1.0

0.5

0.05

0.5
	瑞典
	食用油

食用冰

食盐

肝、肾

可可粉

其他食物
	

	德国
	粮食
	0.5
	加拿大
	水产

蔬菜

白明胶

大多数饮料
	10.0

2.0

7.0

0.2

	瑞典
	婴幼儿食品

奶粉

奶

果酒

烈性酒

水果和蔬菜汁
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二、标准方法（GB/T5009.12－1996）

（一）火焰原子吸收光谱法

1.原理

样品经处理后，铅离子在一定pH条件下与二乙基二硫代氨基甲酸钠（DDTC）形成络合物，经4－甲基戊酮－2（MIBK）萃取分离，导入原子吸收光谱仪中，火焰原子化后，吸收283.3nm共振线，其吸收量与铅的含量成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂

（1）硝酸＋高氯酸消化液（4＋1）。

（2）硫酸按溶液（300g/L）.

（3）柠檬铵溶液（300g/L）.

（4）溴百里酚蓝水溶液（1g/L）。

（5）二乙基二硫代氨基甲酸钠（DDTC）溶液（50g/L）称取5g二乙基二硫代氨基甲酸钠，用水溶解并加水至100mL。

（6）氨水（1＋1）。

（7）4－甲基戊酮－2（MIBK）。

（8）铅标准溶液

①铅标准贮备液：精密称取1.00g金属铅（99.9%）分次加少量硝酸（1＋1）加热溶解，总量不超过37mL，移入1000mL容量瓶中，加水到刻度。此溶液每毫升含1.0mg铅。

②铅标准贮备液：精密称取0.1598g硝酸铅（优级纯），加10mL1.0mol/L硝酸，全部溶解后，移入100mL容量瓶中，加水稀释至刻度，此溶液每毫升相当于1.0mg铅。

③铅标准使用液：火焰法铅标准使用液浓度为10μg/mL（用亚沸蒸馏水逐级稀释）石墨炉法铅标准使用溶液浓度为100ng/mL，用0.5mol/L硝酸逐级稀释。

3.仪器

原子砐收分光光度计附火焰原子化器。

4.操作方法

（1）样品处理

①饮品及酒精：取均匀样品10.0～20.0g于烧杯中，酒类应先在水浴上蒸去酒精，于电热板上先蒸发至一定体积后，加入10mL硝酸＋高氯酸消化液（4＋1），消化完全后，转移，定容至50mL容量瓶中。

②包装材料浸泡液可直接吸收测定。

③谷类：去除其中杂物及尘土，必要时除去外壳，碾碎，过30目筛，混匀。称取5.0-10.0g，置于50mL瓷坩埚中，小火炭化，然后移入以弗炉中，500℃以下灰化16h后，取出坩埚，放冷后再加少量混合酸，小火加热，不使干涸，必要时再加少许混合酸，如此反复处理，直至残渣中无炭粒，待坩埚稍冷，加10mL盐酸(1+11)，溶解残渣并定量移入50mL容量瓶中，稀释至刻度，混匀备用。

蔬菜、瓜果及豆类的混合酸和盐酸(1+11)按同一操作方法作试剂空白试验。

④蔬菜、瓜果及豆类：取可食部分洗净凉干，充分切碎混匀。称取10-20g，置于瓷坩埚中，加1mL磷酸(1+10)，小心炭化，以下按4.(1)③自“然后移入马弗炉中”起，依法接受操作。

⑤禽、蛋、水产及乳制品：取可食部分充分混匀。称取5.0-10g，置于瓷坩埚中，小火炭化，以下按4(1) ③自“然后移入马弗炉中”起依法操作。
    乳类经混匀后，量取50mL,置于瓷坩埚中，加磷酸(1+10)，在水浴上蒸干，再加小火炭化，以下按4(1) ③自“然后移入马弗炉中”起依法操作。

(2)萃取分离

    准确吸取25.0-50.0mL上述制备的样液及试剂空白液(根据样品中铅含量酌情取样)，分别置于125mL分液漏斗中，补加水至60mL。加2mL柠檬酸铵溶液，3-5滴溴百里酚蓝指示剂，用氨水(1+1)调pH至溶液由黄变蓝，加硫酸铵溶液10mL，DDTC溶液10mL,摇匀。放置5min左右加入10.0Ml MIBK，剧烈振摇提取1min，静置分层后，弃去水层，将MIBK层放入10mL在带塞刻度管中，备用。

吸取铅标准使用液0.00，0.25，0.50，1.00，1.50，2.00mL(相当0，2.5，5.0，10.0，15.0，20.0μg铅)于125mL分液漏斗中。与样品相同萃取后备用。

(3)测定

仪器参考条件：铅空心阴极灯电流8mA；分析线283.nm；狭缝0.4nm；空气-乙块火焰；空气流量8L/min；燃烧器高度6mm；BCD方式。将仪器狭缝、空气及乙炔的流量、灯头高度、元素灯电流等均 各仪器的说明、参考仪器条件调至最佳状态。待仪器稳定后将铅标准毓的萃取及样品萃取液直接进样测定。

5.计算
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   式中：X――样品中铅的含量，mg/kg或mg/L；

　　　　　A1――测定用样品液中的铅含量，μg/mL；

         A2――试剂空白液中铅的含量，μg/mL；

　　　　　
[image: image24.wmf]1

m

――样品质量（或体积），g(mL)；

　　　　　V1――样品处理液的总体积，mL；

　　　　　V2――萃取用样品处理液的总体积，mL；

　　　　　V3――样品萃取液总体积，mL；

注：原子吸收测定结果是以浓度单位显示，如本公式A1和A2与国标版计算公式不同。

（二）石墨炉原子吸收光谱法

1.原理

样品经灰化或酸消解后，导入原子吸收分光光度计石墨炉中原子化，吸收283.3nm共振线，在一定浓度范围，其吸收值与铅含量成正比，可与标准系列比较定量。

2.试剂

实验用水为亚沸蒸馏水或电阻率80万欧姆以上的去离子水。所有试剂　要求使用优级纯或处理后不含铅的试剂。

(1)过硫酸铵。

(2)过氧化氢（30%）。

(3)高氯酸、硝酸。

(4)硝酸溶液（1＋1）。

(5)硝酸溶液（1.5mol/L）:加 3.2mL硝酸，加入水中稀释至100mL。

(6)硝酸溶液（1.0mol/L）:加 6.4 mL硝酸，加入水中稀释至100mL。

(7)磷酸铵溶液（20g/L）.

(8)混合酸：硝酸＋高氯酸（4＋1）

(9)铅标准使用液：按火焰法2.8③配制。标准系列为每毫升含铅0.010，0.02，0.04，0.06，0.08μg.

3.仪器

(1)原子吸收分光光度计（附石墨炉及空心阴极灯）。

(2)所用玻璃仪器均需以硝酸（1+5）浸泡过夜，用水反复冲洗，最后用去离子水冲洗干净。

(3)马弗炉或干燥恒温箱。

(4)瓷坩埚或压力消化器。

4.操作方法

(1)样品预处理：采样和制备过程中，应注意不使样品污染。粮食、豆类去壳去杂物后，磨碎过20日筛，储于塑料瓶中，保存备用；蔬菜、水果洗净，凉干，取可食部分捣碎备用；鱼、肉等用水洗净，取可食部分捣碎，备用。

(2)样品消解（根据实验条件可任选一方法）

①干法灰化：称取1.00－5.00g样品（根据铅含量而定）于瓷坩埚中，先小火炭化至无烟，移入马弗炉500±25℃（灰化6－8h时，放冷。若个别不彻底，则加1mL混合酸在小火上加热，反复多次直到消化完全，放冷，用硝酸（0.5mol/L）将灰分溶解，少量多次地过滤在10mL-25mL容量瓶中，并定容至刻度，摇匀备用，同时作试剂空白。

②过硫酸按法：称取样品1.00－5.00g于瓷坩埚中，加2－4mL硝酸浸泡1h以上，炭化，取下加2－3g过硫酸铵盖于上面，继续炭化至不冒烟，转入马弗炉，500℃恒温2h，再升至800℃，保待20min，冷却，加1.0mol/L硝酸溶液，少量多次溶解灰分，并定量移入10ml容量瓶中，定容至刻度，混匀备用，同时作试剂空白。

③压力消解：称取0.20～2.00g样品（粮食、豆类干样不得超过1g蔬菜、水果、动物性样品控制在2g以内，水分大的样品称样后先菡水分至近干）于聚四氟乙烯内罐，加硝酸2～4ml过夜。再加过氧化氢2～3ml（总量不能超过内罐容积的1/3）。盖好内盖，旋紧外盖，放入恒温箱，120℃保温3～4h，自然冷却。将消化液定量转移至10ml（或25ml）容量瓶中。用少量水洗涤内罐，洗液合并于容量瓶中并定容至刻度，混匀。同时做试剂空白。

④湿法消解：称取样品1.00～5.00g于三角烧瓶中，放数粒玻璃珠，加10ml混合酸（或再加1～2ml硝酸），加盖过夜，加一小漏斗在电炉上消解，若变棕黑色，再加混合酸，直至冒白烟，消化液无色透明，放冷移入10～25ml容量瓶，用水定容至刻度，摇匀。同时做试剂空白。

（3）测定

仪器参考条件：波长283.3nm；多年狭缝0.2～1.0nm；灯电流5～7mA；干燥温度120℃，20s；灰化温度450℃，15～20s；原子化温度1700～2300℃，4～5s，背景校正为气氘灯或塞曼效应扣背景。

标准曲线绘制：将仪器参考仪器条件调至最佳状态，待稳定后分别吸取上面配制的铅标准使用液0.010，0.020，0.040，0.060，0.080μg/mL各10～20μL，注入石墨炉，测得其吸光值，并求得吸光值与浓度关系的一元线性回归方程。

样品测定：将试剂空白液和样液分别吸10～20μL，注入石墨炉，测得其吸光值，代入标准系列的一元线性回归方程中求得样液中铅含量。

食品介质复杂，有些样品产生很强的背景干扰影响结果。可采用磷酸二氢铵（20g/L）作基体改进剂，注入与样液同量的磷酸二氢铵，标准液也加入等量磷酸二氢铵。

5、计算
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式中：X－样品中铅量，μg/kg（或μg/L）；
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－测定样液中铅含量，μg/L；
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－空白液中铅含量，μg/L；
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－样品质量或体积，g(ml);

V－样品定容总体积，ml。

注：石墨炉原子吸收测定结果以浓度单位表示，如
[image: image29.wmf]1

A

和
[image: image30.wmf]2

A

的单位，样品浓度与进样量无关。标准系列浓度范围应为0.010～0.080μL。本计算公式和标准系列浓度有改动、与国标版不同。

（三）氢化物原子荧光谱法（1994年全国食品卫生标准分委会第九次会议通过）

1、原理

样品经酸加热消化后，在酸性介质中，样品中的铅与硼氢化钠（NaB
[image: image31.wmf]4

H

）或硼氢化钾（KB
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）反应生成挥发性铅的氢化物（Pb
[image: image33.wmf]4
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）.以氩气为载气，将氢化物导入电热石英原子化器中原子化，在特制铅空心阴极灯照射下，基态铅原子被激发至高能态，在去活化加到基态时，发射出特征波长的荧光，其荧光强度与铅含量成正比，根据标准系列进行定量。

2、试剂

除特别规定外，本标准所用试剂均为分析纯试剂，实验用水为蒸馏水或同等纯度的水。

(1)硝酸+高氯酸（4+1）混合酸：分别量取硝酸400ml、高氯酸100ml，混匀。

(2)盐酸溶液（1+1）：量取250ml盐酸倒入250ml水中，混匀。

(3)草酸溶液（10g/L）：称取1g草酸，加水溶解至100ml，混匀。

(4)铁氰化钾〔
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〕溶液（100g/l）：称取10g铁氰化钾，加水溶解并稀释至100ml，混匀。

(5)氢氧化钾溶液（2g/l）：称取2g氢氧化钾，溶于1L水中，混匀。

(6)硼氢化钠（NaB
[image: image35.wmf]4

H

）溶液（10g/l）：称取5g硼氢化钾溶于（2g/l）氢氧化钾溶液并定容至500ml，混匀，用前现配。

(7)铅标准贮备液（1.00mg/ml）：由国家标准物质研究中心提供。

(8)铅标准应用液（1.00μg/ml）：精确吸取铅标准贮备液（1.00mg/ml），用水逐级稀释至1.00μg/ml。

3、仪器

(1)AFS－210型双道原子荧光光度计或同类仪器。

(2)Prmium386SX/16计算机系统及编码铅空心阴极灯。

(3)电热板。

4、操作方法

(1)样品消化

湿法消解：称取固体样品0.20～2.00g，液体样品2.00～10.00g（或ml），置于50～100ml消化容器中（锥形瓶），然后加入硝酸＋高氯酸（4+1）混合酸5～10ml摇匀浸泡，放置过夜。次日置于电热板上加热消解，至消化液呈淡黄色或无色（如消解过程色泽较深，稍冷补加少量硝酸，继续消解），稍冷加入20ml水再继续加热赶酸，至消解液0.5～1.0ml止，冷却后用少量水转入25ml容量瓶中，并加入盐酸（1+1）0.5ml，草酸溶液（10g/L）0.5ml，摇匀，再加入铁氰化钾（100g/l）1.00ml，用水准确稀释至容至25ml，摇匀，在冰箱放置次日测定，同时做空白试验。

（2）标准系列制备

取25ml的容量瓶7只，依次准确加入铅标准应用液（1.00μg/ml.）0.00，0.125，0.25，0.50，0.75，1.00，1.25ml（各相当于铅浓度0.0，5.0，10.0，20.0，30.0，40.0，50.0ng/ml），用少量水稀释后，加入盐酸（1+1）0.5ml，草酸（10g/L）0.5ml摇匀，再加入铁氰化钾溶液（100g/L）1.0ml，用水稀释至刻度，摇匀，在冰箱放置次日测定。

（3）测定

①仪器参考条件

负高压：323V：铅空心阴极灯灯电流：75mA：原子化器：炉温750～800℃，炉高18mm；氩气流速；载气800ml/min，屏蔽气1000ml/min；加还原剂时间：7.0s；读数时间；15s；延迟时间；0.0s；测量方式：标准曲线法；读数方式：峰面积；进样体积；2.0ml。

②浓度测量方式

设定好仪器的最佳条件，逐步将炉温升于所需温度，稳定10～20min后开始测量，连续用标准系列的零管进样，待读数稳定之后，转入标准系列的测量，绘制标准曲线。转入样品测量，分别测定样品空白和样品消品消化液，每测不同的样品前都应清洗进样器，样品测定结果按式（4-7）计算。

③仪器自动计算结果测量方式

设定好仪器的最佳条件，在样品参数画面输入以下参数：样品质量（g或ml）、稀释体积（ml），并选择结果的浓度单位，逐步将炉温升至所需温度，稳定后测量，连续用标准系列的零管进样，待读数稳定后，转入标准系列测量，绘制标准曲线。在转入样品测量之前，先进入空白值测量状态，用样品空白消化液进样，让仪器取其均值作为扣底的空值。随后即可依次测定样品溶液，测定完毕后，选择“打印报告”，即可将测定结果自动打印。

5、计算
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式中：X－样品中铅的含量，mg/kg（或mg/l）；

c－样品消化液测定浓度，ng/ml;


[image: image37.wmf]0

c

－试剂空白液测定浓度，ng/ml;

m－样品质量（体积），g（或ml）；

V－样品消化液总体积，ml。

6、说明

（1）该法简便、快速、干扰少，灵敏度高，线性范围宽、结果准确。

在本实验条件下，本法检出限：0.4ng/ml;

标准曲线线性范围：0.0～500.0ng/ml;

方法回收率：85.5%～112.4％；

相对标准偏差：5.49%。

（2）操作注意事项及经验介绍

本方法在分析过程中，样品溶液酸度过高，则会出现沉淀，影响测定结果。因此，在消化过程中，应注意赶酸，并注意标准溶液及样品消化液定容后摇匀，放置30min，使反应完全。不同型号仪器可参考本法自行设定仪器最佳参数，进行测定。

（三）二硫腙比色法

本方法用于各类食品中铅的测定。

1、原理

样品经消化后，在pH8.5～9.0时，铅离子与二硫腙生成红色络合物，溶于三氯甲烷。加入柠檬酸铵、氰化钾和盐酸羟胺等，防止铁、铜、锌等离子干扰，与标准系列比较定量。

2、试剂

（1）氨水（1+1）；

盐酸（1+1）：量取100ml盐酸，小心倒入100ml水中，混匀。

（2）酚红指示剂液（1g/l）的乙醇溶液。

（3）盐酸羟胺溶液（200g/l）：称取20g盐酸羟胺，加水溶解至约50ml，加2滴酚红指示液，加氨水（1+1），调pH至8.5～9.0（由黄变红，再多加2滴），用二硫腙－三氯甲烷溶液提取至三氯甲烷层绿色不变为止，再用三氯甲烷洗二次，弃去三氯甲烷层，水层加盐（1+1）呈酸性，加水至100ml。

（4）柠檬酸铵溶液（200g/l）：称取50g柠檬酸铵溶于100ml水中，加2滴酚红指示液，加氨水（1+1），调pH至8.5～9.0，用二硫腙－三氯甲烷洗二次，每次5ml，弃去三氯甲烷层，加水稀释至250ml。

（5）氰化钾溶液（100g/l）。

（6）三氯甲烷：不应含氧化物。

①检查方法：量取10ml三氯甲烷，加25ml新煮沸过的水，振摇3min，静置分层后，取10ml水液，加数滴（150g/L）碘化钾溶液及淀粉指示液，振摇反应不显蓝色。

②处理方法：于三氯甲烷中加入1/10～1/20体积的（200g/L）硫代硫酸钠溶液洗涤，再加水洗后加入少量无水氯化钙脱水后进行菡馏，弃去最初及最后的1/10馏出液，收集中，随倒随搅拌，煮沸，放冷备用。临用时配制。

（8）淀粉指示液：称取0.5g可溶性淀粉，加5ml水搅匀后，慢慢倒入100ml沸水中，随倒随搅拌，煮沸，放冷备用。临用时配制。

（9）硝酸（1+99）:量取1ml硝酸，倒入99ml水中，混匀。

（10）二硫腙三氯甲烷溶液（0.5g/l）：置冰箱中保存，必要时用下述方法纯化。

称取0.5g研细的二硫腙，溶于50ml三氯甲烷中，如不全溶，可用滤纸过滤于250ml分液漏斗中，用氨水（1+99）提取三次，每次100ml将提取液用棉花过滤至500ml分液漏斗中，用盐酸（1+1）调至酸性，将沉淀出的二硫腙用三氯甲烷提取2～3次，每次20ml，合并三氯甲烷层，用等量水洗涤二次，弃去洗涤液，在50℃水溶上蒸去三氯甲烷。精制的二硫腙置硫酸干燥器中，干燥备用。或将沉淀出的二硫腙用200,200,100ml三氯甲烷提取三次，合并三氯甲烷层为二硫腙溶液。

（11）二硫腙使用液：吸取1.0ml二硫腙溶液，加三氯甲烷至10ml，混匀。用1cm比色杯，以三氯甲烷调节零点，于波长510nm处测吸光度（A），用式（4-8）算出配制100ml二硫腙使用液（70%透光率）所需二硫腙溶液和毫升数（V）。
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（12） 铅标准溶液：精密称取0.1598g硝酸铅，加10ml硝酸（1+99），全部溶解后，移入100ml容量瓶中，加水稀释至刻度，此溶液每毫升相当于1mg铅。

（13） 铅标准使用液：吸取1.0ml铅标准溶液，置于100ml容量瓶中，加水稀释至刻度。此溶液每毫升相当于10.0μg铅。

3、仪器

所用玻璃器均用硝酸（1+9）浸泡24h以上，用自来水反复冲洗，最后用水冲洗干净。

（1）分光光度计

4、操作方法

（1）样品消化

①硝酸－高氯酸法－硫酸法

粮食、粉丝、粉条、豆类干制品、糕点、茶叶等及其他含水分少的固体食品：称取5.00～10.00g的粉碎样品，置于250～500ml定氮瓶中，先加水少许使湿润，加数粒玻璃珠，10～15ml硝酸＋高氯酸法（4+1）混合液，放置片刻，小火缓缓加热，待作用缓和，为冷。沿瓶壁加入5ml或10ml硫酸，再加热，至瓶中液体开始变成棕色时，不断沿瓶壁滴加硝酸－硫酸混合液至有机质分解完全。加大火力，至产生白烟，溶液应澄明无色或微带黄色，为冷。在操作过程中应注意防止爆炸。

加20ml水煮沸，除去残余的硝酸至产生白烟为止，如此处理两次，为冷。将冷后的溶液移入50ml或100ml容量瓶中，用水洗涤定氮瓶，洗涤并入容量瓶中，放冷，加水至刻度，混匀。定容后的溶液每10ml相当于样1g样品，相当加入硫酸量1mL.

同时做试剂空白试验。

蔬菜、水果：称取25.00g或50.00g洗净打成匀浆的样品，置于250-500mL定氮瓶中，加数粒玻璃珠、10-15mL硝酸+高氯酸（4+1）混合液，以下按水分少的固体食品自”放置片刻”起依法操作。

酱、酱油、醋、冷饮、豆腐、腐乳、酱腌菜等：称取10.00g或20.00g样品（或吸取10.00mL或20.0mL液体样品），置于250-500mL定氮瓶中，加数粒玻璃珠、5-15mL硝酸+高氯酸（4+1）混合液。以下按水分少的固体食品自”放置片刻”起依法操作。

含酒精性饮料或含二氧化碳饮料：吸取10.0mL或20.0mL样，置于250-500mL定氮瓶中，加数粒玻璃珠，先用小火加热除去乙醇或二氧化碳，再加5-10mL硝酸+高氯酸（4+1）混合液，混匀后，以下按水分少的固体食品自”放置片刻”起依法操作。

含糖量市制食品：称取5.00g或10.00g样品，置于250-500mL定氮瓶中，先加少许水使湿润，加数粒玻璃珠、5-10mL硝酸+高氯酸（4+1）混合液后，摇匀。缓缓加入5mL或10mL硫酸，待作用缓和停止起泡沫后，先用小火缓缓加热（糖易炭化），不断沿瓶壁补加硝酸-高氯酸（4+1）混合液，待泡沫全部消失后，再加大火力，至有机物分解完全，发生白烟，溶液应澄明无色或微带黄色，放冷。以下按水分少的固体食品自”加20mL水煮沸”起依法操作。

水产品：好可食部分样品捣成匀浆，称取5.00g或10.00g（海产藻类、贝类可适当减少取样量），置于250-500mL定氮瓶中，加数粒玻璃珠  、5-10mL硝酸+高氯酸（4+1）混合液后，混合后，以下按水分少的固体食品自”沿瓶壁加入5mL或10mL硫酸”起依法操作。

②灰化法

粮食及其他含水分少的食品：称取5g样品，置于坩埚中，加热至面料化，然后移入马弗炉中，500℃灰化3h，放冷，取出坩埚，加1mL硝酸，湿润灰分，用小火蒸干，在500℃灼烧1h，放冷，取出坩埚。加1mL硝酸（1+1），加热，使灰分溶解，移入50mL容量瓶中，用水洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，加水至刻度，混匀备用。

含水分多的食品或液体样品：称取5.0g或吸取5.0ml样品，置于蒸发皿中先先在水浴上蒸干，再按上述含水分少的食品自”加热至炭网上化”起依法操作。

(2)测定

吸取10.00mL消化后的定容溶液和同量的试剂空白液，分别置于125mL分液漏斗中，各加水至20mL。

吸取0.00，0.10，0.20，0.30，0.40，0.50mL铅标准使用液（相当0，1，2，3，4，5μg铅），分别置于125mL分液漏斗中，各加硝酸（1+99）溶液至20mL。

于样品消化液、试剂空白液和铅标准液中各加2mL柠檬酸铵溶液（200g/L）,1m/L盐酸羟胺溶液（200g/L）和2滴酚红指示液，用氨水（1+1）调至红色，再各加2mL氰化钾溶液（100g/L），混匀，名加5mL二硫腙使用液，剧烈振摇1min，静置分层后三氯甲烷层经脱脂棉滤入1cm比色杯中，以零管调节零点于波长510nm处测吸光度，绘制标准曲线比较。

(3)计算
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式中：X—样品中铅的含量，mg/kg或mg/L；

A1—测定用样品消化液中铅的含量，μg；

A2—试剂空白液中铅的含量，μg；

M1—样品质量（体积）,g(mL)；

V1—样品消化液的总体积，mL；

V2—测定用样品消化液体积，mL。   

如用单色法，可按4.（2）操作，但二硫腙-三氯甲烷层需用10g/L氰化钾溶液洗涤二次，每次10-20mL，以洗去过剩的二硫腙，然后进行比色测定。

5.说明

(1)二硫腙可与多种金属生成不同颜色的、易溶于三氯甲烷和四氯化碳的络合物。加入适当的掩蔽剂并严格控制反应溶液的pH值，即可测定检样中的铅的含量。

(2)pH值对测定结果有明显的影响，铅与二硫腙的络合条件是pH8.5-9.0，若pH值大于12时，Pb2+可成PbO22-,不被二硫腙络合，故要严格控制pH值在8.5-9范围内。

(3)三氯甲烷不得含有氧化物，二硫腙必须纯化，氰化钾、柠檬酸铵及盐酸羟胺按标准方法提纯，所用试剂要保证质量，使用的玻璃仪器应清洁，必要时用硝酸（1+9）浸泡。

(4)氰化钾是一种较强的配位体，可掩蔽Cu2+、Zn2+ 、Hg2+等多种金属离子的干扰。氰化钾易分解或聚合而变质，必要时依下法提纯：取10g氰化钾，溶于少于20mL的蒸馏水中，移入125mL分液漏斗中，每次用2-5mL二硫腙使用液提取，直至二硫腙层不变色，然后再以三氯甲烷洗除残留的二硫腙，最后中加蒸馏水稀释至100mL。此外，应注意氰化钾系剧毒，应妥善处理废弃物，勿沾手上。

(5)盐酸羟胺既可保护二硫腙不被高价金属、过氧化物、卤族元素等氧化，并可还原Fe3+为Fe2+ ,加入后可排除Fe3对实验的干扰；柠檬酸铵既有维持溶液胶体的作用，又可在广泛的pH值范围内结合Cu2+,Mg2+,Pb2+,Fe3+等阳离子，防止其在碱性溶液中形成氢氧化物沉淀。

(6)含蛋白质、脂肪较高的食品，宜采用灰化法处理样品，可避免大量试剂对实验的影响。

(7)参与比色的样品消化液（10mL）中含检样一般为0.5-1μg左右，原标准系列的最低标准管售铅为1.0μg，比色中样品管的消光率只要与最低标准管相同时，检样中的铅含量即超标，帮标准系列中增设0.3μg与0.5μg两去管，改用透光率为85％的二硫腙三氯甲烷溶液提取，效果较好。 

第5节 食品镉的测定
镉在工业上应用广泛，生产及使用镉及其化合物的工业有：采矿、冶炼、电镀、电器、合金、焊接、玻璃、陶瓷、油漆、颜料、照相材料、光电池、塑料、化肥、杀虫剂等的生产制造业。工业”三废”的排放，也不可避免存在镉对食品的污染问题。镉在一般环境是中含量相当低，但可通过食物链富集后达到相当高浓度。由于含镉工业废水排入水体，水生生物能水中浓集镉，其体内浓度可比水体含镉量高4500倍左右。甚至有报道，海产贝类的浓集系数可达105-2×106.据调查报道，非污染区贝壳类含镉量为0.05mg/kg，而在污染区的贝壳类含镉量增高，各种不同食物被镉污染的情况差异很大，如甜菜、洋葱、豆类和萝卜最易受污染，而大麦、西红柿稍差，谷类能蓄积较多的镉，尤其是稻米。日本某镉污染区稻米中镉含量为0.36-4.17mg/kg，我国污灌区曾受镉污染的地区有11个省市，25个地区，耕地面积达14万亩左右，所产稻米含镉量为1.23-5.43mg/kg。动物性食品的肾脏部分及海产食品中的赊贝壳类均为含镉较高的食品，此外，有些食品容器和包装材料，特别是金属容器，也可能与食品接触中造成镉污染。

镉是蓄积性的毒物，机体甚至摄入很微量的镉，也会对肾脏产生危害。镉对人体主要的危害是引起肾近曲小管上皮细胞的损害，临床上出现高钙尿、蛋白尿、糖尿、氨基酸尿，最后导致负钙平衡，引起骨质疏松症。自1968年日本将”骨痛病”列为镉危害而引起的公害病之后，镉的安全摄入量的问题引起世界各国的关注。食物是人体摄入镉的主要来源，监测各类食品中的镉含量是控制人体镉摄入量的重要预防措施。

一、食品中镉的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表4-13各类食品中镉的允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以Cd计）mg/kg
	标准号
	品种
	指标（以Cd计）mg/kg

	GB 15201-94

GB 15201-94

GB 15201-94

GB 15201-94

GB 15201-94
	粮食

大米≤

面粉、薯类≤

杂粮（玉米、≤

高梁、小米）

蔬菜≤

肉、鱼≤

蛋≤

水果≤
	0.2

0.1

0.05

0.05

0.1

0.05

0.03
	GB 4804-84

GB 11333-89

GB13121-91

GB 9684-88
	搪瓷食具容器 （4％乙酸浸泡液）≤
铝制食具容器（4％乙酸浸泡液）≤
陶瓷食具容器（4％乙酸浸泡液）≤
不锈钢食具容器4％乙酸浸泡液）≤
	0.5mg/L

0.02mg/L

0.5mg/L

0.02mg/L


(二)国外食品中镉的允许量及世界卫生组织规定的每人每日允许摄入量ADI值

1988年FAO/WHO专家委员会提出了镉的暂定可耐受每周摄入量（PTWI）为0.007mg/kg体重。以平均体重60公斤折算，每人每日镉的允许摄入量为60μg。

表4-14 国外有关食品中镉允许量标准

	品种
	食品法典委员会（CAC）
	德国
	前苏联
	法国
	奥地利
	捷克
	日本

	糙米

精米

粮食

蔬菜

肉

水果

葡萄酒

鱼

奶品

饮料

各种食品

食盐
	0.5
	0.1（1974）

0.008（1974

0.05（1974）

0.1（1974）


	0.022（1982

0.03（1982）

0.05（1982

0.03（1982）

0.1（1982）

0.1（1982）

0.002（1982
	0.5
	0.1
	0.02


	0.4（厚生省原订

1.0（1970年）

0.3（原订）

0.9（1970年）


二、标准方法（GB/T5009.15-1996）

（一）火焰原子吸收光谱法—碘化钾-4-甲基戊酮-2法

1．原理

样品经处理后，在酸性溶液中镉离子与碘离子形成络合物，并经-4-甲基戊酮-2萃取分离，导入原子吸收仪中，原子化以后，吸收228.8nm共振线，其吸收量与镉量成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂

 要求使用去离子水，优级纯或高级纯试剂。

(1)磷酸（1+10）。

(2)盐酸（1+11）：量取10mL盐酸，小心倒入110mL水中，混匀冷却。

(3)盐酸（5+7）：量取50mL盐酸，小心倒入70mL水中，混匀冷却。

(4)硝酸+高氯酸混合酸（3+1）。

(5)硫酸（1+1）。

(6)碘化钾溶液（250g/L）.

(7)4-甲基戊酮-2(MIBK,又名甲基异丁酮)。

(8)镉标准溶液：精密称取1.0g金属镉（99.99％），溶于20mL盐酸（5+7）中，加入2滴硝酸后，移入1000mL容量瓶中，以水稀释至刻度，混匀。贮于聚乙烯瓶中。此溶液每毫升相当于1mg镉。

(9)镉标准使用液：吸取10mL镉标准溶液，置于100mL容量瓶中，以盐酸（1+11）稀释至刻度，混匀。如此多次稀释至每毫升相当于0.2μg镉。

3.仪器

原子吸收分光光度计。

4.操作方法

(1)样品处理

①谷类：去除其中杂物及尘土，必要时除去外壳，碾碎，过30目筛，混匀。称取5.0-10g置于50mL瓷坩埚中，小火炭化，然后移入马弗炉中，500℃以下灰化约16h后，取出坩埚，放冷后再加少量混合酸，小火加热，不使干涸，必要时再加少许混合酸，如此反复处理，直至残渣中无炭粒，待坩埚稍冷，加10mL盐酸（1+11），溶解残渣并移入50mL容量瓶中，再用盐酸（1+11）反复洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，并稀释至刻度，混匀备用。

取与处理样品相同量的混合酸和盐酸（1+11）按同一操作方法做试剂空白试验。

②蔬菜、瓜果及豆类：取可食部分，洗净晾干，充分切碎混匀。称取10-20g，置于瓷坩埚中，加1mL磷酸（1+10），小火炭化，以下按谷类样品处理4.（1）①自”然后移入马弗炉中”起，依法操作。

③禽、蛋、水产及乳制品：取可食部分充分混匀。称取5-10g置于坩埚中，小火炭化，以下按4.（1）①自”然后移入马弗炉中”起，依法操作。

乳类经混匀后，量取50mL，置于瓷坩埚中，加1mL磷酸（1+10），在水浴上蒸干，再小火炭化，以下按4.（1）①自”然后移入马弗炉中”起，依法操作。

(2)萃取分离

吸取25mL上述制备的样液及试剂空白液，分别置于125mL分液漏斗中，加10mL硫酸（1+1），再加10mL水，混匀。

吸取0.0，0.25，0.50，1.50，2.50，3.50，5.00mL镉标准使用液（相当0，0.05，0.1，0.3，0.5，0.7，1.0μg镉）分别置于125mL分液漏斗中，各加盐酸（1+11）至25mL，再加10mL硫酸（1+1）及10mL水，混匀。

于样品溶液、试剂空白液及镉标准溶液中各加10mL 250g/L碘化外钾溶液，混匀，静置5min，再各加10mL -4-甲基戊酮-2振摇2min，静置分层约0.5h，弃去下层水相，以少许脱脂棉塞入分液漏斗下颈部，将-4-甲基戊酮-2层经脱脂脂棉滤至10mL具塞试管中，备用。

(3)测定

将有机相导入火焰进行测定，测定条件：灯电流6~7mA,波长228.8nm,狭缝0.15~0.2nm,空气流量5L/min，乙炔流量0.4L/min，灯头高度 1mm，氘灯背景校正（也可根据仪器型号，调至最佳条件）以镉含量对应浓度吸光度，绘制标准曲线比较。

(4)计算 
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式中：
[image: image41.wmf]1

X

----样品中镉的含量，mg/kg或mg/L;

      
[image: image42.wmf]1

A

----测定用样品液中镉的含量，μg/mL;

      
[image: image43.wmf]2

A

----试剂空白液中镉的含量，μg/mL;

      
[image: image44.wmf]1

m

----样品质量（体积），g(mL);

      
[image: image45.wmf]1

V

----样品处理液的总体积，ml;

      
[image: image46.wmf]2

V

----提取用样品处理液的体积，mL;

      
[image: image47.wmf]3

V

----样品提取液总体积，mL。

  注：原子吸收测定结果是以浓度单位如
[image: image48.wmf]1

A

和
[image: image49.wmf]2

A

表示，本计算公式已改动，与国标版不同。

5、说明

（1）由于仪器型号不同，应针对所用仪器选择最佳测试条件。

（2）溶剂提取法，由于有机溶剂有较小粘度和表面张力，在火焰原子化是，可使样品雾化效率提高，雾粒微小，因而具有一定的提高灵敏度的作用。本法灵敏度为0.02mg/kg,标准偏差0.03，相对标准偏差2.8%，回收率95％左右。

（3）经萃取得到的样液，导入原子吸收分光光度计测定，大多数常见金属离子不干扰测定，例如在含0.3μg镉的样液中，加入1mg
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等金属离子，都不干扰镉的检出。同样在50ml样液总体积中，加入3g氯化钠，经萃取后，也不影响镉的测定。

（4）所用试剂应尽量选用低的空白值，如优级纯试剂、实验用的瓷坩埚等用前最好以10％硝酸洗一次。

（二）火焰原子吸收光谱法-----二硫腙一乙酸丁酯法

1.原理

样品经处理后，在Ph6左右的溶液中，镉离子与二硫形成络合物，并经乙酸酯萃取分离，导入原子吸收仪中，原子化以后，吸收228.8nm共振线，其吸收量与镉量成正比，与标准系列比定量。

2．试剂

要求使用去离子水，优级纯或高级纯试剂。

（1）混合酸：同碘化钾-4-甲基戊酮-2法。

（2）柠檬酸钠缓冲液（2mol/L）：称取226.3g柠檬酸钠及48.46g柠檬酸，加水溶解，必要时，加温助溶，冷却后加水稀释至500ml。临用前用1g/l 二硫腙-乙酸丁酯溶液处理以降低空白值。

（3）lg/l二硫腙-乙酸丁酯溶液：称取0.1g二硫腙，加10ml三氯甲烷溶解后，再加乙酸丁酯稀释到100ml，临用时配制。

（4）氨水。

（5）镉标准使用溶液：同（一）2.（8）、（9）。

3.仪器

原子吸收分光光度计。

4.操作方法

（1）样品处理

谷类：去除其中杂物及尘土，必要时，除去外壳。

蔬菜、瓜果类：取可食部分洗净晾干，切碎充分混匀。

肉类食品：取可食部分，切碎充分混匀。

称取5.00g上述样品，置于250ml高型烧杯中，加15ml混合酸，盖上表面皿，放置过夜，再于电热板或砂浴上加热消化，消化过程中，注意勿使干涸，必要时再加少量硝酸，直至溶液澄明无色或微带黄色。冷后加25ml水煮沸，除去残余的硝酸至产生大量白烟为止，如此处理两次，放冷。以25ml水分次将烧杯内容物移入125ml分液漏斗中。

取与处理样品相同量的混合酸，硝酸按同一操作方法做试剂空白试验。

(2)萃取分离

吸取0，1.50，2.50，3.50，5.0ml镉标准使用液（相当0，0.3，0.5，0.7，1.0μg镉），分别置于125ml分液漏斗中，各加盐酸（1+11）至25ml。

于样品处理溶液、试剂空白液及镉标准溶液各分液漏斗中各加5ml 2mol/L柠檬酸钠缓冲液，以氨水调节pH至5~6.4，然后各加水至50ml，混匀。再各加5.0ml 1g/L二硫腙-乙酸丁酯溶液，振摇2min，静置分层，弃去下层水相，将有机层放入具塞试管中，备用。

（3）测定

同（一）4.（3）。

（4）计算
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   式中：
[image: image52.wmf]2

X

----样品中镉的含量，mg/kg;

          
[image: image53.wmf]3

A

----测定用样品中镉的含量，μg/ml;

          
[image: image54.wmf]4

A

----试剂空白液中镉的含量，μg/mL;

          
[image: image55.wmf]4

V

----提取液总体积，ml:

          
[image: image56.wmf]2

m

----样品质量，g。

5、说明

（1）本法采用湿式消解，在pH5左右的介质中，镉和二硫腙生成疏水性的螯合物，然后用乙酸丁酯萃取，导入火焰进行AAS测定。

（2）本法在取样5g 时，最低检出浓度为0.06mg/kg,标准偏差0.029，相对标准偏差7.5％。

（3）试样加入混合酸，放置过夜后，易于消解，消解过程中，不能使内容物干涸，否则难以达到样液澄明，并且回收率也差。

（三）石墨炉原子吸收光谱法

1.原理

样品经灰化或酸消解后，注入原子吸收分光光度计石墨炉中，电热原子化后吸收228.8nm共振线在一定浓度范围，其吸光度与镉含量成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂

要求使用去离子水（电阻率在8×
[image: image57.wmf]5

10

Ω以上）和优级纯试剂。

（1）硝酸、硫酸和高氯酸。

（2）30％过氧化氢。

（3）混合酸：硝酸4份，高氯酸1份。

（4）0.5mol/L硝酸：取31.5ml硝酸，加入500ml水中并用水稀释至1000ml。

（5）镉标准储备液：精密称取1.0000g金属镉（99.99％），溶于20ml 5mol/L盐酸中，加2滴硝酸，移入1000ml容量瓶中，以水稀至刻度，混匀，贮于聚乙烯瓶中。此溶液每毫升相当于1.000mg镉。

（6）镉标准使用液：吸取10.0ml镉标准储备液于100ml容量瓶中，以0.5mol/L硝酸稀释至刻度，混匀。如此多次稀释至每毫升相当于0.100μg。

3.仪器

（1）原子吸收分光光度计，附石墨炉及镉空心阴极灯。

（2）压力消解罐。

（3）干燥恒温箱。

4.操作方法

 (1)样品处理

①地采样和制备过程中，应注意污染问题。

②粮食、豆类样品去壳，去杂物，粉碎后过20目筛，储于聚乙烯瓶中。

③新鲜样品，洗净取可食部分捣碎。

（2）样品消解（根据实验条件任选一项）

①干法灰化：称样品1.00~5.00g(根据含镉量及水分而定)于坩埚内，先小火炭化至无烟，移入马弗炉500℃ 6~8h，若个别灰化不完全，则加1ml混合酸地小火上加热，重复至灰化呈白色或灰白色，用0.5mol/L硝酸溶解并少量多次地过滤至10~25ml容量瓶中定容至刻度，摇匀备用，同时做空白试验。

②压力消解：称取样品0.5~2.00g样品（粮食、豆类干样不得超过1g，蔬菜、水果 、动物性样品控制地2g以内，水分大的样品称样后先蒸水分至近干）于聚四氟乙烯罐内，加硝酸2~4ml，放置过夜，再加过氧化氢2~3ml（内容物不能超过罐容积的1/3）盖上内盖，然后旋紧不锈钢外套，放入恒温箱，120~140℃ 2~3h，在箱内自然冷却至室温，将消解液滤入10.0~25.0ml容量瓶中，用水少量多次洗罐，一并滤入容量瓶，定容至刻度，混匀，同时做试剂空白试验。

③湿法消解：称样品于烧瓶中，放数粒玻璃珠，加10ml混合酸，加盖过夜，并加一小漏斗，加热（电炉或煤气）消解直到冒烟至透明，放冷过滤于10.0~50.0ml容量瓶，用水分次洗烧瓶，过滤，合并滤液，定容至刻度，摇匀，同时做空白试验。

（3）测定

①仪器条件：将原子吸收分光光度计调至最佳状态。

参考条件：波长228.8nm，狭缝0.7nm，灯电流8mA;干燥120℃，20s;灰化350℃，20s; 原子化2100℃，3s，背景校正。

②标准曲线绘制：吸取镉标准使用液0，1.0，3.0，5.0，7.0，10.0ml于100ml容量瓶中，加0.5mol/L硝酸稀释至刻度，相当于0，0.001，0.003，0.005，0.007，0.010μg/mL,各吸取10或20μL注入石墨炉，测得其吸光度，求得与浓度关系的线性回归方程。

③样品测定：将样液和空白液分别吸取10或20μL注入石墨炉，必要时可注入与样液等量的20％磷酸铵基体改进剂，测得的吸光度，根据回归方程计算含量。

（4）计算
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式中：X----样品中镉含量，μg/kg 或μg/L;


[image: image59.wmf]1

A

----测定样液中镉含量，ng/mL;


[image: image60.wmf]2

A

----空白液中镉含量，ng/mL;

V----样品定容体积，ml;
    m----样品质量或体积，g或mL。

注：石墨炉原子吸收测定结果以浓度单位如
[image: image61.wmf]1

A

和
[image: image62.wmf]2

A

表示，样品溶液与标准溶液进样量相同时，样品溶液浓度与进样体积无关。本计算公式已改动，与国标版不同。

5、说明

（1）高压消解-石墨炉原子吸收法测定食品中镉，经五个实验室验证，方法简便、快速，谷类及其制品的回收率为95.2％，蔬菜及其制品的回收率为104.54％，鲜蛋类回收率111.0％，鲜肉类回收率为94.9％，水产品及其制品的回收率为109.5％，乳及其制品的回收率为107.4％。五个实验室的方法相对标准偏差为9.1％~10%。经标准参考物质核对，测得结果与保证值无显著性差异。

（2）高压消解样品具有用酸量少、防污染及损失的优点。操作时应按规定使用，注意样品取样量不可超过规定，严格控制加热温度，不可使用高氯酸，避免使其与硝酸形成爆炸性化合物。

（3）石墨炉原子吸收光度法测定食品中的微量元素具有高灵敏度的特点，但原子吸收光谱的背景干扰是个复杂问题，除使用仪器本身的特殊装置，例如连续光源背景校正器、氘灯扣背景及塞曼效应背景校正技术外，选用合适的基体改进剂十分重要。对复杂的样品应注意使用标准参考物质核对结果，避免产生背景干扰。

  （四）镉试剂比色法

1.原理

样品经消化后，在碱性溶液中镉离子与6-溴苯并噻唑偶氮萘酚形成红色络合物，溶于三氯甲烷，与标准系列比较定量。

2.试剂

（1）.400g/L酒石酸钾钠溶液。

（2）200g/L氢氧化钠溶液。

（3）250g/L柠檬酸钠溶液。

（4）混合酸：硝酸与高氯酸（3+1）混合。

（5）三氯甲烷。

（6）镉标准溶液：同二、（一）2.（8）.

（7）镉标准使用液：同二、（一）2.（9）。但稀释至每毫升相当于1μg镉。

（8）镉试剂：称取38.4mg 6-溴苯并噻唑偶氮萘酚，溶于50ml二甲基甲酰胺，贮于棕色瓶中。

3.仪器

分光光度计。

4.操作方法

（1）样品消化

称取5.00~10.00样品，置于150ml锥形瓶中，加入15~20ml混合酸，如在室温放置过夜，则次日易于消化；小心加热，待泡沫消失后，可慢慢加大火力，必要时再加少量硝酸，直至溶液澄清无色或微带黄色，冷却至室温。

（2）测定

将消化好的样液及试剂空白液用20ml水分次洗入125ml分液漏斗中，用200g氢氧化钠溶液调节至pH7左右。

吸收0.0，0.5，1.0，3.0，5.0，7.，10.0ml镉标准使用液（相当0.0，0.5，1，3，5，7，10μg镉，分别置于125ml分液漏斗中，再各加水至20ml。用200g/L氢氧化钠溶液调节至pH7左右。

于样品消化液、试剂空白液及镉标准液中各依次加入3ml 250g/L柠檬酸钠溶液、4ml（400g/L）酒石酸钾钠溶液及1ml 200g/L氢氧化钠溶液，混匀。再各加5.0ml三氯甲烷及0.2ml镉试剂，立即振摇2min，静置分层后，将三氯甲烷层经脱脂棉滤于1cm比色杯中，以零管调节零点，于波长585nm处测吸光度，绘制标准曲线比较。

（3）计算

同（二）4.（4）。

5、说明

（1）镉试剂的化学名称是1-（6-溴-2苯并噻唑偶氮）-2-写Br-BT系由6-溴-2-氨基苯并噻唑重氮化后与2-萘酚联胺合成。

（2）镉与镉试剂在碱性介质中形成络合物，该络合物溶于三氯甲烷等有机溶剂，呈紫红色，在585nm波长处有最大吸收，在10μg范围之内符合比尔定律。本法最低检出量为0.5μg镉，标准偏差0.1987，回收率94.2％。

（3）酒石酸钾钠和柠檬酸钠主要除去钙和镁等金属离子引起的干扰，防止在碱性情况下生成沉淀。上述两试剂用量较大，因此纯度要求高些，使用前先做试剂空白试验。

（4）锌与镉试剂也能络合，生成稳定的络合物，使结果显著偏高，干扰测定。这时应加入足够的氢氧化钠溶液，使锌离子生成
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分别小于50μg时，不影响测定。铜离子量大时，用偶氮砜隐蔽，加入量不宜超过0.1mL（0.5％浓度）。汞离子可用硫代酸钠隐蔽，加入量不可太大，一般小于0.2g,以免生成
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第六节 食品中汞含量的测定
汞以各种化学形态排入环境，污染空气、水质和土壤，导致对食品的污染。被污染的鱼贝类是人类食物中汞的主要来源，通过食物链的富集，使鱼能蓄积在水体中的汞达数十万倍以上。鱼体中的汞主要以甲基汞的形式存在，其所占比例为鱼体总汞含量的80％~100%。

汞的毒性与汞的化学存在形式、汞化合物的吸收有很大的关系。无机汞不容易吸收。微旱的汞在人体不致引危害，可经尿、粪和汗液等途径排出体外，如摄入量超过一定量，尤其甲基汞是属于蓄各性毒物，在体内蓄积到一定量时，将损害人体健康。根据日本熊本和新泻水俣病患者所摄入有毒鱼贝的汞浓度和估计摄取量，推算出体内100mg的蓄积量为中毒剂量。甲基汞还可通过胎盘进入胎儿体内，危害下一代。

食品一旦被汞污染，难以彻底除净，无论使用碾磨加工或用不同的烹调方法，如烘、炒、蒸或煮等都无济于事。试验表明，用冷冻、盐腌、蒸煮、油炸、干燥等方法均无法将鱼体的甲基汞去掉。据调查，吃含汞5~6mg/kg的粮食，半个月后，即可发生中毒，即使吃0.2~0.3mg/kg的含汞粮，半年左右也可发生中毒，可见控制食品中的含汞量十分重要。

一、食品中汞的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表 4-15 各类食品中汞允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以Hg计mg/kg）
	标准号
	品种
	指标（以Hg计mg/kg）

	GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2726-94

GB2707-94

GB2708-94

GB2708-94

GB2710-1996

GB2722-81

GB2723-81

GB2724-81

GB2746-85

GB2747-85

GB2749-1996

GB2749-1996
	粮食（成品粮）≤
薯类（土豆、白≤薯）、蔬菜、水果

牛乳≤

乳制品≤

肉、蛋（去壳）≤

蛋制品≤

鱼≤

≤

其他产品

冻猪肉≤

冻牛肉≤

冻羊肉≤

冻鸡肉≤

鲜猪肉≤

鲜牛肉、鲜羊≤

肉、鲜兔肉

鲜鸡肉≤

酸牛乳≤

全脂无糖炼乳≤

（淡炼乳）

巴氏消毒冰鸡≤

全蛋

冰鸡蛋黄 ≤
	0.02

0.01

0.01

按牛乳折算

0.05

按蛋折算

0.3

其中甲基汞

0.2

参照鱼的标准

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.01

0.01

0.03

0.03
	GB2749-1996

GB5414-85

GB5417-85

GB5420-85

GB7096-1996

GB7096-1996

GB7098-1996

GB9980-88

GB2710-1996

GB11674-89

GB11675-89

GB13100-91

GB2733-94

GB2749-1996

GB2749-1996

GB2733-94

GB2733-94

GB2741-94
	冰鸡蛋白≤

稀奶油≤

   ≤

全脂加糖炼乳（甜炼乳）≤

硬质干酷≤

≤

干食用菌（以干重计）≤

鲜食用菌≤

蘑菇罐头≤

辐照苹果≤

鲜（冻）禽肉≤

脱盐乳清粉≤

银耳≤

肉类罐头食品≤

鲐鱼≤

鸡蛋黄粉≤

鸡蛋白片≤

巴氏杀菌鸡≤

全蛋粉≤

鲳鱼≤

鲚鱼≤

海白虾≤
	0.03

按鲜乳折算

0.01

按鲜乳折算

0.01

按鲜乳折算

0.01

0.2

0.1

0.1

0.01

0.05

0.02

0.6

0.1

0.3

0.03

0.03

0.03

0.3

0.3

按GB2763-94





注：世界卫生组织（WHO）将汞列首位重要考虑的环境污染物。由于70年代在我国某些地区因汞污染引起了慢性中毒，全国食品污染卫生标准研制协作组于1975年开始研制食品汞允许量标准，及时控制合了汞的摄入量，使已经出现水俣病苗头的地区及时治理，将汞的摄入量降至安全水平。1979年再次组织全国性调查，在全国15个省市进行了验证，表明标准是适合我国国情的。1992年再次修订。1992年调查结果与1979年调查结果相比，检品合格率有较显著的上升，再次证实现行各类食品中汞卫生标准的可行性。

（二）国外食品中汞的允许限量

世界卫生组织1972年建议，成人每周暂定容许摄入量不得超过0.3mg(相当于5μg/kg体重)，其中甲基汞摄入量不得超过每人每周0.2mg（相当于3.3μg/kg体重）。

日本规定了水产品中总汞为0.4mg/kg,甲基汞为0.3mg/kg（此规定不适用于河川淡水鱼）；美国、加拿大规定鱼为0.5mg/kg；瑞典规定水产品中汞小于1mg/kg，并限每周吃一次；前苏联提出各种食品不得含有甲基汞的规定；澳大利亚规定蔬菜、水果中汞为0.1mg/μg；新西兰规定蔬菜、水果中汞为0.05mg/kg;荷兰规定蔬菜水果中汞为0.03mg/kg；联邦德国规定蔬菜水果中不得含有汞。

二、标准方法（GB/T5009.17-1996）

(一)冷原子吸收光谱法

 本标准规定了食品中总汞的分析方法，适用于各类食品中总汞的测定。

1.原理

样品经地硝酸-硫酸、硝酸-硫酸-五氧化二钒或硝酸-过氧化氢高压消解，使样品的汞转为离子状态，在强酸性中以氯化亚锡为还原剂，将离子状态的汞定量地还原成汞原子。在常温下易蒸发为汞原子蒸气，以氮气或干燥清洁空气为载气，将汞吹出。而汞原子对波长253.7nm的共振线具有强烈吸收作用，在一定浓度范围其吸收大小与汞原子浓度的关系符合比尔定律，与标准系列比较定量。

2.试剂

除特别注明外，本标准所用试剂均为分析纯试剂，水均为去离子水。

（1）硝酸（优级纯）。

（2）硫酸（优级纯）。

（3）30％过氧化氢。

（4）300g/L氯化亚锡溶液：称取30g氧化亚锡（
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）,加少量水，再加2mL硫酸使溶解后，加水稀释至100mL,放置冰箱保存。

（5）变色硅胶：干燥用。

（6）硫酸+硝酸+水混合酸液（1+1+8）：量取10mL硫酸，再加入10mL硝酸，慢慢倒入80mL水中，混匀后冷却。

（7）五氧化二钒。

（8）50g/L高锰酸钾溶液：配好后煮沸10min,静置过夜，过滤，贮于棕色瓶中。

（9）200g/L盐酸羟胺溶液。

（10）汞标准溶液：精密称取0.1354g于干燥器干燥过的二氯化汞，加混合酸（1+1+8）溶解后移入100mL容量瓶中，并稀释至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于1mg汞。

（11）汞标准使用液：吸取1.0mL汞标准溶液，置于100mL容量瓶中，加混合酸（1+1+8）稀释至刻度，此溶液每毫升相当于10μg汞。再吸取此液1.0mL，置于100mL容量瓶中，加混合酸（1+1+8）稀释至刻度，此溶液每毫升相当于0.1μg汞，临用时现配。

3.仪器

（1）消化装置。

（2）压力消解器（或压力消解罐或压力溶弹）100mL容量。

（3）测汞仪。

（4）汞蒸气发生器（见图4-3）或25mL布氏吸收管代替。

4.操作方法

（1）样品消化

①回流消化法

a.粮食或水分少的仪食品：称取10.00g样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒，加45mL硝酸、10mL硫酸，转动锥形瓶，防止局部炭化。装上冷凝管后，小火加热，待开始发泡即停止加热，发泡停止后，加热回流2h。如加热过程中溶液变棕色，再加5mL硝酸，继续回流2h，放冷后从冷凝管上端小心加20mL水，继续加热回流10min，放冷，用适量水冲洗冷凝管，洗液并入消化液中，将消化液经玻璃棉过滤于100mL容量瓶内，用少量水洗锥形瓶、滤器，洗液并入容量瓶内，加水至刻度，混匀。取与消化样品相同的硝酸、硫酸、按同一方法做试剂空白试验，待测。

b.植物油及动物油脂：称取5.0g样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒，加入7mL硫酸，小心混匀至溶液颜色变为棕色，然后加40mL硝酸，装上冷凝管后，以下按4.（1）①a.自”小火中热”起依法操作。

c.薯类、豆制品：称取20.00g捣碎混匀的样品（薯类须预先洗净晾干），置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及30mL硝酸、5mL硫酸，转动锥形瓶，防止局部炭化。装上冷凝管后，以下按4.（1）①a.自”小火加热”起依法操作。

d.肉、蛋类：称取10.00g捣碎混匀的样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及30mL硝酸、5mL硫酸，转动锥形瓶，防止局部炭化。装上冷凝管后，以下按4.（1）①a.自”小火加热”起依法操作。

e.牛乳及乳制品：称取20.00g牛乳或酸牛乳，或相当于20.00g牛乳的制品（2.4g全脂乳粉，8g甜炼乳，5g淡炼乳），置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及30mL硝酸、牛乳或酸牛乳加10mL硫酸，乳制品加5mL硫酸，转动锥形瓶防止局部炭化。装上冷凝管后，以下按4.（1）①a.自”小火加热”起依法操作。

②五氧化二钒消化法

本法适用于水产品、蔬菜、水果中总汞的测定。

取可食部分，洗净，晾干，切碎，混匀。取2.50g水产品或10.00g蔬菜、水果，置于50~100mL锥形瓶中，加50mg五氧化二钒粉末，再加8mL硝酸，振摇，放置4h，加5mL硫酸，混匀，然后移至140℃砂浴上加热，开始作用较猛烈，以后渐渐缓慢，待瓶口基本上无棕色气体逸出时，用少量水冲洗瓶口，再加热5min，放冷，加5mL 50g/L高猛酸钾溶液，放置4h（或过夜）滴加200g/L盐酸羟胺溶液使紫色褪去，振摇，放置数分钟，移入容量瓶中，并稀释至刻度。蔬菜、水果为25mL，水产品为100mL。待测。

取与消化样品相同量的五氧化二钒、硝酸、硫酸，按同一方法进行试剂空白试验。

③高压消解法

本方法适用于粮食、豆类、蔬菜、水果、瘦肉类、鱼类、蛋类及乳与乳制品类食品中总汞的测定。

a.粮食及豆类等干样：称取1.00g经粉碎混合均匀过40目筛孔的样品，置于聚四氟乙烯塑料内罐内，加5mL硝酸放置过夜，再加3mL过氧化氢，盖上内盖放入不锈钢外套中，将不锈钢外盖和外套旋紧密封，然后将消解器放入普通干燥箱（烘箱）隔板上，关好箱门，通电加热，温升至120℃后保持恒温2~3h，至消解完成，关断电源，自然冷至室温，开启消解罐，将消解液用玻璃棉过滤至25mL容量瓶中，用少量去离子水淋洗内罐，经玻璃棉滤入容量瓶中，定容至25mL，摇匀。同时做试剂空白试验，待测。

b.蔬菜、瘦肉、鱼类及蛋类水分含量高的鲜样：将鲜样用捣碎机打成匀浆，称取匀浆3.00g，置于聚四氟乙烯塑料罐内，加盖留缝，于65℃烘箱中鼓风干燥或一般烘箱至近干，取出，加5mL硝酸放置过夜，以下按4.（1）③a.自”再加3mL过氧化氢”起依法操作。

(2)测定

①吸取10.0mL样品消化液，置于汞蒸气发生器内，连接抽气装置，沿壁迅速加入1mL300g/L氯化亚锡溶液，立即通入流速为1.5L/min的氮气或经活性炭处理的空气，使汞蒸气经过硅胶干燥管进入测汞仪中，读取测汞仪上最大读数，同时做试剂空白试验。

②标准曲线的绘制：吸取0.00，0.10，0.20，0.30，0.40，0.50mL汞标准使用液（相当于0，0.01，0.02，0.03，0.04，0.05μg汞），置于试管中，各加3.4moL/L混合酸至10mL，以下按4.（2）①自”置于汞蒸气发生器内”起依法操作，绘制标准曲线。

③计算
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式中：
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X

----样品中汞的含量，mg/kg或mg/L；


[image: image70.wmf]1

A

----测定用样品消化液中汞的质量，μg;
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A

----试剂空白液中汞的质量，μg;


[image: image72.wmf]1

m

----样品质量或体积，g或mL;


[image: image73.wmf]1

V

----样品消化液总体积，mL；


[image: image74.wmf]2

V

----测定用样品消化液体积，mL。

④五氧化二钒消化法标准曲线的绘制

吸取0.0，1.0，2.0，3.0，4.0，5.0mL汞标准使用液（相当0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5μg汞），置于6个50mL容量瓶中，各加1mL硫酸（1+1）、1mL 50g/L高猛酸钾溶液，加20mL水，混匀，滴加（200g/L）盐酸羟胺溶液使紫色褪去，加水至刻度混匀，分别吸取10.0mL（相当0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.10μg汞），以下按4.（2）①自”置于汞蒸气发生器内”起依法操作。绘制标准曲线。

⑤计算

同4.（2）③。

5.说明

(1)本方法在不同实验室分别应用
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型、590型测汞仪及WFX-1
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F

冷原子吸收方式进行验证，最低检出浓度为0.11~0.30ng/mL，标准曲线相关系数范围为0.9994~0.9999；在各类食品中的回收率为90.1％~102.2%，油样回收偏低；相对标准偏差为9.5％~12.2%；用标准参考样品NBS1570核对结果的准确性，在五个实验室进行准确度试验均获得好的结果。

(2)高压消解法消化样品具有快速、简便、防污染的特点。但使用高压消解器时必须按使用说明操作，应注意控温、消解器内罐容量和取样量等方面。为了防止在消解反应中产生过高的压力，将样品先冷消化放置过夜是必须的。

(3)玻璃时汞有吸附作用，因此测汞所用一切器皿需用硝酸溶液（1+3）浸泡，洗净后备用。为了避免在配制稀汞标准溶液时玻璃对汞的吸附，最好先在容量瓶中加进部分底液，再加入汞贮备液。

(4)实验前先做试剂空白实验，检查所用试剂、实验用水及器皿是否符合要求，如空白值过高，实验用水、试剂须提高纯度，仪器再次清洗，必要时用稀硝酸煮沸热洗。

(5)为保证汞储备液稳定性，通常在溶液中加少量重铬酸钾。配制方法：取0.5g重铬酸钾，用水溶解，加50mL优级纯硝酸，加不至1L。用此保存液来配制汞标准贮备溶液（1mL含10μg汞）可保存2年不变，若配制汞标准应用液（1mL含0.1μg汞），置冰箱中保存10d不变。

(6)在消过程中，由于残存在消化液中的氮氧化物对测定有严重干扰，使结果偏高。尤其硝酸-硫酸回流法，硝酸用量大，消化后需加水继续加热回流10min，使剩余二氧化氮排出，消解液乘热进行吹气驱赶液面上的氮氧上化物，冷却后滤去样品中蜡质等不易消化物质，避免干扰。

(7)测汞仪中的光道管、气路管道均要保持干燥、光亮、平滑、无水气凝集，否则应分段拆下，用无汞水煮，再烘干备用。

(8)从汞蒸气发生瓶至测汞仪的连接管道不宜过长，宜用不吸附汞的氯乙烯塑料管。测定时应注意水气的干扰，从汞蒸气发生器产生的汞原子蒸汽，通常带有水气，进仪器前如水经干燥，会被带进光道管，产生汞吸附，降低检测灵敏度。因此通常汞原子蒸气必须先经干燥管吸水后再进入仪器检测。常用的干燥剂以变色硅胶较好，当干燥管硅胶吸水变色后，提示需更换干燥剂，以保证仪器光道管的干燥。

(9)含油脂较多的食品，消化时易发泡外溅，可在消化前在样品中先加入少量硫酸，变成棕色（轻微碳化），然后加硝酸可减轻发泡外溅现象，但避免严重炭化。

(10)用五氧化二钒法消解可直接 在50~100mL锥形瓶中进行，不需要回流装置，适宜大批样品的消解，如在锥形瓶口加一个长颈漏斗效果更好（回流作用），但注意不能加热时间过长，更不能烧干，如能按照上述条件控制，用五氧化二钒消解与回流法消解，经统计t检验，二者无显著差别。

（二）原子荧光光谱法（1994年全国食品卫生标准分委会第九次会议通过）

1.原理

样品经酸加热消解后，在酸性介质中，样品中汞被硼氢化钾（KBH4）或硼氢化钠（NaB H4）还原成原子态汞，由载气（氩气）带入原子化器中，在特制汞空心阴极灯照射下，基态汞原子被激发至高能态，在去活化回到基态时，发射出特征波长的荧光，其荧光强度与汞含量成正比。与标准系列比较定量。

2.试剂

除特殊规定外，本方法所用试剂均为分析纯，试验用水为去离子水或同等纯度的水。

(1)硝酸（优级纯）。

(2)30％过氧化氢。

(3)硫酸（优级纯）。

(4)硫酸+硝酸+水混合酸（1+1+8）：量取10mL硫酸和10m硝酸，缓缓倒入80mL水中，混匀。

(5)硝酸溶液（1+9）：量取50mL硝酸，缓缓倒入450mL水中，混匀。

(6)氢氧化钾溶液（5g/L）：称取5.0g氢氧化钾，溶于水中，并稀释至1000mL，混匀。

(7)硼氢化钾溶液（5g/L）：称取5.0g硼氢化钾，溶于5.0g/L的氢氧化钾溶液中，并稀释至1000mL，临用现配。

(8)汞标准储备溶液：精密称取0.1354g于干燥器中干燥过的二氯化汞，加硫酸+硝酸+水混合酸（1+1+8）溶解后移入100mL容量瓶中，瓶稀释至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于1mg汞。

(9)汞标准使用溶液：用移液管吸取汞标准储备液（1mg/mL）1mL于100mL容量瓶中，用硝酸溶液（1+9）稀释至刻度，此溶液浓度为10μg/mL。再分别吸取10μg/mL汞标准溶液1mL和5mL于两个100mL容量瓶中，用硝酸溶液（1+9）稀释至刻度，混匀，溶液浓度分别为100ng/mL和500ng/mL。

3.仪器

(1)XDY-2A型双道原子荧光光度计或同类型仪器（北京海光仪器分司产品）。

(2)高压消解罐（100mL容量）。

(3)微波消解炉。

4.分析步骤

(1)样品消解

①高压消解法

本方法适用于粮食、豆类、蔬菜、水果、瘦肉类、鱼类、蛋类及乳与乳制品类食品中总汞的测定。

a.粮食及豆类等干样：称取经粉碎混匀过40目筛的干样0.20~1.00g,置于聚四氟乙烯塑料内罐中，加5mL硝酸，混匀后放置过夜，再加3mL过氧化氢，盖上内盖放入不锈钢外套中，旋紧密封。然后将消解器放入普通干燥箱（烘箱）中加热，升温至120℃后保持恒温2~3h，至消解完全，自然冷至室温。将消解液用硝酸溶液（1+9）定量转移并定容至25mL，摇匀。同时做试剂空白试验。待测。

b.蔬菜、瘦内、鱼类及蛋类水份含量高的鲜样用捣碎机打成匀浆，称取匀浆1.00~3.00g，置于聚四氟乙烯塑料罐内，加盖留缝放于65℃鼓风干燥烤箱或一般烘箱中烘至近干，取出，以下按4.（1）①a.自”；国5mL硝酸……”起依法操作。

②微波消解法

称取0.10~0.50g样品于消解罐中，加入1~5mL硝酸、1~2mL过氧化氢，盖好安全阀后，将消解罐放入微波炉消解系统中，根据不同种类的样品设置微波炉消解系统的最佳分析条件（表4-16、4-17），至消解完全，冷却后用硝酸溶液（1+9）定量转移并定容至25mL（低含量样品可定容至10mL）,混匀待测。

表4-16 粮食、蔬菜、鱼肉类样品微波分析条件

	步骤
	1
	2
	3

	功率，％
	50
	75
	90

	压力，Psi
	50
	100
	160

	升压时间,min
	30
	30
	30

	保压时间，min
	5
	7
	5

	排风量，％
	100
	100
	100


注：1Psi=6.89kPa(Psi:磅力每平方英寸，是进口仪器常用非法定压力单位，为便于使用，本方法不再换算成法定压

	步骤
	1
	2
	3
	4
	5

	功率，％
	50
	70
	80
	100
	100

	压力，Psi
	50
	75
	100
	140
	180

	升压时间,min
	30
	30
	30
	30
	30

	保压时间，min
	5
	5
	5
	7
	5

	排风量，％
	100
	100
	100
	100
	100


(2)标准系列配制

①低浓度标准系列：分列吸取100ng/mL汞标准使用液0.25,0.50,1.00,2.00,2.50mL于25mL容量瓶中，用硝酸溶液（1+9）稀释至刻度，混匀，各自相当于汞浓度1.00，2.00，4.00，8.00，10.00ng/mL。此标准系列适用于一般样品测定。

②高浓度标准系列：分别吸取500ng/mL汞标准使用液0.25，0.50，1.00，1.50，2.00mL于25mL容量瓶中，用硝酸溶液（1+9）稀释至刻度，混匀。各自相当于汞浓度5.00，10.00，20.00，30.00，40.00ng/mL。此标准系列适用于鱼及含汞量偏高的样品测定。

(3)测定

①仪器条件：光电倍增管负高压：240V；汞空心阴极灯电流：30mA；原子化器；温度300℃，高度8.0mm；氩气流速：载气500mL/min，屏蔽气1000mL/min;测量方式：标准曲线法；读数方式：峰面积：读数延迟时间：1.0s；硼氢化钾溶液加液时间地：8.0s;标液或样液加液体积：2mL。

②测定方法：根据实验情况任选以下一种方法。

浓度测定方式测量：设定好仪器最佳条件，逐步将炉温升至所   需温度后，稳定10~20min后开始测量。连续用硝酸溶液（1+9）进样，使读数基本回零，再分别测定样品空白和样品消化液，每测不同的样品前都应清洗进样器。样品测定结果按式（4-23）计算。

仪器自动计算结果方式测量：按4.（3）①设定好仪器最佳条件，在样品参数画面输入以下参数：样品质量（g或mL），稀释体积（mL），并选择结果的浓度单位，逐步将炉温升至所需温度，稳定后测量。连续用硝酸溶液（1+9）进样，待读数稳定之后，转入标准系列测量，绘制标准曲线。在转入样品测定之前，再进入空白值测量状态，用样品空白消化液进样，让仪器取其均值作为扣底的空白值。随后即可依次测定样品。测定完毕后，选择”打印报告”即可将测定结果自动打印。

5.计算
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       式中： X----样品中汞的含量，mg/kg(或mg/L);

                  c----样品消化液测定浓度，ng/mL;

                  
[image: image78.wmf]0

c

----试剂空白液测定浓度，ng/mL;

                  V----样品消化液总体积，mL。

                  m----样品质量（体积），g(mL)。

6.说明

(1)本方法检出限为0.06ng/mL;标准曲线线性范围为0~50ng/mL;方法回收率为110％~120%(0.05μg/g)和104％~112%(0.5μg)；相对标准偏差为3.5％（n=8）。标准参比物质SRM1566（Oyster Tissue）测定值为0.061μg/g,标准值为0.057±0.015μg/g。

(2)操作注意事项及经验介绍

①硼氢化钾溶液最好现用现配。如果放置时间稍长，其还原能力下降，从而导致方法灵敏度下降。

②在气温较高时（≧30℃），信号不稳定，因此在夏季测定样品时，最好在有空调的房间中进行。

(三)二硫腙比色法

     本标准规定了食品中总汞的分析方法，适用于各类食品中总汞的测定。

1.原理

 样品经消化后，汞离子在酸性溶液中可与二硫腙生成橙色络合物，溶于三氯甲烷，与标准系列比色定量。

2.试剂

(1)硝酸。

(2)硫酸。

(3)硫酸（1+35）：量取5mL硫酸，缓缓倒入175mL水中，混匀冷却。

(4)硫酸（1+19）：量取5mL硫酸，缓缓倒入95mL水中，混匀冷却。

(5)氨水。

(6)溴麝香草酚蓝-乙醇指示液（1g/L）。

(7)盐酸羟胺溶液（200g/L）：吹清洁空气，可使含有的微量汞挥发除去。

(8)三氯甲烷：不应含有氧化物。

(9)二硫腙溶液：同第四章第二节。

(10)二硫腙使用液：同第四章第二节。

(11)汞标准溶液：精密称取0.1354g经干燥器干燥过的二氯化汞，加硫酸（1+35）使其溶解后，移入100mL容量瓶中，并稀释至刻度。此溶液每毫升相当于1mg汞。

(12)汞标准使用液：吸取1.0mL汞标准溶液，置于100mL容量瓶中，加硫酸（1+35）稀释至刻度，此溶液每毫升相当于10μg汞。再吸取此液5.0mL于50mL容量瓶中，加硫酸（1+35）稀释至刻度，此溶液每毫升相当于1.0μg。

3.仪器

(1)消化装置。

(2)分光光度计。

4.操作方法

(1)样品消化

①粮食或水分少的食品：称取20.00g样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及80mL硝酸，15mL硫酸，转动锥形瓶，防止局部炭化。装上冷凝管后，小火加热，待开始发泡即停止加热，发泡停止后加热回流2h。如加热过程中溶液变棕色，再加5mL硝酸，继续回流2h，放冷，用适量水洗涤冷凝管，洗液并入消化液中，取下锥形瓶，加水至总体积为150mL。取与消化样品相同量的硝酸、硫酸按同一方法做试剂空白试验。

②植物油及动物油脂：称取10.00g样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及15mL硫酸，小心混匀至溶液变棕，然后加入45mL硝酸，装上冷凝管后，以下按4.（1）①自”小火加热”起依法操作。

③蔬菜、水果、薯类、豆制品：称取50.00g捣碎、混匀的样品（豆制品直接取样，其他样品取可食部洗净、晾干），置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及45mL硝酸、15mL硫酸，转动锥形瓶，防止局总炭化。装上冷凝管后，以下按4.（1）①自”小火加热”起依法操作。

④肉、蛋、水产品：称取20.00g捣碎、混匀样品，置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及45mL硝酸、15mL硫酸，装上冷凝管后，以下按4.（1）①自”小火加热”起依法操作。

⑤牛乳及乳制品：称取50.00g牛乳、酸牛乳或相当于50.00g牛乳的乳制品（6g全脂乳粉，20g甜炼乳，12.5淡炼乳），置于消化装置锥形瓶中，加玻璃珠数粒及45mL硝酸，牛乳、酸牛乳加15mL硫酸，乳制品加10mL硫酸，装上冷凝管后，以下按4.（1）①自”小火加热”起依法操作。

(2)测定

①取4.（1）①～⑤消化液（全量），加20mL水，在是炉上煮沸10min，除去二氧化氮等，放冷。

②于样品液及试剂空白液中各加50g/L高锰酸钾溶液至溶液呈紫色，然后再加200g/L盐酸羟胺溶液使紫色褪去，加2滴麝香草酚蓝指示液，用氨水调节pH，使橙红色变为橙黄色（ph1-2）.定量转移至125mL分液漏斗中。
③ 取0.0，0.5,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0,6.0mL汞标准使用液（相当于0.0，0.5，1.0，2.0，3.0，4.0，5.0，6.0μg汞），分别置于125mL分漏斗中，加10mL硫酸（1+19），再加水至40mL，混匀。再各加1mL 200g/L 盐酸羟胺溶液，放置20min,并时时振摇。
④于样品消化液、试剂空白液及标准液振摇放冷后的分液漏斗中加5.0mL二硫腙使用液，剧烈振摇2min,静置分层后，经脱脂棉将三氯甲烷层滤入1cm比色杯中，以三氯甲烷调节点，在波长450nm处测吸光度，标准管吸光度减去零吸光度，绘制成标准曲线。
(30计算     
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  式中：x2—样品中的含量，mL/kg；

                                A3—样品消化液中汞的质量，μg;

                                A4—试剂空白液中汞的质量，μg; 

                                M2—样品质量，g

5.说明

(1)法最低检出浓度0.5μg/5mL三氯甲烷中；汞在0.5-6μg范围内成一直线关系。

(2)二硫腙易被氧化，因此三氯甲烷中不得含有光气（
[image: image80.wmf])
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,操作时不宜在空气中暴露过久，并避免阳光直射。二硫腙被氧化后的产物（黄色化合物）不溶于酸也不溶于碱，能溶于三氯甲烷中。当二硫腙使用液由绿色变黄时，指示二硫腙已氧化，试液应弃去重新配制。

(3)二硫腙汞络合物在三氯甲烷中对光敏感，照光后颜色能由橙色变为绿色，与酸一起的振摇后又重新变成橙色，反应可逆，并受温度等影响，因此在萃取操作后的二硫腙三氯甲烷萃取液应放置在暗处，并注意样品和标准应在相同实验条件下进行，在萃取和比色操作时应尽量迅速。若在萃取样品溶液时，出现二硫腙三氯甲烷溶液很快变黄或褪色时，应考虑到溶液中是否存在氧化性物质干扰或样品溶液含汞量过高。高浓度的样品溶液在稀释后再次萃取。

(4)本法用三氯甲烷配制二硫腙，是因为二硫腙铜络合物在三氯甲烷中的溶解度比四氯化碳低，因此汞与铜可以在酸性介质中获得分离；同时在此酸性溶液（汞离子与二硫腙生在橙色络合物时酸度，以硫酸计在0.5moL/L左右，不宜超过1moL/L）。

第6节 食品中砷的测定
元素砷在自然环境中极少，因其不溶于水，故无毒，但极易氧化为毒的三氧化二砷（即砒霜）。砷的化合物在自然环境中文泛存在，对食品的污染常见有：含砷农药的使用，如砷酸铅、砷酸钙、亚砷酸钠和三氧化三砷等，应用这些农药喷洒作物距收获期太近，就会残留较多的含砷农药；食品加工时，当使用一些含砷的化学物质作原料，如硫酸、相加酸、葡萄糖、食用色素或其它添加剂时，由于原料污染了砷，使所加工的食品也受到不同程度的污染；环境砷污染也会造成对食品的污染，如砷矿的开采和熔炼、各种法纪杂砷的有色金属的熔炼、含砷农药的生产和用砷化物作原料的玻璃（脱色）、皮毛（脱毛）、木材（防腐）、颜料（巴黎绿）、制药等工矿企业排出的工业”三废”，常含有大量的砷，含砷”三废”向环境排放，引起食品污染。尤其水生生物、海洋甲壳纲动物对砷有很强的浓集能力，可农缩水体的砷高达3300倍。在各种食品中，发现海产食品中总砷含量高，但主要是低毒的有机砷，剧毒的无机砷含量较低。

一、食品中砷的允许量标准

（一）我国食品卫生标准

表4-1中总砷允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以总Ss计）mg/kg
	标准号
	品种
	指标（以总As计）mg/kg

	GB 4810-94

GB 4810-94

GB 4810-94
GB 4810-94

GB 4810-94

GB 4810-94

GB 2711-81

GB 2721-1996

GB 2759-81

GB 2749-1996

GB 7096-1996

GB 7096-1996

GB 7098-1996

GB 7099-86

GB 7100-86

GB 7101-94

GB 2716-88

GB 9678.1-94
	蔬菜、水果 ≤

肉、蛋     ≤

鲜奶       ≤

奶粉       ≤

淡水鱼     ≤

发酵酒     ≤

非发酵酒  

及面筋    ≤

食盐      ≤

净饮食品  ≤
皮蛋、咸蛋、糟蛋≤

干食 用菌（以干重计）    ≤
鲜食用菌  ≤
蘑菇罐头   ≤
裱花蛋糕   ≤
糕点、饼干、面包≤

固体饮料   ≤
食用植物油 ≤
糖果       ≤ 
	0.5

0.5

0.2

按鲜奶折算

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

1.0

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.1

0.5
	GB 2712-81

GB 2713-1996

GB 2714-1996

GB 4810-94

GB 2717-1996

GB 2718-1996

GB 2719-81

GB 2720-1996

GB 9678.2-94

GB 11671-89

GB 11675-89

GB 13099-91

GB 13100-91

GB 13103-91

GB 13104-91

GB 15203-94

GB 14964-94

GB 14939-94

GB 14884-94
	发酵性豆制品≤
淀粉类制品 ≤
酱腌菜     ≤
粮食       ≤ 

酱油       ≤
酱        ≤
食醋      ≤
味精       ≤
巧克力≤
果蔬类罐头食品≤
银耳≤
番茄酱罐头≤
肉类罐头≤
色拉油≤
白糖≤
人造奶油≤
淀粉糖≤
赤砂糖≤
鱼罐≤
密饯食品≤  
	0.5

0.5

0.5

0.7

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

1.5

0.5

0.5

0.2

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5


表4-2 海产食品中无机砷允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以无机砷行 ）mg/kg
	标准号
	品种
	指标（以无机砷行 ）mg/kg

	GB 9684-88

GB 1333-89

GB 11680-89
	不锈钢食品容器≤

铝制食 具容器≤

仪器包装用原纸≤
	0.04

0.04

1.0
	GB 7105-86
	仪器容器过氯乙烯内壁涂料≤
	0.5


表4-3 海产食品中无机砷允许量标准

	标准号
	品种
	指标（以无机砷行 ）mg/kg
	标准号
	品种
	指标（以无机砷行 ）mg/kg

	GB 4810-94

GB 4810-94

GB 4810-94

GB 4810-94
	海鱼类（鲜重计）≤

贝类（鲜重计）≤

藻类（干重计）≤

甲壳类（鲜重计）≤
	0.5

1.0

2.0

1.0
	GB 4810-94

GB 4810-94
	甲壳类干制品（以干重计）≤

其他海产食品（以鲜重计）≤
	2.0

1.0


说明：我国食品中砷的允许量标准（GB 4810-94、GB4811-94）系1983年同全国食品中砷允许量标准协作组提出。主要的毒理学依据是根据上海市卫生防疫丫三氧化二砷对大白鼠的毒理实验报告，最大无作用剂量为饲料三氧化二砷60mg/kg（相当3mg/kg体重，但动物的肝、肾均有蓄积），安全系数以100计，则每人每公斤体重允许摄入量为0.03mg折合成砷为0.023mg/(kg•.以体重60kg计，每人每日摄入量为1.38mg.1973年FAO/WHO建议成人（以体重60mg计）每人每日摄入量为3mg。鉴于砷的毒理研究上的新进展，1983年FAO/WHO提出了无机砷的暂定事最大可日摄入量（PMTDE）为0.002mg/kg体重，1988年又提出无机砷的可耐受每周摄入量（PIWI）为0.12-0.13mg)。有机砷互性小，无机砷毒性大，除海产食品中有机砷外，日本报道了其他食品中也存在有机砷。

二、标准方法（GB/T 5009。11-1996）

（一）银盐法（第一法）

本标准适用于各类食品中总砷的测定。

1.原理

样品经消化后，经碘化钾、氯化亚锡将高价砷还原为三价砷，然后与锌粒和酸产生的新生态氢生成砷化氢，经银盐溶液吸收后，形成红色胶态物，与标准系列比较定量。

2.试剂

除另有规定外，所用的试剂为分析纯试剂，水为蒸馏水或同等纯度的水。

（1）硝酸。

（2）硫酸。

（3）盐酸

（4）硝酸+高氯酸混合液（4+1）：量取80mL硝酸，加20mL高氯酸，混匀。

（5） 硝酸镁溶液（150g/L）：称取15g硝酸镁[Mg(NO3)2•6H2O]溶于水中，并稀释至100mL。

（6）氧化镁。

（7）碘化钾溶液（150g/L）：贮存于棕色瓶中。

（8）酸性氯化亚锡溶液：称取40.0g氯化亚（SnCL2•2H2O）,加盐酸溶解并稀释至100.0mL，加入数颗金属锡粒。

（9）盐酸溶液（1+1）：量取50mL盐酸，小心倒入50mL水中，混匀。

（10）乙酸铅溶液（100g/L）。

（11）乙酸铅棉花：用100g/L乙酸铅溶液浸透脱脂棉后，压除多余溶液，并使疏松，在100℃以下干燥后，贮于玻璃瓶中。

（12）无砷前因后果粒。

(13)氟氧化钠溶液（200g/L）.

(14)硫酸溶液（6+94）：量取6.0mL硫酸，小心倒入94mL水中，混匀。

(15)二乙氨基二硫代甲酸银-三乙醇胺-三氯甲烷溶液：称取0.25g二乙氨基三硫代甲酸银[(C2H5) 2NCS2Ag]置于乳钵中，加少量三氯甲烷研磨，移入100mL，量筒中，再用三氯甲烷稀释至100mL，放置过夜。滤入棕色贮存。

(16)砷标准溶液产：吸取1.0mL砷标准溶液，置于100mL容量瓶中，加1mL硫酸（6+94）溶液，加水稀释至刻度，此溶液每毫升相当于1Цm砷。
(17)砷标准使用液：吸取1.0mL砷标准溶液，置于100mL容量瓶中，加1mL硫酸（6+94）溶液，加水稀释到刻度，此溶液每毫升相当于11Цm砷。
3.仪器

(1)分光光度计。

(2)测砷装置：见图4-1。
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 ①100-150mL锥形瓶：19号标准口。

②导气管：管口19号标准口或经碱处理后洗净的橡皮塞与锥形瓶密合时不应漏气，管的另一端管径为1.0mm。

③吸收管：10mL刻度离心管作吸收管用。

4.操作方法

（1）样品消化

①硝酸-高氯酸-硫酸法

a.粮食、粉丝、粉条、豆干制品、糕点、茶叶等太其他含水分少的固体食品：称取5.00g或10.00g的粉碎的样品，置于250-500mL定氮瓶中，先加少许使湿润，加数粒玻璃珠、10-15mL硝酸-高氯酸合液，放置片刻，小火缓缓加热，待作用缓和，放冷，沿瓶壁加入5mL或10mL硫酸，再加热，

1-150mL锥形瓶；2-乙酸铅棉花；
3-导气管；4-10mL刻度离心管
至瓶中液体开始变成棕色时，不断沿瓶壁滴加硝酸-高氯酸合液至有机质分解完全。加大火力，至产生白烟，溶液应澄明无色或微带黄色，放冷，。在操作过程中应注意防止爆炸。
加20mL水煮沸，除去残余的硝酸至产生白烟为止，如此处理两次，放冷。将冷后的溶液移入50mL或100mL容量瓶中，用水洗涤定氮瓶，洗液并入容量瓶中，放冷，加水到刻度，混匀。定容后的溶液每10mL相当于1g样品，相当加入硫酸量1mL。取与消化样品相同量的硝酸-高氯酸合液和硫酸，按同一方法做试剂空白试验。

b.蔬菜、水果：称取25.00g洗净打成匀浆的样品。置于250-500mL定氮扛中，加数粒玻璃珠、10-15mL硝酸-高氯酸混合液，以下按 粮食等样品自”放置片刻”起依法操作，但定容后的溶液每10mL相当于硫酸量1mL。

c.酱、酱油、醋、冷饮、豆腐、酱腌菜等：称取10.00g或20.00g 样品（或吸取10.00mL或20.00mL液体样品）置于205-500mL定氮瓶中，加数粒玻璃珠、5-15mL硝酸-高氯酸混合液。以下按粮食等样品自”放置片刻”起依法操作，但定容后的溶液每10mL相当于2g或2mL样品。

d.含酒精性饮料或含二氧化碳饮料：吸取10.00mL或20.00mL样品，置于250-500mL定氮瓶中，加数粒，先用小火加热除去乙醇或二氧化碳，再加5-10mL硝酸-高氯酸混合液，混匀后，以下按粮食等样品自”放置片刻”起依法操作，但定容后的溶液每10mL相当于2mL样品。

吸取5-10mL水代替样品，加与消化样品相同量的硝酸-高氯瓶中，先加少许水使湿润，加数玻璃珠、5-10mL硝酸-高氯酸混合后，摇匀。缓缓加入5mL或10mL硫酸，待作用缓和停止起泡沫后，先用小火缓缓加热（糖分易炭化），不断沿瓶壁补加硝酸-高氯酸混合液，待泡沫全部消失后，再加大火力，至有机质分解完全，发生白烟，溶液应澄明无色或微带黄色，放冷。以下按粮食等样品自”加20mL水煮沸”起依法操作。

②硝酸-硫酸法

以硝酸代替硝酸-高氯酸混合液进行。

③灰化法

a.粮食、茶叶及其他含水分少的食品：称取5.00g磨碎样品，置于坩埚中，加1g氧化镁及10mL硝酸镁溶液，混匀，浸泡4h。于低温或置水浴锅上蒸干。用小火炭化至无烟后移入马弗米中加热至550℃。灼烧3-4h，冷却后取出。

加5mL水湿润灰分后，用细玻棒搅拌，各方面用少量水洗下玻棒上附着的灰分至坩埚内，放水浴上蒸干后移入高温炉550℃灰化2h，冷却后取出。

加5mL水湿润灰分，再慢慢加入10mL盐酸溶液（1+1），然后将溶液移入50mL容量瓶中。坩埚酸溶液（1+1）洗涤3次，每次5mL，再用水洗涤3次，每次5mL，洗液均并入容量瓶中，再加水至刻度，混匀。定容后的溶液每10mL相当于1g样品，相当于加入盐酸量（中和需要量除外）1.5mL。全量供银盐法测定时，不必再加盐酸。

取与灰化样品相同量的氧化镁和硝酸镁溶液，按同一操作方法做试剂空白试验。

b.植物油：称取5.00g样品。置于50mL瓷坩埚中，加10g硝酸镁，再在上面覆盖2g氧化镁，将坩埚置小火上加热，至刚冒烟，立即将坩埚取下，以防内容物溢出，待烟 小后，再加热至炭化完全。将坩埚移至马弗炉中，550℃以下灼烧至灰化完全，冷出。

加5mL水湿润灰分，再缓缓加入15mL盐酸（1+1），然后将溶液移入50mL容量瓶中，坩埚用盐酸（1+1）洗涤5次，每次5mL，洗液均并入容量瓶中，加盐酸（1+1）至刻度，混匀。定容后的溶液每10mL相当于1g样品，相当于加入盐酸量（中和需要量除外）1.5mL.

取与消化样品相同量的硝酸镁、、氧化镁，。按同一操作方法做试剂空白试验。

c.水产品：取可食部分样品捣成匀浆，称取5.00g置于坩埚中，加1g氧化镁及10nK硝酸镁溶液，混匀，浸泡4h。以下按灰化法中粮食等样品自”于低温或置水浴锅上蒸干”起依法操作。

(2)测定

①用硝酸-高氯酸-硫酸或硝酸-硫酸消化液吸取一定量的消化后的定容溶液（相当于5g样品）及同量的试剂空白液，分别置于150mL锥形瓶中，补加硫酸至总量为5mL，加水至50-55mL。

吸取0.0，2.0，4.0，8.0，10.0mL砷标准使用液（相当于0，2，4，6，8，10Цg砷），分别置于150mL锥形瓶中，加水至40mL银盐溶液的离心管中的液面下，在常温下反应45min后，取下离心管，加三氯甲烷补足4mL。用1cm比色杯，以零管调节零点，于波长520nm处测吸光度，绘制标准曲线比较。

计算：            
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式中： X---样品中砷的含量， mg/kg或mg/L；

 A1---测定用样品消化液中砷的含量，Цg

 A2---试剂空白液中砷的含量，Цg

 m---样品质量（体积），g(mL)；

 V1---样品消化液的总体积，mL

 V2---测定用样品消化液的体积，mL。 

②用灰化法消化液

1、取灰化法消化液及试剂空白液，分别置于150mL锥形瓶中。吸取0.0，2.0，4.0，6.0，8.0，10.0mL砷标准使用液（相当于0，2，4，6，8，10Цg砷），分别置于150mL锥形，加水至43.5mL，再加6.5mL盐酸。以下按①自”于样品消化液”起依法操作。

2、计算

同式（4-1）

5.说明

(1)氯化亚锡（SnCL2）又称二氯，白色或半透明晶体，带二个分子结晶水（SnCL2•2H2O）的是无色针状或片状晶体，溶于水。乙醇醚。氯化亚锡试剂不稳定，在空气中被氧化成不溶性氯氧化物，失去还原作用。为了保持试剂具有稳定的还原性，在配制时，加盐酸溶解为酸性氯化亚锡溶液，并加入数粒金属锡粒，使其持续反应生成氯化亚锡及新生态氢，使溶液具有还原性。

氯化亚锡在本试验中的作用为将As+5还原成As3+；在锌粒表面沉积以抑制产生氢气作用过程。

(2)乙酸铅棉花塞入导气管中，是为吸收可能产生硫化氢，使其生成硫化铅而滞留在棉花上，以免吸收液吸收产生干扰。硫化物与银离子生成灰黑色的硫化银，但乙酸铅棉花要塞得不松不紧为宜。

(3)不同形状和规格的无砷锌粒，因其表面积不同，与酸反应的速度就不同，这样生成的氯气气体流速不同，将直接影响吸收效果。一般认为蜂窝状锌粒3g，或大颗粒锌粒5g均可获得良好结果。也有人认为大小颗锌粒混合使用则效果满意。一般确定标准曲线与试样均用同一规格的锌粒为宜。
(4)二乙氨基三代甲酸银（siLver diethyL dithio carhamate）或称二乙基三硫代氨基甲酸银盐（diethyL dithio carhamic acid,Ag saLt）,(C2H5) 2NC(S)Sag,分子量256.15，为黄色粉末，不溶于水而溶于三氯甲烷，性质极不稳定，遇光或热，易生成银的氧化物而色，因而配制浓度不易控制。若市售品不适用，实验室也可行制备。
二乙按基二硫代甲酸银制备法：分别溶解107g硝酸银2.3g二乙氨基二硫代甲酸钠（DDC Na，铜试剂）于100mL蒸馏水中，冷却到20℃以下，缓缓搅拌混合，过滤生的柠檬黄色银盐（AgDDC）沉淀，用冷蒸馏水洗涤沉淀数次，在干燥器中干燥，避光保存备用。

   吸收液中AgDDC浓度以0.2％-0.25％为宜，浓度过低将影响测定的灵敏度及重现性。因此，配制试剂时，应放置过液或在水浴上微热助溶。轻微的混浊可以过滤除去。若试剂溶解度不好时，应重新配制，吸收液必须澄清。

(5)样品消化液中的残余硝酸须如法驱尽，硝酸的存在影响反应与显色，会导至结果偏低，必要时须啬测定用硫酸的加入量。

(6)砷化氢发生及吸收应防止的阳光直射下进行，同时应控制湿度℃左右，温度过高反应快，吸收不彻底，过低则反应时间延长，作用时间以1h为宜夏季可缩短为45min。室温高时三氯甲烷部分挥散，在比色前用三氯甲烷补足4mL,并有影响结果。
（7）吸收液中含有分时，吸收于比色环境的温度改变，会引起微混浊，比色时可微温使之澄清。 
(二)氢化物原子荧光光度法（第二法）

1.原理

食品样品经湿消解或干灰化后，加入硫脲使五价砷还原为三价砷，再加入棚氢化钠或硼氢化钾使还原生成砷化氢，由氩气载入石英原化器中分解为原子态砷，在特制砷空心阴极灯的发射光激发下产生原子荧光，其荧光强度在固定条件下与被测液中的砷浓度成正比，与标准系列比较定量。

2.试剂 

本方所用试剂均为分析纯以上试剂，测定用水为去离子水或同等纯度的水。

（1）氢氧化钠溶液（2g/L）。

（2）硼氢化钠（NaBH4）溶液（10g/L）；称取硼氢化钠10.0g，溶于2g/L氢氧化钠溶液1000mL中，混匀。此液于冰箱可保存10d，取出后应当日使用（也可称取14g得氢化钾代替10g硼氢化钠）。

（3）硫脲溶液（50g/L）。

（4）硫酸溶液（1+9）：量取硫酸100mL,小心倒入水900mL中，混匀。

（5）氢氧化钠溶液（100g/L）(供配制砷标液用，少量即够)。

（6）砷标准溶液。

砷贮备标准液，含砷0.1mg/mL。精密称取于100℃干燥2h以上的三氧化二砷（AS2O3）0.1320g，加100g/L氢氧化钠10mL溶解，用水定量转入1000mL容量瓶中，加硫酸（1+9）25mL，定容至刻度。

砷使用标准液，含砷1μg/mL。吸取1.00mL砷贮备标准于100mL容量瓶中，用水稀释至刻度。此液应当日配制使用。

（7）湿消解试剂：硝酸、硫酸、高氯酸。

（8）干灰化试剂：六水硝酸镁（150m/L）,氧化镁、盐酸（1+1）。

3.仪器

XDY、AFS、或VI系列氢化物原子荧光光度计。

4.分析步骤

（1）样品消解

湿消解：固体样品称样1-1.5g，液体样品称样5-10g(或mL)（精确至小数点后第2位），置于50-100mL锥形烧瓶中，同时做两份试剂空白。加硝酸20-40mL,硫酸1.25mL，摇匀后放置过夜，置于电热板上加热板上加热消解。若消解液处理至10mL左右时仍有未分解物质或色泽变深，稍冷，补加硝酸5-10mL，再消解至10mL，左右观察，如此重复两三次，注意避免炭化。如仍不能消解完全，则加入高氯酸1-2mL，继续加热至消解完全后，再持续蒸发至冒硫酸白烟。冷却，用水将内容物定量转入25mL容量瓶或比色管国。其；国科50g/L硫酸（1+9）12.5mL分次涮洗坩埚后转出全并，直至25mL刻度，混匀备测。

（2）标准系列制备

取25mL容量瓶或比色管6支，依次准确加入1μg/mL砷使用标准液0，0.05，0.2，0.5，2.0，5.0mL（各砷浓度0，2，8，20，80，200ng/mL），各加硫酸（1+0）12.5mL,50g/L硫脲2.5mL,补加水至刻度，混匀备制。

（3）测定

仪器参考条件：光电倍增管电压：400V；砷空心阴极灯电流：35mA；原子化器：820-850℃；高度7mm；氩气流速：载气600mL/min；屏蔽气800mL/min；测量方式：荧光强度或浓度直读；读数方式：峰面积；读数延迟时间：1s；读数时间：15s;硼氢化钠溶液加入时间:5s；标液或样液加入体积：2mL。

浓度方式测量：如直接测荧光强度，则在开机并设定好仪器条件手，预热稳定约20min。按”B”键进入空白值测量状态，连续用标准系列的0管进样，待读数稳定后，按空档键寄存下空白值（即让仪器自动扣底）即可开始测量。先依次测标准系列（可不再测0管），标列测完后应仔细清洗进样器（或更换一支），并再用0管测试使读数基本回零后，才能测试剂空白和样品，每测不同的样品前都应清洗进样器。记录（或打印）下测量数据。

仪器自动方式：利用仪器提供的软件功能可进行浓度直读测定，为此在开机，设定条件和预热后，还需输入必要的参数，即样品量（g或mL），稀释体积（mL）,进样体积（mL），结果的浓度单位，标准系列各点的重复测量次数，标准系列的点数，标准系列的点数（不计零点）及各点的浓度值。首先时入空白值测量状态，连续用标列的0管进样以获得稳定的空白值并执行自动扣底后，再依次测标列（此时0管需再测一次）。在测样液前，需再次进入空白值测量状态，先用标列0管测试使读数复原并稳定后，再用两个试剂空白各进一次样，让仪器取其均值作为扣底的空白值，随后即可依次测样品。测定完毕后退回主菜单，选择”打印报告”即可将测定结果打出。

5.计算

如果样用荧光强度测试方式，则需先对标准系列的结果进行回归运算（由于测量时0管强制为0，故零点值应该输入以占据一个点位），然后根据回归方程求出试剂空白液和样品被测液的砷浓度，再按式（4-2）计算样品的砷含量：

                  
[image: image82.wmf]1000

25

0

´

-

=

m

c

c

X

………………………（4-2）

式中：X---样品的，mg/kg(或mg/L);

c---样品被测液的浓度，ng/mL;

c0---试剂空白液的浓度，ng/mL

m---样品的量，g(或mL).

6.说明 

（1）线性范围和相关系数：标准曲线性范围为0-200ng/mL，在此范围内相关系数>0.999。如果采用仪器软件提供的二，三次曲线回归功能，则量程范围还可以扩大1个数量级。

     检出限：本方法的检出限为2ng/mg砷（按低浓度测量时的三倍标准差计算），若取样量以5g(mL)计，则对样品的最底测定的为。01mg/kg(或mg/L).

精密度：湿消解法测定的回收率为90％-105％，干灰化法测定的回收率为85％-100％。

（1） 砷的氢化和原子化机理

①在酸性环境中，硫脲使五价砷还原为三价砷，自身被氧化为甲脒化二硫：
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②硼氢化钠(或钾)与酸作用生成大量新生态氢：

       NaBH4+H++3H2O=H3BO3+Na++8H

③三价砷再被新生态氢还原为气态的砷化氢逸出：

        AsO3+3+6H•+3H+=AsH3↑+3H2O

④砷化氢被氩气和反应中产生的氢气载入石英管炉中，受热后即分解为原子态砷，在砷灯发射光的激发下产生原子荧光：

          2AsH3=2As+3H2
（3）剂及其浓度和用量

硼氢经钠的浓度：硼氢化钠的水溶液不太稳定，浓度越稀越不稳定，必需加入氢氧化钠以提高其稳定性：但是氢氧化钠又不能加得太多，否则会剧烈降低反应时的酸度。采用进口 试本方法配制，保存于冰箱中两周内效果不变。国产试剂纯度较低，稳定性也较差。

硼氢化钠的用量：在本仪器上硼氢化钠溶液的用量是通过加液时间来控制的，经实测，在仪器上流速约为0.3mL/s,实验证明，硼氢化钠溶液的用量对测定灵敏度有显著影响。当用量少时，由于还原力弱，灵敏度就低，当用量过多，由于发生大量氢气产生稀释作用，灵敏度也降低。最优的用量是与具体的反应条件（硼氢化钠的浓度和碱度、样液的加入体积和酸度）密切相关的，在本方法条件下，10g/L的硼氢化加液时间为5s（约1.5mL）效果最好。

硫酸的用量：在生成砷化氢的反应中酸性介质可用硫酸、盐酸或其他酸，由于在样品消解时要加入硫酸，故本方法选用硫酸作介质。在实验所得的荧光强度－硫酸浓度曲线上，荧光强度起初随着酸度的增加而急剧增大，继之由于氢气的稀释作用而逐渐减小，约在硫酸（1＋49）酸度时达到平台区。考虑到硼氢化溶液的流速以及消解后硫酸的剩余量可能出现的变异，本方法中硫酸的用量选择了相当于平台区中都硫酸浓度（1＋19）的量。

硫脲的影响：实验证明单用硼氢化钠不能将五价砷定量为砷化氢，此时还原率只有70%－80%而加入硫脲预还原后反应便能达到完全，由于样品经消解后绝大部分砷已被氧化为五价，所以加入硫脲是必需的。

（4）样品消解

湿消解：对于很多加酸后反应剧烈的样品，应该冷处理较长时间（或过液），以防止产生大量泡沫损失。必须避免消解液炭化，因碳可能把砷还原为元素态而造成大量损失。消解中加入的酸（主要是硝酸）是造成空白值的主要因素，如果不同的样品消耗的酸量差异大，其空白值差异也大，此时应做各自的试剂空白。

干灰化：硝酸镁在灼烧时放出氧，起着促进灰化的作用。150g/L硝酸镁溶液10mL分解后生成氧化镁0.23g，加上加入的氧化镁共1.23g，以后恰能被盐酸（1＋1）10mL中和。氧化镁除了保温传热，更起着防止砷挥发损失的作用，因为灼烧中升华三氧化二砷能被它固定下来。因此在灰化前，应将氧化镁粉末仔细覆盖在全部样品干渣的表面。

干扰：在研究对砷测定的干扰时，考虑了1）能生成氧化物的元素；2）在食品中经常存在的元素，因此选择了锑、铅、锡、铜、锌五种进行试验。当加入一浓度倍数的试验离子后使结果偏离在±10%以上时，即判为有干扰。结果如下：锑，6倍以下无干扰；铅，20倍以下无干扰；锡，30倍以下无干扰，铜，200倍以下无干扰；锌，200倍以下无干扰。

（三）砷斑法（第三法）

1.原理

样品经消化后，以碘化钾、氯化亚锡将高价砷还原为三价砷，然后与锌粒和酸产生的新生态氢生成砷化氢，再与溴化汞试纸生成黄色至橙色的色斑，与标准砷斑比较定量。

2.试剂

（1）同银盐法2.中（1）－（14）、（16）和（17）。

（2）溴化汞－乙醇溶液（50g/L）.

[image: image121.png]


[image: image122.png]


（3）溴化汞试纸：将剪成直径2cm的圆形滤纸片，在50g/L溴化汞乙醇溶液中浸渍1h以上，保存于冰箱中，临用前取出置暗处阴干备用。

3.仪器

（1）测砷装置：见图4－2

①100mL锥形瓶。

②橡皮塞：中间有一孔。

③玻璃测砷管:全长18cm，上粗下细，自管口向下至14cm一段的内径约为6.5mm，自此以下逐渐狭细，末端内径约为1－3mm，近来端1cm处有一孔，直径2mm，狭细部分紧密插入橡皮塞中，使下意中人伸出至小孔恰在橡

1－锥形瓶；2－橡皮塞；3－测砷管；

4－管口；5玻璃帽
皮下面。上部校粗部分装入乙酸铅棉花，长5－6cm,上端至端口处至少3cm，测砷管顶端为圆形扁平的管口，上面磨平，下面两侧各有一钩，为固定玻璃帽用。

④玻璃帽：下面靡平，上面有弯月形凹糟，中央有圆孔，直径6.5mm。

使用时将玻璃帽盖在测砷管的管口，使圆孔互相吻合，中间夹一溴

化汞试纸，用橡皮圈或其他适宜的方法将玻璃帽与测砷管固定。

4.操作方法

（1）样品消化

按银盐法4.（1）操作。

（2）测定

吸取一定量4.（1）样品消化后定容的溶液（相当于2g粮食，4g蔬菜，水果，4mL冷饮，5g植物油，其他样品参照此量）及同量的试剂空白液分别置于测砷瓶中，加5mL150g/L碘化钾溶液、5滴酸性氯化亚锡溶液及5mL盐酸（样品如用硝酸－高氯酸－硫酸或硝酸－硫酸消化液，则要减去样品中硫酸毫升数用灰化法消化液，则要减去样品中盐酸毫升数），再加适量水至35mL（植物油不再加水）。

吸取0.0，0.5，1.0，2.0mL砷标准使用液（相当于0，0.0，1.0，2.0μg砷），分别置于测砷瓶中，各加5mL150g/L碘化钾溶液，5滴酸性氯化亚锡溶液及5mL盐酸，各加水至35mL（测定植物油时加水至60mL）。

于盛样品消化液，试剂空白液及砷标准溶液的测砷瓶中各加3g锌粒，立那塞上预先装有乙酸铅棉花及溴化汞试纸的测丰管，于25℃放置1h，取出样品及试剂空白的溴化汞试纸与标准砷斑比较。

(3)计算

按银盐法式（4-1）方法计算。

5.说明

（1）溴化汞试纸片在同一批测定用的纸质必须一致。纸质的疏密程度不同，将会真接影响色斑的深度。滤纸在溴化溶液中浸渍时应使用玻璃棒，防止与手指接触，应在避光通风处晾干后保存在棕色试剂瓶内，取用时宜用镊子。

（2）测砷装置必须安装严密以防止漏气，溴化纸应对准圆孔并压紧，以防止斑点不呈圆形或因漏气侃色斑不均匀而影响比色。

（3）反应后的纸片，由于色斑不稳定，须即进行比较定量，如需保存，可将纸片浸渍于5％石蜡的石油醚溶液固定，避光保存。

（4）乙酸铅棉花是为支除反应中可以生成的硫化氢气体，因硫化氢遇溴化汞会生成硫化物影响砷斑。

（5）锑，磷都能与溴化汞试纸显色，其鉴别方法是采用氨蒸熏黄色斑，如果变黑再褪支，不变时为磷，变黑时为锑。

（6）本方法为目测半定量法，最低检出量为0.5μg砷。
（四）硼氢化物还原比色法

本标准规定了用硼氢化物还原比色法测定食品中总砷的方法，适用于粮食、豆类、蔬菜、水果、肉类、鱼类等食品中总砷的测定。本方法的最低检出限为0.2μg。

1.原理

样品经消化，其中砷以五价形式存在。当溶液氢离子浓度大于1.0moL/L时，加入碘化钾-硫脲并结合加热，能将五价砷还原为三。在酸性条件下，硼氢化钾将还原为负三价，开成砷化氢气体，导入吸收液中呈黄色。黄色深浅与溶液中砷含量成正比。标准系列法定量。

2. 试剂

（1）砷标准贮备液：精密称取经100±5℃烘烤1h并置干燥器中冷却至室温的三氧化砷（As2o3）0.132og于100mL烧杯中，加入10mL 2.5moL/L氢氧化钠溶液，待溶解后加入5mL高氯酸、5mL、硫酸，置电热板上加热至冒三氧化硫白烟。冷却后，转入1000mL容量瓶中，水稀释定容至刻度。此溶液每毫升含砷（五价）0.100mg。

（2）砷标准应用液：吸取1.00mL砷标准贮备液于100mL容量瓶中，加水稀释至刻度。比溶液每毫升含砷（五价）1.00mg。

（3）吸收液

①硝酸银溶液（8g/L）：称取4.0g硝酸银于500mL烧杯中，加入适量水溶解后，加入30mL硝酸，加水至500mL，贮于棕色瓶中。

②聚乙烯醇溶液（4g/L）：称取0.4g 聚乙烯醇（聚合度1500～1800）于小烧杯中，加入少量水，沸水浴中加热、搅拌至溶解，保温10min。出放冷并用水稀释至100mL备用。

③无水乙醇或95％乙醇。

④取一份8g/L溶液，与一份体积的4g/L聚乙烯醇混匀，加入二份体积的无水乙醇或95％乙醇，充分混为吸收液。

⑤500g/L碘化钾-50g/L硫脲溶液：临用时等体积混匀。

⑥400g/L氢氧化钠溶液和100g/L氢氧化钠溶液。

⑦硫酸溶液（1+1）。

⑧硼氢化钾片：将硼氢化钾与氯化钠按1：4质量比混合磨细，充分混后在压片机上以不小于1.5×104Pa的压力制成直径10mm，厚4mm的片剂，每片为0.5g。避免在潮湿天气时压片。

⑨乙酸铅棉花：将脱脂棉泡于100g/L乙酸铅溶液中，数分钟后挤支多余溶液，摊开棉花，80℃烘干后贮于广口玻璃瓶中。

⑩1.0moL/L柠檬酸-1.0moL/L柠檬酸铵：称取192g柠檬酸、243g柠檬酸铵、加水溶解后稀释至100mL。

 eq \o\ac(○,11)2g/L甲基红指示剂：称取0.1g甲基红溶解于少量95％乙醇中，并稀释至50mL。

3、仪器

（1）721型分光光度计。

（2）砷化氢发生装置。

4、操作方法

（1）样品处理

①粮食类食品：称取5.00g代表性样品于250mL三角瓶中，加入5.0mL高氯酸、20mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1），放置数小时（或过液），置电热板上加热，若溶液变为棕色，应补加硝酸使有机物分解完全，产生三氧化硫。取下放冷，加15mL水，再加热至冒三氧化硫白烟，取下。以20mL水分数次将消化液定量转入100mL砷化氢发生瓶中。同时做空白消化。

②蔬菜、水果类：称取10.00~20.00g代表性样品于250mL三角烧瓶中，加入3mL高氯酸、20mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1）。以下按4.（1）①操作。

③动物性食品（海产品除外）：称取0.100-1.00g代表性样品于250mL三角烧瓶中，加入2mL高氯酸、10mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1）。以下按4. （1）①操作。

④海产品：称取0.100-1.00g代表性样品于250mL三角烧瓶中，加入2mL高氯酸，、10mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1），以下按4. （1）①操作。

⑤含乙酸或二氧化碳后的饮料：取10.0mL代表性样品于250mL三角烧瓶中，低温加热，除去乙醇或二氧化碳后加入2mL高氯酸、10mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1），以下按4. （1）①操作。

⑥酱油类食品：取5.0-10.0mL代表性样品于250mL三角烧瓶中，加入5mL高氯酸、20mL硝酸、2.5mL硫酸（1+1），以下按4. （1）①操作。

（2）标准系列的制备：于6只100mL砷化氢发生瓶中，依次准确响应取砷标准应用液0，0.25，0.50，1.00，2.00，3.00mL（相当于
[image: image85.wmf]5
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0,0.25,0.5,1.0,2.0,3.0μg），分别加入少量水，2.0mL硫酸（1+1）（此时总体积不得超过20mL）。

（3）样品及标准的测定：于样品及标准砷化氢发生瓶中，分别加入0.1g抗坏血酸，2.0mL 500g/L碘化钾-50g/L硫脲，置沸水浴中加热5min（此时瓶内温度不得超过80℃），取出放冷，加入2g/L甲基红指示剂1滴，加入约3.5mL 400g/L氢氧化钠溶液，以100g/L氢氧化钠溶液调至溶液刚呈黄色，加入1.5mL 1.0moL/L，柠檬酸-1.0moL/L柠檬酸铵溶液，加水至40mL，加入一粒硼氢化钾片剂，立即通过塞乙酸铅棉花的导管与盛有4.0mL吸收液的吸收管相连接，不时摇动砷化氢发生瓶，反应5min后再加入一粒硼氢化钾片剂，继续反应5min。取下吸收管，有1cm比色杯，在400nm波长，以吸收液调吸光度为零，测定各管吸光度。将标准系列各管砷含量对吸光度作标准曲线或计算回归方程。

5、计算
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式中：X-----样品中砷的含量，mg/kg或mg/L。

A-----测定样液从标准曲线查得砷的质量，μg；

m----样品质量或体积，g或mL。

6、说明

（1）本法提出了灵敏度较高的硼氢化物还原比色法，以补充GB5009.11银盐法灵敏度偏低的不足，经二个单位验证方法可行。

（2）各类样品的精密度试验为：葡萄酒的相对标准偏差为13.3%；鲫鱼的相对标准偏差为12.8％；虾皮的相对标准偏差为8.2％;青笋尖的相对标准偏差为12.2％；米粉的相对标准偏差为7.2％。

（3）各类样品的准确度试验结果为：虾皮加入砷1.0μg的回收率98.0％~112.0%；加入砷2.0μg的回收率102.3％~103.8%;非洲鲫鱼加入砷1.0μg的回收率为101.2％~110.0％；葡萄酒加入砷0.5μg的回收率为82.0％~91.8%;米粉加入砷0.5μ的回收率为84.2％~115.0%；米粉加入1.5μg砷的回收率为96.5%~101.2%。

（4）本方法用标准参考物质NBS对大米粉进行砷含量进行砷含量测定结果核对，测定结果为0.37~0.43mg/kg，与给定值0.41±0.05mg/kg吻合。标准曲线的相关系数为0.9986。

（5）方法中抗坏血酸是消除
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的干扰；碘化钾试剂中的碘化钾消除
[image: image88.wmf]+

2

BI

、
[image: image89.wmf]+

2

Zn

、
[image: image90.wmf]+

6

Cr

的干扰，硫脲防止碘化钾被氧化；柠檬酸-柠檬酸铵是满足反应酸度，同时是缓冲对，可消除反应体系酸度差异对反应速度的影响。

（6）方法中应注意：①碘化钾还原五价砷为三价砷，体系氢离子浓度必须大于1.0moL/L，因此用水转移消化液入砷化氢发生瓶时水的体积不能超过20mL。②砷发生器导管尖部的内径和表面光洁度对测定结果影响较大，建议用内径相同的血色素吸管作砷化氢发生器的导管尖部。
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