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摘要:改进中国 GB5009.33—2010标准方法中离子色谱法

测定肉制品中亚 硝 酸 盐 与 硝 酸 盐 的 样 品 前 处 理 条 件。GB
5009.33—2010标准采用滤纸过滤样品提取液除脂肪,研究

发现滤纸的使用会干扰硝酸盐检测导致其结果严重偏高。
本研究改用三氯甲烷除去脂肪有效地解决了该标准方法存

在的弊端,同时查明了肉制品中硝酸盐普遍超标并非因企业

违规使用含有硝酸盐的添加剂,而是因加工过程中使用了富

含硝酸盐的香辛料、辣椒等植物性原料本底。试验证明:改

进方法简便、快速、灵敏、准确,适用于肉制品中亚硝酸盐与

硝酸盐的定量测定。亚硝酸盐和硝酸盐在所测浓度范围内

与峰面 积 呈 良 好 的 线 性 关 系,加 标 回 收 率 为 94.5% ~
100.5%,相对标准偏差(RSD)为0.70%~3.5%。
关键词:改进;离子色谱;肉制品;亚硝酸盐;硝酸盐

Abstract:Improvementofsamplepretreatmentconditionsofion
chromatographymethodofnationalstandardmethodstodeterminate
thenitriteandnitrateinmeatproducts.Thenationalstandardmeth-
odsemployfilterpapertoremovethefatinthesampleextract.
However,itisfoundtheusageoffilterpapercandisturbthedetec-
tionofnitrate,andcauseserioushighdetectionresults.Inthisstud-
y,usingchloroformtoremovethefatcanefficientlysolvethedisad-
vantagesexistinthenationalstandardmethods.Thegenerallyex-
ceedthestandardofnitrateinthemeatsisnotcausedbytheenter-
priseofillegaluseofadditivescontainingnitrate,anditiscausedby
theusageofspice,whichisrichinnitrate,andpeppersetc.plant

materialintheprocessofmachining.Experimentsprovedthatthe
improvedmethodissimple,rapid,sensitive,accurateandsuitable
forthequantitativedeterminationofnitriteandnitrateinmeatprod-
ucts.Nitriteandnitrateinthemeasuredconcentrationrangeshowed
agoodlinearrelationshipwiththepeakarea.Therecoverieswere
between94.5%and100.5%.Therelativestandarddeviationswere
between0.70%and3.5%.
Keywords:improve;ionchromatography;meatproducts;nitrite;

nitrate

在肉制品加工生产中,亚硝酸盐和硝酸盐通常作为护色

剂和防腐剂使用,它们不仅可以使肉制品保持其鲜艳的色

泽,更重要的是可以抑制肉毒梭菌的生长和繁殖,此外还能

改善产品风味。硝酸盐在硝酸盐还原菌的作用下可转化为

亚硝酸盐,在酸性条件下进一步转化为亚硝酸,亚硝酸易分

解出亚硝基并很快与肌红蛋白结合生成鲜艳的、亮红色的亚

硝基红蛋白,从而赋予肉品鲜艳的红色[1]。亚硝酸盐在人体

内转化成亚硝胺,而亚硝胺是早己公认的致癌物质[2],除致

癌外,还会引起胎儿畸形和胎盘毒性[3,4]。硝酸盐是亚硝酸

盐的前体物质,在人体内也可转化为亚硝酸盐,因此硝酸盐

往往表现为亚硝酸盐的毒性。关于硝酸盐和亚硝酸盐使用

不当引起的食物中毒事故已发生多起。从2013年起,中国

食品药品监督管理总局和湖南省食品药品监督管理局都将

肉制品中硝酸盐含量纳入风险监测项目,重点关注肉制品中

硝酸盐含量对消费者身体健康及食品安全可能带来的危害。

GB/T5009.33—2003中采用传统光度法测定亚硝酸盐和硝
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酸盐的含量,其原理是试样中亚硝酸盐在弱酸条件下与对氨

基苯磺酸重氮化后,再与盐酸萘乙二胺偶合形成紫红色染

料,外标法测得亚硝酸盐含量。采用镉柱将硝酸盐还原成亚

硝酸盐,测得亚硝酸盐总量,减去试样中亚硝酸盐本身的含

量,即得试样中硝酸盐含量[5]。若样品本身有颜色,会影响

比色结果进而影响检测结果的准确性,且镉柱还原法操作比

较繁琐,结果受镉柱还原效率的影响大。因此,2008年中国

修订了食品中亚硝酸盐和硝酸盐的测定方法,将仲裁法定为

离子色谱法,以此代替操作繁琐且需要使用有害试剂的光度

法[6],并于2010年将该方法提升为食品安全国家标准[7],近

几年也出现了一些应用离子色谱法检测食品中的亚硝酸盐

和硝酸盐的文献报道[8,9]。但笔者在实际检测过程中发现国

家标准仲裁法存在一定的缺陷性:在样品前处理中样品提取

液用滤纸过滤,滤纸本身对硝酸盐的检测存在一定的干扰,

导致硝酸盐的检测结果严重偏高,从而影响硝酸盐的准确定

量,且定性滤纸的干扰远远大于定量滤纸。本研究拟以中国

GB5009.33—2010标准为基础,对样品前处理方法进行改

进,旨在有效消除杂质物质对硝酸盐检测的干扰,为食品安

全监管提供了更可靠的检测数据支撑;研究还查明了湖南肉

制品硝酸盐大面积超标的行业问题,对指导企业安全生产提

高湖南省肉制品产品在市场上的竞争力具有重要意义。

1　材料与方法

1.1　仪器

离子色谱仪:ICS-3000型,带电导检测器和抑制器,可进

行二步梯度洗脱,美国 DIONEX公司;

电子天平:BS224S型,赛多利斯(北京)仪器系统有限

公司;

超声波清洗器:KQ-500B型,昆山市超声仪器有限公司;

水浴锅:DK-98-Ⅱa型,天津市奥斯特仪器公司;

离心机:TG16-WS型,长沙市平凡仪器有限公司;

净化柱:包括C18柱(600mg,6mL)、Ag柱和 Na柱,上

海安谱科学仪器有限公司;

固相萃取装置:VM12 型,天津博纳 艾 杰 尔 科 技 有 限

公司。

1.2　试剂

超纯水:电阻率>18.2MΩ·cm,本实验室自制;

三氯甲烷:分析纯,国药集团上海化学试剂有限公司;

甲醇:色谱纯,美国 Tedia公司;

氢氧化钠溶液(50%,m/m):飞世尔实验器材(上海)有

限公司;

200mmol/L氢氧化钠溶液:准确移取氢氧化钠溶液

(50%,m/m)10.5mL,用水稀释至2000mL摇匀;

亚硝酸根(NO2
- )标准溶液(1000mg/L,水基体):德国

MERCK公司;

硝酸根(NO3
- )标准溶液(1000μg/mL,水基体):中国

计量科学研究院。

1.3　方法

1.3.1　标准溶液配制

(1)混合标准工作液:分别准确移取亚硝酸根和硝酸根

的标准溶液0.25mL和2.5mL于25mL容量瓶中,用水稀

释至刻度,得到混合标准工作液,此溶液每1L含亚硝酸根

10mg和硝酸根100mg。

(2)标准工作溶液:准确移取一定量的混合标准工作

液,用水稀释,制成系列标准工作溶液,亚硝酸根离子浓度为

0.00,0.02,0.04,0.08,0.10,0.15,0.20mg/L;硝酸根离子

浓度为0.0,0.2,0.4,0.8,1.0,1.5,2.0mg/L。

1.3.2　色谱条件　色谱柱:戴安公司IonpacTM AS19分析柱

(4mm×250 mm)和 IonpacTM AG19 保 护 柱 (4 mm×

50mm);柱温:30℃;抑制器:戴安 ASRS4mm 阴离子抑制

器,抑制电流 112 mA;检测器:电导检测器,检 测 池 温 度

35℃;进样体积:500μL;淋洗液:A:200mmol/L氢氧化钠

溶液,B:纯水,流速1.0mL/min,梯度洗脱条件:0~10min,

10% A;10~25min,10%~45% A;25~30 min,45% A;

30~36min,10% A。

1.3.3　样品提取　称取2g样品于100mL比色管中,加水

80mL,超声提取30min,每隔5min振摇一次,保持固相完

全分散。于75℃水浴中放置5min,取出放置至室温,加水

稀释至刻度并充分摇匀。取约8mL溶液于10mL 具塞塑

料离心管中,加1mL三氯甲烷剧烈振摇后于10000r/min
离心15min,上清液备用。

1.3.4　样品净化　固相萃取柱使用前需进行活化,其活化

过程为:C18 柱使用前依次用10mL甲醇和15mL超纯水通

过,静置活化30min;Ag柱和 Na柱使用前用10mL超纯水

通过,静置活化30min。将活化后的 C18 柱、Ag柱和 Na柱

依次串联并将其连接在固相萃取装置上,取上清液经固相萃

取小柱于固相萃取装置上自动过柱净化,将真空泵与固相萃

取装置连接,调节压力以控制流速1mL/min,使上清液依次

通过C18 柱、Ag柱和 Na柱,弃去前面3mL,收集后面的洗

脱液经0.22μm 水性针头过滤器后进样测试。

2　结果与分析

2.1　样品提取条件的改进

前期试验中,研究发现 GB5009.33—2010标准方法在

前处理过程中采用滤纸过滤会对硝酸盐的检测带入本底干

扰。为了消除滤纸使用引入的干扰,起初采用样品提取液离

心后取上清液直接过固相萃取柱净化,但由于肉制品脂肪含

量高,过柱净化速度很慢,导致检测工作效率低。后来尝试

使用三氯甲烷除去样品中的脂肪后离心得到澄清的提取液,

试验结果表明:用三氯甲烷处理后的提取液很容易通过净化

小柱,大大缩短了样品过柱净化的时间。为了证明三氯甲烷

的使用不会影响检测结果的准确性,采用8个肉制品样品做
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了一组比较试验,取同一份样品提取液中的一部分离心后直

接过净化小柱,而另一部分用三氯甲烷除去脂肪后再离心过

净化小柱,两种处理方法硝酸盐检测结果对比见表1。由

表1可知:使用三氯甲烷除脂肪的处理过程不会影响检测结

果的准确性。同时选取3个样品做了一组对比试验来说明

滤纸对检测结果的影响,同一样品提取液分别按 GB5009.

33—2010标准方法和改进方法处理,其检测结果见表2。由

表2可知,GB5009.33—2010标准方法中滤纸的使用导致

硝酸盐的检测结果严重偏高。

表1　两种处理方法结果对比

Table1　Resultsweregivenbytwokindsof

treatmentmethods(n=3)

样品
直接过柱结果/

(mg·kg-1)

除脂肪后过柱结

果/(mg·kg-1)

RSD/

%

风鹅 7.8 8.4 2.45

牛筋大王 41.5 43.2 1.47

牛筋大王 35.2 36.8 2.89

咔咔脆骨 35.8 35.1 3.07

功夫鸭翅 20.8 21.1 2.18

麻辣牛肉干 55.6 54.8 1.12

柳叶湖酱板鸭 40.8 42.0 2.54

缺牙齿黄金鸡爪 47.3 48.0 3.43

表2　滤纸对检测结果的影响

Table2　Effectoffilterpaperondetectionresults
(mg·kg-1)

样品 滤纸过滤结果 改进方法结果

牛筋大王 53.1 43.2

麻辣牛肉 73.5 58.6

香辣鸡腿 17.3 5.3

2.2　线性范围与检出限

将不同浓度的标准工作溶液依次进样分析,以亚硝酸根

离子或硝酸根离子的浓度为横坐标、峰面积为纵坐标作图,

得到亚硝酸根和硝酸根的标准曲线、线性回归方程、相关系

数,结果表明亚硝酸根和硝酸根在各自浓度范围内线性关系

好,检出限分别为0.02mg/kg和0.04mg/kg(见表3),标样

色谱图见图1。

表3　亚硝酸盐和硝酸盐的线性方程、线性范围和相关系数

Table3　Regressionequations,linearranges,correlation

coefficientsandLODofnitriteandnitrate

分析物
线性范围/

(mg·L-1)
回归方程 R2

检测限/

(mg·kg-1)

亚硝酸根 0.02~0.20 y=3.312x 0.9994 0.02

硝酸根　 0.20~2.00 y=2.983x 0.9998 0.04
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图1　亚硝酸盐和硝酸盐标样的色谱图

Figure1　Thechromatogramsfornitriteandnitratestandard

2.3　回收率和精密度

选取未检出亚硝酸盐和硝酸盐的空白样品做加标回收

试验,在空白样中添加表4中所列的3组浓度水平的亚硝酸

盐和硝酸盐,按上述试验条件进行加标回收试验,每个浓度

水平平行测定6次,其回收率和精密度结果见表4。由表4
可知,平均加标回收率在94.5%~100.5%,相对标准偏差在

0.70%~3.50%,说明本方法的精密度好,能满足肉制品中

亚硝酸盐和硝酸盐的测定要求。

2.4　验证结果及超标原因分析

用改进方法检测湖南生产的肉制品样本共185份,其中

亚硝酸盐含量合格率为98.4%,超标率1.6%;硝酸盐含量

合格率为76.8%,超标率23.2%(表5)。

表4　回收率和精密度试验

Table4　Therecoveryandtheprecsiontest(n=6)

样品 分析物

添加量/

(mg·

kg-1)

测定值/

(mg·

kg-1)

平均回

收率/%

精密度

RSD/%

香肠

亚硝酸盐

硝酸盐

2.0 1.89 94.5 3.5

10.0 9.81 98.1 2.7

20.0 20.10 100.5 1.5

2.0 1.95 97.5 2.1

10.0 9.97 99.7 1.2

20.0 19.76 98.8 0.70
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表5　肉制品中亚硝酸盐和硝酸盐检测结果

Table5　Thedetectionresultsofnitriteandnitrate

inmeatproducts

分析物 检测份数 超标份数 合格率/% 超标率/%

亚硝酸盐 185 3 98.4 1.6

硝酸盐　 185 43 76.8 23.2

　　由表5可知,目前湖南肉类加工企业使用亚硝酸盐的情

况良好,这得益于食品监管部门的高度重视;对少数亚硝酸

盐残留量超标的企业,有必要加强食品安全风险意识教育,

使生产销售企业员工了解过量使用亚硝酸盐的危害。但是

抽检结果表明湖南肉制品硝酸盐含量超标问题非常严重,为

了查明硝酸盐大面积超标的原因,监管人员对相关企业进行

了走访摸底调研,企业均表明在加工过程中没有使用硝酸

盐,监管人员现场也未发现有硝酸盐类物质。为了查明问题

真相,从产品原辅材料方面展开了风险排查,对新鲜畜禽产

品、食用盐、干辣椒、香辛料等进行摸底检测,结果表明新鲜

畜禽产品、食用盐带入硝酸盐的含量甚微,几乎可以忽略不

计,而在干辣椒和香辛料中检出高含量的硝酸盐,结果在

68~934mg/kg。经核实硝酸盐超标产品的标签中均标示有

香辛料,因此肉制品中硝酸盐含量超标并非企业违规添加,

而是由香辛料、辣椒等植物性原料本底带入。这一结论在孙

震钱等[10]的研究中得到印证,该文献提及1973年世界卫生

组织(WHO)和联合国粮农组织(FAO)制订了食品中硝酸

盐的限量标准,并且将蔬菜中硝酸盐积累程度分为四级:一

级≤432mg/kg,允许生食;二级≤785mg/kg,不宜生食,允

许盐 渍 和 熟 食;三 级 ≤1440 mg/kg,只 能 熟 食;四 级 ≥

3100mg/kg,不能食用,该限量标准说明植物能积累较高含

量的硝酸盐,而蔬菜中的硝酸盐残留量过高也已成为世界各

国普遍关注的问题,因此肉制品生产企业在加工过程中使用

本身富含硝酸盐的香辛料、辣椒等极易 导 致 产 品 硝 酸 盐

超标。

3　结论

本试验建立了一种同时测定肉制品中亚硝酸盐和硝酸

盐的离子色谱方法,改进了现有国家标准方法中的样品前处

理条件,有效地消除了杂质物质对硝酸盐检测的干扰,使之

能够满足日常检测工作中准确定量检测的需求,同时查明了

湖南肉制品硝酸盐普遍超标的真正原因。笔者建议肉制品

生产企业在加工过程中使用香辛料、辣椒等起调香、调味、掩

盖异味、抑臭、赋予辣味及着色等作用时,在达到预期目的前

提下尽可能降低其在产品中的使用量以控制产品中硝酸盐

的含量;广大种植者应减少化学氮肥的使用,从源头降低植

物大量积累硝酸盐的风险。
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3 月 17 日消息 据中国之声《新闻纵横》报道，鸡肉、鸭

肉、鱼肉都不稀罕，您吃过打印肉吗？近日，在西班牙塞维利

亚举行的“奇点大学第三届欧洲峰会”上这“打印肉”可谓吸

人眼球。 原来，这“打印肉”就是用类似肉纤维蛋白的食材，

一点点喷涂堆积成肉形状的 3D 打印技术。 目的是为了提

高全球食品供应能力，节省资源消耗，就是不知道未来从打

印机里出来的肉味道怎么样？ 您敢不敢吃？

这次峰会的主办方奇点大学是美国未来学家库兹韦尔

等人在硅谷成立的一家机构， 用来探索未来科技对人类的

影响。它借用了数学和物理上的“奇点”概念，来表示未来科

技可能出现的如今人们难以想象的进步。

（来源：www.foodmate.net）

西班牙展示 3D打印肉 用类似肉纤维蛋白食材喷涂堆积而成
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