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下微波消解
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检测#比较了不同的洗脱方式对
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种砷形态的分离效

果$研究了色谱条件对砷形态的分离度的影响并进行优化#

通过加标回收试验考察了方法准确度$在
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个加标水平上各

形态的回收率为
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#结果显示$该方

法提取简单&灵敏度高&重现性好$可用于水产动物及其制品

中砷形态的检测#
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砷在自然界中广泛存在!在地壳所含元素的丰度中排第
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"随着工业的快速发展!包括矿业开采#化石燃料燃

烧等人为活动!大量的砷进入到环境中!造成严重的砷污染
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+存在!在生物地

球化学循环过程以及在生物体内发生甲基化等过程!其化学

形态发生了一系列变化/
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不同形态的砷其环境毒理学性质相差迥异!无机砷毒性

高于有机砷!目前国内外仅对水产动物及其制品中无机砷限

量作出规定!但有研究/

E

0表明!有些有机砷可能与癌细胞活

性有关!也具有一定的毒性"砷总量的测定已经不能够客观

地对砷化合物的安全性作出评价/
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"经过多年的发展研究!

国内外主要采用联用方法对砷形态进行检测分析"用砷元
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0等与色谱

等分离手段联用!从而将不同形态的砷检测出来/
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"气相

色谱*

Q,

+较适用于易挥发或中等挥发的有机金属化合物的

分离!而且分离之前的衍生化步骤不仅使分离#分析过程复

杂化!而且增加了待测元素形态丢失或玷污的可能性#毛细

管电泳*
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0分离效率高!操作条件温和!但在分离过程

中!样品在分析中的原始形态可能由于电解质或
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的调节

而发生变化!样品的组成也会对
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可采用阴离子交换柱来分离不同形态的砷#用
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"由于水产动物及其制品中有机砷通常含量较高!尤

其是砷甜菜碱!此种形态砷不易与三价砷完全分离"本试验

采用微波消解的方法对样品进行前处理!并且对微波消解条

件进行优化!以选择对各种砷形态进行充分提取的最佳温

度-采用
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阴离子色谱柱进行分离!并对

色谱条件进行优化!使有机砷与无机砷完全分离!以避免各

种砷形态检测的影响!从而建立一种新型的快速有效分离检

测砷形态的方法!为相关食品的监管检验提供参考"
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*体积比+!流
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-进样量
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!柱温
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"
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!

样品前处理
!

将样品混匀打碎后称取
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X

*精确至

$)$$"

X

+左右!置于微波消解罐中!加入
#$LA$)"EL'(

.

A

的硝酸溶液!设置微波辅助条件!在
1$c

提取
!$L4:

"待处

理完毕后!取出冷却至室温"经萃取后将所得溶液于

1$$$3

.

L4:

离心
"EL4:

!取
ELA

上清液至离心管中!加

ELA

正己烷!振摇
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后!

1$$$3

.
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离心
"EL4:

!弃去

上层正己烷!此过程重复
"

次"吸取下层清液用
$)<E

#

L

有

机滤膜过滤及
I':?Z(J6,

"1

柱净化后进样!按相同方法作样

品空白"
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!

砷形态含量的计算

试样中的砷形态含量按式*
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,,,试样中不同砷形态的含量!
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-
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,,,称样量!

X

"

")F

!

试验条件的优化

")F)"

!

色谱条件的优化
!

由于流动相对砷形态的分离效果

影响程度较大!因此试验通过控制变量法!研究流动相洗脱

方式#流动相
a

*

W

K1)$

的
#ELL'(

.

A*K

<

K

#

`̂

<

溶液+和

I

*乙醇+的比例#流动相的
W

K

等因素对分离度的影响!进而

优化出分离效果较好的色谱条件"

*

"

+洗脱方式的选择(色谱柱为
K8:L4(6': =̀Y9Y"$$

*

#E$LL_<)"LL

!

"$

#

L

+!选择已优化好的流动相
a

的

W

K

*

a

与
I

体积比为
OO

)

"

+!流速
")$ LA

.

L4:

-进样量

E$

#

A

!柱温
#Ec

!

-,̀9@/

工作条件如
")!)#

!采用等度和梯

度洗脱
#

种方式!梯度洗脱程序见表
"

"比较
E

种不同砷形

态的分离效果"

*

#

+流动相
W

K

的选择(色谱柱为
K8:L4(6': =̀Y9Y"$$

*

#E$ LL_<)" LL

!

"$

#

L

+!流速
")$ LA

.

L4:

-进样量

E$

#

A

!柱温
#Ec

!

-,̀9@/

工作条件如
")!)#

!配制不同
W

K

的流动相
a

*

a

与
I

体积比为
OO

)

"

+!

W

K

分别为
F)E%

!

1)$$

!

1)E%

!进样!观察分离效果进而优化选择"

*

!

+流动相
a

#

I

比例的优化(色谱柱为
K8:L4(6':

=̀Y9Y"$$

*

#E$LL_<)"LL

!

"$

#

L

+!流速
")$LA

.

L4:

-进

样量
E$

#

A

!柱温
#Ec

!

-,̀9@/

工作条件如
")!)#

!流动相
a

与
I

的体积比分别为
1$

)

#$

!

O$

)

"$

!

OE

)

E

!

OO

)

"

!观察分

离效果以选择最优比例"

")F)#

!

提取温度的优化
!

保持试验条件*包括色谱条件和

-,̀9@/

工作条件+均相同!考察了不同温度*

E$

!

F$

!

%$

!

1$

!

O$

!

"$$c

+对
E

种砷形态提取效率的影响"

表
"

!

洗脱程序

08C(7"

!

Z(J64':

W

3'

X

38L

时间.
L4:

流动相
a

.

D

流动相
I

.

D

$ $ "$$

"E "$$ $

#$ $ "$$

#E $ "$$

#

!

结果与分析
#)"

!

色谱条件的优化

#)")"

!

洗脱方式的选择
!

由于水产动物中含有较高浓度的

无机砷!因此选用阴离子交换色谱柱#洗脱能力较强的磷酸

盐缓冲体系!试验比较了等度洗脱和梯度洗脱不同方式对

E

种砷形态的分离效果"由图
"

可知!

#

种方式均可有效分

离
E

种砷形态!但是梯度洗脱时间较长!与等度洗脱分离效

果无明显差别!而等度洗脱较为方便并且可以缩短分离时

间!在
1L4:

内能够实现
E

种砷形态的分离且效果较好"因

此选用等度洗脱方式"

图
"

!

不同洗脱方式对
E

种砷形态分离效果的影响

.4

X

J37"

!

0277[[7>6'[?4[[737:67(J64:

X

L762'?5':62757

W

9

83864':7[[7>6'[E6

BW

75'[8357:4>

#)")#

!

流动相的优化
!

预试验发现!加入
Z;0a

与否对出

峰效果及峰型无明显影响"因此!不在流动相中加入

Z;0a

"

*

"

+流动相
W

K

值对分离度的影响(流动相
W

K

值的变

化对
E

种砷形态的保留时间影响较大"由图
#

可知!当
W

K

为
F)E%

和
1)%"

时均不能正常出峰-而
W

K

为
1)$$

时!

E

种砷

形态均可正常出峰!且保留时间较短-

W

K

为
1)%"

时!

a5

*

-

+

的保留时间增加!且
a5I

与
a5

*

.

+无法分离"因此选择最

佳
W

K

为
1)$$

"

!!

*

#

+流动相
a

与
I

比例的选择(据报道/

"1

0

!加入适量的

!F

第
!!
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图
#

!

流动相
W

K

值对
E

种砷形态保留时间的影响

.4

X

J37#

!

0274:[(J7:>7'[

W

K+8(J7':3767:64':64L7

'[[4+78357:4>5

W

7>475

有机相可以提高
-,̀9@/

对砷检测的灵敏度!但加入有机溶

剂过多!会使矩管及锥孔积炭效应严重!反而降低仪器灵敏

度"由图
!

可知!随着有机溶剂比例的减小!

E

种砷形态的保

留时间逐渐减小!

a5

*

-

+的保留时间由
a

与
I

体积比为

1$

)

#$

时的
O)!%L4:

减小到
a

与
I

体积比为
OO

)

"

时的

%)O1L4:

!同时也能保持较高的灵敏度"因此!考虑选择流动

相
a

与
I

体积比为
OO

)

"

"

#)#

!

提取温度的选择

由于温度对
E

种砷形态的提取效率影响较大!其中
a5

*

.

+和
a5

*

-

+还会在一定条件下会发生转化!而有机砷形

态稳定性较好!因此考察了温度对
E

种砷形态的提取效果的

影响"试验中以
$)"EL'(

.

A

硝酸水溶液为提取剂!提取时间

设为
!$L4:

!分别设置不同温度对
E

种砷形态进行提取!结

果见表
#

"对于
;@a

#

@@a#

种砷形态来说!随着温度的

增加!提取效率逐渐增加!但
1$c

以后增加幅度减小!

a5I

的提取效率受温度影响较小"

a5

*

.

+在温度高于
1$c

后易

转化!使提取效率降低!而
a5

*

-

+在
1$c

以后提取效率有

所增加!可能是由于过高的温度使得
a5

*

.

+发生了某种程

度的转化!而总砷也是随着温度升高!提取效率增加!但是当

温度
"

1$c

以后增加幅度不大!说明
1$c

以后大部分的砷

图
!

!

流动相比例对
E

种砷形态保留时间的影响

.4

X

J37!

!

0277[[7>6'[L'C4(7

W

28573864'':3767:64':

64L7'[[4+78357:4>5

W

7>475

表
#

!

不同温度下
E

种砷形态的提取量

08C(7#

!

ZV638>64':8L'J:6586?4[[737:667L

W

7386J375'[

627[4+78357:4>5

W

7>475

#

X

*

H

X

提取温度.
c a5

*

.

+

a5

*

-

+

;@a @@a a5I

总
a5

E$ E)FO <)EO E)F! E)E1 F)F< <)O%

F$ %)#! F)1E F)E! F)1< F)EF E)1O

%$ 1)<1 O)$# 1)O1 1)$! F)%1 1)%#

1$ O)$$ O)$1 O)#F O)FF F)E1 O)$F

O$ 1)EF O)"# O)!" O)%O F)%% O)$1

"$$ 1)$# O)!F O)"O O)#1 F)%1 O)"1

<F

安全与检测
!

#$"%

年第
""

期



形态提取得较为完全!无需在更高温度条件下进行提取"综

合考虑!选择
1$c

为最佳提取温度"

#)!

!

方法的线性范围及检出限

分别配制
$

!

"$$

#

X

.

A

的
E

种砷形态化合物混合标准

系列溶液!在优化好的色谱条件及
-,̀9@/

工作条件下进行

分析!浓度梯度在
$

!

"$$

#

X

.

A

时!相关系数
I

均在
$)OOO$

以上"采用逐级稀释法!在
$)"

#

X

.

A

时
a5

*

.

+的信噪比

*

*

.

8

+

$

!

-在
$)<

#

X

.

A

时
a5

*

-

+的信噪比*

*

.

8

+

$

!

-在

$)"E

#

X

.

A

时
@@a

的信噪比*

*

.

8

+

$

!

-在
$)"E

#

X

.

A

时

;@a

的信噪比*

*

.

8

+

$

!

-在
$)E

#

X

.

A

时
a5I

的信噪比

*

*

.

8

+

$

!

-由此确定
E

种砷形态化合物的检出限分别为

$)"

!

$)E

#

X

.

A

-称样量为
")$

X

!定容体积为
#$LA

!

E

种砷形

态的最低检出浓度#定量限*以
*

.

8

$

"$

确定方法定量限+

等数据见表
!

"由表
!

可知!

E

种砷形态的最低检出浓度为

$)$$#

!

$)$"$L

X

.

H

X

!定量限为
$)$$%

!

$)$"$L

X

.

H

X

"

#)<

!

精密度试验

为检验方法的精密度!选择浓度为
"$

#

X

.

A

的
E

种形态

砷的混合标准溶液连续平行测定
F

次!其相对标准偏差分别

为
")ED

!

!)!D

!

<)ED

!

<)ED

!

#)OD

!精密度良好!结果见

表
<

"

表
!

!

标准曲线和检出限g

08C(7!

!

027568:?83?>J3+758:??767>64':(4L465

砷形态 线性方程 相关系数
I

检出限.

*

#

X

1

A

]"

+

最低检出浓度.

*

L

X

1

H

X

]"

+

定量限.

*

L

X

1

H

X

]"

+

a5

*

.

+

!k!O!")%"2]"%11)<F $)OOO% $)"$ $)$$# $)$$%

a5

*

-

+

!k"E#E)F#2U#F#!)1$ ")$$$$ $)<$ $)$$1 $)$#F

@@a !k!<$<)E1F2]#%<)!! $)OOO1 $)"E $)$$! $)$"$

;@a !k#%O1)!F2]!#F)"F $)OOOF $)"E $)$$! $)$"$

a5I !k#11E)#%2]"$"F)O" ")$$$$ $)E$ $)$"$ $)$!!

!!!!!!

g

!

2

表示标准溶液的质量浓度!

:

X

.

LA

-

!

为仪器响应值"

表
<

!

精密度试验

08C(7<

!

3̀7>454':7V

W

734L7:6

#

X

*

A

砷形态
"

,

#

,

!

,

<

,

E

,

F

, 平均值
K*9

.

D

a5

*

.

+

"$)"$ "$)#$ O)F1 O)%1 O)<O O)O$ O)1F ")E

a5

*

-

+

O)1E O)#F "$)"$ O)1E "$)#$ O)%E O)1! !)!

@@a O)%1 "$)O$ O)1F "$)#$ O)F" "$)#$ "$)$O <)E

;@a "$)O$ "$)#$ O)F1 O)O1 "$)#$ O)1O "$)!$ <)E

a5I O)%1 O)F% O)1% "$)!$ O)EO "$)#$ O)O" #)O

#)E

!

加标回收试验

准确称取相同质量*

")$$$

X

左右+的已搅碎虾肉组织!

并向其中加入
!

种浓度水平*分别为
E

!

#$

!

1$

#

X

.

A

+的
E

种

砷形态的混合标准溶液!用
")!

所述方法进行样品前处理!

在已优化好的色谱条件和
-,̀9@/

工作条件下进行测定!平

行进样
!

次!计算平均回收率!见表
E

"由表
E

可知!加标浓

度为
E

#

X

.

A

时!回收率为
1%)1D

!

O%)ED

-加标浓度为

#$

#

X

.

A

时!回收率为
O")$D

!

OE)ED

-加标浓度为
1$

#

X

.

A

时!回收率为
O#)!D

!

OE)FD

!均满足
QI

.

0#%<$<

,

#$$1

标

准的要求*

1$D

!

""$D

+"

#)F

!

方法准确度验证

采用有证标准物质金枪鱼肉组织
I,=F#%

!考察方法准

确度"由表
F

可知!本方法对金枪鱼肉组织标准物质中砷形

态测定结果能与标准参考值保持一致"说明该方法准确度

较高!结果稳定可靠"

#)%

!

实际样品测定

抽取漯河市市售
"!

种水产动物及其制品各
F

批次!根

据优化后的仪器条件和样品处理方法分别对其进行
E

种砷

表
E

!

样品中
E

种砷形态的加标回收率g

08C(7E

!

02737>'+73

B

'[[4+78357:4>5

W

7>4754:62758L

W

(75

砷形态
样品含量.

*

#

X

1

A

]"

+

加标量.

*

#

X

1

A

]"

+

总含量.

*

#

X

1

A

]"

+

平均回

收率.
D

E <)11E <)O"$ <)1O# 1%)1

a5

*

.

+

$)E$E #$ "1)O#$ "O)$F$ "1)1O$ O#)#

1$ %E)!1$ %E)<O$ %F)!#$ O<)$

E <)<$E <)<"F <)<O" 11)%

a5

*

-

+

*); #$ "O)#F$ "O)$%$ "1)O%$ OE)E

1$ %E)!F$ %E)E<$ %E)F"$ O<)<

E 1)F%$ 1)%"$ 1)F!$ 11)$

@@a <)#%$ #$ ##)#E$ ##)E"$ ##)F<$ O")$

1$ 1$)1!$ 1")$"$ 1$)#O$ OE)E

E F)<%E F)<1" F)!1% 1%)#

;@a #)$1E #$ #$)"<$ #$)!<$ #$)F!$ O")<

1$ %1)<"$ %1)E1$ %1)FO$ OE)F

E "!)""$ "!)E#$ "<)$#$ O%)E

a5I 1)F%# #$ #%)"E$ #%)!<$ #F)1O$ O#)#

1$ 1#)""$ 1#)!E$ 1!)"%$ O#)!

!

g

!

*);

表示未检出"

EF

第
!!
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表
F

!

I,=F#%

中砷形态测定结果

08C(7F

!

027?7673L4:864':375J(65'[I,=F#%

8357:4>5

W

7>475

砷形态
标准值.

*

L

X

1

H

X

]"

+

不确

定度

测量值
"

,

.

*

L

X

1

H

X

]"

+

测量值
#

,

.

*

L

X

1

H

X

]"

+

平均值.

*

L

X

1

H

X

]"

+

;@a $)"E $)! $)"E $)"< $)"<

a5I !)O$ !)$ !)O" !)1E !)11

形态含量的检测!见表
%

"由表
%

可知!在不同种类的水产动

物样品及其制品中!有机砷含量较高!无机砷/

a5

*

.

+和
a5

*

-

+之和0含量较低!大部分在
$)$$E

!

$)$F!L

X

.

H

X

!均符合

QI#%F#

,

#$"#

中污染物限量的规定*鱼类及其制品中无机

砷的限量不超过
$)"L

X

.

H

X

!其他水产动物及其制品中无机

砷含量不超过
$)EL

X

.

H

X

+"

表
%

!

不同水产动物及其制品中砷形态含量测定结果g

08C(7%

!

027?7673L4:864':375J(65'[8357:4>5

W

7>475>':67:6

4:?4[[737:68

\

J864>8:4L8(58:?62743

W

3'?J>65

'

%k!

(

L

X

*

H

X

种类
a5

*

.

+

a5

*

-

+

@@a ;@a a5I

虾
!!!

$)$"! *); *); $)#< $)$F!

海苔
!!

$)$F! *); *); $)#E $)$#O

鱿鱼
!!

$)$#O *); *); $)$## $)E!

草鱼
!!

$)$<! *); *); $)$"F $)$%1

鲳鱼
!!

$)$!F *); *); $)$<E $)#O

扇贝
!!

$)$$1F *); *); $)$%O $)#1

芝士鱼肠
$)$$%1 *); *); $)$#1 $)$1<

烤鳕鱼片
$)$#! *); *); $)$"O $)$E#

鱿鱼丝
!

$)$#1 *); *); $)$#O $)!<

尤利鱼片
$)$!% *); *); $)$<% $)$"O

秋刀鱼
!

$)$E1 *); *); $)$1F $)$EF

墨鱼红
!

$)$"< *); *); $)"" $)%F

虾红
!!

$)$<O $)$$%< *); $)"F $)"#

!

g

!

*);

表示未检出"

!

!

结论
本研究建立了用

#$LA$)"EL'(

.

A

硝酸水溶液微波消

解的前处理方法提取样品中的砷形态!

a

X

4(7:6"#F$-:[4:46

B

A,

与
a

X

4(7:6%%$$V-,̀9@/

联用技术分离测定水产动物及

其制品中的
E

种砷形态"与
QIE$$O)"%

,

#$"<

中所述的测

定无机砷的前处理方法相比!该法简单#测定周期短!采用

K7

模式下的碰撞反应池可以消除
,(

对
a5

的潜在干扰!稳

定性好!同时具有较高的灵敏度-采用磷酸盐缓冲液作为流

动相!

K8:L4(6': =̀Y9Y"$$

阴离子色谱柱作为分析柱!通过

对色谱条件进行优化!也可以使
E

种砷形态达到良好的分离

效果!检出限较低!精密度高-该方法在砷质量浓度为
$

!

"$$

#

X

.

A

时呈现良好的线性关系!

E

种形态砷的相关系数均

在
$)OOO$

以上-通过对有证标准物质金枪鱼鱼肉组织
I,=

F#%

进行测定及加标回收试验验证了此方法的准确度!因此

本研究所建立的方法适用于快速测定水产动物及其制品中

的砷形态"

但是!由于砷有多种存在形态!本试验只研究了砷酸根

/

a5

*

-

+0#亚砷酸根/

a5

*

.

+0#砷甜菜碱
a5I

#一甲基砷

*

@@a

+和二甲基砷*

;@a

+

E

种砷形态的分离检测效果!而

砷胆碱*

a5,

+#洛克沙砷*

=̂ Y

+#

<9

羟基苯砷酸*

<9K̀ aa

+#

<9

硝基苯砷酸*

<9*̀ aa

+等有机砷常作为饲料添加剂使用!

能够提高饲料转化率#提高产蛋量!但是仍具有一定的毒性!

过量添加会使动物中枢神经系统失调!促使脑病和视神经萎

缩的发病率升高-若这些有毒性的有机砷在动物体内代谢过

程中残留或降解为其他砷形态化合物!对动物造成损害的同

时!也会经过食物链进入到人体!从而威胁人体健康"因此!

同时分离#测定多种砷形态的简单高效方法仍需进一步

开发"
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