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摘要:目的:对 液 态 乳 中 多 种 阴 离 子 进 行 快 速 检 测.方

法:通过乙腈沉淀液态乳中的大分子蛋白质并提取多种

阴离子,经C１８柱净化,利用DionexIonPacAS１９ＧHC离子

色谱柱分离,氢氧化钾梯度洗脱,电导检测,采用离子色

谱仪对液态乳中溴酸根、硫氰酸根、亚硝酸根、硝酸根、氯

酸根、高氯酸根、磷酸根、碘离子８种常见阴离子进行检

测.结果:８种阴离子在线性浓度范围内的相关系数为

０．９９９０~０．９９９８,检出限为０．０６５~０．４１７mg/kg,回收率

为８１．４％~１０２．０％,相对标准偏差为１．１％~６．７％(n＝
６).结论:该方法操作简单、准确度和灵敏度高,可用于

液态乳中多种阴离子残留量的同时检测.
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Abstract:Objective:A rapid method wasestablishedforthe

simultaneous determination ofvariety anionsinliquid milk．

Methods: The macromolecular protein in liquid milk was

precipitated by acetonitrile,and a variety of anions were

extracted．AfterpurificationbyC１８ column,the materialwas

separatedbyDionexIonPacAS１９ＧHCioncolumnwithgradient

elution of potassium hydroxide and conductivity detection．

Finally,amethodforthedeterminationofbromate,thiocyanate,

nitrite,nitrate,chlorate,perchlorate,phosphateandiodineion

inliquidmilkwasestablishedusingionchromatograph．Results:The

resultsshowedthatthecorrelationcoefficients(R２)ofeightkindsof

anionrangefrom０．９９９０to０．９９９８inthelinearrange,andthelimits

ofdetection werebetween０．０６５ mg/kgand０．４１７mg/kg．The

recoverieswereintherange８１．８％~１０２．０％ withtherelative

standarddeviationsin the range １．１％ ~ ６．７％ (n ＝ ６)．

Conclusion:Themethodhastheadvantagesofsimpleoperation,

highaccuracyandsensitivity,andcanbeusedforsimultaneous

determinationofvariousanionresiduesinliquidmilk．

Keywords:liquid milk; ion chromatography; conductivity

detection;anionic

液态乳中富含多种无机和有机成分,其中脂肪、蛋白

质和糖类物质等主要营养成分是卫生和国家质量监督管

理部门检测的主要指标[１－２],但同时,液态乳中还存在多

种微量营养素以及一些有害物质,如溴酸根、硫氰酸根、

亚硝酸根、硝酸根、氯酸根、高氯酸根、磷酸根、碘离子等,

这些离子含量的高低会对人体产生一定的影响[３－５].

磷酸盐作为乳化剂和稳定剂常被用于牛奶、奶粉和

奶酪等乳制品中,是机体中极为重要的离子之一,能够调

节维生素 D的代谢以及维持内环境的稳定,但磷酸盐含

量过高会引起心血管疾病和钙流失[６－７].硝酸根是植物

的天然成分之一,参与生物体内的合成代谢,广泛存在于

自然环境之中,但硝酸根在氧化的环境下易被氧化为有

毒的亚硝酸根,亚硝酸根可与食物和胃中的仲胺类物质

发生反应生成亚硝胺,具有极强的致癌作用,同时孕妇大

量摄入亚硝酸盐会引起婴儿先天畸形[８－１２].溴酸根是水

体消毒后的重要副产物,由水中的溴离子臭氧氧化产生,

其含量达到一定程度对人体有潜在的致癌作用,被国际

癌症研究机构定为２B级的潜在致癌物质[１３－１４].氯酸盐

是消毒剂在杀菌过程中产生的副产物,牛奶中氯酸盐的

来源主要是在加工过程中使用含有氯酸盐的水以及对加

工设备消毒产生的[１５].高氯酸盐是一种公认的化学污染

物质,主要作为军火、火箭、爆竹等的固体氧化剂.由于

高氯酸盐和氯酸盐可通过空气和水系进行迁移,对土壤、

地表水和植被等带来污染,并通过食物链富集于农产品

和食品,对人体健康造成影响[１６－１８].研究[１４,１９]表明,高

氯酸盐和氯酸盐会阻碍甲状腺对碘的吸收,而碘是合成

甲状腺激素的原材料,当碘含量不能满足机体所需时,会

引发地方性克汀病、甲状腺肿等疾病.因此,对牛奶中氯
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酸盐、高氯酸盐[２０]和碘含量的检测具有重大意义.硫氰

酸钠是一种用于印染、医药的有毒化工原料.硫氰酸盐

可以激活牛乳中的过氧化物酶体系,从而达到保鲜抑菌

的作用,但在２００８年卫生部公布的«食品中可能违法添

加的非食用物质和易滥用的食品添加剂品种名单(第一

批)»中,明确规定了乳及乳制品中的硫氰酸钠属于违法

添加物质,明确禁止在乳及乳制品中添加硫氰酸钠[２１].

目前,乳制品中硝酸盐和亚硝酸盐的主要测定方法

为 GB５００９．３３—２０１６分光光度法(第二法),该方法步骤

繁琐、检测效率低且回收率较低.牛奶中氯酸盐和高氯

酸盐的检测方法主要为高效液相色谱—质谱法[２２－２４],这
是因为牛奶中添加的维生素、脂肪酸、低聚糖等物质使得

牛奶的基质比较复杂,此外,离子色谱—串联质谱和离子

色谱法的检测也有报道,但离子色谱法对高氯酸和氯酸

盐的检测主要集中在地表水和饮用水等方面[２５].目前,

有关牛奶中磷酸根离子和溴酸根离子的检测研究较少,

对溴酸根离子的研究主要集中在固体废物和水体方面,

检测方法主要为离子色谱法[２６].牛奶中碘的检验方法主

要有气相色谱法[２７]、分光光度法[２８]和电感耦合等离子

体—质谱法[２９－３０]等;硫氰酸根的检测方法主要有离子色

谱法[３１]和气相色谱法[３２－３３].研究拟采用抑制电导离子

色谱法,建立牛奶中多种阴离子的同时、快速检测方法,

以期为牛奶中多种阴离子的同时检测提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　
溴酸根离 子 标 液:１０００μg/mL,中 国 计 量 科 学 研

究院;

硫氰酸根离子标液、氯酸根离子标液、高氯酸根离子

标液、碘 离 子 标 液:１０００ μg/mL,美 国 O２siSmart

Solutions公司;

亚硝酸根离子标液、硝酸根离子标液、磷酸根离子标

液:１０００μg/mL,国家有色金属及电子材料分析测试中心;

乙醇:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

甲醇、乙腈、丙酮:色谱纯,德国 Merck公司.

１．２　仪器与设备

双系统离子色谱仪:DionexICSＧ１１００型,包括 ASＧ

AP自动进样器、EG淋洗液发生器、DC控制单元、DP四

元梯度泵和 Chromeleon７．０色谱工作站,美国 Thermo
Fisher公司;

涡旋混合器:MS３basic型,德国IKA公司;

去离子水发生器:MilliＧQ型,美国 Millipore公司;

低速离心机:KDCＧ４００型,科大创新股份有限公司;

DionexOnGuardII过 滤 柱:C１８ 柱,美 国 Thermo
Fisher公司;

固相萃取装置:美国 Waters公司;

有机相针式滤器:１３mm×０．２２μm,上海安谱科学仪

器有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　标准溶液配置　分别准确移取０．５０mL溴酸根、

硫氰酸根、亚硝酸根、硝酸根、氯酸根、高氯酸根、磷酸根、

碘离子标准溶液于１０mL容量瓶中,用去离子水定容,得

到５０mg/L的８种阴离子混合标准中间溶液.分别移取

１０,２０,１００,２００,５００,１０００,２５００μL混合标准中间溶液

至７个１０ mL 容量瓶中,用去离子水定容,得到０．０５,

０．１０,０．５０,１．００,２．５０,５．００,１２．５０ mg/L 的标准工作液

曲线.

１．３．２　沉淀剂类型、用量以及净化方式的选择　以牛奶

为基质样,以甲醇、乙腈、丙酮、乙醇为沉淀剂,分别加入

８,７,６,５,４mL沉淀剂,探讨不同沉淀剂类型和用量对提

取效果的影响,并考察 RP柱、C１８柱、HLB柱、GCB柱和

NH２柱对目标物质净化效果的影响.

１．３．３　样品前处理方法　称取牛奶样品３．００g至１０mL
玻璃比色管中,加入７mL乙腈,涡旋混匀,并用水定容,

涡旋５min,超声提取１０min,２０００r/min离心２min.

取１mL上清液,用去离子水稀释至１０mL,涡旋混匀,通

过已活化的C１８柱净化,收集滤液用于离子色谱分析.

１．３．４　仪器条件　DionexIonPacASＧ１９阴离子分析柱

(２５０mm×４ mm)及IonPacAGＧ１９保护柱(５０ mm×

４mm);DionexAERSＧ３００４mm 阴离子抑制器,抑制电

流１１２mA,外加水模式;流速１mL/min,进样量１００μL,

柱温３０℃,电导检测,并按表１进行梯度洗脱.

表１　液态乳中阴离子分离的 KOH梯度洗脱程序

Table１　GradientofKOHeluentinliquidmilk

时间/

min

KOH 浓度/

(mmolL－１)

时间/

min

KOH 浓度/

(mmolL－１)

０ １８ ３１ ４５

１３ １８ ３２ １８

１４ ４５ ３５ １８

２　结果与分析

２．１　色谱柱的选择　
天然食品中常见的阴离子如氯离子、硫酸根离子等的

浓度较高,因此一般选择高柱容量的离子色谱柱 AS１１Ｇ

HC、AS１６ＧHC和 AS１９ＧHC.为了将被测离子与体系中的

其他离子有效分离,试验选用高容量、适用于分析大量无

机阴离子的 AS１９色谱柱,其标准溶液色谱图如图１所示.

２．２　沉淀剂的选择

试验发现,甲醇完全不能沉淀牛奶中的大分子物质,

呈现均一的浑浊状态;乙腈、丙酮和乙醇可明显看出分

７５

|Vol．３９,No．１０ 吴滋灵等:液态乳中８种阴离子残留量的同时检测



图１　８种阴离子标准品谱图

Figure１　Chromatogramsofeightanionstandards

层,但乙醇的上清液较浑浊,表明其沉淀效果较差;乙腈

作为沉淀剂其上清液清澈,分离效果最好.

由图２可知,采用乙醇的沉淀效果最差,可能是因为

沉淀不完全,未沉淀的固体颗粒堵塞了净化柱,造成样品

净化困难.使用乙腈和丙酮作为沉淀剂对目标物均具有

一定程度的回收,但使用乙腈的回收率较高.有机溶剂

沉淀蛋白质主要是通过降低水溶液的介电常数,减小溶

剂的极性,削弱了溶剂分子与蛋白质分子间的相互作用

力,增加蛋白质分子间的相互作用,使带电溶质分子更易

互相吸引而凝集,从而导致蛋白质沉淀.因此,溶剂的极

性越大,介电常数越大,沉淀效果越差.此外,有机溶剂

与水互溶,在溶解于水的同时从蛋白质分子周围的水化

层中夺走水分子,破坏了蛋白质分子的水膜,因而发生沉

淀.乙腈的极性较低,介电常数较小,沉淀蛋白质效果最

好.因此,选择乙腈作为沉淀剂.

２．３　沉淀剂用量的选择

试验发现,当沉淀剂用量为６~８mL时,沉淀完全,

上清液澄清透明,效果较好,继续减少沉淀剂用量至５~
４mL时,体系呈均一态,无法沉淀大分子物质,沉淀效果

不理想.

由图３可知,当沉淀剂体积为６mL时,回收率较差,

图２　沉淀剂类型对８种阴离子回收率的影响

Figure２　Effectsofdifferentprecipitatorsonthe

recoveriesofeightanions

图３　沉淀剂体积对８种阴离子回收率的影响

Figure３　Effectsofdifferentvolumesofprecipitators
ontherecoveriesofeightanions

可能是因为沉淀剂含量较少,样品较为黏稠,导致沉淀效

果较差,回收率低.当沉淀剂体积为８,７mL时回收率较

好,基本都能达到８５％~１００％,沉淀效果较好.此外,由
于离子色谱对有机溶剂的耐受能力有限,高有机相容易

损坏仪器,而且沉淀剂含量越高,成本越高,因此选择沉

淀剂体积为７mL.

２．４　净化方式的选择

由图４可知,NH２萃取柱回收率最低,因为 NH２是弱

阴离子交换柱,虽然可以除去牛奶中的脂肪酸等物质,但
同时也对阴离子具有吸附作用,因此回收率较低.HLB
柱具有亲水—亲脂平衡反相吸附的特点,可通过特殊极

性捕获基团增加对极性物质的保留,从而去除牛奶中大

量的极性物质,但极性阴离子也会被吸附,导致其回收率

较低.GCB固相萃取柱适用于有机物和色素的萃取净

化,其对阴离子的净化效果一般.DionexOnGuardllRP
柱和C１８柱都是通过疏水作用萃取大部分有机物,能够除

去牛奶中的糖类、脂类等亲脂型杂质,对亲水型的阴离子

几乎无保留,除杂效果明显,同时,其较高的含碳量也提

高了回 收 率,回 收 效 果 理 想.因 此,Dionex OnGuardll
RP柱 和C１８ 柱 都 能 满 足 试 验 检 测 要 求 ,但 由 于Dionex

图４　固相萃取柱类型对８种阴离子回收率的影响

Figure４　Effectsofdifferentsolidphaseextraction
columnsontherecoveriesofeightanions
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OnGuardllRP柱价格昂贵,从试验成本的角度出发,最终

选择经过活化的C１８固相萃取柱净化,其牛奶样品谱图如

图５所示.

２．５　线性关系及检出限

在优化条件下,对质量浓度为０．０５,０．１０,０．５０,１．００,

２．５０,５．００,１２．５０mg/L的８种阴离子混合标准溶液进行

分析,以８种阴离子混合标准溶液的质量浓度对峰面积

建立对应的标准工作曲线,其对应的线性方程、相关系数

见表２.由表２可知,相关系数为０．９９９０~０．９９９８,表明

线性关系良好.

２．６　方法回收率精密度

为了验证方法的准确性,对空白样品(巴氏杀菌乳)

进行５,１０,２０mg/kg３水平的加标回收试验(n＝６);采
用中间值连续测定５d,考察方法日间精密度.由表３可

知,８种阴离子日内精密度试验的平均回收率为８１．４％~
１０２％,日内相对标准偏差(RSD)为１．１％~６．７％;日间精

密度试验回收率为９１．４％~９８．４％,相对标准偏差(RSD)

为２．５％~６．９％,方法显示了良好的准确性和重现性,达
到分析要求.

图５　牛奶中８种阴离子谱图

Figure５　Chromatogramsofeightanionsinmilk

２．７　实际样品的测定

　　市售液态乳中８种阴离子的实际检出情况见表４.

３　结论

研究建立了一种简单、高效快速、同时测定液态乳中

８种阴离子残留量的离子色谱检验方法.样品通过乙腈

提取目标物质并沉淀蛋白质,经固相萃取柱净化,除去脂

肪等杂质,经 DionexIonPacAS１９ＧHC离子色谱柱(含有

表２　８种阴离子线性方程、相关系数、检出限和定量限

Table２　Linearequations,correlationcofficients(R２),LOQsandLOQsofeightanions

离子
线性范围/

(mgL－１)
线性方程

相关系数

(R２)

方法检出限/

(mgkg－１)

方法定量限/

(mgkg－１)

BrO－
３ ０．０５~１２．５ Y＝０．３２６X－０．０３９ ０．９９９６ ０．２０７０ ０．６９０

NO－
２ ０．０５~１２．５ Y＝０．８７９X－０．００１ ０．９９９８ ０．０８０５ ０．２６８

ClO－
３ ０．０５~１２．５ Y＝０．５１０X－０．０６２ ０．９９９０ ０．０７７２ ０．２５７

NO－
３ ０．０５~１２．５ Y＝０．７５１X＋０．２１８ ０．９９９６ ０．０８１８ ０．２７３

PO３－
４ ０．０５~１２．５ Y＝０．４１５X－０．０２４ ０．９９９７ ０．０６５０ ０．２１７

I－ ０．０５~１２．５ Y＝０．３２６X－０．０４６ ０．９９９１ ０．３６５０ １．２２０

SCN－ ０．０５~１２．５ Y＝０．７２６X－０．０９６ ０．９９９５ ０．３３３０ １．１１０

ClO－
４ ０．０５~１２．５ Y＝０．４００X－０．０５９ ０．９９９３ ０．４１７０ １．３９０

表３　巴氏杀菌乳中８种阴离子的加标回收率及精密度

Table３　Recoveriesandrepeatabilitiesforeightanionsinpasteurizedmilk

离子

日内精密度(n＝６)

５mg/kg

回收率/％ RSD

１０mg/kg

回收率/％ RSD

２０mg/kg

回收率/％ RSD

日间精密度(１０mg/kg)

(n＝５)

回收率/％ RSD

BrO－
３ ８６．２ ２．４ ９４．３ １．２ ９５．７ １．７ ９７．０ ３．２

NO－
２ ８８．７ １．３ ９６．７ ２．０ ９７．６ １．１ ９２．３ ２．５

ClO－
３ ８１．４ ４．６ ９３．３ ３．５ ９４．３ ４．０ ９４．７ ２．９

NO－
３ ８６．５ ２．１ ９４．１ １．８ ９６．１ １．５ ９８．４ ５．５

PO３－
４ ８８．９ ４．５ ９８．４ ３．３ ９９．２ ３．６ ９５．９ ２．７

I－ ８３．２ ５．２ ９３．８ ５．０ ９５．６ ４．３ ９６．０ ６．９

SCN－ ９０．６ ２．３ ９９．０ ３．４ １０２．０ ２．１ ９７．５ ２．８

ClO－
４ ８２．２ ６．１ ９５．５ ４．７ ９４．４ ６．７ ９１．４ ３．１

９５
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表４　液态乳中８种阴离子的实际检出情况

Table４　Theactualdetectionofeightanionsindifferent
liquidemulsions mg/kg

离子 巴氏杀菌乳 超高温灭菌乳 发酵乳

BrO－
３ ——— ——— ———

NO－
２ ０．３２２ ０．２５１ ０．２７４

ClO－
３ ３．７５０ ４．１００ ３．３７０

NO－
３ ——— ——— ———

PO３－
４ １２．７００ １７．７００ １５．８００

I－ ——— ——— ５．５１０

SCN－ ４．２７０ ３．９００ ３．７３０

ClO－
４ ９．９８０ １２．８００ ６．２５０

AG１９ＧHC保护柱)分离,电导检测器检测.试验方法的

精密度和回收率均能满足检测要求,检出限低.实际样

品的检测分析表明试验方法的净化效果较好,定量准确.

与现有的检测方法相比,试验方法前处理操作简单,一次

试验可同时检测８种离子,出峰时间快,３０min内可全部

出峰,缩短了检测时间,同时检测成本较低,适合大规模

乳制品中多种阴离子的快速确认和准确的定量分析,为
液态乳中多种阴离子的同时检测提供了一种快速可靠的

方法.后续将进一步完善覆盖液态乳中多种阴离子测定

的快速检测方法.
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