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I 

前    言 

本标准代替GB/T 5009.3-2003《食品中水分的测定》和GB/T 14769-1993《食品中水分的测定方法》。 

本标准与GB/T 5009.3-2003相比主要修改如下： 
——增加了卡尔费休法作为“第四法”； 
——对直接干燥法中的温度范围进行了修改； 
——明确了第一法和第二法公式中的单位； 
——对减压干燥法的适用范围进行了修改。 
本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 
——GB/T 5009.3-1985、GB/T 5009.3-2003； 

——GB/T 14769-1993。
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食品安全国家标准 

食品中水分的测定 

1 范围 

本标准规定了食品中水分的测定方法。 
本标准中直接干燥法适用于在 101 ℃～105 ℃下，不含或含其他挥发性物质甚微的谷物及其制品、

水产品、豆制品、乳制品、肉制品及卤菜制品等食品中水分的测定，不适用于水分含量小于 0.5 g/100 g
的样品。 

减压干燥法适用于糖、味精等易分解的食品中水分的测定，不适用于添加了其它原料的糖果，如奶

糖、软糖等试样测定，同时该法不适用于水分含量小于 0.5 g/100 g 的样品。 
蒸馏法适用于含较多挥发性物质的食品如油脂、香辛料等水分的测定，不适用于水分含量小于 1 

g/100 g 的样品。 
卡尔•费休法适用于食品中水分的测定，卡尔•费休容量法适用于水分含量大于 1.0×10-3 g/100 g 的样

品，卡尔•费休库伦法适用于水分含量大于 1.0×10-5 g/100 g 的样品。 

第一法  直接干燥法 

2 原理 

利用食品中水分的物理性质，在101.3 kPa（一个大气压），温度101 ℃～105 ℃下采用挥发方法测定

样品中干燥减失的重量，包括吸湿水、部分结晶水和该条件下能挥发的物质，再通过干燥前后的称量数

值计算出水分的含量。 

3 试剂和材料 

除非另有规定，本方法中所用试剂均为分析纯。  

3.1 盐酸：优级纯。 

3.2 氢氧化钠（NaOH）：优级纯。 

3.3 盐酸溶液（6 mol/L）：量取50 mL盐酸，加水稀释至100 mL。 

3.4 氢氧化钠溶液（6mol/L）：称取24 g氢氧化钠，加水溶解并稀释至100 mL。 

3.5 海砂：取用水洗去泥土的海砂或河砂，先用盐酸（3.3）煮沸0.5 h，用水洗至中性，再用氢氧化

钠溶液（3.4）煮沸0.5 h，用水洗至中性，经105 ℃干燥备用。 

4 仪器和设备 

4.1 扁形铝制或玻璃制称量瓶。 

4.2 电热恒温干燥箱。 
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4.3 干燥器：内附有效干燥剂。 

4.4 天平：感量为0.1 mg。 

5 分析步骤 

5.1 固体试样：取洁净铝制或玻璃制的扁形称量瓶，置于101 ℃～105 ℃干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，

加热1.0 h，取出盖好，置干燥器内冷却0.5 h，称量，并重复干燥至前后两次质量差不超过2 mg，即为恒

重。将混合均匀的试样迅速磨细至颗粒小于2 mm，不易研磨的样品应尽可能切碎，称取2 g～10 g试样

（精确至0.0001 g），放入此称量瓶中，试样厚度不超过5 mm，如为疏松试样，厚度不超过10 mm，加

盖，精密称量后，置101 ℃～105 ℃干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，干燥2 h～4 h后，盖好取出，放入干燥

器内冷却0.5 h后称量。然后再放入101 ℃～105 ℃干燥箱中干燥1 h左右，取出，放入干燥器内冷却0.5 h
后再称量。并重复以上操作至前后两次质量差不超过2 mg，即为恒重。 

注：两次恒重值在最后计算中，取最后一次的称量值。 

5.2 半固体或液体试样：取洁净的称量瓶，内加10 g海砂及一根小玻棒，置于101 ℃～105 ℃干燥箱

中，干燥1.0 h后取出，放入干燥器内冷却0.5 h后称量，并重复干燥至恒重。然后称取5 g～10 g试样（精

确至0.0001 g），置于蒸发皿中，用小玻棒搅匀放在沸水浴上蒸干，并随时搅拌，擦去皿底的水滴，置

101 ℃～105 ℃干燥箱中干燥4 h后盖好取出，放入干燥器内冷却0.5 h后称量。以下按5.1自“然后再放入

101 ℃～105 ℃干燥箱中干燥1 h左右……”起依法操作。 

6 分析结果的表述 

试样中的水分的含量按式（1）进行计算。 

100
31

21 ×
−
−

=
mm
mm

X …………………………………………………… (1) 

式中： 
X ——试样中水分的含量，单位为克每百克（g/100g)； 
m1 ——称量瓶(加海砂、玻棒)和试样的质量，单位为克（g）； 
m2 ——称量瓶(加海砂、玻棒)和试样干燥后的质量，单位为克（g）； 
m3 ——称量瓶(加海砂、玻棒)的质量，单位为克（g）。 
水分含量≥1 g/100 g时，计算结果保留三位有效数字；水分含量＜1 g/100 g时，结果保留两位有效

数字。 

7 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5 %。 

第二法 减压干燥法 

8 原理 

利用食品中水分的物理性质，在达到40 kPa～53 kPa压力后加热至60 ±5 ℃ ℃，采用减压烘干方法

去除试样中的水分，再通过烘干前后的称量数值计算出水分的含量。 
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9 仪器和设备 

9.1 真空干燥箱。 

9.2 扁形铝制或玻璃制称量瓶。 

9.3 干燥器：内附有效干燥剂。 

9.4 天平：感量为0.1 mg。 

10 分析步骤 

10.1 试样的制备：粉末和结晶试样直接称取；较大块硬糖经研钵粉碎，混匀备用。 

10.2 测定：取已恒重的称量瓶称取约2 g～10 g（精确至0.0001 g）试样，放入真空干燥箱内，将真空

干燥箱连接真空泵，抽出真空干燥箱内空气（所需压力一般为40 kPa~53 kPa)，并同时加热至所需温度

60 ℃±5 ℃。关闭真空泵上的活塞，停止抽气，使真空干燥箱内保持一定的温度和压力，经4 h后，打

开活塞，使空气经干燥装置缓缓通入至真空干燥箱内，待压力恢复正常后再打开。取出称量瓶，放入干

燥器中0.5 h后称量，并重复以上操作至前后两次质量差不超过2 mg，即为恒重。 

11 分析结果的表述 

同6。 

12 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10 %。 

第三法 蒸馏法 

13 原理 

利用食品中水分的物理化学性质，使用水分测定器将食品中的水分与甲苯或二甲苯共同蒸出，根据

接收的水的体积计算出试样中水分的含量。本方法适用于含较多其他挥发性物质的食品，如油脂、香辛

料等。 

14 试剂和材料 

甲苯或二甲苯（化学纯）：取甲苯或二甲苯，先以水饱和后，分去水层，进行蒸馏，收集馏出液备

用。 

15 仪器和设备 

15.1  水分测定器：如图1所示（带可调电热套）。水分接收管容量5 mL，最小刻度值0.1 mL，容量误

差小于0.1 mL。 
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1.  250 mL蒸馏瓶； 2. 水分接收管，有刻度； 3. 冷凝管。 

图1 水分测定器 

15.2  天平：感量为0.1mg。 

16 分析步骤 

准确称取适量试样（应使最终蒸出的水在2 mL～5 mL，但最多取样量不得超过蒸馏瓶的2/3），放

入250 mL锥形瓶中，加入新蒸馏的甲苯(或二甲苯)75 mL，连接冷凝管与水分接收管，从冷凝管顶端注

入甲苯，装满水分接收管。 
加热慢慢蒸馏，使每秒钟的馏出液为两滴，待大部分水分蒸出后，加速蒸馏约每秒钟4滴，当水分

全部蒸出后，接收管内的水分体积不再增加时，从冷凝管顶端加入甲苯冲洗。如冷凝管壁附有水滴，可

用附有小橡皮头的铜丝擦下，再蒸馏片刻至接收管上部及冷凝管壁无水滴附着，接收管水平面保持10 
min不变为蒸馏终点，读取接收管水层的容积。 

17 分析结果的表述 

试样中水分的含量按式（2）进行计算。 

100×=
m
VX ……………………………………………………(2)  

式中：  
X——试样中水分的含量，单位为毫升每百克（mL/100 g）（或按水在20 ℃的密度0.998，20 g/mL

计算质量)； 
V——接收管内水的体积，单位为毫升（mL）； 
m——试样的质量，单位为克（g）。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留三位有效数字。 

18 精密度 

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10 %。 
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第四法  卡尔·费休法 

19 原理 

根据碘能与水和二氧化硫发生化学反应，在有吡啶和甲醇共存时，1 mol碘只与1 mol水作用，反应

式如下： 
C5H5N·I2 + C5H5N·SO2 + C5H5N + H2O + CH3OH→ 2C5H5N·HI + C5H6N[SO4CH3] 
卡尔·费休水分测定法又分为库仑法和容量法。库仑法测定的碘是通过化学反应产生的，只要电解

液中存在水，所产生的碘就会和水以1:1的关系按照化学反应式进行反应。当所有的水都参与了化学反

应，过量的碘就会在电极的阳极区域形成，反应终止。容量法测定的碘是作为滴定剂加入的，滴定剂中

碘的浓度是已知的，根据消耗滴定剂的体积，计算消耗碘的量，从而计量出被测物质水的含量。  

20 试剂和材料 

20.1 卡尔·费休试剂。 

20.2 无水甲醇（CH4O）：优级纯。 

21 仪器和设备 

21.1  卡尔·费休水分测定仪。 
21.2  天平：感量为0.1 mg。 

22 分析步骤 

22.1 卡尔·费休试剂的标定（容量法） 

在反应瓶中加一定体积（浸没铂电极）的甲醇，在搅拌下用卡尔·费休试剂滴定至终点。加入10 mg
水（精确至0.0001 g)，滴定至终点并记录卡尔·费休试剂的用量（V）。卡尔·费休试剂的滴定度按式

（3）计算： 

V
MT = ………………………………………………………………………（3） 

式中： 
T——卡尔·费休试剂的滴定度，单位为毫克每毫升（mg/ mL）； 
M——水的质量，单位为毫克（mg）； 
V——滴定水消耗的卡尔·费休试剂的用量，单位为毫升（mL）。 

22.2 试样前处理 

 可粉碎的固体试样要尽量粉碎，使之均匀。不易粉碎的试样可切碎。 

22.3 试样中水分的测定 

于反应瓶中加一定体积的甲醇或卡尔·费休测定仪中规定的溶剂浸没铂电极，在搅拌下用卡尔·费

休试剂滴定至终点。迅速将易溶于上述溶剂的试样直接加入滴定杯中；对于不易溶解的试样，应采用对
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滴定杯进行加热或加入已测定水分的其他溶剂辅助溶解后用卡尔·费休试剂滴定至终点。建议采用库仑

法测定试样中的含水量应大于10 μg，容量法应大于100 μg。对于某些需要较长时间滴定的试样，需要

扣除其漂移量。 

22.4 漂移量的测定 

在滴定杯中加入与测定样品一致的溶剂，并滴定至终点，放置不少于10 min后再滴定至终点，两次

滴定之间的单位时间内的体积变化即为漂移量（ D ）。 

23 分析结果的表述 

固体试样中水分的含量按式（4），液体试样中水分的含量按式（5）进行计算。 

100)( 1 ×
××−

=
M

TtDVX ……………………………………………………（4） 

100)(

2

1 ×
××−

=
ρV

TtDVX ……………………………………………………（5）   

式中： 
X ——试样中水分的含量，单位为克每百克（g /100 g）； 

1V ——滴定样品时卡尔·费休试剂体积，单位为毫升（mL）； 
T ——卡尔·费休试剂的滴定度，单位为克每毫升（g/ mL）； 
M ——样品质量，单位为克（g）； 

2V ——液体样品体积，单位为毫升（mL）； 
D ——漂移量，单位为毫升每分钟（mL/min）； 
t ——滴定时所消耗的时间，单位为分钟（min）； 
ρ ——液体样品的密度，单位为克每毫升（g/ mL)。 
水分含量≥1 g/100 g时，计算结果保留三位有效数字；水分含量<1 g/100 g时，计算结果保留两位

有效数字。 

24 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10 %。 
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前    言 

本标准代替GB/T 5009.4-2003《食品中灰分的测定》和GB/T 14770-1993《食品中灰分的测定方法》。 

本标准与GB/T 5009.4-2003相比主要修改如下： 

——本标准不适用淀粉及其衍生物中灰分的测定； 

——按照样品不同灰分含量，修改了称样量； 

——按照GB/T 14770-1993增加了含磷量较高的豆类及其制品、肉禽制品、蛋制品、水产品、乳及

乳制品中灰分的测定； 

——修改了计算公式； 

——修改了精密度。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB/T 5009.4-1985、GB/T 5009.4-2003； 

——GB/T 14770-1993。
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食品安全国家标准 

食品中灰分的测定 

1 范围 

   本标准规定了食品中灰分的测定方法。 

   本标准适用于除淀粉及其衍生物之外的食品中灰分含量的测定。 

2 原理 

食品经灼烧后所残留的无机物质称为灰分。灰分数值系用灼烧、称重后计算得出。 

3 试剂和材料 

3.1 乙酸镁[（CH3COO）2Mg·4H2O）]：分析纯。 

3.2 乙酸镁溶液（80 g/L）：称取 8.0 g 乙酸镁（3.1）加水溶解并定容至 100 mL，混匀。 

3.3 乙酸镁溶液（240 g/L）：称取 24.0 g 乙酸镁（3.1）加水溶解并定容至 100 mL，混匀。 

4 仪器和设备 

4.1 马弗炉：温度≥600 ℃。 

4.2 天平：感量为 0.1 mg。 

4.3 石英坩埚或瓷坩埚。 

4.4 干燥器（内有干燥剂）。 

4.5 电热板。 

4.6 水浴锅。 

5 分析步骤 

5.1 坩埚的灼烧：取大小适宜的石英坩埚或瓷坩埚置马弗炉中，在 550 ±25℃  ℃下灼烧 0.5 h，冷却至

200 ℃左右，取出，放入干燥器中冷却 30 min，准确称量。重复灼烧至前后两次称量相差不超过 0.5 mg
为恒重。 

5.2 称样：灰分大于 10 g/100 g 的试样称取 2 g～3 g（精确至 0.0001 g）；灰分小于 10 g/100 g 的试样

称取 3 g～10 g（精确至 0.0001 g）。 

5.3 测定 

5.3.1 一般食品 

液体和半固体试样应先在沸水浴上蒸干。固体或蒸干后的试样，先在电热板上以小火加热使试样充
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分炭化至无烟，然后置于马弗炉中，在 550 ±25℃  ℃灼烧 4 h。冷却至 200 ℃左右，取出，放入干燥器

中冷却 30 min，称量前如发现灼烧残渣有炭粒时，应向试样中滴入少许水湿润，使结块松散，蒸干水

分再次灼烧至无炭粒即表示灰化完全，方可称量。重复灼烧至前后两次称量相差不超过 0.5 mg 为恒重。

按式（1）计算。 

5.3.2 含磷量较高的豆类及其制品、肉禽制品、蛋制品、水产品、乳及乳制品 

5.3.2.1  称取试样后, 加入 1.00 mL 乙酸镁溶液（3.3）或 3.00 mL 乙酸镁溶液（3.2），使试样完全润

湿。放置 10 min 后，在水浴上将水分蒸干，以下步骤按 5.3.1 自“先在电热板上以小火加热……”起操

作。按式（2）计算。 
5.3.2.2  吸取 3 份与 5.3.2.1 相同浓度和体积的乙酸镁溶液，做 3 次试剂空白试验。当 3 次试验结果的

标准偏差小于 0.003 g 时，取算术平均值作为空白值。若标准偏差超过 0.003 g 时，应重新做空白值试验。 

6 分析结果的表述 

试样中灰分按式(1)、(2)计算 

100
23

21
1 ×

−
−

mm
mm

X ＝ …………………………………………………(1)          

100
23

021
2 ×

−
−−
mm

mmm
X ＝  …………………………………………(2) 

式中： 

1X （测定时未加乙酸镁溶液）——试样中灰分的含量，单位为克每百克（g/100 g）； 

2X （测定时加入乙酸镁溶液）——试样中灰分的含量，单位为克每百克（g/100 g）； 

0m ——氧化镁(乙酸镁灼烧后生成物)的质量，单位为克（g）； 

1m ——坩埚和灰分的质量，单位为克（g）； 

2m ——坩埚的质量，单位为克（g）； 

3m ——坩埚和试样的质量，单位为克（g）。 

试样中灰分含量≥10 g/100 g 时，保留三位有效数字；试样中灰分含量＜10 g/100 g 时，保留二位

有效数字。 

7 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 5 %。 
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前    言 

本标准代替GB/T 5009.5-2003《食品中蛋白质的测定》、GB/T 14771-1993《食品中蛋白质的测定方

法》和GB/T 5413.1-1997《婴幼儿配方食品和乳粉蛋白质的测定》。 

本标准与GB/T 5009.5-2003相比主要修改如下： 

——在第一法中增加了自动蛋白质测定仪的方法； 

——增加了燃烧法，作为第三法； 

——修改了换算系数； 

——对计算结果的有效数字规定进行了修改； 

——增加pH计对滴定终点的判定。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB/T 5009.5-1985、GB/T 5009.5-2003； 

——GB 5413.1-1985、GB/T 5413.1-1997 ； 

——GB/T 14771-1993。
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食品安全国家标准 

食品中蛋白质的测定 

1 范围 

本标准规定了食品中蛋白质的测定方法。 

本标准第一法和第二法适用于各种食品中蛋白质的测定，第三法适用于蛋白质含量在 10 g/100 g 以

上的粮食、豆类、奶粉、米粉、蛋白质粉等固体试样的筛选测定。 

本标准不适用于添加无机含氮物质、有机非蛋白质含氮物质的食品测定。 

第一法  凯氏定氮法 

2 规范性引用性文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本

适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 

3 原理 

食品中的蛋白质在催化加热条件下被分解，产生的氨与硫酸结合生成硫酸铵。碱化蒸馏使氨游离，

用硼酸吸收后以硫酸或盐酸标准滴定溶液滴定，根据酸的消耗量乘以换算系数，即为蛋白质的含量。 

4 试剂和材料 

除非另有规定，本方法中所用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的三级水。 

4.1 硫酸铜（CuSO4·5H2O）。 

4.2 硫酸钾（K2SO4）。 

4.3 硫酸（H2SO4 密度为 1.84g/L）。 

4.4 硼酸（H3BO3）。 

4.5 甲基红指示剂（C15H15N3O2）。 

4.6 溴甲酚绿指示剂（C21H14Br4O5S）。 

4.7 亚甲基蓝指示剂（C16H18ClN3S·3H2O）。 

4.8 氢氧化钠（NaOH）。 

4.9 95%乙醇（C2H5OH）。 

4.10  硼酸溶液（20 g/L）：称取 20 g 硼酸，加水溶解后并稀释至 1000 mL。 
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4.11  氢氧化钠溶液（400 g/L）：称取 40 g 氢氧化钠加水溶解后，放冷，并稀释至 100 mL。 

4.12  硫酸标准滴定溶液（0.0500 mol/L）或盐酸标准滴定溶液（0.0500 mol/L）。 

4.13  甲基红乙醇溶液（1 g/L）：称取 0.1g 甲基红，溶于 95%乙醇，用 95%乙醇稀释至 100 mL。 

4.14  亚甲基蓝乙醇溶液（1 g/L）：称取 0.1g 亚甲基蓝，溶于 95%乙醇，用 95%乙醇稀释至 100 mL。 

4.15  溴甲酚绿乙醇溶液（1 g/L）：称取 0.1g 溴甲酚绿，溶于 95%乙醇，用 95%乙醇稀释至 100 mL。 

4.16  混合指示液：2 份甲基红乙醇溶液（4.13）与 1 份亚甲基蓝乙醇溶液（4.14）临用时混合。也可用

1 份甲基红乙醇溶液（4.13）与 5 份溴甲酚绿乙醇溶液（4.15）临用时混合。 

5 仪器和设备 

5.1 天平：感量为 1mg。 

5.2 定氮蒸馏装置：如图 1 所示。 

5.3 自动凯氏定氮仪。 

6 分析步骤 

6.1 凯氏定氮法 

6.1.1 试样处理：称取充分混匀的固体试样 0.2 g～2 g、半固体试样 2 g～5 g 或液体试样 10 g～25 g
（约相当于 30 mg～40 mg 氮），精确至 0.001 g，移入干燥的 100 mL、250 mL 或 500 mL 定氮瓶中，加

入 0.2 g 硫酸铜（4.1）、6 g 硫酸钾（4.2）及 20 mL 硫酸（4.3），轻摇后于瓶口放一小漏斗，将瓶以 45°
角斜支于有小孔的石棉网上。小心加热，待内容物全部炭化，泡沫完全停止后，加强火力，并保持瓶内

液体微沸，至液体呈蓝绿色并澄清透明后，再继续加热 0.5 h～1 h。取下放冷，小心加入 20 mL 水。放

冷后，移入 100 mL 容量瓶中，并用少量水洗定氮瓶，洗液并入容量瓶中，再加水至刻度，混匀备用。

同时做试剂空白试验。 

6.1.2 测定：按图 1 装好定氮蒸馏装置，向水蒸气发生器内装水至 2/3 处，加入数粒玻璃珠，加甲基

红乙醇溶液（4.13）数滴及数毫升硫酸（4.3），以保持水呈酸性，加热煮沸水蒸气发生器内的水并保持

沸腾。 

6.1.3 向接收瓶内加入 10.0 mL 硼酸溶液(4.10)及 1 滴～2 滴混合指示液（4.16），并使冷凝管的下端

插入液面下，根据试样中氮含量，准确吸取 2.0 mL～10.0 mL 试样处理液由小玻杯注入反应室，以 10 mL
水洗涤小玻杯并使之流入反应室内，随后塞紧棒状玻塞。将 10.0 mL 氢氧化钠溶液(4.11)倒入小玻杯，

提起玻塞使其缓缓流入反应室，立即将玻塞盖紧，并加水于小玻杯以防漏气。夹紧螺旋夹，开始蒸馏。

蒸馏 10 min 后移动蒸馏液接收瓶，液面离开冷凝管下端，再蒸馏 1 min。然后用少量水冲洗冷凝管下端

外部，取下蒸馏液接收瓶。以硫酸或盐酸标准滴定溶液(4.12)滴定至终点，其中 2 份甲基红乙醇溶液(4.13)
与 1 份亚甲基蓝乙醇溶液(4.14)指示剂，颜色由紫红色变成灰色，pH 5.4；1 份甲基红乙醇溶液(4.13)
与 5 份溴甲酚绿乙醇溶液(4.15)指示剂，颜色由酒红色变成绿色，pH 5.1。同时作试剂空白。 
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图 1  定氮蒸馏装置图 

1－电炉；2－水蒸气发生器（2 L 烧瓶）；3－螺旋夹；4－小玻杯及棒状玻塞；5－反应室；6－反应室外

层；7－橡皮管及螺旋夹；8－冷凝管；9－蒸馏液接收瓶。 

6.2 自动凯氏定氮仪法 

称取固体试样 0.2 g～2 g、半固体试样 2 g～5 g 或液体试样 10 g～25 g（约相当于 30 mg～40 mg 氮），

精确至 0.001 g。按照仪器说明书的要求进行检测。 

7 分析结果的表述 

试样中蛋白质的含量按式（1）进行计算。 

100
100/

0140.0)(

3

21 ××
×

××−
= F

Vm
cVVX

………………………………（1） 

式中： 

X——试样中蛋白质的含量，单位为克每百克（g/100 g）； 

V1——试液消耗硫酸或盐酸标准滴定液的体积，单位为毫升（mL）； 

V2——试剂空白消耗硫酸或盐酸标准滴定液的体积，单位为毫升（mL）； 

V3——吸取消化液的体积，单位为毫升（mL）； 

c——硫酸或盐酸标准滴定溶液浓度，单位为摩尔每升（mol/L）； 

0.0140——1.0 mL 硫酸[c (1/2H2SO4)＝1.000 mol/L]或盐酸[c (HCl) ＝1.000 mol/L]标准滴定溶液

相当的氮的质量，单位为克（g）； 

m——试样的质量，单位为克（g）； 

F——氮换算为蛋白质的系数。一般食物为 6.25；纯乳与纯乳制品为 6.38；面粉为 5.70；玉米、高

粱为 6.24；花生为 5.46；大米为 5.95；大豆及其粗加工制品为 5.71；大豆蛋白制品为 6.25；肉与肉制品

为 6.25；大麦、小米、燕麦、裸麦为 5.83；芝麻、向日葵为 5.30；复合配方食品为 6.25。 

以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，蛋白质含量≥1 g/100 g 时，结果保留

三位有效数字；蛋白质含量＜1 g/100 g 时，结果保留两位有效数字。  

8 精密度 
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在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

第二法 分光光度法 

9 原理 

食品中的蛋白质在催化加热条件下被分解，分解产生的氨与硫酸结合生成硫酸铵，在 pH 4.8 的乙

酸钠-乙酸缓冲溶液中与乙酰丙酮和甲醛反应生成黄色的 3,5-二乙酰-2,6-二甲基-1,4-二氢化吡啶化合物。

在波长 400 nm 下测定吸光度值，与标准系列比较定量，结果乘以换算系数，即为蛋白质含量。 

10 试剂和材料 

除非另有规定，本方法中所用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的三级水。 

10.1 硫酸铜（CuSO4·5H2O）。 

10.2 硫酸钾（K2SO4）。 

10.3 硫酸（H2SO4 密度为 1.84 g/L）：优级纯。 

10.4 氢氧化钠（NaOH）。 

10.5 对硝基苯酚（C6H5NO3）。 

10.6 乙酸钠（CH3COONa·3H2O）。 

10.7 无水乙酸钠（CH3COONa）。 

10.8 乙酸（CH3COOH）：优级纯。 

10.9 37%甲醛（HCHO）。 

10.10 乙酰丙酮（C5H8O2）。 

10.11  氢氧化钠溶液（300 g/L）：称取 30 g 氢氧化钠加水溶解后，放冷，并稀释至 100 mL。 

10.12  对硝基苯酚指示剂溶液（1 g/L）：称取 0.1 g 对硝基苯酚指示剂溶于 20 mL 95%乙醇中，加水稀

释至 100 mL。 

10.13  乙酸溶液（1 mol/L）：量取 5.8 mL 乙酸（10.8），加水稀释至 100 mL。 

10.14  乙酸钠溶液（1 mol/L）：称取 41 g 无水乙酸钠（10.7）或 68 g 乙酸钠（10.6），加水溶解后并

稀释至 500 mL。 

10.15  乙酸钠-乙酸缓冲溶液：量取 60 mL 乙酸钠溶液（10.14）与 40 mL 乙酸溶液（10.13）混合，该

溶液 pH 4.8。 

10.16  显色剂：15 mL 甲醛（10.9）与 7.8 mL 乙酰丙酮（10.10）混合，加水稀释至 100 mL，剧烈振

摇混匀（室温下放置稳定 3d）。 

10.17  氨氮标准储备溶液（以氮计）（1.0 g/L）：称取 105 ℃干燥 2 h 的硫酸铵 0.4720 g 加水溶解后

移于 100 mL 容量瓶中，并稀释至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于 1.0 mg 氮。 

10.18  氨氮标准使用溶液（0.1 g/L）：用移液管吸取 10.00 mL 氨氮标准储备液（10.17）于 100ml 容
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量瓶内，加水定容至刻度，混匀，此溶液每毫升相当于 0.1mg 氮。 

11 仪器和设备 

11.1  分光光度计。 

11.2   电热恒温水浴锅：100 ℃ ± 0.5 ℃。 

11.3  10 mL 具塞玻璃比色管。 

11.4  天平：感量为 1mg。 

12 分析步骤 

12.1  试样消解 

称取经粉碎混匀过 40 目筛的固体试样 0.1 g～0.5 g（精确至 0.001 g）、半固体试样 0.2 g～1 g（精确

至 0.001 g）或液体试样 1 g～5 g（精确至 0.001 g），移入干燥的 100 mL 或 250 mL 定氮瓶中，加入 0.1 g
硫酸铜、1 g 硫酸钾及 5 mL 硫酸（10.3），摇匀后于瓶口放一小漏斗，将定氮瓶以 45°角斜支于有小孔的

石棉网上。缓慢加热，待内容物全部炭化，泡沫完全停止后，加强火力，并保持瓶内液体微沸，至液体

呈蓝绿色澄清透明后，再继续加热半小时。取下放冷，慢慢加入 20 mL 水，放冷后移入 50 mL 或 100 mL
容量瓶中，并用少量水洗定氮瓶，洗液并入容量瓶中，再加水至刻度，混匀备用。按同一方法做试剂空

白试验。 

12.2   试样溶液的制备 

吸取 2.00 mL～5.00 mL 试样或试剂空白消化液于 50 mL 或 100 mL 容量瓶内，加 1 滴～2 滴对硝基

苯酚指示剂溶液（10.12），摇匀后滴加氢氧化钠溶液（10.11）中和至黄色，再滴加乙酸溶液（10.13）
至溶液无色，用水稀释至刻度，混匀。 

12.3   标准曲线的绘制 

吸取 0.00 mL、0.05 mL、0.10 mL、0.20 mL、0.40 mL、0.60 mL、0.80 mL 和 1.00 mL 氨氮标准使

用溶液（相当于 0.00 µg、5.00 µg、10.0 µg 、20.0 µg、40.0 µg、60.0 µg、80.0 µg 和 100.0 µg 氮），分

别置于 10 mL 比色管中。加 4.0 mL 乙酸钠-乙酸缓冲溶液（10.15）及 4.0 mL 显色剂（10.16），加水稀

释至刻度，混匀。置于 100 ℃水浴中加热 15 min。取出用水冷却至室温后，移入 1 cm 比色杯内，以零

管为参比，于波长 400 nm 处测量吸光度值，根据标准各点吸光度值绘制标准曲线或计算线性回归方程。 

12.4   试样测定 

吸取 0.50 mL～2.00 mL（约相当于氮＜100 μg）试样溶液和同量的试剂空白溶液，分别于 10 mL 比

色管中。以下按 12.3 自“加 4 mL 乙酸钠-乙酸缓酸溶液（pH 4.8）及 4 mL 显色剂……”起操作。试样

吸光度值与标准曲线比较定量或代入线性回归方程求出含量。 

13 分析结果的表述 

试样中蛋白质的含量按式（2）进行计算。 
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F

V
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Vm

ccX ××
××××

−
= 100

10001000

)(

3

4

1

2

0 …………………………… (2) 

式中： 
X ——试样中蛋白质的含量，单位为克每百克（g/100g）； 
c ——试样测定液中氮的含量，单位为微克（µg）； 
c0——试剂空白测定液中氮的含量，单位为微克（µg）； 
V1 ——试样消化液定容体积，单位为毫升（mL）； 
V2 ——制备试样溶液的消化液体积，单位为毫升（mL）； 
V3 ——试样溶液总体积，单位为毫升（mL）； 
V4 ——测定用试样溶液体积，单位为毫升（mL）； 
m ——试样质量，单位为克（g）； 
F ——氮换算为蛋白质的系数。一般食物为 6.25；纯乳与纯乳制品为 6.38；面粉为 5.70；玉米、高

粱为 6.24；花生为 5.46；大米为 5.95；大豆及其粗加工制品为 5.71；大豆蛋白制品为 6.25；肉与肉制品

为 6.25；大麦、小米、燕麦、裸麦为 5.83；芝麻、向日葵为 5.30；复合配方食品为 6.25。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，蛋白质含量≥1 g/100 g 时，结果保留

三位有效数字；蛋白质含量＜1 g/100 g 时，结果保留两位有效数字。 

14 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

第三法 燃烧法 

15 原理 

试样在 900 ℃～1200 ℃高温下燃烧，燃烧过程中产生混合气体，其中的碳、硫等干扰气体和盐类

被吸收管吸收，氮氧化物被全部还原成氮气，形成的氮气气流通过热导检测仪（TCD）进行检测。 

16 仪器和设备 

16.1  氮/蛋白质分析仪。 

16.2  天平：感量为 0.1mg。 

17 分析步骤 

按照仪器说明书要求称取 0.1 g～1.0 g 充分混匀的试样（精确至 0.0001 g），用锡箔包裹后置于样品

盘上。试样进入燃烧反应炉（900 ℃～1200 ℃）后，在高纯氧（≥99.99%）中充分燃烧。燃烧炉中的

产物（NOx）被载气 CO2 运送至还原炉（800 ℃）中，经还原生成氮气后检测其含量。 

18 分析结果的表述 

试样中蛋白质的含量按式（3）进行计算。 

FCX ×= ……………………………………………………………… （3） 
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式中： 
X——试样中蛋白质的含量，单位为克每百克（g/100 g）； 
C——试样中氮的含量，单位为克每百克（g/100 g）； 
F——氮换算为蛋白质的系数。一般食物为 6.25；纯乳与纯乳制品为 6.38；面粉为 5.70；玉米、高

粱为 6.24；花生为 5.46；大米为 5.95；大豆及其粗加工制品为 5.71；大豆蛋白制品为 6.25；肉与肉制品

为 6.25；大麦、小米、燕麦、裸麦为 5.83；芝麻、向日葵为 5.30；复合配方食品为 6.25。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留三位有效数字。 

19 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

20 其他 

本方法第一法当称样量为 5.0 g 时，定量检出限为 8 mg/ 100 g。 
本方法第二法当称样量为 5.0 g 时，定量检出限为 0.1 mg/100 g。 

 

───────────── 
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前    言 

本标准代替 GB/T 5009.12-2003 《食品中铅的测定》。 

本标准附录 A 为资料性附录。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB 5009.12-1985、GB/T 5009.12-1996、GB/T 5009.12-2003。
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食品安全国家标准 

食品中铅的测定 

1 范围 

    本标准规定了食品中铅的测定方法。 

本标准适用于食品中铅的测定。 

2 规范性引用文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本

适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 
 

第一法  石墨炉原子吸收光谱法 

3 原理 

试样经灰化或酸消解后，注入原子吸收分光光度计石墨炉中，电热原子化后吸收 283.3 nm 共振线，

在一定浓度范围，其吸收值与铅含量成正比，与标准系列比较定量。 

4 试剂和材料 

除非另有规定，本方法所使用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的一级水。 

4.1 硝酸：优级纯。 

4.2 过硫酸铵。 

4.3 过氧化氢（30%）。 

4.4 高氯酸：优级纯。 

4.5 硝酸（1＋1）：取 50 mL 硝酸慢慢加入 50 mL 水中。 

4.6 硝酸（0.5 mol/L）：取 3.2 mL 硝酸加入 50 mL 水中，稀释至 100 mL。 

4.7 硝酸（l mo1/L）：取 6.4 mL 硝酸加入 50 mL 水中，稀释至 100 mL。 

4.8 磷酸二氢铵溶液（20 g/L）：称取 2.0 g 磷酸二氢铵，以水溶解稀释至 100 mL。 

4.9 混合酸：硝酸十高氯酸（9＋1）。取 9 份硝酸与 1 份高氯酸混合。 

4.10  铅标准储备液：准确称取 1.000 g 金属铅（99.99%），分次加少量硝酸（4.5），加热溶解，总量

不超过 37 mL，移入 1000 mL 容量瓶，加水至刻度。混匀。此溶液每毫升含 1.0 mg 铅。 

4.11  铅标准使用液：每次吸取铅标准储备液 1.0 mL 于 100 mL 容量瓶中，加硝酸（4.6）至刻度。如此
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经多次稀释成每毫升含 10.0 ng，20.0 ng，40.0 ng，60.0 ng，80.0 ng 铅的标准使用液。 

5 仪器和设备 

5.1 原子吸收光谱仪，附石墨炉及铅空心阴极灯。 

5.2 马弗炉。 

5.3 天平：感量为 1 mg。 

5.4 干燥恒温箱。 

5.5 瓷坩埚。 

5.6 压力消解器、压力消解罐或压力溶弹。 

5.7 可调式电热板、可调式电炉。 

6 分析步骤 

6.1 试样预处理 

6.1.1 在采样和制备过程中，应注意不使试样污染。 
6.1.2 粮食、豆类去杂物后，磨碎，过 20 目筛，储于塑料瓶中，保存备用。 
6.1.3 蔬菜、水果、鱼类、肉类及蛋类等水分含量高的鲜样，用食品加工机或匀浆机打成匀浆，储于

塑料瓶中，保存备用。 

6.2 试样消解（可根据实验室条件选用以下任何一种方法消解） 

6.2.1 压力消解罐消解法：称取 1 g～2 g 试样（精确到 0.001 g，干样、含脂肪高的试样＜1 g, 鲜样

＜2 g 或按压力消解罐使用说明书称取试样）于聚四氟乙烯内罐，加硝酸（4.1）2 mL～4 mL 浸泡过夜。

再加过氧化氢（4.3）2 mL～3 mL（总量不能超过罐容积的 1/3）。盖好内盖，旋紧不锈钢外套，放入

恒温干燥箱，120 ℃～140 ℃保持 3 h～4 h，在箱内自然冷却至室温，用滴管将消化液洗入或过滤入（视

消化后试样的盐分而定）10 mL～25 mL 容量瓶中，用水少量多次洗涤罐，洗液合并于容量瓶中并定容

至刻度，混匀备用；同时作试剂空白。 
6.2.2 干法灰化：称取 1 g～5 g 试样（精确到 0.001 g，根据铅含量而定）于瓷坩埚中，先小火在可

调式电热板上炭化至无烟，移入马弗炉 500℃±25℃灰化 6 h～8 h，冷却。若个别试样灰化不彻底，则

加 1 mL 混合酸（4.9）在可调式电炉上小火加热，反复多次直到消化完全，放冷，用硝酸（4.6）将灰

分溶解，用滴管将试样消化液洗入或过滤入（视消化后试样的盐分而定）10 mL～25 mL 容量瓶中，用

水少量多次洗涤瓷坩埚，洗液合并于容量瓶中并定容至刻度，混匀备用；同时作试剂空白。 
6.2.3 过硫酸铵灰化法：称取 1 g～5 g 试样（精确到 0.001 g）于瓷坩埚中，加 2 mL～4 mL 硝酸（4.1）
浸泡 1 h 以上，先小火炭化，冷却后加 2.00 g～3.00 g 过硫酸铵（4.2）盖于上面，继续炭化至不冒烟，

转入马弗炉，500 ℃±25 ℃恒温 2 h, 再升至 800 ℃，保持 20 min，冷却，加 2 mL～3 mL 硝酸（4.7），

用滴管将试样消化液洗入或过滤入（视消化后试样的盐分而定）10 mL～25 mL 容量瓶中，用水少量多

次洗涤瓷坩埚，洗液合并于容量瓶中并定容至刻度，混匀备用；同时作试剂空白。 
6.2.4 湿式消解法：称取试样 1 g～5 g（精确到 0.001 g）于锥形瓶或高脚烧杯中，放数粒玻璃珠，加

10 mL 混合酸（4.9），加盖浸泡过夜，加一小漏斗于电炉上消解，若变棕黑色，再加混合酸，直至冒

白烟，消化液呈无色透明或略带黄色，放冷，用滴管将试样消化液洗入或过滤入（视消化后试样的盐分

而定）10 mL～25 mL 容量瓶中，用水少量多次洗涤锥形瓶或高脚烧杯，洗液合并于容量瓶中并定容至
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刻度，混匀备用；同时作试剂空白。 

6.3 测定 

6.3.1 仪器条件：根据各自仪器性能调至最佳状态。参考条件为波长 283.3 nm，狭缝 0.2 nm～1.0 nm，

灯电流 5 mA～7 mA，干燥温度 120 ℃，20 s；灰化温度 450 ℃，持续 15 s～20 s，原子化温度：1700 ℃～

2300 ℃，持续 4 s～5 s，背景校正为氘灯或塞曼效应。 
6.3.2 标准曲线绘制：吸取上面配制的铅标准使用液 10.0 ng/mL（或 μg/L），20.0 ng/mL（或 μg/L），

40.0 ng/mL（或 μg/L），60.0 ng/mL（或 μg/L），80.0 ng/mL（或 μg/L）各 10 μL，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。 
6.3.3  试样测定：分别吸取样液和试剂空白液各 10 μL，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。 
6.3.4 基体改进剂的使用：对有干扰试样，则注入适量的基体改进剂磷酸二氢铵溶液（4.8）（一般

为 5 μL 或与试样同量）消除干扰。绘制铅标准曲线时也要加入与试样测定时等量的基体改进剂磷酸二

氢铵溶液。 

7 分析结果的表述 

试样中铅含量按式（1）进行计算。 

10001000
1000)( 01

××
××−

=
m

VccX ……………………………………………（1） 

式中： 

X——试样中铅含量, 单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 

c1——测定样液中铅含量，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

c0——空白液中铅含量，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

V——试样消化液定量总体积，单位为毫升（mL）； 

m——试样质量或体积，单位为克或毫升（g 或 mL）。 

     以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

8 精密度 

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 20 %。 

           

第二法    氢化物原子荧光光谱法 

9 原理 

    试样经酸热消化后，在酸性介质中，试样中的铅与硼氢化钠(NaBH4)或硼氢化钾(KBH4)反应生成

挥发性铅的氢化物(PbH4)。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；在去活化回到基态时，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。 

10 试剂和材料 

10.1  硝酸+高氯酸混合酸(9+1)：分别量取硝酸 900 mL，高氯酸 100 mL，混匀。 
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10.2  盐酸(1+1)：量取 250 mL 盐酸倒入 250 mL 水中，混匀。 

10.3  草酸溶液(10 g/L)：称取 1.0 g 草酸，加入溶解至 100 mL，混匀。 

10.4  铁氰化钾[K3Fe(CN)6]溶液(100 g/L)：称取 10.0 g 铁氰化钾，加水溶解并稀释至 100 mL，混匀。 

10.5  氢氧化钠溶液(2 g/L)：称取 2.0 g 氢氧化钠，溶于 1 L 水中，混匀。 

10.6  硼氢化钠(NaBH4)溶液(10 g/L)：称取 5.0 g 硼氢化钠溶于 500 mL 氢氧化钠溶液(2 g/L)中，混匀，

临用前配制。 

10.7  铅标准储备液(1.0 mg/mL)。 

10.8  铅标准使用液(1.0 μg/mL)：精确吸取铅标准储备液(10.7)，逐级稀释至 1.0 μg/mL。 

11 仪器和设备 

11.1  原子荧光光度计。 

11.2  铅空心阴极灯。 

11.3  电热板。 

11.4  天平：感量为 1 mg。 

12 分析步骤 

12.1  试样消化 

    湿消解：称取固体试样0.2 g～2 g或液体试样2.00 g（或mL）～10.00 g（或mL）（均精确到0.001 g），

置于50 mL～100 mL消化容器中（锥形瓶），然后加入硝酸+高氯酸混合酸（10.1）5 mL～10 mL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20 mL水再继续加热赶酸，至消解液0.5 mL～1.0 mL止，冷却后用少

量水转入25 mL容量瓶中，并加入盐酸（10.2）0.5mL，草酸溶液（10.3）0.5 mL，摇匀，再加入铁氰化

钾溶液（10.4）1.00 mL，用水准确稀释定容至25 mL，摇匀，放置30 min 后测定。同时做试剂空白。 

12.2  标准系列制备 

在25 mL容量瓶中，依次准确加入铅标准使用液（10.8）0.00 mL、0.125 mL、0.25 mL、0.50 mL、
0.75 mL、1.00 mL、1.25 mL(各相当于铅浓度 0.0 ng/mL、5.0 ng/mL、10.0 ng/mL、20.0 ng/mL、30.0 ng/mL、
40.0 ng/mL、50.0 ng/mL)，用少量水稀释后，加入0.5 mL盐酸（10.2）和0.5 mL草酸溶液（10.3）摇匀，

再加入铁氰化钾溶液（10.4）1.0 mL，用水稀释至该度，摇匀。放置30 min 后待测。 

12.3 测定 

12.3.1 仪器参考条件 

负高压：323 V；铅空心阴极灯灯电流：75 mA；原子化器：炉温 750 ℃～800 ℃，炉高 8 mm；氩

气流速：载气 800 mL/min；屏蔽气：1000 mL/min；加还原剂时间：7.0 s；读数时间：15.0 s；延迟时间：

0.0 s；测量方式：标准曲线法；读数方式：峰面积；进样体积：2.0 mL。 
12.3.2 测量方式 
    设定好仪器的最佳条件，逐步将炉温升至所需温度，稳定10 min～20 min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，转入试样测量，分别测定试
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样空白和试样消化液，试样测定结果按式（2）计算。 

13 分析结果的表述 

试样中铅含量按式（2）进行计算。 

10001000
1000)( 01

××

××−
=

m
Vcc

X  ……………………………………………（2） 

试中： 
X——试样中铅含量, 单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 

c1——试样消化液测定浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

c0——试剂空白液测定浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

V——试样消化液定量总体积，单位为毫升（mL）； 

m——试样质量或体积，单位为克或毫升（g 或 mL）。 

     以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

14 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

 

第三法    火焰原子吸收光谱法 

15 原理 

    试样经处理后，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-2-戊酮萃取分离，导入原子吸收光谱仪中，火焰原子化后，吸收 283.3 nm 共振线，其吸收量与铅

含量成正比，与标准系列比较定量。 

16 试剂和材料 

16.1  混合酸：硝酸-高氯酸（9＋1）。 

16.2  硫酸铵溶液（300 g/L）：称取 30 g 硫酸铵[（NH4）2SO4]，用水溶解并稀释至 100 mL。 

16.3  柠檬酸铵溶液（250 g/L）：称取 25 g 柠檬酸铵，用水溶解并稀释至 100 mL。 

16.4  溴百里酚蓝水溶液（1 g/L）。 

16.5  二乙基二硫代氨基甲酸钠（DDTC）溶液（50 g/L）：称取 5 g 二乙基二硫代氨基甲酸钠，用水溶

解并加水至 100 mL。 

16.6  氨水（l＋l）。 

16.7  4-甲基-2-戊酮（MIBK）。 

16.8  铅标准溶液：操作同 10.7 和 10.8。配制铅标准使用液为 10 μg/mL。 

16.9  盐酸（1+11）：取 10 mL 盐酸加入 110 mL 水中，混匀。 
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16.10  磷酸溶液（1+10）：取 10 mL 磷酸加入 100 mL 水中，混匀。 

17 仪器和设备 

17.1  原子吸收光谱仪火焰原子化器，其余同 5.2，5.3，5.4，5.5，5.6 和 5.7。 

17.2  天平：感量为 1 mg。 

18 分析步骤 

18.1  试样处理 

18.1.1 饮品及酒类：取均匀试样 10 g～20 g（精确到 0.01 g）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，加入混合酸（16.1）消化完全后，转移、定容于 50 mL 容量瓶中。 
18.1.2 包装材料浸泡液可直接吸取测定。 
18.1.3 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 g～ 
10 g 试样（精确到 0.01 g），置于 50 mL 瓷坩埚中，小火炭化，然后移入马弗炉中，500 ℃以下灰化 16 
h 后，取出坩埚，放冷后再加少量混合酸（16.1），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 10 mL 盐酸（16.9），溶解残渣并移入 50 mL 容量瓶

中，再用水反复洗涤坩埚，洗液并入容量瓶中，并稀释至刻度，混匀备用。 
    取与试样相同量的混合酸和盐酸（16.9），按同一操作方法作试剂空白试验。 
18.1.4 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 g～20 g（精确到 0.01 g）
于瓷坩埚中，加 1 mL 磷酸溶液（16.10），小火炭化，以下按 18.1.3 自“然后移入马弗炉中……”起依

法操作。 
18.1.5 禽、蛋、水产及乳制品：取可食部分充分混匀。称取 5 g～10 g（精确到 0.01 g）于瓷坩埚中，

小火炭化，以下按 18.1.3 自“然后移入马弗炉中……”起依法操作。 
乳类经混匀后，量取 50.0 mL，置于瓷坩埚中，加磷酸（16.10），在水浴上蒸干，再加小火炭化，

以下按 18.1.3 自“然后移入马弗炉中……”起依法操作。 

18.2  萃取分离 

    视试样情况，吸取 25.0 mL～50.0 mL 上述制备的样液及试剂空白液，分别置于 125 mL 分液漏斗中，

补加水至 60 mL。加 2 mL 柠檬酸铵溶液（16.3），溴百里酚蓝水溶液（16.4）3 滴～5 滴，用氨水（16.6）
调 pH 至溶液由黄变蓝，加硫酸铵溶液（16.2）10.0 mL，DDTC 溶液（16.5）10 mL，摇匀。放置 5 min
左右，加入 10.0 mL（16.7） MIBK，剧烈振摇提取 1 min，静置分层后，弃去水层，将 MIBK 层放入

10 mL 带塞刻度管中，备用。分别吸取铅标准使用液 0.00 mL，0.25 mL，0.50 mL，1.00 mL，1.50 mL，
2.00 mL（相当 0.0 μg，2.5 μg，5.0 μg，10.0 μg，15.0 μg，20.0 μg 铅）于 125 mL 分液漏斗中。与试样

相同方法萃取。 

18.3  测定 

18.3.1 饮品、酒类及包装材料浸泡液可经萃取直接进样测定。 
18.3.2 萃取液进样，可适当减小乙炔气的流量。 
18.3.3 仪器参考条件：空心阴极灯电流 8 mA；共振线 283.3 nm；狭缝 0.4 nm；空气流量 8 L／min；
燃烧器高度 6 mm。 

19 分析结果的表述 
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试样中铅含量按式（3）进行计算。 

1000/
1000)(

23

101

××
××−

=
VVm

Vcc
X ……………………………………………（3） 

式中： 
X——试样中铅的含量, 单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 

c1——测定用试样中铅的含量，单位为微克每毫升（μg/mL）； 

c0——试剂空白液中铅的含量，单位为微克每毫升（μg/mL）； 

m——试样质量或体积，单位为克或毫升（g 或 mL）； 

V1——试样萃取液体积，单位为毫升（mL）； 

V2——试样处理液的总体积，单位为毫升（mL）； 

V3——测定用试样处理液的总体积，单位为毫升（mL）。 

    以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

20 精密度 

    在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 20 %。 

 

第四法  二硫腙比色法 

21 原理 

 试样经消化后，在 pH 8.5～9.0 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。 

22 试剂和材料 

22.1 氨水（1+1）。 

22.2 盐酸（1＋1）：量取 100 mL 盐酸，加入 100 mL 水中。 

22.3 酚红指示液（1 g/L）：称取 0.10 g 酚红， 用少量多次乙醇溶解后移入 100 mL 容量瓶中并定容

至刻度。 

22.4 盐酸羟胺溶液（200 g/L）：称取 20.0 g 盐酸羟胺，加水溶解至 50 mL，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（22.10）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，水层加盐酸（1＋1）至呈酸性，加水至

100 mL。 

22.5 柠檬酸铵溶液（200 g/L）：称取 50 g 柠檬酸铵，溶于 100 mL 水中，加 2 滴酚红指示液（22.3），

加氨水（22.1），调 pH 至 8.5～9.0，用二硫腙-三氯甲烷溶液（22.10）提取数次，每次 10 mL～20 mL，
至三氯甲烷层绿色不变为止，弃去三氯甲烷层，再用三氯甲烷洗二次，每次 5 mL，弃去三氯甲烷层，

加水稀释至 250 mL。 

22.6 氰化钾溶液（100 g/L）：称取 10.0 g 氰化钾，用水溶解后稀释至 100 mL。 

22.7 三氯甲烷：不应含氧化物。 
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22.7.1 检查方法：量取 10 mL 三氯甲烷，加 25 mL 新煮沸过的水，振摇 3 min，静置分层后，取 10 mL
水溶液，加数滴碘化钾溶液（150 g/L）及淀粉指示液，振摇后应不显蓝色。 
22.7.2 处理方法：于三氯甲烷中加入 1/10～1/20 体积的硫代硫酸钠溶液（200 g/L）洗涤，再用水洗

后加入少量无水氯化钙脱水后进行蒸馏，弃去最初及最后的十分之一馏出液，收集中间馏出液备用。 

22.8 淀粉指示液：称取 0.5 g 可溶性淀粉，加 5 mL 水搅匀后，慢慢倒入 100 mL 沸水中，边倒边搅拌，

煮沸，放冷备用，临用时配制。 

22.9 硝酸（1＋99）：量取 1 mL 硝酸，加入 99 mL 水中。 

22.10 二硫腙-三氯甲烷溶液（0.5 g/L）：保存冰箱中，必要时用下述方法纯化。 

称取 0.5 g 研细的二硫腙, 溶于 50 mL 三氯甲烷中，如不全溶，可用滤纸过滤于 250 mL 分液漏斗中，

用氨水（1＋99）提取三次，每次 100 mL，将提取液用棉花过滤至 500 mL 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 次～3 次，每次 20 mL，合并三氯甲烷层，用等量水洗

涤两次，弃去洗涤液，在 50 ℃水浴上蒸去三氯甲烷。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 mL，200 mL，100 mL 三氯甲烷提取三次，合并三氯甲烷层为二硫腙溶液。 

22.11 二硫腙使用液：吸取 1.0 mL 二硫腙溶液，加三氯甲烷至 10 mL，混匀。用 1 cm 比色杯，以三氯

甲烷调节零点，于波长 510 nm 处测吸光度（A），用式（4）算出配制 100 mL 二硫腙使用液（70％透

光率）所需二硫腙溶液的毫升数（V）。 

AA
1.55lg70)-(210V =

×
= ………………………………………………（4） 

22.12 硝酸-硫酸混合液（4＋1）。 

22.13 铅标准溶液（1.0 mg/mL）：准确称取 0.1598 g 硝酸铅，加 10 mL 硝酸（1＋99），全部溶解后，

移入 100 mL 容量瓶中，加水稀释至刻度。 

22.14 铅标准使用液（10.0 μg/mL）：吸取 1.0 mL 铅标准溶液，置于 100 mL 容量瓶中，加水稀释至刻

度。 

23 仪器和设备 

23.1  分光光度计。  

23.2  天平：感量为 1 mg。    

24 分析步骤 

24.1 试样预处理 

同 6.1 的操作。 

24.2  试样消化 

24.2.1 硝酸-硫酸法 
24.2.1.1 粮食、粉丝、粉条、豆干制品、糕点、茶叶等及其他含水分少的固体食品：称取 5 g 或 10 g
的粉碎样品（精确到 0.01 g），置于 250 mL～500 mL 定氮瓶中，先加水少许使湿润，加数粒玻璃珠、

10 mL～15 mL 硝酸，放置片刻，小火缓缓加热，待作用缓和，放冷。沿瓶壁加入 5 mL 或 10 mL 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至有机质分解完全。加大火力，至产生
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白烟，待瓶口白烟冒净后，瓶内液体再产生白烟为消化完全，该溶液应澄清无色或微带黄色，放冷（在

操作过程中应注意防止爆沸或爆炸）。加 20 mL 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 50 mL 或 100 mL 容量瓶中，用水洗涤定氮瓶，洗液并入容量瓶中，放

冷，加水至刻度，混匀。定容后的溶液每 10 mL 相当于 1 g 样品，相当加入硫酸量 1 mL。取与消化试

样相同量的硝酸和硫酸，按同一方法做试剂空白试验。 
24.2.1.2 蔬菜、水果：称取 25.00 g 或 50.00 g 洗净打成匀浆的试样（精确到 0.01 g），置于 250 mL～
500 mL 定氮瓶中，加数粒玻璃珠、10 mL～15 mL 硝酸，以下按 24.2.1.1 自“放置片刻……”起依法操

作，但定容后的溶液每 10 mL 相当于 5 g 样品，相当加入硫酸 1 mL。 
24.2.1.3 酱、酱油、醋、冷饮、豆腐、腐乳、酱腌菜等：称取 10 g 或 20 g 试样（精确到 0.01 g）或吸

取 10.0 mL 或 20.0 mL 液体样品，置于 250 mL～500 mL 定氮瓶中，加数粒玻璃珠、5 mL～15 mL 硝酸。

以下按 24.2.1.1 自“放置片刻……”起依法操作，但定容后的溶液每 10 mL 相当于 2 g 或 2 mL 试样。 
24.2.1.4 含酒精性饮料或含二氧化碳饮料: 吸取 10.00 mL 或 20.00 mL 试样, 置于 250 mL～500 mL 
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 mL～10 mL 硝酸, 混匀后, 以下

按 24.2.1.1 自“放置片刻……”起依法操作, 但定容后的溶液每 10 mL 相当于 2 mL 试样。 
24.2.1.5 含糖量高的食品：称取 5 g 或 10 g 试样（精确至 0.01 g），置于 250 mL～500 mL 定氮瓶中，

先加少许水使湿润，加数粒玻璃珠、5 mL～10 mL 硝酸，摇匀。缓缓加入 5 mL 或 10 mL 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，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，溶液应澄清无色或微带黄色，放冷。以下按 24.2.1.1 自“加

20 mL 水煮沸……”起依法操作。 
24.2.1.6 水产品：取可食部分样品捣成匀浆，称取 5 g 或 10 g 试样（精确至 0.01 g，海产藻类、贝类可

适当减少取样量），置于 250 mL～500 mL 定氮瓶中，加数粒玻璃珠，5 mL～10 mL 硝酸，混匀后，以

下按 24.2.1.1 自“沿瓶壁加入 5 mL 或 10 mL 硫酸……”起依法操作。 
24.2.2 灰化法 
24.2.2.1  粮食及其他含水分少的食品：称取 5 g 试样（精确至 0.01 g），置于石英或瓷坩埚中，加热

至炭化，然后移入马弗炉中,  500 ℃灰化 3 h, 放冷，取出坩埚，加硝酸（1＋1），润湿灰分，用小火

蒸干，在 500 ℃烧 1 h, 放冷。取出坩埚。加 1 mL 硝酸（1＋l），加热，使灰分溶解，移入 50 mL 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。 
24.2.2.2  含水分多的食品或液体试样：称取 5.0 g 或吸取 5.00 mL 试样，置于蒸发皿中，先在水浴上

蒸干，再按 24.2.2.1 自“加热至炭化……”起依法操作。 

24.3  测定 

24.3.1 吸取 10.0 mL 消化后的定容溶液和同量的试剂空白液，分别置于 125 mL 分液漏斗中，各加水

至 20 mL。 
24.3.2 吸取 0 mL，0.10 mL，0.20 mL，0.30 mL，0.40 mL，0.50 mL 铅标准使用液（相当 0.0 μg，1.0 
μg，2.0 μg，3.0 μg，4.0 μg，5.0 μg 铅），分别置于 125 mL 分液漏斗中，各加硝酸（1+99）至 20 mL。
于试样消化液、试剂空白液和铅标准液中各加 2.0 mL 柠檬酸铵溶液（200 g/L），l.0 mL 盐酸羟胺溶液

（200 g/L）和 2 滴酚红指示液，用氨水（1＋1）调至红色，再各加 2.0 mL 氰化钾溶液（100 g/L），混

匀。各加 5.0 mL 二硫腙使用液，剧烈振摇 1 min，静置分层后，三氯甲烷层经脱脂棉滤入 1 cm 比色杯

中，以三氯甲烷调节零点于波长 510 nm 处测吸光度，各点减去零管吸收值后，绘制标准曲线或计算一

元回归方程，试样与曲线比较。 

25 分析结果的表述 
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试样中铅含量按式（5）进行计算。 

 

1000/
1000)(

123

21

××
×−

=
VVm

mm
X …………………………………………………（5） 

式中： 
X ——试样中铅的含量，单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 

1m ——测定用试样液中铅的质量，单位为微克（μg）； 

2m ——试剂空白液中铅的质量，单位为微克（μg）； 

3m ——试样质量或体积，单位为克或毫升（g 或 mL）； 

1V ——试样处理液的总体积，单位为毫升（mL）； 

2V ——测定用试样处理液的总体积，单位为毫升（mL）。 
     以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

26 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 
 

第五法  单扫描极谱法 

27 原理 

    试样经消解后，铅以离子形式存在。在酸性介质中，Pb2+与 I-形成的 PbI4
2-络离子具有电活性，在

滴汞电极上产生还原电流。峰电流与铅含量呈线性关系，以标准系列比较定量。 

28 试剂和材料 

28.1  底液：称取 5.0 g 碘化钾，8.0 g 酒石酸钾钠，0.5 g 抗坏血酸于 500 mL 烧杯中，加入 300 mL 水溶

解后，再加入 10 mL 盐酸，移入 500 mL 容量瓶中，加水至刻度。（在冰箱中可保存 2 个月） 

28.2  铅标准贮备溶液（1.0 mg/mL）：准确称取 0.1000 g 金属铅（含量 99.99 %）于烧杯中加 2 mL（1+1）
硝酸溶液，加热溶解，冷却后定量移入 100 mL 容量瓶并加水至刻度，混匀。 

28.3  铅标准使用溶液（10.0 μg/mL）：临用时，吸取铅标准贮备溶液 1.00 mL 于 100 mL 容量瓶中，加

水至刻度，混匀。 

28.4  混合酸：硝酸-高氯酸（4+1），量取 80 mL 硝酸，加入 20 mL 高氯酸，混匀。 

29 仪器和设备 

29.1  极谱分析仪。 

29.2  带电子调节器万用电炉。 

29.3  天平：感量为 1 mg。 

30 分析步骤 

30.1  极谱分析参考条件 
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单扫描极谱法(SSP 法)。选择起始电位为-350 mV，终止电位-850 mV，扫描速度 300 m V/s，三电

极，二次导数，静止时间 5 s 及适当量程。于峰电位（Ep）-470 mV 处，记录铅的峰电流。 

30.2  标准曲线绘制 

   准确吸取铅标准使用溶液 0 mL，0.05 mL，0.10 mL，0.20 mL，0.30 mL，0.40 mL(相当于含 0 μg，
0.5 μg，1.0 μg，2.0 μg，3.0 μg，4.0 μg 铅)于 10 mL 比色管中，加底液至 10.0 mL，混匀。将各管溶液

依次移入电解池，置于三电极系统。按上述极谱分析参考条件测定，分别记录铅的峰电流。以含量为横

坐标，其对应的峰电流为纵坐标，绘制标准曲线。 

30.3  试样处理 

粮食、豆类等水分含量低的试样，去杂物后磨碎过 20 目筛；蔬菜、水果、鱼类、肉类等水分含量

高的新鲜试样，用均浆机均浆，储于塑料瓶。 
30.3.1 试样处理（除食盐、白糖外，如粮食、豆类、糕点、茶叶、肉类等）：称取 1 g～2 g 试样（精

确至 0.1 g）于 50 mL 三角瓶中,加入 10 mL～20 mL 混合酸，加盖浸泡过夜。置带电子调节器万用电炉

上的低档位加热。若消解液颜色逐渐加深，呈现棕黑色时，移开万用电炉，冷却，补加适量硝酸，继续

加热消解。待溶液颜色不再加深，呈无色透明或略带黄色，并冒白烟，可高档位驱赶剩余酸液，至近干，

在低档位加热得白色残渣，待测。同时作一试剂空白。 
30.3.2 食盐、白糖：称取试样 2.0 g 于烧杯中，待测。 
30.3.3 液体试样 

称取 2 g 试样（精确至 0.1 g）于 50 mL 三角瓶中（含乙醇、二氧化碳的试样应置于 80℃水浴上驱

赶）。加入 1 mL～10 mL 混合酸，于带电子调节器万用电炉上的低档位加热，以下步骤按 30.3.1“试

样处理”项下操作，待测。 

30.4  试样测定 

   于上述待测试样及试剂空白瓶中加入 10.0 mL 底液,溶解残渣并移入电解池。以下按 30.2“标准曲

线绘制”项下操作，极谱图参见附录 A。分别记录试样及试剂空白的峰电流，用标准曲线法计算试样中

铅含量。 

31 分析结果的表述 

试样中铅含量按式（6）进行计算。 

1000
1000)( 0

×
×−

=
m

AA
X     ………………………………（6） 

式中： 
X——试样中铅的含量，单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 
A——由标准曲线上查得测定样液中铅的质量，单位为微克（μg）； 
A0——由标准曲线上查得试剂空白液中铅质量，单位为微克（μg）； 
m——试样质量或体积，单位为克或毫升（g 或 mL）。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

32 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 5.0 %。 
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33 其他 

本标准检出限：石墨炉原子吸收光谱法为 0.005 mg/kg；氢化物原子荧光光谱法固体试样为 0.005 
mg/kg，液体试样为 0.001 mg/kg；火焰原子吸收光谱法为 0.1 mg/kg；比色法为 0.25 mg/kg。单扫描极谱

法为 0.085 mg/kg。 
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附录 A 

（资料性附录） 

试剂空白、铅标准极谱图 

A.1  试剂空白、铅标准极谱图 

    试剂空白、铅标准极谱图见图 A.1。 

 

图A.1  试剂空白、铅标准极谱图 
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前    言 
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——GB/T 5009.24-1985、GB/T 5009.24-1996、GB/T 5009.24-2003。 
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食品安全国家标准 

食品中黄曲霉毒素M1和B1的测定 

1  范围 

    本标准规定了牛乳及其制品、奶油及新鲜猪组织（肝、肾、血及瘦肉）等食品中黄曲霉毒素 M1 与

B1 的测定方法。 

    本标准适用于牛乳及其制品、奶油及新鲜猪组织（肝、肾、血及瘦肉）等食品中黄曲霉毒素 M1 与

B1 的测定。 

2  原理 

    样品经提取、浓缩、薄层分离后，黄曲霉毒素 M1 与 B1 在紫外光（波长 365nm）下产生蓝紫色荧

光，根据其在薄层上显示荧光的最低检出量来测定含量。 

3  试剂和材料 

3.1  甲醇：分析纯。 

3.2  石油醚：分析纯。 

3.3  三氯甲烷：分析纯。 

3.4  无水硫酸钠：分析纯。 

3.5  异丙醇：分析纯。 

3.6  硅胶 G：层析用。 

3.7  氯化钠及氯化钠溶液（40 g/L）。 

3.8  硫酸（1+3）。 

3.9  玻璃砂：用酸处理后洗净干燥，约相当 20 目。 

3.10  黄曲霉毒素 M1 标准溶液：用三氯甲烷配制成每毫升相当于 10μg 的黄曲霉毒素 M1 标准溶液。

以三氯甲烷作空白试剂，黄曲霉毒素 M1 的紫外最大吸收峰的波长应接近 357 nm，摩尔消光系数为 19 
950。避光，置于 4 ℃冰箱中保存。 

3.11  黄曲霉毒素 M1与 B1 混合标准使用液：用三氯甲烷配制成每毫升相当于各含 0.04 μg 黄曲霉毒素

M1 与 B1。避光，置于 4℃冰箱中保存。 

4  仪器和设备 

4.1  10 目圆孔筛。 

4.2  小型粉碎机。 
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4.3  玻璃板：5 cm×20 cm。 

4.4  展开槽: 长 25 cm，宽 6 cm，高 4 cm。 

4.5  紫外光灯：100 W～125 W，带 365 nm 滤光片。 

4.6  微量注射器。 

5  分析步骤 

    整个操作需在暗室条件下进行。 

5.1  样品提取 

5.1.1  样品提取制备表，见表 1。 

表 1 试样制备 

样品名称 
称样量/ 

（g） 

加水量/ 

（mL） 

加甲醇量/

（mL） 

提取液量
α/

（mL） 

加40g/L氯化钠

溶液量/ 

（mL） 

浓缩体积/ 

（mL） 

滴加体积/ 

（μL） 

方法灵敏度/ 

（μg/kg） 

牛乳 30 0 90 62 25 0.4 100 0.1 

炼乳 30 0 90 52 35 0.4 50 0.2 

牛乳粉 15 20 90 59 28 0.4 40 0.5 

乳酪 15 5 90 56 31 0.4 40 0.5 

奶油 10 45 55 80 0 0.4 40 0.5 

猪肝 30 0 90 59 28 0.4 50 0.2 

猪肾 30 0 90 61 26 0.4 50 0.2 

猪瘦肉 30 0 90 58 29 0.4 50 0.2 

猪血 30 0 90 61 26 0.4 50 0.2 
α 提取液量按式（1）计算： 

)90(
15
8 BAX ++×=  ………………………………………………… （1） 

式中： 

X——提取液量，单位为毫升（mL）； 

A——试样中的水分量，单位为毫升（mL）（牛乳、炼乳及猪组织的取样量为 30g，牛乳粉、乳酪的取样量为 15g）； 

B——加水量，单位为毫升（mL)； 
    注：样品中的水分量参照《食物成分表》。 

    因各提取液中含 48 mL 甲醇，需 39 mL 水才能调到甲醇与水之体积比为(55+45)，因此加入 40g/L 的氯化钠溶液的体积等于甲醇

和水的总体积（87mL）减去提取液的体积（mL）。 

5.1.2  乳与炼乳：称取 30.00 g 混匀的样品，置于小烧杯中，再分别用 90 mL 甲醇移于 300mL 具塞锥

形瓶中，盖严防漏。振荡 30 min，用折叠式快速滤纸滤于 100 mL 具塞量筒中。按表 1 收集 62 mL 乳与

52 mL 炼乳（各相当于 16 g 样品）提取液。 
5.1.3  乳粉：取 15.00 g 样品，置于具塞锥形瓶中，加入 20 mL 水，使样品湿润后再加入 90 mL 甲醇，

以下按 5.1.3 自“振荡 30 min……”起，依法操作，按表 1 收集 59 mL 提取液（相当于 8 g 样品）。 
5.1.4  干酪：称取 15.00 g 切细、过 10 目圆孔筛混匀样品，置于具塞锥形瓶中，加 5 mL 水和 90 mL
甲醇，以下按 5.1.3 自“振荡 30 min……”起依法操作，按表 1 收集 56 mL 提取液（相当于 8 g 样品）。 
5.1.5  奶油：称取 10.00 g 样品，置于小烧杯中，用 40 mL 石油醚将奶油溶解并移于具塞锥形瓶中。

加 45 mL 水和 55 mL 甲醇，振荡 30 min 后，将全部液体移于分液漏斗中。再加入 1.5 g 氯化钠摇动溶
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解，待分层后，按上表收集 80 mL 提取液（相当于 8 g 样品）于具塞量筒中。 
5.1.6  新鲜猪组织：取新鲜或冷冻保存的猪组织样品（包括肝、肾、血、瘦肉）先切细，混匀后称取

30.00 g，置于小乳钵中，加玻璃砂少许磨细，新鲜全血用打碎机打匀，或用玻璃珠振摇抗凝。混匀后称

取 30.00 g，将各样品置于 300 mL 具塞锥形瓶中，加入 90 mL 甲醇，以下按 5.1.3 自“振荡 30 min……”

起依法操作。按上表收集 59 mL 猪肝，61 mL 猪肾，58 mL 猪瘦肉及 61 mL 猪血等提取液（各相当于

16 g 样品）。 

5.2  净化 

5.2.1  用石油醚分配净化：将以上收集的提取液移入 250 mL 分液漏斗中，再按各种食品加入一定体

积的氯化钠溶液（40 g/L）（见表 1）。再加入 40 mL 石油醚，振摇 2 min，待分层后，将下层甲醇-氯化

钠水层移于原量筒中，将上层石油醚溶液从分液漏斗上口倒出，弃去。再将量筒中溶液转移于原分液漏

斗中。再重复用石油醚提取两次，每次 30 mL，最后将量筒中溶液仍移于分液漏斗中。奶油样液总共用

石油醚提取两次，每次 40 mL。 
5.2.2  用三氯甲烷分配提取：于原量筒中加入 20 mL 三氯甲烷，摇匀后，再倒入原分液漏斗中，振摇

2 min。待分层后，将下层三氯甲烷移于原量筒中，再重复用三氯甲烷提取两次，每次 10 mL 合并于原

量筒中。弃去上层甲醇水溶液。 
5.2.3  用水洗三氯甲烷层与浓缩制备：将合并后的三氯甲烷层倒回原分液漏斗中，加入 30 mL 氯化钠

溶液（40 g/L），振摇 30 s，静置。待上层混浊液有部分澄清时，即可将下层三氯甲烷层收集于原量筒中。

加入 10 g 无水硫酸钠，振摇放置澄清后，将此液经装有少许无水硫酸钠的定量慢速滤纸过滤于 100 mL
蒸发皿中。氯化钠水层用 10 mL 三氯甲烷提取一次，并经过滤器一并滤于蒸发皿中。最后将无水硫酸

钠也一起倒于滤纸上，用少量三氯甲烷洗量筒与无水硫酸钠，也一并滤于蒸发皿中，于 65 ℃水浴上通

风挥干，用三氯甲烷将蒸发皿中残留物转移于浓缩管中，蒸发皿中残渣太多，则经滤纸滤入浓缩管中。

于 65 ℃用减压吹气法将此液浓缩至 0.4 mL 以下，再用少量三氯甲烷洗管壁后，浓缩定量至 0.4 mL 备

用。 

5.3  测定 

5.3.1  硅胶 G 薄层板的制备 

薄层板厚度为 0.3 mm，105 ℃活化 2 h，在干燥器内可保存 1d～2d。 
5.3.2  点板 

取薄层板（5 cm×20 cm）两块，距板下端 3 cm 的基线上各滴加两点，在距第一与第二板的左边缘

0.8 cm～1 cm 处各滴加 10 μL 黄曲霉毒素 M1 与 B1 混合标准使用液，在距各板左边缘 2.8 cm～3 cm 处

各滴加同一样液点（各种食品的滴加体积见表 1），在第二板的第 2 点上再滴加 10 μL 黄曲霉毒素 M1 与

B1 混合标准使用液。一般可将薄层板放在盛有干燥硅胶的层析槽内进行滴加，边加边用冷风机冷风吹

干。 
5.3.3  展开 
5.3.3.1  横展：在槽内加入 15 mL 事先用无水硫酸钠脱水的无水乙醚（每 500 mL 无水乙醚中加 20 g
无水硫酸钠）。将薄层板靠近标准点的长边置于槽内，展至板端后，取出挥干，再同上继续展开一次。 
5.3.3.2  纵展：将横展两次挥干后的薄层板再用异丙醇-丙酮-苯-正己烷-石油醚（沸程 60 ℃～90 ℃）

-三氯甲烷（5+10+10+10+10+55）混合展开剂纵展至前沿距原点距离为 10 cm～12 cm 取出挥干。 
5.3.3.3  横展：将纵展挥干后的板再用乙醚横展 1 次～2 次，展开方法同 5.3.3.1。 
5.3.4  观察与评定结果 

5.3.4.1  在紫外光灯下将第一、二板相互比较观察，若第二板的第二点在黄曲霉毒素 M1 与 B1 标准点

的相应处出现最低检出量（M1 与 B1的比移值依次为 0.25 和 0.43），而在第一板相同位置上未出现荧光

食品伙伴网http://www.foodmate.net



GB 5009.24—2010 

4 

点，则样品中黄曲霉毒素 M1 与 B1含量在其所定的方法灵敏度以下（见表 1）。 
5.3.4.2  如果第一板的相同位置上出现黄曲霉毒素 M1 与 B1 的荧光点，则第二板第二点的样液点是否

各与滴加的标准点重叠，如果重叠，再进行以下的定量与确证试验。 
5.3.5  稀释定量 

样液中的黄曲霉毒素 M1与 B1 荧光点的荧光强度与黄曲霉毒素 M1 与 B1的最低检出量（0.0004 μg）
的荧光强度一致，则乳、炼乳、乳粉、干酪与奶油样品中黄曲霉毒素 M1 与 B1 的含量依次为 0.1 μg/kg、
0.2 μg/kg、0.5 μg/kg、0.5 μg/kg 及 0.5 μg/kg；新鲜猪组织（肝、肾、血、瘦肉）样品均为 0.2 μg/kg（见

表 1）。如样液中黄曲霉毒素 M1 与 B1 的荧光强度比最低检出量强，则根据其强度逐一进行测定，估计

减少滴加微升数或经稀释后再滴加不同微升数，直至样液点的荧光强度与最低检出量点的荧光强度一致

为止。 
5.3.6  确证试验 

在做完定性或定量的薄层板上，将要确证的黄曲霉毒素 M1 和 B1 的点用大头针圈出。喷以硫酸溶

液(1+3)，放置 5 min 后，在紫外光灯下观察，若样液中黄曲霉毒素 M1和 B1 点与标准点一样均变为黄

色荧光，则进一步确证检出的荧光点是黄曲霉毒素 M1 和 B1。 

6  分析结果的表述 

黄曲霉毒素 M1 或 B1 的含量按式（2）进行计算。 

m
D

V
VX 10000004.0

2

1 ×××=  …………………………………………（2） 

    式中： 
X——黄曲霉毒素 M1 或 B1 含量，单位为微克每千克（μg/kg）； 

    V1——样液浓缩后体积，单位为毫升(mL)； 
    V2——出现最低荧光样液的滴加体积，单位为毫升(mL)； 
    D——浓缩样液的总稀释倍数； 
  m——浓缩样液中所相当的试样质量，单位为克(g)； 
    0.0004——黄曲霉毒素 M1 或 B1的最低检出量，单位为微克（μg）。 
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I 

前    言  

本标准代替 GB/T 5009.33-2008 《食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定》。 

本标准与 GB/T 5009.33-2008 相比，主要变化如下： 

——第一法中增加粉状婴幼儿配方食品的淋洗条件； 

——删除第三法示波极谱法，增加“乳及乳制品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定”作为第三法。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 
——GB 5009.33-1985、GB/T 5009.33-1996、GB/T 5009.33-2003、GB/T 5009.33-2008。 
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食品安全国家标准 

食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定 

1 范围 

本标准规定了食品中亚硝酸盐和硝酸盐的测定方法。 
本标准适用于食品中亚硝酸盐和硝酸盐的测定。 

第一法  离子色谱法  

2 原理 

试样经沉淀蛋白质、除去脂肪后，采用相应的方法提取和净化，以氢氧化钾溶液为淋洗液，阴离子

交换柱分离，电导检测器检测。以保留时间定性，外标法定量。 

3 试剂和材料 

3.1 超纯水：电阻率＞18.2 MΩ•cm。 

3.2 乙酸（CH3COOH）：分析纯。 

3.3 氢氧化钾（KOH）：分析纯。 

3.4 乙酸溶液（3 %）：量取乙酸（3.2）3 mL 于 100 mL 容量瓶中，以水稀释至刻度，混匀。 

3.5 亚硝酸根离子（NO2
-）标准溶液（100 mg/L，水基体）。 

3.6 硝酸根离子（NO3
-）标准溶液（1000 mg/L，水基体）。 

3.7 亚硝酸盐（以 NO2
-计，下同）和硝酸盐（以 NO3

-计，下同）混合标准使用液：准确移取亚硝酸根

离子（NO2
-）和硝酸根离子（NO3

-）的标准溶液各 1.0 mL 于 100 mL 容量瓶中，用水稀释至刻度，此溶

液每 1 L 含亚硝酸根离子 1.0 mg 和硝酸根离子 10.0 mg。 

4 仪器和设备 

4.1 离子色谱仪：包括电导检测器，配有抑制器，高容量阴离子交换柱，50 μL 定量环。 

4.2 食物粉碎机。 

4.3 超声波清洗器。 

4.4 天平：感量为 0.1 mg 和 1 mg。 
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4.5 离心机：转速≥10000 转/分钟，配 5 mL 或 10 mL 离心管。 

4.6 0.22 μm 水性滤膜针头滤器。 

4.7 净化柱：包括 C18 柱、Ag 柱和 Na 柱或等效柱。 

4.8 注射器：1.0 mL 和 2.5 mL。 

注：所有玻璃器皿使用前均需依次用 2 mol/L 氢氧化钾和水分别浸泡 4 h，然后用水冲洗 3 次～5 次，晾干备用。 

5 分析步骤 

5.1 试样预处理 

5.1.1 新鲜蔬菜、水果：将试样用去离子水洗净，晾干后，取可食部切碎混匀。将切碎的样品用四分

法取适量，用食物粉碎机制成匀浆备用。如需加水应记录加水量。 
5.1.2 肉类、蛋、水产及其制品：用四分法取适量或取全部，用食物粉碎机制成匀浆备用。 
5.1.3 乳粉、豆奶粉、婴儿配方粉等固态乳制品(不包括干酪) ：将试样装入能够容纳 2 倍试样体积的

带盖容器中，通过反复摇晃和颠倒容器使样品充分混匀直到使试样均一化。 
5.1.4 发酵乳、乳、炼乳及其他液体乳制品：通过搅拌或反复摇晃和颠倒容器使试样充分混匀。 
5.1.5 干酪：取适量的样品研磨成均匀的泥浆状。为避免水分损失，研磨过程中应避免产生过多的热

量。 

5.2 提取 

5.2.1 水果、蔬菜、鱼类、肉类、蛋类及其制品等：称取试样匀浆 5 g（精确至 0.01 g，可适当调整试

样的取样量，以下相同），以 80 mL 水洗入 100 mL 容量瓶中，超声提取 30 min，每隔 5 min 振摇一次，

保持固相完全分散。于 75 ℃水浴中放置 5 min，取出放置至室温，加水稀释至刻度。溶液经滤纸过滤

后，取部分溶液于 10 000 转/分钟离心 15 min，上清液备用。 
5.2.2 腌鱼类、腌肉类及其它腌制品：称取试样匀浆 2 g（精确至 0.01 g），以 80 mL 水洗入 100 mL 容

量瓶中，超声提取 30 min，每 5 min 振摇一次，保持固相完全分散。于 75 ℃水浴中放置 5 min，取出放

置至室温，加水稀释至刻度。溶液经滤纸过滤后，取部分溶液于 10 000 转/分钟离心 15 min，上清液备

用。 
5.2.3 乳：称取试样 10 g（精确至 0.01 g），置于 100 mL 容量瓶中，加水 80 mL，摇匀，超声 30 min，
加入 3 %乙酸溶液 2 mL，于 4 ℃放置 20 min，取出放置至室温，加水稀释至刻度。溶液经滤纸过滤，

取上清液备用。 
5.2.4 乳粉：称取试样 2.5 g（精确至 0.01 g），置于 100 mL 容量瓶中，加水 80 mL，摇匀，超声 30 min，
加入 3 %乙酸溶液 2 mL，于 4 ℃放置 20 min，取出放置至室温，加水稀释至刻度。溶液经滤纸过滤，

取上清液备用。 
5.2.5 取上述备用的上清液约 15 mL，通过 0.22 μm 水性滤膜针头滤器、C18 柱，弃去前面 3 mL（如果

氯离子大于 100 mg/L，则需要依次通过针头滤器、C18 柱、Ag 柱和 Na 柱，弃去前面 7 mL），收集后面

洗脱液待测。 
固相萃取柱使用前需进行活化，如使用 OnGuard II RP 柱（1.0 mL）、OnGuard II Ag 柱（1.0 mL）

和 OnGuard II Na 柱（1.0 mL）1，其活化过程为：OnGuard II RP 柱（1.0 mL）使用前依次用 10 mL 甲

醇、15 mL 水通过，静置活化 30 min。OnGuard II Ag 柱（1.0 mL）和 OnGuard II Na 柱（1.0 mL）用 10 
                                                        
1给出这一信息是为了方便本标准的使用者，并不表示对该产品的认可，如果其他等效产品具有相同的效果，则可使用

这些等效的产品。 
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mL 水通过，静置活化 30 min。 

5.3 参考色谱条件  

5.3.1 色谱柱：氢氧化物选择性，可兼容梯度洗脱的高容量阴离子交换柱，如 Dionex IonPac AS11-HC 
4 mm×250 mm（带 IonPac AG11-HC 型保护柱 4 mm×50 mm）1，或性能相当的离子色谱柱。 
5.3.2 淋洗液 
5.3.2.1 一般试样：氢氧化钾溶液，浓度为 6 mmol/L～70 mmol/L；洗脱梯度为 6 mmol/L 30 min，70 
mmol/L 5 min，6 mmol/L 5 min； 流速 1.0 mL/min。 
5.3.2.2 粉状婴幼儿配方食品：氢氧化钾溶液，浓度为 5 mmol/L～50 mmol/L；洗脱梯度为 5 mmol/L 33 
min， 50 mmol/L 5min，5 mmol/L 5 min；流速 1.3 mL/min。 
5.3.3 抑制器：连续自动再生膜阴离子抑制器或等效抑制装置。 
5.3.4 检测器：电导检测器，检测池温度为 35 ℃。 
5.3.5 进样体积：50 μL（可根据试样中被测离子含量进行调整）。 

5.4 测定 

5.4.1 标准曲线 

移取亚硝酸盐和硝酸盐混合标准使用液，加水稀释，制成系列标准溶液，含亚硝酸根离子浓度为

0.00 mg/L、0.02 mg/L、0.04 mg/L、0.06 mg/L、0.08 mg/L、0.10 mg/L、0.15 mg/L、0.20 mg/L；硝酸根

离子浓度为 0.0 mg/L、0.2 mg/L、0.4 mg/L、0.6 mg/L、0.8 mg/L、1.0 mg/L、1.5 mg/L、2.0 mg/L 的混合

标准溶液，从低到高浓度依次进样。得到上述各浓度标准溶液的色谱图（图 1）。以亚硝酸根离子或硝

酸根离子的浓度（mg/L）为横坐标，以峰高（μS）或峰面积为纵坐标，绘制标准曲线或计算线性回归

方程。 

 
图 1 亚硝酸盐和硝酸盐混合标准溶液的色谱图 

5.4.2 样品测定  

分别吸取空白和试样溶液 50 μL，在相同工作条件下，依次注入离子色谱仪中，记录色谱图。根据

保留时间定性，分别测量空白和样品的峰高（μS）或峰面积。 

6 分析结果的表述 

试样中亚硝酸盐（以 NO2
-计）或硝酸盐（以 NO3

-计）含量按式（1）计算： 
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1000
1000)( 0

×
×××−

=
m

fVcc
X  …………………………………………（1） 

 
式中： 
X ——试样中亚硝酸根离子或硝酸根离子的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）； 
c——测定用试样溶液中的亚硝酸根离子或硝酸根离子浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 
c0——试剂空白液中亚硝酸根离子或硝酸根离子的浓度，单位为毫克每升（mg/L）； 
V——试样溶液体积，单位为毫升（mL）； 
f——试样溶液稀释倍数； 
m——试样取样量，单位为克（g）。 
说明：试样中测得的亚硝酸根离子含量乘以换算系数 1.5，即得亚硝酸盐（按亚硝酸钠计）含量；

试样中测得的硝酸根离子含量乘以换算系数 1.37，即得硝酸盐（按硝酸钠计）含量。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

7 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对值差不得超过算术平均值的 10 %。 

第二法 分光光度法 

8 原理 

    亚硝酸盐采用盐酸萘乙二胺法测定，硝酸盐采用镉柱还原法测定。 
试样经沉淀蛋白质、除去脂肪后，在弱酸条件下亚硝酸盐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，由此总量减去亚硝酸盐含量，即得试样中硝酸盐含量。 

9 试剂和材料 

除非另有规定，本方法所用试剂均为分析纯。水为 GB/T 6682 规定的二级水或去离子水。 

9.1 亚铁氰化钾（K4Fe(CN)6·3H2O）。 

9.2 乙酸锌（Zn(CH3COO)2·2H2O）。 

9.3 冰醋酸（CH3COOH）。 

9.4 硼酸钠（Na2B4O7·10H2O）。 

9.5 盐酸（ρ＝1.19 g/mL）。 

9.6 氨水（25 %）。 

9.7 对氨基苯磺酸(C6H7NO3S）。 
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9.8 盐酸萘乙二胺(C12H14N2·2HCl）。 

9.9 亚硝酸钠（NaNO2）。 

9.10  硝酸钠（NaNO3）。 

9.11  锌皮或锌棒。 

9.12  硫酸镉。 

9.13  亚铁氰化钾溶液(106 g/L)：称取 106.0 g 亚铁氰化钾（9.1），用水溶解，并稀释至 1000 mL。 

9.14  乙酸锌溶液(220 g/L)： 称取 220.0 g 乙酸锌（9.2），先加 30 mL 冰醋酸（9.3）溶解，用水稀释至

1000 mL。 

9.15  饱和硼砂溶液(50 g/L)： 称取 5.0 g 硼酸钠（9.4），溶于 100 mL 热水中，冷却后备用。 

9.16  氨缓冲溶液（pH 9.6～9.7）：量取 30 mL 盐酸（9.5），加 100 mL 水，混匀后加 65 mL 氨水（9.6），
再加水稀释至 1000 mL，混匀。调节 pH 至 9.6～9.7。 

9.17  氨缓冲液的稀释液：量取 50 mL 氨缓冲溶液（9.16），加水稀释至 500 mL，混匀。 

9.18  盐酸(0.1 mol/L)： 量取 5 mL 盐酸，用水稀释至 600 mL。 

9.19  对氨基苯磺酸溶液（4 g/L）：称取 0.4ｇ对氨基苯磺酸（9.7），溶于 100 mL 20 %（V/V）盐酸中，

置棕色瓶中混匀，避光保存。 

9.20  盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L）：称取 0.2 g 盐酸萘乙二胺（9.8），溶于 100 mL 水中, 混匀后，置棕色

瓶中，避光保存。 

9.21  亚硝酸钠标准溶液（200 μg /mL）：准确称取 0.1000ｇ于 110℃～120℃干燥恒重的亚硝酸钠，加水

溶解移入 500 mL 容量瓶中，加水稀释至刻度，混匀。 

9.22  亚硝酸钠标准使用液（5.0 μg/mL）：临用前，吸取亚硝酸钠标准溶液 5.00 mL，置于 200 mL 容量

瓶中，加水稀释至刻度。 

9.23  硝酸钠标准溶液（200 μg/mL，以亚硝酸钠计）：准确称取 0.1232 g 于 110 ℃～120 ℃干燥恒重的

硝酸钠，加水溶解，移于入 500 mL 容量瓶中，并稀释至刻度。 

9.24  硝酸钠标准使用液（5 μg/mL）：临用时吸取硝酸钠标准溶液 2.50 mL，置于 100 mL 容量瓶中，加

水稀释至刻度。 

10 仪器和设备 

10.1  天平：感量为 0.1 mg 和 1 mg。 
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10.2  组织捣碎机。 

10.3  超声波清洗器。 

10.4  恒温干燥箱。 

10.5  分光光度计。 

10.6  镉柱 

10.6.1 海绵状镉的制备：投入足够的锌皮或锌棒于 500 mL 硫酸镉溶液(200 g/L)中，经过 3 h～4 h，当

其中的镉全部被锌置换后，用玻璃棒轻轻刮下，取出残余锌棒，使镉沉底，倾去上层清液，以水用倾泻

法多次洗涤，然后移入组织捣碎机中，加 500 mL 水，捣碎约 2 s，用水将金属细粒洗至标准筛上，取

20 目～40 目之间的部分。 
10.6.2 镉柱的装填：如图 2。用水装满镉柱玻璃管，并装入 2 cm 高的玻璃棉做垫，将玻璃棉压向柱底

时，应将其中所包含的空气全部排出，在轻轻敲击下加入海绵状镉至 8 cm～10 cm 高，上面用 1 cm 高

的玻璃棉覆盖，上置一贮液漏斗，末端要穿过橡皮塞与镉柱玻璃管紧密连接。 
如无上述镉柱玻璃管时，可以 25 mL 酸式滴定管代用，但过柱时要注意始终保持液面在镉层之上。 
当镉柱填装好后，先用 25 mL 盐酸(0.1 mol/L)洗涤，再以水洗两次，每次 25 mL，镉柱不用时用水

封盖，随时都要保持水平面在镉层之上，不得使镉层夹有气泡。 
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10.6.3 镉柱每次使用完毕后，应先以 25 mL 盐酸（0.1 mol/L）洗涤，再以水洗两次，每次 25 mL，最

后用水覆盖镉柱。 
10.6.4 镉柱还原效率的测定：吸取 20 mL 硝酸钠标准使用液，加入 5 mL 氨缓冲液的稀释液，混匀后注

入贮液漏斗，使流经镉柱还原，以原烧杯收集流出液，当贮液漏斗中的样液流完后，再加 5 mL 水置换

柱内留存的样液。取 10.0 mL 还原后的溶液（相当 10 μg 亚硝酸钠）于 50 mL 比色管中，以下按 11.4
自“吸取 0.00 mL、0.20 mL、0.40 mL、0.60 mL、0.80mL、1.00mL……”起依法操作，根据标准曲线

计算测得结果，与加入量一致，还原效率应大于 98%为符合要求。 
10.6.5 还原效率计算 

还原效率按式（2）进行计算。 

100
10

×=
AX % …………………………………………………………（2） 

式中： 
X——还原效率，%； 
A——测得亚硝酸钠的含量，单位为微克（μg）； 
10——测定用溶液相当亚硝酸钠的含量，单位为微克（μg）。 

11 分析步骤 
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11.1  试样的预处理 

同 5.1。 

11.2  提取 

称取 5ｇ（精确至 0.01 g）制成匀浆的试样（如制备过程中加水，应按加水量折算），置于 50 mL
烧杯中，加 12.5 mL 饱和硼砂溶液（9.15），搅拌均匀，以 70 ℃左右的水约 300 mL 将试样洗入 500 mL
容量瓶中，于沸水浴中加热 15 min，取出置冷水浴中冷却，并放置至室温。 

11.3  提取液净化 

在振荡上述提取液时加入 5 mL 亚铁氰化钾溶液（9.13）, 摇匀, 再加入 5 mL 乙酸锌溶液（9.14）, 
以沉淀蛋白质。加水至刻度, 摇匀, 放置 30 min, 除去上层脂肪, 上清液用滤纸过滤, 弃去初滤液 30 mL, 
滤液备用。 

11.4  亚硝酸盐的测定 

吸取 40.0 mL 上述滤液于 50 mL 带塞比色管中，另吸取 0.00 mL、0.20 mL、0.40 mL、0.60 mL、0.80 
mL、1.00 mL、1.50 mL、2.00 mL、2.50 mL 亚硝酸钠标准使用液（相当于 0.0 μｇ、1.0 μｇ、2.0 μｇ、

3.0 μｇ、4.0 μｇ、5.0 μｇ、7.5 μｇ、10.0 μｇ、12.5 μｇ亚硝酸钠），分别置于 50 mL 带塞比色管中。于

标准管与试样管中分别加入 2 mL 对氨基苯磺酸溶液（9.19），混匀，静置 3 min～5 min 后各加入 1 mL
盐酸萘乙二胺溶液(9.20)，加水至刻度，混匀，静置 15 min，用 2 cm 比色杯，以零管调节零点，于波

长 538 nm 处测吸光度，绘制标准曲线比较。同时做试剂空白。 

11.5  硝酸盐的测定 

11.5.1 镉柱还原 
11.5.1.1 先以 25 mL 稀氨缓冲液（9.17）冲洗镉柱，流速控制在 3 mL/min～5 mL/min（以滴定管代替

的可控制在 2 mL/min～3 mL/min）。 
11.5.1.2 吸取 20 mL 滤液于 50 mL 烧杯中，加 5 mL 氨缓冲溶液（9.16），混合后注入贮液漏斗，使流

经镉柱还原，以原烧杯收集流出液，当贮液漏斗中的样液流尽后，再加 5 mL 水置换柱内留存的样液。 
11.5.1.3 将全部收集液如前再经镉柱还原一次，第二次流出液收集于 100 mL 容量瓶中，继以水流经镉

柱洗涤三次，每次 20 mL，洗液一并收集于同一容量瓶中，加水至刻度，混匀。 
11.5.2 亚硝酸钠总量的测定 

吸取 10 mL～20 mL 还原后的样液于 50 mL 比色管中。以下按 11.4 自“吸取 0.00 mL、0.20 mL、0.40 
mL、0.60 mL、0.80 mL、1.00 mL……”起依法操作。 

12 分析结果的表述 

12.1  亚硝酸盐含量计算 

亚硝酸盐（以亚硝酸钠计）的含量按式（3）进行计算。 
1

1
1

0

1000

1000

AX Vm
V

×
=

× ×
……………………………………………………（3） 

式中： 
X1——试样中亚硝酸钠的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）； 

    A1——测定用样液中亚硝酸钠的质量，单位为微克（μg）； 
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    m——试样质量，单位为克（ｇ）； 
  V1——测定用样液体积，单位为毫升（mL）；  
  V0 ——试样处理液总体积，单位为毫升（mL）。 

以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

12.2  硝酸盐含量的计算 

硝酸盐（以硝酸钠计）的含量按式（4）进行计算。 

2
2 1

2 4

0 3

1000 1.232
1000

AX XV Vm
V V

⎛ ⎞
⎜ ⎟×⎜ ⎟= − ×
⎜ ⎟× × ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

 ……………………………（4） 

式中： 
X2——试样中硝酸钠的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）； 
A2——经镉粉还原后测得总亚硝酸钠的质量，单位为微克（μg）； 
m——试样的质量，单位为克（g）； 
1.232——亚硝酸钠换算成硝酸钠的系数； 
V2——测总亚硝酸钠的测定用样液体积，单位为毫升（mL）； 
V0——试样处理液总体积，单位为毫升（mL）； 
V3——经镉柱还原后样液总体积，单位为毫升（mL）； 
V4——经镉柱还原后样液的测定用体积，单位为毫升（mL）； 
X1——由式（3）计算出的试样中亚硝酸钠的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

13 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

第三法 乳及乳制品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定 

14 原理  

试样经沉淀蛋白质、除去脂肪后，用镀铜镉粒使部分滤液中的硝酸盐还原为亚硝酸盐。在滤液和已

还原的滤液中，加入磺胺和 N-1-萘基-乙二胺二盐酸盐，使其显粉红色，然后用分光光度计在 538 nm 波

长下测其吸光度。  
将测得的吸光度与亚硝酸钠标准系列溶液的吸光度进行比较，就可计算出样品中的亚硝酸盐含量和

硝酸盐还原后的亚硝酸总量；从两者之间的差值可以计算出硝酸盐的含量。  

15 试剂和材料 

测定用水应是不含硝酸盐和亚硝酸盐的蒸馏水或去离子水。  
注：为避免镀铜镉柱（16.10）中混入小气泡，柱制备（17.1）、柱还原能力的检查（17.2）和柱再生（17.3）时所用

的蒸馏水或去离子水最好是刚沸过并冷却至室温的。  

15.1  亚硝酸钠（NaNO2）。 

15.2  硝酸钾（KNO3）。 
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15.3  镀铜镉柱 

镉粒直径 0.3 mm～0.8 mm。也可按下述方法制备。  
将适量的锌棒放入烧杯中，用 40g/L 的硫酸镉（CdSO4·8H2O）溶液浸没锌棒。在 24 h 之内，不断

将锌棒上的海绵状镉刮下来。取出锌棒，滗出烧杯中多余的溶液，剩下的溶液能浸没镉即可。用蒸馏水

冲洗海绵状镉 2 次～3 次，然后把镉移入小型搅拌器中，同时加入 400 mL 0.1 mol/L 的盐酸。搅拌几秒

钟，以得到所需粒度的颗粒。将搅拌器中的镉粒连同溶液一起倒回烧杯中，静置几小时，这期间要搅拌

几次以除掉气泡。倾出大部分溶液，立即按 17.1.1 至 17.1.8 中叙述的方法镀铜。 

15.4  硫酸铜溶液：溶解 20 g 硫酸铜（CuSO4·5H2O）于水中，稀释至 1000 mL。  

15.5  盐酸-氨水缓冲溶液：pH 9.60～9.70。用 600 mL 水稀释 75 mL 浓盐酸（质量分数为 36 %～38 %）。

混匀后，再加入 135 mL 浓氨水（质量分数等于 25 %的新鲜氨水）。用水稀释至 1000 mL，混匀。用精

密 pH 计调 pH 值为 9.60～9.70。  

15.6  盐酸(2 mol/L)：160 mL 的浓盐酸（质量分数为 36 %～38 %）用水稀释至 1000 mL。  

15.7  盐酸（0.1 mol/L）：50 mL 2 mol/L 的盐酸用水稀释至 1000 mL。  

15.8  沉淀蛋白和脂肪的溶液：  

15.8.1 硫酸锌溶液：将 53.5 g 的硫酸锌（ZnSO4·7H2O）溶于水中，并稀释至 100 mL。 
15.8.2 亚铁氰化钾溶液：将 17.2 g 的三水亚铁氰化钾[K4Fe(CN)6·3H2O]溶于水中，稀释至 100 mL。  

15.9   EDTA 溶液：用水将 33.5 g 的乙二胺四乙酸二钠（Na2C10H14N2O3·2H2O）溶解，稀释至 1000 mL。  

15.10 显色液 1：体积比为 450: 550 的盐酸。将 450 mL 浓盐酸（质量分数为 36 %～38 %）加入到 550 
mL 水中，冷却后装入试剂瓶中。  

15.11 显色液 2：5 g/L 的磺胺溶液。在 75 mL 水中加入 5 mL 浓盐酸（质量分数为 36 %～38 %），然

后在水浴上加热，用其溶解 0.5 g 磺胺（NH2C6H4SO2NH2）。冷却至室温后用水稀释至 100 mL。必要时

进行过滤。  

15.12 显色液 3 ： 1 g/L 的萘胺 盐酸盐溶 液。将 0.1 g 的 N-1- 萘基 - 乙 二胺二盐 酸 盐

（C10H7NHCH2CH2NH2·2HCl）溶于水，稀释至 100 mL。必要时过滤。  

注：此溶液应少量配制，装于密封的棕色瓶中，冰箱中 2 ℃～5 ℃保存。  

15.13 亚硝酸钠标准溶液：相当于亚硝酸根的浓度为 0.001 g/L。  

将亚硝酸钠在 110 ℃～120 ℃的范围内干燥至恒重。冷却后称取 0.150 g，溶于 1000 mL 容量瓶中，

用水定容。在使用的当天配制该溶液。  
取 10 mL 上述溶液和 20 mL 缓冲溶液（15.5）于 1000 mL 容量瓶中，用水定容。  
每 1 mL 该标准溶液中含 1.00 μg 的 NO2

−。  

15.14 硝酸钾标准溶液，相当于硝酸根的浓度为 0.0045 g/L。  

将硝酸钾在 110 ℃～120 ℃的温度范围内干燥至恒重，冷却后称取 1.4580 g，溶于 1000 mL 容量瓶

中，用水定容。  
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在使用当天，于 1000 mL 的容量瓶中，取 5 mL 上述溶液和 20 mL 缓冲溶液（15.5），用水定容。  
每 1 mL 的该标准溶液含有 4.50 μg 的 NO3

−。  

16 仪器和设备 

所有玻璃仪器都要用蒸馏水冲洗，以保证不带有硝酸盐和亚硝酸盐。  

16.1 天平：感量为 0.1 mg 和 1 mg。 

16.2 烧杯：100 mL。  

16.3 锥形瓶：250 mL，500 mL。  

16.4 容量瓶：100 mL、500 mL 和 1000 mL。  

16.5 移液管：2 mL、5 mL、10 mL 和 20 mL。  

16.6 吸量管：2 mL、5 mL、10 mL 和 25 mL。  

16.7 量筒：根据需要选取。  

16.8 玻璃漏斗：直径约 9 cm，短颈。  

16.9 定性滤纸：直径约 18 cm。  
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图 3 硝酸盐还原装置 

16.10 还原反应柱：简称镉柱，如图 3 所示。 

16.11 分光光度计：测定波长 538 nm，使用 1 cm～2 cm 光程的比色皿。  

16.12 pH 计：精度为± 0.01，使用前用 pH 7 和 pH 9 的标准溶液进行校正。  

17 分析步骤  

17.1  制备镀铜镉柱  

17.1.1 置镉粒（15.3）于锥形瓶（16.3）中（所用镉粒的量以达到要求的镉柱高度为准）。  
17.1.2 加足量的盐酸（15.6）以浸没镉粒，摇晃几分钟。  
17.1.3 滗出溶液，在锥形烧瓶中用水反复冲洗，直到把氯化物全部冲洗掉。  
17.1.4 在镉粒上镀铜。向镉粒中加入硫酸铜溶液（15.4）（每克镉粒约需 2.5 mL），振荡 1 min。  
17.1.5 滗出液体，立即用水冲洗镀铜镉粒，注意镉粒要始终用水浸没。当冲洗水中不再有铜沉淀时

即可停止冲洗。  
17.1.6 在用于盛装镀铜镉粒的玻璃柱的底部装上几厘米高的玻璃纤维（见图 3）。在玻璃柱中灌入水，

排净气泡。  
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17.1.7 将镀铜镉粒尽快地装入玻璃柱，使其暴露于空气的时间尽量短。镀铜镉粒的高度应在 15 cm～

20 cm 的范围内。  
注 1： 避免在颗粒之间遗留空气。  

注 2： 注意不能让液面低于镀铜镉粒的顶部。  

17.1.8 新制备柱的处理。将由 750 mL 水、225 mL 硝酸钾标准溶液（15.14）、20 mL 缓冲溶液（15.5）
和 20 mLEDTA 溶液（15.9）组成的混合液以不大于 6 mL/min 的流量通过刚装好镉粒的玻璃柱，接着用

50 mL 水以同样流速冲洗该柱。  

17.2  检查柱的还原能力  

每天至少要进行两次，一般在开始时和一系列测定之后。  
17.2.1 用移液管将 20 mL 的硝酸钾标准溶液（15.14）移入还原柱顶部的贮液杯中，再立即向该贮液

杯中添加 5 mL 缓冲溶液（15.5）。用一个 100 mL 的容量瓶收集洗提液。洗提液的流量不应超过 6 mL/min。  
17.2.2 在贮液杯将要排空时，用约 15 mL 水冲洗杯壁。冲洗水流尽后，再用 15 mL 水重复冲洗。当

第二次冲洗水也流尽后，将贮液杯灌满水，并使其以最大流量流过柱子。  
17.2.3 当容量瓶中的洗提液接近 100 mL 时，从柱子下取出容量瓶，用水定容至刻度，混合均匀。  
17.2.4 移取 10 mL 洗提液于 100 mL 容量瓶中，加水至 60 mL 左右。然后按 17.8.2 和 17.8.4 操作。  
17.2.5 根据测得的吸光度，从标准曲线（17.8.5）上可查得稀释洗提液（17.2.4）中的亚硝酸盐含量

（μg/mL）。据此可计算出以百分率表示的柱还原能力（NO-的含量为 0.067 μg/mL 时还原能力为 100 %）。

如果还原能力小于 95 %，柱子就需要再生。  

17.3  柱子再生  

柱子使用后，或镉柱的还原能力低于 95%时，按如下步骤进行再生。  
17.3.1 在 100 mL 水中加入约 5 mLEDTA 溶液（15.9）和 2 mL 盐酸（15.7），以 10 mL/min 左右的速

度过柱。  
17.3.2 当贮液杯中混合液排空后，按顺序用 25 mL 水、25 mL 盐酸（15.7）和 25 mL 水冲洗柱子。  
17.3.3 检查镉柱的还原能力，如低于 95%，要重复再生。  

17.4  样品的称取和溶解  

17.4.1 液体乳样品：量取 90 mL 样品于 500 mL 锥形瓶中，用 22 mL 50 ℃～55 ℃的水分数次冲洗样

品量筒，冲洗液倾入锥形瓶中，混匀。  
17.4.2 乳粉样品：在 100 mL 烧杯中称取 10 g 样品，准确至 0.001 g。用 112 mL 50 ℃～55 ℃的水将

样品洗入 500 mL 锥形瓶中，混匀。  
17.4.3 乳清粉及以乳清粉为原料生产的粉状婴幼儿配方食品样品：在 100 mL 烧杯中称取 10 g 样品，

准确至 0.001 g。用 112 mL 50 ℃～55 ℃的水将样品洗入 500 mL 锥形瓶中，混匀。用铝箔纸盖好锥形瓶

口，将溶好的样品在沸水中煮 15 min，然后冷却至约 50 ℃。  

17.5  脂肪和蛋白的去除  

17.5.1 按顺序加入 24 mL 硫酸锌溶液（15.8.1）、24 mL 亚铁氰化钾溶液（15.8.2）和 40 mL 缓冲溶液

（15.5），加入时要边加边摇，每加完一种溶液都要充分摇匀。  
17.5.2 静置 15 min～1 h。然后用滤纸（16.9）过滤，滤液用 250 mL 锥形瓶收集。  

17.6  硝酸盐还原为亚硝酸盐  

17.6.1 移取 20 mL 滤液于 100 mL 小烧杯中，加入 5 mL 缓冲溶液（15.5），摇匀，倒入镉柱顶部的贮

液杯中，以小于 6 mL/min 的流速过柱。洗提液（过柱后的液体）接入 100 mL 容量瓶中。  
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17.6.2 当贮液杯快要排空时，用 15 mL 水冲洗小烧杯，再倒入贮液杯中。冲洗水流完后，再用 15 mL
水重复一次。当第二次冲洗水快流尽时，将贮液杯装满水，以最大流速过柱。  
17.6.3 当容量瓶中的洗提液接近 100 mL 时，取出容量瓶，用水定容，混匀。  

17.7  测定  

17.7.1 分别移取 20 mL 洗提液（17.6.3）和 20 mL 滤液（17.5.2）于 100 mL 容量瓶中，加水至约 60 mL。  
17.7.2 在每个容量瓶中先加入 6 mL 显色液 1（15.10），边加边混；再加入 5 mL 显色液 2（15.11）。
小心混合溶液，使其在室温下静置 5 min，避免直射阳光。  
17.7.3 加入 2 mL 显色液 3（15.12），小心混合，使其在室温下静置 5 min，避免直射阳光。用水定容

至刻度，混匀。  
17.7.4 在 15 min 内用 538 nm 波长，以空白试验液体为对照测定上述样品溶液的吸光度。  

17.8  标准曲线的制作 

17.8.1 分别移取（或用滴定管放出）0 mL、2 mL、4 mL、6 mL、8 mL、10 mL、12 mL、16 mL 和

20 mL 亚硝酸钠标准溶液（15.13）于 9 个 100 mL 容量瓶中。在每个容量瓶中加水，使其体积约为 60 mL。  
17.8.2 在每个容量瓶中先加入 6 mL 显色液 1（15.10），边加边混；再加入 5 mL 显色液 2（15.11）。
小心混合溶液，使其在室温下静置 5 min，避免直射阳光。  
17.8.3 加入 2 mL 显色液 3（15.12），小心混合，使其在室温下静置 5 min，避免直射阳光。用水定容

至刻度，混匀。  
17.8.4 在 15 min 内，用 538 nm 波长，以第一个溶液（不含亚硝酸钠）为对照测定另外八个溶液的吸

光度。  
17.8.5 将测得的吸光度对亚硝酸根质量浓度作图。亚硝酸根的质量浓度可根据加入的亚硝酸钠标准

溶液的量计算出。亚硝酸根的质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标。亚硝酸根的质量浓度以 μg/100 mL
表示。  

18 分析结果的表述  

18.1  亚硝酸盐含量  

样品中亚硝酸根含量按式（5）计算： 

1

120000
Vm

cX
×
×

=  ………………………………………………………（5）  

式中： 
X——样品中亚硝酸根含量，单位为毫克每千克(mg/kg)； 
c1——根据滤液（17.5.2）的吸光度（17.7.4），从标准曲线上读取的 NO2

−的浓度，单位为微克每百

毫升（μg/100mL）；  
m——样品的质量（液体乳的样品质量为 90×1.030g），单位为克（g）；  
V1——所取滤液（17.5.2）的体积（17.7.1），单位为毫升（mL）。  
样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐含量，按式（6）计算： 

W（NaNO2）＝1.5×W（NO2
-）……………………………………………（6） 

式中： 
W（NO2

−）——样品中亚硝酸根的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）；  
W（NaNO2）——样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）。 
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以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。  

18.2  硝酸盐含量  

    样品中硝酸根含量按式（7）计算： 

( )⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−

×
×

×= −
2

2

2100000
35.1 NOW

Vm
c

X ……………………………（7）  

式中： 
X——样品中硝酸根含量（mg/kg）； 
c2——根据洗提液（17.6.3）的吸光度（17.7.4），从标准曲线上读取的亚硝酸根离子浓度，单位为

微克每百毫升（μg/100mL）；  
m——样品的质量，单位为克（g）；  
V2——所取洗提液（17.6.3）的体积（17.7.1），单位为毫升（mL）； 
W（NO2-）——根据式（5）计算出的亚硝酸根含量。 
若考虑柱的还原能力，样品中硝酸根含量按式（8）计算： 

样品的硝酸根含量（mg/kg）= ( )
r

NOW
Vm

c 100100000
35.1 2

2

2 ×⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−

×
×

× −
……………（8）  

式中： 
r——测定一系列样品后柱的还原能力。  
样品中以硝酸钠计的硝酸盐的含量按式（9）计算： 

 W（NaNO3）=1.371×W(NO3
-)……………………………………………（9） 

式中： 
W（NO3

−）——样品中硝酸根的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）；  
W（NaNO3）——样品中以硝酸钠计的硝酸盐的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。 

19 精密度 

由同一分析人员在短时间间隔内测定的两个亚硝酸盐结果之间的差值，不应超过 1 mg/kg。  
由同一分析人员在短时间间隔内测定的两个硝酸盐结果之间的差值，在硝酸盐含量小于 30 mg/kg

时，不应超过 3 mg/kg；在硝酸盐含量大于 30 mg/kg 时，不应超过结果平均值的 10%。  
由不同实验室的两个分析人员对同一样品测得的两个硝酸盐结果之差，在硝酸盐含量小于 30 mg/kg

时，差值不应超过 8 mg/kg；在硝酸盐含量大于或等于 30 mg/kg 时，该差值不应超过结果平均值的 25 %。 

20 其他 

本标准第一法中亚硝酸盐和硝酸盐检出限分别为 0.2 mg/kg 和 0.4 mg/kg；第二法中亚硝酸盐和硝酸

盐检出限分别为 1 mg/kg和 1.4 mg/kg；第三法中亚硝酸盐和硝酸盐检出限分别为 0.2 mg/kg和 1.5 mg/kg。 
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前    言 

本标准代替 GB/T 5009.93-2003《食品中硒的测定》。 

本标准所代替标准的历次版本发布情况为： 

——GB/T 5009.93-2003； 

——GB/T 12399-1996； 

——GB 13105-1991。
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食品安全国家标准 

食品中硒的测定 

1 范围 

本标准规定了用氢化物原子荧光光谱法和荧光法测定食品中硒的方法。 
本标准适用于食品中硒的测定。 

2 规范性引用文件 

本标准中引用的文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本

适用于本标准。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。 

第一法  氢化物原子荧光光谱法 

3 原理 

试样经酸加热消化后，在 6 mo1/L 盐酸介质中，将试样中的六价硒还原成四价硒，用硼氢化钠或硼

氢化钾作还原剂，将四价硒在盐酸介质中还原成硒化氢（H2Se），由载气（氩气）带入原子化器中进

行原子化，在硒空心阴极灯照射下，基态硒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，其荧光强度与硒含量成正比。与标准系列比较定量。 

4 试剂和材料 

除非另有规定，本方法所使用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的三级水。 

4.1  硝酸：优级纯。 

4.2  高氯酸：优级纯。 

4.3  盐酸：优级纯。 

4.4  混合酸：将硝酸与高氯酸按 9：1 体积混合。 

4.5  氢氧化钠：优级纯。 

4.6  硼氢化钠溶液（8 g/L）：称取 8.0 g 硼氢化钠（NaBH4），溶于氢氧化钠溶液（5 g/L）中，然后

定容至 1000 mL，混匀。 

4.7  铁氰化钾（100 g/L）：称取 10.0 g 铁氰化钾[（K3Fe（CN）6）]，溶于 100 mL 水中，混匀。 

4.8  硒标准储备液：精确称取 100.0 mg 硒（光谱纯），溶于少量硝酸中，加 2 mL 高氯酸，置沸水浴

中加热 3 h～4 h，冷却后再加 8.4 mL 盐酸，再置沸水浴中煮 2 min，准确稀释至 1000 mL，其盐酸浓度

为 0.1 mo1/L，此储备液浓度为每毫升相当于 100 μg 硒。 
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4.9  硒标准应用液：取 100μg/mL 硒标准储备液 1.0 mL，定容至 100 mL，此应用液浓度为 1μg /mL。 

注：也可购买该元素有证国家标准溶液。 

4.10  盐酸（6 mol/L）：量取 50 mL 盐酸（4.3）缓慢加入 40 mL 水中，冷却后定容至 100 mL。 

4.11  过氧化氢（30 %）。 

5 仪器和设备 

5.1 原子荧光光谱仪，带硒空心阴极灯。 

5.2 电热板。 

5.3 微波消解系统。 

5.4 天平：感量为 1 mg。 

5.5 粉碎机。 

5.6 烘箱。 

6 分析步骤 

6.1   试样制备 

6.1.1 粮食：试样用水洗三次，于 60 ℃烘干，粉碎，储于塑料瓶内，备用。 
6.1.2 蔬菜及其他植物性食物：取可食部用水洗净后用纱布吸去水滴，打成匀浆后备用。 
6.1.3 其它固体试样：粉碎，混匀，备用。 
6.1.4 液体试样：混匀，备用。 
6.1.5 试样消解 
6.1.5.1   电热板加热消解：称取 0.5 g～2 g（精确至 0.001g）试样，液体试样吸取 1.00mL～10.00 mL，
置于消化瓶中，加 10.0 mL 混合酸及几粒玻璃珠，盖上表面皿冷消化过夜。次日于电热板上加热，并及

时补加硝酸。当溶液变为清亮无色并伴有白烟时，再继续加热至剩余体积 2 mL 左右，切不可蒸干。冷

却，再加 5.0 mL 盐酸（4.10），继续加热至溶液变为清亮无色并伴有白烟出现，将六价硒还原成四价

硒。冷却，转移至 50 mL 容量瓶中定容，混匀备用。同时做空白试验。 
6.1.5.2   微波消解：称取 0.5 g～2 g（精确至 0.001g） 试样于消化管中，加 10 mL 硝酸、2 mL 过氧

化氢，振摇混合均匀，于微波消化仪中消化，其消化推荐条件见表 1（可根据不同的仪器自行设定消解

条件）： 

表1  微波消化推荐条件 

 
 
 
 
 
 
 

冷却后转入三角瓶中，加几粒玻璃珠，在电热板上继续加热至近干，切不可蒸干。再加 5.0 mL 盐
酸（4.10），继续加热至溶液变为清亮无色并伴有白烟出现，将六价硒还原成四价硒。冷却，转移试样

STAGE POWER RAMP ℃ HOLD 

1 1600 W 100% 6:00 120 ℃ 1:00 

2 1600 W 100% 3:00 150 ℃ 5:00 

3 1600 W 100% 5:00 200 ℃ 10:00 
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消化液于 25 mL 容量瓶中定容，混匀备用。同时做空白试验。 
吸取 10.0 mL 试样消化液于 15 mL 离心管中，加盐酸（4.3）2.0 mL，铁氰化钾溶液（4.7）1.0 mL，

混匀待测。 

6.2   标准曲线的配制 

分别取 0.00 mL，0.10 mL，0.20 mL，0.30 mL，0.40 mL，0.50 mL 标准应用液于 15 mL 离心管中用

去离子水定容至 10 mL，再分别加盐酸（4.3）2 mL，铁氰化钾溶液（4.7）1.0 mL，混匀，制成标准工

作曲线。 

6.3   测定 

6.3.1  仪器参考条件：负高压：340 V；灯电流：100 mA；原子化温度：800 ℃；炉高：8 mm；载气

流速：500 mL/min；屏蔽气流速：1000 mL/min；测量方式：标准曲线法；读数方式：峰面积；延迟时

间：1 s；读数时间：15 s；加液时间：8 s；进样体积：2 mL。 
6.3.2  测定： 设定好仪器最佳条件，逐步将炉温升至所需温度后，稳定 10 min～20 min 后开始测量。

连续用标准系列的零管进样，待读数稳定之后，转入标准系列测量，绘制标准曲线。转入试样测量，分

别测定试样空白和试样消化液，每测不同的试样前都应清洗进样器。试样测定结果按 7 计算。 

7 分析结果的表述 

按式（1）计算试样中硒的含量： 

10001000
1000)( 0

××
××−

=
m

VCCX ...................................................................（1） 

式中： 
X ——试样中硒的含量，单位为毫克每千克或毫克每升（mg/kg 或 mg/L）； 
C ——试样消化液测定浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

0C ——试样空白消化液测定浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 
m ——试样质量（体积），单位为克或毫升（g 或 mL）； 
V ——试样消化液总体积，单位为毫升（mL）。  
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留三位有效数字。 

8 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 

第二法  荧光法 

9 原理 

将试样用混合酸消化，使硒化合物氧化为无机硒 Se4+，在酸性条件下 Se4+与 2,3–二氨基萘

（2,3–Diaminonaphthalene，缩写为 DAN）反应生成 4,5–苯并苤硒脑（4,5–Benzo piaselenol），然后用

环己烷萃取。在激发光波长为 376 nm，发射光波长为 520 nm 条件下测定荧光强度，从而计算出试样中

硒的含量。 

10 试剂和材料 
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除非另有规定，本方法所使用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的三级水。 

10.1 硒标准溶液：准确称取元素硒（光谱纯）100.0 mg，溶于少量浓硝酸中，加入 2 mL 高氯酸（70 %~72 
%），至沸水浴中加热 3 h～4 h，冷却后加入 8.4 mL HCl（盐酸浓度为 0.1 mol/L）。再置沸水浴中煮

2min。准确稀释至 1000 mL，此为储备液（Se 含量：100 μg/mL）。使用时用 0.1 mol/L 盐酸将储备液

稀释至每毫升含 0.05 μg 硒。于冰箱内保存，两年内有效。 

10.2 DAN 试剂（1.0g/L）：此试剂在暗室内配制。称取 DAN（纯度 95%～98%）200 mg 于一带盖锥

形瓶中，加入 0.1 mol/L 盐酸 200 mL，振摇约 15 min 使其全部溶解。加入约 40 mL 环己烷，继续振荡 5 
min。将此液倒入塞有玻璃棉（或脱脂棉）的分液漏斗中，待分层后滤去环己烷层，收集 DAN 溶液层，

反复用环己烷纯化直至环己烷中荧光降至最低时为止（约纯化 5~6 次）。将纯化后的 DAN 溶液储于棕

色瓶中，加入约 1 cm 厚的环己烷覆盖表层，至冰箱内保存。必要时在使用前再以环己烷纯化一次。 

警告：此试剂有一定毒性，使用本试剂的人员应有正规实验室工作经验。使用者有责任采取适当的安全和健康措施，

并保证符合国家有关规定的条例。 

10.3  混合酸：将硝酸及高氯酸按 9+1 体积混合。 

10.4  去硒硫酸：取浓硫酸 200 mL 缓慢倒入 200 mL 水中，再加入 48 %氢溴酸 30 mL，混匀，至沙浴

上加热至出现白浓烟，此时体积应为 200 mL。 

10.5  EDTA 混合液 

10.5.1  EDTA 溶液（0.2 mol/L）：称取 EDTA 二钠盐 37 g，加水并加热至完全溶解，冷却后稀释至

500 mL； 
10.5.2  盐酸羟胺溶液（100 g/L）：称取 10 g 盐酸羟胺溶于水中，稀释至 100 mL； 
10.5.3  甲酚红指示剂（0.2 g/L）：称取甲酚红 50 mg 溶于少量水中，加氨水（1+1）1 滴，待完全溶

解后加水稀释至 250 mL。 
10.5.4  取 EDTA 溶液（10.5.1）及盐酸羟胺溶液（10.5.2）各 50 mL，加甲酚红指示剂（10.5.3）5 mL，
用水稀释至 1 L，混匀。 

10.6  氨水（1+1）。 

10.7  盐酸。  

10.8  环己烷：需先测试有无荧光杂质，否则重蒸后使用，用过的环己烷可回收，重蒸后再使用。 

10.9  盐酸（1+9）。 

11 仪器和设备 

11.1  荧光分光光度计。 

11.2  天平：感量为 1mg。 

11.3  烘箱。 

11.4  粉碎机。 

11.5  电热板。 

11.6  水浴锅。 
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12 分析步骤 

12.1   试样处理 

12.1.1 粮食 

试样用水洗三次，至 60 ℃烤箱中烘去表面水分，用粉碎机粉碎，储于塑料瓶内，放一小包樟脑精，

盖紧瓶塞保存，备用。 
12.1.2 蔬菜及其他植物性食物 

取可食部，用蒸馏水冲洗三次后，用纱布吸去水滴，不锈钢刀切碎，取一定量试样在烘箱中于 60 ℃
烤干，称重，计算水分。粉碎，备用。 

计算时应折合成鲜样重。 
12.1.3 其它固体试样 

粉碎、混匀试样，备用。 
12.1.4 液体试样 

 混匀试样，备用。 

12.2   试样的消化 

称含硒量约为 0.01 µg～0.5 µg 的粮食或蔬菜及动物性试样 0.5 g～2 g（精确至 0.001g），液体试样

吸取 1.00mL～10.00 mL 于磨口锥形瓶内，加 10 mL 5 %去硒硫酸，待试样湿润后，再加 20 mL 混合酸

液放置过夜，次日置电热板上逐渐加热。当剧烈反应发生后，溶液呈无色，继续加热至白烟产生，此时

溶液逐渐变成淡黄色，即达终点。某些蔬菜试样消化后出现浑浊，以致难以确定终点，这时可注意瓶内

出现滚滚白烟，此刻立即取下，溶液冷却后又变为无色。有些含硒较高的蔬菜含有较多的 Se6+，需要在

消化完成后再加 10 mL 10%盐酸，继续加热，使再回终点，以完全还原 Se6+为 Se4+，否则结果将偏低。 

12.3   测定 

上述消化后的试样溶液加入 20.0 mL EDTA 混合液，用氨水（10.6）及盐酸（10.9）调至淡红橙色

（pH 1.5～2.0）。以下步骤在暗室操作：加 DAN 试剂（10.2）3.0 mL，混匀后，置沸水浴中加热 5 min，
取出冷却后，加环己烷 3.0 mL，振摇 4 min，将全部溶液移入分液漏斗，待分层后弃去水层，小心将环

己烷层由分液漏斗上口倾入带盖试管中，勿使环己烷中混入水滴，于荧光分光光度计上用激发光波长

376 nm、发射光波长 520 nm 测定 4,5–苯并苤硒脑的荧光强度。 

12.4   硒标准曲线绘制 

准确量取标准硒溶液（0.05 μg/mL）0.00 mL，0.20 mL，1.00 mL，2.00 mL 及 4.00 mL，相当于 0.00 
μg，0.01 μg，0.05 μg，0.10 μg 及 0.20 μg 硒，加水至 5.0 mL 后，按试样测定步骤同时进行测定。 

当硒含量在 0.5 µg 以下时荧光强度与硒含量呈线性关系，在常规测定试样时，每次只需做试剂空

白与试样硒含量相近的标准管（双份）即可。 

12.5   分析结果的表述 

试样中硒含量按式（2）计算： 

m
FF

FF
mX 02

01

1 −
×

−
= ………………………………………………… (2) 

式中： 
X——试样中硒含量，单位为微克每克或微克每毫升(µg /g 或µg /mL)； 
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m1——试管中硒的质量，单位为微克（µg）； 
F1——标准硒荧光读数； 
F2——试样荧光读数； 
F0——空白管荧光读数； 
m——试样质量，单位为克或毫升（g 或 mL）。 
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留三位有效数字。 

13 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 10 %。 
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