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乳粉检测中亚硝酸盐提取方法的优化
李永娟，黄 珂，张 晶，孙文毅*

（河北省食品安全重点实验室，国家市场监管重点实验室（特殊食品监管技术）， 

特殊食品安全与健康河北省工程研究中心，河北省食品检验研究院，河北 石家庄 050227）

摘  要：优化一种乳粉中亚硝酸盐的提取方法。采用加热提取法、超声提取法及超声脱色法3 种提取方法对不同放

置时间实验用水的空白实验吸光度进行测定，分析3 种提取方法滤液颜色及加标回收率，采用超声脱色法测定质控

样品中的亚硝酸盐含量和方法检出限。结果表明：不同放置时间的实验用水不会对空白实验吸光度产生影响；超声脱

色法回收率均可达90%以上，相对标准偏差小于10%；质控样品检测结果在特性值区间内，检出限为0.4 mg/kg，符合

实验室质控要求。超声脱色法检测结果精确度和准确度良好，建议国标方法中增加对有色物质的脱色处理。
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Optimization of Extraction Method for the Analysis of Nitrite in Milk Powder
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Abstract: This study aimed to select and optimize a sample extraction method for the determination of nitrite from milk 
powder. The absorbance of the experimental water stored for different periods of time was detected by three extraction 
methods, heat extraction, ultrasonic extraction and ultrasonic decolorization. The color and spiked recoveries of the 
filtrates from the three methods were evaluated. The nitrite content of quality control samples was determined by ultrasonic 
decolorization and the limit of detection (LOD) of this method was investigated. The results indicated that storage time 
did not affect the absorbance of the experimental water. The recoveries of the ultrasonic decolorization method were over 
90%, with relative standard deviations (RSD) less than 10%. and the measured results of the quality control samples were 
within the characteristic value range with LOD of 0.4 mg/kg, which meets the laboratory quality control requirements. 
The ultrasonic decolorization method has good accuracy and accuracy, and it is recommended that it be used for the 
decolorization of colored substances in the national standard method.
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婴幼儿食品一直是社会关注的热点，乳粉作为

婴幼儿的主要食物来源，其安全性备受关注，亚硝

酸盐是该类食品的重要污染物指标之一 [ 1 ]。较低水

平的亚硝酸盐就会对新生婴儿产生影响，高水平的

亚硝酸盐则会导致高铁血红蛋白症，严重时甚至导

致死亡 [2-3]。
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目前，亚硝酸盐的检测方法主要有光谱法、色谱

法、电化学分析法等[4-7]，亚硝酸盐的提取效果直接影响

检测结果。本实验室常采用GB 5009.33—2016《食品安

全国家标准 食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定》[8]（以下

简称国标）中的分光光度法测定乳粉的亚硝酸盐含量。

前期实验过程中发现按照国标中的提取方法进行乳粉样

品亚硝酸盐测定时存在空白实验吸光度较大、回收率

低、精密度差的问题。国标方法中沸水浴加热过程乳粉

会形成黏糊状，导致亚硝酸盐提取不充分，从而影响检

测结果平行性。核黄素和胡萝卜素等会使乳粉呈现淡黄

色，导致乳粉经提取过滤后滤液略带黄色，检测过程中

亚硝酸盐与对氨基苯磺酸重氮化后，再与加入的盐酸萘

乙二胺偶合产生紫红色的染料，推测乳粉样品滤液的颜

色影响了显色效果，导致回收率较低。为了解决上述问

题，本研究主要通过比较不同放置时间的实验用水对空

白实验的影响以及优化提取方法改善国标方法中因加热

产生的提取不充分导致的平行性差的问题，选择合适的

脱色剂吸附乳粉中的色素得到无色透明溶液，探索适用

于乳粉中亚硝酸盐的测定方法，以期为乳粉中亚硝酸盐

的准确测定提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样品：超市随机购买乳粉样品4 份，分别命名为A、

B、C、D；过期乳粉样品2 份，分别命名为E、F。
亚硝酸钠（基准试剂）、盐酸萘乙二胺（分析

纯）、活性炭（分析纯）   天津科密欧化学试剂有限 

公司；对氨基苯磺酸（分析纯） 天津市光复精细化工

研究所。

1.2 仪器与设备

UV-2450紫外-可见光双光分光光度计 日本岛津仪

器有限公司；AB204电子分析天平 瑞士梅特勒-托利多

公司；KX-1990QT超声波清洗器 北京科玺时代科技有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

亚硝酸钠标准溶液（200 μg/mL，以亚硝酸钠计）：

准确称取0.100 0 g于115 ℃干燥至恒质量的亚硝酸钠基准

试剂，加水溶解，移入500 mL容量瓶中，加水稀释至刻

度，混匀。

亚硝酸钠标准使用液（5.0 μg/mL）：临用前，吸取

2.50 mL亚硝酸钠标准溶液，置于100 mL容量瓶中，加水

稀释至刻度。

1.3.2 加热提取法

称取试样10 g（精确至0.001 g），置于150 mL具塞

锥形瓶中，加12.5 mL 50 g/L饱和硼砂溶液，加入70 ℃左

右的水约150 mL，混匀，于沸水浴中加热15 min，取出

置冷水浴中冷却，并放置至室温。定量转移上述提取液

至200 mL容量瓶中，加入5 mL 106 g/L亚铁氰化钾溶液，

摇匀，再加入5 mL 220 g/L乙酸锌溶液，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。

1.3.3 超声提取法

称取试样10 g（精确至0.001 g），置于150 mL具塞

锥形瓶中，加12.5 mL 50 g/L饱和硼砂溶液，加入70 ℃左

右的水约150 mL，混匀。将溶解后的试样在室温条件下

超声提取30 min，转移上述提取液至200 mL容量瓶中。

以下操作同加热提取法。

1.3.4 超声脱色法

称取试样10 g（精确至0.001 g）、活性炭1 g置于

150 mL具塞锥形瓶中，加入12.5 mL 50 g/L饱和硼砂溶

液，加入70 ℃左右的水约150 mL，混匀。将上述溶液在

室温条件下超声脱色提取30 min，定量转移上述提取液

至200 mL容量瓶中。以下操作同加热提取法。

1.3.5 亚硝酸盐的测定

分别吸取40.0 mL上述滤液于50 mL带塞比色管中，

另吸取0.00、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.50、2.00、
2.50 mL亚硝酸钠标准使用液（相当于0.0、1.0、2.0、3.0、
4.0、5.0、7.5、10.0、12.5 μg亚硝酸钠），分别置于50 mL
带塞比色管中。于标准管及试样管中分别加入2 mL 4 g/L
对氨基苯磺酸溶液，混匀，静置3～5 min后各加入1 mL 
2  g /L盐酸萘乙二胺溶液，加水至刻度，混匀，静置

15 min，用1 cm比色杯，以零管调节零点，于538 nm波

长处测定吸光度，绘制标准曲线。根据标准曲线查得相

应的质量，样品中亚硝酸盐的含量按式（1）计算。

X
m0 V0

m V 	 （1）

式中：X为试样中亚硝酸钠的含量/（mg/kg）；m0为

测定用样液中亚硝酸钠的质量/μg；V0为试样处理液总体

积/mL；m为试样质量/g；V为测定用样液体积/mL。
1.3.6 空白实验吸光度的测定

取实验用水放置0、3、5、7、14 d，分别采用加热

提取法、超声提取法及超声脱色法3 种提取方法做空白实

验，测定空白实验的吸光度大小。

1.3.7 超声脱色法方法检出限的测定

采用超声脱色法进行20 次空白实验，方法检出限按

式（2）计算。

CL

3Sb

b 	 （2）

式中：CL为方法的检出限/（mg/kg）；Sb为空白值 

标准偏差/（mg/kg）；b为标准曲线的斜率。
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1.4 数据处理

采用Excel软件进行数据分析并作图。

2 结果与分析

2.1 亚硝酸盐标准工作曲线

参照国标方法进行标准曲线的绘制，所得标准曲

线方程为y=0.014 6x＋0.001 0（R2=0.999 9），符合实

验要求。

2.2 不同放置时间实验用水对空白实验吸光度的影响

由图1可知，放置不同时间的实验用水及采用不

同的提取方法对空白实验吸光度大小的影响不显著。

吸光度为0.015～0.018时，相当于亚硝酸钠的含量为

0.958～1.164 μg，在测定乳粉样品时亚硝酸钠基本未检

出，空白对其影响就比较大[9]。在赵秋伶等[10]的研究中也

出现空白实验吸光度高于样品的现象，用超纯水未能解

决。对“千滚水”和“隔夜水”中亚硝酸盐含量进行测

定时发现，反复煮沸或长时间放置水中的亚硝酸盐含量

会轻微上升[11]。如果放置保存不当，水中的细菌会将硝

酸盐转化为亚硝酸盐[12]，当长时间加热时水分蒸发，会

导致亚硝酸盐的含量升高。为防止放置过程中引起的水

质变化，建议使用新鲜实验用水。
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图 1 不同放置时间实验用水空白实验吸光度

Fig. 1 Absorbance of experimental water at different storage times

2.3 不同提取方法滤液颜色的比较

分别采用3 种方法对乳粉中亚硝酸盐进行提取，观

察其所得滤液颜色。经加热提取或超声提取后滤液有明

显的黄色，经活性炭脱色提取后滤液呈无色状态。活性

炭属于非极性吸附剂，表面具有很多微孔，可以吸附样

品中的色素[13]，在测定深色食品中亚硝酸盐含量时加入

活性炭可以有效消除色素的干扰[14]。前2 种方法滤液明显

偏黄，添加活性炭后滤液为无色透明状，说明活性炭可

以有效起到脱除乳粉滤液颜色的效果。

2.4 不同提取方法回收率的比较

对6 种乳粉分别采用3 种方法测定其含量，同时进行

加标回收率实验，加标量为5.00 mg/kg，比较不同提取方

法对结果的影响。

由表1可知，按照国标方法（加热提取法）检测的加

标回收率结果低于其他2 种方法。任雪梅等[15]在对婴幼儿

谷类辅助食品亚硝酸盐的研究中发现，按照国标法处理

会产生淀粉糊化，导致黏度增大，包裹住亚硝酸盐而降

低提取效果，本研究结果与之一致。同瑞婷等[16]采用室

温超声法代替国标中加热煮沸提取，提高了米粉中亚硝

酸盐的检测效率和准确度。超声提取法可以提高乳粉中

亚硝酸盐的回收率，尚未达到GB/T 27404—2008《实验

室质量控制规范 食品理化检测》 [17]中的要求。采用物

理超声方式提取可有效提高回收效果 [18-19]，但并未达

到完全理想的状态，推测可能由于乳粉基质较复杂，

过滤后滤液偏黄影响了显色结果，可以通过降低称样 

量 [20]、增加沉淀剂用量 [21]或者选取合适的脱色剂 [22]除

去滤液的颜色。

表 1 不同提取方法回收率比较

Table 1 Comparison of recoveries of different extraction methods 

样品
编号

加热提取法 超声提取法 超声脱色法

含量/
（mg/kg）

加标
回收率/%

含量/
（mg/kg）

加标
回收率/%

含量/
（mg/kg）

加标
回收率/%

A 未检出 32.50 未检出 72.45 未检出 94.05
B 未检出 35.30 未检出 76.15 未检出 91.50
C 未检出 39.15 未检出 77.25 未检出 93.80
D 未检出 41.05 未检出 80.05 未检出 95.70
E 3.02 40.05 4.07 75.10 4.91 90.05
F 3.32 32.00 4.25 79.15 5.02 92.10

注：检出限0.5 mg/kg。

利用分光光度法测定吸光度时，对于有颜色或者浑

浊的样液必须先进行脱色和澄清处理，否则将会影响实

验结果[23]。丁小礼等[24]对深色肉制品中亚硝酸盐含量进

行测定时，提出预处理后有颜色的样品必须进行脱色处

理。国标第三法测定蔬菜中硝酸盐时，用活性炭作为脱

色剂去除色素的干扰。测定调味酱中亚硝酸盐时，陈银

珊[25]在国家标准方法的基础上，加入活性炭消除色素影

响后检测结果更加精确。研究表明，活性炭的用量、脱

色温度、脱色时间[26-28]等都会影响活性炭的吸附效果。本

研究中采用室温超声提取乳粉中的亚硝酸盐并经1 g活性

炭脱色30 min后，回收率较前2 种方法明显提高，与亢美

娟等[29]研究结果一致。同样，在对酱腌菜中亚硝酸盐的

测定中，活性炭消除了黄色色素的干扰，检出率提高2 倍
左右[30]。

2.5 超声脱色法准确度的分析

选取乳粉样品E，采用超声提取并添加1 g活性炭脱

色法测定加标回收率6 次，研究其回收效果及精密度。 

由表2可知，对乳粉样品E采用优化后的方法处理，不同

加标量水平的回收率均在90%以上，符合实验室质量控

制要求[16]。
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表 2 超声脱色法准确度测定结果

Table 2 Accuracy of ultrasonic decolorization method

样品
编号

加标量/
（mg/kg）

加标回收率/%
平均值/% 相对标准

偏差/%1 2 3 4 5 6

E
2.50 94.15 92.35 92.40 92.35 94.45 96.05 93.63 1.52
5.00 97.75 91.46 96.50 90.97 92.34 97.64 94.44 3.19
10.00 98.85 99.10 97.34 98.41 96.65 95.16 97.59 1.51

2.6 乳粉中亚硝酸盐定量分析质控样品的测定

选取中国检验检疫科学研究院测试评价中心乳粉中

亚硝酸盐定量分析质控样品，采用超声脱色提取法测定

6 次。质控样品的特性值为29.82 mg/kg，特性值区间为

21.30～38.34 mg/kg。由表3可知，按照优化后的实验方

法对乳粉质控样品进行测定，结果均在特性值附近，6 组
数据的相对标准偏差为0.45%，表明该方法适用于乳粉中

亚硝酸盐含量的测定，具有较高的准确性和精确性。

表 3 乳粉中亚硝酸盐定量分析质控样品的测定结果

Table 3 Measured results of quality control samples for analysis of 

nitrite in milk powder

样品
测定值/（mg/kg） 相对标准

偏差%1 2 3 4 5 6
QC-MK-702 29.05 29.82 30.36 29.30 29.54 30.05 0.45

2.7 超声脱色法的方法检出限

按照GB/T 27404—2008[17]的要求，测定超声脱色法

的方法检出限。测定结果如下：20 次空白值的平均值为 

0.942 mg/kg，20 次空白值的标准偏差Sb=0.001 93 mg/kg，标

准曲线斜率b=0.014 6，方法检出限CL=0.4 mg/kg，小于

GB 5009.33—2016分光光度法中的检出限（0.5 mg/kg）。

3 结 论

针对乳粉中亚硝酸盐测定时空白实验吸光度、滤液

颜色及回收率等问题，优化了一种提高其提取效果的方

法。本实验室贮存条件下，不同存放时间的实验用水对

空白实验吸光度影响不大。向称量后的乳粉样品中加入

1 g活性炭，经室温超声提取30 min即可吸附乳粉中的

色素，消除滤液颜色的干扰，使测定结果准确、可靠。 

本方法采用室温超声提取法代替国标方法中沸水浴加热

方法，过程简单、操作性强。活性炭用于乳粉样品的脱

色处理是可行的，为乳粉中亚硝酸盐的测定提供了一种

更加准确、可靠的提取方法。国标测定食品中亚硝酸盐

的含量未提及色素的消除，建议国标方法中增加对有色

物质的脱色处理。
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