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液相色谱－氢化物发生／原子荧光法测定啤酒中砷的形态

武　铄１，２，虞锐鹏２，宋启军＊１
（１．江南大学化学与材料工程学院，江苏无锡２１４１２２；

２．江南大学国家食品科学与技术重点实验室，江苏无锡２１４１２２）

摘　要：采用液相色谱－氢化物发生／原子荧光（ＬＣ－ＨＧ／ＡＦＳ）联用技术测定了啤酒中砷
的形态。优化了氢化物发生的实验条件，当以１０％的盐酸为载流，３．５％的ＫＢＨ４为还
原剂，流量为５００ｍＬ／ｍｉｎ的氩气作为载气时，取得了较好的信号强度；以２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４－Ｋ２ＨＰＯ４（ｐＨ＝６．０，流速１ｍＬ／ｍｉｎ）为流动相，在 Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＰＲＰ－Ｘ１００阴离
子柱中，成功分离了亚砷酸（Ａｓ（Ⅲ））、二甲基胂酸钠（ＤＭＡ）、一甲基砷酸二钠（ＭＭＡ）
和砷酸Ａｓ（Ⅴ）四种砷的化合物，洗脱时间依次为２．８０ｍｉｎ、３．９０ｍｉｎ　５．３８ｍｉｎ和１２．０１
ｍｉｎ，检测限分别是０．８μｇ／Ｌ、２．１μｇ／Ｌ、０．８μｇ／Ｌ和１．６μｇ／Ｌ。４种砷的化合物在

０～２００μｇ／Ｌ范围线性良好，其加标回收率范围在９１．４％～１０４．４％之间。该法具有简
便、快速、灵敏的特点。
关键词：砷形态；啤酒；液相色谱；原子荧光光谱
中图分类号：Ｏ６５７．３１　　　文献标识码：Ａ

砷广泛存在于自然界中，其化合物主要包括亚砷酸（Ａｓ（Ⅲ））、砷酸（Ａｓ（Ⅴ））、一甲基砷酸（ＭＭＡ）、二
甲基砷酸（ＤＭＡ）、砷甜菜碱（ＡｓＢ）和砷胆碱（ＡｓＣ）等。国际癌症机构（ＩＡＲＣ）已将砷归为人类致癌物。世
界卫生组织规定了饮用水中砷的最高含量为１０μｇ／Ｌ。我国规定了酒类中无机砷的含量为５０μｇ／Ｌ

［１］。
砷的理化性质以及毒性对老鼠的半致死量分别是Ａｓ（Ⅲ）４．５ｍｇ／ｋｇ，Ａｓ（Ⅴ）１４～１８ｍｇ／ｋｇ，ＭＭＡ　１　２００
ｍｇ／ｋｇ，ＤＭＡ大约为１　８００ｍｇ／ｋｇ。所以总砷的含量已不能准确的反应其对环境、生物体以及生态的影
响，因此研究砷的形态就显得尤为重要。砷的形态分析，目前常用的分离技术有气相色谱（ＧＣ）［３］、高效液
相色谱（ＨＰＬＣ）和毛细管电泳（ＣＥ）等［４］，而检测方法常用原子吸收（ＡＡＳ）［５－６］、电感耦合等离子体－质谱
（ＩＣＰ－ＭＳ）［７－８］和原子荧光光谱（ＡＦＳ）［９］等。
分析啤酒中砷的形态，并对其进行测定。将对规范啤酒生产和保证食品安全都具有重要的作用。

Ｍｅｌｏ　Ｃｏｅｌｈｏ等［１０］采用高效液相色谱－氢化物发生／原子荧光光谱（ＨＰＬＣ－ＨＧ－ＡＦＳ）法测定了西班牙市场
啤酒样中的砷形态，发现无机砷是啤酒中主要的存在形式，且 Ａｓ（Ⅴ）＞Ａｓ（Ⅲ）＞ＭＭＡ＞ＤＭＡ。而

Ｍｏｒｅｎｏ等［１１］用ＨＰＬＣ－ＨＧ－ＡＡＳ测定啤酒后发现砷的形态为Ａｓ（Ⅲ）＞ＭＭＡ＞ＤＭＡ，不含Ａｓ（Ⅴ）。为
了研究我国市场上啤酒含砷状况，本文采用ＬＣ－ＨＧ－ＡＦＳ联用技术测定了６种国产啤酒中砷的形态。

１　实验部分

１．１　仪器及试剂

ＡＦＳ－６１０Ｄ２液相色谱－氢化物发生原子荧光联用仪（北京瑞利分析仪器公司）；Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＰＲＰ－Ｘ１００
阴离子色谱柱（２５０×４．１ｍｍ，１０μｍ）为分离柱，Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＰＲＰ　Ｘ－１００阴离子交换色谱柱或等效柱（１０×
４．１ｍｍ，１０μｍ）为保护柱（美国，Ｈａｍｉｌｔｏｎ）；Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｃ１８固相萃取柱（５００ｍｇ／３ｍＬ，德国ＣＮＷ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
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ＧｍｂＨ公司）；ＭＡＲＳ－５微波消解仪（美国，ＣＥＭ公司）。
亚砷酸钠 Ａｓ（Ⅲ）和砷酸氢二钠 Ａｓ（Ⅴ）购自国家计量科学总院，二甲基砷酸钠（ＤＭＡ）购于美国

Ａｃｃｕｓｔａｎｄａｒｄ公司，一甲基胂酸二钠（ＭＭＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司。砷标准液：称取一定量的Ａｓ（Ⅲ）、ＤＭＡ、

ＭＭＡ或Ａｓ（Ⅴ），以超纯水制成１　０００ｍｇ／Ｌ储备液，置于冰箱中保存，使用时用超纯水逐级稀释成使用
液。流动相磷酸盐缓冲溶液用０．４５μｍ水膜过滤。分析纯ＫＢＨ４溶于０．２％ＫＯＨ作为还原剂。其他试
剂均为优级纯，购于国家药品试剂有限公司；超纯水（１８．２ＭΩ·ｃｍ）用美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水机制得。

１．２　样品的预处理
对于啤酒中总砷的测定，取１０ｍＬ样品于聚四氟乙烯微波消解罐中，先置于可控温的电炉上，在

１１０℃下加热赶二氧化碳、乙醇、水等至１～２ｍＬ。待冷却后加入４ｍＬ的浓硝酸，消化过夜，次日微波消
解。后续过程参考国家标准方法［１２］。对于啤酒中砷的形态分析，将啤酒样品超声脱气１０ｍｉｎ后，取样品

２．５ｍＬ置于活化的Ｃ１８固相萃取柱中，以净化样品，除去基体杂质。过柱后的样液用０．４５μｍ的有机针
头过滤，并每次取２００μＬ进样分析。

２　结果与讨论

２．１　色谱分离条件的选择

２．１．１　流动相ｐＨ的影响　砷的四种化合物为中强酸或弱酸，ｐＨ可直接改变化合物的解离程度。当流
动相ｐＨ为５．５～６．５时，Ａｓ（Ⅲ）将以分子的形式存在而几乎不发生解离（ｐＫａ１＝９．２），ＤＭＡ将发生部分
解离（ｐＫａ　１＝６．２），ＭＭＡ将发生一级全部解离（ｐＫａ　１＝３．６），而 Ａｓ（Ⅴ）将发生部分二级解离（ｐＫａ　２＝
６．８）［１３］。所以ｐＨ的变化范围初步可选择在５．５～６．５之间。试验了ｐＨ对分离的影响，结果显示当ｐＨ
为５．５时，Ａｓ（Ⅲ）与ＤＭＡ保留时间接近，导致部分峰重叠，无法分离；当ｐＨ 为５．８和６．２时色谱峰变
宽，出现拖尾；当ｐＨ为６．５时，ＤＭＡ与 ＭＭＡ保留时间过于接近，也不利于分离。最终选定ｐＨ为６．０
为最佳分离条件。

２．１．２　流动相浓度的影响　参考相关文献［１４］，本文采用磷酸盐缓冲体系为流动相。固定流动相的ｐＨ
为６，调节其离子强度，发现改变离子强度并不影响四种砷化合物的出峰顺序，但影响其在柱上的保留时
间（表１）。离子强度越大，保留时间越短，反之则保留时间延长。当流动相的浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ和１０
ｍｍｏｌ／Ｌ时，分析时间长，峰形变宽且拖尾，特别是Ａｓ（Ⅴ）色谱峰拖尾严重；调节其浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ时，

Ａｓ（Ⅲ）、ＤＭＡ、ＭＭＡ，三种砷化合物保留时间过于接近，无法达到很好分离。故最终的浓度选为２０
ｍｍｏｌ／Ｌ。

表１　流动相浓度对四种砷化合物保留时间的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｆｏｒ　ｆｏｕｒ　ａｒｓｅｎｉｃ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ｃ（ＫＨ２ＰＯ４）
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ（ｍｉｎ）

Ａｓ（Ⅲ） ＤＭＡ　 ＭＭＡ　 Ａｓ（Ⅴ）

５　 ２．７９　 ５．１２　 ８．３２　 ３０．４２
１０　 ２．８１　 ４．５０　 ６．８２　 ２０．７６
２０　 ２．８０　 ３．９０　 ５．４２　 １２．０１
３０　 ２．７７　 ３．５９　 ４．５６　 ８．６３

２．２　氢化物发生条件的选择

ＫＢＨ４的浓度可影响氢化物的生成和氩氢焰的质量。实验表明：ＫＢＨ４浓度在０～３．５％时，荧光强度
将随着ＫＢＨ４的含量增加而增加。当浓度大于４％时，荧光强度开始减弱，信号变差，故本文把ＫＢＨ４的浓
度选在３．５％；ＨＣｌ的浓度过高，则生成过量的氢气，产生的火焰不稳定，导致信噪比小，重现性低。ＨＣｌ
的浓度过低，三价的砷还原不完全，同时不能产生有效的氢气火焰。因此通过调试，选定 ＨＣｌ浓度为

１０％。实验还考察了负高压、载气流量、电流、ＫＢＨ４及 ＨＣｌ流速等的影响，并对参数进行了优化，见表２。

２．３　标准曲线、检出限以及精密度
在本实验条件下，四种砷形态可很好分离，并且峰形良好。分别配制浓度为２０、５０、１００、２００μｇ／Ｌ的

四种砷化合物的混和标准溶液，绘制标准曲线。对５０μｇ／Ｌ的Ａｓ（Ⅲ）、ＤＭＡ、ＭＭＡ、Ａｓ（Ⅴ）四种砷混和
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标准溶液，重复７次测定，其相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为１．７３％、１．９９％、１．７５％、１．８３％。四种砷化合物
的相关系数分别是０．９９８２、０．９９９１、０．９９９０、０．９９９５，检出限分别是０．８、２．１、０．８、１．６μｇ／Ｌ。

表２　砷形态分析的主要工作参数

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｍａｉｎ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｏｆ　ａｒｓｅｎｉｃ　ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ

　　　　　　Ｉｔｅｍ　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 　　　Ｉｔｅｍ　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｈｉｇｈ　ｖｏｌｔａｇｅ　ｏｆ　ｐｈｏｔｏｍｕｈｉｐｌｉｅｒ　ＰＭＴ　 ３２０Ｖ ＫＢＨ４ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　 ４ｍＬ／ｍｉｎ
Ｌａｍｐ　ｃｕｒｒｅｎｔ（Ｐｒｉｍａｒｙ／Ａｕｘｉｌｉａｒｙ　ｃａｔｈｏｄｅ　ｌａｍｐ） ５０／３０ｍＡ　 ＨＣｌ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　 ４ｍＬ／ｍｉｎ
Ｐｒｉｍａｒｙ／Ａｕｘｉｌｉａｒｙ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃａｒｒｉｅｒ　ｇａｓ（Ａｒ） ５００／５００（ｍＬ／ｍｉｎ） Ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　 １ｍＬ／ｍｉｎ
ＫＢＨ４ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　 ３．５％（ｍ／Ｖ） Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ　 ２００μＬ
ＨＣｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　 １０％（Ｖ／Ｖ）

２．４　啤酒样的测定结果
对市售的六种啤酒样进行了测定，结果见表３。各形态的加和量（Ｓｕｍ）与总砷（Ｔｏｔａｌ）测定结果基本

吻合。结果表明，啤酒中只含有Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ），即无机砷是啤酒中的主要存在形式，且Ａｓ（Ⅲ）＞Ａｓ（Ⅴ），
总砷含量最高为１０．６６μｇ／Ｌ。

表３　六种样品砷形态以及总量的测定

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｉｘ　ａｒｓｅｎｉｃ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ａｎｄ　ｔｏｔａｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ

Ａｒｓｅｎｉｃ　ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅ　１
（μｇ／Ｌ）

Ｓａｍｐｌｅ　２
（μｇ／Ｌ）

Ｓａｍｐｌｅ　３
（μｇ／Ｌ）

Ｓａｍｐｌｅ　４
（μｇ／Ｌ）

Ｓａｍｐｌｅ　５
（μｇ／Ｌ）

Ｓａｍｐｌｅ　６
（μｇ／Ｌ）

Ａｓ（Ⅲ） ＮＤ　 ５．４６　 ８．２７ ＮＤ　 ３．７９　 ３．４２
ＤＭＡ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ
ＭＭＡ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ　 ＮＤ
Ａｓ（Ⅴ） ＮＤ　 ２．８９　 ３．４７　 １．６０　 １．２４　 ３．０４
Ｓｕｍ　 ＮＤ　 ８．３５　 １１．７５　 １．６０　 ５．０３　 ６．４６
Ｔｏｔａｌ　 １．５９　 １０．５６　 １０．６６　 ２．６５　 ４．６７　 ７．２２

　　ＮＤ：ｎｏｔ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２．５　加标回收实验
为了进一步验证方法的可靠性，我们对两种样品做了加标回收试验，结果见表４。四种砷形态的回收

率在９１．４％～１０４．４％之间，回收率良好。说明用该方法测定砷的形态是可行的。

表４　样品２与样品６加标回收测定

Ｔａｂｌｅ　４　Ｓｐｉｋｅｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ　２ａｎｄ　ｓａｍｐｌｅ　６

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ｓａｍｐｌｅ　２ Ｓａｍｐｌｅ　６

Ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ／Ｌ）

Ａｄｄｅｄ
（μｇ／Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ
（μｇ／Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

Ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ／Ｌ）

Ａｄｄｅｄ
（μｇ／Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ
（μｇ／Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

Ａｓ（Ⅲ） ３．４２　 ５　 ７．９９　 ９１．４　 ５．４６　 ５　 １０．１６　 ９４．０
Ａｓ（Ⅴ） ３．０４　 ５　 ８．２６　 １０４．４　 ２．８９　 ５　 ７．８８　 ９９．８
ＤＭＡ　 ＮＤ　 ５　 ４．８１　 ９６．２ ＮＤ　 ５　 ４．７９　 ９５．８
ＭＭＡ　 ＮＤ　 ５　 ５．１８　 １０３．６ ＮＤ　 ５　 ５．０４　 １００．８
Ａｓ（Ⅲ） ３．４２　 １０　 １２．８９　 ９４．７　 ５．４６　 １０　 １５．８６　 １０４．０
Ａｓ（Ⅴ） ３．０４　 １０　 １２．５８　 ９５．４　 ２．８９　 １０　 １２．３２　 ９４．３
ＤＭＡ　 ＮＤ　 １０　 ９．５４　 ９５．４ ＮＤ　 １０　 １０．３６　 １０３．６
ＭＭＡ　 ＮＤ　 １０　 ９．６７　 ９６．７ ＮＤ　 １０　 １０．２１　 １０２．１

　　ＮＤ：ｎｏｔ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３　结论

实验表明液相色谱－氢化物发生／原子荧光法是一种简单可行的测定啤酒中砷形态的方法。该方法只
需样品脱气以及Ｃ１８固相萃取柱去除杂质后过滤即可进样分析，前处理简单，快速。通过检出限、回收率
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以及精密度实验证明了此法检出限低，动态线性宽、准确度好、稳定性高，适用于啤酒样中砷的痕量分析。
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