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液相色谱-电感耦合等离子体质谱法联用 (HPLC- ICP-MS)

测定乳制品的无机砷及其它砷形态

陈  光 1  林  立 1  陈玉红2

( 1 国家食品质量安全监督检验中心, 北京 , 100094; 2 安捷伦科技 (中国 )有限公司, 北京 100102)

摘  要  采用液相色谱-电感耦合等离子体质谱联用技术测定了乳制品中的无机砷及其它砷形态, 各种砷形

态的方法检出限 (以砷计 )分别为: 三价砷 A s(Ó ) 210 ng# g- 1, 五价砷 A s(Õ ) 31 0 ng# g- 1, 一甲基胂 MMA

21 0 ng# g- 1, 二甲基胂 DMA 110 ng# g- 1, 甜菜碱 AsB 110 ng# g- 1. 根据加标回收的方法评价了该方法的准

确性, 无机砷的加标回收率为 891 9% ) 9811% , 相对标准偏差为 1109% ) 31 21% ( n = 6) . 根据所建立的方

法, 分析了市售的部分鲜奶、酸奶和奶粉样品, 其中无机砷的含量均未超出国家标准限量.

关键词 HPLC- ICP-M S, 乳制品, 无机砷.

  砷是一种广泛分布于自然界的元素. 各种不同的砷形态具有不同的物理、化学性质, 毒性亦各不相同. 其中无机

砷的毒性最大如 As(Ó )和 As(Õ ), 有机砷的毒性较小些如 MMA和 DMA, 而 A sB, AsC, 砷糖等通常被认为是无毒

的 [ 1, 2] . 因此, 砷的形态尤其是在食品、环境中的存在形态越来越为人们所重视 .

  国家标准 GB2762-2005 5食品中污染物限量6 对乳粉、鲜乳中无机砷的限量要求分别为 01 25 m g# kg- 1及 0105

m g# kg- 1, 国家标准 GB19302-2003 5酸乳卫生标准6 规定了酸乳中无机砷的限量要求为 01 05 mg# kg- 1. 国家标准

GB /T50091 11- 2003 /食品中总砷及无机砷的检测方法0 采用 1B1盐酸作为提取液, 根据氢化物原子荧光光谱法直接

测定提取液中的砷总量, 易导致食品样品中其它的砷形态也被萃入提取液中, 使测定结果偏高. 由近年发表的文献来

看, 砷的形态分析研究多数集中在海产品上, 关于乳制品中砷形态的报导较少.

  本文采用 H PLC- ICP-MS进行五种砷形态的分离分析, 针对乳制品样品基质复杂、含有高蛋白与高脂肪的问题,

采用简便、快速的前处理方法进行基质分离, 实现了乳制品的五种砷形态的准确测定.

1 实验方法
11 1 仪器与试剂

  砷甜菜碱、一甲基胂、二甲基胂、砷酸根、亚砷酸根 (以下简称五种砷形态 )的标准贮备溶液, 混合标准溶液系列

由标准贮备液以超纯水逐级稀释配得; 调谐溶液: 10 ng# m l- 1锂、钴、钇、铈、铊混合标准溶液 ( 2%硝酸介质 ) ( Ag-i

lent, P art# 5184-3566); 内标溶液: 11 0Lg# m l- 1锗 ( 2%硝酸介质 ) ; 超纯水 ( 1812M8 ) , 用于配制所有标准溶液与样

品溶液; 01 45Lm水相滤膜; 3m l D ionex On Guard RP柱.

11 2 样品处理
  鲜奶、酸奶等液体乳制品称取 10 g (精确到 01 01 g), 乳粉等固体乳制品称取 2g (精确到 01 01 g) , 加入水称重至

38 g (精确到 0101 g), 涡旋混匀后, 超声萃取 40 m in, 加入 21 0 g(精确到 01 01 g) 3%乙酸溶液混匀沉淀蛋白, 于 4e 冰

箱中静置 5m in后. 用定性滤纸过滤, 收集滤液, 将滤液过 3m l D ionex On Gua rd RP柱, 收集滤液, 再将此滤液用

01 45 Lm微孔滤膜过滤于 115 m l离心管中, 以 8000 r# m in- 1转速在 4e 下冷冻离心 10 m in, 吸取上清液用于液相色谱

仪进行分析. 同时制备试剂空白溶液.

11 3 分析方法
  标准曲线配制分别用超纯水将五种砷的标准贮备溶液逐级稀释, 配制成浓度为 110, 210, 510, 2010 , 5010 ng# m l- 1的

混合标准溶液. 在优化的实验条件下, 采集标准溶液, 等离子体色谱软件计算各色谱峰的积分面积并自动绘制校准曲线.

  Ag ilent1200高效液相色谱仪, 四元梯度泵. M ill-iQ超纯水系统. A g ilent 7500ce电感耦合等离子体质谱仪. 玻璃

同心雾化器; 石英雾化室: 半导体控温于 2 ? 01 1e ; 炬管: 石英一体化, 21 5 mm中心通道; 屏蔽炬; 样品锥: N i锥.

  色谱条件: 色谱柱: 阴离子保护柱 IonPacAG 19( 50 mm @ 4 mm, 11Lm ); 阴离子分析柱 IonPac AS 19( 250 mm @ 4 mm,

715Lm ). 流动相: A相 ( 2 mmo l# l- 1磷酸二氢钠 /012 mmo l# l- 1乙二胺四乙酸二钠 /10 mm ol# l- 1无水乙酸钠 /3 mmo l# l- 1硝
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酸钾, pH = 1015) 1113); B相 (无水乙醇 ); A+ B( 99+ 1)混合等度淋洗; 流速 110 m l# m in- 1; 进样量: 5) 50L .l

  ICP-MS条件: 功率: 1550W; 雾化器: 玻璃同心雾化器; 柱后在线加入内标, 内标溶液提升速率: 012 r# s- 1;

载气流量: 01 7 L# m in- 1; 辅助气流量: 01 32L# m in- 1; 采样深度: 91 5 mm; 测定质量数: 砷 75, 氯 35, 锗 72.

2 样品前处理
  对于离子色谱柱而言, 蛋白、油脂和色素均会对柱效造成不可逆转的损害. 而乳制品中蛋白、油脂的含量均较

高, 其提纯净化相对复杂. 若只是采用定性滤纸过滤、 0145Lm有机滤膜过滤及离心过滤都不能有效去除上述杂质.

分别比较了不同比例的甲醇、盐酸与乙酸体系, 作为动物性食品样品中无机砷的提取液 [ 3] , 最终选择的萃取剂主要为

水相. 在提取过程中会萃入少量水可溶性的蛋白和脂肪, 加入乙酸后则可进一步去除蛋白, 脂肪则采用商品化的 3m l

D ionexOn Guard RP柱进行分离. 经 RP柱净化后的滤液过 01 45Lm无机滤膜去除大颗粒杂质, 8000转以上冷冻离心再

一次净化样品 (也可以进一步除去油脂 ). 经过以上处理后的样品对于色谱柱而言是较为干净的样品.

3 分离度的改善
  因本研究的主要目标砷形态是以阴离子形式存在, 选择阴离子交换柱进行分离, 磷酸盐溶液进行等度淋洗. 考虑到

基体中引入的 C l可能会产生 ArC l分子离子, 干扰 As的准确测定, 因此在色谱条件优化过程中不仅考察了各种砷形态的

分离度, 还充分考察了 C l与砷之间的分离度. 通过对色谱条件的详细考察发现, 流动相 PH 值的变化对各种目标砷形态

的分离度影响最大 [ 4]. 此外, 比较了磷酸盐浓度为 0, 1, 2, 3, 4 mmo l时各种砷形态的分离度, 发现磷酸盐的用量对各

个砷的形态之间的分离度影响不太大, 但对氯离子的保留时间有很大的影响. 随着磷酸盐浓度的增加, 氯离子的保留时

间推后, 可与砷的出峰时间错开, 有效避免 ArC l对 As的干扰. 乙酸钠的加入对 AsB、DMA与 As(Ó )的分离有一定的改

善. 图 1为未加乙酸钠和加入 10mm ol的乙酸钠时对各种砷形态的分离度之影响. 乙酸钠用量越大, 分离度越佳,

A s(Ó )的保留时间也越靠后, 当样品中 AsB与 DMA的含量较高时, A s(Ó )的定量更不容易受到影响. 乙酸钠的用量达

到 30 mmo l后, 分离度不再有明显改善; 且用量过大会造成淋洗液盐分偏高, ICP-MS产生基体效应及信号漂移.

图 1 乙酸钠对分离度的影响

4 乙醇的增敏作用
  砷的电离能较高 ( 91 81eÕ ), ICP- MS测定时若溶液中含有一定量的碳基质, 可有效改善等离子条件, 提高砷的电

离效率及灵敏度. 因此, 在流动相中加入少量的甲醇或乙醇, 都能对砷的检测起到增敏效应. 考虑到乙醇对人体的伤害

较小, 因此实验选择在淋洗液中加入乙醇. 分别比较了流动相中不加乙醇以及加入 1% , 2% , 3%的乙醇对信号的影响.

可知, 乙醇的加入对各种砷形态的分离度影响不大, 1% ) 2%的乙醇加入量可以有效地将灵敏度提高 1倍以上.

5 工作曲线与方法检出限
  对浓度分别为 110, 210, 510, 2010, 501 0 ng# m l- 1的砷形态混合标准溶液进行 HPLC-ICP-M S分析, 以各砷形态

的峰面积对浓度进行线性回归 . 结果表明, 在给定的浓度范围内, 各种砷形态的线性回归方程相关系数均在 01999以

上. 根据样品前处理最大的稀释倍数, 计算得到乳制品各种砷形态的方法检出限分别为: 三价砷 A s(Ó ) 21 0 ng# g- 1,

五价砷 A s(Õ ) 310 ng# g- 1, 一甲基胂 MMA 21 0 ng# g- 1, 二甲基胂 DMA 11 0 ng# g- 1, 甜菜碱 AsB 110 ng# g- 1.

6 回收率测定
  选取市售鲜牛奶, 准确称取多份平行样品, 分别定量加入 As( Ó )与 As(Õ )标准溶液, 添加不同的浓度水平, 使

最终定容溶液中 As(Ó )与 As(Õ )的浓度各自含有 11 0, 51 0及 2510 ng# m l- 1, 计算样品中无机砷的回收率, 详见表

1. 由表 1可知 , 各加标水平的回收率在 891 9% ) 9811% , 相对标准偏差为 11 09% ) 3121% ( n= 6).
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表 1 鲜牛奶中机砷 As(Ó )与 A s(Õ )加标回标率 (% , n = 6)

平行次数 各加标 110 ng# m l- 1 各加标 510 ng# m l- 1 各加标 2510 ng# m l- 1

1 9012 9912 10113

2 9312 10112 10119

3 9415 9713 9516

4 8619 9513 9714

5 8413 9316 9911

6 8919 9319 9819

平均回收率 8918 9618 9910

相对标准偏差 4124 3114 2138

7 实际样品分析
  选取市售乳粉、鲜奶和酸奶各 2种, 按所建立的 H PLC-ICP-MS分析方法考察其中的砷形态, 结果参见表 2. 图 2

为奶粉样品与标准溶液中的五种砷形态的色谱图. 结果表明, 市售乳制品样中无机砷的含量均远低于国家食品标准的

限量, 故样品中无机砷的指标是安全的.

表 2 市售乳制品的检测结果 (单位: mg# kg- 1, n= 3)

样品名称 A sB DMA MMA As( Ó ) As(Õ )

乳粉 1# N1D1 N1D1 N1D1 010015 N1D1

乳粉 2# N1D1 0100034 N1D1 010015 N1D1

鲜奶 1# N1D1 0100063 N1D1 N1D1 010023

鲜奶 2# 0100021 N1D1 N1D1 N1D1 010029

酸奶 1# N1D1 N1D1 N1D1 N1D1 N1D1

酸奶 2# 0100083 N1D N1D 010034 N1D

图 2 标准溶液以及奶粉样品提取液色谱图

参  考  文  献
[ 1 ]  BEARD H C, LYERLYL A, Separat ion ofA rsen ic from An tim ony and B ism uth by Solvent Extraction [ J ] 1Anal Chem, 1961, 33( 12) B

1781 ) 1782

[ 2 ]  ZHANG X, VANDERB IESEN V, CUBBER A D, Accum ulat ion ofArsen ic Species in S erum of Pat ientsw ith Ch ron ic RenalD isease [ J] 1

C lin1Chem1, 1996, 42( 8) B 1231) 1237

[ 3 ]  林立, 陈光, 陈玉红, 液相色谱-电感耦合等离子体质谱法联用测定动物性海产品中的无机砷 [ J] 1环境化学, 2009, 28( 1 ) B

149) 152

[ 4 ]  林立, 陈光, 陈玉红, 液相色谱-电感耦合等离子体质谱法联用测定白酒中的无机砷 [ J] 1环境化学, 2008, 27( 6) B 853)

855



 4期 陈光等: 液相色谱-电感耦合等离子体质谱法联用测定乳制品的无机砷及其它砷形态 611  
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ARSENIC SPECIES IN DAIRY PRODUCTS BY HPLC-ICP-M S
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ABSTRACT

  Them ethod for determ ination of arsenic species in da iry products by usingHPLC-ICP-M S has been deve-l

oped1 The method detection lim its of each A s spec ies are as follow s ( count as A s) : A s( Ó ) 210 ng# g
- 1
,

A s(Õ ) 310 ng# g
- 1
, MMA 210 ng# g

- 1
, DMA 110 ng# g

- 1
, AsB 110 ng# g

- 1 1 The accuracy and

prec ision o f them ethod w as evaluated by spike recovery testing1 Recovery of inorgan ic arsen ic w ere betw een

8918% ) 9910% and the relative standard dev iation w ere w ith in 1109% ) 3121% ( n = 6) 1M ilk samples

from the market w ere analyzed accord ing to the presen ted m ethod hereby1 The resu lt show ed that inorganic

arsen ic in the dairy samp les did not exceed national perm ission lim its1
  Keywords: HPLC-ICP-M S, dairy produc,t Inorganic Arsenic.


