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前	言





乳粉中含有的硝酸盐、亚硝酸盐主要来源于原料乳中的人为掺假和牛饲料，


对其含量的测定国际上广泛采用镉还原和光度分析法。本标准等同采用国际乳品 联合会标准 IDF95A：1984《乳粉——硝酸盐和亚硝酸盐含量的测定（镉还原和 分光光度法）》中的镉柱再生部分稍做修改。其他内容均相同。


本系列标准从实施之日起，代替 GB 5413—1985。 本标准由中国轻工总会提出。 本标准由全国乳品标准化中心归口。 本标准负责起草单位：国家乳制品质量监督检验中心。


本标准参加起草单位：卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、 哈尔滨森永乳品有限公司、雀巢（中国）投资服务有限公司。


本标准主要起草人：黄敏、田间、刘波、王芸、王心祥。
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1	范围


本标准规定了采用镉还原和光度分析测定硝酸盐和亚硝酸盐的方法。 本标准适用于乳粉中硝酸盐和亚硝酸盐的测定。 本方法检出极限分别为：硝酸盐 1.5mg/kg；亚硝酸盐 0.2mg/kg。


2	方法原理 将乳粉样品溶解于水中、沉淀脂肪和蛋白后，进行过滤。用镀铜镉粒使部分


滤液中的硝酸盐还原为亚硝酸盐。在还原的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 538nm 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。


3	试剂 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（4.10）中混入小气泡，柱制备（5.1）、柱还原能力的检查（5.2）


和柱的再生（5.3）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。


3．1		镀铜镉柱：直径 0.3～0.8mm。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 24h 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
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液，剩下的溶液能浸没镉即可。用蒸馏水冲洗海绵状镉 2～3 次，然后把镉移入


小型搅拌器中，同时加入 400mL0.1mol/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，静止几小时，这期间要搅 拌几次以除掉气泡。倾出大部分溶液，立即按 5.1.1 至 5.1.8 中叙述的方法镀铜。


3．2	硫酸铜溶液：溶解 20g 五水硫酸铜（CuSO4·5H2O）于水中，稀释至 1000mL。


3．3	盐酸-氨水缓冲溶液：pH9.6～9.7。用 600mL 水稀释 75mL 浓盐酸[ρ


201.09g/mL，质量分数约为 38%]。混匀后，再加入 135mL 浓氨水[ρ200.91g/mL， 质量分数等于 25%的新鲜氨水]。用水稀释至 1000mL，混匀。用精密 pH 计调 pH 值为 9.60～9.70。


3．4	盐酸溶液：c（H+）约为 2mol/L。用水将 160mL 的浓盐酸（ρ201.98g/mL） 稀释至 1000mL。


3．5	盐酸溶液：c（H+）约为 0.1mol/L。用 50mL 2mol/L 的盐酸溶液用水稀释


至 1000mL。


3．6	沉淀蛋白和脂肪的溶液：


3．6．1	硫酸锌溶液：将 53.5g 的七水硫酸锌（ZnSO4·7H2O）溶于水中，并稀释


至 100mL。


3．6．2	亚铁氰化钾溶液：将 17.2g 的三水亚铁氰化钾[K4Fe(CN)6·3H2O]溶于水 中，稀释至 100mL。


3．7	EDTA 溶液：用水将 33.5g 的二水乙二胺四乙酸二钠（Na2C10H14N2O3·2H2O）溶 解，稀释至 1000mL。


3．8	显色液 1：体积比 450：550 盐酸溶液。将 450mL 浓盐酸加入到 550mL 水 中，冷却后装入试剂瓶中。


3．9	显色液 2：5g/L 的磺胺溶液。在 75mL 水中加入 5mL 浓盐酸，然后在水浴 上加热，用其溶解 0.5g 磺胺（NH2C6H4SO2NH2）。冷却至室温后用水稀释至 100mL。 必要时进行过滤。


3．10	显色液 3:1g/L 的萘胺盐酸盐溶液。将 0.1g 的 N-1-萘基-乙二胺二盐酸 盐（C10H7NHCH2CH2NH2·2HCl）溶于水，稀释至 100mL。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。


3．11	亚硝酸钠标准溶液：相当于亚硝酸盐的浓度为 0.001g/L。 将亚硝酸钠（NaNO2）在 110～120℃的范围内干燥至恒重。冷却后称取 0.150g，


溶于 1000mL 容量瓶中，用水定容。在使用的当天配制该溶液。


于 1000mL 容量瓶中，取 10mL 上述溶液和 20mL 缓冲溶液（3.3），用水定容。


1mL 该标准溶液中含 1.00µg的 NO −。


3．12	硝酸钾标准溶液，相当于硝酸盐的浓度为 0.0045g/L。


将硝酸钾（KNO3）在 110～120℃的温度范围内干燥至恒重，冷却后称取


1.4580g，溶于 1000mL 容量瓶中，用水定容。


在使用当天，于 1000mL 的容量瓶中，取 5mL 上述溶液和 20mL 缓冲溶液（3.3）， 用水定容。


1mL 的该标准溶液含有 4.50µg的 NO −。





4	仪器


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。


4．1	分析天平。
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4．2	烧杯：100mL。


4．3	锥形瓶：250mL，500mL。


4．4	容量瓶：100mL、500mL 和 1000mL。


4．5	移液管：2mL、5mL、10mL、20mL。


4．6	吸量管：2mL、5mL、10mL、25mL。


4．7	量筒：根据需要选取。


4．8	玻璃漏斗：直径约 9cm，短颈。


4．9	定性滤纸：直径约 18cm。


4．10	还原反应柱：简称镉柱，如图 1 所示。


4．11	分光光度计：测定波长 538nm，使用 1～2cm 光程的比色皿。


4．12	pH 计，精度为±0.01，使用前用 pH7 和 pH9 的标准溶液进行校正。





5	操作步骤


5．1	制备镀铜镉柱





图 1	硝酸盐还原装置





5．1．1	置镉粒（3.1）于锥形烧瓶（4.3）中（所用镉粒的量以达到要求的镉


柱高度为准）。


5．1．2	加足量的盐酸（3.4）以浸没镉粒，摇晃几分钟。


5．1．3	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。


5．1．4	在镉粒上镀铜。向镉粒中加入硫酸铜溶液（3.2）（每克镉粒约需 2.5mL）， 摇晃 1min。


5．1．5	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。


5．1．6	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


1）。在玻璃柱中灌入水，排净气泡。


5．1．7	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 15～20cm 的范围内。


注


1	避免在颗粒之间遗留空气。


2	注意不能让液面低于镀铜镉粒的顶部。


5．1．8	新制备柱的处理。以不大于 6mL/min 的流量将由 750mL 水、225mL 硝 酸钾标准溶液（3.12）、20mL 缓冲溶液（3.3）和 20mLEDTA 溶液（3.7）组成的 混合液通过刚装好镉粒的玻璃柱，接着用 50mL 水以同样流速冲洗该柱。


5．2		检查柱的还原能力 这种检查每天至少要进行两次，一般在开始时和一系列测定之后。


5．2．1	用移液管将 20mL 的硝酸钾标准溶液（3.12）移入还原柱顶部的贮液杯 中，再立即向该贮液杯中添加 5mL 缓冲溶液（3.3）。用一个 100mL 的容量瓶收集 洗提液。洗提液的流量不应超过 6mL/min。


5．2．2	在贮液杯将要排空时，用约 15mL 水冲洗杯壁。冲洗水流完后，再用


15mL 水重复冲洗。当第二次冲洗水也流完后，将贮液杯灌满水，并使其以最大 流量流过柱子。


5．2．3	当容量瓶中的洗提液接近 100mL 时，从柱子下取出容量瓶，用水定容 至刻度，混合均匀。


5．2．4	移取 10mL 洗提液于 100mL 容量瓶中，加水至 60mL 左右。然后按 5.8.2
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和 5.8.4 操作。


5．2．5	根据测得的吸光度，从标准曲线（5.8.5）上可查得稀释洗提液（5.2.4） 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 0.067µg/mL 时还原能力为 100%）。如果还原能力小于 95%，柱子就需要 再生。


5．3	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。


5．3．1	在 100mL 水中加入约 5mLEDTA 溶液（3.7）和 2mL 盐酸溶液（3.5）。以


10mL/min 左右的速度过柱。


5．3．2	当贮液杯中混合液排空后，按顺序用 25mL 水、25mL 盐酸溶液（3.5） 和 25mL 水冲洗柱子。


5．3．3	检查镉柱的还原能力，如低于 95%，要重复再生。


5．4	样品的称取和溶解


5．4．1	液体乳样品：量取 90mL 样品于 500mL 锥形瓶中，用 22mL50～55℃的 水分数次冲洗样品量筒，冲洗液倾入锥形瓶中，混匀。


5．4．2	乳粉样品：在 100mL 烧杯中称取 10g 样品，准确至 0.001g。用 112mL50～


55℃的水将样品洗入 500mL 锥形瓶中，混匀。


5．4．3	乳清粉及以乳清粉为原料生产的婴儿配方粉样品：在 100mL 烧杯中称


取 10g 样品，准确至 0.001g。用 112mL50～55℃的水将样品洗入 500mL 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 15min，然后冷却至约


50℃。


5．5	脂肪和蛋白的去除


5．5．1	按顺序加入 24mL 硫酸锌溶液（3.6.1）、24mL 亚铁氰化钾溶液（3.6.2）


和 40mL 缓冲溶液（5.3），加入时要边加边摇，每加完一种溶液都要充分摇匀。


5．5．2	静止 15min～1h。然后用滤纸（4.9）过滤，滤液用 250mL 锥形瓶收集。


5．6	硝酸盐还原为亚硝酸盐


5．6．1	移取 20mL 滤液于 100mL 小烧杯中，加入 5mL 缓冲溶液（3.3），晃匀， 倒入镉柱顶部的贮液杯中，以小于 6mL/min 的流速过柱。洗提液（过柱后的液体） 接入 100mL 容量瓶中。


5．6．2	当贮液杯快要排空时，用 15mL 水冲洗小烧杯，再倒入贮液杯中。冲洗 水流完后，再用 15mL 水重复一次。当第二次冲洗水快流完时，将贮液杯装满水， 以最大流速过柱。


5．6．3	当容量瓶中的洗提液接近 100mL 时，取出容量瓶，用水定容，混匀。


5．7	测定


5．7．1	分别移取 20mL 洗提液（5.6.3）和 20mL 滤液（5.5.2）于 100mL 容量 瓶中，加水至约 60mL。


5．7．2	在每个容量瓶中先加入 6mL 显色液 1（3.8），边加边混；再加入 5mL 显色液 2（3.9）。小心混合溶液，使其在室温下静置 5min，避免直射阳光。


5．7．3	加入 2mL 显色液 3（3.10），小心混合，使其在室温下静置 5min，避免 直射阳光。用水定容至刻度，混匀。


5．7．4	在 15min 内用 538nm 波长，以空白试验液体为对照测定上述样品溶液 的吸光度。


5．8	标准曲线的制作


5．8．1	分别移取（或用滴定管放出）0，2，4，6，8，10，12，16 和 20mL 亚
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硝酸钠标准溶液（3.11）于九个 100mL 容量瓶中。在每个容量瓶中加水，使其体


积约为 60mL。


5．8．2	在每个容量瓶中先加入 6mL 显色液 1（3.8），边加边混；再加入 5mL 显色液 2（3.9）。小心混合溶液，使其在室温下静置 5min，避免直射阳光。


5．8．3	加入 2mL 显色液 3（3.10），小心混合，使其在室温下静置 5min，避免 直射阳光。用水定容至刻度，混匀。


5．8．4	在 15min 内，用 538nm 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。


5．8．5	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/100mL 表示。


6	分析结果的表述


6．1	亚硝酸盐含量





样品中亚硝酸根含量（mg/kg）=  20000 c1  ………………（1）


m V1





式中：c ——根据滤液（5.5.2）的吸光度（5.7.4），从标准曲线上读取的 NO −


的浓度，μg/100mL；


m——样品的质量（液体乳的样品质量为 90×1.030g），g； V1——所取滤液（5.5.2）的体积（5.7.1），mL。


样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐含量





W ( NaNO  ) 1.5 W ( NO −) ……………………………………（2）





式中：W（ NO −）——样品中亚硝酸根的含量，mg/kg；





W（NaNO2）——样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐的含量,mg/kg。 报告测定结果准确至 0.1mg/kg。


6．2	硝酸盐含量





1 00000 c2





−











样品中硝酸根含量（mg/kg）=1.35 








m V





2





−W ( NO2  ) …………（3）








式中：c2——根据洗提液（5.6.3）的吸光度（5.7.4），从标准曲线上读取的


亚硝酸根离子浓度，μg/100mL；


m——样品的质量，g； V2——所取洗提液（5.6.3）的体积（5.7.1），mL；


W（ NO −）——根据式（1）计算出的亚硝酸根含量。


若考虑柱的还原能力，























样品的硝酸根含量（mg/kg）=1.35 1 00000   c2   −W ( NO −) 100 ……（4）











m V





2





2











r





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
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W（NaNO ）=1.371×W( NO −)………………………………（5）





式中：W（ NO −）——样品中硝酸根的含量，mg/kg；





W（NaNO3）——样品中以硝酸钠计的硝酸盐的含量，mg/kg。 报告检测结果准确至 0.1mg/kg。


7	允许差


7．1	重复性


7．1．1	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 1mg/kg。


7．1．2	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 30mg/kg 时，不应超过 3mg/kg；在硝酸盐含量大于 30mg/kg 时，不应超过结果平均值的 10%。


7．2		重现性 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 30mg/kg 时，差值不应超过 8mg/kg；在硝酸盐含量大于或等于


30mg/kg 时，该差值不应超过结果平均值的 25%。
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