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微波消解-分光光度法测定乳清蛋白 

营养强化粉中磷的含量 

伍丽珍*, 刘慧堂, 邱桃妍, 陈均洪 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立微波消解-分光光度法测定乳清蛋白营养强化粉中磷含量的测定方法。方法  乳清蛋白营

养强化粉中加入硝酸于石墨消解仪中预消解, 待冷却后加入 30%过氧化氢使用微波消解仪消解, 样品经过赶

酸, 转移至容量瓶中并定容至刻度, 在稀释液中加入钒钼酸铵试剂后使用紫外可见分光光度计进行检测。    

结果  磷在浓度 2~15 μg/mL 之间呈现良好的线性关系, r2=0.9997, 回收率为 95.00%~101.20%, 相对标准偏差

为 2.0%。结论  该方法操作简便、准确、安全、重现性好, 能准确测定乳清蛋白营养强化粉中磷含量。 
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Determination of phosphorus in whey protein fortified powder by microwave 
digestion-spectrophotometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of phosphorus in whey protein fortified 

powder by microwave digestion spectrophotometry. Methods  The whey protein nutrition fortified powder with 

nitric acid was added in graphite digestion apparatus for pre digestion, and 30% hydrogen peroxide was added after 

cooling, and then digested by microwave digestion instrument. After removing acid, the sample was transferred to a 

volumetric flask and the volume was fixed to the scale. After adding ammonium vanadomolybdate reagent into the 

diluent, the sample was detected by ultraviolet-visible spectrophotometry. Results  Phosphorus showed a good 

linear relationship between 2–15 g/mL, r2=0.9997, and the average recovery rates were 95.00%–101.20%, with 

relative standard deviation 2.0%. Conclusion  This method is simple, accurate, safe and reproducible, and can be 

used in laboratory for the determination of phosphorus content in whey protein fortified powder. 
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1  引  言 

磷存在于人体所有细胞中, 是维持骨骼和牙齿的必

要物, 几乎参与所有生理上的化学反应。磷还是使心脏有

规律地跳动、维持肾脏正常机能和传达神经刺激的重要

物质[1,2]。 

GB 5009.87-2016《食品安全国家标准 食品中磷的

测定》[3]规定, 样品前处理的方法为湿法消解法[4], 湿法

消解是在加热的条件下用强氧化剂如硝酸、硫酸、高氯

酸等分解有机物, 其缺点是操作步骤繁琐、耗时、试剂消

耗大, 前处理周期长, 容易造成样品污染, 在消解过程中

产生大量的酸雾危害工作人员的身体健康且在高温下作
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业具有一定的危险性, 且该方法在样品测定之前需要使

用氢氧化钠溶液(6 moL/L)调至黄色, 再用硝酸溶液调至

无色, 最后用氢氧化钠溶液(0.1 moL/L)调至微黄色才能

进行测定。微波消解法[5–10]具有快速分解样品, 元素无挥

发损耗, 试剂用量少等优点。与湿法消解的区别在于它能

直接穿透样品的内部 , 缩短样品消解的时间 , 且酸的用

量少, 消解过程中不需要人员时刻观察样品的消解状况, 

降低了人员吸入酸雾的风险, 并且减少了样品被污染的

风险, 使试剂空白值低[11–14]。 

乳清蛋白是采用先进工艺从牛奶分离提取出来的蛋

白质, 是公认的人体优质蛋白质补充剂之一, 有益于人体

的多种保健功能, 应用前景十分广泛[15,16]。目前, 针对乳

清蛋白营养强化配方粉磷含量测定的研究还比较少。本研

究对 GB 5009.87-2016《食品安全国家标准 食品中磷的测

定》进行优化, 采用微波消解技术对乳清蛋白营养强化粉

进行前处理, 以钼蓝分光光度法对乳清蛋白营养强化粉中

的磷含量进行测定, 以期为相关产品磷含量的测定工作提

供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UV-2450 紫外可见分光光度计(日本岛津仪器有限

公司); Ethos one 微波消解仪(郑州迈斯通公司); DS-360

石墨消解仪(广州格丹纳仪器有限公司); BS224S 电子天

平(瑞士梅特勒-托利多公司)。 

磷酸二氢钾(纯度≥99.0%, 广东广试试剂科技有限公

司); 硝酸、30%过氧化氢、硫酸(优级纯)、钼酸铵、偏钒

酸铵、二硝基酚指示剂(分析纯)(广州化学试剂厂); 实验室

用水为二级水。 

样品来源: 汤臣倍健股份有限公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

磷的标准贮备液磷的标准贮备液(50 μg/mL): 称取在

(105±1) ℃烘干至恒重的磷酸二氢钾标准品 0.2197 g, 溶于

400 mL 水中, 加 8 mL 硫酸, 定容至 1 L。 

标 准 曲 线 的 制 作 : 分 别 吸 取 磷 的 标 准 储 备 液      

(50 μg/mL)0、2.5、5、7.5、10、15 mL, 分别放入 50 mL

容量瓶中, 加入 10.00 mL 钒钼酸铵试剂, 用水定容至刻

度。该系列标准溶液中磷的浓度分别为 0、2.5、5、7.5、

10、15 μg/mL。参照 GB 5009.87-2016[3]绘制标准曲线。 

钒钼酸铵试剂、二硝基酚指示剂(2 g/L): 参照 GB 

5009.87-2016[3]配制。 

2.2.2  样品前处理 

①试样制备 

微波消解: 称取试样 0.5 g 于微波消解管中, 加入 

8.00 mL 硝酸, 110 ℃预消解 30 min, 放冷后加入 2.00 mL 

30% H2O2, 于微波消化仪中消化, 其消化条件见表 1。 
 

表 1  微波消解温度设定参数 
Table 1  Setting parameters of microwave digestion temperature 

阶段
/STAGE 

功率/W 
爬坡时间

/min 
温度
/℃ 

保持时间
/min 

1 1500 10 120 5 

2 1500 3 150 5 

3 1500 3 180 10 

 

消解完成后样品呈淡黄色。待消解管自然冷却至室温, 

用洗瓶将消化液转移至 100 mL 烧杯中, 用水少量多次洗

涤消解管, 洗液合并于烧杯中, 于电热板上加热赶酸至烧

杯消化液剩余 1.0~3.0 mL, 再将消化液用水转移定容至  

25 mL 容量瓶中, 混匀备用, 同时平行做试剂空白。 

②样品溶液的测定 

吸取试液 1 mL 于 50 mL 容量瓶中, 加少量水后, 加 2

滴二硝基酚指示剂(2 g/L), 加入 10.00 mL 钒钼酸铵试剂, 

用水定容至刻度。在 25~30 ℃下显色 15 min。用 1 cm 比

色皿, 于波长 660 nm 处测定吸光值。以空白溶液调零。从

标准曲线上查得样品溶液中磷的浓度。 

2.2.3  准确度实验 

随机抽取 3 批乳清蛋白营养强化粉, 分别使用微波消

解法和 GB 5009.87-2016[3]方法中样品消解方法处理样品, 

测定乳清蛋白营养强化粉磷的含量, 计算其相对偏差。 

2.2.4  精密度实验 

精密称取乳清蛋白营养强化粉 6 份, 按 2.2.2 试样制

备方法处理样品, 检测样品磷含量, 计算其相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)。 

2.2.5  加标回收实验 

精密称取9份样品, 置于微波消解管中, 分成3组, 每组

3 份, 于每一组分中分别精密加入浓度为 5000 μg/mL 的磷的

标准储备液 1.00、1.50、2.00 mL, 加标量分别为 5.00、7.50、

10.00 mg, 再按照步骤 2.2.2 的处理方法平行操作 

3  结果与分析 

3.1  线性关系 

磷 线 性 方 程 为 Y=0.03382X-0.00107, 在 浓 度     

2~15 μg/mL 之间呈现良好的线性关系, r2 为 0.9997, 说明

用该方法测定乳清蛋白营养强化粉磷的含量。 

3.2  检出限和定量限 

按照 S/N=3 计算方法的检出限 (limit of detection, 

LOD), S/N=10 计算定量限(limit of quantitation, LOQ)由信

噪比(S/N), 得到本方法检出限为 16.6 mg/kg, 定量限为

55.3 mg/kg, 方法灵敏度高。 
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3.3  准确度实验 

准确度结果见表 2。结果显示, 使用微波消解法与 GB 

5009.87-2016 样品消解方法测定乳清蛋白营养强化粉中磷

含量的相对偏差在 1.3%~2.4%之间, 说明该方法准确度高, 

科学有效。 

3.4  精密度实验 

精密度结果见表 3。结果显示, 连续测量 6 个乳清蛋

白营养强化粉磷的相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 2.0%, 说明该方法具有较好的精密度。 

3.5  加标回收率 

加标回收结果见表 4。由上述数据可知样品中称样量

为 0.5 g 时, 测定的浓度值为 6 μg/mL 左右, 在 80%、100%、

120% 3 个添加水平上加入磷标准物质, 测得乳清蛋白营养

强化粉中磷方法的回收率范围为 95.00%~101.20%, RSD 为

2.0%。说明该方法对乳清蛋白营养强化粉磷的含量测定科

学有效。 

 

 
表 2  磷准确度实验结果 

Table 2  Accuracy experimental results of phosphorus 

序号 消解方法 称样量/g 
浓度/ 

(μg/mL) 
消化后体积 

/mL 
吸取样体积

/mL 
显色后体积

/mL 
测定结果/ 
(mg/100 g) 

平均含量 
/(mg/100 g) 

相对偏差 
/% 

1 

微波消解 
0.5053 6.0736 25 2.5 50 600.989 

600.34 

2.4 
0.5053 6.0605 25 2.5 50 599.693 

湿法消解 
0.5125 6.3700 25 2.5 50 621.463 

614.35 
0.5247 6.3723 25 2.5 50 607.232 

2 

微波消解 
0.5145 6.4404 2.5 2.5 50 625.889 

626.71 

1.8 
0.5132 6.4409 25 2.5 50 627.523 

湿法消解 
0.5002 6.1485 25 2.5 50 614.604 

615.69 
0.5006 6.1751 25 2.5 50 616.769 

3 

微波消解 
0.5189 6.4914 25 2.5 50 625.496 

640.20 

1.3 
0.5169 6.4842 25 2.5 50 627.219 

湿法消解 
0.5001 6.0736 25 2.5 50 618.336 

618.71 
0.5003 6.0605 25 2.5 50 619.078 

 

 
表 3  磷精密度实验结果(n=6) 

Table 3  Precision experimental results of phosphorus (n=6) 

序号 称样量/g 浓度/(μg/mL) 消化后体积/mL 吸取样体积/mL 显色后体积/mL
测定结果/ 
(mg/100 g) 

平均含量
/(mg/100 g) 

RSD/% 

1 0.5869 7.7150 25 2.5 50 657.267 

644.20 2.0 

2 0.5679 7.4122 25 2.5 50 652.597 

3 0.5636 7.0748 25 2.5 50 627.644 

4 0.5425 6.8266 25 2.5 50 629.180 

5 0.5653 7.3220 25 2.5 50 647.621 

6 0.5739 7.4709 25 2.5 50 650.889 
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表 4  加标回收实验结果 
Table 4  Results of adding standard recovery tests  

序号 称样量/g 浓度/(μg/mL) 测得对照品量/mg 实际加标的量/mg 回收率/% RSD/% 

1 0.5236 10.5326 1.90 2 95.00 

2.0 

2 0.5211 10.5912 1.95 2 97.50 

3 0.5136 10.5821 1.99 2 99.50 

4 0.5412 12.0121 2.53 2.5 101.20 

5 0.5302 11.6954 2.44 2.5 97.60 

6 0.5214 11.5879 2.44 2.5 97.60 

7 0.5412 13.0058 3.03 3 101.00 

8 0.5469 13.0041 2.99 3 99.67 

9 0.5463 12.9663 2.97 3 99.00 

 

4  结  论 

常规测试中, 需要使用硝酸、高氯酸、硫酸等试剂, 且

消解时间需要 5 h 以上[3]。与常规样品消解方法相比, 本方

法具有耗时短(1.5 h)、试剂品种少(硝酸、30% H2O2)、用

量少(硝酸 8 mL、30% H2O2 2 mL)、样品损耗少、操作简

单、较为安全且测定样品的准确度和精密度高等优点, 减

少了实验操作步骤, 大大提升检测效率, 适合应用于乳清

蛋白营养强化粉中磷的含量。同时, 本方法还可以推广到

其他同类型样品的磷含量测定, 可以磷含量的检测工作提

供参考。 
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“茶学研究”专题征稿函 

 

茶叶源于中国, 与咖啡、可可并称为世界三大饮料。茶叶可鲜食, 也可以加工精制备用, 具有降压、提神

等多种保健功能, 且含有多种有机化学成分和无机矿物元素。国内外对茶叶市场需求稳定增长, 我国的茶产

业增长潜力巨大, 茶已成为社会生活中不可缺少的健康饮品和精神饮品。 

鉴于此, 本刊特别策划了“茶学研究”专题, 主要围绕茶叶的贮藏保鲜、精深加工、品质评价、生物化学

和功能性成分、香气成分分析、污染物分析检测、茶树生长代谢、茶叶资源的质量标准化等方面展开论述和

研究, 综述及研究论文均可。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 本刊主编吴永宁研究员特别邀请您为本专题撰写稿

件, 综述、研究论文、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。 

本专题计划在 2021 年 3 月出版, 请在 2021 年 1 月 30 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并

经审稿合格后优先发表。 

希望您能够通过各种途径宣传此专题, 并积极为本专题推荐稿件和约稿对象。 

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(注明茶学研究专题) 

E-mail: jfoodsq@126.com(注明茶学研究专题) 
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