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乙腈沉淀-离子色谱法测定婴幼儿米粉中 

硝酸盐和亚硝酸盐 

冷桃花 1*, 万丽佳 2, 施依文 1, 葛  宇 1 

(1. 上海市质量监督检验技术研究院/国家食品质量监督检验中心, 上海  200233;  

2. 华东理工大学化学与分子工程学院, 上海  200237) 

摘  要: 目的  建立乙腈沉淀-离子色谱法检测婴幼儿米粉中硝酸盐和亚硝酸的分析方法。方法  样品经乙腈:

水(5:5, V:V)溶液沉淀蛋白后, 在提取温度 35 ℃, 超声提取 30 min 的条件下, 过 0.22 μm 滤膜净化。采用 KOH

水溶液作为流动相进行梯度洗脱, 离子色谱检测硝酸盐与亚硝酸盐。结果  乙腈沉淀法比较适合婴幼儿米粉

中硝酸盐和亚硝酸的提取净化。在提取试剂乙腈:水(5:5, V:V), 提取温度 35 ℃, 提取时间 30 min 条件下, 米粉

中硝酸盐和亚硝酸盐的提取效果最好, 回收率均在 92.8%~96.8%之间。结论  该方法操作简便、提取速度快、

检出限低, 适用于婴幼儿米粉中硝酸盐和亚硝酸盐的检测。 
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Determination of nitrate and nitrite in infant rice flour by acetonitrile 
precipitation-ion chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for detecting nitrate and nitrite in infant rice flour by acetonitrile 

precipitation-ion chromatography. Methods  The protein was precipitated from the sample in acetonitrile: water (5:5, 

V:V) solution, and then purified through a 0.22 μm filter membrane under the conditions of extraction temperature of 

35 ℃ and ultrasonic extraction for 30 min. Gradient elution using KOH aqueous solution as the mobile phase was 

performed, and nitrate and nitrite were detected by ion chromatography. Results  Acetonitrile precipitation method was 

more suitable for the extraction and purification of nitrate and nitrite in infant rice flour. Under the conditions of 

extraction reagent acetonitrile: water (5:5, V:V), extraction temperature 35 ℃, and extraction time 30 min, the extraction 

effect of nitrate and nitrite in rice flour was the best, and the recovery rates were 92.8%‒96.8%. Conclusion  This 

method is easy to operate, fast to extract, low detection limit, and it is suitable for the detection of nitrate and nitrite in 

infant rice flour. 
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0  引  言 

随着人们生活水平的提高, 婴幼儿米粉行业迅速发

展, 产品种类和产品数量进一步增加。大米含有丰富营养

且极易被人体消化吸收, 适合作为婴幼儿辅食来源, 而米

粉是以大米为主, 加入一定的蔬菜、水果、肉类等配料制

成的婴幼儿辅食, 营养丰富多样且食用方便, 易被人体消

化吸收, 不容易引起过敏, 已逐渐成为 6~24 月龄婴幼儿辅

食添加的首选食物[1‒3]。但谷物与蔬菜在生长过程中因为施

加氮肥等原因不可避免地含有一定量的硝酸盐, 这也是米

粉中硝酸盐的主要来源。硝酸盐会在人体内微生物和酶的

作用下转化为亚硝酸盐, 亚硝酸盐具有致癌、致畸作用, 并

且能够把血液中携带氧气的低价铁血红蛋白氧化成高铁血

红蛋白, 使血液失去携带氧气的功能, 从而使人出现缺氧中

毒症状, 严重时还会因呼吸衰竭而危及生命[4‒5]。婴儿的身

体较为脆弱且体内微生物活性远高于成年人, 因此米粉中

硝酸盐和亚硝酸盐对于婴幼儿的危害远高于成年人[6‒7]。我

国国家标准 GB 10769—2010《食品安全国家标准 婴幼儿

谷类辅助食品》规定婴幼儿米粉中硝酸盐含量不得高于

100 mg/kg, 亚硝酸盐含量不得高于 2 mg/kg。因此, 实时监

控婴幼儿米粉中硝酸盐和亚硝酸盐的含量至关重要。 

硝酸盐和亚硝酸盐的检测方法很多 , 有分光光度  

法[8‒9]、液相色谱法[10]、离子色谱法[11‒12]、电化学法[13‒14]

等。我国国家标准 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》主要用于检测食品中的

硝酸盐和亚硝酸盐, 采用离子色谱法和分光光度法。食品

中硝酸盐及亚硝酸盐的提取主要采用水或氢氧化钾溶液提

取, 后经沉淀剂沉淀蛋白后上机分析。米粉是以大米为主, 

因其含有大量的淀粉, 在样品提取过程中加热容易糊化[15], 

导致提取溶液浑浊无法进行分析, 容易产生较大的干扰。

基于米粉的特殊性, 本研究选择淀粉酶酶解、乙腈、亚铁

氰化钾-乙酸锌沉淀等对米粉类样品的前处理进行比较和

优化, 建立适合于婴幼儿米粉中硝酸盐和亚硝酸盐的检测

新技术, 本方法填补了国家标准中针对高淀粉含量食品硝

酸盐和亚硝酸盐的检测空白, 对婴幼儿米粉中硝酸盐及亚

硝酸盐的含量评估具有实际意义。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

硝酸钠溶液、亚硝酸钠溶液(200 mg/L, 国家标准物质

中心); 淀粉酶、乙腈(色谱纯, 美国 Fisher公司); 超纯水(电

阻率≥18.2 MΩꞏcm, 美国 Millipore 公司); 亚铁氰化钾

(99.5%, 国药集团化学试剂有限公司); 乙酸锌(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司)。 

5000 型 ICS DC 离子色谱仪带商品化氢氧化钾淋洗液

系统、Dionex IonpacTM As11-HC (4 mm×250 mm, 4.6 μm)

色谱柱(美国 Thermofisher 公司); PL2002 型百分位电子分

析天平[梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司]; SK8210LHC

型超声仪波清洗器 ( 上海科导超声仪器有限公司 ); 

DIGTOR21 离心机(德国 WIGGENS 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱条件 

色谱分离条件参照 GB 5009.33-2016。色谱柱: Dionex 

IonpacTM As11-HC (4 mm×250 mm, 4.6 μm); 流动相: 氢氧

化钾溶液 ; 流速 : 1.3 mL/min; 柱温 : 30 ℃; 进样体积 :  

100 μL。洗脱梯度见表 1。 

 
表 1  离子色谱梯度洗脱程序 

Table 1  Ion Chromatography gradient elution program 

时间/min 0~30 30.1~38 38.1~43

洗脱液浓度/(mmol/L) 5 50 5 

 
1.2.2  样品前处理条件 

淀粉酶酶解法在文献[16]的基础上改进: 称取 1 g 左右

样品, 置于 50 mL 离心管中, 加入 0.02 g 淀粉酶, 加入   

10 mL 超纯水, 涡旋混匀, 置于(40±5) ℃摇床摇荡 2 h, 至

溶液基本澄清, 加水定容至 50 mL, 涡旋混匀, 超声 30 min

后 4000 r/min 离心 10 min, 取上清液经 0.22 μm 滤膜过滤

后上机分析。 

乙腈沉淀法(参照 SN/T 3927-2014《出口乳制品中硫

氰酸钠的测定》): 称取 1 g 左右样品, 置于 50 mL 离心管

中, 加入 5 mL 水, 涡旋混匀, 样品糊化。往糊化的样品中

再加入 5 mL 乙腈 , 涡旋混匀 , 超声提取 30 min 后    

4000 r/min 离心 10 min, 取上清液经 0.22 μm 滤膜过滤后稀

释十倍上机分析。 

亚铁氰化钾-乙酸锌溶液沉淀法: 称取 1 g 左右样品, 

置于 50 mL 离心管中 , 加水 20 mL, 涡旋混匀 , 加入    

106 g/L 亚铁氰化钾溶液和 220 g/L 乙酸锌溶液各 1 mL, 涡

旋混匀, 超声提取 30 min 后 4000 r/min 离心 10 min, 取上

清液经 0.22 μm 滤膜过滤后上机分析。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理方法的选择 

我国国家标准 GB 5009.33—2016 第一法中并未对米

粉前处理提供合适的方法, 方法中植物性样品及肉蛋等类

型样品的前处理并不适合于米粉的处理, 而对奶粉类样品
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加入 3%的乙酸溶液对米粉也不适合, 离心后上清液浑浊, 

无法检测。考虑到高淀粉含量的米粉在用水提取过程中易

糊化这一特殊性, 本研究根据文献及类似方法比较了 3 种

样品前处理手段, 根据 1.2.2 的条件进行处理, 均能得到澄

清的样品溶液。3 种前处理的样品经离子色谱仪分析后得

到的谱图如图 1 所示。结果显示, 经淀粉酶酶解后的样品

在亚硝酸盐出峰位置有干扰(图 1B), 导致亚硝酸盐与干扰

峰未达到完全分离, 且相比较而言, 淀粉酶酶解引入了更

多的杂质峰。采用亚铁氰化钾-乙酸锌溶液沉淀法处理的样

品虽然对目标化合物没有干扰, 但因为引入了高含量离子

试剂, 导致分析过程中基线不是很平稳, 容易引起定量不

准确(图 1A)。由表 2 可知, 3 种前处理方法中硝酸盐的回收

率均能达到 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规范 食

品理化检测的要求》, 但亚硝酸盐的回收率及重现性相差

比较大, 尤其是淀粉酶酶解法和亚铁氰化钾-乙酸锌沉淀

法, 其相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)大于

20%。3 种前处理方法中乙腈沉淀法峰型较好, 基线平稳, 

比较适合米粉样品中硝酸盐和亚硝酸盐的测定(图 1C)。 

2.2  沉淀剂比例的优化 

鉴于米粉样品加水提取易糊化的特性, 加入乙腈可

以破坏米粉的糊化现象, 产生澄清溶液[17‒18]。本研究比较

了沉淀剂乙腈与提取试剂水的不同比例对硝酸盐和亚硝酸

盐回收率的影响。根据图 2 所示, 乙腈:水比例为 1:9(V:V)

时, 米粉糊化现象比较严重, 离心后溶液浑浊, 无法上机, 

直至比例为 5:5 时, 提取液离心后比较澄清。研究发现, 硝

酸盐和亚硝酸盐的回收率在 3:7 时大于 80%, 且随着乙腈

体积的增加, 硝酸盐和亚硝酸盐的回收率也逐步稳定(图

3)。考虑到离子色谱系统中使用抑制器, 需要尽可能地降

低乙腈的引入, 保护抑制器, 延长使用时间, 同时, 提取

液澄清可以有效延长离子色谱柱的使用寿命, 本研究最终

选择乙腈:水的比例为(5:5, V:V)。 

 
 

 
 
 

注: A: 亚铁氰化钾-乙酸锌溶液沉淀法; B: 淀粉酶酶解法;  

C: 乙腈沉淀法。 

图 1  3 种前处理方法对色谱分离的影响 

Fig.1  Effects of 3 kinds of pretreatment methods on 
chromatographic separation 

 
表 2  3 种前处理方法提取回收效果(n=6) 

Table 2  Effects of 3 kinds of pretreatment methods on recovery (n=6) 

化合物 

淀粉酶酶解法 乙腈沉淀法 亚铁氰化钾-乙酸锌沉淀法 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

亚硝酸盐 161 46.3 95.2 4.18 113 86.8 

硝酸盐 82.2 10.4 91.3 4.48 92.7 13.5 

 

 

 
 

注: 乙腈:水体积比: A 1:9; B 2:8; C 3:7; D 4:6; E 5:5; F 6:4; G 7:3; 

H 8:2; I 9:1。 

图 2  乙腈:水的体积比对提取效果的比较 

Fig.2  Comparison of extraction effect of acetonitrile:  
water volume ratio 

2.3  提取时间对提取效果的影响  

鉴于硝酸盐和亚硝酸盐均为水溶性, 超声提取时间

对硝酸盐和亚硝酸盐的提取也有一定影响。本研究比较

了超声时间为 5、10、15、30、45 min 时硝酸盐和亚硝酸

盐的提取效果。结果显示, 随着超声时间的增加, 硝酸盐

的回收率逐渐增大, 到 30 min 后基本趋于稳定(图 4)。而

亚硝酸盐随着超声时间的延长 , 回收率虽然趋于稳定 , 

但超声时间的增加使得提取完全 , 干扰杂质也增多 , 直

接影响亚硝酸盐的定量。因此, 本研究选择超声 30 min

为最佳提取时间。 
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图 3  乙腈:水的体积比对硝酸盐和亚硝酸盐的回收率的影响(n=6) 

Fig.3  Effects of acetonitrile: water volume ratio on the recovery of 
nitrate and nitrite (n=6) 

 
 

 
 
 

图 4  提取时间对硝酸盐和亚硝酸盐的回收率的影响(n=6) 

Fig.4  Effect of extraction time on the recovery of nitrate and  
nitrite (n=6) 

 

2.4  提取温度对提取效果的影响 

婴幼儿米粉主要由大米制成, 含有大量的淀粉。淀粉

不溶于冷水, 当被加热至一定温度时, 淀粉颗粒能够吸水

膨胀, 水分子进入淀粉颗粒内部, 发生糊化。因此, 提取温

度对硝酸盐及亚硝酸提取效果的影响至关重要[19‒20]。本研

究探索了提取温度为 25、35、45、55、65 ℃时硝酸盐和

亚硝酸的提取效果。研究表明, 不同的提取温度对硝酸盐

的回收影响不大。相反, 提取温度对亚硝酸盐的影响比较

明显, 当提取温度在 45 ℃以下时, 亚硝酸盐的回收比较稳

定。而随着提取温度的逐渐上升, 亚硝酸盐的回收率逐渐

下降, 且在色谱分离过程中亚硝酸盐出峰旁边出现干扰峰

(图 5), 干扰峰与亚硝酸盐不能完全分离, 影响亚硝酸盐的

定量。因此, 考虑到冬季和夏季室温的环境影响, 本研究

选择提取温度为 35 ℃。 

 
 

图 5  提取温度对亚硝酸盐分离的影响 

Fig.5  Effect of extraction temperature on nitrite separation 
 

2.5  方法的线性范围、检出限和加标回收率 

配制质量浓度 0.1、0.2、0.4、0.8、1.0 mg/L 硝酸钠溶

液和 0.01、0.02、0.04、0.08、0.10 mg/L 的亚硝酸盐混合

标准溶液, 在优化的条件下考察方法的线性范围, 硝酸盐

在 0.1~1.0 mg/L, 亚硝酸盐在 0.01~0.10 mg/L 质量浓度范

围线性良好, 线性相关系数 r2 均大于 0.995。在空白样品中

加入 0.1 mg/L 硝酸盐和 0.01 mg/L 亚硝酸盐标准溶液, 以 3

倍基线噪声测定硝酸盐和亚硝酸盐的检出限, 在取样量为

1 g, 定容体积为 100 mL 下分别为 0.8 mg/kg 和 0.2 mg/kg, 

结果见表 3。 

 
表 3  硝酸盐的线性方程和相关系数 

Table 3  Linear equation and correlation coefficient of nitrate 
and nitrite 

化合物 标准曲线方程 
线性范围 
/(mg/L) 

相关系数 
r2 

检出限
/(mg/kg)

硝酸盐 Y=0.3744X‒0.0011 0.1~1 0.9997 0.8 

亚硝酸盐 Y=0.3921X 0.01~0.1 0.9977 0.2 

 
分别向米粉样品中加入 2、20、50 mg/kg 的硝酸盐和

0.2、0.4、2.0 mg/kg 的亚硝酸盐, 各梯度处理 6 个平行样

品, 扣除样品空白后, 硝酸盐和亚硝酸盐回收率如表 4, 其

中硝酸盐的加标回收率在 95.1%~96.8%, 亚硝酸盐的加标

回收率在 92.8%~95.7%, 2 种化合物的相对标准偏差均在

10%以内。 

3  结  论 

本研究采用乙腈沉淀-离子色谱法分离测定婴幼儿米

粉中硝酸盐和亚硝酸盐的含量, 通过对淀粉酶酶解法、乙

腈沉淀法、亚铁氰化钾-乙酸锌沉淀法 3 种前处理方法的比

较, 选择乙腈:水=5:5(V:V)为提取试剂, 在提取温度 35 ℃
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下超声提取 30 min, 米粉中硝酸盐和亚硝酸盐的提取效果

最好 , 回收率在 92.8%~96.8%之间 , 硝酸盐检出限为   

0.8 mg/kg、亚硝酸盐检出限为 0.2 mg/kg。本方法样品前处

理简便快速、精密度高、回收率好, 适合于婴幼儿米粉中

硝酸盐和亚硝酸盐的测定。 

 
表 4  不同加标浓度硝酸盐和亚硝酸盐回收率(n=6) 

Table 4  Recovery rate of nitrite and nitriate at different 
standard addition concentration (n=6) 

化合物 
亚硝酸盐 

(以亚硝酸钠计) 

硝酸盐 

(以硝酸钠计) 

理论加标量
/(mg/kg) 

0.2 0.4 2.0 2 20 50 

回收率/% 93.3 92.8 95.7 96.8 95.1 95.9

RSD/% 8.07 6.51 3.22 9.05 3.09 5.30
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