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柱后衍生-离子色谱-紫外检测法测定食品中 

亚硝酸盐含量 

冷桃花, 施依文, 杨晋青, 葛  宇* 

(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) 

摘  要: 目的  建立柱后衍生-离子色谱-紫外检测法测定食品中亚硝酸盐含量的分析方法。方法  样品用水进

行超声提取, 采用亚铁氰化钾-乙酸锌溶液沉淀后离心过滤, 样品溶液中的亚硝酸盐经离子色谱分离后在酸性条

件下与对氨基苯磺酸及 N-(1-萘基)-乙二胺二盐酸盐偶合生成紫红色染料, 紫外检测器在 538 nm 波长下检测, 外

标法定量。结果  以 KOH 溶液为流动相, 亚硝酸盐在 0.001~0.100 mg/L 质量浓度范围内线性良好, 检出限低至

0.05 mg/kg, 食品样品中亚硝酸盐的加标回收率在 90.4%~109.0%之间, 6 次重复测量的相对标准偏差均小于

10%。结论  本方法具有灵敏度高、特异性强、前处理简便等优点, 适合于各种类型样品中亚硝酸盐的检测。 
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Determination of nitrite in food by post-column derivatization-ion 
chromatography-ultraviolet detection 

LENG Tao-Hua, SHI Yi-Wen, YANG Jin-Qing, GE Yu* 

[Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research/National Food Quality Supervision and  
Inspection Center (Shanghai), Shanghai 200233, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of nitrite content in food by 

post-column derivatization-ion chromatography-ultraviolet detection. Methods  The samples were extracted by 

ultrasonic with water, precipitated with potassium ferrocyanide-zinc acetate solution and filtered by centrifugation, 

the nitrite in the sample solution was separated by ion chromatography, and derivatizated with p-aminobenzene 

sulfonic acid and N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride under acidic conditions to form a purple dye, and 

then detected by ultraviolet detector at 538 nm, and quantified by external standard method. Results  With KOH 

solution as the mobile phase, the linearity of nitrite was good in the mass concentration range of 0.001‒0.100 mg/L, 

and the limits of detection were as low as 0.05 mg/kg, the spiked recoveries of nitrite in food samples were in the 

range of 90.4%‒109.0%, and the relative standard deviations of the 6 repeated measurements were all less than 10%. 

Conclusion  This method has the advantages of high sensitivity, high specificity and easy pretreatment, and is 

suitable for the detection of nitrite in various types of samples. 

KEY WORDS: nitrite; ion chromatography; post-column derivatization; ultraviolet detection 
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0  引  言 

亚硝酸盐作为一种常见的食品添加剂, 与人类生活

密切相关, 我国 GB 2760—2014《食品安全国家标准 食品

添加剂使用标准》中把硝酸钠和亚硝酸钠作为提色剂和防

腐剂。亚硝酸盐用作食品添加剂, 可使蔬菜保持新鲜[1], 且

具有一定的抗菌、抗炎、抗氧化作用, 可以保护人体的心

血管健康[2‒3], 但若是亚硝酸盐食用过多, 易出现中毒症状, 

严重时可致死。亚硝酸盐对人体的危害主要有两方面, 一

是亚硝酸盐本身的毒性, 它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]; 二是其致癌、致畸作用[6‒7]。 

鉴于亚硝酸盐的毒性, 针对亚硝酸盐的检测研究也很

多[8], 主要有分光光度法[9‒11]、液相色谱法[12‒14]、离子色谱

法[15‒17]、电化学法[18‒20]等。我国 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》第一法离

子色谱法在检测过程中存在很多问题, 包括样品前处理过

程中样品溶液浑浊、氯离子干扰等问题, 导致样品前处理过

程比较烦琐、需要经 C18 小柱、Ag 柱、钠柱净化, 且因氯离

子的干扰导致对柱效要求较高。亚硝酸盐的重氮偶合反应是

目前应用研究最多最早的亚硝酸盐检测方法[21‒24], 人们对

重氮化及偶合反应试剂进行了系统的研究, 认为芳胺中对

硝基苯胺、对氨基苯磺酰胺、对氨基苯磺酸(sulfanilic acid, 

SA)优于其他重氮化芳胺试剂, N-(1-萘基)-乙二胺二盐酸盐

[N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride, NEDD]为

最佳偶合试剂[25‒28], 但目前这些重氮化及偶合反应多采用

光谱法检测, 针对颜色较深或浑浊度较高的样品还是存在

较大的干扰, 且检出限较高。本研究利用离子色谱法先对样

品中的亚硝酸盐进行分离, 然后采用 GB 5009.33—2016 第

二法中试剂 SA 和 NEDD 为衍生试剂, 建立柱后衍生-离子

色谱分离-紫外检测法测定食品中亚硝酸盐含量的新技术, 

以期为相关研究提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

5000+型 ICS DC 离子色谱仪带紫外检测器和氢氧化

钾淋洗系统、Dionex Ionpac TM As11-HC (250 mm×4 mm, 

4.6 μm)色谱柱(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); TB114

型万分位电子分析天平[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)。 

亚硝酸盐溶液(以亚硝酸钠计, 200 mg/L)、乳粉(实物

标样)(国家标准物质中心); 超纯水(电阻率≥18.2 MΩꞏcm, 

美国 Millipore 公司); 对氨基苯磺酸、磷酸、N-(1-萘基)-

乙二胺二盐酸盐、亚铁氰化钾、乙酸锌(优级纯, 国药集团

化学试剂有限公司); 0.22 μm 水性滤膜针头滤器(迪马科技

有限公司)。 

本实验所用的灭菌乳、酱油、奶酪、萝卜干等样品均

为市场随机采购。 

1.2  仪器工作条件 

色谱柱: Dionex IonpacTM As11-HC (250 mm×4 mm,   

4.6 μm); 流动相: 氢氧化钾溶液; 梯度: 0~10 min, 30 mmol/L

氢氧化钾溶液; 流速: 1.0 mL/min; 柱温: 30 ℃; 衍生液流速: 

0.3 mL/min; 检测波长: 538 nm; 进样体积: 100 μL。 

1.3  样品前处理方法 

称取 1 g 左右样品(精确到 0.001 g), 置于 50 mL 离心

管中, 加水 40 mL, 涡旋混匀, 超声提取 30 min 后加入 

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

容, 涡旋混匀, 5000 r/min 离心 5 min, 取上清液经 0.22 μm

水性滤膜针头滤器过滤后上机分析。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理过程的优化 

GB 5009.33—2016 第一法中, 由于肉、蛋、鱼等脂肪

含量比较高, 在提取过程中样品溶液比较浑浊, 在样品处理

过程中很难过柱; 而针对乳及乳制品, 3%的乙酸溶液很难

让样品完全沉淀, 导致样品溶液比较浑浊。而针对高盐样品

如酱腌菜类、腌腊肉、酱油等, 由于氯离子过高, 尽管采用

了银柱进行处理, 还是会因为氯离子含量过高导致氯离子

和亚硝酸盐不能完全分离; 这些情况都会对亚硝酸盐的测

定产生干扰。本研究采用 GB 5009.33—2016 第二法中的沉

淀剂亚铁氰化钾-乙酸锌溶液作为沉淀剂, 各种类型的样品

沉淀效果均很好 , 样品溶液澄清。但如果采用 GB 

5009.33—2016 第一法中的仪器条件进行分离, 沉淀剂会对

部分样品的亚硝酸盐产生干扰, 甚至导致基线漂移。如图

1A 所示, 酱油样品采用亚铁氰化钾-乙酸锌溶液作为沉淀处

理, 样品经 C18 小柱、Ag 柱、钠柱净化后采用离子色谱分离, 

电导检测器检测, 结果显示, 亚硝酸盐的色谱图出现明显的

基线漂移, 且亚硝酸盐的峰出现严重拖尾, 而同样采用亚铁

氰化钾-乙酸锌溶液作为沉淀剂处理的样品无需经 C18 小柱、

Ag 柱、钠柱净化, 直接采用柱后衍生方法检测, 亚硝酸盐色

谱峰具有专一性, 且峰型对称, 几乎没有干扰(图 1B)。本研

究采用亚铁氰化钾-乙酸锌溶液作为沉淀剂, 以柱后衍生技

术进行检测, 将消除干扰, 提高亚硝酸盐的特异性。 

2.2  衍生试剂浓度的优化 

GB 5009.33—2016 第二法中亚硝酸盐在酸性条件下

与 SA 重氮化后, 再与 NEDD 耦合形成紫红色的染料, 在
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538 nm 有较好的吸收。本研究旨在提高食品中亚硝酸盐的

检测灵敏度、减少试剂的耗费 , 分别选取了质量浓度为

0.005、0.200、1.000 mg/L 的亚硝酸钠溶液, 用于优化 SA、

NEDD 和酸的质量浓度。 

2.2.1  NEDD 质量浓度的选择 

在SA质量浓度为40 g/L和磷酸质量浓度为100 mL/L(体

积比)的条件下, 比较了 NEDD 质量浓度为 0.10、0.50、1.00、

1.50、2.00、2.50、3.00 g/L 时亚硝酸盐的单位浓度响应值变

化情况。结果显示, 随着 NEDD 质量浓度的增加, 亚硝酸盐

的单位浓度响应值(峰面积/质量浓度, 以下均称单位浓度响

应值)逐渐增大, 质量浓度为0.005和0.200 mg/L的亚硝酸盐

溶液在 NEDD 质量浓度达到 1.50 g/L 时单位浓度响应值最

大, 而 1.000 mg/L 的亚硝酸盐溶液在 NEDD 质量浓度达到

2.00 g/L 时单位浓度响应值最大(图 2A)。之后, 随着 NEDD

质量浓度的继续增加, 亚硝酸盐的单位浓度响应值略微下降, 

最终趋于平稳, 且随着 NEDD 含量的增加, 亚硝酸盐的基

线也逐渐平稳(图 2B)。实验结果表明, NEDD 的最佳质量

浓度与样液中亚硝酸盐的含量相关, 亚硝酸盐含量越高, 

发生衍生反应所耗费的 NEDD 质量浓度越高。考虑到食品

中亚硝酸盐限量最大为不超过 30 mg/kg 及减少试剂的使

用等绿色生产需求, 本研究选择 1.50 g/L NEDD 为作为亚

硝酸盐检测的耦合浓度。 

 

 
 

图 1  国家标准方法测定酱油中亚硝酸盐的离子色谱-电导检测谱图(A)和柱后衍生检测谱图(B) 

Fig.1  Ion chromatography-conductivity detection spectrum (A) and post-column derivatization detection spectrum (B) of nitrite in soy sauce 
determined by national standard method 

 
 

 
 

图 2  NEDD 质量浓度对亚硝酸盐的单位浓度响应值的影响(A) (n=3)及基线噪音比较(B)(亚硝酸盐质量浓度 0.005 mg/L)  

Fig.2  Effects of NEDD mass concentrations on unit concentration response values of nitrite (A) (n=3) and baseline noise comparison (B) 
(nitrite mass concentration 0.005 mg/L)  
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2.2.2  SA 质量浓度的选择 

在 NEDD 质量浓度为 1.50 g/L 和磷酸质量浓度为    

100 mL/L(体积比)的条件下, 比较了质量浓度 1.0、5.0、

10.0、20.0、30.0、40.0、45.0、50.0、55.0 g/L 的 SA 溶液

对亚硝酸盐灵敏度的影响。由图 3A 可知, 随着 SA 质量浓

度的增加, 亚硝酸盐的单位浓度响应值逐渐增大, 至质量

浓度 45.0 g/L左右时单位浓度响应值最大, 随后逐渐趋于平

稳。亚硝酸盐含量越低, 单位浓度响应值增加越快, 越容易

达到平衡。当 SA 质量浓度达到 40.0 g/L 以上后, 0.005 mg/L

的亚硝酸盐的单位浓度响应值开始保持在一定范围内, 在

55.0 g/L 时有一个短暂下降, 其原因可能为亚硝酸盐含量过

低, 而 SA 质量浓度过高, 已生成的重氮盐与未反应的 SA

之间发生进一步的反应, 生成副产物重氮氨基化合物, 降低

了重氮盐的产率, 从而影响了最终检测结果[29‒30]。另外, 随

着SA质量浓度逐渐增高, 其在酸性条件下溶解性逐渐降低, 

谱图的基线噪音逐渐增大, SA 质量浓度低于 45.0 g/L 时, 其

基线噪音低于0.3 mAU, 而SA质量浓度达到50.0 g/L时, 其

基线噪音达到了 0.4 mAU(图 3B), 影响亚硝酸盐的峰积分。

综合亚硝酸盐的灵敏度和基线噪音, 本研究选择衍生试剂

对氨基苯磺酸的质量浓度为 45.0 g/L。 

2.2.3  磷酸质量浓度的选择 

酸在重氮化反应中的作用是溶解 SA 和与亚硝酸钠作

用生成亚硝酸, 且重氮化反应中生成的重氮盐在酸性水溶

液中也比较稳定。在 NEDD 质量浓度为 1.50 g/L 和 SA 为

45.0 g/L 的条件下, 探索了盐酸、磷酸及醋酸等几种酸对

SA 的溶解性。实验结果表明, SA 在盐酸、醋酸中溶解性

比较低, 难以达到实验的要求, 而磷酸的加入能增加 SA

的溶解性。随后, 本研究比较了磷酸质量浓度分别为 20、

30、40、50、60、80、100、120 mL/L(体积比)的磷酸对亚

硝酸盐灵敏度的影响。研究表明, 随着磷酸质量浓度的增

加, 亚硝酸盐的单位浓度响应值迅速增大, 至质量浓度为

60 mL/L 左右时, 单位浓度响应值达到最大, 之后逐渐趋

于平稳(图 4A)。在亚硝酸盐质量浓度为 0.005 mg/L、磷酸

质量浓度为 60 mL/L 时响应达到最大, 随后降低, 可能是因

为酸度太大导致游离胺的质量浓度降低, 重氮化反应速率降

低等。而在磷酸质量浓度低于 60 mL/L 时, 亚硝酸盐的单位

浓度响应较低, 可能是因为酸度不足导致生成的重氮盐与未

反应的芳香胺发生不可逆的自偶合反应或重氮盐在酸度较低

情况下容易分解等造成的。当衍生溶液中磷酸的质量浓度较

低时, 亚硝酸盐检测的基线噪音较大, 且随着磷酸质量浓度

的增加, 基线噪音逐渐降低(图 4B), 可能是由于酸度较低, 

SA 及重氮化产物的溶解性下降导致的。综合亚硝酸盐的灵敏

度和基线噪音, 本研究选择磷酸的体积比为 60 mL/L。 

2.3  衍生液流速的选择 

由于衍生溶液采用三通引入, 衍生溶液引入管的压力大

小也会影响基线噪音, 而衍生液的流速直接决定了衍生液管路

的压力。本研究比较了衍生液流速分别为 0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5 mL/min 时亚硝酸盐的单位浓度响应值和基线噪音的变化。

研究表明, 衍生溶液流速较低时, 亚硝酸盐的单位浓度响应值

不高, 尤其浓度比较高的亚硝酸盐溶液, 造成响应较低的原因

可能是衍生反应不完全。而随着流速的增大, 亚硝酸盐的单位

浓度响应逐渐增大, 至 0.3 mL/min 时达到一个最佳状态(图

5A)。但是流速超过 0.3 mL/min 后, 亚硝酸盐的基线噪音也逐

渐增大(图 5B)。因此, 为了保证亚硝酸盐足够的灵敏度和衍生

反应的效率, 本研究选择衍生液流速为 0.3 mL/min。 

2.4  方法的线性范围、检出限与加标回收率 

在最优化的实验条件下, 配制质量浓度分别为 0.001、

0.005、0.010、0.020、0.040、0.080、0.100 mg/L 的亚硝酸钠

标准溶液, 将各个浓度标准溶液分别注入仪器中, 以亚硝酸

钠质量浓度为横坐标(X, mg/L), 对应的峰面积为纵坐标(Y)绘

制标准曲线, 得出亚硝酸盐在 0.001~0.100 mg/L 质量浓度范

围内线性方程是 Y=0.3123X, 线性相关系数 r2 大于 0.995。 
 

 
 

图 3  SA 质量浓度对亚硝酸盐的单位浓度响应值的影响(A) (n=3)及基线噪音比较(B)(亚硝酸盐质量浓度 0.005 mg/L)  

Fig.3  Effects of SA mass concentrations on unit concentration response values of nitrite (A) (n=3) and baseline noise comparison (B) 
(nitrite mass concentration 0.005 mg/L)  
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图 4  磷酸质量浓度对亚硝酸盐的单位浓度响应值的影响(A) (n=3)及基线噪音比较(B)(亚硝酸盐质量浓度 0.005 mg/L) 

Fig.4  Effects of phosphoric acid mass concentrations on unit concentration response values of nitrite (A) (n=3) and baseline noise comparison 
(B) (nitrite mass concentration 0.005 mg/L)  

 

 
 

图 5  NEDD 质量浓度对 0.005、0.200、1.000 mg/L 的亚硝酸盐响应值的影响(A) (n=3)及基线噪音比较(B)(亚硝酸盐质量浓度 0.005 mg/L)  

Fig.5  Effects of different NEDD mass concentrations on nitrite response values of 0.005, 0.200 and 1.00 mg/L (A) (n=3) and baseline noise 
comparison (B) (nitrite mass concentration 0.005 mg/L)  

 

在空白样品中加入 0.005 mg/L 亚硝酸盐标准溶液, 以 3

倍基线噪声测定亚硝酸盐的检出限, 在取样量为 1.00 g、定

容体积为 50 mL 的条件下亚硝酸盐检出限为 0.05 mg/kg。 

分别向奶粉、酱油等样品中加入 0.05、0.10、2.00 mg/kg 

3 个不同水平的亚硝酸盐标准溶液, 各平行处理 6 个样品, 

经扣除样品空白后, 亚硝酸盐回收率在 90.4%~109.0%之

间, 相对标准偏差均在 10%以内, 符合 GB/T 27404—2008

《实验室质量控制规范 食品理化检测》的要求, 可应用于

批量样品的检测。 

2.5  实际样品检测 

为进一步验证本方法, 研究考察了几个奶粉实物标

准物质中的亚硝酸盐的含量, 结果亚硝酸盐的检测值均在

中位值附近。另外, 本实验还针对采用国家标准方法检测

存在干扰的几类样品进行了加标回收实验, 各类样品色谱

图见图 6, 结果见表 1。结果表明, 几种样品的加标回收率

均符合 GB/T 27404—2008 的要求。 

 

 
图 6  不同基质实际样品的亚硝酸盐检测色谱图 

Fig.6  Chromatograms of nitrite detection in actual samples with 
different substrates 
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表 1  实际样品中亚硝酸盐的加标回收率(n=6) 
Table 1  Recoveries of nitrite in actual samples by standard addition (n=6) 

样品 理论加标量/(mg/kg) 
本底值 

/(mg/kg)
实测值 

/(mg/kg) 
回收率/% 

相对标准

偏差/% 

奶酪 2.0 0.38  2.40 101.0 5.15 

灭菌乳 2.0  0.058  2.03  98.6 3.28 

萝卜干 2.0 3.14  5.32 109.0 3.76 

酱油 2.0 1.77  3.81 102.0 4.91 

乳粉(实物标样 1) 质控范围: 9.48~20.88, 中位值 15.18 / 15.30 101(以中位值计算回收率) 2.98 

奶粉(实物标样) 质控范围: 17.90~24.62, 中位值 21.26 / 20.15 94.8(以中位值计算回收率) 3.36 

乳粉(实物标样 2) 质控范围: 1.9~3.3, 中位值 2.6 / 2.5 96.2(以中位值计算回收率) 3.52 

注: /代表无本底值说法。 

 

3  结  论 

本研究采用柱后衍生-离子色谱-紫外检测法测定食品

中亚硝酸盐含量, 通过对衍生试剂的质量浓度优化, 食品

中亚硝酸盐的线性范围在 0.001~0.100 mg/L 之间, 线性相

关系数 r2 大于 0.995, 检出限低至 0.05 mg/kg, 亚硝酸盐在

各类食品中回收率在 90.4%~109.0%之间, 相对标准偏差

在 10%以内。相比于国家标准方法, 本方法样品前处理简

便快速、无需多步过柱净化, 线性范围宽、精密度高、重

现性好, 能有效地检测各类食品中亚硝酸盐的含量, 适合

食品的批量检测和日常分析检测。 
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