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鲁米诺化学发光法测定食品中的亚硫酸盐

王建清,摇 徐丽红*,摇 张摇 玉,摇 王摇 伟,摇 胡摇 祺
(浙江省农业科学院 农产品质量标准研究所, 浙江 杭州摇 310021)

摘摇 要: 提出了运用化学发光法测定食品中亚硫酸盐的新方法,对影响化学发光的诸因素进行了

实验和探讨,得出较佳检测条件:方法的定量限为 4郾 6 mg / kg,亚硫酸盐质量浓度在 1郾 0 ~ 10郾 0 mg /
L 与发光强度增强值(驻I)呈良好的线性关系,R2为 0郾 993 4. 对 6 类样品进行了测定并做加标回收

试验,平均 RSD 3郾 05% ,平均回收率 93郾 0% ,可用于食品中亚硫酸盐的定量与定性检测.
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摇 摇 食品中亚硫酸盐残留指标是国家质检部门的严

控指标之一. 在食品加工过程中,人为或非人为的

因素都会导致诸多食品中亚硫酸盐的含量超出国家

标准,如何控制亚硫酸盐含量是各食品生产加工企

业和质检机构面临的一大难题. 为了解决食品中亚

硫酸盐残留超标问题,各食品生产企业和质量监督

部门都必需对食品中的亚硫酸盐进行检测. 目前对

食品 中 亚 硫 酸 盐 的 检 测 主 要 有 国 标 GB / T
5009郾 34—2003[1]中规定的盐酸副玫瑰苯胺比色法,
其主要原理是利用亚硫酸盐与四氯汞钠的反应生成

稳定的络合物,再与甲醛及盐酸副玫瑰苯胺作用生

成紫红色络合物,在波长 550 nm 处测定溶液吸光

度,与标准系列比较定量,方法十分完善可靠,灵敏

度符合要求,其不足之处是操作繁杂,耗时. 测定亚

硫酸盐的其他方法有电导滴定法[2]、离子色谱

法[3]、流动注射化学发光法[4]、气相色谱法[5]、近红

外光谱法[6]等,这些方法在某些领域已经得到广泛

应用[7 - 18] . 鲁米诺(Luminol,3鄄氨基苯二甲酰肼)是
人们公认的最有效的化学发光物质之一,在碱性介

质中,亚硫酸盐能够有效增强鲁米诺 - 过氧化氢体

系的化学发光,且在一定的浓度范围内,与化学发光

强度呈良好的线性关系,可应用于亚硫酸盐的检测.
鲁米诺化学发光法作为测定食品中亚硫酸盐的方法

具有快速简便、无需复杂精密仪器、灵敏度较高等特

点,具有一定的应用价值.
本文研究了鲁米诺-过氧化氢体系与亚硫酸盐

的各种反应条件, 建立了一种快速、简便测定亚硫

酸盐残留量的检测方法.

1摇 实验部分

1郾 1摇 仪器与材料

BHP-9504 型系列微孔板化学发光分析仪,北
京滨松光子技术股份有限公司;96 孔微孔板 (黑

板),美国康宁公司生产;分析天平(感量 0郾 000 1 g,
0郾 1 g);超声波仪;200 滋L 移液枪.
1郾 2摇 标准溶液及试剂的配制

Na2SO3标准溶液(100 mg / L ,以二氧化硫计) :
称取 0郾 019 7 g Na2SO3用水溶解定容至 100 mL ,冷
藏保存. 用时稀释至需要浓度.

Luminol (Fluka 公司) 储备液(1郾 0 伊10 - 2 mol / L):
称取 0郾 442 9 g 鲁米诺,用 0郾 1 mol / L NaOH 溶解定

容至 250 mL ,避光保存;用时稀释至需要浓度.

56



H2O2储备液(1郾 0 伊 10 -3 mol / L) :由 13郾 0 mol / L
的 H2O2直接稀释而成,当天配制.

Cu2 + 储备液(1郾 0 伊10 -2 mol / L) : 称取 0郾 249 7 g
CuSO4·5H2O,用二次水溶解定容至 100 mL ,用时稀

释成所需浓度.
0郾 1 mol / L NaOH 溶液: 称取氢氧化钠 4郾 0 g,用

水溶解并定容到 1 L.
所用试剂均为分析纯,水为二次蒸馏水.

1郾 3摇 样品前处理

称取 1郾 0 g 干燥粉碎后的样品于 100 mL 容量瓶

中,加 30 mL 水,1郾 0 mL 0郾 1 mol / L NaOH 溶液,超声

15 min,然后用水定容,过滤后备用.
1郾 4摇 样品检测步骤

用 200 滋L 移液枪分别吸取 40 滋L 亚硫盐酸标

准系列溶液(1郾 0 ~ 10郾 0 mg / L)、1郾 0 伊 10 - 3 mol / L
H2O2溶液和 1郾 0 伊 10 - 3 mol / L Luminol 试剂于 96 孔

微孔板中(不要颠倒加样顺序),立即置入化学发光

仪中,1 min 后读取发光值. 同时读取空白值(用水

代替亚硫盐酸标准溶液),计算化学发光值差值 驻I.
以亚硫盐酸标准溶液与 驻I 制作标准工作曲线,同时

读取样品 驻I,用标准工作曲线计算样品中亚硫盐酸

含量(以二氧化硫计).

2摇 实验方法

2郾 1摇 化学发光读取时间曲线

亚硫酸盐对 Luminol鄄H2O2 鄄Cu2 + 反应体系的化

学发光有很强增敏作用, Cu2 + 作为催化剂使 Lumi鄄
nol 试剂迅速从基态激发到激发态,并发出光能,发
光从混合后开始为最大值随即迅速衰减至基线,可
见该体系为快速发光体系. 用 200 滋L 移液枪分别

吸取 40 滋L 100 mg / L 亚硫盐酸标准溶液、1郾 0 伊 10 - 3

mol / L H2O2溶液、1郾 0 伊 10 - 2 mol / L Cu2 + 储备液和

1郾 0 伊 10 - 2 mol / L Luminol 试剂于 96 孔微孔板中,立
即置入化学发光仪中,每间隔 10 秒测定一次化学发

光值,绘出图 1 (Luminol鄄H2O2 鄄Cu2 + 反应体系的发

光时间曲线). 从图 1 可见,发光值随测定时间不断

变化,无法实现定量测定. 可见 Cu2 + 作为催化剂,
具有较强的化学发光体系增敏作用,且该体系极不

稳定.
2郾 2摇 化学发光反应体系及读取时间的选择

按实验方法 2郾 1,不加 Cu2 + ,可降低反应速度,
有利于读取稳定的化学发光值,并每隔 10 秒测定一

图 1摇 加 Cu2 + 发光值读取时间曲线

Fig. 1摇 Illumination values at different time points

次发光值绘制图 2. 从图 2 得出,化学发光值从加样

始为最大,随即迅速降低,至 60 秒后基本趋于稳定.
故选择不加 Cu2 + 且加样后 60 秒为读取化学发光值

时间.

图 2摇 不加 Cu2 + 发光读取时间曲线

Fig. 2摇 Light emitting values at different time points

2郾 3摇 鲁米诺浓度的选择

按实验方法 2郾 1,不加 Cu2 + ,研究了不同浓度

的鲁米诺(1郾 0 伊 10 - 4 ~ 1郾 5 伊 10 - 3 mol / L) 对发光

值的影响(见图 3). 实验结果表明当鲁米诺浓度增

大,发光值逐步增加,到 1郾 0 伊 10 - 3 mol / L 时,达到

最大值;浓度继续增加,发光强度还会增加,但其重

现会变差,因此实验选择鲁米诺浓度为 1郾 0 伊 10 - 3

mol / L.

图 3摇 Luminol 试剂浓度对发光值的影响

Fig. 3摇 Illumination values under different luminol
reagent concentrations

2郾 4摇 过氧化氢浓度的选择

按实验方法 2郾 1,仅改变 H2 O2 的浓度进行实

验,当 H2O2的浓度在 1郾 0 伊 10 - 4 ~ 2郾 0 伊 10 - 3 mol / L
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内变化时,发光强度逐步增加,到 1郾 0 伊 10 - 3 mol / L
时基本达到最大值(见图 4),故选择 H2O2的浓度为

1郾 0 伊 10 - 3 mol / L.

图 4摇 H2O2试剂浓度对化学发光值的影响

Fig. 4摇 Chemiluminescence values under different H2O2

reagent concentrations

2郾 5摇 提取超声时间的选择

按 1郾 3 实验前处理条件,选择超声时间为 15,
30,45,60,75,90 min,再按 1郾 4 实验方法并读取化

学发光值,制作提取时间与化学发光值曲线如图 5.
从图 5 可知,超声时间对化学发光值变化不大,超声

15 min 已能提取样品中的亚硫酸盐,故选择最短超

声时间为 15 min.

图 5摇 提取时间与化学发光值曲线

Fig. 5摇 Chemiluminescence values at different
the extraction times

2郾 6摇 实验结果

样品提取选取碱性条件(加氢氧化钠),用水超

声提取时间 15 min,鲁米诺浓度确定为 1郾 0 伊 10 - 3

mol / L,过氧化氢浓度确定为 1郾 0 伊 10 - 3 mol / L,所有

试剂及样品加入后 60 s 为仪器读取发光值时间.
2郾 7摇 线性关系与方法检出限、精密度

按实验条件 2郾 6,以亚硫酸盐的浓度与发光值

驻I 绘工作曲线,见图 6. 亚硫酸盐浓度在 1郾 0 ~ 10郾 0
mg / L 时,化学发光值与亚硫酸盐浓度呈良好的线性

关系 郾 其线性回归方程为 y = 435郾 82x - 37郾 647 ,相
关系数 R2为 0郾 993 4. 对香菇样品平行测定 10 次,
相对标准偏差 RSD 3郾 59% . 以标准曲线截距 3 倍计

算最低检出浓度,最低检出质量比为 2郾 3 mg / kg,定

量限则为 4郾 6 mg / kg.

图 6摇 标准工作曲线

Fig. 6摇 Standard curve of sulfite concentration
and luminous intensity

2郾 8摇 实际样品测定及回收率

取市售香菇、银耳、腐竹、腰果仁、新竹米粉、开
心果样品若干,制样后按方法 2郾 6 检测(6 次重复测

定),测得样品中亚硫盐残留量(平均值),并计算相

对标准偏差 RSD,做加标试验,测定加标后测出量

(2 次重复测定),计算回收率,结果见表 1.

表 1摇 样品亚硫酸盐测定结果及回收率

Tab. 1摇 Results of samples determination and sulfite recoveries

样品
残留量 /

(mg·kg - 1)

加入量 /

(mg·kg - 1)

测出量 /

(mg·kg - 1)

回收

率 / %
RSD / %

香菇 1 118郾 2 100郾 0 208郾 4 90郾 2 2郾 21

香菇 2 228郾 7 100郾 0 321郾 6 92郾 9 2郾 73

银耳 1 440郾 2 200郾 0 620郾 3 90郾 1 1郾 23

银耳 2 207郾 8 200郾 0 395郾 4 93郾 8 2郾 58

腐竹 1 105郾 2 100郾 0 199郾 5 94郾 3 3郾 05

腐竹 2 100郾 3 100郾 0 197郾 8 97郾 5 4郾 02

腰果仁 33郾 9 50郾 0 81郾 2 94郾 6 3郾 98

新竹米粉 55郾 4 50郾 0 99郾 5 88郾 2 4郾 05

开心果 28郾 7 50郾 0 76郾 5 95郾 6 3郾 58

3摇 结果与讨论

本文运用近年来广泛应用于医疗、药物、食检、
环境和材料科学等领域的化学发光技术,建立了测

定食品中亚硫酸盐的一种简便方法. 方法是对原有

的流动注射化学发光法的改进,取消了原先需要的

流动注射装置,简化了仪器设备及操作程序,使其更

加快速简便. 方法的定量限为 4郾 6 mg / kg,回收率

93郾 0% ,实际样品测定结果相对相差 10% 以下,线
性关系良好,R2为 0郾 993 4,满足检测要求,样品浓度

更低的还可定性测定,整个检测过程在半小时以内.
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由于化学发光反应体系较不稳定,化学发光值会随

着时间迅速变化,检测过程需注意的是化学发光值

驻I 仪器读取时间的一致性,以确保结果重现. 本法

建议在基层实验室和农贸市场化验室推广应用.
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Determination of Sulfite in Foods Based on
Luminol Chemiluminescence

WANG Jian鄄qing,摇 XU Li鄄hong*, 摇 ZHANG Yu, 摇 WANG Wei,摇 HU Qi
( Institute of Quality and Standard for Agro鄄Products, Zhejiang Academy of

Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China)

Abstract: The chemiluminescence technology was selected to establish a new method for the determina鄄
tion of sulfites in foods. Various factors affecting the chemiluminescence detection were evaluated and the
optimum determination conditions were obtained in this study. The detection limit of the method was 4郾 6
mg / kg. In the range of 1郾 0 - 10郾 0 mg / L, the sulfite concentration was positively correlated with the
luminous intensity value (驻I), and the correlation coefficient (R2) was 0郾 993 4. Spike recovery tests of
six different samples were evaluated. The average RSD was 3郾 05% and the average recovery was
93郾 0% . Chemiluminescence determination results indicated that the new method was a good candidate
for the qualitative and quantitative analysis of sulfites in foods.

Key words: luminol reagent; sulfite; chemiluminescence (责任编辑:檀彩莲)

86 食品科学技术学报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2014 年 1 月


