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食 品 中微量 硒 的荧 光 测定 法

沈若荃 刘 明
.

(食工系 )

前 言

硒是人体生理必需的微量元素之一
,

不 能由其他类似功能的营养素 ( 如维生素 E 等 ) 来

代替
。

硒含量过低
,

会导致大骨节病
、

克山病
、

甲状腺肿等疾病
。

近年来
,

人们证明了硒有抗癌作用 ltj
。

高浓度硒可使引起动物肝癌
、

皮肤癌和淋巴肉瘤

的化学致癌物的作用受到抑制
,

血清硒含量与肿瘤死亡率呈负相关
。

人体中的硒几乎全部来

自食物
,

而食物含硒量又受食品种类
、

食品产地
、

以及加工方式等因素影响
。

因此研究一个

快速
、

简便
、

精确且易于推广的硒测定方法乃是至关重要的
。

文献报道 al[
,

硒的分析方法有

荧光法
、

原子吸收法
、

化学法
、

气相色谱法
、

极谱法
、

中子活化法
、

质谱法和 X
一

射线 荧 光

分光光度法等
,

其中以荧光法的应用最广
,

我们对该方法的实验条件进行了研究
,

提出一个

适合食品中硒的测定方法
。

一
、

实 验

1
。

原理

将样品用混合酸进行湿法消化
,

使食品有机物中的各种形态的硒转变为 无 机 的 5
. + 魂 。

在酸性条件下与 2 ,
3
一

二氨基蔡 ( D A N )生成荧光物质 4 , 5一 苯并茎脑
,

然后用环己 烷 萃取
,

在激发波长为 3 7 8 n m
、

发射波长为 5 2 0 n m 条件下测定其荧光强度
,

生成的荧光强 度 与 eS
+ `

的浓度在一定范围内成正比
。

反应式

()之)二公加
sez O

3

一狈)二>
一 ozH

2
.

仪器和试剂

主要仪器为日立 6 50 一 60 荧光分光光度计
。

试剂规格均为分析纯
,

配制溶液 均 用 双 蒸

水
。

1)
.

硒标准溶液 用纯硒粉配制
。

称取 0
.

10 0 09 硒粉于 10 o m l 烧杯 中
,

加入 5 m l 浓硝酸

于电炉上微热溶 解后
,

立即冷 却
,

用 0
.

I M / H CI 定容 至 l o 0 0 m l
,

此为 ( 1 0 0协g / m l) 储备

液
。

应 用时 将 。
。

I M / H C I稀释为 ( 1协g / m l) 的标准溶液
,

贮于冰箱内
。

2) 0
.

1 % D A N 试剂 (在暗室内配制 ) 称取 0
.

2 克固体 D A N 放入 2 50 m l磨口三角瓶中
,

带 本院食工系食品分析专业 8 21 班毕业生

本文 1 9 86 年 7 月 2 3 日收到
.
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加入 o
.

IM H C1 2 00 ml 于 60 ℃ 水浴加热 10 分钟左右
,

振摇使之溶解
,

取下用冷水 冷却
,

转入 25 0 m l分液漏斗
,

并加入 35 m l环己烷振摇 i 分钟
,

静置分层弃去有机相
,

水相通过玻璃

棉滤入另一分液漏斗
,

再用同样体积环己烷萃取三次
,

然后将水相贮于棕色试剂瓶中
,

覆以

约 O
。

sc m 厚的环己烷层贮于冰箱内 ( 因其容易分解
,

每月应新配制 )
。

3) 混合酸

混合酸 1
.

H N O
3
一 H C IO

4 4 : 1 ( v
/

v
)

混合酸 亚
.

H N O
3
一 H C IO

`
一 H : 5 0

4
(去硒 )为 3 : 2 : i ( v

/
v )

去硒硫酸
:
将 2 00 m l 浓硫酸缓缓加入预先置有 20 o m l水的l 0 0 0 m l烧杯中混匀

,

加入 48 %

氢澳酸 30 m l
,

混匀后置于火力强的砂溶上加热
,

由黄变为红棕再转为无色至冒 白烟
,

此 时

体积应为 Zo o m l
。

4) 0
。

02 M E D T A
一 Z N a

称取 8 9 二 胺四乙酸二钠溶 于 l 0 0 0 m l水中混匀
。

5) 10 %盐酸经胺溶液

6) 0
.

0 2% 甲酚红指示剂

7 ) 氨溶液 ( 1 , 1 )

8 ) 环己烷

3
。

测定方法

1) 样品的预处理 固体食品经过切碎或捣碎使其均匀
。

液体食品可经搅拌均匀后取样
,

样品都贮于冰箱内
。

2) 样品的消化 准确称取 0
.

2~ 1
.

09 匀样 (视含 S
。

量而定 )于 1 00 m l磨口三角瓶中
,

加

入混合酸 5~ 10 m l( 视含脂肪量而定 )
,

加入 2 粒玻璃珠
,

盖上小三角漏斗 ( c4 m )
,

在电热板上

逐渐升温加热至有棕色 N O :
产生

,

溶液为棕黄色
,

剧烈反应后
,

溶液呈无色
,

继续 加热至

产生白烟
,

当白烟基本除尽 (溶液可能出现浅黄色 )即达到消化终点
。

立即取下
,

冷却后加入

10 ml 水冲洗漏斗四壁
,

消化液可贮于冰箱内备用
,

(若用盐酸还原
,

则消化后 加 入 盐酸加

热 )
。

3) 4
, 5一 苯并茎硒脑的生成和测定 于消化液 中加 4 m lE D T A

一 Z N a
溶 液

,

以掩蔽样品

中含量较高的 C a 、

H g
、

F e
等 l3[ 离子

,

因为若存在微量的其他离子
,

可能会催化氧化 D A N
,

此举并能减低空白值
,

混 匀静置加入 3 滴甲酚红指示 剂
,

用 1 : 1 氨 水和 6M H CI 调 节 溶

液呈浅红橙色
,

P H 为 1
.

0 ~ 2
.

0 之间
。

(指示剂颜色变化用 p H计测定后得出 )
,

加 l m ll 0 %盐

酸轻胺稳定 2 分钟
,

(若用盐酸还原
,

则于消化液中加 4 m 1E D T A
一

ZN a 和 Z m ll % 盐 酸 经

胺
,

然后调节 p H )
,

以上在暗室 中进行
。

加 4 m lo
.

1 % D A N 溶液于 60 ℃ 水 浴 30 分钟
,

取

出后用水冷却
,

然后准确加入 5
.

00 m l 环己烷
,

振摇半分钟
,

用滴管吸取 上 层 有 机 相
,

于

3 7 8 n m 激发光和 5 2 On m 发射光处测定荧光强度
,

从而计算样品的含硒量
。

4
。

硒标准曲线的绘制

准确吸取 1 p p m 标准硒溶液 。
、

0
.

1 0
、

0
.

2 0
、

0
.

5 0
、

0
.

4 0
、

0
.

5 0
、

o
.

e o
、

o
.

s o m l 各 两

份于 1 00 m l磨 口三角瓶中
,

加水 10 m l
,

以下步骤同样品测定
。

5
。

计算

样品中硒含量 协g / g

标准硒含量 (林g)
”

’

标准硒荧光读数一空白荧光读数
样品荧光读数一空白荧光读数

样品重量 g( )
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二
、

实验条件的选择

1
.

样品加消化液后放置和不放置过夜的选择

根据文献f [3 魂] ,

生物样品血
、

尿
、

头发等加消化液以后要放置过夜或放置 2 小 时后进行

消化
。

如果不放置的话
,

对于测定食品中硒含量究竟有无影响 ? 我们以虾皮为样品加消液化

后放置过夜和不放置进行了比较
,

结果见表 1
。

表 1 样品放置过夜和不放置的比较

样 品 编 号
!I川
l

!一|||川
.

|
l

样 品 加 消 化 夜

不
S

。
放 置 过 夜
含量 (协g / g )

放 置 过 夜放
S

。

含量 (卜g / g )

一

下万二丁了下了丁万
一

丁三习
平 ” 值

兰…全互…兰…竺…兰
一

…
一

二…一’
·

3`

1
`

·

2 0

1
`

·
` 5

}
’

·
2`

1
`

·

` 5

1
`

·
3`

!
`

·

2 3

结果说明食品加消化液后不必放置可直接进行消化
。

2
。

消化方式和消化液的选择

硒在消化过程中易挥发损失
,

使结果不准确
。

因此消化方法及消化方式很多
,

有低温灰

化
、

封闭式燃烧法
、

湿法氧化等
。

湿法氧化又有敞口式
、

回流式
、

空气冷凝式烧瓶消化法
。

由于样品品种不同
,

选择合适的消化液对保证样品消化完全是至关重要的
。

据报道 161
,

单独

使用 H N O :
或 H C IO

`
可使硒损失 70 %

,

而使用混合酸则硒损失较小
。

混合酸的 品 种 也较

多
,

例 如 N a : M o
O

4
一 H

:
5 0

`
一 H C IO

` t们
、

H N O 3
一 H C IO

`
一 H : 5 0

` [5 ,
、

H N O 3一 H
:

5 0
` [6 1

、

H N O s
一 H C IO` t: 1等

。

我们选择常用的 H N O
3
一 H C IO

4
(混合酸 I )及 H N O

s
一 H C IO一 H Z

S O
`

混合酸 亚 )采用磨口三角瓶漏斗作空气冷凝对食品进行消化比较
。

在盖有漏斗作空气回流的磨口三角瓶以混合酸 工和混合酸 兀对标准硒液消化
,

结果见表

2
。

将混合酸 工和混合酸立按上述方式对几种食品进行消化
,

并作回收试验
,

结果见表 3
。

表 2 不同量标准溶液敞 口消化后的回收结果

标准硒溶液

(卜g )

未 消 化 混 合 酸 工 消 化

测得 5
.

量扭 g ) }测得 S
。

量体 g ) } 回 收 ( % ) 测测得 5
.

量 (卜g )))

化

收 ( % )

0
。

0 9 6

0
。

2 0 4

0
。

2 9 2

0
。

3 9 8

0
。

5 0 2

0
。

6 2 1

0
。

7 8 7

0
。

0 9 6

0
。

2 0 3

0
。

3 0 3

0
。

4 1 4

0
。

5 1 7

0
。

6 3 1

0
。

8 3 6

1 0 0
。

0

9 9
。

5

1 0 3
。

8

1 0 3
。

9

10 2
。

9

1 0 1
。

7

1 0 6
。

3

0
。

0 9 9

0
。

1 9 8

0
。

2 9 2

0
。

4 0 1

0
。

5 1 2

0
。

5 0 7

0
。

7 9 8

1 0 3

9 6
。

9

1 0 0

1 0 0
。

7

1 0 1
。

9

9 7
。

7

1 0 1。 3
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使用混合酸 工 < 有不需配制备去硒硫酸
,

空 白值小
,

调节 p H 容易等优 点
。

缺 点 在 于

对含脂量高的样品消化稍困难
,

要适当增加用量
,

消化终点较难控制
。

用混 合 酸 且有 对 样

品适应性广的优点
,

10 m l 混合酸可消化任 何 0
.

5 9 样品
,

消化终点易控制
,

缺 点 在 于调节

p H 时
,

氨水需要量多
、

空白值大
,

且需制备去硒硫酸
。

文献 1z[ 41[ 报道用 H N O 3
一 H CI O

4
消

化一个样品需 2一 2
.

5 小时
,

而我们采用敞 口式盖有 漏 斗
,

用 H N O 3
一 H CI O

;
消 化 0

.

5 9 样

品在半小时内就能完成
。

表 3 混合酸 工和 亚敞口式消化几种食品的含硒盘及回收率

样 品 { 虾 皮皮 } 虾 仁 {
“ 脯

{
.

肉 松

区
.

_

粤 }
鱼

1
1上一勺月任

八匕O口月任月任

…1
<00011含 量 (协g / g)

S
。

加 入 量
(协g / g )

测 得 S
。

总 量
(协g / g )

变异 系数 ( % )

回 收 率 ( % )

0
。

4 7 3 0
。

1 4 6
。

.

1 3:
!

0
。

4 0 5 0
。

2 0 5 0
。

19 6 0
。

2 0 6

1
。

9 8

0
。

6 8 2

0
。

6 6 3 0
。

3 3 1 2
。

6 8

4
。

8 5
。

3 n < 4

0
。

3 4 4

n < 4 n < 4

混合酸工

1 0 1
。

2 } 9 2
。

7

}

含 量 (卜g / g ) 0
。

5 0 7

94
’

9

…兰竺一}二竺二
-

…
一里生生

`

0
.

1 2 9 1 0
.

1 3 5 1 0
。

1 3 1 } 2
。

1 5

9曰尸aOJ八UJ组se

:1
<0on0

。

4 0 6 0
。

3 9 3

测 得 S
。

总 量
(协 g / g )

0
。

9 6 6

。

1 7 0

。

3 0 7

1 7 0

3 0 0

0
。

7 2 4
量入)z/

g

加体S

2
。

8 8

变异系数 ( % )

回 收 率 ( % )

5
。

2 2
。

6 4
。

3

混合酸丑

1 0 3
。

4 1 0 0
。

8 1 0 4
。

7 9 0
。

6

2
。

4

1 0 1
。

4

3
.

还原剂的选择

D A N 对 5
. 十魂有选择性作用

,

样品中的其他价态的 5
.

必须全部转化为 5
. + ` ,

使用荧光法

测定时
,

必需用还原剂
。

文献 3t[ 5 181 采用的还原剂有盐

酸及盐酸轻胺
。

盐酸需在 10 0̀ 15 0℃ 加热 30 分钟
,

使

S
。+ “
还原成 5

.

+4
。

我们对二种试剂还原效果进行了比较
。

用不同量的标准 S
。

溶液
,

用混合酸 I 消化后
,

加二

种不同的还原剂
,

结果见图 1
。

以虾皮为样品
,

对二种还原剂的测定结果见表 4
。

表 4 以二种还原剂测定虾皮中硒含量
一曰 - - - 妇一一` 一一- - - - 一

盐教还夙
r . o

。
亏90沙

盐酸毅胺还康
.

r . 0
一

勿9 9 3

, 。 , 。 * } 混

理
_ 一

上一
兰二严贪

合 酸 工

量 (拼g / g )
混 合 酸 l

硒含量 (拼 g / g )

用 s m l 6 M H C I

_ _ 还 原
.

{_
_ ` ’ “ `

…… 份
“

2几 o
· `。 o

、
. 0 0二 o

’
卜̀

’

1
。

30 1
。

2 4

图 1

酸 经盐原用 l m l 1 0%
胺 还
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结果说明
,

用 10 %盐酸羚胺 1 m l 与用 6 M H C I
、

5 m l还原 及 稳定 效果是 相 同 的
。

而

用盐酸还原需加热
,

然后再加盐酸经胺还原稳定
,

采用盐酸经胺只需稳定
,

2 分钟便成
。

4
。

荧光物质 4 , 5一笨并艺硒脑生成的适宜条件

无机硒在酸性条件下与 D A N 反应生成茎硒脑
, p H 在 1

.

0一 2
.

0 范围内
,

酸度增加
,

反

应速度减慢
,

酸度降低
,

反应速度加快
,

但同时相应加速了 D A N 的 氧化及分解
,

降低了反

应的选择性 I’1
。

加热煮沸使反应速度加快
,

但破坏了 D A N 及生 成 的荧光 物 质茎硒 脑
。

若
p H < 1

.

0 时
,

环己烷萃取液会出现乳化现象
,

妨碍环 己烷分层
。

若 p H > 1
.

5
,

萃取 液 会呈

淡黄色而影响测定
。

因此 p H 对测定结果有很大影响
,

我们认为反应温度以 60 ℃ (水浴 )
,

时

间以 3 0 分为宜
。

5
。

结论

通过上述试验
,

对低脂样品可用消化液 工
,

对含脂量较高的样品可适 当增加用量
。

含脂

量高的样品则用消化液 l ,

用磨口三角烧瓶盖上小漏斗敞口消化
。

加 1 m l l0 %盐酸独胺作还

原剂及稳定剂
,

调 节 p H 为 1
.

0~ 1
.

5
,

5+. `
与 D A N 在 60 ℃水 浴 30 分钟反 应 产生荧光 物

质
,

测其荧光强度
。

三
、

分析方法的灵敏度
、

精密度和准确度

1
.

用标准硒溶液作测定方法的灵敏度

分别取 。
、

0
.

1 0
、

0
.

2 0
、

0
.

3 0 0
.

4 0
、

0
.

5 0
、

o
.

e o
、

0
.

8 0林 g 硒的标准溶液
,

用混合酸 I 和

五进行消化后分别测定其荧光强度
。

数据见表 5

表 5 标准溶液测定时的灵敏度

n = 6 混 合 酸 工 合 酸 亚

标准 5
.

量 (协g ) I

{ c

一 `
。

}亨二飞;
~

S ( n g )二 。

{六…
3一

…
“ (一 )

OJ八JJ任O自1上O自
.
、

..

…
户勺口比口勺尸alóJ工勺0 6 7.

八U

........J,.........卫卫.月,...

1
1
.

1

4
,r

es
O口O口nU00内bó了月了叮̀00tl叮̀7`nUnVnUnnU

ù

月ó

:…
lnjùnUnU八UnnUU
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最低检出限

S =
C

F
. 。 一 F

。
x 3 a o

其中

S

— 硒的最低检出限

F
。

— 空白试验的荧光强度
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C

— 标准溶液中硒的含量

F
, .

— 标准溶液的荧光强度

a 。

—
空白试验的荧光强度的标准差

最低检出限为 5
.

2 n g 以下
,

hI n at 等人用荧光法测定标准 S
。

检出 限 为 10 n
梦

` 1,

因此试

验结果是较为满意的
。

几种食品中微量 S
。

测定的精密度和准确度见表 6

表 6 几种食品中硒含量的结果
、

精密度和回收率

样
_

户
_

士 (协g / g )

变变异系数数 S
。

加入量量 测得总量量 回 收 率率
((( % ))) (卜g / g ))) (卜g / g ))) ( % )))

平均 5
.

含量、 ,
`

n

肉 松

肉 脯

虾 仁

虾 皮

鱼 干

扬 梅 (罐头 )

弥猴桃 (罐头 )

甜 炼 乳

5 } 0
。

1 3 5 0
。

3 0 0 9 7
。

1

0
。

3 0 7

0
。

9 6 6

1 0 4
。

7

1 0 0
。
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n甘nUnJ斤了叮̀O口,上月.上乃O

…
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。

1 5
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16 7
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。

18 3

1
。

5 6

2
。
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0
。

1 0 4
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。

0 5 8 7

0
。

0 9 7 9

0
。

0 5 7 9

0
。

1 8 0

0
。

2 8 1

9 9
。

4
加入不同
的标准量

9 9
。

5

内匕
666664

千 酩

}
”

}
0

·
0 8 ` 5

}
`

·

3

青 鱼 1 2 1 0
.

1 3 1 1 一

1 0 5
。

2

0
。

19 2
1

0
。

3 0 5 0 9 0
。

6

食品中硒含量在 O
。

Ol p p m 及 0
.

1~ 1
.

O p p m 时
,

变 异 系 数分别为 9
。

O~ 13
.

3%
、

2
。

4~

5
.

2 %
,

回收率为 9 0~ 1 0 5 %
。

荧光侧定承蒙本院设备处秦盼同志的帮助
,

谨此至讲
。
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