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硫酸耐而蓝探针共振瑞利散射法测定糖精钠
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［摘　要］目的：探讨硫酸耐而蓝（ＮＢＳ）探针共振瑞利散射法（ＲＲＳ）测定糖精钠（ＳＣ）含量。方法：先在弱酸
性介质中加入ＳＣ，与硫酸耐而蓝形成离子缔合物，采用ＮＢＳ探针ＲＲＳ法测定ＳＣ含量，记录产生新的ＲＲＳ光谱，
ＲＲＳ光谱的最大散射峰，ＲＲＳ强度变化有良好的线性关系的波长、ＳＣ浓度范围、该法检出限及回收率范围。结
果：最大散射峰位于８０２ｎｍ，另在５０７、４００ｎｍ有两个较弱的散射峰；８０２ｎｍ处ＳＣ浓度在０．５～２５ｍｇ／Ｌ范围内
ＲＲＳ强度变化有良好的线性关系，该法检出限为０．１７ｍｇ／Ｌ，回收率范围为９０．２％ ～１０２．８％。结论：硫酸耐而
蓝－ＳＣ体系的ＲＲＳ方法可用于果汁中ＳＣ的测定。
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　　糖精钠（ｓａｃｃｈａｒｉｎ，ＳＣ）俗称糖精，属于食品添
加剂而非食品，其甜度比蔗糖甜３００～５００倍，但对
人体无任何营养价值，并且食用较多时，会影响肠

胃消化酶的正常分泌，降低小肠的吸收能力。有研

究表明，摄入大量的 ＳＣ可能导致雄性大鼠患膀胱
癌［１］。我国规定 ＳＣ在蜜饯、冷饮类最大使用量为
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０１５ｇ／ｋｇ［２］。尽管允许使用于食品的甜味剂已有
近２０种，如ＳＣ、安赛蜜、阿巴斯甜、甘草、三氯蔗糖
等，但由于 ＳＣ成本低廉，在食品加工中作为甜味
剂使用较为广泛。为了满足各类饮料、食品中 ＳＣ
含量控制的需求，国内外采用分光光度法［３－４］、荧

光光度法［５］、液相色谱法［６－８］、层析法［９］、或电化

学法［１０］等测量 ＳＣ含量。但是利用硫酸耐而蓝
（ｎｉｌｅｂｌｕｅｓｕｌｐｈａｔｅ，ＮＢＳ）作探针，采用共振瑞利散
射（ｒｅｓｏｎａｎｃｅｒａｙｌｅｉｇｈｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＲＲＳ）技术定量测
定ＳＣ尚未见报道。本实验研究了ＮＢＳ与ＳＣ反应
的ＲＲＳ光谱特征、反应条件、方法的线性关系等，
以期为ＲＲＳ法应用于 ＳＣ的定量分析测定提供实
验依据。

１　材料与方法

１１　材料与设备
ＳＣ标准溶液（国家标准物质局）：１ｇ／Ｌ备用，

试验时稀释为 ５０ｍｇ／Ｌ；ＮＢＳ（上海化学试剂厂）
０２ｇ／Ｌ水溶液。ＢｒｉｔｔｏｎＲｏｂｉｎｓｏｎ（ＢＲ）缓冲溶
液：混和酸溶液（Ｈ３ＰＯ４２７１ｍＬ、乙酸 ２３６ｍＬ、
Ｈ３ＢＯ３２４７ｇ溶解后，定容为 １Ｌ）和 ０２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液按一定的体积比配制。Ｃａｒｙｅｃｌｉｐｓｅ荧
光分光光度计（美国瓦里安），ＴＵ１８００ｐｃ紫外－可
见分光光度计（北京普析）。

１２　方法
取６根１０ｍＬ具塞比色管，均加入ＢＲ缓冲溶

液（ｐＨ３７８）１００ｍＬ，并在第１支比色管中加入
５０ｍｇ／Ｌ的ＳＣ４００ｍＬ；其余５支比色管中均加入
０２ｇ／ＬＮＢＳ溶液 １００ｍＬ，再分别加入 ５０ｍｇ／
ＬＳＣ０、１００、２００、３００及４００ｍＬ，双蒸水稀释至
刻度，摇匀，２５℃的恒温水浴中静置２０ｍｉｎ。在
Ｃａｒｙｅｃｌｉｐｓｅ荧光分光光度计上，以λｅｍ＝λｅｘ同步扫
描，分别得到 ＳＣ空白液、ＮＢＳ空白液、ＳＣＮＢＳ离
子缔合物的ＲＲＳ光谱。记录ＲＲＳ峰λｍａｘ处各溶液
的散射光强度，其中 ＮＢＳ空白液的散射光强度记
为Ｉ０ＲＲＳ、ＳＣＮＢＳ离子缔合物的散射光强度记为
ＩＲＲＳ，则ΔＩＲＲＳ＝ＩＲＲＳ－Ｉ

０
ＲＲＳ。

２　结果

２１　体系的共振散射光谱
利用Ｃａｒｙｅｃｌｉｐｓｅ荧光光度计，在２５０～８５０ｎｍ

区间对配制的溶液同步扫描，结果如图１∶ｐＨ３７８

的ＢＲ缓冲溶液中，ＳＣ、ＮＢＳ空白溶液的ＲＲＳ强度
均较弱（曲线１、２），当把 ＳＣ加入 ＮＢＳ溶液中，两
者发生缔合反应后，体系的共振光瑞利散射增强，

并在４００、５０７、８０２ｎｍ出现散射峰，其中以８０２ｎｍ
的散射峰强度最大，此处的 ΔＩＲＲＳ最显著。由图１
还可以观察到：随着 ＳＣ的加入量的逐渐增加，各
散射峰的强度逐渐增强，散射峰强度的变化（△Ｉ）
与ＳＣ的浓度（ｃ）成线性关系，故试验选择８０２ｎｍ
作为测定波长。

注：１为ＳＣ，２为ＮＢＳ，３～６分别为５及１５ｍｇ／Ｌ的ＳＣＮＢＳ

图１　糖精钠－ＮＢＳ体系的共振瑞利散射光谱
Ｆｉｇ．１　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＳＣＮＢＳｓｙｓｔｅｍ

２２　酸度选择
固定０２ｇ／ＬＮＢＳ溶液１００ｍＬ、５０ｍｇ／ＬＳＣ

４００ｍＬ，分别检测ＢＲ缓冲溶液、ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶
液、ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液在不同 ｐＨ时对体系 ΔＩＲＲＳ
的影响，发现ＢＲ缓冲溶液在ｐＨ３２９～４５６时体
系的ΔＩＲＲＳ最稳定并且较大，以 ｐＨ３７８的 ＢＲ缓
冲溶液１００ｍＬ为实验的酸度条件。
２３　ＮＢＳ用量

固定 ＢＲ缓冲溶液（ｐＨ＝３７８）１００ｍＬ、
５０ｇ／ｍＬＳＣ４００ｍＬ，改变ＮＢＳ溶液的用量。实验
表明，０２ｇ／ＬＮＢＳ溶液在０８０～１２０ｍＬ范围内
ΔＩＲＲＳ最大。ＮＢＳ溶液的用量较小，与ＳＣ的缔合反
应不完全；ＮＢＳ溶液的用量较大时，可能存在自吸
作用，均导致 ΔＩＲＲＳ减小，故实验选择０２ｇ／ＬＮＢＳ
溶液的用量为１００ｍＬ。
２４　稳定性实验

在１０ｍＬ具塞比色管中，加入 ＢＲ缓冲溶液
（ｐＨ３７８）１００ｍＬ、５０ｋｇ／ＬＳＣ４００ｍＬ、０２ｇ／Ｌ
ＮＢＳ溶液１００ｍＬ，双蒸水稀释至刻度，摇匀。分
别置于０、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５及４０℃的恒温水
浴中，每隔５ｍｉｎ分别测定１次 ΔＩＲＲＳ。结果表明，
体系温度在１５～３０℃范围内得到的ΔＩＲＲＳ较大，１５
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～５０ｍｉｎ反应体系ΔＩＲＲＳ最大并且稳定。实验中将
配制好的溶液于２５℃的恒温水浴中静置２０ｍｉｎ。
２５　线性关系及方法的灵敏度

以ΔＩＲＲＳ对ＳＣ浓度作图绘制标准曲线，分别得
到波长在８０２、５０７及４００ｎｍ的线性回归方程、相

关系数（ｒ）、线性范围以及检出限，结果显示，８０２、
５０７及４００ｎｍ处 ΔＩＲＲＳ都有良好的线性关系；以
８０２ｎｍ的灵敏度较高，检出限为０１７ｍｇ／Ｌ，见表
１。对含有２０ｍｇ／ＬＳＣ的１１份溶液进行精密度检
验，相对标准偏差为２８２％。

表１　标准曲线的线性范围、相关系数及方法的检出限
Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｆｏｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｍｅｔｈｏｄ
波长（ｎｍ） 线性回归方程（ｍｇ／Ｌ） ｒ 线性范围（ｍｇ／Ｌ） 检出限（ｍｇ／Ｌ）
８０２ ΔＩＲＲＳ＝７４５＋４８９６Ｃ ０９９８８ ０５～２５ ０１７
５０７ 　ΔＩＲＲＳ＝－６２１＋１９１２Ｃ ０９９８２ １０～２５ －
４００ 　ΔＩＲＲＳ＝－２６９＋１３９０Ｃ ０９９８０ １０～２５ －

２６　干扰实验
当ＳＣ浓度为２０ｍｇ／Ｌ，允许误差为 ±５％时，

一些物质可以允许共存的倍数，分别为 ＮａＣｌ１００
倍，葡萄糖 ５０倍，尿素、淀粉、ＨＣＯ－３２０倍，ＮａＨ
ＳＯ３、蔗糖１０倍，Ｃａ

２＋、柠檬酸、甘氨酸钠、Ｈ２ＰＯ
－
４５

倍，酒石酸钠、ＮＨ＋４２倍，Ｚｎ
２＋、Ｃｕ２＋１倍，维生素

Ｃ、Ｆｅ３＋０２倍，牛血清白蛋白００５倍。可见，有蛋
白质共存时，对测定的干扰严重。

２７　样品分析
２７１　样品前处理　购买贵阳市饮品店自制果汁

饮料，将样品搅拌均匀后，取１０００ｍＬ于１００ｍＬ
容量瓶中，加入５０％乙醇１０ｍＬ、１０％硫酸铜溶液
４ｍＬ，摇匀后再加４％氢氧化钠溶液０８８ｍＬ，５０％
乙醇定容，摇匀，得到样品备用液［６］。取一定量的

样品备用液于离心管中，高速离心机离心１０ｍｉｎ，
吸取上清液１ｍＬ作为样品测试液（相当于原果汁
液０１ｍＬ）。
２７２　样品测定　按照实验方法，测定果汁样品中
ＳＣ的含量，对所分析样品进行标准加入回收试验，结
果显示回收率范围为９０２％～１０２８％。见表２。

表２　样品中ＳＣ的测定结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳａｃｃｈａｒｉｎｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

样品 测定值（ｍｇ／Ｌ） ＲＳＤ 加入量（ｍｇ／Ｌ） 测定总量（ｍｇ／Ｌ） 回收率（％）
１ １５６２ ４９８ ５０ ２０１３ ９０２
２ １３７６ ３７６ ５０ １８３６ ９２０
３ １６７４ ５０２ ５０ ２１８８ １０２８

３　讨论

ＳＣ是一种有机化工合成产品，作为可以使用
于食品的甜味剂，由于其较高的甜度应用比较广

泛。在生产经营活动中少数企业为了片面追求产

品的甜度、延长产品保质期，擅自违法过量使用ＳＣ
等食品添加剂，对人体健康构成了潜在的威胁。因

而建立简便、快速测定 ＳＣ的方法对食品安全具有
重要的意义。目前定量测定 ＳＣ的各种方法中，光
度法、层析法操作简单，但方法的灵敏度较低；液相

色谱法研究较多，但检测成本较高，并且和电化学

法一样操作繁琐。ＲＲＳ技术是一种高灵敏的分析
技术，利用普通的荧光光度计即得到完整的 ＲＲＳ
光谱特征图，近年来在生物大分子及药物的分析测

定中得到迅速发展，但ＲＲＳ法测定食品中ＳＣ的报
道不多［１１－１６］。

本研究结果显示，在 ｐＨ３７８的溶液中，ＮＢＳ
和ＳＣ作用，形成的离子缔合物能产生ＲＲＳ明显增
强效应，原因可能是：（１）根据简化的瑞利散射公
式：ＩＲＲＳ＝ｋｃＭＩ０（式中ＩＲＲＳ为ＲＲＳ强度，Ｉ０为入射光
强度，ｃ为溶液浓度，Ｋ为比例系数，Ｍ为相对分子
质量），当其他因素不变时，ＩＲＲＳ与散射物质的相对
分子质量成正比；ＮＢＳ与 ＳＣ缔合，缔合物的分子
量必然增大，有利于体系ＲＲＳ强度的提高。（２）在
ｐＨ３７８的溶液中，ＮＢＳ为带正电荷的大阳离子
（ＮＢＳ＋），ＳＣ离解为阴离子形式存在，两者借静电
引力和疏水作用形成离子缔合物，分子体积大大增

强，有利于 ＲＲＳ强度的提高；由于 ＮＢＳ＋和 ＳＣ－均
具有较强的亲水性，能很好地溶于水，而离子缔合

５８２１

　１１期 蔡雪语等　硫酸耐而蓝探针共振瑞利散射法测定糖精钠



物的形成使两者的电荷被中和，整个离子缔合物以

疏水性的状态存在，可能与水之间形成疏水界面而

有利于产生一种表面增强的散射效应。

综上，本研究利用ＮＢＳ作探针，采用ＲＲＳ技术
定量测定ＳＣ，操作简便、快速。在选定的实验条件
下，体系相对稳定，线性范围宽，测定检出限为

０１７ｍｇ／Ｌ，该法可用于果汁样品中 ＳＣ的测定，并
且有较好的回收率。同时，该法对于果汁样品中可

能存在的ＮａＣｌ、葡萄糖、蔗糖、柠檬酸的共存允许
量较大；但如果果汁样品中有蛋白质共存，则对测

定干扰严重，测定时可以考虑在样品前处理时除去

蛋白质。
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