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连续流动分析法测定杏仁中氰化物
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摘要　建立连续流动仪测定杏仁中氰化物的分析方法。将杏仁样品在超声水解后冷藏 2 h，离心 10 min，滤液经

正己烷萃取，过滤定容，加入氢氧化钠调节滤液 pH，采用连续流动仪测定。氰化物的质量浓度在 0～1.0 mg／L 范围

内与吸光度呈良好的线性关系，线性相关系数为 0.999 9，方法检出限为 0.05 mg／kg。测定结果的相对标准偏差为

0.56%~1.34%（n=6），样品加标回收率为 98.0%～104.7%。连续流动分析法测定杏仁中氰化物整体优于气相色谱法，

且在线分析时间更短，稳定性及安全性更好，适合推广应用。
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Determination of cyanide in almond by continuous flow analysis
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Abstract　A method for the determination of cyanide in almond by continuous flow analyzer was established. 

The almond samples were refrigerated for 2 hours after ultrasonic hydrolysis, centrifuged for 10 minutes, the filtrate was 
extracted by n-hexane, filtered and fixed volume. The pH of filtrate was adjusted by adding sodium hydroxide, and the 
continuous flow analyzer was used to determine the results. The mass concentration of cyanide in the range of 0–1.0 mg／L  
had a good linear relationship with the absorbance, the linear correlation coefficient was 0.999 9, and the detection limit 
was 0.05 mg／kg. The relative standard deviations were 0.56%–1.34%(n=6), and the recoveries were 98.0%–104.7%. 
Continuous flow analysis is better than gas chromatography in the determination of cyanide in almond, and the online 
analysis time is shorter, the stability and safety are better, so it is suitable for popularization and application.
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氰化物是含氰基的一类化合物的总称，是广泛

存在于自然界的剧毒物质，可抑制组织细胞生物氧

化酶活性，阻滞三羧酸循环，造成“细胞内窒息”。

生活中氰化物中毒以口服为主 ( 如误食含氰果仁）。

GB 5009.36—2016 《食品安全国家标准　食品中氰

化物的测定》中提及的定量检测方法主要有分光光

度法及气相色谱法，但并未包含杏仁中的氰化物检

测。在食品监测工作中，杏仁中氰化物的检测一般

采用气相色谱法，但该方法精密度偏差过大且偏差

方向难控，方法中因试剂等影响造成批次间电子俘

获（ECD）响应重复性差。目前连续流动仪测定氰

化物的方法广泛应用于职业卫生检测、环境检测及

食品检测等众多领域［1–4］。韦小烨等［5］建立的鲜木

薯中氰化物的流动注射测定法线性范围宽、重复性

好，对于油脂含量较少的样品，可以直接水解提取，

取上清液过滤后进行分析。然而，对于含有大量油

脂的样品，如杏仁，如何在前处理过程中除去干扰，

同时做到高回收率及高精密度等结果的测定方法尚

未见报道。结合食品监测方法及部分研究成果［6–8］，

研究人员建立了连续流动分析仪测定氰化物的方
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法，杏仁样品经前处理后，仪器密闭蒸馏出氢氰酸，

与氯胺 T 反应生成氯化氰，以异烟酸 – 巴比妥酸作

染料，代替异烟酸 – 吡唑啉酮规避苯甲醛与吡唑啉

酮反应产生白色混浊的干扰［9–10］，生成物于 600 nm
处比色定量［11–13］。笔者建立连续流动分析法测定

杏仁中的氰化物，采用正己烷萃取除去油脂，滤膜过

滤除去固体颗粒，拓展了杏仁中氰化物检测的方向。

1　实验部分

1.1 　主要仪器与试剂

连续流动分析仪：SKALAR SAN5000 型，带有

四针自动进样器及循环冷却水系统，荷兰 SKALAR
公司。

气相色谱仪：安捷伦 7890A，带有 CTC 顶空进

样器及 ECD 检测器，美国安捷伦科技公司。

超声清洗仪；KQ2200DB 型数控，昆山超声仪

器有限公司。

电子分析天平：AL204–IC 型，感量为 0.001 g，
瑞士梅特勒 – 托利多公司。

低温冷冻离心机；SIGMA2–16K 型，德国希格

玛公司。

氰化物标准溶液：50 mg／L，编号为 GBW（E）
080115，中国计量科学研究院。

水相针式滤器（聚醚砜）：13 mm×0.45 μm。

氢氧化钠、邻苯二甲酸氢钾、氯胺 T、1，3- 二甲

基巴比妥酸、异烟酸、正己烷：分析纯，国药集团化

学试剂有限公司。

盐酸：分析纯，天津市大茂化学试剂厂。

月桂醇聚氧乙烯醚（Brij35）：CAS 号为 9002–
92–0，荷兰 SKALAR 公司。

实验用水为超纯水。

1.2　溶液配制

pH5.2 的缓冲溶液：称取氢氧化钠 2.3 g 溶解

于 500 mL 超纯水中，加入 20.5 g 邻苯二甲酸氢钾，

加超纯水至 975 mL 后，分别用 1 mol／L 的盐酸

和氢氧化钠溶液调节 pH 至 5.2，定容至 1 L 后加入

1 mL 月桂醇聚氧乙烯醚，充分溶解后过滤，于棕色

瓶中冷藏，待用。

氯氨 T 溶液：称取氯胺 T 2.0 g，用超纯水定容

至 1 000 mL，过滤后使用。

显色剂：称取氢氧化钠 7 g 于约 500 mL 超纯

水中，再加入 1，3- 二甲基巴比妥酸 16.8 g、异烟酸

13.6 g，加入 970 mL 超纯水溶解，用 1 mol／L 的盐

酸和氢氧化钠溶液调节 pH 至 5.2。
氰化物系列标准工作溶液：吸取 2 mL 氰化物

标准溶液于 50 mL 容量瓶中，用超纯水定容至标

线，得 2.0 mg／L 氰化物标准溶液，再分别吸取 0、
0.25、0.50、1.0、1.5、2.5、5.0、12.5 mL 上述 2.0 mg／L
氰化物标准溶液于比色管中，用超纯水定容至 25.0 
mL，配制成氰化物质量浓度分别为 0.02、0.04、0.08、
0.12、0.20、0.40、1.00、2.00 mg／L 的系列标准工作溶

液，现用现配。

1.3　样品前处理

低温下准确称取 1.000 g（精确至 0.001 g）
已粉碎均匀的样品于样品管中，加入约 40 mL 的

超纯水，立即盖紧密封，超声提取 3 次，每次提取

10 min，每次提取间隔为 1 h，以防止其内部液体温

度过高产生膨胀，继而顶出密封盖，从而造成样品损

失。于 25~40 ℃放置 48 h，使样品充分水解（应充

分振摇，使样品无结块，振摇时应按住样品管盖，防

止样品溢出），再把样品管放入冰箱于 4 ℃冷藏 2 h
后，以 10 000 r／min 冷冻离心 10 min，取出上清液，

在样品管中加入超纯水 10 mL，振摇，冷冻离心，将

取出的上清液合并后，加入 10 mL 正己烷，充分振

摇，静置分层后舍去正己烷，水层经过 0.45 μm 的

水系过滤膜过滤，滤液定容至 100 mL，加入氢氧化

钠 0.2 g 使氢氧化钠质量浓度为 2 g／L，冷藏，待混

匀，待测。

1.4　加标样品制备

称取 6 个均匀样品 1.000 g（精确至 0.001 g）
于样品管中，分 3 个批次加入 50 mg／L 氰化物标准

溶液 0.2、0.7、1.0 mL，同 1.3 方法进行处理，分别得

到质量浓度为 0.1、0.35、0.5 mg／L 的加标样品。

1.5　仪器工作条件

进样时间：80 s ；冲洗时间：90 s ；探测峰起始

值：0.01 AbS ；峰形宽度：30%（5%~100%）；加热

器温度：155、40 ℃；检测波长：600 nm。

2　结果与讨论

2.1　氢氧化钠加入时机的优化

氢氧化钠的加入时机，分为在提取初和提取后

加入。在提取初加入氢氧化钠可以更好的保留样品

中氰化物的含量，但实际操作中，在提取初加入氢

氧化钠易致使样品“胶质化”严重，溶液不易经 0.45 
μm 的水系过滤膜过滤，故选择在低温提取后加入

氢氧化钠调节 pH。



 化学分析计量 2021 年，第 30 卷，第 9 期24

2.2　萃取剂及其用量的选择

2.2.1　萃取剂

对于油脂含量较低的样品，可直接经 0.45 μm
的水系过滤膜过滤测定，但杏仁中油脂含量高达

50.33%［14］，易造成滤膜堵塞，不宜过滤。在了解杏

仁中脂肪及蛋白质的含量及特性［15］后，选择易过滤

样品，经正己烷处理后测定，结果数据见表 1。由表

1 可知，样品加标回收率为 98.0%~104.7%，符合测

定要求，正己烷对于测定结果并未产生偏差影响，因

此选用正己烷为萃取剂。
表 1　加入正己烷后样品测定结果

质量浓度／（μg · L–1）
回收率／

%未加
正己烷

加入
正己烷

加标量 测定值 平均值

36.0 36.0

100.0   138.3，140.1，142.6，
140.5，139.4，143.2 140.7 104.7

350.0   380.6，382.7，381.8，
378.9，376.8，379.2 380.0 98.3

500.0   524.1，526.6，529.3，
521.7，530.2，523.6 525.9 98.0

2.2.2　正己烷用量

分别采用 5、10、20 mL 正己烷完成萃取过程，

所得试验结果见表 2。由表 2 可知，样品加标回收

率为 98.3%~97.3%，符合测定要求。经 t 检验，在此

样本量下，分别加入 5、10、20 mL 正己烷后，结果差

异均无统计学意义（P ＞ 0.05），但在实际操作中，为

保证油脂量高样品的萃取效率，推荐加入 10 mL 正

己烷进行萃取。
表 2　加入不同体积正己烷后样品测定结果

正己烷
体积／mL

质量浓度／（μg · L–1） 回收率／
%本底值 加标量 测定值 平均值

5

36.0 350.0

  375.6，374.2，378.3，
373.7，377.4，379.1 376.4 97.3

10   380.6，382.7，381.8，
378.9，376.8，379.2 380.0 98.3

20   381.4，379.6，378.1，
380.2，378.6，383.1 380.2 98.3

2.3　样品放置时间及温度选择

参照食品风险监测中气相色谱法的前处理

条件，为了使样品能够水解地更加充分，将样品于

25~40 ℃条件下放置 48 h 密封水解，样品充分水解

后，放至冰箱冷藏 2 h 再离心，可使样品更好地脂水

分离，且提高了正己烷的萃取效果，因此样品水解温

度为 25~40 ℃，放置时间为 48 h。
2.4　线性方程与检出限

2.4.1　线性方程

在 1.5 仪器工作条件下测定氰化物系列标准工

作溶液，以氰化物质量浓度（x）为横坐标，吸光度

（y）为纵坐标绘制标准工作曲线，若取 0～2.00 mg／L 
浓度区间，线性方程为 y=0.000 64x+0.002 36，相关

系数（r）为 0.999 4 ；若取 0～1.00 mg／L 浓度区间，

线性方程为 y=0.000 66x–0.000 55，相关系数（r）为

0.999 9。比较发现，浓度过高易造成峰与峰之间的

距离过小，峰面积叠加掩盖，导致曲线 r 值降低，因

此连续流动分析法测定氰化物标准工作曲线的线性

范围为 0～1.0 mg／L，超出范围的样品需稀释后进

行测定。

2.4.2　检出限

采用连续流动分析法测定空白样品 11 次，若

杏仁取样为 1.000 g，定容 100 mL 时，用 2.764 倍标

准差计算检出限，检出限为 0.05 mg／kg，定量限为

0.15 mg／kg。
2.5　回收率与精密度

在已知含量的样品溶液中加入 1.4 中低、中、高

浓度的加标样品溶液，在 1.5 仪器工作条件下重复

测定 6 次，试验结果见表 3。由表 3 可知，平均回收

率为 98.0%～104.7%，测定结果的相对标准偏差为

0.56%～1.34%，表明该方法具有较高的准确度和精

密度，满足检测要求。
表 3　加标回收率和精密度试验结果

质量浓度／（μg · L–1） 平均回收
率／%

RSD／
%本底值 加标量 测定值 平均值

36.0

100   138.3，140.1，142.6，
140.5，139.4，143.2 140.7 104.7 1.34

350   380.6，382.7，381.8，
378.9，376.8，379.2 380.0 98.3 0.56

500   524.1，526.6，529.3，
521.7，530.2，523.6 525.9 98.0 0.64

2.6　比对试验

连续流动分析方法与气相色谱法从以下几个

方面进行比对：

（1）开机稳定时间、样品用量及稳定性。连续

流动分析仪开机到稳定耗时较短，从进样蒸馏到测

定仅需约 0.5 h，全程密闭蒸馏加试剂，连续进样后，

每个样品分析时间约为 2 min，每次进样为 2 mL，
在分析过程中序列可以连续加入后续样品。气相色

谱仪稳定耗时较连续流动分析仪长，每个样品分析

时间约为 10 min，每次进样为 10 mL，且在现阶段

技术条件下，样品序列编辑运行后不能随时加入后

续样品，需重新编辑序列及测定标准。样品量少时，

二者耗时区别不大，随着样品量增加，连续流动法测
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定耗时明显较气相色谱法短。连续流动法在样品提

取后加入了氢氧化钠以保留氰基，使样品中被测物

质在水中稳定性增加，因此从耗时耗量及样品稳定

性上看，连续流动法优于气相色谱法。

（2）线性范围。连续流动法测定过程中氰化物

浓度过高易造成峰过大，峰间距过小，峰面积叠加掩

盖，从而导致测定值准确度低，因此连续流动分析

法测定氰化物的质量浓度应在 0～1.0 mg／L 范围

内，超出线性范围的样品需稀释后测定。气相色谱

法的线性范围超过 1.0 mg／L 后，相关系数降低，在

0～1.0 mg／L 质量浓度范围内，连续流动法的 r 值

为 0.999 9，优于气相色谱法 r 值（0.998 6），因此在

此浓度范围内连续流动法优于气相色谱法。

（3）检出限。气相色谱 ECD 检测器对氰基响

应灵敏度高，检出限较连续流动法低。虽气相色谱

法检出限优于连续流动法，但两法检出限均能满足

检测要求。

（4）回收率。两种方法的回收率均能满足检测

要求，但气相色谱法回收率跨度远大于连续流动分

析法，且方法的不可控因素更多 ( 如氯胺 T)，因此，

在 0～1.0 mg／L 质量浓度范围内连续流动法回收

率要优于气相色谱法。

（5）精密度。在 0～1.0 mg／L 浓度范围内，对

两种方法的检测结果进行用 F 检验，低、中、高浓度

组的 F 值均大于 F 值表中 F(5，5)=5.05，即连续流动

分析法的精密度优于气相色谱法。

连续流动分析法与气相色谱法比对结果如表 4
所示。

表 4　比对试验结果

方法 耗时耗量
检出限／

（mg · kg–1）
相关
系数

回收率／
%

RSD／
%

连续流动
分析法

仪器开机至稳定时间短，
可随时加入后续样品，
无需重新编辑序列，

单个样品分析时间约 2.0 
min，每次进样 2 mL

0.05 0.999 9 98.0～104.7 0.56～1.34

气相
色谱法

仪器开机至稳定时间长，
不可随时加入后续样品，

需要重新编辑序列，
单个样品分析时间约 10.0 

min，每次进样 10 mL

0.03 0.998 6 90.7～111.3 2.99～13.09

3　结语

建立了连续流动分析法测定杏仁中的氰化物。

样品超声过程应密封且时间不能连续过长，以防止

样品过热造成喷溅；样品水解后离心冷藏（4～8 ℃）

时间应在 30 min 以上，利于油脂分离；样品经正己

烷萃取，并在滤液中加入氢氧化钠，以增加氰化物在

水溶液中的稳定性；试剂在测定过程中均在较密闭

空间内。连续流动分析的精密度、加标回收率等较

气相色谱法的误差小，虽检出限较气相色谱法略高，

但在实际工作中能满足检测要求，因此连续流动仪

测定杏仁中氰化物的方法整体优于气相色谱法，其

在线分析时间更短，稳定性及安全性更好，适于推广

应用。
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