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荧光光度法测定饲料中微量硒的探讨

李晓亮 王 伟 李 湘

( 山西农业大学测试中心
,

太谷
,
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摘要 本文在前人研究的基础上对荧光法测定微量硒作了进一步的改进与简化
,

结果表明
,

操

作简便易行
.

硒与 2马一 二氨基蔡在酸性条件及适当的温度下
,

形成络合物
。

用 ED T A 掩蔽干

扰离子
,

以环已烷萃取
,

取其有机相直接在 H汀A lC l l 65() 一 10 L C 荧光检测器 555 nln 处 (激发

374 nln )测荧光强度
.

避光保存时络合物至少稳定 24 h
.

相对标准差在 3% 一 5% 之间
.
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硒是动物生长中必需的微量元素之一
。

近年来研究表 明
,

适量的硒具有抗癌的作用
。

家畜缺硒时能引起
“

白肌病
” ,

而动物体内过量地积累硒会引起慢性硒 中毒
。

因此
,

有必要

对饲料中的微量硒进行测定
。

我们在文献 (吴法宪等
,

19 88) 的基础上作 了进一步 的研究
,

不但简化了消化过程
,

而且没有用高效液相色谱仪
,

只是直接在荧 光检测器 上测定其荧光

强度
,

该法灵敏度高
,

方法简便
,

能够得到满意的结果
。

1 实验部分

L l 主要试剂

1
.

1
.

1 硒标准溶液 准确称取分析纯的二氧化硒 14 .0 5 gm
,

用少量 o
.

l mo l压盐酸溶解
,

于 100

m L 容量瓶 中
,

以 0
.

1mo l压盐酸定容
,

此溶液为硒 l oo mg 压的贮备液
。

测定时可取贮备液用

0
.

1 mo l/ L盐酸稀释为 0
,

05 mg 压的标准溶液
。

1
.

1
.

2 环 己烷 分析纯
。

1
.

1
.

3 氛水 一 ED T A 一 澳甲酚紫混合液 准确称 取 ED T A I
.

44 8 g
、

澳 甲酚紫 .0 00 2 9
,

溶于

100 m L氨水中
,

加水 100 m L混匀
.

1
.

1
.

4 2, 3 一二氨基蔡 (D AN ) 0
.

1% 溶液 称该试剂 .0 05 9于 60 m L分液漏斗中
,

加 0
.

1 mo l压

盐酸 so
力止

,

振摇 30 ~
.

然后加环 己烷 10 1l l L
,

振摇 10 ~
,

暗处静 置 10 ~
。

分层后
,

将

水相放人棕色磨 口瓶中
,

置于冰箱中 10 h 后应用
。

1
.

2 仪器

1刃T A CI 卫6 50 一 10 L C 荧光检测器
。

L 3 试验方法

1
.

.3 1 样品处理 准确称风干试样 .0 5 9 左右于 50 m L 三角瓶中
,

加人硝酸 20 m L
,

置砂浴

上消化
,

温度控制在 1 70 ℃ 一 200 ℃
,

不时地轻摇动
,

加热至试样溶解后加高氯酸 1 11止
,

继续

加热至试液 1 m L
。

加 6 mo 呱 盐酸 .0 2 m L
,

低温处加热 5
~ (勿摇动 )

,

使硒还原至 4 价
.
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加氨水 一 E DT A 一 澳 甲酚紫混合液 2 In L
,

若已变为明显黄色即可
,

未变黄的试液再行低温加

热
。

冷却后
,

以 0
.

1mo l/ L盐酸分次转移到 20 m L 亥」度试管中
,

保持试液体积为 7 m L
。

同时

作空 白试验
.

1
.

3
.

2 标 准曲线的绘制 吸取硒 .0 05 mg 八的标准溶液 .0 2
,

.0 4
.

.0 6
.

.0 8
,

1
.

2 1l l L于 50 m L三

角瓶 中
,

按样品处理过程进行
。

然后加人盐酸经胺 30 gm
,

在 暗室加 0
.

1% D A N 溶液 Z n 1L
,

摇匀
,

于沸水浴 中加热 s n 刀 n 后
,

取下流水冷却
,

再置于冰水中冷却后
,

加环已烷 5 1l l L
.

振荡

5
~

,

于 暗处放置 10 ~
,

分层 后小 心地吸取 有机 相在荧 光检 测器 上 (其激发 波长 374

llnI
、

狭缝 10 n j n ;发射波长 5 55 nln
、

狭缝 6 nm )测其荧光强度
,

以空 白调 零
。

并 绘 制 标准

曲线
。

1
.

.3 3 样品分析 将上述样品消化液根据标准系列的操作步骤进行
。

以测得的荧光强度
,

从

标准曲线上查得相应的硒含量
。

2 结果与讨论

.2 1 D A N 用量对结果的影响

按试验方法对几份样品加人不 同量的 D AN 进行 了测定
,

结果发现
,

当加人 1 一 2 11止

D A N 时
,

测得硒含量逐渐增大
,

加人 2 m L 以上

时
,

其结果无明显变化
。

故选用 D A N 量不必

超过 Z m L
。

.2 2 络合时间

S e 一 D A N 络合物的生成
,

需适当的温度与

时间
。

可 以在 50 ℃ 水浴 中 30 In 刀 1
或沸水浴

中 5 而n 结果一致 (黄伟坤等
,

19 89)
。

试验表

明
,

加热时间过长会使结果偏低
。

.2 3 酸度对结果的影响
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图 1 P H 值对结果的影响

由图 1可见
,

硒与 D A N 在酸性介质中反应
,

一般控制 p H 值在 1 一 1
.

5 间为宜
.

.2 4 萃取时间

萃取振荡结果表 明
,

2 一 4 而 n 硒含量递增
,

振荡 5 I n 且 1
时

,

其结果稳定
,

5 一 or I n u l 时

无明显变化
,

所以选用 了 s n 刀 n
o

3 样品分析结果与精密度

样品分析结果见表 1
。

试验过程与文献 (吴法宪等
,

19 88) 相比尤为简便易行
,

表现在 以

下 3方面
。

( l) 样品消化不需用发烟硝酸
,

用分析纯硝酸即可
。

消化过程一次完成
。

( 2) 不需用高效液相色谱仪
,

直接用液相色谱仪所配备的荧光检测器测试
,

也能得到满

意的结果
。

这样既减少了装柱分离等手续
,

又为借助于其他荧光分光光度计测 定硒提供了

参考价值
。

( 3) 从表 1看 出
,

对 5 种试样进行了 5 次平行试验
,

其相对标准偏差在 3% 一 5% 之间
,

比

文献 (吴法宪
,

19 88) 更加精密
。
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表 1 山西大同部分饲料中硒的测定结果 mg 般g

测 得 Se
试样

—
C

.

V/%
x 一 x z x 3x 一 x 弓 x

豆饼 0
.

1 5 0 6 0
.

014 6 0
.

1 0 6 3 0
.

14 0 9 0
.

1 0 61 0
.

01 5 45
.

7 6

麦皮 0
.

1 2 04 0
.

01 8 3 0
.

01 3 3 0
.

1 02 8 0
.

01 3 6 0
.

01 324
.

7 3

玉米 0
.

07 5 2 0 0
.

1 8 004 0
.

7 8 0 01 0
.

0 07 4 3 0
.

7 0 0 9 3 0
.

7 0 07 7 3
.

7 6

啤酒糟 0
.

01 2 0 0
.

01 2 9 0
.

01 1 8 0
.

01 4 2 0
.

01 31 0
.

01 4 2 4
.

1 5

骨粉 0
.

027 0 0
.

01 2 2 0
.

2 0 0 9 0
.

01 9 6 0
.

1 2 5 0 0
.

02 8 0 3
.

4 9
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A b s tr a e t

T h e
m

e t h o d o f s P e ct r o fl u o r o

me
t r i c d e t e r

而 n a t i o n o f t r a ee S e

aw
s im P r o v e d a n d s i m

-

P li if e d b a s e d o n t h e e a r l i e r s t u d ies
.

U n d e r
co n d i t i o n s o f a P P r o P r ia t e a ic d i t y a n d

t e m P e r a t u r e ,

t h e fl u o r e s ee n t S e 一 2
.

3 一 d i a而 n o n a P h t h a l e n e
co m P l e x w a s fo r

me d b y

ch
e l a t i o n i n t h e P r e s e n ee o f E D T A a n d t h e n s e P a r a t e d fr o m i n t e r fe r i n g fl u o r e s ee n t

s P e ic e s b y e x t r a ct i o n w i t h c y e l o h e x a n e
.

T h e i n t e n s i t y o f i st fl u o r es ce n t e而 s s i o n ca n

b e

me
a s u r e d d i r e e t ly a t 5 5 5 n m ( e

x e i t a t i o n a t 3 7 4 n m ) b y t h e H I T A C H I 6 5 0 一 I OL C

F l u o r e s ce n ce S P e c t r o P h o t o m e t e r
.

T h e r e l a t i v e s t a n d a r d d e v ia t i o n w a s 3% 一 5%
.

K e y w o r d s s P e e t r o fl u o r o

me
t r i e me

t h o d ; 2
,

2 一 d ia而 n o n a P h t h a l e n e
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