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磷 的 原 子 吸 收 分析 法 测 定

石 墨 炉 原 子 吸 收 法 与 比 色 法 的 比较
`

林少雯 凯拉
·

尤森 (挪威国家维生素研究所 )

用石墨炉 原子吸收法 ( P E
一

50 00 A A )S 测 定了生物制品中的磷
,

研完了湿 消化法

及不 同的 石
、

鉴管涂布试剂
。

基于 N B S 标准样品和水产制品中磷含量浏 定的 情况
,

时

石墨炉 原子吸收法和标准比 色法进行 了评价并讨论 了这二种方法的利井
。

引 言

磷是一种所有生命体所必需的重要常量元素
。

它和钙一起组成骨骼的主要成份
,

它也存

在于脂类和蛋白质之中
。

一般认为如能从膳食中摄得足量的钙和蛋白质即可满足人体对磷的

需求
,

但膳食中过量的纤维素以及植酸会对上述平衡产生不 良影响
。

已发现磷元素对动物体

内痕量元素的保留具有阻抑作用 [̀
’ “ l , 在鱼类营养研究中通过测定鲜鱼血清中的磷含量 可 以

间接地测定血清中的磷脂含量 31[
。

正因为磷是一种常量元素
,

所以大多数测磷方法的灵敏度是足够高的
。

然而仍有必要寻

求一种具有更好的重现性
、

可靠性和回收率的测磷方法
,

以满足在研究动物代谢机理时测定

微量磷元素的需要
。

本研究比较了无火焰石墨炉原子吸收分析法 ( G F A A )和经典比色法 ( C M )的测磷方法
。

C M 基于磷一钒一钥盐黄色复合物的测定
,

常用于油类中磷含量的测定但也适用于其它生物

样品 51t
。

通过研究 G F A A 系统中的 一些操作因子
,

比较了石墨管的不同涂布原料和涂布 工

艺对该法重现性
、

回收率等的影响
。

评价了二种不同的样品消化方法对磷含量测定回收率的

影响
。

1
。

G F A A

实 验

仪 器
:

本文收到日期 1 9 8 3 年 1 月 7 日

.

定于 19 8 3 年 6 月 26 一 7 月 l 日在荷兰阿姆斯特丹召 开的第 23 届国际光谱分析学术大会裕书处已正式将 本 论 文 列

入该 届会议 口头宣读论文议程
。
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k i
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e r 5 0 0 0 型原子吸收分光光度仪

H G A
一

76 高温石墨炉

P e r k i n
一
E l m e r A S

一 l 自动进样器

P e r k i n
一
E l m e r 一 5 6 型记录仪

Z e i s s P M Z型分光光度计

磷元素无极放电灯源
、 、

氖灯背景校正器

eP
r

iK
n 一

lE m er 普通石塞音和涂布管

2
。

C M

标准 T ec h in c o n
自动分析仪

4 0型一 T e e a f o r A B 消化装置

试 剂
:

.1 G F A A

所用的酸均为超纯 ( S u p r a p u r e )等级的 M
e r e k 产品

所用的水均为去离子蒸馏水

3 0% 过氧化氢
:

M e cr k 试剂纯

1 0 0。 微克 /毫升磷标准溶液
:

M
e r o k产品

1 0% ( w / v ) 铜溶液
:

将 2 9
。

3 2 克 L a ZO 3 〔9 9
。
9 9%

,
F l u k a 试剂纯 (瑞士产品 ) 〕溶于 5 0毫

升浓硝酸中
,

加入适量水
,

并以水定容至 2 50 毫升

1% 价 O CI
: 乙醇溶液

_

SI C I` 纯溶液 lF u k a 试剂纯

酸混合液
: 混合等体积的浓硝酸相高氯酸

.2 C M
’ 。

浓硫酸 (比重 1
。
8 4) M e cr k 试剂纯

K ZS Q
` 一
eS 催化剂片 (K JE L T A B A U T O )每片含 1

.

5 克硫酸钾和 .7 5 毫克硒
。

2
.

6N 酸混合液
:

取 2 0 om l 酸混合液
,

倾入适量水中
,

冷却后以水定容全 l o 00 lm
。

相下钒试剂

试剂A
:

将 20 克铂酸氨 (Me
r o k 试剂纯 )溶于 20 0毫升水中加热

,

然后冷却
。

试剂几将 1 克钒酸氨 (M
“ cr k )试剂纯溶于 15 。 毫升沸水中冷却后加入 24 毫 升浓 H N O 3 -

H 1C 0 4
混合浪

_

(体积比 1 : 1 )
’

试剂 c : `
在不停搅拌的同时

,

将试剂 A 缓缓地加到试剂 B 中并以水定容至 1升
。

消化方法

方法 1 : 将 50 ~ 2 00 毫克冷冻干燥的样品置于容积为 20 毫升的带盖的 S o vi r e l 瓶中
,

加

入 2毫升混合酸溶液
,

同时制备空白
。

拧紧瓶盖并置于家用压力锅内
,

加热至锅中的水煮沸
,

加上 2公斤限压阀然后在 1 10 ℃ 下保持 20 小时
。

冷却后将样品消化液移入 10 毫升容量 瓶中

并以水定容至刻度 l6[
。

测定前以 i % 的混合酸溶液将样品消化液适当稀释
。

用标准添加法测

定磷含量
,

记录峰高及峰面积值
。

卞读 2 :

凯氏消化法

将 2 00 毫克冷冻干燥的样品置于容积为 75 毫升的消化管中
,

加入 3 毫升浓硫 酸
。

将 消



化管置于带有温度控制仪的 40 型 T e o a t o r 一 A B 消化装置中并加热至温度 达 2 00 ℃
,

向 管 内

加入一 片催化剂
,

进一步升温至 3 75 ℃ 并在此温废下保持一小时
。

关闭加热器
,

降 温 一 小

时
,

冷却后以水稀释至 75 毫升
。

取出适量样品消化液用比色法测定磷含量
。

石墨管涂布步骤
:

将 P e r
ik

n 一

lE m e r 普通石墨管分别浸泡在 l % Z
r

O CI
: 的乙醇液中或纯 的 SI CI

;
液 中 过

夜 l8[
,

然后用超声波处理法 ( A 法 ) 或用负压处理法 ( B 法 )除去石墨管孔隙中的气体以利于涂

布溶液的渗透
, 9 , ,。 l

。

A 法
:

将浸泡在涂布液中的石墨管置于超声波发生器中处理 20 分钟
。

B 法
:

将盛有浸泡液和石墨管的烧杯置于真空干燥皿中 (涂布液需将石墨管盖没 )
,

在负压条

件下保持 10 分钟
,

然后在常压下保持 5 分钟
,

如此重复三次
。

将纯 SI CI
; 作为涂布剂

,

把经上述处理的管子置于水中过夜以使 SI CI
; 水解成 51 0 : 。

然

后在 1 10 ℃ 下干燥 10 分钟
。

将干燥过的管子置于石墨炉中
,

在 5 00 ℃ 下保持 10 秒
, 1 5 0 0℃

下保持 20 秒
,

在 2 6 5 0℃ 保持 6 秒由此制成碳化硅石墨管
。

将 1% Z
r

O CI
: 乙醇液作为涂布剂

,

把经上述处理的管子置于烘箱内
,

在 10 5℃ 下干燥 2

小时
,

然后将该管置于石墨炉中
,

在 1 20 秒内将炉温逐渐升至 1 5 0 0℃
,

在 2 6 0 0℃ 下将管子

加热 5 秒
,

这一加热处理 ( 2 6 0 0℃ x s 秒 )需重复三次
,

由此制成碳化错石墨管
。

测定步骤
:

1
。

G F A A 法

将适量稀释的样品消化液加入进样杯中
,

每个样品消化液需用三个进样杯
,

在其中的两

个怀内加入一定量的磷标准溶液
。

(标准添加法 )
。

2
。

C M 法

用 2
.

6 N 的硝酸一高氯酸混合液 (休积比 = 1 : 1 )稀释浓度为 1 0 0 0 微克 /毫升的磷 标 准 溶

液制备一系列浓度的工作标准溶液
。

其浓度必须大于待测样品的 浓 度 范 围
。

在 4 3 o n m波长

下测定样液和工作标准溶液的吸光度值进行回归分析处理
,

由此得到校正标准曲线
。

从该曲

线即可求出样液中的磷浓度
,

再乘稀释因子便可计算出样品中的磷含量
。

结 果 和 讨 论

G F A A 操作温度的选择
:

表一总给了 G F A A 法的诸操作参数

表 一 G F A A 法的诸操作参数

1
.

仪器参数

波长

狭缝

光源

信号模式

读数时间

2 13
。

5 / 2 1 3
。

6 n m

0
。

7 n m

无极放电灯一 9 瓦

消光值
,

峰高

6秒



惰性气体 氢气纯度 ( 9 9
.

9% )

石墨炉形式 普通型及涂布型

氖背景校正器 采用

进样体积 20 微升

2
。

升温程序

干燥 120 ℃ 到达该温度后保持 30 秒钟
,

氢气流量 2 40 毫升 /分钟

灰化 1 4 0 0℃ 自 1 2 0℃ 至 6 0 0 CC 需时 4 5秒
,

自 6 0 0 oC 至 1 4 0 0℃ 需 时 近

似零秒
,

氢气流量 2 40 毫升 /分钟

原子化 2 6 5 0℃ 自 14 0 0℃ 至 2 6 5 0℃ 需时近似零秒在 2 6 5 0℃ 下保持 5 秒
,

其间中止氨气流通
。

将 20 微升 5 毫克 /毫升的磷标准溶液注入碳化硅石墨炉
,

进样后在 12 0 ℃ 下干燥 20 秒
,

用 4 0秒钟的时间使炉温
“ 爬坡

” 式地从 12 0℃升至 60 0℃ 然后锐升至 1 4 0 0℃
,

这种升温方法

与将炉温从 1 20 ℃ 直接锐升至 1 4 0 0℃ 的升温方法相比具有更好的重现性
。

最后
,

在 2 6 5 0℃

下将样品原子化 5 秒钟
,

其间停止氨气的流动
。

将标准样品牡蝠 (S RM 1 5 6 6) 的试样消化液适当稀释
,

使其在灰化温度为 1 4 0 0℃ 时给 出

与 5微克 /毫升磷标准溶液所对应的吸光度值相似的信号
。

样液进样量也为 20 微升
。

原子化温度若低于 2 6 5 0℃ 吸光度值则显著下降 ; 原子化时间若短于 5 秒钟则 导 致 “ 记

忆效应
” 。

最大功率加热可使磷迅速而又均匀地原子化
,

从而获得合理的原子化信号
。

若使

原子化温度呈
“ 爬坡式 ” 上升而非锐升

,

则样品消化液的原子化信号下降
,

而磷标准溶液的

原子化信号下降 10 %
。

图 1 显示了在使用碳化硅石墨管时
,

以标准样品牡蜘试样消化液和磷标准溶液为样品
,

将灰化温度从 40 0℃ 升高到 1 5 0 0℃ 所得到的吸光度值曲线图型
。

用 碳化错和普通石墨管可

以得到相似的图型
。

..030咖..030咖
公砚备

O 一牡垢样品
, X 一 5微克磷 /毫升标准溶液 灰化温度

图 1 最佳灰化和原子化温度曲线 (操作条件兄表一 )

实验结果表明
,

就涂布管的灵敏度和重现性而言
,

二种涂布工艺之间并无显著差异
。

为

方便起见
,

故使用超声波处理涂布法
。

2 2
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对于所研究的 三 种 石墨

管
:

碳化错
,

碳化硅和普通石

墨管
,

当进样量为 20 微升时
,

校正曲线的线性范围一直延续

到 10 微克磷 /毫升
。

(图 2 )与

普通右墨管的灵敏度相比
,

碳

化铬石墨管的灵敏度要高出 10

一 15 %
,

而碳化硅石墨管则要

高出 8~ 10 %
。

在本工作 中用

金属碳化物涂布石墨管看来并

不能延长管子的使用寿命
。

当

样液浓度为 5 微克磷 /毫 升 的

2 0% 混合酸溶液 ( H N O 3 : H CI

O ; ) (体积比
= 1 : 1 )时

,

这样 7 0

次后
,

原子化信号将下降 30 % ;

但当滋合酸溶液浓度 为 0
.

1%

时
,

则大约在进样 4 00 次后
,

原子化信号才下降 30 %
。

有关

报道关于普通石墨管之间灵敏

度差异较大的现象在本工作中

未曾发现
。

介质效应

` }
,

娜 } //
匕` ` 一一一 - -~ ~ ~ ` 一

一
一 -一 _ _ _

_ .

巧 徽克梅 毫 , 即

一错涂布管

图 2

一硅涂布管 一普通管

时应 于 不同石墨的校正曲线

表二 不 同介质对磷吸尤度值 的影响 (吸尤度值 x 1 0 , )
’

介 质

]
石墨管 质 (% )

10
ù

202015121818171752262126220
。
0 1

介

0
。
0 5 0

。
1

2020613]202018192628肠2961

0
.

5 … 1
·

0 -

}
」

2 0 } 1 9
.

212016222118302032285531211815约1919271928262835
玲2018议1918181924212321231918181618181720202120222317181418151717192021182220H C I ( v 八 )

H Z S O 4 ( v / v )

H N O 3 ( v / v )

11 N O 3
/ H

: 0 2

( 1 : 1 ) ( v / v )

IJ C IO 4 ( v / v )

H C IO ; /H N O 。

( 1
: 1 ) ( v /

v )

L a ( N O 3 ) 2

( w / v )

普通管
碳化错管

普通管
·

碳化错管

普通管
碳化错管

普通管

a .

进样量 20 微升
,

标准液中磷 浓度 10 微克 /微升
,

实验 条件如表一所示
。



在以 ( ; F A A 测定痕量元素时作为介质的高氯酸对信号的阻抑作用己有 不 少 报 道 “ 2 , `”

K io r t y o h a n n L川 和 引 a vi n 等人 [ ’ 5 ]研究了高氯酸对铝和其它元素测定的作用及其机理
。

他们

发现肖在样液中有高氯酸存在时
,

铝有可能以一种键合的化合物存在从而降低原子化程度
。

然而对磷而言
,

高氯酸却起相反 的作用
。

由表二可知
,

随样液中高氯酸浓度的增加
,

信号增

大
,

当高氯酸浓度达到 1% 时
,

信号达到最大值
。

磷的最佳原子化状态是借助于 L a ( N 0 3 ) :

的添加而达到的油 在样液中加入 5% 铜使灵敏度达到仅以 l% 硝酸作 介 质 的 2
.

9 倍
,

仅 以
_ 一

1% 氯酸作介质的 1
.

9 倍
。

扁的兄伽水手 物充庵什

一甲一样品消 化后添加磷标 准液

一 O 一样品浦化前添加磷标准液

回收率 R% = C sb / C
: 。
又 1 00 %

图 3 基于标准添加法的 回收率试验

回收率

基于标准添加 法 测 定 回收

率
。

在样品消化前加入一定量的

磷标准液由此测得 C
, “ 在 样品

消化后加入一定量的磷标准液由

此测得 C
: 。 ,

如二曲线重合则回

I次率为 10 0%
。

图 3 的曲线表示

回收率为 96 %
。

对上述三种石墨

管进行 了回收率测定 , 对应于每

一种管子进行 6组平行测定
。

普
_

通管的回收率为 ” 士 6% ;
碳化

硅管为 96 士 4%
,

而碳化错 管 为

10 2 士 3%
。

重视性

用 G F A A 法测定同一 样液

10 次 〔菠菜标准样 品 SR M 15 7 0 )

来研究不同石墨管的重现性
。

对

应于普通石墨管
。

碳化硅管和碳化错管
,

相对 标 准 偏 差 分 别 为 8
.

1%
, 3

.

6% 和 5
.

2%
。

G F A A 法的总重现性由表三所示
,

如用普通管则相对标准偏差为 9% 如用金属碳化 物 涂 布

管则可得到更好的重现性
,

相对偏差为 5%
。

表三 用消化法 1一原子吸收分尤光度法 及不同的 石
、

墨管测得的

N B S样品中的磷含量 (克 /公斤干基
“
)平行刚 定 10 次 )

通 管 一 碳 化 错 管 碳 化 硅 管

样
:

钻

月仓

口

x b )

5 .

石
.

川一岌 S
。

D
。

N D S 标定值

菠菜 ( S R M 15 7 0 )

牡蝠组织 ( S R M
15 6 6 )

5
。

6

7
。
7

0
。

3

0
。

4

5
。

5土 0
。
Z d )

8
。

1
“
)

.D一:3
.S一00

一一
一000

一…
一

:5
一00一111

一一一一卜

!
一一0j
...

一..58

a) 按 N B S 规 定法干燥 b
, c ) 均数和标准偏 差 d) 置信 限 95 % e ) 未标 定值

准确度

为了评价本法的准确度
,

测定 3 N B S 的标 准样品
。

表三的结果表明石墨管的表 面 处理

对准确度优劣无明显作用
。

三种石墨管均给出很好的准确度
。

当用普通管测定未经标定的牡



蝎标准样品时
,

所得的结果高于用涂布管测得的值
,

·

而后者与最近报道的结果相符合
。

用标准添加法比标准曲线法可得到更准确的结果
。

(表四 )在普通石墨管和碳化硅管之间

并无显著差异
。

表四 采用 消化 法 1一原子吸收分尤光度法测 定 N B S 样品中磷含量

时标 准添加 法和标准 曲线法的 比较 ( 克 /公斤干基
,

平行测 定 4 次 )
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比色法

对磷而言
,

磷钥呈 色反应的一个值得注意的特征是 在该反应 中只有溶解态的正磷酸盐离

子才能与试剂作用显色
。

因此必须在比色分析前将以其它形式存在的磷氧化成正 磷 酸 盐 离

子
。

表五记录的数据显示了用二种不同方法 (消化法 1一 G F A A 测定和消化法 2一 C M 测 定 )

同一样品所得 的磷含量值之间的差异
。

显而易见
,

使用消化法 2一 C M 法时
,

有相当一 部 份

磷并非以正磷酸盐离子的形式存在
。

在比色以前将消化液煮沸可使回收率改善 8%
。

但结 果

仍显著偏低
。

当采用消化法 1一 C M 法时
,

所测得的菠菜标准样品中磷含量在标定值之 间
,

但所测得的牡蜘标准样品中的磷含量低于采用消化法 1一 G F A A 法所得到的结果 (表六 )
。

表五 用比 色法测磷时
,

二种不 同的 浦化方法
’
)对分析结果的影响
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来用消化 法 1 时
,

不 同的测 定方 法 (原子吸收分 尤光度法和比 色法 )

时分析结果的影响 ( 克 /公斤
,

干基
,

平行测 定 6 次 )
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图 吐显示了由比色法和原子吸收分光光度法分别测定鱼类制品中磷含量时二组结果之间

的高度相关性
。

比色法的重现性优于原 子吸收法
,

但准确度劣于后者
。
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