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【化学测定方法】

固相萃取 -高效液相色谱法测定水产品中的三聚氰胺
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[摘要 ]　目的 :建立用固相萃取 -高效液相色谱法测定水产品中三聚氰胺的高效液相色谱法。方法 :水产品中的三聚氰

胺经阳离子交换固相萃取柱净化后 ,采用 Kromasil C18色谱柱 (416 mm ×250 mm, 5μm )分离 ,以庚烷磺酸钠 -柠檬酸缓

冲液 :乙腈 (85: 15)为流动相 , 由高效液相色谱 -紫外检测器分析测定。结果 :该方法在 10～100μg/m l的范围内具有良

好的线性关系 ( r = 019993) ;加标回收率为 8011%～8819% ; RSD为 211%～510% ;方法检出限为 116 mg/kg。结论 :该方

法操作简便快捷、净化富集效果好、重现性较高 ,能满足实际样品的日常检测需求。
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[ Abstract]　O bjective: To establish a SPE - HPLC method for the determ ination of melam ine in aquatic p roducts1M ethods:

Melam ine in aquatic p roducts was cleaned - up by SPE column, then separated by Kromasil C18 column ( 416 mm ×250 mm, 5

μm ) with ultraviolet detection1The mobile phase consisted of sodium hep tanesulfonate - citric acid buffer solution: acetonitrile (85:

15) 1Results: The linear ranges were 10～100μg/m l ( r = 019993) , the recoveries were in the range of 8011%～8819% , the

relative standard deviations were 211%～611% , and the determ ination lim it was 116 mg/kg1Conclusion: This method is of good

rep roducibility and simp le operation and it could be app lied to the determ ination of the aquatic p roducts1
[ Key words]　Melam ine; Aquatic p roducts; SPE - HPLC

　　三聚氰胺是一种重要的氮杂环有机化工原料 ,禁止使用

于食品和动物饲料中。由于其分子结构中含有大量的氮元素 ,

普通全氮测定法在检测蛋白质含量时不能排除这类伪蛋白氮

的干扰 ,从而使得一些不法厂商为降低成本而违禁添加这种

化工原料 ,以提高产品中粗蛋白的含量来获取利润 ,损害了消

费者的健康和利益。2008年 9月 ,“三鹿婴幼儿奶粉事件”的

爆发一度引起了人们对三聚氰胺的高度关注。

美国食品药品管理局经调查研究发现 ,受三聚氰胺污染

的饲料已经被用于喂养人所食用的动物 [ 1, 2 ] ,且尚不明确是否

用于喂养鱼、虾等水产品。目前 ,国家已迅速出台了乳制品中

三聚氰胺的标准检测方法 [ 3 ] ,但对于动物组织中三聚氰胺的

测定还没有建立相应的标准。本文拟采用阳离子固相萃取和

高效液相色谱一紫外检测器法来测定水产品中三聚氰胺的含

量 ,以期通过系列实验探讨、总结 ,从而建立一种适合于水产

品中三聚氰胺含量的分析方法。

1　材料与方法

111　仪器、试剂与材料

11111　仪器　HP1100高效液相色谱仪 -紫外检测器 ;电子分

析天平 ;高速离心机 ;超声波水浴 ;固相萃取装置 ;氮气吹干

仪 ;涡旋混合器。

11112　试剂　离子对试剂缓冲液 :准确称取 2110 g柠檬酸和

2116 g庚烷磺酸钠 ,加入约 980 m l水溶解 ,调节 pH至 310后 ,

定容至 1 L备用。色谱纯试剂 :甲醇、乙腈 ; 分析纯试剂 :柠檬

酸、三氯乙酸、乙酸锌、氨水 ;三聚氰胺标准品 : CFAA - A11295

- 5G,纯度大于 9910%。实验用超纯水。

11113　材料 　混合型阳离子交换固相萃取柱 AnpelcleanTM

MCX (60 mg, 3 m l) ;定性滤纸 ;微孔滤膜 : 012μm, 有机相 ;氮

气 :纯度大于等于 991999%。

112　标准溶液配制

11211　标准储备液　准确称取 100 mg (精确到 011 mg) 三

聚氰胺标准品于 100 m l容量瓶中 ,用甲醇水 (50% )溶液溶解

并定容至刻度 , 配制成浓度为 1 mg/m l的标准储备液 ,于 4℃

避光保存。

113　样品前处理

11311　取水产品可食部分用搅碎机搅成匀浆 ,称取 2 g左右

试样加入到 50 m l具塞塑料离心管中 ,加入 2%的三氯乙酸溶

液 10 m l、乙腈 5 m l,振荡混匀后超声提取 30 m in, 放入离心

机中以 5000 r/m in离心 12 m in。上清液经三氯乙酸溶液润湿

的滤纸过滤后 ,用三氯乙酸溶液定容至 25 m l,移取 5 m l滤

液 ,加 5 m l水混匀后以待净化。

11312　先用 3 m l甲醇、5 m l水依次活化固相萃取小柱 ,然后

将 10 m l样液分次转移上柱 ,待上样液全部完成后 ,再依次用
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3 m l水和 3 m l甲醇淋洗近干。最后用 6 m l氨化甲醇溶液 (5:

95)洗脱 ,收集洗脱液于 40℃氮气吹干 ,用 210 m l流动相溶解

后过 012μm滤膜 , 滤液用于高效液相色谱仪测定。

114　色谱分析条件

色谱柱为 Kromasil C18柱 (416 mm ×250 mm, 5μm) ;流动

相 :庚烷磺酸钠 -柠檬酸 (10 mmol/L )缓冲液 :乙腈混合溶液

(85: 15,体积比 ) ;检测波长为 240 nm;柱温 40℃;流速

110 m l/m in,进样量 20μl,以保留时间定性 ,色谱峰面积定量。

2　结果与讨论

211　样品提取液的优化选择

三聚氰胺分子结构中带有氨基 ,呈弱碱性 ,在酸溶液中有

较好的溶解性 ,但在强酸中却有不同程度的水解 [ 4 ]。针对其

特点 ,本次试验分别选用了 1%三氯乙酸 -乙腈、1%三氯乙酸

- 10%乙酸锌和 2%三氯乙酸 -乙腈这三种混合溶液作为提

取液 ,在几种不同水产品中添加 40μg/m l的三聚氰胺标准

品 ,通过测定回收率来比较不同提取液的提取效率 (结果见表

1)。从表 1的结果可以看到用 2%三氯乙酸 -乙腈提取时能

更好的促进蛋白变性、沉淀 ,提取效率略高于前二种 ,且适合

于不同基质的多种组分。因此 ,实验最终采用 2%三氯乙酸 -

乙腈溶液作为提取溶剂。

表 1　不同提取液的提取效果

提取液
提取效率 ( % )

鱼 虾仁 大闸蟹 黄鳝

1%三氯乙酸 -乙腈 6312 8512 6117 7115

1%三氯乙酸 -乙酸锌 7916 8611 7617 8116

2%三氯乙酸 -乙腈 8615 8613 8113 8417

212　固相萃取过程的控制

固相萃取的目的是为了净化、富集目标化合物 ,所以整个

上样 -吸附 -洗脱过程中的流速及洗脱液的总量控制对于结

果的准确性和重现性至关重要。实验就不同的萃取流速和洗

脱液体积做了多次试验 ,发现当流速控制在 60 d /m in内、洗脱

液用量大于 6 m l时 ,即可得到较好的回收率和重现性。

213　色谱条件的优化选择

三聚氰胺的极性很强 ,在 C18柱上用常规的洗脱体系不易

保留 ,本文采用乙腈 : ( 10 mmol/L庚烷磺酸钠一柠檬酸缓冲

液 ) 15: 85作为流动相 ,获得了较好的分离效果和峰形 ,且延长

了出峰时间 ,结果见图 1。

图 1　三聚氰胺标准色谱图

214　工作曲线和最低检出限

将 1 mg/m l的三聚氰胺标准储备液用流动相分别稀释成

10、20、40、80、100μg/m l的标准工作溶液 ,按浓度由低到高进

样测定 ,求得标准曲线回归方程 Y = 66167073x + 49163997,相

关系数 r2 = 019993。结果表明三聚氰胺在 10～100μg/m l的

浓度范围内其峰面积 ( Y)与三聚氰胺浓度 (X)呈良好的线性

关系。按 3倍的信噪比得出方法检出限为 116 mg/kg。

215　回收率与精密度实验

选择鱼、虾、蟹等不同种类水产品为基体 ,分别添加 20、

40、80μg/m l浓度的三聚氰胺标准 ,每个浓度水平重复测定 6

次 ,求得加标回收率及精密度 ,结果见表 2。

表 2　添加回收率和相对标准偏差 ( RSD ) ( n = 6)

样品
试样中三聚

氰胺的含量

添加浓度 (20μg/m l)

回收率 ( % ) RSD ( % )

添加浓度 (40μg/m l)

回收率 ( % ) RSD ( % )

添加浓度 (80μg/m l)

回收率 ( % ) RSD ( % )

银鱼 未检出 8213 312 8512 411 8614 219

青鱼 未检出 8111 510 8213 318 8211 319

昂刺鱼 未检出 8316 217 8413 415 8418 419

鲫鱼 未检出 8415 413 8615 312 8712 119

金枪鱼 未检出 8214 211 8515 312 8713 217

黄鳝 未检出 8413 311 8417 319 8616 219

大闸蟹 未检出 8011 417 8013 417 8017 316

青虾仁 未检出 8415 315 8613 312 8819 216

3　结论

通过多次试验验证 ,根据三聚氰胺的化学特性选择相应

的提取液及阳离子 (MCX)固相萃取柱用于净化富集目标化合

物 ,再用高效液相色谱仪分离、紫外检测器检测 ,从而建立了

固相萃取 -高效液相色谱法测定水产品中三聚氰胺含量的分

析方法。经实验验证 ,该方法具有操作简便、快速 ,稳定性较

好的特性 ,基本能满足多种水产品的检测需求。
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