
第 28卷 第 10期
2009年 10月

　　　　　　　　　
分析测试学报

FENX I CESH I XUEBAO (Journal of Instrumental Analysis)
　　　　　　　　　

Vol128 No110
1202～1205

收稿日期 : 2009 - 05 - 25; 修回日期 : 2009 - 08 - 02

第一作者 : 乔勇升 (1980 - ) , 男 , 河北徐水人 , 助理工程师 , 硕士 , Tel: 0523 - 86999912, E - mail: qys - 0708@1631com

高效液相色谱对液态奶中三聚氰胺的快速测定
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摘　要 : 建立了有机溶剂提取和离子对色谱相结合的三聚氰胺快速检测方法。样品中加入有机溶剂振荡提

取 , 取上清液过滤进行高效液相色谱 (HPLC)分析。对丙酮、乙腈、乙醇和异丙醇的提取物分别在甲醇 -离

子对试剂流动相体系和乙腈 -离子对试剂流动相体系中进行测定和比较。结果显示 , 选择合适的流动相 , 使

用丙酮、乙醇或异丙醇为提取剂可以获得较好的提取效果。在甲醇 -离子对试剂流动相体系中 , 三聚氰胺的

质量浓度在 110～10010 mg/L范围内与色谱峰面积呈良好的线性关系 ( r = 01999 98) , 检出限为 011 mg/kg,

采用丙酮为提取剂 , 加标回收率为 97%～103% , 相对标准偏差 (RSD)小于 5%。
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Rap id Determ ination of Melam ine in M ilk by H igh

Performance L iquid Chromatography

Q IAO Yong2sheng, L I Xing2gen, HAN Zhi2ling, HUANG Yin2bo, HU Hui
( Taizhou Institute of Supervision & Testing on Product Quality, Taizhou　225300, China)

Ab s trac t: An analyticalmethod for rap id determ ination of melam ine was developed by organic solvent

extraction combination with ion2pair chromatography. The m ilk samp le was extracted with organic sol2
vents. The supernatant was analyzed by high2performance liquid chromatography ( HPLC). The ion

pair chromatographic separation was performed using a W elch Materials XB2C18 column ( 150 mm ×

416 mm, 5μm) with organic solvent added ion2pair reagent as the mobile phase. The extract got by

separately using four organic solvents such as acetone, acetonitrile, ethanol and isop ropyl alcoholwas

tested and compared in different mobile phase. The results showed that if app rop riate mobile phase

was chosen, the adop tion of acetone, ethanol and isop ropyl alcohol as organic agents for melam ine

extraction could also got good results. In mobile phase of methanol & ion2pair reagent, a good linear

relationship ( r = 01999 98) between concentration and chromatographic peak area was obtained in the

range of 110 - 10010 mg/L. The detection lim it (S /N = 3) of melam ine was 011 mg/kg. W hen ace2
tone was used as extraction agent for melam ine, the average recoveries were in the range of 97% -

103% with relative standard deviations(RSD ) less than 5%. This method was simp le, rap id, accu2
rate, and could meet the testing requirements.

Key wo rd s: melam ine; high performance liquid chromatography ( HPLC) ; ion pair chromatogra2
phy; m ilk

三聚氰胺 (melam ine)简称三胺 , 是一种三嗪类含氮杂环有机化工原料 , 含氮量高达 6617%
[ 1 ]。因

其含氮量高而被一些不法商贩添加到植物蛋白中以提高样品的表观蛋白质含量。目前三聚氰胺的检测

方法主要包括液相色谱法 (HPLC) [ 2 - 7 ]、液相色谱 -质谱法 (LC - MS/MS) [ 8 - 16 ]和气相色谱 -质谱法

( GC - MS) [ 17 - 19 ]。

2008年 9月 , 在我国某些品牌的乳制品中发现非法添加 “伪蛋白”———三聚氰胺 , 导致部分食用

问题奶粉的婴幼儿患肾结石疾病 , 由此引起了国内外对食品中三聚氰胺的高度关注。国家质检总局于
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2008年 10月 7日发布国家标准 GB /T22388 - 2008《原料乳与乳制品中三聚氰胺检测方法》[ 20 ]
, 确定了

高效液相色谱法、液相色谱 -质谱 /质谱法和气相色谱 -质谱联用法作为三聚氰胺的 3种测定方法。其

中 HPLC法采用 1%三氯乙酸溶液和乙腈进行提取 , 经阳离子交换固相萃取柱净化后 , 在流动相中添加

离子对试剂改造成反相离子对色谱后进行测定。该方法使用固相萃取柱对样品进行净化 , 除去乳制品

中的一些杂质成分 , 但操作步骤相对比较繁琐 , 前处理时间长。同年 10月 15日质检总局发布国家标

准 GB /T22400 - 2008《原料乳中三聚氰胺快速检测液相色谱法》[ 21 ]
, 该标准只针对原料奶和不含添加

物的液态奶 , 采用乙腈作为样品的蛋白沉淀剂和三聚氰胺提取剂 , 强阳离子交换色谱柱进行液相色谱

分离测定。该方法前处理快速简便 , 只在 1个具塞试管中完成全部前处理程序 , 减少了中间环节的损

耗 , 提高了样品回收率。但采用乙腈作为提取剂 , 增加了对检验人员健康危害和环境污染的风险 , 而

且该方法需要配置强阳离子交换色谱柱。

本文结合以上 2个液相色谱检测方法 , 用有机溶剂丙酮、乙腈、乙醇或异丙醇等对三聚氰胺进行

提取 , 在反相离子对色谱上分析。在实验过程中筛选多种有机溶剂作为液态奶中三聚氰胺的提取剂 ,

减少对乙腈的消耗。

1　实验部分

111　试剂与仪器

三聚氰胺对照品 (纯度为 99% , 德国 A lfa Aesar公司 ) ; 乙腈 (D IMA公司 )、甲醇 (德国 Merck公

司 )、辛烷磺酸钠 (色谱纯 , 日本 TC I株式会社 ) ; 乙醇、丙酮、异丙醇等均为分析纯 ; 实验用水为 M il2
lipore超纯水。0122μm针式微孔滤膜过滤器 (天津津腾公司 )。

W aters 2695高效液相色谱系统 , 配有 W aters 2996二极管阵列检测器和 Empower色谱工作站 (美国

W aters公司 ) ; M illipore纯水系统 , 配有 M illi2Q Academ ic超纯水器和 R iO s反渗透水纯化系统 (美国

M illipore公司 ) ; Sartorius CP225D型电子分析天平 , 感量为 01000 01 g(德国 Sartorius公司 )。

112　标准溶液的配制

准确称取适量三聚氰胺标准品 , 用甲醇溶解得到 1 000 mg/L的标准储备液。用甲醇稀释标准储备

液 , 配制成 110、510、1010、2510、5010、10010 mg/L的标准工作液。

113　色谱条件

色谱柱 : XB 2C18 (150 mm ×416 mm , 5μm ) , W elch Materials公司 ; 甲醇 -离子对试剂缓冲液 (体

积比为 40 ∶60)流动相体系 , 乙腈 -离子对试剂缓冲液 (体积比为 20 ∶80)流动相体系 ; 柱温 : 40 ℃;

流速 : 110 mL /m in; 进样量 : 20μL; 检测波长 : 240 nm。离子对试剂缓冲液由 2110 g柠檬酸和 2116 g

辛烷磺酸钠加水溶解 , 调节 pH至 310, 定容至 1 L。

图 1　三聚氰胺在不同配比流动相的色谱图
Fig11　Chromatogram of melam ine in different

rate of mobile phase
ratio of methanol to ion2pair reagent(A - D) :

60 ∶40, 50 ∶50, 40 ∶60, 30 ∶70

114　样品制备

称取混合均匀的 5 g液态样品 (准确至 01001 g, 固态样品称取 2 g) , 置于 50 mL具塞刻度试管中 ,

加入 40 mL有机提取剂 (丙酮、乙腈、乙醇或异丙醇

等 ) , 剧烈振荡 6 m in, 加水定容至满刻度 , 充分混匀后

静置 20 m in, 上清液经 0122μm有机系滤膜过滤 , 供

HPLC分析。

2　结果与讨论

211　流动相配比的选择

不同配比的甲醇 -离子对试剂缓冲液流动相条件

下 , 20μL 1010 mg/L三聚氰胺标准工作液的高效液相

色谱见图 1。从图 1可以看到 , 随着流动相中甲醇配比

的提高 , 三聚氰胺的保留时间逐渐缩短 , 峰宽越来越

窄 , 峰形越来越好。乙腈 -离子对试剂缓冲液流动相配

比对色谱分离效果的影响规律与之相同。经过优化后 ,
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选择 “113”所示的流动相配比。

212　不同有机提取液的提取效果比较

向原料乳样品中添加 015、1、10、50 mg/kg的三聚氰胺 , 分别用丙酮、乙腈、乙醇和异丙酮进行

提取 , 结果见表 1。在乙腈 -离子对试剂流动相体系中 , 用乙腈为提取剂时的回收率为 84%～108%。

而在甲醇 -离子对试剂流动相体系中 , 分别以丙酮、乙醇、异丙醇为提取剂时的回收率依次为 97%～

103%、92%～101%、86%～100% ; 结果说明 , 如果选择合适的流动相体系 (如甲醇 -离子对试剂流动

相 ) , 使用丙酮、乙醇或异丙醇作为三聚氰胺提取剂也可以获得与乙腈类似甚至更好的提取效果。

在实际操作中 , 如果使用丙酮或异丙醇作为有机提取剂 , 可设计为 10 g样品中加入 40 mL有机提

取剂进行提取。而使用乙醇作为三聚氰胺提取剂时 , 发现乙醇沉淀蛋白的效果并没有丙酮、乙腈或异

丙醇理想 , 于 10 g的液态奶样品中加入 40 mL乙醇不能在短时间内获得较澄清的上清液。考虑到乙醇

的沉淀效果 , 可适当减少样品量的比例 , 即设计为 5 g样品加入 40 mL的有机提取剂 , 可同样获得较

好的沉淀效果。

表 1　不同有机提取剂的提取效果 ( n = 3)

Table 1　Extraction of different organic solvents( n = 3)

Mobile phase
Added

w / (mg·kg - 1 )

Acetone Acetonitrile Ethanol Isop ropyl alcohol

Recovery RSD Recovery RSD Recovery RSD Recovery RSD

R /% sr /% R /% sr /% R /% sr /% R /% sr /%

Methanol - ion2
pair reagent

015 97 413 73 417 92 412 86 216

1 100 315 95 215 94 611 88 315

10 103 418 85 411 101 214 100 311

50 103 211 99 318 100 314 100 218

Acetonitrile - ion2
pair reagent

015 109 116 100 218 62 318 88 210

1 108 314 108 319 87 214 109 417

10 105 418 84 518 50 212 79 415

50 105 317 94 216 60 412 80 518

三聚氰胺微溶于甲醇 , 而在二甲基亚砜中的溶解度较大 [ 22 ]
, 蔡勤仁等 [ 14 ]在提取溶剂中加入 10%

二甲基亚砜来提高提取回收率。由于甲醇和二甲基亚砜均具有沉淀蛋白质的作用 , 所以本实验有机提

取剂的选择中也对甲醇和二甲基亚砜进行了考察 , 结果发现样品中分别加入 40 mL以上两种提取液后 ,

不能通过简单的静置或过滤实现提取液与蛋白质的初步分离以能达到快速便捷检测三聚氰胺的目的。

213　不同流动相体系对色谱分离的影响

从表 1可以看出 , 在甲醇 -离子对试剂流动相体系中 , 选择乙醇作为三聚氰胺提取剂 , 加标 015～

50 mg/kg的回收率均达到 90%以上 , 但同样的提取样品在乙腈 -离子对试剂流动相体系中没有获得理

想的测量结果 , 回收率为 50%～87% , 且三聚氰胺标准峰峰形变差 , 测量值降低 , 回收率不稳定。表

明即便是同种溶剂提取的样品 , 在不同流动相中的色谱行为也有着较大差别 , 原因可能是由于三聚氰

胺在不同有机溶剂中溶解度的不同 , 以及有机溶剂极性差异等因素引起的。因此 , 选择流动相时 , 其

性质应与样品提取剂的性质相同或尽量相近。出于环境保护的考虑 , 为了减少乙腈的用量 , 本实验选

择甲醇 -离子对试剂流动相体系为最佳流动相。

214　方法的线性范围与检出限

在甲醇 -离子对试剂体系中 , 按照 “113”色谱条件对 110、510、1010、2510、5010、10010 mg/L

的三聚氰胺标准品溶液进样检测 , 以标准品质量浓度 (mg/L )为横坐标 , 峰面积为纵坐标作图 , 在

110～10010 mg/L范围内 , 标准品的质量浓度与峰面积值具有良好的线性关系 , 回归方程为 Y = 4100 ×

10
4
X ( r = 01999 98)。将标准品溶液稀释进样 , 测得三聚氰胺的检出限 (S /N = 3)为 011 mg/kg。

215　方法的回收率与精密度

在液态奶样品中 , 用丙酮作为提取剂进行提取 , 在甲醇 -离子对试剂流动体系中进行分离 , 获得
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图 2　空白牛奶样品 (A)与添加 1010 mg/L

三聚氰胺的牛奶样品的色谱图 (B)

Fig12　Chromatogram s of blank m ilk samp le (A) and blank m ilk

samp le sp iked with 1010 mg/L of melam ine standard (B)
methanol - ion2pair reagent mobile phase, extract agent:

acetone; peak 1: melam ine

的回收率在 95%以上 , 平行测定 6次 , 得到三

聚氰胺峰面积的相对标准偏差 (RSD )小于 5% ,

表明方法的重复性良好。图 2为空白牛奶样品

及加标样品的色谱图。

3　结　论

本文建立了有机溶剂提取与离子对色谱分

析相结合的三聚氰胺快速检测方法。通过对实

验条件的选择和优化 , 确定了色谱条件。方法

的灵敏度和精确度满足实际样品检测需要。实

验中证实了丙酮等有机溶剂也可以获得与乙腈

类似甚至更好的提取效果 , 可以在实际工作中

进行应用 , 食品达到保护环境、保护检验人员健康、降低实验成本的目的。本方法快速、简便 , 适用

于不含或含少量添加剂的液态奶的快速检验。可以应用于企业自行组织的原材料进厂检验和部分成品

出厂检验 , 在批批检验的繁重工作中 , 提高工作效率。
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图 2　草莓样品中矮壮素残留的 MRM色谱图
Fig12　MRM chromatogram s of chlormequat in strawberry

A. blank strawberry; B. strawberry samp le
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