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HPLC测定原料乳与乳制品中三聚氰胺质量分数的不确定度评定 

汪辉，彭新凯，曹小彦，胡朝晖，何红梅 
(长沙 市食 品质 量安 全监督检 测 中心 ，长沙 410013) 

摘 要 ：建 立高效液相 色谱法测定测定原料 乳与乳制品 中三聚氰胺质量分数的不确定度评定方 法
，采用GB／T22388—2008高效液相 色 

谱法测定测定原料乳与乳制品中三聚氰胺质量分数。建立数学模型，根据《测量不确定度评定与表示}0JF1059--19991中有关规定评估 

其不确定度。结果表明，按数学模型计算奶粉中三聚氰胺质量分数为2．70 mg／kg，扩展不确定度为0．064 mg／kg，结果表达为(2
．70± 

0．064)mg／kg。该方法建立的数学模型合理、可靠。 
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Uncertainty evaluation of high perform ance liquid chrom atographic determina．- 

tion of m elam ine in raw m ilk and dairy products 

W ANG Hui，PENG Xin—kai，CAO Xiao—yan，HU Zhao—hui，HE Hong—mei 

(Changsha Center of Supervision and Inspection on Food Quality Safety，Changsha 410013，China) 

Abstract：Objective：A assess method of measuring uncertainty was established according to GB／T22388—2008 which determined melamine 

in raw milk and dairy products by HPLC．Me山ods：A machematical mode1 was established which evaluated uncertainty according tO。‘‘Evalua- 

tion and Expression of Uncertainty in Measurement”．Results：The content of milk powder was 2．70 mg／kg according tO mathematical model 

established in the study，expanded uncertainty was 0．064 mg／kg ，an d the expression 

of uncertainty was(2．70+0．064)mg／kg．Conclusion：The mathematical model was established was lc， cal and credible． 
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0 引 言 

三 聚 氰 胺 (melamine)又 称 三 氨 三 嗪 ，简 称 三 胺 ， 

为 白 色 或 无 色 结 晶 是 一 种 重 要 的 氮 杂 环 有 机 化 工 原 

料 l1I 三 聚 氰 胺 分 子 中含 有 大 量 氮 元 素 ，普 通 的 全 氮 测 

定 法 测 蛋 白质 含 量 时 不 能 排 除 这 类 伪 蛋 白 氮 的 干 扰 ． 

因 而 一 些 厂 商 为 了 能 低 成 本 而 添 加 这 种 化 工 原 料 ．以 

提 高产 品中蛋 白质含 量 

测量 不确 定度 对 实验 室 间 比对 、测 量 结果 临界 值 

的判断 、方 法 的确 认 以及 检测 工 作 国际化 等方 面 ，都 

有 重 要 的 意 义 目前 ．我 国检 测 三 聚 氰 胺 的 方 法 已 比 

较 成 熟 ．相 关 文 献 也 较 多 [2--5]，且 已有 农 业 部 标 准 Y／ 

T137222007、 国 家 标 准 GB／T22388 -2008，GB／ 

T22400-2008 本 实验根 据 国家计量 技术规 范 的要 求 ， 

结 合 日常 的 检 测 工 作 ．进 行 HPLC测 定 原 料 乳 与 乳 制 

品 中 三 聚 氰 胺 质 量 分 数 (GB／T22388—2O08)的 测 量 不 

确 定度评 估嘲 
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1 实 验 

1．1 主 要 仪 器 与 试 剂 

W aters1525~ 液相 色谱 仪 配2996~-极管 阵列 检测 

器 ．717P1us自 动 进 样 器 ，Epower工 作 站 ， 三 聚 氰 胺  

(99．9％)。 

1．2 色 谱 条 件 

色谱柱为w elchMaterialsAQ-C18色谱柱(250innlX 

4．6 1TI1TI，5 m i．d．)，柱 温 ／"／'340℃ ，流 速 为 1．0 mL／min， 

流动 相 为 庚烷 磺 酸 钠 (浓 度 为0．01 mol／L)，柠 檬 酸 

(0．01 mol／L)一乙腈 (90+10，体积 比 )，检测 波 长 为 

240nm ，柱 温 为 40 oC，进 样 量 20 L。 

1．3 方 法 (参 照 GB／T22388—2008) 

(1)提取 。准确 称取2．0 g样 品于5O mL的具塞 塑料 

离 心管 中．加入15lnL三氯乙酸溶液和5 mL乙腈 ，超 声提 

取 10 min．再 振 荡 提 取 10 mi n后 ．以不 低 于4 000 r／mi n离 

心 10 min 上 清 液 经 三 氯 乙酸 溶 液 润 湿 的 滤 纸 过 滤 后 ， 

用 三 氯 乙 酸 定 容 至 25 mL．移 取 5 mL滤 液 。加 入 5 mL 

水 混匀 后做待 净化 液 。 

(2)净化 。将 待净 化液转 移至 固相萃 取柱 中。依 次 

用 3 mL水 、3 n1L甲醇 洗 涤 ，抽 至 近 干 后 ，用 6 mL氨 化 甲 
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醇 液 溶液 洗 脱 。洗脱 液 于50℃ 下 氮气 吹至 近干 ，准 

确 加 入 1 mL流 动 相 ，在 快 速 混 匀 器 上 混 匀 1 n-fin，经 

0．45 m的 滤 膜 过 滤 ，上 机 分 析 。 

2 结 果 与讨 论 

2．1 数 学 模 型 

x= ， 
m  

式 中 ：x为样 品 中三 聚氰 胺 质 量分 数 ，mg／kg；c为 

标 准 曲线 得 出 试 样 中 三 聚 氰 胺 的 质 量 浓 度 ，mg／L；m 

为样 品的质 量 ，g； 样 品稀 释体 积 ，mL 回收 率校 

正 因 子 等 于 回 收 率 的 倒 数 。 

2．2 不 确 定 度 的 主 要 分 量 l卜lo1 

(1)标 准 曲 线 得 出 试 样 中 三 聚 氰 胺 的 浓 度 引 入 的 

不 确定 度 “ (f)：标 准物 质 引 入 的不 确 定 度 、标 准 工 作 

液 配 制 过 程 玻 璃 仪 器 校 准 产 生 的 不 确 定 度 、标 准 工 作 

液 配制 过 程 温 度变 化 产 生 的不 确 定 度 和 标 准 曲 线 拟 

合 的不 确 定 度 。 

(2)样 品 称 量 引 入 的 不 确 定 度 “ (m)：由 天 平 的 

最 大 允 许 误 差 引 起 

(3)体 积 引入 的不 确定 度 “ ( ：由定 容 体 积 和进 

样 体 积 的不 确 定 度 组 成 。 

(4)样 品处 理 过 程 引入 的不 确定 度 “ ㈦ ：测 试样 

品 的制 备 过 程 非 常 复 杂 ，需 经 过 均 质 、溶 液 转 移 、过 

滤 、固相萃 取等 步骤 ，每 一 步操 作都 会 引入 不确 定 度 ． 

要 逐 步 确 定 每 一 步 骤 对 测 量 结 果 不 确 定 度 的 贡 献 是 

相 当 困 难 的 ．可 采 用 检 测 方 法 确 认 中 的 有 关 数 据 ．如 

回收率对 制样 过程 引入 的不确 定度进 行评 定 

2_3 不 确 定 度 Urel(C) 

2．3．1 标 准 物 质 引入 的 不 确 定 度 

根据 标准 物 质证 书提 供 的信 息 ．三 聚氰 胺 的不 确 

定 度 为 0．5％，按 正 态 分 布 考 虑 ，包 含 因 子 K=3，属 B类 

评 定 ．故 其 相 对 标 准 不 确 定 度 为 

Uhxd~O．5％／3=1．67 xl0一。 

2．3．2 配 制 过 程 中产 生 的 不 确 定 度 评 定 

标 准 储 备 液 的 配 制 过 程 ：精 确 称 取 0．1000 g三 聚 

氰 胺 标 准 物 质 ，加 甲醇 水 溶 液 溶 解 并 定 容 至 100 mL． 

质 量 浓 度 为 1．0 g／L 

(1)标 准 物 质 称 量 引 入 的 不 确 定 度 。 

查 称量 使用 的Sartorius CP225D 电子 天平 检定 证 

书 ，其最 大 允 许误 差0．05 mg，重 复 性 误 差0．02 mg，该 

天 平 属 于 一 级 天 平 ，一 般 采 用 矩 形 分 布 ，包 含 因子 为 

、／ 一，属B类评定。其标准不确定度为 

Ul=a／k=O．05mg／、／了=2．89x10-2 mg． 

u2=a／k=O．02rag／、／了=1．15x10—2mg． 

“产Vu12+1／22=3．1 1×10 2mg。 

相 对 标 准 不 确 定 度 为 

“ =3．11×10 ／100=3．11×10 。 

(2)玻 璃 量 具 引 入 的 不 确 定 度 。 

标 准工作 液 配制 过 程 中使用 了一 系列 玻璃 量具 ． 

按照《常用玻璃量具检定规程JJG196—2006》的要求 ， 

均 有 相 应 的 最 大 允 差 。 欧 洲 分 析 化 学 中 心 (EU— 

RAcHEM)认 为 其 服从 三 角 分布 ，故 K=V 一，由此 估 

算 不 确 定 度 分 量 。 表 1为 玻 璃 量 具 校 准 的 不 确 定 度 。 

表1 玻璃量具校准的不确定度 

由表 1中数 据 合 成 的 相 对 不 确 定 度 为 

U3rel=~ 2．．1．．U82：5．02x10一。 

(3)温 度 变 化 产 生 的 不 确 定 度 评 定 。 

温 度 波 动 产 生 不 确 定 度 ：丁枝 =20 oc，而 实 验 室 的 

温 度 在 (20~3)oc变 动 ．该 影 响 引 起 的 不 确 定 度 可 通 过 

估 算温 度 范 围和体 积 膨胀 系 数来 进行 计 算 ，溶剂 以水 

为代 表 ．水 的膨 胀 系数 为 2．1×10-4 oC一．玻 璃 的膨 胀 系 

数 为 9．75×10-6℃ 一 f可 忽 略 不 计 )。 计 算 标 准 不 确 定 度 

时假 设 温度 变化是 矩形 分 布 

表2 温度变化的不确定度 

由表2中数 据合成 的相 对不 确定度 为 

“ =＼／ 干 l112 干 =8．14xlO~。 

2．3．3 标 准 曲 线 拟 合 产 生 的 不 确 定 度 评 定 “rd 自) 

配制 质 量浓 度 为0．5，0．8，1，2，5 mg／L~ 使 用 

溶 液 ，每 个 质 量 浓 度 测 量 6次 。 

表3 标准溶液测量结果 

标准溶液质量浓度／(“ ·L )平均峰面积／( V·s)峰面积计算值／( V·s) 

标 准 曲 线 的 回 归 方 程 为 y=4．67×lOSx+3．27X10。． 

相 关 系 数 为 0．9999。 

以某 品牌 奶 粉样 品 为例 ，6次 测 定后 ，由线性 方 程 

得 到j=1．18 mg／L．则 由拟合 曲线 求 时产 生 的标准 不 

确 定 度 为 

寺隋  
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式 中 ：5R为 从 标 准 曲线 求 得 的 y一与相 应 测 得 值 之 

差 按 贝塞 尔公 式 求 出 的标准 偏 差 ：m为 样 品 溶液 的测 

定 总次 数 ，m=6；，z为标 准 溶 液 的测 定 总 次数 ，n=6；；为 

样 品 中三 聚 氰胺 质 量 浓 度 的平 均 值 ； 为标 准 溶 液 中 

三聚 氰胺质 量浓度 的平 均值 ：c为标准 溶液 中三 聚氰胺 

的质 量浓度 。 

r——— ———一  

$R-
Y 

1 ( 

= (235152-236770)z+(366342-376870)2+'"+(2338962-2338070)2)(n,=5)
， 

：6．54x1~ 

“rd(x ) 6
．

．

6

5

7

4

×

x

1

1

0

03
，
％
v
／
6

1+16 q(1．1
1

8

3

-

．7

1o．86)2 

=8．48x 10-3 

由 标 准 物 质 、玻 璃 量 具 校 准 和 温 度 变 化 的 标 准 不  

确 定 度 分 量 及 标 准 曲 线 拟 合 产 生 的 不 确 定 度 分 量 合  

成标 准 曲线 得 出试 样 中三 聚氰 胺 的浓 度 的相 对 标 准 

不确 定度为 

Urd(c)=Vu12ml+“22rd+ ~+U42rd+“2rd( 自)=1．OOxlO-2。 

2．4 样 品 称 量 的 不 确 定 度 评 定 

~ M ettler AL204天 平 f检 定 证 书 给 出最 大 允 许 误  

差 0．5 mg，重 复 性 误 差 0．3 mg)准 确 称 取 样 品 2 g，由称  

量 产 生 的 不 确 定 度 按 矩 形 分 布 考 虑 ．包 含 因 子 k= 

、／ ，属B类 评定 。其标 准不 确定度 为 

= 孚=lU．= =2．89XlO-4g， 
V 3 

‰=孚= =1．73x10-4g， 
V 3 

“16= 2=3．37x10-4g。 

相 对 标 准 不 确 定 度 为 

“ ( )= =1．68×30％ 

2．5 样 品 定 容 的 不 确 定 度 评 定 

2．5．1 体 积 的 不 确 定 度 评 定 

(1)样 品定容过 程中使 用 了一 系列玻璃 量具 。1 mL 

单 标线 吸量 管 、5 111L单 标 线 吸 量 管 、25 nlL容 量 瓶 的 

最 允 许 误 差 分 别 为 ±0．007，0．015，±O．03 mL。评 定 方 法 

同2．3．2(2)，可 得 定 容体 积 v1 单标线吸量管、v5札单标线吸量管、 

v 量瓶的 相 对 不 确 定 度 “ “ U 9分 别 为 2．85X10“、 

1．22x10-3、4．90x10～。则合成 的相 对不确定 度 为 

“删=、／“172+“1R2+“192=3．14x10-3。 

(2)样 品定 容 过 程 中 温 度 变 化 产 生 的不 确定 度 评 定 

方 法 同3．1．2．3。可 得 v1 标线吸量管、V 标线吸量管、V25 瘩量瓶的 

相 对 不 确 定 度 U20 U21、“ 分 别 为 3．64X10～、3．64xl0 、 

3．64x10～。 则 合 成 的 相 对 不 确 定 度 为 

“ =、／“ +“21 +“ =6．30x10_4。 

(3)由于实 验过程 中采 用waters 717plus高精度 自 

动进 样 器 ．由进样 体 积引 入 的不确 定 度可 忽 略不计 。 

则样 品定 容 中的总体 积v 的标准 不确定 度合 成为 

“Dd( =、／“25 “ =3．20x10 。 

2．6 样 品 处 理 过 程 产 生 的 不 确 定 度 评 定 f属 A类 不 确 

定 度 ) 

制 样 过 程 产 生 的 不 确 定 度 采 用 添 加 2．5 mg／kg f与 

所 测定样 品浓 度水平 相近)6次样 品 回收率 的相 关数 据 

进 行 计 算 。6次 回收 率 测 定 结 果 为 90．9％，92．4％，91．1％， 

92．5％，89．6％，92．6％，平均回收率为 =91．5％，标准偏 
差 为 =1．20％，标 准 不确 定 度 采用 平 均 值 的标 准偏 

差 ，标 准 不 确 定 度 和 相 对 标 准 不 确 定 度 分 别 为 

“ )= = =4．90×10 3， 
V " V 6 

， 

● 、 ’ 

“ ( )= =5．36×10-3。 

同 时 ，必 须对 平 均 回 收率 进 行 显 著性 检 验 ．以确 

定 回收率校 正 因子 是否 在计算 公式 中采用 。显著性 

检 验 采 用 t检 验 (见 表 4)。 

表4 t一检验规则 

t 统计决断规则 

1．96 

f：【1 96，2 58】 

t>2．58 

无显著差异 

有显著差异 

有非常显著差异 

F  l I：l QQ 二 ： l：1 5 q ‘ 
“ l ) 5．36x10 ’ 

式 中 ，t>2．58，说 明 与 100％有 非 常 显 著 差 异 ，必 

须 在 计 算 公 式 中 采 用 修 正 结 果 。 

2．7 合 成 标 准 不 确 定 度 

因 为根 据 文 中给 出 的数 学 模 型 ．各 分 量 无相 关 

性 因此 ．将 以上 各相对 不确 定度分 量合成 为 

[ ]+[ ]+【 ]+【 】I 

=＼／[ 】+[ +̈【 】+【 】o 
由 实 验 数 据 的 平 均 值 计 算 得 试 样 中 三 聚 氰 胺 质 

量 分 数 为 x= 2．70 mg／kg． 

Urd(x)=2．70V1．OOx10 +1．68x10 +3．20x10 +5．36x10-3 

0．0318 mg／kg。 

2．8 扩 展 标 准 不 确 定 度 

按 国际惯 例 ．取 包 含 因-~k=2，被测 量 之值 的大 约 

95％可 望 含 于 此 区 间 ．则 扩 展 标 准 不 确 定 度 为 

U=ufd(x) =0．0318x2=0．0636 mg／kg~0．064 mg／kg。 

2．9 测 量 不 确 定 度 报 告 

按 照 GB／T22388—2o08实 验 室 方 法 《原 料 乳 与 乳 

制 品 中三 聚氰胺 的检 测 方法 》测 定奶 粉 中三 聚氰胺 质 

量 分 数 结 果 为 

f==(2．70_+0．064)mg／kg，k=2。 

3 结 论 

综 上所 述 ．最终 结果 的不确 定度 主要 由标 准 曲线 

拟 合 产生 的不确 定度 、标 准 溶液 配制 的不 确定 度 和试 
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样处 理过 程产 生 的不 确定 度所 引起 ，其 次是 标准 溶 液 

和 样 品 溶 液 的 测 定 所 引 起 的 不 确 定 度 以 及 量 具 所 引 

起 的 不 确 定 度 ．由 样 品 称 量 的 不 确 定 度 极 小 ，可 忽 略 

不 计 。 

在实 验 中 。在 样 品处 理过 程 中更 加 规范 实验 操 作 

来 增 大 回 收 率 、同 时 增 加 测 定 次 数 和 选 用 更 高 精 度 的 

量 具 ．则 可 以 将 结 果 的 不 确 定 度 进 一 步 减 小 。 
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