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知识与经验

高效液相色谱法测定蛋制品中三聚氰胺
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� � 三聚氰胺简称三胺, 又叫蜜胺、三聚氰酰胺, 低

毒,是一种重要的氮杂环有机化工原料。主要用于

生产三聚氰胺�甲醛树脂, 广泛应用于塑料、涂料、造

纸、木材加工、医药和电器等工业。动物试验结果表

明:动物长期摄入三聚氰胺会造成生殖、泌尿系统的

损害,产生膀胱、肾部结石, 并可进一步诱发膀胱

癌[ 1] 。

蛋白质主要由氨基酸组成。常用的蛋白质测定

方法�凯氏定氮法�是通过测出含氮量再乘以换算成

蛋白质的平均系数 6. 25估算蛋白质含量。由于三

聚氰胺比蛋白质含有更多的氮原子, 因此, 在食品、

饲料中添加三聚氰胺会造成蛋白质测定含量较高的

假象,因而被不法商贩利用
[ 2]
。

测定三聚氰胺含量的国家标准方法已相继出

台,其中主要有液相色谱�串联质谱法 ( LC�M S/

M S)、高效液相色谱法 ( H PLC)、气相色谱�质谱联
用法( LC�MS )。但是还没有专门针对蛋制品中三

聚氰胺测定的相关标准。本工作采用高效液相色谱

法对蛋制品中三聚氰胺进行了测定
[ 3]
。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Ag ilent LC1200高效液相色谱仪, 附二极管阵

列检测器。

三聚氰胺标准储备溶液: 称取三聚氰胺标准品

0. 100 0 g 于 100 mL 容量瓶中,用甲醇( 1+ 1)溶液

溶解定容,配成 1. 000 g � L- 1标准储备溶液,于4 �

冰箱中保存, 有效期为一年。

离子对试剂缓冲溶液:称取庚烷磺酸钠 2. 02 g

和柠檬酸 2. 10 g 于 1 L 容量瓶中,用水溶解并稀释

至刻度。

庚烷磺酸钠为色谱用离子对试剂, 乙腈和甲醇
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为色谱纯, 其余试剂为分析纯, 试验用水为超纯水。

1. 2 � 高效液相色谱条件

A gilent XDB�C8 色谱柱 ( 150 mm � 4. 6 mm ,

5 �m) ,检测波长 240 nm, 流量 0. 8 mL � min
- 1

,柱

温40 � , 进样量 10 �L, 流动相为离子对试剂缓冲

溶液�乙腈( 85+ 15)混合溶液。

1. 3 � 试验方法

称取蛋制品粉碎样品 10. 000 g, 分 3 次加入

10 g � L - 1三氯乙酸�甲醇( 3+ 1)混合溶液 50 mL

(每次取 20, 15, 15 mL) , 加 21. 6 g � L - 1乙酸铅溶

液 1 m L 和 10. 6 g � L - 1亚铁氰化钾溶液 1 mL,混

匀,超声提取 10 min,以不低于 5 000 r �min- 1转速

离心 10 min,收集上层清液, 留下的沉淀物继续加

提取剂混匀超声提取,离心过滤,反复提取 3次。合

并所有的过滤清液, 全部转移至固相萃取柱中,分别

用水和甲醇各 3 mL 洗涤, 抽近干后, 用氨化甲醇溶

液 9 m L 洗脱,洗脱液于 50 � 下用氮气吹干, 残留

物用 1 mL 流动相定容,漩涡混匀1 min,过0. 22 �m

微孔滤膜, 按色谱条件进行分析。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 沉淀剂的选择

蛋制品中蛋白质含量很高,常用的蛋白质沉淀

剂为乙酸铅、亚铁氰化钾、三氯乙酸等,结果表明: 乙

酸铅、亚铁氰化钾、三氯乙酸三种试剂混合使用效果

最好, 其次是单用三氯乙酸,最后是乙酸铅与亚铁氰

化钾混合使用。试验选择 3种试剂混合使用沉淀蛋

白质。

2. 2 � 提取方法的选择

三聚氰胺能溶于甲醇、甲醛,微溶于水, 甲醇和

水可以有效地将三聚氰胺提取出来。分别考察了常

温下漩涡提取 4 min、手摇振荡提取 10 min、超声提

取提取 15 min三种方式,结果表明三种方式提取效

果基本相同。试验选择超声提取方式,用甲醇、水提
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取三聚氰胺。

2. 3 � 色谱条件的选择

三聚氰胺极性相对较大, 故选择极性相对较大

的 Ag ilent XDB�C8 色谱柱,使得该物质能很好地保

留,在流动相中使用庚烷磺酸钠离子对试剂缓冲溶

液进一步加强其保留特性, 以保证较好的分析效果。

标准品和样品的色谱图见图 1。

( a) � 标准溶液

( b) � 样品溶液

图 1 � 标准溶液( a)和样品溶液( b)的色谱图

Fig. 1 � Chromatograms of s tandard solut ion ( a)

and sample solut ion ( b)

2. 4 � 标准曲线和检出限

用流动相将三聚氰胺标准储备液稀释为 5. 0,

10. 0, 25. 0, 50. 0 mg � L
- 1
标准溶液系列, 按色谱条

件进行测定, 以峰面积对其质量浓度作图, 标准曲线

的线性回归方程 y= 48. 106 x + 8. 259,相关系数为

0. 999 9。根据信噪比 3 倍计算方法的检出限为

1. 0 mg � kg- 1。

2. 5 � 回收率和精密度试验

在空白蛋制品中加 1. 0, 10. 0, 50. 0 m g � kg
- 1

三聚氰胺标准品,按试验方法进行样品处理, 并按色

谱条件进行测定,回收率和相对标准偏差见表 1。

表 1 � 回收率和精密度试验结果( n= 6)

Tab. 1 � Results of tests for recovery and precision

样品
加标量

/ ( m g� kg- 1)

回收量

/ ( mg � kg- 1)

回收率

/ %

RSD

/ %

卤鸡蛋 1. 0 0. 95 95. 0 0. 55

10. 0 9. 71 97. 1 1. 05

50. 0 48. 85 97. 7 3. 73

蛋黄粉 1. 0 0. 96 96. 0 1. 21

10. 0 10. 18 101. 8 1. 61

50. 0 50. 87 101. 7 3. 62

2. 6 � 样品分析
按试验方法对蛋挞、咸鸭蛋、卤鸡蛋和蛋黄粉等

4种样品进行处理后,在色谱条件下进行测定, 测得

卤鸡蛋中含有 12. 52 mg � kg
- 1
三聚氰胺,其余样品

中未检出三聚氰胺含量。
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2. 4 � 精密度试验

按试验方法分别对 2, 8, 10 m g � L - 1砷标准溶

液连续测定 8次, 砷的相对标准偏差分别为1. 98%,

0. 85% , 0. 64%。

2. 5 � 回收试验

称取牦牛肉干, 加入 2. 00, 8. 00 mg � L- 1砷标

准溶液,按试验方法进行消解并测定,测得试样中砷

的结果为 3. 56 m g � L
- 1

, 测定总量分别为 5. 21,

11. 28 mg � L - 1 ,回收率分别为 82. 5%, 96. 5%。

本法采用氢化物发生�原子荧光光谱法测定牦
牛肉干中砷的含量, 方法操作简单、污染少、节省试

剂、灵敏度高。
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