
·标准·

国家质检总局、国家标准委批准发布
《原料乳中三聚氰胺快速检测 液相色谱法》国家标准

2008年 10月 15日 ,国家质量监督检验检疫总局、国家标准化管理委员会批准发布《原料乳中三聚氰胺

快速检测 液相色谱法》( GBΠT 22400—2008)国家标准 ,标准自发布之日起实施。

针对奶站、企业在原料乳收购过程中对三聚氰胺快速检测的需要 ,科技部会同质检总局、农业部、卫生

部等部门组织专家开展了快速检测的筛选工作。通过对 126家单位提供的 128种快速检测方法进行初筛和

现场统一测试 ,专家认为由中国计量科学研究院提供的原料乳中三聚氰胺快速检测方法是比较成熟的方

法 ,建议制定为国家标准。

该方法按照国家标准快速制定程序 ,经 10余家实验室共同实验确证 ,并经专家组审查通过 ,制定为《原

料乳中三聚氰胺快速检测 液相色谱法》国家标准。

该方法适用于原料乳中三聚氰胺的快速检测 ,也适用于不含添加物的液态乳制品中三聚氰胺的快速检

测。使用该方法 ,可以解决原料乳的收购奶站和企业 ,以及乳制品生产企业在较小投入情况下 ,快速、准确

地对所收购的原料乳进行三聚氰胺检测问题。

附件 :《原料乳三聚氰胺快速检测 液相色谱法》国家标准
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GBΠT 22400—2008

原料乳中三聚氰胺快速检测液相色谱法
1　范围

本标准规定了液相色谱法快速检测原料乳中三聚氰胺的方法。

本标准适用于原料乳 ,也适用于不含添加物的液态乳制品。

本标准定量检测范围为 0130 mgΠkg～10010 mgΠkg ,方法检测限为 0105 mgΠkg。

注 :当原料乳中三聚氰胺的含量大于 10010 mgΠkg时 ,具体操作方法见 612121312。

2　规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件 ,其随后所有的修

改单 (不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准 ,然而 ,鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可

使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件 ,其最新版本适用于本标准

GBΠT 637911 测量方法与结果的准确度 (正确度与精密度) 第 1部分 :总则与定义

GBΠT 637912 测量方法与结果的准确度 (正确度与精密度) 第 2部分 :确定标准测量方法重复性与再现

性的基本方法

GBΠT 6682 分析实验室用水规格和实验方法

3　原理

用乙腈作为原料乳中的蛋白质沉淀剂和三聚氰胺提取剂 ,强阳离子交换色谱柱分离 ,高效液相色谱 -

紫外检测器Π二极管阵列检测器检测 ,外标法定量。

4　试剂和材料

除另有说明外 ,所用试剂均为分析纯或以上规格 ,水为 GBΠT 6682规定的一级水。

411　乙腈 (CH3 CN) :色谱纯。

412　磷酸 (H3 PO4 ) 。

413　磷酸二氢钾 ( KH2 PO4 ) 。

414　三聚氰胺标准物质 (C3 H6N6 ) :纯度大于或等于 99 %。

415　三聚氰胺标准贮备溶液 :1100×10
3

mgΠL。
称取 100 mg三聚氰胺标准物质 (准确至 011 mg) ,用水完全溶解后 ,100 mL 容量瓶中定容至刻度 ,混匀 ,

4℃条件下避光保存 ,有效期为 1个月。

416　标准工作溶液 :使用时配制。

41611　标准溶液 A :2100 ×102 mgΠL。
准确移取 2010 mL 三聚氰胺标准贮备溶液 (415) ,置于 100 mL 容量瓶中 ,用水稀释至刻度 ,混匀。

41612　标准溶液 B :0150 mgΠL。
准确移取 0125 mL 标准溶液 A(41611) ,置于 100 mL 容量瓶中 ,用水稀释至刻度 ,混匀。

41613　按表 1 分别移取不同体积的标准溶液 A(41611)于容量瓶中 ,用水稀释至刻度 ,混匀。按表 2分别移

取不同体积的标准溶液 B (41612)于容量瓶中 ,用水稀释至刻度 ,混匀。

表 1　标准工作溶液配制 (高浓度)

标准溶液 A体积 (mL) 0110 0125 1100 1125 5100 1215

定容体积 (mL) 100 100 100 5010 5010 5010

标准工作溶液浓度 (mgΠL) 0120 0150 2100 5100 2010 5010

表 2　标准工作溶液配制 (低浓度)

标准溶液B体积 (mL) 1100 2100 4100 2010 4010

定容体积 (mL) 100 100 100 100 100

标准工作溶液浓度 (mgΠL) 01005 0101 0102 0101 0120
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417　磷酸盐缓冲液 :0105 molΠL。
称取 618 g磷酸二氢钾 (413) ( 准确至 0101 g) ,加水 800 mL完全溶解后 ,用磷酸 (412)调节 pH至 310 ,用

水稀释至 1 L ,用滤膜 (419)过滤后备用。

418　一次性注射器 :2 mL。

419　滤膜 :水相 ,0145μm。

4110　针式过滤器 :有机相 ,0145μm。

4111　具塞刻度试管 :50 mL。

5　仪器

511　液相色谱仪 :配有紫外检测器Π二极管阵列检测器。
512　分析天平 :感量 010001 g和 0101 g。

513　pH计 :测量精度±0102。

514　溶剂过滤器。

6　测定步骤

611　试样的制备

称取混合均匀的 15 g原料乳样品 (准确至 0101 g) ,置于 50 mL具塞刻度试管 (4111)中 ,加入 30 mL 乙腈

(411) ,剧烈振荡 6 min ,加水定容至满刻度 ,充分混匀后静置 3 min ,用一次性注射器 (418)吸取上清液用针式

过滤器 (4110)过滤后 ,作为高效液相色谱分析用试样。

612　高效液相色谱测定

61211　色谱条件

a) 色谱柱 :强阳离子交换色谱柱 ,SCX ,250 mm ×416 mm(i1d1) ,5μm ,或性能相当者。
注 : 宜在色谱柱前加保护柱 (或预柱) ,以延长色谱柱使用寿命。

b) 流动相 :磷酸盐缓冲溶液 (417) - 乙腈 (70 + 30 ,体积比) ,混匀。

c) 流速 :115 mLΠmin。

d) 柱温 :室温。

e) 检测波长 :240 nm。

f) 进样量 :20μL。

61212　液相色谱分析测定

6121211　仪器的准备

开机 ,用流动相平衡色谱柱 ,待基线稳定后开始进样。

6121212　定性分析

依据保留时间一致性进行定性识别的方法。根据三聚氰胺标准物质的保留时间 ,确定样品中三聚氰胺

的色谱峰 (参见附录 A) 。必要时应采用其他方法进一步定性确证。

6121213　定量分析

校准方法为外标法。

612121311　校准曲线制作

根据检测需要 ,使用标准工作溶液 (41613)分别进样 ,以标准工作溶液浓度为横坐标 ,以峰面积为纵坐

标 ,绘制校准曲线。

612121312　试样测定

使用试样 (611)分别进样 ,获得目标峰面积。根据校准曲线计算被测试样中三聚氰胺的含量 (mgΠkg) 。

试样中待测三聚氰胺的响应值均应在方法线性范围内。
注 : 当试样中三聚氰胺的响应值超出方法的线性范围的上限时 ,可减少称样量再进行提取与测定。

61213　结果计算

6121311　计算公式

结果按式 (1)计算 :

X = c ×V
m
×1000

1000
(1)

　　式中 : X———原料乳中三聚氰胺的含量 ,单位为毫克每千克 (mgΠkg) ;
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c———从校准曲线得到的三聚氰胺溶液的浓度 ,单位为毫克每升 (mgΠL) ;

V ———试样定容体积 ,单位为毫升 (mL) ;

m———样品称量质量 ,单位为克 (g) 。

6121312　计算结果有效数字

通常情况下计算结果保留 3位有效数字 ;结果在 011～110 mgΠkg时 ,保留 2位有效数字 ;结果小于 011

mgΠkg时 ,保留 1位有效数字。

613　平行试验

按以上步骤 ,对同一样品进行平行试验测定。

614　空白试验

除不称取样品外 ,均按上述步骤同时完成空白试验。

615　方法检测限

本方法的检测限为 0105 mgΠkg。

616　回收率

在添加浓度 0130 mgΠkg～10010 mgΠkg范围内 ,回收率在 9310 %～103 %之间 ,相对标准偏差小于 10 %。

7　精密度

本标准精密度数据按照 GBΠT 637911和 GBΠT 637912规定确定 ,其重复性和再现性值以 95 %的置信度计算。

711　重复性

在重复性条件下 ,获得的两次独立测量结果的绝对差值不超过重复性限 r ,样品中三聚氰胺含量范围及

重复性方程见表 3。

如果两次测定值的差值超过重复性限 r ,应舍弃试验结果并重新完成两次单个试验的测定。

712　再现性

在再现性的条件下 ,获得的两次独立测试结果的绝对差值不超过再现性限 R ,样品中三聚氰胺的含量范

围及再现性方程见表 3。

表 3　三聚氰胺含量范围及重复性和再现性方程

成分 含量范围 (mgΠkg) 重复性限 ( r) 再现性限 ( R)

三聚氰胺 013～10010 lg r = - 11260 + 019286lgm lg R = - 017044 + 017744lgm

注 : m表示两次测定结果的算术平均值 ,单位为 mgΠkg。

713　重复性与再现性参考值

表 4列出了 m在不同范围时的 r与 R值 ,供参考。

表 4　m在不同范围时的 r与 R值

m (mgΠkg) 0130～0140 0140～0150 0150～1100 1100～2100 2100～2150 2150～1010

r 0102 0102 0103 0105 0110 0113

R 0108 0110 0112 0120 0134 0140

m (mgΠkg) 1010～2010 2010～4010 4010～6010 6010～8010 8010～10010

r 0147 0189 1169 2146 3122

R 1117 2101 3144 4171 5188

8　试验报告

试验报告应包括以下内容 :

a) 鉴别样品、实验室和分析日期等资料 ;

b) 遵守本标准规定的程度 ;

c) 分析结果及其表示 ;

d) 测定中观察到的异常现象 ;

e) 对分析结果可能有影响而本部分未包括的操作或者任选的操作。
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9　质量保证

a) 操作人员应按照国家相关规定 ,并具备从事相应实验技术的能力 ;

b) 仪器及相关计量器具应通过检定或校准 ,并在有效使用期内 ;

c) 宜采用有证标准物质 ,若采用自配标样 ,应使用有证标准物质对自配标样进行验证 ;

d) 原料乳样采集和保存应严格执行本标准和国家相关规定 ,实施全过程质量保证。

10　注意事项

a) 如果保留时间或柱压发生明显的变化 ,应检测离子交换色谱柱的柱效以保证检测结果的可靠性 ;

b) 使用不同的离子交换色谱柱 ,其保留时间有较大的差异 ,应对色谱条件进行优化 ;

c) 强阳离子交换色谱的流动相为酸性体系 ,每天结束实验时应以中性流动相冲洗仪器系统进行维护

保养。

附 录 A

(资料性附录)

三聚氰胺参考色谱图

图 A11　三聚氰胺标准样品色谱图 (浓度 5100 mgΠkg)

图A12　原料乳中添加三聚氰胺的色谱图(浓度 4100 mgΠkg)
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