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离子色谱法测定原料乳中蛋白质含量
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摘 　要 :目的 　建立测定原料乳中蛋白质的离子色谱法。方法　用 15 %三氯乙酸沉淀原料乳中蛋白并抽滤得滤液 ,

用硫酸—双氧水体系分别消解原料乳及滤液 ,用20 mmolΠL的甲烷磺酸作淋洗液 , Ionpac CS12A 色谱柱 ,DS26 电导检测

器测定原料乳及滤液中的NH+
4 2N含量 ,两者之差乘以转换系数即为蛋白质含量。结果 　蛋白质 (以NH+

4 2N计)在 012

～10 mgΠL范围内线性良好 ,该方法的定量限为01038 gΠ100 g ,加标回收率为 9010 %～10510 % ,相对标准偏差 ( RSD) 为

1106 %～5138 %。结论　本法简便、快速、准确 ,灵敏度及精密度高 ,适用于原料乳中蛋白质含量的测定。

关键词 :色谱法 ,离子交换 ;蛋白质类 ;原料乳 ;氮

Determination of Proteins in Crude Milk by Ion Chromatography
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Abstract : Objective 　To develop an ion chromatography method for the determination of protein in raw milk. Method 　The

proteins in raw milk were precipitated by 15 % trichloroacetic acid and then filtered. The raw milk and the filtrate were digested

separately by a H2 SO42H2O2 system. The eluent was 20 mmolΠL methanesulfonic acid. The analytical column was Ionpac CS12A

and the NH+
4 2N content was detected by DS26 conductivity detector. The protein content in raw milk was calculated by the

difference between the NH+
4 2N content of raw milk and that of the filtrate , and multiplied by a conversion factor. Results 　The

content of protein calculated by NH+
4 2N showed a good linearity in the range between 012 and 10 mgΠL ,the limit of quantification

was 01038 gΠ100 g and the recovery of standard addition was 9010 %210510 % with relative standard deviation ( RSD) of 1106 %2
5138 %. Conclusion 　The method was simple , rapid and accurate , and proved to be satisfactory for the determination of protein

content in raw milk.
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　　目前 ,普遍采用凯氏定氮法测定原料乳中总氮

含量来推算其蛋白含量[1 ,2 ]
,该法有消解时间长、辅

助试剂多、重现性差及操作繁杂等缺点 ,且不能去除

非蛋白氮对测定结果的影响。本法在参考标准方

法[3 ]的基础上 ,试验了离子色谱法测定原料乳总氮

与非蛋白氮含量 ,再由两者之差计算蛋白质含量的

方法 ;对原料乳中非蛋白氮成分的溶解条件、蛋白沉

淀条件、样品消化处理方法和仪器条件进行了优化 ,

建立了离子色谱仪测定原料乳蛋白质的方法。

1 　材料与方法

111 　材料

美国戴安公司 ICS21500 离子色谱仪 (附 CG12A

保护柱 ;CSRS2ULTRA 4mm 自身再生型抑制柱 ;DS26

电导检测器 ;Chromeleon 软件) ,赛多利斯BP 211D 电

子天平 ,上海和泰公司 MASTER2SPWSUV 纯水机 ,

0145μm水系滤膜。

112 　试剂

NH
+

4 2N标准溶液 ,编号 GBW( E) 081619 ,浓度为

1 000 mgΠL ;尿素氮标准溶液 ,编号 BW3453 ,浓度为

1 000 mgΠL ;三聚氰胺标准物质 ,编号 BW3831 ,其特

性量为 9919 % ,使用前配制成含氮为1 000 mgΠL的标

准溶液。以上标准物质均购于国家标准物质研究中

心。甲烷磺酸、三氯乙酸、硫酸、双氧水 (30 %) ,均为

保证试剂 ,购于迪马公司。试验用水为1812 MΩ·cm

超纯水。

113 　试验方法

11311 　仪器工作条件 　淋洗液 :20 mmolΠL甲烷磺酸

水溶液 ,流速110 mlΠmin ;抑制器电流 : 65 mA ;进样

量 :25μl ;高纯氮气压力 :20 KP ;采样时间 :16 min。

11312 　标准曲线的绘制 　以超纯水作溶剂 ,配制含

NH
+

4 2N (0120、0150、1100、2100、5100、10100) mgΠL 的

标准系列 ,在上述色谱条件下进样测定 ,每个浓度测

定 3 次。仪器软件以浓度为横坐标 ,峰面积均值为
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纵坐标自动绘制标准曲线。

11313 　样品前处理 　准确称取015 g混匀原料乳于

三角烧瓶中 ,加入015 ml浓硫酸混匀 ,盖上表面皿置

电炉低温加热至黑色黏稠状 ,放冷后沿瓶壁加入

10 ml 30 %过氧化氢 ,盖上表面皿150 ℃加热至瓶内

无色透明后 ,取下表面皿继续加热至液体少于1 ml。

放冷后用超纯水多次洗涤 ,洗液并入50 ml容量瓶 ,

加水定容后放冷 ,此为样品液 A ,用于测定样品中总

氮。同条件做试剂空白。

准确称取5 g混匀试样于50 ml具塞比色管中 ,加

入20 ml 55～60 ℃热水混匀 ,置于 55～60 ℃水浴中

超声振荡10 min ;加入5 ml 15 %的三氯乙酸溶液并

加热水至刻度后混匀 ,再继续超声振荡10 min ;于 55

～60 ℃水浴中静置30 min后 ,取上清液经0145μm水

系滤膜抽滤 ;移取10100 ml澄清滤液于三角瓶 ,加入

015 ml浓硫酸与其充分混匀。以下操作同上。定容

至50 ml容量瓶 ,为样品液 B ,用于测定样品非蛋白

氮。同条件做试剂空白。

11314 　样品测定 　分别移取样品液 A、样品液 B 各

10100 ml至100 ml容量瓶 ,以纯水定容混匀 ,即为总

氮与非蛋白氮测定液 ,上机测定其浓度 ,NH
+

4 2N峰面

积标准曲线法定量。

11315 　结果计算公式

X =
C1 m2 - 5 C2 m1

20 ×m1 ×m2
×6138

注 : X —样品蛋白质含量 ,gΠ100 g ; m1 —测定总氮样

品用量 ,g ; m2 —测定非蛋白氮样品用量 ,g ; C1 —总

氮测定液中氮浓度 ,mgΠL ; C2 —非蛋白氮测定液中

氮浓度 ,mgΠL ;6138 —乳中氮与蛋白质转换系数[1 ,2 ] 。

2 　结果

211 　方法性能指标

21111 　方法线性范围及检出限 　在本试验条件下 ,

NH+
4 2N标准曲线线性范围 012～10 mgΠL ,回归方程

y = 0195 x - 0119 , r = 01999。按基线噪声的 10 倍推

算本方法定量限为01038 gΠ100 g。

21112 　方法精密度及添加回收率试验 　按本方法

对某样品进行 6 批 ×6 次测定 ,计算批内及批间

RSD ,表示精密度 ;在样品中分别加入相应标准液使

加标氮含量为 0120、2100、4100 mgΠL并分析 6 次 ,计

算回收率 ,表示其准确度。其中总氮加标物为铵氮

标准 ;根据近年发现的非法添加物 ,非蛋白氮加标物

选择尿素氮及三聚氰胺标准分别进行加标回收试

验 ,具体数据见表 1。

表 1 　方法精密度及回收率试验结果 ( n = 6)

测定项目
本底均值

(mgΠL)
加标物质

加标水平
(mgΠL)

加标后测定值
(mgΠL)

回收率
( %)

批内 RSD

( %)
批间 RSD

( %)

总氮 4186 氨氮标准液
0120
2100
4100

5107
6180
8179

10510
9710
9812

1106～1192 2113

非蛋白氮 0154 尿素氮标准液
0120
2100
4100

0175
2145
4141

10510
9515
9617

3122～5138 4172

三聚氰胺氮标
准液

0120
2100
4100

0172
2147
4148

9010
9615
9815

212 　方法比较 　用本法与凯氏定氮法分别测定 12

份样品蛋白质含量 ,本法测定结果依次为 (2197、

3104、2175、2183、2187、2192、2180、2167、2169、2184、

3108、2181) gΠ100 g ,标准方法测定结果依次为 (2184、

3111、2183、2172、2169、2179、2191、2174、2182、2173、

2192、2186) gΠ100 g。将两种方法测定数据进行配对

t 检验 ,检验假设 H0 :μd = 0 , H1 :μd ≠0 ,α= 0105 , n

= 12 , ∑d = 0131 , ∑d
2

= 01164 , Sd = 01119 ,得 t =

0175 ,临界值 t0120Π2 ,11 = 1136 ,知 P > 0120 ,因此在α=

0105 水平上两种方法测定结果差异无统计学意义 ,

故可认为两方法测定结果一致。

213 　实际样品的测定 　用本法测定采自不同饲养

场的 6 份原料乳中蛋白质含量 ,结果见表 2。

3 　讨论

311 　非蛋白氮成分的溶解度分析试验

使非蛋白氮成分充分溶于水是准确测定其含量

的关键。原料乳本身含有多种非蛋白氮成分 ,如部

分含氮维生素、有机及无机含氮物等 ,其在原料乳中

含量很低 ,对蛋白氮的测定影响甚微 ,大多在水中具

有较好的溶解度[4 ] 。根据近年发现的伪蛋白添加

物 ,选择尿素及三聚氰胺进行溶解试验 ,发现在 55

～60 ℃热水中三聚氰胺溶解度大于10 gΠL ,而尿素

的溶解度更大 ,加入 10 %的三氯乙酸后观察并无固

体析出。因此按本法处理非蛋白成分能有效溶解。

312 　蛋白沉淀剂的选择
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表 2 　实际样品测定结果

样品编号
测定结果 (gΠ100 g)

1 2 3 4 5 6 均值
RSD ( %)

样品 1 2184 2176 2187 2181 2191 2179 2183 2103

样品 2 2173 2190 2186 2198 2177 2182 2184 3121

样品 3 2169 2173 2179 2175 2182 2177 2176 1168

样品 4 3102 2196 2184 2192 2188 2190 2192 2116

样品 5 2158 2181 2167 2173 2176 2170 2171 3101

样品 6 2178 2166 2174 2182 2171 2185 2176 2164

　　根据国标方法[1 ,3 ] 中常用的蛋白沉淀剂与不引

入阳离子的前提下 ,考虑到乙腈含氨基 ,而甲醇与硫

酸生成硫酸酯类 ,因此它们不适用于该方法沉淀蛋

白。试验证明使用 15 %三氯乙酸沉淀乳中蛋白效

果较好[3 ]
,能快速有效沉淀蛋白。

313 　消化条件选择

凯氏定氮法的消化方法使样液中含大量的 K+

及 Cu
2 + [1 ,2 ]

,用离子色谱测定时铵、钾分离度变差 ,

色谱柱压增大 ,亦造成柱效降低及抑制器管道堵塞 ;

本法采用少量硫酸 - 双氧水消化样品[5 ]
,不引入其

他阳离子 ,消化快速、环保 ,有利于离子色谱分析。

314 　色谱柱及淋洗液的选择

文献[5 ,6 ] 报道了 Ionpac CS12A 色谱柱分离钠、

铵、钾、镁、钙及其淋洗液的条件 ,该柱淋洗液为流速

110 mlΠmin的20 mmolΠL甲烷磺酸溶液 ,遵照该条件

进行 5 种组分的分离试验 ,得到了满意效果 ,其相邻

两组分分离度均大于 2。

315 　抑制器电流

分别设定抑制器电流为 50、55、60、65 mA进行

比较 ,结果表明 50～60 mA时虽能抑制背景电导 ,但

测定NH+
4 2N灵敏度较低 ,而选用65 mA则可有效抑制

背景电导 ,测定NH
+

4 2N灵敏度较高。因此本方法抑

制器电流设定为65 mA。

316 　样液 pH值

NH+
4 在酸性条件下稳定 ,结合 Ionpac CS12A 色

谱柱的 pH值稳定范围[6 ]
,分别试验了样液 pH 值为

015～7 几种情况下 5 种阳离子的分离情况 ,结果表

明 ,pH值为 015～115 时 ,离子洗脱时间快于标准系

列 ,钠与铵、铵与钾的分离度较差 ;而 pH 值为 115～

7 时 ,离子洗脱时间与标准系列无明显差别 ,相邻组

分的分离度较理想。因此本方法样品溶液 pH 值控

制在 115～7 之间。

317 　干扰试验

在样品溶液中加入含量为20 mgΠL的铁、铜、锰、

锌 ,2 mgΠL的砷、铅、镉阳离子 ,不干扰NH
+

4 2N测定 ,

但长期使用将引发柱效降低及柱压升高、抑制器污

染的问题[6 ]
;磷、碘、氯等非金属元素在样品溶液中

通常以酸根阴离子形式存在 ,在阳离子分离柱上无

保留[6 ]
,不干扰NH

+
4 2N测定。
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卫生部关于普通食品中有关原料问题的批复
卫监督函〔2009〕326 号

上海市食品药品监督管理局 :

你局《关于普通食品中有关原料问题的请示》(沪食药监食安〔2009〕303 号) 收悉。经研究 ,《卫生部关于

进一步规范保健食品原料管理的通知》(卫法监发〔2002〕51 号) 规定的可用于保健食品的物品名单中所列物

品及冬虫夏草目前均不得作为普通食品原料使用。

此复。 二 ○○九年七月二十二日
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