离子交换色谱- 紫外检测法测定乳制品中三聚氰胺
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摘要: 建立离子交换色谱- 紫外检测法测定乳制品中三聚氰胺。样品直接用水和乙腈提取, 分析时用LC - SCX离子交换色谱柱分离, 浓度为0.05 mol/ L磷酸二氢钾溶液( pH值为3.0) - 乙腈( 70 ∶30) 为流动相, 流速1.0 mL/min, 在紫外波长240 nm下检测。三聚氰胺在0.5 ~ 100.0 mg/ L的范围内, 质量浓度与色谱峰面积呈良好的线性关系( r=0.9999) , 最低检出限为1.0 mg/ kg, 加标回收率在93.8 % ~102.5 %范围内, 相对标准偏差(RSD) 小于3.5 %。该方法简便、快速、准确, 能够满足检测要求。
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Determination of melamine in dairy products with ion exchange chromatography and UV detection
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Abstract: A method was developed for the determination of melamine in dairy products with ion exchange chromatography. Samples were extracted with water and acetonitrile. Chromatographic analysis was performed on a LC - SCX column eluted with 0.05 mol/ L KH2PO4(pH=3.0) - acetonitrile (70∶30) at a flow rate of 1.0 mL/min and UV detection at 240 nm. The present method showed good linear relationship(r = 0.9999) for melamin at the range of 0.5 ~ 100.0 mg/ L, the detection limit were 1.0 mg/ kg, the recoveries ranged from 93.8 % to102.5 % with relative tandard deviations (RSD) less than 3.5 %. The ethod is simple, fast, accurate for the melamine analysis.
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正文：

最近美国FDA调查确认宠物食品受三聚氰胺污染是造成许多宠物非正常死亡的原因, 从而要求出口到美国的含蛋白产品必须检测三聚氰胺, 已经对我国的食品出口企业产生了较大的负面影响。三聚氰胺(melamine)简称三胺, 学名三氨三嗪, 别名蜜胺、氰尿酰胺、三聚酰胺, 分子式为C3N6H6, 是一种重要的氮杂环有机化工原料, 具有一定的肾毒性。因为其分子中
含有大量氮元素, 而用全氮法检测蛋白质含量时不能够区分这种“伪蛋白氮”, 所以一些不法厂家, 往产品中添加三聚氰胺粉以提高蛋白质含量。乳制品是人类最常用的富含蛋白食品之一, 检测“伪蛋白”三聚氰胺, 对保证乳制品的质量安全、维护人们的身体健康和促进对外贸易具有重要意义。
文献报道的三聚氰胺的检测方法有HPLC 法、HPLC - MS / MS法、GC - MS法[2- 7], 但乳制品中的三聚氰胺的检测尚未见有文献报道。本研究建立了测定乳制品中三聚氰胺的离子交换色谱法, 该方法简便、快速, 实用性强, 回收率良好, 检测结果稳定可靠。
1. 实验

1.1 仪器和试剂
Agilent 1200型高效液相色谱系统: 配四元泵、DAD检测器、自动进样器及色谱数据处理工作站( 美国Agilent公司) ; 乙腈( 色谱纯) ; 磷酸、磷酸二氢钾( 分析纯) ; 水为超纯水( PURELAB PULS超纯水器制备) ;SUPELCOSILTM LC - SCX离子交换色谱柱( 25 cm ×4.6 mm, 5 μm) 。
三聚氰胺标准品( 纯度99.5 %) 。
标准储备液及工作液的配制: 将三聚氰胺标准品用乙腈配制成100 mg/mL的储备液, 于4 ℃条件下保存。使用时用水稀释, 配制成不同浓度的混合标准工作溶液。

1.2 色谱条件
流动相: 浓度为0.05 mol / L磷酸二氢钾溶液( 磷酸调pH值至3.0) - 乙腈( 70∶30) ; 流速: 1.0 mL/min;色谱柱温度为30 ℃; 检测器: 二极管阵列检测器; 检测波长为240 nm; 进样量为10 μL。应用上述条件, 取1.0 mg/ L的三聚氰胺标准品溶液进样, 色谱图如图1

所示。
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1.3 样品前处理
1.3.1 样品制备纯牛奶、酸牛奶等液体样品: 直接称取混合均匀的样品5.0 g( 精确至0.01 g) 。酸乳、果乳等较稠的样品: 称取混合均匀的样品5.0 g( 精确至0.01 g) , 加入5 mL水, 涡旋混匀。奶粉等固体样品: 称取充分混匀的样品5.0 g( 精确至0.01 g) , 加入10 mL水, 涡旋混匀。
1.3.2 提取
向1.3.1制备好的样品中加入35 mL乙腈, 振摇提取5 min , 用水定容至50.00 mL, 4000 r / min 离心5 min, 上清液过0.45 μm的滤膜, 进样检测。
纯牛奶、酸牛奶、酸乳、果乳、奶粉等5种乳制品的HPLC 色谱图如图2( a) 所示, 添加三聚氰胺均为10.0 mg/ kg时的HPLC色谱图如图2(b)所示。
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2 结果与讨论
2.1 线性范围、检出限及回收率
配制三聚氰胺质量浓度为0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0,20.0, 50.0, 100.0 mg/ L 的系列标准品溶液, 按照1.2中的色谱条件进样检测, 并以标准品质量浓度(X) 为横坐标, 峰面积(Y) 为纵坐标作图, 同时用最小二乘法进行线性回归, 得标准曲线回归方程为Y = 40.152 X -5.2576( r = 0.9999) , 在0.5 ~ 100.0 mg/ L范围内, 标准品质量浓度与峰面积值具有良好的线性关系。将标准品溶液稀释进样, 以信噪比为10( S / N =10) 计算, 三聚氰胺的最低检出质量浓度为0.1 mg/ L, 按1.3中样品处理方法, 乳制品中三聚氰胺最低检出限为1.0 mg/ kg。
对15份纯牛奶样品进行加标回收试验, 分2.0, 10.0, 50.0 mg/ kg三个加标水平, 结果如表1所示。由表1可以看出, 回收率均在93.8 % ~102.5 %之间,RSD小于3.5 %, 重现性良好。

表1 方法回收率及精密度测定结果( n=5)

加标量/ (mg/ kg)   2.0               10.0              50.0
回收率/%           94.1～100.4      93.8～102.1        96.9～102.5

平均回收率/%       97.3              98.6              99.8
RSD/%              3.25              3.49              1.89
2.2 样品检测
利用本文建立的方法对购自乳制品零售市场的5类共10种乳制品进行了检测, 该方法对这些样品均具有良好的适用性, 色谱无干扰, 回收率均大于96.3 %, 检测结果如表2所示, 在所检样品中三聚氰胺均未检出。
2.3 讨论
2.3.1 色谱条件的选择
利用常用的C18色谱柱检测三聚氰胺时, 所需流动相组成复杂, 而且分离效果不佳, 色谱峰形不理想, 基线不平稳, 本实验选用强阳离子交换树脂柱进行分离, 分离效果良好, 基线平稳, 色谱峰形尖锐( 图2) 。
表2 样品检测结果样品
样品                  纯牛奶      酸牛奶     酸乳      草莓味果乳    纯羊奶粉
样品数量              2           3          2          1             2
检测结果/ (mg/ kg)    未检出      未检出    未检出     未检出        未检出
回收率/%              ≥97.8      ≥96.3     98.4       97.2          ≥96.3
在流动相选择时, 考察了离子浓度、pH值及乙腈比例对色谱分离的影响。三聚氰胺对流动相中磷酸二氢钾溶液浓度变化比较敏感, 其他条件不变, 磷酸二氢钾溶液浓度由0.05 mol/ L变为0.02 mol/ L时, 则三聚氰胺在色谱上不能出峰, 磷酸二氢钾溶液浓度为0.1 mol/ L时, 三聚氰胺保留时间为6 min左右, 出峰时间过早, 与乳制品中干扰峰不能有效分离。流动相的
pH值对三聚氰胺的出峰时间和分离效果影响明显,pH值为3.0时, 色谱保留时间和分离度均较为理想( 图2) , pH值升高至6.0, 则三聚氰胺在色谱柱上基本无保留, 出峰时间在3.5 min左右, 与干扰峰重叠。三聚氰胺对流动相中乙腈比例变化不敏感, 乙腈比例由15 %变化至40 %, 三聚氰胺保留时间均保持在10 min左右, 但干扰峰对乙腈比例变化较敏感, 利用这一特点, 可使三聚氰胺与干扰峰有效分离, 在乙腈为30 %时分离良好。
2.3.2 提取条件的选择
提取时考察了三氯乙酸水溶液、乙酸铅水溶液、乙腈的沉淀蛋白效果, 发现三氯乙酸水溶液、乙酸铅水溶液均需在浓度较大的条件下才能够有效的沉淀乳制品中蛋白质, 但三氯乙酸、乙酸铅的浓度过大会影响色谱柱的使用寿命, 甚至会造成色谱系统的堵塞, 而乙腈的沉淀蛋白的效果良好, 三聚氰胺的回收率在93 %以上, 提取液与流动相的组成基本相同, 有利于保护色谱系统, 所以选用乙腈作为提取溶剂。提取时, 样品先用水充分分散、混匀, 然后再沉淀
蛋白, 可以提高三聚氰胺的回收率, 但在蛋白质沉淀前样品中的水最好不要超过15 mL, 否则沉淀蛋白的效果不佳。
3 结论
本研究首次建立了乳制品中三聚氰胺的检测方法, 该方法简便、快捷、稳定、可靠, 对乳制品中的三聚氰胺检测具有广泛的适用性, 对于鉴别乳制品中的“伪蛋白”, 监控“以次充优”现象, 控制乳制品的质量安全, 保障人们的饮食安全具有积极的社会意义。
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