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奶制品中复原乳的鉴定方法： 
使用超高效液相色谱法分析奶制品中
的糠氨酸

摘要
本文采用 Agilent 1290-II 四元梯度液相色谱系统，结合具有表面多孔填料的 Agilent 
Poroshell 120 SB-C18 色谱柱，在农业部行业标准《巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳中复
原乳的鉴定》(NY/T 939-2016) 的基础上建立了快速、高灵敏度分析奶制品中糠氨
酸 (Furosine) 的超高效液相色谱 (UHPLC) 方法。

该方法可分析不同基质奶制品中的糠氨酸，分析速度快、分离效果好，且杂质对分析的影
响小。

前言
糠氨酸的含量测定是奶制品的评测方法之一。大量文献表明，奶制品经高温处理后品质会
受到不同程度的影响，而糠氨酸正是奶制品经高温处理后发生美拉德反应的产物，因此测
定奶制品中糠氨酸的含量是衡量其经高温处理后变化程度的手段之一。通常情况下，采用
巴氏灭菌法消毒的奶制品因处理温度不高且处理时间不长等因素，而与未经处理的原奶相
似，其中的糠氨酸含量较低，而成品奶粉因处理方式不同等原因，糠氨酸含量高很多。因
此在农业部行业标准中，将糠氨酸的含量测定作为区分巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳中复原
乳的手段之一。[1]、[2]

糠氨酸的极性很强，在普通反相 C18 色谱柱上的保留不好，不容易与经强酸处理后产生
的大量极性杂质分离。因此所用色谱条件比较特殊，需要使用离子对试剂或极低比例的有
机相才能勉强分离极性杂质。而使用离子对试剂又会对色谱柱造成很大伤害，导致色谱柱
变性并降低方法的一致性。而有机相比例低的色谱条件则需要特殊的耐水性色谱柱及高性
能色谱仪器配合。这给糠氨酸的测定带来了困难。[3]
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安捷伦标志性的 SB-C18 是业界非常广泛使用的耐酸色谱填料，
而采用表面多孔填料技术的 Poroshell 120 硅胶基质是一种先进
的超高效色谱基质，可在压力升高不多的同时实现柱效的极大提
升。相比离子对试剂，在采用超高效液相色谱法分析糠氨酸时使
用 Poroshell 120 SB-C18 色谱柱，将对行业标准的推广带来巨大
利益。

实验部分

试剂和样品
甲醇、三氟乙酸为色谱纯级，购于迪马公司；实验用水为 Millipore 
Milli-Q 超纯水系统现制备的高纯去离子水；糠氨酸标准品由用户
提供；脱脂奶粉、A2 婴儿奶粉样品及原奶分别由不同的用户提
供，巴氏杀菌奶购自市场。

仪器和设备
Agilent 1290 Infinity II 四元梯度液相色谱系统，配备如下安捷伦
组件：

–– 1290 Infinity II 全能泵（部件号 G7104A）或 1260 Infinity II Prime 泵 
 （部件号 G7104C）

–– 带柱温箱的 1290 Infinity II 型自动样品瓶进样器（部件号 G7129B 
或 G7129C）

–– 1290 Infinity II 二极管阵列检测器（部件号 G7117A），配备光程 
10 mm 的标准光导纤维流通池

本实验选用的安捷伦色谱柱为：Agilent Poroshell 120 SB-C18，
4.6 × 100 mm，2.7 μm（部件号 685975-902）。

标准品制备
参照行业标准 (NY/T 939-2016) 的方法，用户提供已配置好的 
2 mg/L 标准样品（溶于浓盐酸）。

样品前处理
参照行业标准  (NY/T 939-2016) 的样品处理方法，用浓度为 
10.6 mol/L 的 HCl 水解奶制品样品并加热，24 小时后取出，冷却
后用 0.45 μm 的醋酸纤维膜过滤。取 300 mL 滤液，加 1.0 mL 6 g/L 
醋酸钠水溶液混合；用 0.22 μm 水相滤膜过滤后进样。

液相色谱条件
色谱柱： Poroshell 120 SB-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 μm

流速： 1.0 mL/min

柱温： 35 °C

流动相：  A：0.1% 三氟乙酸 (TFA) 
B：甲醇

梯度程序： 
时间 (min) 0.1% TFA 水溶液 甲醇

0.0 100 0
6.0 95 5
7.0 5 95
9.0 5 95
9.5 100 0

15.0 100 0

进样量： 2 μL（用超纯水洗针 3 秒）

检测器：  280 nm，4 nm 带宽；参比波长 360 nm，100 nm 
带宽

结果与讨论
本实验选择了糠氨酸含量差异较大的几种代表性奶制品作为样
品，分别是用户提供的脱脂奶粉、普通婴儿配方奶粉、A2 婴儿配
方奶粉、全脂奶粉、原奶及市场上售卖的的全脂巴氏消毒鲜牛奶
等六种奶制品。

图 1 是六种不同种类奶制品与标准样品的叠加色谱图，以及各样
品中糠氨酸的叠加光谱图。如图所示，各样品的糠氨酸组分与各
自含有的杂质实现了良好分离，样品及标准样品的糠氨酸峰保留
时间重现性非常好。从小图中的叠加光谱可以看出，所有糠氨酸
的紫外光谱图能很好重叠，说明色谱峰的纯度很高，基本没有杂
质的干扰，即使是糠氨酸含量很低的原奶和巴氏消毒奶的糠氨酸
光谱图也能很好地重叠。

很多文献中都有提及，样品中的基质经常会造成标准样品与样品
的保留时间不一致。一个文献没有提到的原因是，低比例梯度对
仪器的梯度性能要求较高，但并不是所有仪器都能满足要求。保
留时间的不稳定也是造成测定低含量样品时糠氨酸峰位置不确
定，需要通过 LC/MS 来定性与定量分析的原因之一。
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图 1. 标准样品与 6 种奶制品的色谱图（叠加图），小图为糠氨酸峰的叠加光谱图

图 2 是放大的色谱图，可看到原奶及巴氏消毒奶样品中含量很低
的糠氨酸的峰都可以无干扰地清晰呈现。以标准样品浓度 2 mg/L  
计算，糠氨酸含量最高的脱脂奶粉样品中糠氨酸溶液浓度约为 
21 mg/L，而糠氨酸溶液浓度很低的巴氏杀菌乳中仅为 0.16 mg/L。

因本实验没有使用凯氏定氮法具体测定奶制品的蛋白含量，故
根据脱脂奶粉样品包装上标称的蛋白质含量 37% 计算，糠氨酸
的含量约为 600 mg/100 g。而根据市场售卖的巴氏杀菌乳包装
上标称的每百克含蛋白质 3.1 g 来计算，其糠氨酸的含量约为 
2.2 mg/100 g。
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图 2. 放大的色谱图

结论
本实验使用 Poroshell 120 SB-C18 色谱柱，在农业部行业标准的
基础上建立了准确、快速、重现性好的奶制品中糠氨酸分析的超
高效液相色谱方法。该方法使用性能优异的 1290 Infinity II 四元
梯度泵，或全新的 1260 Infinity II Prime 泵，在 0%-5% 的低比例
有机相梯度条件下仍能保持很好的重现性。相比行业标准在超高
效液相色谱方法中施行的等度条件，该方法具有更高的灵敏度，
每次进样均采用高比例有机相冲洗杂质并进行平衡，可有效除去
干扰杂质、避免杂质对分析的干扰，从而延长色谱柱的寿命，并
使总分析时间缩短。使用流通式自动进样器后，无需用强有机
溶剂清洗针内部，因此可以采用纯水作为针外壁及针座的清洗溶
液，有效避免了样品中的高浓度盐酸对进样器针座的腐蚀。
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