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100. 10

中 华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

GB/T 5413.1一1997

婴幼儿配方食品和乳粉

    蛋白质的测定

Milk powder and formula foods for infant and young children-

                    Determination of protein

1997-05-28发布 1998-09-01实施

国 家 技 术 监 督 局 发 布
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前 曰纽旨
下J

    本标准仅对GB 5413-85中A.3章“半微量凯氏定氮法”的文本格式进行了修改，内容未做改动。

    本系列标准从实施之日起，代替GB 5413-85
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:王芸、黄敏、李玉贤。
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/z 5413.1一1997

蛋 白质 的测 定 代替GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                  -Determination of protein

范围

本标准规定了蛋白质的测定方法。

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中蛋白质的测定。

方法提要

    在加热时，硫酸分解成亚硫酸醉、水和氧。有机物被氧化为二氧化碳和水，而蛋白质的氨态氮与过量

硫酸反应转变为硫酸按，硫酸钱在碱性溶液中进行蒸馏。将蒸馏出来的氨用硼酸吸收，再用酸标准溶液

滴定。

试荆

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 浓硫酸。

3.2 硫酸钾。

3.3 硫酸铜。

3.4 过氧化氢溶液:体积分数为30%,

3.5 硼酸溶液:c(H3B03)为30g/L。取30 g硼酸，溶解在1L水中。

3.6 甲基红一澳甲酚绿混合指示剂:用体积分数为95%的乙醇，将澳甲酚绿及甲基红分别配成lg/L的

乙醇溶液，使用时按lg/L澳甲酚绿:lg/L甲基红为5:1的比例混合.
3.7 硫酸标准溶液:c (H十)为。.0500mol/L。取3mL浓硫酸加到15mL水中，冷却后洗入1000mL容量

瓶中，定容。

3.8 氢氧化钠溶液，质量比为400/1000,称取400g氢氧化钠，用1000mL水溶解，待冷却后移入试剂

瓶中。

仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 凯氏烧瓶:500mL或250mL,

4.2 定氮蒸汽蒸馏器。

4.3 滴定管:25mL,

4.4 三角烧瓶:250mL,

国家技术监誉局1997一05一28批准 1998一09一01实施
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5 操作步骤

5.1 样品的制备

    将样品全部移入约两倍于样品体积的洁净干燥容器中，立即盖紧容器，反复旋转振荡，使样品彻底

混合均匀。

5.2 测定

5.2.1 称取样品2g，精确至0. 2mg，放入凯氏烧瓶((4. 1)中，加入lOg硫酸钾((3. 2)和lg硫酸铜

(3.3)，量取2OmL浓硫酸((3. 1)，徐徐加入凯氏烧瓶中，混合。
    注

    1 加入样品及试剂时，避免粘附在瓶颈上。

    2 加入硫酸钾的作用:提高硫酸的沸点(338t),增进反应速度.lOg硫酸钾将沸点提高到400t，但过多的硫酸钾

        会造成沸点太高，生成的硫酸氢按在 513℃会分解。

    3 加入硫酸银的作用:作催化剂，使氧化作用加速。

5.2.2 凯氏烧瓶的瓶口放一小漏斗，用微火加热(小心瓶内泡沫冲出而影响结果)，当瓶内发泡停止，稍

加大火力。同时，可分数次加入l OmL过氧化氢溶液(3. 4)(但必须将烧瓶冷却数分钟以后加入)。当烧瓶

内容物的颜色逐渐转化成透明的淡绿色时，继续消化 0. 5一  lh(若凯氏烧瓶壁粘有碳化粒时，进行摇动

或待瓶中内容物冷却数分钟后，用过氧化氢溶液冲下，继续消化至呈透明为止)。然后取下并使之冷却。

5.2.3 将橙清的消化液小心移入100mL容量瓶中，以水洗三次凯氏烧瓶，洗涤液并入上述容量瓶中，

冷却后稀释至刻度并摇匀。

5.2.4 吸取25mL消化液于定氮蒸馏器中，在冷凝器的下端放置一个盛有5OmL硼酸溶液(3. 5).3滴

甲基红一溟甲酚绿混合指示剂(3. 6)的25OmL锥形瓶，使冷凝器下端的玻璃管在液面以下。将25mL氢

氧化钠溶液慢慢地加入蒸馏瓶中(溶液应呈强碱性)，迅速将塞子塞好，然后通入蒸汽进行蒸馏，蒸至液

面达15OmL时，提出冷凝器下端的玻璃管，用蒸馏水冲洗冷凝管下端，将洗液一并聚集于硼酸溶液中，

让玻璃管靠在锥形瓶的瓶壁，出液口在200mL刻度线以上，继续蒸馏，蒸至液位达200mL,
    注:燕馏时要注意蒸馏情况，避免瓶中的液体发泡冲出，进入接受瓶.火力太弱，蒸馏瓶内压力减低，则接受瓶内液

        体会倒流，造成实验失败.

5.2.5 用硫酸标准溶液((3. 7)滴定至溶液出现酒红色为止，记录所用硫酸标准溶液的体积。同时进行空

白试验，并在结果中加以校正。

6 分析结果的表述

            L’‘~，__。‘*。 ，___、 (V一V�) X c(H十)X2X0.014XF、.___
          赫 中蛋白质含量(g/100g) =一 x100 .........(1)              二，，.二 曰， 、~ 、0，-一。， 25

                                                                                从 X 一于士
                                                                一 ‘’100

式中: V— 滴定时消耗硫酸标准溶液的体积，mL ;

        Vo— 空白试验消耗硫酸标准溶液的体积，mL ;

    c(H ) 硫酸标准溶液中H十的浓度，mol/L;

        m— 样品的质量，9;

      0. 014- 氮原子的摩尔质量，kg/mol ;
          F- 氮换算为蛋白质的系数。乳粉为6.38，纯谷物类(配方)食品为5.90，含乳婴幼儿谷物

                (配方)食品为6. 25,
注:空白实验仅不加入样品，操作步孩与样品相同。

食品伙伴网http://www.foodmate.net
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7 允许差

同一样品的两次测定值之差不得超过平均值的1.5%.

食品伙伴网http://www.foodmate.net
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自ii 言

    本标准参考了日本森永公司的乳清蛋自测定方法。

    本系列标准从实施之日起，代什GB 5413-85}
    本标准山中国轻_卜总会提出。

    本标准山全国乳.甘.标准化中心归日。

    本标准负责起草单位:哈尔滨森水乳，}}。有限公司、国家乳制.甘.质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:PL部食.". V,UI生监督检验所、浙江省轻 「业研究所、雀巢(中国)投资服务有

限公司。

    本标准卞要起草人:」几丽坤、张燕杰、赵勤。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413.2-1997

乳 清 蛋 白 的测 定 代并 GB 5413-85

Milk povAer and formula foods for infant and young children

                - Determination of whey protein

范围

本标准规定了酪蛋自‘J乳清蛋白含量比率的测定方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.11it.和乳粉中酪蛋白与乳清蛋自含量比率的测定。

方法提要

    试样用SDS-聚苯烯酸胺凝胶电泳(SDS-PAGE,Laemmli法)后，用光密度计对按分子量顺序分离

开的酪蛋白‘J乳清蛋自各谱带进行测定，求得酪蛋白与乳清蛋自的含量比率。

试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 电泳缓冲液:将Tris (hydroxymethyl)aminomethane7. 5g、甘胺酸36g,SDS2. 5g溶J,-A馏水中，定

容至500ML。使用前以蒸馏水稀释5倍后使用。

3. 2 SDS试样缓冲液:0. 125mol/L Trsi一盐酸(pH6. 8)，体积分数20%的甘油，4Yo(m/V)SDS，体积分

数I Oyo 2-mercaptoethanol，质量分数0.0025%的浪酚蓝(bromophnol blue).

3.3 染色剂:质量分数0. I%考马斯蔽R-250(Coomassic brilliant blue R-250)，体积分数10%的甲醉，

体积分数7.5%的乙酸.

3.4 脱色剂:体积分数10%的甲醉，体积分数7.5%的乙酸。

3.5 酪蛋白。

3.6 精制乳清蛋I' I (WPC).

3.7 SDS-PAGE:用梯度凝胶(10%-20%)或同效凝胶。

仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 平板式电泳槽。

4.2 供电设备。

4.3 光密度计。

操作步骤

5.1 样液的制备

    将试剂按蛋白质10-2印9爪L的浓度范围溶解在蒸馏水中。加入与试样同体积的SDS试样缓冲

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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液，在煮沸热水中静置5min后，作为试样液。

5.2 标准溶液的制条

    使用前，酪蛋白和乳清蛋白的蛋自质浓度按凯氏((Kjeldahl)法精确测定。将酪蛋自和乳清蛋白按上

述方法分别进行溶解和处理后作为标准溶液。此外，还可将酪蛋自与乳清蛋白的标准溶液按蛋白质含量

的任意比率(比如蛋自质的浓度比为75:25,50: 50,25:75)进行混合作为混合标准溶液。

53 电泳

    将凝胶设置在电泳槽中，加入电泳缓冲液。试样溶液与标准溶液的添加量为侮孔I印L.电泳时间因

电泳凝胶的种类不同而异.以lO%-20%的梯度复合凝胶进行电泳时，定电流为40niA，时间为60min.

电泳结束时间可按浪酚蓝的蓝谱带到达离凝胶下端5mm时为标志。电泳结束后将凝胶放入染色液中

振荡染色Ih,然后转入脱色液中振荡脱色12h再移到蒸馏水中。

5.4 测定

    以光密度计对带色的各谱带进行测定，求得其颜色N度(OD)的积分值(=Trace值)。

分析结果的表述

6.1 谱带的测定

    电泳后的谱带中，参照分子量以及标准酪蛋白’j乳清蛋自的电泳图，分别选择以下谱带进行计算。

    (1)西齐蛋白:GL3-酪蛋白(分子量23500),f3-酪蛋白(分子量24000),K-酪蛋白(分子量19000);

    (2)乳洁蛋ri : c}-乳白蛋自〔分子量 14000), f3-乳球蛋白(分子量18000)，血消白蛋自(分子量
66000).

6.2 计算方法

    将以上三种酪蛋自谱带的Trace值合计，再除以该条泳线中所有谱带的Trace值的总和，求得酪蛋

自的比率((C:值)。以同样方式将以L三种乳清蛋白谱带的Trace值合计，再除以该条泳线中所有谱带

Trace值的总和，求得乳清蛋白的比率(WI值)。

    当以酪蛋白与乳清蛋自的单独溶液为标准溶液时，按以卜方法分别求得标准酪蛋白的Cl值(=c，

值)与标准乳清蛋白的W,值(=W.值)。将试样的C，值’j w，值分别除以C.值与w，值，求得暂定的酪

蛋自含量比率((C:值)Ij乳清蛋白的含量比率(W2)。当c:值+W:值不等于1时，将C2值、w:值分别除

以c:值与W:值的总和进行补整，求得试样中的酪蛋白以及乳清蛋白的比率。

    当以酪蛋自‘i乳清蛋白的混合溶液为标准溶液时，按以L方法分别求得各混合比率中酪蛋白的C,

值与乳清蛋白的W:值。将混合标准溶液的c:值与酪蛋白含量比，以及W:值与乳清蛋白含量比做成坐

标检量线，利用该检量线求得试样的c:值‘jw:值。当c:值+w:值不等p I时，将C2值,w:值分别除

以C2值与W:值的总和进行补整，求得试样中酪蛋白以及乳清蛋白的比率。

食品伙伴网http://www.foodmate.net
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中 华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

GB/T 5413.3一1997

婴幼)L配方食品和乳粉

      脂肪的测定

Milk powder and formula foods for infant and young children-

                            Determination of fat

1997-05-28发布 1998-09-01实施

国 家 技 术 监 督 局 发 布
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前 弓旨
‘二1

    本标准等同采用国际乳品联合会标准IDF 9C: 1987《乳粉、乳清粉、酪乳粉和乳浆粉— 脂肪含量

的测定— 罗兹一哥特里重量分析法(基准法)》。该方法准确度高，是测定乳、乳粉、婴幼儿配方食品中脂

肪含量的基准方法。

    本系列标准从实施之日起，代替GB 5413-85

    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心.

    本标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:王芸、黄敏、张天舒。
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方食 品 和 乳 粉 GB/T 5413.3-1997

脂 肪 的 测 定 代替GB 5413--85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                          - Determination of fat

1 范围

本标准规定了脂肪测定的基准方法。

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中脂肪的测定。

2 方法提要

用乙醚和石油醚抽提样品的乙醇氨溶液，通过蒸馏或蒸发去除溶剂，测定溶于醚中的抽提物的质

3 试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

    按5. 3规定的步骤进行空白试验，检验试剂的纯度。按5.4的操作准备一空的脂肪收集瓶用来校正

环境的影响。试剂残余物含量不得大于0. 5mg(见8. 1)a

    如果全部试剂空白残余物大于0. 5mg，则分别蒸馏100mI一乙醚和石油醚，测定溶剂残余物的含量。

用空的控制瓶测得的量和每种溶剂的残余物的含量都不应超过。.5mg,

    更换不合格的试剂，或对试剂进行提纯。

3.1 淀粉酶。

3.2 氨溶液:质量分数约25Yo IPz。约910g/L

    注:如果买不到此浓度的氨溶液，可使用已知的、更大浓度的氨溶液(见5.5.2),

3.3 乙醇或由甲醇变性的乙醇:体积分数至少为94%(见8.5),

3.4 刚果红溶液:Ig刚果红溶于水中，稀释至100mL,

    注:可选择性地使用.刚果红溶液可使溶剂和水相界面清晰(见5.5.4)，也可使用其他能使水相染色而不影响测定

        结果的溶液。

3.5 乙醚:不含过氧化物(见8-3)，不含抗氧化剂，或抗氧化剂含量不大于2mg/kg，并满足空白试验的

要求(见第3章、8. 1和8.4)0

3.6 石油醚:沸程30-60 C

3.7 混合溶剂:等体积混合乙醚(3. 5)和石油醚(3. 6)，使用前制备。

4 仪器

由于测定中使用了挥发性可燃溶剂，所有电器的使用均应按照这些溶剂使用的有关规定进行。

常用实验室仪器及:

国家技术监督局1997一05一28批准 1998一09一01实施
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分析天平。

离心机:可安放抽脂瓶或管(4. 6)，转速为500一  600r/min，可在抽脂瓶外端产生80-90g的重力

月
..

门
产‘

0

4.

4.

场

    往:可选择性使用。

4.3蒸馏器或蒸发器:可在不超过100℃情况下，蒸馏除掉脂肪收集瓶中的溶剂和乙醇，或蒸发除掉烧
杯或平皿中的溶剂和乙醇(见5. 5.10.5. 5.14).

4.4 烘箱:电热的，通风口完全打开，工作区域温度可控制在102℃士2 0C.配有适当的温度计.

4.5 水浴:温度可控制在“℃士5̀C

4.6 毛氏抽脂瓶:抽脂瓶(或管，见注)应带有适当的优质软木塞或其他不影响溶剂使用的瓶塞(如硅胶

或聚四氟乙烯)。软木塞应先浸于乙醚中((3. 5)，后放入60或60℃以上的水中保持至少15min，然后在水

中冷却，使用时木塞已饱和。不用时要一直浸泡在水中，浸泡用水每天更换一次。

    注:也可使用带虹吸管或洗瓶的抽脂管(或烧瓶)，但操作步骤有所不同，见附录A中规定。接头的内部长支管下端

        可成勺状。

4.7 支架:放置抽脂瓶(或管)。

4.8 洗瓶:适合装混合溶剂((3. 7)。不能使用塑料洗瓶。

4.9 脂肪收集瓶:例如:容量为125-250mL可加热烧瓶(平底烧瓶),250mL锥形瓶或金属皿。若使用

金属皿，最好为不锈钢、平底、有溢流口的，直径为80̂-100mm，高约50mm.

4.10 沸石:无脂肪、无气孔的瓷片或碳化硅或玻璃珠(用金属皿的情况下)。

4.11 堂筒:5mL和25mL.

4.12 吸量管:带刻度的，10mL,

4. 13 金属夹钳:用于夹烧瓶、烧杯或皿。

4.14 毛氏抽脂瓶摇混器:可夹放毛氏抽脂瓶，摆动频率为100士10次/min,

5 操作步骤

5.1 样品的制备

    反复转动样品容器，使样品充分混合(必要时，将实验样品全部移入大的密闭容器中之后，再进行此

操作)。

5.2 样品部分

    轻轻搅拌或转动样品容器，以便混合实验样品((5. 1)，立即取样，直接放在抽脂瓶(4-6)或其他容器

中，精确至1mg，取样量如下:

    a)高脂乳粉、全脂乳粉、全脂加糖乳粉和配方乳粉:约1g,

    b)部分脱脂乳粉:约1. 5g,

    c)脱脂乳粉:约1. 5g,

    d)乳清粉:约1. 5g,

    e)酪乳粉:约1. 5g,

    f)含乳婴儿谷物(配方)食品:约1. 5g,

5.3 空白试验

    空白试验与样品检验同时进行，使用相同步骤和相同试剂，但用10mL水(见8-2)代替已稀释的样

品(5. 5. 1)。

5.4 月旨肪收集瓶的准备

    于干燥的收集瓶((4. 9)中加入几粒沸石((4. 10)，放入烘箱((4. 4)中干燥lh。使收集瓶冷却(防尘)至

天平室的温度(玻璃收集瓶至少需要lh，金属皿至少0.5h),
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      注

    1 在去除溶剂过程中，特别是使用玻璃收集瓶时，沸石可以使沸腾均匀.用金属皿时，也可选择地使用沸石。

    2 收集瓶不可放入干燥器中，避免冷却不充分或冷却时间过长。

    用夹钳(4. 13)(为避免温度的变化)将收集瓶放到天平上称量，精确至0. 1mg,

5.5 测定

5.5.1 样品处理

5.5门.1 不含淀粉样品

  加入lOmL 65℃士5℃的水，将试样洗入抽脂瓶的小球中，充分混合，直到样品完全分散，放入流动水

中冷却。

5.5.1.2 含淀粉样品

    将样品放入毛氏抽脂瓶中，加入约’0. lg的淀粉酶和一小磁性搅拌棒，混合均匀后，加入8~  10mL
45℃的蒸馏水，注意液面不要太高。

    盖上瓶塞于搅拌状态下，置65"C水浴中2h，每隔l Omi n摇混一次。检验淀粉是否水解完全;加入两

滴约。. lmol/L的碘溶液，无蓝色出现，水解完全，否则将抽脂瓶重新置于水浴中，直至无蓝色产生。

    冷却毛氏抽脂瓶。

5. 5.2 加入2mL氨溶液((3. 2)或同体积的浓氨溶液(见3. 2注)，在小球中与已溶解的样品充分混合。
加入氨水后，应马上进行下一步骤。

5.5.3 将抽脂瓶放入“℃士5C的水浴(4-5)中，加热15̂-20min，时而振荡一次，取出，冷却至室温。含

淀粉样品不需水浴，静止30s后即可进行下面的步骤。

5.5.4 加入10mL乙醇(3. 3)，轻轻地使内容物在小球和柱体间来回流动，和缓但彻底地进行混合，避

免液体太接近瓶颈。如果需要，可加入2滴刚果红溶液((3.4),
5. 5.5 加入25mL乙醚(3. 5)，塞上被水饱和的软木塞(见4.6)，或用水浸湿的其他瓶塞，将抽脂瓶保

持在水平位置，小球的延伸部分朝上夹到摇混器上，按约100次/min振荡烧瓶lmin，不要过度(避免形

成持久乳化液)。在此期间，使液体由大球冲入小球。

    必要时将抽脂瓶放在流水中冷却，然后小心地打开塞子，用少量的混合溶剂(3-7)冲洗塞子和瓶颈

〔冲洗时使用洗瓶(4.8)J，使冲洗液流入抽脂瓶或已准备好的脂肪收集瓶中(见5.4)0

5.5.6 加入25mL石油醚(3. 6)，塞上重新润湿的塞子(浸入水中)，接 5. 5. 5所述，轻轻振荡30s.

5.5.7 将加塞的抽脂瓶放入离心机((4. 2)中，在500-600r/min下离心1̂-5min。如果没有离心机，则

将抽脂瓶放到支架上(4. 7)，静止至少30min，直到上层液澄清，并明显与水相分离。必要时，放在流水中

冷却抽脂瓶。

5"5.8 小心地打开软木塞或瓶塞，用少量的混合溶剂冲洗塞子和瓶颈内壁，使冲洗液流入抽脂瓶或脂

肪收集瓶中。

    如果两相界面低于小球与瓶身相接处，则沿瓶壁边缘慢慢地加入水，使液面高于小球和瓶身相接处

(见图1)，以便于倾倒。

5.5.9 持抽脂瓶的小球部，小心地将上层液尽可能地倒入已准备好的含有沸石的脂肪收集瓶中(也可

选用金属皿)，避免倒出水层(见图2).
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醚层

第二次和第
三次抽提后 界面

界面

薪而衷后
水层

水层

        图 1 倾倒醚层前 图 2 倾倒醚层后

        (5.5.8，5.5-12，5.5.13)        (5. 5. 9，5.5-12，5.5-13)

5.5. 10 用少量混合溶剂冲洗瓶颈外部，冲洗液收集在脂肪收集瓶中。要小心操作，以防溶剂溅到抽脂

瓶的外面。

    最好按5. 5. 14所述，采用蒸馏或蒸发的方法，去除脂肪收集瓶中的溶剂或部分溶剂。

5.5.11 向抽脂瓶中加入5mL乙醇(3. 3)，用乙醇冲洗瓶颈内壁，按5. 5. 4所述进行混合.

5.5.12重复5. 5. 5.5. 5. 10操作，进行第二次抽提，但只用15mL乙醚(3. 5)和15mL石油醚(3. 6),
用混合溶剂(3.7)冲洗瓶颈内壁。

5. 5. 13 重复5. 5. 5~  5. 5. 9操作，进行第三次抽提，但只用15mL乙醚(3. 5)和15mL石油醚(3. 6),

用混合溶剂((3. 7)冲洗瓶颈内壁。

    注:如果产品中脂肪的质量分数低于5%，可省略第三次抽提。

5.5.14 采用蒸馏的方法除去收集瓶中的溶剂(包括乙醇)，对烧杯或皿可用蒸发((4. 3)来除掉溶剂。蒸

馏前用少量混合溶剂(3.7)冲洗瓶颈内部。

5.5.15 将脂肪收集瓶放入102'C土2℃的烘箱(4. 4)中加热lh，取出收集瓶，冷却至天平室的温度(不

要放入干燥器中，但要防尘，玻璃容器冷却至少lh，金属容器冷却至少0. 5h)。称量，精确至0. 1mg。称
量前不要擦收集瓶。用夹钳将收集瓶放到天平上(避免温度变化)。

5.5. 16 重复5. 5. 15操作，直到脂肪收集瓶两次连续称量不超过0. 5mg，记录收集瓶和抽提物的最低

质量。

5.5.17 为验证抽提物是否全部溶解，向脂肪收集瓶中加入25mL石油醚，微热，振摇，直到脂肪全部溶

解。

    如果抽提物全部溶于石油醚中，则含抽提物的收集瓶的最终质量(见5.5. 16)和最初质量(见5. 4)

之差，即为脂肪含量。

5.5.18 若抽提物未全部溶于石油醚中，或怀疑抽提物是否全部为脂肪，则用热的石油醚洗提。允许微

量的不溶物质沉淀。小心地倒出石油醚，不要倒出任何不溶物，重复此操作3次以上，再用石油醚冲洗收

集瓶口的内部。

    最后，用混合溶剂冲洗收集瓶口的外部，避免溶液溅到瓶的外壁。将脂肪收集瓶放入102'C士2℃的

烘箱((4. 4)中，加热lh，按5.5-15和5. 5. 16所述去除石油醚，冷却，称量。

    取5. 5. 16中测得的质量和5. 5. 18测得的质量之差作为脂肪的质量。

    注:选择带有虹吸管或洗瓶附件的抽脂管时(见4. 6注)，步骤如附录A(标准的附录)所述。

6 分析结果表述

样品中脂肪含量(g/l00g)一竺 卫命竺卫 x 100 ”””’.·⋯(1)
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式中:mo— 样品的质量((5.2),g;

      ml- 5.5.16中测得的脂肪收集瓶和抽提物的质量,g;

mZ— 脂肪收集瓶的质量(5-4)，或在有不溶物存在下，5. 5. 18中测得的脂肪收集瓶和不溶物的

      质量，9;

M3— 空白试验(5. 3)中，脂肪收集瓶和5.5. 16中测得的抽提物的质量,g;

m4— 空白试验(5. 3)中脂肪收集瓶(见5. 4)的质量，或在有不溶物存在时，5.5-18中测得的脂

        肪收集瓶和不溶物的质量，9。

报告质量分数结果精确至0.01%.

了  允许差

了.1 重复性

    在短时间间隔内，由同一分析人员对同一样品所做的两次单独试验的结果之差，应不超过下列值:

    — 高脂乳粉、全脂乳粉、全脂加糖乳粉和配方乳粉 0. 2 g脂肪/100g样品

    — 部分脱脂乳粉、酪乳粉 0. 15g脂肪/100g样品

    — 脱脂乳粉 。.1g脂肪/100g样品

    — 乳清粉 0. 1 g月旨肪/100g样品

    — 含乳婴儿谷物(配方)食品 0. 2 g脂肪/100g样品

7.2 重现性

    由不同实验室的两个分析人员对同一样品所做的两次独立试验结果之差，应不超过下列值:

    — 高脂乳粉、全脂乳粉、全脂加糖乳粉和配方乳粉 0. 3 g脂肪//l00g样品
    — 部分脱脂乳粉、酪乳粉 0. 25g脂肪/10馆样品

    — 脱脂乳粉 0. 2 g脂肪/10馆样品

    — 乳清粉 0. 2 g脂肪/100g样品

    — 含乳婴儿谷物(配方)食品 0. 45g脂肪/100g样品

8 实验过程注意事项

8.1 空白试验检验试剂

    在进行空白试验时，使用一个质量控制瓶，以消除环境及温度对检验结果的影响。

    在极其偶然的情况下，溶剂中可能会有易溶于脂肪的挥发性物质，此时应对所有试剂做空白试验。

进行空白试验时在脂肪收集瓶中放入1g新鲜的无水奶油。必要时，于每100mL溶剂中加入lg无水奶
油后重新蒸馏，重新蒸馏后必须尽快使用。

8.2 空白试验与样品测定同时进行

    对于存在非挥发性物质的试剂可用与样品测定同时进行的空白试验值进行校正。抽脂瓶与天平室

之间的温差可对抽提物的质量产生影响((5-5. 16和5. 4或5. 5. 18)。在理想的条件下(试剂空白值低，

天平室温度相同，脂肪收集瓶充分冷却)，该值通常小于。.5mg。在常规测定中，可忽略不计。若此值稍

高(士2. 5mg)，一般也可忽略不计，校正之后，结果仍是准确的。但当校正值大于2. 5mg时，检验报告中
应予以说明。

    如果空白试验值经常超过0. 5mg，且近期没有对试剂进行检验，则应马上对试剂进行检验，更换或

提纯任何不纯的试剂(第3章和8.1),

8.3 乙醚中过氧化物的检验

    取一只具玻璃塞小量筒，用乙醚冲洗，然后加入lOmL乙醚，再加入lmL新制备的100g/L的碘化
钾溶剂，振荡，静止lmin，两相中均不得有黄色。

    也可使用其他适当的方法检验过氧化物。
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    在不加抗氧化剂的情况下，为长久保证乙醚中无过氧化物，使用前三天按下法处理:

    将锌箔削成长条，长度至少为乙醚瓶的一半，每升乙醚用80cm’锌箔。

    使用前.将锌片完全浸入每升中含有lOg五水硫酸铜和2mL质量分数为98%的浓硫酸溶液中

1min，用水轻轻彻底地冲洗锌片，将湿的镀铜锌片放入乙醚瓶中即可。也可以使用其他方法，但不得影

响检测结果。

8.4 乙醚中含抗氧化剂的情况

    如果每1kg乙醚中约含1mg抗氧化剂.不影响使用。如乙醚中含有较高的抗氧化剂，例如:每千克

中含有7mg抗氧化剂，此种醚仅用于常规测定，并且空白试验与样品测定要同时进行，以校正抗氧化剂

残留物引起的系统误差。若用于基准法测定，使用前应重新蒸馏。

8.5 乙醇

    非甲醇变性乙醇只要不影响测定结果也可以使用。
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              附 录 A

              (标准的附录)

使用带虹吸管或洗瓶的抽脂管的操作步骤

    若使用带虹吸管或洗瓶的抽脂管(见4. 6注)，步骤如下所述。

Al 步骤

Al. 1 样品的制备:见5.1.

Al. 2 样品部分

    处理过程如5. 2所述，但要使用抽脂管(4.6).

    样品应尽快全部移入抽脂管底部。

Al. 3 空白试验:见5. 3和8.2,

Al.4 脂肪收集瓶的准备:见5.4.

Al. 5 测定

Al. 5.1 样品处理

Al. 5. 1.1 向样品中加入10mL 65'C士5"C的水，将样品全部洗入抽脂管的底部，彻底混合。接Al. 5.2

步骤。

Al.5.1.2 见5.5.1.2。

Al.5.2 加入2mL氨溶液(3.2)或同体积的氨溶液(3. 2注)，与管底部已稀释的样品彻底混合。加入氨

水后，应立即进行下步操作。

Al. 5. 3 将抽脂管放入“0C士5'C的水浴(4.5)中，加热15 ̂- 20min，偶尔振荡样品管，然后冷却至室

温。

Al. 5.4 加入10mL乙醇(3. 3)，在管底部轻轻彻底地混合，必要时加入2滴刚果红溶液(3.4)0

Al. 5.5 加入25mL乙醚(3-5)，加软木塞(已被水饱和)，或用水浸湿的其他瓶塞，上下反转1min，不要

过度(避免形成持久性乳化液).必要时，将管子放入流动的水中冷却，然后小心地打开软木塞，用少量的

混合溶剂(3. 7)(使用洗瓶)(4. 8)冲洗塞子和管颈，使冲洗液流入管中。

Al. 5.6 加入 25mL石油醚(3. 6)，加塞(塞子重新用水润湿)，按Al. 5. 4所述轻轻振荡30s.

Al. 5.7 将加塞的管子放入离心机中，在500̂-600r/min下((3. 2)离心 1̂-5min。如果没有离心机，则

将管子放到支架(4. 7)上，至少静止30min，直到上层液澄清，并明显地与水相分离，必要时，将管子放入

流水中冷却。

A1.5. 8 小心地打开软木塞，用少量混合溶剂洗塞子和管颈，使冲洗液流入管中。

A1.5.9 将虹吸管或洗瓶接头插入管中，向下压长支管，直到距两相界面的上方4mm处，内部长支管

应与管轴平行。

    小心地将上层液移入含有沸石(4. 10)的收集瓶中，也可用金属皿。避免移人任何水相。用少量混合

溶剂冲洗长支管的出口，收集冲洗液于收集瓶中。

A1.5. 10 松开管颈处的接头，用少量的混合溶剂冲洗接头和内部长支管的较低部分，重新插好接头，

将冲洗液移入收集瓶中。

    用少量的混合溶剂冲洗出口，冲洗液收集于瓶中，必要时，按5.5-14所述，通过蒸馏或蒸发去除部

分溶剂。

Al. 5. 11 再松开管颈处的接头，微微抬高接头，加入5mL乙醇，用乙醇冲洗长支管，如A1. 5.4所述混
2生
口 o

Al. 5. 12 重复Al. 5. 5-A1. 5. 10步骤进行第二次抽提，但仅用15mL(3. 5)乙醇和15mL石油醚，抽
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提之后，在移开管接头时，用乙醚冲洗内部长支管。

A1.5.13 重复Al. 5. 5-A1. 5. 10步骤，不加乙醇，进行第三次抽提，仅用15mL(3. 5)乙醇和15mL石

油醚，

    注:如果产品中脂肪的质量分数低于5%，可省略第三次抽提.

Al. 5.14 以下按5. 5. 14̂ 5. 5. 18所述进行。

                                                                        单位:mm

外径妇土。

甲谷肚105 nil, 15mL

。)带虹吸管的抽脂管 b)带洗瓶的抽脂管

图Al 抽脂管图例

版权专有  侵权必究

GB/T 5413.3-1997

书号:155066·1-22803

定价: 10. 00元
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自ii 言

    以往亚油酸的测定方法测得的仅是脂肪酸甘油三酸WE的甲基化或丁基化衍生物，不包括游离的亚

油酸含量。本标准给出的方法测得的是亚油酸的总量，样品处理较为简单，灵敏度高。

    本系列标准从实施之日起，代竹GB 5413-85}

    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草Irk位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:卫生部食.异.卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:杨金宝、L芸、E,b祥。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413.4-1997

亚 油 酸 的测 定 代替 GB 5413-85

Milk povAer and formula foods for infant and young children

              - Determination of linoleic acid content

范围

本标准规定了用气相色谱法测定亚油酸的方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.钻和乳粉中亚油酸的测定。

方法提要

    样品中游离的亚油酸和亚油酸甘油酷经皂化后均以盐类形式存在，在酸性条件下用正己烷萃取，经

气相色谱与1〔他成分分离后，测定其含量。

试剂

所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

石油醚:沸程40'C-60'C.

正己炕:色谱纯。

  乙醉:体积分数为95%.

无水硫酸钠。

氢氧化钾溶液:质量比为500:1000.
硫酸溶液:体积分数为20%.

  亚油酸标准溶液:浓度为侮惬升正己烷含Img亚油酸。

仪器
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    常用实验室仪器及:

4.1 分液漏斗:25OmL.

4.2 旋转燕发器。

4.3 气相色谱仪:带火焰离子化检测器。

4. 4 色谱柱, Im X 3mm,填充GP I O%SP-216-PS, 100 - 120目经DMCS处理的酸洗硅藻土载体

(Supelcoport)填充剂，或同等性能的柱子。

5 操作步骤

5门    准确称取2. Og样品，用I OML水移入250ml, '111L}-烧瓶中，加入I OmL乙ff'Z(3.3),5mL氢氧化钾

溶液(3.5)，回流30min。在回流过程中应卒少三次振摇烧瓶，以使样品完全皂化。迅速冷却卒室温。

5.2 用硫酸溶液〔3.6)调节皂化液.J}   -. pH<I. 5，转移溶液至25OmL分液漏斗中，用至少20mL水分几

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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次冲洗烧瓶，合并洗液于分液漏斗中。加入25mL正己烷(3.2),振摇]min,静置分层，收集正己烷相，用

正己烷萃取水相至少两次，侮次用量20mL .合并正己烷相。用无水硫酸钠柱(3.4)过滤正己烷到一个

I 00mL容量瓶中，用少量正己烷冲洗柱子，定容。
5.3 气相色谱条件

    柱温:195-C.

    检测器温度:230'C.

    进样器温度:250'C.

    进样体积:2gL.

    检测器:火焰离子化检测器。

    氮气流速:20mL/min.

5.4 测定

    分别注射24L亚油酸标准溶液和样品溶液进入气相色谱仪中进行定性和定量测定。

分析结果的表述

a Min 41 v A & M * M (mg / I oog)一A i X Cs X 10   x 100   .....................川
                                                                                乙J                                                                                } ̂

式中:A,— 样品中亚油酸的峰而积，

      Bi— 标准溶液中亚油酸的峰而积;

      C.— 亚油酸标准溶液浓度,mg/ML;

      M— 样品的质量，9。

允许差

同 一样品的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的5%。
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前 言

    食品中欲的测定.通常采川的是权化还原滴定法，似在同时有IL他还原釉存在的情况卜会对测定

产生 1.扰。木标准给出了三种测定方法.A中方法之一高压液相色潜法和方法二阶比色法，避免r还原

钠的 1.扰，而且.it有较高的准确度。方法一可以同时测定各种钟.方法三采川GB/T 16286-1996方

法。考虑到传统的械化还凉滴定法在没仃几他还原栩1飞扰的钻况卜.测定乳栩和此橄的准确度较高, Ifu

IL所需仪器设务简单，多数实脸室习惯f采川这种方法.囚此.仍将“莱Pli-埃农氏法"Marte md Eynor's

Method)作为方法二给出。
    木标准方法一为仲裁法。

    4‘系A标准从实施之日起，代替GB 5413-85.

    本标准由中国轻工总会捉出。

    木标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检驳.怀心。
    不标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检脸所、浙江省轻下业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(.1.国)投资服务f]限公司。

    木标准主要起草人:工芸、杨金宝、李玉贤、工心样。

食品伙伴网http://www.foodmate.net



中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉

乳 糖、蔗 糖 和 总 糖 的 测 定

GB/T 5413.5-1997

代甘CB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

- 〔吮teratinatim  of laetose,surrme and tot目 sugars contents

I 范围

    不标准规定r用高X液相色醉法、莱I炸埃农氏法和Nl-比色法测定钠的方法。

    不标准方法一适1月于婴幼儿配方食品和乳粉中各种狱的浏定，方法三适川F全脂乳粉、全脂加欲乳

粉、脱脂乳粉和J〔他总袖中只含有乳钠I此欲的乳粉制品中乳助I It!助和总助的侧定;方法 毛适川于婴幼

儿配方食品和乳粉中I:钠的测定。

2 引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用A构成为木标准的条文。木标准出版时，所示版术均

为有效。所有标准都会被修订.使用木标准的各方应探讨使用下列标准最新版术的可能性。

    GB灯 16286-1996 食品中此钠的测定方法  降 比色法

                                    方法一   高压液相色谱法

3 方法提要

    婴幼儿食品中如含有多种勃.可利川高压液相色潜法的P-碳水化合物柱或氨基柱(Lichrcrsorb-N"t

柱)，将它们分离，川示差折光检测器，检出各触液的折光指数.此折光指数与it浓度成正比。

4 试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验川水，如未注明IL他要求，均指 云级水。

4.1 澄济剂:硫敌铜，质量分数?%。氧气化钠.质旋分数4纬。

4.2 乙月音.

4.3 标准济液

4.3.1 标准栩贮*}k,]Orng/.L.

    精确称取被测狱的标样Ig,溶f水，}，，川水稀释至1001rd,容0.瓶内.定容。

4.3.2 标准钠T作液Amg/mi..

    吸取4mL贮务液，置IOML容址瓶中，川乙脂稀释至刻度.

5 仪器

    常川实,A室仪器及:

5.1 高压液相色e仪，带碳水化合物分析柱或氮基柱。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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6 捅作步称

6.1 样液制条

    精确称取粗左右样品，加30.L水溶解.移至 I OomL容量瓶中，加澄清剂硫酸铜(4. D IO.L I氧议

化钠(4.1)4mL,振摇，加水至刻度.静置半小时，过滤。取4mL样品母液置I OrnL容最瓶川乙脂定容，通

过0. 45gm过滤器过滤，滤液务川。

6.2 高压液相色A仪下作条件:

    R401示差折光检测器:

        30.mX4.6} 内径— 碳水化合物分析柱(夹套保温20'C)

    流动科}:乙脂/水=85/15

    流动相流速:0. 5mL/min

6.3 进样

    在仪器稳定后.用注射器或进样阀注射5加L标准样液共4次，记下保留时间.测定峰高，放弃第 -

次数拟.取后二者T.均峰高值，同样进样5即L四次得出平均蜂高。

了  分析结果的表述

瀚中。:含41.(9/1009)-一，子兴=， x I。一
                  H'X俪 x窃x I ouo

25CI X  H
  B, w 价 ··⋯ 1)

式中:C- 标准钟滚液浓度,mg加L;

      H- 样品，卜助的甲均峰高书

    H,— 标准VIM液的峰高，

      二— 样品的质量，‘
    注:如果需同时瀚定样A.-I.所含其他M类，可A标准M解液中加入V, It Rill 19，进徉如前，记FK种狱保留时M，按上

        列公式计算齐值。

8 允许差

    同 样品两次测定谊之差不得超过两次测定平均值的5%.

                      方法二   乳箱、蔗藕和总粗的测定(燕因一埃农氏法)

9 方法提要

    乳橄:样品经除去蛋白质以后，在加热条件卜，直接滴定己标定过的费林氏液.样液中的乳欲将费林

氏液，}，的 立价翻还原为认化亚铜。以次甲基蓝为指示剂，在终点梢过量11-1.乳袖将蓝色的氧化型次甲基

蓝还原为无色的还原型次甲基蓝。根据样液消耗的体积，计算乳栩含量。

    此勃:样品除去蛋白质后I I〔中此勃经盐酸水解转化为it有还凉能力的浦萄袱和果械，再按还原械

测定。将水解前后转化钠的差值乘以相应的系数即为it狱含量。

    总欲 .乳助和此 lot之和。

10 试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验川水，如未注明iL他要求，均指 二级水。

10.1 费林氏液(甲液和乙液)

10-1.1 甲液:取34. 639g硫酸俐.溶J}水，}，.加入0. 5.L浓硫酸，加水至50O.L.

  2
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10-1.2 乙液:取173g洒石酸钾钠及50g氧氧化钠溶解J几水，}‘，稀释至500ML I静置两天后过滤.

10.2 次甲基蓝溶液.I OB/L.

10.3 盐酸溶液:体积比I:1.

10. 4 M酞溶液10.殆阶酞溶f 75.L体积分数为95%的乙醉中，并加入20mL水，然后再加入约

0. lm.I/L的inlg化钠溶液.六到加入 滴立即变成粉红色，再加入水定容至loomL.

10. 5 A'A化钠溶液:}(N.OH)为300g/L.取300g氧氧化钠. M f I 000,nL水中。
10.6 乙酸铅溶液,c(PbAc2)为200g/L.取20a乙酸M141解1} 10O.L水中。

10.7  草敌VP-请酸氧 i钠溶液:取草酸钾苑，确酸氛 i钠7g,溶解f I oomL水I卜。

11 仪器

    常川理化实ON(仪器。

12 操作步骤及结果计算

12.1 费林氏液的标定

12-1.1 川乳欲标定

12.1-1.1 称取预先在92-941C烘箱中I }W! 2h的乳糊标样约0. 75g (准确到0. 2mg),用水溶解并稀

释罕250,nL.将此乳补溶液注入 一个50.L滴定管中，待滴定。

12.1门.2 预滴定:取I O.L费林氏液(甲、乙液齐5mW  f 25(}U 三角烧瓶中。再加入20.L蒸馏水，

从滴定管中放出15mL乳欲溶液卜亏角瓶中，置F电炉上加热，使it'在2.nin内沸腾，沸腾后关小火焰，

保持沸腾状态15} 1加入3滴次甲基蓝溶液(10.2),继续滴入乳橄溶液至蓝色完全褪尽为lk,读取所川

乳梢的毫11数。

12.1-1.3 精确滴定:另取I OmL费林氏液(甲、乙液各5.L) f 250I.L -:角烧瓶中，再加入20.L燕馏

水一 次加入比预备滴定量少0. 5-1. OmL的乳拙溶液，置f电炉上，使it在2~ 内沸腾.沸腾后关小

火焰，维持沸腾状态2min，加入3滴次甲墓蓝溶液.然后维续滴入乳钟济液(一滴 4滴徐徐滴入)，待蓝

色完全褪尽即为终点。以此滴定量作为计算的依据(在同时测定A!勃时.此即为转化前滴定量).

121.1.4 技式(2), (3) i I算乳狱测定时，费林氏液的乳翩校正值仃:):

，，V. X , X 1250 一;xv}、二:·一一··一⋯ 2)
4XV,Xm,

    AL,
(3)

式中:A,- 实测乳栩数Mg;

      vl- 滴定时消耗乳欲液hl.,mL I

    ..— 称取乳钠的质量.引

    AL,— 由乳欲液滴定毫月数八表1所得的乳撇数,Mg.
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表 I 乳钠及转化钠囚数表(I(hnL费林氏液)

滴定盆，.L 乳她'I" 转化，，、 }滴定.,.L 乳助,.g 转化橄,mg

is 旅 3      } 33 67.8 51.7

16 68.2      } 34 67.9 51.7

17 68.2      } 35 67.9 51.8

19 曰.1      } 36 67.9 61.8

19 眺 I      } 37 67.9 51.9

20 眺 0      } 38 67.9 51.9

21 认 0      } 39 67.9 52.0

22 队 0      } 40 67.9 52.0

23 67.9      } 41 6压0 52。 1

24 67.      } 42 6& 能。 1

26 67      } 43 6压0 522

26 67.9      } 44 6氏0 522

盯 盯.8      } 45 6凡1 523

28 盯。吕      } 46 6氏1 欣 3

四 盯.9      } 4了 6压2 能.

30 67      } 48 6压2 52

3I 67.8      } 4 6氏2 525

脸 盯.日      } 5 6氏3 52.5

注:"114致”系指与滴定且扣时应的效H I可flA 1 -1-查N. K ff. m含盆与乳助含盆的比超过3 -1时1 *11 tf.滴定

    盆中加表2中的饺正峨后计稼。

12-1.2 川此欲标定

12.1-2.1 称取在105*C烘箱，卜I }操2h的蔽助约0.跑〔准确到0,2.8)，川50mL水滚解并洗入I OomL

容量瓶中，加水10rnL,再加入 10mL盐酸(10-3),置75℃水洛锅，卜，时时摇动，在2niin3Os至2min45s

之间.使瓶内温度月至671C。自达到67℃后继续在水浴中保打5min,于此时间内使I t温度升至69.51C,

取出.川冷水冷却I'll瓶内温度冷却至35*0日，加2滴甲基红指示剂(10.4),用300g/L的氧议化钠

(10-5)-t-和至V..中性。冷却至20*C，川水稀释至刻度，摇匀。并在此温度卜保温30min后再按12.1.1.2

和12.1.1.3操作。得出滴定lomL费林氏液所消耗的转化抽量.
12.1-2.2 按式(4),(5)计算改狱测定时，费林氏液的此狱校正值仃2) }

，:V. X ., Xloo Y 0指普OO一，0.5263 X V. X -2 ..........·····⋯⋯ (4)

                了】一10.5263 X V2 X mgAL,
式中:A2- 实测转化钠数.叱 。

      V.- 滴定时消耗此欲液址,mL i

      二:— 取称此钠的质星.引

    A场— 由旅欲液滴定毫月数八表I所得的转化欲数,Mg.

12.2 乳抽的侧定

12-2.1 样品处理

(5)
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12.2-1.1 称取2.5-3g样品(准确至0.01幻，川I OOML水分数次济解并洗入250mL容量瓶中。

12.2-1.2 加4.L乙酸铅(10. 6),4.L草酸pp-磷酸氧 i钠溶液，梅次加入试剂时都要徐徐加入，并摇

动容最瓶，川水稀释至刻度。静吐数分钟，川}:燥滤纸过滤，弃去最初25mL滤液后，所得滤液作滴定用。

12-2.2 滴定

12.2-2.1 预滴定:将此滤液注入一个50ML滴定管中.待侧定。取I OML费林氏液(甲、乙液齐5ML) F

250.L -:.角烧瓶中，再加入20.L燕馏水.置f电炉上加热，使it'在2min内沸腾，沸腾后关小火焰，保

持沸腾状态15s，加入3滴次甲基蓝(10.2),然后徐徐滴入乳欲溶液至蓝色完全褪尽为I L, R.取所用乳

扣I的·证月数.

12.2-2.2 精确滴定:另取IOML费林氏液(甲、乙各5mL) f 250mL -:.角烧瓶，}，.再加入20mL燕馏

水， 次加入比预备滴定童少0. 5-1. O.L的乳期溶液，置f电护土，使it'在2min内沸腾，沸腾后关小

火焰.维持沸肠状态2.nin，加入3滴次甲基蓝溶液.然后一滴 一油徐徐滴入乳助溶液，待蓝色完全褪尽

即为终点。以此滴定量作为计算的依据(在同时测定此 VI时，此即为转化后滴定量)。

12-2.3 乳抽含址的计弥

F, x了:X 0. 25 X 100
        VIX .

········⋯ ⋯. 6)

式中:L- 样品中乳欲的质量分数,g/loos;

    F.— 由消耗样液的毫升数六表I所得乳欲数'.9;

    为— 费林氏液乳梢校正仇.

    V.- 滴定消耗滤液量.ML;

    价— 样品的质最'g.
12.3 此抽的测定

12-3.1 转化前转化助量的计算

    利川测定乳釉时的滴定最.自表I中六出ml对应的转化补址，按式(7)计算:

                      。 ，，..。 .，‘、八、，。j、_P2 x了.XO.25 x 100 .、                    转化前转化欲质址分数(%)，于 .  ........................7)                        ，二 ，，.二。、、jJ、、了户 价 X价

式中:F.— 由测定乳M 114消耗样液的毫升数Alk I所得转化VI 1},Mg;

      九— 费林氏液此欲校正伯，

      匕- 滴定消耗滤液最,mL;

      爪— 样品的质星,g.
12. & 2 样液的转化及滴定

  取SOML样液J} 1GOML容量瓶中，加水IOML,再加入I OML的盐酸(10. 3),'IR 75℃水浴锅中，时INN

动，在2minMs至2.9.45}之间.使瓶内温度月至671C。自达到67℃后维续在水浴中保扔5min I卜此时

间内使it温度月至69.51c,取出，川冷水冷却，”瓶内温度冷却至351CII-1,加2滴阶酞溶液剂(10.4),

川氧议化钠(10.5)中和至呈中性，冷却至201C，川水稀释至刻度，摇匀。并在此温度卜保温30min后再

按12.2.2滴定，得出滴定I OML费林氏液所消耗的转化液员。

                  。1卜。。。，。“ 八、，叭 _乙之 f已丝. so生 00 一 “。、
                    ，‘.‘~，气，‘帅~钾jJ朴、2.尹 八X . ”一尹

式中:F.— 由V.八得转化栩数,-9;

      f,- 费林氏液Plot校正位。

      .— 样品的质星l幻

      犷:— 滴定消耗的转化液星,rnL.

12. & 3 庶袖含量的计算

                      样品中此勃含从臼/10贻)=(L, - L,) X 0. 95 ”·“·””””·“”·(9)

                                                                                6
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式中:L}— 转化后转化勃的质量分数,纬;

      L2— 转化前转化拙的质量分数I肠.

12. & 4 若样品中乳狱与此钠之比超过3. 1时.则计算乳欲时应在滴定量中加上表2中的校正值数后

再八友I和il算.

12. &5 总lkh=煎狱+乳RI:

13 允许差

13.1 爪义性

    由同一分析人员在短时间间I内测定的两个结果之间的差仇，不应超过结果平均值的1.5%。
112 双现性

    由不同实骏室的两个分析人员对同 t样品测得的两个结果之差，不应超过结果平均值的2.5纬.

                                  农 2 乳I-XV滴定最校正俏数

滴定终点时所用的助液盆

              山 L

用10.L费休氏液I IV.助及乳钻盆的比

3 -1 6-1

15 压15 氏30

20 认25 氏50

2 认30 认60

30 认35 氏70

35 认40 氏80

40 压Tl} 氏90

45 氏50 氏日5

so 认55 1.05

方法三   蔗堪的测定— (酶比色法)

同GB汀 16286.
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前
  、 ‘

曰

本标准直接采用GB 12394-90《食品中不溶性膳食纤维的测定方法》方法。

本标准由中国轻工总会提出。

本标准由全国乳品标准化中心归口。

本标准主要承办人：王芸、王心祥。
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中华人民共和国国家标准

    婴 幼 儿配 方 食 品

不 溶性 膳 食 纤维 的测 定

Formula foods for infant and young children

  -Determination of insoluble dietary fiber

GB/T 5413.6-1997

范围

本标准规定了不溶性膳食纤维的中性洗涤剂测定方法。

本标准适用于婴幼儿配方食品中不溶性膳食纤维的测定。

引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

    GB 12394-90 食品中不溶性膳食纤维的测定方法

试剂、仪器、操作步骤、分析结果的表述

见GB 12394。

国家技术监督局1997一05一28批准 1998一09一01实施
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自ii 言

    本标准仅对GB 5413-85中A. 4章乳粉中灰分的测定的文本格式进行了修改，内容未做改动。

    本系列标准从实施之日起，代什GB 5413-85}
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:R生部食.". V,UI生监督检验所、浙江省轻 〔业研究所、哈尔滨森永乳.异.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:王芸、黄敏、周红。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413.7-1997

灰 分 的 测 定 代替 GB 5413-85

Milk poNvder and formula foods for infant and young children

                          -Determination of ash

范围

本标准规定了灰分测定的方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.甘.和乳粉中灰分的测定。

2 方法提要

样.-1111--600℃以F灼热、灰化所得的残留物的质量，即为样.异.的灰分，以质量分数表示。

3 仪器

常用实验室仪器及:

分析天’卜。

瓷柑锅:40-6OmL。用清水清洗后，再用王水浸泡 Ih,洗去酸液，置电炉 I几烧灼0. 5h,取出，称量，

电炉。

高温炉:保持温度550℃左右。

干燥器:装有有效干燥剂。
柑A夹。

1

2

用

3
 
4
 
5

6

3.

3.

待

3.
 
3.
 
3.

3.

4 操作步骤

4门    称取约3-飞样.甘.(准确到0. 2mg) j:己准条好并己称量的柑祸中，置于电炉I几初步灼烧，使之炭
化卒无烟。

4.2 移入.旬温炉维持jHM度在550℃左右，灼烧，使之成白灰(约2h)后，冷至100-200'C后取出，放入「

燥器中冷却罕室温(约30min)，称量。
4.3 示万4.2操作。肖全前后两次质母差不招过 2mg .

5 结果表示

样品中的灰分‘%，一"-'I x 100M2 ............·..·..···⋯ ⋯ (I)

式中:M1— 空柑祸的质量，9，

— 样.异.的质量   ,   9

— 柑塌加样品灰化后的质量'g.
两

两

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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结果精确伞0. ol%.

允许差

同 样.异.两次测定值之差不得超过两次测定平均值的0. 05%.
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自ii 言

    本标准等同采用国际乳.甘.联合会标准IDF 26A: 1993《乳粉和稀奶油粉— 水分的测定)o

    本系列标准从实施之日起，代什GB 5413-85}
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:R生部食.". V,UI生监督检验所、浙江省轻 〔业研究所、哈尔滨森永乳.异.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:王芸、黄敏、张春燕。
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婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413.8-1997

水 分 的 测 定 代朴 OB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                一 「letermination of the water content

范围

本标准规定了水分的测定方法。

本标准适用于婴幼儿配方食.甘.和乳粉中水分的测定。

2 方法原理

将样品放入102℃土2℃的烘箱中加热，直苹恒量，所失去的质量即为水分含量。

3 仪器

    常用实验室仪器及:

3.1 分析天平:灵敏度为0. lmg.

3.2 适当的皿:最好是铝、镍、不锈钢或玻璃皿，配有移动盖，直径为50-70mm,高度为25mm.

3.3 干燥器:配有有效干燥剂。
3.4 鼓风式烘箱:可控制恒温在102℃士21C，烘箱中的a度应均匀。

3.5 带密封盖的瓶子:用于混合乳粉。

4 操作步骤

4.1 样.甘.的制各

    将样.甘.全部移入两倍于样.钻体积的干燥、带盖的瓶中，旋转振荡，使之充分混合(在此步骤中，不可

能得到完全均匀的样.异.，必须在样.甘.瓶中的相距较远的两点，取两份样况.，平行分析)。

4.2 测定

4.2.1 将皿和盖(不要放在皿I几)放入102℃士2℃的烘箱中，加热Ih，加盖，然后将皿移入干燥器中，冷

却至室温，称量。

4.2.2 将约3-宛样品放入皿中，加盖，迅速准确称量。

4.2.3 将皿和盖(不要放在皿I -.)放入102℃士2℃的烘箱中，加热3h.

4.2.4 加盖，将皿移入干燥器中，冷却至室温，井迅速准确地称量。

4.2.5 再将皿和盖(不要放在皿I几)放入102℃士2℃的烘箱中，加热lh。加盖后移入干燥器中，冷却至

室温，迅速称量。

4.2.6 乖复I -.述操作，直到两次连续称量质量之差不超过0. 0005g.

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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5 结果表示

瀚的水分含量(%，一a_,黔 x 100 (I)

式中:MI— 加入样.甘，后皿和盖的最初质量，9，

— 样.甘.烘干后两次称量获得的较小的质量，9;

— 样.甘.的质量，9。

肉

两

6 允许差

    两次测得结果的最人偏差不得超过0. 05%.
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前 言

测定维生素 的方法很多 但广为采用的是高压液相色谱法 方法快速 准确 并避免了三种

成分的相互干扰

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 杨金宝 王芸
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婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

维 生 素 的 测 定

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用液相色谱法测定维生素 的方法

本标准适用于各种婴幼儿配方食品和乳粉中维生素 的测定

方法提要

样品中脂溶性维生素在皂化过程中与脂肪分离 经 用 石油醚萃取后 用高压液相色谱 紫外检测

器定量测定

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

高峰氏淀粉酶

异丙醇 色谱纯

焦性没食子酸的乙醇溶液

氢氧化钾溶液 质量比为

石油醚 沸程

甲醇 色谱纯

正己烷 色谱纯

环己烷 色谱纯

维生素 标准溶液

维生素 标准贮备液 含维生素 的甲醇溶液

称取 的维生素 用甲醇定容于 容量瓶中

维生素 标准贮备液 含维生素 的甲醇溶液

称取 的维生素 用甲醇定容于 容量瓶中

维生素 标准工作液 其中维生素 的浓度为 维生素 的浓度为

取 维生素 标准贮备液 和 维生素 标准贮备液 于 容量瓶中

用甲醇溶解

维生素 标准溶液

维生素 标准贮备液 含维生素 的甲醇溶液

称取 的维生素 用甲醇定容于 容量瓶中

维生素 标准贮备液 含维生素 的甲醇溶液
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称取 的维生素 用甲醇定容于 容量瓶中

维生素 标准工作液 其中维生素 维生素 的质量浓度均为

取维生素 标准贮备液 维生素 标准贮备液 于 容量瓶中 用甲醇定容

仪器

常用实验室仪器及

平底烧瓶

分液漏斗

旋转蒸发器

高压液相色谱仪 具有可变波长的紫外检测器 数据处理系统或记录仪

操作步骤

样品处理

含淀粉的样品

准确称取 样品 放入 平底烧瓶中 加入 淀粉酶 再加入 的

蒸馏水 混合均匀后 用氮气排除瓶中空气 盖上瓶塞 置 烘箱内

不含淀粉的样品

准确称取 样品 置于 平底烧瓶中 加 蒸馏水

测定液的制备

于上述处理过的样品溶液中加入 的没食子酸乙醇溶液 充分混匀后加 氢氧

化钾溶液 在蒸汽浴上连续回流 后 立刻冷却到室温

将皂化液转入一 分液漏斗中 用 水分几次冲洗平底烧瓶 洗涤液并入分液漏斗

中

于上述分液漏斗中 加入 石油醚 盖好瓶塞 倒置分液漏斗并剧烈振摇 在振

摇过程中 注意释放瓶内压力 静置分层 将水相放入另一 分液漏斗中 重复上述萃取过程二次

合并醚液到第一个分液漏斗中 用蒸馏水洗该醚液至中性 通过无水硫酸钠过滤干燥 在 和氮气流

下 于旋转蒸发器上蒸至近干 绝不允许蒸干 后 用石油醚转移至 容量瓶中 定容

从上述容量瓶中取 石油醚溶液放入试管 中 再取 石油醚溶液放入另一试管 中

分别用氮气将试管 和 中的石油醚吹干 石油醚溶液放于 中加 甲醇 用来测定维生素

试管 中加 正己烷 用来测定维生素

测定

维生素 和 的测定

仪器条件

色谱柱 柱或具等同性能的色谱柱

流动相 甲醇

流速

灵敏度

波长 维生素 维生素

注射 维生素 标样 和 样品溶液 试管 中 得到标样和样品

溶液中维生素 和 的峰高或峰面积

维生素 的测定

测定液的制备

仪器条件
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色谱柱 硅胶柱

流动相 环己烷 与正己烷 按体积比 混合 并按体积分数 加入异丙醇

流速

波长

柱温

灵敏度

注射体积

注射 维生素 标样和 样品溶液 试管 中 根据维生素 标样保留时间收集维生

素 于试管 中 将试管 用氮气吹干 准确加入 甲醇 溶解

测定步骤

仪器条件

色谱柱 或具等同性能的色谱柱

流动相 甲醇

流速

柱温

波长

灵敏度

注射体积

注射 维生素 标准溶液 注射 样品溶液 试管 中 得到标样和样品溶液

中维生素 峰面积或峰高

分析结果的表述

样品中维生素

样品中维生素

样品中维生素

式中 进样液中维生素 或 的质量浓度

样品的质量

进样液中维生素 或 的峰高 或峰面积

标样中维生素 或 的峰高 或峰面积

标样中维生素 或 的质量浓度

计算结果精确至小数点后一位

允许差

同一样品的两次测定值之差 维生素 不得超过两次测定平均值的 维生素 不得超过两次

测定平均值的 维生素 不得超过两次测定平均值的
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前 言

在婴幼儿配方食品和乳粉中维生素 的含量较低 且在碱性条件下易分解 本标准给出的反相高

压液相色谱法 是在参考了大量国内外文献的基础上 经过反复实验而确定的 解决了上述问题 方法快

速 准确

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 杨金宝 王芸 王心祥
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

维 生 素 的 测 定
代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用液相色谱法测定维生素 的方法

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中维生素 的测定

方法提要

样品经酶水解后 用石油醚萃取 蒸发溶剂 浓缩后的样品进行高压液相色谱测定 以乙腈 甲醇 水

为流动相 检测器 于 波长下 定量维生素

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

高峰氏淀粉酶

磷酸缓冲溶液

溶解 磷酸二氢钠和 磷酸氢二钠在 水中

脂酶 每毫克蛋白不得少于 单位

氢氧化钠溶液 为 溶解 氢氧化钠颗粒在 水中

氯化钠溶液 饱和

乙醇 体积分数为

石油醚

无水硫酸钠

正己烷 色谱纯

乙腈 色谱纯

甲醇 色谱纯

水 色谱纯

标准溶液

标准贮备液 浓度为

准确地称取 维生素 于 容量瓶中 用正己烷定容

标准工作溶液 浓度为

吸取 标准贮备液于 容量瓶中 用正己烷定容
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仪器

常用实验室仪器及

分液漏斗

旋转蒸发器

恒温水浴振荡器

高压液相色谱仪 带紫外检测器

色谱柱 或具同等性能的色谱柱

操作步骤

样品处理

含淀粉的样品

准确称取 样品 放入 平底烧瓶中 加入 淀粉酶 再加入 的

蒸馏水 混合均匀后 用氮气排除瓶中空气 盖上瓶塞 置 烘箱内

不含淀粉的样品

准确称取 样品于 三角瓶中 加入 水 均质

测定液的制备

于上述处理过的样品溶液中加入 磷酸缓冲溶液 和 脂酶 于

水浴上连续振荡

取出 加入 氢氧化钠溶液

定量地转移上述溶液于一个 分液漏斗中 加入 饱和氯化钠溶液 和 乙

醇 充分混合

加入 石油醚 加塞振摇 小心地去掉塞子 加入另外 乙醇 静置

分层 上层为有机相 中层为脂肪酸层 下层为水相

放出水相和脂肪酸层于另一个 分液漏斗中 再次用 石油醚 萃取 静置分

层 弃去水相 合并醚相

用蒸馏水洗涤石油醚相 直到醚相为中性

将石油醚通过无水硫酸钠 进入到一个 平底烧瓶中 在旋转蒸发器上 下蒸发

石油醚至近干

用石油醚 转移残留物到一个 试管中 用氮气吹干 准确加入 正己烷 充分振荡

溶解残留物 得到待测溶液

注

样品中的脂肪小于 时 用此量脂酶 如大于 可多加一些脂酶 以使脂肪水解完全

最后制备的样品必须放在冰箱中冷却 以析出脂肪酸

在分层后 必须小心地放出水相及脂肪酸层 否则会增加样品的干扰物质

色谱分析条件

流动相 乙腈 甲醇 水

流速

柱温

检测器波长

记录纸速度

进样体积
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分析结果的表述

样品中维生素 含量

式中 样品中维生素 峰高

标准工作液中维生素 峰高

标准工作液维生素 的质量浓度

样品体积

样品的质量

允许差

两次测得结果的最大偏差不得超过含量的
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前 言

    本标准给出两种方法，方法一是荧光法I策现性好，准确度较高。方法二是高压液相色谱法，测定速

度快。

    本标准方法一为仲裁法

    木系列标准从实施之日起.代替GBS引3一日5。
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负贵起草单位:国家乳制品质量监督检验中心、浙江省轻工业研究所。

    木标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、哈尔滨森水乳品有限公司、雀巢(中国)投资服

务有限公司。

    本标准主要起草人:李茂胜、任一平、黄百芬、郎昭斌、陈青俊、工芸。
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉 GB/T 541&11-1997

维 生 素B:的测 定 代替 GB 5413-85

Milk poyMer and formula foods for infant and young children

              〔              etermination of vitamin B, content

I 范围

    本标准规定了用荧光法和反相高压液相色谱法测定维生素BI的方法。

    本标准方法一适用于乳粉中维生素IS的测定，方法二适川于婴幼儿配方食品和乳粉中维生素IS的

汉弓定。

                                        方法一   荧光法

2 方法原理

    样品在稀盐酸溶液中消化，过滤，除去蛋白质等物质。如果样品中维生素B.系游离态，可直接在碱

性铁氰化钾中氧化成咪啥色素，在紫外光照射下发出荧光，其荧光强弱与啤啼色素成正比;如果维生素

IS系结合态，则须经醉解转为游离态，层析除去杂质后再作荧光检测。检测所使用的激发波长E.为

365n.，发射波长E。为435- .

3 试剂

    所有试剂，如未注明规格。均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

& I 盐酸,C(HCI)为0. Imol/L.

12 氧氧化钠:c(NaOH)为150g/L.

3.3 异丁醉I贡燕馏。

& 4 乙酸钠:c(NaAc)为2mol /L。

& 5 酸性乙醉:体积分数为20%.用盐酸调节pH为3.5-4.3.
3. 6 VL粉醉(生化试剂)w液:I OOg/L.

& 7 中性抓化钾,e(KCI)为250g/L. 250g盆化钾溶于100O.L水中。

& 8 酸性抓化钾,r(KCI)为250g/L。加8.5mL盐酸于IL中性抓化钾溶液中。

is 铁氛化钾:c[K3Fe(CN)G〕为108/1,，使用当天配制.

3.10 氧化剂。

3.11 标准溶液

3.11.1 维生素B,标准r备液，浓度为10099/.L.

    准确称取50. omg (在五氧化二磷+燥器内至恒里的)分析纯维生素B 盐酸盐，溶解于400inL左右

体积分数为20%的酸性乙醉溶液(3.5)中，并定容于5OOmL棕色容童瓶中，于to℃左右贮存。

    取4毫升log/L的铁氰化钾(3-9),用 150g/L的牡氧化钠溶液(3.2)9释至I OO.L I配好后置于暗

国家技术监普局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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处4h内使用。
3.11.2 维生素B.标准T作液，浓度为3pg/.L.

    吸取上述标准贮备液3.L.用0. Imol/L盐酸(3. 1)稀释至lOOrnL,每次实验须新鲜配制。

3.12 乙酸，体积分数为3%-5%.

    将30.L冰乙敌用水稀释至looomL.

3.13 活化人造沸石,40-60日，化学纯.

    沸石的活化:称取1008人造沸石于大烧杯中.加十倍体积的热乙酸(3.12).在搅动下煮沸15min,

待澄洁后弃去乙酸溶液，如此乘复三次，再加五倍体积的热酸性氛化钾溶液(3.8)，于搅拌下煮沸

15min,待澄清后弃去抓化钾溶液，承复三次，然后再用热水洗至无抓离子存在，用布氏翻斗抽涟.于

loo℃烘箱十操，保存于不翻气的广口瓶中。

4 仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 荧光分光光度计。

5 操作步骤

5. 1 A提

      于150mL三角瓶中准确称取 她 左右样品，加盐酸(3. 1) 5OmL,用铝箔纸盖住瓶口.在

137.2-161.7kPa压力下((125*C)消化半小时，同时吸取5.L标准工作液(3. 11.2)于150mL三角瓶

中，加入约SomL盐酸(3.1),在137. 2-161. 7kPa压力((125'C)下消化半小时.冷却后，用乙酸钠(3.4)

调pH值为4.5,然后加5mL的溶液((3.6),在371C条件下保温过夜.冷却后调节pH为3.5，于I 00-L

容最瓶中加水定容，过滤。

5.2 层析

5.2.1 称2g左右经活化的人造沸石(3.13),湿法装柱。

5.2.2 吸取 I OniL滤液，通过沸石柱层析，流速控制在<O. 5.L/.dn,弃去滤液.
5.2.3 用近沸腾的蒸馏水洗涤沸石三次，舟次5.L I再川70-OOIC的酸性盆化钾(4.8)洗柱五次.舟次

4-4.5mL,弃去初滤液I.L,集合滤液于25mL容量瓶中，冷却，用酸性氮化钾溶液(4.8)9释至刻度。

5.3 氧化

    在四支50mL的试管中，分别加入I .殆 抓化钠或盆化钾固体及5.L标样(5.2.3)，在其中二个试

管中，立即加入3mL氧化剂(3.9),混匀，立即加入13mL异丁醉(3.3),猛烈振摇15s以上，艘止分层，

待荧光测定，另二管不加氧化剂，以3mL的氛氧化钠(3.2)代替，作为空白。

    同时吸取样液5rnL (5. 2. 3)于另四支试管中，作法同上.

5.4 荧光测定

    从舟一试管中吸上层清液作荧光测定.

6 分析结果的表述

              样品中维生素B,(mg/1009)

式中:I.- 样品荧光仇，

    人— 样品空白荧光vi,

    1.— 标样荧光谊，

    I.- 标样空白荧光俏。

      。— 标样浓度,pg/.L;

U. - lb)   L,5}x&o   x 100U} - 1.) x I   . ··⋯ 1〕
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      m— 样品的质址'g.

7 允许差

    同一样品的两次测定谊之差不得超过两次侧定平均值的5%。

                              方 法二  反相高压液相色谱法

8 方法提要

    样品在稀盐酸环境中高温水解、醉解，样液用碱性铁氰化钾衍生.正丁烷萃取后，经ODS C}.反相

色诺柱分离，在荧光检测器(E., 375m , E-  435= )条件下检测，川外标法定量维生素B的含量。

9 试剂

9.1 正丁醉。

9.2 铁氛化钾。

9.3 浓盐酸。

9.4 无水乙酸钠。

9.5 冰乙酸.

9.6 甲醉:色谱纯。

9.7 硫胺素(维生素B.):标准品。

9.8 铁氛化钾溶液,}EK,F.(CN).]为 log/L.称取Z9铁氰化钾，溶解并稀释至20O.L.

9.9 氧氧化钠溶液}}(N}OH)为loog/L。称取 2og氧氧化钠IM体，溶解并稀释至200ML.

9.10 碱性铁氰化钾济液,I OS/L铁氰化钾溶液(9. 8)5.L与loos/L氧氧化钠溶液(9.9)20omL混合。

9.11 盐酸溶液.}(HCI)为0. 1 m.]邝。吸取 4. SmL浓盐酸，溶于500mL去离子水。

9.12 盐酸溶液:}(HCO为0. Olmol/L。吸上述0. 1 --I/L AM M液50.L配制成500mL.

9.13 乙酸钠溶液(PH =4. 5):c(NaAc)为0. 05-1 /L。称取 4.10s乙酸钠ihi体，配成I OOO.L I井用冰

乙敌调至pH=4.5.

9.14 乙酸钠溶液,c(NaAc)为2. 0,..i/L。称取16.61g乙酸钠，配制成100inL.

9.巧  混合酶溶液，3Q9/L.称取淀粉醉和水瓜的各3. 6g,溶于I DO.L 2..l/L乙酸钠溶液。

9.16 流动相配制:川0. 05 -I/L乙酸钠溶液与甲醉按适当比例混合。

9.17 标准溶液

9.17.1 维生素B,标准储备9}液.浓度为50%.g/mL.

    精确称取0. 05OQg维生素B, (9. 7)洲 0. 01 -I/L盐酸(9.川 溶解并定容于 I 00}L容量瓶中，放

冰箱中保存。

9.17.2 维生素B ,标准工作液，浓度为0. 5 pg/mL.

    将标准储备液用爪燕水稀释1000倍，所得溶液经0.知m滤膜过滤。

10 仪器

10.1 高效液相色谱仪或具同等性能的高效液相色谱仪。

10.2 荧光分光仪(带匆L流动池)或具波长可调功能的等同性能荧光检侧器。

10. 3 C..反相色谱tt.(dp 5v-,25- X4.6- )或具同等性能的色谱tl:.

10.4 组织捣碎OL (10000-120OOr/min).

10.5 高压杀菌锅。
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操作步0

1 样品处理

1.1 称样:将样品放入捣碎机中捣碎后，枯确称取 5.0-10.飞(内含维生素B.5iig以上)于三角瓶

.2 水解:加适盆的盐酸溶液(9-11).控制样液中酸浓度在 0. 1 mol几 左右.将三角瓶内的样液摇

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

:

，

.

11 

11

11

中

11

匀后.放入高压杀菌锅内，在 121℃ 下保持 30 rnin,待冷却后取出，轻摇数次。

3 的解:冷却至40℃以下，分别加入 2.5mL混合酸液((9.15),摇匀后，w于 37℃的培养粕中过

定容:用O} I -I/L氛氧化钠溶液ig PH位至6.0左右，再用二次索燕水定容至loomL.
过滤:样液经定量滤纸过滤。

衍生:取滤液 10. 00niL(日.1.5)于 25mL带塞量筒中，加入 5mL碱性铁佩化钾(9. 10)IK化

1.4
仍
1.1  

.

.

…

11

夜

11 
11

11

后，允分混匀后再加10. OO.L正丁醉(9.1)草取，经强烈摇动，静止分层后吸取正丁醉扣(上层)进样。

11.2 样品测定

11-2.1 色谱条件
    流动相 :0. 05 mol/L乙酸钠溶液(9.13) -甲醉(9. 6) (65 } 35。体积比).

    流速:1. 00 ML加in.

    检测波长:激发波长375- .发射波长435nm.

    进样量:20 PL.

12 分析结果的表述

                  样品中维生索B的含晕(mg/loog)

式中:。- 进样样液的浓度,},g/ML I

    尸— 稀释倍数，

X F X V X 100. X 1000 .··⋯ (2)

    F— 定容容积“川‘;

    丽— 样品的质贫'g.

I3 允许差

15.1 索复性

    同一样品两次测定结果之差不得超过平均值的5%。

1& 2 重现性

    同一样品在两个不同实验室测定结果之差不得超过平均值的5%.
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前 言

本标准给出两种方法 方法一是荧光法 重现性好 准确度高 方法二是高压液相色谱法 测定速度

快

本标准方法一为仲裁法

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心 浙江省轻工业研究所

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 哈尔滨森永乳品有限公司 雀巢 中国 投资服

务有限公司

本标准主要起草人 李茂胜 任一平 黄百芬 郎昭斌 陈青俊 王芸
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

维 生 素 的 测 定
代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用荧光法和高压液相色谱法测定维生素 的方法

本标准方法一适用于乳粉中维生素 含量的测定 方法二适用于婴幼儿配方食品和乳粉中维生素

的测定

方法一 荧光法

方法提要

样品在稀盐酸溶液中经消化 调整 值 过滤 除去蛋白质等物质后 滤液加高锰酸钾氧化除去干

扰物 此溶液中维生素 在激发波长 发射波长 下可产生最大荧光强度 与标准样品做对

照试验 可得维生素 含量

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

盐酸 为

氢氧化钠 为

冰乙酸

高锰酸钾 为

过氧化氢 体积分数为

连二亚硫酸钠

维生素 标准溶液

维生素 标准贮备液 浓度为

准确称取于暗处五氧化二磷条件下干燥过夜的维生素 溶于 的乙酸中 定容

至 甲苯条件下于冰箱中保存

维生素 标准中间液 浓度为

用 乙酸稀释 标准贮备液至 在甲苯条件下于冰箱中保存

标准工作液 维生素 的浓度为

用水稀释 标准中间液至 当天配制
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仪器

常用实验室仪器及

荧光分光光度计

操作步骤

抽提

于 三角瓶中准确称取 左右样品 加入盐酸 用铝箔纸盖住瓶口 在

压力下 消化 后用氢氧化钠 调节 至 再用盐酸 调节 至

将此抽提液移入 容量瓶中以蒸馏水定容 过滤 吸取 滤液于 容量瓶中 用蒸

馏水稀释至刻度

抽提液的氧化

吸取 份样品抽提液 每份 于 个试管中

于其中二个试管各加 标准工作液

于另外二个试管中各加 水

加 冰乙酸 于每一试管中 混匀

加高锰酸钾溶液 于每个试管中 混匀

后各加过氧化氢 混匀 使其褪色

荧光测定

依次测定每管荧光强度 激发波长 发射波长

样液管 未加标准工作液者 经荧光测定后 各加 连二亚硫酸钠 混匀 立即测定荧光 在

内读数

分析结果的表述

样品中维生素 含量

式中 空白样品荧光值

样品荧光值

样品加标样荧光值

标样质量浓度

样品稀释倍数

样品的质量

注 值必须在 之间

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的

方法二 高压液相色谱法

方法提要

样品在稀盐酸环境中高温水解 酶解 经 反相色谱柱分离 在荧光检测器

中检测 用外标法定量维生素 的含量
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试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

浓盐酸

无水乙酸钠

冰乙酸

甲醇 色谱纯

核黄素 维生素 标准品

盐酸溶液 为 吸取 浓盐酸 溶于 去离子水

盐酸溶液 为 吸取上述 盐酸 配制成

乙酸钠溶液 为 称取 乙酸钠固体 配成 并用冰

乙酸调至

乙酸钠溶液 为 称取 乙酸钠 配制成

混合酶溶液 称取淀粉酶和木瓜酶各 溶于 乙酸钠溶液

流动相配制 用 乙酸钠溶液与甲醇按适当比例混合

标准溶液

标准储备溶液 维生素 的浓度为

精确称取 维生素 用 盐酸 溶解并定容于 容量瓶中 放入冰箱

中保存

标准工作液 维生素 的浓度为

在测定时 将标准储备液用重蒸水再稀释 倍 所得溶液经 滤膜过滤

仪器与设备

常用实验室仪器及

高效液相色谱仪或具同等性能的高效液相色谱仪

荧光分光仪 带 流动池 或具波长可调功能的同等性能荧光检测器

反相色谱柱 或具同等性能的色谱柱

组织捣碎机

高压杀菌锅

操作步骤

样品处理

称样 将样品放入捣碎机中捣碎后 精确称取 内含维生素 以上 于三角瓶

中

水解 加适量的盐酸 控制样液中酸浓度在 左右 将三角瓶内的样液摇匀后

放入高压杀菌锅内 在 下保持 待冷却后取出 轻摇数次

酶解 冷却至 以下 分别加入 混合酶液 摇匀后 置于 培养箱中过

夜

定容 用 氢氧化钠将样液 值调节至 左右 再用二次重蒸水定容至

过滤 样液经定量滤纸过滤 接取少量滤液以备进样

样品测定

色谱条件

流动相 乙酸钠溶液 甲醇 体积比
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流 速

检测波长 激发波长 发射波长

分析结果的表述

样品中维生素 的含量

式中 进样样液的浓度

稀释倍数

定容容积

样品的质量

允许差

重复性

同一样品两次测定结果之差不得超过平均值的

重现性

同一样品在两个实验室测定结果之差不得超过平均值的
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自ii 言

    维生索B。的测定有化学法、微生物法、分光光度法、气相色谱法等，本标准给出的反相.司压液相色

谱法，是在参阅了有关国内外资料的草础上，经反复实验而确定的，具有快速、经济、准确度.苛的优点。

    本系列t，J之准从实施之日起，代什GB 5413-85}
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:巨生部食.". V,UI生监督检验所、浙江省轻 〔业研究所、哈尔滨森永乳.异.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:杨金宝、鄂来明、王芸、刘波。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-13-1997

维 生 素B。的测 定
代替 GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

              一 Eetermination of vitamin Bs content

范围

本标准规定了用反相液相色谱法测定维生索B。的方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.甘.和乳粉中维生索B。的测定。

方法提要

    样况。经热水萃取等前处理后，经C,:色谱柱分离，荧光检测器检测，外标法定量维生索BoOl比哆醉、

毗哆醛、毗哆胺)的含量。

试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1   1--i峰氏淀粉酶(Taka-Diastase).

3.2 盐酸溶液，C(HCI)为5. Omol/L,O. Imol/L.

3. 3 }AX化钠溶液,c(NaOH)为5. Omol/L,O. Imol/L.

3.4 冰乙酸:优级纯。

3.5 无水甲醉:色谱纯。

3.6 辛烷磺酸钠:优级纯。

3.了  三乙胺:体积分数妻99. 9%.

3.8 标准溶液

3.8.1 毗哆N,毗哆醛、毗哆胺标准91.备溶液，浓度均为200Pg/mL.

    准确称取毗哆醉、毗哆醛、毗哆胺标准.异.各20. 00mg,用水溶解并定容卒I 00ml,容量瓶中。

3.8.2 毗哆K,毗哆醛、毗哆胺标准工作溶液，浓度均为2. Ogg/mL.

    取 I. Oml,标准贮备溶液(3.8. 1),用水定容至100mL.

仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 超声波振荡器。

4.2 .司压液相色谱仪:带荧光检测器。

4.3 色谱柱:Varian MCH-10pm 30cmX4mm,Cls或具有Pj等性能的色谱柱。

4.4 酸度计。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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5 操作步骤

5.1 样.甘.预处理

5.1.1 含淀粉的样.钻

    精确称取5.飞样.衬.，放入150mL锥形瓶中，加入0. 5gTaka淀粉酶(3.1)，再加入25mL45-50'C

的燕馏水，混合均匀后，用氮气排除瓶内空气，盖上瓶塞，置45℃烘箱内30min,取出冷却卒室温。

5.1.2 不含淀粉的样.昂

    精确称取5.飞样份:，放入150mL锥形瓶中，加入25mL60℃的蒸馏水，振摇，辞置5-10min，使样

况。充分溶解并降至室im".

5.2 测定液的制条

5.2.1 用盐酸溶液(3.2)慢慢调节样.甘.溶液的pH值i}'. 1. 70，放置约]min，再用氢软化钠溶液(3.3)调

Ili样粼。溶液的pH值至4.50}

5.2.2 将样品溶液转移到50ML容量瓶中，用蒸馏水反复冲洗锥形瓶，洗液合并于5OmL容量瓶中，并

用水定容罕50ML.

5.2.3 把上述容量瓶放入超声波水浴(4.1)中，振荡I Omin.
5. 2.4 另取50mL容量瓶，上而放入三角漏斗和滤纸，把样.异，济液倒入其中，自然过滤。滤液再经

0. 45pm微孔滤膜加压过滤，用试管收集，即为样.异，待测液。
5.3 色谱条件

    检测灵敏度:0. 002AU/MV.

    检测器条件:荧光激发波长E.: 293run，发射波长E,:395nm.

    柱温:30℃.

    流速:1. OOmL /min
    流动相:体积分数为5.0%的甲醉,0.2呢/IOOML争烷磺酸钠、体积分数为0.25%的三乙胺水溶

液，用乙酸调pH = 3. 00.
5.4 定量分析(外标法)

    注射一定量的标准工作液(3.8.2)进入色谱仪，得到组分i的峰.司(或峰而积)A};注射等体积的样

品待测液进入色谱仪，得到组分落的峰高〔或峰而积)Bi.

6 分析结果表述

              样品中维生素B。的含量(mg/loog)=X,,+x。十X,
注:样品中维生素B。含量是各组分的含量之和。

(I)

样.、.中各组分含、g/l、一‘XB, XV X石 100m XAi XIOOO (2)

式中:B— 样.异.组分公的峰高或而积;

— 标准工作液中组分i的峰.司或而积，

— 标准工作液中组分￡的质量浓度,99加L;

— 样.异.的质量，9;

— 样.异.溶液体积，ML.

儿

殆

爪
v

食品伙伴网http://www.foodmate.net



GB/T 5413-13-1997

允许差

同 一样.异.两次测定值之差不得超过两次测定平均值的10%。
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自ii 言

    本标准等效采用美国公职分析化学师协会(AOAC)方法，方法准确、灵敏度高。

    本系列标准从实施之日起，代件GB 5413-85}

    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:张玉杰、王芸、殷晓红、吕为群。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-14-1997

维 生 素 B12的 测 定 代替 GB 5413-85

Milk pomAer and formula foods for infant and young children

            一」Xtermination of vitamin B12 content

范围

本标准规定了用微生物法测定维生索B,:的方法。

本标准适用」;婴幼儿配方食品和乳粉中维生索Bi:的测定。

方法原理

    莱十曼氏乳酸杆菌(Lactobacillus leichmannii)对维生素B,:的存在具有极高灵敏性。利用这种特异

性可定量测出样品中维生素1312的含量。

试剂、菌种和培养基

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 生R-A水:99/L.

3.2 乙醉:体积分数为25%.
3.3 无水磷酸氢二钠。

3.4 无水偏垂W.硫酸钠。

3.5 柠檬酸(含一个结品水)。

3.6 菌种:莱士曼氏乳酸杆菌(Lactobacillus leichmannii).

3.了  培养草.

3.7.1 乳酸杆菌琼脂培养A:光解陈15g ,酵母is}膏5g,葡萄掂log，番茄汁lOOmL,磷酸 二氢钾2g,聚

w梨掂单油酸酷lg'琼脂log,蒸馏水10OOmL,pH6.8士0. 2(25C).

3.7.2 乳酸杆菌肉汤培养A.:光解陈15g,酵母i}}膏5g,葡萄掂log，番茄汁I OOmL,磷酸二氢钾2g,聚

di梨掂单油&AIh I g ,蒸馏水l000mL,pH6- 8士0. 2(25C).
3.7.3 维生素B12测定用培养基:无维生素酸水解酪蛋白15g,葡萄糖40g，天门冬酸胺0. 2g，柠檬酸钠

20g，抗坏血酸4g,L-肤氨酸0. 4g,DL一色氨酸0. 4g,硫酸腺*11,吟20mg,盐酸鸟M,吟20ing，尿lrk咙20mg,

黄嚓吟20ing，核黄索1mg,盐酸硫胺素lmg，生物素I印9，烟酸2mg,p-氨基苯甲酸2mg，泛酸钙1mg,

盐酸毗哆醉4mg I盐酸毗哆醛4mg I盐酸毗哆胺80印9，叶酸20体91磷酸二氢钾Ig,磷酸氢 几钾Ig,硫酸

镁0. 4rng,氯化钠20mg,硫酸W.铁20rng I硫酸锰20mg,聚L}梨掂单油(#ffi'" 2g,蒸馏水10OOmL,pH6. 0

士0. 2(25℃).

3.8 维生索B12:标准品。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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仪器

常用实验室仪器及:

分光光度计。

制备

5.1 菌种的制备

5门- I 将保存在直柱状乳酸杆菌琼脂培养ilt中的莱士曼氏乳酸杆菌接种到新的培养ilt中。培养后再转

接一次，然后再将土〔从固体培养基上转接到乳酸杆菌肉汤培养X.-中培养。

5.1.2 将乳酸杆菌肉汤中的培养液以20OOr/min离心2-3min，倾出上清液 ，加入10inL生理盐水

(3.1)，搅匀，再离心2-3min,如此清洗3-4次，吸0. 4mL该菌悬液于IOML盐水((3.1)中，待测。

5.1.3 用分光光度计，以生理盐水((3.1)做空白，于55omn波长下测5.1.2中菌悬液的透光率，此时应

在60Yo-80%之fFli .

5.2 标准溶液的制备

5.2.1 维生素B12标准V各液，浓度为100tig/mL.

    精确称取维生索Bu标准品，用乙Kl} (3. 2)定容到维生素BJ2浓度为]OOng/mL.

5.2.2 维生素B I:中间V各液，浓度为Ing/mL.

    用乙醉(3.2)将I OML标准贮备液(5.2.1)定容至1000ML.

5.2.3 标准工作液，分二个浓度:高浓度— 维生素B12的浓度为0. 02ng/mL;低浓度— 维生素B12

的浓度为0. 01 fig /ML。从中间液中(5.2.2)吸几个5mL，用蒸馏水分别定容到250rnL和500,nL.

操作步骤

6.1 样品的处理

6. 1.1 无水磷酸氢 几钠(3. 3)1. 3g,无水偏重敢硫酸钠(3.4)1.飞，柠檬酸(含一个结.钻水)(3.5)].飞，

用I OOML蒸馏水溶解。

6.1.2 称一定量的样品(约含维生索B,250-100ng)，用 I OmL的上述溶液(6. 1. 1) A合后，再加

150mL蒸馏水，f-121℃水解I Omin，冷却后调pH it'. 4. 5，再用蒸馏水稀释，使鼓终溶液中维生索B,:的

质量浓度约在0. 01-0. 02ng/mL,偏T 4 F.硫酸钠的质量浓度小J-- 0. 03mg/mL.

6.2 标准曲线的制备

    按表I顺序加入燕馏水、标准溶液和维生索B12测定用培养摹于培养管中，一式三份。

                                                表 I

试管号No. I 2 3 4 5 6 7 8 9 10

蒸馏水，mL 5 5 4 3 2 1 0 2 1 0

标准溶液，',mL 0 0 1 2 3 4 5 3 4 5

培养基，mL 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

1〕试管No. 3-7中加低浓度标准溶液pNo. 8-10中加高浓度标准溶液。

3 测定液

  按表2顺序加蒸馏水、样品溶液和维生素B12测定用培养基 r培养管内， 式三份。
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表2

试管号No. 1 2 3 4

蒸馏水，mL 4 3 2 1

样 品，mL 1 2 3 4

培养基，mL 5 5 5 5

6.4 接种

    将6.2和6.3中所有的试管J-- 121℃灭菌5min,然后迅速冷却。将6.1.2中的菌悬液用毛细滴管向

L述试竹中各加I滴(其中标准曲线管中No. I除外)，混匀，37℃士0. 5℃培养19-20h.
6.5 测定

    以接种空白管做对照，测鼓高浓度标准样管的T，二个小时后乖新读数，二次结果T值(2 Y,，则取
出全部检验竹测上〔 T ,井记录。

分析结果的表述

    以标样含维生素B12的量为横坐标，，值为纵坐标做工作曲线。根据样品测得的T值，从标准曲线

中查得维生索B12含量的平均值，再根据式(1)计算侮百克(或毫升)样品中的实际含量:
                            L、，。 、二 、 _ 尸 ，。。 ， ，、， x ‘， F 、，_，。

                      样品中维生索B.}ug/100g(-L)j=今 x _  x 100 ·········⋯⋯ (1)                          ，，H“，“几一 尔 “，乙廿01‘““0、‘“，刁 爪 11 1000 11‘““

式中:x— 从曲线中查得样品中维生素B12的平均含量,ng;

      F— 稀释因子，

    二— 样品的质量(或体积)，9(或mL).

允许差

同 一样品的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的10%.
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前 言

本标准给出两种方法 方法一是微生物法 为等同采用美国公职分析化学师协会 方法 虽

然操作步骤繁杂 但测定结果准确度高 方法二是高压液相色谱法 是经实验确定的一种快速 准确的方

法

本标准方法一为仲裁法

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 杨金宝 鄂来明 王芸 刘波
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

烟 酸 和 烟 酰 胺 的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用微生物法和反相高压液相色谱法测定烟酸和烟酰胺的方法

本标准方法一适用于婴幼儿配方食品和乳粉中烟酸和烟酰胺的测定 方法二适用于婴儿配方乳粉

中烟酸和烟酰胺的测定

方法一 微生物法

方法提要

通过对植物乳杆菌 生长的酸度测定来评价烟酸和烟酰胺的含量

试剂 菌种和培养基

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

硫酸溶液 为

将质量分数为 的 浓硫酸缓慢加入到 水中 边加边搅拌 冷却 定容到

硫酸溶液 为

将 的硫酸溶液 用水稀释至

氢氧化钠溶液 为

将 氢氧化钠溶解在盛有 水的烧杯中 该烧杯放入冷水浴中 冷却后 再用水稀释至

搅拌 转移到试剂瓶中

盐酸溶液 为

吸取 的盐酸溶液 用水稀释至

氢氧化钠溶液 为

用水稀释 的氢氧化钠溶液 至 用邻苯二甲酸氢钾标定

乙醇溶液 体积分数为

将体积分数为 的乙醇溶液 用水稀释至

菌种 植物乳杆菌

培养基

乳酸杆菌琼脂培养基 光解胨 葡萄糖 番茄汁 磷酸二氢钾 聚山梨糖单油酸

酯 琼脂 加蒸馏水至
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乳酸杆菌肉汤培养基 光解胨 葡萄糖 番茄汁 磷酸二氢钾 聚山梨糖单油酸

酯 加蒸馏水至

烟酸测定用培养基 维生素测定用 葡萄糖 乙酸钠 胱氨酸

色氨酸 盐酸腺嘌呤 盐酸鸟嘌呤 尿嘧啶 盐酸硫胺素 泛酸钙

盐酸吡哆醇 核黄素 氨基苯甲酸 生物素 磷酸氢二钾 磷酸二氢钾

硫酸镁 氯化钠 硫酸亚铁 硫酸锰 加蒸馏水至

仪器

常用实验室仪器及

计

制备

接种的制备

从植物乳杆菌 贮备菌种中移取部分菌体到灭菌的 液体培养基中

选择 之间恒温培养

标准溶液的制备

烟酸标准贮备液 浓度为

从五氧化二磷干燥器中取出标样 精确称取 尼克酸 溶解在乙醇溶液 中 继续加乙

醇溶液 使尼克酸的准确含量为 放入冰箱

烟酸标准中间溶液 浓度为

从标准贮备液 中吸 加体积分数为 乙醇溶液至 贮于冰箱中

标准工作溶液 烟酸的浓度

从标准中间液 中吸 用水稀释至 每次使用前重新制备该标准溶液

操作步骤

测定溶液的制备

精确称取一定量样品 约含烟酸 转入 烧杯中 加 倍于干粉质量的 的硫

酸溶液

充分混合样品 用 的硫酸溶液 洗下瓶口边上的样品 灭菌 冷却 要充分

搅拌 直到颗粒分散

充分搅拌 用氢氧化钠溶液 调 值 迅速加入盐酸溶液 直到不再有蛋白产

生 是许多蛋白质的等电点 用水稀释混合物到 过滤 如果很难过滤 离心或通过过滤

板过滤 吸 上清液到 烧瓶中 充分搅拌 调 用 移入到 带有刻度的容

量瓶中 用水稀释到刻度 如产生絮状 再过滤

标准曲线的制备

按表 顺序加入蒸馏水 标准溶液和培养基于试管中 一式三份

表

试管号

蒸馏水

标准溶液

培养基

样品
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按表 顺序加入蒸馏水 样品和培养基于试管中 一式三份

表

试管号

蒸馏水

样品

培养基

灭菌

直接灭菌所有的试管 制冷到培养温度或迅速放入循环水浴内 以使颜色形成最浅 保证加热和制

冷条件均匀 灭菌管数过多或距离太近 在灭菌锅中都可产生不良影响 灭菌

接种

无菌地接种每个管 均加入一滴适当的接种物 除标准曲线中试管 以外 盖上盖 充分振荡所

有管

培养

在 之间选择一个恒定温度 培养

测定 酸度法

试管被任何外来微生物污染则测定无效 通过对每个试管的视觉检查进行反应的预测 未接种管是

清的 标准溶液和样品溶液中无其他菌生长

用溴麝香草酚蓝作指示剂 用氢氧化钠溶液 滴定每个管中溶液 或以 为电位滴定终

点 如果接种空白滴定反应等于或高于未接种空白水平的 则测定结果应忽略不计 通常标准溶

液在 的反应等于 的氢氧化钠溶液 的滴定度

分析结果的表述

样品中烟酸含量 或

式中 从曲线中查得的样品中烟酸的平均含量

稀释因子

样品的质量或体积 或

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的

方法二 反相高压液相色谱法

方法提要

样品经热水萃取 酸性沉淀蛋白质后 以反相 色谱柱分离 用紫外检测器定量

试剂

盐酸溶液 为

氢氧化钠溶液 为

高氯酸 体积分数为

无水甲醇 色谱纯

异丙醇 色谱纯
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辛烷磺酸钠 优级纯

标准溶液

烟酸及烟酰胺标准中间溶液 浓度为

称取烟酸及烟酰胺标准品各 用水溶解 然后分别定容至 容量瓶中

烟酸及烟酰胺混合标准工作溶液 浓度为

各取 上述标准中间溶液于 容量瓶中 用水定容 烟酸 烟酰胺浓度均为

仪器

常用实验室仪器及

高效液相色谱仪 带紫外检测器

色谱柱 或同等性能的反相 柱

酸度计

超声波振荡器

操作步骤

样品预处理

称样 精确称取样品 放入 锥形瓶中

提取 在上述锥形瓶中 加入约 的蒸馏水 摇匀后 置于超声波振荡器中振摇

沉淀 待样品溶液降至室温后 用盐酸溶液 调节样品溶液的 值至 放置

后 再用氢氧化钠溶液 调节样品溶液的 值至

定容 将样品溶液转至 容量瓶中 用蒸馏水反复冲洗锥形瓶 洗液合并于 容量瓶

中 用水定容至刻度后 倒入漏斗中自然过滤 取此滤液约 经 微孔滤膜加压过滤 用

试管收集此滤液 即样品备用液

仪器工作条件

检测器灵敏度

检测器波长

柱温

流速

流动相 体积分数为 的甲醇 体积分数为 的异丙醇 辛烷磺酸钠的水溶液 用高氯

酸调

定量分析

上机样液的配制 准确吸取样品备用液 及 蒸馏水 合并于试管 中 此为

液 另准确吸取 样品备用液及 标准工作液 合并于试管 中 此为 液

上机测定 注射一定量的 液进入液相色谱仪 得到峰面积 注射与 液相同体积的 液

进入色谱仪 得到峰面积

分析结果的表述

样品中维生素 的含量

式中 样品中烟酸的含量

样品中烟酰胺的含量

其中 或
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或

式中 样品的质量

由 所得的 液的峰面积

由 所得的 液的峰面积

标准工作液中烟酸或烟酰胺的浓度

样品溶液的体积

允许差

同一样品的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的
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前 言

本标准等效采用美国公职分析化学师协会 方法

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 殷晓红 王芸 杨金宝 张玉杰
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

叶 酸 叶 酸 盐 活 性 的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用微生物法测定叶酸 叶酸盐活性 的方法

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中叶酸 叶酸盐活性 的测定

方法原理

叶酸盐的活性通过干酪乳杆菌 的生长情况来评价

试剂 菌种和培养基

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

鸡胰腺 称取 干燥的鸡胰腺 加 蒸馏水 搅拌 离心 取上

清液用 现用现配

生理盐水 称 氯化钠 分析纯 于 容量瓶中 稀释至刻度 振荡溶解 分装 到每

个培养管中 盖上盖 灭菌 每周准备一次

磷酸缓冲液 为 含有抗坏血酸 溶解 抗坏血酸于 磷

酸缓冲液中 现用现配

叶酸 标准品

浓氨水

甲苯

菌种 干酪乳杆菌

培养基

乳酸杆菌琼脂培养基 胨化乳 酵母浸膏 葡萄糖 番茄汁 磷酸二氢钾 聚

山梨糖单油酸酯 琼脂 加蒸馏水至

乳酸杆菌肉汤培养基 胨化乳 酵母浸膏 葡萄糖 番茄汁 磷酸二氢钾 聚

山梨糖单油酸酯 加蒸馏水至

叶酸测定用培养基 酪蛋白胨 葡萄糖 乙酸钠 磷酸氢二钾 磷酸二氢钾

色氨酸 天门冬氨酸 半胱氨酸盐酸盐 硫酸腺嘌呤 盐酸鸟嘌呤 尿嘧

啶 黄嘌呤 聚山梨糖 谷光甘肽 硫酸镁 氯化钠 硫酸亚铁 硫酸

锰 核黄素 氨基苯甲酸 维生素 盐酸硫胺素 泛酸钙 烟酸

生物素 加蒸馏水至

氢氧化钠溶液 为
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仪器

常用实验室仪器及

培养箱

灭菌釜

培养管和帽

试管振荡架

接种针和接种环

计

离心机

制备

菌种的制备

将纯菌种植物乳杆菌 从菌种培养基上接种到三个转接培养基试管中

培养 每月接种一次 标好 贮于冰箱中 再以每月接种的培养管 的一支中再接种 支转接培

养基 培养 每周做一次这样的转接 每周从接种管中接种 支转接培养基接种管 培

养 标好 作为每日测定用

每月月初从月接种管中重新接种 个转接管保存新菌种

从日接种管中接种一管于菌种培养基中 培养 在无菌条件下离心该培养液

倾去上清液 再用 生理盐水 将细菌细胞清洗 再离心 倾

去上清液 再用另外的 生理盐水 清洗 如前面一样离心 弃去上清液 再加 生理盐水

吸 该菌悬液于 生理盐水 中 混合均匀

标准溶液的制备

标准贮备液 叶酸的浓度

精确称取 叶酸标准品 用 蒸馏水定量地转入 容量瓶中 加 氨水

溶液制备后 计算溶液的体积 要求贮备液中叶酸盐的浓度为

贮备液体积

或简化为

贮备液体积

式中 标样的质量

标样的纯度

用蒸馏水稀释溶液至刻度 用吸管加蒸馏水到所要求的计算得到的体积 充分混合 放入红色或棕

色瓶子中 贮于冰箱 保存期为 个月

标准中间液 叶酸的浓度

精确吸取 标准贮备液 液于 棕色或红色容量瓶中 用蒸馏水稀至刻度 充分混

合 贮于冰箱中 保存期 个月

标准工作液 叶酸的浓度

吸取 标准中间液 于 棕色容量瓶中 用蒸馏水定容至刻度 混合 再吸该液

于 棕色容量瓶中 定容 混合

再从上液中吸 于 棕色容量瓶中 用 磷酸缓冲液定容到刻度 混合 即为标

准工作液 或 每次测定前制备
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操作步骤

测定溶液的制备

粉状样品

精确称取一定量的样品 样品中约含有 叶酸 于 烧杯中 用 水复原样品 定

量地转入 容量瓶中 用蒸馏水定容至刻度 接 步骤继续

液体样品

吸取定量的样品 大约含 的叶酸于 容量瓶中 用水定容至刻度 接

溶液中叶酸的质量浓度大约为

吸 稀释样品和 鸡胰腺 于一个 的带螺旋盖的培养试管中 充分混

合 加 含抗坏血酸的磷酸缓冲液 再加 甲苯 作一个空白对照管 吸

蒸馏水和 鸡胰腺于空白管中 也加 缓冲液 及 甲苯

于 培养样品管和空白管 再于 灭菌 之后离心 用 磷酸缓冲液稀

释 得到叶酸盐的质量浓度约为 的溶液

标准曲线的制备

按表 顺序加入蒸馏水 标准溶液和叶酸测定用培养基于培养管中 一式三份

表

试管号

蒸馏水

标准溶液

培养基

试管 中加低浓度标准溶液 中加高浓度标准溶液

测定液

按表 顺序加蒸馏水 样品溶液和叶酸测定用培养基于培养管内 一式三份

表

试管号

蒸馏水

样品

培养基

灭菌

直接灭菌所有的试管 制冷到培养温度或迅速放入循环水浴内 以使颜色形成最浅 保证加热和制

冷条件均匀 灭菌管数过多或距离太近 在灭菌锅中都可产生不良影响 灭菌

接种

无菌的接种每个管 均加入一滴适当的接种物 除标准管 以外 盖上盖 充分振荡混合所有

管

培养

在 之间选择一个恒定温度 培养

测定 酸度法

试管被任何外来微生物污染则测定无效 通过对每个试管的视觉检查进行反应的预测 未接种管是

清的 标准和样品中无其他菌生长

滴定
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用溴麝香草酚蓝作指示剂 用 氢氧化钠 滴定每个管中溶液 或以 作为电位

滴定终点 如果接种空白滴定反应等于或高于未接种空白水平的 则测定结果应忽略不计 通常

标准溶液在 的反应等于 氢氧化钠 的滴定度

测 值

在培养之后读出管内容物的 值 近似至 值单位

计算

对于每个标准溶液作出一个浓度反应曲线 酸度 值 透射率或吸收值 每个管中分别含有相

对应的参考标准含量

对每个水平的检验溶液进行维生素的定量测定 废弃任何低于 标准溶液的吸收值或高于

标准溶液的吸收值

对每个水平的检验溶液 计算其每毫升中的维生素含量 计算所得值的平均数 每个管的测得值不

得超过该平均值的 如果所得到的管数少于所测定的四种水平的稀释液的管数的 用于计算

样品浓度的数据就是不充分的 如果剩余管数是原来管数的 或更多 则可根据平均值计算其样品中

的含量

分析结果的表述

样品中叶酸含量 或

式中 不同水平检验溶液其每毫升中的叶酸含量值

样品在经过酶处理后的稀释度

酶处理液空白管中叶酸含量值

最初称 吸 取样品的质量 或

允许差

同一样品的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的
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前 言

    木标准给出两种方法，方法一是微生物法.为等效采用美国公职分析化学师协会(AOAC)的方法，

虽然操作步骤萦杂，但测定结果准确度高.方法二是高压液相色谱法，是经实验确定的一种快速、准确的

方法。

    木标准方法一为仲裁法。

    木系A标准从实施之日起，代替GB 5413-85.
    木标准由中国轻工总会提出。

    木标准由全国乳品标准化中心归口。

    木标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    木标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀粱(中国)投资服务有限公司。

    木标准主要起草人:张玉杰、工芸、殷晓红、杨金宝、吕为群。
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉 GB/T 5413.17-1997

泛 酸 的 测 定 代替GB 5413-85

Milk povMer and formula foods for infant and young children

                Determination of pantothenic acid

范围

木标准规定了用微生物法和高压液相色谱法测定泛酸的方法。

木标准方法一适用于婴幼儿配方食品和乳粉中泛酸的测定，方法二适用于乳粉中泛酸的测定。

                                    方法一   微生物法

2 方法原理

    利用植物乳杆菌(Lactobacilius plantarum)的繁Via与样品中的泛酸含址成正比的关系可计算出

样品中的泛敌含a..

3 试剂、菌种和培养基

    所有试剂，如末注明规格，均指分析纯，所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 生理盐水:她氯化钠溶于100O.L容址瓶中。

东2 泛酸钙:标准品。

3.3 乙酸:c(HAc)为0. 2..i/L.吸12mL冰乙酸用燕馏水稀释至IL.
3.4 甲苯。

3.5 乙酸钠:c(N&Ac)为0. 2m0i/L.溶解16. 4g无水乙酸钠于水中，稀释至100O.L.

& 6 菌种— 植物乳杆菌(UdubaciUns planta、二).
忍7 培养基

& 7. 1 乳酸杆菌琼脂培养基:光解陈15g,醉母浸青59,葡萄械log,番茄汁 100mL.磷酸二氧钾29,聚

[h梨糖单A酸酷18，琼脂I飞，加燕馏水至1000mL,pH6. 8士0. 2(251C).

& 7.2 乳酸杆菌肉汤培养基:光解陈I宛.解母浸青宛，荀萄翻.飞，番茄汁 100.1.,磷酸二氧钾飞，聚

山梨糖单油ffiffli Ill,加燕馏水至1000,nL,pH6. 8土0. 2(25C).

忍7.3 泛酸测定用培养墓:荀萄械4飞，乙敌钠2飞，无维生素酸水解酪蛋白I飞，磷酸牡二钾 Ill,磷酸

二氧钾19,L-KU酸0. 49,L一色氨酸0. lg,%酸镁0. 4g,氮化钠20.g,硫酸qp.铁20.g,硫酸锰20.g,硫

酸腺嗓岭20.g,盐酸鸟嗦吟20mg,尿喃咤20.g，胡萝卜索400pg,盐酸硫胺素20Q,g，生物素0. 8pg,p-

氨基苯甲酸200pg,烟酸lmg,盐酸毗哆醉800}g,聚山梨抽单油酸M 0. Ig,加燕馏水至1000,nL,PH6.7
士0. 1(25r).

国家技术监普局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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4 仪器

    常用实验室仪器及分光光度计。

5 制备

5.1 菌种的制备

5.1.1 将保存在直柱状thl体培养基中的植物乳杆菌接种到新的乳酸杆菌琼脂培养基中，培养后再继代

培养一次，然后将其转接到乳酸杆菌肉汤培养基中培养后备用。

5.1.2 将5.1.1中的菌怂液以20OOr/min离心2-3min,倾出上济液，加入】O.L生理盐水((3.1),

搅匀，再离心2-3min,如此清洗3次.吸1. OmL该菌悬液于I (hnL生理盐水((3.1)中。

5.1.3 用721型分光光度计，于550nm波长下.以生理盐水((3.1)做对照，侧5.1.2菌悬液的浊度值，

此值应在60%-80%之间。
52 标准滚液的制备

5.2.1 泛酸标准贮备液:浓度4印9加L.

    精确称取45-55.g泛酸钙标准品(3.2),溶入500mL燕馏水中，加lomL乙酸(3.3)，加I OomL乙

酸钠(3.5)洲 水稀释至泛酸钙精确浓度为43.47pg/mL(即泛酸浓度为4C},g/mL)，加甲笨(3. 4) t' .于冰

栩中。

5.2.2 泛酸中间贮备液:浓度 Igg腼L.

    取25mL标准贮备液(5.2.1),加入大约500ML燕馏水，乙酸I OmL (3. 3)，乙酸钠I OOmL (3. 5),再

用水稀释至 IL.加甲笨(3. 4) r-于冰箱中。

5.2.3 泛酸标准工作液:高浓度的为lOng/mL,低浓度的为5.g/mL.

    吸5. OmL中间贮备液(5.2.2),用燕馏水稀至500, OmL.侮次测定前制备。

    吸5. O}L中间贮备液(5.2.2),用燕馏水稀至 1000mL.每次测定前制备。

6 测定

6.1 样品的处理

    称取一定量的样品，加入I OML缓冲液(称24.2gTri}  B".溶入200mL水中即可)，再加足量的

水，121℃水解15min,冷却，调PH至‘5.然后定容到250.L，过滤，吸4mL滤液，稀释至泛酸的浓度约

为5ng/mL,待用.

已2 标准曲线的制备

    按表I顺序加燕馏水、标准溶液和泛酸测定用培养墓于培养管中，一式三份.

                                                表 I

6.3

i4 It }' No.   1   2   3   4   6   6 1   7W *'ML   5   6   4   3   2   1   00   0   1   2   3   45   5   5   5   5   5
1)试管No. 3-7中加低浓度标准工作液,No. 8-10中加高浓度标准工作液。

  测定液样品

按表2顺序加燕馏水、样品溶液和泛酸测定用培养墓于培养管内，一式三份。
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表 2

6.4 接种

    将6.2和6.3中所有的试管于121℃杀菌5min,然后迅速冷却。将5.1.2中的菌怂液用毛细滴管向

上述试管内各加一滴〔其中标准溶液中试管Nol除外)，混匀，37℃士0. 5C培养19-20h.
6.5 测定

    以接种空白管做对照，测最高浓度标准样管的透光率，2h后承新读数，二次结果透光率《2肠，则取

出全部检验管测其透光串，并记录。

了  计算

    以标样泛酸含量作横坐标，透光率为纵坐标作下作曲线。报据样品测得的透光率，从标准曲线中查

得泛酸含最的平均值，再根据式〔I)计算:

        tf.".,P}IVAW-g/loog -4-g/loo-w 景   x赢x 100   ..................   ( I )
式中:2— 从曲线中查得样品中泛酸的平均含星,99;

      尸— 稀释!月子.

    .— 样品的质IV或体积),9(或nIL).

8 允许差

    同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的10沁。

                                方法二  高压液相色谱法

9 方法提要

    样品经水提取，过滤，除去蛋白质后，川高压液相色谱侧定滤液中泛酸梭基的紫外吸收。

10 试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯，所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

10.1 硅酬树脂:食品添加剂。

10. 2 AlWoMCD为0. lmol/L.

10.3 硫酸锌'eM so.)为I殆八.

10.4 乙月青:光谱纯。

10.5 磷敌二氧钾.c(KH.PO,)为0. 02inol压。称取2. 72g磷酸二氧钾，加水溶解成 IGOO.L.

10.6 乙Am-O. 02m.]压 磷敌二氛钾溶液:体积比I·9。向I体积乙脂中加入9体积的0. 02mol九 磷酸

二氧钾，用盐酸A节pH为3.

11 仪器

    常用实验室仪器及:

11.1 离心机.

                                                                                3
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11.2 滤膜过滤器:滤膜 1.加m。

11.3 五氧化二磷「操器。

11.4 高压液相色谱仪:带萦外检测器。

12 操作步0

12.1 样品溶液的制备
12. 1.1 准确称取样品约 I飞，加6omL水和I滴硅酮树脂(10. 1)后，转入离心管中.用盐酸湃液

(10.2)调节PH为4-5，加入I OML硫酸锌溶液(10.3)充分混合，离心分离.

12-1.2 上清液用滤纸过滤，用I OOML容量瓶收集滤液，离心管中残济用少量水冲洗于同一滤纸上.用

少最水洗滤纸，洗液与滤液合并，加水至I 00nL。经滤膜过滤器(11.2)过滤后作为样品溶液。

12.2 标准溶液的制备

12-2.1 泛酸标准贮备液:浓度为lmg/mL.

    准确称取在I }W!M(l 1. 3)中Iwo的泛酸钙1. ()9 1 8g，加水溶解成1000mL.

12-2.2 泛酸标准工作液

    准确吸取标准r.备液(12.2.1) 1,2,4,8,12rnL，分网加水成I 00mL，作为标准T作液.泛酸浓度分
训为10,20,40,80,12印9加L.

12.3 测定条件

    坑充剂:化学结合型硬脂硅烷。

    色谱柱:内径6.2- ，长25cm.

    洗脱液:乙月条0. 02rnol/L磷酸二氛钾( I·9).

    流速, I mL /min.

    测定波长:200nm.
    注

    1 柱的内径和长度可自由选择。

    2 洗脱液组成比和流速可报据色通住情况面改变，没有统一规定。泛酸的保角时间可设定为8-12mtn.

    3 泛酸的最大吸收在波长 194- 附近。但是移动扣在此处也有吸收。所以洲定波长定为200- .

12.4 标准曲线

  分别吸取 IOPL标准工作液(12.2.2)，注入高压液相色谱中.根据峰高绘制标准曲线.
    注:进样a,灵敏度与高压液相色瀚的注入方式有关，因此达样盆可在3-200L之间变动。

12.5 样品测定

    准确吸取样品溶液(12.01印L.注入高乐液相色谱仪中，将所得峰高从标准曲线中求出样品滚液

中泛酸的浓度。

13 分析结果的表述

样品中泛酸含二、/I、一1001产   x 100··”“”··”““:(2)
式中:， 样品溶液中泛酸的质rp.浓度,pg/l ON s

    二— 称取样品的质量.‘

泛酸钙含0.(Mg/kg)=a酸含V. (.ng/l 00g) X 1. 087

泛酸钠含量(.g八幼=泛酸含址(mg/lo飞)XI. 100

14 允许差

    同一样品的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的 lo%.
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自ii 言

    婴幼儿配方食.甘.和乳粉中的维生索c以还原型和氧化型两种形式存在，且都具有生物效价。通常

采用的滴定法和高压液相色谱法只能测定还原型维生索c。本标准给出的荧光分光光度法测定的则是

维生索c的总含量。

    本系列t，J之准从实施之日起，代抖GB 5413-85.

    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归日。

    本标准负责起草单位:国家乳制份。质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:巨生部食.异.卫生监督检验所、浙江省轻I业研究所、哈尔滨森永乳.异.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:杨金宝、F芸、郎昭斌。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-18-1997

维 生 素 C 的测 定 代替 GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

              一」-)etermination of vitamin C content

范围

本标准规定了用荧光法测定维生素C的方法。

本标准适用r各种婴幼儿配方食品和乳粉中维生索C的测定。

2 方法提要

    抗坏血酸(维生素C)在活性炭存在下可欣化成脱氢抗坏血酸，它与邻苯二:胺反应生成 一荧光团，该

荧光团在约350nm处有最大激发波长，而在约430nm处荧光缎强，荧光强度与浓度成正比。

    加入邻苯二胺以前，使抗坏血酸形成HB03一脱氢抗坏血酸络合物，可阻止其形成荧光产物，任何残

留的荧光均由外来物引起，可将它们作为“空0".

    比较经相同氧化处理的样.甘.和标样的荧光强度可计算出抗坏血酸的含量。

3 试P, Ii

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯。所有实验用水，如未注明其他要求，均指二级水。

3.1 .司峰氏淀粉酶(Taka-Disatase).

3.2 偏磷酸一乙酸济液:称取I跑偏磷酸及40ml,乙酸于200mL水中，溶解后稀释至500ML条用。

3.3 酸性活性炭:称取200g活性炭(化学纯)，加入IL体积比为I : 9的盐酸，加热卒沸腾，真空过滤，

取下结块r一个大烧杯中，加入IL水，搅拌过滤后，再用水清洗一次，在110-120℃烘箱中干燥过夜后

使用。

3.4 乙酸钠溶液:用水溶解50飞 三水乙酸钠，并稀释至IL.

3.5 硼酸.乙酸钠:称取飞硼酸，用乙酸钠溶液(3.4)济解并稀释卒100ML，使用前现配。

3.6 邻苯二胺济液:质量浓度200mg/L。称取20mg邻苯二胺，用水稀释至I OOrnL，现用现配。

3.7  维生素C标准M液:浓度100pg/mL。称取0. 0500g抗坏血酸，用偏磷酸一乙酸溶液(3.2)ffi解井稀

释卒50mL，取I OinL该溶液用偏磷酸，乙酸溶液(3.2)稀释至I OOmL，制成标准溶液。现用现配。

4 仪器

    常用实验室仪器及荧光分光光度计。

5 操作步骤

5.1 样.甘.处理

5.1.1 含淀粉的样品

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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    准确称取59样品P 150ML三角瓶中，加入0. 5g I--i峰氏淀粉N-10. 1),再加入l5mL45-50℃的蒸

馏水，混合均匀后，用氮气排除瓶中空气，.袱}几瓶塞，至45℃烘箱内30n-dn,取出冷却罕室温，用偏磷酸-

乙酸溶液(3.2)转卒I 00inL容量瓶内，定容。

5.1.2 不含淀粉的样.钻

    准确称取飞样.甘.，用偏磷酸.乙酸溶液(3.2)济解，定容卒100mL.

52 测定

5.2.1 将L述样液转争放有约2g酸性活性炭(3.3)的250rnL三角瓶中，剧烈摇动，过滤，弃去头儿它

升滤液，然后分别吸取5ML样份。及标准溶液的滤液分置F. 25mL及I OOrnL放有5mL硼酸一乙酸钠溶液

(3.5)的容量瓶中，静止15min后，用蒸馏水定容。以此作为标准溶液及样品的空白溶液。

5.2.2 在此15n-dn内，吸取另5mL样.钻及标样于其他两个25mL及I 00mL放有5mL乙酸钠溶液

(3.4)和约15ML水的容量瓶中，用水稀释至刻度。

5.2.3 分别吸取2mL的样品、标样及样.甘.和标样的空白溶液于4支试怜中。

5. 2.4 向侮支试管中加入5mL邻苯二胺(3.6),摇匀，在避光条件下放置35min后，立刻于激发波长
350rim，发射波长430nm条件下测定」〔荧光值.

6 分析结果的表述

............(l)
样.、.中维生索c含量(rng/lOOg)一琴二1.)XcX5XD   , X 1001 11 - 11 -

                                                              kI.— 应止j Z、 ，，‘2、 IUU

式中:I— 样况。荧光值;

几— 样况。空自溶液荧光值;

1,— 标样荧光值;

I.b— 标样空自溶液荧光值;

            C-

        D-

          仇 —

了  允许差

标样质量浓度,mg加L;

样，异。稀释倍数;

样，异。的质量，9.

同 一样.异.的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的10%.
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前 言

    木标准等同采用美国公职分析化学师协会(AOAC)方法。

    木系列标准从实施之日起，代替GB 5413-85.

    木标准由中国轻工总会提出。

    木标准由全国乳品标准化中心归日。

    木标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    木标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻下业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    木标准主要起草人:张玉杰、工芸、杨金宝。
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉 GB/T 5413-19-1997

游 离 生 物 素 的 测 定 代甘CB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                --ile亩ermination of free bionin con宜ent

1 范围

    木标准规定了用微生物法测定游离生物素的方法。

    木标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中游离生物素的测定。

2 方法原理

    通过植物乳杆菌(肠d汉.‘t。护la:勿，.)生长情况来测定游离生物素含量。

3 试剂、菌种和培养基

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 生物素:标准品。

3.2 乙醉:体积分数为50%.

& 3 菌种:植物乳杆菌(Lactobactillus plantorum).

& 4 培养墓

& 4.1 乳酸杆菌琼脂培养基:光解陈I殆，屏母浸青殆，荀萄钟I飞，番茄汁 10O.L,磷酸二氧钾跄，聚

III梨糖单油酸酚Ig.琼脂I飞，燕馏水10OOmL,pH6.8士0. 2(25)C).

& 4.2 乳酸杆菌肉汤培养基:光解陈l5g,醉母浸青殆，葡萄械log,番茄汁 lOOrnL.磷酸二氧钾翔，聚

[h梨械单油酸酷18,蒸馏水10OOmL,pH6.8土0. 2(2510.

& 4.3 生物素测定用培养基:维生素测定用酪蛋白氨基酸I跑，浦萄糠49g,乙酸钠20g,L-耽氨酸

0.饱,DL一色氨酸0.翱.硫酸腺1-1吟20.g,盐敌鸟III吟20mg,尿啥IQ 2OFng,盐酸硫肢素2mg,核黄素

2-g.烟酸Zmg,泛酸钙2mg, 9酸毗哆N7 2-g,p-氨墓笨pp酸200pg,54酸氧二钾18,磷酸二氧钾Ig,硫

酸镁0. 4g,盆化钠20rng,硫酸亚铁20.g I硫酸锰20mg I加蒸馏水至I 000,nL， pH 6. 7士0. 1(25C).

4 仪器

    常用微生物实验室仪器及 pH训.

5 制备

5.1 菌种的制备

5.1.1 液体培养基的制备

    吸取定量的墓础液体培养基，加入等里的燕馏水，舟个培养管分装IO.L I盖上盖,121℃灭菌

1&nin.迅速将灭菌管冷却，避免颜色形成。贮于冰箱中。

国家技术监普局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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5.1.2 植物乳杆菌(L.d.b-W- p I-i-  )贮备管的制备

    将所用的微生物菌种接种到2个以上琼脂培养塞试管内，在28-40℃之间选择一个恒定温度

(士0. 5,C)培养6-24h,完成后放入冰箱。

    在使用新的菌种用于一个测定时，要在1-2周内做几个继代转接。

    不要用保存一周以上的培养基接种，培养基在保存过程中不要打开。

5.1.3 接种的准备

    将植物乳杆菌U-IobactUus planta，二))(3.3)转接到一个无菌的I O.L液体培养基中，得到一个

菌AU液。

5.2 标准滚液的制备

5.2.1 生物素标准贮备液:浓度5体8八L.

    精确称取50-60rng生物素标样(3. 1)(从十操器中)，用乙醉(3.2)稀释，得到5U /mL的生物素

滚液，贮于冰箱中。

5.2.2 生物Al标准T作液:浓度0. lng/mL.

    吸 IML标准贮备液(5.2. 1),用水稀释到I OoomL I再分别吸此稀释溶液各IML，一个稀释到

500mL，作为高浓度标准溶液，一个稀释到I OoomL，作为低浓度标准溶液.侮次现用现配。

5.3 玻璃仪器的准备

    使用焰状活性剂对硬玻璃测定管及其他必要的玻璃器IIIL进行洁洗(月桂磺敌钠.是一种合适的济洗

剂)检验微生物对少数生长因了和许多清洗剂具有很高的敏感性，因此，清洗之后要求在250℃十热条

件下，加热1-2h.

6 操作步骤

6.1 样品的处理
6.1.1 +粉样品

    精确称取一定星样品，该样品应含0. 2-0.5m‘生物素。继续6.1.3步骤。

6.1.2 液体样品

    吸一定量的液体样品，该样品应含0. 2-0.5.g生物素。继续6.1.3步绳。

6.1.3 样品的提取

    加水，使样品总体积为150,},fi合后，M lmol/L盐酸iA pH为4.5-4.6.定量转到25OmL容量

瓶中，用水定容，充分混合，川滤纸过滩，弃去最初的几毫刀，吸5.L滤液，用水定容到10O.L.

已2 标准曲线的制备

    按表I顺序加入燕馏水、标准溶液和维生素B"测定用培养基于培养管中，一式三份。

                                                表 I

6.3

iA It 1; No-一到   1{   2{   3{   4XM*,.L5   5   5   5牛羹{6   7   1   80
1)试管No. 3-7中加低浓度标准济液,No. 8-10中加高浓度标准溶液。

  沮口定液

按表 2顺序加燕馏水、样品溶液和维生素B12测定用培养基于培养管内一 式三份。

食品伙伴网http://www.foodmate.net
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表 2

6.4 火菌

    直接灭菌所有的试管，制冷到培养温度或迅速放入施环水浴内，以使颜色形成最浅。保证加热和制

冷条件均匀(灭菌管数过多或距离太近，在灭菌锅中都可产生不良影响)。121℃灭菌I Omin.
6.5 接种

    无菌地接种侮个管，均加入一滴适当的接种物.除二III(或三41)中含有0. OmL标准溶液〔未接种空

白管)以外。盖上盖，充分振荡混合所有管。

6.6 培养

    在28-40℃之间选祥一个恒定温度(士0. 51C),培养60-72h.

6.7 测定(酸度法)
    试管被任何外来微生物污染则测定无效。通过对侮个试管的视觉检六，进行反应预测.未接种管是

清的.标准溶液和样品中应无其他微生物生长。

6.7.1 滴定

    用N it, 6草阶蓝作指'J}剂，用0. Im-]/L fAA化钠滴定14个管中溶液.或以pH6.8为电位滴定终

点。如果接种空白滴定反应等于或高于未接种空白水平的1. 5ML.则测定结果应忽略不计。通常标准溶

液在5. O.L的反应等于0. lmol/L JEK化钠8-12.L的滴定度。

6.7.2 测pH俏

    试管被任何外来微生物污染则测定无效.通过对舟个试管的视觉检六进行反应预测，未接种管是清

的.标准溶液和样品中应无其他微生物生长。

    在培养之后读出管内容物的pH值，近似到0. OlpH谊单位。

7 分析结果表述

              样IVI中生物素的含it.(Pg/loog或vg/100.L)=

式中:X- 梅毫升测定溶液中生物素含量的平均价,mLj

      F- 稀释因了，

    .— 样品的质址或体积，.或毗 。

8 允许差

    同一样品两次侧定价之雄不得超过两次侧定平均仇的10%.

轰x儡x 100   ............   ( 1 )
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前 言

本标准参照瑞士雀巢公司的方法

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 雀巢 中国 投资服务有限公司 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司

本标准主要起草人 张福才
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

胆 碱 的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了胆碱的测定

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中胆碱的测定

本方法最低检测限度约为

方法原理

试样经酸解 过滤 酶氧化后 比色测定

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

缓冲液 含质量分数 的苯酚

在注入约 蒸馏水的 容量瓶中溶入 三羟甲基氨基甲烷和 苯酚 再用蒸

馏水稀释至刻度 如需要可用 的盐酸调 至

用于酶反应的发色剂

在一个 容量瓶内溶入 胆碱氧化酶 过氧化酶 和

氨基安替比林 用 缓冲溶液 稀释至刻度

标准溶液 含胆碱氢氧化物

在 容量瓶中溶入 胆碱酒石酸氢盐 用蒸馏水稀释至刻度 用刻度吸管吸取该溶液

于 容量瓶中并用蒸馏水稀释至刻度

氢氧化钠溶液 质量分数为

盐酸 为

盐酸 为

仪器

常用实验室仪器及

回流抽提器

层析柱 长 内径

分光光度计
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操作步骤

准备试样

用混合或研磨的方法将样品均匀化 以 的精确度准确称量样品 使其胆碱含量约为

以氢氧化物计算

固体样品

称取 混合均匀的样品于 的平底磨口烧瓶中 加入 盐酸 搅拌

液体样品

称取 混合均匀的样品于 平底磨口烧瓶中 加入 盐酸 搅拌

水解

将装有样品的容器与回流冷凝器连接 在 水浴中加热 同时磁力搅拌 冷却 用氢氧化钠溶

液 调 若必要的话再次冷却 并转入 容量瓶中 用蒸馏水稀释至刻度

过滤

过滤水解液 滤液应是澄清的 如果不澄清 通过 的滤膜再次过滤

如果因样品的性质得不到澄清滤液 或者过滤困难 建议调 值至 而不是 见

酶反应

每个试样准备 支试管 按表 加入试剂

表

试 剂
试管

试剂空白

试管

滤液空白

试管

试样

待分析滤液

蒸馏水

发色剂

用密封保护膜盖住试管 振荡 把试管置于 水浴中保温反应

比色测定

调整分光光度计波长至 用蒸馏水作空白

标准曲线

用刻度吸管移 标准溶液 于 支 的容量瓶内 用蒸馏水稀释至刻度

准备 支试管 一个试管用作试剂空白 另五支试管由 至 编号 分别用于标准溶液和标准

溶液的四个稀释度 按表 加入试剂

表

试剂 管 管 管 管 管 管

稀释度

稀释度

稀释度

稀释度

标准溶液

蒸馏水

发色剂
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用密封保护膜盖住试管 振荡 置试管于 水浴中保温反应 然后按 以后的步骤操作

分析结果的表述

净透光率的计算

通常非新鲜配制的试剂会产生轻微的颜色 且由于水解作用滤液也不是无色的 为了除去这些干扰

因素 应从全透光率中减去各自的空白透光率 管 和管

式中 净透光率

全透光率 管

试剂透光率 管

抽提液透光率 管

和 不应大于全透光率的 对于标准曲线

结果的计算

在标准曲线上查出净吸光值的位置 并记下相应的浓度 以每 样品中胆碱氢氧化物的毫克

数表示的胆碱含量 按式 计算

样品中胆碱的含量

式中 自标准曲线上查得的胆碱浓度

水解液被稀释的体积 通常为

样品的质量

允许差

用同一方法对同一样品 在同样操作条件下 同一操作者 同样的仪器 同一实验室 较短的时间间

隔 测得的两次独立结果差值不应超过两次结果平均值的
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前 言

    金属含量的测定一般采用化学法和原子吸收光潜法.但由于化学法操作繁琐，十扰因素多，某些项

日测定结果承现性差等原因，日前仍普迫采用原子吸收光谱法。木标准为等效采用美国公职分析化学师

协会(AOAC)方法。测定中样品处理简单，承现性好.

    木系列标准从实施之日起.代替GBS引3一日5。
    木标准由中国轻工总会提出。

    木标准由全国乳品标准化中心归口。

    木标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    木标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江省轻下业研究所、哈尔滨森永乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    木标准主要起草人:工心祥、姜金斗、工芸、孙涛、袁硕。
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婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉
GB/T 5413.21-1997

钙、铁、锌、钠、钾、镁、铜和锰的测定
代替GB 5413-85

Milk povMer and formula foods for infant and young children

            Determination of m lcim ,irm ,zinc,sodim ,

        potassim ,magnmitun,copper and mangancae

1 范围

    木标准规定了用原子吸收分光光度法测定钾、钠、钙、镁、锌、铁、铜和锰的方法。

    木标准适用于各种婴幼儿配方食品和乳粉中钾、钠、钙、镁、锌、铁、俐和锰的测定。

2 方法提要

    样品经干法灰化，分解有机质后，加酸使灰分中的无机离子全部溶解，直接吸入空It-乙炔火焰中原

了化.并在光路中分别测定钾、钠、钙、镁、锌、铁、铜和锰原子对特定波长谱线的吸收.侧定钙、镁时，需用

润作释放刑，以消除磷酸等的十扰。

3 试剂

    实验用水为二级水，试刑均为优级纯。

3.1 浓去p酸.

忍2 盆酸:体积分数为2%。
3.3 盐酸:体积比 I:4.

东4 硝酸:体积比I:I .

乙5 栩溶液,La的浓度为508压。

    称取29. 32g认化翻(La,00,用25.L去离子水A0.润后，但但仔细地添加125ml,浓盐敌使欣化润

滚解后，用去离了水稀释至500ml..

& 6 钾标准W: }k液:K+的质量浓度10OOpg/mL.

    称取干0.的x化钾(分子最74.55，光谱纯) 1. 9067g,用盐酸(3. 2) ffi解，并定容于I 0001tti,弃量瓶
中。

3.7 钠标准WAA:N.'的质量浓度1000pg/mL.

    称取干操的议化钠(分子最58.44,光潜纯)2. 542Qg,用盐酸(3. 2) X解，并定弃于1000ml,容量瓶
中。

3.8 钙标准V备液:CU十.的质量浓度IOOOpg/mL.

    称取干操的碳酸钙(分了址100.05，光谱纯)2.496跄，用盐酸(3. 3) 1 OO.L溶解，并定容于I OOO.L

容量瓶中。

3.9 镁标准V }k液:mg+2的质量浓度 100()"g/.L.

    称取纯镁(光谱纯)1.00008,用硝酸(3. 4)40.L溶解，用水定容于I OoomL容量瓶中。

国家技术监普局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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&10 锌标准01.备液:7} -，的质量浓度 looc},g/-L.

    称取金属锌(光谱纯)1.00008,用硝酸(3. 4)40.L溶解，用水定容于IOOOmL容址瓶中。
3.11 铁标准贮备液.W 3的质遗浓度100()t.g/.L.

    称取金属铁粉(光谱纯) 1. oooQg,用硝酸(3.4)40,nL溶解，用水定容于I OOOML容童瓶中。
3.12 N标准oliyr液}C.l的质量浓度10OOpg/niL.

    称取金属钊(光谱纯) 1. 0000g,用硝酸(3.4)4OmL溶解后，再用水定容于1000,nL容量瓶中。

& 13 锰标准01.备液:Mn”的质址浓度 100()Pg/.L.

    称取金属锰(光谱纯)1.00008,用硝酸(3.4)4OmL溶解，用水定容于IOOOmL容址瓶中。

3.14 各离子的标准中间液:质遗浓度均为100pg/.L.

    分别吸取3.6,3.7,3.8,3.9,3.10,3.11,3.12和3.13标准贮条液25mL于八个25OmL容量瓶中，
用&&(3.2)定容，得到上述离子的标准中间液.

4 仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 原子吸收分光光度计。

4.2 钾、钠、钙、镁、锌、铁、钢、锰空心阴极灯。

4.3 钢瓶乙炔气和空气压缩机。

4.4 石英柑祸或瓷川锅。

4.5 高Al炉.

5 操作步骤

5.1 标准曲线

5.1.1 标准A合溶液的配制
    按表I给出的体积，配制 二个泥合标准T作液。即分别吸取铜、锰标准中间液(3. 14) 1 OnIL于

I OOmL容量瓶中定容.即两离了的质量浓度为I匆g/.L,再按表I吸取该液，测定铁、锌含量时按表I

分别吸取标准中间液(3.14)于I OOML容量瓶中‘用盐酸(3.2)定容即为5个俐锰铁锌混合标准溶液.测

定钙、镁含量时按表I吸取标准中间液(3. 14)于I OOML容量瓶中.加2.L翻溶液用盐酸(3.2)定容即

为钙镁标准混合液，测定钾、钠含量时按钙、镁步骤操作即为钾钠标准A合济液，各儿素浓度如农2.
                        左 I 配制涅杏标准溶液所取各'n *标准中间消的休积 mL

表2 A合标准济液各儿索的浓度 Ag/mL
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5.1.2 标准曲线的绘制

    按照仪器说明朽将仪器T作条件调招到测定各K素址佳状态.选用灵徽吸收线K 766.5-,

Ca422.7= ,Na 588.9= ,Mg 285. 2= ,Fe 248.3= ,Cu 324.7= ,Mn 279.5= ,Zn 213. 9m 将仪器

调好预热后，用毛细管吸喷盐酸(3.2)溶液，测定钾钠钙镁时用含悯Ig/L的体积分数为2%的盐酸

(HCO调零。分别测定混合标准溶液中各离子的透光丰，对各JuA含量绘制标准曲线或计M.-I归方程。

5.2 样品处理

    梢确称取5.00008样品于柑锅(4.4)中，在电炉上微火炭化至不放烟.再移入高溢炉(4.5)中升温个

490'C使样品灰化成自色灰烬。如果有黑色炭粒，冷却后，则滴加少许I - I的硝酸(3.4)j4O}润。在电炉上

小火燕干后，再移入4901C高温炉中继续灰化成自色灰烬，取出.冷却傲室温.加I:4的盐酸5ML I在电

炉上加热使灰烬充分溶解，冷却到室温后，移入50rnL容显瓶中，用去离子水定容.同时处理一个空自样
  目

“ 日.

5.3 样品的测定

    调铭好仪器址佳状态，用相应的敌酸溶液(3.2)调零后，按 F而的方式测定样品的透光率及试刑空

自。

5.3.1 钠的测定

    从50mL样液中吸取ImL于I DOML容量瓶中，加2ML润溶液.用盆酸(3.2)定容，I几机测定。

5.3.2 钾的测定

    从测定钠的I OOmL容量瓶中吸取 I On}L于50niL容址瓶中，加I.L润溶液，用盐酸(3.2)定容。L

机测定。

53.3 钙、镁的测定

    从50rnL样液中吸取ImL于5NnL容最瓶中，加翻溶液 ImL,用盐酸(3.2)定容.卜机测定。

5.3.4 铁、锰、锌、钢的侧定

    从50ML样液中吸取5.L于25mL容量瓶中，用敌酸(3.2)定容，1二机测定锌，铁、锰、钢用50mL

样液直接】几机测定.

6 分析结果的表述

样品中)LA含量(mg/loog)一鱼云喂杀晶还进x 100.....·······⋯⋯(I)

式中:伪— 测定液中几素的浓度,pg加L;

    勿— 测定空自液中儿素的浓度.阳/口山.

      V— 样液体积,mL;

    A— 样液稀释倍数.

      .— 样品的质最.g.

7 允许差

    同一样品的两次测定价之差不得超过两次测定平均值的 5%.
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自ii 言

    以往婴幼儿配方食品和乳粉中磷含量的测定采用的是铝蓝比色法，但因该方法操作步骤较繁杂，特

别是样.钻处理中磷损失严乖，致使测定结果不能准确反映样品中磷的真实含量。本标准给出的钒铝黄比

色法，操作简单快速，样份。处理改用湿法而避免了磷的损失，经大量试验证明，测定结果准确，乖现性好，

一般相对误差在3%以内。

    本系列t，J之准从实施之U起，代件GB 5413-85.
    本标准由中国轻!乙总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归日。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:巨生部食.衬.卫生监督检验所、浙江省轻工业研究所、哈尔滨森永乳.甘.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:姜金斗、卜心祥、王芸。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-22-1997

磷 的测 定 代替 OB 5413-85

Milk povvder and formula foods for infant and young children

                -Determination of phosphorus

范围

本标准规定了磷的测定方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.甘.和乳粉中磷的测定。

方法提要

    样份.经湿法消化后定容，在硝酸溶液中，磷与钒铂酸钱生成黄色络合物(P205·V203·22MOO3·

3H,O),上〔黄色的深浅可用比色法比色测定，J〔测定范围为磷的浓度在2-2伽g/mL之间。

试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

31 硝酸:优级纯。

3.2 硫酸:优级纯。

3.3 .司抓酸:优级纯。

3.4 钒铂酸钱试剂

    A液:25g Jft i}}[(NHJ6NIo,02, - 4H20],M F- 400ml,水中。
    B液:1. 25g偏钒&f-VNH,V03)ffi F- 300ml,沸水中，冷却后加250mL浓硝酸，然后将A液缓缓倾

入B液中，不断搅匀，并用水稀释至IL,贮于棕色瓶中。

3. 5 }}A}Vt化钠:c(NaOH)为6mol /L.

3.6 几硝A酚指示剂:2g /L
    称取0. 2g 2,6-几硝基酚或2,4一几硝Aj.MECsH30H (N02)2]M F I 00ml,水中。

3.7  标准贮备液:磷的浓度为5伽g/mL

    称取0. 2197g经烘干的磷酸 二氢钾(优级纯)，溶F.约400mL水中，加25ml, H+浓度为12mol/L的

硫酸，定容罕IL。可长久贮存。

仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 电热板。

4.2 分光光度计。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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操作步骤

5.1 样品处理

    精确称取0.500飞样品于125mL三角瓶中，加几粒玻璃球，加lOmL浓硝酸(3.1),然后放在电热

板卜加热反应。待剧烈反应结束后取下，稍冷却，再加入5mL硝酸(3.1),5mL硫酸(3.2)和5mL.司氛酸

(3.3),重新放置电热板上加热反应，此时应把温度调低些。若消化液变黑，需取下再加5mL硝酸(3.1)

后继续消化，直到消化液变成无色或淡黄色，且目出白烟，在消化液剩下3-5rnL I付取下，冷却，定量地

转入50ML容量瓶中，用蒸馏水定容，此即为待测液。I'd时做空白。

5.2 标准曲线的绘制

5.2.1 精确吸取磷的标准贮备液0,2.5,5,7.5,10,15mL，分别放入50inL容量瓶中，加显色剂定容后

磷浓度分别为0,2.5,5,7.5,10,]5pg/mL.

5.2.2 分别加少量水后，加2滴二硝基酚指示剂(3.6),用氢软化钠溶液(3.5)调卒微黄色，再分别加入

10. OOmL钒铂酸按试剂((3.4),用水定容至刻度。在25-30℃下显色l5min,

5.2.3 用lcm光径比色引IL，波长440mn,r分光光度计I几测定吸光值，以吸光值为纵坐标，磷含量为横

坐标绘制标准曲线或计算!:归方程。

5.3 样.异.测定

    精确吸取样液(5. 1 )1 OmL(含磷0. 2- 0. 75mg)r50mIL容量瓶中，以空白溶液调零，上〔余操作步骤
同5.2.2。

分析结果的表述

样.昂中磷的含量(mg/l、一兴七篇奇x 100..........·....···⋯⋯(I)

式中:0— 从标准曲线中查得的比色液的浓度,49/mL;

    v— 样液体积(即50ML);

    A— 样液稀释倍数;

    二— 样况。的质量'g.

允许差

同 一样.甘.两次测定值之差不得超过两次测定平均值的5%.
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前 言

碘的测定通常采用分光光度法和离子选择性电极法 但对于婴幼儿配方食品和乳粉这样成分复杂

有机质含量高的食品中碘的测定 其灵敏度却不够理想 本标准采用的气相色谱法是在参考了大量国内

外文献的基础上 根据婴幼儿配方食品和乳粉的特点 经过反复实验 验证而确定的 具有操作简便 快

速 灵敏度高的特点

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 杨君 王芸 杨金宝
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

碘 的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用气相色谱法测定碘的方法

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中碘的测定

方法提要

把样品中的碘衍生成容易气化的衍生物后 经气相色谱分离 电子捕获检测器定量测定样品中碘的

含量

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

高峰氏淀粉酶

碘化钾 光谱纯

亚铁氰化钾 为 称取 亚铁氰化钾 用蒸馏水定容于

容量瓶中

乙酸锌 为 称取 乙酸锌 用蒸馏水定容于 容量瓶中

浓硫酸

甲乙酮 色谱纯

双氧水 体积分数为

正己烷 色谱纯

无水硫酸钠

标准溶液

碘化钾标准贮备液 浓度为

准确称取 碘化钾 用蒸馏水溶解并定容至 冷藏保存

标准中间液

取 标准贮备液 定容至 其浓度为 再取 前述标准中间液 定容至

其浓度为

碘化钾标准工作液 浓度为

取浓度为 的标准中间液 定容至

食品伙伴网http://www.foodmate.net



仪器

常用实验室仪器及

分液漏斗

容量瓶

气相色谱仪

电子捕获检测器

色谱柱 目 长 的不锈钢柱 或同等性能的柱子

操作步骤

样品处理

含淀粉的样品

准确称取样品 于三角瓶中 放入 容量瓶中 加入 高峰氏淀粉酶 再加入

的蒸馏水 混合均匀后 用氮气排除瓶中空气 盖上瓶盖 置 烘箱内

不含淀粉的样品

准确称取 于烧杯中 用 的热水溶解 转入 容量瓶中

测定液的制备

于上述处理过的样品溶液中加入 亚铁氰化钾 和 乙酸锌 并定容至刻度

线 充分振摇后静止

过滤 吸取 滤液于 分液漏斗中 加 水

加入 浓硫酸 甲乙酮 体积分数为 的双氧水 充分混

匀后 静止

加入 正己烷 萃取 静止分层后 将水相移入另一分液漏斗 再次萃取

合并有机相 加水 水洗后静止分层 放去水相

用无水硫酸钠 干燥有机相后移入 容量瓶中并定容 此即为待测液

标准工作液也按上述步骤制备

样品测定

测定条件

柱温

进样口温度

检测器 温度

进样体积

灵敏度

衰减

氮气流速

定性测定

根据保留时间定性 改变色谱条件 如柱温度 载气流速 使标准组分的保留时间发生改变 如果样

品中的某个峰随标准样品中的某个峰的保留时间有同样的改变 即证明样品中含有与标样相同的某个

组分

定量测定

外标定量法

注射一定量的经 步骤制备过的标准工作液进入气相色谱仪 得到碘的峰面积 注射等体积

的样品待测液进入气相色谱仪 得到样品碘的峰面积
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分析结果的表述

样品中碘的含量

式中 样品中组分 碘 对应峰面积

标准样品中组分 的浓度

待测样品的总体积

标准工作液中组分 的峰面积

样品的质量

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的
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自ii 言

    本标准给出了两种方法。方法 一为采用GB/T 12457-9K .中}A化钠的测定方法》第3章方法。

方法 几是铭酸钾指示剂法。

    本系列t，J毛准从实施之U起，代件GB 5413-85}

    本标准山中国轻1'.总会提出。

    本标准山全国乳.甘.标准化中心归日。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:R生部食.甘.IJ生监督检验所、浙江省轻 【几业研究所、哈尔滨森永乳.甘.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准卞要起草人:卜芸、姜金斗、衰硕、田间。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-24-1997

氯 的测 定 代抖 GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                      - Determination of chlorine

范围

本标准规定了a的测定方法。

本标准适用」几婴幼儿配方食.甘.和乳粉中抓的测定。

引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用Ifu构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用卜列标准鼓新版本的可能性。

    GB/T 12457-90 食，}11.中}A化钠的测定方法

方法一  电位滴定法

PI GB/T 12457-90中第3章。

方法二  铬酸钾指示剂法

方法提要

    有机酸沉淀样.I Ivt.中的蛋白质，用硝酸银济液滴定样份。中的a离子，, 1:.成抓化银沉淀;过量的硝酸银

与指示剂铬酸钾反应生成铬酸银使溶液呈桔红色即为滴定终点。山硝酸银溶液的消耗量计算样份.中的

抓含量。

试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明」〔他要求，均指二级水。

4.1 三氛乙酸溶液:5008/L.

4. 2 IjAX化钠溶液:c(NaCl)为0. Imol/L.准确称取烘千(130'C)2h的a化钠5.8440g J-- 1000mL
容量瓶中，用去离子水溶解并定容。

4.3 铭酸钾溶液:c(KCr04)为509/L，作指示剂。

4.4 硝酸银济液:c(AgN03)为0. 05mol/L.

    标定:取I Oml,标准抓化钠溶液(4.2)于125ml,容量瓶中，加10滴铭酸钾指示剂(4.3),用}几述硝

酸银溶液滴定，根据消耗的硝酸银溶液体积，计箕硝酸银济液的实际浓度。

4. 5 }A'Y-(化钠M液:c(NaOH)50g/L.

4.6 酚酞乙k'-指示剂:109/L乙醉。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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GB/T  5413.24一1997

4.7 硝酸溶液:c(HNo3)0.lmol/L。

仪器

常用实验室仪器及:

分析天平。
容量瓶，10。旧L。
二角瓶，125mL。
株色滴定管，1肠，L。

操作步骤

，
‘

，

‘

.
合

月
崎

 
 
 
 
 
 

.

…

‘
︺

‘
︺

t

︺

‘
︺

八
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6.1 准确称取样.甘.10.000飞 J几小烧杯中，加50lllL水溶解后移入100mL容量瓶(5.2)中，加三抓乙酸

溶液(4.1)1肠旧L混匀定容，静置约1而n后过滤。

6.2 吸取滤液1场的L于125mL二角瓶(5.3)中，加二滴酚酞指示剂(4.6)，用氧城化钠溶液(4 .5)调节

至微红色。用硝酸溶液(4 .7)1.d调卒红色刚好退去。再加10滴铭酸钾指示剂(4 .3)后用硝酸银溶液(4.4)

滴定至桔红色1而n内不褪色，即为终点，滴定时在底端放 黄色纸，更易」几辨认终点。同时做空自试

验。

分析结果的表述

样.、.中抓含量(m9/1。飞)一(。一。。)x。x:5.sx势x缪 ......··.⋯⋯(4)
                                                                                r ， 资口‘

式中:v— 滴定样液所消耗的硝酸银溶液的体积，mL;
      v。— 空白液所消耗的硝酸银溶液的体积，mL;

      c— 硝酸银济液的浓度，mol/L;
    F:— 样液体积，mL，

    V:— 吸取滤液体积，mL;

    二— 样.甘.的质量，9。

    计算结果精确卒小数点后第 :位。

8 允许差

同 一样.甘.的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的5%。
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前 言

本标准等同采用美国公职分析化学师协会 方法 测定的是具有生物效价的肌醇含量

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 张玉杰 王芸 房玉国 王克新

食品伙伴网http://www.foodmate.net



中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

肌 醇 的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了肌醇的测定方法

本标准方法一适用于婴幼儿配方食品和乳粉中肌醇的测定 方法二适于乳粉中肌醇的测定

方法一 微生物法

方法原理

通过 的生长情况来评价肌醇的含量

试剂 菌种和培养基

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

盐酸 体积比为

将体积分数为 的浓盐酸 用水稀释至

氢氧化钠 为

将 氢氧化钠溶解于水中 稀释至

肌醇标样 无水晶体

菌种

培养基

链孢霉菌琼脂培养基 号蛋白胨 酵母浸膏 麦芽糖 琼脂

肌醇测定用培养基 葡萄糖 柠檬酸钾 柠檬酸 磷酸二氢钾 氯化钾 硫

酸镁 氯化钙 硫酸锰 氯化亚铁 色氨酸 胱氨酸 异亮氨酸

赖氨酸 蛋氨酸 苯基丙氨酸 酪氨酸 天门冬酰胺 天

门冬氨酸 丝氨酸 甘氨酸 苏氨酸 缬氨酸 组氨酸 脯

氨酸 丙氨酸 谷氨酸 精氨酸 盐酸硫胺素 生物素 泛酸钙

盐酸吡哆醇 加蒸馏水至

仪器

常用实验室仪器及

计

食品伙伴网http://www.foodmate.net



圆底烧瓶 与冷凝器连接的锥形玻璃接头

比色仪

样品制备

贮备菌种的制备

从纯菌种 中转接 个以上已制备好的麦芽浸出汁琼脂斜面 培养 贮

于冰箱中 保存期不要超过 周 然后再转接到新的琼脂斜面上

接种的准备

最好在使用的当天从贮备菌种中转接到新配制的麦芽浸出汁琼脂斜面上 培养 用接

种环无菌地转接该菌种到一个灭菌生理盐水中 直到得到一定浓度菌体细胞的悬浮液 为了测定 制备

一个酵母菌悬浮水溶液 这个悬浮液中酵母菌的浓度在 分光光度计事先用水调到 透

光率 然后测定这个 标准 酵母菌的透光率 将新接种斜面中的菌体细胞移入到无菌生理盐水中 其浓

度直到达到与上述标准溶液具有相同的透光率为止

标准溶液

标准贮备液 肌醇的浓度为

称取 肌醇 该肌醇标样已放在干燥器中干燥 于容量瓶中用水稀释至 贮于冰

箱

标准工作液 肌醇的浓度为

吸取 溶液 用水稀至 定容 当天制备

操作步骤

样品的处理

干粉样品

精确称取一定量样品 这些样品中约含肌醇 移入 圆底烧瓶中 加 盐酸

继续 步骤

液体样品

吸一定量样品 这些样品中约含肌醇 加 盐酸 继续 步骤

将装样品的圆底烧杯与冷凝器联结 经过 通过蒸馏将盐酸除去

将剩余物用蒸馏水冲到烧杯中 用 氢氧化钠将溶液的 值调至 稀释至

过滤 弃去前部几毫升 这个溶液肌醇的浓度均为

标准曲线

按表 顺序加入蒸馏水 标准溶液于培养管中 一式三份

表

试管号

蒸馏水

标准溶液

测定液

按表 顺序加入蒸馏水 样品溶液于培养管中 一式三份

表

试管号

蒸馏水

样品溶液

食品伙伴网http://www.foodmate.net



热处理

用棉塞或不锈钢帽盖住所有试管 蒸汽蒸

接种

冷却试管至 以下 无菌添加接种物于基础贮备培养基中 以每 添加 的比例添加

充分混合 将上述已接种的培养基无菌加入到 和 的每个测定管中 每管加 其中标准曲线

中 号试管只加 未接种的培养基

培养

将试管固定在机械振荡器上 以每分钟振荡 次的往复运动中 之间选择一个恒

定温度 培养

测定

从振荡器上取下试管 于 蒸 或每管加 滴杀菌剂 以使其停止生长

试管被任何外来微生物污染则测定无效 通过对每个试管的视觉检查进行反应的预测 未接种管是

清的 标准溶液和样品中应无其他微生物生长

充分混合每一个试管 也可以加一滴消泡剂 将反应液加到比色皿内 搅拌内容物 将比色皿放入

到分光光度计的比色池内 波长为 读出透光率或吸光度 稳定 每个试管稳定时间要

相同

对于未接种管 将其透光率调到 或吸光度为 读出其他接种空白管的读数

将接种空白管的透光率调到 或吸光度为 依次读出其他每个管

对每个水平的测试溶液 计算每毫升中维生素的含量 计算所得值的平均数 每个管测得值不得超

过该平均值的 如果所得到的管数 少于所测定的四种水平的稀释液的管数的 用于计算样

品浓度的数据是不充分的 如果剩余管数是原来管数的 或更多 则可根据平均值计算其样品的含

量

注 不可使用金属帽 除了不锈钢盖 这是由于试管在培养振荡过程中有金属污染的可能性

分析结果的表述

样品中肌醇的含量 或

式中 测定管中每毫升测试溶液中肌醇含量的平均值

样品的质量或体积 或

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的

方法二 气相色谱法

方法提要

样品中的肌醇与衍生剂反应后 经气相色谱时行分离定量

试剂

三甲基硅基咪唑

三甲基氯硅烷

仪器

气相色谱仪 检测器

食品伙伴网http://www.foodmate.net



色谱柱

操作步骤

准确称取 样品于烧杯中 用温水溶解 转至 容量瓶中 定容 取 该溶液放入小

试管中作为测定液

准确称取 肌醇标样于小烧杯中 用水溶解 转至 容量瓶中 定容 用吸量管取该溶

液 于一 容量瓶中 用水定容 取此溶液 于小试管中

将上述分别含有样品和标准溶液的试管冷冻干燥

于每个试管中加 内标溶液 每毫升吡啶中含 的蒽 盖紧塞子 放置

于每个试管中加 的 三甲基硅基咪唑和 的 混合 静置 后进样

气相色谱条件

柱温

检测器

检测器温度

进样器

进样器温度

进样体积

流速

分析结果的表述

样品中肌醇含量

式中 标准工作液浓度

样品峰面积

标样峰面积

样品内标峰面积

标样内标峰面积

样品的质量

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的

食品伙伴网http://www.foodmate.net



GB/T 5413. 26-1997

自ii 言

    本标准给出的柱后衍生离子色谱法测定牛磺酸是在检索了近10年21篇国外文献的草础卜，经过

反复实验、验证而制定的。该方法的回收率为loo%,变异系数为2.19%.

    本系列t，J之准从实施之U起，代件GB 5413-85}
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:浙江省轻工业研究所。

    本标准参加起草单位:卫生部食品V产 I: !VIV检验所、国家乳制况。质量监督检验中心、哈尔滨森永乳

况。有限公司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:任一平、黄百芬、陈青俊。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-26-1997

牛 磺 酸 的测 定 代替 GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                  - Determination of taurine content

范围

本标准规定了用高压液相色谱法测定牛磺酸的方法。

本标准适用于婴幼儿配方食.甘.和乳粉中牛磺酸的测定。

方法提要

    样.甘.用偏磷酸溶液溶解，经超声波振荡提取、离心、微孔滤膜过滤后，通过钠离子色谱柱分离，再与

邻苯 二甲醛(OPA)衍生反应，由荧光检测器检测定量。

试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯;所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

3.1 偏磷酸溶液:C(H3PO2)为1呢/L。称取10.飞偏磷酸溶解于1000ml,的燕馏水中。

3.2 流动相:称取柠檬酸三钠19. 6g,M于950ml,水中 ，加入苯酚ImL，用H十浓度为6mol/L的硝酸

调pH值至3.10-3.25，经0. 45pm微孔滤膜过滤。
3.3 柱后荧光衍生反应试剂

3.3.1 硼酸钾溶液:c(K}130})为0. 5mol/L。称取硼酸123. 6g, X'Y.(化钾105g,M解后定容J". 4L.

3.3.2 邻苯二甲醛(OPA)溶液:称取邻苯二甲醛(OPA)0- 6飞，用1 Oml,甲醉将邻苯二甲醛(OPA)溶

解后，加入2-琉摹乙ft'} 0. 5ml,和Brij- 35 0. 35g，再加入0. 5mol/L的硼酸钾溶液(3. 3. 1) J-1. I OOOm.L，经
0.4匆M微孔滤膜过滤。

3.4 标准溶液:牛磺酸的浓度为1(hig/mL.精确称取牛磺酸标准,-1 0. 1 Oog，用水定容至I 00mL，再吸

1. Oml,此溶液至I 00ml,，定容后经0. 3AM微孔滤膜过滤。

仪器

    常用实验室仪器及:

4.1 分离柱:钠离子氨纂酸分离专用柱。

4.2 柱后反应器:氨从酸柱后反应器。

4.3 荧光检测器。

4.4 溶剂泵:流量为0. 01-0. 09mL/min.

4.5 数据处理系统:积分仪。

4.6 超声波振荡器。

国家技术监督局1997-05-28批准 1998一09一01实施
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5 操作步骤

5.1 精确称取样."Ill 1. 0-5.飞(在所称样中牛磺酸的含量不少于5}tg)，用60mL偏磷酸溶液(3.1)溶解

样况.，井移入IOOML容量瓶中。

5.2 将样液充分摇动后，放入超声波振荡器中振荡10-15min，待冷却卒室温后，定容毛刻度。

5.3 取60mL经振荡后的样液在50OOr/min条件卜离心20min.

5.4 吸取经离心的样液(F.清液)IOML，经0.知In微孔膜过滤，接取中间滤液约ImL作进样用。

5.5 色谱条件。

5.5.1 流动相流速:0. 3mL/min.

5.5.2 柱温:55*C.

5.5.3 邻苯二甲醛(OPA)衍生试剂流速:0. 3mL /min.

5.5.4 荧光拾测Z2激发波长:338mm,发射波长:425mm,灵Wff: 0. 01 AUFS,

6 分析结果的表述

样.、.中牛磺酸含量(ms八。、卜些气 1001篇 100(mg/loog) = 2 ,,   x 1000 .........·..···⋯⋯ (I)

式中:c— 仪器测得进样液的浓度,99加L;

    二— 样份.的质量'g.

7 允许差

同一样.甘.的两次测定值之差不得超过两次测定平均值的5%.
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前 言

在婴幼儿配方食品中添加 是近两年的科技成果 对其含量的检测方法尚在探索阶段

本标准给出的方法是在参考了大量国内外文献的基础上 经反复实验 验证而确定的 具有操作简便 快

速 灵敏度高的特点

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 刘波 杨金宝 王芸
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉

的 测 定 代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了用气相色谱法测定 和 的方法

本标准适用于婴幼儿配方食品和乳粉中 和 含量的测定

方法提要

抽提出样品内的脂肪 经甲基化反应后 以气相色谱 火焰离子化检测器定量测定样品中的

和 的含量

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

高峰氏淀粉酶

氨水 体积分数

乙醇 体积分数

乙醚

石油醚 沸程

正己烷 色谱纯

氢氧化钾的甲醇溶液 为 使用无水甲醇

标准溶液

标准贮备液 准确称取 标准鱼油 用正己烷溶解并

定容至 的浓度为 的浓度为 冷冻保存

标准工作液 取标准贮备液 用正己烷烯释并定容至 的浓度为

的浓度为 使用前配制 以防止溶剂挥发而使浓度改变

仪器和玻璃器皿

常用实验室仪器及

毛氏抽脂瓶

离心机

水浴锅

振摇器

气相色谱仪
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火焰离子化检测器

色谱柱 目 不锈钢柱

操作步骤

样品处理

含淀粉样品

准确称取 样品放入毛氏抽脂瓶中 加入 淀粉酶 再加入 的蒸馏

水 混合均匀后 用氮气排除瓶中空气 盖上瓶塞 置 烘箱内 取出冷却室温

不含淀粉样品

准确称取样品 放入毛氏抽脂瓶 中 用 的热水溶解 振摇 使样品完全分

散 水冷至室温

测定液的制备

于上述样品溶液中加入 体积分数为 的氨水 置于 水浴 中 取

出 轻摇 冷至室温

加入 乙醇 混匀 加入 乙醚 塞上塞子振摇 加入 石油醚

塞上塞子振摇 再加入 石油醚 塞上塞子振摇 离心或静止 使醚层 水层分开

有机层转入烧瓶中 第二次提取加入的试剂为 乙醇 乙醚 石油醚 操作同前 第三次

提取不加乙醇 只用 乙醚和 石油醚 如上操作

把提取的醚液合并 减压浓缩至近干 用正己烷溶解残留物并定容至 摇匀 准确吸取

此液于 带盖离心管中 加入 氢氧化钾的甲醇溶液 振摇 以上 放置

甲基化反应 如果有机层混浊 可离心使之澄清 此有机层即为样品待测液

测定

测定条件

进样器温度

检测器 温度

进样体积

灵敏度

衰减

氮气流速 氢气流速 空气流速

柱温

定性测定

根据保留时间定性 改变色谱条件 如柱温度 载气流速 使标准组分 和 的保留时间发

生改变 如果样品中的某个峰随标准品中的某个峰的保留时间有同样的改变 即证明样品中含有与标样

相同的某个组分

定量测定

外标定量法

注射一定量的标准工作液进入气相色谱仪 得到 和 的峰面积 注射等体积的样品待

测液进入色谱仪 得到样品中 和 的峰面积

分析结果的表述

样品中 或 的含量

式中 样品中组分 或 对应峰面积
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标准样中组分 的质量浓度

待测样品的总体积

标准工作液中组分 的峰面积

样品的质量

允许差

同一样品两次测定值之差不得超过两次测定平均值的
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前 言

本标准给出了两种方法 方法一为等效采用国际乳品联合会标准 乳粉 滴定酸度

的测定 基准法 方法二为等效采用国际乳品联合会标准 乳粉 滴定酸度的测定 常

规法

本标准方法一为仲裁法

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 黄敏 王芸 李玉贤
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中华人民共和国国家标准

乳 粉 滴 定 酸 度 的 测 定
代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了测定乳粉的滴定酸度的基准方法和常规方法

本标准适用于乳粉滴定酸度的测定

定义

本标准采用下列定义

乳粉的酸度

用 的氢氧化钠溶液滴定 干物质为 的复原乳 滴定至 为 或溶液变为

粉红色 酚酞指示剂 时 所需 氢氧化钠溶液的毫升数

方法一 基准法

方法原理

将一定量的乳粉溶于水中 制成复原乳 然后用 氢氧化钠滴定至 为 由此消耗的

氢氧化钠溶液毫升数可计算出滴定 干物质为 的复原乳 所需的氢氧化钠量

所需氢氧化钠溶液的量随产品中的自然缓冲物质变酸或添加酸性或碱性物质的量而变化

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

氢氧化钠标准溶液 为 保护此溶液 防止二氧化碳渗透

氢氧化钠标准溶液的标定 称取约 于 烘至恒重的邻苯二甲酸氢钾 准确至

用 无二氧化碳的水溶于锥形瓶中 加两滴 的酚酞指示剂 用配好的氢氧化钠溶液滴

定至粉红色 同时作空白实验 氢氧化钠标准溶液的浓度为

式中 氢氧化钠的浓度

称取的邻苯二甲酸氢钾的质量

氢氧化钠溶液的用量

空白试验氢氧化钠溶液的用量

酚酞溶液 取 酚酞溶于 体积分数为 的乙醇中 并加入 水 然后再加入氢氧

化钠溶液 直至加入一滴立即变成粉红色 再加入水定容至

氮气

食品伙伴网http://www.foodmate.net



仪器

常用实验室仪器及

天平 灵敏度为 或更高

滴定管 分刻度为 可准确至

计 带玻璃电极和适当的参比电极 已用 和 的缓冲溶液校准 可读至 单位

磁力搅拌器

量筒

锥形瓶 带磨口和磨口玻璃塞 颈部可容纳电极 一个滴定管头和一根氮气管

操作步骤

样品的制备

将样品全部移入到约两倍于样品体积的洁净干燥容器中 带密封盖 立即盖紧容器 反复旋转振

荡 使样品彻底混合 在此操作过程中 应尽量避免样品暴露在空气中 使吸收的水分减少到最少

测定

称取 样品 于锥形瓶 中 准确至

用量筒 量取 约 的水 使样品 复原 剧烈搅拌 然后静止

用滴定管 向锥形瓶中滴加氢氧化钠溶液 直到 达到 用 计测定

滴定过程中 始终用磁力搅拌器 进行搅拌 同时向锥形瓶中吹氮气 防止溶液吸收空气中的二氧化

碳 整个滴定过程应在 内完成

记录所用氢氧化钠溶液的毫升数 精确至

分析结果的表述

样品的滴定酸度

式中 氢氧化钠标准溶液的浓度

滴定时所用 溶液的毫升数

称取样品的质量

样品中水分的质量分数

乳粉相当 复原乳 脱脂乳粉应为 脱脂乳清粉应为

结果保留至小数点后一位

注 若以乳酸含量表示样品的酸度 那么 样品的乳酸含量 为样品的滴定酸度

为乳酸的换算系数 即 的氢氧化钠标准溶液相当于 乳酸

允许差

本方法的重复性为由同一分析人员 同时或在短时间间隔内 对同一样品所做的两次单独试验的结

果之差不得超过

方法二 常规法

方法原理

将一定量的乳粉溶解于水中 制成复原乳 以酚酞作指示剂 硫酸钴作参比颜色 用 的氢

氧化钠标准溶液滴定至粉红色 根据所消耗的毫升数可计算出滴定 干物质为 的复原乳 所
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需的氢氧化钠量

所需氢氧化钠溶液的量随产品中的自然缓冲物质变酸或添加酸性或碱性物质的量而变化

试剂

所有试剂 如未注明规格 均指分析纯 所有实验用水 如未注明其他要求 均指三级水

氢氧化钠标准溶液 为 标定同

参比溶液 将 七水硫酸钴 溶解于水中 并定容至

酚酞溶液 同

仪器

常用实验室仪器及

分析天平

滴定管 分刻度为 可准确至

移液管

量筒

锥形瓶 带磨口和磨口玻璃塞

操作步骤

样品的制备

将样品全部移入两倍于样品体积的洁净干燥容器中 带密封盖 立即盖紧容器 反复旋转振荡 使

样品彻底混合 在此操作过程中 应尽量避免样品露置在空气中 使吸收的水分减少到最少

样品的称取

称取 样品 于锥形瓶 中 准确至

测定

用量筒 量取 约 的水 剧烈搅拌使样品 复原 然后静止

向其中的一只锥形瓶中加入 参比溶液 得到标准颜色 轻轻转动 使之混合

如果要测定一系列相似的产品 则此标准溶液可用于整个测定过程 但不得超过

向第二只锥形瓶中加入 酚酞溶液 轻轻转动 使之混合

用滴定管 向第二只锥形瓶中滴加氢氧化钠溶液 边滴加 边转动烧瓶 直到颜色

与标准溶液的颜色相似 且 内不消退 整个滴定过程应在 内完成

记录所用氢氧化钠溶液的毫升数 精确至

分析结果的表述

样品的滴定酸度

式中 氢氧化钠标准溶液的浓度

滴定时所用氢氧化钠溶液的毫升数

称取的样品的质量

样品中水分的质量分数

乳粉相当 复原乳 脱脂乳粉应为 脱脂乳清粉为

结果保留至小数点后一位

注 若以乳酸含量表示样品的酸度 那么 样品的乳酸含量 为样品的滴定酸度

为乳酸的换算系数 即 的氢氧化钠溶液相当于 乳酸
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允许差

本方法的重复性为由同一分析人员 同时或在短时间间隔内 对同一样品所做的两次单独试验的结

果之差不得超过
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GB/T 5413-29-1997

前 言

    本标准给出了两种方法。方法一为不溶度指数法，等同采用国际乳品联合会标准IDF 129A, 1988

《乳粉和乳粉制品— 不溶度指数的测定卜方法二为溶解度法，对GB 5413-85中A. 2方法的文本格

式进行了修改。

    木标准方法一为仲裁法。

    本系列标准从实施之日起，代替GB 5413-85.

    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳品标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心.

    本标准参加起草单位:卫生部食品卫生监督检验所、浙江劣轻工业研究所、哈尔滨森水乳品有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:工芸、黄敏、工心祥、工晓fl.
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中华人民共和国国家标准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳粉 GB/T 5413.29--1997

溶 解 性 的 测 定 代甘 GB 5413-85

Milk powder and formula foods for infant and young children

                一〔ct- ination of solubility

I 范围

    本标准规定了不溶度指数和济解度的测定方法。

    本标准方法一适用于不含大豆成分的乳粉的不溶度指数的测定，方法二适用于婴幼儿配方食品和

乳粉的-A解度的侧定。

                              方法一   乳粉的不溶度指数的测定

2 定义

    本标准采用下列定义.

    不溶度指数 insolubility index

    在本标准规定的条件 卜将乳粉或乳粉制品U原，并进行离心，所得到沉淀物的体积的毫升数.

3 方法原理

    将样品加入到24℃的水中或50℃的水中，然后用特殊的搅拌器使之复原.静止一段时间后(有规

定)，使一定体积的复原乳在刻度离心管中离心，去除上层液体，加入与复原温度相同的水，使沉淀物iR.

新怂浮，再次离心后.记录所得沉淀物的体积.
    注:峨解干姐产昌复反时使用41度为 24℃的水.邢分滚筒干坦产昌复琢时便用沮度 为so℃的水。

4 试剂

    所有试剂，如未注明规格，均指分析纯，所有实验用水，如未注明其他要求，均指三级水。

    硅酮消泡剂:硅酮乳化液的质盆分数为30%.

    按第9章所述步绷(不加样品)，检脸硅用消泡剂的适用性。试验结束后，离心管底部可见硅酮液体

不应大于。. 01ML.

5 仪器

    常用实验室仪器及:

5.1 水浴:工作温度为24.0℃士0.2℃和/或50.0℃士0. 21C,可放置一个或几个搅it杯(5.8).

5.2 温度计:可侧定温度为}T,℃和/或50*C，误差不超过上0. 2*C.
    注:由于复WAI度是形响不晌度折效的t要因砚，所以66.1和6.3(和6.4.8)中所用沮度计的准确度应符合理定。

5.3 表面光衍的勺.或「净且光淆的取样纸(尺寸为140nun X 140= )。用来称样。

国家技术监普局1997-05-28批准 1998-09-01实施
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GH汀 541 S. 29-1997

5.4 天平:准确到0. 01g.

5.5 塑料量简:容量为I OO.L士0. 5mL (20)C).
    注:与玻确.筒相比.塑料.筒热容较低，所以存a简中加入水后.卫度变化最小。

5.6 刷了:可刷去勺或称样纸(5.3)土的残留样品。

57 电动搅拌器，具有以下特性:

    a )搅拧器轴L有16个叶片(不锈钢)，形状和尺寸如图I所示。叶片平的一面位于下方，对I }按顺

时针方向旋转的搅拧器，叶片从右向左向上倾斜1).

    功 叶片之间成30*角，水平齿间距(叶轮的圆周)为8.73..(11/32英寸)，使用一段时间后这些尺

寸可能会变化，因此应周期性检查和维护。

    0 当搅拌杯[2定在搅拌器L后，搅扦器轴的高度(即从叶片最低处到杯底的距离)应为10- 土

2.-,也就是说杯的深度为132.- ，由杯的项部到叶片最低处是122- 士2nm，杯顶部到叶片最高处

为115n=土2mm。叶轮应位于杯中央。

    d)当向搅柞杯中加入100mL24℃的水〔加入或未加入样品(6.2)〕进行混合11}1,搅抒器接通后，叶轮

的thl定转速为360Qr/uiin1lOQr/}in(在5}之内达到)。叶轮的旋转方向应为顺时针(由图可看出)。应

使用电动测速仪定期检卉l在负载情况下叶轮的转速(如 卜所述)，这对旧型的搅拧器尤其承要。对于非
同步电动机。转速可以用调速器或速度指示器调整到3600r/mi。士I oorZ.,i.(适用卜转速的准确度份不

到保证的搅扑器).

5.8 玻璃搅扦杯:容量为500mL.可与搅拧器(5. 7W,套使用。搅扑杯(四叶型)，形状如图I所示，尺寸

大致如图。

5.9 计时器:可显示0-60a和0-60min.

5.10 平勺:长度约210= .

5.11 电动离心机:有速度显示器。垂直负载，有适合f离心竹M  12)并可向外转动的套竹，竹底加速度

为160g.，并且在离心机盖合时，温度保持在20-25'C.

    ”，:在离心过程中产生的加速度等于1.12}'X 10',,为水平旋转的有效半径，二 1.为转速,r/min.

5.12 玻璃离心管。锥形，尺寸、刻度、标注、无光泽处的斑纹等如图2所示，带橡胶塞。刻度数和标注

".L(20*C)"应持久不退，刻度线应清晰F净。20℃时.其容最最大误差如下:

    — 在0. IML处:士0. 05.L;

    - 0. I-I-L:土0.1.止，

    - 1-2mL:士0.肋止;

    - 2-5mL,士0.3.山;

    - 5-1 OmL.士0.5.山.

    — 在 lomL处.土ImL.

    注。作为日常生产控侧，可以便用其他形状的离心管，但容.误差必须符合卜面所列出的要求。如米是有争议的或

        需要确定的结果，则应便用& 12中理定的离心管.

5.13 虹吸管或与水泵相连的吸管:可除去离心管M  12)中的上层液体。管由玻璃制成，并且带朝上的

u型竹，适于虹吸(见图2).

5.14 玻璃搅竹棒:长250- ,直径为3. 5mm.
5.巧 放 k锁  }速取沉泞物休积数.

I)有此投并器，其叶轮可能是逆时针旋转的(她.)).这此径拌朋的叶片要从左向右朝卜倾斜IN此投拌杯中液体运

  动方向产生的效果健与顺时针转动的叶轮一样。在其他方面，如轴的固定方式及与杯雇部的距离，逆时针旋转叶

  轮与顺时什旋转叶轮的硬求扣同。
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                              图2 离心管和相配的虹吸管

6 操作步骤

6.1 样品的制备
    侧定前，应保证实验室样品至少在室温(20-25'C)下保持48h，以便使影响不溶度指数的因素，在

齐个样品中趋于一致.

    然后反复振荡和反转样品容器.混合实验室样品。如果容器太满，则将全部样品移入清洁、r燥,密

闭，不透明的大容器中，如上所述彻底混合。

    对于速溶乳粉，应小心地混合，以防样品颗粒减小。

6.2 搅竹杯的准备

    根据不溶度指数的侧定温度(24'C或50,C)，分别将搅拧杯 (5-8)的温度调整到24.0℃土0. 2C或

50.0℃士0. 21C。方法是将搅拧杯放入水浴(5.0中一段时间，水位接近杯项。
    注‘后文中，.在24.0℃士0.2亡或50.0℃士0.2亡是适当的.是扮粱用达一沮度。

6.3 样品部分

    用勺((5.3)或在称样纸((5.3)上称样，精确至0. Olg ,取样量如F:

    a)全脂乳粉、部分脱脂乳粉、全脂加欲乳粉、乳基婆儿食品及其他以全脂乳粉和部分脱脂乳粉为原

料生产的乳粉类产品.13. 0飞;

    b)脱脂乳粉和酪乳粉,10.0呢，

    0 乳洁粉:7. 00g.

6.4 汉心定

6. 4.1 从水浴中取出搅扦杯(见6.2),迅速擦I杯外部的水，用量筒(5.5)向杯中加入I OO.L士

0. SmL,24℃土0. VC或50.0℃土0.2℃的水(见6.2注).

6.4.2 向搅拌杯中加入3滴硅酮消泡剂“.1),然后加入样品(6.3),必要时，可使用刷子(5.6),以使使

全部样品均落入水表面。

6.4.3 将搅扦杯放到搅扑FA (5. 7)上固定好，接通搅抒器开关，混合90.后，断开开关。如果搅扦器为非
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同步电动机，带有调速器或速度指示器，则将叶轮在最初5s内的转速调到3600r/rmn士I OOr/min,片混
合9N.

6. 4.4 从搅拧器上取下搅拌杯(停留几秒，使叶片上的液休流入杯中)，将杯在室温下(见9.2)静止

5niin以上，但不超过I Smin(见9.3).

6.4.5 向杯内的混合物(见9.5)加入3滴硅阴消泡剂，用平勺(5.10)彻底混合杯中内容物to,(不要过

度)，然后立即将混合物倒入离心管(5.12)中至SOML刻度处，即顶部液位与50.1,刻度线相吻合.

6.4.6 将离心管放入离心机中(要对称放置).使离心机迅速旋转.并在管底部产生16如。的加速度.然

后在20-25℃下使之旋转5min.

6.4.7 取出离心管，用平勺((5.10)去除和倾倒掉管内上层脂肪类物质。吸直握住离心管，用虹吸管或吸

管(5.13)去除上层液体，若为滚筒I }操产品.则吸到顶部液位与l5mL刻度处承合，若为喷雾干煤乳粉，

则与loml,刻度处承合，注意不要搅动不溶物。如果沉淀物体积明扯超过15.L或I O.L，则不再进行下

部操作，记录不溶度指数为勺smL”或“>IomL"并如第7章所述标明复原温度.反之应按6.4.8所述

操作。

6.4.8 向离心管中加入24'C或50℃的水(见6.2注)，直到液位与30mL刻度承合，用搅竹捧(5.14)充

分搅拌沉淀物.将搅it棒抵靠管壁，加入相同温度的水，将搅并棒上的液体冲下，直到液位与50.L刻度

处承合。

6.4.9 用橡胶塞塞上离心管，缓慢翻转离心管5次，彻底混合内容物，打开塞子(将塞底部靠在离心管

边缘，以收集附着在土面的液体)，然后如6.4.6所述，在规定的转速和温度下离心5.in.
    注。建议将离心管放入离心机中时.使离心管的刻度线在离心机旋转时既不朝上也不朝卜.而是处于中间位健。这

        样即使沉沈物顶部倾斜.沉沈物体积也很容易估旅。

6.4-10 取出离心管，竖直握住离心管，以适当背景为对照1)，使眼睛与沉淀物顶部平齐，借助放大镜

(5. 15)读取沉淀物体积数。如果沉淀物体积小于0. 5mL.则精确至0. 05mL。如果沉淀物体积大于

0. 5}L，则精确至0. IML.如果沉淀物顶部倾斜，则估算其体积数.如果沉淀物顶部不齐，则使离心竹垂

直放置几分钟。通常沉淀物的顶部会变平些，因此比较容易读数。记录交原水温度。

7 分析结果的表述

    样品的不溶度指数等于6.4.10中所记求的沉淀物体积的毫升数。并报告复原时所用水的温度。例

如:

              氏lmL(24℃)

              4. ImL(501C)

8 允许差

乐I *.义性

    由同一分析人员，用相同仪器.在短时间间隔内，对同一样品所做的两次单独试验的结果之差不拟

超过0. 138M,M足两次测定结果的平均厅‘

乐2 承1w,性

    由不同实验室的两个分析人员.对同一样品所做的两次单独试验结果之差不御超过0. 328M, M为

两次侧定结果的平均仇。

1 以灯光或暗背蚁为对照观乔离心管 I沉沈物的顶部会吏限目、易读。

食品伙伴网http://www.foodmate.net



GB/T 541129-1997

9 注意事项

9.1 实验一q开始.就应连续进行。f〔何步骤都不得间断。必须严格遵守所有关于温度和时间的规定.

9.2 由于不溶度指数的侧定可能受环境温度的彭响，所以建议检验过程应在温度为20-25℃的实验

室内进行。

9.3 该检验中允许有5-15min的放置时间(6.4.4),这点己表明对不溶度指数无明显形响。在I Omin

之内如果书先将几个搅拧杯的温度都已调好(见6.2)，且将样品(6.3)同II,j称好，则可将这几个样品作

为一批同时侧定.这样，可以发现修正后的6.2和6.4.1操作步骤有一定的优越性，即向放在水浴中的

搅竹杯内加入I 00}L土0. 5.L水(温度适当)。当杯内水温稳定在正确仇后，由水浴中取出一个搅抒杯，

然后再技6. 4. 1-6. 4. 4步骤操作，同于卜依次准备其他搅拧杯，这样则可同时离心成批样品.

9.4 各试样量等于:混合时, I OOML水中样品的总固体含量(用混合物的质量分数表示)大约为原始液

体中的总141体含量。
9.5 在6.4.5中加入3滴硅酮消泡剂“.I )，对在混合过程中不人可能起泡的产品则是不必要的。但是

为了使所有样品的操作步哪一致，应均加入3滴消泡剂。

                                  方法二  溶解度的测定

定义

浓解度 solubility

何百克样品经规定的溶解过程后，全部滚解的质量。

仪器

常用实验室仪器及:

  离心管.5OmL,Jy壁、硬质(见图3).

  烧杯:50rnL.

  离心妇L .

  称璧川I ,直径50-70m.的侣IIII.或玻劝III[.

图 3 溶解度币量法离心管
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12 R作步0

12.1 称取样品昆(准确至0. OIg)于50rnL烧杯中，用38.L25-30℃的水分数次将乳粉滚解于5OmL

离心管中，加塞。

12.2 将离心竹置于30℃水中保温5niin,取出，振摇3niin.

12.3 置离心机中，以适当的转速离心 10min.使不溶物沉淀。倾去上济液，并用棉杜擦净管壁。

12.4 再加入25-30℃的水38}L,加塞.上、下摇动，使沉淀悬浮。

12.5 再咒离心机中离心 I Ornin,倾去E清液，用棉性仔细擦净管壁。

12.6 用少量水将沉淀冲洗入已知质量的称量IIII.中.光在沸水浴E将IIII.中水分燕十，再移入]00,C烘粕

中卜操至加1乖(最后两次质量差不超过2mg).

13 分析结果的表述

样品中溶解度(9/1009)=100
C.，一爪)x too
0 一B) X .

:’ “，.⋯. ““““..(I)

式中:.— 样品的质量，引

    价1— 称量IIIL质量.91

    二:— 称量1111.和不溶物卜操后质最,9 1

    B- 样品水分,g/loog.
    注I加肋乳粉计稼时a In除加队且。

14 允许差

    同一样品两次测定价之差不得超过两次侧定平均位的2%。
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乳与乳粉 杂质度的测定
代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了杂质度的测定方法

本标准适用于生鲜牛乳 巴氏杀菌乳 脱脂乳等液体加工乳 及不含非乳蛋白质 不含淀粉类成分的

乳粉的杂质度的测定

定义

本标准采用下列定义

杂质度

根据本方法测得的 液体乳样品或 乳粉样品中 不溶于约 热水残留于过滤板上

的可见带色杂质的数量

仪器及设备

常用实验室仪器及

过滤设备 正压或负压杂质度过滤机或 抽滤瓶 配有可安放棉质过滤板的瓷质过

滤漏斗或特制漏斗

棉质过滤板 直径 密度为 符合附录 标准的附录 的要求 过滤时牛乳通过面

积的直径为

杂质度标准板

杂质度标准板的制作方法见附录 标准的附录

烧杯

操作步骤

取液体乳样 加热至 乳粉样取 用已过滤的水充分调和 加热至 或直接用

水充分调合 于过滤装置上的棉质过滤板上过滤 用水冲洗附于过滤板上的牛乳 将过滤板置于

烘箱中烘干后 在非直接但均匀的光亮处与杂质度标准板比较 即可得出过滤板上的杂质量

当过滤板上杂质的含量介于两个级别之间时 判定为杂质含量较多的级别

分析结果的表述

前述与杂质度标准板比较得出的过滤板上的杂质量 即为该样品的杂质度

允许差

按本标准所述方法对同一样品所作的两次重复测定 其结果应一致 否则应重复再测定两次
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附 录

标准的附录

杂质度过滤板的检验

材料

润湿剂 溶液 使用一种湿雾剂或其他合适的润湿剂

植物胶溶液 将 角豆胶或其他合适的胶加到 水中 然后用搅拌器搅拌

通过抽真空或加热处理 使溶液排除气泡 煮沸 冷却 然后加 甲醛溶液 这可以导致不溶

解的植物碎片分离 使得使用的上清液清晰

为了便于在没有搅拌的情况下在水中分离 可将 角豆胶溶入 容量瓶内的几毫升乙醇

中 用水稀释至刻度 充分混合 然后按上述步骤继续操作

蔗糖溶液 将 蔗糖溶于 水中

精制杂质混合物 分散相 用地面牛粪 泥土及木炭经过干燥箱 烘干 制备混合

物 每种材料分别过筛 收集可以通过 的 直径为 通不过 的筛子成分 做

法如下

放不要超过 的牛粪或泥土 不要超过 的木炭 过筛 在 的筛子外套装 的另一

个筛子 覆盖 固定接收装置 用手振荡筛子的套 以每分钟敲打 次的速度过筛 一次操作大约用量

以过 筛子的碎片继续在 的筛子上过 使用第二次过筛所保留的成分 按下列比

例最大程度的混合均匀

牛粪

泥土

木炭

将 上述混合物放入到 单刻度标记的容量瓶中 用 润湿剂 润湿 加入

植物胶溶液 然后用蔗糖溶液 将液面加到瓶颈口 加几滴乙醇 再用蔗糖溶液加至刻度 充分混

合

将溶液倒入一个 烧杯或有螺旋盖的瓶子中 允许带进少量空气 用一个小的机械搅拌器以

的速度搅拌 直到杂质在明亮的反射光下均匀地分布为止 固定搅拌器的叶片 以使细

小颗粒不要堆积在烧杯底部的旋涡处 搅拌时 用单刻度吸管 出口直径 移取 大约相当于

杂质混合物 于容量瓶中 用水定容到

设备

天平 精确到

干燥器 含有效干燥剂

干燥箱 可控制温度

过滤装置 见

过滤板 见

滤纸 直径 或 优质

步骤

将滤纸 放在一个布氏漏斗中 用大约 的水冲洗 然后放入 烘箱中烘干至恒

重 转入带盖的干燥器内 称重
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将 精制的杂质混合物 经过充分搅拌后 通过安装在过滤装置上的过滤板

过滤 这相当于 杂质

用一个清洁的三角瓶收集滤液 将滤纸转移到烧杯中 用水冲洗该烧瓶二次 将洗液全部加入到烧

杯中

将滤液再一次通过固定在布氏漏斗中的经清洗 干燥 并称好质量的滤纸 用水充分冲洗

烧杯和滤纸 然后将滤纸放入 烘箱中烘干至恒重

至少检验两个以上过滤板

评价

通过三个或三个以上过滤板中每个过滤板上杂质的平均量不超过 根据精制的杂质混合物

制备的一个标准板不应在表层下面出现杂质

附 录

标准的附录

杂质度标准板的制作

材料

使焦粉 灰土 牛粪 木炭通过一定的筛子 然后在 烘箱中烘干 并按下列比例配合混匀

焦粉占 其中

通过 目筛而不通过 目筛的占

通过 目筛而不通过 目筛的占

灰土占

可通过 目筛

牛粪占 其中

通过 目筛而不通过 目筛的占

通过 目筛而不通过 目筛的占

通过 目筛而不通过 目筛的占

木炭占 其中

通过 目筛而不通过 目筛的占

通过 目筛而不通过 目筛的占

步骤

将已准备好的各种杂质混匀 总量以 为宜 从中准确称取 直接倒入 容量瓶

中 加蒸馏水 和体积分数为 经过过滤的阿拉伯胶液 再以质量分数为 的经过过

滤的蔗糖液加至刻度并混匀 此液杂质浓度为

取浓度为 的杂质液 以 过滤的蔗糖液稀释至 则此液杂质的浓度

为

取浓度为 的杂质液 以 过滤的蔗糖液稀释至 则此液杂质的浓

度为

以 牛乳或 乳粉为取样量 按表 制备各标准杂质板
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表

标准板号
杂质相对质量浓度

牛乳 乳粉

杂质绝对含量 量取混合杂质液数量
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GB/T 5413-31-1997

自ii 言

    本标准给出的是尿酶的定性测定方法，方法快速准确。

    本系列标准从实施之日起，代什GB 5413-85}
    本标准由中国轻工总会提出。

    本标准由全国乳.异.标准化中心归口。

    本标准负责起草单位:国家乳制品质量监督检验中心。

    本标准参加起草单位:R生部食.". V,UI生监督检验所、浙江省轻 〔业研究所、哈尔滨森永乳.异.有限公

司、雀巢(中国)投资服务有限公司。

    本标准主要起草人:王芸、殷晓红、房玉国、王克新。
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中华 人 民 共 和 国 国 家 标 准

婴 幼 儿 配 方 食 品 和 乳 粉 GB/T 5413-31-1997

W 酶 的 定性 检 验 代替 OB 5413-85

Milk povvder and formula foods for infant and young children

                一心 ualitative detection of urease

I 范围

    本标准规定了服酶的定性检验方法。

    本标准适用于婴幼儿配方食.甘.和乳粉中服酶的定性检验。

2 方法原理

    IR酶在适当酸碱度和温度下，催化尿素转化成碳酸铰。Iff碳酸钱在碱性条件下形成氢氧化钱，与钠

氏试剂中的碘化钾汞复盐作用形成棕色的碘化双汞钱。

  NH2(]ONH}+ 2H20丝竺(NH4)2CO3
    (NH4)2CO3+ 20H--  C032-+ 2NH40H

    K,EH914〕+KOH+NH3-- NH}Hg2l+KI+H20
                                          黄棕色沉淀

3 试P, Ii

3.1 尿素溶液:log压。

3.2 钨酸钠溶液:1009/L.

3.3 A石酸钾钠溶液:20g/L.

3.4 硫酸:体积分数5%.
3.5 中性缓冲液

    取下述磷酸氢 几钠溶液61 lml, I磷酸二氢钾溶液389mL，两种溶液混合均匀。

3.5.1 磷酸氢二钠溶液

    称取无水磷酸氢二钠9. 47g,溶J-- 10OOmL蒸馏水中。

3.5.2 磷酸二氢钾溶液

    称取磷酸二氢钾 9. 07g,溶F- 1000ML蒸馏水中。

3.6 钠氏试剂

    称取红色碘化7j}(Hg12)55g,碘化钾41. 25g,溶I-- 250ml,蒸馏水中，溶解后，倒入I 000ml,容量瓶

中。再称取氢氧化钠14她溶于500ml,水中，溶解并冷却后，再缓慢地倒入上述1000ML的容量瓶中，加

水至刻度，摇匀，倒入试剂瓶静置后，用上清液。

4 操作步骤

4.1 取IOML比色管甲、乙两支，各加入0. Ig样品'imL燕馏水。振摇0. 5min(约100次)。然后各加

国家技术监督局1997-05-28批准 1998-09-01实施

食品伙伴网http://www.foodmate.net



GB/T 5413-31-1997

入ImL中性缓冲溶液(3.5).

4. 2 向甲竹(样品管)加入ImL尿素溶液((3.1)。再向乙管〔空自对照管)加入ImL蒸馏水，两管摇匀

后，置于40℃水浴中保温20min.

4.3 从水浴中取出两管后，各加4mL蒸馏水，摇匀，再加ImL钨酸钠溶液(3.2),摇匀，加ImL硫酸溶

液(3.4),摇匀，过滤备用。

4.4 取L述滤液2mL，分别注入 二支25mL具塞的比色管中。各加入15mL水，IML酒石酸钾钠溶液

(3. 3),2niL钠氏试剂(3. 6), M.后以蒸馏水定容罕25rnL,摇匀。观察结果。

分析结果的表述

分析结果按表 1进行判断。

农 1 结果的判断

服醉定性 表示符号 显    示  精 况

强阳性 + ++ + 砖红色混浊或M清液

次强阳性 十 十+ 桔红色ig.清液

阳性 ++ 深金黄色或黄色ig.清液

弱阳性 十 淡黄色或微黄色ig.清液

阴性 样品管与空白对照管同色或更淡
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前 言

乳粉中含有的硝酸盐 亚硝酸盐主要来源于原料乳中的人为掺假和牛饲料 对其含量的测定国际上

广泛采用镉还原和光度分析法 本标准等同采用国际乳品联合会标准 乳粉 硝酸盐

和亚硝酸盐含量的测定 镉还原和分光光度法 中的镉柱再生部分稍做修改 其他内容均相同

本系列标准从实施之日起 代替

本标准由中国轻工总会提出

本标准由全国乳品标准化中心归口

本标准负责起草单位 国家乳制品质量监督检验中心

本标准参加起草单位 卫生部食品卫生监督检验所 浙江省轻工业研究所 哈尔滨森永乳品有限公

司 雀巢 中国 投资服务有限公司

本标准主要起草人 黄敏 田间 刘波 王芸 王心祥
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中华人民共和国国家标准

乳粉 硝酸盐 亚硝酸盐的测定
代替

国家技术监督局 批准 实施

范围

本标准规定了采用镉还原和光度分析法测定硝酸盐和亚硝酸盐的方法

本标准适用于乳粉中硝酸盐和亚硝酸盐的测定

本方法检出极限分别为 硝酸盐 亚硝酸盐

方法原理

将乳粉样品溶解于水中 沉淀脂肪和蛋白后 进行过滤 用镀铜镉粒使部分滤液中的硝酸盐还原为

亚硝酸盐 在未还原的滤液和已还原的滤液中 加入磺胺和 萘基 乙二胺二盐酸盐 使其显粉红色

然后用分光光度计在 波长下测其吸光度

将测得的吸光度与亚硝酸钠标准系列溶液的吸光度进行比较 就可计算出样品中的亚硝酸盐含量

和硝酸盐还原后的亚硝酸盐总量 从两者之间的差值可以计算出硝酸盐的含量

试剂

测定用水应是不含硝酸盐和亚硝酸盐的蒸馏水或去离子水

注 为避免镀铜镉柱 中混入小气泡 柱制备 柱还原能力的检查 和柱的再生 时所用的蒸馏

水或去离子水 最好是刚煮沸过并冷却至室温的

镀铜镉粒 直径 也可按下述方法制备

将适量的锌棒放入烧杯中 用 的硫酸镉 溶液浸没锌棒 在 之内 不断将

锌棒上的海绵状镉刮下来 取出锌棒 滗出烧杯中多余的溶液 剩下的溶液能浸没镉即可 用蒸馏水冲

洗海绵状镉 次 然后把镉移入小型搅拌器中 同时加入 的盐酸 搅拌几秒钟 以

得到所需粒度的颗粒 将搅拌器中的镉粒连同溶液一起倒回烧杯中 静止几小时 这期间要搅拌几次以

除掉气泡 倾出大部分溶液 立即按 至 中叙述的方法镀铜

硫酸铜溶液 溶解 五水硫酸铜 于水中 稀释至

盐酸 氨水缓冲溶液 用 水稀释 浓盐酸 质量分数约为

混匀后 再加入 浓氨水 质量分数等于 的新鲜氨水 用水稀释至

混匀 用精密 计调 值为

盐酸溶液 约为 用水将 的浓盐酸 稀释至

盐酸溶液 约为 将 的盐酸溶液用水稀释至

沉淀蛋白和脂肪的溶液

硫酸锌溶液 将 的七水硫酸锌 溶于水中 并稀释至

亚铁氰化钾溶液 将 的三水亚铁氰化钾 溶于水中 稀释至

溶液 用水将 的二水乙二胺四乙酸二钠 溶解 稀释至
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显色液 体积比 盐酸溶液 将 浓盐酸加入到 水中 冷却后装入试剂瓶

中

显色液 的磺胺溶液 在 水中加入 浓盐酸 然后在水浴上加热 用其溶解 磺

胺 冷却至室温后用水稀释至 必要时进行过滤

显色液 的萘胺盐酸盐溶液 将 的 萘基 乙二胺二盐酸盐

溶于水 稀释至 必要时过滤

注 此溶液应少量配制 装于密封的棕色瓶中 冰箱中 保存

亚硝酸钠标准溶液 相当于亚硝酸盐的浓度为

将亚硝酸钠 在 的范围内干燥至恒重 冷却后称取 溶于 容量

瓶中 用水定容 在使用的当天配制该溶液

于 容量瓶中 取 上述溶液和 缓冲溶液 用水定容

该标准溶液中含 的

硝酸钾标准溶液 相当于硝酸盐的浓度为

将硝酸钾 在 的温度范围内干燥至恒重 冷却后称取 溶于 容

量瓶中 用水定容

在使用当天 于 的容量瓶中 取 上述溶液和 缓冲溶液 用水定容

的该标准溶液含有 的

仪器

所有玻璃仪器都要用蒸馏水冲洗 以保证不带有硝酸盐和亚硝酸盐

分析天平

烧杯

锥形瓶

容量瓶 和

移液管

吸量管

量筒 根据需要选取

玻璃漏斗 直径约 短颈

定性滤纸 直径约

还原反应柱 简称镉柱 如图 所示

分光光度计 测定波长 使用 光程的比色皿

计 精度为 使用前用 和 的标准溶液进行校正
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图 硝酸盐还原装置

操作步骤

制备镀铜镉柱

置镉粒 于锥形烧瓶 中 所用镉粒的量以达到要求的镉柱高度为准

加足量的盐酸 以浸没镉粒 摇晃几分钟

滗出溶液 在锥形烧瓶中用水反复冲洗 直到把氯化物全部冲洗掉

在镉粒上镀铜 向镉粒中加入硫酸铜溶液 每克镉粒约需 摇晃

滗出液体 立即用水冲洗镀铜镉粒 注意镉粒要始终用水浸没 当冲洗水中不再有铜沉淀时即可

停止冲洗

在用于盛装镀铜镉粒的玻璃柱的底部装上几厘米高的玻璃纤维 见图 在玻璃柱中灌入水

排净气泡

将镀铜镉粒尽快地装入玻璃柱 使其暴露于空气的时间尽量短 镀铜镉粒的高度应在

的范围内

注

避免在颗粒之间遗留空气

注意不能让液面低于镀铜镉粒的顶部

新制备柱的处理 以不大于 的流量将由 水 硝酸钾标准溶液

缓冲溶液 和 溶液 组成的混合液通过刚装好镉粒的玻璃柱 接着用
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水以同样流速冲洗该柱

检查柱的还原能力

这种检查每天至少要进行两次 一般在开始时和一系列测定之后

用移液管将 的硝酸钾标准溶液 移入还原柱顶部的贮液杯中 再立即向该贮 液杯

中添加 缓冲溶液 用一个 的容量瓶收集洗提液 洗提液的流量不应超过

在贮液杯将要排空时 用约 水冲洗杯壁 冲洗水流完后 再用 水重复冲洗 当第二

次冲洗水也流完后 将贮液杯灌满水 并使其以最大流量流过柱子

当容量瓶中的洗提液接近 时 从柱子下取出容量瓶 用水定容至刻度 混合均匀

移取 洗提液于 容量瓶中 加水至 左右 然后按 和 操

作

根据测得的吸光度 从标准曲线 上可查得稀释洗提液 中的亚硝酸盐含量

据此可计算出以百分率表示的柱还原能力 的含量为 时还原能力为

如果还原能力小于 柱子就需要再生

柱子再生

柱子使用后 或镉柱的还原能力低于 时 按如下步骤进行再生

在 水中加入约 溶液 和 盐酸溶液 以 左右的速

度过柱

当贮液杯中混合液排空后 按顺序用 水 盐酸溶液 和 水冲洗柱子

检查镉柱的还原能力 如低于 要重复再生

样品的称取和溶解

液体乳样品 量取 样品于 锥形瓶中 用 的水分数次冲洗样品量

筒 冲洗液倾入锥形瓶中 混匀

乳粉样品 在 烧杯中称取 样品 准确至 用 的水将样品洗入

锥形瓶中 混匀

乳清粉及以乳清粉为原料生产的婴儿配方粉样品 在 烧杯中称取 样品 准确至

用 的水将样品洗入 锥形瓶中 混匀 用铝箔纸盖好锥形瓶口 将溶好的

样品在沸水中煮 然后冷却至约

脂肪和蛋白的去除

按顺序加入 硫酸锌溶液 亚铁氰化钾溶液 和 缓冲溶液

加入时要边加边摇 每加完一种溶液都要充分摇匀

静止 然后用滤纸 过滤 滤液用 锥形瓶收集

硝酸盐还原为亚硝酸盐

移取 滤液于 小烧杯中 加入 缓冲溶液 晃匀 倒入镉柱顶部的贮液杯

中 以小于 的流速过柱 洗提液 过柱后的液体 接入 容量瓶中

当贮液杯快要排空时 用 水冲洗小烧杯 再倒入贮液杯中 冲洗水流完后 再用 水

重复一次 当第二次冲洗水快流完时 将贮液杯装满水 以最大流速过柱

当容量瓶中的洗提液接近 时 取出容量瓶 用水定容 混匀

测定

分别移取 洗提液 和 滤液 于 容量瓶中 加水至约

在每个容量瓶中先加入 显色液 边加边混 再加入 显色液 小心混合

溶液 使其在室温下静置 避免直射阳光

加入 显色液 小心混合 使其在室温下静置 避免直射阳光 用水定容至刻

度 混匀
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在 内用 波长 以空白试验液体为对照测定上述样品溶液的吸光度

标准曲线的制作

分别移取 或用滴定管放出 和 亚硝酸钠标准溶液 于九个

容量瓶中 在每个容量瓶中加水 使其体积约为

在每个容量瓶中先加入 显色液 边加边混 再加入 显色液 小心混合

溶液 使其在室温下静置 避免直射阳光

加入 显色液 小心混合 使其在室温下静置 避免直射阳光 用水定容至刻

度 混匀

在 内 用 波长 以第一个溶液 不含亚硝酸钠 为对照测定另外八个溶液的吸光

度

将测得的吸光度对亚硝酸根质量浓度作图 亚硝酸根的质量浓度可根据加入的亚硝酸钠标准溶

液的量计算出 亚硝酸根的质量浓度为横坐标 吸光度为纵坐标 亚硝酸根的质量浓度以 表

示

分析结果的表述

亚硝酸盐含量

样品中亚硝酸根含量

式中 根据滤液 的吸光度 从标准曲线上读取的 的浓度

样品的质量 液体乳的样品质量为

所取滤液 的体积

样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐含量

式中 样品中亚硝酸根的含量

样品中以亚硝酸钠表示的亚硝酸盐的含量

报告测定结果准确至

硝酸盐含量

样品中硝酸根含量

式中 根据洗提液 的吸光度 从标准曲线上读取的亚硝酸根离子浓度

样品的质量

所取洗提液 的体积

根据式 计算出的亚硝酸根含量

若考虑柱的还原能力

样品的硝酸根含量

式中 测定一系列样品后柱的还原能力

样品中以硝酸钠计的硝酸盐的含量

式中 样品中硝酸根的含量

样品中以硝酸钠计的硝酸盐的含量

报告检测结果准确至
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允许差

重复性

由同一分析人员在短时间间隔内测定的两个亚硝酸盐结果之间的差值 不应超过

由同一分析人员在短时间间隔内测定的两个硝酸盐结果之间的差值 在硝酸盐含量小于

时 不应超过 在硝酸盐含量大于 时 不应超过结果平均值的

重现性

由不同实验室的两个分析人员对同一样品测得的两个硝酸盐结果之差 在硝酸盐含量小于

时 差值不应超过 在硝酸盐含量大于或等于 时 该差值不应超过结果平均

值的

食品伙伴网http://www.foodmate.net
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