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巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳中复原乳的鉴定

1 范围 

本标准规定了巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳中复原乳的鉴定和相应的检测方法。 

本标准适用于巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳中复原乳的鉴定。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随 后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达 成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。 

GB/T 5413.1 婴幼儿配方食品和乳粉 蛋白质的测定 

GB/T 6682－1992 分析实验室用水规格和试验方法 

ISO 5538:1987 乳和乳制品 取样 品质检验 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本标准。 

3.1 

生乳 raw milk 

从健康奶畜挤下的常乳，仅经过冷却,可能经过过滤，但未经过巴氏杀菌、低于巴氏杀菌的 

热处理、净乳和其他的杀菌处理。 

3.2 

复原乳 reconstituted milk 

炼乳或/和全脂乳粉与水勾兑成的原料乳。 

3.3 
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巴氏杀菌 pasteurilization 

经低温长时间（62℃～65℃,保持30min）或经高温短时间（72℃～76℃,保持15s；或

80℃～85℃，保持10s～15s）的处理方式。 

3.4 

超高温瞬时灭菌 UHT 

经135℃以上保持数秒的处理方式。 

生乳经UHT灭菌处理后，乳果糖含量应该低于600mg/L。 

4 复原乳的鉴定 

4.1 巴氏杀菌乳 

当巴氏杀菌乳每100g蛋白质中糠氨酸含量大于12mg时，则鉴定为含有复原乳。 

4.2 UHT灭菌乳 

当UHT灭菌乳发生下列情况之一时，则鉴定为含有复原乳： 

a）W - 0.7×t > 190； 

式中： 

W —— 待测UHT灭菌乳样品中每100g蛋白质中所含糠氨酸的毫克数； 

t —— 待测UHT灭菌乳贮存天数； 

0.7 —— 待测UHT灭菌乳每贮存一天每100g蛋白质中产生的糠氨酸毫克数。 

b）当UHT灭菌结束时乳每100g蛋白质中糠氨酸含量为140mg～190mg时，乳果糖含
量（mg/L）与糠氨酸含量（每100g蛋白质所含毫克数）比值小于2。 

5 试验方法 

5.1 糠氨酸含量的测定 

5.1.1 原理 
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牛奶在加热过程中会发生梅拉德反应，使蛋白质和糖生成特定产物之一——糠氨酸（ε
-N-2- 呋喃甲基-L-赖氨酸）。糠氨酸的含量利用高效液相色谱紫外（280nm）检测器测定，
依据糠氨酸标准物质定量。 

5.1.2 试剂与材料 

除非另有说明，在分析中仅用分析纯试剂和GB/T6682中一级水。 

5.1.2.1 甲醇(CH3OH)：色谱纯，用0.45μm滤膜真空脱气过滤。 

5.1.2.2 高纯度氮气：99.99％。 

5.1.2.3 3mol/L盐酸溶液。 

5.1.2.4 10.6mol/L盐酸溶液。 

5.1.2.5 三氟乙酸(色谱纯)溶液：体积分数为0.1%。 

5.1.2.6 糠氨酸(furosine)( ε-N-(2-呋喃甲基)-L-赖氨酸)标准贮备溶液：将糠氨酸标准物用 

3mol/L盐酸溶液（5.1.2.3）配制成200μg/mL的标准贮备液，该标准贮备溶液在-20 °C可
贮存24个月。 

5.1.2.7 糠氨酸标准工作溶液：取0.1mL标准贮备溶液（5.1.2.6），用3mol/L盐酸溶液
（5.1.2.3）定容至10mL，配制成2μg/mL的糠氨酸标准工作溶液。 

5.1.3 仪器和设备 

5.1.3.1 检测实验室常用仪器设备。 

5.1.3.2 高效液相色谱仪，带有梯度系统，UV-检测器。 

5.1.3.3 凯氏定氮仪。 

5.1.3.4 C18萃取柱，500mg。 

5.1.3.5 硅胶色谱柱：颗粒大小5μm ，柱直径4.6 mm，长250mm。 
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5.1.3.6 干燥箱：110 °C ± 2 °C。 

5.1.3.7 带螺盖耐热试管，或者其他能够密封的耐热试管：容积为20mL。 

5.1.3.8 注射器：10mL。 

5.1.4 采样 

取代表样250mL送往实验室，样品不应受到破坏或者在转运和贮藏期间发生变化。采

样参照ISO5538:1987执行。 

5.1.5 分析步骤 

5.1.5.1 试样水解液的制备 

吸取2.00mL试样，置于带密闭的耐热试管(5.1.3.7)中，加入6mL的10.6mol/L盐酸溶
液（5.1.2.4），混匀。向试管中缓慢通入高纯度氮气（5.1.2.2）1min～2min，密闭试管，然
后将其置于干燥箱(5.1.3.6)中，在110°C下加热水解23h～24h。加热约1h后，轻轻摇动试
管。 

加热结束后，将试管从干燥箱中取出，冷却后干过滤，保留滤液供测定。 

5.1.5.2 试样水解液中蛋白质含量的测定 

吸取2.00mL试样水解液(5.1.5.1)，按GB/T 5413.1测定试样溶液中蛋白质含量。 

5.1.5.3 试样水解液中糠氨酸含量的测定 

5.1.5.3.1 试样水解液的纯化 

将C18萃取柱（5.1.3.4）安装在注射器上，先后分别用5mL甲醇和10mL水润湿萃取
柱，保持萃取柱湿润状态。吸取0.500mL试样水解液于萃取柱，用注射器(5.1.3.8)缓慢推入
C18萃取柱内。吸取3mol/L 盐酸溶液洗脱萃取柱中的样品至3 mL。 

5.1.5.3.2 测定 
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1) 色谱条件：C18硅胶色谱柱，250mm×4.6mm，5μm粒径，柱温32℃。 

2) 洗脱液：0.1%三氟乙酸溶液(5.1.2.5)为洗脱液A，甲醇(5.1.2.1)为洗脱液B。 

3) 洗脱梯度：见表1。 

表1 洗脱梯度

	序号
	时间

min
	流量

mL/min
	洗脱液A

%
	洗脱液B

%

	1
	－
	1.00
	100.0
	0.0

	2
	16.00
	1.00
	86.8
	13.2

	3
	16.50
	1.50
	100.0
	0.0

	4
	30.00
	1.00
	0.0
	100.0


4) 测定：利用洗脱液A和洗脱液B的混合液（50:50）,以1mL/min的流速平衡色谱系
统。注 入20μL～50μL的3 mol/L盐酸溶液平衡柱子,以检测溶剂的纯度。注入10μL待

测溶液测定糠氨酸含量。每测定10个样品后测定一次标准工作溶液（5.1.2.7），以校准仪器。

糠氨酸的出峰时间应该在8min～10min(参见附录A和附录B)。 

5.1.6 结果计算 

糠氨酸含量以样品质量分数W 计，数值以每100g蛋白质中所含毫克数表示，按如下

公式计算： 

                       b ×D

W  =  ————×100………………………(1)
m

式中： 

W —— 样品中每100g蛋白质中糠氨酸的含量，单位为毫克 (mg)； 

b —— 样品水解液中糠氨酸浓度，单位为微克每毫升(μg/mL)； 

D —— 测定时稀释倍数(D=6)； 

m —— 样品水解液中蛋白质浓度，单位为毫克每毫升(mg/mL)。 
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计算结果精确到小数点后一位。 

5.1.7 精密度 

在重复性条件下获得两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5%。 

5.2 乳果糖含量的测定 

5.2.1 原理 

牛奶在加热处理过程中，部分乳糖异构为乳果糖，经β-D-半乳糖苷酶水解后生成半乳
糖和果糖，通过酶法测定产生的果糖量计算牛乳中乳果糖含量。 

5.2.2 试剂与材料 

除非另有说明，在分析中仅用分析纯试剂和GB/T6682中一级水。 

5.2.2.1 碳酸氢钠（NaHCO3)。 

5.2.2.2 过氧化氢 (H2O2), 质量分数为30%。 

5.2.2.3 辛醇 (C8H18O)。 

5.2.2.4 灭菌水。 

5.2.2.5 300g/L硫酸锌溶液。 

5.2.2.6 150g/L亚铁氰化钾溶液。 

5.2.2.7 0.33 mol/L氢氧化钠溶液（NaOH）。 

5.2.2.8 1 mol/L氢氧化钠溶液（NaOH）。 

5.2.2.9 缓冲液 A：pH＝7.5。 

称4.8g磷酸氢二钠 (Na2HPO4)，0.86g磷酸二氢钠(NaH2PO4H2O)和0.1g硫酸镁

(MgSO47H2O)溶解于80mL水中，用1mol/L 氢氧化钠溶液调整pH到7.5±0.1（20℃）, 

稀释到100mL，摇匀。 

5.2.2.10 缓冲液 B：pH＝7.6。 
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称取14.00g三乙醇胺[N(CH2CH2OH)3HCl] 和0.25g硫酸镁(MgSO47H2O)溶解于80mL

水中。用1mol/L 氢氧化钠溶液（5.2.2.8）调整pH到7.6±0.1（20℃），稀释到100mL，摇

匀。 

5.2.2.11 缓冲液C。 

将40.0mL缓冲液B用水稀释到100mL，摇匀。 

5.2.2.12 β-D-半乳糖苷酶悬浮液。 

用3.2mol/L 硫酸铵溶液将活性为30IU/mg的 β-D-半乳糖苷酶（EC 3.2.1.23）制备成

浓度为5mg/mL的悬浮液。 

5.2.2.13 葡萄糖氧化酶悬浮液。 

用灭菌水将活性为200IU/mg的葡萄糖氧化酶（EC 1.1.3.4）制备成浓度为20mg/mL悬

浮溶液。 

5.2.2.14 过氧化氢酶悬浮液。 

用灭菌水将活性为65000IU/mg的过氧化氢酶（EC 1.11.1.6）制备成浓度为20mg/mL的

悬浮液。 

5.2.2.15 己糖激酶/葡萄糖-6-磷酸脱氢酶悬浮液。 

在1mL浓度为3.2mol/L 硫酸铵溶液中加入2mg活性为140IU/mg的己糖激酶（EC 

2.7.1.1）和1mg活性为140IU/mg的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶（EC 1.11.1.6），轻摇均匀，成悬浮

液。 

5.2.2.16 磷酸葡萄糖异构酶悬浮液。 

用3.2mol/L硫酸铵溶液将活性为350IU/mg的磷酸葡萄糖异构酶（EC 5.3.1.9）制备成

浓度为2mg/mL的悬浮液。 
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5.2.2.17 ATP溶液。 

将50mg 5’-ATP-Na2 和50mg碳酸氢钠（5.2.2.1）溶于1mL水中。 

5.2.2.18 NADP溶液。 

将10mg β-NADP-Na2 溶于1mL水中。 

5.2.3 仪器和设备 

5.2.3.1 检测实验室常用仪器设备。 

5.2.3.2 水浴或干燥箱：温度能维持在40℃±2℃。 

5.2.3.3 分光光度计，能在340nm波长处检测。 

5.2.4 采样 

同5.1.4。 

5.2.5 分析步骤 

5.2.5.1 试液制备 

量取50.0mL样品到100mL容量瓶中，用水稀释到刻度后混匀。 

5.2.5.2 纯化 

吸取10.0mL试液(5.2.5.1)于50mL锥形瓶中，依次加入1.75mL亚铁氰化钾溶液

（5.2.2.6）、1.75mL硫酸锌溶液（5.2.2.5）和6.5mL缓冲液A（5.2.2.9）。每加入一种溶液后，

充分振荡均匀。全部溶液加完后，静置10min，过滤，弃去最初的1mL～2mL滤液，收集

滤液。 

5.2.5.3 水解乳糖和乳果糖 

吸取5.00mL滤液于10mL容量瓶中,加入50μL的β-D-半乳糖苷酶悬浮液（5.2.2.12），

混匀后加盖。在40℃水浴或干燥箱培养至少10h。 

5.2.5.4 葡萄糖氧化 
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依次加入2.0mL缓冲液C（5.2.2.11）、100μL葡萄糖氧化酶悬浮液（5.2.2.13）、1滴辛

醇（5.2.2.3）、0.5mL浓度为0.33mol/L 氢氧化钠溶液（5.2.2.7）、50μL过氧化氢（5.2.2.2）

和0.1mL过氧化氢酶悬浮液（5.2.2.14），每加入一种试剂均要摇匀。全部溶液加完后，在

40℃水浴或干燥箱中培养3h。冷却后稀释至10mL，过滤，弃去最初的1mL～2mL滤液，

收集滤液。 

5.2.5.5 空白 

依照5.2.5.1到5.2.5.4步骤处理空白溶液，但不加β-D-半乳糖苷酶悬浮液（5.2.2.12）。 

5.2.5.6 测定 

测定步骤见表2。 

表2 测定步骤

	步  骤
	空  白
	样  品

	比色皿中依次加入：

缓冲液B（5.2.2.10）

ATP溶液（5.2.2.17）

NADP溶液（5.2.2.18）

滤液（5.2.5.4）

水 
	1.00mL

0.100mL
0.100mL
1.00mL
1.00mL
	1.00mL
0.100mL
0.100mL
1.00mL
1.00mL

	

	混合均匀后，静置3min

	加入己糖激酶/葡萄糖-6-磷酸脱氢酶悬浮液(5.2.2.15)
	20μL
	20μL

	混合均匀，等反应停止后（约10min），记录吸光值
	Ab1
	As1

	加入磷酸葡萄糖异构酶悬浮液(5.2.2.16)
	20μL
	20μL

	混合均匀，等反应停止后（10min～15min），记录吸光值
	Ab2
	Ab2

	注1：以上反应均在同一比色皿中完成。
注2：如果1mL滤液吸光值增加超过1.3，则减少样品滤液取样体积，注意增加水以保证比

色皿中反应液总体积不变。


5.2.6 结果计算 

5.2.6.1 吸光值差 

样品吸光值差ΔAs的计算： 
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ΔAs＝（As2-As1）……………………（2） 

空白吸光值差ΔAb的计算： 

ΔAb＝（Ab2-Ab1）……………………（3） 

样品净吸光值差ΔAL的计算： 

ΔAL＝ΔAs－ΔAb……………………（4） 

5.2.6.2 乳果糖含量 

乳果糖的含量以样品的质量浓度c计，数值以毫克每升（mg/L）表示，按下列公式计
算： 

M L ×V1×400
c = ————————× Δ A L………………（5）
ε×d×V2×V
式中： 

ΔAL——样品净吸光值差； 

ML ——乳果糖的摩尔质量（342.3g/mol）； 

ε ——NADPH在340nm处的摩尔吸光值(6.3 Lmmol-1cm-1)； 

V1 ——比色皿液体总体积，V1=3.240mL； 

V2 ——比色皿中滤液的体积，V2=1.00mL； 

d ——比色皿光通路长度，d＝1.00cm； 

V ——测试样体积（L）。 

计算结果精确到小数点后一位。 

5.2.7 精密度 

在重复性条件下获得两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5%。 
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附录A

(资料性附录)

糠氨酸的分离图谱
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注：横轴表示保留时间，单位为分钟（min）；纵轴表示吸光度（AU）；峰1表示糠氨酸峰 

图A.1 糠氨酸标准物图谱
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附录B

(资料性附录)

巴氏杀菌乳样品中糠氨酸的分离图谱
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注：横轴表示保留时间，单位为分钟（min）;纵轴表示吸光度（AU）;峰1表示糠氨酸峰 

图B.1 巴氏杀菌乳中糠氨酸图谱
