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一种乳中钙含量的快速检测方法 

梁春梅, 常建军, 喻东威*, 宋晓东, 解  鑫, 李  照, 许  璐, 吴玉秋 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  建立血液中钙离子临床快速检测方法检测乳中钙含量的方法。方法  样品采用盐酸+TX-100

稀释, 依据碱性(酸性)条件下钙与偶氮胂Ⅲ作用生成的蓝色复合物颜色与钙浓度正比的正比关系, 在 650 nm

波长处测定吸光度变化, 经与钙校准液比较, 计算出样品中钙含量。方法的准确度、精密度、稳定性等用乳中

钙含量检测国标方法进行验证。结果  建立的乳中钙含量快速测定方法与国标方法比较, 准确度(偏差≤10%

的符合率达到 100%)和精密度(相对标准偏差为 10%)方面均符合要求, 且操作简单、成本低、安全性高, 单个

样品检测时间由原来国标方法的 24 h 缩短至 8 min。结论  该方法可应用于乳中钙含量快速检测, 对生乳采

购和液态奶市场筛查检测具有重要的应用价值。 
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A rapid method for determination of calcium content in milk 

LIANG Chun-Mei, CHANG Jian-Jun, YU Dong-Wei*, SONG Xiao-Dong, XIE Xin,  
LI Zhao, XU Lu, WU Yu-Qiu 

(Central Laboratory, Inner Mongolia Mengniu Dairy Products Co., Ltd., Hohhot 011500, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of calcium content in milk by rapid clinical 

detection of calcium ion in blood. Methods  The sample was diluted with hydrochloric acid and TX-100. According 

to calcium and azo arsine Ⅲ color of blue complex and calcium concentration was directly proportional relationship 

under alkaline (acid) condition, the absorbance change was measured at the wavelength of 650 nm, and the calcium 

content in the sample was calculated by comparing with the calcium calibration solution. The accuracy, precision and 

stability of the method were verified by the national standard method for determination of calcium content in milk. 

Results  Compared with the national standard method, the established method for the rapid determination of 

calcium content in milk met the requirements in terms of accuracy (the coincidence rate of deviation ≤10% reached 

100%) and precision (the relative standard deviation was 10%). In addition, this method was simple to operate, low in 

cost and high in safety. The detection time of a single sample was shortened from 24 h in the original national 

standard method to 8 min. Conclusion  This method can be applied to the rapid detection of calcium content in 

milk, which has important application value for raw milk purchase and liquid milk market screening. 
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1  引  言 

钙是食品中重要的矿物元素,对维持机体骨骼、牙齿

和心血管的健康非常有利[1]。牛奶中含有丰富的钙, 一般

为 100~130 mg/100 mL[2,3]左右, 且牛奶中的钙磷比例比较

好, 有利于人体吸收[4,5], 是人体钙的最佳来源。随着人们

对生活质量的提高, 对于产品中的营养成分越来越关注, 

钙含量测定已成为乳品中常规营养分析必须检测的主要

项目和质量指标。目前国内外钙的检测方法有很多种, 有

火焰原子吸收光谱法、EDTA 滴定法、电感耦合等离子体

质谱法、电感耦合等离子体发射光谱法、离子选择性电

极法(钙离子计法)等[6], 但这些方法存在检测时间过长、

精密度不稳定、准确度不高等缺点[710]。对于牛奶生产企

业而言 , 除了要求准确度高以外 , 在生乳收购过程中需

要快速筛选出高钙含量的生乳。本研究开发的快速检测

方法是利用样品中的钙与偶氮胂Ⅲ作用生成蓝色复合物, 

通过在 650 nm 波长处测定吸光度的变化值, 计算出样品

中钙含量的方法。本方法操作简便, 只需要简易的试剂即

可完成测定 , 对人员操作要求不高且相对安全 , 并且该

方法检测速度快, 准确性高, 稳定性好, 可满足企业的快

速检测钙含量的要求, 为快速筛选获得钙含量较高的生

乳提供技术保障,有效解决了生乳收购时间过长、产品滞

留时间长等问题。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与材料 

乳钙测定试剂(包括钙测定试剂、校准品、稀释液)、

盐酸稀释液(2%盐酸+0.5%Triton X-100)(上海溯源公司提

供); 钙测定试剂是偶氮胂Ⅲ(>95.0%, 分析纯, 上海麦克

林生化科技有限公司); 氢氧化钠稀释液(0.5%, 分析纯 , 

天津市福晨化学试剂厂)。 

生乳、牛奶半成品、牛奶成品, 市售。 

2.2  仪器与设备 

SS-330 乳钙快速检测仪(上海溯源公司); Z2000 火焰

原子吸收分光光度仪(日本日立公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  实验原理 

在酸性性(或碱性)条件下, 样品中钙与偶氮胂Ⅲ作用

生成蓝色复合物 , 其颜色深浅与钙浓度成正比 , 通过在

650 nm 波长处测定吸光度的变化值, 与经过同样处理的钙

校准液进行比较, 计算出样品中钙含量。 

2.3.2  样品前处理 

将待测样品充分摇匀, 取 100 μL 待测奶样加入到 900 μL

乳钙稀释液的离心管中, 并吸打 3~5 次。将离心管上下颠

倒充分混匀后立即取 10 μL 用于检测。 

2.3.3  操作步骤 

(1) 取 10 μL 样品(校准品、超纯水)加入到装有 1000 μL

钙测定试剂的离心管中并润洗枪头 3-5 次。 

(2) 将离心管上下颠倒充分混匀, 于(37±1) ℃水浴反

应 5 min;  

(3) 水浴完成后, 将离心管上下颠倒充分混匀;  

(4) 取 4 联杯孔置于 SS-330 仪器卡槽中, 运行微孔杯

校准程序, 校准后请勿更换微孔杯或调整微孔杯顺序; 

(5) 分别吸取 200 μL 空白管、校准管和样品管中的反

应液按顺序加入到对应的微孔杯中, 并将微孔杯放置于

SS-330 仪器卡槽中, 进行检测并读数。 

2.3.4  不同方法间比对 

随机选取不同批次生乳样品、牛奶半成品样品、牛奶

成品样品 , 同时用 SS-330 检测仪法和国家标准 GB 

5009.92-2016 《食品安全国家标准食品中钙的测定》[1]中

第一法火焰原子吸收光谱法进行钙含量检测。 

2.3.5  精密度实验 

选取 1 个批次样品, 用快速检测方法进行精密度检测, 

检测 20 次。 

2.3.6  稳定性实验 

选取成品牛奶样品在不同日期, 分别用国标方法和

乳钙快检方法进行测定。 

2.3.7  定量限实验 

参照国标方法[方法检出限为 0.5 mg/kg(或 0.5 mg/L),

定量限为 1.5 mg/kg(或 1.5 mg/L)], 对钙的快检方法进行定

量限实验。钙标准物质用水配制并稀释至浓度分别为 0.01、

0.05、1、5、10、20、30 mg/100 mL 的钙标准溶液, 用钙

快速检测方法进行检测, 计算回收率和相对标准偏差。 

2.3.8  数据分析[11] 

不同方法对比结果偏差小于 10%, 重复性实验用相对

标准偏差(小于 10%)进行分析, 方法定量限实验回收率范

围应为 95%~105%。 

3  结果与分析 

3.1  稀释液的选择 

随机选取 20 个不同批次生乳样品, 同时采用 2 种稀

释液与国标检测方法结果进行比对, 结果如表 1。 

从表 1 结果可知, 选择氢氧化钠为稀释液与国标方法

检测结果进行比较, 偏差≤5%的符合率为 40%, 偏差＜

10%的符合率达到 95%; 选择盐酸+TX-100 稀释与国标方

法进行比较, 偏差≤5%的符合率达到 70%, 偏差＜10%的

符合率达到 100%。 

综合上述结果可知盐酸+TX-100 作为稀释液偏差均

小于 10%, 因此选择盐酸+TX-100 作为稀释液检测样品中

钙含量相对于氢氧化钠稀释液较好。 
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表 1  不同稀释液与国标方法比对结果 
Table 1  Results of comparison between different diluents and national standard method 

编号 国标法 

乳钙快速检测方法/(mg/100 mL) 
与国标法对比结果 

方法 1-0.5%氢氧化钠 方法 2-盐酸+TX-100 

平行 1 平行 2 平均值 平行 1 平行 2 平均值 方法 1 方法 2 

1 137 130 131 131 130 130 130 4.6% 5.0% 

2 121 120 121 121 120 122 121 0.7% 0.2% 

3 114 121 124 123 119 119 119 7.5% 4.4% 

4 114 121 121 121 118 116 117 5.9% 2.4% 

5 117 119 119 119 120 122 121 2.0% 3.7% 

6 111 119 117 118 113 114 114 6.3% 2.3% 

7 117 120 123 122 119 121 120 4.1% 2.8% 

8 115 117 118 118 120 120 120 2.0% 4.2% 

9 115 118 120 119 117 116 117 3.2% 1.0% 

10 119 123 123 123 119 121 120 3.2% 0.7% 

11 124 124 124 124 118 119 119 0.0% 4.4% 

12 110 115 118 117 115 116 116 6.4% 5.5% 

13 112 122 124 123 122 123 123 9.6% 9.2% 

14 111 117 120 119 118 122 120 7.0% 8.4% 

15 113 119 121 120 121 120 121 6.4% 6.8% 

16 111 121 123 122 120 123 122 10.1% 9.7% 

17 113 119 122 121 121 123 122 6.7% 8.1% 

18 113 122 122 122 120 119 120 7.9% 5.7% 

19 115 123 124 124 117 118 118 7.1% 1.9% 

20 128 117 121 119 120 124 122 6.9% 4.5% 

 
 

3.2  方法的准确性验证 

随机选取 30 个不同批次生乳样品、半成品牛奶样品

和成品牛奶样品, 分别采用乳钙快速检测方法、国标法进

行检测比对。结果见表 2。 

从表 2 可知, 采用 2 种方法对不同批次的生乳样品进

行检测, 乳钙快速检测方法结果与国标方法比较, 偏差≤

5%的符合率为 60%, <10%的符合率为 100%。计算不同方

法平行样的变异系数(coefficient of variation, CV)值可知, 

国标方法 CV值在 0.6%~3.9%之间, 乳钙快速检测法 CV值

在 0%~2.8%之间。 

通过对表 2 数据进行正态性检验分析可知 (如      

图 1)AD=0.259, 小于临界值 0.725(95%置信区间), 系统服

从正态分布, 数据处于统计受控状态。 

3.3  精密度实验 

分别选取 1 个生乳样品、1 个半成品牛奶样品、1 个

成品牛奶样品, 采用乳钙快速检测方法进行精密度检测, 

每种样品均做 20 个平行实验, 检测结果见表 3。 

 
 

 
 

图 1  生乳样检测正态性检验图 

Fig.1  Normal test diagram of raw milk sample detection 
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表 2  生乳样品不同检测方法比对结果 
Table 2  Comparison results of different detection methods for raw milk samples 

 
原吸法/(mg/100 mL) 乳钙快速检测方法/(mg/100 mL) 

2 种方法偏差/% 
平行 1 平行 2 CV/% 平均值 平行 1 平行 2 CV/% 平均值 

1 132 134 1.4 133 131 131 0.0 131 1.3 

2 116 117 0.8 116 119 117 1.7 118 1.6 

3 111 117 4.8 114 117 117 0.0 117 2.7 

4 113 116 2.8 115 119 122 2.5 121 5.0 

5 112 114 1.1 113 114 115 0.9 115 1.2 

6 110 113 2.4 112 118 120 1.7 119 6.6 

7 123 118 4.1 120 118 119 0.8 119 1.6 

8 115 116 1.5 116 120 124 3.3 122 5.6 

9 110 115 4.8 112 118 121 2.5 120 6.4 

10 116 114 2.0 115 119 121 1.7 120 4.4 

11 136 138 1.8 137 130 130 0.0 130 5.0 

12 121 122 0.8 121 120 122 1.7 121 0.2 

13 115 114 0.9 114 119 119 0.0 119 4.4 

14 115 114 0.7 114 118 116 1.7 117 2.4 

15 117 116 0.5 117 120 122 1.7 121 3.7 

16 112 111 0.9 111 113 114 0.9 114 2.3 

17 116 118 1.7 117 119 121 1.7 120 2.8 

18 116 114 1.9 115 120 120 0.0 120 4.2 

19 115 116 1.2 115 117 116 0.9 117 1.0 

20 120 119 1.2 119 119 121 1.7 120 0.7 

21 124 124 0.5 124 118 119 0.8 119 4.4 

22 110 109 0.9 110 115 116 0.9 116 5.5 

23 113 111 1.4 112 122 123 0.8 123 9.2 

24 111 110 1.1 111 118 122 3.3 120 8.4 

25 111 115 3.5 113 121 120 0.8 121 6.8 

26 112 110 1.4 111 120 123 2.5 122 9.7 

27 111 115 3.0 113 121 123 1.6 122 8.1 

28 113 114 1.1 113 120 119 0.8 120 5.7 

29 116 115 1.2 115 117 118 0.9 118 1.9 

30 126 130 2.8 128 120 124 3.3 122 4.5 

 

 
精密度实验结果表明: 乳钙快速检测方法检测生乳

相对标准偏差为 2.0%、检测本成品样品相对标准偏差为

1.4%、检测成品样品相对标准偏差为 1.4%, 偏差均小于

2.0%。乳钙快速检测方法检测生乳、牛奶半成品和牛奶成

品的精密度均满足要求。 

3.4  稳定性实验 

选取同一批次成品牛奶样品在不同日期, 用乳钙快

速检测方法进行测定结果见表 4。 

对前期已测定钙含量的纯牛奶样品进行连续 7 d 的测

定, 其中快速乳钙检测方法得到的检测结果相对标准偏差

1.7%, 国标法检测结果相对标准偏差为 2.4%, 稳定性均符

合国标中规定的精密度要求(相对标准偏差小于 10%), 且

SS-330 仪器法检测钙稳定性优于国标检测法。 

3.5  定量限实验 

选择不同浓度的钙标准物质, 用钙快速检测方法进

行检测, 结果见表 5。 
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表 3  检测不同样品精密度实验结果 
Table 3  Precision test results of different samples  

编号 
生乳 

/(mg/100 mL) 
半成品牛奶 

/(mg/100 mL) 
成品牛奶 

/(mg/100 mL)

1 121 126 117 

2 122 125 120 

3 119 127 117 

4 122 125 119 

5 117 128 120 

6 119 130 119 

7 121 127 119 

8 121 126 121 

9 117 125 119 

10 120 128 121 

11 116 125 120 

12 120 125 122 

13 117 126 118 

14 119 127 119 

15 117 127 120 

16 117 129 121 

17 116 127 117 

18 119 127 120 

19 117 126 118 

20 117 128 120 

相对标准偏差 2.0% 1.4% 1.4% 

 
表 4  不同时间不同方法检测结果 

Table 4  Test results of different methods at different times 

样品 测定时间/d 
乳钙快速检测方法 

/(mg/100 mL) 
国标法 

/(mg/100 mL)

同一批次 

纯牛奶样品 

1 
111 108 

112 115 

2 
111 117 

112 115 

3 
110 114 

110 112 

4 
114 116 

115 111 

5 
111 112 

112 117 

6 
109 112 

111 114 

7 
114 110 

111 116 

相对标准偏差 1.7% 2.4% 

表 5  不同浓度钙标准溶液测定结果 
Table 5  Determination results of calcium standard solution with 

different concentration 

编号 
加标浓度 

/(mg/100 g) 
检测结果 

/(mg/100 g) 
回收率/% 

1 0.01 0.0101 101.0 

2 0.05 0.049 98.0 

3 1 1.01 101.0 

4 5 4.85 97.0 

5 10 10.1 101.0 

6 20 20.4 102.0 

7 30 30.9 103.0 

 
从表 5 可知该方法在钙标准溶液浓度为 0.01 mg/100 mL

时检测结果回收率为 101.0%, 在该浓度条件下进行重复性

实验, 回收率均在 95%~105%之间(表 6), 且相对标准偏差

为 2.64%, 符合国标中规定的精密度要求。因此方法定量

限为 0.01 mg/100 mL。 

 
表 6  钙标准溶液精密度实验结果 

Table 6  Results of precision test of calcium standard solution 

编号 
加标浓度 

/(mg/100 g) 
检测结果 

/(mg/100 g) 
回收率/% 

1 0.01 0.01 100.0 

2 0.01 0.0101 99.0 

3 0.01 0.0095 105.3 

4 0.01 0.0102 98.0 

5 0.01 0.0098 102.0 

6 0.01 0.0098 102.0 

7 0.01 0.0096 104.2 

 

4  结论与讨论 

乳钙的测定方法有滴定法、比色法、火焰原子吸收法、

离子选择电极法等 , 其中以火焰原子吸收法应用较广   

泛[12](国标方法), 虽然稳定性好、灵敏度高、特异性好, 但

对仪器的使用以及操作要求也较高, 且检测时间长[13,14]。

乳钙快速检测方法是将血液中钙离子临床快速检测方法应

用于乳中钙含量检测的方法[15,16], 通过测定钙与偶氮胂Ⅲ

作用生成蓝色复合物的吸光度, 而后计算出样品中钙含量

的方法。该方法是只需要简单的样品前处理后通过仪器直

接读取值的快速方法。通过实验结果可知乳钙快速检测方

法重复性和稳定性好, 准确性高, 且方法稳定性优于国标

方法, 操作简单, 只需要简易的试剂即可完成测定, 检测 

时间 8 min, 对批量样品检测 , 每个样检测时间可缩短     
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3~5 min。该方法可应用于乳中钙含量快速检测, 对生乳采

购和液态奶市场筛查检测具有重要的应用价值。 
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