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牛奶中泛酸含量测定

刘志楠，喻东威，赵  源，刘晓川，赵雅丽，李  梅，薛志清，杜  丽
(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司质量管理系统分析中心，内蒙古 呼和浩特      011500)

摘   要：目的：对牛奶中泛酸的本底含量进行测定，为乳制品中泛酸的强化提供数据支持。方法：选取大量牛

奶样本，通过微生物法和高效液相色谱法对泛酸含量进行测定。结果：牛奶中的泛酸含量大约为 253～502μg/
100mL，平均值为 365.9μg/100mL。结论：乳制品中强化泛酸可以依据上述数值参考添加。
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Abstract ：Purpose: To determine pantothenic acid content in milk so as to provide data supports for fortifying milk with

pantothenic acid. Methods: Large samples of milk were collected and determined for their pantothenic acid content by the

microbiological method and HPLC, respectively. Results: The content of pantothenic acid in milk was approximately between

253μg/100 mL and 502μg/100 mL with an average of 365.9μg/100 mL. Conclusion: This study can provide useful references

for pantothenic acid fortification of milk.
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泛酸又称 VB5，是牛奶中天然含有的水溶性 B 族维

生素，因其分布广泛而得名。泛酸于 1933 年从酵母中

首次分离[1]，在酸性溶液中易分解，在中性溶液中较为

稳定[2]。泛酸是辅酶 A 的组成成分，参与体内碳水化合

物、脂肪和蛋白质代谢，特别是对脂肪的合成与代谢

起着十分重要的作用[3]。据报道，泛酸可延长全饥饿小

鼠饥饿耐受时间[4]和果蝇热环境生存时间[5]，对于猪和禽

类的繁殖与生产能力亦有明显促进作用[6-7]，还可促进红

枣离体快速育苗 [ 8 ]。

关于泛酸的检测，以往文献报道的方法主要包括微

生物、高效液相法、酶法和免疫法等[9-10]，但国内文献

对牛奶中泛酸本底含量的相关报道却很少。针对这种现

象，本实验选取 526 份中国各地的牛奶样本，依据国标

(GB 5413.17 — 2010 《食品安全国家标准：婴幼儿食品

和乳品中泛酸的测定》)的方法，采用高效液相色谱法

和微生物法对牛奶中的泛酸进行检测，意在得出牛奶中

泛酸含量的大致范围，以指导乳制品企业在合理范围内

强化泛酸的添加量。本研究参考 AO AC [11 ]的方法，并

使用泛酸检测试剂盒[12]使微生物检测泛酸的方法有较大

程度的优化，使检测时间有较大幅度的缩短。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

植物乳酸杆菌 Lactobacillus plantarum (ATCC 8014)。
泛酸检测试剂盒    德国 Ifp 公司；淀粉酶(酶活力≥

1.5U/mg)；甲醇(色谱纯)；盐酸；硫酸锌；盐酸(0.1mol/
L)；硫酸锌溶液(15g/100mL)；磷酸二氢钾溶液(0.05mol/
L)；泛酸标准储备液(1mg/mL，泛酸浓度＝泛酸钙浓度×

0.920)；泛酸标准中间液(0.1mg/mL，临用前配制)。
电子天平(感量 0.1mg)；高效液相色谱仪(带紫外检

测器)；超声波；p H 计 (精度 0 . 0 1 )；培养箱 ( 5 5℃±

2℃)；酶标仪(630nm)；超净台；微量可调移液器(100～
1000、20～200μL)；一次性无菌滤膜(0.2～0.22μm)；5mL
一次性无菌注射器；15mL 无菌离心管；1.5～2.0mL 无

菌离心管。

1.2 方法

1.2.1 方法概述
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微生物培养法：某些菌体生长对某种特定维生素具

有较强的依赖性。配制选择性的培养基，即含有菌体

生长除待测维生素以外的所有营养元素。待测维生素添

加的多少直接影响菌体的生长情况。通过添加不同浓度

的待检测维生素作为标注曲线，就可以半定量判定样品

中的特定维生素的含量，最后通过细菌生长的浊度显示

出 来 。

高效液相色谱法：试样经热水提取等前处理后，

经 C 18 色谱柱分离，紫外检测器检测，外标法定量泛酸

的含量。

1.2.2 样品前处理

微生物法：取 1mL 样品至 50mL 离心管中，准确加

入双蒸水 39mL，旋涡混匀。在超净台中用 0.2～0.22μm
无菌滤膜过滤至 1.5～2.0mL 无菌心管中。

高效液相色谱法：称取混合均匀的固态试样约 5 g
(精确至 0.0001g)或液态试样约 20g(精确至 0.0001g)于
150mL 三角瓶中，固体试样加入约 30mL 40～50℃水，

振摇溶解后超声萃取 20min。

1.2.3 培养基的制备

加入 10mL 无菌水至维生素培养基中，盖好瓶盖，摇

匀。在 90～100℃水浴中加热 5min 以上，其间振荡至少

2 次，迅速冷却至室温(低于 30℃)。使用 0.2～0.22μm 无

菌滤膜过滤培养基至 15mL 无菌离心管中。

1.2.4 测定液的制备

试样溶液降至室温后，用盐酸(10.5)调节 pH(4.5 ±

0.1)，加入 5mL 硫酸锌溶液，充分混合。转入 50mL 容

量瓶中，用水定容至刻度并充分混匀后，用滤纸过滤。

滤液经 0 . 45μm 滤膜过滤后，即为试样待测液。

1.2.5 参考色谱条件

色谱柱：ODS-C18(粒径 5μm，250mm × 4.6mm )或
具有同等性能的色谱柱；流动相：取磷酸二氢钾溶液

900mL，取甲醇 100mL，混匀后经 0.45μm 微孔滤膜；

加压过滤；流速 1.0mL/min；测定波长 200nm；柱温

(30 ± 1)℃；进样量 10μL。

1.2.6 标准品的配制

微生物法：泛酸标准品用无菌水配制成不同的质量

浓度梯度(0、40、80、120、160、240μg/100mL)，
以无菌双蒸水为参比，在 630nm 波长处测定吸光度，以

吸光度为纵坐标、标准品质量浓度为横坐标，绘制标

准曲线，得到标准曲线方程。

高效液相色谱法：分别准确吸取泛酸标准中间液

1.0、2.0、4.0、8.0、12.0mL 于 100mL 容量瓶中，加

水定容至刻度，得到质量浓度分别为 1 . 0、2 . 0、4 . 0、
8.0、12.0μg/mL 的泛酸标准工作液，临用前配制。

将上述泛酸标准工作依次进行色谱测定，记录色谱

峰高(或峰面积)。以峰高(或峰面积)为纵坐标、标准工

作液质量浓度为横坐标绘制标准曲线，得到标准曲线

方 程 。

1.2.7 试样溶液的测定

吸取试样待测液 10μL，将试样待测液进行色谱测

定，从标准曲线中查得试液中泛酸的质量浓度。

1.2.8 检测步骤

将菌体包被于微孔中，取出需要数量的微孔板条并

在板上固定，未使用的微孔板条立即放回原来的箔袋

中，并与干燥剂一起重新封好，储存在 2～8℃条件下；

用移液器吸取 150L 待检维生素培养基至微孔中；用移液

器吸取 150L 标准品或样品至指定的微孔中；用粘合箔盖

住微孔条或微孔；在(37 ± 1)℃黑暗条件下孵育 20～24h。

1.2.9 测量及计算

将微孔板旋涡混匀，用酶标仪于波长 630nm 条件下

读取浊度。使用维生素专用软件进行计算( 4P 法)。

2 结果与分析

2.1 泛酸标准曲线方程和色谱图

图 2 泛酸标准品的高效液相色谱图

Fig. 2   HPLC chromatogram of pantothenic acid standard
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由图 1 可知，泛酸 4 参数标准曲线相关系数为

0.9993，效果较好；由图 2 可知，高效液相色谱法标准

品峰值和峰形较好：说明检测数据可信度很高，可以用

于实际样品的分析研究。
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图 1  微生物法测定泛酸的标准曲线

Fig.1   Standard curve of pantothenic acid determined by microbiologi-
cal method
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试验号
            测定值 /(μg/kg) 标准差 / 相对标准 变异系

微生物法 高效液相色谱法 (μg/kg) 偏差 /% 数 /%
1 380 367 9 0.025 2.5
2 390 360 21 0.057 2.7
3 405 407 1 0.003 0.3
4 470 450 14 0.031 3.1
5 368 352 11 0.031 3.1
6 420 440 14 0.033 3.3
7 420 436 11 0.026 2.6
8 450 459 6 0.014 1.4
9 380 403 16 0.042 4.2
10 390 385 4 0.009 0.9

表 1 不同方法检测泛酸的实验结果

Table 1   Pantothenic acid content determined by different methods

实验号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
回收率 /% 85.6 96.3 102.5 85.4 105.4 93.8 90.6 88.6 97.6 103.5 103.4 110.0 98.5 97.6 95.9 87.6 82.6 84.1 80.6 99.2

表 2  泛酸回收率实验的测定结果

Table 2   Recovery rates of pantothenic acid in 20 milk samples determined by microbiological method

实验号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
相对标准偏差 /% 8.3 7.6 5.1 4.9 9.7 8.6 7.5 6.6 8.1 2.2 4.8 6.9 7.6 6.9 2.1 5.4 10.0 3.7 9.9 3.7

表 3 泛酸相对标准偏差的考察结果

Table 3   Precision (RSD) of microbiological method

2.2 不同方法检测泛酸数据对比情况

选取 10 组样本进行对比试验，微生物法和高效液

相色谱法检测牛奶中泛酸的标准差、相对标准偏差和变

异系数值的统计结果见表 1。

图 3 实际样品中的泛酸测定结果分布

Fig. 3   Pantothenic acid content distribution of actual samples
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表 1 结果显示，微生物法和高效液相色谱法检测牛

奶中泛酸数值的 CV 值都在 10% 的范围内，相当于国标

要求的检测两个平行样品之间的数值要求范围，可见两

种方法的结果是一致的，因此可以采用一种方法(微生

物法)进行大量样本的检测。

2.3 泛酸回收率的测定

选取的 20 组样本作回收率抽样统计，结果见表 2。
微生物法回收率在 80.6%～110.0% 之间，检测的结果符

合回收率的要求。

2.4 泛酸相对标准偏差的考察

选取 20 组样本，同一样品做平行样检测，相对标

准偏差抽样统计结果见表 3。微生物法检测相对误差在

2.1%～10.0% 之间，检测的结果较好。

2.5 实际样品中的泛酸测定

由图 3 可知，526 组泛酸数据平均值为 365 .9μg/
100mL，数据范围为 253.0～502.0μg/100mL，牛奶中泛

酸含量大部分在300～450μg/100mL之间，在350μg/100mL
附近分布最多。

3 讨  论

实验结果显示，微生物法和高效液相色谱法的检测

结果一致。对微生物法检测泛酸的标准曲线相关系数、

回收率和相对标准偏差进行统计，检测结果都很好，高

效液相色谱法因其检测速度较慢、成本较高，所以采

用微生物法进行大量样本的测定。

微生物法对 526 组牛奶样本进行统计分析结果显

示，泛酸平均值为 365.9μg/100mL，数据范围在 253.0～
502.0μg/100mL 之间。牛奶中泛酸含量大部分在 300～
450μg/100mL 之间，数据在 350μg/100mL 附近分布

最 广 。

为了评价食品标签上标注成分的准确性。美国食品

和药物管理局 FDA 规定维生素在食品中的实际添加量必

须为标签上标注量的 100% 或更多，而原生维生素产品

中的维生素含量必须为标签上标注量的 8 0 % 或更多。

European Directive 2002/46/EC 也制定了一系列法规，用

于检测添加过维生素的食品中标注的维生素含量 [ 1 3 ]。

2010 年我国针对乳制品食品安全体系存在的一些列问题

作出了相应的规定，出台了最新国家标准作为检测乳品

中各种营养素的国家强制性检测标准，国标 GB 5413 —
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2010[14]对婴幼儿配方食品与奶粉中维生素含量的检测方

法、检测限度、适用范围等都做了明确的规定。作为乳

品企业而言，产品必须符合国家的标准才可以出厂，其

次了解泛酸的大致范围可以给企业带来新的利润增长点。

牛奶属于动物源性食品，牛奶中泛酸的含量受饲

料、季节、环境、种群和牛个体差异的影响较大，所

以根据具体的情况数值会有相应的变化，但基本在一定

的范围内浮动。泛酸性质比较稳定，在没有菌体污染

的情况下损失较少。作为乳制品企业可以根据牛奶中泛

酸的本底含量，适量添加泛酸即可以达到要求。
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