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不同基质奶粉中泛酸检测方法对比 

屈雅莉, 尹亚新, 左丽娜, 张耀广, 柴艳兵, 刘  丽, 张  影, 李  飞, 肖淑贞, 刘志楠* 

(石家庄君乐宝乳业有限公司, 石家庄  050021) 

摘  要: 目的  对比不同基质奶粉中泛酸检测方法, 以探究针对不同奶粉基质中泛酸检测最适方法和最适

条件。方法  以不含水解蛋白奶粉和水解蛋白奶粉为研究对象, 分别采用 GB 5009.210-2016《食品安全国

家标准 食品中泛酸的测定》中高效液相色谱法和微生物法进行检测, 评价 2 种方法的优缺点, 选择最适检

测方法。结果  对于高效液相色谱法, 优化色谱条件、更换色谱柱、沉淀蛋白、PH 值等几个方面的调整, 均

无法减少杂峰对目标峰的干扰作用, 仅调整流动相比例可以实现目标锋和杂峰的分离, 但是该方法耗时长、

无规律, 对仪器设备耗材和人员均造成部分程度浪费, 且重复率低, 不宜采用; 微生物法针对不同基质奶

粉(包含水解蛋白奶粉)检测准确性和稳定性均符合方法要求。结论  针对大部分奶粉(水解蛋白基质除外)

高效液相色谱法和微生物法检测一致性较好, 精密度、准确性等均符合要求; 针对水解蛋白奶粉, 微生物法

检测准确性和稳定性较高效液相色谱法好。 
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Comparison of detection methods of pantothenic acid in different  
matrix milk powder 
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ABSTRACT: Objective  To compare the detection methods of pantothenic acid in different matrix milk powder, in 

order to explore the optimal method and conditions for the detection of pantothenic acid in different milk powder 

matrix. Methods  Milk powder without hydrolyzed protein and milk powder with hydrolyzed protein were taken as 

research object. High performance liquid chromatography (HPLC) and microbiological method in GB 5009.210-2016 

National food safety standard-Determination of pantothenic acid were used for detection. The advantages and 

disadvantages of the 2 methods were evaluated, and the optimal detection method was selected. Results  For high 

performance liquid chromatograph, adjustment from the optimization of chromatographic conditions, replacement of 

chromatographic column, precipitation of protein, pH value and other aspects could not reduce the interference of 

miscellaneous peaks on the target peak. Only adjusting the proportion of mobile phase could achieve the separation of 

target peak and impurity peak. However, this method was time-consuming and irregular, would cause partial waste of 

equipment, consumables and personnel to a certain extent, and the repetition rate was low, so it was not suitable to 
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use. The accuracy and stability of microbiological method for different matrix milk powder (including hydrolyzed 

protein milk powder) could meet the requirements of the method. Conclusion  For most milk powder (except 

hydrolyzed protein matrix), high performance liquid chromatography and microbiological method have good 

consistency, the precision and accuracy meet the requirements; For hydrolyzed protein milk powder, the accuracy and 

stability of microbiological method are better than those of high performance liquid chromatography. 

KEY WORDS: pantothenic acid; matrix; hydrolyzed protein milk powder; high performance liquid chromatograph; 

microbiological method 
 
 

1  引  言 

泛酸又名维生素 B5、遍多酸, 属于水溶性的维生素, 因

其广泛存在于生物体而得名。泛酸是辅酶 A 的前体物质, 参

与体内蛋白质、脂肪、糖类等物质的代谢, 是人体维持正常

生理功能所必须的一种微量元素[1‒3]。一般人体从日常饮食

中可摄取足量泛酸, 无需额外补充, 而对于特殊人群, 例如

患有消化、吸收、代谢障碍疾病的患者需食用添加泛酸食品

(泛酸作为营养强化剂添加至食品中, 例如婴幼儿配方奶

粉、调制乳粉、调制米粉等 )[4,5] 。目前国家标准 GB 

10765-2010《食品安全国家标准 婴儿配方食品》[6]、GB 

10767-2010《食品安全国家标准  大婴儿和幼儿配方食   

品》[7]、GB 29922-2013《食品安全国家标准 特殊医学用途

配方食品通则》[8]、GB 25596-2010 《食品安全国家标准 特

殊医学用途婴儿配方食品通则》[9]、T/CGSS 004-2019《适

老营养配方食品通则》[10]中均规定了泛酸的含量, 因此泛酸

含量检测作为上述食品中的重要监控指标。 

目前, 国家颁布的泛酸检测方法为 GB 5009.210-2016

《食品安全国家标准 食品中泛酸的测定》[11], 包含微生物

法 (第一法 )和高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatograph, HPLC)(第二法)。2 种方法各有优缺点, 微

生物法成本低经济实用[12], 仪器投入维护少, 但是操作步

骤繁琐, 对人员和环境设施要求高, 且检测周期长; 高效

液相色谱法操作简单, 对人员要求不高, 检测周期短, 但

需要仪器成本和维护成本投入。 

近年来随着国家二孩政策放开、辅助生殖技术和经济

水平等综合因素的影响下, 早产儿/极低出生体重儿的出

生率逐年提升, 其胃肠道发育不完善及对营养的高需求, 

使得早期喂养尤为重要[13], 有研究表明[14,15]使用水解蛋白

奶粉过渡期喂养对避免早产儿/极低出生体重儿喂养不耐

受、缩短胎便排尽时间、缩短恢复出生体质量时间及达全

肠道喂养时间等方面存在优势, 可有效提升喂养耐受性, 

减少胃出血、低血糖等并发症, 明显改善生长发育指标。 

水解蛋白奶粉就是将完整的大分子蛋白切割成小分子

的蛋白或游离的氨基酸[16]。目前, 市场上特殊人群(对大分子

蛋白过敏的婴幼儿或体质特殊的人群)对水解蛋白乳粉的需

求越来越大, 本研究以一般奶粉(不含水解蛋白奶粉)和水解

蛋白奶粉为研究对象, 采用微生物法和高效液相色谱法检测, 

从线性关系、精密度、重复性、加标回收几方面验证方法的

可操作性, 评价 2 种方法的优缺点, 以期为进一步研究不同

基质泛酸的检测问题提供实验数据和研究材料。 

2  材料与方法 

2.1  材料和试剂 

2.1.1  实验样品 

样品为市售 4 个品牌 12 种奶粉(包含 1、2、3 段正常

奶粉和含部分水解蛋白奶粉)。 

2.1.2  实验菌种 

植物乳杆菌 ATCC 8014(供应商供应)。 

2.1.3  实验试剂  

泛酸钙标准品(纯度≥99%, 美国 Sigma 公司); 乳杆

菌琼脂培养基、乳杆菌肉汤培养基(美国 BD 公司); 泛酸测

定培养基(北京陆桥技术股份有限公司); 氯化钠(分析纯, 

天津市大茂化学试剂厂); 乙醇、乙酸钠(分析纯, 天津市永

大化学试剂有限公司); 冰乙酸(99.8%)、磷酸二氢钾(99.5%, 

色谱纯)(天津市科密欧化学试剂有限公司)。 

2.1.4  实验仪器 

FE28 梅特勒-托利多酸度计、ME204E 分析天平梅特

勒-托利多上海有限公司); Waters2695 高效液相色谱仪(上

海沃特世科技有限公司); EVOLTION 紫外可见分光光度

计(美国赛默飞世尔公司); XT5116-IN420 恒温培养箱(误差

范围 37 ℃±1 ℃, 杭州雪中炭恒温技术有限公司); SQ810C

压力蒸汽消毒器 121℃(雅马拓有限公司); IKA MS3 涡旋混

匀器(德国 IKA 公司); TG16 离心机: 转速≥3000 r/min(上

海卢湘仪有限公司); ACB－4A1 超净工作台(新加坡艺思

高科技有限公司); KQ500DE 超声振荡器(昆山舒美超声仪

器有限公司)。 

色谱柱: X BridgeC18(5 μm, 4.6 mm×250 mm)、X 

BridgeShield RP18(5 μm, 4.6 mm×250 mm)(上海沃特世有

限公司); ODS-2 Hypersil(5 μm, 4.6 mm×250 mm)美国赛默

飞有限公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

氯化钠溶液: 称取 9 g 氯化钠, 加水溶解并稀释至
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1000 mL, 混匀 , 临用前预先灭菌 , 于 121 ℃高压灭菌   

15 min 后备用。 

乙醇溶液(20%): 量取 200 mL 无水乙醇与 800 mL 水

混匀。 

乙酸溶液(0.2 mol/L): 吸取 11.8 mL 冰乙酸, 用水稀

释至 1000 mL, 混匀。 

乙酸钠溶液(0.2 mol/L): 称取 27.2 g 三水合乙酸钠, 

加水溶解并稀释至 1000 mL, 混匀。 

磷酸二氢钾溶液(0.02 mol/L): 称取 2.722 g 磷酸二氢

钾, 加水溶解并稀释至 500 mL 溶量瓶混匀, 调节 PH至 3.0, 

再用水定容至 1000 mL, 混匀。 

2.2.2  HPLC 法和微生物法针对不同基质检测的适宜性 

以水解蛋白奶粉和不含水解蛋白奶粉 2 种基质为研

究对象, 从线性关系、精密度、重复性、加标回收几方面

验证方法的可操作性。 

按照 GB 5009.210-2016《食品安全国家标准 食品中

泛酸的测定》[11]微生物法(第一法)和高效液相色谱法(第二

法)进行检测, 分别测出各样品的泛酸含量及相对标准偏

差(relative standard deviation, RSD)、准确度和精密度, 比

较不同基质奶粉对该方法的适用性。 

高效液相色谱法检测水解蛋白奶粉易有杂峰干扰 , 

本实验同时还进行方法研究, 验证何种条件变更(从色谱

条件、色谱柱、检测波长、前处理几个方面进行调整), 有

效减少杂峰对实验结果的影响。 

(1)色谱条件优化 

基础洗脱条件为有机相 5%、水相 95%, 当出现目标

峰和杂峰不易分开的现象时, 调整流动相的比例, 由于目

标峰后面有一部分无杂峰的“平坦区域”, 所以尽量调低有

机相的比例, 延长出峰时间, 可每次调整 0.2%, 逐步调整, 

直至目标峰和杂峰分开。 

(2)更换色谱柱 

常见色谱柱有 C18、ODS 和 RP 柱, 采用不同色谱柱

检测实验结果比对, 观察不同色谱柱条件下, 目标峰和杂

峰的分离情况。 

(3)更换检测波长 

更换检测波长(200、205、210 nm), 根据标样峰面积数

值选取最适波长进行检测, 观察目标峰和杂峰的分离情况。 

(4)调节沉淀蛋白的盐酸浓度 

本研究尝试调整沉淀蛋白的盐酸浓度,分别采用 5、

2.5、1.0 mol/L 盐酸沉淀蛋白, 通过提升蛋白沉淀率, 较少

杂峰干扰。 

3  结果与分析 

3.1  仪器法与微生物法检测 

3.1.1  HPLC 方法 

(1)标准曲线 

精密量取泛酸储备液配置成浓度为 1.0、2.0、4.0、8.0、

12.0、16.0 mol/L, 以浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标进行

线性回归。标准曲线方程为 Y=1.707012×103X+3.712459, 

相关系数 r2=0.999831, HPLC 法线性良好。 

(2)精密度 

如表 1 所示, 本次检测 6 组数据泛酸精密度均＜5%,

符合国标要求, 说明此方法适用于泛酸含量的检测。 

 
表 1  HPLC 法泛酸精密度实验 

Table 1  Precision experiment of pantothenic acid by 
HPLC 

样品 A B C D E F 

检测结果/(mg/100 g) 
3.98 5.25 4.85 5.67 3.51 4.85

3.86 5.39 4.79 5.49 3.63 4.77

精密度/% 3.06 2.63 1.24 3.23 3.36 1.66

 
(3)重复性 

如表 2 所示, 本次检测 6 个样品, 每个样品 6 组平行, 

每组奶粉的 RSD 值在 1.76%~3.32%, 方法重复性好。 

(4)回收率 

如表 3 所示, 本次检测进行 3 组加标, 每组加标重复

检测 6 次, 平均回收率在 95%~100%之间, 6 组重复性检测

标准偏差＜5%, 说明此方法准确性符合要求。 
 

 
表 2  HPLC 法泛酸重复性检测结果 

Table 2  Repeatability test results of pantothenic acid by HPLC 

样品 
泛酸含量/(mg/100g) 平均值

/(mg/100
g) 

RSD/%
1 2 3 4 5 6 

A 3.98 3.86 4.01 3.99 3.85 4 3.95 1.850 

B 5.25 5.39 5.28 5.5 5.47 5.63 5.42 2.640 

C 4.85 4.79 4.67 5.05 4.99 4.94 4.88 2.863 

D 5.67 5.49 5.68 5.21 5.39 5.6 5.51 3.322 

E 3.51 3.63 3.58 3.4 3.6 3.55 3.55 2.318 

F 4.85 4.77 4.89 5 4.78 4.9 4.87 1.757 
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3.1.2  微生物方法验证 

(1)标准曲线 

以标准系列管泛酸含量为横坐标,每个标准点透光率

(或吸光度值)均值为纵坐标本次检测标准曲线回归方程

Y=0.0139X, 相关系数 r2=0.9932, 说明微生物法检测标准

曲线线性良好。 

(2)精密度和加标回收 

如表 4 所示, 本次检测 3 组数据泛酸精密度均＜5%,, 

加标回率为 99.8%, 此方法准确性符合要求,说明此方法适

用于泛酸含量的检测。 

(3)重复性 

本次检测 6 个样品, 每个样品 6 组平行, 结果如表

5 所示。每组奶粉的 RSD 值在 2.66%~4.39%, 方法重复

性好。 

3.2  2 种方法比对 

如表 6 所示, HPLC 法和微生物法泛酸检测结果 RSD

值在 0.90%~5.26%, 比对效果好, 且 2 种方法的精密度、加

标回收均满足方法要求, 均可出具准确结果。 

同时参照上述实验, HPLC 法重复性每组实验 RSD 值

在 1.76%~3.32%; 微生物法重复性每组实验 RSD 值在

2.66%~4.39%。说明仪器法检测重复性好, 数值稳定; 仪器

法检测部分水解蛋白奶粉由于杂峰干扰, 无法出具准确结

果; 微生物法重复性较仪器法略差, 但检测范围广, 含部

分水解蛋白奶粉均可正常出具结果, 检测结果准确。 

 
 

表 3  HPLC 法泛酸加标回收检测结果 
Table 3  Spiked recovery results of HPLC method pantothenic acid   

本底值/(mg/100 g) 加标量/(mg/100 g) 回收率/% 平均回收率/% 相对标准偏差/% 

3.95 

1.0 91.3、95.3、96.7、93.2、94.5、100.3 95.2 3.2 

2.0 96.7、95.8、93.9、103.2、94.8、99.1 97.2 3.5 

4.0 103.5、94.8、97.2、98.5、99.6、101.4 99.2 3.1 

 
 

表 4  微生物法检测泛酸精密度和加标回收表 
Table 4  Precision and standard recovery table of pantothenic acid by microbial method detection  

样品 泛酸含量/(mg/100 g) 精密度/% 回收率/% 

A 
4.00 

1.005 / 
3.96 

B 
5.65 

3.307 / 
5.84 

C 
4.65 

3.501 99.8 
4.49 

 

 
表 5  微生物法泛酸重复性检测结果 

Table 5  Repeatability test results of pantothenic acid by microbial method 

样品 
泛酸含量/(mg/100 g) 平均值

/(mg/100 g) 
RSD/% 

1 2 3 4 5 6 

A 4 3.96 3.92 4.02 3.94 4.32 4.03 3.686 

B 5.65 5.84 5.32 5.6 5.45 5.45 5.55 3.316 

C 4.65 4.49 4.47 4.75 4.69 4.74 4.63 2.656 

D 5.37 5.59 5.48 5.61 5.09 5.3 5.41 3.637 

E 3.41 3.53 3.38 3.42 3.79 3.45 3.50 4.362 

F 4.65 4.77 4.79 4.26 4.68 4.8 4.66 4.390 
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3.3  不同基质奶粉检测差异研究 

3.3.1  峰  型 

本研究检测 6 个样本, 3 个普通样品峰型正常(图 1), 

检测结果均在 3~6 mg/100 g, 3 个含部分水解蛋白奶粉出现

异常峰型(图 2): 杂峰较多、部分杂峰与目标峰连在一起, 

不易分开; 目标峰将杂峰全部吞进(峰值面积远大于普通

奶粉的峰面积)。 

3.3.2  检测结果 

如表 7 所示, 本研究检测 6 个样本, 3 个普通样品泛酸

结果可以正常出具, 3 个含水解蛋白奶粉由于峰型异常无

法出具检测结果, 说明 HPLC 在检测含水解蛋白奶粉方面

存在一定局限性。 

 
 
 

表 6  HPLC 法和微生物法泛酸检测结果表 
Table 6  Test results of pantothenic acid by HPLC method and microbial method 

样品 

泛酸含量(mg/100 g) 

RSD/% 备注 

液相法 微生物法 

A 3.95 4.03 1.96 

普通奶粉 

B 5.42 5.55 2.40 

C 4.88 4.63 5.26 

D 5.51 5.41 1.83 

E 3.55 3.50 0.90 

F 4.87 4.66 4.34 

G / 4.97 / 

含深度水解蛋白奶粉 

H / 5.14 / 

I / 3.51 / 

J / 5.18 / 

K / 3.86 / 

L / 3.52 / 

 

 

 

 
 

图 1  正常峰型图 

Fig.1  Normal peak pattern 
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注: A. 目标峰与杂峰不易分开; B. 吞峰, 峰值面积远大于是普通奶粉的峰面积。 

图 2  异常峰型图 2 

Fig.2  Abnormal peak pattern 
 

表 7  HPLC 法检测不同基质奶粉泛酸检测结果 
Table 7  Detection results of pantothenic acid in different matrix 

milk powder by HPLC method  

样品 A B C G H I 

检测结果
/(mg/100 g) 

3.98 5.25 4.85 / / / 

3.86 5.39 4.79 / / / 

精密度/% 3.06 2.63 1.24 / / / 

备注 正常奶粉 
水解蛋白奶粉(异常峰型, 无

法出具结果) 

注: /表示峰型异常无法出具检测结果。 

 

3.3.3  色谱条件变更 

如表 8 所示, 3 种色谱柱均不能将目标峰与杂峰有

效分离。其中 ODS 柱较 C18 和 ODS 柱分离效果略好;  

210 nm 波长检测峰面积最大, 收集信号强烈, 检测效果

好, 但采用 210 nm 波长检测的色谱峰仍不能与杂峰的

有效分离, 说明更换色谱柱和调整检测波长不能从本质

上解决杂峰问题 , 仅调整流动相比例 , 可以使目标峰和

杂峰有效分离。 

由图 3~4 所示, 可根据实际峰型, 进行流动相比例调

整, 本次实验将流动相的比例调整为有机相 4.4%、水相

95.6%可以实现目标锋和杂峰的分离, 但是采用同样样品

以相同比例流动相再次检测时发现: 目标锋仍然与杂峰连

在一起, 出现异常峰型。说明此方法重复性差, 无规律, 每

一个异常峰型样品均需逐步调整流动相比例才有可能出现

正常峰型。 

 
 

 
表 8  色谱条件变更前后杂峰的干扰结果比对表 

Table 8  Comparison table of interference results of impurity peaks before and after the change of chromatographic conditions 

变更条件 调整流动相比例 

色谱柱更换 

更换最适波长 

调节沉淀蛋白酸液浓度/(mol/L) 

ODS 柱 C18 柱 RP 柱 1 2.5 5 

变更前 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

变更后 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

注: "+"表示目标峰和杂峰可以有效分离; “‒”表示目标峰受杂峰干扰。 



第 23 期 屈雅莉, 等: 不同基质奶粉中泛酸检测方法对比 8759 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 3  调整流动相比例之前的色谱图 

Fig.3  Chromatogram before adjusting mobile phase proportion 
 

 
 

图 4  调整流动相比例之后的色谱图 

Fig.4  Chromatogram after adjusting mobile phase proportion 
 

3.4  市面上常见 12 种奶粉检测结果分析 

本研究采用 HPLC 法和微生物法检测市面上常见的 4

个品牌 12 种奶粉(含 1、2、3 段)奶粉, 检测结果如表 9, 市

面上常见 12 种奶粉检测结果均符合国标要求, 且 1 段奶粉

检测值/标签值在 1.52~1.82之间, 2段奶粉检测值/标签值在

1.45~1.82 之间; 3 段奶粉检测值/标签值在 1.24~2.12 之间, 

检测值均大于标签值, 且在标签值 1~3 倍浮动。 

4  结论与讨论 

本研究对 HPLC 和微生物法 2 种方法进行比较, 2 种

方法检测一致性较好, 精密度、准确性等均符合要求。微

生物法检测范围广, 受基质影响小, 市面上常见的婴幼儿

配方奶粉均可检测; HPLC 法重复性优于微生物法, 适用于

检测不含水解蛋白奶粉。 

本研究对 HPLC 法检测水解蛋白奶粉从前处理、更换

色谱柱和检测波长、流动相比例几个方面进行优化: 水解

蛋白奶粉将大分子蛋白切割成小分子蛋白 , 目前 GB 

5009.210-2016《食品安全国家标准 食品中泛酸的测定》[11]

中 HPLC 法前处理过程, 小分子蛋白无法简单用酸高效沉

淀, 采用不同浓度盐酸沉淀蛋白, 效果均不好, 不能将目

标峰与杂峰有效分离, 有研究采用乙腈沉淀蛋白, 离心过

滤后采用质谱检测[12], 本研究尝试用乙腈沉淀, 但由于色

谱的分辨率较质谱低, 采用乙腈沉淀后, 样品中泛酸的含

量较低, 用 HPLC 无法识别, 若变更乙腈处理方式可尝试

联合使用质谱检测; 通过更换色谱柱和调整检测波长不能

从本质上解决杂峰问题, 仅有调整流动相的比例可以实现

目标锋和杂峰的分离, 但是调整耗时较长, 一般 3~6 h 才
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能完成, 且该流动相比例无法固化(用该比例流动相检测

同一含水解蛋白样品依然无法分开目标峰和杂峰, 需重新

调整)。该方法耗时长、无规律, 对仪器设备耗材和人员均

造成部分程度浪费, 且重复性低。调整时建议根据峰型(例

如目标峰后面无杂峰调整流动相比例时将出峰时间延后; 

目标峰前面无杂峰调整流动相比例时将出峰时间提前)。 

 
表 9  市面上常见 12 种奶粉检测泛酸值 

Table 9  Pantothenic acid value of 12 kinds of common milk powder on the market 

婴配奶粉 泛酸含量/(mg/100 g) 标签值 检测值/标签值 
国标要求限值

/(mg/100 g) 
备注 

婴儿 

3.95 2.60 1.52 

2.016~10.038 

普通奶粉 
3.55 2.27 1.56 

4.97 2.80 1.78 
含深度水解蛋白奶粉

5.18 2.84 1.82 

较大婴儿 

4.88 3.36 1.45 

≥1.400 

普通奶粉 
4.87 3.36 1.45 

5.14 2.83 1.82 
含深度水解蛋白奶粉

3.86 2.48 1.56 

幼儿 

5.42 2.56 2.12 

≥1.401 

普通奶粉 
5.51 3.36 1.64 

3.51 1.89 1.86 
含深度水解蛋白奶粉

3.52 2.83 1.24 
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