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摘 要：目的 研究使用 GB 5009.89-2016 第二法高效液相色谱法检测含乳酸菌的奶粉中维生素 B3 含量时，发生的

烟酰胺转化为烟酸的现象，探讨其机理。方法 样品按照标准方法程序进行前处理，通过单因素实验分别考察了试

样测定液静置时间、溶液酸水解前静置时间以及酸水解 pH 值对结果的影响。结果 烟酰胺向烟酸的转化发生在样

品溶解后、酸水解之前的静置步骤，但调节 pH 值至标准规定的 1.7 进行酸水解以后，转化作用被完全抑制。

结论 如果要检测含乳酸菌样品中烟酸或烟酰胺的含量，需要在样品溶解时立即将 pH 值调整到 1.7，以抑制

烟酰胺向烟酸的转化。
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ABSTRACT: Objective  Study why nicotinamide is transformed to nicotinic acid occurred when detect vitamin B3 in 

milk powder containing lactic acid bacteria by GB 5009.89-2016 high performance liquid chromatography method, and its 

mechanism was discussed. Methods  The samples were pretreated according to standard procedures, and the effects of the 

placement time of the sample extraction solution, the placement time of the sample solution before acid hydrolysis and the 

pH value of acid hydrolysis were investigated by single factor test. Results  The transformation of nicotinamide to nicotinic 

acid occurred in the placement step after the sample was dissolved and before acid hydrolysis, but after adjusting the pH 

value to 1.7 specified in the standard for acid hydrolysis, the transformation was completely inhibited. Conclusion  If you 

want to detect the content of nicotinic acid or nicotinamide separately in samples containing lactic acid bacteria, you need to 

adjust the pH value to 1.7 when the sample is dissolved to inhibit the transformation of nicotinamide to nicotinic acid.
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0  引  言

维生素 B3（Niacin）又称维生素 PP、尼克酸，有烟酸（Nicotinic 

acid）和烟酰胺（Nicotinamide）两种形式 [1]，它们的结构中都存

在吡啶环，分别与羧基和甲酰胺基相结合（图 1）。但通常人们

把维生素 B3 也称作烟酸，这很容易造成混淆，因此在实际工作

中应注意区分。烟酰胺是维生素 B3 最常用的强化形式，具有与

烟酸相同的生理活性 [2]。正常情况下该类维生素很稳定。

维生素 B3 在食品中广泛存在 [3]，对维持人体皮肤、消化和

神经系统正常功能起关键作用 [4]，对婴幼儿的生长和发育尤为

重要 [5]，也是许多类别食品中的重要检测指标 [6]。

维生素 B3 的检测方法主要有比色法 [7]、微生物法 [7-8] 和高

效液相色谱法 [9-11]。GB 5009.89-2016《食品安全国家标准 食品

中烟酸和烟酰胺的测定》[12] 中规定了微生物法和高效液相色谱

法，其中微生物法检测的是以烟酸为维生素 B3 当量的烟酸和烟

酰胺的总和，但因操作步骤复杂、精密度差、效率低，应用较

为局限 [13]；而高效液相色谱法分别检测烟酸和烟酰胺的含量，

再折算成以烟酸表示的维生素 B3 总量，这种方法操作步骤简便、

精密度高、效率高，通常被实验室作为首选检测方法。

需要检测维生素 B3 的食品类别有很多，有些食品既强化了

维生素 B3，又强化了乳酸菌，比如婴幼儿配方食品、调制乳粉等，

而在维生素 B3 检测的样品前处理过程中，高含量的乳酸菌会把

烟酰胺（Nicotinamide）转化为烟酸（Nicotinic acid），从而对检

测产生干扰。本研究对 GB 5009.89-2016 的样品前处理过程进

行了改进以避免此问题，为其在实际工作中的应用提供参考。

图 1 烟酸（左）和烟酰胺（右）分子式 
Fig.1 Molecular formulas of nicotinic acid (left) and nicotinamide 

(right)

1  材料与方法

1.1  试剂与仪器

1.1.1 试剂

烟酸（C6H5NO2）标准品：纯度 99.5%，德国默克公司；烟

酰胺（C6H6N2O）标准品：纯度 99.6%，德国默克公司；盐酸（HCl）：

优级纯，国药集团化学试剂有限公司。氢氧化钠（NaOH）：优

级纯，国药集团化学试剂有限公司。高氯酸（HClO4）：质量分

数为 70%~72%，优级纯，天津市科密欧化学试剂有限公司。甲

醇（CH3OH）：色谱纯，德国默克公司。异丙醇（C3H8O）：色谱纯，

德国默克公司。庚烷磺酸钠（C7H15NaO3S）：色谱纯，J.T.Baker。

水为符合 GB/T 6682[14] 规定的一级水。

1.1.2 仪器与设备

高效液相色谱仪：Agilent 1260 带二极管阵列检测器（即

DAD 检测器）。GENESYS 150 紫外可见分光光度计：赛默飞世

尔科技。MS205DU 电子天平：感量 0.1 mg，梅特勒 - 托利多仪

器（上海）有限公司。XT 5018P-GP 18 恒温水浴：37℃~70℃，

杭州雪中炭技术有限公司。SCQ-7201 超声波振荡器：上海声彦

超声波仪器有限公司。FE28 pH 计：精度 ±0.01，梅特勒 - 托利

多仪器（上海）有限公司。HY-2 涡旋混合仪：上海仪电科学仪

器股份有限公司。

1.1.3 试验样品

试 制 样 品 A（奶 粉 基 质， 强 化 烟 酰 胺， 唾 液 乳 杆 菌

Lactobacillus salivarius 添加量约 107~108 CFU/g）。

试制样品 B（除未添加唾液乳杆菌 Lactobacillus salivarius

外，其余与试制样品 A 一致）。

1.2  样品前处理

称取混合均匀固体试样约 5.0 g（精确到 0.01 g），加入约

25 mL 45~50℃ 的水，称取混合均匀液体试样约 20.0 g（精确

到 0.01 g）于 150 mL 锥形瓶中，置于超声波振荡器中振荡约

10 min 以上充分溶解，静置 5~10 min，并冷却至室温。

待试样溶液降至室温后，用 5.0 mol/L 盐酸溶液和 0.1 mol/L 

盐酸溶液调节试样溶液的 pH 至 1.7±0.1，放置约 2 min 后，再

用 5.0 mol/L 氢氧化钠溶液和 0.1 mol/L 氢氧化钠溶液调节试

样溶液的 pH 至 4.5±0.1，置于 50℃ 水浴超声波振荡器中振荡

10 min 以上充分提取，冷却至室温后转至 100 mL 容量瓶中，

用水反复冲洗锥形瓶，洗液合并于 100 mL 容量瓶中，用水定

容至刻度后混匀，经滤纸过滤。滤液再经 0.45 μm 微孔滤膜加

压过滤，用样品瓶收集，即为试样测定液。

1.3  色谱条件

色谱柱：C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm，粒径 5 μm）；柱温：

（25±0.5）℃；DAD 检测器：检测波长为 261 nm；流动相：甲

醇 70 mL、异丙醇 20 mL、庚烷磺酸钠 1 g，用 910 mL 水溶解

并混匀后，用高氯酸调 pH 至 2.1±0.1，经 0.45 μm 有机微孔滤

膜过滤；流速：1.0 mL/min；进样量：20 μL。

2  结果与分析

2.1  试制样品 A与试制样品 B的检测结果对比

同时前处理试制样品 A 与试制样品 B，然后上机分析，检

测结果如表 1 所示，色谱图见图 2。由表 1 和图 2 可知，试制

样品 A 中检出了烟酸，其含量为 787 μg/100 g，而试制样品 B

中未检出烟酸，而两个样品的维生素 B3 总量检测结果基本一致。

因为两个试制样品中均强化了烟酰胺而未强化烟酸，且配方唯
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一的差异在于试制样品 A 中添加了 107~108 CFU/g 的唾液乳杆

菌 Lactobacillus salivarius，而试制样品 B 中未添加菌种；故推

测试制样品 A 中检出的烟酸是在样品分析过程中，由于唾液乳

杆菌的作用将烟酰胺转化为烟酸。因为在很多乳酸菌中都含有

烟酰胺酶，在该酶的催化作用下，烟酰胺脱氨基转化为烟酸 [15]

（图 3）。

表 1 试制样品 A与试制样品 B烟酸和烟酰胺检测结果 
Table 1 Results of nicotinic acid and nicotinamide for trial Sample 

A and trial Sample B

样品
烟酸

（μg/100 g）
烟酰胺

（μg/100 g）
维生素 B3

（μg/100 g）

试制样品 A 787 3529 4344
试制样品 B 0 4254 4288

试制样品 A

试制样品 B

图 2 试制样品 A与试制样品 B烟酸和烟酰胺检测色谱图 
Fig.2 Chromatograms of nicotinic acid and nicotinamide for trial 

Sample A and trial Sample B

图 3 烟酰胺酶催化的脱氨基作用 
Fig.3 Nicotinamidase-catalyzed deamination

2.2  试样测定液静置时间的影响

试制样品 A 经前处理获得的试样测定液静置 0、1、2、3 h

后再进样分析。检测结果如表 2 所示，色谱图见图 4。由表 2

数据可知，烟酸、烟酰胺和维生素 B3 的含量基本不随时间发生

变化，故烟酰胺向烟酸的转化发生在前面的步骤。因此根据样

品前处理程序，分别考察了酸水解前样品溶液静置时间和酸水

解 pH 值的影响，以确定转化发生的步骤。

表 2 试制样品 A试样测定液静置不同时间后烟酸和烟酰胺 
检测结果 

Table 2 Results of nicotinic acid and nicotinamide after the trial 
Sample A extraction solution placed for different time

放置时间

（h）
烟酸

（μg/100 g）
烟酰胺

（μg/100 g）
维生素 B3 

（μg/100 g）

0 787 3529 4344

1 787 3532 4347

2 789 3536 4354

3 785 3539 4352

图 4 试制样品 A试样测定液静置不同时间后烟酸和烟酰胺 
检测色谱图 

Fig.4 Chromatograms of nicotinic acid and nicotinamide after the 
trial Sample A extraction solution placed for different time

2.3  酸水解前静置时间的影响

在样品酸水解前，将混合均匀的试制样品 A 溶液静置 5、

10、30、60、120 min 后再进行后续分析。检测结果如表 3 所示，

色谱图见图 5，由表 3 数据可知，随静置时间延长烟酰胺含量

逐渐减少，烟酸含量逐渐增加。以表 3 中烟酸、烟酰胺和维生

素 B3 含量对静置时间作图，如图 6 所示，明显可以看出烟酰胺

逐渐转化为烟酸，而维生素 B3 总量基本维持不变。而且在最

初的 10 min 内，即标准方法规定的最大静置时间，已有约 45%

的烟酰胺转化为烟酸；推测这与样品中高浓度的菌种添加量和

标准方法规定的 45~50℃ 溶解水温有关，随着静置时间的延长，

溶解后的样品温度逐渐恢复至室温，烟酰胺转化为烟酸的速度

变慢；到 120 min 以后烟酰胺完全转化为烟酸。

表 3 试制样品 A溶液静置不同时间后烟酸和烟酰胺检测结果 
Table 3 Results of nicotinic acid and nicotinamide after the trial 

Sample A solution placed for different time

静置时间

（min）
烟酸

（μg/100 g）
烟酰胺

（μg/100 g）
维生素 B3

（μg/100 g）

5 950 3303 4279

10 1910 2195 4122

30 2803 1435 4249

60 3617 566 4188

120 4147 0 4147
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试制样品 A 溶液静置 5 min

试制样品 A 溶液静置 30 min

试制样品 A 溶液静置 10 min

试制样品 A 溶液静置 60 min

试制样品 A 溶液静置 120 min

图 5 试制样品 A溶液静置不同时间后烟酸和烟酰胺检测色谱图 
Fig.5 Chromatograms of nicotinic acid and nicotinamide after the trial Sample A solution placed for different time

图 6 试制样品 A溶液静置过程中烟酰胺向烟酸的转化 
Fig.6 Transformation of nicotinamide to nicotinic acid during placement of trial Sample A solution
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2.4  酸水解 pH值的影响

为了确定酸水解 pH 对烟酰胺的转化是否有影响，将混合

均匀的试制样品 A 溶液立即使用盐酸调节不同的 pH：1.7、3.0、

4.0、6.8（未加盐酸调节），水解 2 min 后，然后再用氢氧化钠溶

液调节 pH 至 4.5（最后一个样品用盐酸调节），放置 120 min 后，

再按后续步骤处理并上机分析，检测结果如表 4 所示，色谱图

见图 7。由表 4 数据可知，酸水解 pH 值越低，烟酰胺向烟酸的

转化得越少；推测在低 pH 值下，唾液乳杆菌的作用受到抑制。

表 4 试制样品 A不同酸水解 pH值的烟酸和烟酰胺检测结果 
Table 4 Results of nicotinic acid and nicotinamide for different pH 

values of acid hydrolysis of trial Sample A

酸水解 pH 烟酸（μg/100 g）
烟酰胺

（μg/100 g）
维生素 B3

（μg/100 g）
1.7 225 3980 4237
3.0 1061 3244 4330
4.0 3665 553 4222
6.8 4073 0 4073

试制样品 A 溶液酸水解 pH 1.7

试制样品 A 溶液酸水解 pH 3.0

试制样品 A 溶液酸水解 pH 4.0

试制样品 A 溶液酸水解 pH 6.8

图 7 试制样品 A不同酸水解 pH值的烟酸和烟酰胺检测色谱图 
Fig.7 Chromatograms of nicotinic acid and nicotinamide for 

different pH values of acid hydrolysis of trial Sample A

在标准方法规定的酸水解 pH 值 1.7 条件下，仅有约 5% 的

烟酰胺转化为烟酸，这可能是在样品溶解过程中发生的；为了

验证这一猜想，直接使用盐酸调节后 pH 值为 1.7 的水溶解试制

样品 A，并迅速调节溶液 pH 值至 1.7，然后按照标准步骤操作，

检测结果如表 5 所示，色谱图见图 8；并且对调节 pH 前后的样

品溶液进行了乳酸菌计数，发现菌数下降了约 0.6 log CFU/mL。

由此证明在 pH 值为 1.7 时，唾液乳杆菌的作用完全受到抑制，

在此情况下不会有烟酰胺转化为烟酸。

表 5 酸溶解试制样品 A的烟酸和烟酰胺检测结果 
Table 5 Results of nicotinic acid and nicotinamide after acid-

dissolved trial Sample A

试制样品 A
烟酸

（μg/100 g）
烟酰胺

（μg/100 g）
维生素 B3

（μg/100 g）

酸溶解 pH1.7 0 4368 4403

图 8 酸溶解试制样品 A的烟酸和烟酰胺检测色谱图 
Fig.8 Chromatograms of nicotinic acid and nicotinamide after 

acid-dissolved trial Sample A

3  讨论与结论

本实验探讨了使用 GB 5009.89-2016 食品安全国家标准 食

品中烟酸和烟酰胺的测定中第二法高效液相色谱法检测含乳酸

菌的奶粉中维生素 B3 时，由于高浓度乳酸菌的存在，导致的烟

酰胺被乳酸菌所具有的烟酰胺酶转化为烟酸的现象。通过单因
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素实验确认了转化发生在样品溶解后、酸水解之前的静置步骤，

但按照标准方法所规定的酸水解条件调节 pH 值至 1.7 以后，转

化作用被完全抑制。虽然该转化作用不会影响总维生素 B3 的检

测结果，但如果单独检测烟酸或烟酰胺含量时，或研究方法性

能时会对检验者造成困扰。因此如果要单独检测此类样品中烟

酸或烟酰胺的含量，需要在样品溶解时将 pH 值调整到 1.7，以

抑制该转化作用。

关于乳酸菌添加量、样品溶解水温以及不同乳酸菌菌种对

方法的影响尚待进一步研究；而且有文献表示，某些菌株可利

用烟酰胺作为唯一的碳源、氮源和能量来源 [16]，这意味着如

果样品中存在这些菌株，无论使用 GB 5009.89-2016 中微生物

法还是高效液相色谱法检测维生素 B3，检测结果均有可能低于

实际值。当前，出于健康的需求越来越多的食品中添加各种各

样的益生菌，然而恰恰是这些具有活性的微生物会对检测造成

干扰，这是未来食品安全国家标准制修订需要重点考虑的一个

方面。
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