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摘 要: 采 用 高 效 液 相 色 谱 法 测 定 保 健 食 品 中 维 生 素 B12 含 量 , 色 谱 柱 用 Agilent ZORBAX SB-Ag ( 4. 6mm>

250mm, 5MmD , 流动相为甲醇-0. 2% 磷酸水溶液( 38= 62D , 流速 1. 0ml/min, 检测波长 361nmO 结果是维生素

B12 线 性 范 围 为 0. 816~ 4. 08Mg, 1 = 0. 9997; 平 均 回 收 率 为 97. 2% , RSD 为 1. 39% ( n = 6D , 最 小 检 出 限 为

0. 85Mg/gO 高效液相色谱法灵敏度高 , 操作简便 , 重现性好 , 结果准确 , 可以用于保健食品中维生素 B12的质量

控制 O
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Abstract: A methOd fOr deteminatiOn Of Vitamin B12 heath care fOOd by -PLC Was created. The
methOd cOntained a Agilent ZORBAX SB-Ag( 4. 6> 25nm, 5MmD cOlumn, With methanOl-0. 2%
PhesphOric Acid ( 38 = 62 D as mObile phase, rate 1. 0ml/min, detectiOn Wavelength at
361nm. Linarity range: 0. 186~ 4. 08Mg, 1 = 0. 9997, the average recOvery Of Vitamin B12 Was
97. 2% , the RSD Of results Was 1. 39% ( n = 6 D , minimal detectiOn value 0. 85% Mg/g. The
methOd is sensitive, simple, precise and accurate.This study prOvides a test methOd fOr the guality
cOntrOl Of health care fOOd.
Key words:-PLC, vitamin B12, determinatiOn, health care fOOd

维生素 B12又称钴胺素, 是一种含有钴的咕啉类

有机化合物, 组成为 C63-88CON14PO 维生素 B12是人

体组织代谢过程中必需的维生素, 是人和其它哺乳

动物维持生长和促进红细胞生长的重要因子[1]O 维

生素 B12具有广泛的生理作用, 参与体内甲基转换及

叶酸代谢, 促进神经髓鞘中脂蛋白的形成, 保持中枢

神经和外周髓鞘神经纤维的功能完整, 人体需要的

维生素 B12的 量 很 少, 推 荐 的 日 补 助 量 为 2. 4Mg, 怀

孕和哺乳的妇女日需量为 2. 6Mg, 婴儿为 0. 4Mg, 使

用 过 量 维 生 素 B12 可 能 引 起 过 敏 反 应, 甚 至 过 敏 休

克[2]O 摄入维生素 B12不足则可能引起恶性贫血, 骨

髓变性, 舌炎, 神经系统症状, 四肢僵硬, 易受剌激,
困倦, 精神不振等 O 临床上将维生素 B12用于治疗恶

性贫血和恢复造血功能, 也用于神经系统疾病如多

发性神经炎, 末梢神经麻痹等[3]O
目前维生素 B12的测定方法主要采用微生物分

析法, 导数分光光度法, 高效毛细管电泳法, 化学发

光析法, 高效液相色谱法 O 用高效液相色谱法测定维

生素 B12的文献报道不多, 本实验主要针对多成分 
复杂基质的糖衣片剂的保健食品中维生素 B12的测

定 O 本方法具有简便 快速 灵敏结果可靠等优点 O



1 实验部分

1. 1 仪器与试药

Waters 高效液相色谱仪, 2487 紫外检测器; 威

玛通用色谱工作站 O
维生素 B12对照品 (美国 Sigma 公司生产 D 甲醇

是色谱纯, 天津四友生物医学技术有限公司生产; 无

水乙醇是分析纯, 天津四友生物医学技术有限公司

生产; 重蒸水是一级 O
1. 2 色谱条件

色 谱 柱 用 Agilent ZORBAX SB Rg ( 4. 6mm>
250mm, 5pmD ; 流动相:甲醇 0. 2%磷酸水溶液 ( 38
= 62D ; 检测波 长 361nm; 柱 温 为 室 温; 流 速 1. 0ml/

min; 进样量 10plO 理论塔板数按维生素 B12峰计算

为 不 低 于 5000O 与 其 前 后 峰 分 离 度 分 别 为 2. 63~
7. 39, 均大于 1. 5O 说明在此色谱条件下, 样品能很

好地分离 O
1. 3 对照品溶夜制备

精密称取维生素 B12对照品适量, 置容量瓶中,
加 25%甲醇使溶解, 制成 400pg/ml 的溶液 O
1. 4 供试品溶液制备

取维生素类保健干燥食品 20 丸, 研细 O 过 40 目

筛, 混合均匀 O 称取均匀样品 1. 0g 精确至 0. 0001g
置于 50ml 容量瓶中, 加入 25%甲醇溶液 40ml, 超声

提取 15min, 取出, 用 25%甲醇定容至刻度, 摇匀, 吸

取上清液过 0. 5pm 微孔滤膜滤过, 取 续 滤 液, 作 为

供试品溶液 O
分别精密吸取以上对照品溶液和供试品溶液各

10pl, 注入色谱仪, 按 2. 1 项下色谱条件测定的结果

是供试品中维生素 B12色谱峰与共他组分分离度良

好, 与对照品维生素 B12的保留时间( 10. 2minD一致 O
色谱图见图 1 和图 2O

图 1 对照品的色谱图

图 2 供试品的色谱图

1. 5 线性关系考察

精密称取维生素 B12对照品 10. 0mg, 置于 25ml
容量瓶中, 加 25%甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度, 精 密 量

取 2ml, 5ml, 6ml, 8ml, 10ml 置入 10ml 容量瓶中, 加

入 25%甲醇稀释至刻度, 摇匀 O 精密吸取上述两种

溶液各 10pl, 分别注入色谱仪, 测定其峰面积, 以进

样量( pgD为横坐标, 峰面积为纵坐标进行回归, 得回

归方程: A = 519002 + 20013X, 1 = 0. 9997, 维生

素 B12在 0. 816~ 4. 08pg 范围与峰面积呈良好的线

性关系 O
1. 6 精密度考察

精密吸取对照品溶液 ( 200pg/mlD 10pl, 重 复 进

样 6 次, 测定维生素 B12峰面积 O 结果其平均峰面积

为 4642464, RSD 为 0. 92% O
1. 7 稳定性试验

取供试品溶液(批号: 4i D分别于 0, 7h, 8h, 12h,
16h 进样 1 次, 依法测定峰面 积, 结 果 维 生 素 B12平

均峰面积为 4442471, RSD 为 0. 99% O 说明供试品

溶液在 16h 内稳定 O
1. 8 重复性试验

取 同 批 号 样 品 (批 号: 4i D 6 份, 精 密 称 定, 按

2. 3 项下的方法制备供试品溶液, 依法 测 定 的 结 果

是平均含量为 5. 04mg/g, RSD 为 1. 824% O 说明本

方法重现性良好 O
1. 9 加样回收率试验

精 密 称 取 已 测 知 维 生 素 B12 含 量 的 样 品 约

0. 899g(批号: 4i 维生素 B12含量为 5. 04mg/gD 6 份,
各加入维生素 B12对照品溶液( 4. 8mg/mlD 1ml, 分别

按 2. 3 项下方法制备供试品溶液, 精密吸取 10pl 进

样 测 定, 计 算 回 收 率. 结 果 平 均 回 收 率 为 97. 2% ,
RSD 为 1. 39% ( n = 6D , 详见表 1O

2 样品测定

取 10 批样品, 按 2. 3 供试品溶液的制备方法制
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表 l 维生素 Bl2加样回收率试验结果

称样量

( gD
样品中维生素

B12含量(mgD
维生素 B12

加入量(mgD
维生素 B12

测得量(mgD
回收率

( % D
平均回收率

( % D
RSD
(% D

O. 8991 4. 532 4. 8OO 4. 7OO 97. 92 97. 2 1. 39
O. 842O 4. 244 4. 8OO 4. 713 98. 19
O. 8761 4. 416 4. 8OO 4. 584 95. 5O
O. 8816 4. 4433 4. 8OO 4. 767 99. 31
O. 8872 4. 471 4. 8OO 4. 573 95. 27
O. 8559 4. 314 4. 8OO 4. 65O 96. 88

表 2 样品含量测定结果

样品编号 试样成分
维生素 B12

平均含量(mg/g, n = 3D

1i Vc, VE, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酸 ,叶酸 , B-叶红素 ,氧化锌 ,富血铁 ,辅料1, O. 63

2i Vc, VE, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酰胺 ,叶酸 , VA 醋酸盐 ,葡萄糖酸锌 ,辅料, 8. 78

3i VB1 , VB2 , VB12 ,烟酰胺 ,叶酸 , VA, VD,泛酸钙 ,胆碱枸橼酸盐 ,肌醇 ,葡萄糖酸锌 ,葡萄糖酸

亚铁 ,葡萄糖酸铜 ,葡萄糖酸锰 ,对氨基苯甲酸 ,辅料,
O. 99

4i Vc, VE, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酸 ,叶酸 , VA,醋酸盐 ,肌醇 ,对氨基苯甲酸 ,胆碱酸性酒

石酸盐 ,氯化钾 ,碳酸钙 ,富血铁 ,硫酸锌 ,硒酸钠 ,辅料,
5. O4

5i Vc, VE, VB1 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酸 ,叶酸 ,肌醇 , L-赖氨酸 , L-胱氨酸 ,氨 基 乙 酸 , 胆 碱 酸 性 酒

石酸盐 ,辅料,
3. 28

6i Vc, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酰胺 , D泛酸钙 ,胆碱枸橼酸盐 ,肌醇 , VA,醋酸盐 ,辅料, O. O5

7i Vc, VE, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟 酸 ,叶 酸 , VA,醋 酸 盐 ,肌 醇 ,一 氧 化 镁 ,富 血 铁 ,胆 碱 酸

性酒石酸盐 ,硬脂酸镁 ,硫酸锌 ,碳酸钙 ,辅料,
4. 39

8i Vc, VE, VB1 , VB2 , VB6 , VD3 , VB12 ,烟酰胺 , VA,醋酸盐 硫酸锌 ,对氨基苯甲酸 ,富血铁 ,辅料, 3. 94

9i VB1 , VD3 , VB12 ,辅料, 5. 27
1Oi VB1 , VB2 , VB6 , VB12 ,烟酰胺 ,辅料, 21. 1

备样品溶液,分别精密吸取 1Opl进样测定的结果见

表 2,
表 2 结果显示, 1O 批样品均分离出维生素 B12,

其平均含量为 O. O5~ 21. 1mg/g,而且维生素 B12与
其他组分的分离度良好,

3 结论

本 实 验 建 立 了   -HPLC 快 速 测 定 维 生 素 B12
的方法,从进样到分离出峰仅需 1Omin, 该方法所用

的试剂简易,前处理操作简单迅速,分离不需要梯度

洗脱,准确度和精密度较好,方法的线性范围宽,检

出限也较低,用于保健食品分析的结果令人满意,
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