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前 言

维生素预混料中维生素 Ｂ１２测定方法尚无国际标准。本标准参考《色谱科学杂志》第 １５卷和法国罗
纳普朗克动物营养公司提出的分析方法，该法简捷、快速、准确，在技术内容上采用其中技术条件，在编
写规格上，依据 ＧＢ燉Ｔ１１—１９９３《标准化工作导则 第 １单元：标准的起草与表述规则 第 １部分：标
准编写的基本规定》和 ＧＢ燉Ｔ１４—１９８８《标准化工作导则 化学分析方法标准编写规定》。
本标准的附录 Ａ是标准的附录。
本标准由全国饲料工业标准化委员会提出并归口。
本标准由国家饲料质量监督检验中心（北京）负责起草。
本标准主要起草人：李兰、陈必芳、梁冬生。
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 范围

本标准规定了用高效液相色谱法测定维生素预混料中维生素 Ｂ１２的方法。
本标准适用于维生素预混料、维生素Ｂ１２预混制剂中维生素Ｂ１２的测定。检测范围为每千克样品中维

生素 Ｂ１２含量大于 ０２５ｍｇ。

 方法原理

试样中维生素 Ｂ１２用水提取，经高效液相色谱反相柱分离，其峰面积与维生素 Ｂ１２的含量成正比。

 试剂和材料

本标准所用试剂除特殊注明外，均为优级纯，水为去离子水。
 乙腈：色谱纯。
 正磷酸溶液。
 ２５％乙醇溶液。
 维生素 Ｂ１２标准溶液。
 维生素 Ｂ１２标准贮备溶液：准确称取 ０１０００ｇ维生素 Ｂ１２纯品（符合 ＵＳＰ），溶解于 １００ｍＬ乙醇
溶液（３３）中，并稀释定容至刻度，摇匀。该标准贮备液每毫升含维生素 Ｂ１２１ｍｇ。
 维生素 Ｂ１２标准工作液：准确吸取维生素 Ｂ１２标准贮备液（３４１）１ｍＬ于 ５０ｍＬ容量瓶中，用移
动相稀释定容刻度，摇匀。该标准工作液 １ｍＬ含维生素 Ｂ１２２μｇ。

 仪器、设备

 实验室常用设备。
 超声波水浴。
 高效液相色谱仪，带自动进样器，紫外可调波长检测器。
 超纯水装置。
 离心机：３０００ｒ燉ｍｉｎ。

 试样制备

取具有代表性样品至少 ５００ｇ，用四分法缩分至 １００ｇ，粉碎，全部过 ０２８ｍｍ孔筛，混匀，装入样品
瓶内密闭，避光低温保存备用。
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 分析步骤

 提取

 维生素预混料中维生素 Ｂ１２的提取

称取试样 ２～３ｇ（精确至±０．０００１ｇ），置于 １００ｍＬ棕色容量瓶中，加约 ６０ｍＬ去离子水，在超声
波水浴中超声提取 １５ｍｉｎ，取出，用去离子水定容至刻度，混匀，过滤，滤液过 ０４５μｍ滤膜，供高效液
相色谱仪分析。
 维生素 Ｂ１２制剂（１％～２％）的提取
称取试样 １ｇ（精确至±０．０００１ｇ）于 １００ｍＬ棕色容量瓶中，加入约 ６０ｍＬ去离子水，在超声波水

浴中超声提取１０ｍｉｎ，取出用去离子水定容过滤。精确吸取１００ｍＬ溶液于５０ｍＬ棕色容量瓶中，用去
离子水定容至刻度，该液通过 ０４５μｍ滤膜过滤，供高效液相色谱仪分析。
 测定步骤

 色谱条件
柱子：μＢｏｎｄｐａｋＮＨ２，粒度 ５μｍ，３９ｍｍ×３００ｍｍ。
柱温：３０℃。
流动相：３％正磷酸水溶液 ２６０ｍＬ与 ７００ｍＬ乙腈混合，超声脱气。
流速：１７ｍＬ燉ｍｉｎ。
检测波长：３６１ｎｍ。

 定量测定
按高效液相色谱仪说明书调整仪器操作参数，用两次以上相应标准工作液，对系统进行校正。
将通过 ０４５μｍ滤膜的样液（６１１）依次分装于自动进样小瓶中，依外标法上液相色谱仪测定。

 也可采用反相离子对高效液相色谱测定维生素 Ｂ１２的方法（见附录 Ａ）

 测定结果的计算

测定结果按式（１）计算：

犽ｉ＝
爮ｉ× 爼× 犱ｉ× 爼ｓｔ

爮ｓｔ× 牔× 爼ｉ
…………………………（１）

式中：犽ｉ——每千克样品中维生素 Ｂ１２的含量，ｍｇ；
牔——试样质量，ｇ；
爼ｉ——试样溶液进样体积，μＬ；

爮ｉ——试样溶液峰面积值；

爼——试样稀释的体积，ｍＬ；
犱ｉ——标准溶液浓度，μｇ燉ｍＬ；

爼ｓｔ——标准溶液进样体积，μＬ；

爮ｓｔ——标准溶液峰面积平均值。
每个试样取两份试料进行平行测定，以其算术平均值为测定结果。结果表示到每千克样品中维生素

Ｂ１２００１ｍｇ。

 允许差

同一分析者对同一试样同时两次平行测定结果的相对偏差应不大于 １５％。
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附 录 ﹢
（标准的附录）

反相离子对高效液相色谱

测定预混料中维生素 ﹣１２

﹢ 原理

试样中维生素 Ｂ１２经水提取后，注入反相色谱柱上，由于输入了有机的反相离子对四丁基磷酸铵

（ＰＩＣＡ）和己烷磺酸钠（ＰＩＣＢ６）溶液，维生素 Ｂ１２的阳离子与移动相中阴离子形成离子偶化合物，在移
动过程中与固定相分开达到分离。

﹢ 试剂和材料

﹢ 甲醇（优级纯）。
﹢ 磷酸。
﹢ 四丁基磷酸铵（ＰＩＣＡ）。
﹢ 己烷磺酸钠（ＰＩＣＢ６）。

﹢ 测定色谱条件

柱 子：１５０ｍｍ×４．０ｍｍ（内径）不锈钢柱。
固定相：μＢｏｎｄｐａｋＣ１８（ＯＤＳ）粒度 ５μｍ。
移动相：甲醇水（２５０＋７５０）约 ９８０ｍＬ，加入 ＰＩＣＡ、ＰＩＣＢ６（各一小瓶）２０ｍＬ，用上述 ２５％甲醇水定
容至 １Ｌ，混匀，用磷酸调节 ｐＨ３。

流速：１ｍＬ燉ｍｉｎ。
柱温：室温。
检测器：紫外检测器，使用波长 ３６５ｎｍ。
进样量：２０μＬ。
保留时间：约 ７０ｍｉｎ。

﹢ 其他各项与正文相同
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