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摘  要: 目的  研究不同 pH 条件对高效液相色谱法检测保健食品中维生素 B12 检测结果差异性的影响。方法  

选取原料中添加较高含量碳酸钙且样品溶液 pH>7.0 的复合维生素片, 调节样品溶液 pH 为 4.0~4.5、5.0~5.5、

6.0~6.5, 采用高效液相色谱法测定样品中维生素 B12 的含量并记录; 检测并记录用 pH 分别为 4.02、5.01、6.05

的水稀释得到的标准中间液维生素 B12 的检测结果; 记录并分析 pH 为 4.0~4.5、5.0~5.5、6.0~6.5 的样品和碳

酸钙溶液 60 min 内 pH 的变化。结果  不同 pH 样品溶液维生素 B12 测得的结果值有显著性差异, 调节 pH 为

4.20~4.50 时测得的结果值与样品实际结果值相符; 维生素 B12 标准中间液在不同 pH 下测得的检测结果相同。

样品和碳酸钙溶液的 pH 在 60 min 内随着时间的变化发生改变, 调节溶液 pH>5.0 时, 溶液的酸碱性较不稳定, 

在 10~20 min 内溶液会由酸性变为碱性; 调节溶液 pH<5.0 时, 溶液在 60 min 内较稳定始终为酸性, 碳酸钙溶

液的酸碱性与样品溶液有相同的变化趋势。结论  在保健食品维生素 B12 的检测中需要关注样品中原辅料的

种类和配比对样品溶液检测过程中酸碱性的影响, 对原料中含较高含量碳酸钙且样品溶液 pH>7.0 的样品, 在

检测维生素 B12 时需用柠檬酸调节溶液 pH 为 4.2~5.0。 
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Effect of pH on the determination results of vitamin B12 in health food by high 
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ABSTRACT: Objective  To study the effect of different pH conditions on the difference of detection results of 

vitamin B12 in health food by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The compound vitamin 

tablets with high content of calcium carbonate and pH>7.0 were selected and adjusted to pH4.04.5, 5.05.5 and 

6.06.5. The content of vitamin B12 in the sample was determined and recorded by HPLC. The detection results of 

vitamin B12 in the standard intermediate solution diluted with water with pH of 4.02, 5.01 and 6.05 were detected and 

recorded; the pH changes of samples with pH of 4.04.5, 5.05.5, 6.06.5 and calcium carbonate solution within 60 

min were recorded and analyzed. Results  There were significant differences in the results of vitamin B12 in 

different pH samples. When the pH was adjusted from 4.20 to 4.50, the measured results were consistent with the 

actual values of samples; the detection results of vitamin B12 standard intermediate solution at different pH were the 

same. The pH of the sample and calcium carbonate solution changed with time within 60 min. When the pH of the 
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solution was adjusted to be more than 5.0, the pH of the solution was unstable, and the solution changed from acidic 

to alkaline within 1020 min; when the pH of the adjusted solution was less than 5.0, the solution was stable and 

always acidic within 60 min, and the pH of calcium carbonate solution had the same change trend as the sample 

solution. Conclusion  In the detection of vitamin B12 in health foods, it is necessary to pay attention to the influence 

of the type and ratio of raw materials and excipients on the acidity and alkalinity of the sample solution. For the 

samples with high content of calcium carbonate and pH>7.0, citric acid should be used to adjust the pH of the 

solution to 4.25.0. 

KEY WORDS: pH; vitamin B12; health food; high performance liquid chromatography; calcium carbonate 
 
 

1  引  言 

维生素 B12 参与体内多种代谢活动, 是维持机体健康

一种不可或缺的营养素[15]。人体不能合成自身所需的维生

素 B12, 需要通过食物或添加维生素 B12 的营养补充剂中获

取。维生素 B12 在生产提纯过程中需加入氰化钠, 使天然

形式的维生素 B12 转化为性质更为稳定的氰钴胺素。氰钴

胺素通常作为食品添加剂[6‒8], 添加到保健食品复合维生

素片中, 达到补充维生素 B12 的目的。维生素 B12 易溶于水

和乙醇, 在强酸(pH<2)和碱性溶液中易分解, 而在 pH 为

4.5~5.0 弱酸性条件下最稳定[9], 维生素 B12 结构如图 1 所

示。维生素 B12 具有独特的分子空间结构, 溶液的酸碱性

对维生素 B12 的稳定性有重要的影响。冯亚青等[1013]研究

表明, 维生素 B12 分子中独立碱与中心钴离子相连的 Co-N

键稳定性较弱, 在一定的酸性条件中断裂。维生素 B12 的

中心结构咕啉环有丙酸侧链, 碱性溶液中丙酸易与溶液中

的 OH-发生反应, 破坏分子中氨丙醇与吡咯环上丙酸相连

的共价键结构, 碱性和强酸性的环境都将导致维生素 B12

的分子结构发生变化。 

 

 
 
 

图 1  维生素 B12 结构式 

Fig.1  Structural formula of vitamin B12 

针对不同年龄段、不同人群所需营养物质的特点 , 

保健食品复合维生素片中添加原辅料的种类和配比差异

较大 [14], 孕妇和老年人服用的复合维生素片原料中通常

添加较高含量的碳酸钙, 碳酸钙将对样品溶液的酸碱性

产生较大的影响, 进而对维生素 B12 的检测结果产生不同

的影响。目前对于此类原料中添加较高含量(>30%)碳酸

钙样品, 由于其本身所含原料的特殊性影响维生素 B12 检

测结果的研究较少。本研究将参照 GB/T 5009.217-2008

《保健食品中维生素 B12 的测定》[15]方法, 选取原料中包

含较高含量碳酸钙且样品溶液 pH>7.0 的复合维生素片为

样品, 研究不同 pH 条件下维生素 B12 高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)检测结果

的差异性并探究其原因, 为今后此类产品维生素 B12 的检

测结果分析提供思路。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

柠檬酸、碳酸钙、三氟乙酸(分析纯, 国药集团); 甲

醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司)。 

PL303 电子天平(精度 0.001 g)、XS105DU 电子天平

(精度 0.01 mg)、FE28 梅特勒 FiveEasy Plus pH 计[梅特勒-

托利多仪器(上海)有限公司]; KQ218 型超声波清洗机(昆山

市超声仪器有限公司); 日立 CF16RXⅡ高速冷冻离心机(日

本 HitachiKoki 公司); 维生素 B12 免疫亲和柱(天津博纳艾

杰尔有限公司); 安捷伦 1200 高效液相色谱仪附带紫外检

测器(美国安捷伦科技有限公司)。 

原料中添加有较高含量碳酸钙且样品溶液 pH>7 样品: 

复合维生素片 1(维生素 B12 含量为 1.1~1.2 μg/片)、复合维

生素片 2(维生素 B12 含量为 3.3~3.5 μg/片)、复合维生素片

3(维生素 B12 含量为 2.7~2.9 μg/片)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  维生素 B12 标准系列配制 

准确称取 10.12 mg (精确至 0.01 mg)维生素 B12 标准

品, 用 5%乙醇溶解定容至 10 mL 棕色容量瓶内混匀得标

准储备液; 取 1.00 mL 标准储备液于 100 mL 棕色容量瓶内
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水稀释定容得标准中间液, 分别取 0.10、0.50、1.00、2.00、

4.00、8.00 mL 标准中间液于 10 mL 棕色容量瓶内, 水稀释

定容得维生素 B12 标准溶液系列。 

2.2.2  不同 pH 样品溶液制备及 HPLC 检测 

分别准确称取 2 g (精确至 0.001 g)样品 1、2、3 各 3

份, 用 25 mL二次水溶解, 用 10%柠檬酸溶液调节其 pH值

分别在 4.0~4.5、5.0~5.5、6.0~6.5 之间, 超声提取 15 min, 定

容至 50 mL 后以 10000 r/min 离心 3 min, 取 20 mL 样品溶

液使用免疫亲和柱富集, 甲醇洗脱, 氮吹浓缩至干, 0.04%

三氟乙酸溶液复溶, 过滤膜, 按照 GB/T 5009.217-2008 保

健食品中维生素 B12 测定方法中免疫亲和法的 HPLC 仪器

条件进行检测。 

2.2.3  不同 pH 标准中间液配制及 HPLC 检测 

量取 3 份 25 mL 二次水, 用 10%柠檬酸溶液调节其

pH 值分别为 4.02、5.01、6.05, 取 0.10 mL 标准储备液分

别用 pH 为 4.02、5.01、6.05 的二次水稀释定容至 10 mL

得标准中间液 , 随后和上述样品溶液进行相同条件下

HPLC 检测。 

2.2.4  不同 pH 样品和碳酸钙溶液 pH 变化记录 

另称取 2 g (精确至 0.001 g)样品 1、2、3 各 3 份样品, 

用 10%柠檬酸溶液调节其 pH 值分别为 4.0~4.5、5.0~5.5、

6.0~6.5 之间, 随后每隔 10 min 对样品溶液 pH 进行检测并

记录。 

称取 3 份 1.35 g 碳酸钙试剂, 用 25 mL 二次水溶解, 

用 10%柠檬酸溶液调节其 pH 值分别为 4.02、5.01、6.05, 随

后每隔 10 min 对碳酸钙溶液 pH 进行检测并记录。 

3  结果与分析 

3.1  不同 pH样品和标准中间液维生素 B12 HPLC 检

测结果及分析 

样品 1、2、3 在不同 pH 条件下测得的维生素 B12 含

量结果如表 1 所示。可以看出每个样品在 3 个不同 pH 条

件下 HPLC 测得的样品中维生素 B12 的含量结果均有显著

性差异(P<0.05), 样品溶液 pH 调为 4.20~4.50 之间测得的

结果与样品实际结果值相符。 

不同 pH 条件下标准中间液维生素 B12 HPLC 的检测结

果相同, 均为 10 μg/mL, 与标准中间液的理论计算值相同。 

对以上得到的结果分析, 发现维生素 B12在 4.5~7.0水

溶液中性质稳定, 不会发生分解, 不同 pH样品溶液测得的

维生素 B12 结果不同, 可能是由于不同 pH 样品溶液的酸碱

性在检测过程中发生了改变。 

3.2  不同 pH样品和碳酸钙溶液 pH变化记录结果及

分析 

对 pH 分别为 4.32、5.01 和 6.05 的样品 1, 每隔 10 min

记录得到的样品溶液 pH 变化, 结果如表 2 所示。 

表 1  不同 pH 条件下样品溶液维生素 B12 HPLC 检测结果(n=3) 
Table 1  HPLC detection results of vitaminB12 in sample 

solutions under different pH conditions (n=3) 

样品 pH 维生素 B12 检测结果/(μg/片) 相对标准偏差/%

样品 1

4.32 1.1±0.02a 1.75 

5.01 0.84±0.03b 3.84 

6.05 0.21±0.01c 4.76 

样品 2

4.25 3.4±0.03a 0.74 

5.03 2.6±0.08b 3.26 

6.27 0.42±0.02c 3.70 

样品 3

4.38 2.8±0.03a 0.89 

5.16 1.5±0.04b 2.39 

5.87 0.33±0.02c 4.58 

 
 

表 2  样品 1 溶液 pH 值变化记录 
Table 2  Record of pH value change of sample 1 solution 

时间/min pH=4.32 pH=5.01 pH=6.05 

0 4.32 5.01 6.05 

10 4.60 6.94 7.38 

20 4.82 7.40 7.68 

30 4.98 7.99 7.90 

40 5.19 7.91 8.13 

50 5.47 8.07 8.96 

60 5.69 8.34 9.01 

 
对 pH 分别为 4.25、5.07 和 6.19 的样品 2, 每隔 10 min

记录得到的样品溶液 pH 变化, 结果如表 3 所示。 

 
 

表 3  样品 2 溶液 pH 值变化记录 
Table 3  Record of pH value change of sample 2 solution 

时间/min pH=4.25 pH=5.07 pH=6.19 

0 4.25 5.07 6.19 

10 4.61 5.93 7.27 

20 4.83 6.67 7.64 

30 5.22 7.49 8.01 

40 5.50 7.82 8.16 

50 5.91 8.00 8.32 

60 6.29 8.23 8.42 

 
对 pH 分别为 4.38、5.08 和 5.98 的样品 3, 每隔 10 min

记录得到的样品溶液 pH 变化, 结果如表 4 所示。 
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表 4  样品 3 溶液 pH 值变化记录 
Table 4  Record of pH value change of sample 3 solution 

时间/min pH=4.38 pH=5.08 pH=5.98 

0 4.38 5.08 5.98 

10 4.62 5.72 6.79 

20 4.76 6.78 7.56 

30 4.86 7.66 7.89 

40 4.90 8.05 8.13 

50 5.05 8.12 8.21 

60 5.42 8.26 8.29 

 
对以上得到的数据结果进行分析, 结果发现随着时

间的增加, 样品 1、2、3 溶液的 pH 值均不断升高。60 min

内, pH 为 4.20~4.50 的溶液仍显酸性; pH 为 5.00~5.20、

5.80~6.30 的溶液则变为碱性。此时 pH 为 5.00~5.20 的样

品溶液在 20 min 左右开始呈碱性, pH 为 5.80~6.30 的样品

溶液则在 10 min 左右开始呈碱性。 

pH 为 4.02、5.01、6.05 碳酸钙溶液 pH 的变化结果如

表 5 所示, 数据结果显示随着时间的增加, 溶液的 pH 不断

升高, 60 min 后测得溶液的 pH 分别为 5.38、8.21 和 9.00。

pH 为 4.02 的溶液 60 min 内其仍呈弱酸性, pH 为 5.01 的溶

液 20 min 后开始呈碱性, pH 为 6.05 的溶液则在 10 min 后

开始呈碱性。 

 
表 5  碳酸钙溶液 pH 值变化记录 

Table 5  Record of pH value change of calcium carbonate 
solution 

时间/min pH=4.02 pH=5.01 pH=6.05 

0 4.02 5.01 6.05 

10 4.50 6.94 7.38 

20 4.72 7.40 7.68 

30 4.91 7.91 7.90 

40 5.09 7.99 8.13 

50 5.27 8.07 8.96 

60 5.38 8.21 9.00 

 
对以上得到的数据结果进行对比分析可以发现不同

pH 的 3 份样品和碳酸钙溶液在 60 min 内 pH 值的变化趋势

基本一致。在制备不同 pH 样品过程中发现, 随着柠檬酸溶

液的加入, 溶液中有大量气体产生, 溶液由混浊逐渐变得

澄清, 与制备不同 pH 碳酸钙溶液时产生的实验现象相同。

上述分析结果表明, 不同 pH 样品溶液维生素 B12 检测结果

的差异是由于样品溶液酸碱性的变化, 导致样品溶液酸碱

性发生变化的物质为碳酸钙。 

4  结论与讨论 

本研究分析了不同 pH 条件对高效液相色谱法检测

保健食品中维生素 B12 检测结果差异性的影响。结果发现

不同 pH 条件下样品溶液维生素 B12 检测结果有显著性差

异, 标准中间液维生素 B12 检测结果相同。记录相应 pH

条件下样品溶液和碳酸钙溶液 60 min 内 pH 的变化, 发现

样品和碳酸钙溶液在 pH>5.0 时, 溶液 30 min 内会变为碱

性, pH<5.0 时溶液始终为酸性; 导致溶液酸碱性发生变

化的原因是柠檬酸与碳酸钙的反应速率较慢, 在加入一

定量柠檬酸后会使样品溶液在短时间内呈现酸性, 随着

时间的增加加入的柠檬酸被完全消耗, 此时样品中仍然

存在过量的碳酸钙, 碳酸钙在水中发生水解生成 HCO3
-

使溶液呈碱性, 维生素 B12 在碱性溶液中易发生分解, 导

致其检测结果偏低。 

保健食品由于添加原料、辅料的多样性和复杂性导

致样品在溶解过程中 pH 变化较大, 在保健食品维生素

B12 的检测中要重视产品中添加的原辅料种类及其配比, 

在维生素 B12 检测之前了解样品中添加原辅料的种类及

其化学性质 , 判断其将对样品溶液酸碱性的影响 , 避免

其在检测过程中引起溶液酸碱性的变化。在实际检测工

作中, 对原料中添加较高含量(>30%)碳酸钙且样品溶液

pH>7.0 的片剂类样品进行处理时 , 应调节 pH 范围为

4.2~5.0, 以保证维生素 B12 在 HPLC 检测过程中样品溶液

始终处于酸性条件下, 避免由于溶液酸碱性的变化影响

检测结果的准确性。 
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