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食品安全国家标准 

食品营养强化剂  氰钴胺 
1 范围 

本标准适用于以微生物发酵生成含钴胺素的发酵液，经转化和结晶得到的食品营养强化剂氰钴胺。 

2 分子式、结构式和相对分子质量 

2.1 分子式 

氰钴胺：C63H88CoN14O14P 

2.2 结构式 

 

 

2.3 相对分子质量 
    氰钴胺：1355.38（按 2016 年国际相对原子质量） 

3 技术要求 

3.1 感官要求 

感官要求应符合表1 的规定。 
表1 感官要求 

项    目 要    求 检 验 方 法 

色泽 暗红色 取适量试样置于清洁、干燥的白瓷盘中，在自然

光线下，观察其色泽和状态。 状态 结晶状颗粒或粉末 

3.2 理化指标 

理化指标应符合表 2 的规定。  

表 2 理化指标 

项  目 指    标 检验方法 

氰钴胺含量（以干基计），w/% 96.0～102.0  附录 A 中 A.4 

干燥减量，w/%              ≤ 12 附录 A 中 A.5 

有关物质，w/%  ≤ 2.0 附录 A 中 A.6 

丙酮/mg/kg ≤ 5000 附录 A 中 A.7 

铅(Pb) /mg/kg ≤ 1.0 GB 5009.12 第一法 

总砷(以 As 计) /mg/kg ≤ 1.0 GB 5009.11 第一篇第二法 

需氧菌总数，w/(cfu/g) ≤ 1000 附录 A 中 A.8 
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霉菌和酵母菌总数，w/(cfu/g) ≤ 100 附录 A 中 A.9 

  注：商品化的氰钴胺（维生素 B12）产品应以符合本标准的氰钴胺为原料，可添加用于加工、贮存、标准化、

溶解等工艺目的的麦芽糊精、柠檬酸钠、柠檬酸、甘露醇、磷酸氢钙等食品原料和食品添加剂。 
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附 录 A 

检验方法  

A.1 安全提示（或警示） 

本标准的检验方法中使用的部分试剂具有毒性或者腐蚀性，操作时应采取适当的安全和防护措施。 

A.2 一般规定 

本标准除另有规定外，所用试剂的纯度应为分析纯，所用标准滴定溶液、杂质测定用标准溶液、制剂

及制品，应按GB/T 601、GB/T 602、GB/T 603的规定制备，实验用水应符合GB/T 6682中三级水的规定。

试验中所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶液。 

A.3 鉴别试验 

A.3.1 试剂和材料 

A.3.1.1 丙酮。 
A.3.1.2 三氯甲烷。 
A.3.1.3 乙醚。 
A.3.1.4 盐酸。 
A.3.1.5 乙酸钠。 
A.3.1.6 溴化钾。 
A.3.1.7 氟化钠。 
A.3.1.8 硫酸氢钾。 
A.3.1.9 次磷酸。 
A.3.1.10 酚酞指示剂。 
A.3.1.11 乙酸(1 mol/L)。 
A.3.1.12 氢氧化钠溶液 (100 g/L)：称取10 g氢氧化钠，加水溶解并定容至100 mL。 
A.3.1.13 氢氧化钠溶液(20 g/L)：称取1 g氢氧化钠，加水溶解并定容至50 mL。 
A.3.1.14 1-亚硝基-2-萘酚-3,6-二磺酸钠溶液（2 g/L）：称取0.1 g 1-亚硝基-2-萘酚-3,6-二磺酸钠，缓缓加

水溶解并定容至50 mL。 
A.3.1.15 硫酸溶液(1+7)：取70 mL水，缓缓注入10 mL硫酸，混匀。 
A.3.1.16 硫酸亚铁铵饱和溶液：称取42 g六水合硫酸亚铁铵，加水溶解并定容至100 mL。 

A.3.2 仪器和设备 

A.3.2.1 坩埚。 
A.3.2.2 蒸馏装置。 
A.3.2.3 紫外-可见分光光度计。 

A.3.3 鉴别方法 

A.3.3.1 溶解性 
     略溶于水和乙醇，不溶于丙酮、三氯甲烷或乙醚。 
A.3.3.2 紫外鉴别 
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    准确称取30 mg试样于1000 mL容量瓶中，用水定容至刻度，采用紫外-可见分光光度计测定，在吸收

谱上应出现最大峰278±1 nm、361±1 nm和550±2 nm。361 nm波长处的吸光度与278 nm波长处的吸光度的比

值应为1.70～1.90。361 nm波长处的吸光度与550 nm波长处的吸光度的比值应为3.15～3.40。 
A.3.3.3 钴原子鉴别 
    取约1 mg试样，加硫酸氢钾约50 mg，置坩埚中，灼烧至熔融，放冷，用玻璃棒捣碎，加3 mL水，煮

沸使溶解，加酚酞指示剂1滴，混匀，滴加氢氧化钠溶液(A.3.1.12)至显淡红色后，加500 mg乙酸钠、0.5 mL
乙酸（A.3.1.11）和0.5 mL 1-亚硝基-2-萘酚-3,6-二磺酸钠溶液（A.3.1.14），立即显现红色或橙红色，加盐

酸0.5mL，煮沸1分钟，颜色应不消失。 
A.3.3.4 氰离子鉴别 
    移取约5 mg氰钴胺试样于盛有5 mL水的50 mL蒸馏烧瓶中，蒸馏烧瓶连接一个短的、水冷却的垂直冷

凝装置，冷凝装置出口端浸入到盛有1 mL氢氧化钠溶液(A.3.1.13)的测试管中。样品溶解于蒸馏烧瓶中后，

加入2.5 mL次磷酸，连接好冷凝装置，缓慢加热煮沸10min，收集1mL蒸馏液于测试管中。测试管中加入4
滴冷的、硫酸亚铁铵饱和溶液(A.3.1.16)，轻摇，加入30 mg氟化钠，加热至沸腾，立即加入几滴硫酸溶液

(A.3.1.15)至溶液变澄清，再加入3~5滴硫酸溶液，数分钟内溶液变成蓝色至蓝绿色。 
A.3.3.5 红外鉴别 
    将溴化钾压片试样的谱图与氰钴胺标准品谱图（见附录B中B.1）比较，两者应基本一致。 

A.4 氰钴胺含量 

A.4.1 仪器和设备 

分光光度计。 

A.4.2 分析步骤 

精确称取约 0.025 g（精确至 0.1 mg）干燥试样于 1000 mL 容量瓶中，用水溶解并定容至刻度，混匀

得到试样溶液。用紫外可见分光光度计测定。以水作空白，采用 1 cm 比色皿在 361 nm 处测定试样溶液吸

光度值。 

A.4.3 结果计算 

氰钴胺含量（以干基计）的质量分数 w1按式（A.1）计算。 

1 100%
207
A Vw

m
   ………………………………（A.1） 

式中： 
A——氰钴胺紫外吸光值； 
207——氰钴胺的标准百分吸收系数（Eଵୡ୫ଵ% ）； 
V——试样定容体积，单位为毫升(mL)； 
m——试样量(以干基计)，单位为克(g)； 

实验结果以平行测定结果的算术平均值为准，保留一位小数。 
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不大于算术平均值的 2.0%。 

A.5 干燥减量 

A.5.1  方法原理 

干燥减量是指试样在105℃温度下干燥后，失去水分及其他挥发性物质的质量与试样质量之比，用百

分数表示。 

A.5.2 仪器和设备 
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A.5.2.1 天平：感量0.0001 g。 
A.5.2.2 称量瓶。 
A.5.2.3 真空干燥箱。 

A.5.3 分析步骤 

称取50 mg (精确至0.0001 g) 试样，置于已干燥恒重（105℃，30 min）的称量瓶中。将试样在称量瓶

中均匀铺开。在105℃、真空压力低于2.67KPa条件下干燥至恒重。将称量瓶置于干燥器中冷却至室温，称

量。 

A.5.4 结果计算  

试样干燥减量的质量分数 w2按式（A.2）计算：  

2
2 = 100 1

1 0

m mw
m -m


 %…………………………………（A.2） 

式中： 
m1——干燥前带有样品的称量瓶质量，单位为克(g)； 
m2——干燥后带有样品的称量瓶质量，单位为克(g)； 
m0——干燥后称量瓶的质量，单位为克(g)。 
计算结果保留 2 位有效数字。 
取平行测定结果的算术平均值为测定结果，两次平行测定结果的绝对差值不大于 1.0%。 

A.6 有关物质 

A.6.1 方法原理 

试样用流动相溶解后，采用液相色谱仪检测，峰面积比较法定量。 

A.6.2 试剂和材料 

A.6.2.1 氯胺T。 
A.6.2.2 甲醇。 
A.6.2.3 磷酸氢二钠。 
A.6.2.4 磷酸。 
A.6.2.5 盐酸。 
A.6.2.6 磷酸氢二钠溶液：0.028 mol/L。称取10.03 g十二水合磷酸氢二钠，加水溶解并定容至1000 mL。 
A.6.2.7 盐酸溶液：0.05 mol/L。取4.5 mL盐酸，加水至1000 mL, 混匀。 
A.6.2.8 氯胺T溶液：0.1 %。量取0.1 g氯胺T，加水溶解并定容至100 mL。 

A.6.3 仪器和设备 

高效液相色谱仪 

A.6.4 分析步骤 

A.6.4.1 试样溶液：称取试样10 mg于10 mL容量瓶中，用流动相溶解并定容至刻度，混匀。 
A.6.4.2 对照溶液：精密量取1 mL试样溶液于100 mL量瓶中，用流动相稀释至刻度，混匀。 
A.6.4.3 系统适用性溶液：称取试样25 mg于25 mL容量瓶中，加10 mL水溶解样品，加入5 mL 0.1%氯胺T
溶液、0.5 mL 0.05mol/L盐酸溶液，用水稀释至刻度，混匀，静置5分钟。准确量取1mL上述溶液于10 mL
量瓶中，用流动相稀释至刻度，混匀。 
A.6.4.4 灵敏度溶液：准确量取1 mL对照溶液于10 mL容量瓶中，用流动相稀释至刻度，混匀。 

A.6.5 参考色谱条件 
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色谱柱：C18色谱柱（柱长250mm，内径4.6mm，粒径5μm），或其它等效色谱柱。 
流动相：取260 mL甲醇和740 mL磷酸氢二钠溶液（A.6.2.6）混匀，用磷酸调节pH值至3.5。 
柱温：25℃。 
检测器波长：361 nm。 
进样量：10 µL。 
运行时间：氰钴胺主峰保留时间的3倍 

A.6.6 系统适用性试验 

采用新制备的溶液，且避免强光照射。按照液相色谱仪操作规程操作，取系统适用性溶液(A.6.4.3)和
灵敏度溶液(A.6.4.4)分别注入液相色谱仪中，观察色谱图。 

系统适用性溶液中应出现氰钴胺峰与一个降解产物峰（相对保留时间约为1.4），二者的分离度应大于

2.5，灵敏度溶液中主峰的信噪比应大于3。 

A.6.7 测定 

系统适用性合格后再进行试样检测。依次注入试样溶液(A.6.4.1)、对照溶液(A.6.4.2)进行测定。 

A.6.8 结果计算 

试样中有关物质的含量 w3（%）按式（A.3）计算： 

1
3 =

2

Aw
A

×100%…………………………………（A.3） 

式中：A1—试样溶液除主峰以外的所有杂质峰面积之和。 
           A2—对照溶液主峰面积。 

A.6.9 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不超过其算术平均值的 10%。 

A.7 丙酮 

A.7.1 试剂和材料 

     丙酮：色谱纯。 

A.7.2 仪器和设备 

气相色谱仪：配有氢火焰离子化检测器（FID）和顶空进样器。 
A.7.3 参考色谱条件 
A.7.3.1 色谱柱：毛细管柱（柱长60 m，内径0.32 mm，膜厚1.6 μm，固定液为6%氰丙基苯基-94%二甲

基聚硅氧烷），或其它等效色谱柱。 
A.7.3.2 载气：氮气（纯度大于99.99%）。 
A.7.3.3 载气流量：1.5 mL/min。 
A.7.3.4 柱温：40℃保持10min后，以20 /min℃ 的速率升温至240℃，保持2min。 
A.7.3.5 进样口温度：140℃。 
A.7.3.6 检测器温度：250℃。 
A.7.3.7 检测器气体流量：空气：400 mL/min；氢气：60 mL/min；尾吹气：25 mL/min。 
A.7.3.8 进样量：1.0 mL。 
A.7.3.9 分流比：1:50。 
A.7.4 参考顶空条件 
A.7.4.1 顶空瓶平衡温度：80℃。 
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A.7.4.2 平衡时间：45 min。 
A.7.4.3 定量环温度：90℃。 
A.7.4.4 传输线温度：100℃。 
A.7.5 分析步骤 
A.7.5.1 空白溶液制备 
     移取5.0 mL水，置于顶空瓶中，迅速压紧瓶盖。 
A.7.5.2 标准溶液制备 

称取0.1 g丙酮(精确至0.001g)于已预加80 mL水的100 mL容量瓶中，用水定容至刻度，摇匀，得到1000 

mg/L的丙酮标准储备液。吸取适量的丙酮标准储备液于10 mL容量瓶中，用水配制成10 mg/L、20 mg/L、

50 mg/L、100 mg/L、200 mg/L的丙酮标准使用溶液、取上述系列溶液溶液各5.0 mL，分别置于顶空瓶中，

迅速压紧瓶盖。 
A.7.5.3 试样溶液制备 

称取试样0.1 g (精确至0.001 g)于10 mL容量瓶中，用水溶解后定容至刻度，摇匀。移取该溶液5.0 mL

置于顶空瓶中，迅速压紧瓶盖，备用。 

A.7.5.4 测定 
在参考条件下（A.7.3 和 A.7.4），分别对空白溶液、标准系列溶液和试样溶液进行测定，记录丙酮的

峰面积值。标准谱图参见附录 C 中图 C.1。以标准系列溶液色谱图中丙酮的峰面积值为 Y 轴，以对应溶剂

浓度(mg/L)为 X 轴，绘制标准曲线，得到丙酮标准曲线。根据试样溶液色谱图中丙酮的峰面积值，从标准

曲线求得试样溶液中丙酮的浓度(mg/L)。 
A.7.6 结果计算 

试样中丙酮的含量 w4（mg/kg）按式（A.4）计算： 

4
1000=
1000

c Vw
m


 …………………………………（A.4） 

式中： 
c——从标准曲线求得的试样溶液中丙酮的浓度，单位为毫克每升(mg/L)。 
V——试样溶液的体积，单位为毫升(mL)。 
m——试样的质量，单位为克(g)。 

A.7.7 精密度 
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不超过其算术平均值的 10%。 

A.8 需氧菌总数 

A.8.1 设备和材料 

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他设备和材料如下： 
A.8.1.1 恒温培养箱：30～35℃。 
A.8.1.2 恒温水浴箱：45 ±1℃ ℃。 
A.8.1.3 天平：感量为0.1 g、0.01 g。 
A.8.1.4 均质器或振荡器。 
A.8.1.5 无菌吸管：1 mL(具0.01 mL 刻度)、10 mL(具0.1 mL 刻度)或微量移液器及吸头。 
A.8.1.6 无菌培养皿：直径90 mm。 
A.8.1.7 pH 计或pH 比色管或精密pH 试纸。 
A.8.1.8 放大镜或/和菌落计数器。 

A.8.2 培养基和试剂 
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A.8.2.1 胰酪大豆胨琼脂培养基：胰酪胨 15.0 g，大豆木瓜蛋白酶水解物 5.0 g，氯化钠 5.0 g，琼脂 15.0 
g，蒸馏水1000 mL。除琼脂外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH使灭菌后在25℃的pH值为7.3±0.2，
加入琼脂，加热溶化后，摇匀，分装，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
A.8.2.2 pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液：取磷酸二氢钾3.56 g，无水磷酸氢二钠5.77 g，氯化钠4.30 g，
蛋白胨1.00 g，加蒸馏水 1000 mL，微温溶解，滤清，分装，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
A.8.2.3 pH7.2磷酸盐缓冲液：贮存液:称取34.0 g的磷酸二氢钾溶于500 mL蒸馏水中，用大约175 mL的1 
mol/L氢氧化钠溶液调节pH至7.2，用蒸馏水稀释至1000 mL后贮存于冰箱。稀释液:取贮存液1.25 mL，用蒸

馏水稀释至1000 mL，分装于适宜容器中，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
A.8.3 操作步骤 
A.8.3.1 样品的制备和稀释 

一般应随机抽取不少于 2 个最小包装的样品，在无菌操作下，混合，取 10 g 进行检验。用 pH 7.0 无

菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或 pH 7.2 磷酸盐缓冲液，稀释制成 1:10 样品匀液。若需要，调节稀释液 pH 值至 6～
8。根据估计样品污染程度，用同一稀释液将样品匀液进一步 10 倍系列稀释。 

取样品匀液 1 mL，置于直径 90 mm 的无菌平皿中，每个稀释度做两个平皿。同时，分别吸取 1 mL
空白稀释液加入两个无菌平皿内作为空白对照。及时倾注入 15～20 mL 冷却至 45℃的胰酪大豆胨琼脂培养

基（可放置于 45 ±1℃ ℃恒温水浴箱中保温），混匀，待凝固。 
A.8.3.2  培养和计数 

将胰酪大豆胨琼脂培养基平板倒置在 30～35℃培养 3～5 天，观察菌落生长情况。点计平板上生长的

所有菌落数，计数并报告。菌落蔓延生长成片的平板不宜计数。点计菌落数后，计算个稀释度的平均菌落

数，按菌数报告规则报告。若同稀释度两个平板的菌落数平均值不小于 15，则两个平板的菌落数不能相差

1 倍或以上。 
A.8.4 结果与报告 

需氧菌总数测定宜选取平均菌落数小于 300 cfu 的稀释度，作为菌数报告的依据。取最高的平均菌落

数，计算 1 g 样品中所含的菌落数，取两位有效数字报告。如各稀释度的平板均无菌落生长，或仅最低稀

释度的平板有菌落生长，但平均菌落数小于 1 时，以＜1 乘以最低稀释倍数的值报告菌数。若空白对照上

有菌落生长，则此次检测结果无效。 

A.9 霉菌和酵母菌总数 

A.9.1 设备和材料 

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他设备和材料如下： 
A.9.1.1 恒温培养箱：20～25℃。 
A.9.1.2 恒温水浴箱：45 ±1℃ ℃。 
A.9.1.3 天平：感量为0.1 g、0.01 g。 
A.9.1.4 均质器或振荡器。 
A.9.1.5 无菌吸管:1 mL(具0.01 mL刻度)、10 mL(具0.1 mL刻度)或微量移液器及吸头。 
A.9.1.6 无菌培养皿:直径90 mm。 
A.9.1.7 pH 计或pH 比色管或精密pH 试纸。 
A.9.1.8 放大镜或/和菌落计数器。 

A.9.2 培养基和试剂 

A.9.2.1 沙氏葡萄糖琼脂培养基：动物组织胃蛋白酶水解物和胰酪胨等量混合物 10.0 g，葡萄糖 40.0 g，
琼脂 15.0 g，蒸馏水 1000 mL。除葡萄糖、琼脂外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH使灭菌后在25℃
的pH值为5.6±0.2，加入琼脂，加热溶化后，再加入葡萄糖，摇匀，分装，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
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A.9.2.2 pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液：取磷酸二氢钾3.56 g，无水磷酸氢二钠5.77 g，氯化钠4.30 g，
蛋白胨1.00 g，加蒸馏水1000 mL，微温溶解，滤清，分装，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
A.9.2.3 pH7.2磷酸盐缓冲液：贮存液:称取34.0 g的磷酸二氢钾溶于500 mL蒸馏水中，用大约175 mL的
1mol/L氢氧化钠溶液调节pH至7.2，用蒸馏水稀释至1000 mL后贮存于冰箱。稀释液:取贮存液1.25 mL，用

蒸馏水稀释至1000 mL，分装于适宜容器中，121  ℃ 高压灭菌15 min。 
A.9.3 操作步骤 
A.9.3.1 样品的制备和稀释 

一般应随机抽取不少于 2 个最小包装的样品，在无菌操作下，混合，取 10 g 进行检验。用 pH 7.0 无

菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或 pH 7.2 磷酸盐缓冲液，稀释制成 1:10 样品匀液。若需要调节稀释液 pH 值至 6～
8。根据估计样品污染程度，用同一稀释液将样品匀液进一步 10 倍系列稀释。 

取样品匀液 1 mL，置于直径 90 mm 的无菌平皿中，每个稀释度做两个平皿。同时，分别吸取 1 mL
空白稀释液加入两个无菌平皿内作为空白对照。及时倾注入 15～20 mL 冷却至 45℃的沙氏葡萄糖琼脂培养

基（可放置于 45 ±1℃ ℃恒温水浴箱中保温），混匀，待凝固。 
A.9.3.2  培养和计数 

将沙氏葡萄糖琼脂培养基平板倒置在 20～25℃培养 5～7 天，观察菌落生长情况。点计平板上生长的

所有菌落数，计数并报告。菌落蔓延生长成片的平板不宜计数。点计菌落数后，计算个稀释度的平均菌落

数，按菌数报告规则报告。若同稀释度两个平板的菌落数平均值不小于 15，则两个平板的菌落数不能相差

1 倍或以上。 
A.9.4 结果与报告 

菌数报告规则。霉菌和酵母菌总数测定宜选取平均菌落数小于 100 cfu 的稀释度，作为菌数报告的依

据。取最高的平均菌落数，计算 1g 样品中所含的菌落数，取两位有效数字报告。如各稀释度的平板均无

菌落生长，或仅最低稀释度的平板有菌落生长，但平均菌落数小于 1 时，以＜1 乘以最低稀释倍数的值报

告菌数。若空白对照上有菌落生长，则此次检测结果无效。 
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附 录 B 

氰钴胺标准品红外光谱图  

     氰钴胺标准品的红外光谱图如图 B.1 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图B.1 氰钴胺标准品红外光谱图 
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附 录 C 

丙酮气相色谱图 

    丙酮的参考气相色谱图如图C.1所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图C.1 丙酮气相色谱图 
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