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BmPHEERE B RUNE MEHMFLRHEEDE
1 SEH

ASCAFE T8 dh P 4EA R Buo T ALAR A E il T
ARG T 24 LEC T & b B LB b RRPREE S SR TT & U S AR
RS RS, A, R, AR B fr il BERIOLEA R B S EMIE.

2 MEMsIAxH

AN SO A ) P 2B I S R S | R T RS AR SCAR A AN T 2 1) 2 o o, 33 H A 51 A SO,
3% H AN R I RCASE A AN H R 5 Sete, Fsoihils CEIETA B SeR) EHTAR
A

GB/T 6682 43 #1256 % FH K FAK AR IE: T4k

3 JRIE

4E K Bio s VB AE AL R A £ 2 IR LR 18 Lactobacillus leichmannii (ATCC 7830) KT
WEREFRR. £ EEHIEMH T, L4E4ER Bl ik, S48 [IRIALRA E ) AEK SRR
YRR B BB RAR, WG ShrvlE TAE 23T i, BinroF & H A FE P 4E 42 2 Bio

.
4 AR

4.1 TERE LR LR 2= B MAEMIEIT & (VitaFast ®Vitamin Bi2) + S L% A

4.2 HEEREW (HCD (1mol/L) : HX 8.4 mL iKEhER (37%) , FI/KERZE 100 mL.

4.3 SFEAENER (NaOH) (1 mol/L) : FREL40.0 g NaOH, JN/K AR I E 2% 1000 mL, JREH5].
4.4 SiREVEMEE (1.5 Umg) .

4.5 BERRERZZITR (pH 4.5) : FREX 0.66 g JL/KBEERHN A 100 mL BEARHT, IIAZ) 50 mL /K fE: A
0.69 mL VKEEFR (99%), % pH [H %5 4.5, KBS 2 AP IN/KERZE 100 mL, LR 7E 2 C
~8 CFfitfF— A

4.6 BRAEFSAEIE, A7IEFRRAI T4, SR K MR A GB/T 6682 HURE I 2K .

()]

(BTN &

KBER: 95 CTE1 C.

fHIRIGFRAE: 37 C+1 C.

B

BiEIES.

0L =3500 xg.

BEPRIX: P K 610 nm~630 nm B¢ 540 nm~550 nm.
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5.8 HIF R J&E 0.01 g

5.9 TYcE AT HOEIE RS G EW Sk : 10 uL~100 pLy 50 pL~200 pLy 100 uL~1000 pL.
510 EHEL®: 1.5mL~2mL. 15mL. 50 mL.

5.11 #EEM: 500 mL.

5.12 #5&jf: 100 mL F1 1000 mL.

5.13 JGHEM#: 10mL.

5.14 @ REFRIERL (PES) : 0.22 pm.

6 LR

6.1 IHHERFIE

AR TR WFES . I IF (AR FLAZ 0.3 mm~0.5 mm)s P 7R & Wik T SRR S): WRIR
FERIRTRIE R & IRBTSE LI RE AR SR ke, ELHZ I 6.2.5. 884k

6.2 XFFAEREN
6.2.1 Zy)lEkH M. BY)LHBRR. HREFAEES /M. AMEEEH~5R

FREE 1 g ORI 0.01 g HFFEMZE 50 mL LB 208 H, 7K 40 mL, Gl > )5 B 95°CK
W 30 min, HAMEUENRE SR 5 IR, BRSO R . KRG KRG A AE) 30 CULR, HEE
HEREE (5.13) FIEEEIERE (5.14) AR T BRI JEE 2 mL L &0 8 . OB ECH 40
F5 IRE ST o

6.2.2 PRl

o A PORRIE R FRRE 1 g CRETAIZE 0.01 @) BRER, A IAUORE B 1L mL #F 41 % 50 mL JCH £SO
Erp, KE 40mL, RS, FMITCEVER S (5.13) MICHEUER (5.14) XIS4T JC B 1 Ik
2 2mL T EOET . HONFREECY 40 15 IR

6.2.3 IREMBETH &

HEFRE 1 g CREIAZ 0.01 g) ¥R RE 50 mL LR &G, M 20 mL /K5 HCLIE W (4.2)
V% pH 2 4.5, B 20 mL pH 4.5 FIBS R SRR (4.5) Ja IR 2T - I\ 300 mg =y WEE Xy i (4.4),
TRTERATEE 37 CHEA T E 1 h G Z D4R SR « MIZKZE 40 mL, RAIIE)EE 95°C/K¥# 30 min,
T BRI S B SR, R B O R P o ZKIB 45 R VKR IR A 21 21 30 ‘C LA, F TG gt 48 (5.13)
MTLHIERE (5.14) XIPERBGHAT LH IS IEE 2 mL E0E . AR ECN 40 (5 H0FE SR
6.2.4 F7. BKE. BFXRREESR

AEMIFRE 1 g GRS 0.01 @) 5 B0 71 B B 28 N 549 %8 500 mL HEJZ R+, S0 400 mL
KRG LGB 95 C/KI 30 min, HAIFREEIZE /D 5K, KBS R G KRIEA A F) 30 CUL R . #4
ERVETREE R EREIM TP KERZE 1000 mL. B 1 mL R E—4 50 mL 08 d, IiKE 40 mL, %
WERE], HLHEENE (5.13) FMTHIEMR (5.14) XFEMBE T LR L ESR 2 mL FO08 . N
BEAEHCN 40000 135 I FE S R

FE: B R B S ERUL, AE S 1000 mL E R
6.2.5 HER

FREXL 15 ¢~20 g ORRAZ 0.01g) FMk O FHEEMER 2 50 mL THEELE S, M/KZE 40 mL, JRiE

BRI E 95 C/KH 30 min I AEFE S, HHMEUENE S 2 5 IR, BRSO K. KBS R G KB IRGE
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AEFE 30 CULUF, HEHEREEEAERTIFEREZE 100mL. BHA YU T 1 ¢ HERIFERZ 50 mL
BT (i, BUREEN 17 g, 100 mL/17 g=5.88 mL/g, AHT 1g BEM AR N 5.88 mL) , NE
40 mL, WWHEIRA], FHRWEN A (5.13) FITCHUEMRL (5.14) XAERBHEAT LRI IEZR 2 mL T B O
o IR ECA 40 FEIIFE SR

6.3 MHmiREHRE

P HRAFIIARE B AR B AE T 281K (B AL JHAT@&E MR, (EREMIBARE S B & =78
NBRHE 2RV B N o XERE SR BOEEAT B BN RGBS, TER R IR AR T 10 £,

6.4 IEFFEMHIE

F 10 mL TEHE 2818K (B AL SR B =8 T8, S8, WER%IES . & 95 CK
5 min, HAMRJEENESIZE /D 2 K. KBS R G VK RE A E1E30 CLL R . AITCHEES 2 (5.13) FE
I (5.14) XTH: AT LETIER 15 mL T EOEP A, .

6.5 FRERELIERAVECH

ARGE RS ol AORR R U], FEARAE it P I AR RS 1) JC T 251K CBfsse AT, T e 2175 B b it
ATRAAT . ARAEE 1 HEAT MR FEARAE AR AR VRIS, SECELA

* 1 BEANERE LIEREIECH

Y5 WSE/ug/100 g (mL) P 1] g v
PRERRE AR 0 0 900 pL JE & ZK+0 puL Ar i Sk 4
PRERRE AR 1 0.03 900 puL JC 1 7K+100 L A5k 5 ik 48
PRUERRE TAEWR 2 0.06 400 pL TC# 7K+100 pl b5 5 ik 48
PR RE TR 3 0.09 350 uL TC T 7K+150 pl Ar ik 5k 46
PRUER B AR 4 0.12 300 uL TCHE7KF300 L A 5k 4e
PR RRE AR 5 0.18 200 pL JC# 7K+400 L A5 5k 46

6.6 TMFEEFNETE
6.6.1 FLAREVELFA

2 NEAREA b R A BORN 5 DU et A B =P AT, O 75 R A B L AR 2% IR el AL AR SR L [
€, AR ISR SRR FR K fE R . S TR — R E R E 4, 77 2 C~8 CTHIMT.

6.6.2 IEFEMTBE
FBEL 150 pL B I8 5 I 44 38 B B R B AL
6.6.3 FRAESRANEFNAERAFEEL
FEEL 150 uL AR AR R AR AF AR SR B AL b, BN I A v it B R R 1) 4

]

Fo
6.6.4 WILIRHIEE

MG IR S B, IR & @ KN & T8, BB S T AR IS P IRE AL % B HT P
R &P, e B AL, FERERMILKGER .

6.6.5 I}EFHF
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B BT LI B T 37 CREGINE 44 h~48 he
6.6.6 ME

PR FLAR A5 B AE ST HE R W SR P AT RSN, AL AR 5] o LA AR fL I3 #5310 s
Ja, DX E DT m 2188 TR AT, 30Tk S 8 I R S TR AE LR SR 1A 27 1 RIS & 1 B kAL
25T I8 AL A AR o RS G 9 S AT AR S AL AR, W SO S A S B BRR A AR TR
Ko FBEEFRCT 610 nm~630 nm ¥ 540 nm~550 nm 3% F 2B G 1H .«

7 FREHZLHIFERITE

7.1 efltRERLZ

TSR0 FERRAE RS B AR =P AT R BTl A5 A RO G R SR T S 8, 25 RO B = 7. A
B EEARE i 4R R R Bro s B AL bR, DUSOGE 1T EEAINAERR, {# HIRIDA® SOFT Win#K {F 1714 2 %1
TR bR 25

7.2 HRITEMEFR

TSR IR A VB =P A7 A I e 0 45 R RO B PO S AT 20, 45 SRR B = AT 8K 7 o FEARTHE 25
AR R S BB EL A TS, SRASES DR f i P 4R BRI o $2 M (D SRASAS DU i
HEERBLIE R

EVGI
X —FrilAE s e 2 B 5 &, A0 & B el o 8 | 2 (pg/100 g 5ipg/100 mL)
Co——F5IRE 0 b 42 36 Bua B S, SRy 0 49 B S S 49 T 52 (/100 g Hipg/100

mL) ;

m —PIIRE S S A, BN A (g) s

d —MREE .

FE: ARYE 6.2 MR SR ) 40 (R R R8O A OURRIEARIERN 2 . R F54L d T8 B RR I 40 £ USRI RE A
¥, B0 6.2.4 HARAME 1000 15, 5% 6.3 IR RERL.

8 FREEH

8.1 FRAERERE TAEMOBIWL AR RN TARER B TAEM L IO GAE,  FRAERs R TAER S WL 8 R K T
0.6, 73 2 B 5258 2R

8.2 AnifE I A R RECATFILT0.99,

8.3 = PATHIER R RECA N KT 10%.

8.4 HFRMEE SR EIW AR N T AR R AR 1 8K T hRuERs B LA 5 MMOBME R, RREE bR
M2 SRAF AR S 2R 2 B IS &, BB R, (8 RE SR B WO B V& AE AR T
i 2% (1) 2 S YE LA

8.5 AFEHS A G A AR, @A BN A AR
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ATT R EMER IR A 0.021 pg/100g, & EAGMIFE N 0.03 pug/100g.
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M X A
(FSEM)

A AR E ZBLEYERIRTE

A1 IRFIEERK

T BRI UAR A 4E AR R B AE MDA A R £ VitaFast ®Vitamin B35

a) BHCHBEFR Lactobacillus leichmannii (ATCC 7830) HITFLIR: 12x8 fL;
b) JoHZMK: 30 mL/Jf X 3 i

o) AR BobrdEd (A « 3

d KiadE: 35

e) TALERZE: 114

A2 RFIEWERFIRE

a) AT UGG R AT RO, I T G R ER
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T
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	维生素B12是预包被在微孔中的莱士曼氏乳酸杆菌Lactobacillus leichmannii（A
	4.1  预包被微孔板式维生素B12微生物法试剂盒（VitaFast ®Vitamin B12）：参
	4.6  除非另有规定，本方法所用试剂均为分析纯，实验用水应符合GB/T 6682规定的二级水。
	5.1  水浴锅：95 ℃±1 ℃。
	5.2  恒温培养箱：37 ℃±1 ℃。
	5.3  均质器。
	5.4  超净工作台。
	5.5  离心机：≥3500 ×g。
	5.6  酶标仪：波长610 nm~630 nm或540 nm~550 nm。
	5.7  涡旋混合器。
	5.8  电子天平：感量0.01 g。
	5.9  微量可调单通道移液器及配套吸头：10 μL~100 μL、50 μL~200 μL、100
	5.10  无菌离心管：1.5 mL~2mL、15 mL、50 mL。
	5.11  锥形瓶：500 mL。
	5.12  容量瓶：100 mL和1000 mL。
	5.13  无菌注射器：10 mL。
	5.14  无菌聚醚砜滤膜（PES）：0.22 μm。
	6.1  试样的制备
	固体类试样需粉碎、研磨、过筛(筛板孔径0.3 mm~0.5 mm)；半固体食品试样需匀浆混匀；液体试
	6.2  试样的提取
	6.2.1  婴幼儿配方食品、婴幼儿辅助食品、特殊医学用途配方食品、乳粉及其调制产品
	称量1 g（精确至0.01 g）均质样品至50 mL无菌离心管中，加水至40 mL，涡旋混匀后置95
	6.2.2  饮料类
	对固体饮料准确称量1 g（精确至0.01 g）均质样品，对液体饮料移取1 mL样品至50 mL无菌离
	6.2.3  粮食和粮食制品
	准确称量1 g（精确至0.01 g）均质样品至50 mL无菌离心管中，加入20 mL水后用HCl溶液
	6.2.4  片剂、胶囊、粉剂类型保健食品
	准确称量1 g（精确至0.01 g）均质后的片剂、粉剂或胶囊内容物至500 mL锥形瓶中，加入400
	注：若维生素B12含量较低，可适当调整1000 mL定容体积。
	6.2.5  糖果
	称取15 g ~ 20 g（精确至0.01g）果味口香糖或糖果至50 mL无菌离心管中，加水至40 
	6.3  样品液的稀释
	按照待测样品的标签值用无菌蒸馏水（附录A1）进行适当的稀释，使样品液稀释后B12的含量落入标准曲线范
	6.4  培养基的制备
	用10 mL无菌蒸馏水（附录A1）溶解瓶中的培养基干粉，盖紧瓶盖，涡旋振荡混匀。置95 ℃水浴5 m
	6.5  标准稀释工作液的配制
	根据标准品的标签说明，在标准品中加入相应体积的无菌蒸馏水（附录A1），涡旋混匀得到标准品浓缩液。根据
	6.6  加样和培养
	6.6.1  微孔板的取用
	按照每个标准稀释工作液和待测样品都设置三平行，取出所需数量的微孔板条并在微孔板架上固定，未使用的微孔
	6.6.2  培养基的移取
	移取150 µL无菌过滤后的维生素B12培养基至每个微孔中。
	6.6.3  标准品和待测样品的移取
	移取150 µL标准稀释工作液或待测样品液至微孔中，记录每个微孔所加的标准品或待测样品的编号。
	6.6.4  微孔板的密封
	根据使用微孔板条的数量，取出合适大小的粘合箔，去除粘合箔的保护膜后平放在微孔条上，用手将粘合箔平压，
	6.6.5  培养
	将密封好的微孔板置于37 ℃避光孵育44 h~48 h。
	6.6.6  测定
	将微孔板倒置在桌面并紧贴桌面平行摇动，使微孔中的液体混匀。将微孔板翻转孔口朝上静置10 s后，以对角
	7.1  绘制标准曲线
	7.2  结果计算和表述
	图A.1  标准曲线谱图示例

