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１　　　　

前　　言

　　本标准代替 ＧＢ５４１３．１４—２０１０《食品安全国家标准　婴幼儿食品和乳品中维生素Ｂ１２的测定》。

本标准与 ＧＢ５４１３．１４—２０１０相比，主要变化如下：

———增加了第一法液相色谱法；

———增加了第二法液相色谱质谱法；

———删除了规范性引用文件；

———修改了原微生物法为第三法。
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１　　　　

食品安全国家标准

食品中维生素犅１２的测定

１　范围

本标准规定了食品中维生素Ｂ１２的测定方法。

第一法液相色谱法适用于婴幼儿食品、乳及乳制品、肉及肉制品中维生素Ｂ１２的测定。

第二法液相色谱质谱法适用于婴幼儿食品、乳及乳制品、肉及肉制品、即食谷物、烘焙食品、果冻、

饮料中维生素Ｂ１２的测定。

第三法微生物法适用于婴幼儿食品、乳及乳制品中维生素Ｂ１２的测定。

第一法　液相色谱法

２　原理

试样经酶解后，用氰化钾（或氰化钠）溶液将钴胺素异构体（羟钴胺素、甲钴胺素和５脱氧腺苷钴胺

素等）转化为氰钴胺素。样液通过免疫亲和柱净化、浓缩后，反相液相色谱柱分离，紫外检测器检测，外

标法定量。

３　试剂和材料

除非另有说明，所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

３．１　试剂

３．１．１　无水乙酸钠（ＣＨ３ＣＯＯＮａ）。

３．１．２　乙酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ）。

３．１．３　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱级。

３．１．４　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱级。

３．１．５　三氟乙酸（ＣＦ３ＣＯＯＨ）：色谱级。

３．１．６　氰化钾或氰化钠（ＫＣＮ／ＮａＣＮ）。

３．１．７　胃蛋白酶（ＣＡＳ号：９００１７５６，活力≥４００Ｕ／ｍｇ）。

３．１．８　淀粉酶（活力≥５０Ｕ／ｍｇ）。

３．１．９　乙醇（Ｃ２Ｈ６Ｏ）。

３．２　试剂配制

３．２．１　乙醇溶液（２５％）：量取２５０ｍＬ乙醇，加水稀释至１０００ｍＬ，混匀。

３．２．２　乙酸钠缓冲液（０．２５ｍｏｌ／Ｌ）：称取２０．５ｇ无水乙酸钠，用９５０ｍＬ水溶解并用乙酸调ｐＨ至４．０

±０．１，用水稀释至１０００ｍＬ。
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３．２．３　氰化钾（或氰化钠）溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）：称取１．０ｇ氰化钾（或氰化钠）固体，加适量水溶解，并用水

稀释至１００ｍＬ。

注：氰化钾（或氰化钠）为剧毒化学品；操作者须带防护用具，在通风橱内进行氰化钾（或氰化钠）溶液的配制或

使用。

３．２．４　三氟乙酸溶液（０．０４％，体积比）：量取５００ｍＬ水，加入２００μＬ三氟乙酸，混匀。

３．３　标准品

维生素Ｂ１２（氰钴胺素）标准品（Ｃ６３Ｈ８８ＣｏＮ１４Ｏ１４Ｐ，ＣＡＳ号：６８１９９）：纯度≥９９％，或经国家认证并

授予标准物质证书的标准品。

３．４　标准溶液配制

３．４．１　维生素Ｂ１２标准储备液（１ｍｇ／ｍＬ）：称取１０ｍｇ（精确至０．０１ｍｇ）维生素Ｂ１２标准品于５０ｍＬ烧

杯中，用乙醇溶液溶解后，转移至１０ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶液定容至刻度，摇匀，转移至棕色试剂瓶，

于－２０℃下避光保存，有效期６个月。

３．４．２　维生素Ｂ１２标准工作液（１０μｇ／ｍＬ）：吸取１．００ｍＬ维生素Ｂ１２标准储备液，置于１００ｍＬ容量瓶

中，用乙醇溶液定容至刻度。转移至棕色试剂瓶中，于４℃下避光保存，有效期１个月。

３．４．３　维生素Ｂ１２标准系列工作溶液：准确吸取标准工作液３０μＬ、６０μＬ、９０μＬ、１５０μＬ和２００μＬ，分

别置于１０ ｍＬ 容量瓶中，用水定容至刻度。其浓度分别为：３０ｎｇ／ｍＬ、６０ｎｇ／ｍＬ、９０ｎｇ／ｍＬ、

１５０ｎｇ／ｍＬ和２００ｎｇ／ｍＬ。临用现配。

３．５　材料

３．５．１　维生素Ｂ１２免疫亲和柱，柱容量≥８００ｎｇ，柱回收率≥８５％（验证方法参见附录Ａ）。

３．５．２　玻璃纤维滤纸。

３．５．３　微孔滤膜：水相，０．２２μｍ。

４　仪器和设备

４．１　液相色谱仪：带紫外检测器。

４．２　天平：感量为０．０１ｇ、０．００１ｇ和０．００００１ｇ。

４．３　ｐＨ 计：精度０．０１。

４．４　水浴恒温振荡器：温度范围２５℃～１００℃。

４．５　超声波清洗器。

４．６　离心机：转速≥１００００ｒ／ｍｉｎ。

５　分析步骤

注：操作过程应避免紫外光照，并尽可能避光操作。

５．１　样品前处理

５．１．１　试样制备

固体样品粉碎、研磨，或用绞肉机制成食糜，均质混匀。液体样品试验前振摇混匀。
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５．１．２　样品提取

称取５ｇ～１０ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于１５０ｍＬ具塞锥形瓶中，依次加入３０ｍＬ乙酸钠缓冲液、

０．２ｇ胃蛋白酶、０．０５ｇ淀粉酶和２ｍＬ氰化钾（或氰化钠）溶液，充分混合。将样品溶液放入水浴恒温振

荡器，在３７℃，酶解３０ｍｉｎ（肉类样品酶解１０ｈ～１６ｈ），酶解后转入１００℃水浴中，保持３０ｍｉｎ，取出

冷却至室温。将样品溶液转移至１００ｍＬ容量瓶中，用水定容至刻度，摇匀。移取上述溶液４０ｍＬ至

５０ｍＬ离心管中，在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液用玻璃纤维滤纸过滤后备用。

注：对于以氰钴铵素为营养强化剂，且本底中不含有其他形式钴胺素的样品，在样品提取时可不使用氰化钾（或氰

化钠）。

５．１．３　净化

将免疫亲和柱连接至固相萃取装置上，弃去免疫亲和柱内的缓冲液后，移取适量上述滤液（其中含

维生素Ｂ１２为１０ｎｇ～５００ｎｇ）过柱，调节过柱速度为２ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ。待样液完全过柱后，用

１０ｍＬ水以稳定流速淋洗免疫亲和柱，抽干。在免疫亲和柱下放置１０ｍＬ玻璃试管，用３ｍＬ甲醇分

３次洗脱，收集全部洗脱液，在６０℃以下用氮气流缓缓吹至近干，用０．０４％三氟乙酸溶液定容至

１．０ｍＬ，涡旋３０ｓ溶解残留物，０．２２μｍ滤膜过滤，待测。

注：氰化钾（或氰化钠）废液严禁与酸混合，可加入氢氧化钠调节ｐＨ＞１０，再加入高锰酸钾粉末（按废液质量的３％

加入），使氰化物分解，放置２４ｈ后排放。

５．２　液相色谱参考条件

５．２．１　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径２．５μｍ），或相当者。

５．２．２　流动相：Ａ相，０．０４％三氟乙酸溶液；Ｂ相，乙腈。

５．２．３　梯度洗脱：０ｍｉｎ～６．０ｍｉｎ，９０％ Ａ；６．０ｍｉｎ～８．５ｍｉｎ，９０％～０％ Ａ；８．５ｍｉｎ～１４．０ｍｉｎ，

９０％ Ａ。

５．２．４　流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ。

５．２．５　柱温：４０℃。

５．２．６　进样体积：１００μＬ。

５．２．７　检测波长：３６１ｎｍ。

５．３　标准曲线的制作

将标准系列溶液由低浓度到高浓度依次注入液相色谱仪中，测定相应的色谱峰面积，以维生素Ｂ１２

的峰面积为纵坐标，以维生素Ｂ１２的浓度为横坐标绘制标准曲线。液相色谱图见附录Ｂ中图Ｂ．１。

５．４　样品测定

将待测样液注入液相色谱仪中，得到待测溶液中维生素Ｂ１２的峰面积，根据标准曲线得到测定液中

维生素Ｂ１２的浓度。待测样液中维生素Ｂ１２的响应值应在标准曲线的线性范围内，超过线性范围则应稀

释上机溶液，或调整取样量重新按样品分析步骤处理后再进样分析。

５．５　空白试验

不称取试样，按样品分析步骤操作，应不含有干扰待测组分的物质。

６　分析结果的表述

试样中维生素Ｂ１２（以氰钴胺素计）的含量按式（１）计算：
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犡＝
ρ×犞１×犞３×１００

犿×犞２×１０００
……………………（１）

　　式中：

犡 　 ———试样中维生素Ｂ１２的含量，单位为微克每百克（μｇ／１００ｇ）；

ρ ———由标准曲线得到的试样溶液中维生素Ｂ１２的浓度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞１ ———样品提取液的定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犞３ ———试样过柱洗脱液的最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１００ ———换算系数；

犿 ———试样的取样量，单位为克（ｇ）；

犞２ ———上柱溶液的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１０００———换算系数。

计算结果保留两位有效数字。

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得超过算术平均值的１５％。

８　其他

当取样量为５．００ｇ时，婴幼儿食品和乳品、肉与肉制品的检出限为０．２μｇ／１００ｇ，定量限为０．５μｇ／

１００ｇ。

第二法　液相色谱质谱法

９　原理

试样经酶解后，用氰化钾（或氰化钠）溶液将钴胺素异构体（羟钴胺素、甲钴胺素和５脱氧腺苷钴胺

素等）转化为氰钴胺素。样液通过免疫亲和柱净化、浓缩后，反相液相色谱柱分离，串联质谱检测，同位

素内标法定量。

１０　试剂和材料

除非另有说明，所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

１０．１　试剂

１０．１．１　无水乙酸钠（ＣＨ３ＣＯＯＮａ）。

１０．１．２　氢氧化钠（ＮａＯＨ）。

１０．１．３　乙酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ）。

１０．１．４　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

１０．１．５　乙酸铵（ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４）：色谱纯。

１０．１．６　氰化钾或氰化钠（ＫＣＮ／ＮａＣＮ）。

１０．１．７　胃蛋白酶（ＣＡＳ号：９００１７５６，活力≥４００Ｕ／ｍｇ）。
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１０．１．８　淀粉酶（活力≥５０Ｕ／ｍｇ）。

１０．１．９　乙醇（Ｃ２Ｈ６Ｏ）。

１０．２　试剂配制

１０．２．１　乙醇溶液（２５％）：量取２５０ｍＬ乙醇，加水稀释至１０００ｍＬ，混匀。

１０．２．２　乙酸钠缓冲液（０．２５ｍｏｌ／Ｌ）：称取２０．５ｇ无水乙酸钠，用９５０ｍＬ水溶解并用乙酸调ｐＨ至４．０

±０．１，用水稀释至１０００ｍＬ。

１０．２．３　氰化钾（或氰化钠）溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）：称取１．０ｇ氰化钾（或氰化钠）固体，加适量水溶解，并用

水稀释至１００ｍＬ。

注：氰化钾（或氰化钠）为剧毒化学品，操作者须带防护用具，在通风橱内进行氰化钾（或氰化钠）溶液的配制或

使用。

１０．２．４　氢氧化钠溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）：称取４．０ｇ氢氧化钠，加适量水溶解，并用水稀释至１００ｍＬ。

１０．２．５　乙酸铵溶液（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）：称取０．１９ｇ乙酸铵，加适量水溶解，并用水稀释至１０００ｍＬ。

１０．２．６　乙腈溶液（９０％，体积比）：量取１００ｍＬ水加于９００ｍＬ乙腈中，混匀，超声脱气。

１０．３　标准品

１０．３．１　维生素Ｂ１２（氰钴胺素）标准品（Ｃ６３Ｈ８８ＣｏＮ１４Ｏ１４Ｐ，ＣＡＳ号：６８１９９）：纯度≥９９％，或经国家认

证并授予标准物质证书的标准品。

１０．３．２　维生素Ｂ１２同位素内标溶液（
１３Ｃ７Ｃ６３Ｈ８８ＣｏＮ１４Ｏ１４Ｐ）：１μｇ／ｍＬ甲醇溶液。

１０．４　标准溶液配制

１０．４．１　维生素Ｂ１２标准储备溶液（１ｍｇ／ｍＬ）：称取１０ｍｇ（精确至０．０１ｍｇ）维生素Ｂ１２标准品于５０ｍＬ

烧杯中，用乙醇溶液溶解后，转移至１０ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶液定容至刻度，摇匀，转移至棕色试剂

瓶，于－２０℃下避光保存，有效期６个月。

１０．４．２　维生素Ｂ１２标准中间溶液（１０μｇ／ｍＬ）：吸取１．００ｍＬ维生素Ｂ１２标准储备溶液，置于１００ｍＬ容

量瓶中，用乙醇溶液定容至刻度。转移至棕色试剂瓶中，于４℃下避光保存，有效期１个月。

１０．４．３　维生素Ｂ１２标准工作溶液（０．２μｇ／ｍＬ）：吸取１．００ｍＬ维生素Ｂ１２标准中间溶液，置于５０ｍＬ容

量瓶中，用水定容至刻度。转移至棕色试剂瓶中，于４℃下避光保存，有效期一周。

１０．４．４　维生素 Ｂ１２同位素内标工作液（５０ｎｇ／ｍＬ）：吸取０．５ｍＬ 维生素 Ｂ１２同位素内标溶液

（１μｇ／ｍＬ），置于１０ｍＬ容量瓶中，用水定容至刻度。转移至棕色试剂瓶中，于４℃下避光保存。

１０．４．５　标准系列溶液：分别准确移取０．２μｇ／ｍＬ的维生素Ｂ１２标准工作溶液１０μＬ、２５μＬ、５０μＬ、

１２５μＬ、２５０μＬ和５００μＬ于１ｍＬ容量瓶中，各加入１００μＬ同位素内标工作液（５０ｎｇ／ｍＬ），用水定容

至刻度，摇匀。其中，维生素Ｂ１２的浓度分别为２ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ、２５ｎｇ／ｍＬ、５０ｎｇ／ｍＬ和

１００ｎｇ／ｍＬ。维生素Ｂ１２同位素内标的浓度为５ｎｇ／ｍＬ。临用现配。

１０．５　材料

１０．５．１　维生素Ｂ１２免疫亲和柱，柱容量≥８００ｎｇ，柱回收率≥８５％（验证方法参见附录Ａ）。

１０．５．２　玻璃纤维滤纸。

１０．５．３　微孔滤膜：水相，０．２２μｍ。

１１　仪器和设备

１１．１　液相色谱串联质谱仪：配有电喷雾电离源（ＥＳＩ）。
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１１．２　天平：感量为０．０１ｇ、０．００１ｇ和０．００００１ｇ。

１１．３　ｐＨ计：精度０．０１。

１１．４　水浴恒温振荡器：温度范围２５℃～１００℃。

１１．５　超声波清洗器。

１１．６　离心机：转速≥１００００ｒ／ｍｉｎ。

１２　分析步骤

注：操作过程应避免紫外光照射，并尽可能避光操作。

１２．１　样品前处理

１２．１．１　试样制备

固体样品需粉碎、研磨，或用绞肉机制成食糜，均质混匀。液体样品测定前振摇混匀。

１２．１．２　提取

１２．１．２．１　婴幼儿食品和乳品、肉与肉制品、烘焙食品、即食谷物

称取混匀后的试样１ｇ～５ｇ（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，依次加入１００μＬ同位素内标工作

液、２５ｍＬ乙酸钠缓冲液、０．０４ｇ胃蛋白酶、０．０１ｇ淀粉酶和２ｍＬ氰化钾（或氰化钠）溶液，充分混合。

将样品溶液放入水浴恒温振荡器，在３７℃下，振荡酶解３０ｍｉｎ（肉类样品需酶解１０ｈ～１６ｈ），酶解后转

入１００℃水浴中，保持３０ｍｉｎ，取出冷却至室温。在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液用玻璃纤维

滤纸过滤后备用。

１２．１．２．２　饮料

称取混匀后的试样２５ｇ（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液，用氢

氧化钠溶液调ｐＨ至５～７（碳酸饮料需在超声波振荡器中脱气１０ｍｉｎ后再调ｐＨ），在１００００ｒ／ｍｉｎ下

离心１０ｍｉｎ，取上清液用玻璃纤维滤纸过滤后备用。

１２．１．２．３　果冻

称取混匀后的试样５ｇ（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液，加入

４０ｍＬ水，涡旋混匀，于７０℃水浴中溶解试样，于５０℃水浴超声２０ｍｉｎ，用氢氧化钠溶液调ｐＨ至５～

７，在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液用玻璃纤维滤纸过滤后备用。

注：对于以氰钴铵素为营养强化剂，且本底中不含有其他形式钴胺素的试样，在样品提取时可不使用氰化钾（或氰

化钠）。

１２．１．３　净化

将免疫亲和柱连接至固相萃取装置上，弃去免疫亲和柱内的缓冲液后，转移全部滤液过柱，调节

过柱速度为２ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ。待样液完全过柱后，用１０ｍＬ水以稳定流速淋洗免疫亲和柱，

抽干。在免疫亲和柱下放置１０ｍＬ玻璃试管，用３ｍＬ甲醇分３次洗脱，收集全部洗脱液，在６０℃以

下用氮气流缓缓吹至近干，用乙酸铵溶液定容至１．０ｍＬ，涡旋３０ｓ溶解残留物，０．２２μｍ滤膜过滤，

待测。

注：氰化钾（或氰化钠）废液严禁与酸混合，可加入氢氧化钠调节ｐＨ＞１０，再加入高锰酸钾粉末（按废液质量的３％

加入），使氰化物分解，放置２４ｈ后排放。
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１２．２　仪器参考条件

１２．２．１　液相色谱参考条件

１２．２．１．１　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１００ｍｍ，柱内径２．１ｍｍ，填料粒径１．７μｍ），或相当者。

１２．２．１．２　流动相：Ａ相，乙酸铵溶液（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ相，乙腈溶液（９０％，体积比）。

１２．２．１．３　洗脱梯度：０ｍｉｎ～０．５ｍｉｎ，９３％ Ａ；０．５ｍｉｎ～２．０ｍｉｎ，９３％～８５％ Ａ；２．０ｍｉｎ～２．５ｍｉｎ，

８５％～１０％ Ａ；２．５ｍｉｎ～３．０ｍｉｎ，１０％ Ａ；３．０ｍｉｎ～３．５ｍｉｎ，１０％～９３％ Ａ；３．５ｍｉｎ～６．０ｍｉｎ，

９３％ Ａ。

１２．２．１．４　流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ。

１２．２．１．５　柱温：４０℃。

１２．２．１．６　进样体积：１０μＬ。

１２．２．２　质谱参考条件

１２．２．２．１　电离方式：ＥＳＩ
＋。

１２．２．２．２　离子源温度：３５０℃。

１２．２．２．３　锥孔反吹气流量：５０Ｌ／ｈ。

１２．２．２．４　脱溶剂气温度：６５０℃。

１２．２．２．５　脱溶剂气流量：９００Ｌ／ｈ。

１２．２．２．６　多反应监测（ＭＲＭ）模式，锥孔电压和碰撞能量见表１，谱图见附录Ｃ中图Ｃ．１。

表１　离子对参考条件

化合物名称
母离子［Ｍ＋２Ｈ］２＋

犿／狕

碎片离子［Ｍ＋Ｈ］＋

犿／狕

锥孔电压

Ｖ

碰撞能量

ｅＶ

维生素Ｂ１２ ６７８．７
１４７．１ａ

３５９．２
３０

３０

２０

维生素Ｂ１２同位素内标 ６８２．１
１５３．９ａ

３６５．８
３０

３０

２０

　　
ａ 定量离子。

１２．３　定性测定

在相同的测试条件下，试样溶液中目标化合物的保留时间与相应标准溶液中目标化合物的保留时

间相比，偏差在±２．５％以内，且检测到的离子相对丰度，应当与浓度相当的校正标准溶液相对丰度一

致，其允许偏差应符合表２的要求。

表２　定性时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度 ＞５０％ ＞２０％ ～５０％ ＞１０％ ～２０％ ≤１０％

允许相对偏差 ±２０％ ±２５％ ±３０％ ±５０％

１２．４　标准曲线的制作

将标准系列溶液由低浓度到高浓度依次注入液相色谱串联质谱仪中，测定相应的色谱峰面积，以
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维生素Ｂ１２与其同位素内标的峰面积比值为纵坐标，以维生素Ｂ１２的浓度为横坐标绘制标准曲线。

１２．５　样品测定

将待测样液注入液相色谱串联质谱仪中，得到待测溶液中维生素Ｂ１２与其同位素内标的峰面积比

值，根据标准曲线得到待测液中维生素Ｂ１２的浓度。待测液中维生素Ｂ１２的响应值应在标准曲线的线性

范围内，超过线性范围则应减少取样量，重新按样品分析步骤处理后再进样分析。

１２．６　空白试验

不称取试样，按样品分析步骤操作，应不含有干扰待测组分的物质。

１３　分析结果的表述

试样中维生素Ｂ１２（以氰钴胺素计）的含量按式（２）计算：

犡＝
ρ×犞×１００

犿×１０００
……………………（２）

　　式中：

犡　　———试样中维生素Ｂ１２的含量，单位为微克每百克（μｇ／１００ｇ）；

ρ ———由标准曲线得到的试样溶液中维生素Ｂ１２的浓度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞 ———试样过柱洗脱液的定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１００ ———换算系数；

犿 ———试样的取样量，单位为克（ｇ）；

１０００ ———换算系数。

计算结果保留两位有效数字。

１４　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得超过算术平均值的１５％。

１５　其他

当取样量为５．００ｇ时，婴幼儿食品和乳品、肉与肉制品、烘焙食品、即食谷物的检出限为

０．０５μｇ／１００ｇ，定量限为０．２μｇ／１００ｇ。

当取样量为２５．００ｇ时，饮料的检出限为０．００５μｇ／１００ｇ，定量限为０．０２μｇ／１００ｇ。

当取样量为５．００ｇ时，果冻的检出限为０．０３μｇ／１００ｇ，定量限为０．１μｇ／１００ｇ。

第三法　微生物法

１６　原理

维生素Ｂ１２是莱士曼氏乳酸杆菌生长所必需的营养素。在一定条件下，莱士曼氏乳酸杆菌的生长

与维生素Ｂ１２的含量成对应关系。根据维生素Ｂ１２的含量与透光率（或吸光度值）的标准工作曲线，计算

出试样中维生素Ｂ１２的含量。
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１７　试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的二级水。

１７．１　试剂

１７．１．１　氯化钠（ＮａＣｌ）。

１７．１．２　无水磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）。

１７．１．３　无水偏重亚硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ５）。

１７．１．４　一水合柠檬酸（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ）。

１７．１．５　氢氧化钠（ＮａＯＨ）。

１７．１．６　盐酸（ＨＣｌ）。

１７．１．７　乙醇（Ｃ２Ｈ６Ｏ）。

１７．２　菌株

莱士曼氏乳酸杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犾犲犻犮犺犿犪狀狀犻犻）ＡＴＣＣ７８３０或等效菌株。

１７．３　标准品

维生素Ｂ１２（氰钴胺素）标准品（Ｃ６３Ｈ８８ＣｏＮ１４Ｏ１４Ｐ，ＣＡＳ号：６８１９９）：纯度≥９９％，或经国家认证并

授予标准物质证书的标准品。

１７．４　试剂配制

１７．４．１　乙醇溶液（２５％）：量取２５０ｍＬ乙醇，加水稀释至１０００ｍＬ，混匀。

１７．４．２　氯化钠溶液（９ｇ／Ｌ）：称取９．０ｇ氯化钠溶于１０００ｍＬ水中，分装于具塞试管中，每管１０ｍＬ，

１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。

１７．４．３　盐酸溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）：量取９０ｍＬ盐酸，加水稀释至１０００ｍＬ，混匀。

１７．４．４　氢氧化钠溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）：称取４０ｇ氢氧化钠，加水溶解并稀释至１０００ｍＬ，混匀。

１７．４．５　提取溶液：称取无水磷酸氢二钠１．３ｇ，无水偏重亚硫酸钠１．０ｇ，一水合柠檬酸１．２ｇ，用１００ｍＬ

水溶解。

１７．５　标准溶液配制

１７．５．１　维生素Ｂ１２标准储备液（１０μｇ／ｍＬ）：称取１０ｍｇ（精确至０．０１ｍｇ）维生素Ｂ１２标准品于５０ｍＬ

烧杯中，用乙醇溶液溶解后，转移至１０００ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶液定容至刻度，摇匀。转移至棕色试

剂瓶中，于－２０℃下避光保存，有效期３个月。

１７．５．２　维生素Ｂ１２中间液（１００ｎｇ／ｍＬ）：准确吸取１．００ｍＬ维生素Ｂ１２标准储备液，置于１００ｍＬ容量

瓶中，用乙醇溶液定容至刻度，摇匀。转移至棕色试剂瓶中，于４℃下避光保存，有效期３个月。

１７．５．３　维生素Ｂ１２标准工作液（１ｎｇ／ｍＬ）：准确吸取１．００ｍＬ维生素Ｂ１２标准中间液，置于１００ｍＬ容

量瓶中，用乙醇溶液定容至刻度。临用现配。

１７．５．４　维生素Ｂ１２标准使用工作液：分别吸取５ｍＬ维生素Ｂ１２标准工作液置于２５０ｍＬ和５００ｍＬ容

量瓶中，用水定容至刻度。高浓度溶液的浓度为０．０２ｎｇ／ｍＬ；低浓度溶液的浓度为０．０１ｎｇ／ｍＬ。临用

现配。

１７．６　培养基

１７．６．１　乳酸杆菌琼脂培养基：配制方法见Ｄ．１。
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１７．６．２　乳酸杆菌肉汤培养基：配制方法见Ｄ．２。

１７．６．３　维生素Ｂ１２测定用培养基：配制方法见Ｄ．３。

注：商品化的合成培养基，按照说明书操作。

１７．７　材料

１７．７．１　无菌吸管：１０ｍＬ（具０．１ｍＬ刻度）或微量移液器和吸头。

１７．７．２　瓶口分液器：０ｍＬ～１０ｍＬ。

１７．７．３　锥形瓶：２００ｍＬ。

１７．７．４　容量瓶（Ａ类）：１００ｍＬ、２５０ｍＬ、５００ｍＬ。

１７．７．５　单刻度吸管（Ａ类）：５ｍＬ。

１７．７．６　漏斗：直径９０ｍｍ。

１７．７．７　定量滤纸：直径９０ｍｍ。

１７．７．８　试管：１８ｍｍ×１８０ｍｍ。

１７．７．９　玻璃珠：直径约５ｍｍ。

注：准备玻璃器具时，使用活性剂（月桂磺酸钠或家用洗涤剂加入到洗涤用水中即可）对硬质玻璃测定管及其他必

要的玻璃器皿进行清洗，清洗之后的玻璃器具于２００℃干燥２ｈ。

１８　仪器设备

１８．１　天平：感量为０．０１ｇ、０．００１ｇ和０．００００１ｇ。

１８．２　ｐＨ计：精度０．０１。

１８．３　分光光度计。

１８．４　恒温培养箱：３６℃±１℃。

１８．５　振荡培养箱：３６℃±１℃，振荡速度１４０ｒ／ｍｉｎ～１６０ｒ／ｍｉｎ。

１８．６　压力灭菌器：１２１℃（０．１０ＭＰａ～０．１２ＭＰａ）；１２５℃（０．１３ＭＰａ～０．１５ＭＰａ）。

１８．７　恒温仪（或水浴锅）：１００℃±１℃。

１８．８　离心机：转速≥２０００ｒ／ｍｉｎ。

１８．９　冰箱：２℃～８℃。

１８．１０　涡旋振荡器。

１８．１１　均质器。

１９　试验步骤

１９．１　测试菌液的制备

１９．１．１　菌株复苏：将莱士曼氏乳酸杆菌（ＡＴＣＣ７８３０）的冻干菌株活化后，接种到乳酸杆菌琼脂培养基

上，３６℃±１℃培养１８ｈ～２４ｈ。再转种２代～３代来增强活力。置２℃～８℃冰箱保存备用。每１５ｄ

转种一次，传代次数不能超过１５次。

１９．１．２　菌悬液制备：将活化后的菌株接种到乳酸杆菌肉汤培养基中，３６℃±１℃培养１８ｈ～２４ｈ，以

２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ～５ｍｉｎ，弃去上清液，加入１０ｍＬ９ｇ／Ｌ氯化钠溶液，混匀，再离心２ｍｉｎ～

５ｍｉｎ，如前操作，弃去上清液，再加１０ｍＬ９ｇ／Ｌ氯化钠溶液，混匀。

１９．１．３　测试菌液：吸适量菌悬液于１０ｍＬ９ｇ／Ｌ氯化钠溶液中，混匀制成测试菌液。用分光光度计，

以９ｇ／Ｌ氯化钠溶液做空白，于５５０ｎｍ 波长下检测测试菌液的透光率，使测试菌液透光率在６０％

～８０％。
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１９．２　样品前处理

１９．２．１　试样制备

固体样品粉碎、研磨，均质混匀。液体样品试验前振摇混匀。所有制备后的试样冷藏保存，一周内

测定。

１９．２．２　试样提取

称一定量的样品（精确至０．０００１ｇ，样品中含维生素Ｂ１２为５０ｎｇ～１００ｎｇ）于２５０ｍＬ高压灭菌瓶

中，用１０ｍＬ的提取溶液混匀后，加１５０ｍＬ水，摇匀，置于压力灭菌器中１２１℃水解１０ｍｉｎ，冷却后用

盐酸溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）调ｐＨ至４．５±０．２，转入２５０ｍＬ容量瓶中，定容至刻度。混匀，过滤。移取滤液５

ｍＬ，加入２０ｍＬ～３０ｍＬ水，用氢氧化钠溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）调ｐＨ至６．８±０．２，转入１００ｍＬ容量瓶中，定

容至刻度，作为试样提取液。

必要时进一步调整稀释倍数（用犳表示），使试样提取液中维生素Ｂ１２的质量浓度在０．０１ｎｇ／ｍＬ～

０．０２ｎｇ／ｍＬ，偏重亚硫酸钠的质量浓度小于０．０３ｍｇ／ｍＬ。

１９．３　标准曲线的配制

按表３分别加入维生素Ｂ１２标准使用工作液和维生素Ｂ１２测定用培养基于试管中，一式三份。

表３　标准曲线的配制

试管号 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０

水／ｍＬ ５ ５ ４ ３ ２ １ ０ ２ １ ０

０．０１ｎｇ／ｍＬ标准使用工作液／ｍＬ ０ ０ １ ２ ３ ４ ５ ０ ０ ０

０．０２ｎｇ／ｍＬ标准使用工作液／ｍＬ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ４ ５

测定用培养基／ｍＬ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５

１９．４　待测液的配制

按表４分别加入水、试样提取液和维生素Ｂ１２测定用培养基于试管中，一式三份。

表４　待测液的配制

试管号 １ ２ ３ ４

水／ｍＬ ４ ３ ２ １

试样提取液／ｍＬ １ ２ ３ ４

测定用培养基／ｍＬ ５ ５ ５ ５

１９．５　灭菌

在１９．３和１９．４中所有需培养的试管内分别加入一粒玻璃珠，盖上试管帽，１２１℃灭菌５ｍｉｎ（商品

培养基按标签说明进行灭菌）。

１９．６　接种

将灭菌后的试管迅速冷却至３０℃以下。除标准曲线管中空白Ｓ１管外，用移液器分别向上述试管
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中加入１滴（约５０μＬ）测试菌液。

１９．７　培养

将试管于３６℃±１℃培养１９ｈ～２０ｈ。培养结束后，对每支试管进行目测检查，未接种试管Ｓ１内

培养液应是澄清的，如果Ｓ１管出现浑浊，则测定无效，需重做试验。

１９．８　测定

１９．８．１　以接种空白管做对照，测定最高浓度标准曲线试管的透光率，２ｈ后重新测定。两次结果透光

率差值若小于２％，则取出全部检验管测其透光率。

１９．８．２　用未接种空白试管（Ｓ１）作空白，将分光光度计透光率调到１００％（或吸光度为０），读出接种空

白试管（Ｓ２）的读数。再以接种空白试管（Ｓ２）为空白，调节透光率为１００％（或吸光度为０），依次读出其

他每支试管的透光率（或吸光度）。

１９．８．３　用涡旋振荡器充分混合每一支试管内培养物（也可以加一滴消泡剂）后，立即将培养液移入比

色皿内进行测定，波长５５０ｎｍ。待读数稳定３０ｓ后，读出透光率，每支试管的稳定时间要相同。各标准

曲线浓度点３管吸光度值的相对标准偏差应小于１５％。如果３支试管吸光度的相对标准偏差大于或

等于１５％，则舍去该标准曲线浓度点（舍去的标准曲线浓度点数量不得超过一个）。以标准系列管中维

生素Ｂ１２浓度为横坐标，透光率为纵坐标，绘制标准曲线。

１９．８．４　根据待测液的透光率，从标准工作曲线中计算该待测液中维生素Ｂ１２的浓度，根据稀释因子和

称样量计算出试样中维生素Ｂ１２的含量。透光率超出标准曲线管Ｓ３～Ｓ１０范围的测试值要舍去。

１９．８．５　用每支试管的透光率计算每毫升每个编号待测液中维生素Ｂ１２的浓度，并计算该编号待测液的

维生素Ｂ１２浓度平均值，每支试管测得的浓度不得超过该平均值的１５％，超过者要舍去。如果符合该要

求的管数少于所有的四个编号的待测液的总管数的２／３，用于计算试样含量的数据是不充分的，需要重

新检验。如果符合要求的管数超过原来管数的２／３，重新计算每一个编号的有效试样管中每毫升测定

液中维生素Ｂ１２含量的平均值，以此平均值计算全部编号试样管的总平均值为ρ。用式（３）计算试样中

维生素Ｂ１２的含量犡。

注：绘制标准曲线，既可读取透光率（犜％），也可读取吸光度（犃）。

２０　分析结果的表述

试样中维生素Ｂ１２（以氰钴胺素计）的含量按式（３）计算：

犡＝
ρ×犳×１００

犿×１０００
……………………（３）

　　式中：

犡　　———样品中维生素Ｂ１２的含量，单位为微克每百克（μｇ／１００ｇ）；

ρ ———有效试样管中维生素Ｂ１２浓度的总平均值，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犳 ———样液稀释倍数；

１００ ———换算系数；

犿 ———试样的质量，单位为克（ｇ）。

１０００ ———换算系数。

结果保留两位有效数字。

２１　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得超过算术平均值的１５％。
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２２　其他

本方法检出限为０．１μｇ／１００ｇ。

经验证比较确认后，可采用检测体积等比例缩小的微生物微量培养法。
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附　录　犃

免疫亲和柱参考验证方法

犃．１　柱容量验证

准确吸取４．００ｍＬ浓度为１μｇ／ｍＬ维生素Ｂ１２标准使用溶液至５０ｍＬ容量瓶中，用乙酸钠缓冲溶

液（０．２５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝４．０±０．１）定容至刻度，摇匀。分取１０ｍＬ过免疫亲和柱，经上样、淋洗、洗脱，收

集洗脱液，在６０℃用氮气缓缓吹至近干，用０．０４％三氟乙酸溶液溶解并定容至１０ｍＬ，０．４５μｍ滤膜过

滤，按本标准中第一法的色谱条件测定滤液中维生素Ｂ１２的浓度。

结果要求：同一批次，３根免疫亲和柱重复试验，维生素Ｂ１２的测定值均≥６８ｎｇ／ｍＬ，为可使用

商品。

犃．２　柱回收率验证

准确吸取２．００ｍＬ浓度为１μｇ／ｍＬ维生素Ｂ１２标准使用溶液至５０ｍＬ容量瓶中，用乙酸钠缓冲溶

液（０．２５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝４．０±０．１）定容至刻度，摇匀。分取１０ｍＬ过免疫亲和柱，经上样、淋洗、洗脱，收

集洗脱液在６０℃用氮气缓缓吹至近干，用０．０４％三氟乙酸溶液溶解并定容至５ｍＬ，０．４５μｍ滤膜过

滤，按本标准中第一法的色谱条件测定滤液中维生素Ｂ１２的浓度。

结果要求：同一批次，３根免疫亲和柱重复试验，滤液中维生素Ｂ１２的测定值均≥６８ｎｇ／ｍＬ，即回收

率≥８５％，为可使用商品。
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附　录　犅

液相色谱图

维生素Ｂ１２标准的液相色谱图见图Ｂ．１。

图犅．１　维生素犅１２标准的液相色谱图
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附　录　犆

液相色谱质谱图

维生素Ｂ１２及其内标的液相色谱质谱图见图Ｃ．１。

图犆．１　维生素犅１２及其内标的液相色谱质谱图
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附　录　犇

培养基配制方法

犇．１　乳酸杆菌琼脂培养基

犇．１．１　成分

番茄汁１００ｍＬ，三号蛋白胨７．５ｇ，酵母浸膏７．５ｇ，葡萄糖１０．０ｇ，磷酸二氢钾２．０ｇ，聚山梨糖单油

酸酯１．０ｇ，琼脂１４．０ｇ，水１０００ｍＬ。

犇．１．２　配制方法

先将除琼脂以外的其他成分溶解于蒸馏水中，调节ｐＨ＝６．８±０．１（２５℃ ±５℃），再加入琼脂，加

热煮沸至完全溶解。混合均匀后分装试管，每管１０ｍＬ。１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，备用。

犇．２　乳酸杆菌肉汤培养基

犇．２．１　成分

番茄汁１００ｍＬ，三号蛋白胨７．５ｇ，酵母浸膏７．５ｇ，葡萄糖１０．０ｇ，磷酸二氢钾２．０ｇ，聚山梨糖单油

酸酯１．０ｇ，水１０００ｍＬ。

犇．２．２　配制方法

先将上述成分溶解于水中，调节ｐＨ＝６．８±０．１（２５℃±５℃），加热煮沸，混合均匀后分装试管，每

管１０ｍＬ。１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，备用。

犇．３　维生素犅１２测定用培养基

犇．３．１　成分

无维生素酸水解酪蛋白１５．０ｇ，葡萄糖４０．０ｇ，天门冬酰胺０．２ｇ，醋酸钠２０．０ｇ，抗坏血酸４．０ｇ，

Ｌ胱氨酸０．４ｇ，ＤＬ色氨酸０．４ｇ，硫酸腺嘌呤２０．０ｍｇ，盐酸鸟嘌呤２０．０ｍｇ，尿嘧啶２０．０ｍｇ，黄嘌呤

２０．０ｍｇ，核黄素１．０ｍｇ，盐酸硫胺素１．０ｍｇ，生物素１０．０μｇ，烟酸２．０ｍｇ，ｐ氨基苯甲酸２．０ｍｇ，泛酸

钙１．０ｍｇ，盐酸吡哆醇４．０ｍｇ，盐酸吡哆醛４．０ｍｇ，盐酸吡哆胺８００．０μｇ，叶酸２００．０μｇ，磷酸二氢钾

１．０ｇ，磷酸氢二钾１．０ｇ，硫酸镁０．４ｇ，氯化钠２０．０ｍｇ，硫酸亚铁２０．０ｍｇ，硫酸锰２０．０ｍｇ，聚山梨糖单

油酸酯（吐温８０）２．０ｇ，水１０００ｍＬ。

犇．３．２　配制方法

将上述成分溶解于水中，调节ｐＨ＝６．８±０．１（２５℃±５℃），备用。
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