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Pre-coated microplate microbiological method
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GB/T 6682 73 bS8 28 FH KBRS AR 56 7 3

3 [RIE

44K Bo s T AE AL TP 38 £ 52 RALEFT B Lactobacillus leichmannii (ATCC 7830) “EK T
DRIVEFRZR . E—EEHI&MET, E44ER B llEEFRES, L2 RARFFH 1A K-S AR
AR B S EELMRR, WRIEBROCEE SR TIEM&HT e, RIn -5 H R 484 % B
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4.1 TRABEMTFLIR A ZE 42 B MUEWE R F & (VitaFast ®Vitamin Bp2) 'S LM A, 805 AFRUER
) J55 3R ] L2 28 2B (R 4 A2 25 B, Kk 57 o

4.2 BRARSAIE, AT AR A, SEI K BT & GB/T 6682 FiLE H) — K E K.
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5.8 MR & 0.01g.

5.9 IV OB IE RS S S C B Sk 10 pL~100 pLy 50 uL~200 pL. 100 uL~1000 pL.
510 EEEO®: 1.5mL~2mL. 15mL. 50 mL.

5,11 HEJEJK: 500 mL.

5.12 & M: 100 mL A1 1000 mL.

5.13 JLHEM#: 10mL.

5.14  JCp KEFKJIERE (PES) : 0.22 um.

6 LR

6.1 IXAEHIHIE

RS F R e B, i
FEFATIRIEIR &

6.2 RFFRERER

6.2.1 gl

BRALAE 0.3 mm~0.5 mm); [ 8 i iR 7 S0 3IR S WU

=
5

(

XFEARTCRHE AR B 1.00 g BIFRFEA,, XHRARCRIFZE 1 mL #E5H 2 50 mL B &EOEH, IKE
40 mL, JmBEIREINGE, F G A B 4 A0 G B 26 AR E BT RE S VR AT C L R 2 mL B SO E
M AFRERE N 40 65 FIFE R

6.2.2 HER

FREX 15.00 g ~20.00 g B A2 50 mL TG & 0E 1, II7KZ 40 mL, wiEiR 215 & 95 °C/Kif 30 min
VRS, BIREENR ST 2D S IR, BIRESOE B . KR4S VKA 1 £ 30 °CLLR, K420
W EREM T HEAZE 100 mL. BEA ST 1.00 g HMEAERE 50 mL 508 F (B, BUkE
BN 17.00 g, 100 mL/17.00 g=5.88 mL/g, #H24F 1.00g £ AR N 5.88 mL) , JNZE 40 mL, JAHEIR
53, FH G AR S 45 A0 0 B 2R R AR B0 BE S AT BT I 28 2 mL R B O T . ORI ECH 40
FEIIRE SR

6.2.3 WHIEM. BILEFER BAZ/IELGRS. #LELER. BY/LEBER. hREFER
BE AR

PR 1.00 g BIFFESE SO mL L S 0E T, I/KE 40 mL, WiERAIEE 95 C/K¥E 30 min, ]
ERER A 20 5k, MR OE R KRG R G0 REA 2] 30 CLLR, HICHEE S 2L H
SRR OADE JERTRE AT C I JE S 2 mL R SO E . OB ECH 40 AR R

6.2.4 Rl RE. HHERER®R

AERRAR = 1.00 g BB B 7l IREESR AN A E 500 mL #EJEHH, IO 400 mL 7KIEA %)
J5 B 95 °C/Ki 30 min, JHMEIRESIZEA 5%, KIS G KRR A 213 30 °)CLAR o A E0E
EAREMPHKESSE 1000 mL. I 1 mL EHE—A S0 mL B.0EH, M/KE 40 mL, iR, H
TG TR 7 55 4 ARG TR SRR AR 8 M) o S VAT TE R I 2R 2 mL B0 . IR R ECA 40000 A5 R
mile AYEAEER B S EEAK, A& Y% 1000 mL E AR
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6.3 HEMIKRHNHERE

P REAF DR i ROARSEAE I 28 1K (B AL EAT3& AR, (ERE S BRI RE S5 B I & VR
NBRUE 2RV N o REFE AR BOEAT RIS NS, TER AR ARKT 10 15

6.4 EFENFIEF

HI 10 mL JER 218K (s AL S AFIE4EE R B TR R R %, B, miedRZiR
95 C/KE 5 min, JEAUEIRE S A 2 K AKIEEE S DK IR A H1 3] 30 °CLAR o HIJE B VE S 4 AN
To T SRR ANDE S B IR R AT o I JE 2 15 mL o B0 P A, BILRCIA]

6.5 FRERELIERAVEH

ARYE RS ol OB ZE U], AEARAE it T IR AR B TE B 2K 0K (B AL 5 TR 2145 B bn it
AR AR . ARAEERE 1 HEAT A AR EMRE ARV BC ], BB .

*®1 BEARERRETERECH

I W% /ug/100 g (mL) FC i) 75 2
PRAER R TR O 0 900 pL JC B 281 /K+0 pL AR R 40
PR R TAEWR 1 0.03 900 pL JEH Z&ME/K+100 pL ARk SR 450
FRUERRE AR 2 0.06 400 pL JCT A TRZK+100 pL A5if dh A4 ik
FrUERRE LR 3 0.09 350 pL JETH A {5 /K+150 pL biifl ih iR 4 v
PR R TR 4 0.12 300 pL R AT 7K+300 plL it th iR
PR R TAEWR S 0.18 200 pL J¢ i 2818 7K+400 pL ARk SR 45

6.6 TMEEFNEETE
6.6.1 FLARAVELA

BEAPRAERGRE AR BOMARIU L i 50 B = 14T, B P o B0 A LR R R AE LR SR B, R
A P P LR S SE R B JFOR IS A8 R, OF 5 TR — il E BB 4F, ikl e 2 C~8 CHAF T

6.6.2 IEFEHFEE
FEEL 150 uL Jo i U8 5 I 4EA4: 3 B B 72 3L 2 AL+
6.6.3 FrfESRFNERNAE A FEEL

FEHR 150 L il B WU A TR S BTLA 37 LT IR B B W
2.

6.6.4 TFLIRHIESE

AR FH AL R I, B S0 KN IR 698, R BRAG & TE I R RS T CE AL ac B, T
Rl & P, e E AL, FealERMILRa

6.6.5 IEFF

B B AR E T 37 CHBEGIH 44 h~48 he
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6.6.6 ME

PR FLAR A5 B AE ST HE R WG S P AT RSN, AL BT 5T o LA AL FL O 3 i E 10 s
Ja, X Z DT n G288 TR S, 300 TR T8 I BT S AR T LAR S5 1A 297 1 RURS & 71 B i £L
2RI AL AR o IR 9 5 AT AR B T L R, o = S P e Sk R R A% VR
Ko FIBEEFRCT 610 nm~630 nm Y 540 nm~550 nm K 2B GAE .

7 FREHRZRE] ERITEMSREGE

7.1 eHFRERZ

TS0 AR HE R B AR = PAT R0 Fir A5 ARG AR A ST SMEL, 45 RORBE =R 3y DA
B EERRAE A 4R E KBS B R, DAUBOGAE I T EN AR, fEFIRIDA® SOFT Win#k fF ) /Y 24k
V2 RS A 22t B v it 2

7.2 ZRHE

THEAFDUAE VR B = P AT R U B A5 PR RO'GAE B SRR T 38048, & SRR B = A A fEFRAE 2k
HAR NSRS S B GAE P39, SRASAFIIRE S 4E AR B oIk E . #4580 (1) SRAF AL & rp
HAERBLMS =,

X

X— PR s e AR R B IS &, BN M0E & E w Bl B H 2= (ng/100 g 8ipg/100 mL);

C——rAE S 4 A2 2R B VR FE, B NI B8 A Sl B 5 H 27+ (pg/100 g Bpg/100 mL);

V—E R, 40 mL;

40——40 KM B O A B FEEbRdE 26

m —FIAE S S A, BT (g) s

d— MRS 4.

T 1R 6.2 B KR SR Y 40 REFRREATE C A QAR TERRAE M 22 R RS E @ R 7 R ER I 40 5 DLAMUFEREAS
B, Bt 6.2.3 FHAMNG 1000 1%, B 6.3 TR RAE S

2. D58 25 RAR B /NS G LA BT

7.3 #RRE

7.3.1  EMERREARRES, 44 KBS mA AL Hng/100 g&or; 2 5E RE AR, 484 KB,
B A ug/100 mLER

7.3.2 FIESFR/NTEER0.03 ng/100 g (mL) , MIAFMEE 44 KBS BIELS REIR N “<
FiEEER” .
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8.1 FRAEFRE TAEMROMIWEAA SN TARERS B TAEM L RO GAE,  FRAERs R TAETR S WO oK T
0.6, 73 |2 B 5258 2R

8.2 Hni HI £ AH K RECAHIKT0.99,

8.3 = PATHIE R RECA N KT 10%.

8.4 YfRINEE SR OGN T AR R R AR 1 B T hRUER R TAEW 5 MIMOGAE R, RAEME bR
HEMZESRAS AR b 4R 3K B IS &, BB BB, ASEAr IR v 1R W A V& AE A 11
i 2% (1) 2 S LA

8.5 AFEHS AN G A AR, B SO A AT .

9 LR

AT7 iR OB PR 0.021 pg/100 g, E &R 0.029 ng/100 g; A lHE SR AL HFR Y 0.021 pg/100
g, EEIRN 0.028 ug/100 g, A S| FLA AL HFR Y 0.021 ug/100 g, EEFR N 0.027 ug/100 g; Al 22
JUBC T B b BERELEC T & dh s 40)LEC T &8 24U Bh & 5 RREREE 22 F IR 77 £ fh s HE RN
0.022 ng/100 g, E &R 0.031 ng/100 g; il Prfe £ diksr i FR 4 0.022 pg/100 g, & & FR 4 0.032 pg/100
go
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a) BARAE EFY Lactobacillus leichmannii (ATCC 7830) HIffLiR: 12x8 FL;

b) TR ZK: 30 mL/AfH X 3 Jifi;

o) 4EAEE B brdEan (EZA) « 3 s

d) AR BolllERFRE (FH) « 3
e) Mitil: 3 hs

£ AR 114
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b) A& T 2 C~8 CHEALEOGIRAF, MAIATIRIE E =, A LRSI R R T .

o) ARG &R A AR .
d) A XA S AR .

— s \af
FRoAE B 2 TE
Pt i 42 B L EIA LT
VitaFast® Vitamin B12 (Cyanocobalamin) Standards
1,000 Std pgl10og
n mean
0,900 CV (%)
0,800 el Std 4 0.03
/ [ 0.133
0,700 209%
0,600 Sd 2 0.08
E 8 0.282
o PA00 aT%
o
o
o 0400 Sid 3 0.09
= 8 0.443
0,300 / Xy
0:200 = Std 4 012
& 0.508
0,100 P
000 S5 018
0,000 0,020 0,040 0,080 0,080 0100 0,120 0,140 0,160 0,180 0,200 8 0.&39
Cyanocobalamin (B12) [ug/100g] it
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	前  言
	维生素B12是预包被在微孔中的莱士曼氏乳酸杆菌Lactobacillus leichmannii（A
	4.2  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规定的二级水要求。
	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~2 mL、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  饮料
	对固体饮料准确称量1.00 g均质样品，对液体饮料移取1 mL样品至50 mL无菌离心管中，加水至4
	6.2.2  糖果
	称取15.00 g ~ 20.00 g糖果至50 mL无菌离心管中，加水至40 mL，涡旋混匀后置9
	6.2.3  调制乳粉、婴儿配方食品、较大婴儿配方食品、幼儿配方食品、婴幼儿辅助食品、特殊医学用途配
	称量1.00 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 ℃水浴30 m
	6.2.4  片剂、胶囊、粉剂型保健食品
	准确称量1.00 g均质后的片剂、胶囊或粉剂内容物至500 mL锥形瓶中，加入400 mL水混合均匀
	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）溶解测定维生素B12的干粉培养基，盖紧瓶盖，涡旋振荡混匀。置95 
	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
	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，未使用的微孔板条
	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
	7.3  结果表述
	图A.1  标准曲线谱图示例


