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摘要 : 目的   建立微生物法测定婴幼儿乳粉中维生素 B12 含量的不确定评定方法。方法   依据 JJF 

1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》及 GB 5413.14—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》分析微生物法测定婴幼儿乳粉中维生素 B12 含量过程中产生的各测量不确定度分量, 计算测

量结果的合成标准不确定度和扩展不确定度。结果  当样品中维生素 B12 含量为 3.97 μg/100 g 时, 其扩展不

确定度为 0.53 μg/100 g(k=2)。结论  标准溶液配制和标准曲线拟合计算待测溶液含量产生的不确定度对检测

结果影响较大。 
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ABSTRACT: Objective  To establish an uncertain assessment method for the determination of vitamin B12 in infant 

milk powder by microbiological method. Methods  According to JJF 1059.1—2012 Evaluation and representation 

of measurement uncertainty and GB 5413.14—2010 National food safety standard for the determination of vitamin 

B12in infant food and dairy products, the components of measurement uncertainty generated during the determination 

of vitamin B12 in infant milk powder by microbial method were analyzed, and the synthetic standard uncertainty and 

extended uncertainty of the measured results were calculated. Results  When the vitamin B12 content of the sample 

was 3.97 g/100 g, the expansion uncertainty was 0.53 g/100 g (k=2). Conclusion  Theuncertaintiescaused by the 

preparation of standard solution and the calculation of standard curve fitting havea great influence on the test results. 
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0  引  言 

维生素 B12 是自然界中唯一含有金属元素的咕啉类化

合物的总称, 分子中心含有金属钴原子故又被称为钴胺 

素[1]。配方乳粉是婴幼儿的主要营养来源, 婴幼儿缺乏维

生素 B12 会引起精神情绪异常、表情呆滞、反应迟钝和贫

血[2], 摄入过量维生素 B12 也有副作用, 会导致叶酸缺乏[1]。

我国的婴幼儿配方乳粉产品实行配方注册管理, 食品安全

国家标准对婴儿配方食品、较大婴儿和幼儿配方食品中维

生素 B12 的含量有强制性规定。维生素 B12 的检验方法包

括紫外分光光度法、微生物法、液相色谱法和试剂盒法  

等 [3‒11], 目前婴幼儿乳粉中维生素 B12 的含量采用 GB 

5413.14—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》[3]规定的方法测定, 其原理是利用莱士曼

氏乳酸杆菌对维生素 B12 的特异性和灵敏性, 定量测定出

试样中维生素 B12 的含量。目前有关微生物检测婴幼儿乳

粉中维生素 B12 含量的不确定度评价研究较少, 该方法灵

敏度高、前处理复杂、技术难度大、影响因素多, 因此本

研究参照 JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》[12]

及 GB 5413.14—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》[3]的要求评定婴幼儿乳粉中维生

素 B12 检测的不确定度, 找到关键控制环节, 以期为检测

质量控制提供科学依据, 提高检测质量。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售婴幼儿配方乳粉 ; 维生素 B12 标准品 ( ≥

99.0%)(大连美仑生物技术有限公司); 莱士曼氏乳酸杆菌

ATCC7830、维生素 B12、测定用培养基、乳酸杆菌肉汤培

养基(北京陆桥技术股份有限公司); 氯化钠、无水磷酸氢二

钠、无水偏重亚硫酸钠、柠檬酸(含一个结晶水)混合溶液

(国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

日立 UH5300 紫外分光计、TOMY SX-700 高压灭菌

锅、BeckmanAllegra X-15R 离心机、梅特勒-托利多 XS204

分析天平、Talboys 数显型多管式旋涡混合器; PHSJ-4F 实

验室 pH 计(上海仪电科学仪器股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  前处理方法 

称量 2 g 左右的样品加入 10 mL 混合溶液(无水磷酸

氢二钠、无水偏重亚硫酸钠、柠檬酸溶液)混合后, 再加入

150 mL 水, 于 121 ℃水解 10 min, 冷却后调 pH 至 4.5±0.2, 

用水定容至 250 mL, 过滤。移取滤液 5 mL, 加入水 20~  

30 mL, 调 pH 至 6.8±0.2 后用水定容至 100 mL。逐级稀释

样品溶液 , 使得待测溶液中维生素 B12 的质量浓度为

0.01~0.02 ng/mL, 待测。 

1.3.2  系列标准工作溶液和样品测定液的制作与测定 

参照 GB 5413.14—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》[3], 将系列标准工作溶液和

样品测定液分别加入维生素 B12 测定用培养基, 灭菌后迅

速冷却至 30 ℃以下。向上述试管中加入 50 μL 莱士曼氏乳

酸杆菌测试菌液, 放入恒温培养箱中(36±1) ℃培养 19~20 

h。分光光度计在 550 nm 处测定培养液的吸光度值, 以维

生素 B12 含量为横坐标, 培养液吸光度值为纵坐标, 拟合

标准曲线, 计算样品中维生素 B12 含量。 

1.3.3  数学模型的建立 

维生素 B12 含量的计算公式为 𝑋 = 𝐶 𝑚 × 𝑓1000 × 1𝑅 × 100 

式中:  

X-样品中维生素 B12 的含量, μg/100 g;  

C-样品溶液的含量, ng;  

m-样品的称样质量, g;  

f-稀释倍数;  

1/R-回收率校正因子。 

2  结果与分析 

2.1  不确定度来源分析与评估 

维生素 B12 含量测定的不确定度 urel(X)主要来源于包

括: (1)待测溶液的含量产生的不确定度 urel(C), 包括标准

溶液配制对待测溶液含量产生的不确定度 u1(C)和标准曲

线计算待测溶液含量产生的相对标准不确定度 u2(C); (2)样

品前处理产生的不确定度 urel(f), 包括称量样品产生的相

对标准不确定度 urel1(f)和稀释样品产生的相对标准不确定

度 urel2(f); (3)测量重复性产生的不确定度 urel(b); (4)回收率

产生的不确定度 urel(R)。 

2.2  不确定度的计算 

2.2.1  待测溶液含量产生的相对标准不确定度 urel(C) 

urel(C)由标准溶液配制对待测溶液含量产生的不确定

度 urel1(C)和标准曲线计算待测溶液含量产生的相对标准

不确定度 urel2(C)2 个部分组成。 

2.2.1.1  标准溶液配制产生的相对标准不确定度 urel1(C) 

标准溶液配制包括标准储备溶液、标准工作溶液和系

列标准使用溶液的配制。 

(1)标准储备溶液的配制: 准确称取 10.3 mg 维生素

B12 标准品(≥99.0%)于 100 mL 容量瓶中, 超纯水溶解定容

即得维生素 B12 标准储备溶液, 质量浓度为 102.0 μg/mL。 

维生素 B12 标准品纯度产生的相对标准不确定度

u1(C1a): 维生素 B12 标准品含量≥99%, 纯度中位值为
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99.5%, 相对不确定为 0.005, 按照均匀分布[13]考虑, k＝√3, 

其相对标准不确定度𝑢ଵ(𝐶ଵୟ) = ଴.଴଴ହ√ଷ = 0.00289。 

称量维生素 B12 标准品产生的相对标准不确定度

u1(C1b): 天平的相关说明书显示最大允许误差为±0.5mg, 

按照矩形分布, k＝√3。其标准不确定度和相对不确定度分

别为:  𝑢ଵ୫(𝐶ଵୠ) = 0.0005√3 = 0.00029 g 𝑢ଵ(𝐶ଵୠ) = ௨భౣ(஼భౘ)௠ଵ = ଴.଴଴଴ଶଽ଴.଴ଵ଴ଷ = 0.02816。 

定容标准储备溶液产生的相对标准不确定度 u1(C1c): 

100 mL A 级单标容量瓶容量允差为±0.10 mL, 其标准不确

定度为
଴.ଵ଴√ଷ = 0.05774 mL。实验室温度控制在(20±2) ℃,  

20 ℃时水和硼硅玻璃的体积膨胀系数分别为 2.1×10‒4 和

1.0×10‒5, 水的膨胀系数远大于硼硅玻璃的膨胀系数, 因

此只需要考虑水的体积膨胀。100 mL 容量瓶因体积膨胀产

生的标准不确定度为
ଶ.ଵ×ଵ଴షర×ଶ×ଵ଴଴√ଷ = 0.02425  mL, 相对

标准不确定度为𝑢ଵ(𝐶ଵୡ) = √଴.଴ହ଻଻ସమା଴.଴ଶସଶହమଵ଴଴ = 0.000063。 

因此标准储备溶液配制产生的相对标准不确定度:  𝑢ଵ(𝐶ଵ) = ඥ𝑢ଵ(𝐶ଵୟ)ଶ + 𝑢ଵ(𝐶ଵୠ)ଶ + 𝑢ଵ(𝐶ଵୡ)ଶ =√0.00289ଶ + 0.02816ଶ + 0.00063ଶ = 0.02831。 

(2)标准工作溶液的配制: 将维生素 B12 102.0 μg/mL

标准储备溶液用单标线吸量管和容量瓶逐级稀释得到质量

浓度为 1.020 ng/mL 维生素 B12 标准工作溶液。依据 JJG 

196—2006《常用玻璃量器检定规程》[14], 在标准储备溶液

稀释过程中所使用的各计量器具校准的不确定度计算结果

见表 1。故溶液稀释产生的相对标准不确定度为:  𝑢ଶ(𝐶ଶ) = ඥ3 × 0.00405ଶ + 2 × 0.00063ଶ + 0.00118ଶ                     = 0.00717。 

(3)标准系列使用溶液配制: 用 2 mL 分度吸管分别吸

取标准工作溶液(1.020 ng/mL)1.0、2.0 mL 于 100 mL 容量

瓶中超纯水定容、摇匀后分别得到质量浓度为 0.0102, 

0.0204 ng/mL 的标准使用溶液。 

标准曲线制作: 分别从 0.0102 ng/mL的标准使用溶液

吸取 1、2、3、4、5 mL, 从 0.0204 ng/mL 的标准使用溶液

吸取 3、4、5 mL 于试管中, 加入维生素 B12 培养基, 补水

至 10 mL。在标准系列使用溶液配制过程中使用的各计量

器具不确定度计算结果见表 2。故由系列溶液配制产生的

相对标准不确定度为 𝑢ଵ(𝐶ଷ) = ට 2 × 0.00693ଶ + 2 × 0.00347ଶ + 2 × 0.00482ଶ+2 × 0.00362ଶ + 2 × 0.00290ଶ + 2 × 0.00063ଶ               = 0.01450。 

因此, 标准溶液配制对待测溶液含量产生的不确定

度为 𝑢୰ୣ୪ଵ(𝐶) = ඥ𝑢ଵ(𝐶ଵ)ଶ + 𝑢ଵ(𝐶ଶ)ଶ + 𝑢ଵ(𝐶ଷ)ଶ =√0.02831ଶ + 0.00717ଶ + 0.01450ଶ = 0.0326。 

2.2.1.2  标准曲线拟合计算待测溶液含量产生的相对标准

不确定度 urel2(C) 

对含量为 0.0102、0.0204、0.0306、0.0408、0.0510、

0.0612、0.0816、0.102 ng 的标准维生素 B12 溶液和待测溶

液培养, 19~20 h 后测定培养液吸光度值。 

以吸光度为纵坐标, 待测溶液含量 C 为横坐标, 测定

数据见表 3。采用线性拟合标准曲线得到回归方程

Y=3.2867X‒0.0255, 相关系数 r2 为 0.9988, 记为 Y=BX+A(A

为截距, B 为斜率), 其中 B=3.2867, A=‒0.0255。对待测溶

液中维生素 B12 含量进行 2 次测定, 结果分别为 0.020 ng

和 0.021 ng, 平均值为 C0 0.0205 ng。由标准曲线拟合计算

待测溶液含量产生的标准不确定度为[15]: 

𝑢(𝐶) = 𝑆𝐵 ඩ1𝑁 + 1𝑛 + （𝐶଴ − 𝑥）ଶ∑ （𝐶𝑥௜ − 𝑥）ଶ୬୧ୀଵ  

式中:  

S- 标 准 溶 液 吸 光 值 残 差 的 标 准 差 , 𝑆 = ට∑ ሾ(௒౟ି(஻஼౟ା஺)ሿమ౤౟సభ ௡ିଶ = 0.00396; 

B-标准曲线的斜率, 3.2867; 

A-标准曲线的截距, ‒0.0255;  

N-对 C0 的测定次数, 2;  

n-标准工作溶液的测试次数, 8;  

X- 标 准 系 列 溶 液 的 平 均 含 量 , 𝑋 = ට∑ ଡ଼౟౤౟సభ௡ =0.049676 ng, （𝐶଴ − 𝑋）ଶ = 0.0008512 , ∑ （𝐶𝑥௜ −௡୧ୀଵ
𝑥）ଶ = 0.006736。 

因此, 由标准曲线拟合计算待测溶液含量产生的不

确定度和相对不确定度分别为:  

𝑢(𝐶) = 0.003963.2867 ඨ12 + 18 + 0.00085120.006736 = 0.00112； 𝑢୰ୣ୪ଶ(𝐶) = 𝑢(𝐶)C଴ = 0.0546。 

综上所述, 由待测溶液含量产生的相对标准不确定

度为 (𝐶) = 𝑢୰ୣ୪ଵ(C)ଶ + 𝑢୰ୣ୪ଶ(C)ଶ = ඥ0.0326ଶ + 0.0546ଶ      = 0.06360。 

2.2.2  样品前处理产生的相对标准不确定度 urel(f) 

样品前处理产生的相对标准不确定度包括称量样品

产生的相对标准不确定度 urel1(f)和稀释样品产生的相对标

准不确定度 urel2(f)。 

2.2.2.1  称样样品产生的相对标准不确定度 urel1(f) 

所使用天平最大允许误差为±0.5 mg。其标准不确定

度为𝑢ଵ(𝑓) = ଴.଴଴଴ହ√ଷ = 0.00029 g。样品的称样量为 2.6042 g。

因此称量样品产生的相对标准不确定度为 : 𝑢୰ୣ୪ଵ(𝑓) =଴.଴଴଴ଶଽଶ.଺଴ସଶ = 0.00011。 
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2.2.2.2  稀释样品产生的相对标准不确定度 urel1(f) 

称量一定量的样品经过溶解、水解、调节 pH 值后用

水定容至 250 mL, 过滤。移取滤液 5 mL, 加入水 20~30 mL, 

调 pH 值后用水定容至 100 mL。再移取上述溶液 1 mL 定

容至 100 mL 容量瓶, 待测。 

样品稀释所采用的各量具及温度影响产生的不确定

度 见 表 4 。 其 相 对 标 准 不 确 定 度 为 :  𝑢୰ୣ୪ଶ(𝑓) = ට0.00405ଶ + 0.00290ଶ + 2 ×0.00063ଶ + 0.000423ଶ = 0.00508。 
因此 , 样品前处理产生的相对标准不确定度为𝑢୰ୣ୪(𝑓) = 𝑢୰ୣ୪ଵ(𝑓)ଶ + 𝑢୰ୣ୪ଶ(𝑓)ଶ = √0.00011ଶ + 0.00508ଶ     = 0.00508。 

2.2.3  测量重复性产生的相对标准不确定度 urel(b)。 

对同一样品进行维生素 B12 进行 6 次平行测定(n=6), 

结 果 见 表 5 。 按 照 贝 塞 尔 公 式 [16] 计 算 标 准 差

S(X)=ට∑ （௑೔ି௑）
మ౤౟సభ ௡ିଵ =0.09812 μg/100 g。对样品进行平行测

量 2 次 , 所 以 测 量 结 果 X 对 应 的 不 确 定 度 为

uA(X)=
S( )√2 =0.0694 μg/100 g 。 其 相 对 不 确 定 度 为

urel(b)=𝑢୅ (𝑋)𝑋=0.0174 
2.2.4  回收率产生的不确定度 urel(R) 

奶粉试样在 4.1 μg/100 g 的水平上共进行 6 次加标实

验 , 回收率测定结果见表 6。加标回收的平均回收率为

94.57%, 应用贝塞尔公式[16]计算单个回收率的标准差为:  

S(R)=ට∑ （ோ೔ିோ）మ౤౟సభ ௡ିଵ =0.01352, 回收率的标准不确定

度和相对标准不确定度分别为 

u(R)=S(R)=
ୗ(ோ)√௡ =0.00552;  

urel(R)=𝑢(𝑅)𝑅=0.00584。 

2.2.5  合成不确定度 

维生素 B12 相对不确定度汇总见表 7。各不确定度相

互独立,因此相对合成不确定度为:  𝑢୰ୣ୪(X) = 𝑢୰ୣ୪(𝐶)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑓)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑏)ଶ + 𝑢୰ୣ୪(𝑅)ଶ =√0.06360ଶ + 0.00508ଶ + 0.0174ଶ+0.00584ଶ = 0.06639。 

2.2.6  扩展不确定度 

合 成 标 准 不 确 定 度 为 𝑢ୡ(𝑋) = 𝑢୰ୣ୪(𝑋)𝑋 =0.066393.97 = 0.26 μg/100 g,取包含因子 k=2, 包含概

率约 95%, 𝑈 = 𝑢୰ୣ୪(𝑋)𝑘 = 20.06639 = 0.13278, 样品

中维生素 B12 的含量为 3.97 μg/100 g, 则扩展不确定度

为 : 𝑈3.97 = 0.53 μg/100 g。因此微生物法测定婴幼儿

乳粉中维生素 B12 含量的测量结果可表示为(3.97±0.53) 

μg/100 g。 

3  结  论 

本研究评定了微生物法测定婴幼儿乳粉中维生素 B12

含量的不确定度。分析结果可知, 检测婴幼儿乳粉中维生

素 B12 含量的不确定度主要来自于待测溶液含量因素, 组

成待测溶液含量不确定度因素的标准溶液配制和标准曲线

拟合计算待测溶液含量的相对标准不确定度分别为 0.0326

和 0.0546。微生物测定维生素 B12 是利用莱士曼氏乳酸杆

菌在含有不同质量浓度维生素 B12 的测定用培养基生长产

生透光率的原理, 而莱士曼氏乳酸杆菌生长产生的透光率

受到培养基中维生素 B12 的含量和环境因素影响, 如培养

温度、培养时间、pH 值、氧环境等。因此, 在日常实际检

测中要加强人员的培训, 规范人员操作和控制实验条件, 

对标准溶液配制和标准曲线校准过程的严格控制来保证结

果的准确性。 

 
表 3  标准曲线结果 

Table 3  Results of standard curve 

含量 C/ng 平均吸光度 计算拟合吸光度 线性回归方程 相关系数 r2 

0.01019 0.012 0.011 

Y=3.3038X‒0.0231 0.9988 

0.02038 0.038 0.044 

0.03057 0.079 0.078 

0.04076 0.105 0.112 

0.05095 0.137 0.145 

0.06114 0.178 0.179 

0.08152 0.242 0.246 

0.1019 0.312 0.314 
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表 5  样品中维生素 B12 重复性测试结果 
Table 5  Results of replicate determinations of vitaminB12 

序号 维生素 B12 质量分数/(μg/100 g) 

1 3.823 

2 4.124 

3 3.965 

4 3.988 

5 4.025 

6 4.011 

平均值 3.989 
 

表 6  维生素 B12 加标回收率测定结果 
Table 6  Recoveries of vitaminB12 in spiked sample 

加标 

序号 
1 2 3 4 5 6 R 

回收率
R/% 

93.52 94.34 95.14 92.60 96.22 95.60 94.57

 

表 7  维生素 B12 相对不确定度汇总 
Table 7  Summary of relatives uncertainty components for 

vitaminB12determination 

不确定度分量 不确定度来源 
维生素 B12 相对标准 

不确定度 

urel(C) 样品溶液的含量 0.06360 

urel(f) 样品前处理 0.00508 

urel(b) 测量重复性 0.0174 

urel(R) 测量回收率 0.00584 
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