


前  言

本文件按照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规

定起草。
本文件使用了与AOAC官方方法960.46微生物法检测维生素和GB5009.211—2022《食品安全

国家标准 食品中叶酸的测定》中一致的菌种,提取方法类似。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国食品科学技术学会提出并归口。
本文件起草单位:广州海关技术中心、南京海关动植物与食品检测中心、拜发分析系统销售(北京)

有限公司。
本文件主要起草人:刘津、董洁、高东微、王宇、吕永生、张锐、廖冰君、葛丽花、贺丽丽。
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食品中叶酸的测定 预包被微孔板式微生物法

1 范围

本文件规定了食品中叶酸测定的预包被微孔板式微生物法。
本文件适用于饮料、糖果、调制乳粉、婴幼儿配方食品、婴幼儿辅助食品、特殊医学用途配方食品、

保健食品、谷物及其制品、蛋类和乳类食品中叶酸含量的测定。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

3 原理

叶酸是预包被微孔板中鼠李糖乳杆菌(Lactobacilluscaseispp.rhamnosus,ATCC7469)生长所必

需的营养素。在一定控制条件下,在叶酸测定培养基中,鼠李糖乳杆菌的生长与待测试样中叶酸的含

量呈线性关系,将吸光度与标准工作曲线进行比较,即可计算出试样中叶酸的含量。

4 试剂和材料

4.1 试剂

4.1.1 预包被微孔板式叶酸微生物法试剂盒(VitaFast􀅺FolicAcid):见附录A。
4.1.2 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/T6682规定的二级水要求。

4.1.3 氢氧化钠(NaOH)。

4.1.4 鸡胰酶(γ-谷氨酰水解酶)(VitaFast􀅺ChickenPancreatin)。
4.1.5 磷酸二氢钠(NaH2PO4)。
4.1.6 抗坏血酸钠(C6H7O6Na)。

4.2 试剂配制

4.2.1 1mol/L氢氧化钠:称量4.00g氢氧化钠,加水溶解后,转移至100mL容量瓶中,加水定容至

刻度。

4.2.2 磷酸盐缓冲液:称量7.80g磷酸二氢钠和1.00g抗坏血酸钠,加水溶解后,转移至1000mL
容量瓶中,加水定容至刻度。用1mol/L氢氧化钠调节pH至7.2,现用现配。

4.2.3 鸡胰酶液:加入5mL水至鸡胰酶试剂瓶中,混合均匀。可分装保存,每个样品测定使用

100μL。

5 仪器和设备

5.1 水浴锅:95℃±1℃,37℃±1℃。

1

T/CIFST015—2023 



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:≥8000g。

5.6 酶标仪:波长610nm~630nm或540nm~550nm。

5.7 涡旋混合器。

5.8 电子天平:感量0.01g。

5.9 微量可调单通道移液器及配套枪头:10μL~100μL、50μL~200μL、100μL~1000μL。

5.10 无菌离心管:1.5mL~2mL、15mL、50mL。

5.11 锥形瓶:500mL。

5.12 容量瓶:100mL和1000mL。

5.13 无菌注射器:10mL。

5.14 无菌聚醚砜滤膜(PES):0.22μm。

6 分析步骤

6.1 试样制备

固体试样需粉碎、研磨、过筛(筛板孔径0.3mm~0.5mm);半固体试样需混匀;液体试样需振摇

混匀。

6.2 试样提取

6.2.1 饮料

准确称量固体试样1.00g或移取液体试样1mL至50mL无菌离心管中,加水至40mL,涡旋混

匀后,试样溶液用无菌注射器和无菌聚醚砜滤膜无菌过滤至2mL无菌离心管中。此为稀释倍数为40
的样品液。

6.2.2 糖果

准确称量1.00g试样至50mL无菌离心管中,加水至40mL,涡旋混匀后,置于95℃水浴30min,
使试样溶解,其间颠倒混匀至少5次,确保离心管紧闭。水浴结束后,置于冰浴迅速冷却到30℃以下,
试样溶液用无菌注射器和无菌聚醚砜滤膜无菌过滤至2mL无菌离心管中。此为稀释倍数为40的样

品液。

6.2.3 调制乳粉、婴幼儿配方食品、婴幼儿辅助食品、特殊医学用途配方食品

准确称量1.00g试样至50mL无菌离心管中,加按4.2.2方法配制的磷酸盐缓冲液至40mL,涡
旋混匀后,置于95℃水浴30min,其间颠倒混匀至少5次,并确保离心管紧闭。水浴结束后,置于冰浴

迅速冷却到30℃以下,试样溶液用无菌注射器和无菌聚醚砜滤膜无菌过滤至2mL无菌离心管中。此

为稀释倍数为40的样品液。

6.2.4 保健食品

准确称量1.00g试样至500mL锥形瓶中,加入400mL按4.2.2方法配制的磷酸盐缓冲液,混合

均匀后,置于95℃水浴30min,其间摇匀至少5次。水浴结束后,置于冰浴迅速冷却到30℃以下。将

全部溶液转移至1000mL容量瓶中,加水定容至刻度。取1mL溶液至50mL无菌离心管中,加水至

40mL,涡旋混匀,试样溶液用无菌注射器和无菌聚醚砜滤膜无菌过滤至2mL无菌离心管中。此为稀

释倍数为40000的样品液。若叶酸含量较低,可适当调整定容体积。
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6.2.5 谷物及其制品、蛋类和乳类食品

准确称量1.00g试样至50mL无菌离心管中,加入100μL按4.2.3配制的鸡胰酶液,再加入按

4.2.2方法配制的磷酸盐缓冲液至40mL。在37℃黑暗条件下孵育2h(其间不时振荡)。对于谷物制

品孵育时间不少于12h或者过夜处理。之后,置于95℃水浴提取30min,其间颠倒混匀至少5次,并
确保离心管紧闭。水浴结束后,置于冰浴迅速冷却至30℃以下。室温(20℃~25℃)条件下8000g
离心5min,取上清液。此为稀释倍数为40的样品液。

6.3 样品液稀释

按照试样的叶酸标签值及标准曲线范围,用无菌蒸馏水(见附录A.1)对样品液进行适当稀释,使
稀释后样品液中的叶酸含量落在标准曲线范围内。样品液稀释时应逐级稀释,注意每次稀释倍数不应

大于10。

6.4 培养基制备

用10mL无菌蒸馏水(见附录A.1)溶解测定叶酸的干粉培养基(见附录A.1),并加入1mL叶酸

缓冲液(见附录A.1),盖紧瓶盖,涡旋振荡混匀。置于95℃水浴5min,其间颠倒混匀至少2次。水浴

结束后,置于冰浴迅速冷却到30℃以下。用无菌注射器和无菌聚醚砜滤膜对培养基溶液进行无菌过

滤,置于15mL无菌离心管待用,现用现配。

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(见附录 A.1),涡旋混匀得到

1.6μg/100mL标准品浓缩液。根据表1进行梯度标准稀释工作液的配制,现用现配。

表1 梯度标准稀释工作液的配制

编号 浓度/(μg/100mL) 配制方法

标准稀释工作液0(Std0) 0 900μL无菌蒸馏水+0μL标准品浓缩液

标准稀释工作液1(Std1) 0.16 900μL无菌蒸馏水+100μL标准品浓缩液

标准稀释工作液2(Std2) 0.32 400μL无菌蒸馏水+100μL标准品浓缩液

标准稀释工作液3(Std3) 0.64 300μL无菌蒸馏水+200μL标准品浓缩液

标准稀释工作液4(Std4) 0.96 200μL无菌蒸馏水+300μL标准品浓缩液

标准稀释工作液5(Std5) 1.28 100μL无菌蒸馏水+400μL标准品浓缩液

6.6 加样和培养

6.6.1 加样

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,
未使用的微孔板条立即放回原来的箔袋中,并与干燥剂一起重新封好,储存在2℃~8℃温度条件下。
吸取150μL无菌过滤后的叶酸培养基至每个微孔中。吸取150μL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。根据使用微孔板条的数量,取出合适大小的

黏合箔,去除黏合箔的保护膜后平放在微孔条上,用手将黏合箔压平,使其充分封闭微孔,确保边缘部

分压平/密封。

6.6.2 培养

将密封好的微孔板置于37℃避光孵育44h~48h。
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6.6.3 测定

将微孔板倒置于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10s
后,以对角线方向缓慢撕下黏合箔,撕下黏合箔时应注意用手按住微孔板条边缘,防止因黏合箔带动微

孔条而造成微孔中液体溅出。撕下黏合箔后仔细检查微孔中的液体,如有气泡应用移液器枪头戳破或

用移液器吸除。用酶标仪于610nm~630nm或540nm~550nm波长下读取吸光度。

7 绘制标准曲线、结果计算和结果表述

7.1 绘制标准曲线

计算梯度标准稀释工作液的三平行检测所测得的吸光度的算术平均值,结果保留三位有效数字。
以梯度标准品叶酸含量为横坐标,以吸光度的平均值为纵坐标,使用 RIDASOFT􀅺 Win软件的四参数

法绘制标准曲线。

7.2 结果计算

计算待测样品液的三平行检测所测得的吸光度的算术平均值,结果保留三位有效数字。在标准曲

线中代入待测样品液吸光度的平均值,求得待测样品液中叶酸的浓度。按照式(1)或式(2)求得待测样

品中叶酸的含量。
固体或半固体试样中叶酸的含量为:

X =
Cx

m×40×d×V (1)………………………………………

式中:

X ———待测样品中叶酸的含量,单位为微克每百克(μg/100g);

Cx———待测样品液中叶酸的浓度,单位为微克每百毫升(μg/100mL);

m ———待测样品的质量,单位为克(g);

40———稀释倍数40,已经包括在标准曲线中;

d ———样品液的稀释倍数;

V ———定容体积,40mL。
液体试样中叶酸的含量为:

X =
Cx

v×40×d×V (2)………………………………………

式中:

X ———待测样品中叶酸的含量,单位为微克每百毫升(μg/100mL);

Cx———待测样品液中叶酸的浓度,单位为微克每百毫升(μg/100mL);

v ———待测样品的体积,单位为毫升(mL);

40———稀释倍数40,已经包括在标准曲线中;

d ———样品液的稀释倍数;

V ———定容体积,40mL。
注1:根据6.2制备样品液时的40倍稀释倍数已经包括在标准曲线中,稀释倍数d 只需考虑除此40倍以外的稀释

倍数,例如6.2.4中额外的1000倍,或6.3中的稀释倍数。

注2:测定结果保留小数点后两位有效数字。

7.3 结果表述

7.3.1 若测定的是固体样品,叶酸含量的单位用μg/100g表示;若测定的是液体样品,叶酸含量的单
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位用μg/100mL表示。

7.3.2 若测定结果小于定量限0.16μg/100g(mL),则待测样品中叶酸含量的测定结果表述为“<
方法定量限”。

8 质量控制

8.1 标准稀释工作液0的吸光度应小于标准稀释工作液1的吸光度,标准稀释工作液5的吸光度应

大于0.6,否则表明实验失败。

8.2 标准曲线的相关系数不得低于0.99。

8.3 三平行的变异系数不应大于10%。

8.4 当待测样品液的吸光度小于标准稀释工作液1或大于标准稀释工作液5的吸光度时,不能使用

标准曲线求得待测样品中叶酸的含量,需调整稀释倍数重新检测,使待测样品液的吸光度落在标准曲

线的定量范围内。

8.5 不同批号试剂盒中的组分不得混用,超过有效期的试剂盒不得使用。

9 灵敏度

本方法检测饮料的检出限为0.022μg/100g(mL),定量限为0.16μg/100g(mL);
检测糖果的检出限为0.022μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测调制乳粉的检出限为0.021μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测婴幼儿配方食品的检出限为0.022μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测婴幼儿辅助食品的检出限为0.021μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测特殊医学用途配方食品的检出限为0.022μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测保健食品的检出限为0.022μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测谷物的检出限为0.021μg/100g,定量限为0.16μg/100g;
检测谷物制品、蛋类和乳类食品的检出限为0.022μg/100g,定量限为0.16μg/100g。
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附 录 A
(规范性)

预包被微孔板式叶酸微生物法检测试剂盒

A.1 试剂盒组成

预包被微孔板式叶酸微生物法检测试剂盒VitaFast􀅺FolicAcid包括:

a)包被有菌种Lactobacilluscaseispp.rhamnosus(ATCC7469)的微孔板:12×8孔;

b)无菌蒸馏水:30mL/瓶×3瓶;

c)叶酸标准品(固态):3瓶;

d)叶酸测定培养基(干粉):3瓶;

e)叶酸缓冲液(液态):3瓶;

f)黏合箔:3片;

g)微孔板架:1个。

A.2 试剂盒验收和保存

A.2.1 每个批号试剂盒应进行验收试验,验收需符合质量控制要求。

A.2.2 试剂盒于2℃~8℃暗处避光保存,使用前回复至室温,使用后立即放回保存条件下。

A.3 标准曲线谱图示例

标准曲线谱图示例见图A.1。
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图A.1 标准曲线谱图示例
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