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微生物法测定乳清蛋白粉类样品中的叶酸含量 

蔡晓霞*, 蔡伟江 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立微生物法测定乳清蛋白粉类样品中叶酸含量的分析方法。方法  利用叶酸标准品制作叶酸

标准曲线。将样品进行超声处理得到样品溶液。试管中加入等体积的培养基和不同体积的样液, 稀释至 10 mL, 

得到样品待测液。样品待测液和叶酸标准曲线溶液被灭菌后 , 加入鼠李糖乳杆菌 (Lactobacillus casei 

spp.rhamnosus)CICC 6224 菌悬液进行培养, 将培养物混匀后测其吸光度, 根据标准曲线计算相应的叶酸含量, 

并进行方法的空白实验、检出限、精密度、重复性、稳定性及回收率实验。结果   叶酸标准曲线在    

0.1010~1.0103 ng/mL 范围内线性良好, 相关系数 r2=0.99373, 符合 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范》的

要求, 该方法的相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 3.8%(n=6), 平均回收率为 102.5%(n=3)。      

结论  该方法稳定、准确, 适用于测定乳清蛋白粉类样品中的叶酸含量。 
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Determination of folic acid in whey protein powder samples by 
microbiological method 

CAI Xiao-Xia*, CAI Wei-Jiang 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for content determination of folic acid in whey protein powder 

samples by microbiological method. Methods  Folic acid standard curve was made from folic acid standard. The 

sample was sonicated to obtain the sample solution. In the test tube, equal volume medium and different volume 

sample solution were added and diluted to 10 mL to obtain the sample solution to be tested. Sample solution to be 

tested and folic acid standard curve solution were sterilized, then the suspension of Lactobacillus casei spp. 

rhamnosus CICC6224 bacteria was added to culture, the absorbance value of the culture was measured after mixing 

the corresponding folic acid content was calculated according to the standard curve, and the blank test, limit of 

detection, degree of precision, repeatability, stability and recoveries of the method were carried out. Results  The 

standard curve of folic acid was well linear in the range of 0.1010~1.0103 ng/mL, and the correlation of coefficient 

r2=0.99373, which was in line with the requirements of GB/T 27404-2008 laboratory quality control code. The 

relative standard deviation of the method was 3.8% (n=6), and the recoveries was 102.5% (n=3). Conclusion  The 

method is stable and accurate, which is suitable for content determination of folic acid in whey protein powder 

samples. 

KEY WORDS: folic acid; microbiology method; whey protein powder 
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1  引  言 

叶酸也被称为维生素 M, 其结构见图 1, 由蝶啶、对

氨基苯甲酸和数量不等的谷氨酸 3 部分组成, 是一种重要

的水溶性 B 族维生素, 参与核酸、蛋白质的生物合成, 与

许多重要的生化过程密切相关, 在人体生长过程中发挥着

重要作用[1]。 

 

 
 

图 1  叶酸的结构 

Fig.1  Structural formula of folic acid 

 
人体中缺乏叶酸会导致胎儿先天性异常, 特别是神

经管畸形的发生[2]。另外, 叶酸可用于治疗由叶酸缺乏症

引起的贫血 , 也是孕妇的营养补充品 , 但叶酸摄入不宜

过多, 有研究表明, 摄入过量的维生素会引发中毒[3], 因

此, 对于保健食品中叶酸含量的检测准确性提出了较高

的要求。目前已有多种检测样品中叶酸的方法, 如薄层层

析法、化学发光测定法[4]、气相色谱-质谱法、高效液相

色谱法[5‒7]、微生物法[8]、荧光法[9‒11]和酶联免疫吸附测

定法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[12,13]等。

其中微生物分析法, 以其经典、准确可靠性[14]成为许多国

际标准方法机构的标准方法[15]。我国现行的食品叶酸的

检测标准为 GB 5009.211-2014《食品中叶酸的测定》[16], 

其优点是成本低 , 可操作性强 , 能够检测到极低浓度的

叶酸, 结果一般为总的叶酸量。本研究采用微生物法测定

乳清蛋白粉类样品中叶酸的含量 , 利用鼠李糖乳杆菌

(CICC 6224)对叶酸具有高灵敏度的特点, 通过其生长情

况测定乳清蛋白粉类样品的叶酸含量, 以期为叶酸的测

定提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

鼠李糖乳杆菌菌种(编号: CICC 6224, 广东省微生物

菌种保藏中心); 叶酸对照品(批号 139092, 纯度 91.3%, 德

国 Dr.Ehrenstorfer 公司); 乳酸杆菌肉汤培养基、叶酸测定

用培养基 (青岛高科技工业园海博生物技术有限公司 ); 

L(+)-抗坏血酸、乙醇、氢氧化钠、氯化钠(分析纯, 广州化

学试剂厂); 健乐多乳清蛋白营养强化粉固体饮料巧克力

味(批号: 20200201A, 汤臣倍健股份有限公司)。 

P300H 超声仪(德国 Elma 公司); UV2600 紫外分光光

度计(日本岛津公司); AL-204 电子分析天平(梅特勒-托利

多科学仪器有限公司); BXM-30R 立式压力蒸汽灭菌器(上

海博讯实业有限公司医疗设备厂); BSC-1600-Ⅱ-A2 生物安

全柜(苏州市华宇净化设备有限公司); SPX-250BSH-Ⅱ生化

培养箱(上海新苗医疗器械制造有限公司)。  

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 

参照GB 5009.211-2014[16]中 3.5标准溶液的配制要求, 

依次配制浓度为 22.4500 μg/mL 的叶酸标准储备液、 

0.2021 μg/mL 的叶酸标准中间液和 0.2021 ng/mL 的叶酸标

准工作液, 待用。 

2.2.2  工作菌液的制备 

将鼠李糖乳杆菌冻干菌株连续传种至 3 代后接种到

已灭菌的叶酸测定培养基进行饥饿培养, 并将饥饿培养完

的菌液制备成甘油冷冻管, 作为工作菌株, 于‒80 ℃保存。 

每次实验前取出 1 支工作菌株(甘油冷冻管), 将其

全部转移至 10 mL 的无菌生理盐水中, 混匀后, 作为接

种液。 

2.2.3  试样的处理 

精密称取试样 1.5 g, 转入 250 mL 锥形瓶中, 加入  

80 mL 氢氧化钠乙醇溶液, 具塞, 超声振荡 50 min 至试样

完全溶解或分散, 冷却后转移至 250 mL 容量瓶, 用水定容

至刻度。 

准确吸取 1.0 mL 试样提取液加入到 100 mL 容量瓶, 

用水定容至刻度 , 摇匀 , 使试样稀释液中叶酸含量在

0.1~0.8 ng/mL 范围内, 所有操作均避光进行。 

2.2.4  叶酸标准曲线的制备 

按表 1 顺序加入水、标准曲线工作液和叶酸测定培养

基于培养管中。 

 
 

表 1  标准曲线的制作 
Table 1  Preparation of standard curve 

试管号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

水/mL 5 5 4.5 4 3.5 3 2.5 2 1 0

标准曲线工作液
0.2021 ng/mL 

0 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 4 5

培养基/mL 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

 
2.2.5 待测液的制备 

按表 2 顺序加入水、试样溶液和叶酸测定培养基于培

养管中。 
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表 2  待测液的制作 
Table 2  Preparation of solution to be tested 

试管号 1 2 3 

水/mL 4.5 4 3 

样品溶液/mL 0.5 1 2 

培养基/mL 5 5 5 

 

 
将标准曲线系列管和待测液系列管进行灭菌、接种菌

液、并于(36±1) ℃培养 40 h 后, 在 550 nm 处测定其吸光

度, 根据得到的叶酸标准曲线回归方程计算出样品中叶酸

的含量, 计算公式为:  

X= 
Cx ×V×f×100 

M×1000 

式中: X—试样中叶酸含量, µg/100 g; Cx—试样溶液中叶酸

总平均浓度, ng/mL; M—试样的质量, g; V—试样提取液定

容体积, mL; f—试样提取液稀释倍数。 

3  结果与分析 

3.1  空白实验 

按照 2.2.2 中试样处理方法制备 10 支标准溶液空白管

S2, 接种同样的菌液并培养 40 h 后, 以纯化水调零, 平行

测定 10 支标准溶液空白管的吸光度, 记录见表 3。 

该方法的吸光度空白值约为 0.0449, 即叶酸测定培养

基中含有痕量叶酸, 这对标准溶液和样液的紫外测定结果

有一定的影响, 因此, 每次都以该标准溶液空白管调零, 

后再进行标准曲线和样液的紫外吸光度测定。 

3.2  标准曲线结果分析 

3.2.1  标准工作曲线 

以标准系列管中叶酸浓度为横坐标, 吸光度为纵坐

标, 利用 Lab Solution 软件拟合叶酸标准曲线见图 2。由图

2 可 知 , 叶 酸 标 准 曲 线 方 程 为 Y=‒1.77847X2+ 

3.50626X‒0.140989, 相关系数 r2 为 0.99373, 在浓度为

0.1010~1.0103 ng/mL 之间, 叶酸标准曲线线性良好, 可用

于乳清蛋白粉类样品中叶酸含量的测定。 

 
 
 

表 3  空白实验结果 
Table 3  Experimental results of blanks 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

吸光度 0.0497 0.0448 0.0456 0.0409 0.0422 0.0442 0.0463 0.0441 0.0482 0.0429 

平均吸光度 0.0449 

 
 
 

 

 
 
 

图 2  叶酸标准曲线图 

Fig.2  Standard curve of folic acid 
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3.3  检出限 

按照 3.1 的处理方法制备 20 支标准曲线空白管(S2), 

培养后平行测定其吸光度, 根据 3.2.1 得到的标准曲线方

程计算对应的叶酸浓度 , 得到 20 次测定的平均浓度为

0.0458 ng/mL, 即 该 方 法 的 空 白 试 剂 中 叶 酸 浓 度 为     

0.0458 ng/mL, 当样液中叶酸浓度低于该浓度时, 样品中的

叶酸会被空白试剂所掩盖而不能准确检出, 因此, 以该浓

度换算样品中叶酸含量, 即在本实验条件下, 样品称样量

为 1.5 g, 稀释倍数为 25000 倍时, 利用现制测试菌液进行

测定, 该方法的检出限为 76.3 µg/100 g。 

3.4  精密度实验 

称取 6 份样品, 按 2.2.2 试样制备方法处理样品, 检测

样品中的叶酸含量, 计算其 RSD。由表 4 可知, 6 份样品中

叶酸的平均含量为: 536.3 µg/100 g, RSD(%)为 3.8%, 表明

该方法有较高的精密度, 符合 GB/T 27404-2008[17]中方法

验证的精密度要求(精密度要求: RSD≤7.5%)。 

 
表 4  精密度实验结果 

Table 4  Experimental results of precision 

序号 1 2 3 4 5 6 

X/(µg/100 g) 561.84 550.21 499.76 543.05 523.62 539.15

平均含量 
/(µg/100 g) 

536.3 

RSD/% 3.8 

 
 

3.5  重复性实验 

另外称取同一批样, 共 6 份, 重新配制叶酸标准溶液, 

按 2.2.2 的方法再次测定样品中的叶酸含量, 计算其 RSD。

由表 5 结果可知, 重复的结果比较稳定, 6 份样品中叶酸的

平均含量为: 536.5 μg/100 g, RSD(%)为 3.4%。与 3.4 的实

验数据对比(95%置信度), 采用 F 检验和 t 检验, F=1.26＜

5.05, t=0.02＜2.23, 说明 2 组数据无明显差异, 表明方法的

重复性良好。 

3.6  稳定性实验 

称取样品 1.5 g, 重新配制叶酸标准溶液, 按 2.2.2 的

方法处理样品并培养 40 h 后, 分别测定其在常温静置 0、2、

4、6、8、10 h 后的叶酸含量。由表 6 结果可知, 6 次测定

结果中叶酸的平均含量为: 554.0 µg/100 g, RSD(%)为 1.2%, 

其 RSD(%)小于 2.0%, 表明该方法有较好的稳定性, 符合

含量测定分析方法验证的可接受标准。 

 
表 5  重复性实验结果 

Table 5  Experimental results of repeatability  

序号 1 2 3 4 5 6 

X/(µg/100 g) 540.00 545.62 552.72 517.01 555.35 508.09

平均含量 
/(µg/100 g) 

536.5 

RSD/% 3.4 

差异性 F<5.05, t<2.23 

 
表 6  稳定性实验结果 

Table 6  Experimental results of stability  

静置时间 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h

X/(µg/100 g) 557.42 561.22 561.22 544.04 553.29 546.89

平均含量 
/(µg/100 g) 

554.0 

RSD/% 1.2 

 

3.7  回收率实验 

精密称取约 1.0 g 样品 9 份(已知样品的叶酸含量为: 

536.3 µg/100 g), 分成 3 组, 每组 3 份, 各组分别精密加入

叶酸储备液 0.12、0.24、0.36 mL。按 2.2.2 试样制备方法

处理样品。由表 7 可知, 该方法加标回收率良好, 不同加

标浓度下, 样品加标回收率范围为 99.70%~109.51%, 平均

回收率为 102.5%, 相对标准偏差(RSD)为 4.8%, 符合 GB/T 

27404-2008[17]中方法验证的回收率要求 (回收率要求 : 

90%~110%)。 

 
表 7  回收率实验结果 

Table 7  Experimental results of recoveries  

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

加标水平 50%加标 100%加标 150%加标 

X/(µg/100 g) 105.93 106.77 102.15 99.53 99.97 95.76 109.64 109.64 95.53 

平均回收率/% 102.5 

RSD/% 4.8 
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4  结论与讨论 

本研究采用微生物法对乳清蛋白粉类样品中的叶

酸含量进行测定。叶酸是鼠李糖乳杆菌生长所必需的营

养素 , 在一定控制条件下 , 在叶酸测定培养基中分别加

入不等量的叶酸标准工作液和待测样液, 并定量地接种

鼠李糖乳杆菌菌液 , 培养一段时间后测定吸光度值 , 根

据测得的标准曲线和样品吸光度值计算样品中的叶酸

含量。 

由空白实验结果可知, 本研究所用的叶酸测定培养基中

含有痕量叶酸, 因此, 实验过程中, 应以培养基空白管调零, 

进行培养基中的叶酸扣除实验, 然后再进行标准曲线和样

液的紫外吸光度测定。此外, 该实验方法不适用于叶酸含

量较低的样品, 培养基中的叶酸本底值会导致样品中的低

含量叶酸检测结果不准确。另外, 该实验虽然操作简单, 

成本低, 但是菌种的管理、传代和活化过程复杂繁琐, 对

实验室和检测人员的能力和素质有较高的要求。 

由实验结果可知, 在 0.1010~1.0103 ng/mL 范围内, 叶

酸标准曲线线性良好, 所测样品的RSD为3.8%(n=6), 加标回

收实验回收率为 102.5%(n=3)。表明该含量测定方法准确可靠, 

有较高的精密度和良好的重复性和稳定性, 能对乳清蛋白粉

类样品中叶酸总含量起到质量控制的目的。 
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