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	叶酸是预包被在微孔中的鼠李糖乳杆菌Lactobacillus casei spp. rhamnosu
	4.1  试剂
	4.1.1  预包被微孔板式叶酸微生物法试剂盒（VitaFast® Folic Acid）：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/T 6682规定的二级水要
	4.2  试剂配制
	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：≥8000 ×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
	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
	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，加磷酸盐缓冲液（4.2.2）至40 mL，涡旋混匀
	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磷酸盐缓冲
	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A.1）进行适当的稀释，使样品液稀释后叶酸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A.1）溶解测定叶酸的干粉培养基，并加入1 mL叶酸缓冲液（附录A.1）
	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A.1），涡旋混匀得到标准品浓缩液。根
	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无菌过滤后的叶酸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

