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微生物法测定婴幼儿奶粉中泛酸含量的研究
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摘要%目的%优化微生物法测定婴幼儿奶粉中泛酸含量的

测定条件#为泛酸检测国标法的后续修订提供试验数据&

方法%分析了国标法测定泛酸过程中有待改善的问题#并

对检测过程中的菌液制备$前处理及吸光度测定等关键

步骤进行重点探讨研究&结果%

.)//

和
/$//

来源的植

物乳杆菌均可用于测定泛酸'以直接接种透光率为
*"@

的菌液至测试管中#或以
>O5

菌液添加至
:""O5

灭菌

测试培养基#得到的标准曲线及测定的样品结果最佳'直

接提取法的结果较水解法高'酶标仪和紫外分光光度法

测定结果相对偏差在
>@

以内#其中酶标仪法测定加标回

收率达到了
=#?=@

#相对标准偏差!

3(6

"为
:?=>@

#更具

优势&结论%微生物法测定泛酸的关键步骤经优化后#可

简化操作过程#提高测定样品的准确性#其优化条件可作

为泛酸检测国标法的后续修订的参考依据&

关键词%微生物法'婴幼儿乳粉'泛酸'菌液制备'前处理'

吸光度测定

12,34563

(

"2

+

863>?8

(

)DBCCVKW

J

GBOQWV''

L

VBOBTQVDQWQVQFOBIG4

VB'IU'IWBVB'IC'P

L

GIV'VDQIBUGUBWU'IVQIVBIBIPGIVOBMH

L

'\WQF

X

J

OBUF'XB'M'

[

BUGM OQVD'W GIW

L

F'YBWQ VQCV WGVG P'F VDQ

CKXCQ

a

KQIVFQYBCB'I'PVDQIGVB'IGMCVGIWGFWOQVD'WP'F

L

GIV'4

VDQIBUGUBWWQVQUVB'I?@83A;<,

(

)DQBCCKQCU'YQFBI

[

VDQWQVQFOB4

IGVB'I'P

L

GIV'VDQIBUGUBWX

J

VDQIGVB'IGMCVGIWGFWOQVD'W\QFQ

GIGM

J

TQW

#

GIWVDQHQ

J

CVQ

L

CBIVDQWQVQUVB'I

L

F'UQCC

#

BIUMKWBI

[

XGUVQFBGMC'MKVB'I

L

FQ

L

GFGVB'I

#

L

FQVFQGVOQIV

#

GIWGXC'FXGIUQWQ4

VQFOBIGVB'I

#

\QFQQO

L

DGVBUGMM

J

CVKWBQW?B8,CD3,

(

H&<>2J&<,773@

U

7&'>&=3MPF'O.)//GIW/$//UGIXQKCQWV'WQVQFOBIQ

L

GIV'4

VDQIBUGUBW?)DQXQCVFQCKMVC\QFQ'XVGBIQWX

J

WBFQUVM

J

BI'UKMGVBI

[

*"@XGUVQFBGMC'MKVB'IU'IUQIVFGVB'IBIV'VDQVQCVVKXQ

#

'FGWWBI

[

>O5XGUVQFBGMC'MKVB'IV':""O5CVQFBMBTGVB'IVQCVOQWBKO?)DQ

FQCKMVC'PWBFQUVQSVFGUVB'I\QFQDB

[

DQFVDGIVDGV'PD

J

WF'M

J

CBC?

)DQFQMGVBYQWQYBGVB'I'PQIT

J

O'MQ4

L

MGVQGIW%AC

L

QUVF'

L

D'V'OQ4

VF

J

\GCMQCCVDGI>@?)DQFQU'YQF

J

FGVQ\GC=#?=@

#

GIWVDQFQM4

GVBYQCVGIWGFWWQYBGVB'I

!

3(6

"

\GC:?=>@?E;F6DC,>;F

(

)DQ'

L

4

VBOBTGVB'I'PVDQHQ

J

CVQ

L

CBIVDQWQVQFOBIGVB'I'P

L

GIV'VDQIBU

GUBWX

J

OBUF'XB'M'

[

BUGMOQVD'WUGICBO

L

MBP

J

VDQ'

L

QFGVB'I

L

F'UQCC

GIWBO

L

F'YQVDQGUUKFGU

J

'PVDQCGO

L

MQC

#

GIWVDQ'

L

VBOBTQWU'I4

WBVB'ICUGIXQKCQWGCGFQPQFQIUQP'FVDQCKXCQ

a

KQIVFQYBCB'I'P

VDQ1GVB'IGMCVGIWGFWOQVD'WP'F

L

GIV'VDQIBUGUBWWQVQFOBIGVB'I?

78

9

:;4<,

(

OBUF'XB'M'

[

BUGMOQVD'W

'

BIPGIVOBMH

L

'\WQF

'

L

GIV'4

VDQIBUGUBW

'

L

FQ

L

GFGVB'IOQVD'WC'PGWWQWXGUVQFBGMC'MKVB'I

'

L

FQ4

VFQGVOQIVOQVD'WC

'

GXC'FXGIUQWQVQFOBIGVB'I

泛酸又名维生素
Z

>

!是一种重要的水溶性维生素"

它具有酸性!易溶于乙醇和水!不溶于脂类溶剂!在酸性

环境中易分解!在中性环境中较为稳定!是婴幼儿乳粉中

添加的重要营养强化剂1

8]:

2

"目前泛酸的检测方法有微

生物法%高效液相色谱法%酶联免疫法%超高效液相色

谱,串联质谱法'
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"微生物法主要是

利用植物乳杆菌对泛酸的特异性!在含有泛酸样品中根

据生长产生的光密度来测定泛酸的含量1

*

2

!此方法灵敏

度高!不仅能检测出强化泛酸!还能检测出原生泛酸!这

是较仪器方法的优异之处1

=

2

"但由于现有的微生物方法

7Z>""=?!8"

,

!"8#

中关键步骤试验条件不具体'菌液浓

度的把控等(%提取方法存在不足%试验过程繁琐'吸光度

的测定(等!导致此方法具有操作过程既复杂!检验试验

又易失败等缺点1

8"

2

"研究主要从菌种的选择%浓度的确

定%样品前处理方法%吸收光度测定方法等方面进行深入
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研究!优化目前用于泛酸检测的微生物方法!以期为后续

国标检测方法的修订提供试验依据"

8

!

材料与方法
8?8

!

材料#菌种与试剂

婴幼儿奶粉/市售.

质控样品/山东美正生物科技有限公司.

.)//*"8:

植物乳杆菌%

/$//#"N#

植物乳杆菌/上

海北诺生物科技有限公司.

乳酸杆菌琼脂培养基%乳酸杆菌肉汤培养基%泛酸测

定用培养基/美国
Z6

公司.

泛酸钙标准品/

=>?>@

!德国
63?2DFQICV'FPQF

公司.

乙酸钠%乙醇%盐酸/分析纯!国药集团药业股份有限

公司"

8?!

!

仪器

电子天平/

02!":2

型!梅特勒,托利多仪器'上海(

有限公司.

紫外分光光度计/

)=

型!普析通用仪器有限公司.

高压灭菌锅/

,A.4*>

型!日本平山制作所株式会

社厂.

培养箱/

0$34!>:

型!松下电器'中国(有限公司.

酶标仪/

$IPBIBVQ0!""

型!美国
)QUGI

公司"

8?9

!

试验方法

8?9?8

!

植物乳杆菌的选择及制备优化

'

8

(不同来源的植物乳杆菌菌种测试/

7Z>:89?8N

,

!"8"

+食品安全国家标准
!

婴幼儿食品和乳品中泛酸的

测定-和
7Z>""=?!8"

,

!"8#

+食品安全国家标准
!

食品

中泛酸的测定-中的微生物法均采用
.)//*"8:

植物乳

杆菌!而对于其他来源的植物乳杆菌则未提及"采用不

同来源的植物乳杆菌即
.)//*"8:

植物乳杆菌%

/$//

#"N#

植物乳杆菌!按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生

物法(来测定质控样品及市售婴幼儿配方奶粉!分析不同

来源的植物乳杆菌对婴幼儿奶粉中泛酸测定的影响"

'

!

(菌液浓度对测定结果的影响/将保存的
.)//

*"8:

转接到乳酸杆菌琼脂培养基上!

9# d

培养
8*

!

!:D

!再将其接种于乳酸杆菌肉汤中!

9#d

培养
!:D

"肉

汤培 养 物 先
>""F

0

OBI

离 心
8" OBI

留 菌 液!再 以

!>""F

0

OBI

离心
8"OBI

!再将沉淀物用无菌生理盐水洗

涤
9

次"添加菌液或无菌生理盐水将透光率调至
#"@

!

N"@

!

*"@

!

="@

!以此菌悬液作为测试菌液用来测定样

品!菌液的添加量为
>"

+

5

"按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第

一法'微生物法(!研究不同浓度的菌液直接添加至待测

液中对测定结果的影响"

'

9

(菌液添加量对测定结果的影响/为简化菌液的制

备和添加过程!制备系列
>O5

乳杆菌接种肉汤!分别接

种活化后的植物乳杆菌斜面培养物
8

环!于
9# d

培养

!"D

!将肉汤培养物首先
>""F

0

OBI

离心
8"OBI

留菌液!

再将菌液以
!>""F

0

OBI

离心
8"OBI

!再将沉淀物洗涤

9

次!充分洗涤后按
!?>

!

>?"

!

8"?"O5

的菌液量添加到

:""O5

泛酸测试培养基中!按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第

一法'微生物法(测定质控样品!比较相同测试培养基添

加不同菌液量对测定结果的影响"

8?9?!

!

泛酸样品前处理方法
!

分别采用
7Z>:89?8N

,

!"8"

水解法和
7Z>""=?!8"

,

!"8#

的直接提取法!对泛

酸质控样品及奶粉样品进行测定!比较不同样品前处理

方法对结果的影响"

8?9?9

!

吸光度测定方法
!

吸光度的测定有紫外分光光度

法和酶标仪测定方法!对质控样品%市售的
>

个奶粉以及

加标样品按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生物法(处

理!分别采用紫外分光光度法和酶标仪法测定吸光度!比

较吸光度测定方法对测定结果的影响"

8?9?:

!

加标试验
!

以
=

号样品的奶粉作为试验样品!添

加
8"

+

[

加标按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生物

法(进行试验!本底样品和加标样品分别进行
#

次平行试

验!分析酶标法测定对结果的影响"

!

!

结果与分析

!?8

!

植物乳杆菌的选择及制备优化

!?8?8

!

不同来源的植物乳杆菌菌种对测定结果的影响

用
.)//*"8:

植物乳杆菌和
/$//#"N#

植物乳杆

菌按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生物法(检测质控

样品及市售奶粉样品
8

号%样品
!

号%样品
9

号测定泛酸

结果见表
8

!标准曲线见图
8

"

!!

采用
.)//*"8:

植物乳杆菌%

/$//#"N#

植物乳杆

菌按照
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生物法(测定的

9

个奶粉样品和质控样品!相对标准偏差在
"?*!@

!

#?>=@

!在允许的相对偏差范围内"此外!以两种不同来

源的植物乳杆菌菌株得到的标准曲线性方程
A

m

"?"":*.f"?":8>

'

K

!

m"?==>!

(和
A

m"?"":9.f"?":8*

'

K

!

m"?==9"

(!线性良好且二者线性范围一致!说明

.)//*"8:

植物乳杆菌和
/$//#"N#

植物乳杆菌均可

表
8

!

不同来源的植物乳杆菌测定泛酸结果表

)GXMQ8

!
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L
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J
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L

MGIVGFKOPF'OWBPPQFQIVC'KFUQC

样品
.)//*"8:

测试0

'

8"

]!

+

[

4

[

]8

(

/$//#"N#

测试0

'

8"

]!

+

[

4

[

]8

(

相对标准

偏差0
@

质控样品
9?** 9?#= >?"!

样品
8

号
9?#N 9?#: "?*!

样品
!

号
>?8N :?*: #?>=

样品
9

号
>?:8 >?>N !?=8
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图
8

!

不同植物乳杆菌测定的标准曲线图

&B

[

KFQ8

!

(VGIWGFWUKFYQP'FWQVQFOBIGVB'I\BVDWBPPQFQIV5GUV'XGUBMMKC

L

MGIVGFKO

用来测定婴幼儿配方奶粉中的泛酸含量"有关研究1

88]89

2

及现有标准'

7Z>""=?!8"

,

!"8#

和
7Z>:89?8N

,

!"8"

(均

使用
.)//*"8:

植物乳杆菌测定泛酸!该菌货期长!但

价格昂贵"

!?8?!

!

不同浓度菌液直接添加至待测液中对测定结果的

影响
!

用无菌生理盐水调制透光率分别为
#"@

!

N"@

!

*"@

!

="@

的菌液!由不同的菌液浓度得到的泛酸标准曲

线见图
!

!测定的质控样品结果见表
!

"

!!

由图
!

可知!透光率为
N"@

!

*"@

!

="@

时!曲线吸光

度值基本上呈线性增加!透光率为
*"@

时菌液浓度所得标

准曲线的线性最好!泛酸标准曲线方程为
A

m"?""N9.]

"?"::9

!相关系数
K

!为
"?==8!

"分析原因为/接种
#"@

图
!

!

不同浓度菌液直接添加至待测液中所得的标准曲线
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[

WBPPQFQIVXGUVQFBGMC'MKVB'IU'IUQIVFGVB'ICV'VDQC'MKVB'I

表
!

!

不同浓度菌液测定的质控样品结果
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透光率0

@

泛酸含量0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

透光率0

@

泛酸含量0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

#" :?8> *" :?"#

N" 9?*= =" 9?*N

透光率的菌液浓度的标准曲线由于菌液浓度较高!当达

到高浓度标准值'

="

!

8""I

[

0

O5

(时!定量标准物质消耗

后!植物乳杆菌繁殖增加速度减缓!吸光度值增加幅度变

缓!故曲线明显趋向于持平.当接种
="@

透光率菌液时!

因为接种量较少!在低含量的营养成分的条件下!繁殖增

加缓慢!较低浓度的吸光度值特别低"利用植物乳杆菌

对泛酸的特异性进行检测时!添加菌液浓度至关重要!菌

)'

"

A'M?9*

$

1'?#

贺
!

燕等%微生物法测定婴幼儿奶粉中泛酸含量的研究



液浓度不宜太高!太高则会出现高浓度标准值'

="

!

8""I

[

0

O5

(的吸光值无明显变化!太低则会出现低浓度

标准值的吸光度值过低!同时不同管之间的平行性较差"

从测定质控样品的结果来看!添加菌液透光率为

#"@

!

="@

时结果均在质控样品允许接受的范围内!但

从标准曲线的线性以及平行测试管的平行性来看!以添

加透光率为
*"@

的菌液
>"

+

5

至测试管中!得到的标准

曲线及样品测定结果最佳"

7Z>""=?!8"

,

!"8#

和
7Z

>:89?8N

,

!"8"

标准方法及现有研究中对于菌液浓度的

定量不明确或者范围很广!研究定量菌液浓度数据结果!

有利于检测操作的标准化!确保检验试验的成功和检测

结果准确"

!?8?9

!

不同的菌液量直接添加至测试培养基中对测定结

果的影响
!

国标方法及现有研究中一般接种一定范围内

的透光率的菌液!此方法需要经过多次调试和测定菌液

浓度!对于初学的检测者难度较大"为减少菌液的制备

及接种过程!研究直接添加到测试培养基的菌液添加量!

便于检测过程的标准化操作"按
!?>

!

>?"

!

8"?"O5

的菌

液量添加到
:""O5

泛酸测试培养基中!用来测定质控样

品!得到接种
!?>O5

菌液的标准曲线和测试样品在低浓

度时!培养后吸光度值过低!而添加
8"?"O5

菌液的标准

曲线在高标准液浓度
N"I

[

0

O5

以上增加缓慢!在
="

!

8""I

[

0

O5

的标准溶液浓度吸光度值基本无变化"因而

以添加
>?"O5

菌液到
:""O5

泛酸测试培养基中得到的

标准曲线及样品测定结果最佳'见图
9

(!线性极好!

K

!达到

了
"?==#=

!测定得到的质控样品结果为
9?*9g8"

9

+

[

0

8""

[

'质控样品泛酸参考值为
!=N"

!

:#8"

+

[

0

8""

[

(!基本接

近中位值"

!?!

!

样品前处理方法

由表
9

可知!利用水解法和直接提取法提取泛酸!两

种方法所得结果不一致!直接提取法明显高于水解法!两

者测定的结果相对偏差范围达到了
8!@

!

9!@

"其原因

图
9

!

接种
>?"O5

菌液至
:""O5

泛酸测试培养基

得到的标准曲线

&B

[

KFQ9

!

(VGIWGFWUKFYQP'FWQVQFOBIGVB'I\BVD>?"O5

'PXGUVQFBGMU'IUQIVFGVB'IGWWBI

[

BIV':""O5

'P

L

GIV'VDQIBUGUBW

表
9

!

两种前处理方法所得泛酸结果分析表

)GXMQ9

!

3QCKMV'P

L

GIV'VDQIBUGUBWC\BVDV\'WBPPQFQIV

L

FQ

L

F'UQCCBI

[

OQVD'WC

样品
水解法0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

直接提取法0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

相对偏差0

@

质控样品
9?*: :?*# !9

:

号样品
9?"" :?8* 9!

>

号样品
>?9* #?"> 8!

#

号样品
:?:" >?>: !9

N

号样品
9?>! :?#: !9

是/

#

水解法中泛酸的提取通过
8!8d

水解来实现!该过

程可能会造成游离泛酸的分解而导致总泛酸测定结果偏

低.

$

直接提取法提取奶粉中全部的水溶性维生素包括

生物素%烟酸也将全部被提取出来!生物素和烟酸对植物

乳杆菌也有特异性!能促进植物乳杆菌的生长而导致测

定结果偏高!另外!直接提取法提取不经过滤!样品液明

显呈现浑浊状态!也可能导致结果偏高"

!?9

!

吸光度测定方法

7Z>:89?8N

,

!"8"

第一法'微生物法(和
7Z>""=?

!8"

,

!"8#

第一法'微生物法(均要求采用紫外分光光度

进行测定"此法最大的弊端是开展大批量样品检测时耗

时长!并会导致后续样品测定结果偏高!而酶标仪测定吸

光度的速度则较快"从表
:

结果来看!用紫外分光光度

法和酶标仪测定的
8

个质控样品及
>

个奶粉样品相对偏

差在
8?"@

!

:?*@

!在
7Z>:89?8N

,

!"8"

第一法'微生物

法(和
7Z>""=?!8"

,

!"8#

第一法'微生物法(允许的偏差

误差范围内"由表
>

可知!采用酶标仪测定吸光度的加

标回收率达到了
=#?=@

!相对标准偏差为
:?=>@

!回收率

符合要求且测定方法的精密度高"为减少现行国标法检

测泛酸时检测吸光度的繁琐程度!建议改用酶标仪进行

测定!此法方便!测定耗时短!准确度高"

表
:

!

不同吸光度测定方法的结果分析

)GXMQ:

!

3QCKMVC'XVGBIQWPF'OWBPPQFQIVOQVD'WC

'PGXC'FXGIUQWQVQFOBIGVB'I

样品
紫外分光光度法0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

酶标法0

'

8"

]!

O

[

4

[

]8

(

相对偏

差0
@

质控样品
:?*: :?*= 8?"

*

号样品
9?!9 9?9N :?!

=

号样品
:?9= :?#8 :?=

8"

号样品
:?>" :?#! !?#

88

号样品
>?!: >?>" :?*

8!

号样品
:?8! :?9" :?9

*(

安全与检测
(.&2)< ;$1(E2/)$-1

总第
!:*

期
"

!"!!

年
#

月
"



表
>

!

酶标法测定
=

号加标样品的结果分析表l

)GXMQ>

!

3QCKMVC'P1-?=MGXQMQWCGO

L

MQC\BVD25$(.

添加量0

+

[

实测值0

+

[

回收率0

@

平均回

收率0
@

相对标准

偏差0
@

8" =?!N =!?N

8" =?#: =#?:

8" =?8> =8?>

8" 8"?:" 8":?"

8" 8"?8" 8"8?"

8" =?>= =>?=

=#?= :?=>

!

l

!

样品的本底值
:?9=O

[

0

8""

[

"

9

!

结论
'

8

(植物乳杆菌
/$//#"N#

作为测试菌株用来测定

婴幼儿食品中的泛酸含量具有和植物乳杆菌
.)//*"8:

同等的效果!建议在允许'如内销食品检验(时替换使用"

'

!

(为利于检测的标准化操作!对微生物法关键测定

步骤的菌悬液准备研究出两种标准化的定量操作条件/

#

直接接种透光率为
*"@

的菌液
>"

+

5

于灭菌测试管

中.

$

采用
>O5

菌液'单一菌落接种
>O5

乳杆菌肉汤

培养
!"D

后的培养液(添加至
:""O5

灭菌测试培养基

中!后者操作更简单"

'

9

(用紫外分光光度法和酶标仪测定的结果相对偏

差小!且采用酶标仪测定吸光度加标回收的回收率可达

到
=#?=@

!用酶标仪测定泛酸的吸光度值!耗时短!准确

性高!故建议
7Z>""=?!8"

,

!"8#

的后续修订可在第一法

中引入此方法测定吸光度值"

'

:

(对于微生物法测定泛酸含量使用直接提取法导

致结果偏高的原因还有待于深入研究!特别是如何避免

和解决提取过程中因烟酸%生物素含量引起的结果偏高

问题"
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