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微生物法测定婴幼儿配方乳粉中叶酸的超声提取

条件优化 

王  磊 1, 高天宇 1, 胡  朋 1, 吴艳辉 1, 吴文章 1, 王  靖 1, 何艳玲 1,2* 

(1. 北京陆桥技术股份有限公司, 北京  100123; 2. 中国质量检验检测科学研究院, 北京  100176) 

摘  要: 目的  通过响应面法优化微生物法测定婴幼儿配方乳粉中叶酸的超声提取条件。方法  以超声温度、

超声时间、样品中叶酸含量和提取液 pH 为研究对象 , 通过 Plackett-Burman 试验、最陡上升路径法和

Box-Benhnken 试验进行响应面分析。结果  经响应面法优化后, 对超声提取影响最显著的 3 个因素及最佳提

取条件为: 超声温度 32 ℃、超声时间 135 min、样品中叶酸含量 657 ng。在此条件下, 验证试验测得样品中

叶酸含量均值为 148.12 μg/100 g, 标准差为 1.39 μg/100 g, 与预测值和样品特性值基本一致。对市售 17 个样

品分别用最佳提取条件和国标提取条件测定, 最佳提取条件测定结果平均提高 13.7%。结论  优化后条件显

著提升了微生物法检测叶酸的准确性和实验室间一致性, 有效消除了国标法的系统误差, 为保障婴幼儿配方

乳粉营养标签的真实性提供了可靠的技术依据。 
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Optimization of ultrasound-assisted extraction for folic acid in infant formula 
milk powder by microbiological method 

WANG Lei1, GAO Tian-Yu1, HU Peng1, WU Yan-Hui1, WU Wen-Zhang1,  
WANG Jing1, HE Yan-Ling1,2* 

(1. Beijing Landbridge Technology Co., Ltd., Beijing 100123, China; 2. Chinese Academy of Quality and  
Inspection & Testing, Beijing 100176, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the ultrasound-assisted extraction conditions for folic acid in infant formula 
via the microbiological method using response surface methodology. Methods  Taking ultrasonic temperature, 
ultrasonic duration, folic acid content in the sample, and pH of the extraction solvent as research objects, response 
surface analysis was conducted through Plackett-Burman design, the steepest ascent path method, and Box-Behnken 
design. Results  The 3 most significant factors influencing ultrasonic extraction and the optimal extraction 
conditions were: Ultrasonic temperature of 32 ℃, extraction time of 135 min, and sample folic acid content of 
657 ng. Under these conditions, validation tests yielded a mean folic acid content of 148.12 μg/100 g with a 
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standard deviation of 1.39 μg/100 g, aligning closely with predicted values and sample specifications. The 17 
commercially available samples were analyzed using both optimal and national standard extraction conditions. 
The results demonstrated an average improvement of 13.7% with the optimal extraction protocol compared to 
the national standard method. Conclusion  Under the optimized conditions, the accuracy and inter-laboratory 
consistency of folic acid determination by the microbiological method are significantly improved, effectively 
eliminating the systematic errors associate with the national standard method. This provides a reliable technical basis 
for ensuring the authenticity of nutrition labeling in infant formula. 
KEY WORDS: folic acid; response surface methodology; microbiological method; ultrasound-assisted extraction  
 
 

0  引  言 

叶酸又称维生素 B9, 是人体必需的水溶性 B 族维生

素之一。其主要生物学功能是作为甲基供体参与细胞内的

甲基化反应和脱氧核糖核酸的合成 [1–3]。因此 , 叶酸在

DNA 合成、细胞分裂、氨基酸代谢及红细胞生成等生理过

程中发挥着关键作用[4–5]。婴幼儿时期是生长发育最为迅速

的阶段, 叶酸的充足摄入对神经系统发育、免疫功能建立

及认知能力发展至关重要[6–8]。若过量摄入会掩盖维生素

B12 缺乏, 可能导致不可逆的神经损伤以及精神运动发育

迟缓, 也可能增加肥胖和哮喘风险[9–12]。婴幼儿无法通过

多样化的膳食获取足够叶酸, 婴幼儿配方乳粉成为其重要

的营养来源, 其叶酸含量的准确性直接影响到婴幼儿的营

养健康状况[13–15]。目前测定婴幼儿配方乳粉叶酸含量的标

准为 GB 5009.211—2022《食品安全国家标准 食品中叶酸

的测定》, 测定方法为微生物检测法, 包括超声提取法处

理样品 , 以鼠李糖乳杆菌接种培养 , 紫外光谱法测定培

养液吸光度或透光率进行检测[16–19]。超声提取是此方法

中最重要的步骤之一, 提取效率直接影响测定准确性。但

GB 5009.211—2022 中对超声提取条件的设定较为宽泛, 
既影响叶酸检测的准确性, 又导致不同实验室之间的检测

结果存在较大差异。 
本研究将响应面法应用于叶酸超声提取步骤的优化, 

重点研究了超声过程中超声温度、超声时间、样品中叶酸含

量和提取液 pH 对于超声提取效率的影响[20–25]。为准确衡量

各试验因素的影响, 本研究选用婴幼儿配方乳粉制作的叶

酸定量分析质控样为试验样品, 通过 Plackett-Burman 试验、

最陡上升路径法和 Box-Benhnken 试验进行因子筛选和响应

面分析, 以优化出最佳超声提取条件[26–31]。从而保证叶酸测

定的准确性, 提升实验室间检测结果的一致性, 为验证婴幼

儿配方乳粉营养标签的真实性提供数据支撑, 进而维护婴

幼儿身体健康。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

婴幼儿配方乳粉中叶酸定量分析质控样 (特性值

149.5 μg/100 g, 中国质量检验检测科学研究院测试评价中

心); 叶酸标准品(纯度≥97.0%, 德国 Supelco 公司); 鼠李

糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus) ATCC7469(美国典型菌

种保藏中心); 叶酸测定培养基、菌种储备用琼脂培养基(北
京陆桥技术股份有限公司); 无水乙醇、氢氧化钠(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

UH5300 紫外-可见分光光度计[日立高新技术(上海)
国际贸易有限公司]; GI54TR 高压灭菌锅[致微(厦门)仪器

有限公司]; XP205 电子天平(精度 0.1 mg)、S220-K 台式 pH
离 子 计 [ 梅 特 勒 - 托 利 多 科 技 ( 中 国 ) 有 限 公 司 ]; 
CLC-B2V-M/CLC404-TV 培 养 箱 ( 德 国 MMM 集 团 ); 
SG604-INT 生物安全柜(美国 Baker 公司); KQ-250E 超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品处理 
称量 0.1~2.0 g 样品, 精确至 0.001 g, 转入锥形瓶中, 

加入 80 mL 氢氧化钠-乙醇溶液[0.4 g 氢氧化钠用 20%乙醇

溶液(V:V)定容至 1 L], 超声振荡 0.5~4.0 h 至试样完全溶解

或分散, 转入 100 mL 容量瓶中, 用水定容至刻度。再根据

样品预估含量取一定量试样提取液转入 100 mL 容量瓶中, 
用水定容至刻度。使试样稀释液中叶酸含量在 0.2~0.3 ng/mL
范围内。 
1.3.2  菌种及接种液的制备 

按照 GB 5009.211—2022 制备储备菌种和接种液。 
1.3.3  标准溶液叶酸的制备 

按照GB 5009.211—2022 配制叶酸标准储备液(20 μg/mL)、
叶酸标准中间液(0.2 μg/mL)和叶酸标准工作液(0.2 ng/mL)。 
1.3.4  标准系列管的制作 

取试管分别加入叶酸标准工作液 0、0.25、0.50、1.00、
1.50、2.00、2.50、3.00、4.00 和 5.00 mL, 补水至 5.00 mL, 
相当于标准系列管中叶酸含量为 0、0.05、0.10、0.20、0.30、
0.40、0.50、0.60、0.80 和 1.00 ng, 混匀。制备 3 套标准系

列管。 
1.3.5  试样系列管的制作 

取 3 支试管, 分别加入 1.0、2.0、3.0 mL 试样稀释液, 
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补水至 5.0 mL, 混匀。 
1.3.6  灭  菌 

将所有测定系列管、叶酸测定培养基于 121 ℃高压灭

菌 5 min。 
1.3.7  接种、培养和测定 

在无菌操作条件下, 每 10 mL 叶酸测定培养基加入接

种液 40 μL, 混匀, 每支测定管中加入接种后的叶酸测定

培养基 5 mL, 混匀。置于 36 ℃±1 ℃恒温培养箱中培养

20~24 h。培养后震荡混匀, 于 540 nm 处, 用紫外-可见分

光光度计进行测定吸光度值。 
1.3.8  结果计算 

以标准系列管叶酸含量为横坐标(X, ng), 标准系列管

培养液吸光度值为纵坐标(Y), 通过回归分析方法拟合标准

曲线, 计算样品中叶酸的含量。 
1.3.9  叶酸超声提取条件优化试验 

(1) Plackett-Burman 试验 
在预实验的基础上, 选取对超声提取叶酸有影响的 4

个因素, 包括超声温度(A)、超声时间(B)、样品中叶酸含量

(C)和提取液 pH (D), 进行 4 因素 2 水平 3 中心点的

Plackett-Burman 试验, 试验次数为 15 次, 以挑选出对叶酸

提取影响显著的因子。其中, 样品中叶酸含量(C)的不同水

平通过称取不同的样品量来实现, 提取液 pH (D)的不同水

平是在配制氢氧化钠乙醇溶液时添加不同含量的氢氧化钠, 
经电子 pH 计测定而实现。具体试验设计见表 1。 

 

表 1  Plackett-Burman 试验设计 
Table 1  Experiment design of Plackett-Burman 

水平 
A: 超声 
温度/℃ 

B: 超声 
时间/min 

C: 样品中

叶酸含量/ng 
D: 提取液

pH 

–1 20 30 100 10 

1 80 240 2000 14 
 

(2)第一次响应面试验 
根 据 上 述 Plackett-Burman 试 验 结 果 , 应 用

Design-Expert. V13.0.5.0 统计软件建立回归方程的模型参

数, 并进行方差分析, 最终选择 3 个显著因素。同时缩小

因素水平到一个更可能包含最优值的子区域 , 采用

Box-Benhnken 的中心组合设计 3 因素 3 水平 3 中心点的试

验, 试验次数为 15 次。具体试验设计见表 2。 
 

表 2  Box-Benhnken 试验设计 
Table 2  Experiment design of Box-Benhnken 

水平 
A: 超声 
温度/℃ 

B: 超声 
时间/min 

C: 样品中叶酸含量
/ng 

–1 40 120 500 

0 50 150 750 

1 60 180 1000 
 

(3)最陡上升路径法试验 
根据第一次响应面试验结果和回归方程, 选取回归

方程中因素系数绝对值最大的作为主要步长, 其他因素步

长根据系数比例进行计算。根据计算出的试验条件进行试

验, 并找到拐点。 
(4)第二次响应面试验 
根据最陡上升路径法试验结果选择原点 , 依据

Box-Behnken 设计新的响应面试验。依据第二次响应面试

验结果, 通过 Design-Expert. V13.0.5.0 统计软件计算, 最
终确定超声提取叶酸的最佳提取条件。在最佳条件下重复

5 次检测婴幼儿配方乳粉中叶酸定量分析质控样, 以验证

超声提取叶酸最佳条件的有效性。 

1.4  数据处理 

上述 Plackett-Burman 和 Box-Behnken 响应面试验的

设计、结果计算和分析均使用 Design-Expert. V13.0.5.0 统

计软件完成。以 P<0.05 为显著性标准, 对试验数据进行方

差分析和模型拟合; 通过比较拟合统计量来验证模型的充

分性。最后, 运用回归方程模型确定各因素的最优水平。 

2  结果与分析 

2.1  Plackett-Burman 试验结果 

根据表 1 中的各因素与水平, 进行 Plackett-Burman 试

验, 测得样品中叶酸含量和方差分析如表 3 和表 4 所示。

表 3 中的 0 水平即为中心点。 
由表 4 的方差分析结果可知, 各因素与叶酸含量(Y, 

μg/100 g)的一次回归方程为: Y=128.7–0.1754A+0.0551B+ 
0.00806C–0.83D; 模型 P 为 0.012, 小于 0.05, 说明该模型 

 

表 3  Plackett-Burman 试验结果 
Table 3  Experimental result of the Plackett-Burman 

试验号
A: 超声

温度/℃
B: 超声 
时间/min 

C: 样品中

叶酸含量
/ng 

D: 提取

液 pH
叶酸含量

/(μg/100 g)

1 0 0 0 0 137.99 

2 –1 1 1 –1 136.98 

3 1 1 –1 1 110.58 

4 –1 1 –1 –1 129.06 

5 –1 1 1 1 145.65 

6 –1 –1 –1 1 115.61 

7 0 0 0 0 135.70 

8 1 –1 –1 –1 108.18 

9 1 1 1 –1 138.34 

10 1 1 –1 1 111.59 

11 1 –1 1 1 118.82 

12 –1 –1 1 1 125.26 

13 0 0 0 0 138.33 

14 1 –1 1 –1 118.43 

15 –1 –1 –1 –1 116.55 
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表 4  Plackett-Burman 试验的方差分析结果 
Table 4  Analysis of variance results of the Plackett-Burman  

项目 自由度 调整平方和 调整均方 F P 

模型 4 1470.72 367.679 5.60 0.012 

线性 4 1470.72 367.679 5.60 0.012 

A 1 332.34 332.345 5.06 0.048 

B 1 400.94 400.940 6.10 0.033 

C 1 703.97 703.970 10.72 0.008 

D 1 33.46 33.463 0.51 0.492 

误差 10 656.75 65.675   

注: P<0.05 表示影响显著, 。 
 

显著性可靠, 能够准确的描述试验影响因素与叶酸提取效

率之间的关系。其中超声温度(A)、超声时间(B)和样品中

叶酸含量(C)均是显著性影响(P<0.05)。提取液 pH (D)为影

响不显著(P>0.05)。因此, 根据 Plackett-Burman 试验结果

选择超声温度(A)、超声时间(B)和样品中叶酸含量(C)进行

第一次响应面试验。提取液 pH (D)保持其原有水平。由此

可知, 叶酸提取虽然需要碱性环境, 但是在碱性范围内的

波动对提取效果影响不大。 

2.2  响应面法优化超声提取条件 

以 Plackett-Burman 试验设计中确定的超声温度(A)、
超声时间(B)和样品中叶酸含量(C), 3 个高显著性因素为自

变量 , 测定最终样品中的叶酸含量为响应值 , 采用

Box-Benhnken 的中心组合设计 3 因素 3 水平 3 中心点的试

验, 试验次数为 15 次。测得样品中叶酸含量和方差分析如

表 5 和表 6 所示。 

表 5  Box-Benhnken 试验结果 
Table 5  Experimental result of the Box-Benhnken 

试验号
A(超声 
温度)/℃

B(超声 
时间)/min

C(样品中叶酸 
含量)/ng 

叶酸含量
/(μg/100 g)

1 0 1 –1 123.52 
2 –1 0 1 138.49 
3 1 1 0 125.42 
4 0 1 1 130.56 
5 1 –1 0 115.84 
6 0 –1 –1 116.45 
7 0 0 0 129.45 
8 –1 1 0 146.50 
9 0 0 0 127.44 

10 –1 0 –1 111.00 
11 –1 –1 0 121.71 
12 0 –1 1 126.69 
13 0 0 0 135.72 
14 1 0 –1 104.95 
15 1 0 1 108.50 

 
表 6  Box-Benhnken 试验方差分析结果 

Table 6  Analysis of variance results of the Box-Benhnken 

项目 自由度 调整平方和 调整均方 F P 

模型 9 1708.48 189.831 6.78 0.024 

线性 3 1044.49 348.164 12.44 0.009 

A 1 495.95 495.950 17.72 0.008 

B 1 256.68 256.678 9.17 0.029 

C 1 291.87 291.866 10.43 0.023 

A2 1 134.53 134.531 4.81 0.080 

B2 1 23.73 23.731 0.85 0.399 

C2 1 305.78 305.780 10.92 0.021 

AB 1 57.85 57.853 2.07 0.210 

AC 1 143.21 143.205 5.12 0.073 

BC 1 2.56 2.560 0.09 0.775 

误差 5 139.95 27.989   

失拟项 3 102.66 34.221 1.84 0.372 

纯误差 2 37.28 18.642   
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由表 6 的方差分析结果可知, 超声温度(A)、超声时间

(B)和样品中叶酸含量(C)这 3 个主因素的 P 和模型 P 均小

于 0.05, 说明该模型显著性可靠。不过平方项和交互项中

有些因素不显著, 需要对模型进行简化。经简化后, 各因

素 与 叶 酸 含 量 (Y, μg/100 g) 的 一 次 回 归 方 程 为 : 
Y=42.1–0.787A+0.1888B+0.2366C–0.000142C2; 简 化 后 模

型 P 为 0.007, 依旧小于 0.05, 说明该模型显著性可靠。由

上述方程可知, 超声温度(A)系数为负, 该因素对叶酸提取

呈负相关, 与叶酸易受热分解的特性相吻合, 说明此时超

声温度的水平范围 40~60 ℃对叶酸破坏较明显。超声时间

(B)和样品中叶酸含量(C)系数为正, 这两个因素对叶酸提

取呈正相关, 说明超声时间长和样品中叶酸含量高都是可

以提高提取效果的。简化后模型未见明显弯曲, 说明部分

因素的选取水平并未包含最优区域, 因此需要用最陡上升

路径法确定最佳优化区域。 

2.3  最陡上升路径法试验设计和结果 

以第一次响应面试验 3 因素的中心点为原点, 根据简

化后模型回归方程中主因素的系数计算步长。按照最陡上

升路径法设计步长试验和结果如表 7 所示。 
 

表 7  最陡上升路径法试验结果 
Table 7  Results of the steepest ascent experiment 

试验号 
A(超声 
温度)/℃ 

B(超声 
时间)/min 

C(样品中 
叶酸含量)/ng 

叶酸含量
/(μg/100 g)

1 50 150 750 132.49 

2 40 143 675 138.13 

3 30 136 600 147.50 

4 20 129 525 141.03 

5 10 122 450 116.37 

 
由表 7 可知, 在不同的步长条件下, 叶酸测定结果出

现了一个明显的趋势, 即先升后降。在第 3 组试验附近出

现了 3 个显著影响因素的最佳中心点, 所以将第 3 组试验

作为第二次响应面试验的中心点, 即超声温度 30 ℃, 超声

时间 136 min 和样品中叶酸含量 600 ng。 

2.4  第二次响应面试验设计和结果 

根据最陡上升路径法的结果, 以第 3 组试验为中心点, 
采用 Box-Benhnken 的中心组合设计 3 因素 3 水平 3 中心

点的试验, 以步长跨度为参考, 确定各因素高低水平, 试
验次数为 15 次。测得样品中叶酸含量和方差分析如表 8
和表 9 所示。 

由表 9 可知, 此回归模型 P 为 0.003, 小于 0.05, 表明

此模型效应显著; 失拟项P为 0.61, 大于 0.05, 表示此模型

能较好地拟合实际情况; 此模型决定系数 R2 为 0.9699, 大
于 0.9, 校正决定系数 R2

adj 为 0.9156, 大于 0.9, 表明本试验

的误差较小, 回归模型的相关性较好。通过计算, 二项式 

表 8  第二次响应面 Box-Benhnken 试验结果 
Table 8  Experimental result of the second response surface 

Box-Benhnken 

试验号
A(超声 
温度)/℃

B(超声 
时间)/min 

C(样品中叶酸

含量)/ng 
叶酸含量

/(μg/100 g)

1 0 –1 –1 131.33 

2 0 –1 1 140.69 

3 0 0 0 146.16 

4 0 0 0 143.26 

5 –1 0 –1 126.82 

6 0 0 0 148.77 

7 –1 1 0 136.98 

8 1 0 –1 135.24 

9 1 –1 0 138.63 

10 1 1 0 132.25 

11 0 1 –1 141.15 

12 0 1 1 140.36 

13 –1 –1 0 112.49 

14 –1 0 1 134.14 

15 1 0 1 139.78 

 
表 9  第二次响应面 Box-Benhnken 试验的方差分析结果 

Table 9  Analysis of variance results of the second response 
surface Box-Behnken 

项目 自由度
调整 

平方和 
调整均

方 S 
F P 

模型 9 1048.69 116.521 17.88 0.003

线性 3 304.66 101.553 15.58 0.006

A 1 157.27 157.265 24.13 0.004

B 1 95.22 95.220 14.61 0.012

C 1 52.17 52.173 8.00 0.037

A2 1 382.77 382.768 58.73 0.001

B2 1 123.96 123.960 19.02 0.007

C2 1 13.14 13.143 2.02 0.215

AB 1 238.24 238.239 36.55 0.002

AC 1 1.93 1.932 0.30 0.610

BC 1 25.76 25.756 3.95 0.104

误差 5 32.59 6.518     

失拟项 3 17.39 5.798 0.76 0.610

纯误差 2 15.19 7.597     

 
回归方程为 Y=–3176+21.99A+38.63B+1.117C–0.1018A2– 
0.1182B2–0.000335C2–0.1103AB–0.00093AC–0.00483BC。由

方程可知, 3 个因素的系数均为正, 说明在当前水平下, 三
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个因素均对叶酸提取呈正相关。虽然在第一次响应面试验

时, 超声温度 40~60 ℃对叶酸有较明显破坏作用, 但是当

温度降到 20~40 ℃时, 温度对叶酸的破坏基本消失, 转而

形成了对叶酸提取的正相关。 
对上述二次多项式回归方程分析得到的响应面图和

等高线图, 见图 1~3。响应面越陡, 等高线越密集, 表示影

响越显著; 等高线越接近椭圆, 表示两个因素的交互作用

越显著。由图 1~3 可见, 图 1 中响应面曲线坡度最大, 所
以 3 个因素中超声温度(A)和超声时间(B)的影响更加显著。

适当的温度可以软化样品基质 , 超声时长保证了超声波

“空化效应”的持续作用, 两者均能将叶酸释放的效率显著

提升。由图 2 和图 3 可见, 响应面坡度相对平缓, 所以样

品中叶酸含量在 3 个因素中影响最小。说明当前水平下的

超声温度和时长对于叶酸提取的能力足够覆盖当前水平下

叶酸的含量范围。同时, 3 个图中的等高线均呈椭圆, 说明 3

个因素之间均具备一定的交互作用, 从表 9中可以看出只有

超声温度(A)和超声时间(B)的相互作用P为 0.002, 小于 0.05, 
呈显著的交互作用。同时也验证了叶酸是由适当温度软化样

品和超声波“空化效应”的共同作用下释放出来。 

2.5  最佳提取条件的确定和试验验证 

根据 Design-Expert. V13.0.5.0 统计软件对回归方程进

行分析处理, 获得超声提取叶酸的最佳提取条件为: 超声

温度 31.71 ℃、超声时间 135.09 min、样品中叶酸含量

656.91 ng。预测值为 147.29 μg/100 g。为方便实际应用, 将参

数进一步调整为: 超声温度 32 ℃、超声时间 135 min、样品中

叶酸含量 657 ng。为了验证响应面法的可靠性, 在调整参数的

条件下, 试验重复 5 次, 所得叶酸含量均值为 148.12 μg/100 g, 
标准差为 1.39 μg/100 g。与预测值 147.29 μg/100 g 和特性值

149.5 μg/100 g 之间具有良好的一致性。 

 

 
 

图 1  超声温度与超声时间对叶酸提取量的影响 
Fig.1  Effects of ultrasonic temperature and ultrasonic time on the extraction yield of folic acid 

 

 
 

图 2  超声温度与样品中叶酸含量对叶酸提取量的影响 
Fig.2  Effects of ultrasonic temperature and sample folic acid content on the extraction yield of folic acid 
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图 3  超声时间与样品中叶酸含量对叶酸提取量的影响 
Fig.3  Effects of ultrasonic time and sample folic acid content on the extraction yield of folic acid 

 

分别用优化后最佳提取条件与 GB 5009.211—2022 中

参数范围的中位值或自然值为条件(即: 称样量 1 g、超声

时间 2 h、超声温度为不控温), 对 17 个市售婴幼儿配方乳

粉进行检测。检测结果如图 4 所示。将两组数据进行独立

样本单尾 T检验, P 为 0.047, 小于 0.05, 说明两组数据有显

著性差异。对结果进行直观比较, 最佳提取条件检测的 17
个 样 品 结 果 均 高 于 国 标 法 , 检 测 结 果 提 高 幅 度 在

3.5%~20.9%之间, 平均提高 13.7%。证实了最佳提取条件

的有效性。 
 

 
 

图 4  最佳提取条件与国标提取条件检测 17 个样品的结果 
Fig.4  Detection results for 17 samples under the optimal  
extraction conditions and the national standard extraction  

conditions respectively 
 

3  结  论 

本研究针对 GB 5009.211—2022 中超声提取条件较为

宽泛导致的叶酸回收率偏低及实验室间结果偏差大的问题, 
采 用 响 应 面 法 系 统 优 化 超 声 提 取 条 件 。 通 过

Plackett-Burman 试验、最陡上升路径法试验和两次

Box-Benhnken 试验分析得出, 超声法最优提取条件是超声

温度 32 ℃、超声时间 135 min、样品中叶酸含量 657 ng。
响应面设计建立的理论模型拟合度较好, 在最佳提取条件

下, 验证试验测得样品中叶酸含量为 148.12 μg/100 g, 与
预测值和特性值基本一致。 

对拟合的回归方程和响应面图分析, 发现优化条件

中的温度和时长充分平衡了超声波的“空化效应”和热软

化作用, 实现了叶酸从婴幼儿配方乳粉中的高效释放。

与 GB 5009.211—2022 常规条件相比, 优化后方法对 17
个市售样品中的叶酸检测结果平均提升了 13.7%, 证实了

优化条件的有效性。因此, 本研究建立的叶酸提取最佳条

件, 显著提升了微生物法检测婴幼儿配方乳粉中叶酸的准

确性, 为实验室消除系统误差、保障婴幼儿配方乳粉营养

标签的真实性提供了可靠的技术依据。 
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