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欧洲前言
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本文件（EN 17908:2023）由 CEN(TC454 “藻类和藻类产品”技术委员会编写，其秘书处自 NEN 担任。

本欧洲标准应最迟在 2024竿 6月之前通过发布相同文本或通过认可的方式获得国家标准的地位，徊冲突的国家标准最迟
应在 2024 年 6月之前撤销。

请注意本文件的某些要素可能是专幸lj权的主题。 CEN 不负责识别任何或所有此类专和服。

本文件是根据欧盟委员会向 CEN 提出的标准化雯求而编写的。欧洲自由贸易联盟国家常务委员会随后批准了真成员国的这

些请求。

有关本文件的任何反馈和问题应直接提交给用户的国家标准机构。
这些非凡构的完整列表可以在 CEN 网站上找到。

根据CEN-CENELEC内部规定，下列国家的国家标准组织有义务执行本欧洲标准：奥地利、比利时、保b酥。亚、克罗地亚、塞浦

路斯J章克共和国、丹麦、爱沙尼亚、芬兰、法国、德国、希腊、匈牙利、冰岛、爱尔兰、意大利、拉脱维亚、立陶宛、卢森堡、马骂他、荷
兰、挪威、波兰、萄萄牙、北马宾领共和国、罗马尼亚、塞尔维亚、斯洛伐克、斯洛文尼亚、西班牙、瑞典、瑞士、土真真相英国。
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介绍

-A始q

欧洲际准化委员会 （CEN）应欧搜委员会（EC) 的要求起草欧洲标准或欧洲标准化交付成果，以支销关于藻类事顾类产品或中间体的 2009/28/

EC 指令第3祭的实施。

这一请求以M/5471 号指令提出，也有助于“创新促边可待续熄怅．欧洲佳物经济” 。

前工作组CEN 技术委员会工作组 218 “藻类咙立于2016 竿，旨在制定一项工作i侧，作为该任务的一部份。 CEN斤C454 “藻樊和藻类产

品’．技术委员会的成立是为了开展和lj)'.E一系F讲加佳的工作计划。

在~洲，人1m才藻类罪杭育类产品或中简体的兴趣显着增加，作为－科嘀价值的来源，包；自且不限于碳水化合物、蛋白质』旨质和多种色素。

这些材料适用于从食il"of嗣料用途到真他领域的广泛应用m肮盼织品、化妆品、宝物聚合物、生物燃剌和肥料／宝物章l撒押j报准化披认为奇促逃

藻类罪梳理类产品的使用方面具有重要作用。

CEN厅C454的工作应绽商供应恒的可靠性，从而提高

行业和消费者对；在类（包据大雪草原类、微藻类、蓝荡、迷宫画、藻类产品戴中闽体油制言心，并将促迹和支；槌)1）州陈类产业的商业化。

与该方法抱关的考虑因素

藻樊界曲？－个目标是建立一种公认的标准化万法来测定藻类喃媳脂质。目前还有其他方法用于特定领域（例阳食品和饲科以及非食部闺阁

斜应用）申使用的总脂质含鬓却腿，每种方法奄一个实验室使用时都会严笠一致的结巢，但很多时候不同实验室之间的结巢不一致万法或实验室。

本文件的目的是定义－种合适的实验室分析方法，用于测定藻类申的剧旨质。该方法也可以作为其他应用方法验证的参考方法。 Ryckeb。sch­

F。ubert 方法测定做丑事和大掣藻类中的总脂质含量。当应用于自旨质含量绞低的藻类时，该方法的重现性绞低。

l参见https://ec.eurooa .eu/1?rowth/t。。ls-databases/mandates/index.cfm?fuseaction=refSearch.searc h#
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l 范围

本文件规定了通过的ckebosch-Foubert 池泪。定微藻和大型藻类中总脂质含量的实验室方法。

2规范性引用文件

BS EN 17908:2023 

EN 17908:2023 (E) 

正文中引用下91］）｛件时，其部份或全部内容构成本文件的要求。对于注明日朋的参考文献，仅号阔的版本适用。对于未注明日朋的参考文献，适用

参考刻制翩翩本 （包li!i任何修订） 。

EN 17399 ，藻类和藻类产品 术语和定义

3 术语和定义

章£本文件而言，EN 17399 申给出的术语和定义以及以下内容适用。

ISO和 IEC在以下地ill!量护扇子标准化的术语数据库：

IS。在线浏览平台：https: //www.iso.org/obp 

IEC Electroped ia ：可在h忧ps://www.ρl<>.-frnpon;, nr艺f莘在1111

3.1 

总脂质含量

酷现定自慑作条件下从现赋部分中~般的所有脂质物质，以榴才于干盔的毫克房表示

4原理

用氯仿I~享提取平续且均质的藻类生物质中的脂质（参见附录 B） 。然后用水逾fi皮萃取以除去非胳质。接照附录Acpp/j述的优化方法，分别

追行两徊的两浏革续萃眼。除去i窑剂后，通过重量分析法理院总脂质的量。

5仪器

5.1 旋转蒸发器，包掘真空度可调的真空泵

5.2室温离心

5.3 涡流

5.4 分析夫平，可读性为 0.01 mg 

5.5 珠搅拌器（仅在使用呈序 8.3 的情况下）

不同的珠打浆机和／或不同的组抱可能会导孜不同9结果。因此，当使用~~亨8.3时j]斤使用的喇丁机和电池的蜘稽应在报告中注明。

5 
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6 试齐怀时才料

6.1 Pyrex吨甥搅萃筐， lOm l （每个现赋部分一个单位）或类似的破lj!器皿

6.2 Pyrex吨财直釜营， 20ml （每个测试部分一个单位）或类似的破璃稽皿

6.3 漏斗（每个现归式部分一个单元）

6.4180 µm 滤纸（每个现时部分－~的，f91)ll口Whatman 的滤纸，型号为nro 1 

6.5 巴斯德移液器， 2 ml （每个测试部分－个单位） ,j附日纳钙玻璃，总长度为 145mm 的非无菌移液器

6.6 困底烧瓶，可用于脑专蒸发仪系统的制斤夫平（不边远最六质量量）（每个测试部分一个单位），在天平混度下（以避免称渥i呈撞）

6.7 微量移液岱

6.8 三氯甲烧（纯庭不低于体积分数99.0%

6.9 甲醇（纯度不低于体积分级99.0%

6.10 氯仿／~~事（体积1/1)

6.11 无水疏E章制

6.12 软化水

7取样革时学品处理

采4等倒￥品处理不属于本文件规定的方法的一部分。 EN 17605:2022 申给出了推荐的样翻阻程序，并选行了以下修改／补充：

精愿应按照EN 17605:2022 申 3.13 民舰定选行；

运输应在于冰上送行；

储存温度应为－80＇（。此外，大型藻类需要冷冻平簸。

应避免到R拟辛品的长时｛司储存。如果无法避免，则~Jiit样品在使用前应再次冷冻干燥。

应分析泪1脱样品的三个班时部份，以便能够计算平均值和际准停差。

2 Pyre~是合适的市售产品的示例。提供此信息是为了方便本文挡的用户，并不构成CEN 对本产品的认可。

6 



8程序

8.1 概述

BS EN 17908:2023 
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困苦定结养条件下辖养的一些藻类酣睡有甜甜含量罪日成坚硬的细胞包膜这使得在｝量取之前需要破坏绚包。程序8.3 巳针对这些情况制定.J;t

子以前来分析边的物种或地养条件应执行程序8.2 和 8.3 并对结果选行比较。甜草神情况下，白先执行两个程序（8.2 无组施破碎和8.3 有细胞破

碎）并比较结果。如果使用程序 8.3 的总路质含量显着高于使用程序 8.2 的总路质含量（显着性水平：0.01），则继续对该样品使用程序 8.3，否则坚

；奇8.2。

始终结合此细胞破碎步骤是不合适的，因切才于大多数样品来说，这是不必要的，甚至会导致较低的僵｛由于珠子的损失湘结果的更大变异性。芭还

意昧着实验室中应该自己备特殊仪器。

对于在标准唁养条件下宿养的所苟标准藻类，无需细包破碎步骤E阿提取所有脂质，并且应使用皇序8.2.

8.2 不破坏组胞的程序

8.2. 1 概述

不破坏组胞~~事应通逗以下步骤凶j.Jl*称重外，签个过程应在通凤耀下边行。

8.2.2 筒次提取

a）在至少 lO ml的 Pyrex• 螺旋釜笛申树呗约 lOOmg测试样品的测试部分 rnnm2测试部分｝ 。＼［＇；亵重量，精愉到 0.01 毫克（或0. 1 liS克，具体

取决于给析夫平的可读性） ；

b) bllλ4ml申酶，然后bllλ2ml氯仿i

c）添1J00.4ml软化水；

d）涡旋至少 30s，直至不周恩充分混合，

e）添加2ml 氯仿，然后添加 2 ml 软化水（lO ml Pyrex嘈现在完全

填充），

。涡旋至少30s，直至不同层究纣混合；

g) 450 g 离心管 10分钟；

h）离心后形成两个溶J!l烟（通常被笠物质领粒分开） ·除去

用巴斯德吸警将上层移至废物窑器；

i主该层是废物，含萄糖、蛋白质和矿物质。

1）使用巴斯德移液器将下层转移至 20 ml Pyrex"~仿冒申冽于每个测试部纣，应使用另－个巴斯领事~醋。ilt移液器应保留缸O ml琶申以供第二

次提取i

7 
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建议将笛倾斜约 45°.i矗迢这样做，颗粒将移动，并且将有一些空间可用于沿着笠物质毅拉格动巴斯德移液器而不接触它。在倾斜泣程中，颗

糙可能会破碎成较小的部分，但这不是问题。

j）将沉淀留在 lO ml Pyrex®宙中，

向该沉淀申添加4ml 氯仿／响~ （体积比 1/1) ; 

k） 涡旋至j、 30s，毒至不同层充分混合；

I) 450g离心10分钟j

m）鹰，心后，仅观察~J-相混该溶剂层转移到相同的 20 ml Py陀沪中

与以前一样，使用与以前相同的巴斯德移液器。

8.2.3 第二欠提取

在相同创陆余生物质事础上重复步骤8. 2.2 a）从第一次提取。 ｛不要称重新的笠物质）。然后糊执行以下步骤：

a）加入4ml甲酶，然后加入2ml氯仿；

b）涡旋至少 30 s,I[至不同层充分混合；

c）加入 2ml 氯仿，然后加入 2ml水（10 ml Pyrex•管现已完全充满），

d）涡旋至少 30 s，直至不同层究分混合；

e) 450 g 离心售 10 分钟；

。离心后形成两个溶持且自：用巴斯德吸管将上层移至废物4容器中；

g）使脚3在管中的l司－巴斯德移液部将下层转移到与之前相同的20ml Pyrex•窜中。完成这－步后，移液器就可以扔掉了；

h）将沉淀留在 10 ml Py陀沪管中；

。向该沉淀申添加 a ml ;(t仿／Ff.I醇（体积比 1/1) ; 

j）涡旋至少30s，亘至不同层充分混合；

k） 在分析矢平上称墨困底烧llli （预先在候箱中于 l03 °c 干燥，然后冷却至窒；~） ,l盲确至0.01 mg （副喧烧瓶重量）｛或O.lmg具体取决于

约4斤夫平的可读性），

I）为困底烧瓶配备漏斗和滤纸。 1、加入5克硫酸钩

过滤纸i

8 

烧瓶申有可寻加入~盖章饰盼末，这一点非常重要，否则总指质合经将被高馅。平燥后出E晶体寝Sfj硫酸锅巴溢出ii.Ill酬申。虹躁发笠这种情况，

则应使用新样品重新开始该方法。建议格外小，心。



m）将 20ml Pyrex＇＂ 营中的活措施过帘苟硫酸锅层的法统立滤至

除去剩余的水；

BS EN 17908:2023 

EN 17908:2023 (E) 

n）对重新摄取后仅含宿 1层湾jjlj层的10 ml Pyrex• 宫中的溶剂和沉淀逃行饲样的处理。当部主滤纸过滤溶剂时，颖位也可能是终g在澎民申。这不

是问题i

。）过滤后总lOm阳20ml管为空时，用l:il仿／申酶（体积l/l)f甜冲洗旨和法纸。将管冲洗两次，每次使用－很巴斯德吸营的体粮。浓tu影先3 次，每次

用巴斯德D且官的61击体积｛滤纸上可能残留－些景色雾气）。氯仿／申酶的用蛊不必严格准确，但要足够；

p）当所有溶ll'.郎在烧题中时，可以在减压下周旋转蕉发器系搁哥其除去。

庄力设置自吓

2分钟内从 30 kPa 降至 27 kPa; 

5 纣钟内 27 kPa至 16 kPa; 

在 16 kPa 下保持5分钟；

l分钟内 16 kPa至 4.3 kPa; 

在4.3 kPa 压力下保持4分钟。

在此过程中，因陈烧瓶在40。c （不更高）的温水浴中m£J也（lOOr/min至200r/min）旋转。最后－点冷寂水应通过用氮气手动、瑞先来除去。为

此，请在氮源上使用带有巴斯德移液器的连接管，并用巴斯德移液器的尖端在烧瓶中移动。如果无法用氯气冲洗，则只需省略此步骤 ｛或径庭转

蒸发仪上停留更长时间或在通凤趋中放量过夜），并且不霆通过程扇子 40吃的温度下加热来代替。

q）让烧洒在干饿器中冷却至室温 15分钟，并再次称壁，精确至 0.01 毫克 rn1破眼后烧瓶的重1i) （或0.1 毫壳，具体取决于分析矢平的可读性） 。

8.3 细胞破碎程序

8.3. 1 概述

细胞破碎程序应通过以下步骤逃行。除称量外，整个过程均应在通风te下边行。

8.3.2 首次提取

a）在珠庭机的接收摇中称取约lOOmg测试样品的迎。试部份

rn障量测试部份｝，

b） 记录重重J1i确¥JJ 0.01 mg (!!\\ 0.1 mg，具体取决于分析仪榻的可读性｝

平衡｝，

c) bll入2ml甲醇和－颖珠子；

d）以 30 Hz 的频率敲击珠子 15 分钟；

9 
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e）将溶i!'Jl专格至 10 ml Pyrex＂＇宙中j

。 j{! 2 ml 甲醇添b~lj时丁器附矗收器中，摇动并j{!j窑i!'Jl专移到 lOm l

Pyrex＂＇筐；

g) 将 2ml氯仿加入到珠IT器的接受器中，Ii匀并将iflll'J转移到 lOml

Pyrex＂＇筐i

h）将 0.4ml 软化水源h医~ 10 ml Pyrex＂＇营中 ；

i）漓旋至少 30s，亘至不同层充分混合；

j) 添加2ml 氯仿，然后添加；2ml 软化水 （10 ml Pyrex＇＂管现在完全

填充）；

k）涡旋至j、 30 s，毒至不同层充分混合；

I) 450 g离心10分钟j

m）离心后形成两个溶if'.阅｛通制居室物质颗糙份开）：除去

用巴斯德D且警将上层移至废物容韶；

注．该层是废物，含有糖、蛋白质罪阳物质。

n）使用巴斯德移液器将下层转格至 20 ml Pyrex•螺帽笛申。每个测试部分使用另一支巴斯德到墨液器，并将该移液器保留在20 ml筐申以逃行第二
次提取，

建议将笛倾斜约 45•。通边这样做，颖位将移动，并且将有一些空间可用于沿着笠物质毅拉格动巴斯德移液器而不接触它。在倾斜泣程中，颗

糙可能会自由碎成较小的部分，但这不是问题。

。）将沉淀留在 lOml Pyre沪管申。ioJJt申添加4ml氯仿／甲窍 ｛嗣R 1/1) 
颗粒；

p）涡旋至少30s，直至不同层充分混合；

q) 450 g离心管 10付钟；

r）离心后，仅观察到－相揭该溶if'.后转格~IJ;t目1司的 20ml Pyre沪申

与以前一伴，使用与以前相同的巴斯德格液嚣。

8.3.3 第二次提取

对相同的草除笠物质制宜重复 8.2.2 咽9步骤 a）和 b）。 （不要称量新的宝物质） 。

然后继续执行以下步骤，

a）加入4ml甲酶，然后加入2ml氯仿i

b）涡旋至少 30 s且至不同层充分混合；

c）加入2mli在仿然后加入2ml水（10 ml Pyrex•管现已完全充满） ; 

d）涡旋至少30 s ，直至不同层充分混合，

e) 450g 鹰，心管 10分绅；
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