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Kurzinformation 

RIDASCREEN®FAST  Folsäure (Art. Nr.: R3202) 
Kompetitiver Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von Folsäure in 
vitaminisierten Lebens-, Futter- und Arzneimitteln. 
Alle Reagenzien für die Durchführung des Enzymimmunoassays - incl. 
Standards - sind im Testkit enthalten. 
Der Testkit ist ausreichend für 48 Bestimmungen (einschließlich Standard-
bestimmungen). 
Zur Auswertung benötigt man ein Mikrotiterplatten-Photometer. 
 
Probenvorbereitung:  Homogenisieren  

 Aufkochen 
 Zentifugieren 
 

Zeitbedarf:  Probenvorbereitung (10 Proben).....  ca. 30 - 120 min 
 Testdurchführung.......................................... ca. 30 min 
 (unabhängig von der Probenzahl) 
 

Nachweisgrenze:  Milch................................................................. ca. 10 ppb 
 Milchpulver...................................................  ca. 100 ppb 
 Mehle, Getreideprodukte...........................  ca. 100 ppb 
 Vitaminpulver, -premixes, -tabletten,  
 -kapseln und -bonbons........................... ca. 1000 ppb 
 Vitaminsäfte.................................................  ca. 100 ppb 
 

Kreuzreaktionen:  Folsäure.............................................................. 100,0 % 
 Dihydrofolsäure ................................................... 25,5 % 
 Tetrahydrofolsäure.............................................. 15,2 % 
 5-Methyltetrahydrofolsäure ..................................  5,0 % 
 5-Formyltetrahydrofolsäure .................................  0,0 % 
 

1. Allgemeines 

Der RIDASCREEN®FAST  Folsäure-Test ist ein kompetitiver Enzymimmuno-
assay zur quantitativen Bestimmung von Folsäure in vitamisierten Lebens-, 
Futter- und Arzneimitteln. 

2. Einleitung 

Folsäure (Pteroylsäure), früher als Vitamin B9 bezeichnet, ein wichtiger 
Nahrungsfaktor und Futtermittelzusatz, gehört zur Gruppe der wasserlöslichen 
Vitamine und spielt eine essentielle Rolle beim Nukleinsäurestoffwechsel. 
Mangelzustände beeinträchtigen vor allem die Zellteilung und führen beim 
Säuger zu Wachstumshemmungen, Fortpflanzungsstörungen und 
gastrointestinalen Störungen. 
Der Folsäurebedarf eines erwachsenen Menschen liegt bei ca. 200 µg/Tag. 
Schwangeren und stillenden Frauen wird eine zusätzliche Folsäureaufnahme 
empfohlen. Der Bedarf für diese Gruppe liegt zwischen 350 und 450 µg/Tag (1). 
Die heute üblichen Verfahren zur Folsäure-Bestimmung, wie mikrobiologische 
Methoden (2) mit Streptococcus faecalis und Lactobacillus casei oder 
Isotopenverdünnungstests (3) sind sehr zeitaufwendig und z. T. sehr ungenau. 

Mit dem RIDASCREEN®FAST  Folsäure-Test ist es möglich, Folsäure innerhalb 
kürzester Zeit quantitativ in vitaminisierten Lebens-, Futter- und Arzneimitteln 
nachzuweisen. 

3. Testprinzip 

Grundlage ist die Antigen-Antikörper-Reaktion. Die Vertiefungen der Mikrotiter-
Streifen sind mit spezifischen Antikörpern gegen Folsäure beschichtet. 
Zugegeben werden die Folsäure-Standardlösungen bzw. die Probelösungen 
und  enzym markierte Folsäure (Enzymkonjugat). Freie und enzymmarkierte 
Folsäure konkurrieren um die Folsäure-Antikörperbindungsstellen (kompetitiver 
Enzymimmunoassay). Nicht gebundene enzymmarkierte Folsäure wird 
anschließend in einem Waschschritt wieder entfernt. Hinzugegeben wird 
Substrat-/Chromogenlösung und das gebundene Enzymkonjugat wandelt das 
Chromogen in ein blaues Endprodukt um. Die Zugabe des Stopp-Reagenzes 
führt zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. Die Messung erfolgt 
photometrisch bei 450 nm; die Extinktion der Lösung ist umgekehrt proportional 
zur Folsäure-Konzentration in der Probe. 
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4. Packungsinhalt 

Mit den Reagenzien einer Packung können 42 Bestimmungen durchgeführt 
werden (plus 6 Standardbestimmungen). Jeder Testkit enthält: 

 
1 x Mikrotiterplatte mit 48 Kavitäten (6 Streifen à 8 Einzelkavitäten); 
 beschichtet mit Antikörpern gegen Folsäure 
6 x Standardlösungen, je 1,3 ml;  
 0 ppb (Nullstandard), 1 ppb, 3 ppb, 9 ppb, 27 ppb, 81 ppb  
 Folsäure in wässriger Lösung 
1 x Konjugat (3ml);  

Peroxidase-konjugierte Folsäure, gebrauchsfertig;...................roter Verschluss 
1 x Substrat-/Chromogenlösung, rötlich gefärbt (6 ml);  
 enthält Harnstoffperoxid..............................................................weiße Tropfflasche 
1 x Stopp-Reagenz (6 ml); 
 enthält 1 N Schwefelsäure; .........................................................gelbe Tropfflasche 
1 x Puffer (50 ml); Probenverdünnungspuffer  

 

5. Zusätzlich benötigte Reagenzien - erforderliches Zubehör 

5.1. Geräte: 

− Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm) 
− Schlagmühle 
− Zentrifuge und zentrifugierbare Reagenzgläser 
− Schüttler 
− Wasserbad o.ä. 
− Trichter 
− Faltenfilter 
− Messpipetten 
− 50 µl-, 100 µl-, und 1.000 µl-Mikropipetten 

5.2. Reagenzien: 

− 1 N Natronlauge 
− Probenverdünnungspuffer: PBS-Puffer ohne Tween, pH 8,0 

(0,55 g NaH2PO4 x H2O + 2,85 g Na2HPO4 x 2 H2O + 9 g NaCl ad 1.000 ml 
dest. Wasser, pH 8 mit NaOH einstellen) 
Der Puffer hat eine Haltbarkeit von einer Woche bei 2 - 8°C. 

6. Vorsichtsmaßnahmen 

Das Stopp-Reagenz enthält 1 N Schwefelsäure. Hautkontakt mit dem Reagenz 
vermeiden. 
Nach Ablauf des Verfalldatums (siehe Testkit-Außenetikett unter Expiration) kann 
keine Qualitätsgarantie mehr übernommen werden. 
Ein Austausch von Einzelreagenzien zwischen Kits verschiedener Chargen-
nummern ist nicht möglich. 

7. Reagenzien und ihre Lagerung 

Die Reagenzien bei 2 - 8°C lagern. Den Testkit auf keinen Fall einfrieren. 
Nicht benötigte Kavitäten zusammen mit dem Trockenmittel im Folienbeutel gut 
verschlossen aufbewahren und weiterhin bei 2 - 8°C lagern. 
Die Substrat-/ Chromogenlösung ist lichtempfindlich, deshalb direkte 
Lichteinwirkung vermeiden. 

8. Anzeichen für Reagenzienverfall 

Eine bläuliche Färbung der rötlich gefärbten Substrat-/Chromogenlösung vor 
Zugabe in die Kavitäten weist auf einen Reagenzienverfall hin. 
Eine Extinktion kleiner 0,6 (E450 nm < 0,6) für den Nullstandard weist ebenfalls auf 
einen Reagenzienverfall hin. 

9. Probenvorbereitung 

9.1. Milch / Milchpulver 

Milchpulver: 
− 10 g Milchpulver in 90 ml dest. Wasser lösen 
− Probe erhitzen: 3 min, 100°C 
− Probe auf Raumtemperatur unter Eis abkühlen, dabei mischen 
− zur Entfettung zentrifugieren: 3.500 g/ 10 min / 10°C 
− die entfettete Milch mit Probenverdünnungspuffer 1:10 (1 Teil Probe + 9 Teile 

Puffer) verdünnen 
− 50 µl pro Kavität im Test einsetzen 
 
Milch: 
− zur Entfettung zentrifugieren: 3.500 g/ 10 min / 10°C 
− die entfettete Milch mit Probenverdünnungspuffer 1:10 (1 Teil Probe + 9 Teile 

Puffer) verdünnen 
− 50 µl pro Kavität im Test einsetzen 
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9.2. Mehle und Getreide 

Die Proben kühl und lichtgeschützt lagern. 
 
Eine repräsentative Probe (eine unter offiziellen Probenahme-Vorschriften 
gezogene Probe) vor dem Extrahieren zerkleinern und mischen. 
 

− 5 g der zerkleinerten Probe einwiegen und 95 ml dest. Wasser hinzufügen *) 
− bis zum Lösen der Probe schütteln (manuell oder mittels Schüttler) 
− Probe erhitzen: 3 min, 100°C 
− Probe auf Raumtemperatur unter Eis abkühlen, dabei mischen 
− Probe durch einen Papierfilter filtrieren oder zentrifugieren 
− 0,1 ml Filtrat oder Überstand mit 0,4 ml Probenverdünnungspuffer verdünnen 
− 50 µl pro Kavität im Test einsetzen 
 
*) das Probenvolumen kann vergrößert werden, dazu muss das Volumen  

des hinzugefügten Wassers entsprechend angepasst werden 

9.3. Vitaminpulver, -premixes, -tabletten, -kapseln und -bonbons 

− 1 g Probe bzw. 1 Tablette oder Kapsel in 100 ml dest. Wasser aufnehmen 
− Probe erhitzen: 3 min, 100°C 
− Probe auf Raumtemperatur unter Eis abkühlen, dabei mischen 
− Probe durch einen Papierfilter filtrieren oder zentrifugieren 
− Filtrat oder Überstand mit Probenverdünnungspuffer 1:10 verdünnen 
− 50 µl pro Kavität im Test einsetzen 

9.4. Vitaminsäfte 

− 1 ml Saft auf 100 ml Probenverdünnungspuffer verdünnen  
− Probe durch einen Papierfilter filtrieren oder zentrifugieren 
− 50 µl Filtrat oder Überstand pro Kavität im Test einsetzen 

Anmerkung: 

Die vorgegebenen Verdünnungen sind minimale Verdünnungsschritte; Je 
nach Bedarf, d.h. je nach Dosierung in der Probe, muss entsprechend weiter 
verdünnt werden. 

10. Testdurchführung 

10.1. Testvorbereitungen 

1. Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen. 
2. Nicht verwendete Reagenzien sofort wieder bei 2 - 8°C lagern. 
3. Ein Eintrocknen der Kavitäten zwischen den Arbeitsschritten vermeiden. 
4. Die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse hängt in starkem Maße vom 

gleichmäßigen Waschen der Kavitäten ab. Die beschriebenen 
Waschsequenzen deshalb immer einhalten. 

5. Bei allen Inkubationen direkte Sonneneinstrahlung vermeiden und deshalb 
die Mikrotiterplatten abdecken.  

10.2. Antikörper-beschichtete Mikrotiterstreifen 

Den Folienbeutel an der Querseite entlang der Verschlussleiste aufschneiden. 
Die benötigten Kavitäten zusammen mit dem Halterahmen entnehmen. Die nicht 
benötigten Kavitäten zusammen mit dem Trockenmittel im Folienbeutel gut ver-
schlossen aufbewahren und weiterhin bei 2 - 8°C lagern. 

10.3. Standardlösungen 

Die Standardlösungen liegen gebrauchsfertig vor. 

10.4. Testdurchführung 

1. So viele Kavitäten in den Halterahmen einsetzen, wie für alle Standards und 
Proben benötigt werden. Die Positionen der Standards und der Proben 
protokollieren. 

2. Je 50 µl der Standardlösung bzw. der nach Abschnitt 9. vorbereiteten Proben 
in die entsprechenden Kavitäten pipettieren; für jeden Standard oder Probe 
neue Pipettenspitzen benutzen. 

3. Je 50 µl Enzymkonjugat-Lösung in die entsprechenden Kavitäten pipettieren, 
vorsichtig mischen und 15 min (+/- 1) bei Raumtemperatur inkubieren. 

4. Die Kavitäten durch Ausschlagen der Flüssigkeit leeren und die Restflüssig-
keit durch kräftiges Ausklopfen (dreimal hintereinander) auf saugfähigen 
Labortüchern entfernen. Die Kavitäten mit Hilfe einer Multikanal-Pipette mit 
dest. Wasser waschen (250 µl/Kavität), die Kavitäten leeren und die Rest-
flüssigkeit entfernen. Diesen Waschvorgang noch zweimal wiederholen. 

5. Zwei Tropfen (alternativ 100 µl) Substrat-/Chromogenlösung (weiße 
Tropfflasche) in jede Kavität pipettieren. Vorsichtig durchmischen und 10 
min (+/- 0,5) bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren. 

6. Zwei Tropfen (alternativ 100 µl) Stopp-Reagenz (gelbe Tropfflasche) in jede 
Kavität pipettieren. Durchmischen und die Extinktion bei 450 nm innerhalb 
von 10 min nach Zugabe des Stopp-Reagenzes messen. Der Abgleich des 
Nullwertes erfolgt gegen Luft. 



10  RIDASCREENFAST  Folsäure  01-06-20 RIDASCREENFAST  Folsäure  01-06-20 11
 

11. Auswertung 

Die Mittelwerte der erhaltenen Extinktionswerte der Standards bzw. der Proben 
durch den Extinktionswert des ersten Standards (Nullstandard) teilen und mit 
100 multiplizieren. Den Nullstandard somit gleich 100 % setzen und die 
Extinktionswerte in Prozent angeben. 

  Extinktion Standard (bzw. Probe) 
                                                            x  100  =  % Extinktion 
         Extinktion Nullstandard  

 
Die errechneten Werte für die Standards in einem Koordinatensystem auf 
halblogarithmischem Millimeterpapier gegen die Folsäure-Konzentration in 
[µg/kg] auftragen. Die der Extinktion der jeweiligen Probe entsprechende 
Folsäure-Konzentration in µg/kg aus der Eichkurve ablesen. 

Bitte beachten: 

Um die in den Proben enthaltene tatsächliche Folsäure-Konzentration in µg/kg 
(ppb) zu erhalten, muss die aus der Eichkurve abgelesene Konzentration noch 
mit dem entsprechenden Verdünnungsfaktor multipliziert werden. Beim Arbei-
ten nach den angegebenen Vorschriften gelten die in der nachfolgenden 
Tabelle 1 aufgeführten Verdünnungsfaktoren. Im Falle von Vitaminkapseln 
bezieht sich die Berechnung auf den gesamten Kapselinhalt und hängt somit 
vom individuellen Volumen einer jeden Kapsel ab. 

Abb. 1: Eichkurve eines RIDASCREEN®FAST  Folsäure-Testkits 

12. Sensitivität 

Die mittlere untere Nachweisgrenze des RIDASCREEN®FAST  Folsäure-Tests 
liegt bei 1 µg/kg (ppb). Bezogen auf das Probenvorbereitungsprotokoll 
resultieren daraus die in Tab. 1 angegebenen Nachweisgrenzen. 

 
Tabelle 1 
 

Aufbereitungs-
methode 

Probenart Verdünnungsfaktor Nachweisgrenze
n (ca.) 

 
9.1. 

 
Milch 

Milchpulver 
 

 
   10 
  100 

 
    10 ppb 
  100 ppb 

9.2. Mehle und  
Getreide 

  100 
 
 

  100 ppb 

9.3. 
 
 
 
 
 
 

 

Vitaminpulver, 
-premixes 
-tabletten, 
-kapseln, 

und 
-bonbons 

 

1000 
 
 
 
 
 
 

1000 ppb 
 
 
 
 
 
 

9.4. Vitaminsäfte 100   100 ppb 
 

13. Spezifität 

Die Spezifität des RIDASCREEN®FAST  Folsäure-Tests wurde durch 
Bestimmung der Kreuzreaktivität zu entsprechenden Vitaminen ermittelt. 
 
Kreuzreaktionen: Folsäure................................................................. 100,0 % 
 Dihydrofolsäure ...................................................... 25,5 % 
 Tetrahydrofolsäure................................................. 15,2 % 
 5-Methyltetrahydrofolsäure .....................................  5,0 % 
 5-Formyltetrahydrofolsäure ....................................  0,0 % 
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14. Reproduzierbarkeit 

Die Präzision innerhalb einer Serie wurde aus den Resultaten von drei 
verschiedenen Experimenten ermittelt. Abbildung 2 zeigt das Inter-Assay-
Präzisionsprofil von RIDASCREEN®FAST  Folsäure. Die Variationskoeffizienten 
(% CV) für die Extinktionswerte, ermittelt mit den Standards, sind gegen die 
entsprechenden Konzentrationen der Standards aufgetragen. Die Variations- 
koeffizienten sind über den gesamten Bereich der Kurve konstant und so niedrig, 
dass eine hohe Reproduzierbarkeit der Messergebnisse gewährleistet ist. 

15. Wiederfindungsrate 

Die mittlere Wiederfindungsrate von Folsäure in vitaminisierten Tabletten, 
Kapseln und Bonbons liegt bei ca. 150 % (Überdosierung einberechnet), die 
übliche Überdosierung wird vollständig vom Test erfasst.  
 

Abb. 2: Inter-Assay-Präzisionsprofil von RIDASCREEN®FAST  Folsäure 
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Diese Angaben entsprechen dem heutigen Stand unserer Kenntnisse und 
sollen über unsere Produkte und deren Anwendungsmöglichkeiten 
informieren. Sie haben somit nicht die Bedeutung, bestimmte Eigenschaften 
der Produkte oder deren Eignung für einen konkreten Einsatzzweck 
zuzusichern.  
R-Biopharm übernimmt keine Gewährleistung, außer für die standardisierte 
Qualität der Reagenzien. Defekte Produkte werden ersetzt. Darüber 
hinausgehende Ansprüche für direkte oder indirekte Schäden oder Kosten 
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RIDASCREEN®FAST  Folic acid 

Enzyme immunoassay for the quantitative analysis  
of folic acid 

Brief information 

RIDASCREEN®FAST  Folic acid (Art. No.: R3202) 
Competitive enzyme immunoassay for the quantitative analysis of folic acid in 
vitaminized food, feed and drugs. 
All reagents required for the enzyme immunoassay - including standards - are 
contained in the test kit. 
The test kit is sufficient for 48 determinations (including standards). 
A microtiter plate spectrophotometer is required for quantification. 
 
Sample preparation:  homogenization  
 boiling 
 centrifugation 
 
Time requirement:  sample preparation (for 10 samples) 
  ....................................................... approx. 30-120 min 
 test implementation .................................approx. 30 min 
 (regardless of the number of samples) 
 
Detection limit:  milk...............................................................approx. 10 ppb 
 milk powder ............................................. approx. 100 ppb 
 flour, grain products ............................... approx. 100 ppb 
 vitamin powder, -premixes, -tablets, 
 -capsules and -candies ......................approx. 1000 ppb 
 vitamin juice............................................. approx. 100 ppb 
 
Cross-reactions:  Folic acid................................................................ 100.0 % 
 Dihydrofolic acid ..................................................... 25.0 % 
 Tetrahydrofolic acid................................................ 15.2 % 
 5-Methyltetrahydrofolic acid ....................................  5.0 % 
 5-Formyltetrahydrofolic acid ...................................  0.0 % 

1. Intended use 

The RIDASCREEN®FAST  Folic acid test is a competitive enzyme immunoassay 
for the quantitative analysis of folic acid in vitaminized food, feed and drugs. 

2. General 

Folic acid is an important factor in food and also an important feed additive. It 
belongs to the water soluble vitamins and has an essential role in the 
biosynthesis of nucleic acids. 
Deficiencies in folic acid mainly influence cell division and lead to reduced 
growth rates, disorders in reproduction, and to gastrointestinal symptoms. An 
adult needs a folic acid uptake of about 200 µg per day. For pregnant or nursing 
women a daily uptake of 350 - 450 µg is recommended (1). 
Up to now, folic acid is detected mainly by microbiological methods (2) - using 
Streptococcus faecalic and Lactobacillus casei - and radiometric assays (3). Both 
methods are time consuming and may be inaccurate. 

Folic acid can be quantified very rapidly using the RIDASCREEN®FAST  Folic 
acid test in vitaminized food-, feed- and drugs. 

3. Test principle 

The basis of the test is the antigen-antibody reaction. The microtiter wells are 
coated with specific antibodies against folic acid. Folic acid standards, 
respectively sample solution and enzyme labeled folic acid (enzyme conjugate) 
are added. Free and enzyme labeled folic acid compete for the antibody binding 
sites. Any unbound enzyme conjugate is then removed in a washing step. 
Substrate/Chromogen is added to the wells, bound enzyme conjugate converts 
the chromogen into a blue product. The addition of the stop reagent leads to a 
color change from blue to yellow. The measurement is made photometrically at 
450 nm. The resulting absorbance values are inversely proportional to the folic 
acid concentration of the sample. 
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4. Reagents provided 

Each kit contains sufficient materials for as many as 42 analyses (plus 6 
standard analyses). Each test kit contains: 

 
1 x Microtiter plate with 48 wells (6 strips with 8 removable wells each); 
 coated with antibodies against folic acid 
6 x Standard solutions, 1.3 ml each;  
 0 ppb (zero standard), 1 ppb, 3 ppb, 9 ppb, 27 ppb, 81 ppb 
 folic acid in aqueous solution 
1 x Conjugate (3 ml); 

peroxidase conjugated folic acid, ready to use;.......................................... red cap 
1 x Substrate/Chromogen solution, stained red (6 ml);........................white dropper 
1 x Stop reagent (6 ml); 
 contains 1 N sulfuric acid; .................................................................. yellow dropper 
1 x Buffer (50 ml); sample dilution buffer 

5. Materials required but not provided 

5.1. Equipment: 

− microtiter plate spectrophotometer (450 nm) 
− laboratory mincer 
− centrifuge and centrifugeable tubes 
− shaker 
− waterbath 
− filter funnel 
− filter 
− graduated pipettes 
− 50 µl-, 100 µl-, and 1000 µl-micropipettes 

5.2. Reagents: 

− 1 N sodium hydroxide 
− sample dilution buffer: PBS-buffer without Tween, pH 8.0  

(0.55 g NaH2PO4 x H2O + 2.85 g Na2HPO4 x 2 H2O + 9 g NaCl fill up to  
1,000 ml with distilled water, adjust pH with NaOH) 
These buffer is stable at 2 - 8°C for one week. 

6. Warnings and precautions for the users 

The stop reagent contains 1 N sulfuric acid. Avoid contact of the reagent with the 
skin. 
Do not use RIDASCREEN®FAST  Folic acid kit past the expiration date on the kit 
label. Dilution or adulteration of these reagents may result in loss of sensitivity.  
Do not interchange individual reagents between kits of different lot numbers. 

7. Storage instructions 

Store the kit at 2 - 8°C. DO NOT FREEZE. 
Return any unused microwells to their original foil bag and reseal them together 
with the desiccant provided. 
The substrate/chromogen solution is light sensitive, therefore, avoid exposure to 
direct light. 

8. Indication of deterioration of reagents 

Any bluish coloration of the reddish substrate/chromogen solution is indicative of 
deterioration and the reagent should be discarded. 
A value of less than 0.6 absorbance units (A450 nm < 0.6) for the zero standard 
may indicate deterioration of reagents. 

9. Preparation of samples 

9.1. milk / milk powder 

milk powder:  
− dissolve 10 g milk powder in 90 ml distilled water 
− heat the sample: 3 min, 100°C 
− chill down the sample with ice to room temperature while shaking 
− for degreasing centrifuge the sample: 3.500 g/ 10 min / 10°C 
− dilute the defatted milk 1:10 (1 part of sample + 9 parts of buffer) with sample 

dilution buffer  
− employ 50 µl per well in the assay 
 
milk: 
− for degreasing centrifuge the sample: 3.500 g/ 10 min / 10°C 
− dilute the defatted milk 1:10 (1 part of sample + 9 parts of buffer) with sample 

dilution buffer  
− employ 50 µl per well in the assay 
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9.2. flour and grain products 

The samples should be stored in a cool place, protected from light. 
 
A representative sample (according to accepted sampling techniques) should be 
ground and thoroughly mixed before proceeding with the extraction procedure. 
 

− weigh 5 g of ground sample and add it to a suitable container with 95 ml 
distilled water *) 

− shake until dissolution of the sample (manually or with shaker) 
− heat the sample: 3 min, 100°C 
− chill down the sample with ice to room temperature while shaking 
− filter the extract through a paper filter or centrifuge 
− dilute 0.1 ml of the obtained filtrate or supernatant with 0.4 ml sample dilution 

buffer 
− employ 50 µl per well in the test 
 

*)  sample size may be increased if required, but the volume of methanol / 
water 
must be adapted accordingly 

9.3. vitamin powder, -premixes, -tablets, -capsules and -candies 

− dissolve 1 g of sample or 1 crushed tablet or the content of 1 casule in 100 
ml of distilled water  

− heat the sample: 3 min, 100°C 
− chill down the sample with ice to room temperature while shaking 
− filter the extract through a paper filter or centrifuge 
− dilute filtrate or supernatant 1 : 10 with sample dilution buffer 
− employ 50 µl per well in the test 

9.4. vitamin juice 

− dilute 1 ml of juice with sample dilution buffer by filling up to 100 ml sample 
dilution buffer  

− filter the extract through a paper filter or centrifuge 
− employ 50 µl of filtrate or supernatant per well in the test 

remark: 

The dilutions mentioned are minimal dilution steps; further dilutions depend on 
the expected value of folic acid in the sample. 

10. Test implementation 

10.1. Preliminary comments 

1. Bring all reagents to room temperature before use. 
2. Return all reagents to 2 - 8°C immediately after use. 
3. Do not allow microwells to dry between working steps. 
4. Reproducibility in any EIA is largely dependent upon the consistency with 

which the microwells are washed. Carefully follow the recommended 
washing sequence as outlined in the EIA test procedure. 

5. Avoid direct sunlight during all incubations. Covering the microtiter plates is 
recommended. 

10.2. Antibody coated microtiter strips 

The foil bag is cut open along the transverse side beyond the zip. The required 
wells are extracted, together with the frame. Those wells not required are kept 
together with the drying agent, well sealed in the foil bag and should continue to 
be stored at 2 - 8°C. 

10.3. Standard solutions 

The folic acid standards are provided ready for use. 

10.4. Test procedure 

1. Insert a sufficient number of wells into the microwell holder for all standards 
and samples to be run. Record standard and sample positions. 

2. Pipette 50 µl of standard or prepared sample to separate wells; use a new pi-
pette tip for each standard or sample. 

3. Add 50 µl of enzyme conjugate to the bottom of each well (red cap). Mix 
thoroughly and incubate for 15 min (+/- 1) at room temperature (18 - 30°C;  
65 - 86°F). 

4. Dump the liquid out of the wells into a sink. Tap the microwell holder upside 
down onto a clean filter towel (three times in a row) to remove all remaining 
liquid from the wells. Using a multichannel pipette, fill the wells with distilled 
or deionized water (250 µl/well) . Empty the wells again and remove all 
remaining liquid. Repeat the washing step two more times. 

5. Add 2 drops (alternatively 100 µl) of substrate/chromogen to each well (white 
dropper). Mix thoroughly and incubate for 10 min (+/- 0.5) at room temperature 
(18 - 30°C; 65 - 86°F) in the dark. 

6. Add 2 drops (alternatively 100 µl) of stop solution to each well (yellow 
dropper). Mix well and measure the absorbance at 450 nm against an air 
blank. Read within 10 minutes. 
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11. Results 

The mean values of the absorbance values obtained for the standards and the 
samples are divided by the absorbance value of the first standard (zero standard) 
and multiplied by 100. The zero standard is thus made equal to 100 % and the 
absorbance values are quoted in percentages. 

 absorbance standard (or sample) 
                                                                 x  100  =  % absorbance 

           absorbance zero standard 

 
The values calculated for the standards are entered in a system of coordinates 
on semilogarithmic graph paper against the folic acid concentration in [µg/kg]. 
The folic acid concentration in µg/kg (ppb) corresponding to the extinction of each 
sample can be read from the calibration curve. 

Please note: 

In order to obtain the folic acid concentration in µg/l or µg/kg actually 
contained in a sample, the concentration read from the calibration curve must 
be further multiplied by the corresponding dilution factor. When working in 
accordance with the regulation stated, the dilution factors can be read out of 
the following Table 1. In the case of vitamin capsules the calculation regards 
the entire contents and thus depends on the individual volume of a capsule. 

Fig. 1: Calibration curve of a RIDASCREEN®FAST  Folic acid 

12. Sensitivity 

The mean lower detection limit of the RIDRIDASCREEN®FAST  Folic acid test is 
about 1 µg/kg. According to the test preparation record, the resulting detection 
limits are listed in Table 1.  

 
Table 1 
 

preparation- 
method 

sample dilution factor detection limit 
(approx.) 

 
9.1. 

 
milk 

milk powder 
 

 
    10 
  100 

 
    10 ppb 
  100 ppb 

9.2. flour and grain 
products 

  100 
 

  100 ppb 

9.3. 
 
 
 
 
 

vitamin powder, 
-premixes 

tablets 
-capsules and 

-candies 
 

1000 
 
 
 
 
 

1000 ppb 
 
 
 
 
 

9.4. vitamin juice   100   100 ppb 

13. Specificity 

The specificity of the RIDASCREEN®FAST  Folic acid test was determined by 
analysing the cross reactivities to corresponding vitamins. 
 
Cross reactions: Folic acid................................................................. 100.0% 
 Dihydrofolic acid ..................................................... 25.5 % 
 Tetrahydrofolic acid................................................ 15.2 % 
 5-Methyltetrahydrofolic acid ..................................... 5.0 % 
 5-Formyltetrahydrofolic acid .................................... 0.0 % 
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14. Reproducibility 

The precision within a series was determined from the results of three different 
experiments. Fig. 2 shows the interassay precision profile of RIDASCREEN® 

FAST  Folic acid. The coefficients of variation (% CV) obtained for the absorption 
values of the standards are entered against the corresponding folic acid 
concentrations. The coefficients of variation are so low with respect to the whole 
range of the figure that a high reproducibility of the results is ensured. 

15. Recovery rate 

The recovery rate of folic acid in vitaminized tablets, capsules and candies is 
approx. 150 % (overdose included), the common overdose is completely 
registered by the assay.  

Fig. 2: Interassay precision profile for RIDASCREEN®FAST  Folic acid 
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R-Biopharm makes no warranty of any kind, either expressed or implied, 
except that the materials from which its products are made are of standard 
quality. If any materials are defective, R-Biopharm will provide a replacement 
product. There is no warranty of merchantability of this product, or of the 
fitness of the product for any purpose. R-Biopharm shall not be liable for any 
damages, including special or consequential damage, or expense arising 
directly or indirectly from the use of this product. 


