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摘 要：目的　调查分析高峰淀粉酶来源和酶解参数对饮料中维生素 B2（核黄素 -5'-磷酸钠来源）测定结果的影

响。方法　按 GB 5009. 85—2016 对受试样品中维生素 B2（核黄素-5'-磷酸钠来源）的含量进行检测，考察高峰淀粉

酶及其工作条件对检测结果的影响。结果　不同来源的高峰淀粉酶对维生素 B2（核黄素-5'-磷酸钠来源）的实测结

果有明显的影响，实测值与理论值最大相差 10 倍以上；前处理过程中建议选择酶解时间 12 h，酶解 pH 值 6. 0~6. 5。

结论　国标方法检测饮料中维生素 B2（核黄素-5'-磷酸钠来源）时，预先检测高峰淀粉酶的酶解活性是十分必要的。
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Effect of Taka-diastase on the detection of vitamin B2 in beverages
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（1. Shanghai Municipal Center for Disease Control and Prevention, Shanghai 200336, China；
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Abstract： Objective　To investigate and analyze the effect of Taka-diastase used for the detection of vitamin B2 （source 
of riboflavin-5'-sodium phosphate） on the results of the tested sample. Methods　 According to the requirements of the 
national standard method GB 5009. 85—2016， Method One， the content of vitamin B2 （source of riboflavin-5'-sodium 
phosphate） in the tested sample was determined to investigate the influence of Taka-diastase and its operational conditions 
on the quantification results. Results　Taka-diastase from different sources had a major effect on the vitamin B2 （source of 
riboflavin-5'-sodium phosphate） measurement results， and the maximum difference between the measured and theoretical 
values was more than 10 fold.  The results indicated that an enzymatic hydrolysis time of 12 h， and pH 6. 0—6. 5 were 
optimal. Conclusion　 When the national standard method was used to detect vitamin B2 （source of riboflavin-5'-sodium 
phosphate） in beverages， the selection of Taka-diastase had a significant effect on the detection results.
Key words： Vitamin B2； riboflavin-5'-sodium phosphate； food additives； Taka-diastase； HPLC

饮食中的 B 族维生素可以调理人体正常功能与

代谢活动，其水平与健康成年人的记忆功能有关［1］。

除了咖啡因、牛磺酸、矿物质等成分之外，B 族维生

素作为功效成分，也经常添加在功能性能量饮料

中［2］。有报道称，短期补充 B 族维生素（5~12 周）可

以改善老年人的记忆功能［3］，在青年人测试亦发现

可改善受试对象选择性注意力、审阅能力、工作记

忆和主观能动性［4-5］。在食品中，维生素 B1、B2 和 B6
可能以游离形式（硫胺素、核黄素、吡哆醇、吡哆醛

和吡哆胺）和磷酸化形式存在［主要是硫胺素焦磷

酸盐、黄素单核苷酸（Flavin mononucleotide，FMN）、

黄素腺嘌呤二核苷酸（Flavin adenine dinucleotide，
FAD）和磷酸吡哆醛］，维生素含量检测主要是针对

游离形式开展的。

核黄素-5'-磷酸钠（分子式 C17H20N4NaO9P·2H2O）
是常用的食品添加剂成分，作为食品强化剂、食用

黄色素，另外还用于医药，是维生素 B2 的水溶性制

剂。法规规定核黄素 -5'-磷酸钠中核黄素（分子式

C17H20N4O6）含量范围是 73. 0%~79. 0%（w/%）［6］，实

际检测中通过核黄素磷酸钠的定量检测，理论换算

得出样品可转化的核黄素含量。但由于每次合成

核黄素磷酸钠的纯度、含水量不尽相同，转换系数

无法固定，该方法检测得到的数据并不太准确。能

否快速准确地对添加核黄素 -5'-磷酸钠的产品进行

维生素 B2 含量测定，对营养成分的质量控制有着极

实验技术与方法
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其重要的意义。

高效液相色谱法从 80 年代起就是欧洲标准中

检测维生素 B1、维生素 B2 的官方方法［7］，这些方法

中，特别注意选择用于从维生素 B2 磷酸酯中释放维

生素 B2 的酶［8］。我国目前用于检测食品中维生素

B2 含量的国家标准是 GB 5009. 85—2016，其中，高

峰淀粉酶具有磷酸酶活性，可以使磷酸化的维生素

B2 脱磷酸根成为游离形态。国标没有对高峰淀粉

酶中磷酸酶的活性进行规定，肉类或奶粉等含有丰

富磷酸化维生素 B2 的样品在检测时回收值不理想，

但是在利用酸性磷酸酶水解样品后却能够得到令

人满意的维生素 B2 回收值［9］。既然国标中没有使

用磷酸酶，所以有必要先对高峰淀粉酶中磷酸酶的

活性进行确认，再进行维生素 B2 检测。

本研究按照 GB 5009. 85—2016《食品安全国家

标准  食品中维生素 B2 的测定》第一法的要求，考察

了不同来源的高峰淀粉酶和酶孵育体系 pH 值、孵

育时间对某功能型饮料中维生素 B2 检出值的影响。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

电子天平（感量 0. 01 mg，Sartorius BP211D），高

效 液 相 色 谱 仪 -荧 光 检 测 器（Agilent 1290 Infinity 
Ⅱ），pH 计（Schott Lab 870），涡旋振荡器（德国艾卡

IKA Vortex 2），恒温培养箱（上海跃进医疗器械一

厂）， 超纯水装置（美国密理博 Millipore Milli-Q）。

一 级 水 ，临 用 时 以 超 纯 水 系 统 制 备 ，盐 酸

（36. 0%~38. 0%，分析纯，上海凌峰化学试剂有限公

司），冰乙酸（≥99. 7%，色谱纯，TEDIA），氢氧化钠（≥
96. 0%，分析纯，国药集团化学试剂有限公司），三水

乙酸钠（≥99. 0%，分析纯，上海凌峰化学试剂有限公

司），甲醇（≥99. 9%，色谱纯，上海柯灵斯试剂有限公

司），木瓜蛋白酶（6 000 U/mg，国药沃凯），待测高峰

淀 粉 酶（100 U/mg，分 别 来 自 于 A、B、C、D 四 个

公司）。

标准物质：维生素 B2（分子式 C17H20N4O6，分子量

376. 36，纯 度 ≥98%，CAS 号 83-88-5，Sigma-Aldrich
公司），核黄素-5'-磷酸钠（分子式 C17H20N4NaO9P，分
子量 478. 33，纯度 93. 15%，CAS 号 130-40-5，上海

阿拉丁生化科技服务有限公司）。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　受试样品

市售某品牌保健饮料（配方中核黄素 -5'-磷酸

钠添加量：5. 62 mg/100 mL，维生素 B2 理论含量

4. 11 mg/100 mL），由上海大正力保健有限公司提

供。同时提供不含核黄素 -5'-磷酸钠的受试样品作

为阴性样品。

1. 2. 2　样品酶解处理

按照 GB 5009. 85—2016 方法处理四家国内外

供应商提供的高峰淀粉酶，酶解 pH 为 6. 0，置于

37 ℃培养箱中过夜酶解 18 h。
1. 2. 3　酶解效率

取核黄素 -5'-磷酸钠标准储备液用水稀释成浓

度分别为 1. 00、5. 00 和 10. 0 mg/100 mL 标准溶液。

各取 1. 00 mL 按照 GB 5009. 85—2016 方法处理核

黄素 -5'-磷酸钠标准溶液，酶解 pH 为 6. 0，置于

37 ℃培养箱中过夜酶解 18 h。
使用的四种高峰淀粉酶分别来自于 A、B、C、D

四个公司。

酶解效率=（酶解后维生素 B2 含量-本底维生素

B2 含量）/折算核黄素含量×100%。

1. 3　统计学分析

色 谱 数 据 分 析 采 用 仪 器 自 带 软 件 Agilent 
Chem-Station 进行处理。所有线性方程、精密度及

回收率试验的数据均由 WPS Excel 2020 处理得出。

2　结果

2. 1　本底维生素 B2含量的检测

取 1. 00 mL 浓度为 10. 00 mg/100 mL 的核黄

素-5'-磷酸钠标准溶液，用水稀释至 100 mL，进样测

得含维生素 B2 6. 04 μg。相应的，1. 00 mL 浓度分别

为 5 mg/100 mL 和 1 mg/100 mL 核黄素 -5'-磷酸钠

标准溶液，本底维生素 B2 含量分别为 3. 02 μg 和

0. 604 μg。
核黄素 -5'-磷酸钠与维生素 B2 的折算系数 =

376. 36
478. 33 =0. 786 8，折算后 1. 00 mL 三种浓度的核黄

素 -5'-磷酸钠中维生素 B2 含量分别为 7. 87、39. 34、
78. 68 μg。
2. 2　不同供应商来源高峰淀粉酶对核黄素 -5'-磷
酸钠标准溶液的酶解效率

不同来源的高峰淀粉酶酶解核黄素 -5'-磷酸钠

标准溶液的能力不同，见图 1。A、B 两公司的高峰

淀粉酶，酶解核黄素 -5'-磷酸钠标准溶液的效率最

高，都在 90% 以上。C 公司的高峰淀粉酶酶解效果

较差，D 公司的高峰淀粉酶则几乎无法酶解核黄素-

5'-磷酸钠，酶解效率仅为 5% 左右。

2. 3　高峰淀粉酶在阴性样品中对核黄素-5'-磷酸钠

的酶解效率

在阴性样品中添加核黄素 -5'-磷酸钠标准储备

液，使其浓度分别为 1. 00、5. 00 和 10. 00 mg/100 mL。
各取 1. 00 mL，选择上述实验中酶解效果最好的两种

——994



高峰淀粉酶活性对饮料中维生素 B2测定结果的影响——赵佳伟，等

高峰淀粉酶对其进行酶解，结果见表 1-2。结果表

明，除去核黄素 -5'-磷酸钠之外，受试样品溶液稀释

体系对高峰淀粉酶的作用几乎没有影响。

2. 4　四家不同供应商来源高峰淀粉酶对受试样品

的酶解效果

四家国内外供应商提供的高峰淀粉酶处理受

试样品结果如表 3、图 2 所示。

由图 2 可知，核黄素的保留时间为 4. 3~4. 4 min，
而未被酶解的核黄素 -5'-磷酸钠则在 3. 3 min 左右

出峰。A 公司和 B 公司的高峰淀粉酶可完全酶解

核黄素-5'-磷酸钠，C 公司的高峰淀粉酶酶解效果较

差，D 公司的高峰淀粉酶则几乎无法酶解核黄素-5'-
磷酸钠。实验室选择重复性更好的 A 公司的高峰

淀粉酶进行后续实验。

2. 5　酶解时间的影响

GB 5009. 85—2016 中未规定具体酶解时间，仅

叙述为“过夜酶解”。过夜酶解通常理解为酶解时

间不短于 12 h，因此选择 12、16 和 18 h 三种酶解时

间进行对比试验，根据上述结果选择 A 公司的高峰

淀粉酶酶解，其他实验步骤仍按照 GB 5009. 85—
2016 进行。对比酶解 12、16 和 18 h 的酶解效果，

结果见图 3。
结果表明，酶解 12 h 后，测得的维生素 B2 含量不

再有明显变化，认为此时底物已经酶解完全，可根据

日常工作时间和工作安排需要选择不少于 12 h 的任

意酶解时间。

2. 6　酶解体系 pH 值的影响

GB 5009. 85—2016 中酶解 pH 为 6. 0~6. 5，此
范围不明确。因此对比 pH 6. 0 和 pH 6. 5 的酶解效

果，根据上述结果选择 A 公司的高峰淀粉酶酶解，

使用 1 mol/L 氢氧化钠溶液将样品分别调 pH 至

6. 0 和 6. 5 后，加入酶液，过夜酶解 16 h，其他实验

步骤仍按照 GB 5009. 85—2016 进行。样品 pH 值

分别为 6. 0 和 6. 5 的酶解结果见表 4。
结果表明，6. 0 和 6. 5 的 pH 值对实验结果影

响较小，且精确调节 pH 操作较费时，因此实际操作

时可自行选择 6. 0~6. 5 之间的 pH 值都可达到完全

酶解的效果。

图  1　不同来源的高峰淀粉酶对核黄素-5'-磷酸钠

标准溶液的酶解效率

Figure 1　Enzymatic hydrolysis efficiency of different sources 
of Taka-diastase on riboflavin-5-sodium phosphate standard 

solutions

表 2　B 公司的高峰淀粉酶在阴性样品中对核黄素-5'-磷酸

钠的酶解效率

Table 2　Enzymatic hydrolysis efficiency of Taka-diastase from 
company B on riboflavin-5-sodium phosphate in samples

样品管

编号

1-1
1-2
1-3
2-1
2-2
2-3
3-1
3-2
3-3

酶解后核黄素

含量/μg
8.40
8.34
8.31

41.86
41.62
41.48
84.02
83.52
82.54

本底核黄素

含量/μg

0.60

3.02

6.04

折算核黄

素含量/μg

7.87

39.34

78.68

酶解效

率/%
99.1
98.3
97.9
98.8
98.1
97.8
99.1
98.4
97.2

平均酶解

效率/%

98.4

98.2

98.2

表  1　A 公司的高峰淀粉酶在阴性样品中对核黄素-5'-磷酸

钠的酶解效率

Table 1　Enzymatic hydrolysis efficiency of Taka-diastase from 
company A on riboflavin-5-sodium phosphate in samples

样品管

编号

1-1
1-2
1-3
2-1
2-2
2-3
3-1
3-2
3-3

酶解后核

黄素含量/μg
8.43
8.38
8.26

42.00
41.73
41.58
83.41
84.11
83.85

本底核黄素

含量/μg

0.60

3.02

6.04

折算核黄素

含量/μg

7.87

39.34

78.68

酶解效

率/%
99.5
98.8
97.3
99.1
98.3
98.1
98.3
99.2
99.0

平均酶解

效率/%

98.5

98.5

98.8

表 3　四家不同供应商提供的高峰淀粉酶对样品的

酶解效果

Table 3　Influence of Taka-diastase from four different 
suppliers on the recovery of riboflavin

来源

A 公司

B 公司

C 公司

D 公司

样品管

编号

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

样品中含量/

(mg/100 mL)
3.77
3.73
3.68
3.84
3.69
3.50
2.82
2.88
2.76
0.35
0.39
0.38

平均含量/

(mg/100 mL)

3.73

3.68

2.82

0.37

相对标准

偏差/%

1.21

4.63

2.13

5.98
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2. 7　酶解参数确定后的方法学验证试验

2. 7. 1　标准曲线及相关性

将 1. 2. 3 配制的维生素 B2 标准系列工作液分

别注入高效液相色谱仪中，测定相应的峰面积。以

标准工作液的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘

制标准曲线。

分 6 d 制作的 6 条标准曲线的线性方程、相关

系数 r 以及斜率的相对标准偏差见表 5。标准曲线

图  2　四家不同供应商提供的高峰淀粉酶的酶解效果色谱图

Figure 2　Chromatograms of enzymatic hydrolysis of Taka-diastase from four different suppliers
表 4　不同酶解 pH 值的酶解效果

Table 4　Influence of pH value conditions on the recovery of 
riboflavin

pH 值

6.0

6.5

样品管

编号

1
2
3
1
2
3

进样浓度/

(μg/mL)
0.391
0.380
0.382
0.378
0.371
0.376

样品中

含量/

(mg/100 mL)
3.91
3.80
3.82
3.78
3.71
3.76

平均含量/

(mg/100 mL)

3.84

3.75

相对标准

偏差/%

1.52

0.96图 3　不同酶解时长的酶解效果

Figure 3　Influence of enzymolysis duration on the recovery of 
riboflavin

表 5　线性方程、相关系数以及斜率的相对标准偏差

Table 5　Linear equation, correlation coefficient and relative 
standard deviation of slope

时间/d
1
2
3
4
5
6

线性方程

y=157.47x+0.138 0
y=155.85x+0.350 0
y=158.66x+0.348 2
y=157.40x+0.354 7
y=155.96x+0.291 0
y=152.83x+0.293 0

r

0.999 98
0.999 97
0.999 96
0.999 96
0.999 96
0.999 99

斜率相对标准偏差

1.30%
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稳定性好，可满足维生素 B2 测定的需求。

2. 7. 2　检出限、定量限

根据标准曲线最低点时维生素 B2 的信噪比，配

制浓度为 1 ng/mL 的维生素 B2 标准溶液，进样分析

其信噪比。信噪比大于 3 时的浓度为检出限，信噪

比大于 10 时的浓度为定量限，结果见表 6。

由此计算信噪比为 3 时，维生素 B2 的浓度为

（1. 00×3）/36. 9=0. 08 ng/mL，当取样 1. 00 mL 时，

按方法处理后，进样 20. 0 μL 时，维生素 B2 的检出

限为 0. 000 8 mg/100 mL，小于标准文本中规定的

0. 02 mg/100 mL，满足维生素 B2 测定的需求。

信噪比为 10 时，维生素 B2 的浓度为（1. 00×10）/
36. 9=0. 27 ng/mL，当取样 1. 00 mL 时，按方法处理后，

进样 20. 0 μL 时，维生素 B2 的定量限为 0. 0027 mg/
100 mL，小于标准文本中规定的 0. 05 mg/100 mL，满
足维生素 B2测定的需求。

2. 7. 3　精密度

使用同一瓶样品取 6 份，按照 1. 2. 2 方法处理

后，进样分析，计算 6 份样品的相对标准偏差，结果

见表 7。6 次测定的相对标准偏差为 1. 09 %，可以

满足维生素 B2 测定的需求。

2. 7. 4　准确度

取精密度同一瓶样品，在 1 mL 样品中分别加

入折算核黄素浓度为 100 μg/mL 的核黄素 -5'-磷酸

钠标准溶液 200、400 和 600 μL，混匀。每个浓度各

3 份，按照 1. 2. 2 方法处理后，进样分析。样品本底

含量为精密度实验测得的 3. 80 mg/100 mL。回收

率结果见表 8。
各加标水平回收率在 90. 5%~94. 7% 范围内，

表明该方法的准确度满足所验证样品中维生素 B2
含量测定的需求。

3　讨论

维生素 B2 大多是以 FMN、FAD 的形式呈现，与

蛋白质结合存在于食物中，于吸收前需先降解为游

离形式的维生素 B2，本文目标检测物核黄素 -5'-磷
酸钠是 FMN 的钠盐形式，按照 GB 5009. 85—2016
的方法要求，需要将其转化为游离形式后，才方便

后续用高效液相色谱法或荧光分光光度法检测。

饮料中添加的酸稳定性、热稳定性的核黄素 -5'-磷
酸钠无法通过酸处理或者加热的方法变成游离维

生素 B2
［10］，只有发挥高峰淀粉酶中的磷酸酶活性才

可将磷酸根水解，从而决定了游离维生素 B2 的最终

检测结果。在水溶性维生素的检测方法中，高峰淀

粉酶也是常用酶之一［11］。

高峰淀粉酶是一种从曲霉属的各种霉菌真菌

的菌丝和孢子中获得的酶制剂，由淀粉酶、核糖核

酸酶、磷酸酶和蛋白水解酶等组成［12］。虽然具有多

种酶的水解特性，但高峰淀粉酶主要还是作为淀粉

酶来使用的，从其命名即可看出，其淀粉酶活性是

麦芽淀粉酶活性的几倍［13］。需要注意的是，高峰淀

粉酶作为淀粉酶使用时，酶的效力是足够的，但是

作为磷酸酶使用时，酶的效力远不及淀粉酶那般强

大。高峰淀粉酶属于一种非特异性的降解酶，重复

性比较差，本身不足以完全去磷酸化［14］，而且不同

来源高峰淀粉酶的磷酸酶活性差别极大，在相同活

力单位下，磷酸酶活性差异有时可以达到 20 倍以

上［15］。高峰淀粉酶自身的组成特点可能决定了游

离核黄素的最终检测结果。

综上，高峰淀粉酶之磷酸酶活性的强弱及稳定

性影响着维生素 B2 的检测，尤其对于那些含有高水

平 FMN 的检测样品，实际检出结果容易与理论值

产生较大的差异。本文遵循国标方法规定，高峰淀

粉酶的用法、用量是固定的，该酶自身磷酸酶活性

的强弱及稳定性就对检测结果起到了至关重要的

作用，需要在使用之前先考察该酶之磷酸酶活性。

结果可以看出，不同来源的高峰淀粉酶，酶解核黄

素 -5'-磷酸钠的效率不同，而这种酶解效率的差异

表 6　标准曲线最低点时维生素 B2的信噪比

Table 6　Signal-to-noise ratio of vitamin B2 at the lowest point 
of the standard curve

序号

1
2
3

浓度/（ng/mL）
1.00
1.00
1.00

信噪比(S/N)
36.9
37.0
36.7

信噪比(S/N)平均值

36.9

表  7　精密度测试结果

Table 7　Results of precisions
测定次数

1
2
3
4
5
6

取样量/mL
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

样品中含量/

(mg/100 mL)
3.74
3.82
3.85
3.79
3.82
3.76

平均含量/

(mg/100 mL)

3.80

相对标准

偏差/%

1.09

表  8　准确度测试结果

Table 8　Results of accuracy
加标量/μg

20

40

60

编号

1
2
3
1
2
3
1
2
3

实测含量/μg
56.9
57.2
56.7
74.3
74.6
74.8
92.2
92.5
92.2

回收率%
94.5
96.0
93.5
90.8
91.5
92.0
90.3
90.8
90.3

平均回收率%
94.7

91.4

90.5
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直接导致了维生素 B2 检测结果的差异。通过使用

不同供应商来源的高峰淀粉酶对添加核黄素 -5'-磷
酸钠的同一样品进行处理后，测得的维生素 B2 的含

量差异很大，最低检出值（0. 37 mg/100 mL）仅为最

高检出值（3. 73 mg/100 mL）的十分之一，与理论值

更是相差 10 倍以上。由此可见，在利用高峰淀粉

酶检测含有核黄素 -5'-磷酸钠的样品之前，需要先

确定其酶解磷酸根的能力。推荐通过酶解核黄

素 -5'-磷酸钠标准品的方法确定可用来源的酶，因

为标准溶液酶解结果（图 1）所显示的酶活差异，与

饮料样品维生素 B2 检测结果（表 2）的差异一致（A、

B 公司来源的酶酶解效率最佳，C、D 公司来源的酶

酶解效率欠佳）。

D 公司供应的高峰淀粉酶标注的淀粉酶活力最

强，推测其制备工艺含有淀粉酶的纯化流程，而纯

化过程可能使磷酸酶的活性减弱，从而使该酶处理

过的受试样品中维生素 B2 的检出率最低。此外，若

国标方法中的工具酶添加磷酸酶一项，也可以有效

保证各色样品中维生素 B2 检出率的稳定性，但是磷

酸酶的价格昂贵，如此会大大提高检测的成本。此

外，受试饮料中不含有蛋白质，此处运用的木瓜蛋

白酶没有起到酶解功效，反而可能影响高峰淀粉酶

的活性，比如 D 公司供应的高峰淀粉酶中恰好含有

木瓜蛋白酶的水解基团，因为功能区域被酶解而活

性降低，以至于维生素 B2 的检出率最低，这个需要

进一步的实验加以验证。关于木瓜蛋白酶的影响，

意大利科学家［16］曾发现，检测凤尾鱼中的维生素 B2
时，单纯用高峰淀粉酶的检测结果比使用高峰淀粉

酶加木瓜蛋白酶的结果要好。

本项研究仅检测了一种功能型饮料，是因为它

十分具有代表性：在诸多添加了 B 族维生素的保健

功能饮料中，目前仅有它以核黄素 -5'-磷酸钠（并非

直接添加核黄素）作为维生素 B2 的来源。以它作为

受试样品并由此引发的对国标方法的探讨，对于肉

类、乳制品等天然来源的富含维生素 B2 磷酸盐的样

品而言，是十分必要和有意义的。在 2018 年，同样

参考国标方法，中国疾控系统对乳制品中维生素 B2
进行质控考核结果分析，17 家参加实验室中，有 13
家测得值低于指定值，还有 4 家低于允许偏差范

围［17］，本项研究结果也为这类样品中维生素 B2 的检

出率提供了探索依据。

对于富含核黄素磷酸盐的样品，高峰淀粉酶影

响维生素 B2 检出结果的准确性，建议在用国标方法

检测时，先考察所使用的高峰淀粉酶对核黄素 -5'-
磷酸钠标准溶液的酶解能力，确定高峰淀粉酶活性

能否满足酶解磷酸根的需求，以确保检测结果的准

确性。
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