
第27卷 第5期 

2008年 5月 

分析测试学报 

FENXI CESHI XUEBAO(Journal of Instrumental Ana1) sis) 

VoL 27 No．5 

549～552 

5种甜味添加剂的反相高效液相色谱法同时测定 

刘丽敏 ，彭敬 东 

(西南大学 化学化工学院 ，重庆 400715) 

摘 要：建立了同时测定 5种人工合成甜味剂阿斯巴甜 、糖精钠、甜蜜素、安赛蜜、纽甜的反相高效液相色 

谱分析方法。以Synergi Fusion—RP柱为分离柱，20 mmol／L硫酸铵缓冲溶液(pH 4．4)一乙腈为流动相，梯度 

洗脱。采用二极管阵列检测器进行检测，整个分离过程在9 rain内完成。样品加标回收率为89％～107％；相 

对标准偏差小于 3．2％。该法可用于食品和饮料中5种甜味剂的同时测定。 
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Simultaneous Determination of Five Sweeteners by Reversed．phase 

High Performance Liquid Chromatography 

LIU Li—min，PENG Jing—dong 

(School of Chemistry and Chemical Engineering，Southwest University，Chongqing 400715，China) 

Abstract：A simple method was proposed for the simultaneous separation and determination of five 

artificial sweeteners，acesulfame potassium(AK)，saccharin sodium(SA)，sodium cyclamate(SC)， 

aspartame(ASP)and neotame(NTM)by reversed—phase high performance liquid chromatography， 

The separation was carried out on a Synergi Fusion—RP(150 mm x 4，6 mm；4 Ixm)column with 

20 mmol／L(NH4)2SO4(pH 4．4)一acetonitrile as mobile phase，gradient elution．The qualification 

and quantitation were accomplished using a diode array detector． Measurement could be finished in 9 

min with recoveries for real samples ranging from 89％ to 107％ and the relative standard deviation be— 

low 3，2％ ，This method can be used for the routine analysis of these additives in food and beverage． 

Key words：high performance liquid chromatography；artificial sweeteners；aspavtame(ASP)；sac— 

charin(SA)；sodium cyclamate(SC)；acesulfame potassium(AK)；neotame(NTM) 

近年来，食品中的各种添DnN，特别是人工合成甜味剂的使用情况越来越受到人们的重视⋯。常 

见的人工合成甜味剂有糖精钠(sA)、乙酰磺胺酸钾(安赛蜜，AK)、天门冬酰苯丙氨酸甲酯(阿斯巴 

甜，ASP)、环己基氨基磺酸钠(甜蜜素，sc)、纽甜(NTM)等。为了消除单一甜味剂的副作用，改善 

口感，提高甜味剂的甜味稳定性，大多数甜味剂由多种成分复合使用 ]。国家卫生标准对人工甜味剂 

的加入量有严格规定 3 ，为了保证食品质量安全 ，须建立一种能够同时测定食品中多种甜味剂的方法。 

目前，大多数分析方法一般可测定 1—3种甜味剂，测定方法有紫外分光光度法 j、高效液相色谱 

法 、离子色谱法 J、毛细管电泳法 io]。同时测定上述5种甜味剂的方法极少见报道。 

本文建立了反相高效液相色谱同时测定糖精钠、安赛蜜、阿斯巴甜、甜蜜素和纽甜的新方法。对 

实验条件进行了优化，检测结果符合分析要求。该方法可用于多种样品的测定，结果令人满意。 

1 实验部分 

1．1 仪器与试剂 

Agilent 1100高效液相色谱仪，G1315B二极管阵列检测器；KH一3200B超声波清洗器(昆山禾创超 

声仪器有限公司)；SZ一93型自动双重纯水蒸馏器(上海荣光生化仪器厂)；pHS一3C型精密 pH计(上海 

精密仪器科学有限公司)；Strata．X固相萃取柱(Phenomenex，USA)。乙腈(色谱纯)；硫酸铵(分析 

纯)；糖精钠、安赛蜜、阿斯巴甜、甜蜜素和纽甜标准品由上海美农饲料有限公司提供。实验用水为重 
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蒸水。 

1。2 色谱条件 

色谱柱：Synergi Fusion—RP(150 inn x4．6 mm，4 m)(Phenomenex，USA)；流动相为 20 mmol／L 

硫酸铵(用 H，PO 凋 pH至4．4)一乙腈；梯度洗脱程序：0～8 min，乙腈从 10％变为50％；流速 1。0 

mL／min；柱温为25 c【=；检测波长为200、226 nm；进样量为20 。 

1。3 样品溶液的制备 

1。3。1 标准溶液的配制 精密称取糖精钠、安赛蜜、阿斯巴甜、甜蜜素和纽甜标样各40 mg，用流动 

相溶解后定容于 50 mL容量瓶中，制成标准储备液。再用储备液配制成一系列不同浓度的5种标样的 

混合溶液。 

1。3。2 样品预处理 将市场采集的样品稀释液均经 0．45 m滤膜过滤，然后进样测定。样品前处理 

方法参照文献[1]。碳酸饮料和果汁：先将样品超声脱气，再用水适当稀释。茶饮料：取适量样品， 

用水适当稀释后超声脱气 10 min，4 000 r／min离心 10 min，取上清液2 mL经固相萃取柱(事先经3 mL 

乙腈活化，再用 3 mL水平衡)萃取。然后依次用2 mL 20 mmoL／L的硫酸铵和 2 mL乙腈洗脱，所有流 

出液收集于 10 mL容量瓶中，用水定容：含乳饮料：取适量样品，用水适当稀释后超声脱气 10 min， 

然后取出2 mL，依次加入2 mL 0．08 moL／L K [Fe(CN) ]和 2 mL 0．25 molZL乙酸锌溶液，剧烈振摇 

1 min，用水定容于 10 mL容量瓶中，然后转入离心管中，4 000 r／min离心 10 min，取上清液 2 mL经 

固相萃取柱萃取，以下操作同茶饮料。蜜饯：将样品切碎，称取适量置于25 mL容量瓶中，加入 l5 

mL水，超声20 min，加水定容至25 mL。取上清液2 mL，经固相萃取柱萃取，以下操作同茶饮料。 

2 结果与讨论 

2．1 检测波长的选择 

本文采用二极管阵列检测器，在195～400 nm范围内对所有分析物进行紫外波长扫描。结果发现， 

5种化合物的最大吸收波长分别为：200 nm(阿斯巴甜)，200 nm(甜蜜素)，206 nm(糖精钠)，226 nm 

(安赛蜜)，210 nm(纽甜) 选择200 nm波长对糖精钠、阿斯巴甜、甜蜜素、纽甜进行测定，选择 226 

nm波长对安赛蜜进行测定? 

2．2 流动相的选择 

因为甲醇的截止波长为210 nm左右，乙腈的截止波长为 190 nm左右，而阿斯巴甜、糖精钠、甜 

蜜素和纽甜选择在 200 nm波长处检测。并且乙腈的溶剂强度较高，粘度较小，故测定时选用乙腈。实 

验考察了乙酸铵、硫酸铵和柠檬酸铵等溶液作为缓冲溶液时对分离测定的影响，结果显示，乙腈 一硫 

酸铵缓冲体系的洗脱效果最好。当硫酸铵的浓度为分别为20、40 mmoL／L时，对分离影响不大，考虑 

到缓冲盐浓度增大，对色谱柱及系统管路造成的损害也会加大，所以选择 20 mmoL／L的硫酸铵作为缓 

冲溶液。 

调节20 mmoL／L硫酸铵缓冲液 pH分别为 3．0、4．0、4．4、5．0、5．6，在 pH 4．4条件下，几种化合 

物的色谱峰形和分离度良好。 

流动相配比对分离效果的影响实验结果表明，当硫酸铵缓冲溶液 pH 4．4，乙腈的体积分数小于 

8％时，几种化合物均可实现基线分离，但阿斯巴甜和纽甜的保留时间比较长，峰形拖尾。随着乙腈体 

积分数的增大，所有分析物的保留时问均逐渐缩短。乙腈的体积分数大于17％时，安赛蜜、糖精钠和 

甜蜜素的色谱峰重叠，纽甜的保留时间大于40 min。采用梯度洗脱可以缩短分析时间，提高分离度， 

改善峰形。考虑到本实验在短波长处测定，梯度增加太快基线会严重漂移，增加太慢分析时间就会延 

长，最终选择的梯度程序为“1．2节”所述。 
· 在此色谱条件下，5种甜味剂的标准混合溶液的色谱图如图 1所示。 

2．3 干扰实验 

在实验条件下，食品和饮料中可能存在的其它食品添加剂如柠檬酸、苹果酸和抗坏血酸均出峰较 

早，接近死时间，不干扰测定。防腐剂苯甲酸和山梨酸在此实验条件下的保留时间分别为7．31 min和 

7．80 min，也不干扰测定。可通过加入聚酰胺粉除去食品中含有的色素。 
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图 l 标准混合溶液在 200 nm(A)和 226 nm(B)波长下的色谱图 

Fig．1 Chromatograms of mixed standard solution at 200 nm(A)and 226 nm(B) 

1．AK(安赛蜜)；2．SA(糖精钠)；3．SC(甜蜜素)；4．ASP(阿斯巴甜)；5．NTM(纽甜) 

2．4 线性范围、精密度与检出限 

在实验条件下，所有分析物的质量浓度(mg·L )和峰面积(mAU×s)之间均有良好的线性关系， 

具体结果和检出限(S／N：3)见表1。对混合标准溶液(糖精钠、安赛蜜、阿斯巴甜、纽甜质量浓度均 

为40 mg／L，甜蜜素质量浓度为 80 mg／L)平行测定 6次，相对标准偏差见表 1。 

表 1 线性关系与检出限 
Table 1 Linearities and detection limits 

2．5 实际样品的测定 

2．5．1 样品中甜昧剂含量的测定 在该实验条件下，分别对5种样品进行了测定，结果见表2。 

表 2 实际样品的测定结果(n=3) 

Table 2 The determination of sweetners in real samples(n=3) w／(mg·kg ) 

$not detected(未检出) 

2 5 2 样品加标回收率的测定 取适量样品，在线性范围内加入一定量的标准品做加标回收实验。 

每种样品平行测定3次，结果如表3。平均加标回收率在89％～107％，相对标准偏差小于3．2％，测定 

结果令人满意。 

表 3 样品加标回收实验结果( =3) 

Table 3 The recoveries in different samples( ：3) 

$all samples are the same as those in table 2(所有样品同表 2中的样品) 
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