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高效液相色谱法同时测定奶昔粉中的安赛蜜和 

瑞鲍迪苷 A 

高芝炀, 梁嘉敏* 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)同时快速检测奶昔粉中

安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 含量的分析方法。方法  样品用水溶解稀释, 加入沉淀剂, 离心过滤得样品供试液。

采 用 C18 色 谱 柱 , 以 硫 酸 铵 溶 液 : 乙 腈 : 甲 醇 =65:30:5(V:V:V) 作 为 流 动 相 , 检 测 波 长 为 210 nm, 流 速       

0.6 mL/min, 进行检测, 外标法定量。结果  本方法在 20 min 内完成 2 种目标化合物的分离分析。试样中

安赛蜜浓度在 0.0040~0.0403 mg/mL 的范围内与峰面积的线性关系良好, 相关系数 r＞0.999, 在 3 水平不同

浓度安赛蜜标准溶液添加下, 安赛蜜的回收率为 98.58%。试样中瑞鲍迪苷 A 浓度在 0.0028~0.0283 mg/mL

的范围内与峰面积的线性关系良好, 相关系数 r＞0.999。在 3 水平不同浓度瑞鲍迪苷 A 标准溶液添加下, 瑞

鲍迪苷 A 的回收率为 99.04%。均符合标准 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》中的

要求, 且目标峰分离效果更好, 效率提升 49.5%。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适合同时测定奶昔粉中

安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 含量。 
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Determination of acesulfame potassium and rebaudioside A in milkshake 
powder by high performance liquid chromatography 

GAO Zhi-Yang, LIANG Jia-Min* 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of acesulfame potassium and 

rebaudioside A in milkshake powder by high performance liquid chromatography. Methods  The sample was 

diluted with water, after the precipitant was added, the sample was centrifuged and filtered to obtain the sample test 

solution. Ammonium sulfate solution:acetonitrile:methanol=65:30:5 (V:V:V) was used as mobile phase on a C18 

column, the detection wavelength was 210 nm and the flow rate was 0.6 mL/min for detection, and the external 

standard method was used for quantitative analysis. Results  Two target compounds were separated and analyzed in 

20 min. In the sample, there was a good linear relationship between the concentration of acesulfame potassium and 

the peak area in the range of 0.00400.0403 mg/mL, and the correlation coefficient was greater than 0.999. The 

recovery rate of acesemide was 98.58% when the standard solution with different concentrations of acesulfame 

potassium was added at 3 levels. There was a good linear relationship between the concentration of rebaudioside A 

and the peak area in the range of 0.00280.0283 mg/mL, and the correlation coefficient was greater than 0.999. The 
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recovery rate of acesemide was 98.58% when the standard solution with different concentrations of rebaudioside A 

was added at 3 levels. All of them met the requirements of the standard GB/T 274042008 Laboratory quality control 

standard-Physical and chemical testing of food, the separation effect of target peak was better, and the efficiency is 

increased by 49.5%. Conclusion  The proposed method is fast, accurate and sensitive, which is suitable for the 

simultaneous determination of acesulfame potassium and rebaudioside A in milkshake powder. 

KEY WORDS: milkshake powder; acesulfame potassium; rebaudioside A; high performance liquid chromatography 
 
 

1  引  言 

甜菊糖是天然低热量高倍甜味剂 , 被誉为“世界第

三糖”。甜菊糖主要含有甜菊糖苷、瑞鲍迪苷 A、瑞鲍迪

苷 C 等 8 种成分。其中, 瑞鲍迪苷 A 是甜味品质最好的

成分。甜菊糖甜度为蔗糖的 250~450 倍, 而热量仅为蔗

糖的 1/300。目前报道甜菊糖有抗糖尿病、降血压、抗

菌抗病毒、抗炎等功能。因此, 饮料中常用瑞鲍迪苷 A

替代蔗糖, 可使饮料低糖化。随着人们越来越崇尚保健

和安全食品, 甜菊糖因其具有低热量、安全、天然、保

健等优点, 成为 21 世纪保健食品消费方向和未来甜味

剂发展方向 [14]。 

安赛蜜是一种食品添加剂, 化学名称为乙酰磺胺酸

钾 , 作为一种低热量甜味剂被允许使用。甜度为蔗糖的

200~250 倍。安赛蜜甜味纯正而强烈, 优于蔗糖, 对光、热

稳定, pH 值适用范围较广, 是当前世界上稳定性最好的甜

味剂之一[5,6]。作为第四代合成甜味剂, 它和其他甜味剂混

合使用能产生很强的协同效应 , 一般浓度下可增加甜度

20%~40%, 被认为是最有前途的甜味剂之一[7,8]。当前, 全

球已有 90 多个国家正式批准安赛蜜用于食品、饮料、口腔

卫生、化妆品及药剂等领域中[9,10]。 

安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 作为一种非糖非营养型的甜

味剂, 广泛应用于各类食品和医学中[9]。目前, 安赛蜜的

检测方法有 GB/T 5009.140-2003《饮料中乙酰磺胺酸钾

的测定》[11], GB 25540-2010《食品安全国家标准 食品

添加剂 乙酰磺胺酸钾》[12]及 SN/T 3538-2013《出口食

品中六种合成甜味剂的检测方法  液相色谱 -质谱 /质谱

法 》 [13] 。 现 阶 段 测 定 瑞 鲍 迪 苷 A 的 标 准 方 法 有 GB 

8270-2014《食品安全国家标准 食品添加剂 甜菊糖苷》
[14]和 SN/T 3854-2014《出口食品中天然甜味剂甜菊糖

苷、甜菊双糖苷、甘草酸、甘草次酸的测定  高效液相

色谱法》[15]。 

在现有的标准方法中, 高效液相色谱法和高效液相

色谱串联质谱法都是单独检测安赛蜜或瑞鲍迪苷 A 中的一

种甜味剂[1619], 检测效率较低。因此本研究采用高效液相

色谱法同时检测安赛蜜和瑞鲍迪苷 A, 检测效率高, 检测

结果的线性、重复性、回收率、稳定性以及准确度偏差均

符合标准要求, 为快速、同时检测安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 提

供了技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪(美国赛默飞世尔科技公司); 超声仪

(德国 Elmasonic P 公司); 高速台式离心机(上海安亭科学

仪器厂)。 

硫酸铵、硫酸、亚铁氰化钾、乙酸锌(分析纯, 广州化

学试剂厂); 乙腈、甲醇(色谱纯, 美国 Sigma 公司);实验室

用水为超纯水。 

安赛蜜对照品(纯度: 98.00%, 上海源叶公司); 瑞鲍

迪苷 A 对照品(纯度: 99.31%, 北京科量公司)。 

蛋 白 纤 维 营 养 奶 昔 ( 榛 子 味 , 批 号 20200620A 、

20200621A、20200622A, 汤臣倍健股份有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

标准溶液配制: 分别准确称取约 10 mg 安赛蜜对照和

瑞鲍迪苷 A 对照品, 置于 100 mL 容量瓶中, 加适量水溶解

并定容至容量瓶刻度, 配制成约 0.10 mg/mL 标准工作液。

该标准溶液在 4 ℃下 1 个月内稳定。 

0.02 mol/L 硫酸铵缓冲溶液: 称取 2.5 g 硫酸铵, 加

800 mL 水 溶 解 , 加 50 mL 10% H2SO4, 用 水 定 容 至   

1000 mL, 经 0.45 μm 微孔滤膜过滤。 

沉淀剂 I: 称取 15.0 g 亚铁氰化钾, 用水溶解并定容

至 100 mL。该沉淀剂在室温下 3 个月内稳定。 

沉淀剂 II: 称取 30.0 g 乙酸锌, 用水溶解并定容至

100 mL。该沉淀剂在室温下 3 个月内稳定。 

2.2.2  样品前处理 

精密称取均匀试样约 1 g 至锥形瓶中, 加入适量的纯

化水, 充分混匀, 超声波振荡器上室温超声提取 20 min, 

待试样完全溶解, 冷却到室温。加入 1.0 mL 沉淀剂 I 和  

1.0 mL 沉淀剂 II, 涡旋混合, 转入 50 mL 容量瓶中, 用水定

容至刻度, 充分混匀, 样液于 5000 r/min 下离心 5 min, 取

上清液过 0.45 μm 水相滤膜, 即得。上清液在 4 ℃保存放

置 24 h 内稳定。 

2.2.3  液相色谱条件 

色谱柱: Agilent5 HC-C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 流
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动 相 : 0.02 mol/L 硫 酸 铵 缓 冲 溶 液 : 乙 腈 : 甲 醇

=65:30:5(V:V:V), 流速: 0.6 mL/min, 柱温: 35 ℃, 波长: 

210 nm。 

2.2.4  测  定 

精密吸取安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 标准溶液 0.5、1、2、

3、5 μL, 样品供试液 30 μL 注入高效液相色谱仪。以安赛

蜜、瑞鲍迪苷 A 峰面积 Y 为纵坐标, 安赛蜜、瑞鲍迪苷 A

标准溶液浓度(X, mg/mL)为横坐标绘制标准曲线, 外标法

定量。 

2.2.5  试样中安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 含量计算 

试样中安赛蜜或瑞鲍迪苷 A 的含量 

C V
X K

M


   

式中: 

X——试样中安赛蜜或瑞鲍迪苷 A 的含量, g/kg;  

C——试样待测液中安赛蜜或瑞鲍迪苷 A 的浓度 , 

mg/mL;  
V——试样溶液的体积, mL;  

M——试样的质量, g;  

K——单位转换系数。 

3  结果与分析 

3.1  新方法测定结果与产品理论含量比对 

取蛋白纤维营养奶昔(批号 20200620A、20200621A、

20200622A)为样品, 称样量约为 1 g, 按照 2.2 实验方法进行

处理样品及测定, 其标准溶液和样品溶液色谱图如图 1、2 所

示, 测定其安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 的含量, 测定结果如表 1。 

从表 1 中数据中可以看出, 样品中安赛蜜和瑞鲍迪苷

A 的测定结果与投料中安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 的理论标准偏

差均＜15%, 符合 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 

食品理化检测》的要求 [20](当含量满足 0.01 g/kg＜X≤    

1 g/kg 时, 检测结果的准确度偏差＜15%)。 

3.2  标准曲线 

安赛蜜的标准曲线方程为 A=644.7859C-0.0348, 其相

关系数为 1, 表明安赛蜜在浓度 0.0040~0.0403 mg/mL 范围

内均具有良好的线性关系。瑞鲍迪苷 A 的标准曲线方程为

Y=82.7276X-0.0050, 其相关系数为 1, 表明瑞鲍迪苷 A 在

浓度 0.0028~0.0283 mg/mL 范围内均具有良好的线性关系, 

均符合 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范》的要求

(GB/T 27404-2008 要求相关系数 r2≥0.99)。 

3.3  检出限 

将安赛蜜检出限(limits of detection, LOD)为0.00032 mg/mL

的对照溶液进样, 通过工作软件计算得 S/N=3。按实际样品的处

理过程计算, 安赛蜜的方法检出限为 20 mg/kg。将瑞鲍迪苷 A

浓度为 0.00075 mg/mL 的对照溶液进样, 通过工作软件计算

得 S/N=3。按实际样品的处理过程计算, 瑞鲍迪苷 A 的方法

检出限为 40 mg/kg, 满足检测的要求。 

3.4  精密度 

6 份样品中安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 的平均含量分别为

0.79 g/kg 和 0.80 g/kg, 相对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)分别为 1.6%和 1.8%, 其 RSD 值均＜3.8%, 

表明该方法重复性良好(见表 2), 符合 GB/T 27404-2008《实

验室质量控制规范》的要求(GB/T 27404-2008 要求当含量满

足 0.1 g/kg＜X≤1 g/kg 时, 检测结果的 RSD≤3.8%)。 

 
 

 
 

图 1  标准溶液色谱图 

Fig.1  Chromatogram of standard solution 
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图 2  样品溶液色谱图 

Fig.2  Chromatogram of sample solution 
 
 
 
 

表 1  新方法的测定结果与产品理论含量进行比对(n=6) 
Table 1  Comparison of the measured results of the new method with the theoretical content of the product (n=6) 

项目名称 批号 样品测定含量/(g/kg) 理论含量/(g/kg) 准确度偏差/% 准确度偏差标准/% 结论 

安赛蜜 

20200620A 0.8112 

0.8083 

0.4 

＜15 

符合规定 

20200621A 0.7924 2.0 符合规定 

20200622A 0.7908 2.2 符合规定 

瑞鲍迪苷 A 

20200620A 0.8098 

0.8083 

0.2 符合规定 

20200621A 0.8135 0.7 符合规定 

20200622A 0.8202 1.5 符合规定 

 

 
3.5  稳定性 

将样品在室温下放置 0、2、4、6、8、10、12 h 时, 安

赛蜜和瑞鲍迪苷 A 峰面积 RSD 值分别为 0.1%和 0.6%(见

表 3), 表明样品溶液在室温下 12 h 内的稳定。 

3.6  回收率 

当加标为 80%、100%和 120%时, 样品中安赛蜜和瑞

鲍迪苷 A 的平均回收率分别为 98.58%和 99.04%, RSD 分别

为 0.8%和 1.0%(见表 4), 符合 GB/T 27404-2008《实验室质

量控制规范》的要求(当含量满足 0.1 g/kg＜X 时, 回收率为

95%~105%), 表明该方法测定安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 准确。 

4  结  论 

在现有标准检测方法中, 无同时测定安赛蜜和瑞鲍

迪苷 A 两种甜味剂的检测方法。本研究通过优化流动相及

色谱柱体系, 实现安赛蜜和瑞鲍迪苷 A2 种甜味剂成分的

同时检测, 特别是在基质复杂的奶昔粉中, 2 种甜味剂实现

了良好的基线分离。相比标准方法, 本研究方法从样品前

处理到结果分析测定的效率大大提升且准确度、线性、重

复性、稳定性、回收率均符合 GB/T 27404-2008《实验室

质量控制规范》的要求, 旨在为同时快速检测不同基质样

品中安赛蜜和瑞鲍迪苷 A 两种甜味剂提供指导方向。 
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表 2  重复性实验结果(n=6) 
Table 2  Results of repeatability experiment (n=6) 

名称 序号 称样量/g 浓度/(mg/mL) 含量/(g/kg) 平均含量/(g/kg) RSD/% 标准要求/% 

安赛蜜 

1 1.2665 0.02032 0.802 

0.79 1.6 3.8 

2 1.3751 0.02156 0.783 

3 1.2594 0.02008 0.797 

4 1.4303 0.02262 0.79 

5 1.2768 0.01996 0.781 

6 1.3187 0.02147 0.814 

瑞鲍迪苷 A 

1 1.2665 0.02073 0.818 

0.80 1.8 3.8 

2 1.3751 0.02154 0.783 

3 1.2594 0.01989 0.789 

4 1.4303 0.02235 0.781 

5 1.2768 0.02054 0.804 

6 1.3187 0.02098 0.795 

 
表 3  稳定性实验(n=6) 

Table 3  Stability test (n=6) 

时间/h 0  2  4  6  8  10  12  RSD/% 

安赛蜜峰面积/mAU 13.1886 13.1905 13.1914 13.1789 13.1954 13.2042 13.1918 0.1 

瑞鲍迪苷 A 峰面积
/mAU 

1.7097 1.7355 1.7214 1.7195 1.7228 1.7301 1.7157 0.6 

 
 

表 4  加标回收率实验结果(n=3) 
Table 4  Spiked recovery rate experiment results (n=3) 

项目名称 加标量 称样量/g 测定浓度/(mg/mL) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

安赛蜜 

80%加标 

1.2052 0.03451 98.547 

98.58 0.8 

1.2365 0.03512 99.286 

1.2148 0.03474 99.057 

100%加标 

1.2205 0.03885 99.734 

1.2102 0.03828 97.655 

1.2095 0.03851 98.878 

120%加标 

1.2115 0.04223 98.071 

1.2108 0.04236 98.666 

1.2154 0.04212 97.341 

瑞鲍迪苷 A 

80%加标 

1.2052 0.03499 99.758 

99.04 1.0 

1.2365 0.03552 99.936 

1.2148 0.03495 98.526 

100%加标 

1.2205 0.03912 99.532 

1.2102 0.03898 99.664 

1.2095 0.03901 99.867 

120%加标 

1.2115 0.04262 98.374 

1.2108 0.04263 98.467 

1.2154 0.04241 97.222 
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