
应⽤纪要

采⽤配备PDA检测器的Arc HPLC系统在不
受阿斯巴甜降解物⼲扰的条件下分析软饮料
添加剂

Jinchua Yang, Paul D. Rainville

Waters Corporation

摘要

http://www.waters.com


软饮料中可能含有咖啡因、苯甲酸盐、⼭梨酸酯、⼄酰磺胺酸钾、糖精和阿斯巴甜等添加剂。检查这些添加剂

在软饮料产品中的浓度是否符合⽬标浓度要求是饮料⽣产⼚的重要质控环节。但软饮料分析存在⼀个潜在问题

：阿斯巴甜降解，其降解物可能与⽬标添加剂共流出，进⽽⼲扰定量。本研究介绍了对阿斯巴甜降解的调查以

及对应的⽅法优化，旨在消除阿斯巴甜降解物产⽣的⼀切⾊谱⼲扰。此外还调查了Arc HPLC系统的进样线性

和准确度，并将其性能与胖肚移液管⽐较。本研究中经过优化的饮料分析是⼀种快速、简单并且准确的HPLC

⽅法，可提升软饮料⽣产环境的整体⽣产率。 

优势

在12 min等度运⾏时间内分析软饮料添加剂■

不受阿斯巴甜降解物⼲扰■

对于添加剂含量较⾼的样品可降低进样体积，从⽽⼤幅减少样品⼿动稀释操作■

预配制流动相、清洗溶剂和标准品，便于设置和制备■

基于⼄醇的流动相和清洗溶剂可降低危险废液处置成本■

简介

软饮料中常含有作为兴奋剂或调味剂的咖啡因、作为防腐剂的苯甲酸钠和⼭梨酸钾以及作为⼈造甜味剂的⼄酰

磺胺酸钾(Ace-K)、阿斯巴甜和糖精等。要进⾏质量控制(QC)，检查这6种常⽤添加剂在最终产品中的浓度是否

在指定范围内⾮常重要。但软饮料分析存在⼀个潜在问题：阿斯巴甜降解1，其降解物可能与⽬标添加剂共流

出，进⽽⼲扰定量。本研究调查了阿斯巴甜的降解并优化了现有饮料分析⽅法，结合Arc HPLC系统，对饮料

添加剂实现了快速、简单、准确的分析，并消除了阿斯巴甜降解物对添加剂定量的⼲扰。本⽅法采⽤沃特世饮

料分析试剂盒，其中包含环保的预配制流动相、清洗溶剂和标准品。Arc HPLC系统改进了进样器设计且操作

压⼒上限⾼于之前的HPLC技术，因此能够提升常规检测⽅法的精密度、准确度以及分析速度。本应⽤纪要重

点介绍了将Arc HPLC系统⽤于饮料分析的优势。   

实验

标样制备

将1瓶沃特世饮料分析标准溶液（部件号186006008 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006008-beverage-analysis-5-standards-solution.html
https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006008-beverage-analysis-5-standards-solution.html


https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006008-beverage-analysis-5-

standards-solution.html> ）倒⼊1瓶沃特世饮料分析标准固体（部件号186006010 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006010-beverage-analysis-

standard-solid.html> ）中。拧紧这瓶混合物溶液的瓶盖并⽤⼒振荡，直⾄阿斯巴甜完全溶解。采⽤单点校

正法定量样品。配制的标准溶液浓度为：⼄酰磺胺酸钾150 mg/L，糖精100 mg/L，苯甲酸盐200 mg/L，⼭

梨酸酯100 mg/L，咖啡因100 mg/L，阿斯巴甜500 mg/L2。 

样品前处理

在本地商店购买各⼤软饮料品牌⽣产的2种健怡可乐和1种普通可乐。将这些软饮料样品超声处理1 min除去碳

酸，然后使⽤0.2 µm PVDF过滤器（部件号WAT200806 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-preparation--filtration/wat200806-acrodisc-

syringe-filter-pvdf-13-mm-02--m-aqueous-100-pk.html> ）过滤。上述过程为仅有的样品前处理步骤。 

⽅法条件

液相⾊谱条件

系统： Arc HPLC系统

样品定量环： 标配(50 μL)

⾊谱柱： XBridge BEH Phenyl XP

⾊谱柱, 130Å, 2.5 µm, 4.6 

mm x 100 mm（部件号

186006075）

样品瓶： 通过LCGC认证的透明玻璃

回收样品瓶（部件号

186003270）

温度： 35 ℃

流动相： 沃特世饮料流动相试剂

（部件号186006006）
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样品管理器清除溶剂： 沃特世饮料流动相试剂

（部件号186006006）

样品管理器清洗溶剂： 沃特世饮料分析清洗溶剂

（部件号186006007）

密封清洗溶剂： 沃特世饮料分析清洗溶剂

（部件号186006007）

流速： 1.6 mL/min（等度）

运⾏时间： 12.0 min

进样体积： 5 µL

检测器： 2998 PDA检测器

检测条件： UV，波⻓214 nm

软件： Empower 3⾊谱数据软件

结果与讨论

进样线性和准确度

图1 (A)所⽰为Arc HPLC系统中软饮料添加剂峰⾯积与进样体积之间的关系（进样体积范围0.2~20 μL）。数据

集包含以不同进样体积重复进样得到的结果（n=6，进样顺序随机）。这些添加剂的过零点拟合线通过最⼩⼆

乘回归（未加权）得到。所有拟合线均具有出⾊的线性(R2 > 0.9999)。图1 (B)所⽰为图1 (A)中拟合线的残差

图，指⽰不同进样体积下的进样体积准确度。图1 (B)中还绘制了胖肚移液管的ISO最⼤容许系统误差3⽤于⽐

较。（⽆进样体积⼩于1 μL时的ISO限值。）实测的进样体积相对误差均在移液管的ISO限值范围内。此外

，还发现该系统的体积准确度⽔平优于使⽤胖肚移液管的⻝品检测实验室获得的⽔平4。这些结果表明Arc 

HPLC系统在体积递送⽅⾯的准确度⾼于胖肚移液管（⾄少在进样体积⼤于等于2.5 μL时是如此）。 



图1.饮料分析中Arc HPLC的进样线性和准确度。(A)峰⾯积与进样体积之间的关系（进样体积范围

0.2~20 μL）。(B)不同进样体积下实测峰⾯积的相对误差（相对于拟合线）。数据点代表6次进样

的平均值，误差条柱代表± RSD。⽤虚线表⽰的曲线为胖肚移液管的ISO最⼤容许系统误差(ISO 

8655‒2)。 

阿斯巴甜降解

阿斯巴甜不稳定，在⼀定条件下可降解为5-苄基-3,6-⼆氧-2-哌嗪⼄酸（哌嗪⼆酮衍⽣物，或称DKP）、天冬

氨酰-苯丙氨酸(Asp-Phe)、苯丙氨酸(Phe)及其他化合物1。这些阿斯巴甜降解物可能与添加剂共流出，进⽽⼲

扰定量。图2⽐较了加热（60 °C持续5 h和30 h）和未加热状态下标准溶液的⾊谱图。从图中可以看出，保留

时间(RT) 1.51 min处未知峰7和RT 3.16 min处未知峰8的强度随标准溶液加热时⻓的增加⽽增加。DKP、Phe

和Asp-Phe标准品的分离条件相同，其RT和UV/Vis谱图已⽤于构建PDA UV/Vis谱库。根据Empower谱库匹配

结果，峰7的归属为Asp-Phe，峰8的归属为DKP。图3所⽰为Empower UV/Vis谱库匹配结果的屏幕截图。  苯

丙氨酸的RT也与峰7相同，但其UV/Vis谱图与峰7不相符。该结果与软饮料稳定性研究中发现少量Phe这⼀结

果相符1。



图2.⽐较加热与未加热的标准溶液 

图3.阿斯巴甜降解物峰的Empower UV/Vis谱库匹配结果 

⽅法优化

许多软饮料⽣产⼚均选⽤沃特世饮料分析试剂盒5。 本研究在Arc HPLC系统上以不同流速筛选了不同粒径、不

同尺⼨的XBridge BEH Phenyl⾊谱柱，以实现理想分离效果。评估的主要优化标准是运⾏时间、Ace-K与阿

斯巴甜降解物(Phe)之间的分离度和溶剂⽤量。根据FDA指南将最⼩分离度值达到2.0作为分离标准(Rs > 2.0)6



。表1所⽰为5 μm 4.6 x 150 mm⾊谱柱和2.5 μm 4.6 x 100 mm⾊谱柱对应的筛选结果。2.5 μm 4.6 x 100 

mm⾊谱柱和流速1.6 mL/min被选为理想条件，原因是该条件下运⾏时间短、分离度出⾊并且溶剂⽤量少。5 

μm 4.6 x 150 mm⾊谱柱和流速2.50 mL/min条件下的运⾏时间和分离度也较为理想，但其溶剂⽤量过⾼并且

塔板数相对较低。此外，还筛选了尺⼨更⼩的XBridge BEH Phenyl 2.5 μm⾊谱柱（例如3 x 100 mm和4.6 x 

75 mm），但该条件下Ace-K与Phe的分离度⼩于2.0（结果未纳⼊表1）。值得⼀提的是，Arc HPLC的操作压

⼒限值(9000 psi)使其能够在较⾼流速下运⾏分析（⻅表1），因此运⾏时间更短(12 min)。 

表1.在Arc HPLC系统上进⾏饮料分析⽅法优化的⾊谱柱筛选结果 

软饮料样品分析

图4所⽰为3种软饮料样品（SD1、SD2和SD3）的⾊谱图以及测得的添加剂浓度。表2所⽰为3种软饮料样品的

分析结果。测得的咖啡因含量为产品包装上标⽰咖啡因值的98.5%~100%。所有测定结果的RSDr（重现性精

密度）均⼩于0.4%，RSDir（中间精密度）均⼩于1.16%。 



图4.软饮料的⾊谱图以及测得的添加剂浓度 



表2.软饮料样品分析结果 

这些软饮料样品的咖啡因⽔平介于107 mg/L~192 mg/L之间，⾼于饮料分析标准品的咖啡因⽔平。通常情况

下，需要稀释样品使样品的咖啡因峰⾯积处于校准范围内。⽽本研究利⽤Arc HPLC系统出⾊的进样体积准确

度（如图1所⽰），通过降低软饮料样品的进样体积（SD1和SD2为4 μL，SD3为2.5 μL）使样品的咖啡因峰⾯

积处于校准范围内（⻅图4）。这样不但提升了⼯作流程效率，⽽且消除了⼿动稀释样品可能引⼊的⼈为误差

。样品和标准品在进样体积上的细微变化不影响分离和定量。 

结论

本应⽤纪要展⽰了⼀种软饮料添加剂分析⽅法，该⽅法采⽤配备PDA检测器的Arc HPLC系统以及沃特世饮料

分析试剂盒，具有快速、简单、准确的特点。在优化条件下，阿斯巴甜降解物峰得到鉴定，其对⽬标添加剂的

潜在⼲扰也得以消除。Arc HPLC系统出⾊的进样准确度达到了胖肚移液管的ISO要求，因此能够将降低样品进

样体积作为样品稀释的替代⽅法，使响应值处于校准范围内。在Arc HPLC系统上使⽤沃特世饮料分析试剂盒

开展饮料分析能够提升软饮料⽣产环境的整体⽣产率，⽽且具有以下主要优势：

在12 min等度运⾏时间内对软饮料添加剂进⾏质量控制。■



使添加剂定量不受阿斯巴甜降解物⼲扰。■

对于添加剂含量较⾼的样品可降低进样体积，从⽽⼤幅减少样品⼿动稀释操作。■

预配制流动相、清洗溶剂和标准品，便于设置和制备。■

基于⼄醇的流动相和清洗溶剂可降低处置成本。■
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