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食品营养强化剂 L-苏糖酸镁中 L-苏糖酸含量高效液相色谱

检测方法的建立及优化

田洪芸，王勇，张颖，刘毅，陆垣宏，胡明燕，胡梅，王骏

（山东省食品药品检验研究院，山东省特殊医学用途配方食品质量控制工程技术研究中心，国家市场监管重

点实验室（肉及肉制品监管技术），产业技术基础公共服务平台，山东  济南  250101）

摘 要：目的　建立基于高效液相色谱检测食品营养强化剂 L-苏糖酸镁产品中 L-苏糖酸含量的方法。方法　试

样经水溶解后，使用 C18 反相色谱柱分离，以 0. 1% 磷酸水溶液-乙腈为流动相，流速为 0. 8 mL/min，柱温为 40 ℃，

使用二极管检测器于 210 nm 下进行检测。结果　L-苏糖酸标准溶液在 20~500 μg/mL 范围内线性关系良好，相关

系数 r2>0. 999，检出限为 1 g/100 g，定量限为 2. 5 g/100 g。日内精密度、日间精密度测试结果显示相对标准偏差为

0. 10%~0. 19%，再现性测试结果显示测试结果相对标准偏差为 0. 25%~0. 40%。结论　该方法精密度高、稳定性

好、操作简便，可满足 L-苏糖酸镁产品质量控制的要求。
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Establishment and optimization of a HPLC method for determination of L-threonic acid in 
magnesium L-threonate
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Abstract： Objective　To develop a high-performance liquid chromatography-based method for the determination of L-

threonate in magnesium L-threonate products. Methods　 The samples were dissolved in water and separated by C18 
reversed-phase chromatography with 0. 1% phosphoric acid solution and acetonitrile as mobile phase.  The flow rate was 
0. 8 mL/min and the column temperature was 40 ℃， detection was performed at 210 nm using a diode detector. Results　
The linear relationship between the reference materials of L-threonoid acid was good in the range of 20-500 μg/mL， and 
the correlation coefficient was r2>0. 999.  The limit of detection was 1 g/100 g， and the limit of quantification was 2. 5 g/
100 g.  The relative standard deviation （RSD） of intra-day precision and inter-day precision was 0. 10%-0. 19%， and RSD 
of the reproducibility was 0. 25%-0. 40%. Conclusion　 The method has the advantages of high precision， good stability 
and simple operation， and can meet the requirements of quality control of magnesium L-threonate product.
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L-苏糖酸镁是 L-苏糖酸的有机盐，L-苏糖酸盐

可以促进人体对抗坏血酸的吸收和利用［1］。目前，

L-苏糖酸镁主要作为食品营养强化剂使用，国家卫

生和计划生育委员会 2016 年第 8 号公告批准其为

食品营养强化剂新品种［2］，美国食品药品管理局

GRAS（GRN）NO. 499 公告将其作为公认安全的物

质管理［3］。相关研究表明，L-苏糖酸镁可显著提高

大脑中的镁离子水平，对突触可塑性有正向调节的

功能，可治疗多种神经系统疾病、改善精神分裂症

状［4］、增强记忆能力、改善记忆缺陷等［5-6］。国家卫

生健康委办公室《关于印发 2019 年度食品安全国

家标准第二批立项计划的通知》（国卫办食品函

〔2019〕704 号）立项制定 L-苏糖酸镁食品安全国家

标准［7］。L-苏糖酸含量是产品的重要质量指标之一，

国内外法规标准均规定了 L-苏糖酸镁产品中 L-苏糖

酸指标的限量要求，但未规定检测方法。因 L-苏糖

酸检测方法的缺失给产品质量控制、工艺改进带来

一定困扰，因此建立基于液相色谱分析的精准定量

检测方法对提升企业产品质量的控制水平，促进产

业高质量发展，避免在全球化贸易背景下技术壁垒

导致的经济损失具有重要意义。

目前，相关文献对 L-苏糖酸检测方法的报道较

少，采用液相色谱 -质谱法测定血液、尿液中的 L-苏

糖酸痕量分析方法不适用于营养强化剂原料中 L-

苏糖酸含量的测定［8-14］。因此，本文采用高效液相

色谱技术开展 L-苏糖酸含量检测方法的研究，并对

方法的线性范围、检出限、定量限、日内/间精密度

及再现性等指标开展验证［15-16］，以建立满足食品营

养强化剂 L-苏糖酸镁中 L-苏糖酸的精确定量分析

方法，为产品质量控制提供技术支持。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪配备二极管阵列检测器（沃特

世公司，美国）；分析天平（梅特勒-托利多，瑞士）。

L-苏糖酸镁样品（生产企业提供，江苏、山东、河

南）；磷酸（分析纯，国药化学试剂，上海）；乙腈（色

谱纯，默克，德国）；L-苏糖酸钙标准品（纯度≥98%，

佳途科技，广州）；0. 22 μm 水相微孔滤膜（安普，

上海）。

1. 2　方法

1. 2. 1　试剂配制

L-苏糖酸标准溶液（1 mg/mL）：准确称取 L-苏

糖酸钙标准物质 0. 115 g（精确至 0. 01 mg），折算

为 L-苏糖酸含量为 100 mg，加水溶解并定容至

100 mL。或使用其他 L-苏糖酸盐标准物质时，应

折算成 L-苏糖酸含量为 100 mg，加水溶解并定容

至 100 mL。

标准系列工作液配制：分别移取一定体积的 L-

苏糖酸标准溶液，用水稀释定容，配制成浓度分别

为 20. 0、50. 0、100. 0、200. 0、500. 0 μg/mL 的标准

工作溶液，临用现配。

磷酸溶液（0. 1%）：移取 1 mL 磷酸至烧杯中用

适量水稀释至 1 000 mL。
1. 2. 2　样品前处理

称取 0. 1 g（精确至 0. 1 mg）试样，加水溶解并

定容至 50 mL，摇匀。移取 1. 0 mL 试液于 10 mL 容

量瓶中，加水定容后摇匀，经 0. 22 μm 水相微孔滤

膜过滤，滤液供液相色谱测定。

1. 2. 3　色谱条件

色谱柱：C18 柱（250 mm×4. 6 mm，5 μm）；柱温：

40 ℃；流动相：0. 1% 磷酸水溶液 -乙腈（90∶10）；流

速：0. 8 mL/min；进样量：20 μL；检测波长：210 nm。

1. 2. 4　标准曲线绘制

将 L-苏糖酸标准系列工作液分别注入液相色

谱仪中，测得相应的色谱峰面积，以标准系列工作

液中 L-苏糖酸的浓度为横坐标，以峰面积为纵坐

标，绘制标准曲线。

1. 2. 5　样品测定

将试样溶液注入液相色谱仪中得到峰面积，根

据标准曲线得到待测溶液中 L-苏糖酸的含量。

2　结果

L-苏糖酸镁中会存在少量由生产过程带入的草

酸杂质，此外样品中还可能存在少量由原料带入的

乳酸、乙酸等有机酸，这些物质可能会在本方法检

测波长下产生紫外吸收信号，从而对检测结果造成

影响，因此通过对液相色谱流动相洗脱程序的优化

可有效分离 L-苏糖酸杂酸色谱峰，进而确保色谱分

离的可靠性和检测结果的准确性。

2. 1　流动相的优化

L-苏糖酸属于水溶性有机酸，流动相中加入适

量的有机相对色谱系统的稳定性、延长使用周期有

利。方法研制过程中对甲醇、乙腈的不同添加比例

的色谱分离效果进行比较。首先使用 0. 1% 磷酸水

溶液 -甲醇（90∶10）及 0. 1% 磷酸水溶液 -乙腈（90∶
10）作为流动相进行试验，考察了流速为 0. 8 mL/min
时的色谱分离效果，如图 1 所示。结果显示，采用

甲醇作为流动相在谱图中 L-苏糖酸主峰后有显著

的“倒峰”区域（吸光度负值）且直接影响主峰积分，

因此甲醇并不适合作为流动相溶剂进行使用。相
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比之下，采用 0. 1% 磷酸水溶液 -乙腈（90∶10）为流

动相时分离效果及基线干扰较为理想。这可能与

甲醇在紫外低波长区域的紫外吸收干扰高于乙腈

有关。结果见图 1。

为进一步确定最优流动相比例，在 0. 8 mL/min
流速条件下 ，分别对流动相中乙腈添加比例为

2. 5%、5% 和 10% 时的标准溶液及两个典型样品色

谱分离效果进行考察，结果如图 2~4 所示。

结果显示，在流动相中乙腈比例分别为 2. 5%、

5% 和 10% 时，L-苏糖酸的主峰保留时间无明显变

化，但后杂峰的保留时间随乙腈比例增加而增大，

较高比例的乙腈能较好地实现主峰、杂峰分离效

果。因此本方法最终确定的流动相中乙腈添加量

为 10%。

2. 2　最佳检测波长的确定

为确定最佳检测波长，采用二极管阵列检测器

对 L-苏糖标准溶液（500 μg/mL）进行了 200~400 nm

全扫描。由扫描结果可知，L-苏糖酸的吸光度随扫

描波长的增大而降低。为进一步确定最佳检测波

长，对 200、210、220、230 nm 波长进行了色谱图提

取对比。光谱结果显示 220、230 nm 条件下的峰高

有明显降低，对方法的灵敏度、检出限影响较大。

此外，由于流动相本底及基质干扰物的吸光干扰，

200 nm 波长在液相色谱分析中较少使用，最终确定

210 nm 作为二极管阵列检测器的最佳检测波长。

由扫描结果可知，L-苏糖酸的吸光度随扫描波

图 1　10% 甲醇添加流动相（A）及 10% 乙腈添加流动相（B）的标准溶液色谱图

Figure 1　Chromatograms of the standard solutions with the mobile phase added with 10% methanol (A) and the mobile phase added 
with 10% acetonitrile (B)

图 2　乙腈添加比例 2.5% 时标样（A）、样品 1（B）和样品 2（C）色谱图

Figure 2　Chromatograms of the standard solutions （A）, sample 1 （B） and sample 2 （C） with the mobile phase added with 2.5% methanol
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长的增大而降低。为进一步确定最佳检测波长，对

200 nm、210 nm、220 nm、230 nm 波长进行了色谱图

提取对比。结果见图 5。
对 200、210、220、230 nm 波长进行了色谱图提

取对比，光谱结果显示 220、230 nm 条件下的峰高

降有显著降低，对方法的灵敏度、检出限影响较大。

此外，由于流动相本底及基质干扰物的吸光干扰，

200 nm 波长在液相色谱分析中较少使用，本文最终

确定 210 nm 作为二极管阵列检测器的最佳检测波

长。结果见图 6。

图 3　乙腈添加比例 5% 时标样（A）、样品 1（B）和样品 2（C）色谱图

Figure 3　Chromatograms of the standard solutions （A）, sample 1 （B） and sample 2 （C） with the mobile phase added with 5% methanol

图 4　乙腈添加比例 10% 时标样（A）、样品 1（B）和样品 2（C）色谱图

Figure 4　Chromatograms of the standard solutions （A）, sample 1 （B） and sample 2 （C） with the mobile phase added with 10% methanol
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2. 3　检测条件的优化

2. 3. 1　样品前处理溶剂的优化

为确定最佳检测条件，对 2 批次代表性样品分

别用流动相溶液、水配制后进行色谱分离，以确定

试样配制用最佳溶剂。由液相色谱图可知，2 种溶

剂配制样品的色谱分离效果无明显差别，为了便于

操作，最终确定使用水作为配制溶剂。结果见图 7。
由分别采用流动相、水配制样品后的液相色谱

图可知，2 种溶剂配制样品的色谱分离效果无明显

差别，为了便于操作，最终确定使用水作为配制

溶剂。

2. 3. 2　标准曲线、检出限和定量限

因 L-苏糖酸镁中 L-苏糖酸的含量在 82%~91%
之间，若称样量为 0. 1 g，需将试样稀释 5 000 倍后

其仪器分析浓度才能达到 200 mg/L。本研究测试

了 L-苏糖酸标准溶液浓度在 20~500 μg/mL 范围内

的线性曲线，结果显示线性方程为 Y=0. 010 8X-

0. 008 4，相关系数 r2=0. 999，线性良好。采用 3 倍

信噪比和 10 倍信噪比法计算方法的检出限和定量

限，并采用 20 平行加标测试，结果显示仪器检出

限、定量限分别为 2、5 μg/mL，对应的方法检出限、

定量限分别为 1 g/100 g、2. 5 g/100 g。

2. 3. 3　重复性、再现性

试验选取 5 批次代表性样品进行 6 次平行测

定并计算相对标准偏差（Relative standards，RSD），

考察了日内精密度、日间精密度和方法再现性。日

内精密度测试结果显示（表 1），6 批次样品 6 平行

测定结果的相对标准偏差为 0. 14%~0. 19%，方法

精密度良好。

为进一步确认方法的科学性，同时进行了日间

精密实验，连续 6 d 上午对同一样本进行 6 次平行

测试。结果显示（表 2），6 次平行测定结果的相对标

准偏差为 0. 10%~0. 18%，方法日间精密度良好。

再现性测试以实验室、高效液相色谱仪及实验员

图 5　L-苏糖酸标准溶液色谱峰扫描光谱图

Figure 5　L-threonic acid standard solution chromatogram peak 
scanning spectrum

注：A 为 200 nm；B 为 210 nm；C 为 220 nm；D 为 230 nm
图 6　不同波长下 L-苏糖酸标准溶液相色谱图

Figure 6　Chromatograms of L-threonylacid standard solution at different wavelengths
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等因素作为变量，对 3 批次样品进行检测。再现性测

试时 4 名检验人员使用 5 台不同的液相色谱仪对

3 批次样品进行检测，6 次平行测定结果的相对标准

偏差为 0. 25%~0. 40%，方法的再现性良好，见表 3。
2. 4　样品测定

目前，国内共有 L-苏糖酸镁生产企业 3 家，对采

集到的 49 批次样品进行检测，结果见表 4。测定结

果 显 示 ，49 批 次 样 品 L- 苏 糖 酸 含 量 为 86. 5%~
88. 8%，符合美国 GRAS（GRN）NO. 499 公告规定的

限量要求。

3　小结

本研究建立了食品营养强化剂 L-苏糖酸镁产

品中 L-苏糖酸含量的高效液相色谱检测方法。经

验证，流动相为 0. 1% 磷酸水溶液∶乙腈（90∶10）时

色谱分离效果较好，最佳检测波长为 210 nm，L-苏

糖酸标准工作溶液在 20~500 μg/mL 浓度范围内线

图 7　流动相溶解样品（上图）、水溶解样品（下图）液相色谱图

Figure 7　Liquid chromatogram of mobile phase dissolved sample (top) and water dissolved sample (bottom)
表 1　日内精密度测试结果

Table 1　Results of precision test within day
样本

编号

JH-2
WY-1
QD-1
S1
S16
L35

L-苏糖酸含量/%
平行 1
87.09
88.19
88.16
88.54
88.13
86.05

平行 2
86.72
87.85
87.82
88.32
88.18
86.49

平行 3
86.79
87.94
87.73
88.28
88.44
86.97

平行 4
86.92
88.21
87.84
88.69
88.18
86.04

平行 5
86.98
87.88
87.75
88.30
88.28
86.08

平行 6
86.68
87.89
87.61
88.28
88.45
86.16

平均值

86.86
87.99
87.82
88.40
88.28
86.13

RSD/%
0.16
0.16
0.19
0.17
0.14
0.19

表 2　日间精密度测试结果

Table 2　Daytime precision test results
样本编号

JH-2
WY-1
QD-1
S1
S16
L35

L-苏糖酸含量/%
D1

87.1
88.19
88.16
88.54
88.13
86.05

D2
86.9
88.25
88.22
88.09
88.35
86.35

D3
86.9
88.18
88.12
88.05
88.22
86.38

D4
87.19
88.34
88.47
88.22
88.46
86.45

D5
87.0
88.38
88.35
88.08
88.56
86.22

D6
87.3
88.12
88.42
88.12
88.43
86.08

RSD/%
0.13
0.10
0.14
0.18
0.16
0.16

表 4　企业样品检测结果汇总

Table 4　Summary of enterprise sample test results
企业

企业 1
企业 2
企业 3

批次数

19
15
15

检测结果/%
86.5~87.6
87.8~88.8
86.8~87.4

表 3　不同条件下样本中苏糖酸含量的再现性测试结果/%
Table 3　Reproducibility test results under different conditions/%

样本编号

JH-2
WY-1
QD-1

实验室 A
仪器 1

实验员甲

87.09
88.19
88.16

实验室 A
仪器 1

实验员甲

86.54
87.41
87.22

实验室 A
仪器 2

实验员乙

86.66
87.38
87.33

实验室 B
仪器 3

实验员丙

86.51
87.46
87.81

实验室 C
仪器 4

实验员甲

86.35
88.03
87.44

实验室 D
仪器 5

实验员丁

86.63
87.18
87.66

RSD/%
0.25
0.40
0.35
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性关系良好，r2>0. 99。方法检出限、定量限分别为

1 g/100 g、2. 5 g/100 g；日内精密度、日间精密度以

及再现性测试显示方法的精密度良好。3 家企业

49 批次样品测定结果显本实验建立的检验方法可

满足产品质量控制的要求。
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