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反相高效液相色谱法测定果汁中 １１种有机酸条件的优化

高海燕１　廖小军１　王善广２　胡小松＊１
１（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 １０００８３）　２（国家农产品保鲜工程技术研究中心，天津 ３００１１２）

摘　要　提出了一种利用高效液相色谱同时分析果汁中１１种有机酸的优化的方法。在 Ｐｒｏｎｔｏｓｉｌ１２０-１０-Ｃ１８Ｈ

（１０μｍ，４．６ｍｍｉ．ｄ．×２５０ｍｍ）色谱柱上，３％ ＣＨ３ＯＨ-０．０１ｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４（ｐＨ２．５５）溶液做流动相，流速为

０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，紫外检测波长为２１０ｎｍ时，可以较好地分离和测定果汁中常见的１１种有机酸。该

方法相对标准偏差０．３１％ ～１．５９％，回收率 ９６．８％ ～１０２．０％，各种酸的线性相关系数 ｒ＞０．９９９６，具有较高

的准确度和精确度，方法简便，可应用于果汁中有机酸的检测。

关键词　反相高效液相色谱，有机酸，果汁

　２００３-１０-０８收稿；２００４-０３-２９接受
本文系国家“十五”科技攻关课题基金资助项目（Ｎｏ．２００１ＢＡ５０１Ａ０７）

１　引　　言

有机酸是果汁酸味的主要成分，其种类和含量高低与果汁的品质和风味有极密切的关系
［１，２］
。原果汁

营养丰富，但由于生产成本较高，果汁的掺假行为经常发生，对天然果汁的真伪鉴定是当今国内外检验的

一个热点［３］。不同种类的天然果汁中，有机酸的种类和含量差别很大。在一定条件下，可以通过测定各种

有机酸的含量来鉴别果汁饮料掺假与否［４］。因此，果汁中多种有机酸的分析测定具有重要的意义。

反相高效液相色谱法是近几年来发展较快的方法，然而现有的报道仅限于 ６～７种有机酸的分

离［２，５～７］。本研究通过优化反相 Ｃ１８柱的色谱条件，可同时分离测定果汁中的 １１种有机酸，便捷、快速、

准确。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂

高效液相色谱系统：Ｋ-１００１型输液泵、Ｋ-１５００溶剂混合器、Ｋ-２５０１型可变波长紫外检测器（德国

Ｋｎａｕｅｒ公司）；ＡＴ-１５０型柱温箱（奥德赛斯公司）；酸度计（奥立龙８６８）。色谱纯草酸、酒石酸、奎宁酸、

苹果酸、莽草酸、抗坏血酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸（Ｓｉｇｍａ公司）；色谱纯甲醇（天津康科德

科技公司）；分析纯磷酸、磷酸氢二钾（北京新工化学试剂厂）。

２．２　色谱条件

色谱柱：Ｐｒｏｎｔｏｓｉｌ１２０-１０-Ｃ１８Ｈ（１０μｍ，４．６ｍｍｉ．ｄ．×２５０ｍｍ）；流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：

２０μＬ；检测波长：２１０ｎｍ；柱温：３０℃；流动相：用二次蒸馏水配制不同浓度及 ｐＨ值的 Ｋ２ＨＰＯ４溶液。

２．３　有机酸标准溶液

准确称取酒石酸、苹果酸、乳酸、乙酸、抗坏血酸、奎宁酸和莽草酸各 １２５ｍｇ，富马酸 ２５ｍｇ，草酸

５０ｍｇ，琥珀酸３７５ｍｇ，柠檬酸２５０ｍｇ，用流动相溶解并定容至 ５０ｍＬ容量瓶中。上述溶液配制成不同

浓度的混标，用０．４５μｍ的滤膜过滤后，上机绘制各种有机酸的标准曲线。

３　结果与讨论

３．１　检测波长的确定

用２００～３５０ｎｍ（紫外）光对１１种有机酸的标准溶液进行扫描，结果表明１１种有机酸均在２１０ｎｍ附

近有较大的吸收，重复性好，不受流动相中其他物质的干扰，故以下实验均采用２１０ｎｍ波长进行检测。

３．２　流动相浓度的选择
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将流动相分别配成０、０．０３、０．０６、０．０９、０．１２、０．１５、０．１８和０．２１ｍｏｌ／Ｌ的 Ｋ２ＨＰＯ４溶液（用 Ｈ３ＰＯ４
调ｐＨ值为２．６５），对标准溶液中的各有机酸进行分离。结果表明：当流动相中不含有磷酸盐时，各有机

酸分离效果不好；逐步增加流动相中磷酸盐的浓度，有机酸均能得到分离，且不影响分离效果。由于高

浓度的盐会对泵和柱子的寿命产生影响，所以本实验选用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的Ｋ２ＨＰＯ４作为流动相。

３．３　流动相 ｐＨ值的选择

以不同ｐＨ值（用Ｈ３ＰＯ４调节）的０．０１ｍｏｌ／Ｌ的Ｋ２ＨＰＯ４溶液作流动相，测定各有机酸的保留时间，

结果显示流动相ｐＨ值对有机酸的分离影响很大（见图１）。当 ｐＨ值为２．０时，琥珀酸和富马酸完全不

　图１　流动相 ｐＨ对保留时间的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｂｙ

ｐＨｖａｌｕｅｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

１．草酸 （ｏｘｉｌｉｃａｃｉｄ）；２．酒石酸 （ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ）；３．奎

宁酸（ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）；４．苹果酸（ｍａｌｉｃａｃｉｄ）；５．莽草

酸（ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ）；６．抗坏血酸（ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ）；７．乳

酸（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ）；８．乙酸 （ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）；９．柠檬 酸

（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ）；１０．富马酸（ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ）；１１．琥珀酸

（ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ）。

能分开；逐步提高 ｐＨ值，１１种有机酸逐渐得到分离，但柠

檬酸和富马酸、酒石酸和奎宁酸的分离度却逐渐减小；当

ｐＨ值为３．０时，柠檬酸和富马酸、酒石酸和奎宁酸不能有

效分离；当 ｐＨ值为３．２时，部分有机酸的出峰顺序发生变

化。由于ｐＨ值小于 ２．５的溶液会影响色谱柱的寿命，经

综合考虑，最后选择 ｐＨ值为２．６磷酸盐缓冲溶液。

３．４　流动相中甲醇含量的选择

在流动相中加入少量甲醇，能有效的改善峰形。以

０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 Ｋ２ＨＰＯ４（ｐＨ２．６）溶液作流动相，对不同的

甲醇含量（０、１％、２％、３％、４％、５％）对色谱分离的影响进

行了比较，结果表明，随着流动相中甲醇含量的增加，有机

酸的疏水端基与固定相的相互作用减弱，保留时间下降，

３％的甲醇-缓冲溶液（Ｖ／Ｖ）分离度和峰形较好。

３．５　其它条件选择

以３％ＣＨ３ＯＨ-Ｋ２ＨＰＯ４（ｐＨ２．６）溶液作流动相比较了

柱温、流速对保留时间 的影响。结果发现：流速 １．０

ｍＬ／ｍｉｎ时，分离度降低，柱压升高，不利于色谱柱的保护和长期使用，而柱温增高则会加快传质过程，缩

小分离度。因此，选择在室温（３０℃）及０．５ｍＬ／ｍｉｎ流速下进行测定。

３．６　分离条件的优化

以４因素３水平的正交试验（流动相 ｐＨ值、甲醇含量、流速和柱温）对分离条件进行优化，以卢佩

章等［８］提出的ＨＣＲＦ为优化指标，最终得到优化的条件：（１）流速 ０．５ｍＬ／ｍｉｎ；（２）流动相 ３％ ＣＨ３ＯＨ-

０．０１ｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４（ｐＨ２．５５）；（３）柱温 ３０℃。图２ａ为该条件下测定的有机酸的标准色谱图，１１种有

机酸均得到有效分离。

图２　有机酸标样（ａ）和苹果汁（ｂ）的色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｔａｎｄａｒｄｓｍｉｘｔｕｒｅｓ（ａ）ａｎｄａｐｐｌｅｊｕｉｃｅ（ｂ）

１．草酸 （ｏｘｉｌｉｃａｃｉｄ）；２．酒石酸（ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ）；３．奎宁酸（ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）；４．苹果酸（ｍａｌｉｃａｃｉｄ）；

５．莽草酸（ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ）；６．抗坏血酸（ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ）；７．乳酸（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ）；８．乙酸（ａｃｅｔｉｃ

ａｃｉｄ）；９．柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ）；１０．富马酸（ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ）；１１．琥珀酸（ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ）。
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３．７　标准曲线、检出限、精密度及回收率

取同一苹果汁样品 ２份，其中一份作本底（苹果汁样品色谱图见图２ｂ），另一份添加一定量的１１种

有机酸标品溶液后测定各成分含量，每份样品进行５次平行测定，考察方法的回收率和精密度，以峰高

Ａ（ｍＶ）对质量浓度 Ｃ（ｍｇ／Ｌ）求得线性回归方程，以３倍信噪比（Ｓ／Ｎ）计算最小检出限量，结果见表１。

可见该方法定量准确灵敏、重现性好、回收率高。

表１　回归分析和检出限
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

有机酸
Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄ

回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

检出限
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ
（ｍｇ／Ｌ）

ＲＳＤ
（％）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

草酸 Ｏｘｉｌｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．０８９１＋１．８４６×１０－５Ａ ０．９９９９ ０．０４ ０．９７ １０２．０

酒石酸 Ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．０８７９＋１．１４×１０－４Ａ ０．９９９６ ０．０９ １．４３ ９８．８

奎宁酸 Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ Ｃ＝０．０５６８＋４．０７×１０－４Ａ １．００００ ０．３０ ０．８７ ９９．４

苹果酸 Ｍａｌｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．２９９８＋２．９８３×１０－４Ａ ０．９９９９ ０．５０ ０．３１ １００．１

莽草酸 Ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．００３６＋５．４６９×１０－６Ａ １．００００ ０．０１ ０．８９ １００．１

抗坏血酸 Ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．００１９＋２．４６４×１０－５Ａ ０．９９９８ ０．０３ １．５９ ９６．８

乳酸 Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ Ｃ＝０．３５７４＋６．８９８×１０－４Ａ １．００００ ０．５４ １．１６ ９８．２

醋酸 Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．０３４５＋４．９１５×１０－４Ａ １．００００ ０．７３ １．１０ ９７．９

柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ Ｃ＝０．０１５８＋４．９３６×１０－４Ａ ０．９９９９ ０．５０ ０．９６ ９９．５

富马酸 Ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ Ｃ＝－０．０００７＋４．１６４×１０－６Ａ ０．９９９９ ０．０２ ０．７９ ９９．２

琥珀酸 Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ Ｃ＝０．２２５＋１．０５×１０－３Ａ １．００００ ２．００ １．５３ ９９．６

３．８　果汁样品中有机酸的定量分析结果

实验选用了苹果、梨、脐橙进行了有机酸的测定，原料经一定的制汁工序处理后，用流动相进行适当

的稀释定容，经０．４５μｍ膜过滤后测定。结果表明：天然水果原汁中各种有机酸的含量和种类差别很

大，在一定条件下，可以用此方法来鉴别果汁饮料的质量（表２）。

表２　果汁中有机酸含量（ｍｇ／Ｌ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｉｎｆｒｕｉｔｊｕｉｃｅｓ（ｍｇ／Ｌ）

果汁样品
Ｓａｍｐｌｅ

草酸
Ｏｘｉｌｉｃａｃｉｄ

酒石酸
Ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ

奎宁酸
Ｑｕｉｎｉｃ

苹果酸
Ｍａｌｉｃａｃｉｄ

莽草酸
Ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ

抗坏血酸
Ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ

鲜榨脐橙汁 Ｏｒａｎｇｅｊｕｉｃｅ ３４．２５ － ７２８．７５ ８６５．００ － ５５２．２５

鸭梨清汁 Ｙａｐｅａｒｊｕｉｃｅ － ４４．１８ ２２６．９０ １０２０．７５ ７６．８８ －

黄元帅苹果清汁
Ｇｏｌｄｅｎｄｅｌｉｃｉｏｕｓａｐｐｌｅｊｕｉｃｅ

－ ５７．５５ ２００．３８ ４０８５．００ ７．５３ －

果汁样品
Ｓａｍｐｌｅ

乳酸
Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ

乙酸
Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ

柠檬酸
Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ

富马酸
Ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ

琥珀酸
Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ

鲜榨脐橙汁 Ｏｒａｎｇｅｊｕｉｃｅ － － ５６５７．５ ４．２７ ８３．７

鸭梨清汁 Ｙａｐｅａｒｊｕｉｃｅ １１．３９ － １０４８ ８．００ １１．３８

黄元帅苹果清汁
Ｇｏｌｄｅｎｄｅｌｉｃｉｏｕｓａｐｐｌｅｊｕｉｃｅ

５３．２５ ３．５９ １０５．３ ０．２７ １０．７５

－表示未检出（ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ）

４　结　　论

经多次实验结果证明：采用 Ｐｒｏｎｔｏｓｉｌ１２０-１０-Ｃ１８Ｈ（１０μｍ，４．６ｍｍｉ．ｄ．×２５０ｍｍ）色谱柱，以３％

ＣＨ３ＯＨ-０．０１ｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４（ｐＨ２．５５）溶液做流动相，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，在 ２１０ｎｍ波长下，可以较好

地分离和定量果汁中常见的１１种有机酸。该方法具有前处理简单、灵敏度高、测试组分多、速度快等优

点，对于鉴别果汁真假、控制果汁质量具有重要的意义。
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