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摘 要
�

采用反相高效液相色谱法 �� � 一 � �� � � 测定批把果实中的有机酸成分和含量
,

结果表明
,

在以� �� ��
�

产� � � � � � �� � � � �。为色谱柱
,

使用紫外检测器 �波长 � �  � � �
,
�

�

� � � � �
·

� 一 ,� � � �� � 一 � ��� ‘缓冲液作流动相 ���

�
�

��
,

流速为 。
�

� � �
·

� �� 一 ’ ,

柱温为 �� ℃的色谱条件下
,

批把有机酸能得到良好分离
,

其中 � 种有机酸标准曲线

相关系数达 �
�

�” � 以上
,

平均回收率为 �� 肠� �� ��
,

变异系数 � � � � �
�

�� �
。
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批把果肉中含有机酸
、

果胶
、

搪类
、

脂类
、

蛋

白质等营养成分
,

其中有机酸能刺激消化腺的分泌

活动
,

有增进食欲
、

帮助消化吸收及止渴解署的功

能
。

目前
,

关于 食品中有机酸研究的报道有很

多[l
一川

,

但关于批把有机酸测定研究的报道较罕

见
,

仅见福建农林大学采用离子交换色谱法测定批

把中有机酸的报道[ls 〕
。

本试验采用反相高效液相色

谱法 (R P
一
H P L c ) 测定批把果实中的有机酸

,

分析

了批把果实中有机酸的成分和含量
。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试批把为早钟 6 号和解放钟两个品种 (由福

建省农科院果树所提供)
,

每个品种均按果实不同成

熟度的颜色分为青
、

黄
、

红 3 组
。

1

.

2 仪器

w
aters 2695型高效液相色谱仪

,

W

a t e r s
2 9 9 6

二 极 管 阵列 检 测 器
,

E m p
o

w
e r

色 谱工 作 站
,

P H I L
IP

S 搅拌机 (珠海经济特区飞利浦家庭电器有

限公司)
,

超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公

司)
,

离心机 (美国贝克曼库尔特有限公司)
,

X W

-

s o A 旋涡混合器 (上海医科大学仪器厂)
,

p H 计

(上海埃依琪实业有限公司)
,

恒温水浴锅 (江苏省

金坛市中大仪器厂)
,

微量可调移液器 (eP p
e
nd or f)

。

1. 3 试剂及其配制

o
·

0
4 m

o

l

·

L
一 ‘

K H
Z
p O

‘ 一
H

3
p O

。

缓冲溶液
:
称

取磷酸二氢钾5
.
44 9

,

用水溶解并定容至 1 000 m l
,

用磷酸调pH 至 2
.
4 ,

然后用0
.
45 拜m 孔径的水相滤

膜过滤
,

再经超声波脱气
,

即为流动相
。

9 种有机酸标准溶液的配制
:
分别准确称取草

酸250 m g
、

酒石酸150 m g
、

丙酮酸20 m g
、

苹果酸

5 9
、

柠檬酸203 m g
、

琉拍酸 50 m g
、

富马酸 10 m g
,

吸取乳酸0
.
5 m l

、

乙酸0
.
5 m l置于 100 m l棕色容量

瓶中
,

用流动相溶液溶解并定容至刻度
。

上机绘制

收稿日期
: 2004一 09一0 6

作者简介
:
郭根和 (1946一 ) ,

男
,

副研究员
,

从事色谱方法开发和应用工作
.
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标准曲线前
,

先用 0
.
45 井m 样品过滤器过滤

。

上述试剂配制时所用的水均为二次蒸馏水
,

磷

酸
、

磷酸二氢钾
、

有机酸标准品均为分析纯
。

1

.

4 样品前处理

批把去皮
、

去核
、

搅碎
、

匀浆
。

称取 25 9 于 50

m l容量瓶中
,

加一定的流动相溶液
,

于 75 ℃水浴加

热浸提45 m in
,

冷却至室温
,

定容
。

旋涡振荡2 m in
,

超声提取15 m in
,

过滤
。

取一定量的滤液
,

以10 000
r ·

m in
一 ‘
高速离心 10 m in

,

分离沉淀蛋白质
、

果胶等

干扰物质
,

取上清液用 0
.
45 拜m 孔径的滤膜过滤

,

滤

液上机分析 (分析时进样 10 风)
,

外标法定量
。

结果与讨论

色谱条件的选择

2. 1. 1 检浏器的选择 由于这 9 种有机酸均有紫

外吸收
,

紫外检测器能得到很高的灵敏度
,

因此本

法选用紫外检测器
。

2. 1

.

2 检浏波长的确定 用二极管阵列检测器采

集 9种有机酸的紫外吸收光谱图
,

结果显示
,

在210

~ 22 0
nm 处

,

9 种有机酸都有较大的吸收值
,

虽然

在21 0
nm 处响应值最大

,

但为了使紫外吸收更稳

定
,

故选定紫外检测波长为 214 nm
。

么 L 3 柱温的确定 随着柱温的升高
,

色谱峰的保

留时间减小
,

即测定一个样品所需的时间越短
,

同

时柱温越高
,

色谱峰形越理想
,

但柱温太高会影响

色谱柱的使用寿命
。

选择柱温30 ℃时
,

一个样品的

测定可以在12 m in 内完成
,

测定时间和峰形都较理

想
,

因此本法柱温选择 30
‘

C

。

2

.

1

.

4 流速的确定 随着流速增大
,

色谱峰的保留

时间减小
,

即测定一个样品所需的时间越短
,

同时

色谱峰的峰面积增加
,

即灵敏度升高
,

但流速增大

会增加系统的压力
。

流速为0
.
8 m l

·

m in
一 ’

时
,

测定

时间为 12 m in
,

此时系统压力适中
,

灵敏度也足够

高
,

因此本法采用流速为0. s m 卜 m in 一‘。

2. 1

.

5 流动相的选择及 其pH 值的确定 甲醇一

水系统和磷酸盐缓冲液系统是在十八烷基柱中应用

最广的流动相
,

经试验发现
,

后者适于分析有机酸
。

在本方法中
,

如果仅用磷酸作为流动相
,

则草酸的

色谱峰形不理想
,

因此本法采用磷酸二氢钾缓冲溶

液作为流动相
。

此外
,

由于流动相的pH 值对有机酸

保留时间有很大的影响[ll 〕
,

因此
,

通过调节流动相

的pH 值 (pH 2
.
3
、

2

.

4

、

2

.

5

、

2

.

6

、

2

.

8 ) 对9 种有

机酸进行检测
,

结果发现
,

在不同pH 值下有机酸的

保留时间都不同
,

p H 值为2
.
3

、

2

.

4 时9 种有机酸得

到有效分离
,

p H 值为2
.
5

、

2

.

6

、

2

.

7 时有机酸的分

离不够理想
,

且 9 种有机酸出峰的先后顺序会发生

颠倒
。

鉴于pH 值太低会影响色谱柱的使用寿命
,

本

法采用流动相的pH 值为2. 4
。

综上所述
,

本法 采用的色谱条件为
:
色谱柱

:

拜B o n d a p a k翎 C
;。
3

.

9 m m ( 1

.

d

.

) x 3 0 0 m m

、

1 0 拜m ;

流动相
:0
.
04 m ol

·

L
一 ’

K H
Z
P O

; 一
H
3
P O

;

缓冲溶液
,

p H 2

.

4
;

流速
: 0
.
8 m l

·

m i
n 一 ‘; 柱温

: 30℃ ; 检测

器
:
紫外检测器 ; 检测波长

: 214 nm
。

在此色谱条

件下
,

9 种有机酸得到有效分离 (图 1)
。

富
马

乳 乙

酸 酸

柠檬酸八

峰7

丙酮酸
八U

�A
已
�玛俊下

6
.
00

保留时J’q (m in)

10
.
00

琉角酸
�一8.00

图 1 9种有机酸混合标准品的色谱图

Flg
.
1 C hro桃t

ograut oft触m ixed solution of organic acid
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2
.
2 线性分析

以标准有机酸的一系列浓度
,

按上述色谱条件

每种浓度进样 10 川
。

分别以各成分的峰面积y 对标

准工作溶液的质量浓度 x (m g
·

m l
一 ‘

) 进行线性回

归分析
,

结果和检 出限 (信噪比S /N > 2) 列于表 1
。

从表 1可看出
,

线性范围内线性良好
。

2

.

3 回收率检测分析

在已知有机酸含量的批把样品中添加一定浓度

的有机酸标准溶液
,

涡动混合5 m in 后
,

静置10 m in

(这时添加的各有机酸的浓度分别为
:
草酸 250

m g
·

L
一‘ 、

酒 石 酸 150 m g
·

L
一 ‘、

丙 酮 酸 20

m g
·

L
一‘、

苹果酸5 9
·

L
一 ‘、

乳酸 603 m g
·

L
一 ‘、 乙

酸 525 m g
·

L
一‘ 、

柠檬酸 103 m g
·

L
一 ‘、

珑拍酸 50

m g
·

L

一 ’、

富马酸10 m g
·

L
一’

)

。

以1
.
4 方法处理后

,

按上述色谱条件进行检测
,

共测定5 次
,

计算9 种有

机酸的加标回收率和精密度
。

结果表明 (表2)
,

除

乙酸外
,

其它有机酸回收率都在 90 % 以上
。

说明回

收率良好
,

精密度亦较理想
。

乙酸的回收率稍低是

因为乙酸具有挥发性
,

在样品前处理中易受损失
。

T 妞b le l

表l 回归分析和检出限

Regression analysis and deteetion lim 亩t

有机酸 回归方程 相关系数
线性范围
(m g

·

L
一 1

)

检出限
(m g

·

L
一 1

)

��叮自OC
几乙

.

…
,

,人�U工j�bl卜」

草酸

酒石酸

丙酮酸

苹果酸

乳酸

乙酸

泞檬酸

唬拍酸

富马酸

夕= 1
·

9 4
X

1
0

6
x

+ 5

.

6 4 X 1 0

s

夕= 4
.
3 7 X 1 0 5x + 9

.
9 4 X 1 0 ‘

y = 3
.
0 6 X 1 0

5x + 7
.
3 5 X 1 0

4

夕= 2
·

2 1 X 1
0

5
x

+ 1

.

1 5 X 1 0

‘

) = 1
·

2
7 X

1 0

s
x

+ 7

.

8 4
X

1
0

4

夕 = 1
.
4 6 X 10 5x + 7

.
20 X 1 0 嘴

少 = 8 4 7 x 10 4) + 8
.
2 3又 1 0 3

夕” 5
,

4 7 X 1 0

5
x

+ 2

.

8 4 X 1 0

4

夕= 1
.
3 5 X 1 0 8x + 1

.
4 6 X 10 6

0
.
99 95 1 2 5一 2500

0
.
99 95 76~ 1530

0
.
9994 10~ 200

0.9999 2500 ~ 50000

0
.
9996

0
.
9997

300 ~ 6000

260 ~ 5250

0.9994 50 ~ 1000

0
.
9993 25 ~ 500

0.9998 5~ 110 0.001

表 2 回收率检测结果(n 一 5)

T ab le 2 T h e r“ult of reco veries (n二 5)

有有机酸 平
愧昊野 瓮瓮

有机酸 平
愧昊终

率
粼粼

草草酸 102
.
5 2

.
6333

}
: :

一 85” ‘
.
。’’

酒酒石酸 99
.
8 2

.
5111

{贾严竺
’艺

‘

6 2

’

““

丙丙酮酸 96
.
4 3

.
1444

}竺望严
’3

’

‘ 5
’

。555

苹苹果酸 100
.
2 0

.
2333

1

’”’ 95 ’

8 ‘” 222

乳乳酸 93
.
4 1

.
922222

注
:
回收率是在青

、

黄
、

红 3 种不同成熟度的批把添加标样后的测

定结果
,

其结果具有一致性
。

2

.

4 批把果实中有机酸含虽的分析

将供试材料以 1
.
4 方法处理后

,

按上述色谱条

件对批把果实中有机酸含量进行检测分析
。

试验采

用以标准物保留时间为对照
,

以及添加标准物视峰

面积增加的方法定性
、

外标法定量
,

结果见表3
。

其

中成熟早钟 6号批把果实有机酸的色谱图见图2
。

由图2 可见
,

早钟6号批把果实有机酸的色谱图

中共出现 10 个峰
,

各色谱峰分离良好
,

即在此色谱

条件下批把中的有机酸能得到良好分离
。

同时定性

分析表明
,

成熟的批把果实中含有草酸
、

酒石酸
、

苹

果酸
、

乳酸
、

乙酸
、

柠檬酸
、

富马酸
。

图2 中
,

3 号

峰的保留时间 (奴 ~ 4
.
5 5 7) 与丙酮酸的保留时间

(t :一4
.
7 6 4) 虽然接近

,

但经标准添加试验证明该峰

不是丙酮酸
。

此外
,

图2 中1号
、

2 号
、

4 号色谱峰

没有定性
,

这 3 个可能是奎尼酸和顺乌头酸等批把

特有的有机酸
。

.

从表3 可见
,

成熟的批把果实中含有草酸
、

酒石

酸
、

苹果酸
、

乳酸
、

柠檬酸
、

富马酸
,

未成熟的果

实中不含柠檬酸
,

而且有机酸以苹果酸为主 (这与

陈发兴等[ls 〕采用离子交 换色谱法 的检测结果 一

致)
,

其次是含有乳酸
、

草酸
、

酒石酸
、

柠檬酸
、

富

马酸 (含量很低)
,

另外
,

还可能含有奎尼酸和顺乌

头酸
,

这与陈发兴等[l2 〕检测的结果略有差别
,

有待

在将来的研究中进一步考证
。
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图 2 成熟早钟6号批把果实中有机酸的色谱图
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表 3 批把中有机酸含里

Table 3 C ontents of organie aeid in frui肠 a n d j
u ie e s

有机酸
早钟 6号(m g

·

g
一 ’

) 解放钟(m g
·

g
一 ,

)

青 黄 红 青 黄 红青 黄 红 青 黄 红

草酸

酒石酸

丙酮酸

苹果酸

乳酸

乙酸

柠檬酸

瑰拍酸

富马酸

0
.
39

0
.
31

0
.
40 0

.
19 0

。

2
0

0 3 0

0

.

5
4

0

.

3 0 0

.

2 5 0

.

2 4

0

.

2 6

0

.

2 5

1 2

.

4 0

1

.

1 8

1 1

.

5 9

1

.

2 7

3

.

4
9

0

.

5 4

9

.

3 8

1

.

1 6

0

.

1 7

2 5 5 4 4

1 0 0

.

5 8

0

.

1 9

0

.

0 0 6 0

.

0
0 6

0

.

0
0

9 0

.

0 0 0 6 7 0

.

0 0 0 6 9
0

.

0
0

0
6 9

3 小 结

3
.
1 本方法检测结果显示

,

9 种有机酸的回收率在

85
.
1% ~ 102

.
5% 之间

,

R S D 值在 0
.
23% ~ 5

.
05 %

之间
,

回收率和重现性均可满足定量分析要求
,

因

此
,

本方法可用于批把中有机酸分析
。

3

.

2 采用反相高效液相色谱测定批把中的有机酸
,

在使用磷酸二氢钾缓冲液为流动相进行初始柱平衡

时
,

一般要求时间在1
.
s h 以上

,

因为如果平衡时间

不够
,

保留值较大的色谱峰特别是富马酸的保留值

重现性会很差
。

因此
,

测试时应证实保留值能够重

现后再进行测定
,

以保证色谱柱平衡和数据重现性
。

3

.

3 在前处理过程中
,

从批把中提取的滤液一定要

以 10 ooo r
·

m in
一‘以上速度进行离心

,

这样才能有

效沉淀蛋白质
、

果胶等干扰物质
,

防止干扰物质损

坏色谱柱和污染检测器的检测池
。
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