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摘要

有机酸(OA)是⼀组重要的化合物，在许多⾏业均有涉及，包括⻝品和饮料、动物饲料

以及⼈体健康。之前曾研究过将ACQUITY UPLC H-Class系统与ACQUITY QDa质谱

检测器联⽤，通过混合模式液相⾊谱柱（Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱）分离

15种有机酸。研究了⾊谱条件（例如有机溶剂含量、离⼦强度和流动相pH）对有机

酸的保留和选择性的影响。研究⼈员已开发出⼀种有机酸分析⽅法，并应⽤于果汁分

析。评估了该分析⽅法的性能特点，包括定量限(LOQ)、⾊谱峰⾯积与浓度之间的关

系、精密度和准确度。该分析⽅法对OA表现出良好的保留性能和分离度，运⾏时间

短，且检测的灵敏度和选择性⾼。该解决⽅案适⽤于测定果汁和饮料以及其他应⽤领

域中的有机酸。

优势

将Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱与ACQUITY UPLC H-Class系统和ACQUITY QDa质谱检测器联⽤分析有机

酸，可以发挥以下优势：

保留性能更出⾊，⾊谱分离度更⾼■

检测灵敏度⾼，有利于对果汁和饮料进⾏真伪试验■
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检测选择性⾼，不易受到样品基质中共流出化合物的⼲扰■

分析速度快，运⾏时间少于8 min■

简介

有机酸(OA)是⼀组重要的化合物，在许多⾏业均有涉及，包括⻝品和饮料、动物饲料

以及⼈体健康。它们会影响果汁和饮料的⻛味、⾹味、稳定性以及微⽣物控制(1)。 

它们通常形成不同⽔果和饮料的特征，可⽤作真伪试验的标志物或指纹图谱(2)。 图

1所⽰为本OA研究中使⽤的结构和pKa值。

图1.有机酸的结构及其pKa值

OA分析通常以液相⾊谱法(LC)进⾏，使⽤阴离⼦交换、反相或混合模式进⾏分离。阴离⼦交换

⾊谱法对OA的分离度符合可接受标准，但运⾏时间通常较⻓。反相分离对OA的分离度有限。

混合模式分离对OA的分离度⾼于反相液相⾊谱，运⾏时间通常短于阴离⼦交换⾊谱法。OA分

析中常⽤的检测技术包括电导率、UV/Vis和⽰差折光(DRI)检测。这些检测技术对OA没有选择

性，因此OA分析容易受到共流出化合物的⼲扰。迫切需要⼀种能够解决OA分析的分离度和⼲

扰问题的解决⽅案。

本应⽤纪要介绍如何使⽤Waters Atlantis Premier C18 AX⾊谱柱和Waters ACQUITY QDa质

谱检测器开发⼀套分析解决⽅案以解决OA分析中的主要问题。Atlantis BEH C18 AX⾊谱柱可
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以为OA分析提供优异的保留性能和分离度。ACQUITY QDa质谱检测器是⼀种适⽤于OA分析的

⾼选择性检测器。将这两种技术相结合，为解决棘⼿的OA分析中的问题提供⼀套优异的解决⽅

案。

实验

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-

Class系统

软件： Empower 3 CDS

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH 

C18 AX 1.7 µm, 2.1 x 

150 mm

柱温： 30 °C

流速： 0.35 mL/min

进样体积： 1.0 µL

运⾏时间： 8.0 min

A：含50 mM甲酸铵和

0.9%甲酸的⽔溶液(

pH=2.9)

B：含0.9%甲酸的⼄腈

溶液

C：含0.9%甲酸的⽔溶

流动相：
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液

梯度洗脱程序：

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa质谱检测器(

Performance)

电离模式： ESI-

⽑细管电压： 0.8 V

锥孔电压： 5.0 V

探头温度： 600 °C

采集速率： 1 Hz

SIR质量数： [M-H]-（表1）
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表1.有机酸的分⼦式、单同位素质量数和分⼦离⼦质荷⽐(m/z)

标样制备

将各OA以1.0% (w/v)的浓度溶于MilliQ⽔中，制得储备液。将富⻢酸以1.0% (w/v)的浓度溶于⽆⽔⼄醇中。混合

各OA储备液并⽤MilliQ⽔稀释，制得包含所有OA的溶液，每种QA的浓度均为600 μg/mL（记录3位有效数字）。

⽤⽔连续稀释该OA混合储备液，制得较低浓度的溶液。

样品前处理

苹果、葡萄和⽯榴等果汁样品购⾃当地商店。将这些果汁⽤MilliQ⽔按1:10的⽐例稀释（1 mL果汁与9 mL⽔混合

），并⽤0.45 μm玻璃微纤维膜式过滤器(GMF)进⾏过滤。需要时⽤⽔进⼀步稀释过滤后的果汁溶液。

结果与讨论

⾊谱分析⽅法优化

流动相组成
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Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱是⼀种混合模式⾊谱柱。其固定相不仅含有C18基团，还含有在pH值⼤约为

8以下时带正电的叔烷基胺基团(3)。 研究发现流动相组成（有机溶剂含量）对OA的保留性能有显著影响。图2展⽰

了以不同流动相组成对OA进⾏等度洗脱得到的容量因⼦(k')。在含有50 mM甲酸铵和0.9%甲酸的⽔溶液中，有机

酸的k'值介于0.4~2.5之间。当有机溶剂含量（流动相B，含0.9%甲酸的⼄腈溶液）增加⾄约50%时，这些酸在⾊

谱柱上的保留最少，所有k'值均⼩于0.5。当有机溶剂含量进⼀步增加⾄更⾼⽔平时，OA的k'值再次升⾼。在不同

的流动相组成中，OA的洗脱顺序也发⽣了变化。 

图2.使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱以不同流动相组成对有机酸进

⾏等度洗脱得到的容量因⼦(k')。流动相A：含50 mM甲酸铵和0.9%甲酸的

⽔溶液(pH=2.9)；B：含0.9%甲酸的⼄腈溶液。

流动相缓冲液浓度

缓冲液浓度是OA分析⽅法优化的另⼀个主要因素。如图3所⽰，它影响有机酸的保留性能和选择性。当甲酸铵的

浓度从50 mM降⾄0 mM时，柠檬酸和丙⼆酸的k'显著增加，其他OA的k'适度增加。与图3中的其他OA相⽐，柠檬

酸和丙⼆酸的k'显著增加与这两种化合物的pKa值较低有关，改变缓冲液浓度后，OA的洗脱顺序也发⽣了变化。 
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图3.使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱以不同浓度缓冲液的⽔溶液（含0.9%甲酸，

pH=2.9）对有机酸进⾏等度洗脱得到的容量因⼦(k')。缓冲液：甲酸铵。

流动相的pH值

流动相的pH值也是⽅法开发的重要因素。流动相的pH值会影响OA的酸离解平衡，从⽽影响其保留性能和峰形。

本研究使⽤pH 2.9以获得良好峰形。 

有机酸分析

研究⼈员开发出梯度洗脱程序并⽤于OA分析中（参⻅实验部分）。它本质上是⼀种⼆元溶剂梯度，再加上⼀段使

⽤不含缓冲液的⽔（离⼦强度低）进⾏的等度洗脱。先使⽤不含缓冲液的⽔进⾏等度洗脱，再进⾏梯度洗脱，可

以使先洗脱的OA获得更强的保留性能，并使重要的奎宁酸、酒⽯酸和苹果酸获得良好的分离度。

使⽤11个单离⼦扫描(SIR)通道采集15种有机酸的⾊谱图（图4）。这些OA的⼤多数分⼦离⼦[M-H]-具有不同的质

荷⽐(m/z)。使⽤单独的SIR通道进⾏检测可以消除彼此之间可能存在的⼲扰。表2中列出了15种有机酸的RT、定

量限(LOQ)和校准结果。溶剂溶液中有机酸的LOQ范围为0.2~6 ppm（在溶液中相当于μg/mL）。 
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图4.在11个SIR通道中检测15种有机酸标准品得到的⾊谱图。有机酸浓度：20 ppm。⾊谱柱：

Atlantis Premier BEH C18 AX, 1.7 μm, 2.1×100 mm。峰ID：1.乳酸；2.羟基丁⼆酸；3.抗坏⾎酸；4.奎

尼酸；5.琥珀酸；6.酒⽯酸；7.异柠檬酸；8.丙⼆酸；9.戊⼆酸；10.柠檬酸；11.富⻢酸；12.顺式乌

头酸；13.⼰⼆酸；14.莽草酸；15.⻢来酸。
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表2.有机酸保留时间、校准结果、LOQ和峰⾯积重现性

利⽤加标研究评估了有机酸定量的准确度。在苹果汁、葡萄汁和⽯榴汁中以两种加标浓度（0.1 mg/mL和4 

mg/mL）加⼊四种重要的有机酸，即奎宁酸、酒⽯酸、苹果酸和柠檬酸。按照AOAC指导原则(4)计算回收率，结

果⻅表3。⼤部分回收率在80‒120%的范围内。在加标研究中使⽤了外部校准法。但是，如果需要更准确的结果

，建议使⽤内标。使⽤内标是提⾼分析准确度和精密度的常⽤⽅法，在涉及质谱分析时尤其如此。 

表3.果汁中常⻅有机酸的回收率

该⽅法⽤于OA分析的主要优势在⽯榴汁分析中得到凸显。图5展⽰了⽯榴汁的叠加⾊谱图，插图为放⼤后的叠加
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⾊谱图。测得⽯榴汁中的酒⽯酸含量低⾄0.007 mg/mL（⻅表3）。请注意，酒⽯酸SIR⾊谱图中的基线平坦，图

5中酒⽯酸的峰(RT 1.5 min)附近存在多个峰。如果使⽤⾮选择性检测器，很难对浓度低⾄该⽔平并且有很多峰在

其临近位置洗脱的酒⽯酸进⾏定量分析。酒⽯酸是掺假⽯榴汁的标志物。掺假⽯榴汁中酒⽯酸的含量为0.07 

mg/mL或更⾼(5)。 ⾼灵敏度检测OA（例如，在本例中检测⽯榴汁中的酒⽯酸）对于果汁真伪试验是必需的。

图5.⽯榴汁的SIR叠加⾊谱图。分析前，⽤去离⼦⽔将果汁稀释10倍。插图所⽰为放⼤的OA检测⾊谱图，含基线补

偿。

结论

由于难以分离样品中可能存在的⼤量天然OA，因此OA分析是⼀项⾮常艰巨的任务。Waters UPLC/QDa系统结合

Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱为QA分析提供了⼀种杰出⽅法。该OA分析⽅法的主要优势包括：

保留性能更出⾊，分离度更⾼■

检测灵敏度⾼，在某些应⽤中⾮常有利■
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检测选择性⾼，使分析不易受到样品基质中共流出化合物的⼲扰■

分析速度快，运⾏时间少于8 min■
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