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摘要

有机酸为天然存在的化合物，也常⽤于饮料、⻝品和饲料⽣产中。酸性添加剂可⽤作调节酸度的缓冲剂、抗氧化

剂、防腐剂、增味剂和螯合剂1。 不同饮料的有机酸谱各不相同，这些有机酸有助于改善⻝品和饮料的感官特性

，增加⾹味和⼝感。监测饮料中的有机酸对于质量控制检查、确保成分符合产品质量标准、⼝感⼀致以及评价果

汁真伪和纯度⾮常有⽤。

单四极杆质谱检测器（例如ACQUITY QDa）与光学检测器（例如UV-Vis）相⽐具有诸多优势，包括选择性更⾼、

检测限更低且能够采集样品组分的质谱信息。本应⽤纪要重点介绍了⼀种使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱分

离14种有机酸的⽅法。分析采⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统和ACQUITY QDa质谱检测器。ACQUITY QDa

质谱检测器能够提⾼⽅法选择性，降低样品基质共流出对分析的影响，使⽬标有机酸的积分更容易、分析更准确。 

我们评价和研究了该⽅法的保留性、峰形、稳定性和线性。该⾊谱柱使研究的所有分析物均表现出可接受的⾊谱保

留。我们利⽤各种果汁、葡萄酒、功能饮料和运动饮料以及苏打⽔样品测试了该⽅法。与传统HPLC⽅法相⽐，

ACQUITY Premier⾊谱柱联合ACQUITY UPLC-QDa系统使研究的有机酸表现出⾜够的保留时间、良好的分离度和

更快的样品分析速度。

优势
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ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱可减轻分析物与⾦属表⾯的相互作⽤，利⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱

获得了优异的⽅法重现性

■

使⽤⼀种⾊谱⽅法即可分析14种有机酸，⽆需样品衍⽣化、离⼦对试剂或缓冲流动相■

ACQUITY QDa质谱检测器在单离⼦扫描(SIR)采集模式下可获得更⾼的选择性和灵敏度，从⽽减少来⾃共流出

基质化合物的⾊谱⼲扰

■

使研究的有机酸获得可接受的保留性和⾊谱分离度■

使⽤⼀种⽅法即可分析多种饮料样品，例如果汁、葡萄酒、功能饮料和苏打⽔■

⾼效样品分析，每个样品的运⾏时间不到11 min■

简介

有机酸可以天然存在，也可以作为酸味剂、调味剂或防腐剂添加到饮料中。有机酸可增加产品的⾹味、⼝感和特

征⻛味，在饮料中发挥重要作⽤。不同产地和成熟阶段会影响不同种类⽔果中有机酸的含量和类型。有机酸的分

析和定量是测定饮料中果汁百分⽐、检测果汁假冒伪劣品以及质量控制的有⽤检测⽅法。有机酸在加⼯和储存过

程中不易发⽣变化，因此可以作为⽔果产品真伪鉴别的有⽤指标2。

有机酸是极性⾮常强的化合物，在传统的硅胶C18反相柱上很难保留，因此难以分析。许多⽂献发布的⽅法建议使

⽤离⼦⾊谱(IC)、⽑细管电泳(CE)或滴定法来测定饮料中的有机酸。离⼦⾊谱法的分析时间往往较⻓且需要使⽤专

⻔的仪器。传统HPLC⽅法使⽤反相C18⾊谱柱保留和分离有机酸，通常使⽤UV-Vis或PDA进⾏检测。

由于有机酸的结构和特征相似，不同有机酸之间以及有机酸与基质组分之间实现基线分离变得⾮常重要，在使⽤

传统⽅法（例如，UV或PDA检测器）分析时尤其如此。使⽤HPLC的⼀项挑战是某些有机酸会与分析流路（包括⾊

谱柱）的表⾯相互作⽤，其检测结果和峰形可能因此受到影响。不同有机酸之间获得可接受的峰形、保留和分离

可能具有挑战性，样品中存在共流出成分可能使有机酸的常规分析进⼀步复杂化。

本应⽤纪要介绍了各种饮料中14种有机酸的分析。采⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱分离这些分析物，并将

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统与ACQUITY QDa质谱检测器联⽤进⾏分析。ACQUITY Premier⾊谱柱采⽤的

MaxPeak HPS技术可减少分析物与⾊谱流路相互作⽤，从⽽改善峰形和灵敏度。由于使⽤了ACQUITY QDa质谱

检测器，因此有可能简化流动相组成，⽆需使⽤⾼mM浓度的缓冲液。ACQUITY QDa质谱检测器能够检测有机酸

，并提供与UV或PDA检测器相⽐更⾼的灵敏度。       

本研究评价了分析⽅法的若⼲性能标准，包括保留时间、分离度、灵敏度和线性。利⽤该⽅法测定各种果汁、葡
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萄酒、功能饮料和运动饮料、苏打⽔和能量增强剂中的有机酸。

实验

标准品制备

将14种有机酸标准品分别以10 mg/mL的浓度溶于MilliQ⽔中，制得储备液。混合各有机酸储备液并⽤MilliQ⽔稀

释，制得浓度为600 µg/mL (ppm)的有机酸混合物。⽤MilliQ⽔连续稀释有机酸混合储备液，制得浓度范围为

0.2~200 µg/mL的溶剂校准标样。 

样品前处理

将橙汁、苹果汁、红酒、两种功能饮料、运动饮料和苏打⽔⽤MilliQ⽔稀释10倍。对于能量增强粉，称取9.1 g溶

于119 mL MilliQ⽔中，并按照包装上的说明进⾏配制。将稀释后的能量增强剂⽤MilliQ⽔进⼀步稀释100倍和

500倍。所有样品经⽔稀释后过滤。

UPLC质谱检测器

UPLC系统： 配备FTN样品管理器的ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS

质谱检测器： ACQUITY QDa

⾊谱柱： ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱, 1.7 µm, 2.1 × 

100 mm（部件号：186009475）

软件： Empower 3 CDS

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液（LC-MS级）

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液（LC-MS级）

进样体积： 5 µL

3使⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS和ACQUITY QDa质谱检测器分析各种饮料中的14种有机酸



柱温： 50 °C

样品温度： 10 °C

运⾏时间： 11 min（包括平衡时间）

样品瓶： 沃特世全回收样品瓶，已去活（部件号

：186000385DV）

梯度

质谱条件

MS仪器： ACQUITY QDa质谱检测器(Performance)

电离模式： 电喷雾
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极性： 负离⼦模式

⽑细管电压： 0.8 V

锥孔电压： 5.0 V

探头温度： 600 °C

SIR质量数： ⻅表2

表2.研究的14种有机酸和5种内标的单同位素和单离⼦扫描(SIR)质量数
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使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱分析表2中列出的有机酸混标。梯度⽅法由简单的⽔和⼄腈流动相组成，各

流动相均含0.1%甲酸。使⽤ACQUITY QDa质谱检测器在负离⼦电喷雾电离(ESI)模式下检测研究的所有有机酸

，以产⽣[M-H]-。所有有机酸的单离⼦扫描(SIR)质量数或分⼦离⼦质荷⽐(m/z)⻅表2。

结果与讨论

有机酸的⾊谱分析可能受到⽬标分析物与⾊谱流路⾦属表⾯相互作⽤的影响，这些相互作⽤可能导致峰拖尾增加

和峰⾯积减⼩。通过钝化液相⾊谱系统和⾊谱柱尽量减少分析物与⾦属表⾯之间的相互作⽤有多种⽅法，但钝化

⽅法⾮常耗时且需要使⽤额外溶剂，增加了⽅法设置所需的时间和成本。解决⾦属相互作⽤的另⼀种⽅法是在流

动相中使⽤添加剂，但这些添加剂可能导致离⼦抑制或⾊谱变化，影响⽅法性能。  沃特世开发出⼀种新型低吸附

ACQUITY Premier系统和⾊谱柱，旨在减少⾦属敏感分析物相关的结果差异性，同时⽆需进⾏系统和⾊谱柱钝化

等耗时的⼯作。柠檬酸是⼀种著名的螯合剂，可与⾦属结合。图1展⽰了柠檬酸(RT 1.54 min)在ACQUITY 

Premier UPLC系统和⾊谱柱上的⾊谱性能与标准UPLC系统和⾊谱柱上的⾊谱性能⽐较。从图中可以看到，使⽤

ACQUITY Premier⾊谱柱和系统时的峰⾯积是标准系统的5倍，且峰形得到改善3。 在常规UPLC系统上使⽤

ACQUITY Premier⾊谱柱时，仍然可以观察到峰形和灵敏度改善。
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图1.使⽤ACQUITY Premier系统和⾊谱柱与标准⾊谱柱和系统

相⽐，柠檬酸峰⾯积得到改善（LC-MS数据）。

使所有14种有机酸实现基线分离并避免与饮料产品的其他成分共洗脱可能具有挑战性。使⽤ACQUITY QDa质谱检

测器在SIR模式下获得了更⾼的选择性，可能不需要使所有分析物均获得基线分离。使⽤光学检测器（例如UV-

Vis）的⽅法需要所有分析物均获得基线分离，并且可能发⽣共流出，由此给⼀致的积分带来挑战。

图2展⽰了采⽤UPLC-PDA⽅法⽣成的⽰例⾊谱图4。该⽅法需要使⽤缓冲流动相来检测有机酸。UPLC-PDA⽅法的

检测需要使⽤缓冲流动相。对于PDA检测器⽽⾔，流动相缓冲液或添加剂与⽬标分析物之间的吸光度差异⾄关重

要。有机酸的吸光度(210 nm)与甲酸相似，因此⽆法与流动相背景噪⾳区分，从⽽导致基线较⾼。因此，使⽤甲

酸开发的LC-QDa⽅法不能⽤于UPLC-PDA检测。如UPLC-PDA⽅法所⽰（图2），抗坏⾎酸与苹果酸共流出，⻢

来酸与⼰⼆酸共流出。图3展⽰了ACQUITY QDa质谱检测器对14种有机酸的分离结果。
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图2.使⽤UPLC-PDA检测器所得到的各种有机酸的⽰例⾊谱图
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图3.使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱对浓度为6 µg/mL (ppm)的14种有机酸的⾊谱分离。每种化合物的⾊谱图

均叠加在⼀幅带有时间轴偏移的图中。

虽然使⽤质谱检测与使⽤UV-Vis相⽐的确提供了更⾼的特异性，但仍然需要获得⼀些关键的基线分离。这些有机

酸的⼀些分⼦离⼦[M-H]-具有相似的质荷⽐(m/z)。例如，奎宁酸、柠檬酸和异柠檬酸的m/z为191，莽草酸和两种

乌头酸异构体（反式和顺式）的m/z为173，富⻢酸和⻢来酸的m/z为115。异柠檬酸是柠檬酸的结构异构体，因此

这两种有机酸之间的基线分离⾮常重要。

在同⼀SIR通道中检测具有相同m/z的有机酸，并确保它们之间获得⾜够⾼的分离度。图4展⽰了这些分析物在溶剂

标准品中的基线分离。
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图4.基线分离：奎宁酸、异柠檬酸和柠檬酸（蓝⾊迹线）；富⻢酸和⻢来酸（绿⾊迹线）；莽草酸、反式乌头酸和

顺式乌头酸（红⾊迹线）

为评估该⽅法的性能，检测了⼏种饮料样品以确定其有机酸谱。如样品前处理部分所述，样品在分析前经稀释和

过滤。

功能饮料样品

检测三个功能饮料样品发现其中存在的主要有机酸是柠檬酸。柠檬酸通常作为增味剂添加⾄饮料中，⽤于提供酸

味。在研究的所有三种功能饮料中，柠檬酸在成分列表中均榜上有名。由于ACQUITY QDa质谱检测器具有更⾼的

选择性和灵敏度，因此在样品A中还检测到较低含量的苹果酸和乳酸，在样品C中检出苹果酸、抗坏⾎酸和低含量
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的酒⽯酸、苹果酸、富⻢酸和⻢来酸。三个样品中均检出其成分列表所列的已鉴定有机酸。图5A、5B和5C展⽰了

在功能饮料样品A、样品B和样品C中发现的有机酸。

图5.在功能饮料样品A (5A)、样品B (5B)和样品C (5C)中检测到的有机酸

运动饮料和苏打⽔

研究的运动饮料样品包含柠檬酸（即标签上列出的主要有机酸）。除柠檬酸以外，在运动饮料样品中还检测到较低

含量的苹果酸和反式乌头酸。在苏打⽔样品中检出低浓度的乳酸、琥珀酸、富⻢酸、⻢来酸和奎宁酸。图6A和6B

展⽰了在所研究的运动饮料和苏打⽔中发现的有机酸。 

11使⽤ACQUITY UPLC H-Class PLUS和ACQUITY QDa质谱检测器分析各种饮料中的14种有机酸



图6.在运动饮料(6A)和苏打⽔(6B)中检测到的有机酸

红葡萄酒

红酒中主要含有酒⽯酸、琥珀酸和乳酸。在红酒样品中还检出其他低含量的有机酸，例如莽草酸、奎宁酸、柠檬

酸、顺式及反式乌头酸以及苹果酸。SIR提供了⽐UV-Vis更⾼的选择性，由此减少了基质⼲扰的影响，从⽽能够检

测红酒样品中的低含量有机酸并且更容易积分。所开发的⽅法可能适⽤于研究和⽐较不同葡萄酒中的有机酸谱。 
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图7.在红酒样品中检测到的有机酸 

果汁：橙汁和苹果汁

苹果酸、柠檬酸和奎宁酸是苹果汁中常⻅的有机酸。但是，使⽤ACQUITY QDa质谱检测器除检出这些酸以外，还

检测到另外⼀些低含量有机酸。在橙汁中检测到⾼含量柠檬酸，还检测到乳酸、琥珀酸、苹果酸、奎宁酸、异柠檬

酸、酒⽯酸、富⻢酸、反式及顺式乌头酸以及抗坏⾎酸。
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图8.在苹果汁(8A)和橙汁(8B)中检测到的有机酸

通过连续进样50次功能饮料（样品G）研究⽅法重现性。图9展⽰了样品中柠檬酸的保留时间和峰⾯积。50次进样

的保留时间和峰⾯积%RSD分别为0.3%和1.9%。 
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图9.使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱50次进样功能饮料样品的重现性。图中展⽰了柠檬酸的保留时间（上图

）和峰⾯积（下图）以及%RSD。

结论

本应⽤纪要重点介绍了⼀种使⽤简单的样品前处理程序和⽆缓冲流动相分析14种有机酸的UPLC-MS⽅法。■

与常规⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier⾊谱柱表现出更优异的⾊谱峰形和灵敏度。■

与UV或PDA检测器相⽐，ACQUITY QDa质谱检测器具有更⾼的选择性和灵敏度，能够检测饮料样品中存在的

较低含量和较⾼含量有机酸。

■

该⽅法能够分离并检测各种果汁、葡萄酒、运动饮料和功能饮料中的有机酸。■

采⽤该⽅法将功能饮料样品进样分析50次的过程中，柠檬酸的保留时间和峰⾯积表现出优异的重现性。■
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