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柠檬酸常⽤作添加剂来改善饮料的⼝感和⻛味，还可以⽤作抗氧化剂。本研究使⽤ACQUITY Premier CSH苯

⼰基柱、ACQUITY UPLC H-Class系统和ACQUITY UPLC PDA检测器开发了⼀种柠檬酸分析⽅法，通过评估峰

形、线性和精密度等参数评价该⽅法的性能。使⽤开发的⽅法分析能量和运动饮料样品，使⽤Empower 3软

件报告样品中柠檬酸的定量结果。ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱结合ACQUITY UPLC H-Class系统、

ACQUITY UPLC PDA检测器和Empower 3软件，可以定量分析各种饮料中的柠檬酸。  

优势

使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱结合ACQUITY UPLC H-Class系统和ACQUITY UPLC PDA检测器分析柠

檬酸可以发挥以下优势：

提供简单、准确、灵敏的柠檬酸UPLC-PDA分析⽅法■

在运动和功能饮料质控指标分析中使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱改善柠檬酸的峰形和灵敏度，使其

满⾜产品规格，并简化分析流程

■

使⽤Empower 3 QuickStart界⾯收集和处理数据■

简介

柠檬酸是⼀种含有三个羧酸基团的弱有机酸，天然存在于许多⽔果中，尤其是柠檬和酸橙等柑橘类⽔果中。柠

檬酸虽然是天然存在的物质，但在多种饮料中也常⽤作添加剂来改善⼝感、⻛味，还可以⽤作抗氧化剂1。 质

控检查旨在确保产品所含成分符合规格，保证⼝感⼀致，因此监测饮料中的柠檬酸⾮常有⽤。

柠檬酸具有极性特点，使⽤传统硅胶C18反相⾊谱柱难以保留。传统反相⾊谱⽅法并不总能产⽣⾜够的保留性

或选择性，这可能会导致柠檬酸与饮料中的其他成分共洗脱，为峰积分带来挑战。许多⽂献发布的⽅法建议使

⽤离⼦⾊谱(IC)、⽑细管电泳(CE)或滴定法来测定柠檬酸2,3， 这些⽅法可能难以实施并且⾮常耗时，还需要专

⻔的仪器和员⼯培训。为确保产品⼀致性，顺利将产品推向市场，亟需⼀种可靠、简单且准确的⽅法。

⾼效液相⾊谱(HPLC)是⼀种成熟的常规⻝品检测⼯具，它可以在单⼀平台上进⾏多项检测，且能够使⽤⾃动

进样器技术和⼀系列检测器选项，兼具准确度和灵敏度。使⽤Empower 3等⾊谱数据软件，可以⾃动捕获样

品分析信息、进⾏数据管理、⽣成样品报告，帮助科学家和实验室管理者轻松找到样品分析信息。  

使⽤HPLC的⼀项挑战是柠檬酸会与分析流路（包括⾊谱柱）的表⾯相互作⽤，其检测结果和峰形可能会因此

受到影响。本技术简报介绍了⼀种使⽤ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱定量分析饮料中柠檬酸的UPLC-PDA⽅

法。 



结果与讨论

本研究评价了流动相组成中不同浓度磷酸钠缓冲液和甲酸带来的影响。之前针对各种有机酸（包括柠檬酸）的

分析开发了⼀种不使⽤缓冲液的⽅法，该⽅法在LC-MS检测器中使⽤甲酸作为⽔性流动相/有机流动相的添加

剂4。 PDA以三个维度（光强度、时间和波⻓）检测整个谱图。对于HPLC-PDA⽅法⽽⾔，流动相缓冲液或添

加剂与⽬标检测分析物之间的吸光度差异⾄关重要。柠檬酸的吸光度(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LC-PDA检测器。使⽤较低

浓度的磷酸钠缓冲液观察到良好的峰形和灵敏度。因此，本研究使⽤含10 mM磷酸钠缓冲液的⽔和⼄腈溶液开

发了⽤于柠檬酸分析的UPLC-PDA⽅法。

此外，HPLC⽅法中使⽤的流动相添加剂会导致⽬标分析物峰拖尾和峰⾯积减⼩，其主要因素之⼀是分析物与

分析柱表⾯或液相⾊谱流路之间的相互作⽤。分析物通常会与表⾯发⽣次级相互作⽤，结果表现为峰拖尾或峰

⾯积减少。通过钝化液相⾊谱系统和⾊谱柱尽量减少分析物与表⾯之间的相互作⽤有多种⽅法，但其中⼀些钝

化⽅法⾮常耗时，需要许多溶剂，且流动相中含有的添加剂会导致离⼦抑制或⾊谱变化。为解决⾦属相互作⽤

的问题，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。在之前的研究中，使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱

已观察到柠檬酸的峰形和灵敏度显著改善5。 本研究使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱，结合10 mM磷酸钠缓冲液

和⼄腈溶液的梯度，针对柠檬酸分析开发了UPLC-PDA⽅法。使⽤Empower 3软件收集和处理数据。

ACQUITY UPLC PDA检测器的谱图分析范围为190~500 nm，在该谱图范围中，可以从分析物显⽰最⼤吸光度

的PDA数据中提取⾊谱图，所以本次分析选择波⻓210 nm。因此，选择210 nm作为PDA通道。图1显⽰了

UPLC-PDA上200 ppm柠檬酸的⾊谱性能和溶剂标准品校准曲线。⽤⽔连续稀释制得12.5 ppm~600 ppm的溶

剂标准品，重复进样三次。采⽤1/X加权，柠檬酸分析在整个校准品范围内的线性⾼于0.999，残差⼩于5%。



图1.使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱和LC-PDA⽅法分析柠檬酸获得的⾊谱性能和溶剂标准品校准曲线。标准品

的浓度为200 ppm，在PDA上的210 nm通道进⾏观察。

使⽤该⽅法分析从当地杂货店购买的功能和运动饮料样品。两种样品的成分标签上都标明含有柠檬酸。将两种

样品使⽤HPLC级⽔稀释⼗倍，并在进样前使⽤Acrodisc针式过滤器(13 mm 0.2 μm PVDF)过滤。图2和图3分

别显⽰了运动饮料和功能饮料样品的⾊谱图和七次重复进样的数据汇总。从图2和图3可以看出，柠檬酸（保留

时间1.8分钟）峰在⾊谱柱上得到充分保留，并且与基质⼲扰物和其他成分完全分离。两种样品的保留时间、

峰⾯积和计算含量的%RSD均⼩于0.6%。两种样品均显⽰出良好的柠檬酸峰形，USP拖尾因⼦⼩于2.2。报告

样品中柠檬酸的含量时需要考虑稀释因⼦。为了计算样品中柠檬酸的含量，将稀释因⼦添加到Empower软件

中。Empower软件会根据溶剂标准品曲线定量样品，并使⽤稀释因⼦⾃动计算样品中柠檬酸的含量，同时⽣

成报告。⾃动计算含量并⽣成报告减少了⼈⼯操作、计算任务以及错误。

以下报告显⽰了运动饮料和功能饮料中柠檬酸的计算含量。在运动饮料和功能饮料中检测到柠檬酸的含量分别

为1706 ppm (1.7 g/L)和6687 ppm (6.6 g/L)。



图2.含有柠檬酸的运动饮料七次进样的叠加⾊谱图。Empower汇总表中报告了峰⾯积、保留时间和计算含量

。此处报告了平均值、%RSD和标准偏差。

图3.含有柠檬酸的功能饮料七次进样的叠加⾊谱图。Empower汇总表中报告了峰⾯积、保留时间和计算含量

。此处报告了平均值、%RSD和标准偏差。

结论

ACQUITY Premier⾊谱柱减少了分析物与表⾯之间的相互作⽤，提供了可接受的峰形和灵敏度。使⽤开发的

UPLC-PDA⽅法分析运动和功能饮料在保留时间、峰形和峰⾯积⽅⾯显⽰出良好的重复性。Empower 3软件

可⾃动计算样品中柠檬酸的含量。UPLC-PDA分析⽅法结合简单的数据解析软件可以提⾼样品通量，适⽤于运

动和功能饮料中柠檬酸的质量控制。
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