
反相高效液相色谱法测定枸杞中有机酸的含量

董秀丽,陈向明
*

 (滨州医学院,山东烟台 264003 )

摘要 [目的 ]建立反相高效液相色谱法测定有机酸含量的方法。 [方法 ]采用 ultmi ate-C18色谱柱,以磷酸盐缓冲溶液 ( pH= 2. 0)为流动
相,流速 0. 5 m l/m in,检测波长 210 nm,建立草酸、酒石酸等 7种有机酸的高效液相色谱分析方法,并对枸杞中几种有机酸进行了分析。

[结果 ]在 22m in内实现了 7种有机酸的基线分离,检测限为 0. 001~ 0. 039 mg /L。 [结论 ]该方法具有分析速度快,线性范围宽,重现性
好、灵敏度高的优点,适用于枸杞中有机酸含量的测定分析。
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Analysis ofO rganic Acids inM edlar by Reversed-Phase H igh Performance L iquid Chromatography

DONG Xiu- li et al ( B inzhouM edica lUn iversity, Y anta,i Shandong 264003)
Abstract [ Objective] The ami was to estab lish amethod o f organic acids determ ination by reversed-phase high perfo rm ance liquid chromatog-

raphy. [M ethod] A u ltmi a te-C18 co lumn was used w ith phosphate buffer solution ( pH = 2. 0) as themobile phase at a flow rate of 0. 5m l/m in
and detection waveleng th o f 210 nm to establish m ethod for the determ ination of seven organic ac ids, and o rganic acids inM edlarw ere ana-

lyzed. [ R esult] The seven organic acidsw as de term ined in 22 m in and the de tection lmi itswere between 0. 001- 0. 039 mg /L. [ Conclusion]
Themethod is fas,t sensitive, reproducib le and practical for the routine analysis of organ ic acids in m edlar.

Key words H igh perfo rmance liqu id chromatog raphy; O rganic ac ids; M edlar

基金项目  滨州医学院科技计划 ( BY2007KJ17)。

作者简介  董秀丽 ( 1979- ) ,女,山东乳山人,博士,讲师,研究方向:色

谱分析。* 通讯作者, E-m ai:l xm ch913@ 163. com。

收稿日期  2010-03-31

  有机酸广泛存在于各种植物果实中,一些有机酸还是生

物体重要的代谢中间产物,对有机酸的准确定量测定具有重

要意义。有机酸的分析方法主要有酸碱滴定法
[ 1]
、薄层色谱

法
[ 2]
、气相色谱法

[ 3]
和高效液相色谱法

[ 4- 6]
等。酸碱滴定法

仅适用于常量分析,且只能测定总酸量;薄层色谱法能测定

微量有机酸,但定量精度差且灵敏度低;气相色谱法需对有

机酸进行皂化衍生,操作繁琐且误差比较大;高效液相色谱

法可同时测定样品中多种有机酸,而且具有操作简单、准确

度高、重现性好的优点,是目前应用较广泛的方法。笔者建

立了反相高效液相色谱测定有机酸的方法,并对枸杞中几种

有机酸进行了分析,分析速度快,灵敏度高,结果准确。

1 材料与方法

1. 1 供试材料  枸杞,购自烟台市生生堂药房。

1. 2 仪器与试剂  仪器: W aters 600-2489高效液相色谱仪

(美国 waters公司 ),配备四元梯度泵,在线真空脱气机,紫外

-可见检测器, 手动进样器; u ltmi ate-C18柱 ( 300 mm @ 4. 6

mm, 5 Lm) (美国月旭公司 );数显酸度计 (梅特勒 -托利多

仪器有限公司 )。试剂:草酸、酒石酸、苹果酸、抗坏血酸、乳

酸、乙酸、柠檬酸 (天津市瑞金特化学品有限公司 )均为分析

纯;色谱纯甲醇 (天津福晨化学试剂厂 );其他试剂均为分析

纯;纯水由 M ill-iQ超纯水系统制备。

1. 3 方法
1. 3. 1 色谱条件。色谱柱为 ultmi ate-C18柱 ( 300 @ 4. 6 mm, 5

Lm);流动相为 3%甲醇- 0. 01 mol/L K2HPO4溶液 ( 3B97),

用磷酸调节至 pH值为 2. 0;流速为 0. 5 m l/m in;进样体积 20

L;l检测波长: 210 nm;柱温: 20 e ;使用前经 0. 45 Lm滤膜过滤。

1. 3. 2 线性关系考察。准确称取草酸、抗坏血酸各 5mg,酒

石酸 25mg,苹果酸、柠檬酸各 50mg,乳酸、乙酸各 100mg,用

流动相溶解并定容至 5 m l容量瓶中作为对照品储备液。低

浓度对照品溶液由储备液稀释而得,进样分析,测定峰面积,

以有机酸浓度为纵坐标,峰面积为横坐标,建立线性回归

方程。

1. 3. 3 精密度试验。吸取同一浓度有机酸对照品溶液,重

复进样 6次 ( 进样量 20 Ll),测定有机酸的峰面积和保留时

间,计算 RSD值。

1. 3. 4 样品测定。准确称取枸杞样品粉末 1 g于小烧杯中,

加入 20m l水,超声提取 40 m in,过滤后定容至 25m l。取 20

Ll进样,进样前经 0. 45 Lm滤膜过滤,计算各有机酸的含量。

1. 3. 5 重复性试验。取 6份枸杞样品,按照 / 1. 3. 10条件测

定样品溶液的峰面积,计算 RSD。

1. 3. 6 回收率试验。精密称取已知含量的样品 1. 0 g共 6

份,精密加入各有机酸对照品,按照 / 1. 3. 40方法制备样品溶

液,测定回收率。

2 结果与分析

2. 1 对照品色谱分离  按照上述条件对含 7种有机酸的对

照品溶液进样分析,在 22m in内实现了 7种有机酸的基线分

离,结果如图 1所示。

注: 1.草酸; 2.酒石酸; 3.苹果酸; 4.抗坏血酸; 5.乳酸; 6.乙酸; 71

柠檬酸。下图同。

Note: 1. Oxalic acid; 2. Tartaric acid; 3. Malic acid; 4. V it C; 5. Lac-

tic acid; 6. Acetic acid; 7. C itric acid. The sam e as bellow.

图 1 有机酸对照品色谱图

F ig. 1 Chromatogram of organic acid standard
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2. 2 线性关系  各有机酸回归方程和相关系数如表 1所

示。线性相关系数为 0. 998 9~ 0. 999 8。

表 1 标准曲线、线性范围和相关系数

Table 1 Standard curve, linear range and correlation coefficient

有机酸

O rgan ic acids
y = Ax+ B

线性范围

L inear

range

相关系数

Correlation

coeff icien t

草酸 Ox ilic acid y= 4@ 10
- 8
x - 0. 006 6 0. 001~ 20 0. 999 6

酒石酸 Tartaric acid y= 3@ 10
- 7
x + 0. 009 5 0. 005~ 100 0. 999 2

苹果酸 Malic acid y= 1@ 10
- 6
x + 0. 015 5 0. 010~ 200 0. 999 5

抗坏血酸 Ascorb ic acid y= 4@ 10
- 8
x + 0. 000 8 0. 001~ 20 0. 999 8

乳酸 Lactic acid y= 1@ 10
- 6
x + 0. 041 9 0. 020~ 400 0. 999 4

乙酸 Acetic acid y= 8@ 10
- 7
x + 0. 058 5 0. 020~ 400 0. 998 9

柠檬酸 C itric acid y= 9@ 10- 7x + 0. 030 4 0. 010~ 200 0. 999 0

2. 3 精密度试验结果  各有机酸保留时间的 RSD 小于

01094%,峰面积 RSD小于 2. 20%。

2. 4 样品测定结果  按上述供试样品溶液制备方法及色谱

条件进行测定,以外标法计算含量,色谱图如图 2所示,含量

结果如表 2所示。

图 2 枸杞中有机酸的色谱图

F ig. 2 Chromatogram of organic acids in medlar

2. 5 重复性试验  多次测定样品中有机酸峰面积的 RSD小

于 2. 78% ,说明结果具有可重复性。

2. 6 回收率试验  各有机酸回收率结果如表 2所示。

3 结论与讨论

为抑制有机酸的离解,需加入酸抑制剂调节流动相的

pH值。由于试验采用 210 nm的波长作为检测波长,为避免

干扰有机酸的检测,选择在紫外区几乎无吸收的磷酸盐缓冲

溶液作为调节剂。试验考查了流动相 pH值为 3. 0、2. 8、216、
214、212、2. 0时的分离结果,发现随着 pH值的降低,有机酸

 

表 2 枸杞中有机酸的含量和回收率

Table 2 The content and recovery ra te of organic acids in m edlar

有机酸

Organ ic acids

有机酸含量Mmg/g

Con tent

回收率M%

Recovery rate

草酸 Oxil ic acid 0. 855 104. 7

酒石酸 Tartaric acid 2. 293 97. 3

苹果酸M alic acid 4. 303 96. 7

抗坏血酸 Ascorb ic acid 0. 410 97. 4

乳酸 Lactic acid 0. 162 101. 7

乙酸 A cetic acid 6. 755 95. 4

柠檬酸 C itric acid 9. 998 96. 3

的分离度和峰的形状越来越好,但过低的 pH值对色谱柱有

很大损害,因此选择流动相的 pH值为 2. 0。

纯水提取有机酸的方法简单,为提高提取效率,采用超

声提取法,分别考查了 20、30、40、50和 60 m in的提取率,结

果发现随时间的增长有机酸的提取率增加,但超过 40m in后

无明显增加,因此选择 40m in为提取时间。

该方法具有操作简单、准确度高、重现性好的优点,适用

于测定各种样品中有机酸的含量。
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