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高效液相色谱法测定烤烟非挥发性有机酸含量 
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摘 要：采用高效液相色谱技术(HPLC)建立了一种同时快速测定烟叶中草酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸

等非挥发性有机酸的方法。采用磷酸溶液，80 ℃水浴 30 min，提取烟叶样品中的非挥发性有机酸，回收率可达到

85.37%以上；采用 Ultimate，AQ–C18 反相色谱柱，在 215 nm波长下，以 0.02 mol/L KH2PO4 溶液(pH3.0)和甲醇

作为流动相，可较好地分离和测定初烤烟叶中的非挥发性有机酸含量，相对标准偏差为 0.58%~1.99%，最低检出

限为 0.03~0.80 μg/mL。 
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Abstract: A method of reverse-phase high performance liquid chromatography(HPLC) for simultaneous and rapid 

determination of oxlate, malic, lactic, citric and succinic acid was established. The results showed that the recoveries of 

nonvolatile organic acid reached above 85.37% by phosphorous acid extracting under a water bath at 80 ℃ for 30 min. 

Using Welch Ultimate, AQ−C18 column with KH2PO4 (0.02 mol/L, pH3.0) and methyl alcohol as mobile phase at the 

detection wavelength of 215 nm, the nonvolatile organic acid in tobacco were well separated and their contents were well 

determined with relative standard deviations being 0.58% −1.99% and detection limits being 0.03−0.80 μg/mL. 
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烟草中存在多种非挥发性酸性致香成分，它们

不但能改善烟气酸碱度，而且可使吃味醇和、烟气

芳香。烟叶中已被鉴定出的有机酸多达 200余种，

其中苹果酸、草酸、柠檬酸等二元酸和三元酸占烟

叶总有机酸含量的 70%左右[1–2]。这些非挥发性有

机酸通过调节烟气 pH值来平衡酸碱度[3–5]，在卷烟

配方中添加一定量的苹果酸、乳酸等能促进唾液分

泌，消除干渴口感[6]。测定和分析烤烟中非挥发性

有机酸的含量，可作为不同产地、不同品种、不同

栽培技术条件下生产烟叶的品质评价指标之一，对

提高烤烟原料的使用效果具有重要意义。 

烟叶中非挥发性有机酸含量的测定方法有气相

色谱法、气谱–质谱联用法、离子色谱法、高效液相

色谱法等定量分析方法[7–11]。气相色谱和气质联用

法都需要先将非挥发性有机酸衍生化，转变为易挥

发的酯，再进行仪器分析，样品前处理过程比较繁

琐，并容易产生误差；离子色谱法虽可分离非挥发

性有机酸，但由于采用强酸作为淋洗液，对仪器的

某些部件有较大腐蚀作用，导致分析成本较高；高

效液相色谱法分析非挥发性有机酸不需要对样品
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进行衍生及纯化处理，操作简便、快速、误差小，

特别是对难以酯化的非挥发性有机酸有较好的测

定效果。易娇[12]用超声法、李银科[13]用高速匀浆法

提取并测定出烟草中的主要非挥发性有机酸，但其

均为等度洗脱，在一定程度上影响了有机酸的分离

及检测效果。笔者采用梯度洗脱，并对样品前处理

方法进行了优化，以期为高效、简便、快速、大批

量对烤烟非挥发性有机酸进行定量分析打下基础。 

1 材料与方法 

1.1 试剂与试验仪器 

草酸、苹果酸、柠檬酸、琥珀酸(纯度≥99.5%，

美国 Sigma 试剂公司产品)；乳酸(纯度≥85%，国

药集团化学试剂有限公司产品)；DIONEX –P680 

高效液相色谱仪(美国热电仪器公司出品)。  

1.2 方 法 

1.2.1 检测波长和流动相的选择 

因非挥发性有机酸中的羰基氧和羟基氧上存

在孤对电子共轭作用，因而在 205 ~215 nm处有

吸收峰。对草酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸和琥珀

酸的标准溶液进行波长扫描，发现它们在 215 nm

附近都有较强的吸收，且重现性好，不受流动相

的干扰，故确定 215 nm为检测波长。由于 KH2PO4 

溶液是在 215 nm 波长处无吸收的弱酸电离抑制

剂，用其作为流动相有利于有机酸的分离测定[11]，

高浓度 KH2PO4 溶液容易在泵和色谱柱中产生气

泡，影响色谱系统的稳定性，而低浓度的 KH2PO4

影响分离效果，因此，选择0.02 mol/L KH2PO4作

为流动相较为适宜。 

1.2.2 色谱条件 

色谱柱，Welch Ultimate，AQ–C18反相柱(250 

mm×4.6 mm，5 μm)；流动相，0.02 mol/L KH2PO4 

(pH3.0)和甲醇溶液，使用前用真空泵抽滤，并用超

声波清洗器脱气；流速，0.7 mL/min；检测波长，

215 nm；柱温：30 ℃；进样体积，20 μL；外标法

定量；梯度洗脱[14]。 

1.2.3 标准曲线制备及检出限检测 

精准称取非挥发性有机酸标准品，配制成含草

酸 0.4 mg/mL、苹果酸 1 mg/mL、乳酸 0.4 mg/mL、

柠檬酸 1 mg/mL、琥珀酸 0.4 mg/mL的混合标准母

液。将混合标准液分别稀释 20、10、6、5、4倍进

样分析。以检测峰面积对有机酸质量浓度作标准曲

线，以 3倍信噪比计算最小检测限。 

1.2.4 样品前处理的优化 

将初烤烟叶粉碎，过 0.15 mm孔径筛。准确称

取样品 0.2 g，置于 50 mL锥形瓶中，加入 30 mL 

KH2PO4溶液(0.02 mol/L，pH3.0)和磷酸溶液，置于

水浴锅中加热后过滤，用流动相定容至 50 mL，摇

匀，并用 0.459 μm孔径水系纤维素膜过滤，滤液用

液相色谱仪进行定量分析。 

将磷酸溶液加入量设为因素 A，设 3 mL (A1)、

5 mL(A2)、7 mL(A3)、9 mL(A4)4水平；因素 B为

样品酸解温度，设 50 ℃(B1)、60 ℃(B2)、70 ℃(B3)、

80 ℃(B4)4 水平；因素 C 为样品酸解时间，设 15 

min(C1)、20 min(C2)、25 min(C3)、30 min (C4)4水

平，共计 16 个处理。采用 3 因素 4 水平 L16(45)正

交试验，进行样品前处理的优化。 

1.2.5 回收率和精密度检测 

取同一烟叶样品 6份，每份 0.2 g，其中 1份用

作空白试验，其余每份添加质量浓度分别为 0.4、

1.50、0.4、0.4、0.25 mg/mL 的 5 种有机酸混合标

样 2 mL。按照优化后方法进行非挥发性有机酸提

取，过滤定容后进行 HPLC 分析，并连续进样 5次，

计算各有机酸的回收率和相对标准偏差。 

2 结果与分析 

2.1 样品前处理优化对分离测定烟叶非挥发性有

机酸的影响 

采用极差法分析样品前处理优化正交试验结

果(表 1)。极差分析表明，对草酸、乳酸、柠檬酸和

琥珀酸，样品酸解温度的影响大于磷酸溶液加入量

和样品酸解时间；对苹果酸，样品酸解时间的影响

大于样品酸解温度和磷酸溶液加入量。说明样品酸

解温度和样品酸解时间对非挥发性有机酸提取量



 
 

第 40卷第 2期                    尹莉丽等 高效液相色谱法测定烤烟非挥发性有机酸含量                     141 

的影响较大。 

从试验各因素水平的总值上看，草酸前处理以

A3B3C2 组合提取较好；苹果酸、乳酸前处理以

A2B4C4 组合提取较好；柠檬酸前处理以 A2B2C3

组合提取较好；琥珀酸前处理以 A3B4C4组合提取

较好。由于烟叶样品中草酸、苹果酸、乳酸和柠檬

酸含量较高，琥珀酸含量极少，并且在试验过程中

发现，高温条件下烟叶样品提取液的过滤速度要比

低温条件快得多，因此，在不影响分离效果的前提

下，样品前处理选择 A2B4C4组合为好，即加入磷

酸 5 mL，酸解温度 80 ℃，酸解时间 30 min进行烟

叶样品非挥发性有机酸提取。 

表 1 5 种有机酸的正交试验结果 
Table 1 Analytical results of the orthogonal test 

非挥发性有机酸含量/(mg·g−1) 
 试验号 A/mL B/℃ C/min 

草酸 苹果酸 乳酸 柠檬酸 琥珀酸 

  1 3 50 15 8.19 31.42 4.74 5.48 2.37 

  2 3 60 20 7.11 34.88 3.86 7.20 2.05 

  3 3 70 25 7.37 34.42 4.92 7.41 4.82 

  4 3 80 30 7.63 40.61 6.93 4.35 5.33 

  5 5 50 20 7.23 34.80 4.14 4.43 3.99 

  6 5 60 15 8.11 34.45 5.30 7.01 2.22 

  7 5 70 30 7.67 34.01 4.06 6.43 4.65 

  8 5 80 25 7.51 40.57 8.15 7.24 6.31 

  9 7 50 25 7.76 33.84 4.56 4.78 3.72 

 10 7 60 30 7.11 37.43 4.54 6.96 5.20 

 11 7 70 15 9.12 35.67 3.50 6.50 3.84 

 12 7 80 20 8.73 32.54 5.35 5.66 5.83 

 13 9 50 30 8.47 35.61 6.25 8.03 4.81 

 14 9 60 25 8.07 34.85 3.95 6.49 2.88 

 15 9 70 20 8.88 33.02 4.89 6.37 4.69 

 16 9 80 15 6.44 31.32 4.15 3.70 3.42 

草酸 K1 30.30 31.65 31.86 苹果酸 K1 141.33 135.67 132.86 

 K2 30.52 30.40 31.95  K2 143.83 141.61 135.24 

 K3 32.72 33.04 30.71  K3 139.48 137.56 143.68 

 K4 31.86 30.31 30.88  K4 134.80 145.04 147.66 

 R 2.42 3.17 1.26  R   9.03   9.37  14.80 

乳酸 K1 20.45 19.69 17.69 柠檬酸 K1  24.44  22.72  22.69 

 K2 21.65 17.65 18.24  K2  25.11  27.66  23.66 

 K3 17.95 17.37 21.58  K3  23.90  26.71  25.92 

 K4 19.24 24.58 21.78  K4  24.59  20.95  25.77 

 R 3.70 7.21 4.07  R   1.21   6.71   3.23 

琥珀酸 K1 14.57 14.89 11.85      

 K2 17.17 12.35 16.56      

 K3 18.59 18.00 17.73      

 K4 15.80 20.89 19.99      

 R 4.02 8.54 8.13      
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2.2 样品前处理对高效液相色谱法分离测定烤烟

非挥发性有机酸含量的效果 

2.2.1 高效液相色谱法分离测定烤烟非挥发性有

机酸图谱 

采用优化前处理条件提取烟叶样品中的非挥

发性有机酸，进行 HPLC分析，获得了分离效果好、
峰形清晰的非挥发性有机酸液相色谱图谱(图 1)。由
图 1可知，提取液色谱图虽然存在一些杂峰，但对
烟叶草酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸等有机

酸的分析干扰不大。 

                
左为混合标样；右为烟叶样品提取液；1 草酸；2 苹果酸；3 乳酸；4 柠檬酸； 5 琥珀酸。 

图 1 5 种非挥发性有机酸混合标准溶液及烟叶样品高效液相色谱 
Fig.1 The chromatomaps of the five mixture organic acids standard and the tobacco samples  

2.2.2 标准曲线检出限、精密度及回收率 

5种有机酸的线性方程、相关系数、检出限及

回收率见表 2。各有机酸的相对标准偏差(RSD)为

0.58%~1.99%，均小于2%；除琥珀酸外，其余有机

酸的回收率均达到 90%以上；最低检出限为 0.03 ~ 

0.80 μg/mL。 

表 2 5 种有机酸的最低检出限和回收率 
Table 2 Detection limits and recovery efficiency for the five organic acids in tobacco 

有机酸 回归方程 R2 最低检出限/(μg·mL–1) 回收率/% RSD 

草酸 Y = 0.183 5x + 0.175 8 0.997 8 0. 03 90.68 1.99 

苹果酸 Y = 0.019 5x + 0.367 7 0.992 5 0.25 94.25 0.58 

乳酸 Y = 0.013 0x + 0.010 3 0.991 8 0.60 92.34 1.28 

柠檬酸 Y = 0.026 2x – 0.223 6 0.998 9 0.50 95.33 1.96 

琥珀酸 Y = 0.013 3x + 0.055 5 0.998 9 0.80 85.37 1.86 
 

3 讨 论 

由于流动相中水的比例较大，有机酸在水中容

易发生电离，产生多峰现象，要使有机酸得到分离

检测，应选取合适的流动相 pH，使各有机酸在流

动相中均以一种形式存在。用磷酸或氢氧化钾调节

流动相 KH2PO4的 pH值，试验中发现，pH越低，

有机酸保留时间延长，当 pH值为 2.6或 2.8时，草

酸与苹果酸不能完全分离，而且低 pH 的流动相对

色谱柱寿命有更大影响。当 pH 值为 3.2 时，草酸

伴有杂质峰，且草酸和苹果酸的色谱峰变宽。当 pH

值调至 3.0 时，被测组分保留时间适当，分离度良

好。此外，试验采用的Welch Ultimate色谱柱也具

备了低 pH的适用范围，因而流动相选择 pH值 3.0

为好。 

流动相流速影响压力的大小及各有机酸的出

峰时间。流速越大，压力越大，出峰时间也越快，

而压力过高，则影响色谱柱的寿命[15]。当设置柱温
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为 30 ℃，流动相流速为 0.7 mL/min时，压力保持

在 75×105 Pa左右，系统较为稳定。 

采用 80 ℃水浴加温 30 min，进行烟样前处理，

可以降低样品提取液的黏度，使其过滤速度加快。

对比试验表明，高温条件下提取烟叶有机酸的含量

与常温下相同。 

与气相色谱分离有机酸相比，采用液相色谱技

术检测初烤烟叶样品中的非挥发性有机酸，不仅可

以检测出草酸、苹果酸、柠檬酸和琥珀酸，而且还

可以检测出乳酸。这是因为乳酸难以酯化，气相色

谱法无法检测烟叶中乳酸的含量，高效液相色谱法

则克服了这种缺陷。 
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