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固相萃取-高效液相色谱法同时测定洛神花酒中 
12 种有机酸含量 

郑  燕 1, 叶有芳 1, 李爱平 2, 汤丽昌 1*, 陈高健 1, 冯俊富 1, 黄荻舒 1, 朱飞如 1 

(1. 北海市公共检验检测中心, 北海  536000; 2. 桂林义江酒业有限公司, 桂林  541000) 

摘  要: 目的  建立固相萃取-高效液相色谱法同时测定洛神花酒中 12 种有机酸(酒石酸、羟基柠檬酸、乳酸、

柠檬酸、琥珀酸、富马酸、没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、丁香酸和阿魏酸)含量的分析方法。方法  采

用混合型强阴离子交换(polymeric anion exchange, PAX)固相萃取小柱净化富集。以 0.1%磷酸水溶液和甲醇为流

动相进行梯度洗脱, 经过 CAPECELL PAK ADME C18 液相色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)分离, 采用二极管阵

列多波长检测。结果  12 种有机酸得到有效分离; 且在各质量浓度线性范围内线性关系良好, 相关系数(r)均

在 0.9998 以 上 ; 平 均 加 标 回 收 率 为 82.78%~101.52%, 相 对 标 准 偏 差 为 0.90%~4.79%; 检 出 限 为

0.00047~0.49392 mg/L, 定量限为 0.00157~1.64640 mg/L。结论  该方法操作简便、分离效果好、数据准确、

灵敏度高, 适用于洛神花酒中有机酸的定量定性检测。 
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Simultaneous determination of 12 kinds of organic acids content in Hibiscus 
sabdariffa L. wine by solid-phase extraction and high performance liquid 

chromatography 

ZHENG Yan1, YE You-Fang1, LI Ai-Ping2, TANG Li-Chang1*, CHEN Gao-Jian1,  
FENG Jun-Fu1, HUANG Di-Shu1, ZHU Fei-Ru1 

(1. Beihai Public Inspection and Testing Centre, Beihai 536000, China;  
2. Guilin Yijiang Jiuye Co., Ltd., Guilin 541000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the simultaneous determination of 12 kinds of 

organic acids (tartaric acid, hydroxycitric acid, lactic acid, citric acid, succinic acid, fumaric acid, gallic acid, 

protocatechuic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, syringic acid and ferulic acid) in Hibiscus sabdariffa L. wine by 

solid-phase extraction and high performance liquid chromatography. Methods  Mixed-mode strong anion exchange 
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polymeric anion exchange (PAX) solid-phase extraction cartridges were used for purification and enrichment. The 

samples were eluted with 0.1% formic acid in water and methanol as mobile phases and separated on a CAPECELL 

PAK ADME C18 liquid chromatography column (4.6 mm×250 mm, 5 μm), and a diode array multi-wavelength 

detection were employed. Results  The 12 kinds of organic acids were effectively separated; there was a good linear 

relationship within the linear range of various mass concentrations, with correlation coefficients (r) all above 0.9998; 

the average spiked recovery rates ranged from 82.78%–101.52%, with relative standard deviations of 0.90%–4.79%. 

The limits of detection were 0.00047–0.49392 mg/L and the limits of quantitation were 0.00157–1.64640 mg/L. 

Conclusion  This method is simple to operate, good separation effect, accurate data and high sensitivity, making it 

suitable for the quantitative and qualitative detection of organic acids in Hibiscus sabdariffa L. wine. 
KEY WORDS: Hibiscus sabdariffa L. wine; high performance liquid chromatography; organic acid; solid-phase extraction 
 
 

0  引  言 

洛神花(Hibiscus sabdariffa L.)又名玫瑰茄、洛克红、

洛神葵、山茄, 是一种药食同源的一年生或多年生的锦葵

科木槿属植物[1–2]。其有着较大的药用和食用价值, 被称为

“植物界的红宝石”, 富含有机酸类、黄酮类、维生素、多酚、

氨基酸类、花青素类、多糖类、矿物质、香气成分等多种活

性营养成分[3–5]。这些活性成分赋予了洛神花抗氧化活性、

抗菌活性、降血脂活性, 在临床上有着抗肿瘤、降血压、保

护肝脏、抗炎和预防心血管疾病等方面的药理作用[6–7]。洞

藏洛神花酒是一种将洛神花与洞藏工艺相结合的低度特色

酒类, 酒精含量为 8%。以优质米香发酵酒为基底, 加入洛

神花干, 经天然溶洞内发酵、储藏等工艺酿造而成, 营养丰

富, 具有一定的保健功效, 其主要价值来源于洛神花。 

洛神花花萼中含有丰富的有机酸, 包括酒石酸、羟基

柠檬酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸、富马酸、没食子酸、原

儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、丁香酸和阿魏酸 , 含量可达

15%~30%[8]。这些有机酸是洛神花酒的重要风味物质, 起
到助香、呈香、减少刺激以及缓冲平衡的作用, 对洛神花

酒的口感、风味和品质有着重要的影响。有机酸含量过高

会使酒口感生涩, 过低则会使酒平淡乏味。目前, 对洛神

花酒的研究多集中于酿造工艺, 而针对其有机酸组分的分

析研究相对较少。因此, 建立洛神花酒中有机酸的分析测

定方法, 对其产品的开发与品质控制具有重要意义[9–10]。 
有机酸检测方法通常有液相色谱-质谱法[11]、离子色

谱法[12]、气相色谱-质谱法[13]、毛细管电泳法[14]、紫外分

光度法[15]、液相色谱法[16–17]、气相色谱法[18]。液相色谱-
质谱法和气相色谱-质谱法对于企业日常生产检测成本较

高, 气相色谱法适用于测定挥发性有机酸, 而非挥发性的

有机酸的检测需要将其衍生化后才可进行[19]。液相色谱法

因检测成本低, 普适性强, 利于在企业中推广, 被广泛应

用[20–21]。本研究建立的固相萃取-液相色谱法可同时测定洛

神花酒中 12 种有机酸, 为洛神花酒有机酸的质量控制及

产品开发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

3 批穿山岩洞藏洛神花酒(批号: 20241015、20231022、
20220925, 桂林义江酒业有限公司)。 

L-酒石酸标准品(C4H6O6, 纯度 98.5%)、柠檬酸标准

品(C6H8O7, 纯度 99.6%)、L-(+)乳酸标准品(C3H6O3, 纯度

95.4%)、甲醇(色谱纯)(上海安谱实验科技股份有限公司); 
没食子酸标准品(C7H6O5, 纯度 91.5%)、原儿茶酸标准品

(C7H6O4, 纯度 97.5%)、绿原酸标准品 (C16H18O9, 纯度

96.3%)、咖啡酸标准品(C9H8O4, 纯度 99.7%)、阿魏酸标准

品(C10H10O4, 纯度 99.6%)(中国食品药品检定研究院); 羟
基柠檬酸钾标准品(C6H5K3O8·H2O, 纯度 95%, 上海源叶

生物科技有限公司); 琥珀酸标准品(C4H6O4, 纯度 98.0%, 
坛墨质检科技股份有限公司); 富马酸标准品(C4H4O4, 纯
度 99.6%, 北京曼哈格生物科技有限公司); 丁香酸标准品

(C9H10O5, 纯度 98%, 上海麦克林生化科技股份有限公司); 
磷酸(色谱纯, 成都市诺尔施科技有限责任公司); 聚醚砜

(polyethersulfone, PES)滤膜(0.45 μm, 天津津腾实验设备

有限公司); 超纯水由 Milipore 制备。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(配有二极管阵列检测

器 , 美国安捷伦科技有限公司 ); XA205DU 电子天平

[d=0.01 mg/0.1 mg, 梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司]; 
R-215 平行蒸发仪(瑞士步琦有限公司); TW-SPE 24 固相萃取

装置(武汉恒信世纪科技有限公司); CAPECELL PAK C18液相

色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm, 日本株式会社大阪曹達); 
Cleanert 混合型强阴离子固相萃取柱(polymeric anion exchange, 
PAX) (500 mg/6 mL, 天津博纳艾杰尔科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
分别称取没食子酸约 15 mg、原儿茶酸和绿原酸约

25 mg (精确至 0.01 mg)于同一 10 mL 容量瓶中, 加水溶解, 
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定容, 混匀, 得到没食子酸、原儿茶酸、绿原酸混合标准

储备溶液。分别称取咖啡酸、丁香酸、阿魏酸约 13 mg 于

同一 50 mL 容量瓶中, 加水溶解, 定容, 混匀, 得到咖啡

酸、丁香酸、阿魏酸混合标准储备溶液。 
分别称取 L-酒石酸约 200 mg, 羟基柠檬酸钾(以羟基

柠檬酸计)约 800 mg, L-(+)乳酸约 250 mg, 柠檬酸、琥珀

酸、富马酸约 25 mg, 准确量取没食子酸、原儿茶酸、绿原

酸混合标准储备溶液和咖啡酸、丁香酸、阿魏酸混合标准储

备溶液各 1 mL, 于同一 50 mL 容量瓶中, 加水溶解, 定容, 
混匀, 得到 12 种有机酸混合标准储备溶液。各有机酸质量

浓度分别为 : L-酒石酸 8026.1740 μg/mL、羟基柠檬酸

20070.1510 μg/mL、L-(+)乳酸 10067.3712 μg/mL、柠檬酸

1022.2944 μg/mL、琥珀酸 1020.7680 μg/mL、富马酸

1058.9472 μg/mL、没食子酸 55.6686 μg/mL、原儿茶酸

103.2330 μg/mL、绿原酸104.1196 μg/mL、咖啡酸10.4565 μg/mL、
丁香酸 10.1371 μg/mL、阿魏酸 10.5373 μg/mL。 

混合标准系列工作溶液: 准确吸取 12 种有机酸混合

标准储备溶液 0.2、0.4、1.0、2.0、4.0 mL, 分别置于 10 mL
容量瓶中, 用水定容至刻度, 摇匀, 得到混合标准系列工

作溶液 1~5; 另直接取 12 种有机酸混合标准储备溶液作为

混合标准工作溶液 6。 
1.3.2  样品的前处理 

样品充分混匀, 精密量取 10 mL 于 100 mL 鸡心瓶中, 
在 55 ℃下旋转浓缩近干, 用 1 mL 水洗涤鸡心瓶。将净化液

转移至经过预活化的 PAX 固相萃取柱(使用前依次用 5 mL
甲醇、5 mL 水活化)中, 控制流速在约 1 mL/min, 弃去流出

液。用 5 mL 水淋洗净化柱, 再用 5 mL 2%磷酸-甲醇溶液洗

脱, 控制流速在约 1 mL/min, 收集洗脱液于 50 mL 鸡心瓶中, 
洗脱液在 45 ℃下旋转蒸发近干后, 用 1.0 mL 水振荡溶解残

渣后经 0.45 μm 聚醚砜滤膜过滤后, 供高效液相色谱仪分析。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱: CAPECELL PAK ADME C18 (4.6 mm×250 mm, 
5 μm), 流速: 1.0 mL/min, 柱温: 30 ℃, 进样量: 10 μL; 检
测波长: 酒石酸、羟基柠檬酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸和

富马酸为 210 nm, 没食子酸、原儿茶酸和丁香酸为 280 nm, 
绿原酸、咖啡酸和阿魏酸为 320 nm; 流动相 A: 0.1%磷酸

水溶液, 流动相 B: 甲醇, 洗脱程序见表 1。 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program of mobile phase 

时间/min A/% B/% 

0 96 4 

20 96 4 

30 50 50 

40 50 50 

50 10 90 

55 96 4 

60 96 4 

1.4  数据处理 

用 Agilent 1260 高效液相色谱仪自带的化学工作站系

统自动采集数据并根据保留时间定性, 制作的标准曲线测

定含量结合峰面积归一法定量分析。数据结果分析使用

WPS Office 2019 软件进行计算。 

2  结果与分析 

2.1  方法优化 

2.1.1  色谱柱的选择 
在对色谱柱进行选择时, 综合考察了两种不同型号的

色谱柱, 分别为 CAPECELL PAK C18 TYPE MG (4.6 mm× 
250 mm, 5 μm)和 CAPECELL PAK ADME C18 (4.6 mm× 
250 mm, 5 μm)。结果表明, 采用 CAPECELL PAK C18 
TYPE MG 色谱柱时, 前 10 min 流出峰的各有机酸组分峰

形及分离效果不佳。其中, 酒石酸色谱峰受溶剂峰干扰, 
分离度为 1.21; 羟基柠檬酸色谱峰与相邻杂质峰分离度为

1.33, 均未达到分离度不低于 1.5 的要求; 柠檬酸色谱峰明

显拖尾现象, 理论塔板数仅为 3615, 低于理论塔板数不低

于 5000 的实验要求。在相同色谱条件下采用 CAPECELL 
PAK ADME C18 色谱柱时, 各有机酸组分之间的分离度和

理论塔板数均满足实验要求, 12 种有机酸的分离度均大于

1.5, 且 理 论 塔 板 数 均 大 于 5000 。 因 此 , 最 终 选 用

CAPECELL PAK ADME C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)作为

本研究的分析色谱柱。 
2.1.2  流动相、流动相 pH 及梯度洗脱条件的优化 

根据现有文献报道, 有机酸的检测所采用的流动相

体系多样, 主要有 0.01 mol/L 磷酸二氢钾溶液-甲醇的等度

洗脱[22], 10 mmo/L 甲酸铵-5%甲醇的等度洗脱[23], 0.2%磷

酸水-乙腈的梯度洗脱[24–25], 0.5%甲酸水溶液-甲醇的梯度洗

脱[26], 0.10%磷酸水溶液-50%乙腈的梯度洗脱[27]和0.1 mol/L
磷酸二氢钾-甲醇的梯度洗脱[28]等。 

磷酸水溶液 pH 较低, 可抑制有机酸的电离, 使有机

酸以分子形式存在, 增强有机酸在 C18 柱上的反相保留, 
在流动相中添加适量的甲醇可有效改善峰形, 有利于各有

机酸组分的分离。同时, 磷酸不含金属离子, 不会与色谱

柱固定相发生相互作用, 能有效保护 C18 色谱柱, 延长色

谱柱使用寿命。 
综合上述信息, 0.1 mol/L 磷酸水溶液-甲醇体系因适

用性广、分离效果良好效果而被多数研究采用[29–30]; 且
GB 5009.157—2016《食品安全国家标准 食品中有机酸

的测定》亦采用了该流动相体系。结合实验稳定性与色

谱柱保护需求, 本研究最终选用 0.1%磷酸水溶液-甲醇作

为流动相。 
对 0.1%磷酸水溶液的 pH 进行考察, 依次调节其 pH

为 2.0、2.2、2.6、2.8、3.0, 并结合优化 0.1%磷酸水溶液
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与甲醇的体积比(99:1、98:2、97:3、96:4、95:5)开展梯度

洗脱实验。结果表明, 甲醇比例较高时, 有机酸各组分无

法实现完全分离, 分离度不能满足实验要求; 甲醇比例较

低时, 分析时间较长, 检测效率较低。当 0.1%磷酸水溶液

pH 为 2.2 时, 各有机酸组分分离效果良好且峰形对称, 理
论塔板数均不低于 5000, 分离度均大于 1.5, 色图谱见

图 1。因此, 本研究最终选用 pH 为 2.2 的 0.1%磷酸水溶

液作为流动相 A, 甲醇为流动相 B, 体积比为 96:4, 具体色

谱条件详见表 1。 
2.1.3  检测波长的选择 

采用二极管阵列检测器, 在 190~400 nm 波长范围内

对各有机酸单体标准溶液进行扫描, 以确定各组分的最

大吸收波长。为确保各组分具有足够的灵敏度, 并尽可能

减少其他杂峰的干扰 , 同时参考 GB 5009.157—2016、
NY/T 2795—2015《苹果中主要酚类物质的测定高效液相

色谱法》及文献[31–33], 经综合考虑后确定, 酒石酸、羟

基柠檬酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸、富马酸的检测波长选定

为 210 nm; 没食子酸、原儿茶酸和丁香酸的检测波长选定为

280 nm; 绿原酸、咖啡酸和阿魏酸的检测波长选定为 320 nm。 
2.1.4  固相萃取柱的选择 

本研究分别考察 Waters Oasis 混合型强阴离子交换

固相萃取小柱(mixed mode strong anion exchange, MAX)、
Cleanert PAX 固相萃取小柱、Copure®强阴离子交换固相萃

取小柱(strong anion exchange, SAX)以及 Copure® SAX 与

Cleanert C18 固相萃取小柱串联, 这 4 种固相萃取净化方案

对洛神花酒的净化富集效果 [34–35] 。强阴离子交换柱

Copure® SAX 净化效果好, 富集有机酸效果不佳, 仅能富

集 12 min 前出峰的组分(酒石酸、羟基柠檬酸、乳酸、柠

檬酸、琥珀酸、富马酸), 12 min 后出峰的有机酸(没食子酸、

原儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、丁香酸、阿魏酸)未被富集, 无
法满足本研究的检测要求; Copure®SAX 与 Cleanert C18 串

联联用可结合两种柱子的优势, 实现 12 种有机酸的同步

富集, 但同时也吸附了较多的基质干扰组分, 色谱图中杂

质峰响应较高, 且前处理成本增加; 混合型强阴离子交换

柱 Waters Oasis MAX 可富集 12 种有机酸, 但加标回收率

偏低, 达不到实验要求; 混合型强阴离子交换柱 Cleanert 
PAX 净化和富集效果均较优, 可同时富集 12 种有机酸且

回收率满足检验要求。综合比较, 本研究最终选用 Cleanert 
PAX 固相萃取小柱用于洛神花酒样品进行净化富集。 

2.2  线性范围和灵敏度 

在 1.3.3 的色谱条件下, 对混合标准系列工作溶液 1~6
进行测定, 混合标准工作溶液色谱图见图 1。以 3 倍信噪比计

算检出限, 以 10 倍信噪比计算定量限。回归方程、相关系数、

线性范围、检出限及定量限见表 2, 结果显示 12 种有机酸在

各自的质量浓度范围内, 线性关系良好, 相关系数(r)均在

0.9998 以上, 检出限和定量限均小于 GB 5009.157—2016 中

给出的值, 灵敏度高。 

2.3  精密度、重复性及稳定性实验 

用混合标准工作溶液 3, 在 1.3.3 项色谱条件下连续

进样 6 次, 记录 12 种有机酸的峰面积, 计算峰面积的相

对标准偏差(relative standard deviations, RSDs), 考察仪器

精密度。准确量取同一份洛神花酒供试品(批号: 20241015) 
10 mL, 按照 1.3.2 项下的方法平行制备 6 份供试品溶液, 
在 1.3.3 项色谱条件下进行检测, 记录 12 种有机酸的峰面积, 

 

 
 

注: A. 210 nm; B. 280 nm; C. 320 nm; 1. 酒石酸; 2. 羟基柠檬酸; 3. 乳酸; 4. 柠檬酸; 5. 琥珀酸; 6. 富马酸; 7. 没食子酸;  
8. 原儿茶酸; 9. 绿原酸; 10. 咖啡酸; 11. 丁香酸; 12. 阿魏酸。下图同。 

图 1  12 种有机酸混合标准工作溶液色谱图 
Fig.1  Chromatogram of 12 kinds of organic acid mixed standard working solutions 
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表 2  12 种有机酸的回归方程、线性范围、相关系数(r)、检出限及定量限 
Table 2  Regression equations, linear ranges, correlation coefficients (r), limits of detection and limits of quantitation of  

12 kinds of organic acids 

有机酸种类 回归方程 相关系数(r) 线性范围/(mg/L) 检出限/(mg/L) 定量限/(mg/L)

酒石酸 Y=0.7712X–23.428 0.9998 160.5235~8026.1740 0.08689 0.28965 
羟基柠檬酸 Y=0.4317X+14.083 0.9999 401.4030~20070.1510 0.20994 0.69980  

乳酸 Y=0.3785X+3.368 0.9999 201.3474~10067.3712 0.27810 0.92701  
柠檬酸 Y=0.6770X+0.2230 0.9999 20.4459~1022.2944 0.22718 0.75726  
琥珀酸 Y=0.3321X+0.4675 0.9999 20.4154~1020.7680 0.49392 1.64640  
富马酸 Y=1.0028X+0.0236 0.9999 21.1789~1058.9472 0.23708 0.79026  

没食子酸 Y=24.2692X–2.1811 0.9999 1.1134~55.6686 0.00304 0.01015  

原儿茶酸 Y=15.7079X+1.4204 0.9999 2.0647~103.2330 0.00255 0.00850  

绿原酸 Y=22.6490X–0.7138 0.9999 2.0824~104.1196 0.00168 0.00559 

咖啡酸 Y=69.2852X–0.3930 0.9999 0.2091~10.4565 0.00066 0.00220  

丁香酸 Y=69.5811X+0.6262 0.9999 0.2027~10.1371 0.00047 0.00157  

阿魏酸 Y=57.7453X–0.1448 0.9999 0.2107~10.5337 0.00114 0.00379  
 

计算峰面积的 RSDs, 考察方法重复性。准确量取同一份洛

神花酒供试品(批号: 20241015) 10 mL, 在 1.3.2 项下的方

法制备供试品溶液, 在 1.3.3 项色谱条件下, 分别于 0、6、
12、18、24、48 h 进样测定, 记录峰面积并计算 RSDs, 考
察供试品溶液的稳定性。结果见表 3, 仪器精密度、方法

重复性和样品稳定性 RSDs 均小于 2.00%, 表明该方法精

密度、方法重复性良好, 供试品溶液放置 48 h 之内稳定性

良好。 

2.4  加标回收实验 

准确量取同一批洛神花酒供试品(批号: 20241015) 10 mL, 
共 3 份, 每份分别精密加入混合标准工作溶液 3 各 1 mL, 在
1.3.2 项下的方法制备供试品溶液, 在 1.3.3 项色谱条件下进

行检测, 计算加标回收率。结果见表 4, 12 种有机酸的平均

加标回收率为 82.78%~101.52%, RSDs 均小于 5.00%, 符合

国家标准规定要求。 

表 3  12 种有机酸的精密度、重复性、稳定性实验结果(n=6) 
Table 3  Precision, reproducibility and stability test results of  

12 kinds of organic acids (n=6) 

有机酸种类
精密度实验

RSDs/% 
重复性实验

RSDs/% 
稳定性实验

RSDs/% 
酒石酸 0.13  0.28  0.96  

羟基柠檬酸 0.17  1.29  1.98  

乳酸 0.14  0.32  1.07  

柠檬酸 0.67  0.16  0.79  

琥珀酸 1.10  1.34  1.41  

富马酸 0.45  0.40  1.18  

没食子酸 0.36  0.19  0.68  

原儿茶酸 0.33  1.02  1.76  
绿原酸 0.17  1.29  1.61  
咖啡酸 0.51  1.32  1.19  
丁香酸 0.67  0.72  1.42  
阿魏酸 0.64  0.47  1.48  

 
表 4  12 种有机酸的回收率和 RSDs (n=3) 

Table 4  Recoveries and RSDs of the 12 kinds of organic acids (n=3) 

有机酸种类 样品含量/(mg/L) 加入量/μg 测得量/(mg/L) 回收率/% 平均回收率/% RSDs/% 

酒石酸 94.1167 802.6174 
1749.401 100.71  

98.77  2.24  1737.627 99.24  
1714.533 96.36  

羟基柠檬酸 424.7225 2007.0151 
6107.846 92.71  

91.38  1.46 6081.670 91.40  
6054.174 90.03  

乳酸 136.3572 1006.7371 
2393.136 102.27  

101.52  0.90  2388.328 101.79  
2375.382 100.50  

柠檬酸 30.1916 102.2294 
407.248 103.03  

101.32  1.50  404.914 100.75  
404.309 100.16  
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表 4(续) 
有机酸种类 样品含量/(mg/L) 加入量/μg 测得量/(mg/L) 回收率/% 平均回收率/% RSDs/% 

琥珀酸 16.5801 102.0768 
268.902 101.00  

98.10  2.66  265.199 97.38  
263.723 95.93  

富马酸 36.8295 105.8947 
468.295 94.43  

91.06  3.98 465.194 91.51  
460.667 87.23  

没食子酸 1.2725 5.5669 
18.086 96.30 

94.43  2.37  18.015 95.03  
17.844 91.95  

原儿茶酸 1.9094 10.3233 

28.854 94.54  

91.92  2.69  28.549 91.59  

28.346 89.62  

绿原酸 2.3995 10.4120 
33.389 90.22  

87.11 3.83  33.108 87.52  
32.699 83.60  

咖啡酸 0.3039 1.0457 
3.944 86.54  

83.58  3.73  3.916 83.87  
3.879 80.30  

丁香酸 0.1967 1.0137 
2.852 87.30 

83.36  4.79  2.813 83.46  
2.772 79.31  

阿魏酸 0.1686 1.0534 
2.589 85.72  

82.78  3.35  2.554 82.40  
2.531 80.22  

 
2.5  实际样品含量检测 

分别准确量取 3 个批次的洛神花酒供试品 10 mL, 按
照 1.3.2 项下的方法平行制备供试品溶液, 在 1.3.3 项色谱

条件下进行检测, 样品批号 20241015 溶液的色谱图见图 2, 
3 个批次测量结果见表 5。结果显示, 羟基柠檬酸含量最高, 

乳酸、酒石酸含量次之, 阿魏酸含量最低。随着贮藏时间

延长, 样中羟基柠檬酸、富马酸、没食子酸、原儿茶酸、

绿原酸和丁香酸含量均呈下降趋势。该变化规律推测与物

质自身稳定性有关, 或有机酸与酒体中醇类物质发生酯化

反应, 进而造成含量降低。 
 

 
 

图 2  样品溶液色谱图 
Fig.2  Chromatogram of the sample solution 
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表 5  洛神花酒中 12 种有机酸成分的含量(mg/L) 
Table 5  Content of 12 kinds of organic acid components in 

Hibiscus sabdariffa L. wine (mg/L) 

有机酸种类 20241015 20231022 20220925 

酒石酸 94.1167 109.1426 87.4725 

羟基柠檬酸 424.7225 243.4647 134.2175 

乳酸 136.3572 154.0085 112.0137 

柠檬酸 30.1916 25.4604 28.4368 

琥珀酸 16.5801 27.2004 20.5518 

富马酸 36.8295 32.8836 28.3842 

没食子酸 1.2725 1.0906 0.6349 

原儿茶酸 1.9094 1.6327 1.2460 

绿原酸 2.3995 2.0852 0.7516 

咖啡酸 0.3039 0.3456 0.1894 

丁香酸 0.1967 0.1835 0.1565 

阿魏酸 0.1686 0.0819 0.1347 

 

3  讨论与结论 

3.1  方法的局限性分析 

本研究的样本数量有限, 对洛神花酒有机酸组分动

态变化规律的数据支撑尚不充分。方法中非极性有机酸组

分的分离净化不够彻底, 存在杂峰干扰, 净化方法有待进

一步优化。洛神花酒中有机酸组分丰富多样, 本研究仅定

性定量 12 种, 部分未知色谱峰尚未完成结构鉴定, 这将是

后续研究的重点方向。 

3.2  结  论 

有机酸是洛神花酒中酸度的主要来源, 也是影响酒

体风味的重要物质。适宜含量的有机酸可使酒体丰满, 清
爽柔和, 含量过低、过高或者比例失衡均会破坏酒体风味

的协调性。洛神花酒中的酸度主要由酒石酸、羟基柠檬酸、

柠檬酸、乳酸和琥珀酸构成。其中, 酒石酸风味清爽、口

感稳定; 羟基柠檬酸含量较高, 酸味柔和; 乳酸口感柔和, 
略带乳香和轻微酸味 ; 柠檬酸酸味清爽; 琥珀酸口感醇

厚。上述有机酸共同缓和了洛神花酒原有尖酸口感。此外, 
酒石酸、富马酸、没食子酸、原儿茶酸、绿原酸和阿魏酸

对酒液中的化学组分和色泽具有稳定作用, 有助于提升酒

体稳定性与新鲜度。丁香酸、咖啡酸和阿魏酸可赋予酒体

特殊香气, 增强风味层次感。 
不同批次、不同产地原材料生产出的洛神花酒之间除

了具有共同的风味特征外, 还形成了质量的差异性和层次

性, 表现为组分含量的差异。同时, 由于有机酸不稳定特

性, 受储存条件和储存时间的影响, 也会产生含量的差异

化, 表现为含量与储存时间成负相关变化。 
目前国家标准及文献报道[16–17,19]的对洛神花酒中有

机酸的检测方法, 检测组分种类较少, 不能覆盖洛神花酒

中丰富的有机酸; 且多采用检测波长为单波长, 涉及有不

同检测波长的组分时需要分开检测, 耗时长, 效率不高; 
国家标准中有机酸的检出限和定量限限值较高, 灵敏度较

低。对于这些问题, 本研究建立了固相萃取柱-高效液相色

谱法同时检测酒石酸、羟基柠檬酸、乳酸、柠檬酸、琥珀

酸、富马酸、没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、咖啡酸、丁

香酸和阿魏酸 12 种有机酸的方法, 并对前处理固相萃取

柱的选择, 及仪器条件包括检测波长的选择、流动相选择、

色谱柱的选择进行了优化。 
本研究采用固相萃取技术对样品进行净化与富集处

理, 能够有效去除洛神花酒中色素、糖类等基质干扰杂质, 
增强目标物抗干扰能力。结合多波长检测方式, 可实现 12
种有机酸组分的快速、高效分离。经过方法学验证 12 种有

机酸在各自浓度线性范围内线性关系良好, 所测结果准确, 
检出限和定量限限值均低于国家标准, 检测准确度较高。3
批次样品中羟基柠檬酸含量最高, 乳酸、酒石酸含量次之, 
阿魏酸含量最低。本方法前处理简单, 操作便捷, 灵敏度

高, 为洛神花酒生产加工和风味控制提供一定的技术支持, 
为后续的产品开发应用奠定研究基础, 进而扩大应用范围, 
将方法应用于更多食品基质的检测, 提高检验效率, 降低

检验成本。 
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