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亲水性 C18硅胶反相色谱柱同时分离测定 

红茶中的有机酸 
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(1. 湖南农业大学茶学教育部重点实验室, 长沙  410128; 2. 国家植物功能成分利用工程技术研究中心, 长沙  410128) 

摘  要: 目的  使用亲水性 C18硅胶反相色谱柱同时分离测定红茶中 11 种有机酸。方法  经 ACCHROM 

XAqua C18 柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm)分离, 以 0.1%三氟乙酸-乙腈为流动相梯度洗脱, 流速 1.0 mL/min, 

柱温 25 ℃ , 检测波长 214 nm。结果   11 种有机酸在 13 min 内实现基线分离 , 平均回收率为

92.07%~101.64%, 相对标准偏差为 0.54%~1.93%, 各有机酸线性相关系数 r >0.9986。对不同产地 6个红茶

样品进行测定 , 云南凤庆红茶样品有机酸含量最高(668.62 mg/L), 锡兰红茶样品含量最低(386.67 mg/L); 

红茶有机酸以草酸为主, 含量范围在 119.67~193.18 mg/L; 乳酸(0~193.43 mg/L)和乙酸(36.62~193.98 mg/L)

含量在不同产地红茶样品中相对差异较大。结论   本实验建立了一种较准确、高效、简便的茶叶有机酸

检测技术与方法, 运用此方法测定不同产地红茶有机酸含量并分析与比较不同红茶的有机酸组分差异性, 

并为红茶品质风味的审评及加工工艺改良提供一定数据参考。 

关键词: 亲水性 C18硅胶反相色谱柱; 有机酸; 红茶 

Simultaneous separation and determination of organic acids 
in black tea by high performance liquid chromatography 

using polar-enhanced C18 column 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous separation and determination of 11 

kinds of organic acids in black tea by reversed-phase high performance liquid chromatography on a 

polar-enhanced C18 column. Methods  Separation was achieved using an ACCHROM XAqua C18 column (4.6 

mm×150 mm, 5 μm), under the gradient elution with the mobile phase of acetonitrile and 0.1% ( v:v ) formic 

acid/water, 1.0 mL/min, 25 ℃ and detection at 214 nm. Results  The separation was easily completed in 13 

min and the recoveries of 11 kinds of organic acids were from 92.07% to 101.64%, with the relative standard 

deviation between 0.54%~1.93%, and the coefficients of correlation were not less than 0.9986. Six black tea 
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samples from different districts were determined, the organic acids contents of the sample from Fengqing, 

Yunnan was the highest (668.62 mg/L), while Ceylon tea sample was the lowest (386.67 mg/L); the oxalic acid 

occupied the highest ratio in black tea organic acids and varied from 119.67~193.18 mg/L in 6 samples, and the 

contents fluctuation of lactic acid and acetic acid were relatively larger in 6 samples as 0~193.43 mg/L and 

36.62~193.98 mg/L, respectively. Conclusion  This experiment has established a relatively accurate, efficient, 

convenient detection technology and method of organic acids in tea, using the method to detect organic acid 

contents in black tea from different regions. It provided some reference data for sensory evaluation of black tea 

quality and flavor and improving the processing technology by analyzing and comparing the differences of 

organic acid group in different black tea. 
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1  引  言 

有机酸是茶叶香气和滋味的主要成分之一, 同

时, 有机酸能有效增强茶多酚抗氧化性能, 对茶多

酚激活 ɑ-淀粉酶、胰蛋白酶酶活性具有协同效应, 

促进儿茶素在人体中吸收以及调节妇女经期、减轻

关节炎、痛风等生理功能[1-5]。目前茶叶中发现的有

机酸有 40余种, 其中, 茶汤中有 10余种, 香气成分

中有 30余种[6]。红茶发酵是其品质特征形成的关键

工序, 发酵过程中有机酸含量逐渐增加并对红茶风

味品质产生重要影响 [7-8]; 不同产地红茶因原料品

种、制作工艺等因素不同, 其有机酸组成与含量可

能存在差异。食品中现行有机酸分析方法主要有气

相色谱法、离子色谱法、反相高效液相色谱法等, 但

是本课题组在采用前人[9-11]建立的高效液相色谱法

应用于茶叶中有机酸测定时, 发现现有方法存在以

下不足: ①方法色谱体系平衡稳定时间过长, 一般

为目标有机酸实际进样检测所需时间的四倍左右 ; 

②流动相中有机相与无机相的比例过高, 易导致保

留时间漂移, 检测重复性较差; ③柱温要求一般为

非室温条件, 实验过程中难稳定控制。为解决上述

问题, 本研究采用创新亲水键合相 C18 反相色谱柱

材料, 构建了亲水反相高效液相色谱法同时分离测

定红茶中 11 种有机酸的方法, 并对锡兰红茶(斯里

兰卡)、宁红(江西)、凤庆红茶(云南)、大唐英红(广

东)、祁门红茶(安徽)以及石门红茶(湖南)中的有机

酸种类和含量进行了测定, 以期为后续我国红茶制

品风味评价与综合质量控制体系的构建提供相关化

学参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

草酸、酒石酸、甲酸、乳酸、乙酸、苹果酸、

柠檬酸、琥珀酸、富马酸、丙酮酸和抗坏血酸标准

品(购自 Sigma 公司, 乳酸: 纯度≥88%; 其他有机

酸: 纯度≥98% ); 乙腈(色谱纯 , 国药集团化学试

剂有限公司); 三氟乙酸(分析纯 , 天津市科密欧化

学试剂有限公司); 水为超纯水。 

红茶样品由湖南省茶业集团股份有限公司提

供 , 分别产自斯里兰卡 (锡兰红茶 )、江西修水 (宁

红)、云南凤庆(滇红)、广东英德(大唐英红)、安徽

祁门(祁红)、湖南石门(石门红茶)。 

2.2  仪器与设备 

LC-10ATVP 高效液相色谱仪(日本岛津公司); 

ACCHROM XAqua C18 柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm 

华谱新创科技有限公司); Millipore 超纯水机(美国

Millipore公司); Mettler AE240电子天平(瑞士梅特

勒－托利多仪器有限公司); SHZ-C 型循环水式多

用真空泵(巩义市英峪予华仪器厂); KQ-3200B 型

超声波清洗机 (上海昆山市超声仪器有限公司 ); 

DSY-2-8 恒温水浴锅 (北京国华医疗器械厂 ); 

101-3AB 型电热鼓风干燥箱(天津市泰斯特仪器有

限公司); FE20/EL20 型 pH 计(瑞士梅特勒-托利多

仪器上海有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液配制 

分别准确称取草酸、甲酸、乳酸、乙酸、酒石

酸、丙酮酸、苹果酸、柠檬酸、琥珀酸、富马酸和
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抗坏血酸标准品, 用水溶解并定容至 50 mL棕色容

量瓶中 , 配制成单标母液 , 浓度分别为 115.8、 

131.6、148、1248、205.8、3681、214.2、319.2、

340.2、2.78和 36.72 μg/mL, 将上述有机酸溶液配

制成混合标准品溶液, 标准品溶液用 0.45 μm滤膜

过滤后置于 4 ℃冰箱中保存。 

2.3.2  样品前处理 

准确称取 4.00 g茶叶粉碎样置于 500 mL带塞

锥形瓶中 , 加沸水 250 mL, 在沸水浴中浸提 45 

min(每隔 10 min 振摇一次), 趁热过滤, 并用热水

洗涤茶渣并过滤 2~3 次 , 冷却后加水定容至 250 

mL, 滤液置于 4 ℃冰箱中保存。 

2.3.3  色谱条件 

色谱柱: ACCHROM XAqua 亲水性 C18 柱(4.6 

mm×150 mm, 5 μm); 流速: 1.0 mL/min; 进样体积: 

20 μL; 检测波长: 214 nm; 柱温: 25 ℃; 流动相: 

A-0.1%三氟乙酸 , B-乙腈 ; 梯度洗脱程序 : 0~12 

min, 0% B; 12~15 min, 0% ~28% B。 

3  结果与分析 

3.1  色谱柱的选择及分离条件的优化 

常规烷基键合相主要依靠疏水作用实现对化

合物的保留和分离, 但对极性化合物保留较弱, 极

性选择性不足; 同时, 常规的烷基键合相在高水流

动相条件下易发生“疏水塌陷”, 在分离极性小分

子样品时效果不理想 , 本课题组在应用前人建立 

常规高效液相色谱方法检测茶叶中有机酸类化合

物时发现到上述方法缺陷。本实验采用的创新材料

亲水性 ACCHROM XAqua C18 色谱柱使用独特的

“极性共聚”专利技术, 调控和优化表面键合相中

的极性基团与疏水基团 , 结构上的特点既保证了

反相色谱的疏水选择性 , 又提高了其极性选择性

和填料表面浸润性; 另一方面, 亲水性 C18 填料可

以使用 100%水溶液作为流动相, 并对酸性和碱性

化合物具有优异的分离性能 , 为极性化合物提供

了良好的保留与分离选择性。 

在 2.3.3 色谱条件下, 11 种有机酸进行了良好

分离(见图 1)。目标有机酸在前 13 min中已经全部

出峰, 基本是在纯水相的条件下分离, 样品测试的

重复性高, 样品测试时间短, 为执行批量样品序列

分析提供了保障; 同时, 柱温维持在室温条件下即

能有效实现目标有机酸的分离。通过新型亲水反相

色谱柱的选择和分离条件筛选 , 有效解决了文献

已报道方法在茶叶有机酸类化合物检测实践中遇

到的问题。 

3.2  线性范围和检出限 

精密量取 2.3.1 节所述取标准品母液, 逐级稀

释 2、4、6、8 倍及母液配制成五种不同浓度的混

合对照品工作标准溶液, 按 2.3.3 的色谱条件分别

进样 20 μL, 记录峰面积。以各对照品质量浓度

X(mg/L)为横坐标, 其峰面积 Y 为纵坐标, 每个浓 

 

图 1  11 种有机酸混合标准溶液色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of a mixture of 11 organic acids standards 
1. 草酸; 2. 酒石酸; 3. 甲酸; 4. 丙酮酸; 5. 苹果酸; 6. 抗坏血酸; 7. 乳酸; 8. 乙酸; 9. 柠檬酸; 10. 琥珀酸; 11. 富马酸. 
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度进两个平行样, 以峰面积平均值 Y 对质量浓度 X

作图, 绘制标准曲线, 得到 11 种有机酸类物质的

线性范围、线性回归方程及相关系数。以仪器信噪

比(S/N)确定有机酸的最低检出限(LOD, S/N = 3), 

结果见表 1。 

3.3  稳定性实验  

取标准品储备液, 室温条件下放置, 分别在 0、

2、4、6、8、10、12 h进样分析(n=3), 计算并确定

其稳定性。除抗坏血酸和酒石酸外, 其他有机酸峰

面积 RSD 均小于 1.00%, 在 12 h 内含量保持相对

稳定。抗坏血酸稳定性明显较差, 为 4.22%, 因此, 

实验中抗坏血酸应尽量现配现用并严格在低温避

光条件下保存较好, 结果见表 1。 

 
表 1  11 种有机酸的线性方程、相关系数、检测限 

及稳定性 
Table 1  Regression equations, correlation 

coefficients, limits of detection and stability of 
11 kinds of organic acids 

有机酸 回归方程 
相关系数

(r2) 
检测限

(μg) 
稳定性

RSD (%)

草酸 Y=6324.6X40245 0.9992 0.010 0.31 

酒石酸 Y=1342.8X9501.1 0.9995 0.024 1.39 

甲酸 Y=747.94X12599 0.9986 0.018 0.89 

丙酮酸 Y=0.4957X+31.600 0.9999 0.083 0.56 

苹果酸 Y=831.16X+513.37 1.0000 0.167 0.53 

抗坏血酸 Y=15538X15262 0.9998 0.021 4.22 

乳酸 Y=423.27X+1164.7 0.9996 0.108 0.56 

乙酸 Y=553.84X+1932.1 0.9999 0.122 0.34 

柠檬酸 Y=1016.6X863.50 0.9995 0.435 0.61 

琥珀酸 Y=472.99X+248.04 0.9998 1.562 0.24 

富马酸 Y=137747X563.26 0.9995 1×10-5 0.61 

 
3.4  精密度及加标回收率实验 

取已知各有机酸含量的同一品种红茶样品 2

份, 分别添加一定量的 11 种有机酸标准品溶液后

测定各成分含量, 每份样品连续进行 6次平行测定, 

计算本实验测定方法的回收率和相对标准偏差 , 

表 2 结果表明本方法加标回收率较高, 稳定性好, 

可满足实际样品的检测要求。 

表 2  11 种有机酸的加标回收率和精密度(n=6) 
Table 2  Spiked recoveries and precisions of 11 kinds of 

organic acids (n=6) 

有机酸
原始量
(mg/L)

添加量 
(mg/L) 

测得量 
(mg/L) 

回收率
(%) 

RSD 
(%) 

草酸 129.09 50 175.29 97.88 0.54 

  100 224.89 98.17 0.65 

酒石酸 51.40 5 53.42 94.72 1.13 

  10 58.14 94.69 1.16 

甲酸 42.69 5 45.32 95.03 0.77 

  10 50.05 94.99 0.79 

丙酮酸 1.24 2 3.04 93.83 1.07 

  4 4.96 94.66 1.31 

苹果酸 13.29 5 17.53 95.84 0.66 

  10 22.49 96.57 0.74 

抗坏血酸 4.90 2 6.43 93.19 1.77 

  4 8.25 92.70 1.93 

乳酸 193.43 50 226.27 92.95 1.00 

  100 273.48 93.20 1.04 

乙酸 135.28 50 170.58 92.07 1.66 

  100 216.88 92.18 1.47 

柠檬酸 54.70 5 57.06 95.58 0.64 

  10 62.09 95.97 0.72 

琥珀酸 22.94 5 26.01 93.09 0.88 

  10 31.06 94.29 0.97 

富马酸 0.27 2 2.29 100.88 0.82 

  4 4.34 101.64 0.90 

 
3.5  样品含量测定 

利用上述建立的测定有机酸的分析方法 , 对

不同产地 6个红茶样品中有机酸进行测定, 结果见

表 3, 样品液相色谱图谱见图 2。 

由表 3可知, 从不同产地红茶中检测到草酸、

酒石酸、甲酸、丙酮酸、苹果酸、抗坏血酸、乳酸、

乙酸、柠檬酸、琥珀酸和富马酸 11 种有机酸。从

整体上看 , 草酸和乙酸为检测红茶样品中主要的

有机酸, 以草酸含量最高(119.67~193.18 mg/L), 平

均值为 144.21 mg/L, 占总有机酸含量 19.31%~ 

30.95%, 而且变异系数较小, 为 18.23%; 乙酸含量

次之(36.62~193.98 mg/L), 平均值为 138.37 mg/L, 
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图 2  6个红茶样品有机酸色谱图 

Fig. 2  Organic acids chromatograms of 6 black tea samples 
A 凤庆红茶, B 江西宁红, C 祁门红茶, D 大唐英红 E 石门红茶 F 锡兰红茶 

1. 草酸; 2. 酒石酸; 3. 甲酸; 4. 丙酮酸; 5. 苹果酸; 6. 抗坏血酸; 7. 乳酸; 8. 乙酸; 9. 柠檬酸; 10. 琥珀酸; 11. 富马酸. 

 
表 3  不同产地 6 个红茶样品中有机酸含量 

Table 3  Content of organic acids in 6 kinds of black tea samples (mg/L) 

有机酸 草酸 酒石酸 甲酸 丙酮酸 苹果酸
抗坏 

血酸 
乳酸 乙酸 柠檬酸 琥珀酸 富马酸

有机酸

总量 

凤庆红茶 129.09 51.40 42.69 20.62 13.29 4.90 193.43 135.28 54.70 22.94 0.27 668.62 

石门红茶 193.18 71.64 39.68 14.36 9.42 7.28 11.55 193.98 43.64 69.63 0.31 654.66 

祁门红茶 137.81 95.54 36.22 22.11 20.07 3.49 19.77 156.59 47.45 61.86 0.33 601.22 

江西宁红 133.18 80.98 24.85 27.71 20.62 2.59 36.18 148.65 65.11 57.42 0.34 597.62 

大唐英红 152.33 59.06 37.29 20.56 10.98 2.19 0.00 159.09 55.53 23.03 0.39 520.45 

锡兰红茶 119.67 63.63 24.14 13.68 23.86 1.48 6.03 36.62 39.61 57.87 0.09 386.67 

平均值 144.21 70.38 34.14 19.84 16.37 3.66 44.49 138.37 51.01 48.79 0.29 571.54 

最小值 119.67 51.40 24.14 13.68 9.42 1.48 0.00 36.62 39.61 22.94 0.09 386.67 

最大值 193.18 95.54 42.69 27.71 23.86 7.28 193.43 193.98 65.11 69.63 0.39 668.62 

标准偏差 26.29 16.00 7.80 5.22 5.91 2.13 74.03 53.52 9.27 20.46 0.11 104.58 

变异系数/% 18.23 22.74 22.85 26.31 36.10 58.33 166.40 38.68 18.18 41.94 36.87 18.30 

 
占总有机酸含量 9.47%~30.57%, 变异系数为

38.68%; 红茶中次要有机酸为酒石酸、柠檬酸、琥

珀酸、乳酸和甲酸, 其中乳酸含量(范围 0~193.43 

mg/L)变化范围较大 , 变异系数为 166.40%, 其他

有机酸含量变化相对较小; 红茶中抗坏血酸、富马

酸和丙酮酸含量较低 , 其中抗坏血酸变异系数相

对较高 , 为 58.33%, 抗坏血酸可能由于具有易被

氧化分解的不稳定性造成含量较低且变化较大。 

不同产地红茶中有机酸总量差别较大 , 云南

凤庆红茶(668.62 mg/L)和石门红茶(654.66 mg/L)有

机酸总量较高, 祁门红茶和江西宁红次之, 大唐英

红和锡兰红茶相对较低 , 其中锡兰红茶含量

(386.67 mg/L)最低, 仅为云南凤庆红茶有机酸总量

的 57.83%。各有机酸组分在不同产地红茶中也存

在一定差异, 其中乳酸和乙酸的差异相对较大, 草

酸和琥珀酸次之。 
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4  结  论 

本实验建立了一种使用亲水性 C18硅胶反相色

谱柱同时分离测定红茶中 11 种有机酸的方法。较

已报道的常规烷基键合相应用实例 , 该方法对于

茶叶中有机酸类化合物具有良好的分离性能 , 操

作简便快捷, 灵敏度较高, 测定结果准确可靠。 

不同产地红茶因原料品种及加工工艺等条件

不同使红茶中内含成分及品质存在差异 , 其中酸

代谢作用对红茶香气的形成与转化有较大影响 , 

本文所建立分析方法及测定的不同产地红茶有机

酸总含量及组分差异性可为红茶品质及风味的审

评提供一定的化学物质依据, 同时, 对于如何利用

酸代谢作用来优化红茶香气 , 改良红茶加工工艺

也具有重要的指导意义。 
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