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柑橘皮渣发酵-青贮饲料中有机酸的 RP-HPLC 测定 
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摘要：提出了一种利用反相高效液相色谱法同时测定柑橘皮渣发酵-青贮饲料中的6种有机酸的方法。水浴加热萃取法提取样品

中的有机酸，采用 Welch Materials XB-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm,5 µm)，检测波长为214 nm，流动相为0.05 mol/L 磷酸二氢钾（pH 2.70）

和甲醇（体积比为97:3），流速为0.80 mL/min，柱温为20 ℃，进样量为20 µL。在此条件下，6种有机酸在20 min内分离良好，各有机

酸的回收率在94.96~103.43%，6种有机酸在各自线性范围内线性关系良好，相关系数均大于0.99，相对标准偏差都小于3%，最低检出

限在0.53~2.51 mg/L 范围。应用本方法测出的样品中草酸、甲酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、丙酸含量分别为：0.84、3.69、51.13、20.61、

1.76、1.06 mg/g。该方法具有样品处理简单、分析时间短、回收率好、精密度高、相对标准偏差低等优点，可用于柑橘皮渣发酵-青

贮饲料中有机酸的检测。 
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Abstract: Reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was used to detect six different organic acids from 

formation-silage of citrus peel wastes. The organic acids were extracted by heated water from samples. The wastes were analyzed by RP-HPLC 

on an applied Welch Materials XB-C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 µm) at 214 nm using the mixture of 0.05 mol/L monopotassium phosphate 

(pH 2.70) and methanol (97:3, V/V) as mobile phase at a flow rate of 0.80 mL/min. The injection load was 20µL and the column temperature 

was 20 oC. Under these conditions, the six organic acids had a good separation within 20 minutes and the recovery rates ranged from 94.96% to 

103.43%. Each organic acid presented a good linear relationship between concentrations and chromatographic peak area with the correlation 

coefficient higher than 0.99 (R2 > 0.99) and relative standard deviation less than 3% (RSD < 3%). The lowest detection limit was between 0.53 

to 2.51 mg/L. Consequently, the determined concentrations of six organic acids (oxalic acid, formic acid, lactic acid, acetic acid, citric acid and 

propionic acid) were 0.84, 3.69, 51.13, 20.61, 1.76 and 1.06 mg/g respectively. In conclusion, RP-HPLC was a convenient, rapid and accurate 

method for analysis of organic acids in fermentation-silage of citrus peel wastes. 
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柑橘皮渣是柑橘在食用或食品加工过程中产生的

废弃物。目前，全国每年产生的柑橘皮渣在 1000 万 t

以上[1]，对柑橘皮渣的处理已经成为食品加工企业的

重大难题。柑橘皮渣含水量很高，极易腐烂变臭，若

不加以利用，既对环境造成极大的污染，又浪费资 
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源。目前，国内外对柑橘皮渣的利用主要集中在生产

肥料、提取有效成分和生产饲料等几个方面[1]，柑橘

皮渣转化为肥料的应用效果和经济利益不甚明显；提

取有效成分的前期投入高，限制了其在工业上的大量

生产。利用柑橘皮渣生产饲料，不仅可以短时间处理

大量废弃物，而且还有利于柑橘产业和畜牧业的可持

续发展。 

柑橘皮渣发酵-青贮饲料是以柑橘皮渣为原料，接

种一定比例的菌种在特定条件下先好氧发酵后厌氧青
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贮而成的饲料。该饲料减少了微生物发酵法后期烘干

的巨大能耗，提高了传统青贮法饲料的品质。它适宜

作为牛、羊等反刍动物饲料，在单胃动物的免疫和营

养方面也极具开发利用价值。柑橘皮渣发酵-青贮过程

中，饲料中的营养物质在微生物以及植物酶的作用下，

部分物质转化为有机酸（如乳酸、乙酸等），皮渣的

pH降低，抑制有害微生物生长。有机酸增加了柑橘皮

渣的风味，同时有机酸的含量还可以间接反映出微生

物的代谢情况和青贮饲料质量的好坏。 

有机酸的测定方法有离子色谱法[2]、毛细管电泳

法[3]、气相色谱法[4]等。离子色谱法一般要用稀强酸做

淋洗液，对仪器会造成一定的腐蚀；毛细管电泳法分

离度较高，但重复性不好，精密度不高，所测的有机

酸含量不准确；气相色谱法需要对难挥发的有机酸进

行衍生化处理，步骤繁冗。高效液相色谱法[5~7]是目前

普遍采用的测定有机酸的方法，该方法简单、快捷、

精密度高，克服了以上方法的不足。尽管国内外对于

有机酸含量的测定方法研究较多，但关于柑橘皮渣发

酵-青贮饲料中有机酸组分及含量测定的研究报道很

少。本实验研究高效液相色谱法同时测定柑橘皮渣发

酵-青贮饲料中 6种有机酸的方法，以期为柑橘皮渣发

酵-青贮饲料中有机酸组分及含量测定提供有益的参

考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

柑橘皮渣，采自重庆派森百橙汁有限公司。 

米曲霉、黑曲霉、扣囊复膜孢酵母、植物性乳酸

菌，重庆工商大学药物化学与化学生物学研究中心。 

1.2  试剂 

草酸、甲酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、丙酸（以上

均为色谱纯），阿拉丁试剂（中国）有限公司；磷酸、

磷酸二氢钾（以上均为分析纯），成都市科龙化工试

剂厂；甲醇（色谱纯），美国TEDIA天地试剂公司。 

1.3  仪器 

1260型高效液相色谱仪，Agilent Technologies(美

国)；XB-C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），美国

月旭 Welch 公司；AT-330色谱柱恒温箱，天津奥特塞

恩斯仪器有限公司；PHS-3C+酸度计，成都世纪方舟

科技有限公司；milli-Q 超纯水系统，美国 milli pore

公司；台式冷冻高速离心机，美国 KENDRO 公司。 

 

1.4  试验方法 

1.4.1  标准溶液制备 

依次准确称取草酸、甲酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、

丙酸，5 mg、10 mg、100 mg、50 mg、10 mg、50 mg，

然后用超纯水定容至10 mL，作为储备液（其中草酸

0.5 g/L，甲酸1 g/L，乳酸10 g/L，乙酸5 g/L，柠檬酸1 

g/L，丙酸5 g/L）。吸取1 mL储备液，依次做两倍稀

释到10个梯度，经0.45 µm 滤膜过滤，备用。 

1.4.2  柑橘皮渣发酵-青贮饲料生产 

采50吨新鲜柑橘皮渣，按课题组前期试验研究的

接种比例[8]接种混合菌种（米曲霉、黑曲霉、扣囊复

膜孢酵母），自然温度下好氧发酵3天，向发酵后的柑

橘皮渣中添加特定比例[8]的植物性乳酸菌于青贮池中

厌氧青贮。 

1.4.3  样品前处理 

按 GB/T14699.1采发酵-青贮3个月的柑橘皮渣，

称取剪碎混匀的样品15 g 置于研钵中，研磨成匀浆，

准确称取已研磨混匀的样品5.0 g，加入超纯水60 mL，

75 ℃水浴中提取20 min，过滤后取滤液离心（20000 

r/min，20 min），上清液过滤到100 mL的容量瓶中[9~10]，

残渣加入20 mL超纯水继续提取，再次过滤到100 mL

容量瓶中，用超纯水定容至刻度，经0.45 µm 滤膜过

滤，备用。 

1.4.4  色谱条件 

色谱柱：Welch Materials XB-C18（4.6 mm×250 mm, 

5 µm）；检测波长：214 nm；流动相：0.05 mol/L磷

酸二氢钾（pH 2.70）和甲醇（体积比为97:3）；流速：

0.80 mL/min；柱温：20 ℃；进样量：20 µL。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的确定 

2.1.1 检测波长的确定 

一元有机酸因羧基中碳基氧和羟基氧上孤对电子

的共轭作用，使其在205~215 nm 处有吸收带，二元酸

及多元酸中，除乙二酸 HOOC-COOH 中两个羧基的

共轭效应使其最大吸收有较大的红移外，其他酸的吸

收也在210 nm附近[10]。同时本实验中用来作为流动相

的磷酸二氢钾在210 nm附近几乎没有吸收[11]。所以，

本实验选择检测波长为214 nm。 

2.1.2  色谱柱的确定 

对于有机酸的分离，目前国内较多使用键合十八

烷基填料（C18）色谱柱 [12 ]，因此实验选用 Welc h  
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Materials XB-C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 µm）进

行标准品和样品的测定。结果表明，Welch Materials 

XB-C18色谱柱在优化条件下，可将6种有机酸完全分

离。所以，本实验采用该色谱柱。 

2.1.3  流动相的种类 

磷酸盐-磷酸体系是反相高效液相色谱法测定有

机酸常用的缓冲盐，常用的磷酸盐有 KH2PO4 、

NH4H2PO4和 NaH2PO4，由于在紫外区 KH2PO4本身的

吸收值要比 NH4H2PO4低，几乎没有吸收[11]，因此，

实验中用作流动相的缓冲盐选定为 KH2PO4。 

2.1.4  流动相的浓度 

以6种有机酸的保留时间为纵坐标[10]，KH2PO4

浓度为横坐标，实验考察了0.005、0.01、0.05、0.1、

0.2 mol/L的 KH2PO4溶液作流动相时对有机酸标准溶

液的分离结果（见图1）。 

 

图 1 KH2PO4浓度对保留时间的影响 

Fig.1 Effects of monopotassium phosphate (KH2PO4) 

concentrations on retention time  

由图1可知，当 KH2PO4浓度为0.005 mol/L时，各

有机酸分离效果不是很好；当 KH2PO4 浓度为

0.01mol/L时，柠檬酸的分离度比较差；由于较高浓度

的磷酸盐会对泵和色谱柱的使用寿命产生一定影响，

所以本实验选用0.05 mol/L 的 KH2PO4溶液作为流动

相。 

2.1.5  流动相的 pH 值 

 
图2 pH 对保留时间的影响 

Fig.2 Effects of pH on retention time 

有机酸是弱酸，流动相中水的比例很高，在流动

相中会发生解离，RCOOH RCOO- +H+，形成分

子态和离子态两种形式。pH 为~3时，解り离反应受

到抑制，有机酸解离向逆反应方向进行。用20%磷酸

调节 KH2PO4缓冲溶液的 pH值分别为2.1、2.4、2.7、

3.0、3.3，研究不同 pH值对分离效果的影响（见图2）。 

由图2可知，随着pH的增加，柠檬酸、乙酸的出 

峰时间逐渐靠拢；当pH在2.1到3.0范围内，各种有机

酸都能得到较好的分离。由于 pH 太低将对色谱柱的

使用寿命产生不利影响，所以本实验选择流动相 pH

为2.70。 

2.1.6  流动相中甲醇的添加量 

向流动相中添加微量的甲醇，可以较好的改善峰

形。以0.05 mol/L的磷酸二氢钾（pH2.7）溶液作流动

相，研究不同甲醇含量（体积比0、3%、6%、9%、

12%）对色谱分离效果的影响，详见图3。 

 
图3 甲醇添加量对保留时间的影响 

Fig.3 Effects of methanol dosages on retention time 

由图3可知，随着甲醇添加量的不断增加，各有机

酸的出峰时间逐渐提前，当甲醇添加量体积比为9%和

12%时，乳酸和乙酸不能很好的分离，但是如果不添

加甲醇，各峰的拖尾较大，出峰时间太长，峰的对称

性不好。故选择在流动相中添加体积比为3%的甲醇。 

2.1.7  流动相的流速 

 

图4 流速对保留时间的影响 

Fig.4 Effects of flow rate on retention time 

实验考察了流动相的流速为 0.2、0.4、0.6、0.8、
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1.0 mL/min 时，分别对各种有机酸的分离效果的影响，

详见图 4。 

由图4可知，流速越大，各有机酸的保留时间越短。

但是流速越大，柱压越高，不利于色谱柱的保护和长

期使用。综合考虑流速对色谱柱压力和保留时间的影

响，选择流速为0.80 mL/min。 

2.1.8  色谱柱的温度 

色谱柱温度也会对有机酸分离效果产生一定的影

响，实验考察了色谱柱温度分别为15、20、25、30、

35、40 ℃时对各有机酸分离效果的影响，详见图5。 

 

图5 柱温对保留时间的影响 

Fig.5 Effects of column temperatures on retention time 

由图5可知，色谱柱温度升高，对草酸、甲酸、乳

酸、乙酸的出峰时间影响较小，柠檬酸和丙酸的保留

时间降低，综合考虑选择色谱柱温度为20 ℃，分离效

果较好。 

综合上述考察结果，确定本实验的色谱条件：色

谱柱为 Welch Materials XB-C18(4.6 mm×250 mm, 5 

µm)；检测波长为214 nm，流动相为0.05 mol/L磷酸二

氢钾（pH 2.70）和甲醇（体积比为97:3），流速为0.80 

mL/min，柱温为20 ℃。 

2.2  标准曲线的线性回归分析 

表1 回归方程、相关系数及检测限 

Table 1 Regression equations, correlation coefficients and 

detection limits of six organic acids 

有机酸 
回归 

方程 

线性范围 

/(mg/L) 

相关系 

数 R2 

检测限 

/(mg/L) 

草酸 Y=41.48+11.43X 7.81~250 0.99 2.31 

甲酸 Y=15.35+1.16X 15.63~500 0.99 1.84 

乳酸 Y=1.58+0.57X 78.13~5000 0.99 1.02 

乙酸 Y=1.14+0.67X 39.06~2500 0.99 0.72 

柠檬酸 Y=3.05+1.41X 15.63~500 0.99 2.51 

丙酸 Y=1.47+0.70X 39.06~2500 0.99 0.53 

将 1.4.1 中处理好的 10 个不同浓度的有机酸混合

标准溶液，按 1.4.4 节的色谱条件分别进行进样分析，

以各有机酸的峰面积（Y）对质量浓度（X/mg/L）作

图，绘制标准曲线，进行线性回归分析，以信噪比

（RSN）为 3 时，测定各有机酸的检测限。 

由表1可知，各有机酸在线性范围内，线性关系良

好，相关系数都在0.99以上，最低检出限在0.53~2.51 

mg/L范围。 

2.3  回收率和精密度 

将同一柑橘皮渣发酵-青贮饲料样品提取液分成2

份，其中一份加入已知量有机酸标样，另一份不加，

经0.45 µm 水系微孔滤膜过滤后，按照1.4.4节的色谱

条件测定，每份样品进行5次平行测定，通过各有机酸

的加入量和测量值计算回收率和相对标准偏差，结果

见表2。 

表2 回收率及精密度(n=5) 

Table 2 Recovery and precision of the method 

组分 
本底值/ 

(mg/L) 

加入量/ 

(mg/L) 

测定值/ 

(mg/L) 

回收 

率/% 

RSD 

/% 

草酸 42.03 50.00 89.51 94.96 0.84 

甲酸 184.42 200.00 379.03 97.31 2.57 

乳酸 2556.62 2000.00 4606.62 102.50 1.01 

乙酸 1030.69 1000.00 2014.77 98.41 1.37 

柠檬酸 88.24 100.00 184.24 96.00 2.46 

丙酸 52.95 100.00 156.38 103.43 2.11 

由 表 2 可 知，各 组分有 机酸的 回收率 为

94.96~103.43%，回收率较高，各种有机酸的相对标准

偏差在0.84~2.46%范围，该测定方法的灵敏度较好，

重复性较高。 

2.4  样品测定 

按照1.4.3节的方法处理样品，按照1.4.4节的色谱

条件进样分析，有机酸标准混合液和样品提取液色谱

图如图6、7所示。 

 

图 6 对储备液稀释 4 倍的有机酸混合标样色谱图 

Fig.6 Chromatogram of 4-fold diluted mixed organic acids 

standard solution 
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注：1.草酸；2.甲酸；3.乳酸；4.乙酸；5.柠檬酸；6.丙酸。 

由图 6、7 可知，无论是混合标准品，还是柑橘皮

渣样品，6 种有机酸均得到有效分离。以标准样品保

留时间为对照，标准曲线为依据，计算得到柑橘皮渣

发酵-青贮饲料中各种有机酸的含量，详见表3。 

由表3可知，柑橘皮渣发酵-青贮饲料中含有草酸、

甲酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、丙酸，其中乳酸含量最

高为51.13 mg/g，其次是乙酸，达20.61 mg/g。优质青

贮的明显特征是 pH 值低，且乳酸含量高[13]；本实验

的乳酸含量高，说明青贮效果良好。此外，乙酸能抑

制腐败微生物的生长，所以本实验乙酸含量较高，有

利于青贮饲料在有氧条件的稳定性。 

 

图 7 柑橘皮渣发酵-青贮饲料中有机酸色谱图 

Fig.7 Chromatogram of organic acids in fermentation-silage of citrus 

peel wastes 

注：1.草酸；2.甲酸；3.乳酸；4.乙酸；5.柠檬酸；6.丙酸。 

表3 柑橘皮渣发酵-青贮饲料中有机酸含量（mg/g） 

Table 3 Concentrations of the organic acids in 

fermentation-silage of citrus peel wastes 

样品 草酸 甲酸 乳酸 乙酸 柠檬酸 丙酸 

1 0.84 3.79 50.76 20.77 1.71 1.09 

2 0.85 3.59 50.67 20.11 1.73 1.03 

3 0.83 3.79 50.84 20.71 1.82 1.05 

4 0.84 3.63 51.67 20.73 1.77 1.07 

5 0.84 3.64 51.72 20.74 1.78 1.06 

平均 0.84 3.69 51.13 20.61 1.76 1.06 

RSD/% 0.84 2.57 1.01 1.37 2.46 2.11 

3  结论 

3.1  实验确立了同时测定柑橘皮渣发酵-青贮饲料中

6种有机酸的反相高效液相色谱分析条件，即色谱柱：

Welch Materials XB-C18(4.6 mm×250 mm，5 µm)，检

测波长：214 nm，流动相：0.05 mol/L磷酸二氢钾（pH 

2.70）和甲醇（体积比为97:3），柱温：25 ℃，流速：

0.80 mL/min，进样量：20 µL。在该分析条件下，6种

有机酸在20 min 内分离效果良好，相关系数均在0.99

以上，回收率为 94.96~103.43%，最低检出限在

0.53~2.51 mg/L范围，RSD<3%。 

3.2  本文建立的反相高效色谱分析方法具有样品处

理过程简单、分析时间短，回收率好、相对标准偏差

低、重现性好、精密度高等特点，可用于柑橘皮渣发

酵-青贮饲料中有机酸含量的分析与控制，具有较大的

实用价值。 
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