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HPLC 法分离苹果酸性多酚组分的研究 
 

赵超敏，车振明 

（西华大学生物工程学院，四川 成都 610039） 

摘要：对 HPLC 分离苹果酸性多酚组分（绿原酸、咖啡酸、P-香豆酸）的条件进行了研究。结果表明，在 pH=2.0 和紫外检测器

波长在 320 nm 的条件下，流动相的醋酸与甲醇的比例为 4.3:5.7（V/V）、流速为 1.00 mL/min、柱温为 20 ℃时各组分可得到良好分离。 
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Optimization of HPLC Detection Conditions of Acid Polyphenols in Apple 
ZHAO Chao-min, CHE Zhen-ming 

(School of Bioengineering, Xihua University, Chengdu 610039, China) 
Abstract: The detection conditions of acid polyphenols in apple by HPLC were optimized. Result showed that, the acid polyphenols in 

apple juice solution (pH value of 2.0) were well separated and detected on a C18 column (150×4.6 mm, 5 μm) at 20 ℃ with the UV detector at 

320 nm. The mixture of methanol and acetic acid (4.3:5.7, V/V) was used as the best mobile phase at a flow rate of 1.00 mL/min. 
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苹果中的酸性多酚主要包括绿原酸、咖啡酸、P-

香豆酸。因为绿原酸最大吸收波长为 320 nm，故用传

统的 280 nm 波长不易分离。为了使它们能很好分离，

最好的办法就是采用其最大吸收波长。故此本文在

320 nm 的波长上对苹果中的酸性多酚（绿原酸、咖啡

酸、P-香豆酸）的分离条件进行了探讨，以期为苹果

深加工工艺技术的改进及苹果多酚的开发利用提供基

础资料和参考依据。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 
绿原酸、P-香豆酸、咖啡酸、甲醇、醋酸、乙酸

乙酯。以上试剂均为分析纯。 
1.2  仪器 

Agilent 1100 高效液相色谱分析仪、Agilent 1100
化学工作站、Agilent 1100 VWD 可变波长检测器、

ZORBAX SB C18柱 150 mm×4.6 mm，5 μｍ；FK-13
多用植物粉碎机；RE52CS 旋转蒸发器；索氏抽提器。

流动相：醋酸-甲醇混合液。进样量：20 μL。 
1.3  溶液配制 

按文献方法制配[1]，溶液质量浓度为 20 μg/L，溶

液 pH 值为 2。 
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2  结果与讨论 

2.1  流动相对分离度的影响 
流动相对洗脱强度有重要的影响。在柱温 20 ℃和

流速 1.00 mL/min 的条件下，考查不同流动相对分离

度的影响，结果见图 1。 

 
V 醋酸:V 甲醇=3:7     V 醋酸:V 甲醇=3.5:6.5  V 醋酸:V 甲醇=3.6:6.4 

 
V 醋酸:V 甲醇=4:6      V 醋酸:V 甲醇=4.5:5.5    V 醋酸:V 甲醇=4.3:5.7 

图1 不同流动相比例对对混合样分离效果的影响 

Fig.1 Effects of ratio of mobile phase on the separation 

从图 1 可知，流动相中的醋酸与甲醇的比例为
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4.3:5.7（V/V）时色谱分离效果最好。 
2.2  流速对分离度的影响 

在色谱柱和流动相成份比例固定的情况下，流动

相的流速对分离效果有一定的影响。流速包括样品液

上柱速度和洗脱速度。上柱速度太快，多酚吸附不完

全，流速过低则容易引起多酚氧化。洗脱速度也一样，

过快多酚与洗脱液交换不完全，过慢易导致多酚滞留，

不能很好分离和纯化。因此确定一个适宜的流速能最

大程度的吸附和洗脱多酚。 
按表 1 条件，在不同的时间段调整流动相流速，

结果见图 2。 
表1 流动相不同流速对标准品混合样的分离效果的影响 

单位：mL/min 

Table 1 Effects of flow rate on the separation of standard 

samples 

时间/min 0~1.5 1.5~1.7 1.7~2.0 2.0~3.0 3.0 以后

实验 1 1.00 0.90 0.80 0.80 1.00 

实验 2 1.00 1.20 1.10 1.00 1.00 

实验 3 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 
实验 4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

 
实验 1        实验 2        实验 3       实验 4 

图2  标准品混合样HPLC图谱 

Fig.2 HPLC chromatogram of standard samples 

由图2知，流速固定在恒速1.00 mL/min时效果最

好。流速先减小后增大或流速太大时色谱图的分离效

果不好，且流速的梯度变化对色谱图的分离影响不大。 
2.3  柱温对分离度的影响 

柱温也是影响色谱峰分离效果的因素之一。在流

动相中 V 醋酸:V 甲醇=4.3:5.7 和流速在 1.00 mL/min 的条

件下考查柱温对标准品混合样的色谱分离效果的影

响，结果见图 3。 

 
15.0 ℃      20.0 ℃        25.0 ℃      30.0 ℃ 

图3 不同柱温对标准品混合样HPLC图谱的影响 

Fig.3 Effects of column temperature on HPLC chromatogram 

of standard samples 

从图3知，柱温为20.0 ℃时色谱峰分离效果最好。

绿原酸、咖啡酸和 P-香豆酸的出峰时间分别为 1.620 
min、2.234 min 和 1.879 min。 

3  结论 

在溶液 pH 为 2.0 和波长为 320 nm 的条件下，

Agilent 1100 高效液相色谱分离苹果酸性多酚组分（绿

原酸、咖啡酸、P-香豆酸）的最佳条件为：流动相的

醋酸与甲醇的比例为 4.3:5.7（V/V）、流速为 1.00 
mL/min、柱温为 20 ℃时各组分可得到良好分离。 
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