Determination of organic acids in tobacco by high-performance liquid chromatography based on matrix solid phase dispersion
Zhang Xin 1, Na Ji 1,2, Shi Yundong 1, Zhu Huixian 1, Hu Qiufen 2, Dong Xuecheng 1,2
(1 Department of Chemistry, Yuxi Teacher's College, Yuxi 653100; 2 Department of Chemistry, Yunnan Institute of the Nationalities, Kunming 650031, China)
Abstract A new method for the determination of organic acids in tobacco was established based on matrix solid phase dispersion was established. The samples and graphitized carbon black sorbent (1:4) were homogenized in a mortar for 5 min and then packed into a cartridge. The organic acids were eluted from the cartridge with water. Then, they were analysed by high performance liquid chromatography with 2% methanol (containing 0.01 mol/L NaH2PO4 buffer, pH 2.98) as mobile phase at the flow rate of 2.0 mL/min and detected at wavelength of 210 nm. The six organic acids were separated on a ZORBAX Stable Bound (4.6×50 mm, 1.8 m m) column within 3 min. The limits of detections (S/N=3) were below 200 m g/L. The mean recoveries are range from 94% -98%, and the relative standard deviations are below 3.0%. This method had been successfully applied to the determination of organic acids in tobacco with good results. 
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基质固相分散样品处理-高效液相色谱法测定烟草中的有机酸
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摘要 研究了用基质固相分散高效液相色谱法测定烟草中有机酸的方法；将烟草样品与石墨化碳黑球 (W/W,1:4) 充分研磨后装柱，用热水洗脱，洗脱液中的有机酸用高效液相色谱测定；以ZORBAX Stable Bound (4.6  50 mm, 1.8 m)快速分离柱为固定相，0.01 mol/L NaH2PO4(pH 2.98)和乙腈(体积比为98:2)为流动相，流速为2.0 mL/min，柱温25℃，检测波长210 nm。方法回收率为94%-98%；相对标准偏差为2.1%-3.0%；检测限在80-200  g/L之间。色谱分离时间不超过3.0 min，结果令人满意。
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1 引言
    有机酸是烟草中的重要组成成分[1-3]，传统的分离和测定烟草有机酸的方法是气相色谱法[3,4]，但采用这些方法分析非挥发性有机酸时必须先进行衍生化，从而会影响分析的过程和结果。离子色谱法(IC)和高效液相色谱法 (HPLC)是近年来测定有机酸采用比较多的方法[5-6]，但是样品处理较为复杂。基质固相分散是一种新样品处理技术，它浓缩了传统样品均化，组织细胞裂解，提取，过滤，净化等过程，使样品的预处理变得简便，同时也避免了目标物的损失。由于该方法的简便、样品和溶剂用量少等优点，已被广泛应用于蔬菜、水果和植物中农药、杀虫剂等残留的分析 [7-9]。但用于烟草中有机酸的测定还未见报道过。本文研究了采用基质固相分散法提取净化，高效液相色谱法测定烟草中有机酸的方法，取得满意结果。

2 实验部分
2.1 主要仪器与试剂
    1100高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；包括 1100 四元泵，1100紫外二极管阵列检测器，Chemical Station 色谱工作站；CAL204电子天平(感量0.0001 g，梅特勒-托利多仪器公司)；UV-160 A 紫外可见光分光光度计(日本岛津公司)；Beckman -200 酸度计(美国Beckman公司)。乙腈(色谱纯，美国Fisher公司；磷酸、磷酸二氢钠 (优级纯，天津化学试剂厂)；乳酸、草酸、乙酸、柠檬酸和琥珀酸标准品(纯度 99%，购于瑞士Fluka公司)；其它试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。
2.2 色谱条件
   色谱柱为ZORBAX Stable Bound (4.6  50 mm, 1.8 m) 快速分离柱；流动相为0.01 mol/L NaH2PO4(pH 2.98)和乙腈(体积比为98:2)；流速 2.0 mL/min；柱温：25℃；进样量5 L。此条件下，6种有机酸能得到有效的分离，标样和样品的色谱图见图1所示。

2.3样品处理
   烟草样品粉碎，过100目筛，称取0.1 g 样品，0.4 g 石墨化碳黑球置于玻璃研钵中。用玻璃杵研磨5 min，使样品与填料均匀混合；装入8  15 mm的固相萃取小柱 (见图2，在装填管的一端装上筛板，装入样品并压实，然后在另一端装上筛板，拧紧柱冒就装好)。装好后以5 mL/min的流速用4 mL 0.1 mol/L的磷酸(>80℃)洗脱，再用6 mL的热水(>80℃)洗脱。洗脱液冷却、准确调制体积为10 mL，取1 mL后经0.45 m 针头过滤器过滤，供分析用。
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图2 固相萃取柱
(1)聚四氟乙烯装填管(带螺纹)，(2)聚四氟乙烯柱冒(带螺纹)，(3) 筛板 (Sieve plate)，（4）样品
3 结果与讨论
3.1 色谱条件的选择
    参照文献[6]，6种酸在210 nm都有较强的吸收，故确定检测波长为210 nm。用0.01 mol/L NaH2PO4(pH 2.98)和乙腈(体积比为98:2)，这6种有机酸的分离都比较合适，因此实验选择该流动相。
    用普通色谱柱分离有机酸分析时间长，要10 min 以上，为了能显著的缩短分离时间，我们研究了用ZORBAX Stable Bound (4.6  50 mm, 1.8 m)快速分离柱分离有机酸的方法，结果表明，6种有机酸在3.0 min内可达到完全分离。柱温对有机酸的分离没有显著影响，选择室温。
3.2 样品处理条件
    在基质固相分散中，固相分散剂同时起着支持剂、吸附剂和净化剂的作用，它的选择非常重要。石墨化碳黑球属于反相材料，对小极性物质有较强的吸附，而大极性物质吸附弱，研磨时样品中的各种组分根据极性的不同吸附在石墨化碳黑球上。根据相似相容原理，在提取烟草中的有机酸时，烟草中还含有其它成分，如蛋白质，脂肪、萜类物质、多酚等干扰成分。当烟草样品和反相石墨化碳黑球研磨后，蛋白质，脂肪、萜类物质、多酚等非极性的干扰组分吸附在非极性的石墨球上，用热水洗脱时，有机酸极性很大，在反相柱上不保留，被洗脱剂洗下，而与反相石墨球结合强的蛋白质，脂肪、萜类物质、多酚等干扰成分保留在石墨球上，因此反相石墨球能好的起到提取净化效果，本实验选择它为分散剂。
    为了能让有机酸充分洗下而干扰物尽可能多的保留在石墨化碳黑球上，达到制备样品并有效分离干扰物的目的，实验选用水为洗脱剂，而烟草中的有机酸有的以结合态存在，需用酸洗脱使结合态的有机酸置换出，因此实验选择先用0.1 mol/L的磷酸洗脱再用水洗脱的方法，实验表明洗脱效率随温度的增加而增加，以 5 mL/min的流速，常温下需要20 mL 0.1 mol/L的磷酸，30 mL的水才能让有机酸完全洗下，但是在80 ℃以上， 4 mL 0.1 mol/L的磷酸 和5 mL的水就能把样品中的有机酸完全洗下(合并残渣回流提取后没有有机酸检出)，因此实验选择装好柱后以5 mL/min的流速用4 mL 0.1 mol/L的磷酸(>80℃)洗脱，再用6 mL的热水(>80℃)洗脱的方法。
3.3回收率实验及精密度
    精密度实验样品每样平行测定5次 (每次测定称取相同样品两份，其中一份加入已知量有机酸标样，另一份不加)，按5次平行测定的结果计算相对标准偏差。通过加标样品测出量减去未加标样品测出量再除以标准加入量测出量计算回收率，结果见表1。表1数据表明，该方法具有较高的回收率和较好的精密度。

表1 方法精密度及回收率
	组分
	加入量(g)
	测出量(g)
	回收率%
	RSD％(n=5)

	柠檬酸
	20
	19.01
	96
	2.1

	苹果酸
	50
	48.83
	98
	2.2

	草酸
	20
	18.82
	95
	2.8

	乙酸
	5
	4.71
	94
	3.0

	乳酸
	5
	4.75
	95
	2.5

	琥珀酸
	10
	9.62
	96
	2.6


3.4 回归方程、相关系数及检测限
    分别配制浓度为500 g/mL，100 mg/mL，20 g/mL，4 g/mL，0.8g/mL的有机酸混合标准溶液，进样后计算出不同浓度的峰面积，计算出回归方程，结果见表2。

表2 工作曲线及检测限
	组分
	回归方程
	相关系数
	检测限(g/L) 

	柠檬酸
	A=5.521×103 C(g/ml)+58
	0.9994
	120

	苹果酸
	A=5.264×103 C(g/ml)+92
	0.9995
	150

	草酸
	A=7.222×103 C(g/ml)-71
	0.9993
	80

	乙酸
	A=3.288×103 C(g/ml)+87
	0.9984
	200

	乳酸
	A=4.165×103C(g/ml)-76
	0.9996
	150

	琥珀酸
	A=5.181×103 C(g/ml)+85
	0.9992
	100


3.5样品分析及结果
    样品按2.3实验方法处理，并按选定色谱条件测定，结果见表-3。

表3 卷烟样品分析结果
	样品 
	测定值Found (g/g)

	
	柠檬酸
	苹果酸
	草酸
	乙酸
	乳酸
	琥珀酸

	田烟(C3F)
	2.622
	6.481
	1.362
	0.184
	0.245
	0.464

	地烟(C3F)
	2.355
	6.024
	1.176
	0.163
	0.231
	0.456

	田烟(B2F)
	2.084
	5.567
	1.067
	0.252
	0.218
	0.438

	地烟(B2F)
	2.766
	6.874
	1.462
	0.216
	0.263
	0.387


4 结 论
    本方法以ZORBAX Stable Bound (4.6  50 mm, 1.8 m)快速分离柱为固定相，0.01 mol/L NaH2PO4 (pH2.98)和乙腈为流分离烟草中的有机酸，6种有机酸在3.0 min 内可达到完全分离，是目前液相色谱测定烟草中有机酸分离时间最短的方法之一。且在样品前处理中采用了基质固相分散技术，样品前处理步骤非常简单，不需要特殊的仪器设备，成本低。总之，该方法准确可靠，重现性好，回收率满意，检测限较低，可用于烟草中有机酸含量的质量分析与控制，具有实用价值。
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