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摘 要： 对 HPLC法、分光光度法和荧光光度法测定啤酒中草酸含量的实验条件进行了优化和比较。结果表明，
HPLC法和分光光度法实验重复性较好，回收率较高，检测范围较宽，能较好满足实际检测的需要，但 HPLC法对实
验设备的要求较高，而分光光度法不适合于要求较高的场合。荧光光度法由于检测限较低，非常适合于低草酸含量
啤酒（如加钙啤酒）的测定。
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Application and Comparison of RP-HPLC and Fluorophotometry
to Measure Oxalic Acid Content in Beer
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Abstract: The experimental conditions for the measurement of oxalic acid content in beer by HPLC, by spectrophotometry and by
fluorophotometry were optimized and compared . The results showed that spectrophotometry and HPLC method were better in repeatability,
recovery and detectability and they could meet the demands of practical measurement, however, the equipments demand of HPLC was
comparatively higher and the spectrophotometry was not suitable in higer-demands occasion. Fluorophotometry was preferred for beer with
low-content of oxalic acid such as calcium-added beer because of its low detection limit.
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作为非挥发性有机酸的一种， 少量的草酸赋予啤酒
清爽的酸味， 但酸含量过高会导致啤酒出现非生物性浑
浊， 主要表现为啤酒储存一段时间后瓶底会出现白色沉
淀，将瓶倒置，沉淀会分散到酒体中看似消失，但静止后
会重新形成[1]。
食品中草酸的测定方法主要有分光光度法、荧光法、

液相色谱法[2～3]，本研究将这些方法应用于啤酒中草酸含
量的测定，对其测定条件进行优化，对各种方法的优劣进
行比较，以期为啤酒中草酸的准确测定提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与设备
材料：啤酒，本学院实训中心自制；三氯化钛；草酸标

准品（二水草酸）；氯化钙；罗丹明 B；硫酸；磷酸；磷酸二
氢钾。
仪器：751紫外可见分光光度计；PHS-3C酸度计；荧

光光度计；HPLC (LC-10AD) 、 紫外检测器、Diamonsil-
C18柱；ODS-C18柱。

1.2 分析方法
1.2.1 分光光度法
1.2.1.1 标准曲线的绘制
分别准确吸取 5 mL 浓度分别为 0 mg/L、8 mg/L、

16 mg/L、24 mg/L、32 mg/L、40 mg/L、48 mg/L 和 56 mg/L
标准草酸溶液于 10 mL比色管中， 加入 3 %的三氯化钛
溶液，用蒸馏水定容到 10 mL，25℃、400 nm 下测定吸光
度，绘制标准曲线；三氯化钛溶液加入量、显色时间和 pH
条件需经实验优化。
1.2.1.2 样品预处理
取 500 mL啤酒样品，加入 50 g活性炭，于 65℃（磁

力搅拌器控温）、搅拌脱色 40 min，过滤得到脱色后的啤
酒，再真空浓缩（控制温度在 5℃以下）至 200 mL。
1.2.1.3 样品测定
准确吸取预处理后的啤酒样品 5 mL， 按照 1.2.1.1

测定。
1.2.2 荧光光度法
1.2.2.1 标准曲线的绘制
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图 2 pH对显色反应的影响

取 7 支 10 mL 的比色管， 依次准确地加入一定量
的硫酸和重铬酸钾溶液、1.2 mL 罗丹明溶液，加水稀释
至 5 mL，再在编号为 1～7 的试管中分别加入 0 mg/L、
4 mg/L、8 mg/L、12 mg/L、16 mg/L、20 mg/L和 24 mg/L的
标准草酸溶液 2 mL，定容至 10 mL，恒温水浴一段时间，
快速冷却后测定其荧光度△F，绘制标准曲线。实验中，需
要优化的条件主要有硫酸和重铬酸钾添加量、 反应温度
和反应时间。
1.2.2.2 样品测定
准确吸取 2 mL脱气后的啤酒， 按照 1.2.2.1 的方法

测定△F。
1.2.3 反相高效液相法（RP-HPLC）
1.2.3.1 标准溶液测定
准确配制 100 mg/L的标准草酸溶液， 脱气后进样，

进样量 10 μL，测定其峰面积。 流动相为 0.1 mol/L的磷
酸-磷酸二氢钾溶液，pH由实验确定， 流速 0.5 mL/min，
柱温 25℃，检测波长为 215 nm。
1.2.3.2 样品的测定
啤酒样品先用滤纸过滤，再微孔过滤，再经过预处理

柱处理后直接进样， 进样体积为 20 μL， 测定条件同
1.2.3.1，测定其峰面积，用外标法定量。

2 结果与分析

2.1 分光光度计法实验条件的确定
2.1.1 三氯化钛溶液添加量的确定
吸取 5 mL 浓度为 16 mg/L 标准草酸溶液于 10 mL

比色管中，加入不同量 3 %的三氯化钛溶液，用蒸馏水定
容到 10 mL，立即测定 400 nm下吸光度，结果见图 1。

从图 1 可知， 当 3 %的三氯化钛的溶液浓度添加量
为 0.4～0.7mL 时，显色反应较为稳定，添加量偏低或偏
高都会影响到吸光度的稳定性， 因此本实验选择三氯化
钛的最佳添加量为 0.4 mL。
2.1.2 显色反应体系 pH的确定
调节 16 mg/L 的草酸标准溶液 pH 为 1～7，吸取

5 mL该溶液于 10 mL比色管中，加入 3 %的三氯化钛溶
液 0.4 mL，用蒸馏水定容到 10 mL，立即测定 400 nm 下
的吸光度，结果见图 2。

从图 2 可知，当 pH 在 2～6 时，显色反应较为稳定，
当 pH 偏低时影响较大，另外当 pH 偏高时，体系会出现
浑浊，从而严重影响比色值。
2.1.3 显色反应时间的确定
调节 16 mg/L的草酸标准溶液 pH 为 2， 吸取 5 mL

该溶液于 10 mL比色管中， 再加入 3 %的三氯化钛溶液
0.4 mL，蒸馏水定容到 10 mL，测定 400 nm 不同反应时
间的吸光度，结果见图 3。

从图 3 可知，8 min 内显色反应较稳定， 超过 8 min
后，吸光度值开始缓慢增加，至 11 min 后吸光度增加明
显，因此，选择测定时间限定在 8 min内。
综上所述，分光光度法的最佳测定条件为：3 %的三

氯化钛溶液添加量为 0.4 mL，标样或样品的 pH 为 2，比
色时间在 8 min内完成。
2.2 荧光光度法实验条件的确定
罗丹明 B 在水中有强荧光，重铬酸钾可氧化罗丹明

B溶液从而降低荧光，但在硫酸介质中速度很慢，对罗丹
明 B 的荧光强度几乎没有影响，但添加草酸后，能显著
加强重铬酸钾氧化罗丹明 B 溶液的速度，从而导致荧光
强度的迅速降低，甚至荧光消失。 因此，可通过找到荧光
强度改变值与草酸含量的关系， 从而准确测定啤酒样品
中草酸的含量

2.2.1 硫酸溶液添加量的确定
在 10 mL 比色管中依次准确地加入 0.8 mL 重铬酸

钾溶液、1.2 mL罗丹明溶液和不同量的硫酸， 加水稀释
至 5 mL，再加入 12 mg/L的标准草酸溶液 2 mL，定容至
10 mL，45℃恒温水浴 10 min，快速冷却后测定其荧光度

图 1 三氯化钛溶液不同添加量对显色反应的影响

图 3 反应时间对显色反应的影响
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图 8 流动相 pH对有机酸保留时间的影响

图 5 重铬酸钾添加量对荧光强度的影响

△F，结果见图 4。

从图 4 可知，硫酸添加量达到 0.9 mL 后，△F 值基
本不变，但硫酸添加量也不宜过高，否则其氧化性和高
酸度会影响草酸添加后重铬酸钾对荧光强度降低的贡

献，从而影响实验的准确性，本实验选择硫酸添加量为
1.2 mL。
2.2.2 重铬酸钾添加量的确定
在 10 mL 比色管中依次准确加入 1.2 mL 罗丹明溶

液、1.2 mL的硫酸和不同量的重铬酸钾饱和溶液， 加水
稀释至 5 mL，再加入 12 mg/L的标准草酸溶液 2 mL，定
容至 10 mL，45℃恒温水浴 10 min， 快速冷却后测定其
荧光度△F，结果见图 5。

从图 5可知，重铬酸钾添加量达到 1.0 mL以上，△F
基本不变，重铬酸钾添加量偏低时，不能彻底氧化罗丹明
B，因此△F降低。
2.2.3 反应温度的确定
在 10 mL 比色管中依次准确加入 1.2 mL 罗丹明溶

液、1.2 mL的硫酸和 1.0 mL的重铬酸钾饱和溶液， 加水
稀释至 5 mL，再加入 12 mg/L的标准草酸溶液 2 mL，定
容至 10 mL，采用不同温度水浴 10 min，快速冷却后测定
其荧光度△F，结果见图 6。由图 6可知，40～55℃比较理
想，实验选择 45℃。
2.2.4 反应时间的确定
在 10 mL 比色管中依次准确加入 1.2 mL 罗丹明溶

液、1.2 mL的硫酸和 1.0 mL的重铬酸钾饱和溶液， 加水
稀释至 5 mL，再加入 12 mg/L的标准草酸溶液 2 mL，定

容至 10 mL，采用 45℃水浴不同时间，快速冷却后测定
其荧光度△F，结果见图 7。

从图 7可知，采用 10 min的反应时间较为合适。
2.3 HPLC实验条件的确定
由于啤酒中含有多种有机酸， 而草酸只是其中的一

种，用 HPLC测定草酸含量，关键是将草酸能与其他有机
酸分开，而这其中，流动相的浓度以及流动相的 pH 对分
离效果影响最大， 本实验重点考察 pH 选择用 H3PO4调

节流动相 KH2PO4 的 pH 分别为 2.2、2.5、2.8、3.1、3.4 和
3.7，结果见图 8。

酒石酸和丙酮酸与草酸出峰时间可能重合。 从图 8
可以看出，随着 pH的增加，三者之间的保留时间越来越
接近，因此选择 pH2.2 较为理想，实验中还发现，流动相
的浓度对草酸的保留时间影响不显著。因此，实验选择流
动相的浓度为 0.1 mol/L。 在此条件下草酸标样和啤酒样
品的 HPLC图分别见图 9和图 10。
2.4 各测定方法之间的比较与分析

图 4 硫酸添加量对荧光强度的影响

图 6 反应温度对荧光强度变化的影响

图 7 反应时间对荧光强度的影响
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2.4.1 各测定方法实验结果的重复性比较
采用上述 3 种方法对自制的酒样进行 8 次平行测

定，结果见表 1。

从表 1可以看出， 分光光度法和 HPLC法实验重复
性较好，而荧光光度法则相对较差，原因可能是啤酒样品
中的草酸含量超过了荧光光度法的检测上限。
2.4.2 各测定方法草酸回收率实验结果比较
在啤酒样品中加入 20 mg/L的草酸标准溶液， 测定

各测定方法草酸的回收率，结果见表 2。

从表 2 可以看出，HPLC 法草酸回收率最高，荧光光
度法最低， 原因可能是加标后的啤酒样品中的草酸含量
远远超过了标准曲线的线性范围。
2.4.3 各测定方法检测限比较
根据标准曲线的线性范围， 各测定方法的检测范围

见表 3。

从表 3可看出， 分光光度法和 HPLC法检测范围较
宽，分光光度法适合于一般性的检测。 HPLC法检测成本
较高，一般适合于要求较高的场合，如分析草酸对啤酒非
生物稳定性影响。荧光光度法的检测限较低，适合于草酸
含量较低的啤酒样品（如加钙啤酒），很多啤酒中草酸的
含量都超出了此检测范围，因此需对样品进行预处理。

3 结论

3.1 分光光度法的最佳测定条件为：3 %的三氯化钛溶
液添加量为 0.4 mL，标样或样品的 pH 为 2，比色时间在
8 min 内完成；荧光光度法最佳测定条件为：硫酸添加量
为 1.2 mL，重铬酸钾添加量为 1.0 mL，反应温度 45℃，
反应时间 10 min；HPLC法选择流动相 pH为 2.2。
3.2 从实验重复率、草酸回收率及检测限考察，HPLC 法
和分光光度法能较好满足实际检测的需要， 但 HPLC 法
对实验设备的要求较高，不经济且不方便。荧光光度法由
于检测限较低，适合于低草酸含量啤酒的测定。
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图 10 啤酒色谱图

注：1 为草酸；2 为酒石酸；3 为丙酮酸；
4 为苹果酸；5 为 α-酮戊二酸
图 9 啤酒中几种有机酸标样色谱图
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