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葡萄酒中的酸度主要由有机酸决定#有机酸的种类’浓度与葡

萄酒的类型’品质优劣有很大关系#调节着酸碱的平衡#影响葡萄

酒的口感’ 色泽及生物稳定性% 葡萄酒中的有机酸主要包括酒石

酸’苹果酸’柠檬酸’琥珀酸’乳酸’乙酸等%其中的乙酸是葡萄酒酿

造’贮存过程中的晴雨表#其含量过高表明已感染杂菌% 酒石酸又

名葡萄酸#是葡萄酒中含量较大的酸#它是抗葡萄呼吸氧化作用和

抗酒中细菌作用的酸类#对葡萄酒着色与抗病有重要作用%酒石酸

大部分以酒石酸钾’酒石酸氢钾形式存在#在发酵过程中以结晶形

式析出#减少了酒石酸浓度#其溶解度随温度降低而减小 _8C;‘%
由于有机酸在葡萄酒中的重要性质# 所以有机酸的检测是十

分重要而且必要的%有机酸的检测方法有很多种#但是这些方法一

般要进行预分离’衍生化等繁琐的前处理#而且能达到同时分离的

有 机 酸 种 类 较 少# 所 以 在 现 代 最 为 成 熟 的 技 术 就 是?@!A技 术%
?@!A分析有机酸不仅简便快速#而且选择性好’准确度高 _7ZEa%

在高效液相色谱法检测葡萄酒中的有机酸时# 最重要的是选

择最佳的色谱分离条件% 这些条件中涉及流动相的D?值’流速’柱

温’检测波长等等% 流动相配比影响着流动相的D?值#从而对柱效

和峰的分离均有影响$ 流速同样是影响其分离效果的一个重要因

素#流速过低则分离时间过长’柱效差#而流速过高又导致峰挤在

一起分不开$ 根据色谱理论# 柱温是影响柱效和分离度的主要因

素#柱温升高可以降低流动相的粘度和提高树脂的传质效率#但是

太高又会破坏色谱柱#所以色谱条件的选择是相当复杂的#要综合

众多的考虑因素%

8 材料与方法

8:8 主要实验仪器

日本岛津!A’;L型高效液相色谱仪$ 色谱柱&-AY’868?!;66
((bH:< (("$ 检测器&-@T’8紫外分光光度检测器%
8:5 主要试剂

二次蒸馏水#优级高氯酸$色谱纯级标准样品&酒石酸 ’!’苹

果酸 ’!’乳酸 ’琥珀酸’柠檬酸和乙酸%
8:; 实验方法

8:;:8 标准酸混合液的配制

根据参考数据# 葡萄酒中含& 酒石酸>Z86 , F !#!’苹果酸5Z7
, F !#!’乳酸6Z5:> , F !# 琥珀酸6:>Z8:> , F !# 柠檬酸8 , F !左右#乙

酸c8 , F !_8Z;a%
根据以上数值#配制以下浓度的混合标准酸液#定容至86 (3#

作为寻找标准酸的色谱分离条件使用#对量的要求不严格% 如表8
所示%

标准液使用重蒸水配制#水用6:7> !(的四氟乙烯膜过滤后使

用#混合液中含乙醇88 B!W F W"%
8:;:5 各种有机酸的定性与定量

!8"定性用各种有机酸标准液的配制

各种单一标准有机酸液分别进样#记下保留时间%
!5"定量用各种有机酸标准液的配制

表! 标准酸混合液的配制 （"／#）

酒石酸 #$苹果酸 琥珀酸 柠檬酸 #$乳酸 乙酸

浓度 % % & ! & !
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所使用的;种有机酸中!酒石酸"!’苹果酸"琥珀酸"柠 檬 酸7
种酸为固体药品#可以准确称量定容$但!’乳酸和乙酸为液体$必

须配制完进行标定浓度$因此配制了7种固体酸的混合标准液$!’
乳酸和乙酸单独配制后标定浓度$ 然后分别稀释成<个不同浓度$
进行定量%见表5&’

将 以 上 配 置 的=种 酸 液 各 分 别 取 出>:6 (3$;:6 (3$7:6 (3$5:6
(3$分别定容到86 (3$加上母液作为<个不同的浓度$分别进样$定

量分析(

5 结果与讨论

5:8 标准混合酸色谱分离条件的选择

5:8:8 色谱柱的选择

针对有机酸组系$选择了-?@’868A柱(
5:8:5 流动相的选择和配制

用高氯酸调BA值的水溶液作为流动相$ 分 别 调BA值 为5:7$
5:<$5:;$5:C$5:>$=:6$使用前要经过脱气处理(
5:8:= 检测波长的选择

根据各种酸在566D576 +(吸光度的扫描$ 各酸在586 +(左右

均有较大吸收峰$最大吸收波长均在586 +(左右$所以把检测波长

暂定在586 +(( 如图8所示(

5:8:7 进样量的选择

用标准酸混合液进样$进样量为< !3时$峰形较小$进样量改

为86 !3时$峰形适中(
5:8:< 流动相的BA值和流速的选择

分 别 以BA值 为=:6$5:>$5:C$5:;$5:<$5:7的 高 氯 酸 液 作 为 流 动

相 $ 然 后 分 别 以 流 速6:7 (3 E ("+$6:< (3 E ("+$6:; (3 E ("+$6:C (3 E
("+$6:> (3 E ("+$6:F (3 E ("+$8:6 (3 E ("+进样( 结果得出流动相BA
值为5:<$5:7$流速为6:7 (3 E ("+$6:< (3 E ("+$6:; (3 E ("+时分离效果

最好( 因为流动相的BA值低对机器的损伤程度大$流速过高导致

峰挤在一起分不开$流速过低则分析时间长$柱效差$所以在同等

分离效果的情况下$应选择BA值高$流速高的分离条件( 因此选择

了流动相BA值为5:<$流速为6:; (3 E ("+(
5:8:; 柱温的选择

根据色谱理论$柱温是影响柱效和分离度的主要因素$柱温升

高可以降低流动相的粘度和提高树脂的传质效率$ 因此柱温升高

可以在更高的流动相流速下也能达到较好的分离效果( 通过实验

选定流动相BA值为5:<$流速为6:; (3 E ("+(因此$在586 +()流动相

BA为5:<时$升高柱温$在不同的柱温下$分别以6:; (3 E ("+$6:C (3 E
("+的流速进样( 依次升高柱温到=6 G$=< H$76 H$7< H$<6 H$
<< H$;6 H$分别以6:; (3 E ("+$6:C (3 E ("+的流速进样( 结果表明$
柱温为<< H$;6 H的分离效果较好( 考虑到同等分离效果的条件

下对机器和色谱柱的维护$应该尽量选择较低的温度$因此选择<<
H作为分离条件的柱温( 流速为6:; (3 E ("+和6:C (3 E ("+的分离效

果相当$流速为6:; (3 E ("+的分离效果稍好$因此选择了流速为6:;
(3 E ("+(

所以$在检测波长586 +(下$选择了流动相BA值为5:<$柱温为

<< H$流速为6:; (3 E ("+作为分离条件(
5:8:C 检测波长的选择

根据各种酸在566D576 +(的吸光度扫描$ 各酸在586 +(左右

均有较大吸收$最大吸收波长均在586 +(左右$因此以上实验把检

测波长定为586 +(( 但是这;种酸中$如柠檬酸"乙酸$在酒中的含

量很低$为了也能够检测出来$因此要尽量把检测波长定在接近于

他们的最大吸收波长处$使它们在此波长下有最大吸收$能够最大

出峰$从而不会因为量小而不被检测出来(
因此$用接近于葡萄酒中真实 含 量 的 有 机 酸 混 合 液$在8F<D

556 +(的不同波长下分别进样$根据出峰大小的比较$选择出最佳

的检测波长(
以BA5:<的高氯酸水溶液为流动相$流速为6:; (3 E ("+$柱温为

<< H$分别以8F< +($566 +($56< +($586 +($58< +($556 +(的检

测波长进样混合酸液$结果在几个波长下差别不是很大$即出峰时

间及峰高无太大差别( 因此$仍选择586 +(作为检测波长(
最后选定分离条件! 流动相为用高氯酸调BA为5:<的水溶液$

流速6:; (3 E ("+$柱温<< H$检测波长586 +($进样量86 !3(
在此分离条件下$各种有机酸可以达到很好的分离效果$如图

5所示(

5:5 定性与定量试验

5:5:8 有机酸的定性

图8 ;种有机酸的紫外扫描图

8*柠檬酸+5*酒石酸+=*!’苹果酸+7*琥珀酸+<*!’乳酸+;*乙酸

图5 最佳分离条件下标准混合有机酸分离色谱图

表! 各种酸标准液的配制

项目
预配浓度

（"／#）

需称量

（"）

实称量

（"）

实配浓度

（"／#）

四酸

混合

液

酒石酸 $% %&’ %&’%(% $%&%)%
#*苹果酸 ’ %&!’ %&!’%% ’&%%%

琥珀酸 ( %&! %&!%%’ (&%$%
柠檬酸 ! %&$ %&$%(( !&%))

#*乳酸 ’
液体 #*乳 酸，定 容，

用%&$(!)’ + ,-./
标定

(&01!

乙酸 !
102乙 酸%&134定

容， 用 %&$(!)’ +
,-./标定

!&%’5

注：准确称量，定容至’%34。
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将各种单一有机酸液依次进样!记录各自保留时间"见表;#$

5:5:5 有机酸的定量"面积外标法%
将不同浓度酸液从低浓度到高浓度依次进样! 计算各自的峰

面积"每个样平行进;次%$ 作各种有机酸的"峰面积’浓度%标准曲

线"见图;%$

综合5:5:8和5:5:5!各种有机酸的定性与定量试验结果如表7所

示$

从表7中线性回归方程可知!在实验样品的浓度范围内!各种

有机酸的线性关系良好!用外标法定量准确度可以得到保证$
5:; 方法的重现性与回收率测定

5:;:8 方法的重现性

将长城8号酒样重复进样测定<次!以考察方法的重现性$测定

结果见表<$

从表<可得!各种有机酸的相对标准偏差在8:= >?7:< >之间!
重现性较好$
5:;:5 方法的回收率

在86 (3长城8号酒样中加入7种固体标准酸!酒石酸和!’苹果

酸各56:6 (,!柠檬酸和琥珀酸各86:6 (,$ 然后取7 (3进行86666 & @
("+高速离心8< ("+!取上清液进行高效液相色谱法测定!根据加

入量和检出量计算回收率$ 测定结果如表A所示$

从表A结果中可以看出!回收率为B7:< >?86;:8 >!方 法 的 准

确度较高$
综合5:;:8和5:;:5& 样品经高效液相色谱分析测得相对标准偏

差为8:= >?7:< >!回收率为B7:< >?86;:8 >!方法的准确性可以得

到保证$

参考文献!

C8D 赵光鳌!尹卓容!张继民!等译: 葡萄酒酿造学’原理及应用’第8
版%CEF: 北京&轻工业出版社!5668:

C5F 李华: 葡萄酒的总酸及GH值CIF: 酿酒! 8B=J!"A%&B’85:
C;F 秦含章: 葡萄酒分析化学"第8版%CEF: 北京&中国轻工业出版社!

8BB8:
C7F KELMN9L E:K )+O PQRH S:-: E/T2%OU V%& K+)34U"U %V ($UTU )+O

W"+/U: 5+O /OXEF: 9/Y Z%&*&I%2+ W"3/4 )+O -%+U!8B==:<J’AB:
C<F 沈国惠!王荣民!等: 直接进样’高压液相色谱法测定葡萄酒的有机

酸CIF: 食品与发酵工业! 8B=7!"A%&87’56:
CAF 朱明华: 仪器分析"第;版%CEF: 北京&高等教育出版社!5666:
CJF 高先富!高年发!韩英素!等: 发酵液中丙酮酸的H[!S法检测的研

究CIF: 天津轻工业学院学报!566;!";%&86’85:

图 ; A 种有机酸的标准曲线

表! 各种有机酸的保留时间 （"#$）

柠檬酸 酒石酸 %&苹果酸 琥珀酸 %&乳酸 乙酸

保留时间 ’()*! +(,!- ./(*,- .,()+* .!(),, .0(/*+

表! 各种有机酸的保留时间与线性回归方程

组分 保留时间（"#$） 回归方程 %&

柠檬酸 ’()!* +,-(---./0-(&!)! -(11!!
酒石酸 1(&*. +,-(---!/0-(*-22 -(11&-
34苹果酸 2-(!&. +,-(---)/0-(&-22 -(11’&
琥珀酸 2&()1! +,-(---2/0-(&-22 -(1’)5
34乳酸 2*()&& +,-(---’/0-(&!5- -(11’’
乙酸 25(-!1 +,-(---1/0-(!5*1 -(1)-’
6：有机酸浓度（7／3）；/：峰面积（89／:）。

表! 方法的重现性试验结果 （"／#）

测定次数 柠檬酸 酒石酸 #$苹果酸 琥珀酸

% &’!&(& )’*(++ ,’+&&, &’-,)%
, &’!,-. )’.),! ,’+&). &’!-%.
) &’!)&- )’-*+! ,’.%,! &’-((+
( &’(+). )’+&&) ,’+.+& &’!.,(
! &’(.&, )’.)., ,’*.)! &’-%-+

平均值 &’!&*&. )’.&&% ,’.*., &’-&!.,
相对标准偏差（/） )’( %’. ,’, (’!

表! 方法的回收率实验结果 （"／#）

组分
测定结果

酒样含量 酒样$标准品

加 入

标准品

回收率

（%）

柠檬酸 &’(&)& *’)+,- *’&.& /!’)
酒石酸 -’,)// (’,.)) .’&(& /!’-
#0苹果酸 .’/&.. )’+&*. .’&*& /)’(
琥珀酸 &’!.-* *’!,), *’&.& *&-’*
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