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全自动葡萄酒成分分析仪测定葡萄酒中柠檬酸 
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(1. 蓬莱出入境检验检疫局, 蓬莱  265600; 2. 济南大学泉城学院, 蓬莱  265600) 

摘  要: 目的  建立全自动葡萄酒成分分析仪测定葡萄酒中柠檬酸的方法。方法  仪器自动完成校准曲线的

绘制、样品与试剂的混合、孵育、反应及 340 nm 波长处的比色检测。结果  在 0~0.5 g/L 标准溶液浓度范围

内, 体系吸光度(Y)与溶液浓度(X)良好的函数关系, 二阶拟合校准方程为: Y=0.6232X20.6804X0.00896, 相关

系数为 0.9999, 样品的加标回收率为 94%~104%, 同时与 GB/T 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分析方法》的

高效液相色谱法进行了对比, 相对标准偏差小于 3%。结论  该法灵敏度高、测定速度快、试剂使用量少, 适

用于不同类型葡萄酒中柠檬酸的大批量分析。 
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Determination of citric acid in wine by gallery automatic discrete analyzer 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of citric acid in wine by thermo scientific gallery 

automatic discrete analyzer. Methods  Some steps including calibration curve drawing, sample and reagents mixing 

and incubation, and colorimetric detection of 340 nm wave length were realized automatically by this instrument. 

Results  In the concentration range of 0~0.5 g/L, the absorbance (Y) was well related to the concentration (X), the 

second-order fitting calibration equation was Y=0.6232X20.6804X0.00896, and the correlation coefficient was 

0.9999. The standard recovery rates were 94%~104%. Meanwhile, compared with high performance liquid 

chromatography method from the national standard of China (GB/T 15038-2006 General analysis method for wine 

and fruit wine), the relative standard deviation was less than 3%. Conclusion  This method has the advantages of 

high sensitivity, rapid determination speed and less reagent dosage, which can be used for the mass analysis of citric 

acid in different types of wines. 
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1  引  言 

柠檬酸是食品行业中广泛使用的添加剂, 具有温和

爽快的酸味特征[1-3]。在葡萄酒生产过程中, 常添加适量的 

柠檬酸以改善葡萄酒的口感, 然而若过量添加柠檬酸, 不

仅会使葡萄酒的口感失调, 还可能会对人体产生危害[4-6], 

为此国家制定了严格的柠檬酸添加限量标准。因此, 需要

探索准确且灵敏的柠檬酸检测技术, 以保证葡萄酒的质量 
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安全[7]。 

目前, 柠檬酸的检测方法有高效液相色谱法、离子色

谱法、毛细管电泳法及傅里叶变换红外光谱法等[8-11], 每种

方 法 都 有 各 自 的 优 缺 点 和 适 应 范 围 。 国 家 标 准 GB/T 

15038-2006 中柠檬酸的检测, 采用的是高效液相色谱法[12], 

该法虽然灵敏度较高, 但样品前处理繁琐, 目标峰易受到

糖类、醇类及有机酸的干扰, 易造成色谱柱的寿命缩短。

近几年, 多篇文献报道对国标高效液相色谱法的改进, 通

过前处理使用活性炭固相萃取柱来消除了上机干扰 [1,2], 

但也增加了检测成本。目前, 已有报道使用全自动葡萄酒

成分分析仪测定葡萄酒中总糖、还原糖及总二氧化硫[13-15], 

但用其测定葡萄酒中柠檬酸尚未有报道。Thermo 公司的全

自动葡萄酒成分分析仪, 通过自动把样品与试剂混合孵育

后, 在 340 nm 波长处比色检测, 检测效率高, 适合大样本

量的检测。本文利用该仪器建立了测定葡萄酒中柠檬酸含

量的方法, 并与国标高效液相色谱法进行比对, 为葡萄酒

中柠檬酸的自动化检测提供实验依据, 并对该方法的推广

应用具有重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与材料 

Gallery 全自动葡萄酒成分快速分析仪(美国赛默飞世

尔科技公司); 613-UF-70 纯水/超纯水系统、CPA225D 电子

天平(赛多利斯科学仪器北京有限公司); 容量瓶(100 mL, 

德国 Witeg 公司)。 

柠檬酸(纯度>99.5%, 美国 Supelco 试剂); 柠檬酸试

剂盒(内含 BUF A、BUF B、Lyo A、Lyo B 试剂, 使用前将

BUF A 与 Lyo A 混合制成 R1 试剂, 将 BUF B 与 Lyo B 混

合制成 R2 试剂, 美国赛默飞世尔科技公司); 磷酸、磷酸二

氢钾、氢氧化钠(优级纯, 科密欧有限公司)。葡萄酒样品由

市场购买(包括 6 种干红, 4 种干白)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  国标法 

GB/T 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分析方法》中

柠檬酸检测的高效液相色谱法[12]。 

2.2.2  全自动葡萄酒成分分析仪法 

(1) 实验原理 

葡萄酒中的柠檬酸在柠檬酸裂解酶(citrate lyase, CL)

的作用下水解为草酰乙酸和醋酸盐, 其中草酰乙酸及其脱

羧产物丙酮酸, 在 L-苹果酸脱氢酶(L-malate dehydrogenase, 

L-MDH) 和 L- 乳 酸 脱 氢 酶 (L-lactate dehydrogenenase, 

L-LDH)的作用下, 使得还原态的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH), 转化为氧化  

态 的 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 (nicotinamide adenine 

dinucleotide, NAD+), 可通过测定 340 nm 波长处 NADH 的

吸光度, 确定其消耗量, 计算出样品中柠檬酸的浓度, 具

体反应过程见图 1:  

 

 
 

图 1  葡萄酒中柠檬酸反应机制 

Fig. 1  Reaction mechanism of citric acid in wine 
 

(2) 测定过程 

仪器预热稳定后, 在软件上编辑柠檬酸的检测参数。

具体参数为: 吸取 R1 试剂 200 L, 样品 5 L, 孵育 180 s, 

吸取 R2 试剂 20 L, 孵育 300 s, 检测波长 340 nm。取适量

0.5 g/L 的柠檬酸标准溶液、超纯水及酒样分别置于比色杯

中, 仪器按照编辑的检测参数, 自动完成校准曲线的绘制、

样品的检测及数据处理。  

3  结果与分析 

3.1  全自动葡萄酒成分分析仪法测定葡萄酒中的柠

檬酸 

3.1.1  校准曲线 

仪器按照校准程序, 绘制出浓度分别为 0、0.05、0.1、

0.2、0.4、0.5 g/L 的柠檬酸标准溶液的校准曲线(见图 2), 体

系 吸 光 度 (Y) 与 溶 液 浓 度 (X) 二 阶 拟 合 校 准 方 程 为 : 

Y=0.6232X20.6804X-0.00896, 相关系数为 0.9999, 能用于

柠檬酸的定量分析。 

 

 
 

图 2  葡萄酒中柠檬酸校准曲线图 

Fig. 2  Standard curve of citric acid in wine 
 

3.1.2  精密度 

取柠檬酸含量不同的葡萄酒样品 4 份, 每份样品平行

测定 6 次 , 测得结果的相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD)分别为 1.70%、2.25%、1.29%及 1.17%, 具

体结果见表 1, 结果表明该方法能够满足实验室样本检测

结果的可靠性和稳定性要求。 
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表 1  精密度结果(n=6) 
Table 1  Result of precision (n=6) 

项目 样品 1 2 3 4 5 6 RSD/% 

柠檬酸
/(mg/L) 

干红 1 128 132 129 134 127 130 1.70 

干红 2 62 63 60 63 59 61 2.25 

干白 1 430 434 429 437 445 427 1.29 

干白 2 507 522 511 524 509 518 1.17 

 
3.1.3  回收率 

取柠檬酸含量不同的葡萄酒样品 10 份, 依次向每份

样品中加入柠檬酸标液, 添加浓度水平为 100 mg/L, 具体

数 据 见 表 2。 结 果 表 明 , 所 有 样 品 的 加 标 回 收 率 介 于

94%~104%之间, 说明该方法能准确测定样品中的柠檬酸

含量, 可用于日常检测。 
 

表 2  不同类型葡萄酒柠檬酸的加标回收率(n=10) 
Table 2  Recovery of citric acid in different type of  

wine at spiked levels (n=10) 

样品 
原始浓度 
/(mg/L) 

加入浓度 
/(mg/L) 

测得浓度 
/(mg/L) 

回收率 
/% 

干红 1 130 100 234 104.0 

干红 2 61 100 159 98.0 

干红 3 256 100 351 95.0 

干红 4 178 100 272 94.0 

干红 5 355 100 453 98.0 

干红 6 401 100 503 102.0 

干白 1 434 100 532 98.0 

干白 2 515 100 610 95.0 

干白 3 482 100 579 97.0 

干白 4 615 100 716 101.0 

 

3.2  全自动葡萄酒成分分析仪法与国标高效液相色

谱法的比较 

取柠檬酸含量不同的葡萄酒样品 10 份, 采用全自动

葡萄酒成分分析仪法和国标高效液相色谱法分别测定柠檬

酸含量, 2 种方法测得结果的相对标准偏差处于 0.55%~ 

2.36%之间, 符合理化分析标准的质量控制要求[16], 详细

数据见表 3。通过结果比较发现, 分析仪的数据要略高于

高效液相色谱法, 主要由于分析仪检测过程中, 在比色时

易受葡萄酒中颜色的干扰, 并且干红葡萄酒要比干白葡萄

酒的干扰更强。 

4  结  论 

全自动葡萄酒成分分析仪检测葡萄酒中柠檬酸, 实

现了上机测试及数据处理的自动化, 且该仪器操作简单, 

表 3  2 种方法测定不同类型葡萄酒中柠檬酸的结果对比(n=10) 
Table 3  Comparison of the determination results for  

citric acid by two methods (n=10) 

样品 
全自动葡萄酒分析仪法 

/(mg/L) 
高效液相色谱法

/(mg/L) 
RSD/%

干红 1 130 126 2.21 

干红 2 61 59 2.36 

干红 3 256 250 1.68 

干红 4 178 173 2.01 

干红 5 355 347 1.61 

干红 6 401 392 1.61 

干白 1 434 430 0.65 

干白 2 515 511 0.55 

干白 3 482 475 1.03 

干白 4 615 609 0.69 

 

容易维护, 能满足大规模样品的快速检测[15]; 该检测技术

无需样品前处理, 试剂配制过程简单, 标准溶液实现自动

稀释, 可节省人力物力, 节约成本; 该法灵敏度高, 与国

标高效液相色谱法测定结果的相对标准偏差小于 3%, 满

足理化分析标准的质量控制要求。 
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