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摘 要： 通过对发酵醪的高效液相色谱（./01）［$］分析研究和比对试验，建立了发酵醪的液相分

析方法。实践证明，通过液相图谱，不仅可直观地了解发酵状况，还能测定发酵醪中剩余糖（或还

原糖）含量和酒精、琥珀酸、乳酸、丙三醇、醋酸、甲醇等组分的含量。./01 法具有快速、准确、直

观、省人力的优点。
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60.#$(7#： Through the analysis and contrast experiments of fermenting mash by high performance liquid chromatography

（HPLC）， the liquid phase analytic method of fermenting mash was established. And the practice indicated that liquid

phase chromatography analysis could not only display fermentation status directly but also could be used in the

measurement of residual sugar content and the contents of alcohol， lactic acid and methanol in fermenting mash. HPLC

had the advantages of saving manpower and rapid and accurate measurement. （Tran. by YUE Yang）

8"1 9)$:.：HPLC；fermenting mash；analysis and determination；alcohol；reducing sugar

淀粉质原料经过液化和糖化等物理、生物和化学过

程，淀粉已充分糊化和液化，其中相当一部分已转化成

可发酵性糖。将这种糖化醪送入发酵罐、接入酵母菌后，

在酵母的作用下，醪液中的糖被发酵成酒精和 12!；而

保存下来的糖化酶不断地将残存的淀粉转化成可发酵

性糖，就这样酵母的酒精发酵和后糖化作用互相配合，

最终将醪液中绝大部分淀粉及糖转化成酒精和 12!
［!］。

酒精生产，要求尽可能提高酒精生产率，并应尽量

减少发酵损失。所以，传统的发酵过程控制分析不能完

全 满 足 现 代 的 需 求 ， 通 过 对 发 酵 醪 的 高 效 液 相 色 谱

（./01）分析研究和比对实验，取得了很好的效果，建立

了发酵醪的液相分析方法，为进一步推广和实施奠定了

坚实的基础。初步实践证明，通过液相图谱，不仅可直观

地了解和掌握发酵的进展情况，并且能测定出发酵醪中

剩余糖*或还原糖-的含量和酒精、琥珀酸、乳酸、丙三醇、

醋酸、甲醇等组分的含量。此法具有快速、准确、直观、稳

定、省人力等优点。

$ 实验

$)$ 条件

色 谱 柱 ：4:;<6=>?@ 41A6$"$.，%""B3)7 !<<；预

柱：4:;<6=>?@ 41A *.-，#"B9)" !<<；流动相：")""!# ’
.!429 C 0；流速：")9 <0 C <;D；柱温：#" E；检测器：示差折

光；进样量：!" <0。

$)! 洗提液的制备

吸取 $" <0 ")#F 硫酸于 !""" <0 容量瓶中，用蒸

馏水定容至刻度。用前进行微膜*")!! "<-过滤，并进行

超声脱气。

$)% 外标液的制备

试剂：’>!429 %)# G C 0，麦芽三糖 $)# G C 0，麦芽糖 %)"
G C 0，葡萄糖 H*I-3)" G C 0，果糖 %)# G C 0，阿拉伯糖 !)" G C
0，琥珀酸 !)# G C 0，乳酸锂 %)" G C 0，丙三醇*甘油-%)" G C 0，

醋酸钠*’>65?JK>KJ-!)# G C 0，乙醇 #" G C 0。以上试剂均为

分析纯或色谱纯。

上面提及的数字总称重量可变化L# M，但每个试剂

的重量必须准确至 $)" <G。把所有试剂全量转移至 $""
<0 容量瓶中，用大约 7# <0 的蒸馏水溶解，置于 !" E
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水浴中恒温，然后定容至刻度。摇动使溶液充分混匀。

!"# 试验样品

吉林燃料乙醇有限责任公司生产线上的实际发酵

醪。

!"$ 样品制备

考虑到发酵醪中的酵母活动情况，采用离心清液进

行检测分析。样品经过离心后%稀释 ! 倍，吸取滤液样品

进入连有微膜过滤器（&’((’)*+,- &’((,./01-2"33 !4）的

注射器，然后将样品注入自动进样系统的样品瓶中。或

者在注射器与针之间连接微膜过滤器直接注入 5678
的进样部分。

!"9 仪器校准

样品的分析是采用外标法对系统进行校准的。每天

通过注射两次外标液来检查系统校准情况。依照积分仪

手册或 5678 工作站手册采用外标法对仪器进行校准，

结果用 : ; 7 表示。

!"< 备注

有一个流动比常数、恒定的柱温和细致准备洗提液

是重要的。启动 5678 时需要用洗提液运行几个小时来

冲洗柱子并且得到一个稳定的检测器信号。为了消除每

天启动的长周期，5678 可用低流速 =如 2"! 47 ; 4’>?运
行整夜或几天。

!"@ 5678 图谱（见图 !A图 #）

3 结果分析与讨论

3"! 还原糖测定

还原糖的化学法测定采用的是 2"! B 硫代硫酸钠标

准溶液滴定［C］。此法为引进奥地利奥高布殊公司采用的

还原糖测定法。即移取 3$ 47 测试溶液于 C22 47 具塞

锥形瓶中%加入费林试剂甲、乙液各 !2 47，置于加热板

或电炉上加热 ! 4’>=D!$ E?内至沸%保持沸腾至 3 4’>。立

即用冷水冷却至室温=不能摇动?，加入 !2 47 C2 F 的碘

化钾溶液和 !2 47 39 F 的硫酸，立即用 2"! B 硫代硫酸

钠标准溶液滴定至淡黄色。加入 3 47 淀粉指示剂滴定

至蓝色消失%蓝色至少在 ! 4’> 内不能重现。再用葡萄糖

标准溶液（$ 47 标准葡萄糖加 32 47 水）作标准实验。

同时用 3$ 47 水作空白实验。

还原糖（: ; 7）G $H2"2!H（!/"）H#
（!/$）H% H!222

G $2H（!/"）H#
（!/$）H%

式中：I———样品消耗 2"!B 硫代硫酸钠的 47 数；

J———空白消耗 2"!B 硫代硫酸钠的 47 数；

8———葡萄糖标准溶液消耗 2"!B 硫代硫酸钠的 47 数；

K———稀释因子G 准备测试溶液的 &’ 数
测试时用试液的 &’ 数

；

L———准备测试溶液的原始样品体积。

注：如果 IM9 47，则应减少测试液用量，并用蒸馏 水 补 充 至

3$ 47，重复测定。

发酵罐还原糖的测定数据结果见表 !A表 C。

由表 !A表 C 中的实验数据对比可知，用 5678 法

与葡萄糖标准溶液滴定法测定的还原糖结果接近，比奥

高布殊公司的硫代硫酸钠标准溶液测定的结果要高。

3"3 5678 法测定总糖

在 5678 的图谱中，四糖以上直至糊精淀粉集中在

一个峰上，以糊精来代表，用硫酸钠来定量。化学法试验

测 定 了 生 产 线 上 33 个 糖 化 液 样 品 ， 其 平 均 总 糖 为

图 ! 标准样品的 5678 图谱

图 3 发酵 !!2! 罐的 5678 图谱

图 # 发酵 !@2! 罐的 5678 图谱

图 C 发酵 !#2! 罐的 5678 图谱
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酿酒科技 !""# 年第 $" 期（总第 $%& 期）·!"#$%&’()*"+, -."/+./ 0 1/.2+%!%,3 !""# ’()$"*+(,)$%&-

!"!).% / 0 1；用 2314 对应测定 !! 个糖化液，平均含量：

硫酸钠 5%)5# / 0 16麦芽三糖 %)!% / 0 16麦芽糖 $7)"% / 0 16
葡萄糖 $$5)%. / 0 1；总糖8硫酸钠9:;麦芽三糖;麦芽糖;
葡萄糖，:8")5。

!)% 2314 法测定还原糖和总糖

化学法试验测定了生产线上 !! 个糖化液样品，其

平均还原糖为 $%%).# / 0 1；用 2314 对应测定了 !$ 个糖

化液样品，平均含量：糊精 &5).# / 0 16麦芽三糖 %)!% / 0 16
麦芽糖 $7)"% / 0 16葡萄糖 $$5)%. / 0 1；还原糖8糊精9<;

麦芽三糖9")77$;麦芽糖9")&"5;葡萄糖［7］，<8")".=。所

以，得出 2314 测得的还原糖8 ")".= 糊精;")77$ 麦芽

三糖;")&"5 麦芽糖;葡萄糖;")=! 果糖。总糖8糊精;麦

芽三糖;麦芽糖;葡萄糖;果糖;阿拉伯糖。

!)7 发酵醪酒分的测定对比

采用两种方法测定发酵醪的酒精度，结果见表 7。

酒精含量的测定对比方法采用的是蒸馏酒精计法。

从表 7 结果看出，与 2314 方法几乎没有差异。相比较

而言，2314 测得的结果更准确、更稳定些，!" >和 !% >
时测定并没有差别，且结果用 / 0 1 表示，完全满足工艺

控制需要。对比时折算成体积比，2314 测定时将发酵醪

稀释 $ 倍后测定，此时酒分在 7 ?@& ?（A 0 A）之间，密度

¡ 1  ¡¢ 1101 ¡¢£¤¥¦ (g/100 mL) 
¡¢ ¡¢ ¡¢£¤ HPLC ¡¢ ¡¢£¤ 

9:00 3.92 4.30 
13:00 3.85 4.12 4.14 
15:00 3.81 4.09 

8:00 3.77 3.98 
10:00 4.02 4.30 
11:00 4.11 4.37 
13:00 4.18 4.45 
14:00 4.18 4.44 

4.18 

15:00 4.05 4.27 

¡¢£¤¥¦
(¡¢£¤¥¦

¡¢) 

¡¢£ 3.99 4.26 4.22 
      ¡ 2  ¡¢ 1401 ¡¢£¤¥¦ ¡g/100mL¡ 

¡¢ ¡¢ ¡¢£¤ HPLC ¡¢ ¡¢£¤ 
8:00 0.21 0.36 
10:00 0.22 0.37 
11:00 0.22 0.37 
13:00 0.22 0.37 
14:00 0.22 0.37 

4.19 

15:00 0.22 0.37 

8:00 0.23 0.37 
10:00 0.25 0.37 4.21 
13:00 0.24 0.36 

8:00 0.23 0.36 
10:00 0.20 0.38 
11:00 0.19 0.37 
13:00 0.23 0.42 

4.22 

14:00 0.23 0.37 

¡¢£¤¥ 

¡¢£ 0.22 0.37  
 

¡ 3  ¡¢ 1801 ¡¢£¤¥¦ (g/100 mL) 
¡¢ ¡¢ ¡¢£¤ HPLC ¡¢ ¡¢£¤ 

9:00 0.16 0.29 
10:00 0.15 0.29 
13:00 0.16 0.29 
14:00 0.16 0.29 

4.25 

15:00 0.14 0.29 

9:00 0.14 0.29 
11:00 0.16 0.29 
13:00 0.20 0.30 
14:00 0.18 0.30 

4.26 

15:00 0.13 0.29 

¡¢£¤¥¦ 
(¡¢£¤¥¦

¡¢) 

¡¢£ 0.16 0.29 0.32 
 

¡ 4  ¡¢£¤¡¢¡¢£¡¢¡¢£¤ 
¡¢£¤¥¦ HPLC ¡ 

¡¢ ¡ ¡ ¡¢ ¡¢ 
(%,v/v) 

¡¢ 
(g/L) 

¡¢ 
(%,v/v) 

9:00 8.0 64.02 8.0 
13:00 8.2 65.11 8.2 4.14 
15:00 8.2 64.50 8.1 

8:00 8.6 67.73 8.5 
10:00 8.6 68.78 8.6 
11:00 8.6 69.14 8.7 
13:00 8.6 67.84 8.5 
14:00 8.5 68.62 8.6 

4.18  

15:00 

1101 

8.4 68.64 8.6 
¡¢  8.41 67.15 8.43 

8:00 12.1 96.41 12.1 
10:00 11.9 97.66 12.3 
11:00 11.9 98.74 12.4 
13:00 12.3 97.16 12.2 
14:00 12.3 97.81 12.3 

4.19 

15:00 12.2 98.10 12.3 

8:00 11.8 94.81 11.9 
10:00 12.0 94.32 11.8 4.21 
13:00 12.0 94.42 11.8 

8:00 11.8 93.40 11.7 
10:00 12.2 95.42 12.0 
11:00 12.0 94.86 11.9 
13:00 12.0 94.71 11.9 

4.22 

14:00 

1401 

12.0 94.83 11.9 
¡¢  12.04 95.90 12.03 

9:00 11.6 93.91 11.8 
10:00 11.6 94.07 11.8 
13:00 11.7 93.64 11.7 
14:00 11.4 91.74 11.5 

4.25 

15:00 12.1 95.32 12.0 

9:00 11.7 95.45 12.0 
11:00 11.7 93.05 11.7 
13:00 11.9 95.09 11.9 
14:00 11.8 94.62 11.9 

4.26 

15:00 

1801 

11.9 94.28 11.8 
¡¢  11.74 94.12 11.81 

 



取 !"##，因此，折算公式为：折算酒分$% & %’($)*+, 测值 &
-".#’/!"##。

0"1 挥发酸的测定对比

同样采用两种方法测定发酵醪的挥发酸（见表 1）。

化学法测定的挥发酸度 ［1］是指原发酵液加水蒸馏

出原体积，其中 2! 3+ 蒸馏液所消耗 !"2 4 氢氧化钠的

3+ 数，结果受分析操作过程和环境因素影响较大。而

)*+, 法是直接测定样品的醋酸含量，以 5 & + 表示。因为

醋酸是挥发酸的主体，所以通过两种方法的对照，建立

了挥发酸度与醋酸含量的关系式：挥发酸度(!"1627/醋

酸含量$5 & +’。挥发酸度是考察发酵过程染菌程度的重要

指标，醋酸含量的高低也同样反映出发酵的染菌程度。

所以，建议生产或工艺管理用醋酸含量来判断发酵的染

菌程度，)*+, 测定的醋酸含量更准确些。

0"7 发酵醪的总残糖

发酵醪中各种糖和总残糖的测定结果见表 7。

淀粉质原料经过液化和糖化等物理、生物及化学过

程，淀粉已充分糊化和液化，可以用 )*+, 测定出发酵

液的残余总糖。从表 7 可看出，)*+, 测定得的结果为

!".0 5 & 2!! 3+。而生产采用酸水解［1］实际测定的残余总

糖为 2"76 5 & 2!! 3+。由于酸水解时，纤维素和半纤维素

水解生成糖，故测定结果偏高。所以，)*+, 测定的结果

更准确，更接近实际。建议采用 )*+, 测出的残余总糖

考核发酵情况。

8 结论

上述实验是采用对比的方法对不同阶段的发酵醪

进行分析。通过对数据的整理、比对和分析，)*+, 法完

全能够满足生产过程控制的需求。建立 )*+, 方法以

后，操作过程简单，且重现性和稳定性好，引入的误差相

对较少。同时节省了大量的人力。

)*+, 的分析不仅能满足对还原糖、残余总糖、酒分

和挥发酸的分析需要，同时还可以测定淀粉糊精、麦芽

三糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖、阿拉伯糖、琥珀酸、乳酸、丙

三醇、醋酸和乙醇等的含量。)*+, 的图谱及各组分的含

量是生产、工艺管理者及操作者理想的控制资料和数

据，具有重要的指导价值和现实意义。
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¡ 5  ¡¢£¤¡¢¡¢£¡¢£¡¢£ 
¡¢£¤¥ HPLC ¡ ¡¢ ¡¢ ¡¢ 
¡¢£(¡) ¡¢(g/L) 

9:00 0.08 0.14 
13:00 0.09 0.14 4.14 
15:00 0.09 0.13 

8:00 0.11  0.19 
10:00 0.11  0.20 
11:00 0.10  0.21 
13:00 0.12  0.20 
14:00 0.10  0.19 

4.18 

15:00 0.11  0.21 
¡¢£ 

1101 

0.10 0.18 
8:00 0.13 0.25 
10:00 0.13 0.26 
11:00 0.12 0.26 
13:00 0.16 0.26 
14:00 0.16 0.26 

4.19 

15:00 0.16 0.27 

8:00 0.15 0.28 
10:00 0.13 0.28 4.21 
13:00 0.13 0.28 

8:00 0.14 0.26 
10:00 0.15 0.30 
11:00 0.15 0.25 
13:00 0.17 0.29 

4.22 

14:00 0.17 0.28 
¡¢£ 

1401 

0.15 0.27 
9:00 0.14 0.29 
10:00 0.13 0.27 
13:00 0.16 0.28 
14:00 0.15 0.27 

4.25 

15:00 0.15 0.28 

9:00 0.14 0.27 
11:00 0.13 0.24 
13:00 0.13 0.26 
14:00 0.13 0.29 

4.26 

15:00 0.13 0.25 
¡¢£ 

1801 

0.14 0.27 
 

¡ 6  1801 ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬® (g/L) 

¡¢ ¡¢ ¡¢ ¡¢ 
¡¢ ¡¢£ ¡¢£ ¡¢ ¡¢ 

¡¢ ¡¢ 

9:00 4.14 0.11 2.45 0.70 0.37 0.40 8.16 
10:00 4.16 0.10 2.43 0.67 0.36 0.38 8.10 
13:00 4.19 0.11 2.45 0.70 0.37 0.39 8.21 
14:00 3.99 0.25 2.35 0.67 0.36 0.37 7.99 

4.25 

15:00 4.19 0.10 2.45 0.71 0.36 0.37 8.17 

9:00 4.07 0.25 2.40 0.65 0.36 0.37 8.10 
10:00 4.06 0.25 2.38 0.65 0.36 0.38 8.07 
11:00 5.01 0.25 2.37 0.67 0.38 0.37 9.05 
13:00 4.01 0.25 2.43 0.68 0.37 0.37 8.10 
14:00 4.16 0.28 2.51 0.67 0.37 0.37 8.35 

4.26 

15:00 4.06 0.25 2.40 0.64 0.35 0.36 8.05 
 


