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摘 要： 利用酶固定化技术，制备乙醇生物传感器，并用其测定酒中乙醇含量。结果表明，生物传感器法测定酒中

乙醇含量快速而准确，检测时间为 20 s，回收率为 99.3 %～101.2 %，相对标准偏差为 0.97 %～1.50 %；检测灵敏度

高，检出限为 1 mg/100 mL；与气相色谱法、密度瓶法相比较，差异不显著（P＞0.05）；且具有操作简单、成本低廉、专
一性强等优势，有望成为酒类乙醇含量测定的新方法、新手段。
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Abstract: Ethanol biosensor based on enzyme immobilization technology was used to determinate ethanol content in liquor. The results showed
that the biosensor could measure ethanol content rapidly and accurately, with response time of 20 s, recovery ratio of 99.3 %～101.2 %，and re-
peatability relative standard deviation (RSD) 0.97 %～1.50 %. There was no significant difference (P＞0.05) in determination results between
biosensor, gas chromatography (GC) and density bottle method. Besides, it had the advantages such as high sensitivity ( detection limit was
1 mg/100 mL), easy operation, low cost and high specificity. It seemed that biosensor would become the novel method of ethanol detection in
liquor.
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对于酒精类饮品，譬如白酒、啤酒、果酒、米酒以及其

他药酒、保健酒等酒类，乙醇含量是检测其质量的重要指

标之一，国家对此有严格规定，故快速准确地检测酒中乙

醇含量在食品工业质量控制中十分重要。目前，酒中乙醇

含量的测定方法包括密度瓶法 [1]、酒精计法 [2]、气相色谱

法[3-4]、分光光度法[5]、比色法[6]、化学氧化法等[7]。 上述几种

测定方法中，密度瓶法、酒精计法和化学氧化法均为国家

标准规定方法，但是测定前需对样品进行蒸馏，且操作过

程复杂， 同时也会因为仪器和人为因素干扰而使测定结

果与实际值存在一定误差。 分光光度法和比色法受样品

颜色干扰较为严重。 相比较而言，气相色谱法结果准确，
但是操作复杂、设备昂贵，大大提高了相关行业的生产成

本，故在指导生产的实际应用中受到较大限制。 为此，有

必要建立一种快速、 准确且成本较低的乙醇含量分析方

法，以适应当前食品、饮料、酿酒等相关行业对低成本、高

效率的需求。

生物传感器法是采用酶固定化技术， 将乙醇氧化酶

固定于载体材料制成乙醇氧化酶酶膜， 并结合生物传感

器技术制备乙醇生物传感器。利用酶催化反应特异性，从

而实现对各种酒精类饮品中乙醇含量进行快速、灵敏、准

确测定。

1 材料和方法

1.1 试剂和材料

乙 醇 氧 化 酶（AOX 5483 U/mL），美 国 Sigma 公 司；
缓冲溶液为 0.1 mmol/L，pH7.2 的磷酸缓冲液；市售中国

劲酒（35 %vol）、蒙山十足全蝎酒(35 %vol)、张裕三鞭酒

(30 %vol)、特制二锅头(56 %vol)；其他试剂均为分析纯。
1.2 固定化乙醇氧化酶酶膜及酶电极制备

乙醇氧化酶酶膜及乙醇酶电极结构见图 1， 乙醇氧

化酶经戊二醛交联剂固定于核微孔基质膜。 固定化乙醇

氧化酶酶层通过酶膜片及 O 型密封圈固定于过氧化氢
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电极顶端，制备酶电极[8]。 乙醇酶电极系统包括 2 个电极

及其插头。 固定化乙醇氧化酶对溶液中乙醇进行催化反

应， 生成的 H2O2 由过氧化氢电极检测并进行结果显示，
从而实现对乙醇的定量。

1.3 乙醇生物传感器制备

本研究中， 乙醇生物传感器是利用酶促反应来定量

乙醇，其样品分析原理如下：

底物 +O2+H2O 产物 +H2O2

该生物传感器系统通过 H2O2 的定量分析实现对乙

醇含量的测定， 故过氧化氢电极和固定化乙醇氧化酶均

是乙醇生物传感器的核心器件。 乙醇生物传感器系统结

构见图 2，样品室侧面装有过氧化氢电极，电极表面覆盖

固定化乙醇氧化酶酶膜。 含有乙醇的底物在样品室内与

固定化乙醇氧化酶层接触并反应，产生的 H2O2 由过氧化

氢电极检测并转变为电信号， 该电流信号经放大处理显

示测定结果，并自动记录和打印。 因为产生的 H2O2 的量

与乙醇质量浓度成线性比例关系， 故该乙醇生物传感器

系统可测定样品中乙醇含量。

1.4 测定方法

1.4.1 乙醇标准溶液配制

无水乙醇溶于蒸馏水或传感器专用缓冲液， 配制浓

度依次 0 mg/100 mL、0.50 mg/100 mL、1.00 mg/100 mL、
2.00mg/100mL、4.00mg/100mL、6.00mg/100mL、8.00mg/100
mL、10.00 mg/100 mL 、20.00 mg/100 mL、40.00 mg/100
mL、60.00 mg/100 mL、80.00 mg/100 mL、100.00 mg/100
mL、120.0 mg/100 mL 的乙醇标准溶液。

乙醇标准液现配现用， 用于检验乙醇生物传感器的

线性范围和检测限。
1.4.2 测定步骤

1.4.2.1 乙醇生物传感器定标

乙醇生物传感器使用前先定标， 以 100 mg/100 mL
乙醇标准溶液作为仪器的定标溶液[9]。 传感器最终自动

定标为 100，然后即可进行线性范围、检测限的确定，以

及待测样品乙醇含量的测定。
1.4.2.2 乙醇生物传感器标准曲线的制作

乙醇生物传感器自动定标后，用特制微量进样器吸

取浓度 0 mg/100 mL、0.50 mg/100 mL、1.00 mg/100 mL、
2.00mg/100mL、4.00mg/100mL、6.00mg/100mL、8.00mg/100
mL、10.00 mg/100 mL 、20.00 mg/100 mL 、40.00 mg/100
mL、60.00 mg/100 mL、80.00 mg/100 mL、100.00 mg/100
mL、120.0 mg/100 mL 的乙醇标准溶液各 25 μL， 进行测

定，每个浓度重复 3 次。 以乙醇标准溶液浓度为横坐标，
测定结果为纵坐标，绘制标准曲线，测定乙醇生物传感器

的检测灵敏度及线性响应规律。
1.4.2.3 酒样样品测定

乙醇生物传感器线性范围及检测限确定之后， 将酒

样用蒸馏水或乙醇传感器专用缓冲液按相应比例稀释，
调整 pH 值为 6～8。准确吸取 25 μL 稀释的酒样，根据仪

器“进样”指示将酒样注入反应池。 20 s 后乙醇生物传感

器自行显示并打印测定结果， 结合稀释倍数即可测得酒

样中乙醇含量，整个测定周期控制在 1 min 左右。
1.5 数据处理方法

采用 t 检验分析，比较酒精计法、气相色谱法与乙醇

生物传感测定结果之间的显著性差异。判断标准：p＞0.05，
差异不显著；p＜0.05，差异显著；p＜0.01，差异极显著。

2 结果与分析

2.1 pH 值对乙醇氧化酶酶膜活性的影响

乙醇氧化酶在不同的 pH 值测定环境中，酶活性、稳

定性及使用寿命不同， 过酸或过碱的溶液环境均导致其

活性下降，以致失活，从而严重影响乙醇生物传感器测定

的准确度。 调整 0.1 mmol/L 磷酸缓冲液 pH 值为 1～11。
乙醇氧化酶膜活性随 pH 值变化曲线及不同 pH 值环境

注：1.银电极；2.铂电极；3.酶膜片；4.酶膜圈；5.热敏电阻；6.电极杆；

7.电极引线；8.O 型密封圈；9.核微孔基质膜；10.酶层；11.内膜层

图 1 酶电极（左）及固定化酶膜（右，放大）

乙醇氧化酶酶膜

注：1.进样帽；2.光传感器；3.反应 池 顶 帽；4.过 氧 化 氢 电 极；5.电 磁

搅 拌 子；6.样 品 室；7.乙 醇 氧 化 酶 酶 膜；8.缓 冲 液 进 口 和 废 液 排 空

管；9.电极旋钮；10.废液吸出管；11.进样口

图 2 乙醇生物传感器结构示意图
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中酶膜寿命曲线见图 3。

图 3 表明，在 pH 值 6～8 范围内，乙醇氧化酶均保

持很高活性；pH7 左右时酶活性达到最高。 此外，pH7 的

测定环境中乙醇氧化酶膜能长时间（35 d）保持较高的活

性。 鉴于此，乙醇生物传感器选用 pH7.2 的磷酸缓冲液，
待测酒样需调整 pH 值 6～8， 强酸或强碱样品液均将导

致传感器酶膜寿命短以及测定不准确。
2.2 线性范围及检出限

图 4 为乙醇生物传感器的标准曲线。由图 4（A）可

知，乙醇浓度为 0～120.00 mg/100 mL 范围时，传感器线性

关系较差， 回归方程为 Y=1.38987X-5.10163， 相关系数

r=0.94012。 去掉 0.50 mg/100 mL、120.00 mg/100 mL 乙 醇

浓度，绘制传感器标准曲线，见图 4（B）。 结 果表明，乙

醇浓度在 1.00～100.00 mg/100 mL 范围内时，传感器测定

值 与 乙 醇 浓 度 呈 良 好 线 性 关 系 ， 其 回 归 方 程 为 ：
Y=0.99696X+0.12329， 相关系数 r 为 0.99984。 由此可认

为，乙醇生物传感器的线性范围为 1.00～100.00mg/100mL，
检出限为 1.00 mg/100 mL。
2.3 共存物对乙醇生物传感器测定结果的影响

按方法 “1.4.1” 配制浓度均为 50 mg/100 mL 的甲

醇、丙醇、丁醇、乙酸、乙酸乙酯、乙醇 + 甲醇、乙醇 + 丙

醇、乙醇 + 丁醇、乙醇 + 乙酸、乙醇 + 乙酸乙酯等溶液。
利用乙醇生物传感器对各溶液分别进行含量检测，并以

50 mg/100 mL 的乙醇标准溶液做对比。 每个测试重复 3
次，结果见表 1。

由表 1 可以看出， 乙醇生物传感器能够准确测定溶

液中乙醇的含量，而对其他类似结构干扰物无明显响应；
且对于乙醇与干扰物的混合溶液， 传感器测定值亦与乙

醇浓度相接近，由此可认为，乙醇溶液中其他醇类、酯类

等物质对测定影响甚微。综上表明，乙醇生物传感器对乙

醇专一性较高， 用于混合液中乙醇含量检测时能够有效

排除其他杂质的干扰。
2.4 回收率检验

最佳试验条件下， 取市售不同浓度样品 （张裕三鞭

酒、中国劲酒、二锅头）进行加标回收率实验。酒样稀释后

每个样品平均分成 2 份， 其中一份加入等体积质量浓度

图 3 pH 值对乙醇氧化酶酶膜活性（A）及酶膜寿命（B）的影响

A

B

图 4 乙醇生物传感器的标准曲线
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为 30 %的乙醇对照溶液做回收实验。 按照“1.4.2”步骤测

定各酒样的乙醇含量。 每个测定重复 3 次，求平均值。 由

回收率计算公式：P= (加标试样测定值-试样测定值)/ 加

标量×100 %， 即得传感器测定酒中乙醇含量的回收率，
在 99 %～102 %范围内，结果见表 2。

2.5 精密度实验

按标准曲线范围对不同浓度的酒样（张裕三鞭酒、中

国劲酒、特制二锅头）进行稀释，分别用乙醇生物传感器

测定其乙醇含量， 每个样品重复测定 5 次， 其变异系数

均＜5 %，符合生物样品分析要求，结果见表 3。

2.6 生物传感器法与密度瓶法、气相色谱法测定酒中乙

醇含量的对比实验

取 4 种市售酒样，按相应倍数稀释后，分别用生物传

感器法、密度瓶法、气相色谱法进行乙醇含量测定，每种

样品测试重复 6 次，求平均值；将密度瓶法、气相色谱法

分别与生物传感器法进行差异性分析，结果见表 4。

表 4 数据显示，在测定酒中乙醇含量时，乙醇生物传

感器与密度瓶法、气相色谱法之间无显著差异。鉴于乙醇

生物传感器具有操作简单、成本低廉的优势，其有望代替

密度瓶法、气相色谱法等，成为酒中乙醇含量测定的新方

法、新手段。

3 结论

3.1 该测定方法有较高的准确度、精密度，且与密度瓶

法、气相色谱法测定结果一致，完全可用于各类酒中乙醇

含量的测定。
3.2 该方法无需进行复杂的样品前处理，且测定过程只

需“进样”操作，大大简化了测定程序和测定成本。
3.3 该方法反应快速，检测时间为 20 s，使整个分析时

间控制在 1 min 左右；进样量仅为 25 μL，亦一定程度上

节省了测定成本。
3.4 该方法测定范围较宽， 检测灵敏度高， 检出限为

1.00 mg/100 mL，亦适用于其他行业低含量乙醇的测定。
3.5 该方法利用“酶促”反应原理，专一性很强，使得测

定不受杂质以及样品颜色和浑浊度的影响， 故其在各行

业的乙醇分析中均具有广阔的应用前景。
3.6 该方法受测定环境 pH 值影响较为明显， 故样品测

定前需调整样品 pH 值。 此外， 该方法测定上限为 100
mg/100 mL，故超过该浓度的酒样需进行稀释。
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贵州茅台预计 2011 年净利同比增 65 %以上
本刊讯：据《糖酒快讯-食品资讯》报道，中国知名白酒生产商贵州茅台酒股份有限公司近日发布业绩预增公告,经初步测算,预

计公司 2011 年度净利润同比增长 65 %以上,主要原因是产品销量与价格同比上年度增长所致。2010 年度实现归属於上市公司股

东的净利润为 50.51 亿元人民币,基本每股收益 5.35 元，贵州茅台 2011 年前三季度公司实现归属于上市公司股东的净利润 65.69
亿元,同比增长 57.38 %;基本每股收益 6.33 元。(小小荐)

来源：糖酒快讯-食品资讯 2012-01-18
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