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摘 要： ?@A是一种强极性固定液，多用于分析极性化合物醇、酯等。研究制备了?@A柱，将其应用于浓香型白酒检

测酒中己酸乙酯和乳酸乙酯含量，实践证明，?@A柱分离效果较好，检测速度快，结果准确，且经济耐用。（陶然）
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我公司年产浓香型粮食酒8666 O，为了确保产品质量，每个窖

池的酒都要经过气相色谱检测分析，结合口感品尝才能分级入库，

每天需色谱检测的半成品酒样达966多种。这就要求色谱的检测分

析必须快速准确。己酸乙酯和乳酸乙酯是浓香型白酒的主要香味

成分，其含量多少是判断浓香型白酒质量的重要依据之一。经过多

年的实践证明，?@A柱能快速准确地检测出酒中己酸乙酯和乳酸

乙酯的含量，满足生产和检测工作的需要。为了节省资金，提高工

作效率，我们自己研究制备?@A柱子，分离效果较好且经济耐用。

现将?@A填充柱的充装和使用方法介绍如下，供同行参考。

9 充装?@A柱的准备工作

9;9 固体液的选择。固体液一般根据“相似性”的原则来选择，即

固体液的性质与被分离组分之间有某些相似性，如官能团、化学

键、极性以及某些化学性质等。?@A是一种强极性固体液，多用于

分离极性化合物如醇、酯等 U9V。

9;5 担体的选择。不同的载体之间的密度有差别。同一类型载体

中，其密度有时也存在很大的差别。用不同批号的载体要制得重现

性好的填充料，密度是一个关键的因素，因此使用载体前一定要记

下生产厂家和批号。在一般情况下，硅藻土载体在使用之前必须经

过化学处理，因其表面有一-"BW基，否则会发生吸附作用和造成

氢键拖尾。另外载体含有高达96 X的无机杂质，如铁和铝的氧化

物，它们对被分析的样品有催化降解作用，经过酸洗处理，能除去

无机杂质，硅烷化处理是载体钝化最有效的方法 U5V。我们选用的是

经过酸洗和硅烷化处理的白色硅藻土担体。国产的是DD6担体，进

口的是高效络姆沙伯，从经济方面考虑，国产的要便宜得多，并且

效果也好。

9;7 固定相的浓度。固定液的涂布量一般需视担体的物理性质如

比表面积、堆比重和化学惰性等而定。液量应以充分涂布担体微

粒，使成一定的薄膜层为宜。对于高沸点的样品，经验表明必须用

低涂量的柱子，在硅藻土载体上，固定相的最低浓度一般为7 X，

我们选用的?@A56H固定液的量为> X。

5 ?@A柱充装的操作步骤

5;9 柱子的清洗与干燥

不锈钢柱用> XY96 X的热碱（:)BW）水浸泡抽洗ZY>次，除去

内壁油污，用水洗至中性，再用有机溶剂洗几遍。柱子清洗后，用洗

耳球将管内液体排尽，再放至烘箱内于956 [干燥。

5;5 固定液的涂渍

5;5;9 称取所需的担体（担体的量取决于色谱柱的体积），放入烘

箱中，956 [烘Z 2，以除去水分。

5;5;5 称取所需的固定相的量（为担体的> X），用 量 筒 量 取 一 定

体积的丙酮（体积决定于担体的量，以充分浸润担体为好），使固定

相充分溶解。

5;5;7 取出烘箱中的担体，加入固定液，轻轻摇动烧杯，使溶液充

分润湿担体，使其在通风橱中自然挥发。

5;5;Z 将涂好的担体放入烘箱中先86 [烘7 2，再升至D6 [烘Z 2，

烘好的填料呈松散状。

5;7 色谱柱的填充

把色谱柱的尾端（注意：接检测器的一端，不要弄错！）塞上玻

璃棉，包上纱布，接上真空泵，另一端（接汽化室一端）接一漏斗，在

抽吸下加入柱填料，然后反复震动柱子，至填料不再进入，头上留

一点空间塞上玻璃棉即可。填充的要求是填料颗粒不破碎，但又填

得均匀紧实。

5;Z 色谱柱的老化

把装好的柱子接入色谱仪上，但一定不能接入检测器，防止污
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染检测器，通以低流量的载气（为正常流量的9 < =），柱温略高于正

常使用温度，但要低于柱子的最高使用温度。老化时间约5= 2，若

采用程序升温> 2即可。

7 ?@A柱的使用

7;9 色谱仪：鲁南化工仪器厂生产的B65型气相色谱仪，氢火焰检

测器。

7;5 流动相：:5：76 (3 < ("+ C5：76 (3 < ("+，D"&：766 (3 < ("+。

7;7 色谱柱：内径7 ((，长5 (不锈钢柱。

7;= 温度：柱温996 E，汽化室温度9=6 E，检测器温度9=6 E。

7;B 灵敏度：96，衰减9 < 98。

7;8 纸速：B (( <("+。

7;F 进样量：5 !3。
7;> 计算方法：外标法，己酸乙酯和乳酸乙酯的保留时间分别为

5;79 ("+和=;58 ("+。

7;G 操作要点：经过多次实验，装得好的柱子，己酸乙酯出峰前，

必分出两个小峰，检测出的己酸乙酯数据才较准确，否则测定的值

比真实的值偏大。
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通过上述比较，可以看出，用方法一测定双乙酰含量合格的酒

液，可能会因酒液中"’乙酰乳酸氧化为双乙酰，导致双乙酰含量

由合格变为不合格，这不利于产品质量控制；用方法二测定双乙酰

合格的酒液，即使以后"’乙酰乳酸氧化，酒液的双乙酰也不会超

标，这对有效控制双乙酰是有利的。因此，在实际生产中必要时应

选用方法二测定双乙酰。

9;5 选择有效的检测点

由"’乙酰乳酸经非酶分解形成双乙酰的代谢途径如下：

双乙酰的前体物质"’乙酰乳酸是酵母合成缬氨酸途 径 的 中

间产物，主要在主发酵酵母繁殖阶段形成。其中一部分"’乙酰乳

酸泄出酵母细胞体外，进行氧化脱羧反应生成双乙酰。而后双乙酰

又被酵母吸收，在细胞内还原为乙偶姻，进一步还原为丁二酮，排

出酵母细胞外。5，7’丁二醇对啤酒风味影响较小。

高温、低KC值和氧的存在，有利于"’乙酰乳酸氧化为双乙酰，

根据分析，我们选择检测点如下：

（9）酵母双乙酰还原性能的检测

酵母菌种是影响啤酒双乙酰的重要因素。不同的酵母菌株具

有不同的"’乙酰羧基丁酸合成酶活力，其双乙酰峰值和还原能力

差异也很大。在与生产实际工艺相一致的实验条件下对酵母菌种

进行发酵小试、中试，测出实验制得成品鲜啤酒的双乙酰含量，一

般应小于6;68 (, < !，若达不到此要求的酵母菌种不能使用，应 更

换菌种或进行菌种选育。此项检测一般在引进新菌种或对原菌种

实施分离纯化时开展。

（5）冷麦汁、压缩空气、接种酵母、发酵容器、管道等生产环节

的微生物检测。

酵母被杂菌（球菌和乳酸菌）污染后，易产生多量双乙酰，因此

应搞好工艺及环境卫生，防止污染。若微生物检查超标，应及时查

找原因，解决处理。

（7）冷麦汁"’氨基氮的检测

"’氨基氮含量高，能较好满足酵母营养要求，缬氨酸不易缺

乏，通过反馈作用，抑制酵母从丙酮酸合成缬氨酸的支路代谢作

用，从而减少其中间产物"’乙酰乳酸的形成，少生成双乙酰。一般

麦汁"’氨基氮应在9>6 (, < !以上。若低于此值，则应从原料、糖化

工艺、实际操作等方面查找原因。

（=）冷麦汁KC值及发酵液KC值的检测

在低KC值下，双乙酰及其前驱物质的浓度均有所降低，其原

因一方面是"’乙酸乳酸的生成量减少，另一方面从"’乙酸乳酸转

变为双乙酰的速度加快了。冷麦汁KC值应控制在B;5LB;8，发酵液

的KC值在主酵终了时应降至=;5L=;=。影响酒液KC的因素除麦汁

KC值外，还有溶解氧、酵母种类、活性、酵母添加量、发酵温度及发

酵容器管道的洗涤残留液情况、微生物状况等。

（B）接种麦汁溶解氧的检测

麦汁溶解氧含量高，酵母繁殖快，虽然加速了"’乙酰乳酸的

合成，但同时更加速了"’乙酰乳酸的非酶分解，总的看来，对降低

双乙酰含量是有利的。麦汁溶解氧应在9;6M96’BL9;5M96’B。达不到

则应加强麦汁冲氧。

（8）酵母接种量的检测

双乙酰的前体物质大都是在酵母繁殖过程中产生的，加大酵

母接种量，降低酵母的增殖率，可以减少"’乙酰乳酸的形成，从而

降低啤酒双乙酰含量。接种酵母量应在9;BM96FL9;>M96F个 < (3，若

接种量不够，应及时补加酵母。

（F）发酵液双乙酰的检测

发酵液从还原双乙酰的第三天起，检测双乙酰，直至低于6;6>
(, < !。

通过延长时间，双乙酰仍不能下降至6;6> (, < !的发酵液，可

添加适量的"’乙酰乳酸脱羧酶。添加后需检测双乙酰下降情况，

一般情况下可达到理想效果，否则应从添加量、作用时间、试剂质

量等方面找原因。

（>）清酒及成品酒双乙酰的测定

清酒及成品酒双乙酰应低于6;6> (, < !才能灌装、出厂。只要

做好前面的工作，双乙酰均应合格，否则应全面检查检测过程和滤

酒过程是否出错。

5 总结

由于啤酒双乙酰味阈值低，为控制好啤酒双乙酰，除了制订合

理的工艺，在生产实际中还需加强监控，注意双乙酰检测细节和检

测点，只要做好这些工作，就一定能保证成品啤酒双乙酰合格。
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