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己酸菌培养液中己酸含量的测定方法

钟 雨 8，谢宜辉 5

（江苏双沟酒业股份有限公司，江苏 泗洪 55;<88）

摘 要： 介绍了己酸菌液中己酸含量的 7 种测定方法，即硫酸铜快速测定法、比色法、纸上层析法和直接进

样毛细管柱气相色谱法，比较了它们的优缺点，直接进样毛细管柱气相色谱法快速、准确，但关键是要处理好

样品。
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己酸是生成浓香型白酒主体香己酸乙酯的前体物质，也是重

要的呈味物质之一。我国在 56 世纪 =6 年代末就开展了对己酸菌

的研究［8］。现在己酸菌液和固体己酸菌已有专业化生产企业，但许

多浓香型白酒厂仍根据自身资源，分离、纯化己酸菌来培养己酸菌

液，将其应用于白酒生产中。主要有培养人工窖泥，保养发酵池，喷

洒底醅等方法来增加香醅中己酸含量，以达到提高己酸乙酯含量

的目的。为保证己酸菌质量，己酸含量的测定尤为重要。现根据实

际生产情况总结一文，供同行参考。

8 发酵液中己酸含量的测定方法

8:8 硫酸铜快速测定法

吸取己酸发酵液 86 (3 于带塞试管中，加入 5 \硫酸铜溶液

6:] (3，乙醚 8 (3，摇匀后静置，观察醚层。如有蓝色，说明含有己

酸。己酸含量高者，蓝色较深。

8:5 比色法［5］

利用发酵液中己酸与醋酸铜显色反应（SA=:?），取乙醚层溶

液，用分光光度计在波长 ==6 +( 下，测定 B:^:值，绘制标准曲线，

对样品定量分析。

8:; 纸上层析法［;］

发酵液过滤，取 5_; (3 滤液，加 8 滴 6:] \酚酞溶液，用 6:8 9
氢氧化钠溶液滴定至微红色。 将 层 析 滤 纸 裁 成 宽‘长a86 .(b55
.(，在距裁好的滤纸底边 5 .( 处用铅笔画一条原线，线中间标一

原点，在此原点两侧 5 .( 处各标一个原点。用微量注射器将标准

己酸 ] !3，标准丁酸 8 !3，发酵液 86 !3 分别点在编号为 8，5，; 的

; 个原点上。点样时，每完一次用电吹风吹干，再在原点上重新点

样，直至点完规定量的样品（点样的直径控制在 6:;_6:] .(）。

将点好样的层析纸垂直放入盛有展开剂的层析缸内，密封层

析缸，与展开剂平衡 8:] 2。平衡结束后，用上行法将滤纸底边浸入

展开剂 8 .(，保持温度 56 c，密封层析 缸 ，静 止 至 前 沿 达 到 滤 纸

顶端约 8 .( 处时，取出滤纸，在溶剂前沿作一直线，吹干至无正丁

醇为止。

展开后的滤纸用 6:67 \甲基红乙醇溶液 （使用前用 6:8 9 氢

氧化钠溶液调 SA 值为 d:] 左右，此时溶液呈桔黄色）喷雾，黄色的

纸上出现红色的斑点。干后立即用铅笔将斑点圈出，以免褪色。

测出标准己酸、标准丁酸和发酵液中各斑点的 eT 值，根据他

们的 eT 值来确定发酵液中有无己酸与丁酸。分别将斑点剪下称

重，计算出发酵液中己酸含量。计算 eT 值公式，

物质斑点移动的距离
eTa—————————————————

溶剂前沿移动的距离

8:7 直接进样毛细管柱气相色谱法

由于平常分析白酒用的是混合内标测定 （5 \叔戊醇，5 \醋

酸正戊醇，5 \ 5’乙基正丁酸），为此，我们直接利用混合内标中内

标 ;（5’乙基正丁酸）来测定己酸菌液中有机酸。
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;:7 ; 种酶的添加量只能低于上述要求，如果过高会给产品的口

感带来邪杂味。

;:< 鹿血的有效成分大多属水溶性物质，因此最终产品的酒度越

低越好；但是鹿血的有效成分不能经过高温灭菌，因此产品还要在

一定的酒精浓度范围内。

我们经过多次试验后，最后将鹿血酒定为 5= 度，这样不仅满

足了有效成分的含量，同时在鹿血酒的卫生要求上达到标准。

;:> 由于酶活性的灭失有很多种方法，为了不使鹿血中有效成分

的损失过多，故采用一定浓度的酒精和低温灭酶法，效果良好。
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仪器及条件：岛津 JK’87，LMN 检测器，KNAK 色谱工作站。色

谱柱为毛细管柱 LLOP（QP’58）长 <6 (，内径 ;5 ((。检测器温度

556 R，汽化温度 8=6 R。程序升温：起始温度 <6 R，恒温 5 ("+ 后

以 ;:< R S("+ 速率升至 566 R，继续恒温 86 ("+。分流比 76T8。

样品处理：取样品 <6 (3 加活性炭吸附，静置，过滤，取清滤液

56 (3 加盐酸酸化至 UV5，用无水乙醇稀释至 76 (3，摇匀；于 86 (3
具塞试管中准确移入 86 (3 处理后的样品，加入 6:8 W三内标混合

液，摇匀，进样量为 8 !3。
例如某 L5

X 发酵液稀释 8 倍进样分析色谱图见图 8，主要有机

酸分析结果见表 8。

还有其他处理己酸发酵液样品方法来进行气相色谱分析，如，

借用测定白酒中有机酸方法如苄酯化衍生法、有机重氮甲烷法［7］

等。但制备重氮甲烷试剂及重氮甲烷本身有剧毒、易爆，而苄基溴

也是催泪毒气，要求在通风橱中进行操作。

5 分析讨论

5:8 己酸菌培养要求定期抽样镜检菌体健壮程度、活动情况、菌

体数量等，还要经常纯化菌种，优化培养基，严格控制好发酵参数，

提高其产己酸能力。

5:5 以上几种方法测定同一己酸发酵液，结果对比见表 5。

硫酸铜快速测定法定性发酵中己酸快速、简便，仅能从颜色深

浅粗略判断发酵液中己酸的高低。如果发酵液没有乙酸盐或 UV
值过低，则乙醚层不显色，这一点应引起注意。

比色法测定己酸简单易操作，同样 UV 值及其他有机酸对己

酸显色有干扰，因此要予以重视，否则容易产生较大误差。

纸上层析法在发酵工业应用广泛，如我公司和中国药科大学

开发新 产 品 植 物 激 素’脱 落 酸（OYZ."Z". )."[）也 可 以 用 纸 上 层 析

或薄层层析定性分析甚至可以定量分析，它有设备简单、样品量少

和灵敏度高等优点，但展开时间较长是其缺点，所配部分试剂也不

能放置时间过长。

直接进样毛细管柱气相色谱法，该方法快速、准确且多种组分

可分析出。但关键要处理好样品，发酵液滴加盐酸酸化一般 UV5\
;，可添加适量活性炭吸附蛋白质等有机大分子，滤液要求无固形

物，过滤可采用多次过滤，亦可考虑高速离心机处理样品，总之，稀

释后的样品须达到色谱进样要求。若通过蒸馏己酸发酵液来测定

己酸，可能误差较大。我们取某发酵液（直接进样色谱法测定己酸

<>5 (, S 866 (3，丁酸 ;= (, S 866 (3）866 (3 蒸馏，蒸出 D6 (3，加无

水乙醇稀释至 866 (3，气相色谱法检测；而将残留液加蒸馏水、无

水乙醇洗脱，溶解，酸化，稀释至 866 (3，活性炭吸附，过滤，取滤液

色谱检测。分析结果见表 ;。

可见残液中己酸含量占很大部分，可能因为己酸等有机酸一

般沸点都比较高，不容易蒸馏出，且发酵液中有机酸很大一部分以

盐的形式存在，无法蒸出，因此酸化处理发酵液是必要的。
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图 8 L5
X 发酵液稀释 8 倍色谱图

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
（上接第 => 页）

D5


