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气相色谱法测定食用酵素产品中乙醇含量 

商  健 1,2*, 刘锋军 1,2, 尚  琪 1,2, 雷  超 1,2, 朱蕊贞 1,2 

(1. 渭南市检验检测研究院产品质量监督检验中心, 渭南  714000;  

2. 陕西省发酵产品质量监督检验中心, 渭南  714000) 

摘  要: 目的  建立气相色谱法测定食用酵素产品中乙醇含量, 为完善酵素检测方法标准提供技术支撑。方法  

称取 2 g 食用酵素产品, 加入超纯水定容至 20 mL, 涡旋混匀 1 min, 以 8000 r/min 离心 5 min, 经 0.22 μm 滤膜过

滤后上机测定。结果 乙醇含量的保留时间为 7.765 min, 在 0.2~6.0 g/L 范围内线性关系良好, 相关系数为 1.0000; 

对 10 种酵素样品重复测定 5 次, 所得相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)在 0.02%~1.46%之间, 3 个

平行样品在 0.0024、0.2000、5.0000 g/L 的添加水平下回收率在 95.5%~102.5%之间。方法的检出限低至 2.4 mg/L。

采用该法分析 10 种食用酵素产品中的乙醇含量, 结果表明, 60%的酵素产品中乙醇含量>0.5 g/100 g, 超出 QB/T 

5323—2018《植物酵素》的要求。结论  该法简便快捷、精密度和准确度高, 适用于食用酵素产品中乙醇含量

的测定。 
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Determination of ethanol content in edible Jiaosu products by  
gas chromatography 

SHANG Jian1,2*, LIU Feng-Jun1,2, SHANG Qi1,2, LEI Chao1,2, ZHU Rui-Zhen1,2 

(1. Weinan Institute of Inspection and Testing Product Quality Supervision and Inspection Center, Weinan 714000, China; 
2. Shaanxi Provincial Supervision and Inspection Center for Fermented Product Quality, Weinan 714000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of ethanol content in edible Jiaosu products 

by gas chromatography, and provide technical support for improving the standards of Jiaosu detection methods. 

Methods  Two grams of edible Jiaosu product was weighed, fixed in volume to 20 mL by adding ultra pure water, 

vortex mixed for 1 min, centrifuged at 8000 r/min for 5 min, and filtered through a 0.22 μm filter membrane before 

being measured on the computer. Results  The retention time of ethanol was 7.765 min, and the linear relationship 

was good within the range of 0.2‒6.0 g/L, with the correlation coefficient of 1.0000; the determination of the 10 kinds 

of Jiaosu samples was repeated 5 times, and the obtained relative standard deviations (RSDs) were within 

0.02%‒1.46%, the recoveries of the 3 parallel samples at the addition levels of 0.0024, 0.2000 and 5.0000 g/L were 

within 95.5%‒102.5%. The limit of detection for the method was as low as 2.4 mg/L. The method was applied to 

analyze the ethanol content in 10 kinds of edible Jiaosu products, the results showed that the ethanol content in 60% 

Jiaosu products was more than 0.5 g/100 g, which exceeded the requirements of QB/T 5323—2018 Plant Jiaosu. 

Conclusion  This method is simple, rapid, precise and accurate, and is suitable for the determination of ethanol 
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content in edible Jiaosu products. 

KEY WORDS: ethanol; edible Jiaosu products; gas chromatography 
 
 

0  引  言 

“酵素”起源于日本[1‒2], 是以动植物、菌类等为原料, 

经微生物发酵技术制得的功能性产品, 目前酵素已被应用

于环保、日化、饲用和农用等, 其中包括富含酶、益生菌、

矿物质和特定的生物活性成分的食用酵素产品。食用酵素是

有益菌通过新陈代谢发生一系列生化反应合成的具有多种

生物活性的功能性发酵食品, 发酵过程的参与使其在保留

原料本身营养成分的同时还产生了新的活性成分, 不仅可

以改善产品风味, 更能带来益生保健的功效。近年来随着健

康饮食观念的普及, 食用酵素产品也开始在我国受到广泛

关注[3]。食用酵素产品数量的逐年增长, 吸引国内专家学者

对该领域开展研究, 其中食用酵素中各组分含量的检测方

法标准成为亟待解决的问题。为建立规范的食用酵素体系, 

确立科学的食用酵素认知标准, 中国生物发酵产业协会在

T/CBFIA 08001—2016《酵素产品分类导则》中将食用酵素

定义为以动物、植物和食用菌等为原料, 经微生物发酵制得

的含有特定生物活性成分的可食用的酵素产品。现有的相关

文献显示, 食用酵素类产品的功效与其所含活性物质息息

相关, 其中糖类、有机酸、脂肪酸、多酚类、氨基酸类、维

生素类等含量较为丰富[4‒9]。近年来保健类食用酵素产品与

日俱增, 其具有美白抗衰老、改善肠胃功能、抗氧化、抗肿

瘤和提高机体免疫力[10‒15]等功效。乙醇是酵素无氧发酵过

程中生成的一种代谢产物, 它不仅影响酵素产品风味口感, 

还是衡量酵素产品质量的一个重要指标[16‒18]。此外, 食用未

明确标定乙醇含量的酵素产品易导致酒精测试结果超标[19], 

长期服用会引起肝功能异常。QB/T 5323—2018《植物酵素》

及 T/CBFIA 08003—2017《食用植物酵素》中一致规定“液态

和半固态食用植物酵素中乙醇含量不得超过 0.5 g/100 g”。目

前, 酵素的团体标准均采用 GB/T 12143—2008《饮料通用分

析方法》, 即滴定法测定乙醇含量。但该法前处理复杂, 需

经中和、蒸馏、氧化等烦琐操作后方能滴定, 过程中会因乙

醇的损失造成测定结果精度降低, 且该方法不适用于大量

样品的同时检测。国内对酵素中乙醇含量的测定方法也进行

了一定程度的改进, 如张红雨等[20]建立了气相色谱法测定

紫山药低醇发酵饮料中乙醇含量的内标法, 张海燕[16]利用

液相色谱法研究乙醇含量在发酵周期内的变化规律, 杨小

幸等[17]参照 GB 5009.225—2016《食品安全国家标准 酒中

乙醇浓度的测定》考察苹果酵素的乙醇含量, 但基本都存在

检测样品较单一、适用范围较窄等问题, 针对各种类型食用

酵素产品中乙醇含量测定的总体方法尚鲜有报道。本研究建

立了测定食用酵素产品中乙醇含量的气相色谱外标法, 以

期为完善食用酵素产品方法标准和帮助生产企业加强酵素

产品质控提供技术支撑。 

1  材料与方法  

1.1  材料与试剂  

甲醇、无水乙醇(色谱纯, 天津市科密欧化学试剂有限

公司); 食用酵素产品: 由日常送检的生产厂商直接提供, 

共计 10 个样品。 

1.2  仪器与设备  

7890A 气相色谱仪 , 带火焰离子化检测器 (flame 

ionization detector, FID)( 美国安捷伦科技有限公司 ); 

BT224S 电子分析天平(北京赛多利斯科学仪器有限公司); 

VG3S25 漩涡振荡器(德国 IKA 公司); GL-20G-II 低温高速

离心机(上海安亭科学仪器厂); 0.22 μm滤膜(天津津腾实验

设备有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理  

准确称取 2 g(精确至 0.01 g)试样置于 20 mL聚丙烯离心

管中, 超纯水定容至刻度, 涡旋混匀 1 min, 以 8000 r/min 离

心 5 min, 经 0.22 μm 滤膜过滤后上机分析。 

1.3.2  乙醇标准溶液的配制  

称取无水乙醇 5.0055 g(精确至 0.001 g), 用超纯水定

容至 50 mL 容量瓶中, 得到乙醇标准储备液 100.11 g/L。

分别移取 0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、6.00 mL 乙醇标

准储备液至 100 mL 容量瓶中, 用超纯水稀释定容至刻度

线, 得到质量浓度分别为 0.20022、0.50055、1.0011、2.0022、

4.0044、6.0066 g/L 的标准使用液。 

1.3.3  甲醇和乙醇混合标准溶液的配制  

分别准确称取 0.1 g(精确至 0.001 g)甲醇和无水乙醇

至 100 mL 容量瓶中, 超纯水定容至刻度, 混匀后得到乙醇

(1.3500 g/L)和甲醇(1.1000 g/L)混合标准溶液, 密封保存于

(0~4) ℃冰箱中备用。 

1.3.4  气相色谱条件  

色谱柱: 石英酒柱(50 m×250 μm, 0.25 μm); 初始柱温

40 ℃, 保持 1 min 后, 以 4 ℃/min 升至 130 ℃, 再以

20 ℃/min 升至 200 ℃, 保持 5 min, 后运行 40 ℃ 3 min; 进

样口温度: 200 ℃; FID 检测器温度: 250 ℃; 进样方式: 分流

进样(分流比 30:1), 进样量 1 μL;  流速为 1.0 mL/min。 

1.3.5  乙醇含量计算 

乙醇含量计算公式见式(1) 

0.1V

m

  
                (1) 
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式中, ω为样品中乙醇含量(g/100 g), ρ为试样测定液中乙

醇的含量(g/L), V 为样品前处理定容体积(mL), m 为食用酵

素样品称样量(g), 0.1 为换算系数。 

1.3.6  数据处理 

采用 Origin Pro2019b 软件作气相色谱图, 标准工作

曲线根据 Excel 2016 版绘制。 

2  结果与分析  

2.1  分离度实验 

酵母菌经无氧发酵生产乙醇的同时常伴随甲醇的生

成, 两者化学性质相似, 极易干扰乙醇的测定。因此在测

定食用酵素产品中乙醇含量前, 要进行分离度实验, 结果

见图 1。 

 

 
 

图 1  甲醇乙醇色谱图 

Fig.1  Chromatogram of methanol and ethanol 
 

由图 1 可知, 在该色谱条件下甲醇和乙醇峰形对称, 甲

醇的保留时间为 7.174 min, 乙醇的保留时间为 7.765 min, 采

用安捷伦 7890A 仪器自带软件计算其分离度为 5.44 (>2), 

表明甲醇和乙醇能实现较好的分离。 

2.2  线性关系  

在所采用的仪器条件下, 对 1.0011 g/L 乙醇标准使用

液按照 1.3.4 色谱条件进行分析测定, 结果见图 2。 

 
 

图 2  乙醇标准溶液色谱图 

Fig.2  Chromatogram of ethanol standard solution 
 

将配制好的 6 个标准使用液在 1.3.4 色谱条件下测定, 

以溶液的进样浓度为横坐标(X, g/L), 目标组分峰面积为纵

坐标(Y), 绘制乙醇的标准曲线, 进行线性回归并计算相关

系 数 。 结 果 表 明 , 乙 醇 标 准 曲 线 的 回 归 方 程 为

Y=278.4X‒1.8765, 线性范围为 0.2~6.0 g/L, 相关系数 r2 为

1.0000, 线性关系良好。  

2.3  精密度和检出限 

在所采用的仪器条件下, 对食用酵素产品进行重复进样, 

以考察方法的稳定性, 结果见表 1。由表 1 可知, 乙醇保留时

间偏差、峰面积偏差和峰高偏差较小, 均能满足实验要求。

用超纯水逐级稀释乙醇标准溶液直至信噪比(S/N)小于 3 时计

算方法的检出限, 得出乙醇的检出限为 2.4 mg/L, 结果表明

本方法灵敏度较高, 能够满足微量乙醇含量测定的要求。 

2.4  加标回收率实验结果  

依据 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规范 食品

理化检测》考察加标回收率, 加入不同水平的乙醇标准溶

液(加入量见表 2), 按照 1.3.1 处理样品后上机分析, 计算

乙醇含量测定的回收率, 结果见表 2。由表 2 可知, 乙醇含

量测定的加标回收率在 95.5%~102.5%之间, 表明该法可

行, 能满足实验室质控要求。 
 

表 1  乙醇的稳定性实验结果(n=6) 
Table 1  Stability test results of ethanol (n=6) 

进样次数 保留时间/min 峰高 峰面积 保留时间偏差/% 峰高偏差/% 峰面积偏差/% 

1 7.765 9 39.8 0.013 0 0.50 

2 7.765 9.2 40.3 0.013 2.22 0.75 

3 7.766 9.2 40.3 0 2.22 0.75 

4 7.765 9 39.8 0.013 0 0.50 

5 7.767 9 40.3 0.013 0 0.75 

6 7.768 8.8 39.4 0.026 2.22 1.50 
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表 2  乙醇加标回收率实验结果(n=3) 
Table 2  Results of adding standard recovery rate  

tests of ethanol (n=3) 

本底值/(g/L) 加入量/(g/L) 测定值/(g/L) 回收率/% 

0.5204 

0.0024 0.5227  95.8 

0.2000 0.7114  95.5 

5.0000 5.6454 102.5 

 

2.5  实际食用酵素产品中乙醇含量测定结果 

用上述方法测定 10 种食用酵素产品中乙醇的含量, 

根据公式(1)计算(g/100 g), 结果见表 3。60%的食用酵素产

品中乙醇含量超出标准要求(0.5 g/100 g), 合格样品仅为

40%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为

0.02%~1.46%。可见, 乙醇含量依然是影响酵素产品质量的

一个关键因素, 精确测定酵素产品中乙醇的含量也成为产

品质量检验的一项重要指标。酵素生产过程中乙醇含量容

易出现问题, 其原因可能如下: (1)发酵周期较短, 食用酵

素发酵初期, 碳水化合物浓度高, 酵母菌在无氧条件下将

其大量转化为乙醇, 使乙醇含量达到高值; (2)发酵方式落

后, 本实验收集的 10 种酵素样品均来自国内的生产企业, 

索婧怡等[3]报道我国食用酵素依然以传统的自然发酵方式

为主, 自然法采用密闭条件发酵, 具有代谢产物复杂且常

常难以控制等特点; 目前, 文献报道减少发酵工艺过程中

乙醇的产生有很多方法, 如在发酵过程中可加入酿造米醋

及较高浓度的异麦芽糖、蔗糖或红糖等[21], 又如无氧发酵

和有氧发酵相结合, 将乙醇进一步转换成乙酸等。 
 

表 3  样品乙醇含量实验结果(n=5) 
Table 3  Experimental results of sample ethanol content (n=5) 

样品 测定结果/(g/100 g) RSDs/%

 1 0.1358 0.1361 0.1360 0.1358 0.1353 0.23 

 2 1.5427 1.5423 1.5426 1.5431 1.5425 0.02 

 3 0.7288 0.7285 0.7295 0.7282 0.7280 0.08 

 4 0.5826 0.5820 0.5829 0.5811 0.5815 0.13 

 5 0.5795 0.5794 0.5791 0.5757 0.5783 0.27 

 6 0.7704 0.7703 0.7706 0.7701 0.7802 0.57 

 7 0.3684 0.3681 0.3676 0.3687 0.3669 0.19 

 8 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 无 

 9 0.6655 0.6646 0.6653 0.6704 0.6683 0.37 

10 0.0599 0.0611 0.0588 0.0602 0.0607 1.46 
 

3  结  论 

本研究建立了气相色谱外标法定性定量测定食用酵

素产品中乙醇含量的检测方法。该方法灵敏度高、加标回

收率高、精密度好, 且该法采用水提取乙醇, 前处理操作

简单。应用此法测定 10 种酵素乙醇含量后发现, 60%的酵

素产品中乙醇含量超范围。与 GB/T 12143—2008 中乙醇的

测定方法相比, 本方法消耗试剂大大减少、操作步骤显著

简化、测定时长明显减少。同时本方法还可以减小人肉眼

观察颜色带来的随机误差, 提高精密度和准确度。本方法

简单、准确、可靠, 因此可推广应用于食用酵素产品中乙

醇的检测, 代替原有的滴定法, 实现快速准确测定乙醇含

量的目的, 为完善食用酵素产品方法标准和帮助生产企业

加强酵素产品质控提供技术支撑。 
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