[image: image1.wmf]%

100

-

1

2

1

´

-

=

m

m

m

m

X

DB34

安   徽   省   地   方   标   准
                                             DB 34 / T    -2017
[image: image14]
浓香型大曲检测方法操作规范
（征求意见稿）
2017-××-××发布                                       2017-××-××实施

安徽省质量技术监督局 发布
前 言
本标准按照 GB/T 1.1-2009给出的规则起草。
本标准由安徽省浓香型白酒标准化技术委员会提出并归口。
本标准起草单位：安徽文王酿酒股份有限公司、天津科技大学、安徽古井贡酒股份有限公司。
本标准主要起草人：崔磊、肖冬光、蒋超、郭学武、董思文、芮友涛、杨恩贺、孙伟、张居舟、邵栋梁。
本标准20**年月*日首次发布。
浓香型大曲检测方法操作规范
1 主要内容和适用范围
本标准规定了大曲的通用分析方法。
本标准适用于安徽浓香型大曲产品的检验。
本标准规范了检验操作流程注意事项。
2引用标准

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用档，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可使用这些档的昀新版本。凡是不注日期的引用档，其昀新版本适用于本标准。
GB/T 601化学试剂标准滴定溶液的配备
GB/T 6682分析实验室用水规格和试验方法(neq ISO 3696：1987)
GB/T 10345 白酒分析方法
OB/T 4257—2011 酿酒大曲通用分析方法
OB/T 4258—2011 酿酒大曲术语
3术语

3.1液化力单位

在35℃，pH=4.6条件下，1g绝干曲1h能液化可溶性淀粉的克数称为1个酶活力单位（U）以克每克·小时（g/g·h）。
3.2发酵力单位

在30℃，每克曲利用可发酵糖产生二氧化碳的克数，以(g/g）表示。
3.3糖化酶单位

在35℃,pH=4.6条件下，1g绝干曲1h转化可溶性淀粉分解为葡萄糖毫克数为1个酶活力单位（U），以毫克每克·小时（mg/g·h）表示
3.4蛋白酶活力单位

1g干曲，在40℃，一定pH条件下，1min水解酪蛋白生成酪氨酸的微克数为1个酶活力单位（U），以微克每克·分钟（ug/g·min）表示
3.5酯化力单位

1g大曲在35℃，经过7d催化己酸和乙醇合成己酸乙酯的毫克数为一个单位，符号为U，以“毫克每克·七天(mg／g·7d)”表示

3.6容重
单位体积大曲的质量，单位为克每立方厘米（g/cm3）
4感官检验
4.1外观
在适宜光线(非直射阳光)下，从大曲六个面立体观察曲坯表面菌丝的颜色、挂衣、裂缝及光洁度等外表特征，并进行记录。
4.2断面
将曲块断开，观察界面上菌丝形态、颜色、菌斑、泡气等情况，以及有无青霉、黄曲霉和窝水情况等并进行特征记录。
4.3曲皮厚
对曲块表层未发酵的生淀粉及菌丝不密集部分的厚度(并非水圈以外的部分)进行观测和记录。 
4.4曲香
嗅闻大曲断面散发出来的香气，分辨是否纯正、有无复合曲香，检查有无氨味、霉味等异杂味等，并进行记录。
5理化分析
本分析方法中所用水，在未注明其他要求时，均指符合GB/T 6682中三级(或三级以上)要求的水；所用试剂在未注明特殊要求时，均指分析纯(AR)：所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶液。
本分析方法所用的大曲试样，在未注明特殊要求，均指粉碎机粉碎后的大曲试样，粉碎后的曲粉要求通过40目筛的不低于90％。
其中大曲采样需均匀，有代表性。针对同一批次（同一批原料，同一制曲时间(天)，同一制曲工艺，同一储曲房间，经检验水分合格的成品曲块为 一个批次）大曲的采样方法如下：
不同位置：正方体垛裸露在外的五个面各取两块，中间及底层各取两块，挑取不同面和层的大曲时应分散取样，不宜扎堆。
挂衣程度：同一垛大曲，由于出自不同曲房，挂衣自然有好坏之分，应同时挑选挂衣好与差的大曲，更具有说服力。
虫咬程度；表层大曲被虫钻孔、吃咬比较严重，里层比严重，挑选时还应将吃咬严重与不严重的因素考虑在内，挑选各两块。
抽样表如下
	批量范围（块）
	样本数（块）

	1200块以下
	10

	1201-35000
	16

	35000以上
	20


挑选具有上述条件的大曲，用实验室专用粉碎机（使用前清理干净）统一粉碎，粉碎后充分搅拌均匀，置于干燥处，以备实验使用。
5.1水分分析
5.1.1实验仪器
（1）分析天平：感量为0.0001g。
（2）电热干燥箱：精度±2℃。
（3）干燥器：内盛有效干燥剂。
（4）称量瓶：50mm×30mm。
5.1.2实验步骤
5.1.2.1恒重法
称取粉碎均匀的大曲试样置于105±1℃下烘干，根据烘干前后质量之差，计算出所失去的质量分数，即为水分含量。
取洁净称量瓶置于105±1℃电热干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，加热lh，取出盖好，置干燥器内冷却20min ，称量，并重复干燥至前后两次质量差不超过0.002g，即为恒重。用烘干至恒重的称量瓶称取大曲试样4g-5g，精确至0.0001g，置于105±1℃电热干燥箱中烘干3h(烘干时打开瓶盖，侧立于该瓶边)。取出，迅速移入干燥器内(盖上瓶盖)冷却20min，称量。再放入电热干燥箱内，继续烘干lh，冷却称量，直至恒重。
5.1.2.2定时法
称取粉碎均匀的大曲试样置于130℃下烘干45分钟，根据烘干前后质量之差，计算出所失去的质量分数，即为水分含量。
取洁净称量瓶置于135±1℃电热干燥箱中，瓶盖斜支于瓶边，加热30分钟，取出盖好，置干燥器内冷却20min ，称量。用烘干的称量瓶称取大曲试样4g-5g，精确至0.0001g，置于135±1℃电热干燥箱中，然后将烘箱温度调至130℃烘45分钟(烘干时打开瓶盖，侧立于该瓶边)。取出，迅速移入干燥器内(盖上瓶盖)冷却20min，称量。
5.1.3结果计算
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式中：
X——试样的水分含量：
m1——烘干前，称量瓶加试样的质量，单位为克(g)；
m2——烘干后，称量瓶加试样的质量，单位为克(g)：
m——恒重称量瓶的质量，单位为克(g)。
计算结果保留至小数点后一位。
5.1.4精密度
在重复性条件下，获得两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5％。
5.1.5注意事项
水分应在专用电热干燥箱中烘干，不宜采用电热丝或电热灯进行烘干，以免影响实验准确度。
5.2酸度
5.2.1方法提要
采用酸碱中和，以pH指示终点的电位滴定法，测定大曲试样的酸度。
5.2.2试剂和溶液
分析用水应符合GB/T 6682规定的二级水或蒸馏水，使用前应煮沸后并冷却至室温。 
氢氧化钠标准溶液(O.1mol／L)：按GB／T 601配制与标定。
烧杯：500mL、100mL。
碱式滴定管：10mL。
酸度计或自动电位滴定仪：精度O.02。
电磁搅拌器,滤布。
5.2.3分析步骤
5.2.3.1样液的制备
称取大曲试样10g，精确至0.01g，放入500mL烧杯中，加无二氧化碳水200mL，用玻璃棒搅拌0.5min， 浸泡30min(每隔5min搅拌一次)后，用滤布过滤，收集滤液，备用。
5.2.3.2电位滴定
按仪器说明书安装调试仪器，根据液温进行校正定位。
吸取样液20.0mL(5.2.4.1)于100mL烧杯中，加无二氧化碳水30mL，摇匀，插入电极，放入1枚磁力转子，开启电磁搅拌器，用0.1mol/L氢氧化钠标准溶液(5.2.2.2)进行滴定，当接近滴定终点时，放慢滴定速度，每次加半滴氢氧化钠标准溶液，直至pH=8.2为其终点，记录消耗氢氧化钠标准溶液的体积。
以水作空白，同样操作进行空白试验，记录消耗氢氧化钠标准溶液的体积v0。
试样的酸度按公式(2)计算:
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⋯⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯(2)。
式中：x——试样的酸度，即lOg试样消耗0.1mol／L氢氧化钠标准溶液的毫摩尔数，单位为毫摩尔每 10克(mmol/lOg)：
c——氢氧化钠标准溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L)：
v1——滴定试样时，消耗氢氧化钠标准溶液的体积，单位为毫升(mL)； 
v0——空白试验时，消耗氢氧化钠标准溶液的体积，单位为毫升(mL);
200——试样稀释体积，单位为毫升(mL)；
20——取样液进行滴定的体积，单位毫升(mL)。
试样酸度(以绝干计)按公式(3)计算。
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⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯(3) 
式中：x2——(2)中x，x3——试样酸度(以绝干计)，单位为毫摩尔每10克(mmol/lOg)；
H——试样的水分含量，单位为克每百克(g／lOOg)。
5.2.3.3指示剂法
吸取样液2.0mL于250mL三角烧瓶中，加无二氧化碳水50mL，摇匀，以酚酞为指示剂，用0.1mol/L氢氧化钠滴定至终点。，记录消耗氢氧化钠标准溶液的体积V。
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式中:C——O.1mol/L氢氧化钠摩尔浓度；
v——滴定毫升数；
200——试样稀释体积，单位为毫升(mL)；
2——取样液进行滴定的体积，单位毫升(mL)；
计算结果保留至小数点后一位。 
5.2.4精密度
在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5％。
5.3淀粉测定
淀粉分子在盐酸作用下，被水解生成还原糖。利用斐林溶液与还原糖共沸，生成氧化亚铜沉淀，用次甲基蓝作指示剂，以水解后的样液滴定费林溶液，达到终点时，稍微过量的还原糖将蓝色的次甲基蓝还原成无色，以示终点。根据生成的还原糖量折算出淀粉含量。

5.3.1实验仪器

电炉（电炉颜色与反应液的蓝色和黄色不同，减小实验误差）

酸碱滴定管：量程20mL，精确度0.01mL

5.3.2试剂和溶液

（1）盐酸溶液：量取200mL盐酸，与800mL水混合。

（2）氢氧化钠溶液：称取200g氢氧化钠，加适量水溶解，待冷却后定容至1000mL。

（3）1g/L葡萄糖标准溶液：准确称取预先在 105±1℃烘干的无水葡萄糖1g (准确0.0002g),溶解于水，加5mL浓盐酸，用水定容至 1L。

（4）碘液

a.原碘液：称取碘11g、碘化钾22g，用少量水研磨溶解，用水定容至500mL，贮于棕色瓶中。

b.稀碘液：吸取2mL原碘液，加碘化钾20g，用水定容至500mL，贮于棕色瓶中。

（5）斐林溶液

a）配制

①甲液：称取15g硫酸铜（CuSO4·5H2O）、0.05g亚甲基蓝，溶解于水并稀释至1L。

②乙液：称取50g酒石酸钾钠、54g氢氧化钠、4g亚铁氰化钾，溶于水并稀释至1L。

b)标定

预备试验：吸取斐林甲、乙液各5mL于150mL锥形瓶中，加10mL水，摇匀，在电炉上加热至沸腾，在沸腾状态下用制备好的葡萄糖标准溶液滴定，当溶液的蓝色将消失，部分溶液变黄时，判定为终点，记录消耗葡萄糖标准溶液的体积。

正式试验：吸取斐林甲、乙液各5mL于150mL锥形瓶中，加10mL水和比预备试验少0.5-lmL的葡萄糖标准溶液，摇匀，在电炉上加热至沸腾，在沸腾状态下于30s内用葡萄糖标准溶液滴定至终点，记录消耗葡萄糖标准溶液的总积V0。

5.3.3试样溶液的制备
曲粉原滤液：称取曲粉2g，精确至0.001g，放250mL锥形瓶中，加入100mL盐酸溶液，装上回流冷凝管，加热煮沸2h，取下立即冷却，用稀碘液检查水解是否完全，若未完全水解，则延长反应时问直至完全水解，完全水解后，用氢氧化钠溶液中和至微酸性，将全部滤液和残渣用水过滤并定容至500mL。

5.3.4滴定

a)预备试验：吸取斐林甲、乙液各5 mL于150mL锥形瓶中，摇匀，加10mL水，用滴定管加入样液10mL，摇匀后，置于电炉上加热至沸腾，用葡萄糖滴定直至溶液出现黄色为终点，记录消耗试样溶液的体积。

b)正式试验：吸取费林甲、乙液各5.0mL于150mL锥形瓶中，摇匀，加10mL水，再用滴定管加入比预备试验少lmL的葡萄糖，摇匀，在沸腾状态下于30s内继续用葡萄糖滴定，直至黄色出现为终点，记录消耗样液的总体积V。
5.3.5结果计算
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式中：

V0——标定斐林液消耗葡萄糖标准溶液的体积，mL；

V——加试样正式滴定时斐林液消耗葡萄糖标准溶液的体积，mL；

c——葡萄糖标准溶液浓度，g/mL； 

10——滴定时加入稀释试样体积，mL；

500——稀释试样总体积，mL；

0.9——还原糖换算成淀粉的系数；

m——大曲质量，g。

5.3.6精密度

在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。

5.3.7注意事项

氢氧化钠溶液中和盐酸溶液时，溶液pH尽量维持在7.0左右

实验要有平行组，以保障结果准确性

5.4液化酶活力

5.4.1原理

液化型淀粉酶活力俗称α-淀粉酶，又称α-1，4糊精酶，能将淀粉中α-1，4葡萄糖苷键随机切断成分子长短不一的糊精、少量麦芽糖和葡萄糖而迅速液化，并失去与碘生成蓝色的特性，呈红棕色。蓝紫色消失的快慢是衡量液化酶活力大小的依据。

5.4.2实验仪器

白瓷板

移液枪：0.1mL

大试管：30mL

5.4.3试剂

①碘液

a.原碘液：称取碘11g、碘化钾22g，用少量水研磨溶解，用水定容至500mL，贮于棕色瓶中。

b.稀碘液：吸取2mL原碘液，加碘化钾20g，用水定容至500mL，贮于棕色瓶中。

②20g/L可溶性淀粉酶溶液：准确称取绝干计的可溶性淀粉2g（准确至0.001g），于50mL烧杯中，用少量水调匀后，倒入盛有70mL沸水的烧杯中，并用20mL水分次洗涤小烧杯，洗液合并其中，用微火煮沸到透明，冷却后用水定容至100mL，当天配制使用。

③pH=4.6的乙酸-乙酸钠缓冲液：称取164g无水乙酸钠（CH3COONa）溶解于水，加114ml冰乙酸，用水稀释至1000ml，以pH酸度计校正。

④标准比色液

a.甲液：准确称取40.2439g氯化钴、0.4878g重铬酸钾，溶于水并定容至500mL。

b.乙液：准确称取40mg铬黑T，溶于水并定容至100mL。

c.标准比色液：取41mL甲液与4.5mL乙液混合。

5.4.4测定步骤

①5% 酶液制备：根据测得试样水分，称取相当于10g绝干试样量，与250ml烧杯中，根据试样水分计算加水量，加pH4.6缓冲液20ml后总体积为200ml，充分搅拌，将烧杯置于35℃恒温水浴锅中保温浸渍1h，每隔15分钟搅拌一次，过滤备用。
②测定：取20ml可溶性淀粉于试管中，加5mlpH4.6缓冲液摇匀，于35℃水浴中至试液为35℃（约15分钟），加入10ml5%酶液充分摇匀并立即计时，定时用吸管吸取0.5ml反应液注入预先装了5ml稀碘液的试管中起呈色反应，或将反应液放入盛有约1.5ml稀碘液的白瓷板中，直至碘液不显蓝色（或与标准比色液对比）为终点，记下反应时间t。
5.4.5计算
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式中：
X——试样的液化力，单位为U；

20——可溶性淀粉的毫升数，单位为毫升（mL）；
0．02——可溶性淀粉的浓度，单位为克每毫升（g/mL） ；

t——液化反应时间，min ；

60——换算为小时的系数。

V——酶液定容体积，单位为毫升（mL）
5.4.6精密度

在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。
5.4.7注意事项

a)可溶性淀粉应当天配制；

b)由于可溶性淀粉质量对结果影响大，建议每次测定均应采用酶制剂专用可溶性；
c)缓冲液在4℃冰箱保存，时间不宜过长；
d)反应接近终点时，颜色变化十分微弱，可将标准比色液颜色和之前滴过的白瓷板孔的颜色作为判断反应终点的双重依据，以减少实验误差。

5.5发酵力测定方法
5.5.1原理

大曲是糖化发酵剂。其中的酵母能使酒醅中还原糖发酵，生成酒精和二氧化碳，所以可使用在一定条件下制备的糖化液为培养基，测定发酵过程中生成的二氧化碳的量，来衡量大曲的发酵力。

5.5.2实验仪器

发酵瓶：250mL三角瓶，带发酵栓，发酵栓要求规格一致，设计合理；
培养箱：精度±1℃；
电子天平：精度0.001g。
5.5.3实验溶液

2.5moL/L硫酸溶液：取28mL浓硫酸，边搅拌边缓慢加入100mL水中，最后用水稀释至200mL；
发酵栓中加入10mL 2.5moL/L硫酸，以隔绝空气且利于排出CO2。
5.5.4 糖化液的制备

称取高粱200g，加水1000mL，混匀加液化酶（5u/g原料），90℃水浴锅中水浴1h，再在灭菌锅中121℃ 15min蒸煮，取出后冷却至60℃，加糖化酶（50u/g原料），糖化3-4h，用稀碘液试之不显蓝色，过滤后加水至糖度为7°Bé。

将上述糖化液分别取150mL于250mL发酵瓶中，塞上棉塞并包上牛皮纸，记录液面高度。同时用牛皮纸包好发酵栓，一起放入灭菌锅中灭菌15min。

5.5.5 发酵力的测定

灭菌后的糖液冷却到28℃左右，在无菌条件下，加入曲粉1g，空白实验不加入曲粉。发酵栓中加入10mL 2.5moL/L硫酸溶液，用凡士林密封发酵瓶，擦干瓶外壁，在感量为0.0001的分析天平上称重，然后放入30℃保温箱中发酵。期间每隔24h取出摇晃排出气体，称重，直至发酵瓶恒重发酵结束。发酵力为每1克曲发酵完全后产生二氧化碳的克数(gco2/g曲）。
5.5.6 计算

发酵力 
[image: image7.wmf](

)

(

)

4

-

3

2

-

1

m

m

-

m

m

=

X


式中：
X——发酵力，g/100g曲；
m2——试验组发酵前发酵瓶总质量，g；
m1——试验组发酵后发酵瓶总质量，g；
m4——空白组发酵前发酵瓶总质量，g；
m3——空白组发酵后发酵瓶总质量，g。
5.5.7 精密度

在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。

5.5.8 注意事项

a)糖化液浓度要严格控制为7°Bé；

b)发酵温度、时间要准确；
c)准备实验的环境温度与发酵温度的温差不宜过大，以免造成硫酸溶液倒吸现象，影响发酵；
d）因使用大曲量较少，尽量使用粉末状大曲。

5.6糖化酶活力
5.6.1方法提要 
大曲中的糖化型淀粉酶能将淀粉水解生成葡萄糖。试样在规定条件下从淀粉的非还原性末端开始依次水解ɑ-1，4糖苷键产生葡萄糖，用费林法测定所生成的葡萄糖量，以此来表示糖化力。
5.6.2仪器及试剂
恒温水浴锅：精度±0.2℃。
甲液：称取69．28g硫酸铜(CuS04 5H20)，用水溶解并稀释至1000mL； 乙液：称取346g酒石酸钾钠，100g氢氧化钠，用水溶解并稀释至1000mL，摇匀，过滤备用。
乙酸一乙酸钠缓冲溶液(pH=4.6)：称取16.49g无水乙酸钠(CH3COONa)，溶解于水，加114mL冰乙酸，用水稀释至1000mL。缓冲溶液的pH应以酸度计校正。
可溶性淀粉溶液(20g／L)：称取100℃～105℃干燥2h的可溶性淀粉2.0g，精确至O.001g，用水调成糊状，不断搅拌注入70mL沸水，搅拌煮沸2min直至完全透明，冷却至室温，完全转移至100mL容量瓶中并定容。此溶液现配现用。
葡萄糖标准溶液(2.5g／L)：称取经105±1℃烘干至恒重的无水葡萄糖2.5g，精确至 O.0001g，用水溶解，并定容至1000mL。此溶液需当天配制。
氢氧化钠溶液(质量分数为20％)。
5.6.3分析步骤      
5.6.3.1大曲样液的制备(50g／L)
根据测得大曲试样的水分，称取相当于绝干试样量5g，精确至0.001g，放入250mL烧杯中，加20mL乙酸-乙酸钠缓冲溶液，再加水（180-5×水分）ml，用玻璃棒搅拌均匀。
将上述烧杯置于35℃恒温水浴中保温浸渍1h，过滤，收集滤液，备用。 
5.6.3.2测定 
于试管内加入25.0mL可溶性淀粉溶液，再加5.0mL大曲样液b)，摇匀，加入20％NaOH溶液lmL后，吸取5.0mL作为空白溶液，用葡萄糖标准溶液滴定，记录其消耗体积V1；
于另一试管内加入25.0mL可溶性淀粉溶液，再加5.0mL大曲样液，摇匀，置于35℃恒温水浴中，准确计时，糖化lh，加入20％NaOH溶液lmL后，吸取糖化液5.0mL于盛有费林溶液甲、乙液各5.0mL的锥形瓶中，加水10mL，用葡萄糖标准溶液滴定，记录其消耗体积V2。 
5.6.4结果计算 
试样的糖化力按公式(8)计算。
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式中：X——试样的糖化力，单位为U；
V1——滴定空白时，消耗葡萄糖标准溶液的体积，单位为毫升(mL);
V2——滴定试样时，消耗葡萄糖标准溶液的体积，单位为毫升(mL)； 
2.5——每毫升葡萄糖标准溶液中含有葡萄糖的质量，单位为毫克(mg)； 
30——糖化混合液(可溶性淀粉溶液加大曲样液)的总体积，单位为毫升(mL)
0.125——5mL大曲样液相当大曲的质量，单位为克(g)；
5——滴定时吸取的糖化液体积，单位为毫升(mL)。
计算结果保留至整数。
5.6.5精密度
在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。
5.7酸性蛋白酶活力
5.7.1原理

 微生物的生育及酶的生成都需要蛋白质作为氮源，白酒中许多香味物质也来自蛋白质的分解产物。蛋白酶是水解蛋白质肽键的酶类的总称。它能将蛋白质水解为氨基酸，通常根据适宜于酶活力的pH将蛋白酶分为酸性蛋白酶(pH=2.5-3.0),中性蛋白酶(pH=7.0左右)和碱性蛋白酶（pH=8.0以上）。其酶活力测定方法基本相同，仅控制不同的pH进行测定而已。在测定蛋白酶活力时，以酪蛋白为底物，蛋白酶将酪蛋白水解，生成含酚基的酪氨酸，在碱性条件下使福林-酚试剂还原产生蓝色（钼蓝和钨蓝的混合物），用分光光度计测定。

5.7.2实验仪器

a）标准比色管：25mL,±0.2mL

b) 分光光度计：可见光分光光度计

c）水浴锅：±2℃

5.7.3试剂

①福林-酚试剂（试剂网购买）

②0.4 mol/L碳酸钠溶液：取42.4g碳酸钠，溶于水并稀释至1L。

③0.4 mol/L三氯乙酸溶液：取65.5g三氯乙酸，溶于水并稀释至1L。

④10g/L酪蛋白溶液：取1g酪蛋白（准确至0.001g）于100mL容量瓶中，先加入约0.5mL乳酸再加入pH=3.0的乳酸缓冲液，沸水浴中加热溶解，冷却后，用0.1mol/L的盐酸溶液或0.5mol/L的氢氧化钠溶液调至pH=3.0，最后用乳酸缓冲液稀释定容至100mL，储存于冰箱中备用，有效期3d。 

⑤标准L-酪氨酸溶液：准确称取105℃干燥过的L-酪氨酸0.1000g，加60mL 1mol/L盐酸溶液，在水浴中加热溶解，用水定容至100mL，浓度为1mg/mL。在用0.1mol/L盐酸溶液稀释10倍，即为100μg/mL标准溶液。

⑥乳酸-乳酸钠溶液（pH=3.0）

a.取80%-90%的乳酸10.6g，用水稀释至1L.

b.取纯度为70%的乳酸钠16g，用水溶解，并稀释至1L。

吸取上述a液8mL，b液1mL，混匀并用水稀释1倍，即为0.05mol/L乳酸-乳酸钠溶液。

注：缓冲液配置好后，均用pH计校正。

5.7.4 测定步骤

（1）标准曲线的绘制： 取8支25mL试管，分别吸取100μg/mL标准酪氨酸溶液0、1、2、3、4、5、6、7mL，分别补水至10mL。

 吸取稀释后的标准液各1mL，分别放在另外8支试管中，加入5mL 0.4mol/L 碳酸钠溶液和1mL福林-酚试剂。在40℃水浴中加热20min显色，在680nm波长下，1cm比色皿，以不含酪氨酸的“0”试管为空白，测定吸光度，绘制浓度为吸光度的标准曲线。在曲线上查的吸光度为1时对应酪氨酸的微克数，即为吸光常数k值，该k值应为95-100范围内，可作为常数用于试样计算。但若更换仪器或新配置显色剂，则应重测k值。

（2）5% 酶浸出液（酸性酶） 取相当于绝干曲10g的试样（准确至0.01g），加200mL pH=3.0的乳酸缓冲液，在40℃水浴中浸出30min。根据酶活力高低，必要时可再用缓冲液稀释一定倍数，使吸光度的测定值在0.2-0.4范围内。用干滤纸过滤，得到酶浸出液。

试样测定  吸取酶浸出液1mL，注入10mL离心管中（一式三份），在40℃水浴中预热5min，准确加入10g/L酪蛋白溶液1mL，计时，准确保温10min，立刻加入2mL 0.4mol/L三氯乙酸溶液，以沉淀多余蛋白质，终止酶解反应。15min后离心分离，吸取上层清液1mL注入试管中，加入5mL 0.4mol/L碳酸钠溶液和1mL福林-酚试剂，摇匀，在40℃水浴中加热显色20min。

空白试验  与试样测定同时进行，离心管中先后注入酶浸出液1mL，三氯乙酸2mL，10g/L酪蛋白1mL。15min后离心分离或过滤，以下的操作均与试样测定相同。

以空白液为对照，在680nm波长下，1cm比色皿测定式样的吸光度。

5.7.5 计算

蛋白酶活力定义：1g干曲，在40℃，一定pH条件下，1min水解酪蛋白生成酪氨酸的微克数单位（U/g）.

计算公式
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式中：

K——吸光度为1时相当于酪氨酸微克数（吸光常数）；
A——式样吸光度；
m——干曲质量，g；
200——酶浸出液总体积，mL；
4——酶反应液总体积，mL；
10——反应时间，min。
5.7.6精密度

在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。
5.7.7注意事项

a）标准曲线线性关系R2应≥0.99，否则应重新制作。缓冲液重新配置使用以及更换分光光度计时，需重新制作标曲。
b）各步骤所加溶液应严格控制在规定的时间内，且溶液添加量也要准确。

5.8酯化力
5.8.1原理

酯化酶是脂肪酶和酯酶的统称，它与短碳链香脂的生物合成有关。

白酒香味是以酯香为主的复合体，白酒酿造过程中酯化酶的作用是使一个酸元和一个醇元结合、脱水而生成酯。酯化是可逆反应，酯酶既能产酯，也能使酯分解。特别在不适宜的酯化条件下（如温度、pH、空气量等），会将已生成的酯迅速分解。因而要选育产酯能力强，酯分解能力相对较弱的菌株，才能使白酒中留存较多的酯类。酯化力是以1g干曲在35℃反应100h所产生的己酸乙酯的毫克（mg）数表示。

5.8.2实验仪器

a）恒温培养箱；
b)微量滴定管；
c)电炉(1kW)；
d）玻璃蒸馏器：1000mL；
e)安捷伦气相色谱仪。
5.8.3酯化力的测定

（1）试剂

①己酸(分析纯)。

②无水乙醇。

③乙醇溶液(体积分数为30％)：量取300mL无水乙醇于1000mL容量瓶中，用蒸馏水定容。

④氢氧化钠标准溶液(0.1 mol／L)：按GB／T 601配制与标定。

⑤硫酸标准滴定溶液[c(
[image: image10.wmf]2

1

H2SO4)=0.1mol／L]：按GB／T 601配制与标定。

（2）测定步骤

①酯化样品的制备

吸取1mL己酸于250mL锥形瓶中，加25mL无水乙醇，稍微振荡后，加入75mL蒸馏水，充分混匀。再称取相当于绝干试样量15g，精确至0.01g，加到锥形瓶中，摇匀后，塞上塞子，35℃恒温箱内保温酯化7d，同时做空白试验。

②蒸馏

将酯化7d后的试样溶液全部移入250mL蒸馏瓶中，量取50mL乙醇溶液分数次充分洗涤锥形瓶，洗液也一并倒入蒸馏烧瓶中，用50mL容量瓶接收馏出液(外用冰水浴)，缓缓加热蒸馏，当收集馏出液接近刻线时，取下容量瓶，调液温20℃，用水定容，混匀，备用。

③皂化、滴定

将上述馏出液倒入250mL具塞锥形瓶中，加两滴酚酞，以氢氧化钠标准溶液中和(切勿过量)，记录消耗氢氧化钠标准溶液的体积。再准确加入25.0mL氢氧化钠标准溶液，摇匀，装上冷凝管，于沸水浴上回流0.5h，取下，冷却至室温。然后，用硫酸标准溶液进行反滴定，微红色刚好消失为其终点，记录消耗硫酸标准溶液的体积V1。

④滴定后，可将酒样过滤处理后，经气相色谱仪分析。滴定总酸总酯，结合气相的单项酯和酸分析，使实验结果更加准确。
5.8.4结果计算

a)试样的总酯含量(以己酸乙酯计)计算。
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式中：

A1——测定总酯含量(以己酸乙酯计)，单位为克每升(g/L)；
c——氢氧化钠标准溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L)；

25.0——皂化时，加入0.1mol/L氢氧化钠标准溶液的体积，单位为毫升(mL)；

c1——硫酸标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L)；

V1——滴定时，消耗0.1mol／L硫酸标准溶液的体积，单位为毫升(mL)；

0.144——与1mL氢氧化钠标准溶液[c(NaOH)=1.000mol/L]相当的以克表示的己酸乙酯的质量；

25——样品体积，单位为毫升(mL)；

A——试样总酯含量(以己酸乙酯计)，单位为克每升(g/L)；

A1——未扣除空白试样所测总酯含量(以己酸乙酯计)，单位为克每升(g/L)；

A0——空白试验所测总酯含量(以己酸乙酯计)，单位为克每升(g/L)。

b)试样的酯化力按式计算。


式中：

X——试样的酯化力(以己酸乙酯计)，单位为U；

A——馏出液的总酯，单位为克每升(g/L)；
50——取样体积，单位为毫升(mL)；

15——大曲的重量。

计算结果保留至整数。

5.8.5精密度

在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10％。

5.8.6注意事项

a）酯化温度与时间对结果影响较大，应严格控制。

b)酯化液倒入蒸馏瓶时，应避免抛洒，三角瓶应用30％乙醇充分洗涤。

c)蒸馏时，尽量不用旋蒸仪等仪器，以免造成酒中易挥发物质的损失。

d）蒸馏时出现焦糊现象，可加入适量蒸馏水。

5.9容重
5.9.1方法提要
单位体积大曲的质量为容重。用台秤上称一块完整大曲的质量；再用传统排水法测其体积(因为大曲形状不规则，且块与块之间也不尽相同)，计算出容重。
5.9.2仪器和材料
量筒：1000mL,保鲜膜,透明胶,台秤：感量0.01g。
5.9.3分析步骤
5.9.3.1曲块质量的测定
取一块完整的大曲，在台秤上称其质量，记录为m。
5.9.3.2曲块体积的测定
将该块大曲用保鲜膜严密的包裹一层，并用封口胶密封后，放入装满水的容器内进行排水试验，用量筒测定排出水的体积，记录为V。
5.9.4结果计算
曲块的容重按公式(1)计算。
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式中： X——曲块的(标准)容重，单位为克每立方厘米(g/cm3)；
 m——整块曲的质量，单位为克(g)； 
V——整块曲的体积，单位为立方厘米(cm3)； 
H——曲块实测水分含量，单位为克每百克(g/lOOg)； 
13．5——按曲块进入贮存期以此水分作基准进行折算，单位为克每百克(g／100g)。 计算结果保留至小数点后两位。
注：将曲块进入贮存期水分13.5(g／lO0g)作为判定曲块容重的基准，此时的曲块容重可称为“标准容重”。
1．5精密度 在重复性条件下，获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的5％。
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