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摘 要 对由 ’()*+,-和 ./0/1/23提出并用于预测啤酒老化的 456（硫代巴比妥酸）值测定方法进
行了进一步的探讨和改良，确定了 456值的测定条件为：测定吸收波长为 7%$ 21；456溶液为含质
量分数为 $8!9: 456的体积分数为 &$:的乙酸溶液；反应温度 &$;，反应时间 &$1)2；空白样中添
加体积分数为 &$:的乙酸溶液。同时对 456值与醛类物质及其他羰基化合物的相关性进行了初
步研究。

关键词 456值，啤酒风味稳定性，醛类，羰基化合物

第一作者：硕士研究生。

收稿时间：!$$% < "! < "=，改回时间：!$$# < $" < "!

啤酒的风味稳定性一直是啤酒生产厂家及

研究者关注的重要问题。而这其中起着最重要

作用的物质是羰基化合物［%，"$］。寻找能够快速

而准确地测定羰基化合物（醛类物质）的含量的

方法，是提高啤酒风味稳定性的基本前提。

456 值最初是由 >?@2 和 A)BC(+C3*C［7］提
出，用于食品和生物材料中脂类氧化的检测和

定量，后经 ’()*+,-和 ./0/1/23［#］改进用于啤酒
中羰基类化合物的分析。其原理是利用乙酸化

的硫代巴比妥酸与羰基类化合物反应形成生色

团，测定其吸光值，数值越高说明啤酒的老化程

度越严重。但是在前期的研究中人们对该反应

的特异性存在一定的争议［!，#，"$］，同时反应条

件也略显不成熟。文中主要对 456 的测定方
法进行探索，并对 456值与醛类物质（羰基化
合物）的相关性进行初步研究，以确定采用 456
值是否可以用于预测啤酒的老化。

" 材料与方法

$%$ 主要试剂
硫代巴比妥酸，冰醋酸（化学纯），反D!D壬

烯醛糠醛（化学纯），双乙酰，乙酰丙酮，正己烷，

乙酸乙酯，乙醛，糠醛，乙醇，甘氨酸。

$%& 主要仪器
E2)F? GHD!"$$，上海合利仪器有限公司；

IJKD!!恒温水浴器，江苏省太仓市医疗器械

厂。

$%’ 溶液配制
准确称取 $8%% * 456，用 7$:的乙酸溶液

溶解并定容于 "$$1A；同样称取 $8!9 * 456，用
=$:的乙酸溶液溶解并定容于 "$$ 1A；二者均
需新鲜配置。

$%( !"#测定方法
见参考文献［9］和［=］。

! 结果与讨论

&%$ !"#与底物反应的专一性
分别选取醇、醛、酮、酸、酯、碳水化合物、氨

基酸等作为反应底物，考察其与 456反应的专
一性。从观察几种化合物的反应现象可知，

456与酮、醛等反应生成有色加成物；而与葡萄
糖、木糖、乙醇、乙酸乙酯、正己烷、甘氨酸等作

用基本无明显颜色，见表 "和表 !。另外，这些
化合物对吸光值有一定的贡献，糖类、酮类等相

对更明显一些。5C2L)C［"］也证实，456可与酮、
酸、酯、糖、吡啶、维生素等发生反应。因此，

456在实验中更准确的表达术语应该是 456MI
（可与 456反应的物质），而不仅仅是羰基类化
合物，虽然羰基类化合物是该反应的主要参与

物质。笔者以为，这可能就是有些厂家在测定

456值时出现问题的原因之一。456试验测定
的是所有氧化产物的共同效果，从而综合反应
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样品氧化程度，不仅仅是反映风味活性物质的

变化。但是，由于葡萄糖、木糖、双乙酰、乙酸乙

酯、乙酰丙酮等这些物质在啤酒中的浓度比表

!中所测定的底物浓度要低得多，因此对显色
结果的贡献也极小。

表 ! "#$与各种底物反应的专一性
底物 葡萄糖 木糖 双乙酰 己烷 乙醇 乙酸乙酯 乙酰丙酮 甘氨酸

底物浓度 " #$·%& !

吸光度值（’()*）

显色

(+,(

*,*!!
微色

!**

*,*+-
微色

!+.

*,*!/
橙黄

00

*,**.
无色

-/

*,**.
无色

/*

*,**/
无色

/-

*,*!*
橙黄

!**

*,**/
无色

表 % "#$与醛类等反应的专一性

底物 乙醛 糠醛 反1+1壬烯醛 酒样
底物浓度 " #$·%& !

吸光度值（’()*）

显色

!((
*,*+(
淡黄

!!0
*,+*-
黄绿

2+,)
*,+!*
橙色

&
*,)/*
黄红

测定时作者经常发现，在测定同一品牌酒

样时准确性高，而测定不同品牌酒样时，其可比

性相对差一些；另外，自然存储状态下的酒的测

定值要比强制老化实验时酒的测定值更能反应

出老化的真实情况，这是因为高温下还会伴有

其他反应的发生，影响测定的准确性；另一方

面，研究 34’值的变化率要比单纯比较 34’值
更能反应出不同酒样之间的老化情况。

通过实验发现，羰基类化合物与 34’反应
形成有色加成物，而其他化合物虽对吸光值有

一定影响，但其反应产物基本是无色的，也就是

说从显色反应上看，34’实验对羰基类化合物
还是有一定专一性的。存在不足的是，不同的

醛类其反应加成物的颜色不同，在波长 ()* 5#
下产生的吸光值也不相同，这可能是造成有时

实验数值与品评结果不一致的重要原因之一。

%&% 醛类反应物的吸收波长
按同样操作方法［.］，考察了 34’与几种单

醛及酒样的反应物的吸收波长，对其反应液进

行波长扫描发现（图 !所示），其反应物基本都
有 +个吸收峰，波长分别在 2(* 5#和 ()* 5#附
近。6789$:等［+］认为，醛类与 34’反应可生成
黄色物质、橙色物质及红色物质，其最大吸收波

长分别为 2((、2/( 和 ()+ 5#；另外 ;9:<<=51>?58
和 ;9@#?51AB7@?8［(］进一步考察认为，直链醛
类、+1烯醛类及 +，21二烯醛与 34’反应可生成
黄色、橙色和粉红色物质。

对于吸收波长的选择，作者认为，其 34’
反应的原理相同，+ 种波长主要是针对不同的
反应加成物而言的，一种是对黄色加成物有最

大吸收，一种是对红色加成物有最大吸收。因

此在分析 34’数据时，最好还要参考一些其他
的相关指标，这样得出的结论更可靠。

图 ! 几种醛的吸收波长

图 + 反1+1壬烯醛与吸光度值关系

%&’ 单一醛与 "#$吸光值的相关性
羰基类化合物，尤其是醛类物质经过 34’

反应后产生的吸光值较大。因此本试验分别以

糠醛、反1+1壬烯醛、乙醛为例，取不同浓度的醛
溶液反应，测定吸光值，做相关性分析。由图

+、图 )、图 2 可知，糠醛、反1+1壬烯醛溶液与
34’吸光度值线性关系良好，!+ 值为 *,//.)
和 *,//*0。而乙醛溶液与 34’ 吸光度值线性
关系较差，且在低浓度时，吸光度值基本不变；
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另外由表 !和图 "可知，乙醛对吸光值的贡献
也相对较小。这都说明该方法对不饱和醛类更

具专一性。

图 # 糠醛浓度与吸光度值的关系

图 " 乙醛浓度与吸光度值的关系

!"# $%&反应条件对吸光度的影响
根据文献报道［"，$，%&］，’()反应条件并不一

致，作者针对这些问题作进一步探讨。

!*"*% ’()浓度的影响

图 + ’()浓度对吸光度的影响

配制不同浓度的 ’()溶液进行试验，其他
操作相同，结果如图 +。由图 + 可以看出，’()
质量分数在 &*!, - &*#,之间有最大吸光值，
随后吸光值有所下降，但降幅不是很大。这可

能是由于在链醛与 ’()比例相当时，醛类先生
成相应烯醛，再与 ’()作用形成无色吡喃嘧啶
加成物，该加成物在酸性条件下转为红色化合

物；而当 ’() 过剩时，反应中间产物与剩余

’()再次发生反应，造成吸光值有所下降。因
此选择 &*!$,’()作为最佳浓度。
!*"*! 乙酸浓度的影响

’()含量相同，取不同浓度乙酸溶液溶解
后，按相同操作进行试验。由图 .可知，吸光值
随着酸度的增加而逐步增大，但增值不大；且乙

酸体积分数达 /&,之后，吸光值还略有下降。
可见乙酸酸浓度达到一定量时，其对吸光值的

影响不是很大，尤其在乙酸体积分数达 +&,之
后，吸光值增加有限。考虑到经济原则，乙酸浓

度定为 .&,。

图 . 酸度的影响

!*"*# 反应温度和反应时间的确定
作者考察了不同水浴温度对 ’() 反应的

影响。从图 0中可看出，温度对 ’()值的影响
非常明显。.&1时经 .& 234保温，吸光值达到
最大。而在 0&1时经 "& 234 吸光值就达到最
大，相比较而言，#&1时反应要缓和得多。考虑
到高温会伴随其他反应的发生，结合本试验结

果，水浴温度定为 .&1，反应时间定为 .&234。

图 0 温度对吸光率的影响

另外，作者还对空白样做了调整。原空白

样是通过添加去离子水代替 ’()溶液，经试验
改为添加相同浓度乙酸溶液，其吸光值较原空

白样增加了 &*&&/。为保证实验的准确性，笔
者以为空白样最好改为添加相同浓度的乙酸溶

液。
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!"# 醛类加成物的热敏性对比
!"#反应加成物有 $个吸收峰，而且可以

看出，在 %&’ ()时吸光值要远大于在 &*’ ()处
的吸光值。而前者被认为是所生成的黄色物质

的最大吸收波长，后者是生成红色物质的最大

吸收波长。酒样 +’,保温 & )-(时就产生黄色
物质，而红色物质要到 *’)-(后才能形成，说明
黄色物质的形成速度远快于红色物质的形成。

图 .和图 / 分别是在 *’,和 +’,水浴中
实验 的 结 果。从 中 可 以 看 出，低 温 时

图 . !"#012%&’()在 *’,水浴中的吸光值

3 4乙醛；$ 4糠醛；* 4反 4 $ 4壬烯醛；% 4酒样

（注：图 /、图 3’、图 33与此相同）

!"#012%&’ ()值已经很高，而 !"#012&*’ ()值却

很低，这说明黄色加成物形成的量较多，而红色

加成物量还较少。而且图 / 显示，高温时糠醛
黄色加成物的量有所减少，红色加成物则大量

形成。对比图 3’ 和图 33 发现，高温时
!"#012&*’ ()值均高于 !"#012%&’ ()值，即高温

时红色加成物的量要大于低温时产生的量，而

黄色加成物的量在高低温度下变化不一，这说

明黄色加成物热敏性较红色加成物差。

图 / !"#01在 +’,水浴中的吸光值

图 3’ !"#01在 &*’ ()处吸光值

图 33 !"#01在 %&’ ()处吸光值

* 结 论

（3）!"#实验并不能特异性地检测啤酒中
的风味活性物质，从实验结果上看，其他物质对

吸光值有一定的影响，但与醛类物质相比很小，

这就说明其他物质对该检测法的干扰不大。作

为一个实验指标，!"#值在一定程度上可以反
映样品氧化情况。

（$）羰基化合物与 !"#反应生成有色加成
物，尤其是醛类物质；并且不饱和醛的专一性要

高于饱和醛的专一性。

（*）改良后 !"# 的测定条件：吸收波长为
&*’ ()，!"#溶液为含 ’5$.6!"#的 +’6乙酸
溶液，+’,下水浴反应 +’)-(；+’6乙酸溶液为
空白。

（%）实验中发现，!"#与乙醛等形成黄色加
成物，与反7$7壬烯醛反应形成橙黄色加成物。
并且黄色加成物的生成速度快，但其热敏性较

红色加成物差。

综上所述，!"#实验具有简捷、快速、使用
实验仪器少，可以同时处理多个样品等优点。

在考虑到其他干扰因素的前提下，其仍具有很

高的实用价值，对生产有参考意义。
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我国食品企业 <288=实施总体指南及评价准则初步建立
由中国疾病预防控制中心承担的“食品企业 ITQQS实施指南研究”课题在北京通过了由科技部组织的专家验

收，该课题主要取得了以下成果：

! 通过 DO个企业试点，研究建立了 A大类共 !O种食品的 ITQQS体系，为我国同类食品企业建立 ITQQS体系
积累了丰富的技术资料。

D 把国际上的 ITQQS原理和经验与我国食品企业的实际情况相结合，起草了我国食品企业 ITQQS实施总体
指南，为我国全面实施食品企业 ITQQS体系奠定基础。

E 起草了 A类食品企业 ITQQS体系的评价准则，为食品企业 ITQQS体系提供了评价的标准和程序，为管理
部门和认证机构对我国食品企业 ITQQS体系的验证和认证工作提供了重要依据。

B 卫生部发布了《食品企业 ITQQS实施指南》，并就熟肉制品、乳制品和果蔬汁饮料的 ITQQS实施指南征求
意见。

通过在 DV余家示范企业实施 ITQQS体系，我国已初步建立了我国食品企业 ITQQS实施总体指南及评价准
则，对促进食品企业自身卫生管理和提高食品卫生监督机构的监督管理水平具有很大作用，同时对国内同类企业

也有很大的示范效应。
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