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氨基酸种类与添加量对山楂酒中主要高级醇
生成量的影响
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摘要：以辉县山楂为原料，通过向山楂发酵液中分别添加５种不同的氨基酸，研
究氨基酸种类与添加量对山楂酒中主要风味物质高级醇生成量的影响．实验结
果表明，除谷氨酸外，其他４种氨基酸均影响山楂酒中高级醇的生成．其中，甘
氨酸作为合成异戊醇的前体物质，能使山楂酒中异戊醇含量升高；而缬氨酸、苯

丙氨酸和亮氨酸在山楂酒中进一步分解代谢，生成更多的异丁醇、苯乙醇和异

戊醇．
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０　引言

山楂又名山里果、山里红，为蔷薇科山楂

属．山楂果实含有多种营养成分，是有名的药食
同源水果．山楂酒是以山楂果为主要原料，经过
发酵工艺酿造而成的，酒质温和爽口、果香浓

郁，基本保持了山楂果实中的营养成分，是一种

天然健康的生物饮品［１－３］．
高级醇是包含３个以上碳的一元醇类物质

的总称，能与酒中的其他物质一起构成酒体的

主要风味物质［４－６］．高级醇溶于酒精而不溶于
水，低浓度时似油状，故又称为杂醇油，在酒精

工业中被视为杂质［７－８］．酒中含高级醇过量，能
使人的神经系统充血，引发头疼等反应，并且其

毒性随着含量的加大而加剧，因此高级醇的含

量直接影响酒的品质［９－１２］．不同发酵条件对高
级醇生成量的影响不同，研究发现，与不锈钢桶

相比，橡木桶存储的果酒高级醇生成量增加

５５０μｇ／Ｌ，分析其原因可能是木桶中含有 α－
氨基酸［１３－１５］．宫振英［１６］发现，向苹果酒中添加

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４，随着其添加量的增加，高级醇的

生成量出现了先减小后增大的趋势．张斌等［１７］

研究发现，荔枝汁发酵时，向其中添加６０ｍｇ／Ｌ
谷氨酸或精氨酸，能明显提高发酵速率，促进酵

母生长，提高酒精得率，但该研究未涉及氨基酸

组成对高级醇生成量影响．鉴于此，本实验通过
分别向山楂发酵液中添加甘氨酸、缬氨酸、苯丙

氨酸、亮氨酸和谷氨酸５种氨基酸，分析其对山
楂酒中异丁醇、异戊醇和苯乙醇这３种主要高
级醇生成量的影响，以期为通过工艺优化调控

发酵酒中高级醇生成量的研究提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：山楂，购自河南省辉县市上八里村；

安琪酿酒耐高温活性干酵母，购自湖北省宜昌

市安琪酵母股份有限公司；甘氨酸（ＡＲ）、缬氨
酸（ＡＲ）、苯丙氨酸（ＡＲ）、亮氨酸（ＡＲ）、谷氨酸
（ＡＲ）、异丁醇（ＡＲ）、异戊醇（ＡＲ）、苯乙醇（色
谱纯）、无水乙醇（色谱纯）、二氯甲烷（色谱

纯），购自天津市科密欧化学试剂有限公司．
仪器：ＳＨＰ－２５０智能生化培养箱，上海鸿

都科技有限公司产；７８２０气相色谱仪，美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　山楂发酵工艺流程

工艺要点：按ｍ（原料）ｍ（水）＝１４配
比，加热微沸１５ｍｉｎ，室温冷却３ｈ，糖分调整为
１７０ｇ／Ｌ，按接种量０．６ｇ／Ｌ进行接种，保持在
２２～２３℃条件下进行发酵．
１．２．２　气相色谱测定山楂酒中３种高级醇的
方法　标准溶液的配制：分别称取０．５０００ｇ异
丁醇、异戊醇、苯乙醇于１００ｍＬ容量瓶中，用无
水乙醇定容，得到高级醇标准储备液．再用无水
乙醇稀释标准储备液，配制成浓度分别为

０．０２０ｍｇ／ｍＬ，０．０６０ｍｇ／ｍＬ，０．１００ｍｇ／ｍＬ，
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０．１４０ｍｇ／ｍＬ，０．２００ｍｇ／ｍＬ，０．４００ｍｇ／ｍＬ的

高级醇标准溶液．

气相色谱条件：选用ＨＰＩＮＮＯＷＡＸ毛细管

柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）对异丁醇、异

戊醇和苯乙醇标准品进行分离，色谱条件：进样

口温度为２２０℃，检测器温度为２８０℃，分流比

为 ２０１，进样量为 １μＬ，载气为 Ｈｅ（纯度

９９．９９９％）．色谱柱升温程序：初始温度４５℃，

保持 ２ｍｉｎ，以 ３℃／ｍｉｎ升至 ８０℃，再以

１０℃／ｍｉｎ升至２２０℃，保持５ｍｉｎ，然后升温至

２４０℃，保持５ｍｉｎ［１８］．

高级醇生成量计算：将不同浓度梯度的高

级醇标准品上样分析，以峰面积／１０７为横坐

标，质量浓度为纵坐标作标准曲线．山楂酒样品

经０．４５μｍ滤膜过滤后直接上样分析，计算出

峰面积／１０７，代入标准曲线方程即可得到样品

中３种主要高级醇生成量．

１．２．３　氨基酸种类对山楂酒中３种高级醇生

成量影响的分析方法　在１．２．１中成分调整阶

段分别添加０．１５ｇ／Ｌ亮氨酸、甘氨酸、缬氨酸、

谷氨酸和苯丙氨酸于发酵液中，以不添加氨基

酸为对照，发酵过程中每４ｄ测定１次高级醇

生成量，选出对其有显著影响的氨基酸．

１．２．４　氨基酸添加量对山楂酒中３种高级醇

生成量影响的分析方法　将对高级醇生成量有

显著影响的氨基酸，按照 ０ｇ／Ｌ，０．１ｇ／Ｌ，

０．２ｇ／Ｌ，０．３ｇ／Ｌ，０．４ｇ／Ｌ，０．５ｇ／Ｌ的添加量加

入山楂发酵液，就氨基酸添加量对山楂酒中主

要高级醇生成量的影响进行定量分析．

１．３　统计方法
测定结果采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ７．０进行处理．

２　结果与分析

２．１　３种高级醇标准品的气相色谱图线性分

析结果

　　图１为３种高级醇标准品的气相色谱图．

由图１可以看出，本实验应用的气相色谱方法

对异丁醇、异戊醇、苯乙醇３种主要高级醇能够

实现较好的分离．３种高级醇标准线性分析结

果见表１．由表１可知，异丁醇、异戊醇、苯乙醇

之间的相关系数均在０．９９４以上，表明３种高

级醇的质量浓度与相应的峰面积／１０７呈良好

的线性关系．因此，该方法能够应用于山楂酒样

品中３种高级醇生成量的定量和定性检测．

２．２　氨基酸种类对山楂酒中３种高级醇生成

量的影响

２．２．１　氨基酸种类对山楂酒中异丁醇生成量

的影响　图２为氨基酸种类对山楂酒中异丁醇

生成量的影响．由图２可知，在发酵前期（０～

４ｄ）阶段，６组发酵液中异丁醇含量均急剧上

升，其原因是发酵前期酵母生长繁殖迅速，分解

与合成代谢活动旺盛．随着发酵时间进一步延长

（４～２０ｄ），异丁醇生成速度逐渐减慢，由此可

图１　３种高级醇标准品的气相色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｍａｐｏｆｔｈｒｅｅｈｉｇｈｅｒａｌｃｏｈｏｌｓｓｔａｎｄａｒｄｓ
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知，异丁醇主要在发酵前期随着酵母的生长繁

殖而生成［１９］．添加甘氨酸和缬氨酸的实验组
中，异丁醇含量与对照组相比，分别上升了

３２．２８％和７０．１２％，而添加另外３种氨基酸的
实验组中异丁醇生成量与对照组相比变化不

大，主要是因为甘氨酸被酵母利用作为合成异

丁醇的前体物质，而缬氨酸的添加则促进了其

本身的分解代谢，经转氨脱羧生成异丁醇．
２．２．２　氨基酸种类对山楂酒中异戊醇生成量
的影响　图３为氨基酸种类对山楂酒中异戊醇
生成量的影响．由图 ３可知，随发酵时间的延
长，异戊醇含量不断上升，发酵结束时，添加甘

氨酸和亮氨酸的实验组与对照组相比，异戊醇

含量分别上升了３７．１７％和４６．１２％，而添加缬
氨酸、苯丙氨酸和谷氨酸的实验组中异戊醇含

量无明显变化．由此可知，发酵液中添加甘氨酸
和亮氨酸对异戊醇的生成有显著促进作用．

表１　３种高级醇标准线性分析结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｎｅａｒａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｈｉｇｈｅｒ

ａｌｃｏｈｏｌｓｓｔａｎｄａｒｄｓ

成分 回归方程
相关系

数Ｒ２
线性范围／
（ｍｇ·Ｌ－１）

异丁醇 ｙ＝０．００９ｘ＋０．０２０ ０．９９６ ２０～６００
异戊醇 ｙ＝０．０１２ｘ＋０．０３０ ０．９９４ ２０～６００
苯乙醇 ｙ＝０．００８ｘ＋０．００８ ０．９９９ ２０～６００

图２　氨基酸种类对山楂酒中异丁醇生成量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎｔｈｅ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｂｕｔａｎｏｌｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｗｉｎｅ

２．２．３　氨基酸种类对山楂酒中苯乙醇生成量

的影响　图４为氨基酸种类对山楂酒中苯乙醇

生成量的影响．由图４可知，在发酵前期（０～

４ｄ）添加苯丙氨酸的实验组中苯乙醇生成量迅

速上升，在之后的４～２０ｄ发酵阶段，苯乙醇生

成量的上升幅度趋于平缓．而其他实验组和对

照组中苯乙醇生成量在整个发酵阶段均上升缓

慢，并且随发酵进行苯乙醇生成速率不断降低．

发酵结束时，添加苯丙氨酸的实验组中苯乙醇生

成量是对照组的３．８３倍，而添加亮氨酸、甘氨

酸、缬氨酸和谷氨酸的实验组与对照相比，苯乙

醇生成量无明显的变化．由此可知，发酵液中添

加苯丙氨酸能明显提高山楂酒中苯乙醇生成量．

图３　氨基酸种类对山楂酒中异戊醇生成量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎｔｈｅ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｐｅｎｔａｎｏｌｉｎｈａｗｔｈｏｒｎｗｉｎｅ

图４　氨基酸种类对山楂酒中苯乙醇生成量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎｔｈｅ
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２．３　氨基酸添加量对山楂酒中３种高级醇生

成量的影响

２．３．１　甘氨酸添加量对山楂酒中３种高级醇

生成量的影响　图５为甘氨酸添加量对山楂酒

中３种高级醇生成量的影响．由图５可知，随着

甘氨酸添加量的增加，异丁醇、异戊醇和苯乙醇

含量均不断增加，但不同的甘氨酸添加量对异戊

醇含量影响最为明显，而对异丁醇和苯乙醇含量

的影响较小．其原因是甘氨酸作为合成异戊醇的

前体物质，其添加促进了异戊醇含量升高．

２．３．２　缬氨酸添加量对山楂酒中３种高级醇

生成量的影响　图６为缬氨酸添加量对山楂酒

中３种高级醇生成量的影响．由图６可知，随着

图５　甘氨酸添加量对山楂酒中３种

高级醇生成量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｇｌｙｃｉｎｅｏｎｔｈｅ
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图６　缬氨酸添加量对山楂酒中３种

高级醇生成量的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｖａｌｉｎｅｏｎｔｈｅ
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缬氨酸添加量的增大，３种高级醇呈现不同的

变化趋势：异丁醇含量不断增大，在添加０．５ｇ／

Ｌ缬氨酸时，异丁醇含量可达１４３．６７ｍｇ／Ｌ；异

戊醇含量整体略有增加，在添加０．３ｇ／Ｌ缬氨

酸后有所上升，之后没有明显变化；缬氨酸添加

量对苯乙醇含量没有明显的影响．综上可知，添

加缬氨酸对山楂酒中３种高级醇生成量的影响

主要表现在异丁醇上，这与甄会英［２０］的分析结

果一致．其原因是缬氨酸添加量的不断增大促

进了自身的分解代谢，从而使异丁醇含量不断

增大．

２．３．３　苯丙氨酸添加量对山楂酒中３种高级

醇生成量的影响　图７为苯丙氨酸添加量对山

楂酒中３种高级醇生成量的影响．由图７可知，

苯丙氨酸添加量对苯乙醇含量的影响最显著，

当苯丙氨酸添加量分别为０．１ｇ／Ｌ，０．２ｇ／Ｌ，

０．３ｇ／Ｌ，０．４ｇ／Ｌ，０．５ｇ／Ｌ时，苯乙醇的含量分

别为对照组的 ３．５８倍、５．５３倍、７．２４倍、

９．１８倍、１０．８６倍．这表明，苯丙氨酸的添加促

进了自身的分解代谢，添加量越大越能分解生

成更多的苯乙醇．苯丙氨酸添加量对异丁醇、异

戊醇含量的影响不明显．

２．３．４　亮氨酸添加量对山楂酒中３种高级醇

生成量的影响　图８为亮氨酸添加量对山楂酒

图７　苯丙氨酸添加量对山楂酒中３种

高级醇生成量的影响
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图８　亮氨酸添加量对山楂酒中

３种高级醇生成量的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｌｅｕｃｉｎｅｏｎｔｈｅ
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中３种高级醇生成量的影响．由图８可知，随着

亮氨酸添加量的增大，异戊醇生成量迅速增加，

在添加量为０．５ｇ／Ｌ时，异戊醇生成量是对照

组的２．６９倍．而异丁醇和苯乙醇生成量随亮氨

酸添加量的增大变化不明显．因此，添加亮氨酸

对异戊醇生成量变化影响最大，原因是随着亮

氨酸浓度升高，会反馈抑制其在合成途径的酶

活性，降低高级醇在合成途径的生成量，但使分

解途径的异戊醇生成量显著增加．这与张丹

等［２１］就亮氨酸对固态发酵枣酒中高级醇生成

量的影响的研究结论一致．

３　结论

以辉县山楂为原料，通过向山楂发酵液中

分别添加５种不同的氨基酸，研究了氨基酸种

类和添加量对山楂酒中异丁醇、异戊醇、苯乙醇

３种高级醇生成量的影响．实验结果表明，甘氨

酸、缬氨酸、苯丙氨酸和亮氨酸的添加对３种高

级醇生成量有显著影响：甘氨酸作为合成异戊

醇的前体物质，其添加促进了异戊醇含量升高；

缬氨酸、苯丙氨酸和亮氨酸在山楂酒中进一步

分解代谢，生成了更多的异丁醇、苯乙醇和异戊

醇，从而使山楂酒中３种高级醇生成量增加．谷

氨酸对这３种高级醇的含量无明显影响．本研

究为今后在果酒发酵过程中，通过选育氨基酸

缺陷型酵母调控果酒中高级醇生成量，以期生

产出更高品质的酒类提供了理论依据．
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