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葡萄汁有孢汉逊酵母糖苷酶增香酿造葡萄酒的潜力分析
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摘要：评价了优选葡萄汁有孢汉逊酵母分泌的糖苷酶用于干红葡萄酒的增香酿造效果。实验以陕西杨凌黑比诺葡

萄为原料，采用优选菌株糖苷粗酶进行发酵前处理，酿造干红葡萄酒，并以ＡＲ２０００酶处理为比照，实验中糖苷酶的
酿造环境耐受性分析以 β葡萄糖苷酶的酶活表示。葡萄酒香气成分采用固相微萃取 气相色谱 质谱联用仪

（ＳＰＭＥ ＧＣ ＭＳ）检测，香气特征采用感官量化品评法分析。结果表明，优选菌株糖苷酶更多地水解葡萄中去甲
类异戊二烯和一些萜烯类的糖苷，催化水解 Ｃ６化合物前体较少，所酿酒表现出温带水果、小浆果和花香特征；而
ＡＲ２０００酶在大量水解萜烯类香气糖苷的同时，水解大量Ｃ６化合物前体，导致所酿酒生青味突出。因此，优选菌株
糖苷酶有良好的增香酿造潜力。
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　　引言

源于葡萄果实的品种香气是葡萄酒的重要香气

特征，而葡萄酒香气还来源于酿造过程中葡萄香气

糖苷前体的水解［１］。香气糖苷没有挥发性，只有经

酸解或酶解释放出游离态成分，才能表现出香气特

征［２］，酿造过程中果实和酵母菌的糖苷酶催化水解

是游离香气成分最主要的释放方式［３］，其中 β葡萄
糖苷酶是此过程的关键酶。葡萄酒酿造环境，如高

糖、高酒度、低 ｐＨ值和含多酚物质等，限制了葡萄
浆果和酵母菌糖苷酶的活性［４－５］，所以一般酿酒过

程中的糖苷酶不足以充分水解香气糖苷，尤其对于

不完全成熟的葡萄原料，致使所酿酒缺乏典型的品

种香气特征。目前，在葡萄酒酿酒过程中使用的一

些外 源 糖 苷 酶 制 剂，大 多 数 来 源 于 黑 曲 霉

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）或 哈 茨 木 霉 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｈａｒｚｉａｎｕｍ），主要用于提高出汁率、增加颜色、澄清
和增强香气等［６］。然而研究发现，霉菌糖苷酶专一

性差，在催化葡萄香气糖苷水解的同时，会分解色素

或酚酸类糖苷，产生挥发性酚类化合物，从而导致葡

萄酒色素不稳定并产生不良气味［５］。近些年有研

究证实，非酿酒酵母（ｎｏｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）所产糖苷
酶对酿酒环境的适应性比酿酒酵母的更强［７］，适宜

于葡萄酒的增香酿造。例如，Ｌ?ＰＥＺ等［８］筛选出汉

逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ）应用于 Ｍｕｓｃａｔ葡萄酒的增
香酿造，并验证其所产糖苷酶活力及其水解特性。

陶永胜等［９］评价了野生胶红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ
ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ）的糖苷酶对媚丽新酒中香气糖苷的水
解潜力。

我国季风气候区大部分葡萄酒产区在葡萄成熟

季多雨，导致酿酒葡萄在未完全成熟之前采收，酿造

过程香气糖苷水解不充分，所酿葡萄新酒缺乏品种

香气特征。陕西杨凌地区是典型的季风气候区，酿

酒葡萄成熟季节雨热同季，张晓等［１０］曾对杨凌黑比

诺干红葡萄酒的香气成分进行分析，结果显示新酒

中品种香气成分的浓度高于嗅觉阈值的较少，葡萄

酒典型的品种香气特征弱。本文提取优选葡萄汁有

孢汉逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｕｖａｒｕｍ）分泌的糖苷酶，
采用β葡萄糖苷酶活评价其酿酒环境适应性，并将
其应用于陕西杨凌地区黑比诺干红葡萄酒的酿造过

程，通过所酿酒的香气成分和香气特征的量化分析

来评价其增香酿造潜力。

１　材料与方法

１１　葡萄原料
黑比诺葡萄２００ｋｇ，含糖质量浓度１８０４８ｇ／Ｌ，

含酸质量浓度８２５ｇ／Ｌ（酒石酸计），于２０１４年８月
人工采自陕西省杨凌区曹新庄葡萄园（３４°１８′Ｎ，
１０８°０５′Ｅ）。
１２　生化试剂

红葡萄酒酒精发酵用活性干酵母 ＡＣＴＩＦＬＯＲＥ
Ｆ３３，购于法国Ｌａｆｆｏｒｔ公司。

商业糖苷酶制剂 ＡＲ２０００（黑曲霉糖苷酶提取
物，以β葡萄糖苷酶表示的酶活２５０Ｕ／ｇ），购于荷
兰ＤＳＭ公司。

分析纯化学试剂：亚硫酸溶液（含 ＳＯ２６％），蛋
白胨，葡萄糖，ＮＨ４ＮＯ３，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，吐温－
８０，ＮａＡｃ，Ｎａ２ＣＯ３，（ＮＨ４）２ＳＯ４，Ｎａ２ＨＰＯ４，柠檬酸，
ＮａＣｌ和无水乙醇购于天津化学试剂公司。ｐ硝基
苯基βＤ葡萄糖苷 （ｐＮＰＧ）购于北京 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

色谱纯化学标准品：乙酸乙酯、乙酸异丁酯、丁

酸乙酯、１丙醇、１己醇、异丁醇、乙酸异戊酯、１丁
醇、异戊醇、己酸乙酯、（Ｚ）３己烯１醇、３辛醇、辛
酸乙酯、里哪醇、异丁酸、２，３丁二醇、４松油烯醇、
２，３二氢呋喃酮、癸酸乙酯、香叶醇、琥珀酸二乙酯、
３甲硫基１丙醇、β大马酮、β紫罗兰酮、橙花叔醇、
月桂酸乙酯、己酸、１十二醇、９癸稀酸乙酯、苯甲
醇、苯乙醇、辛酸、乙酸己酯 和１辛烯３醇等色谱纯
标品购于北京Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ公司。
１３　优选菌株

优选酵母菌株筛选自云南省弥勒县东风农场葡

萄园，该菌株已在中国典型培养物保藏中心保藏，保

藏编号 ＣＣＴＣＣＮＯ：Ｍ２０１３６５８。根据该菌株在 ＷＬ
鉴别培养基上的菌落形态和细胞形态（图 １），经
２６ＳｒＲＮＡ分子测序，其序列与ＧｅｎＢａｎｋ中葡萄汁有
孢汉逊酵母（Ｈ．ｕｖａｒｕｍ）ＪＱ６７８６８２１的序列１００％
匹配。

１４　糖苷粗酶液的制备
糖苷酶提取：上清液取自优选酵母菌株７２ｈ发

酵培养基（２％蛋白胨、２％葡萄糖、０３％ ＮＨ４ＮＯ３、
０４％ ＫＨ２ＰＯ４、００５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１％ 吐温 －
８０，１０％接种量），添加经研磨的（ＮＨ４）２ＳＯ４至８０％
饱和度，４℃下盐析 １２ｈ后，离心上清液（４℃下
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ）收集沉淀，并用０１ｍｏｌ／Ｌ
的醋酸钠缓冲液（ｐＨ值５０）溶解。最后超滤移除
分子量小于１０ｋＤａ的物质，适当浓缩，得到糖苷酶
提取液。

糖苷粗酶的酶活：酶活以 β葡萄糖苷酶表示，
采用 ｐＮＰＧ法检测。将 ２００μＬ酶液与 １ｍｍｏｌ／Ｌ
２５０μＬｐＮＰＧ于ｐＨ值５０的７５０μＬ柠檬酸 磷酸

缓冲液中反应３０ｍｉｎ，然后加入１０ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的

１８２第１０期　　　　　　　　　　陶永胜 等：葡萄汁有孢汉逊酵母糖苷酶增香酿造葡萄酒的潜力分析



图１　菌株ＷＬ培养基菌落形态（２８℃下７２ｈ培养）和
革兰氏染色的细胞显微形态（１０×１００倍）

Ｆｉｇ．１　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨ．ｕｖａｒｕｍｓｔｒａｉｎｏｎＷＬ
ｍｅｄｉｕｍａｇａｒｐｌａｔｅ（７２ｈｏｌｄａｔ２８℃）ａｎｄｉｔｓｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇＧｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ（１０×１００ｔｉｍｅｓ）
　

Ｎａ２ＣＯ３终止反应，并用分光光度计测４００ｎｍ处吸光
度，即为产物对硝基苯酚（ｐＮＰ）浓度。优选菌株糖
苷酶以β糖苷酶表示的酶活力为０４６４Ｕ／ｍＬ，β葡
萄糖苷酶酶活力单位（Ｕ）定义为：４０℃下１ｍｉｎ内催
化生成１μｍｏｌｐＮＰ所要的酶量。
１５　糖苷酶耐受性

不同浓度葡萄糖对酶活力的影响：按葡萄糖质

量分数 ０、２５％、５０％、１００％、１５０％、２００％、
３０％ 配制ｐＨ值５０的柠檬酸 磷酸（ＰＣ）缓冲液，
采用上述方法测定酶活，以 ｐＨ值５０不加葡萄糖
的缓冲液酶活为标准活性（１００％）。

不同浓度乙醇对酶活力的影响：在 ｐＨ值 ５０
的ＰＣ缓冲液中，按体积分数 ０、５％、１０％、１５％、
２０％加入无水乙醇，按上述方法测定酶活，以 ｐＨ值
５０不加乙醇的缓冲液酶活为标准活性。

不同ｐＨ值对各酶活力的影响：将ＰＣ缓冲液配
成ｐＨ值分别为３０、３５、４０、４５的缓冲体系，按常
规方法测定酶活，以 ｐＨ值５０的缓冲液酶活为标
准活性。

葡萄酒酿造综合环境对酶活力的影响：将 ＰＣ
缓冲液配成含２０％葡萄糖、１０％乙醇、ｐＨ值３０体
系，测定１６ｄ内酶活变化，以ｐＨ值５０下不加葡萄
糖和乙醇的缓冲液酶活为标准活性。

１６　葡萄酒增香酿造
黑比诺葡萄除梗破碎后，装入５０Ｌ玻璃罐中，添

加ＳＯ２５０ｍｇ／Ｌ，３０ｍｉｎ后按２０Ｕ／Ｌ添加糖苷酶液或
酶制剂，１５℃下浸渍 １２ｈ后，添加活性干酵母
２００ｍｇ／Ｌ启动酒精发酵，添加白砂糖调整最终酒精度
至１２％ｖｏｌ。发酵温度控制在 ２５～２７℃，发酵持续
７～８ｄ，当含糖质量浓度低于２ｇ／Ｌ时，进行皮渣分
离，葡萄酒转入干净玻璃罐中，补加ＳＯ２５０ｍｇ／Ｌ，４℃
下密封贮藏，期间进行２～３次自然澄清转罐。实验
以不添加酶的处理为空白对照（ＣＫ），以添加ＡＲ２０００
酶制剂的处理为对比，每处理重复３次。酿造次年４

月份进行供试酒样的香气成分和香气特征分析。

１７　香气成分分析
１７１　固相微萃取条件

在１５ｍＬ装有磁力搅拌子的顶空瓶中加入
１０ｍＬ葡萄酒和内标溶液，按２０ｇ加入 ＮａＣｌ，然后
将顶空瓶放入电磁搅拌器上水浴，４０℃平衡１０ｍｉｎ，
打开 搅 拌 器 开 关，插 入 萃 取 纤 维 （Ｐｏｌｙ
ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ），４０℃吸附３０ｍｉｎ，立即将萃
取头在ＧＣ进样口解吸３ｍｉｎ，用于 ＧＣ ＭＳ分析。
每个酒样的萃取操作重复２次。
１７２　ＧＣ ＭＳ分析

ＧＣ ＭＳ仪器：ＴＲＡＣＥＤＳＱ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｎｎｉｇａｎ公司；色谱柱：ＤＢ Ｗａｘ毛细管柱 （３０ｍ×
０３２ｍｍ×０２５μｍ，Ｊ＆Ｗ，Ｆｏｌｓｏｍ，ＵＳＡ）。载气：
Ｈｅ，流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ。柱温升温程序：４０℃保持
３ｍｉｎ，然后以 ４℃／ｍｉｎ升至 １６０℃，再以 ７℃／ｍｉｎ
升至２３０℃，保持８ｍｉｎ。样品注射体积为１μＬ，不
分流进样。质谱范围：３３～４５０ａｍｕ，连接杆温度
２３０℃，注射器温度２５０℃。离子源温度２３０℃，电子
源电离轰击，电子源电压７０ｅＶ，灯丝流量０２０ｍＡ，
检测器电压３５０Ｖ，质谱扫描范围３３～４５０ａｍｕ，扫
描速率１次／ｓ。
１７３　香气成分定性定量方法

定性分析：以质谱自带的ＮＩＳＴ２０谱库或相关
文献进行检索，以标准物质保留时间和保留指数确

认定性结果。无对应标准物质的香气化合物如表１
所示。

定量分析：采用内标 标准曲线法定量，３辛醇
用作内标物质，标准曲线采用五点法绘制。对于无

标准物质的挥发性成分，计算时采用与其化学结构

相似物质的标准曲线。

１８　香气特征感官分析
葡萄酒香气特征的感官量化分析参照文

献［１１］中的方法进行。品尝小组由３０名葡萄酒专
业的学生组成，通过葡萄酒标准香气物质培训直到

对葡萄酒香气特征辨别分析结果的偏差小于整体平

均值的５％。在分析过程中，采用完全随机区组设
计，每个成员需用标准香气物质中的５～８个特征词
汇来描述葡萄酒的香气特征。实验要求品尝员对供

试酒样的香气特征用“五点标度法”量化（“１”—弱；
“２”—较弱；“３”—中等；“４”—较强；“５”—强）。
香气的量化强度值为该香气特征词汇的使用频率和

强度平均值的综合体现，采用的计算公式为

Ｍ＝槡ＦＩ×１００％
式中　Ｆ———某一香气特征使用人数占总人数比值

Ｉ———某一香气特征的平均强度与最大强度
的比值

２８２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年



表１　供试酒样香气成分ＧＣ ＭＳ检测浓度
Ｔａｂ．１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｓａｍｐｌｅｗｉｎｅｓｂｙＧＣ ＭＳ

成分类别 化合物
保留

指数

质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）
对照 有孢汉逊酵母糖苷酶 ＡＲ２０００酶制剂

嗅觉阈值 气味描述

１己醇 １３９２ ８９１９±０５２７ａ １５２００±０９６３ｂ ２５５７８±１２４１ｃ ８ｍｇ／Ｌ 生青，果香，醇香，甜味

Ｃ６化合物
（Ｅ）３己烯１醇 １４０１ ０６１９±００１４ｂ ０７０２±００２２ｃ ０ａ ０４ｍｇ／Ｌ 青草，草药

（Ｚ）３己烯１醇 １４１５ ２５８５±０１４４ｂ １７６０±０１５２ａ ５４３７±０２６１ｃ ０４ｍｇ／Ｌ 青草，草药

（Ｚ）２己烯１醇 １４３５ ０５３８±００１１ｃ ０３８２±０００８ｂ ０ａ ０４ｍｇ／Ｌ 青草，草药

里哪醇氧化物 １４４８ ０２９５±００１８ｃ ００３０±０００２ａ ０１６７±００１０ｂ ０５ｍｇ／Ｌ 玫瑰，木头

里哪醇 １６００ ００４９±０００３ａ ０１０２±００１３ｂ ０１５７±０００９ｃ ００２５ｍｇ／Ｌ 玫瑰香型，花香，果香

萜烯类
乙酸里哪醇酯 １６０６ ００１７±０００２ａ ００６１±０００４ｂ ００８９±０００６ｃ

４松油烯醇 １６３３ ０１１１±０００７ｂ ００６５±０００６ａ ０１５４±０００７ｃ ０１１～０４ｍｇ／Ｌ 清香，木头，土壤

品种香气成分 香叶醇 １８１４ ０ａ ００８３±０００４ｃ ００６６±０００３ｂ ００３ｍｇ／Ｌ 热带水果，青草

橙花叔醇 ２０５８ ００４３±０００２ｂ ００３６±０００２ａ ００３７±０００４ａ ０７ｍｇ／Ｌ 木头，柑桔，轻微水果

去甲类异戊二烯
β紫罗兰酮 １５７４ ０００１ａ ０００５ｃ ０００２ｂ ００９μｇ／Ｌ 悬钩子，紫罗兰，甜果

β大马酮 １８３２ ０００２ａ ０００８ｂ ０００２ａ ００５μｇ／Ｌ 树皮，桃罐头，烤苹果，干杏

苯衍生物
苯甲醇 １８９６ ０ａ １５００±０１３９ｂ ３９２０±０１２８ｃ ２００ｍｇ／Ｌ 杏仁，脂肪味

苯乙醇 １９３１ ７０５５６±２５０２ａ ７９９９８±２６３７ｂ ８７５６３±１９１１ｃ １４ｍｇ／Ｌ 花香

挥发性酚 ２，４二叔丁基苯酚 ２３３０ ０１６０±００１７ａ ０４７５±００２８ｂ ０９８０±０１０６ｃ ０～０２ｍｇ／Ｌ 酚

其他
２，３二氢呋喃酮 １６４３ ０ａ ０４１０±００２２ｂ ０４５８±００２９ｃ ５０ｍｇ／Ｌ 牛奶，奶酪

３甲硫基１丙醇 １７３８ ００５０±０００７ａ ００８９±０００５ｂ ００９５±０００８ｂ １０ｍｇ／Ｌ 生土豆，大蒜

合计 ８３９４５±３２３７ａ １００９０６±４００７ｂ １２４７０５±３７２３ｃ

１丙醇 １０３６ ７８８４±０２３３ａ ９００６±０１７７ｂ １０００７±０４０８ｃ ５０ｍｇ／Ｌ 新鲜，醇香

异丁醇 １１０８ ３００４７±２２０１ｂ ２５６００±１３５５ａ ５２５６６±３６８５ｃ ４０ｍｇ／Ｌ 甜香，醇香

１丁醇 １１６５ １８７８±００４１ｂ １２９１±００１２ａ １３２４±００１７ａ １５０ｍｇ／Ｌ 药味，醇香，辛辣

高级醇
异戊醇 １２３０ １２９７５±８６１６ａ １５００７１±８０１４ｂ １６８１３１±６６２５ｃ ３０ｍｇ／Ｌ 醇香，刺激味，苦味，香蕉

３乙氧基１丙醇 １４０９ ０００２ａ ０００７ｂ ０００２ａ ０１ｍｇ／Ｌ

１辛烯３醇 １４４９ ０００２ａ ０００７ｂ ０００２ａ 蔬菜，生青，脂肪

２，３丁二醇 １５９８ １５８５±００１４ａ ３５２１±０００８ｃ ２５１４±００１６ｂ １２０ｍｇ／Ｌ 黄油，奶酪，化学味

１十二醇 １９８１ ００１４±０００２ａ ００４１±０００１ｂ ００４１±０００１ｂ １０ｍｇ／Ｌ 高浓度不舒适，低浓度花香

乙酸乙酯 ８８５ ２０５７１±３０２８ａ ２３０１５±０８５３ａ ２７５２±０９７９ｂ ７５ｍｇ／Ｌ 果香，甜香

乙酸异丁酯 ９９９ ０１７２±００１４ａ ０１９０±００１１ｂ ０２４７±００１３ｃ １６ｍｇ／Ｌ 草莓，果香，花香

丁酸乙酯 １０２６ １２３３±００８７ｂ ０９６４±０１０２ａ １９３７±０１７３ｃ ００２ｍｇ／Ｌ 酸果香，草莓，果香

发酵香气成分 乙酸异戊酯 １１３２ ０８２４±００４９ａ ０７７９±００４８ａ １３３８±００２１ｂ ００３ｍｇ／Ｌ 果香，新鲜香蕉

己酸乙酯 １２４４ ０１９５±００１４ｂ ０２２４±００１２ｂｃ ０１５６±００１２ａｂ ００１４ｍｇ／Ｌ 青苹果，果香，草莓，茴香

酯类 乙酸己酯 １２８７ ００３８±０００１ｂ ０００８±０００１ａ ００５５±０００４ｃ １５ｍｇ／Ｌ 舒适的果香，梨

辛酸乙酯 １４４６ ０４７９±００２１ａ ０５４７±００７７ａ ０７４１±００８３ｂ ０００５ｍｇ／Ｌ 果香，甜香，茴香，蜡味

癸酸乙酯 １６５１ ００３１±０００１ｂ ００８５±０００３ｃ ００２０±０００１ａ ０２ｍｇ／Ｌ 果香，脂肪，舒适，蜡味

琥珀酸二乙酯 １７０１ ６８０６±０１９４ａ １０１９６±０２３７ｂ １０１３６±０７１８ｂ ２００ｍｇ／Ｌ 生青果香

９癸烯酸乙酯 １７１１ ０００２ａ ０００７ｂ ０００８ｃ ０１ｍｇ／Ｌ 生青果香脂肪

月桂酸乙酯 １８４９ ０００７ａ ００１３ｂ ００１６±０００１ｃ １５ｍｇ／Ｌ 甜，花香，果香，奶酪

异丁酸 １６１８ ００１４±０００１ａ ００９６±０００５ｃ ００７２±０００７ｂ ８１ｍｇ／Ｌ 酚，化学味，脂肪

脂肪酸 己酸 １８６３ ０８７３±００３１ａ １２００±００１８ｃ １１４０±００２２ｂ ０４２ｍｇ／Ｌ 奶油，腐败味

辛酸 ２０８３ ５０６０±０１５４ａ ６２３０±０１０７ｂ ６６０９±０１４９ｃ ０５ｍｇ／Ｌ 腐败味，刺激味，奶油，脂肪

合计 ２０７４６７±１４７０２ａ ２３３０９８±１１０４１ａ ２８４５８２±１２９３５ｂ

　　注：表中同一行数据上角不同字母表示差异性显著；保留指数通过ＤＢ Ｗａｘ柱计算。

１９　数据处理方法
采用主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，

ＰＣＡ）进行不同处理供试酒样中香气成分分布规律
的研究，数据处理采用 ＳＰＳＳ１９０（ＳＰＳＳＩｎｃ，
Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）进行。

２　结果与讨论

２１　优选菌株糖苷酶的酿酒环境耐受性
图２为葡萄糖、乙醇、ｐＨ值和保存时间对优选

菌株糖苷酶活性的影响。虽然葡萄糖对大多数微生
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物所产糖苷酶具有很强的抑制作用［１２］，但本研究发

现在１０％的糖质量分数下相对酶活在 ８０％以上，
在２０％的糖质量分数下相对酶活仍可达到 ７５％。
随着缓冲液中乙醇体积分数的不断升高，相对酶活在

１０％的乙醇体积分数下降至８３％。这与Ｌ?ＰＥＺ等［８］

对汉逊酵母所产糖苷酶的耐受性研究结果相符，即在

１０％的乙醇体积分数下糖苷酶的活性可维持在８０％
以上。另有研究表明，一些微生物所产糖苷酶在ｐＨ
值３０时具有较低酶活（小于５０％）［１３－１４］。但是本
研究发现，即便在较低的 ｐＨ值下此优选菌株糖苷
酶的活性仍在９５％以上。由于酿酒环境是上述抑
制因素的综合体系，本实验评价了优选菌株糖苷酶

在２０％葡萄糖、１０％乙醇和 ｐＨ值３０的综合条件
下，酶活随保存时间的变化趋势。如图２所示，即使
到第１０天相对酶活仍维持在８０％以上。因此，优
选菌株糖苷粗酶对葡萄酒酿造环境具有良好的耐受

性。

图２　葡萄糖、酒精、ｐＨ值和保存时间对于菌株
β葡萄糖苷酶活力的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ，ｅｔｈａｎｏｌ，ｐＨｖａｌｕｅａｎｄｓｔｏｒａｇｅ
ｔｉｍｅｏｎβｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＨ．ｕｖａｒｕｍ

　
２２　葡萄酒香气成分分析

供试酒样的香气成分 ＧＣ ＭＳ检测结果见
表１，嗅觉阈值和香气特征参照 ＴＡＯ等［１５－１６］和

ＰＥＮＧ等［１１］的研究。其中，（Ｅ）３己烯１醇、（Ｚ）
２己烯１醇、里哪醇氧化物、乙酸里哪醇酯、２，４二
叔丁基苯酚、３乙氧基１丙醇的定性鉴定无标准品。
品种香气成分主要是葡萄皮中香气糖苷前体物质的

水解产物，对葡萄酒的品种和区域典型性起决定性

作用；而发酵香气成分主要为酿酒酵母在酒精发酵

过程中积累的副产物，故分开讨论。

２２１　品种香气成分
葡萄酒品种香气主要包括萜烯类、去甲类异戊

二烯化合物、Ｃ６化合物和苯衍生物等，葡萄酒中这些
化合物的含量受葡萄品种、葡萄园生态环境、栽培模

式和成熟度等因素的影响。本实验中，３个酒样中

品种香气成分的总质量浓度分别为 ８３９４５、
１００９０６、１２４７０５ｍｇ／Ｌ，所检化合物包括４种 Ｃ６化
合物、６种萜烯醇、２种去甲类异戊二烯化合物、２种
苯衍生物、１种挥发性酚和２种其他化合物，酶处理
对品种香气成分的含量影响很大。

萜烯类糖苷主要来源于葡萄果皮细胞的次级代

谢，根据此类化合物的浓度不同可将葡萄品种分为

玫瑰香型（６ｍｇ／Ｌ以上）、非玫瑰香型（１～４ｍｇ／Ｌ）
和非芳香型（０～１ｍｇ／Ｌ）［４］。本实验中，检测所得６
种萜烯类化合物的总质量浓度均小于１ｍｇ／Ｌ，其中
ＡＲ２０００酶制剂对萜烯类化合物的水解作用最强。
ＨＥＲＮ?ＮＤＥＺ等［１７］研究认为葡萄汁有孢汉逊酵母

释放的糖苷酶，能够促进萜烯类糖苷的水解，释放出

气味活性成分，与此结果相似，本研究中优选菌株糖

苷酶处理明显增加了酒样中乙酸里哪醇酯、里哪醇

和香叶醇的含量，带给葡萄酒玫瑰和柠檬的香气特

征。但与对照和 ＡＲ２０００酶处理相比，优选菌株糖
苷酶的处理降低了４松油烯醇的含量，故而由该成
分带来的土壤和木头味减弱。

去甲类异戊二烯化合物主要来源于葡萄果皮中

类胡萝卜素的分解，葡萄酒中最常见的３种该类化
合物是α紫罗兰酮、β紫罗兰酮和 β大马酮［１８］，它

们赋予葡萄酒紫罗兰花香和甜果香气。本研究在供

试酒样中检测到β紫罗兰酮和β大马酮，其含量均
高于阈值。优选菌株糖苷酶促使此类化合物前体的

分解，质量浓度达到１３μｇ／Ｌ，远高于 ＡＲ２０００酶处
理（４μｇ／Ｌ）和ＣＫ（３μｇ／Ｌ）的酒样；并且该处理酒
样中β大马酮质量浓度达到了８μｇ／Ｌ，而其嗅觉阈
值仅为００５μｇ／Ｌ。ＥＳＣＵＤＥＲＯ等［１９］认为 β大马
酮对香气贡献有很重要的作用，其本身能带给葡萄

酒强烈的甜果香和花香。

Ｃ６化合物是一类带给葡萄酒生青气味的品种香
气成分［２０］，本实验中，ＡＲ２０００酶处理酒样中的 Ｃ６
化合物含量最高，这可能与该酶大量水解 Ｃ６化合物
的糖苷前体物质有关。供试酒样中苯甲醇和苯乙醇

的含量占品种香气总含量的７０％以上，尤其是苯乙
醇，含量超过其嗅觉阈值，带给葡萄酒玫瑰花和新鲜

面包的香气特征。这与 ＳＥＬＬＩ等［２１］的研究结果相

符，即在萜烯类物质含量不丰富的非芳香型葡萄酒

中，苯衍生物香气糖苷的水解产物往往较高。此外，

供试酒样中检测到２，４二叔丁基苯酚、２，３二氢呋
喃酮和３甲硫基１丙醇，由于其含量远低于阈值，
故其香气贡献很小。

为了揭示酶处理对品种香气成分整体的影响，

对供试酒样品种香气成分数据进行主成分分析，结

果见图３。分析可见，ＡＲ２０００酶处理在 ＰＣ１正向
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端，该酶促进了大多数萜烯醇、苯衍生物、Ｃ６化合物
等前体物质的水解，优选菌株糖苷酶处理位于 ＰＣ２
的正向端，促进了去甲类异戊二烯类前体物质的水

解。ＡＲ２０００酶制剂的香气糖苷水解能力最强，但
优选菌株糖苷酶的具有水解专一性。

图３　前２个主成分上的品种香气化合物载荷值和
酒样分布

Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉｅｔａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｌｏａｄｉｎｇｓａｎｄｗｉｎｅｓａｍｐｌｅｓ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｔｗｏＰＣｓ

　
２２２　发酵香气成分

供试酒样中共检测到８种高级醇、１１种酯类和
３种脂肪酸，发酵香气成分的总质量浓度分别为
２０７４６７、２３３０９８、２８４５８２ｍｇ／Ｌ。高级醇含量占发
酵香气成分总量的８０％以上，ＡＲ２０００酶处理样品
中异戊醇和异丁醇含量均超过其阈值。ＲＩＢＥＲＥＡＵ
等［２２］研究认为低于３００ｍｇ／Ｌ的高级醇会增强葡萄
酒香气的复杂性，而超过４００ｍｇ／Ｌ则有杂醇气味。
本实验中ＡＲ２０００酶处理中高级醇含量最高，可能
由于此酶含有蛋白酶活性，加强了酵母菌对氨基酸

的分解代谢。酯类物质是葡萄酒香气的重要化合

物，能赋予葡萄酒水果味和甜香味［２３］。本实验中，

酶处理增加了酯类物质的含量，有５种酯类化合物
的浓度高于其阈值，表现出香气活性。脂肪酸根据

其浓度不同能赋予葡萄酒果香、奶酪、脂肪和腐败

味［２４］。实验中，酶处理使脂肪酸的含量升高，

ＡＲ２０００酶处理酒样中含量最高。
图４的主成分分析结果展示了酶处理对发酵香

气成分的影响，可见酶处理明显增加了发酵成分含

量。ＡＲ２０００酶处理与大部分酯类、高级醇和所有
脂肪酸共处于ＰＣ１的正向端，表明该酶处理促进了
发酵过程中酯类和高级醇的生成，这与ＦＩＡ等［２５］认

为一些用于葡萄酒酿造的商业酶制剂具有少量酯化

酶和蛋白酶活性的结论相符。优选酵母糖苷酶处理

位于 ＰＣ２的正向端，仅增加了己酸乙酯、癸酸乙酯
和２种低含量高级醇。

图４　前２个主成分上的发酵香气载荷值和酒样分布
Ｆｉｇ．４　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｌｏａｄｉｎｇｓａｎｄｗｉｎｅｓａｍｐｌｅｓ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｔｗｏＰＣｓ
　
２３　葡萄酒香气特征

供试酒样香气特征的感官量化分析结果见图５，
在不同处理酒样间差异性分析结果显示，ＡＲ２０００
处理酒样中，温带酸果味突出，但生青味最重，这与

该酶促进Ｃ６化合物前体大量水解有关；优选酵母糖
苷酶处理增加了果香、花香和坚果味，生青味最弱，

香气最为愉悦；对照酒样的主要香气特征是果香、薄

荷和生青味。

图５　黑比诺葡萄酒不同处理下香气感官特征的
量化强度值ＭＦ（％）

Ｆｉｇ．５　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｖａｌｕｅＭＦ（％）ｏｆａｒｏｍａｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆＰｉｎｏｔＮｏｉｒｗｉｎｅ

　

３　结束语

优选葡萄汁有孢汉逊酵母分泌的糖苷酶具有良

好的葡萄酒酿造环境适应性。应用该酶的粗提液进

行干红葡萄酒的增香酿造，优选菌株糖苷酶催化水

解香气糖苷的能力在整体上弱于 ＡＲ２０００糖苷酶制
剂，但其水解香气糖苷的类别具有选择性，主要促进

去甲类异戊二烯类和一些萜烯类糖苷的水解，对 Ｃ６
化合物糖苷的水解作用较弱，从而增加葡萄酒的温

带水果和花香特征。因此，优选葡萄汁有孢汉逊酵

母的糖苷粗酶具有葡萄酒增香酿造的应用潜力。
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