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酶制剂对浓香型白酒发酵过程中高级醇生成的影响
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� � 摘 � 要:文章采用实验室模拟白酒固态发酵的方法,研究了酵母、糖化酶、蛋白酶和 �-淀粉酶的添

加量对高级醇生成量的影响。结果表明,适量添加糖化酶和干酵母可以降低高级醇产量,当酵母添加量

(于投粮比 )为 0�8%时,高级醇产量降低了 14�8%;糖化酶添加量为 750 u /g时,高级醇降低了 11�4% ;

但是,添加蛋白酶却反而增加了高级醇的产量,而添加 �-淀粉酶却对高级醇产量没有明显影响。
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引 言

高级醇是酒精发酵过程中由蛋白质、氨基酸和糖类

经一系列生化反应分解而成的副产品, 主要成分是正丙

醇、正丁醇、异丁醇、正戊醇、异戊醇、仲丁醇、活性戊醇、

己醇、庚醇、�-苯乙醇等 [ 1]
。高级醇在口味上弊多利

少,除异戊醇微甜外, 其余的醇都是苦的, 有的苦味重

而长。酒中含有适量的高级醇, 酒有芳香气味; 过量则

带有苦涩怪味, 给酒带来不良影响, 而且容易使饮者上

头,导致大醉
[ 2]
。在白酒中, 醇和酯是构成酒体风味的

主要香气成分,它们进入人体后对人体的作用是不同

的, 酯在血液中则使脑神经舒展,而高级醇在血液中刺

激脑神经,使之收缩,并且,高级醇在人体内的氧化速度

较慢,作用时间较长。当高级醇含量过高时就会造成饮

后 �上头 � [3]。所以, 通过控制高级醇含量,使白酒中醇

酯比例协调,可以有效解决白酒上头的问题,还能改善

白酒的风味品质。

目前,白酒中高级醇的调控主要是在发酵阶段进行

的。孙金旭等认为不同加曲量对酱香型白酒中高级醇

的生成存在一定影响,可以通过控制大曲添加量调控高

级醇的生成
[ 4]
。王立钊等在酱香型白酒固态发酵过程

中添加酶制剂,发现添加适量的糖化酶和蛋白酶可以有

效降低高级醇的生成量
[ 5]
。由于浓香型白酒和酱香型

白酒的生产工艺存在很大的差异,酶制剂对不同白酒中

高级醇的影响情况可能不一样。目前, 关于酶制剂对浓

香型白酒中高级醇生成的影响的研究还没有报道。本

次研究是在发酵过程中添加不同量的糖化酶、蛋白酶、

淀粉酶以及干酵母,探索各因素对浓香型大曲酒中高级

醇生成量的影响。

1 材料和方法

1�1 材料及仪器
样品:大曲、母糟、原粮、稻壳,四川省绵阳市丰谷酒

业有限责任公司提供;

试剂: �-淀粉酶、糖化酶、酸性蛋白酶,北京奥博星

生物技术有限责任公司;

菌种:酿酒高活性干酵母,安琪酵母股份有限公司;

仪器: A g ilent 6890N- 5975B气相色谱质谱联用仪,

美国 Ag ilent公司; LRH - 250生化培养箱, 上海齐欣科

学仪器有限公司。

1�2 白酒固态发酵工艺流程

图 1 白酒固态发酵工艺流程图



1�3 实验室模拟发酵工艺
高级醇主要是在酵母的主发酵期内生成,即入窖后

一个月左右时间内。实验室模拟发酵的温度变化模式

是依据浓香型白酒发酵过程中窖内温度变化规律设定

的
[ 6]
。鉴于此,采用的实验室模拟发酵工艺为:使用 1 L

的锥形瓶作为模拟发酵罐,用硅胶塞封口, 再蒙上一层

保鲜膜, 用皮筋套紧,放入生化培养箱发酵 32d; 初始温

度为 20 � ,然后以 1�5 � /天升至 32 � ,保持 8d,再以

0�5 � /天降至 24 � ,发酵期结束。

1�4 高级醇的测定
1�4�1 高级醇的提取
称取 100 g出窖糟醅, 加 200 mL水, 于 1000 mL烧

瓶中加热蒸馏,取前 100 mL馏出液,使用气相色谱质谱

联用仪测定高级醇含量。

1�4�2 色谱条件
气相色谱条件 色谱柱: 毛细管柱 J&W 122 - 7062

60�0 m � 0�25 mm � 0�25 �m; 程序升温: 初始温度

55 � , 以 5 � /m in升到 110 � , 保持 1 m in, 再以 10

� /m in升到 200 � ; 载气: H e ( 99�999% ) , 恒流 0�9
mL /m in;进样口: 初始温度 230 � , 分流比 50: 1, 进样

量 1 �L。

质谱条件 电离方式 EI,电子能量 70 eV, 离子源温

度 230 � ,四级杆温度 150 � ,接口温度 230 � ,质量范
围 20 amu~ 500 amu,溶剂延迟 3 m in。

1�4�3 绘制标准曲线
标准溶液配制:称取色谱标准品正丙醇、正丁醇、异

丁醇和异戊醇各 0�190 g~ 0�210 g, 置于 1000 mL容量

瓶中,加入 60% vo l乙醇水溶液定容至刻度。再量取此

溶液 0�0 mL、2�0 mL、4�0 mL、6�0 mL、8�0 mL、10�0 mL

于 10 mL容量瓶,用 60% vol乙醇水溶液定容至刻度,依

次标记为 1
#
、2

#
、3

#
、4

#
、5

#
、6

#
, 得到系列浓度的混合标

样,实际配制浓度见表 1。

表 1 高级醇标准溶液浓度 ( g /L)
高级醇 1# 2# 3# 4# 5# 6#

正丙醇 0�0000 0�0397 0�0794 0�1192 0�1589 0�1986

正丁醇 0�0000 0�0399 0�0798 0�1197 0�1596 0�1995

异丁醇 0�0000 0�0402 0�0805 0�1207 0�1610 0�2012

异戊醇 0�0000 0�0399 0�0799 0�1199 0�1598 0�1998

� � 内标溶液配制:称取色谱标准品乙酸异戊酯 1�9g~
2�0g,置于 100mL容量瓶中,加入 60% vol乙醇水溶液定

容至刻度。取 100�L内标溶液加入待测样品中,样品中

内标物浓度为 0�1986g /L。
1�4�4 样品检测
取 100�L 2%乙酸异戊酯溶液, 用待测样品定容至

10mL,取 1mL于色谱进样瓶中,用气质联用仪测定,得

到高级醇的含量。

2 结果与分析

2�1 四大主要高级醇的标准曲线
将配制好的混合标样加入内标溶液后, 吸取 1mL于

色谱进样瓶中,使用气质联用仪进行测定, 得到以面积

比 A i/A s(高级醇峰面积 A i和内标物峰面积 As)为纵坐

标,高级醇浓度 C为横坐标的标准曲线,见图 2。

图 2 正丙醇 ( A)、异丁醇 ( B)、正丁醇 ( C)、异戊醇 ( D)标准曲线

2�2 不同干酵母添加量对高级醇产量的影响
在添加完大曲后, 将刚活化的干酵母加入粮糟中,

使酵母质量浓度 (% )分别为 0、0�4、0�8、1�2、1�6、2�0,
拌料均匀后,入罐发酵 32天,发酵完成后测定四大主要
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高级醇 (正丙醇、正丁醇、异丁醇、异戊醇 )的含量, 分析

干酵母添加量对高级醇生成的影响,结果见图 3、图 4。

由图 3、图 4可知:当干酵母添加量从 0%增加到

0�8%时,随着酵母量的增加四大高级醇总量呈下降趋

势;当酵母含量为 0�8%时, 高级醇产量最低, 相对于不

添加酵母时下降比例达到了 14�8% ;继续增加酵母量高

级醇没有明显变化。其中,异戊醇和异丁醇变化趋势与

总量变化基本一致,而正丙醇和正丁醇基本不变。在底

物中碳源和氮源等营养物质浓度一定的情况下,酵母数

量的最大值是不变的, 适当增加酵母接种量,可以减少

酵母在发酵过程中的增殖倍数,这就减少了酵母在合成

自身蛋白质的过程中产生的高级醇的量。当酵母含量

过多时,底物中可发酵糖供给不足, 酵母的增殖受到制

约,所以,高级醇含量趋于稳定。

2�3 不同蛋白酶添加量对高级醇产量的影响
在添加完大曲后, 加入不同量的蛋白酶, 使蛋白酶

浓度 ( u / g)分别为 0、5、10、15、20、25,拌料均匀后,入罐

发酵 32天,发酵完成后测定四大主要高级醇,分析蛋白

酶添加量对高级醇生成的影响,结果见图 5、图 6。

由图 5、图 6可知:随着蛋白酶添加量逐渐增大,高

级醇生成量呈缓慢上升趋势。添加蛋白酶,使物料中的

蛋白质加速分解为氨基酸,这就增大了底物中氨基酸的

浓度, 过量的氨基酸经由伊里氏降解代谢途径,通过脱

氨、脱羧生成比该氨基酸分子少一个碳原子的高级醇。

其中亮氨酸转化为异戊醇,缬氨酸则转化为异丁醇。

2�4 不同糖化酶添加量对高级醇产量的影响
在添加完大曲后,加入不同量的糖化酶,使糖化酶浓

度 ( u / g)分别为 0、250、500、750、1000、1250,拌料均匀后,

入罐发酵 32天,发酵完成后测定四大主要高级醇,分析

糖化酶添加量对高级醇生成的影响,结果见图 7、图 8。

由图 7、图 8可知: 当糖化酶添加量从 0u /g增加到

750u /g时,高级醇总生成量呈明显下降趋势, 高级醇降

低幅度达到 11�4% ,继续增加糖化酶添加量, 高级醇基

本保持不变。其中,异戊醇和异丁醇含量随糖化酶的增

加而减小, 而正丙醇含量则随糖化酶增加而有小幅增

加,正丁醇含量却没有明显变化。糖化酶能把淀粉从非

还原性末端水解断裂 �- 1, 4葡萄糖苷键生成葡萄糖,

也能缓慢水解断裂 �- 1, 6葡萄糖苷键生成葡萄糖。添

加糖化酶加速了淀粉水解速度,使可被酵母直接利用的

葡萄糖浓度增加, 酵母会加速对糖分的代谢,而减少了

对氨基酸的降解代谢,降低了高级醇的生成量。

2�5 不同 �-淀粉酶添加量对高级醇产量的影响
在添加完大曲后,加入不同量的 �-淀粉酶,使 �-

淀粉酶浓度 ( u / g)分别为 0、100、200、300、400、500,拌

匀后, 入罐发酵 32天, 发酵完成后测定四大主要高级

醇,分析 �-淀粉酶添加量对高级醇生成的影响,结果见

图 9、图 10。

由图 9、图 10可知: �-淀粉酶的添加对高级醇的生
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成量没有明显的影响。�-淀粉酶分解直链淀粉时的最

终产物以麦芽糖为主,只有少量葡萄糖。而在分解支链

淀粉时,除麦芽糖、葡萄糖外,还生成分支部分具有 �-

1, 6-键的 �-极限糊精。所以, �-淀粉酶的添加,虽

然加快了淀粉分解的速度,但可发酵糖的生产速率并没

有提高,在大曲糖化力基本一致的条件下, 高级醇产量

基本不变。

3 讨 论

白酒中的高级醇主要通过两个途径生成:一是酵母

以氨基酸为基质的降解代谢路径,常发生在物料中氨基

酸过量时, 过多的氨基酸经脱氨、脱羧生成比氨基酸少

一个碳原子的高级醇, 这是最主要的一条途径;二是酵

母以糖为基质的合成代谢路径,常发生在物料中氨基酸

过低时,酵母通过糖代谢途径, 由酮酸路线合成必需的

氨基酸,进而合成自身细胞蛋白,其中间体酮酸在酶的

作用下可以生成高级醇
[ 5]
。在白酒发酵过程中,两个途

径是同时存在的, 只是在不同的条件下,各自作用的大

小不同。比如,本次试验中添加糖化酶虽然促进了合成

代谢途径, 却抑制了氨基酸降解代谢路径, 后者作用更

显著,因此,降低了高级醇的生成。

本试验表明, 在浓香型大曲酒发酵过程中,适量添

加糖化酶、蛋白酶和干酵母对高级醇的生成量有一定的

影响。适量添加糖化酶和干酵母可以降低高级醇产量,

当酵母添加量 (于投粮比 )为 0�8%时,高级醇产量最低,

相对于不添加酵母时下降了 14�8% ; 糖化酶添加量 (于

投粮比 )为 750 u/g时,高级醇产量最低,高级醇降低幅

度达到 11�4%。但是,添加蛋白酶却反而增加了高级醇

的产量,而添加淀粉酶却对高级醇产量没有明显影响。

因此,通过向发酵糟醅中添加糖化酶和酵母的方法来控

制高级醇的生成具有一定可行性的。由于该研究采用

的是实验室模拟白酒固态发酵,模拟发酵罐体积小,且

没有窖泥, 与生产上的窖池环境有一定的差距,得到的

试验结果与实际生产情况会有一定的差异,不过, 各个

因素对高级醇生产的影响趋势对实际生产还是有一定

的借鉴作用。下一步工作中,我们可以在生产上征用几

口窖池,对糖化酶和干酵母两个因素做进一步研究,确

定其是否可以降低高级醇的生成量。另外,由于白酒发

酵过程相当复杂, 添加酶制剂可能对白酒的产率、风味

和品质造成一定的影响,这需要做进一步研究。
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Effect of Enzym es on the Formation ofH igherA lcohols in L iquor

LUO H ui�bo1, 2 , GOU Yun�ling1, 2, RAO J ia�quan3 , QIU Sheng �qiang3, FAN Chang �m ing3

( 1. Schoo l of B iotechno logy Engineering, Sichuan University of Science& Eng ineering, Z igong 643000, China;
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Abstrac:t Them ethod of laboratory smi ulation w as used to study so lid ferm entat ion of L iquor. E ffect o f dry yeast, glu�
coamy lase, protease and ��am ylase on the formation of h igher alcoho ls in L iquorw as invest igated. T he results are as follows:

adding proper amount of g lucoam ylase or dry yeast can reduce the formation of higher alcoho ls; W hen the yeast addit ion w as

0. 8% , h igher a lcohol production decreased by 14. 8% ; and g lucoamylase dosage of 750 u / g, the h igher alcohols decreased

by 11. 4% ; H owever, the protease increased the product ion of h igher alcohols, wh ile the addition of ��amy lase has no effect

on it.

Key words: glucoamy lase; protease; dry yeast; h igher alcohols
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