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摘 要： 乳清酒中的醇类主要有甲醇、乙醇、正丙醇、异丁醇、正丁醇和异戊醇，正丁醇含量

（97.40 mg/L）超过淡色啤酒的风味阈值（50 mg/L）。种子培养基、碳源补加、蛋白质处理和混合菌

种发酵对总高级醇和正丁醇的生成有较大的影响；初始 pH、温度和装液量的影响相对较小。优化

发酵条件可降低正丁醇含量 86 % ，降低甲醇含量 79 % ，使其他高级醇含量趋于协调，乳清酒更加

清澈，口味更协调。（孙悟）
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bialfermentationwould influencegreatlytheformationoftotalhigheralcoholsand n-butylalcohol. And theeffectsofini-

tialpH value， temperatureand liquidfillingquantitywere comparativelysmall. The optimizationoffermentationcondi-

tionscouldreduce86 % n$butylalcoholand 79 % methanoland advancetheharmony betweenotherhigheralcoholscon-
tents.Besides，milonecouldbecome cleanerwithbettertaste. （Tran.by YUE Yang）

6"7 8)$*3：milone；higheralcohols；gaschromatography；optimizationoffermentationtechniques

乳清是生产干酪或干酪素的副产品，营养丰富，相

当于除去酪蛋白的脱脂乳的营养[1]。目前国外乳清资源

化研究较多的是利用乳清生产乳清蛋白、乳清粉、乳糖、

酒精等产品[2,3]；而国内的研究主要集中在利用乳清作为

基料生产调配型果汁乳清饮料、发酵型乳酸饮料或发酵

型含醇饮料[1,4]等。乳清酒是乳酒的一种，是以乳清为发

酵基质，以酵母菌为主要发酵剂发酵生产的一种富含营

养的饮品。国内在乳清酒的发酵工艺[5，6]、发酵特性研究[7]

以及发酵动态研究[8]等方面都有较多报道，但由于原料、

口感等方面的原因，乳清酒尚未在国内取得工业化发

展。有关乳清酒的质量检测、质量评价等方面的工作未

见报道。

高级醇是构成啤酒酒体的重要物质，含量超过一定

的限度就会产生杂醇油味，饮用后易“上头”。乳清酒中

也有不同程度的高级醇生成，本文主要研究用气相色谱

法检测乳清酒中的高级醇，并结合酿造酒中高级醇的阈

值要求，通过发酵工艺的优化，降低高级醇的含量，使之

成为适合饮用的健康绿色饮用酒。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 脱盐乳清粉

海河乳业提供的法国红鸟牌，D $70；主要成分
(w/w )：蛋白质 11 % ，乳糖 79.5 % ，脂肪 1 % ，灰分 2.5 % ，

水分 3 % ，其他 3 % 。

1.1.2 酵母菌
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TY .3，TY .1，AY .5 均为本实验室保藏。
1.1.3 仪器

GC7890F 型气相色谱仪，上海天美科学仪器有限公

司；毛细管色谱柱，中国科学院兰州化学物理研究所色

谱技术研究开发中心；SPB .3 全自动空气源，北京中惠
普分析技术研究所；SPH .300A 氢气发生器，北京中惠
普分析技术研究所。

1.1.4 色谱条件

柱温：70 /，进样室温度：120 /；检测器温度：135
/；氢气：36 mL/min ，氮气：28 mL/min ，空气：132
mL/min ；色谱柱：1993-3SC AF 酒柱 20 m 00.53 mm ，尾
吹：30 mL/min ，进样方式：不分流。

1.2 实验方法

1.2.1 乳清酒样的预处理

取 100 mL 澄清酒样于蒸馏器中，加入 100 mL 蒸

馏水，蒸馏至 95 mL 左右时，停止蒸馏并加入 1 mL 内

标标准溶液，用蒸馏水定容至 100 mL ，混匀后待测。

1.2.2 气相色谱法分析乳清酒中的高级醇

分别进样甲醇、正丙醇、异丁醇、异戊醇、正丁醇和

乙酸异戊酯标准物质溶液 1 !1，测得各物质保留时间。
再进酒样 $ !1，根据各物质的保留时间初步定性各物
质。根据各组分峰面积用内标法定量计算各组分含量。

1.2.3 发酵条件的析因实验

利用 SAS 统计分析软件，以是否混合菌种发酵、发

酵液初始 pH 、主发酵温度、种子培养基是否处理、是否

脱蛋白质、是否补加碳源和装液量为因素，进行实验，分

析影响高级醇生成的因素。因素水平见表 1。

1.2.4 初始 pH 对高级醇的生成影响

分别调节发酵液初始 pH 为 5.0，5.5，6.0，6.5，7.0，

发酵一定时间后取样分析乳清酒中的高级醇含量。

1.2.5 主发酵温度对高级醇的生成影响

分别调节主发酵温度在 27/，30/，33/，发酵一
定时间后取样分析乳清酒中的高级醇含量。

1.2.6 接种量对高级醇的生成影响

混合酵母菌接种总量分别调节为 6 % ，8 % ，10 % ，

12 % ，发酵一定时间后取样分析乳清酒中的高级醇含

量。

2 结果与分析

2.1 乳清酒中主要醇类物质分析

以 6 % （v/v）乳清复原液为发酵基质，接种单株酵母

TY .3 于 30 /静置发酵 96 h 后分析检测其中的醇类物
质。首先运用保留时间法和内加法相结合定性分析乳清

酒中的主要醇类物质，然后用内标法定量分析其含量。

保留时间法定性是气相色谱定性分析中最方便、最

可靠的方法。该方法是基于在一定的操作条件下，各组

分的保留时间一定的原理而进行的。根据各标准物质的

色谱图（图 1）和乳清酒样色谱图（图 2）所显示的各物质

保留时间（表 2），可以初步定性乳清酒样中的主要醇类

物质有甲醇、乙醇、正丙醇、异丁醇、正丁醇和异戊醇。用

内标法定量计算乳清酒中各高级醇的含量（表 %）。

通过对乳清酒样定量分析可知，乳清酒样中正丙

醇、异丁醇和异戊醇的含量较低（总量 30.86 mg/L）；与

淡色啤酒相比正丙醇和异戊醇含量稍低，异丁醇含量与

淡色啤酒的相当；而正丁醇含量相对较高（97.40 mg/L），

高于淡色啤酒中正丁醇的阈值（50 mg/L）[10]；甲醇含量

7.53 mg/L（优级食用酒精中甲醇最高含量为 50 mg/L），

图 ! 乳清酒样色谱图

图 1 物质色谱图

¡1   ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬ 

RUNS pH ¡¢£¤ 
(¡) 

¡¢£ 
¡¢ ¡¢ ¡¢

¡ 
¡¢ 
¡¢ 

¡¢£ 
(mL) 

1 6.0 30 0 1 1 1 150 
2 7.0 30 0 0 0 1 250 
3 6.0 33 0 0 1 0 250 
4 7.0 33 0 1 0 0 150 
5 6.0 30 1 1 0 0 250 
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乙醇浓度约为 2.4 % （v/v）。因此，乳清酒中其他高级醇

（包括正丙醇、异丁醇和异戊醇）的含量与淡色啤酒的相

差不大，正丁醇的含量明显较高，是乳清酒中高级醇的

控制重点。

2.2 乳清酒中高级醇的生成规律

在酿造酒生产过程中，高级醇的形成主要集中在发

酵前期，与酵母菌合成细胞蛋白质有关，对酿造酒风味

具有重大的影响[10]。超过一定含量，具有明显的杂醇味，

饮用过量会导致人体不适。乳清酒在发酵过程中，高级

醇有两个快速形成期（见图 3），一个是在发酵前 8 h，主

要是正丙醇、异丁醇和异戊醇的大量生成引起的，其原

因主要是由于发酵前期酵母菌的大量繁殖，与文献报道

相符。

另一个是在发酵 48 !72 h，主要是正丁醇的大量生
成引起的，其原因尚未明确，可能与乳糖代谢有关。

2.3 高级醇生成的析因实验

高级醇的生成与酵母菌的繁殖代谢有很大的相关

性。在乳清酒酿造过程中，多种因素会影响到酵母菌的

繁殖代谢。鉴于影响因素的多样性，本文利用 SAS 统计

分析软件进行析因分析，考察了多种因素对发酵过程中

高级醇生成的影响，结果见图 4。

种子培养基、碳源补加、蛋白质处理和混合菌种发

酵对总高级醇和正丁醇的生成有较大的影响；而初始

pH 、温度和装液量的影响相对较小（见图 4）。种子培养

基的处理，发酵液的蛋白处理以及混合菌种发酵均会使

高级醇大量降低，其中发酵液的蛋白处理影响最大，所

以在发酵过程中采用与发酵液成分相近的种子培养基，

采取一定的措施改变发酵液的蛋白含量但又尽量保留

其营养成分，进行混合菌种发酵。补加一定量的碳源会

使高级醇含量增加，因此在保证预期酒度要求的前提下

尽可能少地添加碳源。初始 pH 、温度和装液量的影响相

对较小，进一步进行单因素实验考察其对总高级醇，尤

其是正丁醇的生成量的影响。

2.4 初始 pH 对高级醇的生成影响

发酵液的初始 pH 对醇类生成有一定的影响（见图

5），乳清复原液的初始 pH 为 6.0 时，受正丁醇的影响，

总高级醇生成量最低，且此时其他高级醇的生成量也较

低。原因可能是初始 pH 影响了发酵初期酵母菌的代谢

途径。发酵过程中，乳清复原液的初始 pH 调节为 6.0。

2.5 发酵温度对高级醇生成的影响

发酵温度影响了酵母菌的繁殖速度，进而影响了高

级醇的生成量。图 6 所示，随着温度的改变，在发酵温度

为 30"时正丁醇有最高值，也因此导致了总高级醇最

图 5 初始 pH 对高级醇生成的影响

图 4 发酵条件的析因实验

图 3 高级醇的生成规律
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高值的出现；而其他高级醇随着温度的升高略有增加。

发酵温度过低会影响到乳糖消耗速度，使发酵周期变

长，选择温度 27.为发酵温度。

2.6 接种量对高级醇生成的影响

种子液接入量的多少影响了酵母菌初期的繁殖代

数，从而影响了总高级醇的生成。图 7 所示，随着接种量

的增加，总高级醇含量减少；但是接种量过大 （12 % ，

v/v），总高级醇生成量会有明显增加，这主要由发酵液

氮源不足引起，而在添加了一定量的氮源后（图 7 所示

A），总高级醇的含量明显降低。但是在添加一定量的氮

源后，发酵原酒气味欠佳，所以接种量采用 10 % （v/v）。

2.7 优化前后主要醇类物质的比较

根据国内诸多文献的报道，乳清酒的发酵工艺中，

通常先对乳清原料进行脱蛋白处理[11]，或者对乳清蛋白

进行酶解处理[12]。前者使乳清酒的营养价值大打折扣；

而后者的处理费用相对较高，不适合工业化生产。本文

采用了生物法处理蛋白，即首先接入蛋白分解力强的乳

酸菌发酵一定时间后再接入混合酵母菌发酵，可以起到

蛋白处理的效果，并可以使乳清原酒中的高级醇有较明

显的降低。此外，通过调节诸多影响因素，在工艺水平上

控制高级醇的含量，取得了较明显的效果（见表 4）。

由表 4 可知，优化后比优化前乳清酒中甲醇和正丁

醇的含量有明显降低，而乙醇、正丙醇、异丁醇和异戊醇

有不同程度的增加；其中正丁醇已经降低到淡色啤酒的

风味阈值（见表 3）以下，甲醇含量降低到特级食用酒精

的国家标准（2 mg/L）以下。乳清酒酒体更加清澈，口味

更协调。

3 结论

3.1 用气相色谱法测得乳清酒中的醇类主要有甲醇、

乙醇、正丙醇、异丁醇、正丁醇和异戊醇。其中正丁醇含

量 （97.40 mg/L）较高，超过淡色啤酒的风味阈值（50

mg/L），是控制的重点。

3.2 运用 SAS 统计分析软件分析了影响乳清酒中高级

醇含量的各种因素。结果显示，种子培养基、碳源补加、

蛋白质处理和混合菌种发酵对总高级醇和正丁醇的生

成有较大的影响；而初始 pH 、温度和装液量的影响相对

较小。

3.3 发酵条件优化后比优化前正丁醇降低了 86 % ，甲

醇降低了 79 % ，其他高级醇含量趋于协调，乳清酒更加

清澈，口味更协调。
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图 6 发酵温度对高级醇生成的影响

A 表示接种量 12 % 补充 0.5 % 氮源

图 7 接种量对高级醇的生成影响
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