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摘 要： 以桑葚为主要原料，通过单因素试验和响应面试验，调控桑葚酒中高级醇的生成量。结果表明，在初始

pH3.8，发酵温度为 24℃，接种量为 8.0×106 cell/mL 的最佳工艺条件下，高级醇的生成量为 357.06 mg/L，与常规发

酵相比，高级醇的生成量降低了 13.07 %。
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Abstract: The regulation and the control of higher alcohols yield in mulberry wine was carried out by single factor test and response surface
method. As initial pH value was 3.8, fermenting temperature was at 24℃,and the inoculating quantity was 8×106cell/mL, the yield of higher alco-
hols was 357.06 mg/L, decreasing by 13.07 % compared with conventional fermentation.
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高级醇是指碳原子数超过 2 的一价醇类， 包括正丙

醇、异丁醇、异戊醇、活性戊醇、β-苯乙醇等[l]。 高级醇是

酒中重要的香味物质，通常占酒中总香味物的 50 %[2]。适

量的高级醇可赋予果酒以醇厚、丰满的口感，增加酒的协

调性，使其典型性突出。高级醇含量过少会使果酒的风味

淡薄； 含量过多会给人以辛辣、 腐臭感和不愉快的苦涩

味。高级醇在人体内的分解速度较缓慢，大量饮酒后易引

起“上头”[3]。 故高级醇的含量必须控制在一定的范围内。
我国 GB 2757 中规定 60 %vol 蒸馏酒中高级醇 （杂

醇油）含量不得高于 0.2 g/100 mL。 Rapp 和 Mandery 发

现葡萄酒中高级醇含量达 300.00 mg/L 时便可产生令人

愉快的风味，但当浓度超过 400.00 mg/L 时，会使葡萄酒

产 生 不 愉 快 的 风 味，并 有 刺 激 的 口 感 [4]；甄 会 英 研 究 表

明，葡萄酒中高级醇含量超过 368.64 mg/L 后，酒体风味

不协调，易使人上头 [5]；C. Y. Lee 和 H. J. Cooley 测得红

葡萄酒中总高级醇平均值为 339.00 mg/L[6]。
本研究通过单因素试验和响应面试验， 调控桑葚酒

中高级醇的生成量。 解决桑葚酒饮后“上头”和口感粗糙

的问题，提高桑葚酒的品质。

1 材料和方法

1.1 材料及仪器设备

菌种： 从桑果园中分离筛选得到的 1 株低产高级醇

桑葚酒酿酒酵母。
样品：桑葚，四川阆州圣果酒业有限公司提供。
试剂：正丙醇、异丁醇、异戊醇、β-苯乙醇、乙醇均为

色谱纯。
仪器设备：Agilent 6890N-5975B 气相色谱质谱联用

仪， 美国 Agilent 公司； 毛细管色谱柱 J&W 122-7062
DB-WAX 60.0 m×0.25 mm×0.25 μm， 美 国 Agilent 公

司；LRH-250 生化培养箱，上海齐欣科学仪器有限公司；
200 μL、1 mL 可调式移液器， 上海雷勃分析仪器有限公

司等。
1.2 实验方法
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1.2.1 桑葚酒发酵工艺流程

桑葚→分选→清洗→压榨→调整成分（调整糖度、pH 值、添加

SO2）→摇匀、静置 1 h→接种→前发酵→后发酵→过滤→陈酿→澄

清处理

1.2.2 高级醇的测定

用容量瓶准确量取 100 mL 桑葚酒于 500 mL 蒸馏

瓶中，用 50 mL 蒸馏水分 3 次冲洗容量瓶，洗液全部并

入蒸馏瓶中，再加入几颗玻璃珠，连接冷凝器，用洁净、干

燥的 100 mL 容量瓶接收馏出液（冰浴）。 开启冷凝水，缓

慢加热蒸馏。 收集馏出液 95 mL，取下容量瓶，盖塞。 于

20℃水浴保温 30 min，用蒸馏水定容，混匀，4℃保存备

用[7]。
1.2.3 色谱分析条件

毛 细 管 柱 J&W 122 -7062 DB -WAX 60.0 m ×
0.25 mm×0.25 μm；进样口温度 250℃，起始温度 60℃，
保 留 1 min，以 6 ℃/min 升 至 150 ℃，不 保 留，以 10 ℃
/min 升至 200℃，保留 2 min，以 15℃/min 升至 230℃，
保 留 2 min； 载 气 He， 检 测 器 温 度 250 ℃， 恒 流 1.0
mL/min；进样量：2 μL。
1.2.4 试验设计

根据酵母菌种生长特性和发酵条件， 进行单因素试

验。通过单因素试验结果分析，选出影响高级醇生成量的

3 个主要因素（pH 值、温度、接种量），进行三元二次回归

正交试验设计，因素水平编码见表 1。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 初始 pH 值对高级醇生成量的影响

发 酵 前 将 桑 葚 汁 的 初 始 pH 值 分 别 调 到 3.0、3.5、
4.0、4.5，发酵结束后测定高级醇含量，结果见图 1。

不同初始 pH 值对高级醇生成量的影响试验结果表

明，桑葚汁初始 pH 值对高级醇生成量影响显著，随桑葚

汁初始 pH 值的升高， 高级醇的生成量显著增加。 初始

pH 值达 4.0 以上时，高级醇的生成量增加明显；pH 值在

3.5 以下时，酵母的代谢活动受到抑制，其增殖量受到控

制，高级醇合成过程中酶的活性受到影响，因而高级醇的

生成量明显降低。 因此，适当降低果汁初始 pH 值，有利

于降低高级醇的生成量。
2.1.2 发酵温度对高级醇生成量的影响

采用控温发酵方式， 将发酵温度分别调至 15 ℃、
20℃、25℃、30℃，恒温发酵。 不同发酵温度条件下桑葚

酒中高级醇生成量见图 2。

试验结果表明，温度对高级醇的生成量影响显著，随

发酵温度的升高，高级醇的生成量明显增加。 20℃以下

时高级醇的生成量较低，当温度达 25℃以上时高级醇的

生成量显著增加。这是由于发酵温度的升高，酵母的生长

及代谢活动增强，高级醇生成相关转化酶活力提高，因而

由分解代谢及合成代谢途径所产生的高级醇含量就会增

加。 若发酵温度过低，酵母的代谢活动相对较弱，发酵变

得缓慢，发酵周期延长，不利于发酵。因此，适当降低发酵

温度有利于调控高级醇的生成。
2.1.3 接种量对高级醇生成量的影响

不同接种量条件下，桑葚酒中高级醇生成量见图 3。

由图 3 可知， 不同酵母接种量条件下高级醇的生成

图 1 pH 值对高级醇生成量的影响

图 2 发酵温度对高级醇生成量的影响

图 3 接种量对高级醇生成量的影响
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量有明显差异。随着酵母接种量的增加，高级醇生成量增

加，当接种量达 4.0×106 cell/mL 时，高级醇含量最高，然

后随酵母接种量的增加高级醇生成量降低。因此，适当增

加酵母的接种量，可降低酵母的增殖倍数，从而合成细胞

蛋白质的副产物高级醇也会相应降低， 使桑葚酒中高级

醇的生成量降低。
2.2 采用响应面分析法调控高级醇的生成量[8]

2.2.1 回归模型方程的建立及其显著性检验

三元二次回归正交组合设计编码表及试验结果见表

2。 Z1'、Z2'、Z3' 分别由二次项（Z1
2、Z2

2、Z3
2）中心化[8]后得到。

运用 SPSS 对试验数据进行回归拟合， 建立高级醇

生成量(Y)与规范变量之间的函数关系式，得到回归方程

如下：
Y=329.897+25.491×Z1+42.526×Z2+1.917×Z3+6.450×

Z1Z2+6.450 ×Z1Z3+5.360 ×Z2Z3 -13.545 ×Z1' -31.952 ×Z2' -
16.361×Z3'

通过对上述回归方程进行方差分析， 验证回归模型

及各参数的显著度，结果见表 3。

由表 3 可知，对于显著性水平 α=0.05，Z1、Z2 对应的

偏回归系数的 P-value＜0.01，Z2' 对 应 的 偏 回 归 系 数 的

0.01＜P-value＜0.05，因此，初始 pH、发酵温度对高级醇

生成量的影响非常显著；由 F 值（F 值等于“t Stat”的平

方）的大小，可以得到各因素和交互作用的主次顺序为：
X2＞X1＞X2X2＞X3X3＞X1X1＞X1X2＞X1X3＞X2X3＞X3；影

响因素的主次顺序为：温度＞pH 值＞接种量。 将对试验

结果无显著影响的因素和交互作用从回归方程中排除，
将 Z3、Z1Z2、Z1Z3、Z2Z3、Z1'、Z3' 的平方和及自由度并入残差

项，再进行方差分析，分析结果见表 4。

由表 4 可知，F=9.640＞F0.05(9，5)=4.77，因此，建立

的线性回归方程显著；复相关系数 R=0.972，所以建立的

回归方程与试验数据拟合较好。
2.2.2 响应面分析与优化

利用 OriginPro 软件对数据进行处理， 得到三维图，
见图 4～图 6，综合反映各变量与响应值之间，变量与变

量之间的关系。

根据曲面响应图， 可以确定高级醇生成量随各因素

的变化情况。 图 4 显示 pH 值和温度对高级醇生成量的

影响。 当发酵温度低于 21℃时，随 pH 值的变化，高级醇

的生成量始终低于 300 mg/L。 图 5 显示 pH 值和接种量

对高级醇生成量的影响。 当 pH 值低于 3.0 时，随接种量

的变化，高级醇的生成量始终低于 300 mg/L。 图 6 显示
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图 4 Y=（X1，X2）pH 值和温度对高级醇

生成量影响的响应面和等高线图

图 5 Y=（X1，X3）pH 值和接种量对高级醇

生成量影响的响应面和等高线图
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图 6 Y=（X2，X3）温度和接种量对高级醇

生成量影响的响应面和等高线图

温度和接种量对高级醇生成量的影响。当发酵温度低于

21 ℃时， 随 pH 值的变化， 高级醇的生成量始终低于

300 mg/L。
结 合 响 应 面 试 验 结 果 ， 进 行 规 划 求 解 。 当 初 始

pH3.8，发酵温度 24℃，接种量为 8.0×106 cell/mL 时，高

级醇的生成量为 357.06 mg/L，300 mg/L＜357.06 mg/L＜
368.64 mg/L＜400 mg/L。
2.2.3 模型的验证

为了检验响应面法的可靠性， 根据以上试验结果进

行验证试验，选取初始 pH 为 3.8，发酵温度为 24℃，接

种量为 8.0×106 cell/mL，在此条件下重复 3 次试验。 实际

测 得 高 级 醇 生 成 量 分 别 为 363.28 mg/L、359.61 mg/L、
367.32 mg/L，平均值为 363.40 mg/L，与理论预测值相差

1.78 %。 因此，采用响应面法优化调控高级醇生成量的工

艺条件准确可靠，具有使用价值。

3 结论

本研究是以桑葚为主要原料， 采用从桑果园中分离

筛选得到的 1 株桑葚酒优良酿酒酵母进行酒精发酵。 通

过单因素试验和响应面试验， 调控桑葚酒中高级醇的生

成量。 结果表明，在初始 pH 值为 3.8，发酵温度为 24℃，

接种量为 8.0×106 cell/mL 的最佳工艺条件下， 高级醇的

生成量为 357.06 mg/L，与常规发酵相比，高级醇的生成

量降低了 13.07 %。
为了检验响应面法的可靠性， 采用上述最优条件进

行发酵试验， 重复 3 次。 实际测得高级醇生成量分别为

363.28 mg/L、359.61 mg/L、367.32 mg/L，平均值为 363.40
mg/L，与理论预测值相差 1.78 %。 因此，采用响应面法优

化调控高级醇的生成量的工艺条件准确可靠， 具有使用

价值。
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