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摘$ 要：!%&%葡萄糖苷酶是风味修饰中的关键酶，对葡萄酒香气的提升具有十分重要的作用。利用筛选的产 !%&%
葡萄糖苷酶的黑曲霉、海藻曲霉、鲁氏毛霉，结合固相微萃取、气质联用等技术，对 !%&%葡萄糖苷酶促进玫瑰香葡萄

结合态香气的释放进行了研究。研究结果表明，不同微生物来源的 !%&%葡萄糖苷酶对糖苷类香气物质的水解能力

不同，产物也存在显著差异，黑曲霉作用产生的香气物质含量远高于其他两种菌株，其中萜烯类香气物质最为丰富，占

总香气含量的 ’()*"+。因此，来源于黑曲霉的 !%&%葡萄糖苷酶对糖苷类风味物质的作用最显著，可以改善葡萄酒的

风味。

关键词：!%&%葡萄糖苷酶，玫瑰香葡萄，结合态香气
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$ $ 葡萄酒的香气主要来自于葡萄的挥发性化合

物［"］。香气化合物的重要组成部分是来自葡萄浆果

的结合态糖苷类物质，此类结合态香气成分，通过水

解可释放出香气化合物或能产生香气化合物前体物

质［!］。葡萄果实中，除可被感知的游离态香气外，还

有以葡萄糖苷键形式存在的结合态香气，如单萜烯

基%!%&%葡萄糖苷，这些风味前体物的含量相对于

挥发性的萜烯醇要丰富得多，这些物质本身无香味、

不挥发［Q］。糖苷类化合物通过酸解或酶解可以释放

挥发态化合物［#］，在葡萄酒酿造条件下，酸解发生缓

慢，对温度，ST 等有严格要求，且会影响分解出的物

质的性质及其香气，不适于应用在葡萄酒酿造工业

中［(］。而酶解则是一种更接近于自然、温和的方法，

极具商业化应用前景，因此一般采用酶解的方法来

分解风味前体物［N］。!%&%葡萄糖苷酶是芳香成分

水解作用最明显的关键酶［U］，该酶与萜烯类前体有密

切关系，结合态香气物质在糖苷酶的作用下可释放

配糖基，产生游离态芳香成分，即产生大量浓郁的具

有天然特征香气的物质［’］。=0310@0<<2［"］等人对结合

态香气水解后产生的萜烯类化合物对果汁增香的作

用做了详细阐述。V2@23F-<:W;［’］对酶水解果汁中糖苷

键前体物质的重要性及其在葡萄酒中的应用前景做

了阐述。=-<07>;>［*］等人对来源于酵母的 !%&%葡萄
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糖苷酶作用在麝香葡萄中萜烯类化合物香气物质影

响进行了研究。!"#"$%&’(［)*］等人对来源于黑曲霉的

!+,+葡萄糖苷酶作用于酿酒条件下水解糖苷类化

合 物 的 各 种 条 件 进 行 了 报 道 研 究。-$./"’% +
01’’.2"［))］等人对 !+,+葡萄糖苷酶对白葡萄酒中的

增香作用做了详细阐述。国内的研究尚停留在游离

态，而结合态香气比游离态香气成分丰富得多［)3］，但

!+,+葡萄糖苷酶作用于葡萄结合态香气的研究国

内还未见报道。来源于自然界的 !+,+葡萄糖苷酶

存在着显著的生物多样性，而从各类微生物中分离

得到的 !+,+葡萄糖苷酶之间也呈现多样性［)4］，且不

受季节气候的影响，生产周期短，价格优廉。本实验

结合 5! 6 78 对不同来源的 !+,+葡萄糖苷酶作用结

合态香气物质后进行定性定量分析，为今后进一步

研究 !+,+葡萄糖苷酶对结合态香气物质的影响和

香气形成机理提供理论依据。

!" 材料与方法

!#!" 材料与仪器

葡萄9 采自国内山东地区自建葡萄园，树龄五

年以上，3**: 年 ; 月于葡萄成熟期采收，其葡萄品种

为浓香型玫瑰香葡萄（!"#$%&），随机采摘 3<& 葡萄样

品于+3*=下保存备用；分离筛选菌株的葡萄和土壤

样品9 采自山东烟台张裕葡萄酿酒股份有限公司的

葡萄基地，依照 >’"?@2.$ A 的方法［)B］，以对硝基苯+ !
+ , + 葡 萄 糖 苷（ C + 21D$%C@.2E’ + ! + , +
&’(?%CE$"2%F1G.，C+HI5）为底物进行初筛，并利用摇

瓶发酵，通过测定酶活进行复筛，共筛选出了 4 株产

!+,+葡萄糖苷酶酶活力较高的菌株，经 );8 鉴定，

分 别 为 黑 曲 霉（ ’#()*+,--"# .,+)* ）、海 藻 曲 霉

（’#()*+,--"# (/0).,$,#）、鲁氏毛霉（!"$0* *0"1,%."#）；

C+HI5、3+辛醇（纯度 J ::K）9 F1&L" 公司；甲醇、戊

烷9 色谱纯，MN,O- 试剂公司。

紫外分光光度计 9 尤尼科上海仪器有限公司；

固相萃取小柱（8IN）9 P"D.$F 公司；气相色谱（5"F
?@$%L"D%&$"C@，5!）Q;:*H 与 质 谱 R:SR 9 均 购 于

-&1’.2D 公司；A.?<L"2 -0-HMOT+N 离心机。

!#$" 实验方法

)U3U)9 酶活的测定9 酶活的测定采用 A.’"2?1? - 的

方法［:］，即以 C+HI5 为底物，在 !+,+葡萄糖苷酶

作用下水解成对硝基苯酚和葡萄糖，利用对硝基苯

酚在碱性条件下显色的原理，通 过 比 色 法 来 测 定

!+,+ 葡萄糖苷酶的酶活。)LV 酶液 )L12 水解产

生 )"L%’ 的对硝基苯酚的酶活力，定义为一个酶活

力单位。

)U3U39 葡萄结合态香气的萃取9 称取适量玫瑰香葡

萄，除梗、破碎、离心，获取上清液，在+3*= 下保存

备用。

结合 态 香 气 成 分（ 糖 苷 类 物 质）的 萃 取 采 用

7"D.% T T［)R］的方法，即取适量葡萄汁，利用 !);萃取小

柱吸附糖苷类物质，再用甲醇进行洗脱，并冷冻干

燥。获得的结合态香气成分用缓冲溶液（CW X RU* 的

柠檬酸+磷酸氢二钠缓冲液）复溶至样品原体积。

)U3U49 酶促水解 9 粗酶液的制备：以麸皮等为摇瓶

发酵培养基［)Q］诱导产酶，;G 后将发酵液离心，取上清

液备用。

首先以未加酶的样品做对照，其次将黑曲霉、海

藻曲霉、鲁氏毛霉产 !+,+葡萄糖苷酶的粗酶液以等

酶活力单位的量（)Y 6 LV）添加至经处理的含有结合

态香气成分的 ;LV 样品中，放入 )RLV 顶空瓶中，

B*=反应 S3@，S3@ 后取出加 3UB& H"!’，及 R"V 内标

（3+ 辛醇，浓度为 )3QURL& 6 V），依次编号为 !Z（ 对

照）、-H+V)（黑曲霉）、-I+V3（海藻曲霉）、-+V4（鲁

氏毛霉），每个样品重复二次。

)U3UB9 W8+ 8I7N 条件 9 顶空固相微萃取（W."G+
8C"?. 8%’1G I@"F. N[D$"D1%2）的萃取条件为：BR=预热

3L12，萃取吸附 BRL12，5! 解析 RL12（3R*=），用于

5!+78 分析。

)U3UR9 5!+78 分析

)U3URU)9 5! 条件9 样品经 ,A+P-\ 毛细管柱（Q*L
]*U3RLL ] *U3R"L，T^P 8?1.2D1_1?）分离；进样口温

度 3R*=，不分流；载气为氦气，流速为 3LV 6 L12；柱

温升温程序为：初始温度 R*=，保持 3L12，以B= 6 L12
升至 34*=，保持 )RL12。分离后的样品通过 -&1’.2D
78, R:SR 检测。

)U3URU39 78 条件9 NO 电离源，电子能量 S*.0；离子

源温度 34*=；扫描范围 4*U**‘R**U**"L(。

)U3UQ9 定 性 和 半 定 量 分 析 9 物 质 定 性 通 过 与

HO8M*R"UV ,"D"#"F.（-&1’.2D M.?@2%’%&1.F O2?U）进行检

索比对，并通过计算相应的保留指数（aO）进行确认。

待定物质含量采用半定量分析方法进行，内标

为 3+辛醇（3+%?D"2%’）。其计算公式为 \1 X（-1 6 -F）

] !F，其中 \1 为待测物含量，!F 为内标物的浓度，-F

为内标物峰面积，-1 为待测物峰面积。

$" 结果与分析

$#!" 不同微生物来源 !%&%葡萄糖苷酶酶活的比较

从大量的土壤及葡萄样品中筛选得到三株能产

!+,+葡萄糖苷酶且酶活较高的菌株。为研究不同

菌株所产酶活的情况，选用麸皮诱导培养基，经摇瓶

发酵培养 ;G 后，发酵液经离心获得上清液以测定其

酶活，结果见表 )。

表 )9 不同菌株产 !+,+葡萄糖苷酶酶活的比较

黑曲霉 海藻曲霉 鲁氏毛霉

相对酶活力（K） )** RBUQ QBUS

9 9 由表 ) 可知，不同菌株粗酶液中的酶活存在显

著差异，酶活由高到低依次为黑曲霉、鲁氏毛霉、海

藻曲霉。黑曲霉所产的酶活较高，且黑曲霉是公认

的安全菌株。许多作者对黑曲霉产 !+,+葡萄糖苷

酶的情况进行了研究，A"$#"&"’’%［)S］对黑曲霉和酵母

产 !+,+葡萄糖苷酶的筛选、性质及其在酿酒工艺的

应用进行了比较，研究结果表明，黑曲霉在适合酿造

的 CW 条件下，虽然受到糖的抑制作用，但仍表现出

相对较高的酶活力。但该研究并未对 !+,+葡萄糖

苷酶水解后香气物质的变化情况进行详细研究。

为进一步研究 !+,+葡萄糖苷酶对葡萄酒香气

的影响，以等酶活力单位的量（)Y 6 LV）分别将黑曲

霉、鲁氏毛霉、海藻曲霉的酶液添加到含有结合态香
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表 !" 四种样品中被检测并鉴定出的萜烯类化合物及其含量

序号
保留时间

（#$%）
物质名称

平均含量（!& ’ (）

)* +,-(. +/-(! +-(0
风味特征

. .1213 4567 58$97 玫瑰醚 ’ 12:3 !2;3 !2<1 有清甜的花香香气

! .:21! =$6->$%?>5>58$97 顺式-氧化里哪醇 ’ <21@ A2A0 12:; 百合花香

0 !;2@; %745> 58$97 橙花醚 ’ .;2:< 023! !2@; 有橙花香味

@ !!21: >$%?>55> 里哪醇 ’ !;2<1 32;; 32.0 浓青带甜的木青气息，

似玫瑰木

A !121A "-=$B4?> "-柠檬醛 ’ !230 .2.1 12;0 带柠檬香气

1 !<2.3 =$6-&74?%$5> 顺-橙花醇 ’ .A21 12@; <2;3 玫瑰和橙花的香气

< !32;1 #-=$B4?> #-柠檬醛 ’ 121! ’ .<2!. 带柠檬香气

3 !:2;. "-=$B45%7>>5> "-香茅醇 ’ A02!; .:2A3 !;2;: 具有玫瑰甜香及香叶香

: 0;2;; =$6-&74?%$5> 顺-香叶醇 ’ 0!@2!1 AA2@; ..20@ 有玫瑰的香气及桃子香

.; 0.2!. B4?%6-&74?%$5> 反-香叶醇 .2!3 00@20: 0:2!1 .2;! 有玫瑰的香气及桃子香

.. 012!A %745>$95> 橙花叔醇 ’ ’ .!12;0 ’ 呈玫瑰及苹果香气

总和 .2!3 <302!1 !1<2!1 3!2:1

气物质的溶液中，以研究不同微生物来源的 "-C-葡

萄糖苷酶对玫瑰香葡萄结合态香气的影响。

!"!# !$%$葡萄糖苷酶对萜类物质的影响

!2!2." 检测并鉴定出的萜烯类化合物" 葡萄中萜烯

类物质主要包括单萜烯、倍半萜烯及二萜烯类化合

物，在葡萄或葡萄酒中主要以结合态的形式存在。

采用 DE-E/FG 和 H)-FE 技术分析了 "-C-葡萄糖

苷酶对结合态香气的影响，研究结果表明，经 "-C-
葡萄糖苷酶酶促水解后被检测并鉴定出的萜烯类香

气有玫瑰醚、顺式- 氧化里那醇、橙花醚、里哪醇、

"-柠檬醛等 .. 种（见表 !），它们具有愉悦的风味特

征，构成了玫瑰香葡萄品种的特征香气，如经来源于

黑曲霉的 "-C-葡萄糖苷酶作用后，产生大量的顺、

反-香叶醇，具有玫瑰香及桃子香。

)*（未添加酶）样品仅发现一种萜烯类香气物

质，但其含量非常低，仅为 .2!3!& ’ (，这可能是由于

自然水解作用产生的。添加 "-C-葡萄糖苷酶后，各

样品中萜烯类含量明显增加。如 +,-(. 样品（黑曲

霉）中的含量为 <302!1!& ’ (，是未加酶样品的 1.!
倍，这说明经酶促水解作用后，释放出了大量萜烯类

物质。同时，+/-(!、+-(0 样品中的萜烯类物质含

量远低于 +,-(.，其含量分别是 +,-(.（黑曲霉）的

0@2.!I 和 .;2A:I，这说明添加的不同 "-C-葡萄糖

苷酶的酶活尽管相同，但酶促水解产生的萜类物质

含量差异显著。

HJ7&J7%［.!］研究了用固定化的 "-C-葡萄糖苷酶

水解葡萄酒和果汁中的结合态香气物质，结果表明，

经 "-C-葡萄糖苷酶水解后，产生了香叶醇、橙花醇、

里哪醇等挥发性的萜烯类化合物，其结果与本论文

的研究结果相近，表明这几种化合物在玫瑰香葡萄

结合态香气中占有重要地位。

" " 此外，不同 "-C-葡萄糖苷酶作用后，其释放出

的萜类物质种类及含量也存在显著差异。+,- (.
（黑曲霉）中萜类物质含量较高的依次是反-香叶醇、

顺-香叶醇、"-香茅醇，其中香叶醇占其总香气成分

的 3@2;:I；+/-(!（海藻曲霉）中含量较高的依次是

橙花叔醇、顺-香叶醇、反-香叶醇，其中橙花叔醇占

其总香气成分的 @<2.AI；+-(0（ 鲁氏毛霉）含量较

高的依次是 "-香茅醇、#-柠檬醛、顺-香叶醇，其中

"- 香 茅 醇，# - 柠 檬 醛 分 别 占 其 总 香 气 成 分 的

!@2!!I和 !;2<@I。表明不同微生物中分离得到的

"-C-葡萄糖苷酶之间呈现多样性，其作用后产生的

特征萜烯类香气是不同的，这为实现葡萄酒香气的

定向修饰特征提供了依据。

!2!2!" 挥发性萜烯物质的 H)-FE 总离子流色谱图

" 萜烯类物质的保留时间主要集中在 .1K01#$%，如

图 . 所示。从图中可以明显看出，各个样品中的香

气物 质 得 到 了 较 好 地 分 离。 各 物 质 成 分 通 过

,LEM;A? 质谱 库 检 索，并 比 较 文 献 中 的 保 留 指 数

（NL），共鉴定得到的萜烯类物质 .. 种（ 详见图 .），

以及其他一些醇类、酯类、酸类、酮类、芳香族等化

合物。

图 ." 四种样品挥发性萜烯物质的 H)-FE 总离子流色谱图

注：.O 玫瑰醚；!O 顺式-氧化里那醇；0O 橙花醚；@O 里哪醇；

AO "-柠檬醛；1O 顺-橙花醇；<O #-柠檬醛；

3O "-香茅醇；:O 顺-香叶醇；.;O 反-香叶醇；

..O 橙花叔醇；LE：!-辛醇（内标）。

!"&# !$%$葡萄糖苷酶对其他香气物质的影响

在葡萄或葡萄酒中，除萜类物质外，许多醇类、

酯类等物质也以糖苷的形式存在。因此，利用 "-C-
葡萄糖苷酶也可促进其水解，产生具有香味的物质。

利用 H)-FE 技术检测到的化合物有醇类、酯类、酸

类、酮类、芳香族化合物等。醇类物质是赋予葡萄酒

香气的重要挥发性物质；酯类物质大多具有水果香

气；其他化合物虽然相对含量较少，但考虑到这些化
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合物的阈值，也可能是葡萄酒的重要风味物质。

各物质含量见图 ! 所示。经不同的 !"#"葡萄

糖苷酶水解后，样品香气特征存在显著差异。其中

加入 $%"&!（海藻曲霉）产 !"#"葡萄糖苷酶的样品

产醇类物质较丰富，含量达 ’()*+!", - &，是加入 $."
&/（黑曲霉）产 !"#"葡萄糖苷酶的样品产醇类物质

的 /0 倍，是加入 $"&+（ 鲁氏毛霉）产 !"#"葡萄糖

苷酶的样品产醇类的 /) 倍。另外，加入 $%"&!（ 海

藻曲霉）产 !"#"葡萄糖苷酶的样品产酯类物质也很

丰富，含量达 !’(*(1", - &，分别是 $."&/（ 黑曲霉）

和 $"&+（鲁氏毛霉）的 /2 倍和 )0 倍。

图 !3 不同来源 !"#"葡萄糖苷酶对香气物质的影响

上述结果表明，加入 $%"&!（海藻曲霉）产 !"#
"葡萄糖苷酶的样品中醇类、酯类的香气物质含量最

为丰富。另外，检测到芳香族化合物、酸类、酮类等

微量成分，其中加入 $."&/（黑曲霉）产 !"#"葡萄

糖苷酶的样品中芳香族化合物、酸类、酮类物质最

多，分别为 /1*02、!)*)2、/+*/!", - &。综上所述，结合

态的香气物质含量丰富，种类多样。

!" 讨论与结论
!"#"葡萄糖苷酶来源非常广泛，其酶的特性也

差异显著。许多植物材料中如杏仁、葡萄、木瓜等中

均含有 !"#"葡萄糖苷酶，但在葡萄酒环境中，基本

不表现活性［/4"/)］。霉菌、酵母菌、乳酸菌等也是 !"#
"葡萄糖苷酶的重要来源［/)"!0］。本论文首先通过酶

活力的高低，自行筛选出了三株产 !"#"葡萄糖苷酶

的菌株，并将其应用于玫瑰香葡萄的结合态，结合固

相微萃取、气质联用等技术，经 !"#"葡萄糖苷酶作

用发生水解断裂产生典型的萜烯、醇类、脂类等化

合物，释放出令人愉快的香气物质。说明 !"#"葡

萄糖苷酶对于增加葡萄结合态香气物质具有显著

的作用。进一步的研究结果表明，葡萄中糖苷类风

味物质经酶促水解作用后，其产生的萜烯类化合物

种类和含量上差异显著，且香气特征存在差异。此

类萜烯类化合物可以赋予葡萄酒特有的果香，而该

差异性为实现葡萄酒香气的定向修饰特征提供了

依据。

综上所述，来源于黑曲霉、海藻曲霉、鲁氏毛霉

的 !"#"葡萄糖苷酶，其酶活力及其作用效果是不同

的。研究结果表明，经三种酶作用后，其萜烯类物质

及醇类、酯类等其他物质均有显著的增加，尤其以来

源于黑曲霉的酶作用效果最为明显。黑曲霉作为一

种安全菌株，其所产的 !"#"葡萄糖苷酶在葡萄酒环

境中具有较好的稳定性，对修饰葡萄酒风味具有潜

在的应用前景。
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表 !" 酸碱处理对山毛豆提取物抑菌活性的影响

抑菌圈直径

（##）

$%
& ’ ! ( ) * +

提取液 ,- 提取液 ,- 提取液 ,- 提取液 ,- 提取液 ,- 提取液 ,- 提取液 ,-
大肠杆菌 .)/&& .&/00 .!/) 1 .!/). 1 .&/&! 1 .0/&( 1 ../+& 1 ../20 1

金黄色葡萄球菌 0&/(+ .(/.* 0./!. 1 .!/&+ 1 .(/.2 1 .!/)0 1 .!/() 1 .’/(! 1
沙门氏菌 02/!2 .)/.. .+/00 ../!. .(/2) 1 .!/&* 1 .!/(+ 1 .’/&’ 1 .0/’* 1

较强的抑菌活性，这可能是由于提取物中的某些活

性物质与酸性缓冲液有协同增效抑菌作用。在六种

不同的 $% 下，山毛豆提取液都显示了较佳的抑菌能

力，说明山毛豆 &23 乙醇提取液在实验范围内具有

较好的酸碱稳定性，且在酸性条件下抑菌效力更高。

!" 结论
山毛豆的水提物、)23 醇提物、&23 醇提物对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌有一定的抑菌效

果，对黑曲霉、荔枝炭疽、尖孢镰刀菌几乎没有抑制

作用，相同浓度的三种山毛豆提取液对供试细菌的

抑菌效力相差不大。

当体积浓度介于 .223 与 (/0!3 之间时，山毛豆

的水提液与 &23 醇提液的浓度越大，对三种供试细

菌的抑制作用越强。

山毛豆提取物在高浓度下有较好的抑菌效果。

山毛豆水提物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏

菌的 45, 均为 !23；山毛豆 &23 乙醇提取物对大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌的 45, 为 0!3，对沙门氏菌的

45, 为 !23。在供试菌的生长 $% 范围内，山毛豆提

取物都表现良好的抑菌效力。

山毛豆 &23乙醇提取液的抑菌活性成分呈现较

好的热稳定性和酸碱稳定性，且在酸性条件下抑菌

效果有所提高。

理想的抗菌剂应即效、广谱、长效、稳定及安全，

从植物中寻找生物活性物质一直是我国医药领域研

究的重要内容之一。目前，从抑菌植物中分离的抑

菌物质主要类型有：萜类化合物、芳香族化合物、脂

肪族化合物和含氮化合物，而实际上具有抑菌活性

的植物有效成分结构类型较多，如生物碱、萜类、黄

酮、酚、醇、酯等，几乎涉及各类植物成分。在不同的

植物中，含有不同或相同的抗菌化合物，本实验中使

用的山毛豆提取物尚属粗提物，仅能证实其高浓度

提取液有一定的抑菌效力，今后有必要对其抑菌活

性物质进行分离纯化和结构分析，其抑菌机理、生物

活性有待进行深入研究。
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