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葡萄酒风味修饰研究进展
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摘 要：葡萄与葡萄酒中香气成分以游离态和结合态存在。作者阐述了大量存在的结合态香气，

即风味前体物的结构、含量及其研究方法，并论述了葡萄酒中风味修饰机制；介绍了关键酶，即p

n葡萄糖苷酶的相关特性及其来源，并对风味前体物的研究前景做了展望。
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Abstract：The aroma of grapes and wine includes aromatic free volatiles and non—volatile，

odorless precursors，which may be hydrolyzed during the winemaking process．We reviewed the

structure， content， research methodology of glycoconj ugated aroma compounds， and

improvement mechanism of wine flavor also discussed．Furthermore，this review was included

the characterization and source of the key enzyme(8一D-glucosidase)．Finally，the prospects of

flavor precursor was suggested．

Key words：grape，wine，flavor precursor，争D-glucosidase

香气是影响葡萄酒质量的关键因素。优质葡

萄酒不仅表现在外观、口感等方面，而且更体现在

香气方面[1]。香气来源可分为3类，即品种香气、

发酵香气与陈酿香气瞳]。品种香气的研究大多集

中于以游离态形式存在的香气成分，而植物材料大

量存在的却是无味的、键合糖苷的风味前体物[3]。

对其结构解析、配基种类和含量等方面的阐述，有利

于拓展糖苷类风味化学的研究领域。生物技术在酶

工程方面的研究已取得显著进展，利用其研究风味物

质定向修饰机制，风味前体物的酶促水解，葡萄酒香

气种类的改善和含量的变化，不仅可促进结合态风味

前体的水解，形成大量具挥发性游离态的风味物质，

而且可显著提高其品种香气的香味值(OAVS)，对实

现葡萄酒风味的定向修饰具有重要意义。

目前，国外对葡萄与葡萄酒中风味前体物及其

风味修饰中的关键酶(如伊n葡萄糖苷酶[{])已有
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很多报道；国内对伊n葡萄糖苷酶的研究起步较

晚[5]，对风味前体物的研究甚少。作者主要介绍了

国内外在葡萄酒风味化学方面的研究概况，介绍了

葡萄及葡萄酒中存在的风味前体物结构、含量、研

究方法等，阐述了生物技术在葡萄酒风味研究中的

应用，并介绍其水解机制、相关酶类及其酶的来源，

以期推动对葡萄与葡萄酒中风味前体物的相关研

究，达到实现葡萄酒风味物质定向修饰的目的。

1糖苷类风味物质

人们对糖苷类风味化学的研究始于1969年，

Francis和Allcock等¨_71首次在玫瑰中证实了糖

苷类风味前体物的存在。后期大量研究表明[2-3]，

植物材料中的风味物质主要以非挥发性的、无味

的、键合糖苷的形式存在和积累的。影响葡萄酒感

官质量的关键因素，即浓郁的品种香气则来源于葡

萄中游离态和结合态风味物质。其风味物质主要

包括萜类物质、甲氧基吡嗪、C。。一降异戊二烯衍生

物、含硫醇功能的硫化物等[2’8]。Williams(1982)[93

首次对葡萄中的糖苷类风味物质进行了分离和测
Hn一
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定，即利用固相吸附剂对其进行吸附、分离，测定其

水解产物伊p葡萄糖，并计算总含量。诸多研究证

实，杏、桃、猕猴桃、杨梅等水果中普遍存在糖苷类

风味前体物。一般而言，以结合态存在的风味物质

的含量是游离态的2～8倍¨]。

1．1 糖苷类风味物质结构

葡萄糖苷常分为双糖苷及单糖苷，极少见三糖

苷，其结构见图l[10|。风味前体物的结构包括糖配

体和配基，其糖配体包括伊p葡萄糖、鼠李糖、芹菜

糖、洋芹糖等；配基包括单萜类物质(monot,erpe—

nes)、C13一降异戊二烯衍生物(C13_norisoprenoids)、

脂肪族化合物(aliphatic)、酚(phenols)、芳香族化合

物等挥发性物质。

不同品种葡萄及其酿造的葡萄酒，其风味前体

物配基差异很大。例如亚历山大(Alexandria)葡萄

中单萜物质游离态和结合态质量浓度分别为1513，

4040 t-g／L；而品种西拉(Syrah)则分别为13，91

Ⅱg／L，二者相差近百倍[2]。不同地域、栽培、管理等

条件对糖苷类风味物质含量以及配基部分影响也

很大，如提高Et照时数可以促进雷司令(Riesling)

葡萄中C13-降异戊二烯衍生物含量的增加[3’8]。

葡萄糖苷的相同

挥发性物质

单萜类物质

降异戊二烯衍生物

脂肪族化合物

酚类物质

芳香族衍生物

且．呋喃芹菜糖酰基

图1 葡萄中风味前体物中的单糖苷或双糖苷

Fig．1 Mono-and disaccharide sugar moieties that have been identified as flavour precurso巧in grapes

1．2糖苷类风味物质的研究

糖苷类风味物质分析步骤包括分离、水解、测

定等[3]，见图2。首先需对不同植物材料中风味前

体物进行吸附、分离，吸附剂常用C。。反相吸附剂、

XAD-2树脂等，洗脱剂常用乙醇、甲醇、戊烷等，从

而可获得糖苷类风味前体物。通过对所获得混合

物进行水解可获得相应的糖配体及配基，其水解方

式分为酸解和酶促水解。酶促水解所需条件温和，

产物更接近实际，但需相应的酶(如关键酶伊n葡

萄糖苷酶)；而酸解对产物影响大，但简单易行。对

水解后糖配体的测定可分析糖苷类风味前体物总

含量，对配基的研究可了解其种类和含量等。

若对某物质结构进行鉴定，尚需进一步分离纯

化。常用技术包括液相色谱(LC)、高效液相色谱

(HPLC)，尺寸排阻色谱(SEC，Size Exclusive

Chromatography)，逆流色谱(CCC，Countercur-

rent Chromatography)等。获得物质单体后，则可

对其结构进行分析，常用技术包括质谱(MS)、傅傅

￥龛
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里叶变换红外光谱法(FTIS，Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)、核磁共振(NMR，Nuclear

Magnetic Resonance Spectroscopy)等。

糖苷类物质混合物

．2,I附
脱

查塑I糖苷配基

暑搿擎七南(L写C HPLHC眦SEC郴ccc)l预处理 ， ， ，

l纯化

NMR MS FTIR二色谱法 水解

图2糖苷类风味物质分析

Fig．2 Analysis of glycoconjugated aroma compunds

早期研究大都集中于对萜类物质的研究。如

Stahl—Biskup等阐述了糖苷类单萜物质的分布与结

构，介绍了来源于不同植物的22种糖苷类单萜，其

配基主要是香叶醇(gerani01)，橙花醇(ner01)，里

哪醇(1inal001)，a一萜品醇(terpine01)，同时也包括

一些不常见的单萜类物质结构。随后对糖苷类风

味物质进行的研究，其配基涵盖了萜类及非萜类物

质。Biskup(1993)报道了从150余种植物材料中发

现了约200种配基，并论述了该类物质形成、化学

组成以及其在生物学中的作用。

williams及其合作者对葡萄及葡萄酒中糖苷

类风味物质进行了大量研究，但主要集中于糖苷类

物质总量的研究，而对其配基部分的组成及其含量

涉及较少∞，12-151。以顶空固相微萃取技术(HS-

SPME)、气质联用(GC—MS)、闻香技术(GC-

Olfactory)等为代表的现代化分析手段的出现为拓

佣弋钱、
Ⅱ．L．阿拉伯糖

～，

展糖苷类风味物质研究内容和深度提供了技术保

证。如Villena等(2005，2007)年在对Williams法

改进的基础上，利用C。。固相萃取小柱对糖苷类风

味物质吸附分离，并利用酸性条件下水解方式，快

速测定了m-173葡萄或葡萄酒中风味前体物的总量；

Lopez等(2004)利用弱酸水解Tempranillo和

Grenach葡萄中的葡萄糖苷，再结合GC初步研究

了结合态的种类和含量¨8|。虽然开展了一些糖苷

类风味物质的研究，但涉及领域主要集中于该国主

栽葡萄品种。而我国目前利用G&MS等技术对糖

苷类风味物质中糖苷配基的种类和含量的研究鲜

见报道。

2 生物技术在葡萄酒风味修饰中的

应用

随着现在生物技术的发展，其在葡萄与葡萄酒

行业中得到了广泛的应用，如果胶酶酶制剂的应用

已成为葡萄酒酿造过程的重要环节。针对利用现

在生物技术来修饰葡萄酒风味，前人做了许多有益

探索，利用相关酶来分解不具挥发性的风味前体

物，从而达到修饰葡萄酒风味的目的。

2．1风味修饰机制及其关键酶

葡萄酒中糖苷类物质的分解方式可划分为弱

酸水解与酶促水解两类。弱酸水解缓慢，对葡萄酒

酿造不具有应用价值，若水解温度过高，甚至会产

生不良风味；酶促水解比较温和，具商业化应用前

景[1引。对单糖苷类风味前体物而言，其酶促水解主

要是在伊n葡萄糖苷酶作用下，移除相应的糖配

体，则可形成具挥发性物质成分。对双糖苷类风味

前体物而言，其酶促水解需经历两步[2 0|，见图3。

-—————-’
Rha H0

R

～R——R十葡萄糖

图3风味前体物酶促水解机制

Fig．3 Mechanism of enzymatic hydrolysis of flavor precursor

R=糖苷配基
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首先在相应酶a-阿拉伯糖苷酶(a-arabinosi—

dase，Ara)，口一鼠李糖苷酶(a-rhamnosidase，Rha)，

或p洋芹糖苷酶(ffapiosidase，Api)的作用下，形

成pn葡萄糖单糖苷；随后在p肛葡萄糖单糖苷酶

(筘)作用下，移除相应的糖配体(pD葡萄糖)，将
其相应的糖苷配基释放出来。可见，在整个酶促水

解过程中，其关键酶是伊p葡萄糖苷酶。

诸多学者对相关酶类进行了研究。Arevalo

(2005)[z1]对伊D葡萄糖苷酶在葡萄酒工艺的应用

做了初步的探讨；Martino A[22]等对伊p葡萄糖苷

酶的固定化进行了研究；Barbagallo R．Nu钉等从黑

曲霉(Aspergillus niger)及酵母(yeast)中筛选了多

株菌株，并研究了其特性；Spano G(2005)[23]对来源

于乳酸菌的葡萄糖苷酶基因进行了研究；Spagna G

等研究了相关酶(a—L—arabinofuranosidase，beta-

D-glueopyranosidase等)的纯化及其酶特性。结果

表明[2卜25]，来源于Aspergillus spp的卢一D-葡萄糖

苷酶(EC 3．2．1．21)，其平均相对分子质量为

120 000，IP为4．2，蛋白质一级结构中包含有较高

比例的谷氨酸和天冬氨酸；伊L鼠李糖苷酶(EC

3．2．1．55)rzs](／3-L—Rhamnopyranoside)的IP为

6．0，平均相对分子质量为90 000，最优温度为40

℃；口一阿拉伯糖苷酶(Ara，EC 3．2．1．55)平均相对

分子质量为61 000，IP为3．5。

不同pn葡萄糖苷酶(阳)的底物选择性也存
在很大差异。花色素苷是红色葡萄酒中的主要呈

色物质，其配糖体常为单糖或双糖，其双糖苷花色

素苷一般仅存在于特定葡萄属(如V．riparia和

V．rupestris)中‘2。。一般肥常会诱导花色素苷形

成游离态花色素，这不利于红葡萄酒中颜色的稳

定，而对白葡萄酒影响甚微。Le Traon—Masson

(1998)[z63详细研究了来源于Aspergillus niger酶

制剂中两种pG(即雕一A，肛B)。结果表明，肛A
对纤维二糖(cellobiose)和香叶酰基一伊口葡萄糖苷

(geranyl-fl-D-glucoside)具很高活性，对锦葵色素3一

。葡萄糖苷(malvidin一3一O-glueoside)活性很弱；船
一B对锦葵色素3一。葡萄糖苷活性强。可见肛A
对呈色物质花色素苷的降解非常缓慢，而对糖苷类

风味前体物则具有较高活性，这展示了肛A在红
葡萄酒酿造中也具有良好应用前景。此外，酶在葡

萄酒酿造中应用中也会受到葡萄糖底物的抑制。

在甜型葡萄酒中，其酶促反应受到抑制，而在干型

葡萄酒中则会增强其萜类物质的含量。

2．2风味修饰中的酶技术

许多研究也表明，利用酶可不成程度地促进葡

萄酒风味前体物释放。如Martino(2000)[27]利用

来源于黑曲霉的经纯化后的pp葡萄糖苷酶制剂

对白葡萄酒(品种Falanghina)香气的影响，结果表

明，酶处理后葡萄酒中单萜物质含量(里哪醇；a一松

油醇；香茅醇；橙花醇；香叶醇)是原有含量的两

倍，即其香味值(OAVS)可增加两倍，葡萄酒果香更

加浓郁。Spagna G．等[zq(2002)研究表明，游离态

或固定态的酶制剂能够促进葡萄酒中挥发性物质

显著增加(约4倍)，尤其对于Moscato葡萄酒，其萜

醇(里哪醇、香茅醇、橙花醇、香叶醇)含量显著增

加。

Palomo等[28]以多种葡萄品种(Airen、Maca—

beo、Albillo、Chardonnay)为试材，使用含伊n葡萄

糖苷的酶制剂水解风味前体物，以GC手段来分析

香气变化。研究表明，其键合的葡萄糖苷的香气物

质略有增加；主成分分析表明，品种香气特征高于

酶处理对其产生的影响；采用广义最小二乘法来分

析感官品尝结果，发现酶处理后的葡萄酒与对照相

比，其感官特征不同，具有较浓郁的花香、果香，还

有一些甜型、成熟果香。

可见，其酶制剂的使用能增加香气浓郁程度，

但针对不同葡萄品种，其香气增加的成分和强度迥

异，需全面了解葡萄糖苷类风味物质的配基的种类

和含量，才能挥发伊胁葡萄糖苷酶的最大作用。

2．3酶的来源

伊p葡萄糖苷酶作为葡萄酒香气修饰的关键

酶，其来源是多样的[3,203，主要包括植物材料、丝状

真菌、酵母菌、乳酸菌等[2州。

许多植物材料(如杏仁、葡萄、木瓜)中含有伊

胁葡萄糖苷酶，但其在葡萄酒条件下，基本不表现

为活性[3]。如Williams(1993)[29]研究表明，葡萄

中的内源伊D葡萄糖苷酶最佳pH为5．0，且受底

物葡萄糖抑制非常明显。

研究表明，丝状真菌(Filamentous fungi)不仅

是许多酶制剂(果胶酶等)的重要来源，也可作为外

源伊D葡萄糖苷酶重要来源¨’3叫。Cabaroglu T

(2003)口¨利用丝状真菌所产伊胁葡萄糖苷酶来增

加葡萄酒的香气。研究表明，源于曲霉(Aspergil—

lus Spp．)的伊胁葡萄糖苷酶与源于植物或酵母菌

的酶相比，在葡萄酒pH值条件下其活性强，性质稳

定，具良好的商业应用前景。许多酶制剂也大都源

于丝状真菌中的黑曲霉(Aspergillus niger)[3引，黑

曲霉被认为是一种较安全的微生物，其生产的酶制

剂被广泛用于工业化生产。研究证实，许多酶制剂

中含有伊胁葡萄糖苷酶[26'30’3卜35]。葡萄酒风味修
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饰所需的阿拉伯糖苷酶、鼠李糖苷酶、芹菜糖苷酶

等也常来源于丝状真菌口6|。

伊D葡萄糖苷酶也可来源于酵母菌[1 7’。Spag—

na[习(2002)利用Rosi等提出的方法，从463株菌中

对产伊D葡萄糖苷酶的菌株进行了筛选。结果表

明，仅有18％左右的酵母菌具有伊口葡萄糖苷酶活

性，其中仅有3株Y8(H鲫sP行i口s户or口uvarum)；

AL41(S．cerevisiae)，AI。112(Pichia anomala)有较

高的伊n葡萄糖苷酶活性。此外，许多乳酸菌也具

有伊口葡萄糖苷酶活性，如Barbagallo对野生

Oenococcus oeni进行了筛选，并对产伊D葡萄糖苷

酶活性相对较高菌株进行了研究。

此外，酶制剂安全性问题也是值得关注的。

3展 望

对葡萄与葡萄酒中糖苷类风味前体物的研究

具有十分重要的理论和应用价值。现代分析技术

的发展为深入研究葡萄与葡萄酒中糖苷类风味前

体物的种类、含量、鉴定其物质提供了有效手段，进
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