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乙酸 2 苯乙酯的合成途径与调节研究①
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摘要:为了研究苹果醋发酵过程中的特征性香气成分乙酸 2 苯乙酯的合成途径和调节,采用反应体系跟踪法检

测各合成相关基质的浓度变化,发现在苹果醋发酵第7d后,乙酸 2 苯乙酯开始大量生成,第30d达到最高值;

根据分析乙酸 2 苯乙酯与其合成基质,AAT,Esterase酶活浓度之间的相关系数,初步确定乙酸 2 苯乙酯的合成

途径同时存在酯酶途径和醇酰基转移酶途径,推测醇酰基转移酶途径可能是主要的合成途径,醇酰基转移酶可能

是关键酶;通过外源加标法,检测到8g/L是L 苯丙氨酸的最佳添加质量浓度,可以有效增加苹果醋的香气成分

的生成量和醋酸质量浓度,进而提高苹果醋制品独特的香味和风味.研究结果为苹果醋制品香气成分和风味物质的

深入研究和其关键工艺控制点提供了一定的参考依据.
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苹果醋是鲜榨苹果经过液态或固态发酵所获得的苹果原醋[1],再加以调制而成的醋饮料,由于具有特

有的苹果香气物质而备受消费者青睐[2],已经成为果醋饮料、调味品和保健营养食品等行业普遍运用的主

要原料醋[3].
乙酸 2 苯乙酯(aceticacid2-phenylethylester,C10H12O2,103-45-7),具有水果香味的酯类化合物,

是果品加工发酵过程中主要的特征性香气成分和风味物质[4-5].目前,关于乙酸 2 苯乙酯的研究主要集

中在白酒[6-7]、啤酒[8]、葡萄酒[9-10]、米酒[11]、脐橙酒[12]、甘薯酒[13]、酒醅[14]等酿酒行业,刺梨果汁[15]、

马铃薯醋[16]、麸醋[17]、醋醅[18]等酿醋行业,以及香精[19]、烟草[20]、玫瑰[21]、链球菌[22]等其他领域.国外

学者在酵母发酵酒精类饮料(如啤酒、清酒)的过程中,发现酯类化合物的合成途径有两条:① 在酯酶(Es-
terase)的催化下由酸类和醇类缩合而成,酯酶是一种可逆酶,发酵液中的酯也可能被该酶水解成相应的醇

和脂肪酸;② 在醇酰基转移酶(AAT)的作用下由酰基辅酶 A和醇类形成[23-24].目前,可以通过化学酶

法[25-27]和氨基磺酸催化酯化合成法[28]检测酯类化合物的合成途径.然而,有关苹果醋发酵过程中酯类化

合物乙酸 2 苯乙酯合成途径的研究还未见报道.
本试验针对苹果醋动态发酵的不同时间段进行取样,采用 HS-SPME-GC-MS技术,通过反应体系跟

踪法和外源加标法,初步分析乙酸 2 苯乙酯的合成途径与调节,为苹果醋制品香气成分和风味物质的深

入研究和其关键工艺控制点提供一定的参考依据.
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 材 料

富士苹果,甘肃庆阳.
菌种1750,20056,购于中国食品发酵工业研究院有限公司.

1.1.2 培养基

马铃薯培养基:马铃薯200g,葡萄糖20g,自来水1000mL,pH值为6.0;液体培养基:葡萄糖1%,
酵母粉1%,pH值为4.5.
121℃,30min高压灭菌,备用.

1.1.3 试 剂

氢氧化钠(粒):分析纯,天津大茂;葡萄糖:上海广诺;酵母粉:北京奥博星;琼脂:上海致化;无水乙

醇、碳酸钙:天津光复;果胶酶(>50000u/g):上海源聚;乙酸、乙醇、β 苯乙醇、乙酸 2 苯乙酯:色谱

纯,上海阿拉丁;3 辛醇:色谱纯,589-98-0,美国Sigma;L 苯丙氨酸(99.5%):食品级,湖南奥驰;植

物乙酰辅酶 A(A-CoA)ELISA试剂盒、植物醇酰基转移酶(AAT)ELISA试剂盒、植物酯酶(Esterase)

ELISA试剂盒:北京冬歌.
1.2 试验仪器

BSA224S-CW电子天平:赛多利斯;YXQ-LS立式压力蒸汽灭菌锅:上海博讯;ZHJH-C1112B超净工

作台:上海智城;ZWY-2102恒温培养振荡器:上海智城;LRH-250生化培养箱:上海一恒;TGL-16MC
冷冻离心机:长沙维尔康;HH-S4电热恒温水浴锅:北京科伟;KDM-2000型可调式电热套:北京科伟;

PZJ-0.5型榨汁机:江苏科威;三重四级杆气质联用仪:GC(TRACE1310),MS(ISQ-LT),美国赛默飞世

尔;SynergyH1酶标仪:GeneCompanyLimited.
1.3 试验方法

1.3.1 工艺流程

富士苹果→选、洗、榨→弃苹果渣→果胶酶处理苹果汁→酵母菌液(酒精发酵)→醋酸菌液(醋酸发酵)

→陈酿→苹果醋

1.3.2 菌种活化

用75%酒精棉擦拭菌种冻干管表面进行消毒,将管顶端在酒精灯外焰上均匀加热;在加热部位立即滴

2~3滴无菌水,用镊子敲打使管壁破裂;用无菌吸管吸取0.5mL左右液体培养基于冻干管中将冻干菌粉

全部溶解;将溶解后的菌悬液转移至盛有5mL液体培养基的试管中,将试管于24℃(CICC1750)/28℃
(CICC20056)恒温培养箱内静置培养.因为菌种经过冻干保藏后,处于休眠状态,一代菌种需适当延长培养

时间,转接至2~3代恢复活力,备用.
1.3.3 苹果汁制备

将富士苹果首先分选、清洗,然后破碎、榨汁,最后添加0.04%果胶酶,45℃酶解1h,90℃杀

菌10min,过滤,备用.
1.3.4 酒精发酵和醋酸发酵

苹果汁1000mL,首先接入8% 酵母菌液,24℃,密封,进行酒精发酵,连续检测苹果汁发酵液中酒

精体积分数不增加、糖度不降低时,结束酒精发酵;然后接入10% 醋酸菌液,28℃,进行醋酸发酵.对苹

果醋发酵过程中不同时间段进行取样,分别检测酒精度和醋酸质量浓度.
1.3.5 测定方法

1.3.5.1 挥发性物质

在李小慧[29]、张雪寒等[30]、周倩等[31]报道的香气成分分析方法的基础上进行优化,获得符合苹果醋

发酵过程中挥发性物质分析的HS-SPME-GC-MS条件,具体如下:
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1)顶空固相微萃取法:样品前处理采用SPME法处理,分别取5mL样品加入50μL3 辛醇内标,
漩涡混匀,装入15mL顶空瓶中,样品由TriPlusRSHAutosampler-SPME系统处理,萃取头:50/30μm
DVB/CAR/PDMS萃取头.萃取条件:60.0℃吸附40min,保温5min.外标标准品母液1000mg/L,

100mL纯乙醇 +0.1g外标(乙酸、β 苯乙醇、乙酸 2 苯乙酯),外标测试样品准备A液10mL(4%
乙醇溶液)+10μL待测母液,样品瓶5mL+50μL3 辛醇内标.
2)气相色谱GC条件:进样口温度25℃,载气He,流速1.2mL/min.进样量1μL,分流进样,分流

比40∶1.色谱柱为DB-WAX(30m×0.25mm×0.25μm),升温程序40℃恒温2min,以5℃/min升至

180℃,然后从15℃/min升到230℃,5min.
3)质谱 MS条件:EI电离子源,电子能量70eV,离子源温度200℃,接口温度250℃.扫描范围

33.00~350.00amu.
4)酒精度[32]:以乙醇计,GB5009.225-2016,密度瓶法测定.

1.3.5.2 乙酰辅酶A,AAT,Esterase酶活性[33]

利用北京冬歌生物科技有限公司ELISA试剂盒进行乙酰辅酶A,AAT,Esterase酶活性的测定,即采

用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验,根据试剂盒说明,依次加入待测样品10μL,标准品50μL,HRP
标记的检测抗体100μL,37℃温育后洗涤.底物TMB颜色的深浅和样品中的植物乙酰辅酶A(A-CoA),

AAT,Esterase呈正相关.用酶标仪测定450nm波长处各孔的OD 值,计算样品酶活浓度.
1.4 数据处理

试验数据采用 MicrosoftExcel2010和SPSS19.0软件进行统计分析,采用Origin8.5软件作图.

2 结果与分析

图1 发酵过程中酒精度和醋酸质量浓度的变化

2.1 苹果醋发酵过程中酒精度和醋酸质量浓度变化

苹果醋动态发酵过程包括酒精发酵和醋酸发

酵,检测到苹果汁发酵液在第7d的酒精体积分数

不再增加、糖度不再降低,即酒精发酵结束;然后

接入醋酸菌液进行醋酸发酵和陈酿.从图1可以看

出,随着发酵时间的增加,酒精度达到峰值后开始

降低,而醋酸质量浓度逐渐升高后趋于平缓.这是

因为在苹果醋发酵过程中,酒精发酵是葡萄糖通

过EMP途径生成丙酮酸,丙酮酸脱羧生成乙醛,
乙醛进一步被还原为乙醇,进而醋酸发酵将乙醇

在脱氢酶的催化下生成乙酸,多种微生物参与调

控苹果醋发酵的整个阶段.
2.2 特征性香气成分乙酸 2 苯乙酯的合成途径

2.2.1 合成乙酸 2 苯乙酯相关基质的浓度变化

苹果醋动态发酵过程中,与乙酸 2 苯乙酯合成直接相关的组分有β 苯乙醇、乙酸和乙酰辅酶A.从
图2可以看出,发酵液中β 苯乙醇在第5d达到最大值99.84mg/L,接着大幅度下降后趋于平稳(图2a);
乙酸质量浓度从第5d开始大幅度升高,第14d后保持平缓增长(图2b);乙酰辅酶A在第12d达到最大

值后开始下降(图2c);乙酸 2 苯乙酯质量浓度从第7d开始急剧增高,在发酵第30d达到最高值,然后

虽稍有下降,但仍然保持较高水平(图2d).
2.2.2 合成乙酸 2 苯乙酯的主要酶活性变化

苹果醋动态发酵过程中,与乙酸 2 苯乙酯合成途径直接相关的酶有醇酰基转移酶(AAT)、酯酶(Es-
terase).从图3a可以看出,随着苹果醋发酵时间的延长,AAT酶活性在酒精发酵第3d达到峰值后开始大

幅度下降,直至苹果醋陈酿第90d降至最低,表明AAT在苹果醋发酵前期逐渐积累,发酵后期快速消耗;
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Esterase酶活性呈“M”形变化规律,即呈现先上升后下降至某水平再次出现先上升后下降的动态变化趋

势,酯酶是一种可逆酶,既可以催化发酵液中的酸和醇缩合生成相应的酯,又可以将生成的酯水解成相应

的酸和醇(图3b).

图2 合成乙酸 2 苯乙酯相关基质的质量浓度变化

图3 合成乙酸 2 苯乙酯的主要酶活性变化

2.2.3 合成乙酸 2 苯乙酯各基质的相关性分析

根据苹果醋发酵液中相关基质质量浓度和AAT,Esterase酶活性变化的相关系数,可以确定合成乙

酸 2 苯乙酯各基质变量之间相互关系的密切程度,初步推测乙酸 2 苯乙酯的合成途径.本试验从乙
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酸 2 苯乙酯已经大量、充分形成,但还没有完全进入目标物质合成阶段的时间点开始进行相关性统计

分析.从表1可以发现,乙酸 2 苯乙酯与β 苯乙醇,乙酸,乙酰辅酶A,AAT,Esterase之间均存在一定

的相关性,表明在苹果醋发酵过程中同时存在合成乙酸 2 苯乙酯的酯酶途径和醇酰基转移酶途径,β
苯乙醇,乙酸,乙酰辅酶A,AAT和Esterase都是影响乙酸 2 苯乙酯合成途径的限制性因素.此外,相

关系数的绝对值越大,相关性越强.乙酸 2 苯乙酯与乙酰辅酶A的相关系数绝对值大于乙酸 2 苯乙

酯与乙酸的相关系数绝对值,乙酸 2 苯乙酯与 AAT的相关系数大于乙酸 2 苯乙酯与Esterase的相

关系数,表明乙酸 2 苯乙酯的合成与乙酰辅酶A,AAT的相关程度更高,初步推测合成乙酸 2 苯乙

酯的主要途径可能是醇酰基转移酶途径,醇酰基转移酶可能是关键酶.
表1 合成乙酸 2 苯乙酯各基质的相关性系数(p<0.01)

指标 β 苯乙醇 乙酸 乙酰辅酶A AAT Esterase

乙酸 2 苯乙酯 -0.9739 -0.6232 -0.9799 0.9457 0.4027

2.3 特征性香气成分乙酸 2 苯乙酯的调节

在苹果醋动态发酵过程中的不同发酵阶段,通过外源加标法检测乙酸 2 苯乙酯的生成量.因为酵母

自身合成β 苯乙醇浓度比较低,而以L 苯丙氨酸为底物,由酵母细胞生物催化合成β 苯乙醇的主要途径

包括:L 苯丙氨酸通过转氨酶作用形成苯丙酮酸,苯丙酮酸在苯丙酮酸脱羧酶作用下脱羧形成苯乙醛,苯

乙醛再通过醇脱氢酶催化生成β 苯乙醇.所以,L 苯丙氨酸可作为食品添加剂加入发酵液中,通过艾利希

途径[34]能使发酵液中香气成分和风味物质的生成量大幅度提高.从图4可以看出,和对照样相比,随着L
苯丙氨酸添加量的增加,乙酸 2 苯乙酯的质量浓度极显著增加(图4a,p<0.01),同时也发现苹果醋发

酵过程中醋酸质量浓度也随着L 苯丙氨酸添加量的增加而极显著增加(图4b,p<0.01).其中,当L 苯

丙氨酸添加量大于8g/L时,乙酸 2 苯乙酯和醋酸的质量浓度均降低.综上所述,L 苯丙氨酸既可以增

加特征性香气成分乙酸 2 苯乙酯的生成量,又可以增加苹果醋发酵过程中的醋酸质量浓度,具有剂量依

赖性,初步将8g/L作为L 苯丙氨酸的最佳添加质量浓度.

图4 L 苯丙氨酸对乙酸 2 苯乙酯和醋酸质量浓度的调节

3 结 论

乙酸 2 苯乙酯是苹果醋发酵过程中主要的特征性香气物质,为了初步确定它的合成途径与调节,采

用反应体系跟踪法,发现在苹果醋发酵第7d后,乙酸 2 苯乙酯质量浓度急剧升高,第30d达到最高值;
根据分析乙酸 2 苯乙酯与其合成基质,AAT,Esterase酶活浓度之间的相关系数,初步确定了乙酸 2 苯

乙酯的合成途径同时存在酯酶途径和醇酰基转移酶途径,初步推测醇酰基转移酶途径可能是乙酸 2 苯乙

酯的主要合成途径,醇酰基转移酶可能是关键酶;通过外源加标法,将食品添加剂L 苯丙氨酸加入发酵液

中,和对照样相比,随着其添加量的增大,乙酸 2 苯乙酯和醋酸的质量浓度均极显著增加,8g/L是L
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苯丙氨酸的最佳添加质量浓度,可以有效增加乙酸 2 苯乙酯的生成量和醋酸质量浓度,进而提高苹果醋

制品独特的香味和风味.然而,关于合成乙酸 2 苯乙酯与相关底物(醇类、乙酸、酰基辅酶A)、发酵条

件、菌种生长周期、微生物群落结构更替、酸碱度降低、代谢产物积累等因素之间的关系非常复杂,为了得

到更加充分的试验数据,本课题有待从分子水平和基因水平深入研究苹果醋发酵过程中乙酸 2 苯乙酯的

合成途径与调节机制.

参考文献:
[1] CARMENÁ,INESM,TERESAG,etal.EffectofBiologicalAgeingofWineonItsNitrogenCompositionforProdu-

cingHighQualityVinegar[J].FoodandBioproductsProcessing,2014,92(3):291-297.
[2] GULLAM,VERZELIONIE,CANONICO M.AerobicSubmergedFermentationbyAceticAcidBacteriaforVinegar

Production:ProcessandBiotechnologicalAspects[J].ProcessBiochemistry,2014,49(10):1571-1579.
[3] 薛淑琴,谢思芸,肖仔君,等.完全发酵与适度发酵苹果醋主要成分的差异性分析 [J].食品科学,2017,38(12):

137-143.
[4] 李树萍,邱诗棋,吴宛芹,等.气相色谱 嗅闻 质谱联用分析红枣白兰地风味成分 [J].食品科学,2017,38(4):

187-191.
[5] 焦 娇,李 凯,李树萍,等.HS-SPME-GC-O-MS分析红枣发酵酒中的挥发性成分 [J].食品科学,2017,38(4):

197-203.
[6] 王晓丹,陈美竹,班世栋,等.茅台大曲中酵母的分离、鉴定及其功能初探 [J].食品科学,2017,38(4):51-57.
[7] 郑福平,马雅杰,侯 敏,等.世界6大蒸馏酒香气成分研究概况与前景展望 [J].食品科学技术学报,2017,35(2):

1-12.
[8] 吴文林.浅谈影响啤酒中酯类含量的因素及控制措施 [J].啤酒科技,2015(4):33-34.
[9] 秦伟帅,董书甲,姜凯凯,等.采用顶空固相微萃取和气质联用法分析氮源浓度对酵母香气物质合成的影响 [J].食品

与发酵工业,2017,43(3):61-64.
[10]汤晓宏,任继波,胡文效,等.日照地区公酿一号葡萄及其桃红酒特征香气的研究 [J].中外葡萄与葡萄酒,2017(5):

29-33.
[11]赵婷婷,卢倩文,宋菲菲,等.1株产香真菌的筛选及其协同米根霉对米酒发酵的影响 [J].食品科学,2017,38(14):

42-48.
[12]刘 韬,乔 宁,饶 敏,等.基于顶空固相微萃取与气相色谱 质谱联用技术分析“赣南早”脐橙酒香气成分 [J].中国

食品添加剂,2017,(9):205-209.
[13]陈 燕,李小惠,张惟广.不同地区甘薯的酿酒特性及其发酵酒风味物质的分析 [J].中国酿造,2016,35(10):

120-125.
[14]孙金沅,宫俐莉,刘国英,等.古井贡酒酒醅挥发性香气成分的GC-MS与GC-O分析 [J].食品科学,2016,37(24):

87-93.
[15]刘芳舒,罗 昱,张 瑜,等.杏仁β 葡萄糖苷酶对刺梨果汁风味品质的影响 [J].食品科技,2016,41(1):240-246.
[16]余兆硕,徐瀚麟,彭彰文,等.马铃薯醋酿造工艺优化及其香气成分分析 [J].食品与机械,2017,33(4):171-219.
[17]黄 丹,刘有晴,倪 月,等.基于ROAV值的四川麸醋主体风味物质研究 [J].食品工业,2016,37(9):288-292.
[18]李江涌,王如福,焦玉双.山西老陈醋熏醅前后香气成分的变化分析 [J].中国酿造,2016,35(9):47-50.
[19]MCGINTYD,VITALED,LETIZIACS,etal.FragranceMaterialReviewonPhenethylAcetate[J].FoodandChemi-

calToxicology,2012,50(2):S491-S497.
[20]黄传喜,黄 兰,葛少林,等.再造烟叶碎片原料中主要中性香味物质分析 [J].香料香精与化妆品,2017(1):21-25.
[21]周 围,王 波,刘倩倩,等.基于电子鼻和GC-MS对不同品种玫瑰“活体”香气的研究 [J].香料香精与化妆品,2017

(2):1-6.
[22]LEEJH,ZHANGC,KOJY,etal.EvaluationonAnticancerEffectAgainstHL-60CellsandToxicityinVitroandin

VivoofthePhenethylAcetateIsolatedfromaMarineBacteriumStreptomycesGriseus[J].FishAquatScience,2015,

18(1):35-44.
[23]YOSHIOKAK,HASHIMOTON.EsterFormationbyAlcoholAcetyltransferasefromBrewersYeast[J].Agricultural

andBiologicalChemistry,1981,45(10):2183-2190.
[24]INOUEY,TREVANICHIS,FUKUDAK,etal.RolesofEsteraseandAlcoholAcetyltransferaseonProductionof

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第40卷



IsoamylAcetateinHansenulaMrakii[J].JournalofAgriculturalandFoodChemistry,1997,45(3):644-649.
[25]ENDOMA-ARIASMA,HUDLICKYT.ChemoenzymaticTotalSynthesisof(+)-Galanthamineand(+)-Narwedine

fromPhenethylAcetate[J].Chemistry,2016,22(41):14540-14543.
[26]INOUEY,TREVANICHIS,FUKUDAK,etal.RolesofEsteraseandAlcoholAcetyltransferaseonProductionof

IsoamylAcetateinHansenulamrakii[J].JournalofAgriculturalandFoodChemistry,1997,45(3):644-649.
[27]AKITAO,SUZUKIS,OBATAT,etal.PurificationandSomePropertiesofAlcoholAcetyltransferasefromSake

Yeast[J].JournalofBiologicalChemistry,1990,54(6):1485-1490.
[28]贾永辉,罗一鸣,范俊源.乙酸苄酯和乙酸苯乙酯的合成研究 [J].化学世界,2000(6):309-316.
[29]李小惠.金刺梨发酵酒工艺研究 [D].重庆:西南大学,2017.
[30]张雪寒,司辉清.腊梅精油不同部位的香气成分鉴定及差异分析 [J].西南师范大学学报(自然科学版),2016,41(4):

40-41.
[31]周 倩,蒋和体.干型番木瓜果酒酿造工艺研究 [J].西南师范大学学报(自然科学版),2016,41(5):122-128.
[32]酒中乙醇浓度的测定:GB5009.225-2016[S].北京:中国标准出版社,2016.
[33]吴霏霏.枇杷果实香气检测及AAT1基因克隆表达与酶活性分析研究 [D].扬州:扬州大学,2015.
[34]EHRLICHF.ÜberdieBedingungenderFuselölbildungundÜberIhrenZusammenhangmitdemEiweiβaufbauderHefe

[J].BerichtederDeutschenChemischenGesellschaft,1907,40(1):1027-1047.

AStudyontheSyntheticPathwaysand
RegulationofAceticAcid-2-phenylEthylEster

SONG Juan, ZHANGJi-hong, KANGSan-jiang,
HUSheng-hai, LIMing-ze

AgriculturalProductStorageandProcessingResearchInstitute,

GansuAcademyofAgriculturalSciences,Lanzhou730070,China

Abstract:Inordertounderstandthesyntheticpathway(s)andregulationofaceticacid-2-phenylethyles-
ter,whichisacharacteristicaromacomponentinapplevinegarfermentation,apreliminarystudywas
made,inwhichthereactionsystemtracingmethodwasadoptedtodetecttheconcentrationchangeinthe
relatedsyntheticmatrices.Theresultsshowedthataceticacid-2-phenylethylesterincreasedsignificantly
after7days􀆳fermentationandreachedthehighestafter30days.Accordingtothecorrelationcoefficientbe-
tweenaceticacid-2-phenylethylesteranditssynthesismatrix,AATandesteraseactivity,itwastenta-
tivelyconcludedthattheesterasepathwayandalcoholacyltransferasepathwayexistedsimultaneouslyfor
thesynthesisofaceticacid-2-phenylethylester,anditwasspeculatedthattheacyltransferasepathway
couldbethemainsyntheticpathwayandacyltransferasecouldbethekeyenzyme.Atestoftheexternal
standardmethodshowedthat8g/LwastheoptimalconcentrationofL-phenylalanine,whichincreasedthe
aromacomponentsofapplecidervinegarandtheconcentrationofaceticacid,thusenhancingtheunique
scentandflavoroftheapplevinegarproducts.
Keywords:applevinegar;aceticacid-2-phenylethylester;syntheticpathway;regulation
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