利用方差分析法探讨影响啤酒中高级醇含量的多因素
郑翔鹏  
摘要：应用方差统计方法分析影响啤酒中高级醇含量多因素间的相互关系，为在工艺制定上寻找一个合理的高级醇范围提供定性定量的依据，并说明良好的数据处理方法的重要性。
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1、介绍

啤酒发酵过程中产生许多副产物，高级醇是这些产物中主要的组成部分，其也构成了酒体中主要的风味物质。高级醇主要包括了正丙醇、异丁醇、活性戊醇、异戊醇、β-苯乙醇（其主要参数见表1），啤酒中高级醇含量一般为70～100mg/l，适当的高级醇能赋予酒体口感的饱满与醇厚，使酒体本身更为协调。过量的高级醇是酒体主要异杂味的来源，过量戊醇有汗臭味和腐败味，异戊醇和异丁醇混合物如超量是酒杂醇油臭的典型物质，也使酒具有不愉快的苦味。在高级醇产生途径方面，经Ehrlich、Elsden等科学家研究表明，在酮酸脱羧酶与酒精脱羧酶的作用下，外源氨基酸被转化为α-酮酸，进而转化为醛类，而后形成醇类，即为Ehrlich代谢；而另一种代谢途径由于酵母特性的因素使之不能成为高级醇，促使碳水化合物提供了生成氨基酸的碳源，从而实现了合成代谢的生成高级醇方式。从两条途径的方式，不难看出，α-酮酸作为生成高级醇的中间体存在代谢过程中。因此，对于高级醇的生成，我们可以用同一表达形式来说明（见下图1）。但是，对于某一特定氨基酸转化为醇类物质的具体情况以及相应途径的比例关系，目前还不完全清楚。据有关文献报道曾有这样的说明，如亮氨酸浓度过高，其增加的高级醇为异戊醇等。而在代谢路径的检测方面，放射元素的实验是最有效的手段。

表1   高级醇中主要醇类物质

	化合物
	口味
	阈值   ppm
	啤酒中合理范围    ppm
	风味强度   Fu

	正丙醇

异丁醇

异戊醇

活性戊醇

β-苯乙醇

总高级醇
	酸涩味

干、辣酸味

芳香味

水果香味

玫瑰香味

－
	25

75

75

50

75

－
	5～15

5～15

30～35

15～50

15～20

70～100
	0.2～0.6

0.067～0.2

0.4～0.47

0.3～１

0.2～0.27

－


图1  高级醇的生成途径

                                转胺酶   脱羧酶    脱氢酶

     蛋白质      单肽       氨基酸                醛       醇

        糖类      丙酮酸      α-酮式戊二酸       CO2+乙醇

由于高级醇形成的复杂性，有众多的因素影响其的形成，其中有酵母菌种、发酵温度、酵母接种量、麦汁组成、麦汁通氧、发酵周期、接种温度、糖化过程中麦汁蛋白休止的控制、热凝固物排放程度等等，因此，建立一相应的分析检测数据处理方法，是非常必要的。本文通过方差分析法，着重分析对高级醇生成影响因素重要的几个——麦汁组成、发酵温度、酵母菌种、麦汁通氧、主酵控制，以说明各因素对高级醇影响的显著性。

2、方法简介

方差统计法就是根据实验的结果进行分析，鉴别多个因素对实验结果影响的有效方法。实验中，我们对可控制的因素进行控制，从而寻找各因素在实际生产中的合理范围。在本方法使用中，利用单因素方差分析和双因素方差分析（等重复试验）入手，对结果进行分析，计算出显著性。具体计算方法如下：

⑴单因素方差分析

	方差来源
	平方和
	自由度
	均方
	F值

	因素
	SA
	s-1
	SA=SA/(s-1)
	F=SA / SE

	误差
	SE
	n-s
	SE=SE/(n-s)
	

	总和
	ST
	n-1
	
	


其中，SE—误差平方和；

                       s  nj    

 SE =∑ ∑（x ij – x·j）2
                j=1 i=1

SA—效应平方和；

                       s      

   SA=∑ nj x·j2 - n x 2
                j=1 

n—测量值的数量；

s—测量的组数。

⑵双因素等重复试验方差分析

	方差来源
	平方和
	自由度
	均方
	F值

	因素A
	SA
	r-1
	SA=SA/(r-1)
	FA=SA / SE

	因素B
	SB
	s-1
	SB=SB/(s-1)
	FB=SB / SE

	交互作用
	SA×B
	(r-1)(s-1)
	SA×B = SA×B/[(r-1)(s-1)]
	FA×B= SA×B / SE

	误差
	SE
	rs(t-1)
	SE=SE/[rs(t-1)]
	

	总和
	ST
	rst-1
	
	


其中，ST—总平方和；

                       r  s   j     

 ST=∑ ∑ ∑（xijk – x）2
                i=1 j=1 k=1

SE—误差平方和；

                       r  s   j     

 ST=∑ ∑ ∑（xijk – xij·）2
                i=1 j=1 k=1

SA×B—交互效应平方和；

                         s  nj    

 SA×B =∑ ∑（xij。–xi··-x·j·+x）2
                  i=1 j=1

SA、SB—效应平方和；

                        r      

   SA=st∑（xi··-x）2
                 i=1 

                        s      

   SB=rt∑（x·j·-x）2

j=1 

r—A因素的测量数组；

s—B因素的测量数组；

t—A、B每组测量的数量。（A、B两组测量的数量应为一样）

本试验基于显著性α=0.05，F（2，6）=5.7（查表得出），与计算出的F值进行比较，即可得出该因素对结果影响的显著性程度。
3、数据分析

用方差统计方法在α=0.05的水平下对数据进行处理。在不同菌种得试验中，表明菌种对高级醇形成的差异，在麦汁浓度的不同、麦汁中α-氨基氮的同化率的不同、糖化过程添加辅料比的不同、麦汁煮沸时酒花添加量得不同来表明它们对高级醇形成的差异，以及在发酵过程中麦汁通氧量、发酵温度、酵母接种量的不同，表明其对高级醇形成的差异。通过上述这些差异性的分析，说明了工艺控制点控制的范围。

4、结果讨论

4.1 酵母菌种与接种量

考察了3种不同的酵母菌种以及不同的接种量，在发酵时其发酵条件相一致的条件下，对高级醇含量进行了分析比较。
表2   不同酵母菌种对高级醇的影响

	酵母菌种类型     高级醇含量  mg/l   F值

	A             46.5±5.3       60.67**
B             58.9±8.4       32.51**
C            161.3±11.7      12.45*


* p＜0.1

** p＜0.05
表3   不同酵母接种量对高级醇的影响

	接种量  ×107个/ml      高级醇含量  mg/l     F值

	0.5              72.7±9.7            3.98
0.8              69.3±15.6           4.96
1.0              61.0±12.8           8.62**
1.3              64.8±7.0            6.58**
1.5              63.9±8.1            9.54**
2.0              70.1±11.0           9.48**
3.0              62.7±5.3            16.11
3.5              54.0±4.3            20.19*
4.0              51.9±10.4           34.42*
4.5              51.7±8.6            41.84*


 * p＜0.1

** p＜0.05

表4  不同酵母菌种与不同酵母接种量对高级醇的影响（双因素等重复试验）的方差分析表

	方差来源
	平方和
	自由度
	均方
	F值
	显著性

	酵母菌种
	1.430
	2
	0.715
	41.22
	√√

	酵母接种量
	0.6440
	2
	0.3220
	18.56
	

	酵母菌种×接种量
	1.797
	4
	0.4493
	25.97
	√

	误差
	0.3122
	18
	0.0173
	
	


√√  显著性强

√    较显著
通过试验证明，不同的啤酒酵母对高级醇的产生有很大的差异。这是由于酵母本身的特性造成的，如A和C的差异达4倍之多。因此，对于酵母的有效选择是控制酒体高级醇含量最为有效可行的方法；接种量方面，由于目前对于其的研究还不是很完善，但从理论上来讲，提高接种量对新生长酵母细胞相对较少，从而减少高级醇的含量，反之亦然。从我们试验的结果分析，接种量在0.5×107个/ml时，高级醇没有明显的提高，这有可能是由于试验的误差等多方面所造成的。总之，根据有关资料及相应的经验表明，正常的接种量范围控制在1.0～1.8×107个/ml内，增加或减少接种量是否引起高级醇含量得明显改变及如何变化，有待进一步考察研究。

从两个因素的方差结果分析表明（见表4），查表得F（2，2）=19.0，菌种因素最显著，而接种量与菌种的相互关系中F=25.97，也具有显著性，可见，只要接种量控制在合理范围内，菌种因素起决定作用。

4.2 麦汁组成

考察麦汁浓度、α-氨基氮、辅料比及煮沸时酒花添加量对高级醇影响的差异性。

麦汁提供酵母繁殖的氮源和碳源，其对酒体高级醇的生成有着重要的影响。随着麦汁种可发酵性糖的增加（即麦汁浓度增加），酒体的高级醇含量随之增加，反之亦然。而麦汁中α-氨基氮的含量的适量才会产生适量的高级醇。α-氨基氮含量过多，氨基酸脱羧形成高级醇；α-氨基氮含量过低，酵母就通过自身糖代谢生成所需氨基酸，从而导致酮酸生成高级醇。因此就麦汁浓度及α-氨基氮含量的差异分析表明（见表5），这两个因素对啤酒高级醇的生成都有显著的影响。
表5 不同麦汁浓度、α-氨基氮含量对酒体高级醇含量影响的比较

	α-氨基氮 mg/l    麦汁浓度 °Bx     高级醇含量  mg/l    F值

	135.2±22.2           7～8              78.3±8.9        13.84**
151.9±21.4           9～10             71.0±6.3        15.22**
175.3±25.9          11～12             68.7±5.2        13.71**
208.1±18.7          13～15             88.0±5.9         9.75*
240.0±20.5          16～18            110.9±7.8        19.93* 
                                                 F值

麦汁浓度的差异性                                28.24

α-氨基氮含量的差异性                           39.53

不同麦汁浓度、不同α-氨基氮含量的差异性         35.79


  * p＜0.1

** p＜0.05
辅料比方面，添加的辅料过量，势必会降低麦芽中α-氨基氮的含量，麦汁中可同化得氮含量过低，使酵母必须通过糖代谢的酮酸去合成必须的氨基酸，从而产生较多的高级醇。当然了，该试验是在保证酵母来源不变的情况下进行的。有关辅料比的合理范围要以具体啤酒品种的工艺要求而制定的。就我们所做的试验来讲，在辅料比为0～50%中，高级醇的差异显著性适中（见表6），说明其对酒体高级醇含量还有着一定的影响。

表6  不同辅料比对高级醇含量的影响

	辅料比  %        高级醇含量  mg/l          F值

	   0～10               58.3±11.2              13.88*

10～20               64.2±8.1               7.13**

20～30               69.3±7.4               7.66**

30～40               75.6±8.3               4.81**

40～50               87.9±10.4              3.95*


      * p＜0.1

** p＜0.05
酒花方面，适当增加一定量的酒花使用量，从理论上来讲，由于酒花本身化学成分的特性，能抑制高级醇的产生，从而减少酒体中高级醇的含量。但根据试验表明（见表7），酒花添加量对酒体高级醇的含量差异显著性不明显，原因有可能是酒花在煮沸过程中的添加量总体比较少，还有整个糖化系统、发酵系统以及检测系统的不均匀性所造成的，其中有酒花中具体成分对高级醇的影响，我们在进一步研究中。
表7   不同得酒花添加量对高级醇的影响

	酒花添加量  ‰        高级醇含量  mg/l          F值

	1.0                    74.3±7.2             7.56*

2.5                    77.6±6.5             4.78**

5.0                    73.5±8.8             6.33**


     * p＜0.1

** p＜0.05
4.3 发酵控制

考察麦汁充氧量、发酵温度对高级醇影响的差异性。

麦汁的充氧对酵母生长有着重要的影响，从而导致高级醇含量的变化差异。经试验表明，增加充氧时间和充氧量，会使酵母增殖过猛，造成酵母营养盐得缺乏，高级醇含量就会增加，反之亦然，当然了，其在一定程度上也会影响其它风味物质。因此对于充氧量的控制的合理程度，在于生产过程中是相当重要的。从表8可知，麦汁的充氧量对高级醇有着显著影响，充氧量一般控制在7～9mg/l为宜。
表8  不同的麦汁充氧量对高级醇的影响

	麦汁充氧量  ppm         高级醇含量  mg/l         F值

	0～3                   62.3±4.2            2.70

4～5                   71.9±1.4            0.14**

7～9                   76.1±3.8            21.80**

10～12                 87.6±4.8            12.47*


* p＜0.1

** p＜0.05
发酵温度对高级醇的影响是相当显著。我们通过对某两发酵罐（发酵温度）进行全程跟踪试验，定期检测各点的高级醇含量（在其余条件都相同的条件下），从中寻找合适的发酵温度范围。为此，我们对两个不同主酵温度（分别为11℃和9℃）的发酵罐进行了温度跟踪，并定期对高级醇的变化进行了跟踪检测。具体见图2、图3。

图2  7#（9℃主酵）和13#（11℃主酵）的发酵温度全程比较图（每8h记录一点）
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图3  7#（9℃主酵）和13#（11℃主酵）在发酵不同期间高级醇含量变化比较图
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针对我们定期检测的结果，对于高级醇含量进行方差统计，结果见表9。

表9  不同发酵温度（两个发酵罐）对高级醇的影响

	发酵温度 ℃      高级醇含量  mg/l      F值

	9               63.5±5.7          28.67**

11              77.3±7.6          11.16*


* p＜0.1

** p＜0.05
为了进一步说明发酵温度对高级醇的影响，我们在实验室进行了试验，其试验是在其它条件都相同得条件下进行的，发酵温度控制在6～15℃。结果见表10

表10  不同发酵温度对高级醇的影响

	发酵温度 ℃     高级醇含量  mg/l       F值

	6             49.1±3.4            1.41*

8             60.3±2.8            5.32

9             63.5±5.7            28.67**

10            72.3±8.9            25.05**

12            89.0±4.0            4.45

15           108.1±16.3           5.05*


* p＜0.1

** p＜0.05
因此，在实际生成中，适合的发酵温度对高级醇的影响是相当关键的。当然了，发酵温度的差别也与酵母的因素有关。从我们的试验表明，发酵温度应控制在9～10℃左右。

4.4 其它因素

影响高级醇得因素中，还有发酵时压力情况、原料、使用酵母营养盐等，这里不一一加以说明。

4.5小结

利用方差统计分析影响高级醇含量的多个因素，结果表明了各因素的差异性和显著性，具体见下表：

表11  用方差统计分析方法比较多因素对高级醇的影响

	因素              代号          F值

	不同酵母间的差异           A          41.22         

不同接种量间的差异         B          18.56  ☆          

不同麦汁浓度间的差异       C          28.24            

不同α-氨基氮间的差异      D          39.53            

不同辅料比间的差异         E           6.72               

不同酒花添加量间的差异     F           7.13              

不同发酵温度间的差异       G          37.20            

不同麦汁充氧量间的差异     H          20.11           


             ☆  F（2，2）条件下计算的结果

综合各因素的影响，根据我们的试验及相应的统计分析，我们认为各因素影响的程度依次为：   

      A、G、D＞C、H＞E、B、F
5、总结

利用相应的分析方法对试验中各数据的处理时相当重要的。通过对数据进行科学的处理后，我们可以寻找出或进一步验证我们所进行的工艺要求，并且从中发现有利的方法。
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