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摘要：初始酵母可同化氮浓度和组成可影响对酿酒酵母发酵动力学和硫化氢生产。该研究旨在探讨苹果酒发酵过程中，初始酵

母可同化氮浓度、发酵中氮源组成对抑制硫化氢及发酵动力学的影响。通过添加磷酸氢二铵调整初始酵母可同化氮浓度，酵母在低浓

度、中浓度和高浓度下发酵苹果酒，测定发酵特性、硫化氢释放量及四种氮源组分。初始酵母可同化氮浓度与 H2S 释放（释放变化

及总量）之间存在复杂关系，其中，H2S 释放量最高的是中浓度处理，为 288.25 μg/100 mL，而最低为高处理，为 44.13 μg/100 mL。

仅低浓度处理条件下，发酵速率[3.84 g/(d·L)]对 H2S 的生成速率[31.68 μg/(d·100 mL)]有极其显著影响（R2=0.95，P<0.000 1）。四种不

同类型的 YAN 组分在发酵过程中的吸收和释放规律不同。该研究证实，YAN 初始浓度对 H2S 的产生、动力学和每种类型 YAN 的摄

取曲线都有决定性的影响，这表明在苹果酒发酵中，磷酸氢二铵是避免 H2S 释放的有效氮源。该试验为苹果酒工业发酵提供了理论

基础。 
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Abstract: The initial concentration and composition of yeast assimilable nitrogen (YAN) can affect cider fermentation kinetics and 

hydrogen sulfide production by Saccharomyces cerevisiae. The aim of this study was to investigate how initial YAN concentration affects 

hydrogen sulfide (H2S) production and fermentation kinetics in cider fermentation. The initial YAN concentration was adjusted by adding 

diammonium phosphate, and the yeast fermented cider at low (86 mg N/L), medium (208 mg N/L), and high (433 mg N/L) concentrations. The 

fermentation characteristics, amount of H2S released, and four types of nitrogen-derived compounds were measured. There is a complex 

relationship between the initial YAN concentration and H2S release (release change and total amount). The highest H2S release was obtained 

with the medium concentration treatment, which was 288.25 μg/100 mL, whereas the lowest H2S release was obtained in the high concentration  
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treatment, at 44.13 μg/100 mL. Only under low concentration treatment conditions did the fermentation rate [3.84 g/(d·L)] have a markedly 

significant effect on the H2S production rate [31.68 μg/(d·100 mL)] (R2=0.95, P<0.000 1). The absorption and release patterns of four different 

types of YAN components differed during the fermentation process. The results of this study confirm that the initial concentration of YAN has a 

strong influence on the production, kinetics, and uptake profile of each type of YAN, suggesting that the use of diammonium phosphate as a 

nitrogen is an effective way to avoid H2S release during cider fermentation. 

Key words: apple; cider; fermentation process; H2S; yeast assimilable nitrogen 

 

充足的酵母可同化氮源（Yeast Assimilable 

Nitrogen，YAN）是酵母正常生长和代谢的必要条件[1]。

特别是果酒的发酵中，足量 YAN 可使酿酒酵母充分

利用糖，并最大限度地减少硫化氢的产生[2]。酿酒苹

果的 YAN 含量普遍介于 9~249 mg N/L 之间，平均值

为 59 mg N/L，且大部分酿酒苹果品种 YAN 含量低

于 140 mg N/L，而这一含量是果酒发酵 YAN 最低水

平要求，即可完全利用糖，但生产 H2S
[3]，此外，酿

酒酵母仅能利用苹果汁中的部分含氮化合物，其中酵

母可同化氮源主要为氨基酸和铵离子[4]。谷氨酸、天

冬酰胺和铵盐为酿酒酵母首选氮源，通过消耗此类氮

源酵母实现最佳生长；脯氨酸、尿囊素和尿素为非优

选氮源[5]。 

H2S 为酵母菌代谢的产物，通常形成于酵母菌发酵

合成含硫氨基酸的过程，可引起苹果酒的感官品质缺

陷[6]。苹果酒发酵中，影响酿酒酵母产生硫化氢的原因

很多，其中主要原因是苹果汁中YAN 的水平，此外，

杀菌剂中的硫元素[3]、发酵产生的二氧化碳（挥发和携

带作用）、发酵温度、发酵时间与停止、pH 值、维生

素、金属离子等皆可影响 H2S 的释放量[7,8]。有研究称

磷酸氢二铵（Diammonium Phosphate，DAP）是葡萄酒

发酵中H2S 和其发酵衍生挥发物的有效调节剂[9]，而磷

酸氢二铵也是苹果酒生产中最常见的氮源补充剂。 

因此，本研究选择 UCD522，一株广泛用于苹果

酒工业生产的商业酿酒酵母（高产硫化氢），经此酵母

发酵而成的苹果酒香气浓郁。研究通过添加磷酸氢二

铵形成不同初始 YAN 浓度的苹果汁对 UCD522 在苹

果酒发酵中发酵动力学和 H2S 产生的影响，并监测了

UCD522 利用复杂氮化合物（尿素、精氨酸、铵盐和

主要氨基氮）的特征及氮同化多样性，比较 UCD522

对总 YAN 和单个氮组分的消耗情况。本试验证实了

高浓度的 YAN 可使 UCD522 完成苹果酒发酵并有效

降低 H2S 的产量。 

1  材料和方法 

1.1  原料和试剂 

酿酒酵母菌株UCD522由加州大学戴维斯分校葡

萄栽培与酿造系培养保藏中心提供。 

葡萄糖、酵母浸粉、蛋白胨、焦亚硫酸钾、磷酸

氢二铵、没食子酸、福林-酚试剂、β-巯基乙醇、异丙

醇、无水乙醇美国 Sigma-Aldich 公司。所有试剂均为

分析纯。 

1.2  仪器与设备 

Lancman 6-Easy-Feed 升降碾压机，斯洛文尼亚

Lancman 公司；Oesco81.3 cm 型号 7876 架式布料压滤

机，美国 Oesco 公司；PAL-1 糖度计，日本 ATAGO

公司；UX420 天平，日本岛津公司；Branstead Lab-Line 

Shakers 恒温振荡培养箱，美国 Branstead 公司；120D

硫化氢检测计，日本 Komyo Kitagawa 公司；UV-1800

紫外分光光度计，日本岛津公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  苹果汁制备 

苹果（Malus×domestica Borkh）于 2016 年从美国

纽约州伊萨卡的康奈尔大学农业研究实验站果园提

供。使用压榨将苹果制成果浆，再利用和架式布料压

滤机过滤，最终获得苹果原汁。果汁化学成分为

YAN=63.70 mg N/L，可溶性固形物浓度=12.95 °Brix，

可滴定酸度为 3.45 g/L，pH 值为 4.15，总多酚（按

Folin-Ciocalteu 法测定）=1.10 g 没食子酸当量/L；二

氧化硫以 160 mg/L（亚硫酸氢钾）添加，以抑制杂菌生

长。所有发酵均使用同批苹果原汁，果汁贮存于-20 ℃。 

1.3.2  发酵与采样 

利用磷酸氢二铵将果汁中 YAN 浓度分别调整为

低浓度（86 mg N/L）、中浓度（208 mg N/L）和高浓

度（433 mg N/L），其他发酵条件相同。4 ℃下，酵母

细胞保存于酵母提取物葡萄糖（YEPD）培养基上（葡

萄糖 20 g/L；酵母浸粉 10 g/L；蛋白胨 20 g/L；琼脂

20 g/L）。 

发酵前，在 28 ℃下，摇床（转速：200 r/min），

酵母菌株接种于 5 mL YEPD 培养基中（5:1 管体积/

培养基比例）进行了 48 h 发酵种子培养。接种物浓

度约为 1×10
7
 CFU/mL，OD600 nm=0.8。发酵种子保持

在 4 ℃，当天使用。1 mL 的发酵种子接种至装有 
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99 mL 苹果汁的 250 mL 的三角瓶。20 ℃下进行苹果

酒发酵，所有浓度处理发酵均进行三次重复试验。在

发酵 24 h、72 h 和结束时取样。样品在 4 ℃， 

12 000 r/min 的条件下离心 5 min，取上清液，置于

-20 ℃下保存以备分析。 

1.3.3  监测与测定项目及方法 

1.3.3.1  发酵监测 

采用CO2失重法测定发酵速率，每24 h测定一次。

当连续两天失重量小于 0.01 g 时，即认为发酵完成。 

1.3.3.2  H2S 释放量的监测 

将醋酸铅选择性气体检测计（硫化氢）（Komyo 

Kitagawa，日本）插入三角瓶的橡胶塞中，用于测定

H2S 的释放量。检测计中的色带长度与 H2S 释放量成

正比，如其他文献[10]所述。当色带至刻度的末端时，

替换检测计。每 24 h 进行一次读数，直至发酵完成。 

1.3.3.3  YAN 浓度的测定 

发酵过程中，在三个时间点（24 h、72 h 和结束

时）采样，并进行分析，以确定 YAN、PAN（主要氨

基氮）、铵盐、尿素和精氨酸的浓度。样品在 4 ℃，

12 000×g 的条件下离心 5 min，取上清液，保存于

-20 ℃。YAN 定量，使用 K-LARGE 试剂盒测定尿素、

精氨酸、铵盐的浓度；使用 K-PANOPA 测定 PAN 浓

度（K-LARGE 和 K-PANOPA 试剂盒，Megazyme，

威克洛，爱尔兰）。尿素、精氨酸和氨的转化率与

NADPH 的偶联消耗量成正比，NADPH 的偶联消耗量

可通过在 340 nm 处吸收光的增加量来测定。PAN 组

分中游离氨基酸的氨基与 N-乙酰基-L-半胱氨酸和邻

苯二甲醛反应生成异吲哚衍生物，可通过在 340 nm

吸光度的增加量测定，计算方法见说明书。 

1.4  数据分析 

采用 JMP Pro和R Studio 3.4.4进行数据分析并绘

图。方差分析采用单因素方差分析，t 检验显著性定

义为 P＜0.05，标准误差为 95%置信水平。线性回归

分析，以确定系数（R
2，P＜0.05）评价回归质量。每

组数据均进行三次重复，取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  发酵特征 

表1 不同YAN起始浓度下UCD522菌株的发酵速率、发酵时间、二氧化碳总量产量 

Table 1 Fermentation rate, fermentation time, and total carbon dioxide (CO2) production of UCD522 strain under each DAP treatment 

浓度/(mg N/L) 发酵时间/h 二氧化碳总量/(g/L) 发酵速率/[g/(d·L)] 

86（低浓度） 144.00±0.00c 20.32±0.19c 3.84±0.00c 

208（中浓度） 222.00±12.00a 60.32±4.97a 6.96±0.03b 

433（高浓度） 102.00±12.00b 40.06±0.39b 9.60±0.05a 

注：数值表示为平均值±标准差（n=3）；同列右肩不同小写字母的值与指定 YAN 处理内的对照显著不同（采用 Tukey’s 显著性

差异检验，P<0.05）。 

在各浓度处理条件下，UCD522 的发酵特性不同。

与中、高浓度处理相比，低浓度处理的发酵速率相对

较慢（表 1）。三个浓度处理中，中浓度处理的发酵时

间最长，为 222 h 左右，总 CO2失重最大（60.32 g/L）。

而高浓度处理的发酵速率最快，发酵时间最短，为  

102 h。由图 1 可知，当 UCD522 开始释放 H2S，其发

酵速率逐渐下降；YAN 浓度和总 H2S 释放量之间存在

非线性关系，高浓度处理的总 H2S 释放量低于其他处

理。不同浓度处理对苹果酒发酵动力学有较大的影响，

发酵速率随 YAN 起始浓度增加而增加，与前人研究

结论一致[11]。结果证实，在苹果酒发酵过程中，YAN

起始浓度可有效影响 UCD522 的 H2S 释放量（图 1）。 

已有研究表明，硫化氢的溶解度极低，且易挥发，

在发酵过程中可随二氧化碳的释放被带出发酵液，这

表明更高的发酵速率可提高硫化氢的释放速率[12]。然

而，在本研究中，低浓度处理下，发酵速率与 H2S 释

放速率极其显著相关（R
2
=0.95，P＜0.001）（图 2）。

然而，在中、高浓度处理下，为观察到二者之间的相

关性（P 值分别为 0.431 4 与 0.241 4）（图 2）。因此，

研究结果表明发酵速率与H2S的释放速率仅在特定条

件下存在相关性（图 2），由此确定二氧化碳的释放不

能对苹果酒中 H2S 起净化作用。虽然本研究未能提供

更多证据解释二者的相互关系，但确定了在仅低浓度

条件下，UCD522 的发酵速率与硫化氢的释放速率之

间存在正相关性。 
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图1 433（a）、208（b）、86 mg N/L（c）处理下的UCD522酵母

菌株发酵失重和硫化氢释放量的比较 

Fig.1 Comparison of fermentation weight loss and hydrogen 

sulfide release of UCD522 yeast strain under 433 (a), 208 (b), 

and 86 mg N/L (c) treatments 

 

 

 

图2 UCD522酵母在不同处理下H2S产生率和CO2损失率的线性

回归和相关性 

Fig.2 Linear regression and correlation of H2S production rate 

and CO2 loss rate for UCD522 yeast at each treatment 

注：a~c 分别为 433、208、86 mg N/L，观察点总数 45。 

2.2  硫化氢的释放 

不同YAN起始浓度对UCD522发酵产H2S有影响。

表 2显示，中浓度下的UCD522 释放硫化氢持续时间最

长（132 h），硫化氢释放总量最高（288.25 μg/100 mL)，

硫化氢释放速率最快[2.20 μg/(h·100 mL)]。相反，低

和高浓度处理的硫化氢释放持续时间较短（分别为 

96 h 和 120 h），硫化氢释放总量较低（分别为 123.75

和 44.13 μg/100 mL），硫化氢释放速度较慢（分别为 1.32

和 0.35 μg/(h·100 mL)）。不同 YAN 初始浓度下，

UCD522 硫化氢释放总量的排序为：高＜低＜中，在

高处理下，UCD522 硫化氢释放总量低于其他处理，

此结果与其它相关研究报道的发现一致[13]。中浓度与

高浓度相比，硫化氢的释放总量从 288.25 μg/100 mL

降至 44.13 μg/100 mL，减少 6 倍以上（表 2）。 

图 1 显示了不同浓度下，UCD522 发酵苹果酒中发

酵失重与H2S释放量之间的动态关系。发酵初期，低和

中浓度处理下，发酵至第72 h UCD522开始释放硫化氢；

高浓度处理下，UCD522被推迟至第 96 h开始释放硫化

氢，说明在果酒发酵过程中高 YAN 起始浓度可延迟酿

酒酵母释放硫化氢[14]。所有浓度处理发酵在第 192 h后

均无H2S释放（图 1）。正如图 1和表 2所示，低、中浓

度处理下，发酵至第 72 h当YAN将耗尽，酿酒酵母形

成 H2S，且释放速率较快；在中浓度处理下，UCD522

释放硫化氢的总量最高，是低浓度处理下该指标的增加

2~3 倍。综上，当氮源不足时，酵母细胞开始累积硫化

物并转化为硫化氢（挥发性气体），且扩散至发酵液中[15]。 
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表2 3种 YAN起始浓度处理下，UCD522酵母释放硫化氢的速率和时长、释放总量 

Table 2 H2S production rate and duration, total H2S production of UCD522 yeast under three DAP treatments 

浓度/(mg N/L) 时长/h 释放总量/(μg/100 mL) 释放速率/[μg/(d·100 mL)] 

86（低浓度） 96.00±19.60b 123.75±3.95b 31.68±0.27b 

208（中浓度） 132.00±13.96a 288.25±17.88a 52.80±0.19a 

433（高浓度） 120.00±0.00a 44.13±5.48c 8.40±0.05c 

注：数值表示为平均值±标准差（n=3）；同列右肩不同小写字母的值与指定 YAN 处理内的对照显著不同（采用 Tukey’s 显著性

差异检验，P<0.05）。 

由于苹果汁中 YAN 的含量较低[3]，所以利用添加

磷酸氢二铵调整苹果汁 YAN 起始浓度对抑制酿酒酵

母在苹果酒发酵中释放H2S极为关键。其他研究报告，

YAN 起始浓度与 H2S 的释放总量之间相关性较差[16]。

Vos 等[17]的早期结果证实，在果酒发酵中，YAN 浓度

与 H2S 的释放量之间存在负相关。然而，本研究结果

仅与葡萄酒的相关报道结果部分一致。对比低、中浓

度处理的结果表明，补充磷酸氢二铵可导致 UCD522

硫化氢释放总量增加。此外，在相同 YAN 初始浓度

条件下，UCD522 发酵苹果酒时硫化氢释放总量低于

发酵葡萄酒[12]。造成此差异的原因可能是果汁特性对

酵母菌株的影响。总而言之，三种浓度处理下，YAN

的耗尽导致 UCD522 开始释放 H2S，并持续释放至第

168 h。据报道，在缺氮的情况下，亚硫酸盐还原酶活

性是 H2S 释放总量增加的主要原因[18]。 

发酵中，除了添加磷酸氢二铵可调节酿酒酵母释

放 H2S，其他营养或维生素的缺乏也可对酵母产生胁

迫，进而使酵母产生无氮调节形成 H2S
[19]。Bohlscheidd

等[20]报告生物素的增加，降低了氮缺乏情况下 H2S 的

释放。报道中出现差异的原因包括实验菌株遗传和发

酵环境两方面。由于遗传变异不同，酵母菌株对氮补

充的反应不同[21]。影响 H2S 形成的其他因素有：YAN

补充的时间[22]、发酵条件（大小、温度、搅拌）以及

其他营养素的组成，如维生素[19]或硫源[15]。注意，上

述研究对 H2S 进行定量方法不同，也可导致其结论差

异。上述因素对苹果酒发酵的相关影响需要进行更全

面的研究。 

发酵液中，不同 YAN 水平通过转录调控来调节

酵母的硫酸盐同化途径。YAN 补充剂可上调硫酸盐同

化途径中的基因表达水平[15]，这与目前对酵母菌氮代

谢的认识是一致的。酵母主要在其生长指数期和稳定

期利用 YAN 进行繁殖和蛋白质合成[23]，蛋白质合成

速度的加快导致消耗含硫氨基酸，因此在指数和稳定

期观测到硫酸盐同化途径的上调表达[24]。YAN 的缺乏

导致氨基酸前体的数量不足，从而导致过量 H2S 的释

放[2]。然而，目前无研究确定苹果酒发酵过程中避免

H2S 释放所需的最小 YAN 量，但本研究结果表明，在

UCD522 菌株发酵过程中，YAN 的浓度应远高于   

208 mg N/L。 

2.3  酵母菌可同化氮消耗量 

为了进一步探究 UCD522 在苹果酒发酵过程中

如何消耗酵母可同化氮源，所以分别测定发酵第 

24 h、第 72 h 和结束时的 YAN 残留量（表 3）。由 

表 3 可知，在不同的时间点，YAN 消耗率可影响

UCD522 硫化氢的释放。中浓度处理下，接种后 24 h

内 YAN 下降 43.79%；高浓度处理下，此时段 YAN

下降 53.97%；相反，此时段低浓度处理的 YAN 总浓

度增加 8.00%，达 92.88 mg N/L。72 h 时，低和中浓

度处理的 YAN 浓度分别为 5 .04  mg  N/L 与 

6.08 mg N/L；而高浓度处理的 YAN 浓度最高，为

18.54 mg N/L。在最初的 72 h 内，酵母菌消耗了

94.14%到 97.08%左右的 YAN 起始总量（以中浓度处

理为最高，达 97.08%）。发酵结束时，低、中和高浓

度处理中的 YAN 浓度各上升至 6.86、21.39 和 

142.56 mg N/L（表 3）。对于这三种处理，H2S 的生产

始于 YAN 耗尽（图 1 和表 3)，此时 YAN 水平低于

140 mg N/L-酿酒酵母果酒发酵所需最低 YAN 浓度。 

表3 3种不同处理下发酵过程中不同时间总酵母可同化氮（YAN）的残留量 

Table 3 The residual total Yeast Assimilable Nitrogen at different time throughout fermentation under three different treatments 

处理 24 h/(mg N/L) 72 h/(mg N/L) 结束时/(mg N/L) 

86（低浓度） 92.88±3.91 5.04±0.21 6.86±0.18 

208（中浓度） 116.91±1.76 6.08±0.32 21.39±0.75 

433（高浓度） 199.29±5.74 18.54±0.79 142.56±4.11 

注：数值表示为平均值±标准差（n=3）。 
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2.4  酵母菌可同化氮的组成变化 

分析 PAN、铵盐、尿素和精氨酸，四种 YAN 组

分在苹果酒发酵过程中与 H2S 生成的关系。本研究发

现发酵液中 PAN 和铵盐是主要的 YAN 组分，其次是

尿素（图 3），精氨酸含量最低。 

 

图3 比较在24 h、72 h和发酵结束时铵盐、尿素、精氨酸和PAN占实时YAN总浓度的百分比（n=3） 

Fig.3 Comparison of average ammonia, urea, L-arginine and PAN percentage of total YAN concentration observed at 24-hour, 72-hour 

and end of fermentations (n=3) 

注：水平行是相同的处理，垂直列是相同的时间点。 

发酵前 72 h，UCD522 消耗了大部分的 PAN 和铵

盐。铵盐仅占总 YAN 的 9.75%（图 3）。其次，低浓

度下，PAN 的最低浓度下降到 5.04 mg N/L 以下（占

总 YAN 的 45.55%）（图 3 和图 4）。而发酵结束时，

三个浓度处理 YAN 残余量中 PAN 水平均有不同程度

的升高。仅高浓度处理发酵结束后，铵盐增加量最大。

精氨酸含量较低，浓度低于 5.76 mg N/L。低与中浓度

处理的整个发酵过程中，尿素和精氨酸浓度都在持续

下降；而高浓度处理中，两种组分先下降，从 72 h 上

升直至发酵结束（图 4）。仅高浓度处理，自 72 h 后，

所有四种类型的 YAN 组分的浓度持续增加直至发酵

结束。 

表 3 和图 3表明，当YAN 总浓度低于 100 mg N/L

时，YAN主要组分为PAN和尿素，范围从 54.54%（高

浓度处理，结束）到 91.06%（低浓度处理，72 h）。在

整个发酵过程中，不同处理显著影响UCD522对四种氮

源的利用。从发酵的 24 h 到 72 h，高浓度处理条件下，

PAN（107.54 mg N/L）作为酵母首选氮源，其次是铵盐

（84.34 mg N/L）；而中浓度处理中，UCD522优先利用

铵盐（56.49 mg N/L）而不是PAN（35.44 mg N/L）；在

低浓度处理条件下，酵母菌首先消耗 PAN       

（53.09 mg N/L），其次是铵盐（10.60 mg N/L）。所有

浓度处理，在此阶段发酵过程中，尿素仅被消耗  

21.34 mg N/L（低浓度处理）（图 4a）。 
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图4 4种氮源在24~72 h（a）和 72 h至发酵结束（b）期间的

浓度变化（n=3） 

Fig.4 The profile of 4 types of nitrogen source during 24-hour to 

72-hour (a) and 72-hour to end of fermentation (b) (n=3) 

注：每个垂直列是相同的处理，每个水平垂直行是相同的

苹果酒发酵阶段，平均值±SEM。 

从 72 h 至发酵结束期间，由于受到酵母自溶的影

响，可观察 YAN 浓度升高（表 3）。总的趋势是 PAN

的释放量高于其他氮源，分别为 40.53、15.50 和 

1.02 mg N/L，对应高、中、低浓度处理。铵盐释放量

变化趋势类似，但差异较大，分别为高浓度 

52.56 mg N/L，中浓度 0.53 mg N/L，低浓度 

0.55 mg N/L，高浓度处理与其他浓度处理相差近 

100 倍。同时，尿素和精氨酸释放量较低。 

高浓度下，UCD522 分泌的四种 YAN 组分浓度由

高至低依次为铵盐、PAN、尿素和精氨酸。中浓度处

理中，酵母主要释放 PAN，而其他 YAN 组分则以极

低的水平释放。相反，UCD522 在此期间消耗部分精

氨酸（0.74 mg N/L）。最后，仅低浓度处理下，UCD522

释放大量 PAN 的同时，消耗尿素（0.09 mg N/L） 

（图 4b）。因此，四种 YAN 组分的含量不仅受 YAN

起始浓度的影响，还受酵母自溶的影响。 

研究发现，铵盐为 UCD522 同化的主要 YAN 组

分。图 4 中的结果证明在三种浓度处理下，铵盐作为

的主要 YAN 组分，在发酵的前 72 h 被 UCD522 大量

利用于生物量的形成。这种偏好刺激酵母菌的生长，

并导致 YAN 的总体利用率增加。含硫氨基酸是 PAN

的组成成分，其消耗是导致产生 H2S 的重要原因之  

一[25]。铵盐的加入延迟了 PAN 的吸收（图 4a），是由

于 UCD522 更倾向于代谢无机氮，其次是 PAN。所有

浓度处理发酵，自 24 h 后，UCD522 消耗大量 PAN

分，且释放不同量的 H2S（图 1）。如，中浓度处理，

UCD522 消耗大部分 PAN，导致其 H2S 释放量最高 

（表 2 和图 4a）。因此，在苹果汁发酵过程中，优化

铵态氮的来源可以降低 H2S 的含量。 

不同 YAN 初始浓度处理，皆在发酵接近或达到

稳定期后，酵母自溶释放 YAN 组分。除 PAN 外，

UCD522 释放其他 YAN 组分的趋势差异较大。如，在

发酵结束时，仅高浓度处理 UCD522 菌株释放四种氮

源（图 4b）。酿酒酵母释放氮源通常发生在发酵的后

期，这是由于高累积乙醇浓度造成的膜通透性增加和

溶质有效转运减少[26]。Valero 等[27]证实某些氨基酸作

为 NAD(P)H 再氧化的一种机制被积极释放。 

尿素与精氨酸被认为是酵母菌的非首选氮源[28]。

本研究发现二者的消耗量远低于铵盐和 PAN，特别是

高浓度处理下，UCD522 仅释放少量 H2S。其原理是，

当存在铵盐和 PAN 等优选氮源时，抑制代谢非优选氮

源的氮分解代谢阻遏通路（ Nitrogen Catabolite 

Repression，NCR）[28]。另外，由于酒精发酵中酿酒

酵母只可同化精氨酸四分子氮中的三个，所以精氨酸

并非酵母优选氮源[29]。在生产条件下，酵母菌更倾向

于同化铵盐和 PAN
[23]。正如 Ough 报告[30]，酒精发酵

过程中，尿素被尿素酰胺酶羧化，通过别法酯产生两

分子氨。但精氨酸的代谢与此反应的衔接存在不确定
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性，导致尿素过量积累，随之释放在苹果汁/苹果酒中

（图 4b）。此外，如前所述，发酵环境既影响尿素的

释放率，又影响其重吸收率，而高浓度的铵盐抑制酵

母对尿素的重吸收[31]。综上，酿酒酵母代谢尿素和精

氨酸极为复杂性，因此在本试验中，YAN 初始浓度并

非唯一决定因素。 

3  结论 

研究表明，苹果酒发酵过程中，不同 YAN 初始

浓度对UCD522的发酵动力学和H2S的形成具有较强

的调节作用。苹果汁中的 YAN 初始浓度与 UCD522

的 H2S 释放量不具相关性，其中，中浓度处理 H2S 释

放量最高，为 288.25 μg/100 mL（H2S 释放时长为 132 h

左右）；而高浓度处理最低，为 44.13 μg/100 mL；仅

在低浓度处理发酵中，发酵速率[3.84 g/(d·L)]与 H2S

生成速率[31.68 μg/(d·100 mL)]呈正相关（R
2：0.95， 

P＜0.000 1）。同时，进一步证实苹果酒发酵的前 72 h，

酵母 UCD522 能够有效地利用氮源，总 YAN 消耗率

为 94.14%以上，包括铵、PAN、尿素和精氨酸；自第

72 h 以后释放至少 6.86 mg N/L 的 YAN 组分。通过分

析 UCD522 在苹果酒发酵中对 YAN 组分的同化与释

放，可为苹果酒发酵中 YAN 的补充策略提供理论。

综上，本研究为苹果酒发酵提供实验依据，同时为抑

制 H2S 形成与苹果酒发酵 YAN 管理提供理论基础，

可建立更优的苹果酒发酵控制管理系统。 
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