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浓香型大曲中产香微生物的筛选及鉴定 
 

明红梅
1
，郭志

1
，周健

1
，陈蒙恩

1
，许德富

2
，姚霞

1
 

（1.四川理工学院生物工程学院，四川自贡 643000）（2.泸州老窖股份有限公司，四川泸州 646000） 

摘要：本研究从传统浓香型大曲微生物资源中筛选产香功能性微生物，研究其与大曲香味物质之间的联系，并对产香功能菌株

进行分子生物学鉴定。采用传统微生物分离法从不同发酵阶段的浓香型大曲中分离纯化获得细菌 22株，酵母 6 株。以小麦固体培养

基为底物对各细菌、酵母菌株进行单菌产香实验，经闻香评价，菌株 X19 和 J3发酵后能产生浓郁的香味。采用顶空固相微萃取-气相

色谱-质谱联用技术对这两株菌的发酵产物进行挥发性成分检测，发现菌株 X19 和 J3的发酵产物中香味物质种类丰富，其中吡嗪类物

质、苯乙醇、愈创木酚等香味物质为浓香型大曲的重要香味成分。因此，可初步认定菌株 X19和 J3为浓香型大曲的产香功能菌。经

形态学观察和分子生物学鉴定，菌株X19为地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis），菌株 J3 为异常威克汉姆酵母（Wickerhamomyces 

anomalus）。 
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Abstract: Aroma-producing microorganisms were screened from traditional Luzhou-flavor daqu microbial resources. The relationship 

between aroma-producing microorganisms and flavoring substances in Luzhou-flavor daqu was also investigated. Functional aroma-producing 

microorganisms were identified using various molecular biology techniques. Multiple strains of bacteria (22) and yeast (6) were isolated and 

purified from the various fermentation stages of Luzhou-flavor daqu by traditional microbial separation. The bacterial and yeast strains were 

separately cultured in wheat solid growth medium, and tested for single-strain aroma production. The individual strains X19 and J3 were 

observed to produce rich flavors post-fermentation by a sensory evaluation (smell test). The volatile components present in the fermentation 

products of the two strains were identified by headspace solid phase micro extraction-gas chromatography-mass spectrometry (SPME-GC-MS). 

This analysis identified a number of flavor substances in the fermentation products of the two strains. Among these, pyrazine, phenylethanol, 

and guaiacol were identified as important flavor substances present in Luzhou-flavor daqu. Therefore, the two strains were primarily identified 

as the functional aroma-producing microorganisms present in Luzhou-flavor daqu. Morphological observation and molecular biology 

identification analyses have identified the X19 and J3 strains as types of Bacillus licheniformis and Wickerhamomyces anomalus, respectively. 
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浓香型大曲是一种含有微生物菌系、微生物酶系

和复合曲香香味物质的微生态制品，故大曲被认为是

一种发酵生香剂，其质量好坏直接影响到大曲酒的品

质和风味特征。名优大曲酒生产企业具有独特的地域 
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资源优势，拥有生态的制曲和酿酒资源，包括地理条

件、气候条件、水质条件以及在这样的环境中滋生和

孕育的微生物类群。这些微生物类群中蕴藏着大量的

酿酒功能菌，对白酒风味物质产生、风格形成及质量

变化有着密切的相关性[1]。大曲微生物是传统白酒发酵

不可缺少的微生物资源之一，包括细菌、霉菌、酵母

菌等。这些微生物利用原料中的淀粉、蛋白质等营养

物质繁殖代谢，分泌白酒酿造过程中所需要的淀粉酶、

糖化酶、酯化酶、蛋白酶等各种酶，在生物酶和温度

的作用下，经过一系列复杂的化学和生物化学反应进

http://www.cnki.net/KCMS/detail/search.aspx?dbcode=CJFQ&sfield=inst&skey=%e6%b3%b8%e5%b7%9e%e8%80%81%e7%aa%96%e8%82%a1%e4%bb%bd%e5%85%ac%e5%8f%b8&code=0258777;0258777;0167908;
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而产生众多的芳香成分。这些芳香类物质对形成大曲

及白酒的香气成分起着重要的作用[2]。其中细菌和酵母

是生成大曲中芳香类物质的主要菌源。因此，挖掘和

开发名优酒企业宝贵的菌种资源，构建微生物菌种资

源库，对名优酒实现异地再现具有现实意义。 

目前，浓香型大曲微生物的研究主要集中在菌种

的分离、筛选和鉴定上，以及对微生物区系中微生物

的种类、数量、分布及其变化规律的研究，随着现代

分离分析技术的发展，对大曲风味物质的研究正在逐

步开展，但是，对于微生物与风味物质之间的联系的

研究还有待深入[3]。本研究主要对不同发酵阶段中高温

浓香型大曲的细菌和酵母
[4]
进行筛选，分析鉴定其挥发

性代谢产物，探寻与大曲香味成分之间的联系，以期

找到产香性能突出的菌株，改良大曲发酵功能菌群，

为提高浓香型大曲质量和改善白酒风味奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料及仪器 

1.1.1  大曲样品 

选取泸州老窖制曲生态园不同曲库中安曲后及第

1 d、3 d、5 d、7 d、9 d、15 d、30 d、60 d、90 d、120 

d 的曲样。分别整块粉碎后过 40目筛，采用四分法浓

缩至 150 g，装于无菌袋 4 ℃冰箱贮存备用。 

1.1.2  培养基 

细菌分离、保藏培养基主要采用牛肉膏蛋白胨培

养基；酵母分离、保藏培养基主要采用马铃薯葡萄糖

培养基[5]； 

细菌种子培养基：蛋白胨 10 g，氯化钠 2.5 g，葡

萄糖 5 g，蒸馏水500 mL，pH 7.4~7.6； 

酵母种子培养基：葡萄糖 20 g，胰蛋白胨20 g，

酵母浸出膏 10 g，蒸馏水 1000 mL，pH5.0~5.5； 

小麦固体培养基：取 80 g 适度粉碎的小麦于 250 

mL三角瓶中，调节小麦原料含水量 36%~40%。 

1.1.3  试剂 

TaqDNA polymerase，dNTPs，DL2000TMDNA 

Marker，均购自宝生物工程（大连）有限公司；蛋白

酶 K，购自 Merck 公司；溶菌酶，购自 Sigma 公司；

琼脂糖、丙烯酰胺、N,N’-亚甲基双丙烯酰胺、去离子

甲酰胺均购自 Solarbio；引物由上海英潍捷基生物技

术公司合成。 

1.1.4  仪器与设备 

GZ-250-M 恒温培养箱，韶关市广智科技设备有

限公司；SW-CJ-1F 型超净工作台，苏州苏洁净化设备

有限公司；VEGA 3 SBU 型扫描电子显微镜，德国

NETZSCH公司；50/30 μm DVB/CAR/PDMS 固相微

萃取头，美国 Supelco 公司；手动 SPME 进样器，美

国 Supelco 公司；15 mL 带硅橡胶垫的样品瓶，美国

Supelco公司；Agilent 6890N-5975B气相色谱-质谱联

用仪，美国安捷伦公司；My Cycler 型 PCR 仪，美国

BIA-RAD 公司；SC-805 凝胶成像系统，上海山富科

学仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细菌及酵母的分离、纯化 

微生物的分离培养采用稀释平板涂布法。准确称

取 1 g 大曲样品，置入装有 99 mL无菌水的三角瓶中，

震荡 30 min。然后用移液枪吸取 1 mL震荡均匀的菌

悬液，置入装有 9 mL 无菌水的试管中，震荡均匀，

以此 10 倍逐级稀释至10
-7。 

取 10
-5、10

-6、10
-7 三个稀释度的菌悬液分别在牛

肉膏蛋白胨培养基和马铃薯葡萄糖培养基上进行平板

涂布，细菌于 37 ℃下倒置培养24 h；酵母于 28 ℃下

倒置培养 48 h。待长出菌落后，选取具有典型酵母菌

和细菌特征的菌落进行划线分离、纯化，镜检后编号，

接种于斜面试管中保藏。 

1.2.2  固态产香实验 

分离的各细菌、酵母菌株分别接入对应的种子培

养基中，细菌于 37 ℃下培养 18 h后，调节种子液浓

度至 10
8个/mL。酵母于 28 ℃下培养 48 h 后，调节种

子液浓度至 10
7 个/mL。然后按 10%接种量接种于灭

菌处理后的小麦固体培养基中，细菌于37 ℃培养 9 d，

酵母于 28 ℃培养9 d。 

1.2.3  产香性能测定 

对各细菌、酵母菌株的发酵产物跟踪（0~9 天）

进行感官评价。其中，发酵产物香味良好的菌株需

进一步跟踪（0~9 天）分析其发酵产物的挥发性成

分变化。 

1.2.3.1  固态发酵产物感官评价 

由10名经过闻香训练的人员组成评价小组，对

各菌株固态发酵后的样品进行外观、气味评价。 

1.2.3.2  固态发酵产物的挥发性成分检测 

固相微萃取条件：精确称取经研磨后的样品 4.0 g

于 15 mL 的进样瓶中，置于 60 ℃的水浴中平衡 15 

min，顶空吸附 30 min 后于 230 ℃气质联用仪解析 3 

min 后进行鉴定。 

气相色谱条件：毛细管色谱柱为DB-WAX，规格

为（60 m×250 μm，0.25 μm）；手动无分流进样，进样

口温度 250 ℃；程序升温：初始温度40 ℃，保留 1 min，

以 3 ℃/min 的速率升至 180 ℃，再以 2.5 ℃/min 的速
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率升至 230 ℃，保留10 min；汽化室温度 250 ℃；载

气 He，流速 1 mL/min。 

质谱条件：EI电离源，电子能量 70 eV，扫描范

围 20~500 u，离子源温度 250 ℃；接口温度 230 ℃。 

1.2.4  产香菌株鉴定 

对筛选出的产香性能突出的菌株采用电子扫描显

微镜进行形态观察，并进行分子生物学鉴定。酵母采

用 18S rDNA 分子生物学鉴定，引物设计为 NL-1：

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 和 NL-4 ：

GGTCCGTGTTTCAAGACGG；细菌采用 16S rDNA

分子生物学鉴定，引物设计为 27F： GAGTTT 

GATCMTGGCTCAG 和 1492R ：TACGGYTACCT 

TGTTACG。利用 PCR 扩增技术分别对 18S rDNA和

16S rDNA 进行扩增后送样测序，将测序结果在国际

GeneBank 中进行 BLAST 比对，利用 MEGA4.0 软件

进行多重序列同源性比对分析，并采用邻接法

（Neighbor-Joiningmethod）构建系统发育树[6]。 

2  结果与分析 

2.1  微生物分离结果 

采用稀释平板涂布法对不同发酵阶段大曲样品中

的细菌、酵母进行分离，选取具有典型酵母菌和细菌

特征的菌落进行纯化，结合显微镜下的细胞形态，最

终获得细菌 22株，分别编号为 X1-X22；酵母 6 株，

分别编号为 J1-J6。 

2.2  固态产香结果 

2.2.1  固态发酵产物感官评价结果 

将分离获得 22株细菌、6 株酵母的种子液接种至

小麦固体培养基中培养，然后对各菌株发酵产物进行

外观、气味评价，其中 4 株细菌、2 株酵母发酵后香

气较好，其发酵 9 d 后的固态产物感官评价结果如表 1

所示。 

表 1 各菌株固态发酵产物感官评价 

Table 1 Sensory evaluation of solid fermentation products 

produced by different microbial strains 

菌株编号 外观描述 气味描述 

X5 棕褐色 香味淡薄、有酱味 

X12 棕黄色 香味淡薄、有甜味 

X19 深褐色 香味浓郁 

X20 棕黄色 香味淡薄，略有酱味 

J1 保持小麦原色 香味淡薄 

J3 保持小麦原色 酒香味浓郁 

 

由表 1 可见，各菌株发酵小麦固体培养基后所产

生的感官特征各异。细菌菌株 X19、X5、X12、X20

和酵母菌株 J3、J1发酵后产物有令人愉悦的香味，可

初步确定为具有产香性能的菌株。细菌菌株 X19经过

37 ℃发酵 9 d 后，发酵基质为深褐色，并且产生浓郁

的香味。酵母菌株 J3经过 28 ℃发酵 9 d 后，发酵基

质保持小麦原色，酵母菌体在基质上生长十分丰富，

整个基质呈现有白色。通过嗅闻气味后，发酵基质带

有浓郁的酒香味。 

其它细菌菌株发酵后均未产生令人愉悦的香味，

或保持小麦原味、甚至产生刺鼻的氨味、怪味。其它

酵母菌株发酵后均未产生令人愉悦的香味，或无味、

甚至产生怪味。综合来看，细菌菌株 X19 和酵母菌株

J3 的产香性能较为突出，可做为下一步挥发性发酵产

物研究的菌株。 

2.2.2  固态发酵产物挥发性成分测定结果 

对X19，J3两株菌发酵9 d的固态产物采用顶空固

相微萃取-气相色谱-质谱联用技术测定其中的挥发性

物质[7~9]，其萃取的挥发性物质的总离子流色谱图分别

如图1、图2所示，分析鉴定出的挥发性物质分别如表2，

表3所示。 

 
图 1 X19 发酵产物挥发性物质 GC-MS 总离子流色谱图 

Fig.1 GC-MS total ion current chromatogram of volatile 

substances present in the fermentation product of X19 

由表 2 可以看出，细菌菌株 X19 发酵小麦固体培

养基后共获得 24 种挥发性化合物。这些化合物多属于

吡嗪类化合物、芳香族化合物、酚类化合物等物质。

其中吡嗪类化合物最多，其含量超过了挥发性物质总

量的 50%，主要包括 2,5-二甲基吡嗪、2,3,5,6-四甲基

吡嗪、2,3,5-三甲基吡嗪等。吡嗪类化合物具有烘焙香、

坚果香，在浓香型大曲香味的组成中具有比较重要的

地位
[10]
。苯乙醇、愈创木酚、苯甲醛这些物质均在大

曲中检测到，也是大曲香味成分的组成部分[11]。苯乙

醇、3-羟基-2-丁酮、苯甲醛、吡嗪类化合物等也是浓

香型白酒的风味物质[12]，白酒中的这些风味成分有可 
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能是由大曲带入。 

表 2 X19 发酵产物挥发性物质测定 

Table 2 Volatile substances identified in X19 fermentation 

products 

保留时间/min 物质名称 相对含量/% 

13.07 2,4,5-三甲基恶唑 0.33 

15.49 2-甲基吡嗪 0.11 

16.07 3-羟基-2-丁酮 0.26 

16.23 十三烷 0.10 

17.07 2,5-二甲基吡嗪 14.89 

18.61 2,3,5,6-四甲基吡嗪 46.74 

19.59 2,3,5-三甲基吡嗪 24.58 

20.62 3-乙基-2,5-甲基吡嗪 0.14 

21.08 2-乙基-3,5-二甲基吡嗪 0.41 

22.42 2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪 1.67 

22.70 苯甲醛 1.69 

22.90 十五烯 0.08 

24.80 2-硝基-3-氰基吡啶 0.07 

25.83 糠醇 0.03 

28.09 萘 0.05 

30.57 愈创木酚 3.60 

30.95 苯甲醇 0.08 

31.53 抗氧剂 264 0.07 

31.75 苯乙醇 0.50 

33.47 苯酚 0.52 

33.99 4-乙基-2-甲氧基苯酚 0.60 

36.30 3-乙基氨基苯酚 0.07 

36.77 4-乙烯基-2-甲氧基苯酚 0.96 

38.27 邻苯二甲酸二异丁酯 0.13 

对菌株X19的发酵产物跟踪进行感官和挥发性成

分分析，结果表明：随着发酵时间的延长，发酵基质

在外观上从小麦原色至深褐色，发酵基质气味从小麦

原味到香味微弱、有酱味，最终呈现浓郁的香味。发

酵前期并未从发酵基质中检测到苯乙醇、愈创木酚，

随着发酵进行，苯乙醇、愈创木酚的含量随之增高，

到发酵第 9 d 时这两种物质的色谱峰达到峰值。吡嗪

类物质含量随着发酵时间的延长不断累积，到第 9 d

时色谱峰达到峰值。 

表 3 可以看出，酵母菌株 J3 发酵小麦固体培养基

后共获得 28 种挥发性物质。在这些挥发性物质中，苯

乙醇的相对含量最高，达到 55.35%。苯乙醇具有玫瑰

香味、蜂蜜香味，在大曲香味中的贡献较高。发酵产

物中也含有吡嗪类物质、愈创木酚、2-正戊基呋喃等

大曲香味成分[13]。苯乙醇、愈创木酚等物质也是白酒

中的香气成分，大曲可能是白酒中这些物质的来源之

一。 

表 3 J3 发酵产物挥发性物质测定 

Table 3 Volatile substances identified in the J3 fermentation 

products 

保留时间/min 物质名称 相对含量/% 

3.29 乙醇 0.76 

13.26 双戊烯 1.32 

13.52 
4-甲基-1-（1-甲基乙基）- 

双环[3.1.0]-2-己烯 
0.36 

13.62 桉叶油醇 2.27 

14.21 2-正戊基呋喃 1.00 

15.45 邻-异丙基苯 0.73 

17.17 2,5-二甲基吡嗪 0.70 

17.34 2,6-二甲基吡嗪 0.39 

19.54 2,3,5-三甲基吡嗪 3.55 

20.29 2-甲基-1-苯基丙烯 0.59 

21.45 2,3,5,6-四甲基吡嗪 13.28 

21.56 2-乙基己醇 3.14 

22.12 2-乙酰基呋喃 0.55 

22.41 2-羟基-4,6 二甲基苯甲醛 0.45 

22.69 苯甲醛 0.99 

25.04 二乙二醇乙醚 0.14 

25.43 gamma-丁内酯 0.32 

25.88 乙酰苯 0.36 

26.68 异戊酸 0.57 

28.08 萘 1.23 

28.92 
2,2,3,3,4,4,4-七氟-N- 

（2-苯乙基）-丁酰胺 
0.24 

30.56 愈创木酚 0.46 

30.64 2-甲基萘 0.44 

31.53 抗氧剂 264 1.05 

31.76 苯乙醇 55.35 

32.95 2-乙酰基吡咯 0.24 

33.98 4-乙基-2-甲氧基苯酚 0.37 

36.71 4-乙烯基-2-甲氧基苯酚 2.84 

对菌株 J3 的发酵产物跟踪进行感官和挥发性成

分分析，结果表明：随着发酵时间的延续，发酵基质

由原来的小麦原味、无香味，演变为浓郁的酒香味。

刚开始发酵原料中并无苯乙醇的存在，到发酵第 9d

时色谱峰达到峰值。愈创木酚、2-正戊基呋喃、2,3,5-

三甲基吡嗪等物质在发酵过程中含量波动变化、不稳

定，发酵过程中这些物质有可能存在生成及转化两方

面的作用，还有待进一步研究。 

综合来看，细菌菌株 X19 发酵产生吡嗪类物质能

力较强，酵母菌株 J3 发酵产生苯乙醇的能力较强，该
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两株菌发酵后能产生吡嗪类物质、苯乙醇、愈创木酚

等多种对大曲香味成分有重要贡献的香味物质。其部

分发酵产物和白酒风味物质之间也存有内在联系。因

此，可初步认定细菌菌株 X19 和酵母菌株 J3 为浓香

型大曲的产香功能菌。 

 

图 2 J3 发酵产物挥发性物质 GC-MS总离子流色谱图 

Fig.2 GC-MS total ion current chromatogram of volatile 

substances present in the fermentation products of the J3 strain 

2.3  产香菌株鉴定结果 

 

图 3 基于 16S rDNA序列同源性构建的菌株 X19系统发育树 

Fig.3 Phylogenetic tree for the X19 strain based on 16S rDNA 

sequence homology 

 

图 4 基于 18S rDNA序列同源性构建的菌株 J3系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree for the J3 strain based on 18S 

rDNA sequence homology 

经对 X19、J3 菌体进行 DNA 提取[14]、目的片段

PCR 扩增后，将 PCR 产物送往上海杰里公司测序，

测序结果在 GeneBank 数据库中进行比对，结果表明，

菌株 X19 与Bacillus licheniformis JX 036281.1 相似性

为 99%；菌株 J3 与 Wickerhamomyces anomalus JQ 

665242.1 相似性为 99%。利用 Mega4.0 软件通过 N-J

法对菌株 X19、J3 分别构建系统发育树，结果如图 3、

图 4 所示。电镜检测菌株 X19、J3 的形态结果见图 5、

图 6。根据菌株 rDNA 的相似性、系统发育树和菌体

形态，初步鉴定 X19 为地衣芽孢杆菌（Bacillus 

licheniformis ）， J3 为 异 常 威 克 汉 姆 酵 母

（Wickerhamomyces anomalus）。 

 

图 5 电镜下菌株 X19 形态图 

Fig.5 Electron microscope individual form diagram of the X19 

strain 

 
图 6 电镜下菌株 J3形态图 

Fig.6 Electron microscope individual form diagram of the J3 

strain 

3  结论 

3.1  我国的名优大曲酒企业拥有生态酿酒环境及资

源优势，环境中栖息着大量的酿酒功能菌群。本研究

以浓香型大曲为研究对象，采用稀释平板涂布法从不

同阶段的发酵大曲中共分离得到细菌 22 株，酵母 6

株。分别接种至小麦固体培养基进行产香实验，经闻

香评价发现编号为 X19 和 J3 的菌株能产生浓郁的香

味。进一步采用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱联用

技术对菌株 X19、J3的发酵产物进行挥发性物质检测，

发现这两株菌发酵后产生了种类较为丰富的香味物

质，如 2,3,5-三甲基吡嗪、2,3,5,6-四甲基吡嗪、苯乙

醇、愈创木酚等。这些物质在浓香型大曲香味物质的

组成中占有重要地位。可初步认定菌株 X19 和 J3 为

浓香型大曲的产香功能菌。经分子生物学鉴定，X19

为地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis），J3为异常威

克汉姆酵母（Wickerhamomyces anomalus）。 

3.2  研究结果表明：从浓香型大曲中筛选获得的产香

功能细菌和产香功能酵母，其发酵产生大曲香味成分

的能力各不相同，以致产生不同风味的固态发酵产物，

这可能是浓香型大曲具有复合曲香的原因之一。本研

究采用了单菌发酵实验研究产香菌的挥发性成分及其

变化，对于产香菌发酵产生大曲重要香味成分的形成

机理和影响因素以及多菌共酵的发酵效果，相互作用
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等还有待在后续实验中进行研究。 
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