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摘要：本研究从陶融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陶融型大曲中分离纯化获得细菌 37 株，酵母 22 株。以小麦固体培养基为

底物对各菌株进行单菌产香实验，经闻香评定，菌株 YSY04 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

术对这该菌株的发酵产物进行挥发性成分检测，发现该菌株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、

2,3-丁二醇和萜烯类等香味物质为陶融型大曲的重要香味成分。因此，可初步认定菌株 YSY04 为陶融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 YSY04 为异常威克汉姆酵母（Wickerhamomycesanomalus）。 
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Abstract: Aroma-producing microorganisms were screened from the microbial resources of pottery-flavored daqu. The relationship 

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

aroma-producing microorganisms were identified using various molecular biology techniques. Multiple strains of bacteria (37) and yeast (22) 

were isolated and purified from the various fermentation stages of pottery-flavored daqu by traditional microbial separation. Each strain was 

separately cultured in wheat solid growth medium. The sensory evaluation (smell test) showed that the individual strain YSY04 could produce 

strong flavors after fermentation. The volatile components present in the fermentation products of the strains were identified by headspace 

solid-phase micro extraction-gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS). This analysis identified a number of flavor 

substances in the fermentation products of the strain. Among them, pyrazine, phenylethanol, guaiacol, 2,3-butanediol, and terpenes were 

identified as important flavor substances present in pottery-flavored daqu. Therefore, the strain was primarily identified as the functional 

aroma-producing microorganism present in pottery-flavored daqu. Morphological observation and molecular biology identification analysis 

confirmed that the YSY04 strain belonged to the species Wickerhamomyces anomalus. 
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陶融型大曲是一种富含微生物菌群、菌系及复合

曲香的微生态制品，具有糖化、发酵和生香等功能，

其质量优劣直接影响到陶融型白酒的品质和风味特

征。仰韶陶融型大曲是指在仰韶地域自然环境、生产

原料、酿造工艺等因素的前提下，制造的陶融型白酒

专用大曲[1]。大曲中所富含的细菌、霉菌和酵母菌等

是酿造陶融型白酒所不可缺少的重要微生物资源，这

些微生物能够利用原料中的淀粉、蛋白质等营养物质 

122 

收稿日期：2017-03-15 

作者简介：陈蒙恩（1988-），男，工程师，硕士研究生，主要从事白酒酿造

方向研究 

进行繁殖代谢，分泌陶融型白酒酿造过程中所需的糖

化酶和淀粉酶等各种酶系。酿酒原料中的淀粉等大分

子物质在生物酶和特定条件下，经过一系列复杂的生

化反应而产生种类众多的芳香类物质，这些芳香类物

质对大曲酒特有香味成分起着重要贡献作用[2,3]。因

此，研究和挖掘名优白酒企业的功能性微生物资源，

对于构建微生物菌种资源库及实现名优酒异地再现具

有重要意义[4]。 
目前，陶融型大曲微生物的研究主要集中在菌种

分离、筛选、鉴定，以及区域微生物种类、数量、分

布及变化规律等方面，对大曲中挥发性风味成分的研
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究正中逐步开展，但对于微生物与风味物质之间联系

的研究还处于起步阶段。本研究以仰韶陶融型白酒酿

造用大曲为样本，对不同发酵阶段的大曲微生物进行

筛选[5]，同时进行实验室发酵实验，分析鉴定其挥发

性代谢产物，探索微生物与陶融型大曲香味成分之间

的联系，以期找到产香性能独特突出的菌株，优化陶

融型大曲发酵功能菌群，为提高陶融型大曲质量及陶

融型白酒风味奠定基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料及仪器 

1.1.1  大曲样品 
选取河南仰韶酒业有限公司生物技术公司不同曲

房中安曲后第 1、3、5、7、9、15、30、60、90、120 
d 的曲样。采用四点中心法进行取样，样品粉碎后过

40 目筛，四分法浓缩至 150 g，装于无菌袋内，4 ℃贮

存备用。 
1.1.2  培养基 

细菌与酵母的分离、保藏培养基分别采用北京奥

博星生物技术有限责任公司生产的营养琼脂和WL 营

养琼脂培养基； 

细菌种子培养基：葡萄糖 15 g/L，胰蛋白胨 5 g/L，
牛肉膏 5 g/L，NaCl 5 g/L，纳他霉素 1 g/L，pH 7.0； 

酵母种子培养基：酵母粉 10 g/L，蛋白胨 20 g/L，
葡萄糖20 g/L，豆芽200 g/L，氨苄青霉素1 g/L，pH 6.0； 

小麦固体培养基：取 200 g 适度粉碎的小麦于 500 
mL 三角瓶中，调节小麦原料含水量至 37%左右。 
1.1.3  试剂 

DNA Ladder 2000、DL 2000 TMDNA Marker，均

购自宝生物工程（大连）有限公司；2×Tap PCR Master 
Mix、BioSpin 试剂盒，购自西安热摩尔公司；T-19 载

体、DH5α感受态细胞，购自 TAKARA 公司；蛋白酶

K、溶菌酶、酵母 DNA 基因组快速提取试剂盒、溴酚

蓝、Tris 平衡酚和引物等，均购自生工生物工程（上

海）股份有限公司。 
1.1.4  仪器与设备 

SF-CT-1A 净化工作台，上海三发科学仪器有限公

司；VEGA 3 SBU 型扫描电子显微镜，德国 NETZSCH
公司；50 μm/30 μm DVAB/CAR/PDMS 固相微萃取头，

美国 Supelco 公司；三合一自动 SPME 进样器，美国

Supelco 公司；20 mL 带硅橡胶垫的样品瓶，美国

Supelco 公司；DHP9272 电热恒温培养箱，上海一恒

科技有限公司；Thermo Fishier1300-1310 气相色谱-质
谱联用仪，美国赛默飞公司；K960PCR 热循环仪，杭

州晶格科学仪器有限公司；紫外仪：北京六一生物科

技有限公司：全温摇瓶柜：苏州培英实验设备有限公

司；高速台式离心机：SIGMA 公司；立式压力蒸汽灭

菌器：上海申安医疗器械厂。 

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 100 μL 震荡均匀的菌

悬液，置入装有 900 μL 无菌水的离心管中，震荡均匀，

以此 10 倍逐级稀释至 10-7。取 10-5、10-6和 10-7三个

稀释度的菌悬液分别在营养琼脂和WL 营养琼脂培养

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 108 个/mL。酵母于 28 ℃下培养 36 h 后，调节种

子液浓度至 107 个/mL。然后按 5%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 10 d，
酵母于 28 ℃培养 10 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（0~10 d）
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（0~10 d），并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 5 名国家级白酒评委与 5 名省级白酒评委成评

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 3.0 g 样品放入顶空瓶

中，盖上瓶盖，70 ℃顶空萃取 30 min，将萃取头取出

插入 GC-MS 进样口，230 ℃下解析 5 min 后进行

GC-MS 分析。 
气相色谱条件：毛细管色谱柱为 DB-FFAP，规格

为（60 m×250 μm×0.25 μm）；250 ℃条件下自动不分

流进样；程序升温：35 ℃保持 10 min，10 ℃/min 到

130 ℃、保持 2 min，6 ℃/min 到 230 ℃、保持 30 min；
载气：高纯度氦气，流速为 0.81 mL/min。 

质谱条件：EI 电离源，电子能量 70 eV，扫描范

围 30~550 u，离子源温度 230 ℃，接口温度 250 ℃。 
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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 799F：AACAGGA 
TTAGATACCCT 和 1492R：GGTTACCTTGTTACG 
ACTT。利用 PCR 扩增技术分别对 18S rDNA 和 16S 
rDNA 进行扩增后送样测序，将所得序列提交

GenBank 数据库中进行 BLAST 检索，将所测序列提

交 NCBI，并索取序列登录号。用 Clusta-X 软件对序

列进行比对及人工校正，利用 Mega5.1 软件构建 N-J
系统发育树[6]。 
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2  结果与讨论 

2.1  微生物分离结果 

将分离到的菌株菌落，通过多次划线纯化挑取，

并接种于平板培养基中。经过菌落形态特征排重，结

合镜检下细胞形态，最终从仰韶陶融大曲中分得细菌

37 株（编号 YSB01~YYB37）、酵母菌 22 株（编号

YSY01~YSY22）。 

2.2  固态产香结果 

2.2.1  固态发酵产物感官评价结果 
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 外观形态 气味评价 

YSB01 棕褐色 香味淡薄、有酱味 

YSB07 棕黄色 香味淡薄、有甜味 

YSB12 深褐色 香味淡薄 

YSB13 棕黄色 味淡薄，略有酱味 

YSB14 棕黄色 香味淡薄 

YSB20 黄褐色 有焦糊味 

YSB25 淡黄色 略有酱味 

YSB37 深褐色 略有曲香味 

YSY01 白色 略有酒香味 

YSY04 保持小麦原色 酒香味浓郁、甜味 

YSY12 保持小麦原色 香味淡薄 

YSY19 浅白色 有甜味 
YSY21 白色 酒香味淡薄 

将分离获得的 37 株细菌和 22 株酵母种子液接种

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 8 株细菌和 5 株酵母发酵后

香气较好，其发酵 10 d 后的固态产物感官评价结果如

表 1 所示。 
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，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。其中，酵母菌株

YSY04 经过 28 ℃发酵 10 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

浅白色。经过品评小组文献鉴定，其发酵基质带有浓

郁的酒香味及甜味。其它菌株发酵后均未产生令人愉

悦的香味，或保持小麦原味、或无味、甚至产生刺鼻

怪味。综合来看，酵母菌株 YSY04 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 

 
图1 YSY04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 products of the YSY04 

strain 

对株菌 YSY04 发酵 10 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[7,8]测定其中的挥发

性物质，其萃取的挥发性物质的总离子流色谱图如图

1 所示，分析鉴定出的挥发性物质分别如表 2 所示。 
由表 2 可以看出，酵母菌株 YSY04 发酵小麦固

体培养基后共获得 60 种微量挥发性成分。从含量上

看，含量最高的化合物是醇类，以 2,3-丁二醇为主，

占到 48.07%，高级醇在白酒中不但呈香呈味，而且还

是醇甜和助香的主要物质来源，对酒体风味的形成起

着重要的作用[9]。其次是芳香族化合物和酸类化合物，

含量分别为 17.18%和 13.37%。芳香族化合物具有香

味突出、阈很低、香势强和味优雅等特点，主要以苯

乙醇为主[10]，酸是构成白酒口感的重要化合物，也是

白酒中酯类物质的重要来源。 
酚类化合物共检测到 3 种，分别为愈创木酚、4-

乙基愈创木酚以及 4 乙烯基愈创木酚，这几个酚类虽

然含量不高，但它们的呈香阈值低，是酒体中水果香、

辛香、丁香味的来源之一[11]。吡嗪类化合物检测到 8
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种，占 9.82%，这类化合物香势强、香味阈值低，具

有烘焙和坚果的香气，赋予酒体典型、优雅的风格[12]，

其中 2,3,5,6-四甲基吡嗪是白酒中的功能成分，具有扩

张血管，改善血液循环的作用。杂环类检测出 7 种，

其中的呋喃类是白酒中的重要风味化合物，主要贡献

甜香、焙烤香和青草香等香气。萜烯类检测出 2 种，

占 0.15%，该类物质嗅觉阈值低，一般都具有玫瑰花

香，对酒体芳香风格具有重要贡献作用[13]。 
综上所述，酵母菌株 YAY04 具有产苯乙醇、吡嗪

类、酚类、杂环类和萜烯类等多种香味物质的能力，

这些物质对陶融型大曲香味成分具有重要贡献作用，

其中的部分发酵产物和白酒风味成分之间有着内在联

系。因此，可初步认定酵母 YSY04 为陶融型大曲的

一株产香功能菌。 
表2 YSY04 发酵产物挥发性物质测定 

Table 2 Volatile substances identified in YSY04 fermentation products 
化合物名称 保留时间/min 面积 面积百分比/% 

十四烷 22.33 28150967.00 0.12 

苯乙醇 32.26 3143628555.00 13.69 

苯乙酸 43.33 81739912.00 0.36 

乙酸苯乙酯 30.52 463944607.00 2.02 

甲酸-2-苯乙酯 30.08 26243781.00 0.11 

丁酸-β-苯乙酯 31.55 89944810.00 0.39 

2-甲基丁酸-2-苯乙酯 33.23 132471474.00 0.58 

2-甲基萘 31.44 5430829.00 0.02 

4-乙烯基-2-甲氧基苯酚 37.04 619268183.00 2.70 

愈创木酚 31.33 110893194.00 0.48 

4-乙基-2-甲氧基苯酚 34.29 23414330.00 0.10 

棕榈酸乙酯 37.45 278503238.00 1.21 

顺-9-十六碳烯酸乙酯 37.82 15628282.00 0.07 

油酸乙酯 41.07 2762047.00 0.01 

棕榈酸异丙酯 37.17 21353719.00 0.09 

十五酸乙酯 35.83 10579298.00 0.05 

13-甲基十四烷酸乙酯 35.32 5831812.00 0.03 

辛酸乙酯 22.96 24327152.00 0.11 

9-癸烯酸乙酯 27.94 17869254.00 0.08 

丁酸乙酯 29.67 140320398.00 0.61 

2,3-环氧丙酸乙酯 30.40 32402902.00 0.14 

硬脂酸乙酯 40.67 1243959.00 0.01 

(2S,3S)-(+)-2,3-丁二醇 25.15 5972183004.00 26.01 

(2R,3R)-(+)-2,3-丁二醇 25.85 5065644063.00 22.06 

异丁醇 7.01 28561056.00 0.12 

异戊醇 9.60 12061399.00 0.05 

2,3-丁二酮 12.26 70850457.00 0.31 

3-羟基-2-丁酮 20.58 463072536.00 2.02 

羟基丙酮 21.09 11945860.00 0.05 

2,5-二甲基吡嗪 21.39 49055022.00 0.21 

三甲基吡嗪 22.79 248804008.00 1.08 

2,3-二甲基-5-乙基吡嗪 23.71 158401246.00 0.69 

2,3,5,6-四甲基吡嗪 24.00 1564484878.00 6.81 

2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪 24.57 99189619.00 0.43 

   转下页
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2,5-二甲基-3-甲基丁基吡嗪 28.28 68951088.00 0.30 

2,3，5-甲基-6-异戊基吡嗪 28.62 46382536.00 0.20 

2-乙酰基-3-5-二甲基吡嗪 30.28 20189862.00 0.09 

乙酸 23.19 515020236.00 2.24 

异丁酸 25.38 452090533.00 1.97 

异戊酸 27.37 1579179056.00 6.88 

L-苹果酸 34.93 490594800.00 2.14 

壬酸 36.15 11631883.00 0.05 

正癸酸 37.78 17726686.00 0.08 

肉豆蔻酸 45.94 1398294.00 0.01 

棕榈酸 53.23 1505742.00 0.01 

2-乙酰基呋喃 24.68 65740984.00 0.29 

1-乙酰-四氢吡啶 30.95 35240744.00 0.15 

2-乙酰基吡咯 33.46 100574717.00 0.44 

2-甲基-3-羟基-4-吡喃酮 33.55 215602277.00 0.94 

2-吡咯甲醛 34.40 71539110.00 0.31 

N-氨基四氢吡咯 40.41 9136499.00 0.04 

反式-橙花叔醇 34.00 16664012.00 0.07 

合金欢醇 37.62 17300662.00 0.08 

甲瓦龙酸内酯 43.89 26789065.00 0.12 

DL-泛酰内酯 34.58 103545444.00 0.45 

N-异丁基乙酰胺 29.03 67777613.00 0.30 
甲基十四烷醚 39.33 3904190.00 0.02 

2.3  产香菌株鉴定结果 

 
图2 基于18S rDNA序列同源性构建的菌株YSY04系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree of the YSY04 strain, based on 18S rDNA sequence homology 

 
图3 电镜下菌株YSY04形态图 

Fig. 3 Morphology of the YSY04 strain under an electron 

microscope  

 

经对酵母菌株 YSY04 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 YSY04 与 Wickerhamomyces anomalus strain 28L 
KJ756761相似性为 100%。利用Mega5.1软件通过N-J
法对菌株 YSY04 构建系统发育树，结果如图 2 所示。

电镜检测菌株 YSY04 的形态结果见图 3。根据菌株

18S rDNA 相似性、系统发育树及菌体形态分析，初

步 鉴 定 YSY04 为 异 常 威 克 汉 姆 酵 母

(Wickerhamomyces anomalus)。 
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3  结论 

本研究以陶融型大曲为研究对象，采用传统稀释

平板法从不同阶段的发酵大曲中共分离得到细菌 37
株，酵母 22 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 YSY04 的菌株能产生浓

郁的香味。进一步利用 HS-SPME-GC-MS 技术对菌株

YSY04 的发酵产物进行挥发性物质检测，发现这该株

菌发酵后的香味物质种类丰富，如 2,3-丁二醇、四甲

基吡嗪、苯乙醇、三甲基吡嗪、愈创木酚、反式-橙花

叔醇和合金欢醇等。这些物质是陶融型大曲香味成分

的重要组成部分，因此，可初步判定菌株 YSY04 为

陶融型大曲的产香功能菌。经分子生物学鉴定，菌株

YSY04 为异常威克汉姆酵母（Wickerhamomyces 
anomalus）。从陶融型大曲中筛选获得的产香功能菌，

其发酵产生的大曲香味成分各不相同，这可能是陶融

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，在后续的研究中将持续

展开。 
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