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红曲霉的分离鉴定及其在米酒中的应用
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公司成都分公司，四川成都 610000）（3.中国轻工业酿酒生物技术及智能制造重点实验室，四川宜宾 644000）

摘要：为满足米酒的多元化发展需求，该实验以筛选得到的红曲霉进行红曲米酒发酵，并通过单因素与正交

试验进行红曲米酒发酵工艺优化并进行挥发性风味物质的测定。试验从红曲米中分离筛选到 1 株霉菌，依据形态和

ITS 序列鉴定，确定该菌株为紫色红曲菌（Monascus purpureus），命名为 JXY。以此红曲霉制作的小曲、活性干酵

母为糖化发酵剂，糯米为原料，经工艺优化发酵后的红曲米酒色泽淡红，澄清透亮，酒香浓郁，富含淡淡的清香，

是一款具有红曲独特风格的低酒度新型保健米酒。此红曲米酒的最佳工艺条件为：料液比 1:2.0 g/mL，发酵时间 8 d，

红曲霉种子液接种量体积分数 6‰，pH 值 6.0，发酵温度 28 ℃。在此最佳条件下，红曲米酒酒精度为 13.21%vol，

经 10 名专业人员品评后得到感官评分达最高 92 分，同时通过挥发性风味物质测定发现酯类物质种类共有 8 种，醇

类物质相对含量达到 82.22%。这对红曲霉在米酒酿造中的应用和红曲米酒的品质提升有一定指导作用。
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Abstract: In order to satisfy the diversified development needs of rice wine, in this experiment, the screened Monascus 

was used for Hongqu rice wine fermentation, and the fermentation process of Hongqu rice wine was optimized by the single 

factor and orthogonal tests, and volatile flavor substances were determined. One mold strain was isolated and screened 

from Hongqu rice, and according to morphology and ITS sequence identification, the strain was determined was Monascus 

purpureus (named JXY). Using the Xiaoqu made by this Monascus, active dry yeast as the saccharification and fermentation 

agent, glutinous rice as the raw material, the Hongqu rice wine produced via the optimized fermentation process was light red 

in color, clear and translucent, with rich wine aroma and soft fragrance, thereby being a new type of low-alcohol healthy rice 

wine with a unique style of Hongqu. The optimal process conditions for this Hongqu rice wine were: material-liquid ratio, 

1:2.0 (g/mL); fermentation time, 8 d; inoculation volume fraction of Monascus seed liquid, 6‰; pH value, 6.0; fermentation 
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甜米酒是我国传统的健康酒饮，通常以糯米为

原料，通过根霉和酵母等微生物发酵制成 [1] 。甜米

酒种类繁多，不同地区具有很大差异性。红曲霉是

一类小型丝状腐生真菌，其代谢产物在食品、药品

领域应用广泛。由红曲霉接种于大米发酵得到的红

曲具有防腐、解毒、消食活血、健脾之功效 [2] 。红

曲酒作为一种传统保健酒 [3] ，在我国已有 1 000 多

年的历史。在发酵过程中，红曲霉具有糖化力和酯

化力 [4] ，通过代谢生成醌类、酚类和酸类等物质 [5] ，

这些物质丰富了米酒的风味和口感，对产品质量有

很大贡献 [6] 。因此，红曲霉被认为是酒类合成脂肪

酸酯最重要的微生物之一 [7] 。而红曲甜米酒作为保

健型的功能食品在生产中添加红曲发酵是为了利用

红曲在酿造中能够产生的多种有益次生代谢产物，

这些有益次生代谢产物进入酒体后，对米酒的外观、

色泽以及营养保健价值都有所提升，从而改善米酒

的口感、视觉感官等 [8] 。

近年来国内对米酒的研究主要集中在对某些特

定原料及地域性米酒品质的分析 [9,10] 、对米酒生产工

艺的研究仅限于利用酒曲发酵及其对香气成分的影

响 [11] 、对创新提高米酒功能特性的米酒的研究 [12] 以

及米酒中米淀粉晶体结构对其的质量影响研究 [13] ，

而以红曲霉、酿酒酵母等微生物酿造米酒的发酵工

艺条件研究鲜见报道。米酒产品以糯米为主，难以

满足多样性的消费需求，为丰富米酒的种类和提升

不同经济作物的食用价值，需开发一种新型米酒。

红曲米是我国常用的一种食品着色剂  [14] ，由稻米

经红曲霉（Monascus purpureus）发酵而成。试

验从红曲米中分离出红曲霉纯培养菌株，将其用

于米酒的发酵优化，从而提升米酒品质，以期得

到一款具有红曲独特风格的米酒，满足米酒的多

元化发展需求。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

糯米、红曲米、土豆，市售；黄酒活性干酵母，

湖北安琪酵母股份有限公司。

亚硫酸氢钠、氢氧化钠、硫酸、苯酚、酒石酸

钾钠、EDTA、葡萄糖、乙酸钠、磷酸氢二钾、柠

檬酸氢二铵（分析纯），成都市科隆化学品有限公

司；牛肉粉、琼脂粉、蛋白胨（生化试剂），北京奥

博星生物技术有限责任公司。

1.2 主要仪器设备

CP214 电子天平，奥豪斯仪器有限公司；

SW-CJ-1F 净化工作台，上海博迅实业有限公司医

疗设备；LRH-150-B 生化培养箱，广东泰宏君科学

仪器股份有限公司；CI54DS立式自动压力蒸汽灭器，

致微仪器公司；ZWYR-D2403 智城恒温培养箱振荡

器，上海智城分析仪器制造有限公司；LS-0610 干

燥箱，杭州乐乾科学仪器有限公司；1000A 多功能

粉碎机，永康市红太阳机电有限公司；MaxQ4000
大型台式恒温冷冻摇床，天津市泰斯特仪器有限

公司；LM79-j10 酒精计，成都东立恒达科技有限

公司。

1.3 培养基

马铃薯葡萄糖培养基（PDA）：马铃薯 200 g/L，
葡萄糖 20 g/L，琼脂粉 20 g/L。用于红曲霉菌株的

纯化、活化和保存。

1.4 试验方法

1.4.1 红曲霉菌株的分离与纯化

取少量红曲米，加入带有玻璃珠的无菌水三角

瓶中，摇床培养 30 min，接种环蘸取，在 PDA 培

养基平板上划线分离，28 ℃恒温培养 48 h，长出白

色或红色绒毛状菌丝，挑取单菌落转移接种于 PDA
斜面试管培养基上纯化培养 7 d，重复上述纯化操

作 3 次，即可得到红曲霉的纯菌株。

1.4.2 红曲霉菌株的鉴定

1.4.2.1 菌株DNA的提取流程

菌体裂解及抽提→沉淀→洗涤→ DNA 收集

1.4.2.2 引物设计

ITS1 ：5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′。
ITS4 ：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′。

temperature, 28 ℃ . Under this optimal condition, the alcohol content of Hongqu rice wine was 13.21%vol, and the sensory score 

reached the highest 92 points during the evaluation by 10 professionals. Meanwhile, a total of 8 types of ester substances and 

82.22% relative content of alcohols were found through the determination of volatile flavor substances. This has a certain 

guiding effect on the application of Monascus in rice wine brewing and the quality improvement of Hongqu rice wine.

Key words: Monascus; rice wine; orthogonal experiment; process optimization; sensory scores
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1.4.2.3 菌株序列扩增

PCR 反应条件为：94 ℃预变性 3 min ；94 ℃变

性 30 s ；55 ℃退火 30 s ；72 ℃延伸 90 s ；72 ℃补充延

伸 10 min，共 30 个循环。反应体系：10× Buffer 2.5 μL ；

25 mmol/L Dntp 2.0 μL ；MgCl2 2.0 μL ；10 μmol/L 正向引

物 1.0 μL ；10 μmol/L 反向引物 1.0 μL ；5 U/μL EXTaq
酶 0.5 μL ；DNA 模板（原液稀释 20 倍）1.0 μL ；

ddH2O 15.0 μL。
1.4.2.4 PCR产物电泳检测

PCR 扩增效率用质量分数 1% 琼脂糖凝胶电泳

确认，将目的片段送至上海杰李生物公司测序。

1.4.2.5 微生物多样性系统发育分析

PCR 扩增产物送到上海杰李生物公司测序，将

测序结果在 NCBI 中运用 BLAST 比对，用 MEGA6
软件制作系统发育树，分析菌株的种属及其系统发

育关系。

1.4.3 三角瓶曲种的制备

参照纯种麸曲制曲工艺 [15] 。装入灭菌后的 50 g 麸

皮、水 50 mL 于 500 mL 三角瓶中，搅拌均匀，121 ℃
下灭菌 20 min。制作菌悬液加 10 mL 无菌水到培养

好的红曲霉试管中，制成均匀分散的菌悬液，取

25 μL 稀释 105 的菌悬液于显微镜下镜检。接种取

10 mL 红曲霉菌悬液倒入灭菌好的麸皮内，搅拌均

匀，在 30 ℃下呈堆积状进行培养。培养每隔 8 h 摇

瓶 1 次，32 h 摊平，摇床培养 4~5 d。培养好的三

角瓶曲种用于小曲制作。

1.4.4 红曲霉小曲制作方法

1.4.4.1 工艺流程

糯米→粉碎→过筛→烘干→三角瓶分装→加水拌和

（加入三角瓶曲种）→人工成型→入箱培养→成曲

1.4.4.2 操作要点

粉碎：将 200 g 糯米粉碎成粉，用 100 目筛子

筛出 1/4 作为细粉，即粗糯米粉 150 g，细糯米粉

50 g。三角瓶分装：按照粗粉质量分数 2%、细粉质

量分数 4%，称粗糯米粉 3 g，细糯米粉 2 g 装入三

角瓶备用。加水拌和：计算出体积分数 42% 水分所

需加水量，混合后用手将 1.4.3 中的三角瓶曲种与

粗粉揉捏成团子形状放入空托盘内，将所得的团子

裹上细粉定形，准备 4 层纱布与橡胶圈。将做好的

曲放入托盘中，喷上无菌水让托盘表面保持湿润后，

放入 28~30 ℃培养 4~5 d。

1.4.5 红曲米酒的酿造

1.4.5.1 工艺流程

糯米挑选→清洗→浸泡→蒸饭→淋冷→拌曲→搭窝、

糖化→过滤、澄清→成品

1.4.5.2 操作要点

糯米挑选：原料要求颗粒饱满，无虫蛀、无霉

变、无其他杂质。洗米、浸米：取 2 000 g 糯米，放

入白色橡胶框加水浸泡 24 h。蒸饭：用实验室高压

蒸汽锅蒸 40 min 左右。淋冷：将蒸好的饭放于纱布

上，用无菌水冲冷，使米饭快速降温至 35 ℃左右。

黄酒活性干酵母的活化：酵母用量为投料量的质量

分数 1‰。取 2.5 g 活性干酵母在 50 mL 质量分数

2% 蔗糖液中 38~40 ℃复水活化，自然降温到 34 ℃
以下活化 15~30 min。糖化发酵：将加曲后的米饭装

入发酵罐中，搭成喇叭型的凹窝，表面再撒上少许

小曲、酵母，充分搅拌均匀，待酒体分层糯米下沉

后即可发酵结束。过滤：将发酵结束后的醪糟用 4
层纱布过滤后得到原液成品米酒。煎酒：煎酒的目

的是灭菌，以利于久藏。考虑到乙醇沸点为 78 ℃，

故将温度设在 60 ℃，维持 30 min [16] 。

1.4.6 红曲米酒发酵条件优化

1.4.6.1 单因素试验

影响发酵效率的因素较多，研究表明 [17] 接种量、

发酵时间、发酵温度和料液比等因素对液态发酵影

响较大。试验选择红曲霉种子液接种量体积分数

（移入种子液的体积和接种后培养液体积的比例）

分别为 2‰、4‰、6‰和 8‰ ；发酵时间分别为 2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11 和 12 d ；发酵温度

分别为 26、27、28 和 29 ℃；料液比（糯米量 : 水，

g/mL）1:1.0、1:1.5、1:2.0、1:2.5 和 1:3.0 ；pH 值分

别为 4.0、5.0、6.0 和 7.0，以感官评分和酒精度的

含量为指标，确定各因素的最佳发酵条件。

1.4.6.2 正交试验

根据单因素试验所得发酵条件，在料液比

1:2.0 g/mL，发酵时间 8 d 的条件下，选择发酵温度、

红曲霉种子液接种量和 pH 值 3 个因素对感官质量

的交叉影响进行 L9（33）正交试验，因素与水平编

码如表 1 所示。

表 1  正交试验因素与水平

Table 1 Orthogonal test factors and levels

水平 A 发酵温度 /℃ B 接种量 /‰ C pH 值

1 27 4 5

2 28 6 6

3 29 8 7

1.4.7 理化指标测定方法

小曲糖化力的测定，采用斐林试剂滴定法 [18] ；
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酒精度的测定，采用酒精计法 [19] 。

1.4.8 感官评分方法

评定小组由 10 名试验人员组成，主要针对酒

的外观，香气，滋味和风格进行评价 [20] ，评定标准

见表 2。

表 2  红曲米酒感官评定标准

Table 2 Sensory evaluation standard of Hongqu rice wine

指标 评分标准 分数 / 分

外观
(15 分 )

淡黄色 1~4

橙红色 5~10

柔和的宝石红色 11~15

香气
(35 分 )

香气不突出，有异味 1~10

香气较淡，无异味 11~24

纯正醇和的发酵酒香，无异味 25~35

滋味
(40 分 )

甜酸醇涩失调，口感粗糙 1~10

酸甜适度略欠醇和厚实，口感较细腻 11~25

甘甜可口醇厚绵甜，口感细腻 26~40

风格
(10 分 )

色、香、味不协调，风格不明显 1~5

酒体协调，具有红曲黄酒独特风格 6~10

1.4.9 挥发性风味物质测定方法

采用顶空 - 固相微萃取（HS-SPME）法处理样

品，取发酵结束后的红曲米酒 5 mL 加入到 15 mL
样品瓶中，分别加入 1.5 g NaCl、50 μL 2- 辛醇和磁

力转子后，将样品瓶放于 50 ℃水浴磁力搅拌加热台

上预热 5 min，萃取针经 230 ℃老化处理 30 min 后

插入样品瓶，于 50 ℃恒温水浴条件下萃取 45 min，
插入 GC-MS 分析仪器进样口，解析 5 min，采集样

品数据。

气相色谱 -质谱条件：DB-WAX（60 m×250 μm 
×0.25 μm）色谱柱；载气为高纯 He，流量 1 mL/min，
进样口温度 230 ℃；程序升温：初始温度为 40 ℃保

持 2 min，然后以 10 ℃ /min 升至 110 ℃保持 3 min，再

以 5 ℃ /min 升至 150 ℃保持 2 min，最后以 8 ℃ /min
升至 230 ℃，保持 6 min。电子离源（EI），70 eV
电子能量，采集模式为全扫描，质量范围 20 ~550 u，
离子源温度 230 ℃。

定性：挥发性风味物质成分利用质谱全离子扫

描模式下的总离子流图谱，依据色谱保留时间和质

谱信息、NIST 标准谱库比对结果以及参考相关文

献相结合的方法进行定性分析。

定量：采用内标法，各挥发性风味物质成分质

量浓度计算公式如下：

X =
A′×C

A                                                                                                      （1）

式中：

X——香气物质质量浓度，μg/L ；

A′——测得挥发性风味物质的峰面积；

C——内标物质量浓度，μg/L ；

A——内标物的峰面积。

1.5 数据处理方法

每组试验均重复 3 次，试验结果均用“平均值

± 标准偏差”表示，用 Excel 2022 软件对数据进行

处理，用 SPSS 22.0 软件进行显著性检验。

2  结果与分析

2.1 红曲霉分离纯化

在 PDA 固体培养基上，菌株于 30 ℃培养 3~4 d
后可见白色团状菌丝，7 d 后菌丝转为红色，红色

素扩散至整个培养基中，菌落形态图如图 1a 所示，

与郑平等 [21] 在分离培养基上红曲霉的观察结果相

似。菌株在显微镜下形态特征如图1b所示。按照《真

菌鉴定手册》 [22] 所描述的红曲霉菌丝形态特征对筛

选的红曲霉纯菌株进行分类鉴定，初步确定该菌株

为红曲霉属（Monascus）。

  

图 1 红曲霉的菌落形态及菌丝形态

Fig.1 Colony morphology and hyphal morphology of Monascus

注：（a）菌落形态；（b）菌丝形态。

图 2 菌株 PCR 扩增电泳图

Fig.2 PCR amplification electropherogram of the strain
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图 3 系统树构建图

Fig.3 System tree construction diagram

2.2 红曲霉鉴定

2.2.1 DNA凝胶电泳图

对试验菌株进行 PCR 扩增，如图 2 知，该基因

片段在 750 bp 左右，属于正常范围。Maker 和样品

的条带亮度较高，表明 PCR 扩增效果较好。

2.2.2 系统发育树

将该菌株测序结果在 NCBI 进行 BLAST 比

对，并采用邻接法构建系统发育树，结果如图 3 所

示。根据 BLAST 比对，菌株与 Monascus fumeus 
JF776162.1 相似性达到 99.00%，且在系统发育树中

聚于同一分支，可以确定菌株为红曲霉（Monascus 
purpureus），并将其命名为 Monascus purpureus JXY。

2.3 红曲霉小曲的制备结果

图 4 红曲霉制作的小曲

Fig.4 Xiaoqu made by Monascus

由图 4 可得，制得的小曲形态为球体形状，其

表面生长红曲霉的菌落，部分位置可见有菌丝长

出，闻起来有浓烈香味。测得该小曲的糖化力

553.3 U/g，与陈小琴等 [23] 制备的 4 种小曲的糖化力

122.40a、 102.93b、 91.07c、 102.27b U/g 相比， 糖化力更

高。可能是红曲霉可代谢生成多种酶类，如葡萄糖

淀粉酶、葡萄糖苷酶等，有利于将淀粉水解为葡萄

糖，故添加红曲霉的小曲要比普通小曲以及添加石

斛小曲的糖化力更高，而较高糖化力有利于发酵更

完全，发酵所得红曲米酒更醇厚。

2.4 红曲米酒发酵条件优化单因素试验

2.4.1 料液比对酒精度和感官评分的影响

图 5 料液比对酒精度和感官评分的影响

Fig.5 Effect of material fluid ratio on alcohol content and 

sensory scores

注：不同试验组米酒酒精度或感官评分的差异用字母表

示，无相同字母的差异显著（P＜0.05）；下同。

由图 5 可知，随着料液比不断增加，感官评分

呈先稳定上升后缓慢下降的变化趋势，酒精度呈先

缓慢上升后稳定下降的变化趋势。这是因为料液比

太小时，发酵液中底物浓度太大，酵母很难起酵，

感官评分较低，发酵后醪液的乙醇含量也不高；料

液比太大时，发酵液底物浓度变小，可发酵性糖含

量减少，发酵过程低缓，感官评分降低，发酵液酒

精度降低。因此，在料液比 1:2.0 g/mL 时，淀粉
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的转化达到平衡状态，感官评分达到峰值，酒精

度为 13.30%vol 较合理，酒体较协调，口感醇厚，

风味突出，感官评分达到最高 88 分，显著高于

其他组（P＜0.05）。李刚凤等 [24] 对天麻米酒发酵进

行工艺优化，其料液比为 1:2.0 g/mL 时，天麻米

酒的感官评分最高达到 87 分，酒精度为 8%vol，
制得天麻米酒口感饱和、风味清香、醇香浓郁。故

确定最佳料液比为 1:2.0 g/mL。

2.4.2 发酵时间对酒精度和感官评分的影响

发酵时间与微生物的生长阶段密切相关。如

图 6 所示，随着发酵时间延长，红曲米酒的感官评

分先逐渐上升后缓慢下降，酒精度先逐渐上升后略

有下降。这可能是因为发酵前期 2~3 d 时，红曲霉

处在自身生长阶段，酵母菌可用营养物质不足，未

能及时进行后酵过程，导致感官评分较低，香气物

质缺乏；但随着发酵时间延长到 9~12 d 时，红曲

米酒中的糖分被酵母彻底转化为酒精，发酵过度，

酒精度普遍较高（其略有下降可能为乙醇挥发所

致），酒味浓烈，糖度下降，感官评分降低，所以

适宜的发酵时间可保证红曲米酒的最佳口感。本

试验在 8 d 时，感官评分达最高值 95 分，酒精度

为 12.80%vol 较合理，显著高于其他发酵时间

（P＜0.05）。与孔凡利等 [25] 进行番石榴米酒酿造工

艺优化时，得到当发酵时间为 8 d 时，番石榴米酒

酒色澄清，口感佳，感官评分最高的研究结果相似。

故选择 8 d 为红曲米酒的最佳发酵时间。

图 6 发酵时间对酒精度和感官评分的影响

Fig.6 Effect of fermentation time on alcohol content and 

sensory scores

2.4.3 红曲霉种子液接种量对酒精度和感官评分

的影响

接种量是决定发酵过程中微生物生长的重要因

素，对红曲米酒的色泽、风味、成分都有影响。由

图 7 可知，随着红曲霉种子液接种量升高，酒精度

稳定上升，感官评分呈先上升后下降的变化趋势。

这可能是因为接种量小时，发酵缓慢，感官评分较

低；接种量大时前期发酵旺盛，酒精度过高，酒味

变重，略带苦涩味，感官评分降低。因此接种量体

积分数 6‰时米酒的感官评分最高达到 90 分，显著

高于其他接种量（P＜0.05），其糖化旺盛，酒体香

气协调，醇甜适口，无苦涩味，典型性好。陈雪

梅等  [26] 使用红曲霉发酵米酒的研究显示，接种量

偏高或偏低都会导致甜米酒的色、香、味欠佳，

根据实验选择适宜的接种量尤为重要，过高则会

增加生产成本。故本试验确定最适接种量为体积

分数 6‰。

图 7 接种量对酒精度和感官评分的影响

Fig.7 Effect of inoculum size on alcohol content and 

sensory scores

2.4.4 pH值对酒精度和感官评分的影响

pH 值是微生物生长和产物合成过程中重要的

生理参数之一，会影响菌体对养分的吸收和代谢产

物的分泌，红曲霉在 pH 值 4.0~7.0 条件下，发酵能

力最强。实验用 1 g/L 的无水柠檬酸溶液制得初始

pH 值为 4、5、6、7 的蒸馏水浸泡糯米 24 h 后进行

酒精发酵，对发酵后的红曲米酒进行酒精度的测定

和感官评价，得到的结果如图 8 所示。由图 8 可知，

随着 pH 值的增加，感官评分呈现先上升后下降的

趋势。这可能是因为初始 pH 值在 4、5、7 时影响

了红曲霉的代谢，不利于其产生红色素，米酒颜色

较暗淡，感官评分较低。因此由感官评价可以得

出 pH 值为 6.0 的米酒具有纯正、优雅、和谐的

酒香，米酒颜色鲜亮透红，感官评分显著高于其

他组（P＜0.05），且酒精度为 13.30 %vol 较合理。

蒋冬花等
 [27] 对 pH 值对红曲霉菌株产生红曲色素进

行研究，当初始 pH 值为 6.08 时，红曲米色价最高，

且有利于红色素的生成（色调值 =1.05），可丰富酒

体色泽。故确定选择红曲霉的最佳发酵 pH 值 6.0。
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图 8 pH 值对酒精度和感官评分的影响

Fig.8 Influence of pH on alcoholic strength and 

sensory scores

2.4.5 发酵温度对酒精度和感官评分的影响

发酵温度能影响微生物的生长、繁殖和新陈

代谢。图 9 表明，温度对感官评分和酒精度的影

响呈先升后降的变化趋势，而酒精度各组差异不

显著（P＞0.05）。这可能是因为在 26~28 ℃时，随

着温度的升高红曲霉的生长与酶活性都得到提高，

有利于乙醇的生产和风味物质的形成，但当温度达

到 29 ℃时，红曲霉的酶活性受到影响，造成分解

淀粉的能力降低，且有其他杂菌的繁殖，影响红曲

米酒的风味特征和口感。因此当发酵温度为28 ℃时，

米酒的感官品评得分达到峰值 90 分，发酵的红曲

米酒酸甜适中，酒体丰富，澄清透明，感官评分显

著高于其他组（P＜0.05）。艾晓莉等 [28] 对复合型米

酒发酵进行优化，在 28 ℃发酵温度下，适合糖化

酶分泌、还原糖积累和酵母菌的繁殖，从而有利于

乙醇的产生和感官品质的提高。故确定本试验最佳

发酵温度为 28 ℃。

图 9 温度对酒精度和感官评分的影响

Fig.9 Effects of temperature on alcohol content and 

sensory scores

2.5 红曲米酒发酵条件优化正交试验

由单因素试验所得最优的发酵条件，选择发酵

温度（A）、红曲霉种子液接种量（B）和 pH 值（C）
为影响因素，以酒精度和感官评分为考察指标进行 3
因素 3 水平的正交试验，结果见表 3，方差分析见表 4。

表 3  发酵条件优化正交试验结果与分析

Table 3 Results and analysis of orthogonal test for 
optimization of fermentation conditions

试验号 A B C 酒精度 /%vol 感官评分 / 分

1 27 4 5 13.40 82

2 27 6 7 13.87 85

3 27 8 6 14.53 87

4 28 4 6 13.10 84

5 28 6 5 13.21 90

6 28 8 7 14.37 83

7 29 4 7 13.22 83

8 29 6 6 13.34 85

9 29 8 5 14.67 79

k1 84.7 83.0 83.7

k2 85.7 86.7 86.0

k3 82.3 84.0 83.7

R 3.3 3.7 2.3

注：以感官评分进行极差比较。

由表 3 及表 4 可知，通过极差分析可得 3 个因

素对酒精产量影响的大小程度为 B＞A＞C ；即红曲

霉种子液接种量＞发酵温度＞pH 值，即最佳发酵条

件为 A2B2C2，即发酵温度 28 ℃、红曲霉种子液接

种量体积分数 6‰、pH 值为 6.0。在此条件下进行

验证试验，所得红曲米酒成品感官评分为 92 分。

表 4  正交试验结果方差分析

Table 4 Analysis of variance of the results of the 
orthogonal tests

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性

A 0.209 2 0.202 5.14 *

B 2.804 2 2.715 5.14 *

C 0.085 2 0.082 5.14

误差 3.10 6

注：“*”表示对试验结果影响显著（P＜0.05）。

2.6 红曲米酒质量检测结果

用单因素试验与正交优化后得到的最佳因素水

平进行红曲米酒发酵，得到的红曲米酒酒精度为

13.21%vol，感官评分为 92 分，这与姚远等 [29] 将酵

母应用于米酒能提高酒体中醇类物质的相对含量及

石思文等 [30] 将羊肚菌应用于米酒发酵优化后酒精度
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含量达到最高为 10.9%vol，感官评价为 97 分相比，

红曲霉应用于米酒发酵优化后酒精度更高，感官品

质较好，整体也具有广阔的市场前景。感官指标评

价结果如表 5 所示。

表 5  感官评价结果

Table 5 Results of the sensory evaluation

指标 评价标准
感官评
分 / 分

外观 色泽淡红，澄清透亮，无沉淀，无分层 13

香气 酒香浓郁，富含淡淡的清香，风味独特 33

滋味 酒体醇和，清爽适口，绵柔微甜 37

风格 酒体丰满醇和，具有红曲米酒独特风格 9

2.7 红曲米酒挥发性风味物质测定结果

由表 6 可以看出，通过 HS-SPME 对最佳因素

水平发酵得到的红曲米酒进行测定，共检测出挥发

性风味物质 16 种，主要为醇类和酯类。酯类物质

种类最多，共 8 种，其中辛酸乙酯相对含量最高为

3.19%。醇类物质相对含量最多达到 82.22%，其中

苯乙醇相对含量最高为 36.11%，其次是异戊醇相对

含量为 27.20%。酮类物质共有 2 种，相对含量为

4.32%。因而利用红曲霉较强的发酵力和酯化力可

以得到醇类物质含量高和酯类物质种类多的米酒。

表 6  挥发性风味物质占比结果

Table 6 Proportion of volatile flavor substances

序号 挥发性风味物质 百分含量 /%

醇类

1 环丁醇 15.01

2 异丁醇 2.76

3 异戊醇 27.20

4 正庚醇 0.61

5 苯乙醇 36.11

6 丙三醇 0.53

酯类

7 乙酸异戊酯 1.47

8 正己酸乙酯 1.41

9 辛酸乙酯 3.19

10 癸酸乙酯 2.97

11 乙酸苯乙酯 2.56

12 十二酸乙酯 0.43

13 十四酸乙酯 0.54

14 十六酸乙酯 0.88

酮类
15 仲辛酮 1.76

16 3- 羟基 -2- 丁酮 2.56

3  结论

本试验从红曲米中筛选纯种红曲霉制作小曲，

通过米酒制作工艺流程制得红曲米酒，并通过对米

酒酒精度的测定与感官评价，采用单因素试验和正

交试验优化红曲米酒的发酵工艺条件，得出最佳发

酵工艺条件为：料液比 1:2.0 g/mL，发酵时间 8 d，
红曲霉种子液接种量体积分数 6‰，pH 值 6.0，发

酵温度 28 ℃。在此最佳条件下，酿造红曲米酒的

酒精度 13.21%vol，感官评分达到 92 分，且其挥

发性风味物质中酯类物质最多，共有 8 种，醇类物

质相对含量达到 82.22%，酿造出的红曲米酒口感

醇厚绵甜，色泽鲜艳透亮，独具红曲风格。综上，

红曲霉的添加以及合适的发酵工艺条件可以让红

曲米酒具有其独特的红曲特色并提升红曲米酒的

感官品质。本文丰富了红曲霉在米酒中的应用研

究，并可为企业的红曲米酒规模化生产提供技术

支撑。
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