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HS-SPME-GC-MS结合化学计量学分析曲霉液态

发酵对晒青毛茶汤挥发性成分的影响
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摘要：通过感官评价，顶空固相微萃取 -气相色谱 -质谱结合化学计量学方法研究了曲霉液态发酵对晒青毛茶

汤香气特征和挥发性成分的影响。在香气品质方面，未发酵的晒青毛茶汤呈清香和花蜜香，利用黑曲霉发酵的茶汤

呈现脂肪香，米曲霉发酵的茶汤呈现浓郁的花果香和薄荷香，混合发酵的茶汤呈现木香，略带脂肪香。在挥发性成

分方面，米曲霉发酵后保留了最高含量的醇类（13.76%），显著提升了酯类的含量（24.76%），产生总的和特有的挥

发性成分（23 个）都最多，包括呈现薄荷气味的水杨酸甲酯和水果气味的水杨酸苯酯；黑曲霉发酵后保留了最高含量

的醛类（4.44%），且显著提升了酯类的含量（20.14%）；混合发酵显著提升了酮类（9.09%）和烃类（18.94%）的含量；

主成分分析和欧氏距离聚类表明，单独接种米曲霉发酵茶汤的挥发性成分最为独特。总体而言，单独和混合接种发酵

可以显著改变晒青毛茶汤香气特征，其中，米曲霉在茶叶液态发酵中是一种较好的产香菌株，且与黑曲霉具有协同作

用增添茶汤风味。该结果为发酵类茶产品的增香技术研究和多样化产品开发提供理论依据，促进了茶产业的多元化发展。
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茶叶中的芳香物质是所有易挥发性成分的总

称，是评价茶叶品质和市场价值的关键指标 [1] 。茶叶

香气除受到栽培技术、地理位置、季节影响外，加工

工艺也是重要的影响因素 [2-4] 。近年来，为满足消费

者对茶产品的多样化需求，单一的茶产品开始向多元

化方向发展，如速溶茶粉、茶膏、浓缩液等。液态发

酵是茶叶提质增效的一种创新工艺，即以茶叶提取物

为发酵基质，定向接种优势微生物制备多元化茶产

品。徐瑞雪等 [5] 以晒青毛茶为原料，利用茶叶自身菌

体建立了普洱茶液态发酵工艺，既解决了普洱茶发酵

工序复杂，耗时耗力的问题，同时也避免了发酵液中

茶渣不易处理的问题。赵宏朋等 [6] 将谢瓦曲霉和冠突

曲霉分别接种于云南大叶种低级绿茶汤进行液态发

酵，结果发现发酵液中茶多酚、总黄酮含量均显著降

低，茶褐素含量均显著增加，为云南大叶种低级绿茶

高值化产品的开发提供技术支撑。

曲霉是普洱熟茶渥堆发酵中的优势微生物，其

中黑曲霉在整个发酵过程中占主导地位 [7,8] 。黑曲霉

一方面可产生淀粉酶、纤维素酶和果胶酶等多种水

解酶，促进茶叶细胞壁裂解，释放内含物质，最终

形成普洱熟茶醇厚润滑的品质特征；另一方面，黑

曲霉可以显著改善茶叶香气品质。周才碧等 [9] 采用

黑曲霉发酵生产普洱熟茶，最终产品呈现香气浓纯、

汤色黑褐、滋味平和。Cao 等 [10] 研究发现，黑曲霉

发酵可以提高茶叶中香叶醇、芳樟醇氧化物、9,12-
十八碳二烯酸和 β- 紫罗兰酮等香气物质的含量。此

外，米曲霉也是渥堆发酵中主要的微生物之一。米

曲霉是一种生长快、酶系丰富、不产毒素的菌种，

常被用于增强产品风味 [11] 。Xu 等 [12] 在酱油发酵过

程利用米曲霉菌丝体，增加了酱油中挥发性风味成

分的含量。杨志伟等 [13] 采用米曲霉发酵牡蛎肉，发

酵后关键性风味成分如醇、醛、酮类化合物发生了

明显变化。然而，目前关于米曲霉在茶叶发酵中的

作用并不明晰。因此，需要进一步探索。

针对茶产品挥发性成分的研究，顶空固相微

萃取 - 气相色谱 - 质谱（Head Space-Solid Phase
Mic roex t rac t ion -Gas  Chromatography-Mass 
Spectrometry, HS-SPME-GC-MS）分析方法应用广

泛 [13,14] ，该方法通过提取茶汤中挥发性成分，然后

使用 GC-MS 技术进行分析，可以快速、准确地鉴

定和定量挥发性成分。此外，化学计量学分析方法

可以对大量的数据进行处理和解释，从而鉴别样品

之间的差异。

本研究通过 HS-SPME-GC-MS 结合化学计量学

分析方法，研究了两种曲霉单独和混合接种液态发

酵对晒青毛茶汤香气特征和挥发性成分的影响，以

期为发酵类茶产品的增香技术研究提供理论依据，

从而为茶产业的多元化发展奠定基础。

Abstract: The effects of liquid fermentation by Aspergillus on the aroma characteristics and volatile components 

of sun-dried green tea infusion were investigated through sensory evaluation, headspace solid-phase microextraction-

gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS), and chemometrics. The results show that unfermented sun-

dried green tea infusion exhibits fresh and nectar aromas, while fermentation with Aspergillus niger alone results in a fatty 

aroma. In contrast, fermentation with Aspergillus oryzae alone produces floral and fruity aromas along with a mint aroma. 

Moreover, the infusion subjected to mixed fermentation exhibits a woody aroma with a slight fatty note. Fermentation with 

Aspergillus oryzae retains the highest alcohol content (13.76%), significantly increases the ester content (24.76%), and 

produces the greatest number of total and characteristic volatile components (23), including methyl salicylate (mint aroma) 

and benzyl salicylate (fruity aroma). Fermentation with Aspergillus niger retains the highest aldehyde content (4.44%) and 

significantly enhances ester content (20.14%). Mixed fermentation significantly increases the content of ketones (9.09%) and 

hydrocarbons (18.94%). Principal component analysis and Euclidean distance clustering reveal that the volatile components 

of the tea infusion fermented by Aspergillus oryzae alone are the most distinctive. Overall, fermentation using single strains 

and mixed strains significantly alters the aroma characteristics of sun-dried green tea infusion. Specifically, Aspergillus oryzae 

is identified as a superior aroma-producing strain in liquid fermentation, exhibiting a synergistic effect with Aspergillus niger 

to enhance the flavor of tea infusion. These results provide a theoretical basis for aroma enhancement technology and the 

development of diversified fermented tea products, which support innovation in the tea industry.

Key words: sun-dried green tea; Aspergillus; fermentation; headspace solid-phase microextraction-gas chromatography-

mass spectrometry; chemometrics; volatile component
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1  材料与方法

1.1 实验材料与仪器

1.1.1 试验材料

云南大叶种晒青毛茶，由云南省临沧市临翔区

蚂蚁堆茶厂提供；黑曲霉和米曲霉均分离自普洱熟

茶发酵过程茶样，保藏于华中科技大学生命科学与

技术学院资源生物学与生物技术研究所。

1.1.2 主要仪器设备

手 动 SPME 进 样 器 和 50/30 μm DVB/CAR/
PDMS 固相微萃取头，美国 Supeclo 公司；30 m×
0.25 mm×0.25 μm HP-5MS 毛细管柱、7890 A 气相

色谱仪、5975 C 质谱仪，美国 Agilent 公司。

1.2 试验方法

1.2.1  晒青毛茶汤及曲霉孢子悬浮液制备

1.2.1.1 晒青毛茶汤制备

将晒青毛茶适当粉碎，过 30 目筛，121 ℃灭菌

20 min。然后，以 1:50（g/mL）的茶水比在无菌水

中浸提 2 h，用 8 层纱布过滤，去除茶渣，收集上清液，

得到晒青毛茶汤，标记为 SGT。
1.2.1.2 曲霉孢子悬浮液制备

将黑曲霉和米曲霉分别接种于 PDA 固体平板

培养基（马铃薯 200 g，蔗糖 20 g，琼脂 20 g，加

水至 1 000 mL，pH 自然）中，在 28 ℃条件下培养

5~7 d。使用适量无菌水制备成孢子悬浮液，使孢子

个数的浓度约为 1×107 CFU/mL。

1.2.2  曲霉液态发酵

1.2.2.1 曲霉单独发酵

分别将黑曲霉和米曲霉孢子悬浮液接种至晒青

毛茶汤中（接种量为 φ=5%），在 37 ℃，150 r/min
发酵 48 h，分别标记为 ANFT 和 AOFT，每个样品

做 3 个平行。

1.2.2.2 曲霉混合发酵

按 1:1 的菌种比例接种黑曲霉和米曲霉孢子悬

浮液至晒青毛茶汤中（总接种量为 5%），在 37 ℃，

150 r/min 发酵 48 h，标记为 AONFT。以无菌自然

发酵茶汤作为对照组（CK），发酵条件与接种发酵

组相同。每个样品做 3 个平行。

1.2.3  感官评价

茶汤颜色和香气感官审评参照 GB/T 23776-
2018《茶叶感官审评方法》。

1.2.4  挥发性成分的测定

1.2.4.1 挥发性成分提取

在顶空小瓶中加入 5 mL 样品，60 ℃磁力搅拌

条件下提取 45 min，将固相微萃取头取出后立即插

入 GC-MS 进样器，260 ℃解吸 5 min。
1.2.4.2 GC-MS 条件

采用30 m×0.25 mm×0.25 μm HP-5MS毛细管柱，

氦（纯度＞ 99.999%）为载气，流量为 1 mL/min ；

色谱柱初始温度设定为 60 ℃（保持 1 min），然后

以 3 ℃ /min 的速度增加到 160 ℃（保持 8 min），再

以 8 ℃ /min 的速度增加到 260 ℃（保持 8 min)，共

运行 62.83 min。电离方式为电轰击电离（EI）源；

电离能量 70 eV ；离子源温度 250 ℃；质量范围为

35~800 AMU。

1.2.4.3 定性和定量分析

定性分析：对质谱图进行峰面积积分，利用 NIST
谱库检索，筛选每个峰所对应的匹配度≥ 90% 的物质

并结合书籍、文献与保留时间确定挥发性成分名称。

定量分析：采用峰面积归一化法计算各挥发性

成分的相对含量。

1.3 数据分析

采用 OriginPro 2022 绘制维恩图，热图和欧

氏距离聚类分析。使用 SIMCA-P 14.1 进行主成分

分析（Principal Component Analysis, PCA）和正交

偏最小二乘法判别分析（Orthogonal Partial Least 
Squares-Discriminant Analysis, OPLS-DA）。根据变

量投影重要度（Variable Important in Projection, VIP）
和 Student t 检验判别挥发性成分对茶汤香气的贡献

度，基于 VIP ＞ 1 和 P ＜ 0.05 筛选出关键差异挥发

性成分。通过文献查阅和气味数据库（http://www.
thegoodscentscompany.com）描述化合物香气特征。

2  结果与讨论

2.1  曲霉液态发酵对晒青毛茶汤颜色和香气
特征的影响

为明晰曲霉液态发酵对晒青毛茶汤颜色和香气

特征的影响，本研究通过训练有素的小组成员对 5
组茶汤的颜色和香气进行感官描述，结果如图 1 和

表 1 所示。发酵后，无菌自然发酵茶汤颜色由浅黄

色变为橘黄色，明亮度无显著变化，而接种曲霉发

酵茶汤颜色均变为红褐色且偏暗。接种发酵后茶汤

颜色发生显著变化的主要原因是茶汤中多酚类化合
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物发生氧化聚合后转化为茶褐素 [9] 。在香气特征方面，

晒青毛茶汤香气纯正，呈清香和淡淡的花蜜香；无菌

自然发酵茶汤香气尚纯正，具有刺激性气味且略带高

火香；黑曲霉发酵茶汤香气纯正，呈现浓郁的脂肪气

味；米曲霉发酵茶汤香气纯正，呈现令人愉悦的花果

香和薄荷香；混合发酵茶汤香气纯正，呈现木香，略

带脂肪气味。综上，曲霉的种类和接种方式对晒青毛

茶汤香气特征影响显著。茶汤呈现不同的香气特征，

主要归因于挥发性成分的差异，因此，进一步探究了

曲霉发酵前后挥发性成分对香气特征的影响。

图 1 曲霉发酵前后茶汤颜色的变化

Fig.1 Changes in color of tea infusion before and after 

Aspergillus fermentation

注：SGT- 晒青毛茶汤，CK- 无菌自然发酵茶汤，ANFT-

黑曲霉发酵茶汤，AOFT- 米曲霉发酵茶汤，AONFT- 混合

发酵茶汤，下同。

表 1  曲霉发酵前后茶汤颜色和香气特征的感官描述

Table 1 Sensory description of color and aroma 
characteristics of tea infusion before and after 

Aspergillus fermentation 

样品
汤色感官
描述

香气描述

晒青毛茶汤
（SGT） 浅黄明亮

纯正，清香、淡淡的花蜜
香，尚持久

自然发酵茶汤
（CK）

橘黄明亮
尚纯正，刺激性气味、略

带高火香，持久

黑曲霉发酵茶
汤（ANFT） 红褐偏暗 纯正，脂肪香馥郁，持久

米曲霉发酵茶
汤（AOFT） 红褐偏暗

纯正，花果香、薄荷香馥
郁，持久

混合发酵茶汤
（AONFT） 红褐偏暗

纯正，木香，略带脂肪香，
尚持久

2.2  曲霉液态发酵对晒青毛茶汤挥发性成分
的影响

2.2.1  曲霉液态发酵对挥发性成分数量的影响

为进一步研究曲霉液态发酵对晒青毛茶汤挥发

性成分的影响，绘制了总离子谱图（图 2a）。根据

匹配度≥ 90%，共筛选出了 129 种挥发性成分，如

表 2 所示。在晒青毛茶汤、自然发酵、黑曲霉发酵、

米曲霉发酵和混合发酵后的茶汤中，分别鉴定出了

44、59、58、69 和 50 个挥发性成分。结果表明，

曲霉发酵显著增加了茶汤中的挥发性成分数量，其

中单独接种米曲霉发酵的影响最为显著。为了更清

晰地观察茶汤挥发性成分之间的关系，绘制了韦恩图

（图 2b）。晒青毛茶汤与自然发酵、黑曲霉发酵、米

曲霉发酵和混合发酵后的茶汤分别共有 35、27、29
和 24个挥发性成分；五种茶汤共有 20个挥发性成分。

初始晒青毛茶汤与曲霉发酵茶汤共有的挥发性成分

数量均少于与自然发酵茶汤共有的，并且曲霉发酵

茶汤中共有的成分数量各不相同，这进一步表明曲

霉种类和接种方式对茶汤挥发性成分产生较大影响。

米曲霉发酵茶汤和混合发酵茶汤共有 32 个挥发性成

分，而黑曲霉发酵茶汤和混合发酵茶汤共有 33 个挥

发性成分。这表明混合接种发酵可以同时保留黑曲霉

和米曲霉单独发酵产生的挥发性成分。黑曲霉发酵茶

汤和米曲霉发酵茶汤共有 32 个挥发性化合物，其中

21 个来自初始晒青毛茶汤，另外 11 个来自各自发酵

过程。此外，黑曲霉发酵茶汤、米曲霉发酵茶汤和混

合发酵茶汤分别特有 13、23 和 9 个挥发性成分。

图 2 （a）曲霉发酵前后茶汤中挥发性成分的总离子谱图；

（b）挥发性成分的韦恩图

Fig.2 (a) Total ion spectra of volatile components of tea 

infusion before and after Aspergillus fermentation; 

(b) Venn of volatile components
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2.2.2  曲霉液态发酵对挥发性成分含量的影响

将鉴定出的 129 种挥发性成分分为 7 类，包括

酸类（8 种）、醇类（17 种）、醛类（6 种）、酮类（6
种）、酯类（29 种）、烃类（29 种）和其他化合物（35
种），相对含量如图 3 所示。

图 3 挥发性成分的相对含量

Fig.3 Relative content of volatile components

醇类化合物通常具有花香、清香和木质香等特

殊的气味 [15] ，被认为是普洱熟茶标志性香气成分。

醇类化合物的含量在五组茶汤中的顺序依次为：晒

青毛茶汤 ＞ 自然发酵茶汤＞米曲霉发酵茶汤 ＞ 黑
曲霉发酵茶汤 ＞ 混合发酵茶汤，相对含量依次为

37.80%、29.21%、13.76%、8.35%、1.45%。结果表

明，接种曲霉发酵后醇类化合物含量显著降低。具

体来讲，单独接种米曲霉发酵后的茶汤中保留了更

高含量的醇类化合物，主要包括呈现花香、玫瑰香、

丁香和木质香气味的芳樟醇、松油醇、苯乙醇和反

式氧化芳樟醇（呋喃） [16] 。黑曲霉发酵茶汤中主要

保留呈现花香气味的顺 -α,α-5- 三甲基 -5- 乙烯基四氢

化呋喃 -2- 甲醇、芳樟醇和香叶醇 [17] 。混合发酵中主

要保留了呈现丁香气味的松油醇 [18] 。

醛类化合物通常呈现草药和脂肪气味 [19] 。醛类

化合物含量在晒青毛茶汤和自然发酵茶汤中相对最

高，分别为 3.65% 和 3.28%。接种曲霉发酵后醛类

化合物的含量均降低。其中，混合发酵和单独接种

米曲霉发酵影响最为显著，分别降低至为 1.89% 和

2.13%。而单独接种黑曲霉发酵后醛类化合物的含

量略有降低（降低了 0.79%）。因此，单独接种黑曲

霉发酵可以减少茶汤中醛类化合物含量的降低，保

留了浓郁的脂肪气味。而混合发酵不利于醛类化合

物的保留。此外，癸醛在单独接种黑曲霉发酵茶汤

相对含量最高，分别为 1.68% 和 0.98%。癸醛呈现

脂肪和木质气味，被认为是普洱熟茶中最重要的气

味成分 [19] 。因此，结合感官评价结果，我们推测癸

醛是黑曲霉发酵茶汤呈现脂肪气味的主要贡献者。

酮类化合物在晒青毛茶汤和自然发酵茶汤中的

含量分别为 8.18%、7.12%。单独接种黑曲霉和米曲

霉发酵后酮类化合物含量均显著降低，而混合发酵

后的含量增加至 9.09%，主要包括呈现花香和玫瑰

香气味的苯乙酮，香叶基丙酮和2,2,6-二 (叔丁基 )-4-
羟基 -4- 甲基 -2,5- 环己二烯 -2- 酮 [20] 。因此，两种

曲霉相互作用促进了酮类化合物的合成。此外，仅

仅在米曲霉发酵茶汤中检测到了呈现脂肪气味橙花

基丙酮。

酸类化合物在自然发酵茶汤中含量最高，为

7.91%，晒青毛茶汤次之（3.74%），接种发酵组中

较低。其中，黑曲霉发酵茶汤酸类化合物的含量最

低，为 0.05%，说明黑曲霉对酸转化的影响最大。

而米曲霉发酵茶汤和混合发酵茶汤分别为 3.53% 和

1.98%，说明米曲霉减缓了的酸类化合物转化，且

主要为呈现脂肪气味的棕榈酸 [21] 。 

酯类化合物在单独接种米曲霉发酵茶汤中

的含量（24.76%） ＞  单独接种黑曲霉发酵茶汤

（20.14%） ＞ 混合发酵茶汤（11.66%） ＞ 自然发酵茶

汤（9.47%） ＞ 晒青毛茶汤（7.57%）。结果表明，单

独接种发酵更有利于提升酯类化合物含量，并且米

曲霉发酵最为显著。水杨酸甲酯在普洱茶、茯砖茶、

六堡茶和青砖茶中呈现薄荷香气味，水杨酸苯酯呈

现出水果气味 [22] 。它们仅在米曲霉发酵中检测到，

可能是由于米曲霉独特的代谢途径所产生。此外，

五组茶汤中均检出呈现芳香气味的邻苯二甲酸二丁

酯 [23] ，尤其在单独接种黑曲霉发酵和混合发酵中含

量较高。

烃类化合物是茶叶中数量最多的挥发性成

分 [24] ，在晒青毛茶汤中的含量为 11.30%，而曲霉

发酵后烃类化合物含量均增加。其中，在混合发酵

茶汤中含量最高（30.24%），黑曲霉发酵茶汤次之

（23.54%），米曲霉发酵茶汤略有增加（13.96%）。

大多数已被鉴定的烃类化合物都是饱和的，并且呈

现的气味很少。因此，饱和烃类化合物通常对茶叶

的整个香气贡献较小，而不饱和烃通常在茶叶香气

形成中起着至关重要的作用 [25] 。ALPHA- 蒎烯是一

种不饱和烃，呈现木质气味 [26] ，仅在米曲霉发酵

中发现。在其他挥发性化合物中，具有类似喹啉气

味的苯并噻唑在五个样品中含量均很高。此外，咖

啡因含量在黑曲霉发酵茶汤、米曲霉发酵茶汤和混

合发酵茶汤中相对较高，分别占 5.22%、6.63% 和
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4.99%。然而，由于咖啡因气味阈值较高，很难捕

捉到它的气味进行嗅觉分析 [27] ，因此，咖啡因几乎

对茶汤香气没有影响。

综上，曲霉发酵后显著提升了酯类和烃类化合

物的含量，降低了酸类、醇类和醛类化合物的含量。

单独接种米曲霉发酵后不仅挥发性成分数量增加

最多，而且产生的独特挥发性成分也最多，如呈

现薄荷气味的水杨酸甲酯和水果气味的水杨酸苯

酯。此外，米曲霉单独发酵可以保留更高含量的

醇类和酯类化合物。黑曲霉单独发酵能够保留更

多的醛类和降低酸类化合物含量。混合发酵可以

同时保留米曲霉和黑曲霉单独发酵产生的 26 个挥

发性成分，且较单独接种发酵显著增加了酮类和

烃类化合物的含量。

2.3  曲霉液态发酵后差异挥发性成分的筛选

2.3.1  PCA和聚类分析

图 4 （a）主成分分析（PCA）得分图、

（b）欧氏距离聚类分析

Fig.4 (a) Principal component analysis (PCA) score plot, 

(b) Euclidean distance clustering analysis

采用 PCA 分析曲霉发酵对晒青毛茶汤挥发性成

分的影响，结果如图 4a。基于主成分 t [2] ，可以很

好地区分曲霉发酵茶汤、自然发酵茶汤和晒青毛茶

汤，说明曲霉发酵对茶汤挥发性成分影响较为显著。

为了进一步比较黑曲霉和米曲霉单独和混合发酵对

晒青毛茶汤挥发性成分的影响，采用欧氏距离聚类

分析，结果如图 4b。五种茶汤被分为 3 个簇，SGT-
CK、AOFT、ANFT-AONFT。结果表明，自然发酵

与初始晒青毛茶汤挥发性成分并没有显著差异，结

果与 PCA 分析一致；黑曲霉发酵茶汤与混合接种发

酵茶汤相似，而米曲霉单独发酵茶汤比较独特。

2.3.2  OPLS-DA分析

进一步构建 OPLS-DA 模型筛选影响茶汤香气特

征差异的挥发性成分，如图 5a~5c。SGT vs ANFT、
SGT vs AOFT 和 SGT vs ANFT 的 OPLS-DA 得分图的

[R2
Y（cum），Q2（cum）] 值 分 别 为（0.957,0.784）、

（0.975,0.766）和（0.968,0.906），表明三个模型稳定

性均良好，可以应用于差异挥发性成分的筛选。进

一步对模型进行 200 次置换验证检验如图 5d~5f），
结果表明三个 OPLS-DA 模型均没有过拟合，具有

统计学意义。

2.3.3  差异挥发性成分筛选

基于 VIP ＞ 1 和 P ＜ 0.05 共筛选了 29 种挥发性

成分对茶汤香气特征差异贡献较大，结果如表 3。
其中，与晒青毛茶汤相比，单独接种黑曲霉发酵后

有 8 个差异挥发性成分，包括苯乙醛、芳樟醇、4-
萜烯醇、咖啡因、八硫杂环辛烷、2-(5- 甲基 -5- 乙
烯基四氢呋喃 -2- 基 ) 丙烷 -3- 基碳酸酯、十六烷和

十五烷；单独接种米曲霉发酵后有 12 个差异挥发性

成分，包括芳樟醇、苯乙醛、香叶基丙酮、水杨酸

甲酯、4- 萜烯醇、八硫杂环辛烷、2- 氯 -4- 叔戊基苯酚、

4-(2,6,6- 三甲基 -1,3- 环己二烯 -1- 基 )-3- 丁烯 -2- 酮、

4- 叔丁基 -2- 氯苯酚、双酚 A、十甲基环五硅氧烷、

硬脂酸，TMS 衍生物；混合发酵后有 21 个差异挥

发性成分，包括芳樟醇、4- 萜烯醇、苯乙醛、二氢

猕猴桃内酯、邻苯二甲酸二异丁酯、八硫杂环辛烷、2-
氯 -4- 叔戊基苯酚、4-(2,6,6- 三甲基 -1,3- 环己二烯 -1-
基 )-3- 丁烯 -2- 酮、2-(5- 甲基 -5- 乙烯基四氢呋喃 -2-
基 ) 丙烷 -3- 基碳酸酯、十六烷、1- 异丙基 -4,7- 二
甲基 -1,2,3,5,6,9a- 六氢萘、2- 噻吩乙酸 -2,6- 二甲基

壬 -1- 烯 -5- 基酯、对特辛基苯酚、苯乙酮、苯乙腈、

b-Patchoulene、2,6- 二叔丁基对甲酚、十二醛、十九

醇、1- 氯 -壬烷、十四烷。
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图 5 OPLS-DA 模型得分图和 200 次置换验证检验

Fig.5 OPLS-DA model score plots and 200 permutation validation tests

注：（a）SGT vs ANFT ；（b）SGT vs AOFT ；（c）SGT vs AONFT ；（d）SGT vs ANFT ；（e）SGT vs AOFT ；（f）SGT vs 

AONFT。

表 3  基于VIP ＞ 1和P ＜ 0.05共筛选的29种差异挥发性成分

Table 3 A total of 29 differential volatile components screened based on VIP ＞ 1 and P ＜ 0.05 

序
号

VIP
(SGT vs ANFT)

P
(SGT vs ANFT)

VIP
(SGT vs AOFT)

P
(SGT vs AOFT)

VIP
(SGT vs AONFT)

P
(SGT vs AONFT)

1 二氢猕猴桃内酯 / / / / 1.17 0.03

2 邻苯二甲酸二异丁酯 / / / / 1.28 0.01

3
1- 异丙基 -4,7- 二甲
基 -1,2,3,5,6,9a-

六氢萘
/ / / / 1.24 0.02

4 2- 氯 -4- 叔戊基苯酚 / / 1.38 0.03 1.24 0.03

5
2- 噻吩乙酸 -2,6- 
二甲基壬 -1- 烯

 -5- 基酯
/ / / / 1.28 0.01
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序
号

VIP
(SGT vs ANFT)

P
(SGT vs ANFT)

VIP
(SGT vs AOFT)

P
(SGT vs AOFT)

VIP
(SGT vs AONFT)

P
(SGT vs AONFT)

6
4-(2,6,6- 三甲基 -1,3-
环己二烯 -1- 基 )-

3- 丁烯 -2- 酮
/ / 1.37 0.04 1.23 0.04

7 4- 叔丁基 -2- 氯苯酚 / / 1.39 0.00 / /

8 对特辛基苯酚 / / / / 1.22 0.03

9 苯乙酮 / / / / 1.31 0.01

10 苯乙醛 1.45 0.01 1.46 0.00 1.33 0.00

11 苯乙腈 / / / / 1.24 0.03

12 双酚 A / / 1.46 0.01 / /

13 b-Patchoulene / / / / 1.29 0.01

14 2,6- 二叔丁基对甲酚 / / / / 1.33 0.01

15 咖啡因 1.38 0.04 / / / /

16 八硫杂环辛烷 1.37 0.03 1.38 0.01 1.37 0.00

17 十甲基环五硅氧烷 / / 1.30 0.02 / /

18 十二醛 / / / / 1.14 0.05

19
2-(5- 甲基 -5- 乙烯
基四氢呋喃 -2- 基 )
丙烷 -3- 基碳酸酯

1.44 0.01 / / 1.16 0.02

20 香叶基丙酮 / / 1.40 0.01 / /

21 十六烷 1.41 0.04 / / 1.31 0.02

22 芳樟醇 / 0.00 1.49 0.00 1.38 0.00

23 水杨酸甲酯 / / 1.48 0.00 / /

24 十九醇 / / / / 1.21 0.04

25 1- 氯 -壬烷 / / / / 1.15 0.04

26 十五烷 / 0.04 / / / /

27 硬脂酸，TMS
衍生物

/ / 1.24 0.04 / /

28 4- 萜烯醇 / 0.02 1.48 0.00 1.35 0.00

29 十四烷 / / / / 1.32 0.01

因此，曲霉发酵后茶汤中芳樟醇含量的显著降低是

影响晒青毛茶汤香气特征改变主要原因。单独接种

黑曲霉发酵与混合发酵茶汤共有 2 个差异挥发性成

分，2-(5- 甲基 -5- 乙烯基四氢呋喃 -2- 基 ) 丙烷 -3- 基
碳酸酯和十六烷，较晒青毛茶汤含量显著增加。单

独接种米曲霉发酵茶汤与混合发酵茶汤共有 2 个差

异挥发性成分，2- 氯 -4- 叔戊基苯酚和 4-(2,6,6- 三甲

基 -1,3- 环己二烯 -1- 基 )-3- 丁烯 -2- 酮，其中 4-(2,6,6-
三甲基 -1,3- 环己二烯 -1- 基 )-3- 丁烯 -2- 酮仅存在于

晒青毛茶汤中，2- 氯 -4-  叔戊基苯酚存在于晒青毛

茶汤和黑曲霉发酵茶汤中，而在米曲霉发酵茶汤与

2.4  共有和特有的差异挥发性成分分析

进一步对 3 组发酵茶汤共有和特有的差异挥

发性成分进行分析，如图 6a 和 6b。单独接种黑曲

霉、单独接种米曲霉发酵茶汤与混合发酵茶汤共有

4 个差异挥发性成分，包括芳樟醇、苯乙醛、4- 萜
烯醇和八硫杂环辛烷。先前的研究报道了芳樟醇呈

现花香、玫瑰香、丁香和木质香 [16] ，苯乙醛呈现蜜

香，花香和甜香 [28] ，4- 萜烯醇呈现胡椒香、泥土香

和木质香 [29] 。芳樟醇在晒青毛茶汤中的相对含量

为 26.17%，显著高于苯乙醛（0.95%）和 4- 萜烯醇

（0.99%）的含量，是相对含量最高的挥发性化合物。

续表 3
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混合发酵茶汤均未检测到。因此，米曲霉独特的代

谢途径造成了 2- 氯 -4- 叔戊基苯酚和 4-(2,6,6- 三甲

基 -1,3- 环己二烯 -1- 基 )-3- 丁烯 -2- 酮含量降低至检

测范围以下。

图 6 （a）共有和特有的差异挥发性成分韦恩图、

（b）聚类热图

Fig.6 (a)Venn diagram of shared and unique differential 

volatile components, (b) Cluster heatmap of 

component analysis 

单独接种黑曲霉发酵茶汤特有 2 种差异挥发性

成分，咖啡因和十五烷。单独接种米曲霉发酵茶汤

特有 6 种差异挥发性成分，包括香叶基丙酮、水杨

酸甲酯、4- 叔丁基 -2- 氯苯酚、双酚 A、十甲基环五

硅氧烷和硬脂酸，TMS 衍生物。混合发酵特有 13
个差异挥发性成分，包括二氢猕猴桃内酯、邻苯二

甲酸二异丁酯、苯乙酮、十二醛、1- 异丙基 -4,7-
二甲基 -1,2,3,5,6,9a- 六氢萘、2- 噻吩乙酸 -2,6- 二
甲基壬 -1- 烯 -5- 基酯、对特辛基苯酚、苯乙腈、

b-Patchoulene、2,6- 二叔丁基对甲酚、十九醇、1-
氯 - 壬烷和十四烷。值得注意的是，单独接种黑曲

霉发酵后产生的咖啡因和十五烷对茶汤香气特征并

无实质贡献，而在单独接种米曲霉发酵后产生的香

叶基丙酮和水杨酸甲酯对茶汤呈现花香、果香、薄

荷香等香气具有至关重要的贡献 [22,30] 。此外，水杨

酸甲酯在单独接种米曲霉发酵茶汤中特有，且相对

含量最高（9.76%）。基于先前的报道，我们推测水

杨酸甲酯的产生可能是由米曲霉通过苯丙氨酸代谢

产生 [31] 。混合发酵后产生更多具有芳香气味的差异

挥发性成分，如二氢猕猴桃内酯、邻苯二甲酸二异

丁酯、苯乙酮和十二醛。结果表明，黑曲霉和米曲

霉协同发酵可以促使更多具有香气特征的挥发性成

分产生。已有较多研究报道了有益微生物协同发酵

不仅可以促使晒青毛茶原料中苦涩味物质的含量降

低，而且赋予最终普洱熟茶产品更加醇厚的口感

和独特的香气特征 [32-34] 。因此，本研究结果表明，

在液态发酵体系中，混菌发酵较单菌发酵会产生

更丰富的香气成分，为多样化茶产品的开发提供

理论指导。

3  结论

本研究通过感官评价、HS-SPME-GC-MS 结合

化学计量学分析方法，探究了单独和混合接种曲霉

液态发酵对晒青毛茶汤挥发性成分的影响。感官评

价结果表明，发酵 48 h 后，接种发酵后的茶汤颜

色均发生显著变化，且均变为红褐色偏暗。在香气

特征方面，黑曲霉发酵茶汤呈现脂肪香，米曲霉发

酵茶汤呈现花果香，而混合发酵茶汤呈现木香，略

带脂肪香。在挥发性成分种类和数量方面，米曲霉

单独发酵后不仅挥发性成分数量增加最多，而且产

生的特有挥发性成分也最多；此外，单独接种米曲

霉发酵显著提升了酯类化合物的含量，同时保留更

高含量的醇类化合物。单独接种黑曲霉发酵显著提

升了酯类化合物含量，同时保留更高含量的醛类化

合物。混合发酵可以同时保留米曲霉和黑曲霉单独

发酵产生的 26 个挥发性成分，且显著提升了酮类

化合物的含量。PCA 和欧氏距离聚类分析表明，晒

青毛茶汤与自然发酵茶汤挥发性成分相似，单独接

种黑曲霉发酵茶汤与混合接种发酵茶汤挥发性成分

相似，而单独接种米曲霉发酵茶汤比较独特。基于

VIP ＞ 1 和 P ＜ 0.05 共筛选了 29 种差异挥发性成分，

其中单独接种黑曲霉、米曲霉发酵和混合发酵后分

别有 8、12 和 21 个挥发性成分。进一步对共有和

特有的差异挥发性成分分析发现，芳樟醇是曲霉发

酵后晒青毛茶汤香气特征改变的主要原因。此外，
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混合发酵和单独接种米曲霉发酵后可产生较多的具

有香气属性的挥发性成分。

综上所述，相较于黑曲霉，米曲霉在茶叶液态

发酵中具有独特性，是一种较好的产香菌株。此外，

两种曲霉的三种接种方式对茶汤的香气特征和挥发

性成分的影响不同，根据开发茶产品的需求，可选

择合适的微生物和接种方式，若要提升酯类化合物

含量同时保留更高含量的醇类可选择单独接种米曲

霉发酵；若要提升酯类化合物含量同时保留最高含

量的醛类化合物可选择单独接种黑曲霉发酵；若要

提升酮类和烃类化合物含量可选择混合发酵。因此，

本研究为发酵类茶产品的增香技术研究和多样化产

品开发提供理论依据，促进茶产业的多元化发展。
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