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枯草芽孢杆菌在白酒生产中的应用
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摘 要： 从江苏双沟酒业股份有限公司堆积醅中筛选得到 3 株耐高温细菌（S2007-9, S2007-13, S2007-16），经鉴

定皆为枯草芽孢杆菌。以这 3 株芽孢杆菌为基础分别制成麸曲，用 HS-SPME 联合 GC-MS 分析麸曲中挥发性成

分，结果发现，3 株芽孢杆菌制成的麸曲中吡嗪类化合物的含量相比阴性对照有显著升高，特别是四甲基吡嗪的含

量升高最为显著，3 种单菌株麸曲中四甲基吡嗪的含量分别是阴性对照中含量的 30.25倍、26.85倍和 38.53 倍。芳香

族化合物和酚类化合物也有显著升高。将 3 种单菌株麸曲应用到白酒生产中发现能增加白酒中吡嗪类化合物的含

量，其中四甲基吡嗪的含量分别是阴性对照的 5.99 倍、4.70 倍和 3.67 倍，同时也能降低白酒中醇类和酯类化合物的

含量。
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Study on the Application of B.subtilis in the Production of Liquor
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Abstract: Three thermophilic bacteria strains (S2007-9, S2007-13, S2007-16) obtained from high-temperate stacking fermented grains in Jiangsu
Shuang’gou Liquor Industry Co.Ltd, were identified as B.subtilis and used to produce bran starter respectively. The three kinds of produced bran
starter were then analyzed by headspace solid-phase microextration (HS-SPME) coupled with gas chromatogram-mass spectrum system (GC-MS)
and it turned out that the content of pyrazines in the produced bran starter increased evidently than that in the negative control groups especially
the content of tetramethylpyrazine (increased by 30.25 times, 26.85 times and 38.53 times respectively), and the content of both aromatic com-
pounds and phenolic compounds increased significantly in the produced bran starter. Then the three kinds of bran starter were applied in liquor
production and it was found that pyrazines content in liquor increased (5.99 times, 4.70 times and 3.67 times of that in negative control group),
however, the contents of alcohols and esters in liquor decreased at the same time.
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中国白酒功能微生物的研究是白酒研究的重要内

容，对于提高白酒品质具有重要价值。为了更好地发挥和

体现苏派浓香型白酒香气幽雅飘逸、口味绵软醇甜、香味

协调、尾净味长的特点，江苏双沟酒业股份有限公司对传

统酿造工艺进行了大胆创新， 在浓香型酒生产工艺中应

用高温堆积发酵技术来突出基础酒质量特征， 使得产品

质量有了明显的提高。 白酒的生产过程本质上就是酿酒

微生物代谢以及酿酒微生物所产生的酶催化的各种酶促

反应的过程， 而高温堆积则为白酒生产提供了各种复杂

的微生物和酶。在高温堆积过程中富集的主要是酵母，同

时细菌、霉菌也明显增多[1]。 由于高温堆积温度可以达到

50℃，细菌类的微生物主要是一些中度嗜热细菌，主要

包括枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌等，其中，枯草芽孢杆

菌是产生酱香风味和芝麻香风味的重要菌种 [2]。 本文研

究是将从双沟酒业堆积发酵过程中的酒醅里所筛选出的

枯草芽孢杆菌应用于白酒生产， 并分析其所产酒样中挥

发性成分的变化。

1 材料与方法

1.1 样品

江苏双沟酒业股份有限公司高温堆积工艺中的堆积

醅。
1.2 培养基

分离培养基的配制： 称取蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，牛

肉膏 5 g，琼脂 20 g，溶于 1000 mL 蒸馏水中，调 pH7.2～
7.4，120℃灭菌 30 min。
1.3 耐高温菌株的分离和鉴定

取堆积醅 100 g 溶于 1000 mL 无菌水中， 摇匀，取
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100 μL，接种到试管中，55℃培养，每 12 h 传代 1 次，传

代 10 次。然后稀释至 106 涂布平板，45℃培养 16 h，挑取

不同形态的单菌落通过平板划线进一步纯化菌株。
按文献《伯杰细菌鉴定手册》[3]和《常见细菌系统鉴

定手册》[4]对获得的菌株进行生理生化实验。
采用 TakaraDNA 基因组提取试剂盒提取菌株基因

组 DNA,将基因组 DNA 作为 PCR 扩增模板，用细菌 16S
rDNA 通 用 引 物 27f ：5 ′-GAGCGGATAACAATTTCA
CACAGG-3′和 1492R：5′TAC GGT TAC CTT GTT ACG
ACT T 3' 作为上下游引物，进行 PCR 反应。 PCR 反应条

件为：预变性 94 ℃ 5 min；变性 94 ℃ 1 min，退火 55 ℃
1 min，复性 72℃ 1.5 min；最后延伸 72℃ 5 min，反应 30
个循环[5]。

扩增的 PCR 产物送上海生物工程技术服务有限公

司(Sangon)纯化并测序，测定序列长度 1000～1100 bp。
测定序列在 NBCI 上进行在线分析，MEGA3.0 软件采用

Neighbor-Joining 法构建系统进化树， 自展数(Bootstrap)
为 100。
1.4 培养单菌株麸曲

配制麸皮培养基：称取 50 g 麸皮，置于三角瓶中，加

入 75 mL 蒸馏水，混匀，120℃灭菌 30 min。
将不同菌株接种到蛋白胨培养基平板上进行活化，

再转接到含 5 mL 蛋白胨培养基的试管中，于 45℃培养

16 h，再接种到麸皮培养基中，培养 14 d，60℃烘干；阴性

对照为灭菌后的蛋白胨培养基（5 mL）直接接种到麸皮

培养基中，培养 14 d，60℃烘干。
1.5 HS-SPME 联合 GC-MS 检测单菌株麸曲的挥发性

成分[6-7]

称取麸曲 2 g，加入 10 mL 蒸馏水，混匀，搅拌 1 h，
离心取上清液 8 mL， 加入 3 g NaCl 使样品溶液达到饱

和，旋紧瓶盖，室温下平衡 2 h，插入 SPME 萃取头，萃取

一定时间后，取出萃取头，立即插入气相色谱的进样口

进行热解析。 GC 条件：进样口温度 250℃，载气 He，流

速 2 mL/min。 不分流进样。 色谱柱为 CP-Wax(60 m×
0.25 mm i.d.×0.25 μm，J&W Scientific)。 检测时的升温程

序为：50℃恒温 2 min，以 6℃/min 升温至 230℃，保持

15 min。 MS 条件：EI 电离源，电子能量 70 eV，离子源温

度 230℃，扫描范围 35.00～350.00 amu。 质谱分析用数

据库来源于 NIST05a.L (Agilent 公司)。
1.6 麸曲在白酒生产中的应用

称取烘干的麸曲 40 g，加入 600 g 堆积醅中，45℃培

养 7d，入池发酵 45 d，将酒醅置于小型馏酒器中蒸馏出

酒。
1.7 酒样的 HS-SPME 联合 GC-MS 分析 [8-9]

将酒样稀释 10 倍，取 10 mL 加入顶空瓶中，加 NaCl

饱和样品溶液，旋紧瓶盖，室温下平衡 2 h，插 入 SPME
萃取头，萃取一定时间后，取出萃取头，立即插入气相色

谱的进样口进行热解析。 GC 质谱条件同上。

2 结果与分析

2.1 耐高温细菌的分离筛选

分离得到 3 株菌株， 分别编号为 S2007-9、S2007-
13、S2007-16。
2.2 耐高温细菌的生理生化鉴定

耐高温细菌的生理生化实验结果见表 1， 根据其生

理生化特征并参照《伯杰细菌鉴定手册》和《常见细菌系

统鉴定手册》， 初步认定 S2007-9、S2007-13、S2007-16
皆为芽孢杆菌。

2.3 耐高温细菌的分子生物学鉴定

由系统发育树 (见图 1) 可以看出 S2007-9、S2007-
13、S2007-16 为枯草芽孢杆菌。

2.4 HS-SPME 联合 GC-MS 检测单菌株麸曲的挥发性

成分

利用 3 种菌株（S2007-9、S2007-13、S2007-16）培养

得到的麸曲分别命名为 9# 麸曲，13# 麸曲和 16# 麸曲。
应用 HS-SPME 联合 GC-MS 从阴性对照麸曲和各

单菌种麸曲中共检测到 29 种成分， 其中醇类化合物 1
种，酯类 3 种，醛类 4 种，酮类 2 种，芳香类化合物 9 种，
酚类 5 种，杂环类 5 种（见表 2）。 相比阴性对照麸曲，在
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图 1 以 16S rDNA 序列为基础构建的系统发育树
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9#、13# 和 16# 麸曲中检测到吡嗪类化合物的含量有显

著增高， 其中四甲基吡嗪的含量分别是阴性对照麸曲的

30.25 倍、26.85 倍和 38.53 倍；三甲基吡嗪的含量分别是

阴性对照麸曲的 13.46 倍、11.11 倍和 14.17 倍；2,3,5-三

甲基-6-乙基-吡嗪的含量分别是阴性对照麸曲的 23.20
倍、33.94 倍和 40.91 倍。 在 3 种单菌株麸曲中检测出的

酚类化合物含量比阴性对照麸曲明显增高， 其中愈创木

酚的含量增加最为突出， 分别是阴性对照麸曲的 32.96
倍、26.54 倍和 31.24 倍；在阴性对照麸曲中未检测出 4-
乙基-愈创木酚， 但是在 3 株菌株制成的麸曲中均检测

到。在 9#、13# 和 16# 麸曲中检测到的芳香族化合物的含

量相比阴性对照也有较大幅度的升高。
2.5 HS-SPME 联合 GC-MS 分析酒样中微量成分的组

成

添加 9#、13# 和 16# 麸曲后生产出的酒样分别命名

为 9# 酒样、13# 酒样和 16# 酒样。
应用 HS-SPME 并结合 GC-MS 的方法从 9#、13#、

16# 酒样以及阴性对照酒样中共检测到 73 种成分，其中

醇类化合物 7 种，酸类 11 种，酯类 17 种，醛类 3 种，酮类

2 种，芳香类化合物 16 种，酚类 11 种，杂环类 6 种，检出

成分见表 2。对比阴性对照酒样，9#、13# 和 16# 酒样中检

测到醇类、酯类和酸类化合物的含量整体上有所降低：其

中 9#、13# 和 16# 酒样中己酸乙酯的含量分别只有阴性

对照酒样的 49.91 %、9.64 %和 40.53 %；乙醇含量分别只

有阴性对照酒样的 73.75 %、2.56 %和 76.16 %。应用 3 种

单菌株麸曲生产的酒样中吡嗪类化合物的含量比阴性对

照酒样有显著增高：其中 9#、13# 和 16# 酒样中四甲基吡

嗪的含量分别是阴性对照的 5.99 倍、4.69 倍和 3.68 倍；
三甲基吡嗪的含量分别是阴性对照酒样的 2.60 倍、2.41
倍和 2.55 倍； 在阴性对照酒样中未检测到 2,3,5-三甲

基-6-乙基-吡嗪，但在应用 3 种单菌株麸曲生产出的酒

样中均检测到。相比阴性对照，应用 3 种菌株麸曲生产出

的酒样中酚类和芳香类化合物含量变化不一致， 差异较

大。 具体检测结果见表 3～表 10。
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3 讨论

白酒中各挥发性物质对白酒风味的贡献是在一个适

宜的年度范围。 应用 3 株枯草芽孢杆菌生产出的白酒中

酯类和醇类物质的含量整体上有所降低。 酯类是具有芳
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香性气味的挥发性化合物， 是白酒中香味物质的主要组

成部分，对形成各种酒的典型性起决定性、关键性作用。
白酒中酯类主要以乙酸乙酯、己酸乙酯、丁酸乙酯、乳酸

乙酯为主。 应用 3 株枯草芽孢杆菌生产出的白酒中己酸

乙酯的含量显著降低，因此应用时需考虑到其负面作用，
搭配使用其他功能曲，例如：堆积发酵后添加酯化酶活力

较高的大曲再入池发酵。 应用 3 株枯草芽孢杆菌生产出

的酒样中乙醇含量降低，对出酒率也有负面影响，应用时

需要注意其用量。高级醇包括正丙醇、异丙醇、正丁醇、异

丁醇、正戊醇、仲戊醇、己醇和庚醇等,这些醇类物质有强

烈的气味。这些醇的分子量比乙醇的分子量大，又称为杂

醇油。高级醇是白酒中醇甜和助香剂的主要物质，也是形

成香味物质的前体物质。 高级醇在人体内氧化速度较乙

醇慢，停留时间长，使人体神经系统充血,引起头痛。 过多

的高级醇不仅对人体有毒害作用, 而且麻醉力也比乙醇

强。高级醇同时也是造成白酒出现白色浑浊的原因之一，
因此其含量必须控制在一定范围内， 国标规定白酒中高

级醇的含量为≤0.20 g/100 mL（以异丁醇、异戊醇计）[10]。
如果白酒中没有高级醇或其含量过少， 酒味将会十分淡

薄，但如果含量偏高，其气味强度就高，就会使酒产生苦

味或涩味，影响酒的口感 [11-13]。 应用 3 株枯草芽孢杆菌生

产出的白酒中高级醇的含量显著降低， 如果生产的白酒

中高级醇含量过高， 可以考虑在发酵过程中添加这 3 株

枯草芽孢杆菌。
吡嗪类化合物单体多数具有焙烤香， 有些具有爆米

花香，其香气作用与俗称的“焦香”相似，吡嗪类化合物是

酱香型白酒和芝麻香型白酒中重要的风味物质之一 [2]。
本实验所用枯草芽孢杆菌制成的麸曲中吡嗪类化合物的

含量相比阴性对照有较大增加， 说明枯草芽孢杆菌能代

谢生成吡嗪类化合物， 并且应用于白酒生产中也能提高

白酒中的吡嗪含量。
3 株芽孢杆菌能显著增加麸曲中芳香族和酚类化合

物的含量， 但是在应用这 3 株芽孢杆菌生产出的酒样中

芳香族和酚类化合物含量变化不大， 可能因为堆积和入

池发酵过程中微生物种类多，且微生物代谢特性各异，相

互之间亦影响。
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贵州茅台计划 2012 年销售 300 亿
本刊讯：据《糖酒快讯-食品资讯》报道，贵州茅台 2012 年将对旗下的习酒、葡萄酒、啤酒和保健酒业务进行战略重组，并计划实现 300

亿元人民币的目标收入。
2011 年，贵州茅台集团白酒预计总产量 6.3 万吨，同比增长 20.7 %，其中茅台酒 3 万余吨，增长 14.2 %。此外，为加快把国酒茅台打造

成“世界蒸馏酒第一品牌”的步伐，茅台大力开拓海内外市场，陆续开发了多项纪念酒、品牌酒，国际巨星成龙此前与贵州茅台合作推出

“龙·茅台”系列酒。
据了解，2012 年，茅台酒产量将达 3.3 万吨以上，集团公司销售收入 300 亿元以上。其中，习酒将实现销售收入 30 亿元，技术开发公司

销售收入 5.6 亿元，保健酒公司销售收入 3.6 亿元，葡萄酒公司销售收入 4 亿元。（江源 荐）

来源：糖酒快讯-食品资讯 2012-01-04

施小明，徐 岩，崔凤元，钟玉叶，谢玉球，谢 旭·枯草芽孢杆菌在白酒生产中的应用
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