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摘 要： 从茅台酒生产环境中分离纯化得到一株耐高温枯草芽孢杆菌。分别以小麦和高粱作为培养基采用制曲

工艺条件进行固态发酵培养，利用气相色谱质谱联用仪(GC-MS)对其代谢产物进行分析对比。结果表明，该菌利

用 2 种培养基均能代谢生成酱香型白酒中含量较高的 4-甲基吡嗪，其中以小麦为培养基所产 4-甲基吡嗪含量

达 1.86 mg /kg 小麦。
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Abstract: A strain of Bacillus subtilis, with high-temperature resistance, was isolated from the production environment of Moutai Liquor. It was
cultured by using wheat and sorghum as mediums respectively, and its metabilites were analyzed and compared by GC-MS. The comparison re-
sults suggested that Bacillus subtilis could produce tetramethyl pyrazine by use of both the two mediums. Among the two mediums, it was found
that the strain in wheat mediun had a higher pyrazine tetramethyl content (1.86 mg /kg wheat).
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枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）是一种重要的工业

微生物[1]，主要运用于酶制剂生产。 对该菌的研究主要集

中于液态发酵各种蛋白质的表达上， 而在传统多菌种固

态发酵行业特别是在白酒行业中， 该菌利用酿酒原料采

用制酒、 制曲工艺条件纯种固态发酵所产代谢物的研究

尚未开展。该菌大量存在于茅台酒生产环境中，在酿造过

程中发挥着重要作用，是微生物种群中的优势菌之一 [2]，
对其纯种固态发酵所产代谢物的研究是研究茅台酒风味

物质成因研究的重要组成部分。 小麦是茅台酒大曲的主

要原料，高粱是茅台酒酿制的主要原料。茅台酒的制曲工

艺特点是高温制曲， 高温制曲被认为是茅台酒酱香风格

形成的重要工艺之一[3]。 本文以一株从茅台酒生产环境

中分离纯化得到的耐高温枯草芽孢杆菌为研究对象，先

通过液态培养富集再将其分别接入小麦和高粱原料中，
采用制曲工艺条件进行纯种固态发酵培养， 考察其所产

代谢物，探索该菌在茅台酒酿造过程中所发挥的作用。这

一研究填补该菌在传统固态发酵领域的研究空白， 有利

于推动白酒产业特别是酱香型白酒产业更好更快地发

展。

1 材料与方法

1.1 菌株

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)
1.2 培养基及培养条件

液态培养基：LB。
小麦培养基：茅台酒制曲用小麦，121℃，20 min。
高粱培养基：茅台酒制酒用高粱，121 ℃，120 min。
液态培养富集后分别接入小麦和高粱培养基放入曲

房培养，培养时间与制曲周期同步。
1.3 分析仪器

Agilent GC 7890A -5975 C Mass selective detector
(MSD)。
1.4 提取方法

发酵结束后，取一定量的固态发酵样品，加入一定量

50 %乙醇溶液浸提， 浸提结束后采用乙醚进行液液萃

取，再将萃取液氮吹浓缩，GC-MS 分析检测。
1.5 GC-MS、定性分析条件

GC 条件：样品通过毛细管柱 HP-ffap (30 m×0.25 mm
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图 1 小麦固态培养基物质的总离子流图

i.d.×0.25 μm，J&W Scientific) 进行分离。 进样口温度为

250 ℃，载气 He，流速 2.2 mL/min。 进 样 量 1 μL，不 分

流进样。 升温程序：40 °C（保持 2 min），以 4 ℃/min 的

速 度 升 温 至 70 ℃， 再 以 6 ℃/min 的 升 温 速 率 升 温 至

230℃（保持 10 min）。
MS 条件：离子源温度：230℃；离子化方式 EI；电子

能量：70 eV；扫描范围：35～550 amu。
物 质 定 性 分 析： 是 将 未 知 物 质 图 谱 与 NIST05a.L

Database (Agilent Technologies Inc.) 中标准图谱进行比

对。
外标法定量 4-甲基吡嗪。

2 结果与分析

2.1 枯草芽孢杆菌利用小麦固态发酵代谢产物分析

将未接有枯草芽孢杆菌的液态培养基接入小麦固态

培养基中，采用制曲工艺培养，作为空白对照。 将固态发

酵结束后的空白样品按照 1.4 方法提取浓缩进样分析，
其结果见图 1。

将接有枯草芽孢杆菌的液态培养基， 按该菌最适培

养条件培养后接入小麦培养基中，采用制曲工艺培养。将

固态发酵结束后样品按照 1.4 方法提取浓缩进样分析，
其结果见图 2。

对比图 1 图 2 可知，按现有提取方法，枯草芽孢杆菌

所产代谢产物有吡嗪类、酸、酯、醇、酮及芳香族化合物

等。在这几类物质中含量较高的有：4-甲基吡嗪、苯乙酸、

3-甲基丁酸、2-甲基丙酸、2-甲基-4-戊烯酸， 将这 5 种

物质看作该菌的主要代谢产物。其中，4-甲基吡嗪含量最

高，其含量达 1.86 mg /kg 小麦。 推断枯草芽孢杆菌是茅

台酒中这 5 种物质的主要产生菌株之一。 该菌的其他低

产量的代谢产物对茅台酒风味贡献的评估， 将采用气相

色谱闻香法、结合气质联用技术进行更深入的研究。
2.2 枯草芽孢杆菌利用高粱固态发酵产代谢产物分析

将未接有枯草芽孢杆菌的液态培养基接入高粱固态

培养基中，采用制曲工艺培养，作为空白对照。 将固态发

酵结束后空白样品按照 1.4 方法提取浓缩进样分析，结

果见图 3。

将接有枯草芽孢杆菌的液态培养基， 按该菌最适培

养条件培养后接入高粱固态培养基中， 采用制曲工艺培

养。 将固态发酵结束样品按照 1.4 方法提取浓缩进样分

析，结果见图 4。

对比图 3 图 4 可知，按现有提取方法，枯草芽孢杆菌

所产代谢产物有吡嗪类、酸、酯、醇、酮及芳香族化合物

等。在这几类物质中含量较高的有：4-甲基吡嗪、苯乙酸、
3-甲基丁酸、2-甲基丙酸， 将这 4 种物质看作该菌的主

要代谢产物。
对比图 2 与图 4 可知，虽然利用的培养基物质不同，

但运用相同的培养条件， 枯草芽孢杆菌所产代谢产物有

20 种物质相同，占其产物种类近 50 %。 对比该菌利用 2
种培养基所产主要代谢产物可知，4-甲基吡嗪和苯乙酸

在小麦培养基中代谢明显高于高粱培养基。其中，通过对

图 2 枯草芽孢杆菌以小麦为固态培养

基代谢产物的总离子流图

图 4 枯草芽孢杆菌以高粱为固态培养基

代谢产物的总离子流图

图 3 高粱固态培养基物质的总离子流图

94



4-甲基吡嗪定量分析， 可知以高粱为培养基所产的量

为 0.68 mg /kg 高 粱， 是 以 小 麦 为 培 养 基 所 产 的 量 的

36.6 %。2-甲基丙酸在 2 种培养基中的产量基本相同；3-
甲基丁酸在高粱培养基中代谢明显高于小麦培养基。 2
种培养基中所代谢的低浓度物质的差异比较， 仍需用气

相色谱闻香法、结合气质联用进行下一步的研究。

3 结论

3.1 枯草芽孢杆菌在制曲工艺培养条件下利用小麦培

养基所产代谢产物中含有多种风味物质。 在这些产物中

还含有有益于人体身体健康的 4-甲基吡嗪，且含量较高

达 1.86 mg /kg 小麦。 2,3,5,6-4-甲基吡嗪又名川芎嗪，具

有扩张血管、抗血栓、抗血小板凝集、改善微循环等多种

生理活性，临床用于治疗缺血性心脑血管疾病效果显著，
近年也用于治疗糖尿病性肾病、糖尿病性视网膜病变、糖

尿病性周围神经病变等糖尿病并发症[4]。
3.2 枯草芽孢杆菌在制曲工艺培养条件下，利用高粱培

养基所产代谢产物中亦含有多种风味物质， 但种类与含

量低于利用小麦培养基所代谢的产物，如 4-甲基吡嗪含

量为 0.68 mg /kg 高粱，是以小麦为培养基产量的一半。
3.3 从实验结果可知，微生物利用小麦为培养基所代谢

产物种类与含量较高粱更丰富更多。这充分说明，以小麦

为制曲原料采用高温制曲工艺是形成茅台酒风格特征的

重要成因之一。
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第二届全国清香型白酒高峰论坛在豫宝丰召开

本刊讯：第二届全国清香型白酒高峰论坛于 2009 年 11 月 16～17 日在豫宝丰召开，全国著名白酒专家沈怡方、高景炎、高月

明、曾祖训等，华北 5 省市区、直辖市、河南省的酿酒、酒业协会领导，及 31 个白酒企业的主要领导共 100 余人参加会议，平顶山市

市长李恩东及相关部门领导、宝丰县的四大班子及相关部门领导出席会议并做了热情洋溢的讲话。会议由河南省酒协会长熊玉

亮主持，他首先介绍了与会专家和领导，并宣布高峰论坛开始。全国清香型白酒企业合作组织组长单位山西杏花村汾酒厂股份有

限公司总经理韩建书致开幕词，并介绍了汾酒厂股份有限公司取得的骄人业绩，指出“清香型白酒前途光明，路途遥远”，只要做好

该做的事，美好的明天一定会到来。宝丰酒业有限公司董事长王杰士致欢迎词，介绍了宝丰酒业走过来的路，他们在 3 年的时间

里投入 4 亿多元的资金，加大投资力度，使宝丰酒业走上快速发展之路。平顶山市市长李恩东发表了热情洋溢的讲话，介绍了平

顶山市的悠久历史，认为造酒历史悠久，仪狄是其鼻祖；并认为清香型白酒是一大优势，清香型白酒醉得慢，醒得快，促进了当地

经济的发展。
著名白酒专家沈怡方、高景炎、高月明、曾祖训等分别做了专题报告，王元太做了书面发言，有 10 多个企业的老总在会上做了

交流发言。著名白酒专家高景炎指出了清香型白酒的优势：（1） 消费者的消费倾向向清香型白酒转变，带动了饮酒习惯的转变；

（2）清香型白酒更适合年轻的消费者，可以根据自己的爱好自由勾调；（3）技术进步促进了清香型白酒的发展；（4）清香型白酒更

适合国际化，接近伏特加风格。著名白酒专家沈怡方对香型做了详尽的诠释：（1）清香型白酒是大家族，很多香型是在此基础上发

展起来的；（2）浓香的崛起与清香下滑是有根源的，①产业政策导向，低度化、固液结合、色谱分析技术的广泛应用、品尝和勾兑技

术的提高都是因素；②全国评酒会的引导，特别是第三届评酒会后，送评酒样以浓香酒居多，在第五届评酒会上，浓香酒就占了半

壁以上的河山；③科技进步的引导；④体制创新的结果。（3）清香型白酒的展望，关键在消费者的认知度，要研究市场。①研究饮酒

方法；②解决味的问题；③以清香酒为基酒，开发保健酒。著名白酒专家曾祖训阐释

了白酒组合新概念：对乳酸和乳酸乙酯重新认识，对奇数碳酯的研究，对琥珀酸乙酯

的研究及氨基酸盐类的研究非常重要。徐岩教授做了题为“清香型白酒风味与微生

物研究”的报告，报告了在三大香型白酒中检测到的微量风味物质，以及微生物研究

取得成果。著名白酒专家高月明重点阐述了白酒行业的挑战：“简言之为内外税安

喝”，内竞争激烈，外洋酒进入，税消费税改变，安安全问题，喝喝酒理念。
会议期间，与会的 20 多名国家评委对送会的 28 个酒样进行了感官鉴评，与会

代表修改并通过了章程，参观了宝丰酒业，留下深刻印象。
本届会议特点：①规格高、内容丰富、成果多；②修改并通过章程；③一致通过成

立秘书处和专家组；④邀请台湾代表参会。会议完成各项议程，圆满结束。（小雨）
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