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茅台大曲中 3 株芽孢杆菌代谢产物的比对分析
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摘 要： 从茅台酒生产用大曲中分离纯化得到 3 株芽孢杆菌，分别是地衣芽孢杆菌 MTDB-01、地衣芽孢杆菌

MTDB-02 和枯草芽孢杆菌 MTDB-03。在制曲工艺条件下，对 3 株芽孢杆菌分别进行纯种固态发酵，分析比对其代

谢产物。结果表明，其共同的代谢产物为：3-羟基-2-丁酮、2,6-二甲基吡嗪、三甲基吡嗪、四甲基吡嗪、呋喃扭尔、异
戊酸、2-甲基-2-丁烯酸、2,3-丁二醇、β-苯乙醇和苯乙酸。初步明确这 3 株芽孢杆菌在茅台大曲生产过程中对茅台

大曲风味的贡献。
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茅台酒风味独特，以酱香遐迩于世，几十年来行业研

究者不断探索其风味的组成。 虽然至今尚未明确茅台酒

的主体香味成分，但普遍认为其来源于高温大曲[1]。 地衣

芽孢杆菌 MTDB-01、 地衣芽孢杆菌 MTDB-02 和枯草

芽孢杆菌 MTDB-03 是 3 种在茅台高温大曲中极易分离

的细菌， 也是茅台酒生产环境中极易被检测出的 3 种细

菌， 其分别占茅台酒高温大曲中细菌总数的 28 %、37 %
和 23 %左右，因此，它们被看作是茅台酒酿造微生物种

群中的优势细菌 [3]，其代谢产物是茅台大曲也是茅台酒

风味物质的重要组成部分。 本文将这 3 株芽孢杆菌在制

曲工艺条件下分别进行纯种固态发酵， 检测其代谢产物

并进行比对分析。此外，还将它们的代谢产物与茅台大曲

中的风味物质进行比对分析。

1 材料与方法

1.1 菌株

地衣芽孢杆菌 MTDB-01、地衣芽孢杆菌 MTDB-02

和枯草芽孢杆菌 MTDB-03， 从茅台酒生产用大曲中分

离而得。
1.2 培养基及培养条件

液态富集培养基：淀粉 10 g/L，蛋白胨 10 g/L，酵母

膏 5 g/L，NaCl 10 g/L，磷酸氢二钾 5 g/L，pH 7.0，121℃，
20 min。

小麦培养基：茅台酒制曲用小麦，121℃，20 min。
液态培养富集后分别接入小麦培养基， 按制曲工艺

培养，培养时间同制曲周期。
1.3 分析仪器

Agilent 7890 A-5975 C 气相色谱质谱联用仪 (GC-
MS)。
1.4 提取方法[3]

发酵结束后，取一定量固态发酵样品，加入 50 %vol
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。
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Abstract: Three Bacillus strains were isolated from Maotai Daqu and then purified and identified as Bacillus licheniformis MTDB-01, Bacillus
licheniformis MTDB-02, and Bacillus subtilis MTDB-03. Then solid fermentation of the three strains was carried out respectively under
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1.5 GC-MS 分析条件

GC 条件：样品通过毛细管柱 HP-ffap (30 m×0.25 mm
i.d.×0.25 μm，J&W Scientific) 进 行 分 离 。 进 样 口 温 度

250℃，载气 He，流速 1.1 mL/min。 进样量 1 μL，不分流

进样。 升温程序为：40℃(保持 2 min)，以 4℃/min 的速

度升温至 70℃，再以 6℃/min 的速率升温至 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 ： 将 未 知 物 质 谱 图 与 NIST 08a.L

Database (Agilent Technologies Inc.)中标准谱图进行比对

定性分析。

2 结果与分析

将分别接有 MTDB-01、MTDB-02、MTDB-03 的液

态培养基， 按各菌株最适培养条件培养后分别接入小麦

培养基中，采用制曲工艺培养。固态发酵结束后分别取样

品按 1.4 提取浓缩进样进行分析，结果见图 1～图 3。

对图 1、 图 2 和图 3 中的代谢产物分析总离子流图

进行解图，结果表明，这 3 株芽孢杆菌代谢产物有酸、酯、
醇、酮、吡嗪类及芳香族化合物等共 70 多种。地衣芽孢杆

菌 MTDB-01 的主要代谢产物有：3-羟基-2-丁酮、四甲

基吡嗪、3-甲基丁酸、2-甲基-2-丁烯酸、 苯乙醇、 苯乙

酸；枯草芽孢杆菌 MTDB-03 主要代谢产物有：四甲基吡

嗪， 苯乙酸，3-甲基丁酸，2-甲基丙酸，2-甲基-4-戊烯

酸；地衣芽孢杆菌 MTDB-02 主要代谢产物有：2-甲基丙

酸，3-甲基丁酸，2-甲基-2-丁烯酸，苯乙醇，苯乙酸。这 3
株细菌的代谢产物中的一些低浓度物质，因阈值低，其对

风味的贡献可能不小于高浓度物质。 通过气相色谱闻香

法，结合气质联用技术可更好地对这些产物进行评价。对

这 3 种细菌的挥发性代谢产物进行嗅闻实验， 结合国内

最新研究报道[4]，可将 3-羟基-2-丁酮、2,6-二甲基吡嗪、
三甲基吡嗪、四甲基吡嗪、呋喃扭尔、异戊酸、2-甲基-2-
丁烯酸、2,3-丁二醇、β-苯乙醇与苯乙酸 10 种共同物质

确定为这 3 株细菌的重要代谢产物。对这 10 种物质的嗅

闻实验结果见表 1。

将大曲按 1.4 提取浓缩进样分析，其结果见图 4。

图 1 MTDB-01 以小麦为固态培养基代谢产物的总离子流图

图 3 MTDB-03 以小麦为固态培养基代谢产物分析总离子流图

图 2 MTDB-02 以小麦为固态培养基代谢产物的总离子流图
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1：3-甲基丁酸；2：四甲基吡嗪；3：苯乙酸；4：苯乙醇；

5：2-甲基丙酸；6：乙酸；7：3-羟基-2-丁酮；8：2, 3-丁二醇

图 4 大曲挥发性风味物质总离子流图
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大曲中浓度较高的风味物质有： 异戊酸、 四甲基吡

嗪、β-苯乙醇、苯乙酸、3-羟基-2-丁酮、乙酸、2,3-丁二

醇、香兰素、亚油酸、亚麻酸等。将大曲中的挥发性风味物

质与 3 株产酱香细菌的特征性发酵产物进行对比， 可以

推断该 3 株产酱香的细菌是大曲中的主要挥发性风味物

质的产生菌。因此，可将这 3 株细菌定义为产酱香风味功

能性细菌，表 1 中的 10 种物质定义为产酱香风味功能性

细菌挥发性特征性发酵产物。以上 10 种物质在酱香型酒

的组成比例以及其所占特征香的比例， 有待进一步深入

研究。

3 结论

茅台大曲中常见的 3 株芽孢杆菌， 在制曲工艺条件

下发酵产生酸、酯、醇、酮、吡嗪类及芳香族化合物等共

70 多种。 它们拥有共同的代谢产物为：3-羟基-2-丁酮、
2,6-二甲基吡嗪、三甲基吡嗪、四甲基吡嗪、呋喃扭尔、异

戊酸、2-甲基-2-丁烯酸、2,3-丁二醇、β-苯乙醇与苯乙

酸，但在代谢产量上存在差异。 因此，将这 3 株细菌定义

为产酱香风味功能性细菌，表 1 中的 10 种物质定义为产

酱香风味功能性细菌挥发性特征性发酵产物。 这 3 株芽

孢杆菌占茅台酒高温大曲中细菌总数的近 90 %[1]， 其发

酵产生的特征性物质的确定， 将为进一步阐明酱香型白

酒的生产机理提供极为重要的科学数据支撑。 将这一成

果进行应用研究，有利于新型酱香型白酒的开发。
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图 3 樱桃酒的抗氧化性与总酚之间的相关性
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