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摘要 研究葡萄牙棒孢酵母 J5不同培养物的挥发性代谢产物遥 以马铃薯尧高粱尧小麦和红小米的提取物为培养基质袁培养
葡萄牙棒孢酵母 J5获得 4种培养物遥采用顶空固相微萃取-全二维气相色谱-四极杆飞行时间质谱测定培养物的挥发性代
谢产物袁利用化学计量学方法分析数据遥 结果表明院葡萄牙棒孢酵母 J5的 4种培养物中袁共检测到 65种挥发性代谢产物遥
红小米培养物渊HXM冤中挥发性代谢产物的种类最丰富袁小麦培养物渊XM冤中挥发性代谢产物的总浓度最高遥 乙醇尧己酸乙
酯尧辛酸乙酯尧乙酸苯乙酯尧乙醛尧庚酸乙酯在 3种谷物培养物中含量差异不显著遥 主成分分析得分图表明袁高粱培养物
渊GL冤和 XM具有相似性遥 XM和 HXM的正交偏最小二乘判别分析模型获得 40种投影中变量重要性渊VIP冤>1且含量差异
显著的关键差异挥发性代谢产物袁另外有 5种含量差异显著而 VIP<1的挥发性代谢产物遥HXM中己醇尧乙酸丁酯尧庚醛尧3-
甲基丁醛尧2-戊基呋喃尧1-辛烯-3醇尧3-甲基-1-丁醇尧顺-2-庚烯醛的相对气味活性值渊ROAV冤>1袁与 XM中的重要香气物
质虽有所不同袁但这些物质是发酵酒中常见的香气成分袁具有优良的风味遥这说明采用红小米培养葡萄牙棒孢酵母袁用于红
谷黄酒增香是可行的遥
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酒类酿造以酿酒酵母为主要酿造微生物袁然
而许多非酿酒酵母渊non-Saccharomyces冤也参与其
中[1]遥 非酿酒酵母的代谢产物能改善酒体的口感尧
风味及香气[2-4]遥 葡萄牙棒孢酵母渊Clavispora lusi鄄
taniae冤是一种广泛存在于发酵制品中的非酿酒酵
母袁在大曲[5]尧葡萄汁[6]尧发酵酒[7]尧发酵乳制品[8]等产
品中均有分布遥 Pereyra等[9]发现 1株葡萄牙棒孢
酵母渊Clavispora lusitaniae AgL21冤的挥发性代谢
产物中含有乙酸乙酯尧苯乙醇尧乙酸异戊酯等具有
香气活性的成分遥目前袁有研究者将葡萄牙棒孢酵
母用于白酒和黄酒的酿造中遥 屈春云等[10]将 1株
葡萄牙棒孢酵母渊Clavispora lusitaniae YJ18冤应用
于米香型白酒酿造中袁 可有效提高米香型白酒中
乳酸乙酯和乙酸乙酯的含量遥 Zhao等[11]将 1株来
自大曲的葡萄牙棒孢酵母 渊Clavispora lusitaniae
CP-1冤用于黄酒发酵袁酒中的乙酸乙酯和苯乙醇含
量增加遥 酵母产生代谢产物的种类和含量会因生

长环境的不同而有所差异遥M佴ndez-Zamora等[12]研
究克鲁维毕赤酵母渊Pichia kluyveri冤在龙舌兰汁和
野M12冶培养基中的挥发性代谢产物差异袁发现经
30 益尧48 h培养后袁 菌种 PK1在龙舌兰汁中产生
的异丁醇尧乙酸乙酯尧乙醛含量更高遥 葡萄牙棒孢
酵母具有产香和产酯能力袁 而其在不同酿酒基质
上的产香特征的对比研究未见报道遥

红谷黄酒是南阳地区的特色黄酒产品袁 以红
小米为主要酿酒原料遥 红小米与马铃薯尧小麦尧高
粱等培养基原料在营养成分上存在较大差异[13-14]遥
酵母在红小米培养基质中产生的代谢产物可能有

别于在其它培养基质中产生的代谢产物遥 四极杆
飞行时间质谱广泛应用于代谢物非靶向定性尧定
量分析袁它能够提供较高的质量精度和分辨率袁有
良好的鲁棒性[15]遥 为阐明葡萄牙棒孢酵母的红小
米培养物渊HXM冤与马铃薯培养物渊PDA冤尧高粱培
养物渊GL冤尧小麦培养物渊XM冤在挥发性代谢产物上
的差别袁本研究采用顶空固相微萃取-全二维气相
色谱-四极杆飞行时间质谱 渊Headspace solid
phase microextraction and comprehensive two-di鄄
mensional gas chromatography/quadrupole time -
of -flight mass spectrometry袁HS -SPME -GC伊GC -
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QTOFMS冤 检测葡萄牙棒孢酵母培养物的挥发性
代谢产物遥 分析不同培养物的挥发性代谢产物分
布和含量遥 对检测数据采用化学计量学中的主成
分分析渊Principal component analysis袁PCA冤袁可视
化不同培养物中挥发性代谢产物的差异[16]遥 以正
交偏最小二乘判别分析 渊Orthogonal partial least
squares discriminant analysis袁OPLS-DA冤判别葡萄
牙棒孢酵母的红小米培养物与小麦培养物的关键

差异挥发性代谢产物[17]遥 从挥发性代谢产物的风
味特征和香气贡献角度袁 探讨红小米培养葡萄牙
棒孢酵母的可行性袁 为红谷黄酒酿造用产香微生
物的选择提供理论支持遥

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

马铃薯尧高粱尧红小米尧小麦袁市售曰葡萄牙棒
孢酵母渊Clavispora lusitaniae J5冤袁河南省工业微
生物资源与发酵技术重点实验室保藏遥

琢-淀粉酶尧糖化酶尧酵母膏尧蛋白胨袁北京奥博
星生物技术有限责任公司曰葡萄糖尧氯化钠渊均为
分析纯级冤袁天津市科密欧化学试剂有限公司遥
1.2 仪器与设备

气相色谱-四极杆串联飞行时间质谱联用仪
渊8890-7250冤袁美国安捷伦科技公司曰全二维气相
色谱固态热调制器渊SSM1810冤袁雪景电子科技渊上
海冤有限公司曰进样器渊CTC冤袁瑞士 CTC Analytics
公司曰高速离心机渊TGL-16MC冤袁长沙湘锐离心机
有限公司曰立式高压蒸汽灭菌器渊LDZX-50L冤袁上
海申安医疗器械厂曰糖量计渊WZS-60冤袁上海精密
科学仪器有限公司遥
1.3 方法

1.3.1 培养基质

1冤 YPD液体培养基 酵母膏 10 g袁 蛋白胨
20 g袁葡萄糖 20 g袁加水定容至 1 L袁115 益灭菌 30
min遥

2冤 马铃薯液体培养基 马铃薯提取液 1 L袁
葡萄糖 20 g袁自然 pH值袁115 益下灭菌 30 min遥

3冤 谷物提取物培养基质[18]院将高粱尧红小米尧
小麦分别粉碎袁取 250 g粉碎谷物粉与 1 L去离子
水混合袁加入 3 g 琢-淀粉酶渊3 700 U/g冤袁60 益酶解
2 h袁 再加入 3 g糖化酶 渊1伊104 U/g冤袁60 益糖化 4

h遥 最后袁用纱布过滤除去沉淀物袁并在 8 000 r/min
下离心 15 min袁收集上清液遥使用糖量计测量糖含
量袁用超纯水调节糖度至 10 毅Bx遥将上清液在 115
益下灭菌 30 min遥
1.3.2 培养方法

1冤 种子液的制备 将活化后的酵母接种于

YPD 液体培养基袁 在 28 益袁120 r/min 下培养 18
h袁至对数期遥

2冤 酵母培养物 吸取一定量的种子液袁接种
于 150 mL PDA液体培养基或谷物提取物培养基
中袁接种后使菌浓度达到 1伊106 CFU/mL遥接种后的
培养基质在 28 益袁120 r/min下培养 24 h袁 至平稳
期遥 每种培养物平行培养 3次遥
1.3.3 培养物挥发性代谢产物分析

1.3.3.1 样品萃取 采用顶空-固相微萃取法处
理样品袁萃取头 DVB/CWR/PDMS渊80 滋m冤遥 将 25
滋L 2-辛醇渊99.41 滋g/mL冤尧3 g NaCl与 5 mL混合
均匀的酵母培养物置入顶空瓶中 渊样品中内标终
质量浓度为 0.497 滋g/mL冤袁于 50 益条件下袁平衡
15 min遥 将 250 益老化 6 min 的萃取头插入顶空
瓶袁吸附萃取 30 min袁在 250 益下解析 5 min袁进样
分析遥
1.3.3.2 气相色谱条件 色谱柱院一维柱 HP-5柱
渊30 m伊0.25 mm伊0.25 滋m冤袁二维柱 DB-17渊1.2 m伊
0.18 mm伊0.18 滋m冤曰SPME专用衬管袁不分流进样曰
升温程序院初始柱温 40 益保持 3 min袁以 5 益/min
升温至 250 益保持 5 min曰调制柱 SV渊C6-C40冤袁调
制周期 6 s曰载气 He袁流速 1 mL/min曰碰撞气 N2遥
1.3.3.3 质谱条件 电子轰击离子源袁 电离电压
70 eV袁离子源温度 200 益袁传输线温度 250 益袁检
测器采集质量数范围 45~500 m/z袁 采集频率为
100 spectrum/s遥
1.3.3.4 定性尧 定量方法 对培养物样品的总离

子流图进行峰检测袁信噪比取 50遥 将检测到的物
质与 NIST质谱库对比进行定性分析袁删除柱流失
和含卤素化合物袁 合并重复项袁 保留匹配度大于
700且 3个平行中至少出现 2次的化合物[19]袁最后
使用平均值补充缺失值[20]遥

挥发性代谢产物含量的计算 [21]院采用半定量
计算方法袁以 2-辛醇为内标袁挥发性代谢产物含
量按式渊1冤计算遥
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渊a冤PDA-J5-A 渊b冤GL-J5-A

渊c冤HXM-J5-A 渊d冤XM-J5-A

图 1 J5的 4种培养物的 GC伊GC-QTOF-MS总离子流色谱图
Fig.1 GC伊GC-QTOF-MS total ion chromatogram of four cultures of J5

挥发性代谢产物含量渊滋g/mL冤 = A s
A r

伊 Cr 渊1冤
式中院Cr为样品中内标的质量浓度袁0.497 滋g/

mL曰A s和 A r分别为样品中挥发性代谢产物和内标
的峰面积遥

气味活性值渊Odour active value袁OAV冤[22]和相
对气 味 活 性 值 渊Relative odor active value袁
ROAV冤[23]的计算院采用相对气味活性值渊ROAV冤评
估单个化合物对整体香气的贡献袁ROAV 值越大
的香气组分越容易被人体感知遥 对香气贡献最大
的香气物质 ROAV=100遥 ROAV>1的化合物可以
认为是重要香气活性化合物遥 OAV和 ROAV分别
按式渊2冤和式渊3冤计算遥

OAVi = Ci
Ti

渊2冤

ROAV = OAViOAVmax
伊100 渊3冤

式中院Ci为第 i个挥发性代谢产物的含量袁滋g/
mL曰Ti为第 i个挥发性代谢产物的气味阈值袁滋g/
mL曰OAVi 为第 i 个挥发性代谢产物的气味活性
值曰OAVmax为最大的气味活性值遥
1.3.4 数据处理 采用 SPSS 23软件对所得数据
进行方差分析和 t 检验袁 利用 chiplot 渊https院//
www.chiplot.online/冤 绘制柱状图尧upset图和热图袁
利用迈维代谢生信云平台渊https院//cloud.metware.
cn冤进行 PCA分析和 OPLS-DA分析遥

2 结果与分析
2.1 挥发性代谢产物 GC伊GC-QTOF-MS谱图

本研究中所选培养基质均为适于酵母菌生长

的培养基质袁马铃薯培养基适用于真菌的培养[24]袁
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图 2 J5培养物中挥发性物质的分布
Fig.2 Distribution of volatile compounds in cultures of J5

高粱是黄酒酿造所用爆高粱曲的主要原料 [25]袁
红小米是红谷黄酒酿造的主要原料 [26]袁小麦是黄
酒酿造所用麦曲的主要原料[27]遥4种培养物的 GC伊
GC-QTOF-MS总离子流色谱图如图 1所示遥 4种
培养物中均检测出大量挥发性化合物袁 在一维气
相色谱柱上共流出的化合物在二维平面上实现了

正交分离袁且拖尾较小袁分离良好遥 从图 1可以看
出袁 不同培养物的总离子流图在峰数量和峰的相
对响应值上存在一定差异袁 表明不同培养基质的
挥发性代谢产物有所不同遥
2.2 4种 J5培养物中挥发性代谢产物的分布

4种培养基质中各类挥发性代谢产物的相对
含量和化合物种类数如图 2所示遥 4种培养物中
的挥发性代谢产物主要为醇类尧酯类和羰基类袁三

者之和的相对百分含量在 PDA尧GL尧XM 和 HXM
中分别为渊98.97依0.41冤%袁渊98.72依0.19冤%袁渊96.84依
0.59冤%袁渊88.00依1.32冤%遥 HXM中醇的相对百分含
量高于其它培养物袁达到渊50.14依1.90冤%曰GL中酯
的相对百分含量高于其它培养物袁达到渊45.26依
1.30冤%袁PDA和 XM中羰基类的相对百分含量接
近袁并高于另外两种培养物渊图 1a冤遥

PDA尧GL尧XM 和 HXM 中检测到的化合物数
量分别为 31袁27袁32袁44种渊图 1b冤遥HXM中化合物
的种类丰富袁醇类渊12 种冤尧酯类渊12 种冤尧酚类渊2
种冤尧杂环类渊4种冤化合物的种类数均高于其它培
养物袁羰基类化合物的种类与 XM相同袁高于 PDA
和 GL遥 说明红小米提取物培养 J5可获得更丰富
的挥发性代谢产物遥

2.3 4种 J5培养物中的挥发性代谢产物的含量
4 种 J5 的培养物中检测到的挥发性代谢产

物袁如表 1所示遥共检测到 65种挥发性代谢产物袁
包括醇类 14种袁酯类 18种袁羰基类 16种袁烃类 9
种袁酸类 2种袁酚类 2种袁杂环类 4种遥J5培养物的
挥发性代谢产物的总质量浓度在 13.008~24.118
滋g/mL之间袁PDA中挥发性代谢产物总浓度最低袁
为渊13.618依0.121冤滋g/mL袁其次是 HXM 和 GL袁XM
中挥发性代谢产物总浓度最高袁为渊22.188依1.734冤
滋g/mL袁显著高于其它 3种培养物渊P<0.05冤遥

图 3为 4种培养物中共有挥发性代谢产物的

数量遥由图 3可知袁共存于 4种培养物中的化合物
有 11 种渊乙醇尧3-甲基-1-丁醇尧苯乙醇尧乙酸乙
酯尧丙酸乙酯尧乙酸丁酯尧己酸乙酯尧辛酸乙酯尧乙
酸苯乙酯尧乙醛尧苯乙醛冤袁说明这些挥发性代谢产
物是否产生不受培养物成分影响袁其中己酸乙酯尧
辛酸乙酯尧 乙酸苯乙酯在 4种培养物中的含量差
异不显著渊P>0.05袁表 1冤遥 共存于 3种谷物培养基
中的化合物有 14种袁除己酸乙酯尧辛酸乙酯尧乙酸
苯乙酯外袁乙醇尧乙醛尧庚酸乙酯在 3种谷物培养
物中的含量差异也不显著渊P>0.05冤袁即谷物培养
基成分的差异不影响这些物质的形成遥

渊a冤 渊b冤
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类别 化合物
含量/渊滋g/mL冤

PDA GL XM HXM
醇类 乙醇 0.895 依 0.086a 2.698 依 0.836b 3.100 依 0.894b 1.949 依 0.520ab

3-甲基-1-丁醇 2.874 依 0.446a 3.576 依 0.430a 5.282 依 0.389b 3.097 依 0.793a

苯乙醇 1.047 依 0.079a 1.433 依 0.226a 2.671 依 0.272b 1.337 依 0.366a

2-丁醇 0.170 依 0.021a 0.119 依 0.024a 0.317 依 0.180a 要
异丙醇 0.071 依 0.003a 0.033 依 0.007a 0.062 依 0.033a 要
己醇 要 0.042 依 0.010a 要 0.477 依 0.110b

1-辛烯-3-醇 要 要 0.045 依 0.008a 0.166 依 0.029b

3-甲硫基丙醇 0.160 依 0.020b 0.046 依 0.011a 要 0.079 依 0.061a

2-乙基己醇 要 要 要 0.047 依 0.006a

2袁4-二甲基环己醇 要 要 要 0.024 依 0.005a

3-辛烯-1-醇 要 要 要 0.072 依 0.077a

1-辛醇 要 要 要 0.143 依 0.023a

1-壬醇 要 要 要 0.044 依 0.002a

戊醇 要 要 要 0.085 依 0.012a

合计 5.216 依 0.602a 7.949 依 1.167b 11.476 依 1.304c 7.519 依 1.321b

酯类 乙酸乙酯 3.500 依 0.897a 5.038 依 0.799b 3.071 依 0.535a 2.492 依 0.788a

丙酸乙酯 0.363 依 0.026b 0.594 依 0.071c 0.366 依 0.016b 0.072 依 0.035a

乙酸丁酯 0.739 依 0.124a 1.043 依 0.148b 0.524 依 0.098a 1.260 依 0.112b

己酸乙酯 0.172 依 0.099a 0.305 依 0.063a 0.318 依 0.093a 0.348 依 0.195a

辛酸乙酯 0.143 依 0.066a 0.107 依 0.025a 0.122 依 0.061a 0.059 依 0.045a

乙酸苯乙酯 0.077 依 0.022a 0.069 依 0.010a 0.252 依 0.278a 0.041 依 0.019a

庚酸乙酯 要 0.051 依 0.016a 0.036 依 0.014a 0.062 依 0.066a

丁酸乙酯 0.020 依 0.002a 要 要 要
乙酸异戊酯 0.055 依 0.018a 0.141 依 0.018b 0.235 依 0.039c 要
山梨酸乙酯 要 0.031 依 0.004a 要 要
壬酸乙酯 要 0.028 依 0.006a 0.054 依 0.024a 要
癸酸乙酯 0.009 依 0.001a 0.035 依 0.004a 0.034 依 0.022a 要
月桂酸乙酯 要 0.010 依 0.001a 要 要
乙酸戊酯 要 要 要 0.055 依 0.007a

甲酸庚酯 要 要 要 0.179 依 0.018a

乙酸己酯 要 要 要 0.140 依 0.032a

乙酸庚酯 要 要 要 0.046 依 0.009a

3-甲硫基丙醇乙酸酯 0.141 依 0.005b 要 要 0.014 依 0.0002a

合计 5.219 依 0.875a 7.451 依 1.053b 5.014 依 0.818a 4.769 依 1.283a

羰基类 乙醛 0.044 依 0.030a 0.442 依 0.146b 0.430 依 0.252b 0.185 依 0.096ab

苯乙醛 0.779 依 0.126c 0.103 依 0.043a 0.401 依 0.227b 0.201 依 0.023ab

3-甲基丁醛 0.526 依 0.086a 要 1.603 依 0.772b 0.066 依 0.029a

苯甲醛 0.188 依 0.019b 要 0.071 依 0.020a 0.302 依 0.047c

可卡醛 0.014 依 0.005a 要 0.054 依 0.022b 要
2-苯基-2-丁烯醛 0.105 依 0.058a 要 0.267 依 0.093a 要
乙偶姻 0.058 依 0.019a 0.211 依 0.039b 0.167 依 0.006b 要
2-己酮 0.032 依 0.004a 0.041 依 0.002b 要 要
2-甲基丁醛 1.280 依 0.176b 0.071 依 0.005a 1.973 依 0.982b 要

表 1 J5培养物中挥发性代谢产物
Table 1 Volatile compounds in cultures of J5
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注院野要冶表示未检出曰同一化合物在不同培养物中标识的字母代表差异显著性渊琢 = 0.05冤袁相同字母表示差异不显著袁不同字母表示差异显著遥

类别 化合物
含量/渊滋g/mL冤

PDA GL XM HXM
戊醛 要 要 0.028 依 0.005a 要
2-苯亚甲基己醛 0.017 依 0.002a 要 要 要
庚醛 要 要 要 0.034 依 0.005a

顺-2-庚烯醛 要 要 要 0.022 依 0.004a

椰子醛 要 要 要 0.054 依 0.020a

2-庚酮 要 要 要 0.037 依 0.005a

2-甲基环己酮 要 要 要 0.041 依 0.014a

合计 3.043 依 0.426b 0.868 依 0.222a 4.994 依 2.038b 0.941 依 0.033a

酚类 苯酚 要 要 0.110 依 0.057a 0.249 依 0.056b

4-乙烯基愈创木酚 要 要 要 0.039 依 0.007a

合计 要 要 0.110 依 0.057a 0.288 依 0.052b

烃类 3-苯基戊烷 要 要 0.051 依 0.031a 要
1-硝基己烷 要 要 要 0.047 依 0.006a

1-渊1-乙氧基乙氧基冤-3-甲基丁烷 要 要 0.072 依 0.009a 要
1袁2-二乙氧基丁烷 0.053 依 0.028a 要 0.055 依 0.014a 要
1袁1-二乙氧基-3-甲基丁烷 0.047 依 0.027a 要 0.165 依 0.063b 要
4袁7-二甲基正十一烷 要 要 要 0.014 依 0.002a

正十一烷 0.007 依 0.002a 0.014 依 0.006a 要 0.023 依 0.005b

顺-3-庚稀 要 要 要 0.066 依 0.010a

渊2袁2-二乙氧基乙基冤-苯 0.011 依 0.006a 要 要 要
合计 0.118 依 0.057ab 0.014 依 0.006a 0.342 依 0.112c 0.151 依 0.023b

酸类 2-甲基丁酸 0.023 依 0.005a 要 要 要
己酸 要 0.064 依 0.020a 要 0.592 依 0.052b

合计 0.023 依 0.005a 0.064 依 0.020a 要 0.592 依 0.052b

杂环类 三甲基吡嗪 要 0.073 依 0.015a 0.106 依 0.030a 0.237 依 0.039b

四甲基吡嗪 要 0.064 依 0.019a 0.147 依 0.029b 0.277 依 0.052c

2袁3袁5-三甲基-6-乙基吡嗪 要 要 要 0.042 依 0.008a

2-戊基呋喃 要 要 要 0.195 依 0.016a

合计 要 0.136 依 0.034a 0.253 依 0.054a 0.752 依 0.114b

渊续表 1冤

由表 1可知袁醇类在 4种培养物中的含量差
异显著袁XM中醇类含量最高袁为渊11.476依1.304冤
滋g/mL袁PDA中醇类含量最低袁 为 渊5.216依0.602冤
滋g/mL袁GL和 HXM的醇类含量差异不显著 渊P>
0.05冤遥 乙醇尧3-甲基-1-丁醇尧苯乙醇在 4种培养
物中均存在遥 2-丁醇尧异丙醇共存在于 PDA尧GL
和 XM 3种培养物中袁2-乙基己醇尧2袁4-二甲基
环己醇尧3-辛烯-1-醇尧1-辛醇尧1-壬醇尧戊醇仅存
在于 HXM中遥J5虽为非酿酒酵母袁但其具有磷酸
戊糖代谢途径袁因此代谢产物中包含乙醇袁这与
Shukla等[28]的报道一致遥 3-甲基-1-丁醇和苯乙
醇是氨基酸的代谢产物[29]袁有文献报道这两种高

物质数
Compounds amount

图 3 J5的 4种培养物挥发性代谢产物的 Upset图
Fig.3 Upset plot of volatile metabolites in four cultures

of J5
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PC1渊53.28%冤
图 4 主成分分析得分图

Fig.4 Scores of PCA

级醇对黄酒的醉酒作用最强 [30]袁这两种高级醇在
J5的 XM培养物中含量最高袁分别为渊5.282依0.389冤
滋g/mL 和渊2.671依0.272冤滋g/mL袁在 GL 和 HXM 中
含量无差异渊P>0.05冤遥 不同培养物中高级醇类的
种类和含量的差异可能是由原料的蛋白质含量和

氨基酸组成差异所致遥
酯类在 4种培养物中的含量差异显著袁GL中

酯类含量最高袁为渊7.451依1.053冤滋g/mL袁PDA尧XM
和 HXM的酯类含量差异不显著渊P>0.05冤遥乙酸乙
酯尧丙酸乙酯尧乙酸丁酯尧己酸乙酯尧辛酸乙酯尧乙
酸苯乙酯在 4种培养物中均存在遥 庚酸乙酯仅共
存在于 3 种谷物培养物中袁且差异不显著渊P>
0.05冤遥 乙酸异戊酯和癸酸乙酯仅共存于 PDA尧
GL尧XM中袁乙酸戊酯尧甲酸庚酯尧乙酸己酯尧乙酸
庚酯仅存在于 HXM中遥葡萄牙棒孢酵母能产生多
种酯类袁这与前人研究结果一致[9袁12袁31-32]遥 而不同培
养物中酯类含量和种类的差异可能是由不同培养

环境下酵母酶基因表达差异所致遥
羰基类在 4种培养物中的含量差异显著袁XM

中羰基类含量最高袁为渊4.994依2.038冤滋g/mL袁GL和
HXM的羰基类含量无显著差异渊P>0.05冤遥 乙醛和
苯乙醛共存于 4种培养物中袁庚醛尧顺-2-庚烯醛尧
椰子醛尧2-庚酮和 2-甲基环己酮仅存在于 HXM
中遥 醛类主要来源于氨基酸分解代谢或不饱和脂
肪酸的氧化[29袁33]袁由于培养原料在蛋白质含量尧脂
肪含量上存在差异袁 因此产生的羰基类化合物在
种类和含量上也存在差异遥

4种培养物中检测到 2种酚类袁 苯酚共存于
XM 和 HXM 中袁4 -乙烯基愈创木酚仅存在于
HXM中遥 培养物中酚类可能来自原料的酚酸袁在
J5作用下转化为酚类[34]遥 GL中未检出酚类袁可能
是由于高粱提取物中酚酸含量较低袁或 J5不能将
高粱浸提物中的酚酸转化为酚类遥

4种培养物中仅检测到 2种酸类袁XM中未检
测到酸类袁PDA 中检测到了 2-甲基丁酸袁GL 和
HXM中检测到了己酸遥4种培养物仅有 PDA中未
检测到杂环类袁HXM中杂环类含量高于其它谷物
培养物袁 培养物中的杂环类可能来自于谷物提取
物[35-36]遥
2.4 4种 J5培养物挥发性代谢产物的差异性分析

利用 PCA 的主成分得分图可视化不同培养

物中挥发性代谢产物的差异袁结果如图 4所示遥由
图 4可知袁 主成分分析获得的前 2个主成分能够
解释 74.05%的变异遥4种培养物可被区分为 3组袁
其中 GL和 XM在挥发性代谢产物上被区分为一
组袁即二者的成分具有相似性遥 而 HXM明显区别
于 GL和 XM袁成为独立的一组遥 高粱是常用的酿
酒原料袁而小麦是常用的制曲原料[36]袁本文欲探讨
以红小米培养葡萄牙棒孢酵母渊制曲冤的可行性袁
因此进一步比较 XM和 HXM的关键差异挥发性
代谢产物遥

2.5 XM和 HXM的关键差异挥发性代谢产物
采用 OPLS-DA 模型来辨别 XM 和 HXM 两

种培养物在挥发性代谢产物上的差异遥图 5a为模
型主成分得分图袁2个主成分能够解释 86.36%的
变异袁 两种培养物在第 1主成分上能明显区分为
两组遥 由图 5b可知袁建立的模型由 2个正交主成
分组成袁该模型的 R2

x为 0.801袁R2
Y 为 0.987袁Q2为

0.980袁说明两种培养物在主要挥发性代谢产物上
能够稳健分离袁 该模型具有良好的预测能力 [17]遥
OPLS-DA 模型共获得 40 种投影中变量重要性
渊Variable importance in projection袁VIP冤>1 且含
量差异显著的关键差异挥发性代谢产物遥

将这 40种物质的含量标准化袁 绘制成热图
渊图 6冤袁 并将能够获得风味特征的化合物在两种
培养物中的 OAV和 ROAV汇总于表 2遥

由图 6可知袁HXM 所包含的醇类中戊醇尧己
醇尧辛醇尧2-乙基-辛醇尧2袁4-二甲基环己醇尧1-辛

葡萄牙棒孢酵母 J5不同培养物的挥发性代谢产物分析 321



中 国 食 品 学 报 圆园26年第 1期

图 6 关键差异挥发性代谢产物热图

Fig.6 Heatmap of key differential volatile metabolites

PC1 渊80.1%冤 正交主成分
Orthogonal principal components渊a冤模型主成分得分图 渊b冤主成分解释率

图 5 OPLS-DA模型主成分图
Fig.5 Principal component of OPLS-DA

烯-3-醇和 1-壬醇是含量高于 XM的关键差异挥
发性醇类遥 HXM中己醇和 1-辛烯-3醇的 ROAV>
1袁是重要的香气化合物袁由表 1可知袁两者主要贡
献青草尧油脂风味遥 XM中 1-辛烯-3醇的 ROAV>
1袁 是重要的香气化合物遥 HXM中未检测到异丙
醇袁且该物质在 XM中也是非重要香气化合物遥

HXM所包含的酯类中袁甲酸庚酯尧乙酸戊酯尧
乙酸己酯尧乙酸庚酯尧乙酸丁酯尧3-甲硫基丙醇乙
酸酯是含量高于 XM 的关键差异挥发性酯类遥
HXM中乙酸丁酯的 ROAV>1袁是重要的香气化合
物袁主要贡献果味风味遥 XM中乙酸异戊酯尧丙酸
乙酯的 ROAV>1袁是重要香气化合物袁主要贡献香
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蕉和水果风味遥 由以上关键差异挥发性酯类的分
析可知袁HXM较 XM含有更多的乙酸酯类袁 而乙
酸酯是由乙醇或高级醇与乙酰辅酶 A在醇酰基转
移酶的催化作用下形成 [37]袁推断在红小米培养基
中袁J5 的醇酰基转移酶的酶活性可能更高遥 而
HXM中未检测到乙酸异戊酯袁可能是 HXM中 3-
甲基-1-丁醇渊异戊醇冤的含量太低导致遥

HXM所包含的羰基类中袁2-甲基-环己酮尧2-
庚酮尧庚醛尧顺-2-庚烯醛尧椰子醛尧苯甲醛是含量
高于 XM的关键差异挥发性羰基类遥 HXM中庚醛
的 ROAV>1袁是重要的香气化合物袁主要贡献柑橘
风味曰顺-2-庚烯醛的 ROAV=100袁是香气贡献最
大的挥发性代谢产物袁 主要贡献青草风味遥 HXM
中未检测到乙偶姻尧2-甲基丁醛尧戊醛尧2-苯基-2-

化合物

化合物水

中阈值[38-39]/
渊滋g/mL冤

OAV ROAV
风味特征[40-42]

XM HXM XM HXM
异丙醇 9.7879 0.0063 要 0.0003 要 醇味尧木质尧霉味
戊醇 0.1502 要 0.5655 要 0.0643 杂醇尧香脂尧香草尧甜味尧油脂
己醇 0.0056 要 85.1806 要 9.6834 青草尧油脂尧醇味尧树脂尧甜味尧果味尧花香
辛醇 0.1258 要 1.1332 要 0.1288 青草尧烧焦味尧橙子尧玫瑰尧蘑菇
2-乙基己醇 25.4822 要 0.0018 要 0.0002 青草尧玫瑰
1-辛烯-3-醇 0.0015 29.7821 110.4666 1.5096 12.5581 青草尧生青尧油脂尧蘑菇
1-壬醇 0.0455 要 0.9667 要 0.1099 青草尧玫瑰尧脂肪尧尘土尧橙子
乙酸异戊酯 0.00015 1 566.2076 要 79.3874 要 香蕉尧果味尧甜味
丙酸乙酯 0.01 36.6241 7.2039 1.8564 0.8190 果味尧覆盆子尧梨尧溶剂尧芹菜尧苦味尧
甲酸庚酯 苹果尧草本尧蜡质尧花香尧黄瓜尧李子尧青草
乙酸戊酯 0.043 要 1.2825 要 0.1458 轻盈尧果味尧香蕉
乙酸己酯 0.115 要 1.2140 要 0.1380 苹果尧甜味尧香蕉尧青草尧草本尧苦尧果味
乙酸庚酯 0.42 要 0.1092 要 0.0124 杏尧新鲜尧水果尧木质尧朗姆酒尧梨尧青草
乙酸丁酯 0.058 9.0407 21.7173 0.4582 2.4689 果味尧轻盈尧香蕉尧梨
3-甲硫基丙醇乙酸酯 0.03 要 0.4778 要 0.0543 脂肪尧酯味
乙偶姻 0.014 11.8951 要 0.6029 要 黄油尧奶油尧乳制品
2-甲基丁醛 0.001 1 972.8678 要 100 要 可可尧杏仁
3-甲基丁醛 0.0011 1 457.6379 59.7195 73.8842 6.7890 桃子尧巧克力尧麦芽
戊醛 0.012 2.3397 要 0.1186 要 面包尧浆果尧麦芽尧辛辣尧果味尧坚果尧杏仁
2-苯基-2-丁烯醛 可可尧烘烤尧朗姆酒
可卡醛 巧克力尧苦味尧可可尧甜味尧果味尧青草
2-甲基环己酮 0.92 要 0.0441 要 0.0050 薄荷

2-庚酮 0.14 要 0.2634 要 0.0299 椰子尧草本尧甜味尧木质尧果味
庚醛 0.0028 要 12.1015 要 1.3757 柑橘尧脂肪尧草本尧酒李尧醛类尧青草
顺-2-庚烯醛 0.000025 要 879.6473 要 100 青草

椰子醛 0.0097 要 5.5506 要 0.6310 桃子尧椰子尧蜡质尧油性尧奶油尧甜味尧黄油
苯甲醛 0.75089 0.0948 0.4021 0.0048 0.0457 杏仁尧樱桃尧甜尧焦糖
4-乙烯基愈创木酚 0.2903 要 0.1885 要 0.0214 烟熏尧丁香尧花生
己酸 0.89 要 0.6648 要 0.0756 奶酪尧酸味尧甜味
2-戊基呋喃 0.0058 要 33.6829 要 3.8291 黄油尧水果尧青豆尧蔬菜尧泥土

表 2 XM与 HXM的关键差异挥发性代谢产物的风味特征
Table 2 Flavor character of primary volatile metabolites in XM and HXM culture

注院将文献查得的阈值数据单位 mg/kg换算成 滋g/mL以方便计算曰野要冶表示未检出遥
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丁烯醛和可卡醛遥 XM中 2-甲基丁醛的 ROAV=
100袁是香气贡献最大的挥发性代谢产物袁主要贡
献可可尧杏仁风味遥 3-甲基丁醛的 ROAV在两种
培养物中均大于 1袁 故在两种培养物中都是重要
香气化合物袁主要贡献桃子尧麦芽风味遥

HXM所包含的 4-乙基愈创木酚尧己酸尧2-戊
基呋喃也是区别于 XM的关键差异挥发性代谢产
物遥 HXM中 2-戊基呋喃的 ROAV>1袁是重要的香
气化合物袁主要贡献黄油尧水果风味遥 虽然分析结
果中也存在关键差异挥发性烷烃类袁 但除正十一
烷渊烷烃气味冤外袁未通过文献检索获得该类物质

的阈值和风味特征袁 因此在表 2中未列出这类化
合物遥

除以上关键差异挥发性代谢产物渊VIP>1冤外袁
三甲基吡嗪尧 苯乙醇尧 四甲基吡嗪尧3-甲基-1-丁
醇尧 苯酚在 XM和 HXM中含量差异也是显著的遥
HXM中三甲基吡嗪尧四甲基吡嗪和苯酚含量显著
高于 XM中这三者的含量袁 苯乙醇和 3-甲基-1-
丁醇的含量显著低于 XM中这两者的含量遥 3-甲
基-1-丁醇在两种培养物中都属于重要的香气化
合物渊ROAV>1冤袁主要贡献水果风味遥

化合物
化合物水中阈

值[38]/渊滋g/mL冤
OAV ROAV

风味[40]
XM HXM XM HXM

苯乙醇 0.5642 4.7338 2.3705 0.2400 0.2695 玫瑰尧花香
3-甲基-1-丁醇 0.0040 1 320.5354 774.1638 66.9643 88.0084 水果尧花香
三甲基吡嗪 0.3501 0.3022 0.6778 0.0153 0.0770 榛子尧烘烤尧可可
四甲基吡嗪 2.5250 0.0583 0.1099 0.0029 0.01245 巧克力尧可可尧坚果
苯酚 58.5853 0.0019 0.0042 9.5233伊10-5 0.0005 酚类

表 3 XM与 HXM的含量差异显著的挥发性代谢产物的风味特征渊VIP<1冤
Table 3 Flavor character of compounds in XM and HXM culture with significant difference in content 渊VIP<1冤

3 结论
葡萄牙棒孢酵母渊Clavispora lusitaniae J5冤是

一种具有产香功能的非酿酒酵母袁它的 PDA尧GL尧
XM和 HXM 4种培养物中挥发性代谢产物的种
类和含量各不相同遥 4种培养物中袁共检测到 7类
65种挥发性代谢产物袁 包括醇类 14种尧 酯类 18
种尧羰基类 16种尧烃类 9种尧酸类 2种尧酚类 2种尧
杂环类 4种遥 醇类尧酯类尧羰基类在 4种培养物中
的占比最高遥 J5的 HXM培养物中挥发性代谢产
物的种类更丰富袁XM 培养物中挥发性代谢产物
的总浓度最高遥己酸乙酯尧辛酸乙酯尧乙酸苯乙酯尧
乙醇尧乙醛尧庚酸乙酯的含量不受谷物培养物的影
响遥

主成分分析结果将 4种培养物区分为 3组袁
其中 GL和 XM在挥发性代谢产物上被区分为一
组袁 即二者的成分具有相似性遥 XM 和 HXM的
OPLS-DA模型能够解释 86.36%的变异袁 两种培
养物在第 1主成分上能明显区分为 2组遥 该模型
共获得 40种 VIP>1且含量差异显著的关键差异
挥发性代谢产物袁 另外有 5种 VIP<1而含量差异

显著的挥发性代谢产物遥己醇尧乙酸丁酯尧庚醛尧3-
甲基丁醛尧2-戊基呋喃尧1-辛烯-3醇尧3-甲基-1-
丁醇是 HXM的重要香气化合物渊ROAV>1冤袁主要
贡献青草尧水果风味曰顺-2-庚烯醛是 HXM 中香
气贡献最大的挥发性代谢产物 渊ROAV=100冤袁贡
献青草风味遥 1-辛烯-3-醇尧丙酸乙酯尧乙酸异戊
酯尧3-甲基丁醛尧3-甲基-1-丁醇是 XM的重要香
气化合物袁主要贡献青草尧水果风味曰2-甲基丁醛
是 XM中香气贡献最大的挥发性代谢产物袁 贡献
可可风味遥 虽然葡萄牙棒孢酵母渊Clavispora lusi鄄
taniae J5冤 在红小米培养基中产生的挥发性代谢
产物与其它培养基质的培养物有显著差异袁 且香
气贡献最大的挥发性代谢产物也有所差异袁 但这
些重要香气化合物物都具有优良的风味袁 是发酵
酒中常见的香气成分遥因此袁以红小米培养葡萄牙
棒孢酵母袁用于红谷黄酒增香是可行的遥
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Analysis of Volatile Metabolites in Different Cultures of Clavispora lusitaniae J5

XU Bin1袁 LIU Yuqi1袁 SONG Jinbo1袁 LI Yixiao1袁 WU Huazhi1袁 LI Huixing1*袁 ZHANG Jianhui2袁 LI Gang2

渊1School of Biological and Chemical Engineering袁 Nanyang Institute of Technology袁 Nanyang 473004袁 Henan
2Shedianlaojiu Co.袁 Ltd.袁 Nanyang 473004袁 Henan冤

Abstract Volatile metabolites of Clavispora lusitaniae J5 in different culture were studied. The extracts of potatoes袁
sorghum袁 wheat袁 and red millet were used as the culture medium to cultivate Clavispora lusitaniae J5. The volatile
metabolites were investigated by means of headspace solid -phase microextraction -two dimensional gas chromatography
quadrupole time-of-flight mass spectrometry袁 and analyzed by chemometric methods. A total of 65 volatile compounds
were detected in cultures of Clavispora lusitaniae J5. There was greater abundance of volatile components in HXM袁 and
greater total concentration of volatile components in XM. There was no significant difference in the concentration of
ethanol袁 ethyl hexanoate袁 ethyl octanoate袁 phenylethyl acetate袁 acetaldehyde and ethyl heptanoate among the three types
of grain cultures. 40 Key volatile metabolites with variable importance in projection 渊VIP冤>1 and significant differences in
content were obtained by the orthogonal partial least-squares regression discriminant analysis model袁 as well as 5 volatile
metabolites with significant differences in content with VIP<1. Hexanol袁 butyl acetate袁 heptanal袁 3-methylbutanal袁 2-
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pentyl furan袁 1-octen-3-ol袁 3-methyl-1-butanol袁 cis-2-heptanal were the important aroma compounds with relative odor
activity values 渊ROAV冤>1 in the culture of HXM. Although they were different from the important aroma compounds in
the culture of XM袁 they were common aroma components in fermented wine. Therefore袁 it is feasible to cultivate Clavis鄄
pora lusitaniae J5 with red millet for enhancing the aroma of the red-millet Huangjiu.
Keywords Clavispora lusitaniae曰 culture曰 volatile曰 metabolites曰 odour active
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