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单混菌发酵桑葚醋有机酸及挥发性

风味物质对比分析

钟诗睿1，宋雪苗1，黄丹1,2，夏玙1,2，罗惠波1,2*

（1.四川轻化工大学生物工程学院，四川自贡 643000）

（2.酿酒生物技术及应用四川省重点实验室，四川自贡 643000）

摘要：为提高桑葚醋风味品质，采用单菌发酵（醋酸菌沪酿 1.01）和混菌发酵（醋酸菌沪酿 1.01 和戴尔有孢圆酵母

NJSYGA 2021）分别酿制桑葚果醋，测定单菌发酵桑葚醋（Single-strain Fermented Mulberry Vinegar, SS）和混菌发酵桑葚

醋（Mixed-strain Fermented Mulberry Vinegar, MS）的主要理化指标、有机酸以及挥发性风味物质并进行对比分析。结果表

明，MS 的总酸含量在发酵过程中均高于 SS，还原糖含量下降更快。MS 的 L- 苹果酸、L- 乳酸、乙酸、柠檬酸和琥珀酸含

量较 SS 分别提高了 9.73%、11.80%、22.58%、8.70% 和 31.18%。SS 和 MS 共检测到 87 种挥发性风味物质，MS 中的物质

种类及相对含量更高，尤其是醇类和酯类。苯乙醇、异丁醇、癸酸乙酯和月桂酸乙酯等 15 种化合物是差异挥发性风味物质。

伴生网络结果显示，MS 的挥发性风味物质之间关联性更强，苯乙醇、2- 壬醇、异丁醇和 3- 呋喃甲醇等有较强的伴生关系。

差异挥发性风味物质富集到乙醛酸和二羧酸代谢、丙酸酯代谢、丙酮酸代谢、糖酵解 / 糖异生和苯丙氨酸代谢通路。综上

所述，混菌发酵更有利于桑葚醋的风味品质，为桑葚醋工艺的进一步优化提供了依据。
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Abstract: To improve mulberry vinegar flavor, single-strain (SS) fermentation using Acetobacter pasteurianus HN 1.01 was 

combined with mixed-strain (MS) fermentation using Acetobacter pasteurianus HN 1.01 and Torulaspora delbrueckii NJSYGA 

2021. The physicochemical properties, organic acid composition, and volatile flavor compounds of SS and MS fermented mulberry 

vinegar were systematically analyzed. The results showed that MS exhibited a higher total acid content and a more rapid reduction 

in residual sugars than SS. Compared with SS, MS exhibited significantly increased concentrations of L-malic (9.73%), L-lactic 

(11.80%), acetic (22.58%), citric (8.70%), and succinic (31.18%) acids. In total, 87 volatile flavor compounds were detected across 
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桑葚醋是一种以桑葚为主要原料，经发酵酿制而

成的特色醋类产品，在养生保健型醋饮领域逐渐崭露

头角。桑葚富含多种维生素、花青素、白藜芦醇等营

养成分 [1] ，这些成分在桑葚醋发酵过程中部分保留，

使得桑葚醋不仅具有醋的基本功效，还具备抗炎、抗

氧化、调节血脂等潜在健康益处 [2-4] 。其口感酸甜适中，

融合了桑葚的果香与醋的醇厚，因风味独特，越来越

受到注重健康与风味的消费者喜爱。桑葚醋里的风味

成分主要包含醇类、酯类、酸类和醛类等化合物。发

酵期间，微生物种类对桑葚醋风味物质的生成至关重

要。传统的桑葚醋酿造，多采用单一菌种进行醋酸发

酵，这种方式能保证产品质量的相对稳定，但也存在

风味单一、层次感不足等问题，难以满足消费者日益

多样化的口味需求。近年来，混菌发酵技术在食醋酿

造中的应用研究逐渐兴起。蒋忠等 [5] 以黄河大米为原

料，在液醋酒精发酵阶段同时接种乳酸菌和酵母菌进

行共生发酵，再进行醋酸发酵，其不挥发酸和酯类含

量分别增长 10 倍和 1.6 倍以上，感官品质也得到改善。

目前关于桑葚醋的研究多集中于发酵条件的优化 [6,7] ，

混菌发酵的研究尚不多见，尤其是在醋酸发酵阶段进

行混菌发酵的研究。汪晓琳 [8] 以桑葚为原料，在醋酸

发酵环节选用 AS1.41 与沪酿 1.01 醋酸菌开展混合发

酵，不但提升了桑葚醋的醋酸含量，还使果醋香气馥郁、

口感醇正。这些研究均证实了混菌发酵在提升食醋品

质方面的潜力。

戴尔有孢圆酵母（Torulaspora delbrueckii）作为

一种常见的非酿酒酵母，在酿造领域应用广泛，其具

有高效的发酵性能和良好的环境适应性 [9] 。然而，关

于戴尔有孢圆酵母混合发酵对桑葚醋风味及品质影响

的研究尚显不足。因此，该研究旨在利用戴尔有孢圆

酵母开展桑葚醋混菌发酵实验，测定并比较单菌和混

菌发酵过程的主要理化、有机酸和挥发性风味物质，

以期提高桑葚醋风味品质，为混菌酿造桑葚醋的发酵

优化提供理论支撑。

1  材料与方法

1.1 主要材料试剂

桑葚，市售；戴尔有孢圆酵母（Torulaspora 
delbrueckii NJSYGA 2021），现保藏于中国典型培养物

保藏中心，保藏编号 CCTCC M 2022046 ；葡萄酒高活

性干酵母 BV818（Saccharomyces cerevisiae），湖北安

琪酵母股份有限公司；醋酸菌沪酿 1.01，久微食品科

技（上海）有限公司；果胶酶（酶活力 ≥ 1 000 U·g-1），

山东科隆特酶制剂有限公司；焦亚硫酸钾（食品级），

默克生命科学技术有限公司；氯化钠、磷酸二氢钾（均

为分析纯），成都市科隆化学品有限公司；无水葡萄糖

（分析纯），上海麦克林生化科技股份有限公司；甲醇

（色谱纯），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；2- 辛
醇、草酸、酒石酸、L- 苹果酸、L- 乳酸、乙酸、柠檬酸、

琥珀酸（均为色谱纯），阿达玛斯试剂有限公司。

1.2 主要仪器设备

SW-CJ-1D 超净工作台，浙江苏净净化设备有限

公司；ZWYR-D2403 恒温培养振荡器，上海智城分析

仪器制造有限公司；5430 离心机，德国 Eppendorf 股
份公司；PR224ZH 电子天平，惠州市英衡电子科技有

限公司；GI54DS 立式压力蒸汽灭菌锅，北京市光明医

疗仪器有限公司；DZKW-4 电热恒温水浴锅，北京中

兴伟业试剂仪器有限公司；50/30 μm DVB/CAR/PDMS
纤维萃取头，美国 Supelco 公司；7890B-7000D 气相

色谱 - 质谱联用仪，美国 Agilent 公司；LC-2030C 3D 
Plus 高效液相色谱仪，岛津企业管理（中国）有限公

司；57330-U 固相微萃取装置，美国 Supelco 公司。

1.3 试验方法

1.3.1 桑葚醋发酵实验

桑葚醋发酵方法基于已有报道 [4,10] 进行适当修改。

称取所需桑葚并将其制成果浆，加入 1:1 的水混匀。

samples, with MS exhibiting superior diversity and relative abundances, particularly of alcohols and esters. A total of 15 differential 

volatile flavor compounds were identified, including phenylethyl alcohol, isobutanol, ethyl caprate, and ethyl laurate. Co-occurrence 

network analysis revealed that correlations among volatile compounds were stronger in MS than in SS, especially among phenylethyl 

alcohol, 2-nonanol, isobutanol, and 3-furfuryl alcohol. Differential metabolites were enriched in the glyoxylate and dicarboxylate 

metabolism, propionate metabolism, pyruvate metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, and phenylalanine metabolism pathways. 

Overall, MS fermentation significantly improved mulberry vinegar flavor, providing a basis for further optimization of mulberry 

vinegar production.

Key words: single-strain and mixed-strain fermentation; mulberry vinegar; organic acids; flavor compounds; pathway 

enrichment
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添加质量分数 0.15% 的果胶酶，置于 45 ℃恒温水浴

锅酶解 2 h，再加入 60 mg·L-1 焦亚硫酸钾，搅拌均匀。

加入白砂糖使果浆总可溶性固形物达 25 °Brix，用柠

檬酸调发酵液 pH 值至 3.5，在 70 ℃恒温水浴锅静

置 30 min。取 2 g 葡萄糖溶入 100 mL 蒸馏水，装入

250 mL 三角瓶，于 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。称

2 g 干酵母加入到灭菌冷却后的葡萄糖溶液中，在

40 ℃水浴锅水浴 15 min 进行活化。按体积分数 6% 将

活化后的酿酒酵母接种到 MS 和 SS 的桑葚果浆中。发

酵温度为 30 ℃，当酒精发酵进行至酒精含量为 6% vol
时，即结束酒精发酵阶段。将发酵结束的桑葚果酒在

70 ℃恒温水浴锅中水浴 30 min，使其中的酿酒酵母失

活。以 0.5 g/100 mL 的接种量接种醋酸菌至 MS 和 SS
中，MS 继续接种体积分数 6% 的戴尔有孢圆酵母。将

发酵瓶瓶口覆以 8 层纱布进行密封，发酵温度为 33 ℃，

发酵 8 d，恒温振荡培养箱转速为 180 r·min-1。两组分

别含有 24 瓶发酵样品，醋酸发酵启动后每隔 24 h 取

样一次，共 8 次，每组每次取出 3 瓶样品进行测定，

以保证足够的生物学平行。

1.3.2 理化指标测定

总酸含量的测定：参考 GB 12456-2021 中电位滴

定法 [11] ；酒精含量的测定：参考 GB/T 15038-2006 中酒

精计法 [12] ；还原糖含量的测定：参考 GB 5009.7-2016
直接滴定法 [13] 。

1.3.3 桑葚醋有机酸测定

参考宋雪苗等 [14]  的方法采用高效液相色谱

（HPLC）法测定主要有机酸。有机酸标准溶液配制：

L- 苹果酸、L- 乳酸、乙酸、柠檬酸、酒石酸、草酸标准

溶液各自分别为 5、10、20、50、100、200 mg·L-1 六个

不同的质量浓度；琥珀酸溶液质量浓度梯度为 25、50、
100、200、300 mg·L-1。取 5 mL 桑葚醋于 6 000 r·min-1

离心 2 min，再用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤，样品

通过 250 mm×4.6 mm，粒径 5 μm 的分析柱（柱型

号 ZORBAX SB-C18）进行分析。进样体积设定为

15 μL，流动相采用甲醇与 0.01 mol·L-1 磷酸二氢钾

（pH 值 2.5），按体积比 5:95 混合而成，流速控制在

0.4 mL·min-1，柱温保持 25 ℃，检测波长设为 210 nm。

1.3.4  桑葚醋挥发性风味物质测定

运用顶空固相微萃取 -气相色谱 -质谱联用（HS-
SPME-GC-MS）技术对挥发性风味物质进行检测，参

考黄娜等 [15] 的方法并进行调整。称取 3 g 氯化钠，加

入到 15 mL 顶空瓶中，放入磁力搅拌子，再加入 5 mL
桑葚醋样品，最后添加 5 μL 的 2- 辛醇内标，迅速密

封好。将处理后的样品置于 45 ℃下平衡 10 min，接着

插入萃取头进行顶空吸附，时长 50 min，随后把萃取

头插入气相色谱（GC）进样口解析 5 min，进而开展

分析。

色谱条件：色谱柱：选用 Agilent 122-7062 DB-
WAX（60 m×250 μm，0.25 μm）；分离：初始温度

45 ℃，维持 1 min，之后以 5 ℃  ·min-1 的速率升温至

190 ℃，保持 25 min，整个运行时长 55 min ；进样模式：

采用不分流进样；载气：氦气（He），流量 1 mL·min-1。

质谱条件：离子源温度设定为 230 ℃，四极杆温度为

150 ℃，离子化方式采用电子电离源，电子能量 70 eV，

质量扫描范围为 45~500 u。定性：通过检测获取香气

成分的保留时间和质谱数据，把这些数据与相关文献

及 NIST 05 质谱库进行比对以完成定性，仅报告匹配

度（Qual） ≥ 85 的鉴定结果。定量：采用内标法进行定

量，选用 2- 辛醇作为内标物。

1.4 数据处理

借助 Origin 2022 软件，绘制理化指标折线图并展

开分析。利用 R 语言（v 4.4.1）绘制有机酸热图和箱

线图，以及挥发性风味物质 Venn 图和聚类热图。运用

R 语言（v 4.4.1）里的 psych 包，对挥发性风味物质伴

生网络的数据开展预处理，再借助 Gephi（v 0.9.2）绘

制挥发性风味物质伴生网络图。挥发性风味物质的正

交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）模型通过 SIMCA 
14.1 进行建立，同时计算其重要性值，即 VIP 值，当

挥发性风味物质的 VIP 值 ＞ 1 时，可认定该物质存在

显著差异。通过 MetaboAnalyst 进行挥发性风味物质

的代谢通路富集分析。

2  结果与讨论

2.1 桑葚醋发酵过程中理化指标的变化

MS 和 SS 醋酸发酵过程中总酸和还原糖含量的变

化如图 1 所示。随着发酵的进行，两组总酸含量呈现

出阶段性变化，即总酸含量先快速增长，后续增长速

率放缓，总酸含量逐渐趋于平稳。MS 和 SS 最大值分

别为 16.70 和 13.98 g·L-1，MS 总酸含量增长速率优于

SS。宋雪苗等 [14] 使用戴尔有孢圆酵母参与苹果醋发酵，

其总酸含量先迅速上升后稳定，且混菌发酵的总酸含

量高于单菌发酵。醋酸菌能够高效地催化醇类物质逐

步转变为酸类物质，直接推动了总酸含量前期的快速

上升，而当总酸含量达到一定数值并趋于稳定后，醋

酸发酵阶段完成。混菌发酵体系中更高的总酸含量可

能是由于醋酸菌和戴尔有孢圆酵母共同存在，对总酸

的生成起到了促进作用。两组还原糖含量总体变化趋
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势相近，均先增长后逐渐降低，最后有所回升，这可

能是因为醋酸发酵启动阶段对还原糖的利用较少，随

着戴尔有孢圆酵母和醋酸菌对发酵环境的适应，其对

还原糖的转化作用不断加强。不同的是，MS 对还原

糖的利用更加迅速且充分。

图 1 桑葚醋醋酸发酵阶段总酸和还原糖含量变化情况

Fig.1 Changes in the contents of total acid and reducing sugar 

during the acetic acid fermentation stage of mulberry vinegar

注：a ：总酸含量；b ：还原糖含量。MS ：混菌发酵桑葚醋；

SS ：单菌发酵桑葚醋。

图 2 桑葚醋醋酸发酵阶段有机酸合成情况

Fig.2 Synthesis of organic acids during the acetic acid 

fermentation stage of mulberry vinegar

注：a ：有机酸含量变化热图；b ：有机酸含量对比箱线图。

MS ：混菌发酵桑葚醋；SS ：单菌发酵桑葚醋。1~8 ：发酵天数。

* 表示 P ＜ 0.05，** 表示 P ＜ 0.01。

2.2 桑葚醋有机酸检测结果与分析

采用液相色谱法测定了 7 种有机酸，两组桑葚醋

共检测出 6 种有机酸，如图 2 所示。总体而言，与发

酵起始相比，多种有机酸含量在发酵结束时有不同程

度的上升。在整个发酵过程中，MS 和 SS 的草酸含量

均呈现波动状态。在发酵前期，MS 的草酸含量明显

高于 SS，然而，在发酵中后期，SS 的草酸含量超过

MS。两组中 L- 苹果酸的含量均随着发酵的进行先减

少后增加。L- 苹果酸能够有效缓冲乙酸所带来的尖锐

酸味以及强烈的刺激性，提高桑葚醋酸味的柔和性 [16] 。

MS 的 L- 乳酸含量在起始阶段呈现下降趋势，后转为

持续上升；SS 逐渐上升，发酵结束时有所下降。乙酸

作为醋酸风味的核心贡献物质，在两组中的含量不断

上升。MS 和 SS 的柠檬酸均在发酵起始阶段上升，然

后逐渐降低。琥珀酸的含量在整个发酵期间变化波动

大。琥珀酸由丙酮酸经苹果酸、富马酸及部分氨基酸

分解形成，易与其他分子反应生成酯 [17] ，所以其含量
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波动较大。在发酵结束时，除草酸外，其他有机酸的

含量在 MS 中明显更高，且在发酵过程中它们的含

量同样显著高于 SS（P ＜ 0.05）。具体而言，L- 苹
果酸、L- 乳酸、乙酸、柠檬酸和琥珀酸分别提高了

9.73%、11.80%、22.58%、8.70% 和 31.18%。 可 见，

戴尔有孢圆酵母在发酵时，与醋酸菌相互作用，使得

发酵体系产酸能力得到增强。孙芳丹  [18] 通过控制初始

酒精度、醋酸菌种类和发酵温度得到优化后的桑葚

醋，其草酸、苹果酸、乳酸、乙酸和柠檬酸含量分

为为 0.27、0.15、1.78、11.28 和 1.26 g·L-1，而该试

验的 MS 中相应有机酸含量分别为 783.32、3 842.37、
12 686.58、27 861.43、5 540.40 mg·L-1，与之相比

含量更高。

2.3 桑葚醋挥发性风味物质检测结果与分析

利用 HS-SPME-GC-MS 法检测 MS 与 SS 在醋酸

发酵期间的挥发性风味物质，结果见图 3 和表 1。两组

分别检出 77 种和 70 种主要挥发性风味物质，MS 中有

18 种醇、21 种酯、3 种酸、4 种醛、5 种酮、12 种芳

香族化合物及 14 种其他物质，相对含量分别为 84.92、
23.42、7.08、2.86、16.73、25.85 和 42.82 μg·mL-1 ；SS
包括 15 种醇、18 种酯、2 种酸、3 种醛、5 种酮、12

种芳香族化合物和 15 种其他物质，相对含量分别为

75.85、9.41、5.21、1.91、13.45、24.26 和 26.44 μg·mL-1，

MS 中各类物质含量均有所提升，尤其是醇类和酯类

物质。桑葚醋发酵过程中挥发性风味物质的变化通过

heatmap 图进行表征，且分别对两组挥发性风味物质

进行聚类。整个发酵期间，MS 的挥发性风味物质不

论种类还是含量，总体上都高于 SS，包括苯乙醇、癸

酸乙酯、乙酸、苯甲醛、仲辛酮和苯乙烯等，其中以

苯乙醇最为突出，高出 SS 9.96 μg·mL-1。苯乙醇具有

浓郁的玫瑰花香 [19] ；癸酸乙酯具有类似玫瑰和菠萝的

花果香 [20] ；乙酸是食醋主要的酸性呈味物质 [21] ；苯甲

醛具有苦杏仁味 [22] ；仲辛酮具有草本风味；苯乙烯则

呈甜香 [23] 。MS 和 SS 均可分为两个阶段，两者有一

定的阶段性差异。MS 醇类物质的合成无明显阶段

性，而 SS 的醇类物质主要集中于发酵中后期。MS
酮类物质的合成集中于发酵中期，而 SS 则在发酵前

期。MS 芳香族化合物主要合成于发酵前中期，SS
主要在前期。说明混菌发酵对桑葚醋挥发性风味物

质合成的阶段性有一定影响。此外，MS 含有 17 种

独有挥发性风味物质，主要有醇类、酯类以及乙缩醛，

这些物质共同贡献了两组桑葚醋挥发性风味物质的

差异。

图 3 桑葚醋醋酸发酵阶段挥发性风味物质合成情况

Fig.3 Synthesis of volatile flavor compounds during the acetic acid fermentation stage of mulberry vinegar

注：a ：挥发性风味物质种类差异 Venn 图；b ：MS 挥发性风味物质聚类热图；c ：SS 挥发性风味物质聚类热图。MS ：混菌发酵桑

葚醋；SS ：单菌发酵桑葚醋。1~8 ：发酵天数。
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表 1  挥发性风味物质含量表

Table 1 Content table of volatile flavor compounds

序号 分类 保留时间 /min 物质名称 CAS 号 分子式
含量 /(μg·mL-1)

MS SS

1

醇类

39.06 苯乙醇 1960-12-8 C8H10O 48.10 38.14

2 32.97 二甲基硅烷二醇 1066-42-8 C2H8O2Si 16.31 13.90

3 11.27 异丁醇 78-83-1 C4H10O 5.38 2.18

4 15.14 异戊醇 123-51-3 C5H12O 4.51 11.90

5 25.63 庚醇 111-70-6 C7H16O 3.51 3.24

6 28.93 2,3- 丁二醇 123513-85-9 C4H10O2 3.28 2.22

7 28.02 2- 壬醇 628-99-9 C9H20O 2.63 1.20

8 33.56 3- 呋喃甲醇 4412-91-3 C5H6O2 0.40 0.33

9 29.57 1- 辛醇 111-87-5 C8H18O 0.23 0.10

10 35.47 3- 甲硫基丙醇 505-10-2 C4H10OS 0.21 0.16

11 12.87 正丁醇 71-36-3 C4H10O 0.15 0.05

12 26.96 2- 乙基己醇 104-76-7 C8H18O 0.07 0.04

13 36.61 1- 十六烷醇 36653-82-4 C16H34O 0.06 —

14 38.53 苄醇 100-51-6 C7H8O 0.04 0.04

15 32.39 1- 十四醇 112-72-1 C14H30O 0.02 —

16 38.02 1- 苯基 -1,2- 丙 二醇 1855-09-0 C9H12O2 0.01 0.01

17 31.31 1,2- 乙二醇 107-21-1 C2H6O2 0.01 —

18 26.29 3- 甲基 -2- 辛醇 27644-49-1 C9H20O 0.01 —

19 7.19 甲醇 67-56-1 CH4O — 2.35

总和 84.93 75.86

1

酯类

7.01 硝酸甲酯 598-58-3 CH3NO3 10.90 —

2 32.70 癸酸乙酯 110-38-3 C12H24O2 4.82 2.90

3 37.56 乙酸苯乙酯 103-45-7 C10H12O2 2.36 2.26

4 25.08 辛酸乙酯 106-32-1 C10H20O2 1.44 1.41

5 37.91 月桂酸乙酯 106-33-2 C14H28O2 1.47 1.02

6 25.13 异氰酸甲酯 624-83-9 C2H3NO 0.51 —

7 11.79 乙酸异戊酯 123-92-2 C7H14O2 0.48 0.30

8 6.34 乙酸乙酯 141-78-6 C4H8O2 0.29 0.25

9 17.74 间苯二酚单苯甲酸酯 136-36-7 C13H10O3 0.29 0.01

10 7.02 异氰酸酯 75-13-8 CHNO 0.22 0.74

11 30.77 4- 羟基丁酸乙酰酯 591-81-1 C4H8O3 0.14 0.01

12 7.82 乙酸乙烯酯 108-05-4 C4H6O2 0.12 —

13 34.14 丁二酸二乙酯 123-25-1 C8H14O4 0.09 0.08

14 29.65 三氟乙酸辛酯 2561-21-9 C10H17F3O2 0.08 —

15 28.68 壬酸乙酯 123-29-5 C11H22O2 0.06 0.04

16 33.96 苯甲酸乙酯 93-89-0 C9H10O2 0.08 0.06

17 29.59 甲酸辛酯 112-32-3 C9H18O2 0.03 0.16
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序号 分类 保留时间 /min 物质名称 CAS 号 分子式
含量 /(μg·mL-1)

MS SS

18

酯类

33.40 532-55-8 C8H5NOS 苯甲酰基异硫氰酸酯 0.01 —

19 32.59 96-48-0 C4H6O2 gamma- 丁内酯 0.01 —

20 32.07 53800-02-5 C15H27F3O2 三氟乙酸正十三烷基酯 0.01 —

21 33.78 76649-16-6 C12H22O2 反式 -4- 癸烯酸乙酯 0.01 0.01

22 40.65 1000452-00-8 C12H24O2 8- 甲基壬酸乙酯 — 0.12

23 33.50 2035-99-6 C13H26O2 3- 甲基辛酸丁酯 — 0.04

24 36.87 119-36-8 C8H8O3 水杨酸甲酯 — 0.01

25 32.14 614-98-2 C7H8O3 3- 呋喃甲酸乙酯 — 0.01

总和 23.42 9.41

1

酸类

6.99 64-18-6 CH2O2 甲酸 4.69 3.29

2 25.46 64-19-7 C2H4O2 乙酸 2.38 1.92

3 33.09 18294-04-7 C8H18O4Si2 草酸 2TMS 衍生物 0.01 —

总和 7.08 5.21

1

醛类

28.34 100-52-7 C7H6O 苯甲醛 1.67 1.58

2 6.46 105-57-7 C6H14O2 乙缩醛 0.73 —

3 25.74 498-60-2 C5H4O2 3- 糠醛 0.41 0.26

4 30.25 620-02-0 C6H6O2 5- 甲基呋喃醛 0.06 0.07

总和 2.86 1.91

1

酮类

18.34 111-13-7 C8H16O 仲辛酮 15.29 12.79

2 17.71 55153-12-3 C9H8O3 2-( 甲酰氧基 )-1- 苯基 - 乙酮 0.66 —

3 22.53 821-55-6 C9H18O 2- 壬酮 0.61 0.39

4 9.75 600-14-6 C5H8O2 2,3- 戊二酮 0.09 0.08

5 6.23 1449-49-6 C7H12O 2,2,3- 三甲基 - 环丁酮 0.07 —

6 22.72 67801-33-6 C10H20O2 3-( 羟甲基 )-2- 壬酮 — 0.18

7 33.39 1009-14-9 C11H14O 1- 苯基 -1- 戊酮 — 0.01

总和 16.73 13.45

1

芳香族类

17.02 100-42-5 C8H8 苯乙烯 11.50 10.61

2 23.73 538-68-1 C11H16 戊基苯 5.88 3.43

3 40.19 108-95-2 C6H6O 苯酚 2.58 2.00

4 29.76 1126-79-0 C10H14O 丁氧基苯 2.71 2.49

5 43.96 96-76-4 C14H22O 2,4- 二叔丁基苯酚 2.23 4.12

6 27.62 27831-13-6 C10H12 4- 乙烯基 -1,2- 二甲基 - 苯 0.35 0.29

7 23.21 1595-16-0 C11H16 1- 甲基 -4-(1- 甲基丙基 )- 苯 0.28 0.84

8 26.15 54410-74-1 C12H18 1- 甲基 -2-(1- 乙基丙基 )- 苯 0.17 0.19

9 25.20 2719-52-0 C11H16 2- 苯基戊烷 0.10 0.17

10 42.20 621-58-9 C9H10O2 5- 乙烯基 -2- 甲氧基 - 苯酚 0.03 0.02

11 42.72 7786-61-0 C9H10O2 4- 乙烯基 -2- 甲氧基苯酚 — 0.07

12 39.15 644-08-6 C13H12 4- 甲 基 -1,1′- 联苯 0.01 —

13 30.75 447-53-0 C10H10 1,2- 二氢萘 0.01 0.02

总和 25.85 24.26

续表1
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序号 分类 保留时间 /min 物质名称 CAS 号 分子式
含量 /(μg·mL-1)

MS SS

1

其他类

15.10 10317-17-6 C6H12O 3-(1- 甲基乙基 )- 氧杂环丁烷 23.70 7.28

2 6.96 115-10-6 C2H6O 二甲醚 10.45 15.19

3 15.17 123-62-6 C6H10O3 丙酸酐 5.15 0.94

4 31.20 4265-25-2 C9H8O 2- 甲基苯并呋喃 0.89 0.78

5 19.23 629-50-5 C13H28 正十三烷 0.52 0.45

6 31.00 629-78-7 C17H36 十七烷 0.60 0.52

7 31.64 544-76-3 C16H34 十六烷 0.47 0.11

8 14.15 112-40-3 C12H26 十二烷 0.33 0.31

9 28.12 1077-16-3 C12H18 1- 苯基己烷 0.22 0.18

10 27.53 1192-62-7 C6H6O2 2- 乙酰基呋喃 0.23 0.21

11 17.12 294-62-2 C12H24 环十二烷 0.14 0.11

12 16.67 7206-17-9 C12H24 (E)-6- 十二烯 0.07 0.13

13 27.53 3194-17-0 C9H12O2 2- 戊酰呋喃 0.03 0.03

14 40.42 3326-71-4 C5H6N2O2 2- 呋喃甲酰肼 0.01 —

15 16.55 7206-14-6 C12H24 (E)-3- 十二烯 — 0.14

16 15.46 20634-43-9 C12H24 5- 甲基 v-4- 十一烯 — 0.07

总和 42.82 26.44

注：“—”表示未检出。

续表1

2.4 差异挥发性风味物质的筛选与分析

戴尔有孢圆酵母对桑葚醋中挥发性风味物质组成

差异的影响见图 4。MS 和 SS 在各时间点的样品完全

分开，说明两组桑葚醋在醋酸发酵过程中的挥发性风

味物质组成具有明显差异。随着发酵的进行，MS 样

品分布逐渐分散，而 SS 样品愈发集中，且 MS 在整个

发酵过程中的样品分布较 SS 呈现出更为分散的状态，

这表明在戴尔有孢圆酵母参与下发酵的桑葚醋具有更

为丰富的挥发性风味物质组成变化。通过置换检验，

进一步证实了 OPLS-DA 模型的准确性，即 R2 和 Q2

拟合回归线的斜率均大于 0 ；R2 和 Q2 原始值均高于左

侧所有点；Q2 回归线的截距小于 0。通过 OPLS-DA 模

型得到了挥发性风味物质 VIP 值，其中两组桑葚醋筛

选到了 15 种差异挥发性风味物质（VIP ＞ 1），分别是

苯乙醇、二甲基硅烷二醇、3-(1- 甲基乙基 )- 氧杂环丁

烷、月桂酸乙酯、戊基苯、1- 甲基 -4-(1- 甲基丙基 )- 苯、

(E)-3- 十二烯、甲酸辛酯、癸酸乙酯、2- 壬醇、异丁醇、

1,2- 二氢萘、1- 辛醇、3- 呋喃甲醇和 2,3- 丁二醇。苯乙

醇是两组桑葚醋挥发性风味物质差异的最大贡献者，

它是通过酵母在厌氧条件下的代谢反应由 L- 苯丙氨酸

衍生生成，对醋味的形成具有积极作用 [24] ；异丁醇具

有果香味；2,3- 丁二醇赋予桑葚醋柔和甜感；2- 壬醇带

有类似柑橘类的果香和铃兰的花香；1- 辛醇具有柑橘、

玫瑰和薰衣草等复杂且有层次感的花果香。月桂酸乙

酯带有油脂复合的香气 [25] ；甲酸辛酯常被用于调配具

有清新香调的产品；1,2- 二氢萘具有类似樟脑丸的气

味。可见，MS 中醇类物质尤为突出，已有研究表明

接种非酿酒酵母 Torulaspora delbrueckii 可以提高发酵

体系中醇类物质的含量 [26] 。综上，混菌发酵对于桑葚

醋的果香、花香气味以及柔和、绵甜感有重要影响。

2.5 桑葚醋挥发性风味物质伴生网络结构分析

挥发性风味物质的伴生网络能够展示不同挥发性

风味物质之间的关联，通过分析网络结构，可以了解

哪些风味物质倾向于同时出现，哪些物质之间存在相

互促进或抑制的关系。因此，分别构建了醋酸发酵过

程两组挥发性风味物质的伴生网络，从而明确戴尔

有孢圆酵母对桑葚醋挥发性风味物质合成的影响。

如图 5 所示，MS 挥发性风味物质伴生网络中的所有
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节点被聚集成 9 个模块，5 个大模块（ ＞ 10%）占比

分别为 28.95%、23.68%、11.84%、10.53%、10.53%，

其他模块占比 14.47%。伴生网络由 76 个节点和 236
条边组成，模块化指数为 0.90，平均度为 6.21，节点

平均聚类系数为 0.61，平均路径长度为 3.22。二甲醚、

1- 甲基 -2-(1- 乙基丙基 )- 苯、庚醇、癸酸乙酯、乙酸

异戊酯、苯酚、甲酸和乙缩醛具有较高的度，说明这

些挥发性风味物质与其他物质的关联性较强。SS 的伴

生网络由 67 个节点和 190 条边组成，模块化指数为

0.98，平均度为 5.67，节点平均聚类系数为 0.63，平

均路径长度为 2.78。网络由 14 个模块组成，包括 4 个

大模块（20.90%、19.40%、13.43%、10.45%）和其他

模块（35.82%）。苯乙烯、2- 乙酰基呋喃、2- 甲基苯

并呋喃、乙酸苯乙酯、3- 甲基辛酸丁酯、2- 乙基己醇、

1- 甲基 -2-(1- 乙基丙基 )- 苯、3- 呋喃甲醇和苯甲酸乙酯

与其他风味物质的关联性较强。模块化衡量了网络图

结构的模块化程度；平均度指一个节点直接相连的边

的数量；通过结合平均聚类系数和平均路径长度，可

以揭示“小世界”效应，表现为节点倾向于聚类和形

成紧密群体的整体趋势。综合伴生网络各指标，可见，

MS 挥发性风味物质伴生网络具有更高的复杂性，物

质之间的相互作用传递性更强。在两组伴生网络中，

差异挥发性风味物质苯乙醇、2- 壬醇、异丁醇和 3-
呋喃甲醇均属于同一个模块，且这些物质无论是在

MS 还是 SS 中的变化趋势都一致，可见，这些物质

可能具有相似的合成规律。结果表明，混菌发酵对

挥发性风味物质的相互作用具有较大的影响，有利

于增加桑葚醋香气成分的复杂性。

  

图 4 桑葚醋醋酸发酵过程挥发性风味物质差异情况

Fig.4 Variations in volatile flavor compounds during acetic acid fermentation of mulberry vinegar

注：a ：挥发性风味物质 OPLS-DA 模型；b ：OPLS-DA 模型置换检验；c ：挥发性风味物质 VIP 值。
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图 5 桑葚醋醋酸发酵阶段挥发性风味物质共现网络分析

Fig.5 Co-occurrence network analysis of volatile flavor 

compounds during the acetic acid fermentation stage 

of mulberry vinegar

注：a ：MS 挥发性风味物质伴生网络；b ：SS 挥发性风味

物质伴生网络。

2.6 桑葚醋醋酸发酵代谢功能富集分析

为了进一步探索 MS 和 SS 桑葚醋差异风味物质在

醋酸发酵过程中的差异表达，对其进行基于 KEGG 数

据库的代谢通路富集分析。富集分析显示 5 条通路被

显著富集（图 6），它们是乙醛酸和二羧酸代谢、丙酸

酯代谢、丙酮酸代谢、糖酵解 / 糖异生和苯丙氨酸代

谢（P ＜ 0.05）。乙醛酸和二羧酸代谢以及丙酸酯代谢是

高度富集的通路，其 P 值分别为 0.000 2 和 0.000 5，它

们涉及丝氨酸、谷氨酸、赖氨酸等多种氨基酸以及其

他前体物质的合成与转换，对多种挥发性风味物质的

生成具有重要作用。丙酮酸代谢、糖酵解 / 糖异生和

苯丙氨酸代谢途径直接参与了苯乙醇、乙酸和乙醇等

物质的产生 [27] 。这可能是两组桑葚醋中苯乙醇和乙酸

等具有显著差异的原因。已有研究证明，戴尔有孢圆

酵母参与的混菌发酵可以促进苯乙醇、乙酸苯乙酯和

苯甲醛等风味物质的合成 [28,29] 。此外，MS 还原糖利用

程度明显高于 SS，这可以通过糖酵解 / 糖异生过程进

行解释，因为还原糖的消耗主要发生于该过程中。综上，

戴尔有孢圆酵母参与的混菌发酵更有利于前体物质的

积累和风味物质的形成。

图 6 桑葚醋差异挥发性风味物质代谢通路富集分析

Fig.6 Enrichment analysis of metabolic pathways of differential 

volatile flavor compounds in mulberry vinegar

3  结论

通过加入戴尔有孢圆酵母进行混菌发酵，测定桑

葚醋醋酸发酵阶段理化指标、有机酸及挥发性风味物

质。结果表明，MS 总酸生成速率和还原糖利用程度

高于 SS。MS 的 L- 苹果酸、L- 乳酸、乙酸、柠檬酸

和琥珀酸含量均显著高于 SS（P ＜ 0.05），分别提升了

9.73%、11.80%、22.58%、8.70% 和 31.18%。挥发性

风味物质的种类和含量均在 MS 中更高，特别是醇类

和酯类物质，且 MS 有更多的独有挥发性风味物质，

两组挥发性风味物质合成的阶段性也不相同。苯乙醇、

异丁醇、2,3- 丁二醇、2- 壬醇、3- 呋喃甲醇、1- 辛醇、

癸酸乙酯、月桂酸乙酯和戊基苯等 15 种差异挥发性风

味物质凸显了 MS 的花果香和蜜甜香。伴生网络的构

建结果表明，混菌发酵增强了挥发性风味物质之间的
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关联性以及伴生网络的复杂性，差异挥发性风味物质

苯乙醇、2- 壬醇、异丁醇和 3- 呋喃甲醇等具有潜在的

关联。差异风味物质富集得到 5 条显著的代谢通路，

发现混菌发酵更有利于多种氨基酸等前体物质的转换

以及风味物质的合成。总体而言，戴尔有孢圆酵母参

与的混菌发酵促进了桑葚醋发酵过程中还原糖的利用

和总酸的生成，有助于提升有机酸含量，丰富桑葚醋

挥发性风味物质的组成，为混菌酿造桑葚醋的进一步

发酵优化提供了理论依据，同时也可为混菌酿造浆果

类果醋的发酵研究提供参考和借鉴。
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