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基于 E-Nose和 HS-SPME-GC-MS探究混菌
发酵对蜂蜜茶酒品质的影响

李　颖1，张　辉2，邱鹤翔1，刘兰花1，孙智伟1，穆冬冬1，汪友胜3，李兴江1，吴学凤1, *

（1.合肥工业大学食品与生物工程学院，安徽省发酵食品工程研究中心，安徽合肥 230601；
2.中国农村技术开发中心，北京 100045；

3.安徽蜂献蜂业有限公司，安徽桐城 231400）

摘　要：为开发新型高品质的蜂蜜茶酒，利用酿酒酵母和非酿酒酵母混菌发酵制备蜂蜜茶酒，采用电子鼻技术结合

顶空固相微萃取-气相色谱-质谱（Headspace Solid-Phase Micro Extraction and Gas Chromatography Mass Spectrometry，
HS-SPME-GC-MS），并对发酵蜂蜜茶酒的基本理化、有机酸和多酚含量进行检测，以酿酒酵母单菌发酵（SF）
和非酿酒酵母单菌发酵（HF）产品作为对比分析，综合评价混菌发酵（MF）对蜂蜜茶酒品质和风味的影响。结果

表明：相较于 SF和 HF，MF提高了蜂蜜茶酒总酚和总黄酮含量。发酵后样品的有机酸含量上升，多酚含量下

降。HF电子鼻传感器响应值低，且 MF大部分传感器响应值大于 SF。HS-SPME-GC-MS共鉴定出 75种香气成

分，混菌发酵使蜂蜜茶酒中的挥发性化合物种类和含量显著增加（P<0.05）。PLS-DA分析共筛选出 10种差异化

合物（VIP>1），其中有 6种为酯类风味物质。OAV>1的关键香气成分共有 12种，相较于 HF和 SF，对MF香气

贡献率较高的为具有花香的苯乙醇、蜂蜜甜香的乙酸苯乙酯、水果香气的甲酸戊酯和醋酸正丙酯等。综上，混菌

发酵蜂蜜茶酒相较于单菌发酵更具优势，总体风味更丰富浓郁。本文为非酿酒酵母在酒类中的应用及茶叶副产物

深加工利用提供了理论依据。

关键词：蜂蜜茶酒，混菌发酵，风味，电子鼻，顶空固相微萃取-气相色谱-质谱技术联用
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Abstract：In order to develop a new type of high-quality honey tea wine, a mixed culture of Saccharomyces cerevisiae and
non-Saccharomyces  cerevisiae  was  employed  for  the  fermentation  of  honey  tea  wine.  The  electronic  nose  technique  in
combination  with  headspace  solid-phase  microextraction-gas  chromatography-mass  spectrometry  (headspace  solid-phase
micro  extraction  and  gas  chromatography  mass  spectrometry,  HS-SPME-GC-MS)  was  adopted,  and  the  basic
physicochemical  properties,  organic  acid,  and  polyphenol  contents  of  the  fermented  honey  tea  wine  were  detected.  The  
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single-strain fermentation products of Saccharomyces cerevisiae (SF) and non-Saccharomyces cerevisiae (HF) were used as
control groups for comparative analysis to comprehensively evaluate the effects of mixed-strain fermentation (MF) on the
quality and flavor of honey tea wine. The results indicated that compared with SF and HF, MF increased the total phenol
and total flavonoid contents of honey tea wine. The organic acid content in the post-fermentation samples increased, while
the polyphenol content decreased. The response value of the electronic nose sensor for HF was low, and the majority of the
sensor response values of MF were greater than those of SF. A total of 75 aroma components were identified by HS-SPME-
GC-MS, and mixed-strain fermentation significantly increased the types and contents of volatile compounds in honey tea
wine (P<0.05). A total of 10 differential compounds (VIP>1) were screened out by PLS-DA analysis, among which 6 were
ester  flavor  substances.  There  were  12  key  aroma components  with  OAV>1,  and  compared  with  HF and  SF,  those  with
higher contribution rates to the aroma of MF were phenylethanol with floral aroma, phenyl ethyl acetate with honey sweet
aroma,  pentyl  formate  and  n-propyl  acetate  with  fruit  aroma.  In  conclusion,  compared  with  single-strain  fermentation,
mixed-strain fermentation of honey tea wine has more advantages, with a richer and more intense overall flavor. This paper
provides  a  theoretical  basis  for  the  application  of  non-Saccharomyces  cerevisiae  in  alcoholic  beverages  and  the  deep
processing and utilization of tea by-products.

Key words：honey tea wine；mixed bacteria fermentation；flavor；electronic nose；headspace solid-phase microextraction-

gas chromatography-mass spectrometry

茶酒是一种将茶的清香与酒的醇厚巧妙融合的

特色饮品。通常是以茶类产品为主要原料，其他制酒

原料为辅料，经过发酵或者配制而成各种饮用酒[1−2]。

茶碎是茶叶加工过程中产生的副产物，利用率较

低[3]。蜂蜜是一种富含酚类物质且可以用于酒精饮

料生产的原料，其添加可以为酒精饮料带来顺滑醇厚

的口感以及甜美悦人的香气[4]。因此，以桐城小花

茶碎为原料，蜂蜜作为辅料融入茶酒的发酵过程，不

仅有望改善茶酒的苦涩口感，还能为其赋予更多保健

功能。

传统酒精类饮品发酵依赖于酿酒酵母（Saccha-
romyces cerevisiae，SC）单一发酵，以确保一致的香

气特征和相对较高的乙醇含量[5]。随着消费者对酒

类品质要求的提高，非酿酒酵母（non-Saccharomyces
yeasts，NS）的需求和应用也在不断增加以避免酒类

的同质化。但大多数的 NS发酵性能较差，产酒精能

力低，因此只能与 SC进行混合发酵，以获得口感和

香气更丰富稳定的酒精饮料[6]。例如仙人掌有孢汉

逊酵母（Hanseniaspora opuntiae）和 SC混合发酵提

升了柑橘酒中醇类和酯类化合物含量，并提高了柑桔

酒的感官品质[7]。在季也蒙有孢汉逊酵母（Hanseni-
aspora guilliermondii）与 SC混菌发酵啤酒时，乙酸

苯乙酯含量提高了 8.2倍，增加了玫瑰和蜂蜜的香

气[8]。葡萄汁有孢汉逊酵母（Hanseniaspora uvarum）

与 SC以 1:1的比例共接种可以降低其中的乙酸含

量，并提高了乙酯含量以增强葡萄酒的热带水果风

味[9]。异常汉逊酵母（Hansenula anomala）是一类与

酒精发酵相关的天然非酿酒酵母，其代谢能力差，不

能独自完成酒精发酵，但它可以通过自身代谢活动产

生乙酯类、高级醇和芳香酮等一系列香气物质，以增

加酒类香气的复杂度和浓郁度[10]。目前混菌发酵多

应用于果酒中，对于茶酒的相关研究鲜有报道。因

此，有必要进行产品创新，开展蜂蜜茶酒的研发以解

决茶和蜂蜜及其农副产品品种少，周边产品附加值低

等问题，对产业发展具有推动作用。

因此，本研究利用异常汉逊酵母与 SC混合发酵

酿造蜂蜜茶酒，并以单菌发酵产品作为对照组，以基

本理化、有机酸、多酚以及挥发性成分等指标来分析

其品质。研究将为提升蜂蜜茶酒的品质提供理论参

考，提高对茶叶副产物的利用率，并为茶酒的品种创

新提供数据支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

桐城小花茶碎　安徽省桐城市茶厂；洋槐蜜　

安徽蜂献蜂业有限公司；酿酒酵母 SY　安琪酵母

有限公司；YM培养基、异常汉逊酵母 Hansenula
anomala（BNCC336003）　北纳创联生物科技有限公

司；草酸、酒石酸等有机酸标准品，熊果苷、儿茶素等

酚类化合物标准品，甲醇、甲酸、乙腈、乙醇、2-辛醇

标准品（均为色谱醇）　上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；氯化钠、碳酸钠、柠檬酸、葡萄糖（均为分析

纯）　国药集团化学试剂有限公司。

LDZX-50KBS高压灭菌锅　上海申安公司；

iNose型电子鼻　上海昂申智能科技有限公司；T6

紫外分光光度计　北京普析通用有限公司；Eclipse

Plus  C18 色谱柱、RRHD  Eclipse  Plus  C18 色谱柱、

DB-5MS色谱柱、LC-MS联用仪、8890-7000D型气

相色谱质谱仪　美国安捷伦科技公司；ZHJH-

C1112B超净工作台　上海智城分析有限公司；

LT2002E电子天平　常熟天量仪器有限责任公司；

HWS-24电热恒温水浴锅　上海一恒科学仪器有限

公司；HYL-C2组合式摇床　太仓市强文实验设备有

限公司；F2型 pH计　梅特勒-托利多仪器有限公司；

BM-03手持糖度计　天津瞭望光电科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   发酵型蜂蜜茶酒酿造　菌种活化：酿酒酵母

SY与 30 ℃ 温水以 1:20（g:mL）的比例混匀后活化
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20 min，异常汉逊酵母 Hansenula anomala 在 YM培

养基中活化 1~2代后使用。茶水浸提：茶碎与水按

照质量比 1:50混合，在 70 ℃ 下浸提 1 h，过滤后得

茶水。发酵液的调制：将蜂蜜添加到茶水中调节初

始糖度为 24%，柠檬酸、碳酸钠调整混合液的 pH
为 4.0。在 90 ℃ 条件下保持 30 min杀菌，冷却至室

温后使用。接种：单一接种发酵的接种量为 2×
106 CFU/mL，分别为编号 SF：只接种酿酒酵母 SY；

编号 HF：只接种 Hansenula  anomala；编号 MF为

混合接种发酵：先以 1×106 CFU/mL的接种量加

入 Hansenula  anomala，25 ℃ 发酵 24 h后再以 1×
106 CFU/mL的接种量接种酿酒酵母 SY。以未接种

的发酵液作为空白对照组 CK，CK组过滤后直接收

集保存在−20 ℃ 冰箱。三组发酵组在 25 ℃ 培养箱

中发酵 18 d后取出，65 ℃ 下灭菌 30 min。过滤后

得酒样，收集并在−20 ℃ 冰箱保存以用于后续分析

和检测。

 1.2.2   理化指标检测　酒精含量测定参考《酒和食用

酒精中乙醇浓度的测定》（GB 5009.225-2023），使用

pH计和手持糖度计直接测定酒样的 pH和可溶性固

形物含量，总酸含量测定参考《食品中总酸的测定》

（GB 12456-2021），总酚和总黄酮含量的测定分别采

用没食子酸比色法和三氯化铝比色法[11]，总糖含量测

定采用 DNS法[12]。

 1.2.3   有机酸含量测定　参照 Jiang等 [13] 的方法，

并适当修改。样品处理：样品过 0.22  µm尼龙滤

膜待用。高效液相色谱（high  performance  liquid
chromatography，HPLC）条件：Eclipse Plus C18 色谱

柱（4.6 mm×250 mm，5 µm），流动相 A为甲酸水溶

液（0.1%甲酸），流动相 B为甲醇溶液，V（甲酸

水）:V（甲醇）=97:3，流速 0.8 mL/min，柱温 30 ℃，

进样量 5 µL。流动相的洗脱梯度为：0 min，3% B；
0~10 min，95% B；10~20 min，5% B。使用电喷雾离

子源（ESI）在负离子模式下进行质谱检测，设置包括

3200 V的喷雾电压、400 ℃ 的蒸发温度、500 ℃ 的

离子转移温度、50 arb的鞘气、20 arb的辅助气体和

50~750 m/z的扫描范围。标准溶液：将草酸、奎宁

酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸、没食子酸配制成

不同梯度标准品溶液，溶液过 0.22 µm的尼龙滤膜待

用，采用外标法进行定量。

 1.2.4   多酚含量测定　参照 Li等[14] 的方法并加以

修改。样品处理：样品过 0.22 µm尼龙滤膜待用。高

效液相色谱条件：RRHD Eclipse  Plus  C18 色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.8 µm），流速为 0.2 mL/min，柱
温 40 ℃。流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）和乙腈

（B），进样量 1 µL。流动相的洗脱梯度为：0 min，5%
B；0~15 min，30% B；15~27 min，90% B；27~28 min，
5% B；电喷雾离子源（ESI）在 3200 V的喷雾电压下

工作。蒸发温度为 400 ℃，离子转移温度为 500 ℃。

鞘气为 50 arb，辅助气为 20 arb。采用负离子扫描方

式，扫描范围 50~750 m/z。标准溶液：将熊果酸、原

儿茶酸、表没食子儿茶素（epigallocatechin，EGC）、
绿原酸、表没食子儿茶素没食子酸酯（epigallocate-
chin gallate，EGCG）、表儿茶素（epicatechin，EC）、对

香豆素、芦丁、表儿茶素没食子酸酯（epicatechin
gallate，ECG）、紫云英苷、杨梅素、鞣花酸、槲皮素、

柚皮素、山奈酚配制成不同梯度标准品溶液，溶液过

0.22 µm的尼龙滤膜待用，采用外标法进行定量。

 1.2.5   电子鼻检测　参照 Liu等[15] 的方法并适当

修改。在 15 mL顶空瓶中收集 5 mL样品，用保鲜膜

密封并用橡皮筋扎紧。样品在 55 ℃ 水浴中富集

15 min，然后冷却到常温进行顶空取样。测试条件

为：采样时间设置为 1 s/组，传感器自清洁时间为

300 s，传感器归零时间为 5 s，样品制备时间为 10 s，
样品流速为 500 mL/min，分析采样时间为 180 s。对

每个样品进行 3次平行实验。电子鼻各传感器性能

描述如表 1所示。
 
 

表 1    电子鼻各传感器性能描述
Table 1    Performance description of each sensor

of the electronic nose

序号 传感器名称 性能描述

1 W1C 对芳香成分，苯类灵敏

2 W5S 对氮氧化合物灵敏

3 W3C 对芳香成分和氨类灵敏

4 W6S 对氢化物灵敏

5 W5C 对短链烷烃芳香成分灵敏

6 W1S 对甲基类灵敏

7 W1W 对硫化物灵敏

8 W2S 对醇类、醛酮类灵敏

9 W2W 对有机硫化物灵敏

10 W3S 对长链烷烃灵敏
 

 1.2.6   HS-SPME-GC-MS测定香气成分　参照 Xia
等[16] 的方法并适当修改。在 20 mL的 SPME样品

瓶中倒入 5.0 mL蜂蜜茶酒，再加入 1.0 g NaCl以避

免基质效应，提高灵敏度，然后加入 2-辛醇内标

5 µL至终浓度为 0.822 µg/L。密封好后插入经老化

的萃取针，置于 50 ℃ 水浴中，平衡 30 min后推出萃

取针头，顶空萃取 35 min后将萃取头插入 GC-MS
进样口，250 ℃ 解析 4 min。

色谱条件：色谱柱为 DB-5MS（30 mm×0.25 mm，

0.25 µm）；柱箱温度：40 ℃，进样口温度：250 ℃；升

温程序：40 ℃ 保持 3 min，以 4 ℃/min升至 120 ℃，

保持 4 min，再以 6 ℃/min升至 210 ℃，保持 9 min，
最后以 25 ℃ 升至 240 ℃，保持 3 min；载气（He）：流
速 1.0 mL/min，压力 49.5 kPa。

质谱条件：离子源温度 230 ℃，接口温度 230 ℃；

电离方式 EI；质量扫描范围 m/z 35~500；扫描速度

1000 u/s。
定性方法：样品中未知化合物经 GC/MS软件鉴

定，并与 NIST20质谱库匹配，只报道相似度大于
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85%的物质。并将未知化合物的保留时间和质谱信

息与标准品进行比较。

定量方法：以 2-辛醇为内标进行半定量测定。

未知挥发物浓度计算是用未知挥发物峰面积与内标

峰面积之比乘以 2-辛醇浓度计算所得。

 1.3　数据处理

采用 Excel进行数据归纳整理，所得结果均以三

次重复的“平均值±标准差”表示；采用 IBM SPSS
Statistics 24.0.1软件进行单因素方差分析（one-way
analysis of variance，one-way ANOVA）和邓肯多重

比较（Duncan multiple comparisons）以检验样品组

间显著性（P<0.05）；采用 Origin  2021、OmicShare
Tools等软件进行绘图。

 2　结果与分析

 2.1　蜂蜜茶酒的理化指标分析

蜂蜜茶酒的基本理化指标见表 2。MF和 SF中

乙醇含量显著高于 HF（P<0.05）。这是由于非酿酒

酵母缺乏良好的发酵特性，不能作为酒精发酵的主要

菌株，酿酒酵母才是发酵过程中的主要酒精生产

者[17]。不同发酵策略酒样的 pH均在 3.4左右，MF
和 SF的总酸浓度要高于 HF。其中 SF的总酸含量

最高，这可能是由于在酒精发酵阶段酿酒酵母能通过

三羧酸循环、乙醛酸循环等多种途径生成乙酸，而非

酿酒酵母能够同时利用葡萄糖和乙酸以降低酒样中

乙酸的含量[18]。不同发酵方式下蜂蜜茶酒的总糖有

显著差异（P<0.05），SF、MF、HF的总糖量依次增

加，表明不同酵母对还原糖的利用率具有一定的差

异。酚类和黄酮类化合物是蜂蜜和茶叶中的重要营

养物质，在未发酵样品中有着很高的浓度，而在发酵

后都显著降低（P<0.05）。多酚作为酶催化氧化的还

原剂，易被氧化，发酵过程中微生物产生了大量氧化

酶，从而导致多酚类物质发生了氧化[19]，因此总酚和

总黄酮在发酵后含量下降。但 MF样品中的总酚和

总黄酮含量略高于 SF和 HF，说明混菌发酵可以一

定程度上减少对多酚类物质的破坏，从而保留其营养

特性。
  

表 2    不同蜂蜜茶酒理化参数
Table 2    Physicochemical parameters of different

honey tea wine

指标 HF SF MF CK

酒精度（%vol） 1.05±0.09b 10.40±0.06a 10.36±0.22a −
pH 3.47±0.01b 3.38±0.02c 3.40±0.06c 4.19±0.01a

总糖（g/L） 160.25±12.26b 50.78±4.97d 81.42±4.59c 202.73±12.13a

总酸（g/L） 3.80±0.25b 5.48±0.35a 5.32±0.25a 1.76±0.18c

总酚（g/L） 1.64±0.09c 1.81±0.06b 1.82±0.06b 2.38±0.10a

总黄酮（g/L） 0.80±0.01bc 0.77±0.02c 0.82±0.01b 1.20±0.02a

注：同行不同字母表示差异显著（P<0.05），“−”为未检出，表3、表4同。

 2.2　蜂蜜茶酒中的有机酸和多酚含量

 2.2.1   有机酸含量分析　有机酸是酒精饮料的基

本成分，对感官品质有较大影响，非挥发性酸赋予

这些饮料特有的酸味或口感[12]。采用高效液相色

谱法测定了蜂蜜茶酒中有机酸的含量，共鉴定出

草酸、奎宁酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、琥珀酸和

没食子酸 7种有机酸（图 1）。其中琥珀酸在不同

样品间差异显著（P<0.05），在 CK中含量最低，为

7.40 µg/mL，经过发酵后显著上升（P<0.05），其含量

顺序为 SF（562.48 µg/mL）>MF（492.02 µg/mL）>HF
（175.20 µg/mL）。琥珀酸是酿酒酵母代谢产生的一

种有机酸。它主要在有氧呼吸的三羧酸循环过程中

产生，也是厌氧呼吸的最终产物之一。此外，酿酒酵

母的乙醛酸循环和氨基酸代谢也能产生琥珀酸[20]。

因此 SF样品中琥珀酸含量最高。草酸和奎宁酸的

含量在 HF组最高，其次是 CK组，这两种有机酸在

SF组和 MF组含量相对较低，但有助于稳定酒样品

质，构成蜂蜜茶酒独特的口感[2]。柠檬酸、乳酸和苹

果酸在发酵后含量均有所上升，而没食子酸在发酵后

的三组样品中含量下降。食物中的苹果酸在口中有

一种辛辣的酸味，而乳酸则更柔软，柠檬酸也对酒的

口感有一定的改善作用[21]。在 MF样品中，苹果酸

和乳酸含量分别为 111.02 µg/mL和 18.72 µg/mL，因
此对酿酒酵母单独发酵酸度过高有一定的改善作用，

口感更适中柔和。没食子酸既是有机酸，也是一种多

酚类有机化合物，CK中含量最高，为 30.49 µg/mL，
在发酵过程中，微生物分泌多种酶（鞣酶、酯酶、酚酸

脱羧酶和糖苷酶等）水解没食子酸等转化成更小的酚

类化合物[13]。
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图 1    不同蜂蜜茶酒有机酸浓度
Fig.1    Concentration of organic acids in different

honey tea wine
注：不同字母表示差异显著（P<0.05）。

 

 2.2.2   多酚含量分析　多酚类化合物是植物界最丰

富的植物化学物质之一，具有抗菌、抗氧化、抗炎

等多种生物活性[22]。采用高效液相色谱法测定了蜂

蜜茶酒中酚类化合物的种类和含量。如表 3所示，

在 CK、HF、MF和 SF中共鉴定出 14种酚类化合

物。结果表明，接种不同菌种发酵对蜂蜜茶酒酚类

物质含量有影响。与 CK组相比，接种了异常汉逊

酵母的 HF组样品中酚类化合物的减少最少，说明

异常汉逊酵母对酚类物质降解具有一定的保护作

用。熊果酸仅在 HF和 MF中检测出来，说明接种异
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常汉逊酵母可以促进熊果酸的合成。EGC、EGCG、

EC和 ECG都属于儿茶素类化合物，是茶叶中的

主要功能成分，具有抗炎症、抗菌、抗病毒及抗氧

化等效用[23]。这四种儿茶素在发酵后含量均有所

减少，可能是由于酵母的水解和催化作用，儿茶素

转化为酚类氧化代谢物和儿茶素裂变代谢物 [23]。

这一现象与现有研究的结果是一致的[14]。抗氧化活

性最强的 EGC和 EGCG含量仍然很高，并在三个发

酵组中差异不大，分别为 921.47~961.35 µg/mL和

851.31~858.65 µg/mL。Xu等[23] 的研究发现紫嫣茶

酒在发酵 14 d后的 EGC和 EGCG含量分别下降

到 96.53  µg/mL和 307.10  µg/mL。Bayram等 [24] 考

察了不同茶浓度和提取时间对茶酒中儿茶素的影响，

测得的 EGC含量均低于 250.00 mg/L。与其他茶酒

相比，蜂蜜茶酒的儿茶素含量相对较高，因此可能对

其功能性的提升具有一定作用。

 2.3　电子鼻分析

电子鼻对样品的气味很敏感，挥发性化合物组

成的微小变化可能导致不同的传感器响应[25]。传感

器响应的香气物质含量越高，相对电导率值越偏离

1。当浓度低于检测限或无响应诱导气体时，对应传

感器的 G/G0或 G0/G值接近甚至等于 1[15]。
PEN3电子鼻由 10个传感器组成，根据三种蜂

蜜茶酒在 10个传感器上的响应值绘制了雷达图。

如图 2所示，MF样品和 SF样品的两个图的形状相

似，但部分响应值不同，说明两者的挥发性化合物种

类大体相似，但含量不同。除了传感器W1C，其余传

感器的响应值均是 MF>SF，说明 MF中的绝大多数

风味的浓度更高。其中 MF样品的 W1S、W2S和

W3S传感器响应值显著高于 SF（P<0.05），即烷烃以

及醇类、醛类和酮类的响应值更高，说明这些传感器

对应的物质对整体风味的形成有重要影响。此外，

HF样品雷达图与 MF和 SF完全不同，每一个传感

器的响应值都更低，说明非酿酒酵母单独发酵产生的

风味不足。

偏最小二乘判别分析采用经典偏最小二乘回归

模型，其响应变量为一组响应统计单元之间的类别关

系的分类信息集合。这是一种监督判别分析方法，可

以有效区分组间的观察结果，找到导致组间差异的影

响变量[26]。为了识别蜂蜜茶酒样品之间具体的传感

器响应差异，采用监督 PLS-DA方法对传感器响应

值进行分析。如图 3A所示，PC1和 PC2的方差贡

献率分别为 98.1%和 1.5%，占 PLS-DA评分图总方

差的 99.6%，表明两个主要成分可以反映不同传感器

对样本响应的总体信息。PLS-DA图上 MF和 SF

样品的部分重叠意味着它们的风味特征有相似之处。

传感器响应值的 VIP评分如图 3B所示。W3C、

W2S、W2W、W3S和 W5S传感器的 VIP评分均大

于 1，说明这 5种传感器可以作为区别不同蜂蜜茶酒

差异的潜在指标[27]。值得注意的是，这五个传感器都

 

表 3    不同蜂蜜茶酒多酚含量

Table 3    Polyphenol content of different honey tea wine

序号 多酚
含量（µg/mL）

HF SF MF CK

1 熊果酸 0.45±0.01a − 0.11±0.01b −

2 原儿茶酸 0.09±0.00a 0.10±0.00a 0.10±0.00a 0.07±0.02b

3 EGC 961.35±24.65a 928.79±10.31a 921.47±3.49a 1019.51±94.54a

4 绿原酸 1.56±0.09d 1.81±0.08c 4.13±0.19b 4.90±0.08a

5 EGCG 851.31±21.83b 856.96±36.11b 858.65±15.85b 1065.26±8.82a

6 EC 102.38±2.84b 100.36±5.96b 100.35±4.35b 121.66±6.35a

7 对香豆素 0.06±0.01c 0.15±0.01b 0.14±0.02b 0.35±0.01a

8 芦丁 2.30±0.08b 2.30±0.11b 2.37±0.10b 3.06±0.04a

9 ECG 164.08±3.62b 165.23±5.22b 167.20±6.45b 200.77±8.35a

10 紫云英苷 7.77±0.08ab 7.00±0.97b 7.43±0.10b 8.56±0.19a

11 杨梅素 9.42±0.92b 7.84±1.53b 7.81±1.49b 23.29±1.75a

12 槲皮素 0.38±0.08b 0.30±0.08b 0.29±0.09b 0.78±0.13a

13 柚皮素 0.07±0.02a 0.04±0.01b 0.05±0.01ab 0.05±0.01ab

14 山奈酚 0.92±0.12b 0.85±0.10b 0.86±0.13b 1.76±0.19a
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图 2    不同蜂蜜茶酒电子鼻响应值雷达图

Fig.2    Radar chart of electronic nose response values
for different honey tea wine
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在 MF样品中的响应值更高，说明混菌发酵可以提

升蜂蜜茶酒的风味特征，非酿酒酵母对酒精饮料发酵

具有一定的香气增强作用。

虽然电子鼻能熟练地捕捉到样品的整体香味特

征，但它在确定单个化学物质的具体变化方面却存在

不足。为了解决这个问题，有必要使用 GC-MS进行

进一步的分析，以便更详细地了解风味化合物。

 2.4　基于 GC-MS分析三种蜂蜜茶酒的风味物质

 2.4.1   挥发性物质含量分析　HS-SPME-GC-MS分

析结果进一步阐明了不同发酵策略对蜂蜜茶酒风味

的影响。如表 4所示，共鉴定出 75种挥发性化合物，

根据化学结构分为醇类、酸类、醛类、烃类、酯类、酮

类和其他类等 7类化合物。其中 HF42种、SF31种、

MF53种，3个酒样共有挥发性化合物 22种，HF特

有挥发性化合物 16种，SF特有挥发性化合物 6种，

MF特有挥发性化合物 24种，表明混菌发酵能够增

加蜂蜜茶酒挥发性化合物的种类。如图 4A所示，

在 MF样品中，主要挥发性化合物为高级醇类、烃

类、酯类和其他类挥发性化合物。而在 SF中主要为

醇类和酯类，HF中绝大多数为酯类，占总含量的

83%。MF样品中酯类的总含量为 3219.81  µg/L，
SF中为 3002.03  µg/L，且 MF中的酯类种类比 SF
多 10种，故香气更复杂丰富。以上结果表明，非酿

酒酵母在发酵过程中对酯类生成有巨大贡献。在许

多关于混菌发酵酒精饮料的研究中也报道了类似的

结果[28−30]。

从热图中可以看出不同发酵策略生产的蜂蜜茶

酒的挥发性化合物分布差异显著，一些具有强烈风味

的物质仅在 MF样品中检测到，如具有花香味的苏
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表 4    蜂蜜茶酒挥发性化合物含量

Table 4    Volatile compound content of honey tea wine

序号 挥发性物质
保留时间
（min）

CAS号
含量（µg/L）

香气描述[31−35]

HF SF MF

醇类（13）

1 芳樟醇 13.04 78-70-6 23.28±2.91b 35.62±3a 35.34±1.95a 花香，柑橘，铃兰花

2 苯乙醇 17.78 60-12-8 163.09±7.03c 1077.15±248.16b 1923.22±198.72a 花香，玫瑰花

3 α-松油醇 20.53 10482-56-1 4.60±1.85c 39.50±42.10a 9.44±1.15b 花香，丁香

4 香茅醇 21.90 106-22-9 3.40±1.06b 7.71±1.62a 4.10±0.70b 蔷薇、柑橘、花香、玫瑰

5 1,2-丙二醇 1.93 4254-15-3 362.31±76.69c 4873.41±112.54a 1447.52±87.29b −

6 橙花叔醇 34.24 142-50-7 4.79±0.24a 2.40±0.91b 3.82±0.49a 橙花、铃兰花的气息

7 2,3-丁二醇 5.89 513-85-9 − − 161.92±216.72 −

8 1,2-戊二醇 8.71 5343-92-0 − − 29.03±4.64 −

9 苏合香醇 18.08 98-85-1 − − 11.43±0.82 花香味

10 香叶醇 22.81 106-24-1 13.92±5.71 − − 玫瑰花、柠檬、天竺葵

11 2-乙基己醇 14.51 104-76-7 1.48±0.20 − − −

12 正丁醇 14.51 71-36-3 0.46±0.08 − − 饮料、花果香

13 苯甲醇 15.06 100-51-6 0.30±0.03 − − 花香，果香

酸类（5）

14 辛酸 20.44 124-07-2 3.64±0.43b − 35.52±11.09a 奶酪、脂肪、腐败味

15 乙酸 3.15 64-19-7 − 108.59±8.74a 47.21±16.88b 刺激性酸臭

16 正癸酸 27.89 334-48-5 − 38.72±25.78a 13.43±6.99ab 具有不愉快气味
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续表 4

序号 挥发性物质
保留时间
（min）

CAS号
含量（µg/L）

香气描述[31−35]

HF SF MF

17 正己酸 32.09 142-62-1 − 18.78±1.23 − 椰肉油气味和辛辣味

18 异丁酸 5.41 79-31-2 4.32±0.09 − − 刺激性气味

醛类（4）

19 丙醛 16.94 123-38-6 0.48±0.03b 9.18±6.36a 1.88±0.62ab 刺激性臭味

20 4-苄氧基苯甲醛 19.53 4397-53-9 − − 3.96±3.77 −

21 2-甲基戊醛 16.93 123-15-9 − − 2.17±0.66 −

22 2-苯基乙醛 15.17 122-78-1 2.15±0.30a − 0.16±0.02b 类似风信子的香气

烷烃类（6）

23 苯乙烯 9.13 100-42-5 4.17±3.94a 10.36±0.87a 11.48±9.67a −

24 柠檬烯 16.94 5989-27-5 0.52±0.04b 0.53±0.08b 1.97±1.05a 令人愉快的柑橘香气

25 环戊烷 4.44 287-92-3 − − 904.82±86.82 苯样的气味

26 苯 9.11 71-43-2 − − 1.34±0.14 强烈芳香味

27 二十一烷 32.32 629-94-7 0.39±0.15 − − −

28 丙二烯 2.54 463-49-0 0.17±0.02 − − 略带甜味

酯类（37）

29 乙酸乙酯 2.71 141-78-6 2812.82±129.66a 524.15±76.87c 870.60±134.120b 果香、指甲油、菠萝

30 辛酸乙酯 20.79 106-32-1 13.30±4.25b 421.92±130.64a 270.05±66.61a 果香、花生、杏仁露

31 反-4-癸烯酸乙酯 28.52 76649-16-6 0.86±0.08c 9.64±0.99a 7.02±0.33b −

32 癸酸乙酯 28.84 110-38-3 19.29±5.14b 167.27±1.11a 120.13±62.59a 酿酒香味

33 邻苯二甲酸二正丁酯 42.34 84-74-2 1.05±0.85a 2.66±1.40a 3.36±2.13a 微具芳香气味

34 醋酸正丙酯 4.01 109-60-4 55.02±19.82b 0.55±0.04b 432.56±232.08a 芹菜、覆盆子和梨的水果味

35 乙酸苯乙酯 22.88 103-45-7 95.00±47.33b 76.47±13.99b 187.38±28.53a 花果香、甜香

36 乙酸异戊酯 8.67 123-92-2 34.74±5.47a 47.37±14.44a 36.32±11.77a 香蕉

37 月桂酸乙酯 35.02 106-33-2 0.86±0.23c 3.84±0.82b 7.40±0.67a 甜味、奶油味

38 甲酸甲酯 20.59 107-31-3 58.07±0.97a 31.32±1.49a 60.13±53.06a 有芳香气味

39 邻苯二甲酸二异丁酯 40.70 84-69-5 − − 8.70±1.25 −

40 棕榈酸乙酯 42.83 628-97-7 − − 0.95±0.09 呈微弱蜡香、脂肪和水果

41 三甲氧基酯 2.22 503-30-0 1.24±0.94a − 0.22±0.1ab 有香味

42 丁位己内酯 4.47 823-22-3 81.37±94.02c 1517.27±108.94a 588.9±34.21b 乳脂似香气、焦香和果香

43 苯乙酸乙酯 22.50 101-97-3 − 4.67±1.12a 4.97±0.26a 花香、蜂蜜香

44 二甲氧基乙酸甲酯 6.00 89-91-8 − − 0.34±0.26 −

45 乙酸松油酯 20.53 80-26-2 − − 2.52±0.58 柠檬和薰衣草香气

46 对羟基苯乙酸甲酯 22.28 14199-15-6 − − 0.09±0.01 −

47 丁二酸二丙酯 28.84 925-15-5 − − 15.19±1.47 −

48 丙烯酸乙烯酯 2.92 2177-18-6 − − 0.76±0.12 −

49 乙酸-2-戊酯 8.66 626-38-0 − − 43.65±3.28 −

50 甲酸叶醇酯 18.99 33467-73-1 − − 1.21±0.15 绿色蔬菜的气味

51 丙酸叶醇酯 17.36 33467-74-2 − − 1.90±0.41 蔬菜的芳香

52 甲酸戊酯 4.56 638-49-3 − − 553.39±104.38 有水果香味

53 己酸香叶酯 19.88 10032-02-7 − − 1.61±0.17 玫瑰、香叶和香蕉似香气

54 苯乙酸苯乙酯 20.09 102-20-5 − − 0.46±0.05 −

55 苯甲酸3-羟基苯酯 4.51 136-36-7 − 90.49±8.82 − −

56 丁酸芳樟酯 19.87 78-36-4 − 1.33±0.64 − −

57 己酸乙酯 27.14 123-66-0 − 93.34±9.71 − 果香气息、醇香

58 丁酸香茅酯 36.72 141-16-2 − 9.74±0.86 − 强烈玫瑰香气，苹果香味

59 丙酸-2-丙烯酯 4.46 2408-20-0 36.87±2.05 − − −

60 乙酸异丁酯 8.74 110-19-0 13.96±4.17 − − 有水果香味

61 异丁酸叶醇酯 17.35 41519-23-7 2.34±0.92 − − 水果和坚果的芳香

62 乳酸乙酯 2.73 97-64-3 509.56±20.94 − − 优雅的果香

63 乳酸丁酯 5.35 138-22-7 0.12±0.03 − − −

64 水杨酸甲酯 20.68 119-36-8 2.44±0.21 − − 清香，薄荷，香草味

酮类（6）

65 大马士酮 28.34 23726-93-4 1.85±0.41b 5.04±0.89a 3.73±1.90ab 花香，玫瑰，蜂蜜
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合香醇、具有蜂蜜香气的苯乙酸乙酯、具有柠檬清香

的乙酸松油酯、具有水果香味的甲酸戊酯等。因此，

在香气物质的数量上，非酿酒酵母的加入有利于酒体

更多挥发性化合物的生成；在香气物质的含量上，混

菌发酵对部分种类挥发性成分有增强作用。

 2.4.2   PLS-DA分析　利用 PLS-DA测定不同发酵

策略的蜂蜜茶酒的挥发性特征是否存在显著差异。

结果如图 5A所示，三组样品分离清晰，不同样品间

距离较远，表明差异明显。本次分析得到的 PLS-

续表 4

序号 挥发性物质
保留时间
（min）

CAS号
含量（µg/L）

香气描述[31−35]

HF SF MF

66 邻甲基苯丙酮 4.87 2040-14-4 − − 1.27±0.22 −

67 环丁酮 5.87 1191-95-3 − − 1.33±0.35 舒适的气味

68 3,4-己二酮 8.75 4437-51-8 − − 27.24±4.79 奶油似香气

69 3-羟基-2-丁酮 2.29 513-86-0 127.73±10.56 − − 令人愉快的奶油香味

70 2-辛酮 13.07 111-13-7 1.91±0.25 − − 花香和草香

其他（7）

71 丁基羟基甲苯 31.59 128-37-0 7.93±1.24c 55.76±4.79a 29.09±5.60b −

72 乙二醇甲醚 1.95 109-86-4 − − 3321.30±1624.95 略有醚的气味

73 丙酸酐 20.35 123-62-6 27.03±5.63b − 165.48±13.41a 带有辛辣气味

74 苄基丁基醚 25.67 588-67-0 − 0.72±0.16 − 玫瑰和老鹳草似的花香气

75 2,4-二叔丁基酚 32.84 96-76-4 5.34±0.24 − − −
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DA模型拟合良好（图 5B），拟合指数 R2=0.99，预测

精度 Q2=0.97，表明可以有效地将蜂蜜茶酒分为三种

不同的类别。此外，经过 100次置换检验（图 5C），证
实了 PLS-DA模型不存在过拟合，模型验证有效。

因此认为该结果可用于蜂蜜茶酒香气的鉴别分析，且

不同发酵方式香气成分有明显区别。

 2.4.3   差异化合物分析　每个化合物都被分配了一

个 VIP分数，量化了它对群体分离的贡献。VIP分

数越高，意味着在区分群体方面的作用越显著[36]。如

图 6所示，1,2-丙二醇、乙二醇甲醚、乙酸乙酯、苯乙

醇、丁位己内酯、环戊烷、甲酸戊酯、乳酸乙酯、醋酸

正丙酯和辛酸乙酯 10种挥发性化合物的 VIP评分

均大于 1。这些化合物被认为是三个样品组之间的

主要区分因素。其中乙二醇甲醚、苯乙醇、环戊烷、

甲酸戊酯和醋酸正丙酯在 MF样品中含量较高。

SF中 1,2-丙二醇、丁位己内酯和辛酸乙酯的含量相

对其他样品较高。在 HF中，异常汉逊酵母可以通过

自身代谢产生乙酯类香气物质[10]，因此其乙酸乙酯和

乳酸乙酯含量最高。乙酯类是重要的酯类香气化合

物，可以给酒体带来怡人的花香和果香[37]。其中乙酸

乙酯是果酒中最重要的乙酯类化合物，在较低浓度水

平下具有令人愉悦的果香[38]。由于非酿酒酵母的添

加，MF中乙酸乙酯含量显著高于 SF（P<0.05）。
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Fig.6    Differential compound VIP plots for different

honey tea wine
 

然而食品风味不仅与其香气物质含量有关，还

与其 OAV和贡献率有关。OAV大于 1时认为该香

气组分对蜂蜜茶酒风味的影响更为关键，且 OAV值

越大表明该物质对整体风味贡献更大[28]。如表 5所

示，通过查找阈值计算，发现 OAV>1的物质共有

12种，分别为芳樟醇、苯乙醇、乙酸苯乙酯、乙酸异

戊酯、甲酸戊酯、己酸乙酯、大马士酮、辛酸乙酯、醋

酸正丙酯、乙酸-2-戊酯、2-苯基乙醛、3-羟基-2-丁
酮。相较于 HF和 SF，混菌发酵蜂蜜茶酒的特征风

味物质为苯乙醇、乙酸苯乙酯、甲酸戊酯、醋酸正丙

酯和乙酸-2-戊酯。苯乙醇具有花香和甜味，可以由

l-苯丙氨酸在发酵过程中通过脱氨酶、脱羧酶和还原

酶的作用产生，在发酵和成熟过程中可以与酸发生酯

化，从而使蜂蜜茶酒香气更加协调和平衡[37]。乙酸苯

乙酯是酒中最重要的风味活性酯之一，能赋予酒样蜂

蜜甜香、玫瑰花香和苹果果香[38]。甲酸戊酯与醋酸

正丙酯的风味特征分别为梨似香气和具有芹菜、覆

盆子、梨的水果味[39]，因此为 MF样品增添了水果香

气。由此可见，混菌发酵蜂蜜茶酒风味不仅具有酿酒

酵母纯种发酵甜香浓郁、酯香突出的特征，还具有轻

微的水果香气和花香，总体风味特征丰富于 SF。

 3　结论
本试验通过基本理化性质、有机酸含量、多酚含

量、挥发性物质等指标综合分析了混菌发酵型蜂蜜

茶酒的风味与品质，并与单菌发酵进行了对比。结果

表明：与 SF组相比，混菌发酵降低了有机酸含量和

总酸水平，提高了总酚和总黄酮含量。不同菌种发酵

制得酒样的儿茶素含量均处于较高水平。电子鼻结

果表明，MF和 SF在挥发性物质上与 HF差异比较

大，且传感器的响应值均为 MF>SF（W1C除外）。

GC-MS共检测到 75种挥发物，混菌发酵使蜂蜜茶

酒中挥发性化合物的含量增加，MF的酯类种类多

于 SF和 HF。PLS-DA结果表明，三种蜂蜜茶酒的

挥发性成分分离较好，并筛选出 10种 VIP>1的挥发

性化合物。OAV分析计算出 12种 OAV>1的关键

风味物质，相较于 HF和 SF，MF中苯乙醇、甲酸戊

酯、醋酸正丙酯等物质对其香气形成影响较大。综

上所述，混菌发酵蜂蜜茶酒比单菌发酵更具优势，非

酿酒酵母的加入为其增添了具有花香和果香的香气

成分，总体风味特征更加丰富。本文为混菌发酵新型

酒精饮料提供了参考，为茶叶副产物及蜂产品深加工

开发奠定了理论基础。
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