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摘   要：【目的】高温堆积发酵是酱香型白酒生产中的关键工艺环节，克罗彭斯特德菌属

(Kroppenstedtia)是堆积酒醅中的优势细菌属，研究其生长和代谢特征对于理解堆积发酵的关键作

用至关重要。【方法】采用胰酪大豆蛋白胨(tryptic soy broth, TSB)培养基从酒醅中筛选克罗彭斯特

德菌，通过形态学和 16S rRNA 基因测序确定其分类学地位，结合菌株纯培养及不同温度(45 ℃和

50 ℃)下的高粱固态发酵实验，研究其生长和挥发性化合物代谢特征。【结果】从酱香型白酒堆积

酒醅中分离筛选到 3 株克罗彭斯特德菌，经鉴定为象牙色克罗彭斯特德菌 (Kroppenstedtia 
eburnea)。液态培养时菌株 K. eburnea 1613 促进吡嗪类物质的产生，为对照的 2.66 倍。在固态发酵

高粱中检出的挥发性化合物主要为醇类和酸类，总含量随发酵时间的推移而逐渐增加。50 ℃发酵

高粱有利于醇类、酸类和吡嗪类物质的积累，而 45 ℃下酯类物质含量较高。3 株菌以高粱为基质

进行固态发酵时主要代谢产物是苯乙醇和异戊酸，其中 K. eburnea 1615 在 50 ℃下发酵 15 d 时苯

乙醇和异戊酸含量最高，为(31.17±0.14) µg/g 和(16.75±0.76) µg/g。菌株 K. eburnea 6E22 在 50 ℃下

发酵 15 d 时 2,5-二甲基吡嗪含量最高，为(1.67±0.14) µg/g。菌株 K. eburnea 1613 在发酵 15 d 时己



 

 

 

吴双全 等 | 微生物学报, 2024, 64(7) 2503 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

酸含量最高，为(3.74±0.19) µg/g。50 ℃下发酵高粱自身中醛酮类物质积累明显。偏最小二乘判别

分析(partial least squares discrimination analysis, PLS-DA)显示，温度和时间对 3 株菌发酵高粱中挥

发性化合物的组成有显著影响。【结论】象牙色克罗彭斯特德菌有助于堆积发酵酒醅风味化合物

的产生，特别是醇类、酸类和吡嗪类等酱香型白酒特征风味物质。 

关键词：堆积发酵；象牙色克罗彭斯特德菌；固态发酵；挥发性化合物 
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Abstract: [Objective] High-temperature stacking fermentation is a key process in the production 
of Jiang-flavor Baijiu. Kroppenstedtia is a predominant bacterial genus in the stacked fermented 
grains, and investigating its growth and metabolic characteristics contributes to comprehensively 
understanding the crucial role of stacking fermentation. [Methods] The tryptic soy broth was 
used to screen Kroppenstedtia strains from the stacked fermented grains, and the taxonomic 
status of each strain was determined by morphological observation and 16S rRNA gene 
sequencing. Furthermore, the growth characteristics and volatile compound metabolism of each 
strain were investigated by solid-state fermentation experiments on sorghum at different 
temperatures (45 ℃ and 50 ℃) in combination with pure culture. [Results] Three strains of 
Kroppenstedtia were isolated from the fermented grains of Jiang-flavor Baijiu and identified as 
K. eburnea. The liquid culture of strain K. eburnea 1613 significantly enhanced the production of 
pyrazines, which was 2.66 folds of that in the control group. The volatile compounds of sorghum 
in solid-state fermentation predominantly consisted of alcohols and acids, the total content of 
which increased over the fermentation time. The fermentation at 50 ℃ promoted the accumulation 
of alcohols, acids, and pyrazines, and that at 45 ℃ facilitated the accumulation of esters. The 
primary metabolites produced by the three strains during solid-state fermentation with sorghum 
as the substrate were phenethyl alcohol and isovaleric acid. The fermentation with K. eburnea 1615 
at 50 ℃ for 15 days produced the highest levels of phenethyl alcohol and isovaleric acid, which 
reached (31.17±0.14) µg/g and (16.75±0.76) µg/g, respectively. The fermentation with K. eburnea 
6E22 and K. eburnea 1613 at 50 ℃ yielded the highest levels of 2,5-dimethyl pyrazine 
[(1.67±0.14) µg/g] and hexanoic acid [(3.74±0.19) µg/g], respectively, after 15 days. The 
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accumulation of aldehydes and ketones was significant in sorghum fermented at 50 ℃. The partial 
least squares-discriminant analysis (PLS-DA) revealed significant influences of temperature and 
time on the volatile compound composition of sorghum fermented by the three strains. [Conclusion] 
K. eburnea contributes to the production of flavor compounds in fermented grains, particularly the 
characteristic flavor compounds such as alcohols, acids, and pyrazines of Jiang-flavor Baijiu. 
Keywords: stacking fermentation; Kroppenstedtia eburnea; solid-state fermentation; volatile 
compounds 
 
 

酱香型白酒以其香气幽雅细腻、酒体醇厚

丰满著称，其生产工艺特点是“四高两长，一大

一多”，即高温堆积，高温馏酒，高温发酵，高

温制曲；生产周期长，储酒时间长；用曲量大，

多轮次取酒[1]。高温堆积发酵是酱香型白酒生

产的关键工序，被称为是“二次制曲”过程，主

要起到网罗环境中的微生物、生成重要酱香风

味化合物或前体物质以及糖化发酵作用[2-3]。 
克罗彭斯特德菌属(Kroppenstedtia)是酱香

型白酒大曲生产和酒醅堆积发酵过程中的优势

细菌，相对丰度约为 3.49%−41.73%[4-6]。克罗

彭斯特德菌属属于芽孢杆菌纲(Bacilli)的高温

放 线 菌 科 (Thermoactinomycetaceae) ， 基 于

EzBioCloud 数据库 (https://www.ezbiocloud.net/ 
identify)，目前该属有 4 个分类学地位明确的

种，包括象牙色克罗彭斯特德菌(K. eburnea)、
广州克罗彭斯特德菌(K. guangzhouensis)、肺克

罗彭斯特德菌(K. pulmonis)和血克罗彭斯特德菌

(K. sanguinis)，主要是从塑料表面、血液、土

壤和脑脊液分离出来的[7-9]，均为好氧耐热微生

物，其中 K. guangzhouensis 最适生长温度为

50 ℃，其余均为 45 ℃。温度是影响酱香型白

酒堆积发酵质量的重要因素，能反映堆积发酵

过程是否正常[10-11]，在堆积过程酒醅温度最高

能达到 50 ℃左右[12]。 
目前基于宏转录组学和宏基因组学研究发

现，克罗彭斯特德菌属是酱香型白酒酿造过程

脂肪酸生物合成的功能微生物[13]。对 6 个轮次

大曲酶编码基因进行功能注释发现，象牙色克

罗彭斯特德菌编码 α-淀粉酶，能参与大曲发酵

过程的碳水化合物代谢[14]。此外，斯皮尔曼相

关性分析显示，在大曲发酵过程中克罗彭斯特

德菌属与氨基酸、乙酸等风味物质呈显著正相

关[15-17]。然而，克罗彭斯特德菌属在菌株水平

的代谢特性及其在酱香型白酒堆积过程中对风

味的贡献尚不清楚。 
因此，本研究采用传统分离培养手段从酱

香型白酒堆积酒醅中分离、筛选克罗彭斯特德

菌，结合冷场扫描电镜及测序手段鉴定其形态

特征和分类学地位；在纯培养条件下研究菌株

的生长和挥发性化合物代谢情况；最后，以酱

香型白酒酿造原料红缨子高粱为基质进行 15 d
恒温固态发酵实验，探究克罗彭斯特德菌在不

同温度(45 ℃和 50 ℃)条件下挥发性化合物的产生

情况。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品采集 

本研究中所用的酒醅样品取自某酱香型白

酒酒厂，分别取自酱香型白酒第三次堆积发酵

的第 1、4、9 天的酒醅。每一个酒醅样品取自距

离地面 50 cm 的堆积酒醅，取样深度为 20 cm，

三点取样，每个点取约 50 g 酒醅，混匀后放入

无菌自封袋。放冰袋 4 ℃保存，送回实验室进

行后续微生物分离。 
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1.1.2  主要试剂和仪器 
叔戊醇(色谱级纯度)，Sigma-Aldrich 公司；

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，南京诺唯赞生物

科技股份有限公司；胰酪大豆蛋白胨(tryptic soy 
broth, TSB)培养基，青岛海博生物技术有限公

司；气相色谱-质谱联用仪，安捷伦科技有限公

司；定量 PCR 仪，ThermoFisher Scientific 公司；

Spark 多模微孔板阅读器，Tecan 公司；冷场扫

描电镜，HITACHI 公司。 
1.1.3  培养基 

调研克罗彭斯特德菌属相关文献发现，常

用 TSB 培养基作为筛选培养基[7-9]。 
TSB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 17.0，氯化钠

5.0，大豆蛋白胨 3.0，磷酸氢二钾 2.5，葡萄糖

2.5。固体培养基需添加质量分数 2.0%的琼脂

粉。灭菌条件为 115 ℃、20 min。 
固态发酵高粱培养基：向 250 mL 锥形瓶中

加入 100 g 红缨子高粱和 80 mL 去离子水，

121 ℃灭菌 30 min 后，冷却至 50 ℃备用。 

1.2  酒醅中微生物的分离筛选及鉴定 
称取 10 g 堆积醅样品，添加到装有 100 mL

无菌生理盐水和适量玻璃珠的 250 mL 三角瓶

内，45 ℃、180 r/min 振荡 30 min，静置 10 min，
待酒醅沉到瓶底后，获得菌悬液。取上清液进

行梯度稀释(10−1−10−7)，取 100 µL 菌悬液涂布

在 TSB 固体培养基上，放置在 45 ℃培养箱，

恒温培养 2−3 d。待菌落长出后，每隔一段时间

挑选不同菌落形态的单菌落，分离纯化 3 次后

接种到 TSB 液体培养基中，在恒温摇床上

45 ℃、180 r/min 培养 2 d。取 2 mL 菌液，根据

细菌 DNA 快速提取试剂盒的说明书，提取菌株

DNA 用于物种鉴定，同时取 0.9 mL 菌液转移

到有 0.9 mL 50%甘油的保种管里，置于−80 ℃
冰箱保藏备用。 

参照《伯杰细菌鉴定手册》[18]和《常见细

菌系统鉴定手册》[19]的方法对克罗彭斯特德菌

进行形态学和分子生物学鉴定。分子生物学

鉴定以细菌的 16S rRNA 基因通用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对提取的菌

株 DNA进行 PCR扩增。PCR反应体系(25 µL)：
DNA 模板 1 µL，2×Taq Master Mix (南京诺唯

赞生物科技股份有限公司) 12.5 µL，上、下游

引物(10 µmol/L)各 1 µL，加无菌 ddH2O 至   
25 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 7 min；
95 ℃变性 25 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸  
20 s，35 个循环；72 ℃延伸 7 min。将 PCR 产

物送至天霖生物科技无锡有限公司测序，将测

序结果与 EzBioCloud数据库中的模式菌株进行

同源比对。利用 MEGA 7 软件基于邻近法

(neighbor-joining)构建系统进化树，以暹罗芽孢

杆菌(Bacillus siamensis) KCTC 13613T 的 16S 
rRNA 基因作为外源菌序列。 

1.3  菌株生长代谢特性 
1.3.1  生长曲线测定 

将菌株在固体 TSB 培养基上进行划线培

养，挑选单菌落在液体 TSB 培养基中培养获得

生长活力良好的种子液。以 1%接种量转接到

加有适量玻璃珠的装有 100 mL TSB 液体培养

基的 250 mL 三角瓶中，每隔 4 h 采集发酵液用

于分析生长和代谢特征，以未接种的培养基为

对照，每组设置 3 个平行。 
吸取 200 μL 发酵液至 96 孔板中，使用酶

标仪测量 600 nm 处 OD 值。采用微量 pH 计

(METTLER TOLEDO 公司)测定 pH 值。将传代

3 次的生长至对数生长期(OD600 约为 2.0)的菌液

涂布在平板上，让菌长满整个平板。挑取菌体，

用 PBS 缓冲液清洗 3 次，再用 2.5%的戊二醛溶

液固定 2 次，用冷场扫描电子显微镜观察菌体

的微观形态。 
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1.3.2  挥发性化合物测定 
采用顶空固相微萃取-气质联用法(headspace 

solid-phase microextraction-gas chromatography- 
mass spectrometry, HS-SPME-GC-MS)测定菌液

中挥发性化合物组成。取 30 mL 培养至平稳期的

菌液于 50 mL 离心管中，4 ℃、8 000 r/min 离心

10 min。取 5 mL 上清液于 20 mL 顶空瓶中，加

入 2.3 g 氯化钠以及 10 μL 8.05 g/L 的色谱级叔

戊醇内标液。 
检测条件：色谱柱为 DB-Wax 毛细管柱  

(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)，载气为 He，流速为

1 mL/min，进样口温度为 250 ℃，解吸 5 min，
不分流进样；气相升温程序：初始温度 40 ℃，

保持3 min，以5 ℃/min升至60 ℃，再以10 ℃/min
升至 230 ℃，保持 8 min。质谱条件：离子源温度

260 ℃，界面温度 200 ℃，电子能量 70 eV，扫描

质量范围 25–350 amu。采用 NIST17 谱库进行定

性分析，采用内标法计算各种物质的相对含量。 

1.4  菌株固态发酵高粱的产香特征分析 
1.4.1  不同温度条件下固态发酵高粱 

菌株按 1%的接种量接种于 TSB 液体培养

基，培养至平稳期，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min
收集菌体，利用 PBS 缓冲液洗涤菌体 2 次并重

悬。向固态发酵高粱培养基中分别加入 20 mL
菌株重悬液，混匀后分别放入 45 ℃和 50 ℃的

恒温培养箱中培养，以加入 20 mL 无菌水为空

白对照，每个处理设置 3 个平行。在发酵第 0、
4、7和 15 d时分别取样，置于−80 ℃冰箱备用。 
1.4.2  菌株固态发酵高粱的挥发性化合物测定 

采用 HS-SPME-GC-MS 检测菌株在不同温

度条件下发酵高粱的挥发性化合物组成。取 5 g
样品于 50 mL 离心管中，加入 20 mL 超纯水，

充分涡旋振荡混匀，4 ℃超声处理 30 min，   
8 000 r/min 离心 10 min。取 5 mL 上清液至   
20 mL 顶空瓶中，加入 2.3 g 氯化钠以及 10 µL 

8.05 g/L 的色谱级叔戊醇内标液。HS-SPME- 
GC-MS 运行程序与分析方法见 1.3.2。 

1.5  数据分析 
利用 Microsoft Excel 2016、Origin 2021 等

软件对获得的原始数据进行处理，使用 SIMCA 
14.1 软件对挥发性化合物进行多元统计分析，

利用 GraphPad Prism 8.0.2 软件作图并对数据进

行方差分析，使用派森诺云平台(https://www. 
genescloud.cn/login)进行挥发性物质聚类热图

绘制，对每个挥发性化合物分别采用 Z-score 方

法标准化。 

2  结果与讨论 
2.1  菌株的分离鉴定及生长特性 
2.1.1  菌株的形态学特征 

从酱香型白酒堆积酒醅中共筛选到 179 株

菌株，结合《伯杰细菌鉴定手册》《常见细菌系

统鉴定手册》和德国微生物与细胞培养物保藏中

心(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen, DSMZ, https://www.dsmz.de/collection/ 
catalogue/details/culture/DSM-45196)，平板菌落形

态初步确定有 3 株潜在克罗彭斯特德菌，编号

为 K. eburnea 1613、K. eburnea 1615、K. eburnea 
6E22，其菌落形态基本一致，以菌株 K. eburnea 
1613 为例，在 TSB 固体培养基上 45 ℃培养 48 h
后，菌落呈象牙色，扁平状，形态不规则，边缘

呈波浪状，表面无光泽，生长到后期菌落呈放

射状，褶皱状，有土腥味(图 1A)。通过冷场扫

描电镜观察，菌株 K. eburnea 1613 的菌丝呈长

的弯曲状，在不分枝的菌丝顶端上发育单个内生

孢子，菌丝体大小约(0.3−0.5) µm(4.0−6.0) µm 
(图 1B)。 
2.1.2  菌株的分子生物学鉴定 

将菌株的 16S rRNA 基因序列提交到

EzBioCloud 数据库比对，结果显示 K. eburnea 
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1613、K. eburnea 1615 和 K. eburnea 6E22 均与

模式菌株 Kroppenstedtia eburnea DSM 45196T

相似度最高，分别为 99.16%、98.76%和 98.95%，

与模式菌株 Kroppenstedtia guangzhouensis GD02T

的相似度分别为 95.88%、95.82%和 95.61%。

已有研究定义潜在新物种的 16S rRNA 基因序

列相似度阈值为 98.65%[20-21]。系统发育分析显

示 3 株菌与 Kroppenstedtia eburnea DSM 45196T

聚为一支(图 2)。因此，综合菌株形态特征和 16S 
rRNA 基因序列分析，将菌株 K. eburnea 1613、
K. eburnea 1615 和 K. eburnea 6E22 鉴定为

Kroppenstedtia eburnea。 
 

 
 
图 1  菌株 Kroppenstedtia eburnea 1613 的菌落形态(A)和冷场扫描电镜图(B) 
Figure 1  Morphological characteristics of Kroppenstedtia eburnea 1613 colonies (A) and its cold field 
emission scanning electron micrograph (B). 
 

 
 
图 2  基于 16S rRNA 基因序列的邻近法系统进化树 
Figure 2  Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of strains Kroppenstedtia 
eburnea 1613, K. eburnea 1615, K. eburnea 6E22, and other closest relatives. Bootstrap values (≥50%) based 
on 1 000 replications are shown at branch nodes. Bacillus siamensis KCTC 13613T (AJVF01000043) is used 
as the outgroup. Bar: 0.010 0 represents substitutions per nucleotide position. 
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2.1.3  菌株的生长曲线 
生长曲线测定结果表明，3 个菌株在 0−16 h

生长速度缓慢，处于延滞期；培养至 18 h 生长

迅速，进入对数生长期；在 32 h 左右进入平稳

期，OD600 为 2.8−3.2。菌株 K. eburnea 1613 pH
在整个生长过程中呈上升趋势，从初始 7.46 变

化为 8.46 (图 3B)。菌株 K. eburnea 1615、      
K. eburnea 6E22 终点 pH 值为 7.70，与初始 pH
值相比变化不显著(P>0.05)。 

2.2  菌株发酵液中挥发性化合物分析 
2.2.1  挥发性化合物大类组成 

采用 HS-SPME-GC-MS 方法在菌液中共检出

97 种挥发性化合物，包括 17 种醇类、16 种吡嗪

类、13 种醛类、12 种酮类、10 种酯类、6 种酚类、

5 种酸类以及 18 种其他类化合物。菌液挥发性化

合物总相对浓度为(10.05±0.38)–(22.17±1.37) mg/L 
(图 4A)。与空白对照组相比，菌株 K. eburnea 
1613 的菌液中挥发性化合物含量是其 1.88 倍 

 

 
 
图 3  菌株在 45 ℃、pH 7.50 条件下的生长特性   A：OD600. B：pH 
Figure 3  Growth characteristics of strains under conditions of 45 ℃ and pH 7.50. Error bars represent the 
standard deviations of the mean. A: OD600. B: pH. 
 

 
 
图 4  菌液挥发性化合物相对浓度(A)及百分占比(B) 
Figure 4  Relative content (A) and proportion (B) of volatile compounds in fermentation broth from 
different strains. Error bars represent the standard deviations of the mean. 
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(P<0.01)，而菌株 K. eburnea 1615 和 K. eburnea 
6E22 与对照差异不显著(P>0.05)。吡嗪类物质在

各菌株发酵液中占比最大，为 49.68%–70.35%，

其中菌株 K. eburnea 1613 占比最高，达到

70.35% (图 4B)。空白对照组中吡嗪类物质含量

为(5.45±0.17) mg/L，菌株 K. eburnea 1615 和     
K. eburnea 6E22 菌液中吡嗪类物质浓度分别

为(5.95±0.07) mg/L 和(6.26±1.19) mg/L，与对照

组差异不显著(P>0.05)，而 K. eburnea 1613 中吡

嗪类浓度为(14.53±0.99) mg/L，显著高于对照组

(P<0.01) ，是对照组的 2.66 倍，说明菌株       
K. eburnea 1613 能促进吡嗪类物质的产生。 
2.2.2  各类挥发性化合物分析 

为了比较菌株 K. eburnea 1613、K. eburnea 
1615和 K. eburnea 6E22在纯培养条件下的挥发

性化合物含量差异，对每个物质进行 Z-score 标

准化并绘制成热图(图 5)，其中对照(control)为未

接种的空白培养基。3 株菌的发酵液中所含挥

发性化合物的成分有明显差异，菌株 K. eburnea 
1613 发酵液中吡嗪类、酮类、酸类、醇类和酚

类物质普遍明显高于菌株 K. eburnea 1615 和   
K. eburnea 6E22。 

吡嗪类物质是胺和羰基化合物发生美拉德

反应产物之一[22]，空白培养基中吡嗪类物质占

比为 49.68%，推测是由于培养基中物质之间发

生美拉德反应的产物。相较于对照，菌株     
K. eburnea 1613 中检测出的 2,5-二甲基吡嗪、

2,3,5-三甲基吡嗪和 2-乙基-3,6-二甲基吡嗪的含

量都显著上升，分别是其 1.5、5.5 和 16.0 倍，

再次表明菌株 K. eburnea 1613 能促进吡嗪类物

质的生成。此外，菌株 K. eburnea 1613 发酵液

中检出 2-壬酮、2-庚酮和 2-十一酮等 7 种酮类化

合物，而在 K. eburnea 1615 和 K. eburnea 6E22
中未检出，其中 2-壬酮和 2-庚酮具有花果香和

清甜气味；酸类物质仅在 K. eburnea 1613 发酵

液中检出，含量为(0.16±0.09) mg/L；醇类含量

也明显高于对照和另外 2 株菌。菌株 K. eburnea 
1615 和 K. eburnea 6E22 中检出的 3,5-二叔丁基

苯酚含量高于其他组，分别为(2.01±0.04) mg/L
和(2.03±1.18) mg/L。另外，各菌株发酵液中均

检测到了不同种类的酯类物质，例如，K. eburnea 
1613 中检测到癸酸甲酯、十三酸甲酯和 12-甲基

十三烷酸甲酯，这些酯类呈花果香的气味。综上

所述，菌株 K. eburnea 1613 能显著提高各类挥发

性风味化合物的产生，包括吡嗪类、酮类等，这

些物质有利于酱香型白酒典型风味的形成。 

2.3  固态发酵高粱中挥发性化合物分析 
不同发酵方式对于微生物的生长和代谢具

有重要影响[23]，因此，为更好地探究微生物在

堆积酒醅中的生长和代谢特点，进一步进行了

恒温固态发酵高粱实验。 
2.3.1  不同温度固态发酵高粱中挥发性化合物

大类组成 
采用 HS-SPME-GC-MS 方法在发酵高粱中

共检出 89 种挥发性化合物，包括 23 种酯类、

14 种酮类、11 种醛类、12 种醇类、11 种酸类、

2 种酚类以及 16 种其他类化合物。挥发性化合

物的含量随着发酵时间的延长呈现上升趋势

(图 6)。菌株 K. eburnea 1613、K. eburnea 1615
和 K. eburnea 6E22 在 50 ℃发酵 15 d 时发酵高

粱中检出的挥发性化合物总含量均高于 45 ℃，

其中主要为醇类和酸类，它们的总含量呈现明

显的上升趋势。菌株 K. eburnea 1615 在发酵 
第 15 天时挥发性化合物含量最高，45 ℃和 50 ℃
时分别为(67.79±18.72) µg/g 和(72.79±0.58) µg/g 
(图 6A、6B)。 
2.3.2  不同温度固态发酵高粱中挥发性化合物

分析 
为比较菌株 K. eburnea 1613、K. eburnea 

1615 和 K. eburnea 6E22 在不同温度下的固态发 
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图 5  纯培养条件下菌株各类挥发性化合物聚类热图分析 
Figure 5  Cluster heatmap analysis of diverse volatile compounds in fermentation broth. 
 
酵高粱各类挥发性化合物含量差异，将各类挥发

性物质进行 Z-score 标准化并绘制成热图(图 7)。
结果表明，菌株 K. eburnea 1615 在 50 ℃发酵

15 d 时醇类物质含量最高，为(33.69±0.34) µg/g，

是对照组的 3.08 倍，其中含量最高是苯乙醇，含

量为(31.17±0.14) µg/g。与对照相比，3 株菌均

促进了苯乙醇的产生，尤其是 K. eburnea 1615 
(图 7A)。苯乙醇具有玫瑰花香的气味和抗真菌 
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图 6  45 ℃ (A)和 50 ℃ (B)下菌株固态发酵高粱中挥发性化合物相对含量及其占比 
Figure 6  Relative content and proportion of volatile compounds in the solid-state fermented sorghum of 
strains under 45 ℃ (A) and 50 ℃ (B). Error bars represent the standard deviations of the mean. 
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图 7  恒温发酵高粱中不同类别挥发性化合物分析   A：醇类. B：酸类. C：酯类. D：醛类. E：酮类. 
F：其他类. G：酚类 
Figure 7  Analysis of volatile compounds across various categories in sorghum subjected to constant 
temperature fermentation. A: Alcohols. B: Acids. C: Esters. D: Aldehydes. E: Ketones. F: Others. G: Phenols. 
Error bars represent the standard deviations of the mean. 
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活性[24]，可能在酱香型白酒堆积过程中抑制真菌

的生长。高级醇是指 3 个及以上碳原子的一元醇，

是白酒中重要的呈味化合物，如苯乙醇、异戊醇

等，含量太低会导致白酒酒体单薄，过量会让酒

体苦涩，容易上头[25-26]。在白酒酿造中高级醇的

合成主要是氨基酸分解代谢途径(Ehrlich 途径)[27]

和氨基酸合成代谢途径(Harris 途径)[28]。 
与对照相比，菌株 K. eburnea 1613、K. eburnea 

1615 在酸类物质积累上具有明显优势，主要为

异戊酸，其次是己酸。K. eburnea 1615 在第 15 天

时总含量最高，为(27.50±1.04) µg/g，异戊酸含

量为(16.75±0.76) µg/g。酸类物质具有协调香气

的作用，适量的酸可使白酒酒体丰满、回味悠

长[29]。同时，酸类是合成酯类不可或缺的前体[30]，

酯类物质通常具有花香、果香、甜香等愉悦的

风味特征[31]，对白酒风味有着积极的作用，例

如，异戊酸酯化形成的异戊酸乙酯具有似苹果

等的水果香[32]。此外，相较于 45 ℃，菌株在

50 ℃积累更多酸类物质。例如，K. eburnea 1615
在 50 ℃发酵 15 d 时 5-甲基己酸和丁酸的含量

分别为(4.41±0.03) µg/g 和(0.88±0.01) µg/g，是

45 ℃的 1.57 倍和 1.72 倍；菌株 K. eburnea 1613
在 50 ℃发酵 15 d 时己酸含量为(3.74±0.19) µg/g，
是 45 ℃的 2.73 倍(图 7B)。然而，高温可能不

利于酯类物质的积累，从总体上看，菌株在

50 ℃发酵条件下的酯类物质含量普遍低于

45 ℃ (图 7C)。例如，K. eburnea 1615 在 45 ℃发

酵7 d时，酯类物质含量最高，为(8.01±4.01) µg/g，
是 50 ℃的 4.97 倍。另外，45 ℃对照组中部分

酯类物质积累明显，如棕榈酸甲酯、癸酸乙酯，

可能是高粱原料本身中物质转化形成的。 
醛酮类物质种类丰富，主要是发酵过程微

生物代谢及醇类物质氧化、酮酸脱酸等产生[33]。

醛酮类共检出 25 种，主要有苯甲醛、壬醛、异

佛尔酮和仲辛酮等(图 7D、7E)。苯甲醛和异佛

尔酮分别是含量最高的醛类和酮类，前者具有

苦杏仁气味，后者具有薄荷气味。固态发酵过

程中醛类物质总含量无明显变化，对照组中主

要的醛类物质含量高于其他 3 组，说明一定温度

下高粱自身可能会释放醛类物质。然而，3 个菌

株组中苯乙醛在发酵过程逐渐增加，至 15 d 时

含量为(0.92−1.32) µg/g，高于对照组，苯乙醛

具有苦杏仁的气味。酮类物质在发酵至 15 d 时

明显积累，其中在 50 ℃条件下对照组中酮类含

量为(4.92±1.00) µg/g，是 45 ℃的 2.03 倍，表明

50 ℃可能促进高粱原料产生酮类物质。菌株  
K. eburnea 1615 在 45 ℃发酵 15 d 时酮类总量

最高，为(5.38±1.30) µg/g，是对照的 2.09 倍，其

中，异佛尔酮的积累量最高，为(4.82±1.19) µg/g，
是对照的 22.95 倍。结果表明，堆积发酵过程中

高温有助于醛酮类物质的积累，菌株 K. eburnea 
1615 在 45 ℃也能提高酮类物质的含量，推测醛

酮类的产生是温度和微生物共同作用的结果。 
吡嗪类物质具有典型的烤香味、坚果味，

被认为是酱香型白酒的重要风味物质[34]。共检

出 4 种吡嗪类物质，含量最高的为 2,5-二甲基

吡嗪(图 7F)。3 个菌株的 2,5-二甲基吡嗪含量均

高于对照组，在 50 ℃下的积累量高于 45 ℃，

其中 50 ℃第 7 天时菌株 K. eburnea 6E22 中检出

的 2,5-二甲基吡嗪含量最高，为(1.67±0.14) µg/g，
是 45 ℃下的 1.05 倍。高温有利于美拉德反应，

进而产生更多的吡嗪类物质[35]。酚类物质在对

照组中含量较高，3,5-二叔丁基苯酚在 45 ℃发

酵 15 d 时含量最高，为(4.88±0.94) µg/g，可能源

于高粱自身物质的分解(图 7G)。此外，菌液和

发酵高粱中检出的挥发性化合物的含量和种类

不同，可能是由于底物组成不同造成的，纯培

养条件中 TSB 培养基主要以胰蛋白胨和葡萄糖

为氮源和碳源，红缨子高粱中主要是质量分数

为 69.88%的支链淀粉和 7.43%蛋白质[36]，其次
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发酵方式的不同也可能对微生物的生长代谢产

生影响[23]。综上所述，象牙色克罗彭斯特德菌有

助于堆积发酵酒醅风味化合物的产生，特别是醇

类、酸类和吡嗪类等酱香型白酒特征风味物质。 

2.4  不同温度固态发酵高粱挥发性化合物

差异分析 
为找出不同发酵温度条件下发酵高粱的特

征差异化合物，运用偏最小二乘判别分析(partial 
least squares discrimination analysis, PLS-DA)对
比了 45 ℃和 50 ℃条件下发酵高粱的挥发性化合

物结构。结果显示，2 种温度条件下挥发性化合

物结构差异显著(P<0.01) (图 8A)。经过 200 次

置换验证，R2 大于 Q2 且 Q2 的起点为负数，该

参数证明 PLS-DA 模型是可靠的(图 8B)。根据变 
 

 
 

图 8  不同温度发酵高粱风味物质差异分析   A：PLS-DA 模型. B：200 次置换检验. C：特征差异物

质聚类热图 
Figure 8  Analysis of variations in flavor compounds of sorghum fermented at different temperatures. A: 
PLS-DA model. B: 200 permutation test. C: Heat map of the representative differential volatile substances. 
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异权重参数值(variable importance in projection, 
VIP)大于 1 筛选特征差异化合物，共筛选到 27 种，

使用 Z-score 标准化每种挥发性化合物并绘制

聚类热图(图 8C)。45 ℃条件下癸酸乙酯、苯乙

酸乙酯和棕榈酸乙酯等酯类物质含量更高，在

45 ℃条件下含量随着发酵天数的增加而升高，而

50 ℃则呈现相反趋势，推测 45 ℃条件下利于

酯类物质的合成。50 ℃条件下酮类和酸类物质含

量更高，如 5-甲基-2-己酮、4,6-二甲基-2 庚酮、

环己酮、异丁酸、己酸等，推测 50 ℃条件下更

利于象牙色克罗彭斯特德菌代谢产生酮类和酸

类物质。 

2.5  不同发酵天数固态发酵挥发性化合物

差异分析 
为找出不同发酵天数存在的特征差异化合

物，分别对菌株 K. eburnea 1613、K. eburnea 
1615、K. eburnea 6E22 发酵高粱挥发性物质进

行不同发酵天数的差异分析，PLS-DA 显示挥发

性化合物组成特点差异显著(P<0.05) (图 9A)。经
过 200 次置换验证，R2 大于 Q2 且 Q2 的起点为负

数，该参数证明 PLS-DA 模型是可靠的(图 9B)。
使用 VIP 值大于 1 筛选出 26 种特征差异物质，

使用 Z-score 标准化每种挥发性化合物并绘制

聚类热图(图 9C)。1-烯-3-辛醇、2,3-二氢苯并呋

喃和糠醛等在发酵第 0 天含量最高，糠醛被认

为与酱香型白酒基酒焦糊味正相关[37]。苯甲醛、

α-松油醇和 2-甲基吡嗪类物质在发酵第 4 天或

第 7 天含量最高。α-松油醇是萜烯类化合物，

具有松木香，是酱香型白酒中重要的香气成分，

可以让酒体更加优雅细腻[23]。萜烯类、吡嗪类

化合物可能在发酵过程中作为前体物质被转化

为其他物质，有研究通过全基因组数据挖掘发

现放线菌糖莱斯氏菌(Laceyella sacchari)具有

四甲基吡嗪生物合成的完整途径[38]。苯乙醇、

异戊酸、异丁酸、乙酸苯乙酯和棕榈酸甲酯等

在发酵第 15 天时含量最高。乙酸苯乙酯和棕榈

酸甲酯贡献了酒体中的花香、果香风味，属于

高沸点物质，能够延长酒体后味[39]。结果表明，

象牙色克罗彭斯特德菌在堆积发酵的不同时间

阶段能积累不同的风味化合物，可为生产中通

过控制堆积发酵时间调控象牙色克罗彭斯特德

菌的生长代谢提供理论参考。 

3  结论 
高温堆积发酵是酱香型白酒生产中必不可

少的关键工艺环节，直接影响酱香型白酒的质量

和产量。本研究针对堆积发酵过程酒醅中的优

势细菌属克罗彭斯特德菌属(Kroppenstedtia)进
行分离筛选和代谢特征分析。经过形态特征及

16S rRNA 基因测序分析，共分离获得 3 株象牙

色克罗彭斯特德菌(K. eburnea)。在 TSB 液体培

养基 45 ℃纯培养条件下，3 株菌在 18 h 进入对

数生长期，32 h 进入平稳期，36 h 时从菌液中

检出的挥发性化合物主要是吡嗪类，其中菌株

K. eburnea 1613 的 2,5-二甲基吡嗪含量最高，

为 5.26 mg/L，K. eburnea 1613 的挥发性化合物

含量普遍高于其余 2 株菌。参考酱香型白酒堆

积发酵条件，进行了恒温(45 ℃和 50 ℃)固态发

酵高粱实验，以研究它们在堆积酒醅中的生长

和代谢特点。3 株菌发酵高粱中检出的挥发性化

合物总量随发酵时间呈明显的上升趋势，主要为

醇类和酸类，占比之和为 30.72%−84.01%，50 ℃
发酵高粱中检出的醇类、酸类和吡嗪类物质含

量均高于 45 ℃的，而酯类物质低于 45 ℃的。

与对照相比，3 株菌均促进了含量最高的醇类

物质苯乙醇和吡嗪类物质的 2,5-二甲基吡嗪产

生，产量优势菌株分别是 K. eburnea 1615 和   
K. eburnea 6E22；K. eburnea 1613 和 K. eburnea 
1615 在酸类物质积累上表现出明显优势，主要

为异戊酸，其次是己酸。对照组中主要的醛类 
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图 9  不同发酵天数高粱风味物质差异分析   A：PLS-DA 模型. B：200 次置换检验. C：特征差异物

质聚类热图 
Figure 9  Difference analysis of sorghum flavor substances in different fermentation days. A: PLS-DA 
model. B: 200 permutation test. C: Heat map of the representative differential volatile substances. 
 
物质含量高于 3 个实验组，固态发酵过程中醛

类总量较稳定，酮类在 15 d 时最高，值得注意

的是，高温有助于对照组中醛类和酮类物质的

积累。菌株 K. eburnea 1615 在 45 ℃发酵 15 d
时酮类总量最高，是对照的 2.09 倍。PLS-DA
分析进一步显示不同发酵温度和时间下菌株固
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态发酵高粱中挥发性化合物结构差异显著。本

研究从菌株水平上探讨了象牙色克罗彭斯特德

菌的风味物质代谢特征，并分析了温度对发酵

高粱中挥发性化合物积累的影响，为认识高温

堆积过程耐高温微生物在酱香型白酒风味形成

中的作用提供理论基础。 
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