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β－胡萝卜素降解菌 ＨＣ－３发酵条件优化
及其对再造烟叶浓缩液增香效果研究
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摘要：运用单因素试验和正交试验，对 β－胡萝卜素降解菌株 ＨＣ－３的发酵条
件进行优化，并将最佳发酵条件下得到的菌株ＨＣ－３发酵液应用于再造烟叶浓
缩液中以研究其增香效果．结果表明：菌株 ＨＣ－３发酵降解 β－胡萝卜素的最
佳条件为 ＮａＮＯ３质量浓度 ３ｇ／Ｌ，蔗糖质量浓度 ３０ｇ／Ｌ，酵母粉质量浓度
３ｇ／Ｌ，初始ｐＨ值７．０，在该发酵条件下β－胡萝卜素降解率可达９３．３５％．经菌
株ＨＣ－３处理后，再造烟叶浓缩液中的二氢猕猴桃内酯、４，７，９－巨豆三烯 －
３－酮、４－羟基－β－二氢大马酮、９－羟基－４，７－巨豆三烯酮、柠檬酸三乙酯、
４－（３－羟基丁基）－３，５，５－三甲基 －２－环己烯 －１－酮、肉豆蔻酸和新植二
烯这８种香味成分含量明显提高；与未经处理的再造烟叶浓缩液相比，利用菌
株ＨＣ－３处理后的再造烟叶浓缩液制得的片基香气质较好、香气量较足、香气
浓度较高、杂气量较低．

·４２·



魏涛，等：β－胡萝卜素降解菌ＨＣ－３发酵条件优化及其对再造烟叶浓缩液增香效果研究

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅｄｅｇｒａｄｉｎｇｓｔｒａｉｎＨＣ３ｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｏｆｓｔｒａｉｎＨＣ３ｏｂｔａｉｎｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍａｌ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｓｔｕｄｙｉｔｓａｒｏｍａｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｂｅｓｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒβｃａｒｏｔｅｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｗｅｒｅ３ｇ／Ｌｏｆ
ＮａＮＯ３，３０ｇ／Ｌｏｆｓｕｃｒｏｓｅ，３ｇ／Ｌｏｆｙｅａｓｔｐｏｗｄｅｒａｎｄ７．０ｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｖａｌｕｅ．Ｕｎｄｅｒｔｈｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｄｅｇｒａ

ｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅｃｏｕｌｄｒｅａｃｈ９３．３５％．ＡｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙｓｔｒａｉｎＨＣ３，ｔｈｅｅｉｇｈｔｆｌａｖｏｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ｏｆｄｉｈｙｄｒｏａｃｔｙｌｌａｃｔｏｎｅ，４，７，９Ｍｅｇａｔｈｒｅｅｅｎｅ３ｋｅｔｏｎ，４ｈｙｄｒｏｘｙｌβｔｗｏｈｙｄｒｏｇｅｎｄａｍａｓｃｅｎｅ，９ｈｙｄｒｏｘｙ
４，７Ｍｅｇａｔｈｒｅｅｅｎｅｋｅｔｅｎｅ，ｔｒｉｅｔｈｙｌｃｉｔｒａｔｅ，４（３ｈｙｄｒｏｘｙｌｂｕｔｙｌ）３，５，５ｔｈｒｅｅｍｅｔｈｙｌ２ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ１
ｋｅｔｏｎｅ，ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄａｎｄｎｅｏｐｈｙｔａｄｉｅｎｅｉｎｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ，ｔｈｅｆｒａｇｒａｎｃｅｓｍａｄｅｆｒｏｍｔｈｅｒｅｃｏｎ
ｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｓｔｒａｉｎＨＣ３ｈａｄｂｅｔｔｅｒｑｕａｌｉｔｙ，ｍｏｒｅａｒｏｍａ，ｈｉｇｈｅｒａｒｏｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｌｏｗｅｒｏｆｆｅｎｓｉｖｅｏｄｏｒｃｏｎｔｅｎｔ．

０　引言

类胡萝卜素属于质体色素，一般存在于叶

绿体结构内部，由８个异戊二烯残基单位构成，
是含４０个碳原子的萜烯化合物的总称［１－２］．作
为一种非常重要的天然色素，类胡萝卜素普遍

存在于水果（如柠檬、葡萄、菠萝、橙子、草莓

等）、蔬菜（如西红柿、红辣椒、胡萝卜等）、鲜花

（如花菱草、万寿菊、水仙花等）、部分海洋动

物、微生物和昆虫体内，类胡萝卜素也是一种重

要的香味前体物质［３－４］．依据分子两端化学结
构的不同，类胡萝卜素可分为 β－胡萝卜素、

α－胡萝卜素、γ－胡萝卜素、δ－胡萝卜素、ε－
胡萝卜素和其他异构体．在烟叶调制、陈化和加
工过程中，类胡萝卜素持续的降解作用不但可

以提升烟叶中性香味物质的总量，所形成的产

物还可进一步经氧化、还原、脱水等化学变化产

生更多重要的烟草香味成分［５－６］．类胡萝卜素
经氧化作用，可分别在 Ｃ９—Ｃ１０，Ｃ１１—Ｃ１３，Ｃ１３—

Ｃ１５等双键位置发生断裂
［７－１０］，生成一系列重要

的烟草香味成分，如二氢大马酮、大马酮、二氢

弥猴桃内酯、紫罗兰酮、环柠檬醛、氧代异氟尔

酮等［１１－１３］．
再造烟叶是利用烟草加工过程中产生的烟

草废弃物（烟末、碎烟片、片烟、烟梗等），经过

重新加工组合而成的烟叶替代物．其主要加工

过程包括烟草原料预处理、水萃取、浓缩、制浆、

抄造、涂布、干燥、后处理等．在再造烟叶生产过

程中，烟草提取浓缩液的作用是为涂布工序提

供香气量充足且质量稳定、性能均一的涂布液，

而涂布液的品质又直接决定了再造烟叶产品的

内在品质［１４－１６］．目前普遍采用物理方法与化学

方法制备烟草浓缩液，但存在香味物质含量低、

种类少、副产物较多等问题，而采用微生物技术

制备烟草浓缩液，具有转化率高、专一性高、香

味物质品质高等优势，因而成为提升再造烟叶

浓缩液及其制品品质的重要方法之一．此前有

人报道过 β－胡萝卜素降解产香菌株，但降解

率较低，一般在８０％以下［７－８］，也未见β－胡萝

卜素降解菌应用于再造烟叶浓缩液的相关报

道．魏涛等［１７］从再造烟叶浓缩液中筛选到一株

β－胡萝卜素降解产香菌株，为大肠杆菌

ＨＣ－３，初步发现其对于β－胡萝卜素具有较好

的降解效果．在此基础上，本文拟研究 β－胡萝

卜素降解菌株ＨＣ－３的最佳发酵条件，以获得

β－胡萝卜素的最优降解率，并进一步对该菌株

发酵液应用于再造烟叶浓缩液的增香效果进行

研究，以期解决再造烟叶浓缩液品质较低、利用

率较低等相关技术问题．

·５２·
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１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
１．１．１　主要材料与试剂　大肠杆菌（Ｅｎｔｅｒ

ｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）ＨＣ－３，由郑州轻工业大学食品与生

物工程学院实验室筛选与保存；β－胡萝卜素标

样，购于百灵威科技有限公司；β－胡萝卜素（纯

度９５％），购于陕西帕尼尔生物科技有限公司．

碳源：蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、乳糖和果糖；

氮源：ＮａＮＯ３，（ＮＨ４）２ＳＯ４，胰蛋白胨和尿素；酵

母粉；以上试剂均为分析纯，购于生工生物工程

（上海）股份有限公司．

再造烟叶浓缩液ＴＳ－０１，由河南卷烟工业

烟草薄片有限公司提供．

１．１．２　主要培养基

无 碳 源 培 养 基：Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３
３ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，β－胡萝卜素

１５ｍｇ／Ｌ．

无碳源无氮源培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，β－胡萝卜素１５ｍｇ／Ｌ．

１．１．３　主要仪器

７８９０ＣＧＣＭＳ色谱联用仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公

司产；２６００ＵＣ／ＶＩＳ紫外可见分光光度计，美国

ＵＮＩＣ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　单因素试验　

１．２．１．１　碳源对 β－胡萝卜素降解率和菌株

细胞干重的影响分析方法　选取无碳源培养

基，分别添加蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、乳糖和果糖

作为碳源，调整初始 ｐＨ值为７．０，灭菌制得发

酵培养基，在温度３０℃条件下，摇床１５０ｒ／ｍｉｎ

培养２４ｈ，通过比较不同碳源下菌株细胞干重

和β－胡萝卜素降解率，选择发酵培养基的最

佳碳源．将该最佳碳源分别以质量浓度１０ｇ／Ｌ，

３０ｇ／Ｌ，５０ｇ／Ｌ，７０ｇ／Ｌ和９０ｇ／Ｌ添加至发酵培

养基，在前述条件下对菌株 ＨＣ－３进行培养，

确定其适宜质量浓度．

１．２．１．２　氮源对 β－胡萝卜素降解率和菌株

细胞干重的影响分析方法　选取无碳源无氮源

培养基，在最佳碳源及其最佳质量浓度的条件

下，分别添加 ＮａＮＯ３，（ＮＨ４）２ＳＯ４，胰蛋白胨和

尿素作为氮源，调整初始 ｐＨ值为７．０，灭菌制

得发酵培养基，在温度 ３０℃条件下，摇床

１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，通过比较不同氮源下菌株

细胞干重和 β－胡萝卜素降解率，选择发酵培

养基的最佳氮源．将该最佳氮源分别以质量浓

度１ｇ／Ｌ，３ｇ／Ｌ，５ｇ／Ｌ，７ｇ／Ｌ和９ｇ／Ｌ添加至发

酵培养基，在前述条件下对菌株ＨＣ－３进行培

养，确定其适宜质量浓度．

１．２．１．３　 酵母粉质量浓度对 β－胡萝卜素降

解率和菌株细胞干重的影响分析方法　选取无

碳源无氮源培养基，在最佳碳源、氮源及其最佳

质量浓度的条件下，调整初始 ｐＨ值为７．０，灭

菌制得发酵培养基，将酵母粉分别以质量浓度

１ｇ／Ｌ，３ｇ／Ｌ，５ｇ／Ｌ，７ｇ／Ｌ和９ｇ／Ｌ添加至发酵

培养基，在温度３０℃，摇床１５０ｒ／ｍｉｎ条件下，

对菌株ＨＣ－３培养 ２４ｈ，比较β－胡萝卜素降

解率和菌株细胞干重，确定其适宜质量浓度．

１．２．１．４　初始ｐＨ值对β－胡萝卜素降解率和

菌株细胞干重的影响分析方法　选取无碳源无

氮源培养基，添加最佳质量浓度的碳源、氮源和

酵母粉，分别调整初始 ｐＨ值至５．０，６．０，７．０，

８．０和 ９．０，灭菌制得发酵培养基．在温度

３０℃，摇床１５０ｒ／ｍｉｎ条件下，对菌株ＨＣ－３培

养２４ｈ，比较β－胡萝卜素降解率和菌株细胞干

重，确定适宜初始ｐＨ值．

１．２．１．５　培养温度对 β－胡萝卜素降解率和

菌株细胞干重的影响分析方法　选取无碳源无

氮源培养基，添加最佳质量浓度的碳源、氮源和

酵母粉，调整至最佳初始ｐＨ值，灭菌制得发酵

·６２·
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培养基，分别于２０℃，２５℃，３０℃，３５℃，４０℃

和４５℃条件下，摇床１５０ｒ／ｍｉｎ对菌株 ＨＣ－３

培养２４ｈ，通过比较 β－胡萝卜素的降解率和

菌株细胞干重，确定适宜培养温度．

１．２．２　正交试验

以单因素试验结果为基础，选取４个影响

较大的因素设计Ｌ９（３
４）正交试验，以确定菌株

ＨＣ－３的最佳发酵条件．

１．２．３　烟支样品的制备

将最佳发酵条件下所得菌株 ＨＣ－３发酵

液和再造烟叶浓缩液ＴＳ－０１按１１００的体积

比混合处理，在温度为３０℃，ｐＨ值为６．０条件

下，摇床１５０ｒ／ｍｉｎ处理７２ｈ．

将菌株ＨＣ－３发酵液处理前和处理后的

再造烟叶浓缩液按３９％涂布率分别涂布至相

应片基上，在９０℃条件下烘１０ｍｉｎ，回潮至水

分含量１２．５％后切丝卷制成烟支，再将相应烟

支在温度（２２±２）℃，相对湿度（６０±５）％的

恒温恒湿箱中平衡４８ｈ［１８］．

１．２．４　β－胡萝卜素降解率和香味物质含量的

测定方法

采用分光光度计方法测定 β－胡萝卜素的

降解率，具体方法参见文献［１９］．采用 ＧＣＭＳ

分析方法检测再造烟叶浓缩液中香味物质的含

量，具体方法参见文献［１７］．

１．２．５　感官评价方法

采用文献［２０］中的方法对１．２．３制备的

烟支样品进行感官评价，以实际评吸结果来检

验菌株ＨＣ－３发酵液对再造烟叶浓缩液处理

后产生的效果．评价小组由１５位评委组成．

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　碳源对 β－胡萝卜素降解率和菌株细

胞干重的影响

碳源对β－胡萝卜素降解率和菌株细胞干

重的影响如图１所示．由图１可知，菌株ＨＣ－３

利用碳源的能力依次为：蔗糖 ＞乳糖 ＞麦芽糖

＞果糖＞葡萄糖，且菌株ＨＣ－３利用蔗糖的能

力明显优于其他碳源，β－胡萝卜素降解率达到

８７．５％，菌株细胞干重达到３９．２ｇ／Ｌ．这可能是

因为蔗糖是一种非还原性双糖，可以被菌株缓

慢吸收，为其生长提供必要的碳源和能量，并确

保其可以完全降解底物 β－胡萝卜素．而葡萄

糖是还原性单糖，虽然其可被菌株快速吸收，但

会导致菌株对 β－胡萝卜素的降解率降低．乳

糖和麦芽糖因不易水解故不易被该菌株利用．

在确定最佳碳源为蔗糖后，继续研究蔗糖

质量浓度对β－胡萝卜素降解率和菌株细胞干

重的影响，结果如图２所示．由图２可知，当蔗

糖质量浓度小于３０ｇ／Ｌ时，菌株对 β－胡萝卜

素的降解率较高；当蔗糖质量浓度大于３０ｇ／Ｌ

时，菌株对 β－胡萝卜素的降解率开始缓慢降

低．这可能是因为当蔗糖质量浓度高于３０ｇ／Ｌ

时，菌株优先利用过量的蔗糖，导致β－胡萝卜

素不能很好地被降解；当蔗糖质量浓度为

３０ｇ／Ｌ时，菌株可以正常生长并完全降解底物．

因此，选择碳源蔗糖的最佳质量浓度为３０ｇ／Ｌ．

２．１．２　氮源对 β－胡萝卜素降解率和菌株细

胞干重的影响

氮源对β－胡萝卜素降解率和菌株细胞干

图１　碳源对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ

·７２·
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重的影响如图３所示．由图３可知，菌株ＨＣ－３

在氮源为ＮａＮＯ３的培养基中对β－胡萝卜素降

解率最高，达８６．１％，同时菌株细胞干重达到

３９．８ｇ／Ｌ．在确定最佳氮源为ＮａＮＯ３后，继续研

究ＮａＮＯ３质量浓度对β－胡萝卜素降解率和菌

株细胞干重的影响，结果如图４所示．由图４可

知，当ＮａＮＯ３质量浓度低于３ｇ／Ｌ时，该菌株对

β－胡萝卜素的降解率随着 ＮａＮＯ３质量浓度的

增加而升高；当 ＮａＮＯ３质量浓度为 ３ｇ／Ｌ时，

该菌株对 β－胡萝卜素的降解率最高；当

ＮａＮＯ３质量浓度高于３ｇ／Ｌ时，该菌株对β－胡

图２　蔗糖质量浓度对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｃｒｏｓｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄ

ｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ

图３　氮源对β－胡萝卜素降解率

和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ

萝卜素的降解率呈下降趋势．这可能是因为氮

源过多，会使菌体生长过于旺盛，ｐＨ升高，代谢

产物积累困难．因此，选择氮源 ＮａＮＯ３的最佳

质量浓度为３ｇ／Ｌ．

２．１．３　酵母粉质量浓度对 β－胡萝卜素降解

率和菌株细胞干重的影响

酵母粉质量浓度对 β－胡萝卜素降解率和

菌株细胞干重的影响如图５所示．由图５可知，

酵母粉对β－胡萝卜素降解速率的影响非常明

显，当酵母粉质量浓度低于３ｇ／Ｌ时，菌株对β－

图４　ＮａＮＯ３质量浓度对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＮＯ３ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄ

ｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ

图５　酵母粉质量浓度对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｙｅａｓｔｐｏｗｄｅｒｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄ

ｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ
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胡萝卜素的降解能力最高；之后，降解率随着酵

母粉质量浓度的增加而显著下降；当酵母粉质

量浓度为９ｇ／Ｌ时，菌株生长最好，但是对底物

的降解能力最低．因此，选择酵母粉的最佳质量

浓度为３ｇ／Ｌ．

２．１．４　初始ｐＨ值对β－胡萝卜素降解率和菌

株细胞干重的影响

微生物机体内的反应一般都是酶促反应，

而酶促反应都会有一个最适的 ｐＨ值范围．初

始ｐＨ值对β－胡萝卜素降解率和菌株细胞干

重的影响如图６所示．由图６可知，发酵液的初

始ｐＨ值对β－胡萝卜素降解率影响极大，在初

始ｐＨ值小于７．０时，菌株ＨＣ－３对β－胡萝卜

素的降解能力随 ｐＨ值的增大而增大；当初始

ｐＨ值大于７．０时，菌株ＨＣ－３对β－胡萝卜素

的降解率缓慢下降．因此，选择最佳初始 ｐＨ值

为７．０．

２．１．５　培养温度对 β－胡萝卜素降解率和菌

株细胞干重的影响

微生物不同的生理活动均要求相应的温

度，温度不仅影响酶活还能够影响酶促反应速

率．培养温度对 β－胡萝卜素降解率和菌株细

胞干重的影响如图７所示．由图７可知，温度在

３５℃ 时，降解率达到最高，菌株细胞干重较高，

图６　初始ｐＨ值对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆｓｔｒａｉｎ

因此，选择最适培养温度为３５℃．

２．２　正交试验结果
在单因素试验的基础上，选取４个影响较

大的因素，即蔗糖质量浓度（Ａ）、ＮａＮＯ３质量浓

度（Ｂ）、酵母粉质量浓度（Ｃ）和初始 ｐＨ值

（Ｄ），设计Ｌ９（３
４）正交试验，正交试验因素水平

如表１所示，正交试验结果如表２所示．由表２

可知，影响 β－胡萝卜素降解率的因素主次为

Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｄ，即酵母粉质量浓度＞ＮａＮＯ３质量

浓度＞蔗糖质量浓度 ＞初始 ｐＨ值．降解率方

差分析结果如表３所示．由表３可知，酵母粉质

量浓度对 β－胡萝卜素降解率影响显著．菌株

ＨＣ－３的最佳发酵条件为Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ１，即蔗糖质

量浓度３０ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３质量浓度３ｇ／Ｌ，酵母粉

质量浓度３ｇ／Ｌ，初始 ｐＨ值７．０．经验证，在此

最佳发酵条件下，菌株 ＨＣ－３对 β－胡萝卜素

的降解率为９３．３５％．

２．３　再造烟叶浓缩液处理前后的香味成分分析
　　以菌株 ＨＣ－３处理前的再造烟叶浓缩液

为对照组、菌株ＨＣ－３处理后的再造烟叶浓缩

液为实验组，菌株ＨＣ－３处理前后再造烟叶浓

缩液香味成分的变化如表４所示．由表４可知，

菌株ＨＣ－３处理前后再造烟叶浓缩液中共有

４６种香味成分发生变化，其中８种主要香味成

图７　培养温度对β－胡萝卜素

降解率和菌株细胞干重的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅａｎｄｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔ

·９２·
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表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔａｂｌｅ

水平
因素

Ａ／（ｇ·Ｌ－１） Ｂ／（ｇ·Ｌ－１） Ｃ／（ｇ·Ｌ－１） Ｄ
１ １０ ２ ２ ７．０
２ ２０ ３ ３ ７．５
３ ３０ ４ ４ ８．０

表２　正交试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
降解
率／％

１ １ １ １ １ ４２．６４
２ １ ２ ２ ２ ９２．３５
３ １ ３ ３ ３ ７１．３２
４ ２ １ ２ ３ ８８．７３
５ ２ ２ ３ １ ８９．９５
６ ２ ３ １ ２ １８．８１
７ ３ １ ３ ２ ７９．９６
８ ３ ２ １ ３ ６１．０６
９ ３ ３ ２ １ ９０．６３
ｋ１ ６８．７７０ ７０．４４３ ４０．８３７ ７４．４０７
ｋ２ ６５．８３０ ８１．１２０ ９０．５７０ ６３．７０７
ｋ３ ７７．２１７ ６０．２５３ ８０．４１０ ７３．７０３

极差Ｒ １１．３８７ ２０．８６７ ４９．７３３ １０．７００
最佳方案 Ａ３ Ｂ２ Ｃ２ Ｄ１
因素主次 Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｄ

表３　降解率方差分析结果

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ

差异来源 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性
Ａ ２０９．６４６ ２ ０．９７５ １９．０００
Ｂ ６５３．２４５ ２ ３．０４０ １９．０００
Ｃ ４１４２．６７９ ２ １９．２７６ １９．０００ 
Ｄ ２１４．９１８ ２ １．０００ １９．０００
误差 ２１４．９２ ２

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

分含量明显提高，分别为二氢猕猴桃内酯（提

高０．６１６％）、４，７，９－巨豆三烯 －３－酮（提高
０．７６５％）、４－羟基 －β－二氢大马酮（提高
０．９３３％）、９－羟基 －４，７－巨豆三烯酮（提高
２．７３０％）、柠檬酸三乙酯（提高０．５３５％）、４－
（３－羟基丁基）－３，５，５－三甲基 －２－环己
烯 －１－酮（提高０．０７１％）、肉豆蔻酸（提高

表４　菌株ＨＣ－３处理前后再造烟叶
浓缩液香味成分的变化

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎ
ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｓｔｒａｉｎＨＣ３

序
号

保留
时间／ｍｉｎ 化合物名称

相对含量／％
对照组 实验组

１ １３．０５１ 甲基庚烯酮 ０．２１６ ０．１６６
２ １５．３２２ （＋）－柠檬烯 ０．３８２ ０．３６７
３ １６．３０７ 苯甲醇 ０．４３５ ０．３７８
４ １８．１７５ ２－乙酰基吡咯 ０．４４６ ０．４０３
５ １９．８９２ 十一烷 ０．０９３ ０．０６３
６ ２１．１０６ 苯乙醇 ０．２９７ ０．３０３
７ ２６．５７８ 正十二烷 ０．４５４ ０．５１９

８ ２９．７５８ １，２，３，４－四氢－１，１，６－
三甲基萘

０．１１１ ０．０９８

９ ３１．８４４ 十九烷 ０．０７１ ０．０９６
１０ ３２．３９５ 苯乙酸 ０．５１７ ０．３２０
１１ ３３．１９０ 正十三烷 ０．４０２ ０．４１９
１２ ３６．１６２ 烟碱 ０．１６７ ０．５２５

１３ ３６．２９０ １，５，８－三甲基－１，２－
二氢萘

０．１４０ ０．２３６

１４ ３７．５０５ 茄酮 １．７２４ １．６３４
１５ ３８．４８７ 大马酮 ０．１１３ ０．１５２
１６ ３９．０７１５－亚乙基－１－甲基环庚烯 ０．１４９ ０．１３８
１７ ３９．５６６ 正十四烷 ０．１３７ ０．３０５
１８ ３９．８５９ 香兰素 ０．１８１ ０．１５６

１９ ４２．５１４ １，３－二乙酰基－２－
咪唑烷酮

０．１４７ ０．１２７

２０ ４２．８５７ 香叶基丙酮 ０．１５１ ０．１６３

２１ ４３．３０３ ２，３－二氢－２－
甲基苯并呋喃

０．２７９ ０．１２９

２２ ４７．０６３ 二氢猕猴桃内酯 ０．３６７ ０．９８３
２３ ５０．１１３ ４，７，９－巨豆三烯－３－酮 ０．５３４ １．２９９
２４ ５１．４２５ 正十六烷 ０．４５８ ０．２１８
２５ ５２．４２３ ４－羟基－β－二氢大马酮 １．８６２ ２．７９５
２６ ５４．１７７９－羟基－４，７－巨豆三烯酮 ６．４６２ ９．１９２
２７ ５５．２１６ 柠檬酸三乙酯 ０．４３２ ０．９６７

２８ ５７．０９１４－（３－羟基丁基）－３，５，５－
三甲基－２－环己烯－１－酮 １．９７７ ２．０４８

２９ ６１．０１７ 肉豆蔻酸 ０．４１１ ０．９２８
３０ ６１．９９０ 脱氢伏草叶醇 ０．３４７ ０．２３５
３１ ６２．１２２ 十八烷 ０．１３９ ０．１８０
３２ ６４．１４４ 新植二烯 ２９．９５３ ３９．１３０
３３ ６８．００６ 法尼基丙酮 ０．３８３ ０．３８９
３４ ６８．４７５ 棕榈酸甲酯 ０．３６７ ０．４２３
３５ ７０．１４４ 异莨菪亭 ０．７５９ ０．６２３
３６ ７０．９３５ 棕榈酸 ８．６４９ ６．７２２
３７ ７６．４５８７，１０，１３－十六碳三烯酸甲酯 ０．５７７ ０．６１６
３８ ７８．４１９ 亚油酸 ０．９１６ ０．７０７
３９ ７８．７０９ α－亚麻酸 ３．２３３ ３．００７
４０ ７９．７１８ 硬脂酸 ０．６０１ ０．６９５
４１ ８５．７４８ 正二十六烷 １．１８４ １．８２９
４２ ８８．３２８ 香叶基香叶醇 ０．１６４ ０．１９７
４３ ９１．１７５ 正二十四烷 ５．１６５ ６．８９５
４４ ９２．９２２ 二十五烷 ０．１６８ ０．２１０
４５ ９７．３２１ 正二十七烷 ０．７８２ １．１５４
４６ ９８．２６３ 四十四烷 ５．４８５ ７．７０４
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０．５１７％）和新植二烯（提高９．１７７％）．

２．４　感官评吸结果
再造烟叶浓缩液处理前后的评吸效果如表

５所示．由表５可知，与未处理的再造烟叶浓缩

液相比，经菌株ＨＣ－３处理后的再造烟叶浓缩

液综合得分提高０．７分，所得片基香气质较好、

香气量较足、香气浓度较高、杂气量较低．

表５　再造烟叶浓缩液处理前后的感官评吸结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ 分

样品 香气质香气量浓度柔细度余味杂气刺激性 总分

处理前 ７．０ ６．０ ６．０ ７．０ ７．０６．０ ７．０ ４６．０
处理后 ７．２ ６．２ ６．１ ７．０ ７．０６．２ ７．０ ４６．７

３　结论

本文运用单因素试验和正交试验，对 β－

胡萝卜素降解菌株 ＨＣ－３的发酵条件进行了

优化，并将最佳发酵条件下得到的菌株 ＨＣ－３

发酵液应用于再造烟叶浓缩液，结合感官评吸

考察该菌株的增香效果．结果表明：菌株ＨＣ－３

发酵降解β－胡萝卜素的最佳条件为ＮａＮＯ３质

量浓度３ｇ／Ｌ，蔗糖质量浓度３０ｇ／Ｌ，酵母粉质

量浓度３ｇ／Ｌ，初始ｐＨ值７．０，在该发酵条件下

β－胡萝卜素降解率可以达到９３．３５％．经该菌

株处理后，再造烟叶浓缩液中的二氢猕猴桃内

酯、４，７，９－巨豆三烯－３－酮、４－羟基－β－二

氢大马酮、９－羟基－４，７－巨豆三烯酮、柠檬酸

三乙酯、４－（３－羟基丁基）－３，５，５－三甲

基－２－环己烯－１－酮、肉豆蔻酸和新植二烯

这８种香味成分含量明显提高；与未处理再造

烟叶浓缩液相比，经菌株ＨＣ－３处理后的再造

烟叶浓缩液制得的片基香气质较好、香气量较

足、香气浓度较高、杂气量较低，综合得分提高

了０．７分．该 β－胡萝卜素降解产生致香物质

的新技术有助于提高再造烟叶浓缩液品质和利

用率，也为我国再造烟叶生物增香提供了一种

新的途径和方法．
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