
　２０２０年３月 第３５卷 第２期　　　　　　　
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．２Ｍａｒ．２０２０

　　收稿日期：２０１９－１０－１６

基金项目：国家自然科学基金项目（２１５４６０１２，３１６０００４２）

作者简介：黄申（１９８１—），男，河南省淮阳县人，郑州轻工业大学副教授，博士，主要研究方向为烟草生物技术和生物化工．

通信作者：毛多斌（１９６２—），男，河南省南阳市人，郑州轻工业大学教授，博士，主要研究方向为烟草化学和烟草香精香料．

引用格式：黄申，马宁，王琼波，等．再造烟叶浓缩液增香菌的筛选、鉴定与发酵优化［Ｊ］．轻工
学报，２０２０，３５（２）：３３－４１．
中图分类号：ＴＳ４１４　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．１２１８７／２０２０．０２．００５
文章编号：２０９６－１５５３（２０２０）０２－００３３－０９

再造烟叶浓缩液增香菌的筛选、鉴定与
发酵优化
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｒｏｍｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

关键词：

再造烟叶浓缩液；增

香菌；筛选；鉴定；产

蛋白霉菌

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ；
ｆｌａｖｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ；ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；
Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍｓｐ．

黄申１，马宁１，王琼波２，霍梦杰１，周利峰１，冯颖杰３，杨峰４，

毛多斌１

ＨＵＡＮＧＳｈｅｎ１，ＭＡＮｉｎｇ１，ＷＡＮＧＱｉｏｎｇｂｏ２，ＨＵＯＭｅｎｇｊｉｅ１，ＺＨＯＵＬｉｆｅｎｇ１，
ＦＥＮＧＹｉｎｇｊｉｅ３，ＹＡＮＧＦｅｎｇ４，ＭＡＯＤｕｏｂｉｎ１

１．郑州轻工业大学 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
２．漯河医学高等专科学校 食品营养系，河南 漯河 ４６２００２；
３．河南中烟工业有限责任公司 技术中心，河南 郑州 ４５０００１；
４．河南卷烟工业烟草薄片有限公司，河南 许昌 ４６１０００
１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＦｏｏｄａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，
Ｃｈｉｎａ；

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＦｏｏｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，ＬｕｏｈｅＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｌｕｏｈｅ４６２００２，Ｃｈｉｎａ；
３．ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｅｎｔｅｒ，ＣｈｉｎａＴｏｂａｃｃｏＨｅ′ｎａｎＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，Ｃｈｉｎａ；
４．Ｈｅ′ｎａｎＣｉｇａｒｅｔｔｅＩｎｄｕｓｔｒｙＴｏｂａｃｃｏＳｈｅｅｔＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｘｕｃｈａｎｇ４６１０００，Ｃｈｉｎａ

摘要：采用稀释涂布平板法，从再造烟叶浓缩液中筛选分离得到一株增香菌株

ＨＳ－１，对该菌株进行鉴定和发酵培养条件优化，进而对最优培养条件下发酵再
造烟叶浓缩液中性香味成分进行分析．结果表明：菌株 ＨＳ－１为产蛋白霉菌属
（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．），其最佳发酵培养条件为发酵温度３０℃，接种量５％，发酵时
间３６ｈ；该培养条件下，经菌株ＨＳ－１发酵的再造烟叶浓缩液中，中性香味成分
总含量由发酵前的５６．８４５％提高到７２．５２７％，且中性香味成分的种类和含量均
有所增加，其中５－甲基糠醛和 β－紫罗兰酮为发酵后新增成分，苯甲醇、苯乙
醛、２－乙酰基吡咯、苯乙醇、茄酮、β－大马酮、二氢猕猴桃内酯、巨豆三烯酮等
成分均有不同程度增加．
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０　引言

再造烟叶是以卷烟生产过程中产生的废弃

烟草物质（烟末、烟梗、碎烟片等）为原料，采用

物理或化学方法重新组合加工制成的片状或丝

状再生产品，可用作卷烟填充料［１］．目前，再造

烟叶通常按８％～１０％的质量分数加入到卷烟

配方中，起到降焦减害的作用［２－３］．虽然，再造

烟叶已经成为卷烟产品必不可少的重要原料，

但再造烟叶中性香味成分的含量与天然烟叶相

比有较大的差距，这是再造烟叶在感官品质上

与天然烟叶存在差距的重要原因［４－６］．引起中

性香味成分含量差异的主要原因有两点：一是

再造烟叶原料基础较差；二是经过萃取浓缩、高

温烘干等工艺过程后，烟草原料中性香味成分

大量流失．为提高再造烟叶的香气量，目前普遍

采用的增香技术是添加香精香料，该方法属于

外源性增香，能够通过掩盖杂气和协调香气的

方式对产品进行修饰和完善，从而进一步彰显

产品风格，但是该方法不能改变产品根源性的

感官品质不佳的缺陷．因此，为提升再造烟叶的

感官品质，有必要开展内源性增香技术的

研究［７－９］．

产香微生物可以利用其体内分泌的各类

酶，将中性香味前体物质转化为中性香味物质，

而烟草提取液和浓缩液可以为产香微生物生长

提供充足的碳源、氮源和其他营养成分，该方法

即为内源性增香技术．因此，筛选能适应再造烟

叶浓缩液环境并能增加再造烟叶浓缩液香气

量、提升再造烟叶浓缩液香气质的微生物，具有

重要的理论和应用价值［１０－１２］．目前，采用微生

物发酵来改善再造烟叶香气品质的研究相对较

少．鉴于此，本文拟从再造烟叶浓缩液中筛选出

能够产香的微生物，并对其最优培养条件和增

香效果进行研究，以期为内源性增香技术的发

展提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料、试剂和仪器
材料：再造烟叶浓缩液 ＫＭ－１３（ＱＴＸ），

ＱＴＸ－１８，ＺＹ－０１，ＺＹ－０２，Ｘ－２，ＴＳ－０００２，

ＴＳ－０００３，ＴＳ－０００５，均由河南卷烟工业烟草薄

片有限公司产．

试剂：胰蛋白胨（生物级）、酵母提取物（生

物级），英国Ｏｘｆｏｒｄ公司产；ＮａＣｌ，无水Ｎａ２ＳＯ４，

ＮａＯＨ，ＨＣｌ，无水乙醇，ＣＨ２Ｃｌ２，以上试剂均为分

析纯，上海麦克林生化科技有限公司产．

仪器：ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌

器，上海申安医疗器械厂产；ＤＨＰ－９１６２型恒

温培养箱，ＴＨ２－Ｃ型恒温摇床，太仓市科教器

材厂产；６８９０ａ／５９７５ｃ型气相色谱 －质谱联用

仪，美国安捷伦公司产；Ｒ－１００１ＶＮ型旋转蒸
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发仪，郑州长城科工贸有限公司产；ＺＤＨＷ型

调温电热套，北京中兴伟业仪器有限公司产；

Ｊ６－ＭＩ型冷冻离心机，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司产；

ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ型超净工作台，苏州安泰空气技

术有限公司产；ＤＬＳＢ－１０２０型低温冷却液循

环泵，郑州国瑞仪器有限公司产；ＢＳＡ３２３Ｓ型

电子天平，赛多利科学仪器有限公司产；

ＭＳ２０５ＤＵ型分析天平，瑞士梅特勒 －托利多

公司产．

１．２　培养基
察式液体培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３３ｇ／Ｌ，

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，蔗糖 ３０ｇ／Ｌ，１２１℃，

２０ｍｉｎ高压灭菌，４℃保存．

察式固体培养基：在每 Ｌ察式液体培养基

中加入２０ｇ琼脂粉，即得．

ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨 １０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ

２０ｇ／Ｌ，酵母粉 ５ｇ／Ｌ，１２１℃，２０ｍｉｎ高压灭

菌，４℃ 保存．

ＬＢ固体培养基：在每 ＬＬＢ液体培养基中

加入２０ｇ琼脂粉，即得．

１．３　实验方法
１．３．１　菌源的富集

取０．５ｍＬ不同来源的再造烟叶浓缩液样

品，接种到装有３０ｍＬＬＢ液体培养基的三角瓶

中，于３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１２ｈ，得到

菌源Ａ．取０．５ｍＬ不同来源的再造烟叶浓缩液

样品，接种到装有３０ｍＬ察氏液体培养基的三

角瓶中，于２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２ｄ，得

到菌源Ｂ［１３］．

１．３．２　菌种的筛选

分别移取０．５ｍＬ菌源 Ａ和０．５ｍＬ菌源

Ｂ，接种到３０ｍＬ质量分数为５０％的再造烟叶

浓缩液（灭菌）中，于３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培

养３ｄ．然后分别移取１ｍＬ样品，按照 １０－２，

１０－４，１０－６浓度梯度进行稀释，再分别移取

１００μＬ稀释菌液到ＬＢ固体培养基和察氏固体

培养基上进行平板涂布，每个浓度梯度平行涂

布３个平板．待操作完成后，将平板倒置于培养

箱中，于３０℃ 温度下培养２～３ｄ，观察菌株是

否生长．从长有菌株的平板中挑选出形态较好

的单菌落，于平板中反复划线进行分离纯化，只

有目标菌生长即可确认为纯培养．单菌落活化

后进化液体培养，将菌种置于甘油管内，放于

－８０℃冰箱保存．

１．３．３　菌种的驯化

将筛选后保存的菌种活化后，在 ＬＢ液体

培养基或察氏液体培养基中过夜培养，按１％

的接种量接种到质量分数为７５％的再造烟叶

浓缩液（灭菌）中，于３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培

养３ｄ；按上述条件转接一次后，再按１％的接

种量接种到质量分数为１００％的再造烟叶浓缩

液（灭菌）中，于３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养３

ｄ；按上述条件再转接一次后，驯化完成．接着，

利用稀释涂布平板法获得单菌落，利用 ＬＢ液

体培养基或察氏液体培养基培养后，将菌种置

于甘油管中，放于－８０℃冰箱中保存．

１．３．４　增香菌的确认

将驯化后保存的菌种活化后，按１％的接

种量接种到 ＬＢ液体培养基中，将摇瓶置于

３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养１２ｈ，获得种子

液，再按５％的接种量转接到装有３０ｍＬ质量

分数为１００％的再造烟叶浓缩液的三角瓶中，

将其置于３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养２４ｈ．

同时，将等体积的无菌水作为对照添加到装有

３０ｍＬ质量分数为１００％的再造烟叶浓缩液中，

在相同的培养条件下培养２４ｈ．发酵完成后进

行中性香味成分分析，使香味成分含量增加的

菌种即为增香菌．

１．３．５　菌株鉴定

１．３．５．１　形态观察和革兰氏染色　在显微镜

下观察菌株形态，参照文献［１６］的方法进行菌

·５３·
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株的革兰氏染色．

１．３．５．２　１６ＳｒＤＮＡ序列扩增、测序和系统发

育分析　用细菌基因组 ＤＮＡ快速抽提试剂盒

提取目标菌株基因组 ＤＮＡ．ＰＣＲ反应引物为细

菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物，上游引物为５′ＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，下游引物为５′ＧＧＴＴＡＣ

ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′，引物由上海生物工程有

限公 司 合 成．ＰＣＲ 反 应 体 系 为：Ｔａｑ酶

（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，１０×

Ｂｕｆｆｅｒ（１０ μｍｏｌ／Ｌ）２．５ μＬ，ＤＮＡ 模 板

（５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，ｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水）１９．８μＬ．测序由上海生物

工程有限公司完成．利用ＢＬＡＳＴ软件将得到的

基因序列在ＮＣＢＩＧｅｎｅＢａｎｋ中进行同源性检测，

利用 ＭＥＧＡ５．１软件构建１６ＳｒＤＮＡ基因序列

系统进化树，进行系统发育分析．

１．３．６　再造烟叶浓缩液中性香味成分的提取

和分析　

１．３．６．１　中性香味成分的提取　移取再造烟

叶浓缩液２５ｍＬ放入１０００ｍＬ的圆底蒸馏烧瓶

中，加入５００ｍＬ蒸馏水和 １００ｇ无水 Ｎａ２ＳＯ４
后，进行加热；向浓缩瓶中加入８０ｍＬ的

ＣＨ２Ｃｌ２，在６０℃恒温水浴中加热２．５ｈ．萃取后

的溶液分别用质量分数为５％的稀ＨＣｌ和质量

分数为５％的稀ＮａＯＨ洗涤３次，得到中性香味

成分提取液，加入适量的无水 Ｎａ２ＳＯ４，干燥过

夜．于６０℃恒温水浴条件下浓缩至１ｍＬ，进行

ＧＣＭＳ分析［１４－１５］．

１．３．６．２　中性香味成分的分析　ＧＣＭＳ分析

条件如下．

色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ－５ＭＳ色 谱 柱

（３０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）；进样口温度

２８０℃；载气为高纯 Ｈｅ（９９．９９９％），流速为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为初始温度５０℃，保持

４ｍｉｎ，然后以２℃／ｍｉｎ的速率升温至２４０℃，

结束；不分流；进样量１．０μＬ；采用全扫模式．

质谱条件：传输线温度２８０℃；离子源温度

２８０℃；四极杆温度１５０℃；电离方式为电子轰

击（ＥＩ），电子能量７０ｅＶ；溶剂延迟时间８ｍｉｎ；

全扫质量范围（ｍ／ｚ）为３５～５５０ｕ．

１．３．７　再造烟叶浓缩液增香菌发酵条件的

优化

１．３．７．１　单因素试验　取多个１００ｍＬ的再造

烟叶浓缩液 ＴＳ－０００５，分别储存于２５０ｍＬ的

三角瓶中，加入一定量的增香菌，利用同时蒸馏

萃取法，分别考察发酵温度、接种量、发酵时间

３个因素对再造烟叶浓缩液中性香味成分含量

的影响．考察发酵温度的影响时，将发酵温度设

为２６℃，２８℃，３０℃，３２℃，３４℃共５个梯度，

接种量５％，发酵时间 ２４ｈ；考察接种量的影响

时，将接种量设为 １％，３％，５％，７％，９％共

５个梯度，发酵温度３０℃，发酵时间２４ｈ；考察

发酵时间的影响时，将发酵时间设为 １２ｈ，

２４ｈ，３６ｈ，４８ｈ，６０ｈ共 ５个梯度，发酵温度

３０℃，接种量７％．

１．３．７．２　正交试验　结合单因素试验结果，选

取合理的水平，根据参考文献［１７－１８］中的方

法进行正交试验．

１．３．８　感官评价

将未经发酵处理（对照组）和经发酵处理

（实验组）的再造烟叶浓缩液按照３９％的涂布

率涂布于再造烟叶片基上，于９０℃条件下烘

１０ｍｉｎ，回潮至含１２．５％水分，切丝卷烟，作为

样品，由河南卷烟工业烟草薄片有限公司组织

１１名评吸专家进行评吸．

３９％涂布率所需再造烟叶浓缩液的计算方

法为先称取再造烟叶片基，由再造烟叶片基的

质量推算出再造烟叶浓缩液的质量，公式如下．

再造烟叶浓缩液质量＝

再造烟叶片基质量×０．８８×１．６４＋０．５

回潮加水质量＝再造烟叶浓缩液质量×１．６
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２　结果与讨论

２．１　增香菌的筛选与确认结果
从初烤后不同牌号的再造烟叶浓缩液中筛

选到１株能增加再造烟叶浓缩液香气的增香菌

菌株ＨＳ－１．经 ＧＣＭＳ检测分析后发现，该菌

株使苯甲醇、苯乙醛、苯乙醇、β－二氢大马酮、

β－大马酮的含量相比发酵前均有不同程度的

增加．

２．２　增香菌株ＨＳ－１的鉴定结果

２．２．１　菌株ＨＳ－１的形态学特征

菌株ＨＳ－１的菌落形态如图１所示．由图

１可知，菌株ＨＳ－１的菌落表面有光泽，边缘整

齐．经革兰氏染色后，在显微镜（×１００）下观察

菌株ＨＳ－１的微观形态，结果如图２所示．由

图２可知，菌体分布均匀，呈丝状，菌体大小为

２μｍ左右．

２．２．２　菌株ＨＳ－１的进化树分析

对菌株 ＨＳ－１基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩

增，得到 １４２５ｂｐ的核酸序列．在 ＮＣＢＩＧｅｎｅ

ｂａｎｋ数据库中进行ＢＬＡＳＴ同源性分析，发现菌

株ＨＳ－１扩增出的１４２５ｂｐ核酸序列与Ｐｌａｎｏ

ｃｏｃｃｕｓｓｐ．的同源性为１００％．菌株 ＨＳ－１与其

相似菌株的１６ＳｒＤＮＡ区域序列系统进化树如

图３所示．由图３可知，菌株ＨＳ－１与产蛋白霉

图１　菌株ＨＳ－１的菌落形态

Ｆｉｇ．１　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨＳ１

菌（Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍｓｐ．）聚为一类．结合形态学

特征和进化树分析结果，初步鉴定菌株 ＨＳ－１

为产蛋白霉菌属．

２．３　增香菌株ＨＳ－１发酵条件的优化结果
２．３．１　单因素试验结果

２．３．１．１　发酵温度对再造烟叶浓缩液中性香

味成分含量的影响　发酵温度对再造烟叶浓缩

液中性香味成分含量的影响如图４所示．由图

４可知，随发酵温度的升高，中性香味成分含量

呈先增加后减少的趋势．这可能是因为随着发

酵温度的上升，菌落生长代谢和繁殖的酶失去

活性，以至于发酵周期缩短．因此，确定正交试验

中发酵温度水平范围为２８℃，３０℃，３２℃，３４℃．

２．３．１．２　菌株ＨＳ－１接种量对再造烟叶浓缩

液中性香味成分含量的影响　菌株 ＨＳ－１接

种量对再造烟叶浓缩液中性香味成分含量的影

响如图５所示．由图５可知，随增香菌接种量的

升高，中性香味成分含量呈先增加后减少的趋

势．这可能是因为增香菌接种量超过一定值后达

到饱和状态，中性香味成分含量不会因增香菌接

种量增加再次明显增加．因此，确定正交试验中

增香菌接种量水平范围为３％，５％，７％，９％．

２．３．１．３　发酵时间对再造烟叶浓缩液中性香

味成分含量的影响　发酵时间对再造烟叶浓缩

液中性香味成分含量的影响如图６所示．由图６

图２　革兰氏染色后菌株ＨＳ－１的微观形态

Ｆｉｇ．２　ＭｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨＳ１ａｆｔｅｒＧｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ

·７３·
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图３　菌株ＨＳ－１与其相似菌株的１６ＳｒＤＮＡ区域序列系统进化树

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂｅｔｗｅｅｎＨＳ１ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｖｅｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｒｅｇｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

图４　发酵温度对再造烟叶浓缩液中

性香味成分含量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆ

ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

可知，随着发酵时间的延长，浓缩液中性香味成

分含量呈先增加后减少的趋势．这可能是因为
发酵时间过长，导致增香菌在浓缩液中腐烂、变

质，不再增香．总体上，在试验中，随着时间的增
加，中性香味成分含量增大的趋势并不明显，因

图５　菌株ＨＳ－１接种量对再造烟叶浓缩液中

性香味成分含量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆＨＳ１ｏｎ

ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆ

ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

此，确定正交试验中发酵时间水平范围为１２ｈ，

２４ｈ，３６ｈ，４８ｈ．

２．３．２　正交试验结果

在单因素试验的基础上，选取发酵温度

（Ａ）、接种量（Ｂ）、发酵时间（Ｃ）为设计因素，以

·８３·
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图６　发酵时间对再造烟叶浓缩液中性

香味成分含量的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｏｆｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

再造烟叶浓缩液的中性香味成分含量为指标进

行Ｌ１６（４
３）正交试验．正交试验因素水平见表

１，正交试验设计与结果见表２，各因素方差分

析见表３．

由表２可知，各因素对发酵后再造烟叶浓

缩液中性香味成分含量影响大小的顺序为Ｂ＞

Ｃ＞Ａ，即接种量对中性香味成分含量的影响最

大，发酵时间次之，发酵温度的影响最小．再造

烟叶浓缩液发酵的最佳条件是 Ａ２Ｂ２Ｃ３，即发酵

温度为３０℃，接种量为５％，发酵时间为３６ｈ．

由表３可知，接种量对再造烟叶浓缩液中性香

味成分含量影响显著，发酵温度、发酵时间对其

影响均不显著．

２．３．３　验证试验结果与分析

为了验证正交试验结果的准确性，在最佳

发酵条件下做了３次验证试验，对再造烟叶浓

缩液在最佳条件下发酵前后的中性香味成分进

行ＧＣＭＳ分析，结果如表４所示．由表４可知，

经菌株ＨＳ－１发酵后，再造烟叶浓缩液中性香

味成分总含量为７２．５２７％，明显高于正交试验

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔａｂｌｅ

水平
因素

Ａ／℃ Ｂ／％ Ｃ／ｈ
１ ２８ ３ １２
２ ３０ ５ ２４
３ ３２ ７ ３６
４ ３４ ９ ４８

表２　正交试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
中性香味
成分含量／％

１ １ １ １ ６２．５３７
２ １ ２ ２ ６６．０３０
３ １ ３ ３ ６６．９４９
４ １ ４ ４ ６７．０５２
５ ２ １ ２ ６３．８０５
６ ２ ２ １ ６８．６２９
７ ２ ３ ４ ６９．７４１
８ ２ ４ ３ ６９．５７４
９ ３ １ ３ ６４．２７６
１０ ３ ２ ４ ６８．０３７
１１ ３ ３ １ ６３．９７３
１２ ３ ４ ２ ６７．９４８
１３ ４ １ ４ ６３．８７２
１４ ４ ２ ３ ６８．４３７
１５ ４ ３ ２ ６７．０５４
１６ ４ ４ １ ６３．５５２
Ｋ１ ２６２．５６８ ２５４．４９０ ２５８．６９１
Ｋ２ ２７１．７４９ ２７１．１３３ ２６４．８３７
Ｋ３ ２６４．２３４ ２６７．７１７ ２６９．２３６
Ｋ４ ２６２．９１５ ２６８．１２６ ２６８．７０２
ｋ１ ６５．６４２ ６３．６２３ ６４．６７３
ｋ２ ６７．９３７ ６７．７８３ ６６．２０９
ｋ３ ６６．０５９ ６６．９２９ ６７．３０９
ｋ４ ６５．７２９ ６７．０３２ ６７．１７６

极差Ｒ ２．２９５ ４．１６０ ２．６３６

表３　各因素方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｅａｃｈｆａｃｔｏｒ

差异
来源

偏差
平方和

均方 自由度 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ａ ０．００１３９７ ０．０００４６６ ３ ２．７０ ０．１３９
Ｂ ０．００４１１７ ０．００１３７２ ３ ７．９５ ０．０１６ 
Ｃ ０．００１７７４ ０．０００５９１ ３ ３．４３ ０．０９３

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
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表４　再造烟叶浓缩液发酵前后

中性香味成分含量

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ

序号 化合物
中性香味成分含量／％
对照组 实验组

１ ５－甲基糠醛 — ０．３７３
２ 苯甲醇 ０．１７２ ０．６２３
３ 苯乙醛 ０．５１６ １．０４４
４ ２－乙酰基吡咯 ０．７３８ １．３４５
５ 苯乙醇 ０．４３８ １．００３

６ １，２，３，４－四氢－１，１，６－
三甲基萘

０．１８４ ０．２９５

７ 茄酮 １．０７３ １．９６３
８ β－大马酮 ０．７１７ １．１３４
９ β－紫罗兰酮 — １．４６３
１０ 二氢猕猴桃内酯 ０．６９７ １．１１５
１１ 巨豆三烯酮 ４．０８２ ６．７９２
１２ β－二氢大马酮 １．３０１ ２．３２５
１３ 叶绿醇 ４５．８９０ ５１．５８０
１４ 木香烯内酯 １．０３７ １．４７２

总量 ５６．８４５ ７２．５２７

中中性香味成分的总含量，其中，５－甲基糠醛

和β－紫罗兰酮为发酵后所产生的化合物；苯

甲醇、苯乙醛、２－乙酰基吡咯、苯乙醇、茄酮、

β－大马酮、二氢猕猴桃内酯、巨豆三烯酮等成

分均有不同程度增加，其中苯甲醇、苯乙醛、苯

乙醇、β－二氢大马酮、β－大马酮的含量分别是

发酵前的３．６倍、２倍、２．２倍、１．８倍和１．６倍．

因此，在发酵温度为３０℃，接种量为５％，发酵时

间为３６ｈ的条件下，对再造烟叶浓缩液进行发

酵处理以提高中性香味成分的含量是可行的．

２．４　感官评吸结果
烟支感官舒适度各指标评吸结果见表５．

由表５可知，将经增香菌适当发酵处理后的再

造烟叶浓缩液涂布于再造烟叶片基上，可提高

卷烟的香气质和香气量．

３　结论

本文从再造烟叶浓缩液中筛选到一株增香

表５　烟支感官舒适度各指标评吸结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｍｏｋｉｎｇｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｓｅｎｓｏｒｙｃｏｍｆｏｒｔｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅ

样品 香气 刺激性 杂气 余味

对照组 香气欠佳

刺激性大，

有灼舌感觉，

喉部不舒适

杂气

较重

余味

尚舒适

实验组
香气较细腻、

香气量充足

刺激性减少、

喉部舒适度

增加明显

略有

杂气

余味

舒适

菌株ＨＳ－１，根据其形态特征和系统进化树分

析结果，初步鉴定菌株ＨＳ－１为产蛋白霉菌属

（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）．通过单因素试验和正交试

验，得到菌株ＨＳ－１在再造烟叶浓缩液中的最

佳发酵条件，即发酵温度３０℃，接种量５％，发

酵时间３６ｈ．在该发酵条件下，再造烟叶浓缩液

中的中性 香 味 成 分 总 含 量 从 发 酵 前 的

５６．８４５％提高到７２．５２７％．再造烟叶浓缩液经

菌株ＨＳ－１发酵处理后，中性香味成分的种类

和含量均有不同程度的增加，其中５－甲基糠

醛和β－紫罗兰酮为发酵后新增成分，苯甲醇、

苯乙醛、２－乙酰基吡咯、苯乙醇、茄酮、β－大马

酮、二氢猕猴桃内酯、巨豆三烯酮等成分均有不

同程度的增加．评吸结果表明，将经增香菌 ＨＳ

－１发酵处理后的再造烟叶浓缩液涂布于再造

烟叶片基上，可提高卷烟的香气质和香气量．该

研究获得的增香菌 ＨＳ－１能够有效地改善再

造烟叶的香气品质，其在再造烟叶增香领域具

有较大的应用潜力．
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