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摘要:
 

【目的】提高陕西省产烟叶感官品质和可用性。 【方法】利用宏基因组学技术分析苏云金芽孢杆菌 116
(Bacillus

 

thuringiensis
 

116)发酵期间烟丝表面微生物的动态变化,探究优势菌株在烟丝发酵中的作用及其与

烟丝香气成分的关联性,并据此筛选最优混菌发酵配方。 【结果】苏云金芽孢杆菌 116 发酵烟丝 SXZL 过程

中,烟丝表面微生物的优势菌属为鞘氨醇单胞菌属、假单胞菌属、肠杆菌属、科萨克氏菌属、泛菌属和甲基杆

菌属,芽孢杆菌属、土地芽孢杆菌属、肠杆菌属和科萨克氏菌属的相对丰度与 3-氧代-α-紫罗兰醇、巨豆三

烯酮、大马酮等香气成分含量均呈正相关,芽孢杆菌属与土地芽孢杆菌属、肠杆菌属、科萨克氏菌属等的相

对丰度均呈正相关;相较于单菌发酵,经苏云金芽孢杆菌 116 与芽孢杆菌 Y7 混合发酵后,烟丝烟气浓度及

状态提升,透发性更好,甜感增加,余味舒适性有所改善,大马酮、东莨菪内酯和 3-氧代-α-紫罗兰醇的含量

分别增加了 140. 10%、133. 51%和 104. 51%,3-氧代-α-紫罗兰醇、4-羟基-β-二氢大马酮、姜黄酮和贝壳杉

醛的含量变化率明显升高。 【结论】采用混合菌发酵烟丝,能显著增加烟丝的香气成分含量,提高卷烟的感

官质量。
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0　 引言

微生物发酵是改善烟叶品质、缩短醇化周期的

重要手段之一[1-2] 。 研究发现,芽孢杆菌、小球菌等

细菌[3] ,以及镰刀菌、酵母菌等真菌[4] 对烟叶具有

增香提质的效果。 郑坚强等[5] 利用酵母菌液

(Schwanniomyces
 

occidentalis) 发酵烟叶时,其香气

质、香气量及烟叶品质均得到提升。 目前,利用单

菌株改善烟叶吸食品质的研究已有大量报道[6-9] ,
但对于某些烟叶,单菌株发酵往往达不到理想的效

果。 研究发现,混合菌株发酵后,烟叶香味成分含

量有所增加[10] ,烟叶表面与大分子物质降解相关的

酶的活性升高[11] , 卷烟的吸食品质得到显著提

高[12] 。 然而,混合菌株发酵存在工作量大、菌株类
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型、数量和比例难以量化等问题。 截至目前,混合

菌株发酵原则和依据尚不清楚,发酵机制尚不明

确,这限制了混合菌株在烟叶发酵中的应用。

芽孢杆菌属是烟叶表面优势菌属之一[13-14] 。

研究发现,经蜡样芽孢杆菌(Bacillus
 

cereus) [15] 、枯

草芽 孢 杆 菌 ( B. subtilis ) [16-17] 、 西 姆 芽 孢 杆 菌

(B. siamensis) [18] 等芽孢杆菌属发酵后,能明显提高

烟叶的香气量和吸食品质。 然而,芽孢杆菌属对陕

西烟叶品质的影响尚不清楚。 为解决陕西省产烟

叶普遍存在的香气质差、青杂气较重等问题[19-20] ,

本研究拟采用宏基因组学技术分析苏云金芽孢杆

菌 116(B. thuringiensis
 

116)发酵期间陕西烟叶表面

微生物群落和功能变化,通过探究不同细菌类群

之间及细菌类群与烟叶香气成分的相关性,开发

对烟叶品质具有显著改善效果的混合菌株配方,

以期为烟用混合菌株的开发及烟叶品质的提升提

供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

1)实验材料:蛋白胨、酵母粉,赛默飞世尔科技

公司;氯化钠,天津市风船化学试剂科技有限公司;

琼脂,北京索莱宝科技有限公司;甘油,BBI 生命科

学有限公司;二氯甲烷,山东禹王和天下新材料有

限公司;无水硫酸钠、盐酸、氢氧化钠,烟台市双双

化工有限公司;磷酸,安徽六国化工股份有限公司;

二水合磷酸二氢钠,天津市科密欧化学试剂有限公

司;乙腈(色谱级),天津市四友卓越科技有限公司);

烟叶制成的烟丝 SXZL,陕西中烟工业有限责任公司

技术中心;苏云金芽孢杆菌 116,来自郑州轻工业大学

烟草科学与工程学院烟草源菌种资源库,已经前期实

验验证可用于提升烟丝 SXZL 的吸食品质。

2)酸性缓冲液:6
 

mg / mL 磷酸,0. 1
 

g / mL 二水

合磷酸二氢钠。

3)培养基:LB 液体培养基为 1%蛋白胨、1%氯

化钠和 0. 5%酵母粉;LB 固体培养基为 1%蛋白胨、

1%氯化钠、0. 5%酵母粉和 2%琼脂。 均需进行高压

蒸汽灭菌。

1. 2　 主要仪器与设备

DHP-9162 型恒温恒湿培养箱,太仓市科教器

械厂;TH2-C 型恒温摇床,太仓市试验设备厂;UV-

1500 型紫外分光光度计,上海美析仪器有限公司;

5810R 型超高速冷冻离心机,德国艾本德有限公司;

7890B-5973N 型气相色谱-质谱( GC-MS)联用仪,

美国安捷伦科技有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 烟丝发酵　 取出保存于-80 ℃ 环境的苏云

金芽孢杆菌 116,梯度复活后,以 1%接种量接种于

15
 

mL
 

LB 液体培养基中,在 150
 

r / min、30 ℃条件下

培养 6 ~ 8
 

h,得到活化液;取 100
 

μL 活化液涂布于

LB 固体培养基平板上,在 30 ℃ 条件下培养 10 ~

12
 

h;挑取单菌落于 15
 

mL
 

LB 液体培养基中,在

150
 

r / min、30 ℃条件下培养 6 ~ 8
 

h,再以 1%的接种

量接种于 30
 

mL
 

LB 液体培养基中,以相同条件培

养至 OD600 为 0. 8 ~ 1. 0;在 4
 

℃ 、8000
 

r / min 条件下

离心 10
 

min,将菌体沉淀用等体积无菌水复溶后,

以相同条件离心,再用 2 倍体积无菌水对菌体沉

淀复溶,得到发酵液;用烟丝 SXZL 质量 15%的发

酵液均匀喷施烟丝 SXZL 后,于 35
 

℃ 条件下发酵

36
 

h,再用烘丝机在 160
 

℃ 条件下烘干至含水率为

12%左右。

1. 3. 2　 感官评吸 　 将发酵好的烟丝 SXZL 用手动

卷烟器卷制成卷烟,于 22
 

℃ 、相对湿度 60%的恒温

恒湿培养箱中平衡 48
 

h 后,组织 9 人评吸小组,以

烟气浓度、烟气状态、香气质、香气量、透发性、甜

感、杂气、刺激性、余味舒适性和浸润感为指标进行

评吸打分,结果取平均分。

1. 3. 3　 香气成分提取及测定 　 将发酵后的烟丝

SXZL 烘干并粉碎,取 2
 

g 烟末与 10
 

mL 酸性缓冲液

涡旋振荡 3
 

min,加入 10
 

mL 乙腈和 50
 

μL
 

2,6-二氯

甲苯 ( 内 标 ), 于 2500
 

r / min 条 件 下 涡 旋 振 荡

20
 

min;再加入 1. 5
 

g 氯化钠和 6
 

g 无水硫酸镁,迅

速振荡盐析;最后加入 5
 

mL 二氯甲烷,于 2500
 

r / min

条件下涡旋振荡 10
 

min,再于 4 ℃、8000
 

r / min 条件

下离心 3
 

min,取上清液,加入无水硫酸钠过夜后,取

1
 

mL 过 0. 22
 

μm 有机滤膜,备用。
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GC 条件: 122 - 5562DB - 5 毛细管柱 ( 60
 

m ×

250
 

μm×0. 25
 

μm);进样口温度为 280
 

℃ ;载气为

99. 999%高纯氦气,流速为 1. 0
 

mL / min;分流模式

为不分流进样,进样量为 1. 0
 

μL。 升温程序为初始

温度 40
 

℃ , 保持 10
 

min, 以 2. 5
 

℃ / min 升温至

190
 

℃ ,保持 25
 

min,以 1. 5
 

℃ / min 升温至 270
 

℃ ,
实验结束。

MS 条件:采用 SCAN 模式,传输线温度为 280
 

℃;
离子源温度为 230

 

℃ ;四极杆温度为 150
 

℃;离子源

为 XTR-EI 源,电子能量为 70
 

eV;溶剂延迟时间为

8
 

min;扫描质量范围(z / m)为 35~550
 

amu。
采用 NIST17 谱库结合内标-半定量法进行香

气成分定量分析。
1. 3. 4　 宏基因组测序 　 将经苏云金芽孢杆菌 116
发酵 0

 

h、12
 

h、24
 

h 和 36
 

h 的烟丝 SXZL(实验组)
及未发酵的烟丝 SXZL(对照组)保存在-80

 

℃ 条件

下。 将实验组和对照组烟丝送至上海派森诺生物

科技股份有限公司,提取全部微生物的 DNA,构建

宏基因组文库,并基于 Illumina
 

NovaSeq 高通量测序

平台进行测序分析。
运用 fastp 分析软件对测序下机的原始数据进

行筛查和过滤后,使用 MEGAHIT 进行拼接。 完成

拼接后, 使用 Prodigel
 

软件 ( https:∥github. com /
hyattpd / Prodigal / )识别其中的开放阅读框 ( Open

 

Reading
 

Frame,ORF),并预测其中的编码区域,从而

获得对应的基因序列文件。 使用基于 MMSeq2 在属

分类等级的物种注释信息用于后续物种分析。 基

于 Spearman 相关性分析优势菌株之间、优势菌株与

代表性香气成分之间的相关性。
1. 3. 5　 混合菌株发酵　 将苏云金芽孢杆菌 116 与

其他具有协同作用的菌株活化后进行复配,再喷施

于烟丝表面,通过感官评吸筛选出最优混菌发酵

配方。

2　 结果与分析

2. 1　 不同发酵时间下烟丝 SXZL 感官评吸结

果分析

苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL 的感

官评吸结果如图 1 所示。 由图 1 可知,与对照组相

比,24
 

h 是苏云金芽孢杆菌 116 发酵烟丝的最优发

　 　

图 1　 苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL 的
感官评吸结果

Fig. 1　 Sensory
 

evaluation
 

results
 

of
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
 

pre-
 

and
 

post-fermentation
 

by
 

B. thuringiensis
 

116

酵时间,发酵后烟丝的感官评吸总分提高了 1. 33
分,杂气和刺激性明显降低,香气质、余味舒适性和

浸润感提高,烟丝 SXZL 的吸食品质提升。 因此,选
择最优发酵时间为 24

 

h。
2. 2　 不同发酵时间下烟丝 SXZL 香气成分分析

不同发酵时间下烟丝 SXZL 香气成分分析结果

见表 1。 由表 1 可知,共检测到 18 种香气成分。 相

比 0
 

h,发酵 24
 

h 后烟丝的香气成分变化明显,有 11
种化合物含量增加,有 7 种化合物含量降低。 部分

香气 成 分 含 量 增 加 较 明 显, 如 大 马 酮 增 加 了

162. 84%,茄酮增加了 65. 83%,2,3-二氢-2-甲基

苯并呋喃增加了 58. 48%,4-(3-羟基丁基) -3,5,5-
三甲基-2-环己烯-1-酮增加了 38. 21%,法尼基丙

酮增加了 34. 54%,3-丁基吲哚嗪增加了 24. 68%。 其

中,大马酮具有类似玫瑰的清甜香气,茄酮具有新

鲜萝卜样香味[21] 。 这些香气成分有利于提升烟丝

SXZL 的吸食品质[7] ,与感官评吸结果一致。
2. 3　 发酵烟丝表面微生物群落组成及差异

分析

为了探究发酵前后烟丝表面微生物的群落变

化,使用维恩(Venn)图对细菌物种数量(种水平)进

行统计分析,结果如图 2 所示。 由图 2 可知,对照

组、0
 

h、12
 

h、24
 

h 和 36
 

h 发酵烟丝中,共有细菌物

种 1849 个。 对照组中有 390 个特有物种,0
 

h、12
 

h、
24

 

h 和 36
 

h 发酵烟丝中特有物种分别为 89 个、80
个、41 个和 31 个,随着发酵时间的增加呈逐渐递减

的变化趋势。 为进一步探究不同发酵时间烟丝
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　 　 　 表 1　 不同发酵时间下烟丝 SXZL 香气成分分析结果
Table

 

1　 Analysis
 

of
 

aroma
 

components
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
 

at
 

different
 

fermentation
 

time
 

points

化合物名称

0
 

h 12
 

h 24
 

h 36
 

h
含量 /

(mg·g-1 )
含量 /

(mg·g-1 )
变化率 /

%
含量 /

(mg·g-1 )
变化率 /

%
含量 /

(mg·g-1 )
变化率 /

%

茄酮 7. 989 7. 747 -3. 02 13. 248 65. 83 8. 750 9. 53
大马酮 0. 183 0. 446 144. 16 0. 481 162. 84 0. 475 160. 23

对羟基苯乙醇 0. 983 1. 707 73. 61 1. 154 17. 39 0. 631 -35. 81
2,3-二氢-2-甲基苯并呋喃 1. 869 2. 489 33. 21 2. 962 58. 48 2. 444 30. 80

3-羟基-5,6-环氧-β-紫罗兰醇 3. 587 3. 978 10. 92 3. 912 9. 08 3. 793 5. 75
二氢猕猴桃内酯 0. 443 0. 467 5. 57 0. 416 -6. 08 0. 438 -1. 05

巨豆三烯酮 6. 457 6. 765 4. 78 5. 780 -10. 48 7. 269 12. 58
4-羟基-β-二氢大马酮 4. 400 4. 440 0. 91 4. 510 2. 50 3. 666 -16. 70

3-羟基-7,8-二氢-β-紫罗兰醇 0. 227 0. 202 -11. 33 0. 202 -11. 17 0. 362 58. 96
3-氧代-α-紫罗兰醇 8. 773 9. 214 5. 03 8. 729 -0. 50 11. 738 33. 80

4-(3-羟基丁基) -3,5,5-
三甲基-2-环己烯-1-酮 1. 484 1. 462 -1. 45 2. 051 38. 21 1. 785 20. 33

6-羟基-4,4,7a-三甲基-5,6,7,
7a-四氢苯并呋喃-2(4H)酮 0. 797 0. 470 -41. 08 0. 710 -10. 96 0. 897 12. 57

3-丁基吲哚嗪 1. 086 1. 137 4. 69 1. 354 24. 68 1. 287 18. 53
愈创木酚 0. 717 0. 702 -2. 09 0. 868 21. 04 0. 771 7. 56
姜黄酮 2. 352 0. 738 -68. 60 2. 493 6. 01 3. 107 32. 13

法尼基丙酮 0. 663 0. 788 18. 86 0. 892 34. 54 0. 599 -9. 62
贝壳杉醛 3. 230 3. 792 17. 41 2. 949 -8. 71 3. 224 -0. 19

西柏三烯二醇 156. 872 157. 069 0. 13 151. 339 -3. 53 163. 600 4. 29

图 2　 苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL
表面细菌物种组成 Venn 图

Fig. 2　 Venn
 

diagram
 

of
 

surface
 

microbial
 

species
 

composition
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
 

pre-
 

and
 

post-fermentation
 

by
 

B. thuringiensis
 

116

SXZL 表面微生物的群落组成及相对丰度变化,在属

水平上进行了统计分析,结果如图 3 所示。 由图 3
可知,烟丝 SXZL 表面微生物的优势菌属为鞘氨醇

单胞菌属(Sphingomonas)、假单胞菌属(Pseudomonas)、
肠杆菌属(Enterobacter)、科萨克氏菌属(Kosakonia)、
泛菌属(Pantoea)和甲基杆菌属(Methylobacterium),
与已有研究[25] 结果相似。 在对照组中,烟丝 SXZL
表面微生物的优势菌属为假单胞菌属(24. 54%),
其次是鞘氨醇单胞菌属(20. 64%);用苏云金芽孢

杆菌 116 发酵后,烟丝 SXZL 表面微生物的优势菌

属为鞘氨醇单胞菌属,其次是假单胞菌属和肠杆菌

属。 苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL 在属

水平上的物种聚类热图如图 4 所示,由图 4 可知,发
酵过程中,0

 

h、12
 

h、24
 

h、36
 

h 发酵烟丝中微生物的

相对丰度出现了不同的变化趋势,如鞘氨醇单胞菌和

假单胞菌的相对丰度随着发酵时间延长而逐渐升高;
肠杆菌和芽孢杆菌的相对丰度先升高再降低,在 24

 

h
时相对丰度达到最大值。 这表明苏云金芽孢杆菌

116 发酵可以明显改变烟丝 SXZL 表面微生物的多样

性,与前期研究结果[7]较一致。
2. 4　 烟丝表面微生物的 α 多样性分析

为了进一步探究苏云金芽孢杆菌 116 对烟丝

SXZL 表面微生物 α 多样性的影响,本研究采用
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图 3　 苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL 在属水平上的物种丰度图
Fig. 3　 Genus-level

 

species
 

abundance
 

profile
 

of
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
 

pre-
 

and
 

post-fermentation
 

by
 

B. thuringiensis
 

116

图 4　 苏云金芽孢杆菌 116 发酵前后烟丝 SXZL
在属水平上的物种聚类热图

Fig. 4　 Hierarchical
 

clustering
 

heatmap
 

of
 

genus-level
 

species
 

abundance
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
 

pre-
 

and
 

post-fermentation
 

by
 

B. thuringiensis
 

116

ACE、Chao1、Simpson 和 Shannon 指数来衡量样品中

微生物的多样性。 烟丝 SXZL 表面微生物 α 多样性

指数箱线图如图 5 所示。 由图 5 可知,Simpson 和

Shannon 指数在发酵后呈增高趋势,ACE 和 Chao1
指数在发酵后呈减小趋势。 这表明苏云金芽孢杆

菌 116 能够增加烟丝 SXZL 表面微生物的多样性,
降低微生物的丰富度。 先前的研究中也有类似报

道,如地衣芽孢杆能够增加雪茄烟叶表面微生物的

多样性[23] 。

2. 5　 优势菌株之间的关联性分析

烟丝 SXZL 表面优势菌株之间的关联性如图 6

所示,其中颜色偏向黄色为正相关,偏向蓝色为负

相关,颜色越深相关性越强;∗∗∗表示在 P< 0. 001
水平下极显著相关,∗∗表示在 P<0. 01 水平下显著

相关,∗表示在 P<0. 05 水平下显著相关,下同。 由

图 6 可知,芽孢杆菌属(Bacillus)与土地芽孢杆菌属

(Terribacillus)的相对丰度呈显著正相关,肠杆菌属

(Enterobacter) 与科萨克氏菌属(Kosakonia) 的相对

丰度呈正相关。 这表明它们之间具有互利共生关

系,能共同促进烟草发酵。 先前的研究中也有类似

报道,如李石头等[24]基于宏基因组对云南烟叶表面

微生物进行分析发现,芽孢杆菌与甲基杆菌、大肠
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图 5　 烟丝 SXZL 表面微生物 α 多样性指数箱线图
Fig. 5　 Boxplots

 

of
 

surface
 

microbial
 

α-diversity
 

indices
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds

杆菌和假单胞菌的相对丰度呈正相关。 王文婷

等[21]利用宏基因组学技术分析霍氏肠杆菌 F8-1
(E. hormaechei

 

F8-1)发酵期间烟叶表面微生物的动

态变化,发现肠杆菌与芽孢杆菌、土地芽孢杆菌的

相对丰度分别呈负相关关系。 本研究结果与其相

反,可能是由烟叶表面优势微生物类群的差异造

成的。
2. 6　 优势菌株与香气成分之间的关联性分析

烟丝 SXZL 表面优势菌株与香气成分之间的关

联性如图 7 所示。 由图 7 可知,芽孢杆菌属的相对

丰度与 3-氧代-α-紫罗兰醇含量呈显著正相关,与
巨豆三烯酮、大马酮、姜黄酮、贝壳杉醛、愈创木酚

和二氢猕猴桃内酯含量均呈正相关,与 4-羟基-β-
二氢大马酮含量呈显著负相关,与法尼基丙酮、对
羟基苯乙醇和 3-羟基-7,8-二氢-β-紫罗兰醇含量

均呈负相关。 挥发性风味物质的变化主要是由微

生物代谢引起的[12] 。 先前的研究[8]发现,经芽孢杆

菌属发酵后,烟叶的吸食品质均有明显提升。 芽孢

杆菌属与香气成分含量之间的关联性同土地芽孢

杆菌属(Terribacillus)相似,间接表明这些菌株在微

生物代谢方面具有协同作用,可共同影响烟草香气

成分含量的变化。

2. 7　 混合菌株发酵结果分析
基于上述研究结果,本研究选择烟草源菌种资

源库中的芽孢杆菌属、土地芽孢杆菌属和肠杆菌属

菌株与苏云金芽孢杆菌 116 复配,并进行烟丝发酵

和感官评吸。
2. 7. 1　 感官评吸结果　 不同混菌发酵烟丝的感官

评吸结果见表 2,混菌发酵后烟丝的感官评吸雷达

图如图 8 所示。 由表 2 可知,苏云金芽孢杆菌 116
与芽孢杆菌 Y7 混合发酵对烟丝 SXZL 的提质效果

最好。 由图 8 可知,经苏云金芽孢杆菌 116 与芽孢
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图 6　 烟丝 SXZL 表面优势菌株之间的关联性
Fig. 6　 Correlation

 

network
 

of
 

dominant
 

surface
 

strains
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds

图 7　 烟丝 SXZL 表面优势菌株与香气成分之间的关联性
Fig. 7　 Correlation

 

between
 

surface
 

dominant
 

strains
 

and
 

aroma
 

components
 

in
 

SXZL
 

tobacco
 

shreds
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表 2　 不同混菌发酵烟丝的感官评吸结果
Table

 

2　 Sensory
 

evaluation
 

results
 

of
 

different
 

tobacco
 

shreds
 

under
 

different
 

mixed
 

fermentation
 

treatments

混菌配方 施菌
比例

评吸
总分 / 分

对照组 — 55. 5
苏云金芽孢杆菌 116 — 56. 5

苏云金芽孢杆菌 116+蜡状芽孢杆菌 GB4 2 ∶ 1 56. 0
苏云金芽孢杆菌 116+肠杆菌 GA3 2 ∶ 1 56. 2

 

苏云金芽孢杆菌 116+芽孢杆菌 GA6 2 ∶ 1 53. 9
 

苏云金芽孢杆菌 116+苏云金芽孢杆菌 Y5 2 ∶ 1 52. 5
 

苏云金芽孢杆菌 116+芽孢杆菌 Y7 2 ∶ 1 57. 0
苏云金芽孢杆菌 116+蜡状芽孢杆菌 L4 2 ∶ 1 55. 0

 

苏云金芽孢杆菌 116+霍氏肠杆菌 Y1 2 ∶ 1 55. 0
 

苏云金芽孢杆菌 116+霍氏肠杆菌 F12 2 ∶ 1 56. 0
 

苏云金芽孢杆菌 116+霍氏肠杆菌 F1 2 ∶ 1 53. 7
 

苏云金芽孢杆菌 116+肠杆菌 DB7 2 ∶ 1 56. 1
 

　 注:—表示发酵菌株为单菌,没有施菌比例;菌株 GB4、
GA3、GA6 和 DB7 筛选自 2018 年曲靖产云烟 87

 

C3F;菌株
Y5、Y7 和 L4 筛选自 2019 年三门峡产红花大金元 B2F;菌株
Y1、F12 和 F1 筛选自 2019 年许昌产中烟 100

 

C3F。

图 8　 混菌发酵后烟丝的感官评吸雷达图
Fig. 8　 Radar

 

chart
 

of
 

sensory
 

profiles
 

for
 

tobacco
 

shreds
 

post-mixed
 

fermentation

杆菌 Y7 混合发酵后,烟丝 SXZL 的吸食品质提升明

显,总分提高了 1. 5 分,烟气浓度及状态提升,透发

性更好,甜感增加,余味舒适性有所改善。 这表明

苏云金芽孢杆菌 116 与芽孢杆菌 Y7 混合发酵能明

显改善烟丝 SXZL 的吸食品质。 先前的研究中也有

类似报道,如黄申等[12] 采用肠杆菌 F8-2(E. cloacae
 

F8-2)与不动杆菌 7S-2(Acinetobacter
 

nosocomialis
 

7S-2)
混合发酵后,山东烟叶香气增加,杂气降低明显。
李萌等[11]采用有孢汉逊酵母属 YJX 与毕赤酵母属

MG 混合发酵,可增加烟叶香气量、香气质,明显改

善烟叶品质。

2. 7. 2　 香气成分分析结果 　 苏云金芽孢杆菌 116
与芽孢杆菌 Y7 混合发酵烟丝的部分香气成分分析

结果见表 3。 由表 3 可知,经混合菌株发酵后,大马

酮、东莨菪内酯、3-氧代-α-紫罗兰醇、姜黄酮、棕榈

酸甲酯、贝壳杉醛、4-羟基-β-二氢大马酮、3-羟基-
5,6-环氧-β-紫罗兰醇、2,3-二氢-2-甲基苯并呋

喃等香气成分含量均升高,其中大马酮、东莨菪内

酯和 3-氧代-α-紫罗兰醇含量均增长较高,分别较

空白对照增加了 140. 29%、133. 50% 和 104. 53%。
混菌发酵与单菌发酵烟丝的部分香气成分变化率

直方图如图 9 所示。 由图 9 可知,与单菌发酵相比,
混菌发酵后大部分香气成分含量变化率明显升高,
3-氧代-α-紫罗兰醇、4-羟基-β-二氢大马酮、姜黄

酮和贝壳杉醛的含量变化率明显优于单菌发酵。
这些香味成分的增加可以显著增强烟香,改善吸

味,调和烟气,并减少刺激感。 这在先前的研究[10]

中也有类似报道。

3　 结论

本文利用苏云金芽孢杆菌 116 发酵陕西省产烟

丝,基于宏基因组分析烟丝表面微生物的群落变

化,根据宏基因组数据分析结果,筛选混合菌株再

次发酵,得到如下结论:经苏云金芽孢杆菌 116 发酵

24
 

h 后,烟丝 SXZL 感官品质得到明显提升,杂气和

刺激性明显降低,香气质、余味舒适性和浸润感提

高。 大马酮、茄酮、2,3-二氢-2-甲基苯并呋喃、4-
(3-羟基丁基) -3,5,5-三甲基-2-环己烯-1-酮和

法尼基丙酮和 3-丁基吲哚嗪的含量较发酵前分别

提高了 162. 84%、65. 83%、58. 48%、38. 21%、34. 54%
和 24. 68%。 不同发酵时间烟丝表面微生物的优势

菌属为鞘氨醇单胞菌属、假单胞菌属、肠杆菌属、科
萨克氏菌属、泛菌属和甲基杆菌属,芽孢杆菌属与

土地芽孢杆菌属、肠杆菌属与科萨克氏菌属的相对

丰度均呈正相关,它们具有协同提高 3-氧代-α-紫
罗兰醇、巨豆三烯酮、大马酮等香气成分含量的作

用。 经苏云金芽孢杆菌 116 与芽孢杆菌 Y7 混合发

酵后,烟丝吸食品质明显提高,烟气浓度及状态提

升,透发性更好,甜感增加,余味舒适性有所改善;
多数香气成分含量升高,其中大马酮、东莨菪内酯、
3-氧代-α-紫罗兰醇的含量分别较空白对照增加了
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表 3　 苏云金芽孢杆菌 116 与芽孢杆菌 Y7 混合发酵烟丝的部分香气成分分析结果
Table

 

3　 Analysis
 

results
 

of
 

partial
 

flavor
 

components
 

of
 

fermented
 

tobacco
 

shreds
 

by
 

B. thuringiensis
 

116
 

and
 

Bacillus
 

Y7

保留时间 / min
 

CAS
 

号 化合物名称 空白对照 /
(mg·g-1 )

混合发酵烟丝 /
(mg·g-1 ) 变化率 / %

33. 45 5989-27-5 ( +) -柠檬烯 2. 487 1. 975 -20. 61
34. 70 122-78-1 苯乙醛 0. 152 — —
52. 97 54-11-5 烟碱 15. 302 11. 058 -27. 73
53. 35 20307-84-0 δ-榄香烯 68. 381 61. 666 -9. 82
54. 60 23696-85-7 大马酮 0. 192 0. 461 140. 10
57. 61 501-94-0 对羟基苯乙醇 0. 996 0. 840 -15. 58
58. 83 1746-11-8 2,3-二氢-2-甲基苯并呋喃 3. 294 3. 552 7. 82
61. 08 14901-07-6 β-紫罗兰酮 1. 221 1. 193 -2. 24
61. 35 156747-45-4 4,5,9,10-脱氢-异长叶烯 0. 300 0. 313 4. 27
61. 50 172705-14-5 3-羟基-5,6-环氧-β-紫罗兰醇 3. 756 4. 110 9. 40
62. 54 17092-92-1 二氢猕猴桃内酯 0. 759 0. 589 -22. 37
63. 75 28343-22-8 菜籽多酚 1. 017 — —
63. 75 4055-72-5 6-羟基丁香酚 0. 940 0. 969 3. 09
64. 64 38818-55-2 巨豆三烯酮 5. 609 4. 927 -12. 16
66. 20 102488-09-5 4-羟基-β-二氢大马酮 2. 487 3. 195 28. 47
67. 62 34318-21-3 3-氧代-α-紫罗兰醇 4. 913 10. 048 104. 51
67. 94 22868-60-6 5-(1-哌啶) -2-呋喃甲醛 2. 607 1. 972 -24. 38

70. 31 36151-02-7 4-(3-羟基丁基) -3,5,5-
三甲基-2-环己烯-1-酮 2. 358 1. 832 -22. 30

77. 04 504-96-1 新植二烯 100. 548 79. 979 -20. 46
78. 22 502-69-2 植酮 — 0. 635 —
79. 74 68-26-8 视黄醇 2. 852 2. 521 -11. 60
80. 59 100347-96-4 姜黄酮 2. 704 4. 426 63. 72
82. 31 762-29-8 金合欢基丙酮 3. 251 — —
82. 31 1113-21-9 香叶基芳樟醇 1. 855 1. 810 -2. 40
83. 45 112-39-0 棕榈酸甲酯 3. 561 4. 597 29. 10
83. 70 1898-13-1 西松烯 9. 037 0. 386 -95. 73
86. 49 92-61-5 东莨菪内酯 1. 865 4. 355 133. 51
86. 90 57-10-3 十六烷酸 52. 273 50. 628 -3. 15
96. 54 7220-78-2 西柏三烯二醇 209. 691 162. 284 -22. 61

103. 56 14046-84-5 贝壳杉醛 5. 313 6. 846 28. 86
　 注:—表示未检测出。

图 9　 混菌发酵与单菌发酵烟丝的部分
香气成分变化率直方图

Fig. 9　 Histogram
 

of
 

the
 

change
 

rate
 

of
 

some
 

aroma
 

components
 

in
 

mixed-bacteria
 

fermentation
 

and
 

single-bacteria
 

fermentation
 

tobacco
 

shreds

140. 10%、133. 51%和 104. 51%;与单菌发酵相比,
混菌发酵后 3-氧代-α-紫罗兰醇、4-羟基-β-二氢

大马酮、姜黄酮和贝壳杉醛的含量变化率明显升

高。 本文为混合菌株发酵的研发提供了参考,为微

生物发酵烟叶的提质技术提供了新视角。 后续研

究可基于菌株协同作用关系进行 3 菌株及以上混菌

发酵剂的开发。
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Abstract:
 

【Objective】
 

To
 

enhance
 

the
 

sensory
 

quality
 

and
 

industrial
 

usability
 

of
 

Shaanxi-origin
 

tobacco
 

leaves.
 

【Methods】
 

Metagenomic
 

sequencing
 

was
 

employed
 

to
 

characterize
 

the
 

dynamic
 

shifts
 

in
 

surface
 

microbiota
 

of
 

tobacco
 

filaments
 

during
 

Bacillus
 

thuringiensis
 

116
 

fermentation.
 

This
 

approach
 

aimed
 

to
 

elucidate
 

the
 

functional
 

roles
 

of
 

dominant
 

strains
 

and
 

their
 

correlations
 

with
 

aroma
 

compound
 

profiles,
 

facilitating
 

the
 

identification
 

of
 

optimal
 

mixed-strain
 

fermentation
 

formulations.
 

【 Results】
 

During
 

B. thuringiensis
 

116
 

fermentation
 

of
 

SXZL
 

tobacco
 

filaments,
 

the
 

dominant
 

bacterial
 

genera
 

included
 

Sphingomonas,
 

Pseudomonas,
 

Enterobacter,
 

Kosakonia,
 

Pantoea,
 

and
 

Methylobacterium.
 

Positive
 

correlations
 

were
 

observed
 

between
 

the
 

relative
 

abundances
 

of
 

Bacillus,
 

B. terrae,
 

Enterobacter,
 

and
 

Kosakonia
 

and
 

the
 

concentrations
 

of
 

3-oxo-α-ionol,
 

megastigmatrienone,
 

and
 

damascenone.
 

Bacillus
 

abundance
 

also
 

showed
 

positive
 

correlations
 

with
 

B. terrae,
 

Enterobacter,
 

and
 

Kosakonia.
 

Compared
 

to
 

single-strain
 

fermentation,
 

co-fermentation
 

with
 

B. thuringiensis
 

116
 

and
 

Bacillus
 

Y7
 

improved
 

smoke
 

intensity
 

and
 

quality,
 

enhanced
 

aroma
 

volatility,
 

increased
 

sweetness,
 

and
 

refined
 

aftertaste
 

comfort.
 

The
 

concentrations
 

of
 

damascenone,
 

scopoletin,
 

and
 

3-oxo-α-ionol
 

increased
 

by
 

140. 10%,
 

133. 51%,
 

and
 

104. 51%,
 

respectively.
 

Significant
 

elevations
 

were
 

also
 

noted
 

in
 

the
 

relative
 

changes
 

of
 

3-oxo-α-ionol,
 

4-hydroxy-β-
dihydrodamascone,

 

curcumin,
 

and
 

kauraldehyde.
 

【Conclusion】
 

Mixed-strain
 

fermentation
 

significantly
 

increases
 

aroma
 

compound
 

concentrations
 

in
 

tobacco
 

filaments
 

and
 

improves
 

the
 

sensory
 

quality
 

of
 

cigarettes.
Key

 

words:metagenomics;Shaanxi
 

tobacco
 

leaves;mixed
 

fermentation;fragrance
 

component;Bacillus
 

thuringiensis　
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