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摘要:
 

【目的】挖掘柠檬罗勒(Ocimum×citriodorum)内生细菌的产香潜力。 【方法】采用传统分离培养结合形

态学与分子生物学方法,从柠檬罗勒根、茎、叶中筛选鉴定优势产香菌株,通过单因素试验与响应面法优化

发酵条件,利用同时蒸馏萃取(SDE)法提取挥发油并进行卷烟加香评价。 【结果】共分离获得 38 株内生细

菌,感官评价确定菌株 J-3-6 的产香品质最佳,经鉴定为菠萝泛菌(Pantoea
 

ananatis),呈现清甜茉莉花香气,
主要产香物质为吲哚,最优发酵条件为乳糖质量浓度 10. 2

 

g / L、酵母浸粉质量浓度 50. 7
 

g / L、装液量

259
 

mL、接种量 7%、初始 pH
 

值 7、发酵温度 26
 

℃、摇床转速 180
 

r / min 和发酵时间 48
 

h,在此条件下,吲哚产量

是初始产量的 5. 53 倍,共发酵体系鉴定出 45 种挥发性有机化合物,以醇类、酯类和杂环类为主,香气特征在清

新果香的基础上融合了复杂花香与木质香调,卷烟加香评价表明最适宜添加量为 4
 

μg / 支。 【结论】菠萝泛菌 J-
3-6 经响应面法发酵条件优化可显著提升吲哚产量,其代谢产物挥发油可醇和烟香,降低卷烟杂气与刺激性。
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0　 引言

柠檬罗勒(Ocimum
 

×
 

citriodorum)是唇形科罗勒

属的天然杂交种质,原产于法国及中东地区,为甜

罗勒(O.
 

basilicum)与非洲罗勒(O.
 

africanum)的杂

交品种。 在我国河南地区,柠檬罗勒兼具重要的药

用与食用价值,干燥全草入药可解热消炎、开胃消

食,鲜叶因富含特征性柠檬薄荷香气被广泛用于地

方特色膳食,其香气成分主要由醇类、烯烃类、酮

类、杂环类、烷烃类、芳烃类及胺类化合物构成[1-3] 。
近年来,植物-微生物互作机制的研究为解析罗勒

属植物功能成分的形成路径提供了新的研究视角。
研究表明,罗勒植物与特定微生物互作对香气成分

的形成具有显著影响。 H. F. Al-harthi 等[4] 研究发

现,沙特阿拉伯地区的罗勒植物中,链格孢属微生

物占比高达 41. 50%,其产生的吲哚乙酸(IAA)产量
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达 71. 56
 

μg / mL,通过调控植物激素信号通路可影

响萜类化合物的合成。 此外,芽孢杆菌属等特定内

生细菌可通过靶向代谢重编程显著提升甜罗勒中

γ-生育酚含量,揭示了微生物对植物次生代谢物的

特异性调控作用[5] 。
在罗勒属植物的香气成分中,吲哚作为一类重

要的杂环化合物,因其独特的苯并吡咯结构(分子

式 C8H7N)而备受关注。 作为植物生长素吲哚乙酸

(IAA)的前体,吲哚广泛应用于植物生长调节剂及

香料、染料等领域,具有重要的工业价值[6] 。 传统

的吲哚制备主要依赖邻氨基乙苯脱氢法,该方法存

在副产物残留高、香气化学感强、工艺复杂等缺陷,
难以满足现代食品香精对天然性和安全性的要

求[7] 。 相比之下,微生物可通过定向模拟天然代谢

途径,高效、安全地合成吲哚类化合物,其产物已被

欧美食品法规界定为天然产物,该方法具有底物可

再生性强、产物结构多样性高等优势,在食品风味

改良与绿色制造中展现出广阔的应用前景[8-9] 。
基于此,本研究拟以河南产柠檬罗勒为实验材

料,采用传统培养分离、形态学观察、分子生物学等

方法对柠檬罗勒中的产香菌株进行筛选、鉴定并对

其发酵条件进行优化,通过顶空-固相微萃取-气相

色谱-质谱联用( HS-SPME-GC-MS) 技术对其香味

成分进行分析鉴定,评价其挥发油在卷烟加香中的

应用效果,以期为天然绿色香料的开发及生产提供

参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料、试剂与培养基

新鲜大叶荆芥(学名为柠檬罗勒),产自河南省

周口市;硝酸钠、硫酸铵、硫酸镁、硫酸亚铁、氯化

钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氢氧化钠、柠檬酸、无
水硫酸钠、次氯酸钠、联苯,国药集团化学试剂有限

公司;牛肉膏、果糖、胰蛋白胨,北京奥博星生物技

术有限责任公司;精氨酸、葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽

糖、琼脂粉,北京 Solarbio 科技有限公司;酵母浸粉,
赛默飞世尔科技有限公司;2. 5%戊二醛固定液、无
水乙醇、溴甲酚紫、溴百里酚蓝,上海麦克林生化科

技有限公司;Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂

盒,生工生物工程(上海)股份有限责任公司。 除特

别标注外,其余试剂均为分析纯。
LB 液体培养基:胰蛋白胨 10. 0

 

g / L,酵母浸粉

5. 0
 

g / L,氯化钠 10. 0
 

g / L,pH 值调至 7. 0 ~ 7. 2,在
此基础上添加

 

20. 0
 

g / L 琼脂,即得 LB 固体培养基。
蛋白胨培养基:蛋白胨 10. 0

 

g / L,氯化钠 5. 0
 

g / L,
果糖 5. 0

 

g / L,蔗糖 5. 0
 

g / L,溴甲酚紫 0. 02
 

g / L。
精氨酸脱羧酶培养基:蛋白胨 5. 0

 

g / L,牛肉浸

膏 3. 0
 

g / L,葡萄糖 1. 0
 

g / L,精氨酸 10. 0
 

g / L,溴甲

酚紫 0. 02
 

g / L。
柠檬酸盐培养基:柠檬酸钠 5. 0

 

g / L,磷酸二氢钠

2. 0
 

g / L,磷酸氢二钠 2. 0
 

g / L,硫酸镁 0. 5
 

g / L,硫酸

亚铁 0. 01
 

g / L,溴百里酚蓝 0. 08
 

g / L,琼脂 15
 

g / L。
发酵培养基:乳糖 10. 2

 

g / L、酵母浸粉 50. 7
 

g / L、
氯化钠 5. 0

 

g / L,pH 值 7. 0。
柠檬罗勒浆培养基:将新鲜柠檬罗勒茎叶组织

经无菌水清洗后,打碎获得浆液,柠檬罗勒浆液与

发酵培养基的体积比为 3 ∶ 2。
上述培养基均于 121

 

℃ 高压蒸汽条件下灭菌

20
 

min。

1. 2　 主要仪器与设备

UV-1800PC 型紫外-可见分光光度计,上海菁

华科技仪器有限公司;G180 型立式自动压力蒸汽灭

菌锅,致微仪器有限公司;SW-CJ-2FD 型超净工作

台,苏州净化设备有限责任公司;4-HWS-P400C 型

恒温恒湿培养箱,合肥达斯卡特生物科技有限公

司;PHS-3C 型精密 pH 酸度计,上海仪电科学仪器

股份有限公司;K850 型临界点干燥仪,英国 Quorom
公司;MC1000 型离子溅射仪、Regulus8100 型扫描电

子显微镜( SEM),日本 Hitachi 公司;7890A-5975C
型 GC-MS 仪,安捷伦科技有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 产香菌株的分离与纯化
 

　 用纯水冲洗掉柠

檬罗勒表面的泥沙和杂质,再用滤纸擦干表面水分

后送入超净工作台内;将柠檬罗勒的根茎叶分别切

成 0. 5
 

cm×0. 5
 

cm 的小块,根茎依次用 75%乙醇溶

液(乙醇溶液的百分数均指体积分数)消毒 1
 

min,
质量分数 2. 5%的次氯酸钠溶液消毒 5

 

min,75%乙

醇溶液消毒 0. 5
 

min;叶依次用 75%乙醇溶液消毒
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1
 

min,质量分数 2. 5%的次氯酸钠溶液消毒 3
 

min,
75%乙醇溶液消毒 0. 5

 

min,每次操作后用无菌水冲

洗 3 次,吸取 100
 

μL 最后冲洗的无菌水涂布在 LB
固体培养基上,于 28

 

℃ 下培养 2 ~ 3
 

d,无任何菌落

生长,则表明消毒完全。 挑取不同形态的单菌落,
采用平板划线法分离纯化菌株,并编号保存。
1. 3. 2　 摇瓶发酵筛选　 取纯化后的单菌落接种至

LB 液体培养基中,28
 

℃ 、160
 

r / min 振荡培养 2 ~
3

 

d,用紫外-可见分光光度计测 600
 

nm 处吸光度,
绘制生长曲线。 于超净工作台中,通过感官评价结

合挥发性代谢产物分析,筛选具有显著特征性香气

的菌株进行发酵。 评价指标包括菌株香气度、差异

度、留香时间、刺激性,各维度满分分别为 20 分、10
分、10 分、10 分,10 分、10 分,参考张鹏等[10-11] 的方

法,筛选发酵后无异味、气味清凉甘甜的产香菌株。
1. 3. 3　 产香菌株鉴定 　 1) 形态学鉴定。 参照《常

见细菌系统鉴定手册》 [12] 和《伯杰氏细菌鉴定手

册》 [13]对产香菌株 J-3-6 的形态特征和生理生化特

征进行观察和测定,包括革兰氏染色、糖发酵实验、
精氨酸水解实验等。

革兰氏染色:制作涂片,结晶紫初染 1
 

min,无菌

水冲洗,吸干,碘液媒染 1
 

min,无菌水冲洗,吸干,
95%乙醇溶液脱色 30

 

s, 无菌水冲洗; 番红复染

2
 

min,无菌水冲洗,吸干,在光学显微镜下观察。
糖发酵实验:挑取待测菌株接种于含果糖、蔗

糖的蛋白胨培养基(内含杜氏小管)中,同时设置阴

性对照(不接种菌株),于 37
 

℃ 恒温培养 24 ~ 48
 

h,
观察培养基颜色变化及是否产气。

精氨酸水解实验:穿刺接种精氨酸脱羧酶培养

基并覆盖石蜡油,37
 

℃ 培养后,观察培养基颜色

变化。
V-P 实验:菌液在葡萄糖蛋白胨中培养 48

 

h,加
入 Barritt 试剂,振荡后静置 10 ~ 15

 

min,观察颜色

变化。
柠檬酸盐实验:将菌株接种至柠檬酸盐培养

基,37
 

℃培养 48
 

h,观察颜色变化。
SEM 分析:将收集的细菌沉淀置于装有 2. 5%

戊二醛的离心管中,放入 4
 

℃冰箱中固定 12 ~ 24
 

h。
倒掉固定液,用磷酸缓冲液漂洗样品 3 次,每次

15
 

min。 用 梯 度 ( 30%、 50%、 70%、 80%、 90% 和

95%)乙醇溶液对样品进行脱水处理,每种浓度处理

15
 

min,再用无水乙醇处理 20
 

min,最后将样品放于

无水乙醇中。 在临界点干燥仪中干燥后,利用导电

碳胶将样品固定于 SEM 样品台上,离子型溅射仪喷

Pt
 

120
 

s 左右,观察细菌形态并采集图像。
2)分子水平鉴定。 参照张玥等[14] 的方法,采用

Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取菌株的

总 DNA,以细菌通用引物 27F(5′-AGAGTTTGATCM-
TGGCTCAG-3′)和 1492R(5′-GGTTACCTTGTTACGA
CTT-3′)进行 PCR 扩增。 PCR 反应程序为:95

 

℃ 预

变性 5
 

min,95
 

℃变性 30
 

s,58
 

℃退火 30
 

s,72
 

℃延

伸 90
 

s,35 个循环,72
 

℃ 终延伸 7
 

min。 反应完成

后,取 3
 

μL
 

PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检

测。 将产物送至苏州金唯智生物科技有限公司进

行测序,测序结果与 NCBI
 

16S 数据库中的序列进行

比对,构建系统发育树,确定菌株的种属。
1. 3. 4　 发酵液挥发性成分测定 　 取 5

 

mL 液态发

酵产物于 15
 

mL 萃取瓶中,加入 2
 

g
 

NaCl 和搅拌磁

子,再加入 50
 

μL 内标溶液(内标物为 10
 

mg / mL 联

苯),然后快速密封。 将 SPME 萃取纤维头在 GC-
MS 进样口于 250

 

℃ 条件下老化至无杂峰。 将样品

瓶置于固相微萃取装置上,温度为 60
 

℃ ,搅拌速度

为 1000
  

r / min,预热 15
 

min。
GC 条 件: HP-INNOWAX 色 谱 柱 ( 60. 0

 

m ×

250
 

μm× 0. 25
 

μm ), 载 气 为 He, 恒 定 流 速 为

1. 0
 

mL / min;起始温度 40
 

℃保持 3
 

min,以 5
 

℃ / min
的速度升至 70

 

℃并保持 2
 

min,以 5
 

℃ / min 的速度

升至 150
 

℃并保持 2
 

min,以 8
 

℃ / min 的速度升至

230
 

℃并保持 5
 

min;以 12
 

℃ / min 升温至 270
 

℃ 并

保持 8
 

min,结束。
MS 条件:电子电离源(EI 源);电子能量为 70

 

eV;
离子源温度为 230

 

℃ ;四极杆温度为 150
 

℃ ;扫描模

式为 Scan;扫描质量范围为 35 ~ 800
 

amu。
定性及定量分析:对检测出的化学成分采用 MS

数据库 NIST20、保留时间进行定性,选取匹配度大

于 80%的化合物进行分析,以联苯作为内标物进行

定量分析,计算发酵液中化学成分的相对含量。
1. 3. 5　 单因素试验 　 取 OD600 为 0. 2 的菌液进行
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发酵,初步发酵培养基由 LB 液体培养基改良而成,
以吲哚产量为指标。 首先确定接种量 ( 1%、3%、
5%、7%、9%)、pH 值(7、8、9)、碳源种类(牛肉膏、蔗
糖、乳糖、麦芽糖、果糖)和氮源种类(蛋白胨、酵母

浸粉、胰蛋白胨、硝酸钠、硫酸铵),然后进一步优化

乳糖质量浓度(6
 

g / L、8
 

g / L、10
 

g / L、12
 

g / L、14
 

g / L)、
酵母浸粉质量浓度(30

 

g / L、40
 

g / L、50
 

g / L、60
 

g / L、
70

 

g / L)、 发酵温度 ( 24
 

℃ 、 26
 

℃ 、 28
 

℃ 、 30
 

℃ 、
32

 

℃ )、装液量(100
 

mL、150
 

mL、200
 

mL、250
 

mL、
300

 

mL)、摇床转速 ( 160
 

r / min、170
 

r / min、180
 

r /
min、190

 

r / min、200
 

r / min)和发酵时间(12
 

h、24
 

h、
36

 

h、48
 

h、60
 

h)。
1. 3. 6　 Plackett-Burman 试验 　 根据单因素试验结

果,以吲哚产量为响应值(Y),对乳糖质量浓度(A)、
酵母浸粉质量浓度(B)、装液量(C)、发酵温度(D)、
摇床转速(E)和发酵时间(F)6 个因素进行 N 为 6 的

Plackett-Burman 试验设计,因素及水平见表 1。
1. 3. 7　 最陡爬坡试验　 在 Plackett-Burman 试验得

到的 3 个显著性因素的基础上,根据回归系数和 3
个因素的效应值大小,确定最陡爬坡试验的爬坡方

向和步长,以及包含最优值的因素范围,寻找后续

响应面设计需要的中心点。
1. 3. 8　 响应面优化试验　 在最陡爬坡试验结果的

基础上,分别选取乳糖质量浓度(A)、酵母浸粉质量

浓度(B)、装液量(C)3 个因素作为考查对象,以吲

哚产量(Y)为响应值,利用 Design-Expert
 

13. 0 设计

响应面试验,确定最佳发酵培养基成分及培养条件。
1. 3. 9　 最优结果应用设计　 根据响应面优化试验

结果重复发酵 3 次,与优化前发酵液对比,以验证优

化效果。 将最优条件发酵液按 7%接种量接种至柠

檬罗勒浆培养基中,于 26
 

℃ 、180
 

r / min 条件下振荡

培养 48
 

h,接种等量蒸馏水作为空白对照组,对收集

的发酵样品进行 HS-SPME-GC / MS 联用分析,采用

　 　
表 1　 Plackett-Burman 试验因素及水平

Table
 

1　 Plackett-Burman
 

test
 

factors
 

and
 

levels

水平

因素

A /
(g·L-1 )

B /
(g·L-1 )

C /
mL

D /
℃

E /
( r·min-1 )

F /
h

-1 8 40 200 24 170 36
1 12 60 300 28 190 60

同时蒸馏萃取法提取发酵液挥发油, 准确量取

300
 

mL 发酵液放入同时蒸馏萃取装置一端的

1000
 

mL 烧瓶中,用电热套加热,装置的另一端为盛

有 50
 

mL 二氯甲烷的 100
 

mL 浓缩瓶,60
 

℃ 下水浴

加热,同时蒸馏萃取 6
 

h,在常温和常压下浓缩旋

干,即得挥发油。
1. 3. 10　 卷烟加香与感官评价 　 称取 0. 05

 

g 挥发

油,用无水乙醇溶解后定容至 50
 

mL,配制 1. 0
 

g / L 母

液。 分别量取 2
 

mL、4
 

mL、6
 

mL 母液梯度稀释至

10
 

mL,制得 0. 2
 

g / L、0. 4
 

g / L、0. 6
 

g / L 工作液。 采用

微量注射器将各梯度工作液以 10
 

μL / 支注入卷烟,
制得添加量分别为 2

 

μg / 支、4
 

μg / 支、6
 

μg / 支的试

样,将其置于恒温(22±2)
 

℃和恒湿(60±2)%条件下

平衡 48
 

h。 设置等体积乙醇溶剂作为空白对照

(CK1),等量蒸馏水发酵的挥发油为对照组(CK2),
委托河北中烟工业有限责任公司评吸小组进行感官

质量评价,分别依照光泽(满分 5 分)、香气(满分 32
分)、谐调(满分 6 分)、杂气(满分 12 分)、刺激性(满
分 20 分)和余味(满分 25 分)这 6 项指标进行定性描

述,记录整个抽吸过程中的感官感受,比较抽吸前后

的差异。

1. 4　 数据处理

采用 Excel
 

2019、Mega
 

11. 0、Origin
 

2024 等软件

进行数据处理及绘图,使用 Design
 

Expert
 

13. 0 进行

模型拟合和方差分析。

2　 结果与讨论

2. 1　 产香菌株鉴定结果分析

2. 1. 1　 嗅香鉴定结果　 从柠檬罗勒的根茎叶中共

分离得到 38 株菌,经超净台初步嗅闻结合摇瓶发酵

二次嗅闻,获得 9 株具有特征香气的菌株,对其菌液

的挥发香气进行感官评价,结果见表 2。 除风味较

差的 G-3-1、T-2-1、T-2-6、T-3-8、T-3-17、WXDY-2 这 6
株菌之外,对剩下的 3 株香味较怡人的菌株进行对

比分析,其中 J-3-6 的清甜花香气味最为突出,T-3-
14 和 T-3-21 有微弱的清甜感,因此选择香气较愉悦

的菌株 J-3-6 进行后续实验。
2. 1. 2　 形态学鉴定结果　 菌株 J-3-6 的单菌落形态

和菌体形态见图 1,生理生化特征指标见表 3。 由图
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1 可知,菌株 J-3-6 在 LB 固体培养基上的菌落呈圆

形,边缘规整,表面光滑而湿润,质地柔软而黏稠,
易挑起,不透明,有光泽,颜色为黄色或淡黄色。
SEM 下菌株 J-3-6 为杆状,菌株形态或直或弯,有

1 ~ 3 根极端鞭毛,表面呈褶皱状。 由表 3 可知,革兰

氏染色和精氨酸水解实验结果呈阴性,V-P 实验结

果呈阳性,能够利用蔗糖、果糖、柠檬酸盐,初步判

断菌株 J-3-6 为泛菌属。
2. 1. 3　 分子生物学鉴定结果　 基于 16S

 

rDNA 基因

序列构建的菌株 J-3-6 系统发育树见图 2。 由图 2
可知, 菌 株 J-3-6 与 菠 萝 泛 菌 LrBB16 ( Pantoea

 

ananatis
 

strain
 

LrBB16)聚在同一个分支,亲缘关系

最近,鉴定其为泛菌属菠萝泛菌,Genbank
 

序列号为

PV759446,已于 2025 年 3 月 3 日在中国典型培养物

保藏 中 心 登 记 保 藏, 保 藏 号 为 CCTCC
 

NO: M
 

2025339。 根据国际菌种保藏中心 ATCC ( https:∥
www. atcc. org / ) 及中国普通微生物保藏管理中心

CGMCC(https:∥cgmcc. net / )记载,菠萝泛菌属于生

　 　

物安全等级 1 级 BSL1(四类非致病性)微生物,其分

离自柠檬罗勒且未见人畜致病报道。
2. 2　 单因素试验结果分析
2. 2. 1　 接种量、pH 值 　 不同接种量和 pH 值对菌

株 J-3-6 增殖的影响见图 3。 由图 3a)可知,接种量

过低,初始菌体浓度不足,导致增殖启动缓慢;当菌

株 J-3-6 接种量提升至 7%时,菌体增殖速率最快,
OD600 峰值最高(2. 402)且稳定性强;接种量过高,
营养竞争加剧,后期菌体生长受抑制[15] 。 因此,确
定适宜接种量为 7%。

由图 3b) 可知,随着 pH 值的升高,菌株 OD600

先升后降,当 pH 值为 7,摇床培养 22
 

h 时达到最

大,为 2. 086
 

g / L。 赵丽雯等[16]研究发现,中性环境

可维持胞内酶活性及代谢通量平衡,当 pH 值为 7
时,菌体代谢通量和酶活性处于最佳平衡状态,且
维持色氨酸酶活性的最适 pH 值为 6. 5 ~ 7. 5,本研

究结果与之较一致。 酸性环境易引发乙酸等代谢

副产物蓄积,使关键脱氢酶活性降低,而碱性环境

　 　表 2　 柠檬罗勒内生细菌产香能力初筛结果
Table

 

2　 Preliminary
 

screening
 

results
 

of
 

aroma-producing
 

ability
 

of
 

endophytic
 

bacteria
 

in
 

O. ×
 

citriodorum 分

菌株编号 香气描述 香气度 差异度 留香时间 刺激性 总分

G-3-1 强烈的乳脂,伴有醋酸气息 15 6 5 3 29
J-3-6 清甜花香,伴有沉重的茉莉香气 16 5 6 7 34
T-2-1 氨味 13 6 4 2 25
T-2-6 刺激性酸败气味 15 6 4 2 25
T-3-8 类似皮蛋的硫化氢气味 13 7 6 3 29

T-3-14 青草味、植物茎甜感 12 8 4 6 30
T-3-17 烤甜香 13 6 4 2 25
T-3-21 青草气味 10 5 3 6 24

WXDY-2 鱼腥味 14 8 5 4 31

图 1　 菌株 J-3-6 的单菌落形态和菌体形态
Fig. 1　 Single

 

colony
 

morphology
 

and
 

cell
 

morphology
 

of
 

strain
 

J-3-6
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易导致碱性磷酸酶异常激活,促使 ATP 无效消耗率

增加[17] ,因此,确定适宜 pH 值为 7。
表 3　 菌株 J-3-6 生理生化特征指标

Table
 

3　 Physiological
 

and
 

biochemical
 

characteristic
 

indices
 

of
 

strain
 

J-3-6
生理生化特征 实验结果

革兰氏染色 -
果糖发酵 +
蔗糖发酵 +

精氨酸水解 -
V-P 实验 +

柠檬酸盐利用 +
　 注:+表示实验结果呈阳性;-表示实验结果呈阴性。

2. 2. 2　 碳源种类及质量浓度　 碳源种类及质量浓

度对菌株 J-3-6 增殖和吲哚产量的影响见图 4,其中

不同小写字母表示在 0. 05 水平下差异显著,下同。
由图 4a)可知,在供试的 5 种碳源中,乳糖和麦芽糖

对菌株 J-3-6 生长的促进作用较为显著,但进入稳定

期后,麦芽糖组的菌体密度显著低于乳糖组,这可

能是因为乳糖作为诱导型碳源,能够通过碳分解代

谢物抑制(Carbon
 

Catabolite
 

Repression,
 

CCR)机制,
有效减轻葡萄糖效应对色氨酸酶的抑制作用,同时

借助环腺苷酸受体蛋白(cAMP
 

Receptor
  

Protein,
 

CRP)
调控系统,增强次级代谢产物吲哚的合成[18] 。 因

　 　

图 2　 基于 16S
 

rDNA 序列构建的菌株 J-3-6 系统发育树
Fig. 2　 Phylogenetic

 

tree
 

of
 

strain
 

J-3-6
 

constructed
 

based
 

on
 

16S
 

rDNA
 

sequence

图 3　 不同接种量和 pH 值对菌株 J-3-6 增殖的影响
Fig. 3　 Effects

 

of
 

different
 

inoculation
 

amounts
 

and
 

pH
 

values
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

strain
 

J-3-6
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此,确定适宜碳源为乳糖。
由图 4b)可知,当乳糖质量浓度为 10

 

g / L 时,
吲哚产量达最高值 2. 39

 

g / L,这可能是因为乳糖此

时所提供的碳骨架和能量供给与菌株 J-3-6 的代谢

需求达到了最佳匹配状态。 当乳糖质量浓度为

6
 

g / L 时,碳源不足限制了菌体生长及次级代谢启

动,而当增加至 14
 

g / L 时,碳源过量可能会通过反

馈抑制干扰代谢通路。 因此,确定乳糖适宜质量浓

度为 10
 

g / L。
2. 2. 3　 氮源种类及质量浓度　 氮源种类及质量浓

度对 J-3-6 增殖和吲哚产量的影响见图 5。 由图 5a)
可知,当氮源为酵母浸粉时,菌株 J-3-6 在生长期与

稳定期的 OD600 均显著高于其他氮源,且在发酵后

期仍呈现持续增长趋势,OD600 最高可达 3. 24,表明

酵母浸粉的氮源释放速率与菌体需求匹配度更高。
酵母浸粉中富含色氨酸,能显著提升发酵底物浓

度,而色氨酸是吲哚合成的重要前体。 硝酸钠、硫
酸铵等无机氮源则较差,可能是因为无机氮源需要

依赖菌体的主动吸收和转化,这增加了菌体的代谢

负荷,间接导致菌体的增殖效率低下。 因此,确定

适宜氮源为酵母浸粉。
由图 5b)可知,当酵母浸粉质量浓度为 30

 

g / L
时,氮源供应不足,导致菌体增殖受到限制,抑制了

次级代谢产物合成。 当酵母浸粉质量浓度为 70
 

g / L
时,氮源过量,可能会通过反馈抑制机制干扰色氨

　 　

酸代谢通路,影响 ATP 的分配效率,同样不利于吲

哚的合成。 因此, 确定酵母浸粉适宜质量浓度

为 50
 

g / L。
2. 2. 4　 装液量　 不同装液量、发酵温度、摇床转速

和发酵时间对吲哚产量的影响见图 6。 由图 6a)可

知,当装液量为 250
 

mL 时, 吲哚产量达最大值

3. 52
 

g / L。 装液量直接决定发酵体系的 O2 供应,装
液量越低,摇瓶内 O2 越充足,反之则 O2 供应受限。
菠萝泛菌作为兼性厌氧菌,其代谢方式完全依赖 O2

供应状态。 在 250
 

mL 装液量下,O2 供应水平恰好

适配其需求,既能通过有氧呼吸高效获取能量,支撑

菌株生长与吲哚合成,又不会因 O2 过量或不足干扰

代谢平衡[19] 。 因此,确定适宜装液量为 250 mL。
2. 2. 5　 发酵温度 　 微生物的许多生化反应都是由

酶催化的,而酶的活性会受温度影响。 由图 6b)可

知,当发酵温度为 24 ~ 26
 

℃ 时,吲哚产量逐渐增加,
酶促反应速率降低,次级代谢启动延迟;当发酵温度

为 26
 

℃时,吲哚产量达最大值 2. 06
 

g / L,此温度条件

下色氨酸酶活性最高,代谢通路连续性最强,且处于

菠萝泛菌最适生长温度 25 ~ 30
 

℃ 范围内,这与叶梓

等[20]的研究结果基本一致。 当发酵温度为 26~32
 

℃
时,高温导致酶结构破坏或失活,代谢途径中断,吲哚

产量下降。 因此,确定适宜发酵温度为 26
 

℃。
2. 2. 6　 摇床转速　 通过增加摇床转速提高发酵液

中的传质和传热效率,有利于菌株对营养物质的

　 　

图 4　 碳源种类及质量浓度对菌株 J-3-6 增殖和吲哚产量的影响
Fig. 4　 Effects

 

of
 

carbon
 

source
 

types
 

and
 

mass
 

concentration
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

indole
 

production
 

of
 

strain
 

J-3-6
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图 5　 氮源种类及质量浓度对菌株 J-3-6 增殖和吲哚产量的影响
Fig. 5　 Effects

 

of
 

nitrogen
 

source
 

types
 

and
 

mass
 

concentrations
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

indole
 

production
 

of
 

strain
 

J-3-6

图 6　 不同装液量、发酵温度、摇床转速和发酵时间对吲哚产量的影响
Fig. 6　 Effects

 

of
 

different
 

liquid
 

volumes,
 

fermentation
 

temperatures,
 

shaker
 

rotation
 

speeds,
 

and
 

fermentation
 

times
 

on
 

the
 

yield
 

of
 

indole

吸收和利用,但过高的摇床转速可能会导致产物结

构发生变化或产生副产物[21] 。 由图 6c)可知,当摇

床转速为 180
 

r / min 时,吲哚产量达最高值 1. 89
 

g / L,

此摇床转速平衡了溶氧供给与机械剪切力,促进了菌

体代谢。 因此,确定适宜摇床转速为 180
 

r / min。
2. 2. 7　 发酵时间　 由图 6 d)可知,发酵过程可分为

·811·
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3 个阶段:12 ~ 23
 

h 为代谢准备阶段,以主代谢为

主,累积乙酰辅酶 A、L-色氨酸等吲哚合成关键前

体,未出现吲哚显著累积;36 ~ 48
 

h 进入吲哚合成高

峰期,菌体代谢转向次级代谢,色氨酸裂解生成吲

哚,产量持续增长至峰值 2. 36
 

g / L,符合次级代谢产

物合成规律[22] ;48
 

h 后因色氨酸酶催化反应可逆,
高质量浓度丙酮酸、吲哚及氨促使反应逆向生成 L-

色氨酸,吲哚产量下降[23] 。 因此,确定适宜发酵时

间为 48
 

h。

2. 3　 Plackett-Burman 试验结果分析

Plackett-Burman 试验设计及结果见表 4。 对表

4 中的实验结果进行多元回归方程拟合方差分析,
得到回归方程为:Y = 2. 765 + 0. 270

 

0A+ 0. 383
 

3B+

0. 256
 

7C+0. 206
 

7D+0. 098
 

3E-0. 053
 

3F。 该方程

的方差分析结果 F 值为 6. 58>2,表明该模型在 α=

0. 05 水平显著;相关系数 R2 = 0. 887
 

6,表明该方程

拟合度较好。
Plackett-Burman 试验结果方差分析见表 5。 由

表 5 可知,在考查的 6 个因素中,乳糖质量浓度、酵母

浸粉质量浓度和装液量均对吲哚产量呈正效应,发酵

温度、摇床转速、发酵时间影响较小,在后续实验中固

定发酵温度 26
 

℃、摇床转速 180
 

r / min、发酵时间

48
 

h 不变,对乳糖质量浓度、酵母浸粉质量浓度和装

液量这 3 个因素进行进一步优化。
为了接近乳糖质量浓度(A)、酵母浸粉质量浓

度(B)、装液量(C)的响应中心点,最陡爬坡试验设

计及结果见表 6。 由表 6 可知,在编号 3 的培养条

件下,吲哚产量最高,为 4. 25
 

g / L。 因此选择乳糖质

量浓度 10
 

g / L、酵母浸粉质量浓度 50
 

g / L、装液量

250
 

mL 作为响应面试验的中心点。

2. 4　 Box-Behnken 试验结果分析

在 Plackett-Burman 和最陡爬坡试验的基础上,
以乳糖质量浓度(A)、酵母浸粉质量浓度(B) 和装

液量(C)为考查因素,以吲哚产量(Y)为评价指标

进行 Box-Behnken 试验,结果见表 7,方差分析见表

8。 线性拟合得到吲哚产量的二次多项式回归方程

为:Y = 10. 79 + 0. 45A + 0. 72B + 1. 39C - 1. 14AB +

0. 84AC+0. 04BC-1. 73A2 -1. 96B2 -2. 10C2。 由 F 值

可知,各因素对吲哚产量影响顺序为 C>B>A,即装

液量>酵母浸粉质量浓度>乳糖质量浓度。

2. 5　 响应面结果分析

各因素交互作用对吲哚产量的响应曲面图和

等高线图见图 7,当响应曲面曲率变化显著且等高

　 　
表 4　 Plackett-Burman 试验设计及结果

Table
 

4　 Plackett-Burman
 

test
 

design
 

and
 

results

编号 A B C D E F 吲哚产量 /
(g·L-1 )

1 -1 1 1 1 -1 -1 2. 99
2 -1 -1 -1 1 -1 1 1. 69
3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1. 95
4 -1 1 1 -1 1 1 3. 09
5 1 -1 1 1 1 -1 3. 45
6 1 1 -1 1 1 1 3. 41
7 -1 1 -1 1 1 -1 3. 16
8 1 -1 -1 -1 1 -1 1. 98
9 1 1 -1 -1 -1 1 2. 86
10 1 1 1 -1 -1 -1 3. 38
11 1 -1 1 1 -1 1 3. 13
12 -1 -1 1 -1 1 1 2. 09

表 5　 Plackett-Burman 试验结果方差分析

Table
 

5　 Analysis
 

of
 

variance
 

(ANOVA)
 

for
 

Plackett-
Burman

 

test
 

results
方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 4. 090
 

0 6 0. 681
 

9 6. 58 0. 028
 

3 ∗
A 0. 874

 

8 1 0. 874
 

8 8. 44 0. 033
 

6 ∗
B 1. 760

 

0 1 1. 760
 

0 17. 01 0. 009
 

1 ∗∗
C 0. 790

 

5
 

1 0. 790
 

5 7. 63 0. 039
 

8 ∗
D 0. 512

 

5 1 0. 512
 

5 4. 94 0. 076
 

8
E 0. 116

 

0 1 0. 116
 

0 1. 12 0. 338
 

5
F 0. 034

 

1 1 0. 034
 

1 0. 33 0. 590
 

9
纯误差 0. 518

 

3 5 0. 103
 

7
总和 4. 610

 

0 11

　 注:∗表示统计学意义上差异显著(P<0. 05),∗∗表示统
计学意义上差异极显著(P<0. 01),下同。

表 6　 最陡爬坡试验设计及结果
Table

 

6　 Experimental
 

design
 

and
 

results
 

of
 

steepest
 

climb
 

test

编号 A /
(g·L-1 )

B /
(g·L-1 )

C /
mL

吲哚产量 /
(g·L-1 )

1 8 40 200 3. 75
2 9 45 225 3. 98
3 10 50 250 4. 25
4 11 55 275 4. 03
5 12 60 300 4. 18
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表 7　 Box-Behnken 试验设计及结果

Table
 

7　 Box-Behnken
 

test
 

experimental
 

design
 

and
 

results

编号 A /
(g·L-1 )

B /
(g·L-1 )

C /
mL

吲哚产量 /
(g·L-1 )

1 10 45 225 4. 58
2 11 50 225 5. 02
3 9 45 250 5. 08
4 10 50 250 10. 83
5 9 50 225 5. 77
6 9 50 275 7. 23
7 10 55 225 6. 48
8 10 55 275 8. 97
9 11 45 250 8. 22
10 10 45 275 6. 91
11 10 50 250 11. 03
12 10 50 250 10. 99
13 10 50 250 10. 24
14 9 55 250 8. 26
15 10 50 250 10. 87
16 11 50 275 9. 84
17 11 55 250 6. 84

表 8　 Box-Behnken 试验结果方差分析

Table
 

8　 Analysis
  

of
  

variance
 

(ANOVA)
 

for
 

Box-
Behnken

 

test
 

results
方差
来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 82. 00 9 9. 11 50. 61 <0. 000
 

1 ∗∗
A 1. 60 1 1. 60 8. 90 0. 020

 

4 ∗
B 4. 15 1 4. 15 23. 04 0. 002

 

0 ∗∗
C 15. 40 1 15. 40 85. 55 <0. 000

 

1 ∗∗
AB 5. 20 1 5. 20 28. 88 0. 001

 

0 ∗∗
AC 2. 82 1 2. 82 15. 68 0. 005

 

5 ∗∗
BC 0. 01 1 0. 01 0. 036 0. 855

 

8
A2 12. 62 1 12. 62 70. 08 <0. 000

 

1 ∗∗
B2 16. 19 1 16. 19 89. 94 <0. 000

 

1 ∗∗
C2 18. 50 1 18. 50 102. 75 <0. 000

 

1 ∗∗
残差 1. 26 7 0. 18

失拟项 0. 85 3 0. 28 2. 78 0. 173
 

9
纯误差 0. 41 4 0. 10
总和 83. 26 16

线呈明显椭圆形时,表明对应变量之间的交互作用

对吲哚产量存在显著影响。 由图 7 可知,由图 7a)
和 b)可知,乳糖质量浓度与酵母浸粉质量浓度、乳
糖质量浓度与装液量之间曲面陡峭,等高线呈椭圆

形,表明交互作用显著(P<0. 01)。 由图 7c)可知,
酵母浸粉质量浓度与装液量之间曲面较平缓,等高

线呈圆形,表明交互作用不明显(P>0. 05),与方差

分析结果一致。
通过对响应面试验结果进行分析,得到最佳发

酵条件为乳糖质量浓度 10. 174
 

g / L、酵母浸粉质量

浓度 50. 7
 

g / L、 装 液 量 259
 

mL。 结 合 Plackett-
Burman、Box-Behnken 设计-响应面优化试验,并根

据实际操作可行性,得到最佳条件为乳糖质量浓度

10. 2
 

g / L、 酵母浸粉质量浓度 50. 7
 

g / L、 装液量

259
 

mL、接种量 7%、摇床转速 180
 

r / min、发酵温度

26
 

℃、发酵时间 48
 

h、初始 pH 值
 

7,此时吲哚产量最

高为 11. 135
 

g / L。 以上述条件进行了 3 次验证实验,
发现该条件下吲哚实际产量为(12. 050±0. 438)

 

g / L,
接近于预测值 11. 135

 

g / L,是初始条件下吲哚产量

(2. 180
 

g / L)的 5. 53 倍。
已有研究表明,菠萝泛菌具备产吲哚的潜力,

如何新宇等[24]通过分析该菌株的基因组发现,其携

带能够编码色氨酸酶的 tnaA 基因簇,通过调控该基

因簇表达能显著影响吲哚的产量。 由此推测,菌株

J-3-6 合成吲哚主要依赖于色氨酸代谢通路,在 tnaA
基因编码的色氨酸酶催化下,色氨酸被分解为吲哚、
丙酮酸和氨。 与目前文献[25-26] 报道的细菌产吲哚水

平(0. 89~1. 62
 

g / L)相比,菌株 J-3-6 的吲哚产量明显

更高(12. 050
 

g / L),展现出更强的工业应用潜力。

2. 6　 柠檬罗勒发酵液挥发性成分分析

采用 HS-SPME-GC-MS 技术对柠檬罗勒发酵液

的挥发性成分进行系统分析,结果见表 9。 由表 9
可知,共鉴定出 45 种挥发性有机化合物(VOCs),由
醇类(43. 20%,17 种)、杂环类(19. 57%,3 种)和酯

类(17. 53%,9 种)构成主体框架。 相较于空白组,
接 种 菌 株 后 新 增 25 种 VOCs, 杂 环 类

(487. 56
 

μg / mL)、 酯类 ( 255. 02
 

μg / mL ) 及 醇 类

(152. 68
 

μg / mL) 贡献率达 89. 3%,而萜类总量由

595. 60
 

μg / mL 显著降至 93. 38
 

μg / mL。
菠萝泛菌能够分泌萜类脱氢酶、氧化酶等,将

大分子萜类化合物降解为小分子醇类,这可能导致

原始萜类含量下降,而醇类和酯类化合物含量增

加[27] 。 β-石竹烯、月桂烯、α-律草烯等萜类化合物

多具有草本、木质或辛香气味,而 3-苯丙酸乙酯、5-

茚醇、苯乙醇等酯类和醇类化合物则多呈现果香、
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图 7　 各因素交互作用对吲哚产量的响应曲面图和等高线图
Fig. 7　 Response

 

surface
 

diagrams
 

and
 

contour
 

maps
 

of
 

the
 

interaction
 

of
 

various
 

factors
 

on
 

the
 

yield
 

indole

表 9　 柠檬罗勒发酵液的香气成分及含量
Table

 

9　 Aroma
 

components
 

and
 

contents
 

of
 

O. ×citriodorum
 

fermentation
 

broth

类别 化合物名称 保留时间 / min 气味特征
含量 / (μg·mL-1 )
发酵液 空白组

醇类

1,1-环丙二甲醇 1. 028 甜味和花香气息 48. 31 —
异丁醇 9. 987 葡萄酒和醚的气味 4. 27 —

2-甲基丁醇 14. 655 苹果、香蕉水果的香气 26. 84 —
叶醇 20. 801 青草香气 — 21. 43

2-己基-1-癸醇 24. 665 脂蜡香和清新的果香调 6. 65 —
芳樟醇 25. 357 玫瑰木香气 100. 00 74. 95

异蒲勒醇 26. 170 薄荷样气味 4. 75 —
葑醇 26. 358 木质香调 36. 35 —

4-萜烯醇 26. 922 柑橘类水果、木质香调 4. 72 —
α-松油醇 29. 444 紫丁香花香 59. 99 71. 13
L-紫苏醇 29. 982 薄荷的清凉气息 3. 26 —
香芹醇 30. 470 果香和花香 11. 55 —
香茅醇 31. 042 柠檬、柑橘和香草气息 73. 54 279. 50
橙花醇 31. 897 果香和木香香调 9. 08 205. 53

异香叶醇 32. 145 花香和果香,青香气息 11. 10 12. 57
香叶醇 32. 880 柠檬和柑橘类的清香 — 981. 70
苯乙醇 34. 359 玫瑰花、蜂蜜香气 77. 60 46. 12

对孟-1-烯-9-醇 34. 752 玫瑰和草本气息 5. 98 —
5-茚醇 40. 711 紫丁香、铃兰香与玫瑰的花香 591. 42 145. 60
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表9(续)

类别 化合物名称 保留时间 / min 气味特征
含量 / (μg·mL-1 )
发酵液 空白组

酯类

癸酸乙酯 27. 725 水果和花香,蜡香和奶油香调 11. 35 —
香叶酸甲酯 29. 367 香叶和柑橘香韵 4. 64 —
乙酸苯乙酯 32. 444 水果香和蜂蜜香调 1. 60 28. 70

对甲氧基肉桂酸辛酯 33. 709 香草味 36. 54 —
3-苯丙酸乙酯 33. 846 花香、水果香和蜂蜜香 27. 42 —
十四酸乙酯 36. 488 果香和油脂气息 17. 41 —
肉桂酸甲酯 37. 300 樱桃香气,具有可可香味 157. 66 —
棕榈酸乙酯 39. 386 蜡香和奶油香气 29. 77 307. 27

(E) -4-甲氧基肉桂酸甲酯 42. 352 肉桂辛香气息 150. 15 222. 81

酮类 3,4-二氢-2-(1-吡咯烷基甲基) -
1(2H) -萘酮 33. 316 花香和果香,麝香气息 7. 39 —

醚类

二肉豆蔻醚 24. 674 轻微的蜡状或油腻气息 — 19. 84
二乙二醇乙醚 27. 392 甜味 6. 83 —

草蒿脑 28. 803 丁香酚的香气 220. 29 111. 80

酚类

愈创木酚 33. 436 辛香、烟熏气息的特征 — 10. 92
邻丁香酚 38. 445 木质香气 — 66. 58

(E) -2-甲氧基-4-(1-丙烯基苯酚) 41. 027 辛香及木质的香调 — 40. 47

杂环类

2-(氮杂环丙烷-1-基)乙胺 0. 789 刺激性氨味 36. 35 —
苯并噻唑 35. 436 霉味和坚果香调 3. 59 —

吲哚 42. 677 茉莉、橙花香气息 447. 62 —

萜类

月桂烯 12. 928 柑橘类、花香和松木香调 — 19. 24
α-律草烯 26. 178 松木的清香气息 — 11. 85

Α-香柠檬烯 26. 358 柑橘气味,花香和松木调 — 50. 74
β-石竹烯 26. 768 辛香、木香、樟脑香 38. 94 214. 43

(E) -β-金合欢烯 28. 409 柑橘调、木质调 7. 83 35. 22
(1R,6R) -3-甲基-6-(1-甲基乙烯基) -

2-环己烯-1-醇 29. 281 薄荷的清凉气息 14. 15 —

冰片 29. 546 樟脑的气息 6. 45 —
(4aS-顺式) -3,5,5-三甲基-9-亚甲基-2,
4a,5,6,7,8,9,9a-八氢-1H-苯并环庚烯 30. 145 柑橘和花香 — 11. 57

Δ-杜松烯 30. 940 温暖的木质香 — 8. 52
α-红没药烯 31. 273 松节油的脂香气息 22. 12 110. 43

对孟-1,5-二烯-8-醇 31. 606 草本和木质的香气特征 3. 90 —
5,9-二甲基-11-氧杂双环[8. 2. 1]
十三碳-4,7,13-三烯-6,12-二酮 38. 334 龙涎香的香气 — 43. 26

(E) -3,7-二甲基-2,6-辛二烯酸 40. 557 花香气息、清新草本香 — 90. 34

其他类

十四烷 21. 237 — — 39. 34
正十六烷 22. 699 — 46. 78 29. 86

2,6,11,15-四甲基十六烷 22. 699 — 14. 6 111. 21
植烷 27. 811 — 20. 4 27. 38

2-甲基萘 33. 504 甜美花香木香 32. 80 100. 00
2-苯基甲苯 34. 564 芳香气味 9. 93 27. 13

1-乙基萘 35. 188 刺鼻的芳香气味 27. 04 63. 66
1,6-二甲基萘 35. 564 刺激性气味 11. 89 —
1,8-二甲基萘 35. 565 樟脑味 — 36. 97

　 注:气味特征通过上海交通大学食品风味创新团队的风味数据库 https:∥mffi. sjtu. edu. cn / database 查询,—表示未检测到或
未查询到。
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花香或清甜气息,表明接种菌株后可使香气更加柔

和、复杂,更接近葡萄酒、果酒等发酵食品或香精的

风味特征[28] 。
空白组中原有棕榈酸乙酯含量下降,酯类化合

物新增 6 种,包括癸酸乙酯、肉桂酸甲酯等。 这可能

是因为菌株在代谢过程中通过酯酶或脂肪酶催化

脂肪酸与醇类的酯化反应,生成具有果香或花香特

征的酯类化合物[29-30] ,而酯类化合物相较于萜类化

合物具有更高的热稳定性和抗氧化性,因此接种菌

株有助于提升香气成分在加工和储存过程中的稳

定性[31] 。
新增吲哚、苯并噻唑等杂环类化合物占比达

19. 57%,这可能一方面是因为加入吲哚分泌型菌

株;另一方面一些氨基酸或含氮化合物在微生物代

谢作用下发生美拉德反应或斯特雷克降解反应,生
成噻唑、呋喃等杂环类化合物[32] ,这些化合物通常

具有较强的香气特征,是食品与香料工业中重要的

风味成分。
菠萝泛菌在厌氧或微氧条件下,能通过发酵作

用将糖类或萜类中间体转化为乙醇、异戊醇等醇类

化合物,从而提升醇类化合物的含量。 芳樟醇含量

的略微提升,与 Y. Hoshino 等[33] 以菠萝泛菌为宿主

细胞实现芳樟醇高效合成的结果基本相符。 而 α-

松油醇、香茅醇、橙花醇等的含量降低,可能是因为

单萜经氧化还原作用生成异丁醇、2-甲基丁醇、2-

己基-1-癸醇等短链醇或酯类化合物。
发酵液中高含量的芳樟醇(100

 

μg / mL)和苯乙

醇(77. 60
 

μg / mL),分别赋予其突出的玫瑰木香与

蜂蜜果香特征,而吲哚(447. 62
 

μg / mL)的超量富集

进一步强化了茉莉、橙花等复杂花香调,说明能通

过特定微生物代谢途径强化发酵液的花香特征。
同时,菌株对酯类物质的调控能力也十分显著,如
肉桂酸甲酯(157. 66

 

μg / mL)、癸酸乙酯(11. 35
 

μg /
mL)等酯类化合物提升了香气的圆润感和层次感,
而萜类与酚类的自然协同则构建了兼具清新、甜美

的复合香调。

2. 7　 卷烟加香感官评价结果分析

卷烟加香评吸结果见表 10。 由表 10 可知,CK2
的刺激性较大,香味较单一,这可能是因为未经菌

　 　 表 10　 卷烟加香评吸结果
Table

 

10　 Cigarette
 

flavoring
 

sensory
 

smoking
 

evaluation
 

results 分

组别 光泽 香气 协调 杂气 刺激性 余味 总分

CK1 5. 0 26. 1 4. 0 8. 6 16. 0 20. 1 79. 8

CK2 5. 0 26. 5 4. 0 8. 4 16. 0 20. 0 79. 9

2
 

μg / 支 5. 0 26. 5 4. 3 9. 0 16. 2 20. 2 81. 2

4
 

μg / 支 5. 0 27. 5 4. 5 9. 2 16. 8 20. 5 83. 5

6
 

μg / 支 5. 0 27. 3 4. 2 8. 8 16. 5 20. 4 82. 2

液发酵的柠檬罗勒浆培养基中香叶醇含量过高,导
致香气过于突出,甚至掩盖烟草本身的自然香味,
引发不协调的杂气。 与 CK1 相比,加入挥发油后,
单料烟的吸食品质有所提升,杂气和刺激性均有不

同程度的减轻。 当添加量为 4
 

μg / 支时,感官评吸

效果最好,卷烟刺激性明显减轻,烟气更加柔和,回
味具有清甜感,香气质、香气量同时提升。

3　 结论

本研究从新鲜柠檬罗勒根茎叶中筛选到 38 株

内生细菌,其中菌株 J-3-6 的风味强度较大且香气较

愉悦,具有清甜水果香和茉莉花香气,经鉴定为菠萝

泛菌(Pantoea
 

ananatis),其最优发酵产香条件为乳糖

质量浓度 10. 2
 

g / L、酵母浸粉质量浓度 50. 7
 

g / L、装
液量 259

 

mL、接种量 7%、摇床转速 180
 

r / min、发酵

温度 26
 

℃、发酵时间 48
 

h、初始 pH 值
 

7,优化后吲哚

实际产量可达(12. 050±0. 438)
 

g / L;在应用验证中,
菌株优化后可使柠檬罗勒发酵产物的茉莉花香组

分(吲哚)占比显著提升,其他刺激性物质降低。 本

文首次建立菠萝泛菌-柠檬罗勒共发酵体系,开发

出具有茉莉花-柠檬薄荷香韵特征的天然香料制备

工艺,优化后的香气体系能有效赋予卷烟清凉甘甜

滋味,协调烟香及改善杂气。 后续工作将开展菌株

全基因组测序与功能基因组学研究,进一步揭示其

关键代谢路径及增香相关基因,为无毒无害香料香

精的生产提供参考。
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Ocimum
 

×
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and
 

its
 

application
 

in
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flavoring
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Abstract:【Objective】This
 

study
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

aroma-producing
 

potential
 

of
 

endophytic
 

bacteria
 

in
 

Ocimum
 

×
 

citriodorum. 【Methods】 Traditional
 

isolation
 

and
 

culture
 

method
  

combined
 

with
 

morphological
 

and
 

molecular
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biological
 

method
  

were
 

used
 

to
 

screen
 

and
 

identify
 

the
 

dominant
 

aroma-producing
 

strains
 

from
 

its
 

roots,
 

stems
 

and
 

leaves;
 

then,
 

the
 

fermentation
 

conditions
 

were
 

optimized
 

by
 

the
 

single
 

factor
 

test
 

and
 

response
 

surface
 

method
 

;
 

and
 

volatile
 

oil
 

was
 

extracted
 

by
 

simultaneous
 

distillation
 

extraction
 

( SDE )
 

and
 

subjected
 

to
 

cigarette
 

flavoring
 

evaluation. 【Results】A
 

total
 

of
 

38
 

strains
 

of
 

endophytic
 

bacteria
 

were
 

isolated.
 

Sensory
 

evaluation
 

confirmed
 

that
 

strain
 

J-3-6
 

had
 

the
 

best
 

aroma
 

quality,
 

which
 

was
 

identified
 

as
 

Pantoea
 

ananatis
 

exhibiting
 

a
 

sweet
 

jasmine
 

aroma
 

with
 

indole
 

as
 

the
 

main
 

aroma-producing
 

substance.
 

The
 

optimal
 

fermentation
 

conditions
 

were
 

as
 

follows:
 

lactose
 

mass
 

concentration
 

of
 

10. 2
 

g / L,
 

yeast
 

extract
 

powder
 

mass
 

concentration
 

of
 

50. 7
 

g / L,
 

liquid
 

volume
 

of
 

259
 

mL,
 

inoculation
 

amount
 

of
 

7%,
 

initial
 

pH
 

value
 

of
 

7,
 

fermentation
 

temperature
 

of
 

26
 

℃ ,
 

shaker
 

rotation
 

speed
 

of
 

180
 

r /
min,

 

and
 

fermentation
 

time
 

of
 

48
 

h.
 

Under
 

these
 

conditions,
 

the
 

indole
 

yield
 

was
 

5. 53
 

times
 

the
 

initial
 

yield.
 

A
 

total
 

of
 

45
 

volatile
 

organic
 

compounds
 

were
 

identified
 

in
 

the
 

fermentation
 

system,
 

mainly
 

composed
 

of
 

alcohols,
 

esters
 

and
 

heterocyclic
 

compounds.
 

The
 

aroma
 

characteristics
 

were
 

based
 

on
 

a
 

fresh
 

fruity
 

aroma,
 

integrated
 

with
 

complex
 

floral
 

and
 

woody
 

notes.
 

Cigarette
 

flavoring
 

evaluation
 

showed
 

that
 

the
 

most
 

suitable
 

addition
 

level
 

was
 

4
 

μg / cigarette. 【Conclusion】Optimization
 

of
 

the
 

fermentation
 

conditions
 

for
 

Pantoea
 

ananatis
 

J-3-6
 

by
 

the
 

response
 

surface
 

method
  

significantly
 

enhances
 

indole
 

production,
 

and
 

its
 

metabolites
 

extracted
 

as
 

volatile
 

oils
 

can
 

effectively
 

harmonize
 

tobacco
 

aroma
 

and
 

reduce
 

the
 

offensive
 

odor
 

and
 

irritation
 

of
 

cigarettes.
Key

 

words: Ocimum × citriodorum; Pantoea
 

ananatis; optimisation
 

of
 

fermentation
 

conditions; microbial
 

aroma
 

production;cigarette
 

flavouring　
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primarily
 

composed
 

of
 

galactose
 

(44. 6%),
 

rhamnose
 

(25. 8%)
 

and
 

galacturonic
 

acid
 

(15. 6%),
 

with
 

abundant
 

hydroxyl
 

functional
 

groups.
 

After
 

the
 

application
 

of
 

OPs,
 

the
 

tobacco
 

cut
 

surface
 

became
 

fuller,
 

with
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

proportion
 

of
 

bound
 

water
 

under
 

low-humidity
 

conditions
 

(temperature
 

(22±1)℃ ,
 

relative
 

humidity
 

(32 ± 2)%).
 

The
 

equilibrium
 

moisture
 

content
 

of
 

OPs-treated
 

tobacco
 

under
 

the
 

high-humidity
 

environment
 

(temperature
 

(22±1)℃ ,
 

relative
 

humidity
 

(84 ± 2)%)
 

and
 

low-humidity
 

conditions
 

was
 

41. 93%
 

and
 

6. 98%,
 

respectively.
 

The
 

drying
 

rate
 

constant
 

(k
 

=
 

0. 684
 

5)
 

decreased
 

by
 

7. 5%
 

compared
 

to
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 

indicating
 

that
 

its
 

humectant
 

performance
 

was
 

superior
 

to
 

propylene
 

glycol
 

and
 

close
 

to
 

that
 

of
 

glycerol.
 

Pyrolysis
 

analysis
 

revealed
 

that
 

OPs
 

could
 

generate
 

various
 

aromatic
 

substances,
 

including
 

5-hydroxymethylfurfural,
 

furfuryl
 

alcohol,
 

2,5-dimethylpyrazine,
 

and
 

guaiacol,
 

helping
 

to
 

enhance
 

the
 

richness
 

of
 

cigarette
 

aroma
 

and
 

improve
 

sensory
 

comfort. 【Conclusion】 OPs
 

possess
 

dual
 

functions
 

of
 

efficient
 

humectant
 

property
 

and
 

pyrolysis-induced
 

aroma
 

enhancement,
 

demonstrating
 

potential
 

to
 

replace
 

traditional
 

polyol-based
 

humectants,
 

thus
 

providing
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

natural
 

functional
 

tobacco
 

additives.
Key

 

words:okra
 

polysaccharide;humectant
 

performance;pyrolysis;aroma
 

enhancement　
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