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摘要：为改善烟草浸膏的抽吸品质，采用从红大烟叶表面分离的 ＨＤ４产香菌株对烟叶碎片水提物
进行发酵处理。经气质联用（ＧＣ－ＭＳ）检测，与未经发酵处理的烟叶浸膏（ＣＫ）相比，ＨＤ４发酵烟
叶浸膏和ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏的致香成分种类分别增加了５种和减少了８种，但致香成分
含量则分别增加了２８．７６％和５９．１８％；３－羟基－２－丁酮、茄酮、β－大马酮等７种主要酮类物质
的含量分别增加了３．８９倍和６．８８倍。在红大烟叶（Ｘ２Ｌ）上的添加试验表明，与添加未经发酵处
理的烟叶浸膏（ＣＫ）相比，添加 ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏的烟叶样品，其
香气量、丰富性、细腻性和甜润感均有明显改善，其中添加ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏样品的抽吸
效果好于添加 ＨＤ４发酵烟叶浸膏的样品。烟叶浸膏（ＣＫ）、ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４
发酵烟叶浸膏在红大烟丝上的最佳添加量分别为０．０４％、０．０３％和０．０４％。
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　　烟叶碎片是卷烟生产中产生的大宗副产品之
一，这些副产品的化学成分与干烟叶几乎完全相
同［１］，通常用来为再造烟叶提供纤维和片基料［２－４］。

利用烟叶碎片制备的烟草浸膏可以增加烟草本香，
在卷烟工业中被广泛应用。因此，合理利用烟叶碎
片，开发出高品质的烟草浸膏可产生巨大的经济效
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益和良好的社会效益［５－７］。
微生物发酵产香技术已被广泛研究和应用［８］，

目前，大多将产香微生物直接接种到物料中进行生
物发酵产香，但该方法的生物代谢途径相对复杂，发
酵过程不易控制，致香物质的转化率不高［９－１０］。而
微生物休止细胞发酵技术具有反应专一性强、底物
转化率高、不易染杂菌、产物对菌体生长的抑制作用
较小等特点，发酵产物得率高，可以部分实现物质的
定向转化，且发酵过程易于控制［１１］。鉴于此，利用
从优质红大烟叶表面分离得到的ＨＤ４菌株，采用微
生物休止细胞发酵技术对烟叶碎片水提物进行生物

发酵产香，以期开发出抽吸品质较好的烟草浸膏。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂
供试材料：红大烟叶碎片、红大烟叶（Ｘ２Ｌ）（红

云红河集团）；ＨＤ４产香菌株（实验室分离筛选自红
大烟叶表面）。
供试试剂：葡萄糖（ＡＲ，广东汕头市西陇化工

厂）、氯化钾（ＡＲ，天津市博迪化工有限公司）、牛肉
膏（ＢＲ，北京奥博星生物技术责任有限公司）、蛋白
胨（ＢＲ，上海中科昆虫生物技术开发有限公司）、无
水Ｎａ３ＰＯ４（ＡＲ，广东汕头市西陇化工厂）、无水硫
酸钠（ＡＲ，广东汕头市西陇化工厂）、二氯甲烷（ＡＲ，
天津市博迪化工有限公司）。

１．２　仪器与设备

ＳＫＹ－２１１Ｂ大容量恒温培养摇床（上海苏坤实
业有限公司）、ＫＤＭ 型调温电热套（山东鄄城华鲁
电热仪器有限公司）、同时蒸馏提取器（自制）、

ＢＵＣＨＩＲ－３０００型旋转蒸发仪（瑞士 ＢＵＣＨＩ公
司）、６８９０Ｎ／５９７３Ｎ 气相色谱／质谱联用仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

１．３　试验方法

１．３．１　菌株的保存与培养　ＨＤ４菌株保存于８０％
的灭菌甘油中，Ｖ菌液∶Ｖ甘油＝１∶４。活化时将保存
的菌株在ＬＢ固体培养基中划线培养，挑取单菌落
转接到ＬＢ液体培养基中，３０℃下培养。

１．３．２　休止细胞的制备　将 ＨＤ４接种到液体ＬＢ
培养基中，３０℃下振荡培养约２４ｈ至光密度值达

２．０。菌液于８　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心１０ｍｉｎ，
收集菌体，然后用５０ｍｍｏｌ／Ｌ的磷酸钠缓冲液（ｐＨ值
为７．０）洗涤３次。菌体于１００ｍＬ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
钠缓冲液（ｐＨ 值为７．０）中重悬，此悬浮细胞即为

ＨＤ４菌株的休止细胞。

１．３．３　烟叶碎片水提物的制备　称取烟叶碎片

４００ｇ，放入５Ｌ圆底烧瓶中，在圆底烧瓶中加入１０
倍于碎片质量的自来水（４ｋｇ），用 ＫＭＤ型调温电
热套加热，在８０～９０℃下提取１ｈ，过滤，滤液灭菌
后即为烟叶碎片水提物，将其减压浓缩至膏状，制得
烟叶浸膏（ＣＫ）。

１．３．４　ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４休止细胞发酵
烟叶浸膏的制备　按照１．３．３制备烟叶碎片水提
物，灭菌后分别按２％、１％（Ｖ／Ｖ）的接种量加入

ＨＤ４菌株发酵液和 ＨＤ４菌株的休止细胞，光密度
值（ＯＤ６００均为２．０），３０℃恒温发酵１２ｈ。发酵液于

１００℃条件下灭活处理１０ｍｉｎ，过滤，滤出液减压浓
缩至膏状，分别制得 ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４休
止细胞发酵烟叶浸膏。

１．３．５　同时蒸馏萃取　分别将烟叶浸膏（ＣＫ）、

ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏
各２５ｇ放入同时蒸馏萃取装置一端的５００ｍＬ圆底
烧瓶中，加入２５０ｍＬ蒸馏水，装置的另一端为盛有

２５ｍＬ二氯甲烷的１００ｍＬ圆底烧瓶，在６０℃下水
浴加热，同时蒸馏萃取３ｈ。二氯甲烷萃取液用无
水硫酸钠干燥，置于４℃下过夜，过滤，将滤液倒入
浓缩瓶中用Ｖｉｇｒｅｕｘ柱浓缩至约１ｍＬ，用于ＧＣ－
ＭＳ分析。

１．３．６　ＧＣ－ＭＳ分析条件　气相色谱条件：毛细
管柱 ＨＰ－５ＭＳ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），进样
温度２４０℃，载气 Ｈｅ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，分流比

２５∶１，进样量２μＬ，升温程序为起始温度５０℃保
持１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ上升到２６０℃，保持５ｍｉｎ，

ＧＣ－ＭＳ接口温度２８０℃。质谱条件：ＥＩ方式，离
子源温度２３０℃，离子化电压７０ｅＶ，扫描范围３５～
４５５ａｍｕ，扫描速率１．６５ｓｃａｎ／ｓ。

１．３．７　谱图检索及质谱图的鉴定　采用 Ｗｉｌｅｙ、

Ｎｉｓｔ谱图库进行检索，并结合标准质谱图确定挥发
性成分。

１．３．８　不同处理烟叶浸膏在烟丝上的应用试验　
将烟叶浸膏（ＣＫ）、ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４休止
细胞发酵烟叶浸膏分别按照 ０．０２％、０．０３％、

０．０４％的添加量在红大烟丝（Ｘ２Ｌ）上进行添加试
验。烟丝加样后制成烟支，在温度２２℃、湿度６０％
的恒温恒湿箱中平衡１２ｈ，经由７人组成的专业评
吸小组对添加效果进行感官评价。

２　结果与分析

２．１　不同处理烟叶浸膏的香气成分分析
由表１可知，与ＣＫ相比，发酵处理烟叶浸膏的致

香成分含量发生变化。烟叶浸膏（ＣＫ）、ＨＤ４发酵烟叶
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浸膏和ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏的致香物质含量
分别为８７．４７、１１２．６３、１３９．２４μｇ／ｇ，后两者较ＣＫ分别
增加了２８．７６％和５９．１８％。３种烟叶浸膏检测出的物
质成分分别为５１、５６、４３种。与ＣＫ相比，ＨＤ４发酵烟
叶浸膏的致香成分种类增加了５种，其中新增的９种
成分主要是３－甲基－２－丁烯醛、２，３－丁二醇、２－吡
啶甲醛、β－紫罗兰酮、胡薄荷酮等羰基化合物，消失的

４种成分主要是３－甲基－１－丁醇等醇类物质；ＨＤ４
休止细胞发酵烟叶浸膏的致香成分种类减少了８种，
其中新增的６种成分主要是２，３－丁二醇、２－甲基－３
－戊醇、β－紫罗兰酮、十四醛等，消失的１４种成分主要
是３－甲基－１－丁醇、面包酮、丁内酯、苯甲醛、１－（３
－吡啶基）－乙酮、去氢去甲基烟碱、香叶基丙酮、金合

欢基丙酮等。
按香味物质类别分析，与ＣＫ相比，ＨＤ４发酵

烟叶浸膏和 ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏中酮醛类
及有机酸酯类物质的种类有明显变化，含量也有较
大幅度的提升，尤其是酮类物质增幅尤为明显，主要
有３－羟基－２－丁酮、茄酮、β－大马酮、β－二氢大
马酮、β－紫罗兰酮、金合欢基丙酮 Ａ、茄那士酮，７
种酮类物质总含量较 ＣＫ 分别增加了３．８９倍和

６．８８倍。该类物质是烟草中主要的香味物质，可以
赋予卷烟木香、花香和果香香味，有利于烤烟抽吸品
质的提升。属于大分子有机酸的棕榈酸含量也有大
幅提升，较ＣＫ分别增加了５．８６倍和１０．３２倍，该
物质具有平衡烟气酸碱度，降低卷烟刺激性的作用。

表１　不同处理烟叶浸膏的ＧＣ－ＭＳ分析结果

保留时间／

ｍｉｎ
化合物名称

化合物含量／（μｇ／ｇ）

烟叶浸膏（ＣＫ）
ＨＤ４发酵
烟叶浸膏

ＨＤ４休止细胞
发酵烟叶浸膏

２．４５　 １－戊烯－３－酮 ０．１６４　 ０．２６３　 ０．８６６

２．６３　 ３－羟基－２－丁酮 ０．１１４　 ２．０２８　 ３．０２３

２．８５　 ３－甲基－１－丁醇 ０．０７２ － －

３．０１ 吡啶 ０．２７０　 ０．２６０ －

３．４４　 ３－甲基－２－丁烯醛 － ０．０２４ －

３．４６　 ２，３－丁二醇 － ７．８６９　 ９．８６９

３．６７　 ２－甲基－３－戊醇 － ０．２９０　 １．２９０

３．７４ 面包酮 ０．２７９　 ０．１０６ －

４．１１ 糠醛 ０．２９８　 ２．０１７　 ４．０１７

４．３０　 １－（２－丙烯基氧基）－２－丙醇 １．７８０ － －

４．４３ 糠醇 ０．２８２　 ０．９７６　 １．９２８

４．９３　 ２－环戊烯－１，４－二酮 ０．１９４　 ０．４５８　 ０．６８３

５．３９　 １－（２－呋喃基）－乙酮 ０．２７９　 ０．３２９　 ０．３６９

５．４３ 丁内酯 ０．０６２　 ０．０９８ －

６．０８　 ２－吡啶甲醛 － ０．０６２　 ０．０６０

６．１４　 ５－甲基－２－呋喃甲醇 ０．１７２　 ０．５３７　 ０．５１７

６．３１ 苯甲醛 ０．００６　 ０．０６９ －

６．３３　 ５－甲基糠醛 ０．０５５　 ０．０６７　 ０．０６２

６．８８　 １－（２－甲氧基－１－甲基乙氧基）异丙醇 １．５３１ － －

７．００　 ４－吡啶甲醛 － ０．０６４　 ０．０６４

７．６５ 苯甲醇 ０．２１５　 ０．５６３　 ０．５３３

７．８７ 苯乙醛 ０．３７６　 ０．６２０　 ０．６６０

８．１４　 １－（１Ｈ－吡咯－２－基）－乙酮 ０．０５１　 ０．１４６　 ０．１５８

９．０７　 １－（３－吡啶基）－乙酮 ０．４３９　 ０．０９２ －

９．２４ 苯乙醇 ０．１４４　 ０．２７１　 ０．２８５

９．７８　 ２－乙酰基－１，４，５，６－四氢吡啶 ０．２１２　 ０．２０８　 ０．２２８

９．９０　 ２，６－壬二烯醛 － ０．０３１ －

１０．０６　 １－［１－甲基－２－（２－丙烯基）乙氧基］异丙醇 ８．４６２ － －

１０．７０ 苯并［ｂ］噻酚 ０．０４０　 ０．０３５　 ０．０３６

１０．８１ 藏花醛 ０．０４１　 ０．０５１　 ０．０５４

１１．１９ 胡薄荷酮 － ０．０１０ －

１１．６４　 ２，３－二氢苯并呋喃 ０．１６３　 ０．１９１　 ０．１６１

１２．６４ 吲哚 ０．１２５　 ０．２０７　 ０．１０７

１２．９７　 ２－甲氧基－４－乙烯基苯酚 ０．２３４　 ０．８８３　 ０．２８３

１３．６４ 茄酮 ０．７１８　 １．８８２　 ２．８７２
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续表１　不同处理烟叶浸膏的ＧＣ－ＭＳ分析结果

保留时间／

ｍｉｎ
化合物名称

化合物含量／（μｇ／ｇ）

烟叶浸膏（ＣＫ）
ＨＤ４发酵
烟叶浸膏

ＨＤ４休止细胞
发酵烟叶浸膏

１４．００ β－大马酮 ０．３８３　 ２．７７９　 ５．７９６
１４．４９ β－二氢大马酮 ０．２９０　 １．２２２　 ４．２２２
１４．６３ 去氢去甲基烟碱 ０．８１８　 ０．１７２ －
１４．９９ 香叶基丙酮 ０．０３８　 ０．０８８ －
１５．６５ β－紫罗兰酮 － １．３０１　 １．３２１
１６．５９　 ２，３’－联吡啶 ０．１７１　 ０．４２３　 ０．１２３
１６．６９ 二氢猕猴桃内酯 ０．１６４　 ０．５６９　 ２．５６９
１７．２６ 巨豆三烯酮 Ａ　 ０．４５１　 ０．２９８　 ０．２５８
１７．６０ 巨豆三烯酮Ｂ　 ３．０７３　 １．２３２　 ３．２３２
１８．３０ 巨豆三烯酮Ｃ　 ０．４９３　 ０．８９５　 ０．６９５
１８．５３ 巨豆三烯酮 Ｄ　 ２．５８８　 １．５９４　 ４．５９４
１８．８５　 ３－氧代－α－紫罗兰醇 ０．０５１　 ０．２４６　 １．２４６
１９．８４ 十四醛 － ０．１６２　 ０．７６２
２１．６１ 茄那士酮 ０．０５６　 １．１２３　 ２．１２３
２２．００ 新植二烯 ３７．７１６　 ４３．３０６　 ５３．３０６
２２．４９ 邻苯二甲酸二丁酯 ０．９７８　 ０．６９８　 １．６９８
２３．１８ 金合欢基丙酮 Ａ　 ０．８９５　 １．６８５ －
２３．２４ 棕榈酸甲酯 ０．５２６　 ０．８０３ －
２３．７１ 棕榈酸 ０．８９７　 ６．１５５　 １０．１５５
２４．２７ 棕榈酸乙酯 １．５３９　 １．６２５　 １．０２５
２５．０７ 寸拜醇 ２．９６７　 ３．０７５　 ２．８７５
２５．４５ 亚麻酸甲酯 １３．１２８　 １３．３１７　 ６．４１５
２５．７２ 植醇 １．５６０　 ５．２７８　 ５．５７８
２７．３１ 西柏三烯二醇 １．１０２　 ３．６２１　 ３．１２１
２８．７７ 金合欢基丙酮Ｂ　 ０．８１０　 ０．２５３ －

　注：“－”为未检出；挥发性成分的结果不包含烟碱含量。

２．２　添加不同处理烟叶浸膏烟丝的感官评价结果
由表２可知，与添加烟叶浸膏（ＣＫ）相比，添加

ＨＤ４发酵烟叶浸膏和ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏的
卷烟样品在香气量、丰富性、甜润感和细腻性上均有明
显改善。其中，添加ＨＤ４休止细胞发酵烟叶浸膏的卷
烟样品整体抽吸效果好于添加ＨＤ４发酵烟叶浸膏的
样品，尤其是在甜润感和舒适性等方面，但在浓度和丰
富性方面略差于添加ＨＤ４发酵烟叶浸膏的样品。
就单一样品不同添加量间分别进行比较，未经微

生物发酵处理的烟叶浸膏（ＣＫ）在红大烟叶上添加量
为０．０４％时效果最好，甜润感和丰富性改善明显；添
加０．０４％ ＨＤ４发酵烟叶浸膏的红大烟叶在甜润感、
细腻性和丰富性方面的表现优于０．０２％和０．０３％的
添加量；添加０．０３％ＨＤ４休止细胞发酵浸膏的红大
烟叶在甜润感、细腻性、香气量和舒适度方面提升最
为明显。烟叶浸膏（ＣＫ）、ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４
休止细胞发酵烟叶浸膏在红大烟叶（Ｘ２Ｌ）上的最佳
添加量分别为０．０４％、０．０４％和０．０３％。

表２　添加不同处理烟叶浸膏烟丝（红大烟叶）的感官评价结果

样烟添加成分 添加量 香气量 细腻性 甜润感 浓度 杂气 刺激性 余味 综合描述

烟叶浸膏（ＣＫ） ０．０２％ 较少 较粗糙 较差 较淡 略重 较大 尚适 香气弱，刺激大，甜润感一般

０．０３％ 有 较粗糙 中等 中等 略重 较大 尚适 浓度提升，甜感较好，略有刺激

０．０４％ 有 较细腻 较强 中等 有 略大 尚适 丰富性、甜润感提升，尚干净

ＨＤ４发酵烟叶浸膏 ０．０２％ 有 较细腻 中等 中等 有 略大 尚适 甜润感、丰富性增加，略有残留

０．０３％ 尚足 较细腻 中等 中等 较轻 略有 尚适 甜润感、香气质感增加

０．０４％ 尚足 较细腻 较强 中等 较轻 略有 尚适 甜润感、细腻性、丰富性增加

ＨＤ４休止细胞发酵 ０．０２％ 尚足 较细腻 中等 较浓 较轻 略有 尚适 甜润感提升，香气量增加，略有刺激

烟叶浸膏 ０．０３％ 较足 细腻 较强 较浓 较轻 略有 舒适 甜润感、细腻性和舒适度提升，

香气量增加，烟气骨架感好

０．０４％ 较足 尚细腻 较强 较浓 较轻 略有 尚适 甜润感、细腻性提升，稍焦

注：香气量：足、较足、尚足、有、较少、少；细腻性：细腻、尚细腻、较细腻、较粗糙、粗糙；甜润感：强、较强、中等、较差、差；浓度：浓、较浓、
中、较淡、淡；杂气：无、较轻、有、略重、较重、重；刺激性：无、微有、有、略有、略大、较大、大；余味：舒适、较舒适、尚适、欠适、滞舌。
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３　结论与讨论

由ＧＣ－ＭＳ检测结果可知，与 ＣＫ 相比，经

ＨＤ４和 ＨＤ４休止细胞发酵处理的烟叶浸膏的致香

物质种类和含量均产生变化。ＨＤ４休止细胞发酵

处理的烟叶浸膏致香物质成分比 ＨＤ４发酵处理的

少了１３种，但总含量则有２３．６％的增长，其中，在

香气中起重要作用的酮类和大分子有机酸含量增幅

较大。分析原因有二：（１）ＨＤ４直接发酵的代谢途

径较 ＨＤ４休止细胞发酵复杂，造成 ＨＤ４发酵烟叶

浸膏的致香物质种类较ＣＫ和 ＨＤ４休止细胞发酵

烟叶浸膏有所增加；（２）与 ＨＤ４直接发酵相比，

ＨＤ４休止细胞发酵作用的底物专一、代谢途径简

单、底物转化率高，用该技术处理得到的样品致香物

质的种类相对简单，但代谢产物的产量有明显增加。

将烟叶浸膏（ＣＫ）、ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４
休止细胞发酵烟叶浸膏分别按０．０２％、０．０３％和

０．０４％的量在红大烟叶（Ｘ２Ｌ）上进行添加试验，感

官评价结果表明，添加 ＨＤ４发酵烟叶浸膏和 ＨＤ４
休止细胞发酵烟叶浸膏的烟叶样品香气量、丰富性、

细腻性、甜润感较添加烟叶浸膏（ＣＫ）处理的烟叶样

品均有改善。就单一烟草浸膏样品而言，其在红大

烟叶（Ｘ２Ｌ）上的最佳添加量分别是：烟叶浸膏（ＣＫ）

为０．０４％，ＨＤ４发酵烟叶浸膏为０．０４％，ＨＤ４休止

细胞发酵烟叶浸膏为０．０３％。但添加 ＨＤ４休止细

胞发酵烟叶浸膏的样品整体抽吸效果好于添加

ＨＤ４发酵烟叶浸膏的样品。
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