
基金项目$广西中烟对外合作项目+编号"

$%#/"1%%%%!"%$.

,

作者简介$胡志忠!男!广西中烟工业有限责任公司工程师!硕士%

通信作者$许春平 +

#2//

),!男!郑州轻工业学院教授!博士%

;<=>?)

"

AHBCHE

N

?E

F

%1

!

#.!*B(=

收稿日期$

$%#&<%.<%1

第
!"

卷第
##

期

$%#&

年
##

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

'()*!"

!

+(*##

+(,*$%#&

!"#

"

$%&$'()*

#

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&$$&%>%

利用产香酵母发酵技术改善烟叶品质
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摘要$以贵州兴义复烤中部烟叶为研究对象$利用产香酵母

对其进行固态发酵$研究含水率#接种量#发酵温度#发酵时

间对烟叶石油醚提取物含量的影响$并通过正交试验优化发

酵条件$然后测定优化前后发酵条件下烟叶的香气物质和常

规化学成分(结果表明%

(

各因素对石油醚提取物含量的

影响显著性由大到小为接种量
#

发酵温度
#

发酵时间
#

烟

叶含水率$最佳发酵工艺为烟叶含水率
!%0

$接种量
1=J

$

发酵温度
!%`

$发酵时间
$I

$此时石油醚提取物含量最高

为
&*"10

&

)

在最佳发酵条件下$烟叶新增多种重要致香物

质$如糠醇#金合欢醇#

#

<

环柠檬醛等$并且新植二烯含量较

对照增加了
/&*%/

%

F

'
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关键词$产香酵母&发酵&石油醚提取物
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在烟叶发酵过程中!微生物可以将烟叶中的一些大分子

物质如蛋白质$淀粉降解为单糖和氨基酸等一些小分子!然

后这些小分子物质经过一系列反应可以生成醇$醛$酸$酯$

酮等香味成分!从而提升烟叶的吸食品质.

#

/

%产香酵母是一

类可以产生香味物质的酵母菌!由于其生产的香味物质种类

繁多!在食品行业应用十分广泛!如白酒$葡萄酒$果汁$香精

香料生产以及烘培面包等.

$

/

%在烟草行业将产香酵母应用

于烟叶的报道并不多见!阮祥隐等.

!

/利用筛选出的
h#%$$

酵

母菌!以豆芽汁培养基对其进行发酵培养!然后测定发酵产

物中酯类物质的含量!并将最优产酯发酵条件下的发酵产物

添加至卷烟中!与对照相比!添加后的卷烟烟香增加!香气质

较好!并且能与烟香协调%陈笃建等.

"

/利用从烟叶表面筛选

出的产香酵母对低等次烟叶进行发酵!卷烟的吸食舒适性提

高!杂气减少!烟气清甜香更加突出%

烟叶石油醚提取物是以石油醚作为溶剂!对烟叶样品进

行萃取后得到的混合物!主要包括挥发油$树脂$油脂$脂肪

酸$蜡质$类脂物$甾醇$色素等.

1

/

%这一类物质在烟叶成熟$

调制$陈化和燃吸过程中!会经过一系列的分解$转化形成致

香物质!所以石油醚提取物含量越高!其香气物质越多%石

油醚提取物含量常作为衡量烟叶品质和香气的重要指标.

.

/

%

在提取植物某些特定成分的研究中!利用石油醚提取物

%%$



为目标进行条件优化的研究较多.

/-2

/

!但以石油醚提取物的

含量为优化目标对烟叶发酵条件进行优化却没有相关报道%

本研究拟利用从烟叶表面分离得到的一株产香酵母对烟叶

进行发酵!以石油醚提取物的含量为指标进行单因素优化!

根据正交试验结果!再结合烟叶香气物质和常规化学成分的

对比分析!以期探究出产香酵母对烟叶的最佳发酵工艺%

#

!

材料与方法
#*#

!

材料!试剂与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

兴义
9

!

5

复烤后烟叶"

$%#.

年产!广西中烟工业有限责

任公司&

产香酵母
R#

"由烟叶表面分离!并保存在本实验室&

石油醚"沸程
!%

#

.%`

!烟台市双双化工有限公司&

乙酸苯乙酯内标"

%*&$##=

F

#

=J

!美国
\?

F

=><Z)IG?BC

公司&

无水硫酸钠"分析纯!天津市瑞金特化学品有限公司&

双圈定性滤纸"通用电气生物科技有限公司&

J9

液体培养基"蛋白胨
#%

F

#

J

!酵母粉
1

F

#

J

!

+>R)

#%

F

#

J

!

N

[/*%

#

/*"

%

#*#*$

!

仪器

生化培养箱"

9:R<$1%5

型!上海一恒科学仪器有限

公司&

电热恒温水浴锅"

Xc<2&<44

型!天津市泰斯特仪器有限

公司&

洁净工作台"

\7<RL<$5X

型!苏净集团苏州安泰空气技

术有限公司&

水分测定仪"

X\[<1%Z<#

型!上海佑科仪器仪表有限

公司&

紫外分光光度计"

])OG>!"%%

型!北京普源精电科技有限

公司&

气质联用仪"

Z

F

?)DEO.&2%

#

12/!

型!美国
Z

F

?)DEO

公司&

连续流动分析仪"

ZZ!

型!德国
\D>)ZE>)

Q

O?B>)

公司%

#*$

!

方法

#*$*#

!

烟叶发酵
!

将试验所用的产香酵母
R#

从培养基接种

$

环到
#%%=JJ9

液体培养基!在培养温度
!%`

!摇床转速

#1%G

#

=?E

培养
"&C

%将得到的种子液在
"`

$

#%%%%G

#

=?E

离心
#%=?E

!弃上清液收集湿菌体!用无菌去离子水对湿菌

体进行重悬!使用分光光度计确定稀释倍数!使菌体浓度稳

定在
#%

&

R5]

#

=J

!测得此时
-,

.%%

a#*"1

%

将烟叶去梗除杂!在+

$$e$

,

`

$相对湿度
.%0

条件下

平衡
"&C

!然后测定含水率%采用固态发酵的方式!准确称

取
"%

F

湿基+含有水分的烟叶,置入托盘中!喷洒适量的无菌

水和菌悬液使烟叶至一定含水率!用保鲜膜封口!于生化培

养箱中恒温发酵%

#*$*$

!

发酵条件优化

+

#

,最佳接种量"取
"%

F

烟叶!量取
#

!

$

!

!

!

"

!

1=J

菌悬

液均匀喷洒在烟叶上!补充水分至物料含水率为
"%0

!

"%`

发酵
!I

!发酵结束后测定烟叶石油醚提取物含量%

+

$

,最佳发酵温度"取
"%

F

烟叶!量取
!=J

菌悬液均匀

喷洒在烟叶上!补充水分至物料含水率为
"%0

!分别在
$1

!

!%

!

!1

!

"%

!

"1`

下发酵
!I

!发酵结束后测定烟叶石油醚提

取物含量%

+

!

,最佳发酵时间"取
"%

F

烟叶!量取
!=J

菌悬液均匀喷

洒在烟叶上!补充水分至物料含水率为
"%0

!分别在
"%`

下发

酵
#

!

$

!

!

!

"

!

1I

!发酵结束后测定烟叶石油醚提取物含量%

+

"

,最佳含水率"取
"%

F

烟叶!量取
!=J

菌悬液均匀喷

洒在烟叶上!补充水分至物料含水率为
$%0

!

!%0

!

"%0

!

1%0

!

.%0

!

"%`

下发酵
!I

!发酵结束后测定烟叶石油醚提

取物含量%

#*$*!

!

正交试验
!

根据单因素试验结果!以烟叶石油醚提取

物含量为考察指标!以发酵温度$发酵时间$烟叶含水率及接

种量为考察因素!设计四因素三水平正交试验!筛选影响烟

叶石油醚提取物含量的主要因素!以确定最佳发酵条件%

#*$*"

!

常规化学成分和香味物质测定
!

确定最佳发酵条件

后!另设一组对照试验!由接种产香酵母改为喷洒等量无菌

去离子水!其他发酵条件相同!发酵结束后测定常规化学成

分和香味成分%

常规化学成分检测采用
hR

#

6#.%

)

$%%$

1烟草及烟草

制品总植物碱的测定 连续流动法2$

hR

#

6#.$

)

$%##

1烟草

及烟草制品氯的测定 连续流动法2和
hR

#

6#/!

)

$%%!

1烟

草机烟草制品中钾的测定法 火焰光度法2测定烟碱$钾和

氯!采用文献.

#%

/的方法测定总糖和还原糖!采用文献.

##

/

的方法测定石油醚提取物的含量%

香味物质含量采用气相色谱)质谱联用仪测定!分析流

程为"称取处理后的样品
!%

F

进行粉碎!过
.%

目筛!同时蒸

馏萃取
$*1C

!萃取剂为
R[

$

R)

$

%同蒸结束后!待萃取液冷

却至室温后加入
#=J

内标!然后加入无水硫酸钠静置一晚

后进行浓缩!浓缩至
#=J

至色谱瓶中进行
YR

#

\̂

检测%

色谱条件"

[:<1̂ \

+

.%=b%*$1==?*I*b%*$1

%

=I*

T*

,色谱柱&载气为高纯氦气&进样口温度
$&% `

&流速

!=J

#

=?E

&分流比
1

%

#

%升温程序"起始温度
1% `

保持

$=?E

!以
&`

#

=?E

升至
$%%`

!再以
$`

#

=?E

升至
$&%`

!

保持
#%=?E

%

质谱条件"接口温度
$/%`

!离子源温度
$!%`

!四极杆

温度
#1%`

!离子化方式
;4

!电子能量
/%D'

!质量扫描范围

!1

#

11%F

#

Z

%

#*$*1

!

数据处理
!

烟叶的化学指标均重复测定
!

次!计算其

平均值和标准差!并用
\

N

SS

软件采用
XHEB>E

新复极差法进

行多重比较%利用
;ABD)

软件进行图形绘制%

$

!

结果与分析
$*#

!

最佳发酵条件的探索

$*#*#

!

接种量
!

由图
#

可见!石油醚提取物的含量随酵母菌

菌悬液用量的增加而升高!当接种量为
"=J

!即
##*#0

时!

石油醚提取物达到最大值!随着接种量继续增加呈下降趋

势!可能是接种生物量过多!影响了菌种的生长代谢!从而产

物降低%故酵母菌菌悬液的最佳接种量为
"=J

%

#%$

开发应用
!

$%#&

年第
##

期



图
#

!

接种量对烟叶石油醚提取物的影响

5?

F

HGD#

!

;TTDBOS(TI?TTDGDEO?E(BH)>O?(E>=(HEOS(E

N

DOG(<

)DH=DOCDGDAOG>BO(TO(P>BB()D>,DS

$*#*$

!

发酵温度
!

发酵温度会影响发酵过程中烟叶微生物

和酶的分解作用!适宜的温度会促进微生物和酶分解%由图

$

可知!发酵温度
!%`

时!石油醚提取物的含量最高!随着温

度的继续升高!呈下降趋势!可能是过高温度抑制了菌体的

生长和代谢!故最佳发酵温度为
!%`

%

$*#*!

!

发酵时间
!

发酵时间对微生物生长及其代谢产物有

重要的影响%由图
!

可知!在一定范围内!随着发酵时间的

延长!烟叶的石油醚提取物的含量逐渐增加!发酵第
"

天时!

石油醚提取物含量的变化不再明显!此时发酵应趋于完全%

随着发酵时间的延长!烟叶颜色与外观会发生严重变化!应

尽量减少发酵时间!故最佳发酵时间为
!I

%

图
$

!

发酵温度对烟叶石油醚提取物的影响

5?

F

HGD$

!

;TTDBOS(TI?TTDGDEOOD=

N

DG>OHGD(E

N

DOG()DH=

DOCDGDAOG>BO(TO(P>BB()D>,DS

图
!

!

发酵时间对烟叶石油醚提取物的影响
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F

HGD!

!

;TTDBOS(TI?TTDGDEOO?=D(E

N

DOG()DH=DOCDG

DAOG>BO(TO(P>BB()D>,DS

$*#*"

!

含水率
!

发酵烟叶中水分过低!会影响微生物的生长

和酶的活性%水分过高!则发酵烟叶易结块!影响其散热及

通气性%由图
"

可知!烟叶含水率为
!%0

时!石油醚提取物

的含量达到最大值!随着含水率的继续增加!石油醚提取物

的含量呈逐渐下降的趋势!可能是水分超过
!%0

后!不利于

酵母生长!影响了菌种的代谢!故最佳发酵含水率为
!%0

%

图
"

!

含水率对烟叶石油醚提取物的影响

5?

F

HGD"

!

;TTDBOS(TI?TTDGDEO=(?SOHGD(E

N

DOG()DH=

DOCDGDAOG>BO(TO(P>BB()D>,DS

$*#*1

!

正交试验
!

根据单因素试验结果!选取烟叶含水率$

接种量$发酵时间$发酵温度
"

因素!各因素选
!

水平进行正

交试验!以石油醚提取物含量为指标!设计试验方案见表
#

!

结果见表
$

%

表
#

!

正交试验因素与水平表

6>P)D#

!

5>BO(GS>EI)D,D)S(TS()?I<SO>ODTDG=DEO>O?(EB(EI?<

O?(ES(TO(P>BB()D>,DSP

Q

>G(=>

N

G(IHB?E

FQ

D>SO

水平
Z

含水率#
0 9

接种量#
=J R

时间#
I X

温度#
`

# $% ! $ $1

$ !% " ! !%

! "% 1 " !1

表
$

!

产香酵母固态发酵条件优化正交试验结果与分析

6>P)D$

!

WGOC(

F

(E>)ODSO(EOCDB(EODEO(T

N

DOG()DH=DOCDG

DAOG>BOTG(=O(P>BB()D>,DSP

Q

S()?I<SO>ODTDG=DE<

O>O?(EU?OC>G(=>

N

G(IHB?E

FQ

D>SO

序号
Z 9 R X

石油醚提取物#
0

# # # # # .*#"

$ # $ $ $ .*$2

! # ! ! ! /*$%

" $ # $ ! .*!.

1 $ $ ! # 1*/!

. $ ! # $ &*"1

/ ! # ! $ .*""

& ! $ # ! .*1#

2 ! ! $ # .*.%

N

#

.*1" .*!# /*%! .*#.

'''''''''''''''''''''''

N

$

.*&1 .*// .*"$ /*%.

N

!

.*1$ /*"$ .*". .*.2

= %*!! #*## %*.# %*2%

$%$

第
!"
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##
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!



!!

从正交结果可知+表
$

,!产香酵母发酵烟叶时!发酵条件

为烟叶含水率
!%0

$接种量
1=J

$发酵时间
$I

$发酵温度

!%`

!此时石油醚提取物含量最高为
&*"10

%由极差分析

可得!各因素对石油醚提取物含量的影响显著性由大到小为

9

#

X

#

R

#

Z

!最优组合为
Z

$

9

!

R

#

X

$

!即烟叶含水率
!%0

$

接种量
1=J

$发酵时间
$I

$发酵温度
!%`

!且与试验最优

值结果相符%由此确定产香酵母发酵烟叶的最佳条件是"烟

叶含水率
!%0

$接种量
1=J

$发酵时间
$I

$发酵温度
!%`

%

$*$

!

常规化学成分检测结果

本试验分别对发酵前后烟叶中总糖$还原糖$烟碱$钾和

氯的含量进行测定!结果见表
!

!对照组总糖与还原糖含量高

于试验组!可能是在发酵过程中接种的产香酵母以烟叶中的

糖作为碳源进行生长繁殖&

$

组的烟碱含量并没有发现明显

变化&试验组钾氯比增加!烟叶的燃烧性增强&试验组的糖碱

比略低于对照组!为
&*!#

%

表
!

!

产香酵母对烟叶常规化学成分含量的影响

6>P)D!

!

;TTDBOS(T>G(=>

N

G(IHB?E

FQ

D>SO(EOCDB(EODEO(T

B(E,DEO?(E>)BCD=?B>)B(=

N

(EDEOS?EO(P>BB()D>,DS

处理 总糖#
0

还原糖#
0

烟碱#
0

钾#
0

氯#
0

钾氯比 糖碱比

对照组
$.*%2 $$*#1 $*&2 #*/# %*.# $*&% 2*%!

试验组
$"*%$ #2*.$ $*&2 #*/2 %*12 !*%! &*!#

$*!

!

香味物质检测结果

为了进一步分析产香酵母对烟叶品质的影响!对处理后的

复烤烟叶进行
YR

#

\̂

分析!然后利用
+?SO##

谱库进行检索!结

果见表
"

!在对照组中!共检测出醇类化合物
1

种$羰基类化合物

#.

种$酸类化合物
1

种$酯类和内酯
#!

种$烃类化合物
#$

种$杂

环类化合物
1

种$酚类
#

种$酰胺和亚胺类化合物
$

种%

!!

接种产香酵母进行固态发酵后!醇类化合物新增糠醇和

表
"

!

产香酵母对烟叶香味物质的影响m

6>P)D"

!

;TTDBOS(T>G(=>

N

G(IHB?E

FQ

D>SO(E>G(=>B(=

N

(EDEOS(TO(P>BB()D>,DS

类型 香味物质名称
含量#+

%

F

0

F

-#

,

对照组 试验组
类型 香味物质名称

含量#+

%

F

0

F

-#

,

对照组 试验组

酯类和

内酯

棕榈酸甲酯
$#*2" $%*11

硬脂酸甲酯
$*1$ #*2#

亚油酸甲酯
&*&$ -

亚麻酸甲酯
#2*#" #"*2"

十四酸甲酯
- %*/"

三甲基硅烷基棕榈酸酯
$.*2. #2*"2

三甲基硅烷基十五烷酸酯
##*#2 .*.%

三甲基硅烷基肉豆蔻酸酯
#%*1& 2*1!

邻苯二甲酸二乙酯
#*2" #*"/

甲基反亚油酸酯
- -

己二酸二异辛酯
%*2& #*"1

二氢猕猴桃内酯
1*%/ "*/1

$

<

十一烷酸内酯
!*1& -

+

/"

!

#%"

!

#!"

,

</

!

#%

!

#!<

十六碳三烯

酸甲酯#
$*!. $*"2

#$<

甲基十三烷酸甲酯
%*/# -

烃类

+

."

!

#%"

,

</

!

##

!

#1<

三甲基
<!<

亚甲基
<

#

!

.

!

#%

!

#"<

十六碳四烯
##*// -

+

"

,

<"<

六癸烯
<.<

炔
- %*.$

+

;

,

<"<

六癸烯
<.<

炔
$*1# -

#

!

$

!

!

!

"<

四甲基萘
$*!. -

#

!

1

!

&<

三甲基
<#

!

$

!

!

!

"<

四氢萘
%*&1 -

#<

氯十八烷
%*1% %*$.

紫罗烯
"*&1 "*11

"

<

芹子烯
- #*#&

二十烷
%*"2 #*$.

十八烷
#*!! -

十六烷
%*&# %*2$

十七烷
%*&" #*%1

十四烷
%*!& %*#"

十五烷
%*.2 %*&/

羰基类

十五烷醛
- !*""

螺岩兰草酮
.*!$ .*$#

庚二烯醛
%*#$ -

反
<$

!

.<

壬二醛
%*$. -

反式
<1<

甲基
<$<

+

#<

甲基乙烯基,环己烷
<

#<

酮
- -

苯乙醛
1*.! 1*!$

#

<

环柠檬醛
- %*#%

#

/

大马酮
#1*!# #1*#!

"

<

大马酮
#*"2 #*$2

$<

+

"<

甲基
<!<

环己烯基,丙醛
%*#1 %*#1

$

!

.

!

.<

三甲基
<#

!

!<

环己二烯
<#<

甲醛
%*$& %*!"

$

!

.

!

.<

三甲基
<$<

环己烯
<#

!

"<

二酮
%*#. -

$<

吡啶甲醛
%*!2 %*".

"

!

/

!

2<

巨豆三烯
<!<

酮
"$*.1 "$*#.

"<

羟基
<

#

<

二氢大马酮
!*"# !*#2

1<

甲基糠醛
#*%. #*%.

.<

甲基
<1<

庚烯
<$<

酮
- -

!<

吡啶甲醛
%*!! -

.

!

#%

!

#"<

三甲基
<$<

十五烷酮
!*.% "*!$

.

!

#%<

二甲基
<1

!

2<

十一双烯
<$<

酮
$*$" $*12

醇类

香叶基香叶醇
#*#" %*$.

糠醇
- %*#2

金合欢醇
- %*1!

芳樟醇
#*&& #*1/

苯乙醇
"*%! !*&#

苯甲醇
/*$. .*/!

+

e

,

<.<

甲基
<1<

庚烯基
<$<

醇
%*#. -

酚类
"<

乙烯基愈创木酚
1*.2 1*.%

!%$

开发应用
!

$%#&

年第
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!!

续表
"

类型 香味物质名称
含量#+

%

F

0

F

-#

,

对照组 试验组
类型 香味物质名称

含量#+

%

F

0

F

-#

,

对照组 试验组

杂环类

吲哚
!

#*%/

!

#*"!

烟碱
%*!. %*!%

$<

乙酰基吡咯
$*"$ $*#1

$<

乙酰基呋喃
%*"" %*1%

$<

正戊基呋喃
%*!" %*!#

酰胺和

亚胺类

油酰胺
##*"/

!

"*"%

+<

+

$<

三氟甲基苯,

<!<

吡啶甲酰胺肟
%*"/ %*#.

酸类

棕榈酸
2!*%" /2*/1

硬脂酸
"*/% $*/$

亚油酸
&*/. .*/#

辛酸
- %*$&

壬酸
%*"& -

"

<

亚麻酸
!%*.# #&*&2

其他 新植二烯
&&%*"$ 21&*"2

!

m

!

'

-

(表示未检出%

金合欢醇
$

种!糠醇具有谷香$油香并且可以增加烟气浓度!

金合欢醇具有特有青香韵的铃兰花香气!并有青香和木香香

韵&羰基类化合物新增十五烷醛和
#

<

环柠檬醛
$

种!

#

<

环柠

檬醛具有甜香可以增加烟气浓度和刺激性&酸类化合物新增

辛酸
#

种!辛酸有甜香味!具有醇和烟气的作用&酯类和内酯

新增十四酸甲酯
#

种!十四酸甲酯具有醇和烟气的作用%

!

!

结论
本研究利用单因素和正交试验设计!确定了产香酵母发

酵烟叶的最佳条件!在最佳条件下发酵后的烟叶!醇类$羰基

类$酸类$酯类和内酯等香气物质种类增加!新植二烯含量增

加%研究表明产香酵母通过代谢作用!促进了烟叶的醇化%

据报道.

#$-#!

/烤烟烟叶石油醚提取物含量高时!其香气

物质较多!化学成分含量比例协调!烟草综合质量较好%本

研究也证明了以石油醚提取物含量为优化目标对烟叶发酵

条件进行优化的可行性!下一步将针对石油醚提取物中的具

体成分进行检测分析!阐明其与烟草质量的关系%
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贮藏温度和时间对鲜湿米粉品质的影
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