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摘要:目的:获得以阿魏酸为底物产生香兰素的菌株及最

佳发酵工艺条件.方法:以高温大曲为样品,筛选能以阿

魏酸为底物产香兰素的菌株,进一步利用摇瓶发酵试验

对高产菌株进行单因素试验和正交优化,确定发酵产香

兰素的最佳工艺.结果:通过分离筛选得到的高产菌株

B２Ｇ１２经１６SrDNA鉴定为枯草芽孢杆菌(BacillussubtiＧ
lis).通过单因素和正交试验优化确定菌株 B２Ｇ１２以阿

魏酸为 底 物 转 化 香 兰 素 的 最 佳 条 件 为 装 液 量 ４４％、

pH１０、４３℃、摇床转速１６０r/min、发酵４d,发酵液中的

香兰 素 质 量 浓 度 达 到(３４．５±０．１６)mg/L.结论:菌 株

B２Ｇ１２能以阿魏酸为底物产生香兰素,具有应用潜力.
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Abstract:Objective:Theaimofthisstudywastoobtainvanillin

convertingmicroorganismbyferulicacidandoptimizeoffermenＧ

tationconditions．Methods:Thestrainsthatcanproducevanillin

byferulicacidwhichisscreenedform DaquofBaijiu．Thesingle

factorexperimentandorthogonalexperimentwereappliedtoopＧ

timizethefermentationconditionsbyshakeflaskfermentation．

Results:TheresultsshowedthatisolateB２Ｇ１２wasidentifiedas

Bacillussubtilis andthe high yield ofvanillin wasreached

３４．５mg/Lundertheconditionsofliquidloading４４％,pH１０,

４３℃andshakingspeed１６０r/minfor４daysfermentation．ConＧ

clusion:ThestrainB２Ｇ１２canproducevanillinbyferulicacidand

ithasthepotentialtoapplyintheproductionofmilkＧflavoring

substance．

Keywords:ferulicacid;vanillin;Bacillussubtilis;milkyＧflavor;

processoptimization

香兰素是具有浓郁奶香味的香味剂[１－２],也是人类

合成并使 用 最 早 的 食 品 赋 香 剂 之 一,其 产 量 大、用 途

广[３].香兰素按照生产方式可分为植物提取法、化学合

成法、微生物转化法[４－６].相比于植物提取法和化学合

成法,微生物转化法不受季节影响、污染少,香气和纯度

与天然提取的香兰素几乎相同.能够通过微生物转化法

生产香兰素的底物较多,如丁香酚、异丁香酚和阿魏酸

等[７].其中,阿魏酸广泛存在于麸皮和谷壳等农副产物

中[８],价格低廉,原料充足,通过一步或两步转化就可生

成香兰素[９],而且与其他底物相比,阿魏酸的毒性较小且

产率高[１０],是微生物法生产香兰素的理想底物.

微生物转化生产香兰素过程中菌种的选育是关键,

优质、高产、稳定的菌种是生产效率的决定性因素.阿魏

酸可被微生物转化生成异丁香酚或香草酸从而再生成香

兰素[１１－１３].研究发现,转化阿魏酸产香兰素的菌株有朱

砂绿脓杆菌(Pycnoporuscinnabarinus)[１４]、黑曲霉(AsＧ

pergillusniger)[１５]、食 酸 假 单 胞 菌 (PseudomonasaciＧ
dovorans)[１６]、大肠杆菌(Escherichiacoli)[１７]、枯草芽孢

杆菌(Bacillussubtilis)[１８]等.研究拟从白酒大曲中筛选

转化阿魏酸产香兰素的微生物菌株,进一步通过单因素

和正交试验对菌株利用阿魏酸产香兰素工艺进行优化,

以期为开发具有产浓郁奶香风味强化大曲提供参考.

１　材料与方法

１．１　试验样品

高温大曲:内蒙古自治区某浓香型白酒厂.

１．２　试验试剂

磷酸氢二铵:分析级,天津市智远化学试剂有限公司;
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胰蛋白胨、酵母提取 粉、琼 脂、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

(TrisＧbase):广东桓凯微生物科技有限公司;

Na２EDTA􀅰２H２O、结晶紫:分析纯,广东桓凯微生

物科技有限公司;

甲醇、三氟乙酸:色谱纯,天津市广大化学试剂有限

公司;

香兰素、香草酸、阿魏酸:色谱纯,上海麦克林生化科

技有限公司;

细菌基因组 DNA提取试剂盒(DP３０２Ｇ０２):天根生化

科技(北京)有限公司.

１．３　仪器与设备

洁净工作台:HCBＧ１３００V 型,上海一恒科学仪器有

限公司;

恒温振荡器:THZＧ９８C 型,上海一恒科学仪器有限

公司;

全自动高压灭菌锅:SXＧ５００型,上海新普仪器设备有

限公司;

电热恒温鼓风干燥箱:DHGＧ９０５３A 型,上海一恒科

学仪器有限公司;

真空抽滤装置:GMＧ０．５A,天津津腾实验设备有限

公司;

高速离心机:２Ｇ１６KHL型,德国希格玛实验室离心机

公司;

液相色谱仪:U３０００型,上海赛默飞世尔科技(中国)

有限公司;

气相色 谱 质 谱 联 用 仪:７８９０ 型,安 捷 伦 科 技 有 限

公司;

PCR仪:Veriti９６型,上海赛默飞世尔科技(中国)有
限公司.

１．４　培养基

富集培养基:胰蛋白胨１０g/L,氯化钠５g/L,酵母提

取物３g/L,琼脂１７g/L;

平板分离培养基:胰蛋白胨１０g/L,氯化钠１０g/L,

酵母提取物５g/L,琼脂１７g/L;

种子培养基:胰蛋白胨１０g/L,氯化钠１０g/L,酵母

提取物５g/L;

阿魏酸发酵培养基:胰蛋白胨１０g/L,氯化钠５g/L,

酵母提取物３g/L,阿魏酸１g/L;

培养基均调节pH 至７．０,１２１℃灭菌２０min.

１．５　试验方法

１．５．１　香兰素、阿魏酸、香草酸混合标准溶液　利用４０％
甲醇溶液(超纯水、色谱级甲醇)配制质量浓度为１００,８０,

６０,４０,２０,２mg/L的香兰素、阿魏酸和香草酸混合标准

溶液.

１．５．２　转化香兰素微生物的筛选及纯化　根据KEGG数

据库确定香兰素合成代谢中的关键酶进而追溯到可以合

成１１种关键酶的潜在微生物大多为芽孢杆菌属微生物.

因此,确定芽孢杆菌属为目标微生物类群.四分法取样

称取大曲２０g,研磨后,用１８０mL生理盐水洗涤,在振荡

培养箱１５０r/min混匀３０min,混匀后在８０℃水浴锅中

恒温３０min.水浴后吸取５mL曲液接种于５０mL富集

培养基中,于３７℃、１５０r/min摇床中富集培养２４h.富

集培养结束后,用移液枪吸取１mL菌悬液至盛有９mL
生理盐水的试管中稀释,然后依次稀释成 １０－２,１０－３,

１０－４,１０－５,１０－６倍菌悬液.吸取稀释后的菌悬液涂布于

平板分离培养基平板中,于３７℃培养箱中培养２４h.观

察菌落形态,挑取单一菌落接种于平板培养基中,３７℃再

培养２４h,将纯化后的单一菌落保藏于试管斜面培养基

中,于４℃冰箱保存备用.

１．５．３　产香兰素微生物的鉴定及系统发育树构建　取纯

化后的单菌落置于盛有５mL种子培养基的试管中,于

３７℃,１８０r/min培养１６h.采用天根 DP３０２Ｇ０２试剂盒

方法提取菌株的基因组DNA.选择２５μL聚合酶链反应

体系,利用通用 引 物 进 行 PCR 扩 增.PCR 程 序 为:在

９４℃１０min后,循环３０个９５℃３０s,５５℃３０s,７２℃
２min,最后７２℃１０min,４℃保藏备用.聚合酶链反应

结束后,取１μL进行１％琼脂糖凝胶电泳,根据电泳结

果,送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序.根

据测序得到的１６SrDNA序列,利用 NCBI在线数据库进

行同源序列检索.作最大同源性比较分析,使用软件

MEGAＧX中的邻接法(NeighborＧJoiningMethod)构建系

统发育树,同时进行重复次数为１０００次的 Bootstrap测

试,确定目标菌株的分类地位.

１．５．４　 香兰素及其他转化产物检测方法 　 参照郑璇

等[１９]的方法.

１．５．５　菌体生长量的测定　以发酵液在６００nm 处的吸

光值来反映菌体生长量.

１．５．６　产香兰素条件优化

(１)菌株的培养和发酵:将 菌 种 接 种 于 装 液 量 为

４０％ 的 摇 瓶 (２５０ mL)中,于 恒 温 震 荡 培 养 箱 中

(１８０r/min,３７℃)培养２４h.将１０％的种子液接种于盛

有阿魏酸发酵培养的摇瓶(装液量为２０％)中,在恒温震

荡培养箱中(１８０r/min,３７℃)发酵培养４d后测定发酵

液中香兰素、阿魏酸和香草酸的含量.
(２)发酵时间对菌株产香兰素的影响:将培养２４h

的种子液按１０％的接种量接种于装液量为２０％、pH 为

７．０ 的 阿 魏 酸 发 酵 培 养 基 中,在 恒 温 震 荡 培 养 箱 中

(１８０r/min,３７℃)发酵培养,每隔１d取样测定发酵液中

香兰素、阿魏酸和香草酸的含量.
(３)温度对菌株产香兰素的影响:将培养２４h的种

子液按１０％的接种量接种于装液量为２０％、pH 为７．０的

阿魏酸发酵培养基中,在恒温震荡培养箱中(１８０r/min;

５４
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温度分别为３０,３５,３７,４０,４５,５０℃)发酵培养４d.
(４)pH 对菌株产香兰素的影响:将培养２４h的种子

液按１０％的接种量接种于pH 分别为５,６,７,８,９,１０,１１,

１２的阿魏酸发酵培养基的锥形瓶中,在恒温震荡培养箱

中(１８０r/min,３７℃)发酵培养４d.
(５)装液量对菌株产香兰素的影响:将培养２４h的

种子液按１０％的接种量接种于装液量分别为１０％,２０％,

３０％,４０％,５０％的阿魏酸发酵培养基中,在恒温震荡培

养箱中(１８０r/min,３７℃)发酵培养４d.
(６)转速对菌株产香兰素的影响:将培养２４h的种

子液按１０％的接种量接种于装液量为２０％阿魏酸发酵

培养基中,在恒温震荡培养箱中(转速分别为１２０,１４０,

１６０,１８０,２００,２２０r/min,３７℃)发酵培养４d.
(７)正交试验优化:通过分析发酵时间、温度、pH、装

液量和转速等对所筛菌株产香兰素的影响,筛选具有显

著影响的因素,利用正交试验进一步优化菌株的转化香

兰素的发酵条件.

２　结果与分析

２．１　产香兰素微生物的筛选及鉴定

从大曲中初筛芽孢杆菌属微生物后,通过添加底物阿

魏酸,进行复筛,获得２４株能够转化阿魏酸为香兰素的菌

株.其中菌株B２Ｇ１２产香兰素的能力最高,达２２．１５mg/L.

基于测序结果,构建菌株 B２Ｇ１２的１６SrDNA基因系统进

化树,确 定 其 亲 缘 关 系.由 图 １ 可 知,菌 株 B２Ｇ１２ 与

BacillussubtilisAKKVGＧ２Ｇ１８(MK３４６３２８．１)处在同一分支

上,在 GenBank数据库比对过程中发现,菌株B２Ｇ１２与BaＧ
cillussubtilis(MK３４６３２８．１)的１６SrDNA 基因序列相似

度为９８％,由此推断菌株 B２Ｇ１２为芽孢杆菌属中的枯草

芽孢杆菌(Bacillussubtilis).

２．２　发酵液中香兰素定量分析

在香兰素的转化过程中,会产生和积累一些中间代

谢物,且香兰素还会进一步降解,如阿魏酸、香草酸、愈创

木酚、香草醇和原儿茶酸等.阿魏酸是香兰素合成的重

图１　菌株B２Ｇ１２系统发育树

Figure１　PhylogenetictreeofstrainsB２Ｇ１２

要前体 物,香 草 酸 是 香 兰 素 进 一 步 转 化 的 主 要 产 物

(图２).因此,通过 HPLC法测定发酵液中阿魏酸、香兰

素和香草酸含量的变化,来进一步探究各因素对菌株生

长、细胞转化产香兰素的影响.

　　采用高效液相色谱法(HPLC)测定发酵液中的香草

酸、香兰素、阿魏酸含量,发现在２８０nm,０．５mL/min流

速下混合标准品分离效果良好,香草酸的保留时间为

１１．３５７min,香兰素的保留时间为１３．４４３min,阿魏酸的

保留时间为１７．５９２min[见图３(a)].发酵液中香草酸、

香兰素、阿魏酸与其他杂峰分离效果良好,且保留时间与

混标相差１５s以内[见图３(b)],表明该方法良好,可以用

来定性分析发酵液中的香兰素等物质.

用４０％甲醇溶液配制的香草酸、香兰素和阿魏酸的

图２　阿魏酸、香兰素和香草酸转化关系

Figure２　Therelationshipofferulicacid,vanillin
andvanillicacid

图３　香草酸、香兰素、阿魏酸色谱图

Figure３　Chromatogramofvanillicacid,vanillinandferulicacid
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混合标准溶液在２~１００mg/L线性范围内,阿魏酸、香兰

素和香草酸的线性回归方程和相关系数见表１,其线性关

系均良好,可以用来定量分析发酵液中香兰素等物质

(图４).

表１　混标中各物质线性回归方程和相关系数

Table１　LinearregressionequationandcorrelationcoefＧ
ficientofeachsubstanceinmixedstandard

标准物名称 线性回归方程 相关系数(R２)

阿魏酸 y＝０．６７１１x－１．７９６８ ０．９９９４

香兰素 y＝０．６０２２x－０．５６２ ０．９９９６

香草酸 y＝０．４０１９x－０．０９４１ ０．９９９６

图４　香草酸、香兰素、阿魏酸混标标准曲线

Figure４　Standardcurveofmixedstandardofvanillic
acid,vanillinandferulicacid

２．３　发酵条件的影响

２．３．１　发酵时间的影响　由图５可以看出,发酵液中香

草酸浓度随发酵时间的增加不断升高,发酵第７天香草

酸发生跳跃式增加,质量浓度达到了２８．３mg/L,随后浓

度基本保持稳定不变,一方面有可能是在第７天时发酵

液各酚类物质积累量起到了一定的诱导作用,促进了香

草酸的产生.另一方面菌体生长量在第７天时也急剧升

高,说明菌株B２Ｇ１２具有较强的产香草酸的能力.发酵液

中残留的阿魏酸随发酵时间的推移呈现 M 型变化趋势,

有可能是产生的其他酚类物质(如４Ｇ乙烯基愈创木酚)又

图５　发酵时间对B２Ｇ１２菌株转化阿魏酸产香兰素的影响

Figure５　TheeffectsoffermentationtimeontheferＧ
mentationofB２Ｇ１２straintoproducevanillin
byferulicacid

转化生成了阿魏酸.随发酵时间的不断推移,发酵液中

香兰素的含量逐渐增加,发酵第４天,发酵液中的香兰素

质量浓度达到最大(２５．４mg/L).当发酵时间超过４d
时,香兰素浓度逐渐降低.因此,选择发酵４d为菌株

B２Ｇ１２转化阿魏酸产香兰素的最适发酵时间.

２．３．２　温度的影响　根据图６可知,在３０,３５℃时,大部

分阿魏酸转化成了香草酸,香兰素浓度较低.当温度为

３７~４５℃时,发酵液中产生了大量的香兰素,香草酸含量降

低.在４０℃时香兰素的质量浓度达到最大(２３．８mg/L),其
菌体生长量也迅速升高.在４５ ℃时菌体生长量达到最

大(OD６００nm ＝０．７４４).当温度超过４５ ℃时,发酵液中香

兰素和香草酸含量减少,发酵液中剩余的阿魏酸基本不

变.由此可以看出,菌株 B２Ｇ１２ 最适转化温度范围 为

３７~４５℃,产香兰素的最佳转化温度为４０℃.此结果与

王洁[２０]３４所研究的食甲醇芽孢杆菌转化阿魏酸产香兰素

的最适发酵温度一致,说明在４０℃左右芽孢杆菌更容易

转化阿魏酸产香兰素.

图６　温度对B２Ｇ１２菌株转化阿魏酸产香兰素的影响

Figure６　TheeffectsoftemperatureonthetransformaＧ
tionofferulicacidbystrainB２Ｇ１２toproduce
vanillin

２．３．３　pH 的影响　由图７可知,初始pH 为５,６,７,８时,

发酵液中剩余的阿魏酸较多,并随pH 的增大而增大.当

pH＞８时,发酵液中残留的阿魏酸减少并趋于稳定在

５．２mg/L,主要是因为随pH 的不断增大,发酵液中的阿

魏酸大部分以阿魏酸钠的形式存在.香草酸在酸性条件

下的含量大于碱性条件下,主要是因为在碱性条件下,香
草酸被中和成香草酸钠溶液.菌体生长量随pH 的增高

而不断升高,当底物pH 升高至９时,菌体生长量达到最

大,OD６００nm为０．４７２.当pH 为１０时,菌体生长量迅速降

低,随后 并 保 持 恒 定,同 时 香 兰 素 质 量 浓 度 达 到 最 大

３３．０７mg/L,与王洁[２０]３０－３３研究的食甲醇芽孢杆菌产香

兰素的最适pH 相吻合.由此推断,在碱性环境下更有利

于阿魏酸转化产香兰素,但是对菌体生产具有负面影响.

选择pH１０作为最适初始pH 值.

２．３．４　装液量的影响　由图８可以看出,随装液量的增

加发酵液中剩余的阿魏酸含量逐渐增大,香草酸的浓度
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图７　初始pH 对B２Ｇ１２菌株转化阿魏酸产香兰素的影响

Figure７　TheeffectsofsubstratepHontheproduction
ofvanillinbyB２Ｇ１２straintransformed with
ferulicacid

图８　装液量对B２Ｇ１２菌株转化阿魏酸产香兰素的影响

Figure８　Theeffectsofliquidvolumeontheproduction
of vanillin by B２Ｇ１２ strain transforming
ferulicacid

逐渐减小,菌体生长量也逐渐减小,说明香草酸转化过程

中需要较多的氧气,菌株B２Ｇ１２是好氧微生物.随装液量

的不断增大,香兰素的浓度随之增加,当装液量为４０％
时,发酵液中的香兰素质量浓度达到最大２２．５mg/L,随
后缓慢降低.由此可以推断,B２Ｇ１２菌株在高氧浓度下转

化阿魏酸生成香兰素的速度小于转化香兰素生成阿魏酸

的速度,在低氧浓度下更有利于生成香兰素.为了防止

香兰素转化为香草酸,应该控制发酵液中的溶氧量.因

此,选择最适装液量为４０％.

２．３．５　转速的影响　摇瓶装液量和转速是影响发酵液溶

氧量的两个重要因素,同时也影响发酵液中氧化还原反应

和各酚类化合物的转化.由图９可知,随转速的不断增

加,发酵液中剩余的阿魏酸和生成的香草酸呈负相关,说
明随溶氧量的增加,发酵液中的阿魏酸更有利于转化成香

草酸.发酵液中的香兰素和菌体生长量随转速的增加先

增加后减小,香兰素和菌体生长量均在１６０r/min时最大,

香兰素质量浓度达到了２３．０mg/L.这表明在１６０r/min
时,菌株B２Ｇ１２具有较强的转化阿魏酸产香兰素能力.

２．４　菌株B２Ｇ１２转化阿魏酸产香兰素正交试验工艺优化

在单因素的基础上对影响菌株生长细胞产香兰素的

主要因素:发酵温度、pH、装液量和转速进行L９(３４)正交

图９　转速对B２Ｇ１２菌株转化阿魏酸产香兰素的影响

Figure９　Theeffectsofrotationspeedontheproduction
of vanillin by B２Ｇ１２ strain transforming
ferulicacid

试验设计(如表２所示),确定产香兰素的最优工艺.

　　由表３可知,各因素对菌株 B４Ｇ９产香兰素的影响大

小为 A＞B＞D＞C,菌株B２Ｇ１２转化阿魏酸产香兰素的最

优工艺为 A３B２C３D２,即温度４３℃、pH１０、装液量４４％、

转速１６０r/min.

表２　菌株B２Ｇ１２产香兰素工艺试验因素水平设计

Table２　Factorsoforthogonalexperimentforvanillin

productionprocessofB２Ｇ１２

水平
A 发酵温度/

℃
BpH

C装液量/

％

D 转速/

(r􀅰min－１)

１ ３７ ９ ３６ １５０

２ ４０ １０ ４０ １６０

３ ４３ １１ ４４ １７０

表３　菌株B２Ｇ１２产香兰素工艺正交试验结果

Table３　Orthogonaltestresultsofvanillinproduction
bystrainB２Ｇ１２

试验号 A B C D
香兰素质量浓度/

(mg􀅰L－１)

１ １ １ １ １ ２１．３

２ １ ２ ２ ２ ２８．３

３ １ ３ ３ ３ ２２．５

４ ２ １ ２ ３ ２６．３

５ ２ ２ ３ １ ２７．６

６ ２ ３ １ ２ ２４．３

７ ３ １ ３ ２ ３３．３

８ ３ ２ １ ３ ２９．６

９ ３ ３ ２ １ ２５．２

k１ ２４．０３３ ２６．９６７ ２５．０６７ ２４．７００
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

k２ ２６．０６７ ２８．５００ ２６．６００ ２８．６３３

k３ ２９．３６７ ２４．０００ ２７．８００ ２６．１３３

R ５．３３４ ４．５００ ２．７３３ ３．９３３

８４
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　　在温度４３℃、pH１０、装液量４４％、转速１６０r/min、

接种量１０％的最优工艺条件下发酵４d,菌株B２Ｇ１２发酵

液中的香兰素质量浓度为(３４．５±０．１６)mg/L,表明正交

试验得到的工艺条件可靠.

３　结论

研究通过数据库检索确定能够转化阿魏酸产香兰素

的微生物范围,以阿魏酸为底物,从大曲中筛选得到转化

阿魏酸产香兰素能力最强菌株 B２Ｇ１２.经１６SrDNA 鉴

定其为枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis).在单因素试验

的基础上,对发酵温度、pH、装液量和转速进行正交试验

优化了菌株 B２Ｇ１２以阿魏酸为底物产香兰素的工艺,结
果发现菌株B２Ｇ１２在装液量４４％、pH１０、４３ ℃、摇床转

速１６０r/min条件下发酵４d后,发酵液中的香兰素质量

浓度达到３４．５mg/L.
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