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复合生物酶液处理低次烟叶制备烟用香料
许春平，　杨琛琛，　王铮，　缪光耀

（郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１）

摘要：为探讨使用复合酶液处理低次烟叶制备烟用香料的方法及评价反应产物的效果，采用单因素

法分别对复合纤维素酶和木瓜蛋白酶的用量进行了优化．以混合酶解液为主要氮源，将红糖、丙二醇
和乙醛作为主要碳源，通过美拉德反应制备烟用香料；采用气相色谱 －质谱联用法分析产物化学成
分，并评价其感官效果．结果表明：１）每 ｇ烟末复合纤维素酶与木瓜蛋白酶的最佳用量分别为
１０００Ｕ／ｇ和５５００Ｕ／ｇ．２）反应产物对于降低卷烟烟气刺激性、谐调香味等具有较明显的效果．
３）用ＧＣＭＳ分析得到３８种主要挥发性成分，其中包括３－羟基 －β－大马酮、巨豆三烯酮、２，５－二
甲基吡嗪和紫罗兰酮等对烟草香气品质贡献较大的化合物．
关键词：低次烟叶；酶解；美拉德反应；烟用香料；复合生物酶液
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０　引言
我国烟草种植面积和产量均居世界首位，在烟

草加工过程中约有２５％的烟末和低次烟叶不能用
于卷烟生产［１］．通过研究美拉德反应的反应条件和

原料，并将其应用到烟用香料的生产中，可提高烟

叶的利用率［２］．然而，传统方法使用的反应原料大
多以单糖、二糖或者某些单糖的混合物作为反应的

羰基源，以单一氨基酸或某几种氨基酸的混合物为

反应的氮源，因此所得产物的增香效果一般，无法
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满足今天卷烟的增香需求．酶解液中含有更为丰富
的羰基源，有利于在美拉德反应的产物中体现出烟

叶的本香，所得的反应产物能够与烟香更加谐调，

提高增香效果，同时也有利于提高低次烟叶的综合

利用率［３］．鉴于此，本文拟以复合纤维素酶和木瓜
蛋白酶处理低次烟叶，以混合酶解液为主要氮源，

将红糖、丙二醇和乙醛作为主要碳源，通过美拉德

反应制备烟用香料；采用气相色谱 －质谱联用法
（ＧＣＭＳ）分析产物的化学成分，并评价其感官效
果，以期为提高美拉德反应产物的增香效果提供

参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：吉林长春晒红烟 Ｙ２３，产自吉林长春，等

级为３级，蛋白质含量１５％，还原糖含量４．２３％，瑞
升烟草技术（集团）有限责任公司提供，４０℃烘干、
粉碎过８０目筛；纤维素复合酶，阿玛诺天野酶制剂
商贸有限公司产；木瓜蛋白酶，北京索莱宝科技有

限公司产；酒石酸钾钠、氢氧化钠、氢氧化钾均为

ＡＲ级，天津市瑞金特化学品有限公司产；无水亚硫
酸钠、１，２－丙二醇均为 ＡＲ级，天津市科密欧化学
试剂有限公司产；磷酸、苯酚、乙醛纯度均大于等于

８５．０％，开封化学试剂总厂产；３，５－二硝基水杨酸
（ＡＲ），上海科丰化学试剂有限公司产；酪氨酸
（ＡＲ），北京奥博星生物技术责任公司产．

仪器：ＨＳ－４恒温水浴锅，上海医疗器械五厂
产；ＵＶ１７００ＰＣ紫外－可见分光光度计，上海凤凰光
科学仪器有限公司产；ＰＬ２０３电子分析天平（感量：
０．００１ｇ），梅特勒－托利多仪器（上海）有限公司产；
ＤＧＸ－９１４３电热恒温鼓风干燥箱，上海福玛设备有
限公司产；ＣＦ－１６ＲＸⅡ冷冻离心机，ＨＩＴＡＣＨＩ日立
集团产；ＱＬ－８６６涡旋混合仪，海门市其林贝尔仪器
制造有限公司产；ＰＢ－１０ｐＨ计，德国赛多利斯股份
公司产；６８９０气相色谱仪／５９７３质谱仪，安捷伦科技
有限公司产；ＪＹＴ－５ＱＹＣ２００恒温振荡摇床，上海
福玛实验设备有限公司产．
１．２　方法
１．２．１　纤维素复合酶浓度的优化　分别称取１ｇ
烟末和１０ｍＬ蒸馏水放于５０ｍＬ三角瓶中，搅拌均
匀，加入不同浓度的纤维素复合酶，用 １ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ３ＰＯ４溶液和 １ｍｏｌ／ＬＫＯＨ溶液调 ｐＨ为 ５．０，于
５０℃水浴中反应 ４ｈ，之后进行灭酶处理．在
８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液置于

１００ｍＬ容量瓶中，以蒸馏水定容，４℃放置待测［３］．
通过二硝基水杨酸法（ＤＮＳ法）检测待测液中还原
糖的浓度以确定复合纤维素酶的用量［４］．以葡萄糖
浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线，标

准曲线方程为 ｙ＝１．５１３５ｘ－０．０４７１（Ｒ２ ＝
０．９９８）．分别取低次烟叶处理后的待测液２．００ｍＬ，
加入２．００ｍＬＤＮＳ显示剂［５］，按标准液的处理方法

测定吸光度，从标准曲线上查出对应的浓度并计算

总糖含量．
１．２．２　木瓜蛋白酶浓度的优化　在５０ｍＬ三角瓶
中分别加入１ｇ烟末和１０ｍＬ蒸馏水，搅拌后分别
加入不同浓度的木瓜蛋白酶，再将溶液的 ｐＨ调至
７．５左右，放入恒温水浴锅中５０℃反应１０ｈ；待反
应完全后进行灭酶处理．冷却至室温后，以８０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液置于１００ｍＬ容量
瓶中，以蒸馏水定容．以水解液中的酪氨酸浓度代
表蛋白质的降解程度［６］．

以酪氨酸浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制

标准曲线［７］，标准曲线方程为 ｙ＝０．０１１１ｘ－
０．０１６７（Ｒ２＝０．９９８）．取１ｍＬ各待测液，按照上述
检测方法于６８０ｎｍ处测定吸光度．通过标准曲线查
出对应的酪氨酸浓度，得到蛋白质的降解程度．
１．２．３　低次烟叶酶解液的制备　将烟叶粉碎，过
１００目筛．按质量比１１２（烟末水）加入蒸馏水，
充分浸泡１ｈ；加热至１００℃后保持２０ｍｉｎ，然后降
温冷却至５０℃左右；用Ｈ３ＰＯ４调ｐＨ为５．０，每ｇ烟
末加入１０００Ｕ纤维素复合酶酶解４ｈ；用 ＫＯＨ调
ｐＨ为７．０，每ｇ烟末加入４５００Ｕ蛋白酶，继续酶解
８ｈ；待反应结束后在１００℃下加热１０ｍｉｎ，灭酶处
理，冷却至２５℃；过滤除杂，真空浓缩至可溶性固形
物含量为４０％左右［８］．
１．２．４　美拉德反应制备烟用香料　按照质量比
２０２５１．５７０（红糖固形物乙醛丙二醇）
称取各物质，混合均匀，并将该混合物的 ｐＨ调为
７．５，电油锅加热至１２５℃左右，充分反应３ｈ，自然
冷却至室温［９－１０］．
１．２．５　卷烟样品的制备　分别按照１１和１２
（蒸馏水烟用香料）的比例配制香料．称取一定量
的配方烟丝，将上述２种配制好的烟用香料按烟丝
质量的５％添加到配方烟丝中，用喷雾器均匀喷洒，
以没有添加该香料的烟丝作为空白对照．然后分别
将喷好的烟丝放在温度（２２±１）℃和湿度（６０±
２）％的恒温恒湿箱中平衡４８ｈ．使用手动卷烟器卷
制样品卷烟．

·４２· ２０１４年　
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１．２．６　卷烟加香评吸　卷烟评吸由郑州轻工业学
院调香实验室 １５位评吸人员，按照国标 ＧＢ／Ｔ
５６０６．４—２００５［１１］对３组卷烟的感官品质进行评吸．
感官指标为光泽（５分）、香气（３２分）、谐调（６分）、
杂气（１２分）、刺激性（２０分）、余味（２５分）．所使用
的烟丝为配方烟丝．
１．２．７　美拉德反应产物的前处理及 ＧＣＭＳ分析
　准确移取１０ｍＬ香料样品于微量萃取器中，加入
５ｍＬＣＨ２Ｃｌ２，摇匀，时间约３ｍｉｎ，使两相充分接触．
１３０ｒ／ｍｉｎ摇床机械振荡 １０ｍｉｎ，静置分层后分离
ＣＨ２Ｃｌ２相，６０℃浓缩至１ｍＬ，进行 ＧＣＭＳ分析．分
析条件如下：

色谱柱：ＨＰ－５ＭＳ（５０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）毛
细管柱；升温程序：５０℃（１ｍｉｎ），５℃／ｍｉｎ，２５０℃
（５ｍｉｎ）；载气：Ｈｅ；进样温度：２５０℃；进样模式：不
分流进样；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；传输线温度：２５０℃；离
子源：ＥＩ源；电子能量：７０ｅＶ；扫描范围：５０～
６５０ａｍｕ．

２　结果与讨论
２．１　纤维素复合酶浓度优化

以纤维素复合酶浓度为横坐标、还原糖浓度为

纵坐标，在坐标图上反映出不同纤维素复合酶浓度

下还原糖浓度的变化情况，如图１所示．由图１可
知，还原糖浓度的变化与纤维素复合酶量的变化呈

正相关．在一定范围内，随着纤维素复合酶使用量
的增加，还原糖浓度呈上升趋势．当每ｇ烟末纤维素
复合酶的用量为１０００Ｕ时，还原糖浓度趋于最大
值．再继续增加纤维素酶量，还原糖浓度逐渐趋于
平稳，并维持在０．３１ｍｇ／ｍＬ左右．因此，综合考虑，
选择每ｇ烟末纤维素复合酶的用量为１０００Ｕ．

图１　纤维素复合酶浓度优化曲线

２．２　木瓜蛋白酶浓度优化
烟草蛋白质被蛋白酶部分水解为氨基酸，可通

过分光光度计测定水解液中酪氨酸浓度的变化来

判断蛋白质的降解程度．以蛋白酶浓度为横坐标、

酪氨酸浓度为纵坐标作图（见图２）．由图２可知，蛋
白酶浓度与酪氨酸正相关，即与蛋白质的降解程度

正相关．随着蛋白酶浓度的增加，酪氨酸浓度呈先
上升后平稳的趋势．在每 ｇ烟末木瓜蛋白酶的使用
量为５５００Ｕ时，酪氨酸浓度基本达到最大，为
３９．００ｍｇ／Ｌ．综合考虑，选择每ｇ烟末木瓜蛋白酶的
使用量为５５００Ｕ．

图２　蛋白酶浓度优化曲线

２．３　卷烟样品感官评吸对比
对３种卷烟样品进行感官质量评价，其中卷烟

Ⅰ号为未添加烟用香料的成品卷烟（空白对照），卷
烟Ⅱ号为添加蒸馏水与烟用香料比例为１１的成
品卷烟，卷烟Ⅲ号为添加蒸馏水与烟用香料比例为
１２的成品卷烟．结果见图３．由图３可以看出，使
用由低次烟叶生物酶解制备的烟用香料后，卷烟在

香气、谐调、杂气、刺激性及余味方面均有一定程度

的提升．综合来看，卷烟Ⅱ号的效果较好．

图３　卷烟样品评吸得分示意图

２．４　美拉德反应产物的ＧＣＭＳ分析结果
美拉德反应产物的 ＧＣＭＳ分析结果见表１．该

香料中的主要香味成分有３８种，包括酯类１０种、酮
类８种、杂环类 ８种、醛类 ３种、烃类 ３种、醇类 ２
种、醚类２种、酚类１种和有机酸１种．其中酮类占
总量的１８．８３％，含氮杂环类占５３．７１％，有机酸类
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占４．０６％．这些产物对卷烟的感官质量可起到不同
程度的作用，例如，酮类物质如３－羟基 －β－大马
酮和巨豆三烯酮为烟草中的主要致香成分，两者的

相对百分含量达到１．５６％，可以增强烟草的成熟气
息；含氮杂环类化合物如吡啶、吡咯、吡嗪等物质，

大多由美拉德反应生成，可赋予卷烟特征以烘烤

香、花香、果香，对烟草的香味具有较好的修饰作用，

表１　美拉德反应产物中的主要挥发性香味成分

序
号
保留时
间／ｍｉｎ 成分

相对含
量／％

１ ５．１１ １，２－丙二醇 ０．３２
２ ５．４３ ４，６－二甲基嘧啶 ５．１９
３ ７．０４ １－甲氧基－２－丙醇 ０．３４
４ ７．１１ 甲基环戊烯醇酮 ０．５２
５ ７．３０ 二丙二醇单甲醚 ０．４４
６ ７．４８ ４－异丙基甲苯 ４．６２
７ ７．８７ 苯乙醛 ０．２１
８ ８．５３ ２－乙基－３，５－二甲基吡嗪 ３．１６
９ ９．７１ ２－苄基（苯甲基）异氰化 ０．１９
１０ ９．９８ 十五烷 ０．０３
１１ １０．０５ （Ｒ）－３－羟基丁酸甲酯 １．５６
１２ １１．０４２－乙氨基－２－（３－甲氧基苯基）环己酮 １．２５
１３ １１．１９ 香叶醛 ０．２３
１４ １１．８８ ２，５－二甲基吡嗪 ５．３２
１５ １２．２１ 己酸乙酯 ０．４５
１６ １２．９６ 庚酸乙酯 ０．７４
１７ １３．４６ 新烟碱 ３３．４６
１８ １４．１８ ２－环己基哌啶 ２．０５
１９ １４．６９ 茴香脑 ０．１７
２０ １５．８４ 植酮 ０．０７
２１ １６．２０ 丁香酚 ０．６１
２２ １７．５９ Ｎ，Ｎ－二甲基－４－氨基苯甲醛 ０．１９
２３ １８．４０ ３－羟基－β－大马酮 ０．６８
２４ １８．６５ 乙酸苯乙酯 １．１０
２５ １８．９９ 紫罗兰酮 ０．２６
２６ １９．０７ 黄藤内酯 ０．２４
２７ ２０．０３ （－）－可替宁 ６．５４
２８ ２０．１６ 辛酸乙酯 ０．２０
２９ ２１．１７ 菠萝酮 １０．０６
３０ ２１．４９ 十八碳三烯酸乙酯 ０．２５
３１ ２３．３７ 叶酸 ４．０６
３２ ２３．５０ 新植二烯 １．４０

３３ ２６．１２１－甲基－４－羧酸－５－（３－吡啶基）－２－吡咯烷酮 ５．１１

３４ ２８．６８ ３－乙基－５－（２－乙基丁基）十八烷 ０．６４
３５ ２９．３５ 邻苯二甲酸二异辛酯 ６．１３
３６ ２９．６０ 苯甲酸苄酯 １．０５
３７ ３０．８０ 巨豆三烯酮 ０．８８
３８ ３４．５３ 肉桂酸苄酯 ０．２８

丰满烟香；有机酸类物质可减轻刺激，使烟气变得

醇和；其他少量的醇类、醛类、醚类等物质，也可以

对烟气起到一定的修饰作用．因此，以烟叶酶解液
为原料进行美拉德反应，所产生的烟用香料不仅能

够保留烟草原有的香味，且能进一步改善卷烟的香

气品质．

３　结论
通过优化分析得每ｇ烟末纤维素复合酶的用量

为１０００Ｕ，木瓜蛋白酶的用量为５５００Ｕ．感官评吸
结果表明，由低次烟叶生物酶解制备的烟用香料，

具有较明显的减轻杂气、降低刺激性、增加香气和

谐调香味的作用．对其进行 ＧＣＭＳ分析，得到主要
的挥发性成分３８种，其中包括３－羟基 －β－大马
酮、巨豆三烯酮、２，５－二甲基吡嗪和紫罗兰酮等对
烟草香气具有辅助效果的风味化合物．研究结果表
明，通过该法制备烟用香料，其生产过程简单，能够

改善烟气品质，具有较好的应用价值．
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