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强化微生物固态厌氧发酵对
烟梗细胞壁组分的影响研究
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摘要：以烟梗为原料，通过强化微生物固态厌氧发酵方式，研究不同微生物（乳

酸菌ＲＧ、乳酸菌ＭＳＡ、乳酸菌ＦＬ、芽孢杆菌ＫＣ、芽孢杆菌 ＮＤ、芽孢杆菌 ＪＤ）对
烟梗ｐＨ值和细胞壁组分（果胶、纤维素、半纤维素和木质素）的影响．结果表
明：固态厌氧发酵可不同程度地降低烟梗 ｐＨ值，其中，乳酸菌发酵烟梗的 ｐＨ
值由６．０５降至４．５０

!

４．６０之间；发酵４ｄ后，乳酸菌ＲＧ对果胶的降解效果最
明显，果胶降解率可达 ８７．７５％；乳酸菌ＭＡＳ对纤维素的降解效果最明显，纤维
素质量分数由２０．８３％降至１５．９０％；芽孢杆菌ＪＤ有较好的分解木质素和半纤
维素作用，木质素和半纤维素质量分数分别由１０．９１％和１０．６６％降至 ５．５５％
和７．４０％．
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０　前言

烟梗是烟叶的重要组成部分，占烟叶质量

的２０％～２５％［１］．烟梗中的非水溶性物质主要

是细胞壁，其成分包括果胶、木质素、纤维素、半

纤维素等［２］．合理利用烟梗，减少香烟烟雾中的

有害化学物质，对降低吸烟造成的健康危害具

有重要意义．烟梗主要用于制作烟草薄片［３］，其

细胞壁组分经过热解和燃烧会产生甲醇、甲醛、

甲酸等物质，不仅使烟气带有刺激性，而且对人

体有害，故而烟草薄片中的烟梗添加量有限［４］．

若能适当降解烟梗中的细胞壁组分，使烟梗品

质更符合卷烟生产的要求，则烟梗的利用率、吸

食品质和安全性将会得到有效提高．

利用微生物发酵分解烟梗中的有害生物大

分子，提高烟草品质和卷烟吸食品质，降低卷烟

吸食危害［５］，是当前烟草行业研究的热点．较传

统物理化学处理方法，使用生物技术处理烟梗

更为科学，可操作性更强．开发低危害性烟草薄

片是烟草行业的一个重要研究方向，赵梦醒

等［６］研究了生物复合酶（纤维素酶和半纤维素

酶）处理对烟梗浆料纤维特性的影响，该方法

对提升烟草薄片强度和抄造性能均有一定效

果，且采用生物复合酶预处理烟梗浆料可有效

降低打浆能耗．为降低烟草薄片中的果胶含量，

郝辉等［７］考察了微紫青霉产果胶酶对果胶降解

效果的影响，发现将酶解后的烟梗添加于卷烟

中，可使烟气香气量增加、杂气量减少，卷烟的

吸食品质明显提高．

在香烟中添加烟梗会影响吸食品质，现阶

段烟梗多添加于低端香烟中［８］．利用微生物发

酵能对烟梗细胞壁组分进行一定程度的降解，

不仅能改善烟梗的吸食品质，提高原料利用率，

降低香烟的生产成本，还能降低烟梗中的焦油

含量，减少对吸烟者的危害．目前，利用微生物

对烟梗进行处理的相关研究较少，且大部分都

是采用单一或复合酶制剂对烟梗进行处理，而

利用强化微生物固态厌氧发酵处理烟梗的方式

尚未见报道．鉴于此，本文拟利用强化微生物

（乳酸菌和芽孢杆菌）固态厌氧发酵的方式处

理烟梗，以降解其细胞壁组分（果胶、纤维素、

半纤维素和木质素），达到改善烟梗吸食品质，

提高其在烟草行业利用率的目的．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
烟梗原料，由河南许昌天昌集团有限责任

公司提供，阴凉通风处储存备用；葡萄糖标准

品、木糖标准品、阿拉伯糖标准品，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司产；其他化学试剂均为

分析纯，国药集团化学试剂有限公司产．

１．２　主要仪器与设备
ＤＬ２９１０２型真空包装机，得力仪器责任有

限公司产；ＬＤＺＦ－３０ＫＢ－Ⅲ型高压灭菌锅，上
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海申安医疗器械厂产；ＴＨＺ－１００型摇床、

ＴＹ２０１４００３８７６型无菌操作台，上海一恒科学仪

器有限公司产；ＹＱＸ型厌氧培养箱，上海跃进

医疗器械有限公司产；ＴＤＬ－５－Ａ型高速台式

离心机，上海安亭科学仪器厂产；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０

型高效液相色谱仪，美国安捷伦科技公司产；

ＴＹ２０１４００３８７２型 ｐＨ计，郑州仪电科学仪器有

限公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　实验菌种的选择　预实验采用固态好

氧发酵方式，菌种选择黑曲霉和米曲霉．由于烟

梗不能进行高温灭菌处理，所以采用生料强化

固态发酵方式将烟梗原料不经过灭菌而直接接

种微生物孢子悬液进行发酵．烟梗原料接种后，

置于３０℃恒温培养箱发酵，第３ｄ取样时，发

现烟梗形态出现较大改变（如图１所示），染菌

现象严重，烟梗颜色发生变化，无法满足烟草行

业生产要求，故放弃固态好氧发酵方式，改用固

态厌氧发酵方式．本实验所用微生物包括乳酸

菌ＲＧ、乳酸菌 ＭＳＡ、乳酸菌 ＦＬ、芽孢杆菌 ＫＣ、

芽孢杆菌ＮＤ和芽孢杆菌 ＪＤ，均由郑州轻工业

大学食品与生物工程学院保存．

１．３．２　种子培养基的制备　乳酸菌活化培养

图１　曲霉固态好氧发酵烟梗效果

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｓｔａｔｅａｎａｅｒｏｂｉｃｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｏｆｔｏｂａｃｃｏｓｔｅｍｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

基（１０００ｍＬ）：蛋白胨 １０．０ｇ，牛肉膏 １０．０ｇ，

酵母膏 ５．０ｇ，柠檬酸氢二铵 ２．０ｇ，葡萄糖

２０．０ｇ，吐温 １．０ｍＬ，乙酸钠 ５．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
２．０ｇ，ＭｇＳＯ４ ０．５８ｇ，ＭｎＳＯ４ ０．２５ｇ，琼脂

１８．０ｇ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值至

６．２～６．６，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ．

　　芽孢杆菌活化培养基（１０００ｍＬ）：胰蛋白

胨１０．０ｇ，酵母提取物５．０ｇ，ＮａＣｌ１０．０ｇ，蒸馏

水定容至１０００ｍＬ，使用５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液

调ｐＨ值至７．２，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ．

１．３．３　种子液的培养　乳酸菌液体种子液的

培养：将３种乳酸菌菌种分别接入已冷却至室

温的乳酸菌活化培养基中，于３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ

条件下摇床培养１６ｈ．

芽孢杆菌液体种子液的培养：将３种芽孢

杆菌菌种分别接入已冷却至室温的芽孢杆菌活

化培养基中，于３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培

养１６ｈ．

１．３．４　烟梗的固态厌氧发酵　在种子液中加

入适量蒸馏水，混匀后加入烟梗原料中（最终

发酵原料的含水率保持在５０％），菌种的接种

量控制在每克烟梗原料１×１０６ＣＦＵ．强化微生

物固态厌氧发酵烟梗方式为：将物料搅拌混匀

后装入真空包装袋中，利用真空包装机封口以

达到厌氧发酵的目的（如图２所示），置于３０℃

恒温培养箱中培养发酵．每种微生物发酵烟梗

作４个平行样品，每天定时取出一个样品袋，考

图２　烟梗强化微生物固态厌氧发酵方式

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｈａｎｃｅｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｏｌｉｄｓｔａｔｅａｎａｅｒｏｂｉｃ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｏｂａｃｃｏｓｔｅｍ
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查不同发酵时间对样品品质的影响．发酵后的

样品放入冰箱中冷冻保存，备用．
１．４　检测方法
１．４．１　ｐＨ值的检测　每份样品取１ｇ置于三
角瓶中，加入５０ｍＬ去离子水，室温下静置２ｈ，
用ｐＨ计检测溶液的ｐＨ值．
１．４．２　果胶降解率的检测　分别称取５．０００ｇ
发酵前后的烟梗样品，粉碎后过１００目筛，然后
参考杨海健等［９］的方法对样品中的果胶质量分

数进行检测和定量分析．果胶降解率 Ｙ的计算
公式如下：

Ｙ＝
Ａ０－Ａ１
Ａ０

×１００％

其中，Ａ１为发酵后烟梗中的果胶质量分数／％；
Ａ０为发酵前烟梗中的果胶质量分数／％．
１．４．３　半纤维素、纤维素和木质素质量分数的
检测　将烟梗样品于１０５℃条件下烘干至恒

重，测定样品的干重．根据美国国家可再生能源
实验室提供的两步水解方法［１０］进行组分分析：

准确称取烘干至恒重的烟梗样品０．３０００ｇ，加
入３ｍＬ体积分数为 ７２％的 Ｈ２ＳＯ４溶液，于
３０℃ 条件下水解反应６０ｍｉｎ；量取８４ｍＬ蒸馏
水，将水解液冲洗干净并全部转入１００ｍＬ螺口
瓶中，再放入高压灭菌锅中，于１２１℃条件下保
温６０ｍｉｎ．待水解液冷却后，用漏斗抽滤，采用

液相色谱分析滤液中的葡萄糖（Ｃｇｌｕ）、木糖
（Ｃｘｙｌ）和阿拉伯糖（Ｃａｒａ）的质量分数，进而计算
纤维素和半纤维素的质量分数．将滤渣于
１０５℃ 条件下烘干至恒重，记为 Ｗ１，然后在马

弗炉中于５５０℃ 条件下灼烧２ｈ，冷却后称重，
记为Ｗ２，进而计算木质素的质量分数．计算公
式如下：

Ｃ纤维素 ＝
Ｃｇｌｕ×８７×０．９０×１０

－３

０．３０００ ×１００％ ①

Ｃ半纤维素 ＝

（Ｃｘｙｌ＋Ｃａｒａ）×８７×０．８８×１０
－３

０．３０００ ×１００％ ②

Ｃ木质素 ＝
Ｗ１－Ｗ２
０．３０００×１００％ ③

液相色谱分析的具体程序为：液体样品经

０．２２μｍ滤膜过滤，进样量为２０μＬ；分析柱为

ＢｉｏｒａｄＡｍｉｎｅｘＨＰＸ－８７Ｈ色谱柱 （３００ｍｍ×

７．８ｍｍ），柱温为６５℃；流动相为０．００５ｍｏｌ／Ｌ

的 Ｈ２ＳＯ４溶液，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；用示差遮

光检测器进行分析检测．

２　结果与分析

２．１　发酵烟梗ｐＨ值变化分析
不同微生物固态厌氧发酵烟梗的 ｐＨ值变

化如图３所示．由图３可以看出，在固态厌氧发

酵过程中，烟梗的ｐＨ值均有不同程度的降低，

特别是由乳酸菌发酵的烟梗，ｐＨ值由６．０５降

至４５０～４．６０之间．这主要是厌氧发酵的特性

所决定的：原料中的微生物特别是乳酸菌在密

闭条件下厌氧发酵，产生的有机酸会使原料的

ｐＨ值降低，进而抑制其他有害杂菌（如各种好

氧的腐败菌、霉菌等）的活动［１１］，这也解释了曲

霉好氧发酵烟梗更容易染菌的原因．另外，徐峻

等［１２］研究发现，烟草 ｐＨ值的降低可使烟气的

柔和程度明显上升．因此，经微生物固态厌氧发

图３　不同微生物固态厌氧发酵烟梗的ｐＨ值变化
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酵的烟梗样品，其吸食品质明显改善，在香烟生

产过程中的利用率显著提高．

２．２　发酵烟梗果胶降解情况分析
烟草中的果胶是亲水性胶体，可改善烟草

原料的吸湿性和弹性，但果胶在高温燃烧过程

中可分解产生甲醇，对烟草的品质不利［１３］；另

外，果胶质量分数过高会产生呛咳、辛辣灼烧等

感官刺激，对吸食者的健康不利［１４］．因此，降低

烟草制品中的果胶质量分数一直受到业内研究

人员的重视．不同微生物固态厌氧发酵烟梗的

果胶降解情况如图４所示．由图４可以看出，经

微生物厌氧发酵处理后，芽孢杆菌 ＫＣ对果胶

的降解无明显作用；乳酸菌 ＲＧ对果胶的降解

效果最为明显，发酵 ２ｄ后，果胶降解率可达

６６．７３％，发酵４ｄ后，果胶降解率可达８７．７５％．

２．３　发酵烟梗纤维素、半纤维素和木质素降解

情况分析

　　烟梗固态厌氧发酵前后细胞壁组分的变化

情况见表１．由表１可知，烟梗原料中纤维素质

量分数最高，约占烟梗总质量的２０．８３％，其次

为木质素和半纤维素，二者共约占烟梗总质量

的２１５７％．随着固态厌氧发酵的进行，样品中

木质素、纤维素和半纤维素的质量分数都有一

定程度的降低．其中，乳酸菌ＭＡＳ降解纤维素

图４　不同微生物固态厌氧发酵烟梗的

果胶降解情况
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最为明显，发酵 ４ｄ后，纤维素质量分数由

２０．８３％降至１５９０％；芽孢杆菌 ＪＤ可较好地

分解木质素和半纤维素，发酵４ｄ后，木质素和

半纤维素质量分数分别由１０９１％和１０．６６％

降至５．５５％和７４０％．这说明在强化微生物固

态厌氧发酵过程中，微生物代谢产生了适量的

纤维素酶、半纤维素酶和木质素降解酶系［１５］．

经过强化微生物固态厌氧发酵之后，烟梗细胞

壁组分质量分数明显降低，可在一定程度上减

表１　烟梗固态厌氧发酵前后细胞壁组分质量分数的变化情况

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｏｂａｃｃｏｓｔｅｍｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｓｏｌｉｄｓｔａｔｅａｎａｅｒｏｂｉｃｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

组别
发酵
时间／ｄ

质量分数／％
组别

发酵
时间／ｄ

质量分数／％
木质素 纤维素 半纤维素 木质素 纤维素 半纤维素

原料 ０ １０．９１ ２０．８３ １０．６６ 原料 ０ １０．９１ ２０．８３ １０．６６
乳酸菌ＲＧ １ １０．２３ １９．３６ １０．５５ 芽孢杆菌ＫＣ １ ９．６２ ２０．１０ ９．９２
乳酸菌ＲＧ ２ ９．６３ １７．３２ １０．１２ 芽孢杆菌ＫＣ ２ ７．４８ １９．３６ ８．８７
乳酸菌ＲＧ ３ ９．３７ １７．６３ １０．１７ 芽孢杆菌ＫＣ ３ ７．０９ １９．４２ ８．９６
乳酸菌ＲＧ ４ ９．１４ １７．９５ １０．１８ 芽孢杆菌ＫＣ ４ ６．９９ １９．３８ ８．６７
乳酸菌ＭＳＡ １ １０．５３ １７．６４ １０．５２ 芽孢杆菌ＮＤ １ ８．３６ １９．３２ ８．３５
乳酸菌ＭＳＡ ２ １０．３４ １５．８６ １０．４３ 芽孢杆菌ＮＤ ２ ６．４６ １９．６０ ７．９４
乳酸菌ＭＳＡ ３ １０．２１ １５．８８ １０．３３ 芽孢杆菌ＮＤ ３ ６．３６ １９．７２ ７．８５
乳酸菌ＭＳＡ ４ １０．１０ １５．９０ １０．１２ 芽孢杆菌ＮＤ ４ ６．２５ １９．７５ ７．７１
乳酸菌ＦＬ １ ９．９２ ２０．３２ １０．２３ 芽孢杆菌ＪＤ １ １０．３１ １９．８３ ９．３７
乳酸菌ＦＬ ２ ８．６０ １９．６２ ９．７６ 芽孢杆菌ＪＤ ２ １０．２６ １９．１３ ７．６７
乳酸菌ＦＬ ３ ８．０３ １９．７１ ９．７７ 芽孢杆菌ＪＤ ３ ６．４５ １７．２９ ７．５２
乳酸菌ＦＬ ４ ７．９２ １９．７６ ９．９８ 芽孢杆菌ＪＤ ４ ５．５５ １６．９７ ７．４０

·９３·



　２０２０年１１月 第３５卷 第６期

轻抽吸时的刺激性［１６］．

３　结论

本文利用不同微生物（乳酸菌和芽孢杆菌）

对烟梗进行强化固态厌氧发酵处理，以降低烟

梗原料细胞壁组分（果胶、纤维素、半纤维素和

木质素）的质量分数．结果表明：固态厌氧发酵

可降低烟梗样品的 ｐＨ值，其中乳酸菌发酵烟

梗的ｐＨ值由６．０５降至４．５０～４．６０之间；固态

厌氧发酵 ４ｄ后，乳酸菌 ＲＧ对果胶的降解效

果最明显，果胶的降解率可达８７７５％；固态厌

氧发酵对纤维素、半纤维素和木质素均具有一

定的降解作用，其中乳酸菌 ＭＡＳ降解纤维素最

为明显，发酵４ｄ后，纤维素质量分数由２０．８３％

降至１５．９０％，而芽孢杆菌ＪＤ可较好地分解木

质素和半纤维素，发酵４ｄ后，木质素和半纤维

素质量分数分别由 １０．９１％和 １０．６６％降至

５．５５％和７．４０％．

本文通过强化微生物固态厌氧发酵烟梗，

达到了降低烟梗细胞壁组分、改善烟梗吸食品

质、提高烟梗适用性的目的．后续需要深入研究

乳酸菌和芽孢杆菌在固态厌氧发酵过程中的产

酶规律，明确和优化细胞壁组分降解的工艺条

件，以达到同时最大化降解果胶、纤维素、半纤

维素和木质素的目的．
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