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摘要:
 

对从烟田土壤和腐朽烟梗中筛选获得产果胶酶菌株 TS-1 和产漆酶菌株 TS-2 进行形态学观察和分子

生物学鉴定,通过单因素试验优化二者的产酶条件,并将果胶酶粗酶液与漆酶粗酶液复配酶解膨胀梗丝,研
究膨胀梗丝感官品质及致香成分的变化。 结果表明:菌株 TS-1 和 TS-2 分别鉴定为黑曲霉(Aspergillus

 

niger)
和黄孢原毛平革菌(Phanerodontia

 

chrysosporium),二者最优产果胶酶和漆酶条件分别为烟梗粉质量浓度

50
 

g / L、发酵温度 30
 

℃、发酵 pH 值 6. 0 及烟梗粉质量浓度 50
 

g / L、(NH4) 2SO4 质量浓度 0. 6
 

g / L、发酵温度

30
 

℃。 果胶酶粗酶液、漆酶粗酶液酶解膨胀梗丝中果胶和木质素的最优条件分别为果胶酶粗酶液添加量

240
 

U / g、酶解时间 4. 0
 

h、液质比 1 ∶ 2、酶解温度 30
 

℃ 及漆酶粗酶液添加量 2. 0
 

U / g、酶解时间 3. 5
 

h、液质

比 1 ∶ 2、酶解温度 30
 

℃。 膨胀梗丝酶解的最优粗酶液复配条件为果胶酶粗酶液添加量 170
 

U / g、漆酶粗酶

液添加量 1. 5
 

U / g、酶解时间 3. 0
 

h,酶解后其感官评吸得分较未酶解膨胀梗丝提高了 8. 2 分,致香成分含量

明显增加。
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0　 引言

烟梗是烟草加工过程中不可避免的副产物,其

质量约占烟叶总质量的 25%,如将其焚烧或随意丢

弃,可能会污染大气、水体、土壤等环境[1] 。 现阶

段,烟梗主要用于制备膨胀梗丝和再造烟叶以提高

卷烟产量,增强卷烟的填充性和燃烧性,降低卷烟

烟气中烟碱、一氧化碳、焦油等有害成分含量[2] 。
然而,烟梗中香味成分、香味前体物等的含量较低,木
质素、果胶、纤维素等大分子物质的含量较高,将其应

用于卷烟生产中会增加卷烟的木质气、杂气、刺激性

等感官缺陷[2] 。 另外,烟梗中的木质素是卷烟燃烧过

程中稠环芳烃、芳香胺、醛类等有害物质的主要来

源[3] 。 因此,为提高烟梗在卷烟中的高质化利用水

平,需降低烟梗中木质素、果胶等物质的含量。
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酸 / 碱处理、微生物降解、生物酶酶解等方法均

能破坏烟梗的细胞壁结构,降低烟梗中木质素、果
胶、纤维素等物质含量[4] 。 然而,酸 / 碱处理会引入

多种化学试剂,且需对试剂定量、残留等进行深入

研究[4-5] 。 细菌、放线菌、真菌等微生物可用于降解

烟梗中的木质素、果胶、纤维素等成分[6-7] ,如霍氏

肠杆菌和芽孢杆菌发酵可降低烟叶中果胶、烟碱、
蛋白质等物质含量,提高巨豆三烯酮、大马酮等香

味成分含量,显著提升烟叶感官品质[8-9] ;黑曲霉代

谢过程中会分泌果胶酶等胞外酶,可促进茶叶和烟

叶中多酚类物质的释放,提高香气物质含量[10-11] ;
利用白腐真菌菌液发酵烟梗,可降低烟梗中的木质

素含量,增加糖类物质含量,提升烟梗在卷烟中的

利用效率[12] 。 然而,温度、pH 值、底物等条件会影

响微生物的代谢, 导致烟梗的发酵条件难以控

制[7-9] 。 已有研究[6,13] 证实,微生物代谢过程中分

泌的漆酶、过氧化物酶、果胶酶等胞外酶是酶解烟

梗中木质素、果胶等物质的主要酶系。 相较于微生

物发酵,直接利用微生物分泌的胞外酶酶解烟梗更

简便,其酶解条件也更易控制。 此外,目前关于胞

外酶酶解烟梗后致香成分变化和感官品质评价的

报道仍较少。
基于此,本文拟对从烟田土壤和腐朽烟梗中筛

选获得的产果胶酶菌株 TS-1 和产漆酶菌株 TS-2 进

行形态学观察和分子生物学鉴定,优化二者发酵烟

梗粉产果胶酶和漆酶的条件,研究最优条件下所得

果胶酶粗酶液与漆酶粗酶液单独或复配酶解膨胀

梗丝中果胶和木质素的最优条件,分析酶解后膨胀

梗丝的感官品质及致香成分变化,以期在不引入其

他外源成分的前提下降低烟梗中果胶、木质素等的

含量,进而提高烟梗的高质化利用水平。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料、试剂与仪器

主要材料:菌株 TS-1(产果胶酶)和 TS-2(产漆

酶),分别从河南烟田土壤和腐朽烟梗中筛选获得;
烟梗粉,打叶复烤的烟梗经切断和筛分后,研磨过

200 目筛获得;膨胀梗丝,来自河南中烟生产线。
主要试剂:D-半乳糖醛酸(标准品),果胶、2,2’-

联氮-双 ( 3 -乙基苯并噻唑啉 - 6 -磺酸) 二铵盐

(ABTS)、咔唑、α-萘酚、愈创木酚、乙酸、乙醇,均为

分析纯,上海麦克林生化科技股份有限公司;3,5 -

二硝基水杨酸试剂( DNS 试剂)、马铃薯提取物(生

物试剂),上海源叶生物科技有限公司;(NH4 ) 2SO4、
MgSO4、CoCl2、葡萄糖、尿素、 NH4NO3、 乙酸钠、 盐

酸,均为分析纯,天津市大茂化学试剂厂;Ezup 柱式

真菌基因组 DNA 抽提试剂盒、SanPrep 柱式 DNA 胶

回收试剂盒,上海生工生物工程股份有限公司;木
质素含量检测试剂盒(乙酰化法),北京索莱宝科技

有限公司。
主要仪器:GR85DA 型高压蒸汽灭菌锅,致微仪

器有限公司;DGG-9140 型电热恒温鼓风干燥箱,上
海森信实验仪器有限公司;SHP - 150 型生化培养

箱,上海森信实验仪器有限公司;SW-CJ-ID 型超净

操作台,苏州净化有限公司; KBF240 型恒温恒湿

箱,上海捷沪仪器仪表有限公司;ZQWY-200S 型恒

温摇床,上海知楚仪器有限公司;UV-PC
 

1800 型紫

外-可见分光光度计,上海精密仪器仪表有限公司;
5975C 型气相色谱-质谱联用( GC-MS) 仪,美国安

捷伦公司。

1. 2　 主要培养基

PDA 培养基:马铃薯提取物 4
 

g、葡萄糖 20
 

g、
蒸馏水 1000

 

mL。
产果胶酶固体培养基:果胶 20

 

g、马铃薯提取物

4
 

g、葡萄糖 20
 

g、琼脂 20
 

g、蒸馏水 1000
 

mL。
产漆酶固体培养基:愈创木酚 0. 4

 

g、马铃薯提

取物 4
 

g、葡萄糖 20
 

g、琼脂 20
 

g、蒸馏水 1000
 

mL。
产果胶酶液体培养基:烟梗粉 40

 

g、 蒸馏水

1000
 

mL。
产漆酶液体培养基:烟梗粉 40

 

g、( NH4 ) 2SO4
 

0. 4
 

g、K2HPO4
 0. 4

 

g、NaH2PO4
 0. 2

 

g、微量元素溶液

20
 

mL、蒸馏水 1000
 

mL。
微量元素溶液:MgSO4

 1
 

g、NaCl
 

1
 

g、FeSO4 ·

7H2O
 

0. 2
 

g、CuSO4
 0. 7

 

g、MnSO4
 0. 6

 

g、CoCl2
 0. 1

 

g、
蒸馏水 1000

 

mL。
上述培养基均在 121

 

℃条件下灭菌 20
 

min。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 菌株形态学观察和鉴定　 将菌株 TS-1 接种
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至产果胶酶固体培养基上,30
 

℃ 条件下培养 72
 

h;
将菌株 TS-2 接种至产漆酶固体培养基上,30

 

℃ 条

件下培养 96
 

h。 观察菌株 TS-1 和 TS-2 的形态

特征。
采用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒分

别提取菌株 TS-1 和 TS-2 的基因组 DNA,利用引物

ITS1( TCCGTAGGTGAACCTGCGG)和 ITS4( TCCTC-
CGCTTATTGATATGC)进行 PCR 扩增,扩增产物经

1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。 切割电泳图谱中的目

的条带,采用 SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒纯化

扩增 DNA 后,由生工生物工程(上海)股份有限公司

测序并将基因提交至 NCBI 数据库进行 BLAST 比对。
利用 MEGA

 

6. 0 软件构建菌株 TS-1 和 TS-2 的系统发

育树。
1. 3. 2　 产果胶酶粗酶液条件优化　 将菌株 TS-1 接

种至 PDA 固体培养基上,35
 

℃ 条件下培养 3
 

d 后,
加入灭菌生理盐水,用棉签轻轻刮下孢子后转移至

试管中,将孢子振荡分散后用无菌水稀释至 OD650

为 1. 00±0. 05。 将孢子液按照 1%的接种量接种至

100
 

mL 产果胶酶液体培养基后,于 30 ℃ 、200
 

r / min
恒温摇床中发酵 120

 

h,每隔 24
 

h 取适量混匀的发

酵液,在 4
 

℃ 、8000
 

r / min 条件下离心 5
 

min,上清液

即为果胶酶粗酶液,测定果胶酶活性以优化发酵

时间。
通过测定粗酶液中果胶酶活性探究影响菌株

TS-1 发酵的单因素条件。 首先,调整产果胶酶液体

培养基中烟梗粉质量浓度分别为 40
 

g / L、50
 

g / L、
60

 

g / L 和 70
 

g / L,于 30
 

℃ 、200
 

r / min 条件下发酵

72
 

h,确定最优烟梗粉质量浓度;其次,控制培养基

中烟梗粉质量浓度为 50
 

g / L,调整发酵温度分别为

25
 

℃ 、30
 

℃ 、35
 

℃ 和 40
 

℃ ,于 200
 

r / min 条件下发

酵 72
 

h,确定最优发酵温度;再次,控制培养基中烟

梗粉质量浓度为 50
 

g / L,调整发酵 pH 值分别为

3. 0、4. 5、6. 0 和 7. 5,于 30
 

℃ 、200
 

r / min 条件下发

酵 72
 

h,确定最优发酵 pH 值。
1. 3. 3　 产漆酶粗酶液条件优化　 将菌株 TS-2 接种

至 PDA 固体培养基平板中,35
 

℃ 培养 5 ~ 7
 

d,待菌

丝完全覆盖平板后,取边缘 4
 

cm2 的菌丝接种至

100
 

mL 产漆酶液体培养基中,于 30
 

℃ 、200
 

r / min

恒温摇床中发酵 192
 

h,每隔 24
 

h 取适量混匀的发

酵液,在 4
 

℃ 、8000
 

r / min 条件下离心 5
 

min,上清液

即为漆酶粗酶液,测定漆酶活性以优化发酵时间。
通过测定粗酶液中漆酶活性探究影响菌株 TS-2

发酵的单因素条件。 首先,调整产漆酶液体培养基

中烟梗粉质量浓度分别为 40
 

g / L、50
 

g / L、60
 

g / L 和

70
 

g / L,(NH4) 2SO4 质量浓度为 0. 4
 

g / L,于 30
 

℃ 、
200

 

r / min 条件下发酵 7
 

d,确定最优烟梗粉质量浓

度;其次,控制培养基中烟梗粉质量浓度为 50
 

g / L,
氮源分别选用尿素、 ( NH4 ) 2SO4、 NH4NO3、酵母浸

粉,其质量浓度均为 0. 4
 

g / L,于 30
 

℃ 、200
 

r / min 条

件下发酵 7
 

d,确定最优氮源类型;再次,控制培养基

中烟梗粉质量浓度为 50
 

g / L,( NH4 ) 2SO4 质量浓度

分别为 0. 2
 

g / L、 0. 4
 

g / L、 0. 6
 

g / L 和 0. 8
 

g / L,于

30
 

℃ 、 200
 

r / min 条 件 下 发 酵 7
 

d, 确 定 最 优

(NH4) 2SO4 质量浓度;最后,控制培养基中烟梗粉

和(NH4 ) 2SO4 质量浓度分别为 50
 

g / L 和 0. 6
 

g / L,
调整发酵温度分别为 25

 

℃ 、30
 

℃ 、35
 

℃和 40 ℃ ,于
200

 

r / min 条件下发酵 7
 

d,确定最优发酵温度。
1. 3. 4　 果胶酶和漆酶活性测定　 果胶酶活性的测

定采用 DNS 试剂法[13] 。 取 0. 1
 

mL 稀释 5 倍的果胶

酶粗酶液和 0. 9
 

mL 果胶溶液(1
 

g / L),混匀后在

50
 

℃ 水浴预热 5
 

min,反应 30
 

min 后加入 1. 5
 

mL
 

DNS 试剂,沸水浴 10
 

min,冷却至室温后定容至

10
 

mL,测定其在 540
 

nm 处吸光度,对照组为灭活

果胶酶粗酶液。 1
 

mL 果胶酶粗酶液 1
 

min 水解果胶

生成 1
 

μg
 

D-半乳糖醛酸定义为 1 个酶活单位,其
计算公式如下:

果胶酶活性 =
ΔOD × N × 1000 × (V总 / V酶)

t
式中,ΔOD 为实验组与对照组的吸光度差值,N 为

稀释倍数,V总 为反应液总体积 / mL,V酶 为稀释后果

胶酶粗酶液体积 / mL,t 为反应时间 / min。
漆酶活性的测定采用 ABTS 法[14] 。 将 0. 274

 

g
 

ABTS 溶于 100
 

mL
 

pH 值为 5. 0 的醋酸-醋酸钠缓

冲液中混匀,取 0. 6
 

mL 混合液和 0. 3
 

mL 漆酶粗酶

液混匀,30
 

℃ 水浴反应 3
 

min 后,测定 540
 

nm 处吸

光度,对照组为灭活漆酶粗酶液。 1
 

mL 漆酶粗酶液

1
 

min 氧化 1
 

nmol 底物 ABTS 所需的漆酶量定义为
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1 个酶活单位,其计算公式如下:

漆酶活性=
ΔOD×V总 ×109

ε×d×V样 ×t

式中,ε为 ABTS 摩尔消光系数(36
 

000
 

L/ (mol·cm)-1,

d 为比色皿光径 ( 1
 

cm ), V样 为漆酶粗酶液体

积 / mL。
1. 3. 5　 膨胀梗丝中主要化学成分测定　 将洗涤后

的待测膨胀梗丝样品于 40
 

℃条件下干燥至恒重,研
磨过 40 目筛。 果胶的测定采用酸解法[13] 。 木质素

的测定参考 Solarbio 木质素含量检测试剂盒(乙酰

化法)操作说明。 纤维素、半纤维素、淀粉和蛋白质

的测定参照烟草行业标准中的方法执行[15-17] 。
1. 3. 6　 2 种粗酶液单独酶解膨胀梗丝条件优化 　
将果胶酶粗酶液和漆酶粗酶液分别均匀喷洒至膨

胀梗丝表面进行酶解,期间覆盖保鲜膜以防止水分

散失,设置喷洒灭活粗酶液为对照组。 酶解结束后,
将膨胀梗丝置于 130

 

℃烘箱中干燥 5
 

min 后,于温度

(22±1)
 

℃、相对湿度(60±2)%)恒温恒湿箱中平衡

24
 

h,分别考查粗酶液添加量、酶解时间、液质比(反
应液体积与膨胀梗丝质量之比,mL / g,下同)和酶解

温度对降解膨胀梗丝中果胶和木质素的影响。
针对果胶酶粗酶液酶解膨胀梗丝,首先,将果

胶酶粗酶液分别以添加量 80
 

U / g、160
 

U / g、240
 

U / g
和 320

 

U / g 均匀喷洒至膨胀梗丝表面,于液质比

1 ∶ 2 和 30
 

℃条件下酶解 3. 0
 

h,优化降解膨胀梗丝

中果胶的果胶酶粗酶液添加量;其次,将果胶酶粗

酶液(240
 

U / g) 均匀喷洒至膨胀梗丝表面,于液质

比 1 ∶ 2 和 30
 

℃条件下分别酶解 2. 5
 

h、3. 0
 

h、3. 5
 

h
和 4. 0

 

h,优化降解膨胀梗丝中果胶的酶解时间;再
次,将果胶酶粗酶液(240

 

U / g) 均匀喷洒至膨胀梗

丝表面,调整其液质比分别为 1 ∶ 1、1 ∶ 2、1 ∶ 3 和

1 ∶ 4,于 30
 

℃条件下酶解 4. 0
 

h,优化降解膨胀梗丝

中果胶的液质比;最后,将果胶酶粗酶液(240
 

U / g)
均匀喷洒至膨胀梗丝表面,调整其液质比为 1 ∶ 2,
分别于 20

 

℃、30
 

℃、40
 

℃和 50
 

℃条件下酶解 4. 0
 

h,
优化降解膨胀梗丝中果胶的酶解温度。

针对漆酶粗酶液酶解膨胀梗丝,首先,将漆酶

粗酶液分别以添加量 0. 5
 

U / g、1. 0
 

U / g、1. 5
 

U / g 和

2. 0
 

U / g 均匀喷洒至膨胀梗丝表面,于液质比 1 ∶ 2

和 30
 

℃ 条件下酶解 3. 0
 

h,优化降解膨胀梗丝中木

质素的漆酶粗酶液添加量;其次,将漆酶粗酶液

(2. 0
 

U / g)均匀喷洒至膨胀梗丝表面,于液质比 1 ∶ 2
和 30

 

℃ 条件下分别酶解 2. 5
 

h、3. 0
 

h、 3. 5
 

h 和

4. 0
 

h,优化降解膨胀梗丝中木质素的酶解时间;再
次,将漆酶粗酶液(2. 0

 

U / g) 均匀喷洒至膨胀梗丝

表面,调整其液质比分别为 1 ∶ 1、1 ∶ 2、1 ∶ 3 和 1 ∶ 4,
于 30

 

℃ 条件下酶解 3. 5
 

h,优化降解膨胀梗丝中木

质素的液质比;最后,将漆酶粗酶液(2. 0
 

U / g)均匀

喷洒至膨胀梗丝表面,调整其液质比为 1 ∶ 2,分别

于 20
 

℃ 、30
 

℃ 、40
 

℃和 50
 

℃条件下酶解 3. 5
 

h,优
化降解膨胀梗丝中木质素的酶解温度。
1. 3. 7　 2 种粗酶液复配条件优化 　 基于果胶酶粗

酶液和漆酶粗酶液分别酶解膨胀梗丝中果胶和木

质素的最优条件,以果胶酶粗酶液添加量(A)、漆酶

粗酶液添加量(B)和酶解时间(C)为变量,以感官

评吸得分(R)为指标,采用 Box-Benhnken 响应面法

优化 2 种粗酶液复配及酶解时间对膨胀梗丝感官质

量的影响。 具体而言,调整喷洒至膨胀梗丝表面的

果胶酶粗酶液添加量(80 ~ 240
 

U / g)和漆酶粗酶液

添加量(1. 0 ~ 2. 0
 

U / g),混合均匀后,在 30
 

℃ 条件

下酶解 2. 0~4. 0
 

h,酶解期间覆盖保鲜膜以防止水分

散失。 酶解结束后,将膨胀梗丝于 130
 

℃ 烘箱中干

燥 5
 

min, 而后置于温度 ( 22 ± 1 )
 

℃ 、 相对湿度

(60±2)%的恒温恒湿箱中平衡处理 24
 

h。
将平衡后的膨胀梗丝卷制成卷烟,于恒温恒湿

箱中平衡水分 48
 

h,由经过正规培训的 7 位评吸人

员根据《烤烟 　 烟叶质量风格特色感官评价方法》
(YC / T

 

530—2015) [18] ,从香气、协调性、杂气、刺激

性和余味 5 个方面评价卷烟的感官品质,总分为 100
分。 取所有评吸人员的平均分为最终评吸得分,分数

越高表示膨胀梗丝的感官品质越好。 为降低主观感

觉对评吸得分的影响,设置未经复配粗酶液酶解的膨

胀梗丝为对照组,处理条件与复配粗酶液酶解膨胀梗

丝的条件一致,其评吸得分平均分为 63. 0 分。 采用

Design-Expert
 

13 软件分析实验数据。
1. 3. 8　 膨胀梗丝酶解后致香成分测定　 利用 GC-
MS 仪定量分析膨胀梗丝酶解后的致香成分,并与

未酶解的膨胀梗丝进行对比分析。
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膨胀梗丝的处理条件:取 1. 0
 

g 平衡 48
 

h 的膨

胀梗丝,粉碎后,于 5
 

mL
 

pH 值为 3. 0 的磷酸缓冲液

中涡旋振荡 5
 

min,静置 20
 

min,加入 4. 5
 

mL 二氯甲

烷、0. 5
 

mL
 

1. 032
 

g / L 的乙酸苯乙酯内标,20
 

℃ 静

置 15
 

min,继续涡旋振荡 5
 

min,离心取有机相,加入

适量无水 Na2SO4 后振荡,于 4
 

℃、8000
 

r / min 条件下

离心 5
 

min,过 0. 22
 

μm 有机膜,待测。
GC-MS 条件:DB-5 MS 型色谱柱(50

 

m×0. 25
 

mm×

0. 25
 

μm);进样口温度为 280
 

℃ ;进样量为 10
 

μL;
进样方式为 1 ∶ 5 分流;载气为氦气,恒流模式流速

为 1. 5
 

mL / min;程序升温过程为初始温度 75
 

℃ ,保
持 5

 

min,以 2
 

℃ / min 升温至 150
 

℃ ,保持 1
 

min,以
2

 

℃ / min 升温至 260
 

℃ ,保持 1
 

min,以 10
 

℃ / min
升温至 280

 

℃ ,保持 10
 

min。
MS 条件:传输线温度为 270

 

℃ ;电子轰击离子

源(EI);电离能量为 70
 

eV;四级杆温度为 150
 

℃ ;
离子源温度为 250

 

℃ ;扫描质量范围( z / m)为 150 ~
550

 

amu。 利用 NIST11 及 NIST 谱库检索膨胀梗丝

中的致香成分。

1. 4　 数据分析

为保证数据的可靠性,每个实验操作均重复 3
次,采用 Excel

 

2021、SPSS
 

19. 0、Origin
 

9. 1 等软件对

数据进行分析和绘图。

2　 结果与讨论

2. 1　 菌株形态学鉴定结果分析
菌株 TS-1 和 TS-2 的形态特征如图 1 所示。 由

图 1 可知,培养 72
 

h 后,菌株 TS-1 的培养基中含有

大量菌丝,整体呈黑褐色;培养 96
 

h 后,菌株 TS-2
整体光滑,呈白色,表面略粗糙。 将鉴定的 DNA 序

列进行 BLAST 比对并构建系统发育树,结果如图 2
所示。 由图 2 可知,菌株 TS-1 和 TS-2 分别与黑曲

霉 ATCC
 

16888(Aspergillus
 

niger
 

ATCC
 

16888)和黄

孢原毛平革菌 ATCC24725(Phanerodontia
 

chrysospo-
rium

 

ATCC
 

24725)亲缘关系最近。 结合形态特征和

测序结果,确定菌株 TS-1 和 TS-2 分别为黑曲霉和

黄孢原毛平革菌。

2. 2　 菌株 TS-1 发酵烟梗条件优化结果分析

将菌株 TS-1 孢子液接种至产果胶酶液体培养

基发酵,发现粗酶液中果胶酶活性在 72
 

h 时达到最

图 1　 菌株 TS-1 和 TS-2 的形态特征
Fig. 1　 Morphological

 

characteristics
 

of
 

strains
 

TS-1
 

and
 

TS-2

图 2　 菌株 TS-1 和 TS-2 的系统发育树
Fig. 2　 Phylogenetic

 

tree
 

of
 

strains
 

TS-1
 

and
 

TS-2

高值,为(672. 3±16. 2)
 

U / mL,而后随着发酵时间的

延长降低。 已有研究发现,黑曲霉代谢产果胶酶的

活性与发酵底物、培养条件等密切相关,优化以麸皮

为碳源的发酵条件后,果胶酶活性可达 4000
 

U/ mL[19] ;
而利用橘子皮为主要发酵底物,果胶酶活性最高为

264
 

U / mL[20] 。 因此,确定发酵时间为 72
 

h。
菌株 TS-1 发酵烟梗粉产果胶酶单因素试验结

果如图 3 所示。 由图 3 可知,当烟梗粉质量分数为

50
 

g / L 时, 果胶酶活性达到最高值, 为 ( 778. 2 ±
11. 8)

 

U / mL,继续提高烟梗粉质量分数,果胶酶活

性降低。 当发酵温度由 25
 

℃ 提高至 40 ℃ 时,果胶

酶活性呈现先升高后降低的趋势,30
 

℃ 时达到最高

值,为(787. 9±12. 1)
 

U / mL,是 35
 

℃ 和 40
 

℃ 时的

1. 3 倍和 1. 5 倍,这表明发酵温度过高会抑制菌株

TS-1 产果胶酶的能力。 当发酵 pH 值为 6. 0 时,果
胶酶活性达到最高值,为(780. 5 ± 11. 3)

 

U / mL,是
pH 值为 3. 0 时的 1. 5 倍,这表明菌株 TS-1 发酵产
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图 3　 菌株 TS-1 发酵烟梗粉产果胶酶
单因素试验结果

Fig. 3　 Single-factor
 

optimization
 

results
 

for
 

pectinase
 

production
 

by
 

strain
 

TS-1
 

using
  

tobacco
 

stem
 

powder
 

as
 

substrate

果胶酶的最适 pH 值为 6. 0。 综上可知,菌株 TS-1
发酵烟梗粉的最优条件为烟梗粉质量分数 50

 

g / L、
发酵温度 30

 

℃和发酵 pH 值 6. 0。

2. 3　 菌株 TS-2 发酵烟梗条件优化结果分析

菌株 TS-2 在产漆酶液体培养基中代谢较慢,在第

6
 

d 时粗酶液中漆酶活性最高,为(11. 4±0. 6)
 

U/ mL,
这符合黄孢原毛平革菌降解木质素的特性[14] 。 以

木质素为唯一碳源时,黄孢原毛平革菌发酵 6
 

d 的

漆酶活性达到最高值[14] ,本研究结果与其基本一

致。 因此,确定发酵时间为 6
 

d。
菌株 TS-2 发酵烟梗粉产漆酶的单因素试验结

果如图 4 所示。 由图 4 可知,当烟梗粉质量浓度为

50
 

g / L 时,漆酶活性达到最高值,为(18. 3±0. 3)
 

U/ mL,
继续提高烟梗粉质量浓度,漆酶活性降低,这可能

与底物中过量烟碱会抑制该菌株代谢有关[7,12] 。 当

氮源为(NH4) 2SO4 和 NH4NO3 时,漆酶活性分别为

(19. 8±0. 3)
 

U / mL 和(15. 3±0. 2)
 

U / mL,而当氮源

为尿素和酵母浸粉时,漆酶活性均较低,分别为

(5. 2±0. 2)
 

U / mL 和(12. 4±0. 2)
 

U / mL,这表明菌

株 TS-2 优先利用无机氮源。 当(NH4 ) 2SO4 质量浓

度由 0. 2
 

g / L 升高至 0. 8
 

g / L 时,漆酶活性先升高后

降低,最高为( 21. 1 ± 0. 2)
 

U / mL,此时( NH4 ) 2SO4

质量浓度为 0. 6
 

g / L。 郑耀通等[21] 研究也发现,高
质量浓度氮源会抑制黄孢原毛平革菌产漆酶的能

力。 当发酵温度为 30
 

℃ 时, 漆酶活性最高, 为

(21. 0±0. 3)
 

U / mL,而当发酵温度升高至 40
 

℃ 时,
漆酶活性降至( 8. 3 ± 0. 2)

 

U / mL,这表明温度过

高会抑制菌株 TS-2 产漆酶的能力。 综上可知,菌
株 TS-2 发酵烟梗粉的最优条件为烟梗粉质量浓

度 50
 

g / L、( NH4 ) 2 SO4 质量浓度 0. 6
 

g / L 和发酵

温度 30
 

℃ 。

2. 4　 2 种粗酶液单独酶解膨胀梗丝条件优化

结果分析

果胶酶粗酶液酶解膨胀梗丝中果胶的单因素

试验结果如图 5 所示。 由图 5 可知,当果胶酶粗酶

液添加量由 80
 

U / g 提高至 240
 

U / g 时,果胶降解率

由(3. 3±0. 5)%提高至(14. 9±0. 7)%,继续提高果

胶酶粗酶液添加量至 320
 

U / g 时,基本不增加果胶

的降解率。 果胶降解率随酶解时间的延长呈先增

加后趋于平缓的趋势,由 2. 5
 

h 时的(7. 3±0. 3)%提

高至 4. 0
 

h 时的(23. 3±0. 6)%。 当液质比为 1 ∶ 2
时,果胶降解率最高,为 ( 25. 2 ± 0. 8)%。 当酶解
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图 4　 菌株 TS-2 发酵烟梗粉产漆酶的单因素试验结果
Fig. 4　 Single-factor

 

optimization
 

results
 

for
 

laccase
 

production
 

by
 

strain
 

TS-2
 

using
 

tobacco
 

stem
 

powder
 

as
 

substrate

温度为 30
 

℃和 40
 

℃时,果胶降解率分别为(25. 9±
0. 5)%和(26. 2±0. 7)%,高于酶解温度为 20

 

℃ 和

50
 

℃时的果胶降解率。 综上可知,果胶酶粗酶液酶

解膨胀梗丝中果胶的最优条件为果胶酶粗酶液添

加量 240
 

U / g、酶解时间 4. 0
 

h、液质比 1 ∶ 2 和酶解

温度 30
 

℃ 。
漆酶粗酶液酶解膨胀梗丝中木质素的单因素

试验结果如图 6 所示。 由图 6 可知,当漆酶粗酶液

添加量由 0. 5
 

U / g 提高至 1. 5
 

U / g 时,木质素降解

率由(4. 7±0. 2)%提升至(7. 2±0. 5)%,继续提高漆

酶粗酶液添加量至 2. 0
 

U / g 对木质素降解率的提升

效果有限。 当酶解时间为 3. 5
 

h 时,木质素降解率

为(7. 8±0. 4)%,与酶解时间为 4. 0
 

h 时基本持平,
这可能与漆酶易被氧化失活有关。 当液质比为 1 ∶ 2
时,木质素降解率最高,为(7. 6±0. 4)%。 当酶解温

度为 30
 

℃ 时,木质素降解率最高,是酶解温度为

50
 

℃时的 6. 8 倍。 综上可知,漆酶粗酶液酶解膨胀

梗丝中木质素的最优条件为漆酶粗酶液添加量

2. 0
 

U / g、酶解时间 3. 5
 

h、液质比 1 ∶ 2 和酶解温度

30
 

℃ 。
基于上述最优条件进一步酶解膨胀梗丝,并

与未酶解膨胀梗丝进行对比,其主要化学成分含

量见表 1。 由表 1 可知,经两种粗酶液酶解处理

后,膨胀梗丝中淀粉、纤维素、半纤维素和蛋白质

的含量均稍有下降,但其降解效果总体低于果胶

和木质素。

2. 5　 2 种粗酶液复配对膨胀梗丝感官质量的影响

Box-Behnken 试验设计及感官评吸得分见表

2。 不同因素对感官评吸得分(R) 的多元回归方

程为:
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图 5　 果胶酶粗酶液酶解膨胀梗丝中果胶的单因素试验结果
Fig. 5　 Single-factor

 

optimization
 

results
 

for
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

pectin
 

in
 

expanded
 

tobacco
 

cut
 

stems
 

using
 

crude
 

pectinase

R= 69. 420
 

0+0. 025
 

0A+0. 100
 

0B-0. 175
 

0C+

0. 225
 

0AB
 

-0. 025
 

0AC+0. 275
 

0BC-1. 200
 

0A2 -

0. 422
 

5B2 -1. 870
 

0C2

方差分析及显著性检验结果见表 3。 由表 3 可

知,回归模型 P 值<0. 05,失拟项 P 值>0. 05,决定系

数 R2 为 0. 976,表明该模型回归显著、可靠,可在

97. 6%程度上解释感官评吸得分与 3 个变量之间的

关系。 由 F 值判断,各因素对评吸得分的影响顺序

为酶解时间(C) >漆酶粗酶液添加量(B) >果胶酶粗

酶液添加量(A)。

不同因素交互作用对感官评吸得分的影响如

图 7 所示。 由图 7 可知,漆酶粗酶液添加量与果胶

酶粗酶液添加量、果胶酶粗酶液添加量与酶解时

间、漆酶粗酶液添加量与酶解时间之间的交互作用

对感官评吸得分均有影响。 酶解时间的响应面弧

度变化较大,其对感官评吸得分影响最显著,其次

是漆酶粗酶液添加量和果胶酶粗酶液添加量。 利

用 Design-Expert
 

13 期望函数优化程序,以优化感官

评吸得分为目标,得到 2 种粗酶液复配酶解膨胀梗

丝的最佳工艺参数为漆酶粗酶液添加量 1. 51
 

U / g、

果胶酶粗酶液添加量为 168. 93
 

U / g、 酶解时间

2. 96
 

h。 考虑到实验操作的可行性,选取漆酶粗酶

液添加量、果胶酶粗酶液添加量和酶解时间分别为

1. 5
 

U / g、170
 

U / g 和 3. 0
 

h。 经实验验证,得到 2 种

粗酶液复配酶解膨胀梗丝的平均感官评吸得分为

71. 2 分,比未经粗酶液复配酶解膨胀梗丝的感官评

吸得分提高了 8. 2 分,符合实验预期。

2. 6　 膨胀梗丝酶解前后致香成分分析

膨胀梗丝酶解前后致香成分定量结果见表 4。

由表 4 可知,由于膨胀梗丝在酶解前经过水洗、提取
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图 6　 漆酶粗酶液酶解膨胀梗丝中木质素的单因素试验结果
Fig. 6　 Single-factor

 

optimization
 

results
 

for
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

of
 

lignin
 

in
 

expanded
 

tobacco
 

cut
 

stems
 

using
 

crude
 

laccase

表 1　 膨胀梗丝中主要化学成分含量
Table

 

1　 Contents
 

of
 

major
 

chemical
 

components
 

in
 

expanded
 

tobacco
 

cut
 

stems %
组别 淀粉含量 纤维素含量 半纤维素含量 蛋白质含量

未酶解 0. 43±0. 08 17. 7±0. 75 3. 2±0. 23 3. 4±0. 23
果胶酶粗酶液酶解 0. 41±0. 10 16. 9±0. 83 3. 0±0. 18 3. 2±0. 22
漆酶粗酶液酶解 0. 42±0. 07 16. 6±1. 08 3. 1±0. 12 3. 3±0. 17

表 2　 Box-Benhnken 试验设计及感官评吸得分
Table

 

2　 Box-Benhnken
 

experimental
 

design
 

and
 

sensory
 

evaluation
 

scores
序号 A / (U·g-1 ) B / (U·g-1 ) C / h R / 分 序号 A / (U·g-1 ) B / (U·g-1 ) C / h R / 分

1 160 1. 5 3. 0 69. 1 10 160 1. 0 4. 0 66. 3
2 80 1. 0 3. 0 67. 8 11 160 2. 0 2. 0 66. 4
3 80 1. 5 4. 0 66. 5 12 80 1. 5 2. 0 67. 7
4 160 1. 5 3. 0 69. 4 13 240 1. 0 3. 0 67. 7
5 240 1. 5 4. 0 67. 1 14 160 1. 5 3. 0 69. 2
6 240 2. 0 3. 0 68. 2 15 240 1. 5 2. 0 67. 2
7 160 1. 0 2. 0 66. 3 16 160 1. 5 3. 0 69. 9
8 160 2. 0 4. 0 66. 3 17 80 2. 0 3. 0 67. 4
9 160 1. 5 3. 0 69. 5
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等工艺,其致香成分总量较低,仅为 210. 85
 

μg / g,酶
解后总量提升至 258. 23

 

μg / g,增幅为 22. 5%。

表 3　 方差分析及显著性检验结果
Table

 

3　 Analysis
 

of
 

variance
 

results
 

and
 

significance
 

tests
 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 24. 465
 

8 9 2. 718
 

4 31. 042
 

0 0. 000
 

1
A 0. 005

 

0 1 0. 005
 

0 0. 057
 

1 0. 818
 

0
B 0. 080

 

0 1 0. 080
 

0 0. 913
 

5 0. 371
 

0
C 0. 245

 

0 1 0. 245
 

0 2. 797
 

7 0. 138
 

3
AB 0. 202

 

5 1 0. 202
 

5 2. 312
 

4 0. 172
 

2
AC 0. 002

 

5 1 0. 002
 

5 0. 028
 

6 0. 870
 

6
BC 0. 302

 

5 1 0. 302
 

5 3. 454
 

3 0. 105
 

4
A2 6. 292

 

7 1 6. 292
 

7 71. 857
 

0 0. 000
 

1
B2 0. 751

 

6 1 0. 751
 

6 8. 582
 

8 0. 022
 

0
C2 14. 763

 

2 1 14. 763
 

0 168. 580
 

0 0. 000
 

0
残差 0. 613

 

0 7 0. 087
 

6
失拟项 0. 225

 

0 3 0. 075
 

0 0. 773
 

2 0. 566
 

5
纯误差 0. 388

 

0 4 0. 097
 

0
合计 25. 078

 

8 16
R2 0. 976

　 　

酶解后膨胀梗丝中含量降低明显的致香成分主要

包括棕榈酸、2,4-二叔丁基苯酚和 2,2’ -亚甲基双

(6-叔丁基-4-甲基苯酚),这可能与粗酶液中酶解

此类成分的水解酶和氧化酶有关。 含量增加明显

的致香成分主要包括苯甲醇、糠醇、肉豆蔻酸异丙

酯、东莨菪亭和 9-羟基-4,7-巨豆二烯-3-酮,这一

方面可能是因为粗酶液中携带这些成分,另一方

面,粗酶液酶解膨胀梗丝获得了这些成分。 棕榈酸

对彰显烟叶蜜甜香风格具有重要贡献,2,4-二叔丁

基苯酚赋予烟叶强烈的芳香气味,苯甲醇赋予烟叶

柔和稍甜的芳香和弱的花香特征,糠醇赋予烟叶焦

糖香的特征,肉豆蔻酸异丙酯可改善烟叶的香气和

口感,9-羟基-4,7-巨豆二烯-3-酮能提高烟草的

甜香特征[8,22-23] 。
另外,仅在酶解后检出的致香成分较多,包括

苯乙醇、2-甲基丁酸、呋喃酚、3-环己基苯酚、菖蒲

酮、α-紫罗兰酮、大马士酮、茄酮和 3,5-二羟基-2-

图 7　 不同因素交互作用对感官评吸得分的影响
Fig. 7　 Effects

 

of
 

interactions
 

between
 

factors
 

on
 

sensory
 

evaluation
 

scores

表 4　 膨胀梗丝酶解前后致香成分定量结果
Table

 

4　 Quantitative
 

results
 

in
 

expanded
 

tabacco
 

cut
 

stem
 

pre-and
 

post-enzymatic
 

hydrolysis
 

μg / g
化合物名称 酶解前 酶解后

苯甲醇 0. 23 2. 98
苯乙醇 — 1. 32
芳樟醇 0. 21 0. 18
糠醇 0. 27 1. 02

棕榈酸 36. 91 10. 56
苯甲酸 0. 17 0. 15

2-甲基丁酸 — 0. 24
肉豆蔻酸异丙酯 98. 86 151. 35

3,5-二羟基-2-甲基-4H-吡喃-4-酮 — 0. 13
2,2’ -亚甲基双(6-叔丁基-4-甲基苯酚) 27. 80 12. 05

化合物名称 酶解前 酶解后

呋喃酚 — 1. 67
3-环己基苯酚 — 11. 23

菖蒲酮 — 16. 24
α-紫罗兰酮 — 0. 12
大马士酮 — 0. 56

茄酮 — 0. 22
东莨菪亭 14. 22 32. 49

2,4-二叔丁基苯酚 32. 01 15. 16
9-羟基-4,7-巨豆二烯-3-酮 0. 17 0. 56

　 　 注:—表示未检出。
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甲基-4H-吡喃-4-酮。 这些致香成分可增加膨胀

梗丝清甜香、玫瑰花香、坚果香、甘草香等香气,并
醇和烟气、减轻刺激等。 因此,经复配粗酶液酶解

的膨胀梗丝其感官品质明显提升。

3　 结论

本研究基于形态学观察和分子生物学理论将

从烟田土壤和腐朽烟梗中筛选获得的产果胶酶菌

株 TS-1 和产漆酶菌株 TS-2 鉴定为黑曲霉和黄孢原

毛平革菌。 通过单因素试验获得菌株 TS-1 和 TS-2
以烟梗粉为主要底物发酵产果胶酶和漆酶的最优

条件,二者最高酶活性分别为(787. 9±12. 1)
 

U / mL
和(21. 1±0. 2)

 

U / mL。 膨胀梗丝中果胶和木质素的

酶解与果胶酶 / 漆酶粗酶液添加量、酶解时间、液质

比和酶解温度有关, 二者最高降解率分别可达

(25. 9±0. 5)%和(7. 8±0. 4)%。 酶解膨胀梗丝的最

优粗酶液复配条件为果胶酶粗酶液添加量 170
 

U / g、
漆酶粗酶液添加量 1. 5

 

U / g、酶解时间 3. 0
 

h,酶解

后其感官评吸得分较未酶解膨胀梗丝提高了 8. 2
分,致香成分含量增加明显。 本研究为利用微生物

动态发酵烟梗废弃物,并将获得的粗酶液复配用于

改善烟梗感官品质提供了参考。
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Optimization
 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

process
 

for
 

expanded
 

tobacco
 

cut
 

stem
 

using
 

combined
 

crude
 

enzymes
 

of
 

pectinase
 

and
 

laccase
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Abstract:Pectinase-producing
 

strain
 

TS-1
 

and
 

laccase-producing
 

strain
 

TS-2
 

were
 

isolated
 

from
 

tobacco
 

field
 

soil
 

and
 

decayed
 

tobacco
 

stems.
 

Morphological
 

observation
 

and
 

molecular
 

biological
 

identification
 

confirmed
 

their
 

taxo-
nomic

 

status
 

as
 

Aspergillus
 

niger
 

and
 

Phanerodontia
 

chrysosporium,
 

respectively.
 

Enzyme
 

production
 

conditions
 

were
 

optimized
 

via
 

single-factor
 

experiments:
 

for
 

TS-1
 

pectinase
 

production,
 

the
 

optimal
 

parameters
 

were
 

tobacco
 

stem
 

powder
 

concentration
 

50
 

g / L,
 

fermentation
 

temperature
 

30
 

℃ ,
 

and
 

pH
 

value
 

6. 0;
 

for
 

TS-2
 

laccase
 

produc-
tion,

 

the
 

optimal
 

conditions
 

were
 

tobacco
 

stem
 

powder
 

concentration
 

50
 

g / L,
 

(NH4) 2SO4
 concentration

 

0. 6
 

g / L,
 

and
 

fermentation
 

temperature
 

30
 

℃ .
 

The
 

hydrolysis
 

conditions
 

for
 

pectin
 

in
 

expanded
 

tobacco
 

cut
 

stems
 

were
 

opti-
mized

 

as
 

crude
 

pectinase
 

dosage
 

240
 

U / g,
 

hydrolysis
 

time
 

4. 0
 

h,
 

liquid-to-solid
 

ratio
 

1 ∶ 2,
 

at
 

30
 

℃ ;
 

for
 

lignin
 

hydrolysis,
 

the
 

optimal
 

conditions
 

were
 

crude
 

laccase
 

dosage
 

2. 0
 

U / g,
 

hydrolysis
 

time
 

3. 5
 

h,
 

liquid-to-solid
 

ratio
 

1 ∶ 2,
 

at
 

30
 

℃ .
 

The
 

co-application
 

of
 

crude
 

enzymes
 

achieved
 

optimal
 

hydrolysis
 

at
 

pectinase
 

dosage
 

170
 

U / g,
 

laccase
 

dosage
 

1. 5
 

U / g,
 

and
 

hydrolysis
 

time
 

3. 0
 

h.
 

Post-hydrolysis,
 

the
 

sensory
 

evaluation
 

score
 

of
 

expanded
 

cut
 

stems
 

increased
 

by
 

8. 2
 

points
 

compared
 

to
 

untreated
 

samples,
 

accompanied
 

by
 

a
 

significant
 

elevation
 

in
 

aroma
 

con-
stituent

 

content.
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