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烟草中淀粉降解菌的筛选$鉴定及发酵工艺优化
@&%""-,-

*

"

,4"-/,+,&$/,)-$-4+"%2"-/$/,)-

(

%)&"##)

(

/,2,:$/,)-)+

#/$%&'4"

*

%$4,-

*

.$&/"%,$,-/).$&&)

张晓瑞%

6!8#$%&/2(=*&

%

!

刘晓晖!

14-%&/2(C*&

!

!

付
!

博%

?-T2

%

!

杨宗灿'

N8#$62'

E

(A/'

'

!

时向东%

:!4%&/'

E

(@2'

E

%

!

%P

河南农业大学烟草学院%河南 郑州
!

&*""""

$

!P

深圳烟草工业有限责任公司%

广东 深圳
!

*%$"""

$

'P

河南中烟工业有限责任公司技术中心%河南 郑州
!

&*""""

#

!

%PI2DD+

E

+2

>

B2</AA2:A&+'A+

%

!+'/'8

E

=&A*D;*=/D-'&F+=G&;

)

%

6C+'

E

RC2*

%

!+'/'&*""""

%

IC&'/

$

!P:C+'RC+'B2</AA24'@*G;=&/DI2P

%

1;@P

%

:C+'RC+'

%

$*/'

E

@2'

E

*%$"""

%

IC&'/

$

'PB+AC'2D2

E)

I+';+=

%

IC&'/B2</AA2!+'/'4'@*G;=&/DI2P

%

1;@P

%

6C+'

E

RC2*

%

!+'/'&*""""

%

IC&'/

#

摘要!从河南初烤烟叶表面分离筛选得到一株淀粉降解

菌
TM/2

"并对菌株产酶培养基和烟叶发酵工艺进行优

化#结果表明%淀粉降解菌
TM/2

为枯草芽孢杆菌&

T/(

A&DD*GG*<;&D&G

'"其最佳产酶培养基配方为%可溶性淀粉与

红薯淀粉&

0

可溶性淀粉
j0

红薯淀粉
]%j%

'

%#?"

8

)

-

"蛋白胨

与酵母粉&

0

蛋白胨
j0

酵母粉
]%j%

'

!%?$1
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"

,VN

'
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-

"菌株经最佳产酶培养基培养后"其菌株酶活力

提高了
#%?*%P

$烟叶发酵最优工艺为%

TM/2

菌株粗酶液

添加量
&P

!发酵温度
'*g

!发酵时间
!#;

"发酵后淀粉

降解率达
'%?#*P

"总糖和还原糖含量分别增加了
%$?$P

"

!"?!P

"感官品质显著提升&

[

%

"?"*

'"香气质变好"香气

量增加#

关键词!烟草$淀粉降解菌$筛选$鉴定$培养基优化$发酵

工艺
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淀粉是烟叶中重要的有机化合物%其含量过高会产

生焦糊气味以及多种有害成分%对烟草制品的感官质量

产生不良影响)

%Y'

*

&相较于国外优质烟叶%中国烟叶淀

粉含量普遍偏高&研究)

&

*表明%一定范围内%烟叶感官质

量随淀粉含量的下降而提升&因此利用适宜的方法降解

烟叶淀粉对提升烟叶品质具有重要意义)

*

*

&

大量研究)

2Y#

*表明%微生物法降解烟叶淀粉可显著

提升烟叶品质&胥海东)

$

*利用枯草芽孢杆菌对烟叶进行

发酵%烟叶淀粉降解率达
%%?&1P

%烟叶内在品质得到改

善$陈雨峰等)

1

*发现%烟叶经不同浓度芽孢杆菌菌液发酵

后%烟叶淀粉含量显著降低%糖含量和香气量增加%烟叶

品质显著提升&微生物法在降解烟叶淀粉方面应用广

泛%但仍存在烟叶淀粉降解率偏低%效果不稳定+烟用微

生物工业应用技术缺乏等问题&烟叶发酵过程中%提高

产淀粉酶菌株的酶活可提高烟叶淀粉的降解率)

%"

*

%而目

前研究多集中于利用诱变+转基因以及选育优良菌株等

技术提高菌株酶活性以改善烟叶发酵效果%其操作方式

复杂且周期较长)

%%Y%'

*

&相对而言%通过产酶培养基优化

和发酵工艺优化相结合的方法%不仅能在较短时间内提

$#

.NNORQ)STUV3WX

第
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卷第
!

期 总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



高菌株酶活及烟叶淀粉降解率%而且能够稳定工业应用

效果&

文章拟从烟叶表面筛选出本源微生物%通过响应面

试验优化菌株产酶条件%利用正交试验优化烟叶发酵工

艺%旨在通过微生物发酵定向解决烟叶淀粉问题%为提升

烟叶品质及烟用微生物的工业应用提供依据&

%

!

材料与方法
%?%

!

材料

供试烟叶"

!"%1

年河南许昌襄县
(!.

初烤烟叶$

淀粉培养基"蛋白胨
%"?"

8

+牛肉膏
*?"

8

+

V5S7

*?"

8

+可溶性淀粉
!"?"

8

+琼脂粉
%*?"

8

%水
%"""4-

%

J

T#?"

$

-(

培养基"酵母粉
*?"

8

+蛋白胨
%"?"

8

+

V5S7

%"?"

8

+水
%"""4-

%

J

T#?"

$

-(

固体培养基"酵母粉
*?"

8

+蛋白胨
%"?"

8

+

V5S7

%"?"

8

+琼脂粉
%*

8

+水
%"""4-

%

J

T#?"

$

发酵培养基"可溶性淀粉
%"?"

8

+蛋白胨
%"?"

8

+

V5S7

'?"

8

+水
%"""4-

%

J

T#?"

&

%?!

!

试验方法

%?!?%

!

产淀粉酶菌株的筛选

!

%

#初筛"参照桑筱筱等)

%&

*的方法并修改%将
%"

8

烟

叶置于
%*" 4-

灭菌蒸馏水中%

'* g

+

%2"F

(

46<

培养

!&;

%按
%"

Y'

%

%"

Y&

%

%"

Y*倍稀释涂布于
-(

固体培养基%

'*g

培养
!&;

&挑取单菌落至淀粉培养基%培养
!&;

%滴

加碘液%观察透明圈产生情况%测定各菌株的透明圈直

径(菌落直径!

J

(

@

值#&

!

!

#复筛"将
J

(

@

值较大的菌株接种至
-(

液体培

养基%

'*g

+

%2"F

(

46<

培养
!&;

%将种子液按
%P

接种量

接种于发酵培养基%摇瓶培养%

& g

+

&"""F

(

46<

离心

!"46<

&用
J

T#?"

的
,T

!

[N

&

'

V5NT

缓冲液洗涤菌

体沉淀!

%"""4-

发酵液菌体中加入
%""4-

缓冲液#%

超声波破碎
&" 46<

!

!" ^

%间隔
&I

%超声
!I

#%

& g

+

$"""F

(

46<

离心
!"46<

%测定上清液!粗酶液#

)

%*

*的淀粉

酶活力&

!

'

#淀粉酶活力测定"以
&*g

+

J

T*

条件下%

%?"4-

菌株粗酶液每分钟催化分解淀粉生成
%4

8

麦芽糖所需

酶量定义为
%

个酶活力单位&

%?!?!

!

菌株形态观察及分子鉴定

!

%

#形态观察"将
TM/2

菌株接种至
-(

固体培养基%

'*g

培养
!&;

%观察菌落形态特征并对菌株进行革兰氏

染色&

!

!

#分子生物学鉴定"依据细菌基因组
OV)

试剂盒

提取
TM/2

菌株基因组
OV)

&以菌株
TM/2

的基因组

OV)

为模板%利用引物
8G

F)/.

!

*l/S)ZBZBBBZ)BS/

SBZZSB/'l

#和
8G

F)/W

!

*l/)ZZ)ZSBZ)BSS)ZSSZ/

S)/'l

#扩增
8G

F)

序列&经
%P

琼脂糖凝胶电泳检测%将

8G

F)

阳性克隆条带的
[SW

产物送至生工生物工程!上

海#股份有限公司进行测序&测定结果利用
(-)+B

比对

分析%并用
Q3Z)2?"

软件邻接法构建系统发育树%明确

菌株
TM/2

的分类地位&

%?!?'

!

TM/2

菌株产酶培养基优化

!

%

#碳源种类及质量浓度对菌株淀粉酶活力的影响"

发酵培养基中分别以
%"

8

(

-

的可溶性淀粉+红薯淀粉+葡

萄糖+可溶性淀粉与红薯淀粉混合粉!

0

可溶性淀粉
j0

红薯淀粉

为
%j%

#作为碳源%其他条件不变%测定淀粉酶活力%确定

最适碳源&调整最适碳源质量浓度为
*

%

%"

%

%*

%

!"

%

!*

8

(

-

%考察碳源最适质量浓度对菌株淀粉酶活力的

影响&

!

!

#氮源种类及质量浓度对菌株淀粉酶活力的影响"

以质量浓度为
%"

8

(

-

的蛋白胨+

VT

&

VN

'

+酵母粉+蛋白

胨与酵母粉混合粉!

0

蛋白胨
j0

酵母粉为
%j%

#作为氮源%其

他条件不变%测定淀粉酶活力%确定最适氮源&调整最适

氮源质量浓度分别为
*

%

%"

%

%*

%

!"

%

!*

8

(

-

%考察最适氮源

质量浓度对菌株淀粉酶活力的影响&

!

'

#无机盐种类及质量浓度对菌株淀粉酶活力影响"

分别添加质量浓度为
'

8

(

-

的
V5S7

+

S5S7

!

+

,VN

'

+

Q

8

+N

&

作为无机盐%其他条件不变%测定淀粉酶活力%确

定最适无机盐&调整最适无机盐的质量浓度分别为
%

%

'

%

*

%

#

%

1

8

(

-

%考察最适无机盐的质量浓度对菌株淀粉酶活

力的影响&

!

&

#响应面优化"依据单因素试验结果%以最适碳源+

氮源+无机盐为自变量%采用
O@I6

8

<3L

J

@FD%%

软件对培

养基成分进行
(EL/(@;<a@<

响应面试验优化&

%?!?&

!

烟叶发酵工艺优化
!

参照谷月)

%2

*的方法并修改%

烟叶经回潮+切丝后制得试验用长度均匀的烟丝&将产

酶优化后菌株
TM/2

的粗酶液均匀喷施于烟丝表面%以烟

丝表面喷施同等比例
,T

!

[N

&

'

V5NT

缓冲液为对照%

无菌水调整烟叶含水率至
%$P

%于恒温恒湿箱中进行发

酵&发酵后烟丝于
$"g

烘箱中干燥
*46<

%对菌株粗酶

液进行灭活&

!

%

#发酵时间对烟叶淀粉质量分数的影响"将粗酶液

按烟丝重量
'P

的比例均匀喷施于烟丝表面%

''g

分别

发酵
$

%

%2

%

!&

%

'!

%

&"

%

&$;

后测定烟叶淀粉质量分数&

!

!

#粗酶液添加量对烟叶淀粉质量分数的影响"将粗

酶液分别按烟丝重量
%P

%

'P

%

*P

%

#P

的比例均匀喷施

于烟丝表面%

''g

发酵
!&;

后测定烟叶淀粉质量分数&

!

'

#发酵温度对烟叶淀粉质量分数的影响"将粗酶液

按烟丝重量
'P

的比例均匀喷施于烟丝表面%分别于
!'

%

!$

%

''

%

'$

%

&'g

发酵
!&;

后测定烟叶淀粉质量分数&

!

&

#正交优化"在单因素试验基础上%以烟叶淀粉质

量分数为指标%考察发酵时间+粗酶液添加量+发酵温度

%#

"

\E7?'#

"

VE?!

张晓瑞等!烟草中淀粉降解菌的筛选$鉴定及发酵工艺优化



对烟叶淀粉的降解效果%设计三因素三水平正交试验%优

化发酵工艺&

%?!?*

!

常规化学成分的测定
!

!

%

#水溶性总糖及还原糖"按
XS

(

B%*1

'

!""!

执行&

!

!

#总植物碱"按
XS

(

B%2"

'

!""!

执行&

!

'

#总氮"按
XS

(

B%2%

'

!""!

执行&

!

&

#淀粉"按
XS

(

B!%2

'

!"%'

执行&

%?!?2

!

感官评价
!

发酵烟丝卷制成卷烟%于!

!!i%

#

g

+

相对湿度!

2"i!

#

P

下平衡水分
&$;

&由河南中烟工业

有限责任公司技术中心组织评吸专家从卷制样品的香气

质!

8

#+香气量!

T

#+浓度!

I

#+柔细度!

J

#+余味!

L

#+杂气

!

?

#及刺激性!

$

#

#

个方面进行感官质量评价&感官评价

总分
]

!

8_T

#

!̀P'_I %̀P*_J_L_?_$

&

%?!?#

!

数据处理
!

各试验指标均重复
'

次%采用
+[++

%#?"

软件进行统计分析%

NF6

8

6<!"%1

软件绘图&

!

!

结果与分析
!?%

!

烟叶中产淀粉酶菌株的分离与筛选

经初步筛选产生透明圈的菌株共有
*'

株%其中
J

(

@

值
#

%?*

的菌株
%"

株!见图
%

#&由表
%

可知%菌株
TM/2

的
J

(

@

值最大%初步判断
TM/2

菌株淀粉酶活力最高&

图
%

!

产淀粉酶菌株的透明圈及生长情况

.6

8

>F@%

!

BF5<I

J

5F@<D=6F=7@5<A

8

FE9D;EK54

G

75I@

J

FEA>=6<

8

IDF56<

表
%

!

%"

株淀粉酶产生菌菌株的透明圈直径与菌落直径

B5C7@%

!

BF5<I

J

5F@<D=6F=7@A654@D@F5<A=E7E<

G

A654@D@F

EK%"54

G

75I@/

J

FEA>=6<

8

IDF56<I

菌株编号 透明圈直径
J

(

44

菌落直径
@

(

44 J

(

@

值

TM/2 %&?""i"?%* &?""i"?"& '?*"i"?"$

TM%* %1?""i"?!% $?""i"?"1 !?'"i"?"*

TM%1 %!?""i"?%' *?""i"?"* !?&"i"?"*

TM'# %"?""i"?%% *?""i"?"* !?""i"?"&

.V!" %*?""i"?%2 $?""i"?"1 %?1"i"?"&

.V!1 %!?""i"?%' 2?""i"?"2 !?""i"?"&

XS/' %&?""i"?%* $?""i"?"1 %?$"i"?"&

XS%1 %!?""i"?%' $?""i"?"1 %?*"i"?"'

XS!2 %"?""i"?%% 2?""i"?"2 !?""i"?"&

XS'% %!?""i"?%' 2?""i"?"2 !?""i"?"&

!!

由图
!

可知%菌株
TM/2

的淀粉酶酶活最大%为

'$?12d

(

4-

%因此选择
TM/2

为试验菌株&赵淑琴等)

%#

*

从富含淀粉的土壤中筛选出初始酶活为
'!?*d

(

4-

高产

淀粉酶菌株$聂晶晶等)

%$

*从烟叶表面筛选出一株高效降

淀粉的解淀粉芽孢杆菌%其酶活为
!*?!d

(

4-

%均低于菌

株
TM/2

的酶活&

!?!

!

菌株
TM/2

的形态与分子学鉴定

由图
'

可知%

TM/2

菌落呈乳白色%不透明%边缘不规

则%直径约
&44

%经革兰氏染色为阳性菌%细胞形态呈

杆状&

!!

Z

G

F)

序列分析结果表明%菌株
TM/2

与枯草芽孢杆

菌的同源性达
11P

$采用邻接法构建菌株
TM/2

及其相

似菌株的系统发育树%结果表明
TM/2

菌株与枯草芽孢杆

菌
+WSQ%"%'1'

亲缘关系最近!图
&

#&综合形态特征和

8G

F)

序 列 分 析 结 果%菌 株
TM/2

为 枯 草 芽 孢 杆 菌

!

T/A&DD*GG*<;&D&G

#&

!?'

!

TM/2

菌株产酶培养基优化

!?'?%

!

单一碳源+氮源+无机盐对酶活的影响
!

由图
*

!

5

#

可知%碳源种类对菌株产淀粉酶影响显著!

[

%

"?"*

#%相

较于单一碳源%可溶性淀粉与红薯淀粉!

0

可溶性淀粉
j

0

红薯淀粉为
%j%

#混合作为碳源时%

TM/2

菌株淀粉酶活性

最高%可能是由于混合培养基中淀粉含量较高%菌株产生

的淀粉酶将淀粉水解为葡萄糖%菌体能利用产生的葡萄

糖进行增殖%且红薯淀粉中含有多种矿质元素和维生素%

图
!

!

%"

株淀粉酶产生菌的淀粉酶活力

.6

8

>F@!

!

)4

G

75I@5=D6H6D

G

EK%"54

G

75I@/

J

FEA>=6<

8

C5=D@F65

图
'

!

菌落形态特点

.6

8

>F@'

!

S;5F5=D@F6ID6=IEK=E7E<

G

4EF

J

;E7E

8G
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图
&

!

TM/2

菌株系统发育树

.6

8

>F@&

!

[;

G

7E

8

@<@D6=DF@@EKIDF56<TM/2

字母不同表示差异显著!

[

%

"?"*

#

图
*

!

各因素对淀粉酶酶活的影响

.6

8

>F@*

!

3KK@=DEKH5F6E>IK5=DEFE<@<:

G

4@5=D6H6D

G

EKIDF56<

这些营养物质促使菌体量不断增加%提高了淀粉酶产

量)

%1

*

%与代阳等)

!"

*的结果一致&

!!

由图
*

!

C

#可知%无机氮'''硝酸铵作为氮源时%菌株

TM/2

酶活性最低$而有机氮源作为氮源时的产酶效果明

显优于无机氮源%这是因为有机氮源含有丰富的氨基酸+

维生素及生长因子等营养物质%其中氨基酸可直接参与

微生物体内的转氨或脱氨作用%维生素可作为一些酶的

辅因子参与胞内生命活动%提高菌株产酶效果)

!%

*

&相较

于单一有机氮源%蛋白胨与酵母粉!

0

蛋白胨
j0

酵母粉 为
%j

%

#混合作为氮源时%

TM/2

菌株酶活力最高%这是由于酵

母粉分子比蛋白胨分子小%更易被菌体吸收%促进菌体生

长%蛋白胨则利于菌体稳定期的延长%促进菌体代谢及产

酶%共同使用时增强了菌株的产酶作用)

!!Y!&

*

&

由图
*

!

=

#可知%以
,VN

'

作为无机盐时%

TM/2

菌株

淀粉酶活力显著高于其他处理%其次是
Q

8

+N

&

+

S5S7

!

+

V5S7

%表明
,VN

'

能显著提高枯草芽孢杆菌
TM/2

的酶

活%这是由于
,

_ 能提高酶的结构稳定性%提高酶活

性)

!*

*

%与丁翠珍等)

!2

*的结果一致&

!?'?!

!

碳源+氮源+无机盐质量浓度对酶活的影响
!

由

图
2

可知%随着碳源!

0

可溶性淀粉
j0

红薯淀粉 为
%j%

#质量浓

度的增加%酶活先升高后降低%当碳源质量浓度为
%*

8

(

-

时%酶活最高&当氮源!

0

蛋白胨
j0

酵母粉为
%j%

#质量浓度

为
!"

8

(

-

时%酶活最高$随着氮源质量浓度的增加%酶活

显著降低%可能是混合氮源浓度过高使培养基渗透压增

加%细胞脱水或死亡%抑制了酶的表达&当
,VN

'

质量浓

度为
'

8

(

-

时%酶活最高&

!?'?'

!

(EL/(@;<a@<

设计与结果
!

在单因素试验基础上%

以碳源!

0

可溶性淀粉
j0

红薯淀粉 为
%j%

#质量浓度+氮源

!

0

蛋白胨
j0

酵母粉为
%j%

#质量浓度+

,VN

'

质量浓度为自

变量%根据
(EL/(@;<a@<

中心组合原理设计三因素三水

平响应面试验优化产酶培养基&试验因素水平表见表
!

%

试验设计与结果见表
'

&

由软件可得各因素对菌株产淀粉酶酶活!

N

#的多元

回归方程为"

N]22?%$_'?""8_&?$'TY"?&&*"IY%?'28T_

%?$8I_%?*'TIY1?'&8

!

Y!?'!T

!

Y'?'!I

!

& !

%

#

!!

由表
&

可知%模型
[]"?"""$

%

"?"%

%表明该数学模

型选择恰当$失拟项
[]"?"*2$

#

"?"*

%说明试验无失拟

项因素存在%进一步说明模型拟合度良好&决定系数

Q

!

]"?1*%%

%表明有
1*?%%P

的试验数据可用此模型进行

'#

"

\E7?'#

"

VE?!

张晓瑞等!烟草中淀粉降解菌的筛选$鉴定及发酵工艺优化



字母不同表示差异显著!

[

%

"?"*

#

图
2

!

各因素质量浓度对菌株酶活的影响

.6

8

>F@2

!

3KK@=DIEKH5F6E>IK5=DEFIE<@<:

G

4@5=D6H6D

G

表
!

!

(EL/(@;<a@<

试验设计因素水平

B5C7@!

!

-@H@7EK(EL/(@;<a@<@L

J

@F64@<D57A@I6

8

<K5=DEFI

8

%

-

水平
)

碳源质量浓度
(

氮源质量浓度
S,VN

'

质量浓度

Y% %" %* !?"

" %* !" '?"

% !" !* &?"

表
'

!

响应面试验设计与结果

B5C7@'

!

W@I

J

E<I@I>FK5=@D@IDA@I6

8

<5<AF@I>7DI

试验号
) ( S

酶活(!

d

.

4-

Y%

#

% % Y% " *&?%&

! " " " 2'?$!

' " % % 2&?%2

& % % " 2'?!%

* % " % *#?1#

2 " " " 22?$%

# Y% % " *#?2'

$ Y% Y% " &'?%!

1 " " " 22?#'

%" % " Y% *!?#1

%% " " " 22?##

%! " Y% % *'?*$

%' " Y% Y% 2"?"%

%& " % Y% 2&?&*

%* " " " 22?#1

%2 Y% " % *"?22

%# Y% " Y% *!?2$

解释%真实值与预测值之间具有较好的拟合度和可靠度%

该方案可行&由
?

值判断%各因素对淀粉酶活的影响顺

序为
(

#

)

#

S

$

)

+

(

+

)

!对菌株酶活影响极显著!

[

%

"?"%

#%

S

!对菌株酶活影响显著!

[

%

"?"*

#&

表
&

!

回归模型方差分析h

B5C7@&

!

)<57

G

I6IEKH5F65<=@EKF@

8

F@II6E<4EA@7

方差来源 平方和 自由度 均方
?

值
[

值

模型
#*#?"$ 1 $&?%! %*?%&

"?"""$

''

) #!?%! % #!?%! %!?1$

"?""$#

''

( %$2?!* % %$2?!* ''?*' "?"""#

''

S %?*$ % %?*$ "?!1 "?2"11

)( #?&" % #?&" %?'' "?!$2'

)S %!?12 % %!?12 !?'' "?%#"*

(S 1?&! % 1?&! %?#" "?!''1

)

!

'2#?&# % '2#?&# 22?%*

%

"?"""%

''

(

!

!!?2" % !!?2" &?"# "?"$'*

S

!

&2?'' % &2?'' $?'&

"?"!'&

'

残差
'$?$$ # *?**

((((((((((((((((((((((

失拟项
'%?1" ' %"?2' 2?"$ "?"*2$

纯误差
2?11 & %?#*

总变异
#1*?12 %2

!

h

!''

表示差异极显著!

[

%

"?"%

#%

'

表示差异显著!

[

%

"?"*

#&

!?'?&

!

响应曲面分析
!

由图
#

可知%碳源质量浓度与氮

源质量浓度+碳源质量浓度与
,VN

'

质量浓度之间的交

互作用影响显著%氮源质量浓度与
,VN

'

质量浓度之间

的交互作用影响较小&同时影响酶活最显著的因素是氮

源质量浓度%表现为其响应面弧度变化最大%其次是碳源

质量浓度和
,VN

'

质量浓度&

!?'?*

!

发酵最佳培养基确定及验证
!

应用
O@I6

8

</3L

J

@FD

软件得到产酶培养基的最佳配方为碳源!

0

可溶性淀粉
j

0

红薯淀粉 为
%j%

#质量浓度
%#?"

8

(

-

%氮源!

0

蛋白胨
j0

酵母粉

为
%j%

#质量浓度
!%?$1

8

(

-

%

,VN

'

质量浓度
!?*$

8

(

-

%

预测酶活为
22?!'d

(

4-

&经
'

次实验验证%得到酶活平

均值为!

22?$!i"?2*

#

d

(

4-

%与理论值基本吻合%说明该

(#

基础研究
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!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



回归方程能比较真实地反映各因素对菌株酶活的影响%

且酶活优于王越)

!#

*的&

!?&

!

烟叶发酵工艺优化

!?&?%

!

发酵条件对烟叶淀粉质量分数的影响
!

由图
$

可

知%与对照组相比%烟叶经粗酶液发酵后淀粉质量分数显

著下降%发酵
'!;

时%烟叶淀粉质量分数由最初的
&?$*P

下降至
'?*'P

%降幅达
!#?!%P

&当粗酶液添加量为
*P

时%烟叶淀粉质量分数下降幅度最大%达
!#?2'P

%当粗酶

液添加量
#

*P

时%淀粉质量分数变化趋势平缓%主要是

随着粗酶液添加量的增加%酶与底物反应越彻底完全%当

图
#

!

各因素交互作用对酶活的影响

.6

8

>F@#

!

3KK@=DEK6<D@F5=D6E<EKH5F6E>IK5=DEFIE<@<:

G

4@5=D6H6D

G

字母不同表示差异显著!

[

%

"?"*

#

图
$

!

发酵条件对烟叶淀粉含量的影响

.6

8

>F@$

!

3KK@=DIEKK@F4@<D5D6E<=E<A6D6E<IE<ID5F=;=E<D@<DEKDEC5==E7@5H@I

粗酶液添加量达到一定值时%酶分子之间互相竞争加剧%

过量的酶分子无法与底物接触%烟叶淀粉降解效果降低&

当发酵温度为
!$

"

&' g

时%烟叶淀粉质量分数显著降

低%温度为
''g

时烟叶淀粉质量分数最低%此时淀粉降

解率为
%#?"%P

$当温度超过
'$ g

时%由于发酵温度过

高%菌株酶活性下降%烟叶淀粉降解效果降低&

!?&?!

!

正交试验
!

以烟叶淀粉质量分数为指标%根据单

因素试验结果设计正交试验%试验因素水平表见表
*

%结

果与分析见表
2

&

表
*

!

正交试验因素水平表

B5C7@*

!

TEF6:E<D57D5C7@EKEFD;E

8

E<57@L

J

@F64@<D57K5=DEFI

水平
)

发酵时间(
; (

粗酶液添加量(
P S

发酵温度(
g

% !# & '"

! '! * ''

' '# 2 '*

表
2

!

正交试验结果与分析

B5C7@2

!

NFD;E

8

E<57D@IDF@I>7DI5<A5<57

G

I6I

试验号
) ( S

淀粉质量分数(
P

% % % % '?#&

! % ! ! '?22

' % ' ' '?#%

& ! % ! '?$#

* ! ! ' &?"'

2 ! ' % &?!#

# ' % ' '?2*

$ ' ! % &?%"

1 ' ' ! '?1"

X

%

'?#" '?#* &?"'

((((((((((((((((((((((

X

!

&?"2 '?1' '?$%

X

'

'?$$ '?12 '?$"

Q "?'2 "?!% "?!'

)#

"

\E7?'#

"

VE?!
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!!

由表
2

可知%烟叶最佳发酵组合为
)

%

(

%

S

'

%即发酵

时间
!#;

+菌株粗酶液添加量
&P

+发酵温度
'*g

&对最

佳发酵组合进行实验验证!

']'

#%发酵后烟叶淀粉质量

分数为
'?'%P

%相较于原烟!淀粉质量分数为
&?$*P

#淀粉

降解率达
'%?#*P

%且高于胥海东)

$

*

!

%%?&1P

#和冯颖杰

等)

!$

*

!

!1?$&P

#的&

!?&?'

!

最佳发酵工艺条件下烟叶常规化学成分及感官质

量变化
!

由表
#

可知%烟叶经粗酶液发酵后%总糖+还原

糖质量分数分别增加了
%$?$P

%

!"?!P

$总氮和烟碱质量

分数显著降低%两糖差显著降低&杜咏梅等)

!1

*研究表明%

提高还原糖相对于总糖的质量分数+减少两糖差值%有利

于提高烟叶吃味品质&

由表
$

可知%发酵后烟叶感官质量显著提升%香气量

增加+香气质提升+杂气减轻+刺激性降低&这是由于微生

物发酵将烟叶淀粉转化为可溶性糖%增加了烟叶中的潜香

类物质%减少了烟叶的杂气来源%从而提升了烟叶的工业

可用性)
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$且还原糖等烟叶香气前体物质对感官评价影响

显著%烟叶香气特性与还原糖呈极显著正相关)
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结论
试验筛选的枯草芽孢杆菌

TM/2

具有高效降解烟叶

淀粉的功能特性%经最佳产酶培养基优化后菌株
TM/2

淀

粉酶活达
22?$!d

(

4-

%较初始培养条件下的酶活提高了

#%?*%P

&烟叶经菌株
TM/2

粗酶液发酵后%淀粉降解率

达
'%?#*P

%烟叶的总糖和还原糖含量显著增加&发酵处

理后的烟叶感官品质显著提升%香气量增加+香气质提

升+杂气减轻%工业可用性增加&后续将重点研究生产线

酶制剂施用技术及烟叶发酵控制技术%为工业化应用提

供技术支撑&
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