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摘　要　以复烤烟叶为试验材料，研究了异地醇化过程中生物活性的变化。结果表明：复烤烟叶异地醇化过程中，

醇化初期叶面微生物数量和生物酶活性迅速上升，之后随着醇化的进行而逐渐下降；中部烟叶叶面微生物数量总

体大于上部和下部烟叶，并可检出蛋白酶活性，而上部和下部烟叶均未能检出其活性，纤维素酶和淀粉酶活性均为

中部＞上部＞下部烟叶，而蔗糖酶活性为下部＞中部＞上部烟叶；同等级复烤烟叶存放于西昌烟叶仓库的生物活

性水平高于成都烟叶仓库。
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　　烤烟品质除受品种、生态条件、栽培技术等因素

的影响外，烟叶的初烤、复烤和醇化等也对其有显著

影响。烟叶醇化过程中的微生物和酶及相关化学物

质的协调作用，能诱发一系列生理生化反应，而微生
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物和酶的作用贯穿于烟叶醇化始终，对烟叶品质影

响较大［１４］。微生物不仅可以通过自身的生命力作

用于烟叶，而且还通过其代谢产生的生物酶参与烟

叶的生理生化反应，促进烟叶中大分子化合物的转

化［５］；醇化过程中随着酶促反应的进行，烟叶中多酚

氧化酶和过氧化物酶在有氧条件下，可催化酚类氧

化成醌、再进一步聚合形成与烟叶颜色和香味有关

的黑色素化合物［６］，淀粉酶和蛋白酶与烟叶中大分

子物质的降解有密切关系，其降解发生的美拉德反

应对提高烟叶香气质量具有重要作用［７］；有研究表

明，将微生物或酶用于烟叶醇化可缩短醇化时间、提

高烟叶品质和改善烟气特性等［７１０］。因此，研究醇

化过程中微生物和酶的变化规律，对调控微生物和

酶的作用、提高醇化效率、乃至揭示烟叶醇化机理等

具有重要意义。关于烟叶在醇化过程中的微生物和

酶的变化研究已有不少报道［５，１０１６］，但关于复烤烟

叶异地醇化叶面微生物和生物酶的变化研究尚未见

报道。本研究将相同试材（复烤烟叶 Ｂ３Ｆ、Ｃ３Ｆ、

Ｘ３Ｆ）置于异地不同醇化条件的仓库中，通过测定醇

化过程中不同时间点的烟叶生物活性情况，试图揭

示复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生物数量和４种

生物酶活性的变化规律，为进一步研究烟叶醇化机

理及人工参与调控烟叶醇化进程提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

四川会东红花大金元复烤烟叶，等级为Ｂ３Ｆ、

Ｃ３Ｆ、Ｘ３Ｆ。含水率为１１．０％～１３．０％，采用纸箱包

装（２００ｋｇ／箱），包装密度为２６７．９ｋｇ／ｃｍ
３，每４箱

１个木托脚，堆码高度８层。

１．２　供试复烤烟叶异地醇化方法

成都和西昌是川渝中烟工业有限责任公司所属

的２个烟叶存贮地点，两地的气候有差异，成都烟叶

仓库（简称：成都库）的年平均气温１６～１８℃、相对

湿度为６５％～７５％，西昌烟叶仓库（简称：西昌库）

的年平均气温１８～２０℃、相对湿度为７０％～８０％。

相同等级的供试复烤烟叶为２００８年９—１１月

在同一复烤厂加工的同一批样品，取样后将样品分

别运送至成都库和西昌库进行自然醇化，醇化时间

为３２个月，分别在醇化６、１２、１８、２２、２６、２９、３２个月

时进行取样，测定烟叶叶面微生物数量和烟叶中生

物酶活性。

１．３　复烤烟叶叶面微生物的分离
［１２］

１．３．１　培养基

分离细菌、真菌培养基分别采用牛肉膏蛋白胨

培养基和改良马丁培养基。

１．３．２　分离方法

烟叶样品粉碎后，按常规方法［１７］进行平板稀释

分离，于２８℃下培养２～７ｄ，然后计数。

１．４　复烤烟叶中生物酶活性的测定及感官质量的

评价方法

参照文献［１８］的方法测定烟叶中蛋白酶和纤维

素酶活性，参照文献［１９］的方法测定烟叶中淀粉酶

和蔗糖酶活性。

２　结果与分析

２．１　复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生物及生物

酶的数量特征

将测定的复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生物

数量和生物酶活性进行了描述统计分析，结果见表

１和表２。从表１可知，在醇化过程中，叶面微生物

数量存在广泛变异，细菌和真菌数量变化程度有所

不同，真菌变异系数为２１６．５０％、细菌变异系数为

７０．１６％，说明在醇化过程中发生了较剧烈的变化，

且真菌的变化程度远大于细菌；从其分布状况看，其

峰度系数均大于０，为尖峭峰，数据大多集中在平均

值附近，其偏度系数均大于０，为正向偏态峰。从表

２可知，在醇化过程中，４种生物酶活性亦存在广泛

变异，不同生物酶活性变化程度亦有所不同，４种生

物酶活性的变异系数均大于１００％，说明在醇化过

表１　复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生物数量的描述统计分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｏｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏ

ｌｅａｖｅｓｓｕｒｆａｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

指 标

Ｉｎｄｅｘ

变幅／（１０３ｃｆｕ／ｇ）

Ｒａｎｇｅ

均 值

Ｍｅａｎ×１０３

标准差

Ｓｄ．

变异系数／％

Ｃ．Ｖ．

峰度系数

Ｋｕｒｔｏｓｉｓ

偏度系数

Ｓｋｅｗｎｅｓｓ

细菌ｂａｃｔｅｒｉａ ０．３５～２４．０３ ６．６８ ４．６９ ７０．１６ ３．４４ １．４５

真菌ｆｕｎｇｕｓ ０．００～２６．３９ ２．４３ ５．２６ ２１６．５０ １３．８４ ３．６１

６０１
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表２　复烤烟叶异地醇化过程中酶活性的描述统计分析

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

指 标

Ｉｎｄｅｘ

变幅／（１０３Ｕ／ｇ）

Ｒａｎｇｅ

均 值

Ｍｅａｎ

标准差

Ｓｄ．

变异系数／％

Ｃ．Ｖ．

峰度系数

Ｋｕｒｔｏｓｉｓ

偏度系数

Ｓｋｅｗｎｅｓｓ

蛋白酶Ｐｒｏｔｅａｓｅ ０．００～１５．９８ １．７６ ４．１２ ２３３．８０ ４．２６ ２．３０

纤维素酶Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ０．００～２．９７ ０．５１ ０．８０ １５８．８５ １．７５ １．５９

淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ ０．００～３．８７ １．０９ １．２０ １０９．５４ －１．００ ０．５７

蔗糖酶Ｓｕｃｒａｓｅ ０．００～９．９８ ３．２６ ３．４９ １０７．３７ －１．４４ ０．４５

程中发生了剧烈的变化，其变化程度为蛋白酶

（２４１．３７％）＞ 纤 维 素 酶 （１５３．５８％）＞ 蔗 糖 酶

（１１５．３５％）＞淀粉酶（１１０．４９％）；从其分布状况看，

淀粉酶和蔗糖酶的峰度系数小于０，为平阔型，数据

比较分散，其余为尖峭峰，数据大多集中在平均值附

近，４种生物酶的偏度系数均大于０，为正向偏态峰。

２．２　复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生物数量动

态变化

２．２．１　叶面细菌数量的变化

如图１所示，复烤烟叶异地醇化过程中，各等级

烟叶叶面细菌数量呈现出在醇化初期迅速上升（从

０．３５×１０３ｃｆｕ／ｇ增至最大２．４０×１０
４ｃｆｕ／ｇ），而后

持续下降的变化规律；相同等级的复烤烟叶存放于

西昌库的叶面细菌数量在各个取样点均大于成都

库；３个部位叶面细菌数量的变化情况为，同一存放

库中中部烟叶叶面细菌数量的最大值均大于上部和

下部烟叶的最大值，存放于西昌库的中部烟叶叶面

细菌数量在各取样点均大于上部和下部烟叶，存放

于成都库的中部烟叶叶面细菌数量在６个月时大于

上部和下部烟叶、在１２个月时小于上部烟叶而大于

图１　异地醇化复烤烟叶叶面细菌数量的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｏｎ

ｔｈｅｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｓｕｒｆａｃｅ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

下部烟叶、１８个月之后均大于上部和下部烟叶，存

放于成都库的上部烟叶叶面细菌数量在６个月时小

于下部烟叶、其他时间段均大于下部烟叶，存放于西

昌库的上部叶面细菌数量在６个月和１２个月时大

于下部烟叶、其他时间段均小于下部烟叶。

２．２．２　叶面真菌数量的变化

由图２可知，各等级复烤烟叶叶面真菌数量在

异地醇化过程中有明显的变化规律，在醇化初期迅

速上升，从０．１３×１０３ｃｆｕ／ｇ增至最大２．６４×１０
４

ｃｆｕ／ｇ，而后持续减少，至２２个月始活性很低，均未

能检出。相同等级的复烤烟叶存放于西昌库的叶面

真菌数量在各个取样点均大于成都库；３个部位叶

面真菌数量的变化情况为，同一存放库中中部烟叶

叶面真菌数量的最大值均大于上部和下部烟叶的最

大值，存放于西昌库的中部烟叶叶面真菌数量在醇

化的各取样点均大于上部和下部烟叶，存放于成都

库的中部烟叶叶面真菌数量在６和１２个月时均小

于上部和下部烟叶、之后大于上部和下部烟叶，而两

个库中的上部烟叶叶面真菌数量均为在６个月时大

于下部烟叶、其他时间段均小于下部烟叶。

图２　异地醇化复烤烟叶叶面真菌数量的变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｆｕｎｇｕｓｏｎｔｈｅ

ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｓｕｒｆａｃｅ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ
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２．３　复烤烟叶异地醇化过程中生物酶活性的变化

２．３．１　蛋白酶活性的变化

如图３所示，复烤烟叶异地醇化过程中，中部烟

叶可检出蛋白酶活性，而上部和下部烟叶均未能检

出活性，可检出蛋白酶活性呈现出初期上升而后期

持续下降的单峰曲线变化规律，均在１２个月时达到

活性高峰，直至２６个月始均未能检出活性，且存放

于西昌库的烟叶中蛋白酶活性在各取样点均大于成

都库。

图３　复烤烟叶异地醇化过程中蛋白酶活性的变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄ

ｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

２．３．２　淀粉酶活性的变化

从图４可知，复烤烟叶中淀粉酶活性在异地醇

化过程中初期上升，到１２个月时达到最高值，而后

持续下降，至２６个月活性很低，均未能检出活性，同

等级复烤烟叶在各取样点的活性均为西昌库大于成

都库，且存放于同一仓库的３个部位复烤烟叶中该酶

活性在各取样点大小均为中部＞上部＞下部烟叶。

图４　复烤烟叶异地醇化过程中淀粉酶活性的变化

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｍｙｌａｓｅｉｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄ

ｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

２．３．３　纤维素酶活性的变化

如图５所示，复烤烟叶异地醇化过程中，中部和

上部烟叶均能检出纤维素酶活性，而下部烟叶均未

能检出活性，可检出纤维素酶活性呈现出初期上升

而后期持续下降的单峰曲线变化规律，均在１２个月

时达到活性高峰，至２６个月始均未能检出活性，同

等级复烤烟叶在各取样点的活性均为西昌库大于成

都库，且存放于同一仓库的３个部位复烤烟叶中该酶

活性在各取样点大小均为中部＞上部＞下部烟叶。

图５　复烤烟叶异地醇化过程中纤维素酶活性的变化

Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅｉｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄ

ｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ

２．３．４　蔗糖酶活性的变化

由图６可知，复烤烟叶异地醇化过程中，该酶活

性在初期上升，到１２个月时达到最高值，而后持续

下降，至２６个月活性很低，均未能检出活性，同等级

复烤烟叶在各取样点的活性均为西昌库大于成都

库，且存放于同一仓库的３个部位复烤烟叶中该酶

活性在各取样点大小均为下部＞中部＞上部烟叶。

图６　复烤烟叶异地醇化过程中蔗糖酶活性的变化

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｕｃｒａｓｅｉｎｆｌｕｅｃｕｒｅｄ

ｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｃｅａｇｉｎｇ
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３　讨　论

复烤烟叶异地醇化过程中，叶面微生物数量从

醇化初期的０～１８个月迅速上升，之后持续下降，真

菌从２２个月始均未能检出；生物酶活性亦是从初期

上升、均在１２个月时达到高峰、之后持续下降，从

２６个月始均未能检出。究其原因，对叶面微生物而

言，可能与在自然醇化环境和烤烟叶面微生物状况

的影响下，在醇化初期经初烤和复烤后，叶面营养物

质丰富，导致烤后叶面残留的活菌及环境中的微生

物在叶面爆发式地生长，微生物的生物活性处于较

高的水平，后期随着醇化的进行，逐渐下降，乃至真

菌未能检测出；对生物酶而言，可能除烟叶自身的酶

外，还有在醇化初期烟叶表面滋生的大量微生物分

泌的生物酶，随着醇化的进行，叶面微生物数量逐渐

减少，分泌的生物酶也相应减少，导致初期活性高，

后期活性下降，至２６个月后均未能检出，生物酶活

性的这种变化趋势与叶面微生物数量的变化趋势一

致。

中部烟叶叶面微生物数量整体上大于上部和下

部烟叶，并可检出蛋白酶活性，而上部和下部烟叶均

未能检出其活性，纤维素酶和淀粉酶活性在各个时

间段均为中部＞上部＞下部烟叶，而蔗糖酶活性为

下部＞中部＞上部烟叶。同等级复烤烟叶存放于西

昌库的生物活性水平在各个时间段普遍高于成都

库，究其原因可能与西昌库的温度、湿度均高于成都

库有关，而这种高温高湿的条件有利于微生物的生

长、繁殖以及生物酶的分泌。

由此可知，复烤烟叶异地醇化过程中叶面微生

物数量和烟叶中生物酶活性发生了较大的变化且有

明显的差异，高温高湿条件下烟叶生物活性水平较

高，由此，为调整醇化条件，提高醇化过程中烟叶生

物活性水平提供了有力支撑和理论依据。同时，中

部烟叶中蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶活性相对较高，

而这些生物酶能促进烟叶中大分子物质的转化和致

香前体物的形成，加速烟叶的醇化进程，因此，在醇

化过程中可适当加入生物酶制剂调控烟叶品质向所

期望的方向转化。
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