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响应面分析法优化处理烟叶模块用酶配方的研究
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摘要：为降解烟叶模块中的淀粉和蛋白质，以酶处理后烟叶模块的感官评吸得分为评价指标，采用
响应面分析法优化了酶处理烟叶模块的最佳酶用量。结果表明：最佳酶用量为淀粉酶１６Ｕ／ｇ、糖
化酶１３０Ｕ／ｇ、风味蛋白酶６８ＬＡＰＵ／ｇ。此条件下处理后的烟叶模块感官评吸得分为５９．５０，与预
测值５９．２７相近，说明响应面回归模型可靠。处理后的烟叶模块淀粉和蛋白质有所降解，降解率分
别为２４．４７％和１３．１３％，感官抽吸品质明显改善。
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　　酶在改善烟叶抽吸品质方面具有非常重要的作
用［１－３］。近年来，就如何有效地利用酶制剂来调控和
加速烟叶的内在成分向有利于提高卷烟质量方面转

化，国内外做了大量的研究工作并取得了一定的成
果，但在工业上却一直未得到广泛应用［４］。其中一
个原因在于，这些研究工作主要集中在采用酶制剂
改善单一等级烟叶原料，而通常一个卷烟产品的叶
组配方是由多个不同类型、等级、地区和年份的原料
组成，若对配方中用到的原料分别做酶降解处理，势
必增加工业成本。因此，从单一原料处理转向模块
化处理更容易实现工业上的应用。

卷烟分组加工技术的提出和实现，为酶在卷烟
工业上的应用提供了可行条件。卷烟分组加工技术
是指对配方中不同烟叶原料以化学成分和单料烟感

官质量评吸为依据确定模块组合，再对不同模块有
针对性地制定合适的加工方式，一方面最大限度地
保留原料原有的优异品质，另一方面有效去除原料
本身的不良因素，以充分突出产品的个性特征，生产
出满足消费者需求且具有市场竞争力的高品质卷烟

产品［５－７］。为了更好地与卷烟工艺相结合，实现酶降
解技术在卷烟工业中的应用，本研究首次以某牌号
卷烟配方中的一个模块为原料，以对卷烟吸食品质
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有不良影响的淀粉和蛋白质为降解目标，结合其工
艺处理条件，通过响应曲面分析法优化酶处理配方，
探讨酶制剂对模块中淀粉和蛋白质含量的影响，以
期为酶制剂在卷烟工业中的应用提供参考。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂
烟叶模块由湖南邵阳烟叶上部橘黄二级

（Ｂ２Ｆ）、中部橘黄三级（Ｃ３Ｆ），云南昭通烟叶上部橘
黄三级（Ｂ３Ｆ）、中部橘黄三级（Ｃ３Ｆ）、中部橘黄四级
（Ｃ４Ｆ），贵州烟叶上部橘黄二级（Ｂ２Ｆ）、中部橘黄三
级（Ｃ３Ｆ）等按一定比例组成。主要试剂包括淀粉酶
（酶活性为１０　０００Ｕ／ｇ，夏盛实业集团有限公司）、糖
化酶（酶活性为１００　０００Ｕ／ｇ，杰诺生物酶有限公
司）、风味蛋白酶（酶活性为１　０００ＬＡＰＵ／ｇ，丹麦诺
维信生物制品有限公司）。其中，１ＬＡＰＵ指１ｍｉｎ
水解１ｍｍｏｌ　Ｌ－亮氨酸－对硝基苯胺所需要的酶量。

１．２　仪器与设备
添加剂加料设备（自制）、Ｂｉｎｄｅｒ　ＫＢＦ２４０恒温

恒湿箱（德国，宾德）、填烟器（德国 ＧＩＺＥＨ 金字塔
填烟器）、电子天平（上海梅特勒－托利多仪器有限公
司）、ＡＡ３连续流动化学分析仪（德国 ＢＲＡＮ＋
ＬＵＢＢＥ）等。

１．３　试验方法

１．３．１　酶配方响应面试验设计　通过单因素试验
筛选及参考文献［８－９］，选取淀粉酶用量（Ｘ１）、糖化
酶用量（Ｘ２）、风味蛋白酶用量（Ｘ３）作为响应曲面法
考察因素。以１、０、－１代表其高、中、低水平，以处
理效果Ｙ（酶处理后烟叶模块的感官评吸得分）为响
应值，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ原理，设计三因素三水平

１５个试验组合（３个中心试验）的响应面分析试验。
各响应因子的试验水平见表１。

表１　酶配方响应面试验因素水平

水平
因素

Ｘ１／（Ｕ／ｇ） Ｘ２／（Ｕ／ｇ） Ｘ３／（ＬＡＰＵ／ｇ）

－１　 １０　 ６０　 ６０

０　 ２０　 １２０　 ７５

１　 ３０　 １８０　 ９０

１．３．２　酶的施加及酶解条件　称取一定量混合好
的烟叶模块，然后按表１的试验方案取一定量的酶
制剂配方溶液，用自制加料设备以加料方式均匀喷
加到试验烟叶模块上，把烟叶放入恒温恒湿箱中，将
相对湿度调至６０％±５％，温度为（３０±２）℃，模拟
卷烟在线工艺处理６ｈ。处理后的烟叶在１２０℃条
件下灭活，切丝，备用。

１．３．３　感官评价指标及量化方法　感官评价指标
及量化方法参照标准 ＹＣ／Ｔ１３８－１９９８ 及文献
［１０］。卷烟评吸专家小组由１０人组成，分别对处理
后烟叶模块的香气质、香气量、杂气、浓度、劲头、刺
激性、余味、燃烧性和灰色共９个单项指标进行打分
（每个单项的分值为１～９分，９个单项总分为８１
分），然后计算单项平均分，精确至０．０１。感官质量
评吸得分以各单项平均得分之和表示，精确至

０．０１。

１．３．４　烟叶化学成分测定方法　常规化学成分采
用连续流动分析仪检测，总糖、还原糖含量测定依据
烟草行业标准ＹＣ／Ｔ　１５９－２００２进行，总植物碱、总
氮、淀粉、蛋白质、挥发碱含量测定分别依据烟草行
业标准ＹＣ／Ｔ　１６０－２００２、ＹＣ／Ｔ　１６１－２００２、ＹＣ／Ｔ
２８３－２００９、ＹＣ／Ｔ　２４９－２００８、ＹＣ／Ｔ　３５－１９９６进
行；石油醚提取物依照ＹＣ／Ｔ　１７６－２００３检测；总挥
发酸依照文献［１１］的方法测定。

２　结果与分析

２．１　酶配方响应面试验结果
根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设 计 原 理，进 行 三 因 素

三水平的试验方案设计，试验结果见表２，其中，试
验号１－１２是析因试验，试验号１３－１５是中心试
验。析因试验为自变量取值在Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３ 所构成
的三维顶点；中心试验为区域的中心点，重复３次，
用以估计试验误差。

表２　酶配方响应面试验方案及结果

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ

１ －１ －１　 ０　 ５２．５０
２ ＋１ －１　 ０　 ５６．２１
３ －１ ＋１　 ０　 ５２．９２
４ ＋１ ＋１　 ０　 ５２．３６
５ －１　 ０ －１　 ５３．９０
６ ＋１　 ０ －１　 ５３．０６
７ －１　 ０ ＋１　 ５５．４４
８ ＋１　 ０ ＋１　 ５４．１８
９　 ０ －１ －１　 ５８．３８
１０　 ０ ＋１ －１　 ５４．７４
１１　 ０ －１ ＋１　 ５４．８８
１２　 ０ ＋１ ＋１　 ５６．１４
１３　 ０　 ０　 ０　 ５８．６６
１４　 ０　 ０　 ０　 ５８．９４
１５　 ０　 ０　 ０　 ５９．２２

２．２　感官评分模型的建立及其显著性检验
利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．１６软件对表２试验数据

进行多元回归拟合，得到感官评吸得分（Ｙ）对淀粉
酶用量（Ｘ１）、糖化酶用量（Ｘ２）、风味蛋白酶用量
（Ｘ３）的二次多项回归模型为：
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Ｙ ＝５８．９４－０．７３　Ｘ１ ＋０．７３　Ｘ２ －０．５２　Ｘ３ －
１．０７　Ｘ１Ｘ２＋１．２２　Ｘ１Ｘ３ －０．１１　Ｘ２Ｘ３ －１．７８　Ｘ２１ －
３．６７　Ｘ２２－１．１３　Ｘ２３。
通过对上述回归方程进行方差分析，验证回归

模型及各参数的显著度，结果见表３。由方差分析
可知：模型的Ｆ值为１３８．９９，Ｐ＝０．０００　１＜０．０１，表
明试验所采用的二次模型是极显著的，在统计学上
有意义。失拟项用来表示模型与试验拟合的程度，

即二者差异的程度，本试验中失拟项的 Ｐ 值为

０．６４８　３＞０．０５，表明该模型失拟因素不显著；模型
调整后的决定系数Ｒ２Ａｄｊ＝０．９８８　９，大于９０％，说明
模型拟合程度良好，试验误差小，该模型是合适的，

因此，可用该回归方程代替试验真实点对试验结果
进行分析。

由表３各项的Ｐ值可知，一次项Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３ 差
异极显著（Ｐ＜０．０１），说明淀粉酶用量、糖化酶用
量、风味蛋白酶用量对感官评吸得分的影响是极显
著的。交互项Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ３ 差异极显著（Ｐ＜０．０１），
说明淀粉酶与糖化酶，以及淀粉酶与风味蛋白酶的
交互项对感官评吸得分有极显著影响；交互项

Ｘ２Ｘ３ 差异不显著（Ｐ＞０．０５）；二次项Ｘ２１、Ｘ２２ 和Ｘ２３
均达极显著水平（Ｐ＜０．０１）。

表３　酶配方响应面试验结果的方差分析

方差
来源

总和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
显著
性

模型 ８１．２２　 ９　 ９．０２　 １３８．９９　 ０．０００　１ ＊＊
Ｘ１ ４．２２　 １　 ４．２２　 ６４．９９　 ０．０００　５ ＊＊
Ｘ２ ４．２２　 １　 ４．２２　 ６４．９９　 ０．０００　５ ＊＊
Ｘ３ ２．２０　 １　 ２．２０　 ３３．９６　 ０．００２　１ ＊＊
Ｘ１Ｘ２ ４．５６　 １　 ４．５６　 ７０．２１　 ０．０００　４ ＊＊
Ｘ１Ｘ３ ６．００　 １　 ６．００　 ９２．４５　 ０．０００　２ ＊＊
Ｘ２Ｘ３ ０．０４　 １　 ０．０４　 ０．６８　 ０．４４７　４
Ｘ２１ １１．６５　 １　 １１．６５　 １７９．４３　 ０．０００　１ ＊＊
Ｘ２２ ４９．６３　 １　 ４９．６３　 ７６４．４２　 ０．０００　１ ＊＊
Ｘ２３ ４．７０　 １　 ４．７０　 ７２．４６　 ０．０００　４ ＊＊
残差 ０．３２　 ５　 ０．０７
失拟项 ０．１７　 ３　 ０．０６　 ０．７１　 ０．６４８　３
纯误差 ０．１６　 ２　 ０．０８
总和 ８１．５４　 １４

　　　　　　　Ｒ２＝０．９９６　０　　　Ｒ２Ａｄｊ＝０．９８８　９

注：＊、＊＊分别表示Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１，即模型或考察因素有显
著、极显著影响；Ｒ２和Ｒ２Ａｄｊ分别表示模型的决定系数和模型
调整后的决定系数。

２．３　最佳酶用量的确定和试验验证
利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．１６软件对数据进行处

理，得到酶配方与烟叶模块感官评吸的响应面三维
图（图１）。从图１可直观地看出，淀粉酶、糖化酶和
风味蛋白酶对烟叶模块感官评吸得分的影响均存在

１个极值点，对响应值的影响不是简单的线性关系。

ａ．淀粉酶和糖化酶交互作用；ｂ．淀粉酶和风味蛋白酶交互作用

图１　酶配方与烟叶模块感官评吸的响应曲面

对二次多项式回归方程求解，得当Ｘ１＝－０．４１、Ｘ２＝
０．１７、Ｘ３＝－０．４６时，Ｙ有最大值５９．２７，即当淀粉酶用
量为１５．８６Ｕ／ｇ、糖化酶用量为１２９．９７Ｕ／ｇ、风味蛋白
酶用量为６８．０１ＬＡＰＵ／ｇ时，处理得到的烟叶模块感
官抽吸品质最好。微调淀粉酶用量为１６Ｕ／ｇ、糖化酶
用量为１３０Ｕ／ｇ、风味蛋白酶用量为６８ＬＡＰＵ／ｇ，进行
最佳酶用量处理工艺验证试验，得到处理后的烟叶模
块感官评吸得分为５９．５０，与模型预测值５９．２７相差较
小，从而验证了二次响应面回归模型的有效性。

感官质量评吸发现，处理后的烟叶模块烟气醇

和细腻，甜润感增加，生青杂气去除，刺激降低，余味
改善，抽吸舒适性明显提升，特别是烟气甜润感显著
提升。

２．４　最佳酶用量处理对模块化学成分的影响
采用试验中得到的最佳酶用量条件，将淀粉酶、

糖化酶、风味蛋白酶分别按１６Ｕ／ｇ、１３０Ｕ／ｇ、６８
ＬＡＰＵ／ｇ用量复配后，以加料方式均匀地喷加到

２００ｇ试验烟叶模块上，按１．３．２的条件进行酶处
理，之后对烟叶模块化学成分进行分析（表４）。由
表４可知，烟叶模块经酶处理后，其淀粉和蛋白质有
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所降解，降解率分别为２４．４７％和１３．１３％；此外，总
糖、还原糖、挥发酸、石油醚提取物提升率分别达到

６．９８％、６．３１％、１３．９５％和２．３９％，烟碱、总氮、挥
发碱含量有一定降低。

表４　最佳酶用量处理的烟叶模块化学成分 ％ 　

样品 总糖 还原糖 烟碱 总氮 淀粉 蛋白质 挥发酸 挥发碱 石油醚提取物

空白样品 ２１．２０　 １９．５０　 ３．６３　 ２．０７　 ４．２５　 ５．７１　 ０．４３　 ０．２６　 ５．０３

处理样品 ２２．６８　 ２０．７３　 ３．１８　 １．８４　 ３．２１　 ４．９６　 ０．４９　 ０．２４　 ５．１５

　注：空白样品和处理样品分别表示未经酶处理和经最佳酶用量处理的烟叶模块。

３　结论与讨论

烟叶发酵是改善烟叶香味品质、提高烟叶可用
性的重要环节，是卷烟工业中提高产品质量的一种
初加工方法。目前，普遍认为烟叶发酵是由酶、化学
氧化和微生物三者协同作用完成的［４］。利用酶促反
应来改善烟叶发酵质量的研究较多，主要集中在改
善单一等级烟叶原料方面，但在工业应用上较为复
杂［１２］。针对这一问题，本研究在卷烟叶组配方的基
础上，将不同等级烟叶原料按卷烟叶组配方方式组
配成烟叶模块，从而将各等级烟叶原料特点进行互
补协调，凸显部分原料的香气特征，集中各等级原料
的缺陷并进行有针对性的提质处理。与现有的针对
单一等级烟叶原料分别处理的方法相比，模块化处
理的次数减少，工业成本降低，处理条件更容易控
制，在工业上更易于实现应用。
在现有报道基础上，本研究以酶处理后烟叶模

块的感官评吸得分为评价指标，应用试验设计软件

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．１６，采用响应曲面法建立了烟叶模
块酶处理工艺条件的二次多项式数学模型，分析了
各因子对响应值的影响。结果表明，淀粉酶、糖化
酶、风味蛋白酶用量对烟叶模块处理效果（感官评吸
得分）有极显著影响，在一定范围内加大淀粉酶、糖
化酶、风味蛋白酶用量能够显著提升烟叶模块的感
官抽吸品质；淀粉酶与糖化酶，以及淀粉酶与风味蛋
白酶之间存在显著交互作用；建立的二次响应面回
归模型拟合程度高，试验误差小。优化得到的最佳
酶用量为：淀粉酶１６Ｕ／ｇ、糖化酶１３０Ｕ／ｇ、风味蛋
白酶６８ＬＡＰＵ／ｇ。此条件下处理后的烟叶模块感
官评吸得分为５９．５０，与模型预测值５９．２７相差较
小，表明利用响应面分析法得到的酶用量参数真实
可靠，具有实用价值。处理后的烟叶模块淀粉、蛋白
质、烟碱等含量下降，还原糖、挥发酸、石油醚提取物
含量上升，感官抽吸品质明显改善，如刺激降低，烟

气甜润感显著提升，表明本研究得到的最佳酶用量
在降解淀粉和蛋白质、改善烟叶模块抽吸品质方面
是可行的，但在实际应用中还需考虑酶制剂与卷烟
所加香料的协调性，所以还需在工业线上做进一步
的中试验证。
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