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工业生物技术                                                              

菌株 DN2对烟草薄片制备液中烟碱的降解 

袁勇军 1,2, 陆兆新 2, 戚向阳 1 
1 浙江万里学院生物与环境学院, 宁波 315100 
2 南京农业大学食品科技学院, 南京 210095 
 

摘  要: 使用 O. intermedium DN2 降解烟草薄片制备液中的烟碱。研究了各种工艺参数对烟碱降解的影响, 单因素考察

结果表明烟草薄片制备液中烟碱降解的最适条件是: 添加 0.1%的酵母膏, 使用氨水将 pH 调节到 7.0, 接种 15%种子液, 
培养温度 30oC。在上述条件下, 采用 30L 发酵罐对烟草薄片制备液进行 3 个批次的半连续发酵, 烟碱的平均降解速率

为 140.55 mg/L/h, 高于其他烟碱降解菌株。该结果表明菌株 DN2 可以用来降低烟草薄片中的烟碱含量。 
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Biodegradation of nicotine in tobacco extracts for making 
reconstituted tobacco by strain DN2 
Yongjun Yuan1,2, Zhaoxin Lu2, and Xiangyang Qi1 

1 College of Biological & Environmental Science, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, China 
2 College of Food Science & Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China 

Abstract: The purpose of the study is to use O. intermedium DN2 to degrade nicotine in tobacco extracts for making reconstituted 
tobacco. Firstly, we studied the effects of various factors on degradation of nicotine in the extracts by strain DN2. When we added 
0.1% yeast extract into the extracts, adjusted its pH value to 7.0 by ammonia solution, inoculated 15% cultures and maintained 
fermentation temperature of 30°C, the degradation rate of nicotine by strain DN2 was the fastest. Furthmore, under these conditions, 
we studied the degradation rates of nicotine in three fed batches culture which carried out in a 30-L reactor, the result showed that the 
average degradation rate of nicotine by strain DN2 was 140.55 mg/L/h, which was much higher than that reported in other studies. 
These results indicated that strain DN2 may be useful for reducing nicotine content of reconstituted tobacco. 

Keywords: reconstituted tobacco, O. intermedium DN2, nicotine, biodegradation 

烟草薄片(Reconstituted tobacco), 是利用烟末、

烟梗、碎烟片等烟草物质为原料制成片状或丝状的

再生产品, 用作卷烟填充料[1]。在卷烟中填加适量的

烟草薄片, 既可以节省烟叶原料、降低卷烟成本, 也

可以在一定程度上使卷烟的物理性能和化学成分按

人们的意愿或要求得到调整和改善, 是减少和改善

烟草不良成分的一项重要技术措施[2]。 

烟碱含量过高制约烟草薄片的发展和应用[3]。

目前, 国外研究者已从环境中分离了多种烟碱降解

菌 , 对节杆菌属细菌代谢烟碱的机理研究较多 [4], 

而应用研究较少[5−9]; 国内在这方面的研究较晚, 主

要集中在烟碱降解菌的分离[10−14]、烟草废弃物[15−17]
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和上部烟叶[12]中烟碱的降解等方面。实践证明, 生

物降解法是去除或减少烟草中烟碱的有效途径, 目

前尚未见采用微生物技术来降低烟草薄片中烟碱

的报道。 

本课题组从种植烟草的土壤中分离到一株高效

烟碱降解细菌 DN2[10], 初步报道了该菌在烟草薄片

制备液中的应用情况[18]。本研究利用菌株 DN2 对烟

草薄片料液中的烟碱进行降解, 研究各种工艺参数

对烟碱降解的影响, 为其工业化应用提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料 
试验菌株: 菌株O. intermedium DN2, 由南京农

业大学食品科技学院微生物实验室分离并保藏。 

烟草薄片制备液: 由浙江杭州利群环保纸业有

限公司提供。其中初始烟碱含量为 2.07% (W/V), 初

始 pH值为 4.61。 

种子培养基(g/L): 胰蛋白胨 11.34, 牛肉膏 3.0, 

NaCl 5.0, MgSO4·7H2O 3.71。使用 2 mol/L HCl 或

4 mol/L NaOH调整培养基 pH值为 7.23。121oC高压

蒸汽灭菌 30 min。 

1.2  方法 
1.2.1  种子液的制备 

从斜面上挑取一环菌体接入含 88 mL 种子培养

基的 250 mL三角瓶中, 32oC、120 r/min摇床培养 36 h

的培养液作为种子液(OD600=1.26)。 

1.2.2  菌悬液的制备 

将上述种子液于 4oC、10 000 r/min离心 10 min, 

弃上清, 沉淀用等体积 0.01 mol/L PBS (pH 7.0)洗涤

润洗 3 次 , 最后细胞重悬于上述磷酸缓冲盐中使

OD600=1.26。 

1.2.3  烟草薄片制备液的稀释 

用蒸馏水按试验设计将烟草薄片制备液进行稀

释, 最终补充如下成分作为发酵培养基并使其终浓

度为(g/L): FeSO4 0.025, MgSO4·7H2O 0.25, KH2PO4 

2.0、酵母膏 1.0 [6]。除 pH值调节方式实验外, 其他

实验均使用氨水(V/V, 1:3)将发酵培养基 pH 调至设

定值后直接使用。 

1.2.4  单因素实验条件 

实验在盛有 100 mL发酵培养基的 250 mL三角

瓶中进行, 每 l L 培养基中含 60 mL 烟草薄片制备

液。除在文中说明外, 实验条件为: pH 7.0, 接入

15%的种子液, 30 oC、120 r/min摇床培养。 

1.2.5  30 L发酵罐半连续发酵试验 

实验设计见表 1。将 15%种子液接入发酵培养

基中, pH 7.0、30oC、120 r/min搅拌培养, 通气量为

0.25 v/v/min。待第 1 批次发酵基本结束, 取出发酵

液 6.17 L后, 立即添加 4.2 L烟草薄片料液; 待第 2

批次发酵基本结束, 取出发酵液 5.57 L 后, 立即添

加 5.3 L烟草薄片料液。定时取样测定相关指标。 

1.2.6  分析方法 

烟碱的测定: 液相色谱法, 参照文献[7]进行; 还

原糖的测定: DNS方法, 参照文献[8]进行; 生物量的

测定: 取发酵样品 100 mL, 3000 r/min离心 10 min, 

去上清, 沉淀用灭菌的蒸馏水润洗 2 次, 在 80oC 的

烘箱中烘干至衡重。 

2  结果与讨论 

2.1  pH 值调节方式对烟碱降解的影响 
分别用 10 mol/L NaOH和 NH3-H2O溶液将发酵

培养基 pH值调节到 7.0后用于生物降解试验(图 1)。
由图 1知, 使用氨水调节 pH时, 烟碱的降解速度较
快, 且发酵液 pH 值保持在 7.13~7.17 之间, 这有利
于菌株 DN2的生长和烟碱的降解; 而使用 NaOH调
节 pH 时, pH 值从初始的 7.15 增加到 9.13, 不利于
菌体的生长, 其变化的原因有待于进一步研究。在 

表 1  30 L 发酵罐中三个批次烟碱降解的试验设计 
Table 1  Experiment design for three fed-batches degradation of nicotine in 30 L reactor 

Batches TWE(a)(L) Water(L) Inoculum solution(L) Removal of culture(L) Total volume(L) 

The 1st fed-batch(0–42 h) 3.0 16.2 3.0 0.00 22.20 

The 2nd fed-batch(42–64 h) 4.2 0.0 0.0 6.17 20.23 

The 3rd fed-batch (64–86 h) 5.3 0.0 0.0 5.57 19.96 

(a): extracts for making reconstituted tobacco. 
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烟草薄片的生产过程中会添加氨水以促进某些香味

物质的形成 [9], 因此 , 使用氨水调节发酵培养基的

pH值符合生产工艺。 

研究发现, 将烟草薄片制备液稀释到烟碱浓度

约在 500 mg/L 以下时, 使用磷酸缓冲盐能够将 pH

值稳定。为了考察氨水对烟碱的影响情况, 将烟草

薄片制备液稀释(使用 0.5 mol/L PBS, pH 7.0)到烟碱

含量约为 100 mg/L 时, 添加不同体积的氨水(1:3, 

V/V)(表 2)。由表 2 可知, 发酵培养基中含不同量的

外加氨水, 对烟碱的降解速率没有影响(P>0.05)。因

此, 以后的试验均使用氨水调节 pH。 

 

图 1  不同 pH 调节方式对烟碱降解的影响 
Fig. 1  Effects of pH adjustment method on nicotine 
degradation. 
▲and ■, represent curve of nicotine biodegradation in fermentation 
medium adjusted by 10 mol/L NaOH or NH3-H2O, respectively; △ 
and □, represent curve of change of pH value during nicotine 
degradation in fermentation medium adjusted by 10 mol/L NaOH or 
NH3-H2O, respectively. 

表 2  氨水对烟碱降解的影响 
Table 2  Effect of added NH3-H2O on nicotine degradation 
by strain DN2 

Nicotine concentration(mg/L) 
Time (h) 

0% NH3-H2O 1% NH3-H2O 5% NH3-H2O

0 103.48±4.13(b) 102.36±3.95 102.41±4.08 

4 102.71±4.32 103.24±4.12 102.09±4.26 

8 83.32±2.98 82.79±3.11 83.17±3.93 

10 43.27±1.54 42.62±1.68 43.31±1.59 

12 7.81±1.13 7.67±1.27 7.59±1.17 

Note: (b), standard deviation (n=3). 
 

2.2  接种方式对烟碱降解的影响 
图 2 表示使用菌悬液和种子液 2 种接种方式对

烟碱降解的影响(接种量均为 15%)。从图 2可知, 采

用菌悬液降解烟碱的速度略高于使用种子液, 但差

异不显著(P>0.05)。使用种子液, 会减少离心工序和

水的用量, 降低生产成本。因此, 以后的实验使用种

子液作为接种方式。 

2.3  酵母膏对烟碱降解的影响 
图 3表示酵母膏对烟碱降解的影响。由图 3可

知 , 随着酵母膏浓度的增加 , 烟碱的降解速度加

快。但是当酵母膏浓度增加至 0.5%时, 烟碱的降解

速度反而降低。酵母膏是一种优良氮源, 含有微生

物生长所需要的所有金属离子和微量营养元素。据

报道, 利用烟碱作为生长基质, 在 0.50%存在的情

况下, Arthrobacter oxidans p-34降解烟碱的速度明

显增加[10]; 而菌株 DSM 420在 0.05%酵母膏存在的

情况下才能降解烟碱 [11]。本研究结果表明 , 菌株

DN2 只有在添加酵母膏的情况下才能降解烟碱, 其

最适浓度为 0.1%。 

 

图 2  接种方式对烟碱降解的影响 
Fig. 2  Effect of inoculation method on nicotine 
degradation by strain DN2. 
 

 

图 3  酵母膏对烟碱降解的影响 
Fig. 3  Effect of yeast extract on nicotine degradation by 
strain DN2. 
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2.4  初始 pH 和温度对烟碱降解的影响 
图 4表示初始 pH值对烟碱降解的影响。由图 4

可知, pH值为 6~9时, 烟碱均能降解; 而 pH值为 5

时, 烟碱不发生降解。最适 pH 值为 7.0, 此时烟碱

降解速率为 47.13 mg/L/h。 

图 5表示温度对烟碱降解的影响。由图 5可知, 

30oC和 37oC时, 烟碱的降解速率分别为 48.83 mg/L、

48.29 mg/L; 而温度分别为 25oC和 40oC时, 烟碱的降

解速度明显降低。因此, 烟碱降解的最适温度为 30oC。 

2.5  不同稀释倍数对烟碱降解的影响 
表 3 表示不同稀释倍数对烟碱降解的影响。从

表 3可知, 发酵培养基中烟碱含量为 3105 mg/L时, 

烟碱的降解速度最快; 而当烟碱浓度为 5175 mg/L

时, 底物作用抑制明显, 烟碱没有发生降解。 

 
图 4  初始 pH 值对烟碱降解的影响 
Fig. 4  Effect of initial pH values on nicotine degradation 
by strain DN2. 

 
2.6  不同接种量对烟碱降解的影响 

综合以上结果, 在 pH 7.0, 30oC, 酵母膏浓度为

0.1%, 烟碱浓度为 3105 mg/L时, 菌株 DN2降解烟

碱的速率最快。在上述条件下, 考察不同接种量对

烟碱降解的影响(图 6)。从图 6中可知, 随着接种量

的增加, 烟碱的降解速率也随之增加。接种量为 15%

和 20%时, 烟碱的降解速率分别为 64.04 mg/(L·h)和

64.00 mg/(L·h), 差异不大。从节约成本考虑, 最适接

种量为 15%。 

 
图 5  温度对烟碱降解的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on nicotine degradation by 
strain DN2. 

 

图 6  接种量对烟碱降解的影响 
Fig. 6  Effect of inoculation level on nicotine degradation 
by strain DN2. 

 

表 3  不同稀释倍数对烟碱降解的影响 
Table 3  Effect of diluted times of TWE on nicotine degradation by strain DN2 

Content of TWE per liter 
medium (mL) 

Initial nicotine 
content (mg/L) 

Final nicotine 
content (mg/L) Needed time (h) 

Rate of nicotine 
degradation [mg/(L·h)]

20 414 6.34 10 40.77 

60 1242 53.24 24 49.53 

100 2070 47.32 38 53.23 

150 3105 59.37 46 66.21 

200 4140 56.42 86 47.48 

250 5175 5175.00 102 0.00 
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2.7  30 L 发酵罐半连续发酵 
通过单因子试验, 确定菌DN2降解烟碱的最适条

件: 料液稀释到烟碱浓度为 3100 mg/L, 酵母膏浓度为

0.1%, 使用氨水将 pH调节到 7.0, 30oC、120 r/min摇

床培养。在上述条件下, 在 30 L发酵罐中利用半连

续发酵的方法对烟草薄片制备液中的烟碱进行降

解。图 7为在 30 L发酵罐中 3个批次烟碱降解的结

果。从图 7 可知, 3 个批次的烟碱降解速率分别为

66.11、193.86、231.82 mg/(L·h), 高于其他烟碱降解

菌株[其烟碱降解速率为 3.30~82.38 mg/(L·h)] [12]。在

整个发酵过程中, 62.35% 还原糖被菌株 DN2 利用, 

pH 保持在 7.19~7.32 之间, 发酵液中的菌体干重从

0.027 mg/L增加至 1.89 mg/L。本结果表明, 采用半连

续发酵来降解烟草薄片中的烟碱工艺是实用有效的。 

 

图 7  三个批次发酵液中烟碱的降解 
Fig. 7  Fed-batch degradation of nicotine by strain DN2 in 
30 L reactor. 
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