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摘 要：为了研究对烟草中烟碱与绿原酸的快速生物降解，筛选了能有效降解烟草中烟碱与绿原酸的链霉菌 F# 菌

株与 F6 菌株，考察了 F# 和 F6 菌株在不同培养基上的培养特征，探讨了所选菌株对烟碱与绿原酸的降解特性。实

验结果表明，F6 链霉菌在烟草固体培养基中培养 !6= 后，对培养基中烟碱的降解率达到 60G’H；培养 "$= 后，对烟

碱的降解率可达到 ’0G"H，此时烟草中的烟碱含量降低到 %G06-IJI，达到了欧盟条例的无害化标准。F# 菌对绿原

酸的降解程度较高，培养 !6= 后，对绿原酸的降解率为 ("G&H；培养 "$= 后，降解率可达到 #"G(H C
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卷烟工业中约有 $$H ) 0%H的残次烟草原料作为废料

需处理，这些烟草中含有大量的具有重要应用价值的物质如

烟碱及绿原酸等，在经有机溶剂等提取烟碱后，仍有一定量

的烟碱残留在物料中［&，$］，由于烟碱的剧毒性，这些残留有烟

碱的废料仍然需特殊处理以降低烟碱等含量。

以往关于烟碱的降解研究多限于从改善烟草内在品质

的角 度，降 解 菌 株 一 般 使 用 细 菌 或 酵 母［0 ) (］。2/MN> O
P<55<9-QM> 烟草公司利用假单胞杆菌（!"#$%&’&()" *$+,%）对烟

草中 的 烟 碱 进 行 降 解，处 理 &6= 后 发 现 烟 碱 含 量 平 均 从

$G%%H降到了 %G6(H，每支卷烟的烟碱含量从 &G(6-I 降到了

%G’6-I。;>D+/Q 等［#］在利用酵母对烟碱的降解研究发现酵母

不能完全降解烟碱。在使用假单胞杆菌时，由于存在 RS 值

降低的问题，部分烟碱也不能完全降解［"］。在针对大量废弃

烟草物料中烟碱等的降解中，最需要做的是如何使微生物直

接对这些物料进行降解，尽量缩短处理时间，从而降低成本、

提高效率。为此，本工作在选育多种微生物［6］和利用细菌降

解烟碱的基础上［’］，对利用链霉菌的烟碱降解进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：烟草废料（合作烟厂提供），F#、F6、8I、8$、T2、

800 等放线菌菌株，本实验室分离保存。菌株分离自放线菌

丰富 的 土 壤。 其 中 F# 和 F6 菌 株 经 鉴 定 为 链 霉 菌 属

（-+.#*+&’/0#"）的黄色类群（12)3$"）和白孢类群（425&"*&.$"）（另

文发表）。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：烟 碱（U<,MV<>+）标 准 品：’’G%H
（W<I-9 1MC）；绿原酸标准品（中国药品生物制品检定所）；乙

醇、乙醚、丙酮、氯仿等均为国产分析纯试剂。$6%$W XYJYZW

W[;14\][S]4]^;4;\ 分光光度计（尤尼柯7上海仪器有限公

司）；[_‘7*SW7(%‘#(7W 型隔水式电热恒温培养箱（上海跃进

医疗器械厂）；8L&%%! 型电子分析天平（上海天平仪器厂）；

1L7&0’%7& 超净工作台（上海上净净化设备有限公司）。

!"!"$ 试剂的配制：%G%(-M5 -aE & S15；RS (G% 柠檬酸7磷酸

缓冲 液；甲 基 橙 溶 液：&G#I 甲 基 橙 用 蒸 馏 水 溶 解 定 容 到

&%%-a，静置半天后过滤，取滤液备用。

!"# 样品前处理

按照中国烟草行业标准 _1J40&7&’’# 测定样品含水率。

以 !%H乙醇作为浸提剂（料液比 &b’），经微波处理 ’% 秒提取

烟碱和绿原酸，浸提后样品中的残留的烟碱和绿原酸量经测

定分别为 #G%!-IJI 和 &%G("-IJI。
!"$ 菌株的培养和降解实验

经 !%H乙醇浸提后过滤的烟草晾干，使乙醇完全挥发。

取晾干后的物料根据需要加入适量的水至含水量达到 #%H，

&%%c[9 灭菌，分别将放线菌 F#、8I、8$、T2、F6、800 孢子接入，

$6d培养，定时取样测定。

接入（&H）的放线菌菌剂到烟草培养基中，$6d培养后

定时取样测定烟碱与绿原酸含量。

!"% 测定方法

烟碱测定采用甲基橙显色法［&%］，使用改进的侧臂瓶进

行［&&］。

绿原酸测定采用紫外分光光度法［&$］。

# 结果和讨论

#"! 放线菌在烟草培养基中的生长状况

在烟草培养基中接入各菌株孢子后，培养基中菌体生长

情况显示（表 &），#%= 后，接有 F#、8$、T2、F6、800 菌种的物料



上布有部分菌丝，说明这几株菌能较快地适应烟草培养基的

环境。!"#$ 后这几株菌株的菌丝布满整个物料，说明这几株

菌在实验条件能利用培养基中的养分，生长充分的物料作为

进一步实验的菌剂。所用菌株中，%& 菌株生长较慢，培养

!"#$ 后在培养基中仍只能见到部分菌丝。

表 ! 放线菌在烟草培养基中的生长

’()*+ ! ,-./0$ 10(0+ .2 !"#$%&’(")#)* 34 0.)(55. 6+73(
83471 .2 !"#$%&’(")#)* 9: %& %" ;< 9# %==

:>$ ? @ ? ? ? ?
!"#$ ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?

@ ：A. $BC$(； ? ：DC.-(735 $BC$(； ? ? ：E 1C.0 .2 $BC$(； ? ? ? ：

<+10-37+ $BC$(F

"#" $% 与 $& 菌株在不同培养基上的培养特征

为了观察 9: 菌株和 9# 菌株在不同培养基上的生长情

况，采用了几种常用培养基对其进行培养，结果发现 9: 菌株

和 9# 菌株在所用的高氏培养基、察氏培养基、酪氨酸培养

基、马铃薯培养基上均生长良好，但气生菌丝和基内菌丝颜

色在不同培养基中有所不同，两株菌都不产生可溶性色素，

结果见表 " 所示。在平板培养基中培养时，9: 与 9# 菌株的

气生菌丝和基内菌丝都发育良好，气生菌丝直或柔曲，有长

短不一的孢子链，无螺旋；9: 菌株孢子长圆形，9# 菌株孢子

圆形。

表 " $% 菌株和 $& 菌株在不同培养基上的培养特征

’()*+ " G$(-(50+-310351 .2 9: 10-(34 (47 9# 10-(34 .4 7322+-+40 5H*0H-+ 6+73(

GH*0H-+ 6+73(
9: 10-(34 9# 10-(34

E+-3(* 6B5+*3H6 DH)10-(0+ 6B5+*3H6 D.*H)*+ C3&6+40 E+-3(* 6B5+*3H6 DH)10-(0+ 6B5+*3H6 D.*H)*+ C3&6+40
,(H1+’1 I+73H6 IH11+* /$30+ .- +&&1$+** B+**./ IH10(-7 A.0$34& I3*8B /$30+ G-+(6 B+**./ .- 0(4 A.0$34&
GJ(C+8’1 I+73H6 K$+(0 10-(/ L+**./ E*6.47 B+**./ A.0$34& G-+(6 B+**./ MN.-B B+**./ A.0$34&
’B-.134+ I+73H6 IH11+* /$30+ .- +&&1$+** B+**./ ,-+B B+**./ A.0$34& I3*8B /$30+ O3&$0 B+**./ A.0$34&
PQE I+73H6 IH11+* /$30+ O3&$0 B+**./ A.0$34& G-+(6 B+**./ D(47 B+**./ A.0$34&

"#’ 烟碱和绿原酸的测定

称取一定量接入菌剂后培养后的物料，测定其中的烟碱

与绿原酸含量，结果显示（图 !），所用菌株对烟草中的烟碱和

绿原酸都有一定的降解能力。其中 9# 菌株对烟碱的降解效

果最为显著，降解量为 RS::6&T&，降解率达 U=SVW。此时，废

烟草中剩余的烟碱量为 >S=#6&T&，已经达到了欧盟条例所规

定的无害化标准［R>>6&T（8&·7·/）］［!=］，这说明 9# 菌株不仅

对烟碱有良好的耐受性，并能在实验周期内将烟草中的烟碱

大部分降解，从而使高含量烟碱的烟草由有毒废弃物变成一

般废弃物。

实验菌株中，以 9: 菌株对绿原酸的降解效果最好，与降

解前烟草中绿原酸含量相比，降解量为 VS!"6&，降解率为

:VS=W，同时该菌株对烟碱也有较强的降解能力。

图 ! 不同放线菌对烟碱和绿原酸的降解

%3&F! G.6C(-31.4 .2 7+&-(734& 435.034+ (47 5$*.-.&+435 (537 .2 7322+-+40

!"#$%&’(")#)*（V"$）

"#( $& 和 $% 菌剂对烟碱与绿原酸的降解特性

为进一步研究放线菌菌剂对烟碱与绿原酸的降解特性，

实验使用 9# 菌株，考察培养基中烟碱量在不同时间的变化。

用 9: 菌株在不同的培养时间对培养基中绿原酸的降解量进

行了分析。

由图 " 可见，在烟草培养基中接入 9# 放线菌菌剂的 !"$
内，培养基中的烟碱已开始缓慢地被降解，!"$ 后，培养基中

的烟碱降解速度加快；在 =:$ 时，放线菌 9# 对烟碱的降解率

就达 #>W，之后，培养基中的烟碱降解速度变缓。实验结果

表明 9# 菌株对烟碱的降解较为迅速，特别是在前 =:$ 小时

的时间段内。

从图 " 可知，放线菌 9: 菌株对烟草中绿原酸的降解速

度相对平缓。在 > X !"$ 间，该菌株对绿原酸基本无降解。

!"$ 后，基质中绿原酸含量开始持续下降。到 Y#$ 时，9: 菌株

对烟草中绿原酸的降解率为 RVS!W，培养至 V"$ 后，绿原酸

的降解率为 :VSRW。

图 " $& 菌株降解烟碱和 $% 菌株降解绿原酸随时间的变化曲线

%3&F" ’36+ 5.H-1+ .2 7+&-(734& 435.034+ N(-3(03.4 /30$ 036+ .2 9# 10-(34，

(47 5$*.-.&+435 (537 N(-3(03.4 /30$ 036+ .2 9: 10-(34F

’ 讨论

在烟碱的降解微生物中，节杆菌、细菌和酵母是研究得

较多的菌种，雷丽萍等［!Y］从烟样和土样中分离到两株节杆菌

（+,#-,&.!"#), 1CF），其对烟草中烟碱的降解率分别是 =:SUW和

:U>! OZ[ LH+\]H4 +0 (* F T+"#! /$",&.$&0&1$"! 2$%$"!（">>V）YV（:）



!"#$%&，达到降解高峰的时间分别是 ’() 和 %*)。袁勇军

等［+%］利用细菌对烟碱的降解率达到 ,"#*%&，使用的是以纯

烟碱作为底物［%］。使用酵母的降解国外早期研究较多［*］，近

期有 -./012 3451 等用假单孢菌属（!"#$%&’&()" 678）9:;+ 菌

株在最佳培养条件下 $% ) 降解了 ,,#*&的烟碱。

本课题组的前期工作中，用芽孢杆菌对烟草废料中的烟

碱与绿原酸的降解进行了研究，结果表明所用菌株培养 !*)
可将含烟草物料中的烟碱降解 *<#!&，"$) 后降解率可达

("#*&；另一株芽孢杆菌在 !*) 可将烟草物料中的绿原酸降

解 %<#%&，"$) 可降解 *$#$&，物料中烟碱降解量与欧盟的标

准相比还有一定的差距［,］。

=( 菌株降解烟碱的能力很强，在烟草固体培养基中培养

’() 后，对烟碱的降解率就达到 (!#,&；培养至 "$) 后，烟碱

降解率可达 ,!#"&，且该菌株对环境适应很快。经处理后物

料中的烟碱含量低于欧盟的无害化标准［%<<>2?（@28 /8 A）］，

对微生物有抑制作用的绿原酸含量也大为降低。因此有望

直接用作有机肥基质或用于生产微生物肥料的基质［+*］，具有

较强的应用价值。
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