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节杆菌 Ｚ３粗酶液降解白肋烟烟碱条件优化
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摘要：以节杆菌Ｚ３（ＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒＺ３）为产酶菌株，通过正交实验，对烟碱脱氢酶降解白肋烟烟碱条件
进行了研究．实验结果表明，最佳发酵条件为：酶液添加量５０％，发酵温度３３℃，发酵时间９ｈ，烟丝
含水率７０％．此条件下烟碱降解率为４９．３２％，使白肋烟烟碱含量达到了烤烟水平．这表明，粗酶液
能显著降低白肋烟中的烟碱．
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０　引言
国产白肋烟烟碱含量高、劲头大，上部烟表现

尤为明显，这给白肋烟在中式卷烟中的应用带来了

很大困难．近年来，国内外开展了应用微生物及其
酶降解烟草中烟碱的相关研究．Ｒ．Ｇｕｔｉｅｒｒｅｚ等［１］从
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干烟叶表面分离出一种能够降解烟碱的菌株，经鉴

定为阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）Ｅ－１５０．在含
烟碱（＜５ｇ／Ｌ）的培养基中（３４℃，ｐＨ＝７条件下）
进行发酵的过程中，该菌降解烟碱的能力得到诱

导．Ａ．Ｔａｓｈｉｒｏ等［２］从４４个含有烟碱的土壤和废水
中获得了５７种细菌，这些菌在２周内能降解浓度为
１．０×１０－３ｇ／ｍＬ的烟碱．Ｆ．Ｍｅｓｎａｒｄ等［３］在 Ｎｉｃｏｔｉ
ａｎａｐｌｕｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ细胞悬浮培养液中加入等量（Ｒ）
－烟碱和（Ｓ）－烟碱，发现前者比后者降解更迅速．
王革等［４］从烟叶上分离获得了３株降解烟碱和蛋
白质能力较强的菌株．马林等［５］已经成功将尼古丁

脱氢酶基因（ｎｄｈ）构建到 ＰＥＴ１７Ｂ质粒载体中，并
在大肠杆菌中实现高活性表达，该工程菌产酶能力

是野生菌的２５倍，这为开展工业化使用尼古丁脱氢
酶降解尼古丁提供了可能．本文拟对节杆菌 Ｚ３粗
酶液降解白肋烟烟碱条件进行优化，旨在提高白肋

烟在卷烟叶组配方中的有效利用．

１　实验

１．１　材料与设备
节杆菌Ｚ３菌株，郑州轻工业学院烟草工业生

物技术重点实验室分离；白肋烟原料，黑龙江卷烟

厂提供；ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，（ＮＨ４）２ＳＯ４，Ｍｎ
ＳＯ４·Ｈ２Ｏ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＫＨ２ＰＯ４等（ＡＲ），天津大
茂化学试剂厂产；牛肉膏、琼脂粉、蛋白胨等（生化

试剂），北京奥博星生物技术责任有限公司产；豆粉

（食品级），完达山乳业股份有限公司产．
ＳＷ—ＣＪ—１ＦＤ净化工作台，苏州净化设备有限

公司产；ＬＤＺＸ—３０ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌器，上
海申安医疗器械厂产；ＧＬ—２２Ｍ型高速冷冻离心
机，赛特湘仪离心机仪器有限公司产；ＨＺＱ—Ｆ１６０
型全温振荡培养箱，太仓市实验设备厂产；ＪＹ９２—２
型超声波细胞破碎机，宁波新芝科器研究所产；Ｔ６
新世纪型紫外可见分光光度计，北京普析仪器有限

公司产；感量０．０００１ｇ分析天平，北京赛多利斯天
平有限公司产；直径 １ｃｍ石英比色皿．
１．２　实验方法
１．２．１　培养基配制［６］　活化培养基：牛肉膏 ５ｇ，
琼脂粉 ２０ｇ，蛋白胨 １０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，用蒸馏水定容
至１Ｌ，ｐＨ值为 ７．２～７．４，０．１ＭＰａ，１２１℃灭菌
２５ｍｉｎ．

斜面培养基：营养肉汤１８ｇ（牛肉膏５ｇ，蛋白胨

１０ｇ，氯化钠 ５ｇ），琼脂粉 ２０ｇ，烟碱 ２ｍＬ，调节
ｐＨ＝７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ．

液体发酵培养基：Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ １．３ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．４ｇ，酵母粉０．１ｇ，烟
碱０．４ｇ，微量元素１ｍＬ（２ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．４ｇ
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，０．２ｇＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
溶解并定容至１００ｍＬ），用蒸馏水定容至 １００ｍＬ，
摇匀，调节ｐＨ＝７．０，０．１ＭＰａ，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ．
１．２．２　粗酶液提取　斜面培养基接入液体种子培
养基活化后，将新鲜培养的种子液以６％的接种量
接入发酵培养基中，３０℃，２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养９ｈ．
培养结束后，发酵液于４℃，８５００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心
１８ｍｉｎ，ｐＨ＝６．８５的磷酸盐缓冲液清洗３次，离心
得菌体细胞沉淀，４℃保存备用．
１０００ｍＬ上述所得细胞加 １２０ｍＬＫ２ＨＰＯ４

ＫＨ２ＰＯ４缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．８５）超声波破
碎，超声波条件为功率４５％，超声５ｓ，间歇８ｓ，总时
间 １２０ｓ．在 ４℃，８５００ｒ／ｍｉｎ条件下冷冻离心
１８ｍｉｎ，上清液即为粗酶液．
１．２．３　烟末制备方法　在８０℃条件下对发酵过的
烟丝进行烘烤除酶，将除酶后的烟丝粉碎，过４０目
筛，取筛网下部分．
１．２．４　白肋烟烟丝烟碱含量的测定　烟碱测定采
用紫外分光光度法［７］．

２　结果与讨论

２．１　不同粗酶液添加量对白肋烟烟碱降解的影响
粗酶液添加量（以烟丝质量计）分别为：３０％，

４０％，５０％，６０％，７０％对白肋烟烟丝进行发酵，测量
其烟碱降解率，结果如图１所示．

图１　不同酶液添加量白肋烟烟碱的降解率

由图１可以看出，酶液添加量达到５０％时，白
肋烟烟碱降解率为４６．５１％，５０％以后基本稳定，烟
碱降解率提高较少，出于成本考虑，取５０％份为较
优单因素酶液添加量．
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２．２　不同发酵时间对白肋烟烟碱降解的影响
分别在３ｈ，６ｈ，９ｈ，１２ｈ，１８ｈ的发酵时间下对

白肋烟烟丝进行发酵，测量其烟碱降解率，结果如

图２所示．

图２　不同发酵时间的白肋烟烟碱降解率

由图２可以看出，用节杆菌Ｚ３对白肋烟进行发
酵达到１２ｈ时，烟碱降解率为４８．３０％，１２ｈ以后烟
碱降解得很少．从各方面考虑，发酵时间１２ｈ为较
优单因素发酵时间．
２．３　不同发酵温度对白肋烟烟碱降解的影响

分别在２７℃，３０℃，３３℃，３６℃，３９℃条件下，
对白肋烟烟丝进行发酵，测量其烟碱降解率，结果

如图３所示．

图３　不同发酵温度白肋烟烟碱的降解率

由３可以看出，３３℃是最好的发酵温度，白肋
烟烟碱降解率为４８．６２％，温度过低或过高都会导
致烟碱脱氢酶失活，从而影响烟碱降解．因此３３℃
为较优单因素发酵温度．
２．４　烟丝水分对白肋烟烟碱降解的影响

分别在２０％，３０％，４０％，５０％，６０％，７０％的烟
丝水分下，对白肋烟进行发酵处理，测量其烟碱降

解率，结果如图４所示．

图４　烟丝不同水分条件下白肋烟烟碱的降解率

由图４可以看出，烟碱降解率随着烟丝含水率
的增加而增加，造成这种现象的原因可能是，水分

越大，烟碱脱氢酶越容易对烟碱发生作用：当烟丝

含水率达到７０％时，白肋烟烟碱降解率为４６．１％；
烟丝含水率达到７０％以后，白肋烟烟碱降解率基本
稳定．烟丝含水率过高会影响烟丝的质量，因此选
烟丝含水率７０％为较优单因素．
２．５　发酵条件各因素优化正交实验

根据不同酶液添加量（Ａ）、不同发酵时间（Ｂ）、
不同温度（Ｃ）和不同烟丝含水率（Ｄ）对白肋烟烟碱
降解率的影响，进一步确定白肋烟烟碱降解率的最

优条件．选用Ｌ９（３
４）正交设计方案对各因素的实施

水平进行实验，结果见表 １，正交实验方差分析见
表２．

表１　Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．发酵条件优化正交实验结果

实验
序号

Ａ／％ Ｂ／ｈ Ｃ／℃ Ｄ／％ 烟碱降
解率／％

１ ４０ ９ ３０ ５０ ３０．４１
２ ４０ １２ ３３ ６０ ２８．６５
３ ４０ １８ ３６ ７０ ２５．１１
４ ５０ ９ ３３ ７０ ４９．３２
５ ５０ １２ ３６ ５０ ３３．７５
６ ５０ １８ ３０ ６０ ４５．１１
７ ６０ ９ ３６ ６０ ３６．６５
８ ６０ １２ ３０ ７０ ４０．０６
９ ６０ １８ ３３ ５０ ４２．５１
Ｋ１ ２８．０５７ ３８．７９３ ３８．５２７ ３５．５５７
Ｋ２ ４２．３９３ ３４．１５３ ３９．８２７ ３６．４７０
Ｋ３ ３９．４０７ ３７．５５７ ３１．５０３ ３７．８３０
Ｒ １４．３３６ ４．６４０ ８．３２４ ２．２７３

较优水平 Ａ２ Ｂ１ Ｃ２ Ｄ３

由表 １和表 ２可知，各因素较优组合为
Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，此条件下降解率达４９．３２％，即酶液添加
量为５０％，发酵时间９ｈ，发酵温度３３℃，烟丝含水
率为７０％．方差分析表明酶液添加量对烟碱降解率
影响较大，达到显著水平．

表２　Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．发酵条件优化正交实验方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 Ｆ比

Ａ ４２２．０２３ ２ ２０．３２７"

Ｂ ２０．７６２ ２ １．０００

Ｃ ９９．４６８ ２ ４．７９１

Ｄ ２０．７１８ ２ ０．９９８

误差 ２０．７２０ ２

·２２· ２０１３年　



张文龙，等：节杆菌Ｚ３粗酶液降解白肋烟烟碱条件优化

２．６　对不同等级白肋烟进行发酵
按２．５优化条件对白肋烟鹤峰 Ｂ３Ｆ，Ｃ３Ｆ，阿根

廷Ｃ１，恩施Ｃ２Ｆ烟丝进行发酵处理，测其烟碱降解
情况，结果见表３．
表３　优化发酵条件下不同品种白肋烟烟碱降解率

产地 等级 烟碱初始含量／％ 烟碱降解率／％
湖北鹤峰 Ｂ３Ｆ ４．２ ４７．３６
湖北鹤峰 Ｃ３Ｆ ３．１ ４８．０３
阿根廷 Ｃ１ ３．３ ４７．４４
湖北恩施 Ｃ２Ｆ ３．５ ４７．８３

由表３可以看出，白肋烟烟碱降解率最高达到
４８．０３％，使白肋烟烟碱含量达到了烤烟水平，说明
烟碱脱氢酶对白肋烟的烟碱有良好的降解效果．

３　结论
以节杆菌Ｚ３（ＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒＺ３）为产酶菌株，通过

正交实验，对烟碱脱氢酶降解白肋烟烟碱条件进行

研究发现，应用烟碱脱氢酶降解白肋烟烟碱的最佳

条件为：酶液添加量为５０％，发酵温度３３℃，发酵
时间为 ９ｈ，烟丝含水率 ７０％，烟碱降解率高达
４９．３２％．本实验表明，烟碱脱氢酶对白肋烟烟碱的
降解效果明显，改变了白肋烟烟碱含量高、劲头大、

难以在中式卷烟中应用在的特点，为白肋烟在中式

卷烟中更好地应用提供了参考．
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