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摘要!为促进烟草废弃物处置利用"对废弃烟末发酵制备

细菌纤维素'

H1E>C213@>33<3G4>

"

\N

(可行性进行研究"比较

了烟末浸提处理方法"优化了接种量!温度!

F

O

!发酵时间

等条件"开展了重复发酵验证"并与传统
O[

培养基发酵

制备的
\N

进行了结构和性质对比#结果表明%

"

烟末

浸提液可直接作为发酵原料生产
\N

"无需额外添加碳源

氮源$

#

发酵产
\N

的最佳条件为接种量
)b

"初始
F

O

为
+

"温度
,"m

"发酵
-?

$

%

对于不同批次烟末"随着原

料中糖含量提高"

\N

产量增加"由
#=$

9

&

W

增至
!=+

9

&

W

$

&

烟末发酵制备的
\N

与传统
O[

培养基发酵的产品相

比"吸水性能相当"形貌结构无显著差异#依托生物技术

利用废烟末发酵制备
\N

是可行的#

关键词!细菌纤维素$废弃烟末$微生物$发酵
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中国每年烟叶产量
A+"

万
$

+""

万
E

'且在烟草种植

和加工过程中产生的低次烟叶+茎秆+杈烟等烟草废弃物

可达烟叶总产量的
!+b

,

#

-

)目前国内外对废+次烟叶产

品的综合利用主要是从中提取茄尼醇+烟碱和蛋白质等'

也有用于制作有机肥料及鸡饲料'但其大部分被作为废

物丢弃或焚烧'造成了自然资源的浪费和极大的环境

污染,

!

-

)

细菌纤维素#

\N

%具有与植物纤维素相似的化学成

分'却具有更高的纯度+持水性+聚合度+结晶度'以及更

良好的生物相容性和更高机械强度,

,

-

)基于独特的优良

性质'细菌纤维素作为一种新型纳米生物材料受到科学

和工业界的广泛关注'并在食品工业+生物医学+造纸+声

学器材+纺织等多个领域得到广泛研究和应用,

AI+

-

)

细菌纤维素生产中'培养基原料的成本偏高尤其是

碳源的成本偏高'制约了细菌纤维素的大规模生产和商

业化进程)近年来'各种工业副产品和农林业废物已被

用作碳源以提高产量和减少
\N

生产的成本)截至目前'

()!

&JJ'KLMNOPQ.R%

第
,)

卷第
)

期 总第
!!A

期
"

!"!"

年
)

月
"



已有几种原料废料被证实是
\N

生产的潜在基质'如果

汁+玉米秸秆+饮料工业废弃物+玉米芯酸水解物和废啤

酒酵母,

+I-

-

)烟草中富含糖+氨基酸+无机盐等组分'可

作为发酵底物'但利用烟草废料发酵生产细菌纤维素尚

未见报道)

试验拟研究利用烟草废料提取液发酵生产细菌纤维

素的可行性'探索烟草废料利用'旨在为
\N

生物材料生

产提供有效碳源'同时为拓展烟草废弃物的综合利用提

供一条全新的途径)

#

!

材料与方法
#=#

!

材料%试剂和仪器

#=#=#

!

材料与试剂

废弃烟末$收集自河南中烟工业有限责任公司卷烟

厂除尘车间&

发酵菌种$木醋杆菌'实验室保藏&

酵母粉+蛋白胨$美国
JeJP'

公司&

淀粉酶$

A"""*

*

9

'无锡杰能科生物工程有限公司&

葡萄糖+磷酸氢二钠+柠檬酸+硫酸+氢氧化钠$分析

纯'中国医药集团有限公司)

#=#=!

!

主要仪器设备

恒温恒湿培养箱$

&GC01,(#,

型'赛默飞世尔科技

公司&

连续流动分析仪$

M<EGM813

6

;>C,

型'德国
[>13

公司&

射线衍射仪$

eR'/)#""

型'日本岛津制作所&

傅立叶变换红外光谱仪$

X.RB.e-"

型'德国布鲁克

仪器公司&

透射电镜$

d.L/#"##

型'日本电子株式会社)

#=!

!

方法

#=!=#

!

烟末浸提液及
O[

培养基制备

#

#

%

O[

液体培养基$葡萄糖
!"

9

*

W

+酵母粉
+

9

*

W

+

蛋白胨
+

9

*

W

+磷酸氢二钠
A

9

*

W

+一水合柠檬酸
#=!

9

*

W

'

#!"m

灭菌
#"028

)

#

!

%烟末浸提液培养基$烟末
#""

9

*

W

'在
-"m

条件

下浸提
#""028

后过滤'保留滤液'

#!"m

灭菌
#"028

)

#

,

%烟末浸提液酶解处理培养基$烟末
#""

9

*

W

'淀粉

酶
!""*

*

0W

'在
+"m

条件下浸提
#""028

后过滤'保留

滤液'

#!"m

灭菌
#"028

)

#

A

%烟末浸提液酸解处理培养基$烟末
#""

9

*

W

'硫酸

#0G3

*

W

'在
-"m

条件下浸提
#""028

后过滤'保留滤液'

#!"m

灭菌
#"028

)

#=!=!

!

烟末浸提液常规组分测定
!

取
!0W

浸提液'加入

#0W

乙酸和
#-0W

蒸馏水'

#""C

*

028

震荡
A"028

'过滤

后进行分析)

#

#

%水溶性糖$按
%N

*

B#+(

(

!""!

执行)

#

!

%总氮 #不包括硝态氮%$按
%N

*

B#)#

(

!""!

执行)

#

,

%总植物碱 #以烟碱计%$按
%N

*

B#)"

(

!""!

执行)

#

A

%氯$按
%N

*

B#)!

(

!""!

执行)

#=!=,

!

发酵培养优化
!

从菌种斜面上'用接种环挑取菌

落'接种至
O[

液体培养基中'在
," m

恒温条件下'以

#!"C

*

028

震荡培养
!A5

'得到种子液)利用烟末浸提液

作为培养基'对发酵条件进行优化'单因素试验设计$

#

#

%发酵温度$在初始
F

O

值
+

'接种
Ab

'发酵时间

-?

的条件下'考察发酵温度#

!"

'

!+

'

,"

'

,+

'

A"m

%对细菌

纤维素膜产量的影响)

#

!

%发酵时间$在初始
F

O

值
+

'接种
Ab

'发酵温度

,"m

条件下'考察发酵时间#

A

'

-

'

$

'

(

'

#"?

%对细菌纤维

素膜产量的影响)

#

,

%接种量$在初始
F

O

值
+

'发酵温度
,"m

'发酵时

间
-?

的条件下'考察接种量#

Ab

'

)b

'

$b

'

#"b

'

#+b

%

对细菌纤维素膜产量的影响)

#

A

%

F

O

值$在接种
Ab

'发酵温度
," m

'发酵时间

-?

的条件下'考察发酵初始
F

O

值#

A=+

'

+="

'

+=+

'

)="

'

)=+

%

对细菌纤维素膜产量的影响)

#=!=A

!

细菌纤维素物理表征

#

#

%扫描电镜观察$冷冻干燥后的
\N

膜粘于导电胶

上'置于真空镀膜机中进行表面喷金
#028

'放入扫描电

镜中观察并拍照'观察电压为
+ X̂

)

#

!

%红外光谱分析$采用
Y\C

压片进行红外光谱表

征'分辨率为
A@0

I#

'扫描范围为
A""

$

A"""@0

I#

)

#

,

%

e

射线衍射分析$

N<

靶'

A" X̂

高压'管流为

A"0M

'

!

1

为
#"y

$

$"y

扫描'得到
eR'

光谱'采用
d1?>

软

件分析处理数据)

#=!=+

!

\N

产量和持水性计算
!

根据文献,

$

-修改如下$

将发酵获得的
\N

膜捞出'用
"=#0G3

*

W

的
Q1JO

溶液浸

泡'沸水浴中煮
#5

'然后用蒸馏水反复洗涤至中性)将

洗涤后经
A"""C

*

028

离心
!"028

的细菌纤维素膜定义

为湿膜'将
#"+m

下烘干至恒重的细菌纤维素膜定义为

干膜'将干膜于常温水中浸泡
A$5

后用滤纸吸干表面水

分'所得膜定义为复水膜)分别按#

#

%

$

#

,

%计算
\N

的产

量+含水率和复水率)

U

R

K

@

Z

' #

#

%

?

#

R

K

W

S

K

@

K

W

p#""b

' #

!

%

?

!

R

K

WA

S

K

@

K

WA

p#""b

' #

,

%

式中$

U

(((细菌纤维素产量'

9

*

W

&

?

#

(((湿膜含水率'

b

&

))!

"

XG3=,)

"

QG=)
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?

!

(((干膜复水率'

b

&

Z

(((发酵液体积'

W

&

K

W

(((湿膜的质量'

9

&

K

@

(((干膜的质量'

9

&

K

WA

(((复水膜的质量'

9

)

!

!

结果与讨论
!=#

!

不同烟末浸提处理方法比较

如图
#

所示'直接采用水提处理的烟末浸提液培养

基时'

\N

可以有效生长'产量约达
#=)

9

*

W

)采用淀粉酶

酶解处理烟末制得的浸提液培养中还原糖和总糖浓度略

有增加'

\N

产量也提高至
#=-

9

*

W

)采用稀硫酸水解烟

末制备的浸提液培养基中糖浓度最高'但是
\N

的生长完

全被抑制)这可能是由于浸提液的
F

O

偏低'不利于微生

物的生长)但采用
Q1JO

将浸提液
F

O

调节至
+

左右

时'

\N

产量仅为
#="

9

*

W

)文献,

(

-报道'酸解过程中可能

会增加糠醛类等抑制微生物活性的组分'从而给
\N

的生

长带来不利影响)总体比较认为'酶处理或酸解处理流

程更复杂'成本更高'且对
\N

产量没有显著的促进作用)

因此'烟末直接水提作为
\N

生产的培养基是最佳选择)

!=!

!

发酵工艺优化

采用烟末直接水提的浸提液做培养基'考察了接种

量+温度+

F

O

+发酵时间等条件对
\N

产量的影响'如图
!

所示)由图
!

可知$

#

#

%发酵温度由
!"m

升高至
,"m

时'

\N

产量显著

提高)当温度进一步升高至
,+ m

时'

\N

产量下降'在

A"m

菌体几乎没有细菌纤维素的生成'微生物的生长需

要依靠酶将蛋白质+糖类等物质进行分解而后被细胞利

用'当温度过低或过高时都会影响酶的活性'造成细菌纤

维素产量下降'结果表明
,"m

最适合菌体生长和代谢产

物生成'是最佳发酵温度)

#

!

%

\N

产量在
"

$

-?

内随着发酵时间的延长迅速

增长'

-

$

#"?\N

产量增长缓慢)这可能由于发酵初期

图
#

!

不同烟末浸提法细菌纤维素产量

&2

9

<C>#

!

\1@E>C213@>33<3G4>

F

CG?<@E2G8H

6

?2::>C>8E>S/

EC1@E2G80>E5G?4

碳源+氮源等营养充足'菌体生长较快'随着发酵时间的

延长'碳源+氮源等大量消耗且葡萄糖酸+乙酸等代谢副

产物积累'发酵液的
F

O

下降'抑制了
\N

的合成)因此'

最佳发酵时间以
-?

为宜)

#

,

%随着接种量的增加'

\N

产量逐渐增加'当接种量

超过
)b

后'

\N

产量增加幅度趋缓)提高接种量或许可

以缩短延迟期'加快菌体生长'使产物形成期提前'但是

如果接种量过多'也会导致底物前期消耗过快'不利于后

期产物积累)而且在接种量较高的情况下'由于菌体浓

度过大'可能导致代谢产酸过多'发酵液中的溶氧减少'

反而影响
\N

的合成,

#"

-

)因此'最佳接种量选定为
)b

)

#

A

%初始
F

O

值为
+

时
\N

产量最高'当
F

O

过高或

过低时'

\N

产量都会下降'因此最佳发酵初始
F

O

值

为
+

)

综上所述'利用烟末废料水提液作为培养基'利用木

醋杆菌进行发酵'最优发酵条件为接种量
)b

'初始

F

O+

'温度
,"m

'发酵时间
-?

)

!=,

!

重复发酵验证

为了验证菌株对原料的适应性和发酵稳定性'选取

不同批次的废弃烟末开展了重复发酵验证试验'参照文

献,

##

-'在烟末与水比例
#l#"

#

9

*

0W

%'温度
-"m

条件

下'对烟末水提
)"028

'烟末提取液常规组分如表
#

所

示'提取液中还原糖+总糖+总氮等各项组分浓度高低与

烟末原料表现一致'

&

号烟末提取液总糖和还原糖含量最

高#分别为
#$=#+

'

#)=!$0

9

*

0W

%'

M

号烟末提取液总糖和

还原糖含量最低#分别为
(=A)

'

$=-!0

9

*

0W

%'

)

种烟末总

碱+总氮+氯等组分则含量较为接近)

按照
!=!

优化的工艺条件'以
)

种烟末提取液为培养

基在
,"m

条件下+接种
)b

+发酵
-?

'以
O[

培养基为对

照'细菌纤维素产量如图
,

所示'

\N

产量为
#=$

$

!=+

9

*

W

)从图
,

可以看出'

)

种烟末糖浓度高低与发酵

产生的
\N

产量表现一致'

&

号烟末提取液发酵的
\N

产

量最高'接近
O[

培养基
\N

产量'说明烟末提取液能够

满足菌体生长'是发酵产生细菌纤维素的良好底物)

!=A

!

细菌纤维素表征

由图
A

可知'以烟末提取液作为培养基产生的细菌

纤维素拥有密集的交织超细纤维网络'其直径远小于天

然纤维素'与前人,

#!

-研究的使用其他原始废料产生细菌

纤维素的观察结果相似)与
O[

培养基相比'烟末培养基

产生的细菌纤维素有密度较大的网络和较小的原纤维宽

度'以及更为光滑的纤维表面)

如图
+

所示'所有
\N

样品具有纤维素
P

型衍射特

征)从
O[

培养基获得的
\N

在
!

1

角
#A=,Ay

'

#)=!$y

'

!!=A)y

处具有峰'从烟草提取液获得的
\N

的
!

1

角
#A=,)y

'

#)=,!y

'

!!=+"y

处具有峰'

,

个衍射峰分别对应于#

##

I

"

%

#

##"

%和#

!""

%晶面)基于峰强度计算结晶度指数#

NP

%使

**"
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发酵条件优化
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表
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种烟末提取液常规组分
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图
,

!

烟末水提取液糖浓度与细菌纤维素产量关系
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图
A
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细菌纤维素扫描电镜图
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图
+

!

细菌纤维素
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图
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张婷婷等!利用废烟末发酵制备细菌纤维素



用
[>

9

13

方法,

#,

-

)从
O[

培养基获得的细菌纤维素和从

烟草提取液获得的细菌纤维结晶度分别为
$-=$$b

'

(!=",b

)结果表明这些
\N

样本具有相似的结晶度'表

明其具有相似的结晶形态聚合物和膜的物理特性)

如图
)

所示'来自
O[

培养基+烟末提取液的细菌纤

维素样品同购买所得样品一样具有纤维素的特征峰)区

分峰值
,,A"@0

I#表示
J

(

O

拉伸'

!(""@0

I#表示
N

(

O

伸缩'

#)A+@0

I#表示
N

(

J

(

N

拉伸'

#")A@0

I#表示

N

(

J

拉伸和
(""@0

I#表示平面内的
%

#

NJN

%'对称拉

伸'

d1518

等,

#A

-已经报道了类似的研究结果)从
O[

培养

基和烟末提取液获得的细菌纤维素未见明显区别'表明

培养介质对
\N

功能团没有影响)

如表
!

所示'从烟草提取液中获得的细菌纤维素膜

含水率为
(-=(b

'略低于
O[

培养基中的细菌纤维素膜'

两种细菌纤维素膜的复水率相似'分别为
)-=+b

'

)-=(b

'

两种培养基中获得的膜持水性相似)

综上所述'烟末发酵制备的
\N

与对照样品#

O[

培养

基%相比'在形貌结构'物理性能上均无显著差异)

,

!

结论
结果表明'烟末水浸提液可直接作为发酵原料生产

细菌纤维素'无需额外添加碳源氮源&以烟末水浸提液为

原料'发酵产细菌纤维素的最优工艺为接种量
)b

'初始

F

O

为
+

'温度
,"m

'发酵时间
-?

&不同批次的废弃烟末

发酵验证表明'细菌纤维素产量随原料中糖含量的增加

图
)

!

细菌纤维素红外光谱图
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!
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F
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表
!

!

细菌纤维素含水率和复水率

B1H3>!

!
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6

/

?C1E2G8C1E>

来源
湿膜质

量*
9

干膜质

量*
9

复水膜

质量*
9

含水率

*

b

复水率

*

b

O[

培养基
+=A+ "="$! "=!++ ($=+ )-=(

烟末提取液
+=## "=#"- "=,!( (-=( )-=+

而增加'产量在
#=$

$

!=+

9

*

W

'与
O[

培养基相当&烟末发

酵制备的细菌纤维素与对照样品#

O[

培养基%相比'在形

貌结构上无显著差异)综上所述'利用烟草废弃物发酵

制备细菌纤维素具有可行性)
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