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真菌固态载体预处理对不灭菌玉米秸秆降解的影响

郭建斌　郭亚琳　赵　倩　吴树彪　董仁杰
（中国农业大学工学院，北京 １０００８３）

摘要：采用云芝变色栓菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、色精木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｃｈｒｏｍｏｓｐｅｒｍｕｍ）、深绿木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ）和云芝变色栓菌分别与色精木霉菌、深绿木霉菌的混合菌对干黄玉米秸秆进行真菌预处理。结果显示，
真菌预处理不灭菌秸秆 ３０ｄ后，木质纤维素的降解率几乎可以忽略，在不灭菌的环境中，接入的真菌对秸秆本身附
着的微生物群落不能形成竞争优势，造成较低的木质素降解率。而云芝变色栓菌、色精木霉菌、深绿木霉菌以及云

芝变色栓菌分别与色精木霉菌、深绿木霉菌的混合菌对灭菌秸秆预处理 ３０ｄ后，木质素的降解率分别为 ３４０％、
３８１％、３８１％、３９１％及 ４０３％。为降低秸秆的灭菌成本，将真菌预处理 ３０ｄ后的灭菌秸秆作为真菌固态载体与
不灭菌秸秆按照 １∶９、１∶４及 １∶１的干质量比混合培养 ３０ｄ，结果显示，采用云芝变色栓菌分别与色精木霉菌和深绿
木霉菌的混合菌固态载体预处理不灭菌秸秆，木质素降解率可达到 ３０％ ～４０％。因而，真菌固态载体可以较好地
适应非灭菌环境并对秸秆中的木质素进行有效降解，是一种有效降低过程成本的预处理手段。
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　　引言

我国农作物秸秆资源量十分丰富，年产秸秆总

量可达７亿 ｔ左右［１］
。作物秸秆的用途主要有造

纸、饲料、农村能源、还田等
［２］
。其中，厌氧发酵技

术能够将秸秆转化为高效清洁能源，解决秸秆露天

燃烧带来的大气污染问题，缓解农村能源紧张局面，

同时发酵剩余物还田利用还可实现养分的循环，促

进农业可持续发展。然而，由于秸秆主要由木质素、

纤维素及半纤维素构成，木质素属高分子芳香类聚

合物，难以水解，而纤维素被木质素和半纤维素以共

价键形式包裹其中，导致其难以降解，而且，纤维素

的结晶性，聚合程度等因素也增大了木质纤维素的

降解难度，因此将秸秆类原料用于厌氧发酵，水解酸

化往往成为其限速阶段，发酵周期长，难以推广应

用。为提高秸秆类原料的甲烷转化率，需对其进行

必要的预处理，目的在于破坏木质素结构
［３－５］

。常

见的预处理方法有物理
［６］
、化学

［７－８］
、生物

［９－１１］
及

组合预处理
［１２－１４］

，其中生物预处理具有低能耗、低

污染、高产量的优点，引起学者们广泛关注。然而，

尽管生物预处理能够显著地增加甲烷的产量
［１５－１６］

，

但以往研究中，在微生物预处理之前往往需对原料

进行灭菌处理
［９－１１，１７］

，灭菌带来的能耗足以抵消由

于预处理而增加的甲烷产量，经济效益比较低
［１９］
。

因此，本文利用已经筛选获得的真菌菌株，采用单一

及混合真菌预处理干黄玉米秸秆，比较秸秆灭菌与

否对其木质纤维素降解的影响；同时，为降低由于灭

菌而增加的成本，进一步利用真菌预处理后的灭菌

秸秆作为真菌固态载体，研究其对不灭菌干黄玉米

秸秆降解效果的影响。

１　材料与方法

１１　试验材料
干黄玉米秸秆取自于中国农业大学上庄实验

站，秸秆取回后用水洗掉表面灰尘，风干后粉碎至小

于３０ｍｍ（３ＺＸＣ型中新牌多功能粉碎机，出料粒度：
１～３０ｍｍ），于 ６０℃干燥至含水率为 １０％以下备
用。干黄玉米秸秆的组成成分如表１所示。

试验采用 ３株真菌，白腐真菌云芝变色栓菌
（Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、色 精 木 霉 菌 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｃｈｒｏｍｏｓｐｅｒｍｕｍ） 以 及 深 绿 木 霉 菌 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ）均取自于中国科学院微生物研究所。菌
株活化及单一与混合孢子悬浮液的制备：将每种真

菌在马铃薯固体培养基上培养７ｄ（２８℃）后，取３片
带有真菌菌丝体的琼脂培养基转移到装有２０ｍＬ的
马铃薯液体培养基的３００ｍＬ三角瓶中，三角瓶用棉

花封口，在２８℃条件下培养 ７ｄ，加入 ４０ｍＬ去离子
水后混匀

［９，１５，１９］
得到各菌株单一孢子混合液。混合

菌种孢子悬浮液为将云芝变色栓菌分别与色精木霉

菌、深绿木霉菌的孢子悬浮液按照 １∶１（体积比）混
合均匀待用。

表 １　秸秆样品组成成分
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｃｏｒｎｓｔｒａｗｓａｍｐｌｅｓ

参数　　　　 数值

纤维素质量分数／％ ３９４±０６０

半纤维素质量分数／％ ３２１±０１０

木质素质量分数／％ ３４±０６９

可溶性糖质量分数／％ ３８±００３

ｐＨ值 ６５±００１

干物质质量分数／％ ９３５±０３６

有机干物质质量分数／％（干物质） ８０４±１８８

１２　真菌预处理玉米秸秆
秸秆灭菌处理：将１２５ｇ（干质量）粉碎后的玉

米秸秆装入 ３００ｍＬ三角瓶在 １２１℃条件下灭菌
２０ｍｉｎ，冷却到室温后，每个三角瓶接种 ２５ｍＬ制
备的单一或混合孢子悬浮液，利用去离子水调整含

水率为７５％（包含接种的水分）［２０－２２］，最后以棉花
封口，避免杂菌污染。

秸秆不灭菌处理：将１２５ｇ（干质量）粉碎后的
玉米秸秆装入 ３００ｍＬ三角瓶后，直接接种入
２５ｍＬ的单一或混合孢子悬浮液，利用去离子水调
整含水率为７５％，以棉花封口。

对照组：将１２５ｇ（干质量）粉碎后的玉米秸秆装
入３００ｍＬ三角瓶后，只添加相同量的马铃薯液体培养
基，并利用去离子水调整含水率为７５％，以棉花封口。

培养条件与取样：真菌接种完成后，将所有实验

组置于 ＬＲＨ系列生化培养箱（上海一恒科技有限公
司），控制温度为 ２８℃，湿度为 ７５％。静置培养
３０ｄ。３０ｄ后取样，置于 －２０℃条件下贮存用于后
续试验分析，所有的试验组至少３个平行。
１３　真菌固态载体预处理玉米秸秆

复合菌种通常被认为较单一菌种具有更强的环

境适应能力
［２３－２４］

，因而，本研究中将 １２节中接种
混合菌种孢子悬浮液培养 ３０ｄ后的灭菌秸秆作为
真菌固态载体，将其按照与不灭菌秸秆干质量比

１∶１、１∶４、１∶９的比例接种到不灭菌秸秆中，用去离子
水调整含水率为 ７５％，以棉花封口，置于培养箱中
培养３０ｄ（温度 ２８℃，湿度 ７５％），所有试验组至少
３个平行。

２　分析方法

２１　秸秆木质纤维素成分测定
将干燥后的玉米秸秆粉碎过 １ｍｍ筛孔，准确
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称取０５ｇ筛下物，装入 Ｆ５７专用滤袋中，封口，根
据改进的范氏洗涤法，用 ＡＮＫＯＭＡ２００ｉ型纤维分
析仪（ＵＳＡ）测定半纤维素、纤维素和木质素含量，则
木质纤维组分降解率计算式为

Ｄ１＝
Ｍ０－Ｍ３０
Ｍ０

×１００％ （１）

式中　Ｄ１———木质纤维组分降解率，％
Ｍ０———预处理前秸秆细胞壁成分质量，ｇ
Ｍ３０———预处理后秸秆细胞壁成分质量，ｇ

２２　干物质损失测定
干物质（Ｄｒｙｍａｔｔｅｒ）由 ６０℃干燥至恒质量后计

算质量损失率

Ｄ２＝
ｍ０－ｍ３０
ｍ３０

×１００％ （２）

式中　Ｄ２———干物质损失率，％
ｍ０———预处理前秸秆干物质质量，ｇ
ｍ３０———预处理后秸秆干物质质量，ｇ

２３　可溶性碳水化合物测定

可溶性碳水化合物采用蒽酮比色法测定
［２５］
。

２４　酶水解性测定
将秸秆底物以２５％的物液比添加到５０ｍｍｏｌ／Ｌ

柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ值４８）中，诺维信酶 Ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ
１５Ｌ（编 号 ＮＳ５００１０）与 Ｎｏｖｏｚｙｍｅ１８８（编 号
ＮＳ５００１３）添加量分别为 ４μｇ／ｍＬ及 ８μｇ／ｍＬ，于
５０℃的水浴锅中，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡水解 ７２ｈ。向溶液
中添加１００μｇ／ｍＬ的氨苄防止酶解过程中细菌的生
长，水解完成后于沸水中煮沸 １０ｍｉｎ钝化纤维素酶
活，冷却之后取悬浮液于 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，
过０２２μｍ的滤膜，３，５二硝基水杨酸法测定可溶
性糖含量，每个样品３个重复。

Ｙ＝０９Ｃ
Ａ＋Ｂ

×１００％ （３）

式中　Ｙ———还原糖得率，％
Ａ———样品中纤维素质量分数，％
Ｂ———样品中半纤维素质量分数，％
Ｃ———酶水解液中还原糖质量分数，％

２５　数据分析
数据通过 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２５软件分析。

３　结果与讨论

３１　真菌预处理对不灭菌秸秆木质纤维素的降解
效果

如图１所示，云芝变色栓菌（Ａ）、色精木霉菌
（Ｂ）、深绿木霉菌（Ｃ）、云芝变色栓菌与色精木霉复
合菌（Ａ＋Ｂ）、云芝变色栓菌与深绿木霉复合菌
（Ａ＋Ｂ）预处理不灭菌秸秆 ３０ｄ后，各试验组纤维

素、半纤维素均有不同程度的降解，木质素几乎不降

解。但对照组在未接种真菌的情况下，纤维素、半纤

维素降解率也分别达到 ３７７％和 ２４９％。就木质
素降解结果看，此试验结果与 ＲＥＩＤ等［２６］

及 ＺＨＡＯ
等

［１０－１１］
的试验结果相似。ＲＥＩＤ等的试验结果显

示，将液体培养基中的白腐真菌菌丝体接种到不灭

菌的杨木中，未发现其对木质素产生去除作用；

ＺＨＡＯ等的试验结果也显示将白腐真菌虫拟蜡菌直
接接种到庭院废弃物中，３０ｄ后木质素的降解率几
乎为零。因而，真菌预处理 ３０ｄ后，不灭菌秸秆的
纤维素、半纤维素的降解率较高，可能是因为在不灭

菌的环境中，接入的真菌对秸秆本身带有的微生物

群落，不能形成竞争优势而造成的
［２６］
。因此，如何

使接入秸秆的真菌快速成为优势菌群，是实现木质

素有效降解的关键。

图 １　不灭菌秸秆真菌预处理 ３０ｄ后木质纤维

组分的降解率

Ｆｉｇ．１　Ｆｉｂｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｆｒｅｓｈｃｏｒｎ

ｓｔｒａｗａｆｔｅｒｆｕｎｇｉｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ３０ｄ
　
将秸秆进行灭菌处理后再接入真菌进行固态发

酵，如图２所示，预处理３０ｄ后，云芝变色栓菌（Ａ）、
色精木霉菌（Ｂ）、深绿木霉菌（Ｃ）、变色栓菌与色精
木霉菌的混合菌（Ａ＋Ｂ）及变色栓菌与深绿木霉菌
的混合菌（Ａ＋Ｃ）的木质素降解率显著升高，分别达
到 ３４０％、３８１％、３８１％、３９１％及 ４０３％，此降
解率高于 ＺＨＡＯ等［１０－１１］

采用虫拟蜡菌预处理庭院

废弃物 ３０ｄ的木质素降解率（２０９％），高于 ＹＵ
等

［２７］
采用紫杉木齿菌预处理柳木 ３０ｄ的木质素

降解率（２６０％）。可见，秸秆经过灭菌去除自身
附着微生物后再接入真菌，其对木质素的降解能

力得以体现。

３２　灭菌对真菌预处理秸秆酶水解性的影响
为了表征玉米秸秆生物预处理后的生物降解特

性，对秸秆灭菌预处理组和不灭菌预处理组进行了

酶水解性测定。如表 ２所示，不灭菌的秸秆在真菌
预处理 ３０ｄ后的酶水解还原糖量较低，从对照组
看，灭菌过程本身可使秸秆酶水解率从 ３２％提高
到 ６４％。相较于对照组，被 ３株单一菌及其混合
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图２　灭菌秸秆真菌预处理３０ｄ后木质纤维组分的降解率

Ｆｉｇ．２　Ｆｉｂｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ

ｃｏｒｎｓｔｒａｗａｆｔｅｒｆｕｎｇｉｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ３０ｄ
　
菌预处理３０ｄ后，灭菌的玉米秸秆的还原糖产量平
均增加７７５％，经深绿木霉菌预处理后的灭菌秸秆
的还原糖产量最高，达到 １４７％，相较于仅经过灭
菌处理的秸秆增加了 １３１７％。任红玲等［３１］

采用

变色栓菌预处理灭菌后的慈竹 ２８ｄ，其酶水解后
的葡萄糖得率提高了 ２２５％，王伟［３２］

的研究结果

显示，几种白腐菌及其混合菌预处理灭菌后的杨

木２８ｄ后，还原糖得率为２００％ ～３００％之间，而
本试验结果也表明，灭菌的秸秆经本试验采用的

真菌预处理后，后续的酶水解过程得以促进。可

见，秸秆自身附着菌群对于接入真菌存在竞争关

系，秸秆灭菌对于接种真菌作用的发挥具有重要

的作用。

表 ２　真菌预处理 ３０ｄ后的秸秆酶水解率测定结果

Ｔａｂ．２　Ｓｔｒａｗｅｎｚｙｍｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｏｆｃｏｒｎｓｔｒａｗ

ａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｆｕｎｇｉｆｏｒ３０ｄ ％

预处理方式
酶水解率

不灭菌秸秆 灭菌秸秆

对照 ３２±０５０ ６４±０４３

云芝变色栓菌 ２３±００９ １１３±０８４

色精木霉菌 ６０±０９９ １２４±０３９

深绿木霉菌 １０±００５ １４７±００７

变色栓菌 ＋色精木霉菌 ６３±０２０ １２８±０７７

变色栓菌 ＋深绿木霉菌 １５±００４ ９１±０４２

３３　真菌预处理对秸秆可溶性糖的影响
纤维素在微生物分泌的胞外纤维素外切酶、内

切酶及 β葡萄糖苷酶３组纤维素酶的协同作用下，
最终降解生成葡萄糖。半纤维素在微生物分泌的胞

外聚糖酶的作用下，降解生成五碳糖或六碳糖。木

质素在多种木质素降解酶协同作用下最终氧化产生

二氧化碳。为进一步证明和解释不灭菌环境下，接

种入的云芝变色栓菌（Ａ）、色精木霉菌（Ｂ）、深绿木
霉菌（Ｃ）、变色栓菌与色精木霉菌的混合菌（Ａ＋Ｂ）
及变色栓菌与深绿木霉的混合菌（Ａ＋Ｃ）与秸秆自
身附着菌落的竞争关系，本文继续探究了纤维素、半

纤维素的降解产物可溶性糖类与干物质损失的相关

关系。对不灭菌的秸秆，真菌预处理 ３０ｄ后，虽然
试验过程各试验组微生物量的不完全可控造成了干

物质损失的差异，但是不同菌株试验组呈现相类似

的降解特征，即干物质损失与可溶性糖变化呈线性

关系（Ｒ２＝０４９８６）（图３），说明这些试验组的微生
物具有极为一致的菌群结构。说明在处理不灭菌秸

秆时接入单一及混合菌株没有形成对于秸秆自身附

着菌群的竞争优势，各试验组均仍旧呈现秸秆自身

附着菌群的降解特征。

图 ３　真菌预处理不灭菌秸秆 ３０ｄ后可溶性

糖变化量与干物质损失量的相关性

Ｆｉｇ．３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｈａｎｇｅｏｆＷＳＣａｍｏｕｎｔａｎｄ

ＤＭｌｏｓｓｉｎｇａｍｏｕｎｔａｆｔｅｒｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｆｕｎｇｉｆｏｒ

３０ｄｉｎｕｎｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｃｏｒｎｓｔｒａｗ
　
在真菌预处理灭菌秸秆的 ３０ｄ内，干物质损失

不再仅仅是由纤维素及半纤维素降解产物糖类的变

化引起，木质素的降解与碳化同样也成为干物质损

失的重要来源。因而，图４的结果显示，导致干物质
损失率与可溶性糖的变化率相关性很弱（Ｒ２ ＝
００００５）。各个试验组中没有菌群间竞争且呈现每
株真菌自有的降解特征。

图 ４　真菌预处理灭菌秸秆 ３０ｄ后可溶性糖变化量

与干物质损失量的相关性

Ｆｉｇ．４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｈａｎｇｅｏｆＷＳＣａｍｏｕｎｔａｎｄ

ＤＭｌｏｓｓｉｎｇａｍｏｕｎｔａｆｔｅｒｏｆｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｆｕｎｇｉｆｏｒ３０ｄ

ｉｎｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｃｏｒｎｓｔｒａｗ
　
３４　真菌固态载体接种对秸秆原料木质素的影响

经过以上研究，利用真菌进行预处理前，对秸秆

进行灭菌处理，可实现秸秆木质素的有效降解。但
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灭菌会导致整个秸秆处理成本的增加，为降低菌种

及灭菌成本，本试验使用对木质素降解效果较好的

２种混合孢子悬浮液制备真菌固态载体，将其接种
到不灭菌秸秆中。

在云芝变色栓菌与色精木霉菌的混合菌固态载

体预处理过程中，当接种物与底物的干质量比由

１∶９增加至１∶４时，纤维素、半纤维素和木质素的降
解率均随固态载体接种量的增加而增加，分别达到

４９９％、４７７％和 ３７２％（图 ５）。当继续增加载体
接种干质量比至１∶１时，由于载体接种比例较大，可
利用纤维素和半纤维素比例较低，影响了整体纤维

素、半纤维素降解率的提高。

图 ５　云芝变色栓菌与色精木霉菌混合菌固态预处理

３０ｄ后木质纤维素降解率

Ｆｉｇ．５　Ｆｉｂｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｐｒｅｃｏｌｏｎｉｚｅｄ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｕｎｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｃｏｒｎｓｔｒａｗ
　
在云芝变色栓菌与深绿木霉菌的混合菌固态载

体预处理不灭菌秸秆过程中，当接种物与底物干质

量比由１∶９增加至 １∶４时，纤维素、半纤维素和木质
素的降解率随固态载体接种量的增加而增加，分别

达到４４８％、４３５％和 ３８１％，如图 ６所示。当继
续增加载体接种干质量比至 １∶１时，发现了与云芝
变色栓菌与色精木霉菌的混合菌固态载体预处理试

验组同样的现象，整体纤维素、半纤维素降解率没有

　　

图 ６　云芝变色栓菌与深绿木霉菌混合菌固态预处理

３０ｄ后木质素降解率

Ｆｉｇ．６　Ｌｉｇｎｉｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｐｒｅｃｏｌｏｎｉｚｅｄ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｕｎｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｃｏｒｎｓｔｒａｗ
　
提高。但２种真菌固态载体试验组对木质素的降解
率均达到３０％ ～４０％之间。可见，真菌较直接接种
方式更能适应以秸秆为原料的降解环境，有利于其

在与固有种群的竞争中形成优势。ＺＨＡＯ等［１０－１１］

采用虫拟蜡菌固态载体按照与不灭菌庭院废弃物干

质量比１∶１９、１∶９、１∶４的比例进行预处理，接种比
１∶４时，发现木质素降解率与直接接种处理灭菌庭院
废弃物并无显著性差别。

４　结论

（１）本文所用真菌在预处理过程中与秸秆自身
附着菌群的竞争中处于劣势，利用真菌直接接种方

式对不灭菌秸秆进行预处理时，其无法成为优势菌

群，不能实现对木质素的有效降解（木质素降解率

几乎为零）。

（２）利用真菌固态载体对不灭菌秸秆进行预处
理，可实现木质素的降解（３０％ ～４０％），可有效降
低预处理过程的灭菌处理成本。真菌固态载体接种

（干质量比）预处理后木质素降解率略低于真菌预

处理灭菌秸秆的木质素降解率（５％左右）。
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