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摘　要　以麦秸垛下的土壤和麦秸堆肥为材料 ,利用限制性培养技术 ,经过多代淘汰及其不同系之间的组配 ,最终

筛选构建了一组木质纤维素分解菌复合系。用羧甲基纤维素 (CMC)糖化力法和纤维素减重法研究了不同培养条

件对复合系分解纤维素能力的影响。结果表明 ,以滤纸、棉花、稻草、CMC2Na和葡萄糖为碳源时 ,复合系在天然纤

维素含量高的碳源 (如滤纸、棉花)存在时表现出高的纤维素分解活性 ;利用蛋白胨和酵母粉作氮源时的纤维素分

解活性远高于硝酸铵、尿素等无机氮源 ;以滤纸和酵母粉作为惟一碳、氮源时 ,最适发酵质量浓度分别为 215 和

1010 g·L - 1 ,其分解活性最高峰均出现在发酵第 5天。最适纤维素分解的 p H为 810。最适纤维素分解温度为 60

℃,大于 60 ℃的高温抑制复合系对纤维素分解 ;复合系的适宜溶氧量 (DO)为 0107～0116 mg·L - 1 ,过高过低的溶

氧量均抑制纤维素分解。复合系的微好氧特点对堆肥工程降低生产成本具有重要意义。
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Construction of a compo site microbial system of lignocellulo se

degrading and effect of cultural condition on the system capability
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Abstract　A composite microbial sys tem with cap acity of degrading lignocellulos e effectively was constructed by the

techniques of res tricted cultivation. That effect of cultural conditions on the cap ability of cellulos e degradation of

microbial community was investigated with CMC2Na s accharogenic powder and gravimetry. Composite microbial

sys tem could directly degraded carbon s ource with high natural cellulos e content ( s uch as filter p ap er and cotton) .

Cellulas e activity using p eptone and yeast powder as nitrogen s ource was higher than that of inorganic nitrogen s ource ,

s uch as urea and ammonium nitrate . The optimum fermentation concentration using filter p ap er and yeast powder as

s ole carbon and nitrogen s ource was 0125 % and 110 % , resp ectively , and the highest level of cellulas e app eared the

fifth day after inoculation. The optimum temp erature of degrading cellulos e was 60 ℃, while the cellulas e activity was

inhibited when the temp erature was more or les s 60 ℃. The optimum pH for microbial community was 8. 0. The

optimum oxygen concentration for cellulos e degradation was 0107 - 0116 mg ·L - 1 and more or les s oxygen

concentration both were not contributed to degradation of cellulos e . It is promising and important for the characteris tic

of microaerobic of composite microbial sys tem to decreas e the cost of composting engineering.

Key words　cellulos e degradation bacteria ; composite microbial sys tem ; cultural condition ; cellulos e degradation

　　纤维素是可再生能源物质 ,总产量占地球植物

干重的 1/ 3～1/ 2 [1 ] ,所以 ,纤维素的分解利用对于

解决未来的能源危机与环境问题意义重大。但是 ,

由于纤维素结构复杂 ,又与木质素结合形成难以分
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解的“木质纤维素”,纯培养微生物对其分解无能为

力。在自然界 ,是在多种微生物的共同作用下木质

纤维素被分解进入地球的碳素循环。所以 ,利用多

种微生物的协同关系非常重要。近年来 ,人们重视

了天然条件下微生物之间的协同关系 ,把这一理念

应用于纤维素的微生物降解 ,崔宗均等[2 ]曾经以 4

种高温堆肥为原料构建了一组高效稳定的纤维素分

解菌复合系 ,把自然界中多种微生物协同降解纤维

素的过程再现于人工培养条件下。该复合系 8 d可

将水稻秸分解溶化 ,并已证明该复合系的功能、性

质、组成稳定[3 ] ,该复合系由常规平板培养可分离

的菌种和难培养菌种组成。而发现复合系对筛选过

程所用木质纤维素基质有一定专一性 ,为进一步完

善复合系筛选技术 ,获得快速分解小麦秸秆的复合

系 ,笔者以小麦秸秆为分解基质筛选了一组复合系 ,

经 1年多的连续继代培养证明该复合系已经稳定。

本文将报道该复合系的筛选过程和碳源、氮源、p H、

温度、氧含量对复合系纤维素分解活性的影响 ,为该

材料应用于堆肥处理提供参考。

1　材料与方法

111　复合系的筛选

从长期堆积小麦秸秆的堆体底部和由小麦秸秆

为原料的堆肥中取样 ,在 100 mL 三角瓶内装 100

mL 蛋白胨纤维素培养液 ( PCS) ,以 1 g小麦秸秆作

为碳源 ,瓶内放入滤纸条作为分解的外观指标 ,50

℃静止培养。当瓶内滤纸条完全分解 ,小麦秸秆软

化时取 5 mL 培养液作为种子接到同样的新鲜培养

基中。如此一直继代培养 ,淘汰失去分解能力的培

养物 ,留下分解能力强的培养物。等留下的培养物

到 10代以上 ,仍然具有分解能力时 ,将培养物相互

混合进行组配 ,继续继代培养 ;选择分解能力强 ,p H

接近中性的培养物继续继代培养。培养过程中如分

解能力下降 ,则淘汰或继续组配。经半年以上连续

继代培养 ,选择仍保持高分解能力的培养物 ,进行保

存和性质研究。

为了保证供试菌种的一致性 ,本试验中将连续

继代培养的第 74代培养液加体积分数为 20 %的甘

油 ,分装后 - 70 ℃冰冻保存 ,每次将其事先活化一

代作为供试菌种。

112　培养条件

蛋白胨纤维素培养液 ( PCS) :510 g蛋白胨 ,510

g纤维素 (新华滤纸) ,510 g NaCl ,210 g ,CaCO3 ,110

g酵母粉溶解在 1L 水中。接种量 5 % (体积分数) ,

50 ℃静止培养 ,使处于 DO (溶氧量)为 0107～0116

mg·L - 1的微好氧条件。以下试验所用液体培养基

体积无特别说明时均为 100 mL。

113　纤维素分解活性测定方法( CMC糖化力法)

CMC糖化力法 :见文献 [ 4 ]。纤维素酶活性定

义为 :每分钟产生 1μg葡萄糖所需的酶量 U。

重量减少法 :将培养液 5 000 r·min - 1离心 15

min ,倾去上清液 ,用盐酸和硝酸的混合液冲洗而消

除菌体[5 ] ,离心 ,清水洗 ,离心 ,105 ℃烘干后称重 ,

计算失重量和失重率。

114　分解底物碳源的种类和添加量对复合系纤维

素分解活性的影响

1)碳源种类的影响。分别以 510 g·L - 1的葡萄

糖、羧甲基纤维素钠 (CMC2Na) 、棉花、滤纸、稻草作

112节中 PCS的纤维素碳源 ,接种后 50 ℃静止培

养 ,经 24 ,72 ,120和 168 h后用于测定 CMC糖化活

性 ;再将用同样方法培养 72和 120 h的培养物以减

重法测定失重量和失重率。

2)碳源添加量的影响。分别以 215 ,510 ,1010 ,

2010和 4010 g·L - 1的滤纸作为惟一碳源制作 PCS ,

50 ℃静止培养 ,测定 CMC糖化活性及滤纸减重。

115　培养基氮源的种类和添加量对复合系纤维素

分解活性的影响

1)氮源种类的影响。以 110 g·L - 1的硝酸铵、

尿素、硫酸铵、牛肉膏、蛋白胨、酵母粉分别作 PCS

中的氮源 ,以滤纸为碳源 , 50 ℃静止培养 ,测定

CMC糖化活性及滤纸减重。

2)氮源添加量的影响。以 015 ,110 ,210 ,510和

1010 g·L - 1的酵母粉作为惟一氮源分别制作 PCS ,

50 ℃静止培养 ,测定 CMC糖化活性及滤纸减重。

116　培养温度对复合系纤维素分解活性的影响

制作 510 g·L - 1的滤纸作碳源的 PCS ,培养温度

分别设置为 30 ,40 ,50 ,60 ,70和 80 ℃,静止培养 ,测

定 CMC糖化活性及滤纸减重。

117　培养液的 p H对于复合系分解活性的影响

制作 510 g·L - 1的滤纸作碳源的 PCS ,培养液

p H分别调到 410 ,510 ,610 ,710 ,810 ,910 和 1010 ;

50 ℃静止培养 ,测定 CMC糖化活性及滤纸减重。

118　培养液溶氧量对复合系纤维素分解活性影响

取 4只直径 6 cm的圆柱形广口瓶 ,加入 PCS培

养基 ,液深分别为 2 ,4 ,6 ,8 和 10 cm ,浸在每升培养

液中的滤纸重量为 510 g ,50 ℃静止培养。另设同
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样高度处理 ,密闭培养。72 h后 ,测定 CMC糖化活

性及滤纸减重。溶氧量测定用日本产 HORIBA

OM214型 DO METER。

2　结果与分析

211　复合系的构建

利用 111节描述的方法 ,经过 70代以上的继代

培养 ,得到了具有分解小麦秸秆和水稻秸秆能力的

稳定的复合系。复合系 p H调节能力强 ,在培养液

p H 5～9的范围内都具有纤维素分解能力 ;在分解

纤维素过程中 ,p H先下降到 610 左右 ,此时滤纸旺

盛分解 ,之后 p H逐渐回升到 7～8 之间 ,并保持长

时间稳定。在培养液滤纸添加量中 510 g·L - 1时 ,

72 h内几乎完全分解 ,在连续以此质量浓度添加滤

纸的条件下 ,分解能力可持续 20 d以上。到目前为

止 ,经过 70多代的继代培养 ,复合系各代在对培养

液不同起始 p H和发酵过程中的 p H调节能力、滤纸

分解能力上已经稳定。

212　培养液碳源种类和添加量对复合系纤维素分

解活性的影响

图 1　培养基碳源种类对纤维素酶活性的影响

Fig. 1　Effect of C source types on cellulase activity

1)碳源种类的影响。复合系在 5种碳源上均能

良好生长 ,但是在不同碳源上的纤维素分解活性差

异明显 (图 1) 。其中以稻草为碳源在 72和 120 h的

纤维素酶活性最高 ,分别为 4315和 5311 U ,其次是

以滤纸为碳源 ,然后是棉花 ;而以 CMC和葡萄糖为

碳源的纤维素酶活极低。从这些纤维素材料的减重

看 ,72 和 120 h 以滤纸为碳源的减重分别达到

01485和 01491 g ,减重率分别为 9710 %和 9812 % ,

为所有处理中最高的 ;其次为棉花和 CMC ,最低的

为稻草 ,72和 120 h的减重和减重率分别为 01141 g

和 2810 % ,01147 g和 2914 % ,这应与材料本身的成

分有关。总之 ,以天然纤维素为碳源的纤维素酶活

要高于以 CMC和葡萄糖为碳源的酶活 ,而且酶活

与纤维素分解有很好的相关性。

2)碳源添加量的影响。以滤纸作为碳源操作方

便而且便于观察。各碳源添加量下纤维素酶活随着

培养时间的进行而增加 ,到 120 h以后逐渐下降 ,所

有处理均以 120 h时的酶活最高 ,其中以 215 g·L - 1

的碳源添加量纤维素酶活最高。试验还表明 ,随着

滤纸质量增加 ,纤维素酶活降低 (图 2) 。因此 ,并不

是碳源添加量越高纤维素酶活越高。滤纸减重是

4010 g·L - 1的处理最大 ,70 和 120 h 分别为 11638

和 11911 g ,但减重率为 4110 %和 4718 % ;在减重率

上以 215 g·L - 1的处理最高 , 70 和 120 h 分别为

9614 %和 9810 %。

图 2　不同量的滤纸为碳源时纤维素酶的活性
Fig. 2　Effect of various C source concentrations on

cellulase activity

213　培养基氮源的种类和添加量对复合系纤维分

解活性的影响

图 3　氮源对复合系纤维素酶活性的影响
Fig. 3　Effect of different N source types on

cellulase activity

1)氮源种类的影响。以硝酸铵、硫酸铵、尿素、

蛋白胨、牛肉膏、酵母粉为氮源的试验表明 ,以有机

氮为氮源时纤维素的分解活性明显高于以无机氮为

氮源时的分解活性 ,有机氮中以酵母粉为氮源的纤

维素分解活性最高 (图 3) 。120 h 后滤纸的减重和

减重率 ,以酵母粉为氮源时分别为 01489 g 和

9718 % ,是所有处理中最高的 ,以蛋白胨和牛肉膏为

9
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氮源时分别为 01159 g 和 3118 % , 01231 g 和

4510 % ,以无机氮为氮源时滤纸基本不降解 ,所以 ,

此复合系适宜的氮源为有机氮。

2)氮源添加量的影响。在以酵母粉为惟一氮源

时 ,各个时期随着氮源的增加纤维素酶活增加 ,所有

处理以添加量为 1010 g·L - 1的酶活最高。分解活

性的高峰期在接种后 120 h (图 4) 。滤纸的分解量

也是 1010 g·L - 1处理最大 ,120 h 后滤纸减重及减

重率分别为 01495 g和 9910 % ,而以 210 g·L - 1酵母

粉为氮源的处理 120 h后滤纸减重及减重率分别为

01489 g和 9718 % ,接种 168 h后 ,除了 015 g·L - 1处

理的滤纸减重比较低以外 ,其他添加量差异不大。

所以 ,以酵母粉为惟一氮源时 ,添加量不必大于 210

g·L - 1。

图 4　酵母粉质量浓度为碳源时的纤维素酶活性
Fig. 4　Effect of various N source concentrations on

cellulase activity

214　培养温度对复合系纤维素分解活性的影响

图 5　培养温度对于复合系纤维素酶活性的影响
Fig. 5　Effect of cultivation temperatures on

cellulase activity

在 30～80 ℃范围内 ,复合系都表现出了纤维素

分解活性 ,但是各处理的纤维素分解活性及滤纸分

解量差异显著 (图 5) 。以 60 ℃处理的纤维素酶活

为最高 ,高峰期在接种后 72 h ;50 ℃处理也具有较

高的酶活 ,酶峰值出现比 60 ℃处理推迟 ,在接种后

120 h ;而当温度低于 50 ℃和高于 60 ℃时 ,纤维素酶

的活性受到严重抑制。滤纸的分解量和分解率与酶

活情况一致 ,72 h时 50 ℃与 60 ℃的处理滤纸减重

分别为 01478和 01492 g ,120 h 时分别为 01489 和

01495 g ,120 h后二者的滤纸分解率分别为 9718 %

和 9910 % ,所以 ,二者的滤纸分解量差别不显著 ;而

其他温度处理 120 h 后的滤纸减重都没有超过

30 %。所以 ,复合系适宜纤维素降解的温度范围在

50～60 ℃。

215　p H对于复合系纤维素分解活性的影响

在 p H 410～1010范围内 ,复合系的纤维素分解

活性和滤纸的分解率差异很大。复合系最适宜的纤

维素分解活性是 p H为 810 ,其酶活高峰在接种后

72 h ,一直到 120 h都维持在较高的活性范围 ;而 p H

为 410和 1010时 ,各个时期纤维素酶活显著低于其

它处理 (图 6) 。从滤纸减重和分解率看 ,120 h 后

p H 810 ,710 ,910 ,和 510 的处理滤纸减重和减重率

分别为 01491 g和 9812 % ,01489 g和 9718 % ,01424

g和 8418 % , 01390 g 和 7810 % ,在所有处理中以

p H 810的处理当滤纸分解量最大。p H小于 510和

大于 910后 ,纤维素酶活性和滤纸的分解量都显著

下降 ,p H 410和 1010的处理 120 h后的滤纸减重仅

为 01279 和 01282 g。所以 ,此复合系比较适宜的

p H范围在 510～910。

图 6　发酵液起始 p H对复合系纤维素

酶活性的影响

Fig. 6　Effect of different initial p H on cellulase activity

216　溶氧量对复合系纤维素分解活性的影响

从图 7 可以看出 ,各培养基液体深度处理的纤

维素酶活在接种后 120 h都达到了高峰 ,以 8 cm处

理的酶活最高 ,其次是 6和 10 cm处理 ,其他处理也

具有较高的酶活性 ,2 ,4 ,6 ,8 和 10 cm 的溶氧量分

别为 0124 ,0116 ,0113 ,0109和 0107 mg·L - 1 ,所以 ,

此复合系在较低的溶氧量范围内保持纤维素分解能
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力。另外 ,在同样液体深度密闭条件培养 ,滤纸同样

可以降解 ,只是降解时间推迟到接种后 7 d。在滤纸

减重上 ,以 8 cm处理减重率最高 ,达到了 9718 % ,4

cm以上的处理 120 h 的减重率都超过了 80 % (图

8) ,滤纸减重率与酶活性保持一致。因此 ,复合系适

宜的纤维素分解溶氧量范围以 0107～0116 mg·L - 1

为宜。

图 7　溶氧量对复合系纤维素酶活性的影响

Fig. 7　Effect of different DO values on cellulase activity

图 8　不同溶氧量下的滤纸分解率

Fig. 8　Filter degradation ratio in different DO values

3　讨　论

1)从本试验中可以看出 ,以天然纤维素材料为

碳源时 ,复合系的纤维素分解活性高于以容易利用

的糖类为碳源时的分解活性。有人认为这是由于天

然纤维素材料可以诱导复合系纤维素酶的合成[6 ]。

关于适宜的碳源质量浓度 ,研究结果表明 ,以 215 g·

L - 1纤维素酶活和减重率最高 ,当滤纸增加到 4010

g·L - 1时 ,滤纸的减重率只为 215 g·L - 1时的一半左

右 ,所以随着滤纸含量的增加 ,纤维素酶活与滤纸减

重率降低 ,适宜的碳源应在 510 g·L - 1为宜。

2)从有机氮源与无机氮源的纤维素分解活性及

滤纸减重结果分析 ,复合系以有机氮为氮源时的纤

维素酶活及滤纸分解情况明显好于无机氮源 , 这与

前人在一些纤维素分解研究时利用的无机氮源不

同[7 ,8 ]。结合上述分解天然来源纤维素的分解活

性 ,可认为微生物的功能与它原来长期适应环境条

件关系密切 ,复合系是从纤维素含量和有机物含量

极高的、旺盛发酵的堆肥及肥沃的草土混合物中分

离构建得到。因此 ,在构建新的微生物复合菌系时 ,

要注意其目标应用领域的条件与筛选复合系的功能

一致 ,这样得到的微生物功能组合才有实际应用

价值。

3)环境的 p H对于微生物生长代谢影响很大 ,

一些微生物正是由于在生长过程中 p H的改变导致

功能的减弱和丧失[9 ]。我们得到的复合系 ,在 p H

510～910范围内 ,都具有高的纤维素酶活和滤纸分

解活性 ,保证了复合系可以应用于广泛的 p H范围。

在以往的纤维素分解研究中真菌类的培养条件常常

是在好氧的振荡培养[5 ] ,细菌多为厌氧[8 ,10 ]。而这

个复合系在 0107～0116 mg·L - 1的微好氧条件相下

表现出高的纤维素酶活性和滤纸分解能力 ,分析其

原因 ,可能是由于复合系由多种微生物组成 ,在开始

好氧条件下好氧微生物利用氧生长繁殖 ,当氧被利

用到一定程度后 ,微好氧和厌氧微生物开始繁殖 ,而

有研究表明纤维素在微好氧条件才能分解[10 ] ,它们

协同作用完成纤维素的分解 ,这充分体现了复合系

的优势。复合系微好氧这一特性对于堆肥发酵过程

尤其重要 ,过多的通气不利于保持水分和温度 ,不利

于酶类反应 ,过密闭又造成厌氧反应 ,无法除臭 ,堆

肥发酵缓慢。同时微好氧下能够高效分解纤维素 ,

对降低堆肥化成本有重要意义。

我们近 4年的工作已经证明对微生物的富集培

养物经过长期的连续限制性培养和组配 ,可以获得

具有纯培养微生物不可比拟的功能、性质、组成稳定

的复合系[2～4 ] ,功能和性质稳定是组成稳定的反

映 ,功能和性质稳定就可以达到应用的程度 ,而探明

其复合系的微生物组成和结构是另一项必需而艰巨

的工作。关于该复合系的主要微生物的组成 ,现阶

段只用传统的平板分离法分离证明有 5种菌落稳定

存在 ,但它们 5株混合培养物不具有分解能力 ,说明

该复合系含有“难培养微生物”,只靠传统的平板分

离鉴定技术难以描述其菌种结构。因此 ,正在利用

D GGE、T2RFL P等分子生态学技术研究菌种组成。

(下转第 44页)
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容增大 ,阻抗相对变化值 Q 下降 ;

2)冷冻鲫鱼解冻后其 Q 值 ( < 20 %)明显低于

冰鲜鲫鱼 ( Q > 20 %) ;

3)利用伏安法测定鱼体 Q 值 ,可方便、有效地

区别冰鲜和解冻鲫鱼。
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