
浙江理工大学学报，２０２１，４５（５）：７０４－７１０
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ｓｃｉ－Ｔｅｃｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－３８５１（ｎ）．２０２１．０５．０１７

收稿日期：２０２１－０４－０９　　网络出版日期：２０２１－０５－２８

基金项目：浙江省自然科学基金项目（ＬＹ１６Ｂ０２００１３）

作者简介：张　超（１９９３－　），男，安徽合肥人，硕士研究生，主要从事微生物发酵方面的研究。

通信作者：徐向群，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｕｘｉａｎｇｑｕｎ＠ｚｓｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ｐＨ值和表面活性剂对桦褐孔菌降解甘蔗渣效率的影响

张　超，王天珍，陈肖肖，徐向群
（浙江理工大学生命科学与医药学院，杭州３１００１８）

　　摘　要：为了提高桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ）液体发酵选择性降解甘蔗渣木质素的效率，采用两因素多水平
的方法进行正交实验，并通过正交实验确定发酵条件参数，对不同发酵时间处理后的甘蔗渣进行糖化水解，分析ｐＨ
值和表面活性剂（Ｔｗｅｅｎ－８０）对桦褐孔菌降解甘蔗渣的影响。结果表明：当ｐＨ值为６．０，Ｔｗｅｅｎ－８０添加量为０．１％
时，桦褐孔菌表现出较强的选择性降解效率，最高木质素降解率由对照的２１．３％提升到７６．６％，并且达到最高木质
素降解率的发酵时间由１０ｄ缩短至２ｄ，最高产糖量和糖化效率也分别由对照的１８８．０ｍｇ／ｇ、２２．８％提升至
２４６．４ｍｇ／ｇ、３０．５％；ｐＨ值６．０和０．１％Ｔｗｅｅｎ－８０对桦褐孔菌选择性降解甘蔗渣木质素有较好的促进作用。
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０　引　言

甘蔗（Ｓａｃｃｈａｒｕｍ　ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍＬ．）是一种多年生Ｃ４
作物，主要分布在亚热带和热带地区。糖和木质纤维

素生物质被认为是替代化石燃料能源的良好来源［１］。

甘蔗渣可以作为生物能源进行发电［２］，在生物乙醇的

生产方面也具有很大的利用价值［３］。中国甘蔗产量居
世界第三，但甘蔗渣并没有得到广泛的利用。



在木质纤维素糖化生产生物乙醇领域，白腐真
菌被认为是有潜力的生物处理菌种［４－５］。白腐真菌
与底物发酵作用的过程中，通过其分泌的木质素酶
攻击木质素而改变并破坏其结构，进而使纤维素暴
露出来进行糖化作用［６］。不同的白腐真菌对木质素
的降解能力和对纤维素、半纤维素的降解效率存在
极大的差异，相同的白腐真菌对不同的木质纤维素
的降解能力也不尽相同［７］。目前，国际上对于白腐
真菌降解甘蔗渣的研究较多，但选择性降解甘蔗渣
木质素的白腐真菌很少，而且通常需要较长时间的
发酵处理［８－１０］。桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ）是一
种白腐真菌，属于担子菌亚门，锈革孔菌科家族，主
要存在于白桦树的树干上［１１］。桦褐孔菌适合生长
在寒冷的条件下，主要分布在北纬４５°～５０°，不仅在
俄罗斯、波兰、芬兰等国家有分布，在中国吉林、黑龙
江一带也有分布［１２］。
桦褐孔菌通过分泌高活性的木质素降解酶

（ＬｉＰ）和锰过氧化物酶（ＭｎＰ）对麦秆木质素的选择
性降解［１３］。影响桦褐孔菌生长发酵的因素众多，其
中表面活性剂和ｐＨ 值的影响更显著［１４］。有机溶
剂、脂肪酸类和表面活性剂 Ｔｗｅｅｎ－８０对桦褐孔菌
的生长及多糖产生的效果更为显著［１５］，并能促进桦
褐孔菌对麦秆木质纤维素的降解［１６］。相比于温度，

ｐＨ值对真菌发酵的影响更大，弱酸环境下具有更
强的促进效果，碱性环境下酶的分泌受到抑制［１７］。
为了提高桦褐孔菌选择性降解甘蔗渣木质素的

能力，本文以ｐＨ 值和表面活性剂 Ｔｗｅｅｗ－８０的添
加量进行正交实验，以发酵过程中木质纤维素选择
降解系数的变化为指标确定最优发酵条件，在最优
条件下进行１０ｄ的发酵，以不同时间的发酵底物进
行糖化水解，确定最佳发酵条件和时间。

１　实验材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　菌　种
桦褐孔菌菌种购于荷兰微生物菌种保藏中心

（Ｃｅｎｔｒａａｌｂｕｒｅａｕｖｏｏｒ　ｓｃｈｉｍｍｅｌｃｕｌｔｕｒｅｓ，ＣＢＳ）。

１．１．２　甘蔗渣
甘蔗渣获取自浙江理工大学水果店。甘蔗渣浸

泡洗净后自然条件下晾干，磨碎过筛，选取６０～１２０
目粒径大小甘蔗渣收集装袋并干燥保存。

１．２　实验方法

１．２．１　桦褐孔菌种子液培养
取１．０ ｍＬ 桦褐孔菌母液接于种子培养基

（ＣａＣｌ２０．１ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１．５ｇ／

Ｌ、葡萄糖２０．０ｇ／Ｌ、蛋白胨３．０ｇ／Ｌ和酵母浸出物

１．０ｇ／Ｌ），１５０ｒ／ｍｉｎ、２８℃，培养２ｄ，当培养液中
菌球变得致密，取出放入４℃冰箱备用。

１．２．２　正交实验方法
先于２５０ｍＬ锥形瓶中称量３．０ｇ粒径为６０～

１２０目的甘蔗渣，加入１００ｍＬ发酵培养基。发酵培
养基 配 方 为：玉 米 粉 ３５．００ ｇ／Ｌ（水 解 液）、
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２．２２ｇ／Ｌ、ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ、

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０５ｇ／Ｌ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ、

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ　０．５０ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４ ０．４０ｇ／Ｌ、

ＭｇＳＯ４０．２０ｇ／Ｌ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ／Ｌ、ＭｎＣｌ２·

４Ｈ２Ｏ　０．０９ ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２ ０．５０ ｇ／Ｌ、Ｔｗｅｅｎ－８０
４．０ｍＬ／Ｌ，ｐＨ值４．５，甘蔗渣３．０ｇ，桦褐孔菌种子
液的接种量为３ｍＬ。变量ｐＨ值设置添加梯度为：

４．５、５．０、５．５和６．０，变量Ｔｗｅｅｎ－８０设置质量浓度
梯度为：０．０５％、０．１０％、０．２０％、０．３０％、０．４０％。
定容后先调节ｐＨ 值，再添加Ｔｗｅｅｎ－８０。按照表１
和表２所示进行培养基的配制，每组设置３个平行，
发酵时间设置为１０ｄ。结束后用４０目筛分离菌球，
筛出的甘蔗渣悬液再用４００目分选筛全部收集并抽
滤，甘蔗渣放入烘箱５５℃烘干至恒重用于测定木质
纤维素含量和确定最优条件。

表１　因素水平

因素
水平

１　 ２　 ３　 ４　 ５
Ａ：ｐＨ值 ４．５　 ５．０　 ５．５　 ６．０

Ｂ：Ｔｗｅｅｎ－８０质量浓度／％ ０．０５　０．１０　０．２０　０．３０　０．４０

表２　正交实验

实验组 水平组合
实验条件

ｐＨ值 Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数／％
１ Ａ１Ｂ５　 ４．５　 ０．４０
２ Ａ３Ｂ４　 ５．５　 ０．３０
３ Ａ１Ｂ１　 ４．５　 ０．０５
４ Ａ３Ｂ２　 ５．５　 ０．１０
５ Ａ４Ｂ４　 ６．０　 ０．３０
６ Ａ１Ｂ２　 ４．５　 ０．１０
７ Ａ２Ｂ４　 ５．０　 ０．３０
８ Ａ２Ｂ２　 ５．０　 ０．１０
９ Ａ２Ｂ３　 ５．０　 ０．２０
１０ Ａ３Ｂ３　 ５．５　 ０．２０
１１ Ａ２Ｂ１　 ５．０　 ０．０５
１２ Ａ４Ｂ１　 ６．０　 ０．０５
１３ Ａ４Ｂ５　 ６．０　 ０．４０
１４ Ａ３Ｂ１　 ５．５　 ０．０５
１５ Ａ４Ｂ２　 ６．０　 ０．１０
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表２续

实验组 水平组合
实验条件

ｐＨ值 Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数／％
１６ Ａ３Ｂ５　 ５．５　 ０．４０
１７ Ａ２Ｂ５　 ５．０　 ０．４０
１８ Ａ１Ｂ３　 ４．５　 ０．２０
１９ Ａ１Ｂ４　 ４．５　 ０．３０
２０ Ａ４Ｂ３　 ６．０　 ０．２０

１．２．３　动态发酵

２５０ｍＬ锥形瓶中称量３．０ｇ粒径为６０～１２０
目的甘蔗渣，加入优化后的培养基１００．０ｍＬ，放入
灭菌锅中１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，冷却后于超净台中接
种菌液３．０ｍＬ；摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ、２８ ℃培养

１０ｄ，以第２、４、６、８、１０ｄ为监测点，每组设置３个
平行。发酵结束后用４０目筛分离菌球与甘蔗渣，并
用清水冲洗以保证菌球与甘蔗渣完全分离。甘蔗渣
放入烘箱５５℃烘干至恒重，用于测定木质纤维素含
量及发酵后甘蔗残渣的糖化。

１．２．４　木质纤维素含量测定
纤维素、半纤维素和木质素含量测定采用了

Ｖａｎ　Ｓｏｅｓｔ分析方法，具体方法参考文献［１８］。

ａ）中性洗涤纤维的测定。称取已恒重的木质纤
维素样品 １．０ｇ，加入 １００．０ ｍＬ 中性洗涤剂、

０．２ｍＬ十氢萘和０．５ｇ　Ｎａ２ＳＯ３，迅速加热至回流并
保持微沸状态１ｈ，温度不宜太高防止木质纤维素
样品被炭化。回流完毕后将其用玻璃坩埚抽滤，用
热的蒸馏水水洗３次，抽干后用丙酮洗１～２次，在

１０５℃条件下干燥至恒重。中性洗涤纤维计算方法
如下：

ＮＤＦ／％＝
Ｆ
Ｍ ×１００

（１）

其中：ＮＤＦ 为木质纤维素与灰分含量，％；Ｆ 为中
性洗涤后残渣质量，ｇ；Ｍ 为样品质量，ｇ。

ｂ）酸性洗涤纤维的测定。称取已恒重的经中
性洗涤剂处理的木质纤维素样品 ０．８ｇ，加入

１００．０ｍＬ酸性洗涤剂和０．２ｍＬ十氢萘，迅速加热
至回流并保持微沸状态１ｈ，温度不宜太高防止木
质纤维素样品被炭化。回流完毕后将其用玻璃坩埚
抽滤，用蒸馏水水洗３次，抽干后用丙酮洗１～２次，
在１０５℃条件下干燥至恒重，称重。此步骤为进一
步除去半纤维素，酸性洗涤纤维计算方法如下：

ＡＤＦ／％＝
Ｆ
Ｍ ×１００

（２）

其中：ＡＤＦ 为木质素、纤维素与灰分总含量，％；Ｆ
为酸性洗涤后残渣质量，ｇ；Ｍ 为样品质量。

ｃ）酸不溶木质素的测定。取上述经酸性洗涤剂
处理过得木质纤维素样品０．３ｇ加入７２％硫酸至浸
过样品为止，用玻璃棒充分搅拌成糊状，３０℃条件
下水浴放置１ｈ，用热蒸馏水水洗至洗涤液为中性，
在１０５℃条件下干燥至恒重，此步为除去纤维素。
在马弗炉中５５０℃，处理２ｈ，灼烧至无炭状态，用差
量法进行称重，此步骤为除去酸不溶木质素。酸不
溶木质素含量计算方法如下：

ＣＬ／％＝
Ｍ１－Ｍ２

Ｍ ×１００ （３）

其中：ＣＬ 为酸不溶木质素含量，％；Ｍ１ 为７２％硫酸
处理后残渣质量，ｇ；Ｍ２ 为马弗炉处理后残渣质量，

ｇ；Ｍ 为样品质量，ｇ。
纤维素含量计算方法如公式（４）：

ＣＣ／％＝ ＡＤＦ－ＣＬ－
Ｍ２

Ｍ（ ）×１００ （４）

其中：ＣＣ 为纤维素含量，％；ＡＤＦ 为木质素、半纤维
素与灰分总含量，％；ＣＬ 为酸不溶木质素含量，％；

Ｍ２ 为马弗炉处理后残渣质量，ｇ；Ｍ 为步骤３）样品
质量。
半纤维素含量计算方法如公式（５）：

ＣＨ／％＝（ＮＤＦ－ＡＤＦ）×１００ （５）

其中：ＣＨ 为半纤维素含量，％；ＮＤＦ 为木质纤维素
与灰分含量，％；ＡＤＦ 为木质素、纤维素与灰分总含
量，％。

１．２．５　糖化水解
称取发酵后干燥至恒重的甘蔗渣１．０ｇ放入

１００ｍＬ锥形瓶中，按２０ＦＰＵ／ｇ的量添加纤维素酶
（上海麦克林，１００００Ｕ／ｇ），加入醋酸－醋酸钠缓冲液

１０．０ｍＬ，加入质量分数为０．００３％四环素作为抑菌
剂，放入摇床中，设置条件为转速１５０ｒ／ｍｉｎ、温度

５０℃进行酶解反应。以３、６、９、１２、２４、３６ｈ和４８ｈ
为取样点，取上清１．０ｍＬ，迅速冷却并测定还原糖，
产糖量和糖化率的计算按照参考文献［１９］进行。糖
化率计算方法如公式（６）：

Ｘ／％＝
Ｒ×０．９
Ｃ ×１００ （６）

其中：Ｘ 为糖化率，％；Ｒ 为总产糖量，ｇ／ｋｇ；Ｃ 为纤
维素与半纤维素含量，ｇ／ｋｇ；０．９为得糖系数。

２　结果与讨论

２．１　最佳ｐＨ值和Ｔｗｅｅｎ－８０添加量的确定
通过对各正交实验组进行测定，获得了各正交

实验组木质纤维素降解率及选择系数（木质素降解
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率与对应纤维素降解率的比值），结果如图１所示。
图１（ａ）为正交实验后甘蔗渣木质素降解率。由图１
（ａ）可知，最高木质素降解率为１８组的２１．２％，最
低为１６组的１．０％，第１５组的木质素降解率为

１５．４２％，处于较高水平。除４、６组外，其他组均表
现出了较高的木质素降解率，表明在一定的ｐＨ 值
和Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数范围内，桦褐孔菌都具有较
强的木质素降解能力。图１（ｂ）为正交实验后甘蔗
渣纤维素降解率，由图１（ｂ）可知，各组纤维素降解
率差异较大，但与木质素相比，纤维素降解率处在较
低水平。第１８组纤维素降解率为１４．０％，明显高
于其他组（ｐ＜０．０５）。第１５组纤维素降解率仅为

０．５％，基本保留纤维素，表明优化条件下桦褐孔菌
对木质素的选择性降解能力。图１（ｃ）为正交实验

后甘蔗渣半纤维素降解率，由图１（ｃ）可知，半纤维
降解水平高于纤维素，且各组呈现出较大差异。最
大降解率为１０组的２１．８％，最低为１组的４．２％。
说明相对于纤维素，桦褐孔菌偏向于降解半纤维素。
图１（ｄ）为正交实验后选择系数，由图１（ｄ）可知，第

１５组表现出了最高选择系数２８．８，说明在最大限度
降解木质素的同时，也最大限度的保留了纤维素。
同时，第２组的选择系数仅次于第１５组，反映了较
高ｐＨ值和较低的Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数对桦褐孔菌
降解甘蔗渣是有利的。以上结果表明，桦褐孔菌液
体发酵降解甘蔗渣的最佳优化条件为：ｐＨ 值６．０、

Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数０．１％。Ｘｕ等［１６，１９］也证明，在
相同条件下木质素降解酶的酶活能够得到很大程度

的提升。

图１　正交实验木质纤维素降解率及选择系数

２．２　发酵过程中木质纤维素的含量变化
在ｐＨ值６．０、Ｔｗｅｅｎ－８０质量分数０．１％条件下

进行动态发酵，以获得优化前后木质纤维素含量和降
解率，结果如图２和图３所示。图２（ａ）为发酵对照组
甘蔗渣木质纤维素质量含量的变化，由图２（ａ）可知，

甘蔗渣原料木质素、纤维素、半纤维素质量含量分别
为１７．８１％、３４．６３％、３７．９６％；发酵对照组木质素质
量含量变化较小，发酵进行到１０ｄ含量为１４．４１％，

依然较高，纤维素和半纤维素总质量含量也处于缓慢
降低的状态。图２（ｂ）为优化组甘蔗渣木质纤维素含
量的变化，由图２（ｂ）可知，优化组的木质素质量含量
明显低于对照组（ｐ＜０．０１），在发酵２ｄ便降低至最
低质量含量７．０４％，同时在整个发酵过程中，纤维素
和半纤维素总质量含量也基本保持不变，相对于对照
组，表现出较强的木质素选择性降解能力，优化后条
件对桦褐孔菌降解甘蔗渣木质素具有促进作用。
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图２　优化前后甘蔗渣动态发酵各成分含量变化

　　图３（ａ）为条件优化前后甘蔗渣动态发酵木质
素降解率的变化，由图３（ａ）可知，优化组木质素降
解水平显著高于对照组（ｐ＜０．０１），仅在发酵２ｄ便
达到最大木质素降解率７６．６％，显著高于对照组

１６．８％的木质素降解率，说明优化条件对桦褐孔菌
降解木质素具有较强的促进作用。图３（ｂ）为条件
优化前后甘蔗渣动态发酵纤维素降解率的变化，由
图３（ｂ）可知，优化组在发酵４ｄ达到最大纤维素降
解率４６．６％，显著高于对照组３８．８％的最大降解率
（ｐ＜０．０５）。说明随着木质素的降解，大量纤维素
暴露出来，促进了纤维素酶与纤维素的结合［２０］。
图３（ｃ）为条件优化前后甘蔗渣动态发酵半纤维素
降解率的变化，由图３（ｃ）可知，优化组半纤维素降
解水平相对稳定，且显著高于对照组（ｐ＜０．０１），
说明在优化条件下，伴随着木质素的大量降解，半
纤维素也表现出了较高的降解率。图３（ｄ）为条件
优化前后木质纤维素选择系数的变化，由图３（ｄ）
可知，优化组于发酵２ｄ便达到最高选择系数

２．０，对照组２ｄ达到最高选择系数，显著低于优化
组（ｐ＜０．０５），优化后条件提高了桦褐孔菌对木质
素的选择性降解。以上结果表明，优化后条件对
甘蔗渣降解的促进作用明显，提高了木质素的选
择性降解，还缩短发酵处理时间，仅发酵２ｄ达到
最高选择系数。

图３　甘蔗渣动态发酵木质纤维素降解率及选择系数
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２．３　产糖效分析
通过对发酵后的甘蔗渣用商业纤维素酶进行糖

化，获得甘蔗渣产糖量与糖化率，以进一步明确ｐＨ
值和表面活性剂的作用，结果如图４所示。图４（ａ）
为对照组不同发酵天数甘蔗渣的产糖量，由图４（ａ）
可知，对照组最高产糖量为发酵１０ｄ的甘蔗渣水解

３６ｈ的１８８．０ｍｇ／ｇ，发酵处理２ｄ的甘蔗渣产糖量
前期处于最高水平，最大产糖量却略低于１０ｄ，为

１８７．５ｍｇ／ｇ；糖化进行到３６ｈ后，对照组产糖量达
到平台期。图４（ｂ）为优化组不同发酵天数甘蔗渣
的产糖量，由图４（ｂ）可知，优化组最高产糖量为发
酵２ｄ的甘蔗渣在水解４８ｈ的２４６．４ｍｇ／ｇ，显著高
于对照组（ｐ＜０．０５），而且在糖化４８ｈ后未达到平
台期，说明由于优化后的发酵效果好，木质素大量降

解，因此对糖化水解的过程阻碍更小，高效率产糖的
持续时间更长。图４（ｃ）为对照组不同发酵天数甘
蔗渣的糖化率，由图４（ｃ）可知，对照组最高糖化率
为发酵１０ｄ的甘蔗渣水解３６ｈ的２２．８％，处于较
低水平。图４（ｄ）为优化组不同发酵天数甘蔗渣的
糖化率，由图４（ｄ）可知，优化组最大糖化率为发酵

２ｄ甘蔗渣在水解４８ｈ后的３０．５％，显著高于对照
组（ｐ＜０．０５），说明木质素降解率的提高促进糖化
效率的提高［２１－２３］。由于纤维素与半纤维素总含量的
稳定，因此糖化率与产糖量线性关系表现出了一致
性；优化组的糖化效率与选择系数基本一致，发酵

２ｄ选择系数最高，糖化效率也最高，进一步证实ｐＨ
值和表面活性剂对桦褐孔菌发酵降解甘蔗渣有促进

作用。

图４　优化前后甘蔗渣糖化效果

３　结　论

本文对甘蔗渣发酵优化条件及其对甘蔗渣糖化

效率的影响进行了研究，优化两个发酵影响因子

ｐＨ值、Ｔｗｅｅｎ－８０添加量，并以优化后的最佳条件
进行１０ｄ的动态发酵，分析ｐＨ值、Ｔｗｅｅｎ－８０对桦
褐孔菌降解甘蔗渣效率的影响。主要结论如下：

ａ）发酵初期，桦褐孔菌首先降解木质素，之后降
解纤维素、半纤维素，优化组的木质纤维素降解速率

高于对照组，木质素的降解率高于其他两种成分。

ｂ）木质素降解率及选择系数在２ｄ达到最佳，
优化组的木质素降解率为７６．６％，高于对照组的

１６．８％，发酵培养基中ｐＨ 值、Ｔｗｅｅｎ－８０的改变提
高桦褐孔菌对甘蔗渣木质素的降解效率，对桦褐孔
菌降解甘蔗渣具有促进作用。

ｃ）对照组甘蔗渣的最高产糖量与糖化率分别为

１８８．０ｍｇ／ｇ、２２．８％，为发酵１０ｄ的甘蔗渣；优化组
的甘蔗渣产糖量与糖化率分别为２４６．６ ｍｇ／ｇ、
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３０．５％，且仅为发酵２ｄ的甘蔗渣；ｐＨ值和Ｔｗｅｅｎ－
８０的优化提高木质纤维素的选择性降解水平，还缩
短发酵周期。
综述可知，通过改变培养基ｐＨ值和Ｔｗｅｅｎ－８０

添加量，可以提升桦褐孔菌对甘蔗渣的降解效率，提
高甘蔗渣的糖化效率。
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