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化学法和生物法制备巨菌草腐植酸的比较

尚校兰,李宏宇,杨伊婷,梁菁菁
(廊坊师范学院生命科学学院,河北 廊坊０６５０００)

摘要:对化学方法和生物方法制备巨菌草(Pennisetumsp．)腐植酸和黄腐酸进行分析比较.结果表明,硝酸、盐酸、乙

酸、草酸、氨水均能降解纤维素、半纤维素或木质素从而生产腐植酸和黄腐酸,其中１０．０％氨水提取巨菌草得到的腐植

酸含量最高,其次为３７．５％硝酸和３７．５％盐酸,草酸和乙酸提取得到的腐植酸含量最低.枯草芽孢杆菌(BacillussubＧ
tilis)、毛霉(Mucor)、根霉(Rhizopus)、青霉(Penicillium)在巨菌草腐殖质的形成中均起到了积极作用,其中根霉对木

质素的降解程度最高,生成总腐植酸的含量最高.根霉发酵制备得到的总腐植酸含量是１０．０％氨水提取得到的总腐

植酸含量的１．４５倍,毛霉发酵制备得到的总腐植酸含量是１０．０％氨水提取得到的总腐植酸含量的１．２９倍,而枯草芽孢

杆菌和青霉发酵制备得到的总腐植酸含量比１０％氨水提取得到的总腐植酸含量低.３７．５％硝酸提取得到的黄腐酸含

量是毛霉发酵制备得到的黄腐酸含量的１．７９倍,２２．５％盐酸提取得到的黄腐酸含量是毛霉发酵制备得到的黄腐酸含

量的１．９８倍.综上可知,生物发酵法制备得到的总腐植酸含量比化学法提取得到的总腐植酸含量要高,而化学方法提

取得到的黄腐酸含量比生物发酵法制备得到的黄腐酸含量要高.
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Abstract:ThehumicandfulvicacidsinPennisetumsp．werecomparedwithchemicalandbiologicalmethods．
Cellulose,hemicellulose,andligninweredegradedtoproducehumicacidandfulvicacidwithnitricacid,hyＧ
drochloricacid,aceticacid,oxalicacid,andammonia．Thehumicacidcontentwasthehighestwhenusing
１０．０％ammonia,followedby３７．５％nitricacidand３７．５％ hydrochloricacid,whileoxalicacidandaceticacid
werethelowest．Bacillussubtilis,Mucor,Rhizopus,andPenicillium playedapositiveroleintheformation
ofhumicandfulvicacids．ThedegradationdegreeofligninwasthehighestwhenusingRhizopus．ThetotalhuＧ
micacidcontentswere１．４５and１．２９timesthatof１０．０％ammoniaunderRhizopusandMucorfermentation,

respectively,whilethetotalhumicacidcontentswerelessthan１０．０％ ammoniaunderbothB．subtilisand
Penicilliumfermentation．Thecontentoffulvicacidusing３７．５％nitricacidwas１．７９timesthatofMucorferＧ
mentation,andthecontentoffulvicacidusing２２．５％hydrochloricacidwas１．９８timesthatofMucorfermentaＧ
tion．
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　　腐植酸 (humicacid,HA)是由动植物残体经过

微生物的分解和合成以及地球化学的一系列过程形成

的由芳香族及其多种官能团构成的天然有机高分子聚

合物[１].按照颜色和分子量不同,腐植酸可以分为黑

腐酸、棕腐酸和黄腐酸[２],其中黄腐酸的某些生物活性

高于其他组分的腐植酸,在工业、农业、环保、医药、食
品等方面有广泛的应用[３Ｇ５].

腐植酸的形成有６种学说,糖胺缩合学说、多酚学

说、起源于木质素的多酚学说、木质素学说、细胞自溶

学说、微生物合成学说[６].原生腐植酸属于不可再生

资源,因此寻找其他腐植酸的来源成了可持续发展战

略的迫切需求,于是生化腐植酸应运而生.目前,生化

腐植酸主要由秸秆、蔗渣、木屑等工农业废弃物通过化

学方法或生物发酵方法提取.吕品等[７]利用硝酸、乙
酸提取了稻草中的腐植酸,腐植酸含量分别增加了

１９．２９％和１７．２３％,黄腐酸含量分别增加了３２．９１％
和 ２２．８９％;Plácido和 Capareda[８]利用浓度分别为

２．５％、５．０％和１０．０％的 KMnO４、H２SO４、NaOH 于

５０℃２４h和１２０℃１５倍大气压１h处理棉花(GosＧ
sypiumspp．)废弃物制备黄腐酸,发现低温常压长时

下,各 处 理 的 黄 腐 酸 含 量 从 大 到 小 依 次 为 ２．５％
NaOH 处理、１０．０％ NaOH 处理、５．０％ NaOH 处理、

１０．０％ H２SO４ 处理、５．０％ H２SO４ 处理、２．５％ H２SO４

处理;高温高压短时下,黄腐酸含量从大到小依次为

１０．０％ KMnO４ 处 理、５．０％ KMnO４ 处 理、２．５％
NaOH 处理、５．０％ NaOH 处理、２．５％ KMnO４ 处理、

１０．０％ NaOH 处理、２．５％ H２SO４ 处理.曹均等[９]利

用玉米(Zeamays)秸秆发酵制备腐植酸;姜爱莉[１０]

利用锯末、玉米面和棉籽油进行发酵,得到产物使用

３．５％ NaOH,于６０℃下浸提１．５h,黄腐酸的产率可

达４６．９％.
巨菌草(Pennisetum sp．),隶属被子植物门单子

叶植物纲禾本科狼尾草属.属于多年生植物,直立丛

生,植株高大,株高一般为３~５m,最高可达８m.利

用巨菌草制备生化腐植酸的研究尚未见报道.本研究

以巨菌草为原料,利用巨菌草纤维素、木质素含量高的

特点,通过化学方法及生物发酵方法制备其本身并不含

有的生化腐植酸,为巨菌草资源化、产业化开辟新途径.

１　材料与方法

１．１　材料

巨菌草由福建农林大学引种,于廊坊师范学院种

植后采收烘干.枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)、毛
霉(Mucor)、根霉(Rhizopus)、青霉(Penicillium)由

廊坊师范学院微生物实验室提供.分析用试剂均为国

产分析纯.

１．２　仪器与设备

马弗炉(YHGＧ９０３９A,上海姚式仪器设备厂);恒

温培养箱(YMJＧ２５０F,上海姚式仪器设备厂);高压灭

菌锅(YXＧ３５０Z,上海三申医疗器械有限公司);离心

机(TDＧ１０K,上海卢湘仪离心机仪器有限公司).

１．３　方法

１．３．１　巨菌草处理

１)化学方法处理巨菌草 巨菌草粉碎烘干后,分别

加入９０mL不同浓度的乙酸(１０．０％、２０．０％、３０．０％、

４０．０％、５０．０％、６０．０％、７０．０％、８０．０％、９０．０％、

１００．０％)、草酸(２．５％、５．０％、７．５％、１０．０％、１２．５％)、
盐酸 (７．５％、１５．０％、２２．５％、３０．０％、３７．５％)、硝酸

(１２．５％、２５．０％、３７．５％、５０．０％、６２．５％)和 氨 水

(５．０％、１０．０％、１５．０％、２０．０％、２５．０％),以蒸馏水为对

照,加入反应液后在室温下搅拌均匀后,放入７０℃水

浴中反应３０min,取出试样在８０℃下烘干,分别测定

试样的纤维素、半纤维素、木质素、总腐植酸、黄腐酸的

含量.

２)发酵方法处理巨菌草 称取１５g粉碎的巨菌草

加入９０mL蒸馏水摇晃均匀,灭菌.将培养成熟的毛

霉、根霉、青霉、枯草芽孢杆菌分别接种到巨菌草溶液

中培养,其中毛霉、根霉、青霉巨菌草溶液放入２６℃培

养箱中摇床发酵,发酵周期３０d;枯草芽孢杆菌巨菌草

溶液放入３３℃培养箱中摇床发酵,发酵周期３０d.取

出培养好的巨菌草灭菌,烘干.

１．３．２　指标测定　纤维素、半纤维素、木质素含量测

定采用中性洗涤纤维法测定[１１];总腐植酸和黄腐酸的

测定采用容量法[１２].

１．３．３　数据处理　采用SPSS１６．０软件对所测数据

统计分析,n＝３,用平均值和标准误表示测定结果,
分别对不同浓度化学试剂处理、不同发酵时间处理

的巨菌草进行单因素方差分析;并用 Tukey’sＧb法对

各测定数据进行多重比较.采用Excel２０１０制图.

２　结果

２．１　化学法制备巨菌草腐植酸的含量

硝酸提取有利于总腐植酸和黄腐酸的溶出(图

１).与 对 照 相 比,１２．５％、２５．０％、３７．５％、５０．０％、

７７
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６２．５％的硝酸使巨菌草中总腐植酸和黄腐酸均显著升

高(P＜０．０５),其中３７．５％和６２．５％硝酸能得到较高

含量的黄腐酸,３７．５％的总腐植酸含量最高,比对照提

高了２．８６倍.与对照相比,３７．５％硝酸处理的巨菌草

中纤维素含量无显著变化(P＞０．０５),半纤维素和木

质素的含量显著下降(P＜０．０５).
草酸提取有利于总腐植酸和黄腐酸的溶出(图

２),２．５％、５．０％和１０．０％浓度的草酸提取未使黄腐酸

含量发生显著变化(P＞０．０５),而７．５％和１２．５％提取

均使黄腐酸含量显著升高(P＜０．０５).２．５％和１２．５％

的草酸更有利于总腐植酸的溶出.所有浓度的草酸均

使纤维素和半纤维素的含量升高,而木质素含量无显

著变化(P＞０．０５).

　　 盐酸有利于总腐植酸和黄腐酸的溶出(图３),

７．５％、１５．０％、２２．５％、３０．０％、３７．５％的盐酸会使黄腐

酸和腐植酸含量显著升高(P＜０．０５),同时,盐酸处理

会使纤维素、木质素、半纤维素的含量下降.

　　乙酸处理对黄腐酸的溶出影响不大(图４),但

１０．０％、２０．０％、４０．０％、５０．０％、６０．０％、７０．０％乙酸处

理有利于总腐植酸的溶出,且５０．０％乙酸处理具有最

图１　不同浓度硝酸处理对巨菌草各成分的影响

Fig．１　EffectofdifferentnitricacidconcentrationsoncomponentsofPennisetumsp．
　同一指标不同小写字母表示不同处理间差异显著(P＜０．０５),下同.

　Differentlowercaselettersofthesameindexindicatesignificantdifferencesamongdifferenttreatmentgroupsatthe０．０５level;similarlyforthefolＧ

lowingfigures．

图２　不同浓度草酸处理对巨菌草各成分的影响

Fig．２　EffectofdifferentoxalicacidconcentrationsoncomponentsofPennisetumsp．

８７
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图３　不同浓度盐酸处理对巨菌草各成分的影响

Fig．３　EffectofdifferenthydrochloricacidconcentrationsoncomponentsofPennisetumsp．

图４　不同浓度乙酸处理对巨菌草各成分的影响

Fig．４　EffectofdifferentaceticacidconcentrationsoncomponentsofPennisetumsp．

优效果.

　　５．０％、１０．０％、１５．０％、２０．０％、２５．０％的氨水处理

均有利于总腐植酸含量的提高(图５),尤其是１０．０％
氨水处理的巨菌草的总腐植酸含量得到了显著提高

(P＜０．０５),５．０％、１０．０％、１５．０％的氨水处理后巨菌草

的黄腐酸含量得到显著提高 (P ＜０．０５).１０．０％、

１５．０％、２０．０％氨水处理后,木质素含量下降.

　　综上所述,１０．０％氨水提取巨菌草得到的腐植酸

含量最高,其次为３７．５％硝酸和３７．５％盐酸,草酸和乙

酸提取得到的腐植酸最少.

２．２　生物法制备巨菌草腐植酸的含量

经过枯草芽孢杆菌发酵的巨菌草纤维素含量、半
纤维素含量、木质素含量下降,黄腐酸含量和总腐植酸

含量升高.随着发酵时间的延长,纤维素含量有所下

降(图６).与对照相比,１０和２０d发酵的巨菌草纤维

素含量下降但不显著(P＞０．０５),３０和６０d显著下降

(P＜０．０５);半纤维素含量随发酵时间延长也有所下

降,与对照相比,１０、２０、３０d发酵的巨菌草半纤维素

含量下降不显著(P＞０．０５),而６０d表现为显著下降

(P＜０．０５);木质素含量随发酵时间延长也有所下降,

与对照相比,１０、２０、３０d发酵的巨菌草木质素含量下

降不显著(P＞０．０５),而６０d表现为显著下降(P＜
０．０５);总腐植酸含量随发酵时间延长有所升高,与对

照相比,１０d发酵的巨菌草总腐植酸含量升高不显著

(P＞０．０５),２０、３０、６０d显著升高(P＜０．０５);黄腐酸

含量随发酵时间延长也有所升高,和对照相比,１０、２０

９７
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图５　不同浓度氨水处理对巨菌草各成分的影响

Fig．５　EffectofdifferentammoniaconcentrationsoncomponentsofPennisetumsp．

图６　枯草芽孢杆菌发酵对巨菌草各成分的影响

Fig．６　EffectoffermentationwithBacillussubtilisoncomponentsofPennisetumsp．

d发酵的巨菌草黄腐酸含量升高不显著(P＞０．０５),而

３０和６０d显著升高(P＜０．０５).

　　随着毛霉发酵时间的延长,纤维素含量和半纤维

素含量均不显著降低(P＞０．０５)(图７);木质素含量随

发酵时间延长也有所下降,与对照相比,１０、２０d发酵

的巨菌草木质素含量下降不显著(P＞０．０５),而３０和６０
d显著下降 (P＜０．０５);总腐植酸含量随发酵时间延长

有所升高,与对照相比,１０、２０、３０、６０d均显著 升高

(P＜０．０５);黄腐酸含量随发酵时间延长也有所升高,与
对照相比,１０d发酵的巨菌草黄腐酸含量升高不显著

(P＞０．０５),而２０、３０和６０d显著升高(P＜０．０５).

　　经过根霉发酵的巨菌草纤维素含量、半纤维素含

量、木质素含量下降,黄腐酸含量和总腐植酸含量升

高.随着发酵时间的延长,纤维素含量有所下降,与对

照相比,１０、２０和３０d发酵的巨菌草纤维素含量下降

不显著(P＞０．０５),６０d下降显著(P＜０．０５)(图８);半
纤维素含量随发酵时间延长也有所下降,与对照相比,

１０、２０、３０d发酵的巨菌草半纤维素含量下降不显著

(P＞０．０５),而６０d显著下降(P＜０．０５);木质素含量

随发酵时间延长也有所下降,与对照相比,１０d发酵

的巨菌草木质素含量下降不显著(P＞０．０５),而２０、３０
和６０d显著下降(P＜０．０５);总腐植酸含量随发酵时

间延长有所升高,与对照相比,１０、２０、３０和６０d均显

著 升高(P＜０．０５);黄腐酸含量随发酵时间延长也有
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图７　毛霉发酵对巨菌草各成分的影响

Fig．７　EffectoffermentationwithMucoroncomponentsofPennisetumsp．

所升高,与对照相比,１０d发酵的巨菌草黄腐酸含量

升高不显著(P＞０．０５),而２０、３０和６０d显著升高

(P＜０．０５).

　　经过青霉发酵的巨菌草纤维素含量、半纤维素含

量、木质素含量下降,黄腐酸含量和总腐植酸含量升

高.随着发酵时间的延长,纤维素含量、半纤维素含量

和木质素含量均不显著降低 (P＞０．０５)(图９);总腐

植酸含量随发酵时间延长有所升高,与对照相比,１０d
发酵的巨菌草总腐植酸含量升高不显著(P＞０．０５),

２０、３０、６０d显著升高 (P＜０．０５);黄腐酸含量随发酵

时间延长也有所升高,与对照相比,１０d发酵的巨菌

草黄腐酸含量升高不显著(P＞０．０５),而２０、３０和６０

d显著升高 (P＜０．０５).

３　讨论与结论

　　鲁宇菡[１３]利用黑木耳菌糠发酵制备生化黄腐酸,
发现０~１molL－１的 NaOH 有利于生化黄腐酸的

溶出,生化黄腐酸的含量最高可达６％.吕品等[７]利

用硝酸、乙酸、草酸、盐酸、氨水提取稻草中的腐植酸,
发现这５种试剂提取后腐植酸的含量均显著升高

(P＜０．０５),其中硝酸＞乙酸＞盐酸＞氨水＞草酸,本
研究得到的结果不一致.

硝酸处理巨菌草后,纤维素含量未发生显著变化

(P＞０．０５),而半纤维素和木质素含量显著下降(P＜

图８　根霉发酵对巨菌草各成分的影响

Fig．８　EffectoffermentationwithRhizopusoncomponentsofPennisetumsp．

１８



草　业　科　学 第３５卷

http:∕∕cykx．lzu．edu．cn

图９　青霉发酵对巨菌草各成分的影响

Fig．９　EffectoffermentationwithPenicilliumoncomponentsofPennisetumsp．

０．０５),总腐植酸和黄腐酸均显著升高(P＜０．０５),根据

瓦克斯曼学说[１４Ｇ１５],木质素是构成腐殖质的基本原料,

因此,可以认为硝酸处理有利于半纤维素和木质素向

总腐植酸和黄腐酸转化.盐酸处理的巨菌草和硝酸处

理类似,也可以用瓦克斯曼的木质素转化学说来解释.

乙酸处理也有利于纤维素向总腐植酸转化.１０．０％、

１５．０％、２０．０％的氨水处理也有利于木质素向黄腐酸

和总腐植酸转化.草酸处理虽然有利于总腐植酸和黄

腐酸的溶出,但是纤维素和半纤维素的含量同时升高,

而木质素含量无显著变化(P＞０．０５),因此不能用木

质素的转化学说来解释,原因还需要进一步探讨.

多种微生物具有降解纤维素和半纤维素的能力,

刘志坚等[１６]利用枯草芽孢杆菌发酵蔗渣制备腐植酸,

发现提高接种量和通气量,延长发酵时间,控制３７℃
发酵,有利于提高腐植酸含量.木霉和青霉等多种真

菌也已被证明可降解纤维素[１７Ｇ１８].杭怡琼等[１９]等通

过向培养基质(稻草秸秆＋２０％棉籽壳)接种侧耳真菌

菌株发现,基质中木质素和纤维素含量在培养一段时

间后明显减少.Badis[２０]认为链霉菌菌株能在木质素

降解和腐殖质更新方面具有一定的作用.侯勇[２１]利

用牛粪发酵秸秆,发现随着发酵时间的延长,纤维素、

木质素及半纤维素含量下降,而腐殖质的含量有所升

高.Kakezawa等[２２]发现真菌可加快稻草秸秆的腐殖

化.

不同微生物在降解木质素、形成腐殖质中所扮演

的角色不同,真菌在腐殖质形成中起关键作用,而细

菌、放线菌起辅助作用[２３].本研究表明,经过毛霉发

酵的巨菌草纤维素含量、半纤维素含量、木质素含量下

降,黄腐酸含量和总腐植酸含量升高.

本研究中,枯草芽孢杆菌、毛霉、根霉、青霉在巨菌

草腐殖质的形成中均起到了积极作用,这和来航线

等[２４]的研究一致.发酵法制备巨菌草的总腐植酸和

黄腐酸均是由纤维素、半纤维素和木质素的降解所

致[２５],真菌可能在细胞内形成醌或其他芳香族化合

物,在分泌到体外以及细胞自溶时很容易缩合－聚合

成腐殖质[２６].其中根霉对木质素的降解程度最高,与

对照相比,到发酵结束,木质素降解了２．５４倍,这和

Dümig等[２７]的研究结果一致,根霉发酵的巨菌草中总

腐植酸和黄腐酸含量最高,和对照相比,总腐植酸含量

提高了５．２６倍,黄腐酸含量提高了０．７１倍.青霉发酵

的巨菌草中总腐植酸含量和黄腐酸含量最低,和空白

相比,总腐植酸含量提高了１．０９倍,黄腐酸含量提高

了０．３２倍.

与化学法相比,根霉发酵制备得到的总腐植酸含

量是１０．０％氨水提取得到的总腐植酸含量的１．４５倍,

毛霉发酵制备得到的总腐植酸含量是１０．０％氨水提取

得到的总腐植酸含量的１．２９倍,而枯草芽孢杆菌和青

霉发酵制备得到的总腐植酸含量比１０．０％氨水提取得

到的总腐植酸含量低.３７．５％硝酸提取得到的黄腐酸

含量是毛霉发酵制备得到的黄腐酸含量的１．７９倍,

２２．５％盐酸提取得到的黄腐酸含量是毛霉发酵制备得

到的黄腐酸含量的１．９８倍.

化学法和生物发酵法均能提高巨菌草中腐植酸和

黄腐酸含量,且都和巨菌草中纤维素、半纤维素或木质

２８
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素的降解有关.总体来说,生物发酵法制备得到的总

腐植酸含量比化学法提取得到的总腐植酸含量要高,
而化学方法提取得到的黄腐酸含量比生物发酵法制备

得到的黄腐酸含量要高.
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