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几株真菌对白酒丢糟纤维素水解能力的研究
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［摘　要］目的：筛选对丢糟中纤维素水解能力强的真菌菌株。方法：选择７株具有水解纤维素酶的真菌，以
羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）为唯一碳源的培养基进行初筛、以丢糟为唯一营养物质的酸性固体或液体培养基培
养，观察培养２４ｈ时培养基上水解圈及真菌直径，测定液体培养基中丢糟的减重率及纤维素的水解率，筛选高
效水解丢糟中纤维素的真菌。结果：从７株真菌中筛选出Ｇ７Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｒｅｅｓｅ，Ｇ１Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ，
Ｇ２Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ，Ｇ３Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ４株高效水解丢糟中纤维素的真菌，在ＣＭＣＮａ－
刚果红培养基上培养６ｄ的水解圈直径Ｄ／菌饼直径ｄ（Ｄ／ｄ））为６０∶７５、１７∶２７、５２∶７５、５０∶７５；在丢糟酸
性固体培养基上Ｇ７、Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３生长良好，对丢糟的降解能力依次是６５７３％、６１９０％、６１２２％、５９６２％，对
丢糟中纤维素的水解大小依次是５７６２％、５４２２％、４９４１％、４４２１％。结论：Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ７为高效水解菌
株；利用ＣＭＣＮａ－刚果红培养基判断菌株对纤维素的水解能力具有一定的参考价值；利用丝状真菌处理丢糟，
有利于丢糟的转化利用。
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　　酒糟是以农作物等为原料经过固态发酵、蒸馏
提取酒精后的残留物，每生产１吨白酒可产生鲜酒
糟２～４吨，据统计，我国年产各种酒糟高达２７００
多万吨。酒糟中含丰富的蛋白质、纤维素、半纤维

素、木质素、脂肪、维生素、氨基酸和多种微量元素

等［１－３］。但目前国内外对酒糟的资源转化可用于

生产乙醇、饲料、堆肥、提取纤维素、食用菌栽培

等［２，４－７］。丢糟是酒糟中的一种，是谷物等经过反

复发酵及蒸馏提取酒精后营养贫瘠的谷物外壳及

残留渣体，水分、纤维素含量高，但粗蛋白、粗脂肪

等含量较酒糟低［８］，由于丢糟的纤维素、半纤维、

木质素这３种大分子物质构成致密结构—木质纤
维素，组成了抗水解屏障，并且纤维素被半纤维素

及木质素包裹，使得纤维素难以被水解［９，２２］，以往

研究表明纤维素主要由成千上万个 Ｄ吡喃型葡萄
糖残基经β１，４糖苷键联结而成的大分子链状聚
合体［１０］，从而使丢糟的转化受到极大的限制。且

丢糟酸度大，水分含量较高，极易腐败变质造成环

境污染［１１－１２］。丢糟中纤维素本身是极具开发潜力

的物质，经水解后可转化为葡萄糖单糖［１３］。据报

道，青霉属、木霉属等真菌具有很好的水解纤维素

的能力［１４］，本研究以丢糟为唯一营养物质来筛选

高效水解菌，从 ＷｅｓｔｅｒｄｉｊｋＦｕｎｇａｌＢｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ筛选木霉属、青霉属等真菌共７株，从中发现４
株高效水解丢糟的真菌，该４株高效水解丢糟菌株
１个月对纯丢糟液的水解量达到５９６２％以上，该体
系还将被进一步用于前期实验室筛选菌株的验证，

从而准确有效地确定自然水解能力最优化的菌株。

１　材料与方法

１１　实验材料
１１１　丢糟　丢糟来源于贵州省茅台镇一酒厂
（丢糟用于测定纤维素、木质素及半纤维的含量及

添加到以丢糟为唯一营养物质的液体培养基中），

烘干后粉碎过５０目筛，备用。
１１２　菌株　７株真菌均购买于 ＷｅｓｔｅｒｄｉｊｋＦｕｎ
ｇａｌＢｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｓｔｉｔｕｔｅ研究中心（因知识产权保护
需要，此处未提供菌株保藏号），有 Ｇ１Ｐｈａｎｅｒｏ
ｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ、Ｇ２Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａ
ｔｕｍ、Ｇ３Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ、Ｇ４Ｏｉｄｉｏｄｅｎ
ｄｒｏｎｅｃｈｉｎｕｌａｔｕｍ、Ｇ５Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｉｍｐｌｉｃｉｓｓｉｍｕｍ、Ｇ
６Ｄｏｒａｔｏｍｙｃｅｓｐｕｒｐｕｒｅｏｆｕｓｃｕｓ及 Ｇ７Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｒｅｅｓｅ，菌株在 ＹＰＤ培养基上复苏后保存在于
－２０℃冰箱，备用。
１１３　培养基　酵母浸出粉胨葡萄糖培养基
（ＹＰＤ）固体培养基，ＣＭＣＮａ－刚果红平板改良配方
参照文献 ［１７－１９］∶ＫＨ２ＰＯ４ ０５ｇ，ＭｇＳＯ４
０２５ｇ，ＣＭＣＮａ１０ｇ，琼脂 １５ｇ，刚果红０２ｇ，明胶
２ｇ，蒸馏水１Ｌ（ｐＨ６８～７２）；丢糟液培养基（丢
糟粉１ｇ，蒸馏水５０ｍＬ）；丢糟酸性固体培养基（丢
糟粉２％，琼脂２％），种子培养基见参考文献［２０］。

１１４　试剂与仪器　ＣＭＣＮａ、刚果红均购于贵阳
超研试剂公司。恒温摇床（上海跃进，ＨＰＹ９１
型）、紫外分光光度计（美国，ＤＵ６４０型）、ｐＨ测试
仪（上海，ＰＨＳ２５型）等。
１２　方法
１２１　纤维素水解能力初步筛选　将７株真菌在
ＹＰＤ琼脂培养基上培养生长良好后，以直径为
８ｍｍ的打孔器打孔制成菌饼，将菌饼接种在
ＣＭＣＮａ－刚果红培养基上，每日测量透明圈直径
（Ｄ）与菌落直径（ｄ）的比值（Ｄ／ｄ）初步判断纤维素
分解菌酶活力的大小［１９］，每个菌株重复３次求平
均值，以不接种菌的培养基作为阴性对照。

１２２　菌株在丢糟酸性固体培养基上的生长能力
　用 ｐＨ测试仪测得丢糟酸性固体培养基 ｐＨ为
３４，将待测菌株在ＹＰＤ琼脂培养基上培养生长良
好后接种在种子培养基中，２１℃，１２０ｒ／ｍｉｎ恒温
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摇床孵育７２ｈ。利用血球计数板计数，并以无菌蒸
馏水适当稀释菌液后配置成为１０６ＣＦｕ／ｍＬ的菌悬
液［２１］，实验组均匀涂布０１ｍＬ菌悬液，对照组不
接种菌，２８℃恒温培养４８～７２ｈ后观察菌株生长
情况。

１２３　水解丢糟能力　按１２２项准备菌悬液，
将７株真菌，按３％（Ｖ／Ｖ）的量接种在丢糟液体培
养基中，２１℃，恒温孵育１月进行丢糟实际水解能
力测试，每个菌株重复３次，以不接种菌的丢糟液
体培养基为阴性对照。实验结束后将丢糟取出烘

干至恒重，称量丢糟重量，计算丢糟减重率及纤维

素降解率。丢糟中纤维素、木质素含量按熊素

敏［２２］报道的实验方法测量，丢糟中半纤维素按照

安玉民［２３］的方法测量。丢糟水解减重率 ＝（Ｍｏ－
Ｍｚ）／Ｍｏ×１００％，纤维素水解率 ＝（ｍｏ－ｍｚ）／ｍｏ
×１００％；Ｍ１，ｍ１代表丢糟水解前的重量及纤维素
含量，Ｍ２，ｍ２为丢糟水解后的重量及纤维素含量，
Ｍ０及ｍ０代表同等条件下阴性对照组培养３０ｄ后

的丢糟重量及纤维素含量，利用阴性对照组（Ｍ０，
ｍ０）而不是接种真菌前的丢糟重量和纤维素含量
（Ｍ１，ｍ１）计算丢糟及纤维素水解率是为了除去因
实验过程中丢糟粉放置在丢糟液中的自然流失量，

确保实验的严谨性。

２　结果

２１　菌株在ＣＭＣＮａ－刚果红培养基上筛选结果

７株真菌在接种２４ｈ出现了大小不同的水解
圈，Ｇ４、Ｇ５、Ｇ６在平板上生长较慢，水解圈也较
其他菌株较小；Ｇ１菌株在培养基上生长速度快，
而水解圈增长较慢，水解圈到第 １２天时直径为
６１ｃｍ达到最大值，菌直径则到达平板直径
７５ｃｍ（与Ｇ６作为对照，Ｇ１在培养１２ｄ时的水
解圈见图１），Ｇ２，Ｇ３，Ｇ７也能迅速生长，产生的
水解圈在第６天达到最大值。７株真菌培养１～６
ｄ的Ｄ／ｄ比值见表１。

表１　７株真菌在ＣＭＣＮａ－刚果红培养基上培养１～６ｄ时的Ｄ／ｄ比值
Ｔａｂ．１　ＤａｔａｏｆＨｙｄｒｏｌｙｓｉｓＣｉｒｃｌｅＤｉａｍｅｔｅｒＤ／ＣｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒｏｎＳｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅＣｏｎｇｏｒｅｄｍｅｄｉｕｍ

菌株编号
Ｄ／ｄ比值

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天
Ｇ１ １２∶１１ １２∶１２ １３∶１８ １４∶２１ １５∶２３ １７∶２７
Ｇ２ １３∶１２ ２８∶２５ ３７∶４９ ４５∶７５ ４８∶７５ ５２∶７５
Ｇ３ ２０∶０８ ２３∶１８ ３５∶３４ ４２∶５０ ４５∶６１ ５０∶７５
Ｇ４ １０∶０８ １３∶０８ １３∶０８ １３∶０８ １４∶０９ １４∶０９
Ｇ５ ０９∶０９ １３∶１２ １８∶１７ ２０∶１９ ２３∶２２ ２７∶２７
Ｇ６ １０∶０８ １０∶０９ １１∶０９ １１∶１０ １２∶１１ １３∶１２
Ｇ７ １８∶０８ ２５∶１３ ２６∶２２ ３４∶３１ ５４∶５４ ６０∶７５

２２　菌株在丢糟酸性培养基中的生长情况
７个待测菌株在丢糟酸性培养基中培养７２ｈ

时，Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３及 Ｇ７菌株生长良好，白腐真菌
Ｇ１生长情况最佳（图２）；Ｇ４、Ｇ５及 Ｇ６在７２ｈ
内无明显生长现象。

２３　丢糟中纤维素、半纤维素、木质素含量
本次实验所采用的丢糟纤维素含量为

２６７０％，半纤维素为１０９８％，木质素为１７８９％，
ｐＨ为３４。将７个实验菌株在丢糟液中培养１个
月后，丢糟的减重率、丢糟中纤维素水解率结果显

示，Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ７的丢糟减重率及纤维素水解
率均较高，其中 Ｇ７的减重、水解率在７株菌中最
高，所有的菌株的丢糟减重率大于其纤维素水解

率。见表２。

表２　各菌株丢糟水解率的比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓ（１ｇｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｄｉｓｔｉｌｌｅｒ＇ｓｇｒａｉｎｓ）

菌种编号 丢糟减重率（％） 纤维素水解率（％）

Ｇ１ ６１９０ ５４２２

Ｇ２ ６１２２ ４９４１

Ｇ３ ５９６２ ４４２１

Ｇ４ ４５７４ ３３８１

Ｇ５ ４３８７ １８２１

Ｇ６ ３７３３ １２６０

Ｇ７ ６５７３ ５７６２

阴性对照 ２００ －

注：初始丢糟值为１ｇ
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注：实线箭头所指为菌苔，虚线箭头所指为水解圈

图１　Ｇ６、Ｇ１菌株在ＣＭＣＮａ－刚果红培养基上

培养１２ｄ时的水解能力
Ｆｉｇ．１　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎｓ
Ｇ６ａｎｄＧ１ｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＳｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅＣｏｎｇｏｒｅｄｍｅｄｉｕｍ

图２　Ｇ１在丢糟酸性固体培养基上培养７２ｈ的
生长能力

Ｆｉｇ．２　ＧｒｏｗｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎｓＧ１ａｎｄＧ７ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｏｎａｃｉｄｓｏｌｉｄｗａｓｔｅｄｉｓｔｉｌｌｅｒ′ｓｇｒａｉｎｓｍｅｄｉｕｍ

３　讨论

７株菌在ＣＭＣＮａ－刚果红培养基上的初筛，Ｇ
１菌株也出现了水解圈，以往报道 Ｇ１Ｐｈａｎｅｒｏ
ｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ为全面水解木质纤维素的真
菌，对木质素的水解能力尤强［２４－２５］，本实验验证了

Ｇ１能水解纤维素，能力也较强。实验利用 ＣＭＣＮａ
－刚果红培养基与丢糟液测试水解率的结果有所
差异。如 Ｇ４的水解圈与菌饼直径比为７株菌中
最佳，但对丢糟液的水解率却较低，可能因为丢糟

的酸性环境不适应 Ｇ４菌株生长或对丢糟中其他
物质的降解率较低，因为丢糟是由纤维素、木质素、

半纤维素等组成的高分子聚合物。故利用 ＣＭＣＮａ
－刚果红培养基判断菌株对纤维素的水解能力具
有一定的参考价值，但菌株的实际水解能力还需要

在实际底物中进行测试和验证［１６］。故本实验设计

了利用ＣＭＣＮａ－刚果红培养基、丢糟为唯一营养物
质的酸性固体及液体培养基筛选高效水解丢糟的

真菌。在利用丢糟为唯一营养物质的液体培养基

筛选实验中，７株真菌的丢糟减重率大于其纤维素

水解率，是由于某些菌株除具备水解纤维素的能力

外还有水解丢糟中其他组分的能力，如 Ｐｈａｎｅｒｏ
ｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ具有水解木质素的能力，Ｔｒｉ
ｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ具有水解半纤维素的能
力［１５］。综合ＣＭＣＮａ－刚果红培养基、丢糟液水解
率、丢糟中纤维素水解率的测定，确定 Ｇ１，Ｇ２，Ｇ
３，Ｇ７为高效水解菌株。接下来我们将全面分析
各菌株对木质纤维素的水解能力，以期发现全面水

解丢糟中木质纤维素的真菌，或建立全面水解丢糟

中木质纤维素的真菌复合菌组。

近年来，利用微生物处理生物废料成为热点，

物理及化学处理方式需要昂贵的设备及试剂，而生

物处理是在温和的条件下利用微生物固体发酵水

解木质纤维素，设备要求无特殊，且非病原性水解

木质纤维素的微生物在环境中广泛存在，具有廉

价、易获得、环保等优点。利用微生物处理生物废

料如丢糟，可以将丢糟进行水解转化，使其中很难被

转化利用的大分子物质被水解成为小分子化合物，

从而改善其利用程度低、酸度大、污染环境的缺点。

总之，本研究通过筛选高效水解丢糟的真菌，

利用这些菌株进行纤维素酶的生产或构建水解丢

糟的工程菌，从而解决丢糟存放空间大、难转化利

用、污染环境的现状。研究除了利用以往文献报道

的以ＣＭＣＮａ为唯一碳源进行筛选外，还利用了以丢
糟为唯一营养物质的固体及液体培养基对真菌水

解能力进行测试，使筛选出来的真菌可以有效利用

于丢糟的直接降解工作，既可以作为丢糟有效处理

的直接工具，又可以作为进一步提取相关水解酶制

品的良好底物，为生物废料处理的产业化工作提供

了具有意义的借鉴方案。随着利用微生物处理生

物废料方面的研究逐渐深入，相信我国一定会将生

物废料最大效益化利用，真正实现绿色无污染的、

可持续的农业、工业化生产。
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筛选鉴定及其特性研究［Ｊ］．西南农业学报，２０１６
（１）：８１－８４．

［２０］张庆芳，马菁玲，孔秀琴，等．半纤维素酶高产菌株的
筛选、鉴定及产酶条件的研究［Ｊ］．中国沼气，２０１５
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［２１］张丽影，汪寒寒，潘婷，等．产纤维素酶菌株的筛选
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－４１．

［２３］安玉民，王菊葵，黄烨，等．马铃薯秸秆中纤维素与
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