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摘要?油茶行业的迅速发展导致油茶籽粕废弃物的大量产生!其落后的处理方式造成了

严重的资源浪费!制约了我国油茶行业的可持续发展" 油茶籽粕中富含有机质!利用微生

物发酵法降解其中的纤维素#木质素及茶皂素等生物大分子来制备有机肥是实现油茶籽

粕合理资源化利用的有效途径" 通过筛选获得 @ 株针对油茶籽粕中纤维素和木质素的高

效降解菌!包括 A 株真菌 KAQA!属于 !"#$%&'(&)*%+,-*%.'+*#!以及 ! 株细菌 R#Q! 和 R$Q!!

分别为蒙氏假单胞菌$!'#$.&)&/*')&/(#+"++%和类芽孢杆菌$!*#/+0*,+""$'6&%属!可有效降

低发酵产物中茶皂素的含量!实现油茶籽粕的无害化处理" 实验结果显示!经菌株 KAQA#

R#Q! 和 R$Q! 发酵处理 !L > 后!油茶籽粕中纤维素含量的降解率分别为 !BMI#S#

ABMH$S和 A@MABS!木质素含量的降解率分别为 A!ML#S#AIML$S和 !HM@BS!茶皂素含

量的降解率分别为 @#M"HS##$M"$S和 #HMA$S&且发酵后的油茶籽粕腐熟度#有机质含

量和养分含量等指标均符合有机肥标准" 研究结果拓展了油茶籽粕的资源化利用途径!

同时为木质素和纤维素的高效降解提供了良好的菌种资源"
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??作为我国特有的食用木本油料作物#油茶在

湖南'江西等地广泛分布#种植面积高达 #"" 多万

亩#年产油茶籽超过 A"" 多万吨(AQ!)

% 自 !"AH 年

油茶正式被列为我国大宗油料作物以来#其产量

及产值逐年稳步增长(!)

#与此同时#油茶行业的

快速发展也产生了大量的油茶籽粕废弃物#并造

成了严重的资源浪费% 据估算#我国每年的油茶

籽粕废弃物产量超过 I" 万吨#而其高值化利用技

术的发展则严重滞后#极大地制约了油茶行业的

健康可持续发展(@Q#)

%

油茶籽粕废弃物中富含丰富的营养物质#包

括蛋白质'糖类和多酚等($)

#可广泛应用于医药'

食品和饲料等领域(H)

% 然而#从我国目前的油茶

籽粕废弃总量和发展趋势考虑#现有的废弃物利

用方式均难以满足油茶行业的快速发展% 相较之

下#以油茶籽粕为底物进行发酵处理制备有机肥#

是实现油茶籽粕大规模资源化利用的有效处理方

式(I)

% 油茶籽粕中富含大分子物质木质素和纤

维素#木质素是以苯基丙烷为结构单元的一种高

分子聚合物(L)

#纤维素是以
"

QEQ葡萄糖为结构单

元#通过
"

QA# #Q糖苷键连接的一种线性高分子多

糖化合物(B)

% 这些大分子物质不能被作物直接

吸收#在自然界中降解缓慢(A")

#因此在使用油茶

籽粕制备有机肥的过程中#需要通过微生物降解

将其转化为能够被作物吸收利用的小分子营养物

质% 研究发现#白腐菌'褐腐菌'软腐菌'木霉属'

青霉属'曲霉属等真菌均对木质素和纤维素表现

出较强的降解性能#其中#部分菌株对木质素'纤

维素的降解率可达 !"S以上(AAQA#)

% 有研究显示#

通过添加地衣芽孢杆菌'酿酒酵母及植物乳杆菌

对油茶籽粕进行发酵#大部分粗纤维中的高分子

芳香化合物分解为低分子物质#有效破坏了木质

纤维素分子结构#将部分糖类物质转化为菌体蛋

白#从而使得粗纤维含量降低#粗蛋白的含量升

高(A$QAI)

#因此制备的有机肥的肥力也明显提升%

除木质素'纤维素外#油茶籽粕中还含有较多的茶

皂素#作为一种糖甙化合物#茶皂素对多种微生物

的生长具有显著抑制作用(ALQAB)

#因此不仅会阻碍

油茶籽粕固态发酵的进程#在进入土壤后也会对

土壤益生菌产生不利影响(!")

% 此外#茶皂素随有

机肥施入土壤后#还会对作物种子发芽产生抑制

作用#同时减缓土壤有机质的分解#阻碍土壤营养

物质循环过程#降低土壤肥力(!A)

% 然而#现有关

于油茶籽粕发酵的研究中大多关注木质素'纤维

素的降解以及养分物质的变化#而忽略了油茶籽

粕中茶皂素的降解#难以获得腐熟程度理想的有

机肥产物%

由此可知#以油茶籽粕发酵生产有机肥#需要

综合考虑木质素'纤维素和茶皂素的降解#以实现

对油茶籽粕的脱毒处理% 因此#本研究通过筛选

获得可高效降解油茶籽粕中纤维素'木质素及茶

皂素的功能菌株#评价了功能菌株对纤维素'木质

素和茶皂素的降解效果#将其用于油茶籽粕发酵

制备有机肥#获得了腐熟度'有机质含量'养分和

重金属含量等指标均符合标准的有机肥#为油茶

籽粕废弃物的大规模资源化利用提供了良好的思
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路和可行的方法%

<=材料与方法

<><=实验材料

A(A(A?原料及试剂

本实验所用油茶籽粕原料购自湖南大三湘茶

油资源有限公司% 葡萄糖'磷酸二氢钾'磷酸氢二

钠'氯化钠'磷酸氢二钾'羧甲基纤维素钠硫酸铵

和七水合硫酸镁均为分析纯% 酵母浸粉和蛋白胨

均为cd生物试剂%

马铃薯液体!eE%"培养基+将 !"" [马铃薯

切成小块煮沸 !" 8̀/#用 L 层纱布过筛#冷却后加

入 !"M"" [葡萄糖#加蒸馏水定容至 A """ G̀#灭

菌处理%

木质素初筛液体培养基+碱性木质素 !M"" ['

硫酸铵 AM"" ['七水合硫酸镁 "M$" ['磷酸二氢钾

AM"" ['磷酸氢二钠 "M!" [溶于蒸馏水#&X调至

IM""#蒸馏水定容至 A """ G̀#灭菌处理%

苯胺蓝显色培养基+酵母浸粉 $M"" ['氯化钠

A"M"" ['蛋白胨 A"M"" ['琼脂 !"M"" ['苯胺蓝

"M!$ [' 蒸馏水 A """ G̀# &X 调至 IM"" f

IM!"

(!!)

#灭菌处理%

刚果红纤维素培养基+刚果红 "M!" [' 微晶

纤维素 AMLL [' 七水合硫酸镁 "M!$ [' 磷酸氢二

钾 "M$" [' 琼脂 !"M"" [' 去离子水 A """ G̀# 灭

菌处理%

羧甲基纤维素钠!_R_Q,0"液体培养基+硫

酸铵 AM"" ['氯化钙 "M"! ['七水合硫酸镁 "M!"

['羧甲基纤维素钠!_R_Q,0" A"M"" ['六水合氯

化铁 "M"$ ['磷酸氢二钾 AM"" ['茶皂素 $M"" ['

琼脂 !"M"" ['去离子水 A """ G̀

(!@Q!#)

#灭菌处理%

Gc培养基+氯化钠 A"M"" ['蛋白胨 A"M"" ['

酵母提取物 $M"" ['蒸馏水 A """ G̀#灭菌处理%

固体培养基+在其对应的液体培养基中加入

!" [琼脂#灭菌处理%

AMAM!?试剂配制

中性洗涤剂+称取乙二胺四乙酸 !=Eb%"

ALMH [和四硼酸钠!,0

!

c

#

Y

I

*A"X

!

Y"HML [#加

一定量的去离子水适当加热#再加乙二醇乙醚 A"

G̀后加 @" [十二烷基硫酸钠!;E;"$用天平量

取 #MH$ [磷酸氢二钠放入到另一个三角瓶中#加

适量去离子水后溶解#可适当加热#待溶液温度降

至室温后#将配好的 ! 种溶液放入 A """ G̀容量

瓶中用去离子水定容到刻度线% 此溶液 &X值应

在 HMB fIMA%

酸性洗涤剂+移液枪抽取 !IMLI G̀BLS的

浓硫酸用玻璃棒引流缓慢滴加 $"" G̀去离子水

中#待温度稳定后#向体系内加入 !" [十六烷基

三甲基溴化铵!_b%c"拌混匀# 待液体呈现透明

并带有少量气泡证明溶解完全# 将溶液定容到

A """ G̀即可#备用%

I!S的硫酸+量取质量分数为 BLM@S的浓硫

酸 @BL G̀# 用玻璃棒引流至去离子水中# 定容至

A """ G̀即可%

LS!4T9"香草醛无水乙醇溶液+准确称取

LM" [香草醛#用无水乙醇溶解#置于 A"" G̀容量

瓶中定容% 为使测定的数据具有良好的重现性和

稳定性#每次进行样品分析时#都需新配制香草醛

无水乙醇溶液% 同时#反应过程中#需振摇容量瓶

@ 次#使反应均匀%

IIS!9T9"硫酸+取硫酸!BLS4T4" II G̀

加到 !@ G̀去离子水中%

<>?=油茶籽粕理化性质测定

油茶籽粕样品的水分'灰分'总酸'粗纤维'粗

脂肪和茶皂素的含量测定分别参照,食品安全国

家标准食品中水分的测定 - ! Jc $""BM@.

!"AH"

(!$)

',食品安全国家标准食品中灰分的测

定- !Jc$""BM#.!"AH"

(!H)

' ,食品中总酸的测

定-!JcTbA!#$H.!""L"

(!I)

',植物类食品中粗

纤维的测定- !JcTb$""BMA".!""@"

(!L)

',食品

安全国家标准食品中脂肪的测定-!Jc$""BMH.

!"AH"

(!B)和,油茶籽粕中茶皂素的提取工艺研

究-

(@")的规定方法%

<>@=菌株的筛选

AM@MA?纤维素降解菌株的筛选

取油茶籽粕样品 A"M"" [#加入少许无菌水#

发酵 I >后转入 A"" G̀的 eE%液体培养基#在

!L g'A!" 'T̀8/ 条件下培养#待长出大量菌体

后#一部分转入纤维素初筛液体培养基用于纤维

素降解菌的筛选#另一部分转入木质素初筛液体

培养基用于木质素降解菌的筛选% 转入羧甲基纤

维素钠!_R_Q,0"液体初筛培养基中的菌体在摇

床继续培养 ! > 后#将菌液进行 A" 倍梯度的稀

释#得到稀释度为 A"

hA

fA"

hH的培养液% 随后#

取不同浓度的菌液各 A""

#

G#通过平板涂布法接

种到刚果红纤维素固体培养基上#并在 !L g'A!"

'T̀8/条件下培养 @ f$ >% 观察菌落生长情况#
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当出现有透明圈的菌落即初步认为菌株具备纤维

素降解能力#选取其中透明圈直径较大的菌落进

行多次划线并分离纯化% 将初筛得到的单菌落挑

取在_R_Q,0液体培养基中#孵育 ! > 后进行稀

释#并采用稀释涂布法进一步在羧甲基纤维素钠

!_R_Q,0"固体培养基上纯化纤维素降解菌#挑

选出长势良好的菌株% 将复筛选出的菌株接种至

Gc培养基中培养 A >#成为菌种活化液#将活化液

与 $"S的甘油混合#冻存至hL" g冰箱中待用%

AM@M!?木质素降解菌株的筛选

转入木质素液体初筛培养基的菌体#在摇床

中保持 !L g'A!" 'T̀8/ 条件下培养 ! >% 之后#

同样进行 A" 倍梯度稀释处理#得到 A"

hA

fA"

hH稀

释度的培养液% 随后将不同浓度梯度的菌液各取

A""

#

G用平板涂布法接种到木质素初筛固体培

养基上#并在 !L g'A!" 'T̀8/ 条件下培养 @ f$

>% 选择木质素初筛固体培养基上长出的单独菌

落#挑到木质素液体培养基中培养 @ > 之后#取菌

液稀释至 A"

h$后在苯胺蓝显色培养基上进行不

同浓度梯度的菌液涂布#筛选出变色圈较大或者

使培养基完全变色的菌株% 将筛选出的菌株挑到

Gc培养基中培养 A >#成为菌种活化液#将活化液

与 $"S的甘油保存#冻存至hL" g冰箱%

<>A=菌株鉴定

A(#(A?显微形态特征

霉菌采用水浸片法观察细胞形态#细菌采用

革兰氏染色法染色后镜检%

A(#(!?Zb;#AH; 'E,%序列鉴定

筛选出的菌株送至上海凌恩生物科技有限公

司进行Zb;'AH; 'E,%测序% 具体过程为+以提取

的菌株总 E,%为模板进行 Zb;'AH; 'E,%基因

e_d扩增'测序#KAQA'R#Q! 和 R$Q! 分别获得

$$HW&'A#!!W& 和 A##HW& 的 e_d扩增片段#J5/Q

c0/V 数据库登录号分别为 YGHIILI$'YGL$$BI#

和YGLI!AL#% 将测序得到的菌株 Zb;'AH; 'E,%

与J5/W0/V数据库进行c+062比对#采用R=J%软

件对比对结果进行分析#将目标菌株鉴定到属#并

绘制系统发育树分析菌株种属特性%

<>B=降解实验

AM$MA?纯木质素降解实验

分别配制浓度为 "M""' "MA"' "M!"' "M@"'

"M#" 和 "M$" [TG的碱性木质素水溶液#测定其

YE!L" 值以制作木质素标准吸收曲线#所得回归

方程为2i#M!@# B31"M"A#4

!

i"MBBB $%

将菌液!YEiA"按 @"S!9T̀ "的接种量接

入 A"" G̀木质素液体培养基中# 并在 !L g'A!"

'T̀8/ 条件下振荡培养% 使用 $M"" G̀无菌 =e

管每隔 I > 取 A 次样品% 取样时摇匀培养基#每

次吸取 #M"" G̀液体#于 L """ 'T̀8/条件下离心

A" 8̀/#所得上清液用 "M#$

#

`的水系滤膜过滤#

测定其YE!L" 浓度为 "M#" [TG的值#所得结果代

入回归方程计算碱性木质素降解率#

木质素降解率!S" i

5

A

h5

!

5

A

jA""S !A"

式中+ 5

A

表示初始培养基中碱性木质素浓度#

[TG$5

!

表示待测样品中碱性木质素浓度# [TG%

AM$M!?油茶籽粕中木质素#纤维素的含量测定

参照范式粗纤维分析法(@A)测定油茶籽粕发

酵过程中的纤维素和木质素含量% 具体方法为+

将发酵后的油茶籽粕于 A"$ g烘干#取烘干样 A [

于直筒烧杯#加入 A"" G̀中性洗涤后#剩余的残

渣烘干#其成分是半纤维素'纤维素'木质素和硅

酸盐$再经过 A"" G̀酸性洗涤剂洗涤后#剩余残

渣烘干#其成分为为纤维素'木质素和硅酸盐#质

量差为半纤维素质量$随后用 I!S硫酸洗涤#剩

余物质烘干#其成分是木质素和硅酸盐#质量差为

纤维素质量#再经马弗炉 $$" g烧制 # 3#剩余的

灰分即为硅酸盐质量#其质量差为木质素质量%

AM$M@?油茶籽粕中茶皂素的测定

采用香草醛h浓硫酸显色法测定茶皂素的含

量变化(@")

#其原理为+茶皂素中含有皂苷# 皂苷

是一类含有糖苷键的四环或五环三萜的化合物#

其_

@

'_

A!

上的羟基可与香草醛上的醛基发生反应

形成缩醛# 成为新的共轭体系而显色(@!)

% 具体

方法为+

$

茶皂素提取#称取 A"$ g烘干的油茶粕

$M"" [#与 I"S!9T9"乙醇按 AkI 比例混合#于 H"

g水浴锅加热 ! 3#将滤液用 I"S!9T9"乙醇定容

至 $"M"" G̀$

%

茶皂素的测定#移取上述样液

"MA" G̀'蒸馏水 "M#" G̀及 LS!9T̀ "香草醛无

水乙醇溶液 "M$" G̀于 A" G̀试管中#将试管移

至冰水浴中#加入 IIS !9T9"硫酸溶液 #M"" G̀#

摇匀#再将试管放在恒温 H" g的水浴锅中加热

A$ 8̀/#进行显色反应#取出试管放置到室温#用

I"S乙醇定容至 A" G̀#摇匀#以 I"S乙醇为空

白#在波长为 $$" /`时测定#外标法定量(@")

%

AM$M#?油茶籽粕的降解实验

将油茶籽粕原料置于烘箱中保持 A"$ g条件

烘干至恒重#粉碎后称取 A"M"" [放入锥形瓶中#
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加入 A"M"" G̀的无菌蒸馏水#使其含水率为

$"S#并在 A!A g下灭菌 !" 8̀/ 以去除样品中原

有微生物的干扰% 待冷却后#在无菌环境下加入

@"S筛选出来的菌种活化液#置于 !$ g'A!" 'T

8̀/条件下以半固态进行好氧发酵% 发酵实验共

持续 !L >#在 I'A#'!L > 取样#分别依据 AM$M! 节

和 AM$M@ 节中的步骤测定发酵后的油茶籽粕中纤

维素'木质素及茶皂素含量#并计算 @ 种物质的降

解率%

AM$M$?生物炭的制备

将小麦秸秆用去离子水进行清洗#经烘干'粉

碎后过 "(A$" `̀ 筛#密封保存备用% 将处理过

的小麦秸秆置于马弗炉中 I"" g下缺氧炭化 ! 3#

冷却后留备用(@@)

%

<>C=发酵产物指标测定

AMHMA?腐熟度测定

称取发酵 !L > 后的油茶籽粕试样!鲜样"

A"M"" [于 !$" G̀锥形瓶中# 按照固液比AkA"加

入相应质量的水#密封后垂直固定于摇床中#以

!$ g#A!" 'T̀8/ 震荡浸提 A 3#之后静置 "M$ 3#

取上清液过滤摇匀后备用%

在培养皿中放置定性滤纸#之后均匀放入 $"

粒大小一致'颗粒饱满的小白菜种子#加入上述浸

提液 A"M"" G̀#盖上保鲜膜并戳孔保持透气#在

培养箱中 !$ g条件下避光培养 #L 3#统计发芽种

子的粒数#并用游标卡尺逐一测量主根长#以水培

发芽结果作为对照% 通过公式!!"计算种子发芽

指数!JZ"

(@#)

%

JZi

6

A

6

!

7

A

7

!

jA""S !!"

式中+6

A

为油茶籽粕有机肥料浸提液培养下的种

子中发芽粒数百分比# S$6

!

为油茶籽粕机肥料

浸提液培养的种子平均根长# `̀ $7

A

为水培种子

中发芽粒数百分比# S$7

!

为水培种子的平均根

长# `̀ %

取 @ 次测定结果的算术平均值为最终测定结

果#平行实验结果的绝对误差值保持在 $S以内%

其中#发芽指数大于 $"S视为基本腐熟#发芽指

数大于 L$S视为完全腐熟%

AMHM!?产物 &X及养分含量测定

称取 $M"" [的油茶籽粕风干样 !过 "(!$"

`̀ 筛"于烧杯中#加入 $"M"" G̀不含 _Y

!

的水

!经煮沸 A" 8̀/驱除_Y

!

"#使用磁力搅拌器搅动

@ 8̀/后静置 @" 8̀/#用 &X计测定产物的 &X值%

将发酵 !L > 后的油茶籽粕样品烘干'粉碎并

过 "(A$" `̀ 筛#称取 AM"" [̀左右的样品用锡纸

包覆后#使用 =%@""" 元素分析仪测定其有机碳

和养分氮含量(@$)

%

;YRi;Y_jAMI!# !@"

式中+;YR为有机质含量# [TV[$;Y_为有机碳含

量# [TV[$AMI!# 为有机质和有机碳换算系数%

?=结果与分析

?><=基本理化性质

油茶籽粕的基本理化性质如表 A 所示% 可以

看出#粗纤维!主要成分是木质素和纤维素"和茶

皂素含量较高#占总质量比例超过 $"S#如果不

对其进行有效处理#难以得到效果较好的有机肥%

表 A?油茶籽粕基本性质

b0W(A?c068<&'*&5'2856*1<0̀5++80655> '568>.5

检测指标 水分 灰分 总酸 粗纤维 粗脂肪 茶皂素 其他

含量TS IMAI AMI! "M!$ #HMAL $M@$ A"M!@ !BMA"

?>?=菌株筛选

微生物降解纤维素的效果可以根据其在富含

纤维素的培养基上产生透明圈的大小来判断(@H)

%

实验结果表明# 菌株在 ! 种培养基上呈现出明显

的透明圈/见图 A!0"'!W"0# 表明筛选的菌株具

有较强的纤维素分解能力% 同一个平板经过多次

分离' 纯化后# 得到 A 株纤维素降解菌# 编号为

KAQA%

苯胺蓝固体培养基的褪色程度可以反应木质

素降解菌的降解能力(@I)

% 实验结果显示#部分菌

株使苯胺蓝培养基完全褪色/见图 A!<"'!>"0#

说明该类菌株对木质素降解能力较强% 同一个平

板经过多次分离'纯化后#初步得到 @ 株木质素降

解菌#分别编号为R#Q!'R#Q@ 和R$Q!% 杜海萍等

研究表明(@L)

#单是苯胺蓝培养基的褪色情况仅能

定性判断菌种是否产生过氧化氢酶#因此需要进

一步分析菌株对于纯木质素的降解率% 图 ! 显示
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了菌株在 I > 和 A# > 时对碱性纯木质素的降解

率% 可以看出#菌株对碱性木质素的降解率随发

酵时间的增加而提高#且筛选的 # 种菌株中#R#Q

! 和R$Q! 对碱性木质素的降解效果最好%

!0"刚果红纤维素固体培养基$!W"羧甲基纤维素钠固

体培养基$!<"'!>"苯胺蓝固体培养基%

图 A?菌株在培养基上的生长情况

D8[(A?b35['*423 *123562'08/ */ 235̀ 5

图 !?菌株对纯木质素的降解率

D8[(!?E5['0>028*/ '025*1&.'5+8[/8/

?>@=菌株降解性能

!M@MA?降解菌株的优选

通过筛选的 # 株降解菌株对油茶籽粕进行发

酵#测定发酵产物中木质素'纤维素及茶皂素的降

解率#以筛选出对油茶籽粕发酵效果最佳的菌株%

# 株降解菌株对油茶籽粕进行 I >发酵处理后#其

对纤维素'木质素和茶皂素的降解率结果如图 @

所示% 其中#菌株KAQA 对纤维素和茶皂素的降解

率最高#分别达到 @HM!#S和 A#M!LS$而菌株

R$Q! 对木质素的降解率最高的#为 !"M$$S$相较

其他 @ 株菌而言#菌株R#Q! 对 @ 种物质的降解能

力均不是最高#但综合效果较好%

因此#综合考虑 # 种菌株在纯木质素和油茶

籽粕中的降解结果#确定选取菌株 KAQA'R#Q! 和

R$Q! 为目标进行进一步的菌种鉴定和后续发酵

模拟试验%

图 @?菌株对纤维素'木质素和茶皂素 I 天的降解率

D8[(@?b35IQ>0:>5['0>028*/ '025*123562'08/ 2*<5++.Q

+*65# +8[/8/ 0/> 25060&*/8/

!M@M!?菌株发酵对油茶籽粕中纤维素#木质素和

茶皂素的降解效果

菌株KAQA' R#Q! 和R$Q! 对油茶籽粕中纤维

素' 木质素和茶皂素在不同发酵时间下的降解率

如图 # 所示% 由图 #!0"可知# 在菌株KAQA' R#Q!

和R$Q! 的作用下# 木质素降解率与发酵时间呈

正相关# 并且R$Q! 对木质素的降解率显著高于

KAQA 和 R#Q!# 在第 !L > 时最高降解率达到

!HM@BS% 由图 #!W"可知# 菌株R$Q! 对纤维素的

降解率随着发酵时间的增加呈现升高趋势# 而菌

株KAQA 和R#Q! 对纤维素的降解率则呈现先降低

后增加的趋势% 推测此现象的主要原因为范式粗

纤维分析法所测纤维素初始含量并不包括被木质

素包埋的形式所禁锢的部分(@A)

# 导致纤维素降

解率计算公式中分母取值偏小# 菌株在降解木质

素过程中会释放部分额外的纤维素(@B)

# 致使计

算降解率数值降低% 伴随发酵过程的进行# 释放

出的纤维素会进一步被菌株降解#使得计算降解

率升高% 相较之下# 菌株 R$Q! 对木质素降解能
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力较强# 在短期内即可释放被包埋的纤维素% 因

此# 在整个发酵期内对纤维素的计算降解率较

低# 但始终保持增长趋势% 这与张仲卿等人研究

发现混合真菌对玉米秸秆发酵产物中木质素和纤

维素的降解率为 @HML"S和 !LMLIS的结果相

似(#")

% 图 #!<"显示 @ 种菌株对茶皂素也表现出

了显著的降解性能# 而且降解率随着发酵时间延

长而迅速增加# 在 !L > 后# KAQA' R#Q! 和 R$Q!

对油茶籽粕中的茶皂素降解率分别达到

@#M"HS' #$M"$S和 #HMA$S% 此结果高于黄浦

等人采用桔青霉!!#/+,+""+$),+(%+/$)"对茶皂素

的降解率!@HMIAS"

(#A)

%

综合木质素'纤维素和茶皂素的降解率随发

酵时间的变化情况来看#第 !L > 的降解效果较

好#说明适当延长发酵时间有助于 @ 种物质特别

是茶皂素的充分降解%

图 #?油茶籽粕中木质素!0"'纤维素!W"'茶皂素!<"

的降解率随发酵时间的变化

D8[(#?=115<2*115'̀5/2028*/ 28̀5*/ 235>5['0>028*/ '025

*1<5++.+*65# +8[/8/ 0/> 25060&*/8/ 8/ <0̀5++80*+5Q

815'0655> '568>.5

?>A=菌株鉴定

根据油茶籽粕发酵试验#综合其降解效果#确

定菌株 KAQA'R#Q! 和 R$Q! 为最优目的菌株#对

其进行形态观察以及 E,%测序和同源性分析%

如图 $!0"和!>"'!W"和!5"'!<"和!1"分别为纯

化后菌株 KAQA'R#Q! 和 R$Q! 的菌落形态及显微

形态镜检图% 菌株KAQA 的菌落生长迅速#呈粉状

至绒毛状或簇状#灰褐色#反面灰褐色至寡黑色#

其为真菌#菌丝生长迅速#呈细长状#无隔中空且

无分枝#孢子是由菌丝逐渐断裂形成的节孢子#孢

子呈椭圆形% 菌株 R#Q! 菌落呈浅黄色不透明

状#具有光滑的表面和规则的边缘#镜检图表明其

呈短杆状#革兰氏染色为红色#革兰氏阴性菌% 菌

株R$Q! 形成菌落呈透明状圆形'表面光滑湿润'

边缘整齐#镜检图表明其呈长杆状#革兰氏染色为

红色#革兰氏阴性菌%

将KAQA的Zb;和R#Q!'R$Q!的 AH; 'E,%测序

结果在,_cZ中进行cG%;b比对#构建系统发育树

!见图 H"% 结果表明#KAQA'R#Q! 和 R$Q! 分别与

!"#$%&'(&)*%+,-*%.'+*#' !'#$.&)&/*' )&/(#+"++ 和

!*#/+0*,+""$'6&位于同一个系统发育分支中#与模式

菌株!"#$%&'(&)*%+,-*%.'+*#'!'#$.&)&/*')&/(#+"++和

!*#/+0*,+""$'6&菌株的序列相似性达 BBS#结合形态

学特征'生理生化特性和系统发育的分析结果#将

KAQA菌株鉴定为!"#$%&'(&)*%+,-*%.'+*##R#Q!菌株鉴

定为蒙氏假单胞菌!!'#$.&)&/*')&/(#+"++"#R$Q!菌

株鉴定为类芽孢杆菌!!*#/+0*,+""$'6&("%
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!0"'!W"和!<"菌落形态图#!>"'!5"和!1"显微形态镜

检图%

图 $?纯化后菌株的菌落形态及显微形态镜检图

D8[($?b35<*+*/:̀ *'&3*+*[:0/> 8̀<'*6<*&8<̀ *'&3*+*[:

*1235&.'8185> 62'08/6

图 H?KAQA!0"'R#Q!!W"'R$Q!!<"基于 Zb;'AH; 'E,%

序列构建的系统发育树

D8[(H?e3:+*[5/528<2'55*1KAQA !0"# R#Q! !W"# R$Q!

!<" W065> */ Zb; 0/> AH; 'E,%65̂.5/<5

?>B=油茶籽粕发酵产物性质测定

图 I 为菌株处理的油茶籽粕发酵不同时间后

发酵产物的种子发芽指数% 按照农业行业标准

,有机肥料-!,CTb$!$.!"!A"要求#种子发芽指

数!JZ"需要达到 I"S以上% 由图 I 可以看出#种

子发芽指数随着发酵时间的延长而增加#只有在

发酵时长达到 !L > 时油茶籽粕发酵产物的腐熟

度才能达标% 经KAQA'R#Q! 和R$Q! 发酵 !L >后

的浸提液培养的种子发芽指数分别为 I"MH$S'

I!MALS和 A"#M#AS#全部符合有机肥的国家标

准#且R$Q! 腐熟度最高#说明 R$Q! 这株菌在发

酵中更具有优势%

图 I?各菌株发酵不同天数的种子发芽指数

D8[(I?;55> [5'̀8/028*/ 8/>5N1*'>8115'5/2>0:6*115'̀5/Q

2028*/ 1*'50<3 62'08/

按照农业行业标准,有机肥料-!,CTb$!$.

!"!A"的要求#有机肥的 &X值需要在 $M$ fLM$%

测定发现#经过 KAQA'R$Q! 和 R#Q! 发酵后的油

茶籽粕 &X分别为 $M$!'$M"'#MI##发酵产物呈酸

性的原因可能是微生物在发酵过程中产生了有机

酸类物质#而真菌比细菌发酵产物 &X偏高的原

因可能是真菌在发酵的过程中会生成生物碱中和

了一部分酸% 生物炭具有微孔结构'较大的比表

面积及富含碳等特点#可以有效改善土壤的酸碱

度#提高土壤的保水性和通透性#给微生物制造一

个良好的栖息空间和生存环境(#!)

% 其 &X为

A"M"I#比表面积为 IAM!"B `

!

T[#灰分含量为

!HM$@S#产率为 A@M!AS% 因此将有机肥与生物

炭按照 AkA 的质量比向 KAQA'R$Q! 和 R#Q! 混

合#得到混合有机肥的 &X分别为 IM"L'HM@# 和

HMAH#全部符合有机肥的国家标准% 由图 L 可以

看出#由KAQA'R#Q! 和 R$Q! 发酵 !L > 后的油茶

籽粕制备的混合有机肥中有机质含量分别为

LBMA$S'B"MLBS和 L!M$AS#全部符合有机肥的

国家标准!大于 @"S"% 总养分!,lel\"的含
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量分别为 BMLBS'LMI@S'A@M"AS#同样均符合

国家标准!大于 #M"S"%

图 L?各菌株发酵后的 &X'有机质及总养分含量

D8[(L?b35&X# *'[0/8<̀ 0225'# 0/> 2*20+/.2'85/2<*/25/2

*150<3 62'08/ 0125'15'̀5/2028*/

@=结论

本文筛选了能同时降解木质素'纤维素及茶

皂素的功能菌株#并将其用于油茶籽粕发酵#成功

制备了有机肥#主要结论如下%

A"从油茶籽粕中筛选纯化出 @ 株木质素降

解菌!R#Q!'R#Q@'R$Q!"和 A 株纤维素降解菌

!KAQA"% 通过测定 # 种菌株对油茶籽粕中纤维

素'木质素和茶皂素的降解率#综合分析得出#KAQ

A'R#Q! 和R$Q! 对油茶籽粕发酵 !L > 的效果较

好% 其中#KAQA 对纤维素'木质素'茶皂素的降解

率分别为 !BMI#S'A!ML#S'@#M"HS$ R#Q! 对纤

维素'木质素'茶皂素的降解率分别为 ABMH$S'

AIML$S'#$M"$S$R$Q! 对纤维素'木质素'茶皂

素的降解率分别为 A@MABS'!HM@BS'#HMA$S%

进而对 KAQA'R#Q! 和 R$Q! 进行菌种鉴定#分别

是!"#$%&'(&)*%+,-*%.'+*#'蒙氏假单胞菌 !!'#$.&1

)&/*')&/(#+"++"和类芽孢杆菌!!*#/+0*,+""$'6&"%

!"油茶籽粕经过KAQA'R#Q! 和R$Q! 发酵 !L

>后#发酵产物提取液的种子发芽指数分别为

I"MH$S'I!MALS和 A"#M#AS#表明其腐熟度均

达标#且 R$Q! 的腐熟度最佳% 经生物炭调节后

的 &X分别为 IM"L'HM@# 和 HMAH#有机质含量分

别为 LBMA$S'B"MLBS和 L!M$AS#总养分含量为

BMLBS'LMI@S'A@M"AS#均符合国家标准%

综上所述#本研究筛选出的 @ 株菌株对木质

素'纤维素及茶皂素均有较好的降解效果#添加功

能菌株对油茶籽粕进行发酵制备有机肥#具有成

本低'腐熟度高'养分充足'安全无害等优点#为油

茶籽粕的大规模资源化利用提供了有效途径#具

有良好的应用前景%
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