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摘要　从土壤中筛选出一株适合用甘蔗糖蜜酒精发酵液生产腐植酸的菌株Ｈ８１２。单因素实验和
正交实验结果表明，该菌株培养的最适酒精发酵液浓度为１６°Ｂｘ，最适培养条件为：时间８ｄ、温度
３４℃、摇床转速２００ｒ／ｍｉｎ、初始ｐＨ７．０、接种量１２％和装液量５０ｍｌ／２５０ｍｌ，其中温度对发酵产品影
响显著。在优化的条件下，腐植酸产量为３８．１２ｇ／Ｌ，较优化前提高了１４８．３４％。对Ｈ８１２菌株进
行形态特征分析以及ＩＴＳ序列分析，推测该菌株为曲霉属真菌。
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　　甘蔗糖蜜酒精发酵液是制糖工业中残留物———甘

蔗糖蜜进行酒精发酵后产生的酱酒色高浓度有机废

水［１］，是制糖工业最严重的污染源［２］。它排放量大、颜

色深、酸度大、营养丰富、成分复杂，若不加利用而直接

排入水体中，不仅浪费了资源，而且环境污染十分严

重［３］。腐植酸（ＨｕｍｉｃＡｃｉｄ，简称ＨＡ）是由死亡的动植
物遗骸在水分和空气存在的条件下经长期微生物分

解、转化及地球物理化学作用后生成的复杂无定形高

分子化合物［４］。它含有羧基、羟基、醇羟基、醌基、羰

基、甲氧基等多种活性基团，具有弱酸性、亲水性、络合

性、胶体吸附性、螯合性等特性［５］，广泛应用于农业、医

药、工业等行业中。腐植酸一般从泥炭、风化煤中提取

得到，近年来发酵法生产腐植酸越来越受到国内外科

技工作者的重视。发酵法生产腐植酸是模拟天然腐植

酸的生成过程，将特定的微生物接种到培养基中，通过

微生物发酵而制取腐植酸的过程［６］，其腐植酸产品官

能团比例高、分子量小、水溶性好、螯合能力强、而且还

含有有益微生物［７］。本实验以农业废弃物———糖蜜酒

精发酵液为原料，通过发酵法生产腐植酸，既充分利用

了酒精发酵液中的营养物质，减轻了对环境的污染，又

获得了生物活性高的生化腐植酸产品，其经济效益、社

会效益和生态效益显著，具有很好的发展前景。

１　材料与方法

１．１　材　料
１．１．１　菌株来源　采集池塘活性污泥，进行腐植酸产
生菌的筛选。

１．１．２　培养基　种子培养基（％）：马铃薯２０．０，蔗糖
２．０，琼脂２．０，自然ｐＨ。
　　发酵培养基：将甘蔗糖蜜酒精发酵液稀释成不同
浓度灭菌备用。甘蔗糖蜜酒精发酵液由广西南宁糖业

股份有限公司明阳糖厂提供，含有机物６％～８％，总氮
０．３％～０．５％。
１．１．３　主要仪器　ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ３２０ｐＨ计；
ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ ＰＬ３０３精 密 电 子 天 平 （德 国
ＭＥＴＴＬＥＲ公司）；ＳＰＸ２５０恒温培养箱（上海跃进医疗
器械厂）；ＳＫＹ２１１Ｂ振荡培养箱（上海苏坤公司）；数字
阿贝折光仪（上海明兹精密仪器有限公司）；ＰＣＲ反应
扩增仪（加拿大ＢＢＩ公司）；ＹＸＪ２离心机（湘仪离心机
仪器有限公司）；Ｈ６１微型电泳槽 上海精益有机玻璃
制品仪器厂；凝胶成像系统 ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ公司。
１．２　方　法
１．２．１　菌体形态特征及孢子结构观察　菌落培养特
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征观察：挑取少量活化后的孢子，采用点植培养法［８］接

种于ＰＤＡ培养基上，置于 ３７℃生化培养箱中培养 ２

天，观察菌落大小、菌丝颜色、菌落质地、孢子颜色、有

无渗出物等特征并记录。

　　菌体形态特征观察：采用载片培养法［９］观察菌体

形态，取少量孢子点种在ＰＤＡ平板培养基上，在周围交

叉斜插已灭菌的盖玻片，置于３７℃生化培养箱中培养２

天后，将盖玻片放于已滴有乳酸苯酚液的载玻片上，用

研究显微镜观察孢子囊、孢子囊梗、菌丝体状态等

特征。

１．２．２　霉菌总 ＤＮＡ的提取　按照生工 ＳＫ１３７５真菌

基因组ＤＮＡ抽提试剂盒说明书提取。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　对菌株的ＩＴＳ序列进行ＰＣＲ扩增，

引物为真菌通用引物［１０］，

　　ＩＴＳ１序列：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′；

　　ＩＴＳ４序列：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′。

　　ＰＣＲ扩增体系为：２μｌ模板 ＤＮＡ、１μｌＩＴＳ４（１０

μｍｏｌ／Ｌ）、１μｌＩＴＳｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、１μｌｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｅａｃｈ）、５μｌ１０×ＴａｑｒｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ、０．４μｌＴａｑ（５ｕ／μｌ），

加水至５０μｌ。

　　ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，

５５℃退火３５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环，７２℃延伸

８ｍｉｎ。保存于－２０℃备用。

１．２．４　扩增产物的纯化　将ＰＣＲ产物电泳，切割所需

ＤＮＡ条带，按生工 ＳＫ１１３１说明书纯化目的核酸片段，

送往生工生物工程（上海）有限公司测序，将测得的ＩＴＳ

区序列通过 ＮＣＢＩ网站进行 Ｂｌａｓｔ程序比较分析，与已

报道真菌菌株的ＩＴＳ区序列进行同源性比较并构建系

统发育树。

１．２．５　发酵培养基及发酵条件优化　以１３°Ｂｘ、ｐＨ６．５

的糖蜜酒精发酵液作为初始培养基，初始培养条件为：

２５０ｍｌ的摇瓶装液量 ５０ｍｌ、接种量为 １０％、１６０ｒ／ｍｉｎ、

３７℃下培养５ｄ。依次考察糖蜜酒精发酵液浓度、发酵

时间、温度、摇床转速、初速 ｐＨ、接种量、装液量对腐植

酸产量的影响。根据单因素试验结果设计正交试验，

探索较佳的发酵工艺参数。

１．２．６　腐植酸含量的测定方法　目前腐植酸含量的

测定方法主要有容量法和重量法［１１］。容量法测定的实

际上是碳值［１２］，而糖蜜酒精发酵液中含有大量的色素、

残糖，这些物质都可以提供碳，因此容量法检测结果偏

高。重量法以腐植酸不溶于酸但可溶于碱为依据，符

合公认的腐植酸的概念，不存在容量法的缺点，所以本

试验采用重量法测定腐植酸含量。

２　结果与分析

２．１　高产ＨＡ发酵菌种的鉴定

　　菌株在ＰＤＡ培养基上生长迅速，２天后平均直径

达到６８．１２ｍｍ。菌落初期为白色，慢慢变为黄色，最后

变为棕色。菌落边缘为白色，呈宽８ｍｍ左右的环；白环

向内为棕色环，质地疏松，有无色液滴分泌；中心区域

黑色，呈丘状凸起，无渗出物，形成白、棕、黑同心环。

随着时间的延长，白色环消失，最终为黑色。菌落正反

颜色不同，背面呈褐色。菌丝有隔膜，不分叉，分生孢

子梗单枝，较长，顶端产生近球形顶囊，表面产生许多

小梗，小梗上着生成串的表面粗糙的球形分生孢子。

孢子为圆形或椭圆形，开始为黄色，逐渐变为棕黑色

（图１）。测定基因序列结果显示，序列长度为５７６ｂｐ，

在ＮＣＢＩ网站中进行 Ｂｌａｓｔ程序比较分析，然后使用

ＭＥＧＡ软件构建系统发育树，结果见图２。进化关系分

析表明，Ｈ８１２菌株与曲霉属真菌同源关系最近，达到

９４％，构成一个小分支。结合形态鉴定的结果，判断菌

株Ｈ８１２是丛梗孢目丛梗孢科曲霉属真菌。

图１　Ｈ８１２菌株孢子囊

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｐｏｒａｎｇｉａｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＨ８１２

２．２　发酵培养基及发酵条件优化结果

２．２．１　培养基浓度对腐植酸产量的影响　培养基中
的碳源、氮源是菌体合成细胞物质、代谢产物的物质基

础，同时也是微生物维持生命活动的能量来源。微生

物生长代谢不仅需要合适的碳源种类、氮源种类，同时

还需要合适的碳源浓度、氮源浓度及碳氮比例。甘蔗

糖蜜酒精发酵液成分复杂，含有大量的有机物，碳源、

氮源和无机盐离子种类丰富，能够提供微生物生长代

谢所需要的营养物质。用纯水对甘蔗糖蜜酒精发酵液

进行稀释，虽然不能改变碳源种类、氮源种类、无机盐

离子种类及碳氮比例，但是能够改变碳源、氮源和无机

盐离子浓度，获得不同浓度的甘蔗糖蜜酒精发酵液。

１８
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图２　Ｈ８１２菌株同源进化关系树

Ｆｉｇ．２　ＨｏｍｏｌｏｇｙｔｒｅｅｏｆＨ８１２

为确保最佳浓度，将培养至对数后期的菌株分别接种

至１２°Ｂｘ、１４°Ｂｘ、１６°Ｂｘ、１８°Ｂｘ、２０°Ｂｘ、２２°Ｂｘ的甘蔗糖

蜜酒精发酵液培养基中，按初始条件发酵５天后，测定

腐植酸的含量。结果如图３所示，酒精发酵液浓度为

１６°Ｂｘ时，腐植酸的产量最高，产量达到１５．３５ｇ／Ｌ；当

浓度较低时，培养基不能满足微生物的生长代谢的营

养需求，腐植酸产量较低；浓度过高则降低了溶氧量，

同时各种金属离子浓度变大，渗透压较大，从而抑制了

微生物的生长代谢，导致腐植酸产量降低。因此，甘蔗

糖蜜酒精发酵液浓度选择１６°Ｂｘ较好。

图３　糖蜜酒精发酵液浓度对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｃｏｈｏｌｗａｓｔｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．２　发酵时间对腐植酸产量的影响　培养时间是

影响微生物产腐植酸的一个重要条件，培养时间过短，

培养基中大量的营养物质未被利用，复杂的腐植酸还

未完全形成；培养时间过长，则导致代谢产物积累过多

和菌体细胞自溶而影响腐植酸的产量。为了选择发酵

的最佳时间，以确定后续实验的发酵周期，在上述优化

条件下，分别发酵４天、５天、６天、７天、８天、９天后进

行腐植酸含量测定。实验结果（图４）表明，培养时间对

腐植酸产量有较大影响，随着培养时间的延长，菌株产

生的腐植酸量逐渐增加，当培养时间达到７天时，腐植

酸含量达到１８．３２ｇ／Ｌ，培养时间超过７天后，腐植酸产

量逐渐减少。因此，发酵时间选择７天最佳。

图４　发酵时间对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅ

ＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．３　发酵温度对腐植酸产量的影响　微生物的生

长、代谢产物的合成都是在各种酶的催化作用下进行

的，培养温度不仅影响微生物的生长量，而且对代谢产

物的合成也有很大的影响。培养温度过低使菌株生长

缓慢，生长延滞期长；温度过高则导致微生物细胞内酶

系失活，从而抑制菌株生长和腐植酸产物的合成。在

上述已经优化的最佳培养条件下，设计 ２８℃、３１℃、

３４℃、３７℃、４０℃、４３℃６个发酵温度，分析不同培养温

度对菌株产腐植酸影响。实验结果表明（图５）：改变培

养的温度，微生物产生腐植酸的能力变化较大。随着

培养温度升高，腐植酸的产量也随着增加，但培养温度

超过３４℃时，温度越高，腐植酸的产量反而降低。因

此，培养温度选择 ３４℃最合适，此时腐植酸含量为

２３．１８ｇ／Ｌ。

图５　发酵温度对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．４　转速对腐植酸产量的影响　对于好氧的微生

物，菌体在大量扩增过程中进行氧化分解代谢需要大

量的氧气，采用适当的转速可以提供培养过程中足够

的氧供给同时也减少不必要的动力消耗。因此在上述

优化条件下，通过改变摇床转速来实现对发酵液中溶
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氧浓度的调控，分别以 １４０ｒ／ｍｉｎ、１６０ｒ／ｍｉｎ、１８０ｒ／ｍｉｎ、

２００ｒ／ｍｉｎ、２２０ｒ／ｍｉｎ的转速恒温培养，７天后测定腐植

酸的含量。实验结果如图６所示，摇床转速对腐植酸

产量影响较大，菌株对转速要求也较高。可能由于菌

株生长较快，呼吸强度较高，耗氧量较大，而１６°Ｂｘ糖

蜜酒精发酵液粘度较大，氧传递能力较低，因此对转速

要求较高。当转速２００ｒ／ｍｉｎ时溶解氧才能满足菌体生

长代谢需求，腐植酸产量达到３１．７０ｇ／Ｌ，因此最佳转速

为２００ｒ／ｍｉｎ。

图６　摇床转速对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｎＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．５　初始ｐＨ对腐植酸产量的影响　由于氢离子与

细胞膜上的酶相互作用，发酵培养基ｐＨ影响微生物的

营养物质吸收、细胞膜电荷变化、发酵产物合成等方

面，因此任何微生物的生长代谢都有其最适 ｐＨ环境。

调节糖蜜酒精发酵液液体培养基的初始 ｐＨ值分别为

４．０、５．０、６．０、７．０、８．０，发酵后测定腐殖酸的含量，寻找

Ｈ８１２菌产腐植酸的最适ｐＨ范围。实验结果（图７）表

明：初始ｐＨ值对菌株产腐植酸有影响，当初始ｐＨ值为

７．０时，产腐植酸最高。因此，培养基的最佳初始ｐＨ值

应控制在７．０。

图７　初始ｐＨ对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｐＨｏｎＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．６　接种量对腐植酸产量的影响　接种量的大小

影响发酵的周期和产量：接种量小，菌体延滞期较长从

而延长发酵周期，增加了污染机率和动力消耗；接种量

大，有利于充分利用营养物质，缩短发酵周期，提高设

备使用效率。因此选择合适的接种量不仅能确保最高

的腐植酸产量，而且能实现节能减耗的经济效益。分

别以４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％的接种量接入到上

述优化后的培养基中发酵，寻找最适接种量。实验结

果如图８所示，发现在１２％接种量时具有最大的产量，

本研究确定最适宜接种量为１２％。

图８　接种量对ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｏｎＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．７　装液量对腐植酸产量的影响　装液量也是影

响摇瓶发酵溶解氧的主要因素之一，在摇瓶发酵时，一

般通过开始培养时选择合适的摇瓶转速和装液量来控

制溶解氧量。在摇瓶转速一定时，装液量的多少直接

影响培养基中的溶氧量，因此选择合适的装液量能在

一定程度上提高腐植酸产量。在保持其他单因素优化

后的最佳条件下，本文考察了装液量３０ｍｌ、５０ｍｌ、６０ｍｌ、

７０ｍｌ、８０ｍｌ对腐植酸产量的影响。装液量体积实验显

示，２５０ｍｌ的摇瓶装液量为５０ｍｌ时，腐植酸产量最高，

达到３３．６６ｇ／Ｌ（图９）。

图９　装液量对于ＨＡ产量的影响

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅ

ＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．８　发酵条件正交试验结果　通过对上述单因素

实验，初步确定了 Ｈ８１２发酵产腐植酸的最优条件，对

单因素实验数据整理分析发现，发酵时间、发酵温度、

摇床转速三个因素对于Ｈ８１２发酵产腐植酸影响较大。

为了进一步确定这三个因素的最优组合，以单因素实

验为依据，对发酵时间、发酵温度、摇床转速三个因素

进行正交试验，其他条件均保持单因素优化确定的最

优条件。

　　根据正交设计实验结果表（表 １）和方差分析表

３８
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（表２）可以看出，三个因素中发酵温度对发酵影响显

著，三个因素的影响顺序为：温度 ＞转速 ＞时间，关于

三个因素的最佳条件组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ２，即 Ｈ８１２菌株在

３４℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养８ｄ的条件下腐植酸产量最高。由

于正交设计实验组中没有出现该组合，故在 Ａ３Ｂ２Ｃ２的

条件下做一组验证性实验。验证性实验结果显示，在

８ｄ、２００ｒ／ｍｉｎ、３４℃的条件下腐植酸产量为３８．１２ｇ／Ｌ，

比在２００ｒ／ｍｉｎ、３４℃发酵培养６ｄ的条件下腐植酸产量

高 ４．１４ｇ／Ｌ。因此本实验选择三个因素组合为 ８ｄ、

３４℃、２００ｒ／ｍｉｎ。
表１　Ｈ８１２菌株发酵条件正交试验结果

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３４）ｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＨ８１２

Ｎｏ．

Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
Ｃｕｌｔｕｒａｌｔｉｍｅ
（ｄ）

Ｂ
Ｒｏｔａｔｅｓｐｅｅｄ
（ｒ／ｍｉｎ）

Ｃ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（℃）

Ｄ
Ｅｒｒｏｒ

ＨＡｗｅｉｇｈｔ（ｇ／Ｌ）

１ ６ １８０ ３１ １ ２５．９８
２ ６ ２００ ３４ ２ ３３．９８
３ ６ ２２０ ３７ ３ １８．２６
４ ７ １８０ ３４ ３ ２９．８３
５ ７ ２００ ３７ １ ２０．２２
６ ７ ２２０ ３１ ２ ２６．８８
７ ８ １８０ ３７ ２ ２０．８８
８ ８ ２００ ３１ ３ ２８．９２
９ ８ ２２０ ３４ １ ３０．５９
Ｋ１ ２６．０７３ ２５．５６３ ２７．２６０ ２５．５９７
Ｋ２ ２５．６４３ ２７．７０７ ３１．４６７ ２７．２４７
Ｋ３ ２６．７９７ ２５．２４３ １９．７８７ ２５．６７０
Ｒｉ １．１５４ ２．４６４ １１．６８０ １．６５０

表２　Ｈ８１２菌株发酵条件正交试验方差分析结果

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３４）ｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＨ８１２

Ｆａｃｔｏｒ ＳＳ ｄｆ Ｆ Ｆ０．０５ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌ

Ｃｕｌｔｕｒａｌｔｉｍｅ ２．０３８ ２ ０．３９１ １９．０００ Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
Ｒｏｔａｔｅｓｐｅｅｄ １０．７６４ ２ ２．０６４ １９．０００ Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２０９．９６９ ２ ４０．２７０ １９．０００ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
Ｅｒｒｏｒ ５．２１４ ２ １．０００ １９．０００ Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
Ｅｒｒｏｒ ５．２１ ２

３　结　论

　　（１）根据ＩＴＳ序列分析结果，结合菌落形态及特征

结构的观察结果，推测菌株Ｈ８１２是丛梗孢目丛梗孢科

曲霉属真菌。

　　（２）通过单因素试验和正交试验发现产腐植酸的

最佳条件组合为：培养基浓度１６°Ｂｘ、发酵时间８天、温

度３４℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ、初始ｐＨ７．０、接种量１２％、装液

量５０ｍｌ／２５０ｍｌ，其中温度对腐植酸产量有显著影响。

在此条件下腐植酸产量达到３８．１２ｇ／Ｌ，较优化前提高

了１４８．３４％。

　　（３）本试验以糖蜜酒精发酵液为原料，通过发酵法

生产广泛应用的腐植酸，不仅将酒精发酵液变废为宝，

促进了资源的循环再生利用，为农业废弃物综合利用、

废物的资源化和功能化提供了参考，同时也为提升我

国生物腐植酸产品的生产能力与质量水平，实现生物

腐植酸的产业化打下基础，凸显“资源 －产品 －废弃物

－再生资源”的循环式经济流程，生态效益和经济效益

显著，具有很好的发展前景。
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