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摘 要：为了优化腐解菌剂(枯草芽孢杆菌和酿酒酵母菌)发酵工艺，提高菌剂活性，采用单因素和正交试验方法研究了发

酵培养基组成、培养条件及发酵罐小试生产的优化方案。结果表明，腐解菌剂最佳发酵培养基：葡萄糖 10 g/L、胰蛋白胨

5 g/L、麦芽糖 2 g/L、酵母浸粉 5 g/L、NaCl 4.0 g/L、KH2PO4 1.0 g/L、MgSO4·7H2O 0.3 g/L、FeCl3 0.01 g/L、CaCl2 0.1 g/L；最佳培

养条件：初始 pH值 7.0，培养温度 30 ℃，转速 180 r/min，菌落数达 7.57×109 CFU/mL；发酵罐小试生产培养条件：搅拌速度

180 r/min、通风量 0.8~1.0 vvm、接种量 2%，菌落数为 13.82×109 CFU/mL，符合农业微生物菌剂含量要求。
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Abstract: In order to optimize the fermentation process of straw decomposing inoculants(Bacillus subtilis and

Saccharomyces cerevisiae) and improve the inoculant activity, single-factor and orthogonal experimental methods

were used to explore the optimization schemes for fermentation medium composition, culture conditions, and

small-scale production of fermentation tanks. The results showed that the optimal fermentation medium for the

straw decomposing inoculant was composed of glucose(10 g/L), tryptone(5 g/L), maltose(2 g/L), yeast extract

powder(5 g/L), NaCl(4.0 g/L), KH2PO4(1.0 g/L), MgSO4·7H2O(0.3 g/L), FeCl3(0.01 g/L), and CaCl2(0.1 g/L). The

optimal culture conditions were: initial pH 7.0, culture temperature of 30 ℃, rotation speed of 180 r/min, under

which the colony count reached 7.57×109 CFU/mL. For the small-scale production in fermentation tanks, the opti‐

mal culture conditions were: stirring speed of 180 r/min, ventilation rate of 0.8-1.0 vvm, and inoculation amount

of 2%, with the colony count reaching 13.82×109 CFU/mL, which meets the content requirements of agricultural

microbial inoculants. This study provides a theoretical basis for the industrial production of straw decomposing in‐

oculants
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随着农业废弃物资源化利用需求的增长，微

生物菌剂在农业、环保和食品工业中具有广泛应

用价值。腐解菌剂，作为一种由特定微生物(枯草
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芽孢杆菌和酿酒酵母菌)组成的生物制剂，能够加

速有机废弃物的分解过程，从而提高资源利用

率。枯草芽孢杆菌具有较强的蛋白酶和淀粉酶分

泌能力 [1]，能够分解秸秆中的蛋白质和淀粉类物

质，为其他微生物的生长提供营养物质。酿酒酵

母菌则能利用秸秆降解产生的糖类物质合成菌体

蛋白，提高发酵产物的营养价值 [2]。活菌密度 (菌
落数)是腐解菌剂增效的关键指标，而发酵过程中

的培养基组成和培养条件直接影响微生物活性和

工业化生产可行性 [3-7]。因此，本研究采用递进优
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化方法，依次对发酵培养基组成、培养条件及发

酵罐小试参数进行筛选与验证。通过单因素试验

初步确定关键变量的较优范围，再利用正交试验

解析多因素交互作用并确定最优组合，为微生物

制剂生产提供经济、高效的工艺框架。

1 材料与方法

1.1 试验材料

腐解菌剂：来源于吉林省农业科学院农业资

源与环境研究所，由枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)
和酿酒酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)组成，各菌株

混合比例为 1∶2(体积比)，菌落数>2×109 CFU/mL。
初始培养基：葡萄糖 10.0 g/L，蛋白胨 5.0 g/L，NaCl
4.0 g/L，KH2PO4 1.0 g/L，MgSO4·7H2O 0.3 g/L，FeCl3
0.01 g/L，CaCl2 0.1 g/L。培养基在 121 ℃、0.1 MPa
下灭菌 30 min。
1.2 试验方法

1.2.1 发酵培养基组成优化

采用单因素试验：设置不同的碳源 (淀粉、葡

萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖)、氮源 (酵母浸粉、硫酸

铵、尿素、胰蛋白胨、牛肉膏 )等量替换初始培养

基中的相应成分，每个处理 3次重复。腐解菌剂

接种量 2%(体积分数 )，转速 180 r/min、28 ℃条件

下培养 2 d。参照李元芳 [8]的方法测定菌落数，

含量要求参照有机物料腐熟剂产品的技术指

标 [9]，单因素试验均基于前一试验的较优结果进

行递进优化。

正交试验：根据单因素试验结果，以菌落数为

考核指标，胰蛋白胨 (A)、麦芽糖 (B)、葡萄糖 (C)和
酵母浸粉 (D)不同添加量为考核因素，采用四因素

三水平 [L9(34)]的正交试验设计 (表 1)，确定最佳碳

氮源浓度。

表 1 发酵培养基组成正交试验因素与水平 g/L
Table 1 Factors and levels of orthogonal experiment
for fermentation medium composition optimization

因素

Factor
A胰蛋白胨

B麦芽糖

C葡萄糖

D酵母浸粉

水平

Level
1
1
1
5
3

2
5
2
10
4

3
10
3
15
5

1.2.2 发酵培养基培养条件优化

采用单因素试验：使用优化后的培养基作为

发酵培养基，以接种量 2%，初始 pH值 7.0、发酵温

度 28 ℃、转速 180 r/min为初始培养条件。研究发

酵温度 (20、25、30、35、40 ℃)、初始 pH值 (5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0)、转速 (120、140、160、180、200 r/min)、
培养时间 (1、1.5、2、2.5、3 d)及接种量 (0.5%、1%、
2%、3%、4%)对菌落数的影响，每个处理 3次重

复，测定方法同 1.2.1。
正交试验：根据单因素试验结果，对腐解菌剂

发酵培养过程中的初始 pH值(A)、培养温度(B)、转
速(C)及接种量(D)进行四因素三水平[L9(34)]的正交

试验设计 (表 2)，以菌落数为考核指标，确定发酵

的最佳培养条件。

表 2 培养条件正交试验因素与水平

Table 2 Factors and levels of the orthogonal experi⁃
ment on culture conditions

水平

Level

1
2
3

因素

Factor
A初始

pH值
pH Value
5.0
6.0
7.0

B培养温度/℃
Fermentation
temperature

27
30
33

C转速/r·min-1
Rotations
speed
160
180
200

D接种量/%
Inoculum
size
1
2
3

1.2.3 发酵罐小试生产工艺优化

将发酵培养基倒入发酵罐 5 L中，装液量为

发酵罐体积 70%，121 ℃灭菌 30 min，冷却至发酵温

度后，将腐解菌剂接种到发酵罐中，30 ℃培养 2 d。
选择对发酵罐生产中影响较大的 3个因素：搅拌

速度 (A)、通风量 (B)和接种量 (C)为考核因素，以菌

落数为考核指标，进行三因素三水平 [L9(33)]正交

试验设计 (表 3)，进一步优化腐解菌剂扩大培养的

发酵条件。

表 3 发酵罐小试生产正交试验因素与水平

Table 3 Factors and levels of the orthogonal experi⁃
ment for pilot-scale production in fermenter

水平

Level

1
2
3

因素

Factor
A搅拌速度/
r·min-1

Stirring speed
160
180
200

B通风量/
vvm

Ventilation rate
0.8
1.0
1.2

C接种量/
%

Inoculum size
1
2
3
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1.3 数据统计

采用 Excel 2010软件对数据进行计算与绘

图，SPSS 22.0软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 发酵培养基组成优化

2.1.1 最佳碳氮源筛选

在碳源的筛选上 (图 1)，添加葡萄糖和麦芽糖

更有利于腐解菌剂菌种的繁殖，其中，以葡萄糖

为碳源的处理菌落数最高，达 4.41×109 CFU/mL，
其次是蔗糖为碳源的处理，而淀粉因分子量较大

导致菌落数最低，为 1.14×109 CFU/mL。在氮源的

筛选上 (图 2)，胰蛋白胨和酵母浸粉为氮源时腐解

剂菌落数均显著高于其他处理，其中胰蛋白胨菌

落数最高，为 4.93×109 CFU/mL，比牛肉膏、尿素和

硫酸铵为氮源的处理分别提高 26.74%、68.84%和

230.87%。
2.1.2 发酵培养基组成正交试验结果

培养基组成是菌体生长的基础，通过正交试

验结果表明 (表 4)，胰蛋白胨因素所对应的极差 R
值最大，是影响菌落数的主导因素，其次为葡萄

糖、麦芽糖和酵母浸粉。各因素根据 k值确定最

表 4 发酵培养基组成正交试验结果

Table 4 Results of orthogonal test for fermentation medium composition

编号

No.
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
K1
K2
K3
k1
k2
k3
R

A胰蛋白胨/g·L-1
Tryptone
1.00
1.00
1.00
5.00
5.00
5.00
10.00
10.00
10.00
6.90
14.25
13.94
2.30
4.75
4.65
2.45

B麦芽糖/g·L-1
Maltose
1.00
2.00
3.00
1.00
2.00
3.00
1.00
2.00
3.00
11.45
15.12
8.52
3.82
5.04
2.84
2.20

C葡萄糖/g·L-1
Glucose
5.00
10.00
15.00
10.00
15.00
5.00
15.00
5.00
10.00
7.43
14.30
13.36
2.48
4.77
4.45
2.29

D酵母浸粉/g·L-1
Yeast extract powder

3.00
4.00
5.00
5.00
3.00
4.00
4.00
5.00
3.00
12.10
8.91
14.08
4.03
2.97
4.69
1.72

菌落数/109CFU·mL-1
Colony count

0.93
3.38
2.59
6.33
6.58
1.34
4.19
5.16
4.59
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图 1 不同碳源对菌落数的影响

Fig. 1 Effect of Different Carbon Sources
on Colony Count
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注：不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，下同。

Note: Different lowercase letters indicate significant differences(P<
0.05), the same below.

图 2 不同氮源对菌落数的影响

Fig. 2 Effect of different nitrogen sources on colony count
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优水平组合为 A2B2C2D3，该组合未在 9组试验中出

现，通过实际试验验证，组合 A2B2C2D3的菌落数为

7.43×109 CFU/mL，显著高于 T5(6.58×109CFU/mL)菌
落数。因此，选择组合A2B2C2D3为最佳培养基组成，

即：胰蛋白胨(5 g/L)、麦芽糖(2 g/L)、葡萄糖(10 g/L)、
酵母浸粉(5 g/L)。
2.2 发酵培养基培养条件优化

2.2.1 最佳发酵温度的筛选

发酵温度对腐解菌剂菌落数的影响结果见图

3。随着温度升高，菌落数量呈先升后降的趋势。

其中，30 ℃时菌落数最高，达 6.96×109 CFU/mL。
在低于或高于此温度时，生长均受到抑制，尤其

是在 40 ℃的高温环境下，抑制效果最为明显，因

此选择 30 ℃为最佳发酵温度。

2.2.2 最佳初始 pH 值的筛选

初始 pH值对菌落数的影响结果见图 4。当 pH
值 5.0时，菌落数约 4.91×109CFU/mL，表明强酸性环

境抑制了微生物酶活性和营养吸收。随着 pH值升

高，菌落数显著增加，pH值 7.0时菌落数达到峰值，

为 6.90×109 CFU/mL，pH值<6.0或 pH值>8.0时菌落

数显著下降。这种趋势与微生物生长的最适 pH值
范围一致：枯草芽孢杆菌和酿酒酵母菌的胞内酶在

pH值 6.0~7.0活性最高，而极端 pH值会导致细胞膜

损伤和代谢失衡，因此最佳pH值为6.0~7.0。

2.2.3 最佳转速的筛选

图 5显示了转速与菌落数的关系。转速影响

氧气传递和营养混合，对枯草芽孢杆菌的生长至

关重要。菌落数随转速增加而上升，在 180 r/min
时达到最大值，菌落数为 6.84×109 CFU/mL，高于此

转速时，菌落数略有下降，可能由于高剪切力损伤了

细胞。这一结果与初始试验条件(180 r/min)相符，

因此选择 180 r/min为最佳转速。

2.2.4 最佳发酵时间的筛选

发酵时间试验考察了培养时间对菌落数的影

响 (图 6)。菌落数在培养初期 (1~1.5 d)快速上升，

在 2 d时达到峰值，菌落数为 6.73×109 CFU/mL，延
长至 2.5 d或 3 d后，菌落数趋于稳定或轻微下降，

表明进入平台期或衰亡期。这反映了微生物生长

的典型对数期特征，最优时间 2 d确保了高活菌

数而不浪费资源。

2.2.5 最佳接种量的筛选

接种量决定了初始菌体密度，影响发酵效率

和竞争抑制。由图 7可知，菌落数在接种量 2%时

显著最高，菌落数为 6.99×109 CFU/mL，当接种量

0.5%和 1%时，由于起始菌群不足，导致菌落数较

低。当接种量高于 2%时，营养竞争或代谢副产

物积累致使菌落数下降，因此，选择接种量 2%为
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图 3 温度对菌落数的影响

Fig. 3 Effect of temperature on colony count

 

 

 

  

b

a
a

c

d

0

1

2

3

4

5

6

7

8

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

菌
落
数
/
1
0
9
C
F
U
·
m
L-
1

pH值
图 4 初始 pH对菌落数的影响

Fig. 4 Effect of initial ph on colony count
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图 5 转速对菌落数的影响

Fig. 5 Effect of rotation speed on colony count
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最佳接种量，为后续小试生产提供了基础。

2.2.6 培养条件正交试验结果

环境参数直接影响微生物酶活性和代谢平

衡。由表 5结果可知，初始 pH值是影响菌落数量

的最关键因素，其极差值 (3.08)显著高于其他培养

条件。各因素对菌落数的影响程度从主到次依次

为：初始 pH值>培养温度>转速>接种量。最佳培

养条件组合为初始 pH值 7.0、培养温度 30 ℃、转

速 180 r/min、接种量 2%(即 A3B2C2D2组合)，与单因

素结论一致。该组合通过多次重复试验，菌落数

进一步提升至 7.57×109 CFU/mL，显著高于试验中

表 5 培养条件正交试验结果

Table 5 Results of orthogonal test on culture conditions

编号

No.
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
K1
K2
K3
k1
k2
k3
R

A初始pH值
pH
5.00
5.00
5.00
6.00
6.00
6.00
7.00
7.00
7.00
11.20
18.85
20.43
3.73
6.28
6.81
3.08

B培养温度/℃
Temperature
27.00
30.00
33.00
27.00
30.00
33.00
27.00
30.00
33.00
15.41
18.42
16.65
5.14
6.14
5.55
1.00

C转速/r·min-1
Speed
160.00
200.00
180.00
200.00
180.00
160.00
180.00
160.00
200.00
15.70
17.91
16.87
5.23
5.97
5.62
0.74

D接种量/%
Inoculum size

1.00
2.00
3.00
3.00
1.00
2.00
2.00
3.00
1.00
16.09
17.85
16.54
5.36
5.95
5.51
0.59

菌落数/109 CFU·mL-1
Colony count

2.64
4.62
3.94
5.73
6.93
6.19
7.04
6.87
6.52

表 6 发酵罐小试培养正交试验结果

Table 6 Results of orthogonal test for fermentation tank pilot cultivation

编号

No.
T1
T2
T3
T4

A搅拌速度/r·min-1
Stirring speed
160.00
160.00
160.00
180.00

B通风量/vvm
Ventilation rate

0.80
1.00
1.20
0.80

C接种量/%
Inoculum size

1.00
2.00
3.00
2.00

菌落数/109 CFU·mL-1
Colony count

2.70
4.83
6.03
13.70
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图 7 接种量对菌落数的影响

Fig. 7 Effect of inoculum size on colony count

T7菌落数 (7.04×109 CFU/mL)，证实了这一参数组

合的有效性，因此选择组合 A3B2C2D2为发酵培养

基最佳培养条件。

2.3 发酵罐小试生产工艺结果

规模化生产需考虑工程参数，表 6正交试验

显示，搅拌速度是影响菌落数量的最显著因素(R=
5.82)，其次为接种量和通风量，表明搅拌速度对

菌体生长起主导作用。各因素影响的主次顺序

为：搅拌速度 (R=5.82)>接种量 (R=2.48)>通风量 (R=
2.24)。通过 k值比较得出，最优培养条件组合为
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A2B2C2。该组合虽未在试验中直接出现，但通过

实际试验验证，组合 A2B2C2 菌落数为 13.82×
109 CFU/mL，与试验中最高菌落数 T4无显著差

异。因此，选择发酵罐小试生产工艺为：搅拌速

度 180 r/min、通风量 0.8~1.0 vvm、接种量 2%。
3 讨论与结论

在培养基组成的优化研究中，葡萄糖与麦芽

糖构成的复合碳源体系展现出显著的协同效应。

葡萄糖作为一种单糖，能被枯草芽孢杆菌和酿酒

酵母菌 [10-11]直接、快速吸收利用，为发酵初期菌种

的快速生长繁殖和能量代谢提供强大的动力；而

麦芽糖作为二糖，经过枯草芽孢杆菌分泌的 α-淀
粉酶等酶系分解为葡萄糖持续为菌种补充碳源，形

成互补代谢链，避免了单一碳源的代谢抑制，从而

支撑了菌体生长中后期的代谢需求。在单因素碳

源试验中，葡萄糖效果最佳 (4.41×109 CFU/mL)，麦
芽糖亦表现出良好支持能力。正交试验最终优选

的组合 (A2B2C2D3)包含这两种碳源，使菌落数进一

步提升至 7.43×109 CFU/mL，显著高于任何单一碳

源效果，该机制与谢心瑶等 [12]提出的供能理论一

致。此外，复合碳源可能更全面激活菌体代谢网

络，促进淀粉酶、蛋白酶等关键胞外酶的合成，直

接增强腐解菌剂功能。发酵培养基中胰蛋白胨富

含多肽和氨基酸，显著促进菌体增殖，该发现与

王亮等 [13]在马克斯克鲁维酵母研究中提出的 YPD
培养基 (含胰蛋白胨)增效结论一致，为腐解菌剂

高效发酵提供了理化基础。

培养环境参数的优化进一步提升了菌群活

性。本研究通过正交试验确定 pH值 7.0、温度

30 ℃、转速 180 r/min、接种量 2%(A3B2C2D2)为最优

培养条件，菌落数为 7.57×109 CFU/mL。中性 pH值
环境有助于维持枯草芽孢杆菌蛋白酶的活性结

构 [14]，同时也能保障酵母菌胞内醇脱氢酶稳定性。

有研究显示，当 pH值低于 6.0时，酶的活性会下降

60%[15]。30 ℃的培养温度既能激活枯草芽孢杆菌

的耐热蛋白酶 [16]，也能促进酵母菌的低温代谢效

率，规避了高温导致菌体自溶的风险，具有良好

的工艺经济性。摇床转速设为 180 r/min则有效

平衡了氧气传输与机械剪切力之间的关系，为兼

性厌氧的酵母菌与好氧的芽孢杆菌创造了共生微

环境，这与 Xia等 [17]提出的"动态溶氧调控"理论形

成呼应。

在发酵罐小试生产的优化中，搅拌速度被明

确认定为影响菌落数量的最显著、最主导的因

素。首先，枯草芽孢杆菌作为严格好氧菌，其高

速生长需要大量氧气，搅拌能够将通入的空气破

碎成细小气泡，显著增大气液接触面积，从而提

高溶氧速率(OTR)，满足菌体对数生长期的耗氧需

求——溶氧不足会严重抑制菌种生长甚至导致发

酵失败；其次，搅拌使培养基中的碳源、氮源及无

机盐等营养组分均匀分布，避免局部营养过剩或

匮乏，确保所有菌种都能有效获取养分；第三，搅

拌不仅使菌种均匀悬浮防止沉淀，还促使发酵体

系温度均匀分布，避免局部过热损伤菌种。摇瓶

培养已初步显示转速 180 r/min时菌落数最高。

续表 6
Table 6 Continued

编号

No.
T5
T6
T7
T8
T9
K1
K2
K3
K1
K2
K3
R

A搅拌速度/r·min-1
Stirring speed
180.00
180.00
200.00
200.00
200.00
13.56
31.03
24.40
4.52
10.34
8.13
5.82

B通风量/vvm
Ventilation rate

1.00
1.20
0.80
1.00
1.20
23.93
25.90
19.16
7.98
8.63
6.39
2.24

C接种量/%
Inoculum size

3.00
1.00
3.00
1.00
2.00
18.30
25.73
24.96
6.10
8.58
8.32
2.48

菌落数/109 CFU·mL-1
Colony count
11.40
5.93
7.53
9.67
7.20
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在发酵罐规模放大后，传质效率下降成为限制菌

种生长的主要矛盾，而搅拌速度直接决定此矛盾

的解决程度。正交试验数据明确证明，相比单纯

增加接种量或通风量，优化搅拌速度对提升菌落

数的效果最为显著。本研究将最佳搅拌速度确定

为 180 r/min，通风量为 0.8~1.0 vvm，在此条件下菌

落数高达 13.82×109 CFU/mL。该转速既满足枯草

芽孢杆菌的高耗氧需求，又避免了过高转速 (如
200 r/min)对酵母菌的抑制 (菌落数下降 31.03%)，
这一发现修正了传统工艺过度强调接种量的认

知 [18]，为工业化放大生产提供了至关重要的工程

依据。
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