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　　摘要 :采用单因素试验研究了培养基组成、培养温度、培养基 pH值和溶解氧等对秸秆发酵生物添加剂生长的影

响 ,优化了秸秆发酵生物添加剂的发酵参数。通过 5 L发酵罐上罐试验确定秸秆发酵的最佳培养条件为 :培养基合

成 ,温度 30℃,pH 510 ,搅拌速度 300 r/ min ,通气量 4 L/ min ,发酵周期 24～27 h ,酵母菌和乳酸菌的最大菌液浓度分别

可达 2100×108 ,2155×109个/ mL。
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Optimization of Fermentation Technical Parameters for

Bio2additive of Crop Stra ws Fermentation
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Abstract :The effects of culture component ,temperature ,pH and dissolved oxygen on the growth of bio2additive of

crop straws fermentation were studied by single factor test and the fermentation parameters of the mix strains were opti2
mized. The results got from 5 L fermentation tank tests showed that the optimal culture conditions were compound culture ,

30℃,pH 510 ,300 r/ min ,air flow 4 L/ min and fermentation periods 24 - 27 h ,and the maximal concentrations of live

microzyme and lactobacillus were 2100×108 ,2155×109 individuals/ mL in the fermentation liquid ,respectively.
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　　我国秸秆的年产量达 6亿多吨 ,占世界秸秆总

产量的 30 %[1 ]。秸秆是重要的生物资源 ,但如果这

些资源未被充分利用将会造成极大的资源浪费和严

重的环境污染。秸秆资源的综合利用主要集中在能

源、饲料、肥料和工业造纸原料 4个方面[2 ]。由于秸

秆的主要成分是纤维素、半纤维素和木质素[3 ] ,未经

处理的秸秆作为饲料 ,不仅消化率低 ,粗蛋白含量

低 ,而且适口性差 ,采食量也不高[2 ,4 ] ,如何通过现

代生物技术手段提高秸秆的适口性和营养价值成为

当今农业科技人员关注的焦点。

秸秆发酵生物添加剂是本课题组自主研制开发

的一种复合微生物菌剂 (发明专利号 : ZL97119176.

X) 。该菌剂由 6 株酵母菌类和乳酸菌类微生物经

科学配伍而成 ,具有降解纤维素 ,增加秸秆蛋白质的

作用 ,其发酵菌液在 7～10 d内能使半黄或干黄的

各类农作物秸秆 (麦秸、稻草、玉米秸、高粱秸、豆秸、

薯蔓等)变成气味酸香、湿润柔软、适口性好的反刍

家畜粗饲料[5 ]。由于该菌剂由酵母菌和乳酸菌组成

的复合菌剂 ,对发酵条件要求较高。本研究对秸秆

发酵生物添加剂的发酵条件进行了摸索 ,期望通过

优化培养条件提高菌液浓度 ,进而提高菌液对秸秆

的转化效率。

1　材料和方法

1. 1　材料

菌种 :将实验室保存的菌种以 10 %的接种量转

接到液体培养基中活化一段时间 ,再以同样的接种

量转接到新的菌液培养基中 ,放置在水浴摇床上振

荡培养 (30℃,150 r/ min) ,培养 24 h作为菌种。

仪器 :5 L全自动发酵罐 (BIOSTATB德国) ;水浴

摇床 ( HZS2H 哈尔滨市东联电子技术开发有限公

司) ;显微镜 (XSY2S 重庆光学仪器厂) ;超净工作台
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(SW2CI22F吴江市汇通空调净化设备厂) ;752 紫外

可见分光光度计 (上海第三分析仪器厂) ;PHS23C酸

度计 (上海理达仪器厂) 。

培养基 :合成培养基 (酵母膏 5 g ,蛋白胨 5 g ,葡

萄糖 10 g ,KH2PO4 2 g ,番茄汁 100 mL ,蒸馏水 1 000

mL)和自然培养基 (葡萄糖 10 g ,KH2PO4 2 g ,豆浆 50

mL ,蒸馏水 1 000 mL) 。

1. 2　方法

1. 2. 1　培养基对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

　根据混合菌种对碳源和氮源的需求设合成培养基

和自然培养基 2个处理 ,分别上罐试验 ,温度 30℃,

接种量 10 % ,转数 300 r/ min ,每 3 h取样测菌液 pH

值、酵母菌和乳酸菌的菌数 ,当菌液浓度开始下降时

终止试验。

1. 2. 2　秸秆发酵生物添加剂最适发酵温度　根据前

期试验结果设 25℃,30℃2个发酵温度处理 ,分别上

罐试验。除温度外其他条件都保持一致 ,接种量

10 % ,转数 300 r/ min ,培养基为合成培养基 ,每 3 h取

样测菌液 pH值、酵母菌和乳酸菌的菌数。当 pH值

比较恒定而菌液浓度有所下降时终止试验 ,通过比较

各处理菌液浓度和 pH值来确定最适温度。

1. 2. 3　初始 pH对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

　将培养基的初始 pH 分别调为 415 , 515 , 615 和

715 ,每个处理 3个重复。将活化的菌种以 10 %的接

种量转接到不同处理的三角瓶中 ,放入培养箱中静

置培养 ,培养温度为 30℃,隔一定时间取样一次测

菌液的 OD值、pH值、酵母菌和乳酸菌的菌数。

1. 2. 4　秸秆发酵生物添加剂最适 pH值的确定　试

验设 pH 510 ,515 ,610 共 3个处理。用 510 L的发酵

罐分别上罐试验 ,温度 30℃,接种量 10 % ,转数 300

r/ min ,通气量 4 L/ min ,发酵过程中用酸碱自动蠕动

泵控制发酵液 pH值 ,每 3 h取样一次 ,测酵母菌和

乳酸菌浓度 ,当菌种都进入衰亡期后停止试验。

2　结果与分析

2. 1　培养基对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

在自然培养基上混合菌液中的酵母菌和乳酸菌

生长都比较缓慢 ,进入对数生长期的时间延后 ,致使

整个发酵周期长达 33 h ,较合成培养基长 9 h ,且最

终的菌液浓度也较低 ,酵母菌最大菌液浓度 610 ×

107个/ mL ,为合成培养基的 1/ 20 ,乳酸菌最大菌液

浓度 114×109个/ mL ,约为合成培养基的 1/ 3 (表 1) 。

不同菌种都有其适合生长的培养基 ,酵母菌和乳酸

菌都是异养菌 ,增殖过程中需消耗有机氮源和碳源

来满足代谢需要。由于合成培养基的有机质相对较

丰富更利于酵母菌和乳酸菌的生长 ,在条件允许时

建议使用合成培养基 ,但在大规模生产时考虑到成

本问题可以使用自然培养基 ,做固体发酵时还可用

豆粕和麸子粉代替豆浆。

表 1　培养基对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

Tab. 1　Effects of culture medium on the growth of bio2additive of crop stra ws fermentation

培养基
Culture medium

发酵周期/ h
Fermentation period

发酵终点 pH值
Fermentation terminal pH

酵母菌浓度/ (个/ mL)
Microzyme

concentration

乳酸菌浓度/ (个/ mL)
Lactobacillus
concentration

合成 Compound 24 3182 1120×108 4165×109

自然 Nature 33 3126 6100×107 1140×109

2. 2　温度对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

由于酵母菌和乳酸菌最适生长的温度范围不

同 ,如何控制混合菌液的发酵温度将影响菌种的最

终质量。从表 2可以看出温度对混合菌剂的发酵周

期和最终的菌液浓度都有明显的影响 ,而对发酵终

点菌液的 pH值影响不大。当温度控制在 30℃时 ,

其发酵周期为 24 h较 25℃缩短 9 h ,酵母菌的最大

菌液浓度为 25℃的 8倍 ,乳酸菌的最大菌液浓度为

25℃的 3倍左右。由此可以看出 ,温度是影响秸秆

发酵生物添加剂菌种质量的一个重要因子 ,在大规

模生产时将温度控制在 30℃不仅可以缩短混合菌

剂的发酵周期 ,而且能提高菌液浓度。
表 2　温度对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

Tab. 2　Effects of temperature on the growth of bio2additive of crop stra ws fermentation

温度/ ℃
Temperature

发酵周期/ h
Fermentation period

发酵终点 pH值
Fermentation
terminal pH

酵母菌浓度/ (个/ mL)
Microzyme

concentration

乳酸菌浓度/ (个/ mL)
Lactobacillus
concentration

25 33 3189 1150×107 1151×109

30 24 3182 1120×108 4165×109

2. 3　初始 pH对秸秆发酵生物添加剂生长的影响

酵母菌和乳酸菌都能在较低的 pH环境下生长 ,

且在增殖过程中都能产酸 ,因此 ,培养基的初始 pH值

会对混合菌液的生长产生一定影响。从表 3可以看

出 ,不同初始 pH处理混合菌的 OD值和菌液浓度先

逐渐增加 ,随后有一个对数增长期 ,一段时间后开始
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降低。发酵菌液 pH值降低较快 ,24 h后稳定在一个

相对恒定的范围内 ,所有处理的 pH值都降到了 410

以下。酵母菌和乳酸菌前 6 h基本上都处于迟缓期 ,

表现在菌数的增幅较小。酵母菌在初始 pH615和 715

的处理下为负增长 ,这可能是相对较高的 pH值对酵

母菌的生长产生了一定的抑制作用 ,乳酸菌除在

pH415的处理下表现为负增长外 ,其他处理均较酵母

菌增幅大。从所测的数据来看 ,两种菌的菌液浓度基

本上都是在培养 30 h达到了最高值 ,从表 1可以看

出 ,酵母菌的最大菌液浓度出现在 pH 415的处理 ,随

着培养基初始 pH值的升高菌液浓度逐渐减少 ;而乳

酸菌浓度的最大值出现在 pH 515的处理 ,最高值达

1615×108个/ mL ,其他 3 个处理的最大值基本上在

810×108个/ mL左右。从酵母菌和乳酸菌的总数分析

可以得知 ,培养基初始 pH为 515比较适合混合菌的

生长。由于本试验为摇瓶静置培养 ,培养基中的溶解

氧偏低 ,酵母菌的生长受到了一定的限制 ,所有处理

酵母菌在混合菌液中所占比例偏低。
表 3　培养基初始 pH值对混合菌生长的影响

Tab. 3　Effects of initial pH on the growth of mix strains

初始 pH
Intial pH

培养时间/ h Culture time
0 6 24 30 48 56

415 OD值 OD value 0125 0126 1164 1198 2122 2114

pH值 pH value 4150 4141 3165 3160 3162 3166

酵母菌/ (×108个/ mL) Microzyme 0122 0122 0140 0175 0170 0145

乳酸菌/ (×108个/ mL)Lactobacillus 0147 0125 1110 8100 7150 7100

515 OD值 OD value 0125 0126 1168 1195 2126 2126

pH值 pH value 5150 5100 3172 3169 3177 3173

酵母菌/ (×108个/ mL) Microzyme 0122 0135 0140 0160 0155 0155

乳酸菌/ (×108个/ mL) Lactobacillus 0147 0165 6195 16150 6150 6100

615 OD值 OD value 0125 0129 1171 1198 2122 2122

pH值 pH value 6150 5148 3183 3181 3190 3187

酵母菌/ (×108个/ mL) Microzyme 0122 0110 0140 0150 0130 0155

乳酸菌/ (×108个/ mL) Lactobacillus 0147 0165 4180 8100 6150 5150

715 OD值 OD value 0125 0133 1184 2114 2137 2143

pH值 pH value 7150 6143 4100 3190 4102 4101

酵母菌/ (×108个/ mL) Microzyme 0122 0120 0130 0140 0130 0150

乳酸菌/ (×108个/ mL) Lactobacillus 0147 0195 4170 8145 8145 6100

图 1　不同 pH值酵母菌的生长曲线

Fig. 1　The growth curve of mincrozyme under different pH

2. 4　秸秆发酵生物添加剂最适 pH值的确定

由于乳酸菌和酵母菌在发酵过程中产酸 ,因此 ,

菌液的 pH值会随着发酵时间的延长而逐渐降低。

从图 1得知 ,在 pH 510 ,515和 610处理下酵母菌的

最大菌液浓度分别为 2100 ×108 ,1195 ×108 ,1183 ×

108个/ mL ,处理间差异不明显 ;而进入稳定期的时

间分别为 15 ,9和 9 h ,说明在 pH 510的环境中酵母

菌生长相对比较缓慢。乳酸菌的生长曲线与酵母菌

不同 (图 2) ,其生长滞后于酵母菌的生长 ,基本在酵

母菌进入稳定期后乳酸菌才进入对数生长期。不同

pH处理下乳酸菌生长步调比较一致 ,约 9 h后进入

对数生长期 ,都在 24 h达到稳定期 ,随后菌液浓度

有所回落 ;但处理间的最终菌液浓度相差较大 ,pH

510 ,515和 610 的最大菌液浓度分别为 2515 ×108 ,

20×108和 17×108个/ mL。综合考察酵母菌和乳酸

菌的发酵时间和最终的菌液浓度发现 ,发酵罐培养

混合菌液的最适 pH为 510 ,最佳发酵周期为 24～

27 h。

图 2　不同 pH值乳酸菌的生长曲线

Fig. 2　The growth curve of lactobacillus under different pH

酵母菌为好氧微生物 ,本试验中的乳酸菌为兼

性厌氧微生物 ,在前期培养基中溶解氧较充分时更

利于酵母菌的生长。从图 3～5 可以看出 ,不同 pH
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处理下 ,发酵液的溶解氧变化趋势基本一致 ,在刚上

罐的 9 h内溶氧值基本上没有很大的变化 ,随后逐

渐降低 ,降到 0以后又慢慢上升 ,发酵液中的溶解氧

降到 0的时间分别为 16 ,1015 ,14 h。溶解氧的降低

滞后于酵母菌生长曲线的变化 ,即在酵母菌进入对

数生长期之后好氧量增大 ,此时发酵液中的溶解氧

慢慢降低 ,当酵母菌进入稳定期一段时间后溶解氧

达到最低点 ,随着酵母菌进入衰亡期溶解氧又迅速

回升。培养基中溶解氧的含量与酵母菌的生长存在

一定的相关性 ,因此 ,可以根据培养基中溶解氧的含

量推断出酵母菌所处的阶段。

图 3　pH 510时发酵液溶解氧值变化

Fig. 3　Change of dissolved oxygen under pH 510

图 4　pH 515时发酵液溶氧值变化

Fig. 4　Change of dissolved oxygen under pH 515

图 5　pH 610时发酵液溶氧值的变化

Fig. 5　Change of dissolved oxygen under pH 610

3　讨论

利用微生物技术将秸秆转化为食用菌、饲料和

肥料 ,已成为农业利用的热点方向 ,也是规模消耗转

化秸秆的有效途径[6 ]。秸秆作为饲料通过牲畜过腹

还田 ,也符合农村循环经济的发展模式 ,但秸秆的消

化率低 ,一般只有 35 %～50 % ,这是限制反刍家畜

利用秸秆的首要因素[7 ]。本单位经过多年努力研制

成功的秸秆发酵生物添加剂不仅能提高秸秆的转化

效率 ,复合菌剂本身的生理代谢产物中含有的多种

酶、核酸、有机质、维生素及其他生物活性物质 ,对促

进动物生长 ,改善动物代谢功能 ,增加动物抗病能力

等方面具有十分重要的作用[5 ]。

本研究通过对秸秆发酵生物添加剂的中试发酵

工艺参数进行摸索 ,发现培养基组成、培养温度、

pH、溶解氧等都会影响菌液的浓度和发酵时间。通

过单因素试验确定混合菌的最佳发酵条件为 :合成

培养基 ,温度 30℃,搅拌速度 300 r/ min ,通气量 4

L/ min ,pH 510 ,发酵周期 24～27 h。在上述优化的

条件下发酵 ,混合菌液一般在 24 h就能达到发酵终

点 ,酵母菌和乳酸菌的最大菌液浓度分别可达

2100×108 ,2155×109个/ mL。优化的培养条件缩短

了菌液的发酵周期 ,提高了菌液的浓度 ,将优化的发

酵工艺参数用于指导规模生产 ,不仅能提高生产效

率 ,同时能有效的保证产品的质量。
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