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优良生防枯草芽孢杆菌 ＣＹ１ 固态发酵
研制生物有机肥工艺参数优化

李彬涛ꎬ韦小敏ꎬ来航线ꎬ李玉龙ꎬ王旭东
(西北农林科技大学资源环境学院ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００)

摘　 要:枯草芽孢杆菌 ＣＹ１ 是一株广谱性的根际促生菌ꎬ为促进农业废弃物的资源化利用ꎬ提高固态发酵生产

生物有机肥过程中枯草芽孢杆菌 ＣＹ１ 的扩繁能力ꎬ研究采用猪粪堆肥为原料ꎬ麸皮、豆粕、玉米粉为辅料进行固态发

酵研制新型生物有机肥ꎬ以有效活菌数为参考指标ꎬ确定原料、辅料最佳配比及接种量ꎮ 选用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验

设计对影响发酵的 ８ 个因素进行效应评价ꎬ筛选出具有显著效应的 ３ 个因素:初始 ｐＨ、发酵温度及含水量ꎮ 用最陡

爬坡试验逼近最大响应区域ꎬ通过响应面分析法确定最优发酵工艺参数ꎮ 结果表明ꎬ固态发酵条件为初始 ｐＨ ７.５１、
ＫＨ２ＰＯ４含量 ０.７５％、ＭｇＳＯ４含量 ０.１５％、ＭｎＳＯ４含量 ０.１５％、发酵温度 ３６.１０℃ 、葡萄糖含量 ６.００％、(ＮＨ４) ２ ＳＯ４含量

０.７５％、含水量 ２６.３３％ꎬ此时固态发酵产物有效活菌数最大ꎬ达到 ４.５７×１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ 该研究为利用农业废弃物采

用合适的原料配比及工艺条件生产低成本高质量的生物有机肥提供了新途径ꎮ
关键词:枯草芽孢杆菌ꎻ固态发酵ꎻ生物有机肥ꎻ响应面分析
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　 　 固态发酵具有能耗低、环境污染少等优点ꎬ能
使微生物保持原始的自然生长状态ꎬ有利于发酵代

谢产物的积累[１]ꎮ 伴随着新型功能菌株的筛选鉴

定及作用机制的研究ꎬ枯草芽孢杆菌以其自身绿色
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环保且作用效果良好的独特优势被广泛研究推

广[２]ꎮ 枯草芽孢杆菌 ＣＹ１(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＣＹ１)能

够通过分泌胞外酶等促进植物根系生长的物质ꎬ提
高植物利用养分的能力ꎬ对番茄植株生长具有促进

作用ꎬ同时可以通过提高植物体内防御酶活性增强

植物对病原入侵的抵抗能力ꎬ兼具生物防治及促生

效果[６]ꎬ可被用作固态发酵的接种剂制备功能型生

物有机肥[３]ꎮ 然而ꎬ目前生物有机肥的生产主要采

用有益微生物与有机肥混合的方式进行ꎬ存在功能

菌存活率低、产品质量不达标等问题ꎬ造成功能菌

的浪费以及生产成本的增加[４]ꎮ ２０１９ 年全国微生

物肥料质量检测结果显示ꎬ约 ７８％的微生物肥料因

产品有效活菌数含量较低而不合格ꎮ 菌种能否在

基质中存活取决于其生长环境ꎬ与碳氮比、ｐＨ、含水

量及生长因子密切相关[５]ꎬ然而目前此方面缺乏系

统研究ꎮ 因此ꎬ如何通过工艺参数优化实现功能益

生菌的扩繁至关重要ꎮ
本研究通过固态发酵试验ꎬ选取前期经过筛选

鉴定得到的一株生防效果较好的枯草芽孢杆菌 ＣＹ１
为固态发酵功能菌剂[６]ꎬ结合原料成本及产品质

量ꎬ以腐熟猪粪堆肥为发酵原料ꎬ麸皮、豆粕、玉米

粉为发酵辅料ꎬ有效活菌数为观测评价指标ꎬ采用

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 设计、最陡爬坡法及响应面分析ꎬ
优化固态发酵工艺条件ꎬ为固态发酵制备生物有机

肥提供了基础数据ꎬ对我国北方地区粮油副产物的

综合利用和资源开发具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试菌株:生防枯草芽孢杆菌 ＣＹ１ꎬ由西北农林

科技大学资源环境学院资源环境微生物实验室分

离、鉴定、保藏ꎮ
发酵原料:腐熟猪粪基质ꎬ ｐＨ ８. ２１ꎬ含水量

１１.７４％ꎬ有机质含量 ２５４. ７１ ｇ 􀅰 ｋｇ－１ꎬ总氮含量

１３.４０ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ
发酵辅料:麸皮、豆粕、玉米粉ꎬ购置于陕西省

杨凌农业高新产业示范区农贸市场ꎮ 其中ꎬ麸皮 ｐＨ

９.３０ꎬ含水量 １.３２％ꎬ有机质含量 ４０７.２８ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ总
氮含量 ２７.６６ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎻ豆粕 ｐＨ ４.９５ꎬ含水量 １.９５％ꎬ
有机质含量 ４４８. ８０ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ总氮含量 ８１. ２１ ｇ􀅰
ｋｇ－１ꎻ米粉 ｐＨ ８. ７９ꎬ含水量 ２. １２％ꎬ有机质含量

４０４.２６ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ总氮含量 ５５.３７ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ
种子培养基(ＬＡ 液体培养基):蛋白胨 １０ ｇ􀅰

Ｌ－１ꎬ氯化钠 ５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ牛肉膏 ３ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ ｐＨ ７. ２ꎬ
１２１℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ

固体活化培养基(ＬＡ 固体培养基):在 ＬＡ 液体

培养基中加入 １５ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂粉ꎮ
１.２　 试验设计

１.２.１　 单因素试验　 选取发酵辅料配比、原料辅料

配比、接种量 ３ 个因素进行固态发酵试验ꎮ 辅料配

比设置 １４ ∶ １ ∶ ５、１５ ∶ １ ∶ ４、１６ ∶ １ ∶ ３、１７ ∶ １ ∶ ２、
１８ ∶ １ ∶ １ 共 ５ 个水平ꎬ原料辅料配比设置 ７ ∶ ３、
８ ∶ ２、９ ∶ １ 共 ３ 个水平ꎬ接种量设置 １％、５％、１０％、
１５％(ｍＬ􀅰ｇ－１)共 ４ 个水平ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎮ 调

节初始含水量为 ３０％ꎬ在 ３７℃条件下培养 ７ ｄꎬ分别

取第 ３ 天及第 ７ 天样测定 ＣＹ１ 有效活菌数ꎮ
１.２.２　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验 　 根据前期单因素试

验结果ꎬ采用 ＰＢ 试验设计(Ａ:初始 ｐＨꎻＢ:ＫＨ２ＰＯ４

含量ꎻＣ:ＭｇＳＯ４ 含量ꎻＤ:空列项ꎻＥ:ＭｎＳＯ４ 含量ꎻＦ:
发酵温度ꎻＧ:空列项ꎻＨ:葡萄糖含量ꎻＩ:(ＮＨ４) ２ＳＯ４

含量ꎻＪ:空列项ꎻＫ:含水量)ꎬ选取 ８ 个影响活菌数

的主要因素ꎬ每个因素取高、低 ２ 个水平ꎬ其余 ３ 个

因素为虚拟变量ꎬ用于误差估计(表 １) [７]ꎮ
１.２.３　 最陡爬坡试验　 根据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验

及方差分析结果ꎬ筛选主要影响因素设计爬坡方向

和步长ꎬ确定最陡上升路径[８]ꎮ 以活菌数为评价指

标ꎬ确定最大响应区域ꎬ其余不显著因素取中间值ꎮ
１.２.４　 响应面(ＲＳＭ)试验　 根据最陡爬坡试验结

果ꎬ采用 Ｂｏｘ￣ｂｅｎｈｎｋｅｎ 试验设计ꎬ显著因素的零水

平取上述得到的中心点数值ꎬ高水平和低水平分别

高于或低于零水平 １ 个实际步长[９]ꎮ 以初始 ｐＨ、发
酵温度以及含水量为自变量ꎬ枯草芽孢杆菌活菌数

量为响应值进行三因素三水平的响应面试验ꎬ并对

结果进行验证ꎮ
表 １　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

发酵水平
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌ

发酵因素 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

初始
ｐＨ

Ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ(Ａ)

ＫＨ２ＰＯ４

含量
ＫＨ２ＰＯ４

ｃｏｎｔｅｎｔ(Ｂ) / ％

ＭｇＳＯ４

含量
ＭｇＳＯ４

ｃｏｎｔｅｎｔ(Ｃ) / ％

ＭｎＳＯ４含量
ＭｎＳＯ４

ｃｏｎｔｅｎｔ(Ｅ) / ％

发酵温度
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
(Ｆ) / ℃

葡萄糖
含量

Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
(Ｈ) / ％

(ＮＨ４) ２ＳＯ４

含量
(ＮＨ４) ２ＳＯ４

ｃｏｎｔｅｎｔ( Ｉ) / ％

含水量
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

(Ｋ) / ％

－１ ５ ０.５ ０.１ ０.１ ３０ ４ ０.５ ２０
１ ９ １.０ ０.２ ０.２ ４０ ８ １.０ ３０
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１.３　 研究方法

１.３.１　 种子液的制备　 将菌株 ＣＹ１ 在固体活化培

养基平板上于 ３７℃培养箱中活化 ３６ ｈꎬ挑取单菌落

接种于种子培养基ꎬ３７℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 ２０ ｈ 作

为种子液ꎬ有效活菌数约为 １.０×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ
１.３.２　 活菌计数方法　 称取 ５ ｇ 发酵原料于含有 ４５
ｍＬ 无菌水的三角瓶中ꎬ加入适量小玻璃珠ꎬ３０℃、
１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡 ３０ ｍｉｎꎬ制得 １ ∶ １０ 稀释液ꎮ 吸取

１ ｍＬ 稀释液注入含有 ９ ｍＬ 无菌水的离心管中ꎬ振
荡混匀ꎬ得到 １ ∶ １００ 稀释液ꎮ 依次类推制成不同梯

度 １０ 倍递增稀释液ꎮ 采用涂布法进行接种ꎬ３７℃恒

温培养箱中培养 ３６ ｈ 后取出计有效活菌数(ＣＦＵ􀅰
ｇ－１ꎬ干重) [１０－１１]ꎮ
１.４　 数据处理

每个处理重复 ３ 次ꎬ结果取其平均值表示ꎮ 采

用 ＳＰＳＳ ２０.０ 进行方差分析ꎬ采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ９.０.２
软件进行 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验及响应曲面试验设

计和分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单因素条件下有效活菌数的变化特征

根据发酵辅料碳氮比ꎬ设置 ５ 个麸皮、豆粕、玉
米粉配比水平进行单因素试验(图 １Ａ)ꎮ 第 ３ 天时ꎬ
各配比之间没有显著性差异ꎮ 第 ７ 天时ꎬ随着麸皮

添加量的增大ꎬ有效活菌数先增加后下降ꎬ主要原

因是麸皮具有更高的孔隙度ꎬ为微生物的生长繁殖

提供充足的氧气ꎬ当辅料配比达到 １５ ∶ １ ∶ ４ 这个阈

值时ꎬ碳源作为主要的影响因素ꎬ粒径较小的玉米

粉更有利于微生物的分解利用ꎮ 因此ꎬ确定发酵辅

料的配比为 １５ ∶ １ ∶ ４ꎮ
以腐熟猪粪为发酵原料ꎬ麸皮、豆粕、玉米粉为

发酵辅料ꎬ通过单因素试验获得最佳原料、辅料配

比(图 １Ｂ)ꎮ 第 ３ 天时ꎬ不同处理间存在显著性差

异ꎬ随着原料添加量的增加ꎬ有效活菌数逐渐下降ꎮ
第 ７ 天时ꎬ原料 ∶ 辅料为 ８ ∶ ２ 的条件下活菌数达到

７.８×１０９ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎬ显著高于其他处理ꎮ 因此ꎬ确定

发酵原料辅料配比为 ８ ∶ ２ꎮ
接种量作为发酵的重要因素直接影响着发酵

产物的有效活菌数(图 １Ｃ)ꎮ 处理间在第 ３ 天和第

７ 天均存在显著性差异ꎬ有效活菌数随着接种量的

增加而增加ꎮ 与第 ３ 天相比ꎬ第 ７ 天的有效活菌数

在 １％、５％、１０％ 和 １５％ 的接种量下分别提高了

１０.８８、１２.１０、１１.４２ 倍及 ９.０５ 倍ꎮ 然而ꎬ更大的接种

量意味着更高昂的生产成本ꎬ因此ꎬ确定固态发酵

初始接种量为 ５％ꎮ
２.２　 有效活菌数关键影响因素的确定

如表 ２、表 ３ Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验结果及方差

分析所示ꎬ ＫＨ２ＰＯ４含量、ＭｇＳＯ４含量、ＭｎＳＯ４含量、
发酵温度、葡萄糖含量及含水量对有效活菌数的影

响效应值为正ꎻ初始 ｐＨ 及(ＮＨ４) ２ ＳＯ４含量对有效

活菌数的影响效应值为负ꎮ 主效应 Ｐ ＝ ０.０４５３(Ｐ<
０.０５)、Ｒ２为 ０.９６２１ꎬ表明该回归模型显著ꎬＰＢ 试验

设计因素在所选取的水平范围内对发酵产物有效

活菌数的影响较显著ꎬ其中ꎬ初始 ｐＨ、发酵温度、含
水量可信度大于 ９５％(Ｐ<０.０５)ꎬ是影响有效活菌数

的显著因素ꎮ
２.３　 有效活菌数对关键影响因素的响应及模型的构建

根据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验结果ꎬ对初始 ｐＨ、发
酵温度、含水量 ３ 个显著因素进行最陡爬坡试验ꎬ其
余因素取中间值(表 ４)ꎮ 结果表明ꎬ初始 ｐＨ 为７.５、
发酵温度为 ３６℃、含水量为 ２６％时有效活菌数最

大ꎬ达到 ３.９１×１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ

　 　 注:小写字母表示在同一时间下不同处理的差异显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ (Ｐ<０.０５) .

图 １　 固态发酵单因素试验结果

Ｆｉｇ.１　 Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｌｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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表 ２　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａ Ｂ Ｃ (Ｄ) Ｅ Ｆ (Ｇ) Ｈ Ｉ (Ｊ) Ｋ

活菌数
Ａｃｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ
/ (１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１)

１ １ １ －１ －１ １ １ １ －１ １ －１ －１ ２.０３ｇ
２ １ －１ １ １ －１ －１ －１ －１ １ １ １ １.５７ｈ
３ １ －１ －１ －１ －１ １ －１ １ １ １ －１ ２.００ｇ
４ －１ １ １ １ －１ １ －１ －１ －１ １ －１ ２.８８ｄ
５ １ １ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ １ ３.３２ｃ
６ １ １ －１ －１ １ －１ －１ －１ －１ －１ １ ２.３４ｆ
７ －１ －１ －１ １ －１ －１ １ －１ －１ －１ －１ １.５１ｉ
８ １ －１ １ １ １ －１ １ １ －１ １ －１ ２.３９ｆ
９ －１ １ １ １ １ －１ －１ １ １ －１ －１ ２.７７ｅ
１０ －１ －１ １ －１ １ １ １ －１ １ １ １ ３.７８ａ
１１ －１ －１ －１ －１ １ １ １ １ －１ １ １ ３.５３ｂ
１２ －１ １ －１ －１ －１ －１ －１ １ １ －１ １ ２.７２ｅ

　 　 注:Ｄ、Ｇ、Ｊ 为虚拟变量ꎬ用于误差估计ꎻ小写字母表示在同一时间下不同处理的差异显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｄꎬ Ｇ ａｎｄ Ｊ ａｒｅ ｄｕｍｍｙ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅｒｒｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎꎻ Ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ

ｔｉｍｅ (Ｐ<０.０５) .

表 ３　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ 试验方差分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素 Ｆａｃｔｏｒ 低水平(－１)
Ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ

高水平(＋１)
Ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ

效应值
Ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ

系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｐ

Ａ 初始 ｐＨ Ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ５.０ ９.０ －０.５９００ －０.２９５０ ０.０３３５

Ｂ
ＫＨ２ＰＯ４含量

ＫＨ２ＰＯ４ ｃｏｎｔｅｎｔ ０.５ １.０ ０.２１３３ ０.１０６７ ０.２７０１

Ｃ
ＭｇＳＯ４含量

ＭｇＳＯ４ ｃｏｎｔｅｎｔ ０.１ ０.２ ０.４３００ ０.２１５０ ０.０７２６

Ｅ
ＭｎＳＯ４含量

ＭｎＳＯ４ ｃｏｎｔｅｎｔ ０.１ ０.２ ０.４７３３ ０.２３６７ ０.０５８０

Ｆ 发酵温度
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３０.０ ４０.０ ０.７０６７ ０.３５３３ ０.０２０９

Ｈ 葡萄糖含量
Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ４.０ ８.０ ０.４３６７ ０.２１８３ ０.０７０１

Ｉ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４含量

(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ｃｏｎｔｅｎｔ ０.５ １.０ －０.１８３３ －０.０９１７ ０.３３０２

Ｋ 含水量
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ２０.０ ３０.０ ０.６１３３ ０.３０６７ ０.０３０３

　 　 注:该模型 Ｐ＝ ０.０４５３ꎬＲ２ ＝ ０.９６２１ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ Ｐ＝ ０.０４５３ꎬＲ２ ＝ ０.９６２１.

表 ４　 最陡爬坡试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｅｅｐｅｓｔ ａｓｃｅｎｔ ｔｅｓｔ

序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

初始 ｐＨ
Ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ

发酵温度
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ / ℃

含水量
Ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

活菌数
Ａｃｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｃｏｕｎｔ
/ (１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１)

１ ８.５ ３２ ２２ ２.７６

２ ８.０ ３４ ２４ ３.２８

３ ７.５ ３６ ２６ ３.９１

４ ７.０ ３８ ２８ ３.０３

５ ６.５ ４０ ３０ ２.４９

根据最陡爬坡试验确定的中心点ꎬ以初始 ｐＨ
(Ａ)、发酵温度(Ｂ)、含水量(Ｃ)为自变量ꎬ活菌数

(Ｙ)为响应值ꎬ采用 Ｂｏｘ－ｂｅｎｈｎｋｅｎ 中心组合设计试

验(表 ５)ꎬ通过方差分析统计检验确定最优组合(表
６)ꎮ 经过回归拟合后ꎬ得到回归方程:

Ｙ＝ ４.６６＋０.０６３７Ａ＋０.１３７５Ｂ＋０.２０１２Ｃ＋０.１６２５ＡＢ
－０.２５００ＡＣ－０.３３２５ＢＣ－１.０９Ａ２－０.８８８５Ｂ２－０.５６１０Ｃ２

各因素对有效活菌数(Ｙ)影响的顺序为含水量

>发酵温度>初始 ｐＨꎮ 由表 ６ 可得ꎬ方程模型回归

拟合显著(Ｐ<０.００１)ꎬ失拟项不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ其
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中ꎬ一次项 Ｃ 显著、二次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２极显著、交互项

ＢＣ 显著ꎮ 该二次多项回归方程决定系数 Ｒ２ 为

０.９６８１ꎬ表明自变量与因变量具有较强的线性关系ꎬ
该方程较好地描述了各因素与响应值之间的真实

关系ꎬ可用于确定固态发酵最佳工艺条件ꎮ
２.４　 响应面分析

由图 ２ 可得ꎬ有效活菌数随着初始 ｐＨ、发酵温

度及含水量的增大均呈现先增大后减少的趋势ꎬ该
响应曲面存在最优范围ꎮ 当固态发酵条件为初始

ｐＨ ７.５０７、发酵温度 ３６.０９７℃、含水量 ２６.３２５％时ꎬ
有效活菌数检出量最大ꎬ预测值为 ４.６８２×１０１０ ＣＦＵ
􀅰ｇ－１ꎮ 在初始 ｐＨ ７.５１、发酵温度 ３６.１０℃、含水量

２６.３３％的最佳发酵条件调整值下实际菌体数量为

４.５７×１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎬ实测值与预测值接近ꎮ 此外ꎬ
响应值与预测值的相对误差为 ２.４５％ꎬ在可允许误

差 ５％的范围之内ꎬ证实了该模型的有效性ꎮ 因此ꎬ
该响应模型对于固态发酵条件优化可行ꎬ此试验方

法具有较高的准确性ꎬ通过该方法ꎬ可获得具有较

高有效活菌数的固态发酵产物ꎮ

表 ５　 Ｂｏｘ￣ｂｅｎｈｎｋｅｎ 试验结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｏｘ￣ｂｅｎｈｎｋｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

试验因素
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒ

编码值
Ｃｏｄｅｄ ｖａｌｕｅ
Ａ Ｂ Ｃ

实际值
Ａｃｔｕａｌ ｖａｌｕｅ
Ａ Ｂ / ℃Ｃ / ％

活菌数
Ａｃｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ
/ (１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１)

１ －１ －１ ０ ７.０ ３４ ２６ ２.６４ｆ
２ １ －１ ０ ８.０ ３４ ２６ ２.４８ｇｈ
３ －１ １ ０ ７.０ ３８ ２６ ２.５７ｆｇｈ
４ １ １ ０ ８.０ ３８ ２６ ３.０６ｅ
５ －１ ０ －１ ７.０ ３６ ２４ ２.４４ｈ
６ １ ０ －１ ８.０ ３６ ２４ ３.０３ｅ
７ －１ ０ １ ７.０ ３６ ２８ ３.５０ｄ
８ １ ０ １ ８.０ ３６ ２８ ３.０９ｅ
９ ０ －１ －１ ７.５ ３４ ２４ ２.６１ｆｇ
１０ ０ １ －１ ７.５ ３８ ２４ ３.５７ｄ
１１ ０ －１ １ ７.５ ３４ ２８ ３.５２ｄ
１２ ０ １ １ ７.５ ３８ ２８ ３.１５ｅ
１３ ０ ０ ０ ７.５ ３６ ２６ ４.９２ａ
１４ ０ ０ ０ ７.５ ３６ ２６ ４.１６ｃ
１５ ０ ０ ０ ７.５ ３６ ２６ ４.７２ｂ
１６ ０ ０ ０ ７.５ ３６ ２６ ４.７８ｂ
１７ ０ ０ ０ ７.５ ３６ ２６ ４.７３ｂ

表 ６　 Ｂｏｘ－ｂｅｎｈｎｋｅｎ 试验方差分析
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂｏｘ－ｂｅｎｈｎｋｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｒｅｅｄｏｍ

均方
Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ Ｐｒｏｂ>Ｆ 显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
模型 Ｍｏｄｅｌ １１.９５００ ９ １.３３００ Ｐｒｏｂ>Ｆ ０.０００２ ∗

Ａ ０.０３２５ １ ０.０３２５ ０.５７８１ ０.４７１９
Ｂ ０.１５１２ １ ０.１５１２ ２.６９００ ０.１４５０
Ｃ ０.３２４０ １ ０.３２４０ ５.７６００ ０.０４７５
ＡＢ ０.１０５６ １ ０.１０５６ １.８８００ ０.２１２９
ＡＣ ０.２５００ １ ０.２５００ ４.４４００ ０.０７３０
ＢＣ ０.４４２２ １ ０.４４２２ ７.８６００ ０.０２６４
Ａ２ ４.９７００ １ ４.９７００ ８８.２９００ < ０.０００１
Ｂ２ ３.３２００ １ ３.３２００ ５９.１０００ ０.０００１
Ｃ２ １.３３００ １ １.３３００ ２３.５６００ ０.００１８

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０.３９３７ ７ ０.０５６２
失拟项 Ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ ０.０５３２ ３ ０.０１７７ ０.２０８４ ０.８８５８ ｎｓ
纯误差 Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ ０.３４０５ ４ ０.０８５１

总和 Ｔｏｔａｌ １２.３５００ １６

　 　 注:∗表示差异显著ꎬｎｓ 表示无显著差异ꎮ

Ｎｏｔｅ:∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 ２　 初始 ｐＨ、发酵温度、含水量交互影响有效活菌数的响应面
Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨꎬ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ
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３　 讨　 论

近年来随着枯草芽孢杆菌功能的研究ꎬ其作为

广谱性的优良菌种得到越来越广泛的应用[１２]ꎬ常常

被当作有益微生物添加剂制备生物有机肥[１３－１４]ꎮ
孙一凡等[６]研究发现枯草芽孢杆菌 ＣＹ１ 具有促进

番茄生长、增强植株抗病性的能力ꎬ是一株良好的

生防菌种ꎮ 本研究在此基础上ꎬ以该生防枯草芽孢

杆菌 ＣＹ１ 为接种菌剂ꎬ通过固态发酵工艺优化ꎬ旨
在研制出一种具有生防作用的新型生物有机肥ꎮ

采用固态发酵的方法ꎬ在经过腐熟的有机物料

中加入功能菌制备生物有机肥可有效减小土著杂

菌对功能菌的影响[１５]ꎮ 碳氮比是影响固态发酵的

一个关键因素ꎬ碳氮比过高时微生物由于氮不足生

长会受到限制ꎬ碳氮比过低时发酵过程容易产生

氨ꎬ过量的氨会抑制微生物的生长ꎮ 本研究结果表

明发酵原料、辅料质量比为 ８ ∶ ２ꎬ其中辅料麸皮、豆
粕、玉米粉的质量比为 １５ ∶ １ ∶ ４ 时有效活菌数含量

最大ꎮ 根据原料基础理化性质ꎬ该条件下碳氮比约

为 １９ꎮ 大量研究对有机物料高温堆肥的条件进行

了探讨ꎬ并得到了与之相似的结论ꎬ认为碳氮比为

２０~３０[１６]、ｐＨ 为 ５.５~８.０[１７]时有利于微生物菌剂促

进有机物料的分解ꎬ提高堆肥腐熟度ꎮ 因此ꎬ该营

养条件有利于发酵功能菌的扩繁及生物有机肥有

效活菌数的提高ꎮ 接种量是影响固态发酵的另一

个关键参数ꎬ接种量大可以有效提高菌体的繁殖速

度ꎬ然而过大的接种量会造成菌种资源的浪费ꎬ接
种量太小则会使发酵周期延长ꎬ增大污染风险ꎮ 因

此ꎬ探索并且掌握适宜的接种量是保证发酵效果的

关键因素ꎮ 本研究发现ꎬ固态发酵初始接种量为

５％时菌种的扩繁效率最高ꎬ且发酵产物有效活菌数

含量较高、成本较低ꎮ
本研究中 ＰＢ 试验结果表明温度、ｐＨ、含水量显

著影响固态发酵产品质量ꎻ主要是由于在微生物的

生长过程中ꎬ蛋白质的合成酶、细胞的活性以及代

谢产物的合成对温度敏感[１８]ꎮ 此外ꎬ不同微生物本

身的固有特性不同ꎬ生长发育对环境 ｐＨ 的要求也

不同ꎮ 本研究与前人的研究结果一致ꎬ即细菌在中

性条件下生长较好[１９]ꎮ 黄小琴等[２０] 研究表明ꎬ麸
皮、豆粕等比例混合为最佳发酵基质ꎬ添加 ５％蔗糖

及 ５％酵母粉ꎬ在 ｐＨ 值 ７.５、发酵温度 ３２℃下枯草芽

孢杆菌 Ｂｓ２００４ 菌株固态发酵产物含菌量达到９.６２×
１０９ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ 本研究通过工艺条件优化后ꎬ在初

始 ｐＨ ７.５１、发酵温度 ３６.１０℃、含水量 ２６.３３％时ꎬ有
效活菌数可达到 ４.５７×１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ

４　 结　 论

本研究在单因素试验的基础上ꎬ采用响应面分

析的方法优化固态发酵工艺ꎬ优化后的最佳工艺参

数为:初始 ｐＨ ７.５１、ＫＨ２ＰＯ４含量 ０.７５％、ＭｇＳＯ４含量

０.１５％、ＭｎＳＯ４含量 ０.１５％、发酵温度 ３６.１０℃、葡萄

糖含量 ６. ００％、 ( ＮＨ４ ) ２ ＳＯ４ 含量 ０. ７５％、含水量

２６.３３％ꎬ此时固态发酵产物有效活菌数最大ꎬ为４.５７
×１０１０ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎮ 该结果为提高粮油加工副产物麸

皮、豆粕、玉米粉的附加值ꎬ制备高效、廉价的枯草

芽孢杆菌生物有机肥提供参考依据ꎮ
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