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摘  要：利用复合功能菌发酵多元辅料研制出一种水分散性生物有机肥发酵菌剂．采用单因素和正交实验法进行优

化，确定了复合功能菌发酵基质最佳质量比为麦麸∶稻糠∶豆粕＝18∶7∶25，发酵条件为初始 pH 7.0、培养温度

30℃、培养时间 7 d、接种量 5%、含水率 40%．在发酵前添加 3% PEG6000 和 5%吐温 80、烘干前添加 5%多聚磷酸钠和

5%(NH4)2SO4 时，较发酵后添加 4 种助剂，水分散性更好、酶活水平更高．利用 5 L 发酵罐放大制备生物有机肥发酵菌

剂，其纤维素(CMC)酶的酶活力为 1 247.3 U/g、中性蛋白酶的酶活力为 216.5 U/g、α-淀粉酶的酶活力为 21.9 U/g、H2S

去除率为 58.7%、NH3 去除率为 63.1%、有效活菌数为 7.86×109 g
-1、润湿时间为 105.2 s、悬浮率为 40.7%、分散次数为

7.3 次，水分散用量为 0.99%，室温保存 1 个月，菌剂有效成分损失不显著．以豆粕堆肥评价该菌剂腐熟效果，使用该菌

剂堆肥，腐熟更为彻底，各指标均符合农业行业标准《有机肥料》(NY/T 525—2021)技术指标要求．研制成的生物有

机肥发酵菌剂符合且优于我国国家标准《农用微生物菌剂》(GB 20287—2006)中的要求，水分散性好、成品保存期

长，可规模化处理固体废物制备生物有机肥，应用前景广阔． 
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Abstract：A kind of water-dispersible bio-organic fertilizer fermentation agent was developed by fermenting multiple auxil-

iaries with complex functional bacteria. Single factor and orthogonal experiments were used for optimization，and the opti-

mal quality ratio of the fermentation substrate of the composite functional bacteria was determined as wheat bran∶rice 

bran∶soybean meal＝18∶7∶25，and the fermentation conditions were initial pH 7.0，incubation temperature 30℃，

incubation time 7 d，inoculation amount 5% ，and water content 40% . The addition of 3%  PEG6000 and 5%  Tween 80 before 

fermentation and 5%  sodium polyphosphate and 5% (NH4)2SO4 before drying resulted in better water dispersion and higher 

enzyme activity levels than the addition of the four additives after fermentation. With a 5 L fermenter to amplify and prepare 

fermentation agent of bio-organic fertilizer，the enzyme activity of carboxymethyl cellulose(CMC)enzyme was 1 247.3 U/g，

neutral protease enzyme activity was 216.5 U/g，α-amylase enzyme activity was 21.9 U/g，H2S removal rate was 58.7% ，

NH3 removal rate was 63.1% ，effective live bacterial count was 7.86×109 g
-1，wetting time was 105.2 s，suspension rate was

40.7% ，the number of dispersion was 7.3 times，water dispersion dosage was 0.99% ，and there was no significant loss of 

active ingredients of the bacterium for 1 month of storage at room temperature. The decomposing effect of the fungus was 

evaluated by soybean meal composting. The composting products with the fungus were more thoroughly decomposed，and 

all indexes met the technical index requirements of the agricultural industry standard of organic fertilizer(NY/T 525—2021). 
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The developed bio-organic fertilizer fermenting bacterium is in line with and better than the national standard for agricultural 

microbial bacterium(GB 20287—2006)in China，with good water dispersion and long shelf life of the finished product，

which can be used for large-scale treatment of solid waste to make bio-organic fertilizer and has a broad application prospect.

Key words：multiple auxiliaries；bio-organic fertilizer；fermenter；compound functional bacteria；composting 
 

随着农业现代化进程的推进，农业生产(加工) 

产生的固体废物(主要组分为纤维素、蛋白质、淀粉

等[1-2]
)已造成严重的农业面源污染．在肥料资源化过

程中，单菌株发酵物料常出现营养分解利用不充分、

腐熟不彻底等问题，而复合功能微生物中的酶类可协

同作用于目标物质[3]．市售的复合微生物菌剂主要为

粉剂和粒剂[4]，具有易分散、运输稳定性好等优势，但

酶活性较低；市售的高酶活块状复合菌剂较少． 

目前，国内已报道固体复合菌剂中温(37℃)产

羧甲基纤维素(CMC)酶的酶活力最高为 5 289 U/g
[5]. 

王勇[6]构建了三元混合真菌复合腐熟剂，产纤维素酶

的酶活力为 75.36 U/g．有研究[7]表明，嗜冷菌对堆肥

升温有较好效果，且有更高酶活力的蛋白酶．彭宇 

等[8]以酶活力为 80 U/g 的中性蛋白酶菌剂 B 生产甘

蔗有机肥，可以明显提高有机肥中的营养指标及有效

活菌含量．罗立津等[9]在耐低温木质纤维素降解菌群

A25-3 的基础上补充酿酒酵母和绿色木霉制成固体

复合菌剂，α-淀粉酶的酶活力为 47.89 U/g，可以有效

提高堆肥体系的温度，高效降解秸秆．为提高菌剂水

解酶类酶活力、降低成本、延长菌剂保存时间，本研

究以实验室专利菌株白黄链霉菌(Streptomyces albo-

flavus)TD-1 与前期筛选出的优势菌构建复合微生物

体系，优化发酵条件和多元辅料配比，得到酶活力较

高的固态基质，并在发酵前后合理补充助剂，经 5 L

发酵罐放大，旨在建立一种新型水分散性生物有机肥

发酵菌剂的制备工艺，为进行规模化堆肥提供一种可

靠的生物有机肥发酵菌剂． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌种与原料 

白黄链霉菌(Streptomyces alboflavus)TD-1、枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)KC1、解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)SY07、乳酸杆菌(Lacto-

bacillus)RS1、绿色木霉(Trichoderma viride)LM1 均

为实验室保藏菌株．耐高温蛋白分解菌 F19，从纳米

膜发酵鸡粪有机肥中分离筛选．耐高温纤维素分解

菌 XWS2、硝化细菌 XN1、亚硝化细菌 YN3、硫化氢

分解菌 HS1、硫化氢分解菌 HS2 均从鸡粪条垛堆肥

中 分 离 筛 选 ，酿 酒 酵 母 (Saccharomyces cere-

visiae)NJ1 从安琪酿酒酵母粉中分离筛选． 

麦麸、豆粕、稻壳，商丘马培中食品有限公司；菌

糠，天津市某食用菌公司；糠醛渣，日照苔上海洋生

物科技有限公司；强兴堆肥发酵菌剂，河南恒信农化

有限公司． 

1.1.2 试剂与仪器 

3，5-二硝基水杨酸(DNS)，天津百奥泰科技发

展有限公司；三聚磷酸钠(STPP)、木质素磺酸钠

(CLF)，天津市江天化工科技有限公司；羧甲基纤维

素，天津市百世化工有限公司；酪蛋白、十二烷基硫

酸钠(SDS)、聚乙二醇 6000(PEG6000)、十二烷基苯

磺酸钠(SDBS)、糊精，北京索莱宝公司；海藻酸钠

(SA)，上海麦克林试剂公司；丙三醇、吐温 80，天津

康科德科技有限公司；其他常用试剂均为国产分析纯

试剂． 

Allegra X-30 型台式高速离心机，美国 Beckman

公司；Infinite M200 PRO 型酶标仪，瑞士 Tecan 公

司；Seven Easy 型酸度计，梅特勒-托利多仪器(上

海)有限公司． 

1.1.3 培养基 

乳粉培养基(g/L)：牛肉膏 5，蛋白胨 10，NaCl 

5，脱脂乳粉 30，pH 7.0～7.2． 

H2S 选择培养基(g/L)：葡萄糖 5.0，K2HPO4 0.5，

KNO3 1.0，MgCl2 0.5，NaCl 0.5，NH4Cl 0.5，Na2CO3 

1.0，FeCl2 0.01．在盛有 50mL该培养基的 250mL 三

角瓶中放置 1 个 10mL 离心管，离心管中加入 3mL 

25%  H2SO4 和 1 g FeS，用于产生 H2S． 

无机盐培养基(g/L)：KH2PO4 1.0，NaCl 0.5，

MgSO4 0.5，CaCl2 0.1，FeSO4 0.01，CoCl2 0.01． 

以上培养基灭菌条件为 121℃灭菌 20min． 

1.2 实验方法 

1.2.1 多元辅料固态发酵基质的筛选 

选取麦麸、菌糠、糠醛渣、稻糠(稻壳)、豆粕共 5

种辅料，粉碎后以碳源与氮源质量比为 1﹕1、碳氮比

(C/N)为 25设计基质配比(表 1)． 

将 100 g 基质置于 500mL 三角瓶中，添加无机

盐培养基，调节含水率为 40%～50% ，121 ℃灭菌
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20 min．将菌种活化后转接至各自的种子培养基中：

XWS2、F19、XN1、YN3、HS1、HS2、KC1、SY07 转接

至 LB 培养基[10]，LM1 转接至 PDB 培养基[11]，NJ1

转接至麦芽汁培养基[12]，RS1 转接至乳粉培养基，

TD-1 转接至链霉菌 TD-1 种子液培养基[11]．菌株培

养至对数期的 80% [13]，通过前期拮抗实验，确定菌悬

液比例为 NJ1﹕SY07﹕TD-1﹕XWS2﹕F19﹕XN1﹕

YN3﹕HS1﹕HS2﹕LM1﹕KC1﹕RS1＝3﹕3﹕1﹕ 

1﹕1﹕1﹕1﹕1﹕1﹕1﹕1﹕1，混合后得到混合菌

液．将混合菌液以 10% 的接种量接种至发酵基质上，

30℃发酵 7 d，每天翻拌 1 次，防止结块，测定 CMC

酶、中性蛋白酶、α-淀粉酶的酶活力． 

表 1 固态发酵基质配制方案 

Tab. 1  Program for solid-state fermentation substrate

preparation  
 

编号 基质配方 质量比 

1 ﹕麦麸 菌糠﹕糠醛渣﹕豆粕 10∶18.75∶21.25∶50

2 
﹕麦麸 糠醛渣﹕稻糠(稻壳)﹕ 

豆粕 
26∶12∶12∶50 

3 
﹕麦麸 菌糠﹕稻糠(稻壳)﹕ 

豆粕 
10∶19∶21∶50 

4 
﹕ ﹕ ﹕麦麸 菌糠 糠醛渣 稻糠

(稻壳)﹕豆粕 
14∶11∶14∶11∶50 

5 ﹕麦麸 稻糠(稻壳)﹕豆粕 24∶26∶50 

6 ﹕ ﹕麦麸 糠醛渣 豆粕 27∶23∶50 

 

1.2.2 固态发酵基质 C/N 的确定 

将筛选得到的高酶活固态发酵基质物料以 C/N

为 15、20、25、30、35 重新调整比例发酵．测定 CMC

酶、中性蛋白酶、α-淀粉酶的酶活力． 

1.2.3 固态发酵条件优化 

在固态发酵基质基础上，依据前期发酵条件单因

素实验结果，确定各因素实验区间，参照 L16(4
5
)正交

表调整发酵参数，设置初始 pH(5、6、7、8)、培养温度

(25、30、35、40℃)、培养时间(5、7、9、11 d)、接种量

(5% 、10% 、15% 、20% )、初始含水率(40% 、50% 、

60% 、70% )进行正交实验优化固态发酵条件． 

1.2.4 水分散性助剂筛选及用量的确定 

将质量分数为 3% 的润湿剂(SDS、PEG6000、

SDBS)添加至最佳发酵产物上，加水混匀后装入柱状

模具中压紧，在鼓风干燥烘箱中 40℃风干至含水率

为 15% ，按照国家标准(GB/T 1600—2001)进行水分

测定和监控；再经高速粉碎机破碎成粉，按照国家标

准(GB/T 5451—2001)测定润湿时间．调整润湿剂添

加量(1% 、3% 、5% )，确定润湿剂种类和用量． 

在 含 有润湿剂 的 发 酵 产 物 上 ，添加 分 散 剂

(CMC、CLF、STPP)，方法同润湿剂的实验方法，按

照国家标准(GB/T 14825—2006)测定悬浮率，确定分

散剂的种类及用量． 

在含有润湿剂、分散剂的发酵产物上，添加崩解

剂〔CaCl2、(NH4)2SO4、SA〕，方法同润湿剂的实验

方法，崩解指标分散次数的测定采用量筒混合法[14]，

确定崩解剂的种类及用量． 

在含有润湿剂、分散剂、崩解剂的发酵产物上添

加保护剂(丙三醇、吐温 80、糊精)，方法同润湿剂的

实验方法，确定保护剂的种类和用量． 

1.2.5 非离子表面活性助剂对菌剂发酵的影响 

非离子表面活性助剂可以提高菌剂的发酵产酶

活性，将 3%  PEG6000、5%吐温 80 在发酵前加入，

5%  STPP、5%(NH4)2SO4 在发酵后加入，分别在发酵

第 5天和第 7天取样烘干成型，测定 3 种水解酶的酶

活力、水分散性指标．分别采用锌氨络盐吸收比色 

法[15]和靛酚蓝分光光度法[16]测定菌剂的 H2S 去除率

和 NH3去除率． 

1.2.6 生物有机肥发酵菌剂制备工艺的放大 

放大发酵前使用 75%乙醇对自制 5 L 发酵罐擦

拭消毒，罐口覆 8 层纱布．将装料量由 100 g/500 mL

放大为 1 kg/5 L，放大后的基质不进行灭菌处理．将

发酵好的菌剂置于 1.5 L 泡沫箱中，碾压成块状，其

他发酵条件同 1.2.3 节中最佳发酵条件、助剂添加时

间与添加量同 1.2.5节，将 500mL 三角瓶与 5 L 发酵

罐发酵的实验效果进行比较．按照标准 NY/T 798—

2004《复合微生物肥料》中稀释涂布平板法测定有

效活菌数，按照标准 GB 20287—2006《农用微生物

菌剂》测定 pH． 

1.2.7 生物有机肥发酵菌剂贮藏稳定性的测定 

将生物有机肥发酵菌剂在 20～25℃密封贮存

30 d，检测菌剂中的有效活菌数、水解酶的酶活力及

除臭性能，评估生物有机肥发酵菌剂的贮藏稳定性． 

1.2.8 生物有机肥发酵菌剂的豆粕堆肥效果验证 

采用豆粕复配辅料稻壳粉、菌糠、香蕉皮粉进行

豆粕堆肥，调整 C/N 为 25﹕1，即 600 g 豆粕、150 g

菌糠、150 g稻壳粉、9 g香蕉皮粉．称取 909 g 混合物

料装入 3 L 底部开孔的泡沫箱中，加入适量水将堆肥

物料润湿，按质量比 0.5%添加各类菌剂．实验组先将

生 物 有 机 肥 发 酵 菌 剂溶于 水 中 制 成 质 量 分数为

0.99%的悬浮液，然后倒入堆肥物料中；对照组与空

白组分别为向堆肥物料中直接撒入商业强兴堆肥发

酵菌剂菌粉与生物有机肥发酵菌剂未发酵基质，调整

含水率至 60%，翻拌均匀，静置发酵． 
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采用人工翻堆供氧，覆扎孔塑料薄膜保温，将其

置于 30℃恒温培养箱中，发酵高温期(50℃)前每

2 d 翻堆 1 次，进入高温期后待温度下降即翻堆，使

高温期维持 10 d 左右，揭膜覆盖 8 层纱布，在发酵第

40 天测定堆肥品质，按标准 NY/T 525—2021《有机

肥料》评价该生物有机肥发酵菌剂发酵效果． 

1.3 水解酶类活性测定方法 

1.3.1 CMC 酶的酶活力测定 

称取10.0 g固体菌剂，加入装有100mL 蒸馏水和

玻璃珠的 500mL 三角瓶中，静置 20min，180 r/min

振荡 30min，4 000 r/min 离心 10min，上清液即为粗

酶液，采用 DNS法测定 CMC 酶[17]的酶活力． 

1.3.2 中性蛋白酶的酶活力测定 

参照 GB/T 23527—2009《蛋白酶制剂》中福林

酚法测定中性蛋白酶的酶活力． 

1.3.3 α-淀粉酶的酶活力测定 

称取 1.0 g 固体菌剂置于研钵中，加入少量二氧

化硅和 2mL 蒸馏水，研磨匀浆．将匀浆倒入离心管

中，用 6mL 蒸馏水分次将残渣清洗并转入离心

管．提取液在室温下静置提取 15min，每隔 2min 搅

动 1 次；4 000 r/min 离心 10min，将上清液倒入

100mL 容量瓶中，加蒸馏水定容至刻度，摇匀，即为

淀粉酶原液．采用 DNS法测定α-淀粉酶[18]的酶活力. 

1.4 菌剂其他指标测定方法 

1.4.1 除臭性能计算 

考虑到菌剂可能在发酵过程中产生不良气体，设

置 2 个空白对照组，命名为 CK1、CK2．CK1 为在

NH3 选择培养基[19]与 H2S 选择培养基中不添加菌

剂、添加外源臭味气体组，CK2 为在上述两种培养基

中添加菌剂、不添加外源臭味气体组．实验组为上述

两种培养基中添加菌剂和外源臭味气体组．按照式

(1)和式(2)分别计算 NH3 去除率(
1
r )和 H2S 去除 

率(
2
r )． 

   
( )1 2 3

1

1 3

= 100%
− −

×
+

G G G
r

G G
 (1)

 

   
( )4 5 6

2

4 6

= 100%
− −

×
+

G G G
r

G G
 (2)

 

式中：G1、G2、G3 分别为 CK1 组、实验组、CK2 组

NH3 释放量，mg/L；G4、G5、G6 分别为 CK1 组、实验

组、CK2 组 H2S释放量，mg/L． 

1.4.2 有效活菌数及存活率计算 

按照式(3)和式(4)分别计算有效活菌数(
m
n )和

贮藏后有效菌存活率(r)． 

   81

m

0 2

= 10
−⋅ ⋅ ×

⋅
x k V

n
m V

 (3)
 

式中：x 为有效菌落平均数；k 为稀释倍数；
1

V 为基

础液体积，mL；
2

V 为菌悬液加入量，mL；
0

m 为样品

质量，g． 

   1
100%= ×n

r

n

 (4)
 

式中：n 、
1
n 分别为贮藏 30 d 前后菌剂的有效活菌

数，g
-1． 

1.4.3 电导率的测定 

将豆粕堆肥样品与去离子水按质量体积比 1﹕

10 混合，30℃、180 r/min 振荡 30min，10 000 r/min

离心 10min，用 0.45 µm 滤膜过滤．用电导率仪测定

上清液的电导率(σ)． 

1.4.4 终点 C/N﹕初始 C/N 的测定 

总碳(TOC)含量＝有机质含量/1.732．总氮(TN)

含量按照 H2SO4 消解凯氏定氮法测定．有机质含量

参照 NY/T 525—2021《有机肥料》中重铬酸钾容量

法测定． 

1.4.5 种子发芽指数的测定 

种子发芽指数(GI)按照标准 NY/T 525—2021

《有机肥料》测定． 

1.5 数据处理与分析 

运用 SPSS 22.0 进行单因素方差分析(one-way 

ANOVA)，结合邓肯(Duncan)氏法进行差异显著性

检验，结果与分析表中数据同列不同字母表示差异显

著(P＜0.05)． 

2 结果与分析 

2.1 生物有机肥发酵菌剂固态发酵基质的筛选 

固态发酵基质水解酶的酶活力测定结果见表 2． 

表 2 固态发酵基质水解酶的酶活力 

Tab. 2 Enzyme activity of solid-state fermentation sub-

strate hydrolase  
 

酶活力/(U·g
-1) 

实验组
CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

1 190.97±15.64b 82.59±7.14c — 

2 644.65±43.82d 41.41±3.69b — 

3 320.63±33.46c 39.38±5.12b — 

4 280.17±21.75c 24.73±0.88a 4.48±0.25a 

5 1 276.54±78.66e 2 124.68±9.68d2 21.42±1.74b2

6 100.10±9.32a2 282.2±6.81c 3.21±0.36a 

含有糠醛渣与菌糠的组合水解酶的酶活力较

低．虽然糠醛渣含有大量有机质[20]，可供给微生物生
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长所需营养，但其微孔结构中酸度过大[21]，会抑制微

生物的生长；菌糠为食用菌培养基残渣，其粗纤维等

组分已降解和转化[22]，不足以提供微生物代谢所需

养分．因此，选用麦麸和稻糠为碳源，豆粕为氮源作

为固态发酵基质． 

2.2 固态发酵基质 C/N的确定 

麦麸、稻糠、豆粕发酵基质比例见表 3． 

表 3 麦麸、稻糠、豆粕发酵基质比例 

Tab. 3  Fermentation substrate ratio of wheat bran ，rice 

bran and soybean meal 
 

C/N 麦麸/% 稻糠(稻壳)/% 豆粕/% 

15 47 3 50 

20 36 14 50 

25 24 26 50 

30 14 36 50 

35 3 47 50 

 

不同 C/N 下固态发酵基质水解酶的酶活力结果

见表 4．当初始 C/N 为 25 时，CMC 酶和中性蛋白酶

的酶活力均处于最低水平；C/N 为 20 时，CMC 酶和

α-淀粉酶的酶活力最高；C/N 为 30 时，中性蛋白酶

的酶活力最高．综合考虑，选取 C/N 为 20． 

表 4 不同 C/N下固态发酵基质水解酶的酶活力 

Tab. 4 Enzyme activity of solid-state fermentation sub-

strate hydrolase under different C/N 

 

酶活力/(U·g
-1) 

C/N
CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

15 1 320.1±183.4a 200.1±18.8c 18.6±1.6d 

20 1 778.6±109.2c 154.3±12.9b 29.9±2.1e 

25 1 253.4±176.4a 112.4±6.7a6 66.0±0.8a 

30 c1 668.1±144.3bc 226.9±19.1c 13.5±1.2c 

35 1 383.5±210.9ab 161.2±14.3b 68.5±0.8b 

2.3 固态发酵条件正交优化 

根据单因素实验结果，以水解酶的酶活力为指

标，优化初始 pH(A)、培养温度(B)、培养时间(C)、

接种量(D)、含水率(E)发酵条件，结果见表 5． 

表 5 固态发酵条件正交优化 

Tab. 5 Orthogonal optimization of solid-state fermentation conditions 

因素  酶活力/(U·g
-1)  

实验组 
初始 pH 培养温度/℃ 培养时间/d 接种量/% 含水量/% CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

1 5 25 5 05 40 1 485.4 135.1 24.5  

2 5 30 7 10 50 1 480.7 182.7 29.1  

3 5 35 9 15 60 1 436.6 158.3 21.7  

4 5 40 110 20 70 1 342.3 104.3 25.8  

5 6 25 7 15 70 1 746.0 142.7 31.2  

6 6 30 5 20 60 1 854.3 201.1 28.8  

7 6 35 110 05 50 1 791.6 165.1 30.5  

8 6 40 9 10 40 1 536.6 127.2 27.4  

9 7 25 9 20 50 1 632.7 139.7 18.7  

10 7 30 110 15 40 1 975.1 207.4 27.6  

11 7 35 5 10 70 1 773.6 161.2 32.4  

12 7 40 7 05 60 1 580.7 131.0 36.1  

13 8 25 110 10 60 1 997.4 135.1 20.3  

14 8 30 9 05 70 1 356.3 191.3 34.6  

15 8 35 7 20 40 1 133.8 159.3 33.4  

16 8 40 5 15 50 1 940.5 126.5 30.4  

k1 1 436.3 1 460.4 1 513.5 1 553.5 1 532.7    

k2 1 732.1 1 666.6 1 485.3 1 442.1 1 461.4    

k3 1 740.5 1 533.9 1 490.6 1 524.6 1 462.3    

k4 1 102.0 1 350.0 1 521.6 1 490.8 1 554.6    

R 1 638.5 1 316.6 1 36.3 1 111.4 1 093.2    

k1 145.1 138.2 156.0 155.6 157.2    

k2 159.0 195.6 154.0 151.6 153.5    

k3 159.8 161.0 154.1 158.7 156.4    

k4 153.1 122.3 153.0 151.1 149.9    

R 014.7 073.4 003.0 007.6 007.4    

k1 25.3 23.7 29.0 31.4 28.2    

k2 29.5 30.0 32.5 27.3 27.2    

k3 28.7 29.5 25.6 27.7 26.7    

k4 29.7 29.9 26.1 26.7 31.0    

R 04.4 06.4 06.9 04.8 04.3    
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产 CMC 酶、中性蛋白酶、α-淀粉酶的最佳发酵

条件分别为 A3B2C4D1E4、A3B2C1D3E1、A4B2C2D1E4. 

综合考虑，确定最佳发酵条件为方案 A3B2C2D1E1，

即：初始 pH 7.0、培养温度 30℃、培养时间 7 d、接种

量 5%、含水率 40%．以上述条件进行验证，CMC 酶、

中性蛋白酶、α-淀粉酶的酶活力分别为 1 878.6、

203.8、37.0 U/g，说明方法稳定可行． 

2.4 水分散性助剂的筛选 

对固态发酵基质的润湿剂、分散剂、崩解剂进行

筛选，结果如图 1所示． 

 

(a) 润湿剂 

 

(b) 分散剂 

 

(c) 崩解剂 

图 1 固态发酵基质的润湿剂、分散剂、崩解剂的筛选 

Fig. 1  Screening of wetting agent，dispersant and disinte-

grating agent for solid fermentation substrate 

润湿时间及悬浮率是衡量分散剂效果的重要指

标[23]．不同润湿剂类别影响生物有机肥发酵菌剂的

润湿时间，润湿时间越短，说明润湿效果越好．图

1(a)为添加 3 种润湿剂的生物有机肥发酵菌剂的润

湿时间．当选取 PEG6000 为润湿剂时，生物有机肥

发酵菌剂的润湿时间最短． 

悬浮率的测定用来确定菌剂的最高喷洒浓度，悬

浮率越高则水分散性越高．图 1(b)为固态发酵基质

添加不同分散剂的悬浮率．分散剂为非离子表面活

性剂 STPP 时，菌剂悬浮率显著高于各处理组(P＜

0.05)． 

分散次数为崩解剂测定指标，即将水中沉积物分

散至不可再分散的颠倒次数．图 1(c)为菌剂中添加 

不同崩解剂的分散次数．结果表明，(NH4)2SO4 作为

崩解剂时分散次数最少，故崩解剂选用(NH4)2SO4． 

在 40℃烘干时，测定 3 种保护剂(丙三醇、吐温

80、糊精)对菌剂水解酶酶活力的保护作用，结果如

图 2 所示．当选用丙三醇时，CMC 酶的酶活力达

1 377.2 U/g，CMC 酶的酶活力增加量最大；当选用吐

温 80 时，CMC 酶的酶活力与其他两种保护剂相比略

低，无显著性差异(P≥0.05)，但吐温 80 组的中性蛋

白酶和α-淀粉酶的酶活力均为最高，与各处理组中

性蛋白酶的酶活力和α-淀粉酶的酶活力差异显著 

(P＜0.05)．综合考虑，选用非离子表面活性剂吐温

80 作为保护剂． 

 

图 2 固态发酵基质添加不同保护剂的水解酶的酶活力

Fig. 2 Hydrolytic enzyme activity of solid-state fermen-

tation substrate with different protective agents 

2.5 水分散性助剂用量的确定 

助剂用量筛选单因素实验结果见表 6．由表 6 可

知：助剂选用 3% PEG6000、5% STPP、5%(NH4)2SO4

时，水分散性指标最优．虽然需考虑生产成本，但用

1% 吐温 80 时菌剂的中性蛋白酶的酶活力最高，

CMC 酶的酶活力与 5%吐温 80 相差甚大，故保护剂

吐温 80 的用量为 5%． 

2.6 非离子表面活性剂类助剂对菌剂发酵及质量的

影响 

  助剂中 PEG6000 和吐温 80 为非离子表面活性

剂，将这两种助剂在发酵前添加，基质发酵 5 d、7 d，



    

·24·                                                               天津科技大学学报  第 37 卷  第 6 期 

 

烘干后的生物有机肥发酵菌剂各指标测定结果见表

7．与 2.5 节中 CMC 酶的酶活力相比，非离子表面活

性剂不能加速基质发酵进程，生物有机肥发酵菌剂发

酵7 d 产水解酶的酶活力显著高于发酵 5 d(P＜0.05). 

菌剂中 H2S 分解菌 HS1 和 HS2 可有效去除 H2S，亚

硝化细菌 YN3 和硝化细菌 XN1 可抑制 NH3 的逸

出，将其转化固定为离子，发酵 7 d 对臭味物质 H2S

的去除率与发酵 5 d 相比有显著性差异(P＜0.05)，

两组 NH3去除率与水分散性差异不显著(P≥0.05)． 

发酵前添加非离子表面活性剂(T 组)对菌剂质

量影响结果见表 8．发酵前添加非离子表面活性剂可

在一定程度上提高水解酶的酶活力水平，特别是中性

蛋白酶的酶活力可达 267.8 U/g，与发酵后添加非离

子表面活性剂(CK 组)相比提高了 95.8%，亦可促进

臭味物质 H2S 的吸收，但基本不影响生物有机肥发

酵菌剂的 NH3吸收与其水分散性． 

表 6 助剂用量的筛选 

Tab. 6 Screening of the dosage of auxiliaries 

酶活力/(U·g
-1

) 助剂 

用量/% 

PEG6000 

润湿时间/s 

STPP悬浮 

率/% 

(NH4)2SO4 

分散次数/次 CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

1 120.0±5.6b 44.6±1.8a 7.0±1.0a 1 132.9±108.2a 189.2±20.1b b28.0±1.9ab 

3 886.0±4.8a b48.5±2.4ab 7.0±0.0a 1 244.9±111.7a 139.0±7.5a8 25.5±1.4a 

5 113.0±6.6b 50.0±2.2b 6.5±0.5a 1 625.4±131.8b 136.8±6.6a8 28.7±1.7b 

表 7 非离子表面活性剂类助剂对发酵进程的影响 

Tab. 7 Effects of non-ionic surfactants on fermentation process 

酶活力/(U·g
-1

) 培养 

时间/d CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

H2S 

去除率/% 

NH3 

去除率/% 
润湿时间/s 悬浮率/% 分散次数/次 

5 841.7±58.7a 125.8±8.6a 17.3±1.5a 61.9±3.7a 60.8±4.9a 80.1±5.2a 48±0.8a 6.3±2.0a 

7 1 688.4±128.4b 267.8±14.5b 29.1±1.8b 73.8±4.2b 66.6±6.3a 85.8±4.3a 49.5±0.9a 6.0±1.0a 

表 8 发酵前添加非离子表面活性剂对菌剂质量的影响 

Tab. 8 Effect of adding non-ionic surfactants before fermentation on the quality of microbial agents 

酶活力/(U·g
-1

) 
处理组 

CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

H2S 

去除率/% 

NH3 

去除率/% 
润湿时间/s 悬浮率/% 分散次数/次

T 1 688.4±128.4b 267.8±14.5b 29.1±1.8b 73.8±4.2b 66.6±6.3a 85.8±4.3a 49.5±0.9a 6.0±1.0a 

CK 1 625.4±131.8b 136.8±6.6a 29.1±1.7b 63.7±2.9a 64.3±4.8a 86.0±4.8a 50.0±2.2b 6.5±1.0a 

 

2.7 5 L发酵罐放大制备生物有机肥发酵菌剂 

将原有制备工艺放大，研究放大后指标变化，结

果见表 9．放大后菌剂水解酶的酶活力、水分散性、

除臭效果、有效活菌数均低于三角瓶发酵，5 L 发酵

罐发酵产 CMC 酶的酶活力、中性蛋白酶的酶活力、

α-淀粉酶的酶活力、H2S 去除率、有效活菌数，与 

500 mL 三角瓶发酵具有显著性差异(P＜0.05)．这说

明放大发酵不易翻堆与拌匀，造成中心物料发酵不充

分，基质未经灭菌，原著微生物同外源微生物发生拮

抗作 用 ．菌 剂 用 作 水 分 散 剂 时 ，推荐使用 量 为

0.99%，生物有机肥发酵菌剂成品指标均符合国家标

准 GB 20287—2006《农用微生物菌剂》． 

表 9 生物有机肥发酵菌剂放大发酵后指标变化 

Tab. 9 Index changes of fermentation agent of bio-organic fertilizer after amplification and fermentation 

酶活力/(U·g
-1

) 
处理组 

CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶
H2S 

去除率/%

NH3 

去除率/%

有效活菌数/

(108 g
-1) 

润湿 

时间/s 

悬浮 

率/% 

分散 

次数/次 

三角瓶发酵 1 688.4±128.4b 267.8±14.5b 29.1±1.8b 73.8±4.2b 66.6±6.3a 12.58±12.1b 95.8±4.3a 49.5±0.9b 6.0±1.0a

发酵罐发酵 1 247.3±103.7a 216.5±16.8a 21.9±1.8a 58.7±3.1a 63.1±3.6a 7.86±6.8a 105.2±4.8a 40.7±2.4a 7.3±0.6a

 

2.8 生物有机肥发酵菌剂贮藏稳定性的测定 

表 10 列出了生物有机肥发酵菌剂成品密封室温

贮藏 30 d 后指标变化．贮藏后菌剂水解酶的酶活力

发生了一定变化，CMC 酶的酶活力由 1 247.3 U/g 提

升至 1 718.9 U/g，主要由于贮藏时纤维素分解菌仍可

利用菌剂基质中残留的营养物质代谢；中性蛋白酶的

酶活力显著下降，可能由于自然条件下酶活力水平存

在一定损失；有效活菌数随时间的延长有所下降，虽

与贮藏 前相比 有 显著性差异，但 存 活率达到 了

83.2%；α-淀粉酶的酶活力、水分散性指标、除臭指

标、有效活菌数之间差异不显著．贮藏 30 d 的生物有

机 肥 发 酵 菌 剂 成品指 标也均符合 国家标准 GB 



 

2022 年 12 月         宋冠林，等：生物有机肥发酵菌剂的制备工艺优化 ·25·

 

20287—2006《农用微生物菌剂》． 

表 10 生物有机肥发酵菌剂贮藏 30 d后指标变化 

Tab. 10 Index changes of fermentation agent of bio-organic fertilizer after 30 days storage 

酶活力/(U·g
-1

) 
处理组 

CMC酶 中性蛋白酶 α-淀粉酶 

H2S 

去除率/% 

NH3 

去除率/%

有效活菌数/

(108 g
-1) 

润湿 

时间/s 

悬浮 

率/% 

分散 

次数/次

C 1 247.3±103.7a 216.5±16.8b 21.9±1.8a 58.7±3.1a 63.11±3.58a 78.6±6.8b 105.2±4.8a 40.74±2.42a 7.3±0.6a

C30 1 718.9±187.5b 158.2±20.6a 20.4±1.4a 52.4±3.5a 57.88±4.12a 65.4±4.6a 103.6±6.7a 38.18±1.97a 7.3±0.6a

注：C代表生物有机肥发酵菌剂成品，C30表示贮藏 30 d的生物有机肥发酵菌剂成品 

2.9 生物有机肥发酵菌剂在豆粕堆肥中效果验证 

国家农业行业标准 NY/T 525—2021《有机肥

料》中规定腐熟有机肥技术指标要求：含水率≤ 

30%、pH 5.5～8.5、有机质≥30%、总养分(TN+P2O5+ 

K2O)≥4.0%、种子发芽指数(GI)≥70%．70% GI只能

说明堆肥对作物抑制作用较小；GI≥85%，才说明堆

肥完全腐熟；当 GI≥100%时，堆肥对作物无毒性[24]；

腐熟完全的堆肥要求σ＜9.0 mS/cm、终点 C/N﹕初始

C/N＜0.6
[25-26]，此时对种子发芽无抑制作用．本研究

以 GI≥85%、σ＜9.0 mS/cm、终点 C/N﹕初始 C/N＜

0.6 为腐熟评判标准． 

30℃发酵40 d 后豆粕堆肥指标测定结果见表 11. 

添加生物有机肥发酵菌剂组(KJ)、强兴发酵菌剂组 

(QX)含水率显著低于对照组(CK)．外源微生物代谢

活跃促使堆肥温度升高，揭膜后加速了水分蒸发．堆

肥发酵过程中，pH 会呈现先下降后上升的趋势．在

初始阶段，由于可利用的能量物质较多，微生物繁殖

快，其代谢产生的有机酸使 pH下降；堆肥继续进行，

有机酸随着温度升高而挥发，同时，有机氮向铵态氮

类物质转化所产生的氨使 pH 又开始回升．堆肥有机

质含量反映了有机物分解菌的分解能力，其产生的水

解酶类加速了有机质的分解，可知 KJ 组和 QX 组中

的分解菌在发酵过程中占据主导地位，CK 组中原有

微生物分解能力较弱，发酵后 KJ 组的有机质最低，

与 CK 组有显著性差异． 

表 11 40 d生物有机肥发酵菌剂豆粕堆肥评价表 

Tab. 11 Evaluation table of soybean meal composting with 40 d fermentation agent of bio-organic fertilizer 

处理组 含水率/% pH 有机质/% TN/% P2O5/% K2O/% σ /(mS·cm
-1) 终点 C/N∶初始 C/N GI/% 

KJ 23.61±1.59a 7.95±0.26a 44.55±2.75a 3.07±0.16b 0.79±0.04b 1.68±0.16b 2.67±0.22a 0.34±0.02a 143.15±11.96c

QX 25.16±2.03a 8.02±0.22a 48.54±2.26ab 2.84±0.18b 0.76±0.08b 1.52±0.12ab 2.98±0.25a 0.40±0.03b 118.75±9.65b

CK 29.37±2.48b 8.31±0.25a 53.35±3.24b 2.41±0.20a 0.62±0.03a 1.33±0.15a 3.91±0.36b 0.51±0.04c 89.45±5.85a

 

从表 11 结果来看，添加菌剂可在一定程度上增

加养分，菌剂中未添加根际促生菌，但起升温作用的

微生物具备一定的养分分解释放的作用，KJ 组的 TN

含量、P2O5 含量、K2O 含量均最高，同 CK 组差异均

显著．电导率反映堆肥浸提液中可溶性盐的含量，KJ

组和 QX 组在发酵后可显著降低堆肥的含盐量．KJ

组终点 C/N∶初始 C/N 的值最小，腐熟更为彻底．KJ

组在发酵后种子发芽指数显著高于 QX 组和 CK 组，

堆肥中有机酸等中间产物和 NH3、H2S 等毒性物质已

被充分分解转化．以上 3 种堆肥产品均达到 NY/T 

525—2021《有机肥料》的要求． 

以腐熟度指标电导率、终点 C/N﹕初始 C/N、种

子发芽指数为最终评价指标，可得出腐熟度为 KJ 

组＞QX 组＞CK 组．这说明该生物有机肥发酵菌剂

腐熟效果最优，加速了堆肥腐熟．同时，总养分结果

表明，KJ 组和 QX 组的菌剂提高了堆体品质． 

3 结 语 

本文依托复合功能菌发酵多元辅料研制成一种

水分散性生物有机肥发酵菌剂，该发酵菌剂基质质量

比为 ﹕ ﹕麦麸 稻糠 豆粕＝18﹕7﹕25，发酵条件为初

始 pH 7.0、培养温度 30℃、培养时间 7 d、接种量

5%、含水率 40%，在发酵前添加 3% PEG6000 和 5%

吐温 80、烘干前添加 5% STPP 和 5%(NH4)2SO4，经

5 L 发酵罐放大后产 CMC 酶的酶活力为 1247.3 U/g，

中性蛋白酶的酶活力为 216.5 U/g，α-淀粉酶的酶活

力为 21.9 U/g，H2S 去除率为 58.7%，NH3 去除率为

63.1%，有 效 活 菌数为 7.86×10
9
g
-1，润湿时 间 为

105.2 s，悬浮率为 40.7%，分散次数为 7.3 次，水分散

用量为 0.99%，具有良好的贮藏稳定性．菌剂应用于

豆粕堆肥中可加速腐熟，制备的生物有机肥堆体总养
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分(TN＋P2O5＋K2O)含量高达 5.54%，电导率为 2.67 

mS/cm，终点 C/N﹕初始 C/N 为 0.34，GI 高达

143.15%，符合国家农业行业标准 NY/T 525—2021

《有机肥料》的要求．所用固态发酵基质成分简单、

价格低廉、培养时间短、产水解酶的酶活力高，将水

分散体系应用于生物有机肥发酵菌剂开发，兼具制备

方法简易、成本低廉、分散性较好等优点；攻克了传

统腐熟发酵菌剂发酵不充分、菌群单一、堆肥操作复

杂等问题；适合规模化生产，本工艺稍作优化还可应

用于饲料添加剂，在农业生产中具有实际应用意义． 
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