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　　摘要：发酵床养殖技术是依据微生物学、营养学、生态学、空气动力学等原理，利用特有活性的功能微生物复合菌
群，持续、稳定地将动物的粪尿废弃物转化为多种营养物质与能量，实现粪尿完全降解的无污染、零排放目标的一种新

环保型养殖模式。其中高转化率微生物菌株起着重要作用。对猪排泄物具有除臭功能的枯草芽孢杆菌 Ｎ４３进行发
酵条件研究，通过单因素试验对培养基成分进行筛选，利用响应面分析法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，简称 ＲＳＭ）和
Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验建立数学模型，确定该菌株最佳培养基浓度为玉米粉０．５％、大豆饼粉２．５％、ＦｅＳＯ４
０５％、ＭｇＳＯ４０．０５％，最佳培养条件为ｐＨ值７．５、种龄２０ｈ、装量３０ｍＬ／２５０ｍＬ，芽孢生成率为９５％。
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　　我国是一个农牧业大国，随着养殖业的迅猛发展和人们
对环境保护的重视，在养殖过程中产生的粪便污染问题严重

制约了该行业的可持续发展。禽畜粪便的污染也成为绿色农

业发展中不可忽视的问题［１］。发酵床养猪技术运用垫料中

的微生物迅速降解、消化猪的排泄物，从源头实现免冲洗猪

栏、无臭味、零污染的养殖目的［２］。新型微生物发酵床养殖

技术可以有效地解决畜禽生产中的粪便处理和环境污染问

题，缓解养猪业对环境带来的压力。

本研究通过对具有除臭功能的枯草芽孢杆菌 Ｎ４３进行
发酵工艺的优化，从而为研制出高效的适宜产业化发展的微

生态制剂提供种质资源和理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
枯草芽孢杆菌Ｎ４３菌株，由河北省微生物研究所提供。
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葡萄糖、ＮａＣｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４，ＫＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣａＣｌ２·
２Ｈ２Ｏ、ＺｎＣｌ２、ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、蔗糖、乳糖、甘油、麦芽糖、可溶性
淀粉、麦芽糊精，胰蛋白胨、酵母浸粉、牛肉浸膏、大豆蛋白胨、

蛋白胨均为分析纯，玉米粉、大豆饼粉、豆粕为市售。

１．２　试验方法
１．２．１　种子培养及发酵　将试管斜面上活化的菌株接种于
装有种子培养基的三角瓶中，振荡后制成均匀的菌悬液。装

量为５０ｍＬ／２５０ｍＬ，２００ｒ／ｍｉｎ３７℃摇床振荡培养２０ｈ。将
种子液按１０％接种量接种于发酵培养基中。２００ｒ／ｍｉｎ３７℃
摇床振荡培养。

１．２．２　培养基单因素试验　单因素试验是通过研究碳源、氮
源和无机盐种类，对培养基浓度进行响应面分析。

以玉米粉、可溶性淀粉、葡萄糖、蔗糖、乳糖、甘油、麦芽

糖、麦芽糊精代替基础发酵培养基的葡萄糖作为碳源，以胰蛋

白胨、蛋白胨、大豆蛋白胨、大豆饼粉、豆粕、牛肉浸膏、酵母浸

粉、硫 酸 铵 作 为 氮 源，以 ０．０５％ 的 ＫＨ２ＰＯ４· ２Ｈ２Ｏ、
ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、ＭｎＳＯ４· Ｈ２Ｏ、ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、ＺｎＣｌ２作为发酵培养基的
无机盐，进行单因素试验。

１．２．３　培养条件单因素试验　分别从 ｐＨ值、种龄、装量３
个方面进行单因素试验。

２　结果与分析

２．１　不同碳源对菌株芽孢形成的影响
分别以玉米粉、可溶性淀粉、葡萄糖、蔗糖、乳糖、甘油、麦

芽糖、麦芽糊精代替基础发酵培养基的葡萄糖作为碳源，基础

培养基中其他成分不变，２００ｒ／ｍｉｎ３７℃摇床培养，取样观察
芽孢生成情况。

从表１可以看出，培养７２ｈ时，Ｎ４３菌株在以玉米粉为
碳源的培养基中芽孢形成率达到７５．３５％，故以玉米粉为最
佳碳源。

表１　不同碳源对Ｎ４３菌株芽孢形成率的影响

碳源 芽孢形成率（％）
葡萄糖 ６１．０７
玉米粉 ７５．３５

可溶性淀粉 ２４．７９
蔗糖 ６４．３２
乳糖 ４１．３２
甘油 ２７．５２
麦芽糖 ３８．８４
麦芽糊精 ２５．９３

２．２　不同氮源对芽孢形成的影响
分别以胰蛋白胨、蛋白胨、大豆蛋白胨、大豆饼粉、豆粕、

牛肉浸膏、酵母浸粉、硫酸铵作为氮源，其他成分不变。在

３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床上振荡培养，取样观察，从表２可得出，
培养７２ｈ时，大豆饼粉作氮源时Ｎ４３菌株的芽孢形成率达到
８７．７３％，故以大豆饼粉为最佳氮源。
２．３　不同无机盐对芽孢形成的影响

分别以 ０．０５％的 ＫＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ、ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、

表２　不同氮源对Ｎ４３菌株芽孢形成率的影响

氮源 芽孢形成率（％）
胰蛋白胨 ５８．７７
蛋白胨 ７８．８４

大豆蛋白胨 ８２．２７
大豆饼粉 ８７．７３
豆粕 ７８．６８

牛肉浸膏 ７１．６９
酵母浸粉 ６９．６７
硫酸铵 ７５．８５

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、ＺｎＣｌ２作为发酵培养基的无机盐，摇振荡床培
养。取样观察，计算芽孢形成率。从表 ３中可以看出，
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ和ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ为Ｎ４３菌株的最佳无机盐。

表３　不同无机盐对Ｎ４３菌株芽孢形成率的影响

无机盐 芽孢形成率（％）
ＫＨ２ＰＯ４ ４５．３６
ＮａＨ２ＰＯ４ ５７．１８
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ９０．５０
ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ８５．１９
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ８１．１７
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ５７．８４
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ５４．２５
ＺｎＣｌ２ ７６．１９

２．４　培养基浓度响应面法分析
在单因素试验基础上，根据中心组合试验设计原理，以芽

孢形成率为指标，选取玉米粉、大豆饼粉、ＦｅＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４个因素，分别以Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ表示，每个自变量
３水平分别以 －１、０、１进行编码，试验因素及水平编码见表
４，数据用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件统计，确定最优发酵培养基
浓度。

　　由表５可知，根据回归方差的分析显著性检验，该模型的
Ｐ值＜０．０５，说明模型是显著的。失拟项误差为０．３９９９，不
显著，ｒ２＝９０．７５，说明该模型与实际试验有良好的拟合性，交
互项ＡＣ的偏回归系数最小，说明玉米粉和 ＦｅＳＯ４交互项对
产芽孢率影响显著。

　　基于回归模型方差分析，用软件做出 ＡＣ交互作用对产
芽孢率的影响的等高线及响应面图（图１）。
　　由上述分析可知，适当浓度的玉米粉、大豆饼粉、ＦｅＳＯ４
和ＭｇＳＯ４等试验因素有利于芽孢的形成，因此可以采用软件
优化功能得到最佳试验条件，优化出的最终结果为玉米粉

０５％、大豆饼粉２．５％、ＦｅＳＯ４０．５％、ＭｇＳＯ４０．０５％时产芽孢
率可达最高。

　　为检验响应面分析法的可靠性，采用上述最优条件进行
验证，实际测得产芽孢率达到９５％。因此，基于响应面法所
得到的最佳配方准确可靠。

２．５　培养条件分析
分别对ｐＨ值、种龄、装量对该菌芽孢形成的影响进行分

析，结果如图２、图３、图４所示。
　　由图２、图３、图４可以看出，在培养基 ｐＨ值７．５、种龄
２０ｈ、装量３０ｍＬ／２５０ｍＬ时 Ｎ４３菌株的芽孢形成率最高，因
此培养基的最佳培养条件是ｐＨ值７．５、种龄２０ｈ、装量
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表４　响应面分析试验结果

试验号
Ａ：玉
米粉

Ｂ：大豆
饼粉

Ｃ：
ＦｅＳＯ４

Ｄ：
ＭｇＳＯ４

产芽孢率

（％）

１ ０．０００ １．０００ －１．０００　 ０．０００ ８８．２
２ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ９４．９
３ ０．０００ １．０００ １．０００ ０．０００ ８０．８
４ ０．０００ －１．０００ ０．０００ －１．０００ ７８．３
５ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ８９．７
６ ０．０００ ０．０００ －１．０００ １．０００ ８４．７
７ １．０００ １．０００ ０．０００ ０．０００ ８３．３
８ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ８８．９
９ ０．０００ ０．０００ －１．０００ －１．０００ ７６．４
１０ －１．０００ －１．０００ ０．０００ ０．０００ ８３．３
１１ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ９１．４
１２ ０．０００ －１．０００ １．０００ ０．０００ ９２．７
１３ １．０００ －１．０００ ０．０００ ０．０００ ８８．９
１４ ０．０００ －１．０００ ０．０００ １．０００ ８６．５
１５ １．０００ ０．０００ ０．０００ １．０００ ８４．９
１６ ０．０００ －１．０００ －１．０００ ０．０００ ８８．６
１７ １．０００ ０．０００ １．０００ ０．０００ ８２．６
１８ －１．０００ ０．０００ ０．０００ －１．０００ ７５．６
１９ －１．０００ ０．０００ ０．０００ １．０００ ７９．１
２０ －１．０００ ０．０００ １．０００ ０．０００ ８８．７
２１ ０．０００ １．０００ ０．０００ １．０００ ８３．５
２２ ０．０００ ０．０００ １．０００ －１．０００ ８１．１
２３ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ８９．７
２４ １．０００ ０．０００ ０．０００ －１．０００ ７２．６
２５ ０．０００ ０．０００ １．０００ １．０００ ９４．５
２６ －１．０００ ０．０００ －１．０００ ０．０００ ７２．４
２７ ０．０００ １．０００ ０．０００ －１．０００ ７５．８
２８ １．０００ ０．０００ －１．０００ ０．０００ ８７．３
２９ －１．０００ １．０００ ０．０００ ０．０００ ７８．１

３０ｍＬ／２５０ｍＬ时芽孢形成率最高。

３　讨论与结论

生物除臭技术是通过微生物的生理代谢活动利用恶臭物

质，将其氧化成无臭、无害终产物，达到除臭的目的［３］。发酵

床养猪技术利用具有生物除臭功能的微生物菌株，资源合理

配置，有利于绿色农业发展。芽孢杆菌具有抗逆性强、营养需

求简单、繁殖快、易存活，生长过程中产生抗菌活性物质增强

对病害的抵抗能力等诸多优点［４］，成为微生态制剂的首选

菌种。

　　芽孢的形成受营养物质和环境因素双重影响［５－６］。本研

究结果表明，影响芽孢形成的主要因素是培养基成分和培养

条件。甄静等对枯草芽孢杆菌 ＸＫ－１产芽孢条件的优化试
验结果表明，培养基的氮源、碳源和无机盐的配比均对芽孢形

成有影响［７］，这与本研究结果一致。孙梅等对纳豆芽孢杆菌

芽孢形成的研究结果表明，葡萄糖浓度对菌体生长和芽孢形

成均有影响，浓度低时，提高葡萄糖浓度能提高菌体量，但是

芽孢形成几乎不受影响；过高的葡萄糖浓度抑制菌体生长，且

芽孢形成率降低［８］。液体装量直接影响通气量即溶氧，装量

小即通气量大，可促进菌体的生长，提高芽孢形成率。Ｋａｒｉｍ
等对球形芽孢杆菌（Ｂ．ｓｐｈｅｒｉｃｕｓ）溶解氧与芽孢形成关系进行
了研究，结果表明随着溶解氧浓度升高，芽孢形成率也随之上

升［９］。这与本研究结果不完全一致，可能与菌株有关。宋卡

魏等报道ｐＨ值７．０时芽孢产量最大［１０］；路程等的研究表明，

中性或偏酸的培养基起始 ｐＨ值会促进芽孢的形成，而偏碱
性会抑制芽孢的形成［１１］。本研究在ｐＨ值７５时，产芽孢率
最大，可能与菌体本身的特性有关。本研究对枯草芽孢杆菌

Ｎ４３的发酵产芽孢条件进行了优化，达到了较高的芽孢浓度，
为进一步的小试及中试生产奠定了基础。

表５　产芽孢率的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １０１９．６８ １４ ７２．８３ ９．８１ ＜０．０００１ 显著

Ａ：玉米粉 ４１．８１ １ ４１．８１ ５．６３ ０．０３２５
Ｂ：大豆饼粉 ６８．１６ １ ６８．１６ ９．１８ ０．００９０
Ｃ：ＦｅＳＯ４ ４３．３２ １ ４３．３２ ５．８４ ０．０３００
Ｄ：ＭｇＳＯ４ ２３７．６３ １ ２３７．６３ ３２．０１ ＜０．０００１
ＡＢ ０．０４０ １ ０．０４０ ５．３８８×１０－３ ０．９４２５
ＡＣ １１０．２５ １ １１０．２５ １４．８５ ０．００１８
ＡＤ １９．３６ １ １９．３６ ２．６１ ０．１２８６
ＢＣ ３３．０６ １ ３３．０６ ４．４５ ０．０５３３
ＢＤ ０．０６３ １ ０．０６３ ８．４１９×１０－３ ０．９２８２
ＣＤ ６．５０ １ ６．５０ ０．８８ ０．３６５２
Ａ２ ２４８．４７ １ ２４８．４７ ３３．４７ ＜０．０００１
Ｂ２ ３３．９９ １ ３３．９９ ４．５８ ０．０５０５
Ｃ２ ７．００ １ ７．００ ０．９４ ０．３４７８
Ｄ２ ２８８．０７ １ ２８８．０７ ３８．８１ ＜０．０００１
残差 １０３．９３ １４ ７．４２

失拟误差 ８０．８０ １０ ８．０８ １．４０ ０．３９９９ 不显著

纯误差 ２３．１３ ４ ５．７８
误差总和 １１２３．６１ ２８
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