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以杜仲叶渣为载体固态发酵制备
解磷生物肥料的工艺优化

张昌伟，彭 胜，张琳杰，王志宏，周云雷，彭密军*

( 吉首大学林产化工工程湖南省重点实验室，杜仲湖南省工程实验室，湖南 张家界 427000)

摘要: 以杜仲叶渣为载体，巨大芽孢杆菌为发酵菌种，以其活菌数为指标，通过正交试验考察了杜仲叶渣固态发

酵制备解磷生物肥料的最佳工艺条件。结果表明，杜仲叶渣制备解磷生物肥料的最佳工艺条件为: 料液比( 质量

和体积比) 1∶ 2． 5，料层厚度 6 cm，接种量( 每毫升细菌数量为 8． 56 × 109个) 1． 5 mL，发酵温度 30 ℃，杜仲叶渣与

倍花废渣的质量比为 1∶ 0． 4。此培养条件下巨大芽孢杆菌的最大活菌数可达 1． 64 × 109 cfu /g。此外，由最佳工

艺条件制备的解磷生物肥料，其相关指标均在国标限量内。因此，杜仲叶渣可以作为一种良好的载体来制备解

磷生物肥料。
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Ｒesearch on technological conditions of SSF to prepare phosphate-solubile
biological fertilizer with leaves residual of Eucommia ulmoides Olive as carrier

ZHANG Changwei，PENG Sheng，ZHANG Linjie，WANG Zhihong，ZHOU Yunlei，PENG Mijun*

( Key Laboratory of Hunan Forest Products and Chemical Industry Engineering，Hunan Engineering Laboratory for
Eucommia ulmoides Olive，Jishou University，Zhangjiajie 427000，China; )

Abstract: In order to research optimal technological conditions of solid-state fermentation to prepare phosphate-solubile
biological fertilizer，the leaves residual of Eucommia ulmoides Olive as carrier，Bacillus megaterium as fermented culture
and viable count as index were employed by using the orthogonal test． The results showed that optimal technological con-
ditions of phosphate-solubile biological fertilizer prepared by leaves residual of E． unmolds Olive was as follows: ratio of
liquor to material was 1∶ 2． 5，substrate thickness was 6 cm，the amount of inoculum was 1． 5 mL，temperature was 30 ℃，

and the mass ratio of leaves residual of E． ulmoides Olive and waste slag of floraphis was 1∶ 0． 4． The maximum viable count
of B． megaterium could reach 1． 64 ×109 cfu /g at aforesaid experimental condition． In addition，contents of related indices
of the phosphate-solubilizing biological fertilizer prepared by optimal technological conditions were all within the range of
national standard． As a result，leaves residual of E． ulmoides Olive could be used as carrier to prepare biological fertilizer．
Key words: leaves residual of Eucommia ulmoides Olive; Bacillus megaterium; phosphate-solubilizing biological fertilizer;
solid-state fermentation

我国是一个农业大国，缺磷的土地面积较大，

约占总耕地面积的三分之二［1］。磷作为作物生长

所需的三大营养要素之一，在核酸、核苷酸和磷脂

等化合物的合成中起着重要作用［2 － 3］。由于土壤

中可以被植物直接吸收利用的磷含量极低，难以满

足植物生长的需要［4］，因此，我国过去主要是通过

大量施用磷肥来改善土壤中磷的状况。但是，所施

用磷 肥 中 的 大 部 分 磷 与 土 壤 中 的 Ca2 +、Fe3 + 和

Al3 + 结合，形成了难溶性磷酸盐，反而导致了土壤

板结、水体富营养化等问题的出现［5 － 6］，寻找一种

能从根本上缓解我国土壤缺磷状况的绿色环保肥

料迫在眉睫。解磷生物肥料正是这种肥料的优先
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选择，它可以通过其中的解磷生物将土壤中难溶磷

转化为有效磷，促进磷素释放，改善作物磷素营

养［7 － 8］。解磷生物肥料由载体和解磷微生物两部

分组成，常见的载体有土壤、硅藻土、蛭石、菌糠

等［9 － 10］。目前，有许多学者利用废弃物作为载体

制备生物肥料，并且均取得了较好的效果［11 － 13］。
杜仲叶渣作为杜仲叶经提取有效成分后的废弃物，

对其研究主要集中于食用菌的栽培上，而利用杜仲

叶渣制备生物肥料的研究少见报道［14 － 15］。笔者利

用杜仲叶渣作为载体制备解磷生物肥料，期望为杜

仲叶渣的高值化利用提供一定的理论参考。

1 材料与方法

1． 1 试剂和设备

杜仲叶渣由张家界恒兴生物科技有限公司提

供，倍花废渣由张家界奥威科技有限公司提供，巨

大芽孢杆菌购自中国普通微生物菌种保藏管理中

心。氯化钾和磷酸二氢钾为优级纯; 蛋白胨、牛肉

提取物、琼脂、氯化钠、焦磷酸钠、氢氧化钠、重铬酸

钾、浓硫酸、硫酸亚铁、邻菲罗啉、过氧化氢、硼酸、
甲基红、溴甲酚绿、硝酸、钼酸铵、偏钒酸铵、二硝基

酚、柠檬酸等均为国产分析纯。
UV －3900 紫外可见分光光度计，日立高新技

术公司; AA －680 原子吸收光谱仪、SM －52 高压蒸

汽灭菌器、AEG － 220 型万分之一天平，日本岛津

公司; BM400 型数显电热恒温水浴锅，日本 YAMA-
TO; GZX －9146 MBE 型数显鼓风干燥箱，上海博迅

实业有限公司医疗设备厂; 无菌操作台，苏净集团

安泰公司; BS － 2E 恒温振荡培养箱，常州中捷试验

仪器制造有限公司; SPX 智能型生化培养箱，宁波

江南仪器厂; KDN － AZ 智能型定氮仪，上海新嘉电

子有限公司。
1． 2 杜仲叶渣相关成分含量的测定

取晒干后的杜仲叶渣进行粉碎，过孔径 0． 28
mm 筛，按四分法取样，装入自封袋后放于冰箱中

保存备用。蛋白质和全氮的测定采用凯氏定氮法，

参照 GB 5009． 5—2012《食品中蛋白质的测定》; 速

效磷和全磷的测定采用紫外分光光度法，分别参照

NY /T 300—1995《有机肥料速效磷的测定》和 GB
5413． 22—2010《婴幼儿食品和乳品中磷的测定》;

全钾和速效钾的测定采用火焰原子吸收分光光度

法，分别参照 GB 5413． 22—2010《婴幼儿食品和乳

品中钙、铁、钠、锌、钾、镁、铜和锰的测定》和 NY /T
301—1995《有机肥料速效钾的测定》; 腐殖酸的测

定采用滴定法［12］。

1． 3 杜仲叶渣和倍花废渣的预处理

将杜仲叶渣晒干、粉碎、过孔径 0． 28 mm 筛，倍

花废渣( 一种五倍子经提取有效成分后的废弃物，其

中含有一定量的蛋白质、磷、钾等成分，但是由于其

颗粒较大，难以为微生物提供直接的营养需求，故可

只看作疏松剂) 晒干、碾碎，过孔径 0． 42 mm 筛。
1． 4 菌种的扩大培养

取 250 mL 锥形瓶装入 100 mL 巨大芽孢杆菌

液体培养基，将巨大芽孢杆菌接种于锥形瓶中，于

30 ℃，110 r /min 振荡培养 96 h。此时菌悬液的活

菌数为 8． 56 × 109 个 /mL。
1． 5 解磷生物肥料的工艺优化

选择巨大芽孢杆菌的活菌数作为指标，接种

量、料液比、温度、料层厚度以及杜仲叶渣与倍花废

渣的质量比作为考察因素进行单因素正交试验，将

杜仲叶渣与倍花废渣按一定的比例混合，然后称取

一定量的混合载体放入 250 mL 的锥形瓶中，加入

一定量的巨大芽孢杆菌液体培养基，用无菌封口膜

封口，高压灭菌 30 min，然后接入一定量的扩大培

养的巨大芽孢杆菌液体菌种，置于一定温度的恒温

培养箱中培养，每隔 20 h 取样一次，测定其中的巨

大芽孢杆菌活菌数。
1． 6 解磷生物肥料的相关成分测定

取一定量的由杜仲叶渣最佳工艺制备的解磷生

物肥料，测定其中的水分、有机质、腐殖酸、全氮、全
磷、全钾，以及重金属汞、铬、镉、铅、砷的含量。其

中，水分的测定参照 GB/T 5009． 3—2010《食品中水

分的测定》; 有机质的测定参照 NY/T 1121． 6—2006
《土壤有机质的测定》; 重金属汞、铬、镉、铅、砷的测

定参照 NY/T 1978—2010《肥料汞、砷、镉、铅、铬含

量的测定》; 全氮、全磷、全钾、腐殖酸的测定，根据凯

氏定氮法、紫外光光度法、原子吸收分光光度法及滴

定法。

2 结果与分析

2． 1 杜仲叶渣相关成分含量的测定结果

对杜仲叶渣相关成分的测定结果表明，其中全

氮 2. 074%、全磷 2. 262 g /kg、全钾 0. 714 3 g /kg、
速效磷 0. 886 1 g /kg、速效钾 0. 258 1 g /kg、腐殖酸

16. 12%、蛋白质 12. 96%、可溶性总糖 3. 195%，这

些物质可为微生物的生长提供充足的碳源、氮源，

以及一定量的微量元素。此外，杜仲叶渣具有一定

的吸附能力，因此，杜仲叶渣具有作为载体制备生

物肥料的潜力。
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2． 2 不同因素对杜仲叶渣制备解磷生物肥料的

影响
2． 2． 1 料液比

称取杜仲叶渣 20 g，放入 250 mL 锥形瓶中。
将料液比 ( 液体是巨大芽孢杆菌液体培养基，下

同) 分别设为 1 ∶ 1. 5、1 ∶ 2. 0、1 ∶ 2. 5、1 ∶ 3. 0、1 ∶ 3. 5，

杜仲叶渣与倍花废渣的质量比为 1 ∶ 0. 2，接种量

( 菌悬液浓度为 8. 56 × 109个 /mL，下同) 1. 5 mL，料

层厚度 4 cm，培养温度 30 ℃，考察其对巨大芽孢杆

菌发酵的影响，试验结果见图 1A。从图 1A 可知，当

料液比为 1∶ 1. 5 时，菌体生长较为缓慢，达到最高活

菌数的时间延长，这可能是因为加入的培养液较少

使得发酵基质中的营养成分含量较低，影响了菌体

的大量繁殖; 当料液比为 1∶ 2. 0 ～ 1∶ 3. 5 时，随着料

液比不断增大，在相同的发酵时间下，菌体的活菌数

先增加后减少，并且，各组菌体在60 h 均可达到最高

活菌数，其中，当料液比为 1∶ 2. 5 时，菌体在 60 h 的

活菌数为所有组别中最高。这可能是因为料液比在

一定的范围内时，充足的营养有利于菌体的快速生

长繁殖，而料液比过大会使发酵基质中的水分含量

过高，影响正常的散热和通气，不利于菌种的快速生

长繁殖，故最佳料液比应选择 1∶ 2. 5。

图 1 不同因素处理对活菌数的影响

Fig． 1 Effect of different factors on the numbers of viable bacteria counts

2． 2． 2 杜仲叶渣与倍花废渣的质量比

称取杜仲叶渣 20 g，放入 250 mL 锥形瓶中。
固定料液比为 1 ∶ 2. 5，接种量 1. 5 mL，料层厚度

4 cm，培养温度 30 ℃，将杜仲叶渣与倍花废渣的质

量比分别设为 1 ∶ 0、1 ∶ 0. 2、1 ∶ 0. 4、1 ∶ 0. 6、1 ∶ 0. 8、
1∶ 1. 0、0∶ 1. 0，考察其对巨大芽孢杆菌发酵的影响，

试验结果见图 1B。从图 1B 可知，当完全利用杜仲

叶渣作为发酵基质进行发酵时，菌体生长较为缓

慢，在 80 h 才达到最高活菌数。这可能是因为粉

碎后的杜仲叶渣颗粒比较小，加入液体培养基后会

使杜仲叶渣颗粒间的孔隙度变得更加狭小，不利于

菌种的呼吸作用，从而影响菌体的快速生长繁殖。
当倍花废渣与杜仲叶渣的质量比在 0. 2 ～ 0. 6 之间

时，菌体活菌数均可在 60 h 时达到最高值，其中，

当倍花废渣与杜仲叶渣的质量比为 0. 4 时，菌体在

60 h 的活菌数为所有组别中的最高值。这可能是

因为碾碎后的倍花废渣颗粒较大，通过添加适量的

倍花废渣可以使发酵基质中的孔隙度在一个有利

于菌体呼吸和发酵基质散热的范围内，从而促使菌

体快速生长繁殖。随着倍花废渣添加量的继续增

加，菌体达到最高活菌数的时间也出现了延迟，并

且当完全利用倍花废渣作为发酵基质进行发酵时，

菌体在 100 h 才达到最高活菌数。这是因为添加

过量的倍花废渣会使发酵基质过于蓬松，导致散热

太快，不利于菌体的正常生长繁殖。因此，杜仲叶

渣与倍花废渣的质量比最佳为 1∶ 0. 4。
2． 2． 3 接种量

称取杜仲叶渣 20 g，放入 250 mL 锥形瓶中。
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固定料液比为 1∶ 2. 5，杜仲叶渣与倍花废弃物的质

量比为 1∶ 0. 4，料层厚度 4 cm，培养温度 30 ℃，将

接种量分别设为 0. 2、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5 mL，考察

接种量对巨大芽孢杆菌发酵的影响，试验结果见图

1C。从图 1C 可知: 当接种量为 0. 2 mL 时，菌体生

长比较缓慢，在 100 h 才达到最高活菌数; 当接种

量为 1. 0 ～ 2. 0 mL 时，菌体在 60 h 即可达到最高

活菌数，其中，当接种量为 1. 5 mL 时，菌体在 60 h
的活菌数为所有组别中最高; 当接种量增大至 2. 5
mL 时，菌体在 40 h 即可达到最高活菌数，随后菌

体活菌数不断减少。这是因为微生物接种到一个

新的环境后一般都需要经历一段适应期，影响适应

期的因素有很多，其中最重要的影响因素之一是接

种量，接种量的多少明显影响延滞期的长短，一般

来说，接种量大，则延滞期短，反之则长［15］。当接

种量较少时，菌体适应新环境的时间就会延长，从

而导致菌体达到最高活菌数的时间也会延长; 当接

种量过多时，虽然菌体适应新环境的时间大大缩

短，但是过多的菌悬液会使得发酵基质变得黏稠，

导致下层菌体呼吸困难，抑制了菌体的大量生长繁

殖，因此，最佳接种量选择为 1. 5 mL。
2． 2． 4 培养温度

称取杜仲叶渣 20 g，放入 250 mL 锥形瓶中。
固定料液比为 1∶ 2. 5，杜仲叶渣与倍花废渣的质量

比为 1∶ 0. 4，接种量为 1. 5 mL，料层厚度 4 cm，将培

养温度分别设为 20、25、30、35、40 ℃，考察其对巨

大芽孢杆菌发酵的影响，试验结果见图 1D。微生

物的生长均有一个最适温度，温度高于或低于这个

最适温度均会对微生物的正常生长繁殖有所影响。
从图 1D 可知: 当发酵温度分别为 25、30 和 35 ℃
时，菌体在 60 h 即可达到最大活菌数，其中，当发

酵温度为 30 ℃时，菌体在 60 h 的活菌数为所有组

别中最高; 当温度分别为 20 ℃ 和 40 ℃ 时，菌体在

80 h 才达到最高活菌数。这是因为巨大芽孢杆菌

的最适生长温度为 25 ～ 35 ℃，低于或高于这个最

适温度均会对菌体正常生长繁殖产生影响。因此，

最佳发酵温度选择为 30 ℃。
2． 2． 5 料层厚度

称取杜仲叶渣 20 g，放入 250 mL 锥形瓶中。
固定料液比为 1∶ 2. 5，杜仲叶渣与倍花废渣的质量

比为 1∶ 0. 4，接种量为 1. 5 mL，培养温度 30 ℃，将

料层厚度分别调整为 2、4、6、8、10 cm，考察料层厚

度对巨大芽孢杆菌发酵的影响，试验结果见图 1E。
从图 1E 可知，当料层厚度为 2 ～ 6 cm 时，随着料层

厚度的增加，菌体的活菌数不断增加，当料层厚度

超过 6 cm 时，随着料层厚度的增加，菌体的活菌数

不断减少，这是因为料层厚度直接影响发酵过程中

的通气和传热，料层太厚会使发酵过程中产生的热

气不容易散发出来，导致温度不断升高，影响菌体

的正常生长，而料层太薄会使水分散失太快，也不

利于菌体的正常生长，因此，最佳的料层厚度为

6 cm。
2． 3 杜仲叶渣制备的解磷生物肥料中的相关成分

对杜仲叶渣制备的解磷生物肥料中的相关成

分测定结果表明，其中的腐殖酸、全氮、全磷、全钾

均比杜仲叶渣中的高，这是因为巨大芽孢杆菌通过

自身的生命活动将杜仲叶渣中难以分解和不能被

植物直接吸收利用的物质转化成易被植物吸收利

用的腐殖酸、速效氮、速效磷、速效钾等，使得解磷

生物肥料中相应的物质含量增加。制备的解磷生

物肥料中的水分、总养分( 全氮 + 全磷 + 全钾) 、重
金属( 汞、铬、镉、铅、砷) 等均在国标限量范围内，

说明由杜仲叶渣制备的解磷生物肥料是一种绿色

环保的肥料，且营养丰富，可以应用于实际生产中。

3 结 论

1) 杜仲叶渣中含有丰富的蛋白质、可溶性糖、
腐殖酸、氮、磷、钾等物质，可以为微生物的生长提

供所需的碳源、氮源和无机盐等营养物质，具有作

为载体制备生物肥料的潜力。
2) 杜仲叶渣制备解磷生物肥料的最佳工艺条

件为: 料液比 1 ∶ 2. 5，接种量 1. 5 mL，发酵温度 30
℃，杜仲叶渣与倍花废弃物的质量比为 1 ∶ 0. 4，料

层厚度 6 cm。此培养条件下巨大芽孢杆菌的最大

活菌数可达 1. 64 × 109cfu /g。
3) 由杜仲叶渣最佳工艺制备的解磷生物肥料

营养丰富，且其中的水分、总养分、重金属等指标均

在国标限量内，说明制备的解磷生物肥料是一种绿

色环保肥料，可以用于实际生产中。
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