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牛粪降解优良菌株的筛选及发酵剂配方的优化
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［摘　要］　为了有效处理牛粪等高纤维废弃物，从牛粪发酵基质中分离分解纤维素优良的菌株，同时对筛选出

的高产纤维素酶活菌株进行初步鉴定和发酵剂配方中氮源（棉粕、豆粕和尿素）的优化。结果表明，从牛粪堆腐发酵

基质中分离出２２株降解纤维素能力较强的菌株；依据综合性状从中优选出优良菌株Ｚ５和Ｚ８，初步鉴定其均为曲霉

属真菌；在３个发酵剂配方中发酵培养７２～９６ｈ时，Ｚ５在以棉粕为氮源的配方中有效菌数含量最高，而Ｚ８在３个配

方中的有效菌数差别不大，两菌株在３个配方中的有效菌数量均达到１０１４数量级；在以棉粕为氮源的配方中，菌株Ｚ５

和Ｚ８均可获得最高的羧甲基纤维素酶活，其中Ｚ５发酵培养７２ｈ羧甲基纤维素（ＣＭＣ）酶活最高，达４４６３．５７

μｇ／（ｇ·ｍｉｎ），Ｚ８在发酵培养９６ｈ时ＣＭＣ酶活最高，达到３２６５．６７μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）。综合菌株生长状况得出，菌株Ｚ５

和Ｚ８均可作为降解畜禽粪便发酵剂的优良生产菌株，棉粕是较为理想的固体发酵氮源。
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　　随着规模化养殖业的扩大、人民生活水平的提

高以及环保意识的逐渐增强，进行畜禽粪便的堆肥

化处理、资源化利用和商品化生产，防止和消除集约

化养殖厂畜禽粪便的污染，为农业生产提供优质高

效的有机肥源，是我国绿色食品、有机食品和生态农

业持续发展的需要。为了有效处理牛粪等高纤维废

弃物，充分利用可再生性资源，国内外对微生物分解

转化纤维素的研究极为重视［１２］。将自然界中分解

纤维素的微生物接入畜禽废弃物中进行堆肥，不仅

能解决环境污染问题，还能够变废为宝，将废弃物降

解成绿色肥料或土壤调节剂，起到改良土壤和增加

肥效的作用［３］。目前，虽然一些学者对畜禽粪便堆

肥的工艺条件、影响因素、应用效果等方面进行了研

究［４６］，但对较难降解的牛粪堆肥研究得还较少。因

此，本研究从牛粪自然堆肥中筛选出好氧纤维素分

解菌，并研制高效发酵剂，旨在为有效处理牛粪等高

纤维类废弃物提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　供试样品　堆腐牛粪发酵基质采自陕西杨

凌奶牛良种繁育中心，用以从中分离并筛选纤维素

分解优良菌株。对照菌株Ａ８和 Ｈ８为羧甲基纤维

素（ＣＭＣ）酶活较高的真菌，由西北农林科技大学资

源环境学院薛泉宏教授提供。

１．１．２　发酵原料　麦草、麸皮、棉粕、豆粕和尿素，

均由西北农林科技大学畜牧良种场提供。

１．１．３　培养基　纤维素分解菌株筛选培养基
［７］采

用纤维素刚果红培养基和稻草粉固态培养基（称取

秸秆粉２ｇ、麸皮１ｇ，装于２００ｍＬ的罐头瓶中，加

营养盐溶液７．５ｍＬ（ｐＨ调至５左右））。营养盐溶

液为１０ｇ／Ｌ硫酸铵、０．５ｇ／ＬＣａＳＯ４ 和５．０ｇ／Ｌ磷

酸钙的混合溶液，０．１ＭＰａ灭菌１ｈ。

１．２　方　法

１．２．１　纤维素分解优良菌株的分离与筛选
［８］
　微

生物分离采用稀释平板法，其中真菌用ＰＤＡ培养基

进行分离，细菌用牛肉膏蛋白胨培养基分离，放线菌

用高氏培养基分离。将分离获得的菌株采用点接法

接种于纤维素刚果红平板培养基上，２８℃下培养７２

ｈ，记录菌落直径（犱２）及在其周围产生的透明圈直径

（犱１），并以两者比值（狉）的平均值表示其分解强度，

以筛选出分解能力较强的菌株。

１．２．２　酶液的制备
［８］
　采用稻草粉固态培养基接

种供试菌株进行发酵，于２８℃下培养７２ｈ后取样，

并于４０～５０℃下烘干获干酶曲，粉碎备用。向干酶

曲中加１０倍蒸馏水，搅拌，于４０℃水浴锅中保温

４５ｍｉｎ，用脱脂棉过滤入离心管中，离心取上清液备

用。每处理重复２次。

１．２．３　ＣＭＣ酶活的测定　ＣＭＣ酶活采用 ＤＮＳ

（３，５二硝基水杨酸）法测定
［８］。在ｐＨ５．０、４０℃条

件下，１ｇ纤维素酶曲在１ｍｉｎ内水解ＣＭＣ生成１

μｇ葡萄糖的酶活性，定义为１个酶活力单位。

１．２．４　高活纤维素酶产生菌株的初步鉴定　依据

微生物的形态及培养特征进行初步鉴定［９］。

１．２．５　固体发酵剂配方的优化　采用固体发酵法

优化发酵剂配方。依据经验配方，在碳源确定时，不

同种类有机氮源（棉粕和豆粕）的添加量宜为质量分

数４％～６％
［１０］。据此本试验设计３个配方（表１），

分别于培养４８，７２，９６和１２０ｈ测定微生物数量和

ＣＭＣ酶活，以衡量发酵剂配方的优劣。

表１　３个固体发酵剂的配方组成

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｆｏｒｍｕｌａ

编号

Ｃｏｄｅ

麦草粉／ｇ
Ｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒ

麸皮／ｇ
Ｂｒａｎ

棉粕／ｇ
Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｍｅａｌ

豆粕／ｇ
Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ

尿素／ｇ
Ｕｒｅａ

营养盐／ｍＬ
Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎｓａｌｔ

１ ２ ０．５ ０．５ ０ ０ ７．５

２ ２ ０．５ ０ ０．５ ０ ７．５

３ ２．４ ０．６ ０ ０ ０．００５ ７．５

２　结果与分析

２．１　纤维素分解菌株的分离与筛选

从供试牛粪发酵基质中共分离出２２株降解纤

维素能力较强的微生物，其中放线菌７株，编号为

Ｆ１～Ｆ７，以链霉菌为主，有１株为小单胞菌；真菌１０

株，编号为Ｚ１～Ｚ１０，以曲霉为主，包括青霉和木霉；

细菌５株，编号为Ｘ１～Ｘ５，均为芽孢菌。

由于本试验中真菌的初筛结果明显优于细菌和

放线菌，故将以上１０株真菌接种于纤维素刚果红平

板培养基上进行复筛，于２８℃下培养７２ｈ，测定其

狉值，结果见表２。

　　一般地，狉值越大，菌的产酶能力也就越强
［１１］。

从表２可以看出，１０株真菌的产酶能力均较高，其

中菌株 Ｚ７分解纤维素的能力最强，狉平均值为

２．３４，其次为菌株Ｚ１０、Ｚ２和Ｚ６，狉平均值均达２．０
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以上。

表２　自牛粪发酵基质中分离的１０株真菌的狉值

Ｔａｂｌｅ２　狉ｖａｌｕｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｓｅｐａｒａｔｅｄｉｎｆｅｒｍｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅ

菌株代号ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ Ｚ１ Ｚ２ Ｚ３ Ｚ４ Ｚ５ Ｚ６ Ｚ７ Ｚ８ Ｚ９ Ｚ１０

狉平均值Ａｖｅｒａｇｅｏｆ狉 １．８５ ２．１６ １．５０ １．７１ １．６３ ２．０２ ２．３４ １．４１ １．３０ ２．２５

　　刚果红纤维素平板是较好的分离筛选培养基，狉

值大小可大致反应产酶能力的高低，但还不够准确，

还需进行ＣＭＣ酶活的测定。因此，本试验采用固

体发酵法对以上１０株真菌以及Ａ８和 Ｈ８的ＣＭＣ

酶活进行了测定，以判定其产纤维素酶能力的大小，

结果见表３。从表３可以看出，ＣＭＣ酶活超过４０００

μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）的有７株，占总数的５８．３％，说明供试

菌株均有较高的产纤维素酶特性。通过对培养特征

的观察，Ｚ５生长最快，产孢子最早，且量也最多，而

Ｚ８的ＣＭＣ酶活较高。综合考虑菌落的培养特征和

孢子产酶特征，选择Ｚ５和Ｚ８作为生产发酵剂的优

良菌株。

２．２　菌株Ｚ５和Ｚ８的初步鉴定

对菌株Ｚ５和Ｚ８采用乳酸石炭酸棉蓝水浸片

法［８］进行染色，并在显微镜下观察其形态特征，结合

培养特征，依据《真菌鉴定手册》［９］对其进行初步鉴

定，可知２株菌均为曲霉属真菌，其鉴定结果见表４。

表３　Ａ８和 Ｈ８及供试菌株的ＣＭＣ酶活

Ｔａｂｌｅ３　Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓａｎｄＡ８，Ｈ８

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

吸光度

Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｙ

葡萄糖含量／μｇ
Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔ

ＣＭＣ酶活

／（μｇ·ｇ
－１·ｍｉｎ－１）

ＣＭＣｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｕｎｉｔ

Ｚ８ ０．５５２ ４２７．７５ ５１１７．２８

Ｚ５ ０．５０２ ３９９．６１ ４６４８．１４

Ｚ４ ０．４５２ ３７２．２０ ４１９１．３５

Ａ８ ０．２６５ ２６８．１２ ２４５６．７９

Ｚ７ ０．２７８ ２７４．３２ ２５２１．５９

Ｚ６ ０．５５６ ４２９．６１ ５１４８．１４

Ｈ８ ０．２３８ ２５３．１２ ２２０６．７９

Ｚ２ ０．４６０ ３７６．５６ ４２６３．８８

Ｚ３ ０．５３７ ４１９．０５ ４９７２．２２

Ｚ１ ０．０４９ ３９２．９４ ４５３７．０３

Ｚ９ ０．０５０ ２５２．１４ ２８４７．２５

Ｚ１０ ０．０２０ ２１７．８５ ２４３９．７６

表４　菌株Ｚ５和Ｚ８的初步鉴定

Ｔａｂｌｅ４　ＩｎｉｔｉａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＺ５ａｎｄＺ８

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

形态特征

Ｓｈａｐｅｃｈａｒａｃｔｅｒ

培养特征

Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒ

鉴定结果

Ｉｄｅｎｔｉｆｙｒｅｓｕｌｔ

Ｚ５

菌丝体较发达，菌丝有隔膜，形成分生孢子
梗，顶端膨大成椭圆形，有单层小梗

Ｍｙｃｅｌｉｕｍｉｓｗｅｌｌｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｎｄｈａｓｓｅｐｔｕｍ．

Ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅｐｅｄｕｎｃｌｅｉｓｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅｔｏｐｉｓ

ｅｌｌｉｐｓｅ，ｈａｓｍｏｎｏｌａｙｅｒｐｅｄｕｎｃｌｅ

菌落圆形，气生菌丝不发达，孢子灰绿色，成同心圆状

Ｃｏｌｏｎｙｉｓｒｏｕｎｄ，ａｅｒｉａｌｍｙｃｅｌｉｕｍｉｓｎｏｔｄｅｖｅｌｏｐｅｄ，ｓｐｏｒｅ
ｉｓｃｅｌａｄｏｎａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃｒｏｕｎｄ

曲霉属

ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓＭｉｃｈｅｌｉ

Ｚ８

菌丝无隔，近乎无色，单细胞多核，形成分生
孢子梗，顶端膨大成球形

Ｍｙｃｅｌｉａｌｈａｓｎｏｓｅｐｔｕｍａｎｄｎｅａｒｌｙａｃｈｒｏｍａ

ｔｉｃｉｔｙ，ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｏｎｅ－ｓｅｌｌｅｄａｎｄｃｏｅｎｏ
ｃｙｔｅ．Ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅｐｅｄｕｎｃｌｅｉｓｆｏｒｍｅｄａｎｄ

ｔｏｐｉｓｒｏｕｎｄｎｅｓｓ

菌落扁平，生长缓慢，初期产生白色菌丝，产淡绿色孢
子，气生菌丝不发达，基内菌丝发达

Ｃｏｌｏｎｙｉｓｆｌａｔａｎｄｇｒｏｗｉｎｇｓｌｏｗｌｙ．Ｗｈｉｔｅｍｙｃｅｌｉａｌｗａｓ

ｐｒｏｄｕｃｅｄａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅ，ｐｅａｇｒｅｅｎｓｐｏｒｅｉｓｆｏｒｍｅｄ．Ａｅｒｉ
ａｌｍｙｃｅｌｉｕｍｉｓｎｏｔｄｅｖｅｌｏｐｅｄ，ｂｕｔｓｕｂｓｔｒａｔｅｍｙｃｅｌｉｕｍｉｓ
ｗｅｌｌｄｅｖｅｌｏｐｅｄ

曲霉属

ＡｓｐｅｒｇｉｌＬｕｓＭｉｃｈｅｌｉ

２．３　菌株Ｚ５和Ｚ８固体发酵剂配方的优化

碳源是构成菌体细胞物质和代谢产物的主要成

分，也是能量的来源。纤维素酶是诱导酶，因此必须

保证在培养基中供给纤维素以诱导纤维素酶的合

成，但有机氮源也会影响纤维素酶的合成，故必须在

小麦秸杆粉和稻草粉中加入一定量的有机氮源，才

能有效促进纤维素的合成。按表１设计方案处理，

测定Ｚ５和Ｚ８有效菌数含量及ＣＭＣ酶活，其结果

见表５和图１。

２．３．１　有效菌含量　从表５可知，在培养７２～９６ｈ

时，３个配方Ｚ５菌株的有效菌含量大小顺序为配方

１＞配方３＞配方２，可见氮源为棉粕的配方有效菌

数高于豆粕和尿素，说明棉粕更适合作为Ｚ５菌株的

缓效氮源；３个配方Ｚ８菌株的有效菌数含量大小顺

序为配方２＞配方１＞配方３，但Ｚ８菌株对不同氮

源的利用程度相当。

表５　３个发酵剂配方中菌株Ｚ５和Ｚ８的有效菌含量

Ｔａｂｌｅ５　ＡｖａｉｌａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆＺ５ａｎｄＺ８ｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｆｏｒｍｕｌａ ｇ
－１

菌株Ｓｔｒａｉｎ 配方１Ｆｏｒｍｕｌａ１ 配方２Ｆｏｒｍｕｌａ２ 配方３Ｆｏｒｍｕｌａ３

Ｚ５

Ｚ８

２．３×１０１４

１．７４×１０１４
１．４６×１０１４

１．７６×１０１４
１．７６×１０１４

１．３０×１０１４
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２．３．２　ＣＭＣ酶活　酶活是衡量发酵剂优劣的一个

重要标准，测定不同培养时间的酶活，出现酶活峰值

的时间越短，酶活越高，微生物数量越多，配方就越

优良。由图１可以看出，菌株Ｚ５随着培养时间的增

加，３个配方中ＣＭＣ酶活均逐渐增大，在培养７２ｈ

时酶活均达到最高值，其中配方１的ＣＭＣ酶活最

高，达到４４６３．５７μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）；３个配方中菌株Ｚ８

的ＣＭＣ酶活亦随培养时间增加而逐渐增大，在培

养７２ｈ时，配方３中ＣＭＣ酶活性达到最高值，而在

培养９６ｈ时，配方１和配方２中的ＣＭＣ酶活性达到

最高值，其中配方１的酶活最高，为３２６５．６７μｇ／（ｇ·

ｍｉｎ）。这主要是因为Ｚ８在培养初期为菌丝，在后期

才产生大量的孢子，因此其纤维素酶产生的时间要推

后一点。由以上结果可知，固体发酵培养基中添加棉

粕时，菌株Ｚ５和Ｚ８的ＣＭＣ酶活均较高，说明棉粕作

氮源能促进菌株的生长和纤维素酶活的提高。

图１　菌株Ｚ５和Ｚ８ＣＭＣ酶活随时间的变化曲线

－◆－．配方１；－■－．配方２；－▲－．配方３

Ｆｉｇ．１　ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅｏｆＺ５ａｎｄＺ８ｓｔｒａｉｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

－◆－．Ｆｏｒｍｕｌａ１；－■－．Ｆｏｒｍｕｌａ２；－▲－．Ｆｏｒｍｕｌａ３

３　结　论

１）本研究从供试的牛粪发酵基质中分离到２２

株具有较强降解纤维素能力的微生物，其中放线菌

７株，真菌１０株，细菌５株；并通过刚果红纤维素平

板培养基对效果较好的１０株真菌进行了复筛，依据

狉值初步确定了其产纤维素酶能力，其中菌株Ｚ７分

解纤维素能力最强，狉平均值为２．３４，其次为菌株

Ｚ１０、Ｚ２和Ｚ６，狉平均值均达２．０以上。

２）对菌株ＣＭＣ酶活的测定表明，１０株真菌的

产纤维素酶能力均较高，其中ＣＭＣ酶活超过４０００

μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）的有７株，占总数的５８．３％。结合培

养特征，选择菌株Ｚ５和Ｚ８作为生产发酵剂的优良

菌株；经初步鉴定，菌株Ｚ５和Ｚ８均为曲霉属真菌。

３）在以棉粕为氮源的配方中，菌株Ｚ５和Ｚ８均

可获得最高的羧甲基纤维素酶活，其中Ｚ５在发酵培

养７２ｈ时 ＣＭＣ酶活最高，达４４６３．５７μｇ／（ｇ·

ｍｉｎ），Ｚ８在发酵培养９６ｈ时ＣＭＣ酶活最高，达到

３２６５．６７μｇ／（ｇ·ｍｉｎ）。在３个发酵剂配方中，２株

菌的微生物数量都达到了１０１４数量级。综合菌株生

长状况，菌株Ｚ５和Ｚ８可作为降解畜禽粪便发酵剂

的优良生产菌株，棉粕是较为理想的固体发酵氮源。
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