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三七渣固态发酵生产康宁木霉生防菌
谭显东　王君君　王　浪　羊依金　郭俊元　彭　兰　覃璐琳

（成都信息工程大学资源环境学院，成都 ６１０２２５）

摘　要　考察了发酵时间、接种量、装料量、温度、光照条件对三七渣固态发酵生产康宁木霉生防菌的影响，并采用正
交实验优化了发酵工艺条件。研究结果表明，将三七渣转化为环境友好的康宁木霉生防菌是可行的。发酵过程受工艺条

件的影响较大，发酵时间、接种量、装料量 ３个因素的交互作用极显著（ｐ＜００１），这 ３个因素以及它们之间的交互作用对
实验结果影响程度的排序为：发酵时间 ＞交互作用 ＞装料量 ＞接种量。优化的发酵工艺条件为：发酵温度 ３０℃、无光照、接
种量 １５％、装料量 ７５ｇ、发酵时间 ６ｄ，在此条件下，康宁木霉的产孢量可以达到 １６７５×１０９ｃｆｕ／ｇ。

关键词　 三七渣　固态发酵　生防菌　康宁木霉
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ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｓｔｈａｔｉｔｉｓｆｅａｓｉｂｌｅｔｏｃｏｎｖｅｒｔｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｒｅｓｉｄｕｅｓｔｏｔｈｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆｒｉｅｎｄｌｙＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｋｏｎｉｎｇｉｉｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔ．Ｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｙｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇｐｅｒｉｏｄ，ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｉｚｅａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｌｏａｄｉｎｇｉｓｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｉｎｆｌｕ
ｅｎｃｅｄｅｇｒｅｅｏｒｄｅｒｏｆｔｈｅｓｅｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｉｓｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇｐｅｒｉｏｄ＞ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
＞ｓｕｂｓｔｒａｔｅｌｏａｄｉｎｇ＞ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｉｚｅ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｓａｓｆｏｌｌｏｗｅｄ：ｃｕｌ
ｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ３０℃，ｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｏｕｔｌｉｇｈｔ，ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｉｚｅｏｆ１５％，ｓｕｂｓｔｒａｔｅｌｏａｄｉｎｇｏｆ７．５ｇ，ａｎｄｆｅｒｍｅｎ
ｔｉｎｇｐｅｒｉｏｄｏｆ６ｄａｙｓ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉｃｏｎｉｄｉａｉｓｕｐｔｏ１６７５×
１０９ｃｆｕ／ｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｒｅｓｉｄｕｅｓ；ｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ；ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔ；Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉ

基金项目：四川省科技支撑计划（２００８ｓｚ０１２９）；大学生创新创业训练

计划项目（２０１３１０６２１００９）

收稿日期：２０１４－０９－０２；修订日期：２０１４－０９－１９

作者简介：谭显东（１９７３—），男，教授，博士，主要从事三废处理及资

源化研究。Ｅｍａｉｌ：ｊａｃｋｔｘｄ＠ｓｉｎａｃｏｍ

　　化学农药的广泛使用已经带来了严重的环境
污染和健康危害问题，随着人民生活水平的提高，

对绿色农产品的需求也日益高涨，由于生物农药

具有稳定性和可靠性，采用环境友好的生物防治

技术取代有毒的化学农药是大势所趋
［１］
。康宁木

霉被认为是最有研究前景的生物防治因子之一，

它通过竞争营养和空间、改变环境条件、促进植物

生长和防御、抗菌、寄生等直接或间接作用机理实

现生物防治
［２］
，在生物防治领域得到了广泛的

重视
［３６］
。

三七是一种传统中药，经水提醇沉工艺提取三

七总皂苷后的药渣一般都作为废物抛弃。三七渣中

除了含有大量淀粉、纤维素、蛋白质以外，还含有包

括１７种氨基酸、１４种微量元素、９种脂肪酸在内的
大量营养元素

［７］
，将其资源化利用，可以减轻环境

污染，实现清洁生产。谭显东等
［８］
进行了固态发酵

生产生防菌康宁木霉的初步研究，对发酵培养基的

制备条件进行了优化。考虑到发酵工艺条件，如发

酵时间、温度、装样量、光照条件等因素对康宁木霉

产孢的影响较大，因此，本文开展了相关发酵工艺条

件优化研究，以便为微生物生长创造适宜的环境条
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件，达到提高产孢量的目的。

１　实验材料和方法

１１　菌　种
康宁木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉ３２７７４）由四川

大学建筑与环境学院保藏和提供。

１２　三七渣
三七渣由四川省某中成药厂提供，湿物料经烘

干、粉碎、过１００目筛后置于干燥器中备用。
１３　培养基

ＰＤＡ培养基：马铃薯浸取液１０Ｌ，葡萄糖 ２００
ｇ，琼脂１５０ｇ，ｐＨ自然，１２１℃灭菌 ３０ｍｉｎ，用于康
宁木霉斜面培养。

固态发酵培养基：本次实验所用固态培养基组

成为：在１０ｇ由三七渣和麸皮组成的混合物中（三
七渣与麸皮的质量比为 ３∶１）加入 ０３ｇ硫酸铵、
００５ｇ磷酸二氢钾和００４ｇ磷酸氢二钾，调整含水
量为６５％，保持 ｐＨ自然，于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，用于
康宁木霉固态发酵产孢工艺条件优化实验。

１４　实验方法
在３０℃下将康宁木霉斜面培养３ｄ，制备成２×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ的种子液，再将其接种至装有固态发酵
培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中进行恒温培养。
１４１　单因素实验

以产孢量作为考察指标，分别考察发酵时间、接

种量、固态发酵培养基装料量（简称装料量）、培养

温度、光照条件（分为无光照、交替光照、持续光照 ３
种不同条件）对发酵的影响。除特别说明外，发酵

工艺条件设定如下：装料量 １０ｇ、无光照、培养温度
为３０℃、发酵时间为５ｄ、接种量为１０％（即１０ｇ发
酵基质接种１ｍＬ康宁木霉种子液）。
１４２　正交实验

在单因子实验的基础上，以产孢量作为考察指

标，在培养温度为 ３０℃、无光照的条件下选择接种
量（Ａ）、装料量（Ｂ）、发酵时间（Ｃ）３个因素进行 ３
因子 ３水平正交实验（具体实验安排见表 １），实验
结果采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行方差分析。

本次实验研究中，在每一种实验条件下都进行

了３次平行实验。
１５　产孢量测定

发酵结束后取１ｇ发酵培养物，采用 ０１％（ｗ／
ｗ）吐温水稀释，将该溶液置于磁力搅拌器上充分搅
拌，然后采用血球计数板测定孢子浓度

［９］
。产孢量

定义为单位质量发酵培养物（干基）中所含有的孢

子数，ｃｆｕ／ｇ。

２　实验结果和讨论

２１　单因素实验
２１１　发酵时间对产孢量的影响

选择恰当的发酵时间既能提高产量、增大产品

效力，又能降低生产成本。将康宁木霉接种到三七

渣固态发酵培养基后，分别培养 ３～１０ｄ，考察发酵
时间对产孢量的影响，结果如图１所示。

由图１可以看出，发酵 ３～７ｄ，产孢量迅速增
加，到第７天时达到最大（１３０８×１０９ｃｆｕ／ｇ）。产孢
量高于易征镟等

［１０］
采用麸皮为原料进行康宁木霉

浅盘发酵的实验结果（在第 ７天时产孢量为 ９６×
１０９ｃｆｕ／ｇ）。本次研究中发现，发酵 ７ｄ后，康宁木
霉的产孢量又逐渐缓慢下降，可能是由于发酵后期

基质中的营养物质缺乏，会造成菌体自溶，产孢量下

降，这与易征镟等
［１０］
的研究结果有所不同，他们发

现，产孢量达到高峰后，在７～１２ｄ内孢子数基本保
持稳定。

图 １　发酵时间对康宁木霉产孢的影响

Ｆｉｇ１　ＩｍｐａｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇｐｅｒｉｏｄｏｎＴｋｏｎｉｎｇｉｉ

ｓｐｏｒｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２１２　接种量对产孢量的影响
考察了不同接种量（１％ ～２５％）的对产孢量的

影响，结果如图２所示。
由图２可以看出，接种量对产孢量有较大影响：

接种量为１５％的时候康宁木霉的产孢量最高，接种
量过大或过小都不利于产孢，夏斯琴等

［１１］
在进行绿

色木霉产孢的研究时也发现相似的现象。可能的原

因在于：过小的接种量会减缓木霉生长，产孢量较

低；较大的接种量虽然有利于促进菌体生长、促进产

孢时间提前，但是接种量过大，易导致发酵后期营养

物质缺乏，使得产孢量不高。

６３５４
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图 ２　接种量对康宁木霉产孢的影响

Ｆｉｇ２　ＩｍｐａｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｉｚｅｏｎＴｋｏｎｉｎｇｉｉ

ｓｐｏｒｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２１３　装料量对产孢量的影响
康宁木霉属于好气性微生物，锥形瓶中供氧充

足与否直接影响产孢。在 ２５０ｍＬ的锥形瓶中分别
装入７５～２５０ｇ的固态发酵培养基，考察了装料
量对产孢量的影响，结果如图３所示。

图 ３　装料量对康宁木霉产孢的影响

Ｆｉｇ３　ＩｍｐａｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｌｏａｄｉｎｇｏｎＴｋｏｎｉｎｇｉｉ

ｓｐｏｒｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

由图 ３可以看出，康宁木霉的产孢量随着装料
量的增加逐渐减少，在本次研究条件下，装样量

２５０ｇ时的产孢量只有装料量 ７５ｇ时的 ５６７％。
研究结果说明，增加装料量不利于发酵体系的传氧

和散热，适宜的装料量能够促进微生物的生长繁殖，

提高产孢能力。

２１４　温度对产孢量的影响
考察了培养温度（２２～３４℃）的对产孢量的影

响，结果如图４所示。
由图 ４可以看出，温度对康宁木霉的产孢量影

响显著，在 ３０℃时的产孢量最大。这与易征璇
等

［１０］
的研究结果较为接近。过高的温度会影响孢

子的形成和萌发、生长迟缓；而温度太低对菌体的生

图 ４　温度对康宁木霉产孢的影响

Ｆｉｇ４　ＩｍｐａｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＴｋｏｎｉｎｇｉｉ

ｓｐｏｒｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

长及其生化反应不利。刘时轮等
［１２］
研究发现，采用

先降温后升温的变温发酵模式可以缩短绿色木霉产

孢的发酵周期，但在本次研究没有发现变温培养对

康宁木霉产孢的促进作用。

２１５　光照对产孢量的影响
本次实验考察了不同光照条件（持续光照、无

光照、交替光照）对康宁木霉产孢的影响。持续光

照指在整个发酵周期内不间断地进行光照，直到发

酵终止；无光照指在整个发酵周期内都不进行光照；

交替光照指在整个发酵周期内每天光照 １２ｈ，其余
时间保持黑暗，两者交替进行。研究结果表明，持续

光照、无光照、交替光照条件下，康宁木霉产孢量分

别为 １１８３×１０９ｃｆｕ／ｇ、１１９１×１０９ｃｆｕ／ｇ、１１９６×

１０９ｃｆｕ／ｇ。
由此可见，是否光照对康宁木霉的产孢量影响

不显著，这与前人的研究结果有些不同：一般认为，

光照能够促进木霉产孢
［１３，１４］

。出现这种现象的原

因在于：木霉菌所产孢子可以分为分生孢子和厚垣

孢子两大类，培养基组成、温度、接种量等工艺条件

和菌株种类对木霉所产孢子的类型影响较大
［１５１７］

，

光照主要影响分布在基质表面的分生孢子，而对分

布在培养基质深层的厚垣孢子影响较少。本次研究

中所产孢子主要为厚垣孢子，因此受光照的影响

较小。

２２　正交实验
　　正交实验结果如表 １所示，方差分析结果如表
２所示。

由表２可以看出，接种量、装料量、发酵时间 ３
个因素的交互作用极显著（ｐ＜００１），区组间的实
验结果差异不显著（ｐ＞００５），接种量对实验结果
的影响不显著（ｐ＞００５），装料量和发酵时间对实验

７３５４
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表 １　正交实验结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

实验

编号

因素 产孢量（×１０９ｃｆｕ／ｇ）
Ａ接种
量（％）

Ｂ装料
量（ｇ）

Ｃ发酵
时间（ｄ）

区组１ 区组２ 区组３

１ １０ ７５ ６ １３２０ １３７８ １３６５
２ １０ １０ ７ １３６６ １３２４ １３３５
３ １０ １２５ ８ １３０１ １３０３ １２６２
４ １５ ７５ ６ １６９４ １６７２ １６６０
５ １５ １０ ７ １２５４ １２６３ １２７０
６ １５ １２５ ８ １１６３ １１９４ １１２４
７ ２０ ７５ ６ １２８８ １２２７ １２８３
８ ２０ １０ ７ １２２４ １３３８ １２５９
９ ２０ １２５ ８ １６４４ １４６９ １４９８

表 ２　正交实验的方差分析表

Ｔａｂｌｅ２　ＡＮＯＶＡｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

变异来源
偏差

平方和
自由度 方差 Ｆ比 Ｓｉｇ

校正模型 ６０５７７ａ １０ ６０５８ ３０６９９ ００００
截距 ４９２８３１３ １ ４９２８３１３２４９７５４９６ ００００
接种量 ０７２５ ２ ０３６３ １８３８ ０１９１
装料量 ９４１２ ２ ４７０６ ２３８４８ ００００
发酵时间 ３７６７５ ２ １８８３７ ９５４６３ ００００
区组 ０２１９ ２ ０１１０ ０５５５ ０５８５

交互作用 １２５４６ ２ ６２７３ ３１７９０ ００００
误差 ３１５７ １６ ０１９７
总计 ４９９２０４７ ２７

校正的总计 ６３７３４ ２６

　　注：ａＲ２＝０９５０（调整 Ｒ２＝０９２０）。

结果的影响极显著（ｐ＜００１）。这 ３个实验因素以
及它们之间的交互作用对实验结果影响程度的排序

为：发酵时间 ＞交互作用 ＞装料量 ＞接种量。
由于正交实验所考察的３个因素之间的交互作

用极显著，本研究采用新复极差法（Ｄｕｎｃａｎ法）进行
了不同发酵工艺条件的多重比较，以寻求最佳的实

验条件组合，多重比较结果见表３。

表 ３　发酵工艺条件优化多重比较表

Ｔａｂｌｅ３　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
正交实验

编号
Ｎ

子集（×１０９ｃｆｕ／ｇ）
１ ２ ３ ４ ５

６ ３ １１６０
５ ３ １２６２
７ ３ １２６６
８ ３ １２７４ １２７４
３ ３ １２８９ １２８９
２ ３ １３４２ １３４２
１ ３ １３５４
９ ３ １５３７
４ ３ １６７５
ｐ １０００ ００６４ ００５６ １０００ １０００

　　由表 ３可以看出，在已完成的正交实验中第 ４
号实验结果最好，其产孢量为 １６７５×１０９ｃｆｕ／ｇ，优
于文献中报道的实验结果

［１０，１８］
。因此本次研究表

明，优化的发酵工艺条件为：接种量 １５％，装样量
７５ｇ，发酵时间６ｄ。

３　结　论

本次研究得到下列结论：

（１）三七渣固态发酵生产康宁木霉生防菌过程
受工艺条件的影响较大。接种量、装料量、发酵时间

３个因素的交互作用极显著（ｐ＜００１），这 ３个因素
以及它们之间的交互作用对实验结果影响程度的排

序为：发酵时间 ＞交互作用 ＞装料量 ＞接种量。
（２）在优化的发酵工艺条件下，即发酵温度

３０℃、无光照、接种量１５％、装料量 ７５ｇ、发酵时间
６ｄ，在此条件下发酵三七渣，康宁木霉产孢量可达
１６７５×１０９ｃｆｕ／ｇ。
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