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摘要摘要 为了筛选制备耐低温高效降解农业生物质废弃物的复合菌剂，在已获得的耐低温木质纤维素降解菌群A25-3的基础上，

采用混料设计（mixture design）对复合菌比例进行优化，通过测定菌群A25-3、酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）和绿色木

霉（Trichoderma viride）不同比例搭配对纤维素酶（CMCase、滤纸酶和外切葡聚糖酶）、蛋白酶和α-淀粉酶活性的影响，建立了

各菌株（群）搭配比例与试验指标之间的回归方程。使用Design Expert 8.0软件的优化功能对满足所有期望的响应值进行优

化，得到复合菌的最优配比（质量分数）为绿色木霉37.24%，菌群A25-3 67.76%。对该最优比例进行验证试验，得到的结果与

预测值基本一致。秸秆降解试验表明，固体复合菌剂可高效降解秸秆，有效提高堆肥体系的温度，在低温环境下的堆肥和秸秆腐

熟具有很好的应用前景。
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Optimal mixture design of preparation of cold-adapted multiple
species inoculant for biomass waste degradation

AbstractAbstract In this paper, an optimum mixture design is used for the preparation of cold-adapted multiple species inoculant. Based on the
Design Expert software, a quadratic model is established as a function of the component fractions of species, such as the Saccharomyces
cerevisiae, the Trichoderma viride and the flora A25-3, on the enzyme activity of the CMCase, the FPase, the cellobiohydrolase, the
proteinase and the α-amylase. The response values satisfying all expectations are optimized，and the most excellent combinations of the
Saccharomyces cerevisiae, the Trichoderma viride and the flora A25-3 are 0% , 37.24% and 67.76% , respectively. The result of the
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中国是农业生物质废弃物产出量最大的国家，每年排放

畜禽粪便约25亿 t，农业生产中植物性废弃物逾20亿 t[1]，但这

些农业生物质废弃物大部分就地堆积或焚烧，已带来了严重

的环境污染和资源浪费。如何有效地充分利用这类生物质

资源值得思考和研究，而最关键的是如何实现木质纤维素的

高效生物转化，据统计，全球植物性纤维素和半纤维素的年

产量分别达到720亿 t和600亿 t[2]，成为地球上最大的可再生

碳库[3]。这方面的研究已有大量的文献报道[3~6]。但现阶段堆

肥技术由于低成本、高效率的特点仍是处理生物质废弃物的

重要手段[7]。为了加快堆肥化进程，提高堆肥的效率和产品

质量，常需要添加一些微生物菌剂。福建超大现代农业科技

研究所前期的研究已从高寒地区长期堆积牛粪的土壤中富

集获得了一组高活性的耐低温木质纤维素降解菌群A25-3，
为了进一步提高菌群的降解生物质效率，有必要与其他高效

降解生物质的菌株进行复配。已有大量的文献表明，木霉属

（Trichoderma）中的许多种都具有很强的木质纤维素降解能

力 [8,9]，如 绿 色 木 霉（Trichoderma viride）[10,11]、瑞 氏 木 霉

（Trichoderma reesei）[3]、康氏木霉（Trichoderma koningii）[12,13]和

拟康氏木霉（Trichoderma pseudokoningii）[14]等。酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）具有合成α-淀粉酶（α-amylase）和

葡萄糖淀粉酶（glucoamylase）的特性，能从淀粉分子的非还原

性末端开始，水解α-1，4糖苷键和α-1，6-葡萄糖苷键，广泛

用于葡萄糖浆、高果糖浆和酒精生产的淀粉水解[15~17]，并有研

究将酿酒酵母与其他水解酶的联合作用进行温和预处理，对

家庭固体垃圾进行同步糖化和发酵，实现生物质的高效转

化[18]。也有利用酿酒酵母在降解有机物过程的放热作用，用

于低温下提高牛粪堆肥的体系温度[19]。传统的复合菌剂制备

方法大多是各个菌株等比例混合或简单按比例混合，进行效

果试验，如果混合菌株较多，则需要大量的试验工作。而混

料设计可以通过少量试验即可拟合试验指标与各菌比例的

关系式，可更精确地分析和预测混合效果。为此，本研究引

进酿酒酵母和绿色木霉，通过Design Expert 8.0中的混料设计

（mixture design）的单形格子点设计（simplex lattice）方法，以

复合菌剂的纤维素酶（CMCase、滤纸酶和外切葡聚糖酶）、蛋

白酶和α-淀粉酶活性为参照指标，对其混合配比进行优化，

并进一步通过秸秆腐熟和模拟堆肥试验验证其效果。

1 材料与方法
1.1 供试材料

菌群A25-3为福建超大现代农业科技研究所从内蒙古

高寒地区长期堆积牛粪的表层土壤样品中经低温驯化富集

获得的耐低温木质纤维降解菌群；酿酒酵母（Saccharomyces

cerevisiae）和绿色木霉（Trichoderma viride）购自中国农业微生

物菌种保藏中心。

1.2 菌剂固体发酵培养

1）发酵料配方：通过选用不同配比的发酵料，分别制备

酿酒酵母、绿色木霉、菌群A25-3的固体菌剂。其中，酿酒酵

母固体发酵料（质量分数）：麸皮50%，玉米粉10%，豆粕10%，

褐煤10%，磷矿粉20%；绿色木霉固体发酵料（质量分数）：麸

皮 25%，锯末 30%，玉米粉 10%，豆粕 10%，褐煤 5%；菌群

A25-3固体发酵料（质量分数）：麸皮 60%，玉米粉 10%，豆粕

20%，磷矿粉 10%。固体料混匀后加 1/5 的水（1 L 水中含

K2HPO4 3 g，（NH4）2SO4 3 g，MgSO4 5 g，CaCl2 5 g）。
2）培养方法：取5 L玻璃大烧杯，装入约3.5 L的发酵料，

用8层纱布封口，115℃灭菌2 h，冷却后接入15℃培养72 h的
菌群菌液 200 mL，在隔水式培养箱中培养，前 12 h将培养箱

温度调至 25℃，之后关闭加热开关，由菌群自身生长产热维

持体系温度。每间隔12 h在无菌条件下，翻动培养料。

1.3 试验设计

应用Design Expert 8.0软件，以酿酒酵母、绿色木霉和菌

群的固体菌剂比例为自变量，以纤维素酶（CMCase、滤纸酶

和外切葡聚糖酶）、蛋白酶和α-淀粉酶为试验指标，通过限

定各菌剂比例边界（均为 0~100%），得到试验设计表（表

1）。按照表 1配制不同比例的固体菌剂，分别测定菌剂的酶

活。对试验结果进行统计分析，得到 3种菌剂的最佳配比及

预测结果，依照行业标准技术指标要求，选定最佳配比进行

验证试验，方法同上。

verification experiment on the formulation is consistent with the prediction. The straw degradation experiments show that the multiple
species inoculant has a high level of degradation efficiency for the straw at a low temperature. It suggests that there is a great application
prospect of the multiple species inoculant under cold conditions.
KeywordsKeywords mixture design; multiple species inoculant; cellulase; cold-adapted; biomass waste;

表1 混料设计表

Table 1 Mixture design matrix

系列

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

配比

酿酒酵母
1/3
1/2
0
0
1/2
1
0
1/2
1/6
1/6
0
1
0
2/3

绿色木霉
1/3
0
0
1
1/2
0
1/2
1/2
2/3
1/6
1
0
0
1/6

菌群A25-3
1/3
1/2
1
0
0
0
1/2
0
1/6
2/3
0
0
1
1/6
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1.4 固体菌剂酶活分析

取 10 g发酵料于 150 mL的三角瓶中，加 50 mL无菌水，

120 r/min震荡 30 min，静置片刻，收集上清悬浊液，5000 g离
心 15 min，收集上清，作为酶粗液，按行业标准《NY 609—
2002有机物料腐熟剂》方法[20]测定羧甲基纤维素酶、蛋白酶

和淀粉酶活性，按吕志伟的方法[21]测定滤纸酶和外切葡聚糖

酶活性。其中羧甲基纤维素酶、滤纸酶和外切葡聚糖酶以每

g固体菌剂每min释放1 μg葡萄糖的量定义为一个酶活力单

位，用U表示；蛋白酶以每g固体菌剂每min释放1 μg L-酪氨

酸的量定义为一个酶活力单位，用U表示；α-淀粉酶以每g固
体菌剂每min降解1 mg 淀粉的量定义为一个酶活力单位，用

U表示。

1.5 固体菌剂对秸秆的腐熟作用

取 10 g稻草秆，剪为 9 cm小段，用纱布和牛皮纸包好，

115℃灭菌，放置于 150 mL三角瓶内，加入 50 mL无菌水，每

瓶添加 1 g固体菌剂，置于 25℃下，静置，观察菌群固体菌剂

对稻草秸秆的腐熟效果。

1.6 模拟堆肥试验

泡沫箱模拟堆肥试验在福建超大集团有限公司位于内

蒙古多伦县的奶牛场进行，具体方法为：取新鲜牛粪，晾晒至

含水量60%左右，用铁锹敲碎，过1 cm筛子，取饲养用干草剪

成2～3 cm的小段，作为堆肥调理剂，按体积分数5%添加，充

分混匀，添加质量分数 0.5%的固体菌剂，混匀，盖上泡沫箱

盖，保温发酵腐熟。

1.7 数据处理

计算平均值、标准差，采用 Excel 2007软件进行处理。所

得数据输入 Design Expert 8.0软件，得到多项式模型，并通过

软件进行单因子方差分析（ANOVA）和差异显著性分析，取

P＜0.05为差异显著。

2 结果与分析
2.1 模型建立

测定 3种固体菌剂按比例培养的纤维素酶（CMCase、滤
纸酶和外切葡聚糖酶）、蛋白酶和α-淀粉酶，利用 Expert
Design 8.0对试验结果进行拟合，得到各指标的回归方程：

YCMCase=-2.86A+104.26B+66.66C+388.90AB+342.83AC+
235.99BC-2486.41ABC

YFPase=0.66A+56.99B+25.46C+6.25AB+78.93AB+203.57BC
Ycellobiohydrolase=-1.83A+24.06B+37.69C+301.86AB+105.03AC+

304.45BC-1472.31ABC
Yprotease=14.54A+19.85B+24.63C+1.17AB-12.10AC+88.63BC

-355.87ABC
Yamylase=40.10A+63.76B+89.90C-5.78AB-75.45AC-106.09BC

式中，Y为酶活，A为酿酒酵母固体菌剂的质量分数，B为绿色

木霉固体菌剂的质量分数，C为菌群A25-3固体菌剂的质量

分数。

对回归方程进行方差分析（表2）表明，5个模型的二次模

型和线性混合模型都达到 0.01 极显著水平，R2=0.8804～
0.9631，说明结果的变异有 88.04%～96.31%是由变量引起

的，R2adj=0.8057～0.9315，5个模型的失拟项都未达显著性，说

明模型可以很好地拟合酶活与固体菌剂比例的关系。

2.2 不同固体菌剂比例对相关酶活的影响

通过三元等值线图比较酿酒酵母、绿色木霉、菌群A25-
33种固体菌剂比例变化对纤维素酶（CMCase、滤纸酶和外切

葡聚糖酶）、蛋白酶和α-淀粉酶的影响（图1）。结果表明，酿

酒酵母和绿色木霉对CMCase活性影响最大，当两者质量分

数各为 50%时，CMCase活性预测值最大（147.929 U）。菌群

A25-3对FPase、外切葡聚糖酶和蛋白酶的活性影响最大，当

菌群A25-3的质量分数为 62.764%，绿色木霉的质量分数为

37.236%时，FPase、外切葡聚糖酶和蛋白酶的活性预测值最

大，分别为 84.7762、103.769和 43.5634 U。菌群A25-3对α-
淀粉酶活性的影响最大，当菌群 A25- 3 的质量分数为

90.599%，酵母的质量分数为 9.401%时，α-淀粉酶活性可以

达到78.7948 U。

2.3 混合固体菌剂比例的优化

以上结果为各菌株（群）组成对单个指标的影响，通过软

件的优化功能可以对满足所有期望的响应值进行优化。设

定各值的变化范围，酿酒酵母、绿色木霉、菌群A25-3的质量

分数在0～100%之间变化，纤维素酶（CMCase、滤纸酶和外切

葡聚糖酶）、蛋白酶和α-淀粉酶选取最大值，其中酶活上限设

置尽可能大，最终软件给出3组组合，并给出预测值（表3）。
根据农业行业标准《NY 609—2002 有机物料腐熟剂》的

技术指标要求，为了保证产品质量，设定各个指标的设定各

种酶活所期望的响应值为标准的2倍，即纤维素酶、蛋白酶、

淀粉酶分别≥60 U，≥30 U和≥20 U，获得不同比例的各个酶

活指标重叠等高线图（图 2）。根据重叠等高线图限定的范

围，只有1号组合满足要求。为此，选定了接近该组合为最佳

配比。

表2 方差分析结果

Table 2 Analysis of variance

回归方程

YCMCase

YFPase

Ycellobiohydrolase

Yprotease

Yamylase

二次模型

P值

0.0003

<0.001

0.0001

0.0004

0.0016

线性混合

模型P值

0.0005

<0.001

0.0031

0.0006

0.0009

失拟项

P值

0.2110

0.1415

0.5352

0.2332

0.3171

R2

0.9512

0.9187

0.9631

0.9464

0.8804

R2adj

0.9094

0.8678

0.9315

0.9005

0.8057

26



科技导报 2015，33（8） www.kjdb.org

图1 酿酒酵母、绿色木霉、菌群A25-3交互作用对CMCase（a）、滤纸酶（b）、外切葡聚糖酶（c）、蛋白酶（d）、α-淀粉酶（e）活性的影响

Fig. 1 Interaction effects of Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma viri de and flora A25-3 on CMCase(a), FPase (b),
cellobiohydrolase (c), protease (d) and α-amylase (e)

序

列

1
2
3

酿酒

酵母/%
0

20.208
9.452

绿色

木霉/%
37.236
79.792
0

菌群

A25-3/%
62.764
0

90.548

CMCase活性/U
135.817
145.326
89.431

滤纸酶活性/U
84.776
46.610
29.873

外切葡聚糖酶活性/U
103.768
67.504
42.944

蛋白酶活性/U
43.563
18.970
22.640

α-淀粉酶活性/U
55.373
58.044
78.739

表3 最佳组合及预测结果

Table 3 Optimal mixture proportions and the predicted values of the enzymes activity

2.4 固体复合菌剂酶活

根据回归方程预测，羧甲基纤维素酶、滤纸酶、外切葡聚

糖酶、蛋白酶和α-淀粉酶的预期活性分别为 136.07、85.00、
103.93、43.61和 55.23 U。根据选定的最佳组配，制备成复合

菌剂，通过测定各种酶的活性表明，除了 CMCase的测定值

（101.74 U），高于所期望的响应值）与预期有较大差异外，其

他几种酶活性与预测值较为吻合，滤纸酶、外切葡聚糖酶、蛋

白酶和α-淀粉酶分别为65.22、94.78、48.27和47.89 U（图3）。
2.5 固体复合菌剂对稻秆的降解作用

将固体菌剂接种于装有已灭菌的稻秸的三角瓶中，置于

室温下，25 d后秸秆几乎全部腐烂，而对照除了颜色变黑，几

乎无多大变化（图 4）。可见，固体菌剂对秸秆具有明显的腐

熟作用。

2.6 固体复合菌剂对模拟堆肥体系温度的影响

堆肥体系温度的变化能够反映体系中微生物的代谢情

图2 酿酒酵母、绿色木霉、菌群A25-3交互作用对各种

酶活影响的重叠等高线图

Fig. 2 Overlaid contour plot of Saccharomyces cerevisiae,
Trichoderma viride and flora A25-3 for enzymes activity
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况。低温环境下，在泡沫箱中进行模拟堆肥试验表明，在堆

肥前期，固体菌剂能够明显促进温度的升高，但可能由于体

系较小，不利于保温的缘故，体系最高温度才47.5℃（图5）。

3 讨论
混料设计作为一种有效的试验手段已广泛应用于食

品 [22]、药品 [23]、化工 [24]、农药 [25]的配方优化试验中。由于其优

越性，混料设计试验逐渐被应用到微生物复合菌剂的开发

中[26,27]。本研究通过混料设计试验，建立了3种菌剂不同配比

与复合菌剂相关酶活之间的回归模型，依据回归模型，得出

CMCase、FPase、外切葡聚糖酶和蛋白酶等技术指标的最大预

测值，进一步通过设定所期望的响应值，选定了最佳配比。

经验证试验结果表明，除了CMCase酶活（101.74 U）低于预期

值（136.07 U）外，其他几种酶活性与预测值较为吻合。这说

明混料设计试验用于固体复合菌剂菌株组配的优化设计上

是可行的、高效的。通过本研究选定的最佳组配的复合固体

菌剂的CMCase酶活低于预期值，可能是由于低温纤维素酶

的最适作用温度普遍较低，一般最适作用温度为 20~25℃[28]，

本实验是在 50℃测定的CMCase酶活性，可能由于温度较高

而导致酶的活性受抑制，因此，有必要进一步分析该菌群纤

维素酶的最佳反应条件。

目前普遍接受的观点是天然纤维素水解成葡萄糖的过

程必须依靠 3种组分的协同作用，即首先由内切型纤维素酶

（endocellulase，EG）在纤维素聚合物的内部起作用，在纤维素

的非结晶部位进行切割，产生新的末端，然后再由外切葡聚

糖酶（cellobiohydrolase，EX）以纤维二糖为单位，从末端进行

水解，最后由纤维二糖酶（cellobiase，CB）将纤维二糖彻底水

解为葡萄糖[29]。由于高浓度的纤维二糖对EG酶和EX酶活力

有强烈的抑制作用，而在低浓度时则是纤维素酶的诱导物，

如果纤维素酶复合组分中缺乏纤维二糖酶组分就会严重影

响纤维素的降解速率。在本实验中，绿色木霉和菌群A25-3
组配制成固体复合菌剂，可提高纤维素酶活性的机制可能是

由于所使用的菌群A25-3同时具有木聚糖酶和纤维二糖酶

的活性，而绿色木霉生产木聚糖酶和纤维二糖酶的能力较

弱，故在木质纤维素的降解过程中，通过木聚糖酶对木聚糖

的水解可以降低其和纤维素的连接，从而增加了纤维素酶对

纤维素吸附，而纤维二糖酶则水解产生的纤维二糖，使纤维

二糖的含量在发酵过程中处于低浓度水平，从而诱导纤维素

酶降解纤维素。

4 结论
研究采用混料设计，建立了耐低温降解菌群A25-3、酿酒

酵母和绿色木霉固体菌剂之间的不同配比与复合菌剂相关

酶（CMCase、滤纸酶、外切葡聚糖酶、蛋白酶和α-淀粉酶）活

性之间的回归模型，选定了最佳质量分数配比为绿色木霉

37.24%和菌群A25-3 62.76%。该优化配比验证试验结果表

明，除了 CMCase酶活外，其他几种酶活性与预测值较为吻

合。该固体复合菌剂用于秸秆腐熟，可使稻秆得到快速降解。

低温环境模拟堆肥试验表明，固体菌剂可在堆肥的前期有效提

高体系温度。依据本研究优化筛选的组合制得的固体复合菌

剂可用于低温环境下的农业生物质废弃物的堆肥腐熟。

CMCase、滤纸酶、外切葡聚糖酶、蛋白酶的活力单位

1 U=1 μg/（g·min-1）；α-淀粉酶的活力单位1U=1 mg/（g·min-1）

图3 复合菌剂酶活与预测值、期望效应值的比较

Fig. 3 Experimental, predicted and expected values of
enzymes activity of the multiple species inoculant

图4 固体复合菌剂对稻秆的降解作用

Fig. 4 Degradation of rice straw with the multiple
species inoculant

图5 固体复合菌剂对模拟堆肥体系温度的影响

Fig. 5 Effect of the multiple species inoculants on
the system temperature of simulated composting

（a）0 d

（b）15 d

（c）25 d
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