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摘  要：玉米深加工是全球第二大宗农产品加工行业，玉米淀粉制备过程中产生大量的副产物，如玉米浆（Maize Steep Liquor, 

MSL）。玉米浆色深味重、毒素含量高、处理困难，已经成为众多玉米深加工企业发展的桎梏。该研究主要利用玉米浆中丰

富的速效氮源和微生物的促生长因子进行微生物菌肥的开发。通过对前期筛选到的 3 株植物根际促生菌（PGPMs）的共生

发酵研究，评估了 3 种菌在玉米浆中高密度发酵的可行性，并对发酵特性进行了研究。试验结果表明，3 种菌通过共生发酵，

并在模拟流加工业废料结晶糖母液作为补料时，发酵体系中的总生物量从 6.6×109 提升到了 2.17×1010 CFU/mL，并在 52 h

氨基酸态氮含量达到最大。同时，采用葡萄糖模拟结晶葡萄糖母液流加补料显著提高了共生体系的总糖以及溶磷的利用率，

可溶性磷利用率提高了近 50%；此外，添加葡萄糖还能保持发酵体系的 pH 值稳定，奠定了生产稳定性。该研究为玉米浆的

再利用提供了一种解决方法，对低成本生物肥料的开发与生产提供了一种新的思路。 
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0  引  言  

玉米淀粉是目前生产葡萄糖浆和各种糖类衍生物的

主要资源[1]。玉米深加工通过浸泡、粉碎、筛分、干燥、

浓缩、洗涤、萃取等工艺，得到大量的玉米淀粉，此外

还产生了粗纤维饲料、玉米蛋白粉、玉米浆等大宗副产

品[2]。而玉米浆（Maize Steep Liquor，MSL）是玉米淀粉

湿磨加工过程中经过亚硫酸浸泡后产生的废水浓缩而成

的一类高浓度有机废水[3]。它含有丰富的蛋白质、氨基酸

和促生长因子等营养物质[4]，常作为饲料等营养补充剂以

及发酵工业廉价氮源[3-6]。但因其高氨氮、高化学需氧量、

高酸度的特性，限制了其广泛应用。生物菌肥是利用微

生态学原理，用特定功能微生物在适合的载体上经过发

酵而成，含有大量的有益微生物以及其他活性物质，能

够促进植物生长的一类活菌制剂[7]。玉米浆中丰富的速效

氮源和促生长因子可以提高微生物细胞量生长[8]。 

然而玉米浆是一种复杂的多相体系，由多种可溶性

物质和低溶解度的固相（如不溶性磷酸钙镁盐等）组成，

并且玉米浆中毒素含量颇高，其中黄曲霉毒素、玉米赤
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霉烯酮、呕吐毒素是玉米浆中主要毒素成分，是玉米浆

质量的关键控制点[9]。多数研究把少量玉米浆作为促生长

因子和廉价氮源添加到发酵介质中，过量的玉米浆添加

会导致发酵培养基氮的过量，对产物的合成造成不良影

响[10]。到目前为止，在玉米浆中这一多相体系的发酵特

征在实际生物利用过程中被忽视。微生物肥料作为一种

有益的土壤修复和营养补充物，在生态农业中扮演重要

的角色。例如，Xu 等[11-14]分别将甘薯淀粉废水、木薯废

料和味精副产物转化为生物肥料。因此，利用玉米浆开

发生物菌肥，不仅能够利用土壤以及微生物对毒素的缓

释和降解作用，解决玉米浆的难利用问题，还可以降低

菌肥生产成本，提高附加值。 

除了培养基原料外，菌种也是是决定生物发酵及产

品好坏的关键因素，不同菌种其发酵特性差异极大。在

已有的生物肥料的报道中大部分菌肥都是针对于一种植

物或者农作物的生长影响，整体来说缺乏适用性，研究

意义比较局限。本研究最终筛选了枯草芽孢杆菌、地衣

芽孢杆菌和黑曲霉为目标菌株。Kayasth 等[15-16]鉴定地衣

芽孢杆菌是开发多功能生物肥料的理想菌株，它能产生

吲哚乙酸（Indole Acetic Acid, IAA）、铁螯合剂、溶解磷

酸盐，并具有促进植物生长的特性。大量研究证实枯草

芽孢杆菌在 IAA 生产、生物防治、土壤恢复等方面促进

植物生长[17-19]。此外，由于目前国内外施用无机肥料还

是种植农作物的主要施肥方式，不仅增加了成本，还导

致土壤酸化、压实、地下水污染等对环境的负面影响[20]，

·农业生物环境与能源工程· 
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另一方面，当前生物肥料的研究并不成熟，所以研发一

种适用性广且使用有益微生物和有机垃圾组成的的低成

本生物肥料对现代社会来说仍然是一个迫切的挑战。 

所以本研究以玉米浆为主要原料，通过共生发酵技

术探究枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、黑曲霉在玉米浆

中共生发酵过程，同时以葡萄糖模拟淀粉厂废液——结

晶糖母液[21]，模拟评估 3 菌种在流加结晶糖母液的玉米

浆中高密度发酵时细胞生长及发酵特性，为进一步高蛋

白质类废弃物——玉米浆的利用拓宽市场，为玉米淀粉

加工企业废弃物的高附加值再利用提供了参考；为以多

种细菌为基础开发实用型菌肥奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

前期工作从生物菌肥工业生产菌种中筛选到了 9 株

功能性菌株，分别在解磷和产酸、降解大分子含氮物等

方面效果显著，且经过共生发酵菌群组合研究筛得到 3

株没有拮抗作用且能相互促进的菌种，分别为枯草芽孢

杆菌（Bacillus subtilis 3301）、地衣芽孢杆菌（Bacillus 

licheniformis F18）和黑曲霉（Aspergillus niger 3324），

由山东理工大学食品科学与工程综合实验室保藏。 

1.2  试验材料 

玉米浆（MSL）由鲁洲生物科技有限公司提供。在

经过一系列测定可得 MSL 的 pH 值以及各类营养物质的质

量比；pH 值为（4.3±0.1），蛋白质含量可达 17.2%（干基

蛋白质 51.1%），总糖含量为 4.52%±0.1%（质量比），灰分

含量达到 7.46%，含水量为 67.14%，波美度浓度为 21°Bé。 

由于玉米浆中含有丰富的蛋白质、氨基酸等氮元素，

其蛋白质质量分数可达 17.2%，因此，常作为发酵工业的

优质氮源。然而玉米浆中的碳源含量相对较低，总糖质

量分数只有 4.52%±0.1%，因此为了保证微生物生长所需

的碳氮平衡，对比了玉米浆中补充适量碳源是否有利于

供试菌株生长。本试验选取了葡萄糖（40 g/L）作为补料，

用其来模拟玉米淀粉厂的废液（结晶葡萄糖母液）[21]。 

种子培养基：牛肉膏蛋白胨（Nutrient Broth）培养基[22]，

pH 值为 7；改良马丁培养基[23]，pH 值为 6.2~6.6。 

细菌计数培养基：牛肉膏蛋白胨（Nutrient Broth）培

养基（用于枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌计数），pH 值

为 7；真菌计数培养基：孟加拉红培养基[24]（Rose Bengal 

Medium）（用于黑曲霉计数），pH 值为 7。均使用稀释

平板法进行计数。 

摇瓶培养发酵培养基：200 g/L 玉米浆；发酵罐分批

培养发酵培养基：前期试验 200 g/L 玉米浆在发酵罐中产

生大量泡沫影响发酵过程，因此选用 100 g/L 玉米浆；采

用氢氧化钾作为 pH 中和剂调节初始 pH 值为 6.5，121 ℃

灭菌 20 min。 

1.3  种子培养 

分别从斜面菌种刮取 2 环菌落接种至种子培养基中，

枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌接种至牛肉膏蛋白胨（NB）

培养基，37 ℃，160 r/min，摇瓶培养 18～20 h；黑曲霉

接种至改良马丁培养基，30 ℃，160 r/min，摇瓶培养 24 h。 

1.4  发酵培养 

摇瓶培养：摇瓶培养发酵培养基，分装于 250 mL 三

角瓶，每瓶装液量 50 mL，将 3 种菌株种子液按照 10%

接种量接入发酵培养基中，另外在对照组中添加葡萄糖

（40 g/L），分别于 30 ℃，160 r/min，摇床培养 72 h。 

5 L 发酵罐（5 L 全自动发酵罐，迪必尔生物工程有

限公司）分批培养：配制分批培养发酵培养基，按 5%接

种量将黑曲霉种子液接入 5 L 发酵罐中；初始通气量

2 L/L·min；搅拌转速 300 r/min；通过自动流加 2 M 氢氧

化钾和硫酸控制 pH 值为 6.5；培养温度 30 ℃；培养 24 h

后，分别以质量分数 5%的接种量接入枯草芽孢杆菌和地

衣芽胞杆菌种子液，调整通气量为 4 L/(L·min)，流加氢

氧化钾调节 pH 值为 7，培养温度为 37 ℃。 

葡萄糖流加方式：发酵 24 h 后，将浓度为 40%的葡

萄糖按照 10 mL/h 的流加速度补入；流加周期 24 h。 

1.5  分析方法 

有效活菌数采用稀释平板法测定；氨基酸态氮按照

国标 GB/T 5009.235-2016 甲醛滴定法测定；溶磷采用钼

蓝分光光度法测定；溶氧、酸碱流加量测定采用发酵罐

系统在线测定；葡萄糖浓度和谷氨酸浓度采用生物传感

仪测定（SBA－40C，山东省科学院生物研究所）。 

流变特性分析使用配备有一对同轴圆柱体的

Kinexus Lab +旋转流变仪（英国 Malvern 仪器）测定，内

径和外径分别为 25 和 27.5mm，在 25℃下以 0.1~50 s-1

的剪切速率在线性黏弹性区中评估黏度。黏弹性数据由

Ostwald de Waale 模型拟合 

 η=Kγn-1 （1） 

式中 η 为表观黏度，Pa·s；γ 为剪切速率，s-1；K 是一

致性指数，n 是提供有关受剪切速率影响的流动行为信

息的指数。 

在 25 ℃下从 0.1~10 Hz 进行频率扫描。测量了储能

模量（G'）和损耗模量（G''）之间的关系。 

发酵特性计算式如下： 

 ∆AAN=CN−CN0 （2） 

 ∆P=CP−CP0 （3） 

 ∆T.S=CT−CT0 （4） 

 ∆R.S =CR−CR0 （5） 

式中 CT 为发酵液中总糖含量，CP 为发酵液中可溶性磷含

量，CN 为发酵液中氨基酸氮（AAN）含量，CR 为发酵液

中还原糖含量，CP0、CN0、CT0、CR0 分别代表未接种微生

物时 MSL 培养基的初始磷、氮、总糖、还原糖含量，∆T.S，

∆R.S 为总糖和还原糖消耗量，单位均为 mg/L。 

2  结果与分析 

2.1  3 种功能菌种在玉米浆中纯培养的发酵特性 

首先分别对这 3 株菌在玉米浆中纯培养的特性进行

了研究和优化。之后试验分别将供试菌株（枯草芽孢杆

菌、地衣芽孢杆菌、黑曲霉）接种在有无添加葡萄糖的

玉米浆培养基中，各菌株的发酵特性如表 1 所示。 

在纯玉米浆培养基中发酵 72 h 后，3 株菌分别达到

了最高活菌数，其中枯草芽孢杆菌的活菌数最高，达
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3.05×109 CFU/mL ， 地 衣 芽 孢 杆 菌 活 菌 数 达 到

1.8×109 CFU/mL，黑曲霉活菌数为 3.5×106 CFU/mL。在

以 40 g/L 葡萄糖流加补料后，枯草芽孢杆菌和地衣芽孢

杆菌活菌数均升高，尤其是地衣芽孢杆菌活菌数提升明

显，最高达到 1.79×1010 CFU/mL。添加葡萄糖作为补料

明显促进了枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌的细胞量。相

反地，黑曲霉的活菌数变化量不大，说明添加葡萄糖可

以有效提高整个体系内的细胞数量。 

表 1 中数据可得 3 种菌株对玉米浆中碳源的消耗情况。

可以看出虽然 3 菌株单独培养时，对玉米浆中总糖的利用

率都不足 60%，但是黑曲霉对玉米浆中糖源的利用率明显

高于其他菌株。 

图 1a 为活菌数分析，3 种细菌在 MSL 培养基均有增

长，表明生长态势较好。

表 1  葡萄糖对菌体在玉米浆中发酵特性 

Table 1  Fermentation characteristics of glucose on the bacterium in maize pulp 

菌种 Bacterial species 
培养基种类 

Culture medium type 
生物量 

Biomass/(108 CFU·mL-1) 
ΔAAN/ 
(mg·L-1) 

ΔP/ 
(mg·L-1) 

ΔT.S/% pH 值 
pH value 

ΔR.S/% 

玉米浆 34.0±1.9 531.3±61.6 -669.8±7.7 35.2±2.6 7.34±0.01 57.9±2.1 枯草芽孢杆菌 
B. subtilis 3301 玉米浆流加葡萄糖 38.5±2.5 267.5±43.5 -458.7±3.1 90.5±0.2 7.18±0.04 80.09±0.2 

玉米浆 32.0±0.7 600.1±143.1 -494.2±3.1 30.3±3.2 7.08±0.03 51.5±6.2 地衣芽孢杆菌 
B. licheniformis F18 玉米浆流加葡萄糖 179.0±0.2 383.6±28.8 -154.3±4.8 83.0±0.5 6.86±0.01 76.7±0.8 

玉米浆 11.5±0.7(×106) 510.1±34.0 -136.1±41.9 37.6±5.4 6.18±0.03 70.5±1.2 黑曲霉 
A. niger 3324 玉米浆流加葡萄糖 12±2.5(×106) 143.4±46.9 63.5±10.9 85.0±0.4 5.06±0.03 87.1±0.4 

注：ΔAAN 为氨基酸态氮变化量；ΔP 为可溶性磷消耗量，%；ΔT.S 为总糖消耗量，%；pH；ΔR.S 为还原糖消耗量，%；±代表标准差，下同。 
Note: ΔAAN is change of amino acid nitrogen; ΔP is phosphorus change, %; ΔT.S is total sugar consumption, %; pH is pH value; ΔR. S is consumption of reducing 
sugar, %; ±, The standard deviation, the same below. 

 

图 1  三种细菌在 MSL 培养基中培养的活菌数，氨基酸态氮变化量（ΔAAN），磷变化量（ΔP）和 pH 值情况的变化 

Fig.1  Variation of viable count, amino acid nitrogen change (ΔAAN) , phosphorus change (ΔP) ,  
and pH valueof the three strains cultured in MSL medium 

 

图 1b 显示 3 菌株均可提高玉米浆中游离氨基酸态氮

的含量，可将玉米浆中蛋白质分解为游离氨基酸。尤其

是地衣芽孢杆菌的氨基酸态氮含量增加量最高，达到

600 mg/L。但是根据表 1 中的数据可得，添加葡萄糖后 3

菌株的氨基酸态氮含量明显降低，该情况可能是葡萄糖

的添加使微生物生长速度加快，细胞量的增加加速了玉

米浆中氨基酸态氮的消耗，从而降低了氨基酸态氮的含

量；并且随着发酵的进行，氨基酸也会参与到一些生理

生化反应中，所以氨基酸总量会不断减少。 

玉米浆中不仅含有丰富的蛋白质资源，同时含有丰

富的磷元素。玉米浆中磷以植酸的形式存在，植酸可与

玉米浆中的 Ca2+、Mg2+、蛋白质等鳌合形成不溶性盐，

影响微生物对营养物质的利用[25]。图 1c 表示了 3 菌株对

玉米浆中溶磷的利用情况，枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆

菌能够有效利用玉米浆中的有机磷用于自身细胞生长，

尤其是地衣芽胞杆菌发酵玉米浆后溶磷含量降低最多。

另外，只有黑曲霉的可溶性磷含量在添加葡萄糖后呈现

正效应，说明葡萄糖的添加可以提高黑曲霉对玉米浆中

部分不溶性有机磷转化为溶磷的转化率。 

图 1d看出黑曲霉发酵液的 pH值明显低于其他菌株。

同时，添加葡萄糖后各菌株发酵液 pH 值明显降低，尤其

是黑曲霉降低最明显，最低 pH 值可达到 5.5。发酵液 pH

值与可溶性磷含量基本呈现负相关。说明添加葡萄糖后，

黑曲霉产生较多的有机酸，降低发酵液 pH 值，有机酸可

以促进不溶性磷酸盐的溶解。总之，枯草芽孢杆菌，地

衣芽孢杆菌和黑曲霉能够较好的利用玉米浆中营养物

质，玉米浆可作为 3 种菌株的营养基质。同时，添加葡

萄糖后明显提高了各菌株的糖利用率，增加了各菌株的

生物量，说明在玉米浆中添加葡萄糖可以进一步促进微

生物的生长。该试验结果为玉米淀粉厂废液（结晶葡萄

糖母液）的利用提供了思路，将玉米淀粉企业的玉米浆

与结晶葡萄糖母液联合利用，可以作为微生物菌肥开发

的廉价原料。 

2.2  共生发酵过程中流加葡萄糖显著提高玉米浆菌肥

活菌数 

不同菌株在生长对数期存在差异，所以采用普通的

接种方式会导致枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和黑曲霉

共生发酵过程中活菌数较低，难以获得最大细胞数。因
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此，根据 3 种菌株在玉米浆培养基中的生长曲线，采用

延迟接种的方法以获得最大活菌数。在 5 L 发酵罐中分批

培养，评价 3 种菌株在玉米浆多相体系中共生发酵过程

中生长变化，即先在玉米浆中接种黑曲霉培养 24 h，再

接种枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌，每隔 6 h 取样测定各

菌株活菌数，共生发酵过程中细胞变化曲线如图 2 所示。 

 
图 2  3 种菌共生发酵过程活菌数变化情况 

Fig.2  Changes in the number of live bacteria during the symbiotic fermentation of three species of bacteria  
 

图 2a 为不添加碳源的玉米浆 3 菌株细胞变化曲线，3

种菌株的细胞生长均呈现先增长后降低的趋势，枯草芽

孢杆菌在 24 h 接种后开始迅速生长，在 30 h 细胞量最高

为 3.05×109 CFU/mL。紧接着黑曲霉在接种后 40 h 左右

到达最高值，达 1.25×109 CFU/mL。最后地衣芽孢杆菌细

胞量在 50 h 达到最高值 3.25×109 CFU/mL。 

图 2b 为流加了 40%浓度葡萄糖的 3 菌株细胞变化曲

线，3 种菌株到达最高生物量的顺序与未添加葡萄糖的一

致，均呈现枯草芽孢杆菌先到达生物量峰值，其次是黑

曲霉，最后是地衣芽孢杆菌。但是流加葡萄糖后黑曲霉

在 34 h 时细胞量达到了最高值，比未流加葡萄糖时到达

细胞量峰值的时间明显提前了（提前了 6 h）。而地衣芽

孢 杆 菌 的 细 胞 量 明 显 提 高 了 ， 最 高 达 到 了

1.79×1010 CFU/mL，比未流加葡萄糖的情况下提高了

600%。同时黑曲霉的活菌数也增加为 1.2×107 CFU/mL。

说明葡萄糖的流加不仅可以提高发酵体系中的的活菌数

量，还能加速黑曲霉的生长。由以上数据计算得出发酵

罐分批培养过程中流加葡萄糖可以显著提高发酵体系的

活菌数量，在发酵过程中发酵体系中的总生物量从

6.6×109 提升到了 2.17×1010 CFU/mL。 

枯草芽孢杆菌和黑曲霉为好氧微生物，枯草芽孢杆

菌在接种后会迅速夺取发酵基质中的溶解氧和营养物

质，细胞量迅速繁殖[26]。进一步地，黑曲霉到达生长峰

值，地衣芽孢杆菌为兼性厌氧微生物，枯草芽孢杆菌和

黑曲霉此时到达衰亡期，没有和地衣芽孢杆菌的竞争位

点，此时地衣芽孢杆菌开始迅速生长繁殖，在 50 h 达到

最高值，此时玉米浆中营养物质不足导致地衣芽孢杆菌

进入生长衰亡期。 

2.3  共生发酵过程游离氨基酸态氮含量提高 

玉米浆中含有丰富的蛋白质和氨基酸等氮源，接种

产蛋白酶等酶系的微生物可以有效降低玉米浆中的蛋白

质等大分子物质。通过测定氨基酸态氮的含量可以评价 3

种菌株对玉米浆中氮源的利用情况。图 3 表示了共生发

酵过程中玉米浆氨基酸态氮和其中代表性氨基酸—谷氨

酸的变化情况。可以看出，发酵前期玉米浆中氨基酸态氮

含量降低，说明此时黑曲霉的生长直接利用玉米浆中氨基

酸用于自身生长。没有流加葡萄糖发酵时，在 24 h 以后氨

基酸态氮含量迅速增加，在 52 h 到达最高值，增加了约

900 mg/L。52 h 后氨基酸态氮含量开始降低。流加葡萄糖

发酵时，氨基酸态氮含量明显低于未流加葡萄糖时的含

量。这一现象与 3 菌株纯培养时一致。谷氨酸变化趋势呈

现先增加后减少的趋势。0~35 h 谷氨酸含量不断增加，在

28 h 达到最高值为 450 mg/L。流加葡萄糖后，谷氨酸含量

明显增加，在 35 h 时谷氨酸含量最高为 550 mg/L。前期菌

株产生的蛋白酶将玉米浆中部分蛋白质分解为谷氨酸，谷

氨酸含量增加，后期菌体利用了谷氨酸用于生长，导致含

量降低。因此，在玉米浆接种微生物可将其中蛋白质发酵

降解成植物可直接利用的氨基酸，在发酵 35 h 其谷氨酸含

量最高，在 52 h 发酵物中氨基酸态氮含量最高。 

 

图 3  玉米浆共生发酵过程氨基酸态氮和谷氨酸变化 
Fig.3  Changes in amino acid nitrogen and glutamate during 

co-fermentation of maize pulp 
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2.4  共生发酵显著提高碳源和磷源利用率 

玉米浆中含有丰富的溶磷，溶磷可为微生物生长繁

殖提供充足的磷源，促进微生物生长。图 4a 是玉米浆发

酵过程中溶磷动态变化。可以看出 52 h 前可溶性磷含量

降低，随后溶磷含量基本无明显变化。说明共生发酵过

程中溶磷为微生物的生长繁殖提供了充足的磷源。尤其

是流加葡萄糖后，上清液中可溶性磷含量明显降低。因

为流加葡萄糖后共生发酵活菌数量明显增加，导致磷的

消耗量显著增加，在 52 h 各菌株均进入衰亡期，消耗曲

线趋于平缓。 

图 4b 为玉米浆中碳源消耗曲线。可以看出葡萄糖的

消耗速率高于还原糖消耗率。0～24 h 玉米浆中可发酵糖

迅速被消耗用于细胞生长，24 h 后糖源消耗变缓，趋于

稳定。0～24 h 阶段处于黑曲霉单菌种生长阶段，前面研

究中发现黑曲霉对玉米浆中糖源的利用率可达到 70%

（图 4b），因此接种黑曲霉后玉米浆中碳源被迅速利用。24 h

流加葡萄糖后碳源消耗曲线仅略高于未流加时，尤其是

24～32 h 碳源消耗情况基本保持一致，此阶段为黑曲霉迅

速生长，流加的葡萄糖均被黑曲霉利用。因此玉米浆中溶

磷在发酵过程中被迅速消耗，可有利于细胞生长，同时玉

米浆中可发酵糖不足以支撑黑曲霉生长，流加葡萄糖的同

时碳源也基本被消耗，后期可适当提高碳源流加量。 

 

图 4  玉米浆共生发酵过程中磷及还原糖/葡萄糖变化 

Fig.4  Changes in dissolved phosphorus and R.S/Glucose consumption during co-fermentation of maize pulp 
 

2.5  流加葡萄糖增加了共生发酵体系的稳定性 

溶氧是发酵过程中重要的控制参数之一。溶氧大小

对菌体生长和产物生产有不同的影响。图 5 表示了玉米

浆共生发酵过程中溶氧变化。0~12 h 发酵体系中溶氧含

量迅速降低，黑曲霉是好氧菌，会迅速夺取发酵基质中

的溶解氧用于生长代谢。24 h 接种枯草芽胞杆菌和地衣

芽胞杆菌后，将通气量从 2 L/(L·min）调整为 4 L/(L·min），

溶氧略有增加但很快被枯草芽胞杆菌和黑曲霉利用。溶

氧量不足限制了好氧微生物在玉米浆中生长，这可能是

限制玉米浆中微生物高密度生长的重要因素之一。 

未流加葡萄糖时 24～48 h 阶段溶氧量高于流加葡萄

糖时溶氧。因为补糖后，摄氧率就会增加，引起溶氧浓

度的下降，经过一段时间以后又逐步回升。在发酵过程

中，一旦葡萄糖耗尽，生产菌的比摄糖速率降低，比耗

氧速率也随之降低，DO 值逐渐回升；当比摄糖速率低于

临界值时，流加补入葡萄糖后使生产菌的比摄糖速率增

加，比耗糖速率升高，DO 值降低。另外发酵系统跟踪测

定了发酵过程中补料调节 pH 值过程中酸碱流加量。可以

看出，未流加葡萄糖时，发酵前期 0～28 h，碱添加量增

加，说明黑曲霉生长过程中产生了一部分有机酸。30 h

至发酵结束，酸添加量迅速升高，说明此时伴随着一部

分细胞衰亡，碳源不足，一部分蛋白质氨基酸被分解利

用，导致 pH 值升高。 

流加葡萄糖时，24～48 h 葡萄糖流加过程中碱液流

加量一直增高，说明流加葡萄糖过程中产生了较多的有

机酸，导致 pH 值降低。50 h 以后，酸流加量增加，说明

此时细胞在不断衰亡导致 pH 值升高。总之，玉米浆发酵

体系中，在罐压一定的情况下，调节通气量也难以明显

提高发酵基质中溶氧量，可以限制好氧微生物高密度生

长，是保持发酵体系保持稳定的重要因素之一。流加葡

萄糖可改变玉米浆共生发酵过程中酸碱变化趋势，流加

葡萄糖会使发酵过程中产生大量的有机酸，可降低玉米

浆中碳氮比过低引起的 pH 值过高的情况。 

由结果可得，作为好氧微生物的黑曲霉被体系中的

溶氧含量所限制，避免了黑曲霉的高密度生长成为优势

菌株，从而保持了发酵体系中 3 种菌类共生发酵的稳定

性。同时在整个发酵体系中，从酸碱液的添加来看，无

葡萄糖流加的体系中从 30 h 便有细胞死亡或者蛋白质被

分解利用，添加葡萄糖作为补料的体系中则是在 60 h 才

开始出现这种情况。结果表明添加葡萄糖作为流加补料，

大大延长了细胞开始死亡的时间，可以有效解决体系中

因碳源不足导致的 pH 值升高问题，所以流加葡萄糖作为

补料可以增加共生发酵体系的稳定性。 

2.6  共生发酵过程中发酵液流变特性分析 

流变特性可以影响传热传质过程从而对发酵过程产

生影响。丝状菌的发酵液受到丝状菌的形态及生物量的

影响表现出高黏度高固形物，因此通过对不同发酵时间

的发酵液进行取样，用旋转流变仪恒温 25 ℃测定，得到

不同剪切应变率下的剪应力和表观黏度。12 个时间点的

发酵液黏度和剪应力随剪切应变率的变化如图 6 所示。
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随着剪切速率的增加，发酵液的表观黏度逐渐降低，出

现剪切稀化的现象，均表现出假塑性非牛顿流体的特性。

发酵过程中的发酵液均符合幂律规则式。当剪切速率在

0～10 s-1 时，表观黏度大幅下降，随后黏度下降趋势变缓，

当剪切速率大于 20 s-1 时，稳态剪切曲线趋于水平，表观

黏度值在 0 Pa·s 左右，说明发酵液在剪切速率一定程度

后趋近于一个稳定值，具有较好的剪切稳定性。0～12 h

发酵悬浮液的黏度均随发酵时间的增加而增加，这表明

随着发酵过程的进行，黑曲霉迅速生长，产生了大量的

菌丝体和分泌物，使发酵液成分复杂化，增强了发酵体

系内部的网络结构而使发酵清液黏度稍有升高。同时，

此时发酵液中溶氧含量相对值基本为 0（图 5），发酵液

中的溶氧均被微生物利用。 

 

图 5  玉米浆共生发酵过程中溶氧，酸碱流加量以及 DO 值的

过程变化 

Fig.5  Process variation of dissolved oxygen, acid-base flow 
addition and DO value during MSL co-fermentation 

 

图 6  共生发酵发酵液表观黏度特性分析 

Fig.6  Apparent viscosity characteristics analysis of co-fermented 
fermentation broth 

 

用式（1）对图 6 的数据进行幂指数拟合，得到发

酵不同时间的流变特性参数稠度系数 K 和流动指数 n

的值（图 7）。假塑性流体 K 值越大，其发酵液黏稠度

越大，n 值越小，其非牛顿流体性质愈加显著。图中可以

看出，发酵初期 0～12 h 发酵液稠度系数 K 值迅速升高，

n 减小；12 h 后 K 值逐渐减小，n 值逐渐增大。流加葡萄

糖后 24～28 h，K 值增加，28 h 后逐渐降低。流加葡萄

糖后其发酵液 K 值高于玉米浆发酵液，表明流加葡萄糖

后其发酵液黏稠度增加。在整个发酵过程中 12 h 的 K 值

最大，n 最小，说明此时发酵液的非牛顿流体性最强。同

时对发酵液的弹性模量（G′）和黏性模量（G″）测定（图

8）。同样在 12 h 其 G′和 G″含量最高，且发酵液表现出

浓稠性质。随着剪切速率的增加 G′基本呈现稳定状态，G″

逐渐增加，表明剪切后黏性增强。但是流加葡萄糖对发

酵液的 G′和 G″无明显变化。菌丝体的产生对发酵液的稠

度系数增长有较大影响。 

 

注：K 是一致性指数，n 是提供有关受剪切速率影响的流动行为信息的

指数。 
Note: K is the consistency index and n is the index that provides information 
about the flow behavior affected by the shear rate. 

 

图 7  共生发酵发酵液 K、n 值的变化 

Fig.7  Variation of K and n values of co-fermented fermentation 
broth 

 

图 8  不同发酵时间的玉米浆发酵液弹性模量与黏性模量 

Fig.8  Energy storage modulus and loss modulus of maize pulp 
fermentate for different fermentation times 

3  讨  论 

近年来化肥农药的大量使用造成了水、土壤空气等

环境的污染，生物菌肥的开发可替代化肥农药使用，减

少其产生的负面影响，同时促进了植物生长、土壤修复。

越来越多的研究致力于生物菌肥功能性菌种的选育和应

用[27-29]，如一些已经用于农业生产的菌种如枯草芽孢杆

菌、地衣芽孢杆菌、胶质芽孢杆菌、黑曲霉[30-33]等。在

本研究中，从菌肥工业生产中选择的枯草芽孢杆菌、地

衣芽孢杆菌、黑曲霉可以产生多种如蛋白酶，脂肪酶，

淀粉酶，纤维素酶等酶系，分解土壤中的有机质，促进

植物根际微生物生长，提高作物对氮磷钾及中微量元素

等的相互协调和吸收率。同时枯草芽孢杆菌和地衣芽孢

杆菌能够产生生长素等促进植物生长[34]，产生的抗菌物

质能够抑制多种植物病菌生长[35]，与共生的有益菌种能
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长期共存，使土壤微生态平衡；黑曲霉具有优良的解磷、

解钾能力，同时可以竞争性抑制其他有害真菌的生长[36]。

通过将 3 种功能微生物共生发酵，增加了菌肥的多种功

能性，同时 3 菌种均可以产生植酸酶，将玉米浆中的有

机磷转化为游离磷酸根，被微生物进一步利用。 

在发酵过程中先接种黑曲霉可以产生多种有机酸将

玉米浆中的不溶解性磷转化为可溶性磷，降低玉米浆的

渗透压，培养 24 h 后接种枯草芽孢杆菌，它可以在玉米

浆发酵系统中迅速生长，同时将黑曲霉的成团的菌丝体

剪稀，增加其孢子数量。同时，地衣芽孢杆菌是兼性厌

氧菌，避免了发酵液中溶氧不足造成活菌数降低的问题，

所以应在发酵后期接种，以提高发酵 pH 值，并分解产生

更多的氨基酸供枯草芽孢杆菌在发酵过程中利用。芽孢

杆菌与黑曲霉共生系统的建立以及共生系统中黑曲霉数

量的增加将在今后的研究中进一步深入研究。 

本研究测定了发酵体系中的溶氧参数以及流变系

数，体积氧传递系数表征了工程水平发酵罐内的氧传递

情况，它与发酵液的流变性质有关[37-38]。这种时序变化

的混合传质情况进而又会影响菌体的生长以及产物的生

成，从而对生产造成一定的影响。在发酵过程中，作为

好氧微生物的黑曲霉被体系中的溶氧含量所限制，避免

了黑曲霉的高密度生长成为优势菌株，同时地衣芽孢杆

菌是兼性厌氧菌，避免了发酵液中溶氧不足造成活菌数

降低的问题。本研究对发酵液的流变特性进行分析显示，

黏度系数在 12 h 最大，随后开始降低。黏度越大，体积

氧传递系数越小。而溶氧量的降低反过来又会影响菌体

生长以及产物合成。菌丝形态及菌体浓度等会严重影响

发酵液的流变特性。随着菌体的生长，K 值逐渐增大；后

期菌体逐渐衰亡，K 值也开始下降。因此菌体浓度过高，

严重影响了霉菌发酵液溶氧量的增加，影响其其生长代

谢。因此应考虑改良发酵罐物理结构或尽可能保持高转

速，降低发酵液稠度，提高氧传递系数，使菌株有更高

的活性，从而使菌肥具有更高的品质。 

虽然关于共生发酵的研究已被广泛报道[39-40]，但共

培养系统中不同微生物可能会相互抑制[41]。本研究评估

了三菌种在有无添加葡萄糖的玉米浆中共生发酵过程的

参数变化，以此模拟结晶葡萄糖母液与玉米浆结合用于

共生发酵的过程。结晶糖母液是工业生产精制葡萄糖过

程中蒸发浓缩制得的葡萄糖再经过搅拌降温离心分离出

晶体后的剩余部分。结晶糖母液中葡萄糖含量约 40%～

50%[25]，因此在发酵罐分批培养过程中，选用 40%浓度

的葡萄糖作为流加补料。试验结果发现流加葡萄糖可以

显著提高共生发酵体系中的活菌数量，尤其是发酵后期

地衣芽孢杆菌活菌数；同时，流加葡萄糖还可以增加体

系中对可溶性磷以及总糖的利用率；以及增加发酵体系

的稳定。相反，葡萄糖的流加导致了培养物中氨基酸态

氮的含量降低。这可能是在增加细胞量的同时，过高的

细胞生长利用了氨基酸态氮，从而导致氨基酸态氮含量

降低。至此，本试验模拟结晶葡萄糖母液的添加，有

效的将两种工业废料（玉米浆；结晶葡萄糖母液）结

合到了一起，制作出的“废料”培养基营养物质丰富，

辅以菌株从而制造出生物菌肥。本研究为两种工业废

料的处理再利用提供了选择，对生物肥料的开发以及

工业废料的再利用有着积极作用。 

4  结  论 

本研究通过菌种组合确定了 3 菌种共生发酵生产菌

肥。采用延迟接种技术在 5 L 发酵罐中共生发酵，并流加

40 g/L 的葡萄糖作为补料，结果为流加葡萄糖作为补料可

显著提升 3 种菌株的生物量，总生物量从 6.6×109 提升到

了 2.17×1010 CFU/mL， 并且在 52 h 氨基酸态氮含量达到

最大。采用葡萄糖模拟结晶葡萄糖母液流加补料使共生

体系中溶磷利用率提升了 50%，并且添加葡萄糖还能保

持发酵体系的 pH 稳定，奠定了生产稳定以及使用广泛的

玉米浆生物菌肥基础。该研究是对玉米浆共生发酵生物

菌肥的初步系统研究，并为玉米浆生物肥料的生产提供

了系统的生产步骤。 
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Abstract: Maize deep processing has been the second-largest agricultural processing industry in the world. The products (such 

as starch sugar, maize oil, and crude fiber) have been very important food and chemical raw materials. Among them, maize 

starch is currently the main resource for the production of glucose syrup and various sugar derivatives. However, the 

preparation process of maize starch can produce a large number of by-products, such as Maize Steep Liquor (MSL). 

Alternatively, the maize pulp has been confined during processing, due to the dark color, heavy taste, high toxin content, and 

difficult handling. Particularly, maize pulp presents great potential in the field of bio-exploitation, due to a large number of 

nutrient contents with more than 40% nitrogen and more than 25% carbohydrates. Therefore, a cheap nitrogen source can be 

served for the fermentation production of bioproducts. This study aims to develop microbial fertilizers using the abundant 

source of fast-acting nitrogen in the maize pulp and the growth-promoting factors of microorganisms. The slow release and 

degradation of toxins by soil were avoided to reduce the direct toxicity of biotoxins to humans and livestock. A systematic 

evaluation was made on the high-density fermentation of three strains of plant inter-rhizosphere growth-promoting bacteria 

(PGPMs) in the maize pulp. The fermentation characteristics were investigated via the symbiotic fermentation of three strains 

of PGPMs that screened in the previous stage. The experimental results showed that the three species significantly increased 

the biomass in the fermentation system after the symbiotic fermentation. The flow addition of starch industrial waste 

(crystalline glucose mother liquor) was taken as a supplement during the simulation. The total biomass was elevated from 

6.6×109 to 2.17×1010 CFU/mL in the fermentation system. The maximum viable bacterial count and amino acid nitrogen were 

obtained at the end of 45 h fermentation. Meanwhile, the glucose was added in the mimic crystalline glucose mother liquor 

flow in the symbiotic system. Then, there was a significant increase in the utilization of total sugars and soluble phosphorus. 

Specifically, the soluble phosphorus utilization increased by nearly 50%. The addition of glucose also maintained the stable pH 

value in the fermentation system, particularly for the stable production of bacterial fertilizer. This finding can provide a better 

solution and practical basis for the reuse of maize pulp in the production of low-cost biofertilizers using a variety of bacteria. 

The high value-added reuse of crystalline glucose mother liquor can be produced using the waste of maize starch.  

Keywords: bacteria; fermentation; Maize Steep Liquor (MSL); biofertilizer; inter-root promoting bacteria; microecology 


