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Abstract 
In the industrial production of Trichoderma viride, the storage cycle of the producing strain is too 
short, the strain is more serious, the color of the spore is shallow, the yellow green is changed, the 
process of seed production is too long and the quality of the final product is affected. Based on the 
original formula, the fermentation process was optimized by orthogonal experiment and verifica-
tion experiment. Finally, the optimum fermentation medium of solid seed was determined: millet 
35%, corn flour 25%, seaweed active powder 10%, bran 30%, and inorganic salt 0.8%. In the 
above optimized solid medium of Trichoderma green, the color of conidia changed from light 
green to dark green, and the maximum yield of conidia could reach 7.7 × 109/g (dry culture). The 
results showed that the optimized mycelium content was 1.25 times higher than that of the origi-
nal mycelium in 300 L liquid fermentor at 30 h fermentation period. 
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摘  要 

在绿色木霉活菌制剂的工业化生产中，生产菌种的保存周期过短，菌种退化较为严重，斜面孢子颜色变

浅、向黄绿转变，制种工艺流程过长，影响最终产品质量。本实验基于原配方工艺，通过正交实验及验

证实验等方法对发酵工艺进行优化，最终确定最佳固体种子发酵培养基组成：小米35%，玉米粉25%，

海藻活性粉10%，麸皮30%，无机盐0.8%。在上述优化的绿色木霉固体培养基中，分生孢子颜色由浅

绿转为深绿，分生孢子最大产量可达到7.7 × 109个/克(干培养物)。经实验证明，300 L液体发酵罐生产

时的菌丝体在发酵周期30 h时，优化后的菌丝含量是优化前儿的1.25倍。 
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1. 引言 

目前以农业可持续发展为宗旨的植物病虫害生物防治[1] [2] [3]，在农业生产中起着越来越重要的作

用。绿色木霉菌(Trichoderma viride)是一类具有重要经济意义的生防有益菌，对多种引发土传病害的病原

菌具有抑制作用，其作用机制已得到广泛深入的研究和报道，但是对其规模化生产的应用技术相关报道

较少。目前生产的木霉菌剂多为分生孢子制剂，通常采用固体发酵或液[4]、固两相发酵生产，孢子产量

被作为衡量发酵优劣的核心指标。固态发酵[5] [6] [7] [8] [9]是获得大量真菌孢子的最好方法，通过固态

发酵产生的孢子质量较高。孢子在干燥或紫外照射等环境下的抵抗性更强，贮存后孢子的存活率较高，

并且发酵产品干燥后可直接制备成菌剂，工艺流程短，工艺环节少，生产成本更低，产品质量更可靠[10]。
在实际生产过程中绿色木霉生产比较繁琐，特别是在液、固两相发酵的生产过程中，通常是通过 2%~3%
液体种子或大量的克氏瓶斜面种子接种液体发酵罐后，接种固体培养基进行固体发酵生产绿色木霉制剂。 

2. 实验材料与方法 

2.1. 实验材料 

供试菌株：经中国科学院微生物研究所鉴定为绿色木霉(Trichoderma viride)，菌株编号：LLM-001。 
PDA 培养基[11] (g∙L−1)：200 g 马铃薯、20 g 葡萄糖、23 g 琼脂。121℃灭菌 30 min，备用。 
液体培养基(g∙L−1)：北京雷力海洋生物新产业股份有限公司自制。 
固体培养基(g∙L−1)：北京雷力海洋生物新产业股份有限公司自制。 

2.2. 实验仪器 

DT2000A 型电子天平(江苏省常熟市意欧仪器仪表有限公司) 
高压灭菌锅(江阴滨江医疗设备有限公司，LS-B35L-1 型) 
单人净化工作台(北京利康达科技发展有限公司，SW-CJ-1D 型) 
恒温培养箱(北京永光明医疗仪器有限公司，DHP-500 型) 
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显微镜(重庆市奥普光学仪器有限公司，UB100i) 
恒温振荡器(太仓豪诚实验仪器制造有限公司，THZ-D;TCYQ) 
离心机(上海安亭科学仪器厂，TDL-40D) 

2.3. 实验试剂 

葡萄糖(北京化工厂)  
琼脂粉(石狮市环球琼胶工业有限公司) 
硫酸镁(北京化工厂)  
磷酸氢二钾(北京化工厂) 

2.4. 实验方法 

1) 菌种活化。将 PDA [11]培养基均匀分装在试管中，于 121℃灭菌 30 min，冷却至室温，摆置成斜

面，在超净工作台上无菌操作接 4℃保藏的绿色木霉菌种，29℃培养，培养时间为 7 d。 
2) 液体种子培养。使用 250 ml 量筒将 200 ml 液体培养基分装入 500 ml 三角瓶中，于 121℃灭菌 30 

min，冷却至室温后接入活化菌种，置于恒温振荡器中 29℃ 180 r∙min−1 下培养 24 h。 
3) 孢子制备。将 PDA 培养基分装约 70 ml/250ml 克氏瓶中，于 121℃灭菌 30 min，冷却至室温，在

超净工作台上无菌操作接种后，置于 29℃恒温培养箱静置培养 7 d，用刮下斜面孢子使用无菌水制成孢

子悬液，经实验室血球计数检测结果为：平均每个克氏瓶的孢子总数约为 150 亿个。 
4) 根据正交表设计的 4 种固体培养基。麸皮、海藻活性粉、玉米粉、稻壳组分称量并搅拌均匀，定

量装入 500 ml 三角瓶中，于 121℃灭菌 1 h，接入培养周期 24 h 的液体种子，置于恒温培养箱中 29℃静

置培养，每日翻动一次三角瓶，发酵 5 d 后取出，干燥后测定孢子数量。 
5) 三角瓶摇床实验验证，液体培养基 200 ml 经 250 ml 量筒分装 500 ml 三角瓶中，于 121℃灭菌 30 

min，根据各处理的接种量接种发酵。 
处理 1 (对照)液体种子接种量 0.015%； 
处理 2 正常液体接种量 2%； 
处理 3 正常固体克氏瓶接种量约 2250 个/ml； 
处理 4 固体孢子接种量 0.015%； 
于 29℃ 180 r∙min−1 摇床上培养。离心机 4000 r∙min−1，5 min 离心去上清液，万分之一天平精确称量，

按不同发酵周期检测单位体积的菌丝体湿重。 
6) 车间液体发酵罐发酵验证。 

3. 结果和分析 

3.1. 固体培养基配方选择 

提提培养基以麸皮为氮源发酵培养基[12] [13] [14] [15]的最佳有机氮源，玉米粉与麸皮的水平比例为

1:1 [5] [6] [7] [8]，另外添加硫酸镁、碳酸钙 0.8%，pH 值自然。本实验以原有固体培养基配方为基础，

通过正交设计优化固体培养基组分麸皮、玉米粉、细稻壳、海藻活性粉的含量，选择最佳含量(表 1)。 
通过正交设计实验设计结果如表 2。 
试验目的找出试验结果因素影响的主次顺序，从表 2 的极差 R 的大小顺序排除的因素的主次顺序为： 
主→次 
C、A、B、D 

https://doi.org/10.12677/amb.2018.73015


严国富 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2018.73015 127 微生物前沿 
 

Table 1. Factor level 
表 1. 因素水平 

因素 
水平 

1 2 3 

A 小米 25% 30% 35% 

B 玉米粉 20% 25% 30% 

C 海藻活性粉 10% 15% 20% 

D 麸皮 20% 25% 30% 

 
Table 2. Orthogonal design table L9 (34) 
表 2. 正交设计表 L9 (34) 

  列号 
试验号 

1 2 3 4 固体发酵物中的孢子数目 109个/克 

1 A1 B1 C1 D1 4.2 

2 A1 B2 C2 D2 3.5 

3 A1 B3 C3 D3 1.2 

4 A2 B1 C2 D3 4.4 

5 A2 B2 C3 D1 1.9 

6 A2 B3 C1 D2 5.6 

7 A3 B1 C3 D2 2.5 

8 A3 B2 C1 D3 7.7 

9 A3 B3 C2 D1 6.3 

T1 8.9 11.1 17.5 12.4 

T = 37.3 T2 11.9 13.1 14.2 11.6 

T3 16.5 13.1 5.6 13.3 

R 7.6 2.0 11.9 1.7  

 
最优化培养基组分为：A3B2C1D3 和 A3B3C1D3，根据原料成本优先选择 A3B2C1D3 作为生产配方。 

3.2. 正交实验数据结果方差分析 

方差来源 Sj fj 
j

j

S
f

 F = j e

j e

S S
f f





 显著性 

A 9.76 2 4.88 20.77 显著 

B 0.88 2 0.44 1.87 不显著 

C 25.15 2 12.58 53.51 显著 

D 0.47 2 0.24 1 不显著 

 
查表 F0.05(2,2) = 19.00  F0.01(2,2) = 99.00，故因素 C、A 作用显著，因素 B、D 作用不显著，与前面

极差分析结果一致。 
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3.3. 实验验证 

1) 摇瓶实验，通过 200 ml/500ml 三角瓶摇瓶培养后同发酵周期取样菌丝体含量检测结果，见表 3。 
2) 三角瓶摇瓶实验，不同发酵周期检测菌丝体湿重(g/40ml)，直方图见图 1。 
3) 优化菌种工艺通过 300 L 种子罐发酵验证，与原工艺发酵周期菌丝体含量检测对比结果，见表 4。 

 
Table 3. Triangle bottle shake bottle culture experiment verification test results summary 
表 3. 三角瓶摇瓶培养实验验证检测结果汇总 

    周期 
结果 

20h 25h 30h 

处理 1 5.23 g/40ml 5.30 g/40ml 5.52 g/40ml 

处理 1 4.97 g/40ml 5.14 g/40ml 5.03 g/40ml 

处理 1 4.87 g/40ml 5.11 g/40ml 5.41 g/40ml 

处理 2 6.12 g/40ml 6.46 g/40ml 6.41 g/40ml 

处理 2 6.72 g/40ml 7.08 g/40ml 7.13 g/40ml 

处理 2 6.30 g/40ml 6.35 g/40ml 6.61 g/40ml 

处理 3 6.90 g/40ml 6.65 g/40ml 7.06 g/40ml 

处理 3 6.05 g/40ml 6.53 g/40ml 7.17 g/40ml 

处理 3 6.30 g/40ml 6.78 g/40ml 7.13 g/40ml 

处理 4 8.95 g/40ml 9.41 g/40ml 9.52 g/40ml 

处理 4 8.30 g/40ml 8.51 g/40ml 9.89 g/40ml 

处理 4 8.75 g/40ml 9.41 g/40ml 9.52 g/40ml 

 

 
Figure 1. Detection of hypha wet weight by different fermentation periods 
图 1. 不同发酵周期检测菌丝体湿重 
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Table 4. 300 L seed tank experiment verification test results summary 
表 4. 300 L 种子罐实验验证检测结果汇总 

    周期 
结果 

20 h 25 h 30 h 

1 批 6.23 g/40ml 7.30 g/40ml 7.52 g/40ml 

2 批 6.97 g/40ml 7.14 g/40ml 8.03 g/40ml 

3 批 6.87 g/40ml 7.11 g/40ml 8.41 g/40ml 

4 批 9.05 g/40ml 9.41 g/40ml 9.82 g/40ml 

5 批 9.30 g/40ml 9.51 g/40ml 10.12 g/40ml 

6 批 9.75 g/40ml 9.71 g/40ml 9.92 g/40ml 

4. 结论 

本实验通过正交实验固体发酵制种提高单位物质的孢子数量，优化后的固体培养基组分为：小米

35%，玉米粉 25%，海藻活性粉 10%，麸皮 30%，分生孢子的最大产量可达到 7.7 × 109 个/克(干培养物)。
本实验优化后的工艺缩短了菌种员在菌种制备、菌种纯度验证以及车间种子罐接种的工作量，制种、验

证和接种时间由原来的 2 h 减少至 25 min，并且有效控制了菌种的同步性，使得种子罐发酵时绿色木霉

孢子的萌发时间统一、菌丝体对数生长期基本一致，同时尽可能的降低染菌几率。通过液体摇瓶验证菌

丝体含量明显提升，特别是车间 300 L 的液体发酵罐生产应用数据表明，将接种量由原来的液体菌种 2%
或克氏瓶斜面种子 12 个，改进为现在固体菌种接种量为 0.015%后，液体发酵在发酵周期 30 h 时的菌丝

体含量较原工艺同时期的菌丝体含量提升了 1.25 倍。本优化工艺可大幅度提高工业化生产效率。 
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