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摘要：为了制备能够高效分解磷尾矿粉的复合微生物菌剂，对具有较好解磷效果的黑曲霉、乳酸
菌、醋酸菌和巨大芽孢杆菌进行复配，并对复配后的解磷效果进行研究。结果表明，上述４种菌的
最佳复合配方为黑曲霉５％、乳酸菌４％、醋酸菌３％、巨大芽孢杆菌５％，在此条件下，分解后的磷
尾矿粉速效磷含量为２　４４２．５０ｍｇ／ｋｇ，磷转化率达到７８．７％，明显优于单菌株解磷效果。
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　　我国是磷矿盛产大国，但是８０％磷矿为中低品
位［１－２］，为了满足湿法磷酸工艺对原料矿石的品位要
求，通过各种选矿技术对磷进行富集，每生产１ｔ磷
精矿，将产生０．４４ｔ尾矿［３－５］，由于尾矿没有太大的
经济价值，每年被大量丢弃，造成巨大的资源浪费，

环境也受到了严重的破坏［６－７］。

目前，世界上对磷尾矿的二次回收主要采用稀
酸浸出法，该法成本较高，且磷回收率较低［８］。因

此，探寻回收磷尾矿的新方法显得尤为重要。迄今
未见关于采用生物发酵法回收磷尾矿的有关报道。

为此，本研究以磷尾矿为主要原料，并辅以水稻秸秆
和酱油渣废弃资源，在酱油渣提供氮源、秸秆利于培
养基透气且提供有机质的条件下，利用具有较好解
磷效果的微生物黑曲霉、乳酸菌、醋酸菌和巨大芽孢
杆菌对磷尾矿粉进行发酵解磷［９］，确定４种菌株的
最佳解磷复合配方，制备出解磷复合微生物菌剂，为
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后期生产含磷生物肥料提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌种　黑曲霉、乳酸菌、醋酸菌均由贵州大

学贵州省发酵工程与生物制药重点实验室提供，巨

大芽孢杆菌由中国工业微生物菌种保藏中心提供。

１．１．２　发酵原料　磷尾矿粉（含磷量３　１０３．８

ｍｇ／ｋｇ）［９］由贵州瓮福（集团）有限责任公司提供，水

稻秸秆采自贵阳市郊农田，酱油渣由贵阳市味莼园

食品有限公司提供。

１．１．３　主要培养基　黑曲霉种子液培养基采用

ＰＤＡ培养基；乳酸菌种子液培养基采用 ＭＲＳ液体

培养基；醋酸菌种子液培养基：葡萄糖１０ｇ，酵母膏

１０ｇ，硫酸镁０．５ｇ，磷酸二氢钾０．５ｇ，水１　０００ｍＬ，

无水乙醇３５ｍＬ；巨大芽孢杆菌种子液培养基：氯化

钠５ｇ，牛肉膏３ｇ，蛋白胨５ｇ，水１　０００ｍＬ，ｐＨ
值７．０。

１．１．４　主要试剂　磷酸二氢钾产自天津市福晨化

学试剂厂，钼酸铵产自天津市化学试剂四厂，酒石酸

锑钾产自成都金山化学试剂有限公司，浓硫酸产自

遵义高等师专化学试剂厂，盐酸、硝酸、无水乙醇购

自重庆川江化学试剂厂，左旋抗坏血酸产自天津市

大茂化学试剂厂，２，４－二硝基酚产自天津市科密欧

化学试剂厂，蛋白胨购自上海博微生物科技有限公

司，硫酸锰购自成都金山化学试剂有限公司，琼脂购

自杭州微生物试剂有限公司，氯化钠购自天津市巴

斯夫化工有限公司，柠檬酸购自重庆川东化工有限

公司，偏钒酸铵产自天津市化学试剂四厂。

１．１．５　主要仪器及设备　生化培养箱产自上海博

讯实业有限公司医疗设备厂，净化工作台购自上海

索谱仪器有限公司，恒温恒湿箱产自上海博讯实业

有限公司医疗设备厂，手提式压力蒸汽消毒器产自

北京市永光明医疗仪器厂，电子天平购自上海良平

仪器仪表有限公司，精密酸度计购自上海虹益仪器

仪表有限公司，恒温振荡器购自常州澳华仪器有限

公司，７２２分光光度计购自上海精密科学仪器有限

公司，台式离心机产自上海安亭科学仪器厂，马福炉

产自洛阳市永泰实验电炉厂。

１．２　解磷菌发酵解磷试验

分别称取在１０５℃下烘干至恒质量的磷尾矿粉

５ｇ、酱油渣５ｇ、水稻秸秆粉５ｇ，置于２５０ｍＬ三角

瓶中，加入无菌水３５ｍＬ，在手提式压力蒸汽消毒器

中１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，冷却，在超净工作台中接种

解磷菌菌液。接种后置于３０℃培养箱中培养７２ｈ，

然后测定ｐＨ值和速效磷含量。

１．２．１　解磷菌接种量的单因素试验　在灭菌后的

装有磷尾矿粉、酱油渣和水稻秸秆粉的三角瓶中，按

１％、２％、３％、４％、５％和６％接种量分别接入黑曲

霉、乳酸菌、醋酸菌和巨大芽孢杆菌，然后置于３０℃
培养箱中培养７２ｈ，测定ｐＨ值和速效磷含量。

１．２．２　解磷菌接种量的正交试验　在单因素试验

结果的基础上，对黑曲霉、巨大芽孢杆菌、乳酸菌、醋

酸菌４种菌的接种量进行四因素三水平Ｌ９（３４）正

交试验，确定最佳接种量组合。

１．３　固态发酵培养基ｐＨ值的测定

将发酵后的培养基搅拌均匀取出，称取１ｇ于

小烧杯中，加入１０ｍＬ无菌水，浸泡，测定ｐＨ值。

１．４　固态发酵培养基中速效磷含量的测定

参照文献［１０］中的方法进行速效磷含量的测

定，具体方法如下。

１．４．１　试样溶液制备　称取５．００ｇ发酵后的培养

基置于２５０ｍＬ三角瓶内，加入１００．０ｍＬ　２５℃的

２％柠檬酸溶液，加塞，在２５℃下振荡３０ｍｉｎ，用无

磷滤纸过滤到干燥的三角瓶中，弃去最初的少量滤

液，用无磷活性碳脱色，得到无色清液。同一试样做

３个平行测定。以不加发酵后培养基的清液为空白

溶液。

１．４．２　磷标准曲线　分别吸取５０μｇ／ｍＬ的磷标

准溶液０、１．００、２．００、３．００、４．００、５．００、６．００ｍＬ置

于７个５０ｍＬ容量瓶中，加入等体积的去离子水，

加水至３０ｍＬ，加入２滴２ｇ／Ｌ的２，４－二硝基酚指

示剂溶液，用１００ｇ／Ｌ氢氧化钠溶液和５％硫酸溶

液调节溶液至刚呈微黄色，加入１０．０ｍＬ钒钼酸铵

试剂，摇匀加水定容，获得含磷０、１．００、２．００、３．００、

４．００、５．００、６．００μｇ／ｍＬ的系列标准溶液。在室温
（１５℃以上）条件下，放置２０ｍｉｎ（最长不超过４ｈ），

于４４０ｎｍ 波长处测定吸光度。磷质量浓度 Ｃ
（μｇ／ｍＬ）和吸光度Ａ 之间关系为Ａ＝４．７０３　２Ｃ＋
０．０３３（Ｒ２＝０．９９９　４）。

１．４．３　速效磷含量测定　吸取２．００ｍＬ试样溶液

放入５０ｍＬ容量瓶中，加水至３０ｍＬ，然后按照

１．４．２方法进行。速效磷含量＝（Ｃ×Ｖ×Ｄ）／ｍ ，其
中，Ｃ 为磷质量浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ 为显色液体积，

５０ｍＬ；Ｄ为分取倍数，即试样提取液／分取体积，

１００／２；ｍ为样品质量（ｇ）。
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１．５　对比试验

按照１．２配制固态发酵培养基，根据正交试验
确定的最佳复合菌接种量接种复合菌菌液，３０℃
发酵７２ｈ，测定速效磷含量，以不接种复合菌的固
体培养基作为空白试验组，测定发酵前后培养基的

ｐＨ值；在固态发酵培养基中不加磷尾矿粉，接种复
合菌菌液后于３０℃发酵７２ｈ，测定速效磷含量，同
时以不接种复合菌且不加磷尾矿粉的固体发酵培养

基作为空白试验组。

２　结果与分析

２．１　解磷菌接种量的单因素试验结果

２．１．１　黑曲霉接种量　由图１可知，随着黑曲霉接
种量的增加，速效磷含量先增加后下降，当接种量增
加至５％时，速效磷含量最高，为２　２４８．２７ｍｇ／ｋｇ。

这是因为黑曲霉在发酵过程中产生了柠檬酸等有机

酸，其与Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ｆｅ２＋、Ａｌ　３＋等离子螯合而使难
溶性磷酸盐溶解。因此，黑曲霉接种量以５％为宜。

图１　黑曲霉接种量对解磷效果的影响

２．１．２　乳酸菌接种量　由图２可知，随着乳酸菌接
种量的增加，速效磷含量先逐渐增加后微幅下降，当
接种量增加至３％时，速效磷含量最高，为２　０１６．７５
ｍｇ／ｋｇ。这是因为乳酸菌在发酵过程中产生乳酸等
有机酸使难溶性磷酸盐溶解。因此，乳酸菌接种量
以３％为宜。

图２　乳酸菌接种量对解磷效果的影响

２．１．３　醋酸菌接种量　由图３可知，随着醋酸菌接

种量的增加，速效磷含量先增加后微幅下降，当接种

量增加至３％时，速效磷含量最高，为１　７２７．２０

ｍｇ／ｋｇ。这是因为醋酸菌在发酵过程中产生醋酸等

有机酸将难溶性磷酸盐溶解。因此，醋酸菌接种量

以３％为宜。

图３　醋酸菌接种量对解磷效果的影响

２．１．４　巨大芽孢杆菌接种量　由图４可知，随着巨

大芽孢杆菌接种量的增加，速效磷含量先增加后微

幅下降，当接种量增加至４％时，速效磷含量最高，

为２　０３１．１９ｍｇ／ｋｇ。这是因为巨大芽孢杆菌在发

酵过程中产生有机酸溶解难溶性磷酸盐。因此，巨

大芽孢杆菌接种量以４％为宜。

图４　巨大芽孢杆菌接种量对解磷效果的影响

２．２　解磷菌接种量的正交试验结果

由表１和表２可知，黑曲霉接种量对复合菌解磷

效果的影响最大，达显著水平，其次是乳酸菌接种量

和巨大芽孢杆菌接种量，醋酸菌接种量对复合菌解磷

效果影响最小，最佳组合为黑曲霉５％、乳酸菌４％、

醋酸菌３％、巨大芽孢杆菌５％，在此条件下进行验证

试验，３ 次 测 得 速 效 磷 含 量 分 别 为 ２　４４１．３７、

２　４４２．６１、２　４４３．５２ｍｇ／ｋｇ，平均值为２　４４２．５０ｍｇ／ｋｇ，

均高于表１中的试验结果。
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表１　解磷菌接种量的正交试验结果

试验号

因素

黑曲霉接
种量／％

乳酸菌接
种量／％

醋酸菌接
种量／％

巨大芽孢杆
菌接种量／％

速效磷
含量／
（ｍｇ／ｋｇ）

１　 ４　 ２　 ２　 ３　 ２　１０５．６２
２　 ４　 ３　 ３　 ４　 ２　１６１．５１
３　 ４　 ４　 ４　 ５　 ２　２０４．８５
４　 ５　 ２　 ３　 ５　 ２　４２２．１２
５　 ５　 ３　 ４　 ３　 ２　４０７．６５
６　 ５　 ４　 ２　 ４　 ２　４３６．５０
７　 ６　 ２　 ４　 ４　 ２　３０６．２７
８　 ６　 ３　 ２　 ５　 ２　３９２．９３
９　 ６　 ４　 ３　 ３　 ２　３９３．０２
ｋ１ ２　１５７．３２７　２　２７８．００３　２　３１１．６８３　２　３０２．０９７
ｋ２ ２　４２２．０９０　２　３２０．６９７　２　３２５．５５０　２　３０１．４２７
ｋ３ ２　３６４．０７３　２　３４４．７９０　２　３０６．２５７　２　３３９．９６７
Ｒ　 ２６４．７６３　 ６６．７８７　 １９．２９３　 ３８．５４０

表２　解磷菌接种量的正交试验方差分析结果

变异来源 偏差平方和 ｄｆ　 Ｆ值

黑曲霉接种量 １１６　２０９．７４０　 ２　 １９５．６５０＊

乳酸菌接种量 ６　８６３．６６８　 ２　 １１．５５６
醋酸菌接种量 ５９３．９６６　 ２　 １．０００
巨大芽孢杆菌接种量 ２　９１９．９１７　 ２　 ４．９１６
误差 ５９３．９７　 ２

　注：＊表示在０．０５水平上差异显著。

２．３　对比试验结果
由图５可知，磷尾矿粉经复合菌发酵分解后，速效磷

含量较未接种复合菌处理显著增加了１　１９６．９５ｍｇ／ｋｇ。

图５　２种处理含尾矿粉培养基的速效磷含量

由图６可知，发酵后培养基ｐＨ值有所降低，这
主要是因为复合菌发酵产生有机酸。

图６　２种处理培养基的ｐＨ值变化

　　由图７可知，复合菌分解了秸秆和酱油渣中的
部分有机磷。由图５和图７对比可知，复合菌主要
分解的是磷尾矿粉中的难溶性无机磷，在生长繁殖
过程中也分解了酱油渣和水稻秸秆中的有机磷。

图７　２种处理无尾矿粉培养基的速效磷含量

３　结论
本研究结果表明，４种菌的最佳复合配方为黑

曲霉５％、乳酸菌４％、醋酸菌３％、巨大芽孢杆菌
５％，接种发酵后速效磷含量为２　４４２．５０ｍｇ／ｋｇ，磷
尾矿中磷的转化率达到７８．７％，明显优于单菌株解
磷效果。通过不接复合菌和不加磷尾矿粉对照试
验，发现复合菌在固态发酵过程中主要分解磷矿尾
矿粉中的无机磷，同时微生物生长代谢过程中也分
解了水稻秸秆和酱油渣中的有机磷，固态发酵后

ｐＨ值较发酵前略有下降。
本研究利用生物法处理磷尾矿粉生产含磷生物

肥料，并利用了水稻秸秆和酱油渣２种废弃资源，成
本低，不污染环境，并且能实现变废为宝，具有较高
的研究价值和开发利用前景。
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