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摘  要 : 乳酸菌与纤维素降解菌因其可防止微贮饲料酸败、增加秸秆饲料的营养价值等优点，在秸秆微贮过程中

起重要作用。但由于乳酸菌的繁殖会抑制纤维素降解菌的活性，如何实现微贮过程中两种微生物分时发挥功能是

解决上述问题的关键。文中利用固定化技术将乳酸菌制备成含有玉米秸秆粉的固定化菌剂以达到缓释的目的。首

先制作固定化空白小球得出复合固定化载体成球的最佳浓度，利用玉米芯吸附植物乳杆菌 S1 得到复合固定化载

体，以对 S1 的包埋率、成球效果等为指标，通过对比两种固定化方法 (包埋法与包埋-交联法)，得到固定化植物

乳杆菌 S1 的最佳条件。研究表明，使用 6% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na 进行包埋-交联时成球效果最好，使用

1.2% SA+0.5% CMC-Na 进行直接包埋时成球效果最好。通过对比 5 种固定化工艺，将 1.2% SA+0.5% CMC-Na

和吸附玉米粉组成的固定化载体混合物逐滴滴入 4%氯化钙中直接包埋 24 h 得到的固定化小球其机械强度以及包

埋率均优于其他工艺。因此，利用玉米芯吸附-海藻酸钠包埋的方法可以有效提高植物乳杆菌包埋效率，为使用

固定化技术制备微贮饲料菌剂奠定基础。 
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Abstract:  Lactic acid bacteria and cellulose degrading bacteria play an important role in fermentation process of silage, because 

they can prevent the rancidity and increase the nutritive value of silage. But the propagation of lactic acid bacteria will inhibit the 
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activity of cellulose degrading bacteria in the silage fermentation system. This problem can be solved by releasing lactic acid bacteria 

and cellulose degrading bacteria in different time. Therefore, we immobilized lactic acid bacteria as a microbial agent for sustained 

release. Firstly, the optimal balling concentration of the composite immobilized carrier and composite immobilized carrier were 

obtained by immobilization of blank balls and corncob adsorbed Lactobacillus plantarum S1 respectively. The best immobilization 

condition of L. plantarum S1 was obtained by comparing the immobilized rate and balling effect of two kinds of balls, which were 

embedded by sodium alginate (SA), CMC-Na and embedded-crosslinked by SA, CMC-Na, polyvinyl alcohol (PVA). The results 

showed that the best balling concentration was achieved by using 6% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na for embedding-crosslinking 

and 1.2% SA+0.5% CMC-Na for direct embedding respectively. In addition, comparing with the mechanical strength and embedding 

rate of five kinds of immobilization process, the best immobilized process was obtained by adding of the mixture of immobilized 

carriers (1.2%SA+ 0.5%CMC-Na) and corncob adsorbed L. plantarum S1 slowly into 4% CaCl2 for 24 hours. The corncob 

adsorption and SA embedding methodology can effectively increase the embedding efficiency of Lactobacillus plantarum S1. 

Keywords:  immobilization, adsorption, embedding, crosslink, corn stalk, silage 

近年来，如何高效环保地资源化利用作为副

产物的秸秆受到了国内外学者的广泛关注[1]。微

贮是一种可以将秸秆转化为反刍动物饲料的处理

方式，以其操作简单、利用率高等优点已被逐步

推广应用。在秸杆饲料自然微贮过程中，容易受

其他杂菌的影响而使微贮饲料腐败变质[2-3]，所以

需要额外添加乳酸菌 [4-6]使其更快地成为优势菌

群，抑制其他杂菌的生长，改善微贮饲料的品质

及适口性，提高牛羊的采食量[7]。由于微生物在

保存的过程中比较容易受到外界因素的影响，利

用包埋技术将微生物进行制剂或制粒可以有效提

高微生物的存活率。 

固定化技术由于其表面富含微孔被广泛利用

于液体体系中[8-11]用以微生物的连续发酵。其中，

对污水的治理 [12]以及固定化乳酸菌 [13-15]的研究

越来越受到重视。在包埋微乳酸菌的过程中，使

用壳聚糖与海藻酸钠 (SA) 进行包埋是最常用的

方法[16-18]，然而一些研究表明，使用与环境适应

性更好的载体可以更好地提升使用效果[19-21]。交

联法同样用于乳酸菌的固定化中，聚乙烯醇 (PVA) 

是最常见的交联剂[22-24]，使用交联法获得的固定

化小球具有较高的机械强度。Selvarajan 等[25]和

Zhao 等[26]的研究，先将微生物吸附于载体上再进

行交联或包埋，其活力均有较大提升，而交联的

过程中加入 SA 进行包埋-交联，同样可以提升微

生物的活性[27]。 

利用多种微生物共同处理秸秆的报道较

多 [28-30]，但当不同种的微生物同时处理秸秆有

可能会引起营养竞争，尤其是乳酸菌在厌氧发

酵过程中会产生大量乳酸，这会降低与乳酸菌

同时释放到体系中的纤维素降解菌处理秸秆的

效率，故两类微生物需要分为不同时间释放到

环境中。由于固定化技术可通过破裂载体的方

式将微生物缓释到发酵体系中，受到了本研究

的关注。 

虽然有关包埋固定化技术在微生物领域的研

究较多，但是有关在固定化发酵微贮技术中的研

究较为少见，且相关研究主要集中在如何利用固

定化技术提高活菌数和发酵时间等领域[31]。 

因此，本研究创新性地使用包埋技术用于固

态微贮发酵，通过在载体中加入易被降解的材料，

从而使微生物缓释于发酵体系中，为开发缓释包

埋微贮菌剂奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

本实验室低温保存的植物乳杆菌属 S1 

Lactobacillus plantarum，经 NCBI 序列比对，与

Lactobacillus plantarum LC016617.1 相 似 度 为

99%。 
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1.2  培养基 

MRS 培养基：蛋白胨 10 g，牛肉膏 8 g，酵

母提取物 6 g，K2HPO4 2.5 g，柠檬酸二铵 2.5 g，

醋酸钠 6 g，葡萄糖 20 g，MgSO4 0.5 g，MnSO4 

0.25 g，琼脂粉 15 g，溶于 1 000 mL 蒸馏水中调

pH 值为 6.2–6.4，121 ℃灭菌 20 min。 

MRS 液体培养基：蛋白胨 10 g，牛肉膏 8 g，

酵母提取物 6 g，K2HPO4 2.5 g，柠檬酸二铵 2.5 g，

醋酸钠 6 g，葡萄糖 20 g，MgSO4 0.5 g，MnSO4 

0.25 g，溶于 1 000 mL 蒸馏水中调 pH 值为

6.2–6.4，121 ℃灭菌 20 min。 

无机盐  (MSM) 培养基按照 Tao 等 [34]的方

式制备。 

1.3  菌悬液的制备 

实验室低温保藏的植物乳杆菌 S1 涂布于

MRS 培养基，置于 37 ℃厌氧培养 3 d，连续培养

3 代以上后使用。 

将活化好的植物乳杆菌属 S1 接种于 MRS 液

体培养基中，37 ℃下振荡 3 d，所得发酵液用无机

盐培养基调为 OD600=0.5 的菌悬液置于 4 ℃备用。 

1.4  固定化小球的制备 

1.4.1  交联-包埋固定化小球的制备 

PVA、SA 和 CMC-Na 的混合载体具有强度

高、稳定性强等优点，但是其浓度过少或过多均

会影响成球效果和作用性能。为了确定最佳组合

比例，将 PVA、SA 和 CMC-Na 按不同比例混合，

水浴加热 (90 ℃左右) 溶解，冷却后 (40 ℃左右) 

得混合胶体。一边振荡一边用 50 mL 注射器将混

合液逐滴加入到 5% Ca(NO3)2 溶液中浸泡 1 h 后，

将小球在–20 ℃下保存 24 h，最后在室温解冻。

取出固定化小球用蒸馏水冲洗 3 次，存放备用。 

1.4.2  包埋固定化小球的制备 

将 SA 与 CMC-Na 按照最佳比例混合，在室温

下溶解得到混合胶体。在振荡的条件下，用 50 mL

注射器将混合液逐滴加入到 4% CaCl2 溶液中。包

埋 24 h 后，取出固定化小球用蒸馏水冲洗 3 次，

存放备用。将未经吸附的微生物固定在成球效果

较好的小球中测定包埋率。 

1.5  复合固定化方法 

吸附：把玉米秸秆用去离子水冲洗后，在

105 ℃条件下烘干至恒重，然后粉碎过 40 目筛。

称取干重 0.5 g 玉米秸秆吸附载体倒入锥形瓶，加

入 50 mL 无机盐培养基灭菌后备用，冷却至室温

后加入适量菌悬液，振荡培养 8 h[8]。所得培养物

在 5 000 r/min 条件下离心清洗得吸附载体，加入

无菌水定容至 10 mL 备用[8]。 

固定化采用两种方式进行：一种为包埋法，

一种为包埋 -交联法。包埋：在以上试验确定

SA+CMC-Na 的最佳配比后，将 SA+CMC-Na 加

30 mL 蒸馏水浸泡过夜，次日高温灭菌，冷却至

40 ℃左右。加入 10 mL 吸附载体用无菌水定容至

100 mL 后充分混匀。混匀后用注射器分别滴入

1% CaCl2、4% CaCl2、6% CaCl2 溶液中，具体方

法见图 1。包埋-交联法 [35-36]：在以上试验确定

PVA+SA+CMC-Na 的最佳配比后，将 PVA+SA+ 

CMC-Na 加入 60 mL 蒸馏水浸泡过夜，经高温灭

菌后，冷却至 40 ℃左右。此时加入 10 mL 上述吸

附载体，加入无菌水定容至 50 mL 后充分混匀，

包埋微生物量为 10%然后进行交联：第一种交联

方法是混匀后用注射器滴入含 4% CaCl2 的饱和

硼酸溶液中 (NaOH 调 pH 值为 6.7)，在 4 ℃下静

置 24 h，制成球。第二种交联方法是将混合物逐

滴滴入 5% Ca(NO3)2 溶液中浸泡 1 h 后，将小球

在–20 ℃下保存 24 h，最后在室温解冻，具体方

法见图 2。 

1.6  固定化小球各项物理参数测定 

密度的比较：用电子天平称取量筒的质量为

m 量筒，把制作的固定化小球倒入量筒得 m 总，m 颗粒 

的质量为：m 总–m 量筒。再加入一定量的蒸馏水 (V) 

至完全覆盖住固定化小球，测得总体积 V 总，固定化 
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图 1  固定化吸附-包埋工艺流程图 

Fig. 1  The flowchart of immobilization adsorption-embedding process. 

 

 
 

 

图 2  固定化吸附-包埋-交联工艺流程图 

Fig. 2  The flowchart of immobilization adsorption-embedding-crosslinking process. 

 
 

颗粒的体积 V 颗粒=V 总–V 水，则固定化微生物小球

的密度 ρ 颗粒=m 颗粒/V 颗粒。 

直径的比较：随机选取 10 个大小均匀的固定

化小球，用游标卡尺测量其直径，计算其平均直

径，即为固定化小球的直径 D。 

膨胀率的测试：选取固定化小球 100 个浸泡

在去离子水中 12 h 后测其直径为 D12。膨胀率系

数 X 为：D12/D。 

强度系数的测定：将固定化小球 100 颗放

入 150 mL 锥形瓶中，加入 75 mL 去离子水，于

100 r/min、30 ℃恒温振荡 24 h 后完好小球占原

小球总数的比率。 

固定化小球包埋率的测定：固定化小球包埋

率为固定化小球中的活菌数占包埋前活菌数总数

的百分比。统计包埋前菌落总数 A，称得所制成

的固定化小球总质量 m1，取出 1 g 左右固定化小

球，精确测量其质量 m2，充分研磨后用无菌水溶

解计数，得固定化后小球包埋菌数为 B。 

包埋率 (Y) %=(B×m1)/(A×m2)×100。 

1.7  数据分析 

每个处理设 3 个重复，当 P<0.05 时，视为处

理之间差异显著。数据分析及绘图利用 Microsoft 

Office Excel 2015 完成。 

2  结果与分析 

2.1  包埋-交联法中载体的最佳组合配比 

PVA 的浓度过高时，由于混合物粘度较高使

得凝珠不易成球，PVA 的浓度过低时，混合物粘

度不高，成球率较低；SA 的浓度过高时，会影响

混合物的粘度，容易造成拖尾现象。SA 的浓度过

低时，形成的固定化小球强度较低，成球率不高。

羧甲基纤维素钠作为赋形剂也同样影响固定化小

球的成球效果 (表 1)。 

从结果中可以得出PVA的合理浓度为6%–8%，

SA 的合理浓度为 0.3%–0.5%，CMC-Na 的合理浓

度为 0.3%，这一组合制成的固定化小球机械强 
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表 1  包埋-交联固定化载体的物理性能 

Table 1  Physical properties of immobilization embedding-crosslinking carriers 

Ratio of immobilization carrier Balling effects Mechanical strength (%) Yield (%) 

5% PVA+0.3% SA+0.2% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.3% SA+0.3% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.3% SA+0.4% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.4% SA+0.2% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.4% SA+0.4% CMC-Na – – – – – 

5% PVA+0.5% SA+0.2% CMC-Na + 20 – – 

5% PVA+0.5% SA+0.3% CMC-Na + 30 – – 

5% PVA+0.5% SA+0.4% CMC-Na + 50 – – 

6% PVA+0.3% SA+0.2% CMC-Na + 50 – – 

6% PVA+0.3% SA+0.3% CMC-Na + 70 37.6±1.5 

6% PVA+0.3% SA+0.4% CMC-Na ++ 95 78.7±2.7 

6% PVA+0.4% SA+0.2% CMC-Na ++ 97 79.0±2.1 

6% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na ++ 99 79.2±1.9 

6% PVA+0.4% SA+0.4% CMC-Na ++ 96 78.5±1.1 

6% PVA+0.5% SA+0.2% CMC-Na ++ 90 71.0±1.7 

6% PVA+0.5% SA+0.3% CMC-Na ++ 92 72.2±1.0 

6% PVA+0.5% SA+0.4% CMC-Na + 50 – – 

7% PVA+0.3% SA+0.2% CMC-Na + 80 56.5±2.5 

7% PVA+0.3% SA+0.3% CMC-Na + 75% 55.4±3.7 

7% PVA+0.3% SA+0.4% CMC-Na + 71 53.2±1.8 

7% PVA+0.4% SA+0.2% CMC-Na + 76 56.7±1.2 

7% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na + 69 35.7±2.0 

7% PVA+0.4% SA+0.4% CMC-Na + 40 – – 

7% PVA+0.5% SA+0.2% CMC-Na + 62 31.1±1.5 

7% PVA+0.5% SA+0.3% CMC-Na + 58 – – 

7% PVA+0.5% SA+0.4% CMC-Na – – – – – 

8% PVA+0.3% SA+0.2% CMC-Na + 30 – – 

8% PVA+0.3% SA+0.3% CMC-Na + 20 – – 

8% PVA+0.3% SA+0.4% CMC-Na – – – – – 

8% PVA+0.4% SA+0.2% CMC-Na – – – – – – 

8% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na – – – – – – 

8% PVA+0.4% SA+0.4% CMC-Na – – – – – – 

8% PVA+0.5% SA+0.2% CMC-Na – – – – – – 

8% PVA+0.5% SA+0.3% CMC-Na – – – – – – 

8% PVA+0.5% SA+0.4% CMC-Na – – – – – – 

–: not balling; – –: severe tailing; +: balling; ++: better balling. 
 

 

度和包埋率等因素的效果较好，固定化小球性

能最优。 

根据结果，最终确定聚乙烯醇和海藻酸钠与

羧甲基纤维素钠作为固定化微生物的包埋载体的

最佳配比为 6% PVA+0.4% SA+0.3% CMC-Na，此

结果将用于后续试验。 
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2.2  包埋法中载体的最佳组合配比 

当 SA 的浓度过低时，形成的固定化小球机

械强度较低，成球率不高。当 SA 的浓度过高时，

由于混合物粘度较高使得固定化小球不易成型，

而且容易造成拖尾或者团聚现象。当 CMC-Na 的

浓度过高时也会使混合物粘度增大，从而造成成

球效果不佳等现象；当 CMC-Na 的浓度过低时，

会使固定化小球的机械强度降低，包埋率降低 

(表 2)。 

从表 2 可以得出 SA 的合理浓度为 1%–1.2%，

CMC-Na 的合理浓度为 0.3%–0.4%，这一组合制

成的固定化小球在成球效果、机械强度和包埋率

等因素的效果较好，固定化小球性能最优。 

最终 SA 和 CMC-Na 的最佳配比为 1.2% 

SA+0.5%CMC-Na，使用此的比例混合制备的固定

化小球在成球效果、机械强度和包埋率等因素综

合表现最好。同时，这种方法制备的固定化小球

较为经济，此结果将用于后续的试验。 

从图 3 可以清楚发现两类固定化小球质地

均匀，机械强度较好，而且具有较好的弹性。

本试验所得的两类固定化小球在 4%的 CaCl2 溶

液中能保持 30 d 以上外形的完整性和性能的稳

定性。 

2.3  复合固定化小球各物理参数比较 

如表 3 所示。兼顾处理效果和经济性两方面

因素，复合固定化微生物小球  (CMIB ) Ⅱ Ⅱ 实用

性能强，包埋率最高，而且制备的胶体在成球效

果、机械强度和传质性的综合表现最好，在后续 

 
表 2  包埋固定化载体的物理性能 

Table 2  Physical properties of immobilization embedding carriers 

Ratio of immobilization carrier Balling effects Mechanical strength (%) Yield (%) 

0.8% SA+0.3% CMC-Na – – – – – 

0.8% SA+0.4% CMC-Na – – – – – 

0.8% SA+0.5% CMC-Na – – – – – 

0.8% SA+0.6% CMC-Na – – – – – 

0.8% SA+0.7% CMC-Na – – – – – 

1% SA+0.3% CMC-Na + 20 – – 

1% SA+0.4% CMC-Na + 50 – – 

1% SA+0.5% CMC-Na ++ 80 73.9±2.3 

1% SA+0.6% CMC-Na ++ 70 38.2±2.7 

1% SA+0.7% CMC-Na – – – – – – 

1.2% SA+0.3% CMC-Na ++ 90 80.1±3.4 

1.2% SA+0.4% CMC-Na ++ 93 83.2±2.1 

1.2% SA+0.5% CMC-Na ++ 99 87.3±2.8 

1.2% SA+0.6% CMC-Na ++ 95 85.2±1.9 

1.2% SA+0.7% CMC-Na + 80 73.8±2.0 

1.4% SA+0.3% CMC-Na ++ 85 78.2±1.5 

1.4% SA+0.4% CMC-Na + 80 73.5±2.1 

1.4% SA+0.5% CMC-Na + 50 – – 

1.4% SA+0.6% CMC-Na – – – – – – 

1.4% SA+0.7% CMC-Na – – – – – – 

–: not balling; – –: severe tailing; +: balling; ++: better balling. 
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图 3  不同固定化小球外观效果图 

Fig. 3  Appearance of different immobilized microbial pellets. (A) The appearance of embedded balls. (B) The 
appearance of embedded-crosslinked balls. 

 
表 3  两种固定化方法的物理参数比较 

Table 3  Comparison of the physical parameters of the two immobilization methods 

Immobilized ball 
Density 
(g/cm3) 

Diameter 
(mm) 

Mechanical strength 
(%) 

Expansion rate 
(%) 

Embedded rate 
(%) 

Bacteria No. 

(108 CFU/mL)
MIB Ⅰ 
Immobilized ball Ⅰ 

0.608 9 4.25 80 1.9±0.22 73.2±3.2 1.43±0.045 

MIB Ⅱ 0.607 9 4.41 96 2.2±0.17 85.5±1.6 1.96±0.031 

MIB Ⅲ 0.612 0 4.55 98 1.3±0.14 75.1±2.1 1.56±0.033 

MIB Ⅳ 0.773 1 4.45 98 2.0±0.30 71.5±2.3 1.37±0.031 

MIB Ⅴ 0.782 0 4.90 99 2.0±0.25 72.3±1.3 1.50±0.032 

CMIB Ⅰ 0.615 6 4.47 77 2.1±0.21 75.5±3.2 1.69±0.054 

CMIB Ⅱ 0.612 3 4.55 95 2.5±0.19 88.3±2.6 2.20±0.057 

CMIB Ⅲ 0.623 5 4.56 96 1.6±0.28 76.2±1.8 1.73±0.031 

CMIB Ⅳ 0.704 2 5.10 99 0.4±0.08 70.7±0.9 1.29±0.012 

CMIB Ⅴ 0.877 9 5.70 98 1.2±0.13 73.5±2.2 1.46±0.032 

MIB: immobilized microorganism balls; CMIB: composite immobilized microorganism balls. 

 
的试验中我们将使用此方法对植物乳杆菌 S1 进

行固定化，用于微贮饲料的发酵。 

采用将混合物逐滴滴入 4%氯化钙中包埋 24 h

的方法既可以避免饱和硼酸溶液对微生物的毒

性，又可以使固定化小球表面积增大、机械强度

变高 (表 3)。这种方法制作的固定化小球形状均

匀、机械强度高，且活菌存活率较多，是理想的

固定化方法。 

3  讨论与结论 

3.1  吸附法对固定化微生物的影响 

通过对比固定化微生物小球  (MIB) 和复合

固定化微生物小球 (CMIB) 的物理参数，发现添

加适量的吸附载体，增加固定化小球内部空间骨

架结构，有利于提高固定化小球的内部空间结构

体积，使得微生物与基质接触机会更大，并增大

了其生长空间，从而起到了改善小球物理性能的
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效果，该结果与刘金苓等[37]的结果相吻合。 

本研究选择粉碎的玉米秸秆为吸附载体的原

因为：第一，玉米秸秆自身含有营养物质可以供

植物乳杆菌 S1 利用，从而延长固定化小球的保存

时间。第二，此固定化小球用于玉米秸秆的微贮，

在固定化时就开始利用玉米秸秆中的营养物质，

在后期释放到微贮体系中时，不需要再去重新适

应环境即可快速处理秸秆。另外，纤维素降解菌

能够缓慢降解小球，使乳酸菌缓慢释放到发酵体

系中。 

3.2  包埋-交联法对固定化微生物的影响 

本试验讨论了两种包埋-交联方法对植物乳

杆菌 S1 包埋率的影响，经过交联处理的固定化小

球的机械强度普遍高于未经交联处理组，与此同

时其包埋率却低于未经交联处理组。这有可能是

在交联过程中聚乙烯醇 (PVA) 在载体中起到了

很强的支撑作用，但其交联剂饱和硼酸溶液在交

联时反应比较剧烈，有可能导致微生物损失了一

部分的生物活性[38]。 

在传统的包埋-交联法对固定化微生物的研

究中，其基本所有的应用均为处理液体中的某种

废物，所以机械强度与载体的通透性十分重要，

但由于后续的研究需要将固定化小球中的微生物

释放出来而不是包裹在载体中发挥作用，所以机

械强度与载体的通透性在本研究中并不能成为评

价固定化小球性能的决定性指标。 

3.3  包埋法对固定化微生物的影响 

在使用海藻酸钠 (SA) 作为包埋剂时，其与

CaCl2 形成的海藻酸钙凝胶是可逆的[39]，而且在

低 pH 的条件下，凝胶会发生解聚现象[40]，这几

点在其作为人体益生菌包埋剂时是十分不理想

的。然而，在本试验中凝胶在释放进固态发酵体

系中必须在十几个小时内快速破裂，故上述几点

成为了缓释植物乳杆菌 S1 的关键点，为下一步研

究打下基础。 

通过比较试验数据得出：兼顾处理效果和经

济性两方面因素，我们采用第二种包埋方法的 SA

和 CMC-Na 的最佳配为 1.2%SA+0.5%CMC-Na 的

玉米球实用性能强，包埋率最高，活菌数最高可

达 2.20×108 CFU/mL，而且制备的胶体在成球效

果、机械强度和传质性的综合表现最好。 
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