堆肥复合菌剂的制备及在稻草猪粪堆肥中的应用
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摘  要：为了制备出促进稻草堆肥化过程的复合微生物菌剂。分别从腐熟堆肥，腐熟污泥，土壤中筛选到纯种菌，这些菌包括霉菌、真菌、放线菌和细菌等，并含有纤维素降解菌、固氮菌和除臭菌三种功能菌。组合成两种菌剂，编号为Z1和G1。在自制的堆肥装置中，将该菌剂应用于猪粪和稻草的混合好氧堆肥，并与市售菌剂进行了对比，测定堆肥的不同阶段中物料的温度，含水率，pH，有机碳，全氮，总磷，总钾。结果表明，自制的两种菌剂和市售菌剂应用于堆肥后，堆肥温度在第五天均达50℃以上，堆肥11天后，与G1菌和市售菌剂相比，添加Z1菌的堆料含水率下降到38%，氮含量稳定在1.37%,有机质含量下降到21.7%，磷和钾含量分别为1.81%，0.62%，堆肥过程臭味明显减少，且红外光谱测定表明其对稻草的降解能力较好。
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Preparation of compound inoculants and application in straw composting of pig manure
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Abstract: Compound microbial agent is prepared in order to promote the straw composting process. Screening the pure bacterial from compost, cow dung and soil, These bacteria including mildew, fungi, actinomycetes and bacteria, With cellulose degradation bacteria, nitrogen-fixing bacteria and deodorization bacteria three functional bacteria，Combing them into two kinds of agents, named them as G1 and Z1.The bacteria agent is applied to mixed aerobic composting pig manure and straw, And compared with commercial microbial agent ,Determination the temperature of material, water content, pH, electric conductivity，organic carbon, total nitrogen, total phosphorus, total potassium. The results show three kinds of adding microbial agent composting temperature is above 50℃ in the fifth day. After composting for 11d, water content of adding Z1 microbe decrease to 38%,nitrogen content in pile is1.37%, organic matter content decrease to 21.7%, phosphorus and potassium content is respectively 1.81%, 0.62%, the sample is no odor, the ability to degrade straw is better.
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目前，我国每年产出的秸秆约7亿多吨，畜禽养殖业粪便排放量约17.3亿吨，大量有机固体废弃物的丢弃不仅造成资源浪费，还污染了环境[1-2]。如今，堆肥处理可使畜禽粪便快速实现减量化，无害化及资源化[1],但传统堆肥由于初期功能微生物数量少，繁殖缓慢而存在发酵周期长，占地面积大，堆肥过程臭气污染大，氮素等营养流失量大等问题,堆肥产品无害化难以得到保证[3-6]。理论与实践证明，在堆肥过程中，进行人为接种分解有机物能力强的微生物，可有效解决上述问题，提高初期堆料中有效微生物的总数，加速堆肥材料的腐熟，缩短发酵周期，上世纪三十年代开始，国内外就开始了堆肥微生物菌剂的研制和应用，到70年代，日本研制出可以加快生物降解的EM菌剂，得到较大范围的推广应用。因此本项目旨在研制用于有机固体废弃物好氧堆肥的微生物菌剂，来解决目前堆肥所面临的关键性问题，即加快堆料的腐熟速度，缩短堆肥周期，减少堆肥过程中的臭气污染和氮素营养流失，并研究了堆肥过程中秸秆的降解情况。
1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 堆肥材料
    以南京某养猪厂的猪粪以及田间稻草作为混合堆肥原料，所用猪粪和稻草的理化性质如表1所示，以腐熟堆肥，腐熟污泥，土壤三种样品作为菌株筛选来源，一种市售菌剂，名称为堆肥快速腐熟剂，购自宜春强微生物科技有限公司。

表1堆肥材料的主要理化性质

Table1  Major physical and chemical of composting materials

	试验材料       PH   含水率/%  全碳/%   全氮/%   C/N

	猪粪pig manure  8.0    61.0     47.2     0.91      51.3
稻草 straw      7.4    9.58     70.7     0.52     135.9


1.1.2 实验仪器
    生化培养箱，高压灭菌锅，摇床，超净工作台，紫外-可见分光光度计，TAS-990F火焰型原子吸收仪，傅里叶变换红外光谱仪等。

1.1.3 培养基   

细菌：牛肉膏蛋白胨琼脂培养基；真菌：PDA培养基；放线菌：高氏一号培养基；霉菌：查氏培养基；固氮菌：无氮培养基；纤维素分解菌：纤维素刚果红培养基；除臭菌：乙硫醇培养基（以乙硫醇为唯一碳源）和粪臭素培养基（以粪臭素为唯一碳源）

1.2 试验方法 

1.2.1 菌株的分离初筛   

    分别称取10g样品研磨碎后，加入到装入100ml灭菌蒸馏水的三角瓶中，震荡摇匀后，进行逐级梯度稀释，分别取0.1ml样品稀释液涂布于上述7种培养基平板上，在30℃摇床中培养4到5天,待菌落长出后，用平板划线法进行分离纯化获得纯菌株共100多株，然后将纯菌株接种到斜面培养基上，于4℃冰箱中保存备用。
1.2.2 菌株的复筛   
从斜面培养基上将菌株分别接种到培养基上，在30℃条件下培养3d,取100ml菌液，利用细胞称重法测定微生物经培养后的质量。经质量比较后，共筛选出22株，将22株分成两组，每组分别含有固氮1株，纤维素分解3株，除臭2株，细菌1株，放线菌2株，真菌2株，将菌株进行发酵培养，每株取100ml菌液，按菌液等比例混合，制备成液态微生物菌剂，分别标号Z1，G1。

1.2.3 堆肥试验设计   

本实验为好氧堆肥，堆肥过程在自制的小型堆肥装置中进行，体积约16.5L,反应器所用材质为有机玻璃，外壁设有保温层，反应器内有搅拌和通风装置，供氧方式为强制通风，通风量为12m3/h,底部有集水腔以及放水阀，供渗滤液排放，上部有气体排出及吸收功能。堆肥分实验组和对照组，实验组接种自制菌剂G1和Z1，对照组接种市售菌剂，接种比例为1：1000，试验原料为猪粪和稻草，用水调节含水率65%左右，堆肥时间共进行11d；每隔两天搅拌1次，取样保存待测；每个装置各插一个温度计，每天下午5点记录堆体温度和环境温度。

1.2.4 测定指标及方法   

温度：用玻璃温度计测量物料上，中，下三层温度，然后求平均值，并记录环境温度；含水率测定：用新鲜样品，采用105℃恒温干燥法[7]；pH：用蒸馏水浸提过滤采用PH计测定；碳，氮，磷，钾测定：参照有机肥料标准NY525-2012；颜色和臭味：采用人工法，在堆肥结束后，鉴定物料的颜色和臭味；稻草堆肥前后结构变化：用傅里叶变换红外光谱仪测定。

1.2.5 统计方法

    采用origin软件对数据进行分析

2 结果与讨论

2.1 堆肥温度变化

堆肥过程中温度变化是重要的指标之一，好氧高温堆肥通常分为升温期，高温期，降温期3个阶段[8]。由图1可知，在堆肥初期，堆体温度与环境相接近，经过1-2天，在中温菌的作用下，物料中的有机物被分解，释放热量，物料快速升温，添加Z1菌剂和市售菌剂的物料在第三天均达到50℃，温度未升到60℃以上可能与反应装置的体积小、保温层厚度小以及通风量较大有关，G1菌剂促使物料在第五天升到50℃以上，较Z1菌剂和市售菌剂延迟了两天，Z1菌剂使物料维持在50℃以上2d,最高温度54℃，G1菌剂和市售菌剂使物料维持在50℃以上1d，两者最高温度均为52℃。由此可见，Z1菌剂较市售菌剂和G1菌剂相比，能略微延长堆肥高温期和提高堆肥温度。
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图1 堆肥过程温度的变化

Fig.1 Changes of temperature in composting process


2.2 堆肥含水率变化

含水率是判断堆肥腐熟度非常重要的直观指标之一，含水率低有利于肥料的保存，在堆肥开始前，需用水和稻草调节含水率65%左右，以满足微生物生长需要[9]。在堆肥过程中，物料含水率与物料孔隙率，堆体温度，通风量有关，当孔隙率和通风量一定时，含水率主要和温度有关，随着堆肥时间的增长，温度的升高，含水率因蒸发会随之下降，一般含水率下降到30%左右时，表明物料已腐熟[10]。由图2可知，实验组和对照组均呈下降趋势，下降速度基本相同，其中Z1菌在第4d含水率骤降，且添加Z1菌的物料含水率降到最低，为38%，两组通风量一样，含水率的差异主要和温度有关，说明Z1菌能提高物料温度，加快水分散失，使物料的含水率下降。

2.3 堆肥pH变化
    堆肥过程中，pH过低或过高都会堆肥效果产生不利影响，微生物的生长需要在一定的pH值，pH可以作为堆肥腐熟评价的指标,堆肥腐熟pH值应在8.0-9.0范围内[11],PH太高会导致氨氮的挥发。由图3可知，在整个堆肥过程中，实验组和对照组均维持在7-9，堆肥最后pH都在8-9，满足堆肥腐熟特性。
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Fig.2 Changes of water content in composting process
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图2 堆肥过程含水率的变化
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图3 堆肥过程中pH的变化

Fig.3   Changes of PH value in composting process


2.4 堆肥有机碳含量变化

    堆肥过程是有机物被降解的过程，碳是微生物生长所需的重要元素之一，在堆肥过程中，不稳定的含碳有机物首先被微生物降解，以促进微生物的生长[12]，从图4可知，添加Z1菌的物料有机碳总体呈下降趋势，从第2天至第6天有机碳下降速度较快，原因是高温加快了有机物的分解速率，随着堆肥时间的增加，降解速率越来越慢，添加G1菌的物料有机碳变化较少，而添加市售菌的物料有机碳变化最少，说明添加Z1菌剂可以加快有机物的降解。
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Changes of organic carbon in composting process
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图4 堆肥过程中有机碳的变化
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Fig.5   Changes of N in composting process
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图5 堆肥过程中氮含量的变化


2.5 堆肥中氮含量的变化

    堆肥过程中，除了微生物降解有机物所需要的氮素外，氨氮的存在和较高的温度条件，以及连续通风的工艺条件，都会造成氮素的损失[13]。由图5可知，添加Z1菌剂的物料全氮总体呈上升趋势，原因可能和Z1菌剂中含有固氮菌有关，从第4天开始上升速度加快，含量最终稳定在1.37%。而添加G1菌剂和市售菌剂的物料开始氮含量就高，整个堆肥过程中氮量增加较少，说明Z1菌剂具有促使物料全氮上升的功能。
2.6 堆肥过程中磷的变化

    磷和钾也是衡量有机肥养分的一个重要指标。如图6，添加Z1菌和市售菌的堆肥磷含量变化基本相同，先是上升，到第八天开始下降，最后为1.71%，0.83%，添加G1菌的堆肥磷含量先下将后上升，最后为1.81%。

[image: image6.wmf]0

2

4

6

8

10

0

1

2

3

4

5

Fig.6 Changes of total P content in the composting process
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图6 堆肥过程中全磷的变化
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图7 堆肥过程中全钾的变化

Fig.7 Changes of total K content in the composting process


2.7 堆肥中钾的变化
    如图7，添加Z1菌剂和市售菌剂的物料钾含量变化相同，而添加G1菌剂的物料开始略微下降，从第4d开始上升，到第8d又下降，最后含量为0.62%。
2.8 稻草降解过程红外光谱分析

    稻草秸秆中的主要有机成分纤维素，半纤维素和木质素，还有少量蛋白质，脂类及可溶性糖类[14]。将未经堆肥处理的稻草样品和经过堆肥处理的稻草样品，在4000-400cm-1 波数段进行红外光谱分析，从图8可以看出，3420cm-1波峰有明显变化，添加Z1菌剂的变化最大，说明稻草中酚或醇分子中的羟基明显减少；2920cm-1波峰没有明显变化，说明部分甲基或亚甲基未被降解或改变；1630cm-1波峰的减弱说明C-0H键被氧化成羧酸或酮，且添加Z1菌剂的变化较明显；1510cm-1波峰处无变化，说明木质素未被降解；1050cm-1波峰处变化，稻草中聚合态硅转化，添加Z1菌剂与其他处理相比，变化明显；472cm-1波峰无明显变化。
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图8 不同处理稻草红外光谱图的变化


2.9 物料颜色和臭味
堆肥刚开始阶段，物料颜色呈褐色，臭味较大，较湿润。随着堆肥时间的不断增长，添加Z1菌剂的物料臭味有较大程度的较少，物料颜色加深，添加Z1菌剂的物料比添加G1菌剂的物料和市售菌剂的物料颜色深。堆肥结束后，添加三组菌剂的物料没有臭味,可能与添加的除臭微生物有关，其中，添加Z1菌剂的物料有泥土的气息，且物料干燥，疏松均匀呈颗粒状，基本达到腐熟[15]。

3 结果与讨论

    堆肥过程是微生物分解有机物释放热量的过程，常规堆肥是自然微生物参与的腐熟过程，堆肥速度较慢，一般需要60d左右，接种外源微生物能加快堆肥的发酵速度。本次试验结果表明，自制的Z1菌剂与G1菌剂和市售菌剂相比，50℃以上持续的时间较长，堆肥结束后，水分含量较少，达到38%，由于菌剂中添加了特殊的除臭微生物，使整个堆肥过程臭味较轻，具有良好的除臭功能；腐熟的物料呈颗粒状，且添加Z1菌剂的物料在堆肥过程中，氮含量增加，表明其具有固氮作用。Z1菌剂降解纤维素的能力与G1菌剂和市售菌剂相比较好。因此以Z1菌剂作为高效堆肥复合微生物菌剂。
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