餐厨垃圾堆肥降解菌株的筛选、鉴定及菌剂研制

郑智胜 ,苏小琴 ,胡秀芳
1. 浙江理工大学生命科学与医药学院 ,杭州 310018;2. 中华全国供销合作总社杭州茶叶研究所 ,杭州 310016

摘  要 : 为研制餐厨垃圾堆肥的高效腐熟菌剂 ,从餐厨垃圾中分离具有高产降解酶活性的常温(30℃) 和高温(55℃) 菌株 ,并通过酶活性检测、两两拮抗实验以及耐油、耐盐、不 同 pH值和温度适应性验证 , 完成菌株的筛选菌株组合 。结果显示:筛选获得了 54株产降解酶菌株 ,其中包括枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis CW13) 、巨大普里斯特氏菌 (Priestia megaterium CW20) 、粉 红 粘 帚 霉 (Clonostachys rosea CW58) 、淡 紫 拟 青 霉 (Purpureocillium lilacinus CW64) 、嗜热脂肪地芽孢杆菌(Geobacillusstearothermophilus GW03) 和堆肥芽孢杆菌(Bacillusstercoris GW15) 等 6株抗逆性强的高效降解菌株 ; 由这 6株菌组合构建的腐熟菌剂对餐厨垃圾挥发性固体的降解率约为35% ,是对照组的 2倍 ,表明该腐熟菌剂在餐厨垃圾堆肥中具有较高的应用潜力 。该研究通过筛选并组合抗逆性强的高效降解菌株 ,为餐厨垃圾堆肥提供了一种新型专用高效腐熟菌剂。
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Abstract: To develop an efficient composting inoculant for food waste, microbial strains with high degradative enzymeactivitieswereisolatedfrom foodwasteundermesophilic(30℃) andthermophilic(55 ℃)  conditions.  The isolates were screened and combined based on enzyme activity assays,  pairwise antagonistictests, and evaluationsofoiland salttolerance as wellas adaptability to differentpH values and temperatures.  The results showed that 54 degradation enzyme-producing strains were obtained. Among them,  six strains exhibited strong stress resistance and high degradation efficiency,  including Bacillus subtilis CW13,  Priestia megaterium  CW20,  Clonostachys rosea  CW58,  Purpureocillium lilacinus CW64, Geobacillusstearothermophilus GW03, and B.  stercorisGW15.  The compostmicrobial inoculantconstructed by combining these six strains achieved approximately a 35% degradation rate of volatilesolidsin food waste, which was abouttwice thatof the control, indicating its high potential for application in food waste composting.  This study provides a new type of specialized and high-efficiency composting microbial inoculant for food waste composting by screening and combining high-efficiency degrading strainswith strong stressresistance.
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0   引  言
浙江省作为中国餐厨垃圾产量较大的省份之一 ,年产量已突破 600万 t[1] 。随着城镇化进程加速和居民消费水平提升 ,餐厨垃圾产量持续增长 ,其大量的堆积对生态环境构成了严重的威胁[2] 。在此背景下 ,如何实现餐厨垃圾的减量化、无害化及资源化处理 ,是废弃物管理与循环农业发展的关键问题。
在多种餐厨垃圾处理方式中 ,好氧堆肥因其投资成本低、操作简便与产物可作为土壤改良剂等优势 ,成为处理餐厨垃圾等有机废弃物的理想选择[3] 。餐厨垃圾具有组分复杂的特性 , 主要表现为高有机质含量(80%~90%) 、高含水率(70%~90%) 、高盐分(0.5% ~ 2%) 以及高油脂含量(2% ~ 10%)[4] 。在以餐厨垃圾为原料的堆肥中 ,餐厨垃圾特性会抑制土著微生物的繁殖与降解活性 , 引起堆肥出现酸败、恶臭以及周期过长、产物品质较差等问题[5] 。
添加外源功能菌剂是一种有效促进堆肥腐熟的策略 ,具有多方面优势 :a)外源微生物能够弥补堆肥系统中功能微生物的不足 ,快速建立相关的功能微生物群落[6] ;b) 外源微生物可产生纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶等多种水解酶 ,加快餐厨垃圾中大分子有机物的降解[7] ;c) 外源菌剂的引入可通过微生物间的竞争和拮抗作用 ,有效抑制腐败微生物的生长繁殖 ,并促进有益微生物的定殖与扩张[8-9] ; d)部分具有抗逆性的菌种能够在极端环境下生长 ,在堆肥系统中维持稳定的活性[10] 。现有的餐厨垃圾菌剂仍存在诸多局限性 ,王小兵等[11] 从秸秆中筛选出高纤维素酶活菌株用于制备餐厨垃圾堆肥的腐熟菌剂 , 因菌株酶活性单一 ,难以满足餐厨垃圾复杂有机物组分的降解需求 ,且无法适应高油高盐的环境 ;邵毅恒等[12] 通过筛选高效降解菌株并利用餐厨垃圾渗滤液进行驯化 , 构建了由 4 株细菌组成的复合菌剂 ,但该菌剂的菌种较为单一 ,难以保证所有菌株发挥作用 , 开发多菌种、多酶活性、抗逆性强和降解效率高的专用腐熟菌剂有待进一步研究 。
本文以餐厨垃圾为微生物的筛选材料 ,分离具有纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶等胞外酶活性的常温和高温细菌与真菌菌株 ,测定其拮抗活性和抗逆性 ,并制备餐厨垃圾堆肥专用的高效复合腐熟菌剂 , 以期为餐厨垃圾的高效处理及腐熟效果优化提供可行的菌剂的理论依据与技术方案。


1  材料与方法
1.1  样品采集
所用的餐厨垃圾样品(主要包括泔水、菜梗、菜叶和水果皮等) 采集自某高校食堂 。样品使用无菌自封袋保存 , 总重量共约 5.0 kg。样品处理分为 2部分 :一部分存储于 4 ℃冰箱 ,用于菌株的分离 ; 另 一 部 分 先 在 室 外 环 境(35 ℃ , 相 对 湿 度75%) 下晾晒约 48 h,待水分减少约 45%后 , 密封储存于 -20℃冰箱 ,用于菌剂对餐厨垃圾减量效果的分析 。
1.2  培养基
1.2.1  初筛培养基
以无碳源的营养琼脂培养基(牛肉提取物 3 g、 NaCl5 g和琼脂 20 g, ddH2O定容至 1 L) 作为基础 ,分别添加质量浓度为 20 g/L羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) 、可溶性淀粉、脱脂奶粉和橄榄油 ,用于筛选 产 纤 维 素 酶、淀 粉 酶、蛋 白 酶 和 脂 肪 酶 的菌株 。
1.2.2   富集和纯化培养基
LB培养基配方 :胰蛋白胨 10 g、NaCl10 g、酵母提取物 5 g, ddH2O 定容至 1 L;PDA 培养基配方 :马铃薯 20g和葡萄糖 20g,ddH2O定容至 1 L,在固体培养基中每升加入 20g琼脂。
1.2.3  复筛培养基
用于复筛降解酶产生菌的培养基参考文献[13- 14]配制 ,并进行适当修改 。纤维素酶固体培养基配方 : CMC-Na 20.0 g、K2HPO4  2.0 g、(NH4 ) SO4 4.0 g、MgSO4·7H2O 0.1 g、酵母提取物 15.0 g 和琼脂 20.0 g,ddH2O定容至 1 L。淀粉酶固体培养基配方 :可溶性淀粉 10.0 g、牛肉膏 5.0 g、蛋白胨10.0 g、NaCl5.0 g、琼脂 20.0 g, ddH2O 定容至1 L。蛋白酶固体培养基配方 :脱脂奶粉 20.0 g 和琼脂 20.0 g,ddH2O定容至 1 L。脂肪酶固体培养基配方 :蛋白胨 10.0 g、牛肉膏 5.0 g、橄榄油 10g、吐温 2015.0 g、MgSO4 ·7H2O 0.5 g、质量分数为1.6%中性红溶液 1 mL和琼脂 20.0 g, ddH2O 定容至 1 L。
1.2.4  菌剂发酵固体培养基
米糠固体培养基配方为 :每千克培养基中含细米糠 360g、红糖 20 g、(NH4)2SO4  20 g 和 ddH2O 600mL,pH值为 6.0~7.5。
以上 8种培养基均于 1×105  Pa高温湿热灭菌
20min。
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1.3  菌株分离与鉴定
1.3.1  微生物分离纯化
取 10g保存于 4 ℃冰箱的餐厨垃圾样品 ,加入90mL无菌水中制备悬浊液 ,分别在 30 ℃和 55℃条件下 , 以 150 r/min的转速进行恒温振荡富集培养 14h;培养完成后静置悬浊液 ,取上清液进行梯度稀释 ,并将其均匀涂布于初筛培养基表面 ,分别置于 30℃和 55℃恒温培养箱中培养 ;待菌落形成后 ,通过反复划线进行纯化获得的单菌株。
1.3.2  产降解酶菌株的筛选
将单菌株点接于不同酶活性鉴定培养基中 ,常温菌在 30℃条件下培养 48h、高温菌在 55 ℃条件下培养 24h,观察降解酶活性 。纤维素酶活性检测方法为 :使用质量分数为 1.6%的刚果红溶液染色30min,再 用 质 量 分 数 为 1% NaCl溶 液 脱 色 10 min,观察菌落周围水解晕圈产生情况 。淀粉酶活性检测方法为 :采用质量分数为 1%的卢氏碘液染色 5 min,观察菌落周围透明圈产生情况 。蛋白酶活性检测方法为 :通过观察菌落周围脱脂奶粉消耗形成的透明圈 。脂肪酶活性检测方法为 :依据菌落周围中性红由红色变为橙黄色的现象 。通过计算水解圈直径(D) 与菌落直径(d) 的比值(D/d) 来评价降解酶活性 ,具体方法参考文献[11] 。
1.3.3  形态特征和分子生物学鉴定
参照《伯杰氏菌株鉴定手册(第 8版)》和革兰氏染色法[15]对降解菌株进行形态学鉴定 。分别提取降解菌株的基因组 DNA,并采用细菌16SrRNA基因的通用引物对 27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’)/1492R ( 5’-TACGGCTACCTTGTTACGGACTT - 3’) 及 真 菌  ITS 序 列 通 用 引 物 对  ITS1 ( 5 ’- AGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’)/
ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATA TGC-3’) 进行 PCR扩增 ;扩增产物经 Sanger法测序 ,测序结果在 GenBank数据库进行同源性比对 ,并构建系统发育树。
1.4   降解菌株的拮抗活性
细菌与细菌之间拮抗活性测定采用平板倾注法[16]  ,取体积分数为1%待测菌株的种子液与 50℃固体培养基混匀后倾注平板 , 凝固后放置直径 2 mm 无菌滤纸片 ,并在滤纸上滴加另一菌株的种子液 8 μL;真菌与细菌之间的拮抗活性检测均采用平板倾注法 ,取体积分数为 1%细菌菌株的种子液与50℃固体培养基混匀后倾注平板 ,待凝固后 ,将预先准备的直径 6 mm 真菌菌饼接种于平板表面上 ;


真菌间的拮抗活性采用平板对峙法检测 ,将不同真菌菌株的直径 6 mm 菌饼 , 以 4 cm 间距接种于同一PDA 固体培养基的平板上 ;接种后的平板分别置于30℃和 55℃恒温培养箱培养 ,待其菌落生长覆盖平板后 ,观察记录菌株间的生长及抑菌圈形成情况。
1.5   降解菌株的抗逆活性分析
a)抗油活性 :在 LB或 PDA培养基中分别添加不同质量分数的食用油(0%、1%、3%和 5%) 。
b)抗盐活性 :在 LB或 PDA培养基中分别添加不同质量分数的 NaCl(1%、3%和 5%) 。
c)pH值适应性 : 将 LB或 PDA 培养基的 pH值分别调节至 5.5、6.5、7.5和 8.5。
d) 温度适应性 :设置不同的培养温度(25、35、 45、55、65℃和 75℃) 。
细菌生长状态采用吸光度法检测 ,将待测菌株分别接种至上述配制的不同种类及浓度的 LB液体培养基中 ,分别在 30 ℃和 55 ℃条件下 , 以 150 r/ min的转速振荡培养 2 d,在 600 nm 波长下测定吸光度 。真菌生长状态采用菌落直径法测定 ,使用打孔器从预先培养的 PDA平板上切取直径 6 mm 菌饼 ,分别接种于以上配制的不同种类及浓度的 PDA固体培养基的平板上 ,分别在 30 ℃和 55 ℃恒温培养箱培养 7 d,测量菌落直径。
1.6  腐熟菌剂的制备、检测及应用验证
1.6.1   固体菌剂的制备
取选定组合中的各菌株种子液 ,按体积分数的0.5%分别接种到米糠固体培养基 ,并分别置于 30 ℃和 55℃的培养箱 ,培养 7d,通过观察培养基底物的外观和气味判断菌株扩繁效果 。待扩繁完成后 ,打开培养容器的盖子 ,并在 30 ℃和 55 ℃条件下进行干燥处理。
1.6.2  菌剂的检测
采用平板菌落计数法测定各菌剂的有效活菌数 ,单 位 为 菌 落 形 成 单 位 ( Colony-forming unit, CFU) ,将晾干后的各菌剂样品分别制备成悬浮液 ,静置沉淀后取上清液进行梯度稀释 ,将稀释液均匀涂布于固体培养基平板表面 ,置于相应温度条件下培养 ,统计菌落形成单位数量 。称取 10g 晾干的菌剂样品 , 加入 90 mL去离子水 , 振荡过滤后 , 采用pH计测定滤液 pH 值 。称取 10 g 晾干的菌剂样品 ,于 105℃烘箱中烘干至恒重后 ,根据烘干前后质量差计算含水率。
1.6.3  组合菌剂对餐厨垃圾的减量测定
各个菌剂按菌种类型等比例混合 ,制备不同类
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型复合菌剂 ,包括细菌菌剂、真菌菌剂、常温菌剂和高温菌剂 ,具体方法参考文献[6, 12] 。餐厨垃圾先进行破碎处理(控制粒径在 3 cm 以下) ,破碎物料充分搅拌后分装至 1 L锥形瓶中 , 每瓶装入量为 400 g;按湿重的 0.5%分别接种不同类型复合菌剂 ,对照组添加等体积的无菌细米糠 ;模拟堆肥过程 ,在培养箱放置 7 d(第 1天和第 7天放置于 30℃培养箱 ,第 2~6天放置于 55℃培养箱) ,分别测量各处理组中餐厨垃圾挥发性固体(Volatile solid,VS) 的降解率 ,计算方法见式(1) :
[image: ]
其中 :X 为餐厨垃圾 VS的降解率 , % ;VS1  为初始餐厨垃圾 VS总含量,g;VS2 为处理后餐厨垃圾 VS含量,g。
1.7  分析方法
利用 MAGE V12对 16S rRNA及 ITS基因序列 进 行 系 统 发 育 分 析 , 以 邻 接 法 构 建 发 育 树


(Bootstrap值 1000,P-distance计算距离) 。基于菌株酶活性与菌种类型数据,通过在线平台(http:∥ www. ehbio. com/test/venn/#/) 绘制韦恩图。 采用 Excel整理与统计数据 ,用 GraphPad Prism 9处理和可视化数据 ,利用 SPSS25.0软件的单因素方差分析 Duncan检验法对不同菌剂处理组的餐厨垃圾降解率进行显著性差异分析 ,并使用 BH法[17] 进行多重检验校正。
2   结果与讨论
2.1   降解菌株的筛选
在初筛培养基上长出菌落后 ,观察不同菌落的大小、颜色及形态特征 ,挑选形态各异的单菌落进行纯化 ,获得 81株菌株 ,其中包括 66株常温菌株和15株高温菌株 。将获得的菌株接种到 4种降解酶鉴定培养基中 ,观察菌落周围是否产生如图 1所示的水解圈效果 ,筛选出具有纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶的菌株。

[image: ]
图 1  CW13菌株酶活的水解圈示意图


筛选去除无水解圈的菌株后 ,共获得 54株具有降解酶活性的菌株 ,其中 :23株菌分泌纤维素酶 ,34株分泌淀粉酶 ,35株分泌蛋白酶 ,39株分泌脂肪酶(见图 2(a)) 。提取上述54株菌的基因组 DNA,通过


PCR对16SrRNA基因和真菌ITS序列进行扩增 ,将所得 PCR产物序列与 GenBank数据库中的菌株序列进行同源比对 ,结果显示 :常温细菌 31株、常温真菌16株和高温细菌7株 ,未检出高温真菌(见图 2(b)) 。

[image: ]
图 2  菌株不同产酶能力和菌种类型的韦恩图


不同类型微生物在堆肥过程中的作用具有互补优势 ,微生物具备多种酶活性是高效降解有机物的关键[18-19] 。根据 16S rRNA 基因和 ITS序列测序


结果排除潜在致病菌 ,从不同种属的菌株里 ,筛选具有多种酶活性或单一酶活性上表现突出的菌株 ,包括菌 株 CW13、CW18、CW19、CW20、CW36、CW41、
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CW58、CW64、GW03、GW08和 GW15(见表 1) ,并将
其用于后续菌株间拮抗与抗逆活性的检测 。从表 1
 (
可以看出
 
:
菌株 
GW
03展现出优异的蛋白酶(D/d
=
) (
CW
19显示出显著的淀粉酶活性(D/d分别为 
4
.00
).强)([image: ].[image: ])),,
和 5.50) ,CW41则表现出较高的纤维素酶活性(D/d
=2.10)表。1   高效降解菌株的产酶活性测定结果
	菌株
编号
	水解圈直径/菌落直径的比值

	
	纤维素酶
	淀粉酶
	蛋白酶
	脂肪酶

	CW13
	1.72
	1.78
	1.26
	1.75

	CW18
	0
	6.00
	0
	0

	CW19
	0
	7.50
	0
	0

	CW20
	0
	1.26
	1.44
	1.80

	CW36
	0
	1.01
	1.87
	1.66

	CW41
	2.10
	0
	0
	0

	CW58
	2.30
	1.23
	0
	1.44

	CW64
	2.12
	0
	1.14
	1.74

	GW03
	1.82
	2.99
	3.50
	3.37

	GW08
	2.02
	1.46
	6.00
	2.48

	GW15
	0
	2.17
	3.25
	2.32





2.2   降解菌株之间的拮抗作用
为避免腐熟菌剂不同菌株之间的相互竞争引起抑制作用 ,对菌株间的拮抗活性进行了评估 ,结果如表 2所示 。 由表 2可知 :菌株 CW18和 CW36可抑制 CW20的生长 , 菌株 CW36可抑制 CW18 的生长 ;真菌菌株 CW58和 CW64可抑制 CW36 的生长 ,其余菌株之间未发现拮抗作用。
2.3   降解菌株的抗逆活性
菌株耐油和耐盐的结果如图 3(a)—(d) 所示 ,菌株 CW08在 3%油质量分数的条件下 OD值显著下降 ,其余菌株在不同油质量分数的条件下均能正常生长 ;菌株 CW19、CW41、CW64、GW03和 GW08在 3%盐质量分数的条件下 OD值显著下降 ,菌株CW19、CW41、GW03和 GW08在5%盐质量分数的条件下不生长 , 说明了菌株 CW13、CW20、CW58、 CW64和 GW15具有较强的耐油和耐盐特性 。菌株对不同 pH值的适应性结果如图 3(e)—(f) 所示 ,所用菌株在 pH值为 5.50~ 8.50范围内均表现出良好的适应性。

表 2   降解菌株的拮抗活性结果
	菌株
	CW13
	CW18
	CW19
	CW20
	CW36
	CW41
	CW58
	CW64
	GW03
	GW08
	GW15

	CW13
CW18
CW19
CW20
CW36
CW41
CW58
CW64
GW03
GW08
GW15
	
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
	

-
+
+
-
-
-
-
-
-
	


-
-
-
-
-
-
-
-
	



+
-
-
-
-
-
-
	




-
+
+
-
-
-
	





-
-
-
-
-
	







-
-
-
-
	








-
-
-
	









-
-
	










-
	


注 :+表示菌株之间具有拮抗作用 ; -表示菌株之间不具有拮抗作用。


菌株在不同温度下的生长情况如表 3所示 。表3显示 :在常温菌株中 , 菌株 CW13、CW19、CW20、 CW41、CW58和 CW64的生长温度范围为 25~ 35 ℃ ,其中菌株 CW13和 CW20还具有在 45 ℃条件下生长能力 ;在高温菌株中 ,菌株 GW03、GW08和GW15均能适应 55~65℃的高温 ,其中菌株 GW03和 GW15可在 75 ℃生长 , GW15还能在 45 ℃生长 ,常温菌株 CW13和 CW20及高温菌株 GW03和GW15具有较广的温度生长区间 。根据菌种的多样性原则 ,结合菌株的产酶和抗逆活性 ,选定常温细菌CW13和 CW20、常温真菌 CW58和 CW64及高温


细菌 GW03和 GW15作为制备堆肥复合腐熟菌剂的菌种。
2.4   降解菌株的形态特征和鉴定
6株菌的菌落形态特征如图 4和表 4所示 。 由图 4和表 4可以看出 :4株细菌的菌落颜色相近呈淡黄色 ,皆为革兰氏阳性菌 , 菌株 CW13的菌落形状不规则、表面粗糙 , CW20、GW03和 GW15菌株菌落表面光滑湿润、近似圆形 ; 真菌菌株 CW58的菌落颜色在前期为白色后期变为淡粉色 ,边缘锯齿状 ,真菌菌株 CW64的菌落颜色为淡紫色 ,边缘较为整齐。

[image: ]
图 3   降解菌株的抗逆活性
表 3   降解菌株在不同温度的生长情况
	生长情况
菌株编号              25℃                   35℃                    45℃                   55℃                   65℃                  75℃         

	CW13
CW19
CW20
CW41
CW58
CW64
GW03
GW08
GW15
	+
+
+
+
+
+
-
-
-
	+
+
+
+
+
+
-
-
-
	+
-
+
-
-
-
-
-
+
	-
-
-
-
-
-
+
+
+
	-
-
-
-
-
-
+
+
+
	-
-
-
-
-
-
+
-
+


注 :+表示菌株在该温度下的平板生长 ,-表示菌株在该温度下不生长。
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[image: ]
图 4  6株菌的菌落特征图
表 4   菌株的菌落形态特征及革兰氏染色结果表
	菌株编号
	菌落形态
	革兰氏类型

	CW13
	不规则圆形 ,灰白色 ,粗糙有褶皱 ,边缘锯齿状 ,不透明
	阳性

	CW20
	近似圆形 ,淡黄色 ,光滑有光泽 ,边缘整齐 ,不透明
	阳性

	CW58
	不规则圆形 ,初期白色后期淡粉色 ,绒毛状 ,边缘锯齿状
	

	CW64
	不规则圆形 ,淡紫色 ,绒毛状 ,边缘整齐
	

	GW03
	圆形 ,淡黄色 ,光滑 ,边缘整齐 ,不透明
	阳性

	GW15
	近似圆形 ,乳白色 ,光滑 ,边缘整齐 ,不透明
	阳性
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通过细菌16SrRNA和真菌ITS序列分析构建系统发育树 ,所得菌株的鉴定结果如图 5所示 。菌


株 CW13、CW20、CW58、CW64、GW03和 GW15与Bacillussubtilis MW391621、Priestia megaterium

[image: ]
图 5   6株菌株的系统发育树
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MW303513、  Clonostachys    rosea     PP396915、 Purpureocillium lilacinum  KX788155、Geobacilus stearothermophilusOR242445和B. stercorisMN704486的相似性分别达 99.79%、99.93%、98.61%、99.65%、 98.76%和100.00%,并各自与相应种属聚为一类 , 由此确定菌株 CW13、CW20、CW58、CW64、GW03和GW15分别属于枯草芽孢杆菌(B.  subtilis) 、巨大普里斯特氏菌(P.  megaterium) 、粉红粘帚霉(C.  rosea) 、淡紫拟青霉(P.  lilacinus) 、嗜热脂肪地芽孢杆菌(G.  stearothermophilus) 和堆肥芽孢杆菌


(B.  stercoris) 。
2.5  菌剂制备与检验
将 6株菌分别接种于细米糠培养基扩繁 ,其外观和气味的变化如表 5所示 。 由表 5可以看出 :各菌剂在晾干后的有效活菌数测定值为 5.05×107 ~ 2.60×108 CFU/g,pH值范围为 5.68~ 7.33,含水率控制在 9.89% ~ 18.93% ,这些指标均符合国家农业行业标准(NY 609—2002) 对固体微生物菌剂的技术要求 ,表明本文制备的菌剂产品在微生物活性和理化特性方面均达到商业化应用标准。

表 5   降解菌株制成固体菌剂后的外观、气味及技术指标
	菌株
	外观、气味
	有效活菌数/(CFU·g-1)
	pH值
	含水率/%

	B.  subtilis CW13
	黏稠 ,泥土味
	2.20×108
	7.05±0.04
	10.34±0.82

	P.  megaterium CW20
	黏稠 ,泥土味
	2.60×108
	7.33±0.17
	12.28±0.76

	C.  rosea CW58
	覆盖白色绒毛 ,微花香
	5.05×107
	6.37±0.08
	18.93±1.25

	P.  lilacinum CW64
	覆盖淡紫色绒毛 ,霉味
	1.55×108
	6.52±0.20
	11.79±0.88

	G.  stearothermophilus GW03
	黏稠 ,泔脚臭
	2.12×108
	5.68±0.05
	9.89±0.75

	B.  stercorisGW15
	黏稠 ,泔脚臭
	2.31×108
	5.79±0.11
	11.42±0.91




为分析组合菌株的降解活性 ,制备 4种组合菌剂 ,包括常温细菌制剂(CW13和 CW20,CX) 、高温细菌 制 剂 (GW03和 GW15, GX) 、常 温 真 菌 制 剂(CW58和 CW64,CZ) 以及 6个菌株的复合腐熟菌剂(FH) ,4种菌制剂进行餐厨垃圾的 VS降解能力如图 6所示 。 图 6表明 :不同组合菌剂的 VS降解率分 别 约 为 25%(CX) 、28%(GX) 、20% (CZ) 和


35%(FH) ,均高于不添加菌剂的 CK(17%) ; 复合腐熟菌剂的 VS降解率最高 ,极显著高于 CK对照组 ,为后者的 2倍 ,表明该腐熟菌剂在餐厨垃圾堆肥腐熟中具有较大的应用潜力 ,复合腐熟菌剂的有效活菌数为 1.88×108 CFU/g、pH值为 6.68±0.27、含水率为(12.44±1.75) % ,符合国家农业行业标准 (NY 609—2002) 的要求。

[image: ]
图 6  组合菌剂的评价
注 : * 表示 0.01<P≤0.05,**表示 0.001<P≤0.01,***表示 P<0.001。


3   结  论
本文从餐厨垃圾中分离获得具有降解酶活性的菌株 ,通过对其降解效率、拮抗作用及抗逆活性的综合评估而筛选组合菌株 ,进而构建高效腐熟菌剂 ,主


要结论如下 :
a)分离得到 54株具有降解酶活性的菌株 ,其中有 23株能产生纤维素酶、34株能产生淀粉酶、35株能产生蛋白酶、39株能产生脂肪酶 ; 常温细菌 31株、常温真菌 16株及高温细菌 7株。
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b)枯草芽孢杆菌(B.  subtilis CW13) 、巨大普里斯特氏菌(P.  megaterium CW20) 、嗜热脂肪地芽孢杆菌(G.  stearothermophilus GW03) 、堆肥芽孢杆菌(B.  stercorisGW15) 、粉红粘帚霉(C. rosea CW58) 和淡紫拟青霉(P.  lilacinum CW64) 可以用于构建腐熟菌剂。
c) 腐熟菌剂的有效活菌数为 1.88×108  CFU/ g,将其以 0.5%湿重的接种量应用于餐厨垃圾处理时 ,可使 VS降解率达到35% ,较未接种的对照组提高 1倍 。该菌剂的成功构建为提升餐厨垃圾的堆肥效率和产物品质提供了高效的菌剂资源。
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