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具有杀虫效果的生物肥料的研制

张爱民1 ,章淑艳2 ,张双凤1

(1.河北大学 生命科学学院 ,河北 保定　071002 ;2.河北省微生物研究所 ,河北 保定　071051)

　　摘　要 :具有杀虫效果的生物肥料是一种集药效和肥效为一体的生物制剂.本项目研究了胶质芽孢杆

菌、圆褐固氮菌和阿维链霉菌的发酵工艺 ,并研制出一种新型生物肥料.该产品的各项技术指标均符合农业

部有关肥料的质量标准 ,既具有较好的增产作用 ,同时具有较强的杀虫效果.
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Abstract :Biofertilizer with the effect of insecticide not only have the effect of biofertilizer , but also have the

effect of insecticide. Fermentation technics of Bacillus mucilaginosus ,Azotbacteria chroococum and Streptomyces

avermitilis have been studied and biofertilizer with the effect of insecticide have been produced. All the techno2
logical index of preparation of insecticide and biofertilizer measure up the standard of biological fertilizer of De2
partment of Agriculture of China. This product can increase the yield of plant and kill the insect .
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微生物肥料生产成本低 ,应用效果好 ,不污染环境 ,使用后不仅增产 ,而且提高农产品的质量 ,因此 ,在我

国农业可持续发展中占重要地位[1 ] .随生态农业和绿色农业的发展 ,化学农药和化学肥料对土壤和人类造

成的危害愈来愈受到人们的重视 ,限制使用化学农药和化学肥料已成为 21世纪的主流[2 ] .

液体深层发酵具有周期短、效率高、成本低、可大规模工业化生产等特点[3 ] .该研究从该制剂的应用效

果出发 ,对药肥复合生物制剂的发酵工艺进行了研究 ,并研制出该制剂的最佳发酵条件.该研究针对目前我

国单一品种微生物肥料作用效果缓慢、功能单一、范围小、效果不理想等因素 ,研制出具杀虫效果和肥料效果

为一体的复合生物制剂 ,将成为我国微生物肥料今后的发展和研究趋势[2 ] .

本项研究中 ,具有杀虫效果的生物肥料由 3种有效成分组成 ,即胶质芽孢杆菌、圆褐固氮菌和阿维链霉

菌 ,其中胶质芽孢杆菌可以将土壤中固定的磷、钾转化为植物可以吸收利用的速效磷和速效钾 ,补充作物磷
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钾养分的不足 ;圆褐固氮菌能够将空气中的 N2 转化为铵态氮 (N H +
4 ) ,补充作物氮素营养 ,减少化学肥料的

用量 ;阿维链霉菌可以产生阿维菌素 ,可有效杀死棉铃虫、玉米螟、美洲斑潜蝇等地上和地下害虫 ,减少化学

农药的用量.

1　材料和方法

1. 1　供试菌种

圆褐固氮菌 :来源中国科学院北京微生物研究所菌保中心 ;胶质芽孢杆菌 :来源于河北省微生物研究所 ;

阿维链霉菌 :来源于中国科学院上海药物所.

1. 2　培养基

1. 2. 1　圆褐固氮菌的斜面及检验培养基 (g/ L) 　葡萄糖 (甘露醇) 10 ,硫酸钙 0. 1 ,磷酸氢二钾 0. 2 ,碳酸钙

5 ,硫酸镁 0. 2 ,氯化钠 0. 2 ,琼脂 20.

圆褐固氮菌的液体种子培养基将上述培养基中的琼脂去掉即可.圆褐固氮菌的液体发酵培养基 :研究人

员通过正交试验而得.

1. 2. 2　胶质芽孢杆菌的斜面及检验培养基 (g/ L) 　蔗糖 5. 0 ,磷酸氢二钠 2. 0 ,硫酸镁 0. 5 ,碳酸钙 0. 1 ,三

氯化铁 0. 005 ,琼脂 18～20 ,p H为 7. 0.

胶质芽孢杆菌的液体种子培养基将上述培养基中的琼脂去掉即可.胶质芽孢杆菌液体发酵培养基 :研究

人员通过正交试验而得.

1. 2. 3　阿维链霉菌的斜面培养基　斜面培养基为高氏 1号培养基 ,28 ℃培养 14 d.成熟斜面表面成灰色 ,

孢子丰满.

阿维链霉菌的种子培养基 (g/ L) :葡萄糖 5. 0 ,黄豆饼粉 5. 0 ,硫酸铵 0. 5 ,磷酸氢二钾 0. 5 , p H为 6. 8.

阿维链霉菌的液体发酵培养基 (g/ L) :葡萄糖 5. 0 ,黄豆饼粉 5. 0 ,硫酸铵 0. 5 ,磷酸二氢钾 0. 15 ,硫酸镁

0. 025 ,磷酸氢二钾 0. 25 ,p H为 6. 6.

1. 3　主要仪器设备

HZQ- F160型全温振荡培养箱 ;隔水式电热恒温培养箱 ;冰箱 ;722型分光光度计 ; SK-1型快速混匀器 ;

日立牌高效液相色谱仪 ( HPLC) ; PHS-2C型精密酸度计 ;双光束测汞仪 ;压力消解器 ;马福炉 ;原子吸收分光

光度计等.

1. 4　分析方法

p H值采用酸度计法 ;砷的含量采用银盐法 ,参见国家标准中食品中砷的测定方法 ;汞的含量采用国家标

准冷原子吸收光谱法之比色法测定 ;铅的含量采用二硫棕比色法测定 ,参见国家标准食品中铅的测定 ;镉的

含量采用二硫棕 - 乙酸乙酯法测定 ,参见国家标准食品中镉的测定方法 ;铬的测定采用原子吸收石墨炉法进

行测定 ,参见国家标准中的食品中铬的测定方法.

1. 5　发酵液含菌量的测定

采用稀释平板法进行[4 ] ,取发酵液进行一系列稀释 ,即用 10 mL 吸管吸取 5 mL 振荡均匀的发酵液 ,加

到 45 mL 无菌水中 ,混匀成 10 - 1的稀释液 ,重复以上操作 ,可以得到 10 - 2 ,10 - 3 ,10 - 4 ,10 - 5 ,10 - 6 ,10 - 7的稀

释液 ,从 10 - 5 ,10 - 6 ,10 - 7稀释液中取出 0. 1 mL ,分别涂胶质芽孢杆菌和圆褐固氮菌的平板 3 个 ,置于培养

箱中 ,30 ℃培养 36 h ,计数出现的菌落数 ,根据下面计算公式 ,可以得到相应发酵液的含菌量.

发酵液含菌量 (亿个/ mL) =平板出现的菌落数×稀释倍数×10.

1. 6　发酵液中药效成分的测定

根据农业部微生物肥料行业标准 N Y410-2000 ,采用 HPLC 方法进行药效成分的测定 ,取发酵液

100 mL ,4 500 r/ min ,离心 30 min ,然后加样到高效液相色谱议 ,进行液相色谱分析 ,所得到的曲线和标准曲

线进行比较 ,可以测定发酵液中阿维菌素 B组分 (BLA + BLB)的含量.
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2　工艺流程

具有杀虫效果的生物肥料的生产工艺见图 1.

图 1　具有杀虫效果的生物肥料的生产工艺流程

Fig. 1　Producing technological flow chart of the biofertilizer with the effect of insecticide

3　具有杀虫效果的生物肥料的发酵方法

3. 1　菌种的活化

将 3菌株的保存菌种分别接种在各自的种子斜面培养基上 ,圆褐固氮菌和胶质芽孢杆菌 30 ℃恒温培养

48 h ,阿维链霉菌 28 ℃培养 14 d.

3. 2　种子培养

1 000 mL 三角瓶中分别分装 3菌株的种子培养基 ,121 ℃,30 min灭菌 ,冷却至室温后分别接种各自的

斜面种子 ,恒温摇床振荡培养 ,阿维链霉菌 30 ℃ ,180 r/ min培养 48 h ,镜检无杂菌 ,菌丝粗壮 ,种子液 p H为

6. 5左右 ;圆褐固氮菌和胶质芽孢杆菌 30 ℃, 200 r/ min培养 14～18 h ,镜检菌体成对或单个排列 ,菌体粗

壮 ,结晶紫染色均匀 ,p H为 6. 0～6. 3.

3. 3　主发酵实验和结果

采用 50 L 全自动发酵罐进行实验 ,装料系数为 70 % ,3菌株分别进行发酵实验 ,将各自的发酵培养基加

到 3个发酵罐中 ,121 ℃,30 min灭菌 ,冷却至室温后 ,分别接种.胶质芽孢杆菌的接种量为 7 % ,培养条件为 :

温度 30～33 ℃,罐压 0. 05～0. 06 MPa ,间歇搅拌 ,搅拌转速为 200 r/ min ,通风比为 1∶(0. 3～0. 7) (以时间而
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变化) ,发酵周期 36～40 h ;圆褐固氮菌的接种量为 10 % ,培养条件为 :温度 (30 ±1) ℃,罐压 0. 05～0. 06

MPa ,间歇搅拌 ,搅拌转速为 180 r/ min ,通风比为 1∶0. 5 ,发酵周期 36 h ;阿维链霉菌的接种量为 10 % ,培养

条件为 :温度 30 ℃,罐压 0. 05～0. 06 MPa ,搅拌转速为 200 r/ min通风比为 1∶0. 5 ,发酵周期 8～9 d ,上述工

艺参数进行 3次重复实验 ,并同步进行化验分析 ,其结果见表 1、表 2和表 3.

表 1　圆褐固氮菌 3次主发酵实验的平均结果

Tab. 1　Average results of three times fermentation experiments of Azotbacteria chroococum

发酵周期/ h 发酵终点 p H 含菌量/ (亿个·mL - 1)

36 6. 5 12. 5

表 2　胶质芽孢杆菌 3次主发酵实验的平均结果

Tab. 2　Average results of three times fermentation experiments of Bacillus muciginosus

发酵周期/ h 发酵终点 p H 含菌量/ (亿个·mL - 1)

40 6. 7 8. 5

表 3　阿维链霉菌菌株 3次主发酵实验的平均结果

Tab. 3　Average results of three times fermentation experiments of Streptomyces avermitilis

发酵周期/ d 发酵终点 p H 总效价 ( HPLC) / (mg·L - 1) B组分 (BLA + BLB) / (mg·L - 1)

8. 5 6. 4 4 250 1 225

4　具有杀虫效果的生物肥料的检验

按照 N Y410-2000和 N Y413-2000进行药肥复合生物制剂的检验 ,其中有效菌总数不低于 5 亿个/ mL ,

杂菌含量低于 5 %.结果表明本生产工艺流程生产的药肥复合生物制剂符合农业部有关的微生物肥料质量

标准[5 ] .具有杀虫效果的生物肥料的检验结果见表 4.

表 4　具有杀虫效果的生物肥料的检验结果

Tab. 4　Test results of the biofertilizer with the effect of insecticide

检验项目 结果 检验项目 结果

圆褐固氮菌含量/ (亿个·mL - 1) 　　　　5. 5 蛔虫卵死亡率/ % 　　　　100

胶质芽孢杆菌含量/ (亿个·mL - 1) 4. 0 w (砷 (以 As计) ) / (μg·g - 1) 2. 2

总菌数/ (亿个·mL - 1) 9. 5 w (铅 (以 Pb计) ) / (μg·g - 1) < 0. 05

药效成分 (BLA + BLB) / (mg·L - 1) 224 w (镉 (以 Cd计) ) / (μg·g - 1) < 0. 005

杂菌率/ % 0 w (汞 (以 Hg计) ) / (μg·g - 1) < 0. 03

p H 6. 5 w (铬 (以 Cr计) ) / (μg·g - 1) < 1. 0

5　结　论

1) 　该项目研究了药肥复合生物制剂的生产工艺 ,并确立了圆褐固氮菌、胶质芽孢杆菌和阿维链霉菌的

发酵工艺参数 ,所研制产品的各项指标均符合农业部有关微生物肥料的质量标准.

2) 　该研究在国内首次将肥效菌株和药效 (杀虫)菌株复配制成药肥复合生物制剂 ,工艺设计先进 ,操作
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性强 ,适合于工业化生产.

3) 　该研究的产品药肥复合生物制剂具有肥料和杀虫效果 ,应用前景广阔 ,由于研究时间较短 ,有关菌

剂的保存实验有待进一步完善.
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