说  明  书  摘  要

本发明涉及一种生物絮团培养方法及水产养殖方法，其中的生物絮团培养方法包括：向水体中添加有机碳源，有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为15～17：1；向水体中加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的加入总量满足每ml水体中加入0.8×105～1.2×105cfu；向水体中曝气，维持水体中的溶解氧在6mg/L以上。其通过在水体中加入有益菌，并通过调整水体中有机碳源的添加量，保持水体中一定的C/N比，可有效促进水体内有益菌的大量繁殖、加快生物絮团的形成，从而获得大粒径生物絮团。
摘   要   附   图
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1. 一种生物絮团的培养方法，其特征在于，包括：
向水体中添加有机碳源，有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为15～17：1；
向水体中加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的加入总量满足每ml水体中加入0.8×105～1.2×105cfu；
向水体中曝气，维持水体中的溶解氧在6mg/L以上
2. 根据权利要求1所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为16：1。
3. 根据权利要求1所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的份数比为25:50:25。
4. 根据权利要求1所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述有机碳源包括糖蜜和谷糠。
5. 根据权利要求4所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述糖蜜和谷糠的添加量占总有机碳的份数为糖蜜和谷糠的比例为70:30。
6. 根据权利要求1至5任一项所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述有机碳源为每天添加一次，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌为每七天添加一次。
7. 根据权利要求1至5任一项所述的生物絮团的培养方法，其特征在于，所述水体的PH值维持在7～9，所述水体的温度维持在大于20℃的范围内。
8. 一种水产养殖方法，其特征在于，在养殖池内加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的添加总量满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu；并加入有机碳源，持续增氧进行养殖。
9. 根据权利要求8所述的水产养殖方法，其特征在于，所述有机碳源包括糖蜜和谷糠，在养殖过程中，持续添加糖蜜和谷糠，保持养殖水体的C/N比为16：1。
10. 根据权利要求8或9所述的水产养殖方法，其特征在于，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的份数比为25:50:25。
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一种生物絮团的培养方法及水产养殖方法
技术领域

本发明涉及水产养殖技术领域，尤其涉及一种生物絮团的培养方法及水产养殖的方法。

背景技术
我国是世界上主要的养虾大国，2015年中国的凡纳滨对虾产量超过80万吨，约占的世界总产量的33％左右。目前养殖规模逐渐扩大，随着人们对高产量的盲目追求，放养密度不断增加，凡纳滨对虾养殖模式结构单一、投饵量大导致的养殖水环境持续恶化、传染性疾病大规模爆发等问题，严重制约了对虾养殖业的进一步发展。
对虾生物絮团养殖技术最早由以色列养殖专家Avnimelec在1999年提出，并于2005年在印度尼西亚试验成功，主要通过操控水体营养结构，向水体中添加有机碳物质，调节水体中的C/N比，促进水体中异养细菌的繁殖，利用微生物同化无机氮，将水体中的氨氮等养殖代谢产物转化成细菌自身成分，并且通过细菌絮凝成颗粒物质被养殖动物所摄食，起到维持水环境稳定、实现零换水、提高养殖成活率、降低饲料系数和防治病害等作用的一项技术，它被认为是解决水产养殖产业发展所面临的环境制约和饲料成本的有效替代技术。
大量研究发现，自然养殖水体中存在多种有益微生物，如硝化细菌与反硝化细菌，该类细菌具有脱氮性能，可以将水体中的氨及亚硝氮转化为无毒物质。另外，水体中还存在多种对病原具有拮抗作用的细菌，只有当该类细菌处于优势地位时才能有效的抑制病原菌的繁殖；同时水体中还存在多种对对虾鱼类等养殖动物免疫力具有促进作用的菌，可以提高养殖动物的免疫抵抗力。但是由于目前对虾养殖模式多采用过滤或消毒后的水体进行养殖，多数的有益菌也被去除，造成益菌菌种缺少，另一方面，养殖水体中维持有益菌生长的营养物质欠缺且不均衡，成为有益菌增殖的限制因子，因此在常规养殖中培养有益菌难度大。实践结果也表明，即使在水体中泼洒有益菌，几天之后相应细菌的检出率极低，表明养殖环境并不适有益菌的存活。
发明内容

为克服现有技术存在的上述技术问题，本发明提供了一种生物絮团的培养方法，其通过在水体中加入有益菌，并通过调整水体中有机碳源的添加量，保持水体中一定的C/N比，可有效促进水体内有益菌的大量繁殖、加快生物絮团的形成，从而获得大粒径生物絮团。 

本发明解决上述技术问题的技术方案如下：一种生物絮团的培养方法，其包括以下步骤：
向水体中添加有机碳源，有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为15～17：1；
向水体中加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的加入总量满足每ml水体中加入0.8×105～1.2×105cfu；

向水体中曝气，维持水体中的溶解氧在6mg/L以上。
本发明的有益效果是：通过将水体中的C/N比保持在15～17：1的范围内，可为地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的繁殖提供更好的环境和所需的营养物质，有利于该有益菌的扩增。
在上述技术方案的基础上，本发明还可以做如下改进。

进一步，所述有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为16：1。

采用上述进一步方案的有益效果是：将水体中的C/N比保持在16：1的水平，可为生物絮团的培养提供最优的条件，可达到最大化促进有益菌的生长，降低水体中氨氮和亚硝氮的水平。
进一步，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的份数比为25:50:25。

进一步，所述有机碳源包括糖蜜和谷糠。

采用上述进一步方案的有益效果是：将制糖的副产物糖蜜和谷物的外壳谷糠作为有机碳源，降低了生物絮团的培养成本。 
进一步，所述糖蜜和谷糠的添加量占总有机碳的份数为糖蜜和谷糠的比例为70:30。
进一步，所述有机碳源为每天添加一次，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌为每七天添加一次。
进一步，所述水体的PH值维持在7～9的范围内，所述水体的温度维持在大于20℃的范围内。
本发明还提供了一种水产养殖方法，具体包括：在养殖池内加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的添加总量满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu；并加入有机碳源，持续增氧进行养殖。
进一步，所述有机碳源包括糖蜜和谷糠，在养殖过程中，持续添加糖蜜和谷糠，保持养殖水体的C/N比为16：1。
进一步，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的份数比为25:50:25。
与现有技术相比，本发明提供的水产养殖方法的有益效果为：（1）采用地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌、干酪乳杆菌三种有益微生物合理复合搭配使用，可有效控制水环境中氨、硫化氢等有害物质的含量，保持养殖水体中的微生态平衡；（2）通过添加有机碳源保持养殖水中合适的C/N比，协同三种有益微生物的复合调控，可以高效地将水体中的颗粒有机物、溶解有机物和无机氮转化为水产养殖对象可以摄食的絮凝体，从而改善了水质，大大降低了养殖水的净化成本，减轻养殖对环境的压力；（3）采用科学配比复合使用的糖蜜和谷糠作为有机碳源，可使有益菌持续有效的利用碳源，为有益菌提供更好的环境和所需的营养物质，促进有益菌的生长。
附图说明

图1为本发明实施例一提供的生物絮团培养方法的流程图；

图2为本发明提供的空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中氨氮浓度变化趋势图；

图3为本发明提供的空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中亚硝酸盐氮浓度变化趋势图；

图4为本发明提供的空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中生物絮团沉降量变化趋势图。
具体实施方式

以下结合附图对本发明的原理和特征进行描述，所举实例只用于解释本发明，并非用于限定本发明的范围。需要说明的是，在不冲突的情况下，本申请的实施例及实施例中的特征可以相互组合。
实施例一
如图1所示，本实施例示例性地给出了生物絮团培养方法的步骤，具体包括以下步骤：
S1：向水体中添加有机碳源，有机碳源的添加量满足水体中的C/N比为15～17：1；

S2：向水体中加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的加入总量满足每ml水体中加入0.8×105～1.2×105cfu；

S3：向水体中曝气，维持水体中的溶解氧在6mg/L以上。
在生物絮团的培养过程中，需连续地向水体中充氧曝气，保持水体中的溶解氧在6mg/L以上，可提高水体的混合强度，从而可增大生物絮凝成团频率且保持悬浮。水体的PH值应维持在7～9的范围内，所述水体的温度应维持在大于20℃的范围内，为生物絮团的培养提供一个优良的环境。其中，有机碳源的添加量根据水体中的C/N比计算，可每天添加一次，保持水体中C/N比在15～17：1的范围内，为地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌三种有益菌的生长提供均衡的营养物质，有益菌在该种环境的水体可可得到快速的繁殖，优选地，可将水体中的C/N比保持在16：1的水平，根据该C/N比计算需要添加的有机碳源，在该C/N比的水体中，有益菌的生长更加优良；同时，增大了生物絮凝成团频率，絮凝悬浮成团获得的生物絮团的直径可达到0.3～1mm，较现有方法中获得的生物絮团的粒径大，生物絮团的营养组成也更加合理，当用作水生动物的饵料时，可改善水质，降低水体中氨氮和亚硝氮的水平，大大降低养殖水的净化成本。
在本实施例的一个优选实施方式中，可将制糖的副产物糖蜜和谷物的外壳谷糠作为有机碳源，培养成本相对较低；并且糖蜜加入水体中可快速被利用，反应速度快，谷糠首先需要被微生物分解为小分子，再被利用，相对更加持久和稳定。优选地，可将糖蜜和谷糠以占总有机碳的份数为糖蜜和谷糠的比例为70:30的配比加入水体中，利用该合理配比复合使用，可使有益菌持续有效的利用碳源，为有益菌提供更好的环境和所需的营养物质，促进有益菌的生长。
在本实施例的一个优选实施方式中，地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的添加总量满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu的标准，其中的地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的配比为25:50:25。优选地，其添加量满足每ml养殖水中加入105 cfu的标准，在生物絮团培养过程中可每七天添加一次，保证水体中有益菌的适量，维持水体中的微生态平衡。
本实施例提供的生物絮团的培养方法，其通过采用地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌、干酪乳杆菌三种有益微生物合理复合搭配使用，可有效控制水环境中氨、硫化氢等有害物质的含量，保持水体中的微生态平衡；并采用科学配比复合使用的糖蜜和谷糠作为有机碳源，培养成本低，还可使得有益菌持续有效地利用碳源，保持水体中的C/N比在合适的范围内；再协同三种有益微生物的复合调控，可以高效地将水体中的颗粒有机物、溶解有机物和无机氮转化为絮凝体，可快速并持久的产生生物絮团，可作为水产养殖对象的饵料，可极大地降低养殖水体中氨氮和亚硝氮的水平，起到改善水质和降低养殖水的净化成本的效果。
实施例二
基于实施例一所述的生物絮团的培养方法，本实施例提供了一种水产养殖方法，具体地，在养殖池内加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，所述地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的添加总量满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu；并加入有机碳源，持续增氧进行养殖。
其中的有机碳源采用糖蜜和谷糠，在养殖过程中，需保持养殖水体的C/N比处于16：1的水平，根据该C/N比计算所添加的糖蜜和谷糠的质量，糖蜜和谷糠的添加配比为糖蜜占总有机碳的70%，谷糠占总有机碳的30%；地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的配比为25%的地衣芽孢杆菌，50%的侧孢芽孢杆菌及25%的干酪乳杆菌，其总的添加量可满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu的标准，优选地，可满足每ml养殖水中加入0.8×105～1.2×105cfu的标准。通过将地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌、干酪乳杆菌三种有益微生物合理复合搭配使用和科学配比复合使用的糖蜜和谷糠作为有机碳源加入到养殖物的养殖池中，可有效控制水环境中氨、硫化氢等有害物质含量，起到平衡微生态的作用；并可将水体中的颗粒有机物、溶解有机物和无机氮转化为水产养殖对象可以摄食的絮凝体，从而达到为养殖物提供充足营养、改善水质，降低养殖水的净化成本的目的。
本实施例中以凡纳滨对虾为养殖对象，实验上述水产养殖方法对养殖物生长的影响和对养殖水质的影响。
实验在300L方形水槽中进行，选取凡纳滨对虾为养殖对象，其平均体长为(6.6±0.2)cm，平均体重为（4.0±0.5)g，实验用水引自凡纳滨对虾养殖池塘，半咸水盐度为3‰，同时进行两组实验，分别为空白对照组和生物絮团养殖组，每组设两个平行，每个实验水槽加水后放入30尾凡纳滨对虾。
空白对照组的处理：每天于上午7点，下午4:30分别向对虾投喂两次饵料，投喂量按照对虾体重的3％计算，在整个养殖期间24小时增氧，持续培养30天。
生物絮团养殖组的处理：向每个实验水槽中加入微生态制剂，即加入地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌，其配比为25%的地衣芽孢杆菌，50%的侧孢芽孢杆菌及25%的干酪乳杆菌，地衣芽孢杆菌、侧孢芽孢杆菌及干酪乳杆菌的加入总量按照105cfu/ml添加，保证养殖水体中的C/N=16的条件，每天添加一次，具体添加时间可以是上午8：30添加，微生态制剂可每七天添加一次，并每天于上午7点，下午4:30分别向对虾投喂两次饵料，饵料的成分和投入量保持与空白对照组的一样，在整个养殖期间24小时增氧，持续培养30天。
养殖期间，每天使用美国哈希HACH水质分析仪（型号：HQ30d单路输入多参数数字化分析仪）对养殖水体的温度、溶氧和pH值进行测量。水质分析方法均采用国家标准分析方法，每隔7天取一次水样，经0.45um微孔滤膜过滤后，分别采用纳氏试剂分光光度法和盐酸萘乙二胺分光光度法测定养殖水体的氨氮和亚硝酸氮浓度。
实验结果如表1、图2及图3所示，表1为空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中常规水质参数比较，图2为空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中氨氮浓度变化趋势比较，图3为空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中亚硝酸盐氮浓度变化趋势比较。
表1. 空白对照组与生物絮团养殖组的对虾养殖水体中常规水质参数比较
	实验单元
	空白对照组
	生物絮团养殖组

	温度（℃）
	24.5～26.8
	24.5～26.9

	pH
	8.91～8.96
	8.91～8.06

	溶解氧（mg/L）
	8.37～8.57
	8.26～8.96

	COD（mg/L）
	101～121
	101～195

	总氮（mg/L）
	1.4～6.3
	1.4～5.1

	总有机碳（mg/L）
	14～6
	14～71


由表1可以看出，水温基本为自然水温，两组无差异。空白对照组pH变化范围在8.91～8.96之间，生物絮团养殖组pH变化范围在8.91～8.06之间，随着养殖的进行呈现出逐渐降低的趋势，这与异养微生物的大量繁殖消耗水体中的碱度有关。溶解氧氧比较稳定，两组无差异。空白对照组COD变化较小，范围在101～121mg/L，生物絮团养殖组COD范围在101～195，mg/L逐渐增大。空白对照组总氮的变化范围在1.4～6.3 mg/L之间，生物絮团养殖组总氮的变化范围在1.4～5.1 mg/L之间，随着养殖的进行的呈现出逐渐增加的趋势。空白对照组总有机碳的变化范围较大在14～6 mg/L之间，随着养殖的进行逐渐降低，生物絮团养殖组总有机碳的变化范围较大在14～71 mg/L之间，随着外援添加有机碳源呈现出逐渐升高的趋势。
水体中氨氮浓度变化趋势见图2，由图2可以看出，在生物絮团养殖组的水体中，开始随着养殖的进行，生物絮团量慢慢增加，氨氮浓度逐渐增高，当进行到10天左右时，随着生物絮团量的增加氨氮浓度降低，之后一直维持在较低水平。水体中亚硝酸盐氮含量变化趋势见图3，由图3可以看出，在生物絮团养殖组的水体中，开始随着养殖的进行，生物絮团量慢慢增加，亚硝酸盐氮浓度逐渐增高，当进行到15天左右时，亚硝酸盐氮浓度达到最大值，因为亚硝酸盐氮浓度的变化较之氨氮浓度变化有一个几天的滞后期，随后亚硝酸盐氮浓度降低，之后一直维持在较低水平。
另外，养殖结束时，使用英霍夫氏锥形管测定养殖池内生物絮团的沉积量，取样静置20min后读数。每次实验均设置2个平行，取平均值进行分析。生物絮团沉降量变化趋势如图4所示，结果显示，空白对照组中生物絮团的沉积量基本无变化，沉降量为3ml/L左右；生物絮团养殖组中生物絮团沉积量呈现出逐渐增加的趋势，到养殖的第10天左右时，达到一个较大的量，为16ml/L，之后保持此量变化不大。实验结果表明本发明中的配方培育生物絮团具有较好的效果。
并在实验结束统计各组对虾的存活数、生物学体长和体重，分别计算对虾存活率、特定增长率和增重率，计算结果如表2所示。其中，
存活率(％)＝终末尾数/初始尾数×100；

特定增长率(％)＝(终末体长-初始体长)/初始体长×100；

增重率(％)＝(终末体重-初始体重)/初始体重×100。
表2. 空白对照组及生物絮团养殖组的对虾存活率、特定增长率和增重率的比较

	实验单元
	空白对照组
	生物絮团养殖组

	存活率%
	45
	85.0

	特定增长率%/day
	1.35
	1.84

	增重率%
	42
	73.8


由表2可以看出，生物絮团养殖组的对虾存活率为85％，空白对照组的对虾存活率为45％，生物絮团养殖组对虾特定增长率为1.84％/day，空白对照组的对虾特定增长率为1.35％/day，生物絮团养殖组的对虾增重率为73.8％，空白对照组对虾的增重率为42％。通过实验结果可知添加有机碳源培育生物絮团以及添加复合微生态制剂的生物絮团养殖组在对虾存活率、特定增长率以及增重率三种生长指标上均明显高于空白对照组。表明采用本发明提供的生物絮团及水产养殖方法具有提高对虾存活率以及促生长的作用。
以上所述仅为本发明的较佳实施例，并不用以限制本发明，凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
说  明  书  附  图
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