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　　摘要：以前期筛选的高效石油烃降解菌多食鞘氨醇杆菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｕｌｔｉｖｏｒｕｍ）为目标微生物，选择多种生
物质材料（松针、玉米芯、草）为前体物制备生物炭载体，采用吸附法制备固定化石油降解菌剂，探索获得较高除油效

果菌剂的制备条件。结果表明：以松针及其生物炭为载体的菌剂除油效果优于玉米芯系列和草系列；以生物炭为载体

的菌剂除油效果优于以其前体物为载体的菌剂。由于玉米芯易在当地大量低成本获得，考察了玉米芯炭固定化菌剂

的制备条件：３００℃热解玉米芯４ｈ，以粒径＞２００目的玉米芯炭为载体，投加量为１ｇ／１００ｍＬ的固定化培养基，菌接
种量为５％，固定时间为１８ｈ，转速１６０ｒ／ｍｉｎ，温度３０℃，离心后沉淀用无菌生理盐水清洗２次获得菌剂。该菌剂对
５ｇ／Ｌ原油培养基的周除油率是４７．６％～５０．７％；菌剂含降解菌５．８×１０９ＣＦＵ／ｇ，吸附法对菌的固定效率为８０．７％，
降解菌主要附着区域为玉米芯炭表面及孔。该菌剂可为进一步修复油田石油污染土壤提供技术支撑。
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　　石油在生产、贮运、炼制加工及使用过程中，由于事故、不
正常操作及检修等原因，会有石油烃类的溢出和排放，不可避

免地造成石油对环境的污染，使得污染修复迫在眉睫。固定

化石油降解菌剂通过将降解菌固定在独立微环境中，可有效

屏蔽土著菌的竞争及外界不利因素对微生物体的侵害，提高

对石油污染物的降解率，因而有很大的应用潜力［１－５］。已有

学者对固定化菌剂修复石油污染水体及土壤等方面进行了研

究，包木太等采用海藻酸钠固定化包埋活性炭与类短短芽孢

杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｂｒｅｖｉｓ）Ｂｂａｉ－１，制备海藻酸钠 －活性
炭固定化微球，其对含油废水的除油率为３５％ ～５３％，优于
游离菌［６］。Ｂａｒｒｅｔｏ等将 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＬＡＭＩ００８的孢子通过
交联法固定在壳聚糖小球上，几乎能将浓度为１％的ｎ－十六
烷完全降解［７］。余丽等研究了活性菌株固定在沸石载体上

制备的菌剂 ＳＮ对海水中石油的去除效果，１２ｄ后去除率达
６４％［８］。Ｌｉａｎｇ等将石油降解菌吸附固定到活性炭上，发现其
对含油土壤中的原油去除率达 ４８．９％，高于自然衰减
（１３０％）、生物刺激（２６．３％）、生物强化（３７．４％）的去
除率［９］。

载体是影响固定化石油烃降解菌剂去除石油的一个关键

因素，固定化载体可分为天然载体、人工载体。秦丽姣等采用

１３种天然载体作为石油降解菌吸附载体进行研究［１０－１１］，在

污染土壤修复中取得了较好的效果。天然载体具有无须回

收、环境友好等优点，但其结构性质的特定性使筛选出合适的

载体存在一定困难。与天然载体相比，人工载体因具备可控

的比表面积、孔径分布以及传质性能好等优点，能与特定的微

生物及复杂污染物更好地匹配，从而获得更优的固定化效果

和修复性能。因此，有必要开发出低成本、环境友好型人工载

体，用于石油降解菌的固定。生物炭作为一类新型环境功能

材料，在温室气体减排以及受污染环境修复方面具有巨大的

应用潜力，受到人们的广泛关注［１２－１５］。控制生物炭的前体

物、热解温度、热解时间能获得结构、孔容、比表面积、ｐＨ值、
持水性、密度、灰分含量等理化性质和吸附能力各异的生物

炭。研究表明，生物炭对石油有较强的吸附能力，以毛竹蒸煮

纤维［１６］、稻壳［１７］、甘蔗渣［１８］等为前体物制备的生物炭，对石

油的吸附容量分别达到１４．９、９．２、＞１０．０ｇ／ｇ。以生物炭为
载体制备固定化菌剂投加入土壤后，会促进污染物由土壤向

固定化载体迁移，使固定化载体同时富集微生物和污染物，增

加微生物和污染物的接触，实现污染物的富集－降解一体化，
有助于促进土壤修复效果。王银善等制备了生物炭固定化微

生物材料，应用于多环芳烃污染土壤中，并将较好的修复效果

归因于生物炭载体的吸附锁定作用和固定化菌的生物降解作

用［１９－２０］。但由于石油种类的多样性以及成分的复杂性，目前

以生物炭为载体制备固定化石油降解菌剂的研究相对不多。

本研究拟以课题组前期筛选的高效石油降解菌为目标

菌，筛选多种生物质材料制备生物炭作为载体，探索固定化条

件，制备固定化菌剂，比较除油率而筛选出除油率较高的菌

剂；并对筛选出的菌剂进行表征，从而为其下一步应用于石油

污染土壤修复提供理论依据和技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　石油　石油采自山东东营胜利油田，为脱水原油。采
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用ＳＹ／Ｔ５１１９—２００８《岩石中可溶有机物及原油族组分分析》
的方法对其进行极性４组分分析，其中含饱和烃３３２％、芳
香烃３０．０％、沥青质１２．１％、胶质２４．７％。
１．１．２　石油降解菌　石油降解菌为笔者所在课题组前期从
石油污染土壤中筛选保存的多食鞘氨醇杆菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍｍｕｌｔｉｖｏｒｕｍ），该菌对０．５ｇ／Ｌ原油培养基中的石油去除率
为４６％［２１］。长时间保存可能导致菌株降解能力有所退化，在

试验过程中对该菌进行梯度驯化以提高其降解能力。

１．１．３　培养基　牛肉膏蛋白胨液体培养基：牛肉膏５ｇ，蛋白
胨１０ｇ，氯化钠 ５ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为 ７．０，
１２１℃ 灭菌２０ｍｉｎ；牛肉膏蛋白胨固体培养基：在上述培养基
基础上加１５ｇ琼脂，调ｐＨ值为７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ；固定
化培养基：蔗糖 １０ｇ，牛肉膏 ６ｇ，酵母粉 １．５ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，调ｐＨ值为７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ；无机盐基础培
养液：５．０ｍＬ磷酸盐缓冲液（８．５ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、２１．７５ｇ／Ｌ
Ｋ２ＨＰＯ４·Ｈ２Ｏ、３３．４ｇ／ＬＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、５．０ｇ／ＬＮＨ４Ｃｌ），
３．０ｍＬ２２．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４水溶液，１０ｍＬ３６．４ｇ／ＬＣａＣｌ２水溶
液，１．０ｍＬ０．２５ｇ／ＬＦｅＣｌ３水溶液，１．０ｍＬ微量元素溶液
［３９．９ｍｇ／Ｌ ＭｎＳＯ４ · Ｈ２Ｏ、４２．８ｍｇ／Ｌ ＺｎＳＯ４ · Ｈ２Ｏ、
３４．７ｍｇ／Ｌ（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２·４Ｈ２Ｏ］，１０００ｍＬ蒸馏水，调 ｐＨ
值为７．０；原油培养基：将无机盐基础培养液分装于１５０ｍＬ
三角瓶中，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。将石油溶于二氯甲烷中，取适
量加入预先灭菌的无机盐基础培养液中，使其最终浓度为

５ｇ／Ｌ。振荡挥去二氯甲烷，即为原油培养基。
１．１．４　载体　采集松针（山东省济南市千佛山）、草（山东省
科学院草坪）、玉米芯（山东省肥城市）等生物质材料，用去离

子水清洗、风干、粉碎机粉碎、过筛，获得不同粒径范围的生物

材料，置于广口瓶中储存备用。取小于３０目的生物材料置于
１００ｍＬ坩埚中，盖盖后置于预热的马弗炉中，在一定温度下
缺氧加热一定时间后取出，获得相应的生物炭。将生物炭研

磨、过筛，获得不同粒径范围的生物炭，置于广口瓶中储存

备用。

１．２　试验方法
１．２．１　菌剂制备条件　选取多种生物质材料及其生物炭为
载体，通过吸附法固定目标菌。具体固定化方法：将载体加入

２５０ｍＬ锥形瓶中（含１００ｍＬ固定化培养基），以５％接种量
接入活化后的目标菌，将锥形瓶置于一定温度和一定转速的

摇床中，固定若干小时，离心，去掉上清液，下层沉淀经无菌生

理盐水洗涤２次得到固定化菌剂。分别对载体材料、菌剂处
理方式、载体粒径、载体投加量、固定化时间、固定化温度、固

定化转速、载体生物炭热解时间、热解温度等进行单因素试

验，筛选能获得较高除油率的菌剂制备条件。

１．２．１．１　载体材料　以松针、草、玉米芯为前体物，在马弗炉
中于３００℃热裂解４ｈ制备生物炭。选取３０～８０目的松针、
草、玉米芯及相同粒径范围的生物炭为载体，各称取１ｇ加入
固定化培养基中，接入活化后的目标菌，在３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
条件下置于摇床中固定１８ｈ，制备菌剂。取０．５ｇ菌剂加入
原油培养基中，置于摇床上以１６０ｒ／ｍｉｎ速度振荡１周，以未
加菌剂的原油培养基为对照，测定除油率，设３个平行样。
１．２．１．２　菌剂处理方式　以３０～８０目的玉米芯、玉米芯炭
为载体制备菌剂，对得到的固定化培养基下层沉淀分别用

０８５％无菌生理盐水洗涤 ２次、不洗涤处理（其他操作同
“１．２．１．１”节），将得到的菌剂加入原油培养基考察其除
油率。

１．２．１．３　载体粒径　分别选取粒径范围为 ＜３０、３０～８０、
８０～２００、＞２００目的玉米芯、玉米芯炭为载体制备菌剂，其他
操作同“１．２．１．１”节，考察除油率。
１．２．１．４　载体投加量　以粒径 ＞２００目的玉米芯及玉米芯
炭为载体，分别称取０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ｇ加入
固定化培养基中，其他操作同“１．２．１．１”节，考察除油率。
１．２．１．５　固定化时间　以粒径 ＞２００目的玉米芯、玉米芯炭
为载体，固定化时间分别设置为６、１２、１８、２４、３２、４８ｈ，其他操
作同“１．２．１．１”节，考察不同固定化时间制备的菌剂除油率。
１．２．１．６　固定化温度　以粒径 ＞２００目的玉米芯、玉米芯炭
为载体制备菌剂，固定化温度分别设置为１５、２０、２５、３０、３５、
４０℃，其他操作同“１．２．１．１”节，考察不同固定化时间制备的
菌剂除油率。

１．２．１．７　固定化转速　以粒径 ＞２００目的玉米芯、玉米芯炭
为载体制备菌剂，固定化转速分别设置为 ８０、１２０、１６０、
２００ｒ／ｍｉｎ，其他操作同“１．２．１．１”节，考察不同固定化转速制
备的菌剂除油率。

１．２．１．８　玉米芯炭热解时间　以玉米芯为前体物，３００℃时
分别热裂解１、４、８ｈ制备玉米芯炭。以粒径 ＞２００目的玉米
芯炭为载体制备菌剂，其他操作同“１．２．１．１”节，考察除
油率。

１．２．１．９　玉米芯炭热解温度　以玉米芯为前体物，分别在
１５０、３００、４５０℃条件下热裂解４ｈ制备玉米芯炭。以粒径 ＞
２００目的玉米芯炭为载体制备菌剂，其他操作同“１．２．１．１”
节，考察除油率。

１．２．２　石油去除率的测定　含油量用质量法测定。向装有
原油培养基的锥形瓶中加入４０ｍＬ二氯甲烷，将其置于摇床
上振荡１０ｍｉｎ，转移至超声清洗器中超声１０ｍｉｎ，将其中液体
转移至２５０ｍＬ分液漏斗中进行液液萃取。静置后将下层二
氯甲烷相转移至锥形瓶中，重复液液萃取２次（二氯甲烷加
入量分别为４０、２０ｍＬ），合并萃取液。将萃取液用玻璃砂芯
漏斗过滤（滤纸上铺放无水硫酸钠），滤液接至已称质量的

２５０ｍＬ圆底烧瓶中（瓶质量 ｍ１），用旋转蒸发仪蒸干二氯甲
烷，称取含油圆底烧瓶质量（ｍ２），油质量即为 ｍ２－ｍ１。除油
率为：

对照样品的油质量－菌剂样品的油质量
对照样品的油质量

×１００％。

１．２．３　固定化菌剂的表征
１．２．３．１　菌剂中的微生物数量　按“１．２．１”节所述菌剂制
备过程，将１ｇ载体加入含１００ｍＬ固定化培养基的锥形瓶
中，以５％接种量接入活化后的目标菌，同时用未加载体只接
入等量目标菌的培养基为对照。将锥形瓶置于摇床中

（３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ）固定１８ｈ，用平板涂布法测定１ｍＬ对照
样品中的活菌数Ｎ，ＣＦＵ／ｍＬ；将菌剂样品离心，收集上清液并
测定其体积，记为Ｖ１（ｍＬ），用无菌生理盐水洗涤菌剂样品下
层沉淀２次，收集洗涤液并与其上清液合并，体积记为 Ｖ２
（ｍＬ）。用平板涂布法测定１ｍＬ菌剂样品上清液、合并液中
的活菌数，分别记为Ｎ１、Ｎ２。则１ｇ菌剂中的活菌数为：Ｎ×
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１００－Ｎ２×Ｖ２，ＣＦＵ／ｇ；２次洗涤所洗下的 １ｇ菌剂中活菌数
为：Ｎ２×Ｖ２－Ｎ１×Ｖ１，ＣＦＵ／ｇ。
１．２．３．２　菌剂的电镜分析及比表面积、孔测定　用扫描电子
显微镜（ＨｉｔａｃｈｉＴＤＣＬＳ－４８００，日本）观察固定化菌剂中微生
物在载体上的定殖。用表面积分析仪（ＱｕａｎｔａｃｈｒｏｍｅＮＯＶＡ
２０００，美国）对菌剂及相应载体进行比表面积和孔体积的测
定。考虑到菌剂中的微生物，释气温度设置较低，为４０℃，释
气时间较长以达到仪器要求，总 Ｂｒｕｎａｕｅｒ－Ｅｍｍｅｔｔ－Ｔｅｌｌｅｒ
（ＢＥＴ）比表面积通过分析氮气在 －１９６．１５℃时的多点吸附
等温线获得（相对压力Ｐ／Ｐ０为０．００５～０．３００）。　

２　结果与分析

２．１　菌剂制备条件
２．１．１　载体材料对菌剂除油率的影响　图１比较了以不同
生物质材料及相应生物炭为载体制备的固定化菌剂在５ｇ／Ｌ
原油培养基中的周除油率。以松针及其生物炭为载体制备的

菌剂的除油效果［松针（３７．５±０．３）％、松针炭（４３．５±
０４）％］优于玉米芯系列［玉米芯（３２．７±０．５）％、玉米芯炭
（４０．５±０．７）％］、草系列［草（２８．０±０．５）％、草炭（３４．０±
０．５）％］。以生物炭为载体的菌剂除油效果优于以其前体物
为载体的菌剂。邵娟研究了秸秆固定化菌剂的除油效果，其

对０．５％的原油去除率为８３％［２２］；何丽媛构建了高效石油降

解菌群，并将其固定在玉米秸秆中，其对２ｇ／Ｌ原油的去除率
为９８％［２３］。本研究制备的菌剂除油效果低于邵娟媛等的报

道，这可能是因为所用原油性质（物理状态、化学组成）及试

验浓度不同导致的。由于玉米是我国主要粮食作物之一，且

山东省作为中国生产玉米的大省，全省玉米常年播种面积在

２６０万ｈｍ２左右，种植区域比较广泛，全省 １７个市均有种
植［２４］，因而玉米芯比较容易低成本大量获得，在以下对菌剂

制备条件的考察中，以玉米芯、玉米芯炭为目标载体制备菌剂

进行研究。

２．１．２　菌剂处理方式对菌剂除油率的影响　由图２可知，用
生理盐水清洗的菌剂［玉米芯（３４．２±０．５）％、玉米芯炭
（３８９±１．２）％］比不清洗的菌剂［玉米芯（２６．５±４．０）％、玉
米芯炭（２８．１±２．２）％］除油效果更好一些。生理盐水洗涤
会洗掉部分固定不足够牢固的菌，但提高了除油率，这可能是

由于在固定化过程中，固定化培养基中的营养物质会被吸附

到载体上，用生理盐水清洗会将大部分营养物质洗涤下来。

将固定化菌剂加入原油培养基中后，清洗后菌剂中的降解菌

可以利用原油为碳源，未清洗的菌剂因大量营养物质的存在，

对石油这一碳源的利用率降低，从而影响除油效果。

２．１．３　载体粒径、投加量对菌剂除油率的影响　由图３可
知，随着载体粒径减小，菌剂除油率增高。对于玉米芯炭固定

化菌剂，除油率大小如下：小于３０目（３３．９±５．０）％ ＜３０～
８０目（３８．９±１．２）％ ＜８０～２００目 （４２．６±０．３）％ ＜大于
２００目（４８．４±１．５）％。随载体粒径变小，比表面积增大，吸
附位点增多，吸附能力增强［２５］，有利于目标菌多食鞘氨醇杆

菌进行表面吸附固定化。

　　由图４可知，对于玉米芯固定化菌剂，随着载体投加量增
加，制备出的菌剂除油率大致呈先提高后降低的趋势，１００ｍＬ
固定化培养基投加量为１ｇ时菌剂除油率最高，为（３３．０±
０９）％。玉米芯炭固定化菌剂的除油率均高于玉米芯菌剂，
且除油率随载体投加量的增加变化不大［（３８．８±１．０）％ ～
（４２．５±０７）％］。菌剂对石油的去除效果主要取决于２个
方面：一是菌的降解作用；二是载体的吸附锁定作用［１９－２０］。

菌剂制备过程中载体投加量不同，单位质量载体吸附固定的

降解菌数量不同，载体剩余吸附位点的强弱和多少也不同。

将菌剂投加到原油培养基中后，其除油能力是２个方面共同
起作用的结果。综合考虑玉米芯及玉米芯炭菌剂的除油效

果，选择１００ｍＬ中投加１ｇ为考察其他制备参数时的载体投
加量。
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２．１．４　固定化时间、固定化温度、固定化转速对菌剂除油率
的影响　图５、图６、图７分别为固定化时间、固定化温度、固
定化转速对菌剂除油率的影响。由图５可知，最佳固定化时
间为１８ｈ，玉米芯固定化菌剂、玉米芯炭菌剂的除油率分别为
（４１．９±３．９）％、（４７．６±４７）％。６～２４ｈ菌剂除油率呈先
提高后降低的趋势，此过程主要与降解菌的生长曲线有关。

前期研究表明，该降解菌 ０～６ｈ生长缓慢，６ｈ之后快速增
殖，进入生长对数期，１６～２０ｈ进入平台期，之后进入衰亡
期［２６］。１８ｈ时菌剂除油率之所以最高，可能是因为制备出的
菌剂中菌体数量及活性都达到了较优状态。

　　如图６所示，玉米芯固定化菌剂在１５～４０℃范围对石油
的去除率明显低于玉米芯炭固定化菌剂。在３０、３５℃时，玉
米芯炭固定化菌剂对原油的去除率均较高，分别为（４７．６±
１．０）％、（４７．４±０．６）％，说明这２个温度下制备的菌剂中降
解菌的数量和活性较高，温度较低或者较高时，固定化培养基

中降解菌的生长会受到抑制，进而影响到菌剂的除油效果。

　　从图７可看出，不同固定化转速下制备出的玉米芯炭菌
剂除油率均高于玉米芯菌剂。玉米芯炭菌剂达到最优除油效

果时的固定化转速为１６０ｒ／ｍｉｎ，除油率为（５０．７±１．０）％。
固定化转速会影响培养基中的溶解氧含量，随着转速的提高，

溶氧量逐渐增加，由于所用降解菌为好氧菌，在氧气充分的条

件下可以迅速增殖，吸附固定到载体上，使菌剂中菌的数量增

加，从而提高菌剂除油率。当转速过高时，剧烈振荡可能会造

成一些菌体的破碎，使菌剂中菌数量降低，从而降低其除油

率；另外，供氧太多会加快菌的新陈代谢，菌体也有可能提前

进入衰亡期。

２．１．５　玉米芯炭热解温度、热解时间对菌剂除油率的影响　
图８、图９分别是玉米芯炭热解时间、热解温度对其菌剂除油
率的影响。热解４ｈ获得的玉米芯炭制备的菌剂，其除油率比

热解１、８ｈ制备的菌剂高，三者分别为（４５．６±１．８）％、
（３８．２±０９）％、（３９２±０．９）％。１５０、３００、４５０℃条件下热
解得到的玉米芯炭，其菌剂的除油率略有差异，分别为

（４２．５±０３）％、（４５．６±１．８）％、（４０．０±１．１）％。热解条件
决定生物炭的结构和性质［２７］，进而影响固定化过程中降解菌

在其上的固定以及菌剂对石油的吸附锁定。

　　综上分析，具备较高除油率的菌剂制备条件为：以玉米芯
为前体物，３００℃热解４ｈ制备玉米芯炭，粉碎、取粒径大于
２００目的部分作为载体固定降解菌，降解菌接种量为５％，载
体投加量为１００ｍＬ固定化培养基投加１ｇ，固定化时间１８ｈ，
转速１６０ｒ／ｍｉｎ，温度３０℃，离心后沉淀用生理盐水清洗２次
获得菌剂。该菌剂对 ５ｇ／Ｌ原油培养基的周除油率是
４７．６％～５０．７％。　
２．２　玉米芯炭固定化菌剂的表征

玉米芯炭固定化菌剂中，菌体数量为５．８×１０９ＣＦＵ／ｇ，菌
在玉米芯炭上的吸附固定效率为８０．７％。清洗处理所洗去
的浮菌数为６．０×１０８ＣＦＵ／ｇ。如图１０所示，用扫描电镜观察
菌剂中菌的固定情况，在玉米芯炭表面观察到降解菌。玉米
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芯炭及其菌剂的ＢＥＴ比表面积分别为１１１．１、１２．２ｍ２／ｇ，总
孔体积分别为０．１３、０．０２ｃｍ３／ｇ，说明菌的吸附堵塞了玉米芯
炭上大部分的孔，极大地降低了其比表面积。

３　结论与讨论

以不同生物质材料及相应生物炭为载体制备的固定化菌

剂的除油率不同。以松针及其生物炭为载体制备的菌剂除油

效果优于玉米芯和草系列，以生物炭为载体的菌剂除油效果

优于以其前体物为载体的菌剂。由于玉米芯比较容易在当地

以较低成本大量获得，考察了以玉米芯炭为目标载体的菌剂

制备条件。

具备较高除油率的菌剂制备条件为：以玉米芯为前体物，

３００℃热解４ｈ制备玉米芯炭，粉碎、取粒径大于２００目的部
分作为载体固定降解菌，降解菌接种量为５％，载体投加量为
１００ｍＬ投加 １ｇ的固定化培养基，固定化时间 １８ｈ，转速
１６０ｒ／ｍｉｎ，温度３０℃，菌剂用生理盐水清洗２次。该菌剂对
５ｇ／Ｌ原油培养基的周除油率是４７．６％～５０．７％。

该菌剂中的降解菌数量为５．８×１０９ＣＦＵ／ｇ，细菌在玉米
芯炭上的吸附固定效率为８０．７％，主要吸附区域为玉米芯炭
表面及孔。
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