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摘要：探讨固定化微生物降解石油污染土壤最佳理化条件，为修复石油污染土壤提供理论依据。从几种

农业废弃物中选出固定化微生物的最优载体，并以吉林前郭油田原油为降解对象，考察固定化微生物投

入量、原油初始浓度、表面活性剂投加量、孔隙率、含水率、ｐＨ及营养成分含量对原油降解率的影响。秸

秆为固定化微生物最佳载体。取１５００ｇ土样进行单因素试验，投入６０ｇ原油，最优化的降解条件是添

加固定化微生物５０ｇ?Ｌ，最佳环境因素是：孔隙率４５％、含水率２０％、ｐＨ＝８，营养成分Ｃ?Ｎ＝９。固定化

微生物降解能力远超过游离菌降解石油污染土壤的能力，调节到最佳的土壤环境，投入一定量的固定化

微生物，能够大幅提高石油污染土壤降解率。
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　　随着当今工业化快速发展，石油污染土壤问题

日益严重，在石油的开采和油品贮存、运输和使用过

程中，发生各种泄露事故，造成了严重的石油污染土

壤。石油进入土壤后对土壤理化性质造成很大影

响［１］：堵塞土壤孔隙、降低土壤透气和透水性能，使

土壤板结；改变土壤中氮磷含量，导致土壤中有效氮

磷含量大量减少［２］，土壤生态环境受到严重破坏。

通过食物链对人类身体也造成很大伤害［３］，因此，石

油污染土壤成为当前世界关注的环境问题。微生物

修复石油污染土壤技术具有工艺简单、费用低、效率

高以及无二次污染等明显优势，近年来得到世界专

家学者广泛研究。目前用于污染土壤修复的可降解

菌主要为游离菌，但游离菌降解石油烃的效果较差。

固定化微生物技术［４］是目前石油污染土壤治理研究

的热点。大部分农业废弃物［５］可作为固定化微生物

载体用于油污土壤修复，在石油烃污染物降解后，其

可在土壤中进行生物降解，进一步改善土壤理化性

质及微生物特性，从而对石油污染土壤修复起到很

好效果。不同的土壤环境可以适应不同的微生物，

本文对吉林省前郭油田附近土壤进行研究，采用农

业废弃物作为载体，利用前期试验筛选出的石油高

效降解菌，制备固定化微生物，筛选出高降解率的固

定化微生物，模拟石油污染土壤的修复，考察不同固

定化微生物投放量及土壤中石油不同初始浓度降解

率最高的条件，以及探讨秸秆固定化微生物降解石

油烃的最佳土壤理化条件［４］，为治理石油污染土壤

提供基础数据。

１　材料与方法

１１　试验材料、仪器及试剂

１．１．１　试验材料

油样：前郭炼油厂原油。

土壤：取自吉林前郭采油机周围。土壤去除植

物残体以及砾石，经碎散、除杂、过筛（１ｍｍ）、混匀，

自然风干７ｄ后密封储存在塑料袋中备用。

菌种：所用菌种是试验筛选出来的高效石油降

解混合菌。

载体：吉林市郊区收集到的玉米秸秆；吉林市某

木材加工厂收集的锯末；山林里收集的松针；粮油加

工厂收集的稻壳；生物质炭系稻草秸秆置于马弗炉

中３５０℃裂解５ｈ生成。所有材料都经干燥、粉碎、

过６０目筛，分别装瓶备用。

１．１．２　试剂与仪器

试验仪器：实验室圆盘粉碎机；ＬＤＺＸ型立式自

动电热压力蒸汽灭菌锅；ＳＰＸ３００智能生化培养箱；

ＨＺＳＨ超级水浴恒温振荡器；７５５Ｂ紫外可见分光

光度计；２１６ＰＫ离心机；ＰＨＳ３ＣＴ酸度计。

试验药品：蛋白胨、牛肉膏；ＮａＣｌ、ＮＨ４Ｃｌ、

ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４、Ｆｅ２（ＳＯ４）、Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、

ＮａＯＨ，均为分析纯试剂；石油、氮肥（碳酸氢铵，含

氮量约１７％）、磷肥（过磷酸钙，含磷量约１６％）。

１２　试验方法

１．２．１　固定化微生物制备

取以上５种已灭菌载体各１００ｇ，分别加入固定

化培养基中，取选出来的石油降解菌液５０ｍＬ倒入

固定体培养基中振荡，２８℃、２００ｒ?ｍｉｎ固定２４ｈ，

倒掉上层液，用８５％无菌生理盐水将载体材料转移

到离心管中，１０００ｒ?ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃清液。重复

２次，离心得到的沉淀用８５％无菌生理盐水洗涤２

次，即为固定化微生物。

１．２．２　优化土壤理化性质试验

土壤中的营养成分、含水率、孔隙率、ｐＨ 和石

油污染程度是微生物生长繁殖的重要因素［６］。在生

物修复过程中，补充适量的氮磷、水分和表面活性

剂，提高原油的疏水性等措施，来促进微生物的生长

繁殖，从而提高微生物的降解率。考虑到原位修复

时的可调控因素，选择高效固定化微生物，改变固定

化微生物的投放量、表面活性剂用量，选择土壤理化

性质的最佳条件等，进行试验，最后选取最佳条件。

采用花盆模拟试验，将采集备用的土样用相同

花盆分装，装样量每盆１５００ｇ，原油含量６０ｇ，将盆

装土壤在恒温箱内２８℃培养２０ｄ，每两天喷水补

湿，搅拌一次，补水量相同。分别测试不同时间土壤

内原油去除率。

１．２．３　土壤理化性分析方法

采用重量法测定含水率；采用容重密度测定孔

隙率；采用酸度计电位法测定土样ｐＨ，半微量凯氏

法测定土样的总氮含量；钼锑抗比色法测定土壤中

可溶性磷［７］。

１．２．４　石油降解率测定

用脂肪提取器来提取土壤石油类物质，采用紫

外分光光度法测定土壤中石油类物质，测出相应的

吸光度，计算土壤中石油烃的含量，然后根据降解前

后土样中石油含量计算石油类物质的降解率η。

２　结果与分析

２１　固化微生物筛选及降解石油烃效率

分别取玉米秸秆、木屑、松针、花生壳、生物质炭

·２５· 有色金属（冶炼部分）（ｈｔｔｐ：??ｙｓｙｌ．ｂｇｒｉｍｍ．ｃｎ）　　　　　　　　　　　　２０２１年第３期



作为固化菌载体，采用吸附法制备吸附时间为１０ｈ

的固定化微生物，通过几种材料作为载体进行原油

降解试验，确定降解性能最优载体，结果见图１。由

图１可以看出，在前１２ｄ，固化微生物与游离微生物

修复效果相差不大，这是因为微生物在初期主要是

在合成自身物质，处于生长阶段，１２ｄ后，固化微生

物的添加显著提高了石油降解率。经过３０ｄ降解，

固化微生物土壤样品石油烃的降解率比游离微生物

至少提高了２５个百分点。固定化微生物投入石油污

染土壤后［８］，可以增加土壤有机物含量、改善石油污

染土壤的理化性质，从而改善石油污染土壤环境和优

势菌群，还能增加微生物数量。因此，固化微生物的

石油烃降解能力普遍高于游离微生物，秸秆固定化微

生物降解率高于游离微生物４０个百分点以上。

比较几种固化材料石油烃降解率数据可知，松

针、木屑、花生壳、秸秆载体对石油烃降解率逐步增

高，秸秆接近８０％。生物炭载体在１６ｄ前的降解率

最高，这是由于生物炭的比表面积比秸秆大，吸附菌

量高，因此降解率也高，而１６ｄ后略低于秸秆载体，

这是因为秸秆材料分解产物还可以为石油降解微生

物提供石油烃类物质的共代谢底物，使微生物量增

加［９］，而生物炭只能起到载体的作用，真正起到修复

作用的是微生物，所以秸秆固化微生物降解石油烃

高于生物炭载体。因此，本试验的最佳固化微生物

材料是秸秆，后续试验中所采用的是以秸秆为载体

的固化微生物。

图１　不同材料作为载体的石油烃降解率
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２２　固定化微生物投加量对石油烃降解率影响

在土壤样本中分别投加质量分数１％、３％、

５％、７％的固化微生物，随着时间的变化，石油烃降

解率如图２所示。从图２可知，随着降解时间的延

长，固化微生物降解石油烃的降解率不断增加，直至

２１ｄ后基本稳定。前７ｄ，所有石油烃的降解率都

比较小，这是由于固化微生物投入土壤后处于对土

壤环境适应阶段，尚未发挥其有效降解作用。从７ｄ

开始，石油烃降解速率加快，微生物在适应新环境之

后开始快速生长繁殖，使石油烃的降解率快速提高。

在２１ｄ时，含量１％、３％、５％、７％的固化微生物对

４．８２％（质量分数）油污土壤的降解率分别达到

４２．１３％、４７．１９％、６２．１１％和６４．５２％。另外，５％

和７％固化微生物对石油烃降解率的差异不显著，

５％固化微生物的降解率略高，这可能是因为土壤自

身环境条件限制了微生物的能力，当添加过多的微

生物时，微生物的自身代谢产物限制了微生物的存

活率，导致７％固化微生物的降解率降低。因此，

５％浓度的固化微生物对含４．８２％石油烃浓度的土

壤降解最佳。

图２　添加不同浓度固化微生物的石油烃降解率

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犻犿犿狅犫犻犾犻狕犲犱犿犻犮狉狅狅狉犵犪狀犻狊犿狊狑犻狋犺

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

狅犳狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀狊

２３　土壤中石油烃初始浓度的影响

取１５００ｇ土壤样品，投入５％（质量比）的固化

微生物，分别在石油烃初始浓度为１０、２０、３０、４０、

５０、６０、７０ｇ?ｋｇ条件下培养３５ｄ，考察石油烃初始浓

度对降解效果的影响，结果见图３。图３可知，当原

油浓度低于４０ｇ?ｋｇ时，固定化微生物对石油烃有

较好的降解效果，降解率均在７０％以上；当石油烃

浓度高于４０ｇ?ｋｇ时，土壤表面石油烃覆盖面积增

大，影响氧气的传递，使固定化微生物因缺氧而无法

生长繁殖，并且石油烃浓度过高会对固化微生物产

生毒害作用，导致营养匮乏，不能满足微生物降解石
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油烃的需要，使得石油烃降解率大幅降低。因此，固

化微生物的适宜石油烃浓度不高于４０ｇ?ｋｇ。

图３　石油烃初始浓度对降解率的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犻狀犻狋犻犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳

狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀狅狀犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊

２４　土壤环境理化条件对降解效率的影响

２．４．１　土壤孔隙率

研究表明，提高土壤的孔隙率可以发挥土壤的

通气性、供水量和保水作用，使微生物在良好环境下

生长繁殖，提高微生物降解能力。将土壤样品中加

入一定量膨松剂（农业秸秆等粉碎制得），搅拌均匀，

调整土壤的孔隙率分别为３０％、３５％、４０％、４５％、

５０％、５５％、６０％，接种质量分数为５％的固定化微

生物，隔天翻土，３０ｄ取土样测定土壤中石油烃的

降解率，结果如图４所示。

图４　不同孔隙率对石油烃降解率的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狅狉狅狊犻狋狔狅狀

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀

由图４可以看出，当土壤的孔隙度为原始值

３０％，即不添加膨松剂
［１０］时，土壤中的石油烃降解

率只有１５．５％，而随着孔隙率的增大，在孔隙率达

到４５％时，石油烃降解率达到４２．３％，在孔隙率小

于４５％阶段，随着孔隙率的增大，石油烃降解率也在

增加；在孔隙率大于４５％，土壤的持水率变差，一方面

补水的频率增加，另一方面影响氧气扩散，缺氧而导

致固定化微生物活性降低，降解率下降。总体来看，

孔隙率为４５％的石油污染土壤为最佳环境条件。

２．４．２　土壤含水率

土壤含水率对土壤微生物有很大影响，直接影

响石油降解菌生长繁殖。水不仅影响石油污染土壤

微生物多样性，也是制约石油污染土壤微生物多态

性的因素［１１１２］。

将烘干的土样按质量比加入一定量的水，使土壤

含水率分别为１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、４０％，土

样中加入一定量膨松剂混合，调整土壤的孔隙度为

４５％，接种质量分数为５％的固定化微生物，定期补

水，保持含水率，隔天翻土，保证土壤的孔隙度，同时

取样测定土壤中的石油烃降解率，结果如图５所示。

由图５可知，当土壤含水率为１０％时，石油污染土

壤修复３５ｄ，石油烃降解率接近１０％，说明在土壤

干燥的情况下，微生物处在缺水环境，微生物细胞缺

少外部营养物质供应，活性受到抑制，代谢放缓，微

生物处于不活动、繁殖少状态，石油烃降解率很低。

随着含水率的增高，微生物降解石油烃的速率逐渐

增加，当含水率达到２０％时，修复３５ｄ，石油烃降解

率为４３．１％，这时土壤颗粒周围水分充足，细菌活

动，离开土壤颗粒进入水中，增加了微生物与石油的

接触机率，微生物开始分裂繁殖，此时微生物最活跃。

继续增加水量，超过２０％时，固定化微生物降解率逐

渐下降，这是由于土壤水分过高，影响土壤透气性，妨

碍氧的供应，微生物活动减弱，导致石油烃降解率下

降。因此，土壤含水率２０％为最佳修复条件。

２．４．３　土壤ｐＨ

ｐＨ是影响土著微生物生长及活性的重要环境

因子。选取初始ｐＨ 分别为５．５、６、６．５、７、７．５、８、

８．５、９、１０的石油污染土壤，石油浓度为５％，温度

２５℃条件下培养３５ｄ，测定固定化微生物对石油烃

的降解效果，结果如图６所示。由图６可知，石油污

染土壤在碱性条件下对石油烃降解能力强于酸性条

件，这与吉林前郭油田土壤偏碱性有关。ｐＨ＝８附

近降解率最大，为４８．９％。这是因为，ｐＨ过低或过

高，环境酸碱性都超出了微生物酶的生长适应范围；

对微生物的生长和酶的分泌都会产生不利影响，影

响微生物的生长繁殖和酶的活性。因此，固定化微

生物生长的最佳ｐＨ是７．５～８．５。
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图５　石油污染土壤中不同含水率

对石油烃降解率的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犻狊狋狌狉犲犮狅狀狋犲狀狋狅狀

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀

图６　石油污染土壤降解率随狆犎的变化

犉犻犵６　犆犺犪狀犵犲狅犳狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀

狑犻狋犺狆犎狏犪犾狌犲

２．４．４　土壤营养物质

在石油污染的土样中添加氮、磷肥，使土壤中总

磷含量为１５０ｍｇ?ｋｇ，调节氮源使氮磷比（Ｎ?Ｐ）分别

为６、８、９、１０、１２，孔隙率为４５％，含水率为２０％，ｐＨ

为８，每隔五天补充氮磷达到以上比例，石油烃的

降解效率如图７所示。由图７可知，经过３５ｄ的

生物修复，Ｎ?Ｐ＝９的土壤石油降解率最大，达到

７６．５８％，Ｎ?Ｐ过高和过低，都不利于土壤中石油

烃的降解，Ｎ?Ｐ过低，营养物质不能满足微生物生

长繁殖需要，限制微生物的生长繁殖，过高的 Ｎ?Ｐ

会导致养分过剩，对微生物有毒害作用，抑制微生

物的活性。合理地供给 Ｎ、Ｐ，能使微生物处于最

活跃期，利于微生物的生长繁殖。因此，最佳 Ｎ?Ｐ

为９。

图７　石油烃降解率随营养物质比例的变化

犉犻犵７　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犖犪狀犱犘犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀狊狅犻犾狅狀

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狆犲狋狉狅犾犲狌犿犺狔犱狉狅犮犪狉犫狅狀

２５　土壤环境的最优条件确定

取土样１５００ｇ均分成三盆，调节土壤中石油

含量为４．８％，土壤的ｐＨ为８，每天搅拌１次，保证

孔隙率在４５％，每２天喷水，保证含水率在４５％，

Ｃ?Ｎ营养成分每五天进行监测，调节营养在Ｎ?Ｐ＝９

左右，然后投入秸秆为载体的固定化微生物，投入量

分别为６０、７５、９０ｇ（质量分数分别是４％、５％、

６％），２８℃培养３５ｄ，在其他环境条件都在试验得

到最佳情况下，测出不同固定化微生物对石油污染

土壤的降解率，结果见图８。从图８可见，在固定化

微生物的三种投加量中，６０ｇ固定化微生物的降解

率最低，是因为微生物含量少，而９０ｇ投加量初始

阶段降解率最高，原因是初始阶段营养物质还够微

生物的营养，随着时间的延长，营养物质逐渐减少，

而微生物量不断增多，导致２１ｄ开始，石油降解率

增长很少，这是由于微生物代谢产物对微生物有毒

害作用，使微生物活性下降而导致去除率降低，７５ｇ（质

量分数５％）固定化微生物投加量是三种投加量中

石油去除效率最高者，达到８６．４５％，因此，固定化

微生物最佳投加量与前面试验相符，所以上述试验

条件为最佳试验条件。
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图８　最佳环境条件固定化微生物去除率

犉犻犵８　犐犿犿狅犫犻犾犻狕犲犿犻犮狉狅犫犻犪犾狉犲犿狅狏犪犾狉犪狋犲狊

犻狀狅狆狋犻犿狌犿犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

３　结论

１）在同等条件下，最佳的固定化载体是玉米秸

秆，其对石油烃降解率最高，修复效果最好。

２）在同等条件下，土壤中投加５％（质量百分

比）的固定化微生物，降解效果最好的石油污染土壤

中的石油烃浓度最高不高于４０ｇ?ｋｇ。

３）修复石油污染土壤最佳的理化条件是：温度

２５℃、含水率２０％、孔隙率４５％、ｐＨ＝８，营养成分

Ｎ?Ｐ＝９。

４）在掌握石油污染土壤的背景条件下，通过调

节土壤理化条件，投加表面活性剂，能够提高修复土

壤的有效途径。
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