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摘　要 :用液态和固态相结合的方式对包含 2种细菌的石油降解菌剂进行培养 ,牛肉膏、蛋白胨作为液态培养基培

养初级种子 ,然后接种到草炭和麸皮的固态培养基中培养。分析温度、接种量、料水比、草炭与麸皮的比例、培养时

间对固态培养的影响。制备的 BC2E和 BC2I 2种菌剂的活菌量分别达到 2147 ×1011 个 / g和 316 ×1010 个 / g。采用

研制的菌剂对石油污染土壤进行修复实验 , 1个月污染土壤中的石油降解率可达到 45%。
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Applica tion of bacter ia l agen t capable of degrad ing petroleum

for rem ed ia tion of o il2con tam ina ted so il
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Abstract:A kind of bacterial agent capable of degrading petroleum was developed by combined liquid

culture and solid culture of a m ixture of two strains BC2E and BC2I. The p rimary seed was cultivated on

the beef2p rotein medium, and then the seed was inoculated into the solid medium containing turf and

wheat bran. Temperature, inoculation amount, ratio of material to water, ratio of turf and wheat bran,

and culture time were tested during the p rocess. The maximum density of strains of BC2E and BC2I was

2147 ×10
11

CFU /g and 316 ×10
10

CFU /g, respectively. The petroleum degrading rate reached 45% in

the contam inated soil after one month of remediation.
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　　随着石油开采量的日益增大 ,在开采、运输、储

藏以及事故性泄露中 ,石油大量进入环境 ,严重污

染了土壤、地下水、河流和海洋。采用微生物修复

石油污染的土壤 ,是一项清洁环境的低投资、高效

益、便于应用、发展潜力大的新兴技术 [ 1 - 3 ]。

　　国内外学者的研究大部分集中在石油降解菌

株的筛选、石油降解机理以及土壤修复工艺方

面 [ 4 - 6 ] ,这些研究逐步证实了石油污染土壤微生

物修复的可行性 ,但很少涉及菌剂生产的研究 ,本

文在前人研究的基础上 ,对石油降解菌剂的生产



工艺展开研究 ,以从石油污染的盐碱地土壤中筛

得的 2株石油降解菌为基础 ,采用麸皮和草炭作

为固态培养的营养源和载体 ,研制 1种活菌数高、

适合盐碱地土壤改良的微生物菌剂。其中麸皮是

优良的固态发酵天然原料 ,含有丰富的易于微生

物利用的碳氮源、维生素和金属离子 ;草炭中富含

有机质和腐殖酸 ,保水通气 ,是优良的土壤改良

产品 [ 7 - 9 ]。

1　材料与方法

111　实验材料

11111　菌种

　　从胜利油田采油井附近污染土壤中筛选获得 2

株细菌 ,其中菌株 BC2E为铜绿假单胞菌 ,能分泌表

面活性剂鼠李糖脂 ,使石油均匀分散到水相中 ;菌

株 BC2I为蜡样芽孢杆菌 ,具有高效的石油降解性

能。两株菌复合使用 ,能显著增加石油与菌株的接

触面 ,提高石油降解率。

11112　培养基

　　种子培养基 (质量分数 ) :牛肉膏 013% ,蛋白胨

015% , NaCl 015%。pH710, 121 ℃灭菌 15 m in。

　　固态培养基 :麸皮 10 g,草炭 10 g,加水 20 mL。

pH自然 , 121 ℃灭菌 15 m in。

11113　土样

　　油田采油井附近的石油污染土壤 ,含油率 212%。

11114　仪器

　　pH计 ,索氏提取器 ,烘箱 ,培养箱 ,灭菌锅 ,摇

床 ,超净台等。

112　实验方法

11211　菌种培养

　　将石油降解菌接入种子培养基 , 30 ℃培养 20 h

后 ,取 4 mL种子液加入 16 mL无菌水中混匀 ,再倒

入 20 g固态培养基中 ,混匀 , 30 ℃培养 2～3 d。

11212　石油降解实验

　　将菌剂 BC2E和 BC2I用草炭稀释到细菌数量相同

的数量级 ,等质量混匀。向 1 kg石油污染土壤中加入

复合菌剂 100 g,NH4NO3和 NH4 H2 PO4混合 (质量比 5∶

1)的肥料 30 g,混匀 ,保持 20%的含水量 ,室温 ,每周测

定 1次石油含量 ,计算石油降解率 [4, 10 - 11 ]。

11213　pH与细菌数量测定

　　称取 10 g菌剂加到 90 mL蒸馏水中 ,用 pH计

测定混合液的 pH,再稀释到合适的质量浓度 ,用平

板计数法测定活菌数量。

11214　石油降解率测定

　　将土样放入 75 ℃烘箱中干燥 12 h至恒质量 ,

粉碎过筛。称取一定质量的土样 ,用定性滤纸包好

置于带塞磨口的索氏提取器中 ,准确称取 50 mL圆

底烧瓶质量 (精确到 01000 1 g) ,倒入约 1 /2体积的

氯仿 , 90 ℃的水浴中热浸 ,直至虹吸管内氯仿颜色

为无色。再将平底烧瓶中浸有石油的氯仿 90 ℃蒸

馏 ,之后将烧瓶置于 100 ℃烘箱中烘干 ,称总质量 ,

增加的质量即为土样中剩余石油质量 [ 5 - 6 ]。石油降

解率的计算公式

Y =
m 2 - m 1

m 2

×100% (1)

式中 : Y为石油降解率 , % ; m 1为土样中剩余石油质

量 , g; m 2为土样中原有石油质量 , g。

2　结果与讨论

211　菌剂的研制

　　微生物都有适合自身生存、生长的 pH范围 , pH

的稳定对于保持菌剂中的活菌数量至关重要。在

石油降解菌剂研制过程中 ,考察不同因素对菌剂 pH

和细菌数量的影响。

21111　温度对菌剂的影响

　　把 BC2E和 BC2I按 10%的接种量分别接入麸

皮和草炭质量比为 1∶1的培养基中 ,置于不同温度

中 ,培养 2 d,结果见图 1。

图 1　温度对 BC2E和 BC2I菌剂的影响

F ig. 1　Effects of tem pera ture on BC2E and

BC2I bacter ia l agen ts

　　由图 1可知 ,随温度升高 , 2种菌剂的 pH都略有

升高 ,其中 BC2E菌剂的 pH稳定在 715～719之间 ,

BC2I菌剂的 pH稳定在 712～715之间。BC2E菌剂
中细菌数量在 36 ℃时最高 ,达到了 1145 ×10

11个 / g,

菌株 BC2E的最佳培养温度为 36 ℃; BC2I菌剂中细

菌数量在 32 ℃时最高 ,达到了 613×10
9 个 / g,菌株
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BC2I的最佳培养温度为 32 ℃。

21112　接种量对菌剂的影响

　　把 BC2E和 BC2I分别按 5%、10%、15%、20%

的接种量接入麸皮和草炭质量比为 1∶1的培养基

中 ,培养 2 d,结果见图 2。

图 2　接种量对 BC2E和 BC2I菌剂的影响

F ig. 2　Effects of inocula tion am oun t on BC2E and

BC2I bacter ia l agen ts

　　由图 2可知 ,不同接种量对菌剂的 pH基本上没

有影响 ,而对细菌生长的延滞期影响较大 ,接种量的

加大 ,能够缩短菌种生长的延滞期 ,从而缩短菌种培

养时间。当细菌接种量为 5%时 ,培养 2 d的菌体数

量比接种大于 10%时少很多 ;当接种量大于 10%时 ,

BC2E菌剂中细菌数量由 711×10
10 个 /g增加到

916×10
10个 / g,BC2I菌剂中细菌数量由 713×10

9个 /

g增加到 912×10
9 个 / g,均增长缓慢 ,因此可以确定

最佳接种量为 10%。

21113　料水比对菌剂的影响

　　控制培养基的料水比为 016∶1、018∶1、1∶1、

112∶1、114∶1,分别接入 BC2E和 BC2I,培养 3 d,结

果见图 3。

图 3　料水比对 BC2E和 BC2I菌剂的影响

F ig. 3　Effects of ra tio of ma ter ia l to wa ter on BC2E and

BC2I bacter ia l agen ts

　　由图 3可知 ,不同的料水比对菌剂的 pH影响

不大。随着料水比的增加 ,细菌数量逐渐增大 ,在

料水比为 1∶1时 , 2种菌剂的细菌密度都达到最大

值 ,而继续增加料水比时 ,过多水分限制了培养基

中空气的流通 ,对菌体生长不利。因此培养基的料

水比采用 1∶1。

21114　草炭和麸皮的不同比例对菌剂的影响

　　调整草炭与麸皮之间的比例为 0∶4、1∶3、2∶2、3∶1、

4∶0,分别接入 BC2E和 BC2I,培养 3 d,结果见图 4。

图 4　草炭与麸皮比例对 BC2E和 BC2I菌剂的影响

F ig. 4　Effects of ra tios of turf and whea t bran on BC2E
and BC2I bacter ia l agen ts

　　由图 4可知 ,培养基中全为草炭时 ,菌剂的 pH

低于 710,细菌数量分别只有 112 ×109 个 /g和

9 ×10
7 个 / g,说明草炭中的有机质营养不能满足

BC2E和 BC2I的生长要求。培养基中全为麸皮时 , 2

种菌剂的 pH都大于 810,散发出氨气的味道 ,说明

培养基中能被微生物利用的 C源不足 ,影响了微生

物在培养基中的生长 ,细菌数量略有减少。考虑到

在石油降解中要限制易于利用的 C源含量 ,在种子

培养时 ,不再考虑额外添加 C源。在草炭与麸皮的

比例为 1∶3时 , BC2E数量最多 ,达到了 2135 ×10
11

个 / g;在草炭与麸皮的比例为 2∶2时 , BC2I细菌数量

最多 ,达到了 215 ×10
10个 / g。

21115　培养时间对菌剂的影响

　　以 10%的接种量将 BC2E接入草炭与麸皮比例
为 1∶3的培养基中 ,将 BC2I接入草炭与麸皮比例为

2∶2的培养基中 ,进行培养 ,每隔 015 d测 1次菌落

数和 pH变化 ,实验结果见图 5。

　　由图 5可知 ,随着培养时间的延长 ,细菌数量逐

渐增多 ,培养基的 pH逐步增大。BC2E在第 3 d时

能达到 2147 ×10
11 个 / g,第 4 d以后 , pH超过 810

时 ,对细菌抑制较大 ,数量开始减少。BC2I在第 215

d时能达到 316 ×1010 个 / g,此后细菌几乎不再增

长。因此分别可以在第 3 d和第 215 d终止 BC2E
和 BC2I的培养。
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图 5　培养时间对 BC2E和 BC2I菌剂的影响

F ig. 5　Effects of tim e on BC2E and BC2I bacter ia l agen ts

212　菌剂应用

　　由上面实验可以得到 , BC2E菌剂中细菌数量较
多 ,达到了 10

11数量级 ; BC2I菌剂中细菌数量相对

较少 ,达到了 10
10数量级。可将这 2种菌剂分别用

草炭稀释 100倍和 10倍 (保持 10
9个 / g左右的菌种

数 ) ,以质量比 1∶1混合 ,以 10%的接种量添加到石

油污染土壤中 ,测得土壤中石油和细菌含量变化见

图 6。

图 6　土壤中石油和细菌含量变化

F ig. 6　Changes of petroleum and bacter ia l

concen tra tion in so il

　　由图 6可知 ,土壤中的细菌数量在第 1周时变

化不大 ,第 2周开始升高 ,第 3周以后减少。土壤中

石油在微生物作用下得到逐步降解 ,含量从 2120%

降低到 1121% ,降解率为 45%。随着时间的延长 ,

石油降解可能会变得缓慢 ,一方面是由于易于被微

生物利用的石油组分的减少 ,另一方面则是土壤中

营养成分减少 ,细菌代谢的有害成分增加。具体情

况还需要进一步的测定研究 ,改善修复工艺 ,发挥

菌剂的最大效力。

3　结　论

　　采用草炭和麸皮固态培养菌种 ,当培养温度

36 ℃、接种量 10%、料水比 1∶1、草炭与麸皮的质量

比为 1∶3、培养时间 3 d时 , BC2E密度最大 ,达到

2147 ×10
11个 / g;当培养温度 32 ℃、接种量 10%、料

水比 1∶1、草炭与麸皮的质量比为 2∶2、培养时间

215 d时 , BC2I密度最大 ,达到 316 ×10
10 个 / g。在

石油降解中 ,要使土壤中有效细菌数量达到 108

个 / g,可将 2种菌剂分别稀释 100倍和 10倍后混合

使用。在石油污染土壤中添加菌剂为 10%时 ,修复

1个月 ,石油降解率达到 45%。

　　石油降解菌剂的应用受外界因素影响很大 ,温

度的四季昼夜变化 ,土壤湿度的高低 ,盐碱性的差

异 ,阳光的照射 ,空气的流通 ,土壤中其他生物的存

在都会不同程度地影响到菌剂对石油的降解能力。

因此在实际应用时还需要研究菌剂的最佳使用方

法 ,对发挥菌剂的最大效力至关重要。
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