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高效海洋溢油降解菌降解海洋溢油条件的优化研究＊
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摘　要　针对海洋溢油污染问题，采用实验室筛选的海洋溢油降解菌 ＨＪ０１和 ＨＪ０２开展海洋溢油微生物

降解优化研究，采用单因素实验和多因素正交实验进行降解率测定。结果表明，单因素实验条件下，当ｐＨ值为

７、培养温度３５℃、石油初始浓度７５００ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量２００００ｍｇ／Ｌ时，ＨＪ０１和 ＨＪ０２对海洋溢油的降解效

果最佳。正交实验条件下，ＨＪ０１在ｐＨ值为７、培养温度３５℃、石油初始浓度７５００ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量１００００

ｍｇ／Ｌ时降解效果最佳；ＨＪ０２在ｐＨ 值为７、培养温度３０℃、石油初始浓度１１０００ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量１００００

ｍｇ／Ｌ时降解效果最佳。
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０　引　言

近年来，由于海上石油工业的迅猛发展，在石油

开采、储运过程中海洋溢油事故频频发生。海洋溢油

污染对海洋生态环境造成严重的威胁，同时对人类的

生产生活产生巨大的影响。石油烃的某些成分有“三

致”作用，并能通过食物链在动植物及人体内富集，被

列为重点污染物［１３］。石油进入水体后，可导致水生

生物死亡，给水资源、生物资源和养殖、旅游业带来巨

大损失［４６］。海洋溢油污染对生态环境和人体健康的

危害引起了越来越多的关注，治理海洋溢油污染的工

作也迫在眉睫［７９］。治理溢油污染常用的处理方法为

物理法、化学法和生物法，传统的物理法和化学法不

能有效根除溢油污染，且处理费用较昂贵［１０１２］。微生

物降解石油烃的主要机理是通过其产生的特定酶的

催化、矿化作用将石油降解为ＣＯ２、Ｈ２Ｏ和自身生物

量［１３１５］。生物法相比于物理法和化学法具有处理效

率高、不产生二次污染、价格低廉等优点［１６１７］。针对

海洋溢油污染问题，本文对从海洋溢油中筛选出的两

种海洋溢油降解菌进行了降解特性研究，通过单因素

和多因素正交实验对降解条件进行了优化。

１　实验材料与方法

１．１ 实验材料

①实验所用油样为东营胜利油田原油。

②实验所用培养基配方及条件如下：

牛肉膏蛋白胨液体培养基：牛肉膏０．５ｇ，蛋白胨

１．０ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，蒸馏水１００ｍＬ，ｐＨ＝７，高压蒸汽

灭菌，１２１℃灭菌２１ｍｉｎ。

无机盐培养基：ＮａＣｌ０．５ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０２５ｇ，ＮａＮＯ３０．２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．４

ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ１．０ｇ，蒸馏水１００ｍＬ，ｐＨ＝７，

高压蒸汽灭菌，１２１℃灭菌２１ｍｉｎ。

含油培养基：在无机盐培养基基础上分别加入

０．５，１．０，１．５ｇ原油制作不同初始浓度的含油培养基。

牛肉膏蛋白胨固体培养基：在牛肉膏蛋白胨液体

培养基基础上加入１．５ｇ琼脂。

③实验采用菌种为实验室从海洋溢油中筛选出

的高效海洋溢油降解菌 ＨＪ０１和 ＨＪ０２。

１．２ 实验方法

１．２．１ 单因素实验

以含油培养基为基础，分别改变ｐＨ值、培养温度、

石油初始浓度及ＮａＣｌ含量４个因素，在恒温生物摇床

上振荡培养７ｄ后进行石油降解率的测定与分析。

１．２．２ 多因素正交实验

选择ｐＨ 值、培养温度、石油初始浓度、ＮａＣｌ含

量４个因素，自单因素实验结果中各取３个较优水

平，设计多因素正交实验，在恒温生物摇床上振荡培

养７ｄ后进行石油降解率的测定与分析。

１．３ 降解性能实验

石油烃浓度的测定采用分光光度法。取１０ｍＬ
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石油醚加入到培养一段时间后的含油培养基中，摇床

振荡１０ｍｉｎ，倒入２５０ｍＬ分液漏斗中，静置分层后，

将下层液体放回三角瓶中。重复３次后，用加入１ｃｍ

厚无水硫酸钠的漏斗过滤石油萃取液，用石油醚定容

至５０ｍＬ，取０．２ｍＬ至另一５０ｍＬ容量瓶，用石油

醚定容至５０ｍＬ，在紫外分光光度计２２５ｎｍ处，以石

油醚为参比测定吸光度［１８］。

２　结果与讨论

２．１ 单因素优化实验

①ｐＨ值

用Ｈ２ＳＯ４或ＮａＯＨ调节无机盐培养基的ｐＨ 值

分别为５，６，７，８，９，各加入相同浓度的菌悬液１ｍＬ、

石油０．７５ｇ于１００ｍＬ调节好ｐＨ 值的无机盐培养

基中，于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ生物摇床培养７ｄ后进行

石油降解率测定。结果见图１。

图１　ｐＨ值对石油降解率的影响

由图１可看出，两个菌种在ｐＨ 值为７时，对石

油的降解率达到最高，当ｐＨ 值低于或高于７时，菌

种对石油的降解率明显下降，且两菌种受ｐＨ值影响

的变化趋势基本一致。相比于 ＨＪ０１，ｐＨ 值对 ＨＪ０２

的影响更为明显。当ｐＨ 值为５时，ＨＪ０２的降解率

为２２．６１％，当ｐＨ值为７时，降解率为３８．３９％，为前

者的１．７倍。研究结果表明，在中性环境中，ＨＪ０１和

ＨＪ０２对石油的降解率较酸性和碱性环境好，随着环

境偏酸或偏碱，菌种对石油的降解效果变差。

②培养温度

用ＮａＯＨ调节无机盐培养基的ｐＨ值至７，各加

入菌悬液１ｍＬ、石油０．７５ｇ于１００ｍＬ无机盐培养

基中，分别在２５，３０，３５，４０℃的恒温摇床上，采用１５０

ｒ／ｍｉｎ的转速振荡培养７ｄ后进行石油降解率测定。

结果见图２。

图２　培养温度对石油降解率的影响

由图２可看出，培养温度对两菌种石油降解率的

影响较大。在３５℃左右，两菌种对石油的降解率达

到最大，分别为４４．９０％ 和４１．９９％，因此最佳培养温

度为３５℃。

③石油初始浓度

用ＮａＯＨ调节无机盐培养基的ｐＨ 值至７，在

１００ｍＬ无机盐培养基中加入石油，使石油初始浓度

分别为３５００，７５００，１１０００，１４０００ｍｇ／Ｌ，分别加入

菌悬液１ｍＬ，于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ生物摇床培养７ｄ

后测定石油降解率。结果见图３。

图３　石油初始浓度对石油降解率的影响

由图３可看出，石油初始浓度小于７５００ｍｇ／Ｌ

时，两菌种的降解率随石油浓度的增加而提高，大于

７５００ｍｇ／Ｌ时，两菌种的降解率开始降低。这是由

于当石油初始浓度较低时，基数过低导致降解效果不

显著；而当石油初始浓度过高时，抑制了微生物的活

性，影响了菌体生长［１９］。研究结果表明，两菌种的耐

油范围大致相同。因此，将被处理的石油初始物质浓

度控制在一定范围，有利于石油的生物降解。
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④ＮａＣｌ含量

用ＮａＯＨ调节无机盐培养基的ｐＨ 值至７，在

１００ｍＬ无机盐培养基中加入 ＮａＣｌ，使 ＮａＣｌ含量分

别为５０００，１００００，２００００，４００００，８００００ｍｇ／Ｌ，加

入菌悬液１ｍＬ、石油０．７５ｇ于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ生物

摇床培养７ｄ后进行石油降解率测定。结果见图４。

图４　ＮａＣｌ含量对石油降解率的影响

　　由图４可看出，ＮａＣｌ含量小于２００００ｍｇ／Ｌ时，

两菌种的降解率随 ＮａＣｌ含量的增加而提高，而当

ＮａＣｌ含量大于２００００ｍｇ／Ｌ时，两菌种的降解率开

始降低。这是由于当ＮａＣｌ含量较低时，不能为微生

物提供足够的无机盐离子，导致降解效果不显著；而

当ＮａＣｌ含量过高时，不利于微生物的存活与生长，导

致降解效果不佳。研究结果表明，两菌种的耐盐范围

大致相同。海水的盐度一般在３５０００ｍｇ／Ｌ左右，为

保证较好的降解效果，要进一步驯化菌种使其能适应

海水的高盐度。

２．２ 多因素正交实验条件对石油降解率的影响

选取各影响因素的不同水平为实验条件，采用

Ｌ９（３
４）正交表安排实验方案。结果见表１。

由表１可知，对于ＨＪ０１来说，极差最大的因子是

ｐＨ值，故应首先将其控制在最佳水平，ｐＨ值的最佳

水平为７。第二重要因子是石油初始浓度，最佳水平

为７５００ｍｇ／Ｌ。第三是培养温度，最佳水平为３５℃，

最后是ＮａＣｌ含量，最佳水平为１００００ｍｇ／Ｌ。

表１　多因素正交实验

序号 ｐＨ值 培养温度／℃
石油初始浓度／

（ｍｇ／Ｌ）

ＮａＣｌ含量／

（ｍｇ／Ｌ）

降解率／％

ＨＪ０１ ＨＪ０２

１ ６ ３０ ７５００ ５０００ ２８．８４ ２６．８２

２ ６ ３５ １１０００ １００００ ２８．９９ ３８．８２

３ ６ ４０ １４０００ ２００００ ２５．６３ ２４．６０

４ ７ ３０ １１０００ ２００００ ３０．２６ ４６．３９

５ ７ ３５ １４０００ ５０００ ３６．３１ ２５．７１

６ ７ ４０ ７５００ １００００ ４５．６０ ４４．３５

７ ８ ３０ １４０００ １００００ ２８．０８ ２８．６７

８ ８ ３５ ７５００ ２００００ ４１．３１ ３２．８６

９ ８ ４０ １１０００ ５０００ ３１．７１ ２５．５７

ＨＪ０１ ＨＪ０２ ＨＪ０１ ＨＪ０２ ＨＪ０１ ＨＪ０２ ＨＪ０１ ＨＪ０２

犽１ ０．２７８２ ０．３００８ ０．２９０６ ０．３３９６ ０．３８５８ ０．３４６８ ０．３２２９ ０．２６０３

犽２ ０．３７３９ ０．３８８１ ０．３５５４ ０．３２４６ ０．３０３２ ０．３６９３ ０．３４２２ ０．３７３８

犽３ ０．３３７０ ０．２９０３ ０．３４３１ ０．３１５１ ０．３００１ ０．２６３３ ０．３２４０ ０．３４６２

犚（极差） ０．０９５７ ０．０９７８ ０．０６４８ ０．０２４５ ０．０８５７ ０．１０６０ ０．０１９３ ０．１１３５

较优水平 ７ ７ ３５ ３０ ７５００ １１０００ １００００ １００００

因子主次 １ ３ ３ ４ ２ ２ ４ １

　　通过以上分析得出 ＨＪ０１较优培养条件为：ｐＨ

值为７、培养温度３５℃、石油初始浓度７５００ｍｇ／Ｌ、

ＮａＣｌ含量１００００ｍｇ／Ｌ。

ＨＪ０２较优培养条件为：ｐＨ值为７、培养温度３０

℃、石油初始浓度１１０００ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量１００００

ｍｇ／Ｌ。
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３　结　论

采用实验室从海洋溢油中筛选出的高效海洋溢

油降解菌进行海洋溢油降解条件的优化研究，结论

如下：

①单因素实验条件下，当ｐＨ 值为７、培养温度

３５℃、石油初始浓度７５００ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量２００００

ｍｇ／Ｌ时，两菌种对海洋溢油的降解效果最佳。

②多因素正交实验条件下，ＨＪ０１较优培养条件

为：ｐＨ值为７、培养温度３５℃、石油初始浓度７５００

ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量１００００ｍｇ／Ｌ；ＨＪ０２较优培养条件

为：ｐＨ值为７、培养温度３０℃、石油初始浓度１１０００

ｍｇ／Ｌ、ＮａＣｌ含量１００００ｍｇ／Ｌ。
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