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摘要：堆制处理工艺是处理油污土壤的一种强化的生物处理工艺。在两种油污土样的堆制中投加了四株高效石油降解菌，处理60 d后考察投加了混合菌的净化效果，主要包括油污中饱和烃、芳香烃、胶质、沥青质、总烃碳数组分相对含量的变化以及土壤中重金属含量及其水溶性的变化。结果表明：饱和烃的绝对去除量以及去除率都要高于其它三者；土样1和土样2总烃碳数组分百分比的变化幅度差别较大，呈现低碳数下降、高碳数升高的趋势，可见添加的高效石油降解菌以利用中低碳数烃类为主；该复合微生物堆制处理法对土壤的重金属污染基本无影响。
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在石油勘探、开采、运输、加工、存储及销售过程中，不可避免地会使一些石油洒落地面，造成土壤污染，使生态系统的结构和功能遭受破坏，石油中的很多有机污染物都具有“三致”作用，所以解决土壤中的石油污染这种与人类生活密切相关的问题具有重要意义。

表1  两种土样中所含原油的理化性质
Table 1  Physicochemical properties of crude oil in two soil samples
	来源
	密度/(g·cm-3)
	凝固点/℃
	粘度/mPa·s
	含砂量/%

	土样1
	0.8630 (20 ℃)

0.8352 (60 ℃)
	34~38
	15.61
	19.10

	土样2
	0.8988 (20 ℃)

0.8721 (60 ℃)
	32~35
	23.49
	58.18


20世纪80年代以前使用物理方法和化学方法，虽具有时间短、见效快的实效性，但存在治理不彻底、费用昂贵及二次污染严重等较明显的缺陷，现今只将此作为生物治理方法的一些辅助手段。微生物降解石油类污染物出现于20世纪80年代后期，是最有效经济、无二次污染的方法。不过目前国内外研究和运用较多的处理技术是微生物修复和堆制处理。在堆制处理过程中配合投加高效原油降解菌和优良营养物，能促进原油的去除[1-4]。另外，据文献报道，多数石油降解菌一般只能降解一种或几种烃类。不同的微生物对不同的成分有不同的降解能力，或者在降解中起到不同的作用，因此接种混合的微生物菌株可能对石油污染控制有更好的效果，且多种微生物存在土壤中，可通过竞争、共生和互生等关系来维持生态系统的平衡[5-8]，可见在堆制过程中投加高效的复合微生物来处理油污土壤将是一种非常有效的途径，主要是该方法不仅有着成本低廉、操作方便等优势，而且还可以提高土壤中营养物质的含量、优化土壤质量、重金属污染有一定的治理效果[9,10]。
    先前工作已对堆制过程中的参数如温度、pH以及总油含量进行了分析，已确知该处理方法对土样1和土样2油污的去除效果较明显，去除率分别达到42.1%和44.3%。本研究主要针对60 d复合微生物堆制处理后的土样进行分析，包括石油的四种组分和碳数组分，来研究添加的高效石油降解菌的降解效果，其次考虑到试验过程中大量材料的使用，有可能会对处理土壤引入新的污染——重金属污染。目前，土壤重金属污染物中最常见及对人类和其他生物影响较大的有汞、镉、铅、砷、铜、锌、铬等。因此本试验还考察了处理前后土壤中重金属含量及其水溶性的变化，检测了土样中重金属含量及其水溶性的变化，以了解这种处理方式对重金属污染的影响。

1  材料和方法

1.1  菌种

    从油污土壤中筛选得到4株高效降解石油菌（X5、X12、X23和Z26），经初步鉴定：X5和X23属于微球菌属；X12属于假单胞菌属；Z26属于酵母菌属。其中X12的石油耐受性和竞争力较好，而其他三种菌株是一组具有良好生物协同作用的混合菌群。
1.2  实验土样及油样

油样和油污土样均由某油田提供，两者的理化性质见表1和表2。
1.3  堆制试验材料

支撑材料：稻壳、麦麸、锯末、草木灰、炉渣。

表2  两种油污土样及对照点土壤的理化性质
Table 2  Physicochemical properties of two oil-polluted
 soil samples and control soil sample
	土样
	含水率

/%
	总氮

/(mg·kg-1)
	总磷

/(mg·kg-1)
	可溶性磷

/(mg·kg-1)
	氨氮

/(mg·kg-1)
	污染程度

/(mg·kg-1)

	土样1
	3
	32.0
	9.86
	6.71
	27.8
	4.62×104

	土样2
	4
	49.6
	6.71
	2.22
	22.3
	3.74×104

	对照土壤
	23
	0.20
	0.67
	0.20
	0.11
	0


肥料：鸡粪经高温灭菌、干燥，定形制成复合肥料。

1.4  培养基

细菌种子培养液（g·L-1）：蛋白胨10.0，NaCl 5.0，牛肉膏3.0；水1 L，pH 7.2。

真菌种子培养液（g·L-1）：葡萄糖10.0，蛋白胨5.0，MgSO4·7H2O 0.5，KH2PO4 1.0；水1 L，pH自然。

1.5  扩大培养

采用瑞士比欧公司生产的L1523型发酵罐进行扩大培养，工作体积8 L，转速200 r·min-1，通气量3 L·min-1，罐压0.03~0.05 MPa，接种量10%，培养温度30 ℃，培养时间12 h。

1.6  堆制方法

取土样100 kg，添加足量的堆制支撑材料后将两者充分混匀，堆制成长1 m×宽0.8 m×高0.3 m的堆床，分别按10%的接种量添加四种菌液。处理过程中适时调节水分、温度以及通过搅拌来提高供氧量，在试验中期添加自制的肥料，堆制时间为60 d。最后取堆制处理后的土样，对其中的石油组分、石油烃各碳数含量以及重金属含量和水溶性进行全面的分析。

1.7  分析方法
原油组分的测定：按SY/T5119-1995方法测定，该方法是用正己烷沉淀沥青质，层析柱以硅胶和氧化铝为吸附剂，用不同的溶剂进行淋洗使饱和烃、芳香烃和胶质分离，最后用重量法求得各组分的百分含量。 

原油碳数组分相对含量的测定：采用GC-MS联用技术。

土壤中及水浸提液中重金属含量的测定：采用GB/T 17138(40,41)—1997方法，其中水浸提液是按1∶2（固∶水）比例浸提土样所得。

2  结果和讨论

2.1  原油各组分含量的变化

表3  土样处理前后原油各组分的相对百分含量
Table 3  Relative content of crude-oil components 
of the original and treated oil-polluted soil samples      %
	土样处理
	沥青质
	饱和烃
	芳香烃
	胶质

	土样1处理前
	10.24
	46.42
	14.33
	4.44

	土样1处理后
	28.14
	18.98
	14.24
	21.02

	土样2处理前
	3.25
	52.96
	14.20
	10.65

	土样2处理后
	15.85
	35.73
	17.85
	12.97


本试验所测的四个组分中（结果见表3），除饱和烃的相对含量减少外，其他成分的相对含量都有不同程度的上升，由此可见，不仅饱和烃的绝对减少量最高，而且其去除率在三者之中也最高。土样1的胶质和土样2的沥青质含量较少，且两者相对难降解，因此，其去除量较少，在处理后其相对含量上升最明显。

2.2  原油各碳数组分相对含量的变化

一般不同烃类的生物可降解性是不同的，Belhaj等[11]对筛选得到的20株假单胞菌的降解效果进行了研究，结果发现它们都能降解C12～C22的饱和链烃，但只有三种能在以C6～C10正构烷烃为唯一碳源的培养基上生长。一般而言，短链烷烃的降解优先于长链烷烃。齐永强等[12]的研究表明，碳数的多少是影响石油烃组分降解速度的最大因素。

表4  处理前后各碳数组分相对百分比
Table 4  Hydrocarbon content of different carbons 
in the original and treated oil-polluted soil samples      %
	碳数
	土样1处理前
	土样1处理后
	土样2处理前
	土样2处理后

	C12
	0.018
	0
	0.094
	0.019

	C13
	0.316
	0.218
	0.990
	0.450

	C14
	1.687
	0.468
	2.676
	1.971

	C15
	4.045
	0.805
	4.350
	3.829

	C16
	5.557
	1.079
	5.060
	4.803

	C17
	6.508
	1.195
	5.611
	5.451

	C18
	6.528
	1.350
	5.655
	5.489

	C19
	6.745
	1.648
	5.909
	5.688

	C20
	7.327
	2.115
	6.237
	6.154

	C21
	7.146
	2.237
	6.478
	6.152

	C22
	7.740
	2.997
	6.959
	6.634

	C23
	7.127
	3.424
	6.887
	6.531

	C24
	6.260
	3.711
	6.227
	6.018

	C25
	6.085
	4.872
	6.273
	6.215

	C26
	5.277
	4.965
	5.601
	5.654

	C27
	4.697
	5.862
	5.192
	5.369

	C28
	4.503
	7.255
	4.974
	5.401

	C29
	3.539
	9.586
	4.055
	4.627

	C30
	2.575
	7.959
	3.122
	3.562

	C31
	1.884
	7.388
	2.256
	2.673

	C32
	1.364
	8.235
	1.593
	2.263

	C33
	0.854
	3.532
	1.118
	1.299


	C34
	0.821
	6.987
	1.027
	1.457

	C35
	0.566
	3.950
	0.745
	0.996

	C36
	0.366
	3.249
	0.521
	0.747

	C37
	0.241
	2.729
	0.389
	0.547

	C38
	0.224
	2.184
	0
	0


本试验针对原油总烃中的中、高碳数烷烃C12～C38的相对含量进行了分析（见表4），土样1中各碳数组分相对含量的变化较大，C12～C26相对含量呈下降趋势，而C27～C38的含量在上升，特别是C29～C34，说明土样1中能降解中碳数的微生物代谢较活跃，而高碳数的烃类在处理过程中降解速率较慢。土样2的各碳数组分含量变化不大，可见高碳数烃类在处理过程中也有明显降解，但变化趋势与土样1基本相同。由此可见，实验中添加的高效石油降解菌以利用中碳数的石油烃类为主，同时由于土壤和原油理化特性的不同，其明显程度差别较大。

2.3  土样中各重金属含量及其水溶性的变化

表5  处理前后土壤中重金属含量的变化
Table 5  Content of heavy metals in the farm soil and in the original and 
treated oil-polluted soil samples               mg·kg-1土
	参数
	镉
	铅
	铜
	锌
	铬
	砷
	汞

	农田土
	19.2
	40.3
	76.0
	355
	2.39
	127.2
	0.00

	土样1处理前
	20.5
	23.6
	23.0
	332
	21.9
	133.8
	0.180

	土样1处理后
	25.9
	44.0
	453
	944
	5.07
	71.76
	0.117

	土样2处理前
	18.3
	0.33
	173
	793
	36.8
	137.9
	0.218

	土样2处理后
	21.6
	43.0
	112
	579
	4.35
	88.93
	0.202

	农用污泥控
制标准（≤）
	20
	1000
	500
	1000
	1000
	75
	15


考察了处理前后土壤中重金属含量及其水溶性的变化，其处理前后的含量变化见表5。结果是：土样1，镉和汞的含量变化不大；铅、铜和锌的含量有明显升高；铬和砷的含量则降低很多；土样2，除铜和锌外，其它变化与土样1相同。可见，不同种类的重金属其含量变化不同。引起一些重金属含量上升的原因可能是堆制过程中添加了大量的支撑材料；而铬和砷含量的降低，则说明这种堆制法能去除一部分重金属，但总体而言，各重金属的含量变化不大。另外从表6可知：各重金属水浸提液中含量在处理前后变化也不大，除铅外其他重金属的含量基本维持在同一数量级。结合土壤中和水浸提液中各重金属含量的变化来看，本实验所采取的堆制处理方式对土壤中的重金属污染基本无影响。

3  结论

（1）通过在堆制过程中投加复合高效石油降解菌来处理油污土样1和2，分析原油中沥青、饱和烃、芳香烃以及非烃四种组分的相对含量变化，结果表明，饱和烃的绝对去除量以及去除率都要高于其它三者。

（2）虽然土样1和土样2总烃碳数组分百分比的变化幅度差别很大，但都呈现低碳数下降、高碳数升高的趋势。因此，本试验所添加的高效石油降解菌以利用低碳数烃类为主。正构烷烃中以C20为主要成分，它在处理前后呈上升趋势，其它碳数的变化与总烃相一致。

（3）综合分析重金属含量和水溶性的变化，结果发现该复合微生物堆制处理法对土壤的重金属污染基本无影响。

因此该处理方法有望在油污土壤处理中推广运用。
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Purifying effect of microorganisms composting process
 in treating oil-polluted soil
SUN Dongping, HU Lingyan, ZHOU Lingli, LI Yawei, YANG Jazhi

Department of Bioengineering, School of Chemical Engineering, Nanjing University of Science & Technology, Nanjing 210094, China
Abstract: Composting treatment technology is an enhanced biological treatment technology in treating oil-polluted soil. The experiments on purifying effect were conducted using two kinds of oil-polluted soil sample with different physicochemical properts for 60 d. The relative concentration of saturated hydrocarbon, aromatic hydrocarbon, resin, asphaltene and total carbon numbers in the oil and the contents and hydrosolubility of seven kinds of heavy metal was explored after adding four degrading microbes in the process of composting treatment. The results revealed that the absolute removed rate of saturated hydrocarbon was higher than that of aromatic hydrocarbon, resin, asphaltene. Hydrocarbon content in the two kinds of oil-polluted soil sample changed greatly, which took on declining trend of low hydrocarbon and ascending trend of high hydrocarbon. Thus, the added petroleum-degrading microorganisms could degrade the middle and low hydrocarbons easily. Furthermore, this kind of method hardly introduced heavy metal pollution for soil. It is obvious that the kind of method is an effective approach in treating oil-polluted soil.
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