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氮磷比对石油污染沙滩中 D3O)去除的影响
夏文香"张丹峰"李金成!

"孟"晶"于"洋
"青岛理工大学 环境与市政工程学院!青岛!)>>*==#

摘"要"溢油风化后粘附在沙滩上!其中的多环芳烃"[DI2#很容易在环境中残留!对人类健康和生态环境构成威胁$

以萘*蒽*芘为对象!研究了生物柴油F营养盐联合修复油污沙滩时氮磷比的影响$ 结果表明!生物柴油可使细沙中的 [DI2

释放并使其在海水中的浓度显著升高%系统中石油降解菌和异养菌总数分别在 (@[为 , y+ 和 +* y+ 时达最高%在萘的生物

降解过程中!(@[为 ,y+ 时的速率常数分别是 (@[为 +*y+ 和 +y+ 时的 +'= 和 )'! 倍!蒽的生物降解结果与此类似$ 然而!

不同的 (@[比对芘的降解速率几乎没有影响$ 研究结果可为石油污染沙滩中 [DI2的去除提供数据支持$

关键词"多环芳烃"生物降解"氮磷比"生物柴油"沙滩
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洋溢油鉴别与损害评估技术重点实验室开放研究基金资
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作者简介!夏文香"+!>!'#女!博士!教授!主要从事水环境污染生

物修复研究工作$ 8F:6/&&Y/6FWỲ +>='Q%:

!

通讯联系人!8F:6/&&&/\Q.F+`+>='Q%:

""石油是由烷烃*芳香烃*树脂与沥青质等构成的

复杂混合物
(+)

$ 据统计!每年有 )** B+ *** 万 ;的

石油进入海洋!约占世界石油总产量的 *',b

())

$

尽管溢油后会采取多种应急措施进行处理!但是在

波浪*海流的作用下!仍然会有很多石油向岸边聚集

并污染海岸带
(=)

$ 这些风化后的石油其轻质组分

已得以挥发!而多环芳烃等很容易在环境中残留$

多环芳烃"[DI2#是一类由 ) 个或 ) 个以上苯环连

在一起组成的碳氢化合物$ 在 +> 种优先控制的

[DI2中!) B= 环 [DI2的急性毒性较强!而高环数

[DI2对许多生物具有致癌*致畸*致突变性
(^)

$ 研

究表明!残留在沙滩中的 [DI2可以多年保持不变!

对海洋生态环境构成持久威胁
(,)

$

海岸带并不缺乏降解石油的微生物$ 石油为微

生物提供了充足的碳源!而氮*磷营养相对缺乏!因

此!溢油污染海岸带通常采用施加营养的生物修复

法!该技术已在多个污染现场成功实施且未带来负

面环境影响
(>FG)

$ 近年来!人们尝试将生物柴油用

于污染环境的生物修复$ Z6H&%5A'Z'等
(!)

的研究表

明!向煤焦油污染的土壤中施加生物柴油促进了焦

油的溶解和分散!提高了焦油中 [DI2的降解率%夏

文香等
(+*)

发现!施加生物柴油和营养有助于滨海构

筑物上的残油释放进海水中!并促进海水中降解石
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油微生物的增殖和石油的降解$ 然而!在开展石油

污染海滩联合生物修复时!不同比例的氮磷营养对

[DI2降解的影响尚未进行系统研究$

本研究采用模拟实验!以海滩残留油中的萘")

环#*蒽"= 环#*芘"^ 环#等 = 种 [DI2为对象!研究

在生物柴油和营养盐联合作用下!不同 (@[比对

[DI2生物降解的影响!以期为减少海滩上 [DI2的

残留提供科学依据$

67材料与方法

6867实验材料

海水取自青岛汇泉湾$ 经沙滤后再经 *'))

"

:

微孔滤膜过滤除菌$ 海水 XI为 #'G**盐度 =*�%

细沙取自青岛汇泉湾!其中粒径小于 *') ::的占

))',b!*') B+ ::的占 #^')b!大于 + ::的占 ='

=b$ 使用前用酸浸泡!并作灭菌处理$

实验实验用原油在 )*i下!密度为 *'!G# <@

Q:

=

!运动粘度为 G>',, ::

)

@2!D[O为 ++'!%生物柴

油在 )*i下!密度 *'G=> 为 <@Q:

=

!运动粘度为 ,'>

::

)

@2!饱和酯百分比 G'!b$

石油污染细沙的准备&将原油在通风*室温条件

下风化 +, S 使轻质组分挥发$ 用石油醚溶解风化

后的原油!然后加入细沙中充分搅拌直至石油醚完

全挥发$ 将油污细沙置于通风厨中风化 , S!然后装

入具塞玻璃瓶中备用$ 经测定!细沙中石油的量为

)!G'G :<@]<$

土著菌菌液的准备&从青岛油港码头取石油污

染海水水样!按照参考文献(+*)的方法准备实验用

菌液$

6897实验装置及安排

设 ) 组平行实验!每组采用 = 套自制的海滩模

拟装置"如图 + 所示#$ 该装置的长宽高分别是 +**

图 +"海滩模拟装置图

f/<'+"M/:4&6;1S 2H2;1:2%7260SHN16Q.

Q:s)> Q:s)# Q:!分为水区和沙区$ 水区中设有

机玻璃柱!通过时间继电器设置通*断电时间!控制

电磁阀门开启!通过空气泵使得有机玻璃柱中的液

面周期性地上升*下降!以模拟海水对沙滩的作用$

将 )* ]<石油污染细沙分别置于沙滩模拟装置

中!然后加入 )= A灭菌海水至滩体高度的 )@=!再加

入生物柴油*菌液"系统中初始异养菌总数为 +'*)

s+*

>

个@:A!降烃菌数量 )'=, s+*

,

个@:A#和氮

磷营养!使海水中 (y[的营养配比分别为 , y+!

+y+!+*y+!实验设计如表 + 所示$ 定期从装置不同

位置处取沙样*水样!将其分别混合后测定多环芳烃

和微生物量!) 个组的结果取平均值$

表 67实验设计

;.%+*67@L>*/$=*"&.+-*)$1"

分 组
生物柴油

投加量"<#

(U

_

=

F(

":<@A#

[U

= _

^

F[

":<@A#

(@[

(,@[+ ), +*'> )') ,y+

(+@[+ ), )'+ )'* +y+

(+*@[+ ), )+'= )'= +* y+

68:7主要仪器和药品

R-F)*+* [&42气相色谱 "日本岛津 #%D</&10;

CTF, 气相毛细管柱 "美国 MV[8A-U公司#%C-F+)

型氮吹仪"上海安谱科学仪器有限公司#%V$F)***

型紫外分光光度计"尤尼柯仪器有限公司#$

实验所用的 [DI2"萘*蒽*芘#标品均来自为

C5'8.5102;%5715公司%二氯甲烷为农残级!其余试剂

均为分析纯$

68H7测定方法

+'̂'+"气相色谱法测定水样和沙洋中的多环芳烃

样品准备&向水样"沙样#中加入二氯甲烷萃取

) 次!将合并的萃取液通过硅酸镁层析柱以消除生

物柴油的影响$ 然后定容*浓缩!将样品装入带有针

式滤器的针管中过滤到 ) :A的进样瓶中待测$

气相色谱条件&载气"氮气#流量 ) :A@:/0%空

气流速 =** :A@:/0%氢气流速 =* :A@:/0%尾吹气流

速 + :A@:/0$ 分流进样分流比&+ y,!进样量 +

"

A$

柱始温 ,*i"恒温 + :/0#!以 +,i@:/0 升温速率升

至 +#*i"恒温 ) :/0#!然后以 Gi@:/0 升温速率升

至 ))*i!再以 =i@:/0 升温速率升至 =**i"恒温

! :/0#$ 进样口温度 =**i%检测器温度 =**i$

+'̂')"K[(法测定异养菌总数和烃降解菌数量

石油烃降解菌的培养采用 T42.01&&FI622培养

*),=
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基并补充 )b"W@W#的 (6-&!在 ),i培养 = 周%异养

菌采用 K65/01T5%;. ))+>"C/7Q%# 培养基!在 ),i培

养 ^G .$ 具体测定方法见参考文献(++)$

97结果与讨论

9867细沙中 D3O)的变化

(@[营养配比分别为 ,y+*+ y+ 和 +* y+ 的 = 个

实验组分别标记为&(,@[+ 组*(+@[+ 组和 (+*@[+

组$ 细沙中芘*蒽和萘 = 种多环芳烃量随时间的变

化曲线如图 ) 所示$

图 )"细沙中芘*蒽*萘量随时间的变化曲线

f/<')"$65/6;/%0 %7XH5101!60;.56Q10160S

06X.;.6&101/0 7/01260S W/;. ;/:1

图 ) 显示!加入生物柴油后细沙中萘*蒽*芘的

浓度逐渐下降!这与课题组前期有关生物柴油促进

原油污染砂粒释放油的研究结果
(+))

相类似!表明生

物柴油可以促使细沙中的石油释放进海水中!从而

增大了与海水中降烃菌的接触面积!有利于后续的

生物修复$

从图 ) 还可以看出!不同的氮磷比对细沙中萘*

蒽的残留量有比较显著的影响!沙中的残留量从高

到低的顺序均是 (+@[+*(+*@[+ 和 (,@[+ 组!表明

氮磷比为 , y+ 时最有利于细沙中萘和蒽的释放%而

氮磷比对芘的残留没有显著影响$ 在同样的氮磷比

下!不同的多环芳烃在细沙中的残留量也有显著差

别$ 对受试的 = 种多环芳烃来说!^ 环的芘的残留

量最高!) 环的萘的残留量最低!= 环的蒽的残留量

居于二者之间$

9897海水中多环芳烃的变化

实验中观测到海水中多环芳烃的浓度较高!这

是因为生物柴油可以将石油溶解并形成混合物进入

水体中!因而使石油出现假增溶现象
(+=)

$ 海水中萘

和蒽的浓度随时间的变化情况如图 = 所示$

图 ="海水中萘和蒽浓度随时间的变化

f/<'="$65/6;/%0 %706X.;.6&10160S 60;.56Q101

Q%0Q10;56;/%0 /0 216W6;15W/;. ;/:1

图 = 的结果表明!实验前 = 天!海水中萘和蒽浓

度均呈上升趋势!= S 后浓度逐渐下降$ 其中!萘的

浓度下降较快!蒽的浓度在第 = B, 天基本持平然后

也开始下降!二者相比!萘的浓度下降更快$ 考察氮

磷比对水中萘和蒽的影响!发现氮磷比为 , y+ 时浓

度降低最多!氮磷比为 + y+ 时海水中残留的浓度

较高$

图 ^ 是海水中芘浓度随时间的变化情况$ 从图

^ 可以看出!在实验的前 > 天!海水中芘的浓度一直

在上升!前期比较迅速!后期缓慢上升%> S 后!浓度

缓慢下降!在不同的氮磷比下其变化趋势基本相同!

氮磷比似乎对水中芘的浓度没有太大影响$

98:7海水中微生物量的变化

实验中测定了不同氮磷比时海水中异养菌总数

和降烃菌的数量!其对数值在第 ^*G 和 +) 天的变化

情况如图 , 所示$

从图 , 可以看出!在实验第 ^ 天!异养菌和降烃

+),=
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图 ^"海水中芘浓度随时间的变化

f/<'̂"$65/6;/%0 %7XH5101Q%0Q10;56;/%0 /0 216W6;15W/;. ;/:1

图 ,"不同氮磷比时异养菌和

石油降解菌数量随时间的变化

f/<',"$65/6;/%0 %7;%;6&.1;15%;5%X./QN6Q;15/660S X1;5%&14:

S1<56S/0<N6Q;15/6W/;. ;/:140S15S/771510;(@[56;/%2

菌的数量均比初始值有所下降!这可能是因为系统

中加入的风化油与菌液培养时的石油成分不同!因

而对细菌造成了一定的毒性%随着时间进行!到实验

第 G 天时!系统中的异养菌和降烃菌数量均超过了

初始值!表明细菌已经适应了石油的毒性%到实验结

束的第 +) 天!系统中的异养菌和降烃菌数量均有所

下降!这可能是细菌代谢产物的积累和营养的消耗

所造成的
(+^)

$

考察图 , 中不同氮磷比对细菌数量的影响!发

现异养菌数量在氮磷比为 +*y+ 组一直保持最高!说

明较多的 (源有助于异养菌的增殖$ 对于降烃菌

来说!当氮磷比为 ,y+ 时其数量保持最高!说明此时

的氮磷比更有利于降烃菌的生长$ 计算降烃菌占异

养菌的比例!发现当氮磷比为 + y+*, y+ 和 +* y+ 时!

其平均值分别为 +*'!b*=='#b和 ,',b!表明氮磷

比为 ,y+ 时系统中有更多的降烃菌得以增殖$

98H7不同氮磷比时的生物降解动力学

根据图 ) B̂ 可知!系统中前几天发生的过程主

要是细沙中的多环芳烃释放到海水中$ 从第 = 天开

始!海水中的萘和蒽浓度开始降低!表明生物降解开

始发挥主要作用!而芘浓度直到 > S 以后才略微有

点下降$ 假设萘和蒽的降解过程符合一级动力学模

式!则从第 = 天开始!不同氮磷比下萘和蒽的降解动

力学分析如表 ) 所示$

表 97萘和蒽的生物降解动力学特征

;.%+*97X0".=$,,#./.,&*/'(".>#&#.+*"*

."-."&#/.,*"*%$'-*1/.-.&$'"

组 别 回归方程 相关系数 +

) 半衰期" S#

萘 (,@[+ !e*'+=#&_*'+!# *'G># #'=

萘 (+*@[+ !e*'+*)&_*'+#) *'G!# !'G

萘 (+@[+ !e*'*^#&_*'*G# *'G!+ )+'=

蒽 (,@[+ !e*'++*&_*'̂^* *'!>= !'+

蒽 (+*@[+ !e*'*#G&_*'=^) *'!)) +)'G

蒽 (+@[+ !e*'*^*&_*'+#! *'GG, ),'*

从表 ) 中可以看出!无论萘还是蒽!当氮磷比为

,y+ 时其降解的半衰期均最短!其次为 +* y+ 和 + y+

组!表明氮磷比为 , y+ 时最有利于二者的降解$ 这

与图 , 中的微生物学分析相吻合$ 当氮磷比为 , y+

时!降烃菌的数量最多!占异养菌的比例也最高!因

而有效促进了萘和蒽的降解$ 何良菊等
(+,)

研究了

污染土壤中石油烃降解的营养平衡!发现实验条件

下土壤中石油烃降解所需营养物质氮磷的配比为

,'>#y+!这与本研究的结果相类似$

与萘和蒽不同!海水中的芘从第 > 天开始缓慢

下降!但是不同的氮磷比对下降速率似乎没有太大

的影响$ 按照表 ) 的研究方式分析芘的降解动力

学!发现在不同的氮磷比下其半衰期均为 )** S 左

右"数据未列出#!表明通过改变营养配比对芘的降

解影响很小$ 这是因为芘是包含 ^ 个苯环的多环芳

烃!而 [DI2的降解与环数有关!环数越多越难降

解
(+>)

$ 与苯环数较少的萘和蒽相比!含有 ^ 个苯环

的芘更为稳定!而土著菌很可能不具备降解芘的酶

系$ 如果能引进高效降解菌!系统中残余的芘可望

得到较好清除$

)),=
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98A7不同氮磷比下多环芳烃的去除效果

实验结束后测定残留在沙区*水区和实验装置

上的 [DI2!根据 [DI2的初始值!计算多环芳烃的

总去除率!如图 > 所示$

图 >"不同氮磷比下多环芳烃的总去除率

f/<'>"Z%;6&51:%96&56;1%7[DI40S15S/771510;(@[56;/%2

图 > 显示不同氮磷比条件下系统对多环芳烃的

去除率差异较大$ 其中!(,@[+ 组多环芳烃的去除

率最高!萘*蒽*芘的去除率分别达到 #*'!b*

,+a)b!和 !'+b%而 (+@[+ 组和 (+*@[+ 组对多环

芳烃的去除率均较低!其中 (+@[+ 组对萘*蒽*芘的

去除率最低!分别为 ),'*b*+!'̂b和 #'!b!而

(+*@[+ 组对萘*蒽*芘的去除率介于二者之间!表明

更高的 (@[比并没有促进 [DI2进一步发生生物

降解$

在以往海岸带石油污染物生物降解的研究中!

适宜的 (U

_

=

F(浓度差异较大!如 $10%26D'C'等
(#)

认为!(U

_

=

F(浓度为 +', B)'* :<@A时可以使降解

石油微生物达到最大的降解速率%而 C4 E/6%:/0<

等
(+#)

认为当 (U

_

=

F(浓度在 +* :<@A时就开始限制

对石油的生物降解%D.0 -'I'

(+G)

在研究中使用的

(浓度在 >'), B̂ ** :<@A之间!结果表明!), :<@A

是最理想的$ 本研究中的初始 (U

_

=

F(浓度分别为

+*'>*)'+ 和 )+'= :<@A!结果表明!(U

_

=

F(浓度为

+*'> :<@A*氮磷比为 ,y+ 时的修复效果最好$ 可见

氮源的加量并不是越多越好!过量时会对石油降解

菌产生毒性效应
(+!)

$ 同时!施加的氮源应与系统中

的碳源相匹配!如本研究条件下碳氮比为 )* y+!此

时施加的氮磷营养比例以 ,y+ 时效果最好$

:7结7论

"+#施加生物柴油可以使细沙中的 [DI2释放

到海水中!使海水中 [DI2的浓度显著升高$

")#氮磷比会影响系统中的细菌数量!其中 (@

[为 , y+ 时降烃菌的数量最多!其占异养菌总数的

比例也最高%而 (@[为 +*y+ 异养菌总数最高$

"=#在不同的氮磷比下!萘*蒽生物降解的半衰

期均在 ), S 以内!其降解速率常数当 (@[为 ,y+ 时

分别是 (@[为 +*y+ 和 + y+ 的 +'=*+'̂ 和 )'!*)'G

倍!表明氮磷比会在一定程度上影响二者的生物降

解速率$

"^#芘生物降解的半衰期高达 )** S!表明 ^ 环

的芘难以被土著微生物降解$ 动力学分析表明!氮

磷比对芘的降解速率常数几乎没有影响!需要引入

高效降解菌来将其清除$

",#实验条件下!采用生物柴油F营养盐联合修

复模拟石油污染沙滩!适宜的氮磷比为 ,y+$

在开展溢油污染沙滩的生物修复实践时!可以

根据溢油的类型和海滩环境条件!通过室内模拟实

验确定适宜的氮磷比!使得修复在更为有利的条件

下进行$ 为了避免营养在被利用前就流失!可以采

用控释型营养剂!以避免对环境带来不利影响$
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