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页岩油压裂采出液低温生物破乳剂的制备与性能评价*
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摘要：为了减少常规油田化学剂对环境的污染，提高油田采出液破乳效率和降低成本，根据新疆玛东区块页岩油

压裂采出液的复杂情况，在满足环境安全的基础上，利用瓶试法对10种通过微生物发酵生成的生物破乳剂进行

筛选评价，同时对菌发酵液和纯化提取物进行了破乳效果对比。研究了生物破乳剂和常规化学破乳剂的复配破

乳效果，并对破乳工艺进行了优化。结果表明，由XJ-4菌合成的生物破乳剂XJ-4-2（糖脂类化合物）与玛东区块

采出液有较好的配伍性，脱水率大于80%。在60 ℃、破乳时间为120 min的条件下，XJ-4-2与化学聚醚类破乳剂

复配体系对原油的脱水率约95%。通过投加工艺的优化，在50 ℃、加药量为200 mg/L的条件下，原油热化学沉

降2 h后的脱水率增加，剩余原油含水率和污水含油量降低。生物破乳剂在低温下的脱水率高、污水含油率低，

改善了玛东区块压裂采出液快速低温脱水的难题。
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0 前言

我国已发现的低渗透油气田占新发现油气藏

的一半以上，低渗透油气田产能建设规模已占油气

田产能建设规模总量的70%以上，成为我国油气开

发建设的主战场。压裂改造技术是低渗透油田试

油配套技术的核心组成部分，也是提高单井产量和

增加可采储量的关键技术［1］。压裂助剂伴随在采出

液中，致使采出乳状液乳化类型复杂、稳定性高，常

规破乳技术和破乳剂难以发挥破乳效果，且随压裂

液浓度的增大，脱水时间延长，破乳效果变差。

工业上最常用的方法是使用化学破乳剂进行

破乳。但随着采出液破乳难度的提高，化学破乳剂

的用量大幅增加，对生态环境造成巨大负担。经过

油田工作者几十年的奋斗，新疆油田已成为年产原

油千万吨级的大油田，环保压力巨大，因此微生物

采油技术等高新技术的应用已成为必然趋势［2-3］。

针对压裂采出液的环保型高效破乳剂研发，对提高

油田生产运行技术水平、降低运行成本、减少环境

污染和逐步实现油田开发的清洁生产有重要意义。

微生物破乳技术是利用微生物细胞本身或其

代谢过程以及代谢产物实现破乳［4］。国际上在这一

领域的研究十分活跃。自20世纪80年代起，Cooper

等发现诺卡氏菌Nocardia amarae具有生物破乳活

力［5］，包括红球菌、微球菌、球拟酵母等在内的破乳

菌种陆续被发现［6-8］。国内的微生物破乳剂研究约

在 20世纪 90年代末起步，马挺［9］、黄翔峰［10-12］等陆

续筛选出多株具有生物破乳活性的菌种。生物表
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面活性剂是微生物发酵代谢产物中最有应用前景

的一类物质，具有化学方法难以合成的化学基团，

其性能良好、生产成本低、环境污染小、油水破乳功

能显著。研究表明，生物表面活性剂与化学破乳剂

复配以后之所以能显著地提高乳状液的破乳脱水

速率和脱水效率，就在于生物表面活性剂的引入能

较显著地改变油水界面的性质，较大程度地降低油

水界面张力［13-14］。

本文以新疆玛东区块压裂采出液为对象，从生

物表面活性剂发酵制备及其破乳性能展开研究，通

过菌种筛选、培养、纯化、以及复配得到以微生物发

酵制品为核心的微生物破乳体系。研究了生物破

乳剂和常规化学破乳剂的复配破乳效果，并对破乳

工艺进行了优化。对玛东区块含页岩油压裂采出

液的高效分离、保证油田的正常运行和经济效益具

有重要意义。

1 实验部分

1.1 材料与仪器

硝酸钠（NaNO3）、磷酸氢二钾（K2HPO4）、磷酸

二氢钾（KH2PO4）、磷酸氢二钠（Na2HPO4）、磷酸二氢

钠（NaH2PO4）、无水硫酸镁（MgSO4）、无水氯化钙

（CaCl2）、钼酸钠（Na2MoO4）、硫酸铵（（NH4）2SO4）、

酵母粉、蛋白胨、氯化钠（NaCl）、琼脂粉、三氯甲烷

（CHCl3）、无水乙醇（C2H5OH），分析纯，上海麦克林

生化科技有限公司；甘油，分析纯，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；豆油，中粮佳悦（天津）有限公

司；乳化剂（Span80）、氯仿、甲醇、硫酸、高氯酸、盐

酸、正丁醇、乙酸，分析纯，天津市风船化学试剂科

技有限公司；茚三酮、蒽酮、钼酸铵，分析纯，天津市

汇杭化工科技有限公司；现场使用的聚醚化学破乳

剂，K-1、K-2和K-3为分子量为 7025、5843、6497 Da

的三羟甲基丙烷聚醚，K-4为环氧聚醚，K-1—K-3由

安徽鸿煦生物科技有限公司提供，K-4由新疆科力

新技术发展股份有限公司提供。LB（固体）培养基组

成（单位g/L，后同）：胰蛋白胨10、酵母提取物5、NaCl

10（琼脂粉 15），pH值为 7.0；甘油培养基组成：甘油

30.0、NaNO3 8.0、K2HPO4 1.0、NaH2PO4 1.0、MgSO4

0.2、CaCl2 0.1、Na2MoO4 0.1，pH 值为 7.0；蔗糖培养

基 组 成 ：蔗 糖 30.0、Na2HPO4 1.5、KH2PO4 3.4、

（NH4）2SO4 4.0、MgSO4 0.07、酵母粉 0.05，pH值为7.0。

台式离心机，美国 Eppendorf 公司；超净工作

台，苏州净化设备有限公司；恒温水浴锅，北京化玻

联医疗器械有限公司；移液器，美国Gilson公司；高

压灭菌锅，重庆雅马拓科技有限公司；电子分析天

平，北京赛多利斯仪器有限公司；数显电热培养箱，

上海锦屏仪器仪表有限公司；LHZ-180恒温振荡器，

江苏太仓市实验设备厂；J2-MC高速冷冻离心机，美

国 Beckman 公司；发酵罐，上海百伦生物科技有限

公司；GJ-3S数显高速搅拌机，青岛恒泰达机电设备

有限公司；JK99型全自动表面张力仪，上海中晨数

字技术设备有限公司等。

1.2 实验方法

1.2.1 模型乳液的制备

（1）原油模型乳状液的配制。将玛东区块现场

采出液采集后立即密封并常温运送至实验室。利

用高速搅拌机在10 000 r/min下搅拌20 min，形成黑

褐色乳状液。经蒸馏法测得该乳状液含水率为

19.84%，稀释法鉴定乳状液类型为W/O型乳状液。

（2）煤油模型乳状液的配制。以前述所测原油

含水量为基础配制煤油模型乳状液，即在 60 mL煤

油与 40 mL蒸馏水的混合液中加入 1.67 g Span 80，

在 10 000 r/min 下搅拌 1 min，可形成乳白色液体。

经染色法（沙黄）鉴定为W/O型乳状液［9］。

1.2.2 生物破乳菌的筛选

选取的生物破乳剂生产菌为嗜油极小单胞菌、

红球菌、铜绿假单胞菌、乙酸不动杆菌、芽孢杆菌、

鞘氨醇单胞菌、布氏乳杆菌、肠杆菌、链霉菌、迪茨

氏菌。其中，红球菌、铜绿假单胞菌、乙酸不动杆

菌、芽孢杆菌、肠杆菌分离自大港、陆梁油田废水

样，由南开大学保藏；嗜油极小单胞菌、布氏乳杆

菌、链霉菌、迪茨氏菌购自美国菌种保藏中心

（American Type Culture Collection）。按照如下步骤

进行生物破乳剂的初步筛选评价。

（1）在装有5 mL LB培养基的摇瓶中接入100 mL

待筛选的菌种，于37 ℃、200 r/min的摇床中培养24

h 后转接至 LB 固体培养基中划线培养 48 h。（2）在

装有 100 mL发酵培养基（甘油或蔗糖培养基）的摇

瓶中接入划线培养所得单菌落，于 37 ℃、150 r/min

的摇床中培养 5 d后得到全培养液，作为生物破乳

剂初步优化样品。（3）根据李旭［4］、黄翔峰［10］等提出

的方法，采用煤油模型乳状液进行生物破乳剂的初

选。若120 min的脱水率≥70%，则说明该全培养液

对W/O型乳状液具有较好的破乳能力，进入下一步
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筛选。（4）对破乳能力较好的全培养液采用原油模

型乳状液进行筛选，若全培养液 120 min的脱水率

≥70%，则说明该全培养液对原油模型乳状液具有

较好的破乳能力，用于下一步生物破乳剂的制备与

复配优化。

1.2.3 生物破乳剂的制备

通过生物破乳剂的初步筛选得到能合成最优

生物破乳剂的菌种。为了提高破乳效果，将生物破

乳剂进行发酵合成、提纯。（1）在装有 5 mL LB培养

基的试管中加入 100 mL 筛选所得菌种，于 37 ℃、

200 r/min 的摇床中培养 24 h 制得种子液。（2）在装

有 100 mL发酵培养基（蔗糖培养基或甘油培养基）

的摇瓶中接入2 mL种子液，于37 ℃、150 r/min的摇

床中培养24 h。（3）在装有5 L发酵培养基的发酵罐

中接入 100 mL扩大培养所得种子液，于 37 ℃、150

r/min的条件下培养 7 d。（4）将发酵液在 8000 r/min

下离心 10 min，上清液经 0.45 μm滤膜过滤，再加入

等体积的氯仿、甲醇（甲醇、氯仿体积比为2∶1）的混

合溶液萃取，充分震荡萃取，5000 r/min离心20 min，

将下层萃取液置于 40 ℃旋转蒸发仪中除去混合溶

液，获得微生物破乳剂。不同菌种生产的破乳剂分

别编号为XJ-1—XJ-10。

1.2.4 表面张力的测定和蛋白、脂质与糖类的定性

（1）参照国家标准 GB/T 22237—2008《表面活

性剂 表面张力的测定》，利用拉环法测定表面张

力。（2）蛋白定性。用茚三酮法定性检测产物中可

能存在的氨基酸成分。将10 mg纯化样品溶解于少

量超纯水中，在硅胶板上点样，晾干后用 0.1%茚三

酮溶液润湿，110 ℃加热10 min，显色即代表产物中

有蛋白质成分。（3）脂定性。用钼酸铵-高氯酸显色法

检测可能存在的脂类成分。将10 mg纯化样品溶解

于少量超纯水中，在硅胶板上点样，晾干后，在钼酸

铵-高氯酸溶液（溶液A∶2 g钼酸铵溶解于25 mL超

纯水中；溶液B∶1 mol/L HCl；溶液C∶6 % HClO；显

色剂：25 mL 溶液 A、30 mL 溶液 B 和 15 mL 溶液 C

混合均匀）中快速湿润，于 105 ℃中加热 20 min，若

显色则表明产物中含有脂质成分。（4）糖定性。利用

硫酸-蒽酮法检测产物中可能存在的糖组分。将 5

mg纯化样品加入 2 mL 2 mol/L硫酸溶液中，115 ℃

酸解 24 h；将酸解后的产物烘干配制为 100 mg/mL

的样品溶液，在硅胶板上点样、烘干后进行层析检

测。展层剂由正丁醇、乙酸、水按体积比 75∶15∶10

配制而成。层析结束后喷洒硫酸-蒽酮显色剂（1 g

蒽酮试剂溶于50 mL 60%硫酸溶液中），晾干，80 ℃

显色10 min。若显色则表明产物中含有糖组分。

1.2.5 破乳剂评价

参照石油天然气行业标准 SY/T 5280—2018

《原油破乳剂使用性能检测方法（瓶试法）》进行脱

水评价实验，破乳实验以脱水率作为评价指标。在

100 mL带刻度的具塞量筒中加入 50 mL原油模型

乳状液，按照 200 mg/L的加量，加入不同比例微生

物破乳剂与化学破乳剂的复配体系，加塞后用力振

荡200次，使破乳剂与原油模型乳状液充分混合，置

于60 ℃恒温水浴中，120 min后读取脱出水的体积，

以脱水率作为评价指标确定优化配方成分［14-16］。对

优化配方的破乳工艺进行优化，比较 0～200 mg/L

的加药量下分别在 40～60 ℃恒温水浴中破乳 120

min后的脱出水体积，以脱水率作为评价指标确定

优化工艺，并以现场使用的化学破乳剂作参比。

2 结果与讨论

2.1 生物破乳菌种的筛选

生物破乳剂生产菌的初步筛选结果如图 1 所

示。以蔗糖为碳源的XJ-3、以甘油为碳源的XJ-4和

XJ-5具有较好的破乳能力。其中，对煤油模型乳状

液 120 min的脱水率分别为 58.5%、88.5%和 93.0%；

对原油模型乳状液120 min的脱水率分别为53.0%、

86.5%和 82.5%。综合比较 3 株菌在煤油模型乳状

液与原油模型乳状液的破乳速度和脱水率，同时考

虑到发酵原料成本，确定XJ-4菌为最优生物破乳剂

产生菌。

图1 原油模型乳状液对不同碳源培养的生物

破乳菌种的筛选结果
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从XJ-4以甘油为碳源发酵得到的全培养液中，

离心分离出菌体和上清液，将上清液过滤彻底除

菌，用发酵培养基重悬菌体。测得菌体重悬液、除

菌上清液、全培养液的原油模型乳状液 120 min的

脱水率分别为 15.5%、78.0%和 81.3%。黄翔峰等［10］

认为生物破乳剂的破乳能力主要来源于菌体本身

和其代谢产物，而代谢产物多已分泌到培养基中。

由此可知，对生物破乳菌种XJ-4而言，上清液中的

代谢产物是影响其破乳能力的主要因素。

按照试管、摇瓶和发酵罐的顺序对XJ-4进行逐

级放大培养，分别以LB培养基和发酵培养基作为

空白对照。当发酵液的OD600（在 600 nm波长下的

吸光度值）在0.4～0.6之间时，认为XJ-4处于生长旺

盛期，即进行转接。进入发酵罐发酵后，每 24 h取

样 20 mL，测定OD600和表面张力。可观察到 0～3 d

的OD600由 0逐渐增至 1，4～7 d的OD600基本未发生

明显改变；0～3 d的表面张力维持在65 mN/m左右，

4～7 d的表面张力逐渐降至30 mN/m左右。通过分

离和纯化得到生物破乳剂提取物XJ-4-2，其破乳效

果如表 1所示。在 60 ℃和加药量 400 mg/L的条件

下，XJ-4-2的脱水率优于XJ-4的全培养液和XJ-4除

菌上清液。XJ-4-2在超纯水中稀释不同倍数的脱水

率差异较大。当稀释后的质量分数为0.2%时，采出

液中总含水率增加，破乳难度增加，使得在脱水量

增加的情况下脱水率下降。表明微生物的发酵产

物需要经过提纯以降低含水率后再用于原油脱水

领域。XJ-4的全培养液的脱水率高于其除菌上清

液。这是由于与除菌上清液相比，全培养液中仍含

有具有一定破乳效果的细菌菌体。0.2% XJ-4-2的

脱水率介于XJ-4的全培养液和除菌上清液之间，表

明额外添加的有机酸、醇等破乳辅助剂可以有效提

高脱水率。

刘畅等［17］发现表面张力法可定量评价生物破

乳菌的破乳能力，并且生物破乳现象与生物表面活

性之间存在内在联系。一般认为能将培养基的表

面张力降至 40 mN/m 以下的菌株具有高生物表面

活性［10］。常温（25 ℃）常压下，XJ-4的全培养液、除

菌上清液、0.2% XJ-4-2与 1% XJ-4-2稀释液的表面

张力分别为 31、30、28、23.2 mN/m。XJ-4 全培养液

的表面张力与其除菌上清液相近，表明XJ-4的破乳

活性物质主要存在于其除菌上清液中。1% XJ-4-2

的表面张力低于未添加有机酸、醇等破乳辅助剂的

全培养液与除菌上清液。这与有机酸、醇的表面张

力较低，作为破乳辅助剂可以有效辅助破乳有关。

0.2% XJ-4-2的表面张力与其全培养液与除菌上清

液接近。

在对XJ-4-2进行蛋白、糖类和脂质的定性实验

中，XJ-4-2与 0.1 %茚三酮溶液未发生显色反应，与

钼酸铵-高氯酸溶液和硫酸-蒽酮溶液发生显色反

应；而水与 3 种溶液均未发生显色反应。由此可

以推断生物破乳剂提取物 XJ-4-2 是一种糖脂类化

合物。

通过破乳实验和表面张力的测定，可以发现

XJ-4-2对玛东区块的含压裂液采出液具有较好的破

乳效果，是一种环境友好的糖脂类微生物破乳剂，

具有良好的应用价值。

2.2 生物破乳剂与化学破乳剂的复配破乳效果

为降低原油脱水成本和提高破乳效果，考察微

生物破乳剂XJ-4-2与化学破乳剂的复配破乳效果，

结果如图 2所示。取样时间为 2020年 5月，原油初

始含水率为 19.84%。K-1 单独使用时的脱水率较

高。K-1与其他破乳剂复配得到 8、9、10组别，其脱

水率相较K-1单独使用均有所降低。K-3单独使用

表1 玛东区块的含压裂液采出液生物破乳实验结果

药剂名称

XJ-4全培养液

XJ-4除菌上清液

0.2% XJ-4-2

1% XJ-4-2

加药
体积/
mL

5

5

5

1

不同时间（min）的脱水量/mL

30

5.0

4.5

5.0

4.0

60

10.5

9.0

10.5

8.5

120

11.5

10.5

11.0

10.0

脱水率/
%

83.7

78.1

81.8

87.4

注：取样时间为2019年8月，原油初始含水率为21.88%，油水
界面均齐整。 图2 玛东区块含压裂液采出液复合破乳初筛实验结果
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时的脱水率较低。与其它破乳剂复配后，如8、10组

别的破乳率低于没有K-3的 9组别，而复配配方中

包含K-3的 7组别破乳率与无K-3的 9组别的差距

较小。故在复配配方中排除K-1和K-3，选择K-2和

K-4与XJ-4-2复配。

XJ-4-2 与 K-2、K-4 复配实验结果如图 3 所示。

当 K-4 在配方中占比较大时，原油脱水率较低；

XJ-4-2与K-4在配方中占比较大时，原油脱水率均

高于 80%。由于 XJ-4-2 的主要成分在环境中可降

解，且成本较低，故选其作为主要成分。综上，

XJ-4-2、K-2、K-4最佳体积比为3∶1∶1，此时复配破乳

剂120 min的脱水率为95.6%，油水界面清晰整齐。

2.3 复配破乳剂的工艺优化

对最佳配方复配破乳剂的破乳工艺进行优

化。为确定复配破乳剂的最佳加药量和最佳破乳

温度，分别在40～60 ℃按照瓶试法进行实验。由图

4可见，在 50 ℃与 60 ℃、复配破乳剂加药量为 200

mg/L条件下的破乳率以及 60 ℃、复配破乳剂加药

量为 100 mg/L 条件下的破乳率分别为 93.74%、

94.56%和 92.41%，均高于原始工艺，即 60 ℃、化学

破乳剂加药量为 200 mg/L、破乳 120 min 的脱水率

（91.45%）。综合考虑各条件下的破乳率以及优先

考虑降低破乳温度从而显著降本增效，选择 50 ℃、

加药量200 mg/L作为优化后的破乳工艺。

用蒸馏法测定油中含水率、分光光度法测定水

中含油率，将优化工艺破乳除油效果与使用化学破

乳剂的原始工艺进行对比，结果如表2所示。由表2

可见，优化工艺破乳剂的各项参数均优于原始工

艺。与原始工艺相比，使用优化工艺的复配破乳剂

处理后，水样含油量降低31.6%，脱水率提高3.40%，

油去除率提高 18.8%，油中含水率降低 78.2%，在保

证破乳效果的前提下破乳温度降低10 ℃。

3 结论

XJ-4-2、K-2、K-4体积比为3∶1∶1的微生物破乳

剂在破乳温度 50 ℃、加药量 200 mg/L 的条件下具

有较高的环保性、较低的成本、较好的破乳效果和

较好的应用价值。破乳工艺改进后，原油热化学沉

降 2 h后的脱水率增加，剩余原油含水率和污水含

油量降低。
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Development and Evaluation of Cryogenic Microbial Demulsification Using in Shale Oil Production

Fracturing Fluid
GONG Zhaobo1，HU Chuxiao2，YAN Zhong1，WU Yuhan2，GUO Jinzhou1，LI Qinqin3，XIA Wenjie2，LI Guoqiang2，MA Ting2

（1. Experimental Detection Research Institute of Xinjiang Oilfield Company，PetroChina，Karamay，Xinjiang 834000，P R of China；2. College of Life

Sciences，Nankai University，Tianjin 300071，P R of China；3. Xinjiang Keli New Technology Development Company，Ltd，Karamay，Xinjiang

834000，P R of China）

Abstract: In order to meet the demand for demulsification and cost of oilfield chemicals in Xinjiang oilfields and reduce the

environmental pollution，this article based on the environmental safety and the complex situation of shale oil fracturing produced

fluids in Madong block of Xinjiang. Ten kinds of biodemulsifiers synthesized by microbial fermentation were screened and the

evaluated by the bottle test method. The demulsification of the fermentation broth and the purified extract was compared.

Meantime，the compound demulsification effect of biological demulsifier and conventional chemical demulsifier was studied，and

then the process of demulsification was optimized. The results showed that the biodemulsifier XJ-4-2 synthesized by XJ-4 bacteria

had good compatibility with the extracted fluid from Madong block. The dehydration rate was more than 80%. Under the condition

of 60 ℃ and 120 min demulsification time，the dehydration rate of the compound system containing biological demulsifier XJ-4-2

and chemical polyether demulsifier reached near 95%. Under the condition of 50 ℃，200 mg/L dosage and 2 h thermochemical

sedimentation，the water content of remaining crude oil and oil content of sewage were decreased. The biological demulsifier had

high dehydration rate and low oil content in sewage at low temperature，which improved the problem of rapid low-temperature

dehydration of shale oil fracturing produced fluids in Madong block.

Keywords: shale oil；biological demulsifier；demulsification；dehydration rate
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