
第 )’ 卷第 ) 期
’("" 年 ) 月

环!!境!!科!!学
+,-./0,1+,23456.+,6+

-7;B)’$,7B)
1CDB$’(""

微生物在土壤中迁移物化参数的确定
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摘要!以甲基叔丁基醚高效降解菌O3)’2!0>#,"!)*E4MNB3E) 为研究对象$对污染场地生物修复中微生物在土壤中迁移的重要相

关物化参数做了详细的描述和实验研究$包括土壤物性参数以及微生物在土壤中的吸附等温参数(吸附动力学(有效扩散系

数和生长项系数B结果表明$微生物在土壤中的吸附等温线可与 =D@>8?;AL: 方程很好地拟合$相关性达到 ##‘*m$指数常数为

"‘"$该指数常数在统计上与 " 差别不大$因此可以用线性方程来描述平衡吸附过程B实验测得该菌在砂质壤土中的平衡吸附

系数为 (‘#& G4OUB滞膜理论能够预测土壤中微生物的动力学吸附行为$同时也说明吸附过程是可逆的$得到土壤中微生物吸

附的动力学参数$即可逆吸附常数为 (‘((F Mb"$可逆解吸常数为 (‘((’ Mb"B膜池理论与分形理论分析得到微生物在土壤中的

扩散系数为 )‘%% n"( b% LG’ OM$有效扩散系数为 *‘"& n"( b$LG’ OMB通过对微生物降解甲基叔丁基醚过程进行拟合得到微生物

的最大比增长速率为 (‘(" : b"$基质半饱和常数为 ")F GUO4以及细胞得率为 (‘))B本研究所提出的微生物在土壤中物化参数

的确定方法可普遍应用于实验室和现场的微生物迁移研究中B这些参数对后续微生物迁移模型的建立与研究有着重要意义B
关键词!微生物’迁移’污染土壤’吸附参数’有效扩散系数’生长项系数
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!!原位生物修复中向污染地投入有效降解微生物

时$从投入点到污染处的微生物迁移过程是决定治

理方案是否成功的最关键因素)"*B掌握了微生物在

土壤地下水环境中的迁移规律对制定地下水的生物

治理工程尤显必要)’* $对分析计算注入微生物在污

染场地中的浓度分布(微生物作用有效范围(污染物

去除效率等有重要的理论意义与实际意义B
生物修复中微生物迁移规律的研究$理论模型

尚不完善$对该过程的机制仍未形成完整和清晰的

认识))*B这些方面仍需要做大量基础研究工作B通

过实验方法和数学方法确定微生物迁移过程中涉及

到的吸附(扩散(生物降解等过程中的物化参数是研

究微生物在土壤中的运移能力及规律的基础B
甲基叔丁基醚"G@9:<;"!)"EQ>9<;@9:@D$12T+#

作为一种汽油添加剂$广泛应用到汽油当中$其对土

壤地下 水 环 境 造 成 的 危 害 已 引 起 人 们 的 高 度 重

视)F$**B生物修复是一种 12T+有效去除的环境治
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理技术B
本研 究 以 分 离 得 到 的 12T+高 效 降 解 菌

O3)’2!0>#,"!)*E4MNB3E) 为对象$采用实验方法和理

论分析描述微生物迁移过程的各主要参数B这些参

数对后续微生物迁移模型的建立与研究有着重要

意义B

<Q材料与方法

<R<!供试土壤

土壤取自天津塘沽开发区地表以下 "‘’ a"‘F
G深度的土壤$有关土壤物性参数见表 "B

表 <Q土壤物性参数

2CQ;@"!VD7N@D9A@M7RM7A;M>M@? A8 @JN@DAG@89M

土壤类型 砂质壤土

砂粒"" a(‘(* GG#Om "#
粗粉粒"(‘(* a(‘(" GG#Om ’"
细粉粒"(‘(" a(‘((* GG#Om "(
粗黏粒"(‘((* a(‘(("GG#Om )&
细黏粒" j(‘((" GG#Om "’
土壤平均粒径O"G ")‘’
土壤水力传导系数OG1Mb" F‘$)+E*
土壤渗透率OG’ F‘&)+E""
容重OU1LGb) "‘F&
密度OU1LGb) ’‘$’$
孔隙率 (‘F*"
有机质Om "‘"$*

<R:!供试微生物

微生物采用本课题组筛选到的汽油添加剂甲基

叔丁基醚"12T+#高效降解菌 O3)’2!0>#,"!)*E4MNB
3E))%*B该 菌 为 长 径 "‘)* "G $短 径 (‘*( "G的

杆菌B
<RS!微生物平衡吸附参数的测定

<RSR<!平衡吸附实验方法

液体培养基中富集培养 ’F : 后$即菌体处于对

数生长期时$& ((( DOGA8$"( GA8 离心收集菌体$磷

酸缓冲液洗涤$重悬于磷酸缓冲液中B置于 ’*( G4
无菌锥形瓶中$配制由低到高$分别为 (‘" n"(&((‘*
n"(&("‘( n"(&("‘* n"(&(’‘* n"(& 6=XOG4的 *

组不同初始浓度的菌液样品$每组设 ) 个平行样B之

后$按一定的土水比""p’#加入灭菌土样$置于恒温

摇床中进行振荡"恒温!’(o$转速"’( DOGA8#B经充

分吸附平衡后$取出锥形瓶$静置 (‘* :$取上清液进

行梯度稀释平板计数法对液相中微生物细胞进行

计数B
<RSR:Q平衡吸附模型

吸附被认为是含有黏粒的土壤去除细菌的重要

方式)$*B根据菌液平衡浓度的测定结果和质量衡

算$可确定吸附类型B常见的等温吸附可划分为线性

平衡吸附(=D@>8?;AL: 平衡吸附(4C8UGA>D平衡吸附(
2@GIA8 平衡吸附等类型)&*B

""# 线性平衡吸附模型

假如实验测定结果符合线性平衡吸附模型$则

数据应符合下式!
2kL, "F#

式中$2为微生物的固相浓度$6=XOU’ L为微生物

的吸附分配系数$G4OU’ ,为微生物的液相浓度$
6=XOG4B

由于液相浓度可直接由实验确定$根据质量衡

算关系$即可得到固相浓度!
26M",( 7,#8T 6-",( 7,# "*#

式中$M为溶液的体积$G4’T为土壤的质量$U’ ,(
为液相微生物的初始浓度$6=XOG4’-6M8T反映

液固比的大小$G4OUB
对一系列2A,作图$由式"*#可确定出分配系数

的大小B
"’# =D@>8?;AL: 平衡吸附模型

=D@>8?;AL: 等温吸附方程形式如下!
26L,"8. "%#

式中$L(.为常数B
通过对数变换$可将 =D@>8?;AL: 等温吸附方程

线性化!
;U26;UL=""8.#;U, "$#

!!对 ;U2与 ;U,作图$若符合线性关系$则可由直

线斜率及截距得到吸附参数L和 .B
")# 4C8UGA>D平衡吸附

该吸附类型的表达式为!

26
L2GCJ,
" =L, "&#

式中$L为常数$G4OU’2GCJ为最大吸附容量$6=XOUB
采用线性化变化$4C8UGA>D等温吸附方程可转

化为如下形式!
,
26

"
L2GCJ

= ,
2GCJ

"##

!!通过,82与 ,作图$由直线关系可确定吸附参

数2GCJ和LB
"F# 2@GIA8 平衡吸附

2@GIA8 平衡吸附的基本形式为!
26L;8,=# ""(#

!!由2与 ;8,作图$由直线关系可确定吸附参数 L
和 #B

’(#
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<RUQ微生物吸附动力学研究

<RUR<!吸附动力学实验方法

用间歇法确定吸附平衡时间B将在富集培养基

上生长 ’F : 后的菌以 & ((( DOGA8 离心 "( GA8 收集

菌体$用磷酸缓冲液洗涤 ’ 次$重悬于磷酸缓冲液

中$装入 ’*( G4锥形瓶中$制得一定初始浓度的菌

液B之后$按 "p’的土水比加入灭菌土样$置于恒温

摇床中进行振荡"恒温’(o$转速 "*( DOGA8#B每 "(
GA8 从中取出一次样品$静置 (‘* :$取上清液测定

菌体个数B每个浓度重复 ) 次$取平均值B用浓度比

值",O,(#与时间做图$可确定达到平衡的时间B
<RUR:!吸附动力学模型

5AG等)#* 提出了一般情况下等温过程可逆吸附

形式!

&222"
6LC99’,7L?@9&2 """#

公式两边除以&!
22
2"
6LC99

’
&
,7L?@92 ""’#

式中$LC99为可逆吸附常数$Mb"$L?@9为可逆解吸常数$
Mb"$!&为土壤的容重$UOG)$ ’为土壤的孔隙度B

设L" 6LC99
’
&
$L’ 6L?@9$则式""’#变为以下公式!

22
2"
6L",7L’2 "")#

!!以下采用滞膜理论进一步考虑土壤体系液E固
吸附交换为推动力的一级方程形式$其中推动力为

液相主体浓度对平衡浓度的偏离程度!
22
2"
6G",72L# ""F#

式中$G为传质动力学参数$G4O"U1M#’L为实验确

定的分配系数$G4OUB
将实验体系的质量衡算关系式"*#代入上式$

可得到!

7MT
(,
("6G",7

,(M
TL=

,M
TL# ""*#

对该式取定积分!

.
,

,(

(,

"TM=
"
L#,7

,(
L

6.
"

(
7G(" ""%#

将-kM8T代入后$得到!

;8 ,
,(
7-"" 7,,(

#8L 67G""8-="8L#"

""$#
式中$,8,( 为液相相对浓度B

<RVQ微生物有效扩散系数的测定

在低渗透性的饱和土壤微生物修复过程中$扩

散是物质迁移的关键过程B有效扩散系数是描述物

质在多孔介质中扩散特征的主要参数$细菌的扩散

是指细菌在均质环境中由浓度高的区域向浓度低的

区域迁移的过程)"(*B
<RVR<!微生物有效扩散系数的测定方法

将斜面菌株接于富集培养基中$振荡培养 ’F :$
培养液以 % ((( DOGA8 离心 "( GA8$收集菌体$用 N\
为 $‘( 的 (‘(’ G7;O4的磷酸缓冲液洗涤 ) 次$悬浮

菌体于无菌水中$配成一定浓度的菌悬液备用B
膜池自制$装置如图 " 所示B将土壤用蒸馏水 )

次水洗后压制成圆形土壤膜$直径约 )‘* LG$厚度

约 (‘" LG$左右室体积约 $( LG)B本实验在 ’*o进

行$膜池经过灭菌处理B将一定浓度的菌悬液装入灭

菌膜池一室$另外一室装入无菌去离子水$通过检测

两室不同时刻的微生物浓度$测算出微生物在土壤

中的扩散系数B

图 <Q膜池装置示意

=AUB"!5L:@GC9ALSA@P7RG@GQDC8@L@;;

<RVR:Q微生物扩散系数模型

以土壤多孔介质为隔膜材料使用膜池理论测量

了微生物在饱和区土壤中的扩散系数B膜池理论介

绍如下B
根据 =ALI 定律!

<67V2,
2/

""&#

式中$<为 扩 散 通 量 "12O4’ #’V 为 扩 散 系 数

"4’O2#’/为扩散距离"4#B
由于隔膜的体积远小于其相邻溶液的体积$隔

膜中的浓度分布基本上是线性的稳态值B因此假设

穿过隔膜的通量迅速达到稳定B在此似稳态下$穿过

隔膜的通量与膜扩散时的相同)""* !
(
(""," 7,’# 6V""," 7,’# ""##

式中$,"$,’为膜池两室溶液浓度"1O4)#’ " 为与特

)(#
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定膜池有关的几何常数$表达式为!

" 6
K@RR
$@RR

" "M"
="M’

# "’(#

式中$K@RR为膜的有效扩散面积"4’#’ $@RR为膜的有

效厚度"4#’M" $M’ 为膜池两室体积"4)#B
将式"’(# 代入到式""## 中$经积分运算$可

得到!

V6 "
""
;8 ,

(
" 7,

(
’

," 7,
[ ]

’

"’"#

式中$,(" 和,(’ 为"6( 时刻两池的浓度"1O4)#B
根据多孔介质理论$物质在纯水中的扩散系数

与多孔介质中有效扩散系数存在如下关系!

V@RR6
’
.
V "’’#

式中$’为孔隙度’.为曲折因子B

图 :Q微生物在土壤中的吸附等温线

=AUB’!3?M7DN9A78 AM79:@DG;A8@7RQCL9@DAC;A8 MC8?

<R!!微生物生长项参数的确定

<R!R<!微生物生长项参数测定方法

微生物生长项参数以微生物降解12T+实验进

行拟合求解B降解条件为!温度 ’& a)(o$摇床转速

"*( DOGA8$装液量 *( G4$N\值为 $‘($初始菌浓 <
度F* GUO4$底物浓度"即 12T+浓度#*( GUO4B底

物浓度采用气相色谱检测B

<R!R:!微生物生长项模型

土壤中微生物的生长代谢是与污染物的生物降

解相互联系的$1787? 动力学模型能够将该过程很

好的进行模拟B假设溶解氧不是限制因素B1787? 方

程则可简化为如下形式!

/6
/GCJ,M
LM=,M

"’)#

式中$/为微生物的比增长速率"2b"#’/GCJ为微生

物的 最 大 比 增 长 速 率 "2b" #’ ,M 为 基 质 浓 度

"1O4)#’LM为基质半饱和常数"1O4)#B

:Q结果与讨论

:R<!平衡吸附参数

微生物在土壤中的吸附属于物理化学过程B微

生物细胞表面和多孔介质表面之间存在各种相互化

学作用$主要有静电作用(疏水作用和范德华力B一

般来说$细胞和颗粒表面的静电作用是排斥的$因为

细胞和颗粒表面都是带负电荷的)"’$")*B疏水作用和

范德华力趋于相互吸引B当引力超过斥力时$吸附就

会发生B
图 ’ 为微生物在土壤中按 "‘)‘’ 节方法所述 F

F(#
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种平衡吸附类型的回归曲线B由图 ’ 可以看出$比较

以上 F 个回归模型$微生物在土壤中的平衡吸附特

征 比 较 符 合 =D@>8?;AL: 吸 附 方 程$ 相 关 性 达 到

##‘*m$该结果与 \><MGC8 等 )"F* 和 T>DU@等)"** 用

不同菌所得的吸附特性结果相同B=D@>8?;AL: 吸附

方程中指数常数 .为 "‘"$该指数常数在统计上与 "
差别不大$因此可以用线性方程来描述平衡吸附过

程$因此可以得到微生物 O3)’2!0>#,"!)*E4MN%3E) 在

砂质壤土中的平衡吸附系数为 (‘#& G4OUBZC8878
等)"%* 测得的不同微生物在壤土中的平衡吸附系数

变化范围为 ( aF* G4OU间B0UDCG等)"$* 测得的微

生物在砂质黏土中的平衡吸附系数为 ( a%% G4OUB
[:C7等)"&* 测得病毒在铁质湿润雏形土上的平衡吸

附也符合 =D@>8?;AL: 吸附模型$其结果表明平衡吸

附系数为 (‘’’& G4OUB关于平衡吸附系数的值在不

同的实验中测得的结果产生较大的差异$分析可能

是由于土壤和菌或病毒本身的特性如疏水性(亲水

性(电荷等不同而引起B除此之外$有结果表明测定

方法中土水比对于吸附系数的测定也有较大的影

响)"#*B菌液量越大$土壤吸附对菌浓度的影响越小$
吸附结果受菌数误差的影响越大B公式中的土水比

-6M8T项使误差扩大或缩小了 -6M8T倍$M8T
值越大$吸附系数值受的影响越大B另外在测定时$
如果土水比太小$则在保证菌和土壤充分混合的条

件下$难以吸收足够的上清液用于计数B因此$测定

细菌吸附系数时$需要选择合适的土水比$本实验采

用 "p’作为实验条件B
:R:!吸附动力学研究

按照 "‘F‘" 节的方法描述$对微生物在土壤中

的吸附平衡时间进行确定B根据吸附随时间的变化

情况表明$土壤对微生物的吸附在 " : 时基本达到

平衡B结果如图 ) 所示$这与 2C8 等)’(* 得到的结果

基本相似B
对微生物达到吸附平衡之前微生物吸附动力学

进行考察B图 F 为微生物在土壤中的吸附动态图B
从图 F 可以看出$ ;8 ,8,( 7-"" 7,8,(#8L与

时间"之间存在较好的直线关系$相关系数达到

#"‘$m$采用滞膜理论能够预测土壤中微生物的动

力学吸附行为$同时也说明吸附过程是可逆的B从而

得到土壤中微生物吸附的动力学参数$可逆吸附常

数为 (‘((F Mb"$可逆解吸常数为 (‘((’ Mb"B
对于微生物来说$土壤除了对液相微生物有吸

附作用以外$还存在过滤滞留作用B过滤是指当细菌

流经某一空隙时$由于菌体体积太大而不能穿过该

空隙产生的滞留现象)’"* $被认为是微生物在土壤中

的一种不可逆吸附作用B

图 SQ吸附随时间的变化

=AUB)!6:C8U@7RC?M7DN9A78 PA9: 9AG@

图 UQ微生物在土壤中的吸附动态

=AUBF! Â8@9ALL:CDCL9@DAM9ALM7RC?M7DN9A78 A8 M7A;

:RS!微生物有效扩散系数的测定

隔膜池测量扩散系数时$扩散面积和膜厚度应

为有效扩散面积和有效膜厚度$并非表观面积与厚

度B而这 ’ 个参数不能准确测量$因此本实验用已知

扩散系数的氯化钾溶液标定获得占用隔膜全部孔隙

度的膜池常数B
由于 6̂;在一定温度下的扩散系数为已知的$

可通过测定该土壤膜池条件下 6̂;的扩散系数得到

相应的膜池系数$从而能够在应用该膜池测定菌液

扩散系数时进行换算B由于细菌的个体远大于 ^c

和6;b$多孔介质中 ^c和6;b能够通过的孔隙并不

能全部允许大体积的细菌通过$因此由 6̂;测得的

膜池常数不能直接用于细菌扩散系数的测定$采用

土壤分形理论对膜池常数重新计算$从而得到微生

物所对应的有效膜池系数$计算出微生物的扩散系

*(#
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数及有效扩散系数B详细分析可参见文献)’’*B
!!VQCL9@DACk)‘%% n"(

b% LG’OM
!!VQCL9@DAC@RRk*‘"& n"(

b$ LG’OM
冯杰等)’)* 报道了非能动菌的扩散系数小于能

动菌$最多可相差 ’ 个数量级$毛细管法测得的 # 种

能动 菌 扩 散 系 数 范 围 为 )‘’ n"( b$ a%‘# n"( b*

LG’OMB本实验测得的微生物在饱和土壤中扩散系数

为 )‘%% n"( b% LG’OMB
采用隔膜池方法"似稳态法# 和分形方法相结

合的手段得到微生物在饱和土壤中的有效扩散系

数$为进一步研究微生物在饱和土壤中的运移规律

提供基础数据B
:RU!微生物生长项参数拟合

微生物能够在应用环境中存活和旺盛的生长繁

殖是工程上应用微生物的前提条件B微生物以污染

物为碳源和能源进行生长繁殖$从而降解环境中污

染物的含量$是生物修复土壤和地下水过程的关键

部分B微生物的生长繁殖(衰亡过程与污染物的生物

降解过程相耦合B
微生物在土壤中的迁移过程本身是一个非常复

杂的过程B在研究微生物迁移模型时通常会忽略微

生物的生长衰亡项B即使有也仅以简单的一级动力

学方程来描述B本研究采用能够较好描述微生物与

污染物关系的复杂的 1787? 方程来描述微生物在

土壤中迁移过程的生长$以期对该过程进行更为合

理的描述B1787? 参数用非线性最小二乘法拟合得

到$拟合结果见图 *B

图 VQTG\/降解实验数据与 T+(+*模型拟合结果

=AUB*!+JN@DAG@89C;?C9CC8? MAG>;C9A78 D@M>;9M7R12T+?@UDC?C9A78

根据图 * 12T+降解实验数据与1787? 模型拟

合可以得到微生物的最大比增长速率 /GCJ为 (‘("

: b"’基质的半饱和常数LM为 ")F GUO4B

细胞得率为初始微生物量和实验结束后微生物

量之差与所消耗基质的比率B因为确定生物参数的

整个实验过程比较短$可以假定在确定生物参数的

整个实验过程处于生长阶段$还没有开始衰减$因此

设生物衰减系数为 (B则细胞得率 [可由式"’F#
得到)’F* !

[60,80,M "’F#
式中$ 0,为实验开始和结束时微生物量之差’ 0,M
为所消耗的基质量B

根据实验数据可以得到微生物的细胞得率 [
为 (‘))B据报道)’* a’&* $12T+高效降解菌 :E>)*+*+#/
1!$#"*.02E2V1" 在降解 12T+过程中的细胞得率仅

为 (‘"&$"A-)0"!0>#,"!)*#BX6" 的细胞得率为 (‘(#&$
&’()01!.0;3#1# Q$#+# +,-$)* 的细胞得率为 (‘F$
T%#E2")0#Q)*,#.E4.=V’("’ 的细胞得率为 (‘FFB可

见$在目前的12T+微生物降解研究中$降解的生物

质得率低是一普遍问题B这可能是 12T+的降解消

耗了大量的能量所致$使得微生物的生长不能获得

足够的能量支持B

SQ结论

""#=D@>8?;AL: 吸附方程可以更好地描述微生

物在土壤中的吸附行为$指数常数为 "‘"$该指数常

数在统计上与 " 差别不大$因此可以用线性方程来

描述平衡吸附过程B实验得到微生物在砂质壤土中

的平衡吸附参数为 (‘#& G4OUB土壤对微生物的吸

附在 " : 时基本达到平衡$土壤中微生物吸附的动

力学参数中可逆吸附常数为 (‘((F Mb"$可逆解吸常

数为 (‘((’ Mb"B
"’#采用隔膜池方法"似稳态法# 和分形方法

相结合的手段得到微生物在饱和土壤中的有效扩散

系数为 )‘%% n"( b%LG’OM$有效扩散系数为 *‘"& n
"( b$LG’OMB

")#利用微生物对污染物质的降解利用$关于

微生物在土壤中迁移所涉及的生长项参数也可以被

模拟计算出B微生物的最大比增长速率 /GCJ为 (‘("
: b"’基质的半饱和常数LM为 ")F GUO4B微生物的细

胞得率[为 (‘))B
"F#本研究所提出的微生物在土壤中物化参数

的确定方法具有重要意义$可普遍应用于实验室和

现场的微生物迁移研究过程中B这些参数对后续微

生物迁移模型的建立与研究有重要意义B
参考文献#
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