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漆酶修复石油污染土壤优化实验
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摘要!针对土壤的石油污染问题"在花盆中模拟原位修复实验"采用单因素实验考察有机质与全氮含量比&0Ĉ'#含水率及

漆酶活性对石油烃降解率的影响$ 通过响应曲面法设计实验"建立二次多元回归方程预测模型"确定修复的最佳条件$ 结果表

明!在干旱条件下漆酶可以增强石油烃的生物修复效果$ 软件预测模型显著且具有准确性"在 0Ĉ 为 *(>!?t*"漆酶活性为

*?>)! KCH"含水率为 *(>B(a条件下"修复 !) -后石油烃降解率为 (?>)*a$ 对石油烃降解率影响的显著性从小到大依次为漆

酶活性#含水率#0Ĉ$
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<<由于石油开采#炼制#运输#储存#使用和事故性

泄露造成的石油污染土壤已严重威胁到人们的生

活** A(+

$ 目前"治理石油污染土壤的方法主要有物

理法#化学法及生物法"其中生物法的研究较为广

泛** A#+

$ 微生物治理技术近 *) 几年来在国内外得

到了较大发展"微生物可将石油烃作为生长所需碳

源和能源进行代谢*?+

"但其对 %P#水分和养分要求

严格**+

"且石油烃类污染物降解速度缓慢"效率低"

降解范围有限"限制了此项技术的推广使用$ 漆酶

作为一种多铜氧化酶"利用分子氧通过自由基催化

氧化各种芳香族和非芳香族化合物*B+

$ 在催化氧

化过程中"铜离子将得到的电子传递给]

(

使之生成

P

(

]"使得反应体系中含水率增加"有利于微生物在

土壤中的活动和氧气传递"提高生物修复效果*" AZ+

$

陈新芳**)+探究了生物酶对含油污水的处理效果"结

果表明游离漆酶可以降解污水中石油烃类污染物%

贾洪柏等***+通过实验证实了漆酶是与石油烃降解

相关的主要因素"可以促进微生物对石油烃的降解"

扩大微生物降解范围$ 研究表明"漆酶具有降解水

中石油烃污染物的可行性"因此"可以推测漆酶对土

壤中石油烃也会具有一定的降解作用$

响应面法&G.9%,/9.98&F54.2.:1,-'是在单因

素实验基础上进行的"对响应曲面及等高线进行分

析"利用多元二次回归方程拟合响应值与各因素间

函数关系"得到最佳工艺条件"该方法在污染治理中

有相应的报道**( A*!+

$

笔者通过调节不同的有机质与全氮含量比

&0Ĉ'#含水率及漆酶活性"测定不同条件下漆酶修

复石油污染土壤的效果"并通过响应面方法获得最

佳条件"探讨漆酶对石油污染土壤的修复作用$

.Z)*.
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AB实验部分

A$AB实验材料

原土为校园内树根部分土壤"颜色呈黄褐色$

将原土风干#破碎#过筛后加入正己烷稀释的原油搅

拌混合均匀"通风放置 ! 个月使正己烷完全挥发后

得到配制的石油污染土壤"其外观呈浅黑色"有油

味"较干燥"其理化性质如表 * 所示%实验用漆酶

&_54459.'购自山东苏柯汉生物工程股份有限公司"

为淡黄色固体粉末"适用 %P范围是 #>? B̀>?"温度

范围是 !) B̀?o$

表 AB配制土壤理化性质

含水

率Ca

有机质C

&2H.

H

A*

'

全氮C

a

速效磷C

&2H.H

A*

'

石油

烃Ca

脱氢酶C

&2H.

H

A*

'

过氧化氢

酶C*2_.

&H.1'

A*

+
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Z) `
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)># `
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&*>"B !̀>(' f
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A(

!>#[ `

?>!"

([ `

!)

)>B" `
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A$#B主要设备

jcA#))jTJ型高功率数控超声波清洗仪"昆

山市超声仪器有限公司生产%GYAMT_A?$型低速

台式大容量离心机"无锡市瑞江分析仪器有限公司

生产%PU@A(?) 型恒温恒湿培养箱"上海秣马恒温

设备厂生产%KbAB)))=0型紫外可见分光光度计"

上海元析仪器有限公司生产$

A$CB单因素实验

选取漆酶活性#碳氮比及含水率 ! 个因素"通过

单因素实验考察 ! 个因素对土壤中石油烃降解效果

的影响"确定漆酶修复石油污染土壤的最佳条件$

&*'在花盆中加入 ?)) H过 B) [̀) 目筛的实验

土壤&每 ( 个为一组平行样'并调节碳氮比为 *)t*"

含水率为 *)a"加入漆酶以调节土壤漆酶活性分别

为 *)#*(#*##*B KCH$ 在温度为 !)o"空气湿度为

??a的恒温恒湿培养箱中培养 !) -"每隔 B - 取样

测定石油烃含量"计算石油烃降解率
#

$ 得到最佳

漆酶活性$

&('调节土壤漆酶活性为 *( KCH"含水率为

*)a"碳氮比分别为 ?t*#*)t*#*?t*#()t*$ 在温度

为 !)o"空气湿度为 ??a的恒温恒湿培养箱中培养

!) -$ 得到最佳碳氮比$

&!'调节土壤漆酶活性为 *( KCH"碳氮比为

*)t*"含水率分别为 ?a#*)a#*?a#()a$ 在温度

为 !)o"空气湿度为 ??a的恒温恒湿培养箱中培养

!) -$ 得到最佳含水率$

A$EB响应面优化实验

采用响应面优化 J,XAJ.1/E./&JJT' T.93H/

实验设计模型"以漆酶活性#碳氮比#含水率为因素"

以石油烃降解率为响应值进行优化实验"最终确定

石油烃降解效果最佳条件组合$

#B结果与讨论

#$AB单因素对石油烃降解效果的影响

(>*>*<漆酶活性的影响

在不同漆酶活性条件下"利用漆酶修复石油污

染土壤 !) -"石油烃降解率随时间的变化情况如

图 * 所示$

*/) KCH%(/*) KCH%!/*( KCH%#/*# KCH%?/*B KCH

图 *<不同漆酶活性下石油烃降解率

随时间的变化情况

从图 * 可以看出"石油烃降解率随着时间的增

加而不断增加"修复后期增加速度较慢"且漆酶活性

越高石油烃降解效果越好$ 当漆酶活性为 *B KCH"

修复 !) -后石油烃降解率可以达到 ()>[#a%漆酶

活性为 *# KCH"修复 !) - 后石油烃降解率为

()>)[a"与 *B KCH时相比差别不大"说明石油烃降

解效果并不是随着漆酶活性的增加而无限制的上

升$ 漆酶作为一种多酚氧化酶"主要作用于酚类等

物质"但是在介体存在时也可氧化非酚类物质"在一

定程度上增加了微生物作用范围"进而提高了石油

烃降解效果*["*# A*?+

$

(>*>(<碳氮比的影响

在不同碳氮比条件下"利用漆酶修复石油污染

土壤 !) -"石油烃降解率随时间的变化情况如图 (

所示$

*/?t*%(/*)t*%!/*?t*%#/(Zt*

图 (<不同碳氮比下石油烃降解率随时间的变化

.)**.
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由图 ( 可知"石油烃降解率随着实验时间的延

长有所增长"说明调节土壤营养比例对石油烃降解

具有促进作用$ 碳氮比为 ?t*#*)t*#*?t*#()t*时"

修复 !) - 后石油烃降解率分别为 *#>!#a#

*Z>Z*a#(*>Z*a#*B>"Za$ 石油烃降解率随着氮

源的减少而增加"碳氮比为 *?t*时效果最好%之后

碳氮比再增加石油烃降解效果反而降低$ 土壤中石

油烃降解既与漆酶有关"又与土著微生物有关"当氮

源严重不足时会抑制土壤系统中微生物的正常生长

代谢*!+

"降低产酶效率"不利于石油烃的去除$

(>*>!<含水率的影响

在不同含水率条件下"漆酶修复石油污染土壤

!) -"石油烃降解率随时间的变化情况如图 ! 所示$

*/?a%(/*)a%!/*?a%#/()a

图 !<不同含水率下石油烃降解率随时间的变化

从图 ! 可知"在不同含水率条件下"随着修复的

时间的延长石油烃降解率不断增加"在修复后期趋

于平缓$ 当含水率为 *?a时"修复 !) -后石油烃降

解率最大"为 (*>)!a%含水率增加至 ()a左右时"

石油烃降解效果反而下降$ 含水率增加在一定程度

上可以提高土壤中氧气含量"有利于漆酶催化氧化

反应**B+

"同时可以促进酶与底物接触"降低有机质

的抑制作用"提高污染物去除率**"+

$ 同时"土壤中

微生物生长繁殖需要水分"含水率过低不能达到微

生物的正常生活需求"呼吸作用减缓"不利于污染物

降解*!+

%水分会在土壤颗粒表面形成水化层"降低

石油烃污染物在土壤上的黏附**(+

"促进酶及微生物

与污染物的接触"提高石油烃降解效果$ 当含水率

达到 ()a及以上时"土壤呈泥浆状态"不利于氧气在

土中的溶解及微生物和酶的迁移$ 研究表明"微生物

修复石油污染土壤"含水率一般控制在 !)a Z̀)a时

效果最佳"含水率过低时系统中生物数量少且在环境

中的迁移受到限制"不利于污染物降解*!+

$ 因此"漆

酶可以更好地适用于干旱环境中污染的去除$

#$#B漆酶修复石油污染土壤的响应面优化

(>(>*<响应面优化实验结果

根据单因素得到的实验结果"以碳氮比&0Ĉ'

&1'#漆酶活性&N'及含水率&+'为自变量"以 !) -

石油烃降解率&

#

'为响应值"进行 *" 组实验&? 组

中心实验'$ 响应面实验因素与水平设计如表 ( 所

示"响应曲面各系数方差分析如表 ! 所示$

表 #B漆酶修复石油污染土壤的响应面实验因素与水平

因素
水平

A* ) *

0Ĉ&1' *) *(>? *?

漆酶活性C&K.H

A*

'&N'

*# *?>) *B

含水率Ca&+' *) *(>? *?

表 CB二次响应面模型和方差分析

变量 平方和 自由度 均方根 V值 =&,Q gV

模型 *#>[? Z *>B? **#[>!B k)>)))*

1 )>*" * )>*" **Z>*( k)>)))*

N )>)(# * )>)(# *B>[? )>))#?

+ )>)![ * )>)![ (B>!( )>))*#

1N Z>)(?IA))! * Z>)(?IA)>))! B>([ )>)#)B

1+ )>)## * )>)## !)>") )>)))Z

N+ )>)*B * )>)*B *)>[[ )>)*!(

1

(

B>[B * B>[B #""(>?Z k)>)))*

N

(

!>!( * !>!( (!*#>)( k)>)))*

+

(

(>Z* * (>Z* ()(#>() k)>)))*

残差 )>)*) " *>#!BIA))! / /

失拟项 (>?"?IA))! ! [>?[!IA))# )>#B )>"(?[

误差 ">#[)IA))! # *>[")IA))! / /

总离差 *#>[B *B / / /

从表 ! 可知"该模型的显著系数<k)>))) *"表

示其非常显著%模型E

(

n)>ZZZ !"说明拟合度较好"

精确度较高"该模型可以用来分析和预测结果$ 一

次项系数 1#N#+和二次项系数 1+#1

(

#N

(

#+

( 的显

著系数均小于 )>)*"其影响非常显著%而二次项系

数1N#N+的显著系数均小于 )>)?"但大于 )>)*"其

影响显著$ 综合对比可知"对石油烃降解率影响的

显著性为!漆酶活性&N' k含水率 &+' k碳氮比

&1'$

以 !) -石油烃降解率为响应值
#

"利用响应面

软件对JJT的实验结果进行二次多项回归拟合"各

个因素与响应值之间的关系式为!

#

S(#>[* T)>*?1[)>)??N[)>)BZ+T)>)#"1NT

)>**1+[)>)B!N+T*>([1

(

T)>[ZN

(

T)>[!+

(

"E

(

n)>ZZZ !

(>(>(<响应曲面图分析

碳氮比#漆酶活性及含水率两两相互作用的响

应面分析结果如图 # B̀ 所示$

.***.
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图 #<漆酶活性与碳氮比对石油烃降解率

相互作用的响应面

图 ?<含水率与碳氮比对石油烃降解率

相互作用的响应面

图 B<漆酶活性与含水率对石油烃降解率

相互作用的响应面

由图 # B̀ 与表 ! 可知"漆酶活性#碳氮比及含

水率并不是越大越有利于石油烃降解"其对石油烃

降解的影响作用程度不同"但是三者之间存在着显

著的交互作用"在最佳条件下可以使得降解率达到

最高$ 将二次多元回归方程求导"取得降解率极大

值点时的最佳参数"得到0Ĉ 为 *(>!?"漆酶活性为

*?>)! KCH"含水率为 *(>B(a"此时"石油烃降解率

的理论值达 (#>[(a$

(>(>!<响应曲面模型验证

为验证该模型的准确性"在上述最佳条件下进

行室内模拟修复实验"在 !)o恒温培养箱中培养 !)

-后测定石油烃降解率"为 (?>)*a"与上述预测理

论值 (#>[(a相差不大"说明该模型可以预测石油

污染土壤的修复效果$

CB结论

&*'单因素实验表明最佳条件是漆酶活性为

*# KCH"碳氮比为 *?t*"含水率为 *?a$

&('软件模拟方程为
#

&a' n(#>[* A)>*?1m

)>)??Nm)>)BZ+A)>)#"1NA)>**1+m)>)B!N+A

*>([1

(

A)>[ZN

(

A)>[!+

(

"E

(

n)>ZZZ !%在碳氮比

为 *(>!? t*"漆酶活性为 *?>)! KCH"含水率为

*(>B(a的最佳条件下" !) - 石油烃降解率为

(?>)*a$ 对石油烃降解影响的显著性从小到大依

次为漆酶活性#含水率#碳氮比$

&!'通过含水率单因素实验可知"在干旱条件

下漆酶可以有效地提高石油烃的生物修复效果$
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