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NY3 菌固定化及生物膜处理含油废水的研究 
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摘要：利用嗜油菌NY3菌的固定化生物膜处理含油废水．用静态曝气法确定固定化时间、载体量、固定化液初始pH值．确
定生物膜处理运行的HRT，并评估生物膜循环使用的可能性．结果表明，载体10 g/L，pH7.5～9.0，固定51 h，膜生物量达
488.32 mg/g．其处理含油废水最佳HRT为6 h，出水油量在1.38～3.2 mg/L．废水处理后，将载体置于营养液中培养15 d，膜
上NY3菌能将所吸附的油降解，使其恢复活性，并可循环利用． 
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目前，含油废水处理工艺中，采用的生物处理单元主要包括活性污泥法、生物膜法等[1]，主要用于分
解乳化油和溶解油[2-5]．从文献报导看，传统的生物膜法是利用石油污染水体或污染土壤中混合的菌群，经
过驯化培养及其在载体上附着生长形成生物膜[6]，也可用预先分离出的优良菌群所形成的生物膜处理含油
废水[7]．这样形成的固定化生物膜，一般需要 15～20 d 对菌种进行现场驯化、优化培养[3,8-9]，因而，生物
膜不易商品化．目前也有利用各种降解石油烃的优良菌剂，解决海上漏油及其它原油泄漏造成的环境污染
问题[1,10]．Xin Zhao 等人[11]购买 BIO-SYSTEMS Co. (USA)代号为 B350 和 B350M 的游离菌剂固定化后处理
含油量为 20 mg/L 废水，去油效率可达 86%和 94% ．上述文献中生物膜大多数是由混合菌株附着生长而
形成[11-12]．含油废水处理时，去除油类物质是关键，我们课题组前期获得一株铜绿假单胞菌 NY3[13]，可耐
高浓度油，且能利用石油烃快速繁殖，当水中含油 20%时，240 h 内游离态 NY3 菌对其中各种烃类的去处
率可达到 80%以上[14]． 实验室初步结果表明，NY3 菌能快速去除实际含油废水的烃类物质．但使用游离
态菌，菌细胞易流失，大量生长的菌细胞使出水浊度增大，为了使 NY3 能顺利应用于实际含油废水处理，
本文根据初步的实验结果，选择聚氨酯泡沫为载体，研究单一菌株 NY3 菌附着生长条件以及固定化生物
膜处理实际含油废水的可行性，为开发单一优势菌种的固定化生物膜商品化奠定基础． 

1  材料与方法 

1.1  菌种来源 

铜绿假单胞菌NY3，由实验室分离并鉴定[13]． 

1.2  聚氨酯泡沫载体 

参照文献[15-16]中的方法，先将载体制作成5 mm的立方体小块，再用5% HCl溶液浸泡24 h，用蒸馏水洗
至中性；然后用5% NaOH溶液浸泡24 h，用蒸馏水洗至中性，烘干备用． 

1.3  试剂和培养基 

制备种子液的培养基：牛肉膏3.0 g/L，蛋白胨10.0 g/L，NaCl 5.0 g/L，蒸馏水1 000 mL，调节pH值为
7.3～7.5，121 ℃灭菌30 min，待用． 

NY3菌固定化培养液：同制备种子液的培养基． 

无机盐培养基：1.3 g NH4NO3, 1 mL 微量元素[14]，5 mL 1M MgSO4·7H2O 溶液，4.6 mL 磷酸盐缓冲液[13]，
pH 为 7.5，用蒸馏水定容至 1 000 mL，121 ℃高压水蒸气灭菌 30 min，备用． 

1.4  含油废水 

含油废水来自华北油田回注废水，其水质特性如表1所示． 
表 1  含油废水水质 

Tab.1  Quality of oil-bearing wastewater 

含油量/mg·L-1 水温℃ pH 值 Ca2+/mg·L-1 Mg2+/mg·L-1 Fe3+/mg·L-1 SS/mg·L-1 

76.67  15.3 7.5 512.92  202.48  3.2537 247.58  
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1.5  实验方法 

（1）菌悬液的制备：将 NY3 菌接种于制备种子液的培养基中，30 ℃，160 r /min，好氧振荡 24 h，
OD600nm 达到 1.52 ± 0.08，备用． 

（2）NY3 菌固定化时间的确定：无菌条件下，分别加入 1.0 g 已制备好的、无菌的载体于 100 mL 固
定化培养液中，接 10% NY3 菌的种子液，于 30 ℃，151 r/min 的恒温摇床上，好氧条件生长固定．按照
1.6.2 的方法，在 0、12、24、27、30、42、48、51、54、60、66、72 h 分别各取 3 个平行的固定化体系，
测定载体上的生物量以及未投加载体的反应瓶中的 OD600nm（反映未投加载体情况下，生长液中的生物量）． 

（3）载体和固定化培养液比例确定：无菌条件下，分别加入 0.3、0.5、0.8、1.0、1.2 g 已制备好的、
无菌的载体，于 100 mL 固定化培养液中，然后按照 1.5（2）中的方法固定，以及在最佳固定化时间下，
采集样品并测定相应的生物量． 

（4）NY3 菌固定化培养液初始 pH 的确定：无菌条件下，按照上述确定的载体和固定化培养液最佳
比例，加已制备好的、无菌的载体，于 100 mL 初始 pH 值分别为 6.0、7.0、7.5、8.0、9.0、10.0 的固定化
培养液中，按照 1.5（1）（2）的方法固定，采集样品并测定相应的生物量． 

（5）NY3 菌固定化生物膜处理含油废水实验方法：反应器用有机玻璃制作，有效容积为 10 L．反应
器底部布有微孔曝气器，反应器中间隔板内装有固定化后的悬浮填料．然后依据中华人民共和国石油天然
气行业标准(SY/T0530-93)的方法测定不同水力停留时间的原油去除率．实验装置及填充物如图 1 所示． 

 
图 1  实验装置及填充物 

Fig.1  Biological reactor system and filler  

1.6  分析测试方法 

（1）NY3 菌生物膜表面结构的观察：取已在最佳固定化条件下形成的生物膜，用 2%～4%的戊二醛
溶液固定 1 h，再用 pH 7.0 的磷酸盐缓冲液漂洗三次，然后，用浓度梯度不同的乙醇水溶液按从稀到浓的
次序，进行脱水处理，最后放入临界点干燥仪（HCP-2 型）样品室中，干燥后，借助扫描电子显微镜 (SEM)

观察其表观结构． 

（2）生物量的测定：采用干燥恒重法来表征载体上的生物量．用 DR5000 分光光度计测定液相的 OD600nm

值，以此表示液相的生物量． 

（3）气相色谱分析法[14]：萃取原油后，用正己烷溶解．利用安捷伦 6890N 单检测器（GC-FID）分析
样品中各组分的相对含量． 

2  结果与讨论 

2.1  NY3 菌固定化条件的优化结果 

2.1.1  固定化时间确定 
按照1.5（2）中的实验方法，结果如图2所示．从图2结果看，在0～30 h内，平行生长、但未加载体的

培养基中生物量持续快速增加，而投加载体体系中，载体上的生物量却增长的较慢，这是因为生长初期，
营养充足，大量游离细胞繁殖，随着培养时间延长，菌细胞数目不断增加，营养物质开始不足，进入内源
呼吸阶段，而大量细胞呼吸也可导致培养液中溶解氧缺乏，从而导致NY3菌大规模生成被膜，附着于载体
表面，形成固定化生物膜[20-21]．在30～51 h内，载体上的生物量呈现快速上升的趋势，培养51 h，载体上
微生物量达到最大值，420 mg/g，51～72 h之间，载体上的生物量基本保持一定．大量细胞附着于载体后，
液相中细胞量快速下降．因此，NY3菌固定化时间应确定为51 h． 

2.1.2  固定化载体投加量的确定 
按照1.5（3）中的实验方法，NY3菌生长51 h固定化结果如图3所示．从图3结果看，单位载体上的生
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物量随着固定化培养液中载体投加量的增加而逐渐增加，与此同时，分离载体后的培养液中的OD600nm值相
应的减小；当载体量达到10.0 g/L固定化液时，载体上生物量达到最大，488.32 mg/g．之后随着载体量的
增加，载体上吸附的菌体量反而减少．这是因为载体量过多, 易形成非均质体系，因而影响传质效果，菌
体得不到充足的营养和溶解氧而不能很好地生长，部分载体得不到充分利用．因此，固定化过程中载体的
最佳投加量为10 g/L固定化培养液． 
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图 2  NY3 菌生长曲线及其与载体表面上 
固定化生物量随时间的变化趋势 

Fig.2  Growth curve of NY3 strain and the time-dependent 
trend of the amount of its biomass on the surface of  

immobilized carrier 

2.1.3  培养液初始pH值对载体上生物量的作用 

按照1.5（4）中的实验方法，载体（g）与培养液
（L）比值为10.0 g/L，NY3菌生长51 h固定化结果如
图4所示．由图4结果看，固定化NY3菌适合固定的pH

值范围很广．当培养液初始pH值在7.5～9.0范围内，
单位载体上的生物量可以达到354～465 mg/g．当pH

值小于6.0时，NY3菌仍能较好的生长，但载体上的生
物量却较少，仅有236.86 mg/g．当pH值为10.0时，NY3

菌不能很好的生长，单位载体上的生物量减少则是必
然的．单位载体的固定化作用主要是吸附,偏酸或偏碱
都会影响固定化效果[19]． 

2.1.4  载体及其NY3菌固定化生物膜的表面特征 

按照1.5（1）～（3）中的实验方法，利用扫描电镜（SEM）观察载体及其NY3菌固定化生物膜的表面
特征，结果如图5所示．图5(a)是未固定前载体的SEM图，其表面光滑洁净，孔状结构使其具有较大的比表
面积[16]，有利于微生物的着床、繁殖代谢及其耐冲击性增强，同时也有利于加快废水处理过程中污染物和
营养物质的传质速度[20]．图5 (b)为NY3菌在载体表面固定后的SEM图．NY3菌不均匀地分布在载体表面，
并未将材料的孔隙堵塞，如图5（b）和图5（c）中箭头所示处所示．因而，对原载体比表面积影响不大，
从而能保持NY3菌生物膜对废水中石油烃类物质高效的去除效果[21]．  

(a) 固定化                            (b) 固定化后             (c) 在实际含油废水中循环使用 60 次后
图 5 载体及其 NY3 菌固定化生物膜的 SEM 图 

Fig.5  SEM photos of the surface of carrier with and without immobilized NY3 strain  
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Fig.3  The curve of immobilized biomass of NY3 strain with 
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2.2  NY3 菌固定化生物膜对实际含油废水的处理效果 

按照1.5（3）中的实验方法，结果如
图6所示．从图6结果看，当含油量为76.67 

mg/L时，运行开始，首先设定HRT为10 h，
运行20 d，NY3菌生物膜对原油的去除率
保持在75%～99.9%之间，出水含油量最高
0.77~19 mg/L．生物膜适应了废水的温度、
pH、盐度等，设定HRT为8 h，继续运行15 

d，生物膜对原油的去除率较高，出水油量
维持在1.38～3.2 mg/L．设定HRT为6 h和4 

h时，生物膜完全适应了废水环境，所以除
油效果保持稳定，均在90%以上．故利用
NY3菌生物膜处理低浓度含油废水时（小
于76.67 mg/L），可将HRT设定为4 h． 

NY3菌生物膜能在较短时间内有效地降解废水中的石油．这是因为载体将废水中的有机物大量吸附，
也将水样中溶解氧富集于其表面，为微生物提供了降解有机物的条件[22]．同时，固定化NY3菌处于高度密
集状态，微生物稳定性、抗毒性增强[23]．故NY3菌生物膜能较快降解废水中的石油并达到相对稳定状态． 

2.3  NY3 菌固定化生物膜除油后的恢复实验结果 

将运行 60 d 后的载体分别取两份，各 0.2 g．如
图 7（a）左图中所示，一份用石油醚萃取，萃取液
如图 7（a）右图中试管所示；同时另一份放入三角
瓶中，加入营养液（含一些少量多羟基醇类物质），
八层纱布封口后，摇瓶振荡恢复，10 d 后，取出
NY3 菌生物膜载体，如图 7（b）左图中所示，用
同样量的石油醚、同样方法萃取载体上的石油烃，
萃取液如图 7（b）右侧试管所示．最后，在相同条
件下，用 GC 测定烷烃组分并计算石油烃去除效率，
结果如表 2 所示． 

从图7（a）可以看出，运行60d后，载体表面确
实从废水中吸附了一定量石油烃．但载体表面仍附
着大量NY3菌株，如图5（c）所示，因此，停止运
行后，培养液中投加一些营养物质，但不再有石油
烃负荷时，载体上的NY3继续降解其表面吸附的石
油烃，10 d后，载体和石油醚萃取液的颜色变浅，
如图7（b）所示，说明载体表面的含油量减少．如表2所示，在续批式运行过程中原油被载体上的微生物
不断降解，15 d后载体上吸附的原油基本被NY3完全降解（色谱图基本是一条和基线重合的线，结果未列
出）．因此，运行60 d后，载体上的NY3菌仍有很好的降解石油烃的活性．生物膜可以进行循环利用． 

3  结论 

(1) 以牛肉膏-蛋白胨为培养基，NY3菌在聚氨酯泡沫表面能快速形成固定化生物膜．载体与培养液比
例为10 g载体/L培养液，培养液初始pH值在7.5～9.0范围内，培养51 h，载体上固定化的生物量可达488.32 mg

干菌/g． 

(2) NY3菌生物膜处理含油量为76.67 mg/L实际废水，在运行60 d内，起初20 d内HRT=10 h，出水含油
量最高0.77~19 mg/L．依次用HRT=8 h、6 h分别运行15 d，除油效率均稳定，出水中油量维持在1.38～3.2 mg/L

之间．而HRT=4 h，除油效率略有降低，且不稳定．因此，最佳水力停留时间为6 h． 

(3) 处理含油废水过程中，部分油吸附在膜表面未降解．收集NY3菌生物膜载体，并置于无机盐培养
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图 6  NY3 菌固定化生物膜处理含油废水各 HRT 条件下对油的去除效率
Fig.6  The removal efficiency of immobilized bio-film of NY3 strain 

 in treated oil-bearing wastewater at different HRT 

（a）恢复前                 （b）恢复后 

图 7  处理含油废水后的 NY3 菌生物膜恢复情况 
Fig.7  Recovery of bio-film of NY3 strain in the nutrient solu-

tion after treated oil-bearing wastewater 

表 2  含油废水中烷烃的去除效率 
Tab.2  The removal efficiency of alkanes in  

the oil-bearing wastewater 

烷烃 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21

去除率/% 100 100 100 100 100 81.5 89.2 81.8 79.7 81.4 85.4

烷烃 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32

去除率/% 85.7 88.7 90.5 92.1 91.8 100 100 100 100 100 100

      

b

振荡 10 d

a
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基中继续培养15 d， 固定化NY3菌能将所吸附的油降解，使生物膜恢复活性，可循环利用． 
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Study on immobilization of NY3 and treatment of oil-bearing  
wastewater using bio-film 

NIE Maiqian1, HE Meili1, ZHANG Senyuan1, WANG Yan2, NIE Hongyun1, TIAN Xiaoting1, FU Hailin1 

( 1. School of Environmental and Municipal Engineering, Xi'an Univ. of Arch. & Tech., Xi'an 710055, China; 
2. Shaanxi Province Institute of Microbiology, Xi'an 710043, China ) 

Abstract: Treatment of oil-bearing wastewater by using immobilized bio-film of NY3 strain was studied. The immobilization time, 
the optimum dosage of carrier, and the initial pH of immobilized culture for NY3 strain to be immobilized on surface of polyurethane 
foam carrier were studied by using static aeration. The optimum HRT was determined. Also the possibility of recycle of the bio-film 
was studied. The results showed that immobilized bio-film of NY3 strain could quickly form within 51 h under dosage of carrier was 
10.0 g/L (culture medium),the initial pH of immobilized culture was 7.5~9. The maximum amount of biomass on bio-film reached 
488.32 mg/g. The optimum HRT for treating oil-bearing wastewater is 6 h, and the concentrations of oil in effluent kept in range of 
1.38-3.2 mg/L. After treatment, the biofilm collecting into culture medium without oil was incubated 15 d, NY3 strain on the bio-film 
degraded the adhered petroleum and the bio-film was recovered for recycling.  
Key words: Pseudomonas aeruginosa NY3; immobilized bio-film; oil-bearing wastewater; activity of bio-film 

（本文编辑  桂智刚） 
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Study on the model test of lattice beam anchor 
Deng Juntao1, 2, WANG Juanjuan1, MEN Yuming3  

(1. School of Civil Engineering Xi'an Univ. of Arch. & Tech.，Xi'an 710055, China；2. China Jikan Geotechnical Institute，Xi'an 
710043, China. 3. Geology Engineering and Geomatics College of Chang’an University, Xi'an 710054, China) 

Abstract: This paper discussed the stress characteristics and rules about anchor lattice beam based on the scientific indoor model test. 
This test has load on the tailing edge of the slope, get the press and strain distribution of the bottom soil of the lattice beam by the 
pressure cell and strain gauge put on the lattice beam. The result shows that with the increase of load pressure, the press and strain on 
the lattice beam increases, but the press on the cantilever end and mid-span of the lattice beam became diminished and the strain 
increased. On the other hand, the press on the cross of the lattice beam became greater and the strain became diminished. Overall the 
press and strain distribution on the lattice beam oresent to be of a triangle type.  
Key words：anchor lattice beam; model test; force distribution. 

（本文编辑  吴海西） 
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