
摘 要：用玉米秸秆制备生物炭，并以其作为固定化菌剂的廉价载体，与阿特拉津降解菌 Acinetobacter lwoffii DNS32制备成具有吸
附-降解性能的新型菌剂，用以降解水溶液中阿特拉津。结果表明：固定化菌剂可在 40 h内将 100 mg·L-1的阿特拉津降解 94%，降
解率比游离菌高 24%；固定化菌剂在 pH=5和 pH=10时，降解率分别为 42%和 35%，说明其具有更好的 pH适应性；温度为 10 益
时，固定化菌剂的降解率比游离菌高 14%，说明其具有更好的耐寒性。为期 30 d的模拟修复阿特拉津污染的实验表明：生物炭固定
化菌剂在 30 d后仍然具有活性，该固定化菌剂具有高效且持久的阿特拉津污染修复效果。
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The degradation properties of immobilized bacteria using corn stover-derived biochars as carriers
JIANG Qun, YANG Fan, ZHU Mo-ran, ZHAO Lu-lu, YAN Li-long, ZHANG Ying*

（College of Resources and Environment, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China）
Abstract：The biodegradation of atrazine in aqueous solution by immobilized bacteria using corn stover-derived biochars were studied. The
degradation bacteria screened by cooperators in our laboratory was named as Acinetobacter lwoffii DNS32. Those strains grew well on corn
stover-derived biochars, and the degradation rate of immobilized bacteria could reach 94% at 40 h, which implied that their degradation ef原
ficiency was higher than that of free bacteria（苑园豫）. At pH=5 and pH=10, the degradation rate of immobilized bacteria was 42% and 35%
respectively, which showed they had better adaptability to pH. At 10 益, the degradation rate of immobilized bacteria was 14% higher than
that of free bacteria, which certified that they had better cold tolerance. In the simulation experiments treating atrazine pollution water, im原
mobilized degradation bacteria were still active after 30 d, indicated that immobilized bacteria had efficient and lasting repairing effect for a原
trazine contaminated water.
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江 群，杨 帆，朱墨染，赵璐璐，闫立龙，张 颖 *
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阿特拉津是一种三氮苯类农药，其化学结构非常

稳定，属于长残留有机污染物，目前在北方玉米田除

草中仍广泛应用。资料表明，每年松花江水体和周边

土壤中均有阿特拉津被检出[1]。阿特拉津对土壤、水体
的污染及其对生态环境的危害已引起广泛重视[2]。微
生物修复技术是目前环境中有机污染物最有效的修
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复方法之一。固定化微生物技术因其可以克服游离菌

易受环境因素影响、降解效率低、不易回收等缺点而

备受关注。但传统固定化载体，如海藻酸钠、沸石等存

在寿命短或吸附能力小等劣势。

生物炭是生物质在限氧条件下高温热解产生的，

主要由芳香烃和单质碳或具有类石墨结构的碳组成，

一般含有 60%以上的 C元素[3]。丰富的芳香化结构和
脂肪族链状结构[4]使其具有极强的吸附能力和抗氧化
能力[5-7]。Yu等[8]认为生物炭分散在其他营养物中可以
减缓释放肥料，因此提高了肥料的利用效率。而且，生

物炭可以降低污染物的流动性。例如，小麦秸秆生物

炭以 1%（W /W）比例添加到土壤中，对敌草隆的吸附
比未修复的土壤增加了 80%~86%[9]。

针对传统固定化载体寿命短、吸附能力小和成本

高等不足，以及生物炭具有多孔结构的特点，本研究

拟使用生物炭为载体，固定化 Acinetobacter lwoffii
DNS32，以期实现吸附-降解一体化修复阿特拉津的
效果。本研究选用农业废弃物玉米秸秆作为制备生物

炭的原料，不仅可以降低成本，还可以达到废弃物资

源化利用的附加目的。研究秸秆生物炭固定化

Acinetobacter lwoffii DNS32的性能，其目的在于验证
以上设想的可行性及探究生物炭固定化微生物的降

解效果。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 阿特拉津降解菌

所用菌株 DNS32[10]是实验室从阿特拉津污染土
壤中筛选的一株降解菌，属于 Acinetobacter lwoffii，能
以阿特拉津为唯一氮源生长。其最适温度范围比常规

菌株低 5~10 益，在寒冷地区具有较高的应用价值。
无机盐培养基：KH2PO4 0.4 g，K2HPO4 1 .6 g，

MgSO4 0.2 g，NaCl 0.1 g，葡萄糖 3.0 g，溶解于 1000 mL
蒸馏水中制得 [13]。使用时加入阿特拉津使其浓度为
100 mg·L-1。

LB培养液：胰蛋白胨 10.0 g，酵母粉 5.0 g，NaCl
10.0 g，溶解于 1000 mL蒸馏水中，121 益灭菌 30 min，
备用。

1.1.2 玉米秸秆
制备生物炭的原料是玉米秸秆，收集于东北农业

大学园艺站。将风干的玉米秸秆剪成 0.5~1.0 cm的小
块，再放到烘箱中烘 24 h，备用。
1.2 实验方法

1.2.1 生物炭的制备与表征
将准备好的玉米秸秆置于真空管式炉中，通入氩

气限氧，以 10 益·min-1的速率升温到 750 益，并恒温
持续 2 h炭化。降温后取出，磨粉，即得到生物炭。

生物炭的结构形态在扫描电镜（SEM，ZEISS
SUPRA 40，德国）下观察。

称取 100 mg生物炭用去离子水定容到 100 mL，
超声 2 h后备用。使用之前再超声处理 30 min。
1.2.2 固定化降解菌的制备

取 15 mL生物炭母液于 50 mL锥形瓶中，加入
15 mL OD600值为 1.0的菌悬液中，在 30 益、125 r·min-1

条件下振荡 2 h，使微生物吸附挂膜。
1.2.3 生物炭固定化降解菌的生长及其对阿特拉津的
降解

将制备好的固定化菌剂投入到阿特拉津含量为

100 mg·L-1的无机盐培养液中，每隔 8 h取样一次，测
菌的生长量（OD600）及其对阿特拉津的降解率。为排除
吸附作用的影响，在取样前先将溶液摇匀，取 5 mL混
合菌液，涡旋 5 s后萃取。设等量的游离菌为空白对
照。每个实验设 3组平行。
1.2.4 固定化降解菌的生长条件

根据唯一差别原则，设置 pH分别为 5、6、7、8、9、
10，研究酸碱性对固定化降解菌的影响；其他培养条
件不变，设置温度分别为 10、20、25、30、35、40 益，研
究温度对固定化降解菌的影响。设等量的游离菌为空

白对照。每个实验设 3组平行。
1.2.5 固定化降解菌在模拟污染水中的修复效果

将生物炭固定化降解菌按质量比投入到阿特拉

津含量为 100 mg·L-1的 1 L模拟污水中，每天按时取
5 mL样液，测定阿特拉津的残留量。当阿特拉津快降
解完时，再加入 100 mg·L-1的阿特拉津和适量的葡萄
糖，再次定容到 1 L并每天取样。如此反复直到第 30
d为止。设等量游离态的菌株作为对照。
1.3 阿特拉津残留量测定

将含有阿特拉津的 5 mL样液倒入分液漏斗中，
加入等体积的 CHCl3萃取（浓度低于检出限，用旋转
蒸发仪浓缩后，再用 CHCl3定容至 1 mL）。然后用
GC-14C型气相色谱仪（岛津）对样品进行检测。FID
检测器和 N2000 色谱工作站：色谱柱为内涂 14%
OV-1701大口径毛细管柱（30 m 伊 0.53 mm）；温度条
件：进样口 250 益，柱温 200 益，检测器 250 益，非程
序升温；气体流量：氮气 50 kPa、氢气 50 kPa、空气 50
kPa、尾吹 100 kPa；不分流进样，进样量 1 滋L，利用峰
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高计算阿特拉津浓度。

2 结果与讨论

2.1 材料表征
所制备的生物炭扫描电镜如图 1所示。可以看

出，生物质炭化过程完好地保留了原生物质的细微孔

隙结构，使其具有丰富的孔隙结构，从而增大了比表

面积。这使得生物炭具有很强的吸附能力，使其可以

作为固定化载体制备出具有吸附-降解一体化的固定
化降解菌剂。

2.2 固定化降解菌的生长和降解率
图 2表明，游离态 DNS32在 16 h之前为生长延

滞期，16~40 h为对数生长期，40~72 h为稳定期。固
定化降解菌的生长趋势与游离态菌株具有类似的生

长行为，证明生物炭具有较好的生物相容性。同时可

以观察到 24 h之后，固定化降解菌比游离态菌株生
长得更快。这可能是由于生物炭多孔结构给微生物提

供了更好的生长环境，可降低菌体与阿特拉津的接

触，从而缓解阿特拉津及菌代谢过程中产生的有害物

质对菌株的毒害作用[11-12]。Pietik覿inen等[13]认为，个体
较小且生长速度较快的微生物生长更适合在生物炭

的孔隙结构中生长，当生物炭的孔径大于微生物时，

微生物便有可能进入生物炭孔隙并利用其中的养分。

Samonin等[14]更明确指出，不动杆菌能够进入孔径大
小为 2~4 滋m的孔隙中生长代谢。

如图 3所示，第 8 h，游离菌降解率为 12%，固定
化降解菌的降解率仅 7.5%。这可能是由于开始阶段，
固定化降解菌与阿特拉津的接触面积比游离菌小。但

第 32 h时，固定化降解菌的降解率为 68%，比游离菌
的降解率高 20%，且之后均高于游离态降解率，如第
40 h时，固定化菌剂阿特拉津降解率达 94%，游离菌

仅 70%，说明后期固定化菌剂比游离菌更高效。这与
固定化菌和游离态菌的生长曲线（图 2）保持一致。
Chen等[15]也有类似报道，他们认为生物炭固定菌剂可
以提高土壤中多环芳烃的生物降解效率。然而，也有

很多研究发现，生物炭吸附有机污染物会降低污染物

的生物可利用性，降低降解菌的降解效率[16-18]。产生不
同结果的原因可能与菌株的种类以及生物炭与污染

物的相互作用有关。

2.3 固定化降解菌生长条件
图 4是 pH对固定化降解菌降解率的影响（游离

菌作对照），可以看出，生物炭固定化降解菌比游离菌

能更好地抵抗 pH的变化。固定化微生物和游离菌的
最适 pH均为 7~8，但在最适 pH的条件下，生物炭固
定化降解菌的降解率比游离菌高。pH=5时固定化降
解菌和游离菌的降解率分别为 34%和 42%，pH=10
时固定化降解菌和游离菌的降解率分别为 23%和
35%，即强酸强碱条件下，固定化降解菌的降解率均
高于游离菌，表明固定化菌更能适应自然环境。阿特

拉津本身是弱碱性，DNS32将阿特拉津降解成无毒的

图 1 生物炭的扫描电镜图
Figure 1 SEM of biochars

图 2 固定化降解菌株生长曲线
Figure 2 Effects of biochar on the growth curve of DNS32

图 3 固定化菌剂和游离菌的降解率
Figure 3 Degradation rate of immobilized bacteria and free bacteria
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氢氰酸[2]，随着阿特拉津降解，培养液自身的 pH会下
降。所以偏碱条件利于偏酸条件。

图 5为温度对固定化和游离态降解菌降解率的
影响。可以看出，固定化微生物对温度的敏感性比游

离菌小，其最适温度均为 25~30 益。在最适温度下，固
定化降解菌的降解率与游离菌几乎相等。温度为 10
益和 20 益时，固定化降解菌的降解率分别比游离菌
高出 14%和 17%，说明固定化降解菌更耐低温；温度
为 40 益时，两种菌剂降解率仅相差 7%，说明高温条
件下，固定化菌剂的耐性没有低温高，可能与酶的活

性有关。

2.4 固定化降解菌修复水中阿特拉津的效果
在为期 30 d修复模拟阿特拉津污染水的试验中，

生物炭固定化降解菌表现出高效且持久的修复效果

（图 6）。在第 7 d第一次将阿特拉津降解到 1%时，立刻
加入 100 mg·L-1的阿特拉津；到第 15 d第二次将阿特
拉津降解到仅剩 3%，再加入 100 mg·L-1的阿特拉津。
虽然在 15 d之后的降解率小于 15 d之前，但第 30 d时
固定化降解菌仍然具有活性。这说明固定化微生物不

仅可以高效降解阿特拉津，还可以持久发挥作用。

3 结论

（员）玉米秸秆生物炭固定化 DNS32具有较高的
降解阿特拉津的能力。该固定化菌剂可在 40 h内将
无机盐培养液中浓度为 100 mg·L-1的阿特拉津降解
掉 98%，比游离菌高 28%；对 pH和温度的敏感性比
游离菌小。这表明该固定化菌剂比游离菌更适用于阿

特拉津污染环境的治理。

（圆）生物炭固定化降解菌具有高效且持久的阿特
拉津降解效果。在第 30 d时固定化降解菌仍然具有
活性，表明生物炭是良好的固定化载体，其固定化降

解菌可能在实际应用中发挥很好的作用。
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