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摘 要:石油开采、储存和运输过程中的溢油和泄漏等问题,已严重威胁到环境生态和人类健康.基于固态发酵技

术,利用黑曲霉改性玉米秸秆制备出可生物降解的溢油吸附剂,可为开发生物改性溢油吸附材料提供新思路.利用

多种表征技术对改性前后秸秆的组分、结构进行了分析,同时检测了秸秆的吸油性能,研究结果表明,35℃下黑曲

霉作用玉米秸秆9d,改性材料对原油的吸附量可达14.28g/g,高于原玉米秸秆的吸油量(4.89g/g).秸秆吸油能力

和其投加量呈负相关性,10min即达到吸附平衡.因此,利用固态发酵技术改性的玉米秸秆是一种高效和环境友好

型的溢油清除材料.
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在农业生产过程中会产生数量众多的植物性生物质废弃物,对于这些生物质废弃物的处置通常采用丢

弃或焚烧的方法,而在这些处置过程中会对环境造成严重的二次污染[1-3].由于该资源的丰富性和可再生

性,许多研究侧重于开发这些生物质废弃物使其获得可观的附加值,在这些增值应用中,研制生物质吸附剂

是环境保护领域重要的途径之一.这些生物质废弃物主要由纤维素、半纤维素和木质素组成,对废水中的重

金属离子、染料和有机污染物具有较高吸附能力.将生物质废弃物制备成吸附剂不仅提供了低成本的吸附

剂,而且还解决了环境中废弃物的处置问题[4].
根据美国航空航天局的报告,每年有多达7000万加仑(约2.65×108L)的石油通过多种途径进入海洋,

石油泄漏是其中一个主要的来源[5].石油泄漏进入水体后经历复杂的风化过程,包括扩散、蒸发、乳化、分散

和光催化氧化等,这给清理溢油带来困难.因此,需要采取更有效和最快速的清除技术,以尽量减少溢油引起

的危害.在众多清理溢油技术中,生物吸附剂的使用是一种既环保又高效的方式,吸引了越来越多学者的研

究兴趣[6-7].由于甘蔗渣[8]、稻壳[9]和秸秆[10]等原始农业废弃物的吸附能力较弱(只有2~6g油/g吸附剂),并且

它们显示出强的亲水性,这意味着材料在吸油的同时也吸附大量水,因此这些材料需要通过各种方法来处理

以增强其吸附油能力和疏水性.研究表明,使用碳化[11]、乙酰化[12]、脂肪酸接枝[13]、表面活性剂改性[14]和自

水解[15]等技术能显著提高材料对油的吸附能力.
玉米是世界主要经济作物之一,生产过程中产生大量的玉米芯、玉米叶和玉米秸秆等副产品[16].玉米秸

秆作为吸油剂在回收溢油中的应用近来受到关注[17-18].考虑到原料玉米秸秆的油吸附能力较低,应采取一

些改良方法以生产高效吸油剂.生物技术的应用,不仅能减少化学品的使用,还能降低能耗(生物反应一般比
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较温和),获得高效的改性效果.固态发酵技术是真菌利用生物质底物作为碳源进行发酵的一个微生物技术,
在真菌固态发酵过程中,会分泌高活性的生物酶,作用于生物质底物,同时真菌的丝状菌丝也能协助生物酶,
使生物质底物发生部分或者全部水解解聚.固态发酵技术具有经济实用、工艺简单、低投资、低能耗和不易发

生大面积污染等优点.本文采用黑曲霉固态发酵改性玉米秸秆,研究发酵过程纤维素酶的活性变化对改性玉

米秸秆的影响,并探讨其与吸油能力的关联.

1 实验材料与方法

1.1 材 料

供试原材料取自广州市大学城穂石村的玉米秸秆,水清洗风干后,用小型植物粉碎机破碎,筛分20~
40目材料以备后续试验.供试黑曲霉(Aspergillusniger)为华南理工大学生物工程实验室保藏菌株,于4℃
下低温保存在土豆斜面培养基上.本实验所采用的原油来自广州石化集团,在实验前,将原油置于通风橱内

挥发48h以备后续试验(供试原油性质:黏度0.028Pa·s-1,密度0.852g·cm-3).
1.2 方 法

1.2.1 黑曲霉改性玉米秸秆条件优化(正交设计)
为了摸索黑曲霉对玉米秸秆改性的最优条件,通过前期试验,确定温度、接种量、反应时间和固液比为考

察的环境因子.其中,温度影响生物大分子的活性和微生物细胞膜的流动性,从而影响菌体生长和产物合成

等生物的生命活动;接种量影响种群的数量,从而影响营养物质的利用、菌体自身生长和二级代谢;反应时间

影响其作用的时长,含水率影响菌体代谢所必须用的水量和培养基的透气性.为此,设计L25(56)4因素5水

平的正交实验,初步考察温度、接种量、反应时间和含水率对溢油吸附剂吸油量和对固态发酵所产酶活的影

响.每组设置两个平行样.正交实验因素设置如表1所示.
表1 正交实验的因素设置表

水平
试验因素

t/℃ 接种量/% 反应时间/d 固液比a/(g·mL-1)

1 25 2 3 1∶0.8

2 30 4 6 1∶1

3 35 6 9 1∶2

4 40 8 12 1∶3

5 45 10 15 1∶4

  a固液比:固态发酵中一般用固体废弃物的质量(g)与营养液或者蒸

馏水体积(mL)之比控制微生物生长环境润湿度.

1.2.2 粗酶液的提取

将1g发酵后的玉米秸秆置于离心管中,
在4℃下用10mL蒸馏水浸提1h.冷冻离心

15min,用0.45μm微孔滤膜过滤上清液,获
得的即为粗酶液,以备纤维素酶和半纤维素

酶酶活测定用.
1.2.3 纤维素酶活的测定

在发酵改性过程中,主要测定FPA(滤纸

酶活)、CMC(纤维素内切酶)和CB(纤维素外

切酶活).测定方法详见文献[19].
1.2.4 溢油吸附剂的表征

  利用全自动快速比表面积分析仪(美国麦克仪器公司,ASPS2020),根据BET方程测定计算固态发酵前

后玉米秸秆的比表面积变化;扫描电镜(SEM 日本日立公司S-3700N)观测改性前后材料的内部结构变化;

X-射线衍射仪(日本理学公司,D/max-IIIA),在2θ为10°~40°区间内对改性前后玉米秸秆进行扫描(扫描

速度为3°/min),玉米秸秆中结晶区所占百分比用ICr表示:ICr=
(I002-Iam)

I002 ×100%,式中,ICr是结晶度指

数,Iam为纤维素非结晶区衍射峰的强度(在18.7°处);I002即为纤维素002结晶区衍射峰的强度(22.5°处).
为了考察黑曲霉作用前后,玉米秸秆3大组分的变化情况,用VanSoest法分析秸秆纤维素、半纤维素

和木质素含量[20].玉米秸秆首先用中性洗涤液加热微沸约60min,过滤取滤渣用酸性洗涤剂加热微沸约

60min,获得的干物质质量差即为半纤维素含量,将滤渣继续用质量分数为72%的硫酸洗涤,质量差即为纤

维素含量,剩余物质即为木质素.
1.2.5 吸油量的测定

测定方法如下[10,21]:称量吸油剂、表面皿及200目吸油网的质量,分别记为m材料、m1 和m2.室温下,将
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吸油剂(玉米秸秆)置于吸油网上,并没入含原油的水体中,将吸油装置在60~70r·min-1的摇床中振荡1
h,取出,沥干10min后,置于表面皿中称量,质量记为m3.利用(1)式计算单位质量秸秆的吸油量q:

q=
m3-m1-m2-m材料

m材料
. (1)

2 结果与讨论

2.1 黑曲霉对玉米秸秆改性最佳条件研究

黑曲霉对玉米秸秆改性是为了制备出高效的吸油剂,因此本次正交实验以吸油量(g/g吸油剂)作为衡量最

佳改性条件的参数指标.正交实验结果见表2.
环境因子如改性时间、改性温度、真菌投加量和固液比等会影响黑曲霉的生长及纤维素酶活性,从而影

响对玉米秸秆吸油能力的改性效果.通过正交实验的极差分析,可以得出4个因素影响力的顺序依次为:改
性时间>改性温度>固液比>真菌投加量.
2.1.1 温度的影响

从表2环境影响因子温度对改性玉米秸秆的吸油量影响可以看出,随着黑曲霉改性温度由25℃升高至

35℃时,改性玉米秸秆的吸油量稍有下降但并不显著,25℃时,最大吸油量为12.60g/g,相较于未改性的玉

米秸秆的吸油量4.89g/g,增加了157.7%.随着温度继续上升,改性效果明显下降.
2.1.2 接种量和固液比的影响

从表2可以看出,随着黑曲霉接种量的增加,秸秆吸油量缓慢下降,但是该因子对玉米秸秆吸油能力的

影响较小.随着固液比的增加,秸秆吸油量呈上升趋势,固液比为1∶4时,玉米秸秆吸油量为最大12.56g/g,
相较于未改性的玉米秸秆,吸油量增加了156.9%.
2.1.3 时间的影响

表2中的正交实验数据表明,随着真菌改性时间的延长,玉米秸秆吸油量递增,而后基本达到稳定.在
12d时吸油量达到最大值12.90g/g,相较于未改性的玉米秸秆,吸油量增加了163.8%.

根据正交试验结果获得的最佳改性条件为温度25℃、真菌投加量为2%、改性时间12d和固液比1∶4.
由于改性时间对秸秆吸油性能影响显著,在随后的试验中,根据正交实验分析,黑曲霉在25℃和35℃改性

效果差不多,而黑曲霉产纤维素酶活性最佳为35℃左右,因此,选择温度为35℃、真菌投加量为2%和固液

比为1∶4时,考察单因素-时间对玉米秸秆吸油量的影响.从图1可知,黑曲霉改性9d,玉米秸秆的吸油量

已达最大,为14.28g/g,继续延长黑曲霉改性玉米秸秆的时间,吸油量反而有所下降,但均维持在13g/g左

右.用黑曲霉固态发酵玉米秸秆后制备的吸油剂与天然玉米秸秆相比,吸油量增加了2.8倍.
2.2 纤维素酶活分析

固态发酵技术对秸秆底物起作用的主要是微生物分泌的酶,在黑曲霉改性过程中,主要由纤维素混合酶

系发挥作用,包括FPA酶活、CMC酶活和CB酶活,从图2的3种酶活性可以看出,FPA酶活大于CMC酶

活,前两者活性均明显大于CB酶活.FPA酶活反应的是纤维素混合酶的总活性,CMC酶的活性趋势基本与

它一致,只是在改性后期,略高于FPA酶活,这可能是基质传递不均匀及作用底物阻力造成.在改性的前9d
里,纤维素酶活随着时间的延长而逐步上升,可以推断玉米秸秆纤维素在此时期的水解解聚速度在增加,同
时黑曲霉形成发达的菌丝体,延伸入秸秆内部,有一定的疏松作用,在酶水解和菌丝解聚双层作用下,使得秸

秆内部出现更多的空间可以容纳油分子,这就是玉米秸秆在改性第9d拥有最大吸油量的原因.随后,3种纤

维素酶酶活继续升高,但是玉米秸秆的吸油量反而有所下降,这可能是由于在高活性纤维素酶作用下,秸秆

内形成的孔隙增大,不利于油分子的吸附[10,22].
2.3 溢油吸附剂的表征

图3为玉米秸秆原材料(CS)和黑曲霉改性9d的玉米秸秆(MCS)的扫描电镜(SEM)图,图中显示了秸

秆内部的微观结构变化.CS表面致密,观察不到孔隙,而 MCS表面出现丝状凹槽,同时内部层片状结构被撑

开,出现孔状结构,表3也能证明改性后,玉米秸秆呈现更大的比表面积,结合图4X射线衍射(XRD)谱图计

算,可以得出材料的结晶区也稍有减小,这样能够提供更大的空间容纳原油分子,所以 MCS相较于CS吸油
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量增大.分析改性前后玉米秸秆的组成成分变化,纤维素含量显著降低,木质素相对含量有所上升(结果见表

4),由于纤维素和半纤维素都是亲水性的,而木质素是疏水性化学物,所以黑曲霉改性后,玉米秸秆的疏水性

增加,这样有利于水中溢油的吸附,进一步说明 MCS相较于CS吸油量增大的原因.
表2 正交实验结果分析表

试验号 t/℃ 接种量/%
反应

时间/d

固液比/

(g·mL-1)

吸油量/

(g·g-1)

1 25 2 3 1∶1 11.88

2 25 4 6 1∶2 10.90

3 25 6 9 1∶3 11.71

4 25 8 12 1∶4 14.69

5 25 10 15 1∶5 13.81

6 30 2 6 1∶3 10.80

7 30 4 9 1∶4 13.06

8 30 6 12 1∶5 12.28

9 30 8 15 1∶1 12.98

10 30 10 3 1∶2 11.13

11 35 2 9 1∶5 12.89

12 35 4 12 1∶1 12.95

13 35 6 15 1∶2 12.28

14 35 8 3 1∶3 13.63

15 35 10 6 1∶4 10.21

16 40 2 8 1∶2 12.24

试验号 t/℃ 接种量/%
反应

时间/d

固液比/

(g·mL-1)

吸油量/

(g·g-1)

17 40 4 10 1∶3 11.63

18 40 6 2 1∶4 11.38

19 40 8 4 1∶5 10.68

20 40 10 6 1∶1 9.94

21 45 2 10 1∶4 13.48

22 45 4 2 1∶5 11.38

23 45 6 4 1∶1 10.65

24 45 8 6 1∶2 9.25

25 45 10 8 1∶3 12.35

k1 12.60 12.26 11.88 11.68 ———

k2 12.05 11.98 10.65 11.16 ———

k3 12.40 11.66 11.37 12.02 ———

k4 11.17 11.54 12.90 12.56 ———

k5 11.42 11.49 12.83 12.21 ———

极差 1.427 0.767 2.252 1.406 ———

   注:ki 表示对应列第i水平指标均值.

表3 CS和 MCS特性

组分 比表面积/(m2·g-1) ICr/%

CS 2.31 46.8

MCS 5.87 45.7

表4 CS和 MCS组成成分(质量分数)

组分 纤维素/% 半纤维素/% 木质素/%

RCS 46.31 26.21 13.92

MCS 40.69 25.18 15.12

XRD、BET和SEM等表征手段结合黑曲霉分泌的纤维素酶系活性的分析,为黑曲霉改性提供了理论支

持.黑曲霉固态发酵玉米秸秆制备溢油吸附剂原理为:利用黑曲霉分泌的高活性纤维素混合酶以及发达的真

菌菌丝,使玉米秸秆木质纤维素体系解聚,并部分水解,在这双重作用下,秸秆内部出现空洞,内部比表面积

增加,这样为原油分子提供更多的吸附位点和容纳空间(如图5所示).
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2.4 吸油特性分析

2.4.1 投加量对吸油特性的影响

将0.1、0.2、0.3、0.4和0.5g的 MCS分别投入装有20g原油和150mL蒸馏水的烧杯中,震荡吸附1h
(转速为70~80r·min-1),测定材料吸油量.从图6可以看到,CS和 MCS的吸油能力与吸附剂投加量呈负

相关性,即随着吸附剂投加量的增加,单位质量CS和 MCS的吸油量反而减少.这可能是因为投加的吸油剂

越多,越容易引起团聚现象,使得吸油材料紧密粘附在一起,造成材料表面的吸附位点阻塞,不利于油分子吸

附扩散,成而使得材料的吸附位点过剩[10,23].
2.4.2 吸附时间对吸油特性的影响

将0.1g的 MCS投入装有20g原油和150mL蒸馏水的烧杯中,震荡(转速为70~80r·min-1),分别

在吸附时间为1、3、5、10、20、30、40、50和60min取出 MCS测定材料吸油量.从图7可以看到,MCS的初始

吸附速率非常快,在1min内吸油量能达到最大吸油量的90%,随后,吸油量缓慢增加,20min后吸油量基

本维持稳定.未经过改性的玉米秸秆,吸油起始速率较慢,10min后达到最大值,随后吸油量随着时间延长而

下降,说明材料的保油性较差.经过比较CS和 MCS的吸油特性随时间变化,可以得出,经过黑曲霉改性的

玉米秸秆不仅吸油量显著增加,而且提升了材料的保油性.

3 结 论

通过正交试验,以玉米秸秆为原材料,利用黑曲霉固态发酵技术改性制得了高效的吸油剂 MCS,确定了

最佳改性条件.MCS的最大吸油量为14.28g/g,与未改性玉米秸秆相比,吸油量增加了2.8倍.并通过SEM、

BET和XRD表征手段证明,黑曲霉改性后,MCS表面出现丝状凹槽,同时内部层片状结构被撑开,出现孔

状结构,结晶度下降,比表面积增多,这样能为油分子的吸附提供更多的位点和空间.综上所述,利用真菌固

态发酵技术制备出的吸油剂 MCS具备良好的溢油吸附性能,并且原材料来源广泛,制备过程化学试剂用量

小、无二次污染,是制备吸油剂的一条绿色途径.
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Studyonpreparationofoilsorbentbysolid-statefermentation

PengDan1,ZhengLiuchun2,LiJinghua3

(1.SchoolofTraffic&Environment,ShenzhenInstituteofInformationTechnology,Shenzhen518172,China;

2.SchoolofChemistryandEnvironment,SouthChinaNormalUniversity,Guangzhou510006,China;

3.SchoolofEnvironment,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Alargevolumeofpetroleumhydrocarbonscomingfromavarietyofsources,humanactivitiesintheoilexplo-
ration,production,transportationandstorageofpetroleum,hasbeenemittedintotheenvironmentandthreatensthehealthof
humans.Abiodegradableoil-sorbentfromcornstalkwaspreparedbasedonthetechnologyofsolid-statefermentationwithAs-

pergillusniger,thatwouldprovideanewthoughtforemployingawiderrangeofbiomaterialstoadsorboilfromcontaminated
environment.Resultsshowedthatthemaximumsorptioncapacityofcrudeoilbymodifiedcornstalkwasupto14.28g/g,after
thecornstalkwastreatedbyAspergillusnigerat35℃,whilethatbytheoriginalcornstalkwas4.89g/g.Measurementoffi-
bercomponentswasemployedandthestructurechangesofmodifiedcornstalkwereanalyzed.Meanwhile,sorptionperform-
anceofmodifiedcornstalkwastested.Resultsshowedthatanegativecorrelationbetweenoilabsorptioncapacityanddosages
ofmaterial,anditcouldreachtheabsorptionequilibriumabouttenminutes.Therefore,cornstalkmodifiedbytechnologyof
solid-statefermentationisanefficientandenvironment-friendlysorbentforremovalofspilledoil.

Keywords:cornstalk;oilspill;adsorption;solidstatefermentation;modification
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