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  PGPR直接施加到土壤中，菌株易受环境胁迫

引起部分菌体死亡，导致促进植物生长效果不佳。

为了提高PGPR在自然环境中的活力，可以采用固

定化微生物的方法。生物炭具有较好的内部孔隙、

大的比表面积和较强的吸附能力，被广泛用于食

品、医药、载体、半导体等领域。生物炭表面含有羧

基、羰基等官能团，可以与PGPR的细胞膜发生互作

效应为微生物的生长提供场所，同时生物炭含有的

氮、磷、钾等元素为微生物的生长补给营养，增强其

对环境胁迫的应对能力[1]。

  为了提高生物炭的负载能力，可以通过改性来

达到丰富生物炭表面官能团的目的。生物炭的改

性可以采用物理和化学方法，常用的化学改性技术

有酸改性、碱改性、等离子体改性等。吴月[2]通过改

性生物炭固定化Bacillus subtilis168微球对玉米赤

霉烯酮（Zearalenone，ZEN）进行体外脱毒，研究发现

在饲料中添加0.8g/kg改性生物炭Bacillus subti⁃
lis168微球对ZEN染毒小鼠的肝脏损伤和生殖系统

损伤具有缓解作用。王雨行[3]制备了Fe掺磁改性生

物炭并负载乙草胺降解菌（Catellibacterium caeni 
sp. nov DCA-1T），对土壤中铅、乙草胺的去除效果

较好。刘守新等[4]通过硝酸改性活性炭，然后氮气

中热处理，发现改性后增加了活性炭表面酸性官能

团数量，进而提高了活性炭的吸附能力。

  本实验采用乙酸对核桃壳生物炭进行改性，以

增加生物炭表面酸性官能团的含量，扩大和增加生

物炭表面孔隙结构，提高生物炭对PGPR的吸附量。

考察改性剂浓度、改性时间、改性温度的影响，确定

改性生物炭的最佳改性条件。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药品

  生物炭为核桃壳生物炭，蛋白胨、酵母浸粉购

自广东环凯微生物科技有限公司，其它试剂均为分

析纯。

1.1.2 培养基

  LB 培养基：酵母浸粉 5g，蛋白胨 10g，NaCl 
10g，蒸馏水1 000ml，121℃灭菌30min，冷却后备用。

PGPR为实验室保存的假单胞菌SCPG-7。
1.1.3 仪器

  UV-2100紫外可见分光光度计，优尼柯（上海）

仪器有限公司；5418R冷冻离心机，德国Eppendorf公
司；LRH-150恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限

公司；ZQZY-70BS恒温振荡，上海知楚仪器有限公
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司；MLS-3750高压灭菌锅，日本三洋公司；SW-CJ-
ZFD超净工作台，上海博讯实业有限公司；GZX-
9140MBE电热鼓风干燥箱，上海博讯实业有限公

司。

1.2 实验方法

1.2.1 核桃壳生物炭的预处理

  将核桃壳生物炭用去离子水冲洗数遍放入烧

杯，加入高纯水煮沸1.5h，然后放入高纯水中浸泡

2h，再用高纯水冲洗数遍，放入干燥箱中，105℃干

燥48h。即可得到备用生物炭。

1.2.2 核桃壳生物炭的改性

  分别取一定浓度乙酸作为改性剂，在一定温度

下改性核桃壳生物炭一定时间。用蒸馏水将生物

炭洗至中性，烘干后用作载体材料制备固定化微生

物。

1.2.3 改性生物炭固定微生物量的测定

  （1）假单胞菌SCPG-7菌株接种至LB培养基，在

37℃，120r/min过夜培养。

  （2）将10mL菌液加入盛有0.1g改性生物炭的

50mL离心管中，恒温150r/min保持10h后取出，静置

分层，弃去上层清液，然后加入适量生理盐水（不晃

动），4℃，1 000r/min下离心5min，弃去上层清液。重

复洗涤3次。

  （3）向上述离心管中加入2mL生理盐水，漩涡仪

将离心管中的液体剧烈振荡1min，然后4℃，1000r/
min下离心分离5min，取上层液体过滤，用生理盐水

定容至10mL，重复3次。

  （4）紫外分光光度计在600nm处测定其吸光度

A值。

2 结果与分析

2.1 生物炭的改性

2.1.1 酸浓度的影响

  使用乙酸为改性剂，30℃时，在1、4、8和12 
mol/L乙酸浓度下，对生物炭改性60min，考察改性剂

浓度对改性生物炭吸菌性能的影响。改性后生物

炭对微生物的吸附量用吸光度A表示，得到数据如

表1所示。

表1 乙酸浓度的影响

浓度mol/L
吸光度A

1
0.106

4
0.240

8
0.149

12
0.077

  由表1可知，随着酸浓度的增加，改性生物炭对

微生物的吸附量即吸光度A呈现先增大后减小的趋

势。乙酸摩尔浓度为4mol/L时，改性生物炭的对微

生物的吸附量达到最大值。

  利用酸改性生物炭，可以改变生物炭的表面结

构扩大孔隙，增加羧基、羟基的含量，去除表面灰质

并将生物炭表面的碱性官能团中和，因此，在改性

剂浓度适当范围内，随着浓度的增大，生物炭表面

的活性基团也会增加；与此同时，在制备固定化微

生物的过程中，带有羧基、羟基等反应性基团的大

孔生物炭会与微生物发生键合反应，提高改性生物

炭对微生物的吸附量并增加稳定性使其不易脱

落[5]，因此，随着改性剂浓度的增大，改性生物炭对

微生物的吸附量呈现出上升的趋势。随着浓度的

继续增大，高浓度的酸可能会对生物炭造成过度腐

蚀，使生物炭的原有组分被破坏，部分炭骨架被腐

蚀，使其孔隙结构不佳，阻碍了生物炭的吸附性能，

对吸附微生物造成了不利影响。所以，改性生物炭

对微生物的吸附量会出现下降的趋势。

  通过这组实验，发现了改性生物炭对微生物的

吸附量与改性剂浓度之间的变化关系，确定了最佳

的改性剂浓度，乙酸最佳的改性浓度为4mol/L。
2.1.2 改性时间的影响

  在30℃下，采用4mol/L乙酸对生物炭进行改性，

改性时间分别为30、60、90、150min，考察改性时间

对生物炭吸菌性能的影响。改性后生物炭对微生

物的吸附量用吸光度A表示，得到数据如表2所示。

表2 改性时间的影响

改性时间/min
吸光度A

30
0.203

60
0.161

90
0.141

150
0.117

  由表2可知，4mol/L乙酸在改性时间为30min时，

改性生物炭对微生物的吸附量达到最大值。

  普通生物炭反应活性不足，通过合适的方法改

变其性质可以使原有的结构发生变化，还可以引进

新的功能基团，以增强其反应活性。使用酸改性生

物炭，会中和生物炭表面的碱性官能团，生物炭的

表面总碱度就会降低，表面总酸度则会增加，因此，

在一定时间范围内，随着改性时间的延长，这种趋

势会不断的发展，对制备固定化微生物有利的表面

活性官能团会更多的暴露于生物炭表面，使生物炭
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更容易吸附微生物[6]，因此，随着改性时间的延长，

改性生物炭对微生物的吸附量呈现出上升的趋势；

随着改性时间的继续延长，生物炭长时间浸泡在酸

溶液中，可能会导致生物炭内部某些孔道被酸溶液

过度蚀刻，减小了微孔面积和容积，对吸附微生物

造成了不利影响。所以，改性生物炭对微生物的吸

附量会出现下降的趋势。

  通过这组实验，发现了改性生物炭对微生物的

吸附量与改性时间之间的变化关系，确定了最佳的

改性时间，4mol/L的乙酸最佳改性时间为30min。
2.1.3 改性温度的影响

  分别在30，50，70和100℃下，采用4mol/L的乙酸

改性30min，考察改性温度对改性生物炭吸菌性能

的影响。改性后生物炭对微生物的吸附量用吸光

度A表示，得到数据如表3所示。

表3 改性温度的影响

改性温度/oC
吸光度A

30
0.216

50
0.247

70
0.295

100
0.207

  由表3可知，在70℃下，4mol/L乙酸改性30min，
生物炭的对微生物的吸附量达到最大值。改性温

度会对改性生物炭造成一定的影响，当温度条件温

和时，有利于引进新的功能基团，且随着温度的升

高，生物炭表面活性基团的数量也会随之增加，所

以，高温有利于增加生物炭表面酸性官能团，在一

定温度范围内，随着改性温度的升高，改性生物炭

对微生物的吸附量呈现出上升的趋势；随着温度的

继续升高，会破坏生物炭的结构，导致可以吸附微

生物的活性基团流失，对吸附微生物造成了不利影

响。所以，改性生物炭对微生物的吸附量会出现下

降的趋势。

  通过这组实验，发现了改性生物炭对微生物的

吸附量与改性温度之间的变化关系，确定了最佳的

改性温度，乙酸最佳改性温度为70℃。

2.2 改性生物炭的电镜分析

  对未经改性剂处理的核桃壳生物炭、以4mol/L
的乙酸在70℃下改性30min生物炭进行电镜扫描分

析，探究改性生物炭的负载能力和物理结构的关

系，如图1（a）、（b）所示。

  图1可知，未经改性剂处理的核桃壳生物炭图1
（a）表面平整且致密，以4mol/L的乙酸在70℃下改性

（a）

（b）
图1 生物炭样品电镜照片

30min生物炭图1（b）表面粗糙，结构比较疏松，且较

改性前出现了发达的孔隙，孔隙为口大、底小，在孔

壁中分布有大量孔隙，这样的结构非常有利于微生

物的固定化，且能保证固定化微生物的稳定性，使

微生物不会轻易脱落。表明改性后的生物炭比改

性前的生物炭能够吸附更多的微生物。

3 结论

核桃壳生物炭的乙酸改性最佳条件为乙酸浓

度为4mol/L，在70℃下改性30min。乙酸改性生物炭

孔隙结构较发达，表面应该分布大量的酸性官能团

有利于吸附微生物，对假单胞菌SCPG-7的吸附量

最大。
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