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	6.2.3　 对于混合降解菌筛选，可采用多个单一降解菌经复配实验，获得最优菌群组成和菌株配比。可参照6.2.2 的方法从受有机污染的场地土壤中通过富集获得。

	6.3　 微生物菌剂鉴定及保藏
	6.3.1　 微生物菌剂宜通过形态学（包括菌落形态、菌丝形态、芽胞形态等特征）、生理生化（包括糖发酵试验、氧化发酵试验、酶活性测定等）以及分子生物学（包括包括16S rRNA基因测序以及DNA指纹图谱分析等）等测定方法来确定其分类。
	6.3.2　 微生物菌剂的保藏应根据菌剂特性选择适当的保藏方法和条件，如低温，干燥以及缺氧等。

	6.4　 微生物菌剂产品要求

	7　 微生物菌剂应用设计
	7.1　 微生物菌剂扩培与制备
	7.1.1　 菌剂接种量应根据菌种特性确定，扩培过程中每次放大比例宜为已有菌液量的10 倍～20 倍，扩培倍数过低，不能满足生产需求，扩培倍数过高，可能导致菌株老化，影响产品质量。若修复过程需要菌剂量较大，可进行多次放大培养。
	7.1.2　 菌剂的放大培养所需培养基应根据菌剂的生理特性，选择适宜的营养成分和配方（包括碳源，氮源以及维生素等），同时需保证培养基营养丰富和均衡、物理性质稳定。
	7.1.3　 菌剂扩培所需温度、湿度、pH值、溶氧量等环境因素可通过小试实验确定，菌剂扩培过程中应通过实时监测和调控，保持适宜的培养条件，促进菌株的生长。
	7.1.4　 菌剂的制备过程中可采用溶解性弱酸、弱碱调节pH，控制pH值稳定在6～9范围内，同时需根据修复要求和菌种特性，选择适宜的制备方法和工艺流程。
	7.1.5　 菌剂扩培后微生物浓度应达到109 CFU/L以上，生长周期控制在5～10天，同时应保证修复菌种为优势菌，同时根据需要添加适量的添加剂和保护剂，提高菌剂的性能和使用效果。
	7.1.6　 液体微生物菌剂也可通过负载到固体载体上制备成固体菌剂。载体应选择具有良好物理化学稳定性、孔隙率高、比表面积大、生物相容性好且价格低廉的载体。常用的载体材料包括生物炭、花生壳、玉米芯、海藻酸钠、卡拉胶、壳聚糖等。
	7.1.7　 将液体微生物菌剂固定在载体上时，菌剂接种量、培养条件、营养条件可参照7.1.3的方法确定，固体菌剂上微生物负载量应不低于109 CFU/kg。

	7.2　 辅助药剂选择与投加
	7.2.1　 营养物药剂选择与投加
	7.2.1.1　 应根据污染土壤中成分组成，选择添加营养物药剂，营养物药剂包括氮、磷和其他细胞生长所必需的营养物质，宜将修复土壤的C:N:P摩尔比控制在100:10:1～100:5:1范围内。
	7.2.1.2　 营养物药剂可在修复开始时和修复过程中根据需要适时添加。
	7.2.1.3　 添加方式可采用直接添加法（修复开始时直接添加营养药剂）、循环添加法（修复周期内周期性的添加一定量的营养药剂）以及控制释放法（通过控制营养药剂的释放速率，使其在一定时间内缓慢释放）等。
	7.2.1.4　 营养物药剂投加所采用的设备包括注射泵，管道输送系统，喷雾器或喷雾装置以及滴灌系统等。

	7.2.2　 表面活性剂选择与投加
	7.2.2.1　 表面活性剂选择可通过小试和中试实验，确定最优使用的表面活性剂的类型
	7.2.2.2　 在同等促进效果条件下，应优先选择生物合成表面活性剂，添加量推荐为0.1%-1%。
	7.2.2.3　 投加方式可选用7.2.1的直接添加法和循环添加法，投加设备与7.2.1相同。

	7.2.3　 电子受体和共代谢药剂选择
	7.2.3.1　 对于浅层土壤的污染物降解，可通过平整，翻刨以及犁作等方式促进生物修复；对于深层土壤的污染物降解，当其缺乏电子受体时，可通过添加氧气或硝酸盐等促进生物修复，其中氧气可通过自然通风（适用于土壤孔隙度较高、渗透性较好的情况），人工钻井的方式向土壤注入空气。
	7.2.3.2　 对石油烃/芳烃污染土壤进行生物修复，当石油烃/芳烃浓度过高且降解菌含量较低导致降解速率缓慢时，可加入表2中相应的小分子酸、小分子醇、小分子糖以及特定氨基酸等作为共代谢基质，共代谢基质加入的量根据土壤的污染状况可通过小试和中试实验确定。


	7.3　 微生物菌剂应用工程参数设计
	7.3.1　 微生物菌剂应用应收集土壤孔隙度、湿度、渗透系数、有机质含量、电子受体/供体含量和土著微生物群落组成等相关信息和资料，需要收集的设计资料参见附录A.1。
	7.3.2　 工程施用前可参照HJ25.4选择原位或异位修复模式。在使用微生物菌剂进行原位修复时，建议场地土壤条件满足渗透系数>6.0×10-4 cm/s、石油烃浓度<5%；石油烃浓度>5%时建议采用异位修复。对应原位或异位修复菌剂可有效降解目标污染物时的营养条件和环境理化条件即为工程施用时应满足的基本参数。
	7.3.3　 现场进行小试模拟或中试试验，在加入菌剂后，可考虑补充生物菌剂投加和营养物投加，定期对主要目标污染物的降解效率进行监测，取降解效率最好的实验组菌剂及辅助药剂配置，作为工程施用时的目标参数。
	7.3.4　 菌剂原位应用可通过设定不同梯度值或不同种类进行单因素试验，取污染物有效降解的实验组确定土壤修复区域应满足的温度、pH、盐度、氮源、磷源等参数。
	7.3.5　 菌剂异位应用可通过正交或单因素试验确定修复装置应满足的温度、菌剂浓度、含水率、有机质含量、通风频率等参数。
	7.3.6　 由多种降解菌或以结合其它本土功能菌株（土壤改良菌、产表面活性剂菌）的形式应用于污染土壤，根据配伍菌群的污染物降解率调整营养物投加配比和环境条件参数。


	8　 微生物菌剂工程施用
	8.1　 一般规定
	8.1.1　 在适宜微生物生长和有效降解污染物的工程参数条件下，菌剂培养液与水按照质量比1：50配置菌剂溶液并添加辅助药剂。
	8.1.2　 若有机污染浓度超过一个月保持不变且未有修复效果，则需对其进行进一步投加营养物质或外源菌剂进行驯化（按照碳氮磷100:10:1少量多次投加），直至生物修复终止。
	8.1.3　 施用方式的选择应根据修复土壤有机污染浓度和空间分布等信息确定，可选择浅层搅拌、原位注入、异位修复等修复方式。

	8.2　 菌剂修复原位应用
	8.2.1　 浅层搅拌修复
	8.2.1.1　 浅层搅拌修复可采用表面喷淋法进行菌剂施用投加。修复前需进行土壤预处理，对修复区土壤进行人工或机械混匀，尽可能打碎其中的土块，去除大石块。
	8.2.1.2　 表面喷淋法投加应将菌剂用喷雾器均匀地接入修复区土壤中，根据原土中营养成分和培养基成分比例，调节场地中营养元素。可利用场地地下水调节土壤含水率在20%左右。单位面积的喷淋量根据菌剂的渗入情况确定，保证土壤表面无大面积积水或菌液外流。
	8.2.1.3　 喷洒后修复土壤中有效活菌数应不低于107 CFU/kg，此时可根据修复效果只添加外源营养物质；若有效活菌数低于107 CFU/kg，应同时添加营养物质与外源降解微生物，有效活菌数的监测频率不低于每周一次。
	8.2.1.4　 修复过程中保持土壤相对湿度为40%～60%，定期对土壤进行搅拌、喷施营养剂。

	8.2.2　 原位注入修复
	8.2.2.1　 原位注入修复可采用注入井泵送法进行菌剂施用投加。
	8.2.2.2　 可根据渗透系数、修复时间需求确定布设的注入井间距，同时应计算水泵参数。
	8.2.2.3　 应持续施用菌剂，保持土壤中有效活菌数，保证菌剂所处环境一直处于优势菌，直至修复达标，监测频率不低于每周一次。


	8.3　 菌剂修复异位应用
	8.3.1　 根据场地条件、修复工期、土壤污染特征等综合判断确定生物堆、生物泥浆反应或生物耕作等修复方式。
	8.3.2　 生物堆菌剂施用和修复过程应参照HJ 1283执行。
	8.3.3　 生物堆堆体可定期补水，堆体土壤中有效活菌数需控制不低于107 CFU/kg，每月监测1～2次堆体降解微生物数量，确保微生物群落稳定。
	8.3.4　 生物泥浆反应修复时，可直接向进药装置投加微生物菌剂及辅助药剂，在泥浆搅拌和堆置反应期间应监测反应温度、pH、含氧量、菌剂微生物密度等，确保菌剂处于有效反应环境。
	8.3.5　 生物耕作修复时，可通过工程机械将微生物菌剂和污染土壤拌匀，应定期进行翻抛。


	9　 监测与评估
	9.1　 工艺参数监测
	9.2　 环境监测及二次污染防治
	9.2.1　 微生物菌剂修复过程中环境管理与二次污染防治措施应参照HJ 25.4。
	9.2.2　 应对修复过程中的废水、废气排放口进行布点监测，监测布点和监测指标参照HJ 25.2执行。
	9.2.3　 在修复过程中，应定期采用便携式分析仪器设备监测分析修复区及场界周边空气中的挥发性有机物。

	9.3　 微生物菌剂效果评估
	9.3.1　 微生物菌剂施用过程中，应至少每周1次采集土壤样品，分析目标污染物浓度和次生代谢产物，评估污染物降解趋势和微生物菌剂修复效果。
	9.3.2　 微生物菌剂施用后，应对土壤理化性质（包括土壤质地、孔隙度、有机质含量、养分含量等）、土壤微生物群落的数量和多样性进行评估，具体参数见附录A.2。
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