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　　在我国居民生活与消费水平日益提高的背景
下，肉类、牛奶加工业及餐饮业快速发展，但这类产

业引发的环境问题不容忽视，油性废水排放是其中

较为突出的问题。油性废水的危害主要有直接排

放油性废水会引发油脂在水表面上形成一层膜，降

低水体的复氧能力及自净能力，危害水体生态环

境［１－２］；油性废水易产生刺激性味道，容易堵塞管

道［３］；传统活性污泥法处理含油废水效果差，主要

是由于污泥被油脂包裹，降低了传质效率，进而影

响对废水的处理效果［４－６］。目前，有效解决这一技

术性问题的有效途径是采用除油器将废水中的大

部分油脂分离出来，进行微生物处理。

微生物可将油脂作为碳源与能源物质，通过自

身的生长繁殖消除油脂污染，且利用微生物处理油

性废水具有操作简便、成本低和不产生二次污染等

优点［７］。相关研究表明，目前用来研究微生物处理

油性废水的菌株主要是铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、酵母菌和芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）［８－１０］。
目前，国内外多采用单一菌株研究微生物降解油性

废水的性能，而关于复合菌剂降解油性废水的研究

较少。相关研究表明，复合菌剂中的菌株之间具有

较好的协同作用，对成分复杂的油脂具有较强的降
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解能力［１１］。本研究以大豆油为唯一碳源，构建对油

脂具有较强降解能力的复合菌剂，并优化其降解条

件，皆在为复合菌剂在微生物处理油脂废水中的应

用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌种
试验用菌种为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、

地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、假丝酵母菌
（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、解朊假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ
ｆａｍａｔａ），保藏于华南农业大学资源环境学院。
１．２　培养基

ＬＢ液体培养基：酵母提取物５ｇ、蛋白胨１０ｇ、
氯化钠１０ｇ、ｐＨ值７．０、蒸馏水１０００ｍＬ，１２１℃下
温热灭菌２０ｍｉｎ。

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）液体培养基：马铃薯
２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、ｐＨ值自然、蒸馏水 １０００ｍＬ，
１２１℃下温热灭菌２０ｍｉｎ。

降解培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．２ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ、ＮａＣｌ２．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ、豆
油１．０ｍＬ、ｐＨ值７．０、蒸馏水１０００ｍＬ，１２１℃下温
热灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　种子液培养

分别挑取枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌，接种

到ＬＢ培养基中，分别挑取假丝酵母菌、解阮假丝酵
母菌，接种到ＰＤＡ培养基中，在温度为３０℃、转速
为１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养 ２４ｈ。培养２４ｈ后，各
发酵液中菌种数量均高于１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。
１．４　单一菌种油脂降解能力试验

分别将种子液以１％的接种量接种至降解培养
基中，以不加种子液的降解培养基作为空白对照，

在温度为３０℃、转速为１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养７２ｈ
后，测定油脂浓度并计算降解率。

１．５　复合菌剂的构建
用平板测定法测定上述 ４种菌株间的拮抗

作用［１２］。

１．６　优化复合菌剂降解油脂的条件
将“１．３”节中的４种种子液等比例混合制成复

合菌剂。按以下条件进行油脂降解性能优化试验：

将复合菌剂按 ０．５％、１．０％、３．０％、５．０％、７．０％的
接种量接种至降解培养基中，置于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
摇床中培养 ７２ｈ后，测定油脂浓度并计算降解率；
将复合菌剂以最佳接种量接种至初始 ｐＨ值分别为

５、６、７、８、９的降解培养基中，置于温度为 ３０℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养７２ｈ后，测定油脂浓度并计
算降解率；将复合菌剂以最佳接种量接种至降解培

养基中，分别置于温度为２０、２５、３０、３５、４０℃，转速
为１５０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养７２ｈ后，测定油脂浓度并
计算降解率；将复合菌剂以最佳接种量接种至具有

最佳初始ｐＨ值的降解培养基中，分别添加０．０１％、
０．０５％、０．１０％、０．１５％、０．２０％大豆油作为唯一碳
源，在最佳培养温度下１５０ｒ／ｍｉｎ培养７２ｈ后，测定
油脂浓度并计算降解率。

１．７　测定方法
采用紫外分光光度法［１３］测定油脂含量，并计算

油脂降解率。以大豆油为溶质，经纯化的石油醚为

溶剂，准确地配制浓度依次为０、０．２、０．４、０．６、０．８、
１．０μＬ／ｍＬ的系列标准样品，用紫外分光光度计，在
２２５ｎｍ处，依次测定上述系列标准样品的吸光度，
并绘制标准曲线。通过以下公式计算油脂降解率。

油脂降解率＝（Ｃ０－Ｃ）／Ｃ０×１００％。
式中：Ｃ０为培养基的原始含油量；Ｃ为油脂降解后
的培养基含油量。

１．８　数据分析
试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２０１０进行处理，采用 ＳＰＳＳ

１９．０进行 Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较分析，并采用 Ｏｒｉｇｉｎ
８０作图。

２　结果与分析

２．１　单一菌种油脂降解能力
分别将４个菌种的种子液接种至降解培养基中

培养７２ｈ，测定含油量，计算油脂降解率。大豆油标
准曲线见图１，回归方程为 ｙ＝０．４４２ｘ＋０．００６，ｒ２＝
０．９９９３。大豆油标准曲线的回归方程满足检测要
求，因此可定量测定废水中油脂的含量。不同菌种

间对大豆油的降解能力有差异（表 １）。与对照
（ＣＫ）相比，４个菌种的油脂降解率达到显著性差异
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表１　不同菌处理的油脂降解率比较

处理 油脂降解率（％）

ＣＫ ５．１２±１．０７ｄ

枯草芽孢杆菌 ７５．３４±１．５２ａ

地衣芽孢杆菌 ７９．１２±１．２１ａ

假丝酵母菌 ６３．４５±１．２６ｃ

解阮假丝酵母菌 ６９．７８±１．４２ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

水平，降解率均在６０％以上，表明４个菌种均对大
豆油具有降解能力。

２．２　复合菌剂的构建
拮抗试验结果（表２）表明，４个菌种间无明显

拮抗作用。在实际应用中，复合菌剂的抗干扰能力

较强，可以在环境中形成优势菌群，提高对油脂的

降解能力。因此本试验利用 ４个菌种构建复合
菌剂。

表２　菌种间的拮抗情况

菌种
拮抗圈直径

枯草芽孢杆菌 地衣芽孢杆菌 假丝酵母菌 解阮假丝酵母菌

枯草芽孢杆菌　 — — — —

地衣芽孢杆菌　 — — — —

假丝酵母菌　　 — — — —

解阮假丝酵母菌 — — — —

　　注：“—”表示菌种间未出现拮抗圈。

２．３　不同接种量对油脂降解的影响
合适的菌剂投加量，可在节省资源的同时，提

高对油脂的降解效率和降解能力。从图 ２可以看
出，在一定范围内接种量与油脂的降解率呈显著性

相关关系，表明油脂降能力与接种量有关。在

０５％接种量处理条件下，复合菌剂降解油脂的效率
比较缓慢，随着接种量的增加，油脂降解率显著增

加，但当接种量超过３％后，油脂降解率没有显著增
加。由此可见，最优接种量为３％，此时油脂降解率
为 ８１．９７％。

２．４　培养基初始ｐＨ值对油脂降解的影响
微生物的生长对环境的 ｐＨ值有一定的要求，

偏酸或偏碱都会对微生物的生长繁殖产生影响。

不同初始ｐＨ值对复合菌剂降解油脂的影响见图３，
可以看出，ｐＨ值变化对复合菌剂降解油脂的能力影
响较弱，在不同ｐＨ值条件下，复合菌剂的油脂降解

率均在８１％～８３％之间，且差异较小，表明复合菌
剂能耐受较大范围的 ｐＨ值变化，因此降解培养基
的初始ｐＨ值选择７．０。
２．５　温度对复合菌剂降解油脂的影响

温度是影响微生物生长繁殖的主要因素之一，

在合适的条件下，微生物生长繁殖的速度能够加

快。从图４可以看出，在不同温度条件下，复合菌剂
降解油脂的能力具有显著性差异。当温度为３０℃
时，复合菌剂降解油脂的能力最强，油脂降解率为

８２．５７％，表明该温度是复合菌剂生长繁殖的最适温
度，因此选择最适温度为３０℃。
２．６　初始含油量对复合菌剂降解油脂的影响

合适的碳氮比能加快微生物的生长，提高微生

物利用碳源的能力。从图５可以看出，当初始含油
量高于０．１０％时，油脂降解率出现下降的趋势，表
明初始含油量为 ０．１０％ 时，复合菌剂利用碳源的
能力最强，对应油脂降解率为９６．４３％，因此选择合
适初始含油量为０．１０％。

３　结论与讨论

本研究通过单一菌种的油脂降解与拮抗试验

成功构建出一种复合菌剂，并以大豆油为唯一碳源

进行单因素试验，试验结果表明，复合菌剂的最佳

降解油脂的最佳条件是：接种量为 ３％、温度为
３０℃、ｐＨ值为７．０、初始含油量为０．１０％，在此条
件下，油脂降解率为９６．４３％。

目前，对油性废水采用的处理方法主要有物理
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法、化学法、物理化学法和生物方法。微生物菌剂

处理是一种高效处理油性废水的工艺，通过直接向

油性废水中投加微生物来降解油脂。油性废水性

质复杂，水质变化较大，因此投加的菌剂需要有较

强的耐受能力。与单一菌剂相比，投加复合菌剂在

油性废水中具有更好的优势。复合菌剂能够提高

自身的竞争力，成为优势菌群，且可通过不同微生

物的协调作用，提高对油脂的降解能力［１４－１５］。但油

性废水理化性质复杂，不同环境条件可对复合菌剂

降解油脂的能力造成影响。

本研究构建的复合菌剂具有高效的油脂降解

能力，在最佳降解条件下培养７２ｈ后油脂降解率高
于９０％。不同单一菌种降解油脂的能力有较大区
别，游游等筛选得到的菌株，在一定条件下的油脂

降解率为８７．５５％［６］。张印等筛选得到的菌种，在

一定条件下对油脂的降解率仅为６８．２％［１６］。李文

君等筛选得到的菌株 ＪＺＺ２对不同类型的油脂表现
出不同的降解能力［１７］。在污水处理中投加单一菌

种具有较大的局限性，而投加复合菌剂在污水处理

中具有更好的处理效果。
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