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基于高含油废水降解的产脂肪酶菌株的

筛选及发酵工艺优化
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摘要：为了筛选高产脂肪酶菌株并探究其对高含油废水的降解能力，采用传统的微生物筛选法从餐

厨废水中分离筛选菌株，考察菌株对高含油废水（油脂含量２０ｇ／Ｌ）的油脂降解率和产脂肪酶酶
活，并对产脂肪酶酶活较高的菌株进行鉴定。采用单因素实验和响应面实验对鉴定菌株发酵产脂

肪酶的工艺条件进行优化。结果表明：从餐厨废水中筛选出３株细菌、２株酵母菌，其中２株细菌
可在高含油废水中快速生长代谢，油脂降解率和产脂肪酶酶活均较高，经鉴定１株为解淀粉芽孢杆
菌（Ｂｉ），１株为鲁氏不动杆菌（Ｂｕ）；Ｂｉ产脂肪酶最优发酵工艺条件为 ｐＨ６．６９、氯化钠含量３０１
ｇ／Ｌ、蛋白胨含量６．０１ｇ／Ｌ；Ｂｕ产脂肪酶最优发酵工艺条件为ｐＨ５．０７、氯化钠含量６．１０ｇ／Ｌ、蛋白
胨含量９．３８ｇ／Ｌ；在最优发酵工艺条件下，Ｂｉ和Ｂｕ产脂肪酶酶活分别为（２２２．８３±０．９１）Ｕ／ｍＬ和
（２３１．５０±２．２８）Ｕ／ｍＬ，优化后的Ｂｕ产脂肪酶酶活甚至高于初始脂肪酶酶活更高的Ｂｉ。综上，２株
细菌具有高含油废水降解能力，具备广阔的应用前景。
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　　随着我国经济水平的不断提高，餐饮业逐步扩
大，排放的餐饮废水也随之增多。餐饮废水是一种

量大而面广的污染源，若不经处理直接排放到环境

中不仅会污染水体，还易造成输送管道堵塞［１］。目

前用于含油废水处理的方法有物理法、化学法和生

物法，其中：物理法包括重力分离、膜过滤、树脂吸附

等方法，需要借助特殊设备分离油脂，存在油脂分离

效率低的问题；化学法包括过氧化氢氧化、溶剂萃取

等方法，需要化学试剂与污水中物质发生化学反应，

存在成本高、易对环境造成二次污染且反应产物难

以降解的问题［２－３］；而生物法处理含油废水具有操

作简便、成本低和不产生二次污染等优点。生物法

主要是通过微生物产生脂肪酶从而对油脂进行降

解，脂肪酶是一种特殊的甘油三酯水解酶，可使甘油

三酯水解为甘油二酯、单甘油酯、甘油和脂肪酸，并

且能催化水解、酯化和醇解反应。脂肪酶主要来源

于动物、植物和微生物等。其中，微生物来源的脂肪

酶具有能催化更多反应，产量高，遗传操作简便，更

稳定、安全、方便等优点；另外，原料微生物存在生长

速率快、不受季节影响、可全年供应等优点［４］。因

此，分离筛选出高脂肪酶酶活且性能稳定的微生物

对环境和食品工业等领域有重要应用意义。

产脂肪酶微生物包括细菌、酵母菌和霉菌［５］，

其中细菌有不动杆菌、芽孢杆菌、假单胞菌、微杆菌

等，酵母菌有解脂耶氏酵母、皱褶假丝酵母、毕赤酵

母、红酵母等，霉菌有根霉、曲霉、青霉等［６－１０］。然

而，微生物天然菌株往往降解油脂和产酶能力不强，

需通过进一步的手段对产脂肪酶菌株酶活进行优

化。响应面优化作为一种传统方法，在有效减少实

验次数的基础上，仍能对实验相关参数进行合理优

化并得到较好的优化结果［１１－１４］。景智波等［１１］采用

响应面法优化乳酸菌产脂肪酶酶活，在最佳发酵条

件下乳酸菌ＴＲ１－１－３的酶活为１０．９２Ｕ／ｍＬ，较优
化前有所提高；Ａｍｉｎ等［１２］利用响应面法提高青霉产

脂肪酶酶活，在优化的工艺条件下菌株产脂肪酶酶活

可达１０３８．８６Ｕ／ｇ，较优化前提高了２．０５倍。可见，
在传统优化方法下脂肪酶酶活有较大的提高。

虽然之前的研究中获得了产脂肪酶能力高的菌

株，且有微生物实现了工业化生产［５］，然而，之前的

研究主要是以低含油废水为底物，分离筛选出的油

脂降解菌也主要是针对低含油废水发挥效果，针对

高含油废水的高效降解菌种类较少，且适用性较差，

应用受限。另外，脂肪酶高产菌在实际环境中常常

因为适应性差、分散不足或存在抑制剂等情况导致

其效果大大减弱［１５］。因此，本研究将从自然环境中

分离筛选脂肪酶高产菌，综合考察菌株的油脂降解

率和脂肪酶活力，并利用单因素实验和响应面实验

对菌株的发酵产脂肪酶工艺条件进行优化，以期开

发出能有效降解高浓度油脂的产脂肪酶菌株，为高

含油废水的微生物降解提供潜力菌株。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　样品

质量分数１０％的污泥样品，由从贵州大学周边
餐馆厨房污水排放沟多个位置取的含油污水和污泥

混合制成。

１．１．２　主要试剂
牛肉膏、琼脂粉、酵母浸出粉，北京索莱宝科技

有限公司；蛋白胨、氯化钠、无水乙醇，成都科龙化工

试剂厂；对硝基苯酚、棕榈酸对硝基苯酯，上海易恩

化学技术有限公司。

１．１．３　培养基
改良 Ｒ２Ａ培养基［１６］：氯化铵 ０．８ｇ、硝酸钾

０５０５ｇ、酪蛋白水解物０．５ｇ、葡萄糖０．５ｇ、蛋白胨
０．５ｇ、丙酮酸钠０．５ｇ、可溶性蛋白０．５ｇ、酵母浸出粉
０．５ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．４ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．２５ｇ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
２０．０ｍｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１５．０ｍｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７．０
ｍｇ、ＭｎＣｌ２· ４Ｈ２Ｏ ５．０ｍｇ、Ｎａ２ＳＯ４ ５．０ｍｇ、
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．５ｍｇ、Ｈ３ＢＯ３０．５ｍｇ、ＮｉＳＯ４·６Ｈ２Ｏ
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０．５ｍｇ、ＺｎＣｌ２ ０．５ｍｇ、ＣｕＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．３ｍｇ、
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ１０．０μｇ、琼脂 １５～２０ｇ、蒸馏水
１０Ｌ，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，ｐＨ７．０±０．２；加入
１０％污泥样品浸出液（１ｇ污泥样品于１００ｍＬ带有
玻璃珠的无菌水中，摇床振荡４～５ｈ后用０．２μｍ
膜过滤除菌得到），混匀。

ＮＡ培养基：牛肉膏３ｇ、蛋白胨１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、
琼脂１５～２０ｇ、蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ７．０±０．２，１２１℃高
压灭菌１５ｍｉｎ。

ＹＰＤ培养基：葡萄糖２０ｇ、蛋白胨１０ｇ、酵母浸
粉５ｇ、琼脂１４ｇ、蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ６．０～６．６，１２１℃
高压灭菌１５ｍｉｎ。

ＮＡ／ＹＰＤ中性红培养基：于 ＮＡ／ＹＰＤ培养基中
加入１．６％中性红水溶液１ｍＬ、菜籽油１０ｍＬ。

三丁酸甘油酯培养基［１７］：于ＮＡ／ＹＰＤ培养基中
加入４０ｍＬ三丁酸甘油酯乳化液（三丁酸甘油酯与
２０ｇ／Ｌ的聚丙烯醇溶液体积比 １∶３）、１４ｇ琼脂，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

细菌产酶培养基［１７］：蛋白胨１０ｇ、酵母浸粉５
ｇ、氯化钠５ｇ、菜籽油乳化液（菜籽油与２０ｇ／Ｌ的聚
丙烯醇溶液体积比１∶３）４０ｍＬ、蒸馏水１．０Ｌ，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ。

真菌产酶培养基［１７］：蛋白胨１０ｇ、酵母浸粉５
ｇ、葡萄糖５ｇ、菜籽油乳化液４０ｍＬ、蒸馏水１．０Ｌ，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

降解培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ、
ＮＡＨ２ＰＯ４２．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、菜籽油２０ｇ、蒸馏水１．０
Ｌ，ｐＨ自然，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　实验方法
１．２．１　菌株的初筛

无菌条件下称取一定量污泥样品分别用无菌水

稀释至梯度１０－２、１０－５、１０－６、１０－７的稀释液。分别
吸取１００μＬ不同梯度的稀释液至改良 Ｒ２Ａ培养基
（加入中性红、菜籽油，添加量同中性红培养基，培

养细菌）、ＮＡ中性红培养基（培养细菌）、ＹＰＤ中性
红培养基（培养酵母菌）平板中进行涂布，将涂布后

的平板分别于恒温培养箱（细菌 ３７℃，酵母菌
３０℃）中培养一定时间（细菌１２ｈ，酵母菌４８ｈ）。
观察平板上菌落周围是否变红，以定性判断菌株是

否有产脂肪酶的能力，挑取不同形态的变红菌株于

对应平板划线纯化２～３次，纯化条件同前。
１．２．２　菌株的复筛

将纯化后的菌株接种于细菌或真菌产酶培养基

中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ获取上清液，用
打孔器在三丁酸甘油酯平板打３个大小均匀的孔，

注入５０μＬ上清液［１７］，于恒温培养箱中培养７２ｈ，
观察并用游标卡尺测量透明圈直径（菌落周围出现

透明圈表明具有胞外脂肪酶活性）及菌落直径，取

透明圈与菌落直径比值较大的菌株进行油脂降解率

和酶活测定。

１．２．３　菌株产脂肪酶发酵工艺
将复筛后的菌株活化后，按体积比的１０％接入

细菌／真菌产酶培养基中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
４８ｈ，在３３３０×ｇ下离心５ｍｉｎ，获得的发酵上清液
即为粗酶液。

１．２．４　油脂降解率测定
标准曲线的绘制：参照文献［１８］的方法，以稻

米油为溶质，将其用石油醚配制成质量浓度分别

为０．２、０．６、１．０、１．４、１．６ｍｇ／ｍＬ的溶液，在 ２３０
ｎｍ波长下测定不同质量浓度稻米油溶液的吸光
度，绘制稻米油溶液质量浓度（ｘ）与吸光度（ｙ）的关
系曲线，拟合得到的标准曲线方程为ｙ＝１．１１１ｘ＋
０．００５７４４，Ｒ２＝０．９９６４。

将复筛后的菌株经培养接种于液体培养基（细

菌，营养肉汤；酵母菌，ＹＰＤ）中摇床培养２４ｈ，得到
种子液，按接种量１０％（以培养基的体积计）接入降
解培养基中，在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下分别摇床培
养２４、４８、７２ｈ后，取上清液，分别加入石油醚萃取２
次，合并萃取液，用石油醚定容至２５ｍＬ，在２３０ｎｍ
波长下测定不同培养时间下的吸光度，代入标准曲

线方程中计算油脂质量浓度。根据式（１）计算油脂
降解率（Ｐ）。

Ｐ＝
ｃ－ｃｔｅｓｔ
ｃ ×１００％ （１）

式中：ｃ为培养基中初始油脂质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；
ｃｔｅｓｔ为培养后培养基中剩余油脂质量浓度，
ｍｇ／ｍＬ。
１．２．５　酶活测定

脂肪酶酶活定义：在一定条件下，将每分钟产生

１μｍｏｌ对硝基苯酚所需的酶量定义为１个酶活力
单位（Ｕ）。采用对硝基苯酚（ｐ－ＮＰ）法进行酶活测
定。取２根试管，分别为对照管和样品管，加入２０
μＬ３ｍｇ／ｍＬ的棕榈酸对硝基苯酯（ｐ－ＮＰＰ）异丙醇
溶液和７８０μＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，于３７℃水浴锅中
预热５ｍｉｎ，然后在对照管中加入２００μＬ已灭酶的
粗酶液，样品管中加入 ２００μＬ粗酶液，准确反应
１０ｍｉｎ，立即加入１ｍＬ三氯乙酸终止反应，５ｍｉｎ后
加入１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调ｐＨ至８．０，于４１０ｎｍ
处测定吸光度，代入 ｐ－ＮＰ标准曲线方程（参照文
献［１９］绘制）中计算 ｐ－ＮＰ浓度，根据式（２）计算
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酶活。

Ｘ＝ ｃＶ
ｔＶ′×１０００ （２）

式中：Ｘ为脂肪酶酶活，Ｕ／ｍＬ；ｃ为 ｐ－ＮＰ浓
度，μｍｏｌ／Ｌ；Ｖ为反应液终体积，ｍＬ；ｔ为反应时间，
ｍｉｎ；Ｖ′为粗酶液用量，ｍＬ。
１．２．６　脂肪酶高产菌株的鉴定

肉眼观测产脂肪酶酶活较高菌株的形态学

特征。

分子生物学鉴定：采用冻融法提取目的菌株的

基因组，以总ＤＮＡ为模板，以细菌通用引物２７Ｆ（５’－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’）和１４９２Ｒ（５’－
ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’）为引物进行
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增反应体系：基因组 ＤＮＡ２μＬ，
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘⅡ ２５μＬ，上游引物 ２７Ｆ
１μＬ，下游引物１４９２Ｒ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１μＬ。反应参
数：９４℃预变性 １０ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３３个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ，
４℃维持。参照文献［２０］采用琼脂糖凝胶电泳验证
目的片段。外送测序，所得序列通过ＢＬＡＳＴ比对进
行同源性分析。

２　结果与分析
２．１　菌株筛选

经过初筛，共分离筛选出了８株细菌和６株酵
母菌。进一步复筛得到３株细菌（Ｂｕ、Ｂｉ和 Ｂｈ）、２
株酵母菌（Ｙｌ、Ｙｋ），Ｂｕ、Ｂｉ、Ｂｈ、Ｙｌ、Ｙｋ的透明圈直径
与菌落直径比值分别为３．５６±０．０４、１．９５±０．３５、
２．３２±０．０９、２．３９±０．０３、２．１０±０．０５。
２．２　油脂降解率

筛选的５株菌株在２４、４８、７２ｈ的油脂降解率
如图１所示。

图１　产脂肪酶菌株在２４、４８、７２ｈ的油脂降解率

　　由图１可看出：３株细菌的油脂降解率均在培养
４８ｈ时达到最大，其中菌株Ｂｉ的最高，达到５２２２％，
其次是 Ｂｕ，油脂降解率达４８．９５％，Ｂｈ的最低；酵
母菌 Ｙｌ的油脂降解率在培养２４ｈ时达到最大，为
４３．５８％，之后随培养时间延长呈下降趋势，Ｙｋ的

油脂降解率在培养４８ｈ时最高，达到４５．６６％。
总的来说，３株细菌的最高油脂降解率均高于２

株酵母菌，说明本研究分离筛选的细菌具有更强的

油脂降解能力，且适合 ３株细菌作用的时间为
４８ｈ，可在较短时间内达到最大降解效果。孟卓
妮［１８］在初始油脂质量浓度为２０ｇ／Ｌ下，得到菌株
的油脂降解率为３９．５％。通过对比发现，本研究筛
选的菌株Ｂｉ和Ｂｕ针对高含油废水（２０ｇ／Ｌ）仍具有
更高的油脂降解率，且２株菌株具有很好的生存能
力和稳定性，具有实际应用潜力。

２．３　脂肪酶酶活
５株菌株产脂肪酶酶活测定结果如图２所示。

图２　３株细菌和２株酵母菌的脂肪酶酶活

　　由图２可看出，５株菌株产脂肪酶酶活分别为
Ｂｉ（２０９．８８±０．８８）Ｕ／ｍＬ、Ｂｕ（１５７．０９±１０．９６）
Ｕ／ｍＬ、Ｂｈ（１０４．５９±１２．３４）Ｕ／ｍＬ、Ｙｌ（１０９．６１±
１００４）Ｕ／ｍＬ、Ｙｋ（８９．０８±６．８５）Ｕ／ｍＬ。可以看
出，菌株Ｂｉ的脂肪酶酶活最高，且细菌的酶活总体
高于酵母菌的，与刘国防等［２１］报道的细菌脂肪酶酶

活低于酵母菌的结论并不一致，这可能是因为从不

同环境中筛选得到的油脂降解菌菌株不同，其产脂

肪酶酶活也有所差异。根据酶活力大小选取 Ｂｕ和
Ｂｉ进行菌株鉴定和脂肪酶酶活优化。
２．４　脂肪酶菌株的鉴定

菌株Ｂｉ、Ｂｕ菌落形态如图３所示。

图３　菌株Ｂｉ、Ｂｕ菌落形态

　　由图３可以看出：菌株 Ｂｉ形状似花瓣不规则、
表面干燥无光泽、扁平呈不透明状态；菌株 Ｂｕ形状
为卵圆形、表面光滑有光泽、凸起呈不透明状态。

分子生物学鉴定结果表明：菌株Ｂｉ与解淀粉芽
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孢杆菌同源性最高，为９９．８６％；菌株 Ｂｕ与鲁氏不
动杆菌同源性达９９．７９％。因此，确定菌株 Ｂｉ为解
淀粉芽孢杆菌，菌株 Ｂｕ为鲁氏不动杆菌。已有研
究报道了部分不动杆菌和芽孢杆菌具有油脂降解能

力［６］，如：詹亚斌等［２２］从餐厨垃圾高温期堆肥中分

离出２株耐高温油脂降解菌，分别归属于枝芽孢杆
菌属和芽孢杆菌属，油脂降解率分别为３０．４０％和
２７．４５％；贾群超等［２３］从受原油污染的土壤中筛选

到２株对稠油有降解作用的不动杆菌 ＧＳ０２和
ＧＳ０７，二者对１ｇ／Ｌ稠油５ｄ的降解率分别可达到
４５．３％和４６．１％。但关于解淀粉芽孢杆菌和鲁氏
不动杆菌产脂肪酶的研究不多见，在少有几篇报道

中，Ｋａｎｍａｎｉ等［２４］获得的解淀粉芽孢杆菌产脂肪酶

酶活最大为２８．８１Ｕ／ｍＬ，鲁氏不动杆菌产脂肪酶未
见报道。总体而言，芽孢杆菌和不动杆菌都是产脂

肪酶的潜力菌株，还需从自然界中分离筛选出尽可

能多的种类，从而为开发产脂肪酶菌株提供更多可

能性。

含油废水成分复杂，常含抗生素和清洁剂等物

质，且易受外界环境影响，往往导致高产菌株在实际

生产应用中效果大打折扣，制约了其应用。生物膜

具有抵御强酸、抗生素、清洁剂和渗透压等不良环境

的优良特性［２５］，同时，相比于浮游态或非产膜微生

物，生物膜中的胞外聚合物兼具固定化载体和为膜

内微生物提供营养物质的特性［２６］，而许多芽孢杆菌

如枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌等均能够产生生

物膜。生物膜将有助于提高解淀粉芽孢杆菌在实际

含油废水处理中的适应性和稳定性［２７－２８］。

２．５　菌株产脂肪酶发酵工艺单因素实验
２．５．１　ｐＨ对菌株的脂肪酶酶活的影响

按照１．２．３粗酶液的制备方法，固定其他培养
条件不变，将细菌产酶培养基初始 ｐＨ控制为５、６、
７、８、９，振荡培养４８ｈ测定酶活，考察ｐＨ对菌株Ｂｉ、
Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响，结果见图４。

注：不同字母表示同一菌株具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同

图４　ｐＨ对菌株Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响

　　由图４可以看出，当产酶培养基的初始 ｐＨ在

６～８之间时，Ｂｉ产脂肪酶酶活较高，酶活均大于
１５０Ｕ／ｍＬ，且当培养基初始ｐＨ为６时，Ｂｉ产脂肪酶
酶活最高，达２０９．８８Ｕ／ｍＬ，当 ｐＨ小于６和 ｐＨ大
于８时，该菌株产脂肪酶酶活较低，说明该菌株在酸
性和碱性条件下所产脂肪酶酶活有所降低。当培养

基的初始 ｐＨ为 ６时，Ｂｕ产脂肪酶酶活最高，达
１７７．６Ｕ／ｍＬ，且该菌株在 ｐＨ为７时所产脂肪酶酶
活也较高，说明该菌株在中性、中性偏酸环境下具有

良好的适应能力。结果表明，本研究筛选到的２株
细菌都在中性偏酸的环境下所产脂肪酶酶活更高，

目前大多数油脂降解菌包括细菌、酵母菌等的培养

条件ｐＨ为中性偏酸，与本研究结果一致，并且餐饮
废水ｐＨ一般为６～７［２９］，属于中性偏酸环境，因此
推测本研究分离的菌株在餐饮废水中的生存能力和

适应性相对会更强。

２．５．２　氯化钠含量对菌株的脂肪酶酶活的影响
按照１．２．３粗酶液的制备方法，固定其他培养条

件不变，将细菌产酶培养基中氯化钠含量控制在３、４、
５、６、７ｇ／Ｌ，振荡培养４８ｈ测定酶活，考察氯化钠含量
对菌株Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响，结果见图５。

图５　氯化钠含量对菌株Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响

　　由图５可以看出，随产酶培养基中初始氯化钠含
量增大，Ｂｉ产脂肪酶酶活先增大，在氯化钠含量为５
ｇ／Ｌ时，脂肪酶酶活达到最大，为２０９．８８Ｕ／ｍＬ，之后
随着氯化钠含量继续增大，Ｂｉ产脂肪酶酶活略有降
低，但与氯化钠含量为５ｇ／Ｌ时无显著差异。氯化
钠含量为 ５ｇ／Ｌ时，Ｂｕ产脂肪酶酶活最大，达到
１５７．１Ｕ／ｍＬ，而氯化钠含量小于或大于５ｇ／Ｌ时，该
菌株产脂肪酶酶活显著下降。

２．５．３　蛋白胨含量对菌株的脂肪酶酶活的影响
按照１．２．３粗酶液的制备方法，固定其他培养

条件不变，将细菌产酶培养基氮源（蛋白胨）含量控

制在６、８、１０、１２、１４ｇ／Ｌ，振荡培养４８ｈ测定酶活，
考察蛋白胨含量对菌株 Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影
响，结果见图６。

由图６可以看出，随着蛋白胨含量增加，Ｂｉ产
脂肪酶酶活先有微弱上升，而后呈下降趋势，在蛋白
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胨含量为 ８ｇ／Ｌ时，Ｂｉ产脂肪酶酶活最大，达
２０９８８Ｕ／ｍＬ。随着蛋白胨含量增加，Ｂｕ产脂肪酶
酶活呈先升高后降低再升高趋势，在蛋白胨含量为

１０ｇ／Ｌ时，Ｂｕ产脂肪酶酶活最大，达１５７．１Ｕ／ｍＬ，
而在蛋白胨含量为１２ｇ／Ｌ时，该菌株产脂肪酶酶活
最低。

图６　蛋白胨含量对菌株Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响

２．５．４　接种量对菌株的脂肪酶酶活的影响
按照１．２．３粗酶液的制备方法，固定其他培养

条件不变，将接种量控制在 １％、３％、５％、７％、
１０％，振荡培养４８ｈ测定酶活，考察接种量对菌株
Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响，结果见图７。

图７　接种量对菌株Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活的影响

　　由图７可以看出：接种量在１％ ～１０％之间时，
Ｂｉ产脂肪酶酶活无显著变化，且始终保持在较高水
平，接种量为３％时该菌株产脂肪酶酶活最低；在接
种量１％～７％范围内 Ｂｕ产脂肪酶酶活无显著变
化，接种量在１０％时其产脂肪酶酶活显著增大，达
１５７．１Ｕ／ｍＬ。
２．６　菌株产脂肪酶发酵工艺响应面实验优化
２．６．１　模型方程的建立与显著性检验

根据单因素实验结果，固定接种量为１０％，选
取ｐＨ（Ａ）、氯化钠含量（Ｂ）、蛋白胨含量（Ｃ）为自变
量，菌株产脂肪酶酶活为考察指标，使用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件设计三因素三水平实验共１７个
实验点的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合实验，对菌株 Ｂｉ、
Ｂｕ产脂肪酶发酵条件进行优化。响应面实验因素
和水平见表１，Ｂｉ及 Ｂｕ产脂肪酶酶活响应面实验
设计及结果见表２。

表１　响应面实验因素和水平

水平 ＡｐＨ
Ｂ氯化钠
含量／（ｇ／Ｌ）

Ｃ蛋白胨
含量／（ｇ／Ｌ）

－１ ５ ３ ６
－０ ７ ５ １０
－１ ９ ７ １４

表２　Ｂｉ及Ｂｕ产脂肪酶酶活响应面实验设计及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ
酶活／（Ｕ／ｍＬ）

Ｂｉ产脂肪酶 Ｂｕ产脂肪酶
１ ０ －１ １ １３９．７±３．４ ９６．８３±３．４３
２ ０ －１ －１ ２３０．１±２．３ ５５．２８±１．３７
３ ０ ０ ０ １９８．０±１．４ １４３．８５±３．２０
４ ０ ０ ０ １９２．７±３．０ １３８．３７±１３．２４
５ ０ ０ ０ １９９．１±５．６ １４０．６５±４．６４
６ ０ ０ ０ １９０．９±６．４ １５１．６１±１０．２４
７ ０ １ １ １８２．７±１．８ ６３．０５±６．７２
８ ０ ０ ０ ２００．３±１３．４１８２．４４±３．８９
９ ０ １ －１ １７０．６±２．０ １２０．５７±８．６７
１０ －１ －１ ０ １７５．４±１４．２１６８．５０±５．９３
１１ －１ ０ －１ １８８．１±２．７ ２０８．６８±９．５９
１２ －１ １ ０ １６６．７±９．６ ２３０．４３±５．４８
１３ －１ ０ １ １６１．７±８．２ ２１８．２６±３．６５
１４ １ －１ ０ １５１．６±３．７ １７１．７０±８．６７
１５ １ ０ １ １１６．９±４．３ １０４．１３±０．９１
１６ １ １ ０ １２５．１±９．２ ５０．２６±１．８３
１７ １ ０ －１ １４４．２±２２．７１２９．２４±８．６７

　　采用响应面分析法分析实验结果，对各因素进
行回归拟合后，得到以Ｂｉ产脂肪酶酶活（Ｙ１）为响应
值的回归方程为 Ｙ１＝１９６．２０－１９．２５Ａ－６．４６Ｂ－
１６．５２Ｃ－４．４６ＡＢ－０．２１ＡＣ＋２５．６１ＢＣ－３４．７８Ａ２－
６．７２Ｂ２－８．６９Ｃ２，以 Ｂｕ产脂肪酶酶活（Ｙ２）为响应
值的回归方程为 Ｙ２＝１５１．３８－４６．３２Ａ－３．５０Ｂ－
３９４Ｃ－４５．８４ＡＢ－８．６７ＡＣ－２４．７７ＢＣ＋４２．４９Ａ２－
３８６５Ｂ２－２８．８０Ｃ２。

Ｂｉ和Ｂｕ产脂肪酶酶活模型的方差分析结果分
别见表３和表４。

由表３可知：该模型极显著（ｐ＜０．０１），模型失
拟项ｐ值为０．１２４９，大于０．０５，表示数学模型拟合
良好；同时，模型校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９５９３，表
明有约９５．９３％的酶活变化能由此模型进行解释；
模型相关系数（Ｒ２）为０．９８２２，表明酶活的实测值
与预测值之间具有较好的拟合优度，实验误差小，证

明该数学模型可靠。综合上述分析可知，本实验模

型可靠有效，具有实践意义。各因素中一次项Ａ、Ｃ，
交互项 ＢＣ，二次项 Ａ２影响极显著，一次项 Ｂ、二次
项Ｃ２影响显著。
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表３　Ｂｉ产脂肪酶酶活模型的方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
模型 １４０９６．７４ ９ １５６６．３０ ０４２．９３ ＜０．０００１

Ａ ２９６３．７７ １ ２９６３．７７ ０８１．２３ ＜０．０００１

Ｂ ３３４．１１ １ ３３４．１１ ００９．１６ ０．０１９２

Ｃ ２１８３．０３ １ ２１８３．０３ ０５９．８３ ０．０００１

ＡＢ ７９．７３ １ ７９．７３ ００２．１９ ０．１８２９

ＡＣ ０．１７ １ ０．１７ ４．７９Ｅ－００３ ０．９４６７

ＢＣ ２６２２．８９ １ ２６２２．８９ ０７１．８９ ＜０．０００１

Ａ２ ５０９１．９１ １ ５０９１．９１ １３９．５５ ＜０．０００１

Ｂ２ １９０．１９ １ １９０．１９ ００５．２１ ０．０５６４
Ｃ２ ３１８．２３ １ ３１８．２３ ００８．７２ ０．０２１３
残差 ２５５．４１ ７ ３６．４９
失拟项 １８６．１０ ３ ６２．０３ ００３．５８ ０．１２４９
纯误差 ６９．３１ ４ １７．３３
总和 １４３５２．１５ １６

　注：差异显著，ｐ＜０．０５；差异极显著，ｐ＜０．０１。下同

表４　Ｂｕ产脂肪酶酶活模型的方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ
模型 ４５２０８．５１ ９ ５０２３．１７ １４．８０ ０．０００９
Ａ １７１６３．１４ １ １７１６３．１４ ５０．５８ ０．０００２
Ｂ ９８．０１ １ ９８．０１ ０．２９ ０．６０７６
Ｃ １２４．０１ １ １２４．０１ ０．３７ ０．５６４６
ＡＢ ８４０５．８３ １ ８４０５．８３ ２４．７７ ０．００１６
ＡＣ ３００．９２ １ ３００．９２ ０．８９ ０．３７７７
ＢＣ ２４５３．２８ １ ２４５３．２８ ７．２３ ０．０３１１
Ａ２ ７６０２．８９ １ ７６０２．８９ ２２．４１ ０．００２１
Ｂ２ ６２９１．１５ １ ６２９１．１５ １８．５４ ０．００３５
Ｃ２ ３４９１．９９ １ ３４９１．９９ １０．２９ ０．０１４９
残差 ２３７５．３４ ７ ３３９．３３
失拟项 １０６９．９２ ３ ３５６．６４ １．０９ ０．４４８５
纯误差 １３０５．４３ ４ ３２６．３６
总和 ４７５８３．８５ １６

　　由表４可看出：该模型极显著（ｐ＜０．０１），失拟
项ｐ值为０．４４８５，大于０．０５，说明数学模型拟合良
好；同时Ｒ２Ａｄｊ为０．８８５９，表明有约８８．５９％的酶活变

化能由此模型进行解释；Ｒ２为０．９５０１，表明酶活的
实测值与预测值之间具有较好的拟合优度，实验误

差小，证明该数学模型可靠。综合上述分析可知，本

实验模型可靠有效，具有实践意义。一次项Ａ，交互
项ＡＢ，二次项 Ａ２、Ｂ２影响极显著，交互项 ＢＣ、二次
项Ｃ２影响显著。
２．６．２　响应面优化

利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行产酶培养
基各因素的优化组合，得到Ｂｉ产脂肪酶最优发酵条
件为ｐＨ６．６９、氯化钠含量 ３．０１ｇ／Ｌ、蛋白胨含量

６０１ｇ／Ｌ，Ｂｕ产脂肪酶最优发酶条件为ｐＨ５．０７、氯
化钠含量６．１０ｇ／Ｌ、蛋白胨含量９．３８ｇ／Ｌ。在优化
条件下，预测的 Ｂｉ、Ｂｕ产脂肪酶酶活分别为
２３００１、２４７．３５Ｕ／ｍＬ。在优化条件下进行 ３次平
行验证实验，得到Ｂｉ和 Ｂｕ产脂肪酶酶活平均值分
别为（２２２．８３±０．９１）Ｕ／ｍＬ和（２３１．５０±２．２８）
Ｕ／ｍＬ。Ｂｉ和 Ｂｕ产脂肪酶酶活实际值与理论值之
间相对误差分别为 ３２２％、６８４％，可证明该优化
工艺可靠。综上，在各自最优条件下，Ｂｕ产脂肪酶
酶活超过了初始酶活更高的 Ｂｉ，说明鲁氏不动杆菌
Ｂｕ优化后的应用潜力非常大。
３　结　论

采用传统的微生物筛选法从餐厨废水中分离出

５株菌株（３株细菌和２株酵母菌），通过考察其对
高含油废水（油脂含量２０ｇ／Ｌ）的油脂降解率和产
脂肪酶的酶活优选出２株细菌Ｂｉ和Ｂｕ作为研究菌
种。经鉴定，Ｂｉ为解淀粉芽孢杆菌，Ｂｕ为鲁氏不动
杆菌。通过单因素实验和响应面实验对２株细菌产
脂肪酶发酵条件进行优化，得到Ｂｉ产脂肪酶最优发
酵条件为ｐＨ６６９、氯化钠含量３．０１ｇ／Ｌ、蛋白胨含
量６．０１ｇ／Ｌ，Ｂｕ产脂肪酶最优发酵条件为ｐＨ５．０７、
氯化钠含量６．１０ｇ／Ｌ、蛋白胨含量９．３８ｇ／Ｌ。在优
化条件下，Ｂｉ产脂肪酶酶活为（２２２．８３±０．９１）Ｕ／ｍＬ，
Ｂｕ产脂肪酶酶活为（２３１．５０±２．２８）Ｕ／ｍＬ。Ｂｉ和
Ｂｕ可在高含油废水中快速生长代谢，所产脂肪酶具
有较高酶活。后续课题组将通过诱变育种、固定化

等方法进一步提高上述２株脂肪酶高产菌株的产酶
活力，充分优化其油脂降解性能。另外，将采用原位

培养法从油脂污染、餐馆下水道等环境中分离筛选

更多难培养的、油脂降解能力强的微生物，包括细

菌、酵母菌和霉菌等，开发出高效、稳定性高、适应能

力强的微生物菌剂用于高含油废水绿色降解转化。
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２０２３，１３（２）：１４４３－１４５１．
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［５］张传丽，孙会刚，崔珏，等．高产脂肪酶菌株的筛选及
其酶学性质分析［Ｊ］．食品科技，２０１９，４４（１１）：３０－
３５．

［６］ＨＡＳＳＡＮＳＨＡＨＩＡＮ Ｍ， ＥＭＴＩＡＺＩＧ， ＣＡＰＰＥＬＬＯ Ｓ．
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｒｕｄｅ－ｏｉｌ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｔｈｅＰｅｒｓｉａｎＧｕｌｆａｎｄｔｈｅＣａｓｐｉａｎＳｅａ［Ｊ］．
ＭａｒＰｏｌｌｕｔＢｕｌｌ，２０１２，６４（１）：７－１２．

［７］程爽，包朋鑫，徐玉晨，等．一株脂肪酶产生菌的筛选
鉴定及其发酵条件优化［Ｊ］．中国食品添加剂，２０２１，
３２（１１）：７３－８０．

［８］朱超，张文婷，段翠花，等．低温油脂降解菌的分离和
菌剂构建及中试验证［Ｊ］．皮革科学与工程，２０２０，３０
（６）：２１－２７．

［９］ＰＨＡＭＶＨＴ，ＫＩＭＪ，ＣＨＡＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆ
ｌｉｐｏｌｙｔｉｃ－ｓｅｃｒｅｔｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍａｎａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｐｏｌｌｕｔｅｄｓｏｉｌ
ｕｓｉｎｇａｍｏｄｉｆｉｅｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒ
ｌｉｐａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ／ＯＬ］．Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，２０２１，９（１２）：
２５９０［２０２３－０４－０７］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．３３９０／
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ９１２２５９０．

［１０］秦昊，刘凯，邓文玺，等．产脂肪酶菌株的筛选鉴定及
响应面法优化发酵工艺［Ｊ］．现代农业科技，２０２２
（１２）：１６５－１７０．

［１１］景智波，田建军，赵丽华，等．Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化培
养条件提高乳酸菌产脂肪酶活性［Ｊ］．中国食品学报，
２０２０，２０（１０）：１２４－１３３．

［１２］ＡＭＩＮＭ，ＢＨＡＴＴＩＨＮ，ＳＡＤＡＦＳ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｌｉｐａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙａｎｄ
ｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｅｓｔｅｒ
ｖｙｌｏｎ－２００［Ｊ］．ＣａｔａｌＬｅｔｔ，２０２１，１５１（１２）：３６０３－
３６１６．

［１３］ＡＢＵＭＬ，ＮＯＯＨＨＭ，ＯＳＬＡＮＳＮ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｐｈｙｓｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ
Ｔ１ｌｉｐａｓｅｉｎＰｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉｓｔｒａｉｎＳＯｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ／ＯＬ］．ＢＭＣＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１７，１７
（１）：７８［２０２３－０４－０７］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１１８６／
ｓ１２８９６－０１７－０３９７－７．

［１４］刘延波，邢星月，赵志军，等．高产脂肪酶菌株的筛选
鉴定及产酶条件优化［Ｊ］．中国酿造，２０１９，３８（７）：
５４－５９．

［１５］ＧＵＲＤＣ，ＶＩＬＬＡＲ，ＪＥＦＦＥＲＳＯＮＢ．Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｗｈｙ
ｆａｔ，ｏｉｌａｎｄ ｇｒｅａｓｅ（ＦＯＧ） ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ
ｕｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ［Ｊ／ＯＬ］．ＪＥｎｖｉｒｏｎＭａｎａｇｅ，２０２０，２６７：
１１０６４７［２０２３－０４－０７］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．
ｊｅｎｖｍａｎ．２０２０．１１０６４７．

［１６］熊盈盈．第三代测序技术和培养法联合使用对酱香大

曲细菌多样性及其功能的研究［Ｄ］．贵阳：贵州大
学，２０２１．

［１７］蒋翠翠，尚昊，张素芳，等．产脂肪酶菌株的筛选、酶
学特性及其接种对酸肉风味物质的影响［Ｊ］．食品科
学，２０２３，４４（１０）：１０６－１１３．

［１８］孟卓妮．油脂降解菌的筛选及生物法降解油脂的初步
研究［Ｄ］．贵阳：贵州大学，２０１９．

［１９］李成龙，董倩，李乔惠，等．脂肪酶活力的测定方法及
比较分析［Ｊ］．湖北农业科学，２０２１，６０（Ｓ１）：３２３－
３２８．

［２０］单张凡．琼脂糖凝胶电泳法测定小麦中长穗偃麦草的
基因［Ｊ］．安徽农学通报，２０２０，２６（２１）：１４－１５，３９．

［２１］刘国防，梁志伟，杨尚源，等．油脂废水生物处理研究
进展［Ｊ］．应用生态学报，２０１１，２２（８）：２２１９－２２２６．

［２２］詹亚斌，魏雨泉，陶兴玲，等．耐高温油脂降解菌株的
筛选、鉴定及其在好氧堆肥中的应用［Ｊ］．环境污染与
防治，２０２１，４３（７）：８１２－８１８．

［２３］贾群超，郭楚玲，卢桂宁，等．两株稠油高效降解菌的
筛选鉴定及其降解性能研究［Ｊ］．环境工程学报，
２０１１，５（５）：１１８１－１１８６．

［２４］ＫＡＮＭＡＮＩＰ，ＫＵＭＡＲＥＳＡＮ Ｋ，ＡＲＡＶＩＮＤ Ｊ．Ｇｅｎｅ
ｃｌｏｎｉｎｇ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＢａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＰＳ３５ ｌｉｐａｓｅ［Ｊ］． ＰｕｂｌＢｒａｚＳｏｃ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，４６（４）：１２３５－１２４３．

［２５］ＦＬＥＭＭＩＮＧＨＣ，ＷＵＥＲＴＺＳ．Ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄａｒｃｈａｅａｏｎ
Ｅａｒｔｈａｎｄｔｈｅｉｒａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，１７（４）：２４７－２６０．

［２６］ＣＡＶＥＲＯ－ＯＬＧＵＩＮ Ｖ Ｈ， ＨＡＴＴＩ － ＫＡＵＬ Ｒ，
ＣＡＲＤＥＮＡＳ－ＡＬＥＧＲＩＡＯＶ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＰｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｉｄｉｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉａｎｄ
ｕｓｅｉｎｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ／ＯＬ］．ＷｏｒｌｄＪ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１９，３５（７）：１０１［２０２３－０４－
０７］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１００７／ｓ１１２７４－０１９－２６７９－
９．

［２７］ＺＨＡＮＧＹ，ＱＩＪ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙｏｆ
ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｓｕｒｆａｃｔｉｎ－ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｂｉｏｆｉｌｍ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔＢａｃｉｌｌｕｓｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ／ＯＬ］．
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｓ，２０２２，２５４：１２６９２０［２０２３－０４－０７］．
ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｍｉｃｒｅｓ．２０２１．１２６９２０．

［２８］王世伟，王卿惠．解淀粉芽孢杆菌相关功能机制研究
进展［Ｊ］．生物技术通报，２０２０，３６（１）：１５０－１５９．

［２９］易蒲红，李芩萍，赵彩虹，等．餐厨垃圾中油脂高效降
解菌酯香微杆菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｅｓｔｅｒａｒｏｍａｔｉｃｕｍ）的分
离及其应用［Ｊ］．食品与发酵工业，２０２２，４８（１７）：
１４３－１４９．
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