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摘  要：【背景】高效菌株是影响生物法降解油脂污染物效率的关键因素之一。【目的】筛选高效

的油脂降解菌，对其固定化条件进行优化，并评估固定化菌降解油脂效率。【方法】通过油脂降解

平板筛选，从萍乡传统腊肉中分离到一株降解油脂能力较强的菌株；以 16S rRNA 基因鉴定了其分

类地位，并采用 3 项致病性指标检测了其安全性。通过单因素试验和正交试验优化了固定化条件，

对比了固定化菌和游离菌对大豆油油脂的降解效果，评估了固定化菌的重复使用效果及对实际污

水中油脂的降解效果。【结果】筛选菌株为葡萄球菌(Staphylococcus sp.)，无致病性。最佳固定化

条件为：海藻酸钠浓度 4.0%，CaCl2 浓度 2.0%，海藻酸钠溶液与菌液的体积比为 1:1，交联时间

8.0 h。固定化菌在 pH 7.0、30.0 ℃、180.0 r/min 培养 3.0 d 的情况下，对大豆油的油脂降解率最高

可达 65.7%，比游离菌高 14.1%，比游离菌具有更宽的 pH 适应范围和更强的冷热稳定性，重复使用

4 次仍具有较好的油脂降解效果。【结论】固定化菌对食堂下水道污水油脂的降解率达到了 41.6%，

该固定化菌球对大豆油和实际污水都具有一定的油脂降解效果。 
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Screening and immobilization of a strain capable of degrading oil 
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Abstract: [Background] Efficient strains are the key to the biodegradation of oil pollutants. 
[Objective] To screen an efficient oil-degrading strain, optimize its immobilization conditions, 
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and evaluate the oil degradation efficiency of the immobilized strain. [Methods] A highly 
efficient oil-degrading strain was isolated from traditional bacon in Pingxiang by the plate 
culture method and identified by 16S rRNA gene sequencing. The safety of the strain was 
evaluated based on three pathogenic indicators. The immobilization conditions of the strain 
were optimized by single factor tests and an orthogonal design. The degradation effects of the 
immobilized strain and free strain on soybean oil were compared. Furthermore, the reuse effect 
and the degradation effect of the immobilized strain on the oil in sewage were evaluated. 
[Results] The strain was identified as Staphylococcus sp., and it was not pathogenic. The 
optimal immobilization conditions for the strain were 4.0% sodium alginate, 2.0% CaCl2, 
sodium alginate solution:strain suspension volume ratio of 1:1, and crosslinking for 8 h. In the 
case of degrading soybean oil at pH 7.0, 30.0 ℃, and 180.0 r/min for 3 days, the immobilized 
strain achieved the highest degradation rate of 65.7%, which was 14.1% higher than that of the 
free strain. Moreover, the immobilized strain had tolerance to a wider pH range and stronger 
thermal stability than the free strain, and it demonstrated high oil-degrading ability after being 
repeatedly used for 4 times. [Conclusion] The degradation rate of the immobilized strain 
reached 41.6% for the oil in sewage. The immobilized strain can degrade both soybean oil and 
sewage oil, demonstrating a broad application prospect. 
Keywords: traditional bacon; oil-degrading strain; screening; immobilization 
 
 

餐饮废水油脂含量较高，直接排放不仅会

对水生生态系统造成破坏，而且长期暴露在高

温下，还会导致致癌副产物的形成[1-2]。处理含

油废水常用的方法有化学法、物理法和生物法。

其中，生物法是指利用具有降解功能的微生物

或微生物所产生的脂肪酶系将油脂水解为甘油

和脂肪酸的方法[3]。该方法具有简便、能耗低、

效果持久、无二次污染等优点，是深度处理有

机物的重要手段之一[4-5]。 

油脂降解菌的筛选和分离逐渐成为研究热

点，越来越多的研究者尝试分离筛选出具有较

强油脂降解效果的微生物，如易蒲红等[6]从餐

厨垃圾中分离出了可高效降解油脂废水的酯香

微杆菌(Microbacterium esteraromaticum)；王亚军

等[7]从污泥中分离的铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)对油脂和实际污水中的有机物都具

有较好的降解效果。Gao 等[8]从污泥中分离的 3 株

油脂降解菌，在植物油含量为 2.0%–4.0%时，对

油脂的降解率都达到了 85.0%以上。在实验室条

件下，这些分离菌株都表现出了较好的油脂降解

能力。但是，由于游离菌易分散，加之废水不断

冲刷和废水中有害物质会对菌体细胞带来毒害

等，直接采用游离菌处理废水，往往达不到理

想的效果[9-10]。固定化技术可为菌体细胞在恶劣

环境下提供一定的保护屏障，并且可循环使用，

常被用于实际污水处理[11-12]。海藻酸钠具有渗

透性能好、对微生物毒性小、价格低廉、可回

收等优点，是固定化微生物常用的载体[13]。 

本研究拟从萍乡传统腊肉中筛选高效的油

脂降解菌，并以海藻酸钠为载体材料，探究其

最佳固定化条件，评估固定化菌对大豆油油脂

的降解效果、重复使用效果及对实际污水中油

脂的降解效果，以期为油脂废水处理提供一定

的参考价值。 
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1  材料与方法 
1.1  样品 

传统腊肉购自江西省萍乡市上栗县农贸市

场，使用无菌封口袋带回实验室进行后续试

验；测试用生活污水取自景德镇学院第一食堂

下水道。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0；富集培养基(g/L)：酵母提取物

5.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，MgSO4·7H2O 1.0，

大豆油 5.0，K2HPO4 3.0；油脂中性红培养基(g/L)：
NaCl 5.0，KH2PO4 0.3，MgSO4·7H2O 0.1，K2HPO4 
1.5，(NH4)2SO4 1.0，琼脂 15.0，Tween-80 20 mL，

大豆油 10.0 mL，1.6%中性红水溶液 1.0 mL；

三丁酸甘油酯培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵

母提取物 5.0，NaCl 10.0，琼脂 15.0，三丁酸甘

油 11.0 mL，pH 7.0；油脂降解测定培养基(g/L)：
蛋 白 胨 1.0 ， NH4NO3 0.2 ， K2HPO4 0.5 ，

MgSO4·7H2O 0.1，大豆油 3.0 mL，pH 7.2。 

1.3  主要试剂和仪器 
PCR 扩增试剂盒，天根生化科技(北京)有限

公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；紫外可见光分

光光度计，上海菁华科技仪器有限公司；pH 计，

杭州奥立龙仪器有限公司；台式高速离心机，

湖南赫西仪器装备有限公司；冷场发射扫描电

镜，日立科学仪器公司；气浴恒温振荡培养箱，

厦门金河源科技有限公司。 

1.4  油脂降解菌的分离与筛选 
用无菌手术刀片从腊肉表面采取样品，切

碎后加入到富集培养基中，180.0 r/min、30.0 ℃
培养 3.0 d，进行富集驯化[14]。采用油脂中性红

固体培养基和三丁酸甘油酯固体培养基进行初

筛，选取 D/d 比值大于 1.5 的菌株(D 为水解圈

直径，d 为菌落直径)，接种于以大豆油为唯一

碳源的油脂降解测定培养基中进行复筛[6]。 

1.5  菌株的鉴定及安全性检测 
复筛后选取降解油脂效果最好的菌株，参

照易蒲红等[6]的方法，挑取其单菌落进行 16S 
rRNA 基因 PCR 扩增。PCR 反应体系(25.0 μL)：
引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 
(10.0 μmol/L) 1.0 μL，引物 1492R (5′-TACGGT 
TACCTTGTTACGACTT-3′) (10.0 μmol/L) 1.0 μL，

DNA 模板 1.0 μL，10×PCR Buffer (含 Mg2+)  
5.0 μL，dNTPs (10.0 mmol/L) 1.0 μL，Taq 酶  
(5 U/μL) 0.5 μL，无菌水补足 25.0 μL。PCR 反应

条件：94.0 ℃ 10.0 min；94.0 ℃ 1.0 min，56.0 ℃ 
45.0 s，72.0 ℃ 1.0 min，共 35 个循环；72.0 ℃ 
7.0 min。将 PCR 产物纯化回收后送生工生物工

程 ( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司 测 序 ， 测 序 后 使 用

IQ-Tree 1.6 软件采用最大似然法构建系统发育

树，确定分离菌株的分类地位。菌株的形态特

征采用冷场发射扫描电镜测定，菌株的安全性

检测参照王海燕等[15]的方法进行。 

1.6  固定化菌球的制备及条件优化 
固定化菌球的制备：将菌株接种于 LB 培养

基中，25.0 ℃、160.0 r/min 培养 24.0 h，采用比

浊法将其稀释为 1.0×107 CFU/mL 的菌液。用无菌

注射器吸取 1.0 mL 含有菌液的海藻酸钠溶液注

入 CaCl2 溶液中，常温下交联 24.0 h，制成固定

化菌球，将固定化菌球用生理盐水冲洗 3 遍备用。 
固定化菌球油脂降解率的测定：将 2.0 g 固

定化菌球接种于 50.0 mL 以大豆油为唯一碳源

的培养基中，参照易蒲红等[6]的方法，30.0 ℃、

180 r/min 培养 3.0 d，测定油脂降解率。 
油脂降解率=(C1–C2)/C1×100% 

其中：C1 为初始培养时油脂浓度，C2 为培养结

束时油脂浓度。 
固定化菌球制备条件的优化：先采用单因

素考察不同海藻酸钠浓度(2.0%、3.0%、4.0%、
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5.0%、6.0%、7.0%)，CaCl2 浓度(1.0%、2.0%、

3.0%、4.0%、5.0%、6.0%)，海藻酸钠溶液与菌

液体积比(1:0.5、1:1、1:1.5、1:2、1:2.5、1:3)，交

联时间(4.0、8.0、12.0、16.0、20.0、24.0 h)对固

定化菌球成球性、机械强度和油脂降解率的影

响。菌球机械强度的测定参照戴云飞等[16]的方法

进行。在单因素的基础上，利用 SPSS AU 在线分

析软件设计正交试验并进行极差分析，根据极差

分析的结果确定固定化菌球的最佳制备条件。 

1.7  固定化菌球降解油脂条件的优化 
pH：将 2.0 g 固定化菌球(游离菌试验为 1.0 mL

菌液)投入 50.0 mL 不同 pH (5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0)的油脂降解测定培养基中，30.0 ℃、

180.0 r/min 培养 3.0 d 测定油脂降解率。 
温度：将 2.0 g 固定化菌球(游离菌试验为

1.0 mL 菌液)投入 pH 7.0 的 50.0 mL 油脂降解测

定培养基中，分别置于不同温度的摇床中(20.0、

25.0、30.0、35.0、40.0 ℃)培养 3.0 d，测定油

脂降解率[6]。由于本实验中 1.0 mL 菌液按海藻

酸钠溶液:菌液为 1:1 的量可制备 2.0 g 左右菌

球，因此游离菌试验菌液的添加量为 1.0 mL。 

1.8  固定化菌球的重复利用 
为检测固定化菌球的重复使用性能，对固

定化菌球回收并进行连续的油脂降解试验。在

完成步骤 1.6 和步骤 1.7 后，按照确定固定化菌

球的最佳制备条件和最优反应条件，对同一批

次的固定化菌球进行连续降解试验。每次完成

试验后，将固定化菌球回收，用生理盐水洗涤

后重复使用，30.0 ℃、180.0 r/min 培养 3.0 d，

按照相同步骤重复 4 次，测定每次重复后的油

脂降解率。 

1.9  固定化菌球对实际污水的降解 
将最优条件下制备的 2.0 g 固定化菌球投

入装有 50.0 mL 来自食堂下水道生活污水(油脂

含量约 20.0 mL/L，调 pH 至 7.0)的三角瓶中，

30.0 ℃、180.0 r/min 培养 3.0 d，测定培养前后

污水中油脂的含量，并计算油脂降解率。 

1.10  数据分析 
采用 Origin Pro 2021 软件的 ANOVA 进行

最小显著差数(least significant difference, LSD)
法多重比较，检验组间的差异显著性。采用

SPSSAU 在线分析软件设计正交试验和进行极

差分析。采用 SigmaPlot (12.5)作图。 

2  结果与分析 
2.1  油脂降解菌的分离及筛选结果 

在油脂中性红固体培养基上培养 3.0 d 后

发现部分菌落明显变红，初步筛选出 6 株具有

油脂降解能力的菌株，将这 6 株菌依次编号为

LR1−LR6。在三丁酸甘油酯固体培养基上获得

6 株菌的水解圈直径 D、菌落直径 d 及两者的

比值(表 1)。从表 1 可知，LR1、LR2、LR5、

LR6 这 4 株菌在三丁酸甘油酯固体培养基上均

表现出了较好的油脂降解能力，D/d 值都到达了

1.5 以上，其中菌株 LR2 的 D/d 值最大，达到了

2.2±0.4。菌株 LR2 在三丁酸甘油酯固体培养基

上产生的水解圈和扫描电镜的形态如图 1 所示。 
 
表 1  六株解油菌在三丁酸甘油酯平板上的水解

能力 
Table 1  Hydrolysis ability of six oil-degrading 
bacteria on glycerol tributyrate plat 
菌株 
Strain 

水解圈直径 
Diameter of hydrolysis 
circle (D, cm) 

菌落直径 
Diameter of 
colony (d, cm) 

D/d 

LR1 0.7±0.1B 0.4±0.1D 1.9±0.2AB 
LR2 1.2±0.1A 0.4±0.1C 2.2±0.4A 
LR3 0.8±0.1B 0.5±0.1C 1.4±0.1C 
LR4 0.7±0.2B 0.5±0.0C 1.3±0.3C 
LR5 1.2±0.1A 0.7±0.0B 1.7±0.0BC 
LR6 1.2±0.1A 0.8±0.0A 1.6±0.2BC 
同一列不同的英文字母代表不同菌株之间存在显著性差异。 
The different letters indicate significant differences between 
the different strains. 
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图 1  菌株 LR2 在三丁酸甘油酯培养基上产生的水解圈(A)和在扫描电镜下的形态(B) 
Figure 1  The hydrolysis circle produced by strain LR2 on glycerol tributyrate plat (A) and the morphology 
of strain LR2 under scanning electron microscope (B). 
 

选取 D/d 值为 1.5 以上的 4 株菌株 LR1、

LR2、LR5 和 LR6，在以大豆油为唯一碳源的

培养基上，进一步测定其油脂降解能力。结果

表明，菌株 LR2 具有最强的油脂降解能力，其

油脂降解率达到了 54.9%，明显高于其他 3 株菌

(图 2)。因此，选取菌株 LR2 作进一步的菌株鉴

定和固定化研究。 

2.2  油脂降解菌的鉴定及安全性检测

结果 
菌株 LR2 的 16S rRNA 基因经生工生物工

程 (上海 )股份有限公 司测序， 将测序结 果与

NCBI 数据库进行同源性比较，比对结果显示，

该菌株与葡萄球菌(Staphylococcus sp.)具有很

高的同源性，相似度 100%。系统发育树的结果

表明，该菌株与葡萄球菌(Staphylococcus sp.) 
YUC11-2MCC3055 聚为一支(图 3)，因而将菌株

LR2 初步归属为葡萄球菌(Staphylococcus sp.)。扫

描电镜下观察到该菌呈球形、葡萄串状排列，

表面光滑，无鞭毛，菌体直径约 0.5−1.0 μm   
(图 1B)。菌株的安全性检测显示：溶血性试验、

血浆凝固酶试验、耐热核酸酶试验结果均为阴

性(表 2)，因此可初步判断菌株 LR2 是安全的，

可以用于含油脂污水的处理。 

 
 
图 2  菌株 LR1、LR2、LR5、LR6 对大豆油油

脂的降解率   不同的英文字母代表不同菌株之

间存在显著性差异。 
Figure 2  Degradation rate of soybean oil by 
strains LR1, LR2, LR5, and LR6. The different 
letters indicate significant differences between the 
different strains. 

 
2.3  海藻酸钠固定化菌球制备条件优化 
2.3.1  不同海藻酸钠浓度对固定化菌球的

影响 
由表 3 可知，当海藻酸钠浓度为 4.0%时，

成球效果较佳，菌球形状规则且破碎率较低。

当海藻酸钠浓度低于 4.0%时或高于 4.0%时，形 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 LR2 的系统发育树   括号内为菌株的 GenBank 登录号；

分支点上的数字代表自展值；标尺代表序列差异的分支长度。 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of strain LR2. The serial number in brackets 
is the GenBank accession number. The number on the node show bootstrap values. The bar shows the branch 
length represented by sequence differences. 
 
表 2  菌株 LR2 致病性指标测定结果 
Table 2  Results of three pathogenicity indexes of 
strain LR2 
指标 
Index 

结果 
Result 

溶血性试验 Hemolytic test 阴性 Negative 
血浆凝固酶试验 Plasma coagulase test 阴性 Negative 
耐热核酸酶试验 
Heat resistant nuclease test 

阴性 Negative 

 
成的菌球不规则或不完整或有明显的拖尾现象

(图 4)。 
这说明，海藻酸钠的浓度过高或者过低都

无法形成规则菌球，这与苏增建等[17]的研究结

果一致。单因素方差分析的结果显示，不同海藻

酸钠浓度对油脂降解率存在显著性差异(F=5.71, 
P<0.01)。当海藻酸钠为 4.0%时，固定化菌球油

脂降解率达到最大为 52.8%。在海藻酸钠浓度

过低时，形成的菌球结构松散，包埋的菌体数

量偏少，导致油脂降解率偏低；而海藻酸钠浓

度较大时，因菌球较为致密，影响底物扩散，

从而影响底物降解。 

2.3.2  不同 CaCl2浓度对固定化菌球的影响 
由表 4 可知，当 CaCl2 浓度小于 3.0%时， 

表 3  不同海藻酸钠浓度对固定化菌球性能的影响 
Table 3  Effect of different sodium alginate 
concentrations on the immobilized beads 
海藻酸钠浓度 
Sodium alginate 
concentrations 
(%) 

成球形状 
Microsphere 
shape 

破碎率 
Fragmentation 
rate (%) 

降解率 
Degradation 
rate (%) 

2.0 不形成完整

球形 
Incomplete 
globule 
formation 

48.0 46.1±6.8A 

3.0 球形不规则 
Irregular ball 

21.0 43.2±4.3AB 

4.0 完整小球 
Complete 
sphere 

8.0 52.8±4.5A 

5.0 拖尾明显 
Apparent 
tailing 

5.0 44.8±6.6AB 

6.0 拖尾严重 
Severe 
tailing 

6.0 35.6±6.2BC 

7.0 拖尾严重 
Severe 
tailing 

3.0 30.6±5.6C 

不同的英文字母代表不同菌株之间存在显著性差异。 
The different letters indicate significant differences between 
the different strains. 
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图 4  不同形态的固定化菌球   A：絮状不规则小球；B：拖尾严重小球；C：完整规则小球。  
Figure 4  Fixed bacterial balls of different forms. A: Flocculent irregular ball; B: Severe tailing ball; C: 
Spherical regular ball.  
 
表 4  不同 CaCl2 浓度对菌球性能的影响 
Table 4  Effect of different CaCl2 concentrations on the immobilized beads 
CaCl2 浓度 
CaCl2 

concentrations (%) 

成球形状 
Microsphere shape 

破碎率 
Fragmentation rate 
(%) 

降解率 
Degradation rate 
(%) 

1.0 球形不规则，结构松散 Irregular ball, loose structure 26.0 50.6±4.6AB 
2.0 规则小球，结构较松散 Regular ball, loose structure 14.0 56.1±5.8A 
3.0 规则小球 Regular ball 6.0 48.7±5.2AB 
4.0 规则小球 Regular ball 5.0 42.1±6.0B 
5.0 规则小球 Regular ball 2.0 27.7±5.5C 
6.0 规则小球 Regular ball 1.0 28.0±5.9C 
不同的英文字母代表不同菌株之间存在显著性差异。 
The different letters indicate significant differences between the different strains. 
 
形成的菌球结构松散，破碎率较高，说明菌球

机械强度低。单因素方差分析的结果显示，不

同 CaCl2 浓度对油脂降解率存在极显著性差异

(F=14.14, P<0.001)。当 CaCl2 浓度为 2.0%时，

油脂降解率最高达到 56.1%。CaCl2 浓度增加到

4.0%后，油脂降解率明显下降。分析其可能的

原因是 CaCl2 浓度过高，会使凝胶内部孔隙减

小，影响底物扩散，从而影响底物降解[18]。 

2.3.3  海藻酸钠溶液与菌液体积比对固定

化菌球的影响 
由图 5 可知，随着海藻酸钠溶液与菌液体

积比的减小，菌球的破碎率增加。说明随着海

藻酸钠溶液的增加，菌球的机械强度增加。单

因素方差分析的结果显示，海藻酸钠溶液与菌

液体积比对油脂降解率具有显著影响(F=3.13, 
P<0.01)。当海藻酸钠溶液与菌液体积比为 1 时，

油脂降解率最高，达到了 52.2%。当两者比值

达到最小(1:3)和最大时(1:0.5)时，油脂降解率都

明显低于其他组(图 5)。分析其可能的原因是当

添加的菌液体积小时，微生物数量少，降解率

下降。当菌液接种量过大时，由于含油培养基

中营养物质和溶解氧是一定的，会导致固定化

菌处于缺氧和贫营养状态，降解率也随之下降。 

2.3.4  交联时间对固定化菌球的影响 
由图 6 可知，交联时间为 4.0 h 时，菌球破

碎率较高，达到 12.0%，交联时间为 8.0 h 时， 
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图 5  海藻酸钠溶液与菌液体积比对油脂降解率

和菌球破碎率的影响   不同大写字母代表不同

处理之间存在显著性差异。 
Figure 5  The influence of the volume ratio of sodium 
alginate solution to bacterial solution on the oil 
degradation rate and immobilized beads fragmentation 
rate. The different capital letters indicate significant 
differences between the different treatments. 
 
菌球破碎率达到 4.0%。交联时间大于 8.0 h 时，

菌球破碎率呈下降趋势，在交联时间为 16.0 h
和 24.0 h 时，菌球破碎率都为 0%。单因素方差

分析的结果显示，交联时间对油脂降解率存在显

著性影响(F=4.02, P<0.05)。在交联时间为 4.0 h
时，油脂降解率最低为 30.7%。随交联时间的

延长，油脂降解率呈现先增加而后逐渐减少的

趋势(图 6)。分析其可能的原因是交联时间过

短，海藻酸钠凝胶未得到完全交联，菌球机械

强度和微生物活性较低，导致固定化菌降解率

低；交联时间过长，会降低海藻酸钠载体的传

质性能，从而降低固定化微生物的活性，导致

固定化菌降解率降低[16,19]。 

2.4  海藻酸钠固定化菌球的油脂降解

效果优化 
根据单因素试验的结果，本试验采用正交 

 
 
图 6  交联时间对油脂降解率和菌球破碎率的影

响   不同大写字母代表不同处理之间存在显著

性差异。 
Figure 6  The influence of crosslinking time on the 
degradation rate of oil and fragmentation rate of 
immobilized beads. The different capital letters 
indicate significant differences between the 
different treatments. 

 
试验进一步优化海藻酸钠固定化菌球的油脂降

解效果。其中海藻酸钠浓度(因素 A)设为 3.0%、

4.0%、5.0%，CaCl2 浓度(因素 B)设为 1.0%、2.0%、

3.0%，海藻酸钠溶液体积:菌液体积(因素 C)设为

1:0.5、1:1、1:1.5，交联时间(因素 D)设为 4.0、8.0
和 12.0 h。采用 SPSSAU 设计的四因素三水平正

交表及极差分析结果如表 5 所示。根据表 5 中极

差 R 值，可知影响降解效率的各因素主次顺序

为：B (CaCl2 浓度)>A (海藻酸钠浓度)>D (交联时

间)>C (海藻酸钠溶液与菌液体积比)。方差分析的

结果显示 CaCl2 浓度(因素 B)和交联时间(因素 D)
对油脂降解率存在显著影响，其他因素在此试验

范围内无显著差异，对测定结果的影响较小(表 6)。
综合极差分析、方差分析结果，最终确定固定

化菌球最佳包埋方案是：A2B2C2D2，即海藻酸

浓度为 4.0%，CaCl2 浓度为 2.0%，海藻酸钠溶

液体积:菌液体积为 1:1，交联时间为 8.0 h。 
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表 5  四个固定化因素的正交试验水平及结果 
Table 5  Orthogonal experimental level and results of four immobilized factors 
实验号 A B C D  
Experiment 
number 

海藻酸钠浓度 
Sodium alginate 
concentration (%) 

CaCl2 浓度 
CaCl2 concentration 
(%) 

海藻酸钠:菌液 
Sodium alginate: 
bacterial solution  

交联时间 
Crosslinking 
time (h) 

油脂降解率 
Oil degradation 
rate (%) 

1 A1 (3.0) B1 (1.0) C1 (1:0.5) D1 (4.0) 53.9 
2 A1 (3.0) B2 (2.0) C3 (1:1.5) D2 (8.0) 61.3 
3 A1 (3.0) B3 (3.0) C2 (1:1) D3 (12.0) 54.7 
4 A2 (4.0) B1 (1.0) C3 (1:1.5) D3 (12.0) 55.7 
5 A2 (4.0) B2 (2.0) C2 (1:1) D1 (4.0) 64.6 
6 A2 (4.0) B3 (3.0) C1 (1:0.5) D2 (8.0) 58.4 
7 A3 (5.0) B1 (1.0) C2 (1:1) D2 (8.0) 56.7 
8 A3 (5.0) B2 (2.0) C1 (1:0.5) D3 (12.0) 57.3 
9 A3 (5.0) B3 (3.0) C3 (1:1.5) D1 (4.0) 55.2 
K1 169.9 166.3 169.6 173.7  
K2 178.7 183.2 176.0 176.4  
K3 169.2 168.3 172.2 167.7  
R 3.1 5.6 2.1 2.9  
最佳水平 
Optimal level 

A2 B2 C2 D2 
  

 
表 6  正交试验的方差分析 
Table 6  Analysis of variance in orthogonal experiments 
方差来源 
Source of 
variance 

离差平方和 
Sum of 
squares of 
deviation 

均方 
Mean 
square 

自由度 
Degree 
of 
freedom 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

A 0.3 0.3 1 0.08 >0.05 
B 172.4 86.2 2 23.53 <0.01 
C 7.1 7.1 1 1.94 >0.05 
D 18.2 18.2 1 4.97 <0.05 

 
2.5  不同 pH 和温度对海藻酸钠菌球油

脂降解效果的影响 
由表 7 可知，固定化菌较为合适的 pH 范

围为 6.0–9.0，而游离菌较为合适的 pH 范围为

6.0–8.0。在 pH 7.0 时，固定化菌和游离菌的降

解率都达到最高，分别为 62.5%和 51.8%，固定

化菌比游离菌的降解率高 10.7%。温度被认为

是影响微生物增殖和代谢的一个极其重要的环

境因子。在温度为 30.0 ℃时，固定化菌和游离

菌 的 降 解 率 都 达 到 最 高 ， 分 别 为 65.7% 和

51.6%，固定化菌比游离菌的降解率高 14.1%。

当温度为 25.0 ℃时，固定化菌和游离菌的降解

率分别下降了 10.4%和 13.3%。当温度为 40.0 ℃
时，固定化菌和游离菌的降解率分别下降了

10.0%和 11.1%。可能的原因是温度过低或过

高，导致溶血葡萄球菌分泌脂肪酶的能力或者

是脂肪酶的活性受到影响，从而导致油脂降解

率下降。 
总之，固定化菌比游离菌具有更宽的 pH 适

应范围和更高的冷热稳定性，相较于游离菌，固

定化菌球的油脂降解效果更好，这与屈瑾等[9]、

马淑雯等[20]、Wu 等[21]的研究结果一致。分析

其原因，可能是由于更多的菌株在海藻酸钠球

体内和表面富集生长，有利于处在开放体系中

的微生物富集与定殖，从而显著提高了油脂降

解效果，同时包埋材料对营养物质的吸附和富

集作用也可能促进了油脂的去除[9]。 
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表 7  不同 pH 和温度条件下固定化菌和游离菌

对油脂降解效果的比较 
Table 7  Comparison of oil-degradation efficiency 
between immobilized and free bacteria under 
different pH and temperature conditions 
Item 固定菌降解率 

Degradation rate of 
immobilized bacteria (%) 

游离菌降解率 
Degradation rate of 
free bacteria (%) 

pH   
5.0 46.3±4.1C 35.5±2.2C 
6.0 52.8±2.2B 48.5±1.4B 
7.0 62.5±1.9A 51.8±1.3A 
8.0 55.8±2.8B 47.2±2.3B 
9.0 52.2±0.9B 36.3±0.9C 

Temperature (℃) 
20.0 32.3±2.0C 25.4±1.6C 
25.0 55.3±1.4B 38.3±1.2B 
30.0 65.7±1.9A 51.6±2.1A  
35.0 63.4±2.1A 50.2±1.9A 
40.0 55.7±0.8B  40.5±1.8B 

不同的英文字母代表不同处理之间存在显著性差异。 
The different letters indicate significant differences between 
the different treatments. 
 
2.6  固定化菌球的重复利用效果 

在测定固定化菌球对降解大豆油的重复利

用性能时，共重复使用 5 次，重复使用效果如

图 7 所示。在第 1 到第 3 次重复使用期间，油

脂降解率不存在显著性差异，固定化菌球能对

大豆油保持较高的降解率。第 4 次重复使用时，

菌球的降解率呈下降趋势，重复使用第 5 次时，

油脂降解率下降明显，与前 4 次的油脂降解率

存在显著性差异。重复使用次数较多时，固定

化小球的机械强度有所下降，同时由于使用时

间较长，可能菌体出现老化，导致降解率下降。

固定化菌球在重复使用 4 次的情况下，能保持

较强的机械强度和降解效果。 

2.7  固定化菌球对实际污水的降解效果 
由表 8 可知，以正交试验得出的最优条件

即海藻酸浓度为 4.0%，CaCl2 浓度为 2.0%，海 

 
 
图 7  固定化菌球不同重复使用次数的油脂降解

效果   不同的英文字母代表不同处理之间存在

显著性差异。 
Figure 7  The degradation effect of immobilized 
beads with different reuse times. The different 
letters indicate significant differences between the 
different treatments 
 
表 8  固定化菌球对实际污水的降解效果 
Table 8  The oil-degradation efficiency on actual 
wastewater by immobilized bacterial 
项目名称 
Project name 

参数值 
Parameter value 

处理前油脂含量 
Oil content before treatment (mg/L) 

3.6 

处理后油脂含量  
Oil content after treatment (mg/L) 

2.1 

油脂降解率 
Oil degradation rate (%) 

41.6 

 
藻酸钠溶液体积:菌液体积为 1:1，交联时间为

8.0 h 制备的固定化菌球，在 pH 7.0、温度为

30.0 ℃条件下对食堂下水道污水油脂的降解率

达到了 41.6%。 

3  讨论 
随着经济的发展，含油脂生活废水的排放

量日益增加，利用具有油脂降解功能的微生物

处理含油废水逐渐成为研究热点，寻找和筛选
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高效菌株是关键。易蒲红等[6]分离筛选的酯香

微杆菌(Microbacterium esteraromaticum)在油脂

含量 1.0%时，对油脂降解率高达 98.8%，并且

在高温反应时具有较大酶活力；史红玲等[22]筛

选出的奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)经条件

优化后对油脂的降解率可达 92.0%，并且具有

较好的环境适应性；王亚军等[7]从污泥中分离

的铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)在最

优的条件下对油脂的降解率高达 64.1%。本试

验筛选出的菌株 LR2 在游离状态下对大豆油的

油脂降解率最高可达 54.9%，因最佳碳源、氮

源等尚未进行探索，所以该菌株的油脂降解性

能尚有一定的提升空间。 
经 16S rRNA 基因序列分析，菌株 LR2 与

葡萄球菌(Staphylococcus sp.)具有很高的同源

性，因此菌株 LR2 隶属于葡萄球菌。葡萄球菌

是发酵肉制品中的优势种群，大多数葡萄球菌

都具有产脂肪酶、蛋白酶和肽酶的能力，可促

进风味物质的产生，常被用作肉品发酵剂[23-24]。

具有产脂肪酶能力的葡萄球菌也被用于废水处

理，Affes 等[25]用木糖葡萄球菌(Staphylococcus 
xylosus)处理宰场废水，6.0 d 后发现废水中脂质

含量从 17.0 g/L 降到了 1.1 g/L。葡萄球菌也是

临床常见致病菌及食源性致病菌，而本研究发

现菌株 LR2 的溶血性试验、血浆凝固酶试验、

耐热核酸酶试验结果均为阴性，所以该菌株安

全性较好，可以用于含油脂污水的处理。 
鉴于游离菌在处理废水时具有菌株易分

散、重复利用率低、易受环境有害物质影响等

特点，试验选用渗透性好、价格低廉、可回收

的海藻酸钠作为固定化载体，对不同 pH 和温

度、海藻酸钠浓度和交联时间等因素进行优化。

菌株 LR2 固定化菌球与游离菌相比具有更好的

油脂降解效果，与屈瑾等[9]、马淑雯等[20]、Wu
等[21]的研究结果一致。菌株 LR2 在固定化状态

下对大豆油的降解率可达 65.7%，并且在重复

使用 4 次的情况下，能保持较强的机械强度和

降解效果，并且固定化菌球对食堂下水道污水

油脂的降解率达到了 41.6%，具有一定的实际

污水的降解效果。 

4  结论 
(1) 从萍乡传统腊肉中分离到了一株具有

油脂降解能力的菌株，经 16S rRNA 基因序列

分析，该菌株隶属于葡萄球菌(Staphylococcus 
sp.)，3 项致病性指标检测显示该菌株无致病性。 

(2) 该菌株最佳的固定化条件为：海藻酸浓

度 4.0%，CaCl2 浓度 2.0%，海藻酸钠溶液与菌

液体积比为 1:1，交联时间 8.0 h。 
(3) 在 pH 7.0、温度为 30.0 ℃、180.0 r/min

培养 3.0 d，固定化菌和游离菌对大豆油的油脂

降解率都达到最高，分别为 65.7%和 51.6%，固

定菌比游离菌的降解率高 14.1%。固定菌具有

更宽的 pH 适应范围和更强的冷热稳定性，重

复使用 4 次仍具有较好的油脂降解效果。 
(4) 固定化葡萄球菌对食堂下水道污水油

脂的降解率达到了 41.6%，该固定化菌球对大

豆油和实际污水都具有一定的油脂降解效果。 
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