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编者按:清洁生产是一个系统工程,其核心是“节能、降耗、减污、增效冶. 利用清洁生产理念与先进技术

改造传统产业,将污染物削减以至消除在生产过程中,将成为传统产业走新型工业化道路的重要途径.
推行清洁生产,对食品工业调整产业结构,转变经济增长方式,实施可持续发展战略,具有重要意义. 本

期刊登的这篇文章,在工艺及设备方面对食品行业的清洁生产工作,做了一些实际探索,可圈可点.
(栏目主持人:宋焕禄教授)
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高效降解废弃蓖麻基润滑油降解菌的分离筛选
及特性研究
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摘摇 要: 从内蒙古某蓖麻榨油厂排污口采样,分离筛选出 10 株能降解废弃蓖麻基润滑油菌株,其
中 T 9 菌株降解润滑油的能力较强,该菌株最适降解 pH 值为 5郾 0,降解温度 30 益,在 1% ~5%的

NaCl 中能较好生长. 通过菌落形态与生理生化实验,初步鉴定该菌株为假单胞菌属(Pseudomonas) .
在润滑油质量浓度为 10 g / L, 初始 pH 值为 5郾 0,180 r / min, 30 益下培养 7 d 后,采用改进的 CEC L
33 A 93 方法测得其对废弃蓖麻基润滑油的降解率为 72% . 采用 GC / MS 对降解产物进行分析,测
得其对废弃蓖麻基润滑油降解率为 80% ,该菌株具有良好的蓖麻基润滑油降解能力.
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摇 摇 随着润滑油的广泛使用,人们越来越关注它对

环境产生的影响[1],润滑油在使用过程中,不可避

免地会通过泄漏、溢出或不恰当的排放等途径进入

环境,而这些油品中的大多数组分不能被生物降解,
且具有一定的生态毒性,严重污染大气、土壤和水资

源,破坏生态环境和生态平衡[2] . 石油污染土壤的

治理方法主要有物理法、化学法及生物修复技术,其
中生物修复技术被认为最有生命力. 目前,大多数

研究是通过添加 N、P 等营养物质刺激土壤中土著

微生物的活性来实现污染土壤的生物修复[3 - 4],但
由于土著微生物生长缓慢、 数量有限,往往使生物

修复过程受到限制.

向石油污染土壤中投加环境适应强、降解效能

高的菌种或菌群是提高石油污染土壤生物修复效率

的主要手段. 可生物降解润滑油的研究主要包括基

础油、添加剂和生物降解性能试验方法等[5 - 7],目
前,对于生物降解标准研究甚少.

本研究从内蒙古蓖麻榨油车间排污口采取土样

和水样,分离菌株,对其形态及生理生化特性进行研

究,对 CEC L 33 A 93 方法[8] 进行了改进,使
其培养周期缩短,根据润滑油的溶解性选择合适的

萃取剂,确保润滑油结构官能团在 2 930 cm - 1处有

特征吸收峰. 研究菌株的生理生化特性及降解后产

物的分析,为深入进行降解机理研究奠定基础.
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1摇 材料与方法

1郾 1摇 样品来源及培养基

从内蒙古蓖麻榨油车间排污口采取土样和水

样;废弃蓖麻基润滑油由南开大学蓖麻工程研究中

心提供.
矿物降解培养基:KH2PO4 3郾 4 g;Na2HPO41郾 5 g;

(NH4)2SO4 4郾 0 g;MgSO4 0郾 7 g;NaCl 1郾 6 g; 酵母粉0郾 01
g; Tween 80 0郾 6 mL,蓖麻基润滑油 5郾 0 mL,蒸馏水 1
000 mL,pH 值为 7郾 0 ~7郾 2,121 益灭菌 20 min.

富集培养基:葡萄糖 3 g;NaCl 5 g;酵母膏 3 g;
蛋白胨 3 g;K2HPO4·3H2O 2郾 7 g;蒸馏水 1 000 mL;
pH 值为 7郾 2;115 益灭菌 15 min.
1郾 2摇 降解菌的分离筛选

将采集的样品经 24 h 曝气处理后,在无菌操作

条件下取少量样品,加入 50 mL 无菌水,搅拌,制成

悬浮液. 用移液枪取 0郾 1 mL 悬浮液,放入以废弃蓖

麻基润滑油为唯一碳源的筛选培养基平板上,用无

菌涂布器连续涂布 4 个平板,分别放置于 30 益恒温

培养箱中. 培养 2 ~ 3 d,挑取生长较快和不同菌落

形态的菌株,进一步分离纯化复筛,从中筛选出能以

废弃蓖麻基润滑油为唯一碳源生长的菌株.
1郾 3摇 降解特性的研究

从筛选的 T 9 菌株斜面培养基中,挑取一环接

种于 LB 液体活化培养基中,培养 12 h,分别取 1 mL
加入不同初始 pH 值(4郾 0,5郾 0,6郾 0,7郾 0,8郾 0,9郾 0,
10郾 0)的矿物降解培养基中,180 r / min,培养 12 h
后,测定不同初始 pH 值时生物量,获得最适 pH 值.
同理,在不同培养温度:15,20,25,30,35,40 益环境

中,180 r / min,培养 12 h 后,测定不同培养温度时生

物量,获得最适生长温度. 在培养条件一致情况下,
在 250 mL 三角瓶中装入 100 mL 富集培养基,将菌株 T
9 以相同接种量接入 NaCl 质量分数为 1%,3%,5%,

7%,9%的富集培养基中,30 益,180 r / min, 培养 3 d.
用紫外及可见分光光度计测试 OD600值.
1郾 4摇 菌落形态及生理生化实验

在牛肉膏蛋白胨固体培养基上观察菌株 T 9
的菌落特征,观察生理生化实验结果,初步确定菌株

的分类地位[9] .
1郾 5摇 蓖麻基润滑油降解实验

1郾 5郾 1摇 培养基:见 1郾 1
1郾 5郾 2摇 锥形瓶的准备

测试需要的不同种类测试烧瓶制备中各添加物

的含量见表 1.

表 1摇 测试瓶样品的制备

Tab. 1摇 Preparation of test bottles

V(矿物培

养基) / mL
V(菌液) /

mL

m(废弃

蓖麻基

润滑油) / g

V(0郾 03 mol / L
HgCl2溶液) /

mL
中性瓶 100 1 1 —
培养瓶 100 1 1 —
毒化瓶 100 — — 0郾 03

1郾 5郾 3摇 测试三角瓶最小数量的确定

测试需要的不同种类测试烧瓶的最小数量见表 2.

表 2摇 生物降解性试验所需烧瓶数量及分配

Tab. 2摇 Number and distribution of flask required
in biodegradability tests

培养

时间 / d
每种待测油的

测试瓶数 / 个
每种待测油的

毒化瓶数 / 个
中性

瓶数 / 个
0 3 — 2
7 3 2 —

摇 摇 注:“0 d冶烧瓶应该在试验开始后再准备,并立即对其进行萃取.

摇 摇 T 9 菌株活化后进行废弃蓖麻基润滑油的生

物降解试验,从种子培养基中吸取 1 mL 种子液,接
入到 1郾 5郾 2 中需要添加菌液的锥形瓶中,30 益,180
r / min 振荡培养 7 d.
1郾 5郾 4摇 破乳和破细胞壁实验

培养期结束后,在各锥形瓶中加入约 1 mL 1
mol / L HCl 和 20 g NaCl,摇瓶振荡,待 NaCl 完全溶

解后,采用超声波细胞破碎仪将培养基中的微生物

细胞壁破碎,使内容物释放及进一步破乳. 间歇式超声

波破碎条件:200 W,2 min,工作 2 s,停止 1 s,破碎后待

三角瓶内溶液温度冷却至室温后再进行分离萃取.
1郾 5郾 5摇 萃取

培养液 10 000 r / min 离心 10 min,去除细胞,取
上清液,将各样品倒入 250 mL 分液漏斗中,分 3 次

加入四氯化碳进行萃取,每次加入 30 mL,剧烈摇动

1 ~ 2 min,经常开启活塞排气;静置至分层后,开启

漏斗下部活塞,将下层有机相收入装有无水硫酸钠

的带玻璃容量瓶密闭振荡,或在 25 mL 带玻塞容量

瓶中操作,静置去水 24 h 后,置入 10 mm 光路长的

IR 室,测量 CH3 CH2 的 C—H 红外伸缩振动吸收

峰(在 2 930 依 10 cm - 1)的峰高.
1郾 5郾 6摇 IR 分析及生物降解率计算

用红外光谱分析仪测定萃取液,波数范围 2 500 ~
3 500 cm - 1,用装样的石英比色皿进行扫描, 对

2 930 依 10 cm - 1 处吸收峰的吸光度进行定量处理,
测定各毒化瓶和测试瓶(E烧瓶)萃取液的 IR 吸收,
根据式(1)计算残余油含量.
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余油含量 / % =
(E烧瓶 - E中性瓶) 伊 100

XE
. (1)

式(1)中 XE 为“0 d冶瓶 IR 吸收的平均值.
生物降解率按式(2)计算.

生物降解率 W / % = (P - T) 伊 100
P . (2)

式(2)中,P 为毒化瓶中残余油含量(平均值),% ;T
为测试瓶中残余油含量(平均值),% .

采用红外光谱鉴定四氯化碳中 C—H 含量,用
四氯化碳做空白,确保萃取剂中无干扰.
1郾 6摇 降解产物分析

取废弃蓖麻基润滑油降解后的培养液,10 000
r / min 离心 10 min,沉淀去细胞,取离心上清液,加入

浓硫酸,使其质量分数为 1郾 0% ,70 益水浴加热 30
min 进行甲酯化处理,用正己烷作萃取剂共萃取 3
次,每次用量 30 mL,剧振 2 min,静置分层,收集萃

取液上层有机相,放入三角瓶中,用约 10 g 无水 Mg鄄
SO4除去水分后,进行 GC / MS 分析. GC / MS 条件:
进样量 1 滋L,进样口温度 320 益,分流比 20颐 1,程序

升温 初始温度 130 益,以 8 益 / min 升到 320 益,保
留时间 10 min,柱流速 1 mL / min,柱型号 VF 5 ht,
柱规格 30 m 伊 0郾 25 mm,0郾 10 滋m,4 000 MS 型质谱

仪(Agilent 公司),质量扫描范围 m / z 50 ~ 1 000,离
子源 EI,质量分析器 离子阱,传输线温度 280 益,离
子阱温度 220 益,检索谱库 NIST 05.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 菌株的分离及筛选

从内蒙蓖麻榨油厂排污口采取土样和水样,分
离筛选出 10 株细菌,编号 T 1 至 T 10. 将分离得

到的菌株经过诱导驯化后,选取能在废弃蓖麻基润

滑油为唯一碳源培养基上生长较好的菌株 T 9 作

为试验菌株.
2郾 2摇 菌株降解条件的特性研究

2郾 2郾 1摇 最适 pH 值的确定

在其他条件一致的情况下,培养基的初始 pH
值对菌株 T 9 的生长具有较大影响,每种细菌都有

最适生长 pH 值,不处于最适生长 pH 值,菌株就不

能良好地生长繁殖. 菌株 T 9 在 pH 值为 5 ~ 10 中

都能较好生长,如图 1,即在酸、碱性条件下都能适

应并生长. 最适 pH 值为 5郾 0.
2郾 2郾 2摇 最适生长温度的选取

温度影响着微生物体内一系列生物化学反应,
它对生物有机体的影响表现在两个方面:一方面,随
着温度的上升,细胞中的生物化学反应速率和生长

图 1摇 初始 pH 值对菌株 T 9 生长的影响

Fig. 1摇 Effect of initial pH on the growth of T 9 strain

速率加快; 另一方面, 机体的重要组成如蛋白质、
核酸和催化反应的酶等对温度都很敏感,随着温度

的增高可能受到不同程度的破坏[10] . 因此,适宜的

温度对选取的菌种性能至关重要. 培养温度对菌株

T 9 生长的影响见图 2.

图 2摇 培养温度对菌株 T 9 生长的影响

Fig. 2摇 Effect of temperature on the growth of T 9 strain
由图 2 可以看出,在不同的培养温度下,菌株

T 9在 30 益时生物量略高,但在 15 ~ 35 益时T 9
菌株的生物量变化不大,表明 T 9 菌株有较广的生

长温度,30 益比较适宜. 超过 35 益,生物量显著降

低,表明更高温度不适于其生长.
2郾 2郾 3摇 耐盐性实验结果

图 3摇 菌株耐盐性实验结果

Fig. 3摇 Results of salt tolerance test

在微生物的实地修复环境中,土壤的盐碱性对

菌株生长有一定影响. 将 T 9 菌株以相同接种量

接入 NaCl 质量分数为 1% ,3% ,5% ,7% ,9% 的富

集培养基中,30 益,180 r / min 培养 3 d,测定 OD600

值,结果见图 3.
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由图 3 可知,菌株 T 9 在 NaCl 质量分数为 3%
时生长良好,当 NaCl 质量分数为 7%时生长受到抑

制,但菌株在 NaCl 质量分数为 1% ~ 5% 都能较好

生长,说明菌株具有一定的耐盐性.
2郾 3摇 菌落形态及生理生化实验鉴定结果

菌落光滑呈圆形、较大、湿润,中间隆起,乳白

色,边缘整齐. 短杆状,有鞭毛,运动,革兰氏阴性,
能利用葡萄糖、乳糖、木糖、甘露醇、谷氨酸钠等作为

碳源生长,不能利用硝酸钠作为氮源,但能利用亚铁

氰化钾为氮源. 葡萄糖产酸产气,淀粉水解为阴性

等实验结果及菌落特征见表 3,初步鉴定菌株T 9
为假单胞菌属.

表 3摇 T 9 菌株生理生化特征

Tab. 3摇 Physiological and biochemical characteristics of T 9 strain
菌株编号 菌落特征 个体形态 革兰氏染色 半固体穿刺接种 明胶穿刺接种 果聚糖形成 淀粉水解 葡萄糖发酵 需氧性

T 9 黄白色光滑湿润 短杆状 阴性 运动有鞭毛 液化 阴性 阴性 产酸产气 好氧

2郾 4摇 废弃蓖麻基润滑油降解处理后红外光谱分析

采用红外光谱检测碳 氢组合的最大吸收值表

示降解残余物含量,其检测结果较可靠、准确. 实验

过程中,中性瓶因为不加入润滑油,细菌缺乏碳源,
因而不能生长. 中性瓶的作用是扣除因加入菌液所

产生的红外光谱值. 毒性瓶加入了润滑油,虽然没

有接入菌液,仍需要加入 HgCl2,目的是为了抑制杂

菌对润滑油可能发生的降解.
在降解率的计算方法上,本试验同样消除了培

养瓶由于加入菌液而引起的实验误差,较 CECL 33
A 93 方法简单、快捷,比目前国内常用方法逻辑

更加严密,精确度更高[11] .
菌株 T 9 培养 7 d 后经过前期处理萃取后进

行红外检测,结果如图 4.

图 4摇 菌株 T 9 FT IR 检测谱图

Fig. 4摇 FT IR spectra of T 9 strain

由图 4 可知,4 组瓶实验中,在 2 930 cm - 1处都

有特征吸收峰,从上到下依次是毒化瓶,0 d 测试瓶,
7 d 测试瓶和中性瓶. 根据特征峰在 2 930 cm - 1处通

过 J 法积分后得出各组瓶的 J 值,再根据式(1)、
(2)计算余油含量和生物降解率. 通过计算得出菌

株 T 9 的降解率为 72% .
2郾 5摇 废弃蓖麻基润滑油降解产物的 GC / MS 分析

废弃蓖麻基润滑油降解产物的 GC / MS 分析结

果如图 5.

图 5摇 废弃蓖麻基润滑油降解气相色谱分析

Fig. 5摇 Degradation of waste castor oil鄄based analized
by gas chromatography

从图 5 可以看出,(a)、(b)两图均只出现了一

个峰,但(b)图的峰高大大降低. 根据峰面积计算得

出,废弃蓖麻基润滑油降解率为 80%左右.

3摇 结摇 论

从蓖麻榨油厂排污口废水中分离筛选出一株高

效降解废弃蓖麻基润滑油的菌株 T 9,在润滑油质

量浓度为 10 g / L, 初始 pH 值为 5郾 0,摇床转速为

180 r / min, 30 益下培养 7 d 后,采用改进的 CEC L
33 A 93 方法测得其对废弃蓖麻基润滑油的降

解率为 72% . 采用 GC / MS 对降解产物进行分析,测
得其对废弃蓖麻基润滑油降解率为 80% . 经形态

学、生理生化实验,初步鉴定为假单胞菌属.
T 9 菌株是从自然界中通过驯化分离得到,对

其进行废弃蓖麻基润滑油降解实验,并用 GC / MS 检

测降解后的产物,发现蓖麻基润滑油的基础油的降

解比较彻底,没有发现其他中间代谢产物,进一步的

机理研究还需要探讨. 其中,初始 pH 值、培养温度、
营养条件等都对微生物的代谢产物有影响,其主要

作用在于:引起细胞膜电荷的变化,从而影响微生物
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对营养物质的吸收,影响代谢过程中酶的活性. 另

一方面,温度是影响微生物各种特性的重要因素,温
度升高,细胞中的生物化学反应速率和生长速率加

快,机体的重要组成如蛋白质、核酸和催化反应的酶

等可能会受到不同程度的破坏.
蓖麻基润滑油作为一个复杂的化学混合体系,

其降解途径因各物质的结构和降解微生物的不同而

不同,蓖麻基润滑油基础油的降解性能,决定了它的

生物降解性. 因此,绿色蓖麻基润滑油很有希望成

为无二次污染的再生能源.
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Isolation of Castor Oil鄄based Waste Degrading Bacteria
and Its Degradation Characteristics

LIU Ya鄄qiong1, WANG Chang鄄lu1, HE Dong1, ZHANG Li鄄hong1, CHEN Mian鄄hua1,
WANG Yu鄄rong1, HE Liang鄄nian2, YE Feng2

(1. School of Food Engineering and Biotechnology / Key Laboratory of Food Nutrition and Safety,
Ministry of Education, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China;

2. Engineering Research Center for Castor, Nankai University, Tianjin 300071, China)

Abstract: Ten strains which can degrade the waste lubricants were isolated from sewage samples of the
outfall of a castor oil extraction plant in Inner Mongolia, China, and T鄄9 strain showed the strongest lubri鄄
cant degradation ability. The optimal degradation condition of T鄄9 strain was pH 5郾 0, and temperature 30
益 . T鄄9 strain could grow well in the medium containing 1% ~ 5% NaCl. T鄄9 strain was identified as
Pseudomonas by the colony morphology, physiological and biochemical characteristics. By improved
CEC鄄L鄄33鄄A鄄93 method, the degradation rate of castor oil鄄based waste lubricants was 72% when incuba鄄
ted for 7 days under the conditions as following: 10 g / L oil, initial pH 5郾 0, rotation speed of 180 r / min,
and 30 益 . By GC / MS analysis of degradation products, degradation rate was 80% , indicating that the
T鄄9 strain had good castor鄄based oil degradation ability.

Key words: castor based lubricants; CEC鄄L鄄33鄄A鄄93; GC / MS; degradation characteristics
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