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摘要：生物破乳剂是一种应用于油水乳状液分离的新型破乳剂 $本研究对筛选得到 % 株高效破乳剂产生菌 &’()(%（鉴定结果为

!"#$"%&’(’) *+$）代谢产生的生物破乳剂进行了理化性质、破乳能力和废弃油脂利用能力分析 $采用废弃油脂!为碳源，可提高

生物破乳剂产量 ,-. 倍，&’()(% 在以液体石蜡和废弃油脂培养 / 0 后该菌能使水的表面张力从 1! 2342下降到 5! 2342，

6768 %分别为 %"、!"；以液体石蜡为碳源培养得到的生物破乳剂在油包水型、水包油型模型乳状液的破乳率分别达到了 #.9、

:"9；而以废弃油脂!为碳源培养得到的生物破乳剂的破乳率分别为 #1-/9、.:9；采用煤油脱出率、乳状液脱除率和水脱出

率 5 种评价方式对破乳效果评价发现生物破乳剂最先作用于乳状液的连续相；采用 );6 和 <= 对废弃油脂生产破乳剂得到的

破乳剂有效成分进行鉴定，结果为脂肽与石蜡培养产物相同 $
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原油乳状液的破乳是实现油水分离、降低含水

率和减轻管线腐蚀的重要过程，乳状液的主要存在

形式为油包水型（b4W，_CJO\ DL KDE）和水包油型（W4
b，KDE DL _CJO\）! 种 $生物破乳剂是近年发展起来的 %
种新型破乳剂，由微生物代谢作用产生的一类具有

亲水、亲油基团的表面活性物质 $ 与化学破乳剂相

比，生物破乳剂具有结构更为复杂多样、选择性好、

低毒和易生物降解等特点［%，!］，可应用于环境保护和

石油开采炼制等领域 $目前对生物破乳剂的开发已

经成为破乳剂研究的重要方向，而高效生物破乳剂

产生菌的研究是开发高效生物破乳剂的关键［5］$ 以

生物破乳剂为代表的生物表面活性剂均存在成本过

高的问题，主要原因是培养基中的碳源一般采用疏

水性的碳氢化合物如烷烃的混合物等，这类工业品

的价格随石油价格而波动，使得生物破乳剂的原料

成本较高 $廉价碳源的应用是降低生物破乳剂成本

的重要途径之一［,，:］，作为环境领域的污染物废弃油

脂用作肥皂、化妆品、生物柴油等生产原料已有报

道［. A #］，目前尚未见应用于生产生物破乳剂的报道 $
本研究针对前期筛选得到的 % 株高效破乳剂产

生菌，以废弃油脂为碳源进行培养，并对优选后的废

弃油脂生产的生物破乳剂的破乳效果进行了分析 $
文中所有数据均测定 5 次以上，误差为标准误差 $

( 材料与方法

(B( 菌株 &’()(%
&’()(% 为从克拉玛依油田采油井边上长期受石
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油污染的含油土壤筛选得到，具体筛选过程及所用培

养基参见文献［!"］，#$%&%! 通过形态观察、!’( )*+,
序列分析和生理生化试验鉴定为 !"#$"%&’(’) -./［!!］/
!"# #$%&%! 培养特性及其产物破乳剂性质

!"#"! #$%&%! 全培养液

将琼脂平板上的 #$%&%! 菌落接入到营养肉汤

培养基富集培养，将培养 0 1 得到的培养液以 !"2
比例接入到 33(4 无机盐培养基内，碳源分别为

52的液体石蜡或废弃油脂 / 培养 61 即得到 #$%&%!
的细胞全培养液 /33(4 培养基参加文献［!"］/

将培养 6 1 的 #$%&%! 全培养液在!" """ )789:下

离心 !" 89:，得到离心获得物，离心获得物用去离子

水清洗 ; 次，将其再悬浮于 .< = >?" 的磷酸盐缓冲

液中，用于后续试验 /
!"#"# 生物量

生物量采用 *@6"、干重表达 /将均匀的 #$%&%! 的

细胞 悬 浮 液 稀 释 ;@ 倍 后 采 用 紫 外 分 光 光 度 计

（AB;!""，A+CD&3 公司），在 @6" :8 条件下测定即为

*@6"；将 #$%&%! 全培养液在!" """ )789:下离心 !" 89:
得到离心获得物，离心获得物用去离子水清洗 ; 次

后，在 !"@E烘 ;5 F 并称重测定干重 /
!"#"$ 表面张力

全培养液的表面张力（-G)HIJK LK:-9M:，(&）测定

采用铂金拉环法（*G +MGN )9:O LK:-9M8KLK)）（*&%!";，

淄博华坤电子仪器有限公司，中国）检测，具体操作

见文献［!;］/ D3DP !按照文献［!0］使用的方法，测定

全培养液在不同稀释倍数下的表面张力，表面张力

上升时的稀释倍数即为 D3DP ! /
!"$ 乳状液制备及破乳试验

模型乳状液制备方法参照文献［!5］，破乳试验

采用瓶试法进行［!@］，具体配置和操作过程见文献

［!’］/破乳效率计算：煤油乳状液的破乳效率采用上

层煤油脱除率、乳状液脱除率和下层水脱除率综合

表达 /

上层煤油脱出率 = 上层油脱出体积
乳状液中煤油体积 Q !""2

乳状液脱除率 =

! P 剩余乳状液体积
乳状液体积 R( )菌株培养液投加体积 Q !""2

下层水脱出率 =
底层水脱除体积

乳状液中蒸馏水体积 R 菌株培养液投加体积 Q !""2

!"% 废弃油脂

从餐饮行业收集到 ’ 种不同来源的废弃油脂

（SI-LK H)N9:O M9T，4UV），去除悬浮物后备用，’ 种废

弃油脂特性见表 !? 研究过程中，仅将液体石蜡替换

为相同体积的废弃油脂，在相同条件下操作培养 /将
培养后的全培养液进行稀释，得到与液体石蜡培养

的全培养液 *@6"值相同，进行破乳试验 /

表 ! & 种废弃油脂特性

&IWTK ! UKILG)K- MH -9X SI-LK H)N9:O M9T-

废弃油脂种类 来源 用途 性状 成分

! 豆油 炸菜、肉 黄色，清亮，流态 亚油酸为主，少量饱和脂肪酸

" 猪油 煎饼 土黄，清亮，半固态 饱和脂肪酸为主

# 调和油 炸菜、肉 棕褐色，浑浊，流态 亚油酸为主，少量饱和脂肪酸

$ 调和油 煎锅贴 黄色，清亮，流态 不饱和脂肪酸为主，分饱和脂肪酸

% 豆油 炸鱼 褐色，浑浊，流态 亚油酸为主，少量油酸

& 豆油 炸鱼丸 褐色，浑浊，流态 亚油酸为主，部分油酸

废弃油脂 YD%3( 分析［!>，!6］：废弃油脂采用 "?@
+的 +IV< 溶液进行酯化，得到的脂肪酸甲酯进行

YD%3(（&FK)8M UMJG- *(Z）配以 <[%@3( 柱（0" 8 Q
"?;@ 88 Q "?;@’8）测定 / 初温：!""E，保持 ; 89:；

进样口温度 ;@"E；程序升温 ;" E789:进行，终温

0""E，保持 ! 89:；检测器温度 ;@"E；进样量为 !

’\，分流进样，进样比 0" ] !；液体石蜡，采用正庚烷

进行萃取，得到的溶剂相旋转蒸发与氮吹，纯化后的

烷烃进行 YD%3( 的测定 /
!"’ 破乳剂有效成分鉴定

对烘干后的生物破乳剂粗产物进行索氏提取、

硅胶柱纯化和 &\D 和 C^ 鉴定，所用方法和具体操作

步骤详见文献［!’］/

# 结果与讨论

#"! 废弃油脂的比选

生物破乳剂是生物表面活性剂的一种，大多数

研究均采用液体石蜡等以碳氢化合物为主的烷烃作

为碳 源，以 液 体 石 蜡 为 例，目 前 其 市 场 价 格 高 达

’ """ _ !" """元7L /废弃食用油脂是指食品生产经营

单位在经营过程中产生的不可再食用的动植物油

脂、餐饮业废弃食用油脂，因来源不同俗称潲水油、

6!; 环 境 科 学 ;‘ 卷



煎炸油、地沟油等 !国内已经有企业开展了餐饮业废

弃油脂的收集并以" ### $ % ###元&’ 的价格出售 !目
前研究者采用废弃油脂作为碳源生产生物表面活性

剂，以此来降低生物表面活性剂的成本［"( $ )"］! 菌体

细胞利用烷烃的过程：烃类进入细胞后，经过生物氧

化生产伯醇、醛而得到脂肪酸，这些脂肪酸直接能结

合成更为复杂的脂类［))］! 因此废弃油脂中的脂肪

酸，是菌体合成脂类的必要原料，因此采用废弃油脂

代替烷烃生物合成生物破乳剂是可行的 !
!"#$"%&’(’) *+! ,-./." 起破乳作用的是与细胞

表面紧密结合的耐高温的一种胞壁结合型的表面活

性物质，由于其与细胞结合紧密，提取纯化过程复杂

且成本高，在油田实际应用中可采用离心菌体直接

投加破乳，因此本研究以细胞的干重来表征生物破

乳剂的干重，并对菌体细胞表面的性质进行了研究 !
将 ,-./." 在 0 种废弃油脂中进行培养并与石蜡培

养的产物活性和浓度进行比较，如表 ) 所示 !从中可

知，,-./." 在废弃油脂!中发酵后得到的生物菌体

干重为液体石蜡中的 120 倍，且未对破乳剂的表面

活性产生影响，可见废弃油脂!作为碳源提高了生

物量及表面结 合 的 生 物 破 乳 剂 的 产 量，这 与 345
等［)%］和 356789:; 等［)1］利用废弃油脂生物表面活性剂

可提高产量的研究结果一致 !分析原因，可能是由于

废弃油脂!中富含的饱和脂肪酸的疏水性导致的促

进作用 !
对废弃油脂!中的脂肪酸组成进行 <=.>? 测

试，结果如图 " 所示：废弃油脂!中以 ="0 @ #、="A @
)、="A @ " 和 ="A @ # 为 主，比 例 分 别 为 )B2%C、

表 ! 废弃油脂和石蜡碳源对破乳剂产量和性质的比较

/:D6E ) =FG+:;8*FH F7 I:*’E F86 :HJ +:;:778H 8H ’E;G* F7 ’4E 95:H’8’K :HJ 95:68’K F7 +;FJ5LEJ JEG56*878E;

性能 MNO" MNO! MNO# MNO$ MNO% MNO& 石蜡

*BA# "2)AA P #2#)) "2B)) P #2#%# "2#A0 P #2#)B "2%)" P #2#%" "2"(Q P #2#"" "21A0 P #2#%" #21)B P #2#"#
干重&GR·ST " "B2B P #21 )B2A P #2% "12Q P #2% "B2A P #2) "B2" P #2B "Q21 P #21 020 P #20
表面张力&GU·GT " %12" P #2" %)2Q% P #2)B %121% P #2)" %%2B P #2" %%2Q P #2"Q %%21% P #2"B %)2"Q P #2"B

图 " 废弃油脂!的 #$%&’ 试验结果

N8R!" <=.>? F7 MNO!

"(2)C、%)2(C和 "12)C，占总组分的 ("20C !
!(! ,-./." 在 ) 种碳源条件下生产生物破乳剂的

表面活性比较

临界胶束浓度（=>=）是指形成一定形状的胶团

所需表面活性物质的最低浓度，是表面活性剂的一

个重要特征 !生物表面活性剂的高效与否考察的是

指能使水的表面张力明显下降时生物表面活性剂的

浓度，对于某些种类和浓度尚不确定的生物表面活

性剂，还可以采用 =>=T " 来表示［"%，)%，)1］! !"#$"%&’(’)
*+!（,-./."）在石蜡、废弃油脂!发酵培养基内培养

A J 的 ,-./." 全培养液的 =>=T "，结果见图 )2 从图

)（:）可知，液体石蜡为碳源培养时最低表面张力达到

%) GU&G，,-./." 的相对浓度为 #2" 时，即全培养液稀

释了 "# 倍的菌悬液时仍能达到最低表面张力，则

=>=." 为 "#；而图 )（D）所示，废弃油脂!为碳源时全

培养液最低表面张力达到 %) GU&G左右，=>=T"为 )#2
菌株 ,-./." 在 ) 种培养基培养下得到生物破乳剂粗

产物的表面活性存在一定的差异，废弃油脂培养下的

=>=." 更大，这与废弃油脂!培养得到的生物破乳剂

粗产物的产量大具有一定的关系 !
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图 ! 不同培养基培养 "#$%$& 的 ’(’$& 的测定

!"#$% &’(’)*"+,("-+ -. /0/12 3,45’ -. 617,8 954(5)’ -. :;1<12

!)* 菌株 :;1<12 在 % 种碳源培养下破乳能力比较

以及破乳机制分析

生物破乳剂破乳效果的评价多采用乳状液破乳

率和脱水率［2=］，较少关注破乳过程中油相和水相的

脱出效果，而对于新型的生物破乳剂来说，其破乳特

性与化学破乳剂存在差异，需全面描述其破乳行为

有利于研究生物破乳剂的破乳机制 $本研究中，菌株

:;1<12 产生的生物破乳剂的破乳能力试验是在 >?
@、@?> 这 % 种类型模型乳状液体系内加入体积浓

度为 2AB的培养 6 7 的微生物全培养液，该生物破

乳剂的破乳率采用煤油脱出率、水脱出率和乳状液

脱除率 C 个指标来综合表达，其中乳状液脱除率是

油、水脱除率的整体反映 $以石蜡为碳源培养 :;1<12
的破乳效果见图 CD 图 C（,）反映的是在 >?@ 模型乳

状液中菌株 :;1<12 的破乳效果，在反应初期，破乳

效果仅体现为上层煤油的脱出，6 E 后煤油脱出率和

水脱出率同步增加，在 %F E 时 % 者脱出率基本一

致，可见 :;1<12 产生的生物破乳剂首先作用于乳状

液的连续相煤油 $从图 C（G）可以看出，对于 @?> 模

型乳状液，油脱出率与水脱出率同步增加，但油脱出

率要大于水脱出率，可见菌株 :;1<12 的破乳剂在 @?
> 模型乳状液破乳过程中也首先作用于连续相水 $
比较 % 种乳状液的破乳效果，:;1<12 破乳剂在 >?@
乳状液的破乳效率和破乳速率均高于 @?> 模型乳

状液，可见其更适应于 >?@ 型模型乳状液的破乳；

且该破乳剂在 % 种类型乳状液破乳时，通过发挥其

表面活性降低了油水界面的张力，改变了油水界面

性质实现了油水分离，且均优先作用了连续相的分

离，分散相的分离相对滞后 $ 陈延君等［%］认为 >?@
乳状液的破乳所需的破乳剂应为培养初期的具有亲

水表面的细胞，而 @?> 型乳状液的破乳则需处于内

源代谢阶段的具有疏水表面的细胞，这一现象与

未投加任何物质、投加蒸馏水和无机盐培养基的空白样 %F E 的破乳率均 H 2AB
图 * 以石蜡为碳源的培养物的破乳效果研究

!"#$C &’*54I"."9,("-+ (’I( -. G"-7’*54I"."’) J)-759’7 K"(E L’)-I’+’ ,I 9,)G-+ I-5)9’

:;1<12 破乳剂的破乳效果存在差异 $
将废弃油脂!培养后的 :;1<12 的全培养液进

行破乳试验研究，结果如图 F 所示 $从中可知，以废

弃油脂培养得到的全培养液和液体石蜡相比，破乳

效果稳定，且在 >?@ 乳状液中，破乳效率和破乳速

率均优于液体石蜡培养得到的破乳剂 $ 破乳剂在

A%% 环 境 科 学 %M 卷



未投加任何物质、投加蒸馏水和无机盐培养基的空白样 !" # 的破乳率均 $ %&’ (
图 ! 以废弃油脂!为碳源的培养物的破乳效果

)*+(" ,-./01*2*345*67 5-15 62 8*69-./01*2*-: ;:69/3-9 <*5# <415- 6*0 41 34:867 16/:3-

=>?、?>= 这 ! 种乳状液中的破乳效果的趋势与图 @
相似，在 =>? 乳状液的破乳效果也优于 ?>= 破乳

效果 ( 可见，以废弃油脂作为 !"#$"%&’(’) 1;( ABCDC%
的碳源发酵生产生物破乳剂是可行的，得到的产物

仍能维持较高的破乳效率 ( 可见，菌株 ABCDC% 产生

的破乳剂可使 =>?、?>= 这 ! 种类型的乳状液破乳，

且对 =>? 乳状液的破乳效果优于 ?>=(
"#! ABCDC% 的破乳剂有效成分分析

前期研究采用 DEF 和 GH 对液体石蜡培养得到

生物破乳剂进行初步鉴定，确定为脂肽［%I］；采用同

样的方法对废弃油脂!培养得到的生物破乳剂进行

了分析 (对纯化后的产物进行薄层层析，喷上茚三酮

显色剂后，在比移值为 &J@K（* 2 L &J@K）处有紫红色

斑点，而溴百里香酚蓝试剂、苯酚C硫酸试剂不显色，

说明该生物破乳剂为脂肽类生物表面活性剂；分析

GH 图，发现培养得到的生物破乳剂有脂肪碳链结

构［!K］，因此可以判断 ! 种碳源培养下得到的生物破

乳剂均为脂肽类生物表面活性剂 (

$ 结论

（%）高效破乳剂产生菌 !"#$"%&’(’) 1;( ABCDC% 在

疏水性碳源条件下培养后，具有较强的表面活性和

破乳活性；利用破乳菌株 ABCDC% 在以废弃油脂!为

碳源发酵生产生物破乳剂，与以石蜡为碳源相比，可

提高 生 物 破 乳 剂 产 量 "JI 倍，其 FMFN % 提 高 到

!& 倍 (
（!）以油脱出率、乳状液脱除率和水脱出率 @

个指标综合评价破乳剂在不同乳状液中的破乳效

能，对分析破乳剂的破乳机制和提高破乳剂的适用

性具有一定的意义 (
（@）废弃油脂培养下的 ABCDC% 产生的生物破乳

剂仍能保持相同的高破乳活性，且均为脂肽类生物

表面活性剂，其高效破乳效能和低成本有望应用于

工业化使用 (
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