
微生物油脂生产是解决生物柴油原料问题的重要途径之一! 本文以制糖厂废糖蜜为原料"通过间歇发酵试验"考查了装液量#

!"#接种量#温度"以及氮素和碳素等因素对黏红酵母$!"#$#%#&’() *(’%+,+-%增殖与油脂合成的影响!结果表明"在稀释糖蜜 #$% 浓
度 &&&’’()*+#初始 !" 值 ,-.#/’!和 &,’0*(12 条件下发酵 &/34"黏红酵母的总细胞干重和油脂产量分别达到 3-53 和 ’-6)*+"去
除单位 #$% 的细胞产量和油脂产量分别为 ’-/.和 ’-&37)*7)&在黏红酵母发酵系统中"氮源的补充对细胞增殖具有显著刺激作用"
但对油脂合成与积累无显著影响&在发酵过程中一次性补加碳源葡萄糖 &’)*+"可使黏红酵母的细胞和油脂产量分别提高到 /-85 和
&-/)*+!
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’ 引言
面对能源危机和严重的环境污染!世界各国都在大力研

发和推广应用清洁的替代能源" 其中!利用可再生的生物质
资源生产的生物柴油!具有环保性能好#发动机启动性能好#
燃料性能好#具有可再生性等多方面的优点!倍受世人关注!

成为后续能源领域的一大研究热点 _!‘" 目前!国内外对生物柴
油的研究主要集中于植物油和餐饮废弃油脂方面!但是利用
植物油作为原料成本较高!约占总成本的 6#a"’"a!经济可
行性差 _$‘$以餐饮废弃油为原料存在原料总量有限!原料组成
及性能变化大!难以收集和运输困难等问题 _(‘" 因此!寻找廉
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价而相对易得的原料成为了生物柴油产业化的关键! 许多微
生物"如酵母#霉菌和藻类等"在一定条件下能将碳水化合物
转化为油脂贮存在菌体内"称为微生物油脂!"#! 利用微生物生
产微生物油脂"为解决生物柴油原料供给问题提供了一条新
途径!
本文以甜菜制糖厂的废糖蜜为原料"利用具有积累油脂

特性的黏红酵母$!"#$#%#&’() *(’%+,+-%进行了发酵试验"探讨
了 $% &’()*+*,发酵产油脂条件及其对糖蜜中有机物的去除情
况"以期为开发制糖废水处理与资源化和能源化综合技术提
供指导!

! 材料与方法
!"! 菌种与种子培养基
黏红酵母$./ *(’%+,+-%购于中国工业微生物菌种保藏中

心! 种子培养采用麦芽汁液体培养基 !-#!

!"# 菌种的活化
用接种环挑取低温保藏的菌种" 接种于灭菌种子培养

基"置于恒温摇床$./012"哈尔滨东联电子技术开发有限公
司%"在 34!#564789*+条件下培养 :4;! 摇瓶规格为 :-49<"
装液量为 -49<!
!"$ 发酵实验
发酵容器为 :-49< 的锥型瓶"发酵底物为加水稀释的制

糖厂废糖蜜! 将稀释糖蜜 -49< 装于 :-49< 锥形瓶中" 以富
氧膜封口#灭菌$5:5!#:49*+%后"接种一定量的种子培养液"
于 34!#564789*+条件下培养"发酵时间根据前期探索试验结
果定为 53:;! 在考查不同因素对 !/ *(’%+,+- 发酵产油脂的影
响实验中"除了对所考查因素的调控外 "保持其余发酵条件
不变! 每一个发酵条件下设置 : 个平行实验$发酵瓶%"相关
指标的检测结果取其平均值!

!"% 油脂提取与定量
5% 菌体回收 ! 将一定体积的发酵液放入离心管 "用

=-44789*+ 离心 -9*+"弃上清液&加入蒸馏水震荡洗涤后再次
离心分离! 重复操作 3>?次"将收集的菌体在 -->64!烘干"
恒重!

:% 菌体细胞的破碎!菌体干燥恒重后"研磨成粉"加蒸馏
水"搅拌均匀"并按照每克菌体沉淀 69< 的比例加入 ?9@’8<
盐酸" 充分震荡混匀" 在室温下放置 349*+后" 置于沸水浴
:49*+"之后置于1:4!迅速冷却! 重复操作 3次!

3% 油脂的提取! 油脂提取采用索氏提取法和氯仿1甲醇
法结合的方式! 经干燥恒重研磨成粉状的菌体先采用索氏提
取法提取油脂!6#"即将离心干燥后的菌体粉末包于滤纸中"移
入索氏提取器" 用乙醚反复回流抽提 :;" 回收乙醚后再经
64!烘干!根据索氏瓶和瓶内物质抽提前后的重量差"得菌体
油脂量计作 05! 经索氏提取法提取后的菌体粉末用蒸馏水溶
解制成菌液"加入 : 倍体积的氯仿1甲醇$体积比为 5A5%提取
液"充分震荡"震荡混匀后 -444789*+ 离心 -9*+"取氯仿层"加

入等体积 4%5B CD2’ 溶液"-444789*+ 离心 -9*+"取氯仿层"挥
发去除氯仿层即得到油脂"油脂量计作 0:"菌体油脂量即为’

0E05F0:!

!"& 分析方法
5% 细胞总量的测定!根据研究目的不同分别采用了分光

光度法和细胞干重法! 分光光度法用于探讨发酵系统的细胞
生长与增殖"其具体操作是’将待测发酵液样品进行离心"弃
上清液"震荡洗涤后再次离心分离! 重复操作 3>?次"将收集
的菌体加蒸馏水制成菌悬液并适当稀释"并在波长 -64+9 处
用紫外可见分光光度计$GH:344"上海天美仪器有限公司%测
定其光密度 $IJ%" 并按照 IK1细胞浓度标准曲线的回归方
程"计算样品中的细胞浓度!IK1细胞浓度标准曲线的回归方
程为’1L4%3M?N214%4?OP$.:E4%PP5Q%! 细胞干重法则用于细胞
产量和油脂含量分析"其操作与第 5%?节的菌体回收相同!

:%其他分析项目! 除了黏红酵母油脂含量的测试方法已
在第 5%3节中阐明"研究涉及的其他分析项目还有 R.值和糖
蜜废水 2IJ"分析均采用国家标准方法!S#!

# 结果与分析
#"! 装液量对黏红酵母生长和产油脂的影响
黏红酵母利用糖类基质合成油脂及不饱和脂肪酸的过

程属于发酵代谢"发酵系统中溶解氧的供给水平可能影响到
其增殖和油脂产量! 为了解决溶解氧对黏红酵母发酵稀释糖
蜜时的增殖和产油脂的影响" 采用容积为 :N49< 的锥形瓶"
通过改变发酵液体积 $装液量% 的方式" 在稀释糖蜜 2IJ
5:5449&8<#R. 值 Q%N#34!和 5Q4789*+ 等条件下"对黏红酵母
进行了不同装液量的发酵试验! 试验采用三组平行试验"其
每只锥形瓶的装液量分别为 N4#544和 5N49<"菌种接种量均
为 :4T$菌悬液 34E5%5Q5%! 试验结果$图 5%表明"经过 53:;
的发酵"装液量为 N49< 的黏红酵母发酵系统"其细胞干重和
油脂产量分别达到 :%?= 和 4%=?&8<" 而在装液量为 544 和

图 ! 装液量对黏红酵母生长和产油脂的影响
’()" ! *++,-. /+ -01.02, 3/104, /5 .6, 401.(71(-8.(/5
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!"#$% 的发酵系统中! 其细胞干重和油脂产量分别为 !&’("
!&")*+% 和 #&,-"#&..*+%!呈现出显著的下降趋势# 分析认为!
在发酵容器体积和摇床转速一定的条件下! 装液量较少时!
发酵液中的溶解氧水平较高!因此可能促进了酵母的增殖和
油脂合成$ 有研究报道 /’0!产油真菌在供氧不足条件下!甘油
三酯合成会强烈受阻! 并引起磷脂和游离脂肪酸大量积累%
通气条件下!游离脂肪酸会部分转化成含 1 个或 . 个双键脂
肪酸!从而使不饱和脂肪酸大量增加$ 对于黏红酵母发酵糖
蜜产油脂的最佳溶解氧水平!尚待进一步通过试验确定$

!"! #$对黏红酵母增殖和产油脂的影响
以 234浓度为 !!,##$*+%的稀释糖蜜为发酵基质!利用

!$56+% 726 和 !$56+% 8937 调节其酸碱度! 在装液量 "#$%&

种子菌悬液’!":!&1(,(接种量为 !#;的条件下!考查了初始
<7 值对黏红酵母增殖和产油脂的影响# 结果表明’表 !(!黏
红酵母对 <7有较宽的生态福! 在 <7 值 ,&#=’&#范围内均能
表现出良好的增殖与油脂积累# 在初始 <7值为 ,&#条件下!
经过 !.1>的发酵!黏红酵母菌体干重和油脂产量分别为 #&""
和 #&!,*+%#随着初始 <7值的升高!黏红酵母菌体干重和油脂
产量均呈现递增趋势! 并在初始 <7 值 )&" 时达到最大值!分
别为 1&.) 和 #&()*+%# 当初始 <7 值进一步升高时!黏红酵母
菌体干重和油脂产量表现出递减趋势# 当初始 <7值升至 ’&#
时! 黏红酵母菌体干重和油脂产量分别降为 #&-1 和 #&1"*+%#
从表 !可以看出!发酵系统的 234去除率与菌体产量和油脂
产量呈正相关#在初始 <7值 )&"条件下!发酵液的 234 浓度

注!9"菌体干重#?"去除单位 234 的细胞产量$干重%#@"去除单位 234 的油脂产量&

85ABCD 9E FGH @B66I ?J FGHK@B66 HLB6F MG5$ 234 GB$5N96I @J *GB9CB HLB6F MG5$ 234 GB$5N96&

表 % 初始 #$ 值对黏红酵母生长和油脂产量的影响
&’()* % +,,*-. /, /01213’) #$ 4’)5* /3 .6* 75).1#)1-’.1/3 ’38 20*’9* :1*)8 /, !" #$%&’(’)

初始

<7 值
终点

<7 值
终点 234
+O$*)%K!P

234
去除率+;

细胞产量 9

+Q*)%K!P
234 细胞产率 ?

+QR*)R*K!P
油脂产量

+Q*)%K!P
234油脂产率 @

+QR*)R*K!P
,&#
,&"
"&#
"&"
)&#
)&"
(&#
(&"
’&#

(&(
(&’
(&"
(&,
(&!
(&!
(&!
(&!
(&!

-,1#
(.##
")’#
"1’#
,(##
,!’#
,’)#
,’1#
"(1#

!(&,
.)&#
"#&1
".&(
"’&’
).&.
"(&,
"(&(
,-&’

#&""
#&’"
#&-1
#&-"
!&(-
1&.)
!&)1
!&)"
#&-1

#&1’
#&1!
#&!)
#&!)
#&1(
#&..
#&1"
#&1"
#&!)

#&!,
#&1
#&1.
#&1"
#&"#
#&()
#&,-
#&,-
#&1"

#&#(
#&#"
#&#,
#&#,
#&#(
#&!!
#&#(
#&#(
#&#,

从初始的 !!,##$*+% 降低到 ,!’#$*+%!234 去除率高达
).&.;!去除单位 234 的细胞产量和油脂产量分别为 #&.. 和
#&!!R*+R*!显著高于其他初始 <7 值不同的发酵系统#
!"; 接种量对黏红酵母生长和产油脂的影响
接种量的大小对微生物生长延滞期长短有显著的影响#

通常情况下!菌种接种量较大时 !微生物群体生长所表现出
的迟缓期较短!很快就能进入对数生长期# 但是!如果菌种接
种量过高!培养基中的营养成分将成为微生物群体生长的限
制因素!因此会影响微生物群体生长状态和油脂积累# 为考
查接种量对黏红酵母增殖和产油脂的影响! 以 234 浓度为
!!1##$*+%稀释糖蜜为原料!在装液量 "#$%&初始 <7 值 )&"&
.#!和 !)#G+$LS 的条件下!考查了接种量’菌悬液 !":!&.!.(
分别为 !#;&!";&1#;&.#;时的黏红酵母增殖和产油脂情
况#试验结果’图 1(表明!经过 !.1> 的发酵!接种量为 1#;的
黏红酵母发酵系统!其总细胞干重和油脂产量最高!分别达
到 1&.- 和 #&’.*+%# 接种量小于 1#;时!接种量越小!黏红酵
母的增殖和油脂产量也就越低% 当接种量提高到 .#;时!黏

红酵母总细胞干重和油脂产量则分别降低为 !&,. 和 #&.(*+%!
甚至比接种量仅为 !#;的黏红酵母发酵系统还要低#

图 ! 接种量对黏红酵母增殖和油脂产量的影响
<12" ! +,,*-. /, 13/-5)57 -/3-*3.0’.1/3 /3 .6*
75).1#)1-’.1/3 ’38 20*’9* :1*)8 /, !" #$%&’(’)
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注!! 为菌体干重"

"#$%& ! %’()%** +), -%../

注!!#菌体干重$0#去除单位 123 的细胞产量%干重&$-’去除单位 123 的油脂产量(
"#$%*& !4 +), -%..5 04 +),6-%.. ,7%.+ 8)#9 123 )%9#:!.5 -; <)%!*% ,7%.+ 8)#9 123 )%9#:!./

!"# 温度对黏红酵母生长和产油脂的影响
微生物可以通过调节细胞内脂肪酸的组成保证细胞膜

在不同温度下具有良好的流动性和通透性 =>?! 通常情况下"当
菌株从高温转移到低温生长时"细胞膜中不饱和脂肪酸及短
链脂肪酸含量增加#而当温度升高时"脂肪酸平均链长会增
加! 为考查温度对黏红酵母增殖和产油脂的影响"以 123浓
度 @@@AA9<BC 稀释糖蜜为原料"在装液量 DA9C$菌悬液%!"E
@/@F@& 接种量为 GAH$ 初始 (I 值 F/D$JA!和 @FA)B97K 条件

下" 在 GA$GD$JA$JD!对黏红酵母进行发酵试验! 结果表明
%表 G&"黏红酵母在 GALJD!范围均表现出良好的增殖与油脂
积累"经 @JGM 发酵"其菌体干重和油脂产量分别维持在 G/@L
G/NG和 A/FGLA/O<BC! 比较而言"黏红酵母在 JA!表现出了最
佳的增殖和产油脂能力"发酵完成时分别达到 G/NG 和 A/O<BC"
发酵液的 123 浓度从初始的 @@@AA9<BC降到 N@OA9<BC"123
去除率高达 FG/JH"去除单位 123 的细胞产量和油脂产量分
别为 A/JD和 A/@GP<BP<"显著高于其他温度的发酵系统!

表 ! 温度对黏红酵母增殖和油脂产量的影响
$%&’( ! )**(+, -* ,(./(0%,10( -2 ,3( .1’,4/’4+%,4-2 %25 60(%7( 84(’5 -* !" #$%&’(’)

发酵温度B! 终点 123BQ9<’C6@R 123 去除率BH 细胞产量 !BQ<’CS@R
123的细胞产率 0

BQP<’P<S@R
油脂产量BQ<’CS@R

123的油脂产率 -

BQP<’P<S@R
GA
GD
JA
JD

NGOA
NDNA
N@OA
NJFA

F@/N
D>/@
FG/J
FA/T

G/@A
G/@A
G/NG
G/@T

A/J@
A/JG
A/JD
A/JG

A/FD
A/FF
A/OA
A/FG

A/@A
A/@A
A/@G
A/A>

!"9 氮源对黏红酵母生长和产油脂的影响
氮是微生物增殖所必须的大量元素! 从微生物营养角度

看"以糖类为主要成分糖蜜"其中的氮素相对匮乏! 在糖蜜中
适当补充一定量的氮素应该有助于黏红酵母的增殖"但是否
同样有利于油脂产量的提高是一个需要探讨的问题! 本文选
择酵母膏 $蛋白胨 $尿素 12%"IG&G 为有机氮源 "%"IN&GU2N$

V"2J$"!"2J为无机氮源" 以 123 浓度为 @@FAA9<BC稀释糖
蜜为原料"在装液量 DA9C$菌悬液 %!"E@/G@O&接种体积比
GAH$初始 (I 值 F/D$JA!和 @FA)B97K 的条件下"考查了不同
氮源对黏红酵母发酵糖蜜增殖和产油脂的影响"其中各种氮
源的投加量按照氮素含量为 @<BC的标准分别进行折算"即酵
母膏%氮含量 TH&@N/J<BC$蛋白胨%氮含量 @N/DH&F/><BC$尿素
G/@N<BC$%"IN&GU2N N/TG<BC$V"2J T/G<BC$"!"2J F/AF<BC! 表 J
结果表明"在所示各种氮源中"V"2J 对酵母增殖的促进作用

最为显著"经 @JGM 的发酵"黏红酵母细胞干重达到了 G/OD
<BC"这一产量远高于不投加氮源发酵系统的产量 G/NT<BC%参
见图 @&!有研究报道指出"钾离子的加入"为细胞提供了一个
低钠离子高钾离子的环境"加强了细胞膜的 VWS"!W离子泵功

能"这种特殊的离子环境对维持细胞的渗透压的平衡 $恒定
细胞的体积"维持细胞内正常生命活动都是非常必要的 =@A?!因
此"V"2J对黏红酵母增殖的促进作用"究竟是 VW的刺激作用

还是氮素营养的作用" 仍需进一步探讨! 但从产油脂角度分
析"氮源的投加并不利于油脂的合成与积累"对于投加 V"2J

的黏红酵母发酵系统"尽管细胞产率有了大幅提高"但油脂产
量并不突出"为 A/TJ<BC!这一产量比不外加氮源的发酵系统的
产量 A/OJ<BC有显著降低%参见图 G&! 因此"在以糖蜜为原料"
利用黏红酵母进行发酵生产油脂时"建议无须外加氮源!

!": 发酵过程补充碳源对黏红酵母增殖和产油脂的影响
微生物生产油脂分作两个阶段"即菌体增殖阶段和油脂

积累阶段! 有研究报道 =@@?"在发酵前期"较低的碳氮比能够促
进菌体大量增殖"后期适当添加碳源"则有利于菌体油脂的
积累! 为了解碳源补加对黏红酵母发酵稀释糖蜜时的增殖和
产油脂的影响"在稀释糖蜜 123 @@FAA9<BC$在装液量 DA9C$
菌悬液 %!"E@/GDO&接种体积比 GAH$初始 (I 值 F/D$JA!和
@FA)B97K的条件下" 对黏红酵母发酵系统进行了追加碳源的
发酵试验! 发酵试验中"以不补充碳源的发酵系统为对照"另
组装 N套补加碳源的发酵系统"补充碳源采用葡萄糖"一次性
补加量 @A<BC"补加时间分别为发酵后的 GN$JF$NO 和 FAM"其
发酵时间根据前期探索试验的结果分别从对照组的 @JGM 延
长为 @FO$@FO$@>G和 @>GM!试验结果%表 N&表明"在黏红酵母
发酵糖蜜过程中适量补加葡萄糖的发酵系统"其细胞增殖和
油脂产量均显著高于不补加碳源的发酵系统! 在发酵系统运

表 ; 氮源对黏红酵母增殖和油脂产量的影响
$%&’( ; )**(+, -* 24,0-6(2 21,04,4-2 -2 ,3( .1’,4/’4+%,4-2 %25

60(%7( 84(’5 -* !" #$%&’(’)

氮源 细胞产量 !BQ<’CS@R 油脂产量BQ<’CS@R

有机氮

无机氮

酵母膏

蛋白胨

12Q"IGRG
Q"INRGU2N

V"2J

"!"2J

@/NF
G/GO
@/OO
G/NN
G/OD
@/NJ

A/JJ
A/DO
A/NJ
A/T@
A/TJ
A/JD
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行 !"# 时补加碳源!可以获得最大的细胞产量 !$%&’()!而在
&*# 时补加碳源则对油脂产量的促进作用最为显著 ! 可达
+,!+’-)" 通过黏红酵母增殖曲线的测定#数据从略$发现!在
发酵的第 .&!!"# 时!酵母的增殖正处于对数生长期!此时的
碳源补加!无疑会直接促进菌体细胞的增殖%而当发酵进行
到 &*# 时!酵母的增殖已进入稳定期!此时添加碳源!虽对菌
体增殖无明促进作用!却提供了宜于油脂合成与积累的高的
碳氮比环境!因此可获得更高的油脂产率&

! 结论
+$ 黏红酵母具有较强的合成和积累油脂的能力 !以

/01浓度为 +++223’() 稀释糖蜜为原料! 在初始 45 值 ",6’
!2"和 +"27-389 条件下!经 +!.# 发酵!其总细胞干重和油脂
产量可分别达 .$&.和 2$*’-)!/01去除率为 ".$!:!去除单位
/01的细胞产量和油脂产量分别为 2,!6 和 2,+.;’(;’"

.$ 在黏红酵母发酵稀释糖蜜系统中!氮源的补充对细胞
增殖具有显著刺激作用! 但对油脂的合成与积累无显著影
响" 在以扩培黏红酵母为目的时! 建议采用的氮源为 <=0!!
参考剂量为 %,.’()"

!$ 在发酵过程中补加碳源葡萄糖!对黏红酵母的增殖和
油脂积累具有显著的促进作用" 在发酵系统运行 !"#时一次

性补加葡萄糖 +2’()!可获得最大的细胞产量 !,%&’()%而 &*#
时补加则对油脂产量的促进作用最为显著!可达 +,!+’()"
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表 ) 发酵过程补加葡萄糖对黏红酵母增殖和油脂产量的影响
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!学术动态!

中国宇航学会!国际光学工程学会"!"#$#将于 %&’( 年 )月 %*$%+ 日在北京市召开%第四届国际光电子探测与成像技术学
术交流会&’
会议分 , 个专题研讨(征文内容包括)传感器与微机械光器件技术(激光探测和成像技术(红外成像技术及应用(成像探测器

技术与应用(太赫兹技术与应用(空间探测技术与应用(生物激光及其医学应用’
征文摘要截止时间)%-(&年 (% 月 .( 日(全文截止时间)%-(( 年 * 月 .- 日’
联系方式 )天津市 %%) 信箱 .% 分箱 ".--(/%# 赵雪燕 (电话)-%%0%.++/%,)(&%%0%.+(.1(.(电子信箱 )2345624374789

23:’ 会议网站);;;9<=>?<234593@A’
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