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耐高 COD淀粉废水的高产油脂粘红酵母的驯化和筛选
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摘摇 要: 为减轻高 COD 淀粉废水对产油菌株粘红酵母生长的抑制,提高油脂产量,本文利用淀粉废水对该菌株进

行了耐高 COD 梯度驯化,并采用流式细胞仪对经尼罗红染色的粘红酵母细胞进行了高油脂含量菌株的筛选。 结

果表明:经多次驯化后,粘红酵母耐受淀粉废水 COD 高达 75000 mg / L;流式细胞仪筛选得到一株油脂含量为

25郾 7% (质量分数)的粘红酵母,比原始菌株油脂提高了 140% 。 400 L 发酵罐实验表明,在初始 COD 75000mg / L,葡
萄糖质量浓度为 36 g / L,pH4郾 8 及 30 益条件下,培养 33 h 后,粘红酵母生物量达 25郾 3 g / L,菌体油脂含量为 29郾 5% ,
COD 降至 5600 mg / L,降解率为 92郾 5% 。
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引摇 言

淀粉废水是食品工业中污染较严重的废水之

一[1]。 该废水中主要含有少量淀粉、纤维、蛋白质、
糖类等高浓度有机物。 如果直接采用工艺处理淀粉

废水,则不仅因有机物浓度太高对处理造成很大困

难,而且也因废水中有用物质的直接排放而造成很

大的浪费[2]。 微生物油脂又称为单细胞油脂,是生

物柴油的原材料。 许多微生物,如酵母、霉菌和藻类

等都能够在一定条件下以碳水化合物、碳氢化合物

等为碳源,在体内积累脂肪酸甘油酯[3]。 然而,利
用纯糖类或含糖农业作物为原料生产微生物油脂成

本太高,不利于规模化放大[4 - 5]。 含糖工业废水因

其含有大量的还原性糖,而且分布集中,排放量大,
是一个值得尝试研究的微生物碳源来源。

利用粘红酵母处理高 COD 淀粉废水,生产微生

物油脂的同时降低淀粉废水的 COD,可实现废水的

资源 化 利 用, 并 且 解 决 生 物 油 脂 生 产 原 料 问

题[2, 6 - 8]。 之前相关研究都是取 COD 较低工段的

淀粉废水(通常 COD < 30000 mg / L) [9 - 10] 或对淀粉

废水适当稀释,以降低废水 COD 浓度[2],所以如何

驯化筛选适应高浓度 COD 废水生长且油脂含量较

高的菌株成为研究的首要任务。 尼罗红染色剂是一

种荧光染料,可以与细胞内的油脂进行特异性的结

合,用尼罗红对细胞内油脂染色[11],并利用流式细

胞仪筛选油脂含量高的菌种是一种非常快速方便的

方法[12 - 13]。
本文尝试采用 COD 梯度驯化粘红酵母,经多次

驯化筛选适应高浓度 COD 淀粉废水的粘红酵母。
尼罗红染色后,经流式细胞仪筛选,得到了一株耐高

COD、高产油脂的粘红酵母菌株,大大节省了筛选菌

种繁杂的工作量。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 菌种

出发菌株为本实验室保藏的粘红酵母菌株

(Rhodotorula glutinis)。
1郾 2摇 培养基配方

液体淀粉废水培养基成分是 V麸质水 颐 V浸泡液 = 4颐
1,4% 葡萄糖。 固体淀粉废水培养基的成分是

V麸质水 颐 V浸泡液 = 4颐 1,20%葡萄糖[2],2%琼脂。 (麸质

水、浸泡液为不同工段的淀粉废水,培养基中无需再

加入除糖以外的其他营养物质)。
1郾 3摇 试剂与仪器

浓硫酸, 重铬酸钾, 氯仿, 三氯甲烷, 甲醇,
(NH4) 2 SO4,分析纯,北京化工厂;尼罗红荧光染

料,上海杰美基因医药科技有限公司。
HYG鄄A 型回转恒温调速摇床,江苏太仓市实验

设备厂;COD 快速测试仪,包括 CR3200 型加热消解
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器和 PhotolabS,光电比色计,德国 WTW 公司;紫外

诱变箱,济南洁康空气净化设备厂;流式细胞仪,BD
公司;5 L 发酵罐,上海暴行生物设备工程有限公司。
1郾 4摇 驯化和紫外诱变方法

将粘红酵母接种到淀粉废水培养基中发酵,测
其生长状况,72 h 后,再转接到新鲜淀粉废水培养基

中进行下一轮的驯化,如此重复多次。
取直径 9 cm 无菌平板,培养基为淀粉废水固体

培养基,涂布稀释至合适浓度的粘红酵母菌悬液,在
等距 40 cm、功率为 25 W 紫外灯下照射。
1郾 5摇 尼罗红染色方法

取 200 滋L 发酵液离心,用磷酸缓冲液洗涤 2
次,再加入含 KCl 0郾 15 mol / L 的无菌磷酸缓冲液溶

解。 取 40 滋L 尼罗红染色剂到 160 滋L 的丙酮中,向
上述处理后的菌液中加入 20 滋L 尼罗红丙酮溶液,
避光,放在摇床中染色 30 min。 取出后,离心,用
PBS 洗涤菌体 2 次,洗去附着的染色剂,离心收集菌

体,再用 4 mL 无菌磷酸缓冲液溶解菌体。
1郾 6摇 分析方法

COD 由 COD 测定仪测得;油脂含量(质量分

数)的测定采用氯仿甲醇法[2];菌体细胞质量浓度

测定采用干重法;残糖由 SBA 生物传感分析仪测

得。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 菌种的驯化

淀粉废水的 COD 较高,粘红酵母在 COD 值较

高的淀粉废水中较难生长,需要对菌种进行驯化,才
能缩短发酵延滞期,提高生物量。 对菌种在未添加

水的淀粉废水培养基(初始 COD 为 75000 mg / L)中
进行了 6 代驯化,结果如图 1 所示。

图 1 表明驯化第 1 代的粘红酵母和经几代驯化

后粘红酵母生长延滞期的变化状况。 第 1 代驯化结

果显示,发酵 22 h 后菌体生物量干重仅为 2郾 7 g / L,
且发酵 72 h 后,菌体生物量干重为 4郾 95 g / L,而经过

6 代驯化,发酵 22 h 时生物量干重为 9郾 9 g / L,且在

发酵末期 72 h,菌体生物量干重为 20郾 25 g / L,由图

可知驯化效果十分显著,而且最后 3 次驯化菌种的

延滞期趋于稳定,初步验证了菌种耐受 COD 浓度达

75000 mg / L 淀粉废水的稳定性。 此菌株耐受 COD
的能力,比本实验室之前所做的耐 COD 30000 mg / L
的菌种[2]有很大提高。 且目前,生物发酵法处理高

COD 淀粉废水多采用 COD 较低工段的废水(COD <

30000 mg / L),或用水对废水进行稀释,初步降低其

COD 值,再利用菌体处理。 而本文利用驯化菌直接

对 COD 高达 75000 mg / L 的淀粉废水进行处理,有
助于避免因稀释废水而造成的水资源浪费。

图 1摇 淀粉废水中不同驯化批次粘红酵母延滞期的

生物量比较

Fig. 1摇 Lag phases of different batches in starch wastewater

2郾 2摇 菌种的紫外诱变

对驯化后的粘红酵母进行常规紫外诱变,然后

用流式细胞仪筛选油脂含量较高的菌株。 首先绘制

其紫外诱变存活率曲线:取 9 个直径 9 cm 无菌平

板,涂布稀释至合适浓度的粘红酵母菌悬液,在等距

(40 cm)、功率为 25 W 紫外灯下,将其中 8 个分别照

射 4、5、6、7、8、9、10、11 min 等不同时间,诱变后将经

诱变的 8 个平板和未经诱变的平板放在 30 益恒温

箱中培养 72 h。 将诱变平板的单菌落数目和未经诱

变平板的单菌落数目进行比较,绘制其致死率曲线

如图 2 所示。 从图 2 可知,紫外诱变 8 min 时,存活

率在 10% ~20%之间,此诱变时间最佳。

图 2摇 粘红酵母紫外诱变存活率曲线

Fig. 2摇 Lethal curve of UV mutation of Rhodotorula glutinis

取一定量培养到对数期的耐高 COD 淀粉废水

粘红酵母的发酵液,稀释到一定浓度后,将液体直接

导入无菌表面皿中,按照 1郾 4 节中所述条件在紫外

灯下照射 8 min,进行诱变。
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2郾 3摇 流式细胞仪高通量筛选高油脂含量菌种

流式细胞仪可以对经荧光染料染色的物质进行

高通量筛选,在医学中应用普遍。 而利用流式细胞

仪对高油脂含量粘红酵母进行高通量筛选还鲜有报

道。 本文利用流式细胞仪对经尼罗红荧光染料染色

的淀粉废水驯化菌进行筛选,以期获得高油脂产量

的菌种并大大减少筛选菌种的工作量。
将诱变后菌液接入新鲜淀粉废水培养基中培养

72 h 后,用尼罗红对菌种进行染色,然后通过流式细

胞仪进行高通量筛选,以期筛选出油脂含量较高的

菌株。 染色后,将菌液过滤,用流式细胞仪进行分

析,得到的谱图如图 3 所示。

图 3摇 未经分选粘红酵母流式分析图

Fig. 3摇 Flow cytometry analysis of mutagenic stains

由图 3 可见,横坐标表示荧光强度,荧光强度大

的区域表示细胞内的油脂含量较高。 图 3 中明显看

出,细胞分为两个群体,荧光强度较小的细胞峰面积

较大,油脂含量少,而荧光强度较大的细胞面积小,
油脂含量高,此部分细胞为诱变后,发生明显正突变

的细胞,最终选定上图 P2 门中油脂含量较多的细

胞,将其分离收集。
对第一次分选收集到的细胞再用流式细胞仪进

行分析,验证分选结果,如图 4 所示。 可得到明显的

两个峰,经分析,左边荧光强度较小的为假阳性细胞

的特征峰,右边荧光强度较强且细胞数量较多的细

胞特征峰是我们想要得到的高产油脂粘红酵母细胞

的特征峰。
继续对图 4 中油脂含量较高的 P2 门中的细胞

进行分选。 分选后细胞用流式细胞仪分析,结果如

图 5 所示。 经过第二次分选,荧光强度较弱的即油

脂含量较低的细胞明显减少,荧光强度较大的细胞

即油脂含量较多的细胞占整个细胞群的主体。
将分选得到的细胞涂平板,没有杂菌产生,并对

其进行摇瓶发酵培养,在 72 h 时测其油脂含量为

图 4摇 经一次分选后粘红酵母流式分析图

Fig. 4摇 Flow cytometry analysis of stains after screening once

图 5摇 经两次分选后粘红酵母流式分析图

Fig. 5摇 Flow cytometry analysis of stains after screening twice

25郾 7% 。 将诱变分选前的初始菌株在同样条件下摇

瓶培养,测其 72 h 的油脂含量为 10郾 7% ,可得经诱

变分选后细胞比分选前细胞内油脂含量提高了

140% ,效果非常明显。 流式细胞仪多用于医学中的

细胞分选,而对生产菌种的分选应用较少,da Silva
等[14]曾利用流式细胞仪对粘红酵母内的油脂进行

检测,但未对高产菌株进行分选。 且本文筛选的粘

红酵母细胞的油脂含量比 da Silva 等所用菌种的油

脂含量有较大的优势。 利用流式细胞仪可对粘红酵

母细胞进行反复多次的筛选,进一步提高菌种的油

脂含量。
2郾 4摇 筛选菌种的放大培养

2郾 4郾 1摇 5 L 发酵罐

将分选后的细胞收集保存,并传代。 在 5 L 发

酵罐中利用淀粉废水培养基进行放大实验,验证筛

选后细胞的生长特性和油脂产量。 在初糖质量浓度

为 36 g / L(当发酵罐中的糖低于 10 g / L 时进行补

糖)、pH =4郾 8、接种量 10%的条件下发酵,结果如图

6 所示。
由图 6 可见,经过流式细胞仪筛选后的细胞在

5 L 淀粉废水发酵罐中生长效果良好。 发酵 72 h,生
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图 6摇 流式分选后的粘红酵母 5 L 发酵罐实验

Fig. 6摇 Fermentation of screening stains in 5 L fermentor

物量干重为 20郾 79 g / L,收集发酵 72 h 的菌体测其油

脂含量为 26%与 2郾 3 节中,细胞油脂含量 25郾 7%基

本一致。 由此可见,经流式细胞仪筛选后的细胞生

长非常稳定,且油脂含量稳定。
2郾 4郾 2摇 400 L 发酵罐

进一步将筛选到的粘红酵母在 400 L 发酵罐中

进行中试发酵实验证其稳定性。 发酵废水培养基中

V麸质水 颐 V浸泡液 = 4颐 1,在初始糖质量浓度为 36 g / L(当
发酵罐中的糖低于 10 g / L 时进行补糖)、pH = 4郾 8、
接种量 10%的条件下发酵,结果如图 7 所示。

图 7摇 400 L 中试发酵试验

Fig. 7摇 400 L pilot scale fermentation

由图 7 可知,粘红酵母的生物量在 33 h 时生物

量干重为 25郾 3 g / L,菌体油脂含量为 29郾 5% 。 发酵

前淀粉废水的 COD 为 75000mg / L,发酵 33 h 过后淀

粉废水的 COD 为 5600 mg / L, COD 的降解率为

92郾 5% 。

3摇 结论

(1)多次驯化后,粘红酵母耐受淀粉废水 COD
高达 75000 mg / L;流式细胞仪筛选得到一株油脂含

量为 25郾 7%的粘红酵母,比原始菌株提高了 140% ,
显著减少了菌种筛选的工作量。

(2)400 L 发酵罐中,初始 COD 浓度 75000 mg /
L,葡萄糖质量浓度为 36 g / L,pH4郾 8,30 益条件下,
培养 33 h 后,生物量达 25郾 3 g / L,菌体油脂含量为

29郾 5% ,COD 降至 5600 mg / L,降解率为 92郾 5% 。
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Domestication and screening of Rhodotorula glutinis with
resistance to high chemical oxygen demand (COD) starch

wastewater for lipid production

ZHONG Na摇 ZHANG ZhiPing摇 ZHANG Hua摇 ZHANG Xu摇 TAN TianWei
(Beijing Key Laboratory of Bioprocess, College of Life Science and Technology, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China)

Abstract: In order to decrease the inhibition of the high chemical oxygen demand (COD) wastewater on the growth
of an oil鄄producing strain—Rhodotorula glutinis—and thereby increase oil production, the domestication of strains
with resistance to high COD was performed in starch wastewater. Screening of strains with high lipid production ob鄄
tained from Nile Red staining of Rhodotorula glutinis cells was completed by flow cytometry. After multiple domesti鄄
cation steps, Rhodotorula glutinis could tolerate starch wastewater with COD up to 75000 mg / L. One Rhodotorula
glutinis with a lipid content of 25郾 7% screened by flow cytometry had a lipid content which was 140% higher than
the original. A 400 L fermentor experiment showed for initial conditions of 75000 mg / L COD, 36 g / L glucose and
pH 4郾 8, after culturing for 33 h at 30益, the biomass could reach 25郾 3 g / L and the bacterial lipid content reached
29郾 5% , while COD decreased to 5600 mg / L. The degradation ratio was 92郾 5% .
Key words: Rhodotorula glutinis; starch wastewater; flow cytometry; microbial oil
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