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$$摘$要!$基于解脂耶氏酵母菌能够利用疏水基质作为碳源在胞内积累油脂的特点!通过紫外

诱变提高其脂质积累能力!并将其用于模拟餐饮含油废水的处理!最终将积累的酵母菌用于生物柴

油的制取% 试验结果表明!在照射功率为 !( )&波长为 "(&%# *+的紫外诱变条件下!通过照射不

同的时间!获得了高产油酵母菌 ,-!#!将其在产油培养基中培养 & . 后的生物量浓度&脂质产量&

生物柴油产量分别为未诱变菌的 !%/#&!%00 和 !%&1 倍% 将诱变培养的 ,-!# 用于含 "' 23-油脂

的模拟餐饮废水处理时!& . 后对油脂的去除率达到 &!4!且生物柴油的产量达到 "%'! 23-% 可

见!通过紫外诱变的解脂耶氏酵母菌可以利用餐饮废水中的油脂!在降低废水中油脂浓度的同时能

够通过酵母菌的脂质积累制取生物柴油%
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$$随着全球能源短缺和环境恶化问题的日益严

重$生物柴油作为一种清洁的可再生能源而备受关

注) 但其昂贵的原料成本严重制约了生物柴油的产

业化进程$因此寻求廉价且可持续的原料已经成为

生产生物柴油的关键*!+

) 与此同时$随着人们生活

水平的不断提高$我国餐饮业迅速发展$由此产生了

大量餐饮废水) 据不完全统计$我国餐饮废水排放

量占城市污水排放量的 #4$但是 H]̂

(

和 E]̂ 含

量却占总负荷的 !3#

*"+

) 餐饮废水中油脂含量高$

直接排放将会对环境造成负面影响*#+

) 目前常用

的餐饮废水处理方法有物理化学方法!如气浮法,

膜分离法,吸附法等",化学法!如化学絮凝法,化学

氧化法等"和生物处理法!如活性污泥法,生物滤池

法等") 然而$物化法和化学法均存在成本高,易造

成二次污染,适用范围小等缺点*/+

) 生物法因处理

成本低廉,操作方便而备受青睐*(+

$但是由于脂质

的油封作用$一般微生物不能直接吸收利用脂质$使

得餐饮废水中的油脂降解时间较长*0+

)

解脂耶氏酵母菌是一种产油酵母菌$有报道称

其可以利用疏水基质作为碳源进行生长代谢和脂质

积累*&+

) 因此$笔者在紫外诱变基础上进行筛选$

培养获得高脂质积累能力的解脂耶氏酵母菌后$将

其应用于模拟餐饮废水中油脂的去除和利用$以期

在净化废水的同时实现油脂的资源化$为实现解脂

耶氏酵母菌处理或利用餐饮废水并积累胞内脂质用

于生物柴油的制取提供重要参考)

!"

试验材料与方法

!#!"菌株及培养基

解脂耶氏酵母菌购于陕西省微生物研究所$并

保存于8/ _的麦芽汁琼脂固体培养基上) 采用

,P̂ 培养基活化及分离纯化解脂耶氏酵母菌$其中

蒸馏水配制的 ,P̂ 液体培养基用于活化$加入

"%(4的琼脂制成的固体培养基用于分离纯化)

产油培养基用于解脂耶氏酵母菌脂质积累驯

化$其成分如下# F̀
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为 '%!4,酵

母提取物为 '%"4) 本试验以 "' 23-的菜籽油为碳

源) 此外$以吐温 a' 和聚乙二醇 "'''' 作为乳化

剂$添加量均为菜籽油质量的 !'4

*a+

)

!#$"菌株的活化和菌悬液的制备

挑取 ! 环解脂耶氏酵母菌接种到 ,P̂ 液体培

养基中$在 "a _,!0' U3+=*条件下培养 ! . 进行菌

株的活化) 然后取 !'' +-活化后的菌液$在 / '''

U3+=*下离心 # +=*后弃去上清液$并用无菌生理盐

水洗涤 # 次$重悬混匀至 !'' +-$制得菌悬液)

!#%"紫外诱变及高脂质含量酵母菌的筛选

将制备好的菌悬液以 !'4的接种量接种在产

油培养基中$在 "a _,!0' U3+=*条件下培养 " .$分

别取 ( +-菌液加入到 ( 个灭菌的培养皿上!规格

为F1' ++"$将培养皿置于预热 "' +=*,功率为 !(

)的紫外灯下$分别照射 ',!,#,(,!' +=*$培养皿

与紫外灯的距离为 #' C+) 照射结束后$取不同照

射时间下的酵母菌菌液进行稀释涂布并置于黑暗中

培养$待长出单菌落后挑选较大的菌落培养 ! .$将

其制备成菌悬液并以 !'4的接种量接种在产油培

养基中$在 "a _,!0' U3+=*条件下培养 " .)

通过测定生物量和脂质含量$筛选出脂质产量

较高的酵母菌) 由于紫外诱变作用具有不确定性$

所以将筛选出来的酵母菌进行多次传代培养$然后

进一步对其进行培养) 最终筛选出一株稳定且产油

高的酵母菌)

!#&"高产油酵母菌处理和利用油脂

模拟餐饮废水中的油脂收集自某厨房的抽油烟

机中$其组成中废油浓度为 "' 23-$其余成分同产油

培养基) 将筛选出来的高产油酵母菌制备成菌悬

液$以 !'4的接种量接种到模拟餐饮废水中$在 "a

_,!0' U3+=*条件下培养$每天测量生物量浓度,脂

质产量,生物柴油产量,废水油脂浓度)

!#'"检测项目及分析方法

!#'#!"生物量浓度及废水油脂浓度的测定

将产油培养基中的发酵液收集于 !'' +-离心

管中$在 1 ''' U3+=*下离心 ( +=*$将离心后的培养

液转移到分液漏斗中$用蒸馏水冲洗细胞 " b# 次$

再用 ! c!!体积比"的甲醇氯仿冲洗 " b# 次$将离

(/!!(
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心洗涤后的菌在 (' _下烘干至恒质量$即为生物

量) 向分液漏斗中加入 #' +-氯仿溶液$振荡,静

置$收集底层氯仿相$重复此操作 # 次) 将收集到的

氯仿溶液用无水L<

"

[]

/

脱水$旋转蒸发后用 L

"

吹

脱至恒质量$即为废水中的油脂量)

!#'#$"酵母菌脂质产量及生物柴油产量的测定

采用酸热耦合超声破碎法提取酵母菌脂质*1+

$

向所提取的油脂中加入 "' +-正己烷,/' +-(4的

硫酸甲醇溶液$在 (( _下反应 "/ J) 将生成的脂肪

酸甲酯!O7X;B"利用气相色谱仪并结合 OĜ 检测

器进行测定*1+

) 脂质产量和生物柴油产量分别为

单位体积培养液中干菌体可提取的脂质质量及其制

取的生物柴油质量&菌体的脂质含量和生物柴油产

率分别为单位干菌体质量中可提取脂质的质量百分

比及其制取的生物柴油质量百分比)

$"

结果与讨论

$#!"解脂耶氏酵母菌的紫外诱变

酵母菌在不同紫外照射时间下发生诱变$诱变

后的酵母菌采用平板菌落计数法测定存活率) 试验

结果表明$在功率为 !( ),反应时间为 !' +=* 的紫

外诱变条件下$随照射时间的增加$酵母菌的存活率

呈现先快速下降后缓慢下降的趋势$紫外照射 !'

+=*时其存活率下降到了 1%1#4)

$#$"高产油酵母菌的筛选

$#$#!"酵母菌的脂质产量及生物量浓度

对紫外照射后的菌液稀释涂布培养后$筛选获

得了 !# 株菌落较大的酵母菌!编号分别为 ,-! b

,-!#") 在产油培养基中培养 " .$测定其脂质产

量) 结果表明$与未诱变菌 ,-' 相比$诱变菌脂质

产量变化很大#( 株发生了负突变$脂质积累能力下

降&a 株发生了正突变$脂质积累能力得到了提高)

a 株正突变菌株中$,-",,-#,,-!# 的脂质产量分

别为 !%&',!%&"和 !%&! 23-$与未诱变菌的 !%"! 23-

相比$分别提高了 !%/',!%/",!%/! 倍) 因此$紫外

诱变可获得 # 株脂质产量提高 /'4以上的解脂耶

氏酵母菌!,-",,-#,,-!#")

筛选出的 # 株解脂耶氏酵母菌经划线分离,传

代培养获得的单菌落生物量浓度随培养时间的变化

如图 ! 所示) 可知$,-",,-#,,-!# 的生物量浓度

随培养时间均呈现逐渐增大的趋势$第 & 天时生物

量浓度分别达到最大值 !!%",!'%/ 和 !!%1 23-$与

未诱变菌的最大生物量浓度 a%# 23-相比$其生物

量浓度分别提高了 !%#(,!%"(,!%/# 倍)
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图 !"诱变酵母菌生物量的变化

O=2%!$EJ<*2NDTS=D+<BBCD*CN*RU<R=D* DT+KR<2N*=C@N<BR

$#$#$"解脂耶氏酵母菌的脂质含量及产量

筛选出的 # 株解脂耶氏酵母菌脂质含量及产量

的历时变化如图 " 所示)
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图 $"诱变酵母菌脂质含量及产量的历时变化

O=2%"$EJ<*2NDT>=Q=. CD*RN*R<*. @=N>. DT+KR<2N*=C@N<BR

由图 "!<"可以看出$单位质量干酵母菌积累的

脂质含量的变化相似$均呈现出先快速升高然后小

幅波动的趋势$,-",,-#,,-!# 在 ! b& . 的脂质含

量均值分别为!"&%'( d"%/"4,!"&%0# d!%#"4,

!"0%'" d"%""4$与未诱变菌的!""%( d"%'"4相

比提高了 /4 b04) 由图 "!S"可以看出$不同诱

变酵母菌在 "' 23-油脂培养条件下单位体积菌液

中脂质产量随着培养时间的延长总体呈上升趋势$

至 & . 时均达到最大值$,-",,-#,,-!# 的脂质产

量分别达到 #%'/,"%a!,#%!a 23-$与未诱变菌的最

((!!(
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大脂质产量 !%1! 23-相比$分别提高了 !%(1,!%/&,

!%00 倍) [=V<U<+<eU=BJ*<*等人*!'+通过紫外诱变和

F

"

]

"

处理来提高栅藻的脂质积累能力$结果表明筛

选出来的诱变藻与野生藻相比$藻量从 !%1 23-提

高到了 "%/ 23-$脂质积累能力从 /'4提高到了

((4) <̀RUN等人*!!+通过化学诱变获得的高产油酵

母菌在含有 !'' 23-餐饮废油的培养基中培养$脂

质积累量最大可以达到 (%1& 23-$比野生菌提高了

!%a0 倍)

$#$#%"以解脂耶氏酵母菌为原料制取生物柴油

图 # 为诱变酵母菌制取生物柴油产率及产量的

变化)
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图 %"诱变酵母菌制取生物柴油产率及产量的变化

O=2%#$EJ<*2NDTS=D.=NBN>@=N>. TUD++KR<2N*=C@N<BR

从图 #!<"可知$不同解脂耶氏酵母菌制取生物

柴油的产率变化相似$均呈现先快速升高后小幅波

动的趋势) ,-",,-#,,-!# 在 & . 内生物柴油产率

均值分别为!!1%/( d!%&"4,!!1%'/ d!%""4,

!!&%&0 d"%&"4$比未诱变菌的!!(%& d!%a"4提

高了 "4 b#4) 由图 # ! S"可以看出$,-",,-#,

,-!# 解脂耶氏酵母菌制取生物柴油的产量随培养

时间的延长总体呈上升趋势$& . 后分别达到最大

值 "%"a,!%10 和 "%/" 23-$与未诱变菌的最大生物

柴油产量 !%#( 23-相比$分别提高了 014,/(4和

&14)

综上所述$# 株诱变酵母菌中 ,-!# 的生物量,

脂质产量以及生物柴油产量均最高$可作为模拟餐

饮废水中油脂处理和利用的最佳菌种)

$#%"采用,-!# 处理和利用模拟餐饮废水中的油脂

在处理和利用模拟餐饮废水油脂过程中$,-!#

生物量浓度和废水油脂残余浓度的变化如图 / 所

示) 可以看出$,-!# 酵母菌可以利用废水中的油脂

进行生物合成$生物量浓度上升的同时油脂浓度下

降) & .内油脂浓度从 "' 23-下降到 (%a 23-$去除

率为 &!4) 与此同时$,-!# 生物量浓度在 & .内从

'%#a 23-上升到最大值 !'%#( 23-)
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图 &"()!% 利用模拟餐饮废水油脂过程中生物量浓度

和油脂浓度的变化

O=2%/$EJ<*2NDTD=>CD*CN*RU<R=D* <*. S=D+<BBCD*CN*RU<R=D*

=* C<RNU=*2?<BRN?<RNUS@,-!#

,-!# 利用模拟餐饮废水油脂过程中脂质含量,

产量和生物柴油产量,产率的变化如图 ( 所示)
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图 '"()!% 利用模拟餐饮废水油脂过程中脂质含量,

产量和生物柴油产量,产率的变化

O=2%($EJ<*2NDT>=Q=. CD*RN*R<*. @=N>.$ <*. S=D.=NBN>@=N>.

=* C<RNU=*2?<BRN?<RNUS@,-!#

从图 ( 可以看出$单位质量酵母菌及其制取的

生物柴油产率变化趋势类似$均在第 " 天获得最大

值$然后小幅下降至平稳状态) 酵母菌的脂质含量

均值在 " b& .内为!"&%#" d!%("4$相应的生物柴

油产率均值为!!1%!( d'%("4) 酵母菌的脂质产

量及其制取的生物柴油产量均随时间的延长而增

大$第 & 天时达到最大值$分别为 "%&0 和 "%'! 23-$

(0!!(
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略小于以纯菜籽油为碳源的培养基培养结果$其原

因可能是餐饮废油与纯菜籽油的成分有一定差异)

%"

结论

!

$通过紫外诱变可以提高酵母菌的脂质积累

能力$筛选得到了 ! 株高产油酵母菌 ,-!#$与未诱

变酵母菌相比$最大生物量浓度从 a%# 23-提高到

了 !!%1 23-$单位体积培养液中酵母菌脂质产量从

!%1! 23-提高到了 #%!a 23-$单位体积酵母菌制取

的生物柴油产量从 !%#( 23-提高到了 "%/" 23-)

"

$将高产油酵母菌 ,-!# 用于处理和利用脂

质浓度为 "' 23-的餐饮废水时$培养 & .后$油脂去

除率为 &!4$生物柴油产量可达到 "%'! 23-) 在处

理油脂废水的同时$实现了生物柴油的制取)
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