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55摘5要!5为探究餐厨垃圾水解液发酵产油脂的动力学特征和影响因素!以 !"##$"%&'(#)*

#)%)+,*,")-*4&)$3"!.#)%)+,*,")-*4&)$3$为供试菌株!在初始餐厨垃圾水解液加入量为 '%6%搅拌

速率为 $(% 7+89:%通气量为 4&) ;+89:%发酵周期为 $% <的条件下!进行 $ ;发酵罐发酵实验& 实

验结果表明!!.#)%)+,*,")-*4&)$3 的最优初始培养条件如下'0=值为 3%温度为 *% >%生物接种量

为 $%6#在此实验条件下!发酵第 ? 天油脂产量最高达 2&3 .+;!此时生物量为 $* .+;!油脂产率为

*3&$6#发酵产生的脂肪酸主要由 @$3 和 @$( 脂肪酸组成& 餐厨垃圾水解液中的无机盐钠
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%&$ 8.+;$外!无需额外添加其他无机盐& 同时基于;J.9/K9L方程和;HF<FM9:.NO97FK等方程建立了

!.#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体生长%产物生成%底物还原糖消耗 * 个发酵动力学模型!较好地描述了餐

厨垃圾水解液培养菌体产油脂发酵过程中菌体生长%油脂合成以及底物还原糖消耗的过程&
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55微生物油脂也被称为单细胞油脂%通常由酵母'

霉菌'细菌和藻类等微生物制得%其组分与脂肪酸和

植物油相似%可作为制取生物柴油的原料%成为生物

柴油领域的研究热点($ N*)

* 富含蛋白质'淀粉'纤维

素'氨基酸'油脂'糖类'钠'镁'铁'钙'磷'氮等物质

的餐厨垃圾%以及水解产生的微量元素和有机物%可

为微生物发酵产油脂提供原材料%为解决当前生物

柴油原料成本过高等问题提供了思路(2 N?)

*

餐厨垃圾水解液内含有大量的多糖'氨基酸等

营养物质%可以明显促进 !"##$"%&'(#)*#)%)+,*,")

-*4&)$3"!.#)%)+,*,")-*4&)$3#等为代表的产油脂

菌的菌群增殖(? N()

* 为研究餐厨垃圾水解液发酵产

油脂的动力学特征和影响因素%笔者对一株 !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 在 $ ;发酵罐中分批发酵餐厨垃

圾水解液产油脂过程进行研究%探讨其产油脂特性

及其动力学过程%旨在为餐厨垃圾水解液发酵产生

物柴油小试数据的放大'大型发酵工艺的设计及工

业化应用提供参考*

!"

材料与方法

!#!"实验材料

菌株!酿酒酵母 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 属于酵母

菌科%单细胞%卵圆形或球形%具有细胞壁'细胞质

膜'细胞核"极微小%常不易见到#'液孢'线粒体及

各种贮藏物质%例如油滴'肝糖等* 实验使用的 !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 购于湖南微生物所%在中国工业微

生物菌种保藏管理中心的编号为@#@@*$4?3*

培养基! O!R斜面培养基*

发酵培养基!餐厨垃圾水解液培养基%主要成分

为多类还原糖'氨基酸等(? N()

%还原糖类含量为

$%6 i$36%氨基酸态氮含量为 $(% i44% 8.+;*

实验药品均为分析纯%包括 *%) N二硝基水杨

酸'亚硫酸钠'酒石酸钾钠'浓盐酸'甲醇'氯仿'氯化

钠'淀粉酶'糖化酶'蛋白酶'纤维素酶等*

实验用发酵罐!自制自控式"S#"PN$@I#*

!#$"实验方法

!#$#!"餐厨垃圾水解液

餐厨垃圾来源于长沙理工大学食堂%去除其中

的木筷'骨头及纸巾等杂物%粉碎打成浆%按质量比

为 $ j$ 加去离子水形成混合液* 向混合液中加入

一定量的蛋白酶'糖化酶'淀粉酶和纤维素酶%在 0=

值为 3'温度为 )) >的条件下%水解 *% 89: 以后经

2 %%% 7+89:的转速离心制得餐厨垃圾水解液%将其

灭菌脱毒后备用*

!#$#$"发酵

挑取一定量的 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 菌株于O!R

培养基中%在 *% >和 $(% 7+89:条件下振荡 $% V%按

照体积分数为 $%6的接种量转接入发酵种子液培

养基中%在 *% >和 $(% 7+89:条件下振荡 $4 V制得

种子液""!

3%%

!

$&4#* 加入体积分数为 '%6的初

始餐厨垃圾水解液'体积分数为 $%6的种子液%在

0=值为 3'温度为 *% >'搅拌速率为 $(% 7+89:'通

气量为 4&) ;+89: 的条件下进行发酵%分析上清液

和菌体(? N$%)

*

!#$#%"检测项目及方法

菌体密度!间隔 2 V量取一定量的发酵液%高速

离心 4% 89:%采用 %&'6的氯化钠溶液重悬沉淀%测

&2(&
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定"!

3%%

*

菌体干质量!取 $ 8;发酵液于离心管中%2 >

高速冷冻离心 4% 89:%(% >烘干*

油脂产量!采用酸热法提取油脂并测定质量*

还原糖的测定!采用!AI法测定上清液中还原

糖含量* 即吸取 $%%

!

;发酵液加入 * 8;!AI 试

剂%沸水浴显色 ) 89:%定容至 4) 8;%测定"!

))%

*

$"

结果与讨论

$#!"环境影响因子

!.#)%)+,*,")-*4&)$3 受环境因子影响较大%其

中 0=值和温度影响最为显著"见图 $#*

!" #$

!

"
#

$

!

%
&

'
$

%

"

&

#

!

"
#

$

$%

$&

$'

(

)

%

&

'(

)*

+,

*-

*.

/(

**

%
&

'
(

%
*

0 . 1 - 2

#3

!

")$

%&'$

%&'(

!
"

#

!

$
%

&
#

!

"

"

#

!

"
#

$

#$

#%

&

'

(

$

)(

))

)$

)#

)%

$*

$
%

&
'

!
$

$+

()

!%

!"#

$%&#

$%&'

$, )+ ), (+

-.

(*

!
"

#

!

$
%

&
#

!

"

"

#

!

"
#

$

#$

#%

#&

'

(

$

%

)(

)*

)$

))

)%

)+

$
%

&
'

!
$

%

()#

!,

!"#

$%&#

$%&'

$ ( ' %&#& #% #$ #( #' %%

)-

./

*)#

图 !"环境因子对!"#$%$&'(')$*($&'!( 利用餐厨垃圾

水解液发酵产油脂的影响

E9.&$5#:cUHF:LFJcF:b97J:8F:KBUcBLKJ7/J: KVF07J<HLK9J:

JcJ9Ua_!.#)%)+,*,")-*4&)$3 c7J8M9KLVF: dB/KFV_<7JU_/BKF

cF78F:KBK9J:

微生物培养环境的 0=值既可以影响细胞膜表

面电荷%又可以影响营养介质离子化程度%而且决定

着细胞摄取营养以及排泄的过程%从而对微生物生

命活动产生影响* 从图 $"B#可知%当培养液 0=值

为 ) i' 时%生物量'油脂产量和油脂产率均先增大

后减小* 在 0=值为 3 时%!.#)%)+,*,")-*4&)$3 的生

物量和油脂产率达到最大值%分别为 $* .+;和

*26* 温度是影响微生物生长与存活的重要因素之

一%温度不但影响生化反应速率和微生物生长速率%

还对微生物机体如蛋白质'核酸等产生影响%当环境

温度过低或者过高时%微生物可能完全停止增长*

由图 $ " a#可知%当培养温度在 4% i2% >时% !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 的生物量和油脂产率均先增大后

减小%在培养温度为 *% >时%生物量和油脂产率达

到最大值%分别为 $$&'% .+;和 *4&?$6* 对真菌发

酵而言%适宜的接种量既能降低菌种污染风险%又可

以缩短发酵时间'提高发酵效率* 由图 $"L#可知%

当接种量在 *6 i4%6时%!.#)%)+,*,")-*4&)$3 的生

物量和油脂产量均先增大后减小%当接种量为 $%6

时%其生物量和油脂产量达到最大值%分别为 $4&32

和 2&2* .+;$但油脂产率却随接种量的增加而不断

降低* 综上所述%在不同 0=值'温度和接种量下%

生物量和油脂产量的变化规律相似%经分析生物量

与油脂产量具有正相关性%说明环境因子影响了 !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 的性能%进而影响了生物量和油脂

产率*

$#$"产油脂特征

在 0=值为 3'温度为 *% >和接种量为 $%6'餐

厨垃圾水解液中初始还原糖的含量为 $$&*36的条

件下%进行产油脂特征分析* !.#)%)+,*,")-*4&)$3

发酵第 4 天进入对数生长期"见图 4#%第 ? 天进入

稳定期* !.#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体的生长周期包括

调整期'对数期'稳定期和衰减期%呈 I 型曲线* !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体对还原糖的利用也呈 I 型曲

线%还原糖含量先缓慢下降再快速下降至稳定阶段%

稳定时还原糖的含量降至 $&%6以下* % i4 <%!.

#)%)+,*,")-*4&)$3 繁殖缓慢%消耗还原糖的速率慢%

油脂产量少$第 4 i3 天菌体属于对数期%随着 !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体生长率和还原糖消耗速率增

大%油脂产量也随之升高%在第 ? 天油脂产量和油脂

产率均达到最大值%分别为 2&3 .+;和 *3&$6%此时

发酵液中还原糖含量下降至 46* 第 ( i' 天%生物

量达到最大值%但油脂产量逐渐下降%说明发酵液中

&)(&
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还原糖基本耗尽%菌体以自身积累的油脂维持生命

代谢%与之前报道(( N$%)类似*
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图 $"!"#$%$&'(')$*($&'!( 产油脂特征曲线

E9.&45@VB7BLKF79/K9LLH7bF/JcJ9U07J<HLK9J: a_!.#)%)+,*,")

-*4&)$3

对 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 利用餐厨垃圾水解液发

酵制得的微生物油脂进行气相色谱分析%结果表明%

豆蔻酸甲酯的含量为 *&426'棕榈油酸甲酯的含量

为 )&$36'软脂酸甲酯的含量为 $)&?'6'亚油酸甲

酯的含量为 $%&'46'油酸甲酯的含量为)3&%26'

硬脂酸甲酯的含量为 (&()6* 可见%发酵所得脂肪

酸主要由@$3 和@$( 脂肪酸组成*

$#%"高浓度无机盐的影响

餐厨垃圾水解液中 AB

C和 D

C等离子含量高%

同时还含有@B

4 C

'EF

* C

'G.

4 C

'@H

4 C

'G:

4 C等微量无

机盐离子%这些离子不仅是部分产油脂菌代谢氧化

还原酶反应的必要微量元素%而且其浓度也会对油

脂合成速率和油脂产量产生影响($$)

* 餐厨垃圾水

解液中金属离子浓度较高的有 AB

C

'D

C

'G.

4 C

'

@H

4 C

'G:

4 C

%相应浓度分别为 (%% i4 %%%'$)% i

44%'$) i4)'%&$ i%&4'4 i) 8.+;*

图 * 为无机离子对 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 发酵产

油脂的影响* 可以看出%当发酵液中 D=

4

O"

2

'

G.I"

2

& ?=

4

"' G:I"

2

& =

4

"浓度增加时% !.

#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体的油脂产率'油脂产量均受到

抑制* 向培养液中添加 D=

4

O"

2

后% !.#)%)+,*,")

-*4&)$3 油脂产率下降明显%随着D=

4

O"

2

的浓度增

加%油脂产量和生物量也受到抑制$添加 G.I"

2

&

?=

4

"以后%!.#)%)+,*,")-*4&)$3 菌体的油脂产率和

生物量随着G.I"

2

&?=

4

"的浓度升高而降低$添加

$ 8.+;以下的 G:I"

2

&?=

4

"时%对 !.#)%)+,*,")

-*4&)$3的油脂产率影响较小%但当投加量大于 $

8.+;时%油脂产率开始下降%油脂产量和生物量持

续下降$添加 % i%&$ 8.+;的 @HI"

2

&)=

4

"时%!.

#)%)+,*,")-*4&)$3菌体的油脂产率和油脂产量均增

加%继续增加@HI"

2

&)=

4

"时%油脂产率'油脂产量

随之降低%对菌体生物量产生了抑制作用*
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图 %"无机离子对!"#$%$&'(')$*($&'!( 发酵产油脂的影响

E9.&*5TccFLK/Jc9:J7.B:9L9J:/J: J9U07J<HLK9J: a_!.

#)%)+,*,")-*4&)$3 c7J8cF78F:KBK9J:

$#)"发酵动力学模型

常用的微生物菌群生长动力学方程有 GJ:J<

方程和 ;J.9/K9L方程* GJ:J< 方程属于典型的均衡

&3(&
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动力学生长模型%适于单一限制生长性基质*

;J.9/K9L方程属于典型的 I型曲线动力学生长模型%

适应性较广泛%且可对发酵过程中菌体浓度抑制自

身生长进行描述(?%$4)

* 经综合比较以后%本研究采

用;J.9/K9L方程建立 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 生长动力

学模型%见式"$#*

5

<C

<9

k

!

8

"$ N

C

C

8

#C "$#

式中!

<C

<9

为菌体生长速率%8.+"8;&<#$

!

8

为

最大比生长速率%<

N$

$9为发酵时间%<$C为菌体浓

度%8.+8;$C

8

为最大菌体浓度%8.+8;*

!.#)%)+,*,")-*4&)$3 发酵产油脂过程较复杂%

通过对比分析%本研究采用;HF<FM9:.NO97FK方程建

立 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 产油脂动力学模型($* N$))

%见

式"4#*

5

<;

<9

k

"

<C

<9

C

#

C "4#

式中!

<;

<9

为油脂合成速率%8.+"8;&<#$

"

为

生长耦联产物合成系数$

#

为非生长耦联产物合成

系数*

依据物料平衡可知%在 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 产

油脂过程中消耗的还原糖主要被用于菌体繁殖生

长'维持菌体生命代谢和油脂合成* 因此%本研究采

用 ;HF<FM9:.NO97FK1U9MF方程建立 !.#)%)+,*,")

-*4&)$3在产油脂过程中糖代谢的动力学模型%见

式"*#*

5 N
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k

$

D

e+/

<C

<9

C'CC

$

D

0+/

<;

<9

"*#

式中! N

<!

<9

为还原糖的消耗速率%8.+"8;&

<#$

$

D

e+/

为菌体生长与还原糖消耗的相关系数$'为

维持自身代谢和底物消耗的相关系数$

$

D

0+/

为油脂

合成与底物消耗的相关系数*

经计算%本研究中发酵动力学模型方程拟合参

数
!

8

'

"

'

#

' $+D

e+/

''' $+D

0+/

分别为 $&%24 <

N$

'

%&4'('%&%%2'%&2?''%&%*)'%&$%3*

本研究中%!.#)%)+,*,")-*4&)$3 进行餐厨垃圾

水解液发酵产油脂的动力学方程见式"2# i"3#*

菌体生长动力学模型!

5

<C

<9

k$&%24C"$ N

C

$*&%)

# "2#

油脂生成动力学模型!

5

<;

<9

k%&4'(

<C

<9

C%&%%2C ")#

还原糖消耗动力学模型!

5 N

<!

<9

k%&2?'

<C

<9

C%&%*)CC%&$%3

<;

<9

"3#

$#'"动力学拟合分析

图 2 为 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 发酵产油脂动力学

模型方程的拟合曲线* 从图 2 可以看出% !.

#)%)+,*,")-*4&)$3菌体的生长曲线'产油脂和还原糖

代谢方程的拟合值与实验值较吻合%拟合相关系数

"@

4

#分别为 %&'?('%&'3% 和 %&''3* * 个模型参数

经E检验均具有显著性差异";l%&%%$#%且模型

''6的概率水平是显著的*
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图 )"!"#$%$&'(')$*($&'!( 发酵产油脂动力学模型方程

的拟合曲线

E9.&25E9KK9:.LH7bF/cJ7KVFM9:FK9L8J<FUFWHBK9J: Jc

J9U07J<HLK9J: c7J8cF78F:KBK9J: a_!.#)%)+,*,")-*4&)$3

%"

结论

"

5餐厨垃圾水解液可被 !.#)%)+,*,")-*4&)$3

发酵产生油脂* 其产油脂最优条件是 0=值为 3'温

度为 *% >和生物接种量为 $%6%在此实验条件下

油脂最高产量为 2&3 .+;'生物量为 $* .+;'油脂产

率为 *3&$6* 油脂主要由 @$3 和及 @$( 脂肪酸组

成%可作为制备生物柴油的原材料* !.#)%)+,*,")

-*4&)$3 利用餐厨垃圾水解液发酵产油脂过程受水

解液中无机盐离子的影响%外加 D=

4

O"

2

'G.I"

2

&

?=

4

"和G:I"

2

&=

4

"对菌体生长和油脂产率产生

抑制%但添加微量@HI"

2

&)=

4

"对油脂产率有促进

作用*

#

5!.#)%)+,*,")-*4&)$3 生长曲线属于典型的

I 型增长曲线* 基于 ;J.9/K9L生长动力学模型与

;HF<FM9:.NO97FK产物生成动力学模型建立的菌体

&?(&
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生长'产油脂和还原糖代谢的动力学模型%可以较好

地描述 !.#)%)+,*,")-*4&)$3 利用餐厨垃圾水解液发

酵过程*
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