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摘  要：【目的】获得能够高效降解生物乙醇废水化学需氧量(COD)的圆红冬孢酵母菌株，评估

废水初始 COD 浓度对驯化菌株生长的影响，将木薯粉生产微生物油脂和高浓度有机废水降解过

程整合，以生物乙醇废水为水源制备生物乙醇废水-木薯粉水解液培养基，明确产油效率高、生

物乙醇废水 COD 降解率高的初始还原糖浓度。【方法】采用在高浓度的生物乙醇废水中进行多

次驯化的方法，获得能够适应废水环境的圆红冬孢酵母菌株；采用双酶水解法对加入乙醇废水中

的木薯粉进行水解；采用重量法监测生物量浓度变化，采用酸热法提取油脂，重铬酸钾法监测

COD，DNS 法测定废水还原糖浓度，凯氏定氮法测定总氮，钼酸铵比色法测定总磷。【结果】

通过驯化筛选得到一株能耐受高浓度生物乙醇废水的优势菌株 Rhodosporidium toruloides D5。以

未稀释的废水为培养基，驯化菌株的最终生物量浓度和 COD 降解率分别为 3.8 g/L 和 75.0%。采

用生物乙醇废水-木薯粉水解液发酵时，控制初始还原糖浓度低于 30 g/L 时，生物量浓度和油脂

浓度随初始还原糖浓度的升高而升高，均在 120 h 时达到最高 COD 降解率，初始还原糖浓度对

达到的最大 COD 降解率无明显影响，废水 N、P 去除率分别达到 99%和 92%以上。【结论】在

未经稀释的高浓度生物乙醇废水中可获得较高的生物量浓度；采用高浓度生物乙醇废水-木薯粉

水解液培养基发酵产油，初始还原糖浓度为 30 g/L，可在保证高油脂产量的同时，实现废水 COD

的高效降解，有效回收利用废水中残余的 N、P 源，从而降低微生物油脂生产和废水处理成本，

研究结果可为开发廉价微生物油脂生产技术提供有用的参考。 
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Abstract: [Objective] This study was in order to obtain a strain of Rhodosporidium toruloides which 



1434 微生物学通报 Microbiol. China 2015, Vol.42, No.8 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

can degrade high concentration bioethanol wastewater COD effectively and evaluate the effects of 
initial COD on the growth of domesticated strain. Especially, the strategy of integrating the treatment 
of high concentration organic wastewater and microbial lipid production from cassava starch will be 
explored. Cassava starch hydrolysates was prepared using bioethanol wastewater as water source to 
obtain a fermentation medium for lipid production. At last, the initial reducing sugar concentration of 
the medium was optimized for enhancing lipid production and wastewater COD degradation. 
[Methods] Domestication of the R. toruloides in high concentration bioethanol wastewater was carried 
out to obtain a strain which could tolerance bioethanol wastewater with high COD concentration; 
double enzyme hydrolysis method was used to hydrolyze the cassava starch added in wastewater 
medium; gravimetric method, acid-heating extraction, potassium dichromate method, DNS method, 
Kjeldahl method and GB 11893-89 were used to determine the biomass concentration, lipid content, 
COD, reducing sugar concentration, N and P concentration, respectively. [Results] An active 
oleaginous strain R. toruloides D5 was obtained by domestication in bioethanol wastewater with high 
COD concentration. With undiluted bioethanol wastewater as cultural medium, the biomass 
concentration and COD degradation ratio of R. toruloides D5 was 3.8 g/L and 75.0%, respectively; 
with bioethanol wastewater and cassava starch as the medium, biomass and lipid concentration 
increased with the initial reducing sugar concentration when it below 30 g/L, the maximum COD 
degradation ratios were achieved after 120 h; N, P removal ratio was more than 99% and 92%, 
respectively. [Conclusion] The domesticated strain grew well and reach a high biomass concentration 
in the bioethanol wastewater without dilution; when the initial reducing sugar concentration was 
controlled below 30 g/L, the COD degradation ratio did not be affected by the addition of cassava 
starch, meanwhile the biomass and lipid concentration increased significantly. The strategy recycled the 
N/P in the wastewater and reduced the cost of microbial lipid production and wastewater treatment. The 
results of this study could provide useful information for low-cost microbial lipid production. 

Keywords: Alcohol wastewater, Domestication, Cassava starch, Oleaginous yeast, Microbial lipid 

随着生物乙醇行业的迅猛发展，大量生物乙

醇废水排放为其制造企业带来巨大的污水处理负

担。废水中有机物和悬浮物含量高，淀粉质酒精

废水化学需氧量 COD (Chemical oxygen demand)

一般为 30 000−70 000 mg/L，为典型的高浓度有机

废水，其处理负荷高，因而处理此种废水需耗费

较多的基建投资和运行费用[1]。为实现有机废水的

无害化、减量化和资源化，需要开发有机废水综

合利用途径，回收废水中的有机资源，使之转化

成具有高附加值的产品，预处理过的废水再行处

理时负荷也会降低，从而实现经济效益、环境效

益和社会效益的统一[2]。 

以植物油为原料生产生物柴油，仅原料成本就

占到总生产成本的 70%−85%[3]，随着生物柴油产量

的日益增加，其原料供应问题日益突出。目前多项

研究证明微生物油脂，又称单细胞油脂，是生产生

物柴油的良好原料[4-5]。产油微生物的一大优势就是

其碳谱广、适应性强，有很多微生物能利用工农业

废料中的有机物作为营养源进行油脂生产。已有一

些学者将微生物油脂发酵原料成本高和环境污染

问题综合考虑，探索了利用工农业废料、废渣进行

微生物发酵生产油脂的新技术，取得了良好的效

果。如 Xue 等研究表明 Rhodotorula glutinis 可以利

用味精废水发酵生产微生物油脂，在进水 COD 浓

度为 10 000 mg/L 时，得到生物量浓度为 2.44 g/L，

油脂含量为 9.04%，COD 降解率可达 85.5%[6]；Liu

等研究发现利用 Lipomyces starkeyi 处理味精废水，

得到生物量浓度 3.1 g/L，油脂含量约为 16%，油脂

产量为 0.36 g/L[7]；我们最近的研究发现利用圆红冬

孢酵母(Rhodosporidium toruloides)处理红薯酒精废

水，在优化条件下，COD 降解率、生物量浓度和油

脂含量分别可达 72.3%、3.8 g/L 和 34.9%[8]。采用
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有机废水培养产油微生物，可以在实现废水资源转

化的同时降低有机废水的处理负荷。 

以有机废水为原料生产微生物油脂，提高生产

效率的关键之一是获得适应有机废水环境的产油

菌株。但是以有机废水为唯一原料进行微生物油脂

发酵，培养密度和油脂产量难以提高，这无疑使后

续的分离过程成本激增。这主要是由于废水碳源浓

度偏低、碳氮比过小[9-10]，营养组成不利于产油微

生物积累油脂。若将有机废水与含碳源丰富的其他

廉价原料混合处理，既可以得到较高的油脂含量，

也可以实现废水的资源化处理，提高排出单位废水

的产能，降低有机废水的处理负荷。鉴于此，本文

拟通过在高浓度生物乙醇废水中将高产油脂酵母 R. 

toruloides 反复驯化，获得能够高效降解生物乙醇废

水 COD 的产油菌株，探索菌株对废水的降解特性；

将廉价碳源木薯粉生产微生物油脂和高浓度有机

废水降解过程整合，以生物乙醇废水为水源制备生

物乙醇废水-木薯粉水解液培养基，明确产油效率

高、生物乙醇废水 COD 降解率高的初始还原糖浓

度。以期为提高微生物油脂生产效率、降低生产成

本，同时实现高浓度生物乙醇废水的资源化提供有

用的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种：实验采用的菌种为圆红冬孢酵母

(Rhodosporidium toruloides 2.1389)，购于中国普通

微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 (China General 

Microbiological Culture Collection Center ，

CGMCC)。 

1.1.2  种子培养基组成及菌种保藏：R. toruloides 

4 °C 保藏于 YEPD 斜面培养基上，种子培养基为

YEPD 液体培养基[11]。  

1.1.3  生物乙醇废水-木薯粉水解液的制备：生物乙

醇废水取自四川某木薯生物乙醇厂蒸馏釜底液。将

取得的废水静置后，5 000 r/min 离心 10 min 过滤除

去固体残渣等预处理。测定预处理后的生物乙醇废

水初始参数为：pH 3.2、COD 27 930 mg/L、还原糖

3.7 g/L、总氮含量 576 mg/L、总磷含量 81.3 mg/L，

研究所采用的生物乙醇废水均为经上述预处理后

的废水。木薯粉购自广东省揭阳市，木薯粉和废水

以 1:4 (质量体积比)混合，采用双酶法水解。采用的

α-淀粉酶(3 700 U/g)、糖化酶(80 000 U/g)购于北京

奥博星生物科技有限公司。生物乙醇废水-木薯粉水

解液制备过程如下：(1) 糊化：称取适量木薯粉按

1:4 (质量体积比)与适量生物乙醇废水混合，调匀后

将 pH 调至 6.0，在 95 °C 糊化 30 min；(2) 液化：

调节糊化液 pH 至 6.5，在 70 °C 下，加入适量氯化

钙溶液使其最终浓度为 0.4 mol/L，加入适量 α-淀粉

酶(160 U/g)搅拌 2 h；(3) 糖化：加入适量糖化酶 

(300 U/g)，65 °C 下搅拌 4 h；(4) 4 000 r/min 离心

10 min，上清液 0.691×105 Pa 灭菌 20 min 后保存备

用。得到的水解液用原废水稀释至所需初始还原糖

浓度(10、20、30、40 和 50 g/L)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌种的驯化和筛选：取在 YEPD 液体培养基

中生长 28 h 的 R. toruloides 菌种，5 000 r/min 离心

10 min，用无菌生理盐水洗涤一次，以 10% (体积

比)接种量接种至生物乙醇废水(27 930 mg/L)中，

28 °C、180 r/min 培养 72 h；取废水培养液以 10% (体

积比)接种量再次接种于生物乙醇废水中培养 72 h；

如此反复 5 次，取 0.1 mL 乙醇废水培养液，稀释合

适倍数，进行平板涂布，28 °C 培养，挑选一菌落

圆且大的单菌落，得到驯化菌株，暂定名为 R. 

toruloides D5。将驯化菌株与原菌株接种于 YEPD

种子培养基中，28 °C、180 r/min 培养 28 h，以 10% 

(体积比)的接种量接种于乙醇废水中，每隔 24 h 取

样，测定生物量浓度和 COD，比较驯化前后菌株的

生长情况和 COD 降解效率。 

1.2.2  废水初始 COD 对驯化菌株生长的影响：将

驯化菌株在种子培养基中培养 28 h 后，取一定体积

的种子液于 5 000 r/min 离心 10 min，用无菌生理盐

水洗涤一次后，重新悬浮于与种子液等量体积的生

理盐水中，以 10% (体积比)的接种量接种于生物乙
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醇废水(COD 浓度为 27 930 mg/L)和稀释 3倍的生物

乙醇废水(COD 浓度为 9 310 mg/L)中，28 °C、   

180 r/min 培养 120 h。每 24 h 取样测定生物量浓度、

COD 浓度和残留还原糖浓度，比较初始 COD 浓度

对菌株生长活性的影响。 

1.2.3  初始还原糖浓度对酵母生长、产油和废水处

理效果的影响：将驯化菌株制备成 28 h 种子液于  

5 000 r/min 离心 10 min，用无菌生理盐水洗涤一次，

接种于 1.1.3 中制备的不同初始还原糖浓度的生物

乙醇废水-木薯粉水解液中，28 °C、180 r/min 培养

120 h，每 24 h 取样测定还原糖浓度、COD 和生物

量浓度，发酵结束后离心，测定发酵残液中的氮、

磷含量。 

1.3  分析方法 

还 原 糖 测 定 采 用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸

(3,5-Dinitrosalicylic acid，DNS)法[12]；生物量浓度

测定取 30 mL 菌液，于 4 000 r/min 离心 5 min，用

等量蒸馏水洗涤 2 次，得到的湿菌体在 104 °C 烘干

至恒重，生物量浓度表示为单位体积(1 L)的菌液中

所得的干菌体重量(g)，即生物量浓度(g/L)=干菌  

重(g)/发酵液体积(L)；油脂提取采用酸热法[13]，油

脂浓度表示为单位体积(1 L)菌液中所得的油脂  

量(g)，油脂浓度(g/L)=油脂重(g)/发酵液体积(L)，

油脂含量=油脂浓度/生物量浓度×100%；COD 通过

重铬酸钾法测定，COD 降解率=(1−发酵液终 COD/废

水初始 COD)×100%，其中发酵液初始 COD 浓度为

废水引入发酵液的 COD 浓度，不计算外加碳源引

入的 COD 浓度。外源添加可发酵糖时，先监测发

酵液还原糖变化，待还原糖耗尽时(约为 1−2 g/L)开

始监测 COD 浓度，为了评估对废水 COD 的总处理

效果，计算 COD 降解率时未减去残余还原糖引入的

COD；培养基上清液总氮通过凯氏定氮法测定[14]，

总 氮 降 解 率 =(1− 残 余 氮 浓 度 / 废 水 初 始 氮 浓

度)×100%；培养基上清液总磷采用钼酸铵比色法测

定(GB 11893-89)，总磷降解率=(1−残余磷浓度/废水

初始磷浓度)×100%。  

2  结果与分析 

2.1  驯化菌株与原始菌株在生物乙醇废水中生

长性能比较 

实验比较了驯化 5 个循环后，通过涂布法筛选

得到的菌株与原始菌株在废水中的生长趋势，结果

如图 1 所示。由图 1 可见，原始菌株和驯化菌株在

废水中生长时，均表现出 24 h 的延迟期，此后驯化

菌株生物量浓度迅速增加超过原始菌株。在废水中

发酵 120 h 后，驯化菌株的最终生物量浓度较未驯

化菌株提高了 123.5%。原始菌株实验组达到的最终

COD 降解率为 43.0%，驯化菌株实验组为 75.0%。

原始菌株和驯化菌株对还原糖的消耗相差并不大，

在发酵开始后的 48 h 内迅速消耗，之后消耗速度缓

慢，说明菌株可能优先利用还原糖中的某种糖，最

终发酵液中还原糖剩余量均为 0.5−1.0 g/L。但 COD

降解率和生物量相差很明显，说明这两种菌株对废

水中其他有机物的消耗能力有所差别。暂将此菌株

命名为 R. toruloides D5，在以下的生物乙醇废水处

理实验中均采用此驯化菌株。 

 
 

 

 
图 1  原始菌株与驯化菌株 COD 降解率、生长曲线和糖

消耗曲线比较 
Figure 1  Time course of COD degradation ratio, biomass 
concentration and reducing sugar concentration of the 
original and domesticated strains  
注：O：原始菌株；D：驯化菌株. 

Note: O: Original strains; D: Domesticated strains. 
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2.2  初始 COD 浓度对驯化菌株生长的影响 

试验比较了 R. toruloides D5 在原始废水和稀释

3 倍的废水中发酵时，生物量浓度、COD 降解率和

残糖含量变化，结果如图 2 所示。以原始废水为培

养基发酵得到更高的生物量浓度 3.8 g/L，采用稀释

3 倍后的废水培养最终生物量浓度仅为 1.6 g/L，是

采用原始废水培养所得生物量浓度的 41.6%。可见

在试验选取的 COD 范围内随着初始 COD 升高，酵

母生长速率提升，相同时间内得到更高的生物量浓

度。从 COD 的变化趋势也可以看出，无论废水稀

释与否，驯化菌株均能迅速降解废水中有机物，且

因在 COD 浓度高的废水中，积累的菌体数量较多，

降解的 COD 负荷也大大增加，原始废水中被降解

的 COD 为 20 948 mg/L，COD 降解率达到 75.0%，

稀释后废水最终的 COD 降解率也可达到 69.0%，但

被降解的 COD 仅为 6 424 mg/L，故后续实验采用

原始废水进行培养基制备。由还原糖监测曲线可

知，稀释 3 倍的废水中还原糖消耗趋势与未稀释废

水趋势相似，在发酵开始后的 48 h 内迅速消耗，之 

 

 
 

图 2  初始 COD 浓度对驯化菌株 COD 降解率、生长曲

线和还原糖消耗的影响 
Figure 2  Time course of COD degradation ratio, biomass 
concentration and reducing sugar concentration of the 
domesticated strains in the bioethanol wastewater medium 
with different initial COD 
注：1：采用原始废水培养，即初始 COD=27 930 mg/L；1/3：

采用稀释 3 倍的废水培养，即初始 COD=9 310 mg/L. 

Note: 1: Original wastewater with COD of 27 930 mg/L; 1/3: 
Diluted wastewater with COD of 9 310 mg/L. 

后消耗速度缓慢，最终还原糖浓度低至 0.5 g/L 左右

便不再下降，进一步证明菌株可能优先利用还原糖

中的某种糖。 

2.3  生物乙醇废水-木薯粉水解液初始还原糖浓

度对废水处理和发酵产油的影响 

实验考察了生物乙醇废水-木薯粉水解液发酵

培养基初始还原糖浓度在 10−50 g/L 范围内变化时

对 R. toruloides D5 生物量浓度积累、产油和废水

COD 降解的影响，以找到适合的初始碳源浓度。 

如图 3 所示，当初始还原糖浓度≤30 g/L 时，

培养 48 h 后，生物量浓度随着初始还原糖浓度的升

高而升高。与高初始还原糖浓度(40 g/L 和 50 g/L)

相比，酵母在低糖浓度下生长，没有明显的延迟期。

在接种后即进入对数生长期，生物量迅速积累。而

在高初始还原糖浓度(40 g/L 和 50 g/L)下出现的延

迟期现象可能是由于高糖浓度下发酵液渗透压增

加，对酵母的生长具有一定的抑制作用，在前期研

究中对圆红冬孢酵母 Y4 的研究表明，当糖浓度高

于 40 g/L 时，比生长速率出现下降[15]。由各糖浓度

下培养液中残糖的变化曲线(图 4)可见，在糖未耗尽

时，生物量积累迅速，而在糖耗尽后酵母利用废水

中的有机物为替代碳源生长，生物量浓度增长速率

变缓。 

 
 

 
 
 

图 3  不同初始还原糖浓度下生物量浓度变化曲线 
Figure 3  Time course of the biomass concentration under 
different initial reducing sugar concentration 
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图 4  不同初始还原糖浓度下培养液残糖变化曲线 
Figure 4  Time course of the reducing sugar concentration 
under different initial reducing sugar concentration 

 

图 5 描述了在不同初始还原糖浓度下废水

COD 的降解规律。结果表明：糖浓度由 10 g/L 升

至 40 g/L 时，对最终的 COD 降解率没有明显影响，

均达到 70%左右。初始还原糖浓度为 10、20 和    

30 g/L 时，达到最高 COD 降解率的时间均为 120 h

左右。而糖浓度升高至 40 g/L 后，在 192 h 才达到

最高 COD 降解率。当初始还原糖浓度升高至 50 g/L

时，发酵 192 h 后废水中仍有高达 6 g/L 的还原糖剩

余，故实验未测定该实验组 COD 降解率。由以上

实验结果分析可得，当初始还原糖浓度在合适范围 
 
 

 
 

图 5  不同初始还原糖浓度下培养液 COD 降解率变化 

曲线 
Figure 5  Time course of the COD degradation ratio under 
different initial reducing sugar concentration 

内时(10−30 g/L)，R. toruloides D5 能利用培养基中

的糖成分迅速生长，积累的生物量浓度随着糖浓度

的升高而升高。以糖耗尽时生物量浓度为横坐标，

废水 COD 降解平均速率[mg/(L·d)]为纵坐标作图(图

6)，可以看出在一定范围内(生物量浓度≤14 g/L 时)

发酵液中生物量浓度与 COD 降解平均速率成正相

关。当糖耗尽后，R. toruloides D5 开始降解废水中

的有机物，虽然低糖实验组糖耗尽所用的时间较

少，但是积累的细胞量也较少，故降解相同量有机

物所用的时间较长。反之，糖浓度升高后，积累的

生物量增加，降解废水中有机物所用时间变短，故

造成了不同初始还原糖浓度下发酵时，几乎同时达

到最高 COD 降解率。而当糖浓度升高至 40 g/L 以

上时，酵母生长表现出明显的延迟期，使得耗尽废

水中的糖花费了更长的时间，以致延迟了废水中有

机物的降解。 

表 1 列出了不同初始还原糖浓度下得到最终生

物量浓度、油脂含量、油脂浓度以及 N、P 的去除

率等。由表 1 中的结果可以看出，随着碳源浓度的

升高，油脂含量显著提高，油脂浓度也得到了明显

提高。在初始还原糖浓度为 40 g/L 时获得最高的油

脂浓度，但是发酵所需时间延长至 192 h。当初始 
 
 

 
 

图 6  发酵液糖耗尽时生物量浓度与COD降解平均速率

的关系 
Figure 6  The relationship of biomass concentration and 
average COD degradation rate when the reducing sugar 
was exhausted 
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表 1  不同糖浓度下发酵结果比较 
Table 1  Experimental results under different initial reducing sugar concentration 

还原糖浓度 

Reducing sugar 
concentration 

(g/L) 

生物量浓度 

Biomass 
concentration 

(g/L) 

油脂含量 

Lipid content 
(%) 

油脂浓度 

Lipid 
concentration 

(g/L) 

COD 降解率 

COD degradation ratio
(%) 

总氮降解率 

TN removal ratio 
(%) 

总磷降解率 

TP removal ratio
(%) 

10 7.4±0.3 23.4±2.8 1.73±0.19 72.0±3.7 99.4±2.3 92.9±4.2 

20 15.3±0.9 19.5±2.6 2.99±0.40 71.8±4.4 98.2±1.6 92.8±2.1 

30 19.4±1.0 18.5±2.3 3.59±0.35 66.9±4.3 99.7±3.6 96.9±2.0 

40 23.6±1.0 28.7±1.7 6.77±0.37 71.0±3.1 99.6±2.0 97.4±4.7 

50 15.7±0.8 40.8±2.9 6.40±0.22 − 99.1±5.2 96.1±3.4 

 

还原糖浓度升高至 50 g/L 时，生物量浓度反而出现

下降，可能是因为当时培养基中的碳氮比升高，不

利于生物量的积累，但促进了油脂积累，使最终所

得的油脂浓度与初始还原糖浓度为 40 g/L 的实验组

相近，此结果与前期的研究结果相似[15]。各实验组

最终总 N、P 的去除效率均较高，分别达到 99%以

上和 92%以上，说明此工艺可以有效地去除废水的

含 N 和 P 化合物。 

3  讨论 

生物乙醇废水中含有残余的糖类和产乙醇微

生物的代谢产物[16]，其中糖类(如葡萄糖)和有些代

谢产物(如琥珀酸、乳酸、丙酮酸等)可以作为替代

碳源和能源，但是有些代谢产物可能会抑制产油酵

母的生长，如糠醛、乙酸等[17-18]。从本研究试验结

果发现，驯化菌株与原始菌株对废水中还原糖的消

耗能力相差不大，还原糖在发酵开始的 48 h 内消耗

较快，后消耗缓慢，可能因为废水中的还原糖不是

单一糖类，如有研究表明木薯淀粉水解液中主要含

有葡萄糖，还含有少量的麦芽糖和麦芽三糖等[19]，

而酵母可能优先利用其中葡萄糖，如产油酵母 Y1

和小球藻(Chlorella vulgaris)利用葡萄糖和麦芽糖

发酵产油时优势碳源是葡萄糖[20-21]。在生物乙醇废

水中培养 R. toruloides 2.1389 的实验结果表明其虽

能在高浓度生物乙醇废水中生长，但生物量增长缓

慢且最终的 COD 降解率较低，仅能达到 40%左右。

用特定基质进行微生物驯化是获得适应该特定环

境优势菌株的有效方法。Rao 等[22]在研究 Candida 

tropicalis 利用玉米纤维和甘蔗渣的水解液发酵获

得木糖醇的研究中，将该菌用水解液进行多次驯

化，使得该菌在水解液中的木糖醇产率由 0.45 g/g

提高到 0.58 g/g。在玉米秸秆水解液环境中对 R. 

toruloides 2.1389 进行驯化，经过 5 个循环后，该菌

株在玉米秸秆水解液中的生物量浓度从 6.9 g/L 增

至 12.5 g/L[15]。在本研究中，采用高浓度木薯生物

乙醇有机废水对 R. toruloides 2.1389 进行驯化也取

得了明显效果，相同条件下培养，驯化菌株生物量

浓度是原始菌株的 2.2 倍、废水最终 COD 降解率提

升了 74.4%，而驯化前后菌株对还原糖的消耗相差

不大，这说明驯化菌株对废水中非还原糖类的有机

物消耗能力比原始菌株明显增强。这些结果证明了

筛选得到优势菌株 R. toruloides D5 适应生物乙醇废

水环境，采用该菌株进行废水处理可减少生产中的

稀释环节，提高生产效率，降低生产成本。 

有机废水初始 COD 浓度对于微生物生长和

COD 降解率有显著影响，本研究的结论与采用红薯

生物乙醇废水培养产油酵母时相似，随着废水初始

COD 的升高，生物量浓度和 COD 降解率也逐步提

高[8]。而与味精废水培养粘红酵母结果不同，粘红

酵母在 COD 为 20 000 mg/L 的味精废水中生长受到

明显抑制[6]。通过以上分析，本研究通过在高浓度
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的生物乙醇废水中驯化筛选得到的菌株性能优良，

能够耐受高浓度 COD。在试验范围内，废水的 COD

浓度越高，生物量积累越迅速，降解废水中有机物

负荷越大。这为通过产油微生物回收废水中的资源

奠定了良好的基础。 

生物乙醇废水碳氮比偏低，不利于产油微生物

体内油脂积累，可将生物乙醇废水和廉价碳源发酵

生产微生物油脂过程整合，实现两种廉价资源的营

养互补。生物乙醇废水-廉价碳源混合培养基中碳源

浓度影响培养基的碳氮比，从而对酵母生长和产油

产生重要影响[11,23]。引入易被酵母利用的碳源与废

水中存在的多种非优势碳源共存，也会影响酵母胞

内酶的活性变化[24-25]。如有些酵母在葡萄糖存在下

会使替代碳源代谢途径涉及的酶活性降低，甚至失

活，待培养基中的葡萄糖耗尽后才启动替代碳源代

谢途径[26]。已有研究报道表明向废水培养基中添加

葡萄糖等作为补充碳源培养产油微生物，COD 降解

率明显下降[7,27]，本研究的实验结果表明，采用木

薯生物乙醇废水和木薯粉制备的培养液初始还原

糖浓度不超过 30 g/L，可以在保证高 COD 降解率

和 N、P 去除率的前提下，获得较高的生物量浓度

和油脂产量(分别为 19.2 g/L 和 3.59 g/L)，培养密度

比以废水为唯一培养基提高了 4 倍，实现了微生物

油脂生产和高浓度生物乙醇废水处理过程的有机

整合。木薯粉为非粮食作物，且在木薯生物乙醇工

厂中，相应的生产设备齐全、技术成熟，容易实现

技术的整合。 

4  结论 

本研究通过驯化筛选，得到一株能耐受高浓度

木薯生物乙醇废水的优势菌株，驯化菌株生物量浓

度和 COD 降解率比原始菌株增高了 119.7%和

74.4%，采用该菌株处理高浓度生物乙醇废水可省

去稀释环节，降低生产成本。木薯生物乙醇废水-

木薯粉水解液发酵时，控制初始还原糖浓度低于 

30 g/L 时，生物量浓度和油脂浓度随初始还原糖浓

度的升高而升高，均在 120 h 时达到最高 COD 降解

率，初始还原糖浓度对最终达到的最大 COD 降解

率无明显影响，废水 N、P 去除率分别达到 99%和

92%以上，此廉价碳源与高浓度生物乙醇废水制备

的混合培养基具有开发为培养产油微生物廉价培

养基的潜力。 
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