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高密度接种胶球藻 C-169 处理脱色酵母发酵废水 

条件优化 
 

余宗苡，闫文君，魏东 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本文探究了胶球藻 C-169 的营养方式，并在未灭菌的脱色酵母废水中高密度接种胶球藻 C-169，系统比较了接种密度、

废水浓度对胶球藻 C-169 的生长及其处理酵母废水效果的影响。结果表明，胶球藻 C-169 可以利用葡萄糖和蔗糖进行异养和混养生长。

混养条件是胶球藻 C-169 快速扩种的最佳条件。在混养条件下，胶球藻生长速度最快，最适葡萄糖浓度为 20 g/L。通过单因素实验研

究培养条件（接种密度、废水起始浓度）对胶球藻 C-169 的生长和废水处理效果的影响，建立的最佳培养条件为：起始接种密度不低

于 1 g/L，脱色废水稀释倍数为 2 倍。在此条件下，胶球藻 C-169 的生物量产率为 0.23 g/(L·d)，脱色废水 COD（化学需氧量）、总氮、

总磷的去除率分别为 49.54%、70.39%和 98.09%。此研究表明胶球藻 C-169 在藻菌共生条件下对酵母废水的净化具有很大潜力。 
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Abstract: This paper investigated the optimal parameters for high-density inoculation of Coccomyxa subellipsoidea C-169 under different 

nutritional conditions in yeast fermentation wastewater. The effects of inoculation density and wastewater concentration on the growth of C-169 

and the treatment of yeast wastewater were systematically compared. Results showed that C-169 could use glucose and sucrose for heterotrophic 

and mixotrophic cultivation. Under cultivation conditions, the growth rate of C-169 was the fastest and the optimal glucose concentration was 20 

g/L. The effects of culture conditions (inoculation density and initial wastewater concentration) on the growth of C-169 and the treatment of 

yeast wastewater were studied by single-factor experiments , and the optimal culture conditions were as follows: the initial inoculum density was 

not less than 1 g/L, and the dilution rate of decolorization wastewater was 2 times. Under this condition, the biomass yield of C-169 was 0.23 

g/(L·d), and the removal rate of COD (chemical ocygen demand), total nitrogen and total phosphorus in decolorization wastewater were 49.54%, 

70.39%, 98.09%, respectively. Consequently, this study illustrated that C-169 had great potential for the purification of yeast wastewater under 

algal-bacterial coexistence conditions. 
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酵母作为世界上研究最多的微生物之一，被广泛

应用于酿酒、食品、医药、饲料和化妆品等领域。废

糖蜜是酵母工业的主要原料，包括甘蔗糖蜜和甜菜糖 
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蜜。目前我国两种原料的使用率基本各占 50%。酵母 
废水有机物浓度高，COD（化学需氧量）、BOD（生

化需氧量）、SS（悬浮物）均较高，且废水呈酸性，

直接排放会使土壤酸化板结，使土壤贫瘠化，危害植

物生长繁殖[1]。由于酵母发酵过程不能把糖蜜中的有

机物完全消耗，剩余的有机物以及酵母生长代谢产生

的新的有机物进入酵母工业废水中，因此这类废水因

含有类黑精、美拉德色素和多酚类等色素而呈深棕色，

其色值还可能由于色素物质的再聚合而加深[2]。目前，
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国内外处理此类废水的方法包括物理处理法、生化处

理法、深度处理法、生物与其他方法结合处理[3]。 
微藻是一类光合效率很高的初级生产者，在生长

过程中能够吸收废水中大量的氮、磷，以维持自身的

生长与增殖需要，是最具潜力的生物质能源[4]，利用

微藻处理酵母废水可以将废水中丰富的无机微量元素

进行资源化综合利用[5]，迄今已经筛选出了许多高效

净化水质的藻种[6]尤以绿藻居多[7]。大部分微藻都可以

利用不同碳源进行异养或者混养培养生长，相对于自

养生长，异养或者混养培养可获得较高的生物量[8]。

研究表明小球藻采用分批及流加培养分别可获得 48 
g/L、105 g/L 的生物量，因此，可通过异养培养获得

大量藻生物量来去除废水中的“营养物”，实现废水的

资源化[9]。 
胶球藻 C-169 是在极地环境中生存的一个代表物

种，对外界环境具有很强的适应性，在 CO2驱动下可

提高生物量和油脂产率[10]。其细胞壁薄而容易酶解，

在最佳条件下能积累大量的甘油三酯，用于微藻生物

燃料的生产可极大降低提油成本，是一种极具潜力的

能源微藻[11]。目前国内外对该藻种的基础生物学信息

了解不多，局限于光自养培养，细胞密度低，对其能

否通过异养发酵和混养培养实现高密度培养并无研

究，是否能利用废水培养并积累油脂从而降低微藻油

脂的生产成本报道很少。因此，探索胶球藻 C-169 营

养方式、处理废水及积累油脂的能力是目前有待进行

的研究课题，这些基础生物学信息将为胶球藻 C-169
的工业化应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

胶 球 藻 (Coccomyxa subellipsoidea)NIES 2166
（C-169）原种购于日本 NIES 藻种库；糖蜜酵母废水

来自广东五洲药业有限公司；葡萄糖、硝酸钠、硫酸

镁等均为分析纯；测 COD、总氮、总磷的试剂购自美

国 HACH 公司；AL104 型电子天平和 SevenEasy 型

pH 计购自瑞士 Mettler Toledo 公司；Allegra25R 型高

速冷冻离心机购自美国 Beckman Coulter 公司；

DHG-9123A 型电热恒温鼓风干燥箱购自上海一恒科

学仪器有限公司；DHZ-DA 型恒温摇床购自太仓实验

设备厂；BFM-6BⅡ型高压灭菌锅购自英国 ASTELL
公司；DRB200 型数字式消解器和 DR2700 型便携式

分光光度计购自美国 HACH 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  胶球藻 C-169 的自养、异养、混养生长 
从活化的 Basal 培养基[12]平板上挑取单藻落，接

种到含 10 g/L 葡萄糖的液体 basal 培养基中。培养 6 d
后，在超净工作台中，取 5 μL 接种到不含糖的 Basal
固体培养基平板上，置于连续光照（光强 2000±300 
lux）的培养箱中，27 ℃下培养 7 d，观察自养生长情

况；在超净工作台取 5 μL 接种到含 10 g/L 葡萄糖及

10 g/L 蔗糖的 Basal 固体培养基平板上置于连续光照

（光强 2000±300 lux）的培养箱中，27 ℃下培养 7 d，
观察混养生长情况；取 5 μL 接种到含 10 g/L 葡萄糖

及 10 g/L 蔗糖的 Basal 固体培养基平板上置于黑暗的

培养箱中，27 ℃下培养 7 d，观察异养生长情况。 
配制Basal培养基，分装到9个 250 mL三角瓶中，

装液量为 100 mL，其中 6瓶添加 10 g/L葡萄糖。121 ℃
蒸汽灭菌 15 min 冷却至室温后，在超净台中以 5%
（V/V）接种量完成接种后，取三瓶含有葡萄糖的三角

瓶用锡纸包裹完全避光，培养瓶均置于光照强度为

4000±300 lux、27 ℃、150 r/min 的摇床中培养 10 d。
每隔 24 h 取样一次，每次取样 2 mL，高速离心去上

清。藻泥用去离子水洗涤 3 次，置于 60 ℃烘箱 48 h
后测干重。 
1.2.2  葡萄糖浓度对胶球藻 C-169 混养生长的

影响 
设置葡萄糖浓度梯度 10、20、30、40、50、60 g/L，

将培养瓶置于光照强度为 4000±300 lux，27 ℃、150 
r/min 的摇床中混养培养 10 d。每隔 24 h 取样一次，

每次取样 2 mL，12000 r/min 高速离心，收集上清和

藻泥。 
1.2.3  浓缩种子液制备 

在 250 mL 三角瓶中以 10%（V/V）的接种量将预

先培养的一级种子液接入 100 mL Basal 培养基中（添

加 20 g/L 葡萄糖），置于恒温摇床 27 ℃、150 r/min 混

养培养 6 d。取 6 瓶种子液，分装到 50 mL 灭菌离心

管中，6000 r/min 高速离心 3 min，去上清，用无菌去

离子水悬浮藻细胞，重复离心洗涤 3 次后，用无菌去

离子水悬浮藻细胞定容至 80 mL，该浓缩藻液作为后

期实验的种子液。 
1.2.4  酵母废水脱色预处理 

将冷冻的糖蜜酵母废水解冻至室温，使其混合均

匀后，用 10%的盐酸溶液调整其 pH 值至 3.0。取 200 
mL 酵母废水至 500 mL 烧杯中，按浓度为 3 g/100 mL
的剂量添加活性碳粉 200#，置于磁力搅拌器上以 300 
r/min 搅拌 0.5 h 后，分别用 200、300、400 目筛绢真

空抽滤除去大部分活性炭，再分别用定性滤纸、0.45 
μm 水相滤膜真空抽滤除去残留的活性炭。 
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取 900 mL 脱色废水，用 4 mol/L 的 NaOH 溶液调

整其 pH 值至 6.1，分装到 9 个灭菌 250 mL 三角瓶中，

装液量为 100 mL。在非灭菌的脱色废水中接种胶球藻

C-169，接种量按 1、2、4 mL 加入浓缩的种子液，每

个接种浓度设置三个平行。把培养瓶置于恒温摇床中

培养，27 ℃、150 r/min 下连续光照培养 4 d，光强为

4500±500 lux。培养起始和结束时各取样 3 mL 藻液，

12000 r/min 离心 3 min，收集上清液用于脱色废水的

水质分析。 
1.2.6  脱色废水浓度对胶球藻 C-169 的生长和

废水净化效果的影响 
将脱色废水与去离子水分别按 1:0、1:1、1:2、1:3

比例混合，每个梯度设置三个平行，用 4 mol/L NaOH
溶液调整其pH值至6.1，分装到12个灭菌后的250 mL
三角瓶中，装液量为 100 mL。在非灭菌的脱色废水中

接种胶球藻 C-169，接种量按 4 mL 体积加入浓缩藻

液。三角瓶置于恒温摇床中培养，在 27 ℃、150 r/min
下连续光照培养 10 d，光强为 4500±500 lux。每隔 48 
h 取样 3 mL，12000 r/min 离心 3 min，收集上清液进

行脱色废水水质分析。 

1.3  分析测试 

1.3.1  葡萄糖浓度 
葡萄糖浓度测定在 SBA-40D 生物传感分析仪上

进行，校正范围为 0.5~1.0 g/L。测定前将样品稀释到

矫正范围内，用针筒过滤器进行过滤（0.45 μm）。进

样前先用浓度为 1.0 g/L 葡萄糖标液定标。进样时用微

量进样器吸取 25 μL 样品从进样口注入反应池，由反

应池搅拌系统均匀，待读数稳定后记录数据。每个样

品经过多次测量取平均值，再乘以稀释倍数，得到样

品的葡萄糖浓度。 
1.3.2  生物量 

采用烘干法测干重时，经离心、反复洗涤后的藻

泥，放入 60 ℃烘箱烘干至恒重。废水培养所得藻泥用

去离子水悬浮，1200 r/min 离心 5 min，去除悬浮有细

菌的上清液，重复 5 次后，上清液基本无色透明，然

后转移至已称恒重的 2 mL 离心管中，12000 r/min 离

心 3 min，去除上清后置于 60 ℃烘箱烘至恒重，差量

法得干重。 
1.3.3  比生长速率 

根据生物量干重变化制作生长曲线，比生长速率

μ=(lnM2-lnM1)/t，其中 M2 和 M1 分别是两次测量的

生物量干重浓度值；t 为两次测量的时间间隔，单位

为 d。 
1.3.4  酵母废水 COD、TN、TP 测定 

使用 HACH 公司专用试剂盒，按照试剂盒操作步

骤，样品稀释到测量范围，加入试剂后在不同温度下

于消解器 DRB200 上进行消解，消解完全并冷却后，

在 DR2700 分光光度计中测定。 

1.4  数据分析 

采用 Microcal Origin V8.0 Software 对数据进行处

理和统计。 

2  结果与讨论 

2.1  不同营养模式下胶球藻C-169的生长特性 

 
图1 胶球藻C-169在固体培养基上的异养、自养和混养生长 

Fig.1 Heterotrophic, mixotrophic and autotrophic growth of 

Coccomyxa subellipsoidea C-169 on solid medium 

 
图2 胶球藻C-169在异养、混养和自养条件下的生长曲线 

Fig.2 Growth curves of Coccomyxa subellipsoidea C-169 under 

autotrophic, heterotrophic and mixotrophic conditions 

胶球藻C-169在含 10 g/L 葡萄糖或含 10 g/L 蔗糖

的 Basal 固体培养基平板上异养和混养生长状况如图

1 所示。从图中可以看出，胶球藻 C-169 除了能够利

用无机碳进行光自养生长以外，还能够利用葡萄糖和

蔗糖作为碳源，可以进行混养和异养生长。胶球藻

C-169 在自养、异养和混养（都含 10 g/L 葡萄糖）Basal
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液体培养基中的生长曲线见图 2。研究表明，混养培

养下既能进行光合作用又能利用葡萄糖作为有机碳源

进行细胞增殖，平均比生长速率和最大生物量干重显

著大于异养和自养，最大生物量干重分别是异养和自

养的 1.86、7.79 倍。 

2.2  葡萄糖浓度对胶球藻C-169混养生长的影

响 

 
图3 胶球藻C-169在不同葡糖糖浓度下混养葡萄糖消耗曲线和

生长曲线 

Fig.3  Consumption curves of glucose (a) and growth curves 

(b) of Coccomyxa subellipsoidea C-169 in mixotrophic culture 

medium with different glucose concentrations 

胶球藻 C-169 在葡萄糖浓度梯度为 10~60 g/L 的

Basal 培养基中混养培养，细胞生长曲线和葡萄糖消耗

情况如图 3 所示。由图 3a 可以看出，在不同葡萄糖浓

度下，胶球藻 C-169 的生长为典型的 S 曲线。接种处

于对数期的细胞，无明显延滞期。葡萄糖浓度为 10 g/L
时，胶球藻 C-169 在 6 d 后进入稳定期，葡萄糖在第 6 
d 完全消耗（图 3b）。 

当葡萄糖在 20~60 g/L 时，胶球藻 C-169 在 8 d
后进入稳定期，但其对应时间点的葡萄糖尚有剩余。

由此可知，当葡萄糖浓度为 10~20 g/L 时，葡萄糖短

缺是混养胶球藻 C-169 的生长限制性因素。当葡萄糖

浓度为 20~60 g/L 时，可能是某些代谢产物或者其他

营养源（氮源、微量元素等）限制了 C-169 的继续生

长。20 g/L 葡萄糖浓度下的生物量较 10 g/L 葡萄糖浓

度下的生物量有极显著的提高（p<0.01），30~40 g/L
葡萄糖浓度下的生物量较20 g/L葡萄糖浓度下的生物

量没有显著影响，50 g/L 葡萄糖浓度以上的生物量较

40 g/L 葡萄糖浓度下的生物量有极显著的降低

（p<0.01）。 
有研究表明，在小球藻的培养基中磷的耗竭对脂

质积累没有影响，但限制了细胞的生长；而氮的耗竭

可以促进脂质的积累，从而有利于油脂的产生；当葡

萄糖浓度小于 100 g/L 时，葡萄糖的抑制作用与渗透

压胁迫相当，葡萄糖浓度高于 100 g/L 时的抑制作用

会变得比渗透压胁迫强，在特定的高渗透压胁迫下可

显著提高油脂积累[13]。 
在本试验中，50 g/L 以上葡萄糖浓度对胶球藻

C-169 的混养生长有一定的抑制作用。经显著性分析

和培养基成本考虑可得，胶球藻 C-169 在 20 g/L 葡萄

糖浓度 Basal 培养基中获得较高生物量浓度 7.98 g/L，
本研究的后期实验将以20 g/L葡萄糖添加量混养培养

进行快速扩种。 

2.3  接种密度对胶球藻C-169生长和废水净化

效果的影响 

     

图4 不同起始细胞浓度下胶球藻C-169在脱色废水中生长4 d

时的情况 

Fig.4 Growth of Coccomyxa subellipsoidea C-169 in  yeast 

wastewater under different initial cell concentrations for 4 d 

接种起始细胞密分别为 0.59 g/L、1.18 g/L 和 2.43 
g/L。图 4 可以看出，接种起始细胞密为 0.59 g/L 时胶

球藻 C-169 在脱色废水中无法持续生长，藻液颜色发

白。这是因为脱色废水未经过灭菌处理，藻细胞密度

低，用流式细胞仪测得其他微生物生长迅速，藻细胞

逐渐减少最后死亡。接种起始细胞密为 1.18 g/L、2.43 
g/L 时藻液呈绿色，微藻细胞密度大，形成优势群落，

生长旺盛。 
培养 4 d 后，对培养液进行水质分析，结果见表 1。

从表中可看出，接种量为 4 mL 时，COD、总氮、总

磷去除率要显著高于接种量为 2 mL 时（p<0.01），废
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水净化程度与藻细胞浓度呈正相关，起始细胞密度越

大，藻细胞生长速率越快，废水净化效果越好。研究

表明，利用胶球藻 C-169 在藻菌共生条件下净化脱色

废水时，接种密度在 1 g/L 以上的藻细胞能有较好的

生长状态，且接种密度越高，废水净化效果越好。工

业上用“活性藻”技术处理废水时，是把浓缩藻液接种

到活性污泥中进行藻菌共生，可见微藻接种密度低不

利于藻菌共生系统的运行。本文之后实验的接种量设

置为 4 mL 浓缩藻液，接种密度可能会由于一级种子

液浓度不同存在变化，但均在 1 g/L 以上。 
表1 不同起始细胞密度下胶球藻C-169对酵母废水净化效果 

Table 1 Purification effect of yeast wastewater by Coccomyxa subellipsoidea C-169 under different initial cell densities 

去除率 COD 总氮 总磷 

脱色过程 54.23%±0.01 31.25%±0.02 -166.52%±0.03 

细胞起始密度（1.18 g/L） 23.85%±0.02 27.40%±0.01 45.03%±0.02 
细胞起始密度（2.43 g/L） 30.70%±0.03 34.39%±0.02 60.09%±0.02 

2.4  脱色废水浓度对胶球藻C-169生长和废水

净化效果的影响 

 
图5 不同脱色废水浓度下胶球藻C-169的生长曲线 

Fig.5 Growth curve of Coccomyxa subellipsoidea C-169 under 

different concentrations of decolorization wastewater 

不同浓度脱色废水培养基的总氮、总磷含量见表

2，胶球藻 C-169 在不同浓度脱色废水中的生长情况见

图 5。从图 5 可以看出，C-169 在不稀释的脱色酵母废

水中生长 2 d 后，藻细胞停止生长，进入稳定期，最

大生物量干重为 3.63 g/L。C-169 在稀释一倍的脱色废

水中快速生长 4 d 后，停止生长，生物量干重直线下

降，原因可能是这种培养基更适合其他微生物的生长，

导致藻细胞死亡。C-169 在稀释两倍时，最高生物量

浓度和产率都达到最高，分别为 5.28 g/L 和 0.23 
g/(L·d)。说明，废水稀释降低了其高负荷，增大了培

养基透光率，相较于原脱色废水，更加有利于藻细胞

进行光合作用。当稀释倍数为 3 时，其总氮含量与标

准 Basal 培养基相比，氮源充足，其细胞生长速率低

于稀释两倍时，可能是稀释过程降低了磷及其他营养

元素的浓度，限制了 C-169 的生长。纪雁[14]利用味精

废水培养普通小球藻，当稀释倍数为 100 时，获得最

大生物质产率，稀释倍数过高和过低均不适合普通小

球藻的生长。这与本研究稀释酵母废水培养胶球藻

C-169 的规律相同，且脱色酵母废水稀释两倍即达到

最适稀释倍数，节约淡水，更适合利用微藻净化。 
表2 不同浓度脱色酵母废水中总氮、总磷含量与标准培养基的比较 

Table 2 Comparison of total nitrogen and total phosphorus content in different concentrations of  yeast fermentation wastewater with 

standard medium 

T 
废水:水(V/V) 标准培养基 

1:0 1:1 1:2 1:3 Basal BBM 

总氮/(mg/L) 1650±20.11 835±15.21 585±17.56 465±12.13 206.45 41.28 
总磷/(mg/L) 206.8±5.51 124.4±3.46 103.4±6.25 93.6±2.23 315.16 58.54 

表3 不同浓度脱色酵母废水培养胶球藻C-169净化脱色酵母废水的效果 

Table 3 Purification effect of yeast decolorization wastewater with different concentrations by Coccomyxa subellipsoidea C-169  

培养基（废水:水，V/V） 
 去除率/% 

COD 总氮 总磷 氨氮 

1:0  67.86±0.01 28.48±0.01 83.95±0.02 17.12%±0.01 

1:1  61.29%±0.02 39.52%±0.01 87.18%±0.03 21.68%±0.01 

1:2  63.81%±0.02 78.63%±0.01 96.86%±0.02 80.22%±0.03 

1:3  49.33%±0.01 73.12%±0.02 94.66%±0.04 61.97±0.02 

比较不同浓度脱色酵母废水中胶球藻 C-169 对废 水的净化效果，其结果如表 3 所示。稀释三倍的脱色
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废水中培养胶球藻，COD 去除率显著低于其他组

（p≤0.05）；稀释两倍时 COD 去除率与原脱色废水、

稀释一倍的废水没有显著差异其总氮去除率分别是原

脱色废水、稀释一倍废水、稀释三倍废水的 2.76、1.99、
1.08 倍；稀释两倍时总磷去除率高达 96.86%，氨氮去

除率分别是原脱色酵母废水、稀释一倍废水、稀释三

倍废水的 4.69、3.69、1.29 倍。氮、磷去除率的规律

和胶球藻 C-169 生长规律一致，说明胶球藻 C-169 生

长消耗废水中氮磷是去除废水总氮、总磷的主要原因。

稀释两倍的脱色酵母废水，更适合胶球藻 C-169 的生

长，细胞密度较高，能更多消耗培养基中的营养元素，

提高去除率。 

3  结论 

本研究针对胶球藻 C-169 的生长特性以及其对酵

母废水的处理净化能力进行了研究，结果表明胶球藻

C-169 具有利用葡萄糖和蔗糖作为碳源进行异养和混

养生长的能力，且混养培养时采用葡萄糖浓度为 20 
g/L的Basal培养基是胶球藻C-169快速扩种的最佳条

件。胶球藻 C-169 能够在高浓度脱色酵母废水中，藻

菌共生条件下生长，接种密度越大，对酵母废水的净

化效果越佳。脱色酵母废水稀释两倍最适合胶球藻

C-169 的生长和酵母废水的净化。 
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