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微藻培养条件优化研究
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摘要：微藻生物柴油是生物能源领域中很有前景的一个重要方向。本文利用微藻(Chlo—
rella Protothecoides)为研究对象，以BG培养基为底物进行液态培养，培养后用离心干燥后得干

微藻。用浊度法和干重法对微藻生长情况进行测定，对微藻培养的最优培养基、接种量和培养

温度等进行研究。研究表明微藻培养最适接种量l：5、初始pH值5．7、培养温度30℃和BG+2

g／LC6H1206培养基。
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Optimization Study on Microalgae Culture Conditions
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Abstract：Microalgae biodiesel is an important promising direction in bio—energy field．In this

paper，microalgae is used as the research object，and BG medium is used as the substrate to be

cultured in hquid，then the dried microalgae is obtained by centrifugation．The mieroalgae growth is

measured with turbidity and dry weight method．The optimal medium for microalgae culture，
inoculation and incubation temperature is studied．It is shown in the study that the optimum inoculum

is 1：5，initial pH is 5．7，temperature is 30℃and BG+29／LC6H1206 medium．
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0 引 言 生物能源是解决能源问题的关键。它是清洁

随着人们生活水平的提高，对能源的消耗El

益增加。据环保组织世界自然基金会(WWF)与

可再生能源咨询公司Ecofys的预测，在2050年，

全球的能源消耗量将达到现今的两倍。在化石能

能源的代表，不但有极好的可循环性，并且环境友

好，绿色清洁，是21世纪初各国能源部门都十分

关注的领域。生物能源的开发、利用将有效的为

社会发展提供动力，并且带动其他相关产业，如运

源消耗殆尽的情况下，人们纷纷把目光投向了生 输、发电、以及相关的制造业。生物能源的发展在

物能源。前段时间GCEP的报告称生物能源在总

体新能源中占大概20％的比重，仅次于太阳能。

生物能源中的微藻柴油也正因此再次得到了人们

的重视。
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即将来临的能源革命中将会起到至关重要的作

用。而微藻生物柴油就是生物能源领域中很有前

景的一个重要方向¨-2]。

1 实验材料

1．1菌种

微藻(Chlorella Protothecoides)，从中国科学

院典型培养物保藏委员会淡水藻种库购得。
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1．2试剂与仪器设备

实验室中所用的培养皿为250～500 mL三角

烧瓶，其中瓶塞经过特殊处理可以用来进行被动

气体交换。

培养基为BG(Blue—Green Medium)培养基，

见表1。

表1 BG培养基

仪器和设备见表2。

表2 仪器和设备列表

仪器名称及型号 试验中的用途

光照培养箱

低温冰箱

冷冻干燥机

离心机

紫外／可见光分光光度计

超净工作台

自动蒸汽灭菌锅

烘干箱

自动控温摇床

PH计

光照培养微藻

存放储备液／样品

微藻冷冻干燥

各种离心工作

微藻生物量测量

接种等细微工作

灭菌，消毒

干燥样品，器皿

微藻暗培养

调节培养液PH

2 小球藻的实验方法

2．1小球藻的富集培养

小球藻的富集工作是为了培养后续油脂累积

实验所需要的藻源。按照实验需求分为光照培养

箱培养和异养无光照培养两种形式。在光照培养

箱中的光暗周期为15 h：9 h，每天早晚需将烧瓶

摇匀。暗培养箱则不需要任何的光照。为了防止

各类细菌污染，培养用工具器皿都要进过高温灭

菌。定期用显微镜观察藻种情况，确定生长状况

以及是否存在污染。藻种的重新接种是为了保持

藻种的新鲜程度，为油脂累积试验提供固定的年

轻藻源。接种时通过测量吸光度和血球计数板确

定接种密度，一般使用吸光度在l～2范围内的对

数后期藻源接种。

2．2油脂积累试验

在油脂累积实验中，不同的培养条件有不同

的操作参数。实验中所用的培养基仍为BG培养

基，培养基的配置标准严格遵循武汉水生所淡水

藻库所提供的配方。在变化碳源和氮源的试验

中，培养基中所加入的配方比例经过严格的计算

后改动。由于考虑到土壤提取液中的碳氮含量，

在设计氮源浓度，种类，碳氮比，限氮等试验中不

添加土壤提取液，以避免带人不必要的干扰因素。

同时，通过加入1N HCl或1N NaOH溶液的

方式来调节pH值，使得试验中的培养液pH浓度

在5～10之间。温度范围则设定在10～45℃之

间。光照强度的设定范围从01ux到5 000 lux。油

脂累积实验中所用到的氮源有硫酸铵，硫酸钠和

酵母这三种，而碳源则有葡萄糖，乙酸钠，混合碳

源和模拟废碳源这几类。

2．3小球藻生物量及油脂测定方法

微藻的生物量测定与含油量的测定是试验的

关键。试验中对各个细节的掌握和熟练的操作可

以确保数据的精确。因此在试验进行之前，本课

题组所有参加试验的同学均经过熟练的操作，经

过肯定后才可以参与处理核心试验的测量。

2．3．1小球藻生物量的采收

试验中采用了离心法采收小球藻，将生长到

研究需要阶段的藻液转移到离心管中，放人离心

机，在4 000 rpm的转速下离心5 min，放弃上清

液，将下层浓缩藻泥放入冰箱冷冻30 min后转人
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冷冻干燥机中干燥24 h。取出后保存在4℃的冰

箱中备用。

2．3．2小球藻生物量的测定方法

生物量的测定主要通过使用分光光度计的浊

度法和显微镜下血球计数板的方法来确定生物

量，并且配合称重和吸光度值寻找最佳的生长量

拟合曲线。

2．3．3细胞干重法

取4 mL藻液置于已称重的5 mL离心管中，

在5 000—7 000 rpm转速下离心5 min，去上清液。

并放于烘干箱中在65℃下烘干至恒重。同时测

量三个平行样，取平均值。

2．3．4浊度法

使用紫外可见分光光度仪测量微藻溶液在波

长为540 nln下的吸光度(0D540)。用去离子水

作为参比样测量在540 nln时的吸光度。通过每

天测得的吸光度绘制小球藻的生长曲线。并对小

十吸光度(540 nm

球藻的生长情况做出分析。

2．3．5生长曲线的确定

生长曲线是将微藻溶液吸光度和干重相结合

所得到的描述单一批次微藻生长状况的线。通过

生长曲线我们可从吸光度的大小直接联系到藻液

中含有藻量的干重，便于试验的进展。

细胞干重的测量方法是生物量计算的最直接

方法，但是由于过程中需要涉及到离心，洗涤和干

燥几个步骤，不然消耗很长的时间动起手来也比

较繁琐。因为细胞浓度与干重之间存在着较好的

正相关关系，所以我们可以建立一套标准曲线或

者回归方程，通过对吸光度的测量间接得到样品

中生物量的大小。这种计算方法也正是大多数的

单细胞小球藻研究中所惯用的手段【3。1。

在BG培养基、pH值自然状态、光照强度2

000 lux、接种量1：5、培养温度25℃的条件下培

养，得到如图l所示的生长曲线。

图1小球藻生长曲线

2．4小球藻油脂的提取

研究中所使用的优质提取技术是浸提法。溶

剂浸提的方法是提取油脂的一种传统方法，现实

生活中比较常见。因为脂类不溶于水，却易溶于

有机溶剂，测定脂类多时候采用沸点较低的有机

溶剂萃取的方式。根据相似相容的规律，非极性

的油脂要用非极性的溶剂，极性的糖脂要用极性

的醇类来提取。我们的研究中所采用的方法是正

己烷和异丙醇向结合的提取方式，每49干重的微

藻需要300 mL的提取液，其中正己烷和异丙醇的

体积比例为3：2。为了做到没有气体挥发，提取

用锥形瓶的瓶口需要用铝箔纸密封。并且在800

rpm的转速下反应8 h。细胞残留物在通过What-

man GF／C滤纸时被去除。滤液被转入分液漏斗

并加入40 mL水作为诱导两相稳定的引导。当混

合溶剂分离出两个不同的层面时，上层深绿色的

正己烷层包含有被提取的油脂；下层浅绿色水醇

混合层包含有非油脂类藻细胞杂质。正己烷层的

液体将被移人到一个事先称量过的容器中，并在

干燥箱内以60℃的温度蒸发。蒸发使得脂肪类
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重量量化烘干。最终的油脂通过重新称重获得。

提取后的油脂可以溶解在20 mL的正己烷溶液中

在4℃的条件下封存半个月备用。

3 结果与分析

环境因素是影响藻类生长和代谢的主要因素

之一。在不同的环境条件影响下，一种藻的生长

状态和内部能量变化都产生微妙的变化[6_7】。在

掌握了环境因素对藻类培养的影响后，即可以做

到在实验时排除不必要的影响因子，使得实验的

关键因素可以更加准确，稳定。实验中各变量是

在其他相关量确定的基础上进行调整。以此来寻

找到一个最佳的试验条件。同时，为了提高数据

可靠性与准确性，实验中的各项数据均为与平行

样的平均值。

3．1培养温度

单细胞藻类在光合作用的过程中，需要一定

的温度范围。温度的变化例如升温或者降温的时

候会对光合作用有一定的促进或者抑制作用。有

研究指出光合作用和呼吸作用的强度都会被温度

所影响，而这两大支柱却都是和微藻的生长代谢

有着紧密的关系。并且微藻属于生态热型微生

物，它们必须从环境中得到热源，温度的大幅度变

化会导致生长速率，新陈代谢效率和细胞内的生

化反应速度旧】。因此培养时的温度是影响单细

胞微藻生长的重要因素之一。微藻可以适应的温

度往往在15—40℃之间。而且不同种类的微藻

所适应的范围也有所不同。单细胞的绿藻小球藻

最适合的温度上限在36℃左右而最合适的温度

应在25～32℃之间。

所以这组实验的目的是在确定的无光培养状

态下，在其他因素稳定的条件里，寻找到最节能而

且效率最高的的培养温度。实验中的温度变化分

为20、25、30、32℃几个标准。光照为Olux；初始

pH为6．8；摇速为160 rpm；通气量为50 mL／d；培

养基为BG培养基；葡萄糖碳源浓度为1 g／L，培

养72 h。

实验结果见表3。

表3 不同培养温度

培养温度／℃ 吸光度(540 anl)

20

25

27．5

30

32

O．95

1．445

1．52

1．53

1．447

通过上表3所示，可以看出当培养温度在

27．5和30℃时，吸光度(540 nm)相同且最大，也

就是藻体浓度最大，所以微藻最适生长温度为

27．5℃。

3．2初始pH

培养基中的初始pH值会影响微藻生长及新

陈代谢等很多生化反应的一个重要因素，pH会

干涉光合作用里二氧化碳的使用性，同时在呼吸

作用中将会影响微藻利用有机碳源效率。并且

因为pH可以影响细胞壁的渗透性能，从而会使

得细胞对培养液中的营养离子的吸收和利用受

到一定的影响。同时新陈代谢的中间产物的重

复利用和藻内毒性也会有一定影响。与温度和

光照相同，最适合藻类生长的pH在不同藻种间

各有不同。有研究指出旧J，最适合微藻生长的

pH在5到8之间，pH7是最合适的。还有研究

指出¨引，因为生长过程中微藻会因为二氧化碳

的吸收使pH升高，所以最佳的初始pH应该为6

左右。所以我们的研究将在pH5到10这个范围

中考察C．protothecoides 3的生长情况和油脂累

积效果。

所以本实验的目的是寻找到一个最适合C．

protothecoides 3生长和油脂累积的pH值。实验

中的pH变化分为5．5、6．5、7．5、8．5几个标准。

光照为01ux；温度为25℃；摇速为160 rpm；通气

量为50 mL／d；培养基为BG培养基；葡萄糖碳源

浓度为1 g／L，接种量l：5，培养72 h。实验结果见

表4。
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表4 微藻不同初始pH值条件下的生长情况

初始pH值 吸光度(540 nm)

5．5

6．5

7．5

8．5

1．246

1．152

1．129

1．039

通过上表4所示，可以看出当初始pH值在

5．5时，吸光度(540 nm)最大，也就是藻体浓度最

大，所以微藻最适生长的初始pH值为5．5。

3．3接种量

初始接种影响藻种的繁殖速度，在BG培养

基、初始pH自然状态、光照强度01ux、培养温度

25℃的条件下培养时间72 h。

实验结果见表5。

表5 微藻在不同接种■的情况下的生长情况

接种量 吸光度(540 am)

1．419

1．382

1．361

1．373

1．35

1．249

1．128

通过上表所示，可以看出当接种量在1：5时，

吸光度(540 nm)最大，也就是藻体浓度最大，所

以微藻最适生长的接种量为1：5。

3．4有机碳源

有机碳源是一切生物生长的必须能源，所以

有机碳源的浓度对藻种生长速率有重要的影响，

在BG培养基、pH值自然状态、光照强度01ux、接

种量l：5、培养温度25℃的条件下培养时间72 h。

实验结果见表6。

表6 微藻在不同培养基条件下的生长情况

培养基成分 吸光度(540 nm)

BG+1 g／LCrHl206

BG+2∥LC6H1206

BG+3 S／LC,6H1206

1．31l

1．637

1．637

通过表6所示，可以看出当培养基为BG+2

g／LC6H。：06时，吸光度(540 nln)最大，也就是藻

体浓度最大，所以微藻最适生长的培养基为BG+

2 g／LC6H1206。

4 总 结

综上所述，本实验研究表明合理的碳氮比对微

藻的生长有很大的影响。在其他条件不变的情况

下，可以发现随着有机碳的增加微藻的生物量也在

增加，但当到达一定生物量后，即使有机碳的量增

加，生物量也不再有变化了。同时也看出在没有有

机碳存在的条件下培养，微藻生物量明显比有机碳

存在的条件下培养的生物量小。实验研究表明微

藻最适生长条件为接种量l：5、初始pH值5．5、培

养温度27．5℃和BG+2∥LC6H1206培养基。
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