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摘要!为了拓展生物柴油原料来源"以气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 为研究对象"通过测定其生长

曲线&生物量&油脂产率&沉降率等"对其作为生物柴油生产原料的特性进行研究' 结果表明"培养

后气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX的生物量为 9'#9 0)A"油脂含量为 2('92:"油脂产率为 #8#'28

Q0)!A/`#"! J的自然沉降率为 &3'!8:!可大幅浓缩水体"降低微藻的采收成本#' 此外"该微藻

能够产生
'

$氨基丁酸!h?I?#"含量为 ('3" Q0)0' 气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX具有成为生物

柴油原料的潜力"具有微藻油脂的开发价值'
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66近年来$微藻产生的油脂和生物活性物质受到

国内外研究者们的广泛关注0# $!1

# 微藻油脂作为第

三代生物柴油的原料$具有环境友好&可持续再生等

优点$但由于其产率低和微藻采收成本高$制约了微

藻生物柴油的大规模工业化生产021

# 微藻油脂积

累能力受微藻菌株差异性影响较大$常见产油微藻

如,;2G06/20)4&1=0*/==. ZK'培养后生物量为 !'#9

0)A$油脂含量为 #"'8":$油脂产率为 !#'&"

Q0)(A2`*

091

%(1=0*/==. 40*0H,2,.2. 7i$# 培养后

生物量为 #'&8 0)A$油脂含量为 #3'"%:$油脂产率

为 #8'"8 Q0)(A2`*

031

%N&/2/G/4$)40+=,Q))4培养后

生物量为 !'2! 0)A$油脂含量为 !3'"":$油脂产率

(8

!"!! 年第 9% 卷第 # 期6666666666666中6国6油6脂



为 9#'2% Q0)(A2`*

0&1

# 因此$选择合适的微藻菌

株是提高微藻油脂积累能力的关键#

微藻因其在培养基中浓度低$体积小$细胞表面

带负电荷等原因$其采收成本高$占生物柴油生产总

成本的 !": b2":$严重制约了微藻生物柴油的商

业化0%1

# 因此$选择合适的采收方法$降低微藻的

采收成本$是实现微藻生物柴油可持续发展的关键#

目前$常见的微藻采收方法有离心法&过滤法&气浮

法等08 $(1

# 但这些方法都存在能耗高&步骤多&成本

高等缺点# 近年来$絮凝法开始运用于微藻采收#

絮凝法有化学絮凝法&生物絮凝法和自发絮凝

法0( $#"1

# 添加化学絮凝剂(化学絮凝法*或生物絮

凝剂(生物絮凝法*虽然能提高微藻采收效率$却增

加了工艺步骤和添加剂成本$并容易造成水体二次

污染0##1

# 自发絮凝法是一种很好的微藻采收方法$

在培养结束后$微藻细胞自发絮凝沉降$整个过程中

无需添加任何外源添加剂$具有无毒&无二次化学污

染&成本低等优点0#!1

# 研究发现$细胞外聚合物

(H\5*是影响微藻自发絮凝的关键因素之一0#21

#

H\5是一种由微生物分泌的胞外高分子聚合物$主

要包括多糖和蛋白质$可以改善细胞黏附力$促进絮

凝物形成$对絮凝有积极作用# H\5 可以分为可溶

性H\5(5 $H\5*$松散附着 H\5(AI$H\5*和紧密

黏附H\5(4I$H\5*2 类021

# 各类H\5 对微藻自发

絮凝会产生不同程度的影响#

具有自发絮凝能力的微藻菌株有 N&/2/G/4$)4

0+=,Q))4?5 $& $#& (1=0*/==. 5)=6.*,4 5̂7$%&

@2H,4-*0G/4$)4>.=&.-)45?h!"! $( 及 ;--=,. -/?/24,4

5?h%('8" 等0#2 $#&1

$但是这些菌株的油脂积累能力

并不理想# 因此$找寻同时具有自发絮凝能力与较

高油脂积累能力的微藻菌株将有利于降低微藻油脂

的生产成本#

目前$微藻油脂的研究对象主要集中在水生微

藻$而对气生微藻研究颇少# 气生微藻主要存在于

树木&岩石和土壤的表面0#%1

# 研究表明$气生微藻

不仅能够积累油脂$还能分泌大量的 H\5 来适应陆

地生活0#81

# 气生微藻的多样性为找寻同时具有自

发絮凝和高油脂积累能力的微藻菌株提供了可能#

微藻也是生物活性物质的来源之一0#%1

#

'

$氨

基丁酸(h?I?*是一种非蛋白氨基酸$主要存在于

动物&植物与微生物中$在微藻中鲜有报道0#(1

#

h?I?作为生物体的信号分子$调节多种生理信息$

对多种精神疾病也有一定的疗效$具有较高的药用

价值0!" $!#1

#

本文对气生微藻 F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 的生物

量&油脂含量&油脂产率&沉降率以及 h?I?含量进

行检测$旨在开发具有高油脂积累能力&细胞自发絮

凝能力和生物活性物质潜力的微藻$拓宽可为生物

柴油生产提供油脂原料的微藻菌株资源#

$%材料与方法

#'#6实验材料

气生微藻 F/5/0&1=0*/==. ZK'iX ( hO,IT,-,

Rd8!(#8&*$由昆明理工大学生物炼制课题组提供#

4N.Z$醋酸 $磷酸盐(4?\*培养基$K<调至 %'" 后

#!#[高温灭菌 !" Q.,# 实验所用试剂均为分

析纯#

恒温光照振荡摇床$("KFXZ\?A5 lO;T电位分析

仪$冷冻干燥机$超低温冰箱$高效液相色谱仪$高速

冷冻离心机$5KO+EǸ\FXZ分光光度仪$血细胞计数

板$h7$R5分析仪#

#'!6实验方法

#'!'#6微藻的培养

将微藻接种到含有 2"" QA4?\培养基的 3""

QA锥形瓶中$初始细胞浓度为 9'"" g#"

& 个)QA$

于 !3[&#3" N)Q.,恒温摇床上进行培养#

#'!'!6生长曲线的绘制和生物量的测定

通过血细胞计数板对微藻细胞计数并绘制微藻

的生长曲线#

将微藻培养至稳定期后$于 #2 """ g6 离心 3

Q.,$去除上清液后$用去离子水反复冲洗沉淀并离

心$重复 2 次后得湿藻体$冷冻干燥后称重$计算生

物量(以每升培养基中所含干藻体的质量表示*#

#'!'26油脂的提取及油脂产率的测定

取 #'!'! 获得的干藻体$采用 IF.0J ~ B1ON

法0!!1提取油脂$按式(#*&式(!*分别计算微藻油脂

含量和油脂产率#

(

A

f$

A

)$

?

g#"": (#*

式中,(

A

为油脂含量%$

A

为提取油脂的质量$

Q0%$

?

为干藻粉的质量$Q0#

:

A

f$

?

(

A

)(LK* (!*

式中,:

A

为油脂产率$Q0)(A2`*%L为培养基

体积$A%K为培养时间$`#

#'!'96微藻油脂脂肪酸组成分析及相关指标测定

取 #"" Q0微藻油脂$加入 ! QA2:硫酸$甲醇

溶液$充分混合后$于 %"[水浴中冷凝回流 9 J$再

加入 ! QA正己烷$置于室温且转速为 #"" N)Q., 的

摇床上振荡萃取 9 J$静置后取上清液(微藻油脂脂

肪酸甲酯* 用 "'93

!

Q有机相滤膜过滤$进行

h7$R5分析(分析条件见文献0!21*# 采用面积

归一化法对脂肪酸进行定量#

"(
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微藻油脂脂肪酸甲酯的十六烷(7>*值和冷滤

点(7C\\*等相关指标按照eTQEZ等0!91的方法进行

测定#

#'!'36微藻沉降率的测定

在自然条件下$将培养至稳定期的藻液移至英

霍夫沉降管(=QJE__7E,OZ*中$沉降 ! J 后$取藻液

液面下 3 +Q的藻液样于 # +Q光程 %3" ,Q波长下

进行比色$按式(2*计算沉降率(

(

*#

(

f(R

T

$R

W

*)R

T

g#"": (2*

式中,R

T

为开始沉降时藻液的光密度%R

W

为沉

降 ! J时藻液的光密度#

#'!'&6不同类型H\5的去除

根据lJTE等0!31的方法去除H\5# 藻液于 ! 3"" g

6离心 #3 Q.,$获得的上清液为可溶性 H\5 ( 5 $

H\5*溶液# 将沉淀(微藻细胞*重新悬浮在 "'"3:

的氯化钠溶液中$于 & """ g6 离心 #3 Q.,$获得的

上清液为松散附着 H\5(AI$H\5*溶液# 然后$将

沉淀重复悬浮过程$在磁力搅拌器混合搅拌 2" Q.,

后$于 ## """ g6离心 !" Q.,$得到的上清液为紧密

黏附H\5(4I$H\5*溶液# 每步的沉淀用蒸馏水重

悬测定微藻沉降率$可得到不同类型 H\5 对微藻沉

降的影响#

#'!'%6A/-.电位的测定021

采用lO;T电位分析仪测定微藻液的A/-.电位#

#'!'86h?I?含量的测定

采用高效液相色谱(<\A7*法测定微藻中的

h?I?含量0!&1

#

&%结果与讨论

!'#6微藻的油脂产率

微藻在不同的生长阶段$积累油脂的能力有很

大差异# 大量实验认为$微藻在稳定期前期油脂积

累能力较强0!%1

# 按照 #'!'# 和 #'!'! 的方法绘制

气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX的生长曲线$结果见

图 ## 由图 # 可见$气生微藻 F/5/0&1=0*/==. ZK'iX

在第 ( 天进入稳定期#

图 $%.%*%/0"1/)%11- ?=P̀ >的生长曲线

66按 #'!'# 方法将气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX

培养 ( `$测定其生物量和油脂产率$结果见表 ##

表 $%不同微藻的生物量&油脂含量以及油脂产率

藻种
生物量)

(0)A*

油脂

含量):

油脂产率)

(Q0)(A2`**

参考

文献

F/5/0&1=0*/==.

ZK'iX

9'#9 2('92 #8#'28 本研究

(1=0*/==. 5)=6.*,4

(]4Hm$!&3*

2'3" 9!'"" #"8'"" 031

(1=0*/==.

40*0H,2,.2. 7i$#

#'&8 #3'"% #8'"8 0&1

@'1.20-1/&/ 3'"" "8'"" 3'"" 0!81

J/0&1=0*,4

0=/.+)2G.24

"'"( 3&'"" 28'"" 0!(1

K1*.)4-0&13-*,)$

4-*,.-)$

"'93 28'"" #%#'"" 02"1

<,&*.&-,2,)$ZK'

(RH"3*

"'%& !!'%" 9"'"" 02#1

(1=0*/==. 5)=6.*, #'!# !2'"" 23'"" 02!1

N&/2/G/4$)4

0+=,Q))4

!'2! !3'"" 9#'2% 0%1

(1=0*/==.

40*0H,2,.2.

!'39 !&'"" 9%'!" 0%1

66由表 # 可见$F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 的生物量为

9G#9 0)A$油脂含量为 2('92:# 微藻的生物量和油

脂含量并无关联$且往往不是同步增加的$如,

@'1.20-1/&/具有 3'"" 0)A的生物量$而油脂含量仅

为 8'"":

0!81

%J/0&1=0*,40=/.+)2G.24则具有 3&'"":

的油脂含量$但生物量仅为 "'"( 0)A

0!(1

# 因此$将

油脂产率作为衡量微藻油脂生产能力的综合性指标

已经成为广大科研者的共识# 由表 # 还可看出$与

其他研究相比$F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 显示出较高的

油脂产率(#8#'28 Q0)(A2`**$具有较好的开发

潜力#

!'!6微藻油脂脂肪酸组成

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX油脂脂肪酸组成及含量见

表 !#

%表 &%.%*%/0"1/)%11- ?=P̀ >油脂脂肪酸组成及含量 Z

脂肪酸 含量 脂肪酸 含量

7#9c" ""'!( p"'"2 7!"c# ""'28 p"'"3

7#&c" !&'#( p"'83 7!!c" ""'!9 p"'"&

7#&c# ""'"9 p"'"# 7!!c# ""'#2 p"'"9

7#8c" "2'(2 p"'92 其他 "#'8( p"'%%

7#8c# 2#'%! p!'&8 5C? 2#'"9 p#'!%

7#8c! !8'(3 p#'3# R]C? 2!'!8 p!'&3

7#8c2 "3'89 p"'9% \]C? 29'%( p#'(#

7!"c" ""'9" p"'"%

#(
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66从表 ! 可以看出$F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 油脂的

主要脂肪酸是棕榈酸(7#&c"*&油酸(7#8c#*和亚油

酸(7#8c!*$均为 #& b#8 个碳原子的脂肪酸$符合

生产生物柴油的要求# 十六烷(7>*值是评价生物

柴油燃料性能和抗爆的指标$按照生物柴油标准

'生物柴油调合燃料(I3*+(hI!3#(()!"#%*规定

I3 普 通 柴 油 7> 值 不 低 于 93# 经 测 定$

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 油脂脂肪酸甲酯的 7>值为

3"'(#$完全符合国家标准# 冷凝点(7C\\*是衡量生

物柴油低温下防冻性能的重要指标$7C\\值越低$则

生物柴油的低温流动性越好$越利于运输和储存# 根

据所处的气候环境不同$各国对7C\\值有不同的规

定# 经测定$F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 油脂脂肪酸甲酯

的7C\\值为 $#3'&&[$低温流动性较好$能够满

足绝大部分国家标准中的规定#

!'26微藻沉降率

采用絮凝法采收微藻$可使水体大幅浓缩$为下一

步采用成熟的采收技术如离心等创造了较好的条件$

有利于降低采收成本# 已有许多研究者对微藻的絮凝

进行了大量研究$如,4T, 等0221 报道 N&/2/G/4$)4

G,$0*'1)4的自然沉降率为 9":$加入高岭土絮凝剂

后沉降率达到 (2:%lJX 等0291在 (1=0*/==. 5)=6.*,4

中加入 !3" Q0)A壳聚糖后沉降率达到 (#'(:%

eTJXF等0231在B0-*30&0&&)4ZK'藻液中加入 &" Q0)A

阳离子菊粉后沉降率为 88'&:%eO1OZ等02&1向藻液

中加入 # 3"" Q0)A硫酸铁后$N&/2/G/4$)44',204)4

的沉降率达到了 &#'&:# 添加絮凝剂$微藻的沉降

率有了很大的提升$但增加了絮凝的工艺步骤&微藻

采收成本及水体二次污染# 5TF.Q等02%1发现具有自

发絮凝的微藻;--=,. -/?/24,4在 2 J 内的自然沉降率

可达到 (":$但油脂含量仅有 3'(:# 实验发现$

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 在 ! J 内的自然沉降率为

&3'!8:$随着沉降时间的延长可达到 (":以上(数

据未列*# 虽然 F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 的自发絮凝能

力相比 ;--=,. -/?/24,4略逊一筹$但其却具有较高的

油脂含量$能在降低采收成本的同时兼顾油脂积累$

具有生物柴油原料的开发价值#

H\5与微藻的自发絮凝密切相关$微藻细胞可

通过H\5连接聚集在一起形成细胞团块$加速细胞

的絮凝沉降0#2$2%1

# 为了进一步了解不同类型的

H\5在微藻自发絮凝中的作用$在本实验中依次去

除各类型H\5$测定微藻细胞沉降率的变化$结果如

图 ! 所示#

由图 ! 可见,去除 5 $H\5 后$F/5/0&1=0*/==. ZK'

iX的沉降率由 &3'!8:下降为 3!'"2:%进而去除

AI$H\5 后$沉降率下降为 !"'%2:%最后去除4I$

H\5后$沉降率下降为 #%'83:# 5 $H\5 与微藻细

胞结合较弱$往往溶于藻液中$因此对微藻细胞的黏

附性 影 响 不 大# \OFF.+ON$>T+JON等0281 认 为

4I$H\5 较AI$H\5更具有黏连细胞的能力$有助

于提高细胞絮凝能力# 而本研究表明 AI$H\5 在

微藻自发絮凝中起主要作用$可能是菌株差异所导

致本研究中的AI$H\5 具有特殊的多糖组分$尚需

后续进一步的分析#

图 &%去除不同(JL后.%*%/0"1/)%11- ?=P̀>的沉降率

66微藻细胞表面带有相同的电荷$会使细胞难以

相互聚集$影响絮凝沉降# 按 #'!'# 方法培养

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX ( `$调节藻液 K<后$测定藻液

的A/-.电位和沉降率$结果如表 2 所示#

表 '%=G对微藻2%,-电位和沉降率的影响

项目 初始 调 K<后

K< %'"3 p"'&! 2'9! p"'(#

A/-.电位)QD $#"'"" p"'89 $3'"" p"'3%

沉降率): &3'!8 p"'(9 %!'8( p#'28

66由表 2 可见$F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 自发絮凝时

的A/-.电位为$#"'"" QD$调节 K<为 2'9! 后$微

藻细胞表面 A/-. 电位变为 $3'"" QD$沉降率上升

为 %!'8(:$说明微藻细胞表面A/-.电位接近于零$

有利于F/5/0&1=0*/==. ZK'iX的自发絮凝#

!'96h?I?含量

不同生物体 h?I?含量见表 9# 由表 9 可见,

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 的 h?I?含量为 ('3" Q0)0%

<020*.'1,G,)$ ZK'nAl$2 在自然培养情况下

h?I?含量可达到 #"'(% Q0)0

0281

%发芽的蚕豆在缺

氧$>T7F胁迫培养 9 ` 后$h?I?的含量为 &'(!

Q0)0

02(1

%<020*.'1,G,)$ZK'nAi$# 在缺氮且添加

茉莉酸和独角金内酯的条件下$h?I?的含量为

!#G"" Q0)0

09"1

%F./$.-0&0&&)4'=)5,.=,4通过两阶段

培养和盐胁迫的方法$达到 28'3% Q0)0的h?I?含

量0!&1

# h?I?的含量差异较大$主要是由于物种和

培养条件的不同所致#

!(
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表 D%不同生物体IBNB含量

生物体 h?I?含量)(Q0)0* 培养条件 参考文献

F/5/0&1=0*/==. ZK'iX ('3" 4?\培养基 本研究

<020*.'1,G,)$ZK'nAl$2 #"'(% 胡桃壳提取物培养 0281

发芽的蚕豆 &'(! 缺氧$>T7F胁迫 02(1

<020*.'1,G,)$ZK'nAi$# !#'"" 缺氮$添加茉莉酸和独角金内酯 09"1

F./$.-0&0&&)4'=)5,.=,4 28'3% 两阶段培养法q盐胁迫 0!&1

'%结%论

将气生微藻F/5/0&1=0*/==. ZK'iX培养后油脂产率

可达#8#'28 Q0)(A2`*$! J自然沉降率为&3'!8:$且

h?I?含量为 ('3" Q0)0# F/5/0&1=0*/==. ZK'iX 在具

有较高油脂产率的同时又含有生物活性物质

h?I?$且具有自发絮凝能力$可大幅浓缩水体$为

后续的采收减低负荷$具有为生物柴油生产提供油

脂原料的开发潜力#
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KNÈX+;.M.;10 1̂'I.ENOZEXN4O+J,EF$ !"#2$ #2!, !2" $

!28'

031 7<H?<Y i$ 5<@Y \A$ ]̂?> 7̂$ O;TF'H,JT,+.,0
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4O+J,EF$ !"#!$ ##", 9(& $3"!'

081 ]B]R?>>$ n=i$ B?>n]?<Rd$O;TF'BOLT;ON.,0E_

Q.+NETF0TF+XF;XNOZ, TQT*ENWE;;FO,O+- ;ETF0TO$WTZÒ
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Q.+NETF0TO .ZEFT;Ò _NEQ ;JO ZXN_T+O E_ NE+-Z .,

QEX,;T.,EXZ̀ .Z;N.+;ZE_̂TKT,0 1̂'?F0TFeOZ$ !"#2$ !

(2*, !2% $!92'

0#81 A=m$ Y?>hR$ m=?@m$ O;TF'4LEZ;T0OZE_>$

`O_.+.O,;+XF;.MT;.E, O,JT,+O;JOF.K.̀+E,;O,;E_Q.+NETF0T

N&/2/G/4$)4ZK'0 1̂'^?Q@.F7JOQ5E+$ !"#3$ (!,

3"2 $3#!'

2(

!"!! 年第 9% 卷第 # 期6666666666666中6国6油6脂



0#(1 l<?>hn$ m=?>h $̂ l<?>hA$ O;TF'@K;.Q./.,0

ZET-.,0T,` 0ONQ.,T;.E, +E,`.;.E,Z;E.QKNEMO6.$$. $

TQ.,EWX;1N.+ T+.̀ +E,;O,; ., *TKE,.+T T,` .,`.+T
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