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摘要:为了生产第三代乙醇ꎬ通过限制营养、提高淀粉含量的微藻直接发酵生产乙醇是一种值得探索的方法ꎮ 采用双因素

设计考察莱茵衣藻在不同初始氮源和铁源下培养积累淀粉的情况ꎮ 在最佳条件下培养莱茵衣藻ꎬ藻细胞干重达到 １􀆰 ９ ｇ / Ｌ 左

右ꎬ胞内淀粉积累达到 ３５􀆰 ５％左右ꎬ经黑暗厌氧诱导ꎬ胞内淀粉在 ３０ ｈ 内降解生产乙醇ꎮ 在 ｐＨ 为 ７􀆰 ５ 的 ０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠－
磷酸钾缓冲液中黑暗厌氧发酵效果最佳ꎬ产率为 ０􀆰 ２５０ ｇ / ｇꎮ 研究表明ꎬ当氮源缺乏时微藻会积累淀粉ꎬ但细胞生长远不如充足

氮源时ꎻ含淀粉微藻在黑暗厌氧环境下能自发酵生产出一定的乙醇ꎮ 因此ꎬ提出微藻三段法生产乙醇ꎬ即微藻细胞生长、淀粉积

累和厌氧发酵ꎬ该微藻直接生产乙醇的过程简单可行ꎮ
关键词:莱茵衣藻ꎻ营养限制ꎻ淀粉ꎻ发酵ꎻ乙醇
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　 　 世界化石能源的日渐枯竭及汽车尾气排放污染

物成为我国城市大气污染的重要因素之一[１]ꎬ车用

乙醇燃料作为优良的液体燃料前景广阔ꎮ 我国提出

到 ２０２０ 年ꎬ在全国范围内推广使用车用乙醇汽油ꎬ
基本实现全覆盖ꎬ生物燃料乙醇产业发展整体达到

国际先进水平ꎻ到 ２０２５ 年ꎬ先进生物液体燃料技术、
装备和产业整体达到国际领先水平[２]ꎮ 生产乙醇

的方法主要有化学合成法和生物发酵法ꎮ 随着能源

危机和气候危机ꎬ化学合成法逐渐被生物发酵法所

取代ꎮ 我国传统生物发酵法是以玉米为原料ꎬ一方

面淀粉需要液糖化ꎬ能耗高(占整个能耗的 ２０％ ~
３０％) [３]ꎻ另一方面玉米属于粮食作物不符合可持

续发展ꎮ 新兴的纤维素乙醇比淀粉质乙醇尽管更有

潜力达到能源平衡、减少温室气体排放和不占用更

多的土地ꎮ 但目前纤维素生产乙醇仍面临纤维素的

高效水解、木质素的合理利用和五碳糖的发酵利用

等很多困难ꎮ
微藻是一种很有潜力的可再生原料ꎬ通过光合

作用将太阳能、水和二氧化碳转化为碳水化合物ꎬ其
整个生物体都能进行光合作用ꎬ是制备燃料乙醇的

理想原料[１ꎬ４]ꎮ 微藻生长周期短ꎬ能有效地耦合光

合作用和糖类生产ꎬ光合作用效率明显高于普通植

物ꎬ淀粉累计可达细胞干重的 ３０％ ~ ８０％[５－６]ꎬ同时

还可将部分碳元素转化为乙醇ꎻ微藻的培养不与农

作物争地争水ꎬ还可以利用废水中 Ｎ、Ｐ 等营养ꎬ从
而降低水体的富营养化ꎬ节约水资源和营养盐成本ꎬ
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发展微藻生物能源具有十分重要的战略意义ꎮ
研究表明ꎬ改变培养条件可以改善微藻的生长

和次生代谢能力[６]ꎮ 笔者以莱茵衣藻为淡水绿藻ꎬ
研究了莱茵衣藻的培养和厌氧发酵 ２ 个主要过程ꎬ
在此基础上考察了发酵体系和最佳 ｐＨꎬ探讨了直接

以微藻为原料生产乙醇的可行性ꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 实验材料

莱茵衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ)为 １ 株淡

水绿藻ꎬ属于绿藻门、绿藻纲、团藻目、衣藻科的衣藻

属[７]ꎬ通过光合作用可在胞内积累淀粉ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与试剂

发酵罐ꎬ韩国生产ꎻ烘箱ꎬ上海菁华科技仪器有

限公司生产ꎻＳＢＡ－４０Ｃ 生物传感器ꎬ山东省科学院

生产ꎻ１２６０ 高效液相色谱ꎬ安捷伦科技有限公司生

产ꎻ摇瓶、烧杯ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 培养基的配置

莱茵衣藻培养基:１ ０００ ｍＬ 培养基添加一定量

的 ＴＡＰ 营养盐[８]ꎬ１２１℃高温灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ冷却到常

温ꎮ 培养基的具体成分如表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＴＡＰ 培养基成分

储液 量 成分 配制质量浓度

Ｔｒｉｓ ２􀆰 ４０ ｇ Ｈ２ＮＣ(ＣＨ２ＯＨ) ３ 　

ＴＡＰ ２５ ｍＬ ＮＨ４Ｃｌ １５(ｇ􀅰Ｌ－１)

　 　 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ４(ｇ􀅰Ｌ－１)

　 　 ＣａＣｌ２􀅰７Ｈ２Ｏ ２(ｇ􀅰Ｌ－１)

磷酸溶液 １ ｍＬ Ｋ２ＨＰＯ４ ２８􀆰 ８(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＫＨ２ＰＯ４ １４􀆰 ４(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

Ｔｒａｃｅ １ ｍＬ Ｎａ２ＥＤＴＡ􀅰５Ｈ２Ｏ ５􀆰 ００(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ２􀆰 ２０(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 Ｈ３ＢＯ３ １􀆰 １４(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５０(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５０(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＣｏＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ ０􀆰 １６(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ ０􀆰 １６(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

　 　 (ＮＨ４) ６Ｍｏ７Ｏ２４􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 １１(ｇ􀅰１００ ｍＬ－１)

醋酸 １ ｍＬ ＣＨ３ＣＯＯＨ 　

总体积 １０００ ｍＬ(除去以上成分其余均为去离子水)

　 　 注:所有储液于 ４℃冷藏ꎮ

２􀆰 ２　 测定方法

２􀆰 ２􀆰 １　 生物量

量取经光照培养的微藻液 ５ ~ １０ ｍＬꎬ于 ２ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ用去离子水洗涤 ２ 次ꎬ置于 ８０℃
烘箱烘至恒重ꎬ取 ２ 个测量误差在±１０％平行样的平

均值ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 胞内淀粉检测

微藻生长过程淀粉含量的测定:取 ５ ｍＬ 微藻培

养液离心后ꎬ少量去离子水洗 ２ 次ꎬ加入 ２０ ｍＬ 去离

子水ꎬ冰水浴 ６００ Ｗ 超声处理 １ ｓꎬ间歇 ２ ｓꎬ超声 ６０
次ꎬ得到完全破碎的藻液ꎮ 调节其 ｐＨ 在 ６􀆰 ０ ~ ６􀆰 ５
之间ꎬ分别加入 ０􀆰 ２０ μＬ Ｌｉｑｕｏｚｙｍｅ Ｓｕｐｒａꎬ８５ ~ ９５℃
保温液化 １~１􀆰 ５ ｈꎻ调节 ｐＨ 在 ４􀆰 ０ ~ ４􀆰 ５ 之间ꎬ分别

加入 ０􀆰 ４ μＬ Ｄｅｘｔｒｏｚｙｍｅ ＤＸꎬ６０~６５℃保温液化 １０ ~
１２ ｈꎬ 水解完全后离心弃沉淀ꎬ 上清液定容至

１００ ｍＬꎬ用 ＳＢＡ－４０Ｃ 生物传感器(山东省科学院)
或高效液相色谱测定水解液中葡萄糖含量ꎮ 以去离

子水加等量酶水解为对照ꎮ 淀粉质量分数计算

式为:
淀粉质量分数(ｇ / ｇ) ＝

葡萄糖质量浓度 × 体积 × ０􀆰 ９ / 藻粉干重

２􀆰 ２􀆰 ３　 葡萄糖和乙醇的检测

利用高效液相色谱或生物传感器分析葡萄糖和

乙醇ꎮ 高效液相色谱采用安捷伦 １２００ꎬ条件如表 ２
所示ꎮ 或者采用 ＳＢＡ－４０Ｃ 生物传感器(山东省科

学院)直接检测葡萄糖和乙醇ꎮ 乙醇得率(ｇ / ｇ)为:
乙醇得率(％) ＝ 实际产生的乙醇量 / 理论产生的乙醇量

表 ２　 高效液相色谱分析方法

　 　 项目 条件

流动相 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 硫酸溶液

色谱柱 Ｂｉｏ－ＲＡＤ ８７Ｈ

柱温 / ℃ ６５

流速 / (ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１) ０􀆰 ７

检测器 示差检测器

检测器温度 / ℃ ４０

２􀆰 ３　 双因素考察莱茵衣藻淀粉的积累

自培养皿接一环莱茵衣藻藻种于 １００ ｍＬ 培养

基中ꎬ在温度为 ( ２５ ~ ２８)℃、日光灯光照强度为

３ ０００~４ ０００ Ｌｘ、光暗比为 １４ ∶１０ 的条件下ꎬ培养至

对数生长期ꎮ 转至 １ Ｌ 培养基中培养ꎬ采用双因素

设计自变量考察莱茵衣藻的淀粉积累ꎬ自变量为初

始氮 源 [ Ｈ２ＮＣ ( ＣＨ２ＯＨ) ３ / ＮＨ４Ｃｌ ] 和 初 始 铁 源

(ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ)ꎮ 初 始 氮 源 [ Ｈ２ＮＣ ( ＣＨ２ＯＨ) ３ /

􀅰９８１􀅰
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ＮＨ４Ｃｌ]的质量浓度分别为 ０ / ０、１􀆰 ２ / ０􀆰 １８８ ｇ / Ｌ 和

２􀆰 ４ / ０􀆰 ３７５ ｇ / Ｌꎬ初始铁源(ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ)的质量浓

度分别为 ０、０􀆰 ００２ ５ ｇ / Ｌ 和 ０􀆰 ００５ ｇ / Ｌꎮ
２􀆰 ４　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵过程

自培养皿接一环莱茵衣藻藻种于 １００ ｍＬ 培养

基中ꎬ在温度为 ( ２５ ~ ２８)℃、日光灯光照强度为

３ ０００~４ ０００ Ｌｘ、光暗比为 １４ ∶１０ 的条件下ꎬ培养至

对数生长期ꎮ 在相同培养条件下逐级扩大至 ２ Ｌ 培

养基中继续培养 ３ ~ ４ ｄ 后进行无氮调控培养ꎮ 将

２ Ｌ 藻液静置过夜ꎬ微藻进行沉降ꎮ 除去上清液ꎬ添
加无氮 ＴＡＰ 洗涤 １ 次ꎬ之后添加无氮 ＴＡＰ 培养基于

强光下连续培养 ３ ~ ４ ｄꎮ 将藻液静置过夜ꎬ除去上

清液ꎬ收集下层藻液ꎮ 重复以上步骤进行多次培养ꎬ
收集藻液进行暗发酵研究ꎮ

将培养富含淀粉的莱茵衣藻藻液 １ ０００~４ ０００ ｇ
离心 ５ ~ １０ ｍｉｎꎬ用缓冲液洗 ２ 次ꎬ重新加入 ｐＨ
６􀆰 ０~９􀆰 ０ 的磷酸缓冲液或磷酸钾缓冲液ꎬ避光冲入

氮气或氩气 ５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ２０ ~ ４５℃ 条件下孵化ꎬ以
１００~２００ ｒ / ｍｉｎ 的转速进行搅拌ꎮ 研究黑暗厌氧发

酵体系ꎬ如图 １ 所示ꎮ

图 １　 微藻黑暗厌氧发酵系统

３　 结果与分析

３􀆰 １　 莱茵衣藻淀粉积累

藻类通常呈单细胞、丝状体或片状体ꎮ 大多数

藻类生活在水中ꎬ没有根、茎、叶ꎬ基本光合色素为叶

绿素ꎮ 绿藻、轮藻、甲藻、裸藻、红藻以及蓝藻经过光

合作用均可在胞内积累淀粉ꎮ 通过限制营养来提高

微藻淀粉的含量是一种公认可行的方法ꎮ 笔者利用

双因素设计不同营养条件培养莱茵衣藻ꎬ实验结果

如表 ３ 所示ꎮ 研究发现莱茵衣藻在所有评价条件下

都可以积累淀粉ꎬ但通过调节自变量的水平可极大

地改变淀粉质量分数ꎮ 在缺乏 Ｎ 源(初始 Ｈ２ＮＣ
(ＣＨ２ＯＨ) ３ / ＮＨ４Ｃｌ 质量浓度为 ０ ｇ / Ｌ) 和 Ｆｅ 源

[(ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ)初始质量浓度分别为 ０、０􀆰 ００２ ５ ｇ / Ｌ
和 ０􀆰 ００５ ｇ / Ｌ]条件下培养微藻ꎬ淀粉质量分数最大

(分别为 ３２􀆰 ４％、３１􀆰 ８４％和 ３２􀆰 ８％)ꎮ

表 ３　 双因素设计不同条件下微藻淀粉积累结果

实验 初始 Ｎ 源 初始 Ｆｅ 源 淀粉质量分数 / ％

１ ０ －１ ３２􀆰 ４０

２ －１ ＋１ ３１􀆰 ８４

３ ＋１ －１ ７􀆰 ９２

４ ＋１ ＋１ ２􀆰 ５６

５ －１ ０ ３２􀆰 ８０

６ ＋１ ０ ９􀆰 ２０

７ ０ －１ １８􀆰 ４０

８ ０ ＋１ ６􀆰 ７２

９ ０ ０ ３􀆰 ８４

１０ ０ ０ ４􀆰 ４８

１１ ０ ０ ４􀆰 ７２

　 　 注:初始氮源(Ｈ２ＮＣ(ＣＨ２ＯＨ) ３ / ＮＨ４Ｃｌ)的质量浓度分别为 ０ /
０ ｇ / Ｌ( － １)、１􀆰 ２ / ０􀆰 １８８ ｇ / Ｌ ( ０) 和 ２􀆰 ４ / ０􀆰 ３７５ ｇ / Ｌ ( １)ꎬ初始铁源

(ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ)的质量浓度分别为 ０ ｇ / Ｌ( －１)、０􀆰 ００２ ５ ｇ / Ｌ(０)和

０􀆰 ００５ ｇ / Ｌ(１)ꎮ

通过分析可以看出ꎬ只有氮源初始质量浓度是

极显著性因素ꎬ可通过降低初始 Ｎ 源质量浓度来提

高淀粉质量分数ꎮ 有研究表明ꎬ微藻在缺 Ｎ 条件下

淀粉积累会增加ꎬ这是因为在缺 Ｎ 或 Ｎ 限制时ꎬ有
效 Ｎ 源用于酶和基本细胞结构的合成ꎮ 此后所有

的 ＣＯ２ 经固定作用转化成碳水化合物或脂而不是

蛋白质ꎮ 当氮源初始质量浓度为 ０ ｇ / Ｌ 时ꎬ淀粉质

量分数达到最大 ３２􀆰 ８％ꎮ 初始 Ｆｅ 源质量浓度对淀

粉质量分数的影响不显著ꎬ说明 Ｆｅ 源不影响莱茵衣

藻淀粉的积累ꎮ
３􀆰 ２　 无氮 ＴＡＰ 培养微藻及其淀粉积累

Ｈｓｉｅｈ[９]报道ꎬ提高培养基中初始尿素浓度可增

加小球藻的生物量ꎬ但是继续提高尿素浓度ꎬ细胞数

没有明显变化ꎻ当初始 ＦｅＮａ－ＥＤＴＡ 浓度提高时ꎬ细
胞浓度达到最大值ꎬ但最低 Ｎ 源和 Ｆｅ 源浓度才能

得到最高的淀粉产量ꎮ 推测两段法培养是培养高产

淀粉微藻的最佳方式:第 １ 阶段利用富含 Ｎ 源和 Ｆｅ
源的培养基以达到最大生长速率和生物量浓度ꎻ第
２ 阶段利用无 Ｎ 和 Ｆｅ 的培养基培养几天ꎮ

莱茵衣藻先经过 ＴＡＰ 培养基培养至对数生长

期ꎬ转入无氮 ＴＡＰ 培养基培养ꎬ在氮源缺失的条件

下考察细胞生长状况ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 在培养到第 ５ ｄ
生物量达到最大 １􀆰 ９ ｇ / Ｌꎬ随后由于营养的缺乏ꎬ细
胞开始衰亡ꎮ 氮的缺失对藻细胞积累干重会产生不

利的影响ꎮ 氨氮是藻类极其重要的营养元素ꎬ其参

与细胞内蛋白质、核酸、ＡＴＰ 等重要生物分子的代

􀅰０９１􀅰
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谢ꎮ 氮源的缺乏必定会使藻类生长受到限制ꎮ

１—细胞干重ꎻ２—淀粉质量分数

图 ２　 无氮 ＴＡＰ 培养莱茵衣藻生长状况

及淀粉积累

光照对微藻胞内碳水化合物的积累有积极作

用ꎬ Ｆｒｉｅｄｍａｎ 等 证 明 在 培 养 Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｓｐ. 和
Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ａｅｒｕｇｉｎｅｕｍ 时ꎬ提高光照强度可提高胞

内的多糖含量ꎻＴｒｅｄｉｃｉ 等１０] 研究发现在户外培养

Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ 时ꎬ晴天培养微藻合成的碳水化合

物明显高于阴天[１０－１１]ꎮ Ｂｅｈｒｅｎｓ 等[１２] 很早以前就

发现 Ｃ. ｖｕｌｇａｒｉｓ 在缺 Ｎ 条件下淀粉积累会增加ꎬ这
是因为在缺 Ｎ 或 Ｎ 限制时ꎬ有效 Ｎ 源用于酶和基本

细胞结构的合成ꎬ此后所有的 ＣＯ２ 经固定作用转化

成碳水化合物或脂而不是蛋白ꎮ
经实验验证ꎬ微藻的积累大体可分为 ２ 个阶段:

细胞增殖期和淀粉积累期ꎮ 前期微藻消耗培养基中

的碳源和氮源ꎬ以保证藻体代谢旺盛和增殖过程ꎬ并
且在这一阶段微藻细胞内也合成少量淀粉ꎮ 后期当

培养液中碳源充足而某些营养成分(尤其是氮)缺

乏时ꎬ藻体细胞分裂速度锐减ꎬ不再进行细胞繁殖ꎬ
而过量的碳元素继续被藻细胞吸收ꎬ使淀粉大量积

累ꎮ 无氮 ＴＡＰ 培养莱茵衣藻生长状况及淀粉积累

如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中可以看出ꎬ转入缺氮的 ＴＡＰ
培养基前期ꎬ胞内淀粉迅速增加ꎬ胞内淀粉质量分数

在第 ３ ｄ 达到最大ꎬ占细胞干重的 ３５􀆰 ５％ꎬ由于缺乏

营养ꎬ细胞会动用自身储存的营养(如淀粉)来维持

自身生长ꎮ 因此ꎬ对今后大规模培养微藻要注意补

加除氮源外的其他营养成分ꎬ保证淀粉质量分数

稳定ꎮ
３􀆰 ３　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵生产乙醇

在有机营养丰富的条件下ꎬ即使是黑暗条件下

也能生长并积累淀粉ꎮ 当没有光照同时又缺乏有机

营养时ꎬ微藻会消耗自己胞内的营养物质(如淀粉)
来维持生长ꎬ同时释放 ＣＯ２ꎻ当微藻处于黑暗及厌氧

环境中ꎬ淀粉经微藻自身代谢产生 ＣＯ２、乙醇、乳酸、
甲酸及乙醇等ꎮ 不同的微藻最终产生的产物及其比

例不同[３ꎬ１３－１４]ꎮ

３􀆰 ３􀆰 １　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵

莱茵衣藻经过 ２􀆰 １ 所述的方法培养后ꎬ淀粉质

量占细胞干重的 ３５％ꎮ ４ ０００ ｍＬ 藻液离心 ５ ｍｉｎꎬ
用缓冲液洗 ２ 次ꎬ重新加入 ｐＨ ７􀆰 ０ 磷酸缓冲液ꎬ发
酵初始淀粉质量占细胞干重 ４４％ꎮ 在避光冲入氮

气 ２０ ｍｉｎꎬ３０℃下孵化ꎬ搅拌速率为 １５０ ｒ / ｍｉｎ 的条

件下ꎬ莱茵衣藻黑暗厌氧发酵过程如图 ３ 所示ꎮ

１—淀粉质量浓度ꎻ２—乙醇质量浓度

图 ３　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵过程

从图 ３ 中可以看出ꎬ当微藻处于黑暗厌氧条件

下ꎬ淀粉在 ３０ ｈ 内逐渐被降解ꎬ有乙醇产生ꎬ最终为

０􀆰 ０６ ｇ / Ｌꎬ产率为 ０􀆰 １３６ ｇ / ｇꎮ
３􀆰 ３􀆰 ２　 不同发酵体系和 ｐＨ 对莱茵衣藻黑暗厌氧

发酵的影响

莱茵衣藻经过 ２􀆰 １ 所述方法培养后ꎬ淀粉质量

占细胞干重的 ３６％ꎮ １ ０００ ~ ４ ０００ ｍＬ 莱茵衣藻离

心 ５~１０ ｍｉｎꎬ缓冲液洗 ２ 次ꎬ重新加入超纯水、０􀆰 ２
ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液、０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钾缓冲液以及

０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠－磷酸钾缓冲液中ꎬ避光冲入氮

气或氩气 ５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ３０℃条件下孵化ꎬ搅拌速率为

１００~ ２００ ｒ / ｍｉｎ 的条件下ꎬ不同发酵体系对产率的

影响如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 中可以看出ꎬ０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸钠－磷酸钾缓冲液适合作为莱茵衣藻黑暗厌氧

代谢乙醇的发酵体系ꎮ ｐＨ 是乙醇发酵的一个重要

控制参数ꎮ Ａｔｓｕｓｈｉ 等[１３] 认为在酸性条件下会强烈

抑制微藻代谢生产乙醇的过程ꎮ 采用类似发酵体系

的方法考察不同 ｐＨ 的 ０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠－磷酸钾

缓冲液对产率的影响如表 ５ 所示ꎮ 由表 ５ 中可以看

出ꎬｐＨ 为 ７􀆰 ５ 时ꎬ乙醇产量具有明显的优势ꎬ说明该

　 　 　 　 　 　 　表 ４　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵体系

发酵体系 ＹＰ / Ｓ / (ｇ􀅰ｇ－１)

水 ０􀆰 ０００

超纯水 ０􀆰 ０７４

０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液 ０􀆰 １８９

０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钾缓冲液 ０􀆰 １５１

０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠－磷酸钾缓冲液 ０􀆰 ２３１
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表 ５　 莱茵衣藻黑暗厌氧发酵体系 ｐＨ 考察

ｐＨ ６􀆰 ０ ６􀆰 ５ ７􀆰 ０ ７􀆰 ５ ８􀆰 ０ ８􀆰 ５ ９􀆰 ０

ＹＰ / Ｓ / (ｇ􀅰ｇ－１) ０􀆰 ０１６ ０􀆰 ０３７ ０􀆰 １６６ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 １６７ ０􀆰 １７４

条件是莱茵衣藻最适黑暗厌氧发酵的 ｐＨꎮ 不同藻

种由于自身的性质不同ꎬ最佳条件都不同ꎮ

４　 结论

(１)利用双因素考察了氮源对莱茵衣藻淀粉积

累的影响ꎬ铁源对莱茵衣藻淀粉的积累不显著ꎬ当氮

源初始质量浓度为 ０ ｇ / Ｌ 时ꎬ淀粉质量分数达到最

大ꎮ 考察得到了培养莱茵衣藻的最佳工艺ꎬ藻细胞

干重达到 １􀆰 ９ ｇ / Ｌ 左右ꎬ胞内淀粉积累达到 ３５􀆰 ５％
左右ꎮ

(２)探索了微藻黑暗厌氧发酵生产乙醇的工艺

过程ꎬ为乙醇生产和微藻利用开辟了一个新的途径ꎮ
微藻经黑暗厌氧诱导ꎬ淀粉逐渐被降解ꎬ生产得到乙

醇的质量浓度为 ０􀆰 ０６ ｇ / Ｌꎬ产率为 ０􀆰 １３６ ｇ / ｇꎮ 莱茵

衣藻在 ｐＨ 为 ７􀆰 ５ ０􀆰 ０６７ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠－磷酸钾缓冲

液中黑暗厌氧发酵效果最佳ꎬ产率为 ０􀆰 ２５０ ｇ / ｇꎮ

参考文献

[１] 门秀姐ꎬ孙海萍ꎬ雷强ꎬ等.我国推广乙醇汽油的进展、影响及应

对建议[Ｊ] .现代化工ꎬ２０１８ꎬ３８(１１):８－１３.
[２] 我国全面推广使用乙醇汽油[Ｊ] .现代化工ꎬ２０１７ꎬ３７(１０):１７３.
[３] 黄赤夫ꎬ余波.一种通过重组藻类生产乙醇的方法:中国ꎬＣＮ

１０１６０３０４９Ａ[Ｐ].２００９－１２－１６[２０１８－１２－２７].
[４] 汪伦记ꎬ贾培培ꎬ纠敏ꎬ等.二形栅藻藻渣多糖降血脂与抗氧化

作用[Ｊ] .精细化工ꎬ２０１８ꎬ３５(２):２１３－２１７.
[５] 师文静ꎬ廖莎ꎬ孙启梅ꎬ等.东北地区产油能源微藻的筛选和鉴

定[Ｊ] .生物技术通报ꎬ２０１５ꎬ３１(８):１４０－１４６.
[６] Ｊｏｈｎ Ｒ ＰꎬＡｎｉｓｈａ Ｇ ＳꎬＮａｍｐｏｏｔｈｉｒｉ Ｋ Ｍ.Ｍｉｃｒｏ ａｎｄ ｍａｃｒｏａｌｇａｌ ｂｉｏ￣

ｍａｓｓ: Ａ ｒｅｎｅｗａｂｌｅ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ１０２:１８６－１９３.

[７] Ｈｏｓｓｉａｎ Ａ Ｂ Ｍ ＳꎬＳａｌｅｈ Ａ ＡꎬＡｉｓｈａｈ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓｔｅ ｂｉｏｍａｓｓ ａｓ ａ ｒｅｎｅｗａｂｌｅ ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｉｎ
ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ[Ｊ] .Ｂｉｏｍｅｄꎬ２００８ꎬ２１:３００－３０５.

[８] 冉春秋ꎬ陈阳ꎬ李红顺ꎬ等.淡水绿藻和海水绿藻光照产氢特征

的比较[Ｊ] .武汉理工大学学报ꎬ２００９ꎬ３１(２０):５８－６１.
[９] Ｈｓｉｅｈ Ｈ ＪꎬＳｕ Ｃ ＨꎬＣｈｉｅｎ Ｌ Ｊ.Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ

Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｍｉｎｕｔｉｓｓｉｍａ ｂｙ ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ａｎｄ Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ[ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ５０(３):５２６－５３４.

[１０] Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｐꎬ Ｈａｐｐｅ Ｔꎬ Ｍｅｌｉｓ Ａ. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇ ｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｕｒ￣ｄｅｐｒ ｉｃｅｄ ａｎｄ Ｈ２ ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｃｈｌａｍｙｄｏ￣
ｍｏｎａｓ Ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ(ｇｒｅｅｎ ａｌｇａ)[Ｊ] .Ｐｌａｎｔａꎬ２００２ꎬ２１４:５５２－５６１.

[１１] Ｆｒｉｅｄｍａｎ ＯꎬＤｕｂｉｎｓｋｙ ｚꎬＡｒａｄ Ｓ.Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅ￣ｇｒｅｅｎ ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ
ｕｎｉｃｅｌｌｓ[Ｊ] .Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒ Ｔｅｃｈｎｏｌꎬ１９９１ꎬ３８:１０５－１１０.

[１２] Ｂｅｈｒｅｎｓ ＰꎬＢｉｎｇｈａｍ ＳꎬＨｏｅｋｓｅｍａ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｃｏｒｐｏｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯ２ ｉｎｔｏ ｓｔａｒｃｈ ｂｙ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ[ Ｊ] . Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｃｏｌꎬ
１９８９ꎬ１:１２３－１３０.

[１３] Ｒｏｄｏｌｆｉ ＬꎬＺｉｔｔｅｌｌｉ Ｇ ＣꎬＢａｓｓｉ Ｎꎬｅｔ ａｌ.Ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｆｏｒ ｏｉｌ:Ｓｔｒａｉｎ ｓｅ￣
ｌｅｃｔｉｏｎꎬｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｏｕｔｄｏｏｒ ｍａｓｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ
ａ ｌｏｗ￣ｃｏｓｔ ｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏｅｎｇꎬ２００９ꎬ１０２:１００－１１２.

[１４] Ｈｉｒａｎｏ ＡꎬＵｅｄａ ＲꎬＨｉｒａｙａｍａ Ｓꎬｅｔ ａｌ.ＣＯ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏａｌｇａｌ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ[Ｊ] .Ｅｎｅｒｇｙꎬ１９９７ꎬ２２:１３７－１４２.

[１５] Ｈｉｒａｙａｍａ ＳꎬＵｅｄａ ＲꎬＯｇｕｓｈｉｂ Ｙꎬｅｔ ａｌ.Ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃａｒ￣
ｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ ｂｙ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ[ Ｊ] .Ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ Ｓｕｒｆａｃｅ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ ＆ Ｃａｔａｌｙｓｉｓꎬ１９９８ꎬ１１４:７５７－６６０.■

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀤂
􀤂

􀦂 􀦂

􀦂􀦂

赢创收购西班牙生物科技公司 ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅＨｅａｌｔｈ 集团

　 　 赢创工业集团与 ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅＨｅａｌｔｈ 集团 (以下简称

“ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ”)达成了一项收购协议ꎬ并于 ３ 月底完成了该

交易ꎮ ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ 总部位于西班牙马德里ꎬ其自有技术平台

可对天然成分和提取物进行筛选并组合ꎬ以生产具有协同

活性的新型皮肤美容产品ꎮ 该公司将并入赢创护理化学品

业务线ꎮ 此收购的成交价格将不予透露ꎮ
赢创高级副总裁及护理化学品业务线总经理 Ｔａｍｍｏ

Ｂｏｉｎｏｗｉｔｚ 博士表示:“不断开发创新产品是赢创发展的原

动力之一ꎬ为了筛选合适的产品ꎬ我们希望扩大实验室的能

力范围并增强筛选能力ꎬ而这正是 ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ 的核心优势ꎬ
即筛选有功效性的产品ꎮ”

除了筛选平台外ꎬｉｎｎｏｈｅａｌｔｈ 还开发了一种工具ꎬ可以

将具有协同效应的活性成分进行组合ꎮ 该平台不仅能用于

赢创自身的产品开发ꎬ还可以作为一种选择工具提供给客

户ꎮ 此外ꎬ赢创还将为客户提供定制化活性成分ꎬ以满足特

定的市场趋势和消费者需求ꎮ
科尔多瓦大学免疫学教授、 ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ 联合创始人

Ｅｄｕａｒｄｏ Ｍｕñｏｚ 博士说道:“ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ 的创立旨在提供新颖的

皮肤护理产品及后续发展的技术支持ꎮ 我们的主要关注点是

在科学方法的基础上ꎬ针对皮肤问题提供新型且更为有效的治

疗方案ꎮ 现在作为赢创的一部分ꎬ我们可以更容易地实现这些

目标ꎬ我们也期待能够帮助赢创实现更宏伟的目标ꎮ”
此次收购 ｉｎｎｏＨｅａｌｔｈ 将进一步增强“健康与护理”这一

增长引擎ꎬ并拓展赢创对独特活性成分产品的开发能力ꎮ
此次收购行为也是赢创在个人护理及其延伸领域推动创新

增长战略的一部分ꎮ (方圆)
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