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摘要!对分批和半连续模式下柱式和平板式光生物反应器中湛江等鞭金藻的生长和油脂积累特征进行了评估% 分批培养

时平板式反应器可获得更高生物质质量浓度&(\)" KEa'$生物质产率)((?\?# 2KE&a,-'*和油脂产率)?!\!= 2KE&a,-'*"且

操作简单"易于放大"适于工业化培养% 平板式反应器半连续培养虽然稳定期生物质质量浓度低于批次培养"但可获得更高生

物质产率)!=(\?! 2KE&a,-'*% 气相分析结果表明"湛江等鞭金藻含有大量多不饱和脂肪酸% 结果表明"平板式反应器中批次

培养有利于湛江等鞭金藻油脂积累"半连续培养有利于生物质积累"可为工业化生产提供借鉴%
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<<湛江等鞭金藻&2W+K)J6W%W()*&M%*&15&W%W'属于金

藻门"富含促进鱼类生长和免疫功能所必需的多不

饱和脂肪酸&/D! &,6;8/95:8.%- R5::;543-9"IhXB9'"

广泛应用于水产养殖"但成本高"一直无法与鱼油竞

争)**

% 光生物反应器作为典型的封闭式系统"可更

好地控制培养环境"提高光$0N

(

和其他物质利用

率"获得高细胞密度"用于食品和药物生产)=*

"但技

术要求高"初期投资大"经济性不如开放式"阻碍了

商业化应用)C*

% 为解决上述问题"研究人员设计了

不同的反应器用于微藻培养"如管式光生物反应器$

平板式光生物反应器和鼓泡塔光生物反应

器等)!""*

%

笔者自制了柱式和平板式 ( 种光生物反应器"

并对湛江等鞭金藻进行放大培养"研究了其生长和

,=**,
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产油特性% 随后"利用更适于湛江等鞭金藻生长的

平板式反应器进行半连续培养"以探索经济性更好

的培养方式"为海洋微藻工业化生产提供理论依据%

<=实验部分

<@<=藻种

湛江等鞭金藻购自中国科学院典型培养物保藏

委员会下属的海藻种质库%

<@>=光生物反应器

实验在 ( 种不同的光生物反应器中进行"如

图 * 所示%

+

? 42b*() 42的柱式反应器由 C 22

厚玻璃制成"工作体积约 = a#光照由垂直环列于反

应器四周的 ! 支日光灯管提供#? 42光径平板式反

应器的工作体积约 =) a"使用 () 22玻璃制成% 平

板式反应器的底部$中部和两边使用不锈钢固定"防

止玻璃被气泡和机械力打破% 正面和背面&光路'

间直径为 ? 42"正面和背面区域设计为 ?) 42&长'$

") 42&高'"光源系统由 *) 根日光灯管组成"水平

排列"固定在垂直支架上"通过改变灯架与水槽的距

离调节光强)) d=))

*

2,6E&2

(

,9'*"并可自动开

启E关闭以模拟控制光暗周期#空气和 0N

(

的供气

系统由泵$输气管$调节阀组成%

&5'平板式 &W'柱式

图 *<光生物反应器示意图

<@?=光生物反应器的灭菌

反应器先利用次氯酸钠&C 2aEa'化学法灭菌

(= 1"随后用空气流提供 ( 1的硫代硫酸钠&)\* KEa'

以中和剩余的氯% 最后"在接种和添加培养基前对

反应器用灭菌的蒸馏水洗涤 ( 次%

<@J=柱式和平板式反应器分批和半连续培养

分批培养时将对数生长期的湛江等鞭金藻调整

到细胞密度约为 >\> b*)

"

4%669E2a"充入含 0N

(

空

气&体积分数为 (]'以提供碳源和防止细胞沉淀%

空气和0N

(

用 )\((

*

2膜过滤除菌% RE( 培养基中

加入葡萄糖&)\( KEa'"光强为 *))

*

2,6E&2

(

,9'"

光暗周期比为 *= *̀)"&(C }*'e培养 # -#半连续培

养从第 ? - 开始"更新率为 !C]"更新周期为 * -%

将收获的体积置换为新鲜培养基"温度$光照$光周

期和充气等条件不变"测定细胞密度$干重$总脂质

量分数"计算比生长速率&

,

'$生物质产率和油脂

产率%

<@G=微藻生长和生化成分评估

微藻细胞个数采用奥林巴斯 7P>* 显微镜

&N6;2&89"日本'直接镜检计数% 比生长速率&

,

'计

算式为!

,

p)6/&!

(

O!

*

'*O&A

(

RA

*

'

其中!!

*

&4%669E2a'为微藻 A

*

& -'时细胞密度#!

(

&4%669E2a'为微藻在A

(

&-'时细胞密度%

微藻细胞通过离心分离 &转速为 " ))) bK"

C 23/'"蒸馏水洗涤 ( 次"放入预干燥和称重的培养

皿 =)e干燥至恒重"测干重% 总脂采用重量法提取

并称重)"*

% 多糖通过苯酚D硫酸法以葡萄糖为标准

测定)>*

% 蛋白质质量分数由考马斯亮蓝染色法测

定"以牛血清白蛋白为标准)?*

% 采用 c,/K等方法

将藻类生物质直接甲酯化)#*

"用气相色谱分析脂肪

酸甲酯组成%

<@L=生物质产率和油脂产率的测定

生物质产率&P

W3,2599

'计算式为!

P

W3,2599

p微藻干重&K'E&培养体积&a' b培养时间&-''

<<油脂产率&P

63&3-

'计算式为!

P

63&3-

p&微藻干重&K' b脂类含量&]''E

&培养体积&a' b培养时间&-''

>=结果与讨论

>@<=柱式和平板式反应器中批次培养湛江等鞭

金藻

相同操作条件柱式和平板式反应器生长曲线如

图 ( 所示% 当接种浓度为 >\> b*)

"

4%669E2a"藻细

胞经过 * -适应后快速生长直至第 ? -"平板式反应

器最大细胞密度和比生长速率分别为 ##\"" b*)

"

4%669E2a和 )\!( -

D*

"高于柱式反应器的 ?>\C" b

*)

"

4%669E2a和 )\!) -

D*

% 影响微藻生长的主要因

<<<<<<<

*+平板式光生物反应器#(+柱式光生物反应器

图 (<湛江等鞭金藻在平板式和柱式反应器中

生长曲线

,C**,
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素是光照"随藻液浓度升高"柱式反应器单个藻体受

到光照变少"限制其生长"培养后期藻细胞死亡率较

大% 平板反应器培养后期藻细胞密度基本不变"可

避免大量死亡"利于控制收获时间%

生物质产率是评估微藻生产可行性的重要参数

之一% 不同反应器和培养模式下湛江等鞭金藻生物

质$油脂之间的比较如表 * 所示% 由表 * 可以看出"

在混养培养条件下"葡萄糖和0N

(

作碳源"平板式反

应器中湛江等鞭金藻生物质质量浓度为 (\)" KEa"生

物质产率为 ((?\?# 2KE&a,-'"高于柱式反应器生

物质质量浓度&*\>C KEa'和生物质产率 &*#=\==

2KE&a,-'% 李志勇等)*)*培养螺旋藻的研究中也发

现平板式反应器中生物质质量浓度比柱式高%

表 <=湛江等鞭金藻生物质&油脂之间的比较

反应器及

培养方式

生物质质

量浓度E

&K,a

D*

'

生物质产

率E)2K,

&a,-'

D*

*

脂类质

量分数E

]

脂类产率E

)2K,

&a,-'

D*

*

柱式批次培养<< *\>C *#=\== !?\)C >!\##

平板式批次培养< (\)" ((?\?# !"\=* ?!\!=

平板式半连续培养 *\(* !=(\?! ((\>= >>\#"

不同反应器中和培养模式下有机物质量分数如

表 ( 所示% 由表 ( 可知"柱式和平板式反应器培养

的湛江等鞭金藻有机物的质量分数并不一致% 与柱

式相比"平板式反应器中湛江等鞭金藻多糖和蛋白

质质量分数略高% 这是由于平板式反应器更利于藻

体接受光照"J,/915G 等发现光强增加会导致多糖

质量分数的上升)***

"但没有明确证据证明光照和多

糖积累间有正相关)*(*

% 由于生物质质量浓度高"尽

管脂类质量分数略低"平板式反应器仍具有更好的

生物质产率和油脂产率% 鉴于上述结果"且平板式

反应器更易于放大及半连续操作"选择平板式反应

器对湛江等鞭金藻进行半连续培养"探索获得更大

生物质产量的可能%

表 >=湛江等鞭金藻有机物质量分数
]

反应器及培养方式 总脂 蛋白质 多糖 其他

柱式批次培养<< !?\)C *#\## !)\"* **\!C

平板式批次培养< !"\=* (*\=" !C\=) "\>!

平板式半连续培养 ((\>= (>\)" =*\C> ?\"!

>@>=平板式反应器中半连续培养湛江等鞭金藻

半连续培养在批次实验最佳条件基础上进行"

生长曲线如图 ! 所示% 由图 ! 可以看出"湛江等鞭

金藻收获细胞密度约为 ") b*)

"

4%669E2a"比批次培

养要低% 半连续培养时生物质和有机物质质量分数

如表 *$表 ( 所示% 生物质质量浓度为 *\(* KEa"生

物质产率为 !=(\?! 2KE&a,-'"比批次培养高"这与

前人培养结果一致)*! D*=*

% 批次培养虽然最终细胞

浓度高"但最初生长缓慢"且最后的系统清洗过程浪

费时间"因此可以利用半连续培养提高湛江等鞭金

藻生物质产率% 半连续培养湛江等鞭金藻的总脂质

量分数为 ((\>=]"油脂产率为 >>\#" 2KE&a,-'"

与批次培养)?!\!= 2KE&a,-'*相当"这与脂类质量

分数下降有关% B-592等在培养 .\+:5+*84&L*&W时

也发现"半连续培养比批次培养油脂产率低)*C*

"这

是由于新鲜培养基的加入提供了更多氮源"不利于

脂类积累"01%/&()*!'和 $8/&()*='等在研究中证

实"氮缺乏可有效提高微藻脂类质量分数)*" D*>*

%

H,等研究发现"半连续培养的微藻中脂类质量分数

也出现下降"但由于半连续培养极大地增加了生物

质产率"总体上脂类产率比批次培养出现提升)*?*

%

图 !<湛江等鞭金藻在平板式反应器中

半连续培养生长曲线

>@?=脂肪酸组成

不同反应器中批次培养 # -和半连续培养 *# -

时湛江等鞭金藻主要脂肪酸组成变化如表 ! 所示%

湛江等鞭金藻含有 (#\*"] d!(\(>]的 IhXB% 主

要脂肪酸为棕榈油酸&&5623:,6%34543-"*" *̀'$OIB

&%34,95&%/:5%/,34543-"() C̀/! '$棕榈酸 & &5623:34

543-"*" )̀'和肉豆蔻酸&2;.39:34543-"*= )̀'"占总脂

肪酸的 #)]以上% 而硬脂酸&9:%5.34543-"0*? )̀'$

油酸&,6%34543-"*? *̀'$亚油酸&63/,6%34543-"*? (̀'$

!

D亚麻酸&

!

D63/,6%/34543-"*? !̀/""QaB'$

"

D亚麻

酸 &B6&15a3/,6%/34B43-" *? !̀/!"BaB' 和 cHB

&-,45951%T5%/,34543-"(( "̀/D!'属于微量组分% 平

板式反应器培养的湛江等鞭金藻的多不饱和脂肪酸

组分质量分数&占总脂肪酸的 !*\!"]'略低于柱式

反应器中多不饱和脂肪酸组分质量分数&占总脂肪

酸的 !(\(>]'% 批次和半连续培养得到的脂肪酸

分布相似&如表 ! 所示'"这与 o1,8 等)*#*研究结果

一致"但是 0%.r/DQ5.4q5等)()*对 P)*5+L*KA6:4SAJ%'

,"**,



()*" 年 # 月 董学卫等!操作模式和光生物反应器类型对湛江等鞭金藻生长和油脂积累的影响

K+J&4A4S的研究表明"半连续培养造成结构性或存

储性脂类的变化"并最终改变脂肪酸组成%

表 ?=湛江等鞭金藻脂肪酸组成

E&脂肪酸'E]

柱式批

次培养

平板式批

次培养

平板式半

连续培养

0*= )̀ *=\"# })\"" *C\*) })\=! *"\)* })\((

0*" )̀ (!\=" }*\!# *?\(" })\C( *?\(? })\!*

0*" *̀ ("\** }*\)C !(\)) }*\## !(\?( }*\*)

0*? )̀ )\"( })\*! )\=? })\)> )\>" })\*)

0*? *̀ (\?" })\() (\?) })\*= (\#> })\!)

0*? (̀ )\!# })\)# )\=C })\** )\!# })\)?

BaB )\C= })\)C )\C= })\)# )\CC })\*!

QaB )\(# })\)> )\!= })\*( )\!= })\)"

0() C̀ (C\#? }*\!* (C\*? }*\)" (!\=) })\?#

0(( "̀ C\)> })\(C =\?C })\!? =\=? })\!!

$XB !?\>> }*\=* !!\?= })\") !C\)C })\=#

+hXB (?\#> }(\"! !=\? })\#" !C\># }*\!)

IhXB !(\(> }*\(> !*\!" })\?* (#\*" }*\*)

hXB "*\(= }*\=* ""\*" })\") "=\#C })\=#

<<注!$XB"饱和脂肪酸&95:8.5:%- R5::;543-'#hXB"不饱和脂肪酸

&8/95:8.5:%- R5::;543-'#+hXB"单不饱和脂肪酸&2,/,8/95:8.5:%- R5:Y

:;543-'#IhXB"多不饱和脂肪酸&&,6;8/95:8.5:%- R5::;543-'%

?=结语

湛江等鞭金藻可积累大量生物质和油脂% 利用

不同体积&=$=)a'和不同类型&平板式和柱式'的反

应器"均可实现微藻的高密度培养"生物质质量浓度

可达到 *\>C d(\)" KEa% 平板式反应器批次培养可

获得较高油脂产率"而半连续培养可获得较高生物

质产率"平板式反应器的短光路设计使其光能利用

率高"溶氧易释放"造价低"可简单通过增加反应器

的长度扩大规模"适合室外大规模培养%
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