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小球藻Chlorella sp．的小分子有机酸／醇培养研究 
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摘 要：该研究选择一株对水解酸化液耐受性强、高产油脂的优良藻株Chlorella sp．作为出发藻株，Ifi]BG11培养基中分别添加不同质 

量浓度小分子有机酸／醇(乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸和乙醇)进行小球藻纯培养试验。在单因素试验的基础上，混合乙 

酸、丙酸 、丁酸和乙醇4种小分子有机物质进行响应面的试验，考察混合小分子有机酸对小球藻Chlorella sp．生长影响，研究表 明，当乙 

酸、丙酸、丁酸和乙醇的质量浓度分别为1．02 g，L、0．42 g，L、0．40 g，L和0．18 g，L时，小球藻的单位体积细胞数含量最高，生长状态最好， 

能获得较高的生物量(1．18x10 CFU／mL)。 
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Study on the cultivation of Chlorella sp．using small molecular organic acid／alcohol 
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Abstract：Chlorella sp．pure culture experiments was carried out by using the strain with tolerance properties on hydrolysis-acidification liquid and 

high lipid yield and adding different concentration of small molecule organic acid／alcohol(acetic acid，propionic acid，butyric acid，isobutyric acid， 

valeric acid，isovaleric acid and ethano1)into BGI 1 medium．On the basis of single factor experiments，the effect of mixed small molecule organic 

acids／alcohol(acetic acid，propionic acid，butyric acid and ethano1)on growth of Chlorella sp．was investigated by response surface experiments．The 

research indicated that when the concentration ofacetic acid，propionic acid，butyric acid and ethanol were 1．02 g门L，0．42 egL，0．40 g／L and 0．18 ， 

respectively，Chlorella sp．had ahighest cellnumber，optimumgrowth situation andhigherbiomass(1．18x10 CFU／m1)． 

Key words：small molecular organic acid／alcohol；Chlorella sp．；biomass 

小球藻因为其极高的营养价值通常被作为一种优质 

的绿色营养食品。其主要营养成分甚至优于部分 日常主 

要食品，具有高蛋白、低脂肪、低糖、矿物质元素含量丰富 

的优点，并且具有某些特殊医疗保健功能[1】。但目前来看， 

小球藻的培养成本很高。 

某些较高悬浮固体的有机废水 (如酿造废水)，通过 

水解酸化处理，废水生物降解性能可以得到改善，悬浮物 

得到有效去除后，可以用作一些小球藻的培养基质∞。李 

硼飞 61通过分析测试得知，小球藻很容易利用小分子有 

机酸，包括乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸。L1U C H 

等啊利用与水解酸化液成分相近 的丁酸梭菌发酵上清液 

培养普通小球藻Chlorella vulgaris ESP6，发现该小球藻可 

以在4倍稀释的发酵上清液中生长，其中，乙酸可以被小球 

藻高效利用。WEN Q等阍利用剩余污泥厌氧水解酸化液流 

出物进行蛋白核小球藻Chlorella protothecoides培养，证 

实小球藻可以利用乙酸，丁酸和少量的丙酸作为碳源生长。 

本试验选择一株对水解酸化液耐受性强、高产油脂的 

优良藻株Chlorella sp．作为出发藻株，首先向小球藻培养 

基BG11中分别添加不同浓度小分子有机酸(如乙酸、丙酸、 

丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸和乙醇)进行小球藻纯培养 。 

然后在单因素试验的基础上混合乙酸、丙酸、丁酸和乙醇4 

种物质进行响应面的设计，考察混合小分子有机酸／醇对 

小球藻生长影响。本研究的目的是提高小球藻生物量，为 

获得较高浓度的微藻生物质提供科学参考。 
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1材料与方法 

1．1材料与试剂 

小球藻Chlorella sp．：江苏大学食品与生物工程学院实 

验室保藏；乙酸、丙酸、丁酸、戊酸、乙醇、异戊酸、异丁酸等 

(均为分析纯)：国药集团化学试剂有限公司。 

BG1 1培养基：NaNO3 l~g／L，K2HPO40．4g／L，MgSO4~7H20 

0．75g／L，CaC12‘7H20036g／L，Na2CO30．2g／L，柠檬酸0．06 ， 

柠檬酸铁0．06 g／L，Na2EDTA·H20 0．01 gm，蒸馏水 l 000 mL， 

微量元素溶液 A5 1 mL／L。 

微量元素溶液A5：H3BO 2．86g／L，MnC12~4H20 1．86 g／L， 

ZnSOa"7H20 0．22 g／L，NazMoO4"2H20 0．021 g／L，CuSO4~5H2O 

0．08 g／L，Co(NO3)2·6H20 0．05 g／L。 

1．2仪器与设备 

XB．K．25血球计数板：上海求精生化仪器有限公司； 

PH．3C型便携式PH计：上海三信仪表厂；H．1 850R台式高速 

冷冻离心机：湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；ZC一2 1 02GZ 

光照恒温摇床：常州中诚仪器制造有限公司。 

l_3试验方 法 

1_3．1小球藻Chlorella sp．的培养 

小球藻 Chlorella sp．采用BG11培养基在光照摇床 内 

进行无菌培养。培养温度(25±1)oC，转速150 r／min，光照 

强度为(50~10)txmol／(m2·s)。选取对数期的藻种接种，接 

种量10％。在BG11培养基中分别添加一定浓度梯度的乙 

醇、乙酸、丙酸、丁酸、戊酸、异丁酸和异戊酸，并调节最终 

pH值为7．0嘲。考察向BG11培养基中添加不同剂量的小分 

子有机酸对小球藻Chlorella sp．生物量的影响。 

1．3．2藻细胞计数 

藻细胞计数利用血球计数板进行计数。 

1．3_3小分子有机酸／醇小球藻纯培养单因素试验 

配制新鲜的BG11培养基，并按照酿醋废水水解酸化 

液的特点向其中分别加入一定量的乙酸、乙醇、丙酸、丁 

酸、戊酸、异丁酸和异戊酸，使 乙酸的质量浓度梯度为0、 

0．2 g／L、0．4 gm、0．6 gm、0．8 gm、1．2 g／L,使丙酸的质量浓 

度梯度为0、0．1 eeL、0．2 eeL、0_3 edL、0．4 g门L、0．5 edL；使丁 

酸的质量浓度梯度 为0、0．1 g／L、0．2 g／L、0．3 g门L、0．4 edL、 

0．5 g／L：使异丁酸的质量浓度梯度为0、0．1 g／L、0．2 g／L、 

O．3 g／L、0．4 g／L、0．5 g／L；使戊酸的质量浓度梯度为0、0．10 g／L、 

0．15 g／L、0．20 g／L、0．25 g／L、0．30 g／L；使异戊酸的质量浓度 

梯度为0、0．10 g／L、0．15 g／L、0．20 g／L、0．25 g／L、0-3 g／L；使乙 

醇的质量浓度梯度为0、0．05 g／L、0．10 g／L、0．15 g／L、0．20 g／L、 

0．25 g／L，将pH调节为7．0，经121 oC高压蒸汽灭菌20 min后， 

冷却置于超净 台内，将 处于对数期的藻液转接至摇瓶 

内，接种量为10％，充分摇匀后置于恒温光照摇床内进行 

无菌培养，转速150 r／min，温度25℃，光照强度为 (50~10) 

I~mol／(m ·s)。 

1-3．4响应面试验优化小球藻纯培养条件【l2_ 

在单因素试验基础上，以乙酸(A)、丙酸(B)、丁酸(63 

和乙醇(D)为影响因素，小球藻的细胞数 (y)为响应值，利 

用Design—Expert 7．0软件设计试验方案，各因素与水平的 

设计如表1所示 。 

表1 Box—Behnken试验设计的因素与水平 

Table 1 Factors and levels for Box—Behnken experiments design 

2结果与分析 

2．1不同乙酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 
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图1 乙酸含量对小球藻Chlorella sp．生物量的影响 

Fig．1 Effect of acetic acid concentration on Chlorella sp．biomass 

由图1可知，添加不同量的乙酸对小球藻Chlorella sp． 

生长均有促进作用，当乙酸质量浓度为1．0 g／L时，小球藻 

培养至第7天时的生物量为最大，能达到9．4x10 CFU／mL。 

乙酸是小球藻生长中的碳源，小球藻可以利用乙酸进行混 

养生长。研究表明，产酸废水提供的碳源主要是厌氧产酸 

反应器产生的乙酸以及其他小分子有机酸 ，小球藻在生 

长过程中能很好的利用水解液中的小分子有机酸 。结 

果表明，培养基中乙酸含量为0．8～1．2 g／L为宜。 

2．2不同丙酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 
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图2 丙酸含量对小球藻Chlorella sp．生物量的影响 

Fig．2 Effect of propionic acid concentration on Chlorella sp．biomass 
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由图2可知，丙酸可以作为小球藻生长的碳源，添加丙 

酸有利于小球藻的生长。当丙酸质量浓度为0．4 g／I．时，小球 

藻培养至第7天时的细胞数为最大，能达到7．5xl0’CFU／mL。 

研究表明，产酸废水提供的碳源主要是厌氧产酸反应器 

产生的丙酸等其他小分子的有机酸和 乙醇，小球藻在生 

长过程中能很好的利用水解液中的小分子有机酸 。结 

果表明，培养基中丙酸含量为0．3～0．5 g／L为宜。 

2．3不同丁酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 
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图3 丁酸含量对小球藻Chlore／／a sp．生物量的影响 

Fig．3 Effect of butyric acid concentration on Chlorella sp．biomass 

由图3可知，丁酸可以作为小球藻生长的碳源，添加丁 

酸有利于小球藻的生长。当丁酸质量浓度为0．4 g／L时，小球 

藻培养至第7天时的细胞数为最大，能达到7．5xl0 CFU／mL。 

研究表 明，产酸废水提供的碳源主要是厌氧产酸反应器 

产生的丁酸等其他小分子的有机酸和乙醇，球藻在生长 

过程中能很好的利用水解液中的丁酸[13-14]。结果表明，培养 

基中丁酸含量为0-3～0．5 g／L为宜。 

2．4不同戊酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 
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熹 

图4 戊酸含量对小球藻Ch~mlla sp．生物量的影响 

Fig．4 Effect of valeric acid concentration on Ch~mlla sp．biomass 

由图4可知 ，戊酸也可以作为小球藻生长的碳源 ，添 

加戊酸有利于小球藻的生长。当戊酸质量浓度为0．25 g／L 

时，小球藻培养至第7天时的细胞数为最大，能达到5．7x 

10 CFU／mL。研究表明，产酸废水提供的碳源主要是厌氧 

产酸反应器产生的戊酸等其他小分子的有机酸和乙醇， 

小球藻在生长过程中能利用水解液中的戊酸 。结果表 

明，培养基中戊酸含量为0．15～0．25 g／L为宜。 

2．5不同乙醇含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 

一 

E 
● 

籁 

黑 

0，25 g／L 

0．20g／L 

0．15 L 

O．10 g／L 

O．05 g／L 

0g／L 

图5 乙醇含量对小球藻Ch~rella sp．生物量的影响 

Fig．5 Effect of ethanol concentration on Chlorella sp．biomass 

由图5可知，乙醇可 以作为小球藻生长的碳源，添加适 

量的乙醇有利于小球藻的生长。当乙醇质量浓度为0．15 g／L 

时，小球藻培养至第7天时的细胞数为最大，能达到6．3x 

10 CFU／mL。研究表明，产酸废水提供的碳源主要是厌氧 

产酸反应器产生的乙醇和小分子的有机酸，小球藻在生长 

过程中能很好的利用水解液中的乙醇【l3_I4]。结果表明，培养 

基中乙醇含量为0．10～0．20 g／L为宜。 

2．6不同异丁酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 
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图6 异丁酸含量对小球藻 『ore『『a sp．生物量的影响 

Fig．6 Effect of isobutyric acid concentration on Ch~mlla sp．biomass 

由图6可知，异丁酸也可以作为小球藻生长的碳源，添 

加适量的异丁酸也有利于小球藻的生长。当异丁酸的质量 

浓度为0．15 g，L时，小球藻培养至第7天时的细胞数为最大， 

能达到5．1xl0 个／mL。研究表明产酸废水提供的碳源主要 

是厌氧产酸反应器产生的异丁酸和其他小分子有机酸和 

乙醇，小球藻在生长过程中能很好的利用水解液中的异 

丁酸 。结果表明，培养基中异丁酸含量为0-3～0．5 g／L 

为宜。 

2．7不同异戊酸含量条件下小球藻Chlorella sp．的生长情况 

由图7可以看出，异戊酸可以作为小球藻生长的碳源， 

添加适量的异戊酸有利于小球藻的生长。当异戊酸的浓 

度为0．2 g／L时，小球藻培养至第7天时的细胞数为最大， 

趴叭叭叭叭一 ∞ 加 
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能达到4．6xlO 个／mL。研究表明，产酸废水提供的碳源主 

要是厌氧产酸反应器产生的异戊酸和其他小分子有机酸 

和乙醇，小球藻在生长过程中能利用水解液中的异戊酸『13_14]。 

结果表明，培养基中异戊酸含量为0．15～0．25 g门L为宜。 
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图7 异戊酸含量对小球藻Chlorella sp．生物量的影响 

Fig．7 Effect of isovaleric acid concentration on Ch~ lla sp．biomass 

2．8混合酸小球藻Chlorella sp均生长优化 

表2 响应面试验的设计及其结果 

Table 2 Design and results of response surface experiments 

由单因素试验结果可以看出，小球藻 Cfilorella sp．在 

添加 乙酸、丙酸、丁酸和乙醇的培养基中，生物量较高， 

对小球藻的生长起到明显的促进作用，藻体的长势比较 

好，在单因素试验的基础上，以乙酸 (A)、丙酸 (B)、丁酸 

(C)和乙醇(D)质量浓度为自变量，小球藻的生物量 ( 

为响应值，对其进行响应面优化设计，确定适合小球藻生 

长的最佳有机酸组合【l5]。响应面试验设计及结果见表2。 

使用Design—Expe~7．0软件数据进行分析得到了各 

因素与小球藻细胞数的回归方程： 

Y=10．62+0．56A+0．63B一0．22C一2．5A 一2．46B 一1．06C 一 

0．32 0．4AB+O．8ACl+1．O2BD 

使用Design．Expert 7．0软件对表2中29组试验进行分 

析回归拟合后得到拟合全变量二次回归方程的方差分析 

及显著性检验结果见表3。 

表3 二次回归模型的方差分析结果 

Table 3 variance analysis of response surface quadratic model 

注：“ 表示对结果影响差异高度显著(P<O．O01)。 

由表3可知，回归模型极显著 (P<0．01)，回归模型的 

决定系数R2=0．990 5，说明此模型与数据的拟合度较高。从 

回归模型的显著性可以看出，一次项中A、B、cx,／结果影 

响极显著 (P<0．O1)，二次项 中A2、B2、 、 对结果影响 

极显著 (P<0．01)，交互项中AB、AC、BD对结果影响极显 

著(P<0．01)。失拟项P=O．090 6>0．05，说明模型拟合度很 

好，能够用回归方程模拟小分子有机酸对小球藻生物量 

的影响。 

2．9确定最佳有机酸浓度组合 

根据Design．Expert 7．0软件 ，绘制 出小球藻生物量随 

自变量变化的响应面和等高线，结果见图8。 




