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摘要：为了更好的开发利用小球藻，探讨了光照强度、ｐＨ值及氮盐、磷盐、铁盐质量浓度等因素对

小球藻油脂产量的影响，并采用单因素和正交试验对小球藻的培养条件进行优化。结果表明，小球

藻的最佳培养条件为光照５　０００ｌｘ、ｐＨ值６、氮盐质量浓度１００ｍｇ／Ｌ、磷盐质量浓度１６０ｍｇ／Ｌ、铁

盐质量浓度１００ｍｇ／Ｌ，在此条件下，小球藻油脂产量最大，为６１５．１２ｍｇ／Ｌ。
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　　石油作为燃料造成的污染越来越严重。因
此，各国纷纷开发新的清洁的“绿色环保型能源”，

如风力发电、潮汐能发电、太阳能利用等。而其
中，生物能源的发展最为蓬勃，其具有生长要求简
单、易于大量繁殖、开发成本低等各种优点。在众
多的生物能源当中，微藻具有光合作用效率高、环
境适应能力强、生长周期短、生物产量高的特
点［１］，是获得生物柴油和生物质油的优良原料来
源［２］。大多数微藻的产油量均可以超过油料作
物［３－５］，美国能源部的研究项目已经确切证实硅藻
具有极高的生长能力，在单位面积、单位时间内微
藻比陆生作物能提供更多的能量［４，６］。微藻油脂

的年产量是油菜籽的２００倍、大豆的７５倍、油棕
的１５倍［７］。利用微藻油脂转化生产生物柴油及
其他相关代谢产品，部分替代化石能源，是可持续
发展的必然要求。目前，关于小球藻的研究主要
集中在小球藻异养生产和叶黄素的提取［８－９］、小球
藻生产虾青素［１０］、小球藻多糖的分离鉴定［１１］等。
随着全球能源短缺日益严峻，人们把目光转向了
小球藻生产生物柴油的研究。通过优化小球藻培
养条件来提高小球藻的油脂产量，以满足小球藻
生产生物柴油的需要。为此，通过单因素和正交
试验对小球藻产油脂培养条件进行优化，为利用
小球藻制备生物柴油提供理论依据。
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１　材料和方法

１．１　供试材料
小球藻来源于广东海洋大学。

试剂：ＮａＮＯ３、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、Ｎａ２ＳｉＯ３·

９Ｈ２Ｏ、Ｎａ２ＥＤＴＡ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣｏＣｌ２ ·６Ｈ２Ｏ、ＭｎＣｌ２ ·４Ｈ２Ｏ、

Ｎａ２ＭｏＯ４·４Ｈ２Ｏ。生化试剂：维生素Ｂ１、维生素

Ｂ１２、生物素。

仪器：ＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｇ微电脑光照培养箱、ＳＷ－ＣＪ－
２Ｆ洁净工作台、立式压力蒸汽灭菌器、Ｄ２Ｆ－６０５０真空
干燥箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂），８０－２电
动离心机（常州澳华仪器有限公司），ＦＡ２１０－６０５０电
子分析天平（上海良平仪器仪表有限公司），７２２Ｎ可
见光分光光度计（上海元析仪器有限公司），ＪＹ９２－２Ｄ
超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公
司），ＲＭ－２２０实验室专用超纯水机（重庆利迪实验室
仪器设备有限公司）。

１．２　培养基

培养小球藻的培养基参照ｆ／２培养基［１２］，其配方
为：ＮａＮＯ３７５ｍｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ　５ｍｇ、ＦｅＣｌ３·

６Ｈ２Ｏ　３．１６ ｍｇ、Ｎａ２ＥＤＴＡ　４．３６ ｍｇ、Ｎａ２ＳｉＯ３·

９Ｈ２Ｏ　２０ｍｇ、维生素Ｂ１１×１０－４　ｍｇ、维生素Ｂ１２５×
１０－４　ｍｇ、ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．０１２ｍｇ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ
０．０１ ｍｇ、Ｎａ２ＭｏＯ４ ·２Ｈ２Ｏ　０．０７ｍｇ、ＺｎＳＯ４ ·

７Ｈ２Ｏ　０．０２３ｍｇ、ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　０．１８ｍｇ、生物素

５×１０－４　ｍｇ，加自然海水至１Ｌ。

海水从茂名市的中国第一滩取得，经沙滤、煮
沸、滤纸过滤、灭菌后使用。

１．３　小球藻培养条件的单因素试验
将小球藻种按照体积比为１∶３接种至ｆ／２液

体培养基中，在温度（２５±１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ
的培养箱中光照培养７ｄ，每天不定期摇瓶数次，以
防止藻细胞沉淀或贴壁生长。

１．３．１　光照强度　在培养基ｐＨ 值６、温度（２５±
１）℃、光暗周期为１２ｈ／１２ｈ的条件下，研究光照强
度１　６００、５　０００、６　６００、１０　０００ｌｘ对小球藻油脂产量
的影响。

１．３．２　ｐＨ 值　在光照强度５　０００ｌｘ、温度（２５±
１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ的条件下，研究培养基ｐＨ
值（５、６、７、８）对小球藻油脂产量的影响。

１．３．３　氮盐质量浓度　在培养基ｐＨ值６、光照强
度５　０００ｌｘ、温度（２５±１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ的
条件下，研究氮盐质量浓度（５０、１００、２００、３００ｍｇ／Ｌ）

对小球藻油脂产量的影响。

１．３．４　磷盐质量浓度　在培养基ｐＨ值６、光照强
度５　０００ｌｘ、温度（２５±１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ的
条件下，研究磷盐质量浓度（１０、２０、８０、１６０ｍｇ／Ｌ）

对小球藻油脂产量的影响。

１．３．５　铁盐质量浓度　在培养基ｐＨ值６、光照强
度５　０００ｌｘ、温度（２５±１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ的条
件下，研究铁盐质量浓度（１０、２０、４０、１００ｍｇ／Ｌ）对小
球藻油脂产量的影响。

１．４　油脂的粗提取
参照文献［１３］的方法，离心收集初始接种时和

第９天的藻细胞，冻干后按照以下方法测定油脂含
量：在１５ｍＬ离心管中加入２５ｍｇ（Ｗ）干燥粉、

２ｍＬ氯仿、１ｍＬ甲醇，混匀，２５℃保持２４ｈ；混匀后
用超声波细胞粉碎机间隔１０ｓ的频率破碎２０ｍｉｎ，

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液到已称质量的

干净小瓶中（Ｗ１）；向离心管中再加入１ｍＬ氯仿－甲
醇混合液（体积比２∶１），３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

将上清液转入上述收集第１次上清液的小瓶中；将

小瓶置入６５℃烘箱中烘干至恒质量（Ｗ２）。油脂含

量（Ｃ）计算公式为：Ｃ＝（Ｗ２－Ｗ１）／Ｗ×１００％。

１．５　油脂产量的计算
参照文献［１４］的方法，在培养结束时，精确量取

每个培养管中藻液体积（Ｖ），根据生物量（Ｂ）、油脂
含量（Ｃ），计算油脂产量（Ｐ），Ｐ＝Ｂ×Ｃ／Ｖ。

１．６　小球藻培养条件的正交试验
在单因素试验基础上，对小球藻培养基中的氮

盐、磷盐、铁盐质量浓度进行三因素四水平Ｌ１６（４３）

正交试验，试验设计见１。

表１　小球藻培养条件的正交试验设计 ｍｇ／Ｌ　

水平

因素

ＮａＮＯ３质
量浓度（Ａ）

ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ质量
浓度（Ｂ）

ＦｅＣｌ３·
６Ｈ２Ｏ质量
浓度（Ｃ）

１　 ５０　 １０　 １０

２　 １００　 ２０　 ２０

３　 ２００　 ８０　 ４０

４　 ３００　 １６０　 １００

２　结果与分析

２．１　小球藻培养条件的单因素试验结果

２．１．１　光照强度　由图１可知，随着光照强度增加

小球藻油脂产量先增加后降低最终趋于平缓，当光
照强度为５　０００ｌｘ时，小球藻油脂产量最高，为
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１６７．６６ｍｇ／Ｌ，之后随光照强度增加油指产量略有
下降。因此，综合考虑，培养小球藻的光照强度以

５　０００ｌｘ为佳。

图１　光照强度对小球藻油脂产量的影响

２．１．２　ｐＨ值　由图２可知，随着培养基ｐＨ值升
高，小球藻油脂产量明显升高，当ｐＨ 值为６时，小
球藻油脂产量最高，为１６４．２２ｍｇ／Ｌ；当ｐＨ值超过

６时，小球藻油脂产量明显下降。因此，培养小球藻
的ｐＨ值以６为佳。

图２　ｐＨ值对小球藻油脂产量的影响

２．１．３　氮盐质量浓度　由图３可知，随着培养基氮
盐质量浓度增加，小球藻油脂产量先增加后趋于平
缓。氮盐质量浓度低于２００ｍｇ／Ｌ时，随着氮盐质
量浓度增加小球藻油脂产量明显增加；当氮盐质量
浓度增加到 ２００ ｍｇ／Ｌ 时，小球藻油脂产量为

２１４．７１ｍｇ／Ｌ；氮盐质量浓度增加到３００ｍｇ／Ｌ时，

小球藻油脂产量增加不明显，为２１５．６５ｍｇ／Ｌ。因此，

图３　氮盐质量浓度对小球藻油脂产量的影响

综合考虑，培养小球藻的氮盐质量浓度以２００ｍｇ／Ｌ
为佳。

２．１．４　磷盐质量浓度　由图４可知，随着培养基磷
盐质量浓度增加，小球藻油脂产量先迅速增加后缓
慢下降之后略微恢复，当磷盐质量浓度为２０ｍｇ／Ｌ
时，油脂产量最高，为２８５．１７ｍｇ／Ｌ；之后油脂产量
开始缓慢下降，当磷盐质量浓度为１６０ｍｇ／Ｌ时，油
脂产量略微增加，为２８４．３７ｍｇ／Ｌ。因此，综合考
虑，培养小球藻的磷盐质量浓度以２０ｍｇ／Ｌ为佳。

图４　磷盐质量浓度对小球藻油脂产量的影响

２．１．５　铁盐质量浓度　由图５可知，随着培养基铁
盐质量浓度增加，小球藻油脂产量先迅速增加后缓慢
增加。当磷盐质量浓度低于４０ｍｇ／Ｌ时，随着培养基
铁盐质量浓度增加油脂产量迅速增加；当磷盐质量浓
度增加到４０ｍｇ／Ｌ时，油脂产量为２９７．０６ｍｇ／Ｌ；当
磷盐质量浓度增加到１００ｍｇ／Ｌ时，油脂产量略有
增加，为３１９．８８ｍｇ／Ｌ。因此，综合考虑，培养小球
藻的铁盐质量浓度以４０ｍｇ／Ｌ为佳。

图５　铁盐质量浓度对小球藻油脂产量的影响

２．２　小球藻培养条件的正交试验结果
在单因素试验结果的基础上，采用正交试验对影

响小球藻油脂产量的氮盐、磷盐和铁盐质量浓度进行
进一步的优化，试验结果见表２。由表２可知，各因素

对小球藻油脂生产影响的主次顺序为：ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ＞
ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ＞ＮａＮＯ３，小球藻油脂生产的最佳

培养条件为 ＮａＮＯ３１００ ｍｇ／Ｌ、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
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１６０ｍｇ／Ｌ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ　１００ｍｇ／Ｌ。

表２　小球藻培养条件的正交试验结果

试验编号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ
油脂产量／
（ｍｇ／Ｌ）

１　 １　 １　 １　 ２０４．９４

２　 １　 ２　 ２　 ２９５．０３

３　 １　 ３　 ３　 ２９４．４２

４　 １　 ４　 ４　 ６０３．９３

５　 ２　 １　 ２　 ２０１．２５

６　 ２　 ２　 ３　 ４１６．３６

７　 ２　 ３　 ４　 ５３４．２６

８　 ２　 ４　 １　 ５０２．０８

９　 ３　 １　 ３　 ３３９．３７

１０　 ３　 ２　 ４　 ２７０．６１

１１　 ３　 ３　 １　 ３６７．０７

１２　 ３　 ４　 ２　 ３１９．８０

１３　 ４　 １　 ４　 ３７０．６８

１４　 ４　 ２　 １　 ３４４．７２

１５　 ４　 ３　 ２　 ３３８．３０

１６　 ４　 ４　 ３　 ３０２．０７

Ｋ１ １　３９８．３２　 １　１１６．２５　 １　４１８．８１

Ｋ２ １　６５３．９５　 １　３２６．７２　 １　１５４．３７

Ｋ３ １　２９６．８４　 １　５３４．０５　 １　３５２．２３

Ｋ４ １　３５５．７８　 １　７２７．８８　 １　７７９．４８

ｋ１ ３４９．５８　 ２７９．０６　 ３５４．７０

ｋ２ ４１３．４９　 ３３１．６８　 ２８８．６０

ｋ３ ３２４．２１　 ３８３．５１　 ４４４．８７

ｋ４ ３３８．２７　 ４３１．９７　 ４５０．７４

Ｒ　 ８９．２８　 １５２．９１　 １５６．２８

２．３　小球藻油脂生产的最佳培养条件的验证
通过进一步试验验证得到，在ｐＨ 值６、光照

５　０００ｌｘ、温度为（２５±１）℃、光暗周期１２ｈ／１２ｈ的
条件下，当氮盐为１００ｍｇ／Ｌ、磷盐为１６０ｍｇ／Ｌ、铁
盐１００ｍｇ／Ｌ时，小球藻油脂产量为６１５．１２ｍｇ／Ｌ，

高于表２中所有组合的结果。

３　结论

本研究通过单因素和正交试验，确定了小球藻
产油脂的最佳培养条件，并确定了影响小球藻油脂
生产的氮、铁、磷盐的主次顺序，即ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ＞

ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ＞ＮａＮＯ３。小球藻积累油脂的最
佳培养条件为：ｐＨ值６、光照５　０００ｌｘ、氮盐质量浓
度１００ｍｇ／Ｌ、磷盐氮盐质量浓度１６０ｍｇ／Ｌ、铁盐氮
盐质量浓度１００ｍｇ／Ｌ，在此条件下，小球藻的油脂
产量最大，达６１５．１２ｍｇ／Ｌ。
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