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$$摘$要!$可沉微藻在去除二级出水中氮$磷的同时!可以合成并积累多种具有高附加值的聚

合物!如油脂$蛋白质$多糖$聚
!

%羟基丁酸酯"!"##等% 前期试验在&冲淘'压力下筛选出了沉

淀率高达 )*+的可沉微藻!并通过一系列环境变化"通入 ,-

.

$实行光/暗循环等#刺激油脂聚积!

最高可获得 ()0.+"细胞干质量!下同#的油脂含量% 进一步强化试验显示!以增加光照强度与

,-

.

通入量达到进一步提高可沉微藻油脂含量的做法事与愿违!反而出现油脂含量下降的现象%

而可沉蓝藻具有相当的合成$积累!"#的能力!只要存在少许特异性碳源"乙酸盐#刺激!可沉蓝藻

在不通入,-

.

的情况下即可轻松合成并积累含量高达 1'+左右的 !"#% 这种主要以无机碳源合

成!"#的方法比以有机碳源合成!"#的活性污泥法更具吸引力%
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$$在实验室条件下#通过%冲淘&压力筛选出沉淀

率高达 )*+的可沉微藻#为藻 %水分离开辟了一条

技术捷径) 利用二级处理出水可培养可沉微藻#微

藻吸收氮*磷的同时亦可合成/转化具有高附加值的

有机聚合物#如油脂*蛋白质*多糖甚至聚
!

%羟基

丁酸酯!!"#"等#可谓一石二鸟)

优化可沉微藻的培养基质与环境条件!如辐照

强度和营养水平"#可以有效促进微藻生长*繁殖以

及聚合物富积) 前期试验显示#在可沉微藻系统中

通入,-

.

可以增加 &&0.+!细胞干质量#下同"的油

脂含量#再加上其综合作用#油脂含量可以高达

()0.+

+& %.,

) 为考察可沉微藻油脂含量是否能借助

外界环境条件进一步增加#遂通过增加光照*高无机

碳源!,-

.

"供给*限制营养物水平等方式+1,继续开

展试验) 与此同时#亦开展合成 !"#的试验) 增加

光照在一定程度上可以促进营养物吸收#而增加

,-

.

供给有可能提高油脂含量) 对可沉微藻而言#

通常低光照强度只会诱导极性脂质以及碳水化合物

的形成#而高光照强度则会降低极性脂质含量#刺激

中性脂质!主要是甘油三酯"的累积+(,

) 增加无机

碳源!,-

.

"供给可协同高光照强度帮助可沉微藻增

加营养物吸收#在外部形成营养物限制条件#或许能

进一步增加油脂储存量)

!"#是一种生物聚合塑料#由
!

%羟基丁酸通

过酯单体连接组成#具有可生物降解性#能取代传统

石油基塑料制品#从根本上消除白色污染+6,

) 目前

!"#的生物制取方式以有机碳源培养异养细菌发

酵代谢制取为主#该方式消耗大量有机碳源+5,

(而

蓝藻是唯一可以合成*积累 !"#的原核生物#同时

可以利用无机碳源!,-

.

"#文献资料显示#蓝藻中的

!"#含量最高可达 6'+!细胞干质量#下同"(而蓝

藻中!"#的合成和积累取决于藻株*碳源*营养状

况以及培植条件等+5 %*,

)

!"

材料与方法

!#!"试验装置与方法

油脂潜力试验所用反应器为 5 个 . D的烧杯#

运行周期以天计#包括进水!6 K9A"*反应*沉降!6

K9A"和排水!&' K9A"#每个周期结束后#系统保留

1'+的混合液#剩余部分排出系统) 通过不断%冲

淘&筛选出符合沉降条件的微藻#优胜劣汰#从而得

到沉降性能良好的藻种) 试验条件除额外供给

,-

.

*光照强度外#其他条件与前期试验+&#7,一致)

& _( 号反应器为全天 .( O连续光照*周期起始

进水#其中 &*. 号无,-

.

供给#1*( 号间歇通入 ,-

.

!通 1 K9A*停 &. K9A#前期通入量为 5 KD/K9A#自第

&.' 天起增至 .' KD/K9A#下同"(6*5 号反应器则模

拟实际昼/夜交替状态#光/暗反应时间比为 &' O `

&( O#在光阶段间歇通入,-

.

#但两反应器的进水时

段不同#6 号反应器为光阶段起始!即每日 7 时"进

水#5 号反应器为暗阶段起始!即每日 &7 时"进水#

目的是考察明*暗交替环境下营养注入时段对油脂

积累的影响) 另外#&*1*6*5 号反应器在进水时额

外投加 .' KB/D的硅酸盐营养物) 油脂潜力试验共

持续 .(6 =#在前期光照强度为 (''

"

K;S/!K

.

'P"#

自第 6( 天将光照提升 & 倍#即提升至 7''

"

K;S/

!K

.

'P"(为应对油脂产量在高光照强度下持续下

降的现象#自第 &.' 天提高 ,-

.

的通入量#以帮助

可沉微藻适应高光照环境) 以 &*. 号反应器为试验

对象测定微藻的!"#合成规律#在油脂潜力试验后

期进行(在进水中添加 7 KB/D的乙酸钠作为特异性

碳源#用于刺激微藻中!"#的合成+),

) 试验光源为

.' Y射灯#前期为单侧光#6( =后为双侧光)

!#$"藻源

初始藻源取自北京某污水厂二沉池池壁#在前

期%冲淘&试验压力下+&#7,已培育出沉降效果较好

!)*+的沉降率"的藻种#并以此藻种作为本次试验

对象) 各反应器处于连续搅拌状态#使微藻处于悬

浮状态并可以自由流动#以实现微藻的均匀培养)

!#%"试验水样

试验以采用传统活性污泥法工艺的北京某市政

污水处理厂二级出水作为可沉微藻的培养水样#具

体水质指标如下$,-H为!*&0.1 a(06" KB/D#2@

为!..01* a'07" KB/D#@"

b

(

%@为!'05' a'0."

KB/D#@-

%

1

%@为!.'0'7 a&07" KB/D#2!为!&0.) a

'01" KB/D#!-

1 %

(

%!为!&0.5 a'0&" KB/D#cB

. b为

!.507) a.01" KB/D#,:

. b为!7&0.5 a10'" KB/D#

'.'
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无机碳为!150.7 a501" KB/D#硅酸盐为!70'. a

&0'" KB/D#N"值为 *0.& a'01) 试验过程中#实时

监测并微调微藻培养水样#维持水样中关键指标

!@*!*N"值*硅酸盐等"相对稳定#保证微藻稳定生

长) &*1*6*5 号反应器进水除额外投加硅酸盐营养

物外#其余指标与其他反应器保持一致)

!#&"检测指标与方法

!#&#!"通用指标

取 6' KD混合藻液#在室温下静置 6 _&' K9A

后取上清液检测各项指标) 2@*氨氮*硝态氮*2!*

磷酸盐*硅酸盐浓度等均按标准方法测定) 微藻生

物量以悬浮固体!]]"含量表征+&',

) 微藻中叶绿素

:含量的变化可以表征微藻的生长状况和光合作用

情况#叶绿素:含量采用二甲基亚砜!Hc]-"提取*

紫外分光光度法测定)

!#&#$"多糖*蛋白质*油脂

多糖含量$苯酚 %硫酸法测定(蛋白质含量$先

对微藻进行碱!@:-""热水解提取#然后采用考马

斯亮蓝法测定+&&,

(油脂含量$先对微藻进行超声波

破壁#然后用氯仿/甲醇!体积比为 . &̀"混合液提

取#采用质量计量法测定油脂含量+7#&. %&1,

#同时可

对微藻混合液采用尼罗红染色法在荧光显微镜下观

测油脂的荧光生物相+&(,

)

!#&#%"!"#

!"#采用巴豆酸%紫外分光光度法检测+&6,

#原

理是!"#可与浓硫酸在 &'' d下脱水生成巴豆酸#

利用巴豆酸在 .16 AK波长处存在最大吸收峰值#根

据-H值和标准曲线可计算出对应的 !"#含量)

微藻胞内其他脂类物质与浓硫酸反应产物的最大吸

收峰值与!"#的区别很大#可以排除其他脂类杂质

对测量结果的干扰#具有较高的准确性+&5,

)

$"

结果与分析

$#!"油脂积累潜力

生物油脂一直是藻类科学研究重点#在当今能

源危机状况下研究自养微藻积累油脂的特性具有一

定战略意义) 通过从藻类提取油脂并经转酯交换制

取生物燃料是藻类生物能源技术开发的原动力+&5,

)

利用荧光显微镜观测手段#在暗视野下通过荧

光染色反应可观测到微藻胞内贮存的油脂) 试验后

期!6( =后"在高光照强度下培养 1 周后#通过暗视

野观测尼罗红染色后的微藻荧光生物相#发现生物

相中出现大量的金黄色荧光点!如图 & 所示"#这便

是微藻胞内的油脂)

图 !"暗视野下微藻的荧光镜检图片

e9B0&$c9RJ;:SB:IQSF;JIPRIAM9K:BI9A =:JX Q9IS=

由之前的试验结果+& %.,可知#在光/暗交替环境

下#光照起始阶段进水能显著提高微藻中的油脂含

量#将碳固定与氮摄入步骤分离#油脂含量最高可达

到()0.+

+.,

) 但在本次试验中#增加光照强度后#

所有反应器中微藻的油脂含量呈现下降趋势#& _(

号反应器中微藻的油脂含量长期低于 .'+*甚至不

足 &'+#只有 6*5 号反应器中微藻的油脂含量较高

! f.'+"#如图 . 所示)

!"

#"

$%

"

&'

!()

!
"

(
*

+,-.% ,,/ ,!& $%% $.-

#$% &' ()

01 -

*+,-

!"

#"

$%

"

&'

!()

!
"

(
*

+,-.% ,,/ ,!& $%% $.-

#$% &' ()

01 !

*+,-

图 $"' 号和 ( 号反应器内微藻蛋白质*多糖和油脂含量

的变化

e9B0.$,O:ABI;QNJ;MI9A# N;SCP:RRO:J9=I:A= S9N9=PR;AMIAMP

;QK9RJ;:SB:I9A JI:RM;JP6 :A= 5

由图 .!:"可知#6 号反应器内增加光照强度后

油脂含量呈现持续下降趋势#表现出对强光刺激的

'1'
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不耐受性) 在第 &&* 天时油脂含量降至最低值即

.'0&+#后续虽略有上升#但并未达到预想值) 同时

可以发现#微藻的油脂含量随环境变化处于动态变

化中#即具有非持续性(虽然增大光照强度可以刺激

少数微藻的油脂积累#但对系统总体的油脂刺激效

果不佳#即使在试验后期微藻适应了高光照强度环

境后#也并未恢复到最初的高产水平) 与 6 号反应

器截然不同的是#5 号反应器中高光照强度对油脂

的积累具有积极作用#如图 .!T"所示#在高光照强

度的刺激下#在 7& = 后便达到 11+的峰值#后期虽

略有下降#但也保持在 .6+左右) 6 号和 5 号反应

器出现差异性结果可能与进水方式的不同有关#从

而导致了两反应器中微藻代谢途径的改变) 此外#

图 . 中油脂和糖类物质的相对变化并无显著相关

性#由此可认为微藻在合成糖类物质和油脂时并不

存在底物竞争关系+&*,

) 结合图 1 中 6 号和 5 号反

应器内微藻生物量及沉降率的变化可知#突然的高

光照强度会导致系统内的微藻进入调整适应期#微

藻的代谢及生理活动波动较大*系统生物量锐减*微

藻沉降率降低#说明微藻对高光照强度的适应性较

差) 因此#在适应期微藻生长代谢受到严重干扰#阻

碍了油脂含量进一步升高#甚至会消耗微藻自身的

能量储备)
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图 %"' 号和 ( 号反应器内微藻生物量与沉降率的变化

e9B01$,O:ABI;QT9;K:PP:A= PIMMS9ABJ:MI;QK9RJ;:SB:I

9A JI:RM;JP6 :A= 5

目前为增加微藻油脂积累而普遍采取的策略

有$生长受限!营养饥饿"*增大光照强度!提供过剩

能量"*增加无机碳源!,-

.

"等+&7 %&),

) 尽管在本试

验中也采取了类似的措施#但由于可沉微藻对高光

照强度的生长适应作用#导致微藻生物量的骤减和

沉降性能的恶化#最终油脂含量不升反降) 微藻胞

内油脂的积累取决于自身生长速率和生物量中的脂

类含量#若处于生长受限!@或 !饥饿"环境中#确

实可以引导微藻向积累油脂代谢方向转变#但同时

也限制了微藻的自身生长) 所以#高脂和高产两者

所需环境因素可能是相斥的#即不可兼得+&7,

) 两者

之间存在一种权衡#高脂需要较低的养分含量#而高

产则需要较高的养分含量#两者之间难以实现平衡)

此外#微藻颗粒在系统中的沉降特性近似符合

斯托克斯沉降定律#即微藻自身属性影响其沉降性

能#如生物密度*生物体积和其他环境因素!如水的

黏度"等+&),

) 微藻中脂类物质的增加意味着相对密

度的降低#可提高自身浮力#导致沉降性能的恶化)

高油脂产量的微藻因此可被%冲淘&系统所淘汰)

可见#可沉微藻的油脂含量可能存在一个 %天花

板&#初始筛选条件是可沉微藻进一步提升油脂含

量的根本限制)

$#$"!"#合成试验

上述油脂潜力试验显示#利用微藻生产油脂可

能存在一个上限#即所谓的%天花板&#目前油脂含

量难以突破 6'+的限制#在此情况下#考察另外一

种潜在聚合物---!"#似乎显得非常有必要#以扩

大微藻的资源化路径)

前期试验结果表明+.,

#&*. 号反应器在不通入

,-

.

且高 N"值环境下可富集可沉蓝藻) 而蓝藻可

以合成*积累!"#

+6 %5,

) 若可沉蓝藻聚积的!"#达

到可观含量#提取!"#亦具有经济与环境效益) 为

此#后期启动可沉蓝藻合成!"#试验) 在 &*. 号反

应器内添加特异性碳源!7 KB/D的乙酸钠"后#两反

应器内!"#含量的变化如图 ( 所示) 初始阶段两

反应器内的 !"#含量均很低#分别为 10(+和

(0)+#至第 6 天均达到峰值#分别为 .*0)+和

1'0.+#然后开始下降#这可能是微藻内源代谢消耗

所致#!"#被转变为其他含碳有机物) 根据峰值

!"#含量和生物量的变化结果#由!"#生产力计算

公式!!"#产量 g!"#含量 h生物量"得到可沉微

藻在最优条件下的!"#产量为 &( KB/!D'=")

'('
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图 &"! 号和 $ 号反应器中微藻)*+含量的变化

e9B0($,O:ABI;Q!"#R;AMIAM;QK9RJ;:SB:I9A JI:RM;JP&

:A= .

$$&*. 号反应器内叶绿素 :含量的变化见图 6)

前 6 =叶绿素 :含量总体呈上升趋势#即微藻的光

合作用随!"#含量的增加同样得到了增强#推测特

异性碳源强化了微藻的某些代谢作用#同时积累

!"#为代谢内聚物) 微藻的生物量变化见图 5) 可

知#1 =后生物量开始明显增加#至第 7 天分别达到

105& 和 107. B/D) 这与其他人的研究结果+5#.',类

似#微藻在吸收特异性碳源后导致 !"#累积#可能

是因为内部代谢过程中乙酰辅酶 4和还原型辅酶

!@4H!""可用性增强#提高了细胞固碳能力#促进

了代谢反应向以!"#为内聚物的方向转变+.&,
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图 ("! 号和 $ 号反应器中微藻生物量的变化
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上述初步试验结果显示#当加入少量特异性碳

源刺激后#系统中可沉蓝藻在一定时间内确实可以

合成*富积相当含量的!"##最高可达到 1'+左右#

远远高于正常情况下活性污泥富集 !"#的顶峰值

!&6+"

+..,

) 因此#后续有必要进一步开展对微藻合

成!"#的试验研究)

%"

结论

试图以增加光照强度与 ,-

.

通入量的方式进

一步提高可沉微藻油脂含量的做法事与愿违#反而

出现油脂含量下降的现象) 这表明#可沉微藻油脂

含量可能存在一个上限#即所谓的%天花板&#现有

技术手段难以突破 6'+的油脂含量) 而可沉蓝藻

具有相当的合成*积累 !"#的能力#在少许特异性

碳源!乙酸盐"的刺激作用下#可沉蓝藻的!"#含量

可达到 1'+左右#高于活性污泥代谢有机碳源时合

成!"#的能力#具有广阔的应用前景)
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