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摘要( 以二级出水为培养基&比较了对照组和补充碳源!#K/-’. ##K8-’. 和 -’/ "组栅藻 +>2 的生长和油脂积累特性J培养 25

B& 5 组试验中栅藻 +>2 的生长及油脂积累特性均无显著差别&藻细胞生物量#油脂及三酰甘油酯产量分别为 1M41 T1M44#

1M/4 T1M.5 和 1M1/6 T1M1.. L-+g2 &单位藻细胞油脂含量约为 .3e T53eJ藻细胞光合作用导致水体 \8升高至 6M/ 左右&有

利于 -’/ 向水中传质J对照组中&传质进入二级出水的 -’/ 总量为 2M1 L-+
g2 &占藻细胞固定 -’/ 总量的 64eJ计算结果表明&

通过传质进入二级出水中的 -’/ 能够满足栅藻 +>2 生长及油脂合成对碳的需求J因此&利用二级出水培养栅藻 +>2&无需额

外添加碳源J
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!!近年来&微藻在生物柴油制备 )2 T3*和污水深度

脱氮除磷 )9 T21*方面受到了越来越多的关注&并逐步
得到研究&为缓解 /2 世纪人类面临的化石能源危
机 )22& 2/*和水质危机 )2.& 25*提供了可能的解决途径J
基于微藻的污水处理和高价值生物能源生产耦合系

统 )23*以污水二级出水为资源&可实现污水处理系统
从+处理工艺,向+生产工艺,的转化&在深度处理污
水的同时&以污水中的氮磷为营养盐培养微藻&获得
高价值的生物能源和生物资源&在未来能源#资源愈
加紧张的严峻形式下具有更加广阔的发展前景 )29*J
碳#氮#磷是满足藻细胞生长的三大必需营养元

素&同时充足的碳元素也是保证藻细胞大量积累油
脂的必要条件 )24*J研究二级出水中的无机碳含量能
否满足藻细胞生长和油脂积累对碳的需要&对于确
定耦合系统的可行性具有重要意义&但目前尚鲜见
这方面的系统研究J补充碳源是微藻生物柴油领域

常见的生长及产油促进方法J一些研究者通过添加
有机碳源异养培养可获得较高藻生物量 !21 T23
L-+g2"和高油脂含量 !31e T91e" )20 T/1* &但是添
加有机碳源会额外增加培养成本&同时与成熟技术
!如厌氧发酵"相比&能量转化效率较低 )/2*J本研究
分析了在生活污水二级出水培养体系中&补充无机
碳源!#K/-’.##K8-’. 和 -’/ "对藻类生长和油脂
积累特性的影响&并首次系统进行了藻类生长过程
中的碳平衡分析J
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@A材料与方法

@F@!材料
@F@F@!水样
生活污水二级出水!简称+二级出水,"取自北

京某城市生活污水处理厂的二沉池出水&水质如表
2 所示J

表 @A北京某城市生活污水处理厂二沉池出水水质

)K@=:2!-HKPKRF:PNQFNRQGOQ:RG;BKP̂:OO=I:;FN; KBGU:QFNR

cKQF:cKF:PFP:KFU:;F\=K;FN; D:N_N;L

水质指标 指标值 水质指标 指标值

)#<UL-+g2 23M1 r1M/ \8 4M9
#8A

5 7#<UL-+
g2 未检出 浊度<#)S 2M10

)?<UL-+g2 2M3 r1M2 溶解性有机碳<UL-+g2 2.M9

-’C<UL-+g2 23M9 r.M/ 溶解性无机碳<UL-+g2 .4M1

悬浮物<UL-+g2 9M/ r1M0

@F@FG!藻种
栅藻 +>2 ! I:)+)J)5=<5Q\J+>2"&由课题组在

前期研究中分离获得 )/2*J藻种保存于稀释 31e的
D[22 培养基中J
@FG!试验与分析方法
@FGF@!藻细胞培养
向 311 U+锥形瓶中加入 /11 U+二级出水&高

温高压灭菌!2/2m&.1 UN;"&取 3 U+藻种液接种至
上述二级出水中&放入光照培养箱中培养J培养条
件(光照度2 011 =a&光暗比 25 Hw21 H&温度 /3mJ
试验共分为 5 组(对照组&不添加任何碳源’

#K/-’. 组&添加 #K/-’.&添加量相当于 211 UL-+
g2

无机碳’#K8-’. 组&添加 #K8-’.&添加量同上’-’/
组&-’/ 和空气混合气体曝气&-’/ 在混合气体中的

体积分数为 3e&曝气量约为 2 +-UN; g2J
@FGFG!藻细胞计数
每天测定藻细胞培养液在 931 ;U下的吸光度

值 [931J根据前期研究结果&藻细胞密度 7!个-

U+g2"和藻细胞干重 CZ!L-+g2 "与 [931的关系分

别为 )21* (
7@6M3/ H219[931 D41 634 !2"

!0@1M664"
CZ @1M56.[931 D1M124 !/"

!0@1M606"
@FGFH!水质指标测定
水质指标的测定均参照文献 )//*J总氮 !)#"

测定采用过硫酸钾氧化紫外分光光度法’氨氮
!#8A

5 7#"测定采用水杨酸7次氯酸盐光度法’总磷

!)?" 测定采用钼锑抗分光光度法’化学需氧量
!-’C"测定采用重铬酸钾法’悬浮物!,,"测定采用
213m烘干法’\8值测定采用标准电极法’浊度测定
采用奥立龙 *j5311 型便携式浊度计’溶解性有机
碳!C’-"测定采用 )’-7$-?8! ,8%(*CYS" 型总有
机碳分析仪&水样通过 1M53 "U滤膜过滤&取滤出
液测定总有机碳含量’溶解性无机碳!C%-"测定采
用离子色谱法&水样通过 1M53 "U滤膜过滤&测定
滤出液中碳酸根与碳酸氢根浓度之和&再转换为总
无机碳浓度&离子色谱型号 %-,7/111&色谱柱型号
&E%-)(%G; ?KR/&*, %%78-& 5 q/31 UU*;K=̂FNRK=&
预柱型号 &E%-)(%G; ?KR/&*[%%78-& 5 q/31 UU
[IKPBJ
@FGFI!藻细胞元素分析
采用元素分析仪!-"7551"分析栅藻 +>2 藻细

胞中的 -#8#’##元素含量’采用电感耦合等离子
体发射光谱仪 !%-?7’"," !?)H:PUG*"分析栅藻
+>2 藻细胞中的 ?元素含量J
@FGFJ!藻细胞油脂含量分析
取 51 U+藻液&离心浓缩至 1M0 U+&向其中加

入 / U+甲醇和 2 U+氯仿&充分混合 / UN;J再加入
2 U+氯仿&混合 .1 Q’加入 2 U+水&混合 .1 QJ离心
!5 111 P-UN; g2 q 21 UN;"&吸取全部氯仿层 !底
层"&91m氮吹J将吹干后的离心管置于室温下干燥
至恒重&称取离心管前后质量变化&即油脂重量J
三酰甘油酯!FPNKR̂=L=̂R:PG=Q& )*["是合成生物

柴油的主要原料 )/.& /5*J油脂含量测定结束之后&将
干燥油脂溶解在 1M5 U+异丙醇中&再通过酶比色试
剂盒法测定油脂中的 )*[含量 )3*J

GA结果与分析

GF@!无机碳源补给对栅藻 +>2 生长特性的影响
栅藻 +>2 在不同无机碳源补给条件下的生长

曲线如图 2 所示J5 组试验中&藻细胞的初始接种密
度均约为 .M1 q213 个-U+g2J培养过程中&适应期和
对数增长期内不同试验组的藻细胞生长状况差别较

明显’进入过渡期后&除 -’/ 组之外&其他各组的藻
细胞生长情况基本一致J培养第 25 B!稳定期"&各
组的最大藻密度无显著差异!%;B:\:;B:;F,KU\=:Q,7
F:QF& + i.& $f1M12"&约为 2M. q214 T2M3 q214

个-U+g2J
栅藻 +>2 在对数增长期的比生长速率可通过

式!."进行计算J

29//
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图 @A不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 的生长曲线

ENLJ2![PGcFH RIPX:QGOI:)+)J)5=<5Q\J+>2 I;B:PBNOO:P:;F

dN;BQGON;GPLK;NRRKP@G; QI\\=:U:;F

(@
=;7/ C=;72
,/ C,2

!."

式中&(为对数增长期的比生长速率! B g2 "&,2 和 ,/
分别为对数增长期的开始和结束时间! B"&72 和 7/
分别为 ,2 和 ,/ 时刻对应的藻细胞密度!个-U+

g2"J
由式!."可得&对照组##K/-’. 组##K8-’. 组

和 -’/ 组中栅藻 +>2 的 (分别为 1M9/#1M4.#1M4.

和 1M4. B g2J添加无机碳源后&栅藻 +>2 的 (略有
升高&但差异并不显著!%;B:\:;B:;F,KU\=:Q,7F:QF&
!!!

+ i.& $l1M/5"J
+GLNQFNR模型是描述有限环境下种群生物量增

长速率具密度制约特点的经典种群增长模型 ).* (

7@ N
2 D:.C-,

!5"

J7
J,
@-7 NC7( )N

!3"

式中&7(,时刻的种群密度!个-U+g2 "’,(培养时间
!B"’N(种群最大密度!个-U+g2 "’.(常数&表示曲
线对原点的相对位置’-(种群的内禀增长速率
!B g2"&指单个个体潜在的最大增长速率’J7AJ,(种
群生物量增长速率)个-!U+-B" g2*J
式!5"表示种群生物量随时间变化的生长曲

线&具+,,型特征J式!3"表示生物量增长速率随密
度变化的规律&当密度为最大密度一半时&生物量的
增长速率最大&为 0UKai-N<5 个-!U+-B"

g2J
将栅藻 +>2 在不同无机碳源补给条件下的生

长曲线通过 +GLNQFNR模型拟合& 可获得相关的
+GLNQFNR模型参数(N#0UKa和 -&如表 / 所示J与对照
组相比&#K/-’. 组和-’/ 组中栅藻+>2 的0UKa分别
提高了 22M3e和 41M2e&-分别提高了 23e 和
33eJ且 -’/ 组中 0UKa和 -的提高均具有显著性
!%;B:\:;B:;F,KU\=:Q,7F:QF& + i.& $f1M12"J

表 GA不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 生长的 Y’R01&0%模型参数

)K@=:/!+GLNQFNR\KPKU:F:PQGOI:)+)J)5=<5Q\J+>2sQLPGcFH I;B:PBNOO:P:;FdN;BQGON;GPLK;NRRKP@G; QI\\=:U:;F

试验组 对照 #K/-’. #K8-’. -’/

N q219 <个-U+g2 2.M/ r1M. 2/M0 r1M2 2.M. r1M. 25M9 r2M1
0UKaq21

9 <个-!U+-B" g2 2M.2 r1M15 2M59 r1M14 2M.4 r1M15 /M/5 r1M29

-<B g2 1M51 r1M12 1M59 r1M1. 1M52 r1M11 1M9/ r1M16

!!综上&添加无机碳源没有增大栅藻 +>2 在稳定
期的最大生物量&但会不同程度地提高藻细胞生长
速率&尤其是 -’/ 曝气&对 0UKa和 -有明显的促进作
用J其原因可能是(曝气对藻液具有良好的搅拌作
用&可增进藻细胞与二级出水之间的营养物质交换’
使藻细胞分布均匀&更有利于充分接受光照’同时&
曝气还可脱除藻液中积累的 ’/!藻细胞光合作用所
释放"&消除 ’/ 积累对藻细胞生长的抑制作用J
GFG!无机碳源补给对栅藻 +>2 油脂积累特性的
影响

培养 25 B 进入稳定期后&不同无机碳源补给条
件下栅藻 +>2 的单位藻细胞油脂含量!L<L&干重"
和单位油脂 )*[含量!L<L&干重"如图 / 所示&藻细
胞生物量#油脂及 )*[产量如表 . 所示J添加无机
碳源试验组栅藻 +>2 的油脂 !)*["含量和油脂

!)*[" 产 量 与 对 照 组 相 比 均 无 显 著 差 异
!%;B:\:;B:;F,KU\=:Q,7F:QF& + i.& $l1M/1"J可见&
在本研究范围内&添加无机碳源对栅藻 +>2 的油脂
积累特性无影响J
表 HA不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 的藻细胞

生物量"油脂及 ;6c产量!培养 25 B"<L-+g2

)K@=:.!*=LK=@NGUKQQ& =N\NB K;B )*[\PGBIRFNG; GOI:)+)J)5=<5Q\J

+>2 I;B:PBNOO:P:;FdN;BQGON;GPLK;NRRKP@G; QI\\=:U:;F

!257BK̂ RI=FNXKFNG;"<L-+g2

试验组 对照组 #K/-’. 组 #K8-’. 组 -’/ 组

藻生物量 1M41 r1M12 1M41 r1M12 1M49 r1M12 1M44 r1M19
油脂产量 1M/0 r1M11 1M/0 r1M1. 1M.5 r1M19 1M/4 r1M11
)*[产量 1M1.1 r1M11. 1M1.1 r1M11/ 1M1/6 r1M115 1M1.. r1M111

GFH!栅藻 +>2 培养过程中的碳平衡分析
栅藻 +>2 培养过程中藻液的 \8变化如图 . 所

/9//
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示J第 . B 后&对照组##K/-’. 组和 #K8-’. 组的 \8
基本稳定在 6M/ 左右&-’/ 组的 \8基本稳定在 4M3
左右J

图 GA不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 的单位藻

细胞油脂含量及单位油脂 ;6c含量!培养 25 B"

ENLJ/!+N\NB RG;F:;F\:PK=LK=@NGUKQQK;B )*[RG;F:;F\:P=N\NB

GOI:)+)J)5=<5Q\J+>2 I;B:PBNOO:P:;FdN;BQGON;GPLK;NR

RKP@G; QI\\=:U:;F!257BK̂ RI=FNXKFNG;"

图 HA不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 培养

过程中藻液的 #)变化

ENLJ.!-HK;L:QGOK=LK=RI=FIP:sQ\8BIPN;LI:)+)J)5=<5Q\J

+>2sQRI=FNXKFNG; I;B:PBNOO:P:;FdN;BQGON;GPLK;NR

RKP@G; QI\\=:U:;F

栅藻 +>2 培养过程中二级出水的无机碳!包括
8-’g

. 和 -’
/ g
. 中所含的碳&不包括游离的 -’/&下

同"浓度变化如图 5 所示J对照组##K/-’. 组和

#K8-’. 组中二级出水的无机碳浓度变化趋势大体

一致&均为先下降后上升&之后逐渐保持平稳J-’/
组中二级出水的无机碳浓度在培养过程中整体呈上

升趋势J藻细胞生长进入稳定期后&不同碳源补给条

件下二级出水中的无机碳浓度有较大差异&总体而
言其相互关系为( #K/-’. 组 l#K8-’. 组 l-’/ 组
l对照组J

图 IA不同无机碳源补给条件下栅藻 Y_@ 培养过程中

二级出水的无机碳浓度变化

ENLJ5!-HK;L:QGOQ:RG;BKP̂:OO=I:;FsQN;GPLK;NRRKP@G;

RG;R:;FPKFNG; BIPN;LI:)+)J)5=<5Q\J+>2sQRI=FNXKFNG;

I;B:PBNOO:P:;FdN;BQGON;GPLK;NRRKP@G; QI\\=:U:;F

在培养过程 !第 . B 之后 " 中&由于对照组#
#K/-’. 组和 #K8-’. 组的藻液呈碱性&因此有利于
空气中的 -’/ 通过传质作用进入二级出水&为藻细
胞生长提供无机碳J同时&由于 -’/ 的传质速率大
于藻细胞对 -’/ 的同化速率&因此部分未被同化的

-’/ 会转化为 8-’
g
. 或 -’

/ g
. 的形式&使二级出水

中的无机碳浓度得以积累J培养第 21 B 后&对照组#
#K/-’. 组和 #K8-’. 组二级出水中的无机碳浓度
基本保持不变&说明此时藻细胞密度高&对无机碳的
需求量大&-’/ 的传质速率等于同化速率J

-’/ 传质进入二级出水的总量与藻细胞生物量
及二级出水中无机碳浓度的关系如式!9"所示J
-’/ 传质量 @藻细胞中的碳元素增量 D!!

二级出水中的无机碳浓度增量 !9"
式中&+增量,指某时刻相对于初始时刻的增量值J
通过对栅藻 +>2 的藻细胞元素分析&可知其藻

细胞分子式为 -/648323’241#/9?J假设培养过程中藻
细胞的分子组成不发生变化&结合式!/"#式!9"及
图 5&可估算 -’/ 传质进入二级出水的累积量 !图
3"J可见&随着培养过程的进行&传质进入二级出水
中的 -’/ 逐渐增多J培养至第 25 B&对照组##K/-’.
组##K8-’. 组和 -’/ 组中&-’/的累积传质量分别

为 2M1#2M/#2M2 和 2M3 L-+g2&占藻细胞固定 -’/ 总
量的 64e#226e#60e和 225eJ

.9//
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图 JA不同碳源补给条件下栅藻 Y_@ 培养过程中 :EG

传质进入二级出水中的量

ENLJ3!)PK;Q\GPFKFNG; KUGI;FGO-’/ N;FGQ:RG;BKP̂:OO=I:;F

BIPN;LI:)+)J)5=<5Q\J+>2sQRI=FNXKFNG; I;B:PBNOO:P:;F

dN;BQGON;GPLK;NRRKP@G; QI\\=:U:;F

HA讨论

碳元素是藻细胞生长所需的重要营养元素之

一&也为藻细胞合成油脂提供碳骨架J因此&碳元素
在藻细胞生长及油脂合成等生命活动中发挥着重要

作用J然而&本研究结果表明&在二级出水中培养栅
藻 +>2&外加无机碳源对藻细胞的最大生物量#油脂

及 )*[产量均无显著影响J该结果与空气中 -’/ 向
二级出水中的传质#藻细胞对二级出水中无机碳的
利用以及二级出水中 -’/ 向 8-’

g
. <-’

/ g
. 的转换

相关J
培养前 . B&对照组##K/-’. 组和 #K8-’. 组中

的无机碳 !包括 8-’g
. 和 -’

/ g
. "浓度呈下降趋势

!图 5"&因此可以推测&前 . B 培养过程中栅藻 +>2
所利用碳源的一部分来自培养液中的 8-’g

.

!-’/ g. "&但是藻细胞通常不直接吸收 8-’g
. &而是

首先通过胞外 -*酶将 8-’g
. 转化为 -’/&再转运至

藻细胞被利用)见图 9 !K"*J反应方程式如式!4"(

-’/g. A/8 *+,,A 8-’g
. A8

A*+,,
-*

-’/ A8/’ !4"

!!同时&由式!4"可见&藻细胞利用 8-’g
. !-’

/ g
. "

作为碳源会导致二级出水 \8升高&这与本研究观
察到的培养前 . B \8呈总体上升趋势的现象相一
致!-’/ 组除外&见图 ."J
培养 . B 后&对照组##K/-’. 组和 #K8-’. 组

中二级出水 \8已上升到较高的碱性水平 !6M/ 左
右"&有利于空气中的 -’/ 向二级出水中传质J如前
文所述&由于此时藻细胞对 -’/ 的同化速率小于
-’/ 向二级出水中的传质速率&因此藻细胞在该阶
段只利用由空气传质进入二级出水中的 -’/&而不

再通过 -*酶的转化作用利用 8-’g
. )见图 9 !@"*J

图 KA不同培养阶段栅藻 Y_@ 对无机碳源的利用形式

ENLJ9!CNOO:P:;FIFN=NVKFNG; UGB:GON;GPLK;NRRKP@G; @ Î:)+)J)5=<5Q\J+>2 N; BNOO:P:;FRI=FNXKFNG; \:PNGBQ

!!由于在培养过程中&对照组##K/-’. 组和

#K8-’. 组的二级出水 \8呈碱性&因此空气中 -’/
向二级出水中的传质量可通过计算求得其理论值J
在该系统中&空气中 -’/ 向二级出水表面进行

分子扩散的同时&在二级出水表面与 ’8g可发生瞬

时化学反应J即在整个过程中&既有分子扩散&又有
化学反应&这 / 种过程的相对速率决定了整个过程

的性质和速率J由于 -’/ 在二级出水表面发生化学

反应的速率大大快于分子扩散速率&因此 -’/ 向二
级出水中的传质速率只受气体分子扩散传质控制J
扩散传质控制的界面上有化学反应的稳态传质通量

表达式为 )/3* (

7-’/ @C
[-’/&KNP:KNP

6
=;
:KNPD:-’/
:KNP

!0"
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式中&7-’/ 为 -’/ 的传质通量 )UG=-!U/-Q" g2*&
[-’/& KNP为 -’/ 在空气中进行扩散的分子扩散系数

!U/-Qg2"&:KNP为空气的物质的浓度 !UG=-+
g2"&:-’/

为大气中 -’/ 的物质的浓度 !UG=-+
g2 "&6 为大气

气相主体至藻液液面的距离!U"J
已知 [-’/& KNP为 1M23. q21

g5U/-Qg2&:KNP为 51M3

UG=-Ug.&假设大气中的 -’/ 体积分数为 .11 q

21 g9&则 :-’/为 2M/. q21
g/UG=-Ug.&6 为 1M12 UJ将

以上参数代入式!0"&可计算得到 -’/ 的稳态传质

通量 7-’/为 2M09 q21
g3UG=-!U/-Q" g2J

在 311 U+锥形瓶内装液 /11 U+的条件下&藻
液的液面面积约为 4M6 q21 g. U/&则每天扩散进入
二级出水的 -’/ 量约为(

2M09 q21 g3UG=-!U/-Q" g2 q4M6 q21 g. U/ q

!. 911 q/5" Q-Bg2 i2M/9 q21 g/UG=-Bg2

i1M33 L-Bg2

!!假设空气中的 -’/ 以该恒定速率向二级出水
中传质&则培养 25 B 的传质总量为 4M0 L-’/J这是
通过稳态传质进入到二级出水中 -’/ 量的最大理
论值J通过培养前后栅藻 +>2 的干重变化及试验测
得的藻细胞元素组成&可计算得到培养 25 B 栅藻
+>2 固定的 -’/ 量为 1M/5 L-’/J可见&由空气中传
质进入二级出水的 -’/ 理论量远远大于藻细胞生
长所需固定的 -’/ 量J
以上计算结果表明&在耦合系统中&二级出水本

身含有的碳酸盐<碳酸氢盐以及藻细胞光合作用导
致的高 \8值 !6M/ 左右"&使得空气中通过扩散传
质进入二级出水中的 -’/ 足以满足栅藻 +>2 生长
及油脂合成对无机碳的需求&无需额外添加无机碳&
从而可节约微藻培养成本J

IA结论

!2"不同碳源补给条件下&栅藻 +>2 的生长及
油脂积累特性无显著差别&藻细胞生物量#油脂及
)*[产量分别为 1M41 T1M44#1M/4 T1M.5 和 1M1/6
T1M1.. L-+g2J

!/"培养 25 B&对照组##K/-’. 组##K8-’. 组
和 -’/ 组进入二级出水的 -’/ 累积传质量分别为

2M1#2M/#2M2 和 2M3 L-+g2&占栅藻 +>2 固定 -’/ 总
量的 64e#226e#60e和 225eJ

!."在耦合系统中利用二级出水培养栅藻+>2&通
过传质进入二级出水中的-’/ 足以满足藻细胞生长及
油脂合成对无机碳的需求&无需额外添加碳源J
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