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              摘要:用揭藻酸钙作固定化载体，初步探讨了胶球直径、不同接种量、CaC12溶液浓度、褐藻酸

              钠浓度等固定化条件对微绿球藻 (Nannochloris oculata)生长及其对养殖水质的影响。结果表

              明，微绿球藻固定化培养的最好条件是胶球的直径为2. 5 nnn,微藻接种量为1 x 106 Cell/mL,

              CaCl2溶液的质量分数为3%,揭藻酸钠溶液质量分数为2%。在此条件下制备的固定化藻珠，

              微绿球藻生长率较高，生长周期较长。实验期间固定化微绿球藻的生物量增加了约17倍，证明

                了它的生理活性不会因固定化而受干扰。引入固定化的微绿球藻不但可以降低养殖水体中氛

              氮、亚峭酸氮等有害因子的浓度，还能提高水中溶解氧含量，使水体环境长时问处于良好的动

                态平衡状态。
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    藻类固定化技术起始于20世纪80年代，早期主

要应用于生化生产和能源提供。〕。在环境领域中固定

化藻类主要应用于生物监测和废水处理，它具有藻细

胞密度高、反应速度快、运行稳定可靠、微生物流失

少、不需分离、能提纯和保存高效菌株等优势。固定化

微藻细胞净化污水的研究刚刚起步，其研究包括对

N, P的去除[2-41，对重金属的吸收，如Wilkinson等[[5

人研究表明，用海藻酸钙固定小球藻可去除污水中

99%的汞，固定化技术大大提高了藻类对重金属的富

集。孙红文等[6〕指出，藻类能为降解有机物的好氧细

菌提供氧气，因而提高抗击高浓度废水的能力，并指

出藻类固定化技术用于废水治理是非常有前景的，

尤其是采用藻菌共生系统。陈衍昌[n1初步研究了固

定化栅藻改善养殖水质。微绿球藻(Nannochloris ocu-

lata)是虾池中广泛存在的优势藻种，隶属于绿藻门

(Chlorophyta)的四胞藻目(Tetrasporales) [e1。作者以微

绿球藻为材料，以褐藻酸钙包埋固定在不同条件下培

养以选择固定化培养的最佳条件。以期为固定化培养

海洋微藻技术的应用及发展提供必要的实验依据和

理论基础，同时也为今后微藻生态调控防病理论的研

究提供依据。

1.1

材料与方法

  藻种来源

    实验所用的微绿球藻 (Nannochlaris oculata)于

2000年3月从海南三亚湛泰对虾养殖场分离所得，经

驯化培养在实验室备用。

1.2    }e养条件
    微藻培养用海水取自湛江市东风码头海区，经过

沉淀、沙滤和煮沸后冷却的海水。质量密度为1.010士

0.001。培养液成分采用湛水107一18培养液配方，培

养容器为1 000 mL三角烧瓶，培养光源为自然光照，

光照强度为600--10 000 lx，培养温度为291C 1 1r-。

培养过程中每日振摇数次，保证微藻正常生长。

1.3 固定化胶球制备

    藻酸盐为化学纯褐藻酸钠，称取不同质量的褐藻

酸钠，慢慢搅动(约4h)分别溶入1 000 mL蒸馏水，并
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分别加入NaCl 20 g，配制成一定体积不同质量浓度的

凝胶溶液，高温灭菌冷却备用。按凝胶溶液体积 :藻

液为1:4接种藻种，充分搅匀，然后用注射器吸取混

合液，通过不同的针头，以5 rrL/nun的速度滴入不同

质量分数的CaCl2 溶液中，边滴边摇，此时褐藻酸钠中

的Na+与。C1:中的Cat十发生置换，形成褐藻酸钙凝

胶网状结构，从而使细胞得以固定，约30 min后形成

固定化的胶球。用消毒海水洗涤3次，移入1 000 mL

的三角烧瓶内，每瓶装150 rd -的培养液，接种300粒

胶球。

1.4 固定化条件的选择

1.4.1 藻珠大小的对比试验

    用不同大小的针头滴成不同大小的藻珠，设2

个平行组。

1.4.2 接种量试验

    用100,105、106级&li/mL藻种密度，设2个平行

组。

1.4.3 褐藻酸钠浓度与氯化钙浓度正交试验

    褐藻酸钠溶液的质量分数为196,296,3.5%分别

与质量分数为196，2%，3%的CaCl:正交试验，即9种

褐藻酸钠与氯化钙浓度组合进行试验。

1.5 水质调控试验方法

    采用优化的固定化条件制作藻珠备用。将藻珠用

筛绢网袋包装好，以吊挂的形式把藻珠引入在水体为

0. 5 m3的实验室水族箱中进行。实验1组为对照组，

实验2组引入微绿球藻藻珠40 000粒。实验室的光照

强度为600--2 000 lx，水温度为29'C 1 1̀C，并加入微

藻生长所需的营养盐。每组放养对虾25尾，各组通气

量、温度，盐度、投饵量和投饵次数等实验条件保持一

致。

1.6 浏定的方法

1.6.1 藻细胞数量的测定

    每4d取相同个数的胶球加入一定体积的5%的

柠檬酸钠溶液溶解胶球并用血球记数板在显微镜下

计算藻细胞数量。

1.6.2 生长率的测定

    根据公式K= (1nN,一1nNd /T 其中:N。是开始

的细胞数 N‘是经过T时间后的细胞数 T代表一段

生长的时间，K为相对生长常数 表示生长效率。

1.6.3 水质因子的测定

    试验结束后，分别从试验组和对照组取水样来测

定各项水质因子，氨氮(NH3一N)用奈氏试剂法测定;

亚硝酸氮(N02一N)用(JR试剂法测定:溶解氧(DO)

用碘量法;pH值用600型pH计测定。

2 结果

2.1 胶球直径对固定化微绿球藻细胞生长

      的影响

    结果表明直径2.5二 胶球的藻生长速率最快，生

长率最高，3.5二 胶球较差，4.5二 胶球生长最慢(表

1)。同时，对微绿球藻不同球粒试验结果进行单因子方

差分析，F = 40. 77 >Fo .42, 3) = 30. 82，也表明了2. 5 rnm

胶球对固定化微绿球藻细胞的生长影响极显著。

表1

Tab. I

3种不同球径的胶粒对固定化微绿球藻细胞生长的影响

The effect of different diameter of beeds on the growth of Immobilized cells of Nannochloris oculata

组别
胶球直径

  (mm)

    接种量

(x 100cell/mL)

20d后的细胞数

(x 100 cell/mL)

    生长量

(x 100 cell/mL)

3 365 3 115 0.129
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2.2 接种量对固定化细胞生长的影响

    从表2中可看出接种量小于100 cell/ mL日寸藻几

乎停止生长，到后期，细胞数目减少了39%，因此，106

cell/ rnL接种量对固定化微绿球藻生长比较适合，单

因子方差分析结果F=22.7》  Fo.o5(1, 2)=18.51差
异显著。
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表2

Tab. 2

不同接种里对固定化微绿球藻细胞生长的影响

  The effect of different initial inoculation on the growth ofimmobilized cells of Nannochloris oculata

组别
    接种量

(X 104cell/mL)

20d后的细胞数

(X 104 cell/mL)

    生长量

(X 104 cell/mL)

1 970

163

0.86

1 854

151.4

0.142

0.132
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2.3   CaC12浓度与揭藻酸钠浓度正交试验 短。用2%褐藻酸钠制成藻球，微绿球藻细胞生长率比

      对固定化微绿球藻细胞的影响 1%和3.5%时的生长率明显增大，而单因子方差分析

    试验结果表明，用3%的CaC12溶液与2%的褐藻 结果F一33. 87>Fo.m(8, 9)一5.47，表明CaC12浓度和
酸钠形成的凝胶珠，微绿球藻的生长量和生长率最 褐藻酸钠浓度的不同组合对固定化微绿球藻细胞生
大。实验过程中发现CaC12浓度高，形成藻珠时间就 长的影响极显著。

表3  CaCl:浓度与褐藻酸钠浓度在微绿球藻固定化培养中的正交试验结果

Tab. 3  Results of orthogonal test of density of Cac12 and density ofalginate on the growth of immobilized the Nannochloris oculata

组别
CaCI:质量分数

      (%)

褐藻酸钠质

量分数(%)

细胞数(X 104 cell/mL
初始细胞数 20d细胞数

0.020

0.014

0.020

0.124

0.131

0.132

0.056

0.095

0.086

亡
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2 510

2 900

2 940

1 585

1 470

1 165
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210
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  1

  2

3.5

  1

  2

3.5

  1

  2

3.5

2.4 藻珠中微藻生物量变化

    将藻珠用筛绢袋装好放入养殖桶，第2天就观察

到袋内有气泡，说明藻细胞已开始生长。第3-4天颜
色明显加深，呈鲜绿色，筛绢袋在藻珠的影响下浮于
水面，袋内气泡增多，接近培养后期时，藻珠颜色呈深

绿色。镜检结果显示，微绿球藻藻珠中细胞数从
1.50X 10'个/粒增加到25. 47 X 10'个/粒，生物量从
0. 51 X 10 -2 rrg/粒增加到8. 66 X 10 -' rrg/粒，约增加

了 17倍。

2.5

2.5.1

主要水质因子的检测

D(〕和pH值的变化

    试验过程中，实验组D()比对照组提高了11.90;
实验组pH为7.92，对照组为7.61。因此，固定化微藻

对pH的上升具有促进作用。实验过程处于充氧状态，

因此，D(〕和pH无明显的相关性(图1,2)0

8.4

8.2

_8
7.8

-令- 实验组

~阅卜-对照组
一州

内
0

-奋-实验组

-闷卜-对照组

Oi

3.09 3.11 3.13 3.15 3.17 3.19 3.213.23 3.25 3.27

            时间/(月.日)

7'
3.093.11 3.13 3.15 3.17 3.19 3.213.23 3.25 3.27

          时间/(月.日)

      图1 实验过程中!刀值的变化

Fig. 1   The variation of DO during the experiment Fig. 2

图2 实验过程中pH值的变化

The variation of pH during the experiment
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2.5.2 氨氮和亚硝酸氮的变化
    引入固定化微藻可降低养殖环境中氨氮与亚硝

酸氮含量，实验组的氨氮含量比对照组降低了

38.596;亚硝酸氮含量比对照组降低了47%(图3,4)0

明大直径也不利于微绿球藻生长，所以用直径2.5

二 胶球较好。

3.1.2 接种量对固定化藻类的生长影响
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Fig. 3

亚硝酸氮的变化
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    试验结果表明接种量小于104级时藻几乎停止

生长，接种量大，生长量大，生长率也高，从单因子方
差分析差异显著，106级接种量对固定化微绿球藻生

长比较适合。李英敏[10等也认为接种量大的细胞生

长较快，且胶球的稳定性较好。但为了避免离心的麻

烦，又可以获得较好的结果，因此，选用10“级的细胞

密度进行固定化为宜。

3.1.3 不同浓度的CaCl:溶液与不同来源的褐藻酸

        钠对固定化藻类的生长影响

    韩丽君[11 ]等人考察了不同浓度的CaC12溶液与

不同来源的褐藻酸钠形成凝胶珠后，其强度的变化规

律。发现褐藻酸钠中的甘露糖醛酸(M)越高，所形成

胶球的强度越差;古罗糖醛酸(G)越高，所形成胶球

的强度越高。同时，实验表明，褐藻酸钠的浓度明显对

藻细胞的生长有影响，当用1%的褐藻酸钠时，培养

液随时间的延长逐渐变成绿色，说明胶珠散落，包埋

于珠内的细胞游离至培养液中，使测得的细胞密度

低。随着褐藻酸钠浓度增大，其与形成的网格变密，凝

胶珠的机械强度增高，藻细胞能够较好地包埋于其

中，并通过凝胶网格的孔隙获得培养液中的营养，排

除代谢物，当褐藻酸钠浓度增加到3.5%时所形成的

凝胶网格过于致密，从而加大了培养液中的底物和造

细胞产生的代谢物进出凝胶珠的阻力，使细胞生长环

境恶化，随着培养时间的延长，珠内营养不断消耗，代

谢物不断增多，细胞开始衰老，并逐渐死亡。本实验结

果(表3)表明，用3%的CaC12溶液与2%的褐藻酸钠

形成的凝胶珠，微藻的生长量大，生长率最高;实验过

程中发现CaCl:浓度高，形成藻珠时间就短，所以选用

3%的。曰2浓度为佳。

3;2 固定化技米在水产养殖中的应用

    微藻固定化技术在环境领域中的应用逐渐受到

重视，尤其在污水处理和养殖水质调控、养殖废水处

理等方面。藻类最初应用于废水处理是在1957年就

提出的，至现在已有一定的研究基础。Baillies等[12研
究固定化丛粒藻细胞的生理生特性时发现，固定化丛

粒藻光合放氧量高于悬浮藻的3倍;载体凝胶可保护

藻细胞免受汞等有毒物质的伤害，保证微藻的生理活

性;严国安等[13服道，小球藻的固定化增加了其生理

代谢活性，对水质的净化效率要比悬浮态相对要高。

本实验的结果可以看出，固定化微绿球藻的数量增加

了约17倍，由此证明了微绿球藻的生理活性不会因

固定化而受干扰。同时，固定化的微绿球藻能把对虾
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      图4

Fig. 4 叨1e

氨氮的变化

variation of NH才一N

3 讨论

3.1 不同固定化条件对固定化藻类的影响

3.1.1 胶球的直径对固定化藻类的影响

    不同型号的针头，其内径不同，由其所形成的凝

胶球的直径也不同，型号越大，胶球直径越大。从表1

生长率结果和方差分析可以看出胶粒的大小对固定

化微绿球藻细胞的生长影响是显著的。杨海波{9]4认

为胶球直径越大，所产生的扩散传质阻力越大，胶球

内所需营养不足，积累的代谢物过多，细胞生长环境

恶化，同时由于直径过大，使得胶球内光照不足，这些

不利条件使得大直径不利于小球藻生长。试验结果表
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养殖环境中的氨氮和亚硝酸氮当成营养盐而吸收，使

水质中氨氮和亚硝酸氮浓度明显低于对照组。因此，

引入固定化的微绿藻不但可以降低水体中氨氮、亚硝

酸氮等有害因子的浓度，消除胁迫，还能提高水中的

溶解氧含量，使水体环境长时间处于良好的动态平衡

状态。
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Immobilization of Nannochloris oculata in water quality control

in shrimp mariculture
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Abstract:By using alginate一Ca as immobilized matrix, the effects of
Nannochlorzs oc,il-- and cultural water

initial inoculation 10'cell/ mL, 3% CaCl

qulity are discussed. The optimal

sane immobilized conditions on the growth of

immobilized conditions are 2.5 rim syringe,

2, and 206 alginate. Immobilized microalgae produced in these optimal conditions

havd high growth rates and a long growth cycle; The biomass of N. oculata increased about 17 times during the experiment.

It proves that the physiological conditions of the immobilized microalgae were not interrupted厉the immobilization. At the

5刃刀e tune,

N02一 N,

immobilized microalgae did not only reduce the of the hamrful factors such as NH4+一N and

but also added DO in to water which can hold better balance of water environment for a long time.
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