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利用乙醇发酵副产 CO2培养富含淀粉亚心型四爿藻作为

其补充原料 
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摘  要: 建立了乙醇发酵耦联微藻培养系统，研究了利用酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 乙醇发酵副产 CO2 为碳源，

培养富含淀粉的亚心形四爿藻 Tetraselmis subcordiformis，作为乙醇发酵补充原料的可行性。在连续光照条件下，间歇

式培养 7 d，反应器中藻细胞密度达到 2.0 g/L 左右，胞内淀粉含量约 45％。微藻细胞收集后，经超声处理和酶法水

解，葡萄糖释放量为胞内淀粉总量的 71.1％。S. cerevisiae 发酵微藻生物质水解液生产乙醇，其得率达到理论值的

87.6％。表明乙醇发酵耦联微藻培养可行，既减少了 CO2 向环境的排放，又收获了富含淀粉的微藻生物质作为乙醇发

酵的补充原料，节省粮食类淀粉质原料的消耗。 
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fermentation 
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Abstract:  A system coupling ethanol fermentation with microalgae culture was developed, in which CO2 produced during 
ethanol fermentation was used as carbon source for the growth of Tetraselmis subcordiformis, a microalgae accumulating 
starch intracellularly. The biomass concentration about 2.0 g DCW/L was achieved within the photobioreactor for the batch 
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culture of 7 days, and intracellular starch accumulation was about 45%. Furthermore, ultrasonic pretreatment and enzymatic 
hydrolysis were applied to the microalgae biomass, and 71.1% of the intracellular starch was converted into glucose that was 
fermented sequentially to ethanol by Saccharomyces cerevisiae with an ethanol yield of 87.6% of the theoretical value, 
indicating that the microalgae biomass could be an alternative feedstock for ethanol production to save grain consumption, and 
in the meantime mitigate the CO2 emission. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, ethanol fermentation, Tetraselmis subcordiformis, coupling system 

基于可再生生物质资源生产生物燃料是解决

当前石油资源短缺，石油基燃料及产品大量消费导

致温室气体总量不断增加等诸多问题的有效途径

之一。 

与高等植物相比，微藻具有光和效率高、单位

面积生物量产量大的突出特点，已经成为国内外生

物能源基础研究和技术开发的热点，但目前的研究

工作主要集中在产油微藻生产生物柴油 [1]，对富含

淀粉可用于燃料乙醇生产的微藻却很少关注。 

能源微藻应该采用户外开放模式直接利用太阳

光低成本培养[2]，但这种培养模式不可避免面临两

大突出问题：一是 CO2 无法向密闭的光反应器培养

那样可以通过循环使用来提高其利用效率，因此

CO2 作为原料消耗的成本将十分可观；二是培养液

中藻细胞密度很低，从大量培养液中分离回收微藻

的能耗成本会很高。 

乙醇发酵副产与乙醇产量基本相当的 CO2，目

前由于没有经济可行的利用渠道而直接排放。这种

发酵产生的 CO2，与热电和冶金等行业产生的烟道

气相比，不仅纯度高，不含有害杂质，而且温度适

宜 (烟道气余热回收后的温度仍然远远高于微藻培

养温度，由于气体传热效率很低，因此需要换热面

积庞大的换热设备将低温烟道气冷却降温)，更适宜

于微藻培养。如果用来培养富含淀粉的微藻，利用

乙醇发酵系统自身产生的不超过 0.05 MPa 的微压力

直接输送到微藻培养系统，微藻培养的 CO2 原料成

本可以显著降低，而收集的微藻生物质可以直接用

来作为淀粉质原料燃料乙醇生产的补充原料。 

绿藻是一类积累淀粉作为自身能源的藻类，包

括小球藻 Chlorella vulgaris[3]、斜栅藻 Scenedesmus 

basilensis[4]和莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii[5]

等。本实验室筛选得的亚心形四爿藻 Tetraselmis 

subcordiformis 为一株海洋绿藻。与淡水藻相比，海

水藻培养可以减少对淡水资源的需求，在淡水资源

紧张的今天，有较好的应用前景。初步研究工作表

明，此藻有较好的淀粉积累能力。 

本文首先研究了 T. subcordiformis 的培养，进而

对乙醇发酵与 T. subcordiformis 培养耦合的可行性

进行了分析，在此基础上建立了乙醇发酵偶联微藻

培养系统，探讨了这类微藻生物质作为淀粉质原料

乙醇发酵补充原料的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种和藻种 

Saccharomyces cerevisiae 用于乙醇发酵，由大

连理工大学生物工程系保藏。 

T. subcordiformis 为一种海洋单细胞浮游藻类，

属绿藻门 Chlorophyta，绿藻纲 Chlorophyeeae，团藻

目 Volvocales，衣藻科 Chlamydomonaeeae，四爿藻

属 Tetraselmis，适应性强，生长繁殖迅速，通过光

合作用可在胞内积累淀粉，由中国科学院大连化学

物理研究所海洋生物产品工程组保藏[6]。 

1.1.2  培养基 

酵母斜面培养基 (g/L)[7]：葡萄糖 20，酵母粉 5，

蛋白胨 5，琼脂 15，灭菌后冷却到室温，接种后恒

温 30 ℃培养至菌落饱满，作为斜面种子，4 ℃保藏。 

酵母种子培养基 (g/L)[7]：葡萄糖 10，酵母粉

20，蛋白胨 20，121 ℃灭菌 15 min，冷却后使用。 

酵母扩大培养及乙醇连续发酵培养基 (g/L)[7]：
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葡萄糖 150，酵母粉 5，蛋白胨 5，121 ℃灭菌 15 min，

冷却后使用。 

T. subcordiformis 种子培养基[8]：优化的海水康

维方培养基。 

10 L 规模反应器 T. subcordiformis 培养用培养

基[9]：海水 8 L，康维方营养盐溶液 10 mL (表 1)。 

 
表 1  康维方营养盐溶液配方 
Table 1  Nutrient composition of Kang Weifang solution 

Nutritional components (g/L) Nutritional components (g/L) 

FeCl3·6H2O  1.3 NaNO3 100.00

MnCl2·4H2O  0.3 ZnCl2   0.21

H3BO3 33.6 CoCl2·6H2O   0.20

EDTA-Na2 45.0 (NH4)4Mo7O24·4H2O   0.09

NaH2PO4·2H2O 20.0 CuSO4·5H2O   0.20

 
1.2  T. subcordiformis 的培养 

T. subcordiformis 培养方法由中国科学院大连化

学物理研究所海洋生物产品工程组提供。实验用海

水取自大连黑石礁海域，海水经砂滤，110 ℃灭菌

15 min 后，自平板接一环藻种于 100 mL 培养基中，

在温度 (25±1) ℃，光照强度 50 μmol E/(m2·s)，光暗

比 14∶10 条件下，培养至对数生长期[8]。在相同培养

条件下扩大到 500 mL 培养基中培养，再扩培到 2 L 培

养基中继续培养 6~7 d，可作为光反应器培养的藻种。 

10 L 有机玻璃平板光照反应器经 0.44‰的

NaClO 溶液灭菌 12 h 后，加入 8 L 灭菌后的海水，

然后添加 10 mL 康维方营养盐溶液，随后接入 2 L 藻

种，使总工作容积达到 10 L，培养温度 (28±2) ℃，

光照强度 140 μmol E/(m2·s)，通气量 0.125 vvm。研

究结果表明，通气中 CO2 浓度对微藻细胞生长和胞

内淀粉积累有重要影响，通入 3％的 CO2 时胞内淀

粉含量较高。因此，将 CO2 浓度调节为 3％，分别

来自瓶装商品 CO2 和乙醇发酵副产的 CO2
[10]。反应

器连续光照培养至第 7 天收获。 

1.3  乙醇发酵与微藻培养的偶联 
1.3.1  酵母摇瓶种子培养 

自斜面接一环菌种于盛装 150 mL 培养基的

250 mL 三角瓶中，置于摇床中在 150 r/min，30 ℃

条件下培养 20~22 h[7]。 

1.3.2  1.5 L 发酵罐酵母扩大培养 

以 10％的接种量将摇瓶培养的酵母种子接入含

有 1 L 扩大培养基的发酵罐中，进行间歇扩大培养，

发酵罐搅拌速率 150 r/min，培养温度 30 ℃，pH 控

制为 4.5，通气量 100 mL/min，相当于单位体积通

气量为 0.067 vvm，既保持乙醇发酵要求的厌氧环

境，又提供微量氧促进酵母细胞生长。待葡萄糖

浓度下降至 1 g/L 时切换为连续发酵，控制流加稀

释率为 0.065 h−1，达到恒化状态后，流出发酵罐的

发酵液中残糖浓度可以维持在 1 g/L 以下。 

1.3.3  乙醇发酵与微藻培养的偶联 

乙醇发酵系统稳定后，将富含 CO2 的尾气按照

需要的流量通入 10 L 规模平板光照反应器中培养微

藻 (培养方法同 1.2)，至两个系统均稳定运行。 

1.4  利用富含淀粉微藻生物质生产乙醇 
1.4.1  微藻生物质预处理 

收获后的亚心形四爿藻 5.0 g 加入 100 mL 去离

子水，600 W 超声处理[11]后调解 pH 到 6.0~6.5，加

入 10 μL 液化酶 (Liquozyme supra NBSSG4163)，加

热到 80~90 ℃，保温液化 1~1.5 h 后，冷却到 60 ℃~ 

65 ℃，调节 pH 到 4.0~4.5，加入 20 μL 糖化酶 

(Dextrozyme dx NCSP0041)，保温糖化 10~12 h[12]，

离心取上清液供发酵使用，设置 2 个平行样。 

1.4.2  乙醇发酵 

同 1.2.1 的方法培养酵母，经 1.3.2 预处理后的培

养基中均加入 1 g 酵母粉和 2 g 蛋白胨，121 ℃灭菌

15 min，冷却后以 10％的接种量接入已培养好的酵母，

置于 30 ℃、150 r/min 的摇床培养，每隔 2 h 取样。 

1.5  检测方法 
1.5.1  细胞干重 

微藻细胞干重：取 4 mL 藻液 2 000 r/min 离心

2 min，用 0.5 mol/L 的 NH4HCO3 溶液洗涤 2 次，置

于 80 ℃烘箱烘至恒重，取 2 个测量误差在±10％平

行样的平均值。 
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酵母细胞干重：取 4 mL 发酵液 12 000 r/min 离

心 3 min，用去离子水洗涤 2 次，置于 80 ℃烘箱烘

至恒重，取 2 个平行样，测量误差控制在±10％，取

平均值。 

1.5.2  淀粉含量测定 

取 20 mL 微藻培养液离心后，少量去离子水洗

2 次，加入 20 mL 去离子水，冰水浴 600 W 超声处

理后，经液化酶和糖化酶处理后定容到 50 mL，用

SBA-40C 生物传感器 (山东省科学院) 检测葡萄糖

含量。淀粉含量 (g/g)=葡萄糖 (g/L)×0.05 (L)×0.9/

细胞干重 (g)。 

1.5.3  藻细胞叶绿素荧光动力学参数的测量 

用 Water-PAM 叶绿素荧光仪 (Walz, Germany) 

测定光合系统Ⅱ (Photosystem Ⅱ，简称 PS Ⅱ) 实

际光化学量子产量 ΔF/Fm’。取 3 mL 过滤后的海水，

根据培养过程藻细胞浓度，加入适量藻液 (2~10 μL) 

于测量杯中，混匀，打开光化光 (Actinic light)，使

叶绿素荧光值在 400~500 单位左右，再用强饱和脉冲

光 (150 μ mol E/(m2·s)) 激发 0.6 s，测量 ΔF/Fm’[13]。 

1.5.4  葡萄糖和乙醇的检测 

利用 SBA-40C 生物传感器 (山东省科学院) 直

接检测葡萄糖和乙醇。乙醇得率 (％)=实际产生的

乙醇量 (g)/理论应产生的乙醇量 (g)。 

2  结果与分析 

2.1  乙醇发酵偶联微藻培养的可行性分析 
乙醇发酵与富含淀粉的微藻培养偶联，既避免

了乙醇生产过程向环境大量排放 CO2，同时又节省

了微藻培养所需 CO2 的原料成本，收获的微藻生物

质还可以作为燃料乙醇生产的补充原料。在这一思

想指导下，我们在实验室建立了图 1 所示的耦合系

统。文献报道亚心形四爿藻的最高含碳量为 38％[6]，

初步实验数据表明该藻每天最多可积累 0.5 g/L 生物

质，据此可以推算出每天单位体积 (L) 光反应器微

藻培养最多可以吸收 CO2 约 0.697 g。本研究使用的

2.5 L 发酵罐，工作容积 1.5 L，以 0.065 h−1 的稀释

速率流加葡萄糖浓度 150 g/L 的发酵培养基，恒化条

件下发酵液中乙醇浓度平均为 70 g/L，每天产生 CO2

约为 156.7 g，因此该发酵系统理论上可与 225 L 的

微藻培养反应器偶联。 

为了便于实验操作，我们基于现有 10 L 规模

微藻培养反应器，在使用瓶装商品 CO2 为碳源培

养微藻使其胞内富集淀粉基础上，将乙醇发酵生

产 CO2 直接通入微藻培养系统，控制尾气流量为

72 mL/min，使进入光反应器的气体 CO2 含量保持在

3％左右，研究 2 个系统耦合的可行性。 

 

图 1  乙醇连续发酵耦联微藻培养生产富含淀粉微藻生物质作为乙醇生产补充原料 
Fig. 1  Continuous ethanol fermentation coupled with microalgae culture for algae-based starch as an alternative feedstock for ethanol 
production. 
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2.2  微藻培养及淀粉积累 
以瓶装商品 CO2 为碳源，10 L 平板光反应器中

培养 T. subcordiformis 细胞生长状况如图 2a 所示，

可见接种后的前 2 d 由于藻细胞从摇瓶接入反应器

后需要一定时间适应新的环境，所以生长缓慢，处

于延滞期；第 2 天开始进入指数生长期。微藻培养

的前 3 d，环境中的营养元素丰富，光合作用效率

高，微藻固定 CO2 进行细胞生长，淀粉积累迅速，

淀粉占干细胞的比例从初始的不到 2％上升到第 3

天的 20％。 

PS II 实际光化学量子产率 ΔF/Fm’反映藻细胞开

放的 PS II 反应中心原初光能捕获效率，其值越高表

明叶绿体捕获用于光合作用的光量子越多，光能利

用效率越高[14]。当藻细胞生长受到环境因子及营养

条件等胁迫时，实际光化学量子产率就会明显下降。

从图 2a 可以看出，从第 3 天开始 ΔF/Fm’值开始下降，

表明此时微藻细胞已经处于营养限制状态，但仍然

积累大量淀粉[15]；第 4 天后藻细胞可能由于光合作

用效率降低，无法满足细胞生长的能量需求而动用

自身积累的能量物质如淀粉供其继续生长，所以淀

粉含量略有下降的趋势。到培养第 7 天虽然淀粉含

量下降为  (45.60±1.72)％，但生物量达到最大值 

(1.85±0.04) g/L，此时单位反应器体积的淀粉产量较

高，达到 (0.84±0.03) g/L。综合考虑生物质和淀粉

含量的变化，在第 7 天收获藻细胞较合适。 

利用乙醇发酵副产 CO2 为碳源培养微藻的实

验结果如图 2b 所示，可见其他培养条件相同条件

下，获得的微藻生物量浓度和胞内淀粉积累差别

不大，表明利用这种廉价的 CO2 替代价格相对昂

贵的瓶装商品 CO2 培养微藻，使其胞内积累淀粉是

可行的。 

2.3  利用微藻生物质生产乙醇 
T. subcordiformis 经光照培养后，胞内积累淀粉，

需要对藻细胞进行适当处理，将淀粉释放出来，再

将其转化成酵母可利用的糖。文献报道的微藻预处

理方法很多，如酸解法[4]、超声法[16]、冻融法[17]、

暗诱导法[18]、微波法[19]等，结合目前淀粉质原料燃

料乙醇生产的实际情况，我们对微藻生物质采用超

声预处理后酶解的方法制备可发酵性糖。 

T. subcordiformis 藻粉通过 1.3.2 的方法处理后，

检测水解液中葡萄糖的含量为 18.0 g/L；藻粉的淀粉

含量为 45.6％，在料液比 1∶20 的情况下，5 g 藻粉

中的淀粉完全水解生成葡萄糖的理论值为 25.3 g/L，

因此该方法葡萄糖的释放量为 71.1％。 

 

图 2  商品 CO2(a) 和乙醇发酵副产 CO2(b) 为碳源条件下的微藻生长 (A)，PSⅡ光化学量子产率ΔF/Fm’(B) 及淀粉积累 (C) 
Fig. 2  Microalgal growth (A), photochemical efficiency of PSⅡ (ΔF/Fm’) (B) and starch accumulation (C) with CO2 commercially 
available (a) and produced by ethanol fermentation (b) as carbon source. 
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图 3 所示为乙醇发酵的实验结果。酵母发酵 6 h

到达终点，生物量由 0.825 g/L 增加到 4.43 g/L，

乙醇浓度由接种初始的 1.07 g/L 增加到 9.13 g/L，

乙醇对总糖的得率系数为 0.447，为理论值 0.511

的 87.6％。 

 

图 3  S. cerevisiae 发酵 T. subcordiformis 生物质微波预处

理后的酶解液生产乙醇 
Fig. 3  Ethanol production with S. cerevisiae using the enzymatic 
hydrolysate of T. subcordiformis biomass pretreated by ultrasonic 
radiation. A: glucose; B: ethanol; C: biomass. 
 

玉米原料的淀粉含量一般在 60％~70％，目前

培养的微藻生物质淀粉含量在 45％~50％，进一步

通过代谢调控等策略提高微藻生物质淀粉含量，作

为淀粉质原料燃料乙醇生产补充原料是可行的，可

以减少燃料乙醇生产对粮食的消耗。 

3  结论 

以 乙 醇 发 酵 副 产 CO2 为 碳 源 培 养 T. 

subcordiformis 富集淀粉是可行的，10 L 平板光照反

应器培养 7 d 后，藻细胞干重达到 2.0 g/L 左右，胞

内淀粉积累达到 45％~46％。分析并建立了乙醇发

酵偶联微藻培养系统，表明其技术上可行，为乙醇

发酵副产 CO2 的利用开辟了一个新的途径。藻粉经

过超声及酶处理后，葡萄糖释放量为淀粉总量的

71.1％左右，S. cerevisiae 利用其水解液发酵乙醇得

率达到理论值的 87.6％。因此，利用乙醇发酵副产

CO2 偶联微藻培养生产富含淀粉的微藻生物质，可

以作为淀粉质原料燃料乙醇生产的补充原料，后续

工作应进一步优化藻细胞代谢途径和培养工艺条

件，提高胞内淀粉含量和培养过程细胞密度，最大

限度地降低微藻生物质生产成本，同时开发适宜的

预处理方式提高藻细胞内淀粉的释放效率。 
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