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添加碳源對等鞭金藻增殖的影響 
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摘 要 

等鞭金藻 (Isochrysis galbana) 含有豐富的 DHA，可作為輪蟲、橈足類及魚蝦貝類幼苗的餌料，

惟其在高密度培養時，可能會面臨 CO2供應不足的問題。本研究即在探討以小容量 (0.5 L 或 1.0 L) 
靜置培養及大容量 (100 L) 打氣培養時，調整 pH 值或供應 CO2對等鞭金藻增殖之影響。 

小容量靜置培養共分為四個試驗。在添加 CO2 或鹽酸 (HCl) 調整初始 pH 值之試驗中，以添

加 CO2調整 pH 為 6.5 組者的生長最好，調整為 5.5 組者，無論是添加 CO2或 HCl，其增殖速率均

比不添加之對照組為差。每日添加 CO2或 HCl 將 pH 值調整為 6.5 之試驗中，以 CO2組的增殖情

形最佳，為對照組的 221%；其次為 HCl 組，而以對照組居末。添加碳酸氫鈉 (NaHCO3) 之試驗，

以添加 1 g/L 組的細胞增殖情形最差，其餘五組（0.01 g/L、0.05 g/L、0.1 g/L、0.5 g/L 與對照組）

則差異不大。添加 0.5 g/L NaHCO3，同時將 pH 值調整為 6.5 組，其增殖情形較僅添加 NaHCO3者

為佳，為對照組的 212%。 
大容量打氣培養中，利用 pH 控制儀調控 CO2或 HCl，使 pH 值維持於設定值，結果添加 CO2

調控 pH 值在 7.5、7.0 和 6.5 之三組間的細胞增殖情形無明顯差異，均較以 HCl 控制為 7.5 組和對

照組為佳；而 HCl 控制組的效果則不比對照組好。CO2控制組在第 7 天細胞數最佳可達 1350 x 104 
cells/ml，約為對照組的 199%。本研究顯示，等鞭金藻在小容量靜置培養時，可添加濃度為 0.5g/L
的 NaHCO3，將 pH 調整為 6.5；大容量打氣培養時，則可利用 CO2控制藻水的 pH 為 7.5，均可提

高收獲時的藻細胞濃度。 

關鍵詞：等鞭金藻、碳源、增殖、pH 控制 

前 言 

等鞭金藻 (Isochrysis galbana) 是一種廣鹽

性的海水單細胞微藻，其體型小、繁殖快、胞內

營養豐富，富含 DHA 等高度不飽合脂肪酸，容易

被水生動物幼體消化吸收 (Helm and Laing, 1987; 
陳, 1996)。因此，對貽貝、牡蠣等貝類的養殖，具

有很重要的地位 (Helm and Laing, 1987；鄭等, 
1998)。該藻同時也是極小型輪蟲 (蘇等, 1995) 、
海參、海水蝦及石斑魚等幼苗 (雷和蘇, 1985；鄧, 
1993；Su et al., 1997) 的良好餌料，並且經常和角 
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毛藻 (Chaetoceros) 等其他微藻混合，廣泛的用於

蝦類幼苗的培育 (Phatarpekar et al., 2000)。另外，

將餵飼等鞭金藻的輪蟲或豐年蝦做為仔魚的餌料

時，有提升仔魚存活率的效果  (Scott and 
Middleton, 1979；Su et al., 1997)。 

碳是構成生物體內化合物的重要骨架。分析

顯示，微藻細胞的碳含量超過乾重的 50%  
(Becker, 1994)，其對微藻的重要性可見一斑。微

藻從溶於水中之無機碳 (DIC) 獲取碳源，以進行

光合固碳作用。溶於水中之無機碳包含 CO2、

HCO3
- 及 CO3

2- 等型態，各型所佔之比例主要因

pH 而異。CO2 可供微藻直接利用，HCO3
- 則因藻

種和環境條件而異，至於 CO3
2- 則無法被微藻利

用。這些水中離子的平衡亦受到 pH 影響，在 pH
值約 8.2、溫度 20℃之海水中，以 HCO3

- 所佔比
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例最高 (>99 %)，約 2 mM；CO2 比例最低，約 1 μM 
(Round, 1981)。pH 值愈低時，CO2比例愈高；反

之，CO3
2-比例愈高。在人工培養的情況下，因藻

細胞的濃度較高，白天進行旺盛的光合作用時，

水中 pH 值上升，在無攪拌或打氣下，CO2的供應

往往不足，成為光合作用的限制因子，進而影響

藻細胞的生長繁殖 (Merrett, 1990)。雖然有關等鞭

金藻繁殖生長的最適條件已有不少的研究 (Kain 
and Fogg , 1958; Swift and Taylor, 1974; Kaplan et 
al., 1986; 陳與潘 , 1987; Boussiba et al., 1988; 
Burgess et al.,1993; Zhu et al., 1997; Sevilla et al., 
1998; 蘇, 1999; Clark et al., 1999)，然而探討如何

解決高密度培養時，CO2 供應量不足的研究卻不

多。Burns and Beardall (1987) 指出，等鞭金藻細

胞內有蓄積 HCO3
- 的情形；Bhatii et al. (2002) 進

一步發現，等鞭金藻可主動利用 CO2及 HCO3
- 作

為光合作用之碳來源。本研究探討在適當的光

照、溫度和鹽度下，以 0.5 或 1.0 L 小容量靜置培

養及 100 L 大容量打氣培養，調整 pH 或添加 CO2

等碳源，對等鞭金藻增殖的影響，並測定大容量

打氣培養試驗之藻水的碳、氮、磷含量，以瞭解

細胞增殖和該些營養鹽的關係。 

材料與方法 

一、實驗用藻類 

實驗材料取自本研究室保存的等鞭金藻大溪

地 株 (Isochrysis aff. galbana Tahitian clone 
TISO )。將藻種置於 1L 的透明三角瓶中，在室溫

23 ~ 27 ℃，鹽度25 ~ 32 ppt，表面光照度280 ~ 400 
μE/m2/s 的條件下，靜置培養。 

培養液採用修改過的韋音配方 (Laing,1991; 
Walne, 1974)，配製方法如 Table 1 所示。培養用

的海水皆先經過 1.0、0.45、0.2 µm 濾心過濾及

UV 殺菌處理；1 L 和 20 L 者再經高溫高壓滅菌

(121 ℃，30 min)；100 L 者先加入 10 ppm 漂白水

處理，靜置隔夜後，再以 10 ppm 的海波 (硫代硫

酸鈉) 中和殘氯後接種。   

二、實驗方法 

實驗的操作分為小容量靜置培養和大容量打

氣培養。小容量靜置培養以 0.5 L 或 1 L 的三角瓶

來培養，並於生長箱中進行，培養條件設定為溫

度 25±0.5 ℃、鹽度 28 ppt、表面光照度 380 ~ 400 
μE/m2/s，連續照光。大量打氣培養以 100 L 的圓

桶壓克力槽 (直徑為 41 cm) 培養，且以 20 L 的圓

桶 (直徑為 32 cm) 來做中繼培養，放置於室內冷

氣房進行，溫度為 23 ~ 27 ℃，鹽度為 28 ppt，距

8 只並排的日光燈約 15 cm，表面光照度為 280 ~ 
400 μE/m2/s，連續照光。 
 
 
 
Table 1  Culture medium (modified from Walne,1974 
and Laing, 1991) 

Constituents Quantities 

Solution I  

NaNO3 100 g 

NaH2PO4.2H2O 20 g 

Na2EDTA 45 g 

H3BO3 33.6 g 

MnCl2.4H2O 0.4 g 

FeCl3.6H2O 1.30 g 

Solution II 1.0 ml 

Make up to 1L with deionized water (heat to dissolve)  

Solution II  

ZnSO4.7H2O 4.4 g 

CoCl2.6H2O 2.0 g 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0.9 g 

CuSO4.5H2O 2.0 g 

Concentrated HCl 10.0 ml 

Make up to 100 ml with deionized water (heat to dissolve) 

Solution III  

Vitamin B12 10 mg 

Vitamin B1 200 mg 

Make up to 200 ml with deionized water 

Solution IV  

Na2SiO3 6.589 g 

Make up to 1L with deionized water (heat to dissolve)  

Usage  

Seawater 1 L 

Solution I 1 ml 

Solution III 0.1 ml 

Solution IV (only for diatom) 1 ml 
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(一) 小容量靜置培養   

又分為四項試驗： 

1. 添加 CO2或 HCl，將 pH 值調整為 5.5、6.5
及 7.5  

於前一日準備 28 個 0.5 L 的三角瓶，加入海

水 400 ml 後，連同 100 ml 的量筒、移液管和 5 L
的容器放入滅菌釜中滅菌，冷卻後使用。將 10 瓶

1 L 三角瓶中培養之藻種的上層藻水部份，倒入已

事先滅菌的 5 L 容器，混合後以量筒取 100 ml 的
藻液，分別倒入上述 28 個已經消毒的 500 ml 三角

瓶內。實驗分成兩組，一為開始時加入 CO2，將

藻水的 pH 值調整為 5.5、6.5 和 7.5 的 CO2 組 
（CO2-5.5i、CO2-6.5i、CO2-7.5i）。所添加的 CO2，

必需先以 2.4 N 的鹽酸滅菌，再經過 0.22μm 孔徑

的過濾器，才通入已接藻的滅菌水中。過濾器需

保持乾燥以避免阻塞。另一組為加入 HCl，調整至

與 CO2 組相同的 pH 值 (HCl-5.5i、HCl-6.5i、
HCl-7.5i)。pH 值的容許誤差為±0.05，加上對照

組，總共有七種處理。每一處理四重覆，培養五

日。 

2. 每日添加 CO2或 HCl，將 pH 值調回 6.5 

每日在固定時間添加 CO2或 HCl，將 pH 值調

回 6.5，共分為三個處理組 (CO2-6.5e、HCl-6.5e
及對照組)，各四重覆，培養三日。 

3. 添加 NaHCO3 試驗 

材料和步驟同前述 1 項，差別在於以 NaHCO3

取代 CO2加入海水中，以及實驗容器是 1 L，其內

加入 800 ml 的海水及 200 ml 的藻種。接藻前將試

藥級 NaHCO3先以 150 ℃乾熱滅菌 40 分鐘後，加

入已滅菌的海水中，搖晃溶解後接入藻種。NaHCO3

的添加量為 0.01 g、0.05 g、0.1 g、0.5 g 和 1 g，總

共六種處理 (SB-0.01、SB-0.05、SB-0.1、SB-0.5、
SB-1 和對照組)。每組四重覆，培養五日。 

4. 添加 0.5 g/L 的 NaHCO3並以 HCl 將 pH 值

調回 6.5 

因為顧慮到添加 NaHCO3會使 pH 值升高，所

以同時加入 HCl 來調整 pH 值，使碳酸氫離子轉變

成 CO2。總共有三個處理組，分別為僅添加 0.5 g/L 

的 NaHCO3 (SB)、除 NaHCO3外，再多加 HCl 將
pH 值調整為 6.5 (SBH) 和對照組。每組四重覆，

培養五日。 

(二) 大容量打氣培養 

 考量到大量培養之成本，先進行等鞭金

藻的打氣量和接種濃度實驗。以成效最佳者進行

後續之 pH 控制試驗，培養期間之營養鹽消耗情形

亦一併加以分析。 

1. 打氣量試驗 

將種原於 20 L 圓桶中培養四至五日後，依 1:9 
(藻種：海水) 的比例加入培養用水中，空氣進氣

量分為 5 LPM (L/min)、15 LPM 和 25 LPM 三組，

各三重覆，培養五日。 

2. 接種濃度試驗 

選取前項最佳打氣量，將起始細胞濃度分為

10 x 104、30 x 104、50 x 104 cells/ml 等三組，利用

血球計數板計數細胞濃度，以決定藻種的加入

量。各三重覆，培養五日。 

3. 利用 pH 控制儀添加 CO2 或 HCl，使藻水

pH 值維持在設定值 

選取最佳打氣量和最適接種濃度，利用 pH 控

制儀添加 CO2，使 pH 維持在 6.5、7.0 和 7.5，CO2

的流量設定在人為控制下的最小進流量。另外一

組為利用 pH 控制儀添加 HCl (2.4 N)，使 pH 值維

持 在 7.5 。 共 分 為 五 種 處 理 (FBCO2-6.5 、

FBCO2-7.0、FBCO2-7.5、FBHCl-7.5 和對照組)，
二重複，迄實驗組的細胞濃度不再增加即停止培

養，第一次試驗培養 9 日，第二次培養 8 日。 

(三) 增殖率及細胞濃度相對百分比的計

算 

所有試驗均每日測量 pH、計算藻細胞濃度 
(cells/ml) 與增殖率 (μ) 以及相對於對照組的細

胞濃度百分率。藻細胞的增殖率依下列公式計算： 
μ = (lnx2-lnx1) / (t2-t1)     
x1 = 開始培養時之藻細胞濃度；x2 = 培養終

了時之藻細胞濃度；t1 = 起始日，t2 = 終了日。 
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細胞濃度相對百分比以對照組為分母，計算

公式如下： 
相對百分比 = Dn / Un x 100%   
Dn = 實驗組第 n 日的細胞濃度，Un = 對照

組第 n 日細胞濃度。 

(四) 營養鹽分析 

pH 控制試驗除求得細胞濃度、pH、μ和相對

百分率外，每日測量培養液內的硝酸鹽、亞硝酸

鹽、銨鹽、磷酸鹽含量和總鹼度。硝酸、亞硝酸、

銨 -氮和磷酸的測定方法是依據 Parsons et al. 
(1984)，而總鹼度的測定方法則是依據 APHA 
(1995)。 

(五) 統計分析 

以上實驗數據先以 SPSS 套裝軟體進行單因

子變異分析 (one-way ANOVA)，達到顯著差異水

準後，再以 Turkey 多變異分析進行事後比較 
(posteriori comparisons) 和 多 重 比 較 (multiple 
posteriori comparisons)，以 p < 0.05 為顯著水準。 

結  果 

一、小容量靜置培養 

(一) 添加 CO2或 HCl，將 pH 值調整為

5.5、6.5 及 7.5  

經過五天之培養，以 ANOVA 分析結果顯示，

七組間的細胞數及 pH 值有顯著的差異 (Table 
2)。利用 Turkey 測試比較各組結果，以添加 CO2

將 pH 值調整為 6.5 者 (CO2-6.5i) 的藻類生長情

形最好，細胞濃度達 237.5 x 104 cells/ml，細胞數

與對照組比較之相對百分率達 148 %，增殖顯著優

於其他各組。將 pH 調整為 5.5 組者，無論是添加

CO2 或 HCl，均較不添加之對照組增殖差，尤以

HCl-5.5i 最差，細胞濃度為 132.5 x 104 cells/ml，
細胞數與對照組比較之相對百分率僅達 82 %。在

五日培養期間，以 CO2-6.5i 及 HCl-7.5i 組之增殖

率最佳，達 0.4，其餘各組均為 0.3。 

(二) 每日添加 CO2 或 HCl，將 pH 值調回

6.5  

經過三天的培養，三組間的細胞數及 pH 值有

顯著差異 (Table 2)。Turkey 測試比較結果，用 CO2

每日將 pH 值調整為 6.5 (CO2-6.5e) 組的藻類增殖

情形最佳，第 3 日的細胞濃度為 241.1 x 104 
cells/ml，相對百分率為 221 %。其次為添加 HCl
調整者 (HCl-6.5e)，而以對照組最差，第 3 日的細

胞濃度只有 109.9 x 104 cells/ml。在三日的培養期

間，以 CO2-6.5e 有最佳的增殖率，HCl-6.5e 次之，

對照組最差，平均增殖率依序為 0.8，0.7 及 0.5。 

(三) 添加 NaHCO3 試驗 

經過五天的培養，六組細胞濃度有顯著差異 
(Table 2)，但 F 值偏小。Turkey 測試比較各組的結

果，以添加 1 g/L (SB-1) 者的藻細胞增殖情形最

差，第 5 日的細胞濃度 130.0 x 104 cells/ml，僅達

對照組 (156.8 x 104 cells/ml) 的 83 %；其餘五組

之間則無顯著差異。各組的 pH 值隨著 NaHCO3

添加量的增加而上升，迄第 5 日達 9.3 ~ 9.6 之間，

組間有顯著差異 (Table 2)。五日培養期間的平均

增殖率，以 SB-1 組為最差，僅有 0.3，其餘五組

則均為 0.4。 

(四) 添加 0.5 g/L 的 NaHCO3並以 HCl
將 pH 值調回 6.5 

經過五天之培養，三組間的藻細胞濃度有顯

著差異 (Table 2)。Turkey 測試比較結果，以添加

0.5 g/L 的 NaHCO3 並以 HCl 將 pH 值調回 6.5 
(SBH) 組的增殖最佳，第 5 日的細胞濃度達 354.9 
x 104 cells/ml，相對百分率 212 %；只添加 NaHCO3 
(SB) 次之，而以對照組的增殖情形最差，細胞濃

度僅 167.4 x 104 cells/ml。各組間的 pH 值亦有顯

著差異 (Table 2)。三組的五日平均增殖率，依序

為 SBH 的 0.5、SB 的 0.4 及對照組的 0.3。 

二、大容量打氣培養 

(一) 打氣量試驗 

各組的細胞增殖情形如 Fig. 1 所示。ANOVA
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分析的結果顯示，第 1 ~ 3 日各組的細胞濃度相差

不大，第 4 ~ 5 日開始出現顯著差異。Turkey 測試

比較結果，第 5 日的細胞濃度與打氣量成正比，

以 25 LPM 組增殖情形最佳，為 343.3 x 104 
cells/ml，15 LPM 組的 320.3 x 104 cells/ml 次之，

5 LPM 組最差，僅 225.8 x 104 cells/ml。在五日的

培養期間，三組均維持增殖狀態，但增殖率隨著

日數遞減。五日培養期間的平均增殖率以 5 LPM
組的 0.4 最低，15 和 25 LPM 組均為 0.5。各組的

pH 值，第 1 日時尚無不同，第 2 ~ 5 日出現顯著

差異 (Fig. 1)。Turkey 測試比較結果，第 2 ~ 5 日，

5 LPM 組有較高的 pH，15 LPM 和 25 LPM 兩組間

則無顯著差異 (Fig. 1)。 

(二) 接種濃度試驗 

各組之藻細胞增殖情形如 Fig. 1 所示。ANOVA
分析結果顯示，各組之間有顯著差異；Turkey 測試

比較結果，在五日的培養期間，開始之接種濃度較

高者，增殖情形亦較佳；10 x 104、30 x 104、50 x 104 

cells/ml 等三組之第 5 日的細胞濃度分別為 326.8 x 
104、374.6 x 104和 418.7 x 104 cells/ml；但其細胞

的增殖率反而隨著接種濃度的增加而降低，以 10 x 
104 cells/ml 組之 0.6 最高，其餘二組分別為 0.5 和

0.4。在 pH 值方面，各組間在第 1 ~ 2 日有顯著差

異，接種濃度愈高者，pH 值愈高；但第 3 日以後，

則趨於一致，在 8.6 ~ 8.8 之間變動 (Fig. 1)。 

Table 2  Growth of Isochrysis aff. galbana and pH levels in small-volume algal cultures with the initial pH adjusted 
with CO2 or HCl in experiment (Exp.) I-1; daily adjustment in experiment I-2; addition of 0~1 g/L NaHCO3 in 
experiment I-3; and the addition of 0.5 g/l NaHCO3 or/and adjustment of the pH to 6.5 by HCl in experiment I-4.  

 Cell density      
( x 104 cells/ml) 

Relative cell density 
(%) 

Growth rate     
( )μ  

pH 

Exp. I-1 (5 days) 

CO2-5.5i  158.0 ± 5.2C*  98 0.3 9.1 ± 0.0B 

CO2-6.5i 237.5 ± 4.4A 148 0.4 9.3 ± 0.0A 

CO2-7.5i 176.9 ± 2.4B 110 0.3 9.3 ± 0.0A 

HCl-5.5i 132.5 ± 5.5D  82 0.3 8.7 ± 0.0C 

HCl-6.5i 164.9 ± 4.2C 102 0.3 9.1 ± 0.0B 

HCl-7.5i 185.0 ± 4.1B 115 0.4 9.3 ± 0.1A 

Control 161.0 ± 2.4C 100 0.3 9.3 ± 0.0A 

Exp. I-2 (3 days) 

CO2-6.5e 241.1 ± 4.9A 221 0.8 8.7 ± 0.0B 

HCle-6.5e 139.1 ± 2.2B 128 0.7 8.5 ± 0.1C 

Control 109.9 ± 7.4C 100 0.5 9.2 ± 0.1A 

Exp. I-3 (5 days) 

SB-1 130.0 ± 5.4C  83 0.3 9.5 ± 0.0A 

SB-0.5  154.2 ± 6.6BC  98 0.4 9.6 ± 0.0A 

SB-0.1   166.1 ± 13.6AB 106 0.4 9.4 ± 0.0B 

SB-0.05  188.7 ± 16.7A 120 0.4 9.4 ± 0.0B 

SB-0.01   172.0 ± 16.1AB 110 0.4 9.4 ± 0.0C 

Control  156.8 ± 5.8BC 100 0.4 9.3 ± 0.0C 

Exp. I-4 (5 days) 

SB-0.5 193.1 ± 4.6B 115 0.4 9.6 ± 0.0A 

SBH-6.5i 354.9 ± 2.5A 212 0.5 9.5 ± 0.0A 

Control 167.4 ± 1.6C 100 0.3 9.3 ± 0.0B 

*The mean ± SD with different superscript letters in a given column indicates a significant difference, p < 0.05. 
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(三) 利用 pH 控制儀添加 CO2或 HCl，使

藻水 pH 值維持在設定值 

第一次實驗，各組在 9 日培養期間，其細胞

之增殖情形如 Fig. 2 所示。兩次實驗的結果皆顯

示，三個 CO2 控制組 (FBCO2-6.5、FBCO2-7.0、
FBCO2-7.5) 間無顯著差異，其細胞增殖情形優於

HCl 控制組  (FBHCl-7.5) 和對照組。兩次實驗

中，三個 CO2控制組皆約於第 7 日起即不再增殖，

最大細胞濃度約 1200 ~ 1350 x 104 cells/ml；對照

組於第 5 日之後即增殖緩慢，最大細胞數濃度約

700 x 104 cells/ml；FBHCl-7.5 組增殖情形與對照

組差異不大，最大細胞濃度也僅約 700 x 104 
cells/ml (Table 3)。二次實驗的結果，CO2控制組

相對於對照組的細胞濃度百分率為 176 ~ 199 % 
(Table 3)。三個 CO2控制組除了有較長的細胞增殖

期外，平均增殖率也都優於其他二組，其中以

FBCO2-7.5 最佳，分別為 0.6 及 0.5 (Table 3)。CO2

控制組所控制的 pH 範圍，為設定的 pH 值 ± 0.2，

HCl 控制組的 pH 則在 6.9 ~ 7.5 之間，而對照組第

1 日之後的 pH 就保持在 8.5 ~ 8.6 間 (Fig. 2)。 
第一次實驗水中硝酸-氮 (NO3-N) 濃度變化

如 Fig. 2 所示。各組的 NO3-N 皆呈現下降的趨勢，

CO2 控制組比 HCl 控制組和對照組有較快的消耗

速率。兩次實驗中，CO2 控制組的硝酸-氮約於第

7 日用盡，而 HCl 控制組於第 7 日的 NO3-N 剩餘

量，第一次為 9.6 ppm (佔初始濃度之 59 %)，第二

次為 4.4 ppm (佔初始濃度之 35 % )；對照組則分

別剩餘 8.5 ppm 及 3.5 ppm (佔始濃度之 52 % 與 
25 % )。各組亞硝酸-氮 (NO2-N)含量在 200 ppb 範

圍內，銨-氮 (NH4-N)濃度在 600 ppb 範圍內，呈

現不規則的變化。 
第一次實驗磷酸-磷 (PO4

3--P) 濃度變化如 Fig. 
2 所示。五組之水中的 PO4

3--P 皆呈現下降的趨勢，

CO2控制組的消耗速率較其他二組快速。第一次實

驗時，CO2控制組第 9 日的 PO4
3--P 尚餘 37 ~ 54 %，

濃度為 1.3-1.9 ppm；FBHCl-7.5 組和對照組尚餘

67 ~ 72 %，濃度為 2.4 ~ 2.6 ppm。第二次實驗時，

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  Growth curve of Isochrysis aff. galbana and changes in the pH in 100-L cultures with air flow rates of 5, 15, and 
25 L/min (A&B), and initial cell density at (10, 30, and 50) x 104 cells/ml (C&D). ▲ 5 LPM; □ 15 LPM; ○ 25 LPM.  
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CO2控制組第 8 日的 PO4
3--P 尚餘 53 ~ 56 %，濃度

為 2.0 ~ 2.2 ppm；FBHCl-7.5 組和對照組尚餘 72 ~ 
74 %，濃度為 2.8 ~ 2.9 ppm。 

第一次實驗時，FBCO2-6.5、FBCO2-7.0、
FBCO2-7.5 與 對 照 組 等 四 組 之 水 中 無 機 碳 
(DIC)、CO2、重碳酸離子 (HCO3

-) 及碳酸離子 
(CO3

2-) 濃度變化如 Fig. 3 所示；第二次變化趨勢

與第一次雷同。三個 CO2 控制組和對照組之水中

DIC、CO2、HCO3
- 及 CO3

2- 濃度，均隨培養日數

的增加而上升。培養期間，CO2控制組的濃度始終

大於對照組，且隨著 pH 的降低而增加，其 DIC
為 9.1 ~ 18.1 mM，對照組為 7.6-13.6 mM；CO2 為
0.2 ~ 5.0 mM，對照組小於 0.1 mM；HCO3

-為 8.3 ~ 
5.6 mM，對照組為 7.6 ~ 11.3 mM；CO3

2- 濃度含

量均為 0，對照組起始含量為 0，其後則介於 0.6 ~ 
2.9 mM 之間。培養 9 日期間，各型態碳佔 DIC 百

分比之平均值如 Table 4 所示，CO2控制組之 CO2

百分率為 3.3 ~ 19.3 %，隨 pH 下降而上升；對照

組小於 1 %，含量極低；HCO3
-為 81 ~ 97 %，隨

pH 下降而下降，對照組 85%；CO3
2-為 0 %，對照

組之含量則高達 15%。 

討  論 

本研究證明了碳源的補充，對等鞭金藻細胞

濃度的提升，有很大的幫助，在小容量(0.5 或 1 L) 
靜置培養可提高 221%，大容量 (100 L) 打氣培養

可提高 199%。 
光合作用中，Rubisco (雙磷核酮醣羧化氧化酵

素, ribulose-1,5- bisphosphate carboxylase-oxygenas) 
可使用的碳型態是 CO2，此酵素是羧化酵素也是

氧化酵素，但因 CO2和 O2有競爭作用，所以可能

會導致碳不足的問題，進而影響到光合作用的效

率，尤其在高濃度的人工培養，碳的供應量就愈

顯不足。為了解決碳不足的問題，海洋植物除了

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  Growth curve of Isochrysis aff. galbana and changes in the pH, NO3-N, and PO4-P in 100-L cultures by pH 
control in experiment II-3-1. ■ FBCO2-7.5; ◇ FBCO2-7.0; ○ FBCO2-6.5; □ FBHCl-7.5; ● control. 
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有只吸收 CO2無機碳型態的 C3 型光合作用外，還

發展出能吸收 CO2 和 HCO3
-型態的 C4 型和 CO2

濃縮機制型 (CCM) 光合作用，以提高 Rubisco 附

近的 CO2 濃度，降低光呼吸反應，增強光合作用

效率。CCM 型光合作用會利用 carbonic anhydrase 
(CA) 酵素，將細胞內外的 HCO3

-轉變成 CO2，提

高葉綠體內 CO2濃度；而 C4 型光合作用除了吸收

CO2 和擁有 CA 酵素外，還可以利用 PEPCase 與

HCO3
-結合來進行固碳作用，合成有機碳，並藉由

有機碳的運送在葉綠體內釋放 CO2。C4 型和 CCM
型光合作用都是在逆境下被誘導產生，如 CO2 濃

度的降低或鋅不足等 (Sultemeyer, 1997；Beardall 
et al., 1998；Nimer et al., 1998；Reinfelder et al., 
2000)。等鞭金藻行 CCM 型光合作用，當 CO2濃

度 (300 ppm CO2)過低時，其 CA 酵素會主動利用

CO2 及 HCO3
- 作為光合作用之碳來源 (Bhatii et 

al., 2002)。因此水中 DIC、CO2及 HCO3
-濃度均會

影響等鞭金藻的增殖。另方面，當藻類行光合作

用吸收無機碳時，導致水中 pH 上升，進而降低可

供利用之碳的含量。因此在本研究之小容量靜置

培養試驗中，每天補充 CO2將 pH 值調整為 6.5 組 
(CO2-6.5e)，以及添加 0.5 g/L NaHCO3 且以 HCl
調整起始 pH 為 6.5 組 (SBH) 之等鞭金藻均有二

倍的增殖；而每天以 HCl 調回 pH 之 HCl-6.5e 組，

以及僅添加 0.5 g/L NaHCO3組 (SB)，等鞭金藻僅

增殖 1.15-1.28 倍。此結果顯示，在等鞭金藻培養

期間，碳源之提供的確十分重要；此種現象在大

容量打氣培養試驗中也得到證實。 

Table 3  Growth of Isochrysis aff. galbana and pH in the large-volume algal culture on day 7 by pH control in 
experiment (Exp.) II-3   

 Cell density       
( x 104 cells/ml) 

Relative cell density 
(%) 

Growth rate    
( )μ  

pH 

Exp. II-3-1 

FBCO2-7.5 1357 199 0.6 7.5 

FBCO2-7.0 1286 189 0.5 7.2 

FBCO2-6.5 1329 195 0.5 6.7 

FBHCl-7.5 657 96 0.4 6.9 

Control 682 100 0.4 8.5 

Exp. II-3-2  

FBCO2-7.5 1099 176 0.5 7.5 

FBCO2-7.0 1220 195 0.5 7.2 

FBCO2-6.5 1190 190 0.5 6.5 

FBHCl-7.5 725 116 0.4 6.9 

Control 625 100 0.4 8.5 

 

 
Table 4  Average dissolved inorganic carbon (DIC; mM) and its constituents in the large-volume algal culture by pH 
control in experiment II-3-1 

 FBCO2-7.5 FBCO2-7.0 FBCO2-6.5 Control 

DIC (mM) 13.3 13.9 15.4 11.1 

CO2 3.3 % 6.6 % 19.3 % 0.3 % 

HCO3
-1 96.7 % 93.4 % 80.7 % 84.8 % 

CO3
-2 0.0 % 0.0 % 0.0 % 15.0 % 
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培養微藻的碳源種類，可分為溶解性無機碳

及有機碳。前者如本研究以打氣方式增加空氣中

CO2 溶入水中速率，添加純 CO2 或鹼性化物 
(NaHCO3)；有機碳則有單醣、醋酸鹽以及發酵分

解之有機物等。有機碳的醣類對等鞭金藻效果不

佳 (Liu and Lin, 2001)，醋酸對靜置培養效果雖

佳，但易滋生細菌 (未發表)；發酵產生的物質則

因雜質太多，培養結果不穩定。在小容量靜置培

養，由於添加 CO2或 HCl 至設定的 pH，控制不易，

操作不便；或者氣體可能大部份都散逸掉，形成

浪費；或者有污染之虞，因此實務上較不可行。

曾經嘗試添加碳酸鈉，但發現不僅生長效果不佳

且有大量沉澱物產生。只添加 NaHCO3，增殖成效

不僅不顯著，藻細胞還有變形及凝集的現象，且

隨著添加量的增加而有嚴重的趨勢。Clark et al. 
(1999) 添加 0.25 ~ 2.00 mM (0.168 ~ 0.021 g/L) 
NaHCO3當碳源，亦得到類似的結果。本研究在添

加 0.5 g/L NaHCO3時，同時以 HCl 將 pH 值調整

為 6.5，該組之藻細胞濃度，約為未加 HCl 調整組

及對照組的二倍，顯示若能增加可利用型態碳的

含量，均有利等鞭金藻之增殖，日後可從此方向

再開發碳源。 
前人研究顯示，打氣式培養比靜置培養有較

佳的增殖情形 (Kaplan et al., 1986; 陳與潘, 1987) 
和蛋白質含量 (Brown et al., 1997)；而本研究進一

步證實打氣量的不足也會影響微藻的增殖。在僅

提供空氣所含之碳量時，在 100 L 培養時，打氣量

5 LPM 組於第 3 日起便生長遲緩 (Fig. 1)；而在打

氣量為 15 LPM 時，雖然氮源和磷源仍然還有餘

量，但對照組於第 5 日之後也有生長遲緩的現象 
(Fig. 3)，此說明了隨著細胞數的增多，用打入空

氣的方式來增加碳源，還是有量的限制。然而在

打氣培養方式時，同時添加 CO2，15 LPM 之打氣

量是否適當仍需再探討。因為試驗結果顯示，

FBCO2-6.5 組之 DIC 及 CO2 含量雖然均較

FBCO2-7.0、FBCO2-7.5 二組高 (Table 4)，但三組

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3  Daily changes in dissolved inorganic carbon (DIC), CO2, HCO3
-1 and CO3

-2 in 100-L cultures by pH control 
in experiment II-3-1. □ FBCO2-7.5; ▲ FBCO2-7.0;  FB○ CO2-6.5;  control.●  
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間的細胞濃度並無顯著差異，此係因為打氣量太

大，導致高量之 CO2 散逸較多；或者因硝酸鹽已

耗盡，細胞無法再增殖所致，需進一步的究明。

Kaplan et al. (1986) 使用 1 % CO2培養等鞭金藻，

發現添加 2.0 mM 的氮，生長情況不若添加 10 mM
氮源，且第 5 日已停止生長；Brown et al. (1993)
也指出氮的不足會導致藻細胞的成長進入停滯

期。本研究所用之 Walne 培養液，其氮源濃度僅

1.18 mM，因此 CO2控制組的限制因子很可能是氮

源不足。另外，就像硝酸鹽一樣，水中的磷含量

也會隨著細胞的增殖而有減少的趨勢，但兩次實

驗結果，各組之磷含量於實驗結束時均還有剩

餘。本研究使用的 Walne 培養液之氮磷比例約

9:1，因此等鞭金藻培養液之氮磷比可能需提高，

或者是該藻對於磷比對於氮表現了更大的貯藏

性，有待後續探討。 
Knuckey et al. (2000) 指出，利用二氧化碳的

pH 控制法，有助於 Rhodomonas sp.的增殖，但對

Nannochloropsis oculata 的生長則無任何助益。因

此 pH 控制法是否對所有人工高密度培養的微藻

的生長皆有助益，由於相關研究的文獻甚少，尚

無定論。另方面，最有效率的生產系統，除了要

培養成功外，也要考慮生產成本。本研究雖然證

明了可利用 pH 控制法進行等鞭金藻的大容量培

養，但因該設備費費用昂貴，恐不敷生產效益。

因此尋找價廉且微藻可以吸收的碳源，或改善碳

源的添加方式仍有其必要性。例如將小容量靜置

培養試驗中，與二氧化碳添加效果接近的碳酸氫

鈉作為碳源，並以 HCl 調至 pH 6.5，以增加可利

用的 DIC 濃度；或者以氣體流量計，控制二氧化

碳流入養殖槽的劑量，使水中酸鹼值不低於 pH 
6.5；這些方法有待試驗加以確立。 
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 Effect of the Addition of the Carbon Source on the Growth 
of the Microalga, Isochrysis galbana 

Huei-Meei Su1*, Ting-Yao Chou2 and Tzyy-Ing Chen1 
1Tungkang Biotechnology Research Center, Fisheries Research Institute  

2Institute of Marine Biology, National Sun Yat-Sen University 

ABSTRACT 

Being rich in Docosahexaenoic acid (DHA), the microalga Isochrysis aff. galbana (TISO) is regarded as a 
good live food for rotifer, copepod and oyster larvae, and as an indirect food for grouper larviculture. In order to 
resolve the insufficiency of CO2 with high-density algal culture, the effects of pH adjustment or CO2 addition for 
small volumes (0.5 or 1.0 L) of stagnant culture and large volume (100 L) of aerated culture under continuous 
illumination were studied. For the small-volume culture, CO2 or HCl was initially added to adjust the pH value 
to 5.5, 6.5, and 7.5. The growth was best for the CO2-6.5i group, while it was worst for the CO2-5.5i group. In 
the daily pH adjustment experiment, the CO2-6.5e group had the best performance with 221% proliferation 
compared to the control. The lowest cell density was observed in the culture with 1.0 g/L NaHCO3, and no 
significant difference was detected among the other groups. The addition of 0.5 g/L NaHCO3 and the adjustment 
of the pH to 6.5 with HCl resulted in 212% proliferation in contrast to the control. For the large-volume culture, 
CO2 gas or an HCl solution was used to maintain the pH at 6.5, 7.0, or 7.5. The addition of CO2 was more 
effective than HCl. However, there were no significant differences among the groups to which CO2 was added. 
The cell density reached 1.35 x 106 cells/ml, which was nearly twice that of the control on day 7. This study 
revealed that the addition of the carbon source can enhance the growth of I. galbana. 

Key words: microalga Isochrysis aff. galbana, carbon source, growth, pH control 
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