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螺按藻對微量元素的吸收試驗

蔡碧心

The Absorption of Inorganic Micronutrient by the Blue
目Green

Alga, Spirulina platensis.

Pi-Hsin Tsai

Studies had been described for demostrating requirements of the bluegreen alga

Spirulina 帥的叭 , for the inorganic micron 的﹒ ients Iron, Boron, Zinc, Copper

Magnesium, ,Calcium, Manganese, and Molybdenum, in addition to the presence and

absence of E. D. T. A.
The function relationships between growth rate and cationic concentrations were

analyzed by the multiple r�gression method, and the correlations were all significant

at 5% or 1% level.

In the presence of E. D. T. A., The efficiencies of utilization of those

were increased significantly at 1% level.

It was estimated that the optimal requirements of cationic concentrations for

Spirulina growth were as follow: 0.744 p. p. m. Fe+2; 0.016 p. p. m. B+a; 0.01 p. p. m.

Zn+'; 0.0077 p. p. m; Cu+J; 11.687 p. p ﹒ m. Mg+S; 5.25 p. p. m. Ca+2; 0.213 p. p. m. Mn.';

and 0.684 p. p. m. Mo"., respectively in the medium with E. D. T. A.
It was possible that the interactions between E. D. T. A. and Magnesium, Calcium

and Manganese were very high that the growth of Spirulina in the absence of E. D
T. A. were all being inhibited.

cations

前 雷

螺旋藻Spirulina platensis 為一行自營性
( autotrophic) 分裂生殖的藻體 , 其大量培養在畫簡

言 , 是近 3" 4年之事 , 也於其生產量可達 109 drywt/m2/day(
口 , 且藻體大易於踩收 , 是一課兵發

展潛力的未來食暉 , 但在培養過程中 , 常因不悶地區的地下水不悶 , 而呈成長不一致的情況 , 故為使

螺陡藻的培養能普遍推廣
, 其對種量完黨的需求是必領先于以暸解的﹒

藻類生長所額的飯量營養堪是非常少量的
, 且每一種藻額的需求量皆不同﹒ WalkerI

、 )(3
】曾以

Chlorella 為對象 , 說 Calcium, Copper, Molybdenum, Iron, Manganese 及Zine 等元素
,
作了

一連串的需求量試驗﹒錯谷等
U)
叉指出 , 藻頓本身的金屬元素的吸取沒有調節的能力 , 故可以藻類來

作為環揖水中金屬元素存在狀態的指標﹒此實驗之目的則針對螺健藻所績之各種散宜營養端 : 鐵、豈是

、鈣、胡、鐘、錚銅及餌 , 所需之最適舔加壺 , 以及高濃度金屬離子存在下對藻體之阻在作用 8 日以採

討 , 以期能使螺旋藻的培養 , 不受讀撞水的影響 , 並確立其大量培養的故衛﹒

材科與方法

一、草種種之純化:
自螺捷藻培養池中

, 取間草草肢 , 重抹在Agar plate 上作純培養 ..並攝取健康的藻體在合成情義
(5)

起中作 Stock culture ﹒試驗時
, 以浮游生物網濃緬藻體 , 以蒸餾水沖說 , 將藻體移入乾淨的蒸翱水



.中攪拌 20 分後 , 再予以過濾 ,
神洗 ,

所得不合培養潛之藻種 , �[J 可作為接種用。
二、器血之洗機 :

30 ml 之琨璃管 3倍以 clean soluti ∞浸泡 ,
洗漫 ,

再以稀禪之 E.'D.T.A. solution ( PH=7
〉浸泡 ,

以去除依附在管壁上的金屬離子 , 在使用輔以蒸餾水輪乾叭 , 蜘 autoclave 刊

600

消毒。

三、培養 :

於玻璃管中放入 2Oml 之 msal medium solutiO£!. 如 Table 1 所示 , 但 qledi urn 內須先除去試
驗元素 , 男以 Fe So, . 7H, 0 ; MgSO, . 7H� ﹒0; CaCl, . 2H,O ; H.BO, ; MnCl, . 2 日,0

; Zn-CI, ; Cu SO
‘ . 5 H,O ; 及 f\.10 0, 配成 stock sol ut ion' 以不同量加入教璃管中稀釋成不

同濃度的培養液 , 接種藻艦 , 置於 28
'C' 1000 Lux 及 1 ∞ r.p.m 之 Envir. 個 - Shaker 內 , 分成 .

二組 , 一組滋加 E.D.T.A. , 另一組則木子添加 ,
四軍擾 , 連續培養二星期後﹒以濾紙過濃 , 在 60

℃的拱箱內 , 烘至桓重。猶紙使用前 , 亦先經烘乾、秤重。一

g/l
.

z
wbuw

m

0.2

0.04

0.01

1.0

Table 1. Basal medium fOr SpiTuiine platftnsis growth.

MgSO, . 7H.0
CaCl, ﹒ 2H,O

FeSO, . 7H.0

A,soln.

B, soln.

8.4 g/J:

1.0 "
0.5

1.0

1.0

W

"

NaHCO,

NaNO,

K,HPO,

K,SO
‘

NaCl
1.0"

g/l.

II

"
"

230 X 10-'

960 x 10-'
478.5 X 10-'

179.4 X 10-'

400 X 10-'

440 X 10-'

B, soln.

NH
‘ va,

K 全 Cr,(SO,) ,. 24H, 0

NiSO, . 7H,O

Na,WO, . 2H,O
Ti, (SO,),

Co (NO,), ﹒ 6H,O

A, soln.

g/l

"

"
"

2.85

1. 81

0.22

0.08

0.015

H,BO,

MnC 1 , . 4 H,O

ZnSO, .7 H,O

CuSO
‘ .5H.0

MoO.

"

a..N
d-

e-mAnT

臨

DWE g/J.

四、統計分析 :

以被姐歸芳法分析各種微量元素濃度典禮集體生長率之關係 , 所使用的自龔數 (Independent va�
riable ) X 為 Fe,Mg, Ca, B, 抽I, Zn, Cu, Mo 等離子之各種濃度 , ( 讀先將原始資料予以自然
對數轉換後 ,

再分析 ) , 依變數 ( De 阻ldent var iai)le ) Y 則為第 14 天之螺庭若真生長率 i 求出復
迴歸決定係數 ( Coeff icient of multiple Regression Determination) 於

' 及 F 值 , 以袂字 l丘正
闢係式有無義意存在申札, 另以騙對 t 法 ( Pa 山19me削叫t位叫t

有無添加 ' 對R眾反藻生長率之影響。

結 果

0.08
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一、鐵、珊、韓、鋪 :

Fe+' 是 ttFeSO, ﹒ 7H,O 配成 , 試驗濃度由 0.01 p. p. m. 至 11. 0 p. p.m.
, 並以 0 p.p.m. 者

為對照組 , 結果姐 Fig 1. 1t Tables 2 & 3 所示 : medium 內含 E.D.T.A. 者
, 68 % 的苦集體生長

變異性可由 Fe+' 濃度之差異來解蟬
, 而 medium 內不合 E.D.T.A. 者可解釋 61. 7 % 。

B+' 是以 H,BO, 配成
, 試驗濃度由 0.001 p.p. m. 至 1. 0 p.p.m., 0 p.p. m. 為對照組

, 結果

如 Fig 2 及 Tables 2 & 3 所示 : 藻體生長變異性
, med ium 合 E.D.T.A ﹒者可解釋 58.8 % 'medium

無 E.D.T.A 者有臼 . 2 �屆之解釋能力。
Zn+' 是以 ZnCI, 研配成

, 配製時需先以稀墟酸溶解後。再加水稀蟬 , 濃度由 0.005 p. p.m. 至

0.1 p.p. 瓜 , 0 p. p. m. 為對照組
, 結果如 Fig 3 及 Tables 2 & 3 所示 : 藻體生長變異性

, me-

d ium 含 E.D.T.A ﹒者可解釋 53.6 % '
medium 無 E.D.T.A 者﹒可解釋 79.9% 。

Cu +, 以 Cu SO, - 5H,0 配成
, 濃度由 0.001 p. p. m. 至 0.1 p.p.m. 0 p.p.m. 為對照組

,

結果如 Fig 4 及 Table 2 & 3 所示 : 藻體生長變異性 : medium wi th ED.T.A. 可解蟬 78.8 % '
medium wi thOut E.D.T.A. 者

, 可解釋 79.1 % 。

此四級離子
, 其姐歸闢係式 , 均具籲著性 , ( p < 0.05 '

or P < 0.01 ) , 表示各組姐歸關係

式 , 均有意義 ? 由祖歸芳程式研預觀i 之離于有教濃度利用範圖及最佳生長率
, 皆以 medium 內含 E.

D.T.A 者為大。最佳生長握度
, 貝,tlttmedium 內不合 E.DTA. 者為高

, 此表示培養液內不會 E.D.

T.A 則要達到最高生長率所需罐子量穩增多。

Fe+'
, Zn+' 及 Cu+

盒 , 三種離子在medium 內不合 E.D.T.A. 時
, 其對照組的生長率 , 皆為

負值 , 表示此三種離于為螺旋線生長時 , 必不可缺之離子。
二、蝶、鈣、蜢 :

Mg+' , Ca+' 及 Mn"-' 三種難于是由 MgSO,- 7H;0 , CaCI,
﹒ 2H,0 及MnCI, ﹒ 2H,O 所

配成 , 其試驗濃度分別為 4 - 40 p. p.m. ; 2- 20 p.p.m. 及 0.05 -11 p.p ﹒瓜
, 並各以 0 p.p.m.

為對照組 , 其結果如 Figs. 5-7 及 Tables 2 & 3 所示 : medium 內無 E.D. T.A. 者
, 由於 E.D.T.

A. 與離于闊的相互作用大於離子的單獨作用 , 藻體皆無生長。 medium 內含 E.D.T.A 者
, 其重曹長體

生長變異性之解釋能力 , 分別如下 : Mg+' 為 61.9 % ; Ca +. 為 81.8 %; Mn+' 為 73.7 % ' 文其

迴歸芳程式
, 鎮、鈣二組具高度顯著性 ( P < O. 01 ) , 蜢亦具顯著性 ( P< 0.05 ) 。就對藻體生長

言 , 此三組中
,

以 Mri+' 之輩學書為最大
, 其最佳生長率為對照組的 1.89 倍

, 其次為Mg+'
, 1.55 倍 ;

再次為 Ca+'
, 1.26 倍。

一 j§ :肘吋+

Fill 8 及 Tables 2 & 3 研示 : 藻體生長之變異性 : medium with ε .D.T.A 者
, Mo+ 刊.濃度之差

異可鑼蟬凡 4 % 'medium without E.D.T.A 典
, 可解蟬 58 % ' F 值具高度顯著性 ( 含 E.D.T.A

春一3 及顯著性 ( 無 E.D. T.A. 者 ) 。有效浪度範圓臥medium 不合 E.D. T.A. 者為大
, 最適離子需求量

則以medium 內含 E.D.T.A 者為大﹒此二者皆與前面之藏、閥、韓、銅四組所有不同
, 此種離子闊

的差異性有待進一步的探討。

四、E.D.T.A.
E.D.T.A. C Ethylene diamineteftaa 但 tic Acid) 為一 chelating agent ﹒培養被內添加

E.D.T.A. 對螺聽藻對各種徹量元素之利用
, 其影響力如 Table 4 研示

, 皆具高度的影醬力 . P<O. 肘

, 此為 E. n T.A. 可與營養壇內多餘的金屬陽離子結合成被合物
( Complex) 力 , 而械公、其、污染作用

。
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Table 2. Analysis of multiple

concentrations on Spi rul ina g 身。wth.cationic

Cation Medium

Fe+2
+ E.D.T.,A.

E.D.T.A.

B+) + 且 .D.T.A..

E.D.T.A.

Zn+2B

+ E.D.T.A.

- E.D.T.A.

Cu+2
+ E.D.T.A.

且 .D.T.A..

H +2
+ J!:.D.T.A

Ca+2a + E.D.T.A.

Mn+2 + E.D.T.A.

Ho+6
+ .E.D.T.A.

E.D.T.A.

贅 , 峰、﹒. Highly significant,

* Significant, p<
+ With Without

regre8sion 。 f different

Sample
size

F

1 也
勢*11.808

10 5.6)5
勢

11 *5�715

11 *7.831

11 生 .613
轎

11
4 時壘,

15.892

10 **12.999

9 **11.) 些 8

10 6.679
勢

10 **15.730

.11 11.236
著普

1)
瞥*18.40)

12 6.2"67
聲

p
< 0.01

O�O5
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Table ,. The available range. ofionie cone., the expected optimal cone.,

and the predicted optimal growth rate. for Spirulina μ atensis.

Cation

Fe+2e

B+'

Zn+2

Cu+2E

Mg+2

Ca+2

Nu+2且

.,+6
ftO

Medium

+ E.D.T.A.

- E.D.T.A.

+ E;D.T.A.

- E.D.T.A.

+:E:.]),� Ta.

.- E.D.T.A.

+. E.D.T.A.

- E.D.T.A.

+ E.D.T.A.

+ E.D.T.A.

+ E.D.T.A.

+ E.D.T.A.

- E.D.T.A.
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Table 4. The result of pairir 耳s method to test the signif i回 nee of .medium in

the presence and absence of E.D.T.A.

Cation Fe+' B+' Zn+' Cu+' Mg+' Ca+' h 位1+1 Mo+ ﹒

t-value 3. 72 ** .4.939** 3,,72
** 10.287** 7.657- 15.248** 9.659** 3.288**

**
: Highly significant, P<O.OI

討 論

徵量元素對藻頓生長是不可缺乏的管美墟 , 其量雖徵但卸不能為其它的無機墟所取代。未艾研討
論的是一些二價 , 多償金屬離子以及繭 , 此些元素皆參與許多代謝作用 , 一旦缺乏 , 不但影響代謝作
用的進行 , 亦使唱起體的生長受阻。

鐵是許多酵絮 , 細胞色索等的組成車里絮 , 一旦缺乏 , 生長立刻停頓 , 而績也生長所稽之最適需求
量則隨著種類而不間 , 蟬援軍事對 Fe+ 1 ( FeSO,) 的利用 , 以 mOOi urn 內含有的'.T.A. 者為寓

, 此符

合Walker (1954 ) 令所作 CMorella 在 glu ∞se - urea - E.D. T.A. 一 salt 中對 Fe+ ﹒的利用 ,

較在 glucose - urea - salt 內之刑期為犬
, @pE.QT.A. 的存在可提高 Fe+' 的有數利用性。 Gold-

.'
" 申掏出 : medi urn 內加入 Fe 後 , 1 天之內會有的 -90% 的鐵附薯在玻璃管壁上

,

而使其有教性降低。 Hayward ( 1969 ) 申作 Phaeodactylum 試驗時 , 有 50% 的鐵離子沒法被藻

體所民收利用 , 且隨著品dium 內 Fe+' 誼民加量之增加
, 管壁土之耐著量亦增加 , 女在截住培養被

中 , F, 肘 ,
易形成 Fe ( OH λ之轍粒 , 而不能為5集體所利用。故為了擴少 Fe+' 的說澱

, 增加其有教﹒
性 , 誼民加 E.D.T.A. 是必蜜的 .,

冊為徹量元索中唯一非金屬元絮 , 練頓對繭的缺乏﹒很少有明顯的病徵產生。對螺旋薄而言 , 其
有數剩用性與 F�+' 相同

, 皆因 E.D.T.A. 的存在而提高﹒而有教讀瘦的範圍很廣 , 濃度上眼幾寫下限
的 6.9.X 10'

, 超過濃度上限﹒醋的毒性作用才會顯出。 Greenfield ( 1942 ) I� 作無機坦對光合

作用的抑制作用時指出 : H,BO, 對 Chlorella 的毒性很低﹒賓在較高濃度下
, 才有抑制作舟 , 與

本試驗有窗閑之處。

僻是參與光合作用 CO, 固定攝制中的元 , 睡。 ' 缺乏時會阻礙 Chlorophy 11 的合成 , 及光合作
用的進行 , 但若濃度過高﹒則有強烈的毒害作用產生。 Chipman, et al ( 1958 ) 10 掏出 : N� 缸

,

schia 對 Zn+1 的眼收很迅速 , 是在最先的 1 小時內 , 若 medium 內仍留有有紋的 Zn 抖 , 則 cells

﹒繼續的眼收﹒而將錚積聚在讀體內 , 峙些留在體內的 Zn , 雖乎是不可安換的 , 但若 medi urn 內

的 zn+-' 濃度大窩
, 會傷害 cell s , 而停止對 Zn +1 的投取。故在 medium 內加入 E.D.T.A , 藉著

chelati 凹的作用 , 而將多餘的 Zn+' 贊成凹的ailable
, 以誠少毒害作用。雖谷等 4 作矽藻的錚跤

取試驗時 , 亦指出 medi urn 內含有 E.D.T.A 者 , 藻體內所分析出之 Zn+ ﹒濃度 , 皆較 medium 無 E

D.T.A 者為低。在本試驗中 , Zn+1 的有數利用濃度 , 皆在 0.2 p p.m. 以內 , 但 Imedium 內無 E.
D.T.A 者 , 報體長度只有 30 ,, 50 戶

, 且 Z 肘
,
濃度愈高 , 藻長度愈鈕 , 而 med i urn 內舔加 E.D.T.A.

看 ,
Jtl. 鵬此現象﹒藻長皆在 200 μ以上 , 且成長佳。另以 5 p.p.m. 及 11 p,p.m. 立高濃度評添入

medium 內 , 發現 medium 內無 E. D. T.A 者在第二天線體生長即告停顱
, 而含有 E.D.T.A. 者 , 則在

一星期後 , 才停止生長。
銅為代謝過程中多種酵素的致活劑

, 其對藻顯的毒性很強 , 對 Chlorella vu 旬'cri s 而霄
, CuSO,

10-7 M@P 產生抑制作用 , 5 X 1 。一 'M 下
, 光合作用激少 50 % 1申其 Cu+1 濃度約在 0.3 p.p.m.
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。在家試驗中 , 有效 Cu+' 之濃度上限在 0.25 p.p.m. 以內 ,
最佳,生長濃度在 0.01 p.p ﹒肌

是所有試驗離子中﹒濃度最低的一組﹒亦即 Cu+' 的毒性作用最強。

接與鈣是微量元素中需求量較多的金屬離子 ,
接乃構成黨線索分子之唯一金屬離于 ,

其支配磷酸
壇的代謝作用 ,

進而間接影響藻體的呼甄機制 1車 ,
並是多種酵素的致活劑 , 過量存在會產生毒害作

用。鈣的主要作用在於組 J袍 ,嗔、細胞壁 , 以及細胞闊的滲透作用吟。 Halldal (1956)14) 指出 Ca+'

與 Mg+2 之間對 phototaxis 具有措抗作用 ( antagoni stic effect) , platymonas 在 Ca+' :Mg+'

值大於 1 : 6 時 ' 是正趨光性
( p 個 it i ve) , 小於 1 : 6 時是 negat ive 。在此試驗中 , 最適需求量

的 Ca +. , Mg+' 之比值為 1 :2.2 , 螺蜓藻藉著粘液 ( mucilage) 的流動有 active motion

現象時 ,
而其所具之強烈上浮世與趨光性間是否有關聯 , 有待進一步的實驗。叉試融中發現 Ca ﹒ Mg

三種離子的作用 , 皆賓在 ED.T.A 存在狀況下 , 才發揮其有被性 ,
否則藻體的生長完全被抑制 , 此

與 Walker 車所作的 Chioreiia , 有相反的結果 ,
此可能是因不同藻類所具有的特異性所引起的 , 而

E.D.T.& 與 Ca. Mg 離于間對螺 I 草草案的相互作用 , 有待更進一步的探討。
鍾的主要作用在參與光合作用中氧的放出機制 ,

故為行自營性生活的藻類所不可缺乏的元素 , 一
旦缺乏 , 易引起 ChI or 叩 hyll 被光所破壞 ,

光合作用降低 , 萎黃症產生 16)
。蜢對螺接藻的作用與

印抖 , Mg+' 相似 , 賓在有 E.D.T.A. 存在下 , 其有致性才能顯出。 Hayward ( 1969 ) 。指出 Ph-

aeodactylum 在 medium 內含有 3 p.p.m. 之Mn+' 時 , 倘能生長 , 而螺旋藻只能忍受到 1.425
p.p.m.. 超過此話是度 , 生長 l5!l 成負值 . Phaeodactylum 對Mn+' 的眼收與對 Fe+' 不大相間 , 對 Fe+'

是在培養期前聽天 ,
放收即達飽和 ,

當細胞繼續分裂時 , 體內的 Fe+' 就分配至新生細胞 , 而不再投
收medium 內的 Fe+', ' 而對 Mn+' 則最先的峽收很慢 , 需要很多天才能達到飽和 , 而後亦不再且是收

, 而且Mn+' 在培養期窩可能自 cell 內流回 medium 內 , 螺聽藻是否具有如此的特性 , 有待進一步

以內 ,

的分析。

鉗之主要作用在使氮作有效的剩用 , 缺乏時不但會影響 ni trate 的還原作用 ,
亦會影響蛋白質的

合成呼 , 以 Chi ore iia 而言 , 重目的需要 , 只有在 cells 以 nitrate 作為主要的氮源時車 . Wolfe 17)

亦指出 : 當 N 源為 NH. CI 時 . Mo+ ﹒對 Anabaena cyiindrica 之成長沒有影響作用。在螺雄藻所

鼎的基本合成培養基中 , 亦是以 NaNO, 作為主要的氮源 , 故以化學肥料培養時 , Mo 為一必 2頁元素 ,
而以豬糞尿發酵液培養時 'N 源為 NH.+

, 其對Mo+ ﹒的需求 , 就非是必蜜的。
綜觀上述 , 所有的微量元素試驗中 , medium 內添加 E.D.T.A 皆會使罐子的有效利用性增大 ,

最適需求量降低 , 濃度範圖增大 , 但僅在 Mo 組 , 結果卸不太相同 , 其有效濃度範盟及最適需求量 ,
皆以 medi urn 內不添加 E.D.T.& 者為大 ,

此是否因 Mo+ ﹒對 E.D.T.A 的親和力強於其它罐子﹒有

待進一步的研究。
'

、
A

摘 要

本試驗主要在探討螺旋藻對於Fe 且 . 13 . Zn , Cu , Mg . Ca , Mn 及 Mo 八種微量元素之需求
, 並以接迴歸分析法求出其生長關係式 , 及最適需求量。

l 各種微量元索對藻體生長率的關係 , 均為顯著 , 其決定係駭 R' .均在 0.50 以上。

2. E.D. T.& 對各種微量元素之有效利用性 , 具有高度的影響力 , p< 0.01 。

3. medium 內含 E.D.T.A
' 螺庭藻對各種離子的最適需求量如下 : Fe 抖 , 0.744 p.p.m. ; B 抖 ,

0.0l6p.p.m. ; Zn+' 0.019 p.p.m. ; Cu+' . 0.0077 p.p.m. ; Mg+' . 11.687 p.p.m. ; Ca+'

5.25 p.p.m. ; Mn+' 0.213 p.p.m, ; MOH 0.684 p.p.m.
4. medium 內無 E.D.T.A 螺庭藻對各種睡子的最適需求量如下 : Fe+"0.768 p.p.m. ; BH 0

﹒ 059
p. p.m. ; Zn 村 0.022 p.p.m. ; Cu+' 0.0 ω 8 p.p.m. ; Mo+' 0.214 p.p ﹒瓜。

5. Mg 抖 , Ca+' 與 Mn+' 三種離子與 E.D. T.A 曲的相互作用 , 大於此三種罐子對螺提藻之單獨作用。
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