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ПРОИЗВОДСТВО БИОДИЗЕЛЬНОГО ТОПЛИВА 
ИЗ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ CHLORELLA sp. И SPIRULINA
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Изучены особенности производства биодизельного топлива (БТ) с использованием двух видов мик-
роводорослей (МВ) – хлореллы (Chlorella sp.) и спирулины (Spirulina platensis), в частности, проце-
дура экстракции липидов и метод производства биодизеля. Установлено, что быстрый прирост мас-
сы хлореллы (с 0.2 до 0.5 г/л) делает эту водоросль более подходящей для культивированного про-
изводства биомассы, чем спирулина, прирост биомассы которой составляет 0.1–0.3 г/л. Водоросли
заметно отличаются также по содержанию липидов, которое составляет 26.2% для хлореллы и 14.3%
для спирулины. Выход БТ при прямой переэтерификации биомассы хлореллы составил 28.2%.
Можно утверждать, что этот вид МВ обладает характеристиками, делающими ее наиболее подходя-
щей для производства БТ: быстрый рост и высокая производительность, повышенное содержание
липидов, упрощенная культивация в природных условиях, содержание подходящего набора жир-
ных кислот (С14:0, С16:0 и С18:0). Наибольшую степень извлечения удалось добиться методом экс-
тракции биомассы по Блай–Дайеру.
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Биодизельное топливо известно как один из
источников энергии, получаемый из возобновля-
емого биологического материала путем переэте-
рификации триглицеридов жирных кислот. Для
производства БТ в США, Китае и Бразилии при-
меняют рапсовое или пальмовое масло, отрабо-
танные масла и трансгенные соевые бобы [1–3].
Однако все эти виды сырья составляют конкурен-
цию пищевым продуктам – культивация расте-
ний, из которых производится масло, требует
значительных площадей сельскохозяйственных
земель. Несмотря на положительные эффекты
коммерциализации производства масел, стои-
мость исходного масляного сырья ограничивает
производство БТ [4–8], поскольку в конечной
стоимости топлива затраты на растительные мас-
ла, пригодные для производства биодизеля, со-
ставляют 70−85% [9, 10].

Таким образом, в последнее время снижение
стоимости производства БТ является одной из
наиболее актуальных задач биотехнологии и син-
теза биотоплив [11]. При производстве БТ на ос-
нове жиров и масел МВ часто рассматривают как
альтернативу животному и растительному сырью.

Действительно, БТ, производимое на основе во-
дорослей, не будет вступать в конкуренцию с про-
изводством пищевых продуктов и получением
другой сельскохозяйственной продукции [12].
Кроме того, использование микроводорослей
вместо пищевых культур позволяет увеличить эф-
фективность производства: выход БТ из микро-
водорослей составляет 12000 л/ч по сравнению с
1190 л/ч, например, из рапсового масла [13].

Микроводоросли имеют короткий жизненный
цикл, основанный на процессе фотосинтеза [14].
С точки зрения процесса фотосинтеза, они более
эффективно, чем наземные растения, связывают
углекислый газ [15], что может способствовать
снижению выбросов парниковых газов. МВ по
существу являются миниатюрными биотехноло-
гическими и химическими заводами. Многие МВ
особенно богаты маслами (более 80 мас. % на
сухую биомассу) и могут использоваться для про-
изводства биотоплива, в частности, биодизеля [16,
17]. На этапе экспоненциального развития время
удвоения биомассы для микроводорослей состав-
ляет 3.5 ч. МВ растут быстрее в морской воде, выход
масла оценивается в диапазоне 4000−18000 м3, что
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в 6−30 раз выше, чем из наземных растений [18].
Земельные ресурсы ограниченны, в то время как
МВ за счет быстрого роста способны удовлетво-
рить большой спрос на производство биотоплива.
Культивирование микроводорослей требует мень-
ших затрат воды, чем земледелие [19, 20]. Большая
часть биомассы МВ содержит три основных ком-
понента – белки, жиры и углеводы [21]. МВ произ-
водят и накапливают жиры в виде гликолипидов,
фосфолипидов и жирных кислот, которые могут
быть использованы в производстве биодизельно-
го топлива путем их переэтерификации в присут-
ствии кислот [22, 23].

В настоящей работе рассмотрен рост микрово-
доросли хлорелла (Chlorella sp.), содержание в
ней масел, скорость флокуляции. В связи со
сложностью процессов производства БТ из двух
видов микроводорослей (хлореллы Chlorella sp. и
спирулины Spirulina platensis), основной задачей
являлось исследование влияния температуры вы-
сушивания на извлечение масел. Для этого были
выбраны метод Блай–Дайера, экстракция липи-
дов по методу Фолча и получение производных от
продуктов экстракции для последующего анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы. Процесс производства

БТ состоял из трех процессов: культивирование
микроводорослей, экстракция липидов и реак-
ция переэтерификации. Реактивы, используемые
при культивировании микроводорослей: KNO3,
NaH2PO4 ⋅ H2O, FeCL3 ⋅ H2O, Na2SiO3 ⋅ 9H2O, NaNO3,
K2HPO4, KH2PO4, CaCl2, NaCl, MgSO4 ⋅ 7H2O,
FeCl2, MnSO4 ⋅ 2H2O, ZnSO4 ⋅ 7H2O, H3BO3, CuSO4 ⋅
⋅ 5H2O. Также использовали хлороформ и мета-
нол (99%) производства Merck (Германия), необ-
ходимые для экстракции липидов из микроводо-
рослей [24–27].

Лабораторное оборудование включало в себя
небольшой воздушный насос для подпитки кис-
лородом культуры водорослей, а также системы
сублимационной сушки, центрифуги, роторные
испарители и др. [28].

Для экстракции липидов из биомассы микро-
водорослей использовали два известных метода –
метод Фолча [29] и метод Блай–Дайера [30].

Метод Блай−Дайера. При жидкостной экс-
тракции используют хлорную кислоту. Экстракцию
липидов проводят следующим образом [30–32]: 1) к
смеси 15 мл хлороформа и метанола в соотноше-
нии 2 : 1 и 4 мл воды добавляют 1 г биомассы и
тщательно перемешивают; к полученной смеси
добавляют 5 мл хлороформа и снова интенсивно
перемешивают; затем добавляют 5 мл водного
раствора хлорной кислоты (HClO4) и вновь ин-
тенсивно перемешивают. Объемное отношение
хлороформ : метанол : вода на этой стадии должно

составлять 0.9 : 1 : 1. Для разделения фаз получен-
ную смесь аккуратно центрифугируют при скоро-
сти вращения 3000 об/мин. Органический слой
(нижний), содержащий липиды, подвергают экс-
тракции хлороформом. Экструдат переносят в
новую емкость, растворители удаляют на ротор-
ном испарителе при температуре не выше 60°С
или отгонкой в потоке азота на горячей водяной
бане.

Метод Фолча. В процессе жидкостной экс-
тракции используют хлорид натрия. По этому ме-
тоду экстракцию липидов проводят следующим
образом [29, 33, 34]: перед тем как добавить 1 г
биомассы, смесь хлороформа и метанола в объем-
ном отношении 1 : 2 интенсивно перемешивают
20 мин. Объем смеси растворителей должен быть
в 20 раз больше, чем объем образца (например,
20 мл смеси на 1 мл биомассы). По окончании пе-
ремешивания смесь фильтруют через бумажный
фильтр для удаления твердых частиц; к получен-
ному раствору добавляют 5 мл 9.0%-ного водного
раствора хлорида натрия, после чего 3 мин интен-
сивно перемешивают. Для разделения фаз полу-
ченную смесь аккуратно центрифугируют при
скорости 2000 об/мин. Органический слой (ниж-
ний), содержащий липиды, подвергают экстрак-
ции хлороформом. Экструдат переносят в новую
емкость, а растворители удаляют на роторном ис-
парителе при температуре не выше 60°С или ис-
паряют в потоке азота на горячей водяной бане.

Температура высушивания биомассы оказы-
вает значительное влияние на экстракцию липи-
дов. Влажную биомассу высушивали путем де-
гидратации при отрицательных температурах,
методом сублимационной сушки и сушки в су-
шильном шкафу при 60, 80 и 100°С, после чего
проводили экстракцию липидов различными ме-
тодами, оценивая влияние температуры сушки в
печи на процесс экстракции липидов [35–37].

Продукты экстракции переводили в метило-
вые эфиры, которые подвергали анализу. Этот
метод детально описан в литературе [38].

Получение БТ методом переэтерификации
включает несколько стадий: 1) к 3 г биомассы по-
сле сублимационной сушки добавляют смесь ме-
танола (12 мл) и серной кислоты (1 мл); 2) затем к
полученной смеси добавляют 15 мл хлороформа в
качестве дополнительного растворителя для экс-
тракции липидов; 3) смесь нагревают до 80°С и
выдерживают при этих условиях 1 ч при переме-
шивании; 4) после окончания реакции смесь
охлаждают до комнатной температуры, добавля-
ют 5 мл дистиллированной воды и интенсивно
перемешивают 3 мин; 4) полученную смесь разде-
ляют на фазы в конической воронке. Органиче-
ский слой, содержащий БТ (метиловые эфиры
жирных кислот), переносят в отдельный сосуд, а



498

НЕФТЕХИМИЯ  том 58  № 4  2018

SAEEDI DEHAGHANI, PIROUZFAR

растворитель отделяют перегонкой в токе азота
на горячей водяной бане.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение продуктивности двух видов водорос-

лей. Рис. 1 демонстрирует накопление массы
микроводоросли хлореллы в течение 5 дней в за-
данных условиях.

Как следует из данных, приведенных на рис. 2,
рост водоросли заканчивается через 6 дней и, и ее
можно отделять от питательной среды. Если (МВ)

микроводоросль после этого не изолировать, то
размножение может остановиться и начнется ги-
бель живых культур (рис. 1). Рис. 2 демонстрирует
результат выращивания 1 мл исходной микрово-
доросли хлореллы в 1 л питательной среды

По сравнению с хлореллой, микроводоросль
спирулина имеет меньшую скорость роста и кле-
точную плотность при большем размере клеток
(около 40 мкм против размера клеток спирулины
4 мкм). Установлено, что продуктивность био-
массы микроводоросли составляет 0.2–0.5 г и
средний вес сухой массы хлореллы и спирулины в

Рис. 1. Накопление массы микроводоросли хлореллы за, дни: 1 – 1, 2 – 2, 3 – 3, 4 – 4, 5 – 5.

Рис. 2. Культура микроводоросли хлореллы через 6 дней культивации.
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Таблица 1. Состав жирных кислот, извлеченных из микроводоросли спирулины

Жирная кислота Молекулярная формула Структура Относительное 
содержание, %

Миристиновая C14H28O2 C14:0 –
Пальмитиновая C16H32O2 C16:05 59.3
Пальмитолеиновая C16H30O2 C16:1 2.9
Стеариновая C18H36O2 C18:0 4.5
Олеиновая кислота C18H34O2 C18:1 6.7
Линолевая C18H32O2 C18:2 11.3
Линоленовая C18H30O2 C18:3 9.8
Выход, %

насыщенных жирных кислот 63.8
ненасыщенных жирных кислот 33.9
масел (на сухой остаток) 11.2

Эффективность по МЭЖК*, %: 14.3

Таблица 2. Состав жирных кислот, извлеченных из микроводоросли хлореллы

Жирная кислота Молекулярная формула Структура Относительное содержание

Миристиновая C14H28O2 C14:0 27.8
Пальмитиновая C16H32O2 C16:0 11.5
Пальмитолеиновая C16H30O2 C16:1 35.1
Стеариновая C18H36O2 C18:0 1.5
Олеиновая C18H34O2 C18:1 4.9
Линолевая C18H32O2 C18:2 13.3
Линоленовая C18H30O2 C18:3 3.8
Выход, %

насыщенных жирных кислот 40.8
ненасыщенных жирных кислот 57.1
масел (на сухой остаток) 26.2

Эффективность по МЭЖК, % 22.7

Таблица 3. Состав жирных кислот, извлеченных из микроводоросли Chlorella sp. при использовании различных
методов экстракции

Жирная кислота
Содержание кислоты при использовании метода,%

Блай−Дайер Фолч жидкостная экстракция

C14:0 26.6 27.3 28.5
C16:0 11.7 10.9 14.2
C16:1 36.4 33.8 32.1
C18:0 1.3 1.9 1.7
C18:1 5.2 4.9 6.5
C18:2 12.9 13.1 –
C18:3 3.3 3.6 –
Содержание масел, % 24.60 23.80 14.40
Эффективность по МЭЖК, % 20.90 20.60 10.10
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конце культивирования на каждый литр культу-
ры составлял 0.1 и 0.3 г, соответственно.

Выход жирных кислот и липидов. Был изучен
состав жирных кислот липидов двух видов МВ.
Масла, извлеченные из этих образцов, были ис-
следованы методом хромато-масс-спектромет-
рии после выделения по методу Блай–Дайера и
получения метиловых производных.

Получение биодизельного топлива из масел
спирулины. В табл. 1 и 2 приведен итоговый со-
став насыщенных и ненасыщенных жирных кис-
лот, общее содержание масла на сухой остаток,
выход метиловых эфиров жирных кислот для
спирулины и хлореллы.

На примере микроводоросли хлорелла (Chlo-
rella sp.) было проведено сравнение эффективно-

Таблица 4. Состав жирных кислот, извлеченных из микроводоросли хлорелла, при различных температурах
сушки

Жирная кислота

Содержание кислоты при разных режимах сушки, %

температура сушки, °C сублимационная 
сушка60 80 100

C14:0 26.6 38.4 35.8 27.8
C16:0 11.7 21.1 19.3 11.5
C16:1 36.4 27.5 25.4 35.1
C18:0 1.3 0.9 0.5 1.5
C18:1 5.2 3.5 2.9 4.9
C18:2 12.9 2.1 – 13.3
C18:3 3.3 – – 3.8
Содержание масел, % 24.60 18.60 17.40 26.20
Эффективность по МЭЖК, % 20.90 13.90 13.10 22.70

Рис. 3. Хроматограмма метиловых эфиров жирных кислот (биодизеля), полученных из микроводоросли хлореллы.
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сти двух традиционных методов (Блай–Дайера и
Фолча) экстракции липидов и рассмотрено влия-
ние температуры сушки на извлечение этих со-
единений из микроводорослей. В табл. 3 приве-
ден состав жирных кислот, содержание масел на
сухой остаток и эффективность жидкостной экс-
тракции МЭЖК для разных процедур экстрак-
ции. Полученные данные позволяют сделать вы-
вод, что выбранные методы позволяют эффек-
тивно экстрагировать масла из микроводорослей.
Метод Блай–Дайера более эффективен при из-
влечении жирных кислот, чем метод Фолча.

В табл. 4 показано влияние разных режимов
сушки на содержание масел и состав жирных кис-
лот, полученных из микроводоросли хлорелла.
Установлено, что повышение температуры сушки
в сушильном шкафу снижает общее содержание
масел и оказывает влияние на соотношение жир-
ных кислот. Использование сублимационной
сушки позволяет получать показатели, близкие к
сушке при 60°С.

Получение биодизельного топлива из масел хло-
реллы Chlorella sp. На рис. 3 показана хромато-
грамма продуктов переэтерификации масел, по-
лученных в процессе переработки микроводорос-
ли хлорелла (Chlorella sp.), – метиловых эфиров
жирных кислот (биодизеля).

В табл. 5 показан состав метиловых эфиров
жирных кислот БТ, полученного из микроводо-
росли хлореллы, а также выход БТ, который пред-
ставляет собой отношение общей массы метило-
вых эфиров жирных кислот (МЭЖК) к общей
массе сухого остатка биомассы.

На основании полученных данных можно
утверждать, что микроводоросль хлорелла обла-
дает наилучшими характеристиками для исполь-
зования в производстве БТ: быстрым ростом и
высокой продуктивностью биомассы при подхо-
дящем содержании липидов; легкостью культи-
вирования в условиях окружающей среды; подхо-
дящим профилем кислотного состава.

Жирные кислоты C14:0, C16:0 и C18:0 пред-
ставляют собой наиболее часто встречающиеся
кислоты в составе БТ. Наилучшие результаты их
экстракции могут быть получены при использо-
вании метода Блай–Дайера с последующей суб-
лимационной сушкой.

Прямой метод переэтерификации позволяет
достичь большей эффективности, чем двухсту-
пенчатая экстракция и переэтерификация.
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