
分光光度分析

使用岛津紫外可见分光光度计快速测定
水中的微拟球藻微藻含量
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矿物燃料燃烧引起的全球变暖已成为一个公认的问题，在矿
物燃料的替代品中，近年已开展了从微藻类中提取燃料的研究。
尽管微藻类的单位面积产量很高，并且全年均可收获，但是开发
过程中存在巨大困难和挑战，必须克服这些挑战，才能将微藻类
成为可行的替代燃料来源。目前正在对在生产过程中包括育种，
栽培，收获和石油提取在内的各个阶段开展多项研究。在研究微
藻类的过程中，每天测量生长量（浓度）至关重要。目前采用干
重法进行测量，即用滤纸过滤样品，并在称重前干燥，这种方法
繁琐耗时，需要找到一种更简单、更快速的方法来代替干重法。
使用紫外可见分光光度计轻松测定微藻类浓度，使用一次性螺口
样品瓶（或一次性比色皿）可以在大约一分钟内快速地完成单个
样品的测量。本应用报告介绍了使用岛津紫外可见分光光度计测
量微拟球藻微藻的实例。

■  样品 – 微拟球藻微藻
将微拟球藻微藻样品（Higashimaru Co.，Ltd.，100亿个细胞 /

mL）稀释，制备了十二个 0~100％浓度范围内的样品。图 1为所
制备样品的图片。将这些样品分为两组，一组为标准样品，另一组
为验证样品。见表 1和表 2。

表 1 标准样品
标准样品 浓度（%）
① 100

② 90

③ 80

⑤ 60

⑥ 50

⑦ 40

⑨ 20

⑩ 10

⑫ 0（纯水）

表 2 验证样品
验证样品 浓度（%）
④ 70
⑧ 30
⑪ 5

图 1 微拟球藻微藻样品图片

图 2安装积分球附件的 UV-2600

图 3 一次性螺口样品瓶中微藻类的反射光谱
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■  测量仪器
使用岛津 UV-2600紫外可见分光光度计和积分球附件用于藻

类分析。测量样品的反射率，将装有样品的一次性螺口样品瓶放
置在积分球中，并测量每个样品的全反射率。安装的积分球附件的
UV-2600如图 2所示。使用一次性螺口样品瓶进行这些测量，无需
清洗等操作，避免了交叉污染等问题。

■测量结果
表 1和表 2中列出的 12个样品的浓度，每个浓度的样品测量

两次（12个样品×2=总共 24个数据集）。结果见图 3，分析条
件见表 3。结果表明，浓度越高，反射率越大，浓度越低，反射率
越低，反射率与浓度成线性关系，表明微藻细胞的数量越多，从液
面反射光的程度就越大。
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表 3 分析条件

仪器 :
UV-2600紫外可见分光光度计
积分球附件

测量波长范围 : 500 nm – 1400 nm

扫描速度 : 中
采样间隔 : 1.0 nm

测试模式 : 反射率
狭缝宽 : 5 nm

■定量分析结果
本实验中，我们尝试使用反射光谱对微藻进行定量。使用单一

线性回归方法和多元分析多元线性回归方法进行定量，然后比较各
自的定量精度。根据表 1的样品，获得每个标准样品的校准曲线模
型的回归表达式。使用多元线性回归方法时，将回归方程式输入到
标准 UVProbe软件的光度测量方法窗口中，如图 4所示。通过此设
置，软件将输出通过回归方程计算的每个测量样品的预测值。

表 4显示了基于表 2验证样品的测量值计算得出的浓度结果。
对结果进行对比，很明显，使用多元线性回归方法取得的结果优于
单一线性回归方法的结果。用这种方法，只需在标准 UVProbe软件
中输入回归方程，即可轻松完成未知样品的测量。

此外，使用多元线性回归法的回归方程式是通过Microsoft 

Corporation的Excel 1）电子制表软件中的“回归分析”函数来确定的。
表 4的 RMSEP是指图 5中定义的值，并且是表示预测值与实际值
之间平均差异的指标。因此，RMSEP值越小，预测精度越高。在单
一线性回归方法中，使用 UVProbe软件的标准校准功能进行定量。
注：使用单一线性回归方法，根据在 910 nm处获得的单一波长数
据进行计算。在多元线性回归方法中，使用四个波长数据集进行计
算，即 870 nm，910 nm，980 nm和 1070 nm。

■吸收光谱的测量（透射率测量）
当微藻类浓度低时，由于反射率低，因此难以进行准确定量。

为了解决这个问题，我们对使用积分球进行透射率测量的方法进行
了研究，从而能够测量包括直线透射光和散射透射光在内的总透射
光的吸收光谱。

将包括表 1和表 2所列的测量样品均匀稀释 20倍。使用一次
性比色皿进行测量。图 6为安装在积分球中装满样品的一次性比色
皿（光程长度为 10 mm）。每个样品测量两次（12个样品×2=总
共 24个数据集）。

测量结果见图 7，分析条件见表 5。图 8为图 7部分波长区域
的放大图。结果表明吸光度与浓度成线性关系，浓度越高，吸光度
越大，浓度越低，吸光度越低。应当注意，当通过透射法进行测量
时，无需使用为藻类测量而设计的采用反射法的积分球附件，可以
使用标准类型的积分球附件。

* RMSEP：预测结果均方根误差

yi'为预测值，yi为实际值，

N为验证样品的数量。

 

nm
500.0 600.0 800.0 1000.0 1200.0 1400.0

R%
50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0

100%（未稀释溶液）

0%（纯水）

图 4 UVProbe软件

图 6 积分球附件中的一次性比色皿

图 5 RMSEP的定义方程式

表 4 根据不同校准模型计算出的验证样品浓度预测结果

验证样品  实际浓度（%）
单一线性回归方

法预测结果（%）

多元线性回归方

法预测结果（%）

④ -1 70 72.9 69.2

④ -2 70 73.4 69.1

⑧ -1 30 32.4 28.3

⑧ -2 30 32.3 30.0

⑪ -1 5 1.4 5.3

⑪ -2 5 1.5 5.4

RMSEP 3.1 0.87
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* RMSEP: Root Mean Sqaure Error of Prediction

yi' is the predicted value, yi is the actual value, and
N is the number of validation samples.

 –
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Fig. 7  Absorption Spectra

Fig. 8  Enlarged Spectra of Fig. 7

n Measurement of Absorption Spectra 
(Transmission Measurement)

Fig. 5  Defined Expression for RMSEP

When the concentration of micro algae is low, accurate 
quantitation becomes difficult due to low reflectance. 
To address this, we investigated the use of transmission 
measurement using an integrating sphere, making it 
possible to measure the absorption spectrum of the 
total transmitted light including both the linear 
transmitted light and diffused transmitted light. 
The measurement samples, including those listed in 
Table 1 and Table 2 were uniformly diluted 20-fold. 
Disposable cells were used for the measurements. Fig. 6 
shows a sample-filled disposable cell (10 mm optical 
path length) mounted in the integrating sphere. 
Measurements were conducted twice for each sample 
(12 samples × 2 = total of 24 data sets). 
The measurement results are shown in Fig. 7, and the 
analytical conditions are shown in Table 5. Fig. 8 shows 
an enlarged view of the wavelength region in the 
absorbance range of 0 – 2 of Fig. 7. The results 
indicated an absorption spectrum that correlated with 
the concent ra t ion ,  such tha t  the  h ighe r  the 
concentration, the greater the absorbance, and the 
lower the concentration, the lower the absorbance. It 
should be noted that when conducting measurement 
by the transmission method, the integrating sphere 
attachment designed for algae measurement by the 
reflection method is unnecessary, permitting use of the 
standard type integrating sphere attachment.

Fig. 6  Disposable Cell Set in Integrating Sphere Attachment

Table 5  Analytical Conditions

Instrument : UV-2600 UV-VIS spectrophotometer 
  ISR-2600Plus integrating sphere attachment 
Measurement Wavelength Range : 300 nm – 800 nm
Scan Speed : Medium
Sampling Pitch : 1.0 nm
Photometric Value : Transmittance
Slit Width : 5 nm

n Results of Quantitative Analysis 
 (Transmission Measurement)

We tried quantifying the micro algae using the 
absorption spectrum. As when using the reflection 
method, we conducted quantitation by both the single 
and multiple linear regression methods, and compared 
the quantitative accuracy. The results are shown in 
Table 6. Once again, better results were obtained using 
the multiple linear regression method. This time, since 
all of the samples measured by the reflection method 
were  un i fo rm ly  d i l u ted 20 - fo ld ,  the  "Ac tua l 
Concentration (%)" in Table 6 is 1/20 that of the values 
shown for the Validation Samples of Table 2. 
Note: Using the single regression method, calculation was conducted 

based on the single wavelength data obtained at 625 nm. As for 
the multiple l inear regression method, calculation was 
conducting using three wavelength data sets: 580 nm, 625 nm 
and 660 nm.
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表 5 分析条件

仪器 :
UV-2600紫外可见分光光度计 
ISR-2600Plus积分球附件

测量波长范围 : 300 nm – 800 nm

扫描速度 : 中
采样间隔 : 1.0 nm

测定方式 : 吸光度
狭缝宽 : 5 nm
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■定量分析结果（透射率测量）
我们尝试用吸收光谱对微藻类进行定量。与反射法相同，我们

通过单一线性回归和多元线性回归方法进行了定量，并比较了定量
准确性。结果见表 6。此处多元线性回归方法获得的结果依然更优。
由于将反射法测定的所有样品均稀释 20倍，因此表 6中的“实际
浓度（％）”为表 2中验证样品所示值的 1/20。
注：使用单一回归方法，根据在 625 nm处获得的单一波长数据进
行计算。在多元线性回归方法中，使用以下波长数据集进行计算：
580 nm、625 nm和 660 nm。

■针对在微藻研究中其他分析仪器应
用的研究
在微藻类的研究中，除了紫外可见（近红外）分光光度计（UV）

以外，还使用了多种分析仪器。我们根据不同的研究目的对它们进
行总结。

(1) 培养过程管理
当前，微藻类细胞质量（浓度）的监测主要通过干重法进行，

但是所需的过滤和干燥操作繁琐且耗时。因此，现在采用 UV和总
有机碳分析（TOC）的简单方法。此外，TOC还用于培养物和微藻
的生理状态研究。

对微藻类产生的油脂和其他有机物质进行的定性分析通常需要
借助气相色谱质谱仪（GCMS）或液相色谱质谱仪（LCMS）完成。
为了进行定量，还需使用液相色谱仪（LC）或气相色谱仪（GC）
等仪器。此外，还使用紫外可见（包括近红外）分光光度计，傅立
叶变换红外分光光度计（FTIR）和荧光分光光度计（RF）等仪器进
行简单的定性和定量分析。

(2) 提纯改性
由微藻类产生的有机物不适合用作燃料，首先需要先对其进行

处理，如提纯和重组为低分子量物质。在完成此类杂质去除和重组
工艺之后，可使用 LCMS和 GCMS对所得产物进行表征。

(3) 代谢组学
正在推进代谢通量分析和轮廓分析，以阐明微藻生成有用有机

物的机制，并增加产量。目前需要借助 GCMS和 LCMS来开展行此
类研究。

(4) 有机物收获
藻类细胞的大小和硬度影响微藻类细胞收获的难易程度。目前

正在考虑借助粒度分析仪（SALD）和扫描探针显微镜（SPM）进行
这种评估。

图 7 吸收光谱

图 8 图 7的放大图

表 6 使用不同校准模型计算的验证样品浓度的预测结果

验证样品 实际浓度（%）
单一线性回归方

法预测结果（%）

多元线性回归方

法预测结果（%）

④ -1 3.5 3.52 3.52

④ -2 3.5 3.47 3.50

⑧ -1 1.5 1.42 1.50

⑧ -2 1.5 1.45 1.51

⑪ -1 0.25 0.35 0.25

⑪ -2 0.25 0.36 0.25

RMSEP 0.073 0.009

目的 仪器
监测微藻类以及生成的有机物 TOC、UV

研究微藻类的生理状态 TOC

鉴定生成的有机物 GCMS、LCMS

对生成的有机物定量 GC、LC、GCMS、LCMS

对生成的有机物简单定量和定性 UV、FTIR、RF

目的 仪器
重组后有机物的纯化、鉴定和定量 GCMS、LCMS

目的 仪器
代谢组学 GCMS、LCMS

目的 仪器
细胞表面硬度 扫描探针显微镜
细胞粒度分布 SALD
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■结论
我们开发了一种可以轻松测量微藻类浓度的方法。
借助该方法，在样品浓度高时可利用反射率进行测量，而浓度

低时则可使用透射率进行测量。反射法使用一次性螺口样品瓶，透
射法使用一次性比色皿。

在微拟球藻微藻的定量实验中，RMSEP值证明，使用反射法
和透射法均获得了良好的结果。该技术可快速、简单的测定微藻类
浓度。

此外，在微藻类研究中，除了监测细胞质量外，还需要进行
多种测量和研究，比如培养过程管理，提纯重组，代谢组学研究以
及收获方法评估等。多种分析手段可以进行有效研究，包括 UV、
TOC、FTIR、GCMS、LCMS等。
1) Excel是Microsoft Corporation的注册商标或商标。


