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猪粪中温和高温厌氧发酵沼液对微藻培养的影响
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摘要：选用 ＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＦＡＣＨＢ ５和 ＣｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＦＡＣＨＢ ８为试验藻种，利用人工气候培养箱，在培

养温度为（２６±１）℃、光照强度为 ４０００ｌｘ、通入空气流量为 １５Ｌ／ｍｉｎ、２４ｈ连续光照、沼液添加量为 ２０％的条件

下，采用中温 ３５℃和高温 ５５℃猪粪厌氧发酵后沼液为原料，研究两种沼液灭菌和不灭菌处理后与 ＢＧ１１培养基混

合作为微藻培养液对后续微藻培养过程的影响。研究结果表明，高温 ５５℃厌氧发酵后的沼液用于微藻培养的整体

表现优于中温 ３５℃厌氧发酵后沼液，微藻的生长速率更高。在本研究的条件下，沼液灭菌组与未灭菌组相比，在前

期的适应期方面未表现出明显的优势，但在中后期的微藻生长速率方面略优于未灭菌组。本研究所选定的两种藻

种均能较好地适应添加沼液的培养环境，并且 ＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＦＡＣＨＢ ５的整体表现优于 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ

ＦＡＣＨＢ ８。
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ａｎａｅｒｏｂｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

０　引言

微藻生物质与其他陆生生物质资源相比，具有

光合作用效率高、生长速度快、不占耕地、产品附加

值高等优点
［１－２］

，近年来得到广泛关注。但微藻培

养过程需要向培养液中添加大量的 Ｎ、Ｐ等营养元
素

［３－４］
，极大地增加了微藻培养的成本

［５］
，制约了微

藻培养产业的发展。近年来大中型沼气工程在我国

得到了迅速推广，这些沼气工程基本采用湿式厌氧

发酵工艺，在产生新能源沼气的同时也产生了大量

的沼液废水
［６－８］

，而这些沼液富含浓度较高的有机

物和 Ｎ、Ｐ等营养成分以及种类繁多的微生物
等

［９－１１］
，处置不当将会对环境造成威胁

［１２－１３］
，因此

沼液利用途径及利用量的拓展引起研究者的关注。

如将沼气厌氧发酵后富含 Ｎ、Ｐ等营养成分的沼液
作为微藻培养的营养液，在一定程度上可以解决沼

液的处置问题
［１４－１７］

，还可以降低微藻培养过程中补

充氮源和磷源的成本
［１８－１９］

。

微藻在培养过程中容易受到杂菌污染
［２０］
。沼

气发酵的原料种类众多，不同发酵原料沼气发酵

后的沼液成分差别较大，如畜禽的食物及消化道

内存在的大量病原微生物在畜禽粪便中大量残

留，此外由于目前规模化养殖场中各种化学添加

剂的滥用，也使相对较多的重金属残留在畜禽粪

便中，以这些畜禽废弃物为原料进行沼气发酵产

生的沼液中存在大量的病原微生物等杂菌及重金

属
［６］
，容易对微藻产生污染，所以在前期研究中很

多学者
［２１－２２］

均将沼液灭菌后再进行微藻的培养

试验，进而增大了微藻培养成本，影响微藻产业的

后续应用和推广。

此外，目前大规模工业化生产的沼气工程普遍

采用的是３５℃的中温厌氧发酵和 ５５℃的高温厌氧
发酵工艺。与３５℃的中温厌氧发酵工艺相比，５５℃
的高温厌氧发酵工艺不但对沼气发酵过程影响显

著，而且由于高温厌氧发酵的灭菌效果更为明显，对

厌氧发酵后的沼液特性也有显著影响，经 ５５℃高温
厌氧发酵后获得的沼液中各种病原菌的数量明显低

于３５℃中温厌氧发酵［２３－２４］
。所以，中温厌氧发酵

和高温厌氧发酵后沼液作为微藻培养的营养源，会

对后续的微藻生长产生影响。而目前利用高温发酵

沼液进行微藻培养方面的研究鲜见报道，关于中温

发酵沼液和高温发酵沼液用于微藻培养的系统性对

比研究未见报道。

本文针对以上问题，以猪粪中温 ３５℃和高温
５５℃厌氧发酵后的沼液为原料，在灭菌和不灭菌的
条件下，系统研究不同沼液对微藻培养过程各主要

指标的影响规律。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　沼液及预处理

试验采用的沼液取自东北农业大学生物质能源

实验室，沼气发酵的原料为猪粪，发酵时间为 ３０ｄ，
３５℃中温厌氧发酵后未固液分离沼液的初始化学需
氧量（ＣＯＤ值）为 ４８６１２８ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值为 ７８８，总
氮质量浓度为 ２６５２５３ｍｇ／Ｌ，总磷质量浓度为
５２６１ｍｇ／Ｌ，氨氮质量浓度为 ２２２９１９ｍｇ／Ｌ，Ｃｕ２＋

质量浓度为０７９ｍｇ／Ｌ，Ｆｅ２＋质量浓度为１４２ｍｇ／Ｌ，
Ｚｎ２＋质量浓度为０４０ｍｇ／Ｌ，浊度为１０２４ＮＴＵ；５５℃
高温厌氧发酵后未固液分离沼液的初始化学需氧量

（ＣＯＤ值）为５０２９９５ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值为７８６，总氮质量
浓度为２８３３７３ｍｇ／Ｌ，总磷质量浓度为４９２５ｍｇ／Ｌ，
氨氮质量浓度为２３２８７６ｍｇ／Ｌ，Ｃｕ２＋质量浓度为
０７７ｍｇ／Ｌ，Ｆｅ２＋质量浓度为１３８ｍｇ／Ｌ，Ｚｎ２＋质量浓
度为０３９ｍｇ／Ｌ，浊度为９７８ＮＴＵ。沼气发酵后的剩
余物经孔径 ００７５ｍｍ尼龙标准筛去除大颗粒物，
之后利用３ ３０Ｋ型高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ公司）
在１００００ｒ／ｍｉｎ的条件下去除小颗粒物获得本试验
所用沼液，之后储存于４℃冰箱内备用，试验前经不
同处理的离心后沼液的相关指标如表１所示。

表 １　沼液特性

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｂｉｏｇａｓｓｌｕｒｒｙ

参数

数值

３５℃

未灭菌

３５℃

灭菌

５５℃

未灭菌

５５℃

灭菌

ｐＨ值 ７８８ ９３３ ７８６ ９２８

氨氮质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ２０２８７６ １９０７４７ ２１９３０６ ２００６５２

总氮质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ２４３３７３ ２３２３５８ ２６４０２２ ２４５９６０

总磷质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） ４６２５ ５０５５ ４７６８ ４７５６

ＣＯＤ值／（ｍｇ·Ｌ－１） ４５２９４６ ４６８２１９ ４６７９６２ ４８２０１４
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１１２　藻种
试验所用的藻种为蛋白核小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ

ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ）与普通小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ），均由
中国科学院水生生物研究所提供，藻种编号为

ＦＡＣＨＢ ５（５号藻种）和 ＦＡＣＨＢ ８（８号藻种）。
１２　试验方法及条件

藻种采用沼液和 ＢＧ１１培养基的混合液进行培
养，ＢＧ１１培养基的配方见文献［２５］，猪粪沼液的添
加量均为２０％，试验采用的药品均为分析纯。利用
ＯＢＹ Ｑ６００ ＳＥＩ型人工气候培养箱（常州欧邦电
子有限公司）进行微藻培养，培养温度为（２６±
１）℃，光照强度为４０００ｌｘ，２４ｈ连续光照，同时利用
ＨＧ １８０型旋涡式气泵（台湾亚士霸电机集团有限公
司）向微藻培养液通入空气，通气量１５Ｌ／ｍｉｎ，空气在
进入培养液前经０２μｍ滤膜过滤。

试验容器为１０００ｍＬ三角瓶，内装６００ｍＬ培养
液，在未调节 ｐＨ值条件下将对数期藻种各 １００ｍＬ
分别加入各组培养液中，每组２个重复，进行批式培
养，培养周期为 １１ｄ，每天取样测 ６８０ｎｍ处 ＯＤ值
（光密度）、ｐＨ值，每隔 １ｄ取样，利用 ３ ３０Ｋ型高
速离心机在 １００００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心，之后测定
上清液中氨氮质量浓度、总氮质量浓度、总磷质量浓

度和 ＣＯＤ值。
１３　分析方法

生物量测定采用光密度法
［２６］
。取小球藻藻液，

用紫外可见分光光度计测定其在 ６８０ｎｍ吸收波长
下的 ＯＤ值，以此衡量小球藻在培养过程中的相对
生长量。原料沼液的浊度采用分光光度法测定

６８０ｎｍ下的吸光度［２７－２８］
，培养液的 ＣＯＤ值测定采

用重铬酸盐法，参照 ＧＢ１１９１４—１９８９《水质化学需
氧量的测定重铬酸盐法》；总氮和氨氮采用凯氏定

氮法测定
［２９］
，所用仪器为 Ｋｊｅｌｔｅｃ２３００型全自动凯

氏定氮仪（丹麦 ＦＯＳＳ公司 ），总磷测定采用钼酸铵
分光光度法，参照 ＧＢ１１８９３—１９８９《水质总磷的测
定 钼酸铵分光光度法》

［３０］
。采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ９３２进

行数据处理，采用 ＳＰＳＳ２２０进行差异显著性分析。

２　结果与讨论

２１　微藻生长
不同沼液对微藻生长的影响如图１所示。
从图中可以看出，各试验组的整体变化规律基

本一致，即在试验开始后前 ３ｄ的 ６８０ｎｍ处 ＯＤ值
缓慢上升，从第 ４天开始各试验组的 ＯＤ值开始快
速上升，在第１０天达到各自的较高值，之后逐渐趋
于稳定。在本试验条件下，各试验组的微藻生长趋

势符合生物学中的 Ｓ型生长曲线，利用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ软

图 １　微藻生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅ
　
件拟合微藻生长曲线，经过不同 Ｓ型函数的拟合结
果，最终选择拟合度较高的 ＤｏｓｅＲｅｓｐ函数，各试验
组拟合后的方程如表 ２所示，方程对各条曲线的拟
合度均不低于０９８４６。从图中还可以看出，５号藻
种和８号藻种在灭菌和未灭菌沼液中均能较好地生
长，各试验组经短暂适应期后微藻的生长速率均出

现较大的增加，各试验组的 ＯＤ值均由试验开始时
的０４０～０４８升高到 １９３～２５７。此外灭菌试验
组和未灭菌试验组在前期对沼液的适应性方面未表

现出明显的优势，适应时间均为 ３ｄ，但灭菌各试验
组６８０ｎｍ处 ＯＤ值均高于各自对应的未灭菌试验
组，经显著性分析后差异达到极显著水平（Ｐ＜
００１），这说明灭菌试验组的微藻生长速率高于未
灭菌试验组，但高温灭菌也将增加微藻的培养成本，

不利于后续微藻的规模化培养。从图中还可以看

出，在灭菌和未灭菌试验组中 ５５℃厌氧发酵后沼液
各试验组的整体表现均优于各自对应的 ３５℃厌氧
发酵后沼液试验组，经显著性分析后差异达到极显

表 ２　微藻生长曲线拟合方程

Ｔａｂ．２　Ｆｉｔｔｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓ

条件 方程 拟合度

５号藻种，３５℃，

未灭菌
ｙ＝０３６＋１８６／［１＋１００２５（６８９－ｘ）］ ０９９６９

５号藻种，３５℃，

灭菌
ｙ＝０４９＋１７３／［１＋１００２９（６６１－ｘ）］ ０９９１１

５号藻种，５５℃，

未灭菌
ｙ＝０４３＋２２／［１＋１００２７（７５８－ｘ）］ ０９９３１

５号藻种，５５℃，

灭菌
ｙ＝０５１＋２３７／［１＋１００２３（６８９－ｘ）］ ０９９２２

８号藻种，３５℃，

未灭菌
ｙ＝００９＋１９９／［１＋１００１４（５７７－ｘ）］ ０９８４６

８号藻种，３５℃，

灭菌
ｙ＝０５２＋１６１／［１＋１００３（５９１－ｘ）］ ０９８６２

８号藻种，５５℃，

未灭菌
ｙ＝０３９＋１８４／［１＋１００２３（７０２－ｘ）］ ０９８９２

８号藻种，５５℃，

灭菌
ｙ＝０４５＋１９１／［１＋１００２６（５５１－ｘ）］ ０９９１７
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著水平（Ｐ＜００１），这与许智等［２３］
的研究相对应，

许智等通过研究发现在 ５５℃厌氧发酵条件下经
９６ｈ对大肠杆菌的杀灭百分比达９９％，而３５℃厌氧
发酵条件对大肠杆菌基本没有杀灭作用，而本研究

采用的是在５５℃和３５℃条件下经 ３０ｄ厌氧发酵后
获得的沼液，５５℃厌氧发酵后沼液中大肠杆菌等杂
菌的数量少于３５℃厌氧发酵后沼液，对后续微藻培
养过程的抑制作用更小，此外灭菌后的 ５５℃高温厌
氧发酵后沼液的氨氮和总氮质量浓度均略高于灭菌

后的３５℃高温厌氧发酵后沼液，所以才会出现 ５５℃
高温厌氧发酵沼液微藻培养组的整体表现优于

３５℃中温厌氧发酵沼液微藻培养组的现象。
２２　微藻培养液 ｐＨ值

不同沼液用于微藻培养时培养液的 ｐＨ值变化
如图２所示。

图 ２　ｐＨ值的变化

Ｆｉｇ．２　ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐＨｖａｌｕｅ
　

从图中可以看出，各试验组的 ｐＨ值变化规律
基本一致，即试验开始后 ｐＨ值先下降之后又逐渐
上升，最后逐渐趋于稳定。这与霍书豪等

［２５］
研究过

程发现的 ｐＨ值变化规律相一致，这是由于藻类在
培养液中存在多种形态氮时，优先利用氨态氮

［３１］
，

而藻细胞利用氨分子，使得培养液中 Ｈ＋
浓度增加，

使培养液的 ｐＨ值在微藻培养的前期出现下降，之
后随着氨态氮质量浓度降低，同时沼液中的有机酸

被降解，使培养液的 ｐＨ值开始逐渐上升。从图中
还可以看出，在整个试验过程中灭菌组的 ｐＨ值整
体均高于未灭菌组，这与高婷等

［３２］
的研究结果相一

致，各未灭菌试验组的 ｐＨ值在整个试验过程中均
维持在７６～８０，而各灭菌试验组的 ｐＨ值在整个
试验过程中均维持在 ８５６～９０，经显著性分析后
差异达到极显著水平（Ｐ＜００１），灭菌和未灭菌各
试验组的 ｐＨ值均处于张虎等［３３］

研究得出的小球

藻适宜生长的 ｐＨ值范围（７０～９０）。此外，从图
中还可以看出，各灭菌试验组之间的 ｐＨ值差值大于
未灭菌组，在各灭菌试验组中３５℃厌氧发酵后沼液 ｐＨ
值在整个试验过程中均高于５５℃厌氧发酵后沼液试验

组，经显著性分析后差异达到极显著水平（Ｐ＜００１），
这是由于５５℃厌氧发酵后沼液各试验组的微藻生
长速率均优于各自对应的 ３５℃厌氧发酵后沼液试
验组，对氨氮和总氮的消耗量更大，在一定程度上使

ｐＨ值下降，所以才会出现上述现象。
２３　微藻培养液氨氮质量浓度

不同沼液用于微藻培养时培养液的氨氮质量浓

度变化如图３所示。

图 ３　氨氮质量浓度的变化

Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
　
从图中可以看出，各试验组的氨氮质量浓度变

化规律基本一致，即试验的前期（前 ２ｄ）各试验组
的氨氮质量浓度缓慢下降，试验的中期（３～８ｄ）氨
氮质量浓度开始快速下降，试验的后期逐渐趋于稳

定。从图中还可以看出，试验初期各试验组的氨氮

质量浓度差别较大，而且呈现出未灭菌组高于灭菌

组的趋势，而试验后期未灭菌和灭菌各试验组的氨

氮质量浓度差别均较小，这主要是由于高温灭菌过

程造成了部分容易挥发的氨氮损失，使试验初期未

灭菌组的氨氮质量浓度高于灭菌组，而随着试验的

进行较容易被微藻利用的氨氮
［１３］
质量浓度迅速降

低，试验结束时所有试验组的氨氮质量浓度均降低到

较低水平，差别也较小，试验结束时各试验组氨氮质量

浓度由试验开始时的３７０～４７５ｍｇ／Ｌ降到５～２３ｍｇ／Ｌ，
各试验组的氨氮去除率均高于 ９２％，这说明微藻对
沼液中的氨氮具有较显著的去除效果。从图中还可

以看出，５５℃厌氧发酵后沼液试验组的氨氮质量浓
度下降速度略高于３５℃厌氧发酵后沼液试验组，这
与５５℃厌氧发酵后沼液试验组的微藻生长速率高
于３５℃厌氧发酵后沼液试验组的结果相对应。
２４　微藻培养液总氮质量浓度

不同沼液用于微藻培养时培养液的总氮质量浓

度变化如图４所示。
从图中可以看出，各试验组的总氮质量浓度变

化规律基本一致，即试验的前期（前２ｄ）各试验组的
总氮质量浓度缓慢下降，试验的中后期总氮质量浓

度开始快速下降。从图中还可以看出，试验初期各

试验组的总氮质量浓度差别相对较大，而且呈现出
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图 ４　总氮质量浓度的变化

Ｆｉｇ．４　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
　
未灭菌组高于灭菌组的趋势，经显著性分析后达到

极显著水平（Ｐ＜００１）。而试验后期未灭菌和灭菌
各试验组的总氮质量浓度差别均较小，总氮质量浓

度的变化规律与氨氮质量浓度变化规律基本一致，

这主要是由于在沼液中氨氮比例非常高
［８，３４］

，所以

氨氮质量浓度的变化规律直接影响了总氮质量浓度

的变化规律。

２５　微藻培养液总磷质量浓度
不同沼液用于微藻培养时培养液的总磷质量浓

度变化如图５所示。

图 ５　总磷质量浓度的变化
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从图中可以看出，各试验组的总磷质量浓度变

化规律基本一致，即试验的前期（前 ２ｄ）各试验组
的总磷质量浓度缓慢下降，试验的中后期总磷质量

浓度开始快速下降。总磷质量浓度的变化规律与总

氮质量浓度的变化规律一致。从图中还可以看出，

利用３５℃厌氧发酵后未灭菌沼液培养微藻时，总磷
的质量浓度在试验的前 ６ｄ均高于其他各试验组，
而第６天后 ５号藻种组总磷质量浓度开始快速下
降，并逐渐缩小与其他各组差距，而８号藻种组的总
磷质量浓度始终保持缓慢下降的趋势，试验结束时

３５℃厌氧发酵后未灭菌沼液８号港口藻种试验组的
总磷去除率为６９％，而其他各试验组除５５℃厌氧发
酵后未灭菌沼液８号藻种试验组的总磷去除率略低
（为 ７６％）以 外，均 维 持 在 ８６％ ～９４％，这 与
ＰＲＡＪＡＰＡＴＩ等［３５］

在研究过程中得到总磷去除率相

近，总磷质量浓度的变化规律和去除率与微藻生长

曲线图中３５℃厌氧发酵后未灭菌沼液 ８号藻种试
验组较低的微藻生长速率相对应。经显著性分析后

３５℃未灭菌８号藻种试验组和５号藻种试验组的差
异不显著。３５℃未灭菌 ８号藻种试验组与 ３５℃灭
菌５号藻种试验组的差异达到显著（Ｐ＜００５）水
平，３５℃未灭菌 ８号藻种试验组与其他各试验组的
差异均达到极显著（Ｐ＜００１）水平。
２６　微藻培养液 ＣＯＤ值

不同沼液用于微藻培养时培养液的 ＣＯＤ值变
化如图６所示。

图 ６　ＣＯＤ值的变化
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从图中可以看出，各试验组的 ＣＯＤ值变化规律

基本一致，即试验的前期（前 ２ｄ）各试验组的 ＣＯＤ
值缓慢下降，试验的中期（３～８ｄ）ＣＯＤ值开始快速
下降，试验的后期逐渐趋于稳定。从图中还可以看

出，试验初期各试验组的 ＣＯＤ值差别较小，而试验
中后期各试验组的 ＣＯＤ值差别开始逐渐增大，而且
呈现出５号藻种各试验组的 ＣＯＤ去除率均高于 ８
号藻种各对应试验组，而且 ８号藻种各试验组的
ＣＯＤ去除率呈现出 ５５℃厌氧发酵后灭菌沼液试验
组高于其他各组的现象，这与各试验组的微藻生长

规律相对应，也说明５５℃高温厌氧发酵和灭菌处理
均能显著降低沼液对后续微藻培养的不利影响。各

试 验 组 的 ＣＯＤ 值 由 试 验 开 始 时 的 ９１３～
９７４ｍｇ／Ｌ降到试验结束时的 １４１～２７２ｍｇ／Ｌ，各试
验组的 ＣＯＤ去除率均维持在 ７２％ ～８６％范围内，
这与 ＭＩＮ等［３６］

在研究中得到的 ＣＯＤ去除率相近。
ＣＯＤ值降低一方面是由于小球藻除了利用 ＣＯ２作
为碳源以外，还可以快速利用各种有机化合物作为

碳源，这与 ＬＩ等［３７］
的研究结果相一致；另一方面是

由于微藻培养过程中通入的空气中含有氧气，这些

氧气提高了沼液中带入的好氧和兼氧微生物以及空

气中的好氧微生物的活性，加速了培养液中有机物

的降解，也导致了 ＣＯＤ值的下降。所以上述两个过
程的共同作用才使培养液中 ＣＯＤ值出现了大幅
下降。
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３　结论

（１）高温５５℃厌氧发酵后沼液用于微藻培养的
整体表现优于中温３５℃厌氧发酵后沼液，微藻的生
长速率更高。

（２）在本研究条件下，灭菌组与未灭菌组相
比，在前期的适应期方面未表现出明显的优势，但

在中后期的微藻生长速率方面略优于未灭菌组。

高温灭菌不仅会造成能耗的增加，也会造成氮素

的损失。

（３）本 研 究 所 选 定 的 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ
ＦＡＣＨＢ ５和 ＣｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＦＡＣＨＢ ８两种藻种
均能较好地适应添加沼液的培养环境，但前者适应

能力优于后者。利用沼液培养微藻，微藻可以显著

降低沼液中的氨氮质量浓度、总氮质量浓度、总磷质

量浓度和 ＣＯＤ值，对沼液具有较好的净化效果。
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