
The treatment of piggery biogas slurry with Scenedesmus sp. by attached culture
CHENG Peng-fei1,2, PAN Lu3, WANG Yuan-zhu4, LIU Tian-zhong5, LIU De-fu3*

（1.School of Water Resources and Hydropower Engineering, Wuhan University, Wuhan 430072, China; 2.Poyang Lake Eco-economy Re原
search Center of Jiujiang University, Jiujiang 332005, China; 3.School of Architectural and Environment, Hubei University of Technology,
Wuhan 430072, China; 4.School of Water Conservancy and Environment, China Three Gorges University, Yichang 443002, China; 5.Qingdao
Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266101, China）
Abstract：The current study investigated the treatment of swine（piggery）wastewater with Scenedesmus sp. by using attached cultivation
technique, coupled with lipid production. Firstly, we compared the attached culture of Scenedesmus sp. with aqueous-suspension cultivation
in BG11 medium, and studied the growth of algae and nitrogen removal efficiency. Results showed that the biomass productivity of
Scenedesmus sp. with attached culture was 6.15 g·m-2·d-1, as compared with the 5.48 g·m-2·d-1 of the aqueous-suspension cultivation. The
nitrogen removal efficiency of the attached culture was also significantly higher than that of the aqueous-suspension cultivation, which were
85.23% and 77.84%, respectively. In addition, results showed that Scenedesmus sp. could grow well in swine wastewater at light intensity of
100 滋mol·m-2·s-1 and temperature of（25依1）益. Compared with algae cultured in BG11 medium, the biomass productivity and lipid con原
tent were 6.26 g·m-2·d-1 vs 6.23 g·m-2·d-1 and 34.6% vs 35.2%, respectively. Notably, Scenedesmus sp. with attached culture could treat
swine wastewater efficiently, with ammonia nitrogen, total phosphorus（TP）and COD removal efficiency of 99.04%, 73.06% and 72.32%.
Based on the results, a process combining algae-based wastewater treatment with attached cultivation and biodiesel production can be pro原
posed as an effective way to treat raw swine wastewater as well as produce profitable byproducts.
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摘 要：以栅藻（Scendesmus dimorphus）为研究对象，将微藻培养和养猪沼液废水处理相结合，通过贴壁培养在处理沼液废水的同
时耦合藻类油脂生产，并比较了栅藻贴壁培养与悬浮培养藻细胞生长情况及对 N的利用效率，为藻类生物燃料生产及降低沼液废
水处理成本提供理论依据。结果表明：贴壁培养下藻细胞生物产率为 6.15 g·m-2·d-1，高于栅藻悬浮培养的生物产率 5.48 g·m-2·d-1；
贴壁培养下藻细胞对 N的吸收率为 85.23%，高于悬浮培养 N的利用率 77.84%。在初始 NH3-N、TP及 COD浓度分别为 281.2、29.1、
551 mg·L-1的沼液废水中贴壁培养栅藻，藻类生长状况与正常 BG11培养相近，生物产率分别为 6.26 g·m-2·d-1与 6.23 g·m-2·d-1；油脂
含量相差不大，分别占细胞干重的 34.6%、35.2%；沼液废水中 NH3-N、TP及 COD去除效率分别为 99.04%、73.06%和 72.32%。
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表 1 沼液废水的参数指标特征（mg·L-1）
Table 1 The characteristics and features of the raw piggery

wastewater（mg·L-1）

Fe2+ Cu+ Zn2+ TP NH3-N SS COD BOD
0.8 1.1 0.6 29.1 281.2 520 551 358

生猪养殖产生的污染，尤其是养猪沼液中 N、P
等污染给水体生态环境与人类安全健康造成严重危

害，已经成为农业面源污染的主要来源[1-2]。目前，国内
生猪养殖废水出水标准基本执行畜禽污染物排放标

准，其出水 COD仍高达 400 mg·L-1，且含有大量 N、P
等元素。随着国家对畜禽养殖环境的重视，沼液废水

排放标准提高是必然趋势。

当前，生猪养殖废水主要采用厌氧发酵产沼气处

理技术，虽然在废水净化效果与经济效益方面均有一

定优势，但处理后的沼液仍含有丰富的 N、P等大量
元素及各种微量元素[3-4]。传统“猪-沼-果”、“猪-沼-
鱼”等沼液利用模式能够有效提高土壤肥力、改善果

蔬与鱼苗的生长品质，但是这些沼液的规模化利用面

临土地不足以消纳及农户不接受等问题，加大了养殖

污水处理难度，造成资源的浪费和对社会、环境的不

良影响[5-6]。因此，沼液废水的处理迫切需要能使其处
理后得以资源化利用的集成技术。

比较而言，利用某些生物本身的化学结构与成分

特性来非定向或选择性的吸附、富集或去除废水中

N、P及 COD等则具有明显的优势。各种生物质资源
中，藻类光合效率高、油脂产率高、固碳效率好及含有

丰富的高附加值产品，相比于细菌、霉菌、植物等具有

更好的优势，因而被认为是最具发展潜力的生物质资

源之一[7-8]。微藻在光合作用生长过程中能够吸收大量
的 N、P等营养物质，或通过富集与结合作用对水体
环境中金属离子、微量元素等进行吸附，合成自身脂

质及其他附加值产品，进而降低水体中的营养负荷，

净化水质[9]。
利用液体悬浮培养微藻进行养猪沼液废水处理

的研究已有报道。Franchino等[10]和阮榕生等[11]国内外
学者应用微藻进行沼液废水的处理，取得了较好的效

果。但传统的微藻悬浮培养净化废水技术因占地面积

大、处理效果不稳定、采收成本高等原因一直未能成

为污水处理的主流工艺。Ji等[12]将小球藻（Chlorella
vulgaris YSW-04）在传统的 PBRs反应器中悬浮培养
并净化沼液废水，结果藻细胞的生长因废水的浓度高

而受到抑制，生物产率较低，而且培养后的藻细胞需

离心分离才能最终净化水质。因此，微藻培养系统（反

应器）的构建是实现微藻污水处理工程化应用的关

键。基于此，本研究利用贴壁技术培养微藻处理沼液

废水。贴壁培养是根据光稀释与固定化的原理，将藻

细胞与培养基相分离，并固定在一定生物膜材料上，

将极少量的培养基液体通过附着在多孔材料的背面

或内部滴入以使藻细胞处于半干湿润状态，并在一定

光照强度与营养盐浓度下进行生长的培养方式[13]。利
用贴壁方式培养微藻处理沼液废水，培养结束后省去

了藻细胞离心的高能耗过程，大幅降低成本。但贴壁

培养微藻藻细胞生长状况与悬浮培养相比是否有优

势，以及两种培养方式下对培养基中营养物质的去除

效率还需要作比较研究。在此实验基础上再对贴壁培

养微藻处理沼液废水的效果进行研究才具意义。

藻细胞用于生产生物柴油是微藻沼液废水处理

重获新生的主要驱动力之一。微藻培养将污水处理和

生物柴油生产相结合，在一定程度上解决了藻类培养

的成本以及污水处理问题。选择油脂含量高、生长速

率快的微藻在整个技术中至关重要。众多微藻中，由

于栅藻在其培养过程中可积累较多油脂，且对污水耐

受能力强，是一种典型的生产生物柴油的藻种资源[14]。
本文首先在正常 BG11培养基下比较栅藻贴壁

培养与传统悬浮培养藻细胞生长及对营养盐利用效

率。通过采集武汉某地区养猪沼液废水，利用贴壁方

式培养栅藻，考察栅藻在沼液废水中生长、油脂积累

及对 NH3-N、TP及 COD的去除效率，以期探究栅藻
贴壁培养处理养猪沼液废水的效果，为沼液污染控制

及现代畜禽生态发展提供“绿色生态”途径。

1 材料与方法

1.1 藻种与培养基
本实验所用栅藻（Scendesmus dimorphus）藻种由

湖北工业大学实验室保藏。栅藻种子培养过程所用培

养基为 BG11培养基[15]。
1.2 沼液废水

本实验藻类贴壁培养沼液废水取自武汉市某畜

禽企业经厌氧发酵后的污水，取水时间为2016年 3
月 15日 14：00。废水经自然沉降 2 d后，取上清液测
定其初始 NH3-N、TP、COD等指标，结果见表 1。
1.3 反应器与培养方法

本实验栅藻种子培养所用反应器为玻璃柱式反

应器，内直径 0.05 m，柱高 0.55 m，工作体积 0.9 L。反
应器内部放置直径 5 mm的玻璃通气管，混合有 1.5%
CO2（V /V）的压缩空气（0.1 MPa），以 0.1 vvm的速率通
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过通气管从反应器底部鼓泡，从而将藻液搅动并补充

碳源。培养过程中连续光照，培养柱表面光强 100
滋mol·m-2·s-1，培养温度（25依1）益。

贴壁培养反应装置如图 1所示。将一长 0.4 m、宽
0.2 m、厚 3 mm的玻璃板置于 0.5 m伊0.3 m伊0.05 m的
玻璃腔中，玻璃板的一面附有滤纸，并接受正上方的

光照。将栅藻藻种接种于醋酸纤维素膜上，贴于附着

在玻璃板的滤纸上，将附有藻种的玻璃板放入玻璃腔

室内，为保持玻璃腔室内的稳定环境，用保鲜膜封住

玻璃腔的一面，培养基液体通过循环泵滴加（循环使

用）。为了保证培养液均匀渗入藻细胞内，将玻璃培养

腔放置一定倾角，荧光灯置于培养腔正上方提供光

源。沼液废水贴壁培养栅藻未通 CO2，以空气鼓泡代
替，其他培养条件与种子液培养条件相同。

为了便于比较正常 BG11 培养基下栅藻贴壁培
养与液体培养藻细胞生长及 N盐利用情况，栅藻液
体培养置于体积 1 L 的玻璃缸中（长 50 cm、宽 20
cm、厚 1 cm），在相同条件下进行比较研究。

1.4 分析方法
1.4.1 藻细胞生物量测定

将 0.45 滋m（直径 50 mm）的醋酸纤维滤膜煮沸
3次后，在 105 益烘箱中烘至恒重（W 1），将待测藻样
用去离子水冲至烧杯中，并倒入抽滤装置中抽至已

称重的滤膜上，将附着藻的滤膜放入 105 益烘箱中
烘至恒重（W 2），用分析天平称量可得藻样重量（DW/
g·m-2）。

DW=（W 2原W 1）/0.001 （1）
1.4.2 藻细胞油脂含量测定

栅藻总脂含量的测定采用改进的氯仿-甲醇法[16]。
收集藻细胞，用一定量蒸馏水冲洗离心后冷冻干燥。

称取约 50 mg（重量 W 1）藻粉于研钵中，加入 200 mg
已烘干的石英砂，研碎后加入 5 mL甲醇，2.5 mL氯

仿，高速振荡 5 min。摇床 12 h，离心取上清 7.5 mL至
以新管 1。向固相中再加入 5 mL甲醇，2.5 mL氯仿，
高速振荡 5 min，摇床 2 h，离心取上清 7.5 mL至以新
管 1，后加入 5 mL氯仿和 9 mL 浓度 1% NaCl，保证
最终体系为甲醇颐氯仿颐1% NaCl=2颐2颐1.8，振荡混匀。将
新管 1于 8000 r·min-1下离心 10 min，去上清，下层液
转移入 20 mL干净玻璃管（已称重 W 2）。吹氮气于 61
益水浴，约 10 min待氯仿挥发殆尽后，于 105 益烘 3
h，冷却后，称重 W 3。

总脂含量（%）=（W 3-W 2）/W 1伊100% （2）
1.4.3 正常 BG11培养基中 N浓度测定

分别测定 0、24、48、72、96 h时 BG11培养液中 N
浓度，在相同条件下比较栅藻液体培养与贴壁培养对

N的吸收效率。培养液中 N含量测定方法参照 Collos
等[17]的实验研究。准确量取 2 mL培养基，10 000伊g下
离心 5 min，收集上清液在 220 nm下分光光度计测
定，N的摩尔浓度（C，mmol·L-1）参照以下公式计算：

C=0.282 9OD220-0.038 8（r2>0.99） （3）
1.4.4 NH3-N、TP及 COD的测定

取贴壁培养循环装置中沼液废水，每 2 d分别进
行 NH3-N、TP及 COD测定。NH3-N测量采用纳氏试
剂分光光度法（HJ 535—2009）；TP测量采用钼酸铵
分光光度法（GB 11893—1989）；COD的测定采用重
铬酸钾氧化处理法（GB 11914—1989）。
1.5 数据分析方法

采用数据统计软件 SPSS 10.0进行单因素方差分
析（One-Way ANOVA），采用 LSD和 Tukey HSD法进
行统计检验（P约0.05）。
2 结果与分析

2.1 栅藻贴壁培养与悬浮培养的比较
将培养至对数期（经 3~4 d）的栅藻种子液分别接

种于贴壁反应器与悬浮培养缸中，在温度（25依1）益，
光照强度（100依10）滋mol·m-2·s-1，1% CO2（V /V）及相
同光面积下培养 8 d。栅藻的生物量变化情况如图 2
所示。结果表明，贴壁培养下栅藻生长状况优于悬浮

培养，培养 8 d后悬浮培养的生物产率为 5.48 g·m-2·
d-1，而贴壁培养生物产率为 6.15 g·m-2·d-1，高于文献
报道的传统液体悬浮培养栅藻的结果[18]。

从图 3可知，随着培养时间的延长（0、24、48、72、
96 h），栅藻悬浮培养与贴壁培养 BG11培养基中 N
浓度均由最初 17.6 mmol·L-1逐渐降低。栅藻悬浮培
养下培养液中 N的变化不显著，贴壁培养下藻细胞

图 1 微藻贴壁培养装置示意图
Figure 1 Device of attached culture for microalgae

光照

培养基
空气+CO2
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图 4 沼液废水与正常 BG11培养基栅藻贴壁生长状况
Figure 4 The growth of Scendesmus sp. with attached culture in swine wastewater and BG11 medium
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对 N的吸收效率略高，变化较为显著。培养 96 h后，
贴壁培养下培养液中 N的最终浓度为 2.6 mmol·L-1，
悬浮培养 N的浓度为 3.9 mmol·L-1；贴壁培养栅藻对
N的去除率为 85.2%，显著高于悬浮培养 N的去除效
率 77.8%。贴壁培养下栅藻的生长及对 N的吸收效率
均优于传统悬浮培养，而养猪沼液废水中富含 N、P
等营养物（表 1）。因此，利用栅藻贴壁培养处理养猪
沼液废水有待进一步尝试。

2.2 沼液废水贴壁培养栅藻的生长状况
将对数期栅藻种子液接种于贴壁反应器中，每 2

d取样，培养 8 d后考察栅藻在沼液废水中生长情况
（图 4a），并与正常 BG11培养情况比较（图 4b）。由图
4a得知，栅藻在养猪沼液废水原水中能较好生长，尤
其在培养前 2 d生长较快，生物产率为 12.5 g·m-2·d-1，
显著高于正常 BG11培养基。相同条件下培养 8 d后，
沼液废水中栅藻生物产率为 6.26 g·m-2·d-1，与正常
BG11培养基的差异不明显（6.23 g·m-2·d-1）。
2.3 沼液废水对栅藻贴壁培养油脂积累的影响

相同条件下，栅藻分别在沼液废水和 BG11培养
基中贴壁培养，收集培养 8 d后的藻细胞，分别考察
油脂积累情况。由图 5可知，栅藻在沼液废水中的油
脂含量略低于 BG11培养基，分别是 34.6%、35.2%。
由于藻细胞在两种培养液中生物产率相近（图 4），其
油脂产率也相近，分别为 2.17、2.19 g·m-2·d-1。
2.4 栅藻贴壁培养去除沼液废水中 NH3-N、TP 及
COD情况

在光照强度 100 滋mol·m-2·s-1、温度（25依1）益、通
空气条件下贴壁培养栅藻去除沼液废水。同时，在相

图 3 栅藻贴壁培养与液体培养下培养基中 N含量的变化
Figure 3 Consumption of nitrate concentrations in cultivation broth

for Scendesmus sp. under attached and
aqueous-suspension cultivation
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图 6 贴壁培养栅藻去除 NH3-N、TP及 COD情况
Figure 6 The removal of NH3-N，TP and COD of wastewater for Scendesmus sp. with biofilm attached cultivation
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图 5 沼液废水与正常 BG11培养基栅藻贴壁培养
油脂积累情况

Figure 5 Lipid accumulation Scendesmus sp. with attached culture
in swine wastewater and BG11 medium
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同条件下贴壁培养装置中不添加栅藻作为参照，考察

沼液废水中 NH3-N、TP及 COD变化情况。由图 6 a可
知，废水中 NH3-N浓度在最初 2 d内降低较快，培养
8 d后，由初始的 281.2 mg·L-1降为 2.7 mg·L-1；由图 6
b可知，废水中 TP浓度也是在前4 d内下降最快，培
养 8 d后，由初始浓度 29.1 mg·L-1降为 7.8 mg·L-1；由
图 6 c可知，废水中 COD去除较显著，培养 8 d后，由
初始 542.1 mg·L-1降为 150.2 mg·L-1。基于以上数据
分析，栅藻贴壁培养处理养猪沼液废水 8 d内，废水
中 NH3-N、TP及 COD去除效率分别是 99.1%、73.1%

和 72.3%（图 6 d）。图 7实验结果表明，沼液废水在贴
壁培养装置中不添加藻类下运行 8 d，废水中NH3-N、
COD 浓度变化不明显，去除效率分别是 13.9%、
12.2%；TP去除效率虽然略高（28.2%），但远低于栅藻
培养下的去除率（73.1%）。
3 讨论

当前，养猪废水污染严重，经厌氧发酵产生的沼

液仍有部分未能达到排放标准。沼液废水中大量 N、P
及 COD等营养物质应用于藻类的培养，不仅节省微
藻培养成本，提高经济效益，而且保护了养猪生态环

境。传统微藻的培养方式主要是悬浮式的跑道池与各

种 PBRs反应器，这些反应装置构建成本高，利用其
培养微藻生物产率低，而且培养后需离心、分离等高

能耗采收，通过液体悬浮式培养微藻处理沼液的工艺

化还未成熟[19]。
本文首先在正常 BG11培养基中比较了栅藻贴

壁培养与悬浮培养的生长及对培养液中 N的吸收情
况，结果表明，栅藻贴壁培养的生物产率高于悬浮培

养，贴壁培养下藻细胞对培养液中 N的吸收率也高
于悬浮培养。传统悬浮培养，藻类培养初期由于光抑

制或培养后期光衰减等原因，使藻细胞不能充分有
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效地利用光能，藻细胞生物产率较低[20]。在贴壁培养
方式下，藻细胞与培养基分离，光直接照在细胞生物

膜表面，没有光衰减，单位藻细胞光子利用率增加，即

可加快栅藻细胞的生长，同时也提高了藻细胞对 N
等营养盐的利用[21]。

栅藻的贴壁培养对培养液中营养物质的利用率

高于悬浮培养，表明利用栅藻贴壁培养处理富含 N、P
等营养物质的养猪沼液废水是有意义的。栅藻在沼液

废水中生物产率与正常培养基相当，而培养前期藻细

胞在起始 NH3-N浓度较高的沼液中生长较好，远高
于正常培养基的生长状况。这表明一定浓度范围内，

NH3-N可以促进藻细胞的生长。微藻可直接利用的
氮源形式主要是 NH3-N，其他形态的氮源都要经过
氧化还原转化成铵态氮供藻类利用。微藻虽对铵态氮

和硝态氮都能吸收和利用，但在吸收速度和利用情况

方面均有差异。硝酸盐的还原需要能量，在能量不足

时，硝酸盐对藻细胞生长的效用低于铵盐[22]。但 NH3-
N浓度过高也会对藻细胞产生毒害作用，主要体现在
破坏胞内 pH值平衡，造成放氧复合体的损伤，以及打
破了细胞内部的碳氮平衡等[23]。

微藻因其独特的组成及结构成为获得生物柴油

和生物质油的优良原料来源。相比于其他动植物，利

用藻类生产油脂生物燃料因具有增值迅速、含油量高

以及占地面积小等优点而更具发展潜力。但如何降低

微藻油脂燃料的生产成本仍然是国内外商业化开发

面临的主要问题。培养基是藻类生活的直接介质，对

藻类的生长、发育、繁殖和其他生命活动起到重要的

作用。养猪沼液废水富含 N、P等营养物质，在一定程
度上或可替换传统的培养液。本研究证实，养猪沼液

废水贴壁培养栅藻，藻细胞油脂含量、产率与正常

BG11培养相当（图 5），是栅藻贴壁培养较好的培养

基替代介质。因此，利用栅藻贴壁培养处理养猪沼液

废水并耦合油脂生产，可以降低培养成本，提高藻类

生物燃料工业化生产的经济性。

Zhu等[24]通过微藻进行畜禽废水的处理研究，但
其采用传统悬浮培养方式处理沼液废水，藻细胞生物

产率低，而且处理后还需离心等高能耗方法收集，经

济成本较高。在传统沼液废水处理过程中，厌氧发酵

产沼气法可以处理废水中那些不易溶解的悬浮物和

胶体等污染物，达到废水的初步净化效果。由于该技

术不能进行废水的深度脱氮除磷，排放的沼液仍然危

害环境。微藻贴壁培养不同于传统的悬浮培养，光几

乎直接照到细胞表面而很少有光的衰减，藻类生物产

率较高。更为重要的是，贴壁培养处理废水后藻细胞

无需离心，只需简单刮取等方法即可收集，节省了能

耗，提高了藻类生产效益，降低了废水处理成本[25]。
藻细胞在生长过程中可利用底物水平磷酸化、氧

化磷酸化和光合磷酸化三种形式将废水中的有机氮、

磷等物质转化成自身所需的高能有机化合物，进而有

效地降低废水中有机物的含量[26]。本研究证实，通过
贴壁培养栅藻处理沼液废水中 NH3-N、TP及 COD达
到较好的效果，培养一个周期后各自浓度分别降到

2.7、7.8、150.2 mg·L-1，达到现行国家环保对畜禽排放
标准要求。将微藻应用于养猪沼液废水处理同时生

产油脂生物燃料，不仅可以有效降低水体富营养化，

而且具低成本、低能耗、低污染、高效率、高收益和高

溶氧量等优势，为治理污水中 N、P提供了广阔的应
用前景，是一项非常有潜力的生态环保技术。本文以

养殖废水为原料耦合栅藻贴壁培养的油脂生产，把微

藻生产和废水处理相结合，可以创造额外经济效益和

生态效益，为实现藻类生物燃料生产与废水处理系统

从“处理工艺”向“生产工艺”的转化奠定基础。

图 7 贴壁装置无藻类下 NH3-N、TP及 COD变化情况（空白对比）
Figure 7 The removal of NH3-N，TP and COD of wastewater in control with biofilm attached cultivation
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4 结论

（1）相比于传统的悬浮培养，栅藻贴壁培养生物
产率更高，且贴壁培养藻细胞对培养液中 N的利用
更具优势，利用藻类贴壁培养处理沼液废水是一种新

的有潜力的处理技术。

（2）利用栅藻贴壁培养处理沼液废水是可行的。
培养后生物产率与正常 BG11培养相当，栅藻贴壁培
养处理沼液废水的同时还可以产生油脂，油脂含量和

正常培养基相近，贴壁培养下栅藻对沼液中 NH3-N、
TP及 COD去除效率较高，达到国家现行环保排放的
要求。
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