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添加沼液的 BG11 营养液微藻培养试验
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摘 要：利用沼液培育能源微藻，有利于废水处置的同时还能够有效降低微藻生产成本。该文研究了 S496、1067、1069、

C31、Y7、Y3 及 W 7 株微藻在混有体积分数 10%沼液的培养液中的比生长速率、培养液 pH 值和营养物的变化规律。结

果表明，除 Y7 外，其它 6 株微藻均能迅速适应沼液营养液，迅速进入对数期生长。在未调节培养液 pH 值条件下，沼液

培养液的 pH 值在培养的前 2～4 d 均有所下降，从 9.20～9.32 下降至 8.73～9.09，之后才开始恢复并上升。在 pH 值下降

时，藻的比生长速率有不断增大的趋势。培养 12 d 后，上述 7 株微藻在培养液中干质量累积量在 0.310～0.607 g/L 之间；

培养过程中，NH4-N、Mg2+、SO4
2-、Mn、F-、Fe 的浓度都大幅下降，NH4-N、Mn、Fe 几乎被完全消耗；Mg2+降幅为 11.47%～

87.73%；SO4
2-为 37.30%～62.70%；F-为 18.18%～54.55%。该文为利用沼液培养能源微藻提供依据。
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0 引 言

由于对能源安全和气候变化的关注，生物燃料的开

发和利用在世界各国得到了高度重视。有从小麦、玉米

等高糖作物，植物油或动物脂肪，来生产的第 1 代生物

燃料，它在技术上来看很成熟，竞争优势显著，但在中

国并不鼓励，因为它直接与粮食供应相冲突。第 2 代生

物燃料中利用木质纤维素生产乙醇的成本与技术障碍制

约了其发展速度；利用地沟油、煎炸废油、高油作物来

生产生物柴油的产量较低，远不能满足市场的需求。而

微藻是具有很大潜力的可再生生物质资源[1-5]。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、油脂含量高、不占耕地、产品附加值高等

优点[6]。利用微藻累积的生物质，可为微藻转化的能源形

态提供原料。

已有研究表明，微藻可以在污水中存活，利用污水

中的有机养分进行异养生长[7-8]，且通过光合作用吸收二

氧化碳进行自养生长[9]，利用污水培养微藻有利于环境治
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理，同时可以有效降低培养过程中营养物成本投入。近

年来中国大中型沼气工程产生的大量沼液废水，如何进

行沼液处置的问题已经引起人们的关注。沼液中因含有

较高浓度的有机物，N、P 等元素，完全具备为微藻提供

养分的潜力，但是沼液成分复杂并含有大量微生物、细

菌等，国内外虽有研究涉及沼液浓度及灭菌与否对培养

微藻的影响[10-11]，也有研究涉及培养液碳源、氮源优化

和其他环境因子的优化[12-14]，本试验研究将在上述相关

研究的基础上，以 7 株被证明可以在污水中快速生长的

微藻为研究对象，考察其在添加沼液培养液中的比生长

速率、pH 值和营养物的变化规律，以期为利用沼液培养

能源微藻提供依据。

1 材料和方法

1.1 沼液制备和藻种选取

本研究中所用到的沼液取自北京市顺义区北郎中

集中供气沼气工程中心，沼液化学需氧量在 950～

1620 mg/L，pH 值约 8.5，10 000 r/min 离心后用孔径

0.45 µm 的混合纤维滤膜过滤，于-18℃冷冻备用。藻种

为 S496、1067、1069、C31、Y7、Y3 和 W，来源如表

1 所示。

1.2 成分分析方法

微 量 元 素 用 电 感 耦 合 等 离 子 体 发 射 光 谱 仪

（ICP-OES，美国戴安）测试[15]，阴离子用离子色谱仪

（ ICS-90，美国戴安）测试，阳离子用离子色谱仪

（ICS-1500，美国戴安）测试。氨态氮用水杨酸分光光度

法（GB 7481-1987）测试。
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表 1 藻株编号及说明

Table 1 Code number and collection site of algae strains

藻株编号 藻株 来源 采集地

S496
二形栅藻（Scenedesmus

dimorphus）
购自中国淡水藻种库

1067 小球藻（Chlorella sp.） 购自中国淡水藻种库

1069 小球藻（Chlorella sp.）
中国农业大学农业生物

技术国家重点实验室
江苏太湖

C31 普通小球藻(C. vulgaris) 购自中国淡水藻种库
云南西双

版纳

Y7
雷氏衣藻(Chlamydomonas

reinhardii)

中国农业大学农业生物

技术国家重点实验室
江苏太湖

Y3
蛋白核小球藻(C.

pyrenoidosa)

中国农业大学农业生物

技术国家重点实验室
江苏太湖

W 未鉴定 作者分离

北京东华

山村沼气

站粪污塘

1.3 藻种培养方法和试验培养方法

藻种采用 BG11 培养基进行培养，配方见表 2，试验

药品均为分析纯。培养温度（25±1）℃，光照强度 8 000 lx，

光暗比（L:D）为 14:10。选取对数期的藻种接种。

表 2 BG11 培养基配方

Table 2 Composition of BG11 Medium

成分 质量浓度/(g·L-1)

柠檬酸 6.0×10-3

NaNO3 1.5

CaCl2·2H2O 3.6×10-2

H3BO3 2.9×10-3

柠檬酸铁胺 6.0×10-3

K2HPO4 4.0×10-2

MnCl2·4H2O 1.8×10-5

EDTA Na2 1.0×10-3

MgSO4·7H2O 7.5×10-2

Na2CO3 0.02

ZnSO4·7H2O 2.2×10-4

Na2MnO4·2H2O 3.9×10-4

CuSO4·5H2O 8.0×10-5

Co(NO3)2·6H2O 5.0×10-5

试验采用 100 mL 三角瓶，装 60 mL 培养液。培养液

为沼液与 BG11 的混合液，其中沼液所占体积约为 10%，

控制 680 nm 吸收波长下初始光密度（optical density，OD）

为 0.1～0.2，将 S496、1067、1069、C31、Y7、Y3 和 W

藻株分别接入培养液中，每组设 3 个重复。温度（25±1）℃，

光照强度 8 000 lx，光暗比（L:D）为 14:10。手动摇匀，

每天摇 6 次，以防止藻沉淀或附着于瓶壁。连续培养 12 d，

每 2 d 测定培养液 OD680、pH 值，并且测定培养前后的培

养液成分变化。

1.4 测定指标与计算方法

生物量测定方法采用比浊法和干质量法。比浊法：

用紫外可见分光光度计（型号 Gold S54T，上海棱光公司）

测定 680 nm 吸收波长下的光密度（Optical Density, OD）；

干质量法：取培养 12 d 的培养液 25 mL，离心，去离子

水清洗后，用已在 75℃干燥箱中烘 5 h 的 1.2 µm 孔径玻

璃纤维滤纸（型号 GF/C，Whatman，英国）过滤，然后

在 75℃干燥箱中烘 5 h 测得干质量（DW）。生长曲线中，

选取不同培养时间的适宜培养液，以 OD 为自变量，DW

为因变量进行线形拟合，得到藻“干质量-光密度”标准曲

线方程。

藻类生长一般经历适应期、指数生长期、衰减期、

稳定期和死亡期 5 个阶段。指数期的比生长速率 R （d-1）

的计算公式如（1）式所示。

2 1

2 1

ln lnt tN N
R

t t





（1）

式中，Nt1，Nt2 表示 t1 和 t2 时刻的藻干质量，g/L。

培养液 pH 值由 pH 仪（型号 5-star，德国 Orion 公司）

测定。

2 结果与分析

2.1 营养成分分析

如表 3 所示，沼液中包含了 BG11 培养液的大部分元

素，包括 Na+、K+、Mg2+、Ca2+、Cl-、SO4
2-、Cu、Fe、

Co、Mn、NH4-N、NO3
-。沼液原液的成分基本能满足藻

生长的需要，与 BG11 相比，沼液中的氮主要以氨态氮形

式存在，而 BG11 中的是硝态氮；沼液中的 P、Zn、Fe

和 Mn 含量较少或没有；沼液中还含有 F-、NO2
-；沼液中

并未发现重金属 Pb、Cr 和 Cd。用 BG11 与沼液混合来培

养微藻，不仅可以达到稀释沼液的目的，而且能保证培

养液营养元素的种类均衡完备，对沼液处置有利。通过

表 3 还可以看出，混合沼液的营养液成分发生改变，如

Na+、Fe、Mn、PO4
3-、NO3

-减少。

表 3 培养液成分分析

Table 3 Characteristics of media

mg·L-1

项目 沼液 BG11 培养基 体积分数 10%沼液+BG11 培养基

Na+ 50.70 414.70 103.15

NH4-N 1143.64 0.39 113.19

K+ 125.00 14.00 18.05

Mg2+ 13.75 7.00 4.97

Ca2+ 11.80 9.90 6.54

F- 1.00 n.a. 0.22

Cl- 18.20 17.96 3.90

NO2
- 10.00 n.a. 0.36

NO3
- 0.60 1094.00 30.94

PO4
3- n.a. 21.84 0.14

SO4
2- 1.20 27.10 1.26

Cu 0.015 0.02 0.019

Zn n.a. 0.05 0.005

Fe 0.24 1.29 0.006

Co 0.013 0.01 0.011

Cr n.a. n.a. n.a.

Mn 0.037 0.52 0.13

Pb n.a. n.a. n.a.

Cd n.a. n.a. n.a.

注：n.a.为未检出。

2.2 生长曲线

根据表 4 藻干质量和光密度之间的线性关系（R²＞
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0.997），可计算藻干质量。藻株经过 7 d 约含 10%体积

沼液废水的驯化后，大部分藻均能适应含沼液体积分数

为 10%的培养液。如图 1，除了 Y7，其它 6 株藻均能迅

速适应本试验浓度，迅速进入对数期生长。在第 10 天，

1067 先于其它进入稳定期，可能由于沼液添加浓度偏高，

导致其他 6 株培养了 12 d 还未进入稳定期。从图 1 明显

可以看出，Y7 对 BG11 培养基混加体积分数 10%沼液培

养液的浓度或起始 pH 值 9.32 并不适应，与其他各株相

比生长速度一直处于落后。

表 4 不同藻株干质量-光密度线性方程

Table 4 Linear relationships between optical density (OD) and

dry weight of different strains

编号 方程 R²

S496 y=0.273x-0.009 0.998

1067 y=0.239x-0.007 0.999

1069 y=0.235x-0.005 0.998

C31 y=0.242x+0.000 0.997

Y7 y=0.335x-0.015 0.998

Y3 y=0.246x-0.010 0.998

W y=0.292x-0.014 0.999

注：x 表示光密度；y 表示干质量，g/L；S496，1067，1069，C31，Y7，Y3，

W 为藻株。

注：S496，1067，1069，C31，Y7，Y3，W 为藻株。

图 1 7 株藻株的生长曲线

Fig.1 Growth curve of seven strainsmicroalgae

2.3 培养过程中 pH 值与比生长速率变化

由图 2 知，7 株藻所在培养液在培养的前 2 d，pH 值

均有所下降，C31、Y7、W 的下降持续到第 4 天，从 9.20～

9.32 下降至 8.73～9.09，之后才开始上升。（由式（1）

计算得出比生长速率）在 pH 值下降的同时，藻的比生长

速率增大；对于藻株 Y7、W pH 值降到最低时，藻比生

长速率达到最大值，其他藻株延迟 2 d 后达到最大值。

沼液中氮的形态主要是氨态氮，并且藻类在环境中具有

多种形态氮时，较优先利用氨态氮[16-17]，而藻细胞利用

氨分子，使得培养液中 H+浓度增加，这是 pH 值在培养

前期下降的原因，随着沼液中有机酸彻底降解、硫酸盐

的还原或利用硝态氮引起 pH 值上升，有些藻株如 1067、

1069、Y3 在 pH 值上升后再下降，分析原因是可能有酸

性分泌物产生；藻株 C31 氨态氮消耗殆尽，但硝态氮利

用有限（见表 5），pH 波动不大；藻株 W 在 pH 值上升

后下降而后有缓慢上升，原因可能是酸性分泌物不稳定。

a. 1067 藻株

b. C31 藻株

c. Y7 藻株

注：7 株微藻以上 3 种为例其略。

图 2 3 株微藻的比生长速率及培养液 pH 值变化

Fig.2 Specific growth rate of three strains microalgae and

variation of pH value of media

2.4 养分质量浓度变化

如表 5 所示，培养前后，培养液中的 Na+、K+浓度有

升有降，这可能由于培养 12 d 水分蒸发和藻光合作用消

耗水分，而藻类对这些元素吸收有限的缘故。有研究表

明，当环境中存在氨态氮时，藻优先利用氨态氮[16-17]。

1067 藻株平均比生长速率最大，对培养液中的氨态氮消

耗至微量，而后再以硝态氮为氮源进一步利用，因此导

致 NO3
-浓度的降低。NH4-N、Mg2+、SO4

2-、Mn、F-、Fe
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表 5 培养 12 d 后养分质量浓度变化

Table 5 Mass concentration variation of nutrients after 12 days cultivation

项目 Na+ NH4-N K+ Mg2+ Ca2+ F- Cl- NO2
- NO3

- PO4
3- SO4

2- Cu Zn Fe Co Mn

藻株 培养前质量浓度

/(mg·L-1)
103.15 113.19 18.05 4.97 6.54 0.22 3.90 0.36 30.94 0.14 1.26 0.01 0.005 0.006 0.011 0.132

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
109.65 3.47 21.49 1.00 6.03 0.14 4.40 n.a. 26.92 n.a. 0.79 0.01 n.a. n.a. 0.01 0.001

S469

变化/% 6.30 -96.93 19.06 -79.88 -7.80 -36.36 12.82 - -12.99 - -37.30 0 - - -9.09 -99.24

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
95.97 1.41 12.50 0.61 6.57 0.14 2.99 0.26 17.44 n.a. 0.66 0.009 n.a. 0.003 0.009 0.002

1067

变化/% -6.96 -98.75 -30.75 -87.73 0.46 -36.36 -23.33 -27.78 -43.63 - -47.62 -10.00 - -50 -18.18 -98.48

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
102.82 4.44 19.28 1.05 5.65 0.13 2.68 0.21 20.8 n.a. 0.47 0.009 n.a. n.a. 0.01 0.007

1069

变化/% -0.32 -96.07 6.81 -78.87 -13.61 -40.91 -31.28 -41.67 -32.77 - -62.70 -10.00 - - -9.09 -94.70

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
110.32 7.22 21.30 4.40 5.94 0.15 2.63 0.09 29.14 n.a. 0.69 0.008 n.a. n.a. 0.011 0.001

C31

变化/% 6.95 -93.62 18.01 -11.47 -9.17 -31.82 -32.56 -75.00 -5.82 - -45.24 -20.00 - - 0 -99.24

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
91.35 4.09 17.97 3.39 5.60 0.1 2.71 n.a. 18.38 n.a. 0.60 0.008 n.a. n.a. 0.009 0.002

Y7

变化/% -11.44 -96.39 -0.44 -31.79 -14.37 -54.55 -30.51 - -40.59 - -52.38 -20.00 - - -18.18 -98.48

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
74.09 1.30 13.90 1.05 5.26 0.18 2.62 0.24 16.68 n.a. 0.47 0.006 n.a. n.a. 0.006 0.007

Y3

变化/% -28.18 -98.86 -22.99 -78.87 -19.57 -18.18 -32.82 -33.33 -46.09 - -62.70 -40.00 - - -45.45 -94.67

培养后质量浓度

/(mg·L-1)
102.26 3.25 19.75 2.41 5.25 0.04 3.86 0.36 23.94 n.a. 0.57 0.009 n.a. n.a. 0.010 0.009

W

变化/% -0.86 -97.13 9.42 -51.51 -19.72 -81.82 -1.03 0 -22.62 - -54.76 -10.00 - - -9.09 -93.18

的浓度均显著下降，NH4-N、Mn、Fe 几乎被完全消耗；

Mg2+降幅为 11.47%～87.73%；SO4
2-为 37.30%～62.70%；

F-为 18.18%～54.55%。说明此类物质是藻类能大量吸收

即生长所必需的。Cl-被藻株吸收 23.33%～32.82%（除

S469 与 W）；Ca2+下降幅度为 7.80%～19.72%（除 1067）。

本研究中 Fe 最终被完全消耗。在含 Fe 培养液中培养的

藻细胞浓度比在不含 Fe 培养液中培养的高[18]，微量的 Fe

对藻生长有利。

2.5 干质量累积量

培养 12 d 后，S496、1067、1069、C31、Y7、Y3、

W 7 株藻的干质量累积质量浓度（培养第 12 天与起始接

种量的差值）分别累积了 0.540、0.571、0.607、0.347、

0.310、0.559、0.543 g/L，其中 1069 的最大，其次是 1067、

Y3 和 W（如图 3）。本研究中得到的生物产量并不是目

注：S496，1067，1069，C31，Y7，Y3，W 为藻株。

图 3 7 株微藻的干质量累积

Fig.3 Dry mass accumulation of seven microalgae

前研究中最高的，这可能是因为培养液中初始含磷量甚

微（PO4
3-最大质量浓度为 0.14 mg/L）。对于淡水浮游植

物而言，当环境中的 N:P 摩尔比大于 20:1 时，具有磷限

制性，小于 10:1 时，具有氮限制性[19]。在本研究中出现

磷限制，导致微藻细胞分裂难以进行，因而藻生长受到

抑制。另外，没有对培养液 pH 值进行调节，影响了微藻

生长；没有补充外加碳源如无机碳 CO2 有机碳冰醋酸等，

可能造成 C/N 比偏低，碳源受限影响了藻的生物量累积。

3 结 论

本文利用体积分数 10%的沼液与 BG11 培养基的混

合液分别培养 Chlorella sp.等 7 株微藻，研究比较各株微

藻的比生长速率、pH 值、营养成分变化规律及干质量累

积量，为开辟非粮作物生物质能源原料提供依据。主要

得到以下结论：

1）在本试验中，沼液中的 P、Zn、Fe 和 Mn 含量

较少或没有。因此，用 BG11 培养基与沼液混合来培养

微藻，不仅可以达到稀释沼液的目的，而且能保证营养

元素的种类完备。S496、1067、1069、C31、Y7、Y3、

W7 株藻，除 Y7，其它 6 株均能很好适应本试验中沼

液的浓度，迅速进入对数期生长，1067 先于其它藻株

进入稳定期。

2）培养过程中，未调节培养液 pH 值条件下，所有

的培养液在前 2～4 d pH 值均下降，之后 pH 值开始上升。

pH 值下降的同时，藻的比生长速率增大的趋势；对于藻

株 Y7、W pH 值降到最低时，藻比生长速率达到最大值，

其他藻株延迟 2 d 后达到最大值。

3）培养后，NH4-N、Mg2+、SO4
2-、Mn、F-、Fe 的

浓度均大幅下降；对导致水体富营养化的污染物 NH3-N
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及金属元素 Mn、Fe 均最终几乎被完全利用。

4）培养 12 d 后，7 株藻的干质量累积量在 0.310～

0.607 g/L 之间。其中 1069 的最大 0.607 g/L，其次是 1067、

Y3 和 W，分别为 0.571、0.559 和 0.543 g/L。
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Experiment on microalgae cultivation in BG11 nutrient solution adding

biogas slurry

Huo Shuhao1, Chen Yubi1,2, Liu Yupeng2, Zhu Yi3, Peng Gaojun2, Dong Renjie1※

(1. Energy Engineering and Low Carbon Technology Laboratory, College of Engineering, China Agriculture University, Beijing 100083,

China; 2. College of Water Resources and Civil Engineering, China Agriculture University, Beijing 100083, China; 3. College of Food

Science and Nutritional Engineering, China Agriculture University, Beijing 100083, China)

Abstract: The way of using biogas slurry to cultivate energy microalgae is favorable to wastewater disposal and can

lower the cost of the algae production effectively. 7 strains of microalgae S496, 1067, 1069, C31, Y7, Y3 and W were

added to be mixed with nutrient solution (volume ratio of biogas slurry and BG11 was 1:9), and then changes of the

growth rate, pH value and nutrients of nutrient solution were studied in this paper. The results showed that all other 6

trains could adapt to culture solutions immediately and came into logarithm growth phase expect Y7. Under the

conditions of unregulated medium pH value, pH value of these culture solutions all decreased from 9.20-9.32 to

8.73-9.09 in the first 2-4 days and then started to rise. When pH value declined, growth rate of microalgae increased

constantly. When algae were cultivated after 12 days, the final concentrations of algae in culture medium were between

0.310-0.607 g/L. During culture process, the concentrations of NH4-N, Mg, SO4
2-, Mn, F- and Fe all dropped

significantly; NH4-N、Mn、Fe were fully absorbed; Mg2+ dropped 11.47%-87.73%; SO4
2-dropped 37.30%-62.70%; F-

dropped 18.18%-54.55%. This research provides scientific basis for cultivating microalgae in mixing biogas slurry.

Key words: algae, pH, nutrients, growth rate, biogas slurry


