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摘要 为提高规模化养殖场的沼气工程中沼液增值化利用水平，本研究对低碳氮比（C/N）沼液采用葡萄糖

碳源添加进行沼液本土微生物富集培养，以实现沼液废水处理和养分回收增值化利用。对初始C/N为 1.5的猪

场沼液分别添加 2、4、6、8和 10 g/L的葡萄糖碳源，碳源添加后OD600均呈先升后降趋势，且在第 2~3天达到最

大值，葡萄糖碳源添加量为 6 g/L时总蛋白增长率（145.8%）为各组最高。综合经济性，选取最佳沼液本土微生

物富集培养条件为葡萄糖添加量6 g/L、处理时间2 d，此时沼液的总氮和总磷去除率分别为66.1%、77.5%，同时

通过沼液本土微生物富集增加生产了 2.44 g/L的生物干质量和 0.72 g/L的总蛋白，回收了 29.0%的总氮和

59.7%的总磷。研究结果表明，沼液本土微生物富集培养可有效用于沼液氮磷养分回收，获得微生物干质量和

蛋白增长，同时可作为沼液深度处理的预处理手段。
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对畜禽粪便进行无害化处理并加以增值化利

用，是我国未来养殖业实现可持续发展的重点［1］。在

碳中和大背景的影响下，沼气工程因兼具能源与环

境效益是处理畜禽粪便的有效方式之一［2］。但沼气

工程会产生大量厌氧消化残留物，沼液中有机物含

量和营养成分较高，碳氮比失调严重，可生化性较

差，处置不当极易对环境造成严重污染［3］。如何

高效价廉回收沼液中的养分，对沼液进行无害化、

资源化及综合处理利用是目前亟待解决的一大

难题。

在众多废水处理方法中，微生物处理法因成效

显著、成本低廉、无二次污染等优势，已成为研究热

点之一。目前，大部分相关研究集中在单菌种微生

物鉴定及其应用上，例如泛养硫球菌、粪产碱菌、恶

臭假单胞菌［4］、施氏假单胞菌T13［5］和巨大芽孢杆

菌［6］等。虽然筛选出的纯菌种对特定污染物去除效

率较高，但混合菌群抵抗外界干扰、维持群落稳定和

降解污染物的能力优于纯菌种［7］。Zhang等［8］研究

发现在实际废水应用中，混合菌群比纯菌种具有更

好的脱氮效率，利用筛选的特定纯菌株来处理废水

时会有菌株存活力低、与本土微生物存在竞争关系

等一系列问题，这使得外加菌株处理废水技术的发

展受到了极大的限制［9］。

研究表明培养有机废水中的本土微生物可以有

效处理废水并回收养分。有研究者在利用沼液本土

混合菌群处理沼液时发现混合菌群对沼液中氮磷养

分显示出良好的去除效果，并且生物量增加到初始

量的 1.75倍，可作为净化高浓度沼液的有效菌群，具

有微生物增殖的较大潜力［10］。Sobhi等［11］通过改进

的气升式反应器将培养沼液本地微生物和沼液氨吹

脱技术合并，能更好地回收沼液氮磷养分，同时培养

增殖富含蛋白质的沼液本土微生物，可用于生产高

价值生物菌肥。沼液本土微生物菌群培养的设备要

求和条件相对简单，因此，适用作为沼液大规模生态

利用前的初步处理，也可作为沼液达标处理工艺的

前端预处理［12］。

在沼液本土微生物培养时，沼液碳氮比是关键

控制参数。沼液中无机氮去除需要提高有机废水中

碳氮比（C/N）来促进异养微生物生长，因沼液C/N
较低则需额外提供有机碳，但最佳有机碳添加量则
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需根据微生物在沼液中生长和水质处理情况来确

定［13］。基于此，本研究考察不同碳源及其添加量对

沼液本土微生物生长以及氮磷回收效率的影响，通

过沼液本土微生物菌群培养来实现沼液氮磷脱除和

获得富含微生物的增值化菌肥的目标，旨在利用沼

液本土微生物增殖进行氮磷养分回收工艺优化。

1 材料与方法

1.1 试验材料

沼液取自湖北省武汉市江夏区中粮集团沼气

站。发酵原料为猪厂污水，35 ℃中温发酵。取回后

的沼液置于阴凉处 15 ℃密闭储存，待试验时取用。

试验所用沼液的化学需氧量（chemical oxygen de⁃
mand，COD）为（1 147.3±25.7）mg/L，总氮（total ni⁃
trogen，TN）、铵氮、硝氮、亚硝氮、总磷（total phos⁃
phorus，TP）质 量 浓 度 分 别 为（787.08±20.50）、

（542.5±13.6） 、（3.16±2.10） 、（0.25±0.02） 、

（15.60±5.21）mg/L，蛋白质质量浓度为（0.66±
0.12）g/L。
1.2 试验方案

葡萄糖是污水处理培菌常用碳源，为确定最佳

葡萄糖添加量，向处理组的沼液中分别添加 2、4、6、8
和 10 g/L的葡萄糖（国药集团化学试剂有限公司），

并设置不添加葡萄糖的 0 g/L对照组。根据异养微

生物将沼液中的所有无机氮转化为微生物生物量时

所消耗的有机碳量以确定试验组中葡萄糖最高添加

量为 10 g/L［14］。在 250 mL锥形瓶中加入 50 mL沼

液，添加不同葡萄糖量后在 SHA-CA数显水浴恒

温振荡器（金坛市晶玻实验仪器厂）中 28 ℃、150
r/min条件下培养 96 h，所有处理重复 3次。分别在

试验开始时和 24、48 和 72 h后收集 5 mL的样品

待测。

1.3 分析方法

1）水质检测。沼液样品于 8 000 r/min 下离心

10 min，重复离心 2次后取上清液进行水质检测。pH
值采用METTLER TOLEDO FE28型 pH计（上海

梅特勒-托利多）测定；TN采用碱性过硫酸钾消解紫

外分光光度法测定；铵氮（NH4+-N）采用水杨酸钠分

光光度法测定；硝氮（NO3－-N）采用紫外分光光度法

测定；亚硝氮（NO2－-N）采用N-（1-萘基）乙二胺分光

光度法测定；TP采用钼酸铵分光光度法测定；COD
采用重铬酸钾氧化法通过CM-03型便携式COD水

质测定仪（北京双晖京承电子产品有限公司）测定，

每个指标至少测试 3次，结果取平均值。各水质指标

去除率 η计算如公式（1）所示。

η= C0-C1
C0

× 100% （1）

式（1）中 η：污染物去除率，%；C0：处理前各水质

指标质量浓度，mg/L；C1：处理后各水质指标质量浓

度，mg/L。
2）本土微生物的生物量特征评价。根据微生物

学中的标准定性测定微生物生长曲线的方法，通过

测定处理后的培养液在 600 nm波长处的吸光值

（OD600）来指示菌体细胞密度，采用紫外分光光度计

（日立UH5300）测定，并用初始沼液作为空白进行调

零操作［15］；利用质量法测量生物干质量。总氮、总磷

采用硫酸-双氧水消解的方法测定。总蛋白质质量浓

度采用BCA蛋白质定量试剂盒（北京天根生化科技

有限公司）测定；微生物的形态特征，对沼液样品通

过 0.1%甲基紫染色后用生物显微镜（100×10，上海

重逢科学仪器BM2000）观察。

3）数据分析处理。采用 SPSS19.0、Excel 2016
和Origin 2018进行统计分析和作图。

2 结果与分析

2.1 葡萄糖添加量对微生物生长的影响

沼液本土微生物在培养过程中 OD600的变化情

况如图 1A所示，所有试验组OD600值均呈先升后降

趋势，其中第 1天各试验组葡萄糖含量充足，OD600值
均上升到 0.5左右，并在第 2~3天达到最大值。之后

随着时间推移，微生物因沼液养分残余量不足开始

衰亡，OD600值均出现下降［16］。而对照组因缺乏有机

碳的添加，导致沼液微生物未能得到有效繁殖，其

OD600稳定在0.2左右。

本土异养微生物可以直接从沼液中吸收铵氮产

生细胞蛋白，蛋白质是组成微生物的重要成分，总蛋

白质量浓度越大说明沼液本土微生物生长情况越

好［17］，可通过沼液本土微生物总蛋白的质量浓度侧

面表征微生物的生长情况。所有试验组总蛋白质量

浓度都在第 1~2 天达到最大值，随后下降（图 1B）。

其中 0~10 g/L处理组的总蛋白增长率在第 1天时

分 别 达 到 了 33.3%、71.7%、78.3%、145.8%、

121.7%、132.3%，其中 6 g/L 处理组蛋白增值率

（145.8%）为各组最高，总蛋白质量浓度从初始的

0.67 g/L增加到1.64 g/L。与OD600变化情况一致。

分别选取0、2、6和10 g/L处理组作为不添加、少

量添加、适量添加和过量添加葡萄糖组，观察沼液本
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土微生物OD600和总蛋白质量浓度变化规律。对照

组在第 2天和第 3天时微生物数量几乎未发生变化，

而 2、6和 10 g/L处理组则有明显增长（图 2）。结合

OD600和总蛋白质量浓度变化趋势及图 2可知，沼液

本土微生物数量会随葡萄糖添加量增加而显著增

加，但并不会随葡萄糖添加量增加而无限增殖，当达

到环境饱和值以后，活细菌数会保持相对稳定、总细

菌数达到最高水平。

2.2 葡萄糖添加量对沼液本土微生物富集过程中

氮迁移转化的影响

沼液处理过程中总氮和铵氮的质量浓度变化如

图 3A、B所示。处理过程中总氮和铵氮质量浓度都

呈下降趋势，第 1天时 0~10 g/L处理组总氮质量浓

度从 781.1 mg/L下降至 483.5~563.8 mg/L，铵氮质

量浓度从 542.5 mg/L下降至 430.5 ~471.1 mg/L。
总氮和铵氮的去除在不同处理组间区别不大，此时

沼液本土微生物还未大量繁殖（图 1A），沼液总氮和

铵氮质量浓度下降主要是因为在振荡过程中破坏了

沼液的气液平衡使得溶解在沼液中的NH4+-N转化

为氨气逸出体系导致。而第 2~3天时，微生物吸收

沼液中的氮作为养分进行繁殖，葡萄糖添加量越多，

总氮和铵氮质量浓度下降的越多，其中 10 g/L处理

组在第 3天时总氮与铵氮去除率分别为 76.8%和

70.2%，总氮从 787.08 mg/L下降至 182.29 mg/L，铵
氮从 542.5 mg/L下降至 161.45 mg/L，表明沼液本土

微生物繁殖越多，沼液中总氮和铵氮去除率越大［12］。

各 试 验 组 硝 态 氮 浓 度 都 呈 先 降 后 升 趋 势

（图 3C），而对照组则为持续下降，其中 10 g/L处理

组在第 3天时有最大的硝态氮去除率，最大去除率为

93.7%。硝态氮质量浓度在 1 ~3 d下降可能因沼液

微生物进行硝酸盐呼吸作用将硝酸盐转化为亚硝酸

盐和氮气等导致［18］，第 4 天所有试验组硝态氮质量

浓度缓慢上升，因此时微生物死亡将体内的硝酸盐

释放到沼液中使得硝态氮质量浓度增加。亚硝态氮

图2 显微镜下的沼液本土微生物

Fig.2 Indigenous microorganisms in biogas slurry under microscope

图1 不同葡萄糖添加量下沼液OD600（A）和总蛋白质量浓度（B）的变化

Fig.1 Changes of OD600（A）and total protein（B）in biogas slurry with different glucose additions
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浓度在所有处理组都处于上升趋势，其中对照组增

幅最大，亚硝态氮质量浓度从初始的 0.25 mg/L上升

到 1.91 mg/L（图 3D）。4~10 g/L处理组中亚硝态氮

质量浓度的增加速率远低于对照组和 2 g/L处理组，

可能是沼液本土微生物将沼液中部分亚硝酸盐降解

利用导致［19］。

2.3 葡萄糖添加量对沼液 TP、COD 及 pH 值的

影响

沼液本土微生物能对磷有效回收利用（图 4A），

磷在微生物增殖时会被大量利用，在细胞的能量转

移、DNA和RNA合成以及多聚磷的积累过程中起着

不可忽视的作用，沼液总磷去除大部分来自沼液中

悬浮微生物增殖生长后的沉降作用［20］，2和 4 g/L处

理组在试验第 2 天达到最大总磷去除率，分别为

58.2%和 77.3%。 且沼液总磷质量浓度在第 2天后

增加，可能因后续沼液残余碳源不足，沼液本土微生

物群落衰亡，将磷释放到沼液中导致。而 6、8和 10
g/L处理组总磷质量浓度呈下降趋势，其总磷最大去

除率均在第 4 天，分别为 84.03%、79.7%和 87.7%，

此时TP质量浓度分别为2.41、3.04、1.85 mg/L。
COD去除率是确定沼液最佳处理条件的关键指

标之一。对照组沼液初始COD为 1 147.3 mg/L，沼
液的初始COD浓度因葡萄糖的添加量不同而呈现

梯度差异，随后除了对照组以外，各试验组中COD
都得到了较好的去除（图 4B）。第 1天时沼液本土微

生物处于适应期，繁殖速率较慢，COD去除量较少，

2~10 g/L处理组对 COD去除率为 9.6%~19.2%。

第 2 天沼液本土微生物消耗大量葡萄糖进行增殖，

2~10 g/L各组 COD去除率分别达到了 65.2%~
83.9%，最佳 COD 去除效率优于Qin等［21］的添加有

机碳后沼液COD去除率（72%）。第 3天各试验组的

沼液COD变化较小，甚至在第 4天时因为沼液中剩

余有机碳的量不足，微生物死亡细胞破裂导致 4~8
g/L处理组的COD略有上升。因此，在利用本土微

生物增殖进行沼液氮磷回收需注意处理时间，处理

时间太短导致微生物来不及利用COD，时间太长反

而导致COD的增加。

各组 pH值变化趋势较为一致（图 4C）。沼液初

始 pH值为 8.26，第 1天时 pH值从 8.2升至 9.4左右，

在继续培养过程中，4 ~10 g/L处理组的 pH值在第

2天下降显著，葡萄糖添加量越多则 pH值下降越明

显。第1天沼液pH上升是因为在振荡培养作用下沼

图3 不同葡萄糖添加量处理下沼液TN（A）、NH4+-N（B）、NO3－-N（C）、NO2－-N（D）质量浓度的变化

Fig.3 Changes of TN（A），NH4+-N（B），NO3－-N（C），NO2－-N（D）concentrations in biogas
slurry under different glucose addition treatments
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液中溶解的 CO2溢出导致，作用机制与氨吹脱类

似［22］。但第 2 天微生物快速繁殖，沼液中葡萄糖通

过糖酵解过程转化为丙酮酸，导致 pH值下降。随着

丙酮酸逐渐地被微生物利用，所有试验组 pH值在第

4天逐渐稳定，此时对照组的 pH最高为 9.35，10 g/L
的pH最低为8.98。
2.4 工艺过程养分质量平衡及工艺经济效益分析

综合考虑沼液本土微生物生长情况及处理水质

情况，从节约成本的角度考虑选用 6 g/L葡萄糖添加

量，微生物培养时间为2 d，进行工艺过程养分质量平

衡及工艺经济效益分析。

1）工艺过程养分质量平衡分析。以 1 t沼液为基

准，添加 6 kg葡萄糖处理沼液 2 d后，沼液本土微生

物富集过程中的氮磷质量平衡分析如图 5所示。沼

液初始生物干质量为 1.67 kg，总蛋白 0.66 kg，微生物

培养增殖后生物干质量为 4.11 kg，其中富含总蛋白

1.38 kg。因此计算可得，1 t沼液处理后本土微生物

的生物干质量从 1.67 kg增加到了 4.11 kg，增加了

146.1%，总蛋白质从 0.66 kg增加到了 1.38 kg，增加

了109.1%。

在该工艺下沼液总氮下降了 520.30 g，去除率为

66.1%，本土微生物利用了其中 150.76 g总氮，回收

率达到29.0%。在其他沼液本土微生物培养研究中，

沼液总氮去除率为 78%，高于本工艺，但对总氮的回

收率低于本工艺，仅为 19%［12］。沼液总氮出现这种

高去除率、低回收率的原因可能是培养的沼液本土

微生物来不及利用总氮，大部分氮就以氨气的形式

挥发到空气中［23］。因此，后续可考虑将本工艺和回

收挥发性氨气进行耦合，在提高氮回收率的同时降

低总运行成本。

有研究利用絮凝剂来处理沼液时总磷去除率达

57.0%，低于本工艺 77.5%的总磷去除率，说明本工

艺对总磷的去除效果优于部分絮凝剂对总磷的去

除［24］。但本工艺沼液微生物对总磷回收率仅为

59.7%，低于总磷去除率，出现差异原因可能是在对

细胞沉淀冲洗时，部分富含磷的胞外聚合物被冲洗

掉，导致产生测量误差，使得总磷回收率低于去

除率。

图4 不同葡萄糖添加量处理对沼液TP（A）、COD（B）及pH（C）的影响

Fig.4 Effect of different glucose addition on TP（A），COD（B）and pH（C）of biogas slurry
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2）工艺经济效益分析。本工艺成本来自物料、

能耗两个方面。物料成本主要来源于碳源，能耗包

括加热等运行费用。收益方面主要来源于富集本土

微生物制成的生物菌肥，以及因沼液氮磷去除而节

省的后端深度处理费用，此处仅以生物菌肥效益计

入。在能耗方面，一般沼气工程中温发酵产生的沼

液温度为 35 ℃，而本工艺 28 ℃即可运行，因此只需

将待处理沼液降温后在保温状态下运行，无需额外

加热费用。物料成本方面采用 98%的工业级葡萄

糖（400 元/t）为碳源，1 t沼液需添加约 6.20 kg工业

级葡萄糖，需花费 2.48 元。生物菌肥价格按 1 300
元/t计，本工艺中 1 t沼液可生产 4.11 kg生物干质

量，因此菌肥收益约为 5.34 元/t。该工艺可用于沼

液深度处理的前端预处理手段，为实际工程提供

参考。

3 讨 论

规模化养殖场的沼气工程中常因沼液无法就近

消纳导致环境氮磷污染问题，使得沼液氮磷养分回

收技术受到更多关注。本研究对低碳氮比（C/N）沼

液采用葡萄糖添加进行沼液本土微生物富集培养，

实现了沼液废水处理和养分回收增值化利用。

本研究同一培养时间段葡萄糖添加量越多的试

验组其OD600越大，但 8 g/L和 10 g/L处理组相对于

6 g/L的增幅较小，可见，当葡萄糖添加量达到 6 g/L
后继续增加添加量对微生物增殖促进较小，在 6 g/L
添加量时，反映微生物增殖的OD600值在第 2天达到

最大值 1.5。不同于OD600的是，总蛋白质量浓度的

最大值出现要比OD600早 1 d左右，可能是因为沼液

本土微生物在最开始时不会立即进行繁殖，需经一

段时间自身调整，诱导合成必要的酶、辅酶或合成某

些中间代谢产物，此时细胞质量增加，体积增大，但

不分裂繁殖，导致其总蛋白质量浓度很高而OD600值
变化不大，之后微生物会消耗部分蛋白质来进行生

长繁殖等代谢活动。而对照组的总蛋白含量的变化

幅度均较小，说明沼液本土微生物在无外加有机碳

的情况下生长受限。从经济性考虑，当葡萄糖添加

量为 6 g/L，培养时间控制在 2 d时即可达到沼液本

土微生物的最佳生长繁殖效果。

在进一步对培养过程中的沼液水质进行测量时

发现，葡萄糖添加量为 6 g/L的试验组对于沼液氮磷

元素的去除效果在各试验组中也是最优的，相较于

0、2和 4 g/L葡萄糖添加量组，6 g/L葡萄糖添加量组

对沼液中N、P及COD去除率更高，而 8和 10 g/L这

种高葡萄糖添加量组对污染物的去除效果与 6 g/L
葡萄糖添加量组也相差不大。在处理 2 d的条件

下，6 g/L葡萄糖添加量组对沼液TN与TP去除率

分别达到了 66.1%和 77.5%，其中去除总氮量的

29.0%和去除总磷量的 59.7%被沼液本土微生物利

用，生物质量浓度从初始的1.67 g/L上升至4.11 g/L，
增加了2.44 g/L，总蛋白质量浓度从初始的 0.66 g/L
上升至 1.38 g/L，增加了 0.72 g/L。通过简单的经济

性分析后可知，该工艺处理沼液所需物料成本为

2.48 元/t，并在处理后可获得约 5.34 元/t的菌肥收

益，具有很好的应用潜力。

图5 沼液本土微生物富集氮磷质量平衡分析

Fig.5 Mass balance analysis of N and P enrichment by indigenous microorganisms in biogas slurry
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Characteristics of nitrogen and phosphorus recovery from biogas
slurry enriched by indigenous microflora in pig farms
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Abstract In the biogas project of large-scale farms，the environmental nitrogen and phosphorus pollu⁃
tion is often caused by the inability of biogas slurry to be consumed nearby，which makes the recovery tech⁃
nology of nitrogen and phosphorus nutrient from biogas slurry more concerned.In this article，the low C/N
ratio biogas slurry was enriched and cultured by adding glucose carbon source to realize the value-added uti⁃
lization of wastewater and recovery of nutrient from biogas slurry.The biogas slurry in pig farms with initial
C/N of 1.5 was added with 2 g/L，4 g/L，6 g/L，8 g/L and 10 g/L glucose carbon sources，respectively.
The OD600 increased first and then decreased after adding carbon sources，and reached the maximum at 2-3 d.
The total protein growth rate of 6 g/L was the highest in each group.The results showed that the optimal
conditions for enrichment culture of the indigenous microflora in biogas slurry were the addition of 6 g/L
glucose and 2 d treatment based on the comprehensive economy.Under the optimal conditions，the removal
rate of TN and TP from biogas slurry were 66.1% and 77.5%，respectively.0.72 g/L total protein was pro⁃
duced by enrichment of the indigenous microflora in biogas slurry.The biomass dry weight increased by
146.1%.29.0% of total nitrogen and 59.7% of total phosphorus were recovered.It is indicated that the en⁃
richment culture of the indigenous microflora in biogas slurry can be effectively used for the recovery of ni⁃
trogen and phosphorus nutrient.Microbial dry weight and protein growth can be used as a pretreatment
method for the advanced treatment of biogas slurry in pig farms.

Keywords biogas slurry；indigenous microflora；nitrogen and phosphorus recovery；total protein；
harmless treatment
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