
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2011, March 25; 27(3): 482−488           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn  ©2011 CJB, All rights reserved. 

   

                           

Received: November 24, 2010; Accepted: January 6, 2011 
Supported by: Tsinghua Research Funding (No. 2009THZ0223). 
Corresponding author: Dehua Liu. Tel/Fax: +86-10-62772130; E-mail: dhliu@tsinghua.edu.cn 
清华自主研发项目 (No. 2009THZ0223) 资助。 

 

生物柴油与微生物油脂                                                               

剩余污泥热碱解及其用于微生物油脂生产的探索 

徐静阳 1,2，大浦 宏隆 2，刘德华 1，梶原将 2 
1 清华大学化学工程系应用化学研究所，北京 100084 
2 日本东京工业大学生命理工学部，横滨 226-8501 

摘  要: 为了将剩余污泥中的蛋白质成分进行资源化利用，采用热碱解法进行处理，并尝试将处理后得到的上清液作

为氮源培养圆红冬孢酵母用于微生物油脂的合成。结果表明，pH 13 下处理 5 h 的条件对于污泥减量以及含氮物质析出

最为有效，而污泥在 pH 10 处理 5 h 时得到的上清液则相对更适于酵母培养。在剩余污泥中添加 NaOH 调节初始 pH 为

10，在 60 ℃下处理 5 h 后中和体系 pH 值至 7，得到的上清液经微孔膜过滤后用于配制限氮培养基可以使菌体生长良好，

并且细胞内油脂含量达 35％。 
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Heat-alkaline treatment of excess sludge and the potential use  
of hydrolysate as nitrogen source for microbial lipid  
production 
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2 Department of Life Science, Graduate School of Bioscience and Biotechnology, Tokyo Institute of Technology, Yokohama 226-8501, Japan 

Abstract:  To recover and use protein resources in excess sludge and decrease the cost of microbial lipid production, 
heat-alkaline was used to treat the sludge, and the hydrolysate was preliminarily used as nitrogen source to cultivate 
Rhodosporidium toruloides AS 2.1389 for lipid accumulation. Firstly, we treated the excess sludge under different alkaline 
conditions (pH 10, pH 12, pH 13) within the reaction time of 5–10 h to investigate the effect of nitrogen source release. 
Secondly, we used the sludge hydolysate to culture R. toruloides AS, and test the effect on cell growth. Results showed that 
treatment of excess sludge at pH 13 for 5 h was the most effective for nitrogen release. However, the hydrolysate obtained at 
pH 10 (5 h) was the most suitable for culturing R. toruloides AS, and under this condition, the inner-cellular lipid content could 
reach 35% of the total biomass weight. 
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随着近年来能源紧缺与环境问题的日益突出，

生物柴油作为一种新型能源得到广泛重视。产油微

生物可将多种可再生资源转化为油脂，即微生物油

脂，且以其生产过程不占用耕地资源，可以连续产

出等诸多的特点与优越性而受到关注，有望为生物

柴油产业提供油脂原料。 

微生物发酵产油脂大体分为菌体增殖期和油脂

积累期两个阶段，前期细胞增殖需要消耗丰富的碳、

氮源，保持菌体旺盛的代谢从而增加生物量，后期

限制氮源从而使其积累油脂 [1]。相应的，在发酵工

艺上常用一步法限氮发酵或两步发酵法。近年来，

已经报道的文献资料更多的是关注开发廉价碳源用

于微生物油脂生产，例如对于糖蜜、秸秆水解液、

菊芋抽提物等工业有机副产物、农林废弃物或非粮

能源作物的利用[2-4]。然而，无论是一步法限氮发酵

还是两步发酵，都需要在发酵前期消耗一定氮源从

而使菌体生物量达到较高水平，而对于廉价氮源开

发利用的关注较少。有机氮源，例如酵母粉、蛋白

胨、豆粉、玉米浆等是菌体生长所需的优良氮源，

但这些氮源往往价格较高，因此有必要开发廉价的

氮源用以微生物油脂的合成与积累。 

另一方面，剩余污泥作为活性污泥污水处理法

产生的副产物，随着城市化和经济发展大量产生，

其无害化处理处置成为一个亟待解决的问题。目前

的处理方法主要为焚烧或填埋，处理费用占污水处

理总费用的 65％[5]，而且消耗大量能量的同时仍然

存在环境安全隐患。因而活性污泥法处理污水从某

种程度上来看，将水污染控制问题转化为了固废处

理难题 [6]。事实上，剩余活性污泥的主要有机成分

是脂肪、蛋白质和碳水化合物，其中蛋白质含量占

到约 60％，但尚未得到充分利用。因此，开发利用

剩余污泥不仅可以减少固体污染物排放，而且可以

获得更高附加值产品。 

本文采用热碱法水解剩余污泥，并将其上清液

作为氮源用于产油脂酵母一步法限氮培养，考察微

生物耐受剩余污泥碱解液的情况，以及碱解液对于

菌体生长和油脂积累的影响，对将剩余污泥碱解液

用于微生物油脂生产的可行性进行分析，为进一步

开发利用剩余污泥和开发微生物油脂廉价氮源提供

一定参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides AS 2. 

1389 购自中国普通微生物菌种保藏管理中心。 

1.2  剩余污泥 
剩余污泥取自日本神奈川县横滨市町田污水处

理厂。污泥样品的总悬浮颗粒物 (MLSS) 为 5 000~ 

6 000 mg/L，含水量为 99.48％。真空冷冻干燥后得

到的干物质占原污泥样品的 0.52％。 

1.3  污泥处理 
180 mL 含 1 g 干物质的污泥悬浮液用 10 mol/L

的 NaOH 调节 pH 到设定条件 (分别为 pH 10, pH 12

以及 pH 13)，在 60 ℃进行批式热碱处理，之后取

用 98％的硫酸调节 pH 到中性，离心 (8 000 r/min，

15 min) 分离上清液和沉淀物，上清液使用孔径为

0.45 μm 的滤膜过滤后于−20℃保存。 

1.4  培养基及培养方法 
活化菌种及种子液培养使用 YPD 培养基 (1％酵

母抽提物，1％蛋白胨，2％葡萄糖)。一步法油脂积累

使用限氮培养基 (2％~7％葡萄糖，0.01％ (NH4)2SO4，

0.075％酵母抽提物，0.15％  MgSO4·7H2O，0.04％ 

KH2PO4)。 

使用剩余污泥水解液配制培养基时，先将水解

后分离得到的上清液通过孔径为 0.45 μm 的滤膜过

滤，再加入一定量 100 g/L 的葡萄糖液调节葡萄糖含

量到设定浓度。 

培养过程采用一步发酵模式。将新鲜斜面上的

圆红冬孢酵母菌种接种于含 YPD 液体培养基的摇瓶

中，于 30 ℃、200 r/min 摇床培养 24 h；之后离心集

菌并洗涤，用去离子水重悬后接种于限氮培养基。

考察剩余污泥碱解液对菌体生长的影响时，接种使
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初始菌体密度为 0.05 mg/mL (由菌体在 620 nm 下的

吸光度值根据菌密度对应吸光度值的校正曲线计算

得到)。考察剩余污泥碱解液对菌体油脂合成与积累

的影响，接种使初始菌体密度为 0.5 mg/mL。 

1.5  分析方法 
菌体生物量的计算通过测取 620 nm 下菌液的

吸光度，并根据菌液密度对应吸光度的标准曲线校

正得到。油脂提取采用酸热法[7]。元素组成由 CHN

元素分析仪 (YANACO MT-5) 分析。总氮分析由紫

外分光光度法测定，具体方法为：剩余污泥碱热解

后的样品稀释至 2 mg N/L 以下，取 10 mL，与 2 mL 

SP 液 (由 2 g NaOH 和 3 g K2S2O8 溶于 100 mL 去离

子水配制) 充分混合，在 120 ℃下加热 30 min，冷

却到室温，取 5 mL 上清液，加入 1 mL 体积分数为

6％的盐酸，然后于 220 nm 测定吸光度，并由氮浓

度对应吸光度值的标准曲线校正得到最终的氮浓度

测定值。氨基酸组成使用液相色谱仪  (LC-20A，

SHIMADZU) 进行分析。所有数据均为 2 个平行样

的均值。 

2  结果与分析 

2.1  剩余污泥元素组成 
为考察剩余污泥的主要元素组成，对其进行元

素分析，结果如表 1 所示。所用剩余污泥具有较高

的 N 含量。如按蛋白质中 N 元素含量为 16％估算，

可得出剩余污泥中蛋白质含量为 50％左右。当然，

依据活性污泥本身性质的差别，其组成会有所不同。

Chen 等的研究中采用的剩余污泥样品含有约 60％

的蛋白质，是污泥中含量最高的有机质组分 [8]；在

Tanaka 等的研究中剩余污泥中的蛋白质含量也有

41％ [9]。因此，剩余污泥是获得微生物培养所需氮

源的潜在原料。 

2.2  热碱法处理剩余污泥 
热碱法是一种用于污泥减量化有效而简便的方

法。Rocher 等研究表明氢氧化钠相比于硫酸、盐酸、

氢氧化钾等常用酸或碱在热化学法处理剩余污泥中 

表 1  剩余污泥中干物质主要元素的含量 

Table 1  Basic composition of excess sludge sample 
Elemental 

components H C N Ash Others

Content (%) 5.5 39.7 8.1 17 29.7 

 
具有更显著的优势[10]。通常认为在 55 ℃以上细胞

失活分解，高温更有利于细胞失活。为减少能耗和

避免由于温度过高造成的产物复杂化，本文中热解

的温度设定在 60 ℃，选择了初始 pH 值分别为 10、

12 和 13 的条件进行碱解实验。 

2.2.1  处理时间对碱热解处理效果的影响 

热碱法降解剩余污泥或提取蛋白多采用 3~5 h

及以上的处理时间，已有研究表明[11]，5 h 以内总悬

浮颗粒物的减少是一个较快的过程，5 h 之后减量的

趋势减缓或无明显变化。并且，从氮元素析出来看，

5 h 之后析出基本停止。但是考虑到氮元素的析出包

含 2 个步骤，首先是剩余污泥中生物质细胞的破碎

从而释放出蛋白质，接下来是蛋白质进一步分解成

包含氨基酸在内的小分子物质。为了使大多数的氮

元素析出，并水解成更容易被微生物利用的小分子

物质，在处理时间的选择上，选择了 5 h、8 h 和

10 h 的处理时间以考察氮析出和体系 pH 值的变化

情况 (表 2)。 

可以发现强碱性条件更有利于氮元素的析出，

而 5 h 以后含氮物质析出变得不再明显。值得注意

的是，在不继续投加碱的情况下，除了初始 pH 值为

13 的情况以外，其余条件均无法维持最初的 pH 值。

这可能与生物质胞内有机物物质溶出并水解得到有

机酸有关[12]。 

 
表 2  不同 pH 条件下氮的析出随时间的变化 
Table 2  Effect of pH and time on nitrogen source release 

Nitrogen concentration 
(mg N/L) 

pH changes during 
heat-alkaline treatment Time 

(h) 
pH 10 pH 12 pH 13  pH 10  pH 12  pH 13 

5 241 284 333 6.9 11.0 12.8 

8 236 335 352 6.9 10.8 12.8 

10 233 293 373 7.2 10.7 12.8 
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2.2.2  初始 pH 对剩余污泥水解及氮元素析出的影响 

为了评价不同初始 pH 条件对污泥减量以及氮

元素析出的影响，经过 5 h 碱热处理后高速离心分

离上清液和沉淀物，并对两者分别分析得到活性污

泥碱热解处理后的总悬浮颗粒物  (MLSS) 减少量

以及氮元素析出百分比，如表 3 所示。 
 
表 3  不同初始 pH 值条件对总悬浮颗粒物的减量和氮的

析出的影响 
Table 3  Hydrolysis effect under different alkaline conditions 
Treatment 
condition 

MLSS  
reduction (%) 

Nitrogen 
release (%)

Alkali consumption 
(mg NaOH/g raw sludge)

pH 10 47 39  14.4 

pH 12 49 63 122.4 

pH 13 68 69 482.4 

Treatment time: 5 h; temperature: 60 °C. 
 

初始 pH 值为 13 的处理条件相比于初始 pH 值

为 10 和 12 的条件更有利于总悬浮颗粒物的减少以

及氮元素析出，但是碱的投加量也明显增加，分别

为 pH 10 和 pH 12 条件下碱投加量的 33 倍和 4 倍。

此外，不同的处理条件所得到的碱解上清液中的氨

基酸组成也有所不同 (表 4)。 

在碱热解后的上清液中，大约有 14~16 种天然

氨基酸存在，包括赖氨酸 (Lys)、苯丙氨酸 (Phe)、

亮氨酸 (Leu)、异亮氨酸 (Ile)、半胱氨酸 (Cys)、

蛋氨酸 (Met)、缬氨酸 (Val)、络氨酸 (Tyr)、脯氨

酸  (Pro)、丙氨酸  (Ala)、苏氨酸  (Thr)、精氨酸 

(Arg)、组氨酸 (His)、甘氨酸 (Gly)、丝氨酸 (Ser)、

谷氨酸 (Glu) 和天冬氨酸 (Asp)。不同碱性处理条

件得到的水解液中的氨基酸含量和组成亦有所不

同，但这些氨基酸种类基本覆盖了通常被用于微生

物培养的蛋白胨中的氨基酸组分，因而具有被微生

物利用的潜力。 

初始 pH 值为 10 的处理条件得到了占初始活性

污泥干重 7.9％的氨基酸。Liu 等[13]曾使用热酸法处

理剩余污泥得到含氨基酸的水解液并用来制备氨基

酸氮肥，最优条件为在约 120 ℃的高温下通过两步

法先后处理共约 15 h，提取出了占初始污泥干重

10％~13％的氨基酸。相比之下，本文的处理条件所 

表 4  不同初始 pH 值条件处理剩余污泥对碱解液中氨基

酸得率的影响 
Table 4  Effect of alkaline addition on the yields of amino 
acids 

Yield of amino acids  
(g amino acids/100 g sludge) Amino acids 

composition 
pH 10 pH 12 pH 13 

Asp 0.60 0.01 0.00 

Glu 0.74 0.13 0.06 

Ser 0.33 0.10 0.11 

Gly 0.26 0.01 0.00 

His 0.15 0.13 0.23 

Arg 0.41 0.02 0.02 

Thr 0.53 0.05 0.06 

Ala 0.79 0.05 0.06 

Pro 0.16 0.01 0.02 

Tyr 0.38 0.01 0.04 

Val 0.54 0.04 0.04 

Met 0.32 0.02 0.06 

Cys 0.00 0.00 0.00 

Ile 0.37 0.02 0.02 

Leu 0.96 0.06 0.11 

Phe 0.59 0.02 0.13 

Lys 0.75 0.04 0.04 

Total 7.88 0.73 1.02 
 
用时间大大缩短，但氨基酸产率也已经接近于前面

报道的最优结果，这证明了热碱解法的高效性。 

然而值得注意的是，在更高的碱性条件下 (初

始 pH 值为 12 或 13) 虽然可以得到更高的氮析出量，

其氨基酸产量却低于处理前污泥干重的 1％。这可

能与体系当中蛋白质组分的转化有关。在水热以及

碱的作用下，碳水化合物与蛋白质 (氨基酸) 可能发

生某些复杂的反应，从而将蛋白质 (氨基酸) 转化为

其他物质。例如碳水化合物与蛋白之间的美拉德反

应 (Maillard reaction) 会生成类黑色素和腐殖酸等

难溶物，从而影响到污泥减量的效果，而且这类物质

的存在可能对微生物的生长造成抑制性作用[14-16]。

在本文的实验过程中也确实观察到了不同 pH 值条

件下处理后得到上清液的颜色的不同，除了 pH 10

条件下处理得到的上清液接近无色  (略显浅黄色) 

以外，其余两种处理条件得到的上清液相比处理前
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颜色加深，特别是 pH 13 条件下得到的上清液棕褐

色更明显，表明了色素物质的产生。 

2.3  污泥碱解液作为产油微生物生长氮源的初步

探索 
由于碱解液中的成分比较复杂，因而首先对菌

体耐受性情况作了初步考察。碱解液调节 pH 值至中

性后与 100 g/L 葡萄糖液按 4∶1 的体积比混合，再

添加无机盐营养物 MgSO4·7H2O 和 KH2PO4 至浓度

分别为 1.5 g/L 和 0.4 g/L，然后接种圆红冬孢酵母种

子液并培养 50 h 观察其生物量的变化。结果如图 1

所示。可看出 pH 10 碱解液中，酵母生长情况良好，

说明其中的含氮物质可以为菌体所利用。在 pH 12

与 pH 13 条件处理得到的碱解液中，菌体生长受到

显著抑制，这说明高碱性条件处理得到的碱解液中

存在抑制菌体生长的物质。并且在采用 pH 13 处理

得到的碱解液作为氮源进行培养时发现菌体出现明

显结团现象，后期不能正常生长。另外，由于在较

高 pH 值下水解污泥后采用硫酸中和过量的碱，产生

的盐离子可能造成较高的渗透压抑制菌体生长。在

本文研究的处理强度下，碱解液中和后钠离子的浓

度在 0.03~1.22 g/L 的范围。因此，我们设计对照实

验，在普通限氮培养基中添加与 3 种碱解液中存在

的钠离子等量的盐并考察酵母的生长，发现酵母的

生长无明显的抑制现象，说明此浓度范围内的盐离

子并不足以抑制菌体的生长。由此推测在较高 pH

值下处理污泥后碱解液不能被菌体利用的原因应该

是由于热碱处理过程中生物质溶胞，进而有机物之

间发生复杂反应，生成了对菌体生长具有抑制作用

的有毒物质。因此如将碱解液适当稀释以降低有毒

物质的抑制作用，菌体有可能会利用氮源生长并进

行油脂积累。于是，我们将 3 种不同的碱解液稀释

至同一氮源浓度 (96 mg/L) 后添加 2％葡萄糖以及

无机盐 (0.15％ MgSO4·7H2O，0.04％ KH2PO4)，考察

其对菌体生长的影响，并采用以硫酸铵和酵母抽提

物为氮源的限氮培养基 (96 mg/L) 作为对照 (培养

基中其他成分与试验组一致，具体见“材料与方法”

部分)，结果如图 2 所示。实验结果表明，此时 3 种

碱解液中菌体都可以生长，但是仅有 pH 10 条件下

处理所得碱解液中的菌体生长与对照保持一致。此

结果进一步证明在较高 pH 值下水解污泥会生成对

菌体生长具有抑制作用的有毒物质，且 pH 值越高，

有毒物质的浓度越大。通过稀释可以降低有毒物质

的浓度，从而降低其对菌体生长的抑制作用，但简

单稀释的同时也降低了氮源的浓度，不利于生物量

的积累。因此，如要充分利用较高 pH 值水解液作为

氮源，还需要进行脱毒处理。 

 

图 1  不同初始 pH 值处理污泥后碱解液用于圆红冬孢酵

母菌生长 
Fig. 1  Cell growth of R. toruloides with sludge hydrolyzate as 
nitrogen sources. 

 

图 2  不同初始 pH 值处理污泥后碱解液经稀释用于圆红

冬孢酵母菌生长 
Fig. 2  Cell growth of R. toruloides with diluted sludge 
hydrolyzate as nitrogen sources. 
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2.4  碱解液用于微生物油脂合成 
由于以 pH 10 条件下处理得到的碱解液作为氮

源时菌体生长没有出现明显抑制的迹象，因而进一

步以此碱解液为氮源考察了其对微生物油脂合成与

积累的影响。为了保证有足够的碳源与无机营养物

用于菌体生长以及油脂合成，并使培养基维持较高

的碳氮比以利于油脂合成与积累，试验组与对照组

均 添 加 7 ％ 葡 萄 糖 和 少 量 无 机 营 养 物  (0.15 ％ 

MgSO4·7H2O, 0.04％ KH2PO4)，使得培养基中的碳

氮比达到 300∶1。在此条件下以一步限氮培养的方

式培养 7 d 后测定生物量浓度以及菌体中油脂含量，

结果如表 5 所示。在本实验条件下，试验组与对照

组的碳源 (葡萄糖) 均过量，发酵结束后仍分别残余

4.0％和 3.8％的葡萄糖。与对照样相比，碱解液中

培养可得到更高的生物量、相当的油脂产量，且胞

内油脂含量达到 34.6％，这就说明了菌体在碱解液

中进行油脂积累的可行性。但胞内油脂含量相对对

照较低，这可能是由于碱解液中存在某些利于菌体

生长的微量元素或有机质，因而碳源更多地流向生

物量积累，流向油脂合成代谢的碳源自然减少，因

此油脂含量相对较低，生物量则相对更高。 

结合近年来关于产油微生物利用非精制原料发

酵生产微生物油脂的文献报道来看，在摇瓶培养的条

件下，依据营养条件、培养方式、原料成分复杂性的

不同，油脂产量高低不等，通常在 3~10 g/L[3,17-18]； 
 
表 5  在剩余污泥碱解液中培养菌体用于油脂积累 

Table 5  Lipid accumulation in media made from excess 
sludge hydrolysate 

 Biomass 
(g/L) 

Lipid yield 
(g/L) 

Lipid content 
(%) 

Control   8.0 3.6  45.3 

Hydrolysate-made 
medium  10.4 3.6 34.6 

Control medium: normal nitrogen limited medium with ammonium 
sulfate and yeast extract as nitrogen source (7% glucose, 0.15% 
MgSO4·7H2O, 0.04% KH2PO4; 0.01% (NH4)2SO4, 0.075% yeast 
extract); Hydrolysate-made medium: based on the hydrolysate, 
supplemented with glucose and inorganic components with the 
same concentration as that of control medium (7% glucose, 0.15% 
MgSO4·7H2O, 0.04% KH2PO4). 

而圆红冬孢酵母在利用葡萄糖为碳源时最优结果可

以达到油脂产量 13.9 g/L[19]。因此，在本文所探讨

的剩余污泥碱解液可以用于产油微生物培养及油脂

合成的结论之上，如若对剩余污泥处理工艺、产油

酵母培养方式和培养基营养组成进行优化，还应有

进一步提升油脂产量的空间。 

此外，值得一提的是，提取得到的微生物油脂

的颜色相比对照更显深红色。圆红冬孢酵母本身可

以合成以β-胡萝卜素、圆酵母素、红酵母红素为主

的红色素[20]，而某些包括化学物质和金属离子在内

的环境压力因素会导致红色素合成量与红色素组成

的变化[21]，因此，在本文中积累得到的油脂的颜色

可能暗示了在污泥碱解液中培养酵母，生长环境的

变化对其代谢产生了一定的影响。 

综上所述，本文的研究结果为剩余污泥的资源

化利用提供了一种新的可能性，但同时也仍旧存在

一些值得探究的问题。一方面，针对污泥蛋白质资

源化应用的处理条件非常关键，以本文所应用的热

碱法为例，虽然可以高效地实现污泥减量和溶胞析

出有机质，但是处理体系中复杂的物质组成使得一

些复杂的物理化学变化不可避免，而这些变化所带

来的产物可能会对进一步利用热碱解产物带来困

难。因此对于污泥处理条件以及其中有机质变化的

机理的研究非常重要，如果有必要甚至需要进行后

续的脱毒处理。另一方面，原本污泥资源化应用的

一个限制因素就是其中含有的有毒物质、重金属成

分、以及可能存在的病原性物质，因此在应用污泥

中的蛋白成分的同时，有必要深入考察这些有毒物

质的流向，以消除不利因素，从而真正实现污泥无

害化处置和资源化利用。 

3  结论 

本文采用热碱法处理剩余污泥，初步考察了不

同初始 pH 条件以及处理时间对于污泥减量和氮的

析出的影响，并且尝试了利用碱解液培养圆红冬孢

酵母，发现其中的氮源可以被酵母所利用。当调节
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剩余污泥初始 pH 值至 10，在 60 ℃下处理 5 h 后，

总悬浮颗粒物的减少量为 47％，上清液中氮含量达

到 240 mg /L，其中和后能够作为氮源培养圆红冬孢

酵母生产油脂。酵母在添加了 7％葡萄糖及少量无

机盐 (0.15％ MgSO4·7H2O, 0.04％ KH2PO4) 的剩

余污泥碱解液中培养 7 d，生物量达到 10.4 g/L，而

油脂含量占到菌体干重的约 35％。本研究结果表

明，剩余污泥通过热碱解后可作为氮源用于微生物

培养合成油脂进而用于生物柴油生产。这种新的污

泥利用方式不仅可以实现剩余污泥的减量化，而且

可以变废为宝，实现其高附加值化利用。 
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