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99摘9要!9比较了酸法%碱法%加热法%超声法%超声:阳离子交换树脂";<8$法等 ) 种方法对

678反应器内活性污泥胞外聚合物"<=6$的提取效果& 结果表明!超声 :;<8法是最有效的提取

方法!<=6提取总量达到"$4'&%) >5&53$ ?.+.@66!而酸法的 <=6 提取总量最少& 活性污泥 <=6

的主要成分包括蛋白质"*2&3'A B3*&2'A$%腐殖酸"42&'*A B2(&)$A$和多糖"'&3)A B

$(&)$A$& 碱法%超声法和超声 :;<8法对蛋白质的提取效率较高!提取量可以达到")3&)3 >

$&2'$ B")5&*% >*&3*$ ?.+.@66#加热法对腐殖酸的提取量最高!为"))&5( >)&%($ ?.+.@66& 三

维荧光光谱分析结果表明!超声:;<8法的蛋白质类物质的荧光峰强度最高& 傅里叶变换红外光

谱分析结果显示!主要的红外吸收峰与蛋白质%多糖等物质的官能团密切相关!这与 <=6 提取组分

含量相吻合& 根据<=6总量和各组分提取效果!推荐超声 :;<8法作为 678反应器中活性污泥

<=6的提取方法&
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99?/3 @"&8(!9VX]̂GJVIIZIĜ 0NIR?V̂HJ/Z`/]GQJV(9GJ]HaG]Vb /IZb.V(9VX]̂GJ]HNQ ?V]LNb(9

ZI]̂G/NQHJ(9JG]HNQ VXJLGQ.V̂V/HQ

99胞外聚合物"<=6#是指微生物分泌在细菌表面

或者细菌所处环境中&能够聚集和保护细菌&并且在

营养物质缺乏的情况下为细菌提供营养的有机物

质* <=6主要是由多糖+蛋白质+核酸等高分子聚合

物组成&其中蛋白质和多糖占 <=6 总量的 5%A B

(%A&是 <=6 的主要成分,$-

* 作为活性污泥的重要

组成部分&<=6对污泥的絮凝性能+沉降性能和脱水

性能有着重要作用,4-

*

目前&<=6的提取方法主要分为物理方法和化

学方法两类* 物理法主要包括加热法+蒸汽法+高速

离心法+超声法等&化学法主要包括酸法+碱法+

<!CE法+离子交换法+甲醛 F氢氧化钠法等* 近年

来&还出现了物理和化学联合使用的提取方法* 提

取方法对<=6提取效率有着至关重要的影响&好的

提取方法应在拥有较高提取效率的基础上&能最大

程度地保证细胞的活性和完整性,4-

* 孙秀癑等

人,*-认为离心法对活性污泥 <=6 的提取量较少&不

适合<=6的后续组分分析&一般将其作为其他提取

方法的对照(ĝNIZQb等人,2-发现搅拌中添加阳离子

交换树脂";<8#可以提高<=6 产率(李绍峰等人,)-

将超声法与;<8法联用提取活性污泥的 <=6&发现

联用法优于单独超声法或;<8法(综合考虑<=6提

取效果与细胞破碎程度&龙腾锐等人,3-认为超声 :

;<8法为最优组合(EIG/NQG]H等人,5-认为就 <=6 总

量来讲&加热法是最有效的一种 <=6 提取方法(邬

卓颖等人,(-发现 SG"W法虽然在 <=6 提取效率上

占据优势&但破坏了微生物细胞的完整性* 另外&不

同方法对 <=6 各组分的提取效率也有差异&例如&

!'È-GJ等人,'-发现 '3A的乙醇对 <=6 中的多糖

提取效果最好(超声:;<8法用来提取 <=6 中的蛋

白质最为适宜(而甲醛 :加热法则是提取 <=6 中腐

殖质的最优方法*

虽然国内外关于 <=6 提取方法已有较多讨论&

但是由于提取对象+培养条件和具体提取步骤等存

在差异&研究者难以对诸多方法归纳形成统一的提

取标准* 近年来&三维荧光光谱"*!F<<h#+傅里

叶变换红外光谱"gC#8#等技术为<=6 化学组分+基

团的测定与分析提供了强有力的支撑* *!F<<h

可用来区分各种来源的复杂 <=6 混合物中的荧光

化合物&包括芳香族蛋白质类+腐殖酸类和富里酸类

物质&但无法表征多糖组分(gC#8中吸收峰的位置

可以用来表征<=6中的化学键及官能团&强度可用

来进行相对定量分析,$%-

*

笔者使用酸法+碱法+加热法+超声法与超声 :

;<8法等 ) 种方法&待 678反应器稳定运行后&提

取活性污泥的 <=6&并对其主要成分进行比较和分

析&探究 <=6 的有效提取手段(同时&对提取后的

<=6进行 *!F<<h和 gC#8分析&比较不同提取方

法对<=6组分含量和基团组成的影响&以期为其他

研究者选择合适的<=6提取方法提供参考*

!"

材料与方法

!#!"污泥来源

试验接种的活性污泥来自重庆市某生活污水处

理厂&污泥经驯化后置于有效容积为 $% O的 678反

应器&反应器运行周期为 3 L"进水 $) ?HQ&好氧曝

气 42% ?HQ&缺氧搅拌 3% ?HQ&沉淀 4% ?HQ&短曝气 $%

?HQ&沉淀 4% ?HQ&排水 $% ?HQ#* 反应器进水为人工

模拟的生活污水&具体水质如下!;"!为 *(3 ?.+O&

SW

*

FS为 *) ?.+O&CS为 *5 ?.+O&C=为 * ?.+O&

0W值为 5&)* 水浴加热将温度控制在 4) i左右&

)34)
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污泥浓度为 * %%% ?.+O左右&好氧段 !"浓度为

4&% B4&) ?.+O* 稳定运行后&反应器出水 ;"!为

24 B)% ?.+O+SW

*

FS为 % B$ ?.+O+CS为 4 B$%

?.+O+C=为 %&$ B%&) ?.+O+0W值为 5&% B(&%*

!#$"<=6提取方法

取 2% ?O污泥样品&利用高速冷冻离心机在 2

i+$ *%% +̂?HQ下离心 $) ?HQ&弃去上清液&加入磷

酸缓冲液恢复至 2% ?O&然后在 2 i+4 3%% +̂?HQ下

离心 $) ?HQ&弃去上清液&加入磷酸缓冲液恢复至

2% ?O&于 2 i下保存* 将污泥悬液按下述方法进行

处理!

酸法!在污泥悬液中加入数滴 $ ?NI+O的

W

4

6"

2

溶液调节 0W值为 4&)&在 *%% +̂?HQ 转速下

搅拌 $ L

,$$-

*

碱法!在污泥悬液中加入数滴 $ ?NI+O的SG"W

溶液调节 0W值为 $$&在 (% +̂?HQ下搅拌 $ L

,$4-

*

加热法!将污泥悬液放入水浴锅中&在 (% i下

加热 *% ?HQ

,$*-

*

超声法!超声法作用频率为 4% cW-&功率为 *)

e&作用时间为 2 ?HQ

,$2-

*

超声:;<8法!将经过上述超声法处理后的污

泥悬液&按 5% .+.@66的投加量加入 ;<8后置于摇

床中,$)-

&在 4)% +̂?HQ+2 i条件下振荡 $ L* 所用树

脂为钠型 5*4 阳离子交换树脂*

将用上述方法处理后的污泥悬液在 2 i+3 )%%

+̂?HQ下离心 *% ?HQ&然后经 %&2)

!

?滤膜过滤&得

到<=6*

!#%"<=6测定方法

多糖采用蒽酮法测定(蛋白质及腐殖质采用修

正的gNIHQ FONd̂R法测定(!SE采用二苯胺试剂法

测定* 由于本试验中 <=6 以蛋白质+多糖及腐殖质

为主&所以 <=6 总量采用三者的总和表示&提取方

法对细胞的破坏程度以!SE含量表示*

!#&"红外分析和三维荧光分析

红外光谱 采 用 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱 仪

"SHJNIV]H6$%$%2%'&美国#分析&<=6 在 F4% i冰箱

中冷冻 42 L后置于冷冻干燥机干燥处理&处理后的

样品与j7̂以一定比例进行混合&将混合后的样品

置于玛瑙研钵中磨匀&然后取适当体积压缩成薄片

进行分析* 红外光谱分析仪的扫描波数为 2 %%% B

)%% J?

F$

&扫描次数为 *4 次&分辨率为 2 J?

F$

*

荧光光谱采用荧光分光光度计 "EKZGIN.&

WN̂H̀G&美国#测定* 三维荧光光谱激发光源为氙弧

灯&激发波长"<X#以 ) Q?为增量从 4*% Q?扫描到

2)% Q?&发射波长"<?#以 %&) Q?为增量从 4$% Q?

扫描到 34% Q?&激发和发射狭缝均为 ) Q?&扫描速

度为 $ 4%% Q?+?HQ*

!#'"数据分析

试验数据通过 "̂H.HQ 4%$( 整理作图&并由

=E6e 6]G]H/]HJ/$(&% 进行数据分析*

$"

结果与讨论

$#!"<=6总体提取效果

酸法是利用酸溶液中的 W

:进入污泥絮体内

部&与 <=6 的大分子发生化学反应&改变其水溶性

而将其高效地提取出来,$3-

* 本试验中酸法对 <=6

的总体提取效果不佳&<=6 提取总量为"42&55 >

*&'2# ?.+.@66&这与谢丹瑜等人,$$-的研究结果相

类似*

碱法提取 <=6 是通过加入碱提升活性污泥的

0W值&增加 <=6 的水溶性&使其更容易被提取出*

本试验中碱法提取的 <=6 总量为"((&)$ >4&32#

?.+.@66*

加热法是通过加热使污泥结构松散&便于后续

离心分离<=6* 但是加热法会破坏<=6中分子的空

间结构&导致蛋白质等变性&不适合后续对蛋白质做

定性分析,$)-

&所以加热法中温度和时间的控制十分

重要,$*-

* 本试验中&在 (% i下加热 *% ?HQ&提取到

的 <=6 总量为"$%'&24 >*&22# ?.+.@66&且 !SE

含量为 2&()A&细胞破碎程度小*

超声法主要通过超声产生的剪切力和空穴剥离

<=6&可以提取不同类型厌氧颗粒污泥的 <=6&并取

得较高的提取效率,$5-

* 本试验中&超声法提取的

<=6总量为"$$5&'2 >4&*5# ?.+.@66&比一些文献

中超声法的<=6提取量要高&这可能是因为活性污

泥培养的水质环境和工艺条件存在差异&导致活性

污泥<=6性质发生改变* 本试验中超声法的 !SE

破碎率为 $%&%'A&<=6 中 !SE占比在 4A B$)A

都属于正常范围,$(-

*

超声:;<8法是在超声的基础上&向污泥样品

中添加 5% .+.@66树脂后振荡 $ L 提取 <=6* 试验

结果表明&该方法对 <=6 的提取量有所增加&达到

了"$4'&%) >5&53# ?.+.@66&且 !SE破碎率为

$%&*)A&与超声法相比并没有明显的细胞破碎增

加&而在刘翔等人,$'-的研究中&加入 ;<8的细胞破

)54)
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碎率达到 )%A以上&这种 !SE含量的差异可能是

;<8种类+污泥性质+操作条件不同等引起的*

在提取 <=6 总量方面&超声 :;<8法获得的

<=6总量最高&且 !SE含量在正常范围内&其次为

超声法+碱法和加热法&酸法的提取量最少&故不建

议采用*

$#$"<=6各组分提取效果

不同方法提取<=6的各组分含量见图 $* 除加

热法外&不同提取方法获得的 <=6 各组分含量顺序

均为!蛋白质 \腐殖质 \多糖 \!SE* 试验污泥

<=6 中蛋白质是主要成分&比例在 *2&3'A B

3*&2'A* 值得关注的是&以往的多数文献报道中都

将蛋白质和多糖作为 <=6 的主要成分&腐殖质所占

比例偏低&而本试验各方法提取到的腐殖质含量均

高于多糖含量&占 <=6 总量的比例在 42&'*A B

2(&)$A之间*

!
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图 !"不同方法提取 ()*的各组分含量

gH.&$9;NQ]VQ]N_<=6 JN?0NQVQ]/VX]̂GJ]Vb `RbH__V̂VQ]

?V]LNb/

综合比较以上 ) 种提取方法&如果要单独对某

一成分进行研究&可以根据不同的试验目的采用适

合的提取方法* 在蛋白质的提取上&碱法+超声法和

超声:;<8法均有优势&提取量分别为")5&*$ >

*&3*#+")3&'* >$&2$#和")3&)5 >$&2'# ?.+.@66*

碱法对蛋白质的提取效果突出&相对含量可以达到

3*&2'A(加热法对腐殖质的提取效果最佳&提取量

可以达到"))&5( >)&%(# ?.+.@66(与其他三种方

法相比&超声法和超声 :;<8法对多糖的提取比较

有利*

$#%"红外光谱分析

采用不同方法提取得到的 <=6 的红外光谱如

图 4 所示* ) 种<=6样品都在 * 2%% J?

F$附近存在

宽峰&由羧酸+苯酚+碳水化合物以及残留水分中

的."W和蛋白质的S.W伸缩振动形成&羧酸分子

和分子之间的氢键作用使得该峰峰型普遍较宽,4%-

*

有文献表明&4 *2% B4 *%% J?

F$波段的吸收峰是由

空气中 ;"

4

干扰引起的,4$-

&不予考虑* 在 $ 32% B

$ 3*% J?

F$波段的峰由 ;k"伸缩振动形成&在 )

种<=6样品中均存在&主要表征的物质是典型蛋白

质类物质,44-

* $ 2$% B$ *)% J?

F$波段的吸收峰峰

型在样品中并不显著&主要为醇+酚类物质的 ;.W

面内弯曲振动和 ;."伸缩振动形成* $ $)% B'3%

J?

F$波段的吸收峰与多糖中 ;."的伸缩振动有

关&其红外吸收峰值不稳定&可以用来反映多糖的结

构和数量,4*-

* 波数低于 '%% J?

F$为指纹区&吸收峰

主要是硫+磷基团&与 <=6 对污水中重金属离子的

去除作用有关,42-

*

!
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图 $"不同方法提取的 ()*的红外光谱

gH.&49gC#8/0VJ]̂GN_<=6 VX]̂GJ]Vb `RbH__V̂VQ]?V]LNb/

酸法和碱法提取得到的 <=6 的红外光谱峰型

和峰强与其他方法相比有明显区别&说明加入化学

药剂对提取到的 <=6 有较大影响* 加热法提取的

<=6在 * 2%% J?

F$附近的红外光谱比酸法复杂* 碱

法提取的<=6 虽然在蛋白质的对应峰段具有较高

峰强&但考虑到碱法在加入化学试剂后对 <=6 蛋白

质活性和结构具有影响,4)-

&所以应慎重采用* 加热

法+超声法和超声:;<8法提取到的 <=6 的红外光

谱峰型相似&表明这三种方法在提取 <=6 时&对其

主要官能团种类影响不明显&但主要官能团的红外

吸收峰强度依次增加&这与 <=6 主要成分提取量变

化基本吻合*

$#&"三维荧光光谱分析

不同方法提取 <=6 的三维荧光光谱见图 ** )

种方法提取的 <=6 荧光峰主要有 2 类!类腐殖酸特

征峰E"<X+<?k4)% B*%% Q?+*(% B2(% Q?#+类富

里酸特征峰 ;"<X+<?k42% B45% Q?+*() B24%

Q?#+类酪氨酸特征峰 C$"<X+<?k4*% B42% Q?+

*%% B*4% Q?#+类色氨酸特征峰C4"<X+<?k45) B

)(4)
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4'% Q?+*4% B*)% Q?#

,43 F45-

* 其中&C$+C4 峰为蛋

白质类物质的特征峰*
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图 %"不同方法提取的 ()*的三维荧光光谱

gH.&*9*!1<<h_IZN̂V/JVQJV/0VJ]̂GN_<=6 VX]̂GJ]Vb `R

bH__V̂VQ]?V]LNb/

与其他提取方法相比&酸法提取的<=6荧光特

征峰的荧光强度偏小&说明酸法对蛋白质+腐殖酸+

富里酸的提取效果都不佳* 碱法提取的 <=6 荧光

特征峰较为明显&类腐殖酸特征峰 E和蛋白质类特

征峰C$+C4 的荧光强度较大&相比发现碱法对蛋白

质的提取效果最好* 加热法提取 <=6 的三维荧光

光谱中峰E与峰 ;显著&荧光强度最大&说明加热

法对腐殖酸的提取效果较好* 超声法和超声:;<8

法提取<=6的三维荧光光谱中各特征峰的位置相

似&但是超声 :;<8法的各项荧光强度均比超声法

要大*

不同提取方法中 <=6 的三维荧光光谱的发射+

激发波长和荧光强度见表 $* 从各类物质特征荧光

峰强度来看&对蛋白质类物质的提取效率!超声法:

;<8法\碱法 \超声法 \加热法 \酸法(对腐殖酸

类物质的提取效率!加热法 \超声 :;<8法 \超声

法\碱法\酸法(对富里酸类物质的提取效率!加热

法\碱法 \超声 :;<8法 \超声法 \酸法* 综合

分析可知&加热法对腐殖酸类和富里酸类物质具有

良好的提取效果&碱法对蛋白质类物质的提取效率

较高&而超声 :;<8法对各类物质均表现出良好的

提取效果*

表 !"()*荧光特性

CG̀&$9gIZN̂V/JVQJVJLĜGJ]V̂H/]HJ/N_<=6

项9目
峰E 峰; 峰C$ 峰C4

<X+<?+Q? 强度 <X+<?+Q? 强度 <X+<?+Q? 强度 <X+<?+Q? 强度

酸法 4(%+22$ $53&%( 45)+2$( $2'&(* . . 4(%+*2' ))&3%

碱法 45%+*(4 $5(&5$ 45%+*() 43'&22 4*)+*4% 4*5&$5 45)+*23 24*&5'

加热法 45)+*(4 *)(&32 45%+*() *43&)% 4*)+*4% 4*(&*5 45)+*2' *23&(%

超声法 45)+*(4 44'&%' 45%+*() $(3&3) 4*)+*4% 43)&'5 45)+*2% 23'&4*

超声:;<8法 4(%+*(4 452&)' 45%+*() 44%&2( 4*)+*4% 2'$&3* 45)+**% 3*5&$'

%"

结论

"

9从<=6提取总量来看&超声 :;<8法 \超

声法\加热法\碱法\酸法* 超声:;<8法的<=6

提取总量最高&为"$4'&%) >5&53# ?.+.@66(酸法

的<=6 提取总量仅为"42&55 >*&'2# ?.+.@66&不

宜采用*

#

9碱法+超声法和超声 :;<8法对蛋白质具

有较高的提取效率&提取量在 ")3&)3 >$&2'# B

")5&*% >*&3*# ?.+.@66 之间(加热法对腐殖酸表

现出最好的提取效果&提取量达到"))&5( >)&%(#

?.+.@66() 种方法对多糖的提取量均较低*

$

9与其他三种提取方法相比&酸法和碱法的

红外光谱图中存在峰型差异&说明化学试剂对官能

团种类有影响* 超声 :;<8法提取的蛋白质类物

质中类酪氨酸和类色氨酸的特征荧光峰强度高&对

芳香族蛋白质类物质的提取效率高*

%

9超声:;<8法提取的 <=6 总量最多&对蛋

白质和腐殖酸的提取效率较高&细胞破碎率在正常

范围内&故推荐此法用于 678反应器中活性污泥

<=6的提取*
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;N?0ĜH/NQ N_VX]̂GJ]HNQ ?V]LNb/ _N̂ VX]̂GJVIIZIĜ
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DQHaV̂/H]R"SG]Z ĜI6JHVQJV#&4%$$&)%")#!))3 F)34

"HQ ;LHQV/V#&

,4%-9eESTUe&eDU;&m#SP&#*&A&hV?̀ ĜQV_NZIHQ.
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=NIR?V̂HJ6Z`/]GQJV/bZ ĤQ.]LVgN̂?G]HNQ GQb 6]G̀HIH]R
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4%$%&22"$)#!2)%) F2)$3&

,4*-97E8CWE&U6;W<8=;&eLG]aH̀̂G]HNQ/]VIIZ/G̀NZ]
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