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引　言

膜生物反应器 （ＭＢＲ）被认为是污水处理和

回用工艺中最有前途的工艺之一［１］。然而，膜生物

反应器的主要局限是由于膜污染造成的通量的显著

减少［２］。由于膜生物反应器对微生物来说是一个封

闭的系统，使得其中的微生物产物积累，成为影响

出水水质及膜污染的重要因素，因此对微生物产物

的研究是膜生物反应器研究的一个重点内容。微生

物产物主要指胞外聚合物 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）和溶解性微生物产物 （ｓｏｌｕｂｌｅ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＳＭＰ）
［３］。

ＥＰＳ主要成分为多糖、蛋白质及ＤＮＡ等，分

子量大于１００００
［４］。造成研究中ＥＰＳ组成不同的原

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００７－１０－２４．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：Ｐｒｏｆ．ＺＨＡＮＧ Ｘｕｅｈｕａ．犈 － 犿犪犻犾：

ｘｕｅｈｕａ６７１２３１＠１６３．ｃｏｍ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅ ＮａｔｉｏｎａｌＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ

ＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２００７ＣＢ４０７３０６１）．

　

因有：（１）处理工艺的不同； （２）提取过程的不

同；（３）对提取到的ＥＰＳ组分的化学分析方式的

不同［５］。其中提取步骤是决定活性污泥中ＥＰＳ组

成和含量的重要环节［６］。

本文将常用的几种方法应用于 ＭＢＲ中污泥

ＥＰＳ的提取，经过比较后确定出最简便有效的提

取方法，为今后的研究工作提供方法依据。



１　实验材料及方法

１１　处理工艺实验装置

实验中所用污泥取自以市政废水为原水且处于

稳定运行状态的膜生物反应器，实验设备见图１。

反应器尺寸４７．２ｃｍ×４０．３ｃｍ×１３７．４ｃｍ，有效

容积１９０Ｌ，内置２片ＰＶＤＦ中空纤维微滤膜组件

（天津膜天膜科技公司）。系统运行由可编程逻辑控

制器控制，采用恒通量操作模式，ＨＲＴ＝６ｈ，通

过自吸泵负压抽吸出水。

图１　ＭＢＲ实验装置

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＭＢＲｐｒｏｃｅｓｓ

１—ｆｅｅｄｉｎｇｐｕｍｐ；２—ＰＬＣｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ；３—ｌｅｖｅｌｓｅｎｓｏｒ；

４—ｆｌｏｗｍｅｔｅｒ；５—ｍｅｍｂｒａｎｅｍｏｄｕｌｅ；６—ｍｅｒｃｕｒｙｍａｎｏｍｅｔｅｒ；

７—ｓｕｃｔｉｏｎｐｕｍｐ；８—ｆｌｏｗｍｅｔｅｒ；９—ｅｆｆｌｕｅｎｔｔａｎｋ；１０—ａｅｒａｔｏｒ

　

１２　犈犘犛的提取

实验期间调整污泥浓度在５０００ｍｇ·Ｌ
－１。取

５０ｍｌ污泥混合液离心 （３５００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ）

后，弃去上清液，以蒸馏水补足体积，混匀后继续

离心，重复３次后取混合液备用
［７］。之后则采用不

同的物化方法提取ＥＰＳ。 （１）高速离心：混合液

于１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
［８］；（２）热提取

［９］：混合液

置于不同温度下的水浴中提取； （３）化学试剂提

取：混合液分别与不同浓度的ＥＤＴＡ溶液
［１０］、硫

酸溶液［１１］、ＥＤＴＡ二钠溶液、ＮａＯＨ 溶液 （分为

加甲醛和不加甲醛两种情况）、磷酸氢二钾溶液［１２］

等体积混合适当时间后提取。提取后对污泥进行高

速离心 （１００００ｒ·ｍｉｎ－１，２０ｍｉｎ）处理，并取上

清液经０．２２μｍ的滤膜过滤后进行各项测定，经

酸碱提取的上清液需调至中性后再进行过滤。实验

结果为３次平行实验的平均结果。

１３　分析方法

ＥＰＳ的提取效果通过蛋白质、多糖及核酸表

征，而对污泥细胞的破坏程度则通常通过核酸来表

征［８］。ＥＰＳ各项指标的测定方法为：蛋白质采用

考马斯亮蓝法；多糖采用蒽酮比色定糖法；核酸采

用定磷法［１３］。污泥浓度的测定则采用标准方

法［１４］。本文图表中各缩写字母的含义为Ｐ：ｐｒｏ

ｔｅｉｎ，Ｃ：ｃａｒｂｏｎｈｙｄｒａｔｅｓ，Ｎ：ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ。

２　实验结果与讨论

２１　犈犇犜犃二钠提取

选取不同浓度的ＥＤＴＡ二钠溶液对污泥混合

液进行提取以考察溶液浓度对于提取效果的影响，

之后采用最佳的溶液浓度在不同提取时间下提取，

确定最适宜的提取时间。实验结果见图２。

污泥的提取产物以多糖为主，蛋白质其次，核

酸最少。随着ＥＤＴＡ二钠浓度的增加，３种组分

均呈增长趋势。溶液浓度大于２％之后蛋白质增长

缓慢，核酸则加速增长，由此确定最佳的溶液浓度

为２％。随着提取时间的增加，３种组分开始均呈

现增长趋势。多糖和蛋白质分别在提取时间大于

１２０ｍｉｎ和１８０ｍｉｎ之后开始减少和增长速度减缓，

核酸的增长速度则非常稳定。所以ＥＤＴＡ二钠提

取最适宜的提取时间是１８０ｍｉｎ。

图２　ＥＤＴＡ二钠法提取 ＭＢＲ中污泥的ＥＰＳ

Ｆｉｇ．２　ＥＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅｉｎ

ＭＢＲｂｙＥＤＴＡｂｉｓｏｄｉｕｍｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　

２２　热提取

考察不同的水浴温度以及不同的提取时间对于

污泥ＥＰＳ提取效果的影响，实验结果如图３所示。

在提取温度大于８０℃后，蛋白质和多糖的增加速

度减小，由于过高温度对于微生物细胞的破坏作
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图３　热法提取 ＭＢＲ中污泥的ＥＰＳ

Ｆｉｇ．３　ＥＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅ

ｉｎＭＢＲｂｙｔｈｅｒｍａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　

用，核酸的增加突然加速，因此热提取的最佳温度

为８０℃。在提取时间大于４５ｍｉｎ后，蛋白质和多

糖的增加趋势不明显，而核酸平稳增加，最适宜的

提取时间为４５ｍｉｎ。

２３　碱提取

采用０．５、１．０、１．５、２．０ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ

溶液在不同的提取时间提取 ＭＢＲ中污泥的ＥＰＳ。

结果表明：当ＮａＯＨ浓度为１ｍｏｌ·Ｌ－１，提取时

间为２ｈ时提取效果最好。其中蛋白质、多糖、核

酸分别为３０．７、３２．９、１２．４ｍｇ· （ｇＶＳＳ）
－１。核

酸量明显大于前两种方法，这是由于微生物只能在

一定的ｐＨ范围内生长 （一般为５～９），ＮａＯＨ溶

液会明显地升高ｐＨ值，从而对污泥细胞具有很大

的破坏作用，常用作杀菌剂。

根据文献，加入甲醛会对细胞产生一定的保护

作用［８］，所以在１ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ溶液中加入不

同浓度的甲醛溶液后在不同的提取时间下进行提

取。实验结果如图４所示，甲醛的最佳投量为

２％，最佳反应时间为１２０ｍｉｎ，此时蛋白质、多

糖及核酸为３０．５、２６．２、９．７４ｍｇ· （ｇＶＳＳ）
－１。

其中核酸由不投加甲醛时的１２．４ｍｇ· （ｇＶＳＳ）
－１

减少至９．７４ｍｇ· （ｇＶＳＳ）
－１，降低了２１．５％。投

加的甲醛通过与细胞膜中带有氨基、羟基、羧基、

巯基的蛋白质和核酸反应，从而保护了污泥细胞，

减少了ＮａＯＨ 溶液对细胞的破坏
［６］，但由于强碱

图４　甲醛ＮａＯＨ法提取 ＭＢＲ中污泥的ＥＰＳ

Ｆｉｇ．４　ＥＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅｉｎ

ＭＢＲｂｙｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅＮａＯＨｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　

对于细胞的强烈破坏作用，核酸还是明显高于前两

种方法。

２４　其他提取方法

本次实验还采用了高速离心、硫酸、ＥＤＴＡ

及磷酸氢二钾提取，实验结果见表１。

表１　提取方法效果对比

犜犪犫犾犲１　犈狓狋狉犪犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅狀狊犾狌犱犵犲犻狀犕犅犚

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

Ｐ

／ｍｇ·（ｇＶＳＳ）－１
Ｃ

／ｍｇ·（ｇＶＳＳ）－１
Ｎ

／ｍｇ·（ｇＶＳＳ）－１

ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ５．２８ ０．７１ —

ｓｕｌｆａｔｅａｃｉｄ ２３．７ ５．６３ ２．８８

ＥＤＴＡ ２４．７ ４．９４ １．０８

ｐｏｔａｓｓｉｕｍｂｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ０．５７ ２．４５ —

ＥＤＴＡｂｉｓｏｄｉｕｍ １２．９ １９．５ ４．８

ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅＮａＯＨ ３０．５ ２６．２ ９．７４

ｔｈｅｒｍａｌ １８．９ ２９．６ １．７５

由表１可知，ＥＰＳ的提取效果为，蛋白质：

ＮａＯＨ＋甲醛＞ＥＤＴＡ＞硫酸＞热提取＞ＥＤＴＡ 二

钠＞高速离心＞磷酸氢二钾；多糖：热提取＞ＮａＯＨ

＋甲醛＞ＥＤＴＡ二钠＞硫酸＞ＥＤＴＡ＞磷酸氢二钾＞

高速离心；核酸：ＮａＯＨ＋甲醛＞ＥＤＴＡ 二钠＞硫

酸＞热提取＞ＥＤＴＡ＞磷酸氢二钾和高速离心 （低于

检测限）。但是在提取过程中发现：采用酸碱提取法

时，由于加酸或碱调节至中性范围，易增大提取液的

体积，影响提取结果；并且生成大量盐类，在抽滤时

易结晶析出影响过滤速度和测定结果。综合考虑提取

总量、细胞破坏程度以及操作的难易度，ＥＤＴＡ 二钠
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和热提取是最有效的两种方法。

３　结　论

（１）ＥＤＴＡ 二钠提取最佳的溶液浓度为２％，提

取时间是１８０ｍｉｎ；热提取的最佳温度为８０℃，提取

时间为４５ｍｉｎ。

（２）ＮａＯＨ 提取核酸的量在９．４～１９．８ｍｇ·

（ｇＶＳＳ）
－１，对污泥细胞具有很大的破坏作用。投加甲

醛的ＮａＯＨ提取中甲醛的最佳投加量为２％，反应时

间为１２０ｍｉｎ，核酸含量由不投加甲醛时的１２．４ｍｇ·

（ｇＶＳＳ）
－１减少至９．７４ｍｇ· （ｇＶＳＳ）

－１，降低了

ＮａＯＨ溶液对于细胞的破坏作用。

（３）在采用酸碱 （硫酸、ＮａＯＨ及ＥＤＴＡ）提取

时，需调节ｐＨ值，易增大提取液的体积，影响提取

结果；并且生成大量盐类，在抽滤时易结晶析出影响

过滤速度和测定结果。综合考虑提取总量、细胞破坏

程度以及操作的难易度，ＥＤＴＡ二钠和热提取是最简

便有效的两种提取方法。
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