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不 同 来源活性污泥分析

—
蛋白质及其氨基酸测定

吴克佐 徐琴钮 干 莲 龚差美
中国科学院上海生物化学研究所

活性污泥法是利用生物学原理处理有机

废水的重要方法之一 但在废水的处理过程

中
,

必须同时重视污泥的处置和利用问题 本

实验室以印染
、

造纸
、

煤气
、

食品和石油化工

废水为例
,

对相应的活性污泥中蛋白质
、

核酸

和毒性成分作了初步观察 本文报导活性污

泥的分析方法及一些结果
,

供有关方面参考
。

一
、

材 料 与 方 法

材料 取自下列各厂

上海织袜四厂 板框压滤滤饼 曝气池

上海立新造纸厂 新鲜污泥 生物转盘

上海炼油厂 新鲜污泥 曝气池

上海杨浦煤气厂 新鲜污泥 曝气池

上海禽蛋五厂 新鲜污泥 曝气池

样品预处理

新鲜活性污泥离心或压滤
,

除去清液 沉

淀用五倍体积 务高氯酸洗涤
,

反复四次 所

得沉淀再用五倍体积 多 乙醇洗涤
,

反复五

次 沉淀在室温下凉干
,

又于 ℃ 烘箱中

烘烤一昼夜 干物以球磨机粉碎 粉末存干

燥器备用

污泥蛋白质的抽提

称取上述干污泥 克
,

置于 毫升梨形

磨 口瓶中 加入 毫升 于沸

水浴中迥流抽提 半小时后取出
,

离心
,

收集

清液
,

反复三次 合并所得抽提液
,

记下总毫

升数
。

蛋白质测定
口一 ,

试剂

牛血清白蛋白 结晶
,

含量 多
,

英国

双缩腺试剂甲 多 内含 多

双缩脉试剂乙 外

测定步骤

吸取上述抽提液三份
, ,

毫升
,

分别加入 至 毫升摇匀

加人双缩腮试剂甲 毫升

吸取上述抽提液三份
, ,

毫升
,

分别加人 至 毫升摇匀

加人双缩脉试剂乙 毫升

将上述 管置 ℃ 水浴中保温

分钟后取出
,

冷至室温 如有沉淀可离心除

去 清液于 型分光光度计上测定
,

选用

针 毫微米

计算 将上述 管的读数
,

分别算

成每毫升的光密度值
,

并求出平均值 然后

将 的平均值减去 的
,

再在标准曲线上



查得蛋白质的含量
,

乘上抽提液总毫升数
,

便

得每克污泥的蛋白质含量

标准曲线制备 称取结晶牛血清白

蛋白 毫克
,

以 毫升 。 使其溶

解
,

制成 毫克 毫升的贮备液 测定时
,

取
、 、 、 、 、 、 、 、 、

毫升
,

再加 〕 成 毫升 加双

缩膝试剂甲 毫升 空 白管 用 毫升

做成
,

同样加双缩腺试剂甲 毫升

按步骤 测得光密度
,

绘制成图 此标准曲

线并以微量克氏定氮法加以校正

二
、

结 果 与 讨 论

蛋白质含量

实验结果 表 指 出
,

活性污泥中蛋白

质含量十分丰富
,

一般在 务左右
,

与豆类

蛋白含量接近 微生物
,

特别如细菌和酵母

菌
,

干物质中蛋白质含量一般 均在 并 以

上 活性污泥的主要组分为微生物
,

故我们

的实验结果是可信的 个别结果偏高的原因

尚待研究

表 活性污泥中蛋白质含盆

干物质夕来 源

上海织袜四厂

上海立新造纸厂

上海炼油厂

上海杨浦煤气厂

上海禽蛋五厂

35
。

l

2 2

。

3

2 6

。

4

4 9

。

0

2 6

。

5

侧雀絮

毫克/4毫升

图 l 蛋白质标准曲线

5. 氨基酸测定[4]

(l) 定量称取干污泥 100 毫克
,

置硬质

玻璃管中
,

加入恒沸点盐酸(5
.
7 N )3 毫升

,

抽

真空
,

封管
. 105 一110 ℃ 水解 48 小时

.
取出

后
,

将水解液转移至 100 毫升容量瓶中
,

以去

离子水洗涤水解管多次
,

洗涤液一并加入容

量瓶中
.
最后加去离子水至刻度

,

摇匀
.
过滤

或离心除去残渣
,

取出清液 10 毫升
,

蒸干
.
加

少量水
,

蒸干
.
反复三次用 pH 2

.
2 ,

0. 5 毫升柠

檬酸缓冲液溶解
.
取 0
.
05 毫升作氨基酸分析

(用日本柴田 A A
一 6 00 型氨基酸自动分析仪)

.

(习 色氨酸在上述水解条件下
,

已完全

破坏
,

另用碱水解法进行t5]
。

显色剂采用三

氯化铁
,

酷酸醉
,

冰酷酸和硫酸
.

2
.
氨基酸含量

:

无论是干污泥的水解物或是污泥蛋白的

水解物
,

在氨基酸 自动分析仪中都显示出含

有各种天然氨基酸的正常色谱
.
其 中赖氨

酸
、

甲硫氨酸
、

色氨酸含量不低
,

值得我们注

意
,

因为此三种氨基酸乃是蛋 白质营养价值

的第一
、

二
、

三限制因素
.
本文对细菌所含的

D 一异构体氨基酸及细菌细胞壁所特有 的 胞

壁酸(m
uram i。 a c i d ) 和二氨基庚二酸(di

am ino-

Pim el ic acid)均未作测定
.
如表 2所示

,

污泥

中的其它成分
,

例如碳水化合物及一些有机

物在蛋白质酸水解过程中
,

对氨基酸的回收

率是有影响的
.

3
.
蛋白质测定方法

实验室最基本和常用的方法为测定含氮

量
,

再根据蛋白质的已知含氮量求得蛋白质

的含量[6]
.
此外

,

紫外 吸 收法
、

缩腺法和

Fo li
n一
酚试剂也是实验室常用的方法

.
但现

有的蛋白质测定法均不能适应污泥中蛋白质

的测定
.
因为污泥中除蛋白质外尚有其它含

氮物 ;并且污泥还吸附有各种类型的有机物
,

千扰测定 ;此外
,

污泥蛋白绝大部分属菌体蛋



表 2 各种污泥蛋白的氮基酸组成(% )

氨氨基酸酸 111 222 {{{ 555

赖赖氨酸酸 4 。

777
斗

。

斗斗 5 333 9
。

lll 3

。

555

组组氨酸酸 1
.
555 2

。

666
l

。

999
2

.

777
1

.

333

精精氨酸酸 2
.
666 3 斗斗 7 333 7

.
666 3

。

999

门门冬氨酸酸 10
。

777 6
SSS 1

2

.

222
1 1

。

888 5

。

666

苏苏氨酸酸 1.888 3
。

666 4

。

333 6
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000
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666
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.
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1

。

222 5

.

000
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000 3
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666 5
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777

酩酩纂酚酚酚酚 3 飞飞 2
.
333 1

.
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22222222222222222
。

2222222

苯苯丙氨酸酸酸酸酸酸酸

耽耽氨酸酸酸酸酸酸酸

色色氨酸酸酸酸酸酸酸
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.
000 1 0 夕
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撷氨酸
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。

888
4
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lll ‘
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5

。
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3

.
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甘甘氨酸酸 5 .气气 苏
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。

999 8
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777 弓
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不 OOO 7

。

888 8

。

000
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。

lll 3

。

777

酩酩纂酸酸酸酸 3 飞飞 2
.
333 1

.
888

22222222222222222
。

2222222

苯苯丙氨酸酸酸酸酸酸酸

耽耽氨酸酸酸酸酸酸酸

色色氨酸酸酸酸酸酸酸

酞酞胺胺胺胺胺胺胺

合合计计 夕0
.
111 6 6

.
000 1 0 夕

.
333 10斗

。

888 6
(尹 666

的汞含量最高
,

为 48
.
8即m ;织袜四厂的铜

、

铅
、

铬含量最高
,

分别达 1050
、

2 5 ,
、

2 5 0 p p m :

炼油厂的砷含量为 137
.
5 PP m

,

织袜厂为 88
.
6

PP m ;禽蛋五厂含酚量高达 40 pp m (夏季)
.
抽

提后的污泥蛋白中
,

上述几种毒性成分未见

显著减少
,

有的还有增加
.
这可能是重金属

与蛋白质中的某些基团作不可逆结合之故
.

这一结果还表明生物具有浓缩有毒有害物质

的特殊功能
『8]
.

所以在处置和利用剩余污泥

时
,

我们必须持十分谨慎的态度
.

注: 1
.
上海织袜四厂 2

.
上海立新造纸厂 3

.
上 海炼

油厂 斗
.
上海杨浦煤 气厂 5

.
上海禽蛋五厂

白
,

而菌体蛋白在一般溶剂中是难以溶解的
.

用本法测得石油酵母
、

黄豆豆粉和市售

鲜酵母的蛋 白含量 (占干物质多) 分别为 45
、

4 0
、

4 0
,

与文献相近
L7].

缩腺法受蛋白质的特异性影响较小
.
因

为试剂易得
,

操作方便
,

工作波长在 54 5 毫微

米
,

比色测定容易解决
.
这个方法最大的缺

点是灵敏度极差
.
常规法的最低蛋白用量在

0
.
弓毫克左右

.
我们采用 I

tzhaki和 G ill 的试

剂和操作步骤明
,

以便消去污泥中的 有色 物

质干扰
.

本文提供的蛋白质提取 方 法 和 测 定 步

骤
,

对多数生物材料是适用的
.
若材料中淀

粉含量较高
,

则应避免加热处理
,

因为淀粉受

热后易成糊精影响蛋白质的抽出
.

4
.
污泥的毒性成分

根据我们实验室的分析
,

污泥中吸附或

富集有不被分解的毒物
.
毒物含量随不同污

水而异
.
以四种活性污泥为例

,

杨浦煤气厂
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