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厌氧污泥胞外多聚物的提取
、

测定法选择
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,
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摘要 选用 � 种方法
,

对 � 种不同性状的厌氧污泥的胞外多聚物��� �� 进行提取试验
�

此外
,

采用 � 种方法测定提

取液中多糖浓度
,

还测定核酸浓度以检查细胞的破坏程度
。

通过对比
,

认为硫酸法提取的 � � � 较完全
,

对细胞的破

坏作用小
,

而苯酚
一

硫酸法较适于测定提取液中的多搪含量
。

文中还对厌氧污泥 � �� 的含量
、

成分作了分析和探讨
。

关往词 厌氧污泥
,

胞外多聚物
,

提取法
,

硫酸提取法
。

胞外多聚物 �� �� �是指细菌在一定的环境

条件下分泌于细胞体外的一些高分子有机物
。

由

于在菌体外所处的特殊位置及其特定的化学组

成
,

使 � � � 成为影响细菌表面特性的重要因素
。

��  的研究最早应用于好氧活性污泥中
。

到

目前为止
,

研究厌氧污泥的 � � 的报道较少
,

当

�� � 促成厌氧颗粒污泥形成的假设提出后
,

这方

面的研究才逐渐增多
。

钉红染色〔川
、

热沉淀 �� 等

方法被用于提取厌氧污泥的 � � �
,

但这些方法对

各种因素的影响非常敏感
,

特别是当厌氧污泥含

有较多杂质时
,

数据的重复性更差 〔, �〕
。

为了确切

衰 �

知道 � � � 在厌氧污泥颗粒化过程中的作用
,

本

研究选用 � 种提取和 � 种测定 � � � 的方法
,

进

行对 比试验
,

试图找出一种能有效地提取及测定

厌氧污泥 � � � 的方法
。

试验方法和材料

� � 试验方案

一种有效的提取方法应能较完全地提取出

�� � ,

并对细菌细胞的破坏较小
,

以防止胞 内物

质增加 � � � 的测定值
,

按表 � 方案试验
。

� � 污泥样品

试验方案

项目

方法

提取 � �  

� 蒸馏水提取法

� 氢氧化钠提取法

� 沸苯提取法

选择一种有效方法

� 硫酸提取法

�� �� � 提取法

�燕煮法

测定精类含量

� 苯阶
一

硫酸法

� 葱酮
一

硫酸法

测定核酸含量

紫外吸收法

目的 确定提取方法提取
� �  的完全程度

确定提取方法

对细胞的破坏程度

衰 � 污泥样品特性

泥样编号 来源

生产性 � �� �

生产性 � �  !

小试 � �� �

中试 � � � �

性状

絮状

絮状和颖粒

顺粒

顺粒

基质类型

啤酒废水

啤酒废水

生活污水

啤酒废水

基质浓度� � �� � � � �� 反应器温度 � ℃ �

�� � �一�� � �

�� � �一�� � �

�� �一� � �

�� ��一�� � �

��一��

��一��

�一��

��一��

选择 �种厌氧污泥提取
、

测定 � � �表 ��
,

它们的性状
、

颗粒化程度
、

基质类型
、

基质浓度和

温度都不尽相同
,

具有较广泛的代表性
。

�
�

� 污泥样品的预处理

取摇匀后污泥样品约 �� �� 于离心管中
,

用

�� � � � � � � � 转速离心 �� � �
,

弃去上清液
�
加入约

�� � ��
�

� �生理盐水按上述方法洗涤 �
重新加人

约 �� �� 生理盐水
,

摇匀后用玻璃匀浆器匀浆
,

使

污泥颗粒破碎
。

匀浆后污泥
,

用移液管移取 �
�

��� �于 ��
�

�� �具塞玻璃试管中用于提取 �� �
�

另取 ��
�

�� �� 于蒸发皿中
,

用重量法测 � �� 值
。

�
�

� 胞外多聚物的提取

一� � � 年 � 月 �� 日收到修改稿
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� �� 蒸馏水提取法 往 已加入污泥的玻璃

试管中加入 �
�

�� � 蒸馏水
,

摇匀后置于摇床上

振荡 � �
,

提取液于 � � � �� � � ��
,

离心 �� ��
,

取上清

液待测
。

��� 硫酸提取法川 加入 � �硫酸溶液

�
�

� ��� 于具 塞试 管 中
,

置 于摇床上 振 荡 ��
,

� � � � � � � �� 离心 �� ���
,

取上清液待测
。

�� �� � � � 提取法川 加入 � � � � � � 二钠

盐 �
�

� � ��
,

摇匀后 置 于 � ℃冰箱 中冷藏
,

每隔

� �� �� 取出摇匀
,

� � 后 � � � �� � � �� 离心 �� ��
,

取

上清液待测
。

�� �沸苯提取法 � ‘�〕 加苯到 � � � �左右
,

振

荡
,

在沸水浴中将苯蒸干
,

后加入沸水到 ��
�

���

刻度
,

�� � �� 后 于 � � � � � � � �� 离心 �� ��
,

取上清

液待测
。

�� �氢氧化钠提取法
仁, 二 加入 �� � � � � 溶

液 �
�

� �� �
,

置于摇床上振荡 ��
,

� � � � � � � �� 离心

�� ��
,

取上清液待测
。

�� �蒸煮法 � ’〕 加蒸馏水 �
�

� � � �
,

置于 �
�

�

���
、

温度 � �� � 湿式高压灭菌釜 中处理 ��
,

趁

热于 � � � � � � � �� 离心 �� ��
,

取上清液待测
。

以上各种方法除沸苯法 在苯蒸干时试管不

加塞外
,

提取时均应加塞
。

�
�

� � � � 中多糖和核酸的测定

�� �� �  中多糖的测 定选用苯酚
一

硫酸法 「’“〕

和蕙酮
一

硫酸法川习
。

以分析纯葡萄糖为标准样

品
,

制作标准曲线
。

取上清液 �
�

�� �� 按操作步骤

处理 后
,

在 岛津 � �
一

� �� 光 吸收 测 定仪上 于

� � �� � �苯酚
一

硫酸法 �或 � � � � � �葱酮
一

硫酸法 �测

吸光度
,

以标准曲线计算多糖浓度
� ,
�、� � � �� �

� �
�

� �� �污泥测 出的 � � � 值为 � �� �
,

转换成 单

位 ��� 所含多糖数值
�

浓度 �� � � �� �� � �
� � � �� � � �

�
�

� � �
� 稀释倍数

。� �� � � �� �� �一赢
��� 核酸含量的测定用紫外吸收法 � ’‘〕

。

� � �

和 � � � 都有吸收紫外光的性质
,

它们的吸收高

峰在 � � �� � 波长处
。

在岛津 � �
一

�� � 光吸收测定

仪上于 � � �� � 波长下测定样品的吸光度
,

吸光

度偏高则进行稀释
,

采用下式计算
�

其中
, � �� �� � �� 为 � � �� � 波长下的吸光度值

。

� 试验结果

测定结果列于表 �
,

表 � 中浓度值和相对标

准偏差分别为 � 次平行试验的平均值和相对标

准偏差
。

比较 � 种多糖的测定方法
,

可以看出苯酚
�

硫酸法测得的数值相对标准偏差比较小
,

而蕙酮
一

硫酸法 比较大
,

特别是絮状污泥 �泥样 �
、

�� 相

对标准偏 差大都在 �� � 以上
,

说明前一种方法

比后者数据的重复性更好
。

当样品中多糖浓度低

时
,

苯酚
一

硫酸 法测得的值要高一些
,

这是合理

的
,

因为苯酚
一

硫酸试剂可与游离的寡糖
、

多糖中

的己糖
、

戊糖
、

糖醛酸 �或 甲苯衍 生物 �起显色反

应 �而葱酮
一

硫酸试剂对各种己糖
、

�
一

脱氧核糖显

色深
,

对 戊糖
、

氨 基 己糖
、

糖醛酸等显色弱
·
, � 。

��  的成分比较复杂
,

不仅有己糖
,

还含有戊糖
、

糖醛酸等川
,

所 以蕙酮
一

硫酸法测得的值偏低
。

但

是样品中多糖浓度高时
,

情况正好相反
。

这时由

于细胞过多破碎
,

胞 内大量的蛋 白质
、

核酸进入

样品液
,

而其中的色氨酸等氨基酸会对葱酮
一

硫

酸试剂 的显色反应产生一定干扰 〔”口
,

从而使测

得的多糖值偏高 25 % 一60 %
。

因此
,

选择苯酚
-

硫酸法来测定样品液的多糖有更多的优点
。

4 种泥样的 6 种提取方法测得多糖的浓度

顺 序为
:N a0 H 提 取 法 > 蒸煮法 > 沸苯 法 >

E D T A 法> 硫酸法> 蒸馏水法
;
测得的核酸含量

顺序为
:ED TA 法> N a0 H 法> 蒸煮法> 沸苯法

> 硫酸法> 蒸馏水法
。

其相对大小可用图 1
、

2 表

示
。

需要指出
,

E D T A 或由其所形成 的络合物可

能在 260n m 紫外光有较大的吸光度
,

使得核酸

值偏差很大
。

比较 6种提取方法
,

N
a

0 H 法和蒸煮法提取

的 EcP 比较多
,

但相应测出的核酸值也很大
,

说

明细胞破坏得较为严重
,

测得的多糖不仅有胞外

成分
,

细胞内的多糖也占很大比例
,

结果很不可

靠
。

沸苯提取法测得的核酸浓度 比蒸馏水法大
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表 3 测定结果

泥样

编号

苯酚
一

硫酸法 葱酮
一

硫酸法 紫外吸收法

提取方法 多糖值
(m g/gVSS )

相对标准偏差
(% )

多糖值
(m g/gV SS )

相对标准偏差
( % )

核酸值
(m g/sv SS )

相对标准偏差
(% )

5
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.
8 8

.62 11
.7

20

7

勺

2 2

1 0
.
8

5
.
9

1 9
.
0

1 0
.
7

2 5

.

6

9

.

3

1 8

.
5

7 9

6
.
4

74一80

..

…
n月,勺J巧乙q�,�n�几0tOJl

9目

口J咭l
几

-

一了00
..

…
一O‘马乃乙nU, .1q山,自口d

.1己
,一

内ngjq白00月了n匕只J通.阿

:

nOtl八U,1, ..

,�
Jq�b

4 3
.

5

6
.

5

1 5
.

7

1 5

.

9

8

.

8

1 3
.

1

3 9 5

1 2
.

1 3
O口,�q�尸OJ OQJ口U工了

.

.

…
q‘
n
八片�吕

‘
‘盆
9�
1
,‘

nUUd‘.J
n
�

6
O
�Uq一了
5
,�Jq一了

..

…
、卫n乃Q‘月了JU且�

b

1 .J

9
�
,J ., ...

�卜�一卜O�一b
J口

..

…
QUCUUI一了六曰gdq‘

1
电

91
‘

蒸馏水

硫酸

ED T A

沸苯

N a0 H

蒸煮

蒸馏水

硫酸

E D T A

沸苯

N aO H

蒸煮

蒸馏水
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泥样l 泥样2 泥样3 泥样4
泥样1 泥样2 泥样3 泥样4

图 l 多糖相对值
a.
蒸煮法 b.N a0 H 法

c.
沸苯法

d.Eo T ^ 法
e.H Zso ; f.蒸馏水法

2一3倍
,

说明仍有大批细胞被破坏
。

比较起来
,

蒸馏水提取 ECP
,

测得的核酸值及 多糖值均最

小
,

数据的波动性很大
,

相对标准偏 差达 40 %
,

可能是蒸馏水不能较完全地提取 ECP
。

虽然这种

方法对细胞的破坏性最小
,

但还是很少有人用它

图 2 核酸相对值

a.蒸煮法

d.E D T A 法

b .N a0 H 法

e.H ZSO

c.沸 苯法

f
.
蒸馏水法

来提取 EeP:
5〕。

用 ED T A 法测得的核酸浓度特别大
,

往往要

稀释才能测出
。

但据报道
,

此法对细胞的破坏较

小[s]
,

可能是 ED TA 与污泥中的金属离子形成络
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合物
,

在 260n m 波长做紫外吸收有较高干扰的

结果
。

用硫酸提取 ECP 测得的多糖与核酸浓度与

蒸馏水提取法相 比
,

均高 1一2倍
,

说明两者提取

物的组分是相似的
,

对细胞的破坏都较小
。

蛋白质和核酸都是 EcP 的成分图
,

提取液

中核酸浓度的升高可能是 ECP 提取得多
,

也可

能由于细胞的胞 内物质破碎而渗出
。

如果是前

者
,

那么对于同一种污泥核酸和多糖浓度的比值

应该是变的
。

表 4 中列出 3 种污泥 Ec
P 中核酸

和多糖的比值
。

蒸馏水和硫酸提取法具有十分相

近的比值
,

而其余 3种方法显然 比值增大
。

表 4 提取液中核酸和多枯的比值

泥样 提取法

编号 蒸馏水法 硫酸法 沸苯法 N
ao
H 法 燕煮法

1 1
.
57 1

.
56 1

.
68 2

.
5 1 2

.
8 1

2
.
25

2。

2 7

2

。

7
3

2

.

4 6

3

。

0
2

l

。

7 0

一
如果这种假设是成立的

,

以上结果就比较

容易解释
:
细胞质和细胞核主要成分是水

、

蛋白

质
、

核酸
、

脂类
,

细胞质内的某些主要结构
,

如核

糖体
、

质粒等也主要是由蛋白质和核酸组成
,

糖

类作为营养碳源贮备只占很小的比例〔’“3
,

所以

细胞破碎后有大量的核酸放出而仅有少许糖类

溶于提取液
,

因而造成核酸和多糖比值升高
,

破

碎程度越大
,

比值越高
。

鉴于以上分析
,

可以认为硫酸提取法提取的

ECp 比较完全
,

对细胞的破坏程度较小
,

是一种

较好的提取厌氧污泥胞外多聚物的方法
。

3 分析和讨论

厌氧污泥和好氧活性污泥 EcP 提取相 比有

2 点明显不同
:
¹ Br

ow n 和 l元ster 认为对活性污

泥很有效的提取方法是蒸煮法[l1
,

而这种方法对

厌氧细菌却有较强的破坏作用
;
º 粗略估算下

下
,

本试验絮状厌氧污泥 ECP 含量不会超过

50m
g ECp /9 55 (以 蛋白质

:
多糖 ~ 1

.
5 : 1[s 〕,

v s s
/

ss
~ 0

.

7 估算)
,

小于活性污泥的数值(70 一

gom g Ecp /9 55 )
[, 〕。

E C P 由细胞内合成
,

分泌后粘附在细胞壁外

部
,

故其提取方法和细胞壁结构有很大关系
。

一

种类脂载体分子 (十一异戊二烯磷酸酷)和肤聚

糖的合成有密切关系
,

这种载体能把合成肤聚糖

的前体物运出细胞膜
,

并且释放出多糖
。

而产甲

烷菌细胞内恰恰缺少这种载体分子川
,

所以和活

性污泥中大多数原核微生物不同
,

产甲烷菌的细

胞壁中不含有肤聚糖
,

而是由多肤球囊或蛋白外

鞘构成细胞壁[l
5〕。

蒸煮这种剧烈的处理使产甲

烷菌的细胞壁承受不住
,

而活性污泥菌体含有较

致密肤聚糖的细胞壁却能保存完好
。

所以提取厌

氧污泥的 ECP 应采用更温和的方法
。

同样
,

E C P 的化学成分的不同也和细胞壁关

系密切
。

好氧活性污泥中的细菌多数是革兰氏阴

性菌阁
,

由内壁层和外壁层构成的复杂细胞壁
,

致使蛋 白质
、

核酸等大分子物质难以通过
,

造成

胞外多糖在 Ec
P 中占主要成分

。

产 甲烷菌细胞

壁结构松散
,

允许蛋白质
、

核酸分泌于胞外
,

由于

缺少类脂载体
,

不能分泌大量的多糖
,

所以造成

Ec
P 含量少

,

且以蛋白质
、

核酸为主要成分
。
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