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MBR膜污染层中胞外多糖的分离纯化
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摘 要：探讨了MBR膜污染层胞外多糖的分离提取及纯化方法。结果表明，采用80℃水浴法提

取物中胞外多糖含量为86．0％，粗多糖经酶解一Sevag法去除蛋白质，通过DEAE一纤维52、

Sephacry-400 HR柱分离纯化得到多糖EPS-A1。紫外光谱分析多糖EPS-A1未见蛋白质与核酸

的特征吸收峰，红外光谱分析其具有典型的多糖特征吸收峰。
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Separation and Purification of Extraceilular Polysaccharide from

Biofouling Layer of MBR
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of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：Separation and purification of extracellular polysaccharide(EPS)from biofouling layer

of MBR were investigated．The results showed that the amount of EPS extracted by thermal

treatment(80℃，30 min)was 86％．The protein was removed by Sevage method．The EPS was

further purified by cellulose chromatography．The purified sample EP孓A1 was separated by

Sephacryl S-400 HR column chromatography． Analysis of polysaccharide by UV spectrum

showed that there were no absorption peaks of protein and nucleic acid at 280 nm and 260 nm．

FT—IR results showed the EP§A1 had typical absorption peaks of polysaccharide．

Key words：MBR；extracellular polysaccharide；separation and purification

由胞外聚合物导致的生物污染是污水处理膜

生物反应器(Membrane bioreactor，MBR)中膜通

量下降的主要原因之一，有关膜生物污染层中胞外

聚合物含量及其对膜过滤行为的影响研究较

多卜引，已取得不少成绩。而微生物胞外多糖(Ex—

tra—cellular Polysaccharide，EPS)是胞外聚合物的

重要成分。目前胞外聚合物中多糖等的化学组成、

性质和结构很少研究。了解多糖的性质结构对解
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释MBR中膜生物污染层的构造和成因，进而控制

膜污染具有重要的现实意义。本研究对膜污染层

中EPS的分离提取和纯化去蛋白的方法进行了系

统考察，得到了EPS纯品，为其结构表征和性质分

析奠定了基础。

1材料与方法

1．1实验装置

一体式MBR：天津膜天膜工程技术有限公司

提供，有效容积80 L，膜组件为聚偏氟乙烯(Poly

vinylidene fluoride，PVDF)中空纤维膜，膜孔径为

0．2肚m，膜面积为1 ITl2。主体反应器为矩形，有机

玻璃制成，整个反应器为全自动控制(见图1)。

8

1一进水桶；2一进水泵；3一自动控制柜}4一生物反应器；5～曝

气泵16一微孔曝气管；7一出水泵；8一出水；9一液位器；10～中

空纤维膜

图1 SMBR实验装置

Fig．1 Schematic of SMBR

对照

上

1．2实验试剂与仪器

DEAE一纤维素52；Sephaeryl S-400 HR：Phar—

macia公司进口分装；中性蛋白酶：诺维信公司产

品；考马斯亮蓝G250：Fluka进口分装；氢氧化钠、

浓硫酸、乙醇、苯酚、二苯胺、甲醛、三氯甲烷、正丁

醇、丙酮、乙醚等均为国产分析纯。

超声破碎仪：UP200H型德国Hielsehel公司

生产；层析装置：上海沪西分析仪器厂生产；高速冷

冻离心机：CR22RⅡ型日本HITACHI公司生产；

真空冷冻干燥箱：BPH一6123LG型，上海恒科有限

公司产品。

1．3膜污染层混合液制备

反应器恒通量稳定运行，定期测定进水和出水

的COD、NH。-H、DO、pH值等指标，当膜两侧压差

上升至30 kPa后，取出膜组件，用去离子水冲洗以

除去膜表面少量松散黏附的污泥絮体，后用去离子

水人工擦取膜污染层，获得膜污染层混合液。

1．4胞外多糖分离提取

比较甲醛+NaOH法、甲醛超声法、热提取

法叩]、10％硫酸提取法，研究适合本实验EPS提取

的方法(见图2)。

1．5粗多糖去蛋白

在100 mL粗多糖溶液中添加5 mg中性蛋白

酶，50℃水浴4 h，80℃灭活5 min，结合Sevag法

去除蛋白质。多糖溶液与Sevag试剂(Vuo，：y正丁尊

为5：1)以体积比4：1相混合，振摇20 min，5 000

r／min离心20 min，取出上清液，弃中间蛋白层，重

甲酐超声 甲醛+NaOH

0 上
热提取 硫酸提取

J 上
污泥沉淀加去离子水稀释到50 mL

摇匀放置l l 0．3 mL甲醛
30min l 4℃放置1 h 雩0．3mL甲

80℃水浴l l lo％硫酸50mL
提取30rain l I 4℃提取3 h

超声破碎仪(频率
40 Hz)．处理3 rain

12 000 r／min离心15 rain。收集上清液
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复数次后，3倍体积无水乙醇沉淀，收集多糖，丙酮

洗涤，乙醚脱脂，去离子水透析48 h，浓缩备用[1¨。

蛋白质含量测定：考马斯亮蓝G-250染色

法‘6。。

多糖含量测定：苯酚一硫酸法[7]。

DNA含量测定：二苯胺比色法[1 0。。

1．6胞外多糖层析纯化

去除蛋白质后多糖浓缩溶液，经2．6 cm×20

cm的DEAE-纤维素柱分离纯化，加样10 mL，pH

值6．0、0．01 mol／L磷酸缓冲液平衡洗涤后，采用

0．1～1 mol／L的NaCl梯度洗脱，洗脱体积流量为

0．8 mL／min，收集5 mL／管。苯酚一硫酸法逐管检

测[7]，收集洗脱峰部位对应的洗脱液，去离子水透

析48 h，浓缩备用。

上述多糖浓缩液，经1．0 cm×80 cm的

Sephacryl S-400 HR柱层析，加样5 mL，0．1 mol／L

pH值为7．0磷酸缓冲液洗脱，体积流量为0．5

mL／min，收集1．5 mL／管。苯酚一硫酸法检测，收集

洗脱峰部位对应的洗脱液，去离子水透析48 h，冻

干得精制胞外多糖。

1．7胞外多糖纯度分析

精制胞外多糖采用UV一2450型紫外分光光度

计在190～400 nm区间进行紫外扫描分析。

1．8胞外多糖红外光谱分析

KBr压片法，采用Nicolet Nexus470型FT—IR

光谱仪(Thermo Electron公司)扫描分析。

2 结果讨论

2．1胞外多糖的提取

EPS与细胞壁结合紧密，需要特定方法才能将

其从污泥中分离提出，其不同的提取结果见表1。

表1不同方法EPS的提取结果对比

Tab．1 Comparison of EPS extracted by various methods

从表1中可以看出MBR污染层提取到的胞外

聚合物中胞外多糖是含量最高的物质，蛋白质和多

糖超过总量的90％，胞外多糖含量远高于蛋白质含

量，而DNA质量分数仅占总提取物的7．5％～

8．5％。在所有提取方法中，热法提取法对EPS的

提取总量最高，测得提取到的胞外多糖质量分数为

82．0％，蛋白质量分数为11．4％，对照方法的EPS

提取总量最低。

微量甲醛与细胞膜中氨基、羟基、羧基和巯基

等官能团反应，起到加固细胞的作用；后超声处理3

min，利用超声波造成空穴，产生压力冲击，在这种

冲击力的作用下，提取生物膜的EPS，无大量细胞

自溶发生。甲醛处理后NaOH溶液的加入使污泥

pH值升高，EPS中酸性基团分离，提高了EPS在

水中的溶解和最终的产量L8】。硫酸提取法污泥pH

值低，污泥絮体解散，胞外聚合物溶解度改变，硫酸

法提取的胞外聚合物中DNA含量相对较高，多糖

含量低，该法提取效果较差。

多糖类物质热稳定性相对较强，热法提取操作

相对简单，经比较采用热提取法效率较高，该提取

条件对污泥细胞的破坏程度较小。

2．2胞外多糖去蛋白

采用枯草芽孢杆菌中性蛋白酶水解，部分游离

蛋白质及部分与多糖结合的蛋白质被水解，减少了

后续有机溶剂除蛋白的次数，从而降低了多糖随凝

胶物沉淀而损失的可能，多糖的得率提高，同时粗

多糖中蛋白质含量明显降低[9]。图3表示酶解后胞

外多糖溶液采用Sevag法去除蛋白质，随着去蛋白

次数的增加，蛋白质含量逐次减少，并且呈良好的

线性关系。Sevag法去蛋白质5次后，多糖含量达

到95％，因此酶解加Sevag法去除蛋白质效果较

好。
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图3酶解+Sevag法去除蛋白质曲线

Fig．3 Curve of protein removed by enzyme-Sevage

method

2．3胞外多糖层析纯化

多糖去除蛋白质后，透析、冻干制成1 mg／mL

多糖溶液，由于多糖的粘性比较大，故上柱时的样

品量不宜过大，如图4所示的多糖经DEAE-52分
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离纯化，苯酚一硫酸法检测多糖洗脱液，显示两个洗

脱峰，大部分多糖在较低离子强度下被洗脱出，说

明多糖带电荷较少，收集峰一I对应的洗脱液，透析、

冻干得多糖EPS-A，峰一Ⅱ对应的多糖含量很少，未

做收集处理。

多糖EPS-A经Sephacryl S-400 HR层析纯化

(见图5)，得到3个洗脱峰，其中第1个洗脱峰峰形

较对称，多糖含量高，这一组分简称为EPS-A1。第

2个脱峰峰形不对称，多糖含量少。第3个洗脱峰

多糖含量很少，这一洗脱峰主要是一些含量很少的

一部分小分子多糖和一些没除去的蛋白质。合并

第一个洗脱峰EPS-A1主峰部位，透析，减压浓缩，

乙醇沉淀，冷冻干燥，得到白色蓬松状多糖。

管号

图4 EPS离子交换洗脱曲线

Fig．4 Elution curve of EPS on ion-exchange column
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图5 Sephacryl S-400 HR洗脱曲线

Fig．5 Elution curve of EPS-A on Sephacryl S-400 HR

column

2．4 EPS-AI纯度鉴定

经醇析、丙酮洗涤、去除蛋白质、透析、离子及

凝胶层析纯化等一系列处理，得到了胞外多糖样

品。EPS-A1冻干后为白色蓬松状固体，溶于水，水

溶液为透明胶体，pH值近中性，不溶于乙醇、丙酮、

乙醚等有机溶剂。对所得胞外多糖进行190～400

am波长区间的紫外扫描(见图6)鉴定，结果表明，

260 Ylm和280 nm处均无明显吸收峰，多糖已基本

去除蛋白质、核酸类杂质，说明所得多糖样品的纯

度高，可用于后续分析。

2．5 EPS-AI官能团分析

胞外多糖EP孓A1的红外光谱如图7所示，所

得图谱表现出一般多糖类物质的特征吸收峰。

3 600～3 100 cm_1范围有一个宽的吸收峰，为O—

H的伸缩振动，2 934 cm。1处的吸收峰为糖类C—H

伸缩振动，1 725 aml附近则主要是C=O键伸展

振动的吸收峰。1 638 cm。1处为一oH的弯曲振动

吸收峰，1 383 cm。1处的吸收峰为一CH的变形吸收

峰，1 247 cml处为硫酸基吸收峰，1 051 cml处的吸

收峰为C一0键振动引起。890 cml处无特征吸收

峰，表明含B一型糖苷键，530 cm-1的吸收峰是CCO

变形振动。而3 422 cm。1处出现吸收峰则说明在膜

污染层的胞外多糖分子间存在氢键。

摹
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图6多糖EPS-AI的紫外扫描图

Fig．6 UV spectrum of EPS

波数，cm。1

圈7 EPS-AI的红外光谱圈

Fig．7 FF-IR spectrum of EPS

3 结 语

采用80℃水浴热提取、酶解+Sevag法去蛋

白、DEAE一纤维素层析和Sephacryl S-400 HR层

析，可从MBR膜污染层中获得EPS纯品。紫外光

谱扫描分析表明，该胞外多糖样品不含核酸及蛋白

质，红外光谱分析其具有典型的多糖特征吸收峰。

EPS-A1为白色蓬松状固体，溶于水，水溶液透明，

pH近中性。
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