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摘要 :蒽酮反应、考马斯亮蓝、紫外扫描等测定结果表明 ,絮凝剂 CBF的主要成分为多糖类物质.红外光谱扫描分析 CBF中含有羧基 ,分别以

—COO - 和 COOH的形式存在.用凝胶色谱柱测其相对分子量为 105～106 . Zeta (ξ)电位测定及氢键和离子键检验结果表明 ,CBF与高岭土等无

机颗粒之间的作用力为离子键 ,絮凝过程中存在架桥作用.利用原子力显微镜观察其絮凝形态发现絮体结构密实 ,有利于絮体沉降.其絮凝机

理为絮凝剂和高岭土以离子键的形式结合 ,之后通过架桥作用絮凝沉淀.
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Abstract : Compound bioflocculant (CBF) is mainly composed of polysaccharide , which is determined by Anthrone reaction , Coomassie blue reaction and ultraviolet

spectroscope method. CBF contains carboxyl ,which is determined by Infrared spectra. Distributing of molecular weight of purified CBF is from 10 5 to 106 , which is

determined by gelatin chromatogram. The acting force between CBF and the inorganic including kaolin is electrovalent bond , which is determined by Zeta (ξ)

electric potential , hydrogen bond and electrovalent bond test . And bridge occur during flocculation process. Floc structure is dense and beneficial to flocculating.

The results showed that the flocculating mechanism of CBF resulted from the combination of kaolin suspending solution with CBF by electrovalent bond.
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1　前言( Introduction)

　　复合生物絮凝剂具有用量少、高效、无毒、絮凝

效果好等特点 ,对一些工业废水、河水、泥浆废水等

具有良好的絮凝效果 ,开发应用前景广阔 (马 　放 ,

2004 ;Ma et al . ,2004 ;马 　放等 ,2003) .其内涵包括

两个方面 ,一是以廉价的秸秆类纤维素等多种有机

废物作为制备生物絮凝剂的原料 ,利用微生物混合

效应 ( Raichur et al . ,1996 ;Liu et al . ,2002 ; Nakaura

et al . ,1976)把几种微生物进行恰当地组合.筛选和

驯化产絮菌 ,构建高效复合型产絮菌群 ,充分利用底

物 ,实现絮凝物质产量最大化.二是根据处理对象的

不同 ,采用不同的复合方式 ,生产出高效、稳定的生

物絮凝剂.

国外在微生物絮凝剂絮凝机理方面 ,目前只是

提出了一些假说 ,如电中和作用、架桥学说 (Raichur

et al . ,1996 ;Liu et al . ,2002) 、Butterfield 粘质假说、

Friedman菌体外纤维素行为学说、离散细胞和伸展

桥键之间的三维基质模型假说 ( Nakaura et al . ,

1976) 、病毒假说等 (张润通等 ,1996) .国内中国科学

院刘紫鹃等人 (2001)从活性污泥里筛选得到一株巨

大芽抱杆菌 ( Bacillusmegaterium) A25 ,他们认为它的

主要絮凝机理为吸附架桥 ,并认为该絮凝剂分子量

大 ,富含—OH以及多分支结构是其具有较强絮凝

活性的原因.陶涛等人 (2001)对普鲁兰的结构分析

表明该微生物絮凝剂为出芽短梗霉 ( Aureobasidium
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pullulants)胞外所产生的粘性多糖大分子 ,邓述波等

人(2001a ;2001b)分离得到的微生物絮凝剂产生菌

A9 ,秦培勇等人分离得到的微生物絮凝剂

MBFTRJ21 ,主要活性成分为蛋白质和糖胺 (秦培勇

等 ,2004) ,对絮凝机理的解释均为分子吸附架桥 ,只

是在絮凝过程中起作用的高分子物质不同.由于微

生物絮凝剂的组成、结构比较复杂 ,所以对于同一应

用体系 ,不同微生物絮凝剂有不同的作用机制

(Sponza ,2003) .因此 ,为使微生物絮凝剂 CBF产业

化生产和利用 ,对 CBF絮凝机理进行了深入的研

究 ,同时 ,为将来完善微生物絮凝剂絮凝机理提供依

据与参考.

本文利用开发的微生物絮凝剂 CBF ,以自配的

高岭土水为絮凝对象探讨其絮凝机理.

2　材料与方法( Materials and methods)

211　菌种

采用两株高效菌株利用微生物混合效应进行复

配 ,其中两株菌均为芽孢杆菌属.

212　主要仪器与设备

主要仪器设备有 :紫外光栅分光光度计 (752) ,

原子力显微镜 (SPM29500J3) , Zeta 电位仪 (300HS) ,

垂直流超净工作台 (ZHJ H21109) ,全自动压力蒸汽灭

菌器 (80372SGS超型) ,生化培养箱 ( HPS2250) ,恒温

水浴锅 (DK2982I型) ,电热鼓风干燥箱 (DHG29053A

型) ,恒温空气浴振荡器 (ZHWY22112B) ,高速台式离

心机 (TGL216G) ,低速大容量离心机 (DL25) ,TH6 系

列程控混凝试验搅拌仪及其它微生物培养器材等.

213　实验方法

21311　絮凝活性测定方法

　　取 5 g高岭土加至 1000 mL的烧杯中 ,然后依次

加入自来水 1000 mL ,10 %的 CaCl2 溶液 1. 0 mL和 10

mL CBF发酵液 ,并且调节溶液 pH至 7. 2 ,之后将烧

杯溶液放在搅拌仪上搅拌 (快搅 ,慢搅)使之充分混

合 ,静置 20 min后于 550 nm处测定吸光度 ( B ) .以蒸

馏水代替培养液作对照空白 ,550 nm处测定吸光度

( A) .絮凝活性 (以絮凝率表示)计算如下 : F = ( B

- A)ΠB ×100 %.

21312　絮凝活性分布实验

　　取 CBF的发酵液一定量 ,于 5000 r·min - 1离心

20 min ,留上清液备用.菌体细胞以蒸馏水洗涤两次

后 ,将离心后得到的菌体细胞定容至原发酵液体积

大小 ,制成细胞悬浮液.按 2. 3. 1节的方法分别测定

发酵原液 (含细胞) 、上清液以及细胞悬浮液的絮凝

活性.

21313　絮凝剂的提取及性质的测定

　　1) 絮凝剂的制备、提取及纯化　发酵投加菌株

见 2. 1节 ,发酵过程在 30℃,140 r·min
- 1的旋转式摇

床上进行 ,发酵周期是 48 h.发酵结束后 ,用转速约

为 5000 r·min - 1的高速离心约 30 min.除去菌体 (沉

淀) ,浓缩 (超滤 ,减压)上清液.再向浓缩液中加入其

体积 2～3倍的预冷乙醇使絮凝剂沉淀.将沉淀用乙

醇 (乙醚)稀释 2～3次 ,然后将其真空干燥 5～6 h ,

即得絮凝剂粗品.

2)絮凝剂 CBF的成分分析 　将絮凝剂粗品分

别用紫外扫描测定蛋白质、核酸 ;考马斯亮蓝法测定

蛋白质 (陈 曾等 ,1994) ;用苯酚2浓硫酸方法测定多
糖 (张惟杰 ,1987) ;通过胃蛋白酶和胰蛋白酶进一步

测定蛋白质 (何　宁等 ,2002) ;用红外光谱扫描分析

CBF中的特征基团 ;用凝胶色谱柱测其分子量分布.

21314　絮凝过程 Zeta (ξ)电位的测定

　　称取 5 g高岭土加入到 1000 mL的自来水中 ,向

其中加入 CBF发酵液 10 mL、CaCl2 溶液 1 mL (10 % ,

质量比) ,加 NaOH溶液 (2 mol·L - 1 )调 pH至 7. 2 ,搅

拌 ,静置 20 min后用 Zeta电位仪测定混合液的ξ电

位.为了考证复合型生物絮凝剂的作用 ,同时对未加

生物絮凝剂而经过混凝处理的高岭土溶液原样及絮

凝剂进行ξ电位测定.根据 Smoluchowski公式电泳速

度与电动电位 (ξ电位)有如下关系 :

ξ = 4πηuΠDE ×300
2

式中 ,ξ为电动电位 (mV) ,η为液体粘度 ( Pa·s) , u

为电泳速度 (μmΠs) , D为液体的介电常数 , E为电位

梯度 (电极两端电位差除其长度 ,VΠcm) .

21315　絮凝剂热稳定性的测定

　　将离心去除菌体的培养液置于高压锅中在

121℃灭菌 20 min ,之后按 2. 3. 1节的步骤测定其絮

凝活性.

21316　絮凝剂与高岭土颗粒之间结合键检验

　　分别用 2 mol·L - 1 EDTA、4 mol·L - 1 HCl 和 5

mol·L - 1尿素处理絮凝沉淀 ,轻轻摇匀 ,静置一段时

间后观察实验现象.

21317　絮凝颗粒的形态分析

　　配制高岭土水溶液 (5 g高岭土加入到 1000 mL

的水溶液中) ,去除上清液.将沉淀物倒置光滑的载

玻片上 ,自然干燥.此外 ,向配制的高岭土水溶液中

加入 10 mL 的絮凝剂 CBF ,再加入 CaCl2 ,并且用
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NaOH调节 pH值 ,静置 20 min后 ,去除上清液 ,将沉

淀物倒置光滑的载玻片上 ,然后在室温下风干 ,利用

原子力显微镜观察两种絮凝形态.

3　结果( Results)

311　絮凝活性比较

CBF发酵原液 ,上清液 ,细胞悬浮液 3者的絮凝

率测定结果见图 1.

图 1　絮凝活性分布图

Fig. 1　Distributing of flocculating activity

　　由图 1可知 ,发酵原液活性最高 ,为 96161 %.分

别高出上清液、细胞悬浮液为 1191 %、35153 % ,通过

絮凝率的测定上清液的絮凝率很高 ,表明絮凝活性

物质主要存在于上清液中 ,CBF是利用微生物细胞

代谢产物的絮凝剂.而细胞悬浮液絮凝的效果较低
(相对絮凝剂的效果) ,表明絮凝菌产生的胞外物大

部分分泌至胞外液中.因此 ,在后续的实验中 ,以发

酵上清液为对象 ,来研究生物絮凝剂的分离纯化.

312　CBF的成分分析

31211　紫外扫描分析

　　CBF的上清液的紫外扫描结果见图 2.由图 2可

知 ,曲线为一平滑曲线 ,没有特征吸收峰 (蛋白质在

280 nm有吸收峰 ,核酸在 260 nm有吸收峰) ,说明絮

凝剂中几乎不含有核酸和蛋白质.因此 ,可以定性地

判断该絮凝剂的有效成分不是蛋白质或核酸.

31212　生化反应分析

　　考马斯亮蓝实验测定絮凝剂中蛋白质质量分数

为 1. 86 % ,结果表明在 CBF中蛋白质含量很低 ,与

紫外扫描结果相符 ;通过硫酸2苯酚方法测定多糖质
量分数很高 ,为 85. 82 %.因此说明该絮凝剂的主要

成分为多糖.

图 2　紫外扫描图

Fig. 2　ultraviolet spectroscope of CBF

尽管前述实验已经表明 CBF的主要组分是糖

而非蛋白质 ,但是 ,为了完全排除含有的少量的蛋白

质是否与多糖相藕联形成糖蛋白结构 ,向生物絮凝

剂中加入了胃蛋白酶和胰蛋白酶 ,于 37℃作用 24 h ,

絮凝活性几乎没有改变 (见表 1) .同时加入蛋白质

变性剂 (8 mol·L - 1尿素)结果表明对絮凝剂絮凝活性

也几乎没有任何影响.由此表明 ,CBF中所含有的少

量蛋白质并非絮凝剂的活性成分.
表 1　蛋白酶对 CBF絮凝活性的影响

Table 1　Effect of protease on flocculating activity of CBF

蛋白酶种类 处理时 pH 絮凝率

胰蛋白酶 (trypsin) ① 8. 0 95. 3 %

胃蛋白酶 (pepsin) ① 2. 5 93. 2 %

对照 (comparison) ② 8. 0 96. 2 %

2. 5 94. 8 %

①蛋白酶反应温度为 37℃;酶浓度为 1 mg·L - 1 . ②没有添加蛋白酶

的发酵液.

31213　红外光谱扫描结果

　　将 CBF提纯后进行红外光谱扫描 ,结果见图 3.

图 3　CBF的红外光谱图

Fig. 3　 Infrared spectra of CBF

　　图 3 的谱图是较为典型的多糖红外光谱图 ,

2926 cm
- 1是 C—H不对称伸缩振动的结果 ,此区域

的吸收峰是糖类的特征峰. 1647 cm
- 1是由于多糖中
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的乙酰氨基 ( —NHCOCH3 )的 C O 键伸缩振动造

成的. 1541 cm- 1和 1508 cm - 1处的峰为 N—H的变角

振动 ,此峰说明多糖中的—NH—是乙酰化的. 3443

cm
- 1处的强而宽吸收峰是分子内的—OH伸缩振动

所导致形成的. 1733 cm
- 1为—COOH中的 C O 键

伸缩振动的结果. 1385 cm
- 1处为羧基—COO

- 中的

C O 对称伸缩振动. 1063 cm- 1的强吸收峰是酯内

的 C—O—C反对称伸缩振动吸收谱带. 879 cm- 1为

呋喃糖或羟基呋喃环的吸收峰 (为 B型) ,是由环和

取代基的伸缩振动及次甲基的横向振动所致.因此 ,

可以判断 CBF中含有羧基 ,分别以—COO
- 和 COOH

的形式存在.此外 ,将 CBF溶液摊放在平板玻璃片

上 ,使其干燥成膜 ,结果发现 ,形成的薄膜韧性很强 ,

从某种程度上表明 CBF的链型为线性 (胡筱敏等 ,

2001) .

31214　CBF的分子量分布

　　将 CBF纯品溶解于蒸馏水中 ,用凝胶色谱柱测

其分子量分布如图 4.

图 4　CBF凝胶色谱测定结果

Fig. 4　Results of gel permeation chromatograph of purified CBF

　　由图 4可知 ,CBF纯品的分子量出峰比较单一 ,

分子量分布较窄 ,表明其大分子物质的分子量接近.

用 GPC(凝胶渗透色谱 ,gel permeation chromatography ,

GPC)可以直接测定淋出液中聚合物的重均分子量 ,

这是一种测定绝对分子量的方法.对于分散性样品 ,

只要测出 GPC谱图 ,就可以根据图计算样品的分子

量.根据图 4 ,计算 CBF的重均分子量 ,结果只得到

一个数值 ,再次说明 CBF的主要成分是一类分子量

相近的物质 ,其重均相对分子量为 4. 79 ×105 . 用

Sephadex G2100凝胶色谱测得生物絮凝剂 REA211的

分子量约为 105 (He et al . , 2002) ,与 CBF的分子量

相近.

313　絮凝剂热稳定性

生物絮凝剂与无机或是有机絮凝剂相比虽然有

很多优势 ,但由于组成不同 ,往往有些热稳定性较

差 ,为生产利用、储存带来了诸多不便.为考证 CBF

热稳定性 ,将液态 CBF在 121℃灭菌 20 min ,测定其

絮凝率 ,并与未灭菌的絮凝剂进行比较 ,结果见

图 5.

图 5　温度对絮凝效果的影响

Fig. 5　Effect of temperature on flocculating activity

　　由图 5可知 ,与未经过灭菌处理的发酵液相比 ,

絮凝率仅下降了 2. 3 % ,说明 CBF具有良好的热稳

定性.这一结果也进一步说明该絮凝剂中絮凝作用

不是由菌体细胞产生的 ,这同时也与絮凝剂的主要

有效成分是多糖类物质相符合.这一性质将有利于

有效成份的提取、纯化 ,为 CBF产业化生产、利用的

安全性提供了保障.

314　絮凝过程与 Zeta (ξ)电位的关系

对高岭土原液、微生物絮凝剂及其絮凝后的高

岭土溶液进行 Zeta (ξ)电位分析 ,结果见表 2.
表 2　CBF、高岭土原液及其絮凝后的高岭土溶液的电动电位

Table 2　Zeta2potential of CBF ,kaolin suspending solution

and kaolin suspending solution with CBF

样品名称 ξ电位ΠmV

高岭土原液 (kaolin suspending solution) - 49. 6

微生物絮凝剂 (compound bioflocculant) - 25. 7

投加絮凝剂后的高岭土溶液

(kaolin suspending solution with CBF)
- 13. 3

　　由ξ电位的测定可知 ,高岭土颗粒与生物絮凝

剂在水中都带负电 ,它们之间存在较大的静电斥力.

这就需要某些特殊的作用力来克服 CBF与高岭土

颗粒之间的静电排斥力.由于絮凝剂能压缩高岭土

颗粒表面双电层 ,使其ξ电位降低 ,从而使胶粒的

斥力势能减小 ,引力势能逐渐大于斥力势能 ,造成胶

粒的稳定性下降 ,形成沉淀 ;在絮凝效果达到最佳

时 ,混凝溶液的ξ电位仍为负值说明在混凝溶液中

除静电排斥外 ,还有某种特殊的吸附作用.根据测定
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结果 ,推测这种特殊的吸附作用可能是絮凝剂和高

岭土之间形成了离子键.

315　絮凝剂与高岭土颗粒之间结合键检验

为了验证特殊吸附作用的存在 ,对 CBF的絮凝

沉淀物结合键进行了检验.实验现象是 :加入 EDTA

和 HCl的絮凝沉淀中絮块大量分解 ,加入尿素的絮

凝沉淀无明显的解絮现象.

由此现象可知 ,絮凝沉淀对 EDTA 和 HCl 非常

敏感 ,而对尿素不敏感 ,可以推测絮凝剂与高龄土之

间的结合可能是靠离子键结合的.因为尿素可以和

高岭土之间形成氢键 ,而 EDTA 和 HCl 能强烈的与

高岭土结合而破坏离子键 ,使沉淀发生解絮现象.

316　絮凝前后高岭土形态结构的变化

高岭土和经絮凝后高岭土的原子力显微镜照片

见图 6.

图 6　高岭土悬液与絮凝后的高岭土溶液原子力显微镜照片

Fig. 6　SEM Photograph of kaolin solution and kaolin solution with CBF(in the range of 1μm)

　　由图 6可知 ,在同样条件下 ,絮凝前高岭土同无

机盐的结合松散且不规则 ;絮凝后 ,絮凝剂以球状与

无机颗粒 (包括高岭土颗粒)紧紧地包埋并交织在一

起 ,结构密实、稳定.在絮凝过程中 ,每个絮凝剂分子

可以和多个高岭土颗粒结合 ,而一些颗粒可以同时

和不同的絮凝剂分子结合 ,这样便形成了架桥作用 ,

从而形成大颗粒迅速沉降下来.

4　讨论 ( Discussion)

　　由于 CBF絮凝活性物质是其胞外分泌的多糖

类物质.当 CBF进入水中时 ,由于胞外多糖的负电

性使其在水中将长链充分伸展 ,这将有利于微生物

絮凝剂的絮凝活性的提高.高岭土颗粒表面与微生

物絮凝剂带同种电荷 ,这使胶体颗粒与 CBF细胞之

间产生排斥力.与之相矛盾的是微生物絮凝剂分子

链很长且与胶体颗粒及微生物絮凝剂之间存在着特

性吸附及范德华力的作用.前者使微生物絮凝剂与

颗粒相分离 ,后者则使胶体颗粒接触到微生物絮凝

剂后有可能粘附在絮凝剂高分子上.通过红外光谱

扫描得到 , CBF 含有大量的—COO
- 基团 ,絮凝剂

CBF由于—COO
- 基的静电斥力作用 ,分子链具有较

好的伸展性.分子中存在羧基等基团 ,增加絮凝剂分

子的水溶性 ,有利于絮凝剂 CBF分子链在水溶液中

充分伸展 ,增加分子链的有效长度 ,有利于吸附架

桥. Ca2 +的加入减少了大分子和悬浮颗粒的负电荷 ,

压缩双电层 ,有效地破坏胶体稳定性 ,增加了悬浮颗

粒对大分子的吸附量 ,促进大分子与胶体颗粒的吸

附与架桥.当絮凝剂 CBF吸附到颗粒表面后 ,由于

静电斥力 ,絮凝剂分子链和颗粒发生点吸附 ,而不是

整个分子都吸附到固体表面上.所以颗粒是不会被

絮凝剂 CBF所覆盖的 ,有足够可供进一步吸附的空

位 ;而没有被吸附的分子链很可能成为自由链端 ,或

为一个疏松的链环 ,有利于吸附其它颗粒发生桥连

作用.通过生化实验确定 ,高岭土颗粒能通过离子键

形式与 CBF结合 ,形成较强的吸附作用.

　　一般地讲 ,絮凝剂的分子量越大 ,絮凝活性越

高 ,线性分子比非线性分子絮凝性高 ,分子交联越多

或支链越多 ,絮凝性越差.通过凝胶色谱柱测 CBF

分子量较大 ,因此 ,CBF的絮凝活性较高.

　　通过本文试验可以推测 CBF的絮凝机理 :通过

搅拌作用、布朗运动及范德华力作用下克服排斥力

使 CBF和颗粒相互靠近 ,并且絮凝剂大分子借助于
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离子键同时吸附多个无机或胶体颗粒 ,并在颗粒间

产生“架桥”现象 ,形成一种三维网块结构沉淀下来.

由于大量离子键及特性吸附的作用使絮凝剂分子和

颗粒表面间的吸附比较牢固.这种作用的核心是分

子的“吸附架桥”作用 ,从而形成大颗粒迅速沉降

下来.

5　结论( Conclusions)

　　1) CBF絮凝剂主要成分为多糖类高分子絮凝

剂 ,具有较好的热稳定性.

2) CBF分子量分布较窄 ,其中的大分子物质分

子量接近 ,其重均相对分子量为 4. 79×10
5
.

　　3)红外光谱分析表明 ,CBF分子中含有较多的

—COO
- 极性基团 , 增加了絮凝剂分子的水溶性 ,有

利于絮凝剂 CBF分子链在水溶液中充分伸展 ,增加

分子链的有效长度 ,有利于吸附架桥.

　　4) CBF和高岭土之间主要是靠离子键结合.

　　5)高岭土颗粒与絮凝剂分子架桥形成大颗粒沉

降下来 ,絮体结构密实稳定.
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