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摘 � 要 � 采用阳离子交换树脂法对一株除铬优势菌 (Bacillus sp� )的胞外聚合物 ( EPS)进行提取, 综合考察

树脂量、振摇频率、提取时间三个主要因素对 EPS提取效率的影响, 确定阳离子交换树脂法提取优势菌

Bacillus sp�的最佳 EPS提取条件. 试验结果表明: 当菌悬液 OD为 0� 833, 树脂量 20g, 振摇频率 120

r� m in- 1, 提取时间 8h时, EPS的提取效果最佳, 提取量高达 132�15�g� m l- 1菌悬液, 而 DNA提取量仅

1� 48�g� m l- 1菌悬液.
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� � 胞外聚合物 ( EPS)是一定环境条件下微生物分泌于体外的一种高分子粘性聚合物, 一般还包括一

些细胞脱落物以及从环境中吸附的有机物. 随着废水生物处理系统的广泛应用, 胞外聚合物的研究引

起了人们的关注
[ 1, 2 ]

, 微生物在生长和各个阶段都能分泌出 EPS, 但要提取出足够量的 EPS目前还比

较困难
[ 3]
.

� � 有关细菌 EPS的提取研究
[ 4� 7]
多数采用直接离心提取工艺, 但这样的提取方法效率较低. 人们通

过电镜发现超声波并不能完全使 EPS层从细胞表面脱落, 化学试剂又很容易造成胞内物质外流, 污

染样品, 采用阳离子树脂提取法有较突出的优点
[ 8]
. 目前, 阳离子交换树脂法已成为国外学者研究

EPS的常用提取手段
[ 8, 9 ]

.

� � 本文将采用阳离子交换树脂法并考察其对一株除铬 C r( � )优势菌 EPS的提取效果, 综合考察树

脂量、提取时间和振摇频率三大因素, 筛选出株菌 EPS的最佳提取条件.

1� 实验方法

1�1� 菌种的来源和预处理
� � 菌种为一株高效除铬 C r( � )优势菌, 隶属于 Bacillus sp�属, 菌种为浅黄色杆菌, 菌体边缘光滑,

由实验室保存.

� � 培养基 ( g� l
- 1

) : KH 2 PO4: 0�5; ( NH 4 ) 2 SO4: 2�0; NH4 C :l 0�1; N a2 SO4: 0�5; CaC l2: 0�1;
N aHCO3: 0�5; M gSO4: 0�1; 酵母膏: 2�0; 乳酸钠: 3�0; 微量金属补充液: 6m ;l 蒸馏水: 1L;

pH: 6�8� 7�2.
� � 菌种经活化传代和分离纯化后, 挑取菌苔接至液体培养基的试管中后, 32� 培养 24h, 移取 1m l

菌悬液接到液体培养基的三角瓶中, 32� 培养 24h, 640nm下测定菌悬液 OD值. 为保证每次试验所

用的菌量恒定, 以初次培养的的菌悬液 OD值为标准, 若后来制备的菌悬液 OD值大于初次值, 则利

用经灭菌后的空白液体培养基稀释至与初次菌悬液 OD值相同为止; 若小于初次值, 则要对菌悬液继

续培养, 直至与初次菌悬液 OD相同为止.

� � 由于液体培养基组份中的蛋白质、多糖和 DNA等会干扰 EPS的提取和定量, 首先必须一次去除,

将菌液离心 10m in ( 2000g) 后弃去上清液, 补充蒸馏水使其恢复到原体积 40m .l
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1�2� 阳离子树脂法提取 EPS

� � 采用阳离子交换树脂 ( 001 � 7型, 上海树脂厂 )提取, 提取方法的详细步骤如下: 用蒸馏水反复

清洗树脂 4� 5次, 除去阳离子交换树脂中的可溶性杂质; 取制备好的菌悬液 40m l于 2000g下离心

10m in, 弃去上清液并补充蒸馏水至原体积, 再在 2000g下离心 3m in, 再弃去上清液并补充蒸馏水至

原体积, 重复 2次, 除去液体培养基中的杂质; 加入一定量的阳离子交换树脂于 250m l的三角瓶中,

将上述得到的 40m l样品加入其中摇匀, 放入摇瓶柜中振荡提取; 将提取后的样品移至 10m l的离心管

中, 在 8000g下离心 10m in, 上清液经 0�45�m滤膜过滤, 得到的无色透明溶液为 EPS待测样品.

1�3� EPS的分析方法

� � EPS含量以多糖和蛋白质表示, 提取方法对细菌细胞的损坏程度以 DNA含量表示, 多糖采用蒽

酮比色法
[ 10, 11]

测定; 蛋白质采用 B radford法
[ 12, 13]

测定; DNA采用二苯胺显色法
[ 11, 14]

测定.

2� 结果与讨论

2�1� 影响因素的确定

� � 以树脂量、提取时间、振摇频率为影响因素, 吸光度 0�848的菌液为样品, 采用正交表L9 ( 3
4
) ,

做 3水平 3因素正交实验, 见表 1. 结果表明, 较优的 EPS提取条件为: 树脂量 10g, 提取时间 8h,

振摇频率 125r� m in
- 1
, 此时 EPS的提取效率为: 54�90�g� m l

- 1
. 根据极差分析, 见表 2, 各因素的

影响按从大到小排序为: 树脂量 >振荡频率 >提取时间.

表 1� 水平因素

Table 1� Leve ls of factors

项目
因素

树脂量 / g 振摇频率 / r� m in- 1 提取时间 /h

水平 1 10 100 4

水平 2 30 125 6

水平 3 50 150 8

表 2� 正交试验结果及极差分析

Tab le 2� Results and range ana lys is of orthogonal expe rim en t

项目
试验

树脂量 / g 提取时间 /h 摇床的振摇频率 / r� m in- 1
EPS /�g� m l- 1

1 1( 10 ) 1( 4) 1( 100) 38. 21

2 1( 10 ) 2( 6) 2( 125) 54�90

3 1( 10 ) 3( 8) 3( 150) 46�00

4 2( 30 ) 1( 4) 2( 125) 36�01

5 2( 30 ) 2( 6) 3( 150) 30�42

6 2( 30 ) 3( 8) 1( 100) 29�09

7 3( 50 ) 1( 4) 3( 150) 20�51

8 3( 50 ) 2( 6) 1( 100) 23�46

9 3( 50 ) 3( 8) 2( 125) 37�90

y
1 46�37 31�58 30�25

y2 31�84 36�26 42�94

y3 27�29 37�66 32�31

极差 (R ) 19�08 6�09 12�68

2�2� 树脂量的确定
� � 640nm下吸光度为 1�159的菌悬液作试验样品, 树脂量为 10� 60g, 在振摇频率为 125r� m in

- 1
下
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提取 8h, 考察树脂量对 EPS提取效果的影响. 试验结果见图 1, 图中数据为 3次平行试验结果的算术

平均值.

� � 从图 1可以看出, 当树脂投加量为 20g时, EPS的提取效果最好, 而树脂投加量大于 20g时,

EPS的提取量反而有下降的趋势, 一方面是因为钠型阳离子树脂与带负离子的多糖发生反应引起, 另

一方面可能是阳离子交换树脂对 EPS有少量吸附造成; 另外, 从图 1还可以看出蛋白质是除铬优势菌

EPS的主要成分, 多糖含量较少. 图 1表明阳离子交换树脂投加量与 EPS的提取量之间并不存在正比

的关系, 这与部分用阳离子交换树脂提取活性污泥 EPS的研究报道
[ 8, 11]
是不一致的, 可见, 提取对象

也是影响树脂投加量的因素之一.

图 1� 树脂投加量对 EPS和 DNA提取的影响

Fig�1� E ffec t of the cation resin on the ex traction of EPS and DNA

� � 为了验证阳离子交换树脂对 EPS是否有吸附作用, 利用 EPS提取液在振摇时间为 8 h、频率为

120r� m in
- 1
进行了试验补充, 并将 3次平行试验数据的算术平均值列入表 3, 结果表明, 阳离子交换

树脂对 EPS有很少量的吸附作用.

表 3� 阳离子交换树脂对 EPS的吸附试验

Tab le 3� Test o f EPS adso rbed by ca tion exchange resin

树脂量 / g 10 20 30 40 50

吸附前
糖 /�g� m l- 1 4�44 4�62 3�07 3�62 3�29

蛋白质 /�g� m l- 1 78�68 97�59 87�36 84�58 86�33

吸附后
糖 /�g� m l- 1 4�39 4�57 3�07 3�49 3�18

蛋白质 /�g� m l- 1 78�23 96�43 86�83 82�38 85�70

2�3� 振摇频率的确定
� � 以 640nm下吸光度为 1�001的菌悬液作试验样品, 取树脂量 20g, 分别在振摇频率为 100、 110、

120、130、140和 150r� m in
- 1
下提取 8h, 考察振摇频率对 EPS提取效果的影响. 试验结果见图 2.

� � 从图 2可以看出, 多糖和蛋白质在振摇频率为 120r� m in
- 1
时都出现最好的提取效果, 分别为

6�77�g� m l
- 1
和 78�52�g� m l

- 1
; 从图 2还可以看出, 多糖在振摇频率较低时提取量已接近最大值,

说明在采用阳离子树脂提取除铬优势菌 EPS的过程中, 多糖比蛋白质更容易被提取出来. 当振摇频

率大于 120r� m in
- 1
时, EPS提取量有明显的下降, 这说明频率增大使树脂与菌体之间的有效碰撞减

少, 从而降低了阳离子交换树脂的离子交换作用. 另外, 振摇频率在 100� 150r� m in
- 1
之间时, DNA

提取量在 0�5� 3�g� m l
- 1
范围波动, 可见, 振摇频率在 100� 150r� m in

- 1
时, 对除铬优势菌细胞的

破坏程度相当低.

2�4� 最佳提取时间
� � 以 640nm下吸光度为 0�759的菌悬液作试验样品, 取树脂量为 20g, 在振摇频率为 120r� m in

- 1

下, 分别考察提取时间在 4、 5、6、7、 8、9和 10h下 EPS的提取效果. 试验结果见图 3.

� � 从图 3可以看出, 随着提取时间的增大, 多糖含量的变化很小, 而蛋白质含量逐渐增加, EPS含
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量在 8h已接近最大值, 当提取时间大于 8h时, EPS提取量基本维持在 115�g� m l
- 1
左右, 因此选择

8h为 EPS的最佳提取时间; 同时, 图 3再次说明多糖比蛋白质容易被提取, 在 4 h之前已达到最大提

取量. 从图 3还可知, DNA含量在 0�2� 1�2�g� m l
- 1
左右范围内波动, 说明阳离子交换树脂对细胞

的破坏程度十分低, 提取效果非常好.

图 2� 振摇频率对 EPS提取和 DNA提取的影响

Fig�2� E ffect o f the shak ing frequency on

the extrac tion o f EPS and DNA

图 3� 提取时间对 EPS提取效果影响

Fig�3� E ffec t of the extracting time on

the ex traction of EPS and DNA

2�5� 重现性试验
� � 以 640nm下吸光度为 0�833的菌悬液作试验样品, 在树脂量为 20g, 振摇频率为 120r� m in

- 1
和

提取时间 8h的条件下做重现性试验, 试验结果见表 4. 从表 4中结果可以看出, 在上述条件下进行的

5个试验中 EPS及其各成分含量的相对标准偏差较低, 有很好的重现性; 进一步说明阳离子交换树脂

法具有良好的提取效果同时, 对微生物细胞的破坏程度低, 对除铬优势菌 EPS特性的进一步研究具

有重要意义.

表 4� 重现性试验结果

Tab le 4� Results o f the repetitive expe rim en t

试验 多糖 /�g� m l- 1 蛋白质 /�g� m l- 1 DNA /�g� m l- 1 EPS /�g� m l- 1

1 6�63 125�57 1�61 132�20

2 6�08 126�29 1�45 132�37

3 6�77 128�79 1�29 135�55

4 6�22 123�79 1�45 130�00

5 7�18 123�43 1�61 130�61

平均值 6�58 125�57 1�48 132�15

RSD(% ) 6�69 1�72 9�09 1�63

� � 综上所述, 正交试验和极差分析表明, 影响 EPS提取效果最大的因素为树脂量, 其次为振荡频

率, 提取时间影响最小. 确定当树脂量为 20g, 振摇频率为 120r� m in
- 1
, 提取时间为 8h时, 为除铬

优势菌 EPS提取的最佳条件. 研究发现, 在采用阳离子树脂提取除铬优势菌 EPS的过程中, 多糖在 4 h

内已达到最大提取量, 而蛋白质在 8h后才达到最大提取量, 说明多糖与细胞结合较松散, 因而更容

易被提取出来. 重现性试验结果表明: EPS及其各成分的相对标准偏差在 1�63� 9�09%之间, 重现性

很好, 说明采用阳离子胶换树法提取 EPS具有高效、稳定、可靠等优点.
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EXTRACTION OF EXTRACELLULAR POLYMERIC SUBSTANCE

FROM A Cr( � ) �REMOVAL PREDOM INATED STRAIN

(Bacillus sp�) BY CATION RESINMETHOD

YAN J ie�neng� � XU Yan�bin� � DUAN X iao�jun� � DU Yan�ye
( Facu lty ofE nvironm ental Science and Engineering, Gu angdong U nivers ity of Technology, Gu angzhou, 510006, Ch ina)

ABSTRACT

� � Ca tion resin method w as used to ex tract the EPS o f a C r (� ) �remova l predom inated strain ( Bacillus

sp�) , and the optimum ex tract ion conditions, inc lud ing the ca tion resin dose, shaking frequency and extrac�
t ing time, w ere obta ined� The exper imenta l results show ed that when the OD value o f the bacterial suspension

liqu id w as 0�833, w ith 20g cat ion resin, 120r� m in
- 1

and 8 h ex tracting time� the ex traction capacity ofEPS

w as 132�15�g� m l
- 1
. And the extract ion capacity ofDNA was only 1�48 �g� m l

- 1� The ca tion resinm eth�
od w as e ff icient and reliab le for the EPS extract ion o f the Cr( � ) �removal predom inated strain (B acillus sp�) .
� � Keywords: C r ( � ) �remova l predom inated strain, ex tracellu lar polymeric substance, cation resin,

po lysaccharide, prote in.


