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污泥内层和外层胞外聚合物的三维荧光光谱特性研究
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摘　要　运用三维荧光光谱技术对污泥 LB2EPS和 TB2EPS的荧光特性进行了研究。实验结果表明 , 在污泥

LB2EPS和 TB2EPS中都有三个明显的荧光峰 , 分别为 Peak B (λex /λem = 270～280 nm /345～360 nm ) , Peak C

(λex /λem = 330～340 nm /410～430 nm)和 Peak D (λex /λem = 390 nm /450～470 nm )。其中 Peak B为类蛋白荧

光 ( Protein2like)、Peak C为可见区类富里酸荧光 (V isible fulvic2like)、Peak D为类腐殖酸荧光 (Hum ic2like)。

从各荧光峰的荧光强度来分析 , LB2EPS和 TB2EPS中的主要成分都为类蛋白 , 然后依次为富里酸和腐殖酸。

浓度和 pH值对污泥 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光特性都有很大的影响 ,但影响程度略有区别 ,表明作为外

层的胞外聚合物 , LB2EPS表现出与 TB2EPS不全相同的化学结构。
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引　言

　　胞外聚合物 ( extracellular polymeric substances, EPS)是微

生物在一定环境条件下 , 在其代谢过程中分泌的包围在微生

物细胞壁外的大分子有机多聚物 , 其有机部分主要由蛋白

质、多聚糖以及腐殖酸、DNA和脂类组成 [ 1 ]。EPS能作为抵

抗外界环境的保护层和营养吸收层 , 是微生物饥饿期间重要

的碳源和能源储备。通过连接细胞和其他物质 , EPS可以稳

定污泥的絮体结构 , 为微生物提供最基本的生长条件 ; 同时

从废水中吸收新陈代谢所需的营养 , 并形成保护屏障 , 抵抗

苛刻的外界环境 [ 2 ]。此外 , EPS能改变污泥的表面特性、生

物絮凝、沉降性能及脱水性能等性质 , 从而影响污泥处理的

工艺和费用 [ 3, 4 ]。污泥胞外聚合物可分为紧密粘附的胞外聚

合物 ( tightly bound EPS, TB2EPS)和松散附着的胞外聚合物

( loosely bound EPS, LB2EPS)两部分。TB2EPS位于细胞体表

面 , 与细胞壁结合牢固 ; LB2EPS在 TB2EPS外层 , 结构松散 ,

密度较小 , 具有流变特性。近来的研究表明 [ 5, 6 ] , 虽然 TB2
EPS的各组分含量要大于 LB2EPS, 但对污泥沉降、絮凝和脱

水性能起着决定性作用是 LB2EPS, 而 TB2EPS对污泥这些性

能的影响相对要弱一些。

由于污泥胞外聚合物在废水生物处理中的重要作用 , 越

来越多的研究者 [ 528 ]采用各种技术方法对对它们的化学组成

和物理化学性质开展了深入的研究。Esparza2Soto和 W ester2
hoff[ 8 ]采用荧光光谱技术对污泥胞外聚合物的特性进行了研

究 , 主要是基于污泥胞外聚合物中含有大量带有各种官能团

的芳香环结构以及未饱和脂肪链 , 其内含有多种不同的荧光

基团 , 这些荧光基团的荧光特性能表达胞外聚合物结构、官

能团、构型、非均质性等信息 [ 9, 10 ]。三维荧光光谱 ( three2di2
mensional excitation em ission matrix fluorescence spectroscopy;

3DEEM )能够获得激发波长和发射波长同时变化时的荧光强

度信息 , 能识别和表征复杂体系中荧光光谱重叠的对象 , 是

非常有用的光谱指纹技术 [ 11214 ] , 具有高灵敏度、高选择性、

高信息量、且不破坏样品结构等优点 [ 15218 ]。本文主要运用三

维荧光光谱技术研究和表征污泥外层胞外聚合物 (LB2EPS)

和内层胞外聚合物 ( TB2EPS)的荧光光谱性征及其浓度、pH

值效应。

1　材料与方法

111　污泥样品

试验污泥取自正常运转的北京市某城市污水处理厂的活



性回流池 , 该厂采用普通活性污泥法处理城市污水 , 所取好

氧活性污泥的 VS/TS值为 7217% , VSS/SS值为 7610%。为

保证污泥性状不发生变化 , 从现场取回至实验室后 , 立即对

污泥进行 LB2EPS和 TB2EPS的提取。

112　污泥 L B2EPS和 TB2EPS提取方法

采用改进的热提取法 (Modified heat extraction method)提

取 LB2EPS和 TB2EPS[ 6 ]。用 TOC表征 LB2EPS和 TB2EPS的

总量 , TOC测定采用 SHMADZU TOC Analyzer 5000A。提取到

的 LB2EPS和 TB2EPS的 TOC值分别为 46和 19914mg·L - 1。

为研究 LB2EPS和 TB2EPS的荧光光谱特征及其浓度效应 , 采

用超纯水稀释配置 4种浓度 ( 46, 23, 1115, 5175 mg C·

L - 1 )的 LB2EPS和 4种浓度 ( 19914, 9917, 49185, 24193 mg

C·L - 1 )的 TB2EPS, 分别测定它们的三维荧光光谱图。为研

究 LB2EPS和 TB2EPS的荧光光谱特征的 pH值效应 , 分别对

浓度为 23 mg C·L - 1的 LB2EPS和浓度为 9917 mg C·L - 1的

TB2EPS测定其在 pH值为 3～12 (间隔为 1个单位 )时的三维

荧光光谱图。样品 pH值均使用 011, 1 mol·L - 1的 NaOH和

011, 1 mol·L - 1的 HCl溶液 , 并采用 10μL的色谱进样器调

节。为减少浓度稀释效应 , 总共 10 mL的样品中加入酸碱的

量不超过 50μL。

113　三维荧光光谱分析方法

三维荧光光谱图的测定在 Lum inescence Spectrometer LS2
55荧光光度计 (美国 Perkin2Elmer公司 )上完成 , 提取到的污

泥 LB2EPS和 TB2EPS直接进行三维荧光扫描。Lum inescence

Spectrometer LS255荧光光度计使用氙弧灯为激发光源 ; 激发

波长λex = 230～400 nm, 发射扫描波长λem = 300～550 nm;

激发和发射狭缝宽度为 5 nm; 激发波长扫描间隔为 10 nm;

扫描速度为 1 200 nm·m in - 1 ; 响应时间为自动方式 ; 扫描光

谱进行仪器自动校正。采用 FL W inlab软件进行数据分析。

2　实验结果与讨论

211　L B2EPS和 TB2EPS的 3D EEM s

三维荧光光谱可以检测到胞外聚合物中不同类型的荧光

峰 , 如类腐殖酸荧光 ( Hum ic2like) , 类富里酸荧光 ( Fulvic2
like)和类蛋白荧光 ( Protein2like)等 [ 14, 19, 20 ]。

　　图 1所示为 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光光谱。由图可

知 , 污泥 LB2EPS和 TB2EPS具有 3个相同的荧光峰类型 , 其

中荧光峰 B ( Peak B:λex /λem = 270～280 nm /345～360 nm)为

类蛋白荧光 , 与胞外聚合物中的芳环氨基酸结构有关 [ 11, 18 ] ;

荧光峰 C ( Peak C:λex /λem = 330～340 nm /410～430 nm)为可

见区类富里酸荧光 (V isible fulvic2like) ,与胞外聚合物中的羧

基和羰基结构有关 ; 荧光峰 D ( Peak D:λex /λem = 390 nm /450

～470 nm )为类腐殖酸荧光 ( Hum ic2like) [ 20222 ]。这说明 LB2
EPS和 TB2EPS虽然是分别位于污泥外层和内层的胞外聚合

物 , 但其组分和物质结构是基本相同的。从各荧光峰的荧光

强度来看 , LB2EPS和 TB2EPS中的主要成分都为类蛋白 , 然

后依次是富里酸、腐殖酸。由表 1可知 , 污泥 LB2EPS和 TB2
EPS三个相同荧光峰所对应的荧光强度是不同的 , 例如对于

原始的胞外聚合物浓度而言 (LB2EPS浓度为 46 mg C·L - 1 ,

TB2EPS浓度 19914 mg C·L - 1时 ) , TB2EPS的荧光峰 B、荧

光峰 C、荧光峰 D的荧光强度分别是 LB2EPS的 2150, 1183,

2128倍 , 说明位于内层的胞外聚合物具有更高的物质浓度 ,

这也与它们的 TOC浓度相一致。

F ig11　3D EEM s of the sludge EPS and L B2EPS

　　表 1和表 2分别列出了不同浓度和不同 pH条件下污泥

LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光分析结果 , 包括各荧光峰位置

λex /λem、相应荧光峰的荧光强度以及各荧光峰之间的荧光强

度比值。结果表明 , 虽然不同浓度、不同 pH条件下 LB2EPS

和 TB2EPS的荧光峰位置λex /λem会出现细微的红移或蓝移现

象 , 但表现出的荧光峰类型是基本相同的 , 说明浓度和 pH

值的影响不会从根本上改变 LB2EPS和 TB2EPS的物质组分

和化学结构。从各荧光峰荧光强度的比值来看 , 可以发现一

个很有意思的现象 : 同样的 pH条件下 , TB2EPS的 B /C值、

B /D值都要大于 LB2EPS相应的 B /C值、B /D值 ; 而 TB2EPS

的 C /D值却都要小于 LB2EPS相应的 C /D值。LB2EPS并不

表现出与 TB 2EPS完全相同的荧光特性 ,位于外层
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Table 1　Fluorescence param eters of the sludge TB2EPS and L B2EPS a t var ious concen tra tion s

浓度
/ (mg C·L - 1 )

Peak B Peak C Peak D

λex /λem

/ nm

荧光强度
/ a1u1

λex /λem

/ nm

荧光强度
/ a1u1

λex /λem

/ nm

荧光强度
/ a1u1

B /C B /D C /D

LB2EPS 46 270 /35915 27117 330 /42410 10911 390 /45710 7016 2149 3185 1155

23 270 /35210 14313 330 /42010 5013 390 /45315 3811 2185 3176 1132

1115 270 /35515 7317 330 /43615 2318 390 /45410 2111 3109 3149 1113

5175 270 /35410 3314 340 /42915 1312 390 /45515 1315 2153 2147 0198

TB2EPS 19914 280 /35515 68010 330 /42510 19917 390 /46115 16112 3140 4122 1124

9917 280 /35710 61114 330 /41615 13817 390 /46510 9514 4141 6141 1145

49185 280 /35310 49615 330 /40915 8713 390 /46415 6011 5169 8126 1145

24193 280 /35615 32812 330 /41710 4512 390 /45610 3116 7125 10140 1143

Table 2　Fluorescence param eters of the sludge EPS and L B2EPS a t var ious pH va lues

pH
Peak B Peak C Peak D

λex /λem / nm 荧光强度 / a1u1 λex /λem / nm 荧光强度 / a1u1 λex /λem / nm 荧光强度 / a1u1
B /C B /D C /D

LB2EPS 3 270 /35310 11411 330 /420 6014 390 /457 2712 1189 4119 2122

4 270 /35210 12719 330 /41710 6714 390 /45710 3019 1190 4114 2118

5 280 /35115 14012 330 /42915 7114 390 /45615 3413 1196 4109 2108

6 270 /34510 14812 330 /41015 6816 390 /45315 3412 2116 4133 2100

7 280 /34715 17214 330 /42910 7411 390 /45310 4311 2133 4100 1172

8 270 /35115 14713 330 /41715 7012 390 /45415 4018 2110 3161 1172

9 270 /35515 16111 330 /41410 7119 390 /45510 4412 2124 3164 1163

10 280 /34715 16516 330 /41615 7019 390 /45510 4416 2134 3172 1159

11 270 /35610 17816 330 /41715 7215 390 /46015 4519 2146 3189 1158

12 270 /35410 13119 330 /41310 6715 390 /45610 4412 1195 2198 1153

TB2EPS 3 270 /35515 33015 330 /41415 13018 390 /45010 7618 2153 413 117

4 280 /35415 36510 330 /42615 132 390 /45415 8311 2176 4139 1159

5 280 /35310 44417 330 /41515 121 390 /45610 7717 3168 5172 1156

6 280 /35515 61411 330 /42710 12019 390 /46110 9016 5108 6178 1133

7 280 /35910 56219 330 /43015 12214 390 /45710 8316 416 6174 1146

8 280 /35415 65517 330 /42615 12714 390 /46315 8412 5115 7179 1151

9 280 /35810 69412 330 /42615 12514 390 /45910 9516 5154 7126 1131

10 280 /35310 79517 330 /42315 15517 390 /47210 10715 5149 714 1135

11 280 /35315 73917 330 /43115 145 390 /47215 10417 4175 7107 1149

12 280 /35710 61114 330 /41615 13817 390 /46510 9514 4141 6141 1145

的 LB2EPS与位于内层的 TB2EPS具有一定的特性差异。

312　L B2EPS和 TB2EPS荧光特性的浓度效应

表 1统计了 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光特性随浓度

变化的情况。结果表明 , 各荧光峰出现的位置与它们的浓度

基本没有关系 , 但荧光强度与它们的浓度有着直接明显的对

应关系 (如图 2所示 )。分析结果显示 , 对于 LB2EPS, 其三种

荧光峰 Peak B, Peak C, Peak D的荧光强度与相应的 LB2EPS

浓度 (以 TOC计 , mg C·L - 1 )都表现出很强的线性关系 , 相

关系数 R
2分别高达 01995 0, 01998 5, 01997 8, 01999 9。对

于 TB2EPS, 其两种荧光峰 Peak C和 Peak D的荧光强度与

TB2EPS的浓度 (以 TOC计 , mg C·L - 1 )也表现出很强的线

性关系 , 相关系数 R2分别为 01958 2和 01991 8; 而 TB2EPS

的另外一种荧光峰 Peak B, 其荧光强度与 TB2EPS的浓度则

表现出更强的对数关系。

由表 1也可以看出 , 浓度对 LB2EPS和 TB2EPS各荧光峰

强度间比值的影响是不一样的 : 对于 B /C值 , 在 TB2EPS中

其大小基本与 LB2EPS浓度呈负线性相关关系 , 而 LB2EPS的

B /C值受其浓度的影响不大 ; 对于 B /D值 , 在 LB2EPS中其

大小随 LB2EPS浓度的增加而增加 , 但在 TB2EPS中其大小却

随 TB2EPS浓度的增加而减小 ; 对与 C /D值 ,在 LB2EPS中其

大小基本与 LB2EPS浓度呈正线性相关关系 , 而在 TB2EPS中

其大小基本不受 TB2EPS浓度的影响。

313　pH对 L B2EPS和 TB2EPS荧光特性的影响

不同 pH条件下污泥 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光图分

别如图 3和图 4所示 , 它们的三维荧光光谱分析汇总结果见

表 2。实验结果显示 , pH值对 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光

特性都有重要的影响。不同的 pH条件下 , LB2EPS和 TB2EPS

各荧光峰的具体出现位置λex /λem都存在一定的细微偏移。

例如对于污泥 TB2EPS, 与 pH 7时相比 , 其在 pH 12时 Peak

B, Peak C, Peak D的λex /λem分别偏移了 2, 14, 8 nm; 而对

于污泥 LB2EPS, 与 pH 7相比 , 其在 pH 12时 Peak B, Peak

C, Peak D的λex /λem分别偏移了 6, 16, 3 nm。这样偏移现象

在前人的研究报道 [ 21 ]中也出现过 , 说明 LB2EPS和 TB2EPS

中各组分的结构形态会随 pH的不同而发生一定的细微变
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化。

　　污泥 LB2EPS和 TB2EPS中 Peak B, Peak C, Peak D的荧

光强度随着 pH的变化都相应地产生了一定的变化 (如图 3～

图 5所示 )。在 LB2EPS中 , pH 3～7时 , Peak B的荧光强度

随 pH值的增加而增加 , 在 pH增加到 8时 , Peak B的荧光强

度降回到 pH 6时的水平 , 随后在 pH 8～11之间 , Peak B的

荧光强度又随 pH值的增加而增加 , 但在 pH增加到 12时 ,

Peak B的荧光强度降回到了 pH 4的水平 , 整个 pH区间中 ,

Peak B荧光强度的最大值出现 pH 11时 , 其值为 17816。而

在 TB2EPS中 , pH 3～6时 , Peak B的荧光强度随 pH值的增

加而增加 , 在 pH 7时略有降低后 , 在 pH 7～10之间 Peak B

的荧光强度又随 pH值的增加而增加 , 然后在 pH 10～12之

间时 Peak B的荧光强度随之减少 , 最大值出现在 pH 10时 ,

其值为 79517。对于 LB2EPS, 在 pH 3～12之间 , Peak B和

Peak D的最大值都出现在 pH 11时 ; 而 Peak C的最大值出现

在 pH 7时。对于 TB2EPS, 在 pH 3～12之间 , Peak B和 Peak

D的最大值都出现在 pH 10时 ; 而 Peak C的最大值出现在

pH 11时。这说明 LB2EPS和 TB2EPS中各结构和官能团特征

受 pH的影响方式是不尽相同的 , LB2EPS表现出与 TB2EPS

不全相同的荧光特性。

4　结　论

　　本研究结果显示 , 在污泥 LB2EPS和 TB2EPS中都有 3个

明显的荧光峰 : Peak B (λex /λem = 270～280 nm /345～360

nm ) , Peak C (λex /λem = 330～340 nm /410～430 nm)和 Peak D
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(λex /λem = 390 nm /450～470 nm )。其中 Peak B为类蛋白荧

光 , 与胞外聚合物中的芳环氨基酸结构有关 ; Peak C为可见

区类富里酸荧光 (V isible fulvic2like) ,与胞外聚合物中的羧基

和羰基结构有关 ; Peak D为类腐殖酸荧光 (Hum ic2like)。浓

度和 pH值对污泥 LB2EPS和 TB2EPS的三维荧光特性都有重

大影响 , 但影响程度略有区别 , 表明作为外层的胞外聚合

物 , LB2EPS表现出与 TB2EPS不全相同的化学结构。三维荧

光光谱作为一种快速、高灵敏度、高选择性的分析手段 , 在

表征 LB2EPS和 TB2EPS的光谱特性方面表现出独特的优越

性。
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Three2D imensiona l Exc itation Em ission Matr ix Fluorescence
Spectroscopic Character ization of Loosely Bound and
Tightly Bound Extracellular Polymer ic Substances of Sludge
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Abstract　Three2dimensional excitation em ission matrix fluorescence spectroscopy ( 3DEEM ) was app lied to characterize the loosely

bound extracellular polymeric substances (LB2EPS) and tightly bound extracellular polymeric substances ( TB2EPS) extracted from aero2
bic sludge in wastewater treatment. The results showed that three fluorescence peakswere identified in three2dimensional excitation em is2
sion matrix fluorescence spectra of the LB2EPS and TB2EPS: peak B (λex /λem = 2702280 nm /3452360 nm ) , peak C (λex /λem = 3302
340 nm /4102430 nm) and peak D (λex /λem = 390 nm /4502470 nm). The peak B was attributed to the p rotein2like fluorophores, peak C

to the visible fulvic2like fluorophore and peak D to the hum ic2like fluorophore. Results of the peak intensity showed that the major com2
ponent of the LB2EPS and TB2EPS is p rotein2like organic matter, then followed by ( from high to low) : fulvic2like organic matter and hu2
m ic2like organic matter. The effects of both pH and concentration were significant to the 3DEEM s of LB2EPS and TB2EPS, but the de2
gree is not the same. LB2EPS has the particular chem ical structures which are different from the TB2EPS.

Keywords　Loosely bound extracellular polymeric substances (LB2EPS) ; Tightly bound extracellular polymeric substances ( TB2EPS) ;

Sludge; Three2dimensional excitation em ission matrix fluorescence spectroscopy
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