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微生物絮凝剂 MBFGA1 的结构鉴定及絮凝机理研究 
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摘要：以对高岭土的絮凝率为指标对 GA1 发酵液中各组分的絮凝活性进行预分析,确定 MBFGA1 精产品为该絮凝剂的核心有效成分.通

过丙酮沉淀法提取MBFGA1粗产品,经 Sevage试剂纯化后得到MBFGA1精产品,采用全波长扫描、苯酚-硫酸法及考马斯亮蓝法鉴定精产

品为多糖类物质,并经 2 次凝胶过滤层析分离获得 MBFGA1-1 和 MBFGA1-2 两组分;分别使用电镜(ESEM)、红外光谱(FTIR)、高效液相

色谱(HPLC)以及气相色谱(GC)对MBFGA1、MBFGA1-1和MBFGA1-2进行检测分析.结果显示MBFGA1为线性长链状分子结构,多糖主

链上单糖间的连接主要为 α-型糖苷键,含有羟基,羧基,甲氧基等有利于絮凝的基团;高效液相色谱和气相色谱测定 MBFGA1-1 分子量为

1.18×106D,单糖组成为 0.3木糖:1甘露糖:1.09葡萄糖,另含有少量鼠李糖;MBFGA1-2分子量为 3.08×103D,单糖组成为 0.68鼠李糖:0.28木

糖:1.82 甘露糖:1 半乳糖:3.73 葡萄糖.根据分析结果推测絮凝机理主要为吸附架桥,其中 MBFGA1 的大分子量以及所含的极性基团使得絮

凝剂长链结构分子能够充分伸展,较好地发挥吸附架桥作用. 
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Microbial flocculant MBFGA1 preliminary structure identification and research on flocculation mechanism. 
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Abstract：With the flocculating rate of kaolin as index, flocculating activity analysis of various components in 

fermentation liquor was conducted, and it was confirmed that MBFGA1 fine product was nuclear effective component of 

the micro-bioflocculant. MBFGA1 fine product was acquired through purificating the coarse product(obtained from 

fermentation liquor by acetone extraction) using sevage reagent, identified to be polysaccharides employing full spectra 

scan, phenol sulfuric acid method and coomassie blue staining, and separated as MBFGA1-1 and MBFGA1-2 through 

twice gel chromatography separation filter. The structure of MBFGA1, MBFGA1-1 and MBFGA1-2 was analyzed 

adopting ESEM, EDS, FTIR, HPLC and GC. Results demonstrated that MBFGA1 had a linear long chain molecular 

structure, in which α-glucosidic bonds primarily existed among monosaccharides, and perssads with good effect of 

coagulation such as hydroxyl, carboxyl, methoxy;MBFGA1-1 was homogenous with the weight of 1.18×106D and mainly 

composed of xylose, mannose, glucose (0.3:1:1.09), and a bit of rhamnose; MBFGA1-2 with the molecular weight of 

3.08×103D, and rhamnose, xylose, mannose, galactose and glucose (0.68:0.28:1.82:1:3.73) as its monosaccharide 

formation. The main flocculating mechanism was adsorption bridging, meanwhile the high molecular weight and polar 

groups made the long chain structure molecules well stretched, and played good role in adsorption bridging. 

Key words：microbial flocculant；polysaccharide；molecular structure；flocculation；flocculating activity；flocculating 

mechanism 

 

絮凝法广泛应用于水处理领域,絮凝剂的研

究开发对于水处理具有重要意义.其中,微生物絮

凝剂(MBF)具有易降解、无二次污染、高效安全、

适应范围广等优点
[1-2]
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的重视
[3-7]

.对微生物絮凝剂分子结构进行鉴定

可以为优化絮凝条件、探讨絮凝机理及实现工业

化生产提供理论基础
[8-9]

,是微生物絮凝剂研究

的一个重要方面.目前,在微生物絮凝剂分子结构

的研究中,多数直接将微生物发酵液提取物默认

为微生物絮凝剂的活性成分而作为分子结构研

究的对象,而少有对发酵液剩余物质絮凝活性进

行分析的报道
[10-11]

.为了更准确地确定微生物絮

凝剂分子结构鉴定的对象及分析其絮凝机理,作

者对一株产絮凝剂的多粘类芽孢杆菌(菌株编号

GA1)的发酵液、发酵液提取粗产品、发酵液提

取剩余物以及粗产品纯化后的精产品的絮凝活

性进行分析,在确定该絮凝剂核心有效成分的基

础上,对其进行分子结构鉴定及絮凝机理分析. 

MBFGA1是菌株GA1所产的高效微生物絮

凝剂,前期研究已证明该絮凝剂对多种废水均有

较好的絮凝效果
[12]

,具备工业化生产的潜力
[13]

,

有较好的实际应用前景.本研究着力于MBFGA1

的性质及分子结构鉴定,以期为MBFGA1的推广

应用提供理论基础. 

1  材料与方法 

1.1  实验菌种 

所用菌种菌株编号 GA1,经 16S rDNA序列

(GenBank 序列登陆号 DQ166375)分析鉴定为多

粘类芽孢杆菌 ,命名为 Paenibacillus polymyxa 

GA1
[14]

. 

1.2  絮凝剂提取与纯化
[15]

 

将GA1发酵液 4000r/min离心 30min,加入 2

倍体积预冷丙酮(-24℃),于 4℃冰箱中静置待析

出物稳定,离心分离后干燥,得到 MBFGA1 粗产

品,呈淡黄褐色,与发酵液颜色相似;将粗产品溶

于水,加入 Sevage试剂(氯仿与正丁醇按 5:1配制)

充分振荡,离心后取上清液,浓缩后进行冷冻干燥

得 MBFGA1 精产品,呈浅黄色;粗提后的发酵液

经旋转蒸发除去丙酮,得到粗提剩余物. 

1.3  絮凝剂有效成分鉴定 

以对高岭土的絮凝率为指标检验发酵液、粗

提剩余物、10g/L粗产品溶液以及 10g/L精产品

溶液的絮凝活性.测定方法:取 50mL 3g/L的高岭

土溶液,调节 pH至 8,加入 2mL 10g/L的 CaCl2溶

液作为助凝剂,摇匀 3s,加入 0.4mL 絮凝剂(对照

试验为等量蒸馏水 ),迅速摇匀持续 15s,静置

30min测定上清液 D550.絮凝率计算公式
[16]

: 

FR=(b-a)/b×100% 

式中:FR 为絮凝率;a 为样品实验中上清液的

D550;b为对照实验中上清液的 D550. 

1.4  MBFGA1性质成分鉴定
[17]

 

使用紫外可见分光光度计和傅里叶变换红

外光谱分析仪(varian,USA)对 MBFGA1 精产品

基本性质、特征键及分子结构进行分析鉴定;采

用苯酚-硫酸法对糖含量进行测定;采用考马斯

亮蓝法对蛋白质含量进行测定;使用 zeta 电位仪

(malvern,British)对溶液 zeta电位进行测定. 

1.5  MBFGA1凝胶过滤层析
[18]

 

经两次凝胶层析对MBFGA1精产品进行分

离纯化.一次层析:层析柱规格 40cm×2.5cm,层析

介质 Sephadex G-50(Pharmacia,USA),洗脱液

0.9%的 NaCl 溶液,洗脱速度 0.6mL/min;二次层

析:层析柱规格 100cm×1.6cm,层析介质 Sephadex 

G-100 (Pharmacia,USA),同样条件对一次层析后

的样品进行分离.洗脱样品的收集使用部分收集

器,接样时间 10min/管,测定收集样品的糖含量

(以 D485为表征),以管数为 x 轴,D485为 y 轴绘制

层析出峰图,收集糖峰透析,干燥后做下一步处

理. 

1.6  表面形态分析 

使用环境扫描电镜(FEI,Netherland)分别对

MBFGA1 粗产品、精产品以及层析后产品的表

面形态进行分析. 

1.7  分子量测定 

采用高效液相色谱法对MBFGA1精产品各

组分进行分子量测定 :使用高效液相色谱仪

(Agilent,USA)对样品进行分析 ,Ultrahydrogel 

2000 和 500 两根多糖专用凝胶色谱柱串联

(300mm×7.8mm,排阻限分别为 7×10
6
D 和 4× 

10
5
D),以 0.1mol/L的 NaNO3溶液为流动相,示差

折光检测器 (RID)检测 .分子量标准物质为

pullulan多糖. 

1.8  单糖组成分析 
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采用气相色谱法对MBFGA1精产品各组分

进行单糖组成分析:先对多糖样品进行糖基衍生

化,之后使用气相色谱仪(岛津,日本)对衍生化样

品进行分析,5%OV-225/AW-DMCS-Chromo-sorb 

W玻璃填充柱(3mm×2.5m),柱温 210℃,氢焰离子

法(FID)检测. 

2  结果和讨论 

2.1  絮凝剂活性成分鉴定 

从溶液表观看 ,发酵液、粗提剩余物、

MBFGA1粗产品溶液及MBFGA1精产品溶液透

光率依次增大,挂壁现象逐渐减弱,黏度降低
[19]

,

其中精产品溶液为澄清溶液.各溶液对高岭土溶

液的絮凝率见表 1. 

表 1  各溶液对高岭土溶液絮凝率的对比 

Table 1  Comparison of kaolin flocculating rate 

项目 发酵液 粗提剩余物 粗产品溶液 精产品溶液 

絮凝率(%) 95.58 28.06 70.68 63.61 

注:表中絮凝率仅为在同一条件下测得,不是最佳絮凝率 

由表 1可知,除粗提剩余物外,另外 3种溶液对

高岭土均有较高的絮凝率,说明发酵液的丙酮粗提

物是 MBFGA1 的有效成分;在提取物中,精产品溶

液为成分更单一的澄清溶液,而与粗产品溶液相比

絮凝率降低不大,说明精产品为 MBFGA1 的核心

有效成分.本研究中以 MBFGA1 精产品为微生物

絮凝剂的结构鉴定的主要对象. 

对比发酵液、粗产品溶液和精产品溶液絮凝

率可得,随着絮凝剂纯化的推进絮凝效果呈下降

趋势,其中发酵液絮凝活性最大,精产品溶液絮凝

活性最低.推测原因:发酵液是微生物代谢过程形

成的混合物胶体,不仅含有培养基中残留的物质,

也有生物代谢中产生的如磷酸盐
[20]
等有助于絮

凝的物质;而提取物溶液组成相对单一,所以絮凝

效果低于发酵液.据此同时可得MBFGA1投入实

际应用时,直接使用发酵液即可达到高絮凝效

果、低成本的目的. 

2.2  性质成分鉴定 

MBFGA1 精产品的全波长扫描结果为一

条平滑曲线,260nm 和 280nm 附近均没有吸收

峰,说明精产品中不含核酸和蛋白质.同时,实验

测定其中糖含量达 99%以上 ,可得絮凝剂

MBFGA1 精产品为多糖类物质.此外,精产品溶

液 zeta 电位为-25.9,说明絮凝剂表面带负电荷,

原因可能是分子表面带有较多的负电基团,负

电基团之间相互作用使得絮凝剂在水中处于

一个较稳定的状态. 

2.3  表面形态及元素组成分析 

MBFGA1 电镜扫描照片如图 1 所示.由图 1

可见,MBFGA1呈现疏松、交联的网状多孔结构.

从 a到 c随着纯化的推进,样品表面愈加细腻,脉

络更加清晰,孔与孔连接益加紧密,孔隙密度越来

越大,链与链的交联愈加明显,说明 MBFGA1 为

线性长链分子结构,且带有支链,长链之间交联成

网络 ,最终形成图中所示构型 .同时 ,干燥的

MBFGA1 具有极强的韧性,不易研磨为粉末,也

证实了其线性长链分子结构. 

   
图 1  不同处理阶段下的MBFGA1的扫描电镜照片(×1000) 

Fig.1  Scan electron microanalysis of MBFGA1(×1000) 

a:MBFGA1粗产品; b:精产品; c:层析后精产品 
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表 2  MBFGA1 的元素分析 (%) 

Table 2  Elementary analysis of MBFGA1 (%) 

元素种类 粗产品 精产品 层析后精产品 

C 47.56 57.30 68.89 

N 03.43 02.74 n.d. 

O 38.78 37.04 29.99 

Na 00.26 00.33 00.41 

P 02.67 00.98 00.55 

S 00.36 n.d. n.d. 

K 06.94 01.61 n.d. 

Cl n.d. n.d. 00.16 

注: n.d.为未检出 

对MBFGA1粗产品、精产品以及层析后的

精产品进行能谱扫描以对其元素组成进行分析,

分析结果见表 2.随着纯化的推进,样品中 N、S

含量明显降低,可认为精产品中所含杂质,或者部

分支链上的小分子物质与主链分离而被去除;此

外,层析后精产品中所含元素(除 H外)主要有 C、

O、Na、P、Cl,其中 Na、Cl 增加是由于洗脱液

残留 ,故其中主要含有 C、H、O,也可佐证

MBFGA1絮凝剂主链成分为多糖. 

2.4  凝胶过滤层析 

MBFGA1 的凝胶过滤层析结果见图 2.从

一次层析图可看出:一次层析样品洗脱液中的

糖含量只形成 1 个主峰,即在一次层析的层析

条件下絮凝剂显示为单一组分物质.根据凝胶

过滤层析原理,收集此峰做下一步处理即可排

除层析中杂峰(即杂质)对主峰的干扰 ,使样品

得到纯化. 
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图 2  MBFGA1的凝胶过滤层析 

Fig.2  Gel chromatography filter graph of MBFGA1 

二次层析图显示,MBFGA1在二次层析中形

成了 2 个主峰,说明絮凝剂中包含 2 种分子量不

同的组分;分别收集两组分,经低温(<40℃)旋转

蒸发浓缩、透析以及冷冻真空干燥,得到絮凝剂

中的两组分,分别记为MBFGA1-1和MBFGA1-2.

在MBFGA1精产品中二者含量比约为 3:1. 

2.5  分子量测定 

MBFGA1的高效液相色谱(HPLC)如图 3所

示.其中,MBFGA1-1的HPLC图示差检测部分有

3个峰,保留时间分别为27.136,36.469,46.915min,

其中 46.915min 为溶剂峰,27.136,36.469min 为

MBFGA1-1中的两组分,确定MBFGA1-1为非均

一多糖,两峰面积对比可知后者仅在 MBFGA1-1

中占极小一部分.利用GPC软件计算得两峰对应

分子量分别为 1.18×10
6
D 和 5.01×10

4
D.由于

5.01×10
4
组分含量极低,可将 MBFGA1-1 分子量

视为 1.18×10
6
D. 

MBFGA1-2 的 HPLC 图示差检测部分有 2

个峰 ,保留时间分别为 26.724,27.576min,其中

27.576min为溶剂峰,故 MBFGA1-2为均一多糖.

计算得 26.724min 所对应组分的分子量为

3.08×10
3
D,即MBFGA1-2分子量为 3.08×10

3
D. 

2.6  单糖组分测定 

MBFGA1的气相色谱(GC)如图4所示,由于各

批实验条件不同,单糖标准品保留时间略有差别.

单糖标准品GC出峰图中:0.8min是溶剂氯仿峰,从
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4.542min开始往后的 6个峰分别为鼠李糖,阿拉伯 糖,木糖,甘露糖,半乳糖,葡萄糖,其余是杂质峰. 
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图 3  MBFGA1-1和MBFGA1-2的 HPLC图 

Fig. 3  HPLC graphs of MBFGA1-1 and MBFGA1-2 
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图 4  MBFGA1-1和MBFGA1-2的 GC图 

Fig.4  GC graphs of MBFGA1-1 and MBFGA1-2 

其中,MBFGA1-1 的 GC 图中共有 4 个糖基

峰,4.753,7.065,13.653,16.413min 依次为鼠李糖,

木糖 ,甘露糖 ,葡萄糖 ,其余峰为杂质峰 ,即

MBFGA1-1 含有 4 种糖基.根据各单糖峰面积计

算主要糖基物质的量比:其中木糖,甘露糖,葡萄

糖三者的物质的量比为 0.3:1:1.09,而鼠李糖含量

太少未算入比例. 

MBFGA1-2 的 GC 图中共有 5 个糖基峰, 

5.577,8.028,15.354,16.708,18.428min依次为鼠李

糖,木糖,甘露糖,半乳糖,葡萄糖,五者的物质的量

比为 0.68:0.28:1.82:1:3.73. 

2.7  红外光谱分析 

为确保絮凝剂在处理过程中不改变自身的

基本结构,维持原有性质,对 MBFGA1 及其所包

含的两组分MBFGA1-1和MBFGA1-2均做了红

外光谱分析,如图 5所示. 
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由图 5 可见,三者主要吸收峰的位置和强度

均相近,可得三者分子内所含的特征键基本一致;

此外 MBFGA1 中还包含了 MBFGA1-1 和

MBFGA1-2 中的特有峰,如 3911,483,984cm
-1

.推

测MBFGA1-1和MBFGA1-2在生物体内的形成

过程一致,或者二者原本就共属于同一多糖主链

(即 MBFGA1主链),由于之间连接的键较弱在处

理过程中断开而显示为 2种不同分子量的物质. 
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图 5  MBFGA1、MBFGA1-1和MBFGA1-2红外光谱 

Fig.5  Fourier transform-infrared spectra of MBFGA1、

MBFGA1-1 and MBFGA1-2 

3440cm
-1
附近宽而强的吸收峰为形成氢键

的多缔合—OH强吸收峰,为典型的O—H伸缩振

动;3212,3117cm
-1
两个弱吸收峰(重叠为一宽峰)

为残糖基上—CH3和—CH2的C—H的伸缩振动

吸收峰 ;2050cm
-1
处亦为 C—H 吸收峰 ;1640, 

1400cm
-1
分别为—COO—反对称和对称伸缩振

动,可能为开链式糖基所含;1100cm
-1
处宽峰为吡

喃环中醚键—C—O—C—(甲氧基)伸缩振动和

弯曲振动叠加引起 ;850cm
-1
是 α-吡喃型糖苷

键;620cm
-1
为=C—H吸收峰,即烯烃 C—H键吸

收峰. 

MBFGA1 及 MBFGA1-1 和 MBFGA1-2 分

子中都含有 α-吡喃型糖苷键,说明分子基本骨架

结构一致;羟基、羧基、甲氧基等极性基团大量

存在,容易和颗粒表面的离子结合而形成吸附;此

外,多缔合羟基之间形成氢键,使絮凝剂溶解度增

大,分子链充分伸展,便于架桥形成,而发生絮凝.

结合絮凝剂的 zeta 电位值,进一步证实了分子内

极性基团的存在. 

3  MBFGA1 絮凝机理探讨 

与其他多糖类絮凝剂相似,MBFGA1较大的

分子量和分子内所含的羟基、羧基等极性基团是

其具有较强絮凝性的主要原因.有研究证明,絮凝

剂分子能在颗粒表面产生吸附是絮凝发生的首

要条件
[21]

.MBFGA1分子量达 1.18×10
6
D,具有足

够的范德华力来克服颗粒间的静电斥力而形成

吸附;此外,MBFGA1分子不同链节上的羧基、羟

基,可以与颗粒表面带有的 H+、OH-等以氢键形

式发生吸附,羧基、甲氧基等极性基团易于与颗

粒表面的 Ca
2+
或者其他重金属离子等以化学键

结合,使溶液的 zeta 电位降低,溶液脱稳,形成吸

附;而颗粒与絮体间的静电力也能使之相互靠近,

产生吸附作用
[22]

. 

此外,絮凝剂分子在水中的伸展状态直接

影响絮凝剂架桥的发生,一般认为絮凝剂分子

链充分伸展呈柔性线状时 ,有利于絮凝
[21]

. 

MBFGA1是微生物分泌存在于发酵液中的天然

多糖,糖环有多个羟基,溶于水形成氢键,保证了

其较好的水溶性;同时糖环结构及其他基团的

空间相互作用也使分子链不易弯曲.随着多糖

分子量增加,糖环数的增多将导致溶解度降低,

而分子中存在的羧基等极性基团又增加了水溶

性,利于分子链在水中伸展,增加了分子链的有

效长度,为胶体粒子的吸附提供足够的空间位
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点;未被吸附的链节则成为自由末端或疏松的

链环而与其他分子相互架桥 ,形成絮体 . 

MBFGA1絮凝机理如图 6所示. 

  

Ca2+等 

金属离子 高岭土等颗粒 MBFGAl分子

范德华力、 

氢键、化学键等 
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-COO- 

-OH 

-OH 

-COO- 
O- 

C- 

Ott 

 
图 6  MBFGA1絮凝机理示意 

Fig. 6  Proposed flocculating mechanism for MBFGA1 

4  结论 

4.1  MBFGA1 精产品为该微生物絮凝剂的核

心有效成分,为多糖类物质,由环状单糖以 α-型糖

苷键结合成多糖主链,其他小分子物质与主链结

合形成支链,共同构建为线性长链分子结构;分子

内含有羟基,羧基,甲氧基等有利于絮凝的基团. 

4.2  MBFGA1 精产品中包含 MBFGA1-1 和

MBFGA1-2 两种分子量不同的组分,三者分子基

本结构相似,其中分子量较大的 MBFGA1-1 占

75%以上,MBFGA1-2仅占 25%. 

4.3  MBFGA1-1 为非均一多糖,分子量分别为

1.18×10
6
D 和 5.01×10

4
D(含量极低,忽略不计),主

要糖基组成为木糖,甘露糖和葡萄糖(另含少量

鼠 李 糖 ), 物 质 的 量 比 为 0.3:1:1.09, 构 成

MBFGA1-1的基本骨架. 

4.4  MBFGA1-2为均一多糖,分子量 3.08×10
3
D,

糖基组成为鼠李糖,木糖,甘露糖,半乳糖,葡萄糖,

五者的物质的量比为 0.68:0.28:1.82:1:3.73,构成

MBFGA1-2的基本骨架. 

4.5  MBFGA1絮凝机理主要为吸附架桥,絮凝

剂分子主要靠范德华力、氢键和化学键吸附胶

体颗粒 ;分子内所含的氢键和极性基团使

MBFGA1 分子能够充分伸展,有效发挥吸附架

桥作用. 
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人类活动产生的氮污染历史悠久 

根据《科学》上发表的研究报道,人类活动产生的氮污染北半球的湖泊已经超过了 1个世纪,甚至是位于离最近

的城市、工业区或者农场有上千英里远的湖泊也被污染了. 

根据华盛顿大学的新闻报道,这份研究是基于从美国落基山脉到北欧的 36 个湖泊底泥的化学组成的历史变化,

研究表明人类活动从 20世纪之前就已经将氮排入了超过 75%的湖泊里.新闻同时指出,长期的氮污染已经在从北半

球的温带到北极地区高山上的 25个遥远的湖泊中被证实了. 

该研究报告的主要作者,华盛顿大学水产和渔业科学学院的研究人员 Gordon Holtgrieve说:“我们的研究是第 1

个在大尺度上来证明与人类活动有关的生活性氮正被输送到地球上最遥远的生态系统的大气中.” 

Holtgrieve 说,根据报道,正是由于广泛的地域和生态系统类型的分布,研究者认为氮来源于大气沉降.人类通过

例如燃烧化石燃料和使用化肥等活动增加了大气中的氮,大气中的氮随着大气流动而分布,然后随着雨和雪回到地

面.报道称,研究人员使用了统计学模型来分析湖泊沉积物氮的物征,并证实氮污染始于大约 115a 前,也就是在工业

革命之后不久.研究人员还发现,随着含氮制肥工业的发展,最近的 60a 里化学物质变化的速率增加了.该研究报告的

共同作者 Petter Leavitt说:在肥料使用上的增加会导致目前氮污染的增加.Petter Leavitt是加拿大Regina大学环境变

化研究室主任和生物学教授. 

 

高阳俊  译自《Water Environment and Technology》, 2012,April:8. 
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