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摘要:改进的氨水法提取活性污泥中聚-3-羟基丁酸酯(poly-3-hydroxybuty rate , PHB)的实验表明:提取率为 63.65%,

纯度为 95.59%(w).它是一种对环境污染较小 ,成本较低的提取方法.
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　　聚-3-羟基丁酸酯(Poly-3-hydroxybutyrate , 简称

PHB)是许多原核微生物在不平衡生长条件(如缺乏
氮 、氧 、镁)下合成的胞内能量和碳源储藏性聚合物 ,

是一种完全可生物降解的热塑性聚酯[ 1] .PHB在废

水生物处理中起着重要的作用.国外已有关于利用
活性污泥合成 PHB 进行污泥资源化和减量化的报

道[ 2 ,3] ,笔者也开展了剩余污泥在厌氧和好氧条件下
积累 PHB水平以及不同碳源对 PHB 结构影响的研

究[ 4 ,5] .在以往发表的利用活性污泥积累 PHB的报

道中 ,关于 PHB产率的报道大部分是利用气相色谱计

算出来的 ,没有真正把PHB从细胞中提取出来[2] .为

此 ,笔者对活性污泥中 PHB的提取方法进行探索 ,为
污水处理厂剩余污泥的开发利用及减量化奠定基础.

1　材料和方法

1.1　材料与试剂

活性污泥驯化 、培养以及积累 PHB 见文献[ 4] ;

丙酮 、氯仿 、甲醇均为分析纯(市售).
1.2　PHB的提取方法

1.2.1　次氯酸钠-氯仿法　见文献[ 6] .

1.2.2　改进的氨水提取法　把积累了 PHB 的活性

污泥(MLSS为4 000 ～ 5 000 mg/L)及废水加热至沸腾

10 min ,然后转移到-5 ℃下冷冻干燥脱水 ,菌体置
于3 L配有电磁搅拌和球形冷凝管及尾气吸收装置

的三口烧瓶里 ,加入 1 mol/L 的氨水 2 L , pH =11.4 ,

水浴加热 ,控温 45 ℃,搅拌 1 h.离心 ,氨水层棕色 ,
底部有不溶于氨水的物质 ,小心分离氨水层与不溶

物.不溶物用 10 mL 的丙酮洗涤 2次 ,剩余物用 10

mL 的氯仿抽提 ,滤去不溶物.氯仿浓缩 ,加甲醇沉淀

出白色PHB颗粒 ,抽滤 ,风干.
1.3　PHB的分析方法

PHB的含量采用紫外分光光度法测定[ 5] .

2　结果与讨论

PHB以颗粒状态被细胞壁 、细胞膜包裹在细胞
中 ,需要破胞后才能将 PHB提取出来 ,因此 PHB 的

提取成为降低 PHB生产成本的关键技术.对于纯种
培养合成 PHB ,例如真养产碱杆菌生产 PHB ,采用的

提取方法主要有次氯酸钠法 、有机溶剂法 、次氯酸钠
-氯仿法[ 6]以及酶法等.次氯酸钠法引起PHB的分

子量严重降解 ,有机溶剂法带来严重的环境污染 ,而
酶法成本高 ,次氯酸钠-氯仿法适合实验室采用.为

了避免采用有机溶剂对环境的污染 ,从环保的角度
出发 ,目前研究的重点是水相法提取 PHB.

文献[ 7]介绍采用氨水破胞提取 PHB ,并指出氨
水提取法只适合于 Azotobacter vinelandii UWD菌种 ,

因为这种菌种的细胞脆性大 ,容易破胞 ,而其他菌种
则提取率低.由于氨水提取法成本低 ,没有有机溶剂

提取所带来的污染问题.因此笔者尝试采用氨水法
提取活性污泥 PHB.

文献[ 7]介绍采用热氨水破胞后 ,将剩余物用水

洗涤 , 抽滤即得 PHB , 产物纯度达 90%(w),内含
10%(w)的杂质 ,其中大部分为蛋白质.笔者按照文

献[ 7] 的方法进行操作 , PHB 的产量比测定值还高 ,

可见 ,热氨水提取后的剩余物除了 PHB外 ,还存在没

有破胞的细胞 ,在显微镜下还能看见一些完整的细

胞结构.实验发现把积累了 PHB的活性污泥及废水

体系加热至沸腾 5 min ,马上把体系转移到-5 ℃的

冰箱里进行冷冻 ,可以增加细胞的脆性.采用热氨水

提取后对剩余物增加丙酮洗涤的步骤 ,使没有破胞

的细胞在丙酮作用下破胞以及残存的细胞组织转移

到丙酮相里.经过这样处理得到 PHB的粗产品 ,元
素分析值为:w(C):54.22%;w(H):6.01%;w

(N):3.45%.而理论值应是:w(C):55.81%, w
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(H):6.97%, w(N):0%.PHB本身并不含氮 ,粗产

物中含氮 ,说明粗产物中含有杂质 ,杂质的来源很复

杂 ,大部分是蛋白质[ 7] ,也有一部分是细胞组织 ,为

了使问题简单化 ,笔者做出了杂质全部为蛋白质的

假设 ,则蛋白质占粗产品的 20.3%(w)[按一般蛋白

质含 w(N)为 17%来计算] , 因此 ,粗产品中 w(PHB)

只有 79.7%.而采用次氯酸钠-氯仿法提取的 PHB

纯度较高 ,元素分析值为:w(C):55.17%;w(H):

6.78%;w(N):0.53%,同理计算得出蛋白质含量为

3.12%(w),则 PHB的含量达 96.88%(w).由于采用

氨水所提取PHB的纯度不高 ,得到PHB粗产品后采用

10 mL氯仿进行抽提 ,得到比较好的结果(表1).

表 1　3 种聚-3-羟基丁酸酯(PHB)的提取方法的比较

Tab.1　The comparison of three methods for extracting poly-3-hydroxybutyrate(PHB)

提取方法　　　　

extraction method　　　　

PHB测定值

amount of PHB

detected/(g·L-1)

产物 product

提取量

extract yield/(g·L
-1
)

w(N)/% w(PHB)/%
提取率

recovery ratio/ %

次氯酸钠-氯仿 sodium hypochlorite-chloroform 1.013 0.820 5 0.53 96.88 78.46

氨水提取法 aqueous NH3 method 1.007 0.846 5 3.45 79.70 67.00

改进的氨水法 improved aqueous NH3 method 1.017 0.677 2 0.75 95.59 63.65

　1)提取率=产物的提取量×PHB质量分数/ PHB 测定值

　　从表 1中得知 ,采用改进的氨水法 , PHB的提取

率与氨水法接近 ,但纯度大幅度提高 ,与次氯酸钠-氯

仿法相近.虽然改进的氨水法在提取率上偏低 ,但其
优势在于所用的有机溶剂量比次氯酸钠-氯仿法减

少 ,而且氨水里所包含的破碎的细胞组织可以经过

一些提纯处理得到蛋白质 、N-乙酰氨基葡萄糖等成

分 ,为实现活性污泥合成 PHB 的绿色生产提供一条

可能途径 ,这是次氯酸钠-氯仿法无法比拟的.

3　结论

采用氨水法提取活性污泥中 PHB , 提取率达

67.00%,纯度 79.70%(w),采用改进的氨水法提取

PHB , 提取率为 63.65%, 纯度为 95.59%(w).这 2

种方法比次氯酸钠-氯仿法对环境造成的污染少 ,

深入研究有待进一步展开.
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Abstract:The recovery method for PHB from activated sludge was investigated in this paper.An improved aqueous NH3

method to extract PHB , which allowed lower pollution and cost , was discussed.PHB recovery rate and purity could

reach 63.65% and 95.59%(w)respectively.
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