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摘 　要 　利用31 P2NMR 研究了生物除磷污泥胞外多聚物 ( EPS) 的含磷形态 , 并对检测方法中的影响因素进

行了分析。研究发现 , 测定的三种污泥 EPS 中磷的形态有五种 , 磷酸盐、磷单脂、DNA 磷、聚磷末端、焦磷

酸盐和聚磷。具有除磷能力的 A/ A/ O 和 A/ A/ O2MBR 污泥其 EPS 中主要含的是聚磷 , 证明了 EPS 中含磷

不仅是依靠吸附磷酸盐或生物聚磷过程磷酸盐的滞留 , 而且 EPS 本身可能也参与了生物聚磷过程。同时实

验证明 , EPS 提取过程会对 EPS 含磷形态产生影响 , 但提取时间在 1h 内时影响较小 ; EPS 在储存前需要进

行中和 , 从而避免储存过程不同磷形态之间的转化。EPS 含磷形态的31 P2NMR 测定过程中 , EPS 样品的 p H

值对峰的分离和各峰化学位移的稳定性有较大影响 , 需要控制样品 p H > 1310 以确保测定过程的准确性。
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引 　言

　　污水中的氮和磷是引起水体富营养化的主要物质 ,其中

磷元素被认为是最主要的限制因素 [1 ] 。由于生物方法除磷不

会导致大量化学沉淀、便于磷的回收利用 , 因此在污水处理

过程中得到了广泛关注。但是现有对生物除磷机理的研究 ,

主要集中在对污泥絮体整体的除磷特点、或者聚磷微生物种

群特性的研究上 , 而对于组成污泥絮体大部分结构的胞外多

聚物研究较少 [2 ] 。而研究生物除磷污泥的胞外多聚物 (ext ra2
cellular polymeric substances , 简称 EPS) 含磷形态是进一步

研究胞外多聚物在生物除磷过程中作用的关键。

利用核磁共振磷谱 (31 P2NMR)对磷形态进行分析和定量

在土壤、底泥等环境样品的分析中已得到了应用 , 如 Khosh2
manesh[3 ] , Reitzel 等 [4 ]利用核磁共振分析底泥中磷的形态变

化 ; Lehmann 等 [5 ]利用核磁共振分析土壤中磷的形态及迁移

规律。但据作者所知还没有利用31 P2NMR 对于提取的生物

污泥胞外多聚物含磷形态研究的相关报道。

本文的主要目的是利用 31 P2NMR 方法考察三种污泥的

EPS中磷的形态及相关比例 , 从而进一步探讨在生物除磷过

程中 EPS 的作用。同时考察了 EPS 提取、储存过程以及测定

前的 p H 值调节对测定的影响。

1 　材料和方法

111 　试验样品

使用了三种好氧污泥样品 , 两种污泥取自具备除磷能力

的工艺 , 分别为厌氧/ 缺氧/ 好氧工艺 (A/ A/ O)和厌氧/ 缺氧/

好氧结合膜2生物反应器工艺 (A/ A/ O2MBR)工艺 , 另外一种

污泥取自不具备除磷能力的普通活性污泥工艺 (CAS)作为对

照。CAS 工艺对总磷的平均去除率为 513 % , A/ A/ O 工艺和

A/ A/ O2MBR 工艺对总磷的平均去除率在 8510 %以上。

112 　实验仪器及测定方法

胞外多聚物的提取采用甲醛2NaO H 法 [6 ] 。其中为尽量

避免可能出现的聚磷的降解 , NaO H 的提取时间缩短到 1h ,

根据文献报道 1h 内 EPS 的提取可基本完成 [7 ] 。

磷形态的核磁共振磷谱测定。首先对提取的 EPS 样品进

行 HCl (1 mol ·L - 1 ) 中和 , 然后将 EPS 样品在 - 50 ℃下真

空冷冻干燥 48 h , 之后在 - 20 ℃下保持 12 h。在测定过程

中 , 将 EPS 样品溶于 1 mL 的 D2 O 中 , 加入 0105 mL 的

NaO H (1 mol ·L - 1 )使 p H 值 > 13 , 从而实现化学位移不受

p H 值的影响。

核磁共振波谱仪为日本电子公司 (JO EL) 的 J NM ECA2
600 型谱仪 , 其31 P 的共振频率为 242195 M Hz , 使用 5 mm



的探头 , 测定温度为 25 ℃, 脉冲序列采用标准的单脉冲 ,

90°脉冲宽度为 1014μs , 驰豫时间为 2 s , 样品的旋转速度为

15 Hz 。测试时间从 2～12 h , 根据 S/ N > 3 来选择合适的测

试时间。

2 　结果与讨论

211 　EPS的含磷形态分析

如图 1 所示 , 根据文献 [8 ] 对不同磷形态峰的鉴定方法 ,

测定的三种污泥 EPS 中的磷的形态共包括五种 , 自左向右分

别是 : 磷酸盐 (ortho P) 、磷单脂 (mono P) 、DNA 磷、聚磷末

端 ( End polyP) 、焦磷酸盐 (pyro P)和聚磷中部 (polyP) , 其中

聚磷末端磷 ( End polyP)和聚磷中部磷 (Middle polyP) 的总和

是聚磷 (polyP) 。EPS 中不同形态磷的比例见表 1。

　　磷酸盐的表征峰为单峰 , 位置在δ615～515。一般认为

磷酸盐是通过吸附或者与金属离子结合的形式存在于 EPS

Fig11 　Typical 31 P2NMR spectra from the investigated

EPS of three sludge samples

中 [9 ] 。磷酸盐在 CAS 污泥 EPS 中占 58197 % , 是 CAS 污泥

EPS 含磷的主要形态 , 但在具有除磷能力的 A/ A/ O 和 A/

A/ O2MBR 污泥 EPS 中含量较少。

磷单脂一般认为是来源于细胞壁 , 其表征峰为单峰 , 位

置在δ510～410。而 DNA 的表征峰也为单峰 , 在δ015～015。

一般认为 EPS 中的少量磷单脂和 DNA 是细胞代谢过程中死

细胞在 EPS 中停留造成的 , 这与污泥所处的状态有关。而在

本实验中 , 三种污泥 EPS 样品中磷单脂和 DNA 或者检出量

比较少 , 或者低于检测限 , 因此在计算中忽略不计。

焦磷酸盐存在于所有的样品中 , 其表征峰为单峰 , 位置

在δ- 315～ - 415。在三种污泥中均有一定比例的存在 , 且

三种样品之间差异不大。部分的焦磷酸盐可能是来源于在

EPS 提取过程中聚磷在 NaO H 中的水解 [10 ] 。但是焦磷在

EPS 中的形成和变化还需要进一步的研究证实。

聚磷包括了聚磷末端和聚磷中部 , 其中聚磷末端的表征

峰为一簇峰 , 包含 7 个以上峰 , 其位置在δ- 1715～ - 2015 ,

而聚磷中部的峰也为一簇峰 , 包含 2～3 个峰 , 其位置紧靠焦

磷酸盐峰的左边在δ- 310～ - 41 0。这进一步证实了 EPS 中

含有聚磷的事实 [9 , 11 ] 。在两种具有除磷能力的污泥 EPS 中

聚磷均占 EPS 含磷的 50 %以上 , 同时部分聚磷以聚磷中部

为主 , 说明在具有除磷能力的污泥 EPS 中聚磷是主要的成

分 , 且聚磷链比较长。相比之下 , CAS 污泥 EPS 中聚磷的含

量较低 , 且大部分为聚磷末端 , 说明 CAS 污泥中存在少量聚

磷 , 聚磷链较短。

通过以上分析认为 , 相比于没有除磷能力的 CAS 污泥

来看 , 具有除磷能力的 A/ A/ O 和 A/ A/ O2MBR 污泥其 EPS

中主要含有的是聚磷 , 证明了 EPS 中含磷不仅是依靠吸附磷

酸盐或者生物聚磷过程磷酸盐在 EPS 中的滞留 , 而且 EPS

中可能本身就存在生物聚磷过程 , 从而造成了 EPS 污泥中聚

磷的积累。

Table 1 　Relative composition of the identif ied P forms in three EPS samples

磷形态 CAS 污泥 EPS A/ A/ O 污泥 EPS A/ A/ O2MBR 污泥 EPS

Ort hophosphate/ % 58197 ±1121 171 85 ±11 49 17189 ±11 21

Pyrophosphate/ % 23138 ±1131 291 39 ±21 02 27129 ±21 39

End groups of Polyphosphate/ % 14198 ±0197 7145 ±0135 81 08 ±0124

Middle groups of Polyphosphate/ % 2167 ±21 75 451 31 ±21 22 46174 ±11 43

　　Note : The values reported are t he average of t hree samples , given wit h one standard deviation (σ)

212 　EPS的提取与保存过程对31 P2NMR测定的影响

不同形态的磷之间普遍存在着相互转化 [12 ] , 因此为了

保证提取的 EPS 中各种形态磷的相对含量和原位 EPS 的情

况保持一致 , 必须对样品的提取和保存过程进行研究 , 以避

免可能发生的不同形态磷相互之间的转化。图 2 a , b, c 显示

从 A/ A/ O2MBR 污泥提取的 EPS 在 NaO H 溶液中的降解情

况。试验通过在 EPS 提取液 (015 mL ) 中加入 NaO H (0105

mL , 1 mol ·L - 1 ) ,分别放置 0 , 1 和 24 h 来模拟 EPS 的提取

过程 (p H > 1310)下 EPS 中各种形态磷的转化情景。其中 or2
tho P 的变化比较小 , 从 0 h 的 1711 % , 到 1 h 之后的 1617 %

和 24 h 之后的 1617 %。在此过程中 ortho P 几乎没有太大变

化。相对而言 , 聚磷中部和末端的含量变化比较大 , 聚磷中

部持续下降从 4417 %到 4312 %再到 3912 % ; 而聚磷末端相

反地持续上升 , 从 3110 %到 3116 %再到 3314 %。另外从图

中可见聚磷中部的峰中 , 化学位移较大的峰有明显的减弱 ,

而化学位移较小的反而增强。这说明在 NaO H 的作用下聚磷

链被打断。而从聚磷整体来看在 NaO H 的作用下聚磷含量是

在逐渐减少 , 从 0 h 的 7517 %到 1 h 的 7418 %再到 24 h 的

7216 %。而焦磷则有所增加 , 从 712 %到 815 %再到 1017 %。

由于整个过程中 ortho P 基本没有变化 , 因此认为在 NaO H

的作用下部分的聚磷转化为焦磷 , 而不会转化为磷酸盐。

　　对比图 2 a和图 2 d 可见 , 在水中 EPS 的稳定性比较高 ,
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24 h 放置前后 EPS 中的各形态磷几乎没有变化。磷酸盐从

1711 %变为 1718 % , 焦磷从 712 %变为 711 % , 聚磷从

7517 %到 7511 %。

Fig12 　Impacts of NaOH and H2 O solution on phosphorus

transformation in the EPS extracted from the A/ A/ O2
MBR sludge

　　经过上述分析可以认为 , EPS 提取过程会对磷形态有一

定影响 , 但在 1h 内的影响较小 ; 在对提取后的 EPS 储存时 ,

需要提前进行中和后再保存 , 以最大程度避免 EPS 中不同磷

形态之间的转化。

213 　pH值调节对31 P2NMR测定的影响

在测定过程中发现 , 磷谱的化学位移受样品 p H 值的影

响较大 [13 ] 。对调节 p H 710 和 p H 1310 的同一 EPS 样品进行
31 P2NMR 分析 , 结果如图 3 所示。

　　p H 1310 时各种形态磷的峰清晰 , 且分辨度较高 ; 而 p H

710 时相应化学位移的峰出现重叠 , 不仅无法准确识别相应

的磷形态的代表峰 , 而且测定结果的真实性也大大受到影

响。因此在测定 EPS 含磷形态前需要加入 NaO H 调节 p H

值达到 1310 以上。

Fig13 　31 P2NMR spectra from the same EPS

sample with pH 710 and 1310

3 　结 　论

　　(1) 测定的三种污泥 EPS 中有五种磷的形态 , 磷酸盐

(ortho P) 、磷单脂 ( mono P ) 、DNA 磷、聚磷末端 ( End

polyP) 、焦磷酸盐 (pyro P) 和聚磷中部 (polyP) , 其中聚磷末

端磷 ( End polyP)和聚磷中部磷 (Middle polyP)的总和是聚磷

(polyP) 。

(2) 具有除磷能力的 A/ A/ O 和 A/ A/ O2MBR 污泥其

EPS 中主要含有的是聚磷 , 证明 EPS 中含磷不仅是依靠吸

附磷酸盐或者生物聚磷过程磷酸盐在 EPS 中的滞留 , 而且

EPS 中可能本身就存在生物聚磷过程 , 从而造成了 EPS 污

泥中聚磷的积累。

(3)提取过程会对 EPS 含磷的形态有一定影响 , 但在 1h

内的影响较小 ; 在对提取后的 EPS 储存时 , 需要提前进行中

和再保存 , 以最大程度避免 EPS 中不同磷形态之间的转化。

(4) EPS 含磷形态的31 P2NMR 测定过程中 , 样品 p H 值

对峰的分离和各峰化学位移的稳定性有较大影响 , 为了保证

测定的准确性 , 需要调节 EPS 样品的 p H > 1310。
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Study on P Forms in Extracellular Polymeric Substances in Enhanced
Biological Phosphorus Removal Sludge by 31 P2NMR Spectroscopy
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Abstract 　The present paper investigated phosphorus forms in the extracellular polymeric substances ( EPS) using 31 P2NMR

spectroscopy , and analyzed the influential parameters for this method. The result s showed that in the three investigated EPS

samples five P forms were identified , including orthophosphate , orthophosphate monoesters , DNA , pyrophosphate and polypho2
sphate. And in the EPS extracted f rom A/ A/ O sludge and A/ A/ O2MBR sludge polyphosphate was the main phosphorus form.

This indicated that P is contained in the EPS not only owing to the adsorption of orthophosphate , but also because EPS acting

like the bacteria cells contributes to enhanced biological phosphorus removal. Furthermore the t ransformation of P forms in the

EPS during the EPS extraction was found but limited within 1 h. It was found that with the NaO H solution added the polyphos2
phate in the EPS would partly convert to pyrophosphate but not go further to orthophosphate , while with pure water added P

forms in the EPS were very stable. This means that af ter neutralization , the t ransformation of phosphorus forms could be avoi2
ded. Since the measurement of 31 P2NMR spectroscopy was very sensitive to p H , which could affect the chemical shif t of the

peaks and cause peaks overlapping , the p H of EPS sample must be raised to 1310 before the measurement .

Keywords 　31 P2NMR spectroscopy ; Extracellular polymeric substances ; Biological phosphorus removal ; Phosphorus form
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