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生活污水中蛋白质测试方法研究
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摘 　要 　分别用 Folin2酚改进法、考马斯亮兰法和紫外分光光度法等 3种测试方法测试了上海市某小区生活污水中的

蛋白质含量 ,对这 3种测试方法进行了比较 ,并采用氨基酸仪分析了生活污水中蛋白质水解后的氨基酸化学组成。试验结

果表明 , Folin2酚改进法测试蛋白质浓度的准确性与精确性优于考马斯亮兰法和紫外分光光度法 ,可用于测定生活污水中

蛋白质的浓度 ;氨基酸仪法测得该生活污水中含有 17种氨基酸 ,其中最多的为谷氨酸 (316 mg/L ) ,含量最低的是脯氨酸
(018 mg/L) ;所测生活污水中蛋白质 COD占总 COD的 1819%。
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Abstract　Proteins in domestic wastewater were measured by three methods (modified Folin2phenol meth2
od, B radford method and spectrophotometer method ). The chem ical composition of p roteins in domestic

wastewater were also investigated with am ino acids analyzer . The results showed that the Folin2phenol method

was a more sensitive and accurate method than B radford method and spectrophotometer method in determ ining
p roteins in domestic sewage. The wastewater was analyzed by am ino acids analyzer after being hydrolyzed to am i2
no acids. The am ino acids analyzer method gave us the information about the am ino acids that constitute p roteins

in wastewater. There are 17 kinds of am ino acids determ ined in the wastewater. Among the am ino acids, the

concentration of glutam ic acid is 316 mg/L , which is the highest of all the am ino acids; the lowest is p raline
acids (018 mg/L). The results also indicated that the COD of p roteins is about 1819 percents of the total COD in

the domestic wastewater.
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　　蛋白质是由氨基酸组成的高分子有机物质 ,在

米、麦、大豆和肉类等物质中广泛存在 ,它是自然界

存在最多、分布最广的一类重要的有机化合物。人

类排泄物及生产活动中产生的废弃物、动植物残片

等将大量的蛋白质带入生活污水中 ,成为污水中的

主要有机污染物之一 ;同时它可以提供生物处理中

细胞生长、更新、修复所需要的氨基酸 ,是微生物的

良好碳源和氮源 [ 1 ]。因此了解污水中蛋白质的浓

度和组成 ,不仅可提供污水中该类有机物组成的详

细信息 ,而且可为更深刻地理解污水处理过程中相

关碳源和氮源的转化提供帮助 [ 2 ]。国际水质协会

提出的活性污泥模型中 ,对其有机组分进行了分类 ,

很好地反映了生化反应中电子传递的本质 ,但是没

有对蛋白质等单个有机物的迁移转化过程进行研

究。事实上 ,污水中 50% ～60%的溶解性有机碳是

蛋白质、油脂以及糖类 ,由于没有准确快速的测定方

法 ,这些大分子有机物在城市污水处理厂去除没有
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得到很好的研究。目前国内外关于生活污水中蛋白

质的相关研究较少 ,也没有测定生活污水中蛋白质

的标准方法。

本研究以上海市某大型居民小区生活污水为研

究对象 ,对 Folin2酚法、考马斯亮兰法和紫外分光光

度法测定生活污水的准确性和抗干扰性进行了比

较 ;并在食品中蛋白质分析方法 [ 3, 4 ]的基础上 ,采用

氨基酸仪法分析污水中蛋白质水解后的氨基酸组

成 ,以期为准确了解生活污水中蛋白质组成提供一

个新的途径。

1　实验材料和方法

1. 1　实验用水

本研究所用生活污水取自上海某大型居民小区

污水收集站。经测定 ,该生活污水平均 COD 为

49718 mg/L , TOC为 12516 mg/L , SS为 230 mg/L,

TP为 413 mg/L , NH4 2N为 3019 mg/L。

1. 2　Folin2酚法

Folin2酚法最早由 Lowry提出 ,并确定了蛋白质

浓度测定的基本步骤 [ 5 ]。往 10 mL具塞试管中加

入 1 mL待测溶液或蒸馏水 ,然后各管内加入试剂甲

5 mL,混合后在 20～25 ℃下放置 10 m in,然后加入

015 m l试剂乙 ,立即混合均匀 30 m in后 ,以不含蛋

白质的试管为对照 ,与其他试管内的溶液依次用分

光光度计于 750 nm波长下比色 ,实验设 3个平行

样。试剂甲 : (A )称取 10 g Na2 CO3、2 g NaOH 和

0125 g 酒石酸钾钠 , 溶解后用蒸馏水定容至

500 mL。(B )称取 015 g CuSO4 ·5H2 O,溶解后用蒸

馏水定容至 100 mL。每次使用前将 (A )液 50份与

(B)液 1份混合 ,即为试剂甲。试剂乙 :在 115 L容

积的磨口回流器中加入 100 g钨酸钠 (Na2WO4 ·

2H2O )和 700 mL蒸馏水 ,再加 50 mL 85%磷酸和

100 mL浓盐酸充分混匀 ,接上回流冷凝管 ,以小火

回流 10 h。回流结束后 ,加入 150 g硫酸锂和 50 mL

蒸馏水及数滴液体溴 ,开口继续沸腾 15 m in,驱除过

量的溴 ,冷却后溶液呈黄色 (倘若仍呈绿色 ,再滴加

数滴液体溴 ,继续沸腾 15 m in)。然后稀释至 1 L,

过滤 ,滤液置于棕色试剂瓶中保存 ,使用前大约加水

1倍 ,使最终浓度相当于 1 mol/L。

1. 3　考马斯亮兰染色法

用考马斯亮兰作为染色剂是由 B radford最早开

发的方法 [ 6 ]。取待测溶液或蒸馏水 (空白 ) 1 mL,加

入 5 mL考马斯亮兰溶液 (考马斯亮蓝 G250 100 g溶

于 50 mL 95%乙醇中 ,加 100 mL 85%磷酸混匀 ,配

成原液。临用前取原液 15 mL,加蒸馏水至 100 mL,

用滤纸过滤后 ,最终浓度为 0101% )。

1. 4　紫外分光光度计法

由于蛋白质分子中酪氨酸和色氨酸残基的苯环

含有共轭双键 ,因此蛋白质具有吸收紫外线的性质 ,

吸收高峰在 280 nm 处 [ 7 ]。取待测溶液或蒸馏水

(空白 ) 1 mL加入试管 ,并加入 4 mL蒸馏水 ,摇匀。

选用光程为 1 cm的石英比色杯 ,在 280 nm波长处

分别测定各管溶液的 A280值 ,实验设 3个平行样。

1. 5　氨基酸仪分析法

蛋白质经盐酸水解为游离氨基酸 ,流动相推动

氨基酸经氨基酸分析仪的离子交换柱分离后 ,与茚

三酮溶液产生颜色反应。

1. 5. 1　污水样品的预处理

污水经冷冻干燥后 ,得到浅灰色粉末状固体 ,准

确称 取 一 定 量 样 品 放 入 水 解 管 中 (精 确 到

010001 g) ,然后在水解管中加 10～15 mL 6 mol/L

的盐酸 ,再把水解管放入冷冻剂中 ,冷冻 3～5 m in,

再接到真空泵的抽气管上 ,抽真空 (近 0 p si) ,然后

充入高纯氮气 ;再抽真空充氮气 ,重复 3次后 ,在充

氮气状态下封口。将已封口的水解管放在 110 ±

1 ℃的恒温干燥箱内 ,水解 18 h后 ,取出冷却。打开

水解管 ,将水解液过滤后 ,用去离子水多次冲洗水解

管 ,将水解液全部转移到 50 mL容量瓶内 ,用去离子

水定容。吸取滤液 1 mL于 5 mL容量瓶内 ,用真空

干燥器在 40～50 ℃干燥 ,残留物用 1～2 mL水溶

解 ,再干燥 ,反复进行 2次 ,最后蒸干 ,用 1 mL pH

2. 2的柠檬酸钠缓冲液溶解 ,供仪器测定分析。

1. 5. 2　氨基酸测定仪及定性和定量方法

氨基酸自动测定仪为 H itachi 835250 (日本 ) ,阳

离子交换柱为璜酸型 Na
+型。采用保留时间定性 ,

外标法进行定量。

2　结果与讨论

2. 1　Folin2酚法及其改进法测定生活污水中的蛋白质

Folin2酚法测定蛋白质含量的过程包括 2步反

应 :第 1步是在碱性条件下蛋白质与 Cu
2 +作用生成

络合物 ;第 2步是此络合物还原 Folin试剂 (磷钼酸

和磷钨酸试剂 ) ,生成深蓝色的化合物 ,且颜色深浅

与蛋白质的含量成正比关系 ,吸收峰在 750 nm。

由于 Folin2酚法中蛋白质在 750 nm处有吸收峰

外 ,腐殖质物质在该处也有吸收 [ 8 ]。为此用腐殖酸
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和牛血清白蛋白为标样 ,测定了在蛋白质和腐殖质

同时存在的条件下的吸光度值 ,如图 1所示。

图 1　有腐殖酸存在时蛋白质吸光度变化

Fig. 1　Adsorbance changes of p roteins

while hum ic acids exist

由图 1可知 ,在蛋白质和腐殖酸同时共存的水

溶液 (实验浓度范围 0～150 mg/L )中 ,其实际测得

的吸光度值小于蛋白质和腐殖酸单独测得的吸光度

之和 ,说明腐殖酸的存在对蛋白质的测定有一定

影响。

由于生活污水中不可避免地含有部分腐殖质物

质 ,为了减少生活污水中腐殖质对蛋白质测定的影

响 ,对蛋白质的测定进行部分的改进。由于发现不

加硫酸铜指示剂时 ,蛋白质所引起的吸光度降低

80% ,而由腐殖酸引起的吸光度不变 [ 8 ]。所以在改

进实验过程中 ,设置 2个平行 ,其中一个加入硫酸铜

指示剂 ,其吸光度记为吸光度 1,此时测得的吸光度

由蛋白质和腐殖酸共同产生 ;另一个不加硫酸铜指

示剂 ,其吸光度记为吸光度 2,此时测得的吸光度由

20%的蛋白质和腐殖酸所共同产生。即 :

吸光度 1 =吸光度 (蛋白质 ) +吸光度 (腐殖

酸 )

吸光度 2 = 012 ×吸光度 (蛋白质 ) +吸光度 (腐

殖酸 )

则蛋白质的吸光度 = 1125 ×(吸光度 1 - 吸光

度 2) ,由此可计算出蛋白质的浓度。

2. 2　考马斯亮兰染色法

图 2给出了考马斯亮兰法在 595 nm下测定牛

血清白蛋白和同等条件下加有生活污水的水样测试

结果。

从图中可以看到 ,考马斯亮兰法用牛血清白蛋

白做标准的标线和同等条件下加有生活污水的水样

测试线的斜率基本相同 ,表明该生活污水中不含有

干扰考马斯亮兰法准确性的物质 ,可以用来测试该

城市污水中的蛋白质。

图 2　生活污水对考马斯亮兰染色法测定蛋白质的影响

Fig. 2　Effects of domestic wastewater on

B radford method in determ ining p roteins

2. 3　紫外分光光度计法

图 3给出了紫外分光光度法测定牛血清白蛋白

和同等条件下加有生活污水的水样测试结果以及考

虑到核酸等紫外线吸收物质进行修正后的结果 (吸

光度 = 1145A280 - 0174A260 )。

图 3　生活污水对紫外分光光度法测定蛋白质的影响

Fig. 3　Effects of domestic wastewater on spectrophotometer

method in determ ing p roteins

从该图可知 ,在生活污水中蛋白质浓度较低时 ,
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线性关系较差 ,即使经过校正 ,测定结果也不理想。

2. 4　比色法测定蛋白质的比较

为了比较 Folin2酚改进法、考马斯亮兰比色法

与紫外分光光度法测定蛋白质浓度的准确性和精确

性 ,本研究采取上述 3种比色法对牛血清白蛋白和

DNA标准溶液以及生活污水中的蛋白质浓度进行

了测试 ,每个样品设 3 个平行样 ,其结果如表 1

所示。

表 1　Folin2酚改进法、考马斯亮兰比色法与紫外分光光度法对单一物质和实际废水的测定比较

Table 1　Com par ison of m od if ied Folin2phenol m ethod, Bradford m ethod and spectrophotom eter m ethod

样 品
标准浓度

C (mg/L) ①

Folin2酚改进法

X② RSD③ (X - C) /C④

考马斯亮兰比色法

X RSD (X - C) /C

紫外分光光度法

X RSD (X - C) /C

牛血清白蛋白 60 61. 5 1. 49 2. 5 62. 23 2. 87 3. 72 65. 7 4. 19 9. 5

DNA 0 0 - 0 0. 48 10. 1 - 61 5. 32 -

未过滤生活污水 - 62. 94 4. 9 - 15. 56 34. 21 - - - -

过滤后的生活污水 - 44. 71 5. 66 - 4. 44 20. 33 - - - -

　　①以牛血清白蛋白计 ; ②测试均值 (mg/L) ; ③相对标准偏差 ( % ) ; ④相对误差 ( % )

　　由表 1可知 ,利用 Folin2酚改进法、考马斯亮兰

比色法测定该生活污水中蛋白质物质时 ,其准确性

较好 ,但在相同浓度 (60 mg/L )时 ,考马斯亮兰比色

法受到 DNA 等的影响 ; 在实验浓度范围 ( 0 ～

150 mg/L)内 , Folin2酚改进法测定生活污水中的蛋

白质的相对标准偏差 (RSD ) < 6% ,准确性和精确性

都优于其他 2种比色法 ,且不受 DNA的影响。

为了进一步了解蛋白质的组成 ,采用了氨基酸

分析仪法对生活污水中蛋白质的组成进行了详细

分析。

2. 5　氨基酸仪分析法测定蛋白质的组成

测定结果表明 ,生活污水中的蛋白质组成中共

有 17类氨基酸 ,各类氨基酸的含量如表 2所示。

表 2　生活污水中各氨基酸浓度

Table 2　Am ino ac ids concen tra tion s of

dom estic wa stewa ter

名 称 浓度 (mg/L) 名 称 浓度 (mg/L)

甘氨酸 1. 7 组氨酸 1. 7

丙氨酸 2. 0 苏氨酸 1. 4

缬氨酸 2. 0 脯氨酸 0. 8

亮氨酸 2. 0 胱氨酸 0. 7

异亮氨酸 1. 5 酪氨酸 1. 1

天冬氨酸 3. 1 蛋氨酸 0. 9

谷氨酸 3. 6 苯丙氨酸 1. 5

精氨酸 1. 2 赖氨酸 1. 7

丝氨酸 0. 9 总氨基酸 27. 8

　　从表 2可以看到检测结果中 ,生活污水所含蛋

白质的氨基酸组成中谷氨酸含量最高 ,天冬氨酸次

之 ,脯氨酸含量最低。没有检测到鸟氨酸 ,这可能和

鸟氨酸在日常生活和饮食中不常用到有关。

从表 2 还可以看到 , 各种氨基酸的总和为

2718 mg/L ,远低于 Folin2酚法的结果 ,说明水样可

能水解不完全 ,也可能因为水中腐殖质物质的存在

使污水中蛋白质含量测定结果偏高。由于水解法相

对来说繁琐 ,且操作难度大 ,因此在考虑蛋白质一大

类物质的测定时 , Folin2酚改进法更为合适。

2. 6　与其他研究者的比较

由于蛋白质的分子组成为 C16 H24 O5 N4 ,其 COD

当量为 1150 g COD /g蛋白质。从而 ,可换算得生活

污水 中 蛋 白 质 物 质 的 总 COD 当 量 浓 度 为

9414 mg/L ,约占生活污水 COD 总浓度的 1819%。

表 3列出了国外同类研究中蛋白质物质与生活污水

总 COD浓度的比值。

表 3　一些研究中城市污水中蛋白质占 COD的比例

Table 3　Proportion s of prote in s to COD in sewage

研究者
COD

(mg/L)

蛋白质占 COD

比例 ( % )
测试方法

Heukelekian[ 9 ] 203 31 Folin2酚法

Naikis[ 10 ] 394 15 Folin2酚法

Henze[ 11 ] 530 8 未说明

Tanaka[ 12 ] 269 12 考马斯亮兰法

Raukjaer[ 6 ] 未说明 28 Folin2酚法

本研究 497. 85 18. 9 Folin2酚法
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　　从表 3可以看到 ,本研究所得的生活污水中蛋

白质与 COD总浓度的比值与国外同类研究相吻合

(该数值在 8% ～31%之间波动 )。

3　结 　论

通过上述研究分析 ,可得出如下结论 :

(1) 采用 Folin2酚改进法测试生活污水中蛋白

质浓度的准确性与精确性优于考马斯亮兰法和紫外

分光光度法 ,可以用于监测生活污水中蛋白质的浓

度 ,但此法不能得到污水中蛋白质的详细化学组成。

(2) 氨基酸仪法能得出污水中蛋白质的详细化

学组成情况 ,即各种氨基酸的浓度 ,但是该法操作较

为复杂 ,且可能水解不完全。

(3) 所测试的生活污水中蛋白质物质约占

COD总浓度的 1819%。

(4) 采用氨基酸仪法测得所测的生活污水中的

蛋白质组成中含有 17种氨基酸 ,其中最多的为谷氨

酸 (316 mg/L) ,含量最低的是脯氨酸 (018 mg/L)。
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