
第 ! 卷"第 ! 期 环 境 工 程 学 报 #$%&! !'$&!

( ) ) * 年 ! 月
+,-./0/1$23.4%$56.7-3$.8/.94%6.:-.//3-.:

;43&( ) ) *

>PC微生物传感检测仪中
高效微生物膜的研究

李洛娜=

"钮玉龙(

"李"捷=

$

"梁彦娟=

"张"乐=

"=J青岛理工大学环境与市政工程学院!青岛 (PP)!!& (J江苏省吴江市环保局!吴江 (=F())#

摘"要"为了制备高效微生物膜!从污水中筛选菌种"lA()P=#!经>BCICh鉴定为枯草芽孢杆菌$ 并以聚乙烯醇为包

埋剂制作>C?生物传感器微生物膜!通过对国家标准样品及几种典型水样的检测!结果表明!该微生物传感器的响应时间

为 L 8-.!可连续稳定测试 =) [以上&对国家标准溶液的测试结果准确度较高!相对误差
%

FG&对实验中几种水样均有响

应!测试结果与 F 日法的测试结果有良好的相关性"相对偏差
%

FG#$
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""生化需氧量">C?# 是监测水体中可生物降解

的有机物含量的一个重要参数!是目前最常用的水

体有机污染综合指标之一$ 其标准测定方法为 F 日

法!以>C?

F

表示$ 但该方法操作较复杂!耗时长!

结果准确度及重现性差!无法满足当前环境监测中

快速测定的要求$ 而日益得到广泛应用的微生物传

感器法能够快速%准确测定水体中 >C?!并可实现

在线连续测定!更加适应于现代环境监测和管理的

要求(=)

$ 自 =*KK 年 i432]/等研制了第一支 >C?

传感器">C?@#!各国生物传感器研究者对其进行

了一系列研究和探索!研制出了各种各样的>C?传

感器(( c<)

$ 快速%准确测定各种复杂水体>C?值是

>C?@ 研究的主要方向!因此要求传感器对水样中

各种可生物降解的有机物具有响应!同时要与常规

>C?测试方法具有可比性$ 但目前 >C?@ 只能用

于一类或几类水体的监测!无法监测所有类型的实

际水样!因此其研究的热点和核心主要集中于高效

微生物膜的研制$ 其中优良菌种选育以及微生物固

定化方法的选择成为研究的主要方向(=! F cL)

$

目前常用的菌种有'枯草芽孢杆菌 "A+:/44B?

?B,"/4/?#%皮状丝孢酵母"=6/:>7?@7679 :B"+93BC# %假

单胞菌"5?3B87C79+?0M&#%异常汉逊氏酵"J+9?39B<
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!大肠杆菌"H?:>36/:>/+ :74/#也常被

用作实验菌株(=!!=<)

$ 本课题组从水样中筛选出高

效纯菌种!采用夹膜法制作固定化微生物膜!以氧电

极作为换能器制成>C?微生物传感器!并对微生物

膜的性能及其降解有机物种类的广谱性进行实验

研究$

;<材料与方法

;&;<实验材料

"=#实验所用菌种由山东泰安污水处理厂曝气

池出水水样中分离所得$ 经 ( c! 次平板分离获得

纯菌株!命名为 lA()P=$ 将纯菌株振荡培养 () ,

"!Fe%=<) 3H8-.#!离心得到湿菌体"< ))) 3H8-.!

=) 8-.#!用 )JLG生理盐水洗脱 ! 次!于 < e保存

备用$

"(#仪器'IkR)F 型>C?智能生物检测仪$

"! # 试剂'磷酸盐缓冲溶液 )J))F 8$%HI!

'4

(

NDC

<

RiN

(

DC

<

溶液!其 MN值为 K$

标准溶液'准确称取在 =)!e烘干 ( ,的葡萄糖

"分析纯#和谷氨酸"生化试剂#各 =!PJ< 8:!溶于

=)) 8I蒸馏水中!配制成溶液!作为标准溶液!其

>C?

F

值为 ( ))) p=P) 8:HI$

;&?<实验方法

=&(&="菌种鉴定

利用 >BCICh自动微生物分析系统";-Y3$%$:

!#对lA()P= 进行菌种鉴定!并分析该菌株对碳源

的利用情况!从而可以定性地研究其代谢特征$

鉴定方法及步骤'

"=#对纯化好的菌株做革兰氏染色!确定两菌

株是否革兰氏阳性$ 用显微镜观察革兰氏染色时菌

株的形态!确定是球菌"hD+#还是杆菌"hDa#或者

芽孢杆菌"hDaR@>#$

"(#根据菌株的革兰氏特性选择对应的培养基

进行扩大培养!在 !)e下!培养 =P c(< ,$

"!#采用干管分散法制备菌悬液!调整浊度直

至达到允许的范围$ 将菌悬液接种至微孔鉴定板!

置于 !)e下培养!培养 < cP , 进行一次读数!过夜

培养后读数$

=&(&("测定lA()P= 的生长曲线

采用活菌稀释计数法(=F)测定lA()P= 的生长曲

线!确定菌体生长规律!并以此为依据确定菌株的最

佳培养时间$

=&(&!"微生物膜与传感器

将适量湿菌体与添加剂"聚乙烯醇!D#Q#以 =

n( 配比混合!充分搅匀后夹在 ( 层 hSRS纤维膜

")J(F

#

8#之间!用粘合剂将 ( 层膜粘合起来!制成

夹膜!浸于 )J))F 8$%HI磷酸盐缓冲液中 "< e#

保存$

将微生物膜固定于基础电极!制成>C?0$ 测试

时以磷酸盐缓冲溶液为空白溶液!活化 =) c=F 8-.!

此时微生物处于内源呼吸阶段!由溶液扩散到氧电

极的氧达到扩散平衡时!>C?电极输出的电流初值

达到稳态!切换至测试样品状态!微生物降解样品中

有机物导致溶液溶解氧浓度降低!>C?电极输出的

电流随之降低!L 8-. 后电流差值达到稳态$ 在一

定条件下电流差值与被测试样浓度呈线性关系!由

已知标准样品求出两者之间的线性关系!可测得样

品的>C?浓度$

=&(&<"样品>C?的测定

标准溶液的测定'对标准溶液进行连续重复测

试!检验仪器测试结果的稳定性以及微生物膜的使

用寿命$

国家标准样品的测定'采用仪器法测试不同浓

度国家标准样品!验证膜法测试结果的准确性$

实际水样的测定'分别采用仪器法和 F 日法测

试几种典型实际水样!分析对比 ( 种方法的测试结

果!验证微生物膜对不同类型水样的降解能力$

?<结<果

?&;<菌种鉴定结果

(&=&="革兰氏染色结果

对lA()P= 纯菌株进行革兰氏染色!结果如图 =

所示$ 图 = 显示 lA()P= 菌株呈紫色!且具有明显

的芽孢空腔!表明 lA()P= 属于芽孢杆菌 "hDaR

@>#!对应培养基为 >\hf;fA琼脂平板培养基

">\h琼脂培养基 f)J(FG麦芽糖 fKJPPG巯基乙

酸钠#$

(&=&("鉴定结果

图 ( 和图 ! 分别为lA()P= 培养 < cP ,后和培

养 =P c(< ,后hD( 微孔鉴定板的读数!进而可以分

析lA()P= 对 hD( 微孔鉴定板中碳源的利用情况!

对应的碳源见表 =$

L!<
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图 ="lA()P= 菌株的革兰氏染色图片"呈革兰氏阳性#

S-:J="a/02%9$5h348094-. 9/09"h

f

#

图 ("培养 < cP ,后lA()P= 对应的hD( 微孔鉴定板读数

S-:J("a/02%9$5h'( ;-Y3$D%49/$5lA()P=

459/34< cP , -.Y2]49-$.

图 !"培养 =P c(< ,后lA()P= 对应的hD(

微孔鉴定板读数

S-:J!"a/02%9$5h'( ;-Y3$D%49/$5lA()P= 459/3

4=P c(< , -.Y2]49-$.

表 ;<不同培养时间\E?KI; 利用碳源类型

E.(&";<J.*(,'1,)*6")#2&2V.#2,',/\E?KI;

.#52//"*"'#2'6)(.#2,'#2+"1

培养时间 碳源"按利用程度#

< cP ,

蔗糖%

'

R?R葡萄糖%麦芽糖%麦芽三糖%糊精%松二糖%

?R海藻糖%?R果糖等

=P c(< ,

?R果糖%麦芽三糖%

'

R甲基R?R葡萄糖苷%?R海藻糖%

'

R

?R葡萄糖%松二糖%

(

R甲基R?R葡萄糖苷%IR海藻糖等

根据lA()P= 的碳源利用情况!与数据库对比

后得出!lA()P= 与枯草芽孢杆菌 "A+:/44B??B,"/4/?

G#的最终匹配度为 **G!由此可以确定 lA()P= 菌

株为枯草芽孢杆菌"A+:/44B??B,"/4/?G#$

?=?<\E?KI; 的生长曲线

微生物的生长过程大致可分为迟滞期%对数生

长期%稳定期和衰亡期 < 个时期$ 本实验采用活菌

稀释计数法测定的 lA()P= 生长曲线可以明显反映

出菌体 < 个生长期的变化规律$ 由图 < 可以看出!

lA()P= 在培养 ) c< , 为迟滞期!细菌数量极少&<

c=) ,为对数生长期!菌体数量急剧增多&=) c() ,

为稳定期!菌体生长缓慢$ () , 后细菌数量开始减

少!细菌进入了衰亡期$ 因此!在对这种细菌进行研

究时! 可选用培养 () , 的细菌!此时细菌为对数生

长末期!既可保持高的细胞活力!又可获得尽可能多

的细胞数(=P)

$

图 <"lA()P= 的生长曲线

S-:J<"h3$T9, Y237/$5lA()P=

?&@<样品测试结果

(&!&=">C?标准溶液测试

为了考察 lA()P= 微生物传感器的测量稳定

性!用该传感器测试标准溶液!每天连续测 < cP ,!

结果如图 F 所示$ 由图 F 可知!在连续 (F 次的测试

中!测试数据均在标样保证值范围内!经计算最大相

对偏差为 P&(G!小于标准溶液允许的相对偏差 LG

"( ))) p=P) 8:HI#!可满足>C?测定精度要求$

(&!&("国家标准样品>C?测试

为了验证 lA()P= 生物传感器测量的准确性!

*!<
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图 F"标准溶液>C?值的测定结果

S-:JF"A/093/02%90$5:%2Y$0/R:%29$.-Y4Y-[ 0$%29-$.

利用该生物膜测试不同浓度的国家标准样品!将样

品浓度稀释至 =) 8:HI左右!每个样品连续测试 !

次!取其平均值$ 测试结果见表 ($ 总体上!微生物

传感器的测试结果均在样品保证值范围内!相对误

差
%

FG!表明该传感器测试结果具有较好的准

确性$

表 ?<国家标样测试结果

E.(&"?<E"1#*"1)&#1,/'.#2,'.&1#.'5.*51.+7&"1

项 目
仪器测定平均值

"8:HI#

保证值

"8:HI#

相对误差

"G#

标样 = =K)&< =K)&) )&(

标样 ( =)P&L =)K p* b)&(

())((K =)&K =)&F p(&< (&)

())((P PF PK&P pF&P b<&)

())((F =<<&P =<L p* b(&(

""注'标样 =%标样 ( 分别为稀释一定倍数的国家标准试样"由青

岛市环境监测总站所提供#!保证值给定!具体浓度未知

(&!&!"实际水样的>C?测试

为了验证lA()P= 所制生物膜对不同水样的适

应性!对几种典型的实际水样进行测试$ 由表 ! 可

知!仪器法测试结果较 F 日法偏低!但 ( 种方法的测

定结果无显著差异"相对偏差
%

FG#!这表明仪器

检测值与传统 F 日法测试结果具有较好的相关性$

表 @<几种典型实际水样的测试结果

E.(&"@<E"1#*"1)&#1,/#%726.&1.+7&"1

水 样
仪器测定平均值

"8:HI#

F 日法

"8:HI#

相对偏差

"G#

生活污水"青岛海泊河

污水厂进水#

=)=&< =)F&F <&)

印染废水"处理后出水# =)<&= ==L&L =(&<

生活灰水"洗浴废水

处理后出水#

K(&( K<&L !&)

餐饮废水 <)=&! <=*&L F&)

化工废水"山东某农药厂

曝气池出水#

(F!&< (P<&( <&)

?=A<\E?KI; 微生物膜的工作寿命

实验考察了在测试条件 "=O!(e! MN OKJ)#

下!lA()P= 单片菌膜连续使用 =) [ 的响应情况!结

果如图 P 所示$ 由图 P 可知!经 (< , 活化后!该微

生物膜对 =) 8:HI标准溶液的电流响应达到稳定!

相对标准偏差在 <G左右$ 由于微生物细胞代谢活

动导致微生物膜组成发生变化!响应电流值随时间

的变化有所降低!但整个测试过程响应电流值依然

保持较高水平" m=)) .QH0#$ 这表明生物膜内微生

物没有发生泄漏且活性保持较好$ 将 lA()P= 微生

物膜浸入磷酸盐缓冲溶液中!< e保存!P 个月后上

机测试仍保持比较好的响应活性"图 P#!说明该微

生物膜具有较长的使用寿命$

图 P">C?0在测试标准溶液">C?值为 =) 8:HI#

时电流响应的稳定性

S-:&P"CM/349-$.4%094]-%-9Z$59,/0/.0$33/0M$.0/

5$34[-%29/[ 094.[43[ 0$%29-$.

@<讨论与结论

本研究从污水中筛选出性能优良的纯种枯草芽

孢杆菌"A+:/44B??B,"/4/?G#为传感器生物识别元件!

采用夹层膜法制备微生物传感器! 对其固定化微生

物膜的性能进行了实验$ 结果表明!采用该微生物

传感器测试国家标准溶液及几种典型实际水样的

>C?值!测试结果具有较好准确性及可重复性!且

与 F 日法的测试结果具有良好的相关性!但对同一

水样仪器法较 F 日法的测试结果偏低!这是由于 F

日法可以测定水样中大部分可生物降解的有机化合

物!而仪器法仅能快速测定水样中易降解的部分有

机化合物(=K)

!此外!仪器法对印染废水测试结果偏

差仍较大!其原因可能在于印染废水中含有较多有

毒重金属离子!对微生物膜产生一定的毒害作用$

针对这一问题!可在测试水样前进行预处理!降低水

样中重金属离子浓度!以降低对传感器中微生物膜

的毒害作用或针对某一特定水质对微生物进行驯

)<<
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$ 本实验采用夹膜法固定微生物!不仅解决了

微生物流失问题!还能保持微生物固有的活性!是比

较可行的固定化方法!但由于现有的微生物固定化

方法还不能实现自动化! 使膜与膜间微生物的固定

状况差别较大! 仍存在测试性能不稳定等问题! 因

此还将进一步研究更加完善的微生物固定化方法$
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