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利用四甲氧基硅烷"

QUD0

#%二甲基二甲氧基硅烷"

@;U1@UD0

#与聚乙烯醇"

R$:

#构成的有机改

性材料分别包埋五种不同淡水耗氧菌!制备光化学生物耗氧量"

BD@

#的传感敏感膜!并在自行构建的
BD@

测定仪上考察其光谱响应行为$实验结果表明!分别包埋五种淡水耗氧菌和它们混合菌种的
BD@

传感膜对

BD@

的荧光强度响应范围为
/
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!线性相关系数为
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!响应时间

为
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!传感敏感膜可连续使用
,/9

以上$实验研究考察了不同实验条件下如温度和测定体系的

)

V

对
BD@

传感膜响应的影响$实验结果发现!在
?a

下保存
*!

个月后!

BD@

传感膜仍保持原有响应值的

"+̂

以上!显示出较好的重复性和稳定性$初步应用结果表明!

BD@

传感膜可应用于地表水中的
BD@

检

测$
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近年来!随着工农生产的迅速发展!排入河流湖泊的有

机污染物逐年增加!造成河流%湖泊中有机污染物严重超

标!从而导致水质恶化!威胁人们的健康$通常衡量水的污

染程度的水质指标主要有生化需氧量"

BD@

#%化学需氧量

"

CD@

#%总有机碳"

QDC

#和总需氧量"

QD@

#等!其中
BD@

值表示水中有机物经微生物分解时所需的氧量!是环境监测

中必须测定的重要指标之一(

*
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$常规的
BD@

测定方法为
+

日法"

BD@

+

#!但这种分析方法操作繁琐%时间较长%重现性

差%不能及时反映水质情况!无法进行现场检测$为了达到

及时监测水质状况!多年来人们一直在寻求快速测定
BD@

的方法!其中
BD@

微生物传感器检测方法由于快速%简便%

可进行在线检测等特点而显示出广阔的应用前景$研制
BD@

传感器的关键问题之一是构造耗氧微生物膜$在地表水
BD@

传感检测应用中!已有多种淡水微生物菌种!包括皮状丝孢

酵母(

*

)

%异常汉逊酵母(

!

)

%丁酸梭菌(

,
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%枯草芽孢杆菌(
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%

恶臭假单孢菌(
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%大肠杆菌(
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)和活性污泥(
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)等被采用的报

道$本研究采用四甲氧基硅烷"
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#!二甲基二甲氧基硅
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#与聚乙烯醇"
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#分别固定五种淡水耗氧

菌皮状丝孢酵母%枯草芽孢杆菌%恶臭假单孢菌%地衣芽孢

杆菌%异常汉逊酵母及上述五种菌的混合菌!制备六种光化

学
BD@

微生物传感膜!考察了它们的最佳工作条件%共存物

质的干扰情况以及对不同浓度葡萄糖
-

谷氨酸"

WW:

#溶液的

荧光响应行为!并进行了地表水中
BD@

的检测$
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磷酸盐缓冲溶液通过分

别称取一定量的
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和
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溶于蒸馏水

中获得$将葡萄糖和谷氨酸置于
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烘箱中干燥
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!准确

称取以上两种物质各
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!用
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磷酸盐缓冲溶液

溶解并定容至
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!获得
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标准溶液!其
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#%枯草芽孢杆菌
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KN(AGGYBBYO8AGAB

#%恶臭假单孢菌"
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#以上菌种均购自中国科学院微生物研究所"北京#$
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测定仪和传感膜活化装置为实验室自行设计加

工(
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计"瑞士
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公司#!
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微型旋涡混合仪

"上海沪西分析仪器厂#!

VG*+/P

型恒温培养摇床"武汉瑞

华仪器设备有限公司#$

*)#

!

微生物的培养

皮状丝孢酵母%异常汉逊酵母所用培养基为麦芽汁液体

培养基"麦芽原汁和水按一定比例配制#$取一定量配制好的

培养基分装至
!+/<P

锥形瓶中!灭菌%接种!

!Ea

摇床培

养
,EZ

后!

?///4

*

<;8

N*离心
*+<;8

!弃上清液!磷酸盐

缓冲溶液充分洗涤
,

次!分离获得湿菌种!加入适量磷酸盐

缓冲溶液混合均匀!用于制备生物膜$枯草芽孢杆菌%恶臭

假单孢菌%地衣芽孢杆菌所用培养基为营养肉汁液体培养基

"蛋白胨
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!牛肉膏
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#$取一定

量配制好的培养基分装至
!+/<P

锥形瓶中!灭菌%接种!
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摇床培养
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后!
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N*离心
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!弃去

上清液!磷酸盐缓冲溶液充分洗涤
,

次!分离获得湿菌种!

加入适量磷酸盐缓冲溶液混合均匀后!用于制备生物膜$
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微生物膜的制备
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一定比例混合%超声而得$氧膜由
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四氢呋喃溶液按一定比例混合后!取
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混合液

均匀涂布于经硝酸%乙醇%蒸馏水处理过的
*!'.̀ ,"'*<<

玻片上成膜!

"/a

下烘干
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备用$微生物膜将
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I

1&

%

+̂ R$:

%淡水菌种按一定比例混合充分振荡后!取
!//

!

P

混合液均匀涂布于氧传感膜上!室温通风处干燥成膜!然后

放入
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WW:

溶液中
?a

下保存$
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实验步骤

*//<

I

*

P

N*

WW:

溶液中
?a

下保存的传感膜其微生

物活性较低!使用前需在室温条件下活化
!?

#

,EZ

!以保证

其活性$将
WW:

溶液中
?a

下保存的微生物膜取出!放入

自制活化装置中!设定浸泡和曝气时间!用
*//<

I

*

P

N*

WW:

溶液活化!在不搅拌的情况下!微生物膜经过浸泡
-

曝

气
-

浸泡
-

曝气循环!使得荧光强度变化速率"

9@

+
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#达到稳

定$将活化好的微生物膜置于样品池中!在空气中静置至输

出恒定数字信号!在样品池中加入一定体积的
WW:

溶液!

在不搅拌!不通空气!密封的条件下!溶液中溶解氧扩散速

率远小于微生物膜对其消耗速率时!传感膜周围测定液的溶

解氧将被迅速消耗!氧对微生物膜中荧光物质的荧光猝灭程

度减少!导致荧光强度逐渐升高!当溶液中的氧扩散速率与

细菌的呼吸状态相平衡时!响应曲线达到平衡$根据
9@

+

98

最大值与对应的标准溶液浓度的关系绘制标准曲线!在实际

样品分析中!选定实验条件测试样品
9@

+

98

值!并根据标准

曲线计算样品
BD@

含量$

!

!

结果与讨论

#)*

!
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传感膜的性能考察
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!

温度的影响

为了了解包埋五种淡水耗氧菌膜及它们混合菌膜对温度

的敏感度!实验在
*/

#

?+a

的温度变化范围内!考察了六种

淡水耗氧菌膜在
*//<

I

*

P
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WW:

溶液中的荧光响应情况!

结果见图
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由图
*

可知!温度变化对这些淡水耗氧菌膜的活性影响

较大!尤其是包埋枯草芽孢杆菌膜和地衣芽孢杆菌传感膜随

着温度升高!

9@

+

98

明显增大!由于枯草芽孢杆菌膜和地衣

芽孢杆膜菌属于嗜热菌属!温度在一定范围内升高!微生物

呼吸加快!消耗有机物的速度也加快!导致微生物活性增

加$异常汉逊酵母膜!皮状丝孢酵母膜!混合菌膜和恶臭假

单孢菌膜随着温度升高!
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98

也有一定程度增大!在
,+

#

?/a

达最大值!温度再进一步升高!

9@

+

98

反而下降!这是

因为温度过高!微生物形态和代谢发生改变!导致微生物活

性减弱!甚至失去活性!造成微生物膜的寿命缩短$为了保

持淡水耗氧菌膜响应的重现性和准确性!比较这些淡水耗氧

菌膜的响应时间和响应活性!实验选用的测定温度为
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的影响

)

V

控制不当!过酸或过碱都会使得微生物变性而失活$

配制
)

V

从
+

#

#

的磷酸盐缓冲溶液!控制温度为
,+a

!

WW:

溶液浓度为
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P

N*

!考察不同
)

V

磷酸盐缓冲溶

液中对
BD@

传感膜的影响!结果如图
!

所示$

!!

由图
!

可知!皮状丝孢酵母膜和地衣芽孢杆菌膜荧光响

应时间短!在较大的范围内不受
)

V

变化的影响$枯草芽孢

杆菌膜!恶臭假单孢菌膜!混合菌膜和异常汉逊酵母膜受

)

V

变化影响较大!在
)

V

为
E

#

"

时!

9@

+
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达到最大值!因

此淡水耗氧菌
BD@

传感膜的适宜
)

V

范围为
E

#

"

$

#)#

!

传感膜对不同有机物的响应

为了解不同淡水耗氧菌对不同有机物的降解能力!以及

淡水耗氧菌
BD@

微生物传感器的使用范围!分别使用五种

淡水耗氧菌膜以及它们的混合菌膜测定不同种类有机化合物

的
BD@

值与
BD@

+

分析法比较(

"

)

!从表
*

结果可以看出!利

用这些菌膜分别测定谷氨酸%葡萄糖的
BD@

值与
BD@

+

标

准方法比较!具有较好的一致性!因此用
WW:

溶液适宜为

所研制的
BD@

传感膜响应的标准液$而这些淡水耗氧菌膜

测得乳糖%柠檬酸的
BD@

值与
BD@

+

法相差较大!可能乳

糖%柠檬酸中含有难生化降解的有机物!使得
BD@

测定值偏

低$皮状丝孢酵母膜%恶臭假单孢菌膜%枯草芽孢杆菌膜测

得淀粉的
BD@

值与
BD@

+

法较接近!相比其他淡水耗氧菌

膜!它们对淀粉具有较强的降解能力$由于单一菌种不可能

降解所有有机物!从而限制了它们对有机物的响应和测定!

通过将上述
+

种微生物菌株混合固定在同一传感膜上!可扩

大其降解有机物的范围!由表
!

可知混合菌膜在降解组氨

酸%氨基乙酸等有机物时!其降解能力优于其他单一菌种的

传感膜!从而扩大了传感膜对不同样品的检测范围$
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03742Z /'*+

#
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!

淡水耗氧菌
X"$

传感膜的响应时间及线性范围

将活化好的上述六种
BD@

传感膜分别放入一系列不同

浓度的
WW:

溶液!考察不同淡水耗氧菌
BD@

传感膜对不同

浓度的
WW:

溶液荧光响应时间和线性范围等响应行为$图

,

和图
?

分别为枯草芽孢杆菌
BD@

传感膜的荧光响应!相对

应的一阶导数曲线以及一阶导数曲线峰值和
BD@

浓度的线

性关系$

&'

(

)?

!

&4>6/.=A.1A./.=

-

61=.=65X"$=.1='1

(

5'40'006D'4'P'1

(

'6,0AA3..3720A0.

"

3

#

31@@+

+

@2A>/G.

"

D

#

C%82183473;%8%JWW:

"

<

I

*

P

N*

#'

*

!

/

&

!

!

!/

&

,

!

?/

&

?

!

E/

&

+

!

"/

&

E

!

*//

&

.

!

*!/

!!

由图
,

"

7

#和"

=

#可以看出!

WW:

溶液浓度从
!/

上升到

?/<

I

*

P

N*

!枯草芽孢杆菌
BD@

传感膜对
WW:

溶液的响

应时间由
!'"!<;8

缩短为
*'..<;8

!

9@

+

98

由
*"?'!

上升为

,!?'?

!在
/

#

*!/<

I

*

P

N*范围内!

9@

+

98

值和
WW:

浓度的

相关系数达到
/'#"#*

"图
?

#$由此可知
9@

+

98

随测定液
WW:

的增大而增大!荧光响应时间随测定液
WW:

的增大而减小!

并且在一定范围内有线性关系$其他淡水耗氧菌
BD@

传感

膜响应情况见表
!

$

!!

由表
!

可以看出!与其他四种菌膜相比!地衣芽孢杆菌

膜和恶臭假单孢菌膜的线性范围较小!对低浓度
WW:

溶液

响应时间短!适合低浓度
BD@

的测定!如河水和湖水样品$

枯草芽孢杆菌膜和混合菌膜线性范围较大!对高%低浓度
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61@'1
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+

@2

WW:

溶液荧光响应时间均较快!可适用于
BD@

浓度变化较

大的样品包括河水%湖水和工业废水等$异常汉逊酵母膜%

皮状丝孢酵母膜对低浓度
WW:

溶液响应缓慢!对高浓度

WW:

溶液荧光响应时间较快!适合高浓度
BD@

的测定$因

此实际应用中!对不同种类的淡水样品!可采用不同的淡水

耗氧菌
BD@

传感膜进行测定$

#)I

!

X"$

传感膜的保存及工作寿命

在温度为
,+a

!

)

V.'/

!

BD@

为
*//<

I

*

P

N*条件下!

对五种淡水耗氧菌以及它们的混合菌
BD@

传感膜进行连续

考察$固定在玻片的五种淡水耗氧菌以及它们的混合菌
BD@

传感膜连续使用
,/9

后仍保持着初始大小的响应信号!这是

由于溶胶
-

凝胶与
R$:

组成的改性材料将淡水菌株牢固包埋

在传感膜中!避免了传感膜中微生物的泄漏!使得五种淡水

耗氧菌以及它们的混合菌
BD@

传感膜具有良好的活性和长

期稳定性$这些包埋了淡水耗氧菌
BD@

传感膜长期闲置时!

只需置于
*//<

I

*

P

N*

WW:

溶液中
?a

下保存即可$实验

结果表明!在
?a

下淡水耗氧菌膜!保存
E

个月经测试仍保

持
#+̂

活性!保存
*!

月的响应信号仍达到
"+̂

$

#)M

!

淡水耗氧菌
X"$

传感膜的准确度及实际样品的检测

在温度为
,+a

!

)

V.'/

!

BD@*//<

I

*

P

N*时!连续
E

次测定包埋不同淡水耗氧菌膜的响应情况!结果见表
,

$结

果表明!虽然包埋恶臭假单孢菌的传感膜的测定精度最差!

S0@

值为
.'Ê

!但其数值仍小于
BD@

+

分析所规定的允许

误差值"
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采集厦门大学的芙蓉湖水样!用包埋混合菌
BD@

传感

膜获得其加标回收率!结果见表
?

$水样的回收率测定结果

均在
#/̂

#

*/Ê

之间!表明淡水耗氧菌
BD@

微生物传感器

具有较好的准确度$

,

!

结
!

论

!!

用溶胶
-

凝胶与
R$:

组成的有机改性材料分别包埋五种

淡水耗氧菌株以及它们的混合菌!制备了用于淡水测定的五

种淡水耗氧菌及其他们混合菌种的
BD@

微生物传感膜$考

察结果发现它们对不同浓度的
BD@

具有良好线性响应!较

好的重现性和准确度!响应速度快!使用寿命长$通过进一

步选择不同种类的耗氧菌种!将进一步扩大
BD@

微生物传

感器的应用范围$
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