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生化需氧量（ＢＯＤ）测定方法浅析
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摘要：为了快速准确地测定生化需氧量，通过排除实验室环境条件与操作因素等众多干扰因子的影响，对比了

生化需氧量的 ５种测定方法，并分析比较对比了各方法的优缺点、适用范围等，分析了各种测定方法的应用局

限性与影响因素。结合适宜方法并根据样品特性，分析探讨了测定中稀释水的配置与稀释倍数的选取等技术

难题的解决方法。结果表明：稀释与接种法应用最为广泛，测定结果相对准确。
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　　生化需氧量又称生化耗氧量，简称 ＢＯＤ，指在规
定条件下，微生物分解存在于水中的某些可氧化物质，

特别是有机物所进行的生物化学过程中消耗溶解氧的

量
［１］
。其值越高，说明水中有机污染物质越多，污染

也就越严重。

微生物分解有机物大致可分为两个阶段：① 主要
是碳水化合物被氧化，称为碳化阶段，在２０℃下需 ７～
２０ｄ才能完成；② 含氮化合物在硝化细菌的作用下被
氧化为氨，当水中的氧充足时，再被氧化为亚硝酸和硝

酸，称为硝化阶段。此段进行缓慢，２０℃下需 １００多
天才能完成。经过 ５ｄ的生化过程，碳化阶段已进行
了大半，并开始进入硝化阶段。对生活污水来说，相当

于完全氧化分解耗氧量的 ７０％，因此，目前国内外均
采用２０℃培养 ５ｄ的生化需氧量（简称 ＢＯＤ５），作为
水体质量的重要参数。

１　测定方法

ＢＯＤ５自作为水质污染指标以来，其测定方法一

直在不断改进完善和发展之中。目前主要以稀释和接

种法作为经典方法广泛应用于水质监测、比对实验、仲

裁分析中，以微生物传感器法作为快速测定法应用于

快速测定分析中。此外还有测压法、增温法、活性污泥

曝气降解法、检压库仑法、坪台值法等应用于特定环境

或研究分析中。

１．１　稀释与接种法
稀释与接种法是指将水样经适度稀释或者接种后

在２０℃培养５ｄ，测定培养前后水样中溶解氧的质量
浓度，由培养前后溶解氧的质量浓度之差，计算每升样

品消耗的溶解氧量，以 ＢＯＤ５形式表示。作为测定
ＢＯＤ５的经典方法，其发展历史可追溯至１９３６年，美国
公共卫生协会将５ｄ生化需氧量稀释法规定为水和废
水的检验方法，从而形成了标准稀释法（ＢＯＤ５法），并
为 ＩＳＯ／ＴＣ－１４７推荐，１９８７年我国参照 ＩＳＯ５８１５－
１９８３，将此方法颁布为水质分析方法标准 ＧＢ７４８８－
８７，２００９年环境保护部对其进行修订，并颁布为 ＨＪ５０５
－２００９标准［２］

。

１．２　微生物传感器快速测定法
微生物传感器快速测定法原理是当含有饱和溶解

氧的水样进入流通池中与微生物传感器接触，水样中

溶解性可生化降解的有机物受到微生物菌膜中菌种的

作用，使扩散到氧电极表面上氧的质量减少。当水样

中可生化降解的有机物向菌膜扩散速度（质量）达到

恒定时，此时扩散到氧电极表面上氧的质量也达到恒

定，因此产生了一个恒定电流。由于恒定电流与水样

中可生化降解的有机物浓度的差值与氧的减少量存在

定量关系，据此可换算出水样中生物化学需氧量
［１］
。

１９９０年日本颁布了微生物电极法（ＪＩＳＫ３６０２－
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１９９０），我国于２００２年颁布微生物传感器快速测定法
（ＨＪ／Ｔ８６－２００２）［３］。此法最大特点是水样不需要培
养５ｄ，快速测定即得结果，不仅节约了实验时间，而且
可以实时掌握这一水质污染指标，大大提高了工作效

率。

１．３　测压法
将水样置于密闭培养瓶中，并放入 ＣＯ２吸收剂用

于吸收水样中微生物呼吸作用所产生的 ＣＯ２，微生物
在降解有机物过程中消耗溶解氧造成此密闭系统内压

力下降，测量此压降即可换算得生化需氧量。

１．４　活性污泥曝气降解法
在３０℃ ～３５℃时，用活性污泥强制曝气降解样品

２ｈ，经重铬酸钾消解生物降解前后的样品，测定生物
降解前后的化学需氧量，其差值即为 ＢＯＤ，可根据与
标准方法的对比实验结果换算为 ＢＯＤ５。

１．５　增温法
增温法是适当提高反应温度，激化微生物活性，加

速其分解作用，缩短培养周期，达到快速测定。研究人

员根据 ＢＯＤ反映动力学原理，提出了增温法快速测定
ＢＯＤ５培养时间计算公式，并计算出适用绝大多数水
样的通用增温培养时间，通过对增温法理论上的准确

性和可行性的分析，证明增温法是可行的
［４］
。

１．６　方法比较
以上 ＢＯＤ测定方法各有优劣：稀释与接种法最为

经典，应用广泛，适用于 ２～６０００ｍｇ／Ｌ的地表水、生
活污水、工业废水，但与其他方法相比，其测定过程操

作复杂，需耗时５ｄ，时效性差；测压法在此基础上改进
为自动测定，操作较稀释与接种法简便，但同样需培养

５ｄ时间，难以快速通过这一指标反映水质状况，且受
制于仪器灵敏度和精密度，实验结果准确度不高；微生

物传感器法测定快速方便，时效性强，适用于快速测

定，但适用范围较传统方法窄，且菌膜需要维护，干扰

因子多，影响测定结果的准确可靠性；活性污泥曝气降

解法和增温法另辟蹊径，直接作用于生化过程，缩短了

培养周期，但其精密度不高，仅适用于成分稳定的特定

水样长期分析研究用，其应用范围最窄（见表１）。
由于 ＢＯＤ反应是一个复杂的生化过程，不同的测

定方法其过程原理不同，所得结果反映的含义也有所

不同，需根据实际情况对数据进行分析校正。

２　影响因素

ＢＯＤ是通过微生物耗氧量间接反映水中可生化
有机物含量的一个指标，而微生物的生化反应是一个

复杂的过程，实验环境条件、水样本身的特性以及人员

的操作等因素都会对其产生影响。

表 １　ＢＯＤ测定方法比较

测定方法 适用范围 培养时间 影响因素 优点 缺点

稀释与接种　

　

２～６０００ｍｇ／Ｌ的地

表水、生活污水、工

业废水

５ｄ　

　

水样本身特性、稀

释比等　

经典准确　

　

操作耗时繁琐、影

响因素多　

微生物传感器

快速测定　

　

　

２～５００ｍｇ／Ｌ的 地

表水、生活污水、不

含对微生物有明显

毒害作用的工业废

水

１ｈ　

　

　

　

底液、有害金属离

子、温度、ｐＨ值等

　

　

快速测定　

　

　

　

适用性不广泛

　

　

　

测压　 ７００ｍｇ／Ｌ以上需稀

释

５ｄ　 仪器的灵敏度和精

密度

操作简单　 适用性不广泛

活性污泥曝气

降解　

城市污水和组成成

分较稳定的工业废

水

２ｈ　

　

能使活性污泥中毒

的物质　

快速测定　

　

仅适用于特定水样

　

增温　 组成成分稳定的水

样

快速　 水样本身特性　 快速测定　 仅适用于特定水样

２．１　实验环境条件
实验环境条件对微生物的生化过程有很大影响。

样品储存运输、培养以及测定过程的时间与温度均会

影响微生物的生长繁殖，从而影响测定结果。一般认

为２０℃ ～４０℃是微生物生长的适宜温度，在此范围内
温度提高１０℃，微生物活性将提高 １～２倍。温度升
高加快反应速率，以致培养温度每相差 １℃都会引起
５％左右的误差［５］

。稀释与接种法规定样品的储存运

输时间应在采集后２４ｈ内，如 ２４ｈ内不能分析，可冷
冻保存，样品培养时间为５ｄ±４ｈ，测定前待测试样的
温度需达到（２０±２）℃，培养温度为（２０±１）℃［２］

。要

满足这样的实验环境条件，样品运输过程中可使用车

载冰箱储存，到达实验室后，在培养之前，可通过水浴

将样品快速升温至 ２０℃，培养过程中使用误差 ±１℃
的恒温培养箱，整个操作室内环境温度控制在 ２０℃左
右，以保证培养前后测定过程中的环境温度不会影响

样品。

２．２　样品本身特性
严格控制实验环境条件，可以排除外部因素的影

响，而样品本身的特性，则直接关系到微生物的生存空

间，排除掉水样中对微生物生化反应有影响的干扰因

子，才能更为真实地测定微生物耗氧量，从而更为准确

地反映出样品中可生化有机物的含量。

水样的 ｐＨ值会影响微生物的活性，过酸或过碱
都会抑制其生长与反应。实验研究发现 ｐＨ值为 ６～８
时微生物氧化作用最快

［６］
。ＨＪ／Ｔ５０５－２００９规定若样

品或稀释后样品 ｐＨ值不在 ６～８范围内，应用盐酸溶
液或氢氧化钠溶液调节。《水和废水监测分析方法》

２８
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中则要求将 ｐＨ值调节到６．５～７．５范围内。
由于游离氯或结合氯会影响微生物的活性，当样

品中含有少量余氯时，需在采样后放置 １～２ｈ使游离
氯散发。对在短时间内余氯不能消失，可加入适量亚

硫酸钠溶液去除样品中存在的余氯和结合氯。

含有大量颗粒物、需要较大稀释倍数的样品或经

冷冻保存的样品，测定前均需对样品进行均质化处理，

否则会产生较大误差。一般可搅拌使其混合均匀，对

于高悬浊样品可使用水浴超声器对其进行超声波振荡

处理，使其均质混合
［７］
。

若样品中有大量藻类存在，藻类生存的呼吸作用

和光合作用会改变样品中溶解氧含量，培养过程中藻

类死亡后会作为有机物被微生物分解，增加耗氧量，导

致 ＢＯＤ５测定结果偏高。当分析结果精度要求较高
时，测定前应用滤孔为１．６μｍ的滤膜过滤，检测报告
中注明滤膜滤孔的大小

［２］
。

若样品含盐量低，缺乏微生物生长所需的无机营

养元素，限制其生长繁殖，则造成没有足够的微生物去

降解样品中的有机物，使测定结果虚低。ＨＪ／Ｔ５０５－
２００９规定非稀释样品的电导率小于 １２５μｓ／ｃｍ时，需
加入适量盐溶液，使样品的电导率大于１２５μｓ／ｃｍ。

样品中微生物的生存也会受到重金属等有毒物质

含量的影响。某些重金属离子吸附于微生物的细胞壁

后，可穿透细胞壁进入细胞质，与菌体蛋白质结合使之

变性。研究人员发现重金属等有毒物质超过一定限值

会对微生物活性产生影响
［８］
，可使用经驯化的微生物

接种液稀释水对水样进行稀释，或提高稀释倍数以减

少其浓度。而高浓度杀菌剂、农药类等物质还会对微

生物膜内菌种产生毒害作用，造成微生物传感器测定

法产生较大的误差。

一般测定水样 ＢＯＤ５时，主要生物氧化作用为碳
化作用，硝化作用很不显著或根本不发生，但若样品中

含有硝化细菌（如生物处理池出水）时，在测定 ＢＯＤ５
时部分含氮化合物的耗氧量也计入其中，因此须加入

硝化抑制剂，抑制硝化过程。需要注意的是硝化抑制

剂也是有机物，加入后也会被微生物分解而耗氧，造成

系统误差，需通过测定全程序空白扣除。

２．３　操作因素
除外部实验条件和样品本身特性两大影响因素之

外，实验人员的操作也是关键影响因素。

样品中的溶解氧含量是一个动态平衡值，有可能

受采集、保存、稀释、培养、测定等一系列操作影响。操

作过程中应注意不使水样曝气，并通过快速升温或震

摇方式排除过饱和氧。

操作中使用的玻璃器皿应彻底洗净，以防瓶壁沾

染有机物或对微生物有毒害作用的物质，造成测定结

果的误差。

当样品无法直接培养测定时，可接种或稀释后测

定。接种液的作用是向样品中提供合适的微生物以分

解有机物，稀释水的作用是提供微生物生存需要的氮

磷等营养元素以及足够的溶解氧，保障其新陈代谢的

正常。这其中使用的接种液和接种稀释水的配制及其

质量也是影响测定结果的关键因素之一。

３　技术难点分析与探讨

在 ＢＯＤ５实际测定过程中，常会遇到多种状况，只

有排除各种干扰因素，才能测出更为真实的 ＢＯＤ５值。
而接种液和接种稀释水的配制、稀释倍数的选取，一直

是此实验操作的难点所在，且直接关系到实验成败与

否。

稀释水水温要控制在（２０±１）℃，曝气 １ｈ，使其
溶解氧达到８ｍｇ／Ｌ以上。使用前每升水中加入盐溶
液混匀，２０℃环境保存。在曝气的过程中防止污染，特
别是防止带入有机物、金属、氧化物或还原物。研究发

现稀释水的原水选用很关键，离子交换水易受到树脂

床的污染，不宜采用，而用一般蒸馏水作为 ＢＯＤ稀释
水源，其空白值可达到规定要求。稀释水中氧的浓度

不能过饱和，使用前需开口放置１ｈ，且应在 ２４ｈ内使
用，剩余的稀释水应弃之。

接种液配制的关键在于根据实际水样选取能适应

该水样的微生物。一般可购买接种微生物用的接种物

质配制，也可选用未受工业废水污染的生活污水、含有

城镇污水的河水或湖水、污水处理厂的出水等。分析

含有难降解物质的工业废水时，可在其排污口下游适

当处取水样作为废水的驯化接种液。

而接种稀释水则根据接种液的来源不同，每升稀

释水中加入适量接种液：城市生活污水和污水处理厂

出水加１～１０ｍＬ，河水或湖水加 １０～１００ｍＬ，且需存
放在（２０±１）℃的环境中，现配现用。

测定样品的同时，需使用葡萄糖 －谷氨酸标准溶
液检查接种液、稀释水的质量，其测定结果 ＢＯＤ５应在
１８０～２３０ｍｇ／Ｌ之内。且需检查空白试样的 ＢＯＤ５，稀
释水测定结果不能超过０．５ｍｇ／Ｌ，接种液测定结果不
能超过１．５ｍｇ／Ｌ，否则应检查可能的污染来源。

在稀释过程中，稀释过低则没有足够的溶解氧供

微生物消耗，稀释过高则样品中微生物生存环境改变

太大，失去重复性和显著性，测定值不真实。合适的稀

释程度需使培养过程中耗氧量不小于 ２ｍｇ／Ｌ，培养后
样品中剩余溶解氧不小于 ２ｍｇ／Ｌ，且剩余的溶解氧为
开始浓度的１／３～２／３为最佳［２］

。

３８
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由于特定样品的总有机碳（ＴＯＣ）、高锰酸盐指数
（ＣＯＤＭｎ）、化学需氧量（ＣＯＤＣｒ）、生化需氧量（ＢＯＤ５）
之间存在一定的比例关系，可以通过测定其他有机物

污染指标含量，间接估计 ＢＯＤ５值，再根据此期望值以
及水样的类型等特性，确定样品的稀释倍数。但对于

不同的样品，其中各种有机物的含量不一样，污染指标

之间的比例关系不同，难以根据某一比例关系估计

ＢＯＤ５期望值。
根据实践经验，一般情况下溶解氧含量足够的清

洁，地表水 ＢＯＤ５值较低，可不经稀释直接测定，而受
污染的地表水，需根据其污染物种类与含量的不同，具

体分析其稀释倍数。

稀释倍数的合理选取一直是从业人员的研究内容

之一，国内外就其确定方法进行了大量的探索研究，并

提出不同的经验公式。有关稀释倍数的选择方法主要

有以下几种：① 以高锰酸盐指数（ＣＯＤＭｎ）除以 ３，４，５
得稀释倍数。由于高锰酸钾的氧化率低，对有些有机

物不能完全氧化或不能氧化，因而，在该法适用范围上

颇受限制，只适用于污染较轻的废水和地面水等
［９］
；

② 以回归法确定稀释倍数，由于水质变化复杂，故其
相关性也在变化，因此所用的回归方程也应经常校正，

而且对于每一种不同的水样，其所用的回归方程也不

同，因此这种方法的适用局限性更大，不具有推广价

值
［９］
；③ 以化学需氧量（ＣＯＤＣｒ）值乘以系数 ０．０７５，

０．１５，０．２２５作为 ３个稀释倍数［１］
，该法适用于工业废

水，也有一定的局限性。

当不能准确地选择稀释倍数时，可以多取几个不

同稀释倍数培养，选择最合适的作为实验结果，如果都

符合稀释与接种法标准 ＨＪ／Ｔ５０５－２００９中的规定要
求，则可以取其平均值。但在实际操作中，同一样品几

个不同稀释倍数测定的结果有时会出现稀释倍数较大

的耗氧量反而多的现象。出现这种情况有可能是试样

中有微生物毒性物质，此时选择与稀释倍数无关的结

果，并取其平均值。试样测定结果与稀释倍数的关系

确定如下
［２］
：一个试样要做２个以上不同的稀释倍数，

每个试样每个稀释倍数做平行双样同时进行培养。测

定培养过程中每瓶试样氧的消耗量，并画出氧消耗量

对每一稀释倍数试样中原样品的体积曲线。若此曲线

呈线性，则此试样中不含有任何抑制微生物的物质，即

样品的测定结果与稀释倍数无关；若曲线仅在低浓度

范围内呈线性，取线性范围内稀释比的试样测定结果

计算平均 ＢＯＤ５值。
出现由稀释倍数造成的较大误差也与微生物的生

长情况密切相关。稀释倍数大，水体中溶解氧就高，微

生物繁殖的空间就大。因为对微生物而言，如果各方

面条件满足，它将以几何速度繁殖
［１０］
。据有关资料表

明，大肠杆菌每一代的平均繁殖时间为 １７ｍｉｎ，５ｄ培
养期间，大肠杆菌可以繁殖４００多代，当天１个菌落第
５天可以繁殖成２个菌落，因此，即使当天的微生物群
落数有很大差异，经过 ５ｄ繁殖，到第 ５天，水体中的
微生物总数就趋于相近

［１０］
。稀释倍数不同，导致微生

物数量和群落结构的变化，稀释倍数越高，水体中生态

结构改变越大，微生物生存空间越大，测定值偏离真值

越大。研究发现用“半数倍”代替“整数倍”，尽量减少

稀释倍数，据此思路测得的 ＢＯＤ５值较为理想
［１１］
。

４　结 论

因生化反应的复杂性，ＢＯＤ５各种测定方法影响

因素众多，且都存在一定局限性。经典方法稀释与接

种法应用最为广泛，测定结果相对准确，在测定过程

中，通过排除实验环境条件与操作因素等众多干扰因

子影响，根据样品特性，配制合适稀释水，选用合适稀

释倍数，才能更为准确地测定 ＢＯＤ５值，更为真实地反
映水中的有机污染情况。
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