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摘 � 要 � 利用四甲氧基硅烷( T M OS)、二甲基二甲氧基硅烷( DiM eDM OS)与聚乙烯醇 ( PVA)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( BOD )的传感敏感膜, 并在自行构建的 BOD

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 BOD传感膜对

BOD的荧光强度响应范围为 0~ 60 mg� L - 1至 0~ 120 mg � L- 1 , 线性相关系数为 0� 976~ 0� 997, 响应时间

为 0� 5~ 8� 7 min, 传感敏感膜可连续使用 30 d 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

pH 对 BOD 传感膜响应的影响。实验结果发现, 在 4 � 下保存 12 个月后, BOD传感膜仍保持原有响应值的

85%以上, 显示出较好的重复性和稳定性。初步应用结果表明, BOD 传感膜可应用于地表水中的 BOD 检

测。
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引 � 言

� � 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 ( BOD)、化学需氧量

( COD)、总有机碳 ( TOC)和总需氧量( TOD)等, 其中 BOD

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[1] 。常规的 BOD 测定方法为 5

日法( BOD5 ) , 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 BOD

的方法, 其中 BOD 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 BOD

传感器的关键问题之一是构造耗氧微生物膜。在地表水 BOD

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[1] 、异常汉逊酵母[ 2] 、丁酸梭菌[3] 、枯草芽孢杆菌[4] 、

恶臭假单孢菌[ 5]、大肠杆菌[ 6] 和活性污泥[7] 等被采用的报

道。本研究采用四甲氧基硅烷( TM OS) , 二甲基二甲氧基硅

烷( DiM e- DM OS)与聚乙烯醇( PVA)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 BOD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( GGA)溶液的

荧光响应行为, 并进行了地表水中 BOD 的检测。

1 � 实验部分

1� 1 � 试剂与仪器
四甲氧基硅烷( TM OS, 上海化学试剂公司) , 二甲基二

甲氧基硅烷 ( DiM e- DM OS, 瑞士 F luka 公司) , 聚乙烯醇

( PVA , 美国 Aldrich 公司 ) , 4, 7-二苯基- 1, 10 邻菲咯啉钌

�Ru( dpp) 3 ( ClO4 ) 2, 香港理工大学应用生物与化学科技系合

成�, 葡萄糖( C6 H12 O 6 )和谷氨酸( C5 H9 NO4 )购自国药集团

化学试剂有限公司 (上海)。pH 7� 0 磷酸盐缓冲溶液通过分

别称取一定量的 KH 2 PO 4 和 Na2H PO4 � 12H2 O 溶于蒸馏水

中获得。将葡萄糖和谷氨酸置于105 � 烘箱中干燥 6 h, 准确

称取以上两种物质各 0� 075 0 g, 用 pH 7� 0 磷酸盐缓冲溶液

溶解并定容至 1 000 mL , 获得 GGA 标准溶液, 其 BOD值为

( 100� 18� 5) mg � L - 1。

皮状丝孢酵母( T r ichosp or on cutaneum )、枯草芽孢杆菌

( Bacillus subtilis )、恶臭假单孢菌( Pseudomonas putida)、地

衣芽孢杆菌( Bacillus lichenif ormis )、异常汉逊酵母( Pichia



anomala )以上菌种均购自中国科学院微生物研究所(北京)。

BOD测定仪和传感膜活化装置为实验室自行设计加

工[1] , 320 pH 计(瑞士 Delt a公司) , WH- 2 微型旋涡混合仪

(上海沪西分析仪器厂) , H Z150L 型恒温培养摇床(武汉瑞

华仪器设备有限公司)。

1� 2 � 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 250 mL 锥形瓶中, 灭菌、接种, 26 � 摇床培
养 36 h 后, 4 000 r � min- 1离心 15 min, 弃上清液 , 磷酸盐

缓冲溶液充分洗涤 3 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 1% , 牛肉膏 0� 3 % , NaCl 0� 5% , pH 7� 0)。取一定

量配制好的培养基分装至 250 mL 锥形瓶中, 灭菌、接种, 28

� 摇床培养 36~ 48 h 后, 4 000 r� min- 1离心 15 min, 弃去

上清液, 磷酸盐缓冲溶液充分洗涤 3 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。

1� 3 � 微生物膜的制备
溶胶-凝胶 ( so-l g el)是由 TM OS、DiM e- DM OS、H Cl按

一定比例混合、超声而得。氧膜由 so-l g el、饱和 Ru ( dpp) 3

( ClO 4) 2 四氢呋喃溶液按一定比例混合后, 取 30 �L 混合液

均匀涂布于经硝酸、乙醇、蒸馏水处理过的 12� 7 � 38� 1 mm

玻片上成膜, 80 � 下烘干 12 h 备用。微生物膜将 so-l gel、

5% PVA、淡水菌种按一定比例混合充分振荡后, 取 200 �L

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 100 mg � L- 1 GGA 溶液中 4 � 下保存。
1� 4 � 实验步骤

100 mg� L- 1 GGA 溶液中 4 � 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 24~ 36 h, 以保证

其活性。将 GGA 溶液中 4 � 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 100 mg � L - 1

GGA 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 ( dI / dt) 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 GGA 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 dI / dt

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 dI / dt 值, 并根据标准

曲线计算样品 BOD含量。

2 � 结果与讨论

2� 1 � BOD传感膜的性能考察
2� 1� 1 � 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 10~ 45 � 的温度变化范围内, 考察了六种

淡水耗氧菌膜在 100 mg � L- 1GGA 溶液中的荧光响应情况,

结果见图 1。

Fig� 1 � Ef fects of temperature on the f luorescence respond of

sensing film immobilizing different limnetic microor-

ganism

1: Pi chia anomala ; 2: P seud omonas p ut ida ;

3: B aci llus l ic heni f ormi s; 4: M ix ed mic roor gani sms;

5: Tr ich osp or on cutaneum; 6: Baci l lu s subti l i s

� � 由图 1 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, dI / dt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, dI / dt也有一定程度增大, 在 35~

40 � 达最大值, 温度再进一步升高, dI / dt 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 35 � 。

Fig� 2 � Effect of pH on the fluorescence response of sensing

film immobilizing different limnetic microorganism

1: Pi chia anomala ; 2: P seud omonas p ut ida ;

3: B aci llus l ic heni f ormi s; 4: M ix ed mic roor gani sms;

5: Tr ich osp or on cutaneum; 6: Baci l lu s subti l i s
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2� 1� 2 � pH 的影响

pH 控制不当, 过酸或过碱都会使得微生物变性而失活。

配制 pH 从 5 ~ 9 的磷酸盐缓冲溶液, 控制温度为 35 � ,

GGA 溶液浓度为100 mg� L - 1 , 考察不同 pH 磷酸盐缓冲溶

液中对 BOD传感膜的影响, 结果如图 2 所示。

� � 由图 2 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 pH 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

pH 变化影响较大, 在 pH 为 6~ 8 时, dI / dt达到最大值, 因

此淡水耗氧菌 BOD传感膜的适宜 pH 范围为 6~ 8。

2� 2 � 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 BOD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 BOD 值与 BOD5 分析法比较[ 8] , 从表 1结果可以看出 , 利

用这些菌膜分别测定谷氨酸、葡萄糖的 BOD 值与 BOD5 标

准方法比较, 具有较好的一致性, 因此用 GGA 溶液适宜为

所研制的 BOD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 BOD 值与 BOD5 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 BOD 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 BOD值与 BOD5 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 5 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 2 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。

Table 1� Comparison of BOD and BOD5 response values for dif ferent organic compound

Compound
BOD5

/ mg m g- 1

T ri chosp oron

cutaneum/ mg m g- 1

Pichia

anomal a/ m g mg - 1

Bacill us

lichenif o rmis/ m g m g- 1

Bacil lus

subtil is/ mg m g- 1

Pseudomonas

putida/ m g m g- 1

Mixedmicro

o rganism / m g mg- 1

Glut amic acid 0� 42~ 0� 64 0� 62 0� 59 0� 51 0� 63 0� 60 0� 55

H istidine 0� 55 0� 50 0� 23 0� 29 0� 43 0� 31 0� 53

Citr ic acid 0� 40 0� 20 0� 10 0� 06 0� 17 0� 03 0� 15

Glycine 0� 52~ 0� 55 0 � 46 0� 35 0� 41 0� 40 0� 42 0� 51

Fruct ose 0� 71 0� 43 0� 36 0� 30 0� 51 0� 44 0� 39

Sucrose 0� 49~ 0� 76 0� 22 0� 24 0� 17 0� 23 0� 16 0� 14

Lacto se 0� 63~ 0� 88 0� 10 0� 10 0� 09 0� 18 0� 07 0� 06

Glucose 0� 50~ 0� 78 0� 61 0� 55 0� 72 0� 67 0� 63 0� 72

St arch 0� 15~ 0� 71 0� 14 0� 08 0� 09 0� 15 0� 13 0� 11

2� 3 � 淡水耗氧菌 BOD传感膜的响应时间及线性范围

将活化好的上述六种 BOD传感膜分别放入一系列不同

浓度的 GGA 溶液, 考察不同淡水耗氧菌 BOD传感膜对不同

浓度的 GGA 溶液荧光响应时间和线性范围等响应行为。图

3 和图 4 分别为枯草芽孢杆菌 BOD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 BOD 浓度的线

性关系。

Fig� 3 � Fluorescence responses of BOD sensing film immobilizingBacillus subtilis ( a) and dI/ dt curve ( b)

C on cent rat ion of GGA( mg � L- 1 ) : 1, 0; 2, 20; 3, 40; 4, 60; 5, 80; 6, 100; 7, 120

� � 由图 3( a)和 ( b)可以看出, GGA 溶液浓度从 20 上升到

40 mg� L - 1 , 枯草芽孢杆菌 BOD 传感膜对 GGA 溶液的响

应时间由 2� 82 min 缩短为 1� 77 min, dI / dt由 184� 2 上升为

324� 4, 在 0~ 120 mg� L - 1范围内 , dI / dt值和 GGA 浓度的

相关系数达到0� 989 1(图 4)。由此可知 dI / dt随测定液 GGA

的增大而增大, 荧光响应时间随测定液 GGA 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 BOD传感

膜响应情况见表 2。

� � 由表 2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 GGA 溶液

响应时间短, 适合低浓度 BOD 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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Fig� 4� Relationship between GGA concentration

and corresponding dI/ dt

GGA 溶液荧光响应时间均较快, 可适用于 BOD 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 GGA 溶液响应缓慢, 对高浓度

GGA 溶液荧光响应时间较快, 适合高浓度 BOD 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 BOD传感膜进行测定。

2� 4 � BOD传感膜的保存及工作寿命

在温度为 35 � , pH 7� 0, BOD 为 100 mg � L- 1条件下,

对五种淡水耗氧菌以及它们的混合菌 BOD 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 BOD

传感膜连续使用30 d 后仍保持着初始大小的响应信号, 这是

由于溶胶-凝胶与 PVA 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 BOD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 BOD 传感膜长期闲置时,

只需置于 100 mg � L - 1 GGA 溶液中 4 � 下保存即可。实验
结果表明, 在 4 � 下淡水耗氧菌膜, 保存 6 个月经测试仍保

持 95%活性, 保存 12月的响应信号仍达到 85%。

2� 5 � 淡水耗氧菌 BOD传感膜的准确度及实际样品的检测

在温度为 35 � , pH 7� 0, BOD 100 mg� L - 1时, 连续 6

次测定包埋不同淡水耗氧菌膜的响应情况, 结果见表 3。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,

RSD 值为 7� 6% , 但其数值仍小于 BOD5 分析所规定的允许

误差值( � 18� 5% )。

Table 2� Responses of BOD sensing f ilm immobilizing different limnetic microorganism

M icroo rg anism
Bacil lus

li cheni f ormi s

Bacil lus

sub til is

Pichia

anomal a

T richosp oron

cutaneum

Pseudomonas

putida

Mixed

microo rg anism s

Respondtim e/ m in 5� 5~ 1� 3 6� 3~ 0� 7 8� 7~ 1� 2 8� 6~ 0� 5 6� 1~ 1� 5 5� 8~ 1� 0

L inearit y range/ ( mg� L - 1 ) 0~ 60 0~ 120 0~ 80 0~ 120 0~ 60 0~ 100

L inearity coef ficient( r2) 0� 992 2 0� 989 1 0� 976 3 0� 981 2 0� 997 3 0� 983 6

Table 3� Reproducibility of BOD sensing f ilm immobilizing different limnetic microorganism

M icroo rg anism
Bacil lus

li cheni f ormi s

Bacil lus

sub til is

Pichia

anomal a

T richosp oron

cutaneum

Pseudomonas

putida

Mixed

microo rg anism s

RSD/ % 5� 3 2� 7 6� 4 3� 1 7� 6 5� 8

Table 4 � Recovery for real samples employing the BOD sensing

immobilizing mixed limnetic microorganisms

BOD value

/ ( m g� L- 1)

Added

/ ( mg � L- 1 )

Obtained

/ ( mg � L- 1 )
Recovery/ %

2� 24 2� 50 4� 53 91� 6

5� 00 6� 85 92� 2

7� 50 9� 98 103� 2

10� 00 12� 79 105� 5

� � 采集厦门大学的芙蓉湖水样, 用包埋混合菌 BOD 传感

膜获得其加标回收率, 结果见表 4。水样的回收率测定结果

均在 90% ~ 106%之间, 表明淡水耗氧菌 BOD微生物传感器

具有较好的准确度。

3 � 结 � 论

� � 用溶胶-凝胶与 PVA 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 BOD 微生物传感膜。考

察结果发现它们对不同浓度的 BOD 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 BOD 微生物传

感器的应用范围。
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Study on the Fluorescence Characteristics of BOD Sensing Films

Immobilizing Different Limnetic Microorganism
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Abstract� T aking tetr amethoxy silane ( TM OS) and dimethy ldimethoxysilane ( D iM e- DM OS) as pr ecur so rs for the synthesis o f an

org anically- modif ied silicates ( ORM OSILs) , optical BOD sensing f ilms immobilizing five kinds of limnetic micr oor ganisms w ere

composed by po ly ( v inyl alcohol) ormosils matr ix . Their f luorescence char acteristics w er e studied w ith a home- made opt ical BOD

apparatus. According to the experimental r esults, linearit y betw een BOD and the co rresponding f luor escence intensity ranging

from 0- 60 mg� L- 1 to 0- 120 mg � L- 1 could be obtained on t he sensing films immobilizing limnetic micro or ganisms and their

mix tur e. In addit ion, the linearity coefficient was f rom 0� 976 to 0� 997, and the respond time was 0� 5 to 8� 7 min. In the exper-i

ment, effects of the measur ement condition such as temperatur e and pH on t he fluo rescent responses of BOD sensing films w ere

investig ated. These sensing films presented excellent r epr oducibilit y and stability since they could be continuously employed fo r

30 day s, and kept 85% o f their o riginal act ivit y w hen stor ed fo r 12 months at 4 � . The appro ved approach could be applied in

the BOD determination of r ea l limnet ic samples according to the obtained results.

Keywords� BOD; Bio chemical sensor ; F luor escence; L imnet ic micro org anisms
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