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快速测定传感器的微生物膜

固定方法研究
‘

刘宝红 孔继烈 陈 蕾 邓家祺“

复旦大学化学系
,

上海  !

摘要 分别采用海藻酸钠包埋法
、

醋酸纤维素夹层法
、

戊二醛
一

牛血清白蛋 白交联法等几种物理
、

化学方法制备 固

定化微生物膜
,

并采用自制的微生物 传感器试验了各种膜对电极响应灵敏度
、

线性范围
、

响应时间
、

稳定性

和寿命等性能的影响
。

比较了不同
、

温度和交联剂
、

包埋剂用量下该传感器的性能
,

获得了较满意的结果
。

实验

表 明
,

以交联法制备的传感器性能最佳
,

电极寿命达
,

测定 值时间为 一
,

方法的重现性和精密度

均达 测定要求
。

本研究对于实现快速测定 传感器的商品化具有重要意义
。

关扭词 生物传感器 生物耗氧量
,

微生物电极
。

生物耗氧量 表示水 中所含有机物的

污染程度
,

是水质评价的重要指标
。

目前
,

大多数

环保部门对水样 的检 测均 采用经典的  测

定方法
,

需耗时
,

因此快速测定 的方法的

研究在国际上引起了重视
。

等〔‘二利用微生物耗氧量的原理首

次研制成快速测定 传感器
,

在 日本已应 用

于工厂污水的实际测定川
。

我国在这方面的工作

还开展得较少
,

近几年
,

黄克服川
、

张先恩川
、

孙

裕生等
乙弓
先后发表过有关快速测定 传感器

的报道
。

但如何优化微生物膜的制作条件以提高

微生物传感器 的响应性能
,

仍需进行深 入

的研究
。

笔者曾报道了伏安法快速测定 微生物

传感器的研制圈
,

为了获得响应迅速
、

稳定
、

使用

寿命更长
、

线性范围更宽的微生物膜
,

以期尽快

实现快速测定  微生物传感器的商品化
,

本

实验对微生物敏感膜的固定方法作了进一步的

研究
,

获得 了令人满意的结果
。

实验部分

仪器与试剂

伏安式测氧仪 复旦大学科教仪器厂
、

由伏

安仪和自制大面积金氧电极 图 构成
一

函

数记录仪 重庆自动化仪表厂
,

型

标 准溶 液 士
· 一 ‘

由

葡萄糖和 谷氨酸与

磷酸缓冲溶液 一 配制而成 总体积为

 

细菌培养液 培养液 葡萄糖
,

蛋

白陈
,

氯化钠
,

谷氨酸 和

一 的磷酸缓冲液配成 总体积

海藻酸钠
,

醋酸纤维素薄膜 戊二醛 牛血清

白蛋白
。

微生物膜的固定方法

从斜面接菌种于 培养液中
,

恒温 ℃下

振荡培养
,

条件下离心 仇
,

用

溶液洗涤 次并离心
,

得到约

湿菌体
,

保存于冰箱中 一 ℃ 待用
。

海藻酸钠包埋法 将培养好的湿菌体与

海藻酸钠以 混合在玻片上
,

涂成

均匀薄层 约 厚
,

再用 溶液固化

成膜
,

取 出洗净
,

浸于  甘油 中
,

℃

冰箱保存
。

醋酸纤维素薄膜夹层法 将培养好的湿

菌体 直接涂于醋酸纤维薄膜上
,

湿菌体

以丝蛋白固定 湿菌体以淀粉和聚乙烯醇固

,

上海市科委资助研究课题
二
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定
,

以 种方法涂在醋酸纤维素薄膜上
,

室温减

压干燥成膜
,

于
‘

冰箱保存
。

‘‘‘
二二

,,

田田田洲洲日日目目目目目目目
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场上销售的氧电极 铂 电极 甲
,

由于 电极

面积很小
,

平衡时间较长
,

响应值较小
,

且工作线

性欠佳
。

另外用 自制的大面积金电极作工作电

极
,

则平衡时间短
,

响应值大
,

线性范围宽
,

电极

性能 明显优于市售电极
。

表 种氧电极性能比较

电极
平衡时间 线性范围 斜率 响应时间

·
一

市售氧电极

自制氧电极 一

一

一

图 传感器电极构造

工作电极 金圆盘电极 对极 丝 氧透膜

固定化微生物膜 醋酸纤维膜 工作电极底座

内电解液
·

一 ’

绝缘管 电极外套

电极帽 工作电极引出线 参比电极

对极引出线 巧 烧结瓷 电极盖

戊二醛
一

牛血清白蛋白交联法 先将湿

菌体与牛血清白蛋白混合
,

再加人戊二醛进行交

联
,

在致密的尼龙网 一 目 上涂成均匀薄

层
,

室温减压干燥成膜
,

于 ℃冰箱中保存
。

测定步骤

以 自制的 甲 大面积金电极作阴极
,

覆

长爽乙烯透氧膜和按上述方法制备的微生物膜
,

外覆 醋酸纤维膜构成氧电极
,

以钦电极作阳极
,

电极作参比电极
,

内参液为  
·

一 ’ ,

将制备好的氧电极插入恒温槽 ℃ 中

盛有 缓冲液的小烧杯中
,

待电位平衡后
,

用

微量注射器注入 标准溶液
,

控制阴极电位

一
· 一 ’ ,

测量电极

的输出电流 仪器输出以
“ ”

显示
。

结果与讨论

种电极性能比较

对 种电极进行比较结果见表
。

一种是市

包埋剂和交联剂对电极响应的影响

由于包埋剂和交联剂用量直接影响到膜内

的细菌量
,

分别对它们的用量考察结果见表
、

表
。

实验表明
,

随着细菌量的增加
,

响应也逐渐

增大
,

但细菌量过 多会导致膜的厚度增加
,

影响

底物向电极的扩散
,

并影响细菌的 固定效率
,

使

响应时间延长
,

寿命缩短
。

综合实验结果
,

选择湿

菌体与海藻酸钠以 混合成膜
,

以及

湿菌体与 川 牛血清白蛋白和 川戊二醛交联

成膜的方法
,

所得的电极性能最佳
。

表 细菌
一

海藻酸钠用 对电极的影响

细菌 海藻酸钠 线性范围 斜率 响应时间 寿命
。 。

一 、 , 、

一

一

一60 97 10 25

l : 2 5一50 79 12 25

l : 3 10一50 7 1 15 20

l ) 斜率(m v /zom g
·

L
一 ’

)表示每增加 lom g
·

L
一 ’

B o n 电压的

变化量
,

它反映了患极响应的灵敏度
。

下文中的斜率均代表此物

理意义
。

2

.

3 温度
、

介质及 pH 对电极的影响

在 15 C 一38 ℃范围内
,

考察了 电极的响应

特性
,

结果见图 2
。

在 25 ℃一35 ℃时
,

响应较大
,

结合考虑电极的使用寿命以及微生物的活性
,

选

取 30 ℃为实验工作温度
。

在磷酸盐
一

硼砂缓冲介质中
,

p H 3

.

0 一9
.
0 范

围内对电极考察结果见图 3
。

在 pH 6
.
0一7

.
5 时

电极响应较大
,

选 pH 7
.
O 为工作 pH 值

。

此外
,

分
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别在 pH 7
.
0 的几种不同缓冲介质中测试了电极

的响应性能
,

由表 4可 见使用磷酸盐
一

硼砂缓冲

介质时电极性 能较好
,

故选用 pH 7
.
O 的该缓冲

液为工作介质
。

表 3 细菌
一

戊二醛
一

牛血清白蛋白用t 对电极影响

细菌

(m g )

戊二醛

(协I )

牛血清白蛋 白

(协1 )

线性范围

(m g
. L一 1

)

斜率

(m V /1om g
·

L
一 ‘

)

响应时间

(m in )

寿命

(d)

J任J任冉日�匕dn��U11, ..月月,do目qU

5 0

5 0

5 0

5 0

5 0

5 0

5 0

l 0

l 0

l 0

l 5

2 0

0

1 5

3 0

2 0

1 5

3 0

2 0

5 一70

5一20

5一20

5一70

5一60

5一60

5一45

l0

l2

l5

10

l0

15

l5

z�吕,,Ll了�匕�O月才OOq‘今‘OQJ,�了,J

】0 (下
.

—
一

0080
l�

.!曰

沐!毕6d
盆-尸x三
、

\产-x)

宾
侧

寻
’

州

11
拼lwe毋
well斌

·

恤已。之A日�辞鑫侧咨

0吮拓

图 2

25 30 35 40
i占人度 ‘

“

C
)

温度对电极响应的影响
品

1.海藻酸钠包埋法 2
.
直接醋酸纤维素夹层法

3
.
丝蛋白固定法 4

.
淀粉

一
P v A 固定法

图 3 pH 对电极响应的影响

图中 1
,

2
,

3
,

4
,

5 含义同图 2

5. 戊二醛
一

牛血清白蛋白交联法

衰 4 级冲介质的形响

级冲介质
性能

磷酸盐
一

翻砂 磷酸
一

柠檬酸 t了is ~ H O

线性范围(m g
. L一 ’)

斜率(m v /10m g
. L一 ’)

响应时间(m in )

5一60 5一50 5一60 10一50

{; :; {; {;

2
.
4 不同方法固定微生物膜的响应及线性范围

比较

由对各种膜响应考察的工作 曲线 (见 图 4)

得出
,

海藻酸钠包埋法 固定的膜斜率最大
,

即响

应最好
,

但结合考虑线性响应范围
,

其中以戊二

醛
一

牛血清白蛋 白交联法固定的膜线性范围最

宽
,

而且响应斜率也较大
。

2

·

5 不同微生物膜响应时间的比较

在 对各种微生物膜的性能考察中(表 5) 发

现
,

不同膜在不同温度的缓冲液中活化时间不

同
,

即使在相同温度的介质中也稍有差异
,

这可

能与膜的厚度
、

包埋剂和交联剂有关
。

.

由于海藻

酸钠包埋法固定的膜是湿膜
,

故活化时间较短
,

只需 0
.
5h 左右

,

而干膜的活化时间较湿膜长
。

将各种膜均在 34 ℃下活化后
,

对 BoD 的响

应时间基本相同
,

大约需要 5一15 m in 达到平衡
,



卷 6 期 环 境 科 学

由于反应受动力学控制
,

因此实验时将每次读数 间隔选为 10m in
。

衰 s 电极的活化和响应时间比较
‘’

活化时间(m i
n )

固定方法
T I(25℃ ) T Z (3 0 ℃ ) T 3( 3 4 C )

响应时间

(m 主n )

81012101070759090
120

海藻酸钠包埋法

醋酸纤维涂层法

丝蛋 白固定法

淀粉
一

Pv

A 固定法

戊二醛
一

牛血清白蛋白交联法

1) 表中数据均为 3 次实验平均值

45

60

75

75

80

35

45

50

50

45

活性迅速衰减
;
此外

,

由于海藻酸钠易溶于磷酸

盐溶液
,

所以也不适于长期使用
,

因此 以化学方

法固定的微生物膜稳定性要 比物理方法好
。

�国刁浦哟产

》 们门

1

一川

SC�5闷‘SC产�划织卞海蓄班

B O D 标准济液 (m g /L )

图 4 工作曲线

图中 l
,

2

.

3

,
4 和 5 的含义 同图 2

20

时 l’ed (d)

30 40

图 5 电极稳定性曲线

图中 1
,

2

,

3

,

4 和 5 含义 同图 2

2二 不同微生物膜的稳定性比较

通过对各种膜的稳定性和使用寿命考察(图 2
.
7 不同微生物膜回收率测定的比较

5) 发现
,

戊二醛
一

牛血清白蛋 白交联法 固定的膜 采用标准曲线法
,

对 5 个样品进行回收实

稳定性较好
,

寿命可达 40d
,

此时其相对 活性仍 验
,

结果见表 6 。

戊二醛
一

牛血清白蛋 白交联法固

保持 90 % ;而醋酸纤维素夹层法固定的膜稳定 定的膜平均 回收率为 100
.
2%

,

且相对标准偏差

性较差
,

极易流失
,

在一个星期内活性较高
,

以后 较小
,

即这种方法的精密度和准确度较好
。

表 6 回收率测定
, ,

加入量

(m s
·

L
一 l

)

检出量(m s
·

L
一 ,

) 回收率(% )

一
一

一
一

月,内b�11�DgdOn�八U内Ij�Q口OU、111
月
1O口�h�山卫�n一n b�六UO

八U
g

‘.工山.1,卫1‘.1�勺�勺�UQ甘7
口

nU�日�nU
9
QU1111,

.�non乙d
.几J口恤

..

…
一匕.1一了nU�匕

11
2
.
4」二

7
DOR�叹U
Z..

…
亡J‘.1�了n�J,

,l心‘d
且一b

叮f,f舟匕曰二11
..

…
5.tl了O甘勺U

11C‘‘口吸
5

nt了,了一h
.

…
一b
�.lt了nU

,1,�月任

001阮口一卜�

…
一b
‘

1
t
l

,二,‘

4 0
。

1

昌怂 2

�口n�二dla.

…
511�nI�

,.通
q‘月任

5 7
.

0

平均回收率(% )

相对标准偏差(s )

101
.
2

3
。

6 3

1 0 2

.

4

5

.

1
3

1 0 0

.

2

6

.

0 0

1 ) 1

,

2

,

3

,

4 和 5 含义同图 2

101
.
2 100

.
2

6
.
00 1.64
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表 7 污染特点和绿化模式配盆

类 型 范围

(m )

污染特点
‘’

绿化植物 模式

. 一
1

I
一
2

<
3 0 0

3 0 0 一1500

15 00一 3000

30 00一 4000

大叶黄杨
,

木核
,

丁香
.
美人蕉

,

草等

女贞
,

海桐
,

大叶黄杨
,

草等

大叶黄杨
,

白腊
,

女贞
,

构树
,

加杨
,

草等

加杨
,

合欢
,

悬铃木
,

银杏
,

丁香
,

木懂等

柑料+十+++十柑+

++++

珊柑拼份

IV ,
I

> 4 0 0 0 料 ++ + + + 大叶黄杨
,

毛白杨
,

加杨
,

核桃
,

木懂
,

丁香等

草+ 灌

草+ 灌

乔+ 灌+ 草

乔+ 灌+ 草

乔十草或

纯乔木林

l) + 轻污染 ++中污染 十重污染

I
、

l 类型区为 H C I
、

C 1
2 、

N H
3

污染 区
,

其 中

l类型污染重于 I类型
。

在绿化植物选择时依抗

性而论 l 类要高于 I类区
。

由于该 2 种类型均在

厂区范围内
,

因此不应种植高大树木
,

以免影响

污染物扩散
。

最好选用草十灌绿化模式
。

l

一

1 类

型是 5 种污染物复合污染重发区
,

绿化植物以综

合指数高的种类效果较好
。

l

一

2 类型区应选择

抗 50
2
和 TS p 高的植物

。

这 2 个类型绿化模式以

净化能力强的乔
、

灌
、

草相结合形式较好
。

距污染

源 4000m 以远属 N 类和 I类 (> 12000m )区
,

该

区内污染物明显降低
,

污染较轻
,

绿化时充分注

意其多种效应
,

模式以纯乔木林或乔草式较好
。

用
。

( 3) 在厂区内
,

绿化模式以草灌式为宜
,

厂区

以外乔灌草或乔草式等均可选用
。

( 4) 由于植物减污效果随时间
、

树种
、

位置不

同而变化
,

因此各绿化模式随上述因素减污效果

变化尚需进一步研究
。
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T S p 最大浓度超标严重
,

最大地面浓度
c。 出现

位置在 20 00一 1500m 处
。

( 2) 经对 26 种常见绿化植物综合评价
,

有 9

种植物综合性能较好
,

可作为第 I类绿化植物选
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3 结论

通过对各种方法固定的微生物膜比较可见
,

海藻酸钠包埋法固定的微生物膜必须浸于甘油

中
,

保存比较困难
,

且测定时容易发生溶胀和流

失现象
,

不适于实际应用 ;而戊二醛
一

牛血清白蛋

白交联法固定的膜各方面性能较好
,

又易于保存

和使用
,

故 目前笔者采用交联法来制备 Bo
D 敏

感膜
,

并用自制的氧电极采用伏安法用于一些实

际污 水中 BOD 的快速测 定
,

获得 了满意的结

果川
。

所以 BO D 微生物传感器这种快速测定方

法可望应用于环境监测
、

食品卫生
、

临床医疗等

实际工作中
。
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