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基于接枝二茂铁介体的 B/L 微生物传感器
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摘要：开发出以接枝二茂铁为介体的微生物传感器测量 B/L，将二茂铁（MHNN%KH@H，OK）通过缩合反应

接枝到大分子介孔材料 .B*!5A 的表面，作为微生物生化反应传递电子的介体，与活性污泥微生物

混合固定化于聚乙烯醇（2$*）里，制备成微生物敏感膜，并与玻碳电极耦合，构建三电极传感系统，

用于快速测量水样的 B/L 质量浓度。结果表明，传感器测量的质量浓度线性范围为 ! P 944 EQ < R，

连续测量 !4 个样品的精密度为 #S!T，能连续工作 9A J。讨论 UV、温度和重金属对传感器响应的

影响。实际水样的测试结果表明，由微生物传感器测得的 B/L 与 B/LA 的具有良好的相关度。
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生化需氧量（B/L）作为重要的衡量水与废水中

有机污染程度的指标，在水污染控制中具有非常重

要的作用。传统经典的 B/L 测量方法需要 A J 时

间，而且操作复杂、受外界影响大，不能满足对污染

水体或污染源在线监测的要求［5］。自 CFN8YH 等［!］

于 5:66 年最先研制出用于测量 B/L 的微生物传感

器后，国内外很多学者研发出各种基于不同菌种及

混合菌种的 B/L 传感器［9!;］。现有的基于微生物传

感器的快速测定方法将测量时间从 A J 缩短到 94
E>@，极大地满足了对水和废水 B/L 监测的要求，但

是也存在着对水样中 L/ 依赖大等问题。

近年来，越来越多的学者［6!:］研究利用氧化还原
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介体代替分子氧作为监测微生物分解代谢的最终电

子受体。在微生物的生化反应中氧化态的介体失去

电子，转变为还原态的介体，此过程的电子变化产生

传感器电流响应，从而可以定量反应中氧化还原物

质的量。很多利用介体促进微生物生化反应的研

究，反应体系是水溶液，且介体的浓度很高，如达 !"
##$% & ’［("］和 )) ##$% & ’［((］，导致介体的浪费。笔者

针对以上问题，开发出基于接枝二茂铁介体的微生

物传感器，将介体接枝到大分子材料中，并包埋于聚

乙烯醇（*+,）中，保持了介体的性能并避免了介体

的流失，很好地应用于测量废水中的 -./。

! 实验部分

! 0! 材料与试剂

二茂铁（12），34))"（5!6#78$9:$9;%<:7=<>$?;@7%68=，
5!,*ABC），聚 乙 烯 醇（*+,，醇 解 度 D"E，分 子 量

FF"""）购自南京曙光化学有限公司，其余试剂均采

用分析纯试剂。磷酸盐缓冲溶液（*-C，94 G HIF）

（由 5J #’ 的 H(IJ! K L6F4*.!(F4F. 和 (! #’ 的

5(IF( K L64F*.!F4F. 混合配制而成）。-./ 标准校

正溶液（MM,）［(F］，采用葡萄糖（()" #K & ’）、谷氨酸

（()"#K & ’）混合溶液。

! 0" 二茂铁介体的接枝

将 12 与微生物固定化于 *+, 包埋材料中，在微

生物对有机物的降解反应中代替氧为最终的电子受

体。由于 12 是小分子有机物，其分子的大小（8# 级）

远远小于包埋材料的孔径（平均为"# 级），故需要与

大分子有机物进行接枝。C-,!() 是一种具有巨大比

表面积的介孔氧化硅材料，其丰富的表面羟基为接枝

创造了良好的条件，其制备过程见文献［(5］，二茂铁

甲酸的制备见文 献［(!］。将 JID K 二 茂 铁 甲 酸 和

JIJ5 K 34))" 溶解在 )"#’ 氯仿和 )"#’ L，L!二 甲

基甲酰胺的混合溶剂中，加入 !IJH K (!羟基苯并三

唑，当上述溶液冷却到 "N时，加入 JIJO K B/PQ（(!
B<>;%!5!［ 5!（ R7#=<>;%6#78$）S9:$9;%］ 26:T$R77#7R=
>;R:$2>%$:7R=）和 5IJ K LUU（L!#=<>;%#$:9>$%78=）。将

溶液从冰浴中取出，常温搅拌 F! >，加入 O K C-,!()
并继续搅拌 !O >。过滤所得的混悬液，滤渣在索氏

提取器中用氯仿过夜洗涤除去游离的成分，所得的

固体真空干燥，得到 (! 0 F K 样品，样品被标记 为

12SC-,!()。12SC-,!() 的合成步骤见图 (。

! 0# 微生物培养及固定化

微生物选用从活性污泥（取自江心洲污水处理

厂）分离出的混合菌种。将取来的活性污泥经双层

纱布过滤后，在滤液（混合菌种）中投加好氧菌培养

基，包含 "I(E蛋白胨，"I(E牛肉膏及 "I(EP6P%F。

图 ( 12SC-,!() 合成示意图

在 5"N水浴中曝气培养 F! >，菌液在 ))" 8# 波长处

的吸光度达到 "IO 时，将菌液以 H F"" : & #78 离心 )
#78，离心后用 94 为 HIF 的磷酸盐缓冲液（*-C）清

洗，清洗后的菌液再次离心。重复此过程两遍后，将

离心 后 的 菌 泥 与 12SC-,!() 介 体 悬 浊 液、("E 的

*+, 溶胶进行混合包埋，混合均匀后压制成片（厚度

为"I5"#），室温晾干后裁剪成适合的大小，作为传

感器的生物敏感材料。

图 F 12SC-,!() 和 C-,!() 的红外谱图

! 0$ 传感器系统的构建

利用三电极系统作为电化学的换能器。分别用

玻碳电极（截面直径 J##）为工作电极，*< 电极为对

电极，饱和甘汞电极为参比电极，以通路的电流值为

测量指标。玻碳电极在使用前分别用 (I""#、"I5"#
和 "I")"##S,%F.5 打磨至光滑，每次打磨后均用去离

子水仔细清洗。最后打磨好的玻碳电极在室温下晾

干。和以前相关的研究［()］相比，本研究使用了更少

的 12 介体，并有效地阻止介体从包埋材料中流失。

" 结果和讨论

" 0! 接枝 %& 样品的表征

分析 12SC-,!() 和 C-,!() 样品的红外光谱（图

F），C-,!() 在 5H)" 2#V (处有清晰的振动谱带，此振

动吸收为硅羟基吸收峰，12SC-,!() 在 波 数 5 H)"
2#V (处此振动谱带明显退化，显示硅羟基被反应消

耗。12SC-,!()在波数 5 ("" W F O"" 2#V (和 ( ))" W
(F)" 2#V (处有明显的振动，此振动带归属于 L—4
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和 !—" 键［##］，因为纯 $%&!#’ 在此区域没有振动，

而 ("’’) 中含有 *—" 和 !—" 键，说明 ("’’) 的

骨架存在于 +,-$%&-#’ 中。另外，# .)) / # ’)) ,01 #

处的振动归属于酰胺基团，酰胺基团是 ("’’) 的氨

基与二茂铁甲酸的羧基缩合的结果，由此证明了 +,
已被成功接枝到了 $%&!#’ 上。

由图 2 可知，电极插入于 )3)#4 的 5%$ 溶液中，

电位的扫描速度为 ’) 06 7 8，固定了 +,-$%&!#’ 的介

体具有明显的氧化还原峰，而对照样 $%&!#’ 则没有

氧化还原峰，证明了在电化学反应中起电子传递作

用的物质是 +,。

图 2 介体的循环伏安

! 9! 传感器的性能

在实验优化的条件下，用 %:;’ 为 ’) 0 7 < 的 ==&
标准溶液对传感器进行测试。结果表明，传感器的质

量浓度线性范围为 > / 2)) 0? 7 <，单个传感器连续测

量 >) 个标准样品的精密度为 @3>A，传感器能连续稳

定工作 2’ B（传感器响应电流衰减在 #’A以下）。

! 9" #$、温度和重金属离子的影响

溶液中的 C" 值影响着微生物的生理状态。考

察在一定的营养条件（!（%:;’）D #)) 0? 7 <，C" 为 E
/ F）下传感器固定化微生物的活性。实验表明，传

感器响应电流差""随着 C" 值的增加而逐渐增大，

响应电流差""在 C" 值为 .3> 时最大，然后逐渐下

降。因此 C" 值为 .3> 时是最佳条件，具体见图 @。

图 @ C" 对传感器的影响

温度是影响微生物生理代谢的重要因素，适宜

的温度能提高微生物的生理活性。在!（%:;’）D

#))0? 7 <，温度为 >) / @)G的营养条件下，考察了传

感器的响应电流差。结果表明，随着温度的上升，传

感器的响应电流差逐渐增大，温度达到 2)G时响应

值最高，随后响应值缓慢下降。结果表明温度为

2)G时为系统微生物的最适宜温度，详见图 ’。

图 ’ 温度对传感器的影响

生活污水和工业废水中会含有多种重金属。常

见的重金属离子有 !H> I 、JK> I 、5L> I 、!M2 I 、!B> I 等。

适量的重金属对微生物的生理影响不大，过量的重

金属对微生物会产生抑制作用，降低微生物的生理

活性，使微生物从分解代谢为主转为内源代谢为主，

从而 降 低 了 传 感 器 的 响 应 电 流 值。笔 者 研 究 了

!H> I 、JK> I 、5L> I 、!M2 I 、!B> I 这 ’ 种重金属离子对传

感器 的 影 响。结 果 表 明，在 重 金 属 浓 度 低 于 #))
00NO 7 < 时，重金属对传感器响应无影响（抑制率小

于 ’A）。重金属浓度大于 ’)) 00NO 7 < 时，对传感器

的微生物有明显的抑制作用（抑制率大于 #’A）。’
种重 金 属 离 子 的 抑 制 率 由 大 到 小 顺 序 为：5L> I 、

!B> I 、!H> I 、!M2 I 、JK> I 。

! 9% 实际废水监测

对污染河道河水，污水处理厂（江心洲污水处理

厂）进水、出水及食品工业废水分别进行 %:; 传感

器快速测量，并与 %:;’ 相对照（表 #）。结果均表明

+, 传感器法测得的 %:; 值（%:;8）与标准的五日法

测定的值具有良好的可比性。相比而言，低浓度的

河水水样和污水处理厂出水的相关度略差。可能是

因为河水和污水处理厂出水中难生物降解的大分子

有机物相对较多，微生物短时间难以降解。

表 & 实际废水监测结果

水样 !（%:;’）7
0?·<1 #

!（%:;$）7
0?·<1 #

!（%:;$）7

!（%:;’）

内秦淮河 F #) #3##
金川河 #> #@ #3#E

污水处理厂进水口 #F) >)@ #3).
污水处理厂出水口 >> >E #3#P

食品厂废水 @>) @.> #3#>

" 结 论

’( 与大分子材料 $%&!#’ 接枝处理而得的介体
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!"#$%&!’(，在保持了电化学活性的同时，也阻止了

介体从包埋材料中流失。

!" 实验得出传感器的最优化工作条件为 )*
+,-，温度 ./0。废水中常见的 12- 3 、45- 3 、67- 3 、

18. 3 、19- 3 重金属离子在 ’// ::;< = > 浓度下对传感

器无影响。

#" 传感器的线性范围为 - ? .//:@ = >，连续测量

-/ 个样品的精密度为 A,-B，能连续工作 .( 9，在线

性范围内对低、中、高浓度实际废水测得的 %CD 值，

与 %CD( 均具有较好的相关度。
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·简讯·

全国水资源工作会议在京召开

-/’- 年 ( 月 + 日—W 日，全国水资源工作会议在北京召开。中共中央政治局委员、国务院副总理回良玉

作出重要批示。全国政协原副主席、中国工程院院士钱正英，水利部部长陈雷，水利部原部长、全国人大财经

委副主任委员汪恕诚，水利部原部长杨振怀出席会议并讲话。水利部副部长矫勇主持开幕式。水利部副部

长周英、胡四一、李国英，水利部总工程师汪洪、总规划师周学文等出席会议。

这次会议的主要任务是：深入贯彻中央关于加快水利改革发展的决策部署，全面落实国务院关于实行最

严格水资源管理制度的意见精神，总结交流近年来水资源工作成效和经验，分析水资源工作形势，研究部署

当前和今后一个时期水资源工作任务，在新的起点上努力开创水资源工作新局面。

珠委、太湖局、北京、天津、河北、山东等流域机构和省市代表作交流发言。会议通报表扬了一批全国水

利系统水资源工作先进集体和先进个人。

各流域机构，各省、自治区、直辖市水利（水务）厅（局），各计划单列市水利（水务）局，新疆生产建设兵团

水利局，部机关各司局和部直属各单位的主要负责人，河海大学、武汉大学、中国农业大学、天津大学、西北农

林科技大学、华北水利水电学院、南昌工程学院、三峡大学等院校有关负责人参加会议。水利部机关各司局、

在京部直属各单位的副司局级以上干部列席会议。 （本刊编辑部供稿）
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