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饮用水山微生报可利用麟 前测定方法研究
姜登岭 鲁 巍 张晓健

清华大学环境科学与工程系
,

北京

摘要 研究细化 了微生物可 利 用磷 的测 定方法
,

采用配水试验得 出不 同磷浓度 与对应浓

度下生长的 菌最大 菌落数
、

有较好 的 线性 关 系
。

试验 测定 的 产率 系数 为 只 护

陀 聋一
,

测定适 用范围为 一 拜 以 一 计
。

经过分析提 出 测定

可 以 用 第
,

天 的 菌落数最大值代替最大 菌落数 二
,

减 少 了 测定 工作量
。

对某市给水

处理工 艺和 配水管网 中 占总磷的百 分比分析表 明
,

微生物 可 利 用磷与总磷 并没有 固 定 的比例

关 系
。
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饮用水中有机物
,

特别是可同化有机碳

含量的高低
,

被普遍认为是评价饮用水生物稳定性

的主要指标
。

这是因为一般认为碳元素
,

即有机物

是管网水中微生物生长的最主要限制因子
。

然而最

近几年有研究表明
,

如果水中含有较高的有机物 例

如在北半球的欧洲中部
、

北美地 区等
,

微生物生长

国家高技术研究发展计划 计划 项 目
。

可能受到无机元素磷的限制川
。

等对芬兰 富含腐殖质天然 水源水研

究指出
,

由于含有较高的有机碳
,

饮用水中微生物的

生长受到无机元 素磷的限制〔“
,

〕。

等采

用 方法分析了东

京配水管网采集的 个水样
,

发现磷对其中一半以

上水样具有明显的限制作用 ’
。

因此磷有可能成为

微生物生长的限制 因子
,

低浓度的磷可以保证饮用

给水排水 一
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水的生物稳定
。

目前磷保证饮用水生物稳定性的具

体数值还未见报道
。

但 等对芬兰饮用水

研究后指出
,

尽管总磷低于 拜 ,

但 已经足够维

持微生物大量繁殖
。

因此
,

低浓度磷的检测对磷

的测定方法提出了更高的要求
。

目前饮用水较多采用的磷的测定方法普遍存在

以下两个问题 一是测定精度达不到研究饮用水生

物稳定性的要求
,

例如常用的铂锑抗分光光度法
,

最

低检出限为 拌 。

本实验室采用 型分光光

度计 光程的比色皿
,

最低检出限也只能够降

低到 拼 。

另外这些测定方法测得的总磷的浓

度
,

难以区分出哪一部分是可以被微生物利用的磷
。

在天然水中
,

磷儿乎以各种磷酸盐的形式存在
,

它们

分为正磷酸盐
,

缩和磷酸盐 焦磷酸盐
、

偏磷酸盐和

多磷酸盐 和有机结合的磷酸盐
,

它们存在于溶液
、

腐殖质粒子和水生生物中「」。

可溶性的磷酸盐能被

微生物直接吸收
,

而有机结合的磷酸盐和不溶性的

磷酸盐不能够被微 生物直接利用 〕。

因此
,

为 了

考查饮 用水 中可 以 被微 生 物利 用的磷
,

芬 兰 学 者

提出了水中微生物可利用磷的测定方法 〕。

微 生 物 可 利 用 磷
,

定义为可 以被微生物利用的磷
。

测定方法是一种生物检测技术
,

是在消除其他

元素对微生物生长限制的情况下
,

以 菌为测试

菌
,

以磷酸氢盐 认 为磷源
,

对生长至稳定期

时的细菌进行平皿计数
,

根据不 同浓度的磷与该浓

度下 菌达到 生长稳定期的数量 做标准曲

线
,

得到一条有较好线性相关性的直线
,

求出

产率系数
。

测试水样时
,

同样要 消除其他元素对微

生物生长的限制
,

水样接种 菌
,

培养至生 长 稳

定期
,

得到最大菌落数 二
,

根据 的产率系数

可以计算出水样中微生物可利用磷的浓度
。

本文 目

的在于细化 测定方法 采用配水试验确定磷

与最大菌落数 的剂量反应关系 确 定 产

率系数和适用范围 同时简化 测定过程 分析

微生物可利用磷与总磷的相关关系
。

为国 内开展磷

与饮用水生物稳定性的研究奠定基础
。

材料和方法

器皿处理方法

由于配水试验和 实际水样 中 非常低
,

试

验所用的器皿 包括水样采集过程 必须经过处理
,

以避免试验器皿引入的误差
。

所有玻璃器皿 除培养皿 按照如下方法处理

①在无磷洗涤剂溶液中浸泡 ②先后用 自来水
、

蒸馏水分别冲洗干净 ③在稀盐酸水溶液 中浸

泡 ④先后用 自来水
、

蒸馏水
、

超纯水分别洗涤三

遍 ⑤在马弗炉中 ℃烘干

试验中使用的塑料制品 如塑料吸头 采用如下

方法处理 ①在无磷洗涤剂溶液中浸泡 ②先后

用 自来水
、

蒸馏水分别冲洗干净 ③在稀盐酸水溶液

中浸泡 ④先后用 自来水
、

蒸馏水
、

超纯水

分别洗涤三遍 ⑤在高压锅中 ℃灭菌

菌种培养液及无机盐营养液的配制

菌种培养液

为了减少接种液引入的误差
,

菌种培养液

采用无磷培养液
,

菌种培养液组成见表
。

表 菌种培养液组成成分

组分

浓度

·

姚 以 礴 践
‘

·

无机盐营养液的配制

测定中
,

为了消除其他无机元素对 菌

生长的限制
,

需要 向水样 中投加足够量的除磷外的

其他无机营养
,

无机营养液的组成见表
。

表 尸无机营养液的组成成分
组分 、 二 、 二

,

、引 元 天山

浓度八

乙酸钠溶液

为了消除水样中碳对 菌生长的限制
,

需向水

样中投加足够的碳营养
,

测定中采用乙酸钠作

为碳源
。

配制乙酸钠溶液的浓度为 岁 以乙酸碳

计
,

下同
。

配制以上溶液都需要采用超纯水
,

药品用分析

纯
,

溶液需要在高压锅中 ℃灭菌
。

,

接种液

接种液的准备

试验采用荧光假单胞菌 作为测试菌种
。

从

保存 菌种的斜面上挑取 菌落一环接种至

经 拌 玻璃纤维滤膜过滤
、

高压蒸汽灭菌的水样

中培养
,

以适应低营养条件生长
,

并恢复其天然

代谢状态
。

取适量初培养 的菌液至 菌种培养

给水排水 一
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液中
,

在 土 ℃培养至稳定期
,

即为试验用菌种
。

菌种在 一 ℃保存
,

一个月内可以使用
。

每次使用

前使用平板计数法进行活菌计数以确定菌液浓度
,

并根据菌液浓度计算所需接种的接种液体积 ‘“ 。

接种液体积

测 定 中
,

水 样 接 种浓 度 为
,

接种液体积按式 计算
。

接种液体积
接种液浓度

标准磷系列溶液的配制

测定中绘制标准曲线采用的标准磷溶液
,

由无机盐营养液
、

乙酸钠溶液和超纯水
,

然后加人不

同量的磷酸氢盐 认 得到
。

用 经过

处理的具塞磨 口三角瓶
,

取 无机盐营养液
,

拜 的乙酸钠溶液和 超纯水混合
,

再加

入不同量的磷酸氢盐就得到了标准磷系列溶液
。

此

时混 合溶液 中含 有 巧 的
,

的
,

的
,

的
,

的
,

的
, 拼 的乙酸碳

。

本试验

中试 验配水的磷浓 度为 。
, , , , ,

, , , , , , 拼 以 以一 计
,

下同
。

培养与菌落计数

培养

将配制好的标准磷系列溶液放入 ℃的水浴

进行 巴 氏灭 菌
,

以 杀死 芽抱 细 菌和原 生 动

物
。

冷却后
,

按照式 计算的接种液体积接种
,

然

后在 巧 ℃生化培养箱中黑暗培养工 〕。

·

菌落计数

自培养的第 天至第 夭
,

每天从 培养

瓶中取 拜 混匀的培养液
,

用缓冲溶液稀释

或 少 倍
,

取 拜 进行平板涂布
,

置于 土 ℃

生化培 养箱 中培养
,

培养 天后进行计数
。

采用

培养基工川菌落计数
。

水样的 测定
·

水样的采集

水样收集于预先处理好的 磨口玻璃瓶

中
,

如果水样中含有余氯
,

加入适量硫代硫酸钠 按

照摩尔比
,

硫代硫酸钠 余氯 二 以中和水中的

余氯
。

水样应该在 内进行 测定
。

水样的处理

水样 测定时
,

同样 需要 在待测 水样 中加

入足够的碳和其他无机营养以消除碳和其他无机元

素对微生物生长的限制
。

在 水样 中加入

讨
才

无机营养液和 拌 的乙酸钠溶液
,

使得

加入的营养为 拌 的
,

阔 的
,

阳

的
, 胖 的

,

拼 的
, 拼 的

,

拜 的乙酸碳
。

水样的培养和菌落计数

待测水样的培养和菌落计数与标准磷系列溶液

的培养及菌落计数采用相同的方法
。

结果与讨论

生长曲线

不同浓度标准磷溶液 菌的生长曲线见图

和图
。

一般培养 一 菌就可以达到生长稳

定期
。

同时
,

对于不 同浓度标准磷溶液
,

磷浓度越

高
,

菌达到生长稳定期的时间相对要 比低浓度

磷要长
。

对于磷浓度为 一 拌 ,

一般 一 就

可以达到生长稳定期
,

而对于磷浓度为 一 拼岁 ,

一般 一 才可以达到生长稳定期
。

一闷卜

一侧卜 以

门卜一 刀
侧 由曰

刀 呻奋

心
门

卜一

闷吕二从切毛之最嫂注

培养时间

图 一 胖 标准磷溶液 菌的生长曲线

一冲一 刁卜 一盛 , 钾一 弓卜

闷日匀山口色一燕浪短

培养时间

图 一 拼 标准磷溶液 菌的生长曲线

另外
,

从 菌的生长曲线还可以看出
,

生长曲

线不是十分规则
,

有波动
,

尤其对于低浓度磷溶液
,

给水排水 一
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液中
,

在 土 ℃培养至稳定期
,

即为试验用菌种
。

菌种在 一 ℃保存
,

一个月内可以使用
。

每次使用

前使用平板计数法进行活菌计数以确定菌液浓度
,

并根据菌液浓度计算所需接种的接种液体积 ‘“ 。

接种液体积

测 定 中
,
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接种液体积按式 计算
。
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接种液浓度
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,
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,
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,
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八曰

岁圳当

磷

图 以标准磷溶液培养第
,

天的 菌

落数最大值代替最大菌落数 、 造成的误差

误差 二 兰瓮多巡
, ,

一
〔

,

,

为 管 网水 中 占总磷 比 例较 低
,

低 于
。

从数据可以看出
,

微生物可利用磷与总磷并

没有固定的比例关 系
,

水样中总磷含量高并不能够

代表微生物可利用磷含量就高
。

因此
,

研 究磷与饮

用水生物稳定性的关系问题
,

建立微生物可利用磷

的测定方法是非常必要的
。

表 占总磷的比例

取取样点点
‘

阔 澎 门于

原原水水 令令

预预氯混凝水水

沉沉淀水水

管管网点 公公
,

管管网点 么么

管管网点 并。。
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结论

经过试验研究可以得出以下结论

磷浓度与对应浓度下最大菌落数 有较

好的线性关系
。

测 定的产率系数为 火

雌 通一
,

测定适用范围为 一 拼

测定过 程 中
,

采用 培 养第
,

天 的

菌落数最大值作为最大菌落数
,

能够满足

测定要求
。

微生物可利用磷与总磷并没有固定的 比例

关系
。
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