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氯对模拟管壁生物膜的氧化特性研究
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摘要 :以载片上培养的大肠杆菌生物膜为对象 ,研究了氯对模拟管壁生物膜中大肠杆菌的灭活效果 ,同时考察氯氧化生物膜

后水中生物可同化有机碳 (AOC) 、生物可利用磷 (MAP)和细菌生长潜能 (BRP) 的变化情况. 结果表明 ,氯可以有效灭活悬浮态

的大肠杆菌 ,而对生物膜中的大肠杆菌的灭活效率远低于悬浮菌 ;在相同 CT值下 ,较高浓度的氯对悬浮态和生物膜中大肠杆

菌的灭活效果要高于低浓度的氯. 氯对生物膜的氧化作用会使生物膜中物质溶出 ,增加了水中 AOC 和 MAP 浓度 ,如当氯的浓

度为 110 mgΠL (CT值为 100 mg·minΠL)时 ,水中 AOC由 20178μgΠL增加到 120117μgΠL ,MAP含量由 0111μgΠL增加到 0117μgΠL ;氯

的氧化作用会增加水的细菌生长潜能 (BRP) ,BRP随着 CT值的增加而增加 ,如当氯投量为 110 mgΠL (CT值为 100 mg·minΠL)时 ,

BRP可达到 1110 ×107 CFUΠmL.
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Abstract : In the article , the inactivation effect of chlorine on E. coli biofilm and the influence of chlorine oxidization on the contents of
assimilable organic carbon (AOC) , microbially available phosphorus (MAP) and bacterial regrowth potential (BRP) was investigated in the
simulated drinking water distribution system. Results showed that chlorine resulted in more efficient reduction on suspended E. coli than did in
biofilm. The inactivation effect of E. coli was influenced by chlorine concentration. Likewise , higher chlorine concentration resulted in more
E. coli inactivation rate at the same CT ( chlorine concentration multiply by time ) value , when biofilm was oxidized by chlorine.
Concentrations of AOC and MAP in bulk water increased owing to organic substance dissolved from biofilm. The AOC concentration increased
from 20178μgΠL to 120117μgΠL , and the MAP was increased from 0111μgΠL to 0117μgΠL , and the Chlorine oxidization enhanced BRP
concentration in the bulk water. BRP reached maximum at 1110 ×107 CFUΠmL when chlorine concentration was 110 mgΠL , CT value was 100
mg·minΠL.
Key words : chlorine ; biofilm ; assimilable organic carbon (AOC) ; microbially available phosphorus (MAP) ; bacterial regrowth potential
(BRP)

　　给水管壁生物膜会对饮用水微生物安全性造成

危害 ,一方面在给水管网中寡营养条件下生长的微

生物对余氯具有较高的抗性 ,如有荚膜和无荚膜的

肺炎克雷伯式菌株等在贫营养条件下对自由氯的抗

性分别增加了 3 倍和 2 倍 ,一些菌种甚至会增加 9

倍[1 ]
,另一方面生物膜中的细菌在水力冲刷下会进

入水中 ,增加水中悬浮菌的数目[2 ]
. 为了控制给水管

壁生物膜的形成 ,通常采用提高消毒剂的投量、控制

进入管网水的 AOC等方式[3 ] .

然而提高消毒剂的投量不仅会造成消毒副产物

的增加 ,过多的消毒剂还可能会与管壁生物膜中的

微生物、有机物和无机物反应 ,使生物膜中的部分物

质从生物膜中溶解到水中. 这部分物质可能会为水

中微生物的再生长提供营养物质 ,进而增加水中微

生物的数量[4 ,5 ]
.

本研究以在聚碳酸酯载片上培养的大肠杆菌生

物膜为对象 ,考察不同浓度及 CT 值下氯对生物膜

中细菌的灭活效果 ,及氯对管壁生物膜氧化产物对

细菌再生长的影响 ,从而为实际水厂合理确定消毒
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剂的投量提供理论依据.

1 　材料与方法

1. 1 　大肠杆菌生物膜的培养

大肠杆菌 ( E. coli , 113373) 由中国科学院微生

物所提供. 试验时将大肠杆菌培养液经离心处理后 ,

再稀释配制成浓度为 10
7 ～10

8
CFUΠmL的大肠杆菌

悬浮液. 将聚碳酸酯载片放入大肠杆菌悬浮液中 ,用

磁力搅拌器进行搅拌 ,以模拟管网中水力条件 ,此过

程在 37 ℃下进行 4 d ,在此期间每隔 1 d 更换 1 次营

养肉汤 ,以保证充足的营养. 载片在使用前先用 2～

4 根灭过菌的棉签从上到下擦拭 5 次 ,再用 210 mgΠL
次氯酸钠灭菌 24 h ,然后用灭菌去离子水清洗 2 次.

1. 2 　生物膜的氯消毒试验

将培养好的载片从培养液中取出 ,用灭菌蒸馏

水冲洗 5 次 ,以去除表面悬浮状态的大肠杆菌和部

分溶解性物质. 将载片浸入一定浓度的灭菌超纯水

中 ,加入不同浓度的氯 ,反应一定时间后取出载片 ,

测定水样中的余氯量 ;用硫代硫酸钠终止反应后 ,测

定生物膜中大肠杆菌的数量 ,同时测定缓冲溶液中

生物可同化有机碳 (AOC) 、生物可利用磷 (MAP) 、细

菌生长潜能 (BRP) .

1. 3 　水中悬浮菌和生物膜中大肠杆菌的测定

悬浮态大肠杆菌的测定采用滤膜法测定[11 ]
. 生

物膜中大肠杆菌的测定方法如下 :用 2～4 根灭过菌

的棉签从上到下擦试载片挂膜面 5 次 ,将擦拭完的

棉签放入盛有 10 mL 缓冲液的试管中 ,置于超声波

清洗器 (功率 250 W) 中超声作用 25 min ,对溶液中

的大肠杆菌按悬浮态大肠杆菌的测定方法测定 ,以

单位面积的细菌数表示 (CFUΠcm
2 ) [6 ] .

1. 4 　AOC的测定

取 112 部分中所述水样 40 mL ,加入硫代硫酸钠

中止余氯 ,经 70 ℃水浴巴氏消毒 30 min 后冷却至室

温.先接种 P17 于水样中 ,于 22～25 ℃下黑暗培养 2

d ,采用涂布法测定细菌数 ;再将该水样巴氏灭菌杀

死 P17菌后接种 NOX菌 ,同样条件培养 3 d 后进行平

板计数 ,根据产率系数确定 AOC 的浓度[7 ] . 本试验

所测定的产率系数 (以乙酸碳计)为 :

Y (P17 ) = 117 ×10
7
CFUΠμg

Y (NOX) = 018 ×107 CFUΠμg

1. 5 　MAP 的测定

取 112 部分中所述水样 50 mL ,加入到经无碳化

处理的磨口三角瓶中 ,同时加入 50μL 无机营养液

(氮、镁、钙、钾等) 和 50μL 的乙酸钠溶液 (以乙酸碳

计) ,溶液中各物质的浓度如文献 [8 ]所述. 在 70 ℃

水浴中巴氏灭菌 30 min 以灭活非芽孢细菌. 冷却至

室温后接种荧光假单胞菌 P17 , 其浓度为 10
3

CFUΠmL ,在 15 ℃下置于暗处培养 5 d 后计数 ,利用

产率系数计算水样的 MAP ,本试验中测定的 MAP 产

率系数 (以 PO3 -
4 2P 计)为 5104 ×108 CFUΠμg.

1. 6 　BRP 的测定

取 112 中所述的水样 20 mL ,加入具塞磨口锥形

瓶中 ,加入硫代硫酸钠中和剩余的消毒剂. 将锥形瓶

放到暗处恒温 20 ℃培养 5 d. 然后将水样经孔径为 2

μm的滤膜过滤 ,以滤过水作为接种用的水样. 另取

112 中所述水样 20 mL ,加入到经过超纯水洗涤、消

毒及无碳化处理的具塞磨口锥形瓶中 ,在 70 ℃的水

浴中消毒 30 min ,冷却到室温后 ,按照 1∶100 的比例

加入前述的接种水样 ,在 20 ℃下置于暗处恒温培养

7 d 后测定水中细菌总数 ,即为该水样的 BRP[9 ] . 所

用培养基如文献[10 ]所述.

1. 7 　余氯的测定

余氯采用 DPD ( N , N2二乙基 ,1 ,42苯二胺) 、硫

酸亚铁铵滴定法测定[11 ]
.

2 　结果与讨论

2. 1 　氯对水中悬浮菌的灭活效果

图 1 是氯对水中悬浮菌的灭活情况. 可以看出 ,

氯对悬浮菌的灭活效果与氯的浓度及 CT 值有关.

在氯的浓度为 015 mgΠL时 ,对水中悬浮菌的灭活效

果很低 ,CT值的增加对大肠杆菌的灭活效率提高幅

度很小 ,如当 CT值为 100 mg·minΠL和 300 mg·minΠL
时 ,其灭活率仅为 1119 lg 和 1113 lg. 而随着氯浓度

的提高 ,对大肠杆菌的灭活效率不断提高 ,如当氯的

浓度提高到 110 mgΠL和 310 mgΠL时 ,当 CT 值为 100

mg·minΠL时 ,其灭活效率分别可达到 3101 lg 和 5125

lg ,较氯浓度为 015 mgΠL时提高了 1182 lg 和 4112 lg.

有研究认为氯消毒效果仅取决于 CT 值 ,而与氯的

浓度无关[12～14 ] ,而本研究所得结论表明 ,对水中悬

浮菌的灭活 ,不仅取决于 CT值 ,同时与氯的浓度有

关 ,随着氯浓度的提高 ,对大肠杆菌的灭活效率大幅

度提高.

2. 2 　氯对生物膜中大肠杆菌的灭活

氯对生物膜中大肠杆菌的灭活与对悬浮态大肠

杆菌的灭活具有相似的规律. 从图 2 可以看出 ,不同

浓度的氯对生物膜的灭活效率不同 ,高浓度的消毒

剂有利于对生物膜中微生物的灭活效果. 如当氯浓

度为 015 mgΠL时 ,对生物膜中大肠杆菌的灭活效率
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图 1 　氯对悬浮态大肠杆菌的灭活

Fig. 1 　Effects of chlorine on suspended E. coli inactivation

　

非常低 ,CT 值达到 300 mg·minΠL时 ,其灭活率仅为

0113 lg. 而当氯的浓度提高到 110 和 310 mgΠL ,在 CT

值为 300 mg·minΠL时 ,对生物膜中大肠杆菌的灭活

率可提高到 1130 lg 和 2120 lg.

对比图 1 可以看出 ,氯对生物膜中大肠杆菌的

灭活效果要明显低于对悬浮状态大肠杆菌的灭活效

果.如在氯浓度为 110 mgΠL ,CT 值为 100 mg·minΠL
时 ,对生物膜中的大肠杆菌及悬浮态大肠杆菌的灭

活效率分别为 1110 lg 和 3140 lg ,二者相差 2130 lg.

其原因可能在于生物膜中的大肠杆菌处于有机物和

无机物的包裹中 ,氯在通过生物膜与大肠杆菌的接

触过程中 ,会与生物膜中的部分物质发生氧化反应

而被消耗 , 到达大肠杆菌时其浓度降低 ,因而对生

物膜中大肠杆菌的灭活效率降低. 当氯的浓度较低

时 ,由于在通过生物膜时会与生物膜反应 ,到达大肠

杆菌时的浓度较低 ,因而对其灭活效率非常低. 当提

高氯的浓度时 ,到达大肠杆菌的氯的浓度会相对较

高 ,因而对大肠杆菌的灭活效率得到提高[15 ,16 ]
.

2. 3 　水中 AOC的变化情况

为了考察生物膜氯氧化溶出物对水质的影响 ,

对氯氧化大肠杆菌生物膜后水中 AOC 的变化情况

进行了研究 (图 3) . 可以看出 ,浸泡载片的水初始

AOC浓度为 20178μgΠL ,氯的加入增加了水中 AOC

的含量. 在相同 CT值下 ,氯浓度为 110 mgΠL时 ,AOC

增加幅度最大 ,氯浓度为 310 mgΠL时 ,水中 AOC 的

浓度反而低于浓度为 015 mgΠL的情况. 如当氯的浓

度为 110 mgΠL ,CT 值为 100 mg·minΠL时 ,水中 AOC

可增加到 120117μgΠL. 水中 AOC 的变化与 CT 值也

图 2 　氯对生物膜中大肠杆菌的灭活

Fig. 2 　Effects of chlorine on biofilm E. coli inactivation

　

有一定的关系 ,在相同氯投量下 ,随着 CT 值的增加

而增加 ,但增加幅度不大. 由于在反应过程中未引入

其它有机物 ,因而可以认为水中 AOC 的增加来源于

生物膜中的有机物或微生物. 在氯浓度较低时 ,氯将

生物膜中的一部分有机物或微生物中部分大分子物

质氧化成低分子量的有机物 ,从而使 AOC 增加. 而

随着氯浓度的增加 ,水中部分溶出的 AOC 可能会被

氯继续氧化 ,从而使 AOC 浓度降低. Markku 等[17 ] 在

研究臭氧对水中 AOC 的影响时 ,也得到相似的结

论 ,说明氧化剂会与生物膜反应 ,使部分有机物从生

物膜中溶解到水中.

图 3 　氯对生物膜溶出 AOC的影响

Fig. 3 　Effects of chlorine on AOC from biofilms
　

2. 4 　水中 MAP 的变化

MAP 代表水中微生物可利用磷的含量 ,研究表

明 ,MAP 可以在一定程度上限制微生物的生长能

力[18～20 ] .图 4 是氯氧化后水中 MAP 的变化情况. 在

氯浓度为 110 mgΠL时从生物膜中溶解出的 MAP 量
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最高 ,氯投量为 015 mgΠL和 310 mgΠL时 ,MAP 的含量

都低于高于 110 mgΠL时溶解出的 MAP ,但高于初始

MAP含量. 如当氯的浓度为 110 mgΠL、CT 值为 100

mg·minΠL时 , MAP 含量由 0111 μgΠL 增加到 0117

μgΠL. 其原因可能在于氯的氧化作用改变了生物膜

中的某些含磷有机物的性质 ,或由于氯对微生物的

氧化 ,使磷从细胞的生物膜及细胞质中释放出来.

Markku 等[17 ] 研究了臭氧对 MAP 的影响 ,也发现臭

氧可以使 MAP 升高 ,与本研究具有相似的结论.

图 4 　氯对生物膜溶出 MAP的影响

Fig. 4 　Effects of chlorine on MAP from biofilms

　

图 5 　生物膜对余氯衰减的影响

Fig. 5 　Effects of biofilm on residual chlorine decay

2. 5 　余氯的衰减情况

图 5 是在有、无生物膜 2 种情况下 ,水中余氯的

衰减情况. 可以看出 ,在无生物膜时 ,氯的衰减速率

较低 ,随着氯浓度的增加衰减速度增加. 而有生物膜

情况下 ,氯的衰减速度明显提高. 如在氯浓度为 110

mgΠL时 ,在有无生物膜 2 种情况下氯的衰减比分别

为 60 %和 4218 %. 而氯的浓度为 310 mgΠL时 ,2 种情

况下氯的衰减比为 84 %和 6017 %. 对氯衰减的研究

表明 ,氯与生物膜中的有机物发生了反应 ,从而使氯

的衰减速度高于无生物膜的情况. 同时也说明由于

管壁生物膜与氯的反应消耗了一定量的氯 ,从而使

其对生物膜及水中的微生物的灭活效率降低.

2. 6 　氯氧化对 BRP 的影响

BRP 是用来衡量水中细菌再生长的一个指标 ,

其数值的大小可直接反映水中营养物质支持细菌再

生长能力的高低. 表 1 是氯氧化生物膜溶出物质对

BRP 的影响. 空白水样的 BRP 为 5165 ×10
4
CFUΠmL ,

氯的加入增加了水样的 BRP. BRP 的大小与氯投量

及 CT值有关 ,在相同氯投量下随着 CT 值的增加 ,

BRP 也随着增加. 在相同 CT 值下 ,氯投量为 110

mgΠL时 ,BRP 最高 ,氯的浓度提高到 310 mgΠL时 ,BRP

反而降低 ,其数值低于 015 mgΠL时的 BRP 值. 如 CT

值为 100 mg·minΠL ,氯浓度为 015 mgΠL时 ,BRP 为

8190 ×10
6
CFUΠmL ,在氯浓度为 110 mgΠL时 ,BRP 可

达到 1110 ×10
7

CFUΠmL ,而氯浓度提高到 310 mgΠL
时 ,BRP 降低到 2175 ×10

6
CFUΠmL. 对比氯氧化对

AOC及 MAP 的数据可以看出 ,二者都是在氯浓度为

110 mgΠL时达到最大 ,此时生物膜中溶解出来的营

养物质最多 ,这些物质为细菌的生长提供了营养 ,因

而 BRP 最高. 具体原因需进一步通过试验确定.

表 1 　氯的氧化作用对细菌生长潜能的影响ΠCFU·mL - 1

Table 1 　Effect of chlorine on bacterial regrowth potentialΠCFU·mL - 1

CT值

Πmg·L - 1

氯浓度Πmg·L - 1

015 110 310

100 8190 ×106 1110 ×107 2175 ×106

200 7150 ×106 1154 ×107 2190 ×106

300 8165 ×106 1174 ×107 7125 ×106

3 　结论

(1) 氯对生物膜中细菌的灭活效率低于水中悬

浮菌的灭活效率 ,消毒过程中氯的浓度对消毒效果

有一定影响 ,在相同 CT值下 ,高浓度的氯消毒效果

较好.

(2) 氯对模拟管壁生物膜的氧化作用会造成生

物膜中AOC及MAP 的溶出 ,在氯的浓度为 110 mgΠL
时 ,AOC及 MAP 的溶出量最高.

(3) 氯对生物膜的氧化作用会增加水的细菌生

长潜能 ,降低水的微生物安全性 ;随着氯浓度及 CT

值的增加 ,BRP 也随着增加.

(4) 在实际应用氯作为消毒剂时 ,其投量除考

虑氯对微生物的灭活、消毒副产物控制外 ,还要综合

考虑氯对生物膜氧化溶出物对细菌再生长的影响.
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