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杀菌剂对不同生长状态下生物黏泥的作用效果

刘摇 芳, 夏摇 璐, 常摇 新, 杨摇 飞, 赵朝成

(中国石油大学 化学工程学院, 山东 青岛 266555)

摘要:在不同状态下培养生物黏泥,考察生物黏泥的生长特性和 ClO2 对不同类型生物黏泥的杀菌过程,确定 ClO2 有

效杀菌时间和杀菌质量浓度。 结果表明:当培养液中营养配比分别为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 50 颐10 颐1、100 颐10 颐1和
150 颐10 颐1时,生物黏泥的湿重和胞外聚合物的含量增加;当培养状态为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐1时,生物黏

泥的脱氢酶活性含量最大;当培养液中碳源质量浓度增加时,ClO2 作用的有效时间随之延长,分别为 1、1郾 5、1郾 75 h,
ClO2 有效杀菌质量浓度也随之增大,分别为 0郾 5、1郾 5 和 2 mg / L。
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Effect of biocide on biofouling formation at different growth conditions

LIU Fang, XIA Lu, CHANG Xin, YANG Fei, ZHAO Chao鄄cheng

(College of Chemical Engineering in China University of Petroleum, Qingdao 266555, China)

Abstract: The growth characteristics of biofouling at different cultivating conditions were investigated. Then, the antibacteri鄄
al effect of chlorine dioxide on biofouling at different cultivating conditions was investigated, and the effective antibacterial
time and concentration of chlorine dioxide were obtained. The results show that the wet weight and extra-cellular polymeric
substances of biofouling increase when nutritive proportions are 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 50 颐10 颐1,100 颐10 颐1 and 150 颐10 颐
1, respectively. However, dehydrogenase activity (DHA) of biofouling is the biggest at 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐
1. The effective antibacterial time chlorine dioxide acting increases with the mass concentration of carbon increasing, which
is 1,1郾 5 and 1郾 75 h, respectively. In addition, effective antibacterial concentration of chlorine dioxide also increases,which
is 0郾 5,1郾 5 and 2 mg / L, respectively.
Key words: biofouling; chlorine dioxide; antibacterial effect; nutritive proportion

摇 摇 石油炼化企业循环水系统中宜于生物黏泥的繁

殖[1]。 生物黏泥会影响循环水系统管道金属表面

的电化学性质,引起结垢腐蚀加剧、传热效率降低、
管道堵塞等问题[2鄄5]。 目前普遍采用投加杀菌剂控

制生物黏泥,即利用杀菌剂直接破坏微生物的生命

过程和细胞核物质而杀死菌体,使系统中微生物的

生长速度减慢。 然而,杀菌剂投加量较难控制[6鄄7],
国外也尚未建立针对杀菌剂的选择和使用方面的标

准量化方法[8]。 笔者在不同状态下培养生物黏泥,
考察杀菌剂对于不同类型生物黏泥的杀菌过程,确

定杀菌剂有效杀菌时间和杀菌质量浓度。

1摇 实验方法

1郾 1摇 生物黏泥的培养

实验装置为 RCC鄄域型旋转腐蚀挂片实验仪,采
用标准不锈钢挂片 ( AISI 304,50 mm 伊 25 mm 伊 2
mm),在挂片上培养生物黏泥。 采用定时排水浓缩

法培养生物黏泥[9]。 投入菌种后控制水温为(35依
1) 益,每隔 12 h 换水排掉悬浮态细菌,以避免悬浮

态细菌对附着态细菌生长的影响,再按要求加入培
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养液,以保证挂片表面的附着态细菌摄取充足养分,
获得良好生长条件而大量繁殖。 重复上述操作,直
到生物黏泥长到稳定附着期。 实验用菌种取自中石

化青岛炼化公司循环冷却水系统凉水塔下面的集水

池。
在模拟循环水系统中,营养液用葡萄糖作碳源,

硫酸 铵 (( NH4 ) 2SO4 ) 作 氮 源, 以 磷 酸 氢 二 钠

(Na2HPO4)作磷源,用自来水配制培养液,以补充微

量元素如镁、铁、锌等。 在模拟循环水系统中,有机

碳源质量浓度的变化对生物黏泥生长特性影响最为

显著[10]。 因此,本实验在培养不同营养水平下的生

物黏泥时,仅改变碳源的质量浓度,根据 GB50050鄄
2007 工业循环冷却水处理设计规范中对于间冷开

式系统循环冷却水水质指标的要求,氨氮和磷的质

量浓度分别定为 10 和 1 mg / L。 配制了 3 种不同营

养水平的培养液,分别是贫营养培养液(籽(CODCr) 颐
籽(N) 颐籽(P)= 50 颐10 颐1),中营养培养液(籽(CODCr) 颐
籽(N) 颐 籽 ( P) = 100 颐 10 颐 1) 以及富营养培养液 ( 籽
(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 150 颐10 颐1)。
1郾 2摇 生物黏泥湿重的测定

生物黏泥的生成量用黏泥湿重来表征,即当生

物黏泥生长至稳定期后将挂片取出,用滤纸吸去挂

片上过量水分,记录湿重值。 为减少实验误差,在测

定每一个时间点的黏泥湿重时均取用了 6 个挂片,
以其平均值来表示此时间点的黏泥湿重。 挂片上单

位面积的黏泥生成量计算式为:

摇 m=
mi-m0

28 . (1)

式中,m 为某一时间点的黏泥生成量,mg / cm2;mi 为

某一时间点的挂片总湿重,mg;m0 为挂片的初始湿

重,mg;每个挂片的表面积为 28 cm2。
1郾 3摇 胞外聚合物(EPS)含量的测定

采用甲醛-氢氧化钠法提取胞外聚合物[11]。 为

保证多糖和蛋白质不变性,在提取当天测定。 多糖

的测定方法为蒽酮-硫酸法[12],在测定多糖前用氯

仿-正丁醇法去除蛋白质,多糖质量浓度以 滋g / cm2

计。 蛋白质的测定用 Bradford 法 (考马斯亮蓝

法) [13],蛋白质质量浓度以 滋g / cm2 计。 以多糖和

蛋白质的含量之和表示 EPS 的含量。
1郾 4摇 脱氢酶活性的测定

采用三苯基四氮唑氯化物(TTC)比色法测定脱

氢酶活性(DHA) [14],以单位质量基质每 2 h 内产生

三苯基甲肼(TF)的质量计算(单位为 10-6 / h)。

1郾 5摇 生物黏泥杀菌效果的表征

脂类物质是所有细胞中生物膜的主要成分,在
细胞死亡后将很快被分解,它在细胞中干质量的含

量约为 50 滋mol / g,90% ~98%的细胞膜脂类以脂磷

的形式存在,脂磷在细胞死亡后很快被分解,磷脂中

的磷含量很容易用比色法测定,是一种可以用来表

示活菌总数的较为理想的指标[15]。 因此利用测定

生物黏泥中脂磷含量的变化表征生物黏泥中活菌总

数。 脂磷的测定方法见文献[16]。
1郾 6摇 杀菌剂的选择

根据实际应用情况,选取应用较为广泛的氧化

型杀菌剂稳定性二氧化氯(固态粉末,使用前配制

母液)。 在不同营养条件下培养的微生物黏泥,至
稳定附着期后,将之与杀菌剂作用。

2摇 结果分析

2郾 1摇 不同培养状态下生物黏泥性能

当培养状态 籽(CODCr) 颐 籽(N) 颐 籽(P)不同比值

时,生长至稳定期的生物黏泥的主要性能见表 1。
当培养液中碳源质量浓度增大时,生物黏泥的湿重

和 EPS 的含量随之增加。 研究表明,系统中的微生

物一旦完成初期附着过程,会在适宜的环境中迅速

生长繁殖[17],且生成的黏泥量主要受附着态微生物

生长状况的影响[18]。 随着微生物繁殖数量的不断

增多,系统中的营养水平成为微生物进一步繁殖的

限制因素[19],水体中可利用的营养物质量浓度越

高,附着态微生物的增殖量越大,进入平衡稳定期后

生成的黏泥量越多。
在不同培养状态下,生物黏泥的脱氢酶活性存

在较大差异。 当 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐1
时,生物黏泥的 DHA 含量最大。 实验中, 在 籽
(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 50 颐10 颐1下挂片上附着的黏

泥量最少,活性微生物数量最少,导致测得的 DHA
最低。 在 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐1下,有
机底物质量浓度的提高,使得活性微生物数量相对

增加,DHA 明显升高。 而在 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)
= 150 颐10 颐1下,虽然生成的生物黏泥量继续增多,但
是脱氢酶活性却有所降低,这主要是由于此时大量

繁殖的微生物导致挂片上黏泥厚度不断增大(图
1),营养物质及氧气的传质助力增大,导致黏泥内

部出现厌氧环境,内层的好氧微生物由于在新陈代

谢过程中缺乏必要的氢受体而逐渐死亡。 研究[20]

表明:当载体表面生长的生物膜厚度增加到一定程

度后,生物膜靠近载体表面的部分即惰性生物层的
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微生物由于难以获得充足的养分和溶解氧,活性降

低,基本不参与生化反应;包裹于惰性层外的活性生

物层则具有较强的活性,有机底物的降解主要依靠

该层中的微生物。 由此可见, 在培养状态为 籽
(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 150 颐10 颐1时,黏泥生长速率

过快,厚度过大反而导致其 DHA 降低。
表 1摇 不同培养状态下生物黏泥的主要性能

Table 1摇 Properties of biofouling at different
growth conditions

培养状态
生物黏泥
湿重 /

(mg·cm-2)

EPS 含量 /
(滋g·cm-2)

DHA 值 /
10-6 h-1

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 50 颐10 颐1

43郾 79 232郾 76 1郾 94

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 100 颐10 颐1

50郾 82 259郾 93 12郾 97

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 150 颐10 颐1

89郾 21 277郾 58 7郾 64

图 1 为培养状态不同时,生长至稳定期的生物

黏泥的外观。 不同状态培养至生长稳定期的生物黏

泥在颜色、表观密度等方面都有所不同。 可以看出:
当培养液营养配比为 籽(CODCr) 颐 籽(N) 颐 籽(P)= 50 颐
10 颐1时,形成的生物黏泥颜色较浅,结构疏松; 籽
(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 150 颐10 颐1时,形成的生物黏

泥颜色较深(呈黄色),结构致密而紧凑;籽(CODCr) 颐
籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐1时所形成的生物黏泥的颜色

和致密程度都介于两者之间。

图 1摇 生物黏泥挂片外观

Fig. 1摇 Appearance of biofouling on hanging pieces

2郾 2摇 ClO2 有效杀菌时间的确定

不同生长状态下生物黏泥中脂磷含量在 ClO2

作用下随时间的变化曲线见图 2。
图 2 表明,生物黏泥的生长状态不同,脂磷含量

变化过程中达到最低点的时间不同,说明 ClO2 作用

的有效时间不同。 当培养状态分别为 籽(CODCr) 颐 籽
(N) 颐籽(P)= 50 颐10 颐1、100 颐5 颐1和150 颐5 颐1时,ClO2 作

用的有效时间分别为 1、1郾 5 和 1郾 75 h,此时脂磷含

量的降低率(即杀菌率)分别为 78% 、87% 和 84% 。
此外,当脂磷含量达到最低点后,随着时间的延续又

呈上升的态势。 原因主要可能有两方面 颐 一是由于

ClO2 有效作用质量浓度随时间的变化逐渐降低,减
弱了杀菌效果,导致挂片上微生物数量增加,从而脂

磷含量后续上升;二是培养液中有机物在微生物的

表面形成一层保护层,妨碍杀菌剂与微生物的接触,
或延迟杀菌剂的作用,以致于微生物逐渐对药物产

生适应性[21],从而使微生物的数量增加,导致脂磷

含量上升。

图 2摇 不同培养状态下生物黏泥中脂磷

含量随时间的变化曲线

Fig. 2摇 Content of biofouling fat phosphorus
at different nutrient levels with different time

2郾 3摇 ClO2 有效杀菌质量浓度的确定

向培养至稳定期的生物黏泥中分别投加不同质

量浓度的 ClO2,分别作用 1、1郾 5 和 1郾 75 h 后,测定

不同质量浓度 ClO2 作用下的生物黏泥脂磷含量及

杀菌率,结果见图 3。
由图 3 看出,当 ClO2 质量浓度增大时,脂磷含

量呈降低趋势,杀菌率逐步升高,这可从 ClO2 杀菌

机制进行解释。 ClO2 外层键域存在一个未成对的

活泼自由电子,属于活泼自由基,具有很强的氧化作

用,能释放出新生态的氧及次氯酸分子,是一种强氧

化剂。 它对微生物的细胞壁有较好的吸附和透过

性,可以有效地氧化细胞内含巯基的酶,快速控制微

生物蛋白质的合成,使蛋白质中氨基酸氧化分解,破
坏微生物的酶系统,起到抑制细菌生长和杀灭的作

用[22]。 当 ClO2 质量浓度越大时,其释放出的新生

态氧及次氯酸分子越多,对微生物酶系统的破坏作

用越强,即杀灭微生物的效果越好。
在生物黏泥培养状态为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)

= 50 颐10 颐1条件下:当 ClO2 质量浓度低于 0郾 5 mg / L
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时,随着 ClO2 质量浓度的增加,脂磷含量迅速降低,
杀菌率迅速提高;当 ClO2 质量浓度高于 0郾 5 mg / L
时,脂磷含量随杀菌剂质量浓度的增大变化趋势变

缓。 当 ClO2 质量浓度达到 0郾 5 mg / L 时,脂磷含量

降低至 0郾 22 滋g / cm2,杀菌率达 76% ;当杀菌剂质量

浓度为 2郾 0 mg / L 时,脂磷含量达到最低,杀菌率达

82% 。 杀菌率虽然提高了 6% ,但是 ClO2 质量浓度

提高 4 倍,因此从杀菌效果和降低成本两方面综合

考虑,当生物黏泥培养状态为 籽(CODCr) 颐 籽(N) 颐 籽
(P)= 50 颐10 颐1时,ClO2 的有效杀菌质量浓度为 0郾 5
mg / L。

图 3摇 不同培养状态下生物黏泥脂磷含量、杀菌率随 ClO2 质量浓度的变化曲线

Fig. 3摇 Content of biofouling fat phosphorus, content of sterilization rate at different
nutrient levels with different ClO2 concentration

摇 摇 单位面积挂片上生物黏泥脂磷含量随 ClO2 质

量浓度的增加逐渐降低,杀菌率逐渐升高,当 ClO2

质量浓度高于 1郾 5 mg / L 时脂磷含量变化趋于平缓;
当 ClO2 质量浓度达到 1郾 5 mg / L 时,杀菌率达 96% ,
此时已达到良好的杀菌效果。 因此,当生物黏泥培

养状态为 籽(CODCr) 颐 籽(N) 颐 籽( P) = 100 颐 10 颐 1时,
ClO2 的有效杀菌质量浓度为 1郾 5 mg / L。

单位面积挂片上生物黏泥脂磷含量随 ClO2 质

量浓度的增加逐渐降低,杀菌率逐渐升高,当杀菌剂

质量浓度高于 2郾 0 mg / L 时脂磷含量变化趋于平缓。
当 ClO2 质量浓度达到 2郾 0 mg / L 时,杀菌率达 83% ,
此时已达到较好的杀菌效果。 因此,当生物黏泥培

养状态为 籽(CODCr) 颐 籽(N) 颐 籽( P) = 150 颐 10 颐 1时,
ClO2 的有效杀菌质量浓度为 2郾 0 mg / L。
2郾 4摇 ClO2 对不同培养状态下生物黏泥的杀菌效果

3 种生物黏泥培养状态下 ClO2 的有效杀菌时

间和有效杀菌质量浓度如表 2 所示。
由表 2 看出,随着生物黏泥培养液中碳源质量

浓度的升高,ClO2 有效杀菌时间延长,有效杀菌质

量浓度增大。 文献[23鄄24] 表明,微生物新陈代谢过程

中产生的胞外聚合物(EPS)是聚合性生物黏泥的主

要组成部分,而生物黏泥中的细菌由于包裹在大量

的胞外聚合物及无机颗粒混合物质之内,且得益于

累积黏泥的垂直空间结构[25],所以对外界杀菌剂有

一定的抵抗能力。 表 1 表明,随着生物黏泥培养液

中碳源质量浓度的升高,生物黏泥中 EPS 的含量增

加,所以生物黏泥中微生物抵御 ClO2 的能力提高。
另外,研究[26鄄27] 表明,模拟循环冷却水中碳源质量

浓度的差异,导致了生物黏泥的理化性质发生变化。
生物黏泥的湿重和脱氢酶活性也随培养液中碳源质

量浓度的升高而增加(表 1)。 所以,在实际循环冷

却水系统中,循环冷却水水质或补充水水质发生变

化时,会导致其中生物黏泥的性质发生变化,从而导

致杀菌剂的使用量和应用模式应随之进行调整,以
便达到最优的杀菌效果。

表 2摇 ClO2 对不同培养状态下生物黏泥的有效

杀菌时间及有效杀菌质量浓度

Table 2摇 Effect of ClO2 concentration on biofouling
effective sterilization time and bactericidal
concentration at different nutrients levels

培养状态
有效杀菌
时间 t / h

有效杀菌质量
浓度 籽 / (mg·L-1)

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 50 颐10 颐1

1郾 0 0郾 5

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 100 颐10 颐1

1郾 5 1郾 5

籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 150 颐10 颐1

1郾 75 2郾 0
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3摇 结摇 论

(1) 当培养状态分别为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)
=50 颐10 颐1、100 颐10 颐1和150 颐10 颐1时,生物黏泥的湿

重和 EPS 的含量随之增加,而在 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽
(P)= 100 颐10 颐1时,生物黏泥的 DHA 含量最大,为
12郾 97伊10-6h-1。

(2)当培养状态为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 50 颐
10 颐1时,形成的生物黏泥颜色较浅,结构疏松;培养

状态为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 150 颐10 颐1时,形成

的生物黏泥颜色较深(呈黄色),结构致密而紧凑;
培养状态为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)= 100 颐10 颐1时,
所形成的生物黏泥的颜色和致密程度都介于两者之

间。
(3)生物黏泥的生长状态不同,脂磷含量变化

过程中达到最低点的时间不同,说明 ClO2 作用的有

效时间不同。 当培养状态分别为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐
籽(P)= 50 颐10 颐1、100 颐5 颐1和150 颐5 颐1时,ClO2 作用的

有效时间分别为 1、1郾 5 和 1郾 75 h,此时脂磷含量的

降低率(即杀菌率)分别为 78% 、87%和 84% 。
(4)当培养状态分别为 籽(CODCr) 颐籽(N) 颐籽(P)

= 50 颐10 颐1、100 颐5 颐1和150 颐5 颐1时,ClO2 作用的有效

质量浓度分别为 0郾 5、1郾 5 和 2郾 0 mg / L,此时脂磷含

量的降低率(即杀菌率)分别为 76% 、96%和 83% 。
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