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. 引言
乙醇含量的测定在临床!医药!制酒!饮料及发酵工业中

都非常重要" 传统测定乙醇的方法主要有物理方法和化学方

为寻找一株专一性更强的乙醇氧化菌!!"#$%&’()*#"+,-. #/0"#确立最佳微生物固定化方法#最终建立微生物乙醇检测体

系#采用有利于微生物细胞生长的 1234海藻酸盐溶胶4凝胶包埋法#对筛选$分离得到的乙醇氧化菌进行固定化#将其制备成固定
化小球%考查了海藻酸钠$氯化钙等固定化添加剂浓度对固定化微生物细胞成球难易和活性的影响%研究了固定化颗粒机械强度和

通透性% 在乙醇菌的不同固定化条件下进行了实验比较#得出最佳固定化方法&5.6聚乙烯醇$5076海藻酸钠$869&9:;$86硼酸溶
液固定化微生物细胞#其活性最高$机械强度较强%固定化小球与溶解氧电极组合成乙醇微生物传感体系#用于乙醇检测%考查了温

度$/< 值$盐离子浓度$菌种保存时间等因素对该传感体系的影响% 用该体系测得乙醇线性响应范围为 .0..;6=.0;6>/?/@#ABC
为 D0E6% 实验证明该体系适合于微量乙醇检测#具有精密度高$重现性良好$无毒害$响应快$方便及成本低的特点%

生物传感器’微生物传感器’溶胶4凝胶包埋法’溶解氧电极
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法!物理方法有密度瓶法 !"#$%"酒精计法!"#$%"折射计测定法 !"%!已
有的化学方法有重铬酸钾比色法 !"#$%"莫尔氏盐法 !&%"碘量滴定
法 !&%"分光光度法 !’%"气相色谱法 !(%"荧光光纤乙醇传感器 !)%"模
式滤光检测法!*#+%"纳米催化化学发光乙醇传感器 !,%等! 上述这
些方法中#分光光度法一般操作繁琐"费时"准确度差$荧光
光纤乙醇传感器"模式滤光检测"气相色谱法虽然准确#但需
要昂贵的仪器#因此#不适用于快速"连续"简便测定的要求!

$- 世纪 (- 年代#随着科技发展和酶学的诞生#鉴于酶对
底物有高效"专一的催化活性#开始用酶测定乙醇! 王向阳 !"-%

基于乙醇氧化酶氧化乙醇产生乙醛和 .$/$# 偶联 0123451 反
应生成醌亚胺#可在 (-- 36 波长下比色测定#通过优化反应
体系中各主要成分和测定条件#建立了乙醇氧化酶测定乙醇
的方法! 该实验方法灵敏度为% 在乙醇浓度为 -7( 89: 时#
!!(--36;"<6=-7-+$线性范围为 -7"$(>(7- 89:! 该方法&"’与气相
色谱法 !""%&#’比较%"?"7-)$@-7"$#%?-7,+,#灵敏度较高"线性
范围宽"精密度和准确性较好#适合临床实验室急诊测定! 然
而在用游离酶进行催化反应时#酶的使用是一次性的#存在
分离"纯化程序复杂#稳定性差#价格昂贵等缺点! 为了克服
游离酶的不足之处#得到相对稳定"可简单重复利用的检测
乙醇的方法#研究人员开始采用固定化酶进行测定! 目前常
用的氧化乙醇的酶有两种 % 乙醇氧化酶和乙醇脱氢酶
&AB.’!C53等 !"$%将乙醇氧化酶采用壳聚糖包埋法#固定于鸡
蛋膜上#研制出固定化酶乙醇传感器#对乙醇浓度响应范围
为 )- "6DE9:>-7+- 66DE9:#检测限为 &- "6DE9:#信噪比为 &#
响应时间为 " 623#已用于实际样品中乙醇含量检测! 乙醇脱
氢酶广泛存在于大自然中#具有底物特异性#能可逆地催化
氧化醇为相应的羧基化合物#因其特殊的催化性质#应用日
益增加!庹浔等 !"&%报道了以壳聚糖为载体#戊二醛为交联剂对
乙醇脱氢酶固定化并进行酶催化动力学性质研究#以找出将
其用于酶法测定的条件!在不同温度下分别对游离酶和固定
化酶活力进行测定#结果表明#游离酶的最适动力学反应温
度为 &*!#固定化酶为 ’-!$游离酶与固定化酶动力学反应
的最适宜 F. 值均为 +7$! 将固定化酶在室温下与底物重复
多次反应#重复使用 ) 次后#固定化酶的活力只下降了 (-G
左右#说明该固定化酶具有较好的操作稳定性! 固定化酶传
感器的研制成功#在很大程度上提高了乙醇检测系统的稳定
性#缩短实验响应时间#降低成本#同时在一定程度上实现
了重复利用#但仍存在使用寿命短"活性低"稳定性差等缺
点!
使用全活细胞#如从活性污泥"河水"腐质中分离出来的

细菌"酵母和真菌等#将其固定化后制成的传感器#称为微生
物传感器! 其原理是利用微生物体内的酶系或代谢系统来检
测物质! 与固定化的酶相比#由于微生物细胞中含有多种天
然酶系#且微生物细胞中酶处于自然生理环境中#生理活性
高"稳定性好#省去了酶的分离"纯化等过程#大大降低了实
验成本! 关于微生物传感器测定乙醇的研究已有报道#王晓
辉等 !"’%从土壤中分离得到一株同化乙醇能力强的微生物#并

将其固定化后制成膜与氧电极结合# 组成微生物乙醇传感
器# 测得该传感器对乙醇的线性响应范围为 -7&>"$7- 689:#
响应时间为 $>( 623! 将该传感器应用于啤酒"香槟"白葡萄
酒中乙醇含量的测定# 获得较满意的结果! 该方法简便"快
速"准确"廉价#并可连续跟踪检测#不适用于乙醇含量较低
&通常低于 "G’的环境#例如乳酸发酵"化妆品"儿童饮用乳
酸饮料等中乙醇含量测定!
本实验在前人研究结果基础上#寻找到一株专一性更强

的乙醇氧化菌&&’()*+,-./(’%012 HF7’#对其进行固定化后#制
备一种微生物乙醇检测体系!

! 实验部分
!"! 仪器和试剂

BIJ#"(- 型数显自控可调真空干燥箱 &郑州长城仪器
厂’$循环水浴锅&北京德天佑科技有限公司’$电子天平&北
京赛多利斯仪器有限公司’$KLI#A 型石英亚沸高纯水蒸馏
器&江苏勤华玻璃仪器厂’$0B:#(-M 台式离心机&上海安亭
科学仪器厂’$*+.C#N 恒温磁力搅拌器 &杭州仪表电器厂’$
上海雷磁 O.K#&P 精密 F. 计 &BI#" 型滴定装置’$QR#$$--
型超声波清洗器&巩义市英峪予华仪器厂’$B2HHDES54 /TU853
6D45E +)$A$B2HHDES54 /TU853 H53HD1 VFED151 WNV 溶解氧测定
仪$0.I#B 台式恒温振荡器&江苏太仓市实验设备厂’$数显
恒温水浴#..#’&国华电器有限公司’!
聚乙烯醇#日本进口分装&AX’&上海化学试剂公司分装

厂’$硼酸&AX’&天津化学试剂三厂’$无水氯化钙纯&PO’&北
京化学化工厂’$ 海藻酸钠 &PO’&天津市光复精细化工研究
所’$ 碳酸钙 &PO’&上海化学试剂采购供应站经济泗联化工
厂 Y$二氧化硅&AX’&上海市奉贤奉城试剂厂’$磷酸氢二钠
&AX’&北京益利精细化学品有限公司’$磷酸二氢钾&AX’&成
都化学试剂厂’$碳酸氢钠&PO’&上海虹光化工厂’!
无机盐培养基 &89:’%Q.$O/’ -7(#Z[$.O/’ -7(#Z[PE -7’#

QZ/& "7-# Z.’PE -7(# \8K/’(*.$/ "7-# P[PE$ -7$# J5K/’(*.$/
-7--’#P]K/’((.$/ -7--’#\3K/’(.$/ -7--’#I3K/’(*.$/ -7--’#
Z[\D/’($.$/ -7--- $’#P.&P//. ) 6:!
缓冲液%Q.$O/’ "9"( 6DE9:#Z[$.O/’ "9"( 6DE9:!

!"# 实验装置
实验装置见图 "#实验在 F.值为 )7)+的 Q.$O/’#Z[$.O/’

&浓度为 "9"( 6DE9:’缓冲液体系中#于恒温条件下进行!
!"$ 实验原理
检测原理%溶液中的 /$分子扩散透过氧电极表面选择透

过性膜#进入到电极的内电解质溶液中#在电解质溶液中发
生反应&"’#产生 /.#%

/$@$.$/@’’#!’/.# &"’
产生的 /.#与钯电极表面的 A8 发生反应&$’#产生自由

电子#成为可输出的电信号%

$A8@$/.#!A8$/@.$/@$’# &$’
当体系中存在乙醇时#被乙醇氧化菌同化#细菌呼吸活
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性增强!消耗体系中的氧!导致扩散进入氧电极表面的 !"分

子减少!进而电极的输出值降低" 溶解氧的消耗量由溶解氧
电极检测并转化为可输出信号"

!"# 实验方法
固定化小球机械强度评价通过在两块玻璃之间放置一

定数量#制备好的固定化小球!在上层玻璃上加压一定重量
砝码!在一定时间内考查小球的变形情况" 固定化小球的活
性通过测定一定个数小球在一定实验条件下氧化乙醇的量

和速度量衡量"
恒温搅拌条件下!将固定化微生物小球!经实验装置$图

#%的菌体入口!浸入到 $% 值为 &’&( 的磷酸盐缓冲检测体系
中!待体系中溶解氧达到稳态!此时电极输出一个稳定的初
始溶解氧值!为传感器的空白溶解氧值" 然后!用微量移液器
经实验装置$图 #%的样品进口!向测量池中加入不同浓度乙
醇标准溶液" 乙醇经扩散作用进入微生物细胞!进而被微生
物细胞同化" 微生物细胞呼吸活性增强!消耗溶液中溶解氧!
导致测量体系中溶解氧下降" 经过几分钟后!体系中溶解氧
下降达到新的稳态!电极测得一个新稳定的溶解氧值!两次
稳态之间差值!即溶解氧的降低量!在一定浓度范围内与乙
醇的浓度成线性关系" 可由记录仪记录传感器的响应值)时
间关系曲线!用标准曲线法求得样品中乙醇的浓度"

$ 微生物乙醇传感体系的研制
$"! 乙醇氧化菌培养方法
将分离得到的乙醇氧化菌培养于盛有 #** +, 无机盐培

养基的 &** +, 盐水瓶中 !加入 #-的乙醇作为碳源 !#"*
./+01摇床振荡!于 2*!培养"
$"$ 菌悬液的获得

#% 将实验室扩大培养后的菌体在 ( *** ./+01! 离心 3
+01"

"% 用无菌水洗涤!( *** ./+01!离心 3 +01!重复 " 次"
2% 细菌密度测定&收集离心后的菌体!定容到细菌光密

度 !4值为 *’5"
$"% 菌体固定化
第 ! 步 678)海藻酸钠溶胶的制备" 分别称取 2’* 9 聚

乙烯醇$678%#*’2 9 海藻酸钠##’" 9 :0!"#*’*5 9 ;<;!2" 在实
验前将聚乙烯醇在二次水$重量 =体积"#=#*%中浸泡 "> ?!然
后在 #"*!下!待其完全溶解成胶状!将 :0!"和 ;<;!2添加到

678胶体中!混合均匀!即得 678)海藻酸钙溶胶"
第 $步 菌体吸附液制备" 将 *’*# 9经过化学处理的碳

纳米管加入 2 +,#!4 值为 *’5 的菌悬液中!混合均匀!在室
温下吸附 #* +01左右"
第 %步 交联液制备"用 @<%;!2$*’# +AB/,%调节含 "-

;<;B" 的饱和硼酸溶液$硼酸质量浓度为 >-%!使其 $% 值为
&’C"
第 # 步 固定化过程" 将制备好的 678)海藻酸钠溶胶

温度降至 >*!左右!与制备好的菌体吸附液充分混合!将混
合液用蠕动泵滴加到交联液中!滴加过程中不断搅拌!以防
止生成的固定化小球相互交联" 在 >!固定化交联 "> ?!取出
后用去离子水洗 "D2次!>!保存在生理盐水中!供实验用"

% 结果与讨论
%"! 包埋法固定化试剂对细胞活性的影响

#% 海藻酸钠浓度对细胞活性和成球难易的影响"海藻酸
钠是一类天然高分子多糖类!对微生物没有毒害作用" 但海
藻酸钠的浓度会影响固定化细胞的机械强度# 质量传递等!
进而影响到微生物的活性" 海藻酸钠浓度对固定化细胞活性
和固定化细胞成球性影响的实验结果如表 # 所示"

从表 # 可以看出!海藻酸钠浓度为 #’3#时!细胞的相对
活性为 3C’2$!达到最高" 海藻酸钠浓度在 #’*-D"’3$时!成
球性效果较好" 而当海藻酸钠浓度大于 2’*$时!溶胶难以形
成规则的小球"

"% ;<;B"浓度对细胞活性的影响" 在海藻酸钠包埋固定
化过程中! 凝胶化试剂 ;<;B"中的 ;<"E与海藻酸钠根离子螯
合形成不溶于水的海藻酸钙凝胶!从而将细胞固定" 实验表
明!随着 ;<;B"浓度的增加!微生物细胞的活性降低" 当 ;<;B"
浓度低于 3-时!细胞活性可以保持在 (*-以上’但当 ;<;B"
浓度达到 #*-时!细胞活性下降到 &*-左右!主要原因可能
是&! 由于盐的渗析作用!引起细胞脱水!致使微生物活性部
分丧失’ " 在 6;F 技术中!;<;B"是使细胞处于感受态的物
质!此时微生物是最脆弱的!很容易被外界的干扰破坏"

图 ! 实验装置
&’(" ! )*+,-. /0 *1.*2’3*4+

表 ! 海藻酸钠浓度对细胞活性和成球性的影响
5678* ! 900*:+ /0 ;*6 68(’4’: 6:’< ;/<’-3 +/ :*88

6:+’=*4*;; 64< ’33/7’8’>6+’/4

海藻酸钠浓度/- 细胞相对活性/- 成球难易程度

#’*
#’3
"’*
"’3
2’*

3&’"
3C’2
33’>
3"’2
>3’&

易

易

易

易

较难
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图 ! 菌种保存时间的影响
"#$% ! &’’()* +’ ,-(.(-/(#0$ *#1( +0 (*230+4

1#)-+5#34 .(0.+-

!! "#"$% 溶液浓度对固定化细胞颗粒机械强度的影响"
分别选用 %&#!&#’&#(&和 )*+的 "#"$%溶液# 考查不同浓
度 "#"$%对实验固定化颗粒的机械强度的影响" 在两块玻璃
之间放 ,* 粒左右固定好的小球# 加一个 ,* - 的砝码于玻璃
上#考查一定时间内小球的变形情况" 实验结果见表 %"

从表 % 可以看出#"#"$%浓度对固定化细胞的机械强度影
响较大" 当 "#"$%浓度为 %&.!+时#固定化颗粒在使用过程
中会出现膨胀#甚至出现裂缝或破碎现象" 当 "#"$%浓度大于
’+时#固定化颗粒的机械强度较强"

’! /01和 2!34!对细胞活性的影响" 一般来说#/01的
浓度对微生物细胞活性的影响不大#即使高达 ,5+时#对细
胞活性也没有明显的不良影响" 但随着 /01 浓度增大#溶液
的黏度随之增大#使底物和产物的扩散#尤其是氧气的传递
受到影响#进而影响细胞活性" 硼酸对细胞毒性影响比较大#
因而其对微生物细胞活性的影响是导致 /0162!34!固定化

细胞活性低的主要原因"

678 温度对微生物乙醇传感体系的影响
在 ,(.’*!范围内# 考查了乙醇微生物传感系统的响应

特性#其温度响应曲线如图 %所示" 随着溶液温度的增加#微
生物活性增强#当温度升至 %%.%’!时#微生物传感器的响应
值最大" 由图 % 可见#在 %%.%’!范围内该微生物传感器的响
应值变化不大#综合考虑传感器氧电极的使用寿命$微生物
活性$稳定性及工作寿命#选取 %%.%’!为实验工作温度" 实

验结果表明#传感器的响应时间随着温度的升高而缩短" 说
明微生物活性随温度升高而增强#主要原因是微生物细胞内
的酶的最佳催化活性需要适宜的温度#适宜的温度#催化活
性高#从而加速平衡时间"

9%9 ,:值对微生物乙醇传感体系的影响
在 72 值为 89(":9* 时#探讨微生物乙醇传感器的响应特

性" 为了保持微生物具有较高的生物活性#选用 72 值为 ;9*
的磷酸盐缓冲液作为实验测量体系# 将 % !< 乙醇标准液加
入到 ,* =<测量体系中#结果如图 !所示" 实验表明#传感系
统的最适 72 值为 898:"

9%! 菌种保存时间对微生物乙醇传感体系的影响
为了研究菌种保存时间对传感系统的活性的影响#考查

了不同保存时间对传感系统的响应# 实验结果如图 ’ 所示"
从图 ’可看出#在 !* >内#传感系统的响应下降 ,*##下降范
围在传感系统的误差范围内"

表 8 ;3;48浓度对固定化细胞机械强度的影响
<354( 8 &’’()* +’ ;3;48 +0 #11+5#4#=#0$

)(44 1()230#)34 .*-(0$*2

"#"$%浓度?+ 机械强度 "#"$%浓度?+ 机械强度

%
!
’

较好

较好

较好

(
,*

好

好

图 8 温度对乙醇微生物传感系统的影响
"#$% 8 &’’()* +’ *(1,(-3*>-( +0 (*230+4

1#)-+5#34 .(0.#0$ .?.*(1

图 9 ,: 值对微生物乙醇传感系统的影响
"#$7 9 &’’()* +’ ,: +0 (*230+4 1#)-+5#34 .(0.#0$ .?.*(1
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!"# 盐离子浓度对微生物乙醇传感体系的影响
无机盐对细菌细胞生理代谢活力的影响!主要是影响其

环境渗透压" 细胞在进行正常生理活动时!需要一定的环境
渗透压! 过低或过高的渗透压对细胞内酶活性的发挥都不
利" 故选择不同浓度的 !"#$ 溶液进行盐离子浓度影响测定"
实验在 %&%’ ()$*+ 磷酸盐缓冲溶液#,- 值为 .&./$中加入不
同浓度的 !"#$!考查微生物传感器在不同渗透压下的响应特
性曲线% 从图 ’ 可看出!当 !"#$ 浓度小于 %&.0时!对细菌膜
的活性几乎没有影响!但大于 %1.0后!微生物细胞的活性开始
下降&2!-345673浓度小于 ’8时!基本没影响&当 9!7:浓度小

于 $0时!对细菌膜的活性有促进作用!大于 30后有抑制作用%
选择不同浓度的 !"#$ 溶液进行微生物传感器的影响测

定%在 %&%’ ()$;+磷酸盐缓冲溶液中!随着 !"#$浓度的增加!
传感系统响应值明显下降% 从图 ’ 可观察到 !!"#$ 浓度为
%&30!%&.0时!传感器响应值几乎没有变化%

!"$ 标准曲线
不同含量乙醇测量的标准曲线见图 .% 随着通入体系中

的乙醇含量增大!细菌对溶氧的消耗量增多!以乙醇含量对
相应的溶氧消耗量作图!体系溶氧的消耗量#!$与通入乙醇
的含量#"$在 %&%%50!%&50##;#$范围内呈函数关系 !采用

7<=>=? .@A 软件拟合方程为 ’!BA@3 CA&:3DEF, GC";:&//4!$5 B
%&DD3HA%
在 ,-值为 .&./ 的磷酸盐缓冲测量体系中!加入 5 !+ 乙

醇!室温下重复实验 . 次!得到相对标准偏差 I6J 为 .@:8!
平均值为 %@/5/ ’H! 说明该传感系统对同一浓度的溶液具有
重现性%

!"% 干扰实验
分别用含有 %@58的甲醇(丙醇(丁醇(甲酸(乙酸!%@5 >;+

的苯酚(葡糖糖(麦芽糖和氨基酸溶液进行测定% 乙醇微生物
传感系统均无响应!不干扰乙醇含量的测定%

& 结论
实验分离得到一株乙醇氧化菌!用 KLM 溶胶包埋法制备

固定化小球% 功能化的碳纳米管作为固定化菌体吸附材料!
适当添加助球剂!制备出透通性好(机械强度高(高菌体包埋
量的固定化小球!与溶解氧电极组合成乙醇微生物检测的体
系!实验证明该体系适合于微量乙醇检测!精密度高(重现性
良好且无毒害(响应快(方便(成本低%
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