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酸一碱滴定法测定海洋浮游植物细胞表面积
*

王修林 马延军 李继亮 郁纬军 孙汉章
(青岛海洋大学

,

青岛 2 6 60 0 3 )

提要 1 995 年改进了浮游植物表面积的酸碱滴定测定法
,

其中应用改进 B ET 方程对酸滴

定曲线拟合求最大表面酸量
,

由此测定了 18 种海洋浮游植物 (包括 8 种绿藻
,

7 种硅藻
,

2 种

甲藻
,

l 种红藻 )的细胞表面积
。

结果表明
,

该方法精密度为 1 5
.

2%
,

所测定的 18 种海洋浮游

植物的表面积为 .2 78 x 1 0
一 ”
一 .6 9 x ol

一 “ m Z ,

变异系数为 .0 9%一31
.

3%
,

较传统的用光 / 电

子显微镜粗略估算的方法
,

更为精确
,

并且设备简单
,

操作方便
。

关键词 海洋浮游植物 表面积 酸碱滴定

疏水性有机物 (yH d or hP
o ih c o gr 翻

c c he m ic al s
,

H O cs )
,

具有稳定的化学性质
,

不

易降解
,

易在浮游植物 中生物富集
,

这在很大程度上决定着海水中 H O sC 的迁移
、

循环

以及对海洋生态系的影响 ( K l l ll l l et al
. ,

19 9 0)
。

因此
,

许多作者 已认识到
,

浮游植物表

面积是影响其生物富集能力 的主要 因素 (凡 c e e t .al
,

19 73 ; s w ac 劝 am er, 1 9 91 )
。

但是
,

目前只能利用光 / 电子显微镜技术粗略估算细胞表面积 (凡 ee et .al
,

19 73 ; R s
he

: et al
. ,

1 9 8 3 )
。

w an g 等 ( 19 93 )首次应用酸一碱滴定法测定了 9 种海洋浮游植物细胞的表面积
,

其中

最大表面酸 / 碱量是 由碱 / 酸返滴实验得到
.

在此基础上
,

本文改进了最大表面酸量的

测定方法
,

即由浮游植物细胞表面酸滴定曲线
,

根据改进 B E T 方程求算最大表面酸量
,

并应用该方法测定了 18 种海洋浮游植物的细胞表面积
,

为研究浮游植物细胞表面积与

生物富集因子之间的定量关系奠定 了基础
。

1 原理

实际上
,

水中浮游植物细胞壁 由于键合 坟 0 分子
,

所产生的具有 B峪sn et d 酸性质的

表面经基 ( eH
e
材

e t al
. ,

19 7 3 )与水合矿物表面 (如氧化物
、

粘土等 ) ( w an g e t al
. ,

19 9 1 )

相似
,

这样
,

也可将细胞表面水化层作为
“

颗粒态二元酸
”

处理
:

M 一 O可 = M 一 o H + H
+

鳄
`

=

M 一 o H = M 一 o
一 + H

+

畔
`

=

{ M O H } { H
十

}

{M O H犷}

{ M O
一

} { H
+

}

{ M O H }

( l 一 l )

( l 一2 )

其中
,

鳄
t

和 心
t

为颗粒内票酸度常数 ; {M O W } 和 {Mo
一

}分别为颗粒表面酸和碱量
。

假
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定表面 H
+

浓度 {H
+

} 与溶液 H
+

浓度 【H
+

〕关系遵循 B of zt m na 方程
:

一 F么
孟H

下

J = IH
’

J e x P 一一蕊不一
八 1

( 2 )

其中法拉弟常数 F = 9 6 4 8 5 e /m
o l; 摩尔气体常数 尺 = 5

.

3 14 (P a ·

m , ) / ( m o l
· “ K ) ; 了

为绝对温度 (0 K )
。

根据 oG uy 一 C h

amP an 双电层理论 ( hC amP an
,

19 1 3)
,

假定表面电位叭和

表面电荷密度 a0 分别等于最近层表面电位和表面 电荷密度
,

则有
:

`
O 一

矗
1·

{(佘)
·

}(条)
’

一
}

o ’

} ( 3 )

生NA’一一

叽一再
一一

“ 电 一
(ez )

。

讥
-

F

Z R T
’ 海水介质介电常数

。 = .6 23 x 1 0
一 ’ ”

C /

(V
·

价 ;

m ) ; I 为海水介质离子强度 (一般海水 I 二 7 01 m ol / m
3

) ; z 为扩散层 中同离子电

N 为细胞总数 ; 人为细胞总表面积 ( m
, ;) A 为单个细胞表面积 (m

,
/ 细胞 ;) q0

面 电荷
。

由于 q。 一

川OM玛 }
一 { oM

一

})
,

在 p H < p H p cz 时
,

q+o
一
域OM代},

为表

而在

p H> p
PH cz 时

,

q --o = 一 F {M O
一

}
,

其 中
“

+
”

和
“
一

”

分别代表正
、

负电荷表面
,

p H p z c

为细胞零电荷点
。

如令
一

了2 二 \
’ ` ’

m = 户 ! 二: 二= I

\ I R了忿 /
( 4 )

ō .....J0、、..刀/
.

+劝+0
m {M O玛 }

刀刁

m Z
{M O呵 }

’

N
Z A Z ( 5一 l )

了口了.、、

+

ree..
...L

n
心..且

一b

,.已+l

一Z

1
.

f m {M o
一

} 了m ,
{M o

一

}
,

、
。 ,

1
劝

n = 气丁二 In l 一- 不万一一
一

+ l
-一兀万万万花一一 + 1 1 1

2 0 L I v月 \ Iv 月 / 」
( 5一 2 )

巨定义 {M }
T = {M O玛 } + {M O H } + { M O

一

}
,

则在实验中当 p H < p H p z c 时
,

即进行酸

滴定时最大表面酸量 {M
+

鲜` {M }
T 一 {M O玛 } + {M O H }

,

而 当 p H > p
PH cz 时

,

即当进

行碱滴定时最大表面碱量 { M
一

鲜` {M }
T

= {M O H } + {M O
一

}
。

令

( {M
`

}
T 一 {M O嘴 } ) [H

+

]

{M O玛 }

( {M
一

}
T 一 {M O

一

} )

( 6一 l )

{M O
一

} [H
+

]
( 6一2 )

其中据改进 B
ET 方程 (uG

,

19 8 2) 对 {M O呀 }随 〔H
+

]变化 曲线进行拟合即可求得 笼M
+

}
二

对 {M O
一

}随 tO H
一 〕变化 曲线进 行拟合 即可 求得 {M

一

}
T ,

然后 分别根 据方 程 (6 一 l) 和

(6一2) 求得 气和 几
。

对于 :1 1 支持 电解质
,

通过组合上述方程以及简单的数学推导可得

到以下方程 :

_

「Zm
,

{M o 拼 }
’

m{ M O印 }/
Y = K

’

:勺
- - 一一 , 二不一二了一 - - - 一 2

—
l

“ ’

L N
`

A
`

刀月 、 N 2 A 2
( 7一 l )

1 ..
.

..J

`

且+

气é、、.刃产
尹

目 ...且

+

m
Z

{M O玛 }
’
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、 一

六 {
八

。 Z L

Zm ,
{ M o

一

}
’

N
2
A

2

m {M O
一

} /
2

—
l

刀通 、

m ,
{M O

一

}
’

N Z A Z } (7一 2 )
宜.二

+

众、、.夕Z

十

由泰勒级数展开并忽略高次项
,

方程 (7一 l) 和 (7一 2) 可分别简化为 :

m K

气 = 凡犷 {M o 玛 } +

Zm ,

叮
`

N
2 A 2 {M o玛 }

’ - {M O玛 }
’

(8一 l )

Zm {M O
一

}

K男NA

Zm
,

{M O
一

}
’

m ,

m3 心
`

N 切
3

{ M O
-

鳄
+

- , 二二二 - - 二一二一
~

K 梦 N
`

才 狱
`

N 3注 3 (8一 2 )

NAI一耀

一一几

这样
,

依据方程 (8 一 l) 或 (8 一 2) 对 气一 {M O叮 }曲线或 蛛一 {M O
一

}曲线进行三元线性拟

合即可求得 oA

2 实验

.2 1 设备与试剂 所用设备为广州 医疗器械厂生产的 L R H一2 50 G 光照培养箱
。

自制恒

温滴定池
。

美国 R s
he

r
cs ie int if c

公司生产的A cc
~

t 9 2 5P H 计
。

美 国 c ol 二 P

~ er 公司

生产的复合电极和螺旋式微量滴定管
。

所用试剂为山东省莱 阳县化工厂生产 的 H C I (分析纯 )
,

用二次水配制约 0
.

l m of / L

溶液
,

用无水 叽 C O
3

(分析纯 )标定后备用
。

.2 2 浮游植物 选取 18 种较为常见的海洋浮游植物 (包括 8 种绿藻
,

7 种硅藻
,

2 种

甲藻
,

1种红藻 )
,

所有藻种均 由青岛海洋大学微藻实验室提供
,

其名称及部分细胞大小

见表 1
。

表 1 海洋浮游植物细胞的等效半径
、

表面积和相应的变异系数
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. 2 3培养液 海水取 自东海 (盐度约为 32)
,

通过 .0 4 5卜m滤膜过滤
,

煮沸
,

加人氮
、

磷
、

硅营养元素及多种微量元素了 / 2 营养液配方 )
,

用稀 H C I调节 p H 约为 8
.

1用作培养

液
。

用于浮游植物培养的仪器均洗净后
,

进行灭菌处理 ( 160 ℃烘 Z h)
。

.2 4 方法 选取一定体积长势 良好的藻种液加到 1 o oo m l培养液中
,

置于光照培养箱

中培养
,

光源为白色 日光灯
,

照度约为 6 0 0 0 lx
,

光 暗比为 12 : 12 h
。

计数法监测浮游植物

的生长情况
,

并用 p H 计监测培养液 p H 的变化
。

待生长达到指数生长中期时 ( p H 一般为

9一 10 )
,

部分藻液过滤 (真空度 < 2 5
.

3 k p a ) ( Pasr an s e t al
. ,

一9 8 4 )后平行取 2 0 0 m l 滤液作

为空 白
,

平行另取 2 0 0 m l 藻液作 为样 品
,

分别在 自制恒 温滴定 池 中用 标准 H a 溶 液

(0
.

09 8 Z m ol / )L 滴定至海水 p H 以下
。

为尽量减少 H
+

可能通过细胞壁进人细胞体内所引

起的误差
,

每次滴定后 2 05 内记录其稳定 p H
。

为抑制生物活动对酸滴定的影响
,

对于高

温型藻 (最适温度大约为 20 一 30 亡 )
,

于 5℃ 下进行滴定 ; 对于低温型藻 (最适温度大约

为 10 一20 ℃ )
,

则于 25 ℃下进行滴定
。

这样
,

样品酸滴定量与空 白酸滴定量之差 即为浮

游植物表面酸量 {M O玛 }
,

结果如图 1所示
。

3 结果与讨论

18 种浮游植物酸滴定曲线
,

即 {M O时 }随 [H
+ 〕的变化曲线见 图 1

,

表明其酸滴定 曲

线遵循改进 B
ET 方程 (uG

,

1 9 8 2) :

{M O H犷} = {M

[H
+

]
乃

而兀
T

了
_

[ H +

] \ / 〔H +

] 、

气
’ 一而瓦)气

’
与百万; ( b 一 ” )

(9一 l )

或

[ H
+

]

[H
+

]
。

.

了 [ H
+

] \
考M O H拐冬1 1 一 二二二下下 l

` ’

\ [ H ’
J。 /

b 一 l [ H +

—
+

—
:

-
麦M

’

蛋T b IM
’

}
T b [H

(9
一

2 )

其中
,

〔H
+

几为相应 {M
+

}
丁

的 〔H 十

卜 b 为与吸附剂表面性质相关的常数
。

据方程 (9 一2) 对

酸滴定曲线 (图 l) 进行线性拟合
,

即可求得 {M
十

}
T

。

然后
,

由方程 (6 一 l) 求得 气
,

再根据

方程 ( 8一 l) 对酸滴定 曲线进行三元线性拟合
,

即可求得浮游植物细胞表面积
,

结果见表 1
。

精度实验 (n = 6) 表明
,

酸滴定法测定浮游植物表面积的实验精密度为 巧
.

2 %
。

由表

1可见
,

对于实验所测定的 18 种浮游植物 (包括 8 种绿藻
、

7 种硅藻
、

2 种甲藻
、

1 种红

藻 )
,

其细胞表面积为 .2 78 x lo
一 “

一 .6 9 x 10
一 “

m
Z ,

变异系数为 .0 9 %一 31
.

3%
,

而且大部

分细胞表面积的测定 结果大小顺序与其细胞大小相关
,

但普遍 比细胞几何表 面积大约

2一3 个数量级
,

原因有待于进一步研究
。

这表明
,

较之传统的用光 / 电子显微镜粗略估

算的方法
,

更为精确
,

并且设备简单
,

操作方便
。
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