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前  言

本标准依据GB/T 1.1-2009给出的规则编写。

本标准由黑龙江省生态环境厅提出并归口。

本标准参与起草单位：黑龙江省生态环境监测中心。

本标准起草人: 

引  言

为贯彻《中华人民共和国环境保护法》和《中华人民共和国水污染防治法》，保护环境，保障人体健康，制定本标准。
水质 生物毒性的测定 发光细菌快速测定法
1　 范围

本标准规定了水质生物毒性的测定发光细菌快速测定法的方法原理、试剂和材料、仪器设备、测定、结果计算和表示及方法的精密度。
本标准适用于工业废水，纳污水体及实验室条件下可溶性化学物质的水质急性毒性监测。
2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB 15441-1995 水质 急性毒性的测试 发光细菌法
3　 方法原理

水样在一定的时间和条件下与发光细菌接触后，发光细菌的发光强度变化与水样中毒性组分总浓度呈负相关关系，通过生物发光光度计测定水样与发光细菌接触一定时间后的发光抑制率来表征水样的急性毒性水平。
4　 试剂和材料
本标准所有的试剂除另有说明外，均应为符合国家标准的分析纯试剂，蒸馏水或同等纯度的水。
4.1 超纯水，常温保存
4.2 氯化汞母液（2000mg/L）
4.3 氯化汞工作液
4.4 复苏稀释液（0.85%的氯化钠溶液）
4.5 渗透压液（17%的氯化钠溶液）
4.6 青海弧菌Q67
注：菌株冻干粉封装于透明小玻璃瓶中，于-18℃至-20℃下储存。使用前，添加复苏液使发光细菌恢复活性后用于毒性测试。
5　 仪器设备
生物发光度计技术规格：可探测光谱范围：320nm～1000nm；探测结果范围：0～65535 RLU ；本底计数率：0 RLU ；计算机接口：USB；探测元器件：高灵敏度光电二级管；智能化操作，配有专用软件，数据可上传；测量模式有：ISO模式、基本模式、RLU模式（可进行ATP测试），能自动保存3000组测量结果；最快检测时间：5min；相对发光强度：0-200%；可进行ATP测试。
测试试管：规格为5ml的反应试管和10ml的测试试管。
6　 测定
6.1　 测定条件
6.1.1　 室温
室温20-25℃，同一批样品在测试过程中要求温度波动不超过±1℃。且所有测试器皿及试剂，溶液测前1h均置于控温的测试室内。
6.1.2　 pH
若须测定包括pH影响在内的急性毒性，不应调节水样pH。

若须测定排除pH影响在内的急性毒性，须将水样和复苏液（氯化钠0.85g/100ml）pH测前调至下值：主要含铜的水样为4.5，主要含其他金属水样为5.4，主要含有机化合物水样为7.0。
6.2　 测定步骤
6.2.1　 试管的排列
与塑料或铁制试管架上按以下要求排列试管架： 
第一排，依次为反应管01-标准品、反应管02-阴性/阳性质控和反应管03-水样；
第二排，依次为测试管01-标准品、测试管02-阴性/阳性质控和测试管03-水样。

6.2.2　 青海弧菌Q67冻干粉剂复苏
从冷冻环境（-18℃）中取出青海弧菌Q67冻干粉（含量约为0.0015 -0.0018 g）小瓶，在常温环境（25℃左右）下放置15 min后，启开并轻敲小瓶，确保冻干细菌充分落在小瓶底部。移取0.5 mL 0.85%的复苏液或3%的复苏液至菌种中，摇匀，放置10min后可以使用。 
6.2.3　 仪器的预热和调零
打开生物发光光度计电源，预热15min，调零，备用。
6.2.4　 测试的步骤
按下列步骤进行测试：
a）
分别往三支反应试管中加入2ml的标准品（稀释液），2ml（1:19-稀释液：样品）的阴性质控及2ml（1:19-稀释液：样品）的被测水样.

b）
待冻干粉复苏时间到后，分别往反应管中加入50μl冻干粉复苏试剂（注意混匀）

c）混匀后，等待15min反应时间

d）分别从反应试管中移取350μl混合液至测试管中（注意尽量不要溅到瓶壁上）

e）将测试试管按顺序分别放入到主机中，最终结果以RLI%发光强度表示。
采样前后，滤膜称量应使用同一台分析天平，并保证称重室（仓）的空气洁净，恒温恒湿。天平定期进行检定和校准。空白及加载滤膜同样都需要进行编码（边缘切割、二维码识别或RFID）。
7　 结果计算与表示

7.1　 计算结果
计算结果以发光强度来表示。
同一相对发光强度的表达式：
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7.2　 结果表示
用氯化汞表达样品毒性，见表1。

                            表1 氯化汞表达样品毒性
	相对发光强度（RLI）
	抑制率（IR%）
	等当的HgCl2溶液浓度CHg（mg/L）
	毒性级别

	90%＜RLI≤110%
	-10＜IR≤10
	CHg＜0.03
	无毒

	80%≤RLI＜90%
	10≤IR＜20
	0.03≤CHg＜0.05
	低毒

	50%≤RLI＜
80%
	20≤IR＜50
	0.05≤CHg＜0.09
	中毒

	30%≤RLI＜50%
	50≤IR＜70
	0.09≤CHg＜0.12
	重毒

	0%≤RLI＜30%
	70≤IR＜100
	0.12≤CHg＜0.16
	高毒

	RLI=0
	IR=100
	CHg≥0.16
	剧毒


7.3　 原始记录表
原始记录表，见表2。
表2 原始记录表
	分析号
	加菌液时间
（反应开始，读到秒）
	测定时间
（反应分钟，读到秒）
	发光量
	相对发光强度
	备注

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


8　 方法的精密度

样品3次重复测定结果的相对偏差应不大于15%。
附　录　A 
（资料性附录）
结果判定参考内容
A.1　 干扰的影响
水样的色度会对测量结果产生影响。
A.2　 特殊水样预处理
________________________
饮用水的测试，需要考虑管网中消毒剂的影响，建议水样静止15分钟以上或者煮沸冷却至室温即可。
