
环 境 科 学 卷 期

柱 温 ℃
,

汽化 室 温 ℃
,

检 测 器 热导 池
,

载气 流速
,

进样量 尽
。

方法

试验菌液的准备

取一定量 ‘汉‘斜面培养物接种于 含

培养液的锥形瓶中
,

℃摇床培养
,

使

菌悬液的浓度达
‘

个
,

即在 波长下

测得光密度为 一
。

实验条件选择

标准曲线校正

不同浓度 和 培养液

中加入 等摩尔浓度
,

迅速拧紧管盖
,

测定得 的峰高
,

绘制 矛 浓度对应 峰

高曲线
,

确定试验时控制管 内 浓度在 一

范围
。

色谱条件

实验要求所选择的色谱条件能迅速分离准

确定量
,

为此分别选 用 了
, 一 ,

以 及  的

和
一

种不同的不锈钢柱
,

不 同实

验条件下测 定 分离效果
,

确定色谱条件见
。

毒物测定步骤

不同浓度系列的毒物和营养液 加入到

容积为 的顶空管内
,

无菌条件下加入经增

菌培养的试验菌液
,

拧紧管盖
,

摇匀
,

置入

一

型顶空取样器 内
,

℃温度培养
。

用微

量进样器迅速抽取顶空气体 印
,

注入气相色谱

仪
,

记录 和 。 的峰高
,

每管重复 次进样
,

取平均值
。

同时设置试剂空白 未加菌液和毒

物 和细菌空白 未加毒物
。

根据以下公式计算

抑制率
,

绘制浓 度对应 抑 制率
,

经统计学处理
,

求出毒物的 值
。

抑制率
一 一 一

一
火

式中
,

为细菌空白管 峰高 为毒物管 仇

峰高 试剂空白管 峰高
。

结果

细菌培养条件

糖利用

‘ 瓦既能分解葡萄糖又能分解乳糖
,

产生

和耗氧是建立该方法的物质基础
。

试验分

组 未加糖
、

葡萄糖
、

乳糖 进行
,

测定了不同时刻

的峰高
,

结果见表
。

统计分析表明 加糖

明显高于不加糖 葡萄糖优于乳糖
,

表现为葡

萄糖比乳糖易分解
,

即短期内同一时刻 的生

成率前者高于后者 加
、 、

之 间

差异无显著意义
,

且 明显高于加

葡萄糖组
。

但考虑到实际情况
,

细菌培养液中葡

萄糖的加入量为
。

毒物实验培养时间

表 汪勺“对不同糖的利用情况 峰高
一

时间 未加糖 一一一一」塑燮生一一一一 一一一
一

里生
一

燮生 一一一
又
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该时间应满足
:
灵敏度最高

;
培养时间尽可

能短
。

实验分 3 组
:1
.
细菌空白(不加任何毒物)

;

2
.
加入有机混合毒物 (100 x 10

一 6

硝基废水)
;3
.

无机离子 (10 X IO
一 “

cu

Z

+)

。

测定不同时刻 co
:
和
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o :的峰高
,

c o
Z

峰高曲线分为迟缓期
、

对数生长

期
、

平台期
,

不同时刻产生 Co
:
的速率不同

,

速率

由公式
:
Fc
oZ
一 dF /血忽△州△t求得

,

见表 2
。

由表

2 知 4h 生成率最大
,

确定培养时间为 4h
。

表 2 3种不同培养c o
Z
生成速率的变化

时间(h) 硝基废水 c u2+ 溶液 细菌空白

一一
一 1

.
5

一2
.
5

一3
.
5

一 4
.
5

一 5
.
5

一 6
.
5

一 7
.
5

1
.
2

1
.
4

;
{
: :

}
; ; :

.

:

} : : : : :

0
.
8 0

.
4

液比

影响 c0
2
检测灵敏度的主要因素有试验菌

液的浓度
、

p H 值和气液 比
,

分别选取 3 个水平
,

p H 值 6
.
2 、

7

.

2

、

8

.

2
;

气液比 1
: 2
.
0

,

1
:

2

.

5
,

1
:

3

.

0
;

细菌浓度 (个 /m l)10
7,

1 0

8 ,
1 0

9 ,

通过正交实

验设计方法
,

检测 co
Z
产量

,

最终确定 pH 值

7
.
2 ,

细菌浓度 10
9(个/m l)

,

气液比 1
: 2
.
5 。

3

.

2 单个物质毒性测定

通过以上方法
,

检测了 8种离子的毒性
,

I C 50

值结果见表 3
。

毒性大小顺序为 H g
, +

> cu

, +
>

e d
Z +

>
e N

一
> P b

, +
>

z
n Z +

>
s

n Z +
>

N i
Z +

。

统计分

析发现 co
Z
抑制率 (% )与其相应浓度的对数成

线性关系
。

3

.

1

.

3 正交试验设计确定细菌浓度
、

p H 值和气

表 3 8 种离子的毒性检测结果

离子

H gZ+

CuZ+

CdZ+

IC S。值 (X 10
一 6

)

0
.
8 6

8
.
0 0

8
.
3 9

1 0
.
2 0

1 1
.
2 0

1 5
.
0 0

2 0
.
1 0

3 9 7 0

直线回归方程

梦= 0
.
1 9 5 + 1

.
1 2 0 19 (

x
+ 1 )

驴= 一 0
.
1 1 8 + 0

.
6 4 8 19 (

x
+ 1 )

夕一 一 0
.
2 8 8 + 0

.
7 3 2 19 (x + 1 )

即= 一 0
.
2 4 1 + 0

.
7 0 5 15 (劣 + 1 )

犷= 一 0
.
2 3 3 + 0

.
6 8 7 18 (:十 1)

梦= 一 2
.
8 6 6 + 2

.
7 6 3 19 (

x
+ l)

犷= 一 0
.
9 7 + 1

.
0 9 2 19 (劣 + l )

即一 一1
.
8 4 + 1

.
4 9 5 19 (

x
十1 )

相关系数 ,

0
.
9 9 6

0
.
9 8 6

0
.
9 9 7

0
.
9 9 2

0
.
9 9 6

0
.
9 9 6

0
.
9 9 9

0
.
9 9 5

一++++

cNPbzznzSnsNiz

3. 3 联合毒性测定

环境毒物的相互作用可表现为相加
、

协同和

拮抗
,

即一种毒物的存在往往增加或降低另一物

质的毒性
。

本次研究了 H g
Z+ 、

e d
Z +

、

e
u Z +

、

z
n , + 和

CN 一 5 种离子 间的联合作用
,

依据各离子的 IC50

值
,

按一定的比例混合成等毒性的混合物
,

测定

IC
S。
值

,

并与预期的 IC50值比较
。

判断联合作用类

型 〔‘9〕:

物质结构与毒性有着密切的关系
,

结构不

表 4 5种离子的联合作用

组 别
预期 Ie

s。

( 1 0
一 6

)

实测 Ie
。。

( 1 0
一 6

)

预期 IC
S。

—
判断

实测 IC
。。

预期 IC
5o

实测 IC
S。

{

< 0

.

4

0

.

4一2
.
5

> 2
.
5

拮抗作用

相加作用

协同作用
5 种离子联合作用检测结果见表 4

,

根据以

上判断标准得到具协同作用的有 C
uZ+ + CN 一 。

具拮 抗 作 用 的有
:Cu2+ 十 H g2+

,

C N
一
+ H g 2+

,

c N
一

+
z
n Z十 ;

其余均表现为相加作用
。

3

.

4 芳香族化合物结构与毒性关系研究

HgZ++ Cd Z+ 4.63 3.57 1.32 相加

H gZ+ + C uZ+ 4
.
43 13

.
00 0

.34 拮抗
H gZ+ + zn Z+ 8

.
03 4

.
82 1

.
68 相加

Cd
Z+ + cu Z+ 8. 19 7.3 1 1. 12 相加

Cd
Z+ + z nZ+ 11.49 7.7 1 1. 49 相加

CuZ+ + z nZ+ 11 ·

6 0
7

·

3 4
1

.

5 8 相加

CN 一
+
H g Z + 5

.
5 5 1 8

.
5 0 0

.
3 0 拮抗

CN 一 +
Cd

Z +
9
.
8 2 1 1

.
2 0 0

.
8 8 相加

CN 一
+
z n Z + 1 2

·

7
0 3 3

.

5 0 0

.

3 8 拮抗
CN 一

+
C u Z + 9

·

1 2 3

.

5 6 2

.

5 6 协同

同毒性各异
。

实验检测了 7 种芳香族化合物

xes。 ,

它们分别是苯(429
.
ox 10一 6 )

,

氯苯(63
.
3x

10一 6 )
、

苯 胺 (215
.
3 X 10一 6 )

、

硝 基苯 (84
.
3 只
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10一 6
)

、

4

一

氯甲苯 (18
.
7 又 1 0 一

6
)

、

1

,

4

一

二氯 甲苯

(38
.
1只 1 0 一 6

)

、

1

,

2
,

4

一

三氯 (26
.
6 又 1 0 一 6 ) 苯

。

结

果
:
¹ 随取代基不同毒性大小不一

,

一 cl
、

一N H
Z、

一 N o
Z ,

分别取代苯环上一个氢原子
,

表现为
:
氯

苯> 硝基苯> 苯胺> 苯
;
º 氯代苯类随取代基数

目增多毒性增强
,

三氯苯> 二氯苯> 氯苯
;
» 毒

性随取代基种类增多而增强
。

氯甲苯同时具备有

一cl 和 一c H
3 ,

毒性大于苯
、

氯苯以及硝基苯
。

3

.

5 硝基废水处理效果的评价

硝基废水来自武汉市易家墩制药厂废水
,

主

要成分有
:
间

一

硝基 乙苯
,

对
一

硝基 乙苯
,

邻
一

硝基

乙苯
,

2

,

4
一

二硝基苯酚
,

对硝基苯乙酮
。

该废水采

用兼性
一

好氧串联生物法进行处理
,

即 向废水中

投入经驯 化的活性污泥
,

先兼性处理 24 h
,

然后

曝气
。

用还原
一

偶氮光度法卿〕和重铬酸钾法分别

测 定了处理不 同时刻 硝基苯类化合物的浓度

(10一 6 ) 和 eo n 值 (20
一 6

)

。

同时取一定量硝基废

水运用细菌培养顶 空气相色谱法测定 c 0
2
抑制

率 (% )
,

结果见表 5
。

由表 5 可知
,

硝基化合物的

浓度和 c 0 D 值随处理时间的延 长而降低
,

c 仇

抑制率 (% )亦下降
。

该废水硝基苯类化合物的起

始浓 度为 157
.
0 只 1 0

一 6 ,

C o D 值 为 2312
.
8 又

1 0 一
6 。

处理 5d 后
,

硝基苯类化合物的浓度下降为
55
.
2 又 1 0 一 6

,

降解率为 64
.
8%
;e o n 值下降为

表 5 兼性
一

好级串联系统处理硝基废水降解情况

相关系数
: ,

= 0

.

9 0 6 ( p
< 0

.

0 1 )
;

º
e o o 值对应

的 co
:
抑制率(% )直线回归方程为

:y:-

一 2
.
372 + 0

.
995lgx:;相关系数

, :
= 0

.
9 4 1 ( 尸< 0

.

0 1 )
。

由此可见
,

该方法可间接指示硝基废水的处

理效果
。

时间

(h )

硝基苯类化合物

浓度
(10一 6 )

降解率
(% )

浓度
(10一 6 )

降解率
(% )

CO :抑制
率 (% )

兼性

10

24

好氧
10

24

30

48

96

117.5

115 0 :: {:::

15.3

16.2 ):
…:

IQ�O八00,一..

…
只�月了
,

工n
�吕一bdti一01合nUq Q

11
�b11

..

…
J任J,001111勺dJ口J勺

5
�I1 1 2

.

5

9 0

。

0

8
4

。

5

6
7

,

5

5 5

.

2

2
8

.

6

4
2

.

9

4 6

.

4

5
7

.

1

6
4

.

8

1
5 2

0

1 2
9

2

1
2 0 0

1 1 2
0

6 6
8

6
6

8

.

0
x 1

0

一 ” ,

降解率为 71
.
1%
;
相应 的 C o

:
抑

制率亦下降为 38
.
2%

。

统计分析硝基苯类化合

物浓度
、

C o D 值和 co
Z
抑制率(% )3 者之间关系

得知
:
¹ 硝基苯类化合物浓度对应的 c0

2
抑制率

(% )直线加归方程为
:y;= 一 1

.
70 0 + 1

·

1 8 6 l
g

x
l ,

4 讨论

建立在 E
.
。滋 呼 吸抑制基础上的细菌培养

顶空气相色谱法具有以下特点
。

¹ 重现性好
。

通

过 6 次测定 C
uZ+
的 IC

S。
值

,

分别为 8
.
66x 20一 6 、

7

.

2 0 X 1 0
一 6 、

7

.

4 2 X 1 0

一 6 、
8

.

0 8 X 1 0

一 6 、
7

.

8 8 X

1 0

一 6 ,

平均值为 7
.
92 x 10

一 6 ,

变异系数(CV )为 6.

9%
。

º 实验周期短
。

该方法培养的时间为 4h 而

一般的急性鱼类毒性实验
、

藻类毒性实验通常需

要 48h 甚 至 72h
,

也比动物 实验所需要的时间

短
。

» 运转费用低
。

动物实验
、

急性鱼类毒性实

验均需特殊场所
,

而酶活性测定的价格昂贵
。

¼

实验结果可靠
。

将方法测得的结果与急性鱼类毒

性实验
,

细菌微毒发光技术和胞 内脱氢酶活性测

定所得到的结果基本一致
,

见表 6
。

故可通过该

方法正确评价环境污染物的毒性
。

表 6 与其它毒性实验方法比较

离子 (10
一 “

)

方 法

—
HgZ+CuZ+ZnZ+NiZ+

细菌培养顶空色谱法 0
.
86 8

.
00 15

.
2 0 39

.
70

急性鱼类毒性实验 0
.
82 6

.
80 14

.
6 0 3 1

.
20

细菌发光技术 0
.
05 7.40 12

.
20 23

.
00

脱氢酶活性测定 0
.
80 5

.
68 14

.
20 29

.
90

该方法的建立具有广阔的应用前景
,

可以

通过设计制作自动培养进样器
,

并与带有计算机

设置参数的气相色谱仪联用
,

实现监测 自动化
;

该方法不仅可用于单个毒物的毒性检测
,

而且能

用于毒理学上毒物联合作用以及结构与毒性关

系的研究
;它还能用于指示工业废水有毒物质的

排放情况
,

评价废水处理的效果
。

总之
,

细菌培养

顶空气相色谱法是一种环境毒物快速监测较为

理想的方法
。

有关该方法的标准化以及与目前已

公认的毒物监测方法的对比分析有待进一步研

究
。

(下转第 79 页)
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表 2 亚硝酸根回收结果(拼g )

原样含量 加入量 测得量 回收率(% )

106
.
0

102
.
0

该方法相对标准偏差小于 4
.
3 %

,

加标平均回收

率为 99
.
7%

。

1
.
1 7

11,�9口塘水

江水

1.08

0 73

1.00

2.00

1.00

2
.
00

1.00

2
.
23

3
.21

2.04

3 01

1.66

96
.
0

97
.
5

93 0

2
.
00 2

.81 104
.
0

-

一
---------一一~ ~ ~
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5 小结

(1) 细菌培养顶空气相色谱法是环境毒物快

速监测较为理想的方法
,

具有重现性好
、

实验周

期短
、

运转费用低等优点
。

(2 ) 细 菌 代谢 产 物 CO
,

的分 离
、

定 量 用

lm X 3m m 填充有 G D X
一

1 0 3 和 TD x
一

0 1 混合不锈

钢柱
。

( 3 ) 测试条件为
:pH 值 7

.
2 ,

细菌浓度 1护个

/m l
,

顶空管内气液比 1
: 2
.
5 ,

培养时间 4h
。

( 4) 检测 8 种离子毒性 (IC
S。
) 大小顺序为

:

H gZ+> C uZ+ > Cd Z+ > C N 一
> P b

Z +
> Z n

Z +
>

S n
Z 卡

>
N i

Z 小 。

( 5 ) 5 种离子联合毒性作用结果为
:
具协 同

作用的有 C
uZ+ + CN

一 ;

具拮抗作用的有 C
u , +

+

H g
Z +

,

c N
一
+ H g

, +
,

c N
一十z n

Z+ ;
其余均表现 为相

加作用
。

( 6) 探讨了芳香族化合物苯
、

氯苯
、

苯胺
、

硝

基苯
、

4

一

氯甲苯
、

1

,

4

一

二氯苯
、

1

,

2

,

4

一

三氯苯等结

构与毒性的关系
。

( 7) 该方法可 间接指示硝基废水的处理效

果
。

( 8) 该方法有待进一步标准化
。
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,

可以放宽 70 年 制可能会更严
。

另外
,

这项复审将会使目前混杂的指令单

代制定的欧洲饮用水农药污染标准
。

过去 20 年分析技术 一化
,

并给成员国实施 Eu 标准的更大自由
。

该委员会把

方面的进步意味着
,

现在可以检测浓度低得多的农药
,

水 这项复审的作用看作是制定关键性的环境与健康 目标
,

厂正在不得不大量投资来更新其处理装置
。

欧洲委员会 而不是规定实现这些 目标的方法
。

已接受关于复审 Eu 水质法的要求
。

这项复审将允许几
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