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[bookmark: _Toc192084501][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国太平洋学会提出。
本文件由中国太平洋学会归口。
本文件起草单位：江阴海关综合技术服务中心、威海中远海运重工科技有限公司……。
本文件主要起草人：***


[bookmark: BookMark4]

船舶压载水指示性分析 活体浮游生物检测 FDA荧光脉冲计数法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc192080351][bookmark: _Toc192083970][bookmark: _Toc192083995][bookmark: _Toc192084502]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件描述了用FDA荧光脉冲计数法检测船舶压载水样品中大于等于50μm活体浮游生物与大于等于10μm且小于50μm活体浮游生物的指示性分析原理、试剂、仪器及设备、样品检测、数据记录与计算、结果判定、质量保证和控制。
本文件适用于国际航行船舶压载水样品中大于等于50μm活体浮游生物与大于等于10μm且小于50μm活体浮游生物的快速检测。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc192080352][bookmark: _Toc192083971][bookmark: _Toc192083996][bookmark: _Toc192084503]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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。
JT/T 1393-2021 船舶压载水指示性分析取样与检测要求
T/CIN 026-2023 船舶压载水快速检测要求
T/NSSQ 017-2022 船舶压载水指示性分析作业指南
IMO BWM.2/Circ.42/Rev.2：2020 关于根据BMW公约和指南（G2）试验使用压载水取样和分析指南（Guidance on ballast water sampling and analysis for trial use in accordance with the BWM Convention and Guidelines （G2））
IMO MEPC.300（72）：2018 压载水管理系统认可规则（Code for approval of ballast water management systems （BWMS CODE））
[bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc192080353][bookmark: _Toc192083972][bookmark: _Toc192083997][bookmark: _Toc192084504]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc192083973]压载水 ballast water（来源：团标T/CIN 026-2023 术语和定义3.1）
为控制船舶的纵倾、横倾、吃水、稳定或应力而加装到船上的水及悬浮物。
[bookmark: _Toc192083974]压载水管理系统 ballast water management system(BWMS)（来源：团标T/NSSQ 017-2022术语和定义3.3）
对压载水进行处理使其达到或高于《2004年国际船舶压载水及其沉积物管理和控制公约》第D-2条规定的压载水性能的任何系统。压载水管理系统包括压载水处理装置、所有相关控制设备、监测设备及取样设施。压载水管理系统不包括未设置压载水管理系统时也会要求的管系、阀、泵等在内的船舶压载水配件。
[bookmark: _Toc192083975]指示性分析 indicative analysis （来源：JT/T 1393-2021术语和定义3.5）
对代表性压载水样品进行快速的、直接或间接指示的分析，以判定水体的存活生物情况。
[bookmark: _Toc192083976]可存活（存活）生物体survivable organisms
指活的、处于任何生命阶段的生物。
[bookmark: _Toc192083977]不发荧光活体浮游生物 Living organisms that do not emit fluorescence
经荧光素二乙酸酯（FDA）荧光染色后，在蓝色光激发条件下不发绿色荧光的活体浮游生物。
[bookmark: _Toc192083978]环境水 ambient water （来源：团标 T/NSSQ 017-2022 术语和定义3.6）
指船舶在某一水域装载压载水时未经处理的水体。
[bookmark: _Toc192083979]处理水 treated water
指经过压载水管理系统处理过的压载水。
[bookmark: _Toc192083980]最小尺寸 minimum size
是指一个生物体身体部分的最小尺寸，忽略如刺、鞭毛或触须的尺寸。因此最小尺寸应是“身体”最小的部分，也就是一个生物个体从各个角度观察主体表面的最小尺寸。对于球状生物，最小尺寸是指球的直径。对于群聚性的浮游生物，应测量需要通过可存活试验的测试其具有再生能力的最小单位的个体。
[bookmark: _Toc192083981]大于等于50μm活体生物 viable organisms greater than or equal to 50μm in minimum dimension（来源：团标T/PSC 1.1-2022术语和定义 3.1）
最小尺寸大于或等于50μm的具有繁殖能力的生物，包括该粒径范围内浮游植物和浮游动物。
[bookmark: _Toc192083982]大于等于10μm且小于50μm的活体生物 viable organisms less than 50μm in minimum dimension and greater than or equal to 10μm in minimum dimension
生物体最小尺寸小于50μm但大于或等于10μm的具有繁殖能力的生物，包括该粒径范围内浮游植物和浮游动物。
[bookmark: _Toc192083983]荧光素二乙酸酯 fluorescein diacetate
荧光素二乙酸酯（FDA）。FDA本身不产生荧光，当FDA进入活细胞后，被细胞内的脂酶分解，生成荧光素，该物质不能自由透过活的细胞膜，积累在细胞膜内，使有活力的细胞产生绿色荧光；而无活力的细胞因不能使FDA分解，无法产生荧光。
[bookmark: _Toc192083984]详细分析 detail analysis（来源：JT/T 1393-2021 术语和定义3.6）
对代表性压载水样品进行实验室分析，以判定水体的存活生物情况。
[bookmark: _Toc192083985]临界值
大于等于50μm活体浮游生物：8-12个/m3；大于等于10μm且小于50μm活体浮游生物：1-3个/mL。
[bookmark: _Toc192083986][bookmark: _Toc192083998][bookmark: _Toc192084505]原理(来源：行标JT/T 1393-2021 附录A  A.2.3)
利用FDA荧光脉冲计数法测定压载水样品中大于等于50μm的活体浮游生物与大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物。将一定体积经FDA染色后的压载水样品注入FDA荧光脉冲指示性分析仪，每一个存活生物所发出的荧光信号被转化成单独的电脉冲信号，当脉冲信号强度高于一定的阈值时，被认定为存活生物。分别将目标峰值的脉冲信号进行统计，计算出大于等于50μm的活体浮游生物与大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物数量。
[bookmark: _Toc192083987][bookmark: _Toc192083999][bookmark: _Toc192084506]试剂
除非另有说明，本方法仅使用去离子水和分析纯试剂。
FDA试剂：分析纯。
二甲基亚砜：99.7%。
FDA荧光染色溶液：将1.25mgFDA 溶解到3mL的二甲基亚砜中，并混合均匀，常温避光保存。
[bookmark: _Toc192083988][bookmark: _Toc192084000][bookmark: _Toc192084507]仪器及设备
本方法所用仪器设备均应经过检定/校准或实验室验证。
FDA荧光脉冲指示性分析仪(要求来源：团标 T/NSSQ 017-2022 6.2  仪器设备）
FDA荧光脉冲指示性分析仪应符合T/NSSQ 017的规定。FDA荧光脉冲指示性分析仪配有样品进样系统、荧光分析系统、数据处理与显示系统，能够分别测定大于等于50μm和大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物。大于等于50μm活体浮游生物检出限：1个/m3；大于等于10μm且小于50μm活体浮游生物检出限：1个/mL。
移液枪：量程10mL，1mL，10μL。
注射器：量程10mL。
样品浓缩器：配有活体浮游生物滤网，对角孔径50μm。
棕色样品瓶：25mL。
旋涡混匀器。
[bookmark: _Toc192083989][bookmark: _Toc192084001][bookmark: _Toc192084508]样品检测
样品的采集
分别对大于等于50μm、大于等于10μm且小于50μm活体浮游生物样品进行采集，样品按照IMO MEPC.300（72）：2018 PART（2）2.8、IMO BWM.2/Circ.42/Rev.2：2020 ANNEX（2）5、T/NSSQ 017-2022 5的要求进行样品采集，需同时取环境水样品和处理水样品。送检样品应提供采样时间、采样体积、浓缩后样品体积等信息。样品采集后应在6小时内完成分析。
样品的检测步骤
如样品经过冷藏，先将冷藏的样品放置室温。
制样
对于大于等于50μm活体浮游生物，将采集的一次浓缩样品充分混匀，根据不同FDA荧光脉冲指示性分析仪的要求可使用6.5样品浓缩器将采集的一次浓缩样品进行二次浓缩至相应体积，将二次浓缩后的样品充分混合后分成n个分样。对于大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物的样品，将采集的样品充分混合后分成n个分样。用移液枪移取10mL分样至棕色样品瓶中，用移液枪加入5.3FDA荧光染色溶液10μL，避光染色10min后，旋涡混匀，待测。
用注射器吸取10mL上述制好的分样，注入至FDA荧光脉冲指示性分析仪样品室，分别进行检测。
[bookmark: _Toc192083990][bookmark: _Toc192084002][bookmark: _Toc192084509]数据记录与计算
记录FDA荧光脉冲指示性分析仪检测数据。样品中不发荧光活体浮游生物不在本方法测定之中。
样品中大于等于50μm的活体浮游生物浓度按式（1）计算，结果记录参见表A.1。计算公式如下：
		()
式中：C1——样品中大于等于50μm的活体浮游生物浓度，单位为个/m3；
Ai——FDA荧光脉冲指示性分析仪读出的分样中大于等于50μm活体浮游生物的值，单位为个；
Vi——注入FDA荧光脉冲指示性分析仪中试验分样的体积，单位为mL；
V0——样品采集过滤体积，单位为m3；
V1——取样一次浓缩后样品体积,单位为mL；
V2——二次浓缩后样品体积,单位为mL；
n——分样的个数。
注：未二次浓缩V2=V1。
8.2 样品中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物浓度按照式（2）计算，结果记录参见附录表A.2。计算公式如下：
		()
式中：
C2——样品中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物浓度，单位为个/mL；
Bi——FDA荧光脉冲指示性分析仪读出的分样中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物的值，单位为个；
Vi——注入FDA荧光脉冲指示性分析仪中试验分样的体积，单位为mL；
n ——分样的个数。
[bookmark: _Toc192083991][bookmark: _Toc192084003][bookmark: _Toc192084510]结果判定
单次采集的样品分样后进行指示性分析，按照上述公式计算后的结果作为一次指示性分析结果。压载水中活体浮游生物结果的判定可按JT/T 1393-2021中7.1执行。
[bookmark: _Toc192083992][bookmark: _Toc192084004][bookmark: _Toc192084511]质量保证和控制
定期对指示性分析仪进行外部校准或送至有资质的第三方机构进行核查。
针对校准或核查结果，对指示性分析设备进行参数设置调整，设备自动校准。
当指示性结果处于临界值时，指示性分析结果不能作为执法依据，须重新取样采用详细分析方法进行检测。

[bookmark: BookMark5]

[bookmark: _Toc192083993][bookmark: _Toc192084005][bookmark: _Toc192084512]
（资料性）
检测结果记录
样品中大于等于50μm的活体浮游生物FDA荧光染色计数法检测结果记录见表A.1：
大于等于50μm的活体浮游生物检测检测结果
	样品名称
	□环境水
□处理水
	样品编号
	

	检测方法
	
	采样至检测的时间(h)
	

	采样体积（V0, m3）
	
	二次浓缩后样品体积（V2, mL）
	

	
_____
	分样序号(n=2)

	
	1
	2

	注入FDA荧光脉冲指示性分析仪中试验分样的体积(vi, mL)
	
	

	☑分样中大于等于50μm的活体浮游生物数（Ai，个）
	
	

	结果计算公式
	

	样品中大于等于50μm的活体浮游生物浓度（C1，个/m3）
	


检测人员：             检测日期：              复核人员：         复核日期：






样品中大于等于50μm的活体浮游生物FDA荧光染色计数法检测结果记录见表A.2：
样品中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物数检测结果
	样品名称
	□环境水
□处理水
	样品编号
	

	检测方法
	
	采样至检测的时间(h)
	

	
_____
	分样序号（n=2）

	
	1
	2

	注入FDA荧光脉冲指示性分析仪中试验分样的体积(vi, mL)
	
	

	☑分样中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物数（Bi，个）
	
	

	结果计算公式
	

	样品中大于等于10μm且小于50μm的活体浮游生物浓度（C2，个/mL）
	


检测人员：             检测日期：              复核人员：         复核日期：
