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Abstract 

In order to accurately measure the biochemical oxygen demand of sewage and sewage estuary 
near the sea, the classic method of application state inspectors issued dilution and inoculation 
method and five day incubation method (BOD5), to detect the sewage and seawater samples, 
through repeated tests, finally finding out the influence of the accuracy of the testing result of sev-
eral key control technology for your reference.  
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摘  要 

为了准确地测定排污入海河口的污水和临近海域海水中的生化需氧量，检测人员应用国家颁布的经典方

法：稀释与接种法及五日培养法(BOD5)，对污水及海水样品进行检测，通过反复试验最终找出影响检测

结果准确性的几个关键控制技术，供大家参考。 
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1. 引言 

随着国家对环境保护工作的重视，作为水体质量的重要参数指标及污染指标的“生化需氧量”被越

来越多的领域列为必检项目之一。生化需氧量又称生化耗氧量，是指在一定条件下，微生物分解存在于

水中的某些可氧化物质，特别是分解有机物所进行的生物化学过程中消耗溶解氧的量。如果检测结果偏

高，说明水中有机污染物质较多，易对环境造成较严重的污染。 
当前国内外采用的 20℃培养 5 d 的生化需氧量检测方法，是将当天采来的水样和经过五天培养后的

水样分别进行溶解氧测定，其溶解氧的差值，定义为五日生化需氧量，简称 BOD5。 
本文作者由于承担的监测任务中的水质分别来源于陆源入海排污口及邻近海域，海水、淡水污染程

度不同，检测采用由两个行业主管部门颁布的生化需氧量标准方法—即最为广泛的经典方法：HJ 505-2009 
(稀释与接种法)及 GB 17378.4-2007 (五日培养法)。 

对于检测机构来说，可根据检测任务的来源及采集的水样的特性选择检测方法。两个标准方法均可

分别使用或同时使用，但前提是使用标准的有效版本。对比两个检测标准有以下不同及相同点。 
1、标准来源不同： 
标准 HJ 505-2009 (稀释与接种法)是国家环境保护部颁布执行的行业标准；海洋监测规范第四部分海

水 GB 17378.4-2007 (五日培养法)是国家海洋局颁布执行的国家强制执行的标准方法，在此标准中确定此

法为仲裁方法。 
根据任务的来源，本单位采用的检测方法是海洋监测规范第四部分海水 GB 17378.4-2007 (五日培养

法)，已经应用此法连续多年对排污入海河口及临近海域进行监测。 
2、适用范围不同： 
HJ 505-2009 (稀释与接种法)，此方法适用于 2 mg/L~6000 mg/L 的地表水、生活污水、工业废水五

日生化需氧量(BOD5)的测定，方法检出限 0.5 mg/L，方法的测定下限为 2 mg/L，非稀释法和非稀释接种

法的测定上限为 6 mg/L，稀释与稀释接种法的测定上限为 6000 mg/L。简言之，淡水常用此法。 
海洋监测规范第四部分海水 GB 17378.4-2007 (五日培养法)，适用于海水的生化需氧量的测定，方法

的检出限为 0.5 mg/L。简言之，海水常用此法。 
3、检测方法原理相同： 
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在 HJ 505-2009 (稀释与接种法)中，方法原理为：生化需氧量是指在规定的条件下，微生物分解水中

的某些可氧化的物质，特别是分解有机物的生物化学过程消耗的溶解氧。通常情况下是指水样充满完全

密闭的溶解氧瓶中，在(20 ± 1)℃的暗处培养 5 d ± 4 h，分别测定培养前后水样中溶解氧的质量浓度，由

培养前后溶解氧的质量浓度之差，计算每升样品消耗的溶解氧量，以 BOD5 形式表示[1]。 
在海洋监测规范第四部分海水 GB 17378.4-2007 (五日培养法)中，方法原理为：水体中有机物在微生

物降解的生物化学过程中，消耗水中溶解氧。用碘量法测定培养前和培养后两者溶解氧含量之差，即为

生化需氧量，以氧的含量(mg/L)计。培养五天为五日生化需氧量(BOD5)。水中有机物越多，生物降解需

氧量也越多，一般水中溶解氧有限，因此，需用氧饱和的蒸馏水稀释。为提高测定的准确度，样品培养

后减少的溶解氧要求占培养前溶解氧的 40%~70%为宜[2]。 
在应用经典方法检测水质中的生化需氧量关键控制技术中，樊丽妃[3]的“影响测定生化需氧量的因

素及解决方法”提出水样的温度、稀释倍数、保存、pH、接种水等对生化需氧量的影响。 

2. 影响 BOD5检测结果的关键检测控制技术 

由于承担多年的专项监测任务，笔者总结出如下几个方面的 BOD5 检测关键控制技术： 
(一) 稀释水的制备： 
稀释水的作用是提供微生物生存需要的氮磷营养元素及充足的溶解氧，保障其正常的新陈代谢。在

GB 17378.4-2007 (五日培养法)标准检测方法中，稀释水的制备过程如下：在玻璃瓶中加入一定体积的水，

经过 8 h~12 h 曝气后，使溶解氧接近饱和，盖严静置，备用。使用前在经过曝气的每升水中先后加入磷

酸盐缓冲溶液 1 ml，硫酸镁溶液 1 ml，氯化钙溶液 1 ml 和三氯化铁溶液 1 ml，混匀。特别提醒：稀释水

的制备过程中水温要控制在(20 ± 1)℃ [2]。 
笔者实验室经过试验证明，稀释水最好采用新购买的或新自制的纯净水，才能保证水内不含有机质

和其它杂质。有条件的实验室，稀释水也可用天然海水代替。需要特别注意的是，稀释水在 20℃培养 5
天后，溶解氧的减少量应控制在 0.5 mg/L 以下。本单位采用新购置的未开封的品牌桶装纯净水或用 Millon 
Q 制备的纯净水作为稀释水制备的原料。 

标准方法中采用曝气 8 h~12 h，溶解氧能达到 7 mg/L~9 mg/L 即可。经过笔者多次试验验证，曝气可

采用小型气泵加气石模式，可提高曝气效果，能在 2 h 之内，使溶解氧达到 7 mg/L~9 mg/L 成饱和程度，

大大缩短了曝气时间。另外在曝气的过程中为防止带入有机物、金属、氧化物或还原物等易造成污染的

物质，在对气泵及气石充分消毒的情况下可在进气口加装一个密的过滤网装置。 
(二) 水样稀释倍数的确定及水样培养期间的控制 
1、水样的稀释方法 
水样的稀释完全按照 GB 17378.4-2007 (五日培养法)标准检测方法执行，水样的稀释方法如下[2]： 
1) 量取一定体积的水样于 2000 ml 量筒中，用虹吸管引入稀释水至 2000 ml 刻度，用一插棒式混合

棒小心上下搅动，不可露出水面，以免带入空气。 
2) 用虹吸管将稀释后的水样装入四个培养瓶中，完全充满后轻敲瓶壁使瓶中混有的小气泡逸出，盖

紧瓶塞，用水封口。 
3) 另取四个有编号的培养瓶，全部装入稀释水，盖紧后用水封口，作为空白样。 
4) 标记好各瓶的编号，每种样品各取一瓶立即测定溶解氧，其余放入 20℃ ± 1℃的培养箱中； 
5) 将培养五昼夜后的样品取出，测定其溶解氧的剩余量。 
此处需要注意的点是：在对水样进行稀释的过程中，从吸取一定体积水样放入量筒中、引入稀释水

等过程，操作人员要沿量筒壁注入；分装样品时，虹吸管的一头要插入培养瓶的底部，慢慢放水；混合
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水搅匀的过程搅棒不要露出水面，以免带入气泡引入氧气造成溶解氧数值偏高，影响检测结果。 
样品采集前，所有接触水样的器皿要用去离子水清洗干净，晾干备用。 
2、水样稀释的倍数的确定 
在 2 种标准检测方法中，计算公式是相同的，即 

( ) ( )1 2 3 4 1
5

2

D D D D f
BOD

f
− − − ×

=                               (1) 

式中： 
BOD5-五日生化需氧量，单位为毫克每升(mg/L)； 
D1-样品在培养前的溶解氧，单位为毫克每升(mg/L)； 
D2-样品在培养后的溶解氧，单位为毫克每升(mg/L)； 
D3-稀释水在培养前的溶解氧，单位为毫克每升(mg/L)； 
D4-稀释水在培养后的溶解氧，单位为毫克每升(mg/L)； 
f1-稀释水(V3)在样品(V4)中所占的比例； 
f2-样品(V4)在稀释水(V3)中所占的比例； 

其中： 
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准确确定样品的稀释倍数是测定水样 BOD5 的关键。多年检测经验表明，样品稀释倍数与水样气味、

颜色无关，因此检测人员不要根据水样颜色深、气味大而加大稀释倍数。对于某些需要在一定时间间隔

连续对某点进行监测的专项监测任务的样品，掌握好样品稀释倍数是非常关键的。初次实验，因未知样

品的检测值，可按 50%、30%、20%、10%、5%、1%比例稀释样品。 
从公式可以看出影响检测结果的主要因素有如下几个方面： 
1) 样品的稀释倍数：样品的稀释倍数影响式中 f1 和 f2 的值，一般陆源入海排污口水样为污水，BOD5

检测结果比较高，需要稀释倍数较大，可采用 5%或 10%比例稀释，最高 10%；邻近海域海水邻近海域

海水比较清洁时，样品 BOD5 值相对较低，需要稀释倍数较小，一般先采用 50%比例稀释样品；冬天海

水水样 BOD5 值更低，可不用稀释直接检测即可；对于已受污染海区的水样，必须用稀释水稀释后再进

行培养和测定，一般采用 20%~75%的稀释量。再次监测时可作为参考，以此缩短检测时间，提高工作效

率。 
2) 空白样培养前后溶解氧的减少量的控制：在稀释水的制备过程中，稀释水在保持 20℃左右培养五

天后，溶解氧的减少量(D3-D4)应控制在 0.5 mg/L 以下。如果溶解氧的减少量大于 0.5 mg/L，应重新配制

稀释水并重新进行培养，直到溶解氧的减少量小于 0.5 mg/L 为止。但重做易造成与样品检测的不同步，

造成结果产生误差，而且延长了实验时间。建议同时多做几组平行样，剔除不合格的平行样，保证溶解

氧减少量在 0.5 mg/L 以下。 
在以上(1)、(2)中，如果检测人员人为扩大样品的稀释倍数及稀释水培养前后溶解氧的减少量高于 0.5 

mg/L，则二者相乘后会导致检测结果成倍的增加，增大了更大的误差。因此根据样品特性，配制合适稀

释水，选用合适稀释倍数，能更为准确地测定 BOD5 值，更为真实地反映水中的有机物污染情况。 
3、水样在培养期间的控制 
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1) 培养水瓶的封口处要始终保持有水，用纸或塑料帽盖在喇叭口上，可减少培养期间封口处水的蒸

发，检测人员要经常检查水封，以免水分蒸干缺水。 
2) 检测人员要经常检查培养箱是否工作正常，温度是否保持在(20 ± 1)℃。如不正常及时更正。 
3) 样品在培养期间避免见光，以防水样生出藻类发生光合作用产生氧气，造成溶解氧的升高。 
4) 样品体积要精确量取，以免将不准确的体积代入公式后会产生一定的误差。 
(三) 在检测过程中样品保存时间及温度的控制 
从样品的采集开始、中间过程样品的储存、运输、培养，到样品检测结束，环境条件(主要是时间和

温度)对微生物的生化过程有很大影响。有资料表明 2℃~40℃是微生物生长的适宜温度，在此范围内温度

提高 10℃，微生物活性将提高 1~2 倍。温度升高加快反应速率，以致培养温度每相差 1℃都会引起 5%
左右的误差。测定前待测试样的温度需达到(20 ± 2)℃，样品培养时间为 5 d ± 4 h，培养温度为(20 ± 1)℃，

才能满足 BOD5 实验环境条件。因此为保证检测结果的准确性，在 2 个标准方法中都对时间和温度进行

了规定。 
在 GB 17378.4-2007 (五日培养法)标准检测方法中规定，采样后应在 6 h 内开始分析，若不能，则在

4℃或 4℃以下保存，而且不得超过 24 h，并将贮存时间与温度与分析结果一起报告[2]。 
在 HJ/T 505-2009 (稀释与接种法)中规定样品应在采集后 24 h 内尽快测定，如 24 h 内不能分析，可

冷冻保存。样品运输过程中可使用车载冰箱储存，到达实验室后，在培养之前，可通过水浴将样品快速

升温至 20℃，培养过程中使用误差±1℃的恒温培养箱，整个操作室内环境温度控制在 20℃左右，以保证

培养前后测定过程中的环境温度不会影响样品。样品的贮存时间和温度与分析结果一起报告[1]。 
(四) 水样本身的特性 
1) pH 值：水样的 pH 值过酸或过碱都会抑制微生物的生长与反应。有研究发现 pH 值 6~8 时微生物

氧化作用最快。HJ/T 505-2009 (稀释与接种法)规定，若样品或稀释后样品 pH 值不在 6~8 范围内，应用

盐酸溶液或氢氧化钠溶液调节。在 GB 17378.4-2007 (五日培养法)未规定。陆源入海排污口水质 pH 值受

河道周边单位排放水质影响较大，邻近海域水质 pH 值变化不大。 
2) 游离氯：由于排污入海河口的污水常常含有游离氯，游离氯影响微生物的活性，因此当样品含有

少量余氯时，可在采样后放置 1~2 h 使游离氯散发。如短时间内余氯不能消失，可加入适量亚硫酸钠溶

液去除样品中存在的余氯和结合氯。 
3) 样品的均质程度：有较大悬浮颗粒的水样、需要较大稀释倍数的水样或经冷冻保存的水样，测定

前需对样品进行均质化处理，否则会产生较大误差，一般可搅拌使其混合均匀。对于高悬浊样品可使用

超声振荡器对其进行超声波振荡处理，达到均质效果。注意处理过程中不要带入空气，以免影响检测结

果。 
4) 样品含盐量：排污入海河口水质因采样站位及采样时间的不同，会呈现不同的盐度，一般规定盐

度低于 3 时采用淡水方法检测，即采用 HJ 505-2009 (稀释与接种法)。样品含盐量低，电导率低，无机盐

含量低，微生物不能生长繁殖，造成微生物含量少，不能足够降解样品中的有机物，使测定结果偏低。

HJ/T505-2009 (稀释与接种法)规定，非稀释样品的电导率小于 125 μs/cm 时，需加入适量相同体积的四种

盐溶液，使样品的电导率大于 125 μs/cm。盐度高于 3 时采用海水方法，即采用 GB 17378.4-2007 (五日培

养法)检测。 
5) 重金属的影响：超过一定浓度的重金属有毒物质对微生物活性产生影响，实际检测过程中，可使

用经驯化的微生物接种液稀释水对水样进行稀释，或提高稀释倍数以减少水样的重金属含量。 
6) 工业废水：在 HJ 505-2009 (稀释与接种法)规定，不含或含微生物少的工业废水如酸性废水、碱性

废水、高温废水、冷冻保存的废水或经过氯化处理等的废水，在测定 BOD5 时应引进能分解废水中有机
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物的微生物。当废水中存在难以被一般生活污水中的微生物以正常的速度降解的有机物或含有剧毒物质

时，应将驯化后的微生物引入水样中进行接种。 
(五) 操作因素 
实验过程中，实验人员的操作也是影响检测结果的关键因素之一。首先实验人员在药品配制、样品

采集、保存、稀释、培养、样品测定等一系列实验过程中应严格按照标准方法规定进行操作。其次应特

别注意标准方法中标注的“注意事项”处，实验人员根据实验室出现的实际情况进行对照操作，达到消

除干扰，提高实验的准确程度。再次实验人员可根据实验经验在对某一种类的水样测定的关键控制点处

严格操作，从而能够使整个实验过程可以快速、准确地完成。 

3. 结论 

排污入海河口及临近海域水质中的生化需氧量检测关键控制技术为稀释水的制备、水样稀释倍数的

确定及水样培养期间的控制、在检测过程中样品保存时间及温度的控制、水样本身的特性、操作因素等

五个方面。 
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