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摘要

   本次出國計畫研習主要目標有二，一是研習生物慢毒性的毒性測試方法，其中包括魚類、貝類、藻類等生物毒性試驗方法進行方法研習及實作，並針對貝類毒性試驗方式應用在各種環境樣品技術及毒性分析進行探討。二是研習目前美國利用各種生物慢毒性之方法，應用於放流水之毒性監測的政策、應用經驗及監測規範。

　　本次生物慢毒性測試方法研習機構為隸屬美國內政部地質調查所(U.S. Geological Survey, USGS)的哥倫比亞環境研究中心。研習方法包括魚類、貝類、藻類等生物毒性試驗方法進行方法研習及樣品實作，並拜訪美國環保署第七區辦公室，研習國家污染物排放消減系統(National Pollutant Discharge Elimination System , NPDES)、合流下水道排水溢出系統(Combined Sewer Overflow system, CSOs)、總量管制、水質監測及毒性測試等實務。也前往美國堪薩斯城水資源服務中心，實際就其目前應用毒性試驗在管理污染源方面之現況交換心得。

　 本計畫研習成果可提昇國內執行慢毒性方法建立及放流水監測政策的擬定，提供國內未來執行生物慢毒性方法建立及放流水監測政策的參考。
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壹、目的

    由於放流水所含毒性或抑制性化學物質種類繁多，化學分析很難完全呈現水質污染的全貌，生物毒性試驗是評估放流水進入承受水體所可能造成風險較被接受的一種方式，歐美國家多將生物監測系統作為污染風險控管之主要環節。環境檢驗所例年之成果提供環保署作為制定政策之參考依據，已促使「放流水標準」順利於99年12月15日修正發布，將靜水式生物急毒性測試納入放流水管制標準，為國內放流水管理政策跨入一個新的里程碑。但工業廢水或都市污水處理廠排放水除了可能具有急毒性之外，尚可能含有許多化學物質，其中有些對水中生物具有突變性、致癌性、生殖毒性或其他慢毒性等特性，因此本計畫目的為研習貝類慢毒性的監測技術，並參考國外放流水管制政策，以利建立國內慢毒性監測之標準方法及規範。

　　本次生物慢毒性測試方法研習機構為隸屬美國內政部地質調查所(U.S. Geological Survey, USGS)的哥倫比亞環境研究中心(The Columbia Environmental Research Center, CERC)，研習單位為環境毒理組(Environmental Toxicity)實驗室。研習方法包括魚類、貝類、藻類等生物毒性試驗方法進行方法研習及樣品實作，並針對貝類毒性試驗方式應用在各種環境樣品技術及毒性分析等進行深入探討，並研究該技術運用在台灣放流水監測的可行性，增進國內相關技術之提升。

本次研習除研習過程中除參訪CREC環境毒理組實驗室之外並實際拜訪美國環境保護署第七區辦公室，研習國家污染物排放消減系統(National Pollutant Discharge Elimination System , NPDES)、合流下水道排水溢出系統(Combined Sewer Overflow system, CSOs)、總量管制、水質監測及毒性測試等各種監測放流水的政策、經驗及規範。另前往美國堪薩斯城水資源服務中心，討論堪薩斯城目前應用毒性試驗管理污染源的政策，以及目前磷污染總量管制工程執行狀況，放流水管制項目中總生物毒性進行探討，包括毒性試驗方法、試驗生物、監測頻率等，並研究該方法在台灣的適用性。

本計畫研習成果可提昇國內執行慢毒性方法建立及放流水監測政策的擬定，提供國內未來執行生物慢毒性方法建立及放流水監測政策的參考。

貳、進修過程

 本次研習的日程為9/26至10/9 日，進修過程簡表如下：

	   台灣時間

（抵美後為當地時間）
	進修過程

	101.9.26
	啟程，出發至美國密蘇里州(Missouri)

	101.9.27~10.1
	· 參訪美國地質研究所(USGS)哥倫比亞環境研究中心，處長Chris Ingersoll及魚類生物學專家王寧博士，針對魚類、貝類、藻類等生物毒性試驗方法進行方法研習，並針對貝類毒性試驗方式應用在各種環境樣品技術及毒性分析進行深入探討。

	101.10.2~4
	· 拜會美國環境保護署第七區國家污染物排放消減系統(National Pollutant Discharge Elimination System , NPDES)主要工程師John Dunn及Tony Bruce，討論各種放流水排放標準、排放許可證發放制度及許可證撰寫人的資格審核。

· 拜會環保署污染物排放消減系統中，合流下水道排水溢出系統(Combined Sewer Overflow system, CSOs)管理工程師Tony Petruska、環境服務部生態學家工程師Vanessa Madden、總量管制專家Bruce Perkins等人，討論目前美國在雨污水合流制下，下水道排水系統溢出所遇到的問題及目前解決的方案。

· 拜會美國環境保護署第七區專屬之生物實驗室研究人員Gary Welker及Laura Webb，討論各種水質監測方法、生物毒性試驗及實驗討論現行監測方式的優缺點。

	101.10.5~7
	· 拜會美國堪薩斯城水資源服務中心環境工程師Jing Tao，討論堪薩斯城目前應用毒性試驗管理污染源的政策，以及目前磷污染總量管制工程執行狀況。

· 拜會美國堪薩斯城水資源服務中心污水廠設計總工程師Richard，討論堪薩斯城下水道管線分佈、放流水許可證發放等問題，並針對放流水管制項目中總生物毒性進行探討，包括毒性試驗方法、生物、頻率等。

	101.10.8~9  
	返程，回到台北


1、 生物慢毒性測試研習

本次生物慢毒性以貝類生物為主要研究項目，利用貝類進行慢毒性試驗的方式在美國USGS已有豐富的經驗，USGS CERC的環境毒理組（圖1）正是此方法建立的主要負責單位，該方法主要負責人為 Chris Ingersoll及Wang Ning博士（圖2），為使得貝類生物在環境中存活並保護環境不受污染，CREC針對多種環境中常見貝類進行毒性觀察及研究工作，多年來已有碩大的成果並發表許多代表性的文章，相關研究由2007年起發表文章共計8篇，內容包括（一） 銅、氨氮及氯對於兩種淡水貝類的急毒性研究(ACUTE TOXICITY OF COPPER, AMMONIA, AND CHLORINE TO GLOCHIDIA AND JUVENILES OF FRESHWATER MUSSELS,2007) 【1】，（二）銅​、氨氮對於貝類之慢毒性研究(CHRONIC TOXICITY OF COPPER AND AMMONIA TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS,2007 )【2】，（三）利用兩種清水貝類於實驗室內外進行急毒性測試差異性研究(INTRA- AND INTERLABORATORY VARIABILITY IN ACUTE TOXICITY TESTS WITH GLOCHIDIA AND JUVENILES OF FRESHWATER MUSSELS, 2007)【3】，（四）在不同的pH值狀況下氨氮對清水貝類急毒性之影響研究(INFLUENCE OF pH ON THE ACUTE TOXICITY OF AMMONIA TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS, 2008)【4】，（五）鉛、鉻、鋅對於早期階段清水性貝類急毒性敏感性研究(SENSITIVITY OF EARLY LIFE STAGES OF FRESHWATER MUSSELS (UNIONIDAE) TO ACUTE AND CHRONIC TOXICITY OF LEAD, CADMIUM, AND ZINC IN WATER, 2010)【5】，（六）在急毒與慢毒性暴露狀態下，溶解性有機碳濃度對於銅造成貝類毒性影響之研究(INFLUENCE OF DISSOLVED ORGANIC CARBON ON TOXICITY OF COPPER TO A UNIONID MUSSEL (VILLOSA IRIS) AND A CLADOCERAN (CERIODAPHNIA DUBIA) IN ACUTE AND CHRONIC WATER EXPOSURES, 2011)【6】，（七）在28天底泥暴露下貝類對氨氮毒性敏感性評估(EVALUATION OF INFLUENCE OF SEDIMENT ON THE SENSITIVITY OF A UNIONID MUSSEL (LAMPSILIS SILIQUOIDEA) TO AMMONIA IN 28-DAY WATER EXPOSURES,2011)【7】，（八）在自然水體及處理水的狀況下銅對於貝類的急毒性變化之研究(EVALUATION OF ACUTE COPPER TOXICITY TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS (FATMUCKET, LAMPSILIS SILIQUOIDEA) IN NATURAL AND [image: image1.jpg]


RECONSTITUTED WATERS, 2009)【8】。
圖1 美國地質研究所(USGS)哥倫比亞環境研究中心環理組全體員工
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圖2 美國地質研究所CERC環境毒理組組長Chris Ingersoll(左)及汪寧博士(右)

    美國制定國家水質規範(National Water Quality Criteria, NWQC)非常嚴謹，上述研究及文章皆係為了保護環境水體中貝類不受化學物質毒性影響，進而衍生許多深入研究，解除許多毒性試驗與外界環境差異性，內容包括金屬及化學物質的急、慢毒性研究、水體種類、培養方式、環境暴露形式等，各方面審慎評估後，再佐以應用各單位研究數據進行評估，目前美國環保署也接受此研究成果研擬放流水氨氮濃度規範，以保護環境中之貝類生物。

貝類慢毒性試驗部分，慢毒性試驗種類眾多，通常以流水性毒性試驗作為主要實驗方式。該方式需要換水、觀察存活量以及活動性等工作(相關實驗室實習內容如圖3)，因此較急毒性方式複雜許多。USGS現已發展出一套可利用儀器定時自行配置濃度的流水式系統(如圖4)，可依需求將進流水樣稀釋至各種所需要的濃度(如放流水試驗時，可自行稀釋至20、40、60、80、100%濃度)，因此可在不同濃度下進行單一化學物質的慢毒性試驗，使得實驗得以順利進行並節省人力，其他貝類毒性試驗條件及注意事項，可參考ASTM E2455-0611。
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幼年貝類養殖系統
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貝類過篩挑選圖
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毒性試驗後觀察
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自動稀釋分注系統
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USGS 毒理試驗室
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毒性試驗進行


圖3 生物毒性試驗相關圖
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環境中原生貝類採集
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貝類活動力觀察：貝類足運動
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野生貝類採集
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循環式貝類養殖系統 
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CREC貝類整體性研究
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貝類餵食研究


圖3 生物毒性試驗相關圖 (續)
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圖4 自動稀釋濃度流水式毒性試驗系統
   美國各州環境條件各不相同，為使水質達到國家水質規範，制定許多相關政策及管制措施，需依據各種研究數據及資料，並據以應用在監測工作上。但政府機關如何決定放流水之限制濃度(Limit concentration)?一般而言採取以下兩種方法，敘述如下：

(1) 多物種毒性試驗確認法：將同一毒物(或化學物質)進行許多物種之生物毒性試驗，將所得之毒性數據依濃度繪製成分佈圖後，由分佈圖中取得95%以上可存活物種下之濃度即為管制標準。此方法意義在於可以保護環境中95%以上的物種，減少生物在環境中暴露可能造成的威脅並確保環境品質安全。，另外因生物本身對化學品特性差異可能非常大，因此在選擇濃度數據時，亦有刪除極端值的原理及方法。

(2) 急毒慢毒比例計算法：當慢毒性濃度未知或數據不足利用多物種毒性試驗確認法時使用。首先將急毒性與慢毒性濃度制定一個比例為σ(Acute toxicity concentration / chronic toxicity conc. = σ)，利用其他八種以上的生物毒性實驗，所得的一個平均σ值後，可利用σ值比例關係與急毒性濃度換算成慢毒性濃度。但具體而言，仍建議使用多種生物(至少八種)進行毒性試驗並取得毒性分佈圖來決定管制濃度值，較具有代表意義。

[image: image14.emf]
圖5 多物種毒性試驗確認法-以重金屬銅為例之各種生物毒性分佈圖
在水質監測及管理方面，美國環保署有一套非常詳細的國家建議水質標準(National Recommended Water Quality Criteria, RWQC)12，網站中有許多有關各化學物或重金屬毒理特性及水質規範。在USGS這個研究所可以發現美國國家型研究單位之獨立性，非常值得我們學習，該研究單位不斷以科學並公正的角色進行各種研究，再將實驗數據及發表之文章內容提供國家制定環境品質標準，超然且不受外力影響，所內預算部分來自於許多外界計畫且需上繳國庫相關之稅率，但角色及工作仍以研究為主要目標。所內研究人員工作領域分工非常清楚，不以競爭為主要目的並以研究成果為榮，因此這份榮譽心非常值得我們學習。
2、 放流水監測與生物慢毒性之應用

美國各州環境條件各不相同，為使放流水達到標準，各州制定許多相關政策及管制措施。本次研習造訪美國中央單位環保署第七區辦公室（圖6及圖7）及其附屬科技中心、地方單位堪薩斯城水資源中心，探討中央及地方在放流水監測管理及毒性監測之應用，討論主題包括（一）國家污染物排放消減系統(National Pollutant Discharge Elimination System , NPDES)、（二）合流下水道排水溢出系統(Combined Sewer Overflow system, CSOs)、（三）總量管制、（四）水質監測方法及生物毒性試驗等放流水監測應用、（五）污水廠管制及下水道規劃、（六）放流水監測及許可證內容等。

美國環保署第七區辦公室

    美國環保署為保持環境水質，應用各項計畫（NPDES、TMDL、CSOs等）進行環境保護及改善之規劃，透過這些計畫可對於污染源或環境問題達到有效控制及改善的目標。然而在生物毒性監測方面，目前仍以放流水中總毒性監測為主。總結過程如下：

污染物排放消減系統(National Pollutant Discharge Elimination System , NPDES)：在EPA Region7主要負責NPDES的工程師為John Dunn及Tony Bruce，在過程中討論目前各種放流水排放標準、排放許可證發放制度，另外許可證需要專人申請且許可證撰寫人的資格審核也需一定的資格才可符合規範，詳細內容可由環保署提供的網站9得到充份資訊，其中較為特別的是NPDES系統亦提供許可撰寫人訓練、資格審查等資料10。合流下水道排水溢出系統及總量管制方面由環境服務部生態學家工程師Vanessa Madden、總量管制專家Bruce Perkins負責，會議討論目前美國在雨污水合流的狀況下，下水道系統常因暴雨等因素，排水系統溢出造成環境污染的問題。目前主要解決方案是將下水道溢出水經收集後，利用初級處理沉澱的方式，再排放至環境水體以改善下水道溢流的問題，未來將朝向設置溢流管線或另設滯洪池等方式，目的透過水文引導讓此類污水可受到妥善處理。
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圖6 美國環保署第七區辦公室外觀
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圖7 美國環保署第七區辦公室
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圖8 參訪環保署主要負責人Venessa(右)
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圖9 美國環保署第七區辦公室內部


毒理及環境品質監測方面，美國環境保護署各區辦公室皆有專屬各區之實驗室，每區實驗室約有70人負責執行相關監測及分析工作。本次研習參訪專屬第七區實驗室中生物及毒性實驗室，該實驗室主要工作人員Gary Welker及Laura Webb，通常檢測河川、湖泊及水塘中各項污染物，其間並討論各種水質監測方法、生物毒性試驗及實驗討論現行監測方式的優缺點，該區實驗室毒性試驗大多委外處理，其餘技術方面皆依據標準方法進行實驗工作，相關照片如圖10~13。
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圖10 US EPA生物實驗室(1)
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圖11 US EPA生物實驗室(2)
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圖12 實驗室內收集之各種貝類
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圖13 US EPA Region 7實驗室大樓


堪薩斯城水資源服務中心(Water Services Department)
堪薩斯城水資源服務中心（圖14及15）係堪薩斯城負責自來水申請、下水道建設及廢水處理等工作的地方政府單位，該中心工員共有近千人，其中兩大主要工作為自來水申請及維護，另一方面為排放水許可證申請展延等業務、公共污水廠建設、操作營運管理等相關業務處理。在推動環境政策方面，該中心僅設有兩位環境工程師負責水中心執行各項環保署政策及環境保護相關工作。本次參訪由該中心環境工程師Jing Tao主導，與其討論堪薩斯城目前應用毒性試驗管理污染源的政策方向，以及環保署要求總量管制執行狀況。結果得知目前堪薩斯城在放流水毒性管制方面尚無明顯之環境政策，毒性監測方面皆由污水廠放流水方面加以管理，而環境部門當前最重要的工作執行磷污染、大腸桿菌群的總量管制工作，透過污染源減量、傳遞途徑及末端處理等方式。因在國內較少有實際利用總量管制管理污染物的執行案例，因此從中獲得許多執行總量管制該注意之事項及相關知識（如30天內陳述意見、污染源控制、預設目標、降低污染、管末處理、期程及執行方法等）。

為實際參與地方政府執行放流水毒性監測工作，特地訪問美國堪薩斯城水資源服務中心污水廠設計總工程師Richard，該總工程師負責目前堪薩斯城12座污水廠規劃設計、營運管理、水質監測、毒性監測及異常分析等工作。會議討論堪薩斯城下水道管線分佈、放流水許可證發放等問題，目前放流水管制項目仍以總生物毒性為管制項目，許可證及管制措施如圖16所示，該許可證記載非常詳細，包括毒性測試生物、種類、方法、頻率及申報等內容，比較國內許可證詳細許多，目前國內放流水方面僅管制光電業及石油化學專區工作放流水之急毒性，並朝向以水污染防制措施中自行申請之方向進行，未來制定許可證時亦可參考美國之作法，將許可證申請、申報及管理更為詳盡妥善。
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圖14 堪薩斯城水資源服務中心
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圖15中心展示之下水道管線 
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圖16 密蘇里州排放許可證 – 以公用污水廠放流水為例
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圖17 City of Kansas City, Missouri – Sewer Map and Wastewater Treatment Plant
參、進修心得

 本次參訪行程主題為生物慢毒性應用於放流水之毒性監測，最主要係吸取美國在生物毒性應用經驗及監測規範，尤其是美國USGS在貝類及魚類等生物監測技術，及US EPA等政府單位利用實際監測數據制定相關法規標準(Criteria)及各種應用，以分析台灣將慢毒性試驗應用在放流水監測的可能性。

1. 學習如何應用環境監測、生物毒性試驗數據、環境因素等條件建立美國國家建議水質標準(National Recommended Water Quality Criteria, RWQC) 各州水質標準之流程，各種法規標準引用數據的參考原則、統計分析及其應用。
2. 目前貝類毒性試驗在環境監測的實際應用尚未普及，本次參訪由如何培養馴化(Culture)、實驗條件及環境控制、實驗設備的建立，並研究如何判定毒性物質對貝類生物的活動影響及死亡判定。此技術可應用在環境水體中，有效判斷環境水體是否具有毒性效應。

3. 研習美國環保署如何應用各項計畫（NPDES、TMDL、CSOs等）進行環境保護及改善之規劃，透過這些計畫可對於污染源或環境問題達到有效控制及改善目標。然而這些計畫所需之驗證工作，來自於充足的環境監測數據，因此可見環境檢驗及資料庫的重要性。

4. 堪薩斯城目前磷及大腸桿菌群之總量管制工作，在生活污水或畜牧廢水管理方面因地理位置及生活方式造成下水道系統接管不易等問題，參訪期間提供台灣預鑄式污水處理系統等污水處理之經驗，供該地區河川中磷及大腸桿菌群污染等問題之參考。

5. 自2006年至今，USGS陸續在國際期刊Environmental Toxicology and Chemistry發佈8篇有關貝類毒性試驗的論文，其中包含急毒及慢毒性方法的建立與穩定度驗證、實驗室與野外試驗成果差異性分析、各種污染物、水體、環境條件對貝類毒性之影響等研究，足以證明貝類毒性試驗的成熟及穩定性。

6. 依USGS所提供的研究資料，目前台灣貝類被列為瀕臨危害之物種，惟目前利用貝類測試毒性方式並未有標準之公告方法，且因台灣地區受到地勢地貌的影響，河川中之貝類尚未受到環境保護所重視，因此若可以學習美國建立一套貝類毒性試驗技術，未來對環境水體或事業放流水的毒性監測，無疑是除了魚類、蚤類、蝦類等生物之外，另一種毒性測試的優良工具。

肆、建議
1. 貝類慢毒性測試應用在放流水監測的優缺點︰

    (1)優點︰檢驗技術已純熟，土壤及水體皆可適用。

    (2)缺點︰試驗時間長，生物馴養及實驗成本高。

2. 貝類毒性試驗在美國技術已十分純熟，且目前台灣貝類被列為瀕臨危害之物種，未來環檢所可依據ASTM標準規範及USGS建立之方法，並利用本土貝類建立台灣毒性試驗之試驗方法。

3. 制定一套標準試驗方法時需要充足數據及實驗驗證，CREC透過國際期刊發表文章 的方式相當具說服力，值得國內學習參考。

4. CERC研究人員分工合作制度相當良好，加上學術及專業經驗豐富，因此執行計畫或分析時，技術熟練且具公信性，此項足以國內參考。

伍、附錄(文獻引用)

1. NING WANG, CHRISTOPHER G. INGERSOLL, DOUGLAS K. HARDESTY, CHRISTOPHER D. IVEY, JAMES L. KUNZ, THOMAS W. MAY, F. JAMES DWYER, Y D. ROBERTS, TOM AUGSPURGER, CYNTHIA M. KANE, RICHARD J. NEVES and M. CHRIS BARNHART, ACUTE TOXICITY OF COPPER, AMMONIA, AND CHLORINE TO GLOCHIDIA AND JUVENILES OF FRESHWATER MUSSELS (UNIONIDAE), Environmental Toxicology and Chemistry, 2007, 26(10), pp 2036-2047.
2. Ning Wang et. al. , CHRONIC TOXICITY OF COPPER AND AMMONIA TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS (UNIONIDAE), Environmental Toxicology and Chemistry, 2007, 26(10), pp 2048-2056.
3. Ning Wang et. al. , INTRA- AND INTERLABORATORY VARIABILITY IN ACUTE TOXICITY TESTS WITH GLOCHIDIA AND JUVENILES OF FRESHWATER MUSSELS (UNIONIDAE), Environmental Toxicology and Chemistry, 2007, 26(10), pp 2029-2035.
4. Ning Wang et. al. , INFLUENCE OF pH ON THE ACUTE TOXICITY OF AMMONIA TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS, Environmental Toxicology and Chemistry, 2008, 27(5), pp 1141-1146.
5. Ning Wang et. al. , SENSITIVITY OF EARLY LIFE STAGES OF FRESHWATER MUSSELS (UNIONIDAE) TO ACUTE AND CHRONIC TOXICITY OF LEAD, CADMIUM, AND ZINC IN WATER, Environmental Toxicology and Chemistry, 2010, 29(9), pp 2053-2063.
6. Ning Wang et. al. , INFLUENCE OF DISSOLVED ORGANIC CARBON ON TOXICITY OF COPPER TO A UNIONID MUSSEL (VILLOSA IRIS) AND A CLADOCERAN (CERIODAPHNIA DUBIA) IN ACUTE AND CHRONIC WATER EXPOSURES, Environmental Toxicology and Chemistry, 2011, 30(9), pp 2115-2125.
7. Ning Wang et. al. , EVALUATION OF INFLUENCE OF SEDIMENT ON THE SENSITIVITY OF A UNIONID MUSSEL (LAMPSILIS SILIQUOIDEA) TO AMMONIA IN 28-DAY WATER EXPOSURES, Environmental Toxicology and Chemistry, 2011, 30(10), pp 2270-2276.
8. Ning Wang et. al. , EVALUATION OF ACUTE COPPER TOXICITY TO JUVENILE FRESHWATER MUSSELS (FATMUCKET, LAMPSILIS SILIQUOIDEA) IN NATURAL AND RECONSTITUTED WATERS, Environmental Toxicology and Chemistry, 2009, 28(11), pp 2367-2377.
9. http://cfpub.epa.gov/npdes/home.cfm?program_id=45
10. http://cfpub.epa.gov/npdes/outreach/training/pwtraining.cfm
11. ASTM E2455-06 Standard Guide for Conducting Laboratory Toxicity Tests with Freshwater Mussels
12. http://water.epa.gov/scitech/swguidance/standards/criteria/current/index.cfm



























PAGE  
2

