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编 制 说 明
（征求意见稿）

一、任务来源

本国家标准的制定任务列入国家标准化管理委员会《国家标准委关于下达2018年第二批国家标准制修订计划的通知》（国标委综合〔2018〕41号），项目编号“20180931-T-424”。 本项任务由中国标准化研究院提出并归口，定于2019年完成。本标准起草工作组由中国标准化研究院、浙江工商大学、合肥工业大学等单位共同组成。
二、目的和意义

酚类化合物是指芳香烃中苯环上的氢原子被羟基（-OH）取代形成的有机化合，具有毒性。根据其分子所含的羟基数目可分为一元酚、二元酚和多元酚（三个或三个以上酚羟基）。在许多工业领域诸如煤气、焦化、炼油、冶金、机械制造、玻璃、石油化工、木材纤维、化学有机合成工业、塑料、医药、农药、油漆等工业排出的废水中均含有酚。

酚类化合物为细胞原浆毒物，属高毒性物质。这类物质被广泛地用作炼焦、制药、颜料合成、木材防腐剂、防锈剂、塑料制造、杀菌剂和一般杀虫剂等，而且酚类化合物还是化工、钢铁等工业废水的主要有毒有害成分，严重威胁人类的健康。

目前对酚类污染物的降解处理手段主要有两大类：一类是通过物理或物化方法处理，另一类是生物处理方法。在20世纪90年代初的一段时间里，国外学者在应用细胞固定化技术进行苯酚的降解研究方面做了大量的研究。国内，众多学者对酚类物质的生物降解也进行了大量的研究，主要集中在单一菌种对酚类物质的降解特性和细胞固定化处理废水的研究上。生物产品在酚类污染物的处理中具有巨大的潜力。但是现阶段缺少相应的国家及行业标准，来评价生物产品降解酚类污染物的效果。这不仅阻碍了酚类污染物生物降解技术的发展与应用，更在一定程度上限制了相关产业的发展，因此建立生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范具有十分重要的理论和现实意义。

三、标准制定依据和原则

（一）标准制定原则

1、实用性原则

本标准中有关生物产品降解酚类污染物功效评价技术的规定，是在充分收集相关资料和文献，分析我国酚类污染物行业当前现状，调研我国不同省份不同类型酚类污染物降解性生物企业运营情况的基础上进行的编写。符合当前酚类污染物降解性生物产品发展水平，同时总结吸收了部分酚类污染物降解性生物企业的先进经验，标准具有较强的实用性和可操作性强。

2、协调性原则

本在标准编写过程中注意了与酚类污染物降解性生物产品领域相关法律法规、标准的协调问题，在内容上与现行法律法规、标准协调一致。

3、前瞻性原则

本标准在兼顾当前我国酚类污染物降解性生物产品的现实情况的同时，还考虑到了酚类污染物降解性生物产品行业快速发展的趋势和需要，在标准中体现了个别前瞻性条款，作为对行业发展的引导。

（二）标准编制参考的依据
1、标准编写遵循GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的有关要求。
2、标准编写内容参考的相关标准，包括：

GB/T 1646-2012  2-萘酚

GBT 2601-2008 酚类产品组成的气相色谱测定方法
GB/T 4889-2008 数据的统计处理和解释 正态分布均值和方差的估计与检验
GB 5009.231-2016  食品安全国家标准 水产品中挥发酚残留量的测定

GB/T 6020-2008  工业用丁二烯中特丁基邻苯二酚(TBC)的测定

GB/T 6682-2008 分析实验室用水
GB/T 15818-2006 表面活性剂生物降解度试验方法

GB/T 27405-2008  实验室质量控制规范 食品微生物检测

SN/T 1538.1-2016 培养基制备指南 第1部分：实验室培养基制备质量保证通则
3、法律、法规及文件

《中华人民共和国标准化法》

《中华人民共和国标准化法实施条例》

《国家标准化体系建设发展规划（2016—2020年）》

《深化标准化工作改革方案》

《“十三五”生物技术创新专项规划》

《生物产业发展规划》

《“十三五”技术标准科技创新规划》

《国家创新驱动发展战略纲要》

《国家中长期科学和技术发展规划纲要（2006—2020年）》

《“十三五”国家科技创新规划》

四、标准主要技术内容

1、试验设计

本标准适用于微生物和酶生物产品降解酚类污染物功效评价。选择酚类化合物标准品作为底物，将其与微生物和酶生物产品共同反应，经一定时间后，测定反应体系中剩余酚类化合物浓度，比较反应前后酚类化合物浓度比值，确定该微生物和酶生物产品对该种酚类化合物的降解功效。

2、 最佳反应条件确定

微生物产品和酶生物产品降解酚类化合物的物质基础是酶，其反应本质是酶促反应。酶促反应又称酶催化或酵素催化作用，指的是由酶作为催化剂进行催化的化学反应。而温度、酸碱度、酶的浓度、被催化物质的浓度、抑制剂、激活剂、反应产物等影响因素对酶促反应效果具有很大影响。

底物浓度的改变，对酶反应速度的影响比较复杂。在一定的酶浓度下当底物浓度较低时（底物浓度从0逐渐增高），反应速度与底物浓度的关系呈正比关系；随着底物浓度的增加，反应速度不再按正比升高；如果再继续加大底物浓度，反应速度却不再上升，趋向一个极限。

pH对酶促反应速度的影响酶反应介质的pH可影响酶分子，特别是活性中心上必需基团的解离程度和催化基团中质子供体或质子受体所需的离子化状态，也可影响底物和辅酶的解离程度，从而影响酶与底物的结合。只有在特定的pH条件下，酶、底物和辅酶的解离情况，最适宜于它们互相结合，并发生催化作用，使酶促反应速度达最大值，这种pH值称为酶的最适pH。

化学反应的速度随温度增高而加快，但酶是蛋白质，可随温度的升高而变性。在温度较低时，前一影响较大，反应速度随温度升高而加快。但温度超过一定范围后，酶受热变性的因素占优势，反应速度反而随温度上升而减慢。常将酶促反应速度最大的某一温度范围，称为酶的最适温度。

不同的微生物产品和酶生物产品的降解酚类化合物时，依据微生物和酶不同的特性，其最适pH、最适温度和微生物产品和酶产品浓度也不同，也就是说，不同微生物产品和酶生物产品的最佳反应条件也不同。

为了使本标准中待测微生物产品和酶生物产品均能在其最佳反应条件下进行降解反应，在正式试验前，设计正交试验，对待测微生物和酶生物产品的最佳反应条件进行确定。正交试验中因素宜选择反应温度、反应转速、微生物菌量、反应时间等，确定最佳反应条件。

3、 试样制备

一般来说市场上微生物产品均为固体颗粒状，为保证微生物产品能够均匀分散在液体基础营养液中，宜先将微生物产品研磨粉碎。

4、对照样品设置

本标准考虑到微生物和酶生物产品中可能有的其他能够降解酚类化合物的物质，同时设置失活样品组和空白样品组。空白样品组中不添加微生物和酶生物产品，失活样品组中先将待测微生物和酶生物产品进行灭活处理。

对于微生物产品，多数细菌、酵母菌和霉菌的繁殖细胞在50-60℃加热10min即可杀死，酵母和霉菌的孢子需要温度高一些，要80-90℃30min。不同的灭菌方式的效果也不同，湿热灭菌的杀菌温度比干热灭菌温度要低，湿热灭菌121℃30min就可以杀死全部菌，但121℃干热不论多久芽孢菌也死不了，需要提高到140℃以上，而且时间也要大于2个小时才有可能杀死。参照标准《实验室质量控制规范 食品微生物检测（GB/T 27405）》附录D中废弃物灭菌处理，要求121℃高压灭菌至少30min。故本标准采用湿热灭菌的方式，将微生物产品湿热灭菌121℃30min。

酶是一种活性蛋白质，凡能影响蛋白质的理化因素都能影响酶的活性。因此，一切对蛋白质活性有影响的因素都影响酶的活性。酶与底物作用的活性，受温度、pH值、酶液浓度、底物浓度、酶的激活剂或抑制剂等许多因素的影响。温度、酸碱度、重金属离子都能影响酶的活性。高温、强酸、强碱等因素均可引起酶丧失催化能力。在高温或者pH过高或者过低的时候变性，失去生物催化作用，而低温的时候酶也会失去活性，但是可以恢复。

各种酶在最适温度范围内，酶活性最强，酶促反应速度最大。在适宜的温度范围内，温度每升高10℃，酶促反应速度可以相应提高1～2倍。不同生物体内酶的最适温度不同。过高或过低的温度都会降低酶的催化效率，即降低酶促反应速度。最适温度在60℃以下的酶，当温度达到60～80℃时，大部分酶被破坏，发生不可逆变性；当温度接近100℃时，酶的催化作用完全丧失。本标准中采用加热的方式使酶失活变性，为保证效果，加热15min。

5、培养基的确定

本标准中需要将微生物产品加入到培养基中，但微生物产品中可能为细菌、酵母菌和霉菌的单一种类产品，也可能是多种菌种的混合产品，故无法确定某一种培养基作为培养基溶液。依据《表面活性剂生物降解度试验方法（GB/T 15818）》中的基础营养基溶液配方，本标准采用配制一种可基本满足大多数微生物的生长营养需求的营养剂溶液。另外，依据不同企业微生物产品的特殊性质，可根据其特殊生长需要对培养基进行改良。

6、酚类化合物测定方法

在许多工业领域排出的废水中均含有酚。利用生物产品降解酚类化合物是社会经济绿色发展的根本，而酚类化合物的检测方法是衡量降解效果的基础。本标准中酚类化合物的检测方法参照《酚类产品组成的气相色谱测定方法（GB/T 2601）》中的方法进行，该方法可以应用于多种酚类化合物的检测，而且回收率高，结果精确。
五、主要工作过程
1、组成标准起草小组

标准制定任务下达后，2018年6月，组成了标准起草工作组，明确了任务要求，安排了工作进度，成立了标准起草工作小组，会议研究讨论了酚类化合物的应用现状、降解性生物产品的市场现状、生物产品降解酚类化合物性技术路线、以及酚类化合物降解性生物产品相关政策文件及标准，明确目标和内容，依据单位参与的人员的专业、技能、人数将任务合理分配。

2、开展相关调研情况

为了更好地制定本标准，根据标准制定工作的需求，项目组对酚类化合物降解生物产品及相关企业进行了调研，发现我国在生物产品质量标准评价体系存在空白，降解效果没有统一的评价标准，不同厂家产品的降解效果无法进行对比，无法对市场上同类产品进行有效监管。

3、标准起草完善过程

依据GB/T 1.1—2000《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 1.2—2002《标准化工作导则  第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法》等标准编制要求，对《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》标准开展了研制工作，本标准起草工作小组完成了《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》国家标准（草案）。

2016年7月至2017年3月：标准起草单位组织相关技术人员对《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》标准项目进行了预研，初步建立了生物产品降解酚类化合物通用检测方法。

2017年4月1日提交了项目建议书以及国家标准草案，申报标准制修订项目立项。

2018年6月26日国标委综合〔2018〕41号文《国家标准委关于下达2018年第二批国家标准制修订计划的通知》立项，项目编号为“20180933-T-424”。

2018年7月至9月，起草《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》国家标准（草案）

2018年10月组织开展《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》研讨会，讨论并解决标准研制过程中出现的主要问题，包括关键技术、标准书写规范、研制进度等。

2018年10月至11月针对研讨会上意见措施，完善标准草案。

在此基础上，2019年1月征求了专家意见，起草组按照专家意见对标准内容进行了修改完善，形成了标准征求意见稿。

六、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系
本标准符合国家现行法律、法规、规章和强制性国家标准的要求，本标准的实施不涉及对现行标准的废止情况。
七、标准属性的建议
本标准属于基础管理标准，建议作为推荐性标准批准发布。
八、贯彻国家标准的要求和措施建议
为了贯彻实施本国家标准，建议开展本国家标准应用技术的培训工作。

《生物产品降解酚类污染物功效评价技术规范》
                                          国家标准起草工作小组
                                                2019年1月
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