T/CSES XXXX—XXXX
T/CSES XXXX—XXXX
	ICS  
	[bookmark: ICS]     

	CCS  
		 


[bookmark: CSDN]点击此处添加CCS号


[bookmark: _Hlk26473981]团体标准
[bookmark: 文字1][bookmark: NSTD_CODE_F][bookmark: NSTD_CODE_B]T/CSES XXXX—XXXX



水回用指南
再生水生物稳定性评价

Guidelines for water reuse—
Biological stability evaluation of reclaimed water


（征求意见稿）
[bookmark: CMPLSH_DATE]     
在提交反馈意见时，请将您知道的相关专利连同支持性文件一并附上。
[bookmark: PLSH_DATE_Y][bookmark: PLSH_DATE_M][bookmark: PLSH_DATE_D]XXXX - XX - XX发布
[bookmark: CROT_DATE_Y][bookmark: CROT_DATE_M][bookmark: CROT_DATE_D]XXXX - XX - XX实施
[bookmark: fm]中国环境科学学会  发布


Q/LB.□XXXXX-XXXX


2

[bookmark: BookMark1]目次
前言	II
引言	III
1 范围	1
2 规范性引用文件	1
3 术语和定义	1
4 缩略词	2
5 评价原则	2
6 生物稳定性评价指标	2
7 生物可同化有机碳评价方法	3
8 生物稳定性评价结果复核	5
附录A （资料性） 生物稳定性评价指标的适用范围	6
附录B （规范性） 再生水生物稳定性评价流程	7
参考文献	9
T/CSES XXXX—XXXX
T/CSES XXXX—XXXX

II
I
[bookmark: _Toc100653561][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。
本文件由清华大学提出。
本文件由中国环境科学学会归口。
本文件起草单位：清华大学
本文件主要起草人：巫寅虎、薛松
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[bookmark: _Toc100653562][bookmark: BookMark3]引言
污水再生利用是解决水资源短缺和水环境污染问题的重要途径。再生水在储存、输配与利用过程中可能发生微生物生长现象，引发水质劣化、管道腐蚀堵塞等问题。有效评价再生水的生物稳定性对保障再生水的安全高效利用十分重要。本文件以建立再生水生物稳定性评价为目标，确立范式以定量评价再生水的生物稳定性。通过本标准的制定，规范再生水生物稳定性的评价方法，对保障再生水的安全高效利用、推动再生水水质标准的完善具有积极的现实意义。
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[bookmark: BookMark4]

水回用指南 再生水生物稳定性评价
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc77262523][bookmark: _Toc100653563]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了再生水生物稳定性的评价原则、生物稳定性评价指标、生物可同化有机碳评价方法、生物稳定性评价结果复核等。
本文件适用于再生水储存、输配、利用等过程的水质生物稳定性评价。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc77262524][bookmark: _Toc100653564]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。
[bookmark: _Hlk100653496]GB/T 41017-2021 水回用导则 污水再生处理技术与工艺评价方法
[bookmark: _Toc77262525][bookmark: _Toc100653565]术语和定义
[bookmark: _Toc26986532]GB/T 41017-2021中定义的以及下列术语和定义适用于本文件，为了便于使用，重复列出了上述标准中的某些术语和定义

再生水 reclaimed water
污水经处理后，达到一定水质要求，满足某种使用功能，可以安全、有益使用的水。
[来源：GB/T 41017-2021，3.2]

污水再生处理 used water reclamation
以生产再生水为目的，对污水进行净化处理的过程。
[来源：GB/T 41017-2021，3.3]

生物稳定性 biological stability
水中有机营养物质支持异养菌生长的潜力，即微生物生长的最大可能性。

可生物降解溶解性有机碳  biodegradable dissolved organic carbon，BDOC
水中可被微生物同化和异化作用消耗的溶解性有机碳。

[bookmark: _Hlk82618783]生物可同化有机碳 assimilable organic carbon，AOC
水中能被微生物利用并直接合成生物质的有机碳。

细菌生长潜力 bacterial growth potential，BGP
细菌利用水中存在的营养物质，所能达到的最大生物量。

生物膜形成速率 biofilm formation rate，BFR
微生物利用水中营养物质形成生物膜的速率。

微生物可利用磷 microbially available phosphorus，MAP
水中能被微生物利用的磷元素。
[bookmark: _Toc100653566]缩略词
AOC：生物可同化有机碳
[bookmark: _Toc77263533]ATP：三磷酸腺苷
BDOC：可生物降解溶解性有机碳
BGP：细菌生长潜力
BFR：生物膜形成速率
MAP：微生物可利用磷
[bookmark: _Toc100653567]评价原则
再生水生物稳定性评价宜考虑水回用的不同需求和利用途径，并结合我国经济社会发展现状。所制定的评价方法宜通俗易懂、简便可行，并遵循下列原则：
保护环境和公众健康
标准的制定需以国家环境保护方针、政策、法律、法规及有关规章为依据，以保护环境和公众健康为首要原则，不能以牺牲环境为代价，更不能危害公众健康。
满足不同需求
再生水生物稳定性的评价指标需针对水回用的需求和用途制定，满足评价结果的准确性和可信度。
定性与定量评价相结合
再生水生物稳定性的定性评价过程相对简单，但缺乏量化指标则不利于全面评价再生水的生物稳定性，对再生水生物稳定性的评价宜采用定量评价。
与技术水平和经济能力相适应
标准的制定和实施与社会现状密切相关，在制定标准时需综合考虑技术和经济的可行性和合理性，结合我国的社会现状，权衡多方面利弊。
[bookmark: _Toc100653568]生物稳定性评价指标
一般规定
选择的指标应最适宜表征微生物的生长潜力。
采用的评价指标应具有可操作性和可靠性，易于检测。
应确保评价指标的检测结果具有时效性。
生物稳定性的评价指标通常包括：生物可同化有机碳（AOC）、可生物降解溶解性有机碳（BDOC）、细菌生长潜力（BGP）、生物膜形成速率（BFR）和微生物可利用磷（MAP）。各评价指标的适用范围见附录A。
本文件推荐选用生物可同化有机碳（AOC）作为再生水生物稳定性的评价指标。
[bookmark: _Toc82775349][bookmark: _Toc100653569]生物可同化有机碳评价方法
细菌平板计数AOC测定法
菌种分离纯化与筛选
应包括以下内容：
应从再生水中分离纯化单一菌种；
测试菌种的要求
可利用的碳源种类较广，可在相对较大的有机物浓度范围生长；
便于平板计数，菌落形成的速度较快且菌落形态清晰；
不同水质条件下，能够良好生长从而反映微生物的最大生长潜力。
筛选获得的测试菌种宜在-80℃条件下保存。
无碳容器瓶准备
应包括以下步骤：
1. 玻璃容器瓶洗净后，用超纯水清洗不少于3次；
1. 玻璃容器瓶装满0.1 N的HCl溶液，置于超声仪中处理不低于2 h；
1. 超声处理后，玻璃容器瓶用超纯水冲洗不少于3次；
1. 玻璃容器瓶干燥后，置于马弗炉中在不低于550 ℃条件下灼烧不少于6 h。
接种液准备
应包括以下步骤：
1. 在室温条件下，测试菌种于营养肉汤中震荡培养，时间宜为1 d以上；
1. 培养后，菌液高速离心以获取全部测试菌种细胞，转速宜不小于10000 rpm，时间宜不少于15min；
1. 离心后，去除上层清液，加入无菌乙酸钠溶液形成测试菌种细胞悬液，乙酸钠浓度宜不小于2000 μg/L；
1. 接种液避光静置培养，为保证乙酸碳被完全消耗，培养时间宜大于7 d； 
1. 接种液应密封保存于4 ℃冰箱，保存时间宜不超过30 d。
测试菌种产率系数确定
应包括以下步骤：
1. 使用不含有机碳和微生物的超纯水配制系列乙酸碳标准溶液；
1. 乙酸碳标准溶液浓度梯度宜为0、10、100、1000、5000、8000、10000 μg/L，乙酸碳浓度0 μg/L的为对照组；
1. 将配制的标准溶液在121℃下高温灭菌，时间宜不少于20min；
1. 待标准溶液冷却后分别加入适量接种液（见7.1.3），测试菌种的接种浓度宜为104 CFU/mL；
1. 接种后的标准溶液放入25 ℃培养箱中避光静置培养3-5 d；
1. 应待测试菌种生长到稳定期后，采用平板计数法分别测定不同浓度标准溶液中测试菌种的浓度。
1. 以标准溶液的乙酸碳浓度（单位：μg/L）为横坐标，相应溶液中测试菌种的最大生长浓度（单位：CFU/L）为纵坐标，绘制散点图。
1. 对数据点进行线性拟合，得到标准曲线。
1. 标准曲线的斜率Ri（单位：CFU/μg）即为测试菌种的产率系数。
水样AOC检测
应包括以下内容：
1. [bookmark: _Hlk46349939]去除待测水样中悬浮颗粒和微生物细胞，宜采用0.22 μm滤膜过滤；
1. 调节水样pH至中性；
1. 宜将水样分为3个以上平行样，并设置不接种测试菌的阴性对照；
1. 水样分装后，采用巴氏灭菌法再次进行微生物灭活，灭菌时间宜为20-30 min；
1. 待水样冷却后分别加入测试菌种接种液（见7.1.3），测试菌种的接种浓度宜为104 CFU/mL；
1. [bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]接种后的水样放入25 ℃培养箱中避光静置培养3-5 d；
1. 应待测试菌种生长到稳定期后，采用平板计数法分别测定水样中测试菌种的浓度。
AOC结果计算，见公式（1）。
CA1=（Cm1-Cm0）/Ri 	（1）
式中：
CA1——水样的生物可同化有机碳浓度，单位为μg/L；
Cm1——水样培养后的细菌浓度，单位为CFU/L；
Cm0——阴性对照组培养后的细菌浓度，单位为CFU/L；
Ri——测试菌种的产率系数，单位为CFU/μg。
当采用多个测试菌种测定时，以计算获得的生物可同化有机碳最大值为水样的生物可同化有机碳浓度。
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK7]土著细菌ATP发光强度AOC测定法
无碳容器瓶准备（此部分参照7.1.2）。
乙酸碳标准溶液配制
应包括以下内容：
1. 使用不含有机碳和微生物的超纯水配制系列乙酸碳标准溶液；
1. 乙酸碳标准溶液浓度梯度宜为0、10、100、1000、5000、8000、10000 μg/L，乙酸碳浓度0 μg/L的为对照组；
1. 将配制的标准溶液在121℃下高温灭菌，时间宜不少于20min。
准备接种液
应包括以下内容：
1. 宜直接选用待测试水样的土著细菌作为接种物；
1. 应去除水样中悬浮颗粒和微生物细胞，宜采用0.22μm滤膜过滤；
1. 取适量b)步骤处理后水样和未处理水样混匀，处理后水样与未处理水样的比例宜为400:1；
1. 将混匀后的水样加入无碳容器瓶， 放入25 ℃培养箱中避光静置培养不少于10 d；
1. 培养后，水样高速离心以获取全部细菌细胞，转速宜不小于10000 rpm，时间宜不少于15min；
1. 离心后，去除上层清液，加入无菌生理盐水形成细菌细胞悬液；
1. 细菌细胞悬液放入25 ℃培养箱中避光静置培养，为确保水样中有机碳被完全消耗，培养时间宜为4 d以上；
1. 培养后的微生物悬液即为土著细菌接种液，宜在4℃条件下保存
1. 接种液保存时间宜不超过30 d。
乙酸碳ATP发光强度产率系数确定
应包括以下内容：
1. 取适量7.2.2中a) 步骤配制的乙酸碳标准溶液和接种液混匀；
1. 混匀后标准溶液中的土著细菌浓度宜为104 CFU/mL；
1. 将混匀后的标准溶液加入到无碳容器瓶中；
1. 在25 ℃的条件下培养3 d；
1. 培养后，测定体积为100μL的水样土著细菌ATP发光强度，宜采用微生物细胞ATP检测试剂盒和高灵敏度光子计数光度计测定；
1. 以土著细菌ATP发光强度（单位：cps/L）为横坐标，相应的混合后标准溶液的乙酸碳浓度（单位：μg/L）为纵坐标，绘制散点图。
1. 对数据点进行线性拟合，得到标准曲线。
1. 标准曲线的斜率Ki（μg/cps）即为单位ATP发光强度对应的乙酸碳浓度。
水样AOC测定
1. [bookmark: OLE_LINK1]应去除待测水样中悬浮颗粒和微生物细胞，宜采用0.22 μm滤膜过滤；
1. 调节水样pH至中性；
1. 宜将水样分为3个以上平行样，并设置不接种土著细菌的阴性对照；
1. 取适量处理后水样和接种液混匀，混匀后水样中的微生物浓度宜为104 CFU/mL;
1. 将混匀后的水样加入到无碳容器瓶中；
1. 在25 ℃的条件下培养3 d；
1. [bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]测定体积为100μL的水样ATP发光强度，宜采用微生物细胞ATP检测试剂盒和高灵敏度光子计数光度计测定；
AOC结果计算，见公式（2）。
CA2=（Am1-Am0）×Ki	（2）
式中：
CA2——水样的生物可同化有机碳浓度，单位为μg/L；
Am1——水样的ATP发光强度，单位为cps/L；
Am0——阴性对照组ATP发光强度，单位为cps/L；
Ki——单位ATP发光强度对应的乙酸碳浓度，单位为μg/cps。
[bookmark: _Toc82775350][bookmark: _Toc100653570]生物稳定性评价结果复核
完成再生水生物稳定性评价后，需针对生物稳定性评价结果开展深入分析，考虑以下四个方面：
评价方法的选择是否合理，评价试验的过程是否符合评价方法的操作要求；
评价过程是否存在偶然性，评价结果是否准确、全面；
基于评价结果提出的建议及改善方案能否实现再生水水质的基本稳定；
采用本文件所述的两种方法评价同一水样生物稳定性时，AOC测定结果选用较大值。
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[bookmark: BookMark5]

[bookmark: _Toc100653571]
（资料性）
生物稳定性评价指标的适用范围
给出了不同生物稳定性评价指标的适用范围。
表A.1 生物稳定性评价指标的适用范围
	指标
	单位
	检测用时
	适用范围

	AOC
	μg/L
	3-5 d
	适用于评价不同水质水样的生物稳定性。

	BDOC
	mg/L
	28 d
	适用于评价不同水质水样的生物稳定性。

	BGP
	CFU/mL
	5-7 d
	适用于评价不同水质水样的生物稳定性。

	BFR
	pg ATP/cm2·d
	几周到几个月
	适用于评价营养物质水平较低的水样的水质生物稳定性。

	MAP
	μg PO4-P/L
	3 d
	适用于评价磷为细菌生长限制因素的水样的水质生物稳定性。
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[bookmark: _Toc100653572]
（规范性）
再生水生物稳定性评价流程
细菌平板计数AOC测定法流程
[image: ]


土著细菌ATP发光强度AOC测定法流程
[image: ]
[bookmark: BookMark6]
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[bookmark: _Toc100653573]参考文献
[bookmark: _GoBack][1]  GB/T 41017-2021 水回用导则 污水再生处理技术与工艺评价方法。
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