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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。

本文件为首次发布。

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。

本文件由华北电力大学提出。

本文件由中华环保联合会归口。

本文件主编单位：

本文件参编单位：

本文件主要起草人：
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耐盐反硝化菌菌剂技术要求

1范围

本文件规定了耐盐反硝化菌菌剂的术语与定义、剂型分类、技术要求、试验方法、检

验规则、标志、包装、运输与贮存。

本文件适用于海水养殖尾水、化工高盐废水处理中使用的耐盐反硝化菌菌剂。

2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。

GB/T 191包装储运图示标志

GB 20287农用微生物菌剂

GB/T 19524肥料中粪大肠菌群的测定

HJ 506-2009水质 溶解氧的测定 电化学探头法

HJ/T 415环保用微生物菌剂环境安全评价导则

HJ 776水质 32种元素的测定 电感耦合等离子体发射光谱法

NY /T 2321微生物肥料产品检验规程

定量包装商品计量监督管理办法（2023年）[国家市场监督管理总局令〔2023〕70号]

3术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1
耐盐反硝化菌 salt-tolerant denitrifying bacteria

耐受不小于 3.5%的盐度，并将硝酸盐（NO3⁻）或亚硝酸盐（NO2⁻）还原为氮气（N2）

或其他气态氮化物的微生物菌群。

3.2

反硝化活性 Denitrification activity

反硝化活性分为硝酸盐还原活性和亚硝酸盐还原活性，在盐度 3.5 %、30 ℃、溶解氧

≤ 0.2 mg/L条件下，单位质量（干重）菌剂在单位时间内还原硝酸盐氮（NO3⁻-N）的量；

在盐度 3.5 %、30 ℃、溶解氧 ≤ 0.2 mg/L条件下，单位质量（干重）菌剂在单位时间

内还原亚硝酸盐氮（NO2⁻-N）的量。

3.3

OD600
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600 nm波长处的吸光度；用于表征微生物菌悬液中细胞的浓度或密度，在本文件中，

用于指示耐盐反硝化菌的生长量。

4分类

4.1功能分类

本菌剂适用于处理含有一定浓度硝酸盐氮（NO3⁻-N）和亚硝酸盐氮（NO₂⁻-N）的高盐

废水。其推荐处理的进水硝酸盐氮浓度范围为 10 mg/L-300 mg/L，亚硝酸盐氮浓度范围为

≤50 mg/L。

4.2产品分类

按剂型可分为液体剂型、粉剂剂型、颗粒剂型。

5技术要求

5.1外观

1）液体剂型：均匀、澄清或略带浑浊的液体，无明显沉淀、悬浮物或异物，允许有少

量菌体沉淀，摇动后易于分散。

2）粉剂剂型：干燥、均匀的粉末状，无结块、无杂质、色泽均一。

3）颗粒剂型：颗粒均匀，表面光滑或略有粗糙，无明显粉尘，无破碎粒、无杂质。

5.2菌种与技术要求

1）菌种鉴定/信息：生产耐盐反硝化菌剂所使用的菌种，应来源明确、分类清晰。生

产企业须保有完整的菌种鉴定报告和谱系记录，并可接受核查。

2）产品技术指标：耐盐反硝化菌剂技术指标应符合表 1的规定。

表 1 耐盐反硝化菌剂技术指标

项目 液体剂型 粉剂剂型 颗粒剂型

有效活菌数

（亿/mL或亿/g）
≥ 2.0 ≥ 2.0 ≥ 1.0

杂菌率 （%） ≤ 10.0 ≤ 20.0 ≤ 30.0

水分 （%） - ≤ 20.0 ≤ 30.0

pH 6.0 - 9.0 6.0 - 9.0 6.0 - 9.0

反硝化活性 （%） ≥ 70 ≥ 70 ≥ 70

耐盐度（%） ≥3.5 ≥3.5 ≥3.5

溶解氧耐受范围

（mg/L）
≤0.2 ≤0.2 ≤0.2

保质期（月） 6 12 12

反硝化碳源种类
乙酸钠、甲醇、甘

油或葡萄糖

慢释碳源

（PCL、PLA、玉米

芯、稻壳等）

慢释碳源

（PCL、PLA、玉米

芯、稻壳等）
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5.3安全指标

耐盐反硝化菌安全指标应符合 HJ/T 415的规定。

表 2耐盐反硝化菌安全指标

项目 指标

急性经口毒性 （LD₅₀） > 5000 mg/kg体重

急性皮肤刺激性 无刺激性

急性吸入毒性 （LC₅₀） > 2000 mg/m³

砷 （以As计） ≤ 10 mg/kg

镉 （以 Cd计） ≤ 10 mg/kg

铅 （以 Pb计） ≤ 50 mg/kg

汞 （以 Hg计） ≤ 5 mg/kg

粪大肠菌群数 不得检出

5.4净含量

净含量应符合《定量包装商品计量监督管理办法》的规定，允许短缺量应符合国家相

关要求。

6试验方法

6.1仪器设备、试剂

所需仪器设备包括 250 mL 血清瓶，电子天平，带丁基胶塞与铝盖恒温振荡器

（30 ℃±1 ℃，150 r/min），0.22 μm 水系滤膜，紫外分光光度计或离子色谱仪，反硝化培

养基（KNO₃ 0.72g/L，NaCl 35g/L，CH3COONa 1.23g/L，MgSO₄·7H2O 0.2g/L，K₂HPO4

0.1g/L，微量元素溶液 1 mL/L），pH 7.2±0.2，121℃灭菌 20 min。

6.2样品前处理

液体剂：取 20 mL原菌液在 4 ℃条件下离心 10 min，去除上清液，加入 20 mL无菌

3.5 % NaCl 溶液重悬沉淀，洗涤 2 次，去除原培养基残留取 10 mL 洗涤后菌悬液，经

0.22μm滤膜抽滤，105 ℃烘干至恒重并测干重。

粉剂/颗粒剂：准确称取 1.00 g于 100 mL无菌 3.5 % NaCl中，振荡 30 min制成菌悬液；

取 10 mL菌悬液经 0.22 μm滤膜过滤，105℃烘干至恒重并测干重。

6.3有效活菌数

耐盐反硝化菌有效活菌数（N）的测定按 GB 20287执行，采用平板计数法。液体剂：

摇匀后取 10 mL液体剂至 90 mL磷酸盐缓冲液（PBS）（含 3.5% NaCl）中，制成 10⁻¹ 稀

释液；
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粉剂/颗粒剂：称取 10.0 g粉剂/颗粒剂至 90 mL PBS（含 3.5 % NaCl）中，200 r/min

振荡 30 min，制成 10⁻¹稀释液。

选取 10⁻5、10⁻6、10⁻7三个稀释度，各取 100 μL均匀涂布于选择性平板，每个稀释度 3

个重复；同时用 PBS 做空白对照，平板倒置，30 ℃培养 72 h。30 ℃培养 72 h。选取菌落

数 30-300 cfu 的平板，计数典型菌落（乳白色、边缘整齐、凸起、直径 1-2 mm，可辅以硝

酸盐试纸周围出现气泡圈确认）。

有效活菌数 N（cfu/g或 cfu/mL）按式（1）计算：

N = C / (V × d)     （1）

式中

C ——同一稀释度 3个平板平均菌落数，cfu；

V——涂布体积，0.1 mL；

d ——稀释倍数。

6.4杂菌率

杂菌率按照 NY /T 2321的规定执行。

6.5水分

水分检测应按 GB 20287的规定执行。

6.6 pH

使用 pH计进行测量，每个样品重复三次，计算其平均值。

6.7反硝化活性

1）原理：在 3.5 wt % 盐度、30 ℃±1 ℃、溶解氧 ≤ 0.2 mg/L条件下，将菌剂接种于以

硝酸盐为唯一氮源的高盐反硝化培养基，振荡培养 48 h后测定 NO₃⁻-N与 NO₂⁻-N浓度，计

算无机氮去除率，即为反硝化活性 η。

2）培养基：硝酸盐反硝化培养基的制备方法同 6.1，命名为培养基 a；亚硝酸盐反硝

化培养基的制备方法为 0.33 g/L NaNO₂替换 KNO₃，其余步骤同 6.1，命名为培养基 b；两

个培养基均 121 ℃灭菌 20 min。

3）试验步骤：90 mL培养基 a、b分别 10 mL菌悬液，通氮除氧、密封，在 30 ℃、

150 r/min培养 48 h。在 0 h、48 h取样经 0.22 μm 滤膜过滤，分别测定 NO₃⁻-N、NO₂⁻-N；

和 NO₂⁻-N。

4）计算：

a)硝酸盐还原率 ηₙ：

 ηₙ =（C₀NO3 − CtNO3 − CtNO₂） / C₀NO3× 100 % （2）
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b)亚硝酸盐还原率 ηᵢ：

 ηᵢ =（C₀NO₂ − CtNO₂） / C₀NO₂ × 100 % （3）

式中：

C₀NO₃ —— 0 h NO₃⁻-N浓度，mg/L；

CtNO₃ —— 48 h NO₃⁻-N浓度，mg/L；

CtNO₂ —— 48 h NO₂⁻-N浓度，mg/L；

C₀NO₂ —— 0 h NO₂⁻-N浓度，mg/L。

5）结果表示：以 ηₙ与 ηᵢ中的较小值作为“反硝化活性 η”，保留至整数位；η ≥ 70 %判

定为符合要求，并在报告中同时给出 ηₙ、ηᵢ及 NO₂⁻-N积累值。

6.8耐盐度

耐盐度试验采用含 3.5%氯化钠的培养基（CH₃COONa 1.23 g/L，KNO₃ 0.72 g/L，

K₂HPO₄ 0.1 g/L，MgSO₄·7H₂O 0.2 g/L，微量元素溶液 1 mL，pH 7±0.2）中，按 6.7要求测

定菌剂的反硝化活性，或通过 OD₆₀₀表征生长量。耐盐度范围以菌剂仍能正常生长，OD₆₀₀

≥ 0.1或反硝化活性不小于 70%的最高盐度为准。

6.9溶解氧耐受范围

耐盐反硝化菌在溶解氧（DO）> 0.2 mg/L时会受到抑制，DO控制与测定按 HJ 506，

测定菌剂反硝化活性降至 70 %时的临界 DO值，即为溶解氧耐受上限。

6.10保质期

在规定的条件下，产品保质期应满足表 1的要求。

6.11反硝化碳源种类

在规定的条件下，碳源种类应满足表 1的要求。

6.12安全性

急性经口毒性（LD₅₀）、急性皮肤刺激性和急性吸入毒性（LC₅₀）应按 HJ/T 415的规

定执行；砷（As）、镉（Cd）、铅（Pb）、汞（Hg）的含量应按 HJ 776的规定执行；粪

大肠菌群数应按 GB/T 19524.1的规定执行。

7检验规则

7.1检验分类

产品的检验分为出厂检验和型式检验。

7.2出厂检验

7.2.1产品出厂前，应由生产厂的质量检验部门按本文件的规定逐批进行检验，检验合
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格并签发合格证后，方可出厂。

7.2.2 出厂检验项目包括：感官、有效活菌数、杂菌率、水分（仅对固体剂型）、pH

值和净含量。

7.3型式检验：

7.3.1型式检验项目为本文件第 5章“技术要求”中规定的全部项目。

7.3.2正常情况下，每年至少进行一次型式检验。但有下列情况之一时，亦应进行型式

检验：

a)新产品投产或老产品转厂生产的定型鉴定；

b)正式生产后，如原料、工艺、设备有重大改变，可能影响产品性能时；

c)产品停产超过一年后，恢复生产时；

d)出厂检验结果与上次型式检验有较大差异时；

e)国家质量监督机构或行业主管部门提出进行型式检验要求时。

7.4组批与抽样

7.4.1组批

以同一原料、同一配方、同一生产工艺、在同一生产线生产的包装完好的产品为一批。

7.4.2抽样

抽样应具有代表性，采样工具应无菌。每批产品随机抽取样品不少于 10个独立包装。

总采样量固体产品不少于 1000 g，液体产品不少于 1000 mL。抽取的样品混匀后分为三份，

一份用于检验，两份密封保存于阴凉处备查，备查样品保存期至少为产品保质期后三个月。

7.5判定规则

判定规则如下：

a)当检测结果全部符合要求时，可判该批产品合格；

b)当检测结果有一项或一项以上不合格时，可加倍抽样复检，以复检结果为准；

c)当主要成分（有效活菌数）出现不合格时，直接判该批产品不合格。

8标志、包装、运输与贮存

8.1 标志

8.1.1产品标签

产品标签应标明产品名称、商标、规格、登记证号、所执行的标准编号、生产者名称、

地址、联系方式；应在产品生产合格证或包装上标明生产日期或生产批号、产品耐盐浓度

和 pH范围、保质期。

8.1.2 图示标志
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包装储运图示标志应符合 GB/T 191的规定。

8.2 包装

1）包装材料应无毒、无害、防潮、密封性好，不影响菌剂活性。

2）液体菌剂宜采用聚乙烯桶或无菌瓶装；粉剂和颗粒菌剂宜采用铝箔袋、塑料袋或防

潮纸箱包装。

3）包装应完好、无破损、无泄漏，标签清晰牢固。

8.3 运输

运输过程中有遮盖物，防止日晒、雨淋及高温。气温超出 35 ℃或气温低于 0 ℃时采取

适当措施，以保证产品质量。轻装轻卸，避免包装破损。

8.4 贮存

产品应贮存在阴凉、干燥、通风的库房内，不得露天堆放，以防日晒雨淋，避免不良

条件的影响。
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