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双孢蘑菇菌种工厂化生产技术规程
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[bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212]本文件规定了双孢蘑菇菌种工厂化生产的技术要求、生产工艺、质量控制与检验和标签、标志、包装、运输及贮存的要求。
本文件适用于双孢蘑菇菌种工厂化生产。
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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 191  包装储运图示标志
GB/T 12728  食用菌术语
GB 19171   双孢蘑菇菌种
GB 50072  冷库设计规范
GB 50073  洁净厂房设计规范
NY/T 528  食用菌菌种生产技术规程
NY/T 1742  食用菌菌种通用技术要求
[bookmark: _Toc97191425][bookmark: _Toc132272062]术语和定义
GB/T 12728 界定的以及下列术语和定义适用于本文件。


    批次  spawn batch
同一来源、同一品种、同一培养基配方、同一天接种、同一培养条件和质量基本一致的符合规定数量的菌种。每批次数量母种≥50支试管（或培养皿）、原种≥50瓶（袋，0.5 kg计）、栽培种≥2000袋（0.5 kg计）。
技术要求
菌种厂条件
厂区选址
地势高燥，通风良好，排水畅通，交通便利。1000 m之内无规模养殖的禽畜舍、垃圾和粪便堆积场，无污水、废气、废渣、烟尘和粉尘污染源，500 m 内无食用菌栽培场、集贸市场。
厂房布局
总体要求
厂区应设置摊晒场、原材料库、配料分装室(场)、灭菌室、冷却室、接种室、培养室、检验室、冷藏库等。应符合NY/T 528 的规定。
摊晒场
地面平整，光照充足，空旷宽敞，相互隔离，远离火源。
原材料库
要防雨防潮，防虫、防鼠、防火、防杂菌污染。
配料分装室（场）
水电方便，空间充足。用于拌料机、装袋机等大型机具作业。
灭菌室
水电安装合理，操作安全，应用高温高压自动化控制灭菌柜，灭菌柜进、出口分离。
冷却室
配套安装新风输送系统，冷却室与外界隔绝，具备空气万级净化度，洁净、无尘、制冷散热。应符合GB 50073的规定。
接种室
配套安装新风输送系统，新风口处新风长期开通，保持室内风压高于室外。接种平台上层流罩下空气净化程度应达百级，内壁和地面光滑，易于清洗和消毒。应符合GB 50073的规定。
培养室
配套新风输送系统，空气净化程度达万级，温度自动控制；内壁和房屋顶部光滑，便于清洗和消毒；墙壁厚度适当。应符合GB 50073的规定。
检验室
配套新风输送系统。应符合GB 50073的规定。
冷藏库
应符合GB 50072 的要求。
培养容器
使用原则
每批次菌种的容器规格保持一致。
母种培养容器
使用20 mm×200 mm规格玻璃试管，或直径9 cm培养皿。棉塞要使用梳棉或化纤棉，也可用硅胶塞代替棉塞，不可使用脱脂棉。
原种培养容器
使用耐126 ℃高温、不影响观察菌丝生长情况的带盖塑料瓶或玻璃瓶，或耐126 ℃高温、具孔径0.2 µm～0.5 µm透气膜的聚丙烯塑料袋。
栽培种培养容器
使用尺寸≥18 cm×34 cm，耐126 ℃高温的聚丙烯塑料折角袋，或耐126 ℃高温、具0.5 µm～1.5 µm孔径透气膜的聚丙烯塑料袋。
培养基原料
化学试剂类
化学试剂类原料如硫酸镁、磷酸二氢钾等，应使用化学纯或以上级别的试剂。
生物制剂和天然材料类
生物制剂如酵母粉和蛋白胨，天然材料如棉籽壳、麦麸等，原料应新鲜、无霉变、洁净、干燥。
人员要求
生产技术人员、检验人员应取得菌种生产检验所需相应资质。
生产工艺
工艺流程
母种生产工艺流程
培养基配制→高压灭菌→冷却→接种→培养→成品→冷贮。
原种、栽培种生产工艺流程
培养基配制→浸泡→蒸煮→分装→灭菌→冷却→接种→培养→成品→装箱→冷贮→冷链运输。
培养基配方
配方见附录A。
装料
原种培养基装料
宜用850 mL耐高温塑料瓶、玻璃瓶，装料500 g后，擦洗瓶口旋紧瓶盖；或18 cm×40 cm，具孔径0.2 µm～0.5 µm透气膜的聚丙烯塑料袋，装料1000 g，料装好后折下袋口与并排的菌袋靠紧。
栽培种培养基装料
宜用18 cm×34 cm聚丙烯塑料折角袋，装料1000 g后，套上盖子；或40 cm×60 cm，具孔径0.5 µm～1.5 µm透气膜的聚丙烯塑料袋，装料2500 g，装料后折下袋口与并排菌袋靠紧。
灭菌
应在培养基配制完成后4 h内进行灭菌。母种培养基灭菌条件：0.11 MPa～0.12 MPa，温度121 ℃，50 min。原种培养基、栽培种培养基灭菌条件0.14 MPa～0.15 MPa，2.5 h，121 ℃。装料容量较大时，灭菌时间要适当延长。
冷却
灭菌完毕并降温后，将料拖出灭菌柜。待接种的原种瓶（袋）或栽培种瓶（袋），经冷却到25 ℃±1 ℃，及时接种。
接种
接种准备
接种前15 h内，将接种室室内空间和地面进行消毒，接种2 h前开启室内循环风净化空气。接种人员在准备室穿上防护工作服，经过风淋门进入接种室。
接种方法
在无菌室内百级空气净化工作台上按无菌操作程序接种。用塑料盖子的菌种，开盖接种时间不超过5 s。用无菌透气膜的聚丙烯塑料袋接种，原种接入一块约1.5 cm×1.5 cm母种，栽培种播入约50 g菌种，及时将袋口用封口机封闭，并将袋内菌种与培养料摇匀，整理好菌袋竖立于周转筐中。每一筐培养容器应接同一菌株，接种完成后及时贴好标签。
接种后处理
接种后，要及时清理，扫除废物，应用吸尘器吸除灰尘，并擦洗消毒传送带和地面。
培养
不同菌株应分区分室培养。培养室使用前1 d～2 d，进行清洁消毒并开启新风系统。在发菌12 d内室内温度控制24 ℃±1 ℃，发菌13 d～30 d温度控制21 ℃±1 ℃，发菌30 d至菌丝长满温度控制19 ℃±1 ℃。保持空气相对湿度60%，二氧化碳浓度5000 ppm，黑暗培养。
入库
当菌丝长满时，应及时整架移入冷库贮存。
质量控制与检验
品种与种源质量检验
品种
从具相应技术资质的供种单位引种，且种性清楚。不使用来历不明、种性不清的菌种和生产性状未经系统试验验证的组织分离物作种源生产的菌种。
种源质量检验
母种生产单位每年在种源进入扩大生产程序之前，应进行菌种质量和种性检验，包括纯度、活力、菌丝长势一致性、菌丝生长速度、菌落外观等，做出菇试验，验证种性。种源出菇试验方法及种源质量应符合NY/T 1742的规定。
扩繁移植
1支母种扩大繁殖不应超过20支母种，扩繁代数不应超过5代。1支母种移植扩大原种不应超过6瓶（袋）；1瓶（袋）原种移植扩大栽培种不应超过50瓶（袋）。
灭菌效果检验
母种培养基随机抽取3%～5%的试管，直接置于28 ℃恒温培养；原种和栽培种培养基按每次灭菌的数量随机抽取1%作为样品，挑取其中的基质颗粒经无菌操作接种于PDA培养基中，于28 ℃恒温培养。48 h后检查，无微生物长出的为灭菌合格。
培养质量要求
各级菌种培养质量要求详见附录B，应符合GB 19171的规定。
记录
生产各个环节都应有详细记录，建立菌种可追溯制度，保存记录至此批菌种栽培出菇采收结束。
留样
各级菌种都应留样备查，留样的数量应以每个批号2支（瓶、袋），母种于4 ℃±1 ℃贮存；原种和栽培种于5 ℃±1 ℃贮存，贮存至少120 d。
标签、标志、包装、运输及贮存
标签、标志
出售的菌种应贴标签，注明品种名称、菌种级别、接种日期、生产单位、地址电话等。 外包装上应有防晒、防潮、防倒立、防高温、防雨、防重压等标志，标志应符合GB 191规定。
包装
母种的外包装用木盒或有足够强度的纸盒，原种和裁培种的外包装使用有足够强度的纸箱。盒（箱）内除菌种外的空隙用轻质材料填满塞牢。
运输
各级菌种运输时不得与有毒有害物品混装混运。运输中应做好防晒、防潮、防雨、防冻、防高温及防止杂菌污染等措施，当气温高于20 ℃时应使用冷链运送。
贮存
应在干燥、低温、无阳光直射、无污染的冰箱或冷库中贮存。母种置于4 ℃±1 ℃冰箱、原种和栽培种置于5 ℃±1 ℃的冷库内贮存，母种贮存期不超过90 d，原种贮存期不超过40 d，栽培种贮存期不超过90 d。
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（资料性）
双孢蘑菇各级菌种的常用培养基配方
母种培养基
使用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)或综合马铃薯葡萄糖琼脂培养基（CPDA），加上3%发酵草料水煮液，pH值6.5～7.0。
原种培养基
小米棉籽壳培养基
小米20%～40%，棉籽壳发酵料55%～75%，生石灰2%，碳酸钙3%，含水量55%～60%，pH值8～9。
棉籽壳麦麸培养基
棉籽壳和麦麸发酵料98%，石灰2%，含水量50%～55%，pH值8～9。培养料装瓶填料要松紧适度，瓶中间打一小孔。
栽培种培养基
小麦棉籽壳
红皮小麦86%，棉籽壳发酵料10%，生石灰1%，碳酸钙3%，经浸泡后小麦含水量43%，浸泡后的小麦经100 ℃蒸煮，蒸煮后小麦含水量45%，棉籽壳发酵料含水量52%，pH值8～9。
小米棉籽壳
小米35%，棉籽壳发酵料60%，生石灰2%，碳酸钙3%，含水量46%～50%，pH值8～9。






（资料性）
双孢蘑菇各级菌种培养质量要求
	菌种
	菌丝
	菌落或培养基
	培养物镜检
	气味
	培养周期

	母种
	菌丝体洁白或米白、浓密、羽毛状或叶脉状，菌丝体表面均匀、平整、无角变，无菌丝分泌物。
	菌落边缘整齐，无膏状、蜡状细菌或酵母菌菌落及霉菌菌落。
	镜检菌丝粗壮，无杂菌菌丝及孢子，无虫及虫卵。
	有双孢蘑菇菌种特有的香味，无酸、臭、霉等异味。
	适温（24 ℃±1 ℃）下，15 d～20 d长满试管（或培养皿）。

	原种
	菌丝体洁白浓密、生长旺健，培养物表面菌丝体生长均匀，无角变，无高温圈，培养基及菌丝体紧贴瓶壁，无干缩。
	培养物表面无分泌物，无拮抗现象。
	菌丝粗壮、无杂菌菌丝和孢子、无虫及虫卵。
	有双孢蘑菇菌种特有的香味，无酸、臭、霉等异味。
	适温（24 ℃±1 ℃）下菌丝长满瓶不超过45 d，透气袋不超过20 d。

	栽培种
	菌丝体洁白浓密、生长旺健，不同部位菌丝体生长均匀，无角变，无高温圈，索状菌丝明显。
	培养基及菌丝体紧贴瓶（袋）壁，无收缩，培养物表面无分泌物，无各种杂菌孢子、菌丝无拮抗现象。
	菌丝粗壮、无杂菌菌丝和孢子、无虫及虫卵。
	有双孢蘑菇菌种特有的香味。
	在适温（24 ℃±1 ℃）下菌丝长满菌种袋不超过45 d，透气袋不超过20 d。
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