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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》的规定编写。
本文件由甘肃省农业农村厅提出、归口并监督实施。
本文件起草单位：甘肃省科学院生物研究所、卓尼县农业技术推广站、迭部县农业技术推广站、甘肃省药品监督管理局、定西市农业科学研究院、。
本文件主要起草人：杨阿丽,杨瑞芳,高凤,拉目吉,冉永红,谢江波,赵玉卉,卢勇,杜成,王治业,宋婕,蒋应涛,杜文科,郭瑞,祁正华,王洁,赵志强,董建勇,后爱红,张想同,王伟,秦鹏,魏甲乾,仓扎西,赵闹九曼,王晓文,刘鸿。
[bookmark: _GoBack]        本文件为首次发布。
本文件由甘肃省科学院生物研究所负责解释。各单位或个人在执行本文件过程中如发现需要修改和补充之处，请随时将意见和建议反馈至甘肃省科学院生物研究所编著组（地址：甘肃省兰州市城关区定西南路197号，邮政编码：730000，E-mail：aliyang1012@163.com ,联系方式：18993035777），以供今后修订时参考。





耳类菌棒生产技术规程
1 范围
本文件规定了耳类菌棒生产的术语与定义、厂区、基质、菌种制作、菌棒制作、标识和运输、生产管理的技术要求。
本文件适用于木耳目(Auriculariales)木耳科(Auriculariaceae)木耳属(Auricularia)可人工商业化栽培的黑木耳（Auricularia auricula）、毛木耳（Auricularia polytricha）等耳类菌棒的生产。
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 12728           食用菌术语
GB 3095                环境空气质量标准
NY/T 528              食用菌菌种生产技术规程
NY/T 5010            无公害农产品  种植业产地环境条件
GB 50073               洁净厂房设计规范
NY/T 119               饲料原料 小麦麸
GB/T 5483             天然石膏
GB 5749                 生活饮用水卫生标准
NY 5099                无公害食品 食用菌栽培基质安全技术要求
NY/T 5010             无公害农产品 种植业产地环境条件
GB 9688                 食品包装用聚丙烯成型品卫生标准
GB 9687                 食品包装用聚乙烯成型品卫生标准
NY/T 1742             食用菌菌种通用技术要求
NY/T 1731             食用菌菌种良好作业规范
NY/T 1284             食用菌菌种中杂菌及害虫的检验
3 术语与定义
GB/T 12728界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1 培养料 substrate
为食用菌生长繁殖提供营养的物质。如木屑、玉米芯、棉籽壳、麦麸等。
3.2 料棒 artificial sawdust log
代料栽培接种前装有培养料的棒状体。
3.3 菌棒 artificial bed-log
料棒接种后长有菌丝的棒状体。也称菌筒、人造菇木。
3.4 培养基 medium
具有适宜的理化性质，用于微生物培养的基质。
3.5 培养 culture
食用菌生产中提供适宜条件使菌丝生长发育的过程。
3.6 杂菌 weed mould
食（药）用菌培养中引起污染的微生物。
3.6 灭菌 sterilization
采用物理或化学方法消除有害微生物的方法。
3.7 接种 inoculation
将菌种转接到培养基中的操作。
3.8 菌种 culture
生长在适宜基质上具结实性的菌丝培养物。包括母种、原种和栽培种。
3.9 冷却 cooling
将刚灭菌完毕的培养料置于洁净通风的场所使温度下降的过程。
3.10 污染 contamination
在培养过程种混有其他微生物的现象。
3.11 耳芽 primordium
耳类子实体的幼小阶段，形成于培养基的表面，呈淡黄色或褐色半透明的胶质体。
4 厂区	
4.1 选址
选择地势平坦、排灌方便、通风良好、交通便利的地址。周围无堆放生活垃圾或填埋场，无畜禽养殖场，无工业固体废弃物和危险废弃物堆放或填埋场等。环境要求符合GB 3095中环境空气二类区质量要求以及NY/T 528和NY/T 5010中对产地环境的规定。
4.2 布局
厂区规划应有各自隔离的堆料场、原料库、拌料区、装袋间、灭菌间、冷却室、接种区、培养室、贮存室、菌种检验室等。菌种生产厂房按工艺流程合理布局，无菌区和有菌区有效隔离。
液体菌种生产的发酵间和接种间按照GB 50073执行。
4.3 仪器设备
固体菌种：磅秤、天平、装袋机、高压灭菌锅或常压灭菌设施、纯净工作台、调温设备、培养架、恒温箱、冰箱、显微镜等。
液体菌种：恒温摇床、发酵罐、空气压缩机、空气过滤器、油水分离器等。
4.4 环境
堆料场应远离火源，并具有防雨措施；原料库要通风良好、干燥、地面用垫仓板隔离；拌料区、装袋区、灭菌区采用半封闭式厂房，能遮阳、避雨；冷却区、接种区、培养区采用全封闭式厂房，对温度、光照、湿度、通风等环境条件可进行人工调控。
5  基质
5.1 原料质量
主料一般选用除桉、樟、槐等有害物质树种外的阔叶树的木屑。辅料要求新鲜、干燥、无虫、无霉、无异味。麦麸、石膏、水等应分别符合NY/T 119、GB/T 5483和GB 5749的规定，其他原料质量要求应符合NY 5099和NY/T 5010的规定。
5.2 原料储存
木屑应存放于堆料场；其他原料储放于原料库。
6 菌种制作
[bookmark: _Hlk116569313]6.1 种源
应从具有一级或二级《菌种生产许可证》单位引种。不使用来历不明、种性不清、随意冠名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菌种。
6.2 生产工艺流程
[bookmark: _Hlk116823345]6.2.1  固体菌种
 固体菌种生产工艺流程见图1。
 (
培养、检查
灭菌
培养基配制
分装
接种
成品
)                                        图1固体菌种生产工艺流程图
		
6.2.2  液体菌种
液体菌种生产工艺流程见图2。
图2液体菌种生产工艺流程图
 (
培养基配制
灭菌
冷却
发酵
母种
摇瓶培养
培养基配制
灭菌
冷却
空气（净化处理）
成品
)





6.3 生产要求
[bookmark: _Hlk116824531]6.3.1 容器
6.3.1.1  试管：规格180mm× 180mm或200mm×200mm。
[bookmark: _Hlk116824779]6.3.1.2  玻璃瓶：550mL×850 mL、瓶口直径3cm~4cm，无色。
6.3.1.3  塑料瓶：550mL×850 mL、瓶口直径3cm~4cm，无色，耐126℃高温。
6.3.1.4  聚丙烯塑料袋：15cm×28cm或17cm×35cm，耐126℃高温，质量符合GB 9688的规定。
6.3.1.5  聚乙烯塑料袋：15cm×28cm或17cm×35cm，质量符合GB 9687的规定。
6.3.1.6  三角瓶：250mL ~500mL。
6.3.1.7  一级种子罐：50L~100L。
6.3.1.8  二级种子罐：500L~1000L。
6.3.1.9  每批次菌种所用容器规格一致。
6.4 培养基
6.4.1 母种培养基
        母种培养基的分装量为试管长度的1/4至1/5，培养基推荐配方见表1。

表1 母种培养基推荐配方
	配方
	组成

	配方1
	马铃薯200g，葡萄糖20g，琼脂20g，水1000mL

	配方2
	马铃薯200g，葡萄糖20g，磷酸二氢钾2g，硫酸镁0.5g，琼脂20g，水1000mL 



6.4.2 原种、栽培种培养基
        培养基推荐配方见表2。
表2 原种、栽培种培养基推荐配方
	配方
	组成

	配方1
	阔叶树木屑78%，麸皮20%，白砂糖1%，石膏1%，含水量58%±2%

	配方2
	阔叶树木屑63%，棉籽壳15%，麸皮20%，白砂糖1%，石膏1%，含水量58%±2%

	配方3
	棉籽壳99%，石膏1%，含水量58%±2%



6.4.3 液体菌种培养基
        摇瓶培养基推荐配方见表3，扩大培养基推荐配方见表4。
表3 摇瓶培养基推荐配方
	配方
	组成

	配方1
	葡糖糖20g，蛋白胨2.5g，酵母膏2.5g，磷酸二氢钾1.0g，硫酸镁1.0g，水1000mL
,

	配方2
	白砂糖30g，磷酸二氢钾1.0g，硫酸镁1.0g，麸皮50g，玉米浆3mL，水1000mL



表4 扩大培养基推荐配方
	配方
	组成

	配方1
	淀粉30g，葡萄糖20g，蛋白胨2.5g，酵母膏2.0g，磷酸二氢钾2.0g，硫酸镁1.0g，水1000mL
,

	配方2
	白砂糖30g，磷酸二氢钾1.0g，硫酸镁1.0g，麸皮50g，玉米浆3mL，水1000mL



6.5 灭菌
6.5.1    培养基配制后在4h内进锅灭菌。母种培养基灭菌121℃，30min。原种培养基灭菌121℃，1.5h。栽培种培养基常压灭菌100℃，10h~12h；高压灭菌121℃，1.5h。
6.5.2      液体菌种培养基灭菌：121℃~124℃，40min。
6.6 灭菌检查
6.6.1    母种培养基随机抽取3%~5%的样品，28℃恒温培养，48h后检查，无杂菌即为灭菌合格。
6.6.2      原种和栽培种培养基抽取1%的样品，接种于表1 推荐的培养基，28℃恒温培养，48h后检查，无杂菌即为灭菌合格。
[bookmark: _Hlk116828056]6.7 冷却
培养基灭菌后，冷却至20℃~30℃备用。
6.8 接种
严格按无菌操作要求接种。接种完成后及时贴好标签。
6.9 培养
培养温度20℃~24℃，空气相对湿度65%~75%，通风，避光。液体菌种还需要保持罐压在0.03Mpa~0.05Mpa，罐内换气量为1：0.5~1：1.2V/V（料液体积/空气体积）。
6.10 培养期间检查
间隔10d检查1次，挑出不合格菌种。
6.11 菌种感官要求
母种感官要求见表5，原种、栽培种感官要求见表6，液体菌种放罐要求见表7。
表5 母种感官要求
	项目
	要求

	容器
	完整、无破损、无裂纹
,

	棉塞或硅胶塞
	干燥、洁净，松紧适度，满足透气和滤菌要求

	斜面长度
	顶端距试管塞40mm~50mm

	菌丝生长量
	长满斜面

	接种块大小
	（3~5）mm×（3~5）mm

	正面外观
	菌丝洁白、纤细、平贴培养基生长，均匀、平整、无角变，菌落边缘整齐，无杂菌

	背面外观
	培养基不干缩，有菌丝体分泌的黄褐色色素

	气味
	有耳类菌种特有的清香味，无酸、臭、霉等异味



表6 原种、栽培种感官要求
	项目
	组成

	容器
	完整、无破损、无裂纹
,

	菌种盖
	干燥、洁净，满足透气和滤菌要求

	培养基距离瓶（袋）口距离
	50mm±5mm

	接种量
	每支母种接种（4~6）瓶原种，每瓶原种接种（30~40）袋栽培种

	菌丝生长量
	长满容器

	菌丝体特征
	白色至米黄色，纤细，生长旺健，菌落边缘整齐，无杂菌

	培养基
	无干缩，允许少量无色至棕黄色水珠

	耳芽
	允许少量胶质、琥珀色颗粒状耳芽

	气味
	有耳类菌种特有的清香味，无酸、臭、霉等异味



表7 液体菌种放罐要求
	项目
	要求

	色泽
	菌球菌丝呈白色，菌液呈棕色
,

	形态
	菌液略粘稠，球状菌丝体稠密且均匀分布

	气味
	无酸、臭、霉等异味，无发酵酒精气味



[bookmark: _Hlk116830666]6.12 留样
每批次留样3支（瓶、袋）。母种4℃~6℃贮存；原种、栽培种1℃~4℃贮存。
6.13 运输贮存
6.13.1 运输
6.13.1.1  菌种运输不得与有毒、有害物品混装混运。
6.13.1.2  运输应有防晒、防潮、防雨、防冻、防震的设施与措施。
6.13.2 贮存
6.13.2.1  母种贮存在5℃冰箱内，保质期6个月。
6.13.2.2  原种贮存温度5℃~10℃，保质期3个月。
6.13.2.3  栽培种贮存温度10℃~15℃，保质期1个月。
6.13.2.4  液体菌种贮存温度6℃~10℃，贮存3d；11℃~15℃，贮存2d。
7 菌棒制作
7.1基质配制	
7.1.1 推荐配方
推荐配方见表8。
表8  料棒推荐配方
	配方
	组成

	配方1
	阔叶树木屑79%，麦麸20%，石膏1%

	配方2
	阔叶树木屑49%，玉米芯30%，麦麸20%，石膏1.5%，石灰1% 000000001.5%001.5%00.5#00000.5%0.5%



7.1.2 基质制备
7.1.2.1 称重
按计划生产数量和配方中各原料的比例准确称重。
7.1.2.2 干拌（一次搅拌）
按木屑→麦麸→木屑→麦麸→石膏的顺序将称重后的原料倒入搅拌机内充分拌匀。
7.1.2.3 湿拌（二次搅拌）
干料拌匀后，加水进行充分拌匀，含水量55%~60%。
[bookmark: _Hlk96289407]7.2 装袋
[bookmark: _Hlk116327199][bookmark: _Hlk116327470]7.2.1  长棒选用规格为15cm×55cm×0.05mm的聚乙烯菌袋，拌料后要求5h内完成装袋，料棒紧实，袋无破损，单个棒重（湿）应为1.5kg~1.7kg，装袋后清理袋口并扎紧。如使用高压灭菌，料棒打1个循环透气口（直径0.5cm），贴专用透气胶片，用眼观、手膜的方法检查料棒微孔，微孔处贴透气胶片。
7.2.1  短棒选用规格为18cm×33cm×0.05mm的聚乙烯菌袋，拌料后要求5h内完成装袋，料棒紧实，袋无破损，单个棒重（湿）应为1.3kg~1.5kg，装袋后窝口插入接种棒，用棉塞封口。
7.3 灭菌
装好的料棒应及时采用常压或高压进行灭菌，将料棒码放于灭菌架上，通常一次灭菌的料棒数量控制在7000棒~10000棒。常压灭菌时，中心料温需在4h达到100℃，保持16h~18h；高压灭菌压力保持在0.1MPa/121℃，灭菌3h~3.5h。
7.4 冷却
灭菌后的料棒移入预先清洁、消毒、杀虫的冷却室，温度控制在18℃~20℃，冷却至27℃以下。
7.5 接种
7.5.1 菌种
菌种应符合NY/T 1742的质量要求，接种前一天使用新结尔灭、次氯酸钠或二氯异氢尿酸钠等对装有菌种的器皿进行表面消毒。
7.5.2 操作
7.5.2.1 固体菌种接种
接种前应对打穴工具（呈长圆锥体状，长约12cm~14cm，直径2.2~2.5cm）进行灭菌，接种室进行清洁和消毒（消毒用食用菌专用气雾消毒剂4g~8g熏蒸30min），用75%的酒精涂擦纯净工作台工作区，紫外线灯照射30min，再用75%的酒精对手和工具进行消毒。
接种时用打穴工具在料棒上打深2.0cm~2.5cm规格3个~4个接种穴，取菌种块塞满接种穴，再接种（整块接入，不能有空隙），接种完成后，套上外袋（17cm~18cm×60cm的聚乙烯袋）并扎口。每瓶栽培种（750mL）接种15个~20个料棒，接种后的菌棒要及时移入培养场所。
[bookmark: _Hlk116849517]7.5.2.2 液体菌种接种
接种前将液体菌种接种枪和棉塞进行高压灭菌，接种室进行清洁和消毒（消毒用食用菌专用气雾消毒剂4g~8g熏蒸30min），用75%的酒精涂擦纯净工作台工作区，紫外线灯照射30min，再用75%的酒精对手和工具进行消毒。
接种前发酵罐保持正常的罐压，去掉棉塞和接种棒，每个接种点接种25mL~30mL，接种后重新用新的灭菌棉塞进行封口。
7.5.2.3   接种过程严格执行无菌操作，每批接种应为单一品种，如中途换品种需要对接种工具和超级工作台等 表面进行擦拭消毒。
7.6 培养管理
[bookmark: _Hlk116384184]7.6..1 培养场所
菌棒培养设施大棚应覆盖黑白膜、大棚顶架设遮阳网和喷淋设施，棚高3.5m~4.5m。
7.6.2场所消毒
菌棒移入培养设施大棚前2d~4d，用2%~5%来苏尔溶液或0.2~0.5%过氧乙酸溶液喷洒消毒，地面撒一层石灰，地面铺一层塑料薄膜。
7.6.3堆放方式
[bookmark: _Hlk116392391]将完成接种的菌棒移入培养场所。长棒建议按照“井”字型堆放，堆高8层~10层，堆之间留0.3m~0.5m的通风道，短棒建议使用网格架排袋。
7.6.4环境控制
7.6.4.1温度
菌棒接种1d~10d，培养温度宜控制在24℃~26℃，10d后，宜控制在21℃~23℃。
7.6.4.2湿度
菌棒培养期间，要求空气相对湿度60%~70%。
7.6.4.3通风
菌棒培养期间，要求通风良好。
[bookmark: _Hlk101985553]7.6.4.4 翻堆检查
长棒接种孔菌丝长至8cm~10cm时，进行翻堆检查杂菌污染情况。翻堆后耳棒按“井”字型或三角形堆放，堆高6层~8层。
定期观测培养场所的温度、湿度、料温、杂菌感染情况，及时调整发菌条件和处理污染菌棒。
7.7 耳棒成品
在适宜条件下，长棒经过40d~50d菌丝可长满袋，短棒20d~25d菌丝满袋。按照NY/T 1284进行质量检验，菌丝生长正常、无杂菌感染的为菌棒成品。
8 标识和运输
8.1 标识
        菌棒成品使用打码器进行标识。标识上注明生产单位、生产日期、生产批次、生产数量及其他需要的相关信息。
8.2 运输
        运输工具清洁干净，有防雨防晒设施，不可进行裸露运输，不与有毒有害有污染菌棒的物品混运，菌棒运输车厢内部温度不能超过25℃。
9 生产管理
9.1 设备设施维护检修
水、电、消防设施以及生产设备均应定期检查、维护、检修，其中锅炉、叉车按特种设备进行管护。
9.2 环境卫生
每天生产结束，对各个作业区场所做好环境卫生清洁，做好清洁记录。
9.3 生产档案
建立生产档案，包括每批次的菌种来源、菌种生产过程、生产原料来源、标识信息、生产数量、生产日期、灭菌时间、接种时间、菌棒数量、菌棒去向等。档案记录真实、准确、规范。保档案记录保留1年以上。
9.4 安全生产
    安全生产管理应符合NY/T 1731的规定。
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