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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。
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灵芝菌种质量要求
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc54601189][bookmark: _Toc55681145]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了灵芝菌种质量要求的术语和定义、质量指标、检验规则、留样等技术要求。
本文件适用于灵芝菌种质量要求。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc54601190][bookmark: _Toc55681146]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 150.1　压力容器　第1部分：通用要求
GB/T 12728　食用菌术语
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: _Toc54601191][bookmark: _Toc55681147]术语和定义
GB/T 12728、NY/T 528界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

液体菌种　liquid spawn
用液体培养基，在发酵罐中，通过深层培养技术生产的液体形态的食用菌菌种。

终止pH　terminal pH value of medium
液体菌种达到放罐指标时的培养基pH。
[bookmark: _Toc54601192][bookmark: _Toc55681148]质量指标
[bookmark: _Toc54601193][bookmark: _Toc55681149]固体菌种
[bookmark: _Toc54601194][bookmark: _Toc55681150]母种质量
容器
[bookmark: _GoBack]容器及封口物应符合NY/T 528的规定。
感官要求
母种感官要求应符合表1的规定。

母种感官要求
	项目
	检测方法
	要求

	容器
	肉眼观察
	完整、无损、洁净

	试管塞
	肉眼观察
	棉塞或硅胶塞，应干燥、洁净、松紧适度，能透气和滤菌

	培养基灌入量
	肉眼观察
	试管总容量的1/5～1/4

	斜面长度
	肉眼观察、测量
	斜面顶端距试管塞底部距离40 mm～50  mm

	接种块大小
	肉眼观察、测量
	边长3 mm～5 mm，厚2.5 mm～3 mm

	菌种外观
	菌丝生长量
	肉眼观察
	长满斜面

	
	菌丝体特征
	
	整齐浓密、丝状或绒毛状，白色

	
	菌丝体表面
	
	均匀、平整、无角变

	
	菌落边缘
	
	整齐

	
	菌丝分泌物
	
	无

	
	杂菌菌落
	
	无

	斜面背面外观
	肉眼观察
	培养基贴壁、不干缩，颜色均匀、无暗斑、无明显色素

	气味
	鼻嗅
	有灵芝菌种特有的香味，无酸、臭、霉等异味

	子实体原基
	肉眼观察
	无

	纯度
	肉眼观察，必要时5×放大镜观察
	纯培养物，无虫（螨）体等生物

	菌种微观
	菌丝显微形态
	显微镜
	粗壮、丰满、均匀

	
	锁状联合
	
	有


菌丝长速
采用PDA培养基，接种后26 ℃～28 ℃避光培养，48 h内菌丝萌发定植，8 d～10 d菌丝长满18 mm×180 mm试管斜面。
母种栽培性状检验
在棉籽壳68 %、阔叶木屑20 %、麦麸10 %、石膏1 %、石灰1 %、pH 6.0～6.5，含水量55 %～60 %的培养基上，应符合附录A的方法，确证母种栽培性状合格后，方可生产原种和栽培种。
贮存要求
常温下贮存时间不超过7 d，4 ℃～6 ℃下贮存时间不超过90 d。
[bookmark: _Toc54601195][bookmark: _Toc55681151]原种质量
容器
容器应符合NY/T 528的规定。菌种瓶封口应使用透气和滤菌的棉塞或无棉盖体，菌种袋封口应使用套环或扎口。
感官要求
原种感官要求应符合表2的规定。
原种感官要求
	项目
	检测方法
	要求

	容器
	肉眼观察
	完整、无损、洁净

	封口物
	肉眼观察
	干燥、洁净、松紧适度，能透气和滤菌

	培养基上表面距瓶（袋）口的距离
	肉眼观察、测量
	（50±5） mm

	接种量
	肉眼观察、测量
	每瓶（袋）接1.5 cm～2 cm的母种一块

	菌种
外观
	菌丝生长量
	肉眼观察
	长满容器

	
	菌丝体特征
	
	洁白浓密、生长旺健

	
	培养物
	
	紧贴瓶（袋）壁，无干缩，无菌皮

	
	培养物表面菌丝体
	
	均匀一致，无角变，无高温抑制线

	
	培养物表面分泌物
	
	无，允许有少量无色或浅黄色透明水珠

	
	杂菌菌落
	
	无

	
	拮抗现象
	
	无

	
	子实体原基
	
	无

	气味
	鼻嗅
	有灵芝菌种特有的清香味，无酸、臭、霉等异味

	纯度
	肉眼观察，必要时5×放大镜观察
	纯培养物，无虫（螨）体等生物

	菌种
微观
	菌丝显微形态
	显微镜
	粗壮、丰满、均匀

	
	锁状联合
	
	有


菌丝长速
在棉籽壳47 %、阔叶木屑40 %、麦麸10 %、葡萄糖1 %、石膏1 %、石灰1 %、pH 6.0～6.5，含水量55 %～62 %的培养基上，接种后，26 ℃～28 ℃，空气相对湿度50 %～70 %条件下，避光培养，菌丝应在35 d～37 d长满750 mL菌种培养瓶。
贮存要求
在清洁、通风、干燥（空气相对湿度50 %～70 %）、避光的室内，常温下贮存时间不超过10 d，4 ℃～6 ℃下贮存时间不超过30 d。
[bookmark: _Toc54601196][bookmark: _Toc55681152]栽培种质量
容器
容器应符合NY/T 528的规定，容器封口应符合4.1.2.1规定。
感官要求
栽培种感官要求应符合表3的规定。
栽培种感官要求
	项目
	检测方法
	要求

	容器
	肉眼观察
	完整、无损、洁净

	封口物
	肉眼观察
	干燥、洁净、松紧适度，能透气和滤菌

	培养基上表面距瓶（袋）口的距离
	肉眼观察、测量
	（50±5） mm

	接种量
	肉眼观察、称量
	12 g～15 g/瓶（袋）

	菌种外观
	菌丝生长量
	肉眼观察
	长满容器

	
	菌丝体特征
	
	洁白浓密、生长旺健、饱满

	
	培养物
	
	紧贴（瓶）袋壁，无干缩，无菌皮

	
	不同部位菌丝体
	
	生长均匀，色泽一致，无角变，无高温抑制线

	
	培养物表面分泌物
	
	无，允许有少量无色或浅黄色透明水珠

	
	杂菌菌落
	
	无

	
	拮抗现象
	
	无

	
	子实体原基
	
	无

	气味
	鼻嗅
	有灵芝菌种特有的清香味，无酸、臭、霉等异味

	纯度
	肉眼观察，必要时5×放大镜观察
	纯培养物，无虫（螨）体等生物

	菌种微观
	菌丝显微形态
	肉眼观察
	粗壮、丰满、均匀

	
	锁状联合
	
	有


菌丝长速
在棉籽壳48 %、阔叶木屑40 %、麦麸10 %、石膏1 %、石灰1 %、pH 6.0～6.5、含水量55 %～62 %的培养基上，接种后26 ℃～28 ℃避光培养，空气相对湿度50 %～70 %，菌丝应在35 d～40 d长满17 cm×35 cm菌种袋。
贮存要求
在清洁、通风、干燥（空气相对湿度50 %～70 %）、避光的室内，常温下贮存时间不超过15 d，4 ℃～6 ℃下贮存时间不超过45 d。
[bookmark: _Toc54601197][bookmark: _Toc55681153]液体菌种
[bookmark: _Toc54601198][bookmark: _Toc55681154]摇瓶液体菌种质量
容器
使用1 L～2 L三角烧瓶或抽滤瓶，瓶口应使用能透气和滤菌的封口膜或瓶塞封口。
感官要求
摇瓶液体菌种感官要求应符合表4的规定。
摇瓶液体菌种感官要求
	项目
	检测方法
	要求

	菌液色泽
	肉眼观察
	菌丝体呈白色，滤液呈淡黄色

	菌液气味
	鼻嗅
	有灵芝液体菌种培养时特有的气味，无异味

	菌液形态
	肉眼观察
	菌液澄清透明不浑浊，菌丝体密集

	菌种微观
	显微镜
	菌丝有隔膜、有锁状联合，无杂菌


理化性状要求
在葡萄糖20 g/L、蛋白胨3 g/L、牛肉膏3 g/L、磷酸二氢钾1 g/L、硫酸镁0.5 g/L，维生素B1 5 mg/L的培养基中，pH 自然，接种7～8块2 mm～3 mm的母种菌块，避光静置24 h后置于恒温摇床上，25 ℃～28 ℃、140 r/min～160 r/min培养4 d～6 d，摇瓶液体菌种理化指标应符合表5的规定。
摇瓶液体菌种理化指标
	项目
	检测方法
	要求

	终止pH
	pH计或pH试纸
	4.0～5.5

	菌丝体湿重（mg/mL）
	10 000 r/min离心5 min，去掉上清液称重
	≥50


贮存要求
在清洁、通风、干燥（空气相对湿度50 %～70 %）、避光的室内，常温下贮存时间不超过2 d，4 ℃～6 ℃下贮存时间不超过7 d。
[bookmark: _Toc54601199][bookmark: _Toc55681155]发酵罐液体菌种质量
容器
使用100 L～800 L食用菌液体菌种培养专用发酵罐，不锈钢材质、应符合GB 150.1的要求，经有关部门检验合格。
感官要求
发酵罐液体菌种感官要求应符合表6的规定。
发酵罐液体菌种感官要求
	项目
	检测方法
	要求

	菌液色泽
	肉眼观察
	菌丝体呈白色，滤液呈淡黄色

	菌液气味
	鼻嗅
	有灵芝液体菌种培养时特有的气味，无异味

	菌液形态
	肉眼观察、手感
	菌液澄清透明不浑浊，稍粘稠；菌丝体密集、均匀悬浮于液体中不分层

	菌种微观
	显微镜，营养肉汤固体和液体培养基
	菌丝粗壮、分枝密度高、有隔膜，可见锁状联合，无杂菌


理化性状要求
在葡萄糖20 g/L，蛋白胨3 g/L，牛肉膏3 g/L，磷酸二氢钾1 g/L，硫酸镁0.5 g/L，维生素B1 5 mg/L，消泡剂0.3 g/L的培养基中，pH 自然，接种量为0.5 %～1.0 %，发酵罐持续通入无菌空气，维持罐压0.02 MPa～0.03 MPa，25 ℃～28 ℃培养6 d～7 d，发酵罐液体菌种理化指标应符合表7的规定。
发酵罐液体菌种理化指标
	项目
	检测方法
	要求

	终止pH
	pH计或pH试纸
	3.6～5.5

	菌丝体湿重（mg/mL）
	10 000 r/min离心5 min，去掉上清液称重
	≥50


贮存要求
发酵罐液体菌种生产后应及时使用。如不能及时使用，发酵罐内需持续通无菌空气，保持罐压0.02  MPa～0.03 MPa，常温下贮存时间不超过2 d。
[bookmark: _Toc54601200][bookmark: _Toc55681156]检验规则
各类菌种按质量指标要求和NY/T 1742规定进行检验，检验项目全部符合质量指标要求时，为合格菌种，其中任何一项不符合要求，均为不合格菌种。
[bookmark: _Toc54601201][bookmark: _Toc55681157]留样
除液体菌种外，各级菌种都要留样备查，每个批号各级菌种留样数量为3～5支（瓶、袋），均于4 ℃～6 ℃贮存至该批菌种正常条件下第一潮芝采收。
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[bookmark: _Toc54601202][bookmark: _Toc55681158]
（规范性）
母种栽培性状检验方法和检验项目
将被检母种制成原种，采用4.1.1.4规定的培养基配方，制作栽培袋90个，以该母种的出发菌株为对照，3次重复，试验棚内随机排袋常规管理出芝，调查记录表5中所列项目，统计检验结果。对比二者的检验结果，以时间计的检验项目中，被检母种任何一项的时间，较对照菌株推迟5 d以上（含5 d）者为不合格；产量显著低于对照菌株者为不合格；芝体外观形态与对照明显不同或畸形者为不合格。
母种栽培性状检验记录
	检验项目
	检验结果
	检验项目
	检验结果

	母种长满所需时间/d
	
	第一潮芝生物学效率/（%）
	

	原种长满所需时间/d
	
	总生物学效率/（%）
	

	栽培袋长满所需时间/d
	
	子实体形态
	

	出原基所需时间/d
	
	芝盖直径、厚度，柄长、柄径/cm
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