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饲用沼泽红假单胞光合细菌生产技术规程
1　 范围
本文件规定了饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产环境和设备要求、生产技术流程和生产记录。

本文件适用于饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产。

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 191  包装储运图示标志

GB 3095  环境空气质量标准
GB 5749  生活饮用水卫生标准

GB/T 10648  饲料标签

GB 20287-2006  农用微生物菌剂
GB/T 23181-2008 微生物饲料添加剂通用要求

GB/T 38579-2020 生物产品中光合细菌的测定
3　 术语和定义
GB 20287、GB/T 23181、GB/T 38579界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
沼泽红假单胞菌  Rhodop seudomonas palustris
属于红螺菌科(Rhodospirillaceae)、红螺菌属(Rhodospirillum)，菌体短杆状或卵圆形，革兰氏阴性菌，富含生长因子，并可作为动物着色素，可作为饲料微生物添加剂使用。
光合细菌 photosynthetic bacteria
具有原始光能合成体系的原核生物，能在厌氧条件下进行不放氧光合作用细菌的总称。
注：专指不产氧光合细菌，尤其是紫色非硫细菌类，属于变形菌门(Proteobacteria)a-变形葡蜗(Alphaproteobacteria)红螺菌目(Rhodospirillales)、根瘤菌目(Rhizobiales)、红杆菌目(Rhodobacterales)，包括深红红螺菌、黄褐红螺菌、绍泽红假单胞蓝、荚膜红细菌和球形红细菌等。
[来源：GB/T 38579－2020，3.2]

原菌种 the original strain
由单菌落分离纯化，并在固体穿刺培养基上繁殖保存的菌种。
一级菌种 first class strain
原菌种（3.3）在培养皿上活化，挑取单菌落接种至玻璃瓶中，并厌氧培养的菌种。
二级菌种 second class strain 
玻璃瓶中的菌种接种至种子罐中，在种子罐中厌氧放大培养的菌种。
杂菌  second microorganisms
确产品标称的功能菌以外的微生物。

[来源：GB/T 23181－2008，3.3]

液体菌种 the liquid  strain 
原菌种在平板培养基上活化，挑取单菌落接种至装有灭菌液体培养基的透明容器中，厌氧光照培养的菌种。
4 生产环境和设备要求
4.1  生产环境

4.1.1  厂区空气质量应符合大气环境质量标准 GB 3095 中Ⅱ类要求。

4.1.2  发酵用水应符合GB 5749规定。
4.1.3  生产车间配备消毒灭菌设施，原菌种储藏室和无菌操作间与生产车间分开。

4.2  生产设备

4.2.1  原菌种进行储藏的菌种储藏室，主要配置设备是冰箱和冰柜。

4.2.2  进行培养基的配置和菌种的保种、培养及检查等操作的菌种培养室，主要配有恒温光照培养箱、pH计、电子天平（精度0.01g）、分光光度计，光学显微镜（1000×）、照度计（精度0.1 1×）、超净工作台、高压蒸汽灭菌锅等设备。
4.2.3  进行菌剂的规模生产车间，主要配有光照设备和不同容量的不锈钢发酵罐。

5  生产技术流程

5.1 生产流程

5.1.1  饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产应按照规定的生产流程进行。

5.1.2  饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产流程见附录A。

5.2  原菌种质量

5.2.1  原菌种为沼泽红假单胞菌（Rhodop seudomonas palustris），应经过农业部认定的国家级科研单位的鉴定，并有菌种鉴定报告，且有完整的菌种来源信息。

5.2.2  原菌种鉴定报告或原菌种来源信息应包括菌种属及种的学名、形态、生理生化特性及鉴定依据、活性。

5.3  培养基配置

5.3.1  培养基配方为乙酸钠 3.0g，丙酸钠 0.3g，磷酸二氢钾 0.5g，磷酸氢二钾 0.3克，硫酸镁（MgSO4·7H2O）0.2g，硫酸铵 0.3g，氯化钙（CaCl2·2H2O）0.05g，氯化钠 0.1g，酵母膏 3.0g，水1000mL。

5.3.2  培养基配置方法为准确称取培养基各种成分后，置于烧杯中加入少量水溶化，定容至1000mL，采用3moL/L盐酸和氢氧化钠调 pH 值至 6.8，封口，121℃灭菌 20min。

5.4  灭菌

5.4.1  液体发酵，发酵罐的装液量 60%～70%，液体培养基、发酵设备、管道、补料罐等采用高压蒸汽灭菌，灭菌条件为 115 ℃～121℃，0.1 MPa～0.15 MPa，灭菌 20 min～30 min。

5.4.2  灭菌后无菌操作，取灭菌后的培养基，制片，染色，镜检，无微生物说明灭菌彻底，若有微生物，需重复 5.3 的工作。

5.5  液体菌种培养

5.5.1  培养容器

液体菌种培养容器为200ｍＬ～500ｍＬ透明玻璃瓶，可高压蒸汽灭菌。

5.5.2  培养条件

从穿刺培养基接种原菌种到液体培养基中，光照强度4,000 lx～5,000 lx，光照周期为14L：10D，培养温度为25℃～35℃，静置培养7ｄ～10ｄ。

5.5.3  液体菌种检测

配置计数培养基，利用平板涂布法测定菌数及杂菌率，按照GB/T 38579中8.3操作要求进行检测，菌数≥1×109CFU/mL，杂菌率＜0.1‰，即为合格菌种。

5.6  接种

5.6.1  经原菌种活化制得一级菌种后，用于制备二级菌种的接种量为3%～5%。二级菌种到发酵罐接种量为5%～7%。

5.6.2  接种时需要无菌操作，调节进、排气阀（通入的气体为氮气或其它惰性气体），使接种口有气体排出。

5.7  规模发酵

5.7.1  容器

不锈钢发酵罐的体积根据生产规模自定，一般酵罐高度控制在2.2m～3.0m，直径控制在0.75m～1.2m，发酵容积在200L~1000L。
5.7.2  接种量

    按发酵体积的10％～20％接种液体菌种。

5.7.2  温度

最适宜发酵温度控制在 29 ℃～31 ℃。

5.7.3 发酵方式

规模发酵应密闭、厌氧，发酵过程中不通气，或通入氮气，搅拌转数 50 r/min～100 r/min。

当有效活菌数达到每毫升十亿级，结束发酵。

5.7.4  发酵周期

在最适宜条件下，一个发酵周期为 7ｄ～10ｄ。

5.7.5  生长监测

每天检测菌液密度，采用血球计数板法或光密度法测定菌体细胞密度。

5.7.6  污染控制

生产过程中，应避免污染。定期检查细菌的生长状况，保持发酵容器内的卫生，如发现有藻类或其它杂菌污染，应终止培养，清洗消毒，重新接种。

5.8  发酵后处理

5.8.1  质量检测

对发酵后菌液产品按批次进行抽样检测，其技术指标应符合GB 20287-2006中5.3条表1和表3的规定，试验方法按GB 20287-2006第6章有关规定执行。
5.8.2  包装贮存
对检验合格的发酵后菌液产品，可通过灭菌处理的包装容器进行灌装、密封包装液体菌体。也可将液体菌体经过膜过滤、菌泥添加载体和保护剂后，烘干制备固体菌体（粉剂或颗粒）产品进行包装。

包装材料建议采用白色聚乙烯有密封盖的塑料桶或塑料瓶，外包装应有鲜明的标签，标签应GB/T 10648规定，标签标明生产厂家、生产地址、生产日期、保质期、执行标准号、有效活菌数和净含量等内容。
外包装标识应符合GB 191规定，包装内附产品检验合格证明书和使用说明书，使用说明书中标明使用范围、方法、用量及注意事项等内容。

产品贮存于避免阳光直射、干燥、通风、防毒、防火、无虫鼠害的常温仓库内，应远离热源，不得与抗生素、有毒、有害、易污染物质、易燃易爆物品及腐蚀性化学物品混贮。

6 生产记录

6.1 原菌种进货记录
建立完整的原菌种进货来源、鉴定报告和来源信息记录。
6.2 培养基采购使用记录

建立培养基所用材料的进货日期、名称、规格、批号、数量、供货商、素证情况、保质期限、验收人记录、培养基使用量等相关信息记录，同时建立培养基配制记录。

6.3  生产过程记录

建立记载发酵日期、培养时间、灌装日期、菌液颜色、菌数、发酵温度、pH值等生产过程记录。

6.4  记录档案

应建立生产记录档案，记录档案保存不少于2年。
（资料性）

饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产流程

饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产流程见图A.1。
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图A.1 饲用沼泽红假单胞光合细菌的生产流程
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