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枯草芽孢杆菌发酵蜂花粉生产技术规范
范围
本文件规定了枯草芽孢杆菌发酵蜂花粉的术语和定义，生产技术、质量要求，采样，检测规则，标签、标志、包装、运输和储存的要求，描述了采样方法、检测方法。

本文件适用于枯草芽孢杆菌发酵蜂花粉的生产。

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 4789.15 食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数
GB 5749　生活饮用水卫生标准
GB 13078 饲料卫生标准
GB/T 191  包装储运图示标志
GB/T 8170 数值修约规则与极限数值的表示和判定
GB/T 10648 饲料标签
GB/T 13080 饲料中铅的测定 原子吸收光谱法
GB/T 13091 饲料中沙门氏菌的测定

GB/T 13093 饲料中细菌总数的测定
GB/T 13885 饲料中钙、铜、铁、镁、锰、钾、钠和锌含量的测定 原子吸收光谱法
GB/T 14699 饲料 采样
GB/T 18869 饲料中大肠菌群的测定

GB/T 24616 冷藏、冷冻食品物流包装、标志、运输和储存

GB/T 26428 饲用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测

GB/T 30359—2021　蜂花粉

GB/T 42959 饲料微生物检验 采样
NY/T 2131 饲料添加剂  枯草芽孢杆菌

DB22/T 2692 饲料中金黄色葡萄球菌和蜡样芽孢杆菌检测 双重微滴数字PCR法
T/CSWSL 002—2018 发酵饲料技术通则
术语和定义
GB/T 30359，T/CSWSL 002界定的术语和定义适用于本文件。
3.1　
花粉  pollen　
由一个营养细胞和一个至二个生殖细胞组成的显花植物的雄性种质。
[来源：GB/T 30359—2021，3.1] 

3.2　
蜂花粉  bee pollen　
由一个营养细胞和一个至二个生殖细胞组成的显花植物的雄性种质。
[来源：GB/T 30359—2021，3.1] 

3.3　
发酵饲料　fermented feed
使用《饲料原料目录（2013）》和《饲料添加剂品种目录（2013）》等国家相关法规允许使用的饲料原料和微生物，通过发酵工程技术生产、含有微生物或其代谢产物的单一饲料和混合饲料。
[来源：T/CSWSL 002—2018，3.1] 
3.4　
枯草芽孢杆菌　Bacillus subtilis
芽孢杆菌科、芽孢杆菌属，菌体杆状，革兰氏阳性，有芽孢，有鞭毛，中生或近中生，好氧、通常最适温度30℃~37℃。模式菌株为68038-70-0。
注：CAS号68038-70-0 。
生产技术要求
发酵菌株
4.1.1 合规性、生物有效性、安全性及保藏方法应符合T/CSWSL 002—2018，5.1要求。
4.1.2 枯草芽孢杆菌应符合NY/T 2131的要求。
4.2  发酵原料
4.2.1 发酵蜂花粉应符合GB/T 30395和GB 13078的要求。
产品等级和理化要求应符合表1要求。

表1 蜂花粉的等级和理化指标

	项目
	指标

	
	一等品
	二等品

	水分/（g/ 100 g）
	≤
	10.0

	碎蜂花粉率 / ％
	≤
	3
	5

	单一品种蜂花粉率 / ％
	≥
	90
	85

	蛋白质/（g/ 100 g）
	≥
	15

	脂肪/（g/ 100 g）
	
	1.5～10.0

	总糖（以还原糖计）/（g/ 100 g）
	
	15～50

	黄酮类化合物（以无水芦丁计）/（mg/ 100 g）
	≥
	400

	灰分/（g/ 100 g）
	≤
	5

	酸度（以pH 值表示）
	≥
	4.4

	注1：碎蜂花粉的碎蜂花粉率不作要求。

注2：单一品种蜂花粉率小于８５％时为杂花粉。


4.2.2 应使用无有毒有害物质污染、感官评价良好的蜂花粉原料。
4.2.3 质量应稳定，来源应充足。
4.2.4 生产用水应符合GB 5749的要求。
4.3  生产工艺
4.3.1 原料预处理

4.3.1.1 粉碎
原料可适度粉碎。
4.3.1.2 灭菌
原料蜂花粉可直接，或湿热灭菌（121℃，103.4 kPa，15 min—30 min）后，接种枯草芽孢杆菌。
4.3.2 接种混合

发酵菌液、菌剂可直接使用，菌剂亦可按照商品使用说明书活化后使用。菌剂活化过程中，应注意防止杂菌污染。发酵体系（接种菌液、酶制剂、原料蜂花粉）应充分混合。
4.3.3 发酵

接种枯草芽孢杆菌后，于37°C下发酵168 h—172 h。若环境温度降低，可适当延长发酵时间。
4.3.4 终止发酵

发酵结束后，应进行湿热灭菌（121℃，103.4 kPa，15 min—30 min），终止发酵。
质量要求

1感官指标

应符合表2的规定。
表2 感官要求
	项目
	要求

	色泽
	淡黄色或浅棕色

	气味
	发酵后的蜂花粉应具有醇香或果香味，并具有弱酸味，气味柔和，不得带有腐败恶臭味、霉变味

	状态
	常温下呈粘稠流体状

	杂质
	不应含有蜜蜂肢体、幼虫、巢蜡及增加正常视力可见杂质


5.1.2　检测方法
按照GB/T 30359要求检测。

5.2  理化要求
应符合表3要求。
表3 理化要求

	项目
	指标
	检验方法

	游离蛋白质/（mg/mL）
	≥
	100
	附录A

	糖量/（Brix/1 mL）
	≥
	3
	糖度计


安全卫生指标
5.2.1　微生物限量

灭菌后饲料微生物限量应符合表1要求。

表 1 微生物限量

	项目名称
	指标
	检测方法

	菌落总数 /(CFU/g)
	≤1000
	GB/T 13093

	大肠杆菌 /(MPN/g)
	≤0.30
	GB/T 18869

	霉菌和酵母计数 /(CFU/g)
	≤200
	GB 4789.15 

	沙门氏菌
	0/25g
	GB/T 13091

	金黄色葡萄球菌
	0/25g
	DB22/T 2692

	枯草芽孢杆菌活菌数/(CFU/g)
	≤1000
	GB/T 26428


5.2.2　金属和类金属限量

灭菌后饲料金属和类金属限量应符合表2要求。

表 2 金属和类金属限量
	项目
	指标
	检测方法

	锌 Zn/(mg/kg)
	≤25
	GB/T 13885

	铅 Pb/(mg/kg)
	≤0.5
	GB/T 13080


检验规则
组批与采样
组批

以同一批次投料的原料、在同一生产工艺条件下连续生产的、同一规格的包装产品为一“检验批”。

采样

按GB/T 14699和GB/T 42959的要求执行，采样时应无菌操作。

样品处理

抽取的样品应分为两份，一份用于检验，一份作为留样备查。样品应置于清洁、干燥的容器中，密封保存，并注明品名、批号、日期等信息。

出厂检验
产品出厂前，应由企业质量检验部门按本文件第5章的规定逐批进行检验，检验合格并签发合格证后方可出厂。

型式检验
对产品标准中规定的全部要求进行检验。在下列情况之一时，必须进行型式检验；
——新产品投产或老产品转厂生产的试制定型鉴定；
——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；
——正常生产时，定期（如每半年）或积累一定产量（如每100批）后；
——产品长期停产后，恢复生产时；
——出厂检验结果与上次型式检验有较大差异时；
——国家质量监督机构提出进行型式检验的要求时；
判断规则
合格规则
所验项目全部合格，判定为该批次产品合格。
返检规则
检验结果中有任何指标不符合本文件规定时，可自同批产品中重新加倍取样进行复检。复检结果即使有一项指标不符合本文件规定，则判定该批产品不合格。卫生指标中的微生物指标不得复检。
检测规则
除微生物指标外，各项目指标的极限数值判定按GB/T 8170中全数值比较法执行。
标签、标志、包装、运输和储存
标签
产品的标签应直接印在或牢固地粘贴在销售包装上，内容需清晰、醒目、持久，并符合 GB 10648的要求。
标志
   运输包装上应有清晰标志，内容包括产品名称、规格、净含量、生产日期、保质期、贮存条件、生产企业（或经销商）名称和地址，以及必要的警示标志（如“防潮”“防雨”等）。标志图形应符合 GB/T 191的要求。

包装
应使用对畜禽无毒、无害的塑料袋、复膜编织袋或者加有塑料内衬的化纤编织袋等，或者使用压膜塑料袋和质量符合要求的双层纸袋等包装物进行包装。
包装物不得重复使用。
包装应密封、无破损。
运输和储存
运输
4℃条件下运输，应符合GB/T 24616的要求。

储存
发酵饲料应储藏于4℃条件下，保质期为12个月。

附录A

(规范性）

蛋白质浓度测定方法（BCA法）

1. 目的与范围

本附录规定了使用碧云天生物技术有限公司（Beyotime Biotechnology）的BCA蛋白浓度测定试剂盒，对溶液中蛋白质浓度进行定量分析的实验方法。该方法适用于本发明中涉及的所有蛋白质样品浓度的测定。

2. 实验原理

碱性条件下，蛋白质将Cu²⁺还原为Cu⁺，随后Cu⁺与BCA试剂发生特异性显色反应，生成紫色的络合物。该产物在562 nm波长处具有强烈的光吸收，且吸光度值与蛋白质浓度在广泛范围内呈良好的线性关系。通过测定未知样品的吸光度，并与标准曲线进行比较，即可计算出样品中的蛋白质浓度。

3. 主要仪器与试剂

3.1 主要仪器

酶标仪或分光光度计（具备562 nm波长检测功能）

恒温水浴锅或烘箱（可稳定于37°C或60°C）

涡旋混合器

分析天平

微量移液器及相应吸头

96孔微孔板或分光光度比色皿

3.2 主要试剂

试剂盒信息： 碧云天BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强型），货号：P0012S。

4. 实验步骤

4.1 工作液（BCA Working Reagent）的配制
根据待测标准品和样品数量，按体积比 试剂A : 试剂B = 50 : 1 的比例混合，充分涡旋混匀。例如，配制1 mL工作液，取1 mL试剂A与20 μL试剂B混合。配制好的工作液在室温下可稳定存放24小时。

4.2 蛋白标准品的稀释与标准曲线的制备

取适量蛋白标准品（BSA），用与样品相同的稀释液（如PBS）进行梯度稀释，制备成一系列已知浓度的标准品溶液。推荐设置至少6个浓度点，包括一个空白点（0 μg/mL）。示例如下：

	管号
	BSA原液 (5 mg/mL) 体积 (μL)
	稀释液体积 (μL)
	最终BSA浓度 (μg/mL)

	A (空白)
	0
	200
	0

	B
	4
	196
	100

	C
	8
	192
	200

	D
	12
	188
	300

	E
	16
	184
	400

	F
	20
	180
	500


4.3 样品的准备
将待测蛋白样品用相同的稀释液进行适当倍数的稀释，以确保其吸光度值落在标准曲线的线性范围内（通常为100-1000 μg/mL）。建议对每个样品设置复孔。

4.4 BCA反应与吸光度测定

在96孔板中，分别加入：

标准孔：25 μL各浓度标准品溶液。

样品孔：25 μL各稀释后的待测样品。

空白孔：25 μL稀释液（PBS）。

向每孔中加入 200 μL BCA工作液。

盖上板盖，轻微振荡混匀。

将反应板置于 37°C 避光孵育 30分钟。

孵育结束后，将反应板取出，冷却至室温。

使用酶标仪，在 562 nm 波长下测定各孔的吸光度值（OD₅₆₂）。

5. 结果计算与数据分析

绘制标准曲线：以标准品孔的OD₅₆₂值为纵坐标（Y轴），对应的BSA浓度（μg/mL）为横坐标（X轴），绘制标准曲线。通常使用线性回归分析，得到标准曲线的方程式：Y = aX + b，其中a为斜率，b为截距。要求标准曲线的线性相关系数（R²）大于0.99。

计算样品蛋白质浓度：将样品孔的OD₅₆₂值（需减去空白孔的平均OD值）代入标准曲线方程，计算出样品稀释液中的蛋白质浓度（C_sample，单位：μg/mL）。
原始样品中的实际蛋白质浓度 通过以下公式计算：
C_original (μg/mL) = C_sample × 稀释倍数

_________________________________
