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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》的规定起草。      

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

本文件由中国出入境检验检疫协会进出口食品标准化技术委员会（CIQA/TC)提出并归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：……

    本文件知识产权归中国出入境检验检疫协会所有。任何单位或个人未经许可，不得以营利为目的，印制、出版、翻译、转发或复制全文或部分文字。
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Ⅲ
厌氧和微需氧环境生成方法—多功能气体置换法

1　 [bookmark: _Toc3217_WPSOffice_Level2]范围
本文件规定了厌氧和微需氧微生物的培养方法。
本文件适用于厌氧和微需氧微生物的培养。

2　 [bookmark: _Toc24640_WPSOffice_Level2]规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 19489 实验室 生物安全通用要求

3　 [bookmark: _Toc5957_WPSOffice_Level2]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。 
4　 [bookmark: _Toc23275_WPSOffice_Level2]技术要求
4.1　 方法提要
	   基于气体置换原理，在密封良好培养罐内，进行单次或多次抽真空的同时填充混合气体，使培养罐内生成微需氧或者厌氧环境；联合使用钯催化剂，混合气中的H2气和培养罐内残余O2氧会在催化剂作用下生成H2O，使得培养罐内O2气浓度低至绝对厌氧。
4.2　 设备
4.2.1 多功能厌氧微需氧生成系统：包括主机和培养罐。
4.2.2 氧气监控仪（可选）。
4.2.3 混合气瓶（5%H2，10%CO2，85%N2）。
4.2.4 打印机（可选）
5　 操作步骤
5.1　 仪器自检，打开仪器电源开关，进入初始界面，点击屏幕任意位置开始自检，仪器自检过程不要连接培养罐；如果自检未通过，按界面提示排除问题后，重新检测。
5.2　 气源设置，自检通过，点击“设置”进入设置界面，点击“默认设置”，进入默认设置界面，进行气源设置，将无氧混合气瓶内气体配比输入气源设置填写框，气源配比示例：5%H2，10%CO2，85%N2。
注：第一次使用仪器、更换气瓶或者气源配比变化时需要进行气源设置。
5.3 将培养罐连接到主机
5.3.1 连接气管到培养罐，将待培养物，即接种有待培养微生物的培养皿、三角瓶、试管、均质袋等放入培养罐，罐盖锁紧密封，将连接仪器的气管连接到培养罐（采用快插接头仅需下压即可完成连接）。
5.3.2 仪器显示屏幕上选择已连接的培养罐，点击下一步；当仪器连接多个培养罐时选择是否生成同一种气体环境，选择“是”代表所连接的多个培养罐参数一致，“否”代表所连接的多个培养罐参数可分别进行设置。
5.3.3 选择运行模式，有5种模式可选，1）厌氧模式，2）6 %微需氧模式，3) 弯曲菌模式（5 %微需氧模式），4）自定义一键启动模式（预设常用特殊气体浓度达到即开即用的目的），5）自定义气体模式（需要时可单独设置O2浓度或CO2浓度，气体参数不做记忆）。
5.3.4 选择质量控制等级，设有0-5质量控制等级，默认质控等级为1级。仪器对气体输入压力、罐体连接密封性、培养罐密封性、罐盖密封圈密封性、催化剂活力等参数进行检测。根据设备年限、罐体密封件的老化程度可任意选择不同的质量控制等级，保证实验的准确性，数字越大则测试等级质控越严格。当使用其他混合气体，且其中有气体对催化剂活力有影响时选用数字0，此时关闭质量控制。仪器显示屏幕上，点击“下一步”。
5.4  启动仪器，以上参数确认无误后，按START按钮启动程序。程序运行过程中进行压力检测、连接件性能测试、培养罐密封测试、罐盖密封圈测试和催化剂活力测试（催化剂活力测试只有在厌氧程序中进行）。
6　 厌氧及微需氧生成结果
6.1　 厌氧及微需氧条件生成，同时满足以下条件视为厌氧或者微需氧条件符合要求：
A) 界面上对应连接的培养罐显示为“绿色”，
B) 屏幕显示生成的气体浓度达到既定气体浓度时；
此时气体环境制备已完成，断开气管与培养罐连接，将培养罐放入相应培养条件下进行培养。
6.2　 培养罐内气体成分实时监测，将氧气监控仪（无线探头）放入培养罐内，可实时监测培养罐内气体成分变化。触摸屏显示器可接收氧气监控仪监测的数据并实时显示和记录。

7　 结果记录和保存
7.1　 结果记录可以是纸质记录也可以是电子记录，可将当次气体环境制备数据进行打印，也可以导出历史数据，作为电子记录保存。
8　 实验室安全
8.1 实验室如使用该仪器操作《病原微生物实验室生物安全管理条例》规定的第二类病原微生物或高致病性病原微生物，实验室管理应符合GB 19489 《实验室 生物安全通用要求》的管理规定。


附录A
资料性附录
A1. 仪器安装位置
A1.1 安装于室内台面，避免阳光直射，远离热源和风源，距离墙体的距离≥20 cm。
A1.2 要求安装台面稳定，在仪器的两侧留出足够的空间放置培养罐。
A2. 仪器环境要求
A2.1 环境相对湿度 20%-80%Rh, 环境温度 15℃-35℃
A2.2 电压 220V，50/60Hz
A3. 培养罐
A3.1 储存环境，室温避光保存
A3.2 培养罐的清洁，不可使用酒精等有机溶剂清洁消毒，可用专用消毒泡腾片或消毒剂，亦可使用 3%过氧化氢溶液或84消毒液等非有机溶剂类消毒剂。
A4.催化剂
A4.1 在执行厌氧模式时，将催化剂随培养皿一同放入培养罐，用于消除残留的氧气；催化剂外包装为不锈钢金属网。
A4.2催化剂的催化原理，催化剂为冷催化剂， H2+O2 一 H2O。在使用催化剂时，确保混合气体中的H2气含量≥5 %。催化剂每次使用完，要及时还原，还原方法参见A4.4。在氢气浓度≥5% 时不同规格的培养罐适配催化剂的数量见表1。

	催化剂类型
	适配培养罐
	放置催化剂数量

	小包
	6皿、8皿
	1包

	大包
	12皿、24皿、32皿
	1-2包

	
	48皿、60皿
	3包


表1在氢气浓度≥5% 时不同规格的培养罐适配催化剂的数量









A4.3微需氧、纯氮气培养模式无需在培养罐中放置催化剂。
A4.4 催化剂还原，催化剂的催化性能受环境温湿度及 H2S 影响，每次使用后，应用烤箱烘烤还原。还原条件：180℃，保温1 h；室温冷却后使用密封盒或塑封袋密封储存，谨防受潮。严禁使用微波炉加热。
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