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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专利的责任。

本文件由辽宁省农业农村厅提出并归口管理。

本文件起草单位：铁岭县茂森食用菌培育中心 辽宁省农业科学研究院食用菌研究所

抚顺市农业综合行政执法队 辽东学院

本文件主要起草人：代勇 李娟 高静 赵哲 李来晶 解桂华 陈静 郭龙祥 李

跃 史明文 罗秋曼 代岩

本文件发布实施后，任何单位和个人如有问题和意见建议，均可以通过来电和来函等方

式进行反馈，我们将及时答复并认真处理，根据实际情况依法进行评估及复审。

归口管理部门通讯地址：辽宁省农业农村厅（沈阳市和平区太原北街2号），联系电话：

024-23447862。

文件起草单位通讯地址：铁岭县茂森食用菌培育中心（铁岭市铁岭县熊官屯镇上峪村），

联系电话：15842335937。
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液体菌种生产技术规程 第 7 部分：羊肚菌

1. 范围

本标准规定了羊肚菌液体菌种生产基本要求、生产技术、工艺流程、液体菌种质量指标、

贮藏、记录及生产档案等技术要求。

本标准适用于羊肚菌液体菌种生产。

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 150.1 压力容器 第1部分：通用要求

GB 4789.28 食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求

GB 5749 食品安全国家标准 生活饮用水卫生标准

GB 50073 洁净厂房设计规范

GB/T 12728 食品安全国家标准 食用菌术语

NY/T 528 食品安全国家标准 食用菌菌种生产技术规程

NY/T 1846 食用菌菌种检验规程

NY/T 1731食品安全国家标准 食用菌菌种良好作业规范

3.术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4.生产基本要求

4.1 工作人员

具有食用菌菌种生产能力的专业技术人员和检验人员。

4.2 场地

生产场所应符合NY/T 528的规定。环境卫生应符合NY/T 1731的规定。

4.3 厂房

厂房设计应符合NY/T 528的规定。

4.4 生产设施与设备要求

设备与设施应符合NY/T 528 的规定。液体种发酵罐质量应符合GB 150.1的规定。

4.5 培养原料

培养基原料应符合NY/T 528 的规定。生产用水标准应符合GB 5749要求。

4.6 生产品种

选用高产、优质、抗逆性强、商品性好的羊肚菌品种，从具相应资质的供种单位引种或

本单位选育，并清楚地追溯菌种来源。菌种生产过程应符合NY/T 528 的要求。

5 生产技术



5.1工艺流程

图1 羊肚菌液体菌种工艺流程

5.2 母种制备

5.2.1 培养基配方

马铃薯 200 g/L，葡萄糖20 g/L，蛋白胨4 g/L,磷酸二氢钾3 g/L，硫酸镁1.5 g/L，琼

脂20 g/L， pH自然。

5.2.2 母种活化

母种活化操作流程应符合 NY/T 528 要求。

将保存的初始菌种切割成直径 4～6 mm 的菌丝块，接种到培养基中，18～20℃避光恒温

培养 4～6 d，菌丝长满试管或者培养皿检验合格即可使用。

5.2.3 母种质量检查

培养期间每天检查菌体生长情况，及时淘汰染菌或劣势菌种。菌丝长满管后按照 NY/T

1846 规程进行检验，合格菌种进入生产流程。

5.3 摇瓶液体菌种制备

5.3.1 容器

使用无色专用玻璃菌种甁，可用棉塞、硅胶塞、专用封口透气膜封口。

5.3.2 培养基配方

马铃薯 200 g/L,葡萄糖 20 g/L,蛋白胨 4 g/L,磷酸二氢钾 3 g/L,硫酸镁 1.5 g/L ,pH

自然。

5.3.3 培养基配制

按液体培养基配方配制，混合均匀，装入摇瓶中，装液量为摇甁容量的 50～60 %，加入

0.01 %消泡剂，摇瓶中放置磁力搅拌棒，封口。

5.3.4 灭菌

将分装好的摇瓶放入高压灭菌锅内进行灭菌，灭菌蒸汽压力升至 0.11～0.13 MPa，恒压

维持 25～30 min。

5.3.5 接种

待培养基冷却至 25℃以下，在无菌条件下，用打孔器打孔（5 mm 孔径）或接种钩取（5 mm

×5 mm）的 4 块活化母种块迅速转接于摇甁培养基内，封口。

5.3.6 培养

摇瓶接种后移至恒温摇床中，培养温度 18～20 ℃，转速 150 r/min，避光培养 4～6 d。

5.3.7 摇瓶液体菌种质量要求

菌液澄清透明，菌丝体分布均匀，无异味；镜检无杂菌、菌丝形态正常。

5.4 发酵罐液体菌种制备

5.4.1 发酵罐空消

发酵罐初次使用、出现杂菌、长期放置及更换品种时，应进行空消灭菌。蒸气压力 0.11～

0.14 MPa、恒压维持 40 min。

5.4.2 培养基配方

宜选用以下配方，且培养基质应符合 NY/T 528 要求。



马铃薯 200 g/L，葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 4 g/L，磷酸二氢钾 3 g/L，硫酸镁 1.5 g/L ,pH

自然。

5.4.3 投料与定容

将原料、水按比例搅拌均匀，加入罐内，装液量为罐体容量的 70～80 %，加入 0.01 %消

泡剂，拧紧上料口盖。

5.4.4 发酵罐实消

液体种发酵罐内蒸汽压力控制在 0.11～0.12 MPa，恒压维持 60～90 min。

5.4.5 冷却

灭菌结束，关闭空气过滤器灭菌阀与排气阀，缓慢打开夹套排气阀降压至 0 MPa，通入冷

水降温；同时缓慢打开发酵罐罐内排气阀降压，待压力接近 0.02～0.04 MPa 时向罐内通入

无菌空气，调整排气阀，维持罐压 0.04～0.05 MPa，培养液温度降至 25 ℃以下时，关闭夹

套进水阀。

5.4.6 接种

将摇瓶接种管和发酵罐接种口用 75 %酒精消毒，用 95 %酒精的火焰圈套在接种口上，轻

微打开阀门，使发酵罐罐内压力为 0.01 MPa。点燃火焰圈，在火焰保护下用镊子去掉瓶塞，

打开接种口阀门，将摇瓶菌种注入发酵罐。接种量为 0.5～1.0 %。接种后迅速关闭接种阀

门，去掉火焰圈，继续通入无菌空气。

5.4.7 发酵培养

根据菌丝生长情况，适时调节进气阀门，通入适量无菌空气，通气量一般为 1：0.8 V/V•

min～1：1 V/V•min，同时调节排气阀，维持罐压 0.01～0.02MPa，培养温度控制在 20～22℃，

培养 4～6 d。

5.4.8 检测

发酵后第 4 d 开始定期检测，采用显微镜和感官观察菌丝生长状况以及有无杂菌污染。

6 液体菌种质量标准

6.1 感官要求

应符合表 1 的规定。

表 1 羊肚菌液体菌种感官要求

项目 感官指标

菌液色泽 菌液澄清，呈淡黄色，菌丝球呈白色

菌液形态 菌液粘稠不分层，菌丝体分布均匀。

菌液气味 有羊肚菌液体培养时特有的香气，无异味，摇瓶气味正常，

发酵罐排气口气味正常

6.2 理化指标

应符合表 2 的规定。

表 2 羊肚菌液体菌种理化指标

项目 理化指标

pH 值 4.5～5.5

菌丝湿重（mg/mL） ≥50

菌丝球直径（cm） <0.45

显微镜下菌丝形态 菌丝着色深，均匀、粗壮、分支呈树枝状

杂菌鉴别 无霉菌、酵母和细菌菌体

6.3 液体菌种检测

6.3.1 形态学观察



通过肉眼观察菌丝球形态，通过显微镜观察菌丝体形态。

6.3.2 霉菌检验

按照无菌操作从取样阀取少量培养液，接种于GB 4789.28中规定的PDA培养基中，25～

30℃恒温培养48～72 h，采用显微镜和感官观察菌丝生长状况和有无霉菌污染，必要时进行

水封片镜检。

6.3.3 细菌检验

按照无菌操作从取样阀取少量培养液，接种于GB 4789.28中规定的营养肉汤培养液中，

30～35℃恒温培养24～48 h，观察是否有细菌污染,必要时进行镜检和划线培养检验。

6.3.4 pH测定

用pH计测定菌液酸碱度。

6.3.5 菌丝湿重测定

称取一定体积的培养液，经10000 r/min离心5 min，称重。

6.3.6 菌丝球直径

随机吸取1mL培养液，将其中的菌丝球排列成直线，查出菌球数量，用刻度尺测其总长度，

计算每个菌丝球的平均直径。

7 贮存

7.1 标签

生产的菌种必须贴有质量合格标签，其内容包含菌种种类、级别、品种、生产单位、接种

日期。

7.2 贮存条件

7.2.1 母种保存

母种在0～4℃条件下贮存，贮存期不超过60d。

7.2.2 摇瓶菌种保存

 摇瓶菌种如不能立即使用，需降温保存。4℃、暗光条件下可保存5～7 d。

7.2.3 发酵罐液体菌种保存

发酵罐液体菌种，若不能立即使用时，需降温保压处理。在培养器内通入无菌空气，保

持罐压0.02～0.04 MPa，液温6～10℃可保存3 d，11～15℃可保存2 d。

8 记录与存档

发酵罐液体菌种生产的每个环节都要有详实的生产记录，由具体操作人员现场记录填写，

定期由技术主管审核，签字后归档保存，档案应保存3年以上。
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