DB61/T ××××—202×
DB/T ××××—××××
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金耳菌种生产技术规范

1  范围
本文件规定了金耳菌种生产中的术语和定义、生产条件、生产工艺、质量要求、检验方法、抽样、菌种生产档案、贮存和留样等要求。

本文件适用于金耳固体菌种和液体菌种的生产。

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/T 12728  食用菌术语
GB 50073  洁净厂房设计规范
NY/T 528  食用菌菌种生产技术规程
NY/T 1284  食用菌菌种中杂菌及害虫的检验
NY/T 1742  食用菌菌种通用技术要求
NY/T 1846  食用菌菌种检验规程
3  术语和定义
GB/T 12728界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
金耳  Naematelia aurantialba (Bandoni & M. Zang) Millanes & Wedin

担子菌门、银耳纲、银耳目、耳包革科、耳包革属的一种优质食用真菌，别称黄白银耳、黄木耳、脑耳、黄金银耳。子实体半球状至不定形块状，呈脑状，由数个深浅不一的沟槽分隔形成的肥厚裂瓣组成，鲜时表面金黄色、橙黄色至桔黄色，干后橙黄色至金黄色。
3.2 
毛韧革菌  Stereum hirsutum (Willd.) Fr.
担子菌门、伞菌纲、红菇目、韧革菌科、韧革菌属真菌，是金耳生长和出耳过程中必不可少的宿主菌。
3.3 
金耳菌种  Naematelia aurantialba culture
生长在适宜基质上具有结实性的金耳菌丝和毛韧革菌菌丝的混合培养物。
3.4
母种  stock culture 
经各种方法选育得到的具有结实性的金耳和毛韧革菌菌丝体纯培养物及其继代培养物，也称一级种、试管种，为固体菌种。
3.5
原种  pre-culture spawn
    由金耳母种移植、扩大培养而成的菌丝体固体纯培养物，也称二级种，对应的液体菌种为摇瓶液体菌种。
3.6 
栽培种  spawn 
由金耳原种移植、扩大培养而成的菌丝体固体纯培养物。栽培种只能用于栽培，不可再次扩大繁殖菌种。也称三级种，对应的液体菌种为发酵罐液体菌种。
3.7 
摇瓶液体菌种  shake-flask pre-culture liquid spawn
即液体原种、液体二级种，由母种移植到摇瓶液体培养基中振荡培养而成的菌丝体纯培养物。
3.8 
发酵罐液体菌种  fermenter culture liquid spawn
     即液体栽培种、液体三级种，由摇瓶液体菌种移植到发酵罐液体培养基中发酵而成的菌丝体纯培养物。

3.9
脑状原基  brain-like primordium
形成于固体培养基表面的、呈米白色脑状的、尚未分化的金耳原始子实体的组织团。
3.10
金耳有效菌种  effective strains of Naematelia aurantialba
具有出耳能力的菌种为金耳的有效菌种。具体表现为母种、原种和栽培种培养过程中，有米白色脑状原基的形成。

3.11
锁状联合  clamp connection
一种锁状桥接的菌丝结构，是异宗结合担子菌次生菌丝的特征。

[来源：GB/T 12728—2006，2.2.5]

3.12
生物学效率  biological efficiency

单位质量培养料的风干物质所培养产生出的子实体或菌丝体质量（鲜重），常用百分数表示。如风干料100 kg产生了新鲜子实体50 kg，即为生物学效率50%。

[来源：GB/T 12728—2006,2.1.27]

4  生产条件

4.1  技术人员

应按照《食用菌菌种管理办法》的规定配备生产技术人员和检验人员。

4.2  生产环境要求
应符合NY/T 528中4.2的规定。

4.3  厂房设置和布局
4.3.1  固体菌种厂房
应符合NY/T 528中4.3的规定。
4.3.2  液体菌种厂房

4.3.2.1  应设有原料库、配料室、灭菌室、冷却室、无菌接种室、摇瓶菌种培养室、发酵配料室、发酵罐菌种培养室、菌种检验室。
4.3.2.2  厂房地面应能防水、防腐蚀、防渗漏、防滑、易清洗、有良好的排水系统。墙壁和天花板应能防潮、防霉、防水。门窗应设置防蚊蝇纱网。车间安装排气管道或者排风设备。
4.3.2.3  接种间应设置缓冲间和风淋消毒间，缓冲间入口处设置手消毒设施和与接种人数相适应的更衣室。
4.3.2.4  摇瓶菌种培养室、发酵罐菌种培养室应符合GB 50073的要求。
4.4  基本设备
4.4.1  固体菌种

应配备称量用具、蒸煮设备、母种培养基分装设备、拌料机、装袋机、高压灭菌和常压灭菌设备、净化工作台或接种箱、接种工具、恒温培养箱或培养室、培养架、烘箱、除湿设备、备用电源（发电机）、冰箱或冷库、显微镜等。高压灭菌设备等压力容器应符合《特种设备使用管理规则》和《固定式压力容器安全技术监察规程》的规定。
4.4.2  液体菌种

应配备各类必需的称量用具、发酵罐、空气压缩机、空气过滤器、液体菌种接种器、高压蒸汽灭菌锅、蒸汽锅炉、净化工作台、恒温摇床、恒温培养箱、除湿设备、备用电源（发电机）、显微镜、磁力搅拌机、酸度计等。发酵罐、高压灭菌锅和蒸汽锅炉等压力容器应按《特种设备使用管理规则》和《固定式压力容器安全技术监察规程》的规定进行购买、安装、使用管理、定期检验、改造、修理等。
4.5  种源
   按照NY/T 528中4.5的规定执行。

5  生产工艺

5.1  菌种分类
菌种分为固体菌种和液体菌种。固体菌种分为母种（一级种）、原种（二级种）、栽培种（三级种）；液体菌种分为摇瓶菌种（液体原种、液体二级种）和发酵罐菌种（液体栽培种、液体三级种）。
5.2  母种生产
5.2.1  容器

应符合NY/T 528中4.7.1.2的规定。
5.2.2  培养基的配制
5.2.2.1  配方见附录A，所用原材料应符合NY/T 528 中4.7.2的规定。将配制好的培养基分装为斜面试管，长度为试管的1/5～1/4，管口保持干净。
5.2.2.2  121 ℃灭菌30 min。灭菌结束，降温至50 ℃～60 ℃后，将分装试管摆放为斜面。
5.2.2.3  随机抽取母种培养基总数的3%～5%，置于28 ℃～35 ℃恒温条件培养48 h，无微生物长出，即为灭菌合格。

5.2.3  接种

按照NY/T 528中4.7.7的规定对接种场地和工具严格消毒并接种。

5.2.4  培养

温度控制在18 ℃～21 ℃，避光培养10d～15d。培养基表面形成的米白色、脑状新鲜子实体，即为有效母种。
5.3  原种、栽培种生产
5.3.1  容器

应符合NY/T 528 中4.7.1.3和4.7.1.4的规定。

5.3.2  培养基的配制

5.3.2.1  原种培养基配方见附录B。所用原材料应符合NY/T 528 中4.7.2的规定。装料到袋（瓶）的1/2即可，121 ℃灭菌30 min。
5.3.2.2  栽培种培养基配方见附录B。所用原材料应符合NY/T 528 中4.7.2的规定。装料到袋（瓶）的1/2即可，121 ℃灭菌30 min。

5.3.3  接种
5.3.3.1  原种袋（瓶）灭菌结束后，原种袋（瓶）降温至约20 ℃时，将母种转接至原种培养袋（瓶）中。接种场地、工具的消毒和接种，应符合NY/T 528中4.7.7的规定。
5.3.3.2  栽培种袋（瓶）灭菌结束，原种袋（瓶）降温至约20 ℃时，将原种转接至栽培种袋（瓶）口。接种场地、工具的消毒和接种，应符合NY/T 528中4.7.7的规定。
5.3.4  培养

5.3.4.1  原种培养温度18 ℃～21 ℃，避光培养28 d～35 d。培养基表面形成米白色、脑状幼嫩子实体后即为有效菌种，可用于生产栽培种。
5.3.4.2  栽培种培养温度18 ℃～21 ℃，避光培养35 d～42 d。培养基表面形成米白色、脑状幼嫩子实体后即为有效菌种。

5.3.5  检查

第7 d～9 d、第15 d～17 d、25 d～30 d逐袋（瓶）检查，并及时剔除未萌发、已污染、吐黄水、不分化、生长不良的菌袋（瓶）。
5.4  摇瓶液体菌种、发酵罐液体菌种生产

5.4.1  工艺流程 
金耳的液体菌种生产工艺流程见图1。
图1 金耳液体菌种生产工艺流程图

5.4.2  摇瓶液体菌种

5.4.2.1　容器

耐高温的玻璃三角瓶、棉塞（梳棉或化纤棉）或硅胶塞。
5.4.2.2　培养基配方

培养基配制及灭菌方法可参考附录C。所用原材料应符合NY/T 528 中4.7.2的规定。
5.4.2.3　接种和培养

无菌操作取3mm～5mm大小的有效母种组织块5块～8块放进摇瓶液体培养基中，静置培养24 h后，20 ℃转速150 r/min震荡培养7 d。
5.4.2.4　检查

每日检查生长状态。摇瓶静置1 min后，菌丝球体积占液体培养基总体积的4/5以上时，即可结束培养。
5.4.3  发酵罐液体菌种
5.4.3.1  空气过滤器的检查与灭菌

使用前应检查空气过滤器滤芯，要求无污物、无破损，外壳内外壁洁净。检查完后应121 ℃灭菌30 min。

5.4.3.2  发酵罐检查与清洗

检查发酵罐全部阀门和压力表。对罐体内、外和全部阀门用流水进行冲洗，不留死角。
5.4.3.3  空消

发酵罐初次使用、出现染菌、长期放置、更换品种时，都要求121 ℃灭菌30 min。

5.4.3.4  培养基

培养基配方可参考附录D。所用原材料应符合NY/T 528 中4.7.2的规定。

5.4.3.5  投料与定容

将配制好的培养基材料搅拌均匀，倒入或用泵抽入发酵罐中，加水定容至所需体积（罐体总容积的60%～70%），拧紧上料口盖。

5.4.3.6  发酵罐实消

高压蒸汽灭菌，培养器内压力达到0.1 Mpa～0.12 Mpa，培养基温度达到121℃～124℃、保持时间60 min～90 min。灭菌结束将培养基降温至24℃～28℃。

5.4.3.7  接种
利用火焰保护接种，把摇瓶液体菌种迅速投入罐中（接种量的体积比为1%～3%），迅速盖好进料口盖、拧紧。

5.4.3.8  培养

培养温度18℃～21℃，搅拌转速150 r/min～160 r/min，罐压0.05 MPa，通气量为1：0.8 (料液体积／空气体积)，培养时间8 d～10 d。

5.4.3.9  检查
培养开始3 d后每天从发酵罐中取出样品，按照NY/T 1846中菌丝微观特征、细菌霉菌检验方法检验，如异常则排空罐内培养物，空消，重新生产。 

6  质量要求

6.1 固体菌种质量要求
6.1.1 感官要求
母种、原种、栽培种感官要求应符合表1的规定。
表1 母种、原种、栽培种感官要求

	项目
	要求

	
	母种
	原种
	栽培种

	容器
	洁净、完整

	棉塞、无棉塑料盖、硅胶塞
	干燥、洁净、松紧适度、能满足透气和滤菌要求

	气味
	无异味

	培养基上表面距试管塞的距离
	30 mm～50 mm
	—

	接种量（接种物大小）
	3 mm～5 mm×3 mm～5 mm
	≧12 mm×12 mm
	30～50袋（瓶）/袋（瓶）原种

	培养基
	贴试管壁、无干缩、无积水，菌落边缘较整齐
	贴壁、无干缩

	菌种外观
	菌丝生长量
	长满容器
	长满培养料的80%以上

	
	菌丝分泌物
	允许有少量无色至淡黄色水珠
	无黄水

	
	菌丝体外观
	均匀、色泽一致、无拮抗、无角变、无高温抑制线

	
	菌丝体特征
	气生菌丝白色或淡黄色，短而密，绒毛状，生长旺盛

	
	杂菌菌落、虫（螨）体
	无

	
	子实体原基
	有米白色的脑状原基


6.1.2 微生物学要求
母种、原种、栽培种的微生物要求无杂菌、无害虫。
6.1.3 菌种有效性
有效的母种、原种、栽培种在培养基表面应有米白色的脑状原基。

6.1.4 显微特征
表2 母种、原种、栽培种的显微特征
	项目
	要求

	菌丝形态
	金耳菌丝细、长、透明，毛韧革菌菌丝粗，同一隔处会出现多个锁状联合

	菌丝直径
	金耳菌丝2μm～5.5μm，毛韧革菌菌丝3.5μm～7μm

	菌丝比例
	金耳菌丝多于毛韧革菌菌丝

	锁状联合
	有


6.1.5  菌丝生长速度
母种、原种、栽培种生长速度应符合表3要求。

表3 母种、原种、栽培种菌丝生长速度要求
	菌种
	要求

	
	起始pH
	培养温度
℃
	长满Φ90mm平板天数
d
	长满750 mL瓶天数
d

	母种
	自然
	18 ℃～21 ℃
	7d～10d
	—

	原种、栽培种
	pH 6～pH 6.5
	18 ℃～21 ℃
	—
	23d～28d


6.1.6  母种栽培性状
母种应栽培性状清楚，需经出菇试验确认农艺性状和商品性状等种性合格后，方可用于扩大繁殖或出售。母种在适宜条件下的生物学效率应大于50%。

6.2 液体菌种质量要求
液体菌种发酵过程中，应每日检查生长状态。发酵结束时，摇瓶菌种和发酵罐菌种质量要求应符合表4的规定。
表4 摇瓶菌种、发酵罐菌种质量要求
	项目
	要求

	
	摇瓶菌种
	发酵罐菌种

	培养液
	澄清透明

	气味
	无异味

	菌丝球生长量
	体积占液体培养基总体积的4/5以上

	pH
	起始pH 6.0～pH 6.2，终止pH 5.1～pH 5.5
	起始pH6.2～pH 6.4，终止pH5.1～pH 5.5

	菌丝球外观
	橘黄色菌丝球和米白色菌丝球混合

	杂菌
	无

	显微特征
	菌丝特征
	两种不同形态的菌丝交织

	
	孢子
	酵母状分生孢子


7  检验方法

7.1 固体菌种质量检验
7.1.1 感官检验

母种、原种、栽培种感官要求检验按表5逐项进行。
表5 母种、原种、栽培种感官要求检验方法
	项目
	要求

	容器
	肉眼观察

	棉塞、无棉塑料盖或硅胶塞
	肉眼观察

	培养基上表面距试管塞、袋（瓶）口的距离
	肉眼观察、测量

	接种量（接种物大小）
	肉眼观察、测量

	培养基
	肉眼观察

	气味
	鼻嗅

	菌丝生长量
	肉眼观察

	菌丝体外观
	肉眼观察

	菌丝体特征
	肉眼观察

	菌丝分泌物
	肉眼观察

	杂菌菌落、虫（螨）体
	肉眼观察，必要时用5×放大镜观察

	子实体原基
	有米白色的脑状原基


7.1.2 微生物学检验

母种、原种、栽培种的杂菌及害虫检验按照NY/T 1284的规定进行。
7.1.3 菌种有效性

肉眼观察在培养基表面是否有米白色的脑状原基，必要时用5倍放大镜观察。有米白色的脑状原基的菌种为有效菌种。
7.1.4 显微特征

母种、原种、栽培种的显微特征按照NY/T 1846的4.2进行。
7.1.5  菌丝生长速度
母种菌丝生长速度使用PDA培养基，配方见附录A，使用直径90 mm的培养皿培养。原种、栽培种使用培养基配方见附录B，使用750 mL菌种瓶培养，培养料装至瓶肩，中间打孔至瓶底。按表3规定的起始pH、培养温度，避光培养，计算长满所需天数。
7.1.6  母种栽培性状
按NY/T 1742的5.4进行。按附录B的培养基配方制作菌袋。

7.2 液体菌种质量检验

摇瓶菌种和发酵罐菌种的菌种质量检验应按表6逐项进行。

表6  摇瓶菌种和发酵罐菌种的质量要求检验方法
	项目
	要求

	培养液
	肉眼观察

	气味
	鼻嗅

	菌丝球生长量
	肉眼观察、测量

	pH
	测量

	菌丝球外观
	肉眼观察

	杂菌
	显微观察，按照NY/T 1284的规定进行

	菌丝特征
	显微观察，按照NY/T 1846的4.2进行

	孢子
	显微观察，按照NY/T 1846的4.2进行


8  抽样

按NY/T 1742的抽样方法进行。

9  菌种生产档案

应按照《食用菌菌种管理办法》的规定建立和保存菌种生产档案。
10  贮存

10.1 固体菌种的贮存应按NY/T 528 中5.4的规定进行。

10.2 液体菌种培养好后应立即使用，如不能立即使用需进行贮存。避光于10 ℃与15 ℃之间可存放2 d。

11  留样

应按照NY/T 528 中4.7.13的规定进行。
附 录 A
（资料性）
常用母种培养基及其配方

A.1  PDA培养基（马铃薯葡萄糖琼脂培养基）

马铃薯200 g（用浸出汁），葡萄糖20 g，琼脂20 g，水1000 mL。

A.2  CPDA培养基（综合马铃薯葡萄糖琼脂培养基）

马铃薯200 g（用浸出汁），葡萄糖20 g，磷酸二氢钾2 g，硫酸镁0.5 g，琼脂20 g，水1000 mL。

附 录 B
（资料性）
常用原种和栽培种培养基及其配方

B.1  配方1
阔叶树木屑86%，麸皮12%，豆粕2%，石膏1%，石灰1%，水分62%～64%，pH 6～pH 6.5。

B.2  配方2
阔叶树木屑60%，棉籽壳25%，麸皮15%，石膏1%，石灰1%，蔗糖1%，水分62%～64%，pH 6～pH 6.5。
附 录 C
（资料性）
常用摇瓶液体菌种培养基及其配方

C.1  配方1
马铃薯200 g，蛋白胨3 g，葡萄糖20 g，琼脂20 g，水1000 mL，pH 6～pH 6.2。

C.2  配方2
豆粕2.5 g，酵母浸粉2 g，蛋白胨5 g，葡萄糖20 g，硫酸镁1 g，磷酸二氢钾2 g，pH 6～pH 6.2。

C.3  培养基的分装与灭菌
培养基装量应为三角瓶容量的1/3至1/2。分装后立即121 ℃灭菌30 min。装容量较大时，灭菌时间要适当延长。灭菌完毕后，应自然降压，后放入接种室内超净工作台中冷却至室温。30℃±1℃培养48小时后，观察确认无混浊、无异味的，可用于接种培养。

附 录 D
（资料性）
常用发酵罐液体菌种培养基及其配方

D.1  配方1 

豆粕粉4g，面粉2.77g，玉米粉1.38g，无水硫酸镁0.46g，磷酸二氢钾0.92g，酵母浸粉0.46g，红糖4.6g，白糖6.15g，葡萄糖7.69，水1L，pH 6～pH 6.2。
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