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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。 
本文件由湖南省农业农村厅提出。 
本文件由湖南农业标准化技术委员会归口。 
本文件起草单位：湖南省微生物研究院。 
本文件主要起草人：邬理洋，曾艳，刘宇波，周冰玉，胡浩，汪彬，王春平，周小玲，李晔，黄丽红，李翘羽，郭照辉。
富铁酿酒酵母菌种液体发酵技术规程

1 范围

   本文件规定了富铁酿酒酵母（ferrous-enriched yeast）液体发酵生产中涉及的工艺流程、发酵工艺与参数、产品质量控制和档案管理等规范。

本文件适用于饲用富铁酿酒酵母液体发酵的生产。

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 4789.15-2016 食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数
GB/T 13091  饲料中沙门氏菌检验方法

GB/T 13092  饲料中霉菌检验方法

GB/T 13885-2017 饲料中钙、铜、铁、镁、锰、钾、钠和锌含量的测定

NY/T 1444   微生物饲料添加剂技术通则
3 术语与定义

NY/T 1444界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1 

富铁酿酒酵母液体菌种(iron-enriched saccharomyces cerevisiae)
将富铁酿酒酵母菌接种在添加一定量硫酸亚铁的培养基中进行液体发酵培养所获得的发酵菌液。具有将无机铁转化生成为有机铁，兼具酿酒酵母菌和有机铁的营养功能。

4 发酵工艺

4.1 工艺流程

工艺流程见图1。









图1 富铁酿酒酵母液体发酵工艺流程 
4.2 菌种保藏与活化

采用30%甘油管将菌种保藏在-80℃超低温冰箱，发酵前取出甘油管，自然升温至常温，无菌条件下用接种环挑取少量甘油液到麦芽汁琼脂平板（参照附录A.1配制）划线，28℃培养。24h后，挑取生长旺盛的单菌落至麦芽汁琼脂平板重新划线培养，重复2-3次以活化酿酒酵母菌种。活化好的菌种接种到麦芽汁琼脂斜面培养管中，培养24h后冷藏备用。

4.3 摇瓶液体菌种制备

4.3.1 液体培养基配制

    参照附录A.2配制。

4.3.2 装瓶灭菌

    将配制的培养基装入摇瓶中，装液量为摇瓶容量的30～40%，聚丙烯膜或瓶塞封口。在121～126 ℃，0.14～0.16MPa的压力下，保持30min。
4.3.3 接种培养

    将灭菌后的培养基冷却至28℃以下，无菌条件下从酿酒酵母斜面培养管中挑取2～3环菌丝体，接种于液体摇瓶培养基中，接种后移至摇床，于28～30℃，180～220r/min条件下振荡培养24h。
4.4 发酵罐液体菌种制作

4.4.1 发酵罐检修 

    非连续生产使用的发酵罐，在使用前均需检修与清洗，以确保设备的电气、机械和控制系统正常。同时配套的空气系统、蒸汽系统均应检修正常方可进行发酵生产。

4.4.2 发酵罐清洗与空消

    发酵罐内及管道在发酵前均应进行清洗，必要时可先用碱液浸泡pH9.0并煮沸，冷却后用自来水清洗干净，确保内壁无任何污垢。
发酵罐清洗干净后，进行空消，即空罐灭菌，但其操作流程完全等同实罐灭菌，保温时罐内压力0.14～0.16MPa、温度121～126℃，保温时间30min。

4.4.2 培养基配制

    参照附录A.3配制。

4.4.3 投料与定容

    打开罐盖，开启搅拌，将液体培养基加入罐内，加水定容，调pH至4.8，装液量为发酵罐总体积的 60～70％，混合均匀。

4.4.4 发酵罐实消

夹层通蒸汽预热培养基至80℃后，蒸汽进罐升温至121℃，0.14～0.16MPa，停搅拌，保压恒温30min。保温灭菌完毕关闭所有蒸汽，通入无菌空气，打开循环冷却水降温至28℃备用。
4.4.5 接种

利用火焰保护接种，接种量为 0.5～1%（V/V）。

4.4.6 发酵培养

罐温为28～32℃，罐压为0.14～0.16MPa，通气比为1.08，搅拌速度为180～220r/min，培养时间为36～48h，pH值≤4，溶氧DO值至最低值迅速反弹即0时终止发酵。
5 质量检测 

5.1 有效活菌数的测定

    酿酒酵母菌活菌数≥8*108 CFU/ml，测定方法按GB 4789.15-2016规定执行。

5.2 Fe2+的测定 

    按GB/T 13885-2017规定执行。

5.3 沙门氏菌检验

按GB/T 13091规定执行。

5.4 霉菌检验 

按GB/T 13092规定执行。

6 记录与存档   

生产档案应有电子档案和纸质档案保存，资料记录完整准确，档案内容见附录 B。档案记录一式2份保存于生产基地和技术指导单位，档案保存3年以上。

附录A

培养基配方

A.1 麦芽汁琼脂培养基

    麦芽浸粉20g，蛋白胨1g，葡萄糖20g，琼脂15g，水1000ml，pH自然。
A.2 麦芽汁液体培养基

    麦芽浸粉20g，蛋白胨1g，葡萄糖20g，氯霉素0.1g，水1000ml，pH自然。

A.3 酿酒酵母富铁液体培养基

蔗糖50g、尿素4g、酵母膏24g、KH2PO4 2.5g、MgSO4·7H2O 0.5g、FeSO4·7H2O 4.5g，水1000ml，pH4.8。

附 录 B

 富铁酿酒酵母菌种液体发酵生产档案
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