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双孢蘑菇液体菌种发酵工艺研究 
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摘 要 通过摇瓶培养及发酵罐发酵试验，对双孢蘑菇 2796 

液体菌种发酵工艺条件进行的优化结果为：液体发酵培养基的 

最佳初始 pH值6．5，最适培养温度 25℃，接种量5％，培养时间 

5~6 d。发酵液的pH值与菌丝球生物量等指标可作为液体菌种 

发酵终点判断的依据。双孢蘑菇液体菌种传代和扩增试验结果 

表明，斜面母种经 5级传代扩增 1万倍后菌丝仍具有较高活力。 

一 级～五级液体菌种活力相近，作为原种按 1％接种量制备固体 

栽培菌种菌丝平均满瓶时间为27 d，比传统的固体原种制备栽 

培菌种时间缩短25％。 
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双孢蘑菇是近年来我国许多地方大力发展的一种优质草 

腐型食用菌 。液体菌种能够克服传统 的固体菌种生产周期长 、 

菌龄不一致等缺点，但对生产工艺及技术条件要求高，目前多 

数试验仍停 留在摇瓶培养阶段 。为此 ，笔者利用 lO L全 自动 

发酵罐对双孢蘑菇液体菌种的发酵工艺进行了研究，并对不 

同扩增倍数 的液体菌种 的活力进行了比较 。 

1材料与方法 

1．1 供试菌株 双孢蘑菇(Agaricus bisporus)2796，由华 中农 

业大学菌种 中心提供 。 

1．2 培养基 马铃薯完 全培养基⋯：马铃薯 200 g，蔗 

糖20g，KHzPO42g，MgSO4"7HzO0．1 g，琼脂 20g，水 1 000mL，pH 

自然。用作食用菌斜面培养。②摇瓶菌种培养基：12Be麦芽汁 

30 mL，玉米粉 10 g，KI-IzPO4 1 g，MgS04 0．5 g，VBI 10 mg，水 

l 000 mL，pH 6．5。用于一级液体菌种的培养。⑧液体菌种发酵 

培养基：麸皮 30 g，玉米粉 10 g，蛋白胨 1 g，磷酸二氢钾 0．8 g， 

硫酸镁 0．5 g，VB】10 mg／L，水 1 000 mL，pH值 6．5。用 于二级～ 

五级液体菌种及发酵罐液体菌种培养。 固体原种培养基：小 

麦 97％，粪草 l％，石灰 1％，石膏 1％，含水量 63％。⑤ 固体栽 

培种培养基 ：小麦 89％，麸皮 9％，石灰 1％，石膏 1％，含水量 

60％，装瓶后在瓶 口盖少许稻草粉 。 

1．3 试验方法 

1-3．1 摇瓶液体 菌种制备及 其活力测定 将活化的斜面母种 

分割成大小约0．5 cm 的小块，取一小块接种到液体培养基 

中，于 25℃先静置 24 h，然后恒温振荡培养得一级摇瓶菌种， 

再将培养好的一级摇瓶液体菌种按 10％接种量转接到二级 

液体菌种摇瓶中，依次扩大培养至五级菌种。摇瓶培养条件 

为：250 mL三角瓶装液量 100 mL培养基，转速 150 r／min， 

25℃振荡培养 5-7 d。将各级液体菌种分别按 l％接种量接种 
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固体栽培种培养基，25℃恒温培养，记录每瓶菌种菌丝满瓶天 

数，并计算各级菌种满瓶的平均天数，每个处理 l0瓶重复。 

1．3_2发酵罐液体菌种培养 采用 1OL全自动气升式搅拌玻 

璃发酵罐 ，装液量为 6L，按 照 5％接种量接种已经 活化好的三 

角瓶液体菌种，25℃发酵 8d。每间隔24 h取样测定菌丝球生物 

量 、菌丝球密度 、菌丝球直径 、还原糖含量 ，并记 录 pH的变化。 

1．3-3 茵丝球生物量测定 发酵液经 4层纱布过滤 ，置滤纸 

上吸干水分后用电子天平称菌丝球湿重。 

1．3．4 不 同初始 pH值试验 从 pH4~8．5分设 1O个处理 ，采 

用一级液体菌种培养基摇床培养 144 h，培养结束后测菌丝球 

生物量。 

1_3．5 不同发酵温度试验 从 20～29℃分设 5个温度处理， 

采用一级液体菌种培养基摇床培养 144h，培养结束后测菌丝 

球生物量 。 

1．3．6 不同接种量试验 采用液体菌种发酵培养基，分别按 

2．5％～12．5％的接种量接入一级液体菌种 ，25℃摇床培养 5 d， 

分别测量菌丝球生物量 、菌丝球密度及菌丝球直径 。 

1．3．7 发 酵指 标测定 pH值 测定 以 pHS一3C型酸度计测定 

pH值。还原糖测定取发酵液上清液按 3，5一二硝基水杨酸比 

色法测定还原糖含量 。 

2 结果与分析 

2．1 发 酵初始 pH值对 双孢蘑 菇菌 丝球 生物量 的影响 试 

验结果表明：当pH值小于 4或者大于pH 8．5的时候，双孢蘑 

菇菌丝不能生长；pH 6．5时菌丝球生物量达到最大值。当发酵 

初始 pH值超过 6．5时，随着pH值的上升，菌丝球生物量逐 

步降低(图 1)。 
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图 1 pH值对双孢蘑菇生物量的影响 

2．2 培养温度对菌丝球生物量影响 温度试验结果表明： 

25℃时，双孢蘑菇菌丝球生物量达 9-32 g／100 mL，菌丝球密度 

达437个／mL，均为最大值(表 1)。因此，25℃为双孢蘑菇 2796 

液体菌种发酵的最适温度。在 21~27℃内，双孢蘑菇液体菌种 

的生物量均较 稳定 ，但培养温 度超过 27℃后 ，菌丝球 的生物 

量显著下降。 

2．3 接 种量 对菌丝球生物量 的影响 不 同接种量试验结果 
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表 1 培养温度对双孢蘑菇菌丝生物置的影响 

表明：液体菌种接种量为 5％时菌丝球生物量接种量 2．5％时 

有明显的提高 ，但是接种量超过 5％后的各处理之间菌丝球 

的生物量 、直径及数量差异不大(表 2)。因此 ，双孢蘑菇液体 

菌种扩大培养时接种量选择 5％较为合适。与其他一些食用 

菌液体菌种相比 ，这一接种量相对较低，有利于降低液体菌 

种生产成本 。 

表 2 不同接种量对液体菌种生物量的影响 

2．4 双孢蘑菇液体菌种发酵试 验结果 采用 10 L气升式发 

酵罐进行的液体菌种发酵试验结果表明：发酵至第 5天(96 h) 

时，双孢蘑菇菌丝球的生物量达到最大值的88．9％，至第 6天 

(120 h)时，发酵罐中菌丝球生物量达到最大值，随后菌丝球 

的生物量保持相对稳定并开始逐步下降(图2)。发酵过程中 

还原糖含量相对较稳定 ，pH值在前 3天变化不大，但随后则 

明显下降 ，这与金针菇的液体发酵结果相似 。通过对发酵过 

程中pH值与菌丝球生物量等指标分析，可以将第 6天确定 

为发酵终点，而在生产应用中，可选择发酵第 5天一第 6天作 

为液体菌种发酵终点，此时的菌丝球生物量及活性最高。 
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图2 双孢蘑菇发酵罐试验结果 

2．5 液体菌种转接 固体 栽培种 生长速 度比较 将不 同扩 增 

倍数的液体菌种作为原种转接固体栽培种的试验结果表明： 

采用一级～四级液体菌种接种的菌种瓶菌丝的满瓶时间相 

近 ，除 5级种之 外 ，基本都 处在一 个上下 5％波 动区 间之 内 ， 

因此 ，液体菌种一级～四级种之间传代很稳定。接种各级液体 

菌种的满瓶时间皆比接种固体菌种的满瓶时间短，其平均满 

瓶时间为27 d，而按传统方法制备的栽培种满瓶时间为 36 d， 

在满 瓶时间上缩短 了 25％(图 3)，表 明各 级液体菌种均具有 

较好 的活力。五级液体菌种的放大系数达 1万倍 ，可满足 工厂 

生产的需要。双孢蘑菇麦粒原种的满瓶时间一般需30d左右凹， 

而采用二级液体菌种作为原种只需 l0～12 d，因此 ，液体菌种 

可大大缩短双孢蘑菇原种和栽培种的制种时间。 
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图3 液体菌种与固体菌种生长速度比较 

按照传统的双孢蘑菇制种方法，1支试管斜面母种可转 

接 6瓶 750 mL原种，每瓶原种再转接 40瓶左右 750mL的栽 

培种 ，故 1支斜面母种 可生产 180L固体栽培种。同样 1支试 

管母种可转接 20瓶一级液体菌种，每瓶装量 100 mL，共 2 L， 

按 10％接种量经逐级扩大培养，每级液体菌种放大 10倍 ，则 

二级～四级液体菌种扩增倍数依次为 10-1 000倍，1支斜面母 

种生产的液体菌种量分别为 20 L-2 000『J’若按 1％接种量分 

别接种固体栽培种，则分别可生产 2 000 L~200000 L固体栽 

培种，是传统制种方法生产量的 1 000多倍。因此，采用液体 

菌种作为原种制种可以保证菌种质量的均一性和稳定性。 

3 小 结 

3．1液体菌种具有制种周期短 、菌龄一致、有利于机械化操作 

等优点，是食用菌工厂化生产发展的重要方向之一。研究通过 

摇瓶培养和发酵罐液体发酵试验，获得了适合于双孢蘑菇液 

体菌种发酵工艺条件为最佳初始发酵培养基 pH值为 6．5，最 

适培养温度为 25℃，接种量为 5％，培养时间5~6 d。pH值与 

菌丝球生物量可作为判断发酵终点的指标。 

3．2 双孢蘑菇摇瓶液体菌种扩增试验结果表 明 ，斜 面母种经 

传代扩增 l万倍后菌丝仍具有较高活力 ，可以满足液体菌种 

规模化生产的需要。不同扩增倍数的液体菌种传代稳定，菌丝 

活力相近。采用液体菌种作为原种制备双孢蘑菇固体栽培栽 

培菌种菌丝平均满瓶时间为 27 d，比传统的固体原种制备栽 

培菌种时间缩短 25％，1只斜面母种可生产的固体栽培种数 

量是传统制种方法的 1 000多倍。 
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