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一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法及其

应用

(57)摘要

本发明公开了一种水飞蓟粕微生物饲料的

制备方法及应用，将水飞蓟粕添加酸性蛋白酶，

纤维素酶，木聚糖酶，甘露聚糖酶，α-半乳糖苷

酶，β葡聚糖酶，植酸酶，再添加磷酸氢钙，搅拌

均匀，经芽孢杆菌和酵母菌一期发酵，然后添加

乳酸菌、双歧杆菌在单向膜厌氧袋中再经二期厌

氧发酵成微生物饲料成品；不仅增加了活菌含

量；其制备原料无需进行灭菌，制备产品无需进

行干燥处理，降低生产成本；并且微生物饲料成

品中含有丰富的活菌、酶群、维生素、脂类、有机

酸、氨基酸、各种寡糖及辅酶因子、小肽等功能物

质，且杂菌少，饲用效果明显；提高饲料利用率；

并有效提高饲喂对象免疫力和抵抗力，代替抗生

素的使用，进一步改善动物产品品质，消除栏舍

恶臭，生态效益明显。
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1.一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于包括如下步骤：

(1)一期固态发酵：将复合水飞蓟粕添加2-200g/t的纤维素酶(酶活力为1万u/g)，6-

200g/t的木聚糖酶(酶活力为18万u/g)、1-20g/t的甘露聚糖酶(酶活力为1万u/g)、3-300g/

t的α-半乳糖苷酶(酶活力为500u/g)、1-200g/t的酸性蛋白酶(酶活力为6万u/g)、1-200g/t

的β葡聚糖酶(酶活力为5万u/g)、1-100g/t的植酸酶(酶活力为10万u/g)以及以质量计算

0.05-0.5％的磷酸氢钙制备成复合水飞蓟粕混合物；以复合水飞蓟粕混合物为原料，接种

混合芽孢杆菌液体菌种和混合酵母菌液体菌种，两种菌种的接种量均为0.1％-10％；接种

后充分搅拌，28-38℃通气发酵12-36h，得一期固态发酵半成品；其中所述复合水飞蓟粕以

质量计算包括10％-50％的水飞蓟粕、10％-30％的醋渣或酒渣、32％-50％的水；

(2)二期固态发酵：将混合乳酸菌种子液与双歧杆菌种子液按照1:(1-4)混合后，接种

到一期固态发酵半成品上，接种量为0.1％-12％；充分搅拌，装入单向膜厌氧袋，常温下进

行二期厌氧发酵2周以上后即可得到所需水飞蓟粕微生物饲料。

2.根据权利要求1所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：步骤(1)中所

述混合芽孢杆菌液体菌种的培养方法为：无菌条件下分别将4℃保存的地衣芽孢杆菌、枯草

芽孢杆菌、纳豆杆菌各接一环至芽孢杆菌斜面培养基中，30-37℃培养16-36h复苏菌种；再

在芽孢杆菌平板培养基上划单菌落，挑取健壮种子，分别接种到芽孢杆菌摇瓶种子培养基

中，装液量100-300mL/L三角瓶，150-240r/min，28-38℃，培养16-24h，再以以质量计1-10％

的接种量混合接种到200L的芽孢杆菌种子罐培养基中进行扩大培养，150-240r/min，通气

量为20-50L/min，培养16-24h后制得复合芽孢杆菌液体菌种。

3.根据权利要求2所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：所述芽孢杆菌

斜面培养基和平板培养基的制备方法如下：蛋白胨10g，牛肉膏粉5g，氯化钠5g，琼脂15g，葡

萄糖20g，蒸馏水1000mL，最终pH为7.0±0.2；110-121℃灭菌20-30min；

所述芽孢杆菌摇瓶种子培养基和芽孢杆菌种子罐培养基的制备方法如下：牛肉膏

5.0g/L，蛋白胨20.0g/L，葡萄糖5.0g/L，FeCl2·6H2O  0 .07g/L，MnC12·7H2O  0 .01g/L，

MgSO4·7H2O  0.15g/L，pH  6.5-7.0，110-121℃灭菌20-30min。

4.根据权利要求1所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：步骤(1)中所

述混合酵母菌液体菌种的培养方法为：无菌条件下分别将4℃保存的酵母菌菌种啤酒酵母，

热带假丝酵母分别接一环至酵母菌斜面培养基中，28-38℃培养24-48h复苏菌种；再挑单菌

落各在酵母菌平板培养基上划单菌落，挑取健壮种子，分别接种到酵母菌摇瓶种子培养基，

装液量为每L三角瓶装液100-300mL,150-240r/min，28-38℃,培养24-48h，再以以质量计算

1-10％的接种量混合接种到200L的酵母菌种子罐培养基种进行扩大培养，150-240r/min，

通气量为20-50L/min，培养24-48h后制得复合酵母菌液体菌种。

5.根据权利要求4所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：所述酵母菌斜

面培养基和酵母菌平板培养基的制备方法如下：葡萄糖2g、酵母浸出物1g、蛋白胨2g、琼脂

2g，蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；110-121℃灭菌20-30min；

所述酵母菌摇瓶种子培养基和酵母菌种子罐培养基的制备方法如下：葡萄糖2g、酵母

浸出物1g、蛋白胨2g、蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；110-121℃灭菌20-30min。

6.根据权利要求1所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：步骤(2)中所

述混合乳酸菌种子液的制备方法如下：将植物乳杆菌，保加利亚乳杆菌，嗜酸乳杆菌，乳酸
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乳杆菌,干酪乳杆菌分别接一环在乳酸菌MRS斜面培养基上划线活化，在33-38℃培养24-

28h进行复壮，并形成单菌落，再各挑取单菌落，接种到乳酸菌种子培养基，35-38℃静置培

养24-48h，通入氮气使溶氧维持为0，定时取样，测定生物量以判定接种时机；再各按以质量

计算1-10％的接种量接种到乳酸菌种子罐培养基静置培养24-60h，通入氮气使溶氧维持为

0，定时取样，测定生物量以判定接种时机。

7.根据权利要求6所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：所述乳酸菌

MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉5g/L，牛肉膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠

檬酸二铵2g/L，吐温80  1.0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4  2g/L，MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·

4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；115-120℃条件下高压灭菌20-30min；

所述乳酸菌种子培养基和乳酸菌种子罐培养基的制备方法如下：大豆低聚糖2.25％、

葡萄糖2.00％、蛋白胨1.25％、酵母粉1.25％、番茄汁6.50％、吐温80  0.10％、磷酸氢二钾

0.20％，余量的蒸馏水；pH  6.5，1L的三角瓶装液量200mL；115-120℃条件下高压灭菌20-

30min。

8.根据权利要求1所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：步骤(2)中所

述混合双歧杆菌种子液的制备方法如下：取两歧双歧杆菌，动物双歧杆菌菌种，在厌氧操作

台上，在双歧杆菌MRS斜面培养基上划线复壮，置于37℃厌氧培养36h后挑选强壮单菌落，接

入装有10mL液体MRS培养基的充满氮气的厌氧管中，置于37℃厌氧培养24h；再按1％的接种

量，接种到1L厌氧瓶双歧杆菌增殖培养基中置于37℃厌氧培养24h，然后再按2％的接种量

接到种子罐双歧杆菌增殖培养基中，进行37℃厌氧培养20h后即得，活菌数达1×108cfu/

mL。

9.根据权利要求8所述的水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，其特征在于：所述双歧杆菌

MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉5g/L，牛肉膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠

檬酸二铵2g/L，吐温80  1.0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4  2g/L，MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·

4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；115-120℃条件下高压灭菌15-30min；

所述液体MRS培养基的制备方法同双歧杆菌MRS斜面培养基，不同之处在于未添加琼

脂；

所述厌氧瓶双歧杆菌增值培养基以及种子罐双歧杆菌增殖培养基的制备方法如下：蛋

白胨5.0g，牛肉膏5.0g，胰蛋白胨10.0g，酵母浸出粉5.0g，葡萄糖10.0g，吐温-80  1 .0ml，

K2HPO4  2.0g，乙酸钠5.0g，柠檬酸氢二铵2.0g，ZnSO4·7H2O  0.25g，MgSO4·7H2O  0.1g，聚果

糖5g和碳酸钙1g番茄汁65ml；加蒸馏水至1000ml，调pH值为6.5；115-120℃条件下高压灭菌

15-30min。

10.一种权利要求1制备的水飞蓟粕微生物饲料的应用，其特征在于添加到普通饲料中

去进行应用，添加量为以质量计算5％-30％。
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一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及饲料的制备领域，尤其涉及一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法及其

应用。

背景技术

[0002] 目前饲料产业市场规模巨大，并且以每年约15％的速率增加，但利润却很低，绝大

多数是以粮食为原料进行生产，成本难以降低。以非粮原料通过系列微生物处理生产价廉

物美的生物饲料，将是今后的发展方向之一。微生物饲料是近年热门起来型环保安全饲料，

由益生菌等为主要发酵菌种生产的活性饲料，菌酶丰富，小分子蛋白小肽等含量占主要成

份，对动物具有防治疾病、促进生长、提高饲料利用率、保健等多方面的益生作用，可以完全

或部分替代抗生素。

[0003] 水飞蓟粕是中药厂提取水飞蓟素后的残渣，大部分情况会进行丢弃从而污染了环

境，还有一部分情况以低价买给牛羊养殖户，但是难以得到较好的利用。实际上水飞蓟粕还

含有20％以上的蛋白，碳水化合物丰富，其中淀粉20％以上，粗纤维30％到40％，特别是总

黄酮残留量有1％以上，如果将其应用到动物的饲料上去，利用价值显著；但是按目前的大

部分做法直接以一定比例给动物进行添加，存在动物适口性不佳，消化吸收率低，附加值不

高，饲用效果不显著的问题。

[0004] 将水飞蓟粕用于生产微生物饲料目前也有极少数的报道，如中国发明专利

201210183876.5公开了一种用黑曲霉和热带假丝酵母接种后好氧发酵，再干燥成成品的方

法；但是培养基灭菌，发酵成品要干燥处理都增大成本，设备要求高，并且干燥处理后菌酶

及功能物质活性大打折扣，适口性不佳，加上尿素等无机氮的残留把控不好会引起单胃动

物的中毒。

[0005] 若能提出一种生产成本较低，且极大的利用水飞蓟粕中营养成分，适口性较好的

水飞蓟粕微生物饲料将会带来很大的市场效益。

发明内容

[0006] 发明目的：为了克服现有技术中存在的问题，本发明提出了一种水飞蓟粕微生物

饲料的制备方法及其应用，制备原料无需灭菌处理，产品无需干燥处理，生产成本低，产品

活菌数高，酶含量丰富，杂菌少，大幅度提高了畜禽饲料的利用率。

[0007] 技术方案：为了解决上述技术问题，本发明所采用的技术方案为：一种水飞蓟粕微

生物饲料的制备方法，包括如下步骤：

[0008] (1)一期固态发酵：将复合水飞蓟粕添加2-200g/t的纤维素酶(酶活力为1万u/g)，

6-200g/t的木聚糖酶(酶活力为18万u/g)、1-20g/t的甘露聚糖酶(酶活力为1万u/g)、3-

300g/t的α-半乳糖苷酶(酶活力为500u/g)、1-200g/t的酸性蛋白酶(酶活力为6万u/g)、1-

200g/t的β葡聚糖酶(酶活力为5万u/g)、1-100g/t的植酸酶(酶活力为10万u/g)以及以质量

计算0.05-0.5％的磷酸氢钙制备成复合水飞蓟粕混合物；以复合水飞蓟粕混合物为原料，

说　明　书 1/8 页

4

CN 109463531 A

4



接种混合芽孢杆菌液体菌种和混合酵母菌液体菌种，两种菌种的接种量均为0.1％-10％；

接种后充分搅拌，28-38℃通气发酵12-36h，得一期固态发酵半成品；其中所述复合水飞蓟

粕以质量计算包括10％-50％的水飞蓟粕、10％-30％的醋渣或酒渣、32％-50％的水；

[0009] (2)二期固态发酵：将混合乳酸菌种子液与双歧杆菌种子液按照1:(1-4)混合后，

接种到一期固态发酵半成品上，接种量为0.1％-12％；充分搅拌，装入单向膜厌氧袋，常温

下进行二期厌氧发酵2周以上后即可得到所需水飞蓟粕微生物饲料。

[0010] 本发明采用的主力益生菌为乳酸菌、双歧杆菌、酵母菌、枯草杆菌都在美国FDA、饲

料管理协会及中国农业部公布的益生菌中，枯草杆菌类能形成芽孢，将自己保护起来，发芽

快，复活率高，最能耐酸、碱、盐及抗高温高压，因而在饲料加工、保存、通过胃酸环境等过程

中有较高的稳定性。酵母菌是好氧兼厌氧的特性，定植肠道后可夺取肠内有限的氧气，维持

肠内厌氧环境，从而促进乳酸菌、双歧杆菌等的生长，抑制各种有害菌的繁殖。这些益生菌

生产丰富的酶群、维生素、氨基酸、有机酸、寡糖等物质，提高饲料利用率和总体营养水平，

促进机体免疫器官成熟，使T淋巴细胞和B淋巴细胞增多，提高机体的免疫力，同时，枯草杆

菌可产生70多种包括枯草杆菌素等抗菌物质，能杀死或抑制大部分葡萄球菌、链球菌、绿脓

杆菌、肠道杆菌、沙门氏菌、变形杆菌等有害菌。枯草杆菌能产生氨基氧化酶及分解硫化氢

的酶类等，动物食用后，粪便恶臭大大降低。

[0011] 此外，由于枯草杆菌、酵母菌、乳酸菌、双岐杆菌等都不能有效地降解木质纤维素，

本发明加入了纤维素酶，半纤维素酶，果胶酶，植酸酶、蛋白酶等酶制剂；填补了其功效空

缺。

[0012] 更进一步的，步骤(1)中所述混合芽孢杆菌液体菌种的培养方法为：无菌条件下分

别将4℃保存的地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、纳豆杆菌各接一环至芽孢杆菌斜面培养基

中，30-37℃培养16-36h复苏菌种；再在芽孢杆菌平板培养基上划单菌落，挑取健壮种子，分

别接种到芽孢杆菌摇瓶种子培养基中，装液量100-300mL/L三角瓶，150-240r/min，28-38

℃，培养16-24h，再以以质量计1-10％的接种量混合接种到200L的芽孢杆菌种子罐培养基

中进行扩大培养，150-240r/min，通气量为20-50L/min，培养16-24h后制得复合芽孢杆菌液

体菌种。

[0013] 更进一步的，所述芽孢杆菌斜面培养基和平板培养基的制备方法如下：蛋白胨

10g，牛肉膏粉5g，氯化钠5g，琼脂15g，葡萄糖20g，蒸馏水1000mL，最终pH为7.0±0.2；110-

121℃灭菌20-30min；

[0014] 所述芽孢杆菌摇瓶种子培养基和芽孢杆菌种子罐培养基的制备方法如下：牛肉膏

5.0g/L，蛋白胨20.0g/L，葡萄糖5.0g/L，FeCl2·6H2O  0 .07g/L，MnC12·7H2O  0 .01g/L，

MgSO4·7H2O  0.15g/L，pH  6.5-7.0，110-121℃灭菌20-30min。

[0015] 更为优选的，步骤(1)中所述混合酵母菌液体菌种的培养方法为：无菌条件下分别

将4℃保存的酵母菌菌种啤酒酵母，热带假丝酵母分别接一环至酵母菌斜面培养基中，28-

38℃培养24-48h复苏菌种；再挑单菌落各在酵母菌平板培养基上划单菌落，挑取健壮种子，

分别接种到酵母菌摇瓶种子培养基，装液量为每L三角瓶装液100-300mL ,150-240r/min，

28-38℃,培养24-48h，再以以质量计算1-10％的接种量混合接种到200L的酵母菌种子罐培

养基种进行扩大培养，150-240r/min，通气量为20-50L/min，培养24-48h后制得复合酵母菌

液体菌种。
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[0016] 更进一步的，所述酵母菌斜面培养基和酵母菌平板培养基的制备方法如下：葡萄

糖2g、酵母浸出物1g、蛋白胨2g、琼脂2g，蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；110-121℃灭菌

20-30min；

[0017] 所述酵母菌摇瓶种子培养基和酵母菌种子罐培养基的制备方法如下：葡萄糖2g、

酵母浸出物1g、蛋白胨2g、蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；110-121℃灭菌20-30min。

[0018] 更为优选的，步骤(2)中所述混合乳酸菌种子液的制备方法如下：将植物乳杆菌，

保加利亚乳杆菌，嗜酸乳杆菌，乳酸乳杆菌,干酪乳杆菌分别接一环在乳酸菌MRS斜面培养

基上划线活化，在33-38℃培养24-28h进行复壮，并形成单菌落，再各挑取单菌落，接种到乳

酸菌种子培养基，35-38℃静置培养24-48h，通入氮气使溶氧维持为0，定时取样，测定生物

量以判定接种时机；再各按以质量计算1-10％的接种量接种到乳酸菌种子罐培养基静置培

养24-60h，通入氮气使溶氧维持为0，定时取样，测定生物量以判定接种时机。

[0019] 更进一步的，所述乳酸菌MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉

5g/L，牛肉膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠檬酸二铵2g/L，吐温80  1.0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4 

2g/L，MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；115-120℃条件下

高压灭菌20-30min；

[0020] 所述乳酸菌种子培养基和乳酸菌种子罐培养基的制备方法如下：大豆低聚糖

2.25％、葡萄糖2.00％、蛋白胨1.25％、酵母粉1.25％、番茄汁6.50％、吐温80  0.10％、磷酸

氢二钾0.20％，余量的蒸馏水；pH  6.5，1L的三角瓶装液量200mL；115-120℃条件下高压灭

菌20-30min。

[0021] 更为优选的，步骤(2)中所述混合双歧杆菌种子液的制备方法如下：取两歧双歧杆

菌，动物双歧杆菌菌种，在厌氧操作台上，在双歧杆菌MRS斜面培养基上划线复壮，置于37℃

厌氧培养36h后挑选强壮单菌落，接入装有10mL液体MRS培养基的充满氮气的厌氧管中，置

于37℃厌氧培养24h；再按1％的接种量，接种到1L厌氧瓶双歧杆菌增殖培养基中置于37℃

厌氧培养24h，然后再按2％的接种量接到种子罐双歧杆菌增殖培养基中，进行37℃厌氧培

养20h后即得，活菌数达1×108cfu/mL。

[0022] 更进一步的，所述双歧杆菌MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉

5g/L，牛肉膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠檬酸二铵2g/L，吐温80  1.0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4 

2g/L，MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；115-120℃条件下

高压灭菌15-30min；

[0023] 所述液体MRS培养基的制备方法同双歧杆菌MRS斜面培养基，不同之处在于未添加

琼脂；

[0024] 所述厌氧瓶双歧杆菌增值培养基以及种子罐双歧杆菌增殖培养基的制备方法如

下：蛋白胨5.0g，牛肉膏5.0g，胰蛋白胨10.0g，酵母浸出粉5.0g，葡萄糖10.0g，吐温-80 

1 .0ml，K2HPO4  2 .0g，乙酸钠5.0g，柠檬酸氢二铵2.0g，ZnSO4·7H2O  0 .25g，MgSO4·7H2O 

0.1g，聚果糖5g和碳酸钙1g番茄汁65ml；加蒸馏水至1000ml，调pH值为6.5；115-120℃条件

下高压灭菌15-30min。

[0025] 本发明还公开了上述方法制备的水飞蓟粕微生物饲料的应用，具体为添加到普通

饲料中去进行应用，添加量为以质量计算5％-30％。

[0026] 有益效果：本发明提供的一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法及应用，与现有技
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术相比，具有以下优点：

[0027] (1)对各种菌种进行分布发酵，需氧菌和厌氧菌生长都能有效地生长，进一步增加

了活菌含量；

[0028] (2)制备原料无需进行灭菌，制备产品无需进行干燥处理，降低生产成本；

[0029] (3)微生物饲料成品中含有丰富的活菌、酶群、维生素、脂类、有机酸、氨基酸、各种

寡糖及辅酶因子、小肽等功能物质，且杂菌少，饲用效果明显；提高饲料利用率；

[0030] (4)有效提高饲喂对象免疫力和抵抗力，代替抗生素的使用，进一步改善动物产品

品质，消除栏舍恶臭，生态效益明显。

具体实施方式

[0031] 下面结合实施例对本发明作进一步的详细说明：

[0032] 实施例1：

[0033] 一种水飞蓟粕微生物饲料的制备方法，包括如下步骤：

[0034] (1)一期固态发酵：

[0035] 1-A)复合水飞蓟粕混合物的制备：

[0036] 按40％的水飞蓟粕、25％的醋渣的比例准备复合水飞蓟粕，控制含水量为35％；向

复合水飞蓟粕中添加20g/t的纤维素酶(酶活力为1万u/g)，20g/t的木聚糖酶(酶活力为18

万u/g)、5g/t的甘露聚糖酶(酶活力为1万u/g)、30g/t的α-半乳糖苷酶(酶活力为500u/g)、

20g/t的酸性蛋白酶(酶活力为6万u/g)、20g/t的β葡聚糖酶(酶活力为5万u/g)、20g/t的植

酸酶(酶活力为10万u/g)以及以质量计算0.2％的磷酸氢钙制备成复合水飞蓟粕混合物；

[0037] 1-B)混合芽孢杆菌液体菌种的培养：

[0038] 无菌条件下分别将4℃保存的地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、纳豆杆菌各接一环至

芽孢杆菌斜面培养基中，37℃培养24h复苏菌种；再在芽孢杆菌平板培养基上划单菌落，挑

取健壮种子，分别接种到芽孢杆菌摇瓶种子培养基中，装液量200mL/L三角瓶，220r/min，37

℃，培养18h，再以以质量计2％的接种量混合接种到200L的芽孢杆菌种子罐培养基中进行

扩大培养，220r/min，通气量为30L/min，培养16h后制得复合芽孢杆菌液体菌种；

[0039] 其中，所述芽孢杆菌斜面培养基和平板培养基的制备方法如下：蛋白胨10g，牛肉

膏粉5g，氯化钠5g，琼脂15g，葡萄糖20g，蒸馏水1000mL，最终pH为7.0；121℃灭菌20min；

[0040] 所述芽孢杆菌摇瓶种子培养基和芽孢杆菌种子罐培养基的制备方法如下：牛肉膏

5.0g/L，蛋白胨20.0g/L，葡萄糖5.0g/L，FeCl2·6H2O  0 .07g/L，MnC12·7H2O  0 .01g/L，

MgSO4·7H2O  0.15g/L，pH  7.0，121℃灭菌20min。

[0041] 1-C)混合酵母菌液体菌种的培养：

[0042] 无菌条件下分别将4℃保存的酵母菌菌种啤酒酵母，热带假丝酵母分别接一环至

酵母菌斜面培养基中，32℃培养36h复苏菌种；再挑单菌落各在酵母菌平板培养基上划单菌

落，挑取健壮种子，分别接种到酵母菌摇瓶种子培养基，装液量为每L三角瓶装液200mL ,

220r/min，32℃,培养24h，再以以质量计算2％的接种量混合接种到200L的酵母菌种子罐培

养基种进行扩大培养，220r/min，通气量为30L/min，培养24h后制得复合酵母菌液体菌种。

[0043] 其中所述酵母菌斜面培养基和酵母菌平板培养基的制备方法如下：葡萄糖2g、酵

母浸出物1g、蛋白胨2g、琼脂2g，蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；121℃灭菌20min；
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[0044] 所述酵母菌摇瓶种子培养基和酵母菌种子罐培养基的制备方法如下：葡萄糖2g、

酵母浸出物1g、蛋白胨2g、蒸馏水补充至100mL；pH值为6.0；110-121℃灭菌20min。

[0045] 1-D)一期固态发酵半成品的制备：

[0046] 以步骤1-A)制备的复合水飞蓟粕混合物为原料，接种步骤1-B)制备的混合芽孢杆

菌液体菌种和步骤1-C)制备的混合酵母菌液体菌种，两种菌种的接种量均为1％；接种后充

分搅拌，37℃通气发酵24h，得一期固态发酵半成品。

[0047] (2)二期固态发酵：

[0048] 2-A)混合乳酸菌种子液的制备：

[0049] 将植物乳杆菌，保加利亚乳杆菌，嗜酸乳杆菌，乳酸乳杆菌,干酪乳杆菌分别接一

环在乳酸菌MRS斜面培养基上划线活化，在37℃培养36h进行复壮，并形成单菌落，再各挑取

单菌落，接种到乳酸菌种子培养基37℃静置培养24h，通入氮气使溶氧维持为0，定时取样，

测定生物量，菌量较浓时即可进行接种；再各按以质量计算1-10％的接种量接种到乳酸菌

种子罐培养基静置培养24-60h，通入氮气使溶氧维持为0，定时取样，测定生物量，菌量较浓

时即可进行接种。

[0050] 其中所述乳酸菌MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉5g/L，牛肉

膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠檬酸二铵2g/L，吐温80  1 .0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4  2g/L，

MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；120℃条件下高压灭菌

20min；

[0051] 所述乳酸菌种子培养基和乳酸菌种子罐培养基的制备方法如下：大豆低聚糖

2.25％、葡萄糖2.00％、蛋白胨1.25％、酵母粉1.25％、番茄汁6.50％、吐温80  0.10％、磷酸

氢二钾0.20％，余量的蒸馏水；pH  6.5，1L的三角瓶装液量200mL；115-120℃条件下高压灭

菌20-30min。

[0052] 2-B)混合双歧杆菌种子液的制备：

[0053] 取两歧双歧杆菌,动物双歧杆菌菌种，在厌氧操作台上，在双歧杆菌MRS斜面培养

基上划线复壮，置于37℃厌氧培养36h后挑选强壮单菌落，接入装有10mL液体MRS培养基的

充满氮气的厌氧管中，置于37℃厌氧培养24h；再按1％的接种量，接种到1L厌氧瓶双歧杆菌

增殖培养基中置于37℃厌氧培养24h，然后再按2％的接种量接到种子罐双歧杆菌增殖培养

基中，进行37℃厌氧培养20h后即得，活菌数达1×108cfu/mL。

[0054] 其中所述双歧杆菌MRS斜面培养基的制备方法如下：蛋白胨10g/L，酵母粉5g/L，牛

肉膏5g/L，葡萄糖20g/L，柠檬酸二铵2g/L，吐温80  1 .0ml/L，乙酸钠25g/L，K2HPO4  2g/L，

MgSO4·7H2O  0.58g/L，MnSO4·4H2O  0.25g/L，琼脂20g/L，pH  7.0；120℃条件下高压灭菌

15min；

[0055] 所述液体MRS培养基的制备方法同双歧杆菌MRS斜面培养基，不同之处在于未添加

琼脂；

[0056] 所述厌氧瓶双歧杆菌增值培养基以及种子罐双歧杆菌增殖培养基的制备方法如

下：蛋白胨5.0g，牛肉膏5.0g，胰蛋白胨10.0g，酵母浸出粉5.0g，葡萄糖10.0g，吐温-80 

1 .0ml，K2HPO4  2 .0g，乙酸钠5.0g，柠檬酸氢二铵2.0g，ZnSO4·7H2O  0 .25g，MgSO4·7H2O 

0.1g，聚果糖5g和碳酸钙1g番茄汁65ml；加蒸馏水至1000ml，调pH值为6.5；120℃条件下高

压灭菌15min。
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[0057] 2-C)二期固态发酵培养饲料成品的制备：

[0058] 将步骤2-A)制备的混合乳酸菌种子液与步骤2-B)制备的双歧杆菌种子液按照1:1

混合后，接种到一期固态发酵半成品上，接种量为1％；充分搅拌，装入单向膜厌氧袋，常温

下进行二期厌氧发酵2周以上，含水量为36％，即可得到所需水飞蓟粕微生物饲料，其产品

保质期为1-2年，保存一个月活菌数目达到高峰，可达1亿cfu/g固体以上。

[0059] 实施例2：

[0060] 其他实施方式与实施例1相同，不同之处在于步骤1-D)中混合芽孢杆菌液体菌种

的接种量为10％，步骤1-A)中酸性蛋白酶(酶活力为6万u/g)的添加量为200g/t。

[0061] 实施例3：

[0062] 其他实施方式与实施例1相同，不同之处在于步骤1-A)中纤维素酶(酶活力为1万

u/g)的添加量为200g/t；木聚糖酶(酶活力为18万u/g)的添加量为200g/t甘露聚糖酶(酶活

力为1万u/g)的添加量为20g/t；α-半乳糖苷酶(酶活力为500u/g)的添加量为300g/t；β葡聚

糖酶(酶活力为5万u/g)的添加量为200g/t。

[0063] 成品分析：

[0064] 对于实施例1-3经过二期厌氧发酵一个月后的微生物饲料成品进行样品检测后，

具体如表1所示：

[0065] 表1实施例1-3微生物饲料成品测试
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[0066]

[0067]

[0068] 结果分析：

[0069] 从表1中可以看出，本发明实施例1-3制备的一种水飞蓟粕微生物饲料酸度，按pH

计，已降到4.1，意味品质开始稳定，保质期可达1年以上。粗蛋白达20％以上，已超过一般哺

乳母猪料的蛋白量，小肽含量丰富，大大提高吸收率，益生菌活菌总数，在混合其它饲料稀

释后，还是达到菌量浓度要求，能很好的达到益生效果，霉菌毒素含量在中国一般饲料都有

测到，不少严重超标，全国麸皮呕吐毒素几乎都是超标，但本产品含量极低，达到了绿色安

全的标准。

[0070] 应用实施例4：

[0071] 试验点为浙江嘉兴南湖余新镇大不同猪场，取40只保育猪(长白猪)，20公斤左右，

随机组合成两组，每组20只，其中试验组中添加了15％的本发明实施例1制备的水飞蓟粕微
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生物饲料，对照组并未添加，而是用等量的麸皮代替，其余日粮组成相同，具体试验日粮配

方如表2，饲养90天，试验结果如表3。

[0072] 表2试验组与对照组日粮配方(％)

[0073]

日粮组成 试验组 对照组

玉米 62 62

豆粕 19 19

预混料 4 4

麸皮 0 15

水飞蓟粕微生物饲料 15 0

合计 100 100

[0074] 表3饲养试验结果

[0075]

[0076]

[0077] 从表3中可以看出，本发明制备的水飞蓟粕微生物饲料成本价为2000元/吨，售价

为2500元每吨，所以以15％的本发明微生物饲料代替15％的麸皮，麸皮按1500元每吨算，从

日粮饲料成本上试验组饲料成本多28.8元。但是使用本生物饲料的料肉比从2.67:1下降到

2.31:1，总体上讲，全期毛重相对于对照组增加12.1kg，猪价以18元/kg计算增加217.8元，

因此每头猪直接增加收入约189元，不包括用药减少，生病减少，肉质好猪价略高等增收因

素，总体上讲，使用本生物饲料，经济效果非常明显。

[0078] 应当指出，以上具体实施方式仅用于说明本发明而不用于限制本发明的范围，在

阅读了本发明之后，本领域技术人员对本发明的各种等价形式的修改均落于本申请所附权

利要求所限定的范围。
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