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摘 要：从黄水中筛选到一株富硒乳酸菌，经鉴定为布氏乳杆菌（!"#$%&"#’(()* &)#+,-.’）。通过亚

硒酸钠抗性筛选和 ,-. 液体培养基发酵培养，初步确定其富硒条件为：接种量 &" /01 2 13，亚硒酸

钠添加量 +* !4 2 56，78*9!，%: ;，培养 %* <，富硒能力为 #*9#! /。
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硒是人体必需的微量元素之一。适量的硒能清除体

内过多的活性氧自由基，从而延缓人体衰老，预防肿瘤、

心血管疾病、中枢神经系统疾病等，以及能刺激人体免

疫球蛋白及抗体的产生，增强机体对疾病的抵抗力@&A。缺

硒是克山病和大骨节病的主要原因，同时，缺硒还可导

致白内障、男性不育等疾病，艾滋病的发生和发展也可

能与其相关@!A。

生物体内的硒大多来源于蔬菜、水果、肉类等，但天

然食物中硒含量较低，无法满足人体硒的日需量，另外

我国地区性水土缺硒的情况也普遍存在，因此人体适量

的补硒是非常必要的。通过食品途径强化硒元素，已成

为目前功能性食品的研究热点之一。由于亚硒酸钠等无

机硒毒性高，吸收率低，不适于直接添加到食品中，所以

通过生物学的方法将无机硒转化为有机硒，是生产富硒

食品及其添加剂的最好方法。目前有机硒的获得主要有

微生物转化法、植物天然转化法、种子发芽转化法、动物

转化法等@%A。微生物转化法中较多的是培养富硒酵母，所

用菌种一般是啤酒酵母，富硒酵母在国外已实现工业化

生产。

国内外学者对于富硒酵母已进行了大量的研究，而

其他富硒微生物却极少报道，仅见宋照军等@+B#A对嗜酸乳

杆菌等 % 类常见乳酸菌富硒能力进行了初步研究。

乳酸菌是食品发酵工业中应用最广泛的微生物之

一，乳酸菌发酵食品风味独特、营养丰富，具有众多的医

疗保健作用，是公认的营养保健食品@*A。黄水是浓香型白

酒酿造过程中的副产物B含有丰富的醇、醛、酸、酯等呈

香呈味物质和经长期驯化的有益微生物等@:A。笔者从黄

水中筛选到一株乳酸菌，初步鉴定为布氏乳杆菌（!"#$%/
&"#’(()* &)#+,-.’），对其富硒条件、能力进行了初步研

究，以期对进一步研究开发富硒的活性乳酸菌功能食品

有所助益。

& 材料与方法

&9& 材料

酿酒科技 !""# 年第 ( 期（总第 &%+ 期）·!"#$%&’()*"+, -."/+./ 0 1/.2+%!%,3 !""# CD9(0=DE9&%+3



酿酒科技 !""# 年第 $ 期（总第 %&’ 期）·!"#$%&’()*"+, -."/+./ 0 1/.2+%!%,3 !""# ()*$+,)-*%&’.

%*%*% 样品来源

四川某浓香型白酒酿造企业窖池中黄水。

%*%*! 培养基

筛选培养基：改进 /01 培养基2$3。蛋白胨 %"*" 4，牛

肉膏 %"*" 4，酵母提取物 #*" 4，葡萄糖 !"*" 4，5!678’

!*" 4，吐温 $" 为 % 9:，柠檬酸三铵 !*" 4，乙酸钠 #*" 4，

/418’·;6!8 "*#$ 4，/<18’·’6!8 "*!# 4，琼脂 %# 4，蒸馏

水 %""" 9:，=6>*!?>*’。

发酵培养基：筛选培养基不加琼脂。

%*%*& 试剂

"*#@ &A&BC二 氨 基 联 苯 胺 溶 液 ，# @ DE,FC!(G 溶

液，%H% 盐酸溶液，甲苯，# @ (G86 溶液，%" @ 6(8& 溶

液，%""" 94 I : 亚硒酸钠储备液 +准确称取 "*%"" 4 亚硒

酸钠于 #" 9: 烧杯中，加入 %H% 盐酸 %" 9:，加热溶解，

冷却后移至 %"" 9: 容量瓶中，用 %" @ 6(8& 溶液洗烧

杯若干次，合并洗液于容量瓶中，再用 %" @ 6(8& 溶液

稀释至刻度，即为 %""" 94 I : 亚硒酸钠储备液。临用时

用蒸馏水稀释成浓度 % !4 I 9: 的亚硒酸钠标准溶液。

%*%*’ 仪器

;#! 紫外分光光度计、=61C!J 型酸度计、台式高速

离心机等。

%*! 方法

%*!*% 富硒乳酸菌的筛选和耐硒性能测定

样品用无菌水适当稀释，取一定量涂布于固态筛选

培养基，&; K倒置培养 ;! L，待长出菌落后挑取单菌落，

转接，经平板划线法得到纯种。筛选出的菌种接入装有

# 9: 发酵培养基的试管，&; K培养 !’ L。筛选培养基灭

菌后加入预先灭菌的 (G!1M8& 浓溶液，制成含 (G!1M8&

%" !4 I 9:，!" !4 I 9:，&" !4 I 9:，’" !4 I 9:，#" !4 I 9:，

>" !4 I 9:，;" !4 I 9:，$" !4 I 9:，N" !4 I 9:，%"" !4 I 9:
的筛选培养基平板，"*% 9: 试管菌液涂布接种，&; K倒

置培养 ’$ L，观察平板菌落颜色变化，选出 (G!1M8& 抗

性强的菌株，确定菌株耐硒大致浓度区间，再在浓度区

间内划分更细的 (G!1M8& 浓度，重复上述筛选过程，确

定菌株耐硒浓度。

%*!*! 富硒条件的确定

由菌株耐硒性能确定其液体发酵时 (G!1M8& 的大

致添加量，配制 (G!1M8& 浓度为 ’" !4 I 9:，’! !4 I 9:，

’’ !4 I 9:，’> !4 I 9:，’$ !4 I 9:，#" !4 I 9: 的发酵培养

基，!#" 9: 三角瓶装液 %"" 9:，%" @接种量，&; K下培

养，每隔 ! L 测 =6 值的变化，每隔 %! L 取 %" 9: 发酵

液以 ’""" O I 9P< 离心 !" 9P<，观察菌体颜色变化，并测

定发酵液含硒量。

%*!*& 乳酸菌硒含量的测定

&A &BC二氨基联苯胺比色法2#AN3。

%*!*&*% 硒含量标准曲线的绘制

取浓度 % !4 I 9: 的亚硒酸钠标准液 " 9:，!*" 9:，

’*" 9:，>*" 9:，$*" 9:，%"*" 9:，分别移入 %!# 9: 分液

漏斗，加水至 &# 9:，加入 # @的 DE,FC!(G 溶液 % 9:，

摇匀，调节 =6 值 !?&，各加 "*# @ &A&BC二氨基联苯胺溶

液 ’ 9:，摇匀，置于暗处 &" 9P<。调节 =6 值至中性，加

入 %" 9: 甲苯振荡 ! 9P<，静置分层，弃水层，甲苯层通

过棉花栓过滤于比色皿中，置于 ’!" <9 波长处测定吸

光度，绘制标准曲线。

%*!*&*! 残留无机硒含量的测定

发酵液 ’""" O I 9P< 离心 !" 9P<，取 ! 9: 上清液于

%"" 9: 容量瓶中，蒸馏水稀释至刻度，取 %" 9: 稀释液

于分液漏斗，加水至 &# 9:，以下同标准曲线。根据样品

测得的吸光度，从标准曲线中查得相应的硒含量，乘以

相应的倍数，此为残留无机硒含量。

%*!*&*& 有机硒含量的测定

有机硒含量Q总硒含量C残留无机硒含量

Q培养基加硒量C残留无机硒含量

%*!*&*’ 富硒能力（有机硒转化率）的计算

有机硒转化率Q 有机硒含量
培养基加硒量

R%"" @

! 结果与分析

!*% 菌种的筛选

从黄水样品中筛选到 ;% 株菌株，经复筛后确定一

株 (G!1M8& 抗性较强菌，编号为 N!%C%%，单菌落呈圆形，

较光滑，乳白色，不透明，边缘齐整，无缺刻，直径 "*!?
"*$ 99。革兰氏染色呈阳性，菌体短杆状，无芽孢，无运

动性。经进一步生理生化试验+见表 %.，将此菌初步鉴定

为布氏乳杆菌+!"#$%&"#’(()* &)#+,-.’.2%"A%%3。

!*! 富硒条件的确定（图 %）

菌株液体培养基中的耐硒条件实验结果见图 %。



图 ! 菌株液体培养基中的耐硒性能

由图 ! 可以看出，当发酵培养基中 "#$%&’( 浓度为

)* !+ , -.，)/ !+ , -.，/* !+ , -. 时，菌株都可正常生长

产酸，而且液体培养 $) 0 后高速离心，不出现红色菌

体，即菌株在液体培养基中富硒时，"#$%&’( 的有效浓度

可以在 )*1/* !+ , -. 之间。

$2( 菌种的耐硒性能（表 $）

菌株耐硒性能测定结果表明，当培养基平板加入

"#$%&’( )) !+ , -. 时，菌体出现红色，说明菌体把一部

分 无 机 硒 还 原 成 单 质 硒 ， 而 不 是 转 化 成 有 机 硒 ，故

"#$%&’( 平板上菌种最大的耐硒量为 )( !+ , -.。

$2) 菌种富硒能力的测定

$2)2! 标准曲线绘制（见图 $）

$2)2$ 菌种富硒能力（见表 (）

根据表 ( 可初步得出菌株 3$!4!! 选用 56% 液体

培养基富硒时，当条件为：接种量 !* 7，"#$%&’( 添加量

)8 !+ , -.，9:82$，(; <下培养 (8 0，富硒效果较好，残留

无机硒含量 $*2* !+ , -.，有机硒含量 $82* !+ , -.，富硒

能力为 /82/$ 7。

( 结论

黄水作为酿酒副产物，富含多种有益微生物，长期

以来，对黄水的综合利用程度一直都处于较低水平，甚

至不加处理直接排放，造成环境污染。笔者从“变废为

宝”的角度出发，有针对性地对黄水中的乳酸菌进行理

性筛选，得到了一株耐硒性能和富硒能力都较强的乳酸

菌株，经鉴定为布氏乳杆菌，命名为 3$$4!!。在 56% 固

体平板培养基中，(; <，9:82$，培养 )= 0 条件下，菌株

有效富硒所需 "#$%&’( 浓度!)( !+ , -.；在 56% 液体

培养基中，(; <，9:82$，培养 (8 0 条件下，有效富硒所

需 "#$%&’( 浓度为 )8 !+ , -.，富硒能力达 /82/$ 7。
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图 $ 硒标准曲线
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