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黄水是浓香型白酒酿造过程中的副产物#又名黄浆

水#含有丰富的有机酸)酒精)还原糖)微生物菌体及活

细胞等]%^* 一般情况下#每生产 M""" _- 大曲酒#产生黄水

&""‘#"" _-# 年 产 万 吨 规 模 的 大 曲 酒 厂 要 产 生 黄 水

&"""‘#""" P#日产量 %" P 左右* 虽然黄水中含有众多可

利用物质#但目前实际生产中#有不少厂家认为黄水是

发酵的副产物#无利用价值#未能很好利用#甚至作为废

物 直 接 排 放* 据 测 定# 黄 水 的 Z;&‘&,1&GBa !1"""‘
#"""" \- . /#O"a &!1"""‘&"""" \- . /#远远超过国家允

许的废水排放标准#黄水若不经处理直接排放#将造成

严重的环境污染*
丙酸!bTLZ=L@=Q FQ=JX以下简写为 b7"是一种常见的

有机酸#应用极为广泛]!^* 目前#丙酸是世界上公认的最

经济实惠+安全有效的食用性防腐剂, 它可以有效抑制

霉菌)杆菌#且对人畜基本无害#因而被广泛用于谷物)
饲料和食品的防腐保鲜,

因丙酸发酵是一条较难进行的代谢途径且受终产

物抑制#故难以使产物积累到较高浓度]&‘#^, 为了克服上

述困难#在实验室采用固定化丙酸菌的方法进行丙酸发

酵, 可以缩短菌体生长时间#提高细胞重复使用率#以减

少菌体培养费用#提高产量,
黄水中乳酸和还原糖含量很高#可以做丙酸菌发酵

的底物#且有丙酸菌生长和发酵所需的氮源, 适合丙酸

菌发酵产丙酸的条件#具有很高利用价值#通过实际生

产的应用#可以获得较好的经济效益和社会效益,
本实验中#我们首先以乳酸和葡萄糖作为混合底物

进行了丙酸发酵X然后又用黄水为底物做发酵研究,
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- 材料

-)- 菌种

丙酸杆菌 !"#$%&’()*+,-"(./ /00)+12-&# 由本实验

室提供$
-)! 培养基

活化培养基!3"%乳酸钠 !#磷酸氢二钠 &)$#酵母

膏 &)##硫酸镁 &)&4#碳酸钙 ")#$
固定化种子培养基!3"%葡萄糖 -#酵母膏 -#胰蛋

白胨 -$
发酵培养基!3"%葡萄糖和乳酸的混合培养基!葡

萄糖与乳酸之比分别为 -5$#$5!#$56#-54" $
黄水发酵培养基7 将黄水加 $# 3 ’89: 调 0:;)%<

=)"#然后过滤#过滤液灭菌!-!- >#!" ?@A"$
以上所有培养基调 0:;)%<=)"#培养温度 6" >$

-)6 试剂

海藻酸钠!上海化学试剂分装厂#化学纯"$
-)4 仪器

BC=%D&!高效气相色谱仪# 上海天美科学仪器有

限公司$
EFG 生物传感分析仪#山东微生物研究所$

! 方法

!)- 固定化细胞制备方法

海藻酸钠固定方法 -H#<=I 用固定化种子培养基培

养的丙酸菌#6& >培养 4 J# 放入离心管中#=&&& K L ?@A
冷冻离心 $# ?@A#倒出上清液#再加入生理 盐 水!原 菌

液5生理盐水M%56"#摇匀#再离心#倒出生理盐水溶液#称

重#估算体积M细胞重量 L $)&%$ 按估算细胞体积5无菌生

理盐水体积54 3海藻酸钠溶液的体积M$5$5;# 将混合液

摇匀用注射器做成固定化颗粒# 先放到 $)# 3 C8C,! 溶

液中#6& >#D& ?@A$ 然后#放到 &); 3的 氯化钙溶液中#
应用前放到 4 >冰箱存放 $<= J$
!)! 游离丙酸菌生长曲线的测定

生长曲线的测定是对培养基清液的可见光吸光度

的测定#以 !4 N 为间隔#吸取游离丙酸菌发酵液 ! ?O#
稀 释 -" 倍#蒸 馏 水 为 空 白 溶 液#波 长 为 ;"" A?#测 量

9P 值$
!)6 有机酸的测定

使用 BC=%D"!高效气相色谱仪测定发酵液中有机

酸的含量$ 检测条件%氢火焰离子检测器#+!""" 数据处

理#采用色谱工作站#色谱柱 BPQ24"-#;"2%" 目#柱长

! ?#内径 6 ??#柱温 !"" >#RSP 温度 !!& >#进样器温

度 !!& >#流 速!’!"4& ?O L ?@A#*:!.4& ?O L ?@A#!空 气"
4&& ?O L ?@A# 取 发 酵 液 - ?O# 加 #& 3:!E94 &)- ?O#

-&&&& K L ?@A 离心 # ?@A# 用微量注射器取上清液 - "O
进样T外标法定量$
!)4 残糖的测定

使用 EFG 生物传感分析仪对发酵液的残糖进行测

定$取发酵液 - ?O#-"""" K L ?@A 离心 # ?@A#稀释 -" 倍#
用微量注射器取上清液 !# "O 进样$

6 结果和讨论

6)- 游离丙酸菌对数生长期的测定

用活化培养基对丙酸菌进行培养#按照 !)! 的方法

测定生长曲线#结果如图 -$

从图 - 中可以看出#丙酸菌培养到第 4 天时 9P 值

最高T说明第 4 天为对数生长期#以后的实验中我们选

用培养 4 J 的丙酸菌作固定化细胞$
6)! 不同的海藻酸钠浓度对固定化细胞的产酸影响

本次实验用 ! 3#6 3#4 3## 3 4 种浓度海藻酸钠

按 !)- 的方法制备固定化细胞#然后进行发酵#结果见

表 -$

从表 - 可以看出#不同的海藻酸钠浓度所固定的丙

酸菌产酸量不同#4 3的海藻酸钠产酸量最高#其次是 6
3海藻酸钠#! 3和 # 3的海藻酸钠的产酸量较低$ 这是

由于 ! 3的海藻酸钠与菌体混合后制备的固定化颗粒

较软#成型不是太好#容易发生菌体泄漏#影响产酸$ 又

从海藻酸钠固定化细胞的原理可知 H%<-"I#海藻酸钙凝胶

体的多孔性系数随海藻酸钠浓度的增加而降低#因而 #
3海藻酸钠固定化的细胞产酸量较低$ 因此#从全面考
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图 - 丙酸菌生长曲线

¡ 1 ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬®¯°±²³´ 
¡¢£¤¥¦(g/100 mL) 

2 3 4 5 
¡
¡ 

PA AA PA AA PA AA PA AA 
1 0.17 0.11 0.24 0.11 0.29 0.14 0.21 0.09 
2 0.19 0.10 0.26 0.12 0.30 0.14 0.22 0.11 
3 0.22 0.12 0.23 0.11 0.28 0.13 0.20 0.11 
4 0.18 0.10 0.21 0.10 0.26 0.12 0.17 0.12 
5 0.15 0.08 0.19 0.11 0.31 0.15 0.18 0.11 
6 0.19 0.10 0.22 0.09 0.30 0.13 0.20 0.12 
9 0.16 0.09 0.20 0.11 0.28 0.15 0.17 0.11 
¡¢PA¡¡¢   AA¡¡¢£ 注：PA-丙酸       AA-乙酸。



虑凝胶的成型质量!通透性及丙酸产量出发"较佳的海

藻酸钠浓度取 ! "#
#$% 以乳酸和葡萄糖混合物为底物对固定化丙酸菌发

酵产酸的影响

由于黄水中含有多量的乳酸和葡萄糖"还含有其他

成分"是一种混合物$ 先将乳酸和葡萄糖的混合物做底

物以模拟黄水进行比较$ 固定好的丙酸菌以葡萄糖和乳

酸混合物为底物"葡萄糖和乳酸的比例分别为 &’&"&’("
&’%"&’!$ 即 ! 种培养基中浓度分别为)* &+ , - . 葡萄糖/
&0 , - . 乳酸"1 &0 , - . 葡萄糖/(0 , - . 乳酸"2 &+ , - . 葡

萄糖/%+ , - . 乳酸"3 &+ , - . 葡萄糖/!+ , - . 乳酸进行发

酵"其检测结果见图 (4图 5$

由图 !"图 5 中可以看出"以葡萄糖和乳酸为混合

底物时"!6 7 后不同浓度的乳酸全部消耗"89 7 葡萄糖

也消耗完毕$ 从图 ( 看出:发酵结束时不同浓度的混合

底物的丙酸产率分别为 5% ;"5% ;"50 ;"!6 ;"整个发

酵过程中的丙酸生成速率分别为 0<0056 , = .%7"0<0055
, = .%7" 0<005( , = .%7" 0<005 , = .%7$

实验中发现"乳酸和葡萄糖总是同时消耗的"混合

后乳酸和葡萄糖的消耗速度加快" 而乳酸比葡萄糖更

快$ 当乳酸浓度’葡萄糖浓度为 % 时"丙酸’乙酸>!"其他

都 在 %4! 之 间 $ 根 据 ?@ABCDEFG2@HIJK L @DM ME .@
NJAAE ?OP(Q在文中所说的作为共同底物"葡萄糖改变了丙

酸’乙酸的克分子比" 并增加了用于生物体生长的碳源

部分$ 乳酸的浓度对丙酸杆菌生长有负面作用"葡萄糖

和乳酸共同代谢时可以降低乳酸的生长抑制作用$ 葡萄

糖能增加可利用的 R*3S"并限制乳酸到乙酸的代谢流

向"批式发酵中有利于丙酸的生产$
TUVE. 单因素方差分析混合底物产丙酸的结果&!>

+<+5’见表 W$

由表 W 的分析可以看出"不同浓度的混合底物对丙

酸产量的影响是显著的$ 综合产率!底物利用率及发酵

时间"2 是最佳浓度$
%<% 以黄水为底物时固定化丙酸菌的发酵情况

根据资料介绍"黄水的成分分析结果OP%Q见表 % 和表

!$

图 W 混合底物产丙酸情况

图 % 混合底物产乙酸情况

图 ! 混合底物中葡萄糖的消耗情况

图 5 混合底物中乳酸的消耗情况

梁慧珍!赵树欣!杨志岩!程丽娟!曹井国"固定化丙酸菌发酵生产丙酸#$$黄水应用新途径
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¡ 2  ExceL ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬®¯°± 
F fcrit ¡¢£ 

4.05163 2.689632 * 
 

¡3 ¡¢£¤¥¦§¨ ¡g/L¡ 
¡¢ ¡¢ ¡¢ ¡¢ 

¡¢£ 131¡175 ¡¢(Pa/s) 36.5¡50.1 
¡¢ 4.3¡6.7 ¡¢£ 2.5¡3.7 
¡¢ 23¡45 ¡¢£ 28¡36 
¡¢£ 23¡45 ¡¢ 1.2¡2.1 
pH 2.5¡4.2   

 ¡ 4 ¡¢£¤¥¦§¨© (g/L) 
¡¢ ¡¢ ¡¢ ¡¢ 
¡¢ 21¡78 ¡¢ 0.65¡1.6 
¡¢ 0.13¡2.4 ¡¢ 0.002¡0.2 
¡¢ 2.8¡5.2   
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本次实验所用的黄水来自天津某酒厂#其乳酸和葡

萄糖含量分别为 !- / 0 1 和 !& / 0 1$ 配制好的黄水培养

基中加入固定化丙酸菌在 2& 3进行批式发酵# 同时用

游离丙酸菌作对照实验$ 结果见图 4 和图 5$

从图 4 和图 5 可以看出#固定化丙酸菌利用黄水发

酵所用时间为 -4% 6#此时底物消耗完毕#高于混合底物

所用时间*74 6.$ 最终丙酸产量为 -5)5 / 0 1#产率为 &)!
/ 0 1%6# 游离丙酸菌利用黄水发酵所用时间为 !8& 6#底

物没有消耗彻底#随着时间的延长#消耗不明显#最终丙

酸产量为 --)4 / 0 1# 产率为 &)-- / 0 1%6$ 以黄水为底物

时#无论是固定化还是游离丙酸菌发酵都是葡萄糖和乳

酸同时消耗#葡萄糖的消耗速度要比乳酸慢$ 这一点与

混合底物的发酵是相同的$ 对固定化丙酸菌的发酵来

说#前 !8 6 丙酸与乙酸之比小于 !#以后在 ! 左右$ 而混

合底物发酵在 298 之间$ 对游离细胞发酵来说#前 74 6
丙酸与乙酸之比小于 -#以后都大于 - 但小于 !$ 这是因

为黄水中有少量乙酸的存在# 它对发酵产生一定的影

响$

8 结论

将黄水进行简单处理#利用固定化丙酸菌发酵产生

丙酸是可行的$ 对黄水的利用开辟了一条新途径#既有

经济效益又有社会效益$
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研究:<;)生物工程学报#-77!#%!!"&-5%=-%#)
:-&; ^)LRAGRXH %̂ )+J(‘AO(aMHA%b)QJA‘IH)+6I CO\,VIOGI (\ A

MUIGC\CG TCGJ(I,ITIOKA, IOBCJ(OTIOK CO A,/COAKI /I,
WIADM (O K6I G(VJMI (\ UJ(UC(OCG AGCD \IJTIOKAKC(O’<()
EUU, YCGJ(WC(, PC(KIG6O(, *-775. 8%?42&=42#)

:--; YAJKcOIR=LATU(M F AOD DI ,A +(JJI Y)’<()PC(KIG6 1IKK>
!&&!> !8*4.? 8!5=82-)

:-!; 罗惠波#张宿义#卢中明)浓香型白酒黄水的应用探索:<;)酿
酒科技#!&&8#!-"&8&=8-)

图 4 黄水为底物固定化丙酸菌的发酵情况

图 5 黄水为底物游离丙酸菌的发酵情况
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习酒公司荣获国家级管理创新成果二等奖

本刊讯&第十一届国家级企业管理现代化创新成果评审日前揭晓>以习酒公司董事长!总经理刘自

力为主创人员提出的"酿酒企业生产与营销中的诚信管理#荣获全国企业管理现代化创新成果二等奖$
"酿酒企业生产与营销中的诚信管理#是习酒公司企业文化建设的核心内容>它激励%规范员工在生产经

营行为中要以诚为始>用诚律己>终情而归>实现企业发展与富商!安商!乐商!亲商的同步$ !小小"


