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黄水中乳酸菌的筛选及应用(一)
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摘 要: 黄水是白酒酿造过程中的副产物 ,其含有丰富的乳酸菌、丁酸菌、己酸菌、酵母菌等微

生物资源。从黄水中分离、筛选乳酸菌的结果表明,分离、筛选得的菌株在黄水中利用淀粉和残糖

发酵产生乳酸的能力明显高于直接从黄水中分离得的乳酸菌。( 孙悟)
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黄水,又名黄浆水,是白酒酿造过程中的副产物。其

含有丰富的微生物 , 如乳酸菌、丁酸菌、己酸菌、酵母菌

等 , 这些微生物长期生长在窖池中 , 能够适应酒精度较

高、酸度较大的环境,是宝贵的微生物资源。此外,黄水

中还含有丰富的有机酸、酒精、淀粉、还原糖、酵母自溶

物等,其中乳酸含量可高达 6 %,具有很高的利用价值[1]。

就酒厂现有工艺讲 , 对黄水利用率极低 , 仅在蒸酒时倒

入锅底提取其中部分醇、酯及少量有机酸 , 其他有益成

分则作为污水排放。这不仅造成资源浪费,又污染了环

境。对黄水的再利用,有很高的经济效益和环保效益。

乳酸作为一种工业中的中间体广泛应用于酿造、医

药、皮革、食品、卷烟、化工、印染等领域。可以作为防腐

剂,酸味剂、风味剂、霉菌剂等,具有广泛的应用前景[2]。

由于黄水的酸度较大,有机物浓度高,黏性较强,一

般微生物很难在黄水中生存。因此,从黄水中选育出优

良的乳酸菌,使它利用黄水中的淀粉和还原糖发酵生产

乳酸,达到变废为宝的目的,为黄水利用的新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

新鲜黄水,工业乳酸菌。

MRS培养基:琼脂 1.5 %、蛋白胨 1 %、牛肉膏 1 %、

酵母膏 0.5 %、磷酸二氢钾 0.2 %、柠檬酸三铵 0.2 %、乙

酸钠 0.5 %、葡萄糖 2 %、吐温 80 为 0.01 %、硫酸镁

为 0.05 %、硫酸锰 0.025 %,再另加碳酸钙 0.5 %。调 pH

至 4.5左右。

番茄汁培养基:新鲜番茄汁 25 %、葡萄糖 1 %、蛋白

胨 1 %、硫酸锰 0.005 %、硫酸镁 0.01 %。调 pH至 4.5左

右。

主要仪器:全自动微生物鉴定仪, Biolog,美国;液相

色谱- 质谱联用仪 Agilent 1100HPLC/MSD, 美国 ; 电热

恒温培养箱 XMT- 152C, 重庆永生实验仪器厂 ;电子天

平 AR2140,梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司 ;正置

生物显微镜 55i+Ds- 5M- V1 尼康 , 日本 ;全自动灭菌锅

SANYO,日本。

1.2 方法

1.2.1 测定方法

1.2.1.1 淀粉和还原糖测定

向黄中水加入适量盐酸加热回流使淀粉水解为还
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原糖。淀粉含量以还原糖计。还原糖测定采用斐林试剂

法。

1.2.1.2 乳酸含量的测定

乳酸含量采用 EDTA定钙法测定[3]。由于黄水中可

能含有其他有机酸与碳酸钙反应,所以测定值可能大于

实际值。

1.2.1.3 酸度值测定

利用氢氧化钠滴定测定总酸。

1.2.2 乳酸菌的分离和筛选

1.2.2.1 乳酸菌的分离

将新鲜黄水按 1∶500 的体积比滴到番茄汁培养基

中,置于 35℃的恒温培养箱中培养 24 h,取培养液稀释

10-1～10-7梯度。取 3～4滴稀释的富集样品倾注到 MRS

培养基平板上 , 35℃培养 24 h,选择圆形稍扁平的黄色

且有透明圈的菌落,初步判定这些菌落为乳酸菌。再将

这些菌落采用划线分离,得到纯的乳酸菌。

1.2.2.2 乳酸菌的鉴定

对分离出的菌种进行革兰氏染色, 乳酸菌应为阳

性。在 10 %蔗糖液发酵的产物中检验有乳酸产生。经过

Bioiog全自动微生物鉴定仪鉴定为 Lactobacillus aceto-

tolerans。

1.2.2.3 诱变

采用紫外线照射诱变[4]。诱变菌种选用透明圈(溶钙

圈)最大的菌落。

1.2.2.4 乳酸菌的筛选

诱变后使用番茄汁培养基来富集培养菌种,然后划

线分离到 MRS培养基 35℃培养。

将黄水在 80℃下灭菌 20 min 后与蒸馏水按 1∶1 比

例稀释。测定其还原糖、乳酸含量及总酸。再将其分装在

30 个编号为 1～30 的 100 mL三角瓶中 ,每个三角瓶装

60 mL。挑选透明圈大的乳酸菌落接入稀释的黄水中。在

35℃下发酵 72 h 后测定发酵液的还原糖、乳酸含量及

总酸。

选择发酵后还原糖残留少,乳酸含量增加多的三角

瓶内的乳酸菌用于下一轮的诱变和筛选。通过几轮筛

选,得到 4株在黄水中乳酸发酵性能比较优良的菌株。

1.2.2.5 选育菌株与普通菌株的比较

将筛选出的菌株、直接从黄水中分离出来的乳酸

菌以及普通乳酸菌接种在与水按 1∶1 稀释的黄水中 ,

在 35℃发酵 3 d。比较发酵前后发酵液中还原糖,总酸

及乳酸的变化。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌的初步筛选及诱变

将黄水中乳酸菌经过富集培养及分离后,选择在加

碳酸钙的 MRS 培养基上 10 个透明圈最大的菌落编号

为 A1～A10,然后分别对它们进行诱变。乳酸菌的分离

筛选平板见图 1。

2. 2 选育结果

经过几轮筛选,得到 4 株比较理想的菌株。把它们

接种到与蒸馏水按 1∶1 比例稀释的黄水中,在 35℃下发

酵 72 h,比较发酵结果,见表 1。

从表 1 结果比较可知 , R7 菌株在黄水中发酵产乳

酸的性能好于其他菌株,将其作为本实验最终选育的菌

株。将 R7在电子显微镜下观察为杆状菌,见图 2。

2.3 R7菌株与普通菌株的比较

将 R7 菌株与 A1 及普通工业乳酸菌同时在稀释的

黄水中发酵,发酵前后发酵液中还原糖、总酸及乳酸的

变化见表 2。

从表 2 可以看出 , 1#、2# 样发酵前后还原糖略有下

降,但其总酸、乳酸含量都在降低(总酸及乳酸含量降低

的原因尚未确定); 3#、4# 样发酵前还原糖平均下降了

2.49 g/100 mL,乳酸含量平均升高 1.86 g/100 mL; 5#、6#

图 1 乳酸菌的分离筛选平板
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图 2 R7 电子显微镜观察形态
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有增强作用 , 可防止人体及骨胳关节硬化 , 促进新陈代

谢,增强活力。

3.3 新疆药桑果酒必需氨基酸 FAO/WHO 提供的参考

蛋白模式值,符合天然绿色食品的国际标准。利用药桑

果酒,治疗因患肝硬化、脂肪肝、痢疾等病引起的营养不

良症有效 ; 科学研究表明 , 桑椹对降脂和减轻神经衰

弱、动脉硬化、性功能衰弱等均有显著疗效。桑椹所含蛋

白质、人体必需的 18 种氨基酸、维生素及所需的微量元

素,其含量显著高于其他果类。现代科学研究证实,桑椹

中的微量元素硒对人体心脏及免疫等系统具有治疗和

保护作用,特别是桑椹中的白藜芦醇(RES),能刺激人体

内某些基因抑制癌细胞生长, 并能阻止血液栓塞形成,

桑椹中的黄酮类物质 , 具有抗氧化作用 , 能延缓人体衰

老。药桑桑椹酒含有丰富的蛋白质和氨基酸,多种维生

素。动物试验表明,桑椹提取汁具有中度促进淋巴细胞

转化作用, 促进 T 淋巴细胞成熟 , 使人类因衰老而减少

的白细胞得以恢复 , 延迟衰退 , 防止因白细胞减少而引

起的疾病。能有效增强身体的免疫力。

3.4 药桑果酒芸香甙、生物碱、1-脱氧野尻霉素( DNJ)、

γ-氨基丁酸、类黄酮素、糖类等多种活性物质,具有降血

压、降血脂、降血糖、护肝、抗 A I D S、降胆固醇、利尿、

排毒等作用 , 防止动脉硬化、调整机体免疫和抗衰老等

功能 ;药桑果酒含有白藜芦醇的抗肿瘤物质 , 能刺激人

体内某些基因发挥作用 , 抑制癌细胞的生长 , 还可阻止

致癌物质引起的细胞突变,使细胞内的溶酶体破裂放出

水解酶,使癌细胞溶解死亡。

3.5 药桑果酒为营养丰富的保健食品 ,其具有乌发、生

发、滋养毛发功能 , 具有补肝肾、益精血的作用 , 用于治

疗肝肾亏虚所致的身体消瘦、腰膝酸软、遗精盗汗、头晕

眼花、口渴咽干等症状。还有滋阴养血、健脾乌发之功

能,主治阴虚,头晕目眩,失眠健忘等多种病症。饮用桑

椹汁,能解酒中毒,利水气,消肿。
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样还原糖平均下降了 3.58 g/100 mL,乳酸含量平均升高

了 2.76 g/100 mL。由此可以看出,筛选出的菌株在黄水

中利用淀粉和残糖发酵产生乳酸的能力明显高于直接

从黄水中分离出来的乳酸菌。普通工业乳酸菌几乎不能

在黄水中发酵, 镜检发现接种的乳酸菌大部分已经死

亡。这是由于黄水的酸度较大 , 有机物浓度高 , 黏性较

强,一般微生物很难在黄水中生存。

3 结论

黄水作为白酒工业的主要副产物,虽然其中含有丰

富的有机酸、淀粉和还原糖,但是一直以来很难被利用。

作为工业废水也难以处理。于是人们希望能够利用微生

物来处理黄水,由于黄水特殊的物理化学性质使普通微

生物很难在其中生存。因此,从黄水中选育出能够利用

和处理黄水的菌种成为利用黄水的一个新思路。本实验

选育的乳酸菌与其他乳酸菌相比,能够很好的在黄水中

利用淀粉和还原糖发酵产生乳酸,为工业上利用和处理

黄水提供了新的选择。本实验选育的乳酸菌在黄水中的

发酵条件优化及黄水的后处理将继后发表。
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