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碱前处理白酒丢糟生物质转化苏云金芽胞杆菌培养基
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摘　 要: 为了减少环境污染和资源浪费ꎬ利用浓香型白酒丢糟作为原料生产还原糖用于培养苏云菌芽胞杆菌(Ｂｔ)ꎮ 采

用不同浓度、温度、氢氧化钙和氢氧化钠前处理浓香型白酒丢糟ꎬＨＰＬＣ 测定前处理液还原糖产量ꎬ并利用前处理液培养

Ｂｔꎮ 结果表明ꎬ用 ０.７５％ ＮａＯＨ 在 １００℃下处理 １ ｈ 后ꎬ还原糖产量最高(８１ ｇ / ｋｇ)ꎮ 而芽胞产量最高的前处理条件为 １％
Ｃａ(ＯＨ) ２在 ５０℃下处理 １ ｈꎬ芽胞产量高达 ４.６×１０７ ＣＦＵ / ｍＬꎮ 利用白酒丢糟前处理液培养 Ｂｔꎬ既能有效的减少资源浪费

和环境污染ꎬ又能实现 Ｂｔ 制剂商业化ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｍｉｎｉｍｉｚｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｏｆ ｒｅｓｏｕｒｃｅꎬ ｄｉｓｔｉｌｌｅｒｓ􀆳 ｇｒａｉｎｓ (ＤＧ) ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｌｉｑｕｏｒ ｉｎｄｕｓｔｒｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒｓ ｆｏｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ (Ｂｔ) ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｃａ(ＯＨ) ２ ａｎｄ ＮａＯＨ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｔｒｅａｔ ＤＧ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ. ＨＰＬＣ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇ Ｂｔ
ｕｓｉｎｇ ｄｉｓｔｉｌｌｅｒｓ􀆳 ｇｒａｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ０.７５％ ＮａＯＨ ｆｏｒ １ ｈ
ａｔ １００℃ (８１ ｇ / ｋｇ). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｐｏｒｅ ｃｏｕｎｔ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ １％ Ｃａ(ＯＨ) ２ ｆｏｒ １ ｈ ａｔ ５０℃ꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ
４.６×１０７ ＣＦＵ / ｍＬ. ＤＧ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｗａｓｔｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｐｒｏｍｏｔｅ Ｂｔ
ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎ.
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　 　 木质纤维素是由纤维素、半纤维素和木质素

组成ꎬ农业及造纸业废弃物是木质纤维素的主要

来源之一[１]ꎮ 众所周知ꎬ木质素作为物理屏障保

护纤维素和半纤维素ꎬ很难被降解[２]ꎮ 因此ꎬ为
了增加纤维素和半纤维素的降解率ꎬ需要对木质

纤维素进行前处理[３]ꎮ 前处理能破坏木质纤维

素的复杂结构ꎬ增加纤维材料表面孔径及数目ꎬ使
碳水化合物与相结合的木质素分离[４]ꎮ 目前已

经有很多前处理方法ꎬ包括酸前处理[５]、氨爆炸

前处理和热水前处理等[６]ꎮ 由于成本低、半纤维

素转化率高ꎬ酸前处理已被广泛应用于多种材料

中ꎮ 因为没有加入化学物质ꎬ热水前处理能有效

的避免污染问题且减少有毒物质产生ꎮ 但酸前处

理和热水前处理可能导致糠醛和脂肪酸的生

成[７]ꎮ 碱前处理能有效的去除木质素及水解半

纤维素[８]ꎬ且已有用氢氧化钠前处理小麦梗及水

稻梗的报道[９ꎬ１０]ꎮ
浓香型白酒丢糟是我国白酒行业的副产品ꎬ



年产量达 ２ ０００ 万 ｔ[１１]ꎬ且白酒丢糟产量呈每年

递增趋势ꎮ 白酒丢糟中含有蛋白质、脂肪、粗纤维

等[１２]ꎬ现已应用到多个产业ꎬ如生产饲料[１３]、培
养食用菌[１４] 和改良土壤[１５] 等ꎬ但始终存在着环

境污染和资源浪费的严重问题ꎮ 因此ꎬ我国白酒

行业对白酒丢糟的处理和利用极为关注ꎮ 浓香型

白酒丢糟的主要成分是高粱和米糠ꎬ均含有丰富

的木质纤维素ꎬ可以做为潜在的碳源以培养微生

物ꎮ 目前已有用酒糟发酵培养木霉和毛孢子菌生

产生物油[１６]、琥珀酸[１７] 的报道ꎮ 因此ꎬ为充分利

用白酒丢糟ꎬ避免造成环境污染及资源浪费ꎬ同时

实现对 Ｂｔ 的扩大培养ꎬ本研究用氢氧化钙和氢氧

化钠对白酒丢糟进行前处理ꎬ测定前处理后还原

糖的产量ꎬ并利用还原糖发酵生产 Ｂｔꎬ进行 Ｂｔ 芽
胞数的测定ꎬ以期为白酒丢糟的利用提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试样品与菌株

白酒丢糟采集自四川省泸州市泸州老窖有限

公司ꎮ 所采集的白酒丢糟经 ４０℃烘箱烘干ꎬ用万

能粉碎机粉碎ꎬ过 ４０ 目筛ꎬ密封装袋ꎬ放置于－４℃
备用ꎮ 所用 Ｂｔ 菌株为本实验室分离菌株[１８]ꎮ

１.２　 培养基与试剂

液体 ＬＢ 培养基:５ ｇ 酵母粉ꎬ１０ ｇ 胰蛋白胨ꎬ
１０ ｇ 氯化钠ꎬ蒸馏水充分溶解ꎬ调 ｐＨ 至 ７.２ꎬ定容

至 １ Ｌꎬ分装后高压灭菌ꎮ
固体 ＬＢ 培养基:１００ ｍＬ 液体 ＬＢ 培养基中加

入 ３ ｇ 琼脂条ꎬ高压灭菌ꎮ
半乳糖醛酸、甘露糖、纤维二糖、鼠李糖、核

糖、葡萄糖醛酸、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、木糖、
乙醇、甲醇、氯仿及其他化学试剂均为分析纯ꎬ购
自国药化学集团有限公司ꎻ乙腈(ＨＰＬＣ)、甲醇

(ＨＰＬＣ)购自 ＭＥＲＣＫ 公司ꎻ醋酸铵(ＨＰＬＣ)购自

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ３￣甲基￣１￣苯基￣５￣吡唑啉酮( ＰＭＰ)
购自 ＳｏｌａｒＢｉｏ 公司ꎮ

１.３　 白酒丢糟前处理

准确称取 ５ ｇ 烘干后的白酒丢糟粉末于

２５０ ｍＬ锥形瓶中ꎬ加入 ５０ ｍＬ 蒸馏水ꎬ根据表 １ 制

成反应液ꎬ于对应的温度下反应 １ ｈꎮ 反应完毕后

立即冰浴防止进一步反应ꎬ冷却后加入盐酸中和

反应液ꎮ 用 ４００ ｍＬ 蒸馏水分 ４ 次冲洗反应后的

白酒丢糟残渣ꎬ于 ４℃、１０ ０００ ｇ 下离心 ３ ｍｉｎꎬ定
容至 ５００ ｍＬꎮ 取 ２０ ｍＬ 的溶液保存于－２０℃ꎬ用
于还原糖含量的测定ꎮ 剩余的溶液每 １００ ｍＬ 分

装于 ２５０ ｍＬ 三角瓶ꎬ高压灭菌ꎬ用于 Ｂｔ 的发酵培

养ꎮ 每处理设 ３ 次重复ꎮ

表 １　 前处理条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.

序号 处理方法 碱浓度(％) 温度(℃)

１
２
３
４
５
６

Ｃａ(ＯＨ) ２

０.２ １２１
１.０ １２１
２.０ １２１
４.０ １２１
１.０ １００
１.０ ５０

７
８
９
１０
１１
１２

ＮａＯＨ

０.５ １２１
０.７５ １２１
１.０ １２１
２.０ １２１
０.７５ １００
０.７５ ５０

１.４　 ＨＰＬＣ 还原糖的测定

分别精密称取核糖、半乳糖、鼠李糖、木糖、阿
拉伯糖、葡萄糖、纤维二糖、甘露糖、半乳糖醛酸和

葡萄糖醛酸各 ０.０３６ ｇꎬ加入 １００ ｍＬ １０％甲醇水

溶液定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ超声脱气 ２ ｍｉｎꎬ作为还原

糖测定标准液保存于 ４℃ꎮ 柱前衍生的方法参照

Ｄａｉ[１９] 的方法进行ꎮ 色谱柱 为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ
ＳＢ￣Ｃ１８柱(４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相为乙

腈－０.５ ｍｏＬ / Ｌ醋酸铵缓冲液(１６∶８４)ꎻ柱温 ３０℃ꎻ
流速 １. ０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ 检测波长 ２５０ ｎｍꎻ 进样量

１０ μＬꎮ

１.５　 Ｂｔ 发酵和芽胞数的测定

培养液的准备方法参照 Ｙｅｚｚａ[２０] 的方法ꎬ转
接 ２％(Ｖ / Ｖ)的培养液于 １００ ｍＬ 白酒丢糟培养

基中ꎬ３０℃培养 ４８ ｈꎮ 将发酵液稀释到适合的浓

度ꎬ放置于 ８０℃水浴锅中水浴 １０ ｍｉｎꎬ用稀释涂

布法进行芽胞数的测定ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 氢氧化钙前处理

由图 １ 可知ꎬ获得最高还原糖产量的氢氧化

钙前处理条件为 ０.２％ Ｃａ(ＯＨ) ２和 １２１℃ꎬ还原糖

８５３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



产量为 ５６ ｇ / ｋｇꎮ 其次为 １％ Ｃａ(ＯＨ) ２ 和 ５０℃ꎮ
在 １２１℃处理下ꎬ随着 Ｃａ(ＯＨ) ２浓度的提高ꎬ还原

糖产量下降ꎮ 这可能由于还原糖与高浓度的碱发

生了进一步的反应ꎬ导致还原糖产量降低ꎮ

图 １　 还原糖产量
Ｆｉｇ.１　 Ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒｓ.

注:不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.２　 氢氧化钠前处理

如图 １ 所示ꎬ当氢氧化钠浓度由 ０.５％开到

１.０％时ꎬ还原糖产量与浓度成正比ꎬ但当 ＮａＯＨ
浓度为 ２.０％时ꎬ还原糖产量显著降低ꎮ 最高还原

糖产量为 ０.７５％ ＮａＯＨ １００℃处理 １ ｈ(８１ ｇ / ｋｇ)ꎮ
这可能是由于随着浓度和温度的升高ꎬＮａＯＨ 与

还原糖进一步反应ꎬ将木糖和葡萄糖进一步降解

为糠醛[２１~２３]ꎮ

２.３　 芽胞产量

前处理液培养 Ｂｔ 后的芽胞产量如图 ２ 所示ꎬ
在稀释倍数为 １０７条件下ꎬ １％ Ｃａ(ＯＨ) ２和 ５０℃
处理下芽胞产量最高(４.６×１０７ ＣＦＵ / ｍＬ)ꎬ高于还

图 ２　 Ｂｔ 芽胞产量

Ｆｉｇ.２　 Ｓｐｏｒｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｂｔ.
注:不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

原糖产量最高的前处理液ꎮ 这一结果可能由两个

因素造成ꎬ首先ꎬ由于 Ｂｔ 在一定碳氮比例下才能

更好的生长ꎬ这一浓度的还原糖可能适合 Ｂｔ 的培

养ꎻ其次ꎬ该处理条件为 Ｂｔ 提供了足够的钙离子ꎬ
有利于 Ｂｔ 的生长ꎮ 在 １％、２％和 ４％的 Ｃａ(ＯＨ) ２

前处理液中 Ｂｔ 芽胞产量为 ０ꎬ这有可能是由于还

原糖浓度过低及钙离子浓度过高而抑制了 Ｂｔ 的
生长ꎮ

３　 讨论

浓香型白酒丢糟营养丰富ꎬ含有大量的残余

蛋白、维生素及微量元素等[２４]ꎬ还含有丰富的发

酵产物如酵母和活性因子等[２５]ꎮ 但白酒丢糟成

酸性ꎬ含水量高ꎬ极易霉烂ꎬ若处理不当ꎬ会导致环

境污染ꎮ 虽然已有前人将生产乙醇的丢糟进行前

处理ꎬ但很少有关白酒丢糟纤维素和半纤维素转

化为还原糖的报道ꎮ 由于乙醇发酵与白酒发酵的

原材料不同[２６]ꎬ乙醇发酵生产的原材料为玉米ꎬ
但白酒发酵的主要原材料为高粱与米糠ꎬ因此ꎬ乙
醇丢糟与白酒丢糟成分有很大的区别ꎮ 木质纤维

素作为世界上第二大再生资源[２ꎬ２７]ꎬ若不加以利

用ꎬ会造成资源浪费ꎮ 为充分利用木质纤维素ꎬ前
人通过不同的前处理方法去除木质素及半纤维

素ꎬ并通过酶处理将纤维素转化为还原糖[４]ꎮ 众

所周知ꎬ纤维素酶价格高昂ꎬ而本研究仅用氢

Ｃａ(ＯＨ) ２前处理就能获得理想的 Ｂｔ 芽胞产量ꎬ极
大地降低了 Ｂｔ 发酵培养的成本ꎮ 因此ꎬ本研究用

Ｃａ(ＯＨ) ２和 ＮａＯＨ 对白酒丢糟进行前处理ꎬ将白

酒丢糟中的纤维素和半纤维素转化为还原糖ꎬ用
于 Ｂｔ 的发酵培养ꎬ可有效防止白酒丢糟霉变污染

环境ꎬ实现了资源的有效利用ꎮ
中国白酒种类繁多ꎬ按香味可分为浓香型、清

香型、酱香型、米香型和其他香型ꎬ其中浓香型白

酒以泸州老窖和五粮液为代表ꎮ 虽然浓香型白酒

的发酵工艺与其他香型白酒的发酵工艺有少量的

区别ꎬ但主要原材料等大致相同ꎬ白酒丢糟的成分

差异不大ꎮ 因此ꎬ碱前处理可以应用于其他香型

的白酒丢糟ꎬ但需要进行一些条件的摸索ꎮ
Ｂｔ 作为广泛应用于农业害虫防治的昆虫致

病菌ꎬ对鳞翅目、鞘翅目、双翅目等多种昆虫有杀

虫活性[２８]ꎮ Ｂｔ 对生长繁殖所需的营养要求不太

严格ꎬ在以农副产品为主要原料的培养基中即可

９５３沈小娟ꎬ等:碱前处理白酒丢糟生物质转化苏云金芽胞杆菌培养基



生长ꎮ 且在前期研究中ꎬ已从白酒丢糟分离出一

株 Ｂｔꎬ说明白酒丢糟环境可达到 Ｂｔ 发酵生产的要

求[１８]ꎮ 因此ꎬ使用白酒丢糟浸提液对 Ｂｔ 进行发

酵ꎬ一方面既满足了 Ｂｔ 扩大培养的需要ꎬ另一方

面又实现了白酒丢糟资源的二次利用ꎮ 且白酒丢

糟价格低廉ꎬ处理简易ꎬ大大的降低了 Ｂｔ 发酵培

养成本ꎮ 综上所述ꎬ白酒丢糟发酵培养 Ｂｔ 应用于

实际生产具有切实的可行性ꎮ
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