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白酒发酵副产物黄水抑菌特性及稳定性研究
徐亚超1，盛 杰2，刘安军1,*

（1.天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457；2.威海海洋职业学院食品工程系，山东 威海 264200）

摘  要：以食品中几种常见的腐败菌和致病菌，包括金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、沙门氏菌、根

霉、青霉、毛霉、曲霉为供试菌，研究白酒发酵副产物黄水的抑菌效果及其稳定性。采用牛津杯法测定抑菌活性；

采用二倍稀释法测定黄水对菌种的最低抑菌浓度；以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为指示菌，研究pH值、温度、紫

外线、盐、蔗糖含量和金属离子种类对黄水抑菌稳定性的影响。结果表明：黄水对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌和沙门氏菌4 种细菌以及青霉、曲霉2 种真菌具有很好的抑菌活性，而对毛霉和根霉抑菌效果不明

显。以体积分数计，黄水对4 种细菌的最低抑菌浓度均为6.25%，对青霉和曲霉两种真菌的最低抑菌浓度分别为

1.56%和3.13%。黄水呈酸性时抑菌活性增强，呈碱性时抑菌活性稍有下降，但活性仍较高；经高温处理后，抑菌

活性稍有下降；紫外线对其抑菌活性几乎无影响；随着糖含量和盐含量的增加，抑菌活性稍有增强；金属离子对其

抑菌稳定性几乎无影响，而且Fe2＋还有增强其抑菌活性的作用。
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Abstract: Several common food spoilage bacteria and pathogens, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, 
Salmonella, Rhizopus, Penicillium, Mucor, and Aspergillus were used as test bacteria and fungi to explore the antimicrobial 

properties and stability of yellow water, a byproduct of Chinese liquor fermentation. Antimicrobial properties were measured 

by the Oxford cup method and minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the double dilution method. 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli were used as indicator bacteria to investigate the effects of pH, temperature, 

ultraviolet, sodium chloride, saccharose and metal ions on the stability of the antimicrobial. The results showed that yellow 

water could inhibit Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella, Penicillium and Aspergillus, 

but had little effect on the growth of Mucor and Rhizopus. The MIC values were 6.25% for all four species of bacteria, and 

1.56% and 3.13% for Penicillium and Aspergillus, respectively. Antimicrobial activity of yellow water increased at acidic 

pH, and decreased slightly at alkaline pH, but it was still high. Antimicrobial activity of yellow water decreased slightly after 

high temperature treatment but was hardly affected by ultraviolet light. This antimicrobial activity was slightly enhanced 

with increased concentrations of sodium chloride and saccharose. Metal ions showed little effect on the stability of the 

antibacterial. Moreover, Fe2+ could enhance the antimicrobial activity.
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黄水是固态法酿造白酒过程产生的副产物，又称

黄浆水，为棕黄色微黏稠液体。在生产浓香型白酒时，

以高粱或其他的谷作物如大米、小麦、豆类等为原料，

加入曲种后送水于池内，然后进行发酵 [1]。原料中的

淀粉经过厌氧发酵，在酶和酵母的作用下生成酒 [2-3]。

在发酵过程中，微生物代谢所生成的水与酒醅中未被微

生物利用的水分逐渐沉降，从而将酒醅中的有机酸、可

溶性淀粉、氨基酸、单宁、还原糖和香味前体物质等溶

于其中，并沉积到窖底而形成黄水[4-5]。因此黄水中主要

含有酸类、醛类、醇类和酯类等呈香呈味物质 [6-7]，还

含有糖类物质、含氮化合物、少量的色素及单宁等有机

物[8]。由于生产白酒的各个企业所使用的原料种类、原

料配比、窖龄和窖池质量等因素的差异，导致各个企业

产出的黄水其主要成分以及含量存在差异[9]（黄水的常

规分析各指标为：总固形物含量12.7～17.1 g/100 mL、

酸度6.91～7.83 mg/L、淀粉含量2.11%～4.42%、还原

糖含量2.23%～4.75%、酒精体积分数3.22%～5.31%、

pH 2.95～3.88、黏度35.2～51.7  Pa·s、总氮含量

0.27%～0.35%、总酸含量23.8～38.2 g/L、总酯含量

1.38～2.78 g/L、单宁及色素含量0.13%～0.23%[10]。黄水

的化学需氧量为25 000～40 000 mg/L，五日生化需氧量

为25 000～30 000 mg/L，远远超过国家允许的废水排放

标准，部分厂家直接将黄水排放到河流中，这必然会严

重污染环境[11]。因此，关于如何处理以及合理开发利用

黄水资源的研究越来越受到酿酒行业的重视[12]。目前，

对于黄水的应用主要集中在用于勾调低档白酒、养窖、

培养人工窖泥、利用其中的有机酸酿造食醋或利用其中

的氨基酸生产酱油等。

黄水中含有丰富的有机酸[13-14]，杨新力[15]研究发现，

利用混合有机酸来充当食品防腐剂比单一成分的有机酸

在防腐方面有更明显的效果。研究者对黄水进行简单处

理后用于酱油的防腐，取得了很好的效果。而对于黄水

抑菌特性以及抑菌稳定性的研究目前还鲜见报道。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄水由江苏大风歌酒业有限公司提供。

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、枯草

芽孢杆菌（Bascillus subtilis）、大肠杆菌（Escherichia 

coli）、沙门氏菌（Salmonella enteri t idis）、根霉

（Rhizopus sp.）、青霉（Penici l l ium sp.）、曲霉

（Aspergillus sp.）、毛霉（Mucor racemosus sp.）均由天

津科技大学食品工程与生物技术学院实验室保藏[16]。

牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏3 g、蛋白胨10 g、

氯化钠5 g、琼脂15 g，蒸馏水1 000 mL。pH 7.0～7.2，

121 ℃灭菌15 min，用于细菌的培养。

马铃薯葡萄糖培养基：马铃薯（去皮切块）300 g、

葡萄糖20 g、琼脂20 g、氯霉素0.1 g，蒸馏水1 000 mL，

121 ℃灭菌20 min，用于真菌的培养[17]。

1.2 仪器与设备

YXQ-LS-75SII立式压力蒸汽灭菌锅 上海博迅有限

公司医疗设备厂；HH-8恒温水浴锅 金坛市金城国胜

实验仪器厂；XW-80A微型漩涡混合器 上海沪西分析

仪器厂；SHJ超净工作台 上海汇龙仪表电子有限责任

公司；PHS-3C pH计 上海理达仪器厂；LRH-150生化

培养箱 上海一恒科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌种的活化及菌悬液的制备

将供测试的细菌和真菌分别接种于牛肉膏蛋白胨和

马铃薯葡萄糖固体斜面培养基上，细菌置于37 ℃恒温培

养箱培养24 h，真菌置于28 ℃恒温培养箱培养48 h，连续

传代2 次。将活化好的细菌分别挑取一环制成初始菌悬

液。使用前，采用平板菌落计数法，将初始菌悬液稀释

成菌浓度为106～107 CFU/mL的菌悬液[18]。霉菌用无菌生

理盐水将其产生的孢子从斜面洗下，置于离心管中，涡

旋振荡20 min，用已灭菌的脱脂棉过滤，制成初始菌悬

液备用。使用前采用血球计数法，将初始菌悬液稀释成

菌浓度为106～107 CFU/mL的菌悬液。

1.3.2 黄水抑菌活性的测定

采用牛津杯法[19-20]。在培养皿中倒入已融化的固体

培养基，待其冷却凝固后，加入100 µL 1.3.1节制备好的

供试菌菌悬液，然后用无菌涂布棒涂布均匀。再用镊子

等距离、平稳地将4 个经灭菌的牛津杯放在涂布好的固体

培养基平面上，用移液枪在其中3 个牛津杯中分别加入

200 µL黄水，另一个牛津杯中加入200 µL无菌生理盐水作

为对照，每种菌种按上述方法平行操作3 次[21]。细菌置于

37 ℃恒温培养箱中培养24 h，真菌置于28 ℃恒温培养箱

中培养48 h。取出后，对其抑菌圈直径进行测量。抑菌圈

直径越大，表明抑菌效果越好。

1.3.3 黄水最低抑菌浓度的测定

采用二倍稀释法。首先，准备经灭菌的并带有棉塞

的试管9 支，用记号笔编号1～9，先将每支试管中加入

经灭菌的液体培养基5.0 mL，再向第1支试管中加入黄

水5.0 mL，充分混匀后取5.0 mL注入到第2支试管中，以

此类推进行1∶2～1∶128的稀释，使黄水的体积分数分别

为50.00%、25.00%、12.50%、6.25%、3.13%、1.56%、

0.78%。最后第8支试管不加黄水，只加培养基和菌种作

为阳性对照组，第9支试管中加入黄水5.0 mL，充分混



124  2017, Vol.38, No.15             食品科学	 ※基础研究

匀后量取5.0 mL弃去，不加菌种作为阴性对照组。取

1.3.1节制备好的菌悬液100 µL分别加入到1～8 号试管

中充分混匀，每个样品设3 个重复。细菌组置于37 ℃

恒温培养箱中培养24 h，真菌组置于28 ℃恒温培养箱

中培养48 h后观察结果。当阳性对照组试管内呈浑浊

状，而阴性对照组试管内呈透明状时，观察1～7号试

管的透明度情况：若实验组试管内出现浑浊状，则说

明该稀释倍数下的培养基内有微生物生长；若试管内

为透明，则说明该稀释倍数下没有微生物生长。选出

所用黄水体积分数最低的透明管，该体积分数即为对

该菌种的最低抑菌浓度[22-24]。 

1.3.4 黄水抑菌稳定性测定

实验以革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌和革兰氏阴性

菌大肠杆菌为供试菌种。

1.3.4.1 pH值对黄水抑菌稳定性的影响

分别用0.1 mol/L的HCl和0.1 mol/L的NaOH溶液调节

培养基的pH值，配制成pH值分别为5、6、7、8、9的牛

肉膏蛋白胨培养基[25]。采用1.3.2节的方法进行抑菌活性

的测定，以无菌水做空白对照，每个样品做3 个平行。

37 ℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。

1.3.4.2 温度对黄水抑菌稳定性的影响

将黄水分别在0、20、40、60、80、100、121 ℃条件

下处理30 min，恢复至室温后，采用1.3.2节的方法进行抑

菌活性的测定，以无菌水做空白对照，每个样品做3 个平

行[26]。37 ℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。

1.3.4.3 紫外线对黄水抑菌稳定性的影响

将黄水分别在紫外灯下照射0、20、40、60、80、

100、120 min后 [27]，采用1.3.2节的方法进行抑菌活性

的测定，以无菌水做空白对照，每个样品做3 个平行。

37 ℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。

1.3.4.4 盐和糖含量对黄水抑菌稳定性的影响

向培养基中加入不同质量分数的NaCl（0.0%、

0.5%、1.0%、1.5%、2.0%和2.5%）和蔗糖（0%、2%、

4%、6%、8%和10%），制成盐和糖含量不同的微生物

培养平板[28]。采用1.3.2节的方法进行抑菌活性的测定，

以无菌水做空白对照，每个样品做3 个平行。37 ℃恒温

培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。

1.3.4.5 金属离子种类对黄水抑菌稳定性的影响

向黄水中分别加入Ca 2＋、Fe 2＋、Mg 2＋、Na＋、 

K＋ 5 种金属离子溶液，并调节金属离子的浓度为1 mol/L[29]， 

采用1.3.2节的方法进行抑菌活性的测定，以无菌水做对

照，每个样品做3 个平行。37 ℃恒温培养箱中培养24 h，

测定抑菌圈直径。 

2 结果与分析

2.1 黄水的抑菌活性

表 1 黄水对常见腐败菌和致病菌的抑制效果

Table 1 Inhibitory effect of yellow water against common spoilage and 

pathogenic microbes

供试菌种 抑菌圈直径/mm

细菌

金黄色葡萄球菌 24.1±0.3

枯草芽孢杆菌 25.6±0.6

大肠杆菌 25.3±0.5

沙门氏菌 23.3±0.8

真菌

根霉 －

青霉 26.6±0.5

曲霉 27.5±0.6

毛霉 －

注：－.无抑菌圈。

由表1可知，黄水对革兰式阳性菌和革兰氏阴性菌均

有较强的抑制效果，对青霉和曲霉也表现出较强的抑制效

果，其抑菌圈直径均达到了25 mm左右，而对根霉和毛霉

无明显的抑菌圈出现，表明对其抑菌效果不明显或无抑菌

效果。因此推断，黄水对大部分细菌均有较强的抑菌活

性，对于真菌而言，只对部分真菌存在抑菌活性。

2.2 黄水对常见菌的最低抑菌浓度

表 2 黄水对常见菌的最低抑菌浓度

Table 2 Minimum inhibitory concentration of yellow water against 

common bacteria and fungi

供试菌种
黄水体积分数/%

50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 1.56 0.78 阳性对照组 阴性对照组

金黄色葡萄球菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ －

枯草芽孢杆菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ －

大肠杆菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ －

沙门氏菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ －

青霉 － － － － － － ＋ ＋ －

曲霉 － － － － － ＋ ＋ ＋ －

注：＋.有菌生长；－.无菌生长。

由表2可知，以体积分数计，黄水对金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌和沙门氏菌4 种细菌的最低

抑菌浓度均为6.25%，对青霉和曲霉两种真菌的最低抑菌

浓度分别为1.56%和3.13%。由此可得，黄水对真菌的抑

制效果强于细菌。

2.3 黄水抑菌稳定性的测定结果

2.3.1 pH值对黄水抑菌活性的影响

由图1可知，pH值对黄水的抑菌活性有影响，在pH 7

的中性环境中，黄水对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径为

24.3 mm，对大肠杆菌的抑菌圈直径为25.9 mm。在酸性

环境中黄水的抑菌作用增强，当培养基的pH值为5时黄

水对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径分别达到

了36.5 mm和37.6 mm。在碱性环境中黄水的抑菌作用减
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弱，当培养基的pH值为9时黄水对金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌的抑菌圈直径分别降至21.5 mm和20.6 mm，但抑菌

效果仍然较强。
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图 1 pH值对黄水抑菌活性的影响

Fig. 1 Effect of pH on the antibacterial activity of yellow water

2.3.2 温度对黄水抑菌活性的影响
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图 2 温度对黄水抑菌活性的影响

Fig. 2 Effect of temperature on the antibacterial activity of yellow water

由图2可知，随着温度的升高，黄水对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的抑菌活性稍有下降。在121 ℃的高温条

件下处理30 min后，黄水对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌

的抑菌圈直径分别为22.6 mm和23.7 mm，抑菌活性仍很

高。结果说明温度对黄水的抑菌活性影响不大，黄水在

抑菌方面具有良好的热稳定性。

2.3.3 紫外线照射对黄水抑菌活性的影响
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图 3 紫外线对黄水抑菌活性的影响

Fig. 3 Effect of ultraviolet light on the antibacterial activity of yellow water

由图3可知，黄水在经过紫外线照射后，其抑菌活

性几乎没有受到影响。经紫外线照射120 min后，黄水对

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径仍为25 mm左

右，与未经紫外线照射相比几乎没有变化。说明黄水对

紫外线的照射呈现较好的稳定性。因此，在食品生产过

程中，可以在使用黄水进行防腐的同时，采用紫外照射

进行相应的杀菌处理。

2.3.4 盐和糖含量对黄水抑菌活性的影响
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图 4 盐质量分数对黄水抑菌活性的影响

Fig. 4 Effect of sodium chloride on the antibacterial activity of yellow water

由图4可知，盐质量分数对黄水的抑菌活性有影响，

盐质量分数在0.0%～2.5%的范围内时，随着培养基中盐

质量分数的增加，黄水对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的

抑菌圈直径由25 mm左右增加到28 mm左右。
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图 5 糖质量分数对黄水抑菌活性的影响

Fig. 5 Effect of saccharose on the antibacterial activity of yellow water

由图5可知，糖质量分数在0%～10%时，随着糖质量

分数的升高，黄水的抑菌活性也稍有提升。这表明盐和糖

对黄水的抑菌活性有一定的增效作用，原因可能是糖和盐

能影响微生物生长的渗透压，从而抑制细菌的生长。

2.3.5 金属离子种类对黄水抑菌活性的影响
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图 6 金属离子对黄水抑菌活性的影响

Fig. 6 Effect of metal ions on the antibacterial activity of yellow water

由图6可知，与对照组相比，黄水中加入Ca2＋、Mg2＋、

Na＋和K＋后，其抑菌活性无明显变化。加入Fe2＋后，黄

水对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径分别由

24.6 mm和25.8 mm增长到36.5 mm和39.2 mm，其抑菌

活性明显增强，原因可能是Fe2＋本身对菌体的生长存在



126  2017, Vol.38, No.15             食品科学	 ※基础研究

一定的抑制作用。由此可见，黄水的抑菌活性几乎不受

Ca2＋、Mg2＋、Na＋和K＋的影响，且Fe2＋对黄水的抑菌

活性还有一定的增强作用。因此，黄水可以应用在含有 

Ca2＋、Mg2＋、Na＋、K＋和Fe2＋金属离子较丰富的食品中

作为防腐剂使用。

3 结 论

黄水对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和

革兰氏阴性菌大肠杆菌、沙门氏菌均有较强的抑制作用。对

青霉和曲霉也表现出较强的抑制效果，对根霉和毛霉无抑菌

效果。由此可得出，黄水对实验所用细菌均有较强的抑菌活

性，对于真菌而言，只对部分真菌存在抑菌活性。

最低抑菌浓度实验表明，黄水对金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、大肠杆菌和沙门氏菌4 种细菌的最低抑菌

浓度均为6.25%。对青霉和曲霉两种真菌的最低抑菌浓度

分别为1.56%和3.13%。

抑菌稳定性实验表明，pH值对黄水的抑菌活性有

影响，在酸性环境中黄水的抑菌作用增强，在碱性环境

中黄水的抑菌作用减弱，但抑菌效果仍然较强。因此，

在食品应用中，应用在pH值较低的食品中能更好的发

挥其抑菌作用。温度对黄水的抑菌活性影响不大，黄水

在抑菌方面具有良好的热稳定性，因此，可以将其应用

在需要高温蒸煮和高压杀菌的食品当中。黄水的抑菌活

性几乎不受紫外线照射的影响，因此，在食品生产过程

中，可以在使用黄水进行防腐的同时，用紫外进行相

应的杀菌处理。盐、糖对黄水的抑菌活性有一定的增

效作用。原因可能是糖和盐能影响微生物生长的渗透

压，从而抑制细菌的生长，因此，黄水在盐和糖含量

较高的食品中作为防腐剂使用能更好地发挥其抑菌作

用。Ca2＋、Mg2＋、Na＋和K＋的加入对黄水的抑菌活性

几乎无影响，Fe2＋对黄水的抑菌活性却有一定的增强作

用，原因可能是Fe2＋本身对菌体的生长存在一定的抑制

作用。因此，黄水可以应用在含有Ca2＋、Mg2＋、Na＋、 

K＋和Fe2＋金属离子较丰富的食品中作为防腐剂使用。

综上所述，黄水具有较高的抑菌活性，而且抑菌活

性稳定性良好。黄水作为粮食发酵产物又具有较高的安全

性，来源丰富[30]，而且还含有丰富的氨基酸以及醇类和酯

类等呈香呈味物质。因此，将黄水进行简单地处理后，应

用到食品中作为天然防腐剂具有良好的前景，还能实现废

物利用。但由于黄水中成分复杂，对于究竟是其中的哪些

成分起到了抑菌作用及其抑菌机理还需要进一步的探讨与

研究，以便对其在食品中的应用提供充分的理论依据。
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