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红曲霉 Monascus sanguineus X1 处理黄水的培养基
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摘摇 要: 黄水是白酒酿造的主要副产物之一,富含多种有机质,可用于制备酯化液促进白酒增香,
提高其利用率。 研究了一株高产酯化酶的红曲霉菌株 Monascus sanguineus X1,以酯化酶活力为指

标,从碳源、碳氮比、接种量和 pH 值 4 个方面对 X1 菌株的培养基进行单因素实验及正交试验优

化;采用酯化酶液处理黄水,制备酯化液,研究了黄水、乙醇、己酸等酯化前体物质添加量对酯化液

制备的影响。 结果表明,该红曲霉优化发酵培养基组分(以 100 mL 计):大米粉 7郾 0 g,大豆蛋白胨

2郾 0 g,NaNO3 0郾 2 g,KH2PO4 0郾 15 g,MgSO4·7H2O 0郾 1 g,培养基初始 pH 值 5郾 0,接种量 10% (体积分

数)。 在此条件下,添加体积分数为 10%的黄水和体积分数为 4%的乙醇,酶活力可达 745郾 80 U / mL。
向酯化酶液中加入体积分数为 0郾 8%的己酸和体积分数为 20%的乙醇继续培养 1 d 后,酯化液中己

酸乙酯的体积分数可达 0郾 121% ;而向酯化酶液中补加体积分数为 10%的黄水后,己酸乙酯和乳酸

乙酯的体积分数分别可达 0郾 055% 和 0郾 032% 。 该结果旨在为将黄水资源用于白酒增香提供理论

参考。
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摇 摇 黄水是白酒酿造的酒醅中溶解于水的部分营养

物质,浸沉于窖池底部形成的棕黄色黏稠状液体。
年产上万吨的白酒企业,每天约有 10 t 黄水产生。
黄水中含有丰富的残余淀粉、还原糖和大量的有机

酸,其中乙酸、丁酸和乳酸的含量最为丰富[1],若不

经过处理直接排放,不仅会污染环境,而且会造成资

源浪费。 目前,针对黄水的研究和应用,主要有 4 个

方面:1)微生物多样性分析及菌种选育[2];2)风味

物质萃取[3];3)酿酒用大曲的制备[4];4)利用微生

物产酯化酶的特性处理黄水,制备酯化液及窖泥养

护[5],如唐丽云等[6]利用黄水酯化液提高浓香型白

酒的质量和口感;李河等[7] 利用现代微生物和发酵

工程技术,在酯化酶作用下将黄水、酒尾、尾水等酿

酒副产物转化为浓香型白酒酯化液;郗晔[8] 以黄水

为基质培养产香红曲霉,在不添加其他物质的黄水

中发酵产生菌丝体。 因此,利用红曲霉制备黄水酯

化液,用于白酒增香,具有较大的应用潜力[9 - 13]。
目前黄水酯化液制备多以曲为微生物来源,

63



且以固态发酵为主要方式,以纯种红曲霉液态发

酵处理黄水制备酯化液少见报道,本文利用一株

高产酯化酶的红曲霉菌株 X1,以酯化酶活力为指

标,对该菌株进行了培养基优化;研究了黄水、乙
醇、己酸等酯化前体物质对其液态发酵制备酯化

液的影响;优化了产酯化液的相关参数。 该结果

旨在为红曲霉及其酯化酶在黄水中的应用提供理

论参考。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

红曲霉(Monascus sanguineus)X1 由天津科技大

学食品工程与生物技术学院发酵食品与新资源开发研

究室保藏。 硝酸钠、磷酸二氢钾、硫酸镁、蛋白胨、葡萄

糖等均为分析纯。 黄水由天津津酒集团提供。
培养基:麦芽汁培养基[14]。 种子液培养基:大

米粉 3 g,NaNO3 0郾 3 g,KH2PO4 0郾 25 g,MgSO4·7H2O
0郾 1 g,自来水 100 mL,pH 自然。 发酵培养基:大米

粉 5 g,NaNO3 0郾 3 g,KH2 PO4 0郾 15 g,MgSO4·7H2 O
0郾 1 g,自来水 100 mL,pH 值为 7郾 0。 以上培养基灭

菌条件为 121 益,15 min。
1郾 2摇 仪器与设备

SW-CJ -1FD 型超净工作台,上海博讯事业有

限公司医疗设备厂;LS -B50L 型立式压力蒸汽灭菌

锅,上海华线医用核子仪器有限公司;KCL2000 型恒

温恒 湿 培 养 箱, 日 本 EYELA 东 京 理 化 公 司;
AG22331 型高速离心机,德国 Eppendorf 公司;ZWY
-2112D 型恒温培养振荡器,上海支撑分析仪器制

造有限公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 红曲霉 X1 产酯化酶的发酵培养基优化

1郾 3郾 1郾 1摇 单因素实验设计

表 1 为不同发酵参数单因素实验条件。 以酯化

酶活力为指标,选择不同碳源、碳氮比、接种量和初

表 1摇 不同发酵参数单因素实验条件

Tab. 1摇 Conditions of single factor test for different
fermentation parameters

参数 条件选择

碳源 70 g / L 可溶性淀粉或者大米粉(7、5、3 g)

碳氮比 碳氮比分别为 4郾 2颐 1、6郾 3颐 1、5郾 5颐 1

接种量(体积分数) 8% 、10%和 12%

初始培养基 pH 值 乳酸调节至 4郾 5、5郾 0、5郾 5

始 pH 值,研究其对红曲霉 X1 液态发酵产酯化酶的

影响。
1郾 3郾 1郾 2摇 正交试验设计

依据单因素实验结果,以碳源、碳氮比、接种量、
pH 值为影响因素,酯化酶活力为指标,进行正交优

化试验(表 2),确定培养基最优组合。

表 2摇 正交试验设计

Tab. 2摇 Orthogonal experimental design

水平

因素

A
碳源

B
碳氮比

C
接种量 / %

D
pH

1 大米粉 4郾 2颐 1 8 5郾 5

2 可溶性淀粉 5郾 5颐 1 10 5郾 0

3 6郾 3颐 1 12 4郾 5

1郾 3郾 1郾 3摇 红曲霉 X1 发酵产酯化酶最适黄水添加

量的确定

在单因素实验和正交试验得到的优化条件基

础上,进一步研究未灭菌黄水添加量 ( 0、5% 、
10% 、20% (体积分数))对红曲霉菌株 X1 液态发

酵产酯化酶的影响,得到菌株 X1 产酯化酶的最适

黄水添加量。
1郾 3郾 2摇 酯化液制备中最适底物添加量的确定

发酵培养基优化后,以 3 000 r / min 离心 10 min,
收集酶活最高时的发酵上清液,分两组进行实验,一
组添加己酸(0、0郾 05% 、0郾 10% (体积分数))和乙醇

(0、0郾 5% 、2郾 0% 、4郾 0% 、6郾 0% 、8郾 0% 、10郾 0% (体积

分数));另一组则补加黄水(0、5% 、10% 、20% (体
积分数)),分别制备酯化液。 研究己酸、乙醇添加

量和黄水补加量对酯化液制备的影响。
1郾 3郾 3摇 发酵产物测定

乙酸、己酸、乙醇、乙酸乙酯、己酸乙酯和乳酸乙

酯的测定采用气相色谱法。 以 8 000 r / min 离心发

酵液,取上清液,过 0郾 22 滋m 滤膜后进样检测。 检测

条件为:气相色谱仪配备 FID 检测器(450GC,德国

布鲁克公司),AT. LZP -930 白酒毛细管专用色谱

柱(30 m 伊0郾 32 mm 伊1郾 0 滋m,中国科学院兰州化学

物理研究所),进样口温度 200 益,检测器温度 200
益,柱 流 速 5郾 00 mL / min, 载 气 为 氦 气 ( 纯 度

99郾 99% ),载气流速 25 mL / min,氢气 30 mL / min,
空气流速300 mL / min。 分流比 10 颐 1,进样量 1 滋L。
程序升温条件初始温度 60 益, 保持 5 min, 以

5郾 0 益 / min连续升温至 180 益并保持 3 min。
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1郾 3郾 4摇 酯化酶酶活力测定

采用 1鄄萘酚比色法对酯化酶酶活力进行测定[15]。
酶活力定义:在37 益条件下,15 min 水解1鄄醋酸萘酯产

生 1郾 0 nmol 1鄄萘酚所需酶量为 1 个酶活力单位(U)。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 发酵培养基对红曲霉 X1 产酯化酶的影响

以酯化酶活力为指标,选择不同碳源、碳氮比、
接种量和初始 pH 值,研究其对红曲霉 X1 液态发酵

摇 摇

产酯化酶的影响,实验结果如表 3。
2郾 1郾 1摇 碳源对 X1 菌株产酯化酶活力的影响

表 3 中,以大米粉为碳源,发酵液上清液中酯化

酶活力为 435郾 05 U / mL;以可溶性淀粉为碳源时,酯
化酶活力仅为 302郾 35 U / mL,差异明显。 二者差异

可能是由于其淀粉含量及性状不同导致培养液黏度

不同,使 X1 生长条件不同,因而酯化酶活力存在差

异。 另外,大米粉营养更丰富,原料来源广泛,价格

低廉,虽然溶解性相对较差,但从酶活力结果来看,
不影响 X1 菌株生长及酯化酶产生。

表 3摇 碳源、碳氮比、接种量和 pH 值对 X1 菌株液态发酵产酯化酶活力的影响

Tab. 3摇 Effect of carbon source, C / N ratio,inoculation amount and pH on esterifying enzyme activity of
X1 strain in liquid fermentation

控制因子
碳源 碳氮比 接种量 pH

A* B* 4郾 2颐 1 5郾 5颐 1 6郾 3颐 1 8% 10% 12% 4郾 5 5郾 0 5郾 5

酶活力 /

(U·mL - 1)

302郾 35 依
2郾 75

435郾 05 依
3郾 03

335郾 05 依
4郾 34

446郾 89 依
2郾 88

322郾 31 依
3郾 70

381郾 84 依
3郾 23

435郾 05 依
3郾 11

324郾 07 依
2郾 67

362郾 96 依
2郾 88

404郾 25 依
3郾 03

427郾 68 依
2郾 76

摇 摇 碳源 A*、B*分别为可溶性淀粉和大米粉。

2郾 1郾 2摇 碳氮比对 X1 菌株产酯化酶活力的影响

碳氮比对微生物生长及代谢影响较大,若培养

基碳源不足,易引起菌体衰老和自溶,而碳源过高,
容易发生底物抑制,培养基酸化,不利于菌体生长;
若氮源过多,菌体生长过于旺盛,不利于代谢产物积

累[16]。 霉菌细胞中碳氮比大约为 10 颐 1,一般工业

发酵培养基碳氮比约为 50颐 1,由于酯化酶是一类蛋

白酶,在发酵过程中氮源消耗多,因此,通过降低培

养基中碳氮比,可提高酯化酶的产量[17]。 本研究

中,当培养基中碳氮比为 5郾 5 颐 1时,红曲霉 X1 发酵

液中酯化酶活力最高,为 446郾 89 U / mL,说明此碳氮

比有利于 X1 菌株酯化酶生产。
2郾 1郾 3摇 接种量对 X1 菌株产酯化酶活力的影响

接种量对微生物生长繁殖代谢尤为重要。 在发

酵工业中,霉菌的接种量一般为 7% ~ 15% (体积分

数)。 采用较大接种量,可缩短发酵过程中菌体繁

殖达到高峰的时间,加速酯化酶产生,并减少杂菌污

染;但接种量过大,易引起菌体竞争,菌种活力不足,
导致酯化酶活力下降。 本研究中,当红曲霉接种量

为 10%时,发酵液中酯化酶活力为 435郾 05 U / mL,适
合 X1 菌株生长及酯化酶产生。
2郾 1郾 4摇 初始 pH 值对 X1 菌株产酯化酶活力的影响

利用乳酸控制初始发酵培养基 pH 值为 5郾 5
时,发酵液中酯化酶活力为 427郾 68 U / mL;pH 值为

5郾 0 时,发酵液中酯化酶活力为 404郾 25 U / mL,仅比

pH 值 5郾 5 的发酵液酶活力低 23郾 43 U / mL。 因此,
pH 值 5郾 0 和 pH 值 5郾 5 的培养基条件均较适合 X1
菌株生长及酯化酶产生。
2郾 1郾 5摇 X1 菌株产酯化酶发酵培养基正交试验优化

结果

在单因素实验基础上,以大米粉为碳源,控制碳

氮比 5郾 5颐 1,接种量 10% ,pH 值 5郾 0 为条件进行正

交试验,试验结果如表 4。 由于正交试验得到的优

水平和优组合不统一,须对正交结果进一步验证,结
果如表 5。 2 号试验组(优组合)的结果相对高于 1
号试验组 (优水平),即大米粉为碳源,碳氮比为

5郾 5颐 1,接种量为 10% ,pH 值为 5郾 0 的培养条件较

合适。
由表 5 可知,X1 菌株液态发酵产酯化酶的优化

培养基为(含量以 100 mL 计):大米粉 7 g,大豆蛋白

胨 2 g,NaNO3 0郾 2 g,KH2 PO4 0郾 15 g,MgSO4·7H2 O
0郾 1 g。 优化培养条件为:500 mL 三角瓶中装液量 50
mL,初始 pH 值 5郾 0,接种量 10% ,培养温度 30 益,
摇床转速 180 r / min,培养时间 4 d。
2郾 1郾 6摇 黄水添加对 X1 菌株液态发酵产酯化酶的

影响

黄水中含有少量白酒酿造过程中未利用的淀

粉、残糖及氨基酸等物质[18],可作为红曲霉生长的
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营养物,而其中丰富的有机酸,可诱导红曲霉产生酯

化酶,从而提高发酵液中酯化酶活力。 在此,考察了

黄水的添加对红曲霉 X1 发酵产酯化酶的影响,结
果如图 1。

表 4摇 X1 菌株液态发酵产酯化酶正交试验结果

Tab. 4摇 Results of orthogonal test of esterifying enzyme
of X1 strain in liquid fermentation

试验号
因素

A B C D

酶活力 /

(U·mL - 1)

1 1 1 1 1 446郾 89

2 1 2 2 2 433郾 78

3 1 3 3 3 246郾 60

4 1 1 2 3 351郾 84

5 1 2 3 1 254郾 07

6 1 3 1 2 322郾 31

7 2 1 3 2 299郾 38

8 2 2 1 3 302郾 35

9 2 3 2 1 296郾 49

K1 2 055郾 49 1 098郾 11 1 071郾 55 997郾 45

K2 898郾 22 990郾 20 1 082郾 11 1 055郾 40

K3 865郾 40 800郾 05 900郾 79

k1 342郾 58 366郾 04 357郾 18 332郾 48

k2 299郾 41 330郾 07 360郾 70 351郾 82

k3 288郾 47 266郾 68 300郾 26

极差 43郾 18 77郾 57 94郾 02 51郾 56
因素主次

顺序
C > B > D > A

优水平 A1 B2 C2 D2

优组合 A1B1C1D1

表 5摇 X1 菌株液态发酵产酯化酶正交试验结果验证

Tab. 5摇 Verification of orthogonal test on liquid fermentation
of Monascus sanguineus X1 strain U / mL

试验号
试验批次

1 2 3 4

1(优水平) 444郾 35 437郾 58 439郾 21 442郾 55

2(优组合) 439郾 83 452郾 59 440郾 20 448郾 32

摇 摇 在空白组和实验组中,发酵上清液中酯化酶活

力均呈先升高后降低趋势。 空白组发酵液中酯化酶

酶活力在第 2 天时比实验组高,为 211郾 50 U / mL,且
增长最快,第 4 天达到酶活力高峰(489郾 45 U/ mL),之
后开始下降,在第 6 天时酶活力下降到 392郾 07 U/ mL,
为最高时的 80郾 1% ;实验组红曲霉 X1 均存在较长

图 1摇 黄水添加量对酯化酶酶活力的影响

Fig. 1摇 Effect of yellow water addition in esterifying
enzyme activity

的生长适应期,在添加 5% 、10% 、20%黄水组,酶活

力分别在第 4 天、5 天和 5 天达到最高 (723郾 38、
765郾 95、590郾 98 U / mL)。 由此可见,添加 5% ~ 20%
黄水可提高酯化酶产量,其中 10% 效果最好;分别

添加 30% 、40% 黄水时,抑制了红曲霉 X1 的生长,
酯化酶活力未检出,这可能是由于过量黄水的添加

导致培养基 pH 值较低[19];空白组,添加 5% 、10% 、
20% 、30% 、40% 黄水组,其培养基初始 pH 值分别

为 5郾 41、4郾 60、4郾 29、4郾 08、3郾 98、3郾 92。 pH 值对微生

物生长和产酶有一定的影响,从而造成酯化酶活力

不同。 因此,添加适量黄水能够促进红曲霉 X1 生

长过程中产生酯化酶。

2郾 2摇 不同酯化底物的添加对酯化液制备的影响

2郾 2郾 1摇 己酸、乙醇的添加对酯化液制备的影响

发酵培养基优化后,以酯化酶活力最高的发酵

上清液催化不同体积分数的己酸和乙醇制备酯化

液,研究己酸和乙醇的添加对酯化液制备的影响,实
验结果如图 2。 由图 2 可知,随着己酸添加量的增

加,己酸乙酯生成量也随之增加,但己酸利用率却随

着己酸含量的增加呈现先增加后降低趋势。 在空白

组中,己酸乙酯体积分数仅为 0郾 004 8% ;当己酸添

加量为 0郾 8% 时,己酸利用率达到最大,为 7郾 61% ,
此时己酸乙酯体积分数为 0郾 029% ,较空白组增加

了 5 倍。 当己酸添加量为 0郾 8% 时,己酸利用率高,
己酸乙酯生成量较大。 而当己酸添加量高于 0郾 8%
时,由于 pH 值降低导致酶活力下降,己酸利用率也

随之降低,导致己酸乙酯产量与己酸添加量不成

正比。
在己酸最优(0郾 8% )条件下,随着乙醇添加量

的增加,己酸乙酯浓度呈现先增加后降低趋势,当乙
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图 2摇 己酸和乙醇添加量对酯化液中己酸乙酯生成量的影响

Fig. 2摇 Effect of hexanoic acid and ethanol addition on production of ethyl caproate in esterification liquid

醇添加量为 20% 时, 己酸乙酯体积分数达 到

0郾 121% ;当乙醇添加量为 25%时,己酸乙酯体积分

数仅为最高组的 21郾 5% 。 这可能是由于酯化反应

所需底物乙醇的增加抑制了酯化酶活性,也可能是

改变了酯化酶结构降低了酯化速率,导致己酸乙酯

生成量减少[20]。
2郾 2郾 2摇 未灭菌黄水添加量对酯化液制备的影响

在酯化酶活力最高的发酵上清液中补加不同体

积分数的黄水制备酯化液,研究黄水添加量对酯化

液制备的影响,实验结果如图 3。

图 3摇 黄水添加量对酯化液中乳酸乙酯、己酸

乙酯生成量的影响

Fig. 3摇 Effect of yellow water addition on production of ethyl
lactate and ethyl caproate in esterification liquid

由图 3 可知,随着黄水添加量的增加,乳酸乙酯

浓度呈递增趋势,己酸乙酯浓度先增加后降低。 当

黄水添加量为 10% 时, 乳酸乙酯体积分数 为

0郾 032% ,己酸乙酯体积分数达到 0郾 055% 。 随着黄

水添加量的增加,乳酸乙酯增幅不明显,而己酸乙酯

浓度开始降低,这可能是由于在酯化反应体系中,乳
酸和己酸作为竞争性底物,在一定范围内,两者均随

着底物浓度增加而呈现增加趋势,超过此范围,两者

出现竞争而乳酸更占优势,己酸乙酯的合成便会减

少;也可能是由于在该培养基条件下,合成的酯化酶

中乳酸乙酯合成酶活性高于己酸乙酯合成酶活

性[21]。
当在红曲霉 X1 发酵培养基中,加入体积分数

为 0郾 8%的己酸和体积分数为 20%的乙醇继续培养

1 d 后,酯化液中己酸乙酯体积分数可达 0郾 121% ;
而向酯化酶液中补加体积分数为 10%黄水后,己酸

乙酯和乳酸乙酯体积分数分别可达 0郾 055% 和

0郾 032% ,总酯体积分数为 0郾 087% 。

3摇 结摇 论

研究了红曲霉 Monascus sanguineus X1 处理黄

水的培养基优化及酯化液制备条件。 结果表明:该
红曲霉优化发酵培养基组分(以 100 mL 计):大米

粉 7郾 0 g,大豆蛋白胨 2郾 0 g,NaNO3 0郾 2 g,KH2PO4

0郾 15 g,MgSO4·7H2O 0郾 1 g,培养基初始 pH 值 5郾 0,
接种量 10% (体积分数)。 在此条件下,加入体积分

数为 0郾 8%的己酸和体积分数为 20%的乙醇继续培

养 1 d 后, 酯 化 液 中 己 酸 乙 酯 体 积 分 数 可 达

0郾 121% ;而向酯化酶液中补加体积分数为 10% 的

黄水后,己酸乙酯和乳酸乙酯的体积分数分别可达

到 0郾 055%和 0郾 032% ,总酯体积分数为 0郾 087% 。
利用微生物酶法生产酯类物质不仅反应条件温

和、能耗低,反应速率和转化率高,而且产品纯度高,
香味自然纯正,使白酒风味柔和、香醇自然,可增强

其固态感和自然感。 浓香型白酒酯化液以酿酒副产

物黄水、酒尾、尾水等为原料,加入酶制剂、己酸,人
为控制酯化液发酵条件,可以较快地得到高酯生物

发酵液。 许多酒厂都在积极使用酯化液发酵技术来

生产高酯调味酒,提高浓香型白酒的优质品率,增强

酒体协调性等,并使酿酒副产物得到综合利用,实现
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清洁生产,提高浓香型白酒的质量。
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Optimization of Culture Medium for Treatment of Yellow Water by
Monascus sanguineus X1 and Preparation of Esterification Liquid

LIU Dan,摇 YANG Fan,摇 XUE Yibin,摇 WANG Xufeng,摇 ZHANG Jing,摇 LIU Huanhuan,摇
LI Zhenjing,摇 CHEN Mianhua,摇 WANG Changlu*

(College of Food Engineering and Biotechnology / State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety,
Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China)

Abstract: Yellow water, the main by鄄product of Baijiu brewing, was rich in a variety of organic matter.
It can be used to prepare esterification liquid, which can promote the aroma of Baijiu, and improve its
utilization. Monascus sanguineus X1, a high esterifying enzyme鄄producing strain, was used to optimize
the enzyme activity by single factor and orthogonal experiments from four aspects: carbon source, carbon鄄
nitrogen ratio, inoculation amount and pH. Then, the esterifying solution was prepared by treating the
yellow water with an esterifying enzyme solution, and the influence of the addition amount of the esterified
precursors such as yellow water, ethanol and caproic acid on the preparation of the esterification liquid
was studied. The results showed that the optimum fermentation medium for Monascus was (per 100 mL)
rice flour 7郾 0 g, soybean peptone 2郾 0 g, NaNO3 0郾 2 g, KH2PO4 0郾 15 g, MgSO4·7H2O 0郾 1 g, initial
pH 5郾 0 and inoculation volume 10% (volume fraction). Under these conditions, adding 10% yellow
water by volume and 4% ethanol by volume, the enzyme activity could reach 745郾 80 U / mL. After adding
0郾 8% caproic acid and 20% ethanol by volume to the esterifying enzyme solution for 1 day, the volume
fraction of ethyl caproate in the esterifying solution could reach 0郾 121% , while after adding 10% by
volume yellow water to the esterifying enzyme solution, the volume fraction of ethyl caproate and ethyl
lactate could reach 0郾 055% and 0郾 032% , respectively. The results is intended to provided a reference
for the study of yellow water resources for Baijiu flavor enhancement.

Keywords: Monascus sanguineus; yellow water; esterification liquid; Baijiu aroma enhancement;
fermentation optimization
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