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多菌种混合发酵黑米饮料的研究

（仲恺农业技术学院食品系，广州 !"#$$!） 刘长海

摘 要 研究了以黑米为原料，通过蒸煮、糖化制得黑米汁，再接

入酵母菌、乳酸菌、醋酸菌共同发酵所得的一种新型发酵

无醇饮料。试验表明，黑米汁发酵的最佳糖度为 "$%&’，

() 为 *+!，接入菌种的比例为酵母菌,乳酸菌,醋酸菌-#+!,
",$，接种量为 #+". / 0，发 酵 时 间 为 1234，发 酵 温 度 为

556。所得发酵液经调配、杀菌便制成了黑米发酵无醇饮

料。
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黑米营养价值很高，富含多种维生素和天然黑

色素，八种人体必须氨基酸含量及微量元素的含量

明显高于普通大米。因黑米的开发利用具有广阔的

市场前景，近年来受到了国内外的普遍关注 0%1/2。

本试验将以黑米和大米为主要原料，利用生物工程

技术，采用双酶法糖化，多菌种混合发酵等一系列工

艺过程，获得一种营养丰富、风味独特、口味纯正、色

泽诱人的纯天然无醇0’2饮品。

% 材料与方法

%&% 材料与设备

黑米、大米 市售；产香酵母 ,"#&%%3# 购自中

科院广州分院；乳酸菌 保加利亚乳酸杆菌和嗜热

乳酸链球菌 456---7由法国 89:;<= 公司提供；醋酸

菌 ,"%&’% 购自中科院广州分院。

高压杀菌锅，恒温培养箱，恒温振荡器，超净工

作台，高速离心机。

%&! 混合菌母的制作

黑米汁!接种纯菌种!发酵培养!菌母

%&# 工艺流程

黑米!筛选（清洗、去杂）!浸泡!高压蒸煮!糖化!过

滤!黑米汁!接种菌母!发酵!过滤!杀菌!成品

%&’ 分析方法

酒精度的测定 以比重瓶法测定0+2；

糖度的测定 以手提式折光糖度计法测定0+2；

总酸的测定 以碱液滴定法测定0+2；

挥发酸的测定 以蒸馏滴定法测定0+2；

感官评价方法 请有关人士 %- 名，对调配好的

成品的滋味、香气、色泽、口感进行评价。

%&( 菌种扩培的条件

将购入的菌种置于冰箱中，在 ’>下保存，配制

各种菌种的培养基，并在高压灭菌锅中 %#%>灭菌

/-?<@，冷却后将菌种接种于培养基上，并放入恒温

培养箱，依据各菌种所需的温度和时间进行培养，待

菌种生长出来后将其置于冰箱中 ’>保存。

%&+&% 醋酸菌 （,"%&’% ）的扩培条件 培养基 （固

体）：酵母膏药 %A、葡萄糖 /A、6+B酒精（乙醇）C#?D、

琼脂 #A、E=EF/+A、水 %--?D、%#%>蒸汽灭菌 /-?<@；

培养基（液体）：酵母膏药 %A、葡萄糖 %A、6+B酒精 G乙
醇HC#?D、水 %--?D、-&%4I= 蒸汽灭菌 /-?<@。醋酸菌

接种于上述培养基中，//>培养 ’39。

%&+&# 乳酸菌的扩培条件 保加利亚乳酸杆菌与嗜

热链球菌混和种，由罗地亚公司生产，菌种是一种直

接罐内接种的一次性酸菌种，它最突出的特点就是

其 优 越 的 后 发 酵 保 持 特 性 。 该 菌 种 的 发 酵 达 到

JK’&+1’&$ 时，菌种的酸化速度就会减慢，因此在整

个保存期中显示出无可比拟的保持后发酵特性。

称取菌种 -&%A，加入到 %-?D LK! 奶中，轻轻摇

动 +?<@，使菌种粉末完全溶解，然后置于恒温培养箱

中，在 ’->下培养 #’9。菌种取用后立即重新密封好

储存于冷冻条件下，可放置一个月。

%&+&/ 酵母菌（产香酵母 ,"#&%%3#）的扩培条件 培养

基 采用 %#-?D MD 麦芽汁琼脂培养基，#+>培养 #’9。
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%&$ 混合发酵工艺条件的选择

采用 !"（##）正交实验。

根 据 各 菌 种 的 最 适 发 酵 温 度 和 最 适 的 浓 度 条

件，初定前期发酵温度为 $%、$& 和 #’(，中后期由于

醋酸菌的最适温度为 ##(，所以将发酵温度提升至

##(，并保持在通风条件下（即将其转入恒温震荡器

中）进行发酵。前期属于酵母菌和乳酸菌混合发酵

期，发酵时间为 $)#*，中后期属于醋酸菌发酵期，发

酵时间约为 %)+*，以酒精含量,乙醇-.$/以下、残糖

#)0123 以下为发酵终点。

! 结果与讨论

!&% 浸米、蒸煮与糖化

为了便于后续加工，要先将黑米浸泡。浸米开

始 ，米 膨 胀 ，含 水 量 增 加 ；浸 米 0)+4，吸 水 达 $’/)
$%/；浸米 $04，水分基本吸足。浸米时，米粒表面的

微生物利用溶出的糖分、蛋白质、维生素等营养物质

进行生长繁殖；浸米 $* 后，浆水微带甜味，从米层深

处会冒出小气泡，开始进行缓慢的发酵作用，乳酸链

球菌将糖分分解转化成乳酸，浆水酸度慢慢升高；浸

米数天后，水面上将出现由皮膜酵母形成的乳白色

菌，与此同时，米粒所含的淀粉、蛋白质等高分子物

质受到米粒本身存在的酶及微生物分泌的淀粉酶、

蛋白酶等的作用而进行水解，其水解产物提供给乳

酸链球菌等作为转化的基质，产生乳酸等有机酸，使

浸米水的总酸、氨基酸含量增加，总酸可高达 ’5%/)
’5"/左右，酸度的增加促进了米粒结构的疏松，并随

之出现“吐浆”的现象。这些变化与浆水中微生物密

切相关。经分析，浆水中细菌最多，酵母次之，霉菌最

少。试验表明，浸泡时间过短，黑糯米表皮较硬，不利

于糊化和香味的产生；但浸泡时间过长，又会使黑米

变质，水层表面会长出一层白色的霉菌。故选定浸米

时间为夏季 $04，冬季 #+4。本试验采用的是不经粉

碎的原料。

称取 ’5%67 黑米，在 8$8(高压灭菌锅中进行蒸

煮，观察其糊化程度的变化。结果表明，黑米在不同

的时间内蒸煮的差别非常明显，时间越长，其蒸煮效

果越好，淀粉糊化程度也越高。但考虑到蒸煮所用能

源问题和产品的色泽，本试验采用 8$8(条件下蒸煮

#’9:;，该条件既能使黑米糊化完全，又不至于浪费

太多的能源。

黑米蒸煮后加入糖化酶进行恒温糖化，保持温

度在 +’(，期间每隔 $4 对其糖度进行测定。结果表

明，随着糖化时间的推移，糖化的速度逐渐减慢，原

因是反应底物的减少和产物浓度的增加。在糖度低

于 8’123 时，糖度急剧上升；当糖度达到 8’123 时，所

需的时间约为 04，之后，糖化速度持续减慢，当到达

80123 时，所需的时间约 &4，此时糖化已经基本停

滞，之后虽然糖度还略有上升，但由于反应底物已经

基本消耗完全，糖化已基本完成，糖度上升的原因主

要是由于水分蒸发而带来的影响，故糖化的时间应

为 &4 为宜。

!&! 单菌种的发酵试验

各菌种在不同的糖度条件下有着不同的发酵速

度，选择最佳的糖度条件，对于前期发酵时间有着重

要的意义。在发酵前期主要是乳酸菌和酵母菌处于

主发酵的地位，对糖分的利用也是这两种菌共同发

酵的结果，所以本实验只测试了乳酸菌和酵母菌在

不同糖度条件下的发酵情况。

将黑米汁煮沸后钝化糖化酶，加入无菌水，分别

调整其浓度为 &、8’、8#、8+123，然后分别接入菌母，

接种量为 8’7 < !=发酵温度为 #’(，确定其最佳发酵

糖度，结果见表 8，表 $。

由表 8 可见，乳酸菌的最佳发酵糖度为 8#123。

由表 $ 可见，酵母菌的最佳发酵糖度为 8+123。

故黑米汁的发酵应将糖度调整为 8#)8+123 之

间。为使成品中的刺激性减低（即醋酸含量减低），发

酵条件应偏向乳酸发酵，使乳酸菌成为较优势的菌

群，因此本试验采用 80123 为黑米发酵初糖度。

!&# 多菌种共生条件的研究

根据单菌种试验，多菌种发酵无醇饮料各代谢

产物的期望结果为酒精产量低些，约为酒精,乙醇-.
8/左右，酸度高些。为了确定三个菌种混合发酵的最

佳条件，进行了正交实验，将各种发酵条件的发酵液

调配成饮料，品尝评分，选出最佳发酵参数。感官品

质评分标准为：滋味 酸度适中、醇厚 # 分；香气

酵母香及微酸味 # 分；色泽 质地均一、半透明 $
分；口感 口味独特、感觉良好 $ 分=满分 8’ 分。

根据单因素试验结果，选定三因素三水平作正

交试验，结果见表 #。

由正交实验结果可知，#’(、>?+5%，接种比例为

酵母菌@乳酸菌@醋酸菌.’5%@8@$ 是试验范围内三菌种

初糖度,123-
发酵时间（*）

8 $ # 0 %
&5’ A58 %5$ 05’ $5# 85’
8’5’ &5" A5+ +5’ 05$ 85%
8#5’ 8’5$ A5% #50 $5% $5’
8+5’ 8#5& 885$ A5+ %5A $5#

表 8 乳酸菌的发酵试验

表 $ 酵母菌的发酵试验,123-

初糖度,123-
发酵时间,*-

8 $ # 0 %
&5’ A5$ +5’ 05A 05’ 85’
8’5’ "5$ +5’ #5% $5’ $5’
8#5’ 885+ &5% +5& 05A $58
8+5’ 805% 885& &5$ +5# $50
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! 结果与讨论

!%& 稳定剂的研究

生产的百合饮料在放置一定时间后，由于百合

含有复杂的组成成分，包括淀粉、糖类、蛋白质，逐渐

产生沉淀物，虽然它不影响产品的成分，但影响产品

感官质量。采用离子型高分子化合物和天然亲水型

的高分子化合物，制成四种混合稳定剂，加入到百合

保健饮料中，制成百合保健饮料，在室温条件下保存

!"#。结果表明，$% 混合稳定剂效果最好，在 !"# 内未

见沉淀，综合口感好；&%、’% 在 $"# 后开始逐渐分层；

(% 在 )# 后开始逐渐分层。

!%! 产品质量指标

&*&*$ 感官指标

色泽 淡乳白色，略带浅黄的均匀乳浊液。

滋味及气味 酸甜适口，略带轻微的苦味，有百

合汁独特的清香味，口感较好。

&*&*& 理化指标 可 溶 性 固 形 物!+,， 总 酸 度!

"*"),，总糖!+,，铝（以 -. 计）"$*"# /$，砷（以 -0
计）""*)# /$，铜（以 12 计）"$"# /$。

&*&*’ 微生物指标 菌落总数"$"" 个 / 34，大肠菌

群"+ 个 / $""34，致病菌未检出。

# 结论

混合稳定剂的最佳配方为 "*$,琼脂、"*$,海藻

酸钠、"*"&,151，以此混合稳定剂生产的百合饮料，

不需用淀粉酶对百合中的淀粉进行降解处理，减化

了百合饮料的生产过程，在不影响百合饮料品质和

外观的前提下，能尽可能保持百合原有的自然风味

和营养成分。
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混合发酵的最佳条件，主要影响因素是菌种比例，其

次是发酵温度，=> 影响不大。

!%’ 发酵液的调配

发酵液在发酵完全之后，酒精度已降至乙醇?$,
以下，故无需考虑，而发酵酸度已上升到 "*’3@. / 4 左

右。要使成品具有较适合的口感，必须加入水进行稀

释，在加水的同时加砂糖，以调配酸甜比，淡化其涩

味，增加其适口感。

试验表明，加水量为 $)"34、加糖量为 $)A 时成

品糖酸比适中，香气醇厚，并且有发酵香气及其微酸

味，色泽呈紫红色、风味独特的发酵无醇饮料。

通过以上工艺制成的新型发酵无醇饮料呈紫红

色，泡沫洁白、细腻，不仅保留了黑米中大量人体必

需氨基酸和维生素，而且在发酵过程中产生了具有

保健作用的乳酸、醋酸、葡萄糖酸等有机酸，使成品

口味纯正，风味独特，营养丰富，具有很好的保健功

能。
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表 ’ 多菌种共生条件的正交试验

实验号 - 温度7B8 C => 1 酵母菌D乳酸菌D醋酸菌 乙醇7,8 总酸73@. / 48 乳酸73@. / 48 醋酸73@. / 48 残糖7ECF8 口感评分

$ $7&)8 $7)*)8 $7$D$D&8 "*(&) "*&:! "*&"< "*":& &*’ +*!&
& &7&:8 $ &7"*)D$D&8 "*’:& "*&!+ "*&&’ "*"<’ &*) <*$"
’ ’7’"8 $ ’7$D&D&8 "*&$+ "*&!< "*&$: "*"<! &*" +*!<
( $ &7+*)8 ’ "*&"’ "*’"( "*&’( "*"<" &*+ +*<(
) & & $ "*’): "*&!< "*&&$ "*"<+ &*( +*:!
+ ’ & & "*&+’ "*’"$ "*&’$ "*"<" &*$ <*&+
< $ ’7<*)8 & "*$!& "*’$& "*&(< "*"+) &*’ <*"’
: & ’ ’ "*$$’ "*’&) "*&+& "*"+’ &*) +*:(
! ’ ’ $ "*&+" "*’"+ "*&’& "*"<( &*" <*"’
G$ <*"" <*"" +*!:
G& +*!( +*!’ <*$’
G’ <*"! +*!< +*:)
H "*$) "*"< "*&:
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