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Abstract： Rice soaking is an important step of the Chinese rice wine production. 160 strains of
lactic acid bacteria were separated from the samples of rice wine brewing process and quickly
screened according to the transparent circle on the potassium permanganate-potassium bromide agar
plate. According to the results of physiological characteristics，acid yield of seriflux，antibacterial
activity and produce of biogenic amine，one lactic acid bacteria suitable for biological acidification
of rice soaking process was obtained. Strain B101 was identified to be Lactobacillus plantarum by
16S rRNA sequencing. After inoculating L. plantarum B101，it can quickly improve the acidity of
seriflux，shorten the time of soaking，and inhibit bacterial growth，improve the stability of the process
of soaking，and effectively reduce the biogenic amine content of seriflux.
Keywords： LAB （lactic acid bacteria），screening，biological acidification，biogenic amine

摘要： 浸米是黄酒生产中的重要环节。 使用高锰酸钾-溴化钾平板透明圈法，快速从黄酒酿造环
节的样品中分离筛选出 160株产乳酸细菌；通过生理特性试验、浸米水产酸情况、抑菌情况和产
生物胺试验，得到 1株乳酸菌适合用于生物酸化浸米，经 16S rRNA寡核苷酸碱基序列分析鉴定
菌株为植物乳杆菌。 将其应用于生物酸化浸米过程中可以快速提高米浆水的酸度，缩短浸米时
间，并抑制杂菌的生长，提高浸米过程的稳定性，且有效地降低浸米水中生物胺质量浓度。
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黄酒具有 6 000多年的酿造历史，它含有 21 种
氨基酸和多种维生素成份以及许多种人体必需的

微量元素，是一种具有很高营养价值的低酒精度饮
料酒[1]。 在黄酒酿造中，浸米是一个重要环节，它不
仅能使原料大米充分吸水膨胀便于蒸煮，更可以使
米酸化，以调节发酵醪液的酸度，保障发酵的安全
进行。 传统黄酒酿造，浸米时间长，如传统摊饭法酿
酒，浸米时间长达 16~20 d。 在机械化黄酒生产工艺
中采用较高温度条件保温浸渍， 浸米时间缩短，但
仍然需要 4~5 d[2]。 浸米过程不当是引起黄酒发酵醪
酸败的主要原因之一。 而浸米的质量随米质、浸米
环境等波动较大，这就导致了浸米环节的稳定性较
差[3]。 目前对于黄酒生产中浸米环节的研究远远少
于其他酿造环节，主要集中于浸米水中微生物的认
识，浸米控制经验的总结以及不同品种米浸米特性
的研究[4-7]。
生物胺是生物体内产生的一类低相对分子质

量含氮有机化合物的总称。 过量外源生物胺的摄入
会引起血管、动脉和微血管的扩大，导致生物体的
不良反应。 酒生产过程中，乳酸菌分泌的氨基酸脱
羧酶作用于氨基酸会产生生物胺 [8]。 而使用既无氨
基酸脱羧酶活性， 又能产生抑菌物质的生产菌株，
能达到控制生物胺含量的目的[9-10]。
作者采用乳酸菌的快速筛选方法，从黄酒酿造

环节的样品中分离筛选出能在浸米水中快速产酸，
具有较广的抑菌作用， 且生物胺反应阴性的菌株，
来实现生物酸化浸米， 快速提高米浆水的酸度，缩
短浸米时间，并抑制杂菌的生长，提高浸米过程的
稳定性，且有效的降低米浆水中生物胺含量。

1.1 材料
1.1.1 样品 糯米： 购于无锡小三里桥粮油市场；
浸米水：绍兴古越龙山酒厂机械化酿造工艺和传统
酿造工艺不同浸米时间的浸米水样品； 酒药和酒
曲：古越龙山酒厂提供。
1.1.2 培养基 MRS 培养基，LB 培养基 [11]，高锰酸
钾-溴化钾平板 [12]，生物胺菌株活化培养基，液体脱
羧酶培养基[13]。
1.2 方法
1.2.1 乳酸菌的分离 取不同来源的糯米，以料液
比 1 kg∶1.5 L于 30 ℃浸渍 24、48、72 h。通过稀释分

离培养的方法，涂布于 MRS 平板上，30 ℃恒温厌氧
培养 36 h，覆盖上 KMnO4-KBr琼脂，30 ℃放置 6 h，
选取透明圈直径与菌落直径比较大的菌落 [12]，进行
革兰氏染色、接触酶反应和葡萄糖产气实验[11]，选取
革兰氏阳性，接触酶反应阴性，葡萄糖产气阴性的
菌株进行保藏，进行下步实验。
古越龙山酒厂取样浸米水，按上述步骤分离。
取酒药和酒曲于添加有 20 mg/L 制霉菌素的

MRS液体培养基中富集培养后，按上述步骤分离。
1.2.2 生长和产酸实验 菌株以 5%的接种量接入
液体 MRS 培养基中，30 ℃培养， 测培养 24 h 时的
pH值、总酸和 A600 nm，每株菌 3个平行。
1.2.3 浸米水产酸实验 种子液的制备：将活化的
乳酸菌以 5%的接种量接入 MRS 培养基中，30 ℃静
置培养 16 h，8 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入
无菌水重悬菌种； 浸米： 取糯米于 250 mL 锥形瓶
中，以料液比 1 kg∶1.5 L 加入水，以体积分数 1%的
接种量接入乳酸菌种子液，28 ℃培养 48 h， 过滤后
测量浸米水的 pH值和总酸，每株菌 3个平行。
1.2.4 乳酸菌的抑菌实验[14-15] 乳酸菌发酵液的制

备： 将活化的乳酸菌接入加有质量分数 1% CaCO3

的 MRS 培养基中，30 ℃静置培养 48 h。 发酵液以
10 000 r/min离心 10 min，取上清。
指示菌菌悬液制备：接种大肠杆菌、枯草芽孢

杆菌和金黄色葡萄球菌于 LB 液体培养基，37 ℃过
夜培养。 用无菌水稀释成 105个/mL 菌悬液，4 ℃保
存待用。
抑菌试验：取指示菌菌悬液涂布于 LB 平板上，

放置牛津杯于平板上， 在牛津杯里加入 200 μL 菌
株发酵液，置于 4 ℃冰箱中 12 h，37 ℃静置培养 16
h，观察抑菌圈的大小。
1.2.5 乳酸菌产生物胺能力实验 将菌株在菌株
活化培养基中活化 4次。 然后接种于液体脱羧酶培
养基，30 ℃培养 4 d 后， 观察颜色变化。 做 3 组平
行，以空白培养基对照。
1.2.6 16S rRNA 分子生物学鉴定 提取 DNA 后，
进行 16S rRNA 扩增 [16]，PCR 产物经琼脂糖凝胶电
泳分析。 由上海生物工程有限公司进行序列测定。
根据测序所得的 16S rRNA 全序列在 NCBI 网站上
进行 Blast 比对后， 选取 GenBank 中同源乳酸菌菌
株序列，构建系统发育进化树。
1.2.7 菌株生理特性研究 活化后的菌种以体积

材料与方法1
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分数 5%的接种量接入液体 MRS 培养基中，30 ℃培
养，每隔 3 h 取样，测定 pH 值、总酸和 A600 nm，绘制
产酸曲线和生长曲线，每组 3个平行。
1.2.8 生物酸化浸米 取糯米于锥形瓶中，以料液
比 1 kg∶1.5 L 加入水，以体积分数 1%的接种量接入
乳酸菌种子液 （与不接种的进行对照），28 ℃培养
48 h，观察浸米的品质和浸米水的状态。 过滤，取浸
米水，测 pH值和总酸以及生物胺含量[17-18]。

2.1 乳酸菌的分离
MRS平板上覆盖 KMnO4-KBr琼脂后， 选取（D

透明圈/D 菌落）数值大的菌株，纯化后得到 160 株乳酸
菌疑似菌株。 其中革兰氏阳性，接触酶反应阴性，葡
萄糖产气阴性的菌株 78株。
2.2 生长和产酸实验
测上述 78 株菌 30 ℃培养 24 h 后的 pH 值、总

酸以及 A600 nm值， 选取酸度在 18 g/L 以上，A600 nm值

5.0以上，pH值低于 3.5的菌株，共得到 10株菌。
2.3 浸米水产酸实验
将 10 株菌进行生物酸化浸米实验， 测浸米 48

h的 pH和总酸，结果见图 1。

图 1 接种浸米 48 h 的浸米水 pH 值和酸度
Fig. 1 pH and acidity of seriflux after soaking 48 h with

inoculating LAB

比较接种 10 株菌浸米 48 h 后浸米水的 pH 值
和酸度，pH值均在 3.4左右，差异性很小。酸度达到
10 g/L的有 B131、B94、B99、B142、B125、B101。
2.4 抑菌试验
采用牛津杯琼脂扩散法做抑菌试验，测量不同

受试菌上抑菌圈的直径（结果为 3 次平行实验的平
均值），结果如表 1。

表 1 乳酸菌发酵产物的抑菌效果
Table 1 Inhibitory effect of lactic acid bacteria

fermentation product

注：“-”表示无抑菌圈。

由于发酵培养基中加入质量分数 1% CaCO3，
能充分中和乳酸，测离心后发酵液上清的 pH 值，均
在 5.0以上，可以排除乳酸对受试菌株的抑制作用，
抑菌圈大小能较好的反映出菌体产生抑菌物质的

能力。 B94和 B101的发酵液对枯草芽孢杆菌、大肠
杆菌、 金黄色葡萄球菌的生长均有较好的抑制作
用，B125 对 3 种受试菌株都没有抑制作用 ，B99、
B131和B142对部分受试菌株有一定的抑制作用。
2.5 乳酸菌产生物胺能力试验
观察液体脱羧酶培养基颜色变化：菌株不产生

生物胺，则培养基呈现黄色，为阴性结果。 菌株产生
生物胺，培养基呈现紫色或者紫红色，为阳性结果。
从表 2中可以看出，B101在加入组氨酸、鸟氨酸、赖
氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸的液体脱羧酶培养基中不
产生物胺，其他几株菌均有生物胺产生。

表 2 测试菌产生物胺情况
Table 2 Strains activity of producing BA

注：“-”表示阴性，“+”表示阳性。

综合浸米水产酸、 抑菌试验和生物胺产生试
验，B101是一株适合生物酸化浸米菌株。
2.6 序列分析和系统发育树的构建
以通用引物进行 PCR扩增， 经体积分数 1%琼

结果与分析2

编号

抑菌圈直径/mm
发酵液

pH 值枯草芽孢杆菌 大肠杆菌
金黄色

葡萄球菌

B94 20±3 16±1 10±2 5.02±0.02

B99 - 12±2 - 5.08±0.07

B101 23±2 15±3 12±3 5.16±0.08

B125 - - - 5.17±0.1

B131 12±2 - 8±1 5.12±0.04

B142 16±2 - - 5.18±0.05

菌株 组胺 腐胺 尸胺 苯乙胺 酪胺

B94 - + - - +

B99 + + - + +

B101 - - - - -

B125 - + + - -

B131 + + - + +

B142 - - + - +
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脂糖凝胶电泳，得到约 1 500 bp的扩增产物（图 2）。
将 B101 菌株的 16S rRNA 序列结果输入 GenBank
用 Blast 软件进行序列同源性比较，用 MEGA5 软件
对测序结果与同源种属代表菌株的的 16S rRNA 采
用 Neighbour-Joining 法构建系统发育树 （图 3），
B101 与 Lactobacillus plantarum subsp.plantarum
strain ST-Ⅲ亲缘关系最近， 可初步确定 B101 号菌
株为 Lactobacillus plantarum。

Lane 1：DNA maker；Lane 2：PCR products
图 2 B101 的 16S rRNA 的 PCR 产物电泳图

Fig. 2 Electrophoresis of PCR products of 16S rRNA of
B101

图 3 B101 的系统发育进化树
Fig. 3 Phylogenetic tree based on the complete 16S rRNA

sequence of strain B101

2.7 菌株生理特性研究
将 B101 以体积分数 5%的接种量接入 MRS 培

养基中，每隔 3 h 取样，测其 pH 值、A600 nm和总酸，
绘制产酸曲线和生长曲线，结果见图 4。
从图 4 中可以看出 pH 值在 0~12 h 迅速下降，

12~21 h 下降速度缓慢，21 h 后保持稳定在 3.6 左
右；0~12 h产酸速度较快，之后酸度增加较慢，到 33
h 后基本保持不变。 B101 的菌体量在培养了 12 h
后达到最大值，12~18 h 菌体量基本不变，18h 后略
微降低。

图 4 L.plantarum B101 的 pH 变化、生长、产酸曲线
Fig. 4 Growth curves、ability of producing acid and pH

changes of L. plantarum B101

生长初期，培养基中营养成分丰富，生长条件
适宜，菌体迅速生长，产酸速度也较快。 随着菌体的
生长，营养物质被消耗，乳酸的产生，降低了生长环
境的 pH 值， 菌体的生长受到抑制， 产酸速度也减
缓。 18 h 时发酵液中的 pH 降低到 3.7 左右，受 pH
的影响，乳酸菌出现菌体的自溶，菌浓降低，产酸速
度缓慢。
2.8 生物酸化浸米
使用 B101进行生物酸化浸米。 如图 5所示，左

为自然浸米，右为接种的生物酸化浸米。 自然浸米
的浸米水气味不宜，表面出现了较多的泡沫，而且
出现了“白花”状物质，显微镜下观察“白花”为丝状
真菌；生物酸化浸米的浸米水品质比较均一，无泡
沫和“白花”出现，而且气味比较宜人。

图 5 自然浸米与生物酸化浸米的比较
Fig. 5 Comparison of natural soaking and biological

acidification soaking with LAB

由表 3 可以看出， 生物酸化浸米浸米水 pH 值
明显低于自然浸米，酸度明显高于自然浸米；通过
平行样品中的误差分析可以看出， 生物酸化浸米，
各个平行间波动小，稳定性良好，而自然发酵浸米
过程控制相同的发酵条件，稳定性较差。 添加乳酸
菌进行生物酸化浸米可以加快米浆水升酸速度，且
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从黄酒酿造环节的样品中分离筛选得到优良

乳酸菌 B101，经 16S rRNA 寡核苷酸碱基序列分析
鉴定菌株为植物乳酸菌。 此菌具有较广的抑菌作

用，且生物胺反应阴性，其在生物酸化浸米过程中
可以快速提高米浆水的酸度，缩短浸米时间，并抑
制杂菌的生长，提高浸米过程的稳定性，且有效的
降低米浆水中生物胺质量浓度，是一株极具工业生
产应用价值的生物酸化菌株。

结 语3

浸米方式 色胺 苯乙胺 腐胺 尸胺 组胺 酪胺 亚精胺 精胺 总量

自然浸米 0.61 0.86 7.14 2.05 0.83 0.66 1.01 2.23 15.39

生物酸化浸米 0.51 0.83 2.63 0.26 0.74 0.60 0.55 1.16 7.28

在一定程度上解决自然发酵浸米过程中稳定性差

的问题。
由表 4 可以看出，使用生物酸化浸米，浸米水

中腐胺和尸胺的质量浓度明显降低，总的生物胺质
量浓度降低了 52.7%。

表 3 浸米水总酸质量浓度和 pH 值
Table 3 pH and acidity of seriflux

pH 值 总酸质量浓度/（g/L）

自然浸米 3.67±0.4 7.61±1.75
生物酸化浸米 3.40±0.02 10.79±0.29

表 4 浸米水中生物胺质量浓度
Table 4 Mass concentration AB in seriflux

（mg/L）
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蔬菜水果经过光照后更美味 或引领新的农业方向

近日，美国佛罗里达大学的研究人员发现了一种新的方法，可以在不改变植物基因构成的前提下极大地改进蔬菜

与水果的味道，有专家称，这或许将引领新的农业发展方向。

在美国佛罗里达大学的一个温室里，园艺学专家凯文·福尔塔展示了他的最新研究成果———通过改变照射光线的

波长，进而改变蔬菜和水果的味道。福尔塔表示光照不仅仅只会影响植物的光合作用，同时不同波长的光可以极大的改

变植物的特性。“我们可以通过改变蔬菜水果周围的光照环境来使它们的味道变得更好。同时我们也能通过改变光线类

型来提高它们的抗氧化性、改善它们的外观以及增添抗癌成分。 ”

福尔塔和他的团队使用 LED 灯生成不同波长的光线，然后经过大量实验测试光线对植物生长所造成的影响。 结
果他们发现，在红外线与远红外线的照射下，植物会大量释放一种名为“2－苯乙醇”的挥发性物质，而这种物质恰好是改
善蔬菜、水果味道的关键。研究人员还发现，即使是在蔬菜与水果被采摘后，通过光线照射来改善味道的方法依然有效。

这就意味着，未来如果把这种技术应用于日常生活当中，我们就可以随时享用到味道鲜美且营养丰富的蔬菜、水果了。

凯文·福尔塔：“蔬菜水果具有特定的‘作息规律’。夜间，它们释放香味的能力会受到抑制，从而使代谢物不断淤积

和聚集。 因此在天亮时门窗被打开后果蔬的香气就会一下子全部释放出来，就如同我们在清晨打开冰箱时或储物间时

那样。 在了解了这个特性后，我们就可以巧妙地控制刚被采摘后的果蔬，何时让它们香气芬芳了。 ”

此外，福尔塔的同事托马斯表示，“植物光照技术”与转基因工程具有本质上的区别，研究小组致力于在没有经过

基因改造的植物身上创造出更美味、更营养的食品。 “我们所做的只是操控照射到植物上的光线而已。 植物受到光照后

所发生的代谢作用会与未受光照时完全不同。 我们只要把光照控制在合适的范围内就可以在改善这些果蔬口味的同

时，还使其营养成分不受到任何影响了。 ”

［信息来源］ 国际在线 . 蔬菜水果经过光照后更美味 或引领新的农业方向 [EB/OL]. (2013-9-7). http://news.
foodmate.net/2013/09/242772.html.
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