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摘  要: 目的  以洛川苹果为原料, 优化混菌发酵苹果酵素的工艺条件。方法  在单因素实验的基础上, 酵母

菌发酵以酵母菌接种量、发酵温度、料液比为自变量, 植物乳杆菌发酵以白砂糖添加量、发酵温度、料液比

为自变量, 超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活性为响应值, 通过响应面法得到单一菌种发酵的最

佳条件。再通过考察菌种接种顺序、接种时间、总发酵时间对苹果酵素的总酸、SOD 活性的影响, 得出混菌

发酵苹果酵素的发酵条件。结果  苹果酵素的最优发酵工艺条件为: 白砂糖添加量为 4%、酵母菌接种量为

4%、植物乳杆菌接种量为 3%、料液比为 3:7 (苹果浆:水, g/100 mL)。先接种酵母菌, 在 31 ℃条件下发酵 5 h, 

再接种植物乳杆菌, 在 34 ℃条件下发酵 10 h 结束。结论  优化的发酵工艺可利用酵母菌与植物乳杆菌之间

的互利共生关系, 使发酵体系得到充分发酵, 从而得到清澈透亮、酸甜适宜的苹果酵素。 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the process conditions of mixed fermentation of apple Jiaosu taking 

Luochuan apple as raw materials. Methods  On the basis of the single-factor experiment, the inoculation amount of 

yeast inoculation, fermentation temperature and liquid ratio were used as independent variables for Saccharomyces 

cerevisiae fermentation, the inoculation amount of white granulated sugar addition, fermentation temperature, liquid 

ratio were used as independent variables for Lactobacillus plantarum fermentation, and superoxide dismutase (SOD) 

activity was the response value, and the best conditions for single bacterial fermentation were obtained by the 

response surface method. The fermentation conditions of mixed fermented apple Jiaosu were obtained by examining 
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the effects of the inoculation order, vaccination time and total fermentation time on the total acid and SOD activity of 

apple Jiaosu. Results  The optimal fermentation conditions of apple enzymes were as follows: 4% white granulated 

sugar addition, 4% Saccharomyces cerevisiae inoculation, 3% Lactobacillus plantarum inoculation, and 3:7 solid 

liquid ratio (apple pulp:water, g/100 mL). Firstly, the yeast was inoculated, fermented for 5 h at 31 ℃, then 

Lactobacillus plantarum was inoculated, fermented for 10 h at 34 ℃. Conclusion  The optimized fermentation 

process can make use of the mutually beneficial symbiotic relationship between Saccharomyces cerevisiae and 

Lactobacillus plantarum, so that the fermentation system can be fully fermented, so as to obtain clear and bright, 

sweet and suitable apple Jiaosu. 

KEY WORDS: apple Jiaosu; Saccharomyces cerevisiae; Lactobacillus plantarum; mixed fermentation 
 
 

0  引  言 

苹果属蔷薇科苹果亚科植物, 富含膳食纤维、多酚、

黄酮、类胡萝卜素等活性成分[1], 具有抗氧化、抗癌等作

用, 可减少脂质氧化、降低胆固醇、降低心血管疾病和其他

慢性疾病的发生风险[2‒3]。2019 年中华人民共和国农业农村

部数据显示, 近5年全国苹果果园面积稳定190万hm2左右, 

2018 年苹果产量接近 4000 万 t, 面积和产量均居世界首

位。苹果自然腐烂造成的烂果率约 10%; 落地果、残次果

占 10%, 采收运输粗放造成果品碰撞、刺伤损失约 15%, 用

于加工的苹果不足 20%[4‒5]。由此可见, 我国存在苹果产能

过剩、卖果难、运输成本居高不下、深加工产品品种严重

不足等问题。 

洛川苹果产自陕西省洛川县。洛川是全国苹果优生区

之一, 无霜期 180 d, 人称“苹果之乡”。洛川苹果果型端正

美观、大小一致; 表皮为鲜红色、着色比较均匀; 果面光

滑、色泽鲜亮; 果肉为黄白色、肉质细嫩致密, 有淡淡的

果香味, 汁多松脆, 有蜂蜜味, 酸甜适口。 

食用酵素是一种以动物、植物和食用菌等为原料, 经

微生物发酵制得的含有特定生物活性成分的可食用酵素产

品[6]。食用酵素具有平衡机体、消炎杀菌、抗氧化、降低

心脑血管疾病风险功能 , 并且可以延长易腐原料的保质

期、改善蛋白质和碳水化合物的消化性以及产品的感官特

性等[7‒10]。 

目前酵素发酵方法主要指单菌发酵和混菌发酵。单菌

发酵即仅利用一种菌进行发酵; 混菌发酵是指利用原料中

自然分布的微生物或者使用两种及以上微生物进行的发酵

方式[11]。混菌发酵后产品因微生物之间的互利共生关系而

具有更丰富的代谢产物[12]。目前, 食用酵素利用的微生物

主要为酵母菌、乳酸菌、醋酸菌以及霉菌等[13‒14]。酵母菌

为兼性厌氧型, 在有氧和无氧条件下, 会利用葡萄糖大量

合成乙醇、CO2 和水, 在此过程中, 一些中间代谢产物被排

除胞外, 例如乳酸、酒石酸和苹果酸等[11]。乳酸菌可以促

进二次代谢物的形成, 如细菌素、乙醇、醋酸、芳香化合

物、胞外多糖、生物活性肽和维生素[15‒16]。用乳酸菌发酵

食品可快速酸化食品, 延长其保质期[17], 提高营养和感官

品质, 改善风味和质地, 去除不良化合物[18]。而醋酸菌主

要用于工业生产酿造食醋及果醋饮品。而霉菌多用于制造

豆腐乳、豆豉、酱及酱油等。酵母菌和乳酸菌是良好的发

酵剂培养物, 既可降低麦麸植酸含量、增加可溶性纤维、

总酚含量和抗氧化剂, 又可带来独特的风味[19‒22]。因酵母

菌与植物乳杆菌之间存在互利共生关系, 酵母菌产生的甘

露糖可促进植物乳杆菌的生长, 而植物乳杆菌的代谢产物

为酵母菌的生长提供碳源, 使发酵体系产生多种芳香物 

质[23], 故选用酵母菌与乳酸菌进行混菌发酵。李仲树等[24]

以多种新鲜水果为原料, 添加酿酒酵母菌在 18~25 ℃发酵

7~15 d, 再用醋酸菌进行二次发酵 10~30 d, 经沉淀、萃取、

混合过滤后制得五行酵素液。舒旭晨等[25]以铁皮石斛鲜条

为原料, 以酵母菌和乳酸菌为混菌发酵剂, 对石斛酵素发酵

条件进行了优化研究, 得到石斛酵素的优化条件, 并发现石

斛酵素羟基自由基清除率达到了 34.79%, 比优化前提升了

108.45%, 相比石斛自然浸出液及单菌发酵具有明显的优

势。张海燕等[26‒27]对苹果酵素的自然发酵工艺进行了研究, 

并探究了该苹果酵素在生物活性物质、功效酶及抗氧化能力

的动态变化, 结果表明苹果酵素有较好的抗氧化能力。  

本研究以洛川苹果为原料, 采用混菌发酵技术进行

发酵处理, 开发出一种新的苹果加工产品, 旨在丰富苹果

加工产品品类、促进苹果的合理利用、缓解苹果的资源浪

费情况。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

材料: 洛林富士苹果(挑选大小均一、成熟度相近、无

病虫害、无机械损伤、色泽一致的果实, 淘宝馋蜀旗舰店); 

白砂糖(食品级, 北京广达恒益科技有限公司); 安琪耐高

温酿酒高活性干酵母(食品级, 北京睿恒安科技有限公司); 

冻干型乳酸菌粉-植物乳杆菌(食品级, 北京萃峰科技有限

公司); 0.45 μm 滤膜(北京广达恒益科技有限公司)。 

试剂: 抗坏血酸(vitamin C, VC)(分析纯)、超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)活性检测试剂盒(北京索莱宝科
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技有限公司); 葡萄糖(食品级, 北京广达恒益科技有限公司); 

NaOH (0.1 mol/L, 北京绿源伯德生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

YP1002 型电子天平(精确至 0.01 g, 上海佑科仪器仪

表有限公司); PMK224ZH-E 型分析天平[精确至 0.0001 g, 

奥豪斯仪器(上海)有限公司]; GX-3020-C 型电热鼓风干燥

箱(深圳立辉环境检测设备有限公司); H2050R 型台式高速

冷冻离心机(长沙高新技术产业开发区湘仪离心机仪器有

限公司); CSHY473 型数显恒温水浴锅(北京利康科技发展

有限公司); DHX 型智能型恒温恒湿培养箱(苏州国华仪器

有限公司); ZHJH-C1109C 型超净工作台(上海智城分析仪

器制造有限公司); LS-35HJ 型高压蒸汽灭菌锅(江阴滨江医

疗设备有限公司); CSHY591 型混匀仪(长沙高新技术产业

开发区湘仪离心机仪器有限公司); Spark 型多功能微孔板

检测仪(瑞士 TECAN集团公司); DW-86L626型超低温冰箱

(山东青岛海尔科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  制备工艺 

(1)菌种预处理: 称取一定量的酵母菌按 1:100 (g:mL)

的比例加入纯化水, 混匀。酵母菌在 25 ℃水浴 20 min, 待

用; 植物乳杆菌混匀后待用, 无需活化。 

(2)酵母菌发酵 

用清水洗净苹果后去核、切块, 浸泡在 0.1%的抗坏

血酸中 10 min, 打浆。然后按照料液比 3:7 (g/100 mL, 下

同)的加入苹果浆与水, 并添加 4%的酵母菌(酵母菌液的

质量与发酵体系样品质量的比值, 下同)、4%的白砂糖、

0.1%的抗坏血酸, 在 31 ℃恒温培养箱中发酵 25 h。发酵

完成后经 0.45 μm 滤膜过滤, 保存至 4 ℃冰箱。 

(2)植物乳杆菌发酵 

用清水洗净苹果后去核、切块, 浸泡在 0.1%的抗坏血

酸中 10 min, 打浆。然后按照料液比 3:7 加入苹果浆和水, 

并添加 3%的植物乳杆菌、4%的白砂糖、0.1%的抗坏血酸, 

在 34 ℃恒温培养箱中发酵 15 h。发酵完成后经 0.45 μm 滤

膜过滤, 保存至 4 ℃冰箱。 

(3)混菌发酵 

用清水洗净苹果后去核、切块, 浸泡在 0.1%的抗坏血

酸中 10 min, 打浆。然后按照料液比 3:7 加入苹果浆与水, 

并添加 4%的酵母菌、4%的白砂糖、0.1%的抗坏血酸, 在

31 ℃恒温培养箱中发酵 5 h。发酵 5 h 后加入 3%的植物乳

杆菌, 34 ℃下继续发酵 10 h, 发酵结束后经 0.45 μm 滤膜过

滤, 保存至 4 ℃冰箱。 

1.3.2  酵母菌发酵工艺单因素研究 

白砂糖添加量、菌种添加量、发酵温度、发酵时间、

料液比(苹果浆:水, g/100 mL)是影响发酵的主要因素。预实

验结果显示酵母菌接种量(A)、发酵温度(B)、料液比(C)对

酵母菌发酵影响显著, 故以此为变量, 通过单因素实验和

响应面实验优化酵母菌发酵苹果酵素的发酵工艺参数。 

(1)酵母菌接种量单因素考察 

酵母菌接种量(酵母菌液的质量与发酵体系样品质量

的比值)为 1%、2%、3%、4%、5%时, 料液比 3:7, 在 31 ℃

条件下进行发酵, 发酵时间为 25 h, 测定酵素的总酸和

SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

(2)发酵温度单因素考察 

在酵母菌接种量为 4%, 发酵温度为 23、27、31、35、

39 ℃时, 料液比 3:7 的条件下进行发酵, 并测定酵素的总

酸和 SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

(3)料液比单因素考察 

在酵母菌接种量为 4%, 发酵温度为 31 ℃时, 料液比

为 1:7、2:7、3:7、4:7、5:7 的条件下进行发酵, 测定酵素

的总酸和 SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

1.3.3  酵母菌发酵工艺响应面优化 

在单因素考察结果的基础上, 依据 Box-Behnken 原理, 

以 SOD 活性为指标进行响应面优化。实验重复 3 次, 取平

均值。具体内容见表 1。 
 

表 1  酵母菌发酵工艺 Box-Behnken 设计因素和水平 
Table 1  Design factors and levels of Box-Behnken for 

Saccharomyces cerevisiae fermentation process 

水平
影响因素 

A 酵母菌接种量 
/% 

B 发酵温度 
/℃ 

C 料液比 
(g/100 mL) 

‒1 3 27 2:7 

 0 4 31 3:7 

 1 5 35 4:7 

 

1.3.4  植物乳杆菌发酵工艺单因素考察 

根据预实验, 发现白砂糖添加量(X1)、发酵温度(X2)、

料液比(X3)对植物乳杆菌发酵影响显著 , 故以此为变量 , 

通过单因素实验和响应面实验优化植物乳杆菌发酵苹果酵

素的发酵工艺参数。 

(1)白砂糖添加量单因素考察 

在白砂糖添加量(白砂糖质量占发酵体系样品质量的

比值)为 0%、2%、4%、6%、8%, 发酵温度为 33 ℃, 料液

比为 3:7 的条件下进行发酵, 并测定酵素的总酸和 SOD 活

性。重复 3 次实验, 取平均值。 

(2)发酵温度单因素考察 

在白砂糖添加量为 2%, 发酵温度为 25、29、33、37、

41 ℃, 料液比为 3:7 的条件下进行发酵, 并测定酵素的总

酸和 SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

(3)料液比单因素考察 

在白砂糖添加量为 2%, 发酵温度为 33 ℃, 料液比为

1:7、2:7、3:7、4:7、5:7 的条件下进行发酵, 测定酵素的总

酸和 SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 
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1.3.5  植物乳杆菌发酵工艺响应面优化 

在单因素考察基础上, 依据 Box-Behnken 原理, 以

SOD 活性为指标进行响应面优化。实验重复 3 次, 取平均

值。具体内容见表 2。 
 

表 2  植物乳杆菌发酵工艺 Box-Behnken 设计因素和水平 
Table 2  Design factors and levels of Box-Behnken for 

Lactobacillus plantarum fermentation process 

水平 
影响因素 

X1 白砂糖添加量 
/% 

X2 发酵温度 
/℃ 

X3 料液比 
(g/100 mL) 

‒1 2 29 2:7 

 0 4 33 3:7 

 1 6 37 4:7 

 

1.3.6  混菌发酵工艺单因素考察 

(1)接种顺序单因素考察 

在发酵体系中, 酵母菌与乳酸菌的最适生长温度和

时间存在差异, 当混合发酵时, 添加菌种的顺序极有可能

出现菌种生长不良情况, 故需要进行对比实验, 确定接种

顺序对酵素发酵的影响。 

在发酵体系中添加 4%的白砂糖、0.1%的抗坏血酸、

4%的酵母菌、3%的植物乳杆菌料液比为 3:7 时, 进行以下

3 组实验。且每组实验重复 3 次, 取平均值。 

(a)接种 4%的酵母菌, 31 ℃发酵 5 h 后, 接种 3%的植物

乳杆菌, 34 ℃发酵 10 h, 测定发酵体系的总酸及 SOD 活性;  

(b)同时接种 4%的酵母菌与 3%的植物乳杆菌, 34 ℃

发酵 15 h, 测定发酵体系的总酸及 SOD 活性;  

(c)接种 3%的植物乳杆菌, 34 ℃发酵 5 h 后, 接种 4%的

酵母菌, 31 ℃发酵 10 h, 测定发酵体系的总酸及 SOD 活性。 

(2)接种时间单因素考察 

其他条件不变, 接种 4%的酵母菌, 31 ℃下恒温发酵, 

分别在发酵时间为 0、5、10、15 h 时接种 3%的植物乳杆菌, 

34 ℃下发酵, 总的发酵时间为 15 h, 发酵完成后测定发酵

体系的总酸及 SOD 活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

(3)总发酵时间单因素考察 

其他条件不变, 接种 4%的酵母菌, 31 ℃发酵 5 h 后接

种 3%的植物乳杆菌, 34 ℃下恒温发酵, 分别在总的发酵时

间为 5、10、15、20、25 h 时测定发酵体系的总酸及 SOD

活性。重复 3 次实验, 取平均值。 

1.3.7  实验指标 

(1)总酸的测定 

总酸在一定程度上可反映酵素发酵中微生物生长情

况, 并且在发酵过程中, 总酸含量的升高, 可有效抑制有

害微生物的滋生, 为发酵提供安全稳定的环境条件, 又能

促进有益微生物的生长 , 加快发酵进程。故按照 GB 

12456—2021《食品安全国家标准 食品中总酸的测定》中

NaOH 滴定法进行测定, 由 0.1 mol/L NaOH 滴定, 并基于

乳酸的转化系数计算。按照 T/CBFIA 08003—2017《食用

植物酵素》规定的液态食用植物酵素总酸含量应不小于   

1.2 g/100 g。 

(2)SOD 活力的测定 

超氧化物歧化酶是一种以金属离子(铜/锌/锰/铁)作为中

心元素的活性蛋白酶, 可有效清除活性氧, 对细胞体起到保

护作用。SOD 活力表征物质清除活性氧的能力, 是评价果蔬

汁抗氧化活性的指标之一[28]。将酵素液以 8000 r/min 离心  

10 min 后, 使用 SOD 酶试剂盒的测定酶活性。 

1.3.8  数据处理 

采用 SPSS 24.0 数据分析软件对结果进行统计学分

析。使用 Origin 9.1 软件绘图, 使用 Design Expert 8.0.6 进

行响应面分析。 

2  结果与分析 

2.1  酵母菌发酵工艺单因素考察结果 

2.1.1  酵母菌接种量对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

酶活是衡量发酵体系是否达成成熟的指标之一, 是

酵素行业广泛测定和使用的营养指标[29]。不同酵母菌接种

量对苹果酵素的发酵影响见图 1。由图 1 可知, 随着酵母

菌接种量的增加, 酵母菌 SOD 活性、总酸含量逐渐升高, 

表明随着酵母菌接种量的增加, SOD 活性与总酸含量呈上

升的趋势, 也就是说随着接种量的增加, 发酵速度越快。

当接种量为 4%时, SOD 活性最高, 为 51.25 U/g, 总酸含量

为 1.77 g/kg; 在 4%~5%时, SOD 活性、总酸含量明显降低, 

可能与能利用有机酸的微生物大量繁殖有关[30]。当接种量

为 5%时, SOD 活性降至 23.27 U/g, 总酸含量为 1.64 g/kg。

故选用 3%、4%、5%的酵母菌接种量作为后续优化条件。 

 

 
 

图 1  酵母菌接种量对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of Saccharomyces cerevisiae inoculation on SOD 
activities and total acid content (n=3) 

 
2.1.2  发酵温度对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 2 可知, 随着温度的升高, 发酵液的 SOD 活性、总

酸含量逐渐升高, 在 31 ℃时, SOD 活性为 36.27 U/g, 总酸含

量为 1.75 g/kg。当温度大于 31 ℃时, SOD 活性、总酸含量缓
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慢下降, SOD 活性从 36.27 U/g 下降至 23.91 U/g, 总酸含量从

1.75 g/kg 降至 1.70 g/kg。在 35~39 ℃之间变化趋势减缓, 其

主要原因是发酵液中的酵母菌活力下降, 发酵速度减缓。故

选定后续的优化条件为发酵温度 27、31 和 35 ℃。 

 

 
 

图 2  发酵温度对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of fermentation temperatures on SOD activities and 
total acid content (n=3) 

 

2.1.3  料液比对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 3 可知, 随着料液比的增加, SOD 活性、总酸含量

逐渐升高, 在料液比为 3:7 时, SOD 活性为 37.92 U/g, 总酸

含量为 1.93 g/kg。当料液比大于 3:7 时, 其 SOD 活性、总酸

含量降低后趋于稳定。当料液比为 5:7 时, 酵母菌不足以充

分利用发酵液中的物质, 使得发酵速度减缓, 并逐渐停止。

故选定料液比 2:7、3:7 和 4:7 作为响应面优化条件。 

 

 
 

图 3  料液比对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of liquid ratios on SOD activities and total acid 
content (n=3) 

 
2.1.4  酵母菌发酵工艺响应面优化结果 

在单因素实验的基础上, 以酵母菌接种量(A)、发酵温

度(B)和料液比(C) 3 个因素为自变量, 以 SOD 活性为响应

值(Y1), 优化苹果酵素的发酵工艺。结果见表 3。利用 Design 

Expert 8.0.6 软件, 对表 3 的数据建立二次回归模型, 拟合

的二次多元回归方程如下:  

Y1=-708.20+75.25A+34.02B+32.69C-0.76AB+0.78AC+
0.14BC-6.76A2-0.50B2-6.35C2 

表 3  酵母菌发酵工艺的 Box-Behnken 设计及结果 
Table 3  Box-Behnken design and results of Saccharomyces 

cerevisiae fermentation process 

编号
因素及水平 

Y1/(U/g) 
A/% B/℃ C (g/100 mL) 

 1  0  0  0 27.2097 

 2  0  0  0 28.3595 

 3 ‒1  1  0 17.378 

 4  0  1  1 18.3236 

 5  0  0  0 25.3055 

 6  1  0  1 14.7501 

 7  1  1  0 10.6694 

 8 ‒1  0 ‒1 14.4369 

 9 ‒1  0  1 12.2591 

10 ‒1 ‒1  0 7.56296 

11  0  1 ‒1 8.17309 

12  0  0  0 23.2715 

13  0 ‒1  1 15.7929 

14  0  0  0 30.4937 

15  1  0 ‒1 13.7972 

16  1 ‒1  0 12.9408 

17  0 ‒1 ‒1 7.90916 

 
由表 3~4 发现, 模型 P<0.01, 失拟项 P>0.05, 说明回

归模型具有较高的拟合度。R2 为 0.9074, 表明实测值和预

测值间的拟合度较高。其中, 一次项 A、B、C 和交互项

AB、BC、AC 无显著影响, 二次项 A2、B2、C2 有显著影响。

由 F 值大小可知, 影响因素的主次顺序为酵母菌接种量>

料液比>发酵温度。 
 

表 4  回归模型分析 
Table 4  Regression model analysis 

参数 平方和 自由度 均方 F P 

模型 796.25  9 88.47 7.62 0.0069

A 0.034  1 0.034 4.92 0.9584

B 13.36  1 13.36 1.15 0.3190

C 35.32  1 35.32 3.04 0.1247

AB 36.52  1 36.52 3.14 0.1195

AC 2.45  1 2.45 0.21 0.6599

BC 1.28  1 1.28 0.11 0.7492

A2 192.67  1 192.67 16.59 0.0047

B2 271.21  1 271.21 23.35 0.0019

C2 169.92  1 169.92 14.64 0.0065

残差 81.29  7 11.61 - - 

失拟项 50.45  3 16.82 2.18 0.2329

净误差 30.85  4 7.71 - - 

总和 877.55 16 - - - 

注: -表示无此项, 下同。 
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利用 Design-Expert 8.0.6 软件对响应面法结果进行分

析, 得出酵母菌接种量、发酵温度和料液比之间两两因素

之间无交互作用, 与前文的数据分析结果相同。 

2.1.5  酵母菌发酵方案的确定和验证 

解析回归方程, 得出最优发酵方案为: 酵母菌接种量

为 3.99%, 发酵温度为 31.35 ℃, 料液比为 3.17:7, 在白砂

糖添加量为 6%, 发酵时间为 25 h 的条件下, SOD 活性为

27.16 U/g。为了验证模型的准确性, 将酵母菌发酵方案改

为酵母菌接种量为 4%, 发酵温度为 31 ℃, 料液比为 3:7, 

此时, SOD 活性为 29.36 U/g。此结果与理论预测值仅差

0.07%, 说明模型可以很好地预测苹果酵素的发酵工艺。 

2.2  植物乳杆菌发酵工艺单因素考察结果 

2.2.1  白砂糖添加量对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

白砂糖可为苹果酵素发酵提供充足的碳源, 使植物

乳杆菌等有益微生物得以大量繁殖, 同时代谢生成一些有

益物质[31]。由图 4 可知, 随着白砂糖添加量的增加, SOD

活性先上升后下降, 在白砂糖添加量为 2%时, SOD 活性最

高, 为 55.96 U/g, 总酸含量为 0.95 g/kg。当添加量超过 6%

时, SOD活力下降至 28.68 U/g, 总酸含量下降至 0.88 g/kg。

结果表明发酵液中糖添加量过高或过低, 都可能会严重影

响微生物的生长和产物的合成, 糖添加量过低, 发酵不完

全, 产物少, 总酸、SOD 活性等均不高; 糖添加量过高, 发

酵液的渗透压增加, 微生物正常生长代谢受到抑制, 发酵

进程不能顺利进行, 总酸、SOD 活性均受到影响[27]。故选

定白砂糖添加量 0%、2%和 4%作为响应面优化条件。 

 

 
 

图 4  白砂糖添加量对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of carbon source additions on SOD activities and total 
acid content (n=3) 

 
2.2.2  发酵温度对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 5 可知, 随着温度的升高, SOD 活性、总酸含量

显著升高; 在 33 ℃时, SOD 活性为 65.90 U/g, 总酸含量为

0.73 g/kg。当温度大于 33 ℃时, SOD 活性、总酸含量均逐

渐降低。在 41 ℃时, SOD 活性为 41.69 U/g, 总酸含量为

0.58 g/kg。故后续优化实验条件为发酵温度 29、33和 37 ℃。 

 
 

图 5  发酵温度对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of fermentation temperatures on SOD activities and 
total acid content (n=3) 

 

2.2.3  料液比对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 6 可知, 随着料液比的增加, SOD 活性明显升高, 

在料液比为 3:7时, 活性最大, 为 46.66 U/g, 而总酸含量为

0.73 g/kg。当料液比为 5:7 时, SOD 活性降至 34.67 U/g, 总

酸含量降至 0.69 g/kg。这可能是由于水量增多, 会降低发

酵体系中的糖浓度, 从而降低高渗透压, 使得微生物生长

和发酵受到影响, 不利于发酵。只有在适量的料液比下苹

果酵素才能发酵完全, 保证产品品质[18]。故选定料液比

2:7、3:7 和 4:7 为后续优化条件。 

 

 
 

图 6  料液比对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.6  Effects of liquid ratios on SOD activities and total acid 
content (n=3) 

 

2.2.4  植物乳杆菌发酵工艺响应面优化结果 

在单因素实验的基础上, 以白砂糖添加量(X1)、发酵

温度(X2)和料液比(X3) 3 个因素为自变量, 以 SOD 活性为

响应值(Y2), 优化苹果酵素的发酵工艺。结果见表 5。利用

Design Expert 8.0.6软件, 对表 5 的数据建立二次回归模型, 

拟合的二次多元回归方程如下:  

Y2=-606.76-0.12X1+29.58X2+99.36X3+0.07X1X2+0.75X1

X3-0.37X2X3-1.26X1
2-0.43X2

2-14.36X3
2 

由表 5~6 可知, 模型 P<0.0001, 失拟项 P>0.05, 说明

回归模型具有较高的拟合程度。R2 为 0.9783, 表明实测值

和预测值间拟合程度高。其中, 一次项 X1 和交互项 X1X2、
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X2X3、X1X3 无显著影响, 一次项 X2、X3 和二次项 X1
2、X2

2

有显著影响, 二次项 X3
2 有极显著影响。根据 F 值可知, 影

响因素的主次顺序为料液比>发酵温度>白砂糖添加量。 

 
表 5  植物乳杆菌发酵工艺的 Box-Behnken 设计及结果 

Table 5  Box-Behnken design and results of theLactobacillus 
plantarum fermentation process 

编号 
因素及水平 

SOD 活性/(U/g) 
X1/% X2/℃ X3 (g/100 mL) 

 1  0  0  0 43.4643 

 2  0  1 ‒1 20.1353 

 3 ‒1  0  1 23.4532 

 4  1 ‒1  0 27.0053 

 5 ‒1 ‒1  0 28.9305 

 6 ‒1  1  0 31.3633 

 7  1  1  0 31.8267 

 8 ‒1  0 ‒1 23.9138 

 9  1  0  1 23.5657 

10  0 ‒1 ‒1 13.0778 

11  0  0  0 41.0751 

12  0  0  0 39.316 

13  0  0  0 40.555 

14  1  0 ‒1 18.0548 

15  0 -1  1 23.7228 

16  0  0  0 43.7718 

17  0  1  1 24.8898 

 
表 6  回归模型分析 

Table 6  Regression model analysis 

参数 平方和 自由度 均方 F P 

模型 1381.42  9 153.49 35.15- <0.0001

X1    6.49  1   6.49  1.49  0.2621

X2   29.95  1  29.95  6.86  0.0345

X3   52.27  1  52.27 11.97  0.0106

X1X2    1.43  1   1.43  0.33  0.5855

X1X3    8.91  1   8.91  2.04  0.1961

X2X3    8.67  1   8.67  1.99  0.2016

X1
2  106.63  1 106.63 24.42  0.0017

X2
2  196.00  1 196.00 44.88  0.0003

X3
2  867.92  1 867.92 198.74 <0.0001

残差   30.57  7   4.37 - - 

失拟项   15.80  3   5.27 1.43  0.3591

净误差   14.77  4   3.69 - - 

总和 1411.99 16 - - - 

利用 Design-Expert 8.0.6 软件对响应面实验结果进行

分析, 得出白砂糖添加量、发酵温度、料液比之间两两因

素无交互作用, 与前文的数据分析结果相同。 

2.2.5  植物乳杆菌发酵方案的确定和验证 

解析回归方程得最优发酵方案: 白砂糖添加量为 4%, 

发酵温度为 33.69 ℃, 料液比为 3.13:7, SOD 活性为   

36.19 U/g。为了验证模型的准确性, 将植物乳杆菌发酵方

案改为白砂糖添加量为 4%, 发酵温度为 34 ℃, 料液比为

3:7, 此方案 SOD 活性为 37.53 U/g。此结果与理论预测值

相差 0.04%, 说明模型可以很好地预测植物乳杆菌苹果酵

素的发酵工艺。 

2.3  混菌发酵工艺研究 

2.3.1  接种时间对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 7 可知, 接种酵母菌后, 31 ℃恒温发酵 5 h 加入

植物乳杆菌的发酵液的 SOD 活性和总酸含量达到最高, 

分别为 33.09 U/g 和 1.26 g/kg, 表明此时的发酵体系可充

分发挥两菌的优势, 可使发酵液发酵完全。故选定在 5 h

时接种植物乳杆菌。 

 

 
 

图 7  接种时间对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.7  Effects of vaccination time on SOD activities and total acid 
content (n=3) 

 
 

2.3.2  接种顺序对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 8 可知, 先接种 4%的酵母菌, 后接种 3%的植物

乳杆菌进行发酵, 发酵液的 SOD 活性和总酸含量最大, 分

别为 37.66 U/g 和 1.32 g/kg。同时接种酵母菌与植物乳杆

菌进行发酵, SOD 活性和总酸含量最低, 分别为 29.53 U/g

和 1.10 g/kg。其主要原因是酵母菌为好氧菌, 植物乳杆菌

为厌氧菌, 两者对氧气需求、所需发酵温度差异较大[18], 

同时接种无法达到发酵最佳条件。如果先接种植物乳杆菌, 

酵母菌容易生长不良。而植物乳杆菌对营养物质的利用率

高, 在营养物质大量消耗后添加酵母菌, 酵母菌将无法利

用碳源产生代谢产物, 此时发酵液尚未发酵完全, 植物乳

杆菌已发酵时间过长, 使得植物乳杆菌出现自溶或衰亡现

象[18]。故选定优先接种酵母菌、后接种植物乳杆菌。 
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图 8  接种顺序对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.8  Effects of vaccination sequence on SOD activities and total 
acid content (n=3) 

 

2.3.3  总发酵时间对苹果酵素总酸和 SOD 的影响 

由图 9 可知, 接种酵母菌 5 h 后, 接种植物乳杆菌继

续发酵, 在 5~15 h 时 SOD 活性、总酸含量明显升高, 可达

到 37.44 U/g, 总酸含量为 1.33 g/kg。酵母菌与植物乳杆菌

之间存在互利共生关系。酵母菌产生含有中链脂肪酸的甘

露糖, 促进植物乳杆菌的生长, 而植物乳杆菌的代谢产物

为酵母菌的生长提供碳源, 植物乳杆菌还可通过丙酮酸盐

裂解酶将丙酮酸盐转化为甲酸盐, 或者将柠檬酸盐分解为

乳酸盐、乙酰甲基原醇、双乙酰、2,3-丁二醇等芳香物质, 使

发酵体系产生香气[18]。故选定总发酵时间为 15 h。 

 

 
 

图 9  总发酵时间对 SOD 活性、总酸含量的影响(n=3) 

Fig.9  Effects of total fermentation time on SOD activities and total 
acid content (n=3) 

 

2.4  验证实验 

由上述实验可得, 混菌发酵的最佳工艺条件为: 添加

4%的酵母菌、4%的白砂糖、0.1%的抗坏血酸, 在 31 ℃恒

温培养箱中发酵 5 h。发酵 5 h 后加入 3%的植物乳杆菌, 

34 ℃下继续发酵 10 h。在最佳工艺条件下发酵苹果酵素, 

其 SOD 活性为 36.47 U/g, 总酸含量为 1.29 g/kg。与上述

实验结果相符, 此时过滤所得苹果酵素清澈透亮、质地均

匀、酸甜适宜。因此, 可作为最优工艺参数。 

3  结  论 

实验采用单因素及响应面法优化酵母菌和植物乳杆

菌的发酵工艺, 进而研究混菌发酵的发酵工艺, 可知混菌

发酵的最佳工艺, 即添加 4%的酵母菌、4%的白砂糖、0.1%

的抗坏血酸, 在 31 ℃恒温培养箱中发酵 5 h。发酵 5 h 后

加入 3%的植物乳杆菌, 34 ℃下继续发酵 10 h, 过滤得清澈

透亮、质地均匀、酸甜适宜的苹果酵素。 

孙淑夷等[32]通过研究荔枝汁混菌发酵工艺及其产物的

功能活性成分发现, 发酵过程中, 发酵液的总糖含量会逐渐

降低, 总酚和总酸含量逐渐增加, 微生物会大量利用葡萄糖, 

使得发酵液中的酒石酸含量逐渐降低, 乳酸含量逐渐增加, 

草酸、苹果酸、柠檬酸、琥珀酸、丙酮酸含量呈先增加后降

低趋势。随着发酵时间的延长, SOD 酶活性呈增加趋势, 且

主要增长阶段为酵母菌发酵阶段。其原因为发酵过程中微生

物不断增长, 微生物细胞会不断分泌出相应的功能酶, 再通

过细胞自溶或物理方法使得细胞破裂释放出大量的酶, 从

而导致发酵液中功能酶活性不断增加[32]。以上研究结论与

本研究结果相一致, 表明此结果是水果混菌发酵的共有特

征。本研究采用酵母菌与植物乳杆菌对苹果汁进行混菌发酵, 

丰富了苹果产品的种类, 具有广阔的市场发展前景。而混菌

发酵苹果酵素的保质期尚无法确定, 为进一步延长产品保

质期, 后续可开展苹果酵素贮藏技术及工艺的研究。 
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