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复合乳酸菌发酵西瓜-番茄果蔬汁的工艺优化 
 

李鹏程，刘青，项耀东，张瑶 

（山东理工大学农业工程与食品科学学院,山东淄博 255000） 

摘要：本研究以自主分离筛选的植物乳杆菌 S3-10 和干酪乳杆菌 R10 作为发酵菌株，通过单因素和正交实验探讨了菌种配比、

果蔬汁含量、蔗糖含量、葡萄糖含量、温度等参数对西瓜-番茄果蔬发酵的影响。结果表明，2 株乳酸菌复合发酵西瓜-番茄果蔬汁的

最佳工艺参数为：S3-10 和 R10 菌株配比 1:2、果蔬汁 44.4%、蔗糖 5%、葡萄糖 6%、发酵温度 40 ℃，在此条件下获得的活菌数为

4.79×108 cfu/mL，总产酸量为 12.42 g/L，比初始总酸含量提高 21%。通过 HPLC 法对乳酸菌发酵过程中的有机酸进行分析，发现 2

株乳酸菌单独发酵或复合发酵西瓜-番茄过程中有机酸的种类及变化相似，2 株乳酸菌复合发酵产乳酸和总酸含量明显高于单一菌株

发酵。综合考虑乳酸菌 S3-10 和 R10 复合发酵西瓜-番茄性能优异，在开发果蔬发酵产品及其他功能益生产品方面具有较大潜力和应

用前景。 
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Abstract: In this study, Lactobacillus plantarumS3-10 and Lactobacillus casei R10 isolated and screened from our lab were used as 

fermentation strains. The single factor and orthogonal experiments were used to study the major factors affecting the fermentation of 

watermelon-tomato, such as strain ratio, watermelon-tomato juice content, sucrose content, glucose content, temperature, etc. The results showed 

that the optimal technological parameters of combined fermentation watermelon-tomato juice by two strains of lactic acid bacteria were as 

follows: S3-10 and R10 strain ratio 1:2, watermelon-tomato juice 44.4%, sucrose 5%, glucose 6%, fermentation temperature 40 ℃. The number 

of viable cells obtained under this condition was 4.79×108 cfu/mL, and the total acid yield was 12.42 g/L, which was 21% higher than the initial 

total acid content. The organic acid compositions and changes analyzed by HPLC were similar in the fermentation process of 

watermelon-tomato juice by the two strains of lactic acid bacteria. The lactic acid and total acid content of the two strains of lactic acid bacteria 

compound fermentation was significantly higher than that of single strain fermentation. Considering the excellent performance of lactic acid 

bacteria S3-10 and R10 compound fermented watermelon-tomato, it has great potential and application prospects in the development of fruit and 

vegetable fermentation products and other functional probiotic products. 
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乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）在自然界中

广泛分布，能发酵代谢各类碳水化合物并产生大量乳

酸 [1-3]。大多数的乳酸菌在世界范围内被公认为

“generally recognized assafe (GRAS)”等级的食品微生

物，而且乳酸菌具有营养、健康的特殊功效，已广泛

应用于食品发酵等各个领域[4-6]。近年来关于乳酸菌发

酵果蔬饮料的研究日益增多，欧美日韩等国发酵果蔬

制品市场在逐步扩大并已研发出众多优秀产品[6-8]。乳

酸菌发酵果蔬原料可以极大程度上减少营养物质的损

失，增添产品的风味，且发酵后产生有益的有机酸以

及特有的抗氧化益生代谢物质等，对延长衰老、改善

胃肠环境和提高机体免疫力等起重要作用[9-13]。目前

已对不同乳酸菌单一发酵或混合发酵多种果蔬原料如

苹果、梨、南瓜、胡萝卜、石榴、花椰菜、芹菜、番

茄、龙眼、火龙果等进行了研究[14-21]。利用乳酸菌发

酵工艺研发果蔬制品既能够获得优良的风味品质，又

可以赋予产品营养保健功能，因此拥有巨大的潜在效

益和广阔前景。另外，从大量前人研究的结果来看，

就发酵菌种而言，复合菌种发酵在活菌数、产品口感

风味等方面显然优于单菌种的发酵，所以对双菌种或

多菌种的筛选和优化是未来乳酸菌发酵产业的重要方

向之一。本研究以自主分离筛选的 2 株乳酸菌作为发

酵菌株，通过单因素和正交实验探讨了菌种配比、果

蔬汁含量、蔗糖含量、葡萄糖含量、温度等发酵参数

的影响，对发酵过程中的菌体密度、活菌数、pH 值、

酸度和有机酸成分进行检测，进一步优选出乳酸菌复

合发酵西瓜-番茄果蔬汁的最佳工艺，以期为开发新的

果蔬产品及丰富果蔬发酵专用菌库提供思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料、菌株与试剂 

新鲜西瓜、番茄市购；植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum，菌种保藏号 CGMCC No.16750）S3-10 和

干酪乳杆菌（Lactobacillus casei，菌种保藏号 CGMCC 
No.16750）R10 均由山东理工大学微生物脂质研究中

心保存[22]；苹果酸、柠檬酸、甲酸、乳酸等有机酸标

准品购自 Beijing solabio Sci. &Tech. Co. Ltd.；其他常

规试剂购自国家药品集团化学试剂有限公司。 

1.2  培养基 

MRS种子培养基：牛肉膏 5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，
吐温 801 g/L，葡萄糖 20 g/L，乙酸钠 5 g/L，硫酸镁

0.2 g/L，磷酸氢二钾 2 g/L，柠檬酸二铵 2 g/L，酵母

提取物 5 g/L，pH 6.3~6.7，121 ℃湿热灭菌 30 min。 

果蔬发酵培养基：将西瓜、番茄清洗去皮切分后

分别榨汁除渣过滤除菌得到西瓜汁和番茄汁按 1:1 混

合于 4 ℃保存备用。按照混合果蔬汁 33.3%、葡萄糖

5%、蔗糖 5%、氯化钙 0.5%、磷酸氢二钠 0.05%，磷

酸二氢钠 0.05%，硫酸镁 0.03%，柠檬酸 0.1%的基本

配比配置（可根据实验方案改变培养基组成配比），除

果蔬和柠檬酸外其余成分于 115 ℃湿热灭菌 15 min。 

1.3  培养方法 

1.3.1  种子培养 
将乳酸菌株接种到 MRS 种子培养基中，置于

37 ℃恒温厌氧培养 12 h 获得活化种子液。 

1.3.2  果蔬发酵培养 
将乳酸菌株进行活化、扩培后，根据实验方案改

变培养基组成及培养条件，按 5%接种量分别接种于

果蔬发酵培养基中，恒温厌氧培养 16 h 后测定发酵液

中还原糖、活菌数、pH 值、酸度等指标，每次测定重

复 3 次。 
1.3.3  单因素优化 

按照试验方案选择改变如下单因素：(1)植物乳杆

菌 S3-10 与干酪乳杆菌 R10 的菌种配比设为 3:1、2:1、
1:1、1:2 和 1:3 五个水平；(2)果蔬汁质量百分比设为

11.1%、22.2%、33.3%、44.4%和 55.5%五个水平；(3)
蔗糖质量百分比设为 3%、4%、5%、6%和 7%五个水

平；(4)葡萄糖质量百分比设为 2%、3%、4%、5%和

6%五个水平；(5)发酵温度设为 25 ℃、28 ℃、31 ℃、

34 ℃、37 ℃和 40 ℃六个水平。 
1.3.4  正交实验 

在以上单因素的基础上，进行正交试验来优化发

酵条件。采用“五因素三水平”方案，按表 L18(37)设计。 

1.4  分析方法 

1.4.1  活菌数、pH 值和还原糖的测定 
采用伊红美蓝活菌数快速测定方法测定发酵液中

的活菌数。采用雷磁 PHS-25 数显 pH 计直接测定发酵

液中的 pH 采用 3,5-二硝基水杨酸（DNS）比色法[23]

测定发酵液中的还原糖含量。 
1.4.2  总酸的测定 

发酵液中总酸含量的测定参照国家标准 GB/T 
12456-2008《食品中总酸的测定》[24]进行检测，具体

步骤如下：吸取果蔬发酵试液 25~50 g，置于 250 mL
三角瓶中。加 40~60 mL 水及 0.2 mL 1%酚酞指示剂，

用 0.1 mol/L NaOH 标准滴定溶液滴定至微红色 30 s
不退色。记录消耗 NaOH 标准滴定溶液的体积数值

（V1）。同一被测样品应测定两次，取平均值。同时
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用水代替试液做空白对照，记录消耗 NaOH 标准滴定

溶液的体积数值（V2）。发酵液中总酸的含量以质量

分数 X 计，数值以克每升（g/L）表示，按下式计算： 
( )V1-V

0X
2 K

1 00
m

c× ×
×=总酸含量（ ）  

式中：c 为 NaOH 标准溶液的浓度，mol/L；V1 为滴定试

液时消耗 NaOH 标准溶液的用量，mL；V2 为空白试验消耗

NaOH 标准溶液的用量，mL；m 为试液的质量，g。 

1.4.3  有机酸的测定 
采用紫外高效液相色谱法[18]测定有机酸含量，色

谱柱为 InfintyLab Porshell.120 EC-C18（4.6×150 mm），

流动相为0.05 mol/L的Na2HPO4（pH 2.8），柱温25 ℃，

流速0.5 mL/min，紫外检测器检测波长设定为210 nm，

进样量 10 µL。 

1.5  数据处理 

所有实验均设置三次重复，试验结果采用 SPSS
统计软件进行统计分析。图表绘制采用 Origin Pro 8.0
进行处理与分析。有机酸测定结果根据标品出峰时间

和标准曲线进行处理与分析。 

2  结果与分析 

2.1  乳酸菌菌种配比对发酵果蔬汁的影响 

植物乳杆菌和干酪乳杆菌是果蔬发酵的常用益生

菌种[25]。前期本课题组分离筛选到的植物乳杆菌

S3-10 和干酪乳杆菌 R10 单独发酵果蔬的性能较为优

异[22]，而两菌株复合发酵果蔬的效果尚未研究。为了

探究两株乳酸菌混合发酵果蔬汁的最佳菌种配比，本

试验将S3-10和R10设置不同比例加入西瓜-番茄果蔬

汁发酵 16 h 得到的结果如图 1 所示。 
活菌数值可以反映微生物利用发酵基质性能的强

弱。由图 1 可知，不同配比的乳酸菌发酵果蔬汁均能

保持较高的活菌数在 108 cfu/mL 以上，其中 S3-10 和

R10 菌种配比为 1:2 时活菌数值达到最大。不同菌种

配比的发酵基质中还原糖含量无显著差异，基本维持

在 1.8 g/L 左右。pH 值和总酸含量是衡量发酵产酸能

力的重要指标，pH 值直接影响菌种的生长代谢和产品

保存期限，总酸含量直接影响发酵液的风味、口感和

品质。由图 1 可以看出，不同菌种配比的发酵液 pH
在 3.5~3.7 范围内变化不大，而总酸含量略有差异，

仍然是 S3-10 和 R10 菌种配比为 1:2 时产酸量最高。

综上，选用乳酸菌株 S3-10 和 R10 复合发酵的最佳菌

种配比为 1:2。同样许世闯等[26]进行的乳酸菌发酵复

合果蔬汁的菌种筛选及发酵工艺优化研究结果表明，

菌种添加量和发酵环境有关，其选用的植物乳杆菌和

副干酪乳杆菌比例为 2:5 时发酵效果最好。 

 
图1 乳酸菌菌种配比对发酵果蔬汁的影响 

Fig.1 Effect of lactic acid bacteria ratio on fermented fruit and 

vegetable juice 

2.2  西瓜-番茄果蔬汁含量对乳酸菌发酵的影响 

果蔬作为主要原料，其浓度大小直接影响菌种发

酵及饮料的口感。由图 2 可以看出，不同西瓜-番茄果

蔬汁含量的发酵基质中还原糖含量和 pH 值无显著差

异。果蔬汁含量低于 30%时发酵液中的活菌数和总酸

量较低，而果蔬汁含量在 30%以上时发酵液中的活菌

数和总酸量差异不显著。当果蔬汁含量为 44.4%时，

菌数值和产酸量最大，故选择 44.4%为最适果蔬汁浓

度。与本实验研究结果类似，张玉慧等[27]对乳酸菌发

酵蓝莓果汁的工艺研究结果显示随着蓝莓汁质量分数

的增加，乳酸含量逐渐提高，最终选择 30%作为蓝莓

汁最佳质量分数。 

 
图2 果蔬汁含量对乳酸菌发酵的影响 

Fig.2 Effect of fruit and vegetable juice content on fermentation 

by lactic acid bacteria 

2.3  蔗糖含量对乳酸菌发酵果蔬汁的影响 

蔗糖既可以为乳酸菌发酵提供碳源，又可以调节

果蔬汁的甜度，其浓度大小对发酵果蔬汁的酸甜比具

有显著影响。由图 3 可知，随着蔗糖浓度的提高，发

酵液中剩余还原糖含量呈逐渐增多的趋势。不同蔗糖
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浓度的发酵基质中活菌数值均在 108 cfu/mL 以上，当

蔗糖浓度为 5%时活菌数值为最高。不同蔗糖浓度的

发酵液 pH 在 3.2~3.4 范围内变化不大，而总酸含量差

异较大。蔗糖浓度低于 5%时乳酸菌发酵的产酸量要

远远低于蔗糖浓度高于 5%时的总酸含量，当蔗糖浓

度为 5%时总酸量最大为 9.5 g/L。综合活菌数值和产

酸量，选择 5%为最适蔗糖浓度。王茹等[28]对复合乳

酸菌发酵枸杞汁的工艺优化研究结果显示，当白砂糖

添加量为 5%时，乳酸含量最高且感官评价最高，与

本实验结果相一致。 

 
图3 蔗糖含量对乳酸菌发酵果蔬的影响 

Fig.3 Effect of sucrose content on fermentation of fruits and 

vegetables by lactic acid bacteria 

2.4  葡萄糖含量对果蔬发酵的影响 

 
图4 葡萄糖含量对乳酸菌发酵果蔬的影响 

Fig.4 Effect of glucose content on fermentation of fruits and 

vegetables by lactic acid bacteria 

葡萄糖作为微生物生长代谢最常用的碳源，其浓

度大小对乳酸菌发酵果蔬具有显著影响。由图 4 可以

看出，随着葡萄糖浓度的提高，发酵液中剩余还原糖

含量呈明显增多的趋势。不同葡萄糖浓度的发酵基质

中活菌数值较高在 108 cfu/mL 以上，当葡萄糖浓度为

5%时活菌数值为最高。不同葡萄糖浓度的发酵液 pH
在 3.4~3.6 范围内变化不大，而总酸含量差异较大。

开始产酸量随着葡萄糖浓度增大而提高，当葡萄糖浓

度为 5%时总酸含量最大为 9.85 g/L，随后葡萄糖增多

反而产酸量降低。综合活菌数值和产酸量，选择 5%
为最适葡萄糖浓度。前期研究[27]结果显示葡萄糖浓度

6%~8%时蓝莓汁发酵工艺最佳，与本实验结果相似。 

2.5  发酵温度对果蔬发酵的影响 

温度是微生物生长和代谢的重要影响因素。由图

5 可知，不同发酵温度下乳酸菌发酵果蔬基质中还原

糖含量、pH 值以及活菌数值都无显著差异，只有总酸

含量具有明显变化。初始产酸量随着发酵温度升高而

明显增多，当发酵温度为 37 ℃时总酸含量最大，随后

温度升高反而产酸量降低。综合各影响指标，选择

37 ℃为最适发酵温度。同样，前期关成冉等[13]对复合

乳酸菌发酵果蔬乳饮料的研究结果表明，复合乳酸菌

发酵果蔬乳饮料在 38 ℃培养含有最高活菌数并对病

原菌的抑制能力最强。 

 
图5 发酵温度对乳酸菌发酵果蔬的影响 

Fig.5 Effect of temperature on fermentation of fruits and 

vegetables by lactic acid bacteria 

2.6  正交实验及分析 

在上述单因素试验的基础上，设计正交实验来优

化发酵条件，采用“五因素三水平”方案，选取菌种配

比、果蔬汁含量、蔗糖含量、葡萄糖含量和发酵温度

等因素进行实验。具体实验设计方案如表 1 所示。 
正交试验结果及极差分析如表 2 所示，以发酵最

终总酸量为指标，来优化确定最佳的乳酸菌发酵果蔬

汁工艺参数。极差值代表该因素水平的改变对结果的

影响，若极差值越大，说明该因素对乳酸菌发酵果蔬

汁的影响就越大。通过对正交实验表的极差值分析，

各因素对乳酸菌活菌数的影响从大到小依次为：果蔬

汁含量、发酵温度、菌种配比、蔗糖含量、葡萄糖含

量，而对乳酸菌发酵产酸的影响从大到小依次为：果

蔬汁含量、菌种配比、发酵温度、蔗糖含量、葡萄糖

含量。综合乳酸菌发酵的最高活菌数值和产酸量，最

优组合均为 A2B2C2D3E3，即菌种配比（S3-10:R10）
1:2、果蔬汁 44.4%、蔗糖 5%、葡萄糖 6%、发酵温度
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40 ℃。采用此最优发酵组合获得最终产酸量为 12.42 
g/L，比初始总酸含量提高 21%。同时在该组合发酵条

件下，获得的活菌数值为 4.79×108 cfu/mL、pH 值 3.42，
还原糖含量为 1.55 g/L。 

表1 正交实验设计方案 

Table 1 Orthogonal experimental design 

 因数 

水平 A 菌种配比(S3-10:R10) B 果蔬汁含量/% C 蔗糖含量/% D 葡萄糖含量/% E 发酵温度/℃

1 1:1 33.3 4 4 34 

2 1:2 44.4 5 5 37 

3 1:3 55.5 6 6 40 
表2 正交实验结果L18(37) 

Table 2 Orthogonal experimental resultsL18(37) 

水平 
因数 

菌种配比 果蔬汁 蔗糖 葡萄糖 发酵温度 活菌数/(logcfu/mL) 总酸/(g/L)

1 1 1 1 1 1 7.88 8.41 

2 1 2 2 2 2 8.68 9.43 

3 1 3 3 3 3 8.06 9.28 

4 2 1 1 2 2 8.49 9.35 

5 2 2 2 3 3 8.70 12.42 

6 2 3 3 1 1 8.45 11.00 

7 3 1 2 1 3 8.04 8.65 

8 3 2 3 2 1 8.57 11.16 

9 3 3 1 3 2 8.58 8.96 

10 1 1 3 3 2 8.14 8.19 

11 1 2 1 1 3 8.14 7.78 

12 1 3 2 2 1 8.37 10.69 

13 2 1 2 3 1 8.26 9.28 

14 2 2 3 1 2 8.43 10.61 

15 2 3 1 2 3 8.31 9.98 

16 3 1 3 2 3 8.00 8.65 

17 3 2 1 3 1 8.64 11.29 

18 3 3 2 1 2 8.55 12.26 

K1 8.21 8.14 8.34 8.25 8.36  

K2 8.44 8.53 8.43 8.40 8.48  

K3 8.40 8.39 8.28 8.40 8.21  

优水平 A2 B2 C2 D3 E3  

R 0.23 0.39 0.16 0.16 0.27  

K1 8.96 8.75 9.30 9.79 10.30  

K2 10.44 10.45 10.45 9.88 9.80  

K3 10.16 10.36 9.82 9.90 9.46  

优水平 A2 B2 C2 D3 E3  

R 1.48 1.70 1.16 0.12 0.85  
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2.7  发酵液中有机酸含量变化 

果蔬汁中有机酸的组成与含量是决定果蔬汁风味

和品质的重要因素之一。有机酸可以促进人体新陈代

谢,具有抗菌、抗氧化和调节血糖血脂的作用等[22]。利

用 HPLC 法对果蔬发酵过程中的有机酸进行分析，检

测到西瓜-番茄发酵液中主要的有机酸包括乳酸、甲

酸、乙酸、柠檬酸、苹果酸等，结果变化见图 6。 

 

 

 
图6 植物乳杆菌S3-10 (a)、干酪乳杆菌R10(b)以及混合菌 

(c,S3-10:R10=1:2)发酵西瓜-番茄产有机酸情况 

Fig.6 L. plantarum S3-10 (a), L. casei R10 (b) and mixed lactic 

acid bacteria (c, S3-10:R10=1:2) fermented watermelon-tomato 

to produce organic acids 

2 株乳酸菌单独发酵或混合发酵过程中有机酸的

种类及变化相似，其中苹果酸、甲酸迅速减少，乳酸

和柠檬酸显著增加，乙酸少量增加。乳酸菌分解糖类

通过糖酵解途径发酵产酸，乳酸作为主要的代谢产物

经发酵后含量极显著上升，也是影响果蔬汁酸味和品

质最重要的有机酸。值得注意的是，2 株乳酸菌混合

发酵产乳酸和总酸含量明显高于单一菌株发酵，这也

说明了乳酸菌的复配发酵更能充分利用果蔬中的营养

基质。这与靳玉红等[29]对红枣乳酸发酵饮料中 7 种有

机酸的组成和含量的研究结果基本一致。 

3  结论 

3.1  植物乳杆菌S3-10和干酪乳杆菌R10复合发酵西

瓜-番茄果蔬汁的最佳工艺参数为：S3-10 和 R10 菌株

配比 1:2，果蔬汁 44.4%、蔗糖 5%、葡萄糖 6%、发

酵温度 40 ℃。在最佳条件下发酵获得的活菌数为

4.79×108 cfu/mL，总产酸量为 12.42 g/L。 
3.2  乳酸菌S3-10和R10单独发酵或复合发酵过程中

有机酸的种类及变化相似，且复合发酵产乳酸和总酸

含量明显高于单一菌株发酵。 
3.3  乳酸菌 S3-10 和 R10 复合发酵西瓜-番茄果蔬性

能优异，在开发果蔬发酵产品及其他功能益生产品方

面具有广阔的应用前景。 
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