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摘要：该试验对二步发酵法制备雪花梨酵素的工艺进行了优化。以雪花梨为原料，采用 Plackett-Burman 试验从影响酵母菌发酵

的 6 因素中筛选出料液比、发酵温度、接种量、发酵时间 4 个显著影响因素，在此基础上以总酚含量和蛋白酶活力为评价指标通过

Box-Behnken 试验对酵母菌的发酵条件进行优化，以超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）活力和可滴定酸含量为评价指标，

采用单因素试验对植物乳杆菌的发酵条件进行优化，并以总酚含量、蛋白酶活力、SOD 活力、可滴定酸含量、pH 值及可溶性固形物

含量（Soluble Solids Content，SSC）确定最终植物乳杆菌接种时间，最终确定酵母菌和植物乳杆菌二步发酵制备雪花梨酵素最佳工艺

参数为：发酵液起始 pH 值 4.5、料液比 1:1、糖添加量 13%，一步发酵接种酵母菌 0.14%、在 26 ℃下发酵 24 h 后，二步发酵接种植

物乳杆菌 1.50%、在 39 ℃下发酵 36 h。此条件制得雪花梨酵素酸甜适中，色泽均匀，体态澄清，无杂质，具有发酵梨果特有香气，

总酚含量 32.32 μg/mL，蛋白酶活力 45.15 U/mL，SOD 活力 1 140 U/mL，可滴定酸 4.43 g/L，pH 值 3.49，SSC 11.3 Brix%，符合食用

液态植物酵素对理化指标的要求。该结果可为雪花梨酵素的综合开发提供理论依据。 
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Abstract: Fermentation experiments were performed on Xuehua pears using the Plackett–Burman experimental design to optimize the 

two-step fermentation process for the preparation of Xuehua pear ferment. Four out of six factors indicating yeast fermentation were identified 

as significant; the solid-to-liquid ratio, fermentation temperature, inoculum size, and fermentation time. On this basis, the Box–Behnken design 

was used to optimize the yeast fermentation conditions based on total phenolic content and protease activity, and a single-factor design was used 

to optimize the conditions for Lactobacillus plantarum fermentation based on superoxide dismutase (SOD) activity and titratable acidity. The 

final timing for L. plantarum inoculation was determined based on the total phenolic content, protease activity, SOD activity, titratable acidity, 

pH, and soluble solids content (SSC). The results suggest that the optimal parameters for the two-step fermentation of Xuehua pears by yeast and 

L. plantarum are an initial broth pH of 4.5, solid-to-liquid ratio of 1:1, sugar content of 13%, yeast inoculum size of 0.14% for the first 

fermentation step, fermentation period and temperature of 24 hours and 26  for the first fermentation step, a ℃ L. plantarum inoculum size of  
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1.50% for the second fermentation step, and a fermentation period and temperature of 36 hours and 39  for the second fermentation step. ℃

Xuehua pear ferment obtained under these conditions shows an appropriate level of sourness and sweetness, uniform color, and an aroma unique 

to fermented pears, whilst being clear and free of impurities. The physicochemical indices of the obtained ferment are a total phenolic content of 

32.32 μg/mL, protease activity of 45.15 U/mL, SOD activity of 1 140 U/mL, titratable acidity of 4.43 g/L, pH value of 3.49, and SSC of  

11.3 Brix%, which are in line with the requirements of edible liquid plant-based ferments. The results obtained can be used as a theoretical 

reference for the comprehensive development of Xuehua pear ferments. 

Key words: Xuehua Pear; ferment; yeast; Lactobacillus plantarum; process optimization 

 

食用植物酵素多以果蔬、谷物、菌类为原料，经微

生物发酵制得[1]。其富含植物原料本身的营养、化学成

分及发酵产生的多种次级代谢产物和活性成分，如氨基

酸、多酚、功效酶等，具有解酒护肝[2]、提高免疫力[3]、

预防心血管疾病、糖尿病等多种慢性病[4]的作用。 
食用植物酵素制备方法包括自然发酵法和菌种

发酵法，发酵菌种以酵母菌、乳酸菌最为常见[5,6]。

发酵过程中，酵母菌分泌的蛋白酶、脂肪酶会分解原

料中的蛋白质、脂肪等，生成癸酸乙酯、苯乙醇、辛

酸等香气成分，赋予食品独特的爽口感和风味[7]；乳

酸菌则通过水解基质中的乳糖、蛋白质及脂肪，产生

易于吸收的单糖、有机酸、维生素等多种营养成分[8]。

酵母菌和乳酸菌之间存在代谢互补机制，酵母菌的代

谢产物二氧化碳促进乳酸菌的生长，乳酸菌的代谢产

物乳酸可为酵母菌代谢提供能量[9,10]，混菌发酵可以

得到更加丰富的代谢产物[11]。但乳酸菌的增殖速率

比酵母菌快，会很快消耗掉发酵基质中的能量物 
质[12]，抑制酵母菌增殖发酵，因此，采用先酵母菌

后乳酸菌的二步发酵法既可以避免混菌发酵时不同

菌种之间的营养竞争导致的发酵过程难以控制，还能

更好发挥酵母菌产香、产乙醇性能，保留乳酸菌产生

的酚酸类成分，提高发酵产品的抑制杂菌能力和功效

成分含量[13]。 
雪花梨是我国著名白梨品种，富含碳水化合物、

蛋白质、脂肪、果酸、维生素、矿物质等多种营养成

分，具有清心润肺、止咳平喘、醒酒解毒等功效[14]。

与其他梨果相比，雪花梨含糖量更高，营养价值与药

用价值更为丰富，被誉为“天下第一梨”，是加工制品

的上等原料，而雪花梨多为鲜食，也可被加工成梨   
干[15]、梨膏[16]、梨酒[17]等产品，未见雪花梨酵素产品

及相关研究报道。本研究采用酵母菌、植物乳杆菌二

步发酵法制备雪花梨酵素，并以蛋白酶活力、超氧化

物歧化酶（SOD）活力、总酚、可滴定酸含量等为考

核指标，通过单因素、Plackett-Burman 及 Box-Behnken
试验对发酵工艺进行优化，以期为雪花梨酵素的研究

和开发提供试验基础，为混菌发酵的工艺研究提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

雪花梨：于商业采收期采自河北省赵县范庄果园

“雪花”梨种植基地，选取成熟度均匀，大小均一，无

霉烂、病害、损伤的梨果为试验用果。 
LP45-1000 植物乳杆菌购自河北一然生物科技有

限公司；安琪高活性干酵母购自湖北安琪酵母股份有

限公司。 
葡萄糖、邻苯三酚（AR）罗恩试剂；胰蛋白胨、

酵母浸粉、磷酸氢二钾、琼脂（AR），北京拜尔迪生

物技术有限公司；L-酪氨酸（AR），北京百瑞极生物

科技有限公司；福林酚、酪蛋白（AR），北京博奥拓

达科技有限公司；重铬酸钾（AR），北京红星化工厂；

牛肉浸粉（AR），青岛海博生物技术有限公司；没食

子酸（AR），上海 BBI 生命科学有限公司；碳酸钠、

酚酞（AR），天津市永大化学试剂有限公司；三氯乙

酸（AR），天津市大茂化学试剂厂；氢氧化钠（AR），
天津市福晨化学试剂厂；浓盐酸（HPLC 级），成都市

科隆化学品有限公司；硫酸镁、无水乙酸钠、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钠、柠檬酸二氨、乙二胺四乙酸二钠

盐二水（EDTA）、三（羟甲基）氨基甲烷（Tris）（AR），
生工生物工程（上海）股份有限公司；无水乙醇（AR），
天津市致远化学试剂；硫酸锰（HPLC 级），上海麦克

林生化科技有限公司；吐温 80，北京酷来搏科技有限

公司。 

1.2  仪器与设备 

电子天平，赛多利斯科学仪器有限公司；高速冷

冻离心机，北京博劢行仪器有限公司；UV-2600 型紫

外可见分光光度计，日本岛津公司；SW-CJ-2FD 型超

净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；BSD-250 型

振荡培养箱，SPX-250B-D 型振荡培养箱，上海博迅

实业有限公司医疗设备厂；MLS-3780 型高压蒸汽灭

菌锅，三洋电机株式会社；DK-98-II 型电热恒温水浴

锅，天津市泰斯特仪器有限公司；RS2200QUV 超纯



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.7 

34 

水系统，上海乐枫生物科技有限公司。PAL-1 型数显

糖度计，日本 ATAGO 公司；S210 型 pH 计，梅特勒

托利多科技（中国）有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  菌种活化和培养 
酵母菌：适量酵母菌粉于 100 mL 灭菌 YPD 液体

培养基中溶解，28 ℃恒温培养箱培养至悬浮液状态，

吸取 50 μL 菌液于 YPD 固体培养基进行涂布，28 ℃
恒温培养箱内培养 24~48 h 至菌落长成。经过两次继

代培养，得到纯化菌株，挑取纯化单菌落于 YPD 液

体培养基，在恒温培养箱下静置培养 24~48 h，收集

菌体，以生理盐水调节菌数为 106 CFU/mL[18]。待用。 
植物乳杆菌：采用MRS培养基于 37 ℃恒温培养，

其他活化、培养方法同酵母菌[18]。 
1.3.2  雪花梨酵素制备工艺流程及操作要点 

梨果挑选→清洗→去核→切分→装罐→调整料液比、糖

度、pH→灭菌→接种→避光发酵→过滤→成品 

操作要点：新鲜雪花梨经无菌水清洗，去核切分

为 3~5 mm 薄片，与无菌水按一定质量比装罐，用经

紫外杀菌 30 min 的葡萄糖调节糖度、无水柠檬酸和柠

檬酸钠调 pH 值，经 85 ℃高温灭菌锅灭菌 15 min，冷

却后接种酵母菌、植物乳杆菌避光发酵，发酵结束纱

布过滤取上清液保存于-20 ℃超低温冰箱中待测。 
1.3.3  理化指标测定方法 

可滴定酸含量测定参照 GB/T 12456-2021《食品

中总酸的测定》；总酚含量测定采用 Folin-Ciocalteu  
法[19]；蛋白酶活力测定参照 GB/T 23527-2009《蛋白

酶活力测定法》（福林法）；超氧化物歧化酶（SOD）

活力测定参照 GB/T 5009.171-2003《保健食品中超氧

化物歧化酶（SOD）活性的测定》（修改的 Marklund
方法）；乙醇含量的测定采用重铬酸钾法[20]；pH 值采

用 pH 计测定；可溶性固形物（SSC）含量采用 PAL-1
数显糖度计测定。 
1.3.4  一步酵母菌发酵工艺优化 

以总酚含量和蛋白酶活力为评价指标对酵母菌发

酵的工艺参数进行优化。 
首先，通过单因素试验依次对酵母菌发酵的起始

pH 值（3.6、3.8、4、4.5、5）、糖添加量（9%、11%、

13%、15%、17%，m/m）、料液比（1:1、1:2、1:3、
1:4、1:5，m/m）、接种量（0.05%、0.10%、0.15%、

0.20%、0.25%，m/m）、发酵时间（12、24、36、48、
72 h）和发酵温度（19、22、25、28、30 ℃）6 个因

素进行筛选；然后，利用 Plackett-Burman 原理设计试

验考察各因素对酵母菌发酵结果的影响情况，在单因

素试验基础上，每个因素选取低（-1）和高（+1）两

个水平，选用试验次数为 N=12（G、H 作为两个虚拟

变量用于误差估计），筛选出对结果具有显著影响 
（P＜0.05）的因素。最后，采用 Box-Behnken 原理设

计 4 因素 3 水平响应曲面试验对酵母菌发酵条件进行

优化，因素和水平如表 1 所示。 
表1 响应面试验因素及水平 

Table 1 Factors and levels used in Box-Behnken design 

水平

因素 

A 
料液比

B 
发酵温度/℃ 

C 
接种量/% 

D 
发酵时间/h

1 1:1 22 0.10 24 

2 1:2 25 0.15 36 

3 1:3 28 0.2 48 

1.3.5  二步植物乳杆菌发酵工艺优化 
在一步酵母菌最优条件发酵的基础上开展二步乳

酸菌发酵，以 SOD 活力和可滴定酸含量为评价指标，

通过单因素试验依次对植物乳杆菌的发酵时间（12、24、
36、48、60 h）、接种量（0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%，

m/m）和发酵温度（30、34、37、39、41 ℃）进行筛选。 
1.3.6  两步发酵时间选择 

在一步酵母菌和二步植物乳杆菌最优发酵工艺条

件基础上主要考察植物乳杆菌最佳接种时间。以总酚

含量、蛋白酶活力、SOD 活力、可滴定酸含量、pH
及 SSC 为评价指标，对一步、二步发酵时间进行筛选。

在 26 ℃条件下，保证发酵液充分溶氧，接种酵母菌

发酵，发酵时间设定为 12、24 和 36 h，然后在 37 ℃
条件下接种植物乳杆菌，至发酵终点，其它发酵条件

均为最优工艺条件。 
1.3.7  数据分析 

使用 IBM SPSS 21软件对单因素试验数据进行分

析，3 次重复试验的数据结果以平均值±标准差表示；

采用Design-Expert 10.0.8软件进行Plackett-Burman和
Box-Behnken 试验设计，Mintab 17.0 软件对结果进行

分析；采用 Excel 2021 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  酵母菌发酵的单因素试验结果 

在料液比 1:3、糖添加量 13%、起始 pH 值 4.0、
接种量 0.15%、发酵温度 30 ℃和发酵时间 24 h 基础

上，依次对酵母菌发酵的起始 pH 值、糖添加量、料

液比、接种量、发酵时间和温度进行优化，结果见 
图 1 所示。 

酵母菌能够分泌蛋白酶分解雪花梨中的蛋白质等
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营养成分，产生多种酚类物质[21]。因此以蛋白酶活力和

总酚含量为酵母菌发酵雪花梨酵素是否达到成熟的判

定指标。酵母菌适宜生存 pH 值为 4.5~5[7]，当起始 pH
值为 3.6~5 时，酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量和蛋

白酶活力均随 pH 值的升高先增加后降低，当起始 pH
值为 4.5 时总酚含量和蛋白酶活力达到最大值，分别为

29.72 μg/mL 和 23.81 U/mL（图 1a）。符合酵母菌最适生

存 pH 值，所以确定酵母菌发酵的最佳起始 pH值为 4.5。 
糖为微生物生长代谢的主要碳源，糖添加量过少

发酵基质营养不足无法促进菌种发酵，添加量过多导

致发酵液渗透压过高，微生物细胞脱水使得活力低下，

抑制菌种生长[11]。酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量

和蛋白酶活力亦随糖添加量的增加呈先升后降的变化

趋势，当糖添加量为 13%时总酚含量和蛋白酶活力均

达到最大值，分别为 27.44 μg/mL、20.50 U/mL（图 1b）。
所以控制酵母菌发酵的糖添加量为 13%。 

雪花梨果块和水的料液（m/m，g:g）比也会影响

酵母菌发酵结果，随着料液比的减小，酵母菌发酵雪

花梨酵素中总酚含量和蛋白酶活力均呈现极显著下降

趋势，当料液比为 1:1 时发酵液总酚含量和蛋白酶活

力均最高，分别为 48.87 μg/mL 和 32.08 U/mL（图 1c）。
当料液比低于 1:1 致使酵母菌发酵期间产生的酚类物

质和蛋白酶活力远远低于稀释率。故选择 1:1 料液比

为酵母菌发酵最佳条件。 
酵母菌接种量对发酵雪花梨酵素总酚含量和蛋白

酶活力的影响见图 1d。当接种量为 0.15%时，总酚含

量和蛋白酶活力均最高，分别为为 24.80 μg/mL 和

23.09 U/mL。接种量为 0.05%和 0.10%时，两组酵母

菌发酵雪花梨酵素样品中总酚含量和蛋白酶活力均无

显著差异，可能是初始菌种接入量过低，发酵处于消

耗环境营养基质阶段，发酵产物的累积量尚小。接种

量大于 0.15%发酵样品中总酚含量和蛋白酶活力随接

种量的增加逐渐降低，可能与接种量偏大导致发酵液

黏度过大、溶氧不足，影响发酵产物的合成。因此选

择 0.15%酵母菌接种量进行发酵。 
酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量和蛋白酶活力

随发酵时间的延长先升后降（图 1e）。当发酵时间为

36 h 时，总酚含量和蛋白酶活力达到峰值，分别为

23.53 μg/mL、18.94 U/mL。因此酵母菌发酵最佳时间

为 36 h。 
随着发酵温度的升高，酵母菌发酵雪花梨酵素中

总酚含量和蛋白酶活力先升后降（图 1f）。当温度为

25 ℃时，发酵液总酚含量和蛋白酶活力最高，分别为

20.76 μg/mL、20.88 U/mL，故酵母菌发酵最佳发酵温

度为 25 ℃。 
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图1 不同因素对酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量和蛋白酶

活力的影响 

Fig.1 Effects of different factors on total phenol content and 

protease activity in yeast fermented Xuehua pear ferment 

2.2  各因素对酵母菌发酵影响的 Plackett- 

Burman试验结果 

以蛋白酶活力为响应值，在单因素试验基础上设

计 Plackett-Burman 试验，分析各因素对酵母菌发酵结

果影响的显著性，各因素水平设计见表 2 和试验结果

见表 3 和表 4。 
对表 3 结果进行回归模型线性分析，得到各因素

对酵母菌发酵液蛋白酶活力的回归方程：Y=30.58- 
0.53A+1.02B+4.50C-1.77D-1.55E-3.19F。 

由方差分析可知（表 4），主效应 P 值为 0.002 9 
＜0.01，表明 Plackett-Burman 试验设计因素在所选取的

高低水平范围内对酵母菌发酵雪花梨酵素中蛋白酶活

力的影响极显著，其决定系数R2为 0.956 5，调整确定

系数R2
Adj为 0.904 4，说明模型解析了输出流程 95.65%

的变异，且能解释 90.44%响应值的变化，模型拟合度

高，试验设计可靠。本模型的精密度（Adeq Precision）
为 14.305＞4，进一步说明该模型设计可靠。C（料液比）

和F（发酵温度）对酵母菌发酵影响极显著（P＜0.01），
D（接种量）和E（发酵时间）影响显著（P＜0.05），A
（起始 pH）和B（糖添加量）影响不显著（P＞0.05）。 

表2 Plackett-Burman试验设计因素及水平 

Table 2 Factors and levels of the Plackett-Burman design 

水平 A B C D E F
-1 3.8 9% 1:3 0.10% 24 22

+1 4.5 13% 1:1 0.20% 48 28

表3 Plackett-Burman试验设计及响应值 

Table 3 Plackett Burman design and response values 

序号
因素 蛋白酶活力

/(U/mL) A B C D E F G H 

1 -1 1 1 1 -1 -1 1 -1 40.56 

2 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 20.56 

3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 33.58 

4 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 27.98 

5 1 -1 1 1 -1 1 1 1 30.81 

6 -1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 30.11 

7 -1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 26.69 

8 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 34.35 

9 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 27.82 

10 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 35.15 

11 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 39.48 

12 1 1 -1 1 1 1 -1 1 19.89 

表4 Plackett-Burman试验方差分析 

Table 4 ANOVA of Plackett-Burman experiments 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 447.05 6 74.51 18.34 0.002 9 significant 

A 3.33 1 3.33 0.82 0.406 9  

B 12.40 1 12.40 3.05 0.141 0  

C 242.46 1 242.46 59.67 0.000 6 ** 

D 37.67 1 37.67 9.27 0.028 6 * 

E 28.95 1 28.95 7.13 0.044 4 * 

F 122.24 1 122.24 30.09 0.002 7 ** 

残差 20.32 5 4.06    

总差 467.37 11     

R2 0.956 5 R2
Adj 0.904 4    

注：*表示差异显著，P<0.05；**表示差异极显著，P<0.01；此结果仅说明限定高低水平下的显著性。 

2.3  酵母菌发酵条件优化的响应面试验结果 

2.3.1  响应面试验结果与方差分析 

选取料液比、发酵温度、接种量和发酵时间设计

4 因素 3 水平响应面试验对酵母菌发酵雪花梨酵素的

工艺进行进一步优化，各因素水平、试验设计和结果
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见表 5。各因素对总酚含量（Y1）的多元二次回归拟

合方程为：Y1=31.23+4.52A-4.61B+8.14C-4.97D+ 
7.25AB+4.01AC-5.00AD+3.44BC+15.95BD-5.95CD- 
2.04A2+7.30B2+0.34C2+1.14D2；方差分析及显著性检

验结果显示（表 6），模型主效应 P 值小于 0.000 1，
表明模型差异极显著（P＜0.01），失拟项为 0.077 6，
无显著性影响（P＞0.05），无失拟因素存在，表明回

归模型有效；各因素对总酚含量的影响依次为 C 接种

量＞D 发酵时间＞B 发酵温度＞A 料液比，一次项A、

B、C、D 极显著（P＜0.01），二次项 B2 极显著 
（P＜0.01），交互项 AB、BD 极显著（P＜0.01），AD、

CD 显著（P＜0.05）；模型决定系数 R2为 0.943 9，校

正系数 R2
Adj为 0.878 5，表明模型可以解释 87.85%的

响应值变化，各因素对总酚含量影响结果与模型预测

值具有良好一致性，精密度为 14.364＞4，进一步说明

模型设计可靠，表明该模型可对不同工艺条件下酵母

菌发酵雪花梨酵素的总酚含量进行分析和预测。 

对蛋白酶活力（Y2）的拟合方程为：Y2=20.49+  
1.95A-5.41B-4.90C-6.82D-0.13AB-3.67AC-2.87AD+ 
1.93BC+3.92BD-4.03CD+1.27A2+1.71B2+4.55C2+4.50D2。

方差分析及显著性检验结果显示（表 7），模型主效

应P值小于 0.000 1，表明模型差异极显著（P＜0.01），
失拟项为 0.127，无显著性影响（P＞0.05），表明回

归模型存在合适。各因素对蛋白酶活力的影响依次为

D 发酵时间＞B 发酵温度＞C 接种量＞A 料液比。一

次项 B、C、D 极显著（P＜0.01），A 显著（P＜0.05），
二次项 C2、D2极显著（P＜0.01），交互项 AC、BD、

CD 显著（P＜0.05）。模型决定系数 R2为 0.943 2，
校正系数 R2

Adj为 0.876 9，说明该模型能解释 87.69%
的响应值变化，各因素对蛋白酶活力影响结果与模型

预测值具有良好一致性，精密度 13.586＞4，进一步

说明模型设计可靠。因此，该模型可对酵母菌发酵雪

花梨酵素工艺优化试验中蛋白酶活力结果进行分析

和预测。 
表5 Box-Behnken设计方案及响应值 

Table 5 Box-Behnken design and response 

试验号 A 料液比 B 发酵温度/℃ C 接种量/% D 发酵时间/h 总酚含量/(μg/mL) 蛋白酶活力/(U/mL)
1 1:2 22 0.20 36 24.78  46.45  
2 1:2 28 0.15 24 23.61  23.46  
3 1:1 25 0.15 24 37.02  45.80  
4 1:2 25 0.10 24 38.85  22.49  
5 1:1 25 0.10 36 39.16  20.35  
6 1:2 25 0.20 24 39.06  52.93  
7 1:2 22 0.15 24 41.54  59.82  
8 1:3 22 0.15 36 31.45  44.07  
9 1:1 25 0.15 48 18.76  18.17  
10 1:3 25 0.15 24 25.86  30.83  
11 1:2 25 0.10 48 31.86  26.88  
12 1:1 22 0.15 36 31.72  43.73  
13 1:2 25 0.20 48 15.95  33.52  
14 1:2 22 0.10 36 36.49  40.53  
15 1:1 25 0.20 36 18.12  45.90  
16 1:3 25 0.15 48 19.06  23.19  
17 1:1 28 0.15 36 19.03  45.91  
18 1:2 28 0.15 48 18.12  50.66  
19 1:3 25 0.10 36 25.57  20.40  
20 1:2 25 0.15 36 19.18  30.30  
21 1:2 28 0.20 36 18.69  42.40  
22 1:2 28 0.10 36 22.70  22.74  
23 1:2 22 0.15 48 20.37  23.21  
24 1:2 25 0.15 36 21.31  32.73  
25 1:3 28 0.15 36 19.27  17.27  
26 1:3 25 0.20 36 19.19  29.92  
27 1:2 25 0.15 36 20.99  30.67  
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表6 总酚含量回归模型方差分析 

Table 6 Variance analysis of regression model for total phenol content 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 
模型 3 584.47 14 256.03 14.43 <0.000 1 ** 

A-料液比 244.66 1 244.66 13.79 0.003 ** 

B-发酵温度 255.41 1 255.41 14.4 0.002 6 ** 

C-接种量 795.83 1 795.83 44.86 <0.000 1 ** 

D-发酵时间 297 1 297 16.74 0.001 5 ** 

AB 210.07 1 210.07 11.84 0.004 9 ** 

AC 64.2 1 64.2 3.62 0.081 4  
AD 99.94 1 99.94 5.63 0.035 2 * 

BC 47.21 1 47.21 2.66 0.128 8  
BD 1 017.92 1 1 017.92 57.37 <0.000 1 ** 
CD 141.58 1 141.58 7.98 0.015 3 * 

A2 22.1 1 22.1 1.25 0.286 2  
B2 284.58 1 284.58 16.04 0.001 7 ** 

C2 0.61 1 0.61 0.034 0.856 2  

D2 6.97 1 6.97 0.39 0.542 6  

残差 212.9 12 17.74    

失拟项 209.49 10 20.95 12.28 0.077 6  

纯误差 3.41 2 1.71    

总计 3 797.38 26     

R2 0.943 9 R2
Adj 0.878 5    

注：*表示差异显著，P<0.05，**表示差异极显著，P <0.01，下同。 

表7 蛋白酶活力回归模型方差分析 

Table 7 Variance analysis of regression model for protease activity 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 
模型 1 642.18 14 117.3 14.23 <0.000 1 ** 

A-料液比 45.74 1 45.74 5.55 0.036 3 * 

B-发酵温度 351.36 1 351.36 42.64 <0.000 1 ** 

C-接种量 288.4 1 288.4 35 <0.000 1 ** 

D-发酵时间 557.85 1 557.85 67.7 <0.000 1 ** 

AB 0.067 1 0.067 8.12E-03 0.929 7  
AC 53.78 1 53.78 6.53 0.025 2 * 
AD 32.85 1 32.85 3.99 0.069 1  

BC 14.83 1 14.83 1.8 0.204 6  

BD 61.41 1 61.41 7.45 0.018 3 * 
CD 65.05 1 65.05 7.89 0.015 8 * 

A2 8.58 1 8.58 1.04 0.327 8  
B2 15.67 1 15.67 1.9 0.193 1  

C2 110.19 1 110.19 13.37 0.003 3 ** 

D2 108.09 1 108.09 13.12 0.003 5 ** 

残差 98.88 12 8.24    
失拟项 96.23 10 9.62 7.26 0.127  

纯误差 2.65 2 1.32    

总计 1 741.06 26     

R2 0.943 2 R2
Adj 0.876 9    
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2.3.2  交互作用影响结果 
为更直观反映各因素及其交互作用对响应值的影

响，对上述回归方程绘制三维响应面及其等高线图，

考察交互项对响应值的影响。三维响应面图以坡度反

映交互作用强弱，响应曲面坡度越陡峭，表明该因素

越显著，坡度平缓反之。等高线图则以形状反映交互

作用强弱，形状呈现椭圆形或马鞍形，表示两因素交

互作用显著，圆形则相反[22]。 
料液比和发酵温度（图 2a）、发酵温度和发酵时

间（图 2c）对酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量的影

响，三维响应面图曲面均陡峭，等高线图均呈马鞍形，

表明交互作用极显著；料液比和发酵时间（图 2b）、
接种量和发酵时间（图 2d），三维响应面图曲面均较

陡峭，等高线图均呈椭圆形，表明交互作用显著；料

液比和接种量、发酵温度和接种量均有交互作用，但

不显著，这与方差分析结果一致。 

 

 

 

 
图2 各因素交互作用对酵母菌发酵雪花梨酵素中总酚含量影

响的响应面和等高线图 

Fig.2 Response surface and contour plot of the interaction of 

various factors on the effect of yeast fermentation Xuehua pear 

ferment total phenol content 

料液比和接种量（图 3a）、发酵温度和发酵时间

（图 3b）及接种量和发酵时间（图 3c）对酵母菌发酵

雪花梨酵素蛋白酶活力的影响，三维响应面图曲面均

较陡峭，等高线图均呈椭圆形，表明交互作用显著，

而料液比和发酵温度、料液比和发酵时间及发酵温度

和接种量均有交互作用，但均不显著，与方差分析结

果一致。 

 

 

 
图3 各因素交互作用对酵母菌发酵雪花梨酵素蛋白酶活力影

响的响应面和等高线图 

Fig.3 Response surface and contour plot of the interaction of 

various factors on the effect of yeast fermentation Xuehua pear 

enzyme protease activity 

2.3.3  最佳条件预测及验证试验 
经统计分析，得到酵母菌发酵雪花梨酵素总酚含

量最高、蛋白酶活力最大的最优工艺条件为：料液比

1:1，发酵温度 26.02 ℃，接种量 0.14%，发酵时间   
24.80 h。此条件模型预测总酚含量高达 60.13 μg/mL，
蛋白酶活力高达 49.22 U/mL，比优化前有明显提高。 

结合实际情况及可操作性，将工艺参数调整为料

液比 1:1，发酵温度 26 ℃，接种量 0.14%，发酵时间

2 5  h，重复试验 3 次，得到发酵液总酚含量 
60.16 μg/mL，蛋白酶活力 49.18 U/mL，与预测值接近，

表明该工艺可行。 

2.4  植物乳杆菌发酵的单因素试验结果 

在一步酵母菌最优条件发酵的基础上，依次对二

步植物乳杆菌的发酵时间、接种量和发酵温度进行优

化，结果见图 4。 
植物乳杆菌是乳酸菌的一种，有较强的产乳酸能

力，与酵母菌复合发酵可显著提高发酵液 SOD 活   
性[21]。因此，以 SOD 活力和可滴定酸作为植物乳杆

菌发酵雪花梨酵素是否达到成熟的判定指标。植物乳

杆菌发酵雪花梨酵素中 SOD 活力及可滴定酸均随发

酵时间的延长先升后降（图 4a），当发酵时间为 48 h 时，



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.7 

40 

SOD 活力和可滴定酸达到峰值，分别为 1 120 U/mL，
5.49 g/L。当发酵时间超过 48 h 后，二者显著下降，

这与发酵时间的延长，发酵基质中的营养物质减少，

微生物的繁殖降低，进而影响酵素营养物质和活性成

分的生成有关。故植物乳杆菌发酵时间最佳为 48 h。 

 

 

 
图4 各因素对植物乳杆菌发酵雪花梨酵素SOD活力和可滴定酸

含量的影响 

Fig.4 Effects of various factors on SOD activity and titrable 

acid content in Lactobacillus plantarum fermented Xuehua 

pear ferment 

菌种接种量的多少直接影响发酵的进行，接种量

过低，所需发酵时间较长，且极易产生杂菌，抑制乳

酸菌的生长，进而酶活降低；接种量过高，导致微生

物极易衰老，同样影响发酵液营养及活性成分的生  
成[23]。植物乳杆菌发酵雪花梨酵素 SOD 活力和可滴

定酸随接种量的增加先升后降（图 4b）。当接种量为

1.50%时，发酵液 SOD 活力和可滴定酸达到最高，分

别为 840 U/mL 和 4.64 g/L。因此植物乳杆菌最佳接种

量为 1.5%。 
随着发酵温度的升高，植物乳杆菌发酵雪花梨酵

素 SOD 活力和可滴定酸均先上升后下降（图 4c）。当

发酵温度为39 ℃时，均达到最大值，分别为920 U/mL，
4.80 g/L。当温度大于 39 ℃，二者含量显著降低。在

营养充足的前提下，升温过程加剧了植物乳杆菌的繁

殖速率，使得发酵液酶活性和产酸量增加，而温度过

高导致菌种竞争营养加剧，不利于活菌数的增加，进

而影响发酵液酶活和产酸量[24]。因此植物乳杆菌发酵

温度选择 39 ℃。 

2.5  一步、二步发酵时间优化 

初设发酵总时长为 60 h，由表 8 可知，当酵母菌

发酵 12 h 后接种植物乳杆菌，发酵液中 SOD 活力、

可滴定酸和可溶性固形物含量最高，但总酚含量、蛋

白酶活力及 pH 值最低。当酵母菌发酵 24 h 后接种植

物乳杆菌，发酵液蛋白酶活力和 pH 值最高，总酚含

量、SOD 活力及可溶性固形物含量较高，虽然可滴定

酸最低但与 36 h 较高可滴定酸含量无显著差异 
（P＞0.05）。当酵母菌发酵 36 h 后接种植物乳杆菌，

发酵液总酚含量最高，蛋白酶活力、可滴定酸和 pH
值较高，但 SOD 活力和可溶性固形物含量最低。分

析原因，前期酵母菌发酵会消耗大量糖分等营养物质，

导致植物乳杆菌接入可利用糖分减少，而酵母菌发酵

产生的 CO2、乙醇等物质抑制杂菌生长的同时也会激

活植物乳杆菌的活性，但发酵时间过长也会抑制植物

乳杆菌的生长，使得发酵液总酚含量、酶活、可滴定

酸、SSC、pH 值均会下降。综合考虑，酵母菌发酵

24 h 后接种植物乳杆菌共发酵 36 h，得到最终发酵液

总酚含量 32.32 μg/mL，蛋白酶活力 45.15 U/mL，SOD
活力 1140 U/mL，可滴定酸 4.43 g/L，pH 值 3.49，SSC 
11.3 Brix%。符合一步酵母菌最优发酵时长，且也与

植物乳杆菌最优发酵时长下发酵液中的 SOD 活力及

可滴定酸值接近。 

2.6  雪花梨酵素品质分析 

采用酵母菌-植物乳杆菌二步发酵制得的雪花梨

酵素呈亮黄色、有光泽且颜色均匀；体态澄清，无杂

质、沉淀；具有梨果特有果香气，并伴有发酵香味；

口感柔和，酸甜适中、爽口。pH 值 3.49≤4.5、乙醇

含量 0.32≤0.5（g/100 g）、总酸（以乳酸计）4.43≥ 
0.8（g/100 g），符合 QB/T 5323-2018《植物酵素》标

准中液态植物酵素一般理化指标的要求。相较其他梨

酵素[25,26]，其发酵时间更短，SSC 含量、可滴定酸含

量及 SOD 活力更高。 
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表8 酵母菌、植物乳杆菌发酵时间对发酵终点各指标的影响 

Table 8 Effect of fermentation time of yeast\Lactobacillus plantarum on various indexes of fermentation end point 

酵母菌 
发酵时间/h 

接种植物乳杆菌 
共发酵时间/h 

总酚 
/(μg/mL) 

蛋白酶活力
/(U/mL) 

SOD 活力
/(U/mL) 

可滴定酸
/(g/L) 

pH 值 SSC 
/(Brix%) 

12 48 31.89±0.37b 37.47±0.25b 1 220±20a 6.32±0.97a 3.34±0.01a 11.6±0.02a

24 36 32.32±0.29b 45.15±1.24a 1 140±20a 4.43±0.16a 3.49±0.01a 11.3±0.01a

36 24 38.34±0.21a 40.50±0.30b 940±20b 4.93±0.47a 3.43±0.02a 11.2±0.01a

注：表中每列小写字母不同表示差异显著（P<0.05）。 

3  结论 

酵母菌和植物乳杆菌二步发酵制备雪花梨酵素的

最优工艺参数为：发酵液起始 pH 值 4.5，料液比 1:1，
糖添加量 13%，接种 0.14%酵母菌，在 26 ℃下发酵

24 h 后，接种 1.50%植物乳杆菌，再在 39 ℃下发酵

36 h。此工艺条件制备的雪花梨酵素酸甜适中，色泽

均匀，体态澄清，无杂质，具有发酵梨果特有香气，

且一般理化指标符合食用液态植物酵素要求。这一结

果为雪花梨酵素产品的综合开发和指导生产实践提供

理论依据，也为当地开发高端梨酵素产品，提高地区

经济效益和社会效益做出贡献。 
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