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摘  要  环保酵素是以水果、蔬菜、谷物等为原料经发酵后制得的用于环境治理及保护的产品，含有多种生物活性成分，

可作为水果副产物资源化利用的新方式. 为缩短环保酵素发酵时间同时提升品质，从自然发酵酵素和醋酸菌样品中分

离筛选得到乳酸菌、酵母菌和醋酸菌各1株用于环保酵素的生物强化发酵，通过测定发酵过程理化性质和微生物数量、

群落变化，比较生物强化发酵、灭菌-生物强化发酵及自然发酵的优劣. 结果表明：生物强化发酵和灭菌-生物强化发

酵都缩短了发酵时间，生物强化组发酵完成后乳酸含量为3.49 ± 0.23 g/L，醋酸含量为3.53 ± 0.11 g/L，二者含量均高

于灭菌-生物强化及自然发酵组；生物强化组有效活菌数（CFU，9.5 × 108个/mL）显著高于自然发酵组（P < 0.05）；生

物强化组属水平优势菌群所占比例（醋酸杆菌＋乳酸杆菌）最高为90.35% + 3.29%，灭菌-生物强化组次之（79.11% + 
6.11%），自然发酵组最低为（9.21% + 2.69%）. 综上所述，生物强化发酵相比自然发酵具有明显的优势，结果可为环保

酵素的推广应用提供理论支撑. （图8 参25）
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Abstract   Jiaosu, which is made from fermented fruits, vegetables, and grains, can be used to purify and 
protect the environment. Jiaosu contains a variety of bioactive components and transforms fruit by-products 
into valuable resources. This study aimed to reduce the fermentation time using environmentally friendly 
enzymes and improve jiaosu quality. One strain each of Lactobacillus, Acetobacter, and yeast were isolated 
and screened from the samples of natural fermentation enzymes and Acetobacter, which were used for 
bioaugmentation of environmental protection enzymes. The advantages and disadvantages of bioaugmentation 
fermentation, sterilized bioaugmentation fermentation, and natural fermentation were compared by analyzing 
physicochemical properties and quantity and community changes of environmental protection enzymes during 
the fermentation process. The results showed that both bio-enhanced fermentation and sterilized bio-enhanced 
fermentation shortened the fermentation time. The lactic acid (3.49 ± 0.23 g/L) and acetic acid (3.53 ± 0.11 g/
L) concentrations in the bio-enhanced group were higher than those in the sterilized bio-enhanced and natural 
fermentation groups. The number of viable bacteria (CFU) in the bio-enhanced fermentation group was 9.5 
× 108/mL, which was significantly (P < 0.05) higher than that in the natural fermentation group. Furthermore, 
the proportion of dominant bacteria (Acetobacter and Lactobacillus) was highest in the bioaugmentation 
group (90.35% and 3.29%, respectively), followed by the sterilized bioaugmentation group (79.11% and 6.11%, 
respectively), and was lowest in the natural fermentation group (9.21% and 2.69%, respectively). Compared to 
natural fermentation, bio-enhanced fermentation had clear advantages. This study provides theoretical support 
for further promotion and application of environmental protection enzymes.
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水果是人类生活必需品之一，随着社会经济和科学技术

的发展，水果产业的体量迅速增大，国家统计局数据显示，

2020年我国水果种植面积为126 462.8 km2，水果总产量为

286 923 600 t，其中柑橘产量达440 661 000 t，苹果产量达

51 218 700 t. 我国已成为世界最大的水果生产国，水果产业

更是多地区的农业经济支柱产业. 然而，水果在种植、储运、

加工、销售过程中会产生大量的落果、残次果、果核、果皮、果

渣等副产物，随着人民生活消费水平的提高，消费者对水果

类产品的品质要求也越来越高，随之而来的水果副产物的数

量也在逐年升高. 水果副产物营养物质丰富，抛弃、堆放会很

快腐败变质[1]，不仅严重污染环境，还造成了大量资源的浪费. 
因此，如何科学地将水果副产物资源化利用，是当前水果产业

亟须解决的问题. 
环保酵素是基于植物类原料，添加或不添加辅料，经微

生物发酵制得的含有特定生物活性成分的产品，能够用于恶

臭治理 [2]、水体净化 [3]、土壤改良[4]等多个环境保护行业，在国

内外得到了广泛的推广及应用. 使用水果副产物生产环保酵

素为其资源化利用提供了一条新途径，近年来已有学者成功

使用水果副产物进行环保酵素制备.  例如：王洋等使用残次

水果、废弃蔬菜自然发酵12月，制备环保酵素并应用于水产养

殖，对革兰氏阴性病原微生物体外抑制和致死作用较强 [5]；卜

俊芝等使用橙子皮、苹果皮、黄瓜等原料，经3个月发酵制备环

保酵素，经检测具有蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活性，可以应用

于家庭清洁 [6]. 但目前关于环保酵素发酵工艺的研究很少，绝

大多数采用自然发酵的方式，利用原料表面附着的酵母菌[7]、

乳酸菌、米曲霉 [3]等微生物进行发酵，制备时间长（3个月以

上），易受杂菌污染，成品质量参差不齐，工艺不成熟、无法规

模化生产. 通过接入菌种对发酵进行生物强化作用，能在一定

程度上避免污染，提升酵素产品质量. 在环保酵素的发酵中，

乳酸菌、酵母菌和醋酸菌是最常用的3种生物强化发酵菌种[2]. 
微生物酵素发酵是个复杂的混菌发酵体系，同时发酵过程参

数复杂，难以控制，因此，深入研究环保酵素的发酵过程，解

析发酵机理，进而构建成熟的发酵工艺，对水果副产物生产环

保酵素具有重要的促进意义. 
本研究首先筛选具有环保功能的酵素发酵菌株，然后以

除臭应用为生物强化目的，以市场残次果为主要原料，使用自

然发酵、生物强化发酵、灭菌-强化发酵3种方式制备环保酵

素，比较不同发酵方式过程理化性质和微生物数量、群落变

化，综合评价不同方式的优劣，为利用水果副产物生产环保酵

素的规模化生产提供参考. 

1  材料与方法

1.1  试验材料
1.1.1  样品及原料　　菌株筛选样品：乳酸菌及酵母菌筛选

样品取自市售食用水果酵素，醋酸菌筛选样品取自小家君牌

醋酸菌（酿醋菌种），均于成都某超市购买；发酵所用残次果

（柑橘、苹果、梨）、红糖均采购于成都某农贸市场. 
1.1.2  培养基　　MRS乳酸菌筛选培养基（g/L）：蛋白胨

10.00，牛肉膏10.00，酵母提取物5.00，葡萄糖20.00，乙

酸钠5.00，柠檬酸二胺2.00，吐温80 1.00，K2HPO4 2.00，
MgSO4·7H2O 0.20，MnSO4·H2O 0.05，碳酸钙20.00，pH 
6.3-6.8，121 ℃灭菌20 min；YPED酵母蛋白胨浸出物葡萄

糖培养基（g/L）：酵母提取物10.00，蛋白胨20.00，葡萄糖

20.00，孟加拉红0.03，pH 6.0，115 ℃灭菌30 min；GYC葡萄

糖酵母浸出物碳酸钙培养基（g/L）：葡萄糖30.00，酵母提取

物10.00，蛋白胨5.00，碳酸钙20.00，pH 7.0，115 ℃灭菌30 
min. 固体培养基需另加1.8%琼脂. 
1.2  试验方法
1.2.1  发酵菌株筛选及鉴定　　乳酸菌和酵母菌的筛选：准

确量取10 mL食用水果酵素样品，使用无菌水梯度稀释，各稀

释度取100 μL涂布于MRS和YPED培养基，30 ℃厌氧培养24 
h以上，在MRS平板培养基上挑选透明圈直径 /菌落直径比值

较大的菌落，在YEPD上挑选菌落较大、香味较浓的菌落，多

次平板划线、纯化直至无其他杂菌；筛选的各菌株编号，暂存

于4 ℃冰箱. 
醋酸菌的筛选：称量酿醋菌种样品20 g，加入180 mL无

菌GYC液体培养基中，恒温摇床中30 ℃、180 r/min富集24 h. 
准确量取10 mL富集培养液，使用无菌水梯度稀释，各稀释度

取100 μL涂布于GYC固体培养基，30 ℃培养24 h以上，选取

透明圈直径 /菌落直径比值较大的菌落，多次平板划线、纯化

直至无其他杂菌；筛选的各菌株编号，暂存于4 ℃冰箱. 
使用TIANGEN ®试剂盒分别提取乳酸菌、醋酸菌、酵

母菌（经液氮研磨后菌体）总DNA，并以此为模板，乳酸菌

和醋酸菌采用通用引物（27 F：5′-AGAGTTTGATCCTGG-
CTCAG-3′；1492 R：5′-GGTTACCTTGTTAC-GACTT-3′）
对16S rDNA序列进行PCR扩增，酵母菌采用通用引物

（ITS 1：5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′；ITS 4：
5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）对ITS区域序列进行

PCR扩增，并将PCR产物进行凝胶电泳分离，委托擎科生物

科技有限公司测序，结果与GenBank数据库中进行BLAST比
对，选取同源性较高序列，采用MEGA 11软件绘制菌株系统发

育树，对各菌株进行鉴定. 
1.2.2  接种物培养　　乳酸菌接入MRS液体培养基，酵母菌

接入YPED液体培养基，醋酸菌接入GYC液体培养基，于摇床

中30 ℃、150 r/min下发酵培养，培养至OD600 ≥ 1.00. 使用无

菌水将各菌液均稀释至OD600 = 1.00，将稀释后的3种菌液以

1:1:1的比例（V/V）混合均匀，制备接种物. 
1.2.3  发酵方式　　发酵所用残次水果，切除发霉腐败部分，

按照柑橘:苹果:梨 = 5:3:2的质量比准确称量各残次果，使用

粉碎机破碎后混合均匀；按红糖:水果:水 = 1:3:10的质量比将

各原料混合均匀，加入容积2 L的密闭发酵瓶，每瓶分装1.6 L. 
发酵瓶顶部盖子上开两个孔用于放气和取样，平时用止水夹密

封. 
实验共分为3组，每组设置3个平行. 实验组1为生物强化

发酵组，水果在粉碎前使用自来水清洗表面，在装料后以5%
的接种量将接种物加入发酵瓶内；实验组2为灭菌-强化发酵

组，在装料后115 ℃灭菌30 min，冷却后在无菌条件下以5%的

接种量将接种物加入发酵瓶内；对照组（CK）为自然发酵组，

装料后加入等量的无菌水. 各组物料混合均匀后盖盖子密封，

使瓶内保持厌氧环境，放置于30 ℃培养箱中培养30 d以上. 
每6 d取样一次，样品首先进行感官评价，而后在1 000 r/min的
转速下离心10 min，取上清液用于理化指标的测定，沉淀冻存

于-80 ℃冰箱用于高通量测序. 
1.3  分析方法
1.3.1  理化指标检测方法　　环保酵素感官评价参考行业标

准《QB/T 5323-2018》；pH测定方法参照《GB 10468-89》；

总酸测定采用滴定法，参照《GB/T 12456-2008》；可溶性糖

测定使用苯酚-硫酸法，参照《SN/T 4260-2015》；有效活菌
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数测定使用稀释涂布平板法，参照《GB 4789.2-2016》；有机

酸使用液相测定，参照《GB 5009.157-2016》. 
1.3.2  高通量测序方法　　取各组发酵初始0 d（接种后）、

发酵中期12 d、发酵结束30 d三个时间点共9个样品进行

I l lumina高通量测序，分析发酵过程中细菌与真菌群落结

构组成及变化.  样本使用Illumina PE3000测序平台进行测

序分析，使用引物（F：AACMGGATTAGATACCCKG；R：

ACGTCATCCCCACCTTCC）针对细菌V5、V7区进行测序. 
真菌使用引物（F：CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA；R：

GCTGCGTTCTTCATCGATGC）针对ITS区进行扩增[8]. 测序

服务委托上海派森诺生物科技有限公司完成. 
1.4  数据处理

所有试验结果以平均值±标准差的形式呈现，采用Excel
（2016）计算实验数据均值和标准差，采用Origin 2018软件

进行绘图. 
高通量测序结果使用DADA 2方法对原始测序序列进行

质控、去噪、去嵌合体并拼接得到有效数据，不再以相似度聚

类，只进行去重（dereplication）或者说相当于以100%相似度

聚类，明确扩增子序列变异（amplicon sequence variants，
ASVs）为最小分类单元；细菌比对参照Silva数据库，真菌比

对参照Unite数据库，对ASVs进行注释，并计算物种的相对丰

度. 

2  结果与分析

2.1  发酵菌株筛选与鉴定
2.1.1  乳酸菌　　乳酸菌可转化糖类等生产乳酸，是最常见

的益生菌，能够抑制腐败微生物的生长 [3]，在环境保护中可有

效去除恶臭气体 [7]. 为获得产酸能力最强的菌株，从MRS固体

平板上挑取透明圈直径/菌落直径比值最大的菌落进行纯化，

结果如图1A：该菌株在MRS平板上生长24 h后可形成单菌

落，菌落白色、较大、表面略凸起、边缘光滑，菌落周围能产

生明显透明圈，命名为R1；革兰氏染色后光学显微镜观察（图

1B）可见菌体呈短杆状、单生、被染成紫色，为革兰氏阳性菌. 
16S rDNA序列通过BLAST同源性比对后使用MEGA 11构
建系统发育树（图1C），该菌株与植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum MK 049958.1）最为接近，相似性最高为98%；

结合形态学特征和分子生物学结果鉴定其为植物乳杆菌（L. 
plantarum），保藏于中国微生物菌种保藏委员会普通微生物

中心（菌种保藏号为CGMCC NO.23388）. 
2.1.2  醋酸菌　　醋酸菌能够将糖类或乙醇氧化为乙酸等有

机酸，也是环境保护菌剂中常用菌之一，所产有机酸可抑制有

害微生物生长，还可与其他物质反应生成具有芳香气味和酯

类等 [9]. 为获得产酸能力最强的菌株，从GYC固体培养基上挑

选透明圈直径 /菌落直径比值最大的菌落，多次划线纯化后进

行菌株鉴定，结果如图2A：该菌株在GYC平板上生长24 h后
可形成单菌落，菌落乳白色、表面光滑、有明显的酸味，菌落

周围能产生明显透明圈，命名为CSJ；革兰氏染色后光学显微

镜观察（图2B）可见菌体呈短杆状、单生、被染成红色，为革兰

氏阴性菌. 分子生物学鉴定（图2C）显示该菌株与热带醋杆菌

（Acetobacter tropicalis NR 036881.1）最为接近，相似性为

99%；结合形态学特征和分子生物学结果鉴定其为热带醋杆

菌（A. tropicalis），保藏于中国微生物菌种保藏委员会普通微

生物中心（菌种保藏号为CGMCC NO.23389）. 
2.1.3  酵母菌　　酵母菌是典型的兼性厌氧型微生物，在缺
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图1  菌株R1的菌落形态（A）、革兰氏染色（B）和系统发育树（C）.
Fig. 1  Colony morphology (A), Gram coloring (B), and phylogenetic tree (C) of strain R1.
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图2  菌株CSJ的菌落形态（A）、革兰氏染色（B）和系统发育树（C）.
Fig. 2  Colony morphology (A), Gram coloring (B), and phylogenetic tree (C) of strain CSJ.
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氧的条件下可将糖类转化为乙醇，还能合成各种芳香气味的

化合物，环境保护中常用其遮蔽恶臭气味 [10]. 通过人工嗅辨的

方式筛选产香最为浓郁的菌株，纯化后进行菌株鉴定，结果

如图3A：在YPED平板上培养48 h后可形成单菌落，菌落较

大、紫红色、半透明、表面湿润、边缘整齐，有明显的酒香味，

命名为JM；光学显微镜下观察（图3B）可见菌体较大、有明显

的出芽. 分子生物学鉴定（图3C）显示该菌株与嗜酒假丝酵母

（Candida ethanolica LT 854882.1）最为接近，相似性最高

为98%；结合形态学特征和分子生物学结果鉴定其为嗜酒假

丝酵母（C. ethanolica），保藏于中国微生物菌种保藏委员会

普通微生物中心（菌种保藏号为CGMCC NO.23387）. 
2.2  发酵理化指标
2.2.1  可溶性糖　　酵素发酵中的可溶性糖来自外源添加的

红糖和水果本身所含的糖类，是支持各类微生物生长、代谢的

主要碳源，其消耗规律可以侧面反映发酵过程中微生物的生

理状态. 通过测定3种发酵方式过程中可溶性糖的变化，结果

如图4A：发酵初始（0 d）3种发酵方式的可溶性糖含量相同，

均在104.00 g/L左右. 随着发酵进行，各组中可溶性糖迅速消

耗，其中处理①和②的消耗速度要略快于对照组，至30 d发
酵结束时，处理①和处理②为20.00 g/L左右，显著大于对照组

（33.16 ± 1.78 g/L，P < 0.05）. 处理组①和②中的糖在24-30 
d浓度变化很小，这说明实验组中不再有大规模的糖类消耗，

微生物生长趋于稳定、发酵基本结束；而对照组在整个发酵进

程中持续下降，至30 d仍未见稳定趋势，说明微生物仍在生长. 
因此，与自然发酵相比，生物强化发酵到达发酵终点需要时间

较短. 
2.2.2  pH　　酵素发酵过程中pH变化受微生物代谢的综合

影响，同时pH也会影响微生物的细胞膜透性、代谢方向等生

理活动，是发酵过程十分重要的参数 [11]. 对3种发酵方式进程

中pH变化进行了记录，结果如图4B：0 d时对照组和处理①的

初始pH分别为5.18 ± 0.09和5.16 ± 0.02，处理②的初始pH略

低为4.86 ± 0.02，这可能是因为处理②组经过了灭菌处理，

水果中所含有机酸释放到了发酵液中；发酵开始后3组酵素的

pH迅速降低，第6天时，对照组和处理①组的pH降至3.50左
右，处理②组下降更为迅速，降至3.33 ± 0.01；此后3组发酵

液pH差异不明显，均维持在3.40上下，直至发酵结束. 
2.2.3  总酸　　植物类原料在厌氧条件下发酵的主要产物是

多种酸类物质，如乳酸、醋酸、丁酸、异丁酸、柠檬酸、苹果酸

等，这也是酵素发酵中pH迅速降低的原因[12]. 对3种方式的发

酵过程中总酸物质含量变化测定，结果如图4C：第0天，3组
发酵总酸含量均较低，接近0；随着发酵进行，总酸含量迅速

增加，至12 d时3组发酵的总酸含量均上升到10.00 g/L附近，

此后均趋于稳定；然而0-12 d过程中总酸上升速率存在明显

差异，处理②组总酸增加速率最快，处理①组次之，对照组最

慢，这可能是由于生物强化发酵方式中的产酸菌相比自然发

酵方式能更快成为体系中的优势菌，从而能更快发挥作用. 因
此，与自然发酵相比，生物强化的酵素发酵过程中总酸产生速

率更快. 
2.2.4  乳酸和醋酸　　有机酸对环保酵素的性能有重要的影

响，比如醋酸可与氨气发生反应，生成无气味的醋酸铵 [13]；乳

酸等有机酸其中的活性基团羧基可吸附氨及有机胺等分子，

减少恶臭散逸 [14]. 为此，本研究酵素发酵中接种了醋酸菌和乳

酸菌，对3种方式发酵过程中乳酸和乙酸含量进行了测定，乳

酸结果如图5A，发酵开始后乳酸含量迅速升高，其中处理①

组乳酸含量最高达3.49 ± 0.23 g/L，于30 d时获得，处理②组

乳酸含量最高达2.42 ± 0.01 g/L，于30 d时获得，对照组乳酸

Candida ethanolica KY102081.1 

Candida ethanolica KX420742.1 

Pichia deserticola KU609542.1 

Candida ethanolica FJ662418.1 

JM

Candida ethanolica LT854882.1 

Pichia MN784687.1 

Pichia AY168785.1 

Pichia OK051693.1 

Fungal sp. KF057714.1  

Pichia MZ959801.1 

71

43

58

98
20

43

12
15

A B C

图3  菌株JM的菌落形态（A）、光学显微镜观察（B）和系统发育树（C）.
Fig. 3  Colony morphology (A), optical microscope observation (B), and phylogenetic tree (C) of strain JM.
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图4  发酵过程中可溶性糖含量（A）、pH（B）和总酸含量（C）变化. CK：对照组；TR1：处理①组；TR2：处理②组.
Fig. 4  Concentration of polysaccharides (A), pH (B), and concentration of total acid (C) during fermentation. CK: Control check; TR1: 
Treatment ①; TR2: Treatment ②.
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含量最高达2.95 ± 0.04 g/L，于18 d时获得；另外处理①和②

组在18 d后乳酸含量趋于稳定，而对照组在18 d后乳酸含量逐

渐降低，30 d时仅剩1.77 ± 0.01 g/L. 醋酸结果如图5B，其中

处理①组醋酸含量最高达3.53 ± 0.11 g/L，于30 d时获得，处

理②组醋酸含量最高达2.11 ± 0.07 g/L，于18 d时获得，对照

组醋酸含量最高达2.32 ± 0.12 g/L，于6 d时获得；另外处理②

组和对照组在醋酸含量达到最高后均存在明显下降，而处理

①组的醋酸含量则持续增加至30 d. 因此，与对照组和处理②

组相比，处理①组乳酸和醋酸的含量最高，且全程持续增加、

后期不存在下降的现象. 
2.3  发酵微生物指标
2.3.1  有效活菌数　　有效活菌数是酵素发酵中微生物生长

情况的直接反映，决定环保酵素品质的另一重要指标. 对3种
方式发酵的有效活菌数变化进行了测定，结果如图6显示：第

0天，对照组的初始活菌数为3.37 × 109个/mL，处理①和②因

为接菌的缘故初始活菌数较高，均为1.38 × 1011个/mL；随着

发酵的进行，3组发酵中的有效活菌数均迅速降低，对照组在

第6天降低为1.30 × 108个/mL，处理①和②组在第12天时均降

至最低，为1.73 × 108个/mL，表明在此阶段发酵环境并不稳

定，体系中腐败菌和部分芽孢类细菌难以耐受酸性环境，导致

活菌总数降低；此后，对照组虽有略微升高，但总体维持在较

低水平，至30 d时仅为9.01 × 107个/mL，表明发酵并未完成；

而处理①和②组在12 d后菌数略微升高，至30 d发酵结束时活

菌数为9.5 × 108个/mL，显著大于对照组（P < 0.05），结合细

菌群落数据分析，在此阶段产酸菌成为体系中优势菌，其数量

在升高到一定程度后保持稳定. 因此，酵素发酵中有效活菌数

均存在先降低、后升高的现象，与自然发酵相比，生物强化发

酵的有效活菌数更高，且后期无明显下降. 
2.3.2  细菌群落　　为进一步研究不同方式酵素发酵过程中

的微生物变化规律，本研究使用高通量测序的方式对微生物

群落进行了解析. 不同样品中细菌数量排前十的属分布结果如

图7，细菌群落结构比较丰富，相对丰度超过1%的类别有醋酸

杆菌属（Acetobacter）、乳酸杆菌属（Lactobacillus）、芽孢

杆菌属（Bacillus）、梭菌属（Clostridium）等. 发酵前（0 d），
对照组的细菌种属均不在数量前十的范围内（Others），表明

水果表面土著菌株没有数量很多的绝对优势种属；处理①组

除了土著菌株外（Others）外还有3.29%芽孢菌、少量乳酸杆

菌（0.05%）和醋酸杆菌（0.40%）；处理②组优菌群为乳酸杆

菌属（77.29%），此外还有少量芽孢杆菌（20.38%）等，应该

为灭菌不彻底所致. 随着发酵进行，细菌种属结构发生明显改

变，除了土著菌外，3种发酵方式中醋酸杆菌和乳酸杆菌均是

绝对的优势菌群；3组中醋酸菌的相对丰度均持续增加，乳酸

杆菌呈现先增加而后减少的趋势，芽孢杆菌等则持续减少；这

可能是发酵开始后氧气逐渐耗尽、酸类物质积累越来越多，

致使好氧类的芽孢被抑制，耐酸的醋酸杆菌和乳酸杆菌得以
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图5  发酵过程中乳酸（A）和醋酸（B）含量变化. CK：对照组；TR1：处理①组；TR2：处理②组.
Fig. 5  The lactic acid (A) and acetic acid (B) contents during fermentation. CK: Control check; TR1: Treatment ①; TR2: Treatment ②.
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繁殖，而发酵中后期营养结构发生改变，乳酸杆菌逐渐减少、

醋酸杆菌相对增多.  3种发酵方式最大的不同在于优势菌群

（醋酸杆菌和乳酸杆菌）所占的比例，其中处理①组所占比例

最高（90.35% + 3.29%）、处理②组次之（79.11%+ 6.11%），

对照组最低（9.21%+ 2.69%）. 因此，3种发酵方式的酵素中

优势菌群均是乳酸菌和醋酸菌，与自然发酵相比，生物强化发

酵可以提高优势菌群的比例. 
2.3.3  真菌群落　　不同样品中真菌数量排前十的种属

分布结果如图8，其中相对丰度占比前五的真菌均为酵母

菌属：毕赤酵母菌属（Pich ia）、赛柏林德纳式酵母菌属

（Cyberlindnera）、假丝酵母菌属（Candida）、德克酵母属

（Dekkera）和柯达酵母菌属（Kodamaea）. 3种发酵方式中

毕赤酵母是绝对优势菌群，在各组的不同发酵时期相对丰度

均是最多的. 发酵前（0 d），对照组毕赤酵母比例为88.26%，

赛柏林德纳式酵母菌属为2.98%，假丝酵母属为1.08%，此

即为水果表面土著真菌群落组成；实验组①和②除了毕赤

酵母外，还有部分赛柏林德纳式酵母菌属，应是清洗、灭菌

等操作所致，还有少部分假丝酵母菌属，应是接种嗜酒假丝

酵母所引入. 随着发酵进行，真菌群落发生明显改变，3组发

酵中毕赤酵母均呈现出先增多后减少的趋势. 不同发酵方式

最大的不同体现在发酵结束时不同酵母菌之间的比例：对照

组酵母菌比例为85.06%，还有部分其他非酵母的土著菌群

（Other）的存在；处理①组主要有毕赤酵母（73.63%）、德

克酵母（12.89%）、假丝酵母（11.58%）和赛柏林德纳式酵母

（1.57%）4种菌属构成，无其他真菌检出；处理②组则仅由毕

赤酵母（66.37%）和赛柏林德纳式酵母（33.52%）两种菌属

构成，接种的嗜酒假丝酵母也未检出，这可能是由于灭菌后对

水果营养成分造成一定破坏，不适合接种的酵母和其他种类

酵母的生长 [15]. 因此，3种发酵方式的酵素中优势菌群都是毕

赤酵母，与自然发酵相比，生物强化发酵可以提高酵母菌属的

比例同时抑制杂菌的生长 [16]，但是灭菌条件下的生物强化发

酵酵母菌群过于单一、接种的产香酵母也不能顺利生长. 

3  讨论与结论

在食用酵素的生产中已广泛使用人工接种的方式进行

生物强化发酵，常用菌种为乳酸菌、酵母菌、醋酸菌、芽孢菌

等 [17]，菌种的接入可避免杂菌的污染和有害产物的生成，提高

功效物质和风味物质的合成，改善口感等 [18]. 然而，环保酵素

多为自然发酵，尚未见生物强化发酵的相关报道. 本研究通过

筛选发酵专用菌株、比较不同发酵方式的理化性质和微生物

指标，尝试构建环保酵素的生物强化发酵工艺. 乳酸菌、醋酸

菌和酵母菌不仅是酵素发酵菌株，还是环保菌剂中常用的组

分 [19]. 研究表明，乳酸菌具有去除硫化氢和氨气的作用，酵母

菌可产香、抑制杂菌，醋酸菌是经典EM菌剂重要组成之一 [20]. 
为此本研究采用3种菌株混菌发酵，其中酵母菌可以产生酒

精，醋酸菌将酒精转化为乙酸，乳酸菌利用糖类生产乳酸，直

至氧气、营养物质完全耗尽，获得富含有机酸、生物酶、益生

菌的酵素. 与食品酵素不同的是，本研究以产酸能力、产香能

力等环保作用的指标来进行环保酵素发酵的菌株筛选，更加

有针对性地提升了产品性能. 
生物强化发酵可以明显提升环保酵素的品质、缩短发酵

时间. 与饶毅萍等自然发酵的水果环保酵素[21]相比，本研究生

物强化组有机酸（乳酸）含量更高，有效活菌数均要高很多，

均能符合由工业和信息化部发布的QB/T5323-2018《植物酵

素》标准要求. 本研究中生物强化发酵经24-30 d的发酵，pH、
可溶性糖、有机酸、有效活菌数等均趋于稳定，接近发酵终

点，而环保酵素自然发酵则需要3个月[21]甚至更久 [5]，极大地

提高了发酵效率. 
本研究中自然发酵和生物强化发酵的优势菌属均为醋酸

杆菌属、乳酸杆菌属和毕赤酵母菌属，与此不同的是，康晓乐

等使用的苹果自然发酵酵素中乳杆菌和葡萄糖酸杆菌属为优

势细菌，结合酵母属和汉逊酵母属为优势真菌 [22]，这说明酵

素中的优势菌属与发酵方式关系不大，而与原料的营养成分、

自身所携带的土著菌群等有很大关系[23]. 值得注意的是，发酵

方式可以明显改变微生物群落中各菌属的相对比例，与自然

发酵相比生物强化发酵具有明显的优势，本研究中生物强化

组的优势菌群增加速度大大加快，而且发酵终点时优势菌群

占比也更高，几乎完全抑制了其他土著菌群的生长，这不仅是

因为菌种本身的生长繁殖，其代谢对环境的改变也是重要原

因[24-25]. 另外，虽然灭菌-强化发酵在前期可以加快有机酸的

产生、优势菌的生长，但发酵中后期与各项指标与生物强化组

差异不大，后期灭菌-强化发酵的酵母菌群过于单一、接种的

产香酵母也不能顺利成为优势菌群. 在大规模工业化生产中，

灭菌会造成大量的能量投入，增加生产成本，违背了廉价发

酵的初衷，因此选择避免灭菌的生物强化发酵方式能进一步

节约环保酵素生产时的能源、成本投入，同时为环保酵素的

生产提供新思路. 
综上所述，本研究成功筛选了环保酵素专用的发酵菌株，

以此为菌种进行生物强化发酵. 以提高环保酵素总酸含量和

有效活菌数为指标，将环保酵素向除臭应用方面进行人为定

向改造，通过优化发酵方式提升产品质量，得到以下结论：与

自然发酵相比，生物强化发酵方式可以减少发酵时间，提高

环保酵素有效活菌数，增加有机酸产量；与灭菌-强化发酵相

比，发酵成品理化性质差异不大，而且发酵后期生物强化发酵

方式的菌群组成更优. 因此，本研究的菌株和生物强化发酵工

艺具有一定优势，后续需进一步放大试验规模；同时环保酵素

的价值不仅在于其品质的好坏，更重要的是在实际应用中的效

果，因此本研究后续将对其实际除臭效果进行验证，将更有

利于环保酵素的推广和应用. 
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图8  不同发酵方式下属水平真菌群落组成动态.
Fig. 8  Dynamic changes in fungal community composition at the 
genus level under different fermentation methods.
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