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[摘 　要 ] 　为了确定桑椹醋自回淋发酵工艺 ,并探讨桑椹醋对二苯代苦味酰基自由基 (DPP H) 的清除能力 ,以秦

巴山区桑椹为原料 ,采用液态自回流发酵法生产桑椹醋 ,从原料菌群、酒精发酵主产物和醋酸发酵主产物的动态变化

趋势等方面对其工艺进行了分析 ,并采用比色法对桑椹醋总黄酮含量及其对 DPP H 自由基的清除率进行了测定。结

果表明 ,桑椹果实表面携带有大量的酵母菌而几乎不带其他杂菌 ,酒精发酵醪除含有大量的酵母菌之外未发现有其

他杂菌 ,酒精度在发酵 48 h 时达到高峰 ;桑椹醋生产前的醋酸菌床培育需要 9～10 d ,投入生产后醋酸发酵周期仅需

要 24 h ;桑椹醋总黄酮含量高达 6. 68 mg/ mL ,对 DPP H 的清除作用远大于山西陈醋、镇江香醋和山楂果醋 ,具有良好

的抗氧化作用 ;利用桑椹醋自身色素颜色变化可判断酸度测定时酸碱滴定终点。桑椹醋自回淋发酵工艺安全可靠、

科学实用 ,生产效率高。
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Abstract : In order to ascertain auto2circular fermentation technology of mulberry vinegar and find out

t he vinegar’s ability to eliminate DPP H ·,t he liquid fermentation techniques of mulberry vinegar p roduced

by using auto2circular fermentor were analyzed ,t he micro2organism on t he mulberry f ruit surface was ob2
served wit h microscope ,and t he total flavones content as well as t he f ree radical2DPP H eliminating ability

in several kinds of vinegars were tested. The result s showed t hat t he mulberry f ruit surface carried large

numbers of yeast but lit tle ot her mixed f ungi ;et hanol fermentation reached t he peak value in 48h’ ;t he aceti2
fication bed breeding took 9～10 d before vinegar p roduction ,but t he vinegar fermentation cycle was only

about 24h during production. Total flavones content in the mulberry vinegar reached as high as 6. 68

mg/ mL . The mulberry vinegar had good capacity of anti2oxidation. The red colour change of mulberry vine2
gar could be taken as t he end point for acid2base tit ration when t he acidity analysis was performed.
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nating ability

　　早在 20 世纪 90 年代 ,果醋及果醋饮料就已风

靡欧美、日本等发达国家。据有关资料报道 ,英国苹

果醋年产量占食醋总产量的 10 % ,美国苹果醋年产

量占食醋总产量的 17 %[1 ] 。我国是一个食醋大国 ,

年产量为 220 万吨[2 ] ,大多是固态发酵生产的粮食

醋 ,与发达国家相比果醋生产比较落后。近年来 ,随

着社会的发展和人们生活水平的提高以及保健意识

的增强 ,果醋及果醋饮料的需求量越来越大 ,但果醋

发酵的工艺技术尚不完善。因此 ,对果醋生产新工

艺的开发有着十分重要的现实意义。我国传统医学

认为 ,桑椹能补益肝肾、黑发明目、养血生津[3 ] 。现

代研究发现 ,桑椹含有丰富的黄酮类物质 ,可调节和

促进人体免疫功能 ,抗诱变作用明显而无毒性[ 425 ] ;

以桑椹为原料生产的桑椹醋能有效地清除活性氧自

由基 ,表现出良好的抗氧化活性[ 528 ] 和减肥降脂作

用[9210 ] ,是极具营养和保健价值的食品 ,很受人们关

注。但目前尚未见直接以桑椹果实为原料 ,生产原

汁原味桑椹醋的快速发酵工艺报道。为此 ,本研究

以秦巴山区桑椹为原料 ,采用自行设计的自回淋发酵

罐和液态回流发酵工艺 ,进行了桑椹果醋快速发酵试

验 ,以期为桑椹资源的开发和桑椹果醋的产业化发展

提供依据。

1 　材料与方法

1. 1 　材料与仪器

新鲜桑果采自陕西汉阴县桑果园 (4 月下旬收

获) ;沪酿 1. 01 复壮安瓿瓶醋酸菌为上海中科伍佰

豪生物工程公司产品 ;DPP H 购自 Sigma 公司。主

要仪器有显微镜 (Ni Kon2Ys100) 、微型发酵罐 (自行

设计) 、紫外可见分光光度计 (7512GD 型) 、电位滴定

仪 (ZD22A 型)等。

1. 2 　桑椹醋生产工艺流程及操作要点

1. 2. 1 　工艺流程 　桑椹醋生产工艺流程见图 1。

图 1 　桑椹醋生产工艺流程

Fig. 1 　Technology flowing map of mulberry vinegar

1. 2. 2 　操作要点 　(1) 原料处理 :将清选后的新鲜

桑椹果实用破碎机轻度破碎后 ,置于密闭容器内密

封 ,利用天然酵母于 20～25 ℃自然厌氧发酵 (酒精

发酵) 72 h ,然后 4000 r/ min 离心 10 min 即得发酵

液 (酒醪) ,随后进行醋酸发酵。

(2)菌床培育 :醋酸发酵采用自行设计的微型自

回淋醋酸发酵罐 (图 2) 进行。新安装的发酵罐在启

用时 ,首先要培育好醋酸化菌床。本研究选用玉米

芯为菌床材料 ,玉米芯经反复水洗后灭菌 ,再用灭菌

的桑椹醋浸渍 24 h 后取出 ,安置在发酵罐的中部 ,

接入醋酸菌种子培养液。开启液体循环系统使预先

放置在发酵罐中的酒化醪穿过菌床循环流动 ,醋酸

菌在菌床上的活化、生长和繁殖约需 9～10 d。当发

酵液酸度达到 50 g/ L 时 ,菌床培育完毕 ,培育好的
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菌床可长期重复使用。

(3)醋酸发酵 :采用自行设计的微型发酵罐 ,其

工作原理见图 2。在正常运行情况下 ,菌床上附着

有大量的醋酸菌 ,当菌床上附着有发酵液时 ,菌床上

的醋酸菌能够使发酵液中的酒精氧化产生醋酸 ,同

时释放出热量使菌床温度升高。当温度升高到 40

℃时 ,通过自动控制装置使循环泵开启 ,这时发酵罐

底部的发酵醪通过循环泵从顶部喷淋到菌床的上

部。当发酵液由上部穿过菌床向下部流动时 ,通过

淋洗作用将菌床上的醋酸带到发酵罐底部 ,使菌床

温度下降 ,同时含有酒精的发酵液附着在菌床上。

当菌床温度下降至 36 ℃时 ,通过自动控制装置使循

环泵关闭 ,停止喷淋。循环泵关闭后 ,菌床上附着的

酒精在醋酸菌作用下转化为醋酸 ,同时释放热量 ,使

菌床温度再次上升至 40 ℃,这时通过自动控制装置

使循环泵又重新开启 ,发酵液再次由顶部喷淋。重

复上述过程 ,发酵液酸度不断升高 ,酒度逐渐下降 ,

当酒精接近完全氧化时 ,酸度不再增加 ,发酵完成。

这时取出 1/ 2 发酵产物 (桑椹醋) ,补充新的酒醪后 ,

重复上述过程进行下一轮发酵 (分批留种发酵) 。

图 2 　桑椹醋发酵罐示意图

1. 温度传感器 ;2. 自控系统 ;3. 泵 ;4. 醋酸化菌床 ;

5. 喷淋装置 ;6. 通气口 ;7. 加液口 ;8. 出液口

Fig. 2 　Hinting map of mulberry vinegar fermentor

1. Temperature sensor ;2. Auto2cont rol system ;3. Pump ;

4. Acetification bed ;5. Pouring installation ;6. Aerating mout h liquid ;

7. Entering mout h ;8. Liquid exiting mout h.

1. 3 　测定指标及方法

酵母菌数 :在无菌操作状态下 ,随机采摘 30 颗

新鲜桑椹 ,经过处理后立即在显微镜下观察其表面

带菌情况 ,采用显微镜直接计数法对酵母菌进行计

数分析[11 ] 。总糖含量 :用手持糖量计对随机采摘的

50 颗新鲜桑椹的含糖量进行测定。还原糖采用斐

林试剂法测定。酒精度采用酒精计法测定。总酸采

用酸碱滴定法测定。

总黄酮采用比色法测定。适当稀释醋样 ,取0. 2

mL 样品溶液于 10 mL 比色管中 ,加体积分数 30 %

乙醇至 2. 5 mL ,加入 140μL 50 g/ L 的 NaNO2 摇匀

放置 5 min ,再加入 140μL 100 g/ L 的Al (NO3 ) 3 ,放

置 6 min 后加入 1 mL 50g/ L 的 NaO H 溶液充分混

匀 ,用体积分数 30 %乙醇定容至 5 mL ,10 min 后于

500 nm 处测定吸光度 (以不加样品为空白) 。以芦

丁标准曲线计算样品总黄酮含量 ,样品总黄酮含量

以芦丁等价物计[12213 ] 。

对二苯代苦味酰基自由基 (DPP H) 的清除率 :

将桑椹醋醋样适当稀释 ,取 1 mL 样品与 1 mL 0. 2

mmol/ L DPP H 溶液混合 ,置暗处反应 30 min ,于

517 nm 处测定吸光度 A i 。同时测定 0. 2 mmol/ L

DPP H 溶液与等体积无水乙醇混合液的吸光度 A c ,

以及待测液与等体积无水乙醇混合液的吸光度 A j 。

根据下式计算 DPP H 清除率 :DPP H 清除率/ % =

[ 1 - ( A i - A j ) / A c ] ×100 %。

2 　结果与分析

2. 1 　桑椹含糖量的测定及表面带菌情况的分析

结果发现 ,桑椹带有较多的酵母菌 ,而很少有其

他杂菌 ,其平均酵母菌数为 (1. 83 ±0. 23) ×107 / 颗。

在酒精发酵过程中 ,可直接利用桑椹自身所带的

野生酵母菌进行酒精发酵。由于桑椹表面带有大量

的酵母菌 ,在厌氧条件下 ,酵母菌很快活跃起来 ,从而

抑制了其他好氧菌的活动。前期大量试验表明 ,直接

利用天然野生酵母进行酒精发酵是安全可靠的。

总糖测定结果表明 ,成熟果实中总糖含量为 136

±12 g/ kg ,变幅 125～150 g/ kg。可以看出 ,桑椹含糖

量较高 ,完全可以满足果醋酿制对原料含糖量的要

求。

2. 2 　桑椹醋酒精发酵过程的分析

2. 2. 1 　酵母菌数量变化 　新鲜桑椹按照 1. 2. 2 (1)

所述及的方法在密闭容器内自然厌氧发酵 ,发酵过

程中酵母菌数量变化趋势如图 3 所示。由图 3 可以

看出 ,在前 24 h 的发酵过程中 ,酵母菌数量增加缓

慢 ,处于适应期 ;发酵 24～40 h ,酵母菌数量增长速

度加快 ,40 h 时达 2. 21 ×107 mL - 1 ;至 48 h 左右达

最大值 ,为 3. 20 ×107 mL - 1 ;此后 ,由于含糖量下

降 ,加之酒精含量处于较高水平 (对酵母菌有一定抑

制作用) ,酵母菌数量又缓慢下降 ,发酵 56 h 后酵母

菌数量急剧下降 ,大约 64 h 后酵母菌数量仅有 1. 76

581第 10 期 张粉艳等 :桑椹醋自回淋发酵生产工艺及其 DPP H 清除能力研究



×107 mL - 1 ,此后一直处于较低水平。

2. 2. 2 　糖度和酒度的变化 　由图 4 可以看出 ,随着

发酵时间的延长 ,发酵液酒度上升糖度下降 ;在发酵

前期 (24 h 以前) ,糖度缓慢下降 ,酒度缓慢上升 ,发

酵液表面比较平静 ,这是由于在发酵初期 ,酵母菌以

生长繁殖为主 ;在主发酵期 (24～48 h) ,酵母菌在无

氧条件下进行酒精发酵 ,酒度迅速上升 ,糖度迅速下

降 ,发酵液表面产生大量气泡 ,酒味明显加重 ;至发

酵后期 (48 h 以后) ,发酵趋于平缓 ,酒度、糖度变化

缓慢 ,发酵液酒味浓郁 ;56 h 后发酵基本结束 ,发酵

液表面恢复平静 ,酒液分层 ,酒化达到发酵终点 ,酒

液酒度为 7. 8°,残糖含量约 6 g/ L 。

图 3 　桑椹醋生产过程中发酵时间对

酵母菌数量变化的影响

Fig. 3 　Influence of fermenting time on

the number of yeast

图 4 　桑椹醋生产过程中发酵时间对糖度

和酒度变化的影响

Fig. 4 　Influence of time on the sugar and ethanol

content during fermentation

2. 3 　桑椹醋醋酸发酵的分析

2. 3. 1 　总酸的测定 　桑椹发酵液自身为深红色 ,无

法用酚酞作为酸碱滴定的指示剂来测定其酸度。作

者在试验过程中发现 ,桑椹红色素在酸性条件下呈

鲜红色 ,在碱性条件下呈墨绿色。因此 ,可利用桑椹

发酵液自身色素颜色的变化作为酸碱滴定终点的判

断依据 ,直接进行酸碱滴定。以电位滴定法为对照 ,

验证不加指示剂的酸碱滴定法的准确性 ,其结果见

图 5。由图 5 可以看出 ,两种滴定法的相关系数 R =

0 . 999 2 , 接近 1 ,其回归方程为 : Y
∧

= 0 . 994 1 X +

0 . 044 ,即 X 每增加 1 个单位 , Y 大约也增加 1 个单

位。食醋总酸测定值一般只要求精确到 0. 1 ,方程

的回归截距仅为 0. 044。可见 ,忽略回归截距所带

来的误差 ,并未超出测定精度所规定的误差范围。

试验结果表明 ,可利用桑椹发酵液自身色素颜色变

化 ,作为酸碱滴定终点的判断依据 ,直接进行酸碱滴

定测其酸度。

2. 3. 2 　醋酸发酵过程的分析 　(1)菌床培育过程的

酸度变化。由图 6 可以看出 ,在菌床开始培育的前

48 h ,发酵液酸度仅有微小变化 ,醋酸菌处于适应

期 ;48 h 后 ,发酵液酸度上升速度加快 ,醋酸菌进入

活化期 ;直到 192 h (8 d) 之后 ,发酵速度变慢 ;220 h

(≈9 d)之后 ,酸度不再升高 ,菌床培育全过程完成。

图 5 　电位滴定法与酸碱滴定法的酸度值回归曲线

Fig. 5 　Acidity value regression curve of potentiometric

tit ration and acid2base tit ration

(2)醋酸发酵过程中酸度的变化。菌床培育刚

刚结束后 ,所产生的发酵液 (醋) 中含有大量的醋酸

菌 ,其活性很高 ,可作为醋酸发酵的种子液。醋酸发

酵时 ,在发酵罐底部将适量的种子液和酒精发酵醪

按1 ∶1 (体积比)比例混合 ,混合液的起始酸度为 32

g/ L 。由图 7 可以看出 ,在醋酸发酵全过程中 ,酸度

呈持续升高趋势。在整个发酵过程中 ,酸度随时间

的变化可用二次多项式来表征 ,即 Y = 3 . 196 7 +
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0 . 152 6 X - 0 . 002 8 X2 , R2 = 0 . 997 8 ( P < 0 . 01) 。

最终酸度为 53 g/ L 。发酵初期酸度上升的速度较

快 ,随发酵时间的延长 ,酸度上升速度逐渐减慢 ,至

24 h 时达到最大 ,其后不再升高。在指定时间的理

论发酵速度 ( Y理论 ) 可用以下方程表示 :

Y理论 = - 0 . 005 6 X + 0 . 152 6。

图 6 　桑椹醋生产过程中菌床培育期酸度

随时间的变化

Fig. 6 　Acid content curve developing as fermentation

time going during bed cultivatuon

图 7 　桑椹果醋醋酸发酵过程中酸度的变化

Fig. 7 　Developing curve of vinegar content

during fermentation

2. 4 　桑椹醋总黄酮含量及对 DPP H 的清除率

2. 4. 1 　总黄酮含量 　由表 1 可以看出 ,粮食醋 (大

食醋 ,山西陈醋 ,镇江香醋) 总黄酮含量为 1. 1～2. 0

mg/ mL ,山楂醋可达 5. 02 mg/ mL ,而桑椹果醋高达

6. 68 mg/ mL 。表明 ,桑椹醋是有保健功能的发酵产

品。
表 1 　桑椹醋与其他食醋中总黄酮质量浓度的比较

Table 1 　Comparison of total flavone content in different vinegars

样品
Sample

总黄酮含量/ (mg ·mL - 1)
Total flavone

样品
Sample

总黄酮含量/ (mg ·mL - 1)
Total flavone

大食醋 Dashi vinegar 1. 996 梨醋 Pear vinegar 2. 038

山西陈醋 Shanxi vinegar 1. 101 山楂醋 Hawt horn vinegar 5. 020

镇江香醋 Zhenjiang vinegar 1. 172 桑椹醋 Mulberry vinegar 6. 680

2. 4. 2 　对 DPP H 自由基的清除率

食醋含有黄酮等抗氧化物质 ,能够清除活性氧

自由基[12 ] 。由图 8 可以看出 ,果醋 (山楂醋 ,桑椹

醋)对 DPP H 的清除作用大于粮食醋 (大食醋 ,山西

陈醋 ,镇江香醋) ,其中以桑椹醋的清除作用最强。

图 8 　不同食醋对 DPP H 的清除作用

Fig. 8 　DPP H eliminating ability of different vinegars

3 　结论与讨论

大量的试验表明 ,直接利用天然野生酵母进行

酒精发酵是安全可靠的。本试验发现 ,刚刚采收的

桑椹果实表面带有较多的酵母菌 ,而很少有其他杂

菌 ,在酒精发酵过程中 ,可直接利用桑椹自身携带的

野生酵母菌进行发酵。在厌氧发酵的条件下 ,酵母

菌会很快活跃起来 ,从而抑制了其他好氧菌的活动。

发酵 48 h 左右酵母菌数达最大值 ,为 3. 20 ×107

mL - 1 。在酒精发酵过程中 ,前期酵母菌数量增加缓

慢 ,24 h 后酵母菌数量增加较快 ,发酵液糖度迅速

下降 ,酒度迅速上升。在 20～25 ℃室温下自然发酵

时 ,物料温度 (28～30 ℃) 高于室温 ,是酵母菌发酵

的适宜温度。

本研究发现 ,桑椹红色素在酸性条件下呈鲜红

色 ,在碱性条件下呈墨绿色 ,在总酸测定时 ,可在不

加酚酞指示剂的条件下 ,利用其自身色素颜色变化
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作为酸碱滴定终点判断的依据直接进行酸碱滴定。

但在实际操作时 ,要注意积累经验 ,准确把握到达滴

定终点时的颜色变化程度。

采用自回淋醋酸发酵罐进行果醋的液态发酵

时 ,菌床的培育是关键环节。用作菌床的材料应是

无色无味无毒副作用的天然疏松物料 ,玉米芯是经

济实惠的常用材料 ,一般选用白色玉米芯较好 ,在使

用前需要对其进行严格的加工处理和杀菌。本研究

结果表明 ,在菌床培养过程中 ,前 48 h 之内发酵液

酸度只有微小变化 ,这是由于此时的醋酸菌处于适

应期 ;培养 48 h 后 ,发酵液酸度上升速度加快 ,表明

醋酸菌已处于活化状态 ,进入对数生长期 ;大约到 8

d 之后 ,发酵速度变慢 ,醋酸菌逐渐进入成熟期。菌

床培育一般需要 9～10 d 左右。

在桑椹醋生产的醋酸发酵过程中 ,酸度呈持续

升高趋势 ,酸度随时间的变化可用二次多项式来表

征 ,即 Y
∧

= 3 . 196 7 + 0 . 152 6 X - 0 . 002 8 X2 , R2 =

0 . 997 8 , ( P < 0 . 01) 。发酵初期酸度上升速度快 ,随

着发酵时间的延长 ,酸度上升速度逐渐减慢 ,24 h

时达到最大值 ,其后不再升高。在指定时间的理论

发酵速度可用方程 Y理论 = - 0. 005 6 X + 0. 152 6 来

表述。在生产过程中 ,酸度的变化趋势与菌床培育

过程中的变化趋势有很大差别 ,这是由于菌床培育

初期整个发酵系统仅有少量的醋酸菌 ,这些醋酸菌

需要经过适应和繁殖期 ,才能充分活化而达到足够

的数量。而在生产过程中采用分批留种的方法 ,保

证了系统中留有大量充分活化的醋酸菌 ,提高了产

酸速度。随着发酵时间的延长 ,产酸速度由高变低 ,

其原因主要是酒精不断消耗和产物不断累积所致。

本研究表明 ,果醋的总黄酮含量明显高于粮食

醋 ,桑椹醋的黄酮含量高达 6. 68 mg/ mL ,对 DPP H

自由基有很高的清除效率。

与固态发酵相比 ,采用自回淋发酵罐进行醋酸

液态发酵 ,具有发酵周期短、生产效率高、干净卫生、

便于实现机械化和规模化生产等优点。由于在生产

中不添加其他副料 ,可以保证产品的原有风味 ,进而

为果醋的调配奠定了良好的基础。
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