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苹果树莓复合果醋发酵工艺优化及贮藏期
酚类物质变化

张蕙铭  金铁岩  李佳俊

（延边大学农学院，吉林  延吉   133002）

摘要：［目的］分析贮藏期间复合果醋中营养组分的动态迁移规律，以揭示贮藏条件对发酵体系品质稳定性的影响机

制。［方法］采用单因素试验结合响应面法，以总酸质量浓度为响应值，优化苹果树莓复合果醋发酵工艺参数，并对优化

工艺制备的复合果醋开展 60 d 常温避光贮藏试验。［结果］苹果树莓复合果醋最优酿造工艺为树莓添加量 20 g/100 g、

醋酸菌接种量 10 mL/100 mL、发酵温度 32 ℃。苹果树莓复合果醋中 10 种酚类物质总量随贮藏时间延长呈增长趋势。

［结论］贮藏陈化可以有效促进苹果树莓复合果醋中酚类物质的积累。
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Process optimization and phenolic compound variation of 

apple-raspberry composite fruit vinegar during storage
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Abstract: ［［Objective］］ To analyze the dynamic migration patterns of nutritional components in composite fruit vinegar during storage and 

thereby reveal the mechanism of storage conditions affecting the quality stability of the fermentation system. ［［Methods］］ Single-factor 

experiments combined with the surface methodology are adopted to optimize the fermentation parameters of apple-raspberry composite fruit 

vinegar, with the total acid mass concentration employed as the response value. Meanwhile, the composite fruit vinegar prepared by the 

optimized process is subjected to a 60-day storage test at ambient temperature in the dark. ［［Results］］ The optimal brewing parameters for 

apple-raspberry composite fruit vinegar are as follows: raspberry addition of 20 g/100 g, acetic acid bacterium inoculation of 10 mL/100 mL, 

and fermentation temperature of 32 ℃ . The total content of the ten detected phenolic compounds in apple-raspberry composite fruit vinegar 

shows a trend of increasing with prolonged storage time. ［［Conclusion］］ Storage aging can effectively promote the accumulation of phenolic 

compounds in apple-raspberry composite fruit vinegar.
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树莓（Rubus spp.）果实形态呈近球形，外果皮呈靛蓝

色或紫罗兰色，表面附着天然蜡质层［1］。其呈味特性表现

为甜酸比协调。树莓浆果富含植物化学活性物质，包括

花色苷、抗坏血酸、生育酚及视黄醇等［2］，同时含有钾、铁、

锰等必需矿质元素。其花色苷具有视觉保护和缓解疲劳

的功效，而多酚与维生素协同体系展现出显著的抗氧化

应激与抗炎活性［3］。果醋中的酚类物质主要来源于原料

水果的果皮、果肉和种子，其含量和种类与水果品种密切

相关，如苹果醋中富含绿原酸、槲皮素、儿茶素等，莓果醋

中富含花青素、鞣花酸等［4］；酚类物质作为果醋中重要的

功能性成分，其含量和组成不仅影响果醋的抗氧化活性、

色泽、风味，还与原料种类、加工工艺密切相关［5］。目前，

对于果醋品质方面的研究较多，如武林芝等［6］对树莓果醋

的制作工艺及香气成分进行了研究，结果表明，树莓果醋
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中含有 37 种香气成分。但有关苹果树莓复合果醋贮藏陈

化过程中单一酚类物质的变化规律研究鲜见［7］。

苹果汁糖酸比适中、可提供稳定的可发酵底物和基

础香气；树莓富含花色苷与多酚，可显著提升果醋色泽、

香气与功能性［8］。二者复配既有利于醋酸发酵，又可改善

复合果醋的风味与营养品质。研究拟制备苹果树莓复合

果醋，以总酸质量浓度为响应值，采用单因素试验结合响

应面法对树莓添加量、醋酸菌接种量及发酵温度进行优

化，并对苹果树莓复合果醋贮藏期间的酚类物质变化进

行研究，以期为苹果树莓复合果醋的工业化生产提供

依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

苹果、树莓、白砂糖：市售；

酿酒酵母菌：安琪酵母股份有限公司；

沪酿 1.01 醋酸菌：上海佳民酿造食品有限公司酿造

一厂；

食用酒精：隆胜生物科技有限公司；

圆底立式厌氧培养袋：青岛海博生物科技有限公司；

果胶酶：广西佳禾食品有限责任公司。

1.2　仪器与设备

分析天平：BSA124S-CW 型，赛多利斯科学仪器（北

京）有限公司；

电热恒温水浴锅：HH. S 型，江苏省医疗机械工业

公司；

电热恒温培养箱：DHP-9162B 型，上海一恒科学仪器

有限公司；

立式压力蒸汽锅：YHQ-LS-50SⅡ型，上海博迅实业

有限公司医疗设备厂；

手持折光仪：WZS 型，上海华光仪器仪表厂有限

公司；

多功能搅拌机：HMF-3500TG 型，韩国韩一电子株

式会；

高效液相色谱仪：LC-2030 型，日本岛津仪器有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　苹果树莓复合果醋制备工艺　

苹果 、树莓挑选清洗 → 破碎榨汁 → 果胶酶酶解

（0.05 g/100 g，2 h）→调糖（用白砂糖调至 14 °Bx）→酒精

发酵（酵母菌活化：无菌蒸馏水中加入 10 g/100 mL 干酵

母、0.2 g/100 mL 白砂糖，充分搅拌至完全溶解，35 ℃水浴

活化 20~30 min；35 ℃下接种活化酵母，发酵至酒精度稳

定）→离心/过滤得果酒→醋酸菌液制备（32 ℃培养至总酸

1.5~1.8 g/100 mL）→ 醋 酸 发 酵（醋 酸 菌 液 添 加 量 为

10 mL/100 mL；发酵至总酸稳定）→ 巴氏杀菌（75 ℃ ，

30 min）→无菌灌装→常温避光贮藏陈化（60 d）

1.3.2　单因素试验　

（1） 树莓添加量：在醋酸菌接种量 10 mL/100 mL、发

酵周期 4 d、发酵温度 32 ℃的工艺条件下，考察树莓添加

量（以混合果汁总质量为基准，添加量分别为 10，20，30，

40，50 g/100 g）对苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的

影响。

（2） 醋酸菌接种量：在树莓添加量 20 g/100 g、发酵周

期 4 d、发酵温度 32 ℃的工艺条件下，考察醋酸菌接种量

（4，6，8，10，12 mL/100 mL）对苹果树莓复合果醋总酸质

量浓度的影响。

（3） 发酵温度：在树莓添加量 20 g/100 g、发酵周期

4 d、醋酸菌接种量 10 mL/100 mL 的工艺条件下，考察发

酵温度（28，30，32，34，36 ℃）对苹果树莓复合果醋总酸质

量浓度的影响。

1.3.3　Box-Behnken 试验设计　对比单因素试验结果，分

别以树莓添加量、醋酸菌接种量、发酵温度为自变量，总

酸质量浓度为响应值，采用 Box-Behnken 试验设计原理构

建三因素三水平交互作用模型，探究多变量协同作用对

苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的影响。

1.3.4　苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的测定　按 GB/

T 5009.41—2003《食醋卫生标准的分析方法》执行。

1.3.5　苹果树莓复合果醋中酚类物质测定　根据孙翔宇

等［9］的方法，修改如下：选用 C18 色谱柱；流动相 A 为乙

腈—冰乙酸（V 乙腈∶V 冰乙酸=98∶2），流动相 B 为水—冰乙酸

（V 水∶V 冰乙酸=98∶2），流量 1 mL/min。梯度洗脱程序为 0~

60 min，5%~15% A；60~65 min，15% A；65~66 min，15%~

20% A；66~73 min，20% A；73~74 min，20%~30% A；74~

80 min，30% A；80~81 min，30%~40% A；81~93 min，40% 

A；93~98 min，40%~5% A；98~103 min，5% A。

1.4　数据处理

使 用 Microsoft Office Excel 2024、GraphPad Prism 

10.0、Origin 2018、SPSS Statistics 和 Design-Expert 13 进行

数据处理、图表制作及数据分析。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　树莓添加量对苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的

影响　由图 1 可知，当树莓添加量达 20 g/100 g 时，复合果

醋总酸质量浓度达到极值。树莓添加量在 10~20 g/100 g

添加梯度范围内，总酸质量浓度显著升高（P＜0.05），但树

莓添加量超过 20 g/100 g 后出现负增长趋势。当树莓添

加量超过 20 g/100 g 时，总酸质量浓度呈下降趋势。这可

能与树莓原料本身总酸含量较高有关，过量添加会导致
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发酵体系初始 pH 显著降低、酸负荷增加，从而对醋酸菌

的生长和代谢产生抑制作用，最终不利于醋酸的进一步

生成［10-11］。因此，树莓添加量以 10，20，30 g/100 g 作为响

应面试验因素水平。

2.1.2　醋酸菌接种量对苹果树莓复合果醋总酸质量浓度

的影响　由图 2 可知，醋酸菌接种量为 4~8 mL/100 mL

时，总酸质量浓度与醋酸菌接种量呈正相关；醋酸菌接种

量为 10 mL/100 mL 时，复合果醋总酸质量浓度呈现峰值，

为 6.34 g/100 mL；醋酸菌接种量增至 12 mL/100 mL 时，总

酸质量浓度下降。这是由于醋酸菌接种量不足时，发酵

液中乙醇含量较高致使醋酸菌发酵不完全［12］，发酵液中

的营养物质被醋酸菌过度利用，变成二氧化碳和水［13］。

当醋酸菌接种量超过 10 mL/100 mL 时，过高的接种量造

成菌体竞争加剧、营养消耗过快从而导致发酵效率降低，

总酸质量浓度显著下降。因此，醋酸菌接种量以 8，10，

12 mL/100 mL 作为响应面试验因素水平。

2.1.3　发酵温度对苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的影

响　由图 3 可知，发酵温度为 28~32 ℃时，总酸质量浓度

与温度呈正相关；发酵温度提升至 32 ℃时，复合果醋总酸

质量浓度达到峰值，为 6.46 g/100 mL；发酵温度超过 32 ℃
后，总酸质量浓度骤降。说明较高温度有利于醋酸菌增

殖及乙醇氧化，但超过最适温度后，随着温度的提高，加

快了酒精的挥发速度，使得醋酸菌老化，产酸量降低［14］。

因 此 ，发 酵 温 度 以 30，32，34 ℃ 作 为 响 应 面 试 验 因 素

水平。

2.2　响应面试验

2.2.1　模型建立　通过单因素试验可知，3 种因素对苹果

树莓复合果醋总酸质量浓度均有影响。响应面试验因素

水 平 设 计 见 表 1，试 验 方 案 与 结 果 见 表 2，方 差 分 析

见表 3。

通过 Box-Behnken 设计建立二次多项式回归模型得

到总酸质量浓度（Y）的回归方程为：

Y=6.79+0.075 8A+0.114 1B-0.748 2C-0.290 1AB-
0.081 1AC-0.242 5BC-0.829 8A2-0.718 4B2-2.22C2。

（1）

由表 3 可知，总酸质量浓度（Y）的二次多项式回归模

型的 P＜0.000 1，表明该响应面回归模型极显著。失拟项

的 P 值为 0.223 6＞0.05，即失拟性检验结果不显著［15］；

图 2　醋酸菌接种量对苹果树莓复合果醋总酸

质量浓度的影响

Figure 2　Effect of acetic acid bacterium inoculation on 

total acid mass concentration of apple-raspberry 

composite fruit vinegar

图 3　发酵温度对苹果树莓复合果醋总酸质量浓度的影响

Figure 3　Effect of fermentation temperature on total acid 

mass concentration of apple-raspberry composite 

fruit vinegar

表 1　响应面试验因素水平设计

Table 1　Factor and level design of response surface test

水平

-1

0

1

A 树莓添加量/

（10-2 g·g-1）

10

20

30

B 醋酸菌接种量/

（10-2 mL·mL-1）

8

10

12

C 发酵温

度/℃
30

32

34

图 1　树莓添加量对苹果树莓复合果醋总酸

质量浓度的影响

Figure 1　Effect of raspberry addition on total acid mass 

concentration of apple-raspberry composite fruit 

vinegar
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R2=0.994 7，R 2
Adj=0.987 9。说明回归模型拟合程度高，可

用于试验数据的分析与预测［16］。

C、A2、B2、C2、AB、BC 对总酸质量浓度的影响极显著

（P＜0.01）；BC 对总酸质量浓度的影响显著（P＜0.05）；A、

B、AC 对总酸质量浓度的影响不显著（P＞0.05）。

3 个因素影响总酸质量浓度的大小顺序为发酵温

度＞醋酸菌接种量＞树莓添加量。

2.2.2　响应面模型分析　由图 4~图 6 可知，不同因素之

间的交互作用对总酸质量浓度的影响存在差异。结合

表 3 的方差分析结果，醋酸菌接种量与发酵温度（BC）之

间的交互作用显著（P＜0.05），而树莓添加量与醋酸菌接

种量（AB）之间的交互作用亦达到显著水平（P＜0.01），表

明两组因素的协同变化会对总酸质量浓度产生明显影

响。从响应面及等高线图可以看出，在一定范围内，随着

醋酸菌接种量和发酵温度的同时变化，总酸质量浓度呈

现明显的升高或降低趋势，等高线呈椭圆形分布，进一步

说明二者之间存在显著交互作用。相比之下，树莓添加

量与发酵温度（AC）之间的交互作用不显著（P＞0.05），其

等高线趋近于圆形，表明二者对总酸质量浓度的协同影

响相对较弱。

2.2.3　验证实验　基于响应面法建立的二次多项式回归

模型经参数优化解析显示，最佳发酵工艺参数为树莓添

加量 20.363 4 g/100 g、醋酸接种量 10.204 2 mL/100 mL、

发 酵 温 度 31.641 8 ℃ ，理 论 预 测 总 酸 质 量 浓 度 为

6.831 g/100 mL。基于实际生产可行性，将工艺参数整定

为树莓添加量 20 g/100 g、醋酸菌接种量 10 mL/100 mL、

发 酵 温 度 32 ℃ ，该 条 件 下 总 酸 质 量 浓 度 实 测 值 为

6.80 g/100 mL，与模型预测值接近，相对误差为 0.45%，说

明该模型可以较好地模拟和预测苹果树莓复合果醋发酵

工艺参数。

2.3　贮藏过程中苹果树莓复合果醋酚类物质的变化

2.3.1　苹果树莓复合果醋在贮藏过程中酚类物质变化分

析　苹果树莓复合果醋酚类物质高效液相色谱图见图 7。

由表 4 可知，10 种酚类化合物的线性方程均呈现出优

异的线性关系（R2≥0.995），证实高效液相色谱检测系统

的定量可靠性［17-18］。

由表 5 可知，10 种目标酚类组分在整个贮藏周期内均

稳定检出。其质量浓度分布呈现出显著差异性，各酚类

化合物的平均含量水平呈现出明显的高低分布特征，具

体表现为：槲皮素＞儿茶素＞绿原酸＞表儿茶素＞咖啡

酸＞阿魏酸＞芦丁＞没食子酸＞白藜芦醇＞对香豆酸，

表明苹果树莓复合果醋的酚类中槲皮素占主要地位。上

述酚类化合物在样品中的含量水平呈现明显的梯度分

布，该差异可能与各化合物极性和糖苷化程度密切相关，

酚类化合物的极性、糖苷化程度以及分子结构稳定性会

影响其在发酵及贮藏体系中的溶解性与稳定性，从而导

表 2　响应面设计方案与结果

Table 2　Response surface design schemes and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

总酸质量浓度/

（10-2 g·mL-1）

4.73

5.41

5.48

5.01

4.18

4.56

3.09

3.12

4.27

5.07

3.08

2.93

6.64

6.78

6.59

6.75

6.57

表 3　总酸质量浓度方差分析†

Table 3　Analysis of variance for total acid mass 

concentration

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残值

失拟项

纯误差

综合

平方和

31.990 0

0.045 3

0.102 8

4.470 0

0.330 6

0.025 6

0.240 1

2.880 0

2.170 0

19.730 0

0.159 8

0.100 5

0.059 3

32.150 0

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

3.550 0

0.045 3

0.102 8

4.470 0

0.330 6

0.025 6

0.240 1

2.880 0

2.170 0

19.730 0

0.022 8

0.033 5

0.014 8

F 值

155.74

2.01

4.49

195.91

14.52

1.09

10.57

126.28

94.91

864.56

2.26

P 值

＜0.000 1

0.196 5

0.070 7

＜0.000 1

0.006 7

0.324 7

0.014 2

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.223 6

显著性

**

**

**

*

**

**

**

† **表示差异极显著（P＜0.01）；*表示差异显著（P＜0.05）；

决定系数（R2）为 0.994 7；调整决定系数（R2
Adj）为 0.987 9；

预测决定系数（R2
Pre）为 0.945 9；信噪比 33.107 4。
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致其在最终产品中的相对含量存在差异［19-20］。其中槲皮

素的高稳定性可能源于其邻苯二酚结构对自由基攻击的

抵抗能力［21］；绿原酸是饮食中含量最丰富、功能最强的多

酚类化合物之一［22］；咖啡酸、表儿茶素具有多种生物活

性，也是天然的抗氧化剂，常被作为食品添加剂应用于食

品领域中［23］；表儿茶素稳定性较弱［24］。

（a） 响应面图 （b） 等高线图

图 4　树莓添加量和醋酸接种量对总酸质量浓度影响的响应面和等高线图

Figure 4　Response surface and contour map of effect of raspberry addition and acetic acid bacterium inoculation on total 

acid mass concentration

（a） 响应面图 （b） 等高线图

图 6　醋酸菌接种量和发酵温度对总酸质量浓度影响的响应面和等高线图

Figure 6　Response surface and contour map of effect of acetic acid bacterium inoculation and fermentation temperature on 

total acid mass concentration

（a） 响应面图 （b） 等高线图

图 5　树莓添加量和发酵温度对总酸质量浓度影响的响应面和等高线图

Figure 5　Response surface and contour map of effect of raspberry addition and fermentation temperature on total acid mass 

concentration
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（a） 标准品 （b） 苹果树莓复合果醋

1. 没食子酸  2. 儿茶素  3. 绿原酸  4. 咖啡酸  5. 表儿茶素  6. 对香豆酸  7. 阿魏酸  8. 芦丁  9. 白藜芦醇  10. 槲皮素

图 7　苹果树莓复合果醋酚类物质高效液相色谱图

Figure 7　High-performance liquid chromatography of phenolic compounds of apple-raspberry composite fruit vinegar

表 4　酚类物质的线性范围、线性方程及相关系数

Table 4　Linear range， regression equations， and correlation coefficients of phenolic compounds

化合物

没食子酸

绿原酸

表儿茶素

对香豆酸

白藜芦醇

槲皮素

阿魏酸

咖啡酸

儿茶素

芦丁

出峰时间/min

6.885

25.901

35.995

49.392

80.887

85.730

59.184

31.327

23.014

70.103

质量浓度/（mg·L-1）

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

10~300

线性方程

y=41 647x-14 387

y=23 709x-108 569

y=14 544x-47 075

y=63 692x-176 493

y=59 791x-144 765

y=10 872x+377 317

y=34 221x-191 072

y=41 716x-153 018

y=9 329.6x-25 940

y=19 148x-11 322

相关系数 R2

0.999

0.997

0.998

0.999

0.995

0.995

0.997

0.998

0.998

0.999

表 5　贮藏过程中苹果树莓复合果醋酚类物质质量浓度的变化†

Table 5　Mass concentration changes in phenolic compounds of apple-raspberry composite fruit vinegar 

during storage （n=3） mg/mL

名称

没食子酸

儿茶素

绿原酸

咖啡酸

表儿茶素

对香豆酸

阿魏酸

芦丁

白藜芦醇

槲皮素

总量

0 d

0.70±0.02g

2.81±0.09g

4.60±0.03g

1.80±0.03g

2.18±0.02g

0.47±0.05f

1.22±0.04g

1.06±0.02f

0.65±0.12d

6.35±0.03g

21.86±0.42g

10 d

0.77±0.02f

2.66±0.04f

4.63±0.02f

1.96±0.03f

2.23±0.04f

0.46±0.11g

1.27±0.06f

1.12±0.04e

0.72±0.05a

6.36±0.02f

22.18±0.48f

20 d

0.85±0.01e

2.73±0.02e

4.72±0.02e

1.96±0.03e

2.57±0.02e

0.54±0.05b

1.32±0.08e

1.32±0.03b

0.66±0.04c

6.47±0.02e

23.18±0.32e

30 d

0.91±0.03d

2.78±0.02d

4.79±0.02d

2.16±0.01d

2.87±0.04d

0.59±0.05a

1.42±0.03d

1.29±0.02d

0.66±0.05c

6.51±0.03d

23.98±0.30d

40 d

1.19±0.11c

2.87±0.02c

4.87±0.03c

2.57±0.03c

3.56±0.02a

0.53±0.05c

1.49±0.08c

1.31±0.05c

0.68±0.04b

6.65±0.03c

25.72±0.46c

50 d

1.21±0.08b

2.93±0.05b

4.93±0.13b

2.84±0.09b

3.48±0.05b

0.48±0.04e

1.51±0.03a

1.33±0.02a

0.65±0.02d

6.76±0.05a

26.12±0.56b

60 d

1.26±0.06a

2.95±0.05a

5.15±0.06a

2.95±0.03a

3.34±0.06c

0.51±0.04d

1.50±0.02b

1.31±0.04c

0.56±0.01e

6.75±0.12b

26.29±0.49a

† 同行小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。
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2.3.2　苹果树莓复合果醋贮藏期间酚类物质的变化　在

贮藏过程中，10 种酚类化合物的质量浓度随贮藏时间延

长呈现不同的变化规律：没食子酸、绿原酸、咖啡酸、阿魏

酸和槲皮素整体呈逐渐升高趋势，儿茶素、表儿茶素、对

香豆酸和芦丁含量在贮藏过程中出现一定程度的波动，

但总体表现为升高趋势，白藜芦醇含量随贮藏时间延长

呈下降趋势。上述结果表明，苹果树莓复合果醋在贮藏

过程中酚类物质的变化具有明显的物质差异性，这种差

异可能与各酚类化合物的分子结构特征及其在酸性体系

中的稳定性有关，与郭敏［25］的研究结果一致。

3　结论

该研究通过单因素试验与响应面试验对苹果树莓复

合果醋的发酵工艺进行优化，并对贮藏过程中苹果树莓

复合果醋酚类物质的变化进行探究。结果表明，苹果树

莓复合果醋的最佳工艺参数为树莓添加量 20 g/100 g、醋

酸接种量 10 mL/100 mL、发酵温度 32 ℃；贮藏过程中，

10 种酚类物质总量随贮藏时间呈持续增长态势，证实贮

藏过程可有效促进酚类物质积累，其中没食子酸、绿原

酸、咖啡酸、阿魏酸及槲皮素保持稳定上升趋势，儿茶素、

表儿茶素、对香豆酸及芦丁呈现波动性增长特征，而白藜

芦醇含量则随贮藏时间延长逐渐降低。后续研究将进一

步关注不同酚类物质在贮藏过程中的转化机理，以及酚

类物质之间及其与其他活性成分之间的相互作用关系，

为苹果树莓复合果醋品质调控及功能评价提供理论

依据。
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