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柿果醋酿造过程中抗氧化性能的变化

孙璐宏 1，鲁周民 1 ,*，包 蓉 1，赵 楠 1，白卫东 2

(1.西北农林科技大学林学院，陕西 杨凌      712100；2.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东 广州      510225)

摘   要：目的：揭示柿果醋生产过程中抗氧化性能变化规律及其物质基础。方法：以水柿为原料、采用一步发

酵方法，对柿果醋生产过程中主要抗氧化物质含量和抗氧化性能的变化以及它们之间的相关性进行研究。结果：

总酚、总黄酮和 VC 含量在发酵阶段都呈先升高后降低趋势，在陈酿过程中呈缓慢上升趋势，三者含量相互间存

在极显著正相关关系(P ＜ 0.01)；柿果醋的总抗氧化能力在发酵过程快速上升，在陈酿中呈缓慢上升趋势，与总酸

含量呈极显著正相关关系(P ＜ 0.01)；柿果醋对 DPPH 自由基的清除能力与总黄酮、总酸和 VC 含量呈显著正相关关

系(P ＜ 0.05)，对羟自由基的清除能力与总酚含量呈极显著正相关关系(P ＜ 0.01)。结论：柿果醋具有极强的抗氧

化能力，其抗氧化作用是果醋中多种成分共同作用的结果。
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Abstract：Objective: To reveal the change regularity of antioxidant activity and material basis in persimmon vinegar during

brewing process. Methods: One-step fermentation method was applied for brew vinegar from persimmon pulp. The major

change in antioxidant contents and antioxidant activity as well as their correlation were explored. Results: The content change of

total polyphenols, total flavonoids and vitamin C exhibited an initial increase and a final decrease during the fermentation process

and a slow ascending trend during the aging stage. An obviously positive correlation among the three components was observed

(P＜0.01). The total antioxidant activity of persimmon vinegar revealed a rapid increase during fermentation process. Meanwhile,

a significantly positive correlation between total antioxidant activity and total acid was also observed (P＜0.01). Moreover, a

remarkable positive correlation was also observed between the DPPH radical-scavenging capacity of persimmon vinegar and the

contents of total flavonoids, total acid or vitamin C (P＜0.05) and between the hydroxyl radical-scavenging capacity and the

content of total polyphenols (P＜0.01). Conclusion: Persimmon vinegar has significant antioxidant activity and its antioxidant

activity is attributed to many kinds of components.
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果醋是以水果或果汁为主要原料经酵母菌、醋酸菌

发酵而成的调味品。研究表明，果醋具有降低血压、

预防动脉硬化及某些癌症、清除过氧化自由基、抑制

过氧化脂质产生、防止色素沉淀等作用[ 1 -3 ]。柿树属柿

科(Ebenaceae)柿属(Diospyros Lf.)，为多年生落叶果树，

果实具有极高的药用价值。中国为产柿大国，2008 年

柿果产量已超过 270 万 t，但柿果消费是产业发展中的大

问题[4]。由于柿果中含有与抗氧化性能有关的成分如黄

酮、多酚、V C 等，因而表现出较明显的抗动脉硬化、

抗心血管疾病、抗肿瘤、抗老化、抗微生物作用 [ 5 - 7 ]。

长期以来，大多产柿国家的主要产区一般都有用柿果酿

制果醋的传统，因此，研究柿果醋生产过程的抗氧化
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性能变化规律对该产业发展具有重要意义。近年来，国

内对柿果醋加工工艺的研究较多[8-9]，而国外对柿果醋成

品抗氧化性能的研究较多[10-13]，Moon 等[10]的体外研究

表明柿果醋能有效清除 DPPH 自由基、羟自由基，具有

较强的抗氧化性能；Sakanaka 等[11]的体内研究表明柿果

醋能有效降低血脂、阻止代谢紊乱。虽然 Sakanaka 等

的研究表明豆浆的发酵可以提高其抗氧化性能，Lee 等[13]

也在研究黑豆的抗氧化性能时提出真菌参与的固态发酵

能提高其抗氧化性能，但这些研究多为对成品物质在一

定衡量体系条件下的抗氧化性研究。

一步发酵法是在传统自然发酵基础上改进的柿果醋

生产方法，通过人工加入酵母菌而提高酒精发酵速度，

并利用柿果自身携带的天然醋酸菌进行发酵，以加快醋

酸发酵速度。该方法具有发酵周期短、操作容易等特

点 [ 9 ]。本实验以水柿为原料、采用一步发酵法，对柿

果醋生产过程中主要抗氧化物质成分含量和抗氧化性能

的变化以及它们之间的相关性进行研究，旨在揭示柿果

醋生产过程中抗氧化性能变化规律及其物质基础，为柿

果醋生产及其功能性研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

成熟软化的水柿(Diospyros kaki L.)购于陕西杨凌徐

西湾村，含水率为 7 2 . 3 8 %。

酿酒高活性干酵母   广东丹宝利酵母有限公司。

1, 1- 二苯基苦基苯肼(DPPH)    美国 Aldrich 公司；

2,2,- 连氮 - 双(3- 乙基苯并噻唑 -6- 磺酸)(ABTS+·)   美国

Sigma 公司；三羟甲基氨基甲烷(Tris)、没食子酸、芦

丁、福林试剂、碳酸钠、水杨酸、3 0 % 过氧化氢、

硫酸亚铁、邻苯三酚、亚硝酸钠、无水乙醇均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

GPR Centrifuge 型高速冷冻离心机    美国 Beckman
公司；UV 1240 紫外 - 可见分光光度计    日本岛津公司；

HPS-250 型生化培养箱     哈尔滨市东联电子技术开发有限

公司；R200 型电子分析天平    德国 Sartorius 公司；科伟

HH-S4 型水浴锅    北京科伟永兴仪器有限公司。

1.3 柿果醋酿造方法

参照文献[ 9 ]的方法进行。取少量活性干酵母，加

入 35℃温水中复水 20min(比例为 1:100，m/V)，按水质

量的 4 % 加入蔗糖，搅拌均匀，3 5℃活化 2 h 备用。

取软化后的柿子，去核打浆，加入柿果浆质量 30%
的水稀释并接入 0.87‰活化后的酵母菌液，分装于发酵

罐中，每罐 1 00 0g，置于 31℃生化培养箱内发酵，每

天搅拌 3 次，发酵 1 2 d。然后密闭发酵罐，于室温条

件陈酿 180d。发酵期间每 3d、陈酿期间每 30d 取样测

定总酚、黄酮、VC、总酸、还原糖含量以及对 DPPH
自由基、羟自由基清除能力和总抗氧化能力。

1.4 指标测定

1.4.1 总酚含量测定

参照文献[14]的方法，略有改动。称取没食子酸标

准品 25mg，用水溶解并定容至 250mL，得 0.1mg/mL 的

对照品标准溶液。吸取没食子酸标准溶液 0.0(第 1 管)、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0mL，分别置于 10mL 比色管

中，依次加入水 5 . 5、5 . 3、5 . 1、4 . 9、4 . 7、4 . 5mL，

然后各加入 0.5mL 福林试剂，最后加入 4mL 7.5% 的碳酸

钠溶液混合，置于 75℃水浴中保温 15min，取出冷却至

室温，以第 1 管溶液作参比并在波长 765nm 处分别测定

吸光度。以吸光度(y )对质量浓度(x )进行回归，得标准

曲线为：y ＝ 9.1843x ＋ 0.0033，R ＝ 0.9986。以稀释

10 倍后的发酵液 1mL 代替没食子酸标准溶液按上述方法

测定，计算结果。

1.4.2 VC 含量测定

采用 2,6- 二氯酚靛酚滴定法[15]。

1.4.3 总黄酮含量测定

参照文献[16]的方法，略有改动。称取在 120℃减

压干燥至质量恒定的芦丁对照品 200mg，置于 100mL 容

量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，再用甲醇稀释 1 0
倍，得 0.2mg/mL 的芦丁标准溶液。分别吸取芦丁标准

溶液 0 .0(第 1 管)、0 .5、1 .0、2 .0、3 .0、4 .0mL，置

于 10mL 比色管中，各加水至 5mL，加 5% 的亚硝酸钠

0.5mL，室温放置 6min，再加入 10% 的硝酸铝 0.5mL，
再放置 6min，最后加入 4% 氢氧化钠 4mL，放置 15～
20min 之后，以第 1 管溶液作参比并在波长 510nm 处分

别测定吸光度。以吸光度(y )对质量浓度(x )进行回归得

标准曲线为：y ＝ 1.0535x ＋ 0.0096，R ＝ 0.9978。以

1mL 发酵液代替芦丁标准溶液按上述方法进行测定，计

算结果。

1.4.4 总酸含量测定

总酸含量以醋酸计，用 0.1mol/L NaOH 溶液进行酸

碱滴定。

1.4.5 还原糖含量测定

参照文献[17]的方法，以吸光度(y)对质量浓度(x)进
行回归得标准曲线为：y ＝ 0.2874x － 0.018，R ＝ 0.9961，
同样，以文献[17]所示的方法测定 1mL 发酵液中的还原

糖含量。

1.4.6 清除 DPPH 自由基作用

参照文献[18]的方法，用无水乙醇配制 8.62 × 10-5

mol/L 的 DPPH 溶液。在 10mL 比色管中加入 3mL 配制好

的 DPPH 溶液，再加入稀释 10 倍后的发酵液 1mL，摇

匀，室温反应 30min，在另一比色管中加入 3mL 无水乙
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醇和 1mL 稀释 10 倍后的发酵液，以此作为参比在波长

517nm 处测定吸光度(A)。同时以乙醇溶液作为参比，测

定 3mL DPPH 溶液加 1mL 乙醇的吸光度(A0)，计算清除

率( S )。
            A0 －A
S/%=————×100                                                    (1)
                A0

1.4.7 清除羟自由基作用

利用 Fenton 反应产生羟自由基，加入水杨酸作为

自由基捕捉剂，能提高反应的灵敏度[19]。参照文献[20]
的方法，在 10mL 比色管中加入蒸馏水 1mL，1.8mmol/mL
的 FeSO4 溶液 2mL，再加入 1.8mmol/mL 水杨酸溶液(用
无水乙醇配制)1.5mL，最后加入 0.03% H2O2 溶液 0.1mL
启动反应，摇匀，以未加 H 2O 2 的溶液作为参比，在波

长 510nm 处测定吸光度(A0)。在另一比色管中依次加入

稀释 10 倍的发酵液 1mL，1.8mmol/mL FeSO4 溶液 2mL，
1.8mmol/mL的水杨酸溶液1.5mL，最后加入0.03% 的H2O2

溶液 0.1mL启动反应，摇匀并置于 37℃水浴中保温 30min，
以不加 H2O2 的溶液为参比，在波长 510nm 处测定吸光

度( A )。计算清除率( S )。
             A0 －A
S/%＝————×100                                                   (2)
                 A0

1.4.8 总抗氧化能力的评价

总抗氧化能力采用 Re 等[21]报道的 ABTS+·法测定。

用去离子水配制 14mmol/L 的 ABTS+·和 4.9mmol/L 的高

硫酸钾，二者按 1:1 体积比混合并过夜，得 ABTS+·贮

备液。使用前用水将贮备液稀释至波长 734nm 处吸光度

为 0.70 ± 0.02。取稀释后的 ABTS+·溶液 2.9mL，加

入稀释 10 倍的发酵液 0.1mL，室温避光放置 10min，以

水作为参比，在波长 734nm 处测定吸光度(A)；用 2.9mL
ABTS+·加 0.1mL 水混合液测定吸光度(A 0)。计算清除

率( S )。
             A0 －A
S/%＝————×100                                                  (3)
                  A0

为了确定总抗氧化能力，参照文献[22]的方法用 VC
作为标准对照(即VCEAC法)，以不同质量浓度梯度的VC
(0.1～1.0mg/mL)为横坐标，VC 对 ABTS+·的清除率为

纵坐标作标准曲线。发酵液的总抗氧化能力表示为一定

量测试物质相当的抗氧化能力所需要的 V C 质量浓度，

结果以 VCEAC 值表示，即 100mL 果醋对 ABTS+·的清

除能力相当于产生相同清除能力所需要 VC 的量。

1.5 数据处理

采用 DPS6.55 软件对所得数据进行相关性分析。

2 结果与分析

2.1 主要抗氧化物质含量变化

由图 1 可看出，总酚、VC 和总黄酮的含量在发酵

阶段都呈先升高后降低的趋势。在发酵前，这 3 种成分

含量分别为 0.323、0.0085、0.0925mg/mL，发酵至 3d
时总酚、VC 和总黄酮三者含量分别达到 0.445、0.0137、
0.192mL，发酵至 6d 时三者含量分别达到 0.479、0.0102、
0.136mg/mL，之后逐渐降低，这可能是由于在前期酒精

发酵阶段产生大量乙醇的提取作用，使得总酚、总黄酮

和 VC 含量在前期呈上升趋势；之后乙醇被醋酸菌渐渐利

用以及氧化作用，含量又不断下降；在陈酿阶段都表现

为缓慢上升趋势，陈酿结束时总酚、VC 和总黄酮三者

含量达到最大，分别为 0.485、0.0137、0.2603mg/mL。

图 1 总酚、总黄酮与 VC 含量变化

Fig.1   Changes of total polyphenols, total flavonoids and vitamin C
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图 2 总酸与还原糖含量变化

Fig.2   Content changes of total acid and reducing sugar
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由图 2 可看出，在发酵阶段由于酵母菌和柿果表面

醋酸菌的代谢作用，还原糖含量迅速降低，总酸含量

快速增加，呈相反的变化趋势，但在陈酿期间二者含

量变化不大。

2.2 抗氧化性能的变化

由图 3 可看出，柿果醋对 DPPH 自由基的清除能力

在整个生产过程中呈逐渐升高趋势。发酵前为 34.9%，

到陈酿结束时达到 62.5%；对羟自由基的清除能力在发

酵前处于较高水平，为 49.82%，在发酵过程中略有升

高之后又处于下降趋势，12d 发酵结束时为 43.21%，到

陈酿结束时达到 51.89%。
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柿果醋的总抗氧化能力在发酵阶段呈迅速上升趋

势，VCEAC 值从发酵前的 111mg 上升到第 12 天时的

4 2 4 m g；在陈酿阶段上升趋势变慢，到陈酿结束时为

610mg。

3 讨  论

近年来，国内外对自由基及自由基清除剂的研究十

分活跃，研究表明，氧自由基诱导的脂质过氧化反应

与许多疾病的发生有密切关系，如物理因素、生物因

素、免疫损伤导致机体的各种炎症、动脉粥样硬化、

脑动脉痉挛、老年性痴呆、衰老等，而外源自由基清

除剂可降低体内自由基水平，使机体维持在一个良好的

状态 [ 2 3 ] 。本实验表明柿果醋能有效清除羟自由基、

DPPH 自由基，具有较强的抗氧化能力。且其抗氧化能

力随着陈酿过程的进行呈逐渐上升趋势。

在果品及其加工制品抗氧化性能与抗氧化物质之间

的相关性研究方面，各研究结果有所不同。Moon 等[10]

认为柿果醋能有效清除 DPPH 自由基、羟自由基，具有

较强的抗氧化性能，是由于含有较高的总酚物质。

Jeong 等[24]在研究了苹果醋及柿果醋的抗氧化性能后认为

其抗氧化能力与其中的没食子酸、儿茶素等酚类物质有

关。Xu 等[25]通过对食醋抗氧化性能的研究后认为，总

酚含量较高的醋液对 DPPH 自由基的清除率和还原力都

较高，而总酚含量与羟自由基清除能力无关；Sun 等[26]

在研究卷心菜乳酸发酵时提出其发酵提取物的抗氧化性

能变化与其总酚和总黄酮含量变化并不一致。本实验通

过在柿果醋发酵过程不同时期抗氧化性能与抗氧化物质

含量的测定，并对它们之间的相关关系进行分析，结

果表明，柿果醋对 DPPH 自由基的清除能力主要由总黄

酮、总酸和 VC 3 种物质的含量决定，对羟自由基的清

除能力主要取决于酚类物质的含量；而总酸含量的变化

对柿果醋总抗氧化能力有极显著影响，这可能是发酵中

产生的多种有机酸相互协作的结果。

目前，评价活性物质抗氧化能力的方法较多，如

自由基清除能力、对金属离子的络合能力等。不同方

法的研究结果也是从不同角度反映其抗氧化性能。由于

在柿果醋酿造过程中发生着复杂的物质变化，从而决定

了其抗氧化性能的变化，柿果醋所具有的抗氧化性能也

应该是含有的总酸、总酚、总黄酮及 VC 等多种物质共

相关系数 总酚 总黄酮 总酸 VC 还原糖 DPPH 自由基清除率 羟自由基清除率 总抗氧化能力

总酚 1.0000
总黄酮 0.79** 1.0000
总酸 0.0100 0.2300 1.0000
VC 0.76** 0.88** 0.1300 1.0000

还原糖 － 0.3500 － 0.3600 － 0.66* － 0.3700 1.0000
DPPH 自由基清除率 0.4100 0.60* 0.70* 0.66* － 0.5600 1.0000
羟自由基清除率 0.74** 0.4500 － 0.2900 0.4500 0.1200 0.2600 1.0000
总抗氧化能力 0.2400 0.4600 0.96** 0.3700 － 0.70* 0.83** － 0.0900 1.0000

表 1 抗氧化物质与自由基清除率的相关系数

Table 1   Correlation coefficients between antioxidants and free radical-scavenging capacity

注：*.相关性显著(P ＜ 0.05)；**.相关性极显著(P ＜ 0.01)。

图 3 柿果醋抗氧化性能变化

Fig.3   Change of antioxidant activity
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2.3 相关性分析

采用 DPS6.55 软件对实验数据进行相关性分析。由

表 1 可以看出，VC 含量与总黄酮含量和总酚含量之间的

相关系数分别为 0.88、0.76，而总黄酮含量与总酚含量

的相关系数为 0.79，三者相互之间在含量变化趋势上都

达到极显著水平(P ＜ 0 .01 )，该结果表明，总酚、VC
和总黄酮这 3 种物质之间的变化存在相关性，某一种物

质含量发生变化时会引起另外两种物质含量的变化，因

此，它们的含量在柿果醋的生产过程中有着相同的变化

规 律 。

柿果醋的总抗氧化能力与总酸含量间相关系数为

0.96，对羟自由基的清除能力与总酚含量间相关系数为

0.74，都达到极显著水平(P ＜ 0.01)，该结果表明，柿

果醋的总酸含量对其总抗氧化能力有极显著的影响，总

酚含量对柿果醋清除羟自由基的能力有极显著影响；柿果

醋对 DPPH 自由基的清除能力与总黄酮、总酸及 VC 含量

间相关系数分别为 0.60、0.70 及 0.66，都达到显著水平

(P ＜ 0.05)，该结果表明，总黄酮、总酸和 VC 3 种物质

的含量均对柿果醋清除 DPPH 自由基的能力有显著影响。
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同作用的结果。然而，在柿果醋表现出的抗氧化性能

背后的不同物质成分相互之间的协作关系，还有待进行

深入研究。
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