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荔枝果醋摇瓶和静止发酵

工艺条件的优化
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摘要: 以荔枝酒为原料，研究初始酒度、接种量、温度、装液量对摇瓶发酵( Liquid Flask fermentation，Lfl) 和静止

发酵( Liquid Static fermentation，Lst) 2 种液态醋酸发酵方式的影响。以总酸产量为优化指标，首先根据单因素

实验确定影响总酸产量的因素和水平，然后通过正交试验分别获得了摇瓶和静止发酵生产荔枝果醋的较优工

艺条件。荔枝果醋摇瓶发酵工艺条件为: 初始酒度 7% ( v /v) 、接种量 5%、温度 27 ℃、装液量 100 mL /500 mL，

在此条件下，荔枝果醋总酸含量为 69． 72 g /L，酒精转酸率为 95． 48%。静止醋酸发酵工艺条件为: 初始酒度9%
( v /v)、接种量 5%、温度 27 ℃、装液量 100 mL，在此条件下，荔枝果醋总酸含量为 73． 66 g /L，酒精转酸率为 78． 46%。
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Abstract: Litchi wine was used as the raw material to study the effects of initial alcoholicity，inoculation
amount，temperature and volume loading on Liquid Flask fermentation ( Lfl) and Liquid Static fermentation
( Lst) ． The research index was determined by the total acidity． The factors and levels which affecting total a-
cidity were determined by single － factor experiment，then the optimum conditions for Lfl and Lst were ob-
tained through the orthogonal test respectively． The Lfl parameters were as follows: initial alcoholicity，7%，

inoculation amount，5%，temperature，27 ℃ and the volume loading in 500 mL flask，100 mL． Under these
conditions，Litchi vinegar had 69． 72 g /L acidity，the inversion rate was 95． 48% ． The Lst parameters were:

initial alcoholicity，9%，inoculation amount，5%，temperature，27 ℃ and the volume loading in 500 mL
flask，100 mL． Under these conditions，Litchi vinegar had 73． 66 g /L acidity，the inversion rate was 78． 46%．
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果醋作为一种酸性调味品，含有较高的糖分、醋酸［1］、适量有机酸［2］和多种氨基酸［3］，具营养、保

健［4］、抗氧化［5 － 7］等功效，广受消费者喜爱。荔枝果实色泽鲜红，肉质洁白而晶莹，汁多味甜［8］。果肉

中含有丰富的糖类、有机酸、蛋白质、氨基酸、维生素、矿物质等，具有较高的营养价值［9］，滋补养颜效

果［10］好，被视为“果中珍品”，是华南地区栽培面积最大的特色果树，但采后荔枝极易褐变腐坏［11 － 14］，难

以贮藏保鲜［15 － 16］，因此利用荔枝加工具有一定保健功能的荔枝果醋对推动荔枝加工产业健康发展，提

高人们生活水平有重要意义。
本实验以荔枝酒为原料，以恶臭醋酸杆菌 AS1． 41 为菌种，采用摇床和静止发酵两种方式，设计单

因素和正交试验，以总酸产量为指标，研究初始酒度、接种量、温度、装液量对醋酸发酵的影响，以此来探

讨不同醋酸发酵方式的最佳工艺参数，为工业化生产提供参考。

1 材料和方法

1． 1 材料
1． 1． 1 荔枝酒 自酿，常温陈酿 1 年，酒精度 12． 16% ( v /v) 。
1． 1． 2 菌种及培养基 恶臭醋酸杆菌 AS1． 41，购买于广东省微生物研究所菌种保藏中心。醋酸菌斜

面保藏培养基: 质量分数为 1%酵母膏、质量分数为 1%葡萄糖、质量分数为 2%琼脂，121 ℃灭菌 20 min
后加入 2% CaCO3和 3% ( V /V) 无水乙醇。醋酸菌基础培养基: 质量分数为 1%酵母膏、质量分数为 1%
葡萄糖，121 ℃灭菌 20 min，使用前加入 3% ( V /V) 无水乙醇。
1． 1． 3 仪器 SPX －250B － Z 型生化培养箱( 上海博讯实业有限公司医疗设备厂) ; ZHWY 恒温振荡培

养箱( 上海智城) ; 雷磁 ZD －2 自动电位滴定仪( 上海精科) ; SW － GJ － IF 垂直净化工作台( 上海阳光实

验仪器有限公司) ; YXQ － LS － 50SⅡ立式压力蒸汽灭菌器( 上海博迅实业有限公司医疗设备厂) ; JJ 系

列高精度电子天平( 常熟市双杰测试仪器厂) ; Anton Paar DMA35( 奥地利安东帕( 中国) 有限公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 醋酸发酵单因素试验 静止发酵在生化培养箱内进行，摇瓶发酵在恒温振荡培养箱内进行，转

速设定为 120 r /min，其余条件相同。
( 1) 初始酒度对醋酸发酵的影响。本实验设计了 5 个酒精度水平: 5%、6%、7%、8%、9%。在初始

酒度为 5%、6%、7%、8%、9% ( v /v，% ) 的荔枝酒内，接入 5% ( v /v ) 二级醋酸菌种子，设定温度为
30 ℃［17］。测定不同酒度条件下总酸含量随时间变化的情况并记录。

( 2) 接种量对醋酸发酵的影响。在初始酒度为 6% 的荔枝酒内，接入 1%、3%、5%、7%、9% 二级醋

酸菌种子，温度为 30℃进行醋酸发酵。测定不同接种量条件下总酸含量随时间变化的情况并记录。
( 3) 温度对醋酸发酵的影响。在初始酒度为 6%的荔枝酒内，接入 3%二级醋酸菌种子，温度为 27、

30、33、36 ℃。测定不同发酵温度条件下总酸含量随时间变化的情况并记录。
( 4) 装液量对醋酸发酵的影响。在 500 mL 三角瓶中分别加入为 100 mL( 1 /5，v /v) 、125 mL( 1 /4，

v /v) 、167 mL( 1 /3，v /v) 、250 mL( 1 /2，v /v) 初始酒度为 6%的荔枝酒，接入 3%二级醋酸菌种子，温度为
30 ℃。测定不同发酵温度条件下总酸含量随时间变化的情况并记录。
1． 2． 2 醋酸发酵条件的优化筛选 在分别对初始酒度、接种量、温度、装液量与总酸产量之间的相互关

系进行单因素实验后，选取初始酒度为 7%、8%、9%，接种量为 1%、3%、5%，温度为 27、30、33 ℃，装液

量 100、125、167 mL 4 个因素 3 个水平进行正交试验，摇瓶发酵与静止培养时间分别为 7 d 和 13 d。正

交试验设计见表 1。
表 1 醋酸发酵正交试验因素与水平

Tab． 1 Factors and levels of orthogonal experiments for optimizing the acetic fermentation

水平 Level

因素 Factors

初始酒度( A) /%
Initial alcoholicity

接种量( B) /%
Inoculation amount

温度( C) /℃
Temperature

装液量( D) /mL
Volume loading

1 7 1 27 100
2 8 3 30 125
3 9 5 33 167
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( a) 摇瓶发酵; ( b) 静止发酵。
( a) Lfl; ( b) Lst．

图 1 初始酒度对摇瓶和静止醋酸发酵的影响

Fig． 1 Effect of initial alcoholicity on acetic acid fermentation with Lfl and Lst

图 2 摇瓶、静止发酵酒精转酸率曲线

Fig． 2 Curve of inversion rate from alcohol with Lfl and Lst

1． 2． 3 分析测定方法 总酸( 以醋

酸计，g /L ) : GB /T12456 － 2008 酸 碱

滴定法; 酒度% ( v /v，20 ℃ ) : 酒精蒸

馏法。酒精转酸率( % ) = 净醋酸含

量( g /100mL) /酒精含量 ( % ) × 0． 8
( g /mL) × 1． 304。

2 结果与讨论

2． 1 醋酸发酵单因素试验

2． 1． 1 初始酒度对醋酸发酵的影响

理论上 1 g 酒精产生 1． 304 g 醋酸，

但由于各种原因，如发酵期间酒精和

醋酸的挥发、醋酸菌的繁殖消耗等，实

际转酸率往往低于理论值［18］。根据

国家卫生标准，食醋醋酸含量不低于

3． 4%，因此醋酸发酵前酒精度( V /V，

% ) 至少应为 4． 3%［19］。
初始酒度对醋酸发酵的影响见图

1 和图 2。由图 1 和图 2 可知，5% ～
8%酒度内，随着酒度的增大，总酸产

量逐渐增大，当酒度处于较高水平时，

醋酸菌适应发酵环境所需要的时间越

长，产酸能力反而下降。且酒度越大，

酒精转酸率越低。对比摇瓶和静止发

酵可知，摇瓶发酵酒精转酸率要明显

高于静止发酵且发酵周期明显缩短。
2． 1． 2 接种量对醋酸发酵的影响

不同接种量对醋酸发酵的影响见图
3。由图 3 可知，摇瓶发酵条件下，接

种量在 1% ～ 3% 时，总酸产量随接种

量增大而增大，增大接种量总酸反而

减少，以 3% 的接种量较合适，摇瓶发

酵至 7 d 总 酸 达 55． 52 g /L ( 图 3
( a) ) ; 静止发酵条件下接种量为 3%较合适，发酵至 11 d 总酸达 55． 07 g /L( 图 3( b) ) 。
2． 1． 3 温度对醋酸发酵的影响 温度对醋酸发酵的影响见图 4。由图 4 可知，温度在 27 ～ 36 ℃条件

下分别对摇瓶和静止发酵均有一定的影响，以 30 ℃ 较合适。在此温度下，摇瓶发酵 6 d 总酸含量达
59． 80 g /L，而静止发酵延迟至 11 d 总酸含量为 55． 30 g /L。
2． 1． 4 装液量对醋酸发酵的影响 不同装液量对醋酸发酵的影响见图 5。由图 5 可知，在 500 mL 三

角瓶中，不同装液量分别对摇瓶和静止发酵总酸产量有极显著的影响。随装液量的增大，发酵基质中的

溶解氧逐渐减少，醋酸菌严格好氧［20］，因得不到充足的溶解氧而转化速度慢［21］，同时，装液量相同的摇

瓶和静止发酵，因摇瓶发酵能在单位时间内供给醋酸菌较多的溶解氧而使醋酸发酵周期缩短。故以
100 mL 装液量为最优，此装液量条件下，摇瓶发酵培养 7 d 总酸产量达 58． 03 g /L，而静止发酵延迟至
11 d 总酸产量达 41． 27 g /L。
2． 2 醋酸发酵条件的优化筛选
2． 2． 1 4 因素 3 水平正交试验结果 不同酒度、接种量、温度、装液量的 4 因素 3 水平进行正交试验结

果见表 2。
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( a) 摇瓶发酵; ( b) 静止发酵。( a) Lfl; ( b) Lst．
图 3 接种量对摇瓶和静止醋酸发酵的影响

Fig． 3 Effect of inoculation amount on acetic acid fermentation with Lfl and Lst
表 2 醋酸发酵的正交试验结果及分析

Tab． 2 Results and analysis of orthogonal test of acetic fermentation

序号

No．

因素 Factors

初始酒度( A) /%
Initial alcoholicity

接种量( B) /%
Inoculation amount

温度( C) /℃
Temperature

装液量( D) /mL
Volume loading

总酸 / ( g·L －1 ) Total acidity

Lfl Lst

1 1( 7) 1( 1) 1( 27) 1( 100) 63． 98 ± 0． 21 46． 36 ± 0． 29

2 1 2( 3) 2( 30) 2( 125) 58． 75 ± 0． 42 58． 24 ± 0． 15

3 1 3( 5) 3( 33) 3( 167) 47． 12 ± 0． 15 52． 30 ± 0． 16

4 2( 8) 1 3 2 35． 58 ± 0． 18 53． 49 ± 0． 47

5 2 2 1 3 51． 66 ± 0． 45 71． 20 ± 0． 33

6 2 3 2 1 69． 03 ± 0． 29 57． 00 ± 0． 36

7 3( 9) 1 2 3 28． 45 ± 0． 38 54． 86 ± 0． 16

8 3 2 3 1 41． 98 ± 0． 53 72． 44 ± 0． 21

9 3 3 1 2 60． 88 ± 0． 35 61． 04 ± 0． 21

Lfl K1 56． 62 42． 67 58． 84 58． 33 实验较优组合 A2B3C2D1，

K2 52． 09 50． 79 52． 07 51． 73 即第 6 号处理;

K3 43． 77 59． 01 41． 56 42． 41 理论较优组合 A1B3C1D1 ;

R 12． 85 16． 34 17． 28 15． 92 影响总酸产量主次因素为:C ＞B ＞D ＞A

Lst K1 52． 30 57． 59 62． 56 61． 44 实验较优组合 A3B2C3D1，

K2 60． 56 54． 72 61． 52 59． 41 即第 6 号处理;

K3 62． 78 63． 34 51． 57 54． 80 理论较优组合 A3B3C1D1 ;

R 10． 48 8． 61 10． 99 6． 64 影响总酸产量主次因素为:C ＞A ＞B ＞D
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( a) 摇瓶发酵; ( b) 静止发酵。( a) Lfl; ( b) Lst．
图 4 温度对摇瓶和静止醋酸发酵的影响

Fig． 4 Effect of temperature on acetic acid fermentation with Lfl and Lst

( a) 摇瓶发酵; ( b) 静止发酵。( a) Lfl; ( b) Lst．
图 5 装液量对摇瓶和静止醋酸发酵的影响

Fig． 5 Effect of volume loading on acetic acid fermentation with Lfl and Lst

从表 2 可知，供试的初始酒度、接种量、温度、装液量 4 因素和 3 种供试水平对摇瓶和静态发酵总酸

产量均有极显著的影响。在摇瓶发酵条件下获得产酸的实验较优组合: A2B3C2D1，即第 6 号试验处理;

理论较优组合: A1B3C1D1 ; 影响总酸产量主次因素为: C ＞ B ＞ D ＞ A。在静态发酵条件下获得产酸的实

验较优组合: A3B2C3D1，即第 8 号试验处理; 理论较优组合: A3B3C1D1 ; 影响总酸产量主次因素为: C ＞ A
＞ B ＞ D。
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( a) 摇瓶发酵; ( b) 静止发酵。( a) Lfl; ( b) Lst．
图 6 醋酸发酵酒精度、总酸随时间变化

Fig． 6 Changes of alcoholicity and total acidity with Lfl and Lst

2． 2． 2 醋酸发酵验证试验 由于获得的实验较优组合与理论组合不一致，而理论组合是在本正交试验

中未参与实验，因此分别采用理论组合 A1B3C1D1 和 A3B3C1D1 分别进行摇瓶和静止发酵验证试验，其

试验结果见图 6。图 6 最优组合结果表明，摇瓶发酵 7 d 的总酸产量为 69． 72 g /L，与正交试验所得的最

高值 69． 03 g /L 相接近; 静止发酵 13 d 的总酸产量为 73． 66 g /L，与正交试验所得的最高值 71． 20 g /L
也相接近。

3 小结与讨论

本文采用荔枝酒为试验材料，通过单因素和正交试验分别探索在摇瓶和静止培养条件下发酵荔枝

果醋的工艺条件。摇瓶发酵生产荔枝果醋的较优组合为 A1B3C1D1，即初始酒度 7%、接种量 5%、温度

27 ℃、装液量 100 mL，发酵 7 d 总酸产量达到 69． 72 g /L，其酒精转酸率为 95． 48%。静止发酵生产荔

枝果醋的较优组合为 A3B3C1D1，即初始酒度 9%、接种量 5%、温度 27 ℃、装液量 100 mL，发酵 13 d 总

酸产量达到 73． 66 g /L，其酒精转酸率为 78． 46%。
通过本实验可知，摇瓶和静止醋酸发酵相比较，具有发酵周期短、总酸产量及酒精转酸率高的优点，

将本试验分别获得的在摇瓶发酵和静止培养发酵生产荔枝果醋的工艺条件有待于进一步放大试验。
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