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基于感官的康普茶发酵合成微生物群落
构建及发酵过程优化

马　辉1，张　静1，童传旺2，冯　涛1，姚凌云1, *

（1.上海应用技术大学香料香精化妆品学部，上海 201418；
2.芜湖职业技术学院食品与生物工程学院，安徽芜湖 241033）

摘　要：为提升发酵康普茶的风味感官属性及品质稳定性，采用特定菌株构建的合成微生物群落（Synthetic
microbial communities，SMC）进行康普茶发酵是重要的解决途径。本文对三种不同产地红茶菌的微生物进行分离

并鉴定，在评估各分离菌株发酵性能的基础上重新构建用于康普茶发酵的 SMC，并以感官评分为标准对康普茶的

发酵工艺进行响应面优化。结果表明，从不同产地红茶菌中筛选并鉴定得到 8株酵母菌和 4株醋酸菌，筛选出两

株编号 Y1-1，Y3-2的双孢接合糖酵母（Zygosaccharomyces  bisporus）和一株编号 A3的氧化葡萄糖酸杆菌

（Gluconobacter oxydans）重构 SMC应用于生普洱茶基质的康普茶发酵。以感官评分为指标的康普茶最优发酵条

件为接种量 1%、蔗糖浓度 8%、茶叶浓度 0.8%、发酵时间 5 d，此时康普茶感官评分为 8.38分。同时，采用气相

色谱-质谱联用仪（GC-MS）分析了重构 SMC发酵康普茶的挥发性风味化合物，其乙酸和乙醇含量分别为

65.55±3.53 μg/L和 1.71±0.22 μg/L。此外，其总酚和总黄酮分别达到 1074.86 mg GAE/L和 1076.31 mg RE/L，并表

现出显著的体外抗氧化活性。本研究基于本土微生物菌株的筛选，重构的 SMC可为提升发酵康普茶的风味感官属

性及品质稳定化控制提供科学参考。
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Reconstruction of Synthetic Microbial Communities for Kombucha
Fermentation and Process Optimization Based on Sensory Evaluation
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Abstract：In order to enhance the flavor sensory attributes and quality stability of kombucha, utilization of specific strain
based  synthetic  microbial  communities  (SMC)  during  the  fermentation  process  was  recognized  as  reliable  strategy  for
kombucha  production.  In  this  work,  tea  fungus  from three  different  origins  of  China  were  employed to  isolate  yeast  and
bacteria  microbes  suitable  for  SMC construction  and  kombucha  fermentation.  Based  on  the  fermentation  performance  of
each  isolated  strain,  SMC  was  successfully  reconstructed  and  employed  for  the  kombucha  fermentation  process  after
optimization by response surface methodology (RSM) based on sensory scores of the fermented kombucha. A total of 12
microbial strains (8 yeast strains and 4 acetic acid bacteria strains) were isolated and identified from tea fungus of different
regions, with two strains of Zygosaccharomyces bisporus (Y1-1 and Y3-2) and one strain of Gluconobacter oxydans (A3)
were selected to reconstruct SMC for the production of raw Pu-erh tea kombucha. The RSM results showed that the optimal  
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fermentation  conditions  were  inoculation  volume  of  1%,  sucrose  concentration  of  8%,  tea  concentration  of  0.8%,  and
fermentation duration of 5 days, with the sensory score value of kombucha reached 8.38. The volatile flavor compounds of
SMC fermented kombucha were determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), the content of some key
flavor  compounds  such  as  acetic  acid  and  ethanol  revealed  to  be  65.55±3.53  μg/L  and  1.71±0.22  μg/L,  respectively.
Meanwhile, the total phenolic and flavonoid contents of the kombucha reached 1074.86 mg GAE/L and 1076.31 mg RE/L,
respectively, with efficient in vitro antioxidant activity observed. Based on the selected autochthonous yeast and bacterial
strains,  the  reconstructed  SMC could  provide  scientific  reference  for  improving  the  flavor  sensory  attributes  and  quality
stabilization of fermented kombucha.

Key words：tea fungus；synthetic microbial communities；Kombucha；sensory evaluation；antioxidant activity

康普茶（Kombucha）是最早起源于我国的一种

传统饮品，通常以含糖茶汤为基质由红茶菌（Tea

fungus）发酵而得。由于康普茶广泛报道的健康属性

以及酸甜平衡的独特风味，近年来广受消费者和食品

工业界推崇，如今已成为风靡全球的发酵饮料之

一[1−2]。红茶和绿茶是发酵康普茶的经典基质，随着

发酵康普茶的广泛流传，其他类型的基质如草本植

物、果汁甚至牛奶等也逐渐应用于康普茶的制备[3−4]。

康普茶发酵过程中所使用的红茶菌是一个复杂的微

生物共生体系，该体系主要是由细菌和酵母构成的

共生菌群（Symbiotic  Culture of  Bacteria  and Yeast，

SCOBY）构成。其中，酵母菌主要包括德克酵母属

（Dekkera）、毕赤酵母属（Pichia）、酵母属（Saccha-
romycetales）、解脂耶氏酵母属（Yarrowia）、假丝酵

母属（Candida）和接合酵母属（Zygosaccharomyces）
等，细菌则以醋酸菌（Acetic acid bacteria，AAB）较为

多见，其次是乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）[5]。

在发酵过程中，酵母产生的酶可以将蔗糖水解成果糖

和葡萄糖，通过糖酵解途径合成乙醇，醋酸菌和乳酸

菌再将酵母的代谢产物转化为醋酸、乳酸和葡萄糖

酸等 [6]。同时，发酵康普茶的表面可形成由细菌

（AAB或 LAB）代谢产生的一层纤维素菌膜，并且会

产生较多的挥发性化合物如醇类、醛类和酯类等，这

些挥发性和非挥发性代谢产物都将对康普茶的风味

和生物活性产生影响[7−8]。

传统的康普茶生产主要通过自然发酵方式进

行，不同地区或环境的红茶菌具有不同的微生物多样

性，并且随着培养周期的变化会造成菌群演替的波动

导致康普茶的最终感官与质量不可控而制约其工业

化生产 [9−10]。近年来，通过利用核心微生物的相

互作用设计合成微生物群落（Synthetic  microbial

communities，SMC），在改善传统发酵食品风味方面

和调控产品的质量等方面表现出优异的性能并具备

规模化生产的潜力[11−12]。因此，通过筛选特定菌株设

计适宜的合成微生物群落进行康普茶发酵是维持产

品风味稳定和实现工业化生产的有效策略。例如，

Savary等[13] 选择了由酵母、醋酸菌和乳酸菌组成的

9 种菌株定制的合成微生物群落并成功应用于

康普茶发酵。Fabricio等 [10] 通过构建由 2种酵母

（Brettanomyces  anomala 和  Kluyveromyces  marxi-

anus）与 1种醋酸菌（Komagataeibacter saccharivo-
rans）共生的合成微生物群落发酵康普茶获得了理想

的感官特性。通过定制合成微生物群落的方法为发

酵康普茶过程的质量可控和标准化制造奠定基础，并

且产品具有一致的微生物组成、功能特性和符合消

费者偏好的感官属性[14]。风味是衡量发酵食品质量

的重要指标，也是康普茶消费者接受度的主要影响因

素之一，风味的形成与微生物的菌群和代谢密切相

关[15−16]。近年来，构建 SMC发酵康普茶主要关注产

品的非挥发性化学组成及抗氧化特性，而以风味感官

属性为导向进行 SMC构建的研究尚不多见。

据文献报道，从本土传统发酵食品的微生物群

落中筛选合适的菌株，构建定制化的 SMC是实现发

酵食品风味和质量控制的有效方法[15]。前期研究

中，本团队对国内 3个不同产地红茶菌（山东济宁，广

东湛江，安徽合肥）发酵康普茶的菌群演替规律、

抗氧化作用和感官特性进行了初步报道[16]。在此基

础之上，本研究对 3种本来源土红茶菌的微生物进

行分离纯化和鉴定，采用抗氧化活性评估、感官评价

和 GC-MS分析筛选发酵能力较好的酵母和细菌用

于构建发酵康普茶的合成微生物群落，并以感官为

评价指标对合成微生物群落发酵过程的工艺条件（菌

株配比、接种量、蔗糖浓度、茶叶浓度、发酵时间）进

行优化，旨在通过定制化菌群发酵策略为具有特定

风味和生物活性康普茶的发酵生产提供一定的科学

参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

红茶菌　购自淘宝（www.taobao.com）平台，安

徽合肥传承红茶菌（K1）、广东湛江凤缘祥（K2）和山

东济宁传统老胃宝（K3）；生普洱茶　2021年 9月购

自中国云南省普洱市国际茶城，真空包装室温储存；

玉棠绵白糖（蔗糖）　上海市糖业烟酒（集团）有限公

司；氯化钠（99%）、丙酮（99%）、1,2-邻二氯苯（内

标）、正烷烃（C7~C30）、2,2'-氮基-双（3-乙基苯并噻

唑-6-磺酸）（ABTS）、1,1-二苯基-2-吡啶肼（DPPH）　

购自 Sigma-Aldrich公司（中国上海）；其他化学试剂

均为分析纯　购自上海泰坦科技股份有限公司；高纯

氮气（>99.99%）、高纯氦气（>99.99%）　购于上海申

中气体有限公司。
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ME 104E分析天平　梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司；YXQ-LS-50S11立式压力蒸汽灭菌器

　上海博讯实业有限公司医疗设备厂；SW-CJ-2F超

净台　苏州安泰空气技术有限公司；Blue pard培养

箱、THZ-100B恒温培养摇床　上海一恒科学仪器

有限公司；Multiskan SkyHigh酶标仪　赛默飞世尔

科技公司；8860-5977B气相色谱-质谱联用仪　美国

安捷伦科技公司；LW100T显微镜　上海泰坦科技

股份有限公司；TGL-16MS台式高速冷冻离心机　

上海卢湘仪离心机仪器有限公司；FD-2冷冻干燥机

　上海比朗仪器制造有限公司；ZY-601恒温水浴锅

　上海森地科学仪器设备有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   培养基配制　酵母菌筛选培养基（YPD）：蛋白

胨 20 g，葡萄糖 20 g，酵母浸粉 10 g，pH6.5，去离子

水 1 L，121 ℃ 灭菌 15 min[17]。
醋酸菌富集培养基：葡萄糖 5 g，酵母提取物 3 g，

KH2PO4 0.5 g，NaH2PO4 0.5 g，硫酸镁 0.05 g，2%乙

醇，1%醋酸 10 mL，放线菌酮（培养基灭菌冷却后添

加）4.4 mL，去离子水 1 L，121 ℃ 灭菌 15 min。
醋酸菌培养基：葡萄糖 100 g，酵母提取物 10 g，

CaCO3 20 g，琼脂 1.5%~2.0%，去离子水 1 L，pH6.8，
121 ℃ 灭菌 15 min。

结晶紫中性红胆盐琼脂（VRBA）培养基：蛋白胨

7 g，酵母浸粉 3 g，NaCl 5 g，乳糖 10 g，胆盐 1.5 g，结
晶紫 0.002 g，中性红 0.03 g，琼脂 1.5%~2.0%，pH7.4，
去离子水 1 L，121 ℃ 灭菌 15 min。

 1.2.2   红茶菌的活化培养　购买的红茶菌（K1、K2、

K3）由下层的菌体母液和漂浮在液面上层的菌膜构

成，在使用前参考文献报道的方法进行活化培

养 [17−18]。称取 8.0 g生普洱茶叶，加入 1.0 L热水

（90 ℃）浸泡 15 min后过滤茶叶，茶汤中加入 80 g

蔗糖溶解，含糖茶汤于 121 ℃ 灭菌 15 min后，以

250 mL/瓶分装于 500 mL无菌玻璃瓶并冷却至室

温，接种 2%（v/v）的不同产地的菌体母液和 3.2 g/L

的纤维素菌膜并用无菌纱布封住瓶口，然后在 28 ℃

恒温静置培养 6 d进行红茶菌活化，活化的红茶菌置

于 4 ℃ 存放备用[18]。

 1.2.3   红茶菌微生物的分离纯化与鉴定　活化的三

种红茶菌振荡混匀，采用生理盐水将发酵液按 10倍

系列梯度稀释至 10−7 后涂布于 YPD培养基，30 ℃
培养 72 h至菌落出现后，用接种环挑取单菌落划线

分离纯化并染色观察，以初步获得纯化的酵母菌株。

活化的红茶菌发酵液振荡混匀后吸取 20 mL和一小

块菌膜（1 cm×1 cm）合并置于 50 mL醋酸菌富集培

养基中，30 ℃ 培养 48 h后用生理盐水进行相应的梯

度稀释，选取合适稀释梯度的发酵液 0.1 mL涂布于

醋酸菌培养基中于 30 ℃ 培养 48 h，然后用接种环挑

取溶钙圈明显的单菌落在醋酸菌培养基中划线进一

步纯化，挑取纯化好的单菌落进行革兰氏染色观察。

获得的纯化酵母和细菌菌株使用斜面保藏法和甘油

保藏法进行保藏，并参考文献报道采用基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）法进一步

对菌种鉴定，该方法采用超声破碎菌体获得微生物蛋

白质碎片，通过采集的质荷比（m/z）来获得微生物的

特异性肽蛋白指纹图谱并和数据库中的标准图谱进

行比对，可鉴定到菌株的属、种甚至是亚种水平[19]。

 1.2.4   单一菌株的活化与筛选　用接种环挑取纯

化的酵母或细菌接种于对应的液体培养基中，以

160 r/min在 30 ℃ 条件下摇床振荡培养 24 h。培养

结束后，离心取菌体沉淀用无菌生理盐水洗涤两次，

菌体浓度调整至酵母 108 CFU/mL或细菌 109 CFU/
mL接种于含糖茶汤中，在 28 ℃ 恒温静置 6 d得发

酵液。从发酵液体外抗氧化活性（DPPH·、ABTS+·
和·OH清除实验）、感官评分和挥发性化合物组成三

个方面对单菌株的发酵性能进行评价和筛选。

 1.2.5   合成微生物群落（SMC）的构建与评价　首先，

将筛选的单一醋酸菌和酵母菌分别接种到对应的液

体培养基，先以 30 ℃ 和 160 r/min条件在摇床振荡

进行单一培养，培养 24 h后离心取菌体沉淀用无菌

生理盐水洗涤两次，菌体浓度调整至酵母 108 CFU/
mL或细菌 109 CFU/mL。取分离得到的醋酸菌分别

与酵母菌按照 1:1体积比混合构建合成微生物群落

（SMC），接种于含糖茶汤培养基后在 28 ℃ 恒温培

养 6 d制备康普茶，并从三方面对 SMC的发酵性能

进行综合评价和筛选（同 1.2.4）。

 1.2.6   合成微生物群落 SMC发酵康普茶的工艺优

化

 1.2.6.1   单因素实验　将 SMC的酵母菌（Y1-1，Y3-2）
和醋酸菌 A3分别接种于酵母菌液体培养基和醋酸

菌液体培养基，恒温 30 ℃ 下振荡（180 r/min）培养

24 h，培养液离心取菌体采用无菌生理盐水洗涤两次

并调节酵母和细菌菌体浓度分别为 108 和 109 CFU/
mL进行使用。在预实验的基础上，以菌株（Y1-1、
Y3-2和 A3）配比为 1:1:2、接种量 2%、蔗糖浓度

8%、茶叶浓度 0.8%和发酵时间 6 d为固定条件，通

过单因素实验依次考察菌株配比（1:1:1、2:2:1、
1:1:2、1:2:1、2:1:1）、接种量（0.5%、1%、1.5%、

2%、2.5%）、蔗糖浓度（4%、6%、8%、10%、12%）、

茶叶浓度（0.4%、0.6%、0.8%、1.0%、1.2%）和发酵时

间（4、5、6、7、8 d）等因素，评价各因素对发酵康普

茶感官评分及总酸含量的影响。

 1.2.6.2   响应面试验设计　酸味是康普茶典型的风

味特征，在单因素实验的基础上，将康普茶的感官评

分作为响应值，同时测定其总酸含量，采用 Box-
Behnken响应面设计三因素三水平（蔗糖浓度、茶叶

浓度、发酵时间）试验对发酵工艺参数进行优化，具

体的响应面试验设计见表 1。
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 1.2.7   挥发性化合物 GC-MS分析　挥发性化合物采

用 SPME萃取然后通过 GC-MS进行分析[18]。康普

茶发酵液于 8000 r/min下离心 10 min后，取 6.5 g上

清液样品置于 20 mL的玻璃顶空瓶中，分别加入 2 g
氯化钠和浓度为 100 mg/kg的 1,2-邻二氯苯的丙酮

溶液 5 μL（内标物），密封后置于 60 ℃ 保温 20 min，
使用 DVB/CAR/PDMS（50/30 μm）萃取头吸附挥发

性化合物 50  min，然后将萃取头直接插入 GC在

250 ℃ 解吸 5 min。GC条件：采用 HP-INNOWAX
（60 m×0.25 mm×0.25 μm）毛细管柱进行分离，载气

为高纯氦气（>99.99%），载气流速 1.0 mL/min，分流

比 5:1，进样口温度 250 ℃。升温程序为：初始温

度 40 ℃，保持 3 min，以 2 ℃/min升至 60 ℃，再以

4 ℃/min升至 200 ℃，最后以 5 ℃/min升至 230 ℃，

保持 15 min。MS条件：EI离子源，电离能为 70 eV，

离子源温度为 230 ℃，接口温度为 250 ℃。全扫描

模式范围为 30~450 m/z，溶剂延迟 5 min。
采用 NIST.L20谱库对样品中分离出的峰进行

检索，根据 MS的匹配度（>60），初步鉴定可能的化

合物。在相同色谱条件下检测 C7~C30 正构烷烃的

保留时间，计算样品中化合物的保留指数（RI值），并

和参考文献中 RI值对比进行化合物的定性。待测

物的保留指数 RI值的计算公式：RI=100n+100（tx−
tn）/（tn+1−tn），其中 tx 为化合物 x的保留时间（min），tn
和 tn+1 为正构烷烃  Cn 和 Cn+1 的保留时间（min），
n为化合物的碳原子数。采用内标法对发酵液样品

中的挥发性成分进行定量分析。

 1.2.8   康普茶成分测定及体外抗氧化活性检测

 1.2.8.1   总酸的测定　参考 GB 12456-2021《食品安

全国家标准 食品中总酸的测定》，采用酸碱滴定法进

行总酸含量的测定，结果以乙酸（g/L）计。

 1.2.8.2   总糖的测定　采用苯酚-硫酸法进行总糖含

量的测定[19]。将康普茶样品稀释到适合的浓度，取

0.2 mL稀释液，加 0.2 mL蒸馏水，然后加入 6%苯

酚 0.2 mL，迅速加入浓硫酸 1 mL，在涡旋仪上振荡，

充分混匀，静置 30 min，于 490 nm测定吸光度。采

用葡萄糖标准曲线（Y=6.5728X+0.0836，R2=0.999）
计算样品中总糖（TCC）含量。TCC含量以 g葡萄糖

当量（GE）/L来表示。

 1.2.8.3   总酚的测定　采用福林酚法进行测定[16]。

将康普茶样品稀释到适合的浓度，取 0.2 mL稀释液，

加 0.5 mL福林酚试剂，混匀后放置 3 min，再加入

1.5 mL 10%碳酸钠溶液混匀，用水定容至 10 mL，室
温避光静置 20 min，于 765 nm测定吸光度。采用没

食子酸标准曲线（Y=1.2874X+0.051，R2=0.999）计算

样品中总酚（TPC）含量。TPC含量以 mg没食子酸

当量（GAE）/L来表示。

 1.2.8.4   总黄酮含量的测定　以芦丁为标准品按

照参考文献报道的方法稍作修改进行测定[16]。将

康普茶样品稀释到适合的浓度，取 0.2 mL稀释液，

加入 0.1 mL的 5%亚硝酸钠溶液放置 6 min，再加

入 0.1  mL的 10%硝酸铝溶液放置 6 min，再加入

0.4  mL的 1%氢氧化钠溶液补水至 2  mL放置

15 min，于 510 nm测定吸光度。采用芦丁标准曲线

（Y=0.5936X+0.0396，R2=0.999）计算样品总黄酮

（TFC）含量。TFC含量以 mg芦丁当量（RE）/L来

表示。

 1.2.8.5   DPPH自由基清除率的测定　参照之前文

献报道的方法稍作修改[20]，将康普茶冻干样品稀释

到适合的浓度，取 1 mL稀释液，加入 80 μg/mL的

DPPH乙醇溶液 1  mL，混匀，在室温避光下反应

30 min后，于 517 nm处测定吸光度，按照如下公式

计算清除率。以半抑制浓度（IC50）表示样品的抗氧

化活性。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 表示 100 μL样品溶液+100 μL工作

液；A2 表示 100  μL样品溶液+100  μL无水乙醇；

A0 表示 100 μL无水乙醇+100 μL工作液。

 1.2.8.6   ABTS+自由基清除率的测定　参照之前文

献报道的方法稍作修改[20]。7 mmol/L ABTS溶液

和 2.45 mmol/L K2S2O8 等体积混合，遮光 24 h，用乙

醇调节预备液至 734 nm的吸光度为 0.700±0.1得

ABTS工作液，将康普茶冻干样品稀释到适合的浓

度，取 1 mL稀释液与 4 mL工作液混合，在室温避光

反应 10 min，于 734 nm处测定吸光度，按照如下公

式计算清除率。以半抑制浓度（IC50）表示样品的抗

氧化活性。

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 表示 40 μL样品溶液+160 μL工作液；

A2 表示 40 μL样品溶液+160 μL无水乙醇；A0 表示

40 μL无水乙醇+160 μL工作液。

 1.2.8.7   羟基自由基清除率的测定　参照之前文献

报道的方法稍作修改[20]。将康普茶冻干样品稀释到

适合的浓度，于 96孔板中加入 50  μL的稀释液，

50 μL的 6 mmol/L的 H2O2 溶液，50 μL的 6 mmol/L
的水杨酸溶液，50 μL的 6 mmol/L的 FeSO4 溶液于

室温下避光反应 15 min，于 510 nm处测定吸光度，

按照如下公式计算清除率。以半抑制浓度（IC50）表

示样品的抗氧化活性。

 

表 1    康普茶发酵的响应面设计

Table 1    Response surface design for Kombucha fermentation

因素
水平

−1 0 1

蔗糖浓度（%） 7 8 9
茶叶浓度（%） 0.7 0.8 0.9
发酵时间（d） 4 5 6
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羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 表示 50 μL样品溶液+50 μL H2O2 溶

液+50 μL水杨酸溶液+50 μL FeSO4 溶液；A2 表示

50  μL样品溶液+50 μL  水溶液+50  μL水杨酸溶

液+50 μL FeSO4 溶液；A0 表示 50 μL水溶液+50 μL
H2O2 溶液+50 μL水杨酸溶液+50 μL FeSO4 溶液；

 1.2.9   感官评定　感官（包括视觉、嗅觉、味觉、触觉

和听觉）是评价食品品质的重要指标，康普茶的感官

测评一般包括外观、香气和滋味 3方面[21]。在感官

评定前，先通过 GB/T 16291.1-2012《感官分析 选
拔、培训与管理评价员一般导则》制定的方法对评定

人员进行筛选。经感官人员筛选后，最终的感官评分

小组由 8人组成（5女 3男），分别对茶汤发酵液的滋

味、香气和外观进行评分。样品进行感官评分前及

不同样品评价的间隔期间，测试者被要求用清水漱口

约 1 min后再进行评分。评价前先对评分小组人员

进行康普茶评价培训，参照之前文献报道的方法，并

有所修改，具体评分标准如表 2所示[22−23]。

 1.3　数据处理

普洱康普茶的测定结果采用平均值±标准偏差

（SD）表示，使用 SPSS 26进行显著性分析和单因素

方差分析（ANOVA），使用 Excel 2021、Origin 2023b、
GraphPad 8、Design Expert8.0进行数据处理和图表

绘制。

 2　结果与分析

 2.1　红茶菌微生物的分离纯化与鉴定

红茶菌梯度稀释与平板涂布后，经显微鉴定、菌

落形态观察和革兰氏染色共分离出 8株酵母（Yeast）
与 4株醋酸菌（AAB），部分代表性微生物的显微照

片如图 1所示。酵母菌体形态为椭圆或者杆状，菌落

形态为圆形、突起、乳白色菌落。细菌经革兰氏染色

为红色，菌落形态为表面光滑，边缘不整齐，菌落颜色

为米黄色或者米白色，符合醋酸菌的特征[23−24]（图 1）。
 
 

Y1-1 Y2-2 Y3-1

4 μm

5 μm 5 μm 5 μm

4 μm 4 μm

A1-1 A2-1 A3

图 1    代表性微生物显微镜照片（1000×）
Fig.1    Microscopic photos of representative microbes (1000×)

注：Y：酵母，A：细菌。
 

采用 MALDI-TOF MS对纯化培养的菌株进一

步进行了鉴定。其中，安徽合肥产地红茶菌（K1）分
离到 2株酵母（Y1-1，Y1-2）与 1株醋酸菌（A1-1），广
东湛江产地红茶菌（K2）分离到 3株酵母（Y2-1，Y2-2，
Y2-3）与 2株醋酸菌（A2-1，A2-2），山东济宁产地红

茶菌（K3）分离得 3株酵母（Y3-1，Y3-2，Y3-3）与
1株醋酸菌（A3），MALDI-TOF MS菌株鉴定结果与

显微鉴别结果一致（表 3）。3种红茶菌中的酵母均以

双孢接合糖酵母（Zygosaccharomyces bisporus）和酿

酒酵母（Brettanomyces）为主，细菌则主要为氧化葡

萄糖酸杆菌（Gluconobacter oxydans）和驹形杆菌属

 

表 2    康普茶感官评定标准

Table 2    Criteria for sensory evaluation of Kombucha

项目 评分标准

滋味（3分） 酸甜可口，无异味无涩味（2~3） 酸甜适中，轻微异味与涩味（1~1.9） 过酸过甜，严重异味与涩味（0~0.9）

香气（3分） 有甜香酸香，香气协调柔和（2~3） 酸香明显，香气较协调柔和（1~1.9） 酸香刺鼻，香气不协调柔和（0~0.9）

外观（3分） 棕黄色、颜色均匀、清澈透亮，
有少量或无杂质（2~3）

棕黄色、发酵液较清澈，
有部分沉淀杂质（1~1.9）

棕黄色、发酵液颜色过深或过浅，
暗沉无光泽（0~0.9）

 

表 3    菌株鉴定结果

Table 3    Strains identification results

样品 菌株编号 革兰氏染色 显微特征 群落形态 MS鉴定结果（置信度99%）

安徽合肥（K1） Y1-1 − 椭圆形 圆形、菌落较小、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 双孢接合糖酵母（Zygosaccharomyces bisporus）

Y1-2 − 椭圆形 圆形、菌落较小、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 斯塔莫酵母属（Starmerella）

A1-1 阴性 短状 圆形、米白色、不透明、边缘不整齐 驹形杆菌属（Komagataeibacter）

广东湛江（K2） Y2-1 − 椭圆形 圆形、菌落较小、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 双孢接合糖酵母（Zygosaccharomyces bisporus）

Y2-2 − 椭圆形 圆形、菌落较大、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 酒香酵母属（Brettanomyces）

Y2-3 − 椭圆形 圆形、菌落中等、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 酒香酵母属（Brettanomyces）

A2-1 阴性 杆状 圆形、米白色、不透明、边缘不整齐 葡糖杆菌属（Gluconobacter）

A2-2 阴性 短状 圆形、米黄色、不透明、边缘不整齐 驹形杆菌属（Komagataeibacter）

山东济宁（K3） Y3-1 − 椭圆形 圆形、菌落较大、光滑、不整齐、中间突起、不透明、乳白色 酒香酵母属（Brettanomyces）

Y3-2 − 椭圆形 圆形、菌落较小、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 双孢接合糖酵母（Zygosaccharomyces bisporus）

Y3-3 − 椭圆形 圆形、菌落较小、光滑、整齐、中间突起、不透明、乳白色 斯塔莫酵母属（Starmerella）

A3 阴性 短状 圆形、米白色、不透明、边缘不整齐 氧化葡萄糖酸杆菌（Gluconobacter oxydans）

注：Y：酵母菌（yeast），A：醋酸菌（AAB）；−：革兰氏染色不适用于酵母菌鉴定。
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（Komagataeibacter）（表 3），这与前期采用 16S rRNA
和 ITS序列鉴定红茶菌核心微生物的结果一致[16]。

由此可知，三个不同产地红茶菌中可分离的主要微生

物存在较大的差异，其他研究人员在分离不同产地红

茶菌的可培养微生物时也有类似情况，究其原因是红

茶菌的核心微生物组成通常受产地、环境、气候等多

种因素的影响[2]。在本研究中，通过对不同产地红茶

菌可培养微生物的分离，可为后续发酵康普茶合成微

生物群落的构建奠定基础。

 2.2　不同菌株单一培养发酵性能评价及发酵康普茶合

成微生物群落的构建

 2.2.1   菌株单一培养发酵性能评价　在含糖茶汤中

醋酸菌单一发酵性能较低（菌体无生长），因此单独对

酵母菌发酵茶汤的抗氧化能力和感官评分进行了评

价（表 4）。Y2-2、Y2-3和 Y3-3对·OH、ABTS+·和
DPPH·的清除效果较差（P<0.05）且不良风味严重，

故而对菌株 Y1-1、Y1-2、Y2-1、Y3-1、Y3-2进一步

进行 GC-MS挥发性化合物分析和感官评价分析的

筛选（图 2）。
 
 

表 4    酵母菌发酵液的性能评价
Table 4    Performance evaluation of yeast fermentation broth

菌株编号
IC50（mg/mL）

感官评分
·OH ABTS+· DPPH·

Y1-1 28.72±0.49e 0.90±0.10f 0.80±0.02f 4.57±0.04a

Y1-2 35.96±1.22d 0.84±0.05f 1.07±0.02e 2.73±0.07c

Y2-1 42.43±0.24c 1.10±0.14d 0.86±0.03f 3.77±0.08b

Y2-2 120.27±3.20a 3.58±0.61a 4.36±0.17a −
Y2-3 42.95±0.71c 1.34±0.25b 1.63±0.03cd −
Y3-1 27.20±2.03ef 1.16±0.30d 0.84±0.02f 2.50±0.07d

Y3-2 16.63±0.74g 1.04±0.33de 1.93±0.11c 4.58±0.08a

Y3-3 55.97±2.51b 1.25±0.19c 2.47±0.38b −
注：同列不同字母表示有显著差异（P<0.05），表5同，−：发酵液因不良风
味未进行感官评分。
 

从图 2可以看出，含糖茶汤经过酵母菌发酵，挥

发性化合物的数量和含量均有所增加。Y1-1、Y2-1
和 Y3-2的挥发性化合物数量较多，而 Y1-2和 Y3-1
的挥发性化合物数量最少（图 2A），表明 Y1-2和

Y3-1两株酵母合成风味化合物的能力可能较弱，此

研究结果与感官评分的结果（表 4）相一致。含糖茶

汤经过酵母菌发酵后，发酵液中挥发性化合物（如酯

类、醇类、酸类、醛类和酚类）含量增加（图 2B）。
GC-MS分析的结果显示，Y1-1和 Y3-2的挥发性化

合物数量多于 Y2-1，但是 Y2-1的挥发性化合物含

量高于 Y1-1（图 2）。感官分析结果表明，Y1-1呈现

出更高的感官得分，这可能由于 Y1-1的发酵液中低

阈值的化合物共同作用使得其感官评分更高（表 4）。

因此，综合抗氧化活性、感官评价和 GC-MS仪器分

析的结果，选择 Y1-1和 Y3-2作为后续构建合成微

生物群落的菌株应用于康普茶发酵。

 2.2.2   发酵康普茶合成微生物群落（SMC）的构建　

对四种 SMC发酵的康普茶进行自由基清除能力、感

官评分与挥发性化合物的分析。由表 5可知，含 A1-1

和 A3的 SMC发酵康普茶对自由基的清除效果和

感官评分更高。因此，对含 A1-1和 A3的 SMC发

酵康普茶的挥发性化合物进行了分析。从图 3可以

看出，含菌株 A1-1和 A3的 SMC的挥发性化合物

的数量和含量较接近。混合菌群发酵和酵母单一菌

株发酵相比，挥发性酸类物质含量升高，而醇类物质

含量降低（图 3）。这主要是因为酵母可通过糖酵解
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图 2    酵母发酵液的风味物质分析

Fig.2    Volatile flavor compound analysis of yeast
fermentation broth

 

表 5    醋酸菌与酵母菌的混菌发酵液性能评价

Table 5    Performance evaluation of acetic acid bacteria and yeast fermentation broth

SMC组合
IC50（mg/mL）

感官评分
·OH ABTS+· DPPH·

A1-1+Y1-1+Y3-2 19.9967±0.1002c 0.2871±0.0031a 1.1397±0.0096b 6.67±0.06b

A2-1+Y1-1+Y3-2 38.5467±9.2715b 0.2899±0.0095a 1.2273±0.0189a 3.60±0.08c

A2-2+Y1-1+Y3-2 59.3900±0.7029a 0.2821±0.0038a 1.2923±0.0150a 3.60±0.05c

A3+Y1-1+Y3-2 19.0667±0.7534c 0.2722±0.0112b 1.1563±0.0160b 7.20±0.04a
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途径合成乙醇等醇类物质，加入醋酸菌混合培养可将

酵母的醇类代谢产物转化为醋酸、乳酸和葡萄糖酸

等[6]。感官评分结果显示含 A3的 SMC发酵康普茶

的总分最高且其醇类含量较低（表 5和图 3），因此最

终选择菌株 A3、Y1-1和 Y3-2构建发酵康普茶合成

微生物群落（SMC）。

 2.3　合成微生物群落发酵康普茶的工艺优化

 2.3.1   康普茶发酵条件单因素优化　在合成微生物

群落中，菌株配比和接种量直接影响着康普茶发酵的

速度和品质，当菌株 Y1-1、Y3-2、A3的比例为 1:1:2

时，康普茶的感官评分和总酸含量最高，随着酵母菌

比例增加，感官评分与总酸含量呈下降趋势（图 4A）。

这可能是因为酵母菌浓度过高，对醋酸菌的生长起到

抑制作用使发酵产酸能力降低，且不良风味出现[25]。

选择菌株的最佳配比为 Y1-1:Y3-2:A3=1:1:2。随

着接种量的增加，感官评分和总酸含量均呈现先升高

后降低的趋势，接种量为 1%时，康普茶发酵液感官

评分达到最大值（图 4B）。这可能是由于接种量低时

微生物生长代谢缓慢，而菌体接种量过大会使微生物

生长加快且耗氧量升高，发酵体系高密度微生物和低

氧含量可导致异常代谢产物的产生，从而影响康普茶

的风味与感官[26]。因此接种量的最佳浓度为 1%。

碳源是微生物生长繁殖所需的六大营养要素之

一，蔗糖是康普茶饮料的主要碳源，可以为微生物代
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图 3    酵母-细菌合成微生物群落发酵康普茶的挥发性成分

Fig.3    Volatile compounds of kombucha fermented
by bacteria-yeast SMC
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图 4    康普茶发酵单因素实验

Fig.4    Single factor experiment of Kombucha fermentation
注：（A）菌株配比，（B）接种量，（C）蔗糖浓度，（D）茶叶浓度，（E）发酵天数；不同字母表示在 95%置信水平上差异显著，即 P<0.05。
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谢途径提供葡萄糖和果糖[27]。由图 4C可知，随着蔗

糖浓度的增加，感官评分先升高后降低，总酸含量持

续升高，当蔗糖浓度为 8%时，康普茶的感官评分达

到最高。过量的糖可为微生物提供更多的碳源，进而

会产生更多的有机酸，从而造成康普茶中的总酸含量

过高，影响感官评分。由于过低与过高蔗糖浓度均会

使康普茶感官评分降低，因此蔗糖最佳浓度为 8%。

由图 4D可知，在一定的茶叶浓度范围内，感官评分

和总酸含量会随着茶叶浓度的增加先升高后降低。

当茶叶浓度为 0.8%时，感官评分最高，超过此浓度，

感官评分逐渐降低。研究表明，茶叶浓度过低时会造

成营养物质尤其是氮的不足，无法为菌体提供生长繁

殖所需的营养；当茶叶浓度过高时，其多酚黄酮类物

质过剩，会抑制菌株的生长，同时康普茶的涩味加重，

从而影响感官评分[28]。因此茶叶最佳浓度为 0.8%。

发酵时间是影响康普茶饮料品质的一个重要因素。

从图 4E可知，康普茶的感官评分随着发酵时间的延

长先升高后降低。康普茶发酵液在发酵 5 d时感官

评分最高，超过 5 d后感官评分开始逐渐降低，总酸

含量逐渐增加。这主要是因为随着发酵时间的延长，

菌体利用剩余的发酵基质进一步产生有机酸，造成总

酸含量过高[24]，从而影响了感官评分。因此最佳发酵

时间为 5 d。

 2.3.2   响应面设计优化康普茶发酵工艺　根据康普

茶的单因素实验结果，采用 Design-Expert软件进行

Box-Behnken设计，以蔗糖浓度（A）、茶叶浓度（B）、
发酵时间（C）进行三因素三水平（−1，0，1）响应面优

化试验，试验设计及结果见表 6，得到的各因素与康

普茶饮料感官评分（Y）的多项回归方程为 Y=8.42+
0.038A+0.10B−0.21C+0.10AB−0.12AC+0.20BC−
0.57A2−0.75B2−2.12C2。
 
 

表 6    Box-Behnken响应面试验设计及结果
Table 6    Box-Behnken response surface experimental design

and results

试验号 A B C Y（感官评分） 总酸含量（mg/mL）

1 1 −1 0 7.0 7.44
2 −1 1 0 7.0 6.33
3 0 0 0 8.5 6.97
4 0 −1 1 5.0 6.44
5 0 0 0 8.4 6.81
6 1 1 0 7.3 7.28
7 0 0 0 8.3 6.84
8 1 0 −1 6.1 5.66
9 0 0 0 8.3 6.81
10 1 0 1 5.4 8.41
11 −1 −1 0 7.1 5.89
12 −1 0 −1 5.8 6.43
13 0 −1 −1 5.8 4.58
14 −1 0 1 5.6 5.91
15 0 1 −1 5.7 4.41
16 0 0 0 8.6 6.82
17 0 1 1 5.7 6.88

 

响应面优化回归模型的方差分析结果如表 7所

示，此模型的 P 值较低（P<0.0001），说明二次模型极

其显著。其次，模型失拟项不显著（P=0.7363>0.05），
说明该模型拟合的较好，可用该模型来很好地预测康

普茶感官评价结果。决定系数 R2、R2
adj 和变异系数

CV的值依次为 0.9964、0.9918和 1.67%，说明该模

型具有较高的精度、可靠性以及重现性[29]。由表 7
结果可知，一次项 B（P=0.0417<0.05）、C（P=0.0011<
0.01），交互项 BC（P=0.0098<0.01），以及二次项系

数 A2（P<0.001）、B2（P<0.001）和 C2（P<0.001），均对

响应值的影响显著。
  

表 7    二次模型的方差分析结果
Table 7    Results of variance analysis of quadratic model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值（Prob>F） 显著水平

模型 25.07 9 2.79 215.45 <0.0001 ***
A 0.011 1 0.011 0.87 0.3820
B 0.08 1 0.08 6.19 0.0417 *
C 0.36 1 0.36 27.94 0.0011 **
AB 0.040 1 0.040 3.09 0.1220
AC 0.063 1 0.063 4.83 0.0637
BC 0.16 1 0.16 12.38 0.0098 **
A2 1.38 1 1.38 106.74 <0.0001 ***
B2 2.35 1 2.35 181.97 <0.0001 ***
C2 18.97 1 18.97 1467.17 <0.0001 ***

总残差 0.09 7 0.013
失拟项 0.022 3 0.007 0.44 0.7363 不显著

净误差 0.068 4 0.017
总离差 25.16 16

R2=0.9964 CV=1.67% Radj
2=0.9918

注：*表示P<0.05；**表示P<0.01；***表示P<0.001。
 

通过等高线图（图 5）揭示了康普茶感官评分与

各因素的交互关系。等高线形状（圆形/椭圆）可直观

反映交互效应强弱[30]。如图 5所示，感官评分随蔗

糖和茶叶浓度均呈先升后降趋势（图 5A/5D）。当固

定茶叶浓度时（图 5B/5E），感官评分随蔗糖浓度和发

酵时间呈先升后降趋势；固定蔗糖浓度时（图 5C/
5F），发酵时间与茶叶浓度的交互效应中，响应面最

为陡峭，表明 BC交互作用对感官评分影响最大。此

结果与方差分析（表 7）显示 BC交互作用极显著

（P<0.01）的结论一致。

构建的合成微生物群落 SMC经过响应面优化

后，采用 Design Expert 8.0软件对康普茶发酵的最

佳发酵条件进行了预测，最佳发酵工艺参数为蔗糖浓

度 8.04%、茶叶浓度 0.81%、发酵时间 4.95 d，此条

件下康普茶感官评分的预测值为 8.43分。为了方便

操作，将最佳发酵条件调整为蔗糖浓度 8%、茶叶浓

度 0.8%、发酵时间 5 d，在该条件下进行 3次平行验

证实验，实际发酵康普茶饮料三组样品的平均感官评

分为 8.38±0.17分，与响应面预测值基本一致（RSD<
0.5%）。康普茶的有机酸含量是其特征风味的主要

来源，而总酸含量又与感官存在一定的联系[22]，当感

官评分趋近于最高值时，总酸含量在 6.82±0.08 g/L，
但在不同条件下总酸含量达到相同值时，其感官评分
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不尽相同，这是因为多种理化因素影响着感官评分。

因此，感官评分与理化因素的相关性有待进一步的

研究。

 2.4　合成微生物群落发酵康普茶的风味、化学组成和

抗氧化活性

构建的合成微生物群落（SMC）发酵康普茶中，

挥发性化合物主要有醇类、酯类、萜烯类和酸类化合

物（图 6A）。同山东济宁（K3）红茶菌发酵康普茶相

比[17]，该合成微生物群落发酵的康普茶中酸类、醇类

化合物的种类和含量下降，乙酸含量由 963.82±

187.80  μg/L降低至 65.55±3.53  μg/L，乙醇含量由

57.02±23.35 μg/L降低至 1.71±0.22 μg/L。康普茶中

酒精含量是一个至关重要的品质因素，它决定着饮料

是硬饮料还是软饮料。发酵剂康普茶酒精含量<

0.5%，符合软饮料标准。酸类和醇类化合物的减少，

使得康普茶的口感更加柔和，减少了对口腔的刺激

感。此外，构建的合成微生物群落发酵康普茶的挥发

性化合物主要呈果香（丁酸丁酯、二氢猕猴桃内酯）、

花香（苯乙醇、红没药醇、芳樟醇）、甜香（橙花醇、

（E）-β-罗勒烯）和酸香（乙酸、异丁酸、苯乙酸），而自

然发酵康普茶中的挥发性化合物主要呈酸香（乙酸、

辛酸、正癸酸等）（图 6B）[31]。在之前报道的合成微

生物群落发酵康普茶研究中，康普茶中醇类物质与酸

类物质是评价酵母菌与醋酸菌菌种活性的重要标
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图 5    各因素交互作用的响应面图

Fig.5    Response surface diagram of interaction of various factors
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图 6    合成微生物群落发酵康普茶的香气化合物浓度热图（A）及其与 3种红茶菌发酵康普茶的感官属性雷达图（B）
Fig.6    Heat map of volatile compounds of SMC fermented Kombucha (A) and radar chart of sensory attributes

of the four Kombucha (B)
注：KX：合成微生物群落 SMC，K1：安徽合肥红茶菌，K2：广东湛江红茶菌，K3：山东济宁红茶菌。*表示 P<0.05；**表示

P<0.01。

第  47 卷  第  3 期 马　辉 ，等： 基于感官的康普茶发酵合成微生物群落构建及发酵过程优化 · 229 · 



准[16]。但前期研究未对风味物质进行系统分析，酸类

与醇类含量过高将导致康普茶的不良风味出现，酸类

与酯类的平衡与协同增香等作用可使康普茶呈现酸

性、清新、果味等良好风味[10−13]。康普茶除其独特的

风味属性外，其优良的生物活性也备受关注，先前学

者在研究感官属性的基础上同样关注其抗氧化活

性、总酚、总黄酮含量[22−25]。

从表 8可以看出，构建的合成微生物群落 SMC
发酵康普茶中，总酚、总黄酮、总糖含量依次为

1074.86 mg GAE/L、1076.31 mg RE/L、43.29 g GE/
L，均高于红茶菌 K1~K3发酵的康普茶。同时，构建

的菌群发酵康普茶对 DPPH·略优于红茶菌 K2~
K3发酵康普茶，ABTS+·的清除率均优于 K1~K3发

酵康普茶。针对·OH的清除能力，SMC相比红茶菌

K1（IC50=18.95 mg/mL）和 K3发酵（IC50=12.87 mg/
mL）的康普茶较弱，但同样具有显著清除效果

（IC50=23.66 mg/mL）（表 8）。这些结果表明，构建的

合成微生物群落 SMC可提升康普茶的果香、花香和

甜香，并且具有较好的抗氧化活性。何筱妍等[32] 通

过不同的发酵基质的复配制备新型康普茶饮料，但未

能解决菌株稳定性的问题。边名鸿等[33] 从理化指标

和抗氧化活性对菌株进行初步筛选，然后采用感官评

价的模糊综合法对初筛得到的 13株酵母进行筛选，

进而得到性能较优的应用于猕猴桃果酒发酵的酵母

菌菌株。本研究采用抗氧化活性、感官评价和风味

分析的综合考察方法对菌株进行筛选与 SMC的构

建，进而对发酵工艺优化。后续的研究中，针对不同

发酵基质的康普茶，可采用定向感官与风味筛选合成

微生物群落用于康普茶的发酵，从而达到定制发酵产

物展现出更好的风味属性的效果，因此该方法在康普

茶发酵中具有良好的潜在应用价值。

 3　结论
该研究通过菌株分离纯化，从 3个不同产地的

红茶菌中获得 8株酵母菌和 4株醋酸菌，并采用

MALDI-TOF MS对菌株进行了鉴定。在此基础上，

通过对单一菌株与混合菌株的发酵性能和发酵产物

分析，结果表明酵母菌 Y1-1和 Y3-2发酵产物的抗

氧化活性和感官评分显著优于其他酵母菌株，酵母

菌 Y1-1、Y3-2和醋酸菌 A3混合发酵的康普茶在抗

氧化活性和感官评分中显示较大优势。因此，构建了

以酵母菌 Y1-1、Y3-2和醋酸菌 A3为基础的酵母-细
菌的合成微生物群落 SMC以应用于康普茶发酵。

此外，实验对构建菌群的康普茶发酵工艺进行了优

化，单因素实验确定接种比例为 Y1-1:Y3-2:A3为

1:1:2，接种量为 1%。响应面优化得到康普茶感官

评分最佳的发酵条件为蔗糖浓度 8%，茶叶浓度

0.8%，发酵时间 5 d，该条件下康普茶的感官评分为

8.38±0.17，与预测值 8.43分接近。GC-MS结果显

示，与山东济宁红茶菌发酵康普茶相比，构建的菌群

发酵康普茶中酸类化合物的种类和含量降低，果香、

甜香和花香成分含量上升，酸香成分降低。总酚、总黄

酮、总糖含量依次为 1074.86 mg GAE/L、1076.31 mg
RE/L、43.29 g GE/L，均高于红茶菌 K1~K3发酵的

康普茶。通过菌种的筛选与合成微生物群落的构建，

可为特定风味感官康普茶的开发提供参考。然而康

普茶的感官评分受多种理化指标影响，康普茶的感官

评分和理化指标的相关性仍需进一步研究。
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