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摘 要 以质量浓度为5％的蔗糖、0．4％的绿茶为原料制成的糖茶水为发酵基质，经灭菌后接入纯种的酵母菌

和木醋酸菌，分别在28℃恒温静止和28℃、150 r／min摇瓶2种条件下培养，定时取样测定发酵液中木醋酸茵和

酵母茵数量、pH值、总糖和总酸的含量。在2种条件下，木醋酸菌的生长总是要滞后于酵母茵、pH值和总糖含

量不断下降，总酸含量不断上升。摇瓶振荡培养时2种菌的生长速度更快，发酵液pH值快速降低。通气培养

时酵母菌和木醋酸菌数量分别达到6．6×107／mL和8．7×107／mL，分别是静止培养时的3倍和4倍。静止条件

下培养10 d后总酸为6．5 g／L、总糖为31．2 g／L，产率(酸／糖耗)为0．35；摇瓶条件下培养6 d总酸为10．1 g／L、

总糖为35．2 g／L，产率为0．69，提高1倍。振荡通气培养更利于红茶菌的成熟。
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红茶菌是一种以糖茶水为原料，经醋酸菌、酵母

菌、乳酸菌等微生物共同发酵而成的功能性饮料，含

有多种对人体有益的成分[1．z]，具有多项保健作用

E3,o]。红茶菌中主要的菌种为木醋酸菌和酵母

菌[7卅]，乳酸菌虽然在某些红茶菌中存在，但它不是

培养红茶菌的必要菌种且含量很少。木醋酸菌的糖

代谢途径已经清楚[9]，它可在发酵液表面形成具有保

护性作用的纤维素膜[10|，但对于工业化生产来说这

种膜不仅消耗碳源，而且也带来生产、运输的不便。

传统培养方式是将从他处获得带有漂浮菌膜的

红茶菌液转进糖茶液，这样培养的红茶菌液是以木醋

酸菌和酵母菌为主，带有其他杂菌的混合物。传统的

红茶菌培养方式存在容易污染杂菌、菌种不易保藏、

产品品质不稳定等缺点。吴薇、王侃等采用纯菌培养

红茶菌[1“，尝试解决杂菌污染问题，但是静止培养方

式无法大规模快速发酵生产红茶菌，为解决这些问

题，实验中采用振荡通气快速培养红茶菌饮料工艺，

为工业化生产红茶菌提供参考。

1材料和方法

1．1材料

1．1．1 菌 种

安徽农业大学生命科学学院实验室纯化保藏的

红茶菌中的木醋酸菌(Acetobacter xylinum)C203

菌株和酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)SC03菌

株(已申请专利，方法另发)。
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1．1．2培养基

红茶菌培养液(g／L)：绿茶(市购)4，蔗糖50，

12l℃灭菌15 min。

种子培养液(g／L)：酵母提取物10，葡萄糖50，

蛋白胨5，121℃灭菌15 min后待培养液冷却到50～

60℃时，加人体积分数为2％的无水乙醇。

GYP—Nys培养基(g／L)：酵母提取物10，葡萄糖

50，CaCO。10，蛋白胨5，琼脂20，121℃灭菌15 min，

待培养基冷却到50～60"C时，加入lOOtzg／mL的制

霉菌素和体积分数为2％的无水乙醇。

1．2 方 法

1．2．1 红茶茵液的制备

分别将木醋酸菌和酵母菌各1环接人种子培养

液中，28℃、150 r／min培养2 d，得到种子液1和种子

液2，在250 mL锥形瓶中装入114 mL红茶菌液体

培养基，分别接人种子液1和2各3 mL。一组恒温

28℃培养箱中静止培养，另一组28℃、150 r／min振

荡培养，定时取出锥形瓶检测菌群数量和理化指标。

所有测定取3次测定平均值。

1．2．2 菌群计数

分别用平板计数法和血球计数板计数法E123测定

木醋酸菌、酵母菌数量。

1．2．3 pH值的测定

pH计直接测定。

1．2．4 总酸和总糖的测定

分别用酸碱滴定法和3，5一二硝基水杨酸比色法

测定总酸和总糖Ⅲ]。
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2实验结果

2．1菌群和pit值的变化

酵母菌个体较大，在40倍显微镜下可清晰观察

到，用美蓝染色液先将酵母菌染色，通过显微镜直接

计数可以得到酵母菌活体个数，而木醋酸菌因个体较

小不能观察到。制霉菌素可抑制酵母菌生长，而对木

醋酸菌的生长没有影响，因此GYP—Nys平板上所长

菌落均为木醋酸菌菌落，通过菌落计数可得到木醋酸

菌数。
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图1 静止培养时发酵液中菌群和pH值的变化
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图2摇瓶培养时发酵液中菌群和pH值的变化

从图1可以看出，静止培养时，酵母菌数在第1

天急剧上升，第2天即达到最大值，最大值为2．2×

107／mL，从第3天开始下降，并趋于稳定。木醋酸菌

的生长明显滞后，在前2天生长缓慢，从第2天开始

生长速度明显加快，到第3天时达到最大值，最大值

为2．1×107／mL，第4天时数量出现骤减，而此时发

酵液表面开始出现菌膜。连续培养5d后，酵母菌和

木醋酸菌的数量趋于稳定，不再有大的变化。从图2

可以看出，摇瓶振荡培养时，酵母菌生长速度同样在

开始阶段要快于木醋酸菌，酵母菌数在第2天达到最

大值后开始缓慢下降，而木醋酸菌的生长一直保持上

升的趋势，在2～3天时这种趋势最为明显。比较2

图可知，摇瓶培养下酵母菌数量可以达到6．6×107／

mL，约是静止培养时的3倍，木醋酸菌的数量达到
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8．7×107／mL，约是静止培养时的4倍。

2种培养条件下的pH值变化类似，从发酵开始

到结束一直呈下降的趋势。但是振荡培养时pH值

下降得更快，第3天pH已降至约3，而静止培养pH

约为4。

2．2总酸和总糖的变化

从图3可以看出，2种培养条件下总糖都在不断

下降，总酸都在不断上升。发酵终止时，静止培养下

的发酵液中残糖量为31．2 g／L，总酸量为6．6 g／L，

产率(酸／糖耗)为0．35；而摇瓶培养下的发酵液中残

糖量为35．3 g／L，总酸量则上升到10．1 g／L，产率

0．69，比静止培养提高约l倍。可见振荡通气培养可

以消耗较少的糖耗来获得较多的总酸。
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图3静止和摇瓶培养时发酵液中总酸和总糖的变化

摇瓶振荡培养获得的发酵液经品尝，具有典型的

红茶菌风味。

3 讨 论

在静止培养和摇瓶培养时，红茶菌中木醋酸菌的

生长总是要滞后于酵母菌，这是因为木醋酸菌利用蔗

糖的速度很慢，发酵初始先由酵母菌将蔗糖降解为葡

萄糖和果糖，并进一步发酵产生乙醇后口1’，木醋酸菌

把葡萄糖、果糖氧化成葡萄糖酸、乙酸等产物，把乙醇

氧化成乙酸，使得发酵液中的总酸含量不断上升，而

酵母菌和木醋酸菌还可以合成酯，内酯等产物，赋予

了红茶菌醇、香、酸、甜的特征性风味。

通过发酵参数的比较，可以得出，摇瓶振荡培养

时酵母菌和木醋酸菌的生长速度要明显快于静止培

养。摇瓶发酵下的酵母菌和木醋酸菌细胞浓度分别

可以达到6．6×107／mL和8．7×107／mL，分别是静

止发酵时的3倍和4倍。木醋酸菌是严格好气性细

菌，而酵母菌是兼性厌氧菌，在有氧时进行有氧呼吸，

获得能源物质，进行大量生长繁殖。摇瓶发酵时发酵

液中的通气量明显增加，有利于两种菌的生长，缩短
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发酵周期。在实验中发现，静止培养的红茶菌液表面

形成菌膜后木醋酸菌数量在发酵液中开始骤减，这可

能是因为木醋酸菌体与菌膜交织在一起，导致发酵液

中的木醋酸菌数量明显减少；而摇瓶培养时由于发酵

液始终处于振荡状态，细菌无法形成菌膜，因此发酵

液中的木醋酸菌数量持续上升。菌膜的生成需要消

耗糖类等碳源物质[1引，而摇瓶培养会避免产生菌膜，

因此摇瓶培养时的总酸量上升，糖耗值反而下降，同

时发酵液仍具有红茶菌的特征风味。很显然，振荡通

气培养强烈抑制了木醋酸菌形成菌膜，其机理有待设

计新的实验深人探讨。

传统红茶菌都是以静止方式培养，本文数据显示

合适的摇瓶培养条件不但可以促进菌群的生长，缩短

培养周期，而且可以避免菌膜的生成，减少营养物质

的损耗，提高产率，增加发酵液中功能性成分的含量，

同时不会改变红茶菌特有的风味。因此在大规模工

业化生产红茶菌中可以采用振荡通气工艺，节约成

本，稳定产品质量，获得较好的经济效益。
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The Ventilation and Rapid Process for Kombucha

Wang Shuo，Wang Kan，Gan Xuhua，Tang Xinyun

(College of Life Science，Anhui Agricultural University，Hefei 230036。China)

ABSTRACT Acetobacter xylinum C203 and Saccharomyces cerevisiae SC03 strains were inoculated in steri—

lized tea broth with 5％sucrose(w／v)and 0．4％green tea(w／v)，and cultured in static incubator at 28℃or

in shaker at 28℃and 1 50r／min，respectively．The cell numbers of C203 and SC03 strains，PH，concentration

of sugar and acid were analyzed．Under both conditions growth of strain C203 was slower than SC03，pH and

concentration of sugar dropped continuously，and total acid increased continuously．The numbers of SC03

and C203 reached 6．6×107／mL and 8．7×107／mL respectively in ventilation cultivation，and were 3 times and

4 times of those in static condition，respectively．When cultured in static incubator for 10d。total acid was

6．59／L，total sugar remained was 31．29／L，and yield rate(acid／glucose consumption)was 0．35；when cul-

tured in shaker for 6 d，total acid was 10．19／L，total sugar remained was 35．29／L，and yield rate was 0．69。

nearly as twice as that of static culture．The method of oscillation and ventilation could be used in industrial

scale Kombucha production．

Key words Kombucha，ventilation cultivation，eell number，total acid，total sugar
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