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摘要：本试验旨在研究康宁木霉固态发酵茶渣，提高茶渣营养价值，并筛选出最佳的发酵条件。用单因素试验优化

发酵茶渣的基质比例（茶渣∶玉米粉=6∶4、7∶3、8∶2、9∶1）、料液比（3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3）、接种量（2%、4%、6%、

8%、10%）、发酵温度（25、28、31、34、37 ℃）和发酵时间（0、2、4、6、8、10、14、22 d）。以基质比例、发酵温度、接种量和

发酵时间为影响因素，进行 L9（34）正交试验确定茶渣最优发酵条件。测定各组发酵产物粗蛋白质、粗脂肪、还原糖、

黄酮、皂苷和咖啡因含量，计算各组合的综合评分。确定最优条件后进行对比试验，比较了发酵前后茶渣的营养成

分、活性物质和游离氨基酸含量。结果表明：1）单因素试验中，以下条件的综合评分最高：基质比例为 7∶3，料液比

为 5∶5，接种量为 8%，发酵温度为 31 ℃，发酵时间为 6 d。2）正交试验表明，康宁木霉发酵茶渣（料液比为 5∶5）的最

佳条件是：基质比例为 7. 0∶2. 5，发酵温度为 31 ℃，接种量为 7%，发酵时间为 6或 7 d。3）与未发酵茶渣相比，最优

条件下发酵茶渣的粗蛋白质、还原糖、黄酮、咖啡因、多种游离氨基酸含量和必需氨基酸/总氨基酸、风味氨基酸/总
氨基酸均显著提高（P<0. 05），皂苷含量显著降低（P<0. 001），粗脂肪含量与未发酵茶渣无显著差异（P>0. 05）。

发酵 6和 7 d的茶渣营养成分和活性物质含量无显著差异（P>0. 05）。由此可见，康宁木霉发酵茶渣能够改善茶渣

的营养价值。
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Trichoderma koningii to improve the nutritional value of TDs，and identify the optimal fermentation conditions. A
series of single factor experiments was used to optimize the substrate ratio（TDs∶corn meal=6∶4，7∶3，8∶2，9∶1），

solid∶liquid ratio（3∶7，4∶6，5∶5，6∶4，7∶3），inoculation amount（2%，4%，6%，8%，10%），fermentation
temperature（25，28，31，34，37 ℃），and fermentation time（0，2，4，6，8，10，14，22 d）in fermented TDs. The
optimum fermentation conditions of TDs were identified by an L9（34） orthogonal test with substrate ratio，
fermentation temperature，inoculation amount，and fermentation time. The contents of crude protein，ether extract，
reducing sugar，flavonoids，saponins，and caffeine of different fermentation combinations were determined，and the
multivariate scores of different groups were calculated. After determining the optimal conditions，a comparative
experiment was carried out to compare the nutrients，active substances，and free amino acid contents of the TDs
before and after fermentation. It was found that：1）In the single factor tests，the multivariate scores of the following
were the highest：substrate ratio 7∶3，solid∶liquid ratio 5∶5，inoculation amount 8%，fermentation temperature
31 ℃，and fermentation time 6 d. 2）The orthogonal test indicated that a substrate ratio of 7. 0∶2. 5，inoculation of
7%（1×107 spore·mL−1），and a solid-liquid ratio of 5∶5 at 31 ℃ for 6 or 7 d would produce the optimal result. 3）
Compared with unfermented TDs，the contents of crude protein，reducing sugar，flavonoids，caffeine，various free
amino acids，essential amino acids∶total amino acids and flavor amino acids∶total amino acids of fermented TDs
（under optimal conditions）were significantly increased（P<0. 05），the saponin content was significantly decreased
（P<0. 001），and the ether extract content had no significant difference between fermented or unfermented TDs（P>
0. 05）. No significant differences in nutrients or levels of active compounds were detected in fermented TDs for 6 or
7 d（P>0. 05）. In brief，the solid-state fermentation by T. koningii can improve nutritional value in TDs.
Key words：Trichoderma koningii；tea dregs；solid-state fermentation；nutritional value

茶（Camellia sinensis）是中国的传统饮料，是仅次于水的全球第二大最常用的饮料［1］。2019年，全球茶叶产量

约为 650万 t［1］。中国茶渣的排放量约为每年 16万 t［2］。大量茶叶废料在开放的环境中产生和丢弃，这些可再生

的生物质资源给环境带来了巨大的压力，同时也浪费了茶叶中的生物活性成分。茶渣的资源化利用已成为亟待

解决的问题。

实际上，茶渣中含有许多营养物质。干茶渣的主要营养成分包括粗蛋白质（crude protein，CP）、粗脂肪（ether
extract，EE）、碳水化合物、粗纤维（crude fiber，CF）等［3-4］。此外，茶渣所含的生物活性化合物与普通茶相同，且含

量相似［5］。茶渣富含功能物质，如多酚、生物碱、皂苷、多糖和有机酸［5-8］，以及具有抗氧化、免疫调节、抗肥胖和抗

糖尿病等活性［5，8］。动物研究表明，茶渣不仅能提高动物的免疫力，调节肌肉纤维类型，还能改善动物的消化能

力、肉品质、抗氧化能力和肠道形态［9-11］。因此，茶渣是一种很有前途的饲料添加剂。但茶渣中含有皂苷、咖啡因

等抗营养因子［8］，适口性差，不适合作为饲料添加剂直接使用。选择绿色有效的生物技术改良茶渣，对于茶资源

的可持续发展至关重要。

固态发酵是一种经济有效的生产技术，具有规模小、操作简单、生产成本低、不污染环境等优点。真菌的菌丝

遍布表面，生长迅速，代谢活性高［12］。真菌可以产生代谢物并促进化合物的生物转化［13］。真菌分泌丰富的蛋白

酶、纤维素酶等酶系，使大分子物质分解为葡萄糖、氨基酸等小分子物质，从而改善饲料品质。康宁木霉

（Trichoderma koningii）常用于植物病原菌的生物防治中，在各种农业废弃物饲料转化中也较为常见。康宁木霉

能够在不利的环境条件下繁殖，能够使用多种碳源和氮源［12］。研究发现，康宁木霉发酵桑叶（Morus alba）后的

CP含量高达 31. 27%，产蛋白酶活性高达 107. 173 U·mL-1［14］。康宁木霉也是分解高粱（Sorghum bicolor）秸秆

CF的优势菌种［15］。目前，茶渣的研究集中在有机肥［4，16］、蘑菇基质［17］、吸附重金属、处理废水［18］、制备砖［7］等方向，

茶渣饲料化利用以直接饲喂反刍动物为主［3，9］，对茶渣进行发酵处理的较少。同时，未见康宁木霉发酵茶渣的相

关研究。因此，本研究目的是通过单因素和正交试验，筛选出康宁木霉茶渣发酵条件。利用康宁木霉固态发酵生
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产发酵茶渣，以提高茶渣的营养价值和功能成分，降低抗营养因子的含量。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

试验于 2020年 1-10月在广东省农业科学院创新大楼进行。茶渣由康师傅饮料有限公司提供，60 ℃干燥

后，研磨成粉，过 0. 425 mm筛。茶渣 CP、EE、CF、中性洗涤纤维（neutral detergent fiber，NDF）和酸性洗涤纤维

（acid detergent fiber，ADF）的含量分别为 25. 93%、2. 67%、25. 48%、45. 45%和 25. 23%。康宁木霉从陈皮分离

筛选所得，菌丝放射状生长，菌落背面浅黄色，孢子为黄绿色。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 真菌扩增及孢子液的制备 马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基用作扩增培养基。

将 0. 2 mL 2×108~3×108个孢子·mL-1孢子液涂布到 PDA培养基的表面，28 ℃培养 5~7 d。为制备孢子液，首先

用无菌刀片刮擦长满真菌的培养基表面。用 5 mL无菌水把真菌及表面培养基转移到 15 mL离心管中，加入 3颗
玻璃珠，涡旋匀浆 15 min。最后，采用无菌脱脂棉进行过滤，混合液过滤 2次得孢子悬浮液。使用血球计数板

（XB. K. 25，上海市求精生化试剂仪器有限公司）对孢子的浓度进行计数，使用浓度为 1×107个孢子·mL-1。
1. 2. 2 发酵培养基的制备 将 40 g茶渣混合物（相应基质比例）放入 200 mL培养瓶中，121 ℃灭菌 20 min。冷

却后，在无菌条件下，每个瓶中加入相应量的孢子悬浮液，用无菌玻璃棒将孢子悬液和底物搅拌 50次以上，最后

用透气盖封口。

1. 3 单因素试验

在自然 pH下，研究基质比例（茶渣∶玉米粉）、料液比（基质∶水）、接种量、温度和时间对茶渣发酵效果的影响。

以 CP、EE、还原糖、黄酮、皂苷和咖啡因含量为测定指标，选出较好的单因素水平，据此进行下一个单因素试验，

每水平 3个重复。

1. 3. 1 基质比例对发酵茶渣的影响 茶渣∶玉米粉比例设为 6∶4、7∶3、8∶2、9∶1，料液比为 4∶6，接种量为 4%，

温度为 28 ℃，时间为 8 d。
1. 3. 2 料液比对发酵茶渣的影响 按 1. 3. 1确定的基质比例，料液比设为 3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3，其他条件

同 1. 3. 1。
1. 3. 3 接种量对发酵茶渣的影响 按 1. 3. 2确定的料液比，接种量设为 2%、4%、6%、8%、10%，其他条件

同 1. 3. 2。
1. 3. 4 温度对发酵茶渣的影响 按 1. 3. 3确定的接种量，温度设为 25、28、31、34、37 ℃，其他条件同 1. 3. 3。
1. 3. 5 时间对发酵茶渣的影响 按 1. 3. 4确定的

温度，时间设为 0、2、4、6、8、10、14、22 d，其他条件

同 1. 3. 4。
1. 4 正交试验

为了获得发酵茶渣的优化组合，以基质比例（A）、

发酵温度（B）、接种量（C）和发酵时间（D）为影响因

素，进行 L9（34）正交试验，设计依据为单因素试验结

果。正交试验设计如表 1所示，每个因素设 3 个水平，

共 9组，每组 3个重复，试验中发酵 pH自然，料液比

为 5∶5。
1. 5 验证试验及对比试验

根据正交试验得出的最优组合（A1B2C1D2或 A1B2C1D3），进行茶渣发酵（6个重复）。比较最优条件下发

酵茶渣和正交试验表中的各个指标，验证最优组合发酵茶渣效果优于正交试验各组合发酵。对比试验即比较茶

渣混合物在最优条件下发酵前后的营养价值。

表 1 正交试验因素与水平

Table 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

Levels

1

2

3

基质比例

Substrate
ratio

（kg∶kg，A）

7. 0∶2. 5

7. 0∶3. 0

7. 0∶3. 5

发酵温度

Fermentation
temperature
（℃，B）

29

31

33

接种量

Inoculation
amount
（%，C）

7

8

9

发酵时间

Fermentation
time

（d，D）

5

6

7
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1. 6 指标测定

发酵产物冷冻干燥，粉碎过 0. 425 mm筛。CP含量测定参照 GB/T6432-2018［19］，EE含量测定参照 GB/
T6433-2006［20］，还原糖含量采用二硝基水杨酸法测定（DNS试剂，D7800，Solarbio；按照说明书测定），黄酮含量测

定根据Wang等［21］的方法，皂苷含量测定参照孙万里［22］的方法，咖啡因含量测定参照GB/T8312-2013［23］。
1. 7 发酵效果评价

参照Wang等［21］和 Guarda等［24］的方法，使用综合评分评估发酵效果。CP、EE、还原糖、黄酮、皂苷、咖啡因分

别占比 25%、20%、10%、15%、15%、15%。每个样品的总分是所有指标的总和。每个指标的平均值为平均分

数，最佳结果定义为对应的最高分，最低结果定义为 0分，最佳/差结果与平均结果设置中间分（表 2）。

1. 8 数据处理

采用 SPSS 19. 0软件进行数据分析。单因素试验、验证试验和对比试验结果采用单因素方差分析（one-way
ANOVA），用 Duncan 氏法进行多重比较。正交试验结果采用极差分析和一般线性模型进行方差分析。结果用

平均值和均值标准误表示，P<0. 05为差异显著。

2 结果与分析

2. 1 基质比例（茶渣∶玉米粉）对发酵茶渣的影响

由表 3可知，随着茶渣含量的增加，发酵茶渣的 CP、皂苷、咖啡因含量增加（P<0. 05），而还原糖含量则降低

（P<0. 05）。当基质比例为 9∶1时，发酵茶渣的 CP和皂苷含量最高（P<0. 05）。基质比例对发酵茶渣的黄酮含

量无显著影响（P>0. 05）。基质比例为 7∶3的发酵茶渣综合评分最高。

表 2 评分标准

Table 2 Scoring criteria

项目 Items

粗蛋白质 CP

粗脂肪 EE

还原糖 Reducing sugars

黄酮 Total flavonoids

皂苷 Saponins

咖啡因 Caffeine

最高分Highest score

25

20

10

15

0

0

较高分Higher score

18. 75

15. 00

7. 50

11. 25

3. 75

3. 75

平均分Average score

12. 5

10. 0

5. 0

7. 5

7. 5

7. 5

较低分 Lower score

6. 25

5. 00

2. 50

3. 75

11. 25

11. 25

最低分 Lowest score

0

0

0

0

15

15

CP：Crude protein. EE：Ether extract. 下同The same below.

表 3 基质比例（茶渣∶玉米粉）对发酵茶渣的影响

Table 3 Effects of substrate ratio（tea dregs∶cornmeal）on fermented tea dregs（DM basis）

基质比例

Substrate ratio

6∶4

7∶3

8∶2

9∶1

SEM

P值 P value

粗蛋白质

CP（%）

23. 89d

24. 65c

25. 64b

26. 34a

0. 18

<0. 001

粗脂肪

EE（%）

2. 57ab

2. 82ab

2. 26b

3. 16a

0. 20

0. 076

还原糖

Reducing sugars（%）

28. 68a

19. 80b

16. 25c

15. 12c

0. 61

<0. 001

黄酮

Total flavonoids（g·100 g-1）

6. 07a

6. 80a

6. 16a

6. 51a

0. 21

0. 199

皂苷

Saponins（mg·100 g-1）

196. 57b

206. 50b

208. 51b

249. 86a

11. 10

0. 046

咖啡因

Caffeine（mg·100 g-1）

108. 63c

130. 28b

152. 64a

153. 56a

3. 97

0. 001

得分

Scores

66. 25

70. 00

51. 25

60. 00

注：SEM：标准误；同列不同字母表示差异显著（P<0. 05），下同。

Note：SEM：Standard error of mean；In the same column，different letters mean significant differences（P<0. 05），the same below.
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2. 2 料液比（基质∶水）对发酵茶渣的影响

由表 4可知，EE含量随着基质的增加而显著降低（P<0. 05），而还原糖含量则显著增加（P<0. 05）。料液比

为 4∶6时，黄酮含量最高，随后是 5∶5、6∶4、3∶7，7∶3时最低（P<0. 05）。料液比为 3∶7的茶渣皂苷含量显著高于其

他比例（15. 03%~24. 27%，P<0. 05）。料液比为 7∶3的茶渣咖啡因含量显著低于其他比例（10. 95%~14. 72%，

P<0. 05）。各组间 CP含量差异不显著（P>0. 05）。料液比为 5∶5的发酵茶渣综合评分最高。

2. 3 接种量对发酵茶渣的影响

由表 5可知，不同接种量对发酵茶渣 CP、EE、皂苷和咖啡因含量无显著影响（P>0. 05）。接种量为 8%和

10%的茶渣还原糖含量显著高于其他接种量（P<0. 05）。接种量为 2%、4%、8%的茶渣黄酮含量显著高于 6%
和 10%的发酵茶渣（P<0. 05）。接种量为 8%的发酵茶渣综合评分最高。

2. 4 温度对发酵茶渣的影响

由表 6可知，当温度为 31 ℃时，发酵茶渣的 CP含量显著高于 25和 28 ℃（P<0. 05），31~37 ℃的 CP含量无显

著差异（P>0. 05）。25和 31 ℃时，发酵茶渣还原糖含量显著高于其他温度（P<0. 05）。25 ℃发酵茶渣的黄酮含

量较其他温度显著提高 24. 81%~46. 12%（P<0. 05）。34 ℃的皂苷含量最低。31和 34 ℃时，咖啡因含量显著高

于其他温度（P<0. 05）。不同温度的发酵茶渣 EE含量差异不显著（P>0. 05）。温度为 31 ℃的发酵茶渣综合评

分最高。

表 4 料液比（基质∶水）对发酵茶渣的影响

Table 4 Effects of solid-liquid ratio（substrate∶water）on fermented tea dregs（DM basis）

料液比

Solid-liquid ratio

3∶7

4∶6

5∶5

6∶4

7∶3

SEM

P值 P value

粗蛋白质

CP（%）

25. 29a

25. 43a

25. 59a

23. 63a

23. 65a

0. 44

0. 080

粗脂肪

EE（%）

3. 57a

3. 19b

2. 71c

2. 29d

2. 32d

0. 07

<0. 001

还原糖

Reducing sugars（%）

18. 10d

21. 29c

21. 01c

32. 53b

35. 25a

0. 47

<0. 001

黄酮

Total flavonoids（g·100 g-1）

5. 61c

7. 00a

6. 18b

6. 13b

4. 57d

0. 19

<0. 001

皂苷

Saponins（mg·100 g-1）

295. 06a

256. 50b

237. 44b

254. 63b

242. 69b

7. 99

0. 005

咖啡因

Caffeine（mg·100 g-1）

149. 59a

145. 05a

145. 94a

143. 27a

127. 57b

2. 42

0. 003

得分

Scores

46. 25

65. 00

67. 50

40. 00

47. 50

表 5 接种量对发酵茶渣的影响

Table 5 Effects of inoculation amount on fermented tea dregs（DM basis）

接种量

Inoculation amount
（%）

2

4

6

8

10

SEM

P值 P value

粗蛋白质

CP
（%）

25. 09a

25. 14a

26. 53a

25. 53a

25. 40a

0. 68

0. 673

粗脂肪

EE
（%）

2. 16a

2. 13a

2. 27a

1. 94a

1. 96a

0. 11

0. 325

还原糖

Reducing sugars
（%）

22. 86b

23. 78b

22. 13b

28. 08a

26. 27a

0. 63

0. 001

黄酮

Total flavonoids
（g·100 g-1）

5. 37a

5. 38a

4. 59b

5. 73a

4. 58b

0. 17

0. 007

皂苷

Saponins
（mg·100 g-1）

295. 59a

277. 50a

265. 52a

261. 21a

296. 87a

12. 73

0. 308

咖啡因

Caffeine
（mg·100 g-1）

152. 40a

151. 27a

154. 67a

154. 13a

151. 14a

2. 05

0. 689

得分

Scores

88. 75

91. 25

78. 75

100. 00

86. 25
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2. 5 时间对发酵茶渣的影响

由表 7可知，随着发酵时间的增加，CP和咖啡因含量增加。与未发酵茶渣相比，发酵 22 d的茶渣 CP和咖啡

因含量分别显著提高 34. 15% 和 45. 60%（P<0. 05）。发酵 2 d的茶渣还原糖含量较未发酵茶渣显著增加

1039. 13%（P<0. 05），此后随着时间增加而显著减少（P<0. 05），但均显著高于未发酵茶渣（P<0. 05）。发酵 6
d，黄酮含量显著提高并达到最高值（P<0. 05），随发酵时间增加而逐渐降低。随发酵时间的增加，茶渣皂苷含量

逐渐降低。与未发酵茶渣相比，22 d的茶渣皂苷含量显著降低 36. 22%（P<0. 05）。发酵时间对茶渣粗脂肪含量

无显著影响（P>0. 05）。发酵 6 d的茶渣综合评分最高。

2. 6 正交试验极差分析

通过极差分析法，比较表 8中极差（R）大小可知，对 CP含量影响因素大小排序为：发酵温度（B）、发酵时间

（D）、基质比例（A）、接种量（C）。根据 Ki 值的大小判断最优水平，得到各因素对 CP 含量的最优组合为

A1B2C1D3。同理，对 EE含量影响因素大小排序为：A、C、B、D，EE含量最优的组合为 A3B1C1D3。还原糖、黄

酮、皂苷、咖啡因的最优组合分别为 A2B2C1D2、A3B1C2D3、A2B2C1D1、A1B1C1D1。根据综合得分最优组合

A1B2C1D3，茶渣发酵最优方案为A1B2C1D3，即基质比例为 7. 0∶2. 5，发酵温度为 31 ℃，接种量为 7%，发酵时间

为 7 d。

表 6 温度对发酵茶渣的影响

Table 6 Effects of temperature on fermented tea dregs（DM basis）

温度

Temperature
（℃）

25

28

31

34

37

SEM

P值 P value

粗蛋白质

CP
（%）

25. 29c

25. 87bc

27. 09a

26. 66ab

26. 18abc

0. 33

0. 034

粗脂肪

EE
（%）

2. 58a

2. 41a

3. 05a

2. 58a

2. 69a

0. 20

0. 309

还原糖

Reducing sugars
（%）

25. 53a

22. 14b

26. 77a

22. 86b

22. 38b

1. 02

0. 042

黄酮

Total flavonoids
（g·100 g-1）

6. 59a

5. 28b

4. 57b

4. 51b

5. 20b

0. 27

0. 009

皂苷

Saponins
（mg·100 g-1）

264. 04a

252. 56a

234. 35ab

217. 61b

253. 25a

8. 72

0. 043

咖啡因

Caffeine
（mg·100 g-1）

152. 12bc

150. 18c

161. 23a

160. 87a

157. 51b

2. 07

0. 014

得分

Scores

53. 75

56. 25

66. 25

56. 25

53. 75

表 7 时间对发酵茶渣的影响

Table 7 Effects of time on fermented tea dregs（DM basis）

时间

Times
（d）

0

2

4

6

8

10

14

22

SEM

P值 P value

粗蛋白质

CP
（%）

21. 76d

21. 67d

24. 77c

25. 11c

25. 63bc

26. 56b

28. 39a

29. 19a

0. 41

<0. 001

粗脂肪

EE
（%）

1. 51a

1. 52a

1. 54a

1. 67a

1. 67a

1. 67a

1. 71a

1. 89a

0. 11

0. 363

还原糖

Reducing sugars
（%）

3. 22e

36. 68a

21. 92b

21. 93b

16. 05c

15. 90c

16. 56c

10. 98d

0. 71

<0. 001

黄酮

Total flavonoids
（g·100 g-1）

6. 12bcd

6. 19bcd

6. 29bc

8. 00a

6. 91abc

7. 13ab

5. 35cd

4. 62d

0. 43

0. 007

皂苷

Saponins
（mg·100 g-1）

286. 06a

282. 64a

266. 10ab

249. 47b

251. 71b

215. 93c

215. 75c

182. 44d

13. 60

0. 003

咖啡因

Caffeine
（mg·100 g-1）

107. 84f

114. 48ef

124. 69de

128. 30d

134. 89cd

144. 81bc

150. 10ab

157. 01a

2. 99

<0. 001

得分

Scores

-

48. 75

52. 50

70. 00

61. 25

67. 50

56. 25

60. 00
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表 8 正交试验极差分析

Table 8 Range analysis of orthogonal test

指标

Index

粗蛋白质

CP（%）

粗脂肪

EE（%）

还原糖

Reducing
sugars（%）

黄酮

Total
flavonoids
（g·100
g-1）
皂苷

Saponins
（mg·100
g-1）

咖啡因

Caffeine
（mg·100
g-1）

得分

Scores

试验组

Test
groups

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

K1
K2
K3
R

基质比例

Substrate
ratio（kg∶
kg，A）

1

1

1

2

2

2

3

3

3

26. 13

25. 53

25. 36

0. 76

1. 23

1. 31

1. 47

0. 24

23. 43

23. 80

21. 83

1. 97

3. 63

4. 71

4. 73

1. 10

309. 32

292. 29

333. 02

23. 70

127. 56

138. 37

136. 64

10. 81

52. 22

45. 42

49. 58

6. 81

发酵温度

Fermentation
temperature
（℃，B）

1

2

3

1

2

3

1

2

3

25. 61

26. 42

24. 99

1. 43

1. 39

1. 28

1. 33

0. 10

21. 88

23. 80

23. 38

1. 92

4. 90

4. 10

4. 07

0. 83

311. 43

308. 38

314. 82

6. 44

126. 38

141. 26

134. 93

14. 88

51. 11

51. 81

44. 31

7. 50

接种量

Inoculation
amount

（%，C）

1

2

3

2

3

1

3

1

2

25. 73

25. 67

25. 62

0. 11

1. 41

1. 26

1. 33

0. 14

24. 30

22. 63

22. 13

2. 17

4. 25

4. 74

4. 09

0. 65

288. 17

334. 69

311. 77

46. 53

133. 81

134. 39

134. 37

0. 58

54. 03

45. 56

47. 64

8. 47

发酵时间

Fermenta⁃
tion time
（d，D）

1

2

3

3

1

2

2

3

1

25. 09

25. 86

26. 07

0. 98

1. 30

1. 35

1. 35

0. 06

23. 30

24. 03

21. 73

2. 30

4. 22

4. 20

4. 65

0. 45

296. 03

310. 86

327. 75

31. 71

130. 20

137. 98

134. 39

7. 78

49. 86

46. 81

50. 56

3. 75

粗蛋

白质

CP
（%）

25. 54

27. 06

25. 79

25. 86

25. 65

25. 09

25. 43

26. 56

24. 09

最优方案Optimum program
A1B2C1D3

最优方案Optimum program
A3B1C1D3

最优方案Optimum program
A2B2C1D2

最优方案Optimum program
A3B1C2D3

最优方案Optimum program
A2B2C1D1

最优方案Optimum program
A1B1C1D1

最优方案Optimum program
A1B2C1D3

粗脂肪

EE
（%）

1. 32

1. 13

1. 24

1. 31

1. 21

1. 40

1. 53

1. 51

1. 36

还原糖

Reducing
sugars
（%）

23. 85

24. 82

21. 61

20. 99

23. 97

26. 45

20. 82

22. 61

22. 07

黄酮

Total flavo⁃
noids（g·
100 g-1）

3. 93

3. 59

3. 36

5. 92

4. 05

4. 15

4. 85

4. 66

4. 69

皂苷

Saponins
（mg·100
g-1）

270. 32

328. 62

329. 02

331. 53

273. 85

271. 50

332. 45

322. 68

343. 93

咖啡因

Caffeine
（mg·100
g-1）

115. 38

138. 63

128. 67

130. 96

141. 64

142. 52

132. 80

143. 52

133. 59

得分

Scores

60. 00

49. 17

47. 50

45. 42

47. 50

43. 33

47. 92

58. 75

42. 08

注：Ki表示任一列上因素取水平 i时所得试验结果的算术平均值；R为极差。

Note：Ki represents the arithmetic mean of the test results obtained when the factors in any column take the level i；R is the range.
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2. 7 正交试验方差分析

由表 9可知，基质比例（A）、发酵温度（B）、发酵时间（D）显著影响发酵茶渣 CP含量，说明因素A、B、D是影响

发酵茶渣 CP含量的主要因素。根据 F值得到，对 CP含量影响因素大小排序为：B、D、A、C。由表 10可知，对因

素 A分析，A1的 CP含量显著高于 A2、A3，因此选择 A1。同理，因素 B选择 B2，因素 D选择 D2、D3。因素 A、B、

D对 CP含量的最优组合为A1B2CiD2或A1B2CiD3。

表 9 正交试验方差分析

Table 9 Analysis of variance of orthogonal test

指标 Index

粗蛋白质

CP

粗脂肪

EE

还原糖

Reducing
sugars

黄酮

Total
flavonoids

皂苷

Saponins

咖啡因

Caffeine

得分

Scores

方差来源 Source

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

A

B

C

D

误差 Error

平方和 Sum of squares

2. 893

9. 242

0. 052

4. 787

6. 018

0. 264

0. 049

0. 092

0. 019

0. 244

19. 756

18. 223

23. 282

24. 734

207. 670

7. 153

3. 984

2. 059

1. 161

17. 361

7531. 283

186. 623

9741. 462

4532. 029

49010. 298

606. 828

1004. 264

1. 967

272. 892

1448. 605

211. 921

309. 144

350. 810

71. 644

1383. 333

自由度 df

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

2

2

2

2

18

均方Mean square

1. 447

4. 621

0. 026

2. 393

0. 334

0. 132

0. 024

0. 046

0. 009

0. 014

9. 878

9. 112

11. 641

12. 367

11. 537

3. 576

1. 992

1. 030

0. 580

0. 965

3765. 641

93. 312

4870. 731

2266. 015

2722. 794

303. 414

502. 132

0. 984

136. 446

80. 478

105. 961

154. 572

175. 405

35. 822

76. 852

F 值 F value

4. 327

13. 822

0. 078

7. 158

9. 703

1. 803

3. 402

0. 695

0. 856

0. 790

1. 009

1. 072

3. 708

2. 065

1. 068

0. 602

1. 383

0. 034

1. 789

0. 832

3. 770

6. 239

0. 012

1. 695

1. 379

2. 011

2. 282

0. 466

P值 P value

0. 029

<0. 001

0. 925

0. 005

0. 001

0. 193

0. 056

0. 512

0. 441

0. 469

0. 384

0. 363

0. 045

0. 156

0. 365

0. 559

0. 276

0. 966

0. 196

0. 451

0. 043

0. 009

0. 988

0. 212

0. 277

0. 163

0. 131

0. 635

显著性 Significance

*

***

NS

**

**

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

*

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

*

**

NS

NS

NS

NS

NS

NS

*表示差异显著（P<0. 05），**表示差异高度显著（P<0. 01），***表示差异极显著（P<0. 001），NS表示无显著差异。 * means signifinant difference
（P<0. 05），** means highly signifinant difference（P<0. 01），*** means extremely signifinant difference（P<0. 001），NS mean not significant
difference.
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同理，因素 A是影响 EE、黄酮含量的主要因素，

因素 A、B是影响咖啡因含量的主要因素。对 EE、黄
酮、咖啡因含量的最优组合为 A3BiCiDi、A2BiCiDi或
A3BiCiDi、A2B2CiDi或 A3B2CiDi。 各 因 素 对 还 原

糖、皂苷得分无显著影响。

上述组合中 A1、A2、A3、B2、D2、D3出现次数最

多。根据成分重要程度，CP含量最为重要，选择 CP
含量最优的组合A1B2CiD2或A1B2CiD3作为茶渣发

酵最优方案。

2. 8 验证试验

综 合 极 差 分 析（A1B2C1D3）和 方 差 分 析

（A1B2CiD2或 A1B2CiD3）结果，茶渣发酵的最优组

合为 A1B2C1D2或 A1B2C1D3。由于分析得到的最

优组合不在表 1正交试验设计之内，因此对该组合进

行了验证试验（表 11）。测得发酵茶渣 CP和黄酮含量

高于正交试验表最高 CP含量（27. 06%）和黄酮含量

（5. 92 g·100 g-1），咖啡因低于正交试验表最低咖啡因

含量（115. 38 mg·100 g-1），EE含量与正交试验表最

高 EE含量（1. 53%）接近，还原糖和皂苷含量在正交

试验表的范围内。

由 表 11 可 知 ，与 未 发 酵 茶 渣 相 比 ，发 酵 茶 渣

A1B2C1D2和 A1B2C1D3的 CP、还原糖、黄酮、咖啡

因含量均显著提高（P<0. 001），皂苷含量显著降低

（P<0. 001），EE含量与未发酵茶渣无显著差异（P>
0. 05）。发酵茶渣A1B2C1D2和A1B2C1D3的营养成

分和活性物质含量无显著差异（P>0. 05）。

2. 9 发酵对茶渣游离氨基酸的影响

由 表 12 可 知 ，与 未 发 酵 茶 渣 相 比 ，发 酵 茶 渣

（A1B2C1D2、A1B2C1D3）的异亮氨酸、亮氨酸、苏氨

酸、赖氨酸、精氨酸、牛磺酸、丝氨酸、磷酸丝氨酸、天

冬酰胺、谷氨酸、丙氨酸、酪氨酸、γ-氨基正丁酸、必需

表 10 正交试验方差分析多重比较

Table 10 Multiple comparison analysis of variance of
orthogonal test

指标

Index

粗蛋白质

CP

粗脂肪

EE

还原糖

Reducing sugars

黄酮

Total flavonoids

皂苷

Saponins

咖啡因

Caffeine

得分

Scores

因素

Factor

A

B

C

D

A

B

C

D

A

B

C

D

A

B

C

D

A

B

C

D

A

B

C

D

A

B

C

D

水平 Levels

1

26. 13a

25. 61b

25. 73a

25. 09b

1. 23b

1. 39a

1. 41a

1. 230a

23. 43a

21. 88a

24. 30a

23. 30a

3. 63b

4. 90a

4. 25a

4. 22a

309. 32a

311. 43a

288. 17a

296. 03a

127. 56b

126. 38b

133. 81a

130. 20a

52. 22a

51. 11a

54. 03a

49. 86a

2

25. 53b

26. 42a

25. 67a

25. 86a

1. 31b

1. 28a

1. 26b

1. 35a

23. 80a

23. 80a

22. 63a

24. 03a

4. 71a

4. 10a

4. 74a

4. 20a

292. 29a

308. 38a

334. 69a

310. 86a

138. 37a

141. 26a

134. 37a

137. 98a

45. 42a

51. 81a

45. 56a

46. 81a

3

25. 36b

24. 99c

25. 62a

26. 07a

1. 47a

1. 33a

1. 33ab

1. 35a

21. 83a

23. 38a

22. 13a

21. 73a

4. 73a

4. 07a

4. 09a

4. 65a

333. 02a

314. 82a

311. 77a

327. 75a

136. 64a

134. 93ab

134. 39a

134. 39a

49. 58a

51. 11a

47. 64a

50. 56a

同 行 不 同 小 写 字 母 表 示 差 异 显 著（P<0. 05），下 同 。 Different
lowercase letters in same row mean significant differences（P<0. 05），

the same below.

表 11 发酵茶渣营养成分和活性物质

Table 11 Nutrient components and active substance of fermented tea dregs（DM basis）

项目

Items

粗蛋白质 CP（%）

粗脂肪 EE（%）

还原糖 Reducing sugars（%）

黄酮 Total flavonoids（g·100 g-1）

皂苷 Saponins（mg·100 g-1）

咖啡因 Caffeine（mg·100 g-1）

未发酵茶渣

Unfermented tea dregs

21. 67b

1. 36a

7. 98b

6. 26b

373. 05a

93. 02b

发酵茶渣

Fermented tea dregs A1B2C1D2

27. 34a

1. 53a

24. 82a

10. 59a

300. 48b

110. 17a

发酵茶渣

Fermented tea dregs A1B2C1D3

27. 85a

1. 50a

23. 81a

10. 41a

301. 49b

111. 06a

SEM

0. 17

0. 05

0. 26

0. 73

5. 55

1. 30

P值

P value

<0. 001

0. 154

<0. 001

<0. 001

<0. 001

<0. 001
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氨基酸、非必需氨基酸、总氨基酸、风味氨基酸的含量以及必需氨基酸/总氨基酸、风味氨基酸/总氨基酸显著提高

（P<0. 05 或 P<0. 001），氨 含 量 和 非 必 需 氨 基 酸/总 氨 基 酸 显 著 降 低（P<0. 05 或 P<0. 001）。 发 酵 茶 渣

（A1B2C1D2、A1B2C1D3）生成了苯丙氨酸、谷氨酰胺、β-丙氨酸、半胱氨酸、胱硫醚、鸟氨酸。与A1B2C1D2发酵

茶渣相比，A1B2C1D3发酵茶渣的苏氨酸、牛磺酸、丝氨酸、磷酸丝氨酸含量显著降低（P<0. 05 或 P<0. 001），赖

氨酸、精氨酸、天冬氨酸含量显著提高（P<0. 05 或 P<0. 001），两种发酵茶渣的其他氨基酸含量差异不显著

（P>0. 05）。

3 讨论

3. 1 基质比例对发酵茶渣的影响

不同的基质比例影响着微生物的代谢活动。通过正交试验得知，基质比例是影响发酵茶渣 CP、EE、黄酮、咖

表 12 发酵茶渣游离氨基酸

Table 12 Free amino acids of fermented tea dregs（DM basis，mg·100 g-1）

游离氨基酸

Free amino acids

缬氨酸 Valine
异亮氨酸 Isoleucine
亮氨酸 Leucine
苏氨酸 Threonine
赖氨酸 Lysine
组氨酸 Histidine
精氨酸 Arginine
苯丙氨酸 Phenylalanine
牛磺酸 Taurine
天冬氨酸 Aspartic acid
丝氨酸 Serine
磷酸丝氨酸 Phosphoserine
天冬酰胺 Asparagine
谷氨酸 Glutamate
谷氨酰胺 Glutamine
甘氨酸 Glycine
丙氨酸 Alanine
酪氨酸 Tyrosine
β-丙氨酸 β-alanine
γ-氨基正丁酸 γ-aminobutyric acid
半胱氨酸 Cysteine
胱硫醚 Cystathionine
鸟氨酸 Ornithine
脯氨酸 Proline
氨Ammonia
必需氨基酸 EAA
非必需氨基酸 NEAA
风味氨基酸 FAA
总氨基酸TAA
EAA/TAA
NEAA/TAA
FAA/TAA

未发酵茶渣

Unfermented tea dregs

10. 55a
5. 24b
11. 95b
5. 60c
27. 00c
8. 61a
18. 58c
-
17. 62c
35. 98b
9. 47c
50. 66c
2. 65b
28. 04b
-
11. 50a
21. 99b
12. 33b
-
12. 29b
-
-
-
8. 73a

144. 59a
81. 81b
285. 53b
112. 58b
367. 33b
0. 22b
0. 78a
0. 30b

发酵茶渣

Fermented tea dregs A1B2C1D2

12. 03a
15. 98a
17. 37a
12. 44a
55. 35b
10. 90a
96. 20b
15. 22a
46. 23a
36. 87b
34. 35a
121. 27a
26. 86a
221. 28a
105. 43a
8. 56a
27. 41a
24. 99a
32. 57a
38. 14a
6. 52a
11. 10a
2. 87a
4. 72a
5. 66b

233. 68a
690. 00a
340. 92a
923. 68a
0. 25a
0. 75b
0. 37a

发酵茶渣

Fermented tea dregs A1B2C1D3

12. 78a
9. 99a
15. 50a
11. 08b
62. 21a
10. 76a
106. 41a
15. 84a
40. 84b
42. 00a
31. 63b
115. 07b
29. 00a
221. 34a
98. 68a
10. 38a
25. 79a
23. 78a
36. 26a
41. 13a
4. 66a
11. 58a
3. 07a
7. 92a
4. 06b

244. 58a
709. 80a
342. 22a
954. 37a
0. 26a
0. 74b
0. 36a

SEM

0. 93
1. 02
0. 69
0. 22
1. 25
0. 50
2. 08
1. 26
1. 15
0. 74
0. 41
1. 56
0. 77
2. 71
3. 05
1. 20
0. 83
1. 01
0. 87
1. 14
0. 25
0. 63
0. 16
1. 24
2. 03
7. 32
20. 06
5. 37
26. 41
0. 01
0. 01
0. 01

P值

P value

0. 728
0. 008
0. 013

<0. 001
<0. 001
0. 238

<0. 001
0. 736

<0. 001
<0. 001
<0. 001
<0. 001
<0. 001
<0. 001
0. 136
0. 635
0. 035

<0. 001
0. 211

<0. 001
0. 001
0. 571
0. 397
0. 275

<0. 001
<0. 001
<0. 001
<0. 001
<0. 001
0. 005
0. 005

<0. 001

EAA：Essential amino acid；NEAA：Non-essential amino acid；FAA：Flavor amino acid；TAA：Total amino acid；-：未检测到 Not detected.
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啡因含量的主要因素。随着茶渣含量的增加，发酵茶渣的 CP、皂苷、咖啡因含量增加，而还原糖含量降低。这是

符合猜测的，茶渣的 CP、皂苷、咖啡因含量较高，当茶渣添加比例增加，这些成分的含量也随之增加。还原糖含量

降低主要是由于玉米粉添加比例的降低造成的。研究发现，发酵底物含糖量和生物质产量呈正相关［25］。玉米粉

经过高温高压后，可产生大量还原糖。玉米粉添加量减少，发酵底物的还原糖含量随之减少。即玉米粉含量较高

的发酵底物能够为康宁木霉提供更多的能量，有利于菌体生长。在相同条件下，孢子萌发生长需要消耗的还原糖

含量相似，那么底物固有还原糖含量高，在被微生物消耗后余下的还原糖含量则高。另外，还原糖也来源于纤维

素的降解。菌体代谢强，纤维素酶活性高，则产生的还原糖含量高。黄酮存在于茶渣中，在玉米粉中未检测到。

猜测随着茶渣添加量的增加，黄酮含量应当提高，单因素试验结果表明基质比例对发酵茶渣的黄酮含量无显著影

响。但是正交试验方差分析表明，基质比例是影响黄酮含量的主要因素，7∶3与 7. 0∶3. 5的黄酮含量显著高于

7. 0∶2. 5。这可能与康宁木霉对黄酮的代谢转化有关，目前缺乏相关研究。单因素试验中基质比为 7∶3的发酵茶

渣综合评分最高，即以较少的玉米粉配合茶渣发酵，生产含量较高的 CP和还原糖以及含量较少的皂苷和咖啡因

的发酵产物。

3. 2 料液比对发酵茶渣的影响

水分对微生物生长、生物合成和代谢产物的产生及分泌具有重大影响［26］。据报道，在水分增加或减少的情况

下，酶的产生会受到不利影响［27］。随着水分含量的增加，还原糖含量显著降低，这可能由于高水分导致纤维素酶

产生减少，对纤维素降解能力减弱，导致还原糖的减少。另外，水分含量高会改变底物颗粒的结构，减少气体体

积，减缓微生物生长［28］。康宁木霉是好氧菌，发酵基质水分高，则溶氧量较低，菌丝集中生长在发酵基质表面，内

部菌丝较少或活力较弱，对纤维素降解不足，产生的还原糖含量则较低。料液比为 7∶3时，还原糖含量最高，而

EE含量是最低的，还原糖与 EE趋势是相反的，这也说明了微生物代谢产生不同代谢物的适合条件是不同的。

EE的成分不是单一的，脂肪、色素、脂溶性物质的合成代谢是十分复杂的，可考虑研究脂肪酸的组成、脂溶性物质

的含量来探讨 EE的变化。结果表明，低水分有利于皂苷和咖啡因的降解，这可能与菌体生长速度较快和还原糖

的大量生成有关。料液比为 5∶5的发酵茶渣综合评分最高，与以往研究一致，即霉菌的生长繁殖所需的水分含量

为 40%~50%［29］。

3. 3 接种量对发酵茶渣的影响

接种量可能会明显影响发酵过程中的微生物生长速率［30］。较高的接种量可能会加快真菌的生长速度，但同

时会增加营养物质的消耗速度［31］，营养物质耗尽会减缓真菌的生长。接种量较小，延长了发酵过程所需的时间。

在单因素和正交试验中，不同接种量对发酵茶渣 CP、EE、皂苷和咖啡因含量无显著影响。可能由于接种量均处

于一个较合适的范围导致本试验中接种量对这些指标无显著影响。8 d的生长，所有培养基中康宁木霉均达到了

最大生物量，对茶渣的代谢转化达到最高值。接种量为 8%和 10%的茶渣还原糖含量显著高于其他接种量，可能

是由于孢子初始数量较高，加快了康宁木霉的生长和代谢，还原糖是生命活动中末端代谢物，初始阶段还原糖生

成较多。二者没有差异主要是孢子数已达到了能转化利用的最大值，在底物一致的情况下，生长代谢强度不能继

续增加。结果表明，接种量为 6%和 10%的发酵茶渣黄酮含量较低，暂未能解释不同接种量对黄酮含量的影响，

可能是随机效应。

3. 4 温度对发酵茶渣的影响

温度对微生物代谢有重要影响，温度过高过低均会抑制微生物的生长和代谢。发酵温度一般为 25~32 ℃，

与微生物的生长动力学密切相关［32］。康宁木霉的最佳生长温度是 25~30 ℃，但是康宁木霉对外界条件的适应性

相对较广，生长温度范围较广［33］。不同温度对真菌代谢物的生成或转化有重要影响，与最佳生长温度不一定一

致。发酵温度为 25~31 ℃时，CP产量显著增加。正交试验中，发酵温度是影响发酵茶渣 CP含量的主要因素，

31 ℃的 CP含量显著高于 29、33 ℃的。这些结果表明，康宁木霉在 31 ℃下能够提高茶渣 CP含量。康宁木霉发酵

茶渣在 25和 31 ℃能产生较高含量的还原糖。还原糖的含量是还原糖的产生和消耗的差值，除了纤维素的降解

外，菌体生长旺盛也会产生和消耗还原糖［34］。在 25 ℃，菌体生长慢，消耗的还原糖较产生的少，则还原糖含量高。
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31 ℃菌体生长快，产生和消化还原糖均较多，有可能其差值与 25 ℃的还原糖含量一致，具体机制需要更深入的研

究才能解释。25 ℃的黄酮含量最高，表明康宁木霉在较低温度时累积黄酮。也有可能是，在较高的温度条件下，

菌体代谢加快，对茶渣黄酮的利用加强，黄酮被消耗，因此其他温度的黄酮含量较低。这需要更多的研究来验证

这些猜测。康宁木霉在 34 ℃降解皂苷的效果最佳，可能是降解皂苷的酶系在 34 ℃时活力最高。咖啡因含量在

31和 34 ℃时含量较高，说明康宁木霉在 31~34 ℃时适合累积咖啡因。正交试验表明，发酵温度是影响发酵茶渣

咖啡因含量的主要因素，31 ℃时咖啡因含量显著高于 29 ℃。咖啡因工业可考虑通过优化条件对茶渣资源再利用

生产咖啡因。温度过高或过低对康宁木霉的生命活动或产生一定的胁迫作用，对营养成分、功能成分的累积、合

成效率有不同的效果。

3. 5 时间对发酵茶渣的影响

发酵时间是影响茶渣营养价值的因素之一。康宁木霉发酵茶渣 CP含量随时间增加而增加，这与朱飞等［35］

的研究结果一致，黑曲霉发酵茶渣 CP含量随时间的延长而提高。这可能是由于茶渣中菌体蛋白的不断累积所

致。EE不受发酵时间影响，可能是康宁木霉对茶渣中的 EE利用较少，也有可能是康宁木霉代谢与合成的 EE成

分相互抵消，如康宁木霉的绿色孢子，色素可溶于乙醚。还原糖是许多生物过程和酶反应的最终产物，真菌代谢

产生的纤维素酶可以催化纤维素转化为还原糖［36-37］。还原糖在第 2天达到最高值，与以往研究一致［34］。这是康

宁木霉进入快速增长期，菌体生长迅速，代谢活性高的表现。菌体生长分泌各种淀粉酶、糖化酶将淀粉分解为低

分子的还原糖，则还原糖含量提高。虽然，还原糖含量随时间延长较第 2天下降，但依然高于未发酵的茶渣。这

与绿色木霉发酵甘草（Glycyrrhiza uralensis）药渣的还原糖含量先升后降的情况一致［38］。这说明，真菌发酵茶渣

能产生大量的还原糖，为菌体的生长提供营养的同时，还改善了发酵茶渣的风味。黄酮含量在第 6天最高，此后

下降。这说明菌体对黄酮的转化达最高值，随着康宁木霉的生长，黄酮又被吸收代谢。有研究表明，黑曲霉和绿

色木霉发酵降低了桑叶茶黄酮含量［39］。随时间延迟，康宁木霉对黄酮的消耗高于产生速度，表现为发酵 6 d后，随

时间延迟，黄酮含量降低。黄酮具有很强的抗氧化能力，这是改善动物肠道和免疫功能的主要特性之一［40-41］。微

生物代谢降解抗营养因子被认为是最有前途的处理方法。高水平的皂苷会降低动物对营养的吸收，限制茶渣在

饲料中的使用［42］。结果表明，随着时间的延长，茶渣皂苷含量降低。以往有研究表明，真菌能降解皂苷［43］。但未

有文献表明康宁木霉能降解皂苷，暂不清楚降解机理。咖啡因是茶叶中含量最丰富的生物碱［5］，其含量的提高降

低了茶渣对动物的适口性。然而，适量的咖啡因具有抗氧化、抗糖尿病和减肥的作用［44］。结果表明，发酵茶渣的

咖啡因含量随时间增加而提高。咖啡因作为一种中枢神经系统的兴奋剂［5］，适量使用发酵茶渣可以刺激动物的

中枢神经系统，促进血液循环。单因素试验中发酵 6 d的综合评分最高，可见茶渣发酵 6 d即可使用，同时 6~10 d
的评分接近，说明发酵茶渣在一定时间保存，营养价值不会降低。正交试验中，发酵 6和 7 d的 CP含量差异不显

著，均显著高于发酵 5 d。在实际生产中，选择发酵 6 d能减少生产成本，加快饲料的生产和应用。

3. 6 发酵对茶渣营养成分和活性物质的影响

发酵后的茶渣 CP含量较高，原因可能是康宁木霉利用发酵基质的营养成分来合成菌体蛋白质，继而增加了

CP含量。与以往研究一致，即黑曲霉发酵能够提高茶渣的 CP含量［35］。CP含量的提高，表明了茶渣经过微生物

发酵可以作为动物饲料，这有利于推进废弃物饲料化利用的研究。还原糖含量的提高主要与康宁木霉的代谢有

关，菌体生长产生各种酶将淀粉、纤维素等分解为还原糖［36-37］。还原糖具有甜味，能改善发酵茶渣的适口性。还

原糖作为小分子物质，容易被动物消化吸收。还原糖含量的增高主要来源于纤维素的降解，从这个角度来说，发

酵茶渣能被动物较好地消化利用。康宁木霉增加了茶渣的黄酮含量，与以往研究结果不一致。黑曲霉和绿色木

霉发酵降低了桑叶茶黄酮含量［39］。这归因于康宁木霉与黑曲霉、绿色木霉酶系的不同、对营养物质代谢途径的不

同。发酵茶渣黄酮含量提高，有利于增加饲料的抗氧化能力，增强动物氧化应激的抵抗力［40-41］。真菌能降解皂

苷［43］，本试验结果与此一致。皂苷含量的降低，有利于减少抗营养因子对动物生长的负面作用，可改善发酵茶渣

的适口性。EE含量与未发酵茶渣无显著差异，可能是康宁木霉利用与生产 EE达到平衡状态。
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3. 7 发酵对茶渣游离氨基酸的影响

游离氨基酸在蛋白质、脂肪和脂肪酸代谢、机体生长、免疫系统中起重要作用。必需氨基酸的含量与种类能

反映出饲料的营养价值［45］。发酵茶渣中含有 8种必需氨基酸。康宁木霉发酵显著提高了茶渣各种必需氨基酸和

总氨基酸含量，即发酵有利于改善茶渣的营养价值。康宁木霉合成代谢中分泌多种蛋白酶，分解茶渣混合物中蛋

白质，产生游离氨基酸。在康宁木霉的生长中，合成了苯丙氨酸、谷氨酰胺、β-丙氨酸、半胱氨酸、胱硫醚、鸟氨酸

（未发酵茶渣中未检测到）。经过发酵，茶渣中氨含量显著降低，可以推测康宁木霉利用茶渣中的氨合成、转化为

游离氨基酸或蛋白质。游离氨基酸是重要的呈味物质［46］。发酵提高了茶渣的风味氨基酸含量和比例，能改善茶

渣适口性。牛磺酸具有抗氧化、促生长、免疫调节等功能［47］，γ-氨基正丁酸能减轻畜禽热应激［48］。牛磺酸和 γ-氨

基正丁酸含量的提高，增强发酵茶渣作为动物饲料添加剂的功效。发酵 6或 7 d的部分氨基酸含量不同，这与发

酵时间有关。不同时间下，微生物的新陈代谢有所不同，产生的游离氨基酸量则有差异。总之，康宁木霉发酵改

善了茶渣的游离氨基酸含量和种类，是一种潜在的有价值的动物饲料。

4 结论

试验表明，康宁木霉发酵茶渣（料液比为 5∶5）的最佳条件是：基质比例为 7. 0∶2. 5，发酵温度为 31 ℃，接种量

为 7%，发酵时间为 6或 7 d。康宁木霉发酵改善了茶渣的营养成分、活性物质以及游离氨基酸含量。
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