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摘　要：目的：优化真空冷冻干燥过程中保护剂配方，得到发酵性能较好的面包酵母 3G-28 冻干粉。方法：在对脱

脂奶粉、蔗糖、吐温−80、阿拉伯胶、β-环状糊精、甘油单因素实验基础上，采用响应面实验对复合冻干保护剂的

配方进行了优化，并对酵母冻干粉的发酵力、海藻糖含量、蔗糖酶活力以及发酵液中的风味物质进行了研究。结

果：各因素对面包酵母冻干粉活菌数量影响顺序为：甘油浓度>蔗糖浓度>脱脂奶粉浓度>β-环状糊精浓度；最佳复

合冻干保护剂的配方为：甘油 4.7%，脱脂奶粉 20%，β-环状糊精 15%，蔗糖 5%；面包酵母冻干粉活菌数量为

36.89×109 个/mL。面包酵母 3G-28 冻干粉的发酵能力为 214 mg/h/g 干酵母，海藻糖含量为 44.22 mg/g 干酵母，蔗

糖酶活力 20.27 U/g 干酵母，与市售酵母菌冻干粉和初始菌株酵母冻干粉相比表现出较高的生物活性。在风味物质

方面，面包酵母 3G-28 冻干粉与其它两者相比醇类的含量最高，表现出了良好的实用性。结论：本文探讨了面包

酵母 3G-28 冻干粉的最佳冻干保护剂配方，得到了生物活性较优的面包酵母冻干粉，在改善面包产品品质及微生

物工业化应用中具有很好的前景。
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Abstract：Objective:The formulation of  protective agent  added in vacuum freeze-drying process  was optimized to obtain
bread  yeast  3G-28  freeze-drying  powder  with  good  fermentation  performance.Methods:On  the  basis  of  single  factor
experiments  of  skim milk  powder,  sucrose,  Tween-80,  Arabic  gum,  cyclodextrin  and glycerin,  the  formula  of  compound
freeze-drying protectant was optimized by response surface experiment, and the ferment power, trehalose content, sucrase
activity and flavor in fermentation liquid of yeast freeze-drying powder were studied.Results:The order of influence of each
factor  on  the  number  of  viable  bacteria  in  bread  yeast  freeze-dried  powder  was  as  follows:  The  concentration  of
glycerol>the  concentration  of  sucrose>the  concentration  of  skim  milk  powder>the  concentration  of β-cyclodextrin.  The  
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formula of the best compound freeze-drying protective agent was as follows: Glycerin 4.7%, skimmed milk powder 20%, β-
cyclodextrin  15%,  sucrose  5%.  The  viable  quantity  of  bread  yeast  freeze-dried  powder  was  36.89×109 PCS  /  mL.  The
fermentation capacity of baker's yeast 3G-28 freeze-dried powder was 214 mg/h/g, the content of trehalose was 44.22 mg/g,
and the activity of sucrase was 20.27 U/g. Compared with the freeze-dried powder of commercially available yeast and the
freeze-dried powder of the initial strain of yeast, the yeast showed higher biological activity. In terms of flavor, the content
of  alcohol  in  bread  yeast  3G-28  freeze-dried  powder  was  the  highest  compared  with  the  other  two,  showing  good
practicability.ConclusionThe optimum formulation  of  the  baker's  yeast  3G-28 freeze-drying  powder  was  studied,  and  the
baker's yeast freeze-drying powder with better biological activity was obtained, which had a good prospect in improving the
quality of bread products and in the application of microbial industrialization.

Key words：bread yeast；freeze-dried powder；protectant；fermentability；bioactivity；GC-MS；flavor

 

面包酵母（S.cerevisiae）是重要的工业微生物，广

泛地应用于人类主食的制作，如作为优良的发酵剂和

营养剂用于包子、糕点、面包等面食产品[1−2]。在面

包烘培工业中，面包酵母可以在较短的发酵时间内产

生二氧化碳使面团膨胀，形成内相柔软的面包，并且

在发酵过程中，代谢产生醇类、羟基化合物和乙酸乙

酯等风味物质。这些风味物质在焙烤过程中，通过氨

基酸和糖的反应得到吡嗪类化合物，赋予了面包制品

的独特风味[3−4]。在现代食品工业领域，将新鲜的酵

母菌通过干燥技术制备成活性酵母粉是一种可行的

制剂化方法。有研究表明，与其它干燥方法相比，真

空冷冻干燥具有保持微生物较高的存活率，避免杂菌

污染而且携带方便等特点[5−8]。

然而，在冷冻干燥过程中酵母菌会受到预冷、冰

晶、高渗透压、细胞脱水等因素的影响，导致其存活

率降低或者生物活性丧失。因此，在冷冻干燥过程

中，选择恰当保护剂十分重要[9−12]。常见的保护剂有

糖、醇、脱脂乳等[13−15]。龙艳珍等[16] 研究了棘孢木

霉的真空冷冻方法，通过实验发现，加入保护剂后，经

冷冻干燥得到的菌株的存活率达到 81.25%，并保持

较高的活性水平。陈胜杰等[17] 以脂乳粉、低聚木

糖、可溶性淀粉和 VC 钠盐为基础，采用正交实验研

究复合冻干保护剂，发现复合保护剂能够有效提高三

株实验菌株的冻干存活率，且活菌数均高于 1.0×108

CFU/g。叶鹏等[12] 通过 SDS-PAGE 凝胶电泳发现，

抗冻剂对细胞超微结构均有不同程度的冷冻修复作

用，修复后的细胞壁变厚。张雅硕等[18] 在副干酪乳

杆菌冷冻干燥工艺中加入由脱脂奶粉、蔗糖、聚乙烯

吡咯烷酮、谷胱甘肽组成的复合保护剂，实验发现副

干酪乳杆菌经真空冷冻干燥后存活因子达（0.998±
0.001），活菌数为（2.35±0.02）×1011 CFU/g。经电镜

观察发现菌体形态饱满，结构完整，菌体活性保持良

好。于红等[19] 以植物乳杆菌发酵枸杞浆为研究对

象，通过优化得到最佳复配保护剂组合为：20% 麦芽

糊精、14% 乳糖、6% 海藻糖。在此条件下，益生菌

发酵枸杞冻干粉后活菌数达 9.6 lg CFU/g，含水量低

于 3%，色泽完好，复水性强，产品质量佳。目前，关

于面包酵母菌冷冻干燥保护剂的研究少有报道。

以实验室筛选改良的面包酵母菌种 3G-28 为对

象，以脱脂奶粉、蔗糖、甘油和 β-环状糊精为复合保

护剂，进行面包酵母冻干粉制作，对面冻干菌粉的发

酵力、海藻糖含量、蔗糖酶活力以及发酵液中的风味

物质进行了研究，旨在得到性能优良的酵母冻干粉，

为微生物工业化应用以及酵母冷冻干燥保护剂的作

用机理研究提供一定的科学参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

面包酵母 BY-3、3G-28    均为实验室保存；市售

酵母Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ号     安琪酵母有限股份公司；脱脂奶

粉     BD 医疗器械（上海）有限公司；蔗糖（分析纯）   
北京奥博星生物技术有限责任公司；阿拉伯胶（分析

纯）    北京 Bio-topped 科技有限公司；吐温-80（分析

纯）    北京益利精细化学品有限公司；β-环状糊精（食

品级）    孟州市华兴生物化工有限责任公司。

YOD-203 真空冷冻干燥机     美国 Thermo 公

司； 3K15 高速冷冻离心机     美国 Sigma 公司；

6890N-5975i 气相色谱-质谱（GC-MS）联用仪    美
国 Agilent 公司；SPME（CAR/PDMS, 75 μm）    美国

Supelco 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酵母菌的培养　菌种增殖培养：取面包酵母

3G-28 的斜面菌种，用接种环挑取一环，无菌条件

下接种于 YPD 培养基[20] 中，恒温 30 ℃，摇床转速

150 r/min，培养 36 h。 

1.2.2   酵母冻干粉的制备　取培养好的酵母菌液，于

6000 r/min 离心 10 min，收集菌体沉淀，用无菌水清

洗并稀释到 0.1 g/mL。按菌液与保护剂比例（v/v）
为 1:5 加入保护剂，用透气膜封口后进行预冻，先置

于−20 ℃，8 h，再置于−40 ℃，12 h，样品冻结完全后

放入冷冻温度为−50 ℃，真空度 100 mBar 的真空冷

冻干燥机内冻干 24 h，然后真空封装，于 4 ℃ 冰箱中

储存。 

1.2.3   离心条件的确定　将酵母菌液分别在转速为

4000、6000、8000 r/min 条件下离心 10、20 min，得
到的酵母泥用无菌水水洗两次，均匀涂布在 YPD 固

体培养基上，30 ℃ 下静置培养 24 h 后，测定酵母活

菌数量。 

1.2.4   保护剂配比的确定　 

1.2.4.1   单一保护剂的筛选　本实验选择低分子和高
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分子共 6 种不同的保护剂，通过活菌计数法考察单

个保护剂在不同浓度下的保护效果。活菌数量多者

说明此保护剂在该浓度下的保护效果优于活菌数量

较低者。将 6 种保护剂加入无菌水配制到所需浓度

（w/v），具体为：脱脂奶粉浓度（5%、10%、15%、

20%、25%），蔗糖浓度（1%、3%、5%、7%、9%），吐

温−80 浓度（5%、10%、15%、20%、25%），阿拉伯胶

浓度（5%、10%、15%、20%、25%），β-环状糊精浓度

（5%、10%、15%、20%、25%），甘油浓度（1%、3%、

5%、7%、9%），于 121 ℃ 灭菌 20 min，其中脱脂奶

粉灭菌温度为 115 ℃，10 min。按照 1.2.2 的方法制

备酵母冻干粉，并测定活菌数量。 

1.2.4.2   响应面试验优化　根据响应面分析软件提供

的模型，选取：A（甘油浓度）、B（脱脂奶粉浓度）、

C（β-环状糊精浓度）、D（蔗糖浓度）四个因素为变量，

酵母菌的活菌数量为响应值，设计四因素三水平的实

验，实验因素与水平的取值表见表 1。
  

表 1    响应面试验因素水平表
Table 1    Factors and levels table of response surface

experiment

因素
水平

−1 0 1

A甘油浓度（%） 4 5 6
B脱脂奶粉浓度（%） 15 20 25

C β-环状糊精浓度（%） 13 15 17
D蔗糖浓度（%） 4 5 6

  

1.2.5   酵母活菌数量的测定　选用平板计数法作为实

验过程中酵母活菌数量的测定方法，采用十倍稀释法

适当稀释发酵液，取 1 mL 发酵液加入 9 mL 无菌水

混匀，再取 1 mL 稀释的发酵液加入 9 mL 无菌水，重

复稀释 6~7 次。将稀释液均匀涂布在 YPD 固体培

养基上，恒温 30 ℃，培养 24 h 后，进行平板计数（30~
300 CFU/mL 范围内），求得单位酵母活菌数量。 

1.2.6   发酵力的测定　本研究采用失重法[21] 对制得

的 BY-3、3G-28、市售Ⅰ，市售Ⅱ，市售Ⅲ五种酵母

冻干粉进行发酵力（F）的测定。

用量筒量取 50  mL LF 培养基，加入 1.0 g 活

化后的酵母，将锥形瓶置于 30 ℃ 恒温摇床上，

150 r/min 培养 3 h，每 30 min 记录质量，用重量的变

化来表示酵母发酵力大小，见式（1）：

F = (x1−x2)/(t×m) 式（1）

式中：F 为菌种的发酵力，mg/(h•g)；x1 为发酵前

锥形瓶的重量，mg；x2 为发酵后锥形瓶的重量，mg；
t 为发酵时间，h；m 为添加酵母的重量，g。 

1.2.7   海藻糖含量的测定　称取 1.0 g 酵母粉放入干

燥离心管中，加入三氯乙酸（0.5%）15 mL，混合均匀，

置于冰水浴中提取海藻糖，每隔 15 min 振荡一次，提

取 1 h 后离心（3000 r/min；10 min），取上清液放入

25 mL 容量瓶中，加蒸馏水至刻度，混匀待测。以 15 mL

三氯乙酸溶液（0.5%）加蒸馏水至 25 mL 为空白对

照，选择蒽酮-硫酸法[22] 测定海藻糖含量。海藻糖含

量与吸光值线性关系良好，标准曲线方程为 y=
3.8829 x+0.0143，R2=0.9993。 

1.2.8   蔗糖酶活力的测定　取洁净试管加入蔗糖溶液

（0.1  mol/L）1.0  mL，NaAc-HAc 缓冲液（0.2  mol/L,
pH=5.2） 2.0  mL，蒸馏水 6.5  mL，于 30 ℃ 水浴

5 min，加入 0.5 mL 酵母液（已知浓度）迅速混匀，继

续水浴 5 min，然后吸取 1 mL 反应液加入到 2 mL
DNS 溶液中，沸水中保持 5 min，取出冷却至室温，

于 540  nm 测定葡萄糖标准曲线，标准方程为

y=0.1023x+0.0409，R2=0.9992，线性关系良好[23]。

DNS（3,5-二硝基水杨酸）显色液的制备方法：称

取酒石酸钾钠 182.0 g 放入 500 mL 热的蒸馏水中溶

解（水温不能超过 50 ℃），加热过程中依次向溶液中

加入 3,5-二硝基水杨酸、NaOH、苯酚、无水亚硫酸

钠质量分别为 6.3、21.0、5.0、5.0 g，搅拌直至全部溶

解，冷却后用纯水定容至 1000 mL，室温下在棕色瓶

中保存，放置一周后方能使用。

蔗糖酶活力的定义：30 ℃，pH 为 5.2 时，单位酵

母（每 g 酵母干物质）每分钟分解蔗糖生成 1 mg 葡

萄糖为一个活力单位（U）。

蔗糖酶活力
(
U/g酵母干物质

)
=

(A×0.180)
(5×0.5×C)

式（2）
式中：A 为根据标准曲线方程求得的葡萄糖含

量（μmol）；C 为酵母液浓度（g/mL）；0.180 为 1 μmol
葡萄糖的摩尔质量（mg）；5 为显色反应时间（min）；
0.5 为加入的酵母液的体积（mL）。 

1.2.9   发酵液风味物质成分的测定　将等量 BY-3、
3G-28 和市售Ⅲ菌种分别置于 LF 培养基[21] 中发酵，

3 h 后测定风味物质。发酵液中挥发性物质的萃取：

取发酵液于样品瓶中，放入恒温水浴中 50 ℃ 下平

衡 20 min，插入 SPME 萃取头，继续在 50 ℃ 下保持

吸附 40 min，GC 解吸 5 min，进行 GC-MS 分析[24]。

气相色谱（GC）的条件设定：DB-WAX 毛细管柱

（30 m×0.32 mm×0.25 mm；Agilent），氦气（He) 为载

气，恒定流速为 1.2 mL/min，不分流进样，进样口温

度为 250 ℃；程序升温：初始温度为 40 ℃，保持

3 min，以 5 ℃ /min 升温到 200 ℃，再以 10 ℃/min
升温到 250 ℃，保持 3 min。

质谱（MS）的条件设定：电子轰击（EI）离子源，电

子能量为 70 eV，离子源温度为 230 ℃，传输线温度

为 280 ℃，四级杆温度为 150 ℃，质量扫描范围 m/z
55 ~ 500。 

1.3　数据处理

实验数据每组 3 个平行样，每个平行实验测定

3 次取其平均值，结果用“平均值±标准差表示”。采

用 SPSS 18.0 软件进行差异显著性分析，采用 Origin
8.0 进行相关图形绘制。 
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2　结果与分析 

2.1　离心条件对酵母活菌数量的影响

从图 1 看出，离心转速相同时，活菌数随着离心

时间的增加反而变少，说明菌体可能受到了过强的机

械作用导致死亡；离心时间相同时，活菌数随转速增

加先增大后减少，说明离心转速在一定范围内（4000~
6000 r/min）时，转速增加能减少菌体随上清液的流

失使得活菌数增加，但在 6000~8000 r/min 范围内

时，离心强度过大引起的机械作用造成了菌体的死

亡。离心时间和转速对酵母菌体的存活率具有一定

影响，这一结论与其他研究报道相符[25−27]。根据实验

结果，选择离心条件为 6000 r/min，时间 10 min。
  

6

a A
a

A
a

A
5

4

3

2

1

0
4000 6000

转速 (r·min−1)

8000

活
菌

数
量

 (
N

×
1
0

9
 c

fu
/m

L
) 10 min

20 min

图 1    不同离心条件对酵母活菌数量的影响
Fig.1    Effect of viable count under the different

centrifugal conditions
注：图中不同小写和大写字母分别表示离心时间为 10 和

20 min 时不同转速的活菌数量差异性，P<0.05。
  

2.2　单因素实验结果 

2.2.1   不同浓度脱脂奶粉的保护效果　结果如图 2 所

示，与空白组相比，脱脂奶粉对菌体的保护效果非常

显著。这是因为脱脂奶粉是一种常见的大分子胞外

保护剂，能在菌体表面形成一层保护层，而且奶粉中

含有的蛋白、糖类等物质可以对细胞加以保护，减少

细胞与介质的接触面积[23]，并可以固定冻干的酶类，

防止由于细胞壁的损伤而引起的胞内物质渗漏[28]；陈

胜杰等[17] 研究发现随着脱脂乳粉浓度的增加，植物

乳杆菌、凝结芽孢杆菌和酿酒酵母菌三种菌的存活

率均逐渐增加，但是当增加到一定浓度后菌体的存活

率保持稳定或些许下降。由实验结果可知，当脱脂奶

粉浓度达到 20% 时，浓度的继续增加并不会使保护

效果变化更加明显，结合生产实际经济效益方面的考

虑，脱脂奶粉浓度选择 20%。 

2.2.2   不同浓度蔗糖的保护效果　结果如图 3 所示，

蔗糖作为低温保护剂在冷冻干燥过程中能够显著提

高酵母菌的存活率。在冷冻干燥过程中，蔗糖可形成

具有高粘度、低流动性的玻璃态基质，将蛋白质分子

支撑起来，使之不易变性。而且蔗糖分子中的羟基可

以与菌体细胞膜蛋白质及膜磷脂上的极性基团结合

形成氢键，从而对细菌的细胞膜和蛋白质的完整性起

到保护作用[29−30]。蔗糖还可以渗透进入细胞，在细胞

壁和膜间发挥作用，和溶液中的水分子结合，减缓晶

核的形成，降低在冷冻干燥时晶核对细胞的伤害[31]。

随蔗糖浓度增大，酵母活菌数量先增多后减小。综合

考虑到酵母的活菌数量、实验的可操作性以及生产

成本，蔗糖浓度选择 5%。
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图 3    不同浓度蔗糖的保护效果
Fig.3    Protective effect of different concentrations of sucrose

  

2.2.3   不同浓度吐温−80 的保护效果　从图 4 可以看

出，与空白对照相比，吐温−80 浓度在 5% ~ 20% 之

间对酵母菌的存活均具有保护作用，这是因为吐温

−80 是一种非离子型表面活性剂，具有较好的乳化能

力、润湿能力，在冷冻过程中减少菌体因脱水造成的

蛋白变性，降低冻结损失；又能在冻干粉复水时，对菌

体起到一定水分润湿作用[32]。但是随着吐温−80 浓

度的增加，其保护作用逐渐减弱，根据实验结果，选择

吐温−80 浓度为 5%，但其酵母菌活菌数量仍明显低

于其他单体保护剂。
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图 4    不同浓度吐温−80 的保护效果
Fig.4    Protective effect of different concentrations of tween−80

  

2.2.4   不同浓度阿拉伯胶的保护效果　阿拉伯胶是一

种聚合类保护剂，广泛用作乳化剂、稳定剂、悬浮

剂、黏合剂、成膜剂等。邹小波等[33] 将低温贮藏的
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图 2    不同浓度脱脂奶粉的保护效果

Fig.2    Protective effect of different concentrations
of skim milk powder

注：不同小写字母代表差异显著，P<0.05；
图 3~图 7，图 14~图 16 同。
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蓝莓果实进行阿拉伯胶复合涂膜处理，实验发现可以

显著减缓蓝莓果实质量损失、降低腐烂率和延缓硬

度降低（P<0.05），并能维持果实较高的总酚、花色苷

含量和较好的感官品质。其原因是具有较高憎水性

的阿拉伯胶能够在菌体表面形成水蒸气屏障。在酵

母菌体的冷冻干燥过程中阿拉伯胶作为保护剂可以

减少水分蒸发，能够保护细胞在受到低温和脱水时不

被伤害。由图 5 可以看出，添加阿拉伯胶对酵母菌

具有一定的保护作用，阿拉伯胶浓度为 25% 时，保护

作用最好，但其酵母菌活菌数量仍明显低于其他单体

保护剂。
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图 5    不同浓度阿拉伯胶的保护效果
Fig.5    Protective effect of different concentrations

of gum Arabic
  

2.2.5   不同浓度 β-环状糊精的保护效果　β-环状糊精

是一种大分子多糖，它可以增加菌体的黏度增加，提

高冻干物料的玻璃化温度，使其不易结晶。同时，以

β-环状糊精作为保护剂，得到的冻干菌粉呈蓬松状

态，阻止细胞收缩变硬，使酵母冻干粉具有良好的复

水性，并提高其生物活性[34]。从图 6 可知，与空白对

照相比，β-环状糊精对酵母菌具有很好地保护作用，

当 β-环状糊精的浓度达到 15% 时，酵母菌活菌数目

最大，因此，选择 β-环状糊精浓度为 15%。
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图 6    不同浓度 β-环状糊精的保护效果
Fig.6    Protective effect of different concentrations

of β-cyclodextrin
  

2.2.6   不同浓度甘油的保护效果　结果如图 7 所示，

保护效果呈现先增加后降低的趋势，在 5% 时，活菌

数量达到峰值。其原因是甘油属于小分子类保护剂，

具有良好的渗透性能，能够进入细胞内部，分子中羟

基和细胞中的大分子形成氢键，可以部分替代由水形

成的氢键，使得在失水过程中细胞内的大分子物质，

如蛋白质、脂肪、碳水化合物和其他大分子物质保持

原有结构和生物体的活性。由于在甘油添加量

1%~5% 范围内时，氢键的形成有效的维持了细胞的

活性，此外甘油具有较好的持水性使得在失水过程中

不至于过快的失去水分，而当甘油的添加量超过 5%
时，对一些大分子诸如蛋白质的稳定能力达到了极

限，在冷冻干燥的过程中过高的浓度使得蛋白质发生

了变性影响了细胞的活性。因此甘油的浓度选择 5%。
  

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

ce
bc

活
菌

数
量

 (
N

×
1
0

9
 c

fu
/m

L
)

空白 1 3

甘油浓度 (%)

5 7 9

a a

b
cd

图 7    不同浓度甘油的保护效果
Fig.7    Protective effect of different concentrations of glycerine

  

2.3　响应面实验结果与分析 

2.3.1   响应面实验结果　根据单因素实验结果，发现

脱脂奶粉、蔗糖、甘油和 β-环状糊精保护效果较好，

故分别设定为变量 A、B、C、D，酵母菌的活菌数量

为响应值（Y），采用 Design-Expert 8.0.6 软件设计了

27 组试验，24 组为析因点试验，3 组为重复零点试

验，结果见表 2。
根据实验数据，用 Design-Expert 软件对实验进

行二元多项式回归模拟，得到回归方程如下：

Y=36.80−0.50A+0.41B−0.057C+0.47D+0.045AB−
0.67AC+0.22AD−0.013BC−0.91BD−0.27CD−0.87A2−
4.322 −1.78C2−1.33D2

由表 3 可知，本实验所得到的回归模型 F 值为

13.67，P 值<0.0001 说明此实验模型的达到极显著水

平，失拟项 P=0.0730，呈不显著，表明该模型真实可

靠。四种变量中甘油浓度对响应值（活菌数量）的影

响最为显著（P 小于 0.05），且四个因素对响应值的影

响效果依次为：A 甘油浓度>D 蔗糖浓度>B 脱脂奶

粉浓度>C β-环状糊精浓度。模型的总决定系数为

R2 =0.9410，校正决定系数为 R2
Adj =0.8721，说明试验

误差较小，模型与实际预测值拟合效果好，本模型可

以解释 87.21% 响应值的变化。本实验的变异系数

（C.V.）为 2.36%<5%，这表明实验具有较高的重复度

和准确性。因此回归方程可以很好地描述各因素与

响应值之间的关系。 

2.3.2   响应面交互作用分析与优化　以 A（甘油浓

度）、B（脱脂奶粉浓度）、C（β-环状糊精浓度）、D（蔗

糖浓度）为影响因子，以酵母菌活菌数量为响应值，根

据上述回归方程做出响应面分析图及等高线图，如

图 8~图 13 所示。通过图组可以直观的观察各个因

素的交互作用对响应值的影响。图中各因素的边线

坡度越小则该因素对酵母菌活菌数量的影响越小，因

素的边线的坡度越陡则该因素对酵母菌活菌数量的

影响越大[35]。由组图分析得到的各因素对响应值的
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影响效果与方差分析结果一致。响应曲面的坡度反

映了两因素的交互作用效果，曲面坡度越陡峭，表明

两因素交互作用对响应值的影响越显著，反之，代表

二者交互作用不显著[36]。由图 12 可知，脱脂奶粉浓

度和蔗糖浓度之间的交互影响显著，表现为响应面曲

线坡度最为陡峭。但各因素的交互作用下酵母细胞

存活数量的变化均呈现正抛物线形状，表明各因素在

波动水平内均存在峰值任意两个因素的交互作用都

存在一个最高点，说明通过改变这四个因素，可以使

酵母菌活菌数量达到最高[37]。 

2.3.3   最佳保护剂配比的确定与验证　通过 Design-
Expert 8.0.6 软件对二次多项式回归方程进行分析，

得出最优设计为：A（甘油浓度）4.72%，B（脱脂奶粉浓

度）20.15%，C（β-环状糊精浓度）15.06%，D（蔗糖浓

度）5.14%，预测值为 36.9035×109 个/mL。为了便于

具体实验操作，将各因素条件优化为：甘油浓度

4.7%，脱脂奶粉浓度 20%，β-环状糊精浓度 15%，蔗

糖浓度 5%。在此条件下重复实验 3 次，实际测得的

酵母活菌数量为 36.89×109 个/mL，表明模型与实际

操作拟合度良好。 

2.4　发酵力的测定结果

分别将酵母菌株 BY-3、3G-28、市售Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ号，按照 1.2.5 的方法制成酵母粉，进行发酵能力

测定实验。结果如图 14 所示，与其它菌株相比，菌

株 3G-28 的发酵能力最好，为 214 mg/h/g 干酵母。

这是因为 3G-28 为改良菌株，以 BY-3 菌株为初始

菌株，通过空气等离子体技术诱变得到。该菌株在改

良后较初始菌株发酵力提高了 48.57%，在高糖面团

和无糖面团中均能保持较高的酵母活力，特别是在低

温耐受性方面明显优于初始菌株，因此，3G-28 酵母

菌冻干粉表现出良好的发酵力[21]。 

2.5　海藻糖含量的分析

前期研究表明，菌株 3G-28 在−20 ℃ 低温下进

行保藏，两周后，其菌株的相对发酵力可达到 76.10%，

酵母泥的相对发酵力为 83.91%[21]。有文献表明，酵

母细胞的耐冷冻性与发酵开始前细胞内的海藻糖含

量有关，并且高含量海藻糖的酵母比低含量海藻糖的

酵母的保存期限长，这是因为海藻糖的结构稳定，在

冷冻干燥过程中可以保护膜和蛋白质不被破坏[38−39]。

因此，海藻糖含量的测定也是衡量酵母性能的一个指

标。分别对五种酵母冻干制粉进行海藻糖含量的测

定，结果如图 15 所示，菌株 3G-28 的海藻糖含量为

44.220 mg/g 干酵母，处于一个较高的水平，相较于其

它四种酵母冻干粉，性能较优，耐冷冻性和耐储存能

力较好。 

2.6　蔗糖酶活力的分析

对于酵母菌来说，在利用蔗糖作为碳源时，蔗糖

在细胞外的分解速度远高于细胞内己糖的代谢速度，

从而导致环境渗透压快速升高，生长受到抑制。因

此，降低酵母菌蔗糖酶活力，维持适宜的渗透压水平，不

仅可以保持其细胞的活性，在面团含糖较高时也能保

持酵母的发酵活性[40]。在前期的研究中发现，酵母菌

3G-28 蔗糖酶活力较初始菌株 BY-3 降低了 71.89%，

在高糖面团和无糖面团中均能保持较高的酵母活力[21]。

 

表 2    响应面试验设计及结果

Table 2    Design and results of response surface experiment

试验
号

A甘油浓
度（%）

B脱脂奶粉浓
度（%）

C蔗糖浓
度（%）

D β-环状糊精
浓度（%）

Y活菌数量
（N × 109个/mL）

1 0 0 −1 −1 32.16
2 0 0 −1 1 34.26
3 −1 0 1 0 36.19
4 1 0 1 0 32.85
5 0 1 1 0 31.24
6 1 0 0 −1 33.65
7 0 −1 0 1 32.65
8 −1 −1 0 0 30.45
9 1 1 0 0 31.85

10 0 0 1 1 33.67
11 −1 0 0 −1 35.37
12 1 −1 0 0 30.65
13 0 −1 1 0 30.12
14 0 0 0 0 36.97
15 −1 0 0 1 35.44
16 0 0 0 0 36.53
17 −1 0 −1 0 34.78
18 0 1 0 −1 32.14
19 1 0 0 1 34.62
20 0 0 1 −1 32.64
21 1 0 −1 0 34.12
22 0 −1 0 −1 30.12
23 −1 1 0 0 31.47
24 0 0 0 0 36.89
25 0 1 0 1 31.02
26 0 −1 −1 0 30.45
27 0 1 −1 0 31.62

 

表 3    响应面试验方差分析

Table 3    Variance analysis of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F P

模型 116.41 14 8.32 13.67 <0.0001**

A 2.96 1 2.96 4.87 0.0476*

B 2.00 1 2.00 3.29 0.0948
C 0.039 1 0.039 0.063 0.8055
D 2.59 1 2.59 4.27 0.0612

AB 0.0081 1 0.0081 0.013 0.9100
AC 1.80 1 1.80 2.95 0.1115
AD 0.20 1 0.20 0.33 0.5746
BC 0.000652 1 0.000625 0.001027 0.9750

BD 3.33 1 3.33 5.47 0.0374*

CD 0.29 1 0.29 0.47 0.5058
A2 3.99 1 3.99 6.57 0.0249*

B2 99.67 1 99.67 163.83 <0.0001**

C2 16.95 1 16.95 27.87 0.0002**

D2 9.40 1 9.40 15.46 0.0020**

残差 7.30 12 0.61
失拟项 7.19 10 0.72 13.09 0.0730
纯误差 0.11 2 0.055
总差 123.71 26

注：C.V. %=2.36；R2=0.9410；R2
Adj=0.8721；**表示差异极显著（P<0.01）；

*表示差异显著（P<0.05）。

 · 124 · 食品工业科技 2021 年  4 月



分别对五份酵母冻干制粉进行蔗糖酶活力的测定，结果

如图 16 所示，菌株 3G-28 的蔗糖酶活力为 20.27 U/g

干酵母，低于其它菌株，即在面团含糖较高时，其发酵

活性高于其他 4 种酵母冻干粉。 
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Fig.8    The response surface and contour map of glycerine and skim milk powder
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Fig.10    The response surface and contour map of glycerine and sucrose
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2.7　发酵液风味物质成分的测定及比较

选取 BY-3、3G-28 和综合表现较好的市售

Ⅲ号，三种酵母冻干粉进行发酵实验，采用固相微萃

取结合 GC-MS 的方法分别对发酵液体培养基所含

的风味物质成分进行测定，检测结果见表 4。

三个样品检测到的挥发性物质主要包括醇类、

酯类、醛类和烃类。其中市售Ⅲ发酵液样品检测到

的风味物质共 18 种，分别为醇类 5 种，酯类 7 种，烃

类 5 种，醛类 1 种，各组分占例为 57.73%，24.32%，

13.38%，1.28%；BY-3 发酵液样品检测到的风味物质

共 19 种，分别为醇类 5 种，酯类 6 种，醛类 3 种，烃

类 5 种，各组分占例为 44.38%，26.66%，6.45% 和

11.20%；3G-28 发酵液样品检测到的风味物质共

18 种，分别为醇类 6 种，酯类 7 种，醛类 2 种，烃类

3 种，各组分占例为 62.85%，21.17%，1.31%，9.68%。

表明在保护剂的作用下，酵母冻干粉的发酵力和性能

得到了很好的保留。根据检测结果显示，样品中的主

要风味物质为醇类，其次为酯类。三个样品中共同检

测出的醇类主要有：乙醇、2-乙基己醇和苯乙醇，醇类

是风味物质的重要组成部分，在焙烤过程中，通过一

系列化学反应带给面包制品的独特风味，其中，经菌

株 3G-28 发酵的样品中醇类含量最高，表现出较好

的发酵性能及较高的实用性。 

3　结论
本文在前期研究的基础上，对改良酵母菌株 3G-

28 的冻干粉的生产及其生物活性进行了研究。通过

响应面实验得到了面包酵母 3G-28 的最佳冻干保护

剂配方为：甘油浓度 4.7%，脱脂奶粉浓度 20%，β-环
状糊精浓度 15%，蔗糖浓度 5%，添加该保护剂制得

的面包酵母冻干粉活菌数量为 36.89×109 个/mL。该

 

38

36

34

32

30

28

活
菌

数
量

 (
N

×
1
0

9
 c

fu
/m

L
)

6.00
5.50

5.00
4.50

4.00 15.00
17.00

19.00
21.00

25.00
23.00

B 脱脂奶粉 (%)
D 蔗糖 (%)

D
蔗

糖
 (

%
)

活菌数量 (N×109 个/mL)
6.00

5.50

5.00

4.50

4.00
15.00 17.00 19.00 21.00

B 脱脂奶粉 (%)

23.00 25.00

图 12    脱脂奶粉和蔗糖交互作用的响应面和等高线

Fig.12    The response surface and contour map of skim milk powder and sucrose
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面包酵母冻干粉性能较优，其发酵能力为 214 mg/h/g

干酵母，海藻糖含量为 44.22 mg/g 干酵母，蔗糖酶活

力 20.27 U/g 干酵母。通过 GC-MS 对 3G-28 酵母

菌冻干粉、市售酵母菌冻干粉和初始菌株酵母冻干

粉的发酵液风味物质进行分析比较，发现 3G-28 酵

母菌冻干粉具有较好的风味特质，由其发酵的样品中

风味物质醇类含量最高。本研究具有很强的实用价

值，为改善面包产品品质、推进微生物工业化应用提

供理论基础。
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表 4    发酵液风味物质成分

Table 4    The flavor composition of before and after fermentation

风味物质
保留时间（min） 相对含量（%）

空白 市售Ⅲ BY-3 3G-28 空白 市售Ⅲ BY-3 3G-28

异戊醛 5.07 5.61
乙醇 6.00 5.98 6.03 41.21 31.21 45.75

乙酸乙烯酯 6.97 2.34
三氯甲烷 7.99 8.01 8.04 4.80 5.46 3.31

甲苯 8.57 8.55 8.53 8.56 1.03 6.40 4.07 5.37
乙酸丁酯 9.42 9.43 3.18 2.23

3-甲基-1-丁醇乙酸酯 10.67 11.68
乙酸异戊酯 10.69 7.49

乙酸-3-甲基丁酯 10.71 9.97
3-甲基-1-丁醇 13.36 12.65
2-甲基-1-丁醇 13.54 10.28

异戊醇 13.54 13.750
正己酸乙酯 13.93 13.76 13.78 0.71 0.39 0.36

苯乙烯 14.60 14.46 14.48 0.96 0.75 0.99
丁酸戊酯 14.81 14.65 14.67 0.62 0.26 0.84
正辛醛 15.97 61.80
壬醛 18.22 18.29 18.21 0.60 0.30 0.51

辛酸乙酯 19.26
二十七烷 19.32 0.56

四甲基十七烷 19.34 0.59
异戊酸香叶酯 19.71 0.36
5-丁基-4壬烯 19.89 0.36
环己二甲醇 20.09 0.370
2-乙基己醇 20.74 20.72 20.72 1.21 0.90 1.14
2-十六烷醇 20.85 0.43

苯甲醛 21.631 21.614 0.980 0.800
7-十六烯醛 21.948 0.180
小茴香醇 23.054 0.340

2-十六烷醇 23.319 23.313 0.260 0.750
2,6,10-三甲基十四烷 23.334 0.920

9-十四烯醛 23.471 0.650
3-羟基十四烷酸甲酯 23.593 0.750

2-甲基十六醇 25.600 0.790
异戊酸香叶酯 25.642 0.490
月桂酸甲酯 27.876 27.841 27.843 5.470 11.400 4.460
2-甲基丙酸 29.424 3.380
抗氧剂BHT 30.103 30.103 6.000 0.750

苯乙醇 30.178 30.178 30.177 1.870 1.250 1.390
2-十五烷酮 32.270 32.262 0.580 0.530

2,4-二叔丁基苯酚 37.168 37.164 37.163 37.163 31.510 3.000 5.310 3.720
邻苯二甲酸二丁酯 40.405 40.404 40.405 3.630 2.570 3.450
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