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摘要：为提高酵母冻干存活率，以酿酒酵母为研究对象，菌株存活率为相应指标。冻干保护剂以燕麦 β-葡聚糖为主，并与 γ-聚

谷氨酸和甘露醇复合；采用单因素轮换试验确定 3 因素的水平并作为响应面优化试验的中心点，进一步利用 Central Composite 响应面

法优化设计试验建立酵母存活率与 3 因素之间的回归方程；通过响应面分析各个因素对响应值的效应关系，并采用扫描电子显微镜观

察冻干后酵母细胞形态。结果表明，保护剂最佳配比为：燕麦 β-葡聚糖 6.56%、γ-聚谷氨酸 0.15%、甘露醇 1.15%，菌体与保护剂质

量比为 1:2 混合时，此条件下菌体细胞存活率可达到 90.69%，与理论预测值 89.86%接近；与未添加保护剂组酵母细胞相比，添加保

护剂组酵母细胞形态饱满、结构完整。研究结果可为酵母的冷冻干燥保护及推广应用提供数据支撑。 
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Abstract: To improve the survival rate of freeze-dried yeast, Saccharomyces cerevisiae was selected as the research object, and the 

survival rate of the strain was the corresponding index. The main freeze-dried cryoprotector was oat β-glucan, which was combined with 

γ-poly-glutamic acid and mannitol. The single factor rotation test was used to determine the level of three factors and serve as the central point of 

response surface optimization test. The regression equation between the survival rate of yeast and the three factors was established by Central 

Composite response surface method. The effects of various factors on the response values were analyzed by response surface analysis, and the 

morphology of lyophilized yeast cells was observed by scanning electron microscope. The results showed that the best ratio of cryoprotectores 

was 6.56% oat β-glucan, 0.15% γ-poly-glutamic acid, 1.15% mannitol, and the mass ratio of bacteria to protective agent was 1:2. Under these 

conditions, the survival rate of cells could reach 90.69%, which was close to the theoretical predicted value of 89.86%. Compared with the yeast 

cells without adding cryoprotector, the yeast cells in the group with adding cryoprotector were full in morphology and complete in structure. The 

results of this study can provide data support for the freeze-drying protection and promotion of yeast. 
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酿酒酵母是与人类关系最为密切一种酵母，酿酒
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充剂，这些营养成分经过不断的研究开发可以应用于

食品、医药、饲料、化妆品等领域[1]。但其在食品制

造中最主要的应用还是发酵，如酿酒工业[2]、奶制品

行业[3]、调味品[4]以及发酵面食加工领域[5]等。与湿酵

母相比，活性干酵母具有含水量低、复水快、性能稳

定、易于运输和使用方便等优点。 

目前，常用的酵母干燥保藏方法主要有：真空冷

冻干燥、流化床干燥、喷雾干燥，相对于流化床干燥

和喷雾干燥，真空冷冻干燥技术酵母的存活率较高，
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对于热较为敏感的酵母菌有更大的优势，受到大家的

青睐。但在实际干燥过程中依然会不可避免的出现细

胞不可逆损伤，细胞死亡活力下降等问题。因此需要

采取相应的保护措施，其中冻干保护剂是比较常用的

提高菌剂冻干存活率和稳定性的有效方法，目前常用

的保护剂主要有脱脂奶粉、山梨醇、甘油[6]、海藻糖、

谷氨酸钠[7]、蔗糖、乳糖、抗坏血酸、菊粉、甘露醇[8]

等。宋志远[9]研究得出以脱脂乳粉 5%、甘露醇 4%、

抗坏血酸 3%比例作为果蔬生防酵母细胞的复合冻干

保护剂，酵母细胞存活率可以达到 83.64%。周秋阳等
[10]研究发现以海藻糖 12.45 g/100 mL、谷氨酸钠 13.56 

g/100 mL、山梨醇 5.43 g/100 mL 作为酵母复合冻干保

护剂时，酵母细胞冻干存活率达 84.21%。王华等[11]

采用聚乙二醇 1.10 g/100 mL、L-谷氨酸钠 7.07 g/100 

mL、蔗糖 14.15 g/100 mL 作为热带假丝酵母菌复合冻

干保护剂时，冻干存活率为 82.73%。Han[12]研究表明

以脱脂奶粉 1.5%、聚乙二醇 0.1875%、海藻糖 5.25%

配比的复合低温保护剂，冻干海洋酵母 Sporidiobolus 

pararoseus ZMY-1 的存活率为 93.9%。Zhang[13]研究表

明以海藻糖 20%、谷氨酸钠 2%、5%聚乙烯吡咯烷酮

和 20%脱脂牛奶配比的复合低温保护剂，冻干毕赤酵

母的存活率为 79.4%。蔡孟轩等[14]优化了橄榄假丝酵

母的保护剂配方，最终配方为海藻糖、脱脂乳粉、谷

氨酸钠按 15%、10%、2%的比例混合，所得酵母存活

率为 69.7%。然而，迄今为止国内外将 β-葡聚糖作为

冻干保护剂的研究较少，以燕麦 β-葡聚糖为主，与 γ-

聚谷氨酸和甘露醇复合作为酵母冻干保护剂的研究更

是未见报道。燕麦 β-葡聚糖和 γ-聚谷氨酸为不能自由

通过细胞膜的大分子非渗透型保护剂。 

不同类型保护剂的作用机制差异较大，复配使

用不同类型保护剂相互协调更能效减小微生物在冷

冻过程中的死亡率。燕麦 β-葡聚糖和 γ-聚谷氨酸为

不能自由通过细胞膜的大分子非渗透型保护剂；甘

露醇是可以自由通过细胞膜的小分子渗透型保护

剂，并且也可以在水中形成无定型结构来维持蛋白

的稳定性，阻止细胞膜蛋白的聚集，保护细胞膜骨

架不受损害。因此，为进一步提高酿酒酵母在冷冻

及干燥等各种不利环境下的存活率。本研究以燕麦

β-葡聚糖、γ-聚谷氨酸、甘露醇为冻干保护剂，并利

用中心复合试验设计（CCD）优化得出酵母存活率

最高时冷冻干燥保护剂最佳添加比，为后期酿酒酵

母的应用奠定基础，也为新型酵母冻干保护剂的开

发与应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  试验菌种及培养基 
本试验所使用的酿酒酵母（ Saccharomyces 

cerevisiae）从安琪高活性酵母中分离得到；YPD 培养

基：葡萄糖 2.0%、胰蛋白胨 2.0%、酵母浸粉 1%，121 

℃灭菌 20 min。 

1.1.2  主要试剂 
燕麦 β-葡聚糖（纯度 80%）由张家口一康生物科

技有限公司提供；胰蛋白胨、酵母浸粉购于赛默飞世

尔科技有限公司；γ-聚谷氨酸购于西安四季生物科技

有限公司；甘露醇购于浙江一诺生物科技有限公司。

燕麦 β-葡聚糖、γ-聚谷氨酸、甘露醇为食品级，其他

试剂均为分析纯。 

1.1.3  主要仪器与设备 
5430R 型离心机，eppendorf 有限公司；SX-500

型高压蒸汽灭菌锅，日本 Tomy Digital Biology；

BPMJ-150F 型培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

BTP.8XL型冷冻干燥机，德祥科技有限公司；SZCL-4A

型智能磁力加热搅拌器，巩义市予华仪器有限责任公

司；TP614000A 型显微镜，杭州图谱光电科技有限公

司。  

1.2  试验方法 

1.2.1  菌悬液的制备与冷冻干燥 
参照邵明倩[15]酵母冻干粉制备方法略作修改，将

酵母菌培养到稳定期后，离心速度为 6000 r/min，离

心 5 min，离心温度为 20 ℃，无菌水洗涤两次。菌泥

与保护剂质量比为 1:2，30 ℃恒温箱中平衡 60 min，

之后于-18 ℃冰箱中预冻 8 h，预冻结束后迅速放入真

空冷冻干燥机中。冻干工艺：冷阱温度-75 ℃，真空

度 145~155 mT，冻干时间 20 h。 

1.2.2  冻干存活率的计算 
酵母冻干粉用 0.85%的无菌生理盐水复水至冻干

前体积，溶解之后放入 30 ℃恒温培养箱中活化 30 

min，利用美兰染色法测定酵母冻干存活率[16]，存活

率计算见下式。 

/ %= 100%
冻干菌粉复水至原菌液体积的存活率

冻干存活率
冻干前原菌液存活率

1.2.3  单因素轮换试验 
选取燕麦 β-葡聚糖、γ-聚谷氨酸、甘露醇作为冻

干保护剂，首先固定 γ-聚谷氨酸、甘露醇添加量为

0.167%、1.33%，燕麦 β-葡聚糖添加量依次为 4%、5%、

6%、7%、8%，可以得到最优燕麦 β-葡聚糖添加量。

固定最优燕麦 β-葡聚糖添加量和甘露醇添加量
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1.33%，γ-聚谷氨酸的添加量依次为 0.033%、0.1%、

0.167%、0.233%、0.3%，得到最优 γ-聚谷氨酸添加量。

最后固定最优燕麦 β-葡聚糖和 γ-聚谷氨酸添加量，甘

露醇的添加量依次为 0.33%、0.67%、1%、1.33%、

1.67%，得到最优甘露醇添加量。上述保护剂的配置

均用无菌水在恒温 75 ℃磁力搅拌器中溶解均匀，冷

却至室温备用。 

1.2.4  中心组合设计 
根据单因素轮换试验结果得到的燕麦 β-葡聚糖、

γ-聚谷氨酸、甘露醇三个最优的添加量，将这三个点

作为中心组合设计的中心点进行试验设计，以酵母冻

干存活率为响应值，确定酿酒酵母冷冻干燥保护剂的

最优组合。试验因素水平见表 1。 

表1 中心优化组合试验变量和水平 

Table 1 Test variables and levels of the centrally optimized 

combined design 

水平 
因素 

-1.68 -1 0 1 1.68 

燕麦 β-葡聚糖/% 4.32 5.00 6.00 7.00 7.68 

γ-聚谷氨酸/% 0.06 0.10 0.17 0.23 0.27 

甘露醇/% 0.45 0.67 1.00 1.33 1.55 

1.2.5  扫描电镜观察 
扫描电镜样品的处理参考张嗣萍等[17]的方法。 

1.2.6  数据处理 
每组试验均重复 3 次，结果用 X±SD 表示。试验

数据全部采用 SPSS 16.0 软件进行显著性检验和单因

素方差分析，利用 Design-Expert 8.06 软件的 Central 

Composite Design 进行响应面设计与分析。 

2  结果与分析 

2.1  单因素轮换试验 

2.1.1  燕麦 β-葡聚糖对酵母冻干存活率的影响 

 
图1 燕麦β-葡聚糖添加量对酵母存活率的影响 

Fig.1 Effect of oat β-glucan addition on yeast survival 

在冷冻干燥过程中，以氢键形式与蛋白质极性基

团连接的水分子逐渐被脱去，导致蛋白质结构破坏，

功能失调；但是含有多羟基结构的保护剂能够代替水

分子的位置，并以“水化膜”的形式包裹蛋白表面，从

而维持蛋白结构和功能[18]。由表 1 可知，随着燕麦 β-

葡聚糖添加量的增大，酵母细胞的冻干存活率呈现一

个先上升后下降的趋势。当燕麦β-葡聚糖添加量为6%

时，酵母细胞存活率达到最大，为 80.57%。可能是因

为燕麦 β-葡聚糖作为大分子化合物能够以“包裹”的方

式来保护细胞也可能是大分子化合物在保护细胞的同

时还可以促进小分子化合物对细胞作用效果[19]。

Crowe 等[20]研究发现糖能够取代细胞膜表面的水分

子，从而避免干燥引起的细胞膜的有害相变。Desmond

等[21]发现冻干 Lactobacillus paracasei NFBC338 时，

在脱脂乳保护剂基础上，另外添加葡聚糖后菌体的贮

藏稳定性较单独添加脱脂乳组显著改善。试验过程中，

我们发现浓度越高 β-葡聚糖（≥7%），冷却时越易形成

凝胶，不利于后期操作和酵母的均匀分散，也可能是

此原因致使 β-葡聚糖浓度过高时酵母活菌数反而降

低。 

2.1.2  γ-聚谷氨酸对酵母冻干存活率的影响 

 
图2 γ-聚谷氨酸添加量对酵母存活率的影响 

Fig.2 Effect of γ-polyglutamic acid addition on yeast survival 

rate 

由图 2 可知，随着 γ-聚谷氨酸添加量的增大，酵

母细胞的冻干存活率呈现一个先上升后下降的趋势。

当 γ-聚谷氨酸添加量为 0.13%时，酵母细胞存活率达

到最大，为 80.57%；之后随着 γ-聚谷氨酸的添加量的

升高，酵母细胞冻干存活率呈现出一个先下降后趋于

平缓的趋势。Bhat[22]通过透射电镜观察得到 γ-聚谷氨

酸作为冻干保护剂时，可以将细胞包裹起来从而减少

细胞受到冷冻干燥的损伤。 

2.1.3  甘露醇对酵母冻干存活率的影响 
甘露醇不仅可作为优良的骨架剂使用，而且在一

些保护剂配方中它能够兼作蛋白质的冻干保护剂[23]。

由图 3 可知，随着甘露醇添加量的增大，酵母细胞的

冻干存活率呈现先显著上升，后显著下降的趋势。当
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甘露醇添加量为 1%时，酵母冻干存活率达到最大，

为 87.18%，并且随着甘露醇添加量的升高，酵母细胞

存活率呈现一个显著下降的趋势。可能是因为甘露醇

对蛋白质的保护作用与其浓度、形态结构有关，而浓

度与结晶状态有时又有一定的关联性[24]。Izutsu[25]研

究表明较低浓度（1%或更低）的甘露醇通过形成无定

型结构来保护蛋白质免于聚集，但在更高浓度下，甘

露醇通过形成晶体结构来增强蛋白质的聚集。无定型

结构的甘露醇会促进蛋白质的稳定，而高浓度的甘露

醇形成的晶体结构对于蛋白质没有保护作用，甚至还

会促进水分子对细胞的破坏[26]。因此当甘露醇浓度高

于 1%时酵母细胞存活率呈现一个显著下降的趋势。 

 
图3 甘露醇添加量对酵母存活率的影响 

Fig.3 Effect of mannitol addition on yeast survival rate 

2.2  酵母冷冻干燥保护剂的中心响应面优化 

2.2.1  响应曲面试验设计及结果 
根据单因素试验分析结果，以燕麦 β-葡聚糖、γ-

聚谷氨酸、甘露醇添加量为因素，由Design-Expert 8.06

软件设计 3 因素 3 水平的 20 组响应面优化试验方案，

结果见表 2。 

2.2.2  响应曲面二次回归模型的建立及显著性

检验 
采用中心响应面法（CCD）研究了燕麦 β-葡聚糖、

γ-聚谷氨酸、甘露醇水平对冷冻干燥后酵母细胞存活

率的影响。这三个自变量的水平见表 1。根据表 2 可

知，共进行了 20 次不同组合试验。对试验数据进行多

元回归分析，用二次多项式方程表示冻干后酵母细胞

的存活率： 

Y=+85.01715+7.80538A-3.23242B+10.87749C+ 

0.98684AB+0.45000AC+1.34474BC-7.02647A2- 

6.78084B2-12.29069C2 

式中： 

Y——冻干酵母细胞存活率，%； 

A——燕麦 β-葡聚糖； 

B——γ-聚谷氨酸； 

C——甘露醇。 

为了评估拟合的二次多项式模型的显著性和充分

性，由表 3 可知，Pmodel>F 并小于 0.0001，说明该模

型非常显著，表明建立的模型与试验数据相符。失拟

项可以反应所建模型与试验的拟合程 度，

p=0.4584>0.05，不显著，说明试验点均能用模型进行

描述，且上述拟合的二次回归方程能够很好地预测酵

母冻干后的存活率。多项式模型的拟合优度可以通过

决定系数 R2 和相关系数 R 来检验。在这种情况下，

得到的 R2=0.9827 意味着只有 1.73%的响应的可变性

不能被模型解释。相关系数 R=0.9672，表明试验结果

与预测结果吻合较好，模型具有较高的意义。 

表2 Central Composite Design响应曲面试验设计方案及结果 

Table 2 Central Composite Design response surface test design 

scheme and results 

序号 A/g B/g D/g 酵母存活率/% 

1 5.00 0.10 0.67 44.57 

2 7.00 0.10 0.67 56.07 

3 5.00 0.23 0.67 33.89 

4 7.00 0.23 0.67 50.26 

5 5.00 0.10 1.33 65.23 

6 7.00 0.10 1.33 79.45 

7 5.00 0.23 1.33 60.85 

8 7.00 0.23 1.33 78.11 

9 4.32 0.17 1.00 51.61 

10 7.68 0.17 1.00 79.71 

11 6.00 0.06 1.00 72.87 

12 6.00 0.27 1.00 59.83 

13 6.00 0.17 0.45 35.99 

14 6.00 0.17 1.55 65.55 

15 6.00 0.17 1.00 85.78 

16 6.00 0.17 1.00 83.61 

17 6.00 0.17 1.00 87.05 

18 6.00 0.17 1.00 86.96 

19 6.00 0.17 1.00 87.18 

20 6.00 0.17 1.00 79.35 

2.3  响应面图及等高线图分析 

响应面分析法不但能够分析各反应因素对目标值

的影响，还能对最佳反应条件进行预测优化。由图 4、

图 5、图 6 显示了方程的三维响应面，证实了拟合面

有真实的最大值。当其中一种物质的浓度一定时，酵

母冻干存活率随着其他两种物质浓度的增加呈现先上

升后降低的趋势，说明响应曲面中存在极大值点，即

存在保护剂最佳浓度。通过软件计算得到方程的极值
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点，燕麦 β-葡聚糖添加量为 6.56%、γ-聚谷氨酸添加

量为 0.15%、甘露醇添加量为 1.15%，此时通过响应

面优化模型预测得到平均存活率为 89.86%，最大时可

达 90.69%。 

表3 酵母存活率响应曲面二次回归模型方差分析结果 

Table 3 Results of analysis of variance for yeast survival rate response surface quadratic regression model 

来源 均方和 自由度 均方 F 值 P 值 Prob>F 显著性 

Model 5102.99 9 567 63.18 <0.0001 ** 

A-β-葡聚糖 750.91 1 750.91 83.67 <0.0001 ** 

B-γ-聚谷氨酸 128.78 1 128.78 14.35 0.0036 ** 

C-甘露醇 1458.33 1 1458.33 162.49 <0.0001 ** 

AB 7.03 1 7.03 0.78 0.3969  

AC 1.46 1 1.46 0.16 0.695  

BC 13.06 1 13.06 1.45 0.2555  

A2 642.13 1 642.13 71.55 <0.0001 ** 

B2 598.02 1 598.02 66.63 <0.0001 ** 

C2 1964.73 1 1964.73 218.92 <0.0001 ** 

Residual 89.75 10 8.97    

Lack of Fit 47.07 5 9.41 1.1 0.4584 not significant 

Pure Error 42.67 5 8.53    

Cor Total 5192.73 19     

R-Squared 0.9827      

Adj R-Squared 0.9672      

Pred R-Squared 0.9192      

C.V% 4.69      

注：*表示显著（p<0.05）；**表示极显著（p<0.01）。 

 
图4 燕麦β-葡聚糖和γ-聚谷氨酸对酵母存活率影响的响应

面图 

Fig.4 Response surface plot of oat β-glucan and γ-polyglutamic 

acid on yeast survival 

 
图5 燕麦β-葡聚糖和甘露醇对酵母存活率影响的响应面图 

Fig.5 Response surface plot of the effect of oat β-glucan and 

mannitol on yeast survival 

 

 

 

 

 
图6 γ-聚谷氨酸和甘露醇对酵母存活率影响的响应面图 

Fig.6 Response surface plot of the effects of γ-polyglutamic acid 

and mannitol on yeast survival 

2.4  燕麦 β-葡聚糖复合保护剂对菌体形态的

影响 

利用扫描电镜对冷冻干燥后酵母细胞形态进行研

究，由图 7a 可知，未添加燕麦 β-葡聚糖复合保护剂

部分酵母细胞出现较多的褶皱、破裂现象，说明在冷

冻和冷冻干燥过程中会损伤酵母细胞。由图 7b，在添

加燕麦 β-葡聚糖复合保护剂后，未发现酵母细胞出现 
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褶皱、破裂的现象，说明燕麦 β-葡聚糖复合保护剂的

添加可以维持酵母细胞结构不被冷冻和冷冻干燥破

坏，并且维持复水过程中酵母细胞结构的稳定性。  

  

图 7 酵母菌冻干后菌细胞形态 

Fig.7 Yeast cell morphology after freeze-drying  

注：a：CK；b：酵母细胞添加燕麦 β-葡聚糖复合保护剂

后冻干。 

3  结论 

本研究通过中心优化响应面法优化了以燕麦β-葡

聚糖为主的酿酒酵母细胞冷冻干燥保护剂配方，首先

通过单因素试验逼近最大响应区域，最后通过中心响

应面优化试验拟合出一个三元二次多项式方程，得到

最佳配方：燕麦 β-葡聚糖 6.56%、γ-聚谷氨酸 0.15%、

甘露醇 1.15%，酵母冻干存活率达到最高，为 90.69%，

与理论预测值酵母存活率 89.86%接近。通过对酿酒酵

母的冻干保护剂配方的优化，可以为酿酒酵母冻干保

护研究提供理论参考，该配方酵母细胞存活率可达

90.69%，具有较高的市场应用价值。 
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