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摘　要　为从自然界中筛选出耐冷冻酵母菌, 从土壤、谷物、果蔬、空气等不同来源筛选分离得到 60 多株酵母

菌, 通过模拟面团预发酵进行耐冷冻酵母菌的初筛选, 并通过普通面团预发酵进一步筛选, 得到了 3 株耐冷冻

酵母菌, 编号为 FT Y 28, FT Y 31 和 FT Y 56。这 3 株耐冷冻酵母菌冷冻 7 d 后存活率和相对发酵力均超过

80◊ , 且海藻糖质量分数大大高于耐冷冻性较差的酵母菌, 其质量分数最高达 1612◊ 。
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Abstract　 In o rder to screen the freeze2to leran t yeast st ra in s, mo re than 60 yeast st ra in s

w ere iso la ted from variou s natu ra l resou rces like so il, cerea ls, fru its & vegetab les, a ir etc.

T he p relim inary screen ing w as done th rough p referm en ta t ing in sim u la t ive dough.

Fu rthermo re, the freeze2to leran t yeast st ra in s w ere screened th rough p referm en ta t ing in

dough, FT Y 28, FT Y 31 and FT Y 56 w ere confirm ed w ith the freeze2resistan t ab ility.

T heir su rvival ra tes and rela t ive ferm en ta t ive ab ility w ere mo re than 80◊ after frozen fo r 7

days. T rehalo se con ten t of the frozen yeasts is m uch h igher than that of the no rm al yeasts,

the h ighest is up to 1612◊ .
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冷冻面团法是 20 世纪 50 年代以来发展起来的面包生产新工艺, 目前在许多国家和地区

广泛应用, 欧洲各国、美国日本等应用冷冻面团法都已有几十年的历史。美国有 50◊ 以上的超

市面包房和零售店采用冷冻面团法加工面包, 在法国冷冻面团法生产的面包也占面包总销售

量的一半以上。冷冻面团法不仅可以用于面包生产, 也适用于我国传统的发酵面制品如馒头、

包子等的生产。在我国应用冷冻面团法生产发酵面制品虽然刚刚起步, 但具有很大的发展潜

力[1, 2 ]。许多研究表明, 提高冷冻面团制品质量的关键是要有耐冷冻酵母菌[3, 4 ]。适用于冷冻面

团 法的耐冷冻酵母有耐热克鲁维酵母菌 ( K luy verom y ces therm otolerans) 和啤酒酵母菌

(S accha rom y ces cerev isiae)。这些菌株多由土壤、谷物、水果和花卉等中分离得到[2, 5 ]。日本研究
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人员分离出 FR I 413, FR I 802, FR I 501 等耐冷冻菌株, 其中 FR I 501 在低糖到高糖 (质量分

数 5◊ ～ 30◊ ) 面团中都能保持解冻后的发酵活力, 可用于油脂含量少的面包类, 但不能用于

无糖面团。他们将 FR I 413 与无糖面团用的CY M 面包酵母杂交, 得到的 FT YJ 杂合菌株, 兼

有耐冷冻及发酵无糖面团的特性。也有人通过突变的方法得到适宜于冷冻面团制备的, 在发酵

性能上对低温敏感的CSF (Co ld sen sit ive ferm en ta t ion)突变体, 该菌株在 5 ℃低温下不发酵,

但在 25～ 40 ℃时, 具有与亲本菌株相当的发酵性能[6 ]。

国内对冷冻面团法生产面包的综述性报道较多[1, 6～ 8 ] , 也有人在进行耐冷冻面包酵母选育

的研究, 但缺少预发酵环节[2 ]。不进行预发酵的冷冻面团对酵母的伤害很小, 不能体现酵母在

冷冻面团中的活力。目前, 尚未见我国选育出耐冷冻性酵母的有关报道。本研究采用在模拟面

团和普通面团预发酵之后进行冷冻的方法, 来选育耐冷冻酵母菌, 目的是从自然界中筛选出耐

冷冻酵母菌, 以应用于冷冻面团法生产发酵面制品。

1　材料与方法

111　酵母来源

从市售商业面包酵母菌“丹宝利”和“安琪”中分离得到 2 株酵母菌, 编号为Y D 和 Y A ;

从土壤、谷物、果蔬和空气等中筛选分离得到 60 余株酵母菌, 编号为 FT Y 1至 FT Y 60。

112　试验仪器

PW B ö10 003 恒温培养箱, 上海跃进医疗器械厂生产; pH 计、真空抽滤器、计数器和 Pö

N 206 89757 92 紫外分光光度计, 日本M illipo re 公司生产; JB 3型定时恒温磁力搅拌器和循

环水多用真空泵, 上海沪西分析仪器厂生产; HQL 300A 摇床柜式恒温冷冻摇床, 中国科学院

武汉科学仪器厂生产; XSJ 2显微镜, 重庆光学仪器厂生产;“西门子”冰箱, S IM EN S 生产;

GL 20B冷冻离心机, 上海安亭科学仪器厂生产。

113　酵母菌分离和培养用培养基

采用平板筛选法从自然界中筛选、划线分离得到 60 多株酵母菌, 所用培养基分别为YM ,

YPD 和 YPG [5 ]。

114　酵母菌总数的测定

称取部分试样加无菌水至 100 mL , 充分摇匀, 吸取 1 mL 再加无菌水稀释至血球计数板

的每个小格含有一二个酵母菌细胞为宜。取一干净血球计数板, 盖玻片置于计数板上, 用吸管

吸取稀释后的菌液, 加一滴于盖玻片边缘, 使其自行渗入充满整个计数室, 静置 1～ 2m in, 使

细胞全部沉降至计数板表面, 用生物显微镜计数[9, 10 ]。

115　鲜酵母菌的制备[2 ]

将酵母菌种从 YPD 固体培养基中转接入 YPG 斜面, 30 ℃培养 2 d 后, 转接至内装200 mL

YPD 培养基的 500 mL 三角瓶中, 140 rõm in - 1振荡培养 24 h, 离心收集菌体, 蒸馏水洗涤 2

次, 制备成菌悬液, 用抽滤杯抽滤脱水, 即可制成鲜酵母菌, 水的质量分数为 70◊ 左右。

116　模拟面团预发酵[9 ]

模拟面团配比参照文献[ 9 ], 将 014 g 鲜酵母菌加入 50 mL 模拟面团培养基中, 30 ℃下分

别预发酵 30, 60, 90, 120, 150 和180 m in, 每种处理每次分别取 2 份样品, 每份 5 mL , 在离心机

中以 6 000 rõm in - 1离心 15 m in, 用冷蒸馏水洗涤 2 次, 将上清液倾出, 再加入 015 mL 冷蒸馏
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水制成菌悬液, 分别在- 20 ℃下冷冻 1 h 和7 d。将菌悬液置于水浴锅中 30 ℃解冻 3 m in, 稀释

至 10- 6, 从稀释后的菌液中用移液枪取出 100 ΛL 菌液涂在 YPD 平板培养基上, 培养 48 h, 用

计数器记录菌落数。存活率定义为冷冻 7 d 后酵母菌落数与冷冻 1 h 后酵母菌落数的比值。

117　面团预发酵[9 ]

面团配比: 面粉 100◊ , 酵母菌 2◊ (与面粉质量比, 下同) , 糖 5◊ , 水 50◊ ; 面团揉搓至适

当程度, 放入相对湿度 90◊ ～ 95◊ 的发酵箱, 于 30 ℃分别预发酵 0, 30, 60, 90, 120, 150 和

180 m in, 预发酵结束后的面团分别用保鲜膜包裹好, 放在- 20 ℃的冻藏柜中分别冻藏 1 h 和

7 d。将面团从冰箱中取出, 除去保鲜膜, 将面团置于水浴锅中 30 ℃解冻 3 m in, 稀释至 10- 6, 从

稀释后的菌液中用移液枪取出 100 ΛL 菌液涂在 YPD 平板培养基上, 培养 48 h, 用计数器记录

菌落数。存活率的计算同本文 116。

118　酵母菌发酵力的测定和相对发酵力

面团配比和冷冻操作同本文 117 (预发酵 2 h) , 将面团放入发酵力测定装置中, 30 ℃水浴

锅中放置 15 m in, 然后记录在 2 h 内的CO 2 产气量。通过冷冻 7 d 后面团CO 2 产气量的变化来

判断此种酵母菌的耐冻能力。相对发酵力定义为面团在冷冻 7 d 后与冷冻 1 h 后CO 2 产气量

的比值。

119　酵母菌中海藻糖质量分数的测定

精确称取鲜酵母菌 011 g (称准至 01000 2 g) 置于 10 mL 离心管中, 加入 410 mL 浓度为

015 mo lõL - 1的冷三氯乙酸溶液, 于冰水浴中抽提 20 m in, 置于离心机中 4 000 rõm in - 1离心

5 m in, 得上清液, 再重复提取 2 次。将上清液倒入 50mL 容量瓶中, 用冰水稀释至刻度, 摇匀,

准确吸取空白 (410 mL 浓度为015 mo lõL - 1 的三氯乙酸溶液用冰水稀释至 50 mL ) 及试剂

1100 mL 置于 2 个洁净的试管中, 再分别准确加入蒽酮试液 5mL , 摇匀, 沸水浴反应10 m in, 立

即冷却, 至室温, 摇匀, 于紫外分光光度计 630 nm 处测定吸收度, 以空白作为对照。

2　结果与分析

211　模拟面团预发酵法筛选耐冻酵母菌

图 1　模拟面团预发酵时间与酵母菌

存活率的关系 (冷冻 7 d)

FT Y 1至 FT Y 60 号酵母菌在模拟面团

中预发酵不同时间, 冷冻 7 d 后, 测定酵母菌的

存活率, 结果见图 1。可以看出, 经过预发酵, 酵

母菌容易受到冷冻伤害, 然而 FT Y 27, FT Y

28, FT Y 31 和 FT Y 56 经过 30～ 180 m in 的

预发酵, 冷冻 7 d 后存活率变化不大, 基本都在

80◊ 以上, 表现出很好的耐冷冻性, 说明冷冻对

其存活率的影响不大。其他 56 株酵母菌 (统称

为 Y O ther)则耐冷冻性很差, 随着预发酵时间

的延长, 存活率急剧下降, 预发酵 180 m in 的存

活率不到 30◊ , 说明这些酵母菌对冷冻很

敏感。
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212　面团预发酵法复筛耐冻酵母菌

图 2　面团预发酵时间与酵母菌存活率的

关系 (冷冻 7 d)

面团发酵法能够直接反映出酵母菌在冷冻

面团中的作用, 2 株普通商业面包酵母菌和 4

株初筛得到的酵母菌在面团中经不同时间的预

发酵, 冷冻 7 d 后的存活率见图 2。6 种酵母菌

的耐冷冻性能由高到低排列为 FT Y28, FT Y

31, FT Y56, FT Y 27, Y D 和 Y A , 只有

FT Y28, FT Y 31 和 FT Y56 在不同预发酵时间

下存活率下降缓慢, 预发酵 180 m in 冷冻 7 d

后 FT Y28 和 FT Y 31 的存活率仍达到 80◊ 以

上, FT Y56 的存活率超过 70◊ ; FT Y 27, Y D

和 Y A 的存活率随着预发酵时间的延长而急

剧下降, 预发酵 180 m in 冷冻 7 d 后的存活率

均低于 3215◊ 。因此, 可以确定 FT Y 31, FT Y28 和 FT Y56 属于耐冷冻酵母菌。

213　不同酵母菌的相对发酵力

冷冻面团法生产发酵面制品, 不仅要求酵母菌具有很高的存活率, 而且要求经冷冻后酵母

菌的发酵力变化不大。2 株普通商业面包酵母菌和 4 株初筛出的酵母菌在面团中预发酵 2 h,

图 3　不同酵母菌的相对发酵力 (冷冻 7 d)

冷冻 7 d 后相对发酵力的变化见图 3。可以看

出, 具有耐冷冻性的 FT Y 31, FT Y 28 和FT Y

56 的相对发酵力在 80◊ 以上, 其中 FT Y 31 和

FT Y 28 的相对发酵力超过 90◊ , 而耐冷冻性

差的 FT Y 27, Y D 和 Y A 的相对发酵力则

低于 50◊ , 其中 Y A 的相对发酵力仅为 30◊

左右; 因此, FT Y 31, FT Y 28 和 FT Y 56 适合

冷冻面团法生产发酵面制品。

214　不同酵母菌海藻糖的质量分数

海藻糖能在高温、干燥、冷冻等异常条件下保护酵母菌的细胞结构, 从而提高其抗逆性。不

同酵母菌海藻糖质量分数的测定结果见表 1。可以看出, 耐冷冻酵母菌 FT Y 28, FT Y 31 和

FT Y 56 海藻糖质量分数很高, 最高达 1612◊ ; 而耐冷冻性差的 FT Y 27 和普通商用酵母菌海

藻糖的质量分数很低, 最低仅为 214◊ 。海藻糖是极好的抗冷剂, 在冷冻期间, 耐冷冻酵母菌细

胞内蓄积高含量海藻糖, 能够起到保护细胞不受到伤害的作用。

表 1　不同酵母菌海藻糖的质量分数

菌　种 FT Y 27 FT Y 28 FT Y 31 FT Y 56 Y A Y D

海藻糖质量分数ö◊ 514 1316 1612 1215 218 214

3　结　论

1)本研究从自然界分离出 60 多株酵母菌, 通过模拟面团发酵试验初步筛选得到的 FT Y
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27, FT Y 28, FT Y 31 和 FT Y 56 酵母菌具有良好的耐冷冻性。

2) 通过面团发酵试验进一步筛选得到 3 株酵母菌 FT Y 28, FT Y 31 和 FT Y 56, 经不同

时间预发酵, 冷冻 7 d 后的存活率达 70◊ 以上, 判定为耐冷冻酵母菌; 2 株商业面包酵母菌和

FT Y 27 预发酵 180 m in 冷冻 7 d 后的存活率低于 3215◊ 。

3) 相对发酵力试验结果表明, FT Y 28, FT Y 31 和 FT Y 56, 冷冻 7 d 后的相对发酵力变

化不大, 适合冷冻面团法生产发酵面制品。

4)不同酵母菌的海藻糖质量分数测定结果表明, 耐冷冻酵母菌 FT Y 28, FT Y 31 和 FT Y

56 的海藻糖质量分数很高, 而耐冷冻性差的 FT Y 27 和普通商用酵母菌的海藻糖质量分数

很低。
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