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响应面法优化酵母多糖的提取工艺
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摘 要：为提高酵母多糖提取率，对其提取过程进行优化。在单因素试验的基础上，利用中心组合试验设计原理，

以高压时间、超声功率和超声时间为试验因素，以多糖提取率为响应值，采用3因素3水平的响应面分析法建立数学

模型，获得最佳提取工艺。通过二次回归模型响应面分析得出酵母多糖提取的最佳工艺条件为高压时间35min、超

声功率510W、超声时间26min；在此条件下，多糖提取率的预测值为29.82%，验证值为29.84%。证明采用响应面

法对酵母多糖提取条件进行优化，方法可行，可用于实际操作与实验预测。
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Abstract：Response surface methodology was used to optimize polysaccharide extraction from yeast to enhance 
polysaccharide yield. Polysaccharide yield was investigated with respect to high pressure treatment time, ultrasonic power 
and ultrasonic treatment time. A quadratic regression model was established based on a three-variable, three-level Box-
Behnken design. The optimum conditions of high pressure treatment time, ultrasonic power and ultrasonic treatment time 
were found to be 35 min, 510 W and 26 min, respectively. Under these conditions, the predicted value of polysaccharide 
yield was 29.82%, whereas the actual value was 29.84%. Thus, the optimized extraction procedure is feasible for practical 
operation and experimental prediction.
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微生物多糖是目前生物发酵工程和生物医药领域的研

究热点之一[1]。现代科学研究表明，绝大多数真菌多糖都

具有一定的生物学活性，其生理活性物质既可存在于子实

体中，也可存在于培养菌丝体和发酵液中[2]。酵母(yeast)
是一类与人类生产生活密切相关的真核微生物，在其细胞

膜的外面包裹着一层厚度为100～400nm的细胞壁[3]，酵母

细胞壁干质量的近75%为多糖[4]，其中50～60%为β-D-葡
聚糖[5]。酵母多糖在抗炎、抗诱变、抗氧化、抗肿瘤、促

生长、免疫促进等方面发挥着重要的生物活性作用[6-9]，

是一种很有发展前景的饲料添加剂和具有抗生素兼益生

素双重作用的免疫促进剂。但由于酵母细胞壁独特的结

构，使其破壁不易，给相关科研工作的开展带来不少的

困难。目前，酵母多糖有效成分提取的方法较多，如研

磨法、冻融法、高压均质法、超声波法、碱溶法、常规

水提法、索氏提取法等[10-11]，这些传统方法存在着提取温

度高、时间长、能耗大、活性受损、提取率低等不足。

对于将冻融法、高压均质法、超声波法、碱溶法综合

为一体的提取方法目前还未见报道。响应面法(response 
surface methodology，RSM)利用合理的试验设计并通过

试验得到一定的数据，采用多元二次回归的方法，将多

因子试验中因子指标的相互关系用多项式近似拟合，通

过对函数响应面和等高线的分析，能够精确地研究各因

子与响应值之间的关系，以最经济的方式、较少的试验

次数和时间对所选试验参数进行全面的分析和研究，已
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越来越多地应用于各种生物化工处理过程的优化[12-14]。本

实验在冻融、碱溶的基础上，用响应面法对酵母多糖提

取过程中的高压时间、超声功率、超声时间进行优化，

旨在选择一条适宜的工艺路线，寻求最佳工艺条件，制

备胞壁多糖，为酵母多糖的开发利用提供参考。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

酵母粉由中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所- 
农业部兽用药物创制重点实验室和甘肃省新兽药工程重

点实验室自主研发。

D-葡萄糖、D-甘露糖标准品 上海源叶生物科技有限

公司；硅胶G 青岛海洋化工厂。其余试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

JY92-II DN型超声波细胞粉碎机 宁波新芝生物科

技股份有限公司；JSM-6510A高真空分析型扫描电镜、

自动离子溅射仪 日本JEOL公司；MQ-M03A高压灭菌

消毒锅 广州市华南医疗设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 酵母多糖提取工艺[15]

工艺流程：酵母粉用蒸馏水溶解(比例为1:3)→高压

(103.4kPa，15～55min)→冻融(－40℃冷冻2h，再置于

100℃水中骤然升温使其融化，反复3次)→超声波破碎(功
率300～700W，时间15～55min、工作次数150次)→扫描

电镜观察破壁效果→碱溶(3% KOH溶液、温度100℃、

时间1.5h)→中和(醋酸中和至pH6～7)→沉淀(以95%乙

醇作沉淀剂，沉淀12h，乙醇溶液与上清液的体积比为

2:1)→洗涤(丙酮洗涤2次，乙醚洗涤1次)→烘干(30℃干燥

24h)。粗多糖干物质与酵母粉质量比即为提取率。

1.3.2 扫描电子显微镜(scanning electron microscope，
SEM)观察酵母细胞破壁效果

参照文献[16]对依次经过高压、反复冻融、超声波处

理后的酵母细胞样品进行电子扫描显微拍照。将样品固定

于样品台，经离子溅射仪上真空干燥、喷金后，于扫描电

子显微镜上观察、拍摄取图。电镜工作电压为10kV。

1.3.3 单因素试验

分别研究高压(103.4kPa)、时间、超声波功率和超声

处理时间对多糖提取率的影响。

1.3.4 响应面法优化提取工艺

在单因素试验的基础上，借助Design-Expert 8.05b软
件，运用Box-Behnken试验设计原理，以多糖提取率为响

应值，通过响应曲面分析进行提取条件的优化。 

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 酵母细胞破壁效果观察

为了观察依次经过高压(103.4kPa，30min)、冻融

(－40℃冷冻2h，再置于100℃水中骤然升温使其融化，

反复3次)、超声波处理(功率500W，时间25min，工作次

数150次)的酵母细胞的破壁效果，对破壁前后的酵母细

胞进行扫描电镜拍照(图1)：新鲜酵母细胞呈现椭圆状。

经过高压、反复冻融、超声波破壁处理后，酵母细胞的

内容物流出，细胞壁被打破成小的碎片。在图1b视野中

很少有完整酵母细胞的存在，只能看到碎片状酵母细胞

壁，由此证明酵母细胞破壁效果良好。

                               a.破壁前                                   b.破壁后

图 1 酵母细胞破壁前后的电镜相片图 1 酵母细胞破壁前后的电镜相片

Fig.1 Scanning electron micrographs of yeast cells before and after cell Fig.1 Scanning electron micrographs of yeast cells before and after cell 

wall disruptionwall disruption

2.2 单因素试验

2.2.1 高压时间对酵母多糖提取率的影响

高压时间对酵母多糖提取率的影响如图2所示。在超

声波功率450W、处理时间20min、工作次数150次的条件

下，高压(103.4kPa)时间对多糖提取率影响不是很显著，

提取率随高压时间的增加而升高，35min时达到最大值；

然后随高压时间增加其含量稍有下降，原因可能是高压

时间过长，随着温度的升高，多糖容易分解的缘故，高

温可能对多糖的结构与活性有一定的破坏作用。综合考

虑，高压时间以25～45min为宜。
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图 2 高压时间对多糖提取率的影响图 2 高压时间对多糖提取率的影响

Fig.2Fig.2 Effect of high pressure treatment time on polysaccharide yield Effect of high pressure treatment time on polysaccharide yield

2.2.2 超声波功率对酵母多糖提取率的影响

不同超声波功率对酵母多糖提取率的影响见图3，
在高压25min，超声处理时间20min、工作次数150次条

件下，超声波功率在300～400W之间时，提取率增加较

快，在功率400～500W时，提取率趋于平缓；当超声波

功率在500～700W之间时，提取率下降。考虑到过大的

功率加重超声波设备的负担，可能会破坏多糖活性物质

结构，因此选择超声波功率400～600W为宜。
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图 3 超声功率对多糖提取率的影响图 3 超声功率对多糖提取率的影响

Fig.3 Effect of ultrasonic power on polysaccharide yieldFig.3 Effect of ultrasonic power on polysaccharide yield

2.2.3 超声处理时间对酵母多糖提取率的影响

不同超声处理时间对酵母多糖提取率的影响如

图4所示。在超声功率450W、工作次数150次，高压

(103.4kPa)25min条件下，随着超声处理时间的延长，

在15～25min变化幅度较大，多糖提取率不断增加，在

25min时达到最大，之后趋于平缓。因此选择15～35min
作为酵母多糖提取的超声处理时间。
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图 4 超声时间对多糖提取率的影响图 4 超声时间对多糖提取率的影响

Fig.4 Effect of ultrasonic treatment time on polysaccharide yieldFig.4 Effect of ultrasonic treatment time on polysaccharide yield

2.3 响应面优化提取工艺条件

2.3.1 响应面分析因素水平的选择

根据Box-Behnken试验设计原理，综合单因素试验结

果，以高压时间(X1)、超声功率(X2)、超声时间(X3)为自变

量，采用3因素3水平的响应面分析方法，试验因素与水

平设计见表1。

表 1 响应面分析参数水平表 1 响应面分析参数水平

Table 1 Variables and their coded levels used in response surface Table 1 Variables and their coded levels used in response surface 

analysisanalysis

水平
因素

X1高压时间/min X2超声功率/W X3超声时间/min
1 25 400 15
0 35 500 25

－1 45 600 35

2.3.2 响应面试验设计与结果

试验设计及结果见表2。将表2试验数据用Design-
Expert软件进行多元回归分析，得到多糖提取率与各因

素变量的二次方程模型为：Y= 29.80＋0.0025X1＋0.2X2 ＋ 
0.08X3－0.025X1X2＋0.00001X1X3－0.12X2X3－0.14X1

2－

0.71X2
2－0.3X3

2。

表 2 Box-Behneken试验设计及和结果表 2 Box-Behneken试验设计及和结果

Table 2 Box-Behnken design and results for response surface analysisTable 2 Box-Behnken design and results for response surface analysis

试验号 X1 X2 X3 多糖提取率/%
1 0 1 1 28.89

2 －1 0 －1 29.29

3 0 1 －1 28.98

4 0 0 0 29.83

5 1 0 －1 29.27

6 1 －1 0 28.74

7 1 0 1 29.44

8 －1 －1 0 28.66

9 0 0 0 29.80

10 1 1 0 29.19

11 －1 0 1 29.46

12 0 －1 1 28.85

13 0 －1 －1 28.46

14 －1 1 0 29.21
15 0 0 0 29.77

运用软件对模型进行方差分析，结果如表3所示。拟

合模型检验极显著(P＜0.001)，模型中的X2、X2
2、X3

2对Y
的影响极显著(P＜0.001)，X3、X2X3、X1

2对Y的影响高度

显著(P＜0.01)，其他项系数均不显著(P＞0.05)，这表明

试验因子对响应值不是简单的线性关系。此模型的决定

系数R2=0.9913，说明响应值的变化有99.13%来源于所选

变量，该方程与实际情况拟合良好，实验误差小，能够

正确反映多糖提取率与高压时间、超声功率和超声时间

之间的关系。失拟检验P=0.0521＞0.05，说明本实验无

其他显著影响因素。响应值的变异系数(CV)为0.22%，较

低，说明试验稳定性好，试验操作是可信的，可以用该

模型来分析和预测酵母多糖的提取工艺结果[17-18]。在所选

的各因素水平范围内，对结果影响的大小顺序为超声功

率＞超声时间＞高压时间。

表 3 回归模型的方差分析表 3 回归模型的方差分析

Table 3 Analysis of variance for the fitted quadratic polynomial modelTable 3 Analysis of variance for the fitted quadratic polynomial model

方差来源 平方和 自由度 均方差 F值 P值
X1 0.00005 1 0.00005 0.013 0.9140
X2 0.30 1 0.30 76.24 ＜0.0001

X3 0.051 1 0.051 12.83 0.0089

X1X2 0.0025 1 0.0025 0.63 0.4546

X1X3 0.000 1 0.000 0.000 1.0000

X2X3 0.058 1 0.058 14.44 0.0067

X1
2 0.084 1 0.084 20.98 0.0025

X2
2 2.13 1 2.13 533.46 ＜0.0001

X3
2 0.37 1 0.37 92.46 ＜0.0001

模型 3.18 9 0.35 88.49 ＜0.0001

参差 0.028 7 0.00399

失拟项 0.026 3 0.00855 5.86 0.0521

纯误差 0.00228 4 0.00057

总离差 3.21 16
R2=0.9913     R2

Adj=0.9801       CV=0.22%         RSN=28.939
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2.3.3 响应面分析

图形能够提供一种形象的观测响应值和试验参数

水平关系的方法。为了观察某两个因素及其交互作用

同时对多糖提取率的影响，将回归方程中的任两因素保

留，其它因素固定为零水平，获得某两个因素及其交互

作用对提取率影响的一元二次方程，就可以得到一组动

态的响应曲面及其等值线图，从而确定因素的最佳水

平范围，等值线的形状反映出交互效应的强弱趋势。

分别固定变量超声时间(C)、超声功率(B)和高压时间(A)
在原点，依次得到其他3个变量的响应面和等值线图(图
5～7)，由图5～7的等值线图可以看出，超声功率对多糖

提取率的影响最为显著，表现为曲面较陡，其次是超声

时间，影响作用最小的因素是高压时间，表现为曲面比

较平滑。从响应面的最高点和等值线可以看出，在所选

的范围内存在极值，即是响应面的最高点。
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图 5 高压时间和超声功率对多糖提取率影响的响应面和等高图图 5 高压时间和超声功率对多糖提取率影响的响应面和等高图

Fig.5 Response surface and contour plots showing the effects of high Fig.5 Response surface and contour plots showing the effects of high 

pressure treatment time and ultrasonic power on polysaccharide yieldpressure treatment time and ultrasonic power on polysaccharide yield
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图 6图 6 高压时间和超声时间对多糖提取率影响的响应面和等高图高压时间和超声时间对多糖提取率影响的响应面和等高图

Fig.6 Response surface and contour plots showing the effects of high Fig.6 Response surface and contour plots showing the effects of high 

pressure treatment time and ultrasonic treatment time on polysaccharide yieldpressure treatment time and ultrasonic treatment time on polysaccharide yield
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图 7图 7 超声功率和超声时间对多糖提取率影响的响应面和等高图超声功率和超声时间对多糖提取率影响的响应面和等高图

Fig.7 Response surface and contour plots showing the effects of Fig.7 Response surface and contour plots showing the effects of 

ultrasonic power and ultrasonic treatment time on polysaccharide yieldultrasonic power and ultrasonic treatment time on polysaccharide yield

2.3.4 最佳提取条件的确定和验证实验

由响应面的规范分析可知，酵母多糖的最大估计提

取率为29.82%，与之对应的最佳工艺条件为高压时间

34.98min、超声功率512.74W、超声时间26.10min。为实

际操作方便，确定提取的最优工艺为：高压时间35min、
超声功率510W、超声时间26min。采用上述优化条件，

进行3次平行试验，得到多糖的平均提取率为29.84%，与

理论值相比，其相对误差约为0.067%，与预测的理论值

相接近，验证了该模型的有效性。因此，响应面法对酵

母多糖提取条件的优化是可行的，回归方程能够比较真

实地反映各筛选因素对酵母多糖提取率的影响，具有实

际应用价值。

利用碱溶、高压均质、数理统计等方法提取酵母多
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糖已有一些报道。黄国荣等[19]采用高压均质法、碱溶法

提取酵母多糖，多糖提取率分别为3.03%、4.38%；刘烺

新等[15]用碱溶、煮沸方法提取啤酒酵母多糖，多糖的提

取率为10%；吴小刚等[20]通过正交试验对酵母破壁和碱

溶条件进行优化，多糖提取率为19.4%。本实验对酵母多

糖提取过程参数利用响应面优化后，多糖提取率进一步

提高。

3 结 论3 结 论

通过单因素试验，确定了各因素对酵母多糖提取率

的影响规律。应用响应面分析法(RSM)对各因素的最佳

水平范围及其交互作用进行研究和探讨，建立了酵母多

糖提取工艺的二次多项式数学模型，得到最佳提取工艺

参数：高压(103.4kPa)时间35min、超声功率510W、超声

时间26min，在该条件下多糖提取率为29.84％，与模型

预测值吻合；所建立模型合理可靠，拟合程度良好，可

为进一步的试验研究提供参考。
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