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摘要：乳清利用率低，蒙古炒米深加工不足，二者复配发酵具有高值化利用潜力。本研究以乳清和炒米为底物，乳酸菌与酿酒

酵母复合发酵制备饮料，旨在揭示发酵前后品质与风味变化规律。通过单因素、Plackett–Burman 与响应面实验优化工艺，并结合

HS-SPME-GC-MS 和 UPLC-MS 解析发酵前后风味物质及非挥发性代谢物变化。结果表明，最佳工艺为乳酸菌接种量 0.60 wt.%、发

酵时间 32 h、发酵温度 37 ℃，在此条件下感官评分 93.68 分、酸度 70.94 °T。与未发酵相比，发酵后 DPPH 和 ABTS 自由基清除率

分别提高了 54.22%和 44.90%，总酚增加了 322.23 mg GAL·L-1。共鉴定 257 种挥发性成分，发酵后酯类和醇类相对含量上升，吡嗪及

部分羰基化合物下降，关键香气由 2,6-二乙基吡嗪等原料基调，转向以己酸乙酯、异戊酸乙酯和和 2-苯乙醇等为主的果香花香体系。

代谢通路分析表明，苯丙氨酸代谢、烟酸与烟酰胺代谢及氨基酸合成等途径与风味形成和品质提升密切相关。复合发酵显著提升饮料

抗氧化活性并重塑风味特征，为乳清资源高值化利用及地域特色谷物资源开发提供理论依据。 
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Abstract: Whey utilization remains low, and the deep processing of Mongolian parched rice is insufficient; therefore, their 

co-fermentation has considerable potential for high-value utilization. In this study, whey and parched rice were used as substrates to prepare a 

fermented beverage by co-fermentation with lactic acid bacteria and Saccharomyces cerevisiae, with the aim of elucidating the changes in 

quality and flavor before and after fermentation. Process parameters were optimized by single-factor experiments, Plackett–Burman design, and 

Box–Behnken response surface methodology. Changes in volatile compounds and non-volatile metabolites before and after fermentation were 

analyzed by HS-SPME-GC-MS and UPLC-MS, respectively. The results showed that the optimum conditions were a lactic acid bacteria 

inoculum of 0.60 wt.%, a fermentation time of 32 h, and a fermentation temperature of 37 ℃. Under these conditions, the sensory score and 

titratable acidity reached 93.68 and 70.94 °T, respectively. Compared with the unfermented sample, the DPPH and ABTS radical-scavenging 

activities increased by 54.22% and 44.90%, respectively, after fermentation, while the total phenolic content increased by 322.23 mg GAL·L-1. 

A total of 257 volatile compounds were identified. After fermentation, the relative contents of esters and alcohols increased, whereas pyrazines 

and some carbonyl compounds decreased. The key aroma profile shifted from raw material-derived notes represented by compounds such as 

2,6-diethylpyrazine to a fruity and floral aroma system dominated by ethyl hexanoate, ethyl isovalerate, and 2-phenylethanol. Metabolic 

pathway analysis indicated that phenylalanine metabolism, nicotinate and nicotinamide metabolism, and amino acid biosynthesis were closely 

associated with flavor formation and quality improvement. Co-fermentation significantly enhanced the antioxidant activity of the beverage and 

reshaped its flavor profile, providing a theoretical basis for the high-value utilization of whey and the development of regionally distinctive 
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发酵是提升谷物食品营养与功能品质的有效途径。微生物代谢在形成特征风味的同时，可促进谷物中部分生

物活性的生成与释放，降低植酸、单宁等抗营养因子含量，从而改善产品的营养利用率与食用品质[1]。蒙古炒米

是以内蒙古地区糜子为原料，经蒸煮、烘烤和研磨制成的全谷物食品，富含矿物质、膳食纤维、多酚及 B 族维生

素等营养成分[2,3]。热加工使其香气突出、消化率提高，具备作为发酵底物的潜力，但目前其开发应用仍以初加工

产品为主，深度发酵转化研究相对有限。与此同时，乳清作为干酪等乳制品加工的主要副产物，虽富含乳糖、乳

清蛋白、矿物质与维生素等多种营养成分，但其利用率偏低，亟需实现高值化转化[4]。 

研究表明，乳清与谷物类原料共发酵有助于改善产品风味层次并提升营养价值。乳清与小麦麸皮经乳酸菌与

酵母菌协同发酵，游离氨基酸与酚酸含量提高，抗氧化活性增强[5]。乳清与燕麦副产物混合体系经多菌种混合发

酵后，有机酸等代谢产物增加[6]。与普通谷物原料相比，蒙古炒米不仅具有全谷物的营养属性，其炒制过程还可

提高淀粉糊化程度和底物可发酵性，并生成吡嗪、呋喃及醛酮等风味前体物质，为后续发酵风味构建提供了物质

基础。乳清富含乳糖、乳清蛋白及矿物质等营养成分，且氨基酸组成较为均衡，因此二者复合作为发酵底物，有

望实现营养互补与风味协同。与此同时，乳酸菌与酿酒酵母复合发酵相较单一发酵更有利于底物的分级利用、风

味前体转化及高级醇、酯类等关键香气物质的形成，从而促进产品品质提升。尽管已有研究为乳清与谷物共发酵

提供了参考，但针对乳清与蒙古炒米这一特色复合底物的研究仍较为有限，尤其对其发酵前后营养品质变化、风

味物质演变及代谢调控机制的系统解析尚显不足。 

基于此，本研究以乳清与蒙古炒米为底物，采用乳酸菌与酿酒酵母复合发酵。通过单因素-响应面优化原料汁

比例、接种量、发酵温度与时间，获得最佳发酵工艺。并据此制备乳清-炒米复合发酵饮料，探究发酵过程中总酚

及 DPPH、ABTS 自由基清除率变化。同时采用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱联用（HS-SPME-GC-MS）及超高

效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS）技术分析发酵前后风味物质及代谢物的差异，解析发酵前后营养、风味变化

与代谢物变化的内在联系。为炒米、乳清等地域特色资源的高值化利用以及复合发酵饮料的开发提供见解。 

1  材料与方法     

1.1  原料   

炒米，乌兰察布海丰炒米厂；乳清，鄂尔多斯市蒙藏魂乳业；酿酒活性干酵母，安琪酵母股份有限公司；PC-01

复合乳酸菌（活菌数为 1×10
10 

CFU/g），河北一然生物科技有限公司；α-淀粉酶（40 000 U/g）和糖化酶（100 000 U/g），

购自北京索莱宝科技有限公司 

1.1.1  试剂   

K2S2O8、无水乙醇、NaOH、柠檬酸、Na2CO3、福林酚试剂、没食子酸标准品，上海源叶生物科技有限公司。 

1.1.2  主要仪器设备   

HR30-IIA2超净台，青岛海尔股份有限公司；WPL-230BE电热恒温培养箱，天津泰斯特仪器有限公司；DF-101S

恒温水浴锅，巩义予华仪器有限公司；0-55 糖度计，深圳赛普拓科技有限公司；PHSJ-3F 型实验室 pH 计，上海

雷磁科技有限公司；GC-MS，美国 Agilent 科技公司；Vanquish UPLC-Orbitrap Exploris 12，美国赛默飞世尔科技

公司；DTX 880 酶标仪，美国 Beckman Coulter 有限公司；DE-250 多功能粉碎机，浙江红景天工贸有限公司。 

1.2  实验方法   

1.2.1  乳清-炒米复合发酵饮料工艺流程   

工艺流程：炒米前处理→与乳清混合→调糖→调 pH 值→杀菌→接种→发酵→过滤→装瓶、灭菌→成品 

炒米前处理：将炒米用粉碎机研磨 1 min，之后过 40 目筛，与水按 1:5 混合（m/V）。加入 0.5 wt.% α-淀粉酶

在 93 ℃下水浴恒温加热 1 h，待冷却至室温后，加入 1 wt.%糖化酶在 65 ℃加热 2 h，之后升温至 100 ℃持续 20 min

灭酶，之后冷却至室温获得炒米液。 
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将乳清与炒米液混合，使用蔗糖将初始糖度调至 14.5 Brix，使用 0.1 mol L
-1的柠檬酸将初始 pH 值调至 5.2。

在超净台中接种酿酒酵母和乳酸菌置于恒温培养箱进行发酵。在无菌条件下采用 250 目滤网进行过滤，取滤液用

提前杀菌处理的容器进行灌装，之后置于 65 ℃下杀菌 30 min，制得发酵饮料。 

1.2.2  乳清-炒米复合发酵饮料工艺优化 

1.2.2.1  单因素实验    

在上述工艺的基础上，固定原料汁比例（乳清:炒米液=7:3）、发酵温度 37 ℃、发酵时间 32 h、乳酸菌接种量

0.6 wt.%和酵母菌接种量 0.4 wt.%，除考察因素外，其余发酵条件保持不变。探究不同发酵温度（25、29、33、37

和 41 ℃）、发酵时间（24、28、32、36 和 40 h）、原料汁比例（乳清:炒米液=10:0、9:1、8:2、7:3、6:4、5:5 和 0:10）、

乳酸菌接种量（0.2 wt.%、0.4 wt.%、0.6 wt.%、0.8 wt.%和 1 wt.%）和酵母菌接种量（质量分数 0.2 wt.%、0.4 wt.%、

0.6 wt.%、0.8 wt.%和 1 wt.%）对乳清-炒米复合发酵饮料感官评分、酸度的影响。其中原料汁比例设置了单一底

物的对照组以及不同复配梯度的筛选组，其中 10:0 和 0:10 分别作为纯乳清和纯炒米对照组，9:1、8:2、7:3、6:4

和 5:5 为复配梯度组，同时设置了 5:5 的等比例节点，旨在考察随着炒米比例进一步升高，饮料感官品质与酸度

变化是否出现趋势拐点。改变以上某种因素，其他条件不变，确定最佳水平。 

1.2.2.2  Plackett-Burman 试验  

PB 试验中各因素水平均是在单因素确定的较优区域内选取了两个相邻实际水平，并按数值大小分别编码为

低水平（-1）和高水平（+1）。其中，高、低水平仅表示试验编码，不代表响应值的优劣。在单因素试验基础上采

用 N=7 的 Plackett-Burman（PB）试验设计，分别考察 5 个因素对感官评分和酸度的影响，并对数据进行方差分

析与模型拟合，筛选显著因子并完成重要性排序。从中选取影响最显著的 3 个因素开展响应面优化实验，试验设

计见表 1。 

表1 Plackett-Burman实验因素水平及编码 

Table 1 Plackett-Burman experimental factor levels and coding 

因素 发酵条件 低水平 高水平 

X1 原料汁比例 7:3 8:2 

X2 乳酸菌接种量/wt.% 0.4 0.6 

X3 酵母菌接种量/wt.% 0.2 0.4 

X4 发酵温度/℃ 33 37 

X5 发酵时间/h 32 36 

X6、X7 虚拟因素  

1.2.2.3  响应面实验   

根据 Plackett-Burman 实验结果，以乳酸菌接种量、发酵温度和发酵时间为自变量，探究发酵温度、发酵时间、

乳酸菌接种量对感官评分和酸度的影响。设置三因素三水平 BBD 试验，每个样品做 3 次平行，实验因素水平见表 2。 

表2 Box-behnken实验因素水平及编码 

Table 2 Box-behnken experimental factor levels and coding 

水平 
影响因素 

乳酸菌接种量/wt.% 发酵温度/℃ 发酵时间/h 

-1 0.5 35 30 

0 0.6 37 32 

1 0.7 39 34 

1.2.3  感官评价 

由 10 名受过专业培训的感官评价员（5 男 5 女，年龄在 22~30 岁之间）在感官评价实验室进行感官评价，打

分标准参照表 3。 

表3 发酵饮料感官评分表 

Table 3 Sensory evaluation criteria for the fermented beverage 

指标 评分/分 评分标准 

色泽  

8~10  色泽呈深黄/金黄，均匀一致；光泽明显；无浑浊异常 
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6~8 色泽黄色明显，基本均匀；光泽较好 

3~6 色泽偏浅黄或略暗，均匀性一般；光泽一般 

<3 色泽暗淡不均匀，浑浊无光泽，影响外观 

组织状态 

15~20 体系均一稳定，无肉眼可见沉淀与分层 

10~15 轻微沉淀或少量颗粒出现，无明显分层 

5~10 沉淀较多或出现轻微分层 

<5 大量沉淀产生，分层明显 

酸甜度 

15~20 酸甜协调，入口柔和；无明显酸涩刺激感 

10~15 略酸或略甜，整体可以接受，有轻微刺激感 

5~10 偏酸或偏甜，酸涩、刺激感较突出 

<5 过酸或过甜，酸涩、刺激感明显，难以接受 

风味 

15~20 米香、乳香味突出，醇香较浓，风味协调无任何异味 

10~15 米香、乳香味突出，略有醇香，风味较协调，无任何异味 

5~10 米香、乳香味较淡，无醇香，风味不协调，有其它杂味 

<5 香气寡淡，风味明显不协调且难以接受，有明显异味 

口感 

20~30 口感细腻顺滑，回味愉悦 

10~15 口感较顺，略有涩感，回味略淡 

<10 口感粗糙，涩感明显，回味差，难以接受 

1.2.4  功能活性及相关品质指标测定 

1.2.4.1  DPPH 自由基清除率测定 

使用 DPPH 自由基清除能力试剂盒进行检测。取样品与 DPPH 溶液混合，按试剂盒说明书开始操作，用酶标

仪在 517 nm 测吸光度。 

1 1 100s b

w

A A
R

A

 
   
        （1） 

式中： 

R1——为 DPPH 自由基清除率，%； 

As——为样品组吸光度； 

Ab——为对照组吸光度； 

Aw——为空白组吸光度。 

1.2.4.2  ABTS 自由基清除率测定 

参考 Zhou 等[7]的方法并稍作修改，将 7.4 mmol·L
-1的 ABTS 母液与 2.6 mmol·L

-1的 K2S2O8溶液等体积混合避

光反应 12 h，用 95%乙醇稀释 25 倍制得 ABTS 工作液。将 ABTS 工作液与样品以 4:1 混合，在暗处反应 30 min

后于 734 nm 测吸光度，以 Vc 作为空白对照。 

2 100b s

b

A A
R

A


 

   （2） 

式中： 

R2——为 ABTS 自由基清除率，%； 

Ab——为样品与 ABTS 工作液的吸光度； 

As——为 Vc 与 ABTS 的吸光度。 

1.2.4.3  总酚含量测定 

参考 T/AHFIA 005-2018《植物提取物及其制品中总多酚含量的测定》：发酵后样品经 10 000 r·min
-1离心 10 min

保留上清液，取样品 1 mL、福林酚试剂 2.5 mL 和 2.5 mL Na2CO3于 10 mL 比色管中，摇匀后加水定容至 10 mL，

摇匀后置于 40 ℃水浴加热 60 min，静置冷却 20 min 后测吸光度。以没食子酸浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，
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绘制标准曲线：Y=0.003 9x＋0.001 8，R
2
=0.997 8。 

1.2.4.4  酸度测定 

根据 GB 5009.239-2016《食品酸度的测定》，采用酚酞指示剂法进行酸度的测定。 

1.2.4.5  酒精含量测定 

根据 GB 5009.225-2023《食品安全国家标准 酒和食用酒精中乙醇浓度的测定》，采用酒精计法进行测定。 

1.2.5  挥发性香气成分分析 

取 1 mL 样品于 20 mL 顶空瓶，SPME 条件：60 ℃预热 15 min，萃取 30 min，脱附 4 min。GC-MS：采用色

谱柱 DB-Wax（30 m×0.25 mm×0.25 μm）进行物质分离；氦气流速 1.0 mL·min
-1（进样口吹扫 3.0 mL·min

-1）。色谱

柱温度梯度：40 ℃保持 4 min，以 5 ℃·min
-1升至 245 ℃保持 5 min。质谱检测系统参数：传输线温度 250 ℃，离

子源 230 ℃，四极杆 150 ℃；质谱采用 EI（70 eV），扫描范围 m/z 20~400，溶剂延迟 2.37 min。 

使用以下方程计算相对气味活性值（ROAVA）： 

3 100 A STAN

STAN A

T
R

T
  

C

C
 （3） 

式中： 

R3——为化合物的相对气味活性值； 

CA——为化合物的相对百分比； 

TA——为化合物的感官阈值； 

CSTAN——为对样品组总体风味贡献最大化合物的相对百分比； 

T STAN——为对样品组总体风味贡献最大的化合物的感官阈值。 

1.2.6  UPLC-MS 测定 

不同发酵阶段样品取 100 μL，加入 400 μL 含同位素内标的甲醇/乙腈（1:1，V/V）提取液，涡旋 30 min、冰

水超声 10 min，-40 ℃静置 1 h 后于 4 ℃、13 800 g 离心 15 min，取上清进样；各样品上清等体积混合作为 QC 样。

采用 UPLC-MS 进行非靶向代谢组学检测，BEH Amide 色谱柱（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），进样量 2 μL，流量      

0.4 mL·min
-1，柱温 40 ℃、进样器 4 ℃；流动相 A 为 25 mmol·L

-1乙酸铵+25 mmol·L
-1氨水溶液，B 为乙腈；正/

负离子喷雾电压 3.8/-3.4 kV（全扫描/二级分辨率 60 000/15 000，NCE 20/30/40）。原始数据经 ProteoWizard 转为

mzXML 后进行峰提取与注释（BiotreeDB V3.0），总离子流归一化后进行 PCA 和 OPLS-DA 及 7 折交叉验证；以

VIP>1 且 P<0.05 筛选差异代谢物，进一步结合 KEGG 与 MetaboAnalyst 开展通路富集分析。 

1.2.7  数据统计分析 

每组试验均作 3 次平行，使用 SPSS Statistics 20 进行方差统计分析。响应面优化试验使用 Design-Expert 13 进

行模型拟合与方差分析，使用 Origin 2021 进行图片绘制与主成分分析。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验 

2.1.1  原料汁比例 

由图 1a 可知，随着炒米液比例增加，感官评分呈先升后降的趋势。纯乳清（10:0）和纯炒米组（0:10）口感

酸涩，感官评分较低，说明单一底物不利于整体风味的形成。乳清液：炒米液为 7:3 时感官评分最佳（92.9 分），

显著高于其余处理组（P<0.05），该比例下口感与香气协调性较好。酸度随着炒米液比例增加呈先降后升的趋势，

纯乳清与纯炒米组酸度最高，分别为 81.21 °T 和 84.07 °T，中间比例组酸度呈波动趋势，其中 7:3 组达到 70.67 °T，

与相邻两组差异不显著。这可能是由于加入炒米后，底物体系的碳源构成和缓冲特性发生变化，在一定程度上减

缓了单一乳糖体系中酸度的过度累积，从而使体系酸度趋于平衡[8]。综合感官评分与酸度变化，确定乳清液：炒

米液 7:3 为单因素最优配比，并选取 8:2 和 7:3 作为 Plackett–Burman（PB）试验的高、低水平。 

2.1.2  乳酸菌添加量 

如图 1b 所示，随乳酸菌接种量的增加，感官评分呈先升后降的趋势。接种量为 0.6 wt.%时感官评分最高（91.8
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分），显著高于 0.2 wt.%和 1.0 wt.%处理组（P<0.05）。酸度随接种量的增加而升高，但在 0.6~1.0 wt.%组无显著差

异，表明接种量超过 0.6 wt.%后体系酸度趋于稳定，然而随着接种量的进一步增加，感官评分迅速下降。过高的

接种量可能加剧菌体间营养竞争以及代谢产物累积，进而影响发酵体系的风味协调及乳酸菌代谢活性[9]。综合上

述指标变化，确定乳酸菌接种量 0.6 wt.%为单因素最佳水平，选取 0.6 wt.%和 0.4 wt.%作为 PB 试验的高、低水平。 

2.1.3  酵母菌添加量 

如图 1c 所示，酸度随着酵母菌接种量整体呈上升趋势，并在 0.8 wt.%达到最高 70.26 °T。感官评分则呈现先

升后降的趋势，在 0.4 wt.%达到最高 94.1 分，而当接种量增加至 0.6~0.8 wt.%时感官评分显著降低（P<0.05），其

中 0.8 wt.%、1 wt.%两组风味较差，整体感官评分处于较低水平。酵母在发酵过程中可生成多种挥发性风味物质，

适宜的接种量有助于香气的构建，然而接种量过高可能导致代谢产物积累并产生杂味，从而降低体系感官接受   

度[10]。综合上述指标变化，确定酵母菌接种量 0.4 wt.%为单因素最佳水平，选取 0.4 和 0.2 wt.%作为 PB 试验的高、

低水平。 

2.1.4  发酵温度 

如图 1d 所示，发酵温度对酸度和感官评分影响显著。在 25~37 ℃区间，感官评分随着发酵温度的增加而升

高，在 37 ℃达到最高 94.6 分。同时，酸度在 25~37 ℃逐渐升高，在 37 ℃时达到最高。当温度超过 37 ℃，感

官评分与酸度开始下降，其中感官评分在 41 ℃时达到最低。温度是影响微生物生长与代谢的关键环境因素，适

宜温度有利于乳酸菌与酵母的协同代谢及风味物质生成，而温度过高或过低可能会抑制代谢效率并破坏风味平衡。

综合感官与酸度指标，确定 37 ℃为单因素最佳发酵温度，选取 37 ℃与 33 ℃作为 PB 试验的高、低水平。 

2.1.5  发酵时间 

如图 1e 所示，在 24~32 h 区间，感官评分随着发酵时间的延长而增加，并 32 h 达到最高 93.5 分，显著高于

24 h 和 40 h 组（P<0.05），之后感官评分开始下降。酸度随着时间延长整体呈增加趋势，在 24~32 h 显著增加，在

32 h 达到 77.44 °T，32 h 后无显著增加，表明体系酸度趋于稳定。发酵早期底物充足、微生物代谢活跃导致产酸

加速，随着时间的延长，体系中底物逐渐消耗及代谢产物积累导致代谢速率降低，酸度增速趋缓[11]。综合上述指

标变化，确定 32 h 为单因素最佳发酵时间，选取 36 h 和 32 h 作为 PB 试验的高、低水平。 
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图1 单因素试验结果 

Fig.1 Results of single-factor experient 

注：图中不同字母表示差异显著（P<0.05）。下图同。 

2.2  响应面实验 

2.2.1  Plackett-Burman 试验 

Plackett–Burman（PB）试验是一种两水平多因素筛选方法，可在较少试验次数下快速识别对响应值影响显

著的关键因素[12]。其显著性分析结果见表 4。两模型均达到显著水平（P＜0.01），且拟合度较好（R
2
=0.969 2，

R
2
adj=0.915 2；酸度：R

2
=0.977 4，R

2
adj=0.937 8），表明模型有较好的解释和预测能力。 

发酵温度、原料汁比例、乳酸菌接种量及发酵时间对感官评分均产生显著影响（P＜0.05），根据表中 F 值大

小，其影响强度依次为：发酵温度＞原料汁比例＞乳酸菌接种量＞发酵时间。上述各因素对酸度的影响同样显著。

影响强度依次为：乳酸菌接种量＞发酵温度＞原料汁比例＞发酵时间。 

由于响应面优化要求自变量独立连续，而原料汁比例属于比值型因素，且酵母菌接种量对响应值影响均不显

著。因此，将原料汁比例及酵母菌接种量固定在单因素最佳水平，并综合上述响应值变化结果，选取乳酸菌接种

量、发酵温度和发酵时间作为后续最陡爬坡试验及响应面优化的关键因素。 

表4 Plackett-Burman实验因素、水平及显著性分析 

Table 4 Plackett-Burman experiment factors, levels, and significance analysis  

来源 自由度 
感官评分 酸度 

F 值 P 值 F 值 P 值 

模型 7 17.95 0.007 1** 24.70 0.003 9** 

A-原料汁比例 1 28.92 0.005 8** 37.28 0.003 6** 

B-乳酸菌接种量/wt.% 1 28.28 0.006 0** 46.13 0.002 5** 

C-酵母菌接种量/wt.% 1 1.02 0.369 6 2.86 0.166 3 

D-发酵温度/℃ 1 30.53 0.005 2** 38.68 0.003 4** 

E-发酵时间/h 1 27.03 0.006 5** 11.15 0.028 9* 

虚拟因素 F 1 0.3530 0.584 4 11.54 0.027 3 

虚拟因素 G 1 9.55 0.036 6 25.29 0.007 3 

残差 4     

总和 11    

R2  0.969 2 0.977 4 

R2
adj  0.915 2 0.937 8 

注：*表示显著，P<0.05；**表示极显著，P<0.01。 

2.2.2  Box-behnken 试验 

基于最陡爬坡试验确定的中心区域，采用 Box-behnken 设计对乳酸菌接种量（A）、发酵时间（B）和发酵温

度（C）进行响应面优化（表 5）。建立二次多项式回归模型如下： 
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感官评分：X=92.29+0.095A+0.532 5B−0.542 5C−1.69AB−1.54AC−0.707 5BC−1.89A
2
−1.39B

2
−0.700 7C

2
 

酸度：Y=71.82+0.012 5A+0.487 5B+0.025 0C+0.150 0AB−0.175 0AC+0.225 0BC−0.560 0A
2
−0.760 0B

2
−0.385 0C

2
 

方差分析结果如表 6 所示。两个模型整体均显著（P<0.01），且失拟项不显著（P>0.05），表明模型拟合良好。

感官评分模型 R
2
=0.955 0、R

2
adj=0.897 2，酸度模型的 R

2
=0.986 2、R

2
adj=0.968 4，表明模型对于响应值变化具有较

强解释能力。 

对于感官评分而言，二次项 A
2、B

2以及交互项 AB、AC 影响显著，其中乳酸菌接种量与发酵温度、发酵时

间之间的交互作用尤为明显。图 2 显示，乳酸菌接种量与发酵时间、发酵温度的交互作用显著。对酸度而言，二

次项 A
2、B

2、C
2及交互项 AB、AC、BC 均显著（P<0.05）。图 3 表明，发酵时间在交互作用中对酸度的影响幅

度较大，发酵温度与乳酸菌接种量对酸度的影响程度相近，二者与发酵时间的协同作用显著增强体系酸化水平。 

综合模型预测，最优工艺条件为乳酸菌接种量 0.60 wt.%、发酵时间 32.54 h、发酵温度 36.73 ℃，对应预测感

官评分 92.42 分、酸度 71.88 °T。结合实际可操作性，取乳酸菌接种量 0.6 wt.%、发酵时间 32 h、发酵温度 37 ℃

进行验证，所得感官评分 93.68 分、酸度 70.94 °T。发酵前乳清炒米复合饮料的酸度为 25.76 °T，发酵后酸度明显

升高，表明复合发酵显著促进了体系酸性代谢产物的积累。此外，在该最优工艺条件下，发酵饮料的酒精含量为

4.30% vol，说明酿酒酵母在复合发酵体系中保持了较好的代谢活性。验证结果与预测结果接近，验证了模型的可

靠性。 

表5 Box-behnken实验结果 

Table 5 Results of Box-behnken experiment 

序号 
编码 

感官评分 酸度 
A 乳酸菌接种量/wt.% B 发酵时间/h C 发酵温度/℃ 

1 0 1 -1 92±2.51 70.9±0.92 

2 0 -1 1 89.83±1.33 70±1.01 

3 -1 -1 0 86.5±1.02 70.2±0.64 

4 0 0 0 92.83±2.64 71.7±1.18 

5 0 0 0 93±1.15 71.9±0.86 

6 1 0 -1 91.67±1.85 71.1±0.77 

7 0 0 0 91.83±2.03 71.7±1.16 

8 0 -1 -1 89.33±2.26 70.3±0.68 

9 1 1 0 88.17±1.89 71.1±0.88 

10 0 0 0 92.37±1.77 72±0.36 

11 0 0 0 91.44±1.18 71.8±0.77 

12 -1 0 -1 89±2.23 70.7±0.80 

13 -1 0 1 90.83±1.67 71±0.41 

14 -1 1 0 90.83±1.31 70.8±0.84 

15 1 0 1 87.33±2.18 70.7±0.96 

16 0 1 1 89.67±1.94 71.5±0.57 

17 1 -1 0 90.67±1.31 69.9±1.01 

表6 回归模型方差和显著性检验分析表 

Table 6 Regression model variance and significance test analysis table 

来源 自由度 
感官评分 酸度 

F 值 P 值 F 值 P 值 

模型 9 16.52 0.000 6** 55.44 <0.000 1** 

A-乳酸菌接种量 1 0.194 5 0.672 5 0.087 1 0.776 5 

B-发酵时间 1 6.11 0.042 7* 132.43 <0.000 1** 

C-发酵温度 1 6.34 0.039 9* 0.3483 0.573 6 

AB 1 30.69 0.000 9** 6.27 0.040 8* 
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AC 1 25.64 0.001 5** 8.53 0.022 3* 

BC 1 5.39 0.053 2 14.10 0.007 1** 

A2 1 40.34 0.000 4** 91.97 <0.000 1** 

B2 1 21.78 0.002 3** 169.39 <0.000 1** 

C2 1 5.57 0.050 3 43.47 0.000 3 

残差 7     

失拟项 3 0.662 1 0.617 3 0.637 3 0.629 5 

纯误差 4    

总误差 16    

决定系数 R2  0.955 0 0.986 2  

预测系数 R2
adj  0.897 2 0.968 4  

注：*表示显著，P<0.05；**表示极显著，P<0.01。 

 

图2 各因素交互作用对感官评分的等高线图 

Fig.2 Contour plots of the interactions between various factors on sensory score 

 

图3 各因素交互作用对酸度的等高线图 

Fig.3 Contour plots of the interactions between various factors on acidity 

2.3  抗氧化活性变化 
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图4 发酵饮料抗氧化活性变化 

Fig.4 Changes in antioxidant activity during fermentation of the beverage 
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注：（a）DPPH、ABTS 自由基清除率变化；（b）总酚含量变化。 

乳清-炒米复合发酵饮料在发酵过程中的抗氧化活性变化见图 4。随着发酵进行，DPPH 与 ABTS 自由基清除

率整体上升（图 4a）。与发酵前（0 h）相比，32 h 时 DPPH 自由基清除率由 48.78%提高至 75.23%，提高了 54.22%；

ABTS 自由基清除率由 46.11%提高至 73.74%，提高了 44.9%。与之相对应，总酚含量在发酵过程中持续增加（图

4b），由 0 h 的 1 383.33 mg GAL·L
-1增加至 1 705.56 mg GAL·L

-1。上述结果表明，复合发酵显著提升了饮料的抗

氧化性。王琪等[13]采用植物乳杆菌、德氏乳杆菌等乳酸菌对燕麦和藜麦进行复合发酵，发酵后藜麦和燕麦的多酚

含量分别提升了 51.59%和 55.01%。谷物中含有大量的酚类物质，而发酵过程中微生物的 β-葡萄糖苷酶、纤维素

酶等酶类可以分解植物细胞壁从而促进其结合态酚类物质的释放，导致发酵后体系中总酚含量和抗氧化能力大幅

提升[14]。 

2.4  风味物质测定结果分析 

2.4.1  模型分析 

与发酵前（0 h）相比，发酵结束后（32 h）乳清-炒米复合发酵饮料的挥发性风味谱发生明显变化（图 5）。

共鉴定出 257 种挥发性化合物，包括酯类 60 种、醇类 58 种、酮类 40 种、吡嗪类 28 种、醛类 23 种、酚类 17 种、

酸类 11 种及其它类 20 种。与发酵前相比，发酵后乳清-炒米复合发酵饮料中醇类、酯类、酸类和酚类化合物的相

对含量增加，而醛类、酮类及吡嗪类的相对含量下降，表明发酵过程显著重塑了饮料的挥发性风味组成。 
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图5 发酵饮料风味化合物物质变化 

Fig.5 Changes in volatile flavor compounds during fermentation of the beverage 

2.4.2  差异风味物质分析 

采用主成分分析（PCA）对发酵前后样品整体挥发性风味物质差异进行多变量分析（图 6a）。所有样本均落

入 95%置信区间内，PC1 与 PC2 累积解释总方差的 77%。发酵前（0 h）与发酵后（32 h）样品在得分图中形成清

晰的聚类且相距较远，说明发酵前后整体风味特征发生了明显的变化。PCA 主要用于反映样品间整体差异与聚类

趋势，但对于分类无关变异的区分能力有限。因此，在 PCA 分析基础上，进一步建立正交偏最小二乘判别分析

（OPLS-DA）模型，以剔除与分类无关的正交变量、增强组间判别能力，并更可靠地筛选关键差异风味物质[15]。

OPLS-DA 得分图（图 6b）显示，发酵前后样品组内聚集、组间分离明显，说明数据具有较好的重复性与稳定性。 

基于 PCA 与 OPLS-DA 分析结果，以 VIP＞1、P 值<0.05、|log2FC|≥1 作为差异挥发性代谢物的筛选标准，并

绘制了聚类热图（图 7）表示发酵前后差异性风味物质的相对含量变化。结果显示，发酵显著重塑了饮料的挥发

性风味物质组成，其中酯类与醇类的变化最为突出。酯类化合物是发酵饮料风味的重要来源，主要由醇与酸在微

生物代谢作用下发生酯化反应形成，赋予饮料独特的风味。发酵后酯类相对含量较未发酵增加了 59.1%。其中异

戊酸乙酯、丁酸乙酯、乙酸异戊酯和乙酸乙酯等酯类物质在 32 h 显著上升（P<0.05），说明发酵过程强化了以乙

酸酯、脂肪酸乙酯为核心的果香体系。Cai 等[16]在蓝莓酒发酵中也观察到产酯酵母可显著促进酯类物质积累并增

强花果香特征。本研究中酯类相对含量的显著升高同样是发酵后果香增强的重要原因；但不同于果酒体系，本研

究所用乳清-炒米复合底物同时保留了谷物热加工形成的基础香气特征，因此体现出与果酒体系不同的底物风味特

征。 

醇类是仅次于酯类的第二大类挥发物，发酵后其相对含量相较于未发酵增加约 45%。其中，2-苯乙醇、2-甲

基-1-丁醇、异戊醇、1-己醇和 1-庚醇等在发酵后显著增加。2-苯乙醇具有典型玫瑰样香气，是多种发酵饮料中的
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关键特征组分[17]。Scott 等[18]发现异戊醇和 2-甲基-1-丁醇是酿酒酵母产生的典型高级醇，可作为乙酸异戊酯等果

香酯的重要前体。本研究中高级醇的增加为酯化反应提供了更充足的前体底物，并进一步促进果香酯的合成与积

累。与此同时，2-苯乙醇的显著富集增强了饮料的花香层次，说明复合发酵不仅促进了果香形成，也提升了整体

香气的丰富度与协调性。 

醛类与酮类在发酵后整体呈下降趋势，其中醛类相对含量较未发酵降低 43.9%，酮类降低 13.0%。该变化可

能与酵母代谢过程有关，酿酒酵母的乙醇脱氢酶（ADH）可将部分醛类物质还原为相应的醇类，从而降低最终产

品的醛类水平[19]。具体来说，丙烯醛、4-乙基苯甲醛和苯甲醛等在发酵过程中显著下降，丙烯醛具有明显的辛辣

味，4-乙基苯甲醛具有苦杏仁气味，二者含量过高易产生不良刺激性气味，从而影响饮料的感官协调性。上述化

合物在发酵后显著下降，表明发酵过程有效削弱了刺激性羰基化合物所带来的不良气味，使整体香气表现更加柔和。 

吡嗪类化合物通常呈坚果、烘烤及泥土样香气，常与谷物热加工过程形成的特征挥发物相关[20]。在未发酵的

样品中，吡嗪类丰度较高，可能主要来源于蒙古炒米的热处理过程所带来的烘焙基调；然而当其占比过高时容易

造成原料背景香气偏重，削弱整体香气的和谐性。发酵后，2,6-二乙基吡嗪、2,5-二甲基吡嗪和 2,6-二甲基吡嗪等

吡嗪显著下降，其中 2,5-二甲基吡嗪和 2,6-二甲基吡嗪是烘焙食品中常见的坚果、烘烤风味标志物。上述结果表

明，发酵过程削弱了炒米来源的烘焙和焦香基调，并增强了果香、花香相关酯类和醇类物质的积累，从而重塑了

乳清-炒米复合发酵饮料的整体风味特征。 

 

图6 差异风味物质PCA得分图与OPLS-DA得分图 

Fig.6 PCA score plot and OPLS-DA score plot of different volatile compounds 

注：（a）PCA 得分图；（b）OPLS-DA 得分图。 

 

图7 差异风味物质物聚类热图 

Fig.7 Hierarchical clustering heatmap of differential volatile compounds 

2.4.3  ROAV 分析 
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ROAV≥1 的化合物通常可视为样品的主要风味贡献者，0.1≤ROAV＜1 的化合物多表现为对整体风味的修饰

和补充，ROAV 值越高表明其潜在贡献越大。由表 7 可知，发酵前后共有 12 种挥发性风味化合物的 ROAV≥1。

未发酵样品（0 h）中共有 7 种化合物的 ROAV≥1，其中 1-辛烯-3-醇（ROAV=100）、苯甲醛（15.755）、2,6-二乙

基吡嗪（1.644）作为主要的风味贡献物质，整体呈现出青草样与烘烤谷物的原料特征性风味基调。发酵结束     

（32 h）后，ROAV≥1 的化合物增至 12 种，关键风味物质发生明显变化。酯类成为主要香气来源，其中己酸乙

酯（ROAV=100）、异戊酸乙酯（88.269）与丁酸乙酯（32.927）为主要风味贡献物质，乙酸乙酯（1.330）与乙酸

异戊酯（1.744）也对风味有一定的贡献，整体赋予了饮料清爽的果香与甜香[21]。同时，2-苯乙醇（10.71）在发酵

后显著增加并带来玫瑰香气，进一步丰富了发酵后的香气层次。这一结果与 Li 等[22]关于酿酒酵母发酵促进苯乙醇

积累、改善产品风味品质的报道一致，说明复合发酵同样有利于花香型高级醇的形成。 

值得注意的是，发酵后 1-辛烯-3-醇显著下降，该化合物具有蘑菇、甘草样气息，在某些食品中会产生异味[23]。

此外，苯甲醛、正戊醛及 2,6-二乙基吡嗪的相对含量及 ROAV 值均显著下降，表明发酵过程削弱了原料体系中的

青草样、刺激性及烘焙型风味成分的主导作用。该结果进一步表明，混合菌种发酵促进了乳清-炒米复合体系挥发

性风味物质的重构，一方面削弱了刺激性风味物质与部分原料烘焙基调组分的影响，另一方面显著强化了酯类、

醇类为核心的果香、花香风味体系，使整体风味由原料香气为主导逐步转为以醇类、酯类物质为主的发酵香型，

从而有利于整体香气协调性的提升。 

表7 不同发酵时间的关键挥发性有机物的ROAV 

Table 7 ROAV of key VOCs at different fermentation times 

序号 类别 化合物 
保留时间 

/(RT/min) 

ROAV 
Log-Foldchange 风味描述 

0 h 32 h 

1 

醇类 

1-己醇 15.07 1.70 1.18 0.71 香草香、果香 

2 1-庚醇 17.79 1.63 1.05 0.59 甜香、椰子香 

3 1-辛烯-3-醇 17.64 100 9.23 -2.20 蘑菇香、草香 

4 2-苯乙醇 23.97 0.001 10.71 18.09 玫瑰香 

5 

酯类 

己酸乙酯 11.53 1.09 100 7.76 果香、菠萝香 

6 乙酸乙酯 2.87 0.72 1.33 2.13 甜香、白兰地香 

7 丁酸乙酯 5.79 0.001 32.93 18.71 苹果香、菠萝香、奶酪香 

8 乙酸异戊酯 8.13 0.02 1.74 7.43 香蕉香、果香 

9 异戊酸乙酯 25.93 0.002 88.27 16.86 苹果香、菠萝香 

10 
醛类 

苯甲醛 19.22 15.76 1.34 -2.32 苦杏仁味 

11 正戊醛 4.34 1.12 2.62×10-7 -20.80 辛辣味 

12 吡嗪类 2,6-二乙基吡嗪 17.11 1.64 0.17 -2.02 坚果香 

2.5  非挥发性差异代谢物分析 

2.5.1  差异代谢物筛选及分析 

为系统探究乳清-炒米复配发酵饮料发酵前后非挥发性代谢谱的变化，采用 UPLC-MS 分别对发酵前（0 h）与

发酵后（32 h）样品进行比较分析。共检测出 1 323 个代谢物，按一级分类主要包括有机杂环化合物（23.13%）、

脂质和类脂分子（20.56%）、有机酸及其衍生物（17.23%）、苯环型化合物（14.13%）和有机含氧化合物（8.47%）。

PCA 得分图显示两组样本明显分离（图 8a），PC1 和 PC2 共解释了总方差的 82.5%，表明发酵引起非挥发性代谢

谱整体重构。进一步基于 OPLS-DA 模型（R
2
X=0.677，R

2
Y=0.999，Q

2
=0.825）（图 8b），按 VIP>1、P<0.01、|log2FC| 

≥1 的标准筛选差异代谢物。火山图（图 9a）显示共筛选出 714 个差异代谢物，其中显著上调 334 个，下调 380

个。按一级分类统计，有机酸及其衍生物、有机含氧化合物、苯丙素类与聚酮类变化显著。 

筛选得到的关键差异代谢物如图 9b 所示。发酵后，丙酮酸、苹果酸、琥珀酸和富马酸等有机酸显著积累，可

赋予饮料酸味与鲜味，并对其风味特征形成产生重要影响。乳酸作为发酵体系中的常见有机酸，可能虽有积累，

但其变化幅度或统计学差异未达到上述阈值，因而未被筛选出来。同时，亮氨酸、异亮氨酸及赖氨酸等游离氨基

酸下降，而 α-酮戊二酸及部分 α酮酸（3-甲基-2-氧代丁酸、4 -甲基-2-氧代戊酸）上升，表明转氨作用加强及氨基
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酸向 α-酮酸转化加快。α-酮酸是发酵体系中高级醇生物合成的重要前体，与高级醇的合成密切相关[24]。苯丙素与

聚酮类中，黄酮糖苷、鞣花酸、咖啡酸和阿魏酸等多酚相关代谢物上调，咖啡酸、阿魏酸是广泛存在于植物、谷

物中的酚酸类化合物，具有抗氧化、抗炎等多种生理活性[25]，该变化表明发酵促进了结合态酚类物质的释放与转

化，提升了发酵饮料的抗氧化性。此外，有机含氧化合物中松二糖和甘露糖下降，烟酰胺核糖、苏糖酸等功能性

分子含量上升，同时烟酸等有机杂环化合物增加。Dhiman 等[26]发现烟酸具有抗氧化和抗炎作用，在植物发酵食

品中，烟酸的存在有助于减少抗营养素，从而提高必需营养素的消化率和吸收率，上述变化表明，复合发酵不仅

促进了底物利用，还提高了体系中氧化还原调控相关代谢物和功能性代谢物的富集水平。 

 

图8 差异代谢物PCA得分图与OPLS-DA得分图 

Fig.8 PCA score plot and OPLS-DA score plot of differential metabolites 

注：（a）PCA 得分图；（b）OPLS-DA 得分图。 

 

图9 差异代谢物火山图与聚类热图 

Fig.9 Volcano plot and hierarchical clustering heatmap of differential metabolites 

注：（a）火山图；（b）聚类热图。 

2.5.2  KEGG 代谢通路分析 

为了阐明发酵前后差异代谢物变化的生物学基础及其与品质、风味形成的关联，本研究基于筛选得到的差异

代谢物进行 KEGG 富集分析，共注释到 77 条代谢通路。前 15 条显著富集的通路如图 10 所示，气泡大小表示通

路命中差异代谢物数量，颜色表示富集显著性。与未发酵（0 h）相比，发酵后（32 h）样品在氨基酸相关通路（如

缬氨酸/亮氨酸/异亮氨酸生物合成、丙氨酸-天冬氨酸-谷氨酸代谢、D-氨基酸代谢）富集增强。为进一步探究差异

a b 
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代谢物在富集通路中的调节特征，计算了各代谢通路的差异丰度得分（图 11），并结合通路富集显著性及生物学

相关性，筛选出差异代谢物显著上调的关键代谢通路：苯丙氨酸代谢（Phenylalanine metabolism）、缬氨酸/亮氨酸

/异亮氨酸生物合成（Valine，leucine and isoleucine biosynthesis）、烟酸和烟酰胺代谢（Nicotinate and nicotinamide 

metabolism）以及 2-氧羧酸代谢（2-Oxocarboxylic acid metabolism）。结果显示，在苯丙氨酸代谢通路中，苯丙酮

酸含量增加可通过一系列生化反应间接促进丙酮酸、琥珀酸及富马酸的积累，潜在推动饮料中风味有机酸的形   

成[27]。在烟酸/烟酰胺代谢中，烟酸与烟酰胺核糖作为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）的前体物质，其含量的增

加促进了 NAD+的合成与转化，NAD+及其还原形式 NADH 参与维持细胞氧化还原平衡，这对维持正常生理活动

和防止氧化损伤至关重要[28]。2-氧羧酸代谢通路中，赖氨酸、亮氨酸、异亮氨酸等氨基酸通过转氨酶生成 α酮酸，

促进了 3-甲基-2-氧代丁酸、4-甲基-2-氧代戊酸等相关 α-酮酸的积累，后者经 Ehrlich 途径脱羧、还原生成高级醇，

间接促进了饮料中高级醇的形成[29]。总之，通路分析揭示了发酵通过氨基酸前体转化及 NAD 相关氧化还原代谢

网络，共同驱动了乳清-炒米复合发酵饮料风味与功能品质的提升。 

 

图10 差异代谢物KEGG富集图与差异丰度得分图 

Fig.10 KEGG enrichment plot and differential abundance score plot of differential metabolites 

注：（a）KEGG 富集图；（b）差异丰度得分图。 

3  结论 

本研究以乳清和蒙古炒米为原料，采用乳酸菌-酿酒酵母协同发酵，通过工艺优化并结合抗氧化活性、风味物

质以及非挥发性代谢物变化，系统解析发酵对产品品质及风味的影响。 

在单因素筛选基础上，结合 Plackett–Burman 筛选与响应面优化，获得最佳工艺参数：乳清液:炒米液=7:3、

发酵温度 37 ℃、发酵时间 32 h、乳酸菌接种量 0.6 wt.%、酵母菌接种量 0.4 wt.%。在此条件下，发酵饮料的酸度

和感官评分均达到最佳。验证实验与模型预测值偏差较小，说明模型具有良好的预测性。 

与发酵前相比，发酵后饮料的 DPPH 和 ABTS 自由基清除率显著提高，总酚含量随着发酵持续增加，表明复

合发酵显著提升了乳清炒米复合发酵饮料的抗氧化活性。同时，HS-SPME-GC-MS 结合多元统计分析结果表明，

发酵显著重塑了饮料的挥发性风味组成。发酵后，乙酸异戊酯、丁酸乙酯等酯类及 2-苯乙醇、异戊醇等醇类增加，

共同构成了以果香、花香为主的风味特征；而 1-辛烯-3-醇、苯甲醛等青草样和刺激性气味成分，以及 2,6-二乙基

吡嗪等烘焙基调的吡嗪类物质下降。ROAV 分析进一步证实，关键香气贡献由原料来源的烘焙与青草基调转变为

以醇和酯类为主的甜香与果香体系，从而提升整体风味协调性与接受度。 

UPLS-MS 分析表明，发酵前后非挥发性代谢物发生明显变化，共筛选出 714 个显著差异代谢物。其中苹果酸、

琥珀酸及 α-酮酸等有机酸类和阿魏酸、咖啡酸等酚酸类物质显著积累，显著改变了发酵后饮料的风味特征及品质

特性。KEGG 富集分析表明，苯丙氨酸代谢、缬氨酸/亮氨酸/异亮氨酸生物合成、烟酸和烟酰胺代谢等通路是驱

动品质与风味提升的关键通路，从代谢网络层面阐释了发酵驱动品质提升的内在机制。 
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本研究证实了乳清与蒙古炒米复配发酵的可行性，为乳清高值化利用及地域特色谷物资源开发提供了理论依

据。但本研究主要聚焦于复合发酵体系的工艺优化及发酵前后品质、风味和代谢变化，尚未系统比较单一菌种发

酵与复合菌种发酵的差异，也未进一步评价产品贮藏稳定性及工业化适用性。后续研究可结合单菌对照、菌种互

作机制解析及产品贮藏稳定性评价，进一步完善乳清-炒米复合发酵饮料的品质调控与应用研究。 
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