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摘要：利用电子鼻对酸乳和酵母菌发酵乳的风味轮廓进行分析检测，并通过主成分分析法(PCA)

和线性判别分析法(LDA)分别分析了酸乳与酵母菌发酵乳在不同发酵时间的风味特性，结合其质

构特征，建立酵母菌发酵乳风味指纹图谱。结果表明：利用PCA和LDA分析了不同发酵时间的

发酵乳的气味特性，快速区分酸乳与酵母菌发酵乳的不同风味特征，区分效果良好。酵母菌发

酵乳质构特性参数有显著变化，硬度和稠度在发酵4 h和后熟24、36、48 h以及14 d时差异显著，

而黏结性和黏度指数除个别时间外，两者之间差异均显著，并结合电子鼻的检测八卦图谱建立

了酵母菌发酵乳风味随时间变化的风味指纹图谱。
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Establishing flavor fingerprints of fermented milk with yeast by 
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Abstract: Detect the flavor contour of yogurt and the fermented milk with yeast by electronic nose, analyze 
the flavor characteristics of yogurt and the fermented milk with yeast at different fermentation time through 
principal component analysis (PCA) and linear discriminant analysis (LDA) and establish yeast fermented 
milk flavor fingerprints with the combination of its textural characteristics. The results showed that the 
analyzing the flavor characteristics of fermented milk at different fermentation time through PCA and LDA 
to distinguish different flavor characteristics of yogurt and the fermented milk had a significant effect. Yeast 
fermented milk texture parameters changed significantly: hardness and consistency in fermentation 4 h 
and ripening 24 h, 36 h, 48 h, 14 d had a significant difference, cohesiveness and viscosity index between 
the two changed significantly except for a few hours and finally established the flavor fingerprints of yeast 
fermented milk with the change over time by combining with electronic nose detect gossip patterns.
Key words: electronic nose; yeast; fermented milk; texture characteristics; flavor

电子鼻技术建立酵母菌发酵乳风味
指纹图谱的研究

DOI:10.13684/j.cnki.spkj.2014.07.059



食 品 科 技
FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY食品安全与检测

· 294 ·

2014年 第39卷 第07期

国内一些研究者将两种或多种乳酸菌复配而

加工出质地和风味各异的发酵乳，但将酵母菌添

加到发酵乳中的研究很少，由于酵母菌一度被认

为是污染菌被排除在外。我国对发酵乳风味物质

的研究还不够系统，而人们的健康意识和消费标

准正逐渐提高，发酵乳的风味特性同其质地特性

及安全性已经变成消费者是否接受该产品时会考

虑的关键因素[1]。

而基于原料乳成分、加工条件及微生物代谢

等因素的差异，不同发酵乳制品风味物质千差万

别，种类繁多[2]，随着分析检测手段的更新，已鉴

定出大量的影响风味的组成成分，其中有少数被

证明对整体风味有确定性的影响[3]。

目前，针对发酵乳风味物质领域的研究主要

有如下方向：(1)从多种风味成分中选出影响样品

风味的主要成分，并评定其影响；(2)风味物质的

检测手段向更加多样、精确、方便、快捷的方面

发展[3]。

电子鼻检测风味，响应时间短，检测速度

快，不像气相色谱、高效液相色谱检测需要比较

复杂的预处理过程；并且其检测重复性好，能避

免人为因素的一些误差；还能检测一些人鼻不能

够检测的气体[4-5]，它在食品领域发挥着越发重

要的作用。并且对于电子鼻的改良研究一直在进

行，使其特异性显著提高，近几年随着生物技

术、生物芯片的发展和集成化技术的提高以及纳

米材料的广泛应用[6]，相信电子鼻将会有更加广阔

的应用前景。

本研究重点是应用先进的检测方法和设备(质

构仪、电子鼻)比较乳酸菌(嗜热链球菌、保加利亚

乳杆菌)单独发酵与乳酸菌、酵母菌(马克思克鲁

维酵母)复配发酵，对发酵乳质构和风味特性的影

响，并建立相应的风味指纹图谱。

1   材料与方法

1.1   材料和仪器

酵母菌：马克思克鲁维酵母(M5)，北京三元

食品股份有限公司技术中心保藏；乳酸菌、嗜

热链球菌和保加利亚乳杆菌：丹尼斯克直投菌

种；MRS培养基、PDA培养基：北京陆桥技术

有限责任公司；脱脂乳粉：北京三元食品股份

有限公司。

Orion3starpH计：美国热电公司；厌氧盒厌

氧袋：日本三菱公司；TA.XT.Plus质构仪：英国

Stable Micro System公司；PEN3电子鼻系统：德国

AIRSENSE公司；LRH-250型生化培养箱：上海一

恒科技有限公司；磁力搅拌器：北京天石医疗用

品制作所。

1.2   实验方法

1.2.1   菌种的活化

1.2.1.1   马克思克鲁维酵母(M5)的活化   采用PDA

肉汤培养基，121 ℃灭菌20 min；冷却至室温，

吸取0.1 mL马克思克鲁维酵母甘油保藏液，接入

灭好菌的肉汤培养基，28 ℃、180 r/min摇床培养

20 h，作为第一代种子液。

在100 mL三角瓶中准确称取6.00 g脱脂乳粉，

加入50 mL去离子水，搅拌均匀，110 ℃灭菌15 

min，冷却，将M5第一代种子液按3%接菌量加入

灭好菌的12%(w/v)脱脂还原乳中，至于28 ℃培养

箱，180 r/min摇床培养20 h，用于活菌计数。

1.2.1.2   嗜热链球菌和保加利亚乳杆菌的活化   嗜

热链球菌和保加利亚乳杆菌为丹尼斯克直投菌

种，所以直接用灭好菌的12%(w/v)脱脂还原乳作为

培养基用于发酵种子液，在37 ℃培养箱，静置培

养至凝乳，用于活菌计数。

1.2.2   菌种的活菌计数   嗜热链球菌和保加利亚乳

杆菌用9%的生理盐水梯度稀释，选择10-6~10-8倒

平板(MRS琼脂培养基，121 ℃、20 min灭菌)，37 

℃厌氧培养48 h，观察结果。

M5用9%的生理盐水梯度稀释，选择10-4~10-6

作涂布(PDA琼脂培养基，121 ℃、20 min灭菌)，

28 ℃静置培养48 h，观察结果。

1.2.3   发酵乳的制备   每个150 mL的烧杯准确称取

12.00 g脱脂乳粉，溶于100 mL去离子水中，搅拌

混匀，制成12%(w/v)脱脂还原乳，在110 ℃灭菌15 

min，冷却后，乳酸菌以107 cfu/mL的初始浓度接

种，接种比例分别为嗜热链球菌:保加利亚乳杆菌:

马克思克鲁维酵母=15:15:0和15:15:1，即一半样品

不添加酵母菌，一半按比例添加酵母菌，之后置

于35 ℃培养箱发酵培养，每隔1 h分别拿出3杯发

酵样品用于性质的测定，直到凝乳。

1.2.4   发酵乳质构的测定   测定有无添加酵母菌的

发酵乳在不同发酵时间和后熟贮藏时间的质构变

化情况[7-8]，希望能够对乳酸菌发酵乳和混菌发酵

乳的质构特性随时间的变化进行准确的评价，以

确定酵母菌是如何影响发酵乳质构特性的。

质构仪的程序设定方法：测定前下降速度为2 

mm/s，测定速度为1 mm/s，测定距离为30 mm，测
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定后速度10 mm/s，采用A/BE探头，直径40 mm，

测定前用1 kg砝码进行质构仪较正。

1.2.5   电子鼻检测发酵乳风味   德国PEN3电子鼻

系统含有10个不同的金属氧化物传感器，组成传

感器阵列，具体功能见表1。

1.2.5.1   电子鼻系统的程序设定方法   运用德国
表1   电子鼻PEN3标准传感器陈列及其应用

陈列序号 传感器名称 性能描述 选择性 灵敏度/(mL/m3)

S1 W1C 对芳香化合物灵敏 甲苯 10

S2 W5S 灵敏度大，对氮氧化合物非常敏感 NO2 1

S3 W3C 检测芳香成分(尤其氨水) 苯 10

S4 W6S 用于氢气的有选择性的检测
(只对进入电子鼻系统的香气气流中的氢气检测) H2 100

S5 W5C 烷烃，芳香型化合物，极性很小的化合物 丙烷 1

S6 W1S 主要对环境中的甲烷敏感，灵敏性大 CH3 100

S7 W1W
主要对硫化物敏感(能检测到0.1 μg/g的硫化氢)

对很多萜烯类和有机硫化物都很敏感
(主要是对臭味、柠檬油精和胡椒嗪味的检测)

H2S 1

S8 W2S 乙醇检测，也对部分芳香型化合物灵敏 CO 100

S9 W2W 芳香成分，对有机硫化物灵敏 H2S 1

S10 W3S 用于检测高浓度烷烃(＞100 μg/g) CH3 100

PEN3电子鼻系统测不同发酵和后熟时间的混菌发

酵乳的风味，检测时清洗时间90 s，测样时间72 

s，流速采用400 mL/min。

1.2.5.2   主成分分析法(PCA)   PCA是将所提取的传

感器多指标的信息进行数据转换和降维，并对降

维后的特征向量进行线性分类，最后在PCA分析

的散点图上显示主要的两维散点图[9]。PC1和PC2

上包含了在PCA转换中得到的第一主成分和第二

主成分的贡献率，贡献率越大[10]，说明主要成分

可以较好地反映原来多指标的信息。

2   结果与分析

2.1   质构结果分析

按照1.2.3中方法制备样品，再根据1.2.4中所

设定的程序方法进行检测，得到发酵乳样品的硬

度、稠度、黏度、黏聚性等参数随时间的变化情

表2   未添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间质构结果

时间
指标

硬度 稠度 黏结性 黏度指数

发酵0 h 11.98±0.19 306.6±0.9 7.32±0.07 1.16±0.11

发酵1 h 12.11±0.52 304.7±1.8 7.45±0.13 1.29±0.10

发酵2 h 12.23±0.41 306.6 ±1.6 7.54±0.06 1.20±0.08

发酵3 h 12.21±0.80 307.4±4.7 7.49±0.20 1.33±0.10

发酵3.5 h 12.29±0.94 309.3±7.2 7.56±0.24 1.22±0.14

发酵4 h 20.68±3.83 510.5±43.5 10.22±0.69 1.60±0.97

发酵5 h 61.64±0.49 1566.4±74.1 27.00±1.18 42.98±5.71

凝乳时 73.76±6.08 1901.4±166.8 36.85±2.62 90.77±8.87

后熟6 h 88.06±0.46 2247.2±90.3 43.12±3.10 102.72± 2.88

后熟12 h 95.04±2.33 2507.0±17.6 57.94±0.97 136.56±6.18

后熟18 h 104.47±1.86 2684.9±86.2 61.54±3.30 142.13±7.24

后熟24 h 119.86±5.13 3075.7±294.8 83.83±4.60 182.47±6.47

后熟36 h 133.69±1.20 3529.7±101.5 90.24±3.39 182.85±4.78

后熟48 h 139.38±4.56 3692.6±108.0 98.15±4.47 199.43±9.07

后熟3 d 146.20±1.61 3720.7±126.2 99.73±1.06 203.39±6.59

后熟7 d 153.91±1.82 4196.3±29.6 79.41±2.81 165.44±6.48

后熟14 d 161.00±1.26 4149.2±132.0 85.19±3.42 173.57±4.04

后熟21 d 167.26±2.86 4233.3±107.4 81.61±2.52 163.27±0.75
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况，结果见表2和表3。 由 表 2 和 表 3 对 比 可 以 看 出 ， 发 酵 乳 样

表3   添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间质构结果

时间
指标

硬度 稠度 黏结性 黏度指数

发酵0 h 11.86±0.20 306.2±0.2 7.499±0.089 1.13±0.08

发酵1 h 12.16±0.66 306.4±2.5 7.455±0.157 1.20±0.15

发酵2 h 12.29±0.34 306.5±4.4 7.436±0.274 1.19±0.14

发酵3 h 12.26±0.65 308.5±6.8 7.487±0.203 1.20±0.05

发酵3.5 h 12.27±0.70 308.7±3.7 7.583±0.321 1.21±0.08

发酵4 h 42.47±3.10 1051.4±85.4 18.622±1.832 26.48±2.19

发酵5 h 58.85±6.41 1560.1±72.9 27.436±1.912 48.34±2.89

凝乳时 72.26±5.32 1845.7±91.3 31.607±2.306 66.08±5.87

后熟6 h 85.85±4.16 2189.0±172.4 45.900±3.952 106.28±5.02

后熟12 h 94.43±0.83 2334.6±72.6 48.593±2.597 109.07±2.91

后熟18 h 99.24±2.62 2499.1±59.6 55.719±2.161 123.12±2.51

后熟24 h 105.80±3.47 2617.1±106.6 56.129±4.566 135.25±2.54

后熟36 h 124.60±6.46 3232.2±151.4 72.451±2.789 158.93±6.44

后熟48 h 133.48±1.16 3497.2±123.6 83.011±2.437 182.84±3.79

后熟3 d 143.91±7.71 3759.5±144.7 93.488±1.136 193.89±4.14

后熟7 d 152.51±1.47 4063.5±84.1 85.755±2.574 178.80±3.60

后熟14 d 155.67±1.36 4163.8±24.9 79.496±1.605 161.19±10.37

后熟21 d 165.18±4.84 4284.2±93.8 77.135±3.724 157.36±7.87

品的F i r m n e s s ( 硬 度 ) 、 C o n s i s t e n c y ( 稠 度 ) 、

Cohesiveness(黏结性)、Index of Viscosity(黏度指

数)在发酵前3.5 h基本没有太大变化，但3.5 h以后

变化明显，且大体趋势是随时间的延长在增大。

在相同发酵时间时加酵母的样品与不加酵母

的发酵乳在各项数值上均有差异，硬度一直随时

间的延长而增大；且运用Minitab 16和SPSS 20软件

分析后表明2组样品在发酵4 h，后熟24、36、48 h

以及14 d时差异显著。在发酵4 h时添加酵母的发

酵乳比未添加酵母的发酵乳样品硬度大，且添加

酵母的发酵乳凝乳时间短，而后熟过程中添加酵

母的发酵乳比未添加酵母的发酵乳样品硬度小。

稠度的变化大体上与硬度相同，是随时间的

延长而增大，且运用Minitab 16和SPSS 20软件分析

后表明2组样品在发酵4 h，后熟24、36、48 h以及

7 d时差异显著。在发酵4 h时添加酵母的发酵乳比

未添加酵母的发酵乳样品稠度大，而后熟过程中

添加酵母的发酵乳比未添加酵母的发酵乳样品稠

度小。

黏结性和黏度指数的变化大体上都是先增大

后减小，在后熟3 d时达到最大，且运用Minitab 16

和SPSS 20软件分析后除个别时间外，两者之间差

异均显著。在发酵4 h时添加酵母的发酵乳比未添

加酵母的发酵乳样品黏结性和黏度指数大，后熟

过程中添加酵母的发酵乳比未添加酵母的发酵乳

样品小。

2.2   电子鼻检测发酵乳风味结果

参照1.2.3中发酵乳的制备方法，得到不同发

酵时间和后熟贮藏时间的混菌发酵乳和乳酸菌发

酵乳。按照1.2.5.1中电子鼻系统的程序设定方法测

不同发酵和后熟时间的混菌发酵乳的风味变化情

况，如图1所示为添加酵母的发酵乳后熟12 h的检

测八卦图谱。

图1   添加酵母的发酵乳后熟12 h的40 s时八卦图谱
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表4   添加酵母发酵乳后熟12 h最高点第18 s时G/G0数据表

传感器 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

R/Ohm 89087 44517 45744 1993 35357 11651 11803 58263 6951 85891

G/G0 0.635 29.744 0.775 1.083 0.898 4.143 27.377 2.212 14.372 1.418

由图1可见，10个传感器对发酵乳的风味都

有一定的响应，且由表4中数据可以看出有5个传

感器的响应信号非常明显，从大到小依次是S2、

S7、S9、S6、S8，对应表1中电子鼻感应器敏感

的物质可表明：发酵乳的挥发性风味物质有萜

烯类、芳香成分、氮氧化合物以及醇类等物质。

电子鼻检测样品所得的图谱很多，在此不一一列

出，由进样图谱均可以看出传感器在33~43 s时信

号较稳定，用于作PCA和LDA分析，具体含量见

表5和表6。

表5   添加酵母的发酵乳不同后熟时间电子鼻不同传感器的
感应值

后熟时间/h
传感器S

2 7 9 6 8

发酵1 h 12.199 10.423 6.56 2.929 1.892

凝乳时 37.098 30.069 16.173 4.671 2.180

后熟12 h 40.003 28.797 14.704 3.7947 1.856

后熟18 h 42.695 65.232 35.741 6.45 2.611

后熟1 d 40.92 37.299 20.099 6.899 2.897

1.5 d 31.01 26.482 14.38 4.1097 1.9947

2 d 63.56 90.524 52.087 8.000 2.815

3 d 35.614 30.248 15.585 3.89 1.919

7 d 34.925 50.208 29.073 8.358 2.958

表6   未添加酵母的发酵乳不同后熟时间电子鼻不同
传感器的感应值

后熟时间/h
传感器S

2 7 9 6 8

发酵1 h 10.144 9.195 6.073 2.81 1.944

凝乳时 37.461 29.314 15.680 3.683 1.881

后熟12 h 35.146 27.696 14.689 3.113 1.617

后熟18 h 44.389 67.743 37.425 6.28 2.526

后熟24 h 42.774 47.152 26.427 5.626 2.538

36 h 29.639 25.371 13.924 3.944 1.9455

2 d 74.938 91.196 50.23 6.998 2.556

3 d 38.906 32.486 16.593 3.776 1.829

7 d 40.239 49.163 29.499 7.879 2.843

图2   未添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间PCA分析
结果

图3   未添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间LDA
分析结果

献率为4.73%，两者之和为97.728%，大于90%，

所以这2个主成分已经代表了样品的主要信息特

征。从PCA分析图可知，未添加酵母的发酵乳在

不同发酵和后熟时间内，风味物质成分变化很

大；不同发酵和后熟时间发酵乳样品的PCA分析

模板分离度均大于0.9，接近于1，说明分析结果

可靠。

从图2可以看出发酵样品大致可分为4组：一

是发酵初期，即发酵2 h和发酵3 h；二是发酵接近

凝乳时，即发酵4、5、5.5 h；三是后熟初期，即

后熟12、24 h和3 d；四是长时间后熟贮藏期，即

后熟7、14、21 d。

由表4、表5可以看出不同发酵时间菌种发酵

所产生的挥发性成分都有差别，因而传感器的响

应值不同，通过测定传感器响应值可以得到挥发

性成分的变化规律。

2.3   PCA法和LDA法分析电子鼻检测风味结果

运用系统自带分析软件主成分分析法(PCA)和

线性判别分析法(LDA)分析，不同发酵时间的发酵

乳的气味特性，建立对应的发酵乳风味随时间变

化的指纹图谱模板。

如图2中所示：PC1贡献率为92.99%，PC2贡
从 图 3 L D A 分 析 图 可 知 ， L D 1 贡 献 率 为

56.768%，LD2贡献率为30.028%，和为86.796%，



食 品 科 技
FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY食品安全与检测

· 298 ·

2014年 第39卷 第07期

大于85%，所以这2个主成分已经代表了样品的主

要信息特征。未添加酵母的发酵乳在不同发酵和

后熟时间内，风味物质成分变化很大，但风味与

时间之间并不成正比关系。

图4   添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间PCA分析结果

图5   添加酵母的发酵乳不同发酵和后熟时间LDA分析结果

图6   2组发酵乳不同后熟时间的PCA分析结果

图7   2组发酵乳不同后熟时间的LDA分析结果

如 图 4 中 所 示 ： P C 1 和 P C 2 贡 献 率 和 为

93.371%，大于90%，所以这2个主成分已经代表

了样品的主要信息特征。分析图4可知，添加酵母

的发酵乳在不同发酵和后熟时间内，风味物质成

分变化很大；其PCA分析结果的分离度也均大于

0.9，接近于1。

从图4中可以看出，发酵样品除发酵3 h外，

大致可分为3组：一是发酵阶段，即发酵2、4、

5、5.5 h；二是后熟初期，即后熟12、24 h和3 d；

三是长时间后熟贮藏期，即后熟7、14、21 d。

从 图 5 的 L D A 分 析 可 知 ， L D 1 贡 献 率 为

74.025%，LD2贡献率为13.073%，和为87.098%，

大于85%，所以这2个主成分已经代表了样品的主

要信息特征。添加酵母的发酵乳在不同发酵和后

熟时间内，风味物质成分变化很大。

如图6所示，PC1和PC2贡献率和为99.33%，

大于90%，所以这2个主成分已经代表了样品的

主要信息特征。从分析图6可知，添加酵母对发

酵乳在不同发酵和后熟时间内，风味物质成分影

响很大，但也有个别样品分离度较小，无法完全

分离开。

从 图 7 的 L D A 分 析 可 知 ， L D 1 贡 献 率 为

64.659%，LD2贡献率为13.324%，和为77.983%，

所以这2个主成分已经代表了样品的主要信息特

征。从分析图7可知，添加酵母对发酵乳在不同发

酵和后熟时间内，风味物质成分影响很大，但也

有个别样品有交联，无法完全分离开。

结合图6和图7可以看出，发酵样品在凝乳时

和后熟3、7 d时，酸乳与加酵母菌的发酵乳在PCA

模板图中虽然可以分开，但位置十分接近，相对

于其他时间的样品，其相似性很大；在LDA模板

图中更是有重合交联的部分，表明在这一时间样

品的风味与酵母菌的添加与否虽有差别，但差异

不大；而在后熟初期由于酵母菌的代谢作用使2种

样品的风味差异显著。

3   结论

总体来说，2组发酵乳样品的质构特性还是有

显著差异的，造成这一现象的原因是酵母菌对乳

酸菌代谢产生了影响，推测主要是由于以下2个方

面：一，酵母菌的加入利用了乳糖和乳酸，而乳

酸菌又能源源不断地提供这2种物质[11]。同时酵母

菌还消耗氧气，使得乳酸菌加快了代谢，缩短了

发酵液的凝乳时间，使得加入酵母菌的发酵乳硬

度和稠度的增大点提前。二，酵母菌自身也进行

代谢反应，在生成乙醇的同时，也会放出CO2等气
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体，有利于发酵液中乳清的排除[12]，从而使发酵

乳在后熟过程中的硬度、稠度等其他质构特征比

乳酸菌发酵乳小。

运用电子鼻系统自带分析软件PCA和LDA方

法分析，可以从PCA图和LDA图中直观地区分不

同发酵时间的发酵乳风味情况，PCA双标图综合

分析发酵乳的风味特性，建立了对应的发酵乳风

味随时间变化的指纹图谱模板，可应用于以后检

测未知样品贮藏时间。但电子鼻是一种宏观成分

的区分方法，若想进一步分析酵母菌对发酵乳具

体风味成分的影响，需要结合GC-MS[13]、GC-O等

仪器进一步分析。
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果表明，沉淀物所得的酪蛋白和未沉淀的乳清蛋

白实测数据相加得到的理论蛋白质含量与实际测

定的总蛋白质含量误差不超过1.38%，说明测定数

据不但准确可信，而且符合质量守恒原则。

本研究确定的纯牛乳中酪蛋白沉淀测定方法

是准确称量30~40 mL牛乳样品于200 mL烧杯中，

将转子放入烧杯中置于磁力搅拌器上，搅拌同时

用10%的乙酸溶液调节样品的pH到4.6，然后将样

品转移到50 mL离心管中，放入离心机，3000 r/

min离心15 min，所得沉淀物用30 mL蒸馏水分别

洗涤、3000 r/min离心15 min、沉淀2次，再通过

震荡法用6~10 mL 0.1 mol/L NaOH溶液碱复溶酪蛋

白沉淀物，得到酪蛋白复溶溶液，最后用凯氏定

氮法分别对酪蛋白复溶溶液、纯牛乳进行含氮量

测定，通过两者的比值得到样品中酪蛋白质量分

数，以此判断纯牛乳真实性问题。

建议尽早将酪蛋白指标和酪蛋白沉淀测定方

法列入乳品安全国家标准中。
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