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全麦发酵面团菌群结构分析及对风味物质的影响
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摘要!采用宏基因组学的方法解析全麦传统发酵面团细

菌菌群结构组成$确定其核心菌属为乳酸菌科乳杆菌属

短乳杆菌种"对全麦传统发酵面团和商业发酵面团的风

味物质进行了测定$发现传统发酵面团风味物质种类比

商业发酵多
,

种$在含量上也存在差异$但均以烃的含量

最多"说明传统发酵剂更有利于全麦面团风味物质的形

成$更易让消费者接受$为传统发酵剂在全麦制品中的应

用提供理论支持"

关键词!全麦食品'面团'发酵'乳酸菌
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一直以来'精细化饮食是中国的主流饮食文化'小麦

在精细化加工过程中'如麸皮+皮层+胚芽等具有营养价

值的物质均被转移到饲料等副产品中'造成营养物质的

浪费,

#

-

(但随着现代营养学和预防医学的研究'越来越

认识到全谷物非精细化饮食可以有效地预防多种慢性疾

病的发生'如提高食品中的全谷物含量可有效降低糖尿

病的发病率,

!

-

(小麦粉及其制品作为中国的主食之一'

对全麦粉的成分研究,

*

-指出'全麦粉中含有丰富的三甲

基甘氨酸和胆碱'长期服用全麦粉可以有效预防新生儿

的神经血管缺陷问题'同时可减少成年人的高血压和心

血管疾病发病概率,

(

-

(/中国居民膳食指南#

!"#$

%0也提

倡人们将全谷物作为膳食重要组成成分,

)

-

(全麦面粉保

留了天然小麦的全部成分'与精制面粉相比'可提供更多

的
.

族维生素+矿物质+膳食纤维等营养成分及有益健康

的植物化学物,

$N+

-

(全麦饮食是一种安全有效的健康生

活方式,

-

-

(

目前国内的发酵面粉制品主要采用精制面粉'且多

数采用单一的商业酵母菌发酵,

,N#"

-

(发酵速度快'但风

味和口味比较单一,

##N#!

-

(欧美国家在使用全麦面粉代

替精细化面粉制作烘焙食品的研究较为深入'而国内关

于应用全麦面粉开发烘焙食品的研究刚起步,

#*

-

(如将全

麦发酵食品有效利用起来'不仅可以提高面制品的经济

附加值'同时可以有效提高人们的合理膳食水平'保证了

人们的健康,

#(N#)

-

(本研究拟以四川南充高坪区域特色

!老面"作为传统发酵剂和全麦面粉制成面团'对发酵面

团中的酵母菌+乳酸菌及其他细菌进行分离纯化与鉴定'

采用宏基因组学的方法解析该面团中的细菌菌群结构'

并确定其核心菌属*菌种(同时将市售商业发酵剂与全

麦面粉制成面团'比较
!

种面团的风味物质含量(旨在

为全麦面粉的应用提供理论支持'同时为全麦发酵食品

的研究和开发提供依据'以期为改善工业化全麦发酵面

团的质量提供理论依据(

#
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材料与方法
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材料

去离子水$校食品检测与饲料监测中心制备&
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全麦面粉$市售一级'山东德运面粉有限公司&

传统发酵剂$老面'校学生食堂提供&

商业酵母菌剂$安琪高活性干酵母'安琪酵母股份有

限公司(

#;!

!

试剂

细菌基因组
'VM

提取试剂盒$美国西格玛奥德里奇

有限公司&

胶回收试剂盒$北京天根生物科技公司&

'VMLE4

D

1<I2B<

+

=VALB

+

#"bA2

i

J8GG<I

+

A2

i

酶+

AI3B0

饱和酚+溶菌酶+分子生物学试剂$大连宝生物

A2K2I2

有限公司&

其他试剂$分析纯'吴江新源化学试剂有限公司(

#;*

!

仪器与设备

微量分光光度计$

V26E'IE

H

!"""

型'美国
A7<I1E

&3B7<I

公司&

水平电泳系统$

Z%0YLSA

型'北京君意东方电泳设备

有限公司&

凝胶成像仪$

O'0,("*Y

型'北京市六一仪器厂&

第二代高通量测序仪$

R3B<

i

型'美国
U4481362

公司&

恒温培养箱$

YTL0#-"

型'杰瑞尔电器有限公司&

气质联用色谱仪$

),++M

型'美国安捷伦科技有限

公司&

去离子纯水机$

/>E0p

型'上海和泰仪器有限公司&

醒发箱$

YR&0*!.

型'无锡胜麦机械有限公司&

冷冻离心机$

)(#)@

型'德国
/

HH

<6=EIG

公司&

超低温冰箱$

'O0-$̂,),

型'青岛海尔公司&

超净工作台$

YZ0SZ0!&

型'苏州苏洁医疗公司(

#;(

!

方法

#;(;#

!

面团的制备

#

#

%工艺流程

调制面团 %面粉
)""

9

$纯 净 水
!("1̂

&

*

和 面

%

!"136

&

*

成型
*

一次醒发%相对湿度
-)W

$

*$ _

$

!"136

&

*

揉制%

#" 136

&

*

二次醒发%相对湿度
-)W

$

*$_

$

*"136

&

#

!

%操作要点$将全麦面粉和传统老面放入和面缸

中'使用搅拌机进行和面'先慢速搅拌
#"136

'再快速搅

拌
#"136

'和面后应达到面筋充分扩展'表面无断裂痕

迹'面团手感柔和'表面光洁(通过
!

次充分醒发提高面

团的发酵完整度'同时考虑避免出现过度发酵的情况

出现(

商业酵母发酵面团采用全麦面粉与商品化酵母菌剂

混合后发酵的方法'具体加工流程同传统老面发酵流程(

#;(;!

!

面团样品的采集+贮藏及预处理
!

从实验室温箱

中取出传统发酵完全的全麦面团样品'无菌称取
#""

9

左

右的面团'中心位置+中间层和表面分别挖取
#"

9

面团放

入锥形瓶'重复以上操作
)

次'每次采样的面团为测序目

标样品'依次命名为
#

#

)

号样品(向采集的面团中加入

#,"1̂

无菌生理盐水'摇床内持续摇动
!"136

'使面团

充分吸收水分并分散均匀(从分散液中取
)1̂

液体装

入
#)1̂

无菌离心管中'

N(_

冰箱备用(

#;(;*

!

面团总基因组提取
!

将
#;(;!

制备的分散液#在冰

箱的贮藏时间不超过
(-7

%于
( _

'

#""""I

*

136

离心

#"136

'收集沉淀于
(_

冰箱中备用(采用试剂盒法提

取总基因组'具体方法参考试剂盒说明书(采用
#W

琼脂

糖凝胶电泳#

#!"]

'

$"136

%进行提取基因组检测'电泳

结果显示条带完整'测定浓度后写明样品名称为传统面

团和商业面团'放入
N!"_

冰箱'准备测序(

#;(;(

!

R3Y<

i

宏基因组测序及生物信息学分析
!

以
#;(;*

中提取的细菌总基因组为模板'扩增
]*

#

](

区#

!)"J

H

左右%的基因片段(引物扩增序列为$

hh%MMhVhhh

h%'AM

&

AMSMMASAMAS]hhhASV

(

LS@

产物进行

#;)W

琼脂糖电泳切胶回收后'立即使用
U4431362R3Y<

i

L/!)"

进行高通量测序(测序完成后'先进行质控去除

低质量序列(使用
&42B7

软件进行序列拼接'得到分析所

用总序列后进行聚类'得到各样品的总
PAe

'采用
p331<

软件进行分析'分析内容包括$绘制稀疏曲线+

M4

H

72

多样

性分析+科水平和种水平的物种多样性分布统计(

#;(;)

!

面团挥发性风味物质的测定
!

称取
)

9

面团于顶

空样品瓶#

#) 1̂

%中'

$" _

水浴加热
*) 136

(通过

YLR/

针头将萃取头伸入样品瓶顶空部分'萃取
!)136

'

转至气相色谱仪'

!("_

解析
+136

(色谱条件$色谱柱

*)1b";!!

(

1b!!"

(

1

'进样口最终温度
!("_

'起始

温度
)"_

'静止
*136

'以
*_

*

136

加热至
))_

'再以

(_

*

136

加热至
#""_

'之后以
)_

*

136

加热到
!*"_

'

静止
*136

'载气
T<

'保持
";)1̂

*

136

流量体积'采用不

分流模式'

!

(

^

进样量(质谱条件$使用电子轰击离子源

#

/U

%为电离方式&接口温度
!(" _

&保持离子源温度

#,"_

&电子能量
$"<]

&扫描范围
8

*

R(#

#

(--

(

#;)

!

数据分析

试验数据采用
hI2

H

7

H

2=LI3B1+

进行处理'采用

P6<0O2

D

MVP]M

进行显著性分析'使用
PI3

9

36!"#+

进

行绘图(

!

!

结果与分析
!;#

!

风味物质组成

由表
#

可知'在全麦传统发酵面团和全麦商业发酵

面团中分别检测出
()

'

*$

种风味物质'其中包括$芳香+

酸+酯+酮等
-

类(数量上'

!

种面团中烃类的含量最多'

其次为醛类和醇类物质'醚类物质最少(总含量上'传统

发酵面团的风味物质含量最多'比商业发酵面团多
,

种'

烃类物质为含量差异最多的物质(风味物质的产生与微

生物的作用有关'其中全麦面粉中的糖类物质经微生物

%$

"

]E4;*)

#

VE;)
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表
#

!

风味物质分析结果g

A2J4<#

!

M624

D

B3BI<B84CBEGG42FEIB8JBC26><B W

物质名称
相对含量

传统发酵 商业发酵
物质名称

相对含量

传统发酵 商业发酵

邻苯二甲醚
";*$

) 异戊醇
);+$ #;((

(0

乙基
!

甲基苯酚
#;** ";)(

甲硫基丙醇
#;($ #;*)

萘
";-" ";$+ !

'

*0

丁二醇
#;"$ #;#(

苯乙醇
!;## !;*, !0

乙基
!0

辛醇
#;#"

)

辛酸
#;-" #;()

邻苯二甲醚
";-*

)

肉豆蔻酸
#;!* #;**

对苯烯基茴香醚
!;!+ (;-"

棕榈酸
#;"( #;(*

十五烷
*;)) (;$-

*0

羟基月桂酸
";-- ";),

十六烷
!;*- (;#*

油酸
";()

) 十二烷烃
#;+-

)

丁酸乙酯
";$-

) 十四烷烃
!;$( *;-*

辛酸乙酯
";+( ";)$

十八烷烃
*;"( (;!+

亚油酸乙酯
#;"$ ";-! !

'

$

'

#"0

三甲基十五烷
*;*! !;-+

乳酸乙酯
);!$ *;!* !0

甲基十六烷
#;#$ !;-(

乙酸乙酯
!;** (;"+ *0

甲基十七烷
#;,( #;+*

棕榈酸乙酯
";#* ";,!

二十七烷
#;(, !;*$

相叶基丙酮
+;(" -;("

二十一烷
!;$, *;!!

植酮
!;-"

) 二十八烷
#;+- !;+-

乙醛
!;)" #;*+

二十烷
*;!! (;(#

桃醛
#;-*

) 植烷
!;++

)

!0

十一烯醛
";*$ ";+) !

'

$

'

#"

'

#(0

四甲基十六烷
#;-( !;$-

正辛醛
!;!( *;*"

已醛
#;(, #;(-

苯乙醛
!;$" #;,"

葵醛
";$- !;""

乙醇
!;*! *;!+

合计
,";)" -,;""

(((((((((((((((((((((

!!!!

g

!

!)"表示未检测到(

发酵'可以产生酸和醇类化合物'而产生的酸和醇类化合

物可进一步反应产生酯类化合物&微生物通过醛醇缩合

反应+氨基酸的
YCI<>K<I

降解和高级醇氧化都可产生多

种羰基化合物(

!;!

!

宏基因组法分析菌群结构

在科分类水平上#图
#

%'所有测序样品中的主要细菌

科为乳酸菌科'所占比例均为
,"W

以上&第二为醋酸杆菌

科'所占比例为
)W

左右&此外'所有样品中还含有芽孢杆

菌科#

#W

%和明串珠菌科#

#W

%的细菌(属分类水平分析

结果如图
!

所示'

)

个样品中含量最高为乳杆菌属'达

--W

以上'其他含量较高的菌属分别为魏氏菌属+醋杆菌

属+明串珠菌属等(通过菌群分类研究结果显示'在全麦

发酵面团样品中含量最高的菌群主要是乳酸杆菌'该菌

可能在全麦面团的发酵过程中扮演重要的角色(

!;!

!

乳酸菌种的分类水平分析

上述研究已证实乳酸菌为全麦传统发酵面团中主要

的细菌核心菌群'乳酸菌种的含量情况如图
*

所示'样品

图
#

!

科水平的物种分布情况

&3

9

8I<#

!

Y

H

<>3<B=3BCI3J8C3E62CC7<G2134

D

4<F<4

中分别含有植物乳杆菌+短乳杆菌+发酵乳杆菌+旧金山

乳杆菌+德氏乳杆菌+面包乳杆菌'其中含量最高的菌种

为短乳杆菌'达
*)W

#

*,W

'其次为发酵乳杆菌'达

!#W

#

!*W

'植物乳杆菌和旧金山乳杆菌含量相对接近'

均在
#"W
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结论
从试验可以看出'传统发酵全麦面团除酵母菌外还

含有较多的乳酸菌'用传统发酵菌剂发酵全麦面团比用

商业酵母菌剂在风味物质的总量以及种类方面较优'表

明传统发酵菌株对全麦面制品的风味更有利(可能是商

业酵母菌剂只有酵母菌'使得发酵的全麦面团风味物质

种类较少(而传统发酵菌剂含有的乳酸菌'使全麦面团

酸化产生多种有机酸'有利于醇+酮+醛和酯等风味物质

的生成(随着全社会对人群健康的重视'全麦发酵面团

的研制'能够带来一定的健康价值和经济价值'同时还具

有广泛的应用价值(后续将对全麦发酵面团的传统发酵

菌剂的用量+发酵条件和制作工艺对风味物质的影响进

行重点研究'以便更好地为全谷物饮食的开发和利用提

供理论基础(
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