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摘要：以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌，测试了六氢β-酸环糊精包合物抑菌活性及其稳定性。采用滤纸片法测定7种环糊精包合物的抑菌活性，采用2倍稀释法测定了六氢β-酸-2,6-二甲基-β-CD、六氢β-酸-2-甲基-β-CD和六氢β-酸-羟丙基-β-CD包合物的最低抑菌质量浓度，并考察了温度、pH、紫外线对上述3种包合物抑菌稳定性的影响。结果表明：7种环糊精包合物均有不同程度的抑菌活性，其中，六氢β-酸-2,6-二甲基-β-CD、六氢β-酸-2-甲基-β-CD和六氢β-酸-羟丙基-β-CD包合物抑菌效果最好，最低抑菌质量浓度均为0.008 mg/mL。经酸碱处理后，与未处理组相比，在pH>6条件下，3种包合物的抑菌活性增强，在pH<6条件下，其抑菌活性减弱；温度和紫外线对3种包合物抑菌活性无影响。
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Antimicrobial Properties and Stability of Hexahydro-β-acids-Cyclodextrin Inclusion Compound
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Abstract: The antimicrobial properties and stability of hexahydro-β-acids cyclodextrin inclusion complex were investigated by using Staphylococcus aureus and Escherichia coli as tested bacteria in this study. Antimicrobial properties of seven kinds of cyclodextrin inclusion complex were determined by Filter paper method, furthermore, the minimum inhibitory mass concentration of three of them against these bacterias, namely hexahydro-β-acids-2,6-dimethyl-β-cyclodextrin, hexahydro-β-acids-2-methyl-β-cyclodextrin and hexahydro-β-acids-hydroxypropyl-β-cyclodextrin were determined by doubling dilution method. Meanwhile, the effects of temperature, pH, ultraviolet on the antimicrobial stability of the three kind of inclusion complex were also investigated. The results suggested that all of the inclusion compounds had antimicrobial activity, hexahydro-β-acids-2,6-dimethyl-β-cyclodextrin, hexahydro-β-acids-2-methyl-β-cyclodextrin and hexahydro-β-acids-hydroxypropyl-β-cyclodextrin exhibited the best inhibitory effect, the minimum inhibitory mass concentrations of the three kind of inclusion complex were all 0.008 mg/mL. Compared with untreated group, the antibacterial activity of 3 kinds of inclusion compounds enhanced under the condition of pH>6, whereas decreased under the condition of pH<6; temperature and ultraviolet had no effect.
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随着人们对食品安全认识的提高，合成防腐剂给人们带来的危害已经成为社会关注的热点[1-4]，寻找和开发天然来源的防腐剂已引起食品领域研究者的深切关注[5-7]。
啤酒花有很好的抑菌功能，最初将其添加到啤酒酿造中主要是为了延长啤酒的存放期[8]。而啤酒花中重要的软树脂成分β-酸对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、李斯特氏菌等有一定的抑制作用，但β-酸极不稳定，易发生氧化反应，很难将其很好地应用[9-10]。β-酸加氢还原可得到六氢β-酸（Hexahydro-β-acids，HH）[11-12]，HH不仅具有比β-酸更好的稳定性[13-14]，且无苦味，在抗氧化[15]、抑制肿瘤生长[16-17]和抑菌等方面也呈现出比β-酸更强的生物活性，尤其在抗李斯特菌[18]、普通变形杆菌[19]、荧光假单孢杆菌[19]等食品腐败菌方面作用突出，可拓展其在其他食品领域的应用。但HH不溶于水，限制了其在食品体系中的应用。环糊精（Cyclodextrin，CD）及其衍生物是由多个D-吡喃葡萄糖形成的具有“锥筒”状的“内疏水，外亲水”的化合物，其特殊的空腔以及内部的疏水环境能改善客体分子的溶解性[20]。通过前期的实验研究发现，HH经环糊精及其衍生物包合后，可明显增加水溶性，进而达到扩展其在更多食品体系中应用的目的。肖小年[13,18]等研究了HH的抗菌作用以及温度、酸碱度、金属离子等对其抗菌作用的影响，但HH被环糊精包合后的稳定性以及抑菌活性是否发生改变尚不明确。

本文以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌，在相同浓度下用滤纸片法比较了7种环糊精包合物抑菌活性的大小，并考察了培养时间对抑菌活性的影响，筛选出3种抑菌活性最好的包合物，测定其最低抑菌质量浓度（Minimum Inhibitory Concentration，MIC）。在此基础上，考察了温度、紫外线、酸碱性对此3种包合物抑菌稳定性的影响。
1  实验部分
1.1  材料与试剂
HH，纯度≥99％；六氢β-酸-α-环糊精（HH-α-Cyclodextrin，HH-α-CD）、六氢β-酸-β-环糊精（HH-β-Cyclodextrin，HH-β-CD）、六氢β-酸-γ-环糊精（HH-γ-Cyclodextrin，HH-γ-CD）、六氢β-酸-2-甲基-β-环糊精（HH-2-Methyl-β-Cyclodextrin，HH-M-β-CD）、六氢β-酸-2,6-二甲基-β-环糊精（HH-2,6-Dimethyl-β-Cyclodextrin，HH-DM-β-CD）、六氢β-酸-2,3,6-三甲基-β-环糊精（HH-2,3,6-Trimethyl-β-Cyclodextrin，HH-TM-β-CD）、六氢β-酸-羟丙基-β-环糊精（HH- Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin，HH-HP-β-CD）包合物、实验室自制[12,21-22]。
金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、大肠杆菌（Escherichia coli）均由新疆大学生命科学与技术学院实验室提供；蛋白胨、酵母浸粉、琼脂，北京奥博星生物技术有限责任公司；丙酮，天津市致远化学试剂有限公司。以上试剂均为分析纯。
1.2  仪器与设备
BS210S型电子天平，德国赛多利斯；手提式压力蒸汽灭菌锅，北京市永光明医疗仪器厂；电热恒温培养箱，北京市永光明医疗仪器厂；SW-CJ-1F型无菌操作台，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；KYC-100B空气恒温摇床，上海新苗医疗器械制造有限公司；HH-S4型数显恒温水浴锅，金坛市医疗仪器厂；PHS-3C型精密pH计，上海虹益仪器仪表有限公司；UV-5300PC型紫外-可见分光光度计，上海元析仪器有限公司。
1.3  方法
1.3.1  培养基的配制
LB液体培养基：蛋白胨10 g，酵母浸粉5 g，NaCl 10 g，加蒸馏水至体积为1 L，调pH 为7.2~7.4，121℃高压灭菌20 min，用于细菌培养及菌悬液的制备。
LB固体培养基：在LB液体培养基中添加2%（以液体培养基的体积为基准）琼脂，121℃高压灭菌20 min，制备抑菌实验平板。
1.3.2  菌种的活化及菌悬液的配制
将供测试的菌种分别接种于LB固体培养基上，置于37 ℃恒温培养箱培养24 h。将上述活化好的金黄色葡萄球菌和大肠杆菌分别挑取一环置于20 mL LB液体培养基中，放入恒温振荡培养箱培养至对数生长期，配制成初始菌悬液，将初始菌悬液用液体培养基稀释成106~107 cfu/mL的菌悬液，备用。
1.3.3  六氢β-酸环糊精包合物及六氢β-酸抑菌活性的测定
采用滤纸片法[23]测定抑菌活性。用打孔器将定性滤纸制成直径为6 mm的圆形滤纸片，高压灭菌，备用。在无菌条件下，向已灭菌的培养皿中倒入15~20 mL固体培养基，冷却。分别取2种稀释好的菌悬液100 μL于固体培养基上，用涂布棒将细菌涂布均匀。将浸湿在质量浓度为0.130 mg/mL的7种包合物水溶液和HH丙酮溶液中的滤纸片，取出沥干，隔一定距离平铺于含菌培养皿中，以HH丙酮溶液做对照；7种环糊精水溶液、无菌水、丙酮溶剂作为空白对照，0.130 mg/mL苯甲酸钠溶液和75％（v/v）的医用酒精为阳性对照，每个样品做3个平行，在37℃下分别培养24、36、48 h，用交叉法测定抑菌圈直径。
1.3.4  3种六氢β-酸环糊精包合物最低抑菌浓度的测定
采用2倍稀释法测定最低抑菌质量浓度[24-25]。将预先灭菌的1.5 mL离心管分成3组，每组用记号笔编号1~10。首先，所有离心管中加入200 μL无菌水，然后分别向每组1号离心管中加入200 μL质量浓度为0.260 mg/mL的HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD和HH-HP-β-CD包合物水溶液，充分混匀后，取1号离心管中200 μL的样品，注入到2号离心管中，以此类推，得到质量浓度分别为0.130、0.065、0.032、0.016、0.008、0.004、0.002、0.001、0.0005 mg/mL的包合物溶液，10号离心管中的无菌水为空白对照。按1.3.3所述方法，将分别浸湿在3种配制好的溶液中的滤纸片平铺于含菌培养皿上，每个样品做3个平行，37℃培养24 h，观察细菌生长情况，能产生抑菌圈的包合物最小浓度为最低抑菌质量浓度。
1.3.5  3种六氢β-酸环糊精包合物抑菌稳定性的研究
1.3.5.1  温度对包合物抑菌活性的影响
以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌种，将质量浓度为0.080 mg/mL的HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD和HH-HP-β-CD包合物水溶液以及HH丙酮溶液分别在20、40、60、80、100、121℃温度下处理30 min，冷却至室温后，采用1.3.3方法进行抑菌活性测定，以无菌水和丙酮溶剂做空白对照，每个样品做3个平行。37℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。
1.3.5.2  pH对包合物抑菌活性的影响
以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌种，用0.1 mol/L的HCl和0.1 mol/L的NaOH溶液调节水的pH分别为2、4、6、7、9、11，再用此水溶液分别配制质量浓度均为0.080 mg/mL的HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD和HH-HP-β-CD包合物溶液，同时以相应pH的水溶液做对照。采用1.3.3方法进行抑菌活性测定，以无菌水直接配制质量浓度为0.080 mg/mL的包合物溶液做对照，无菌水做空白对照，每个样品做3个平行。37℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。
1.3.5.3  紫外线对包合物抑菌活性的影响
以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌种，将质量浓度为0.080 mg/mL的HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD和HH-HP-β-CD包合物水溶液分别放在紫外灯（功率：20 W；高度：0.4 m）下照射0、30、60、90、120、150、180 min后，采用1.3.3方法进行抑菌活性测定，以无菌水为空白对照，每个样品做3个平行。37℃恒温培养箱中培养24 h，测定抑菌圈直径。
1.4  数据处理
实验数据的处理及统计分析结果均是采用Microsoft Excel 2007或Origin Pro8.6、Spss17.0专业软件来处理，实验数据均用平均值±标准偏差表示（n≥3）。

2  结果与讨论

2.1  7种环糊精包合物抑菌活性的测定
7种环糊精包合物的红外光谱图如图1所示，7种环糊精包合物、苯甲酸钠和75％的医用酒精对金黄色葡萄球菌（革兰氏阳性细菌）、大肠杆菌（革兰氏阴性细菌）的抑菌活性如表1所示。
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图1 7种包合物的红外光谱图

Fig. 1 IR-spectra of seven kinds of inclusion compounds

从HH、CD、包合物以及混合物（HH与CD的物理混合）的红外谱图（虚线所在处，表示HH经不同种环糊精包合前后在红外区的特征差异）中发现，在2958.80、2906.73 cm-1处，HH分子内甲基、次甲基、亚甲基的C－H不对称伸缩振动的吸收峰[26-27]在包合物中消失，而在混合物中有其吸收峰；在1384.88~1647 cm-1处，HH中六元共轭环体系的C=C、甲基、次甲基的不对称C－H弯曲振动的吸收峰在包合物中消失，但在混合物中能明显观察到其吸收峰；在1117~1222 cm-1处，HH中六元环上邻对位取代基的吸收峰在包合物中消失，也可在混合物中观察到其吸收峰；且在500~1000 cm-1处，HH没有吸收峰，而包合物和CD中有明显的吸收峰。以上特点，说明HH与CD包合过程是以范德华力、氢键等形式结合形成了包合物。
表1 包合物抑菌效果的测定
Table 1 Antimicrobial activity of inclusion compounds
	测试样品
	供试菌种的抑菌圈直径/mm

	
	    金黄色葡萄球菌
	    大肠杆菌

	HH-α-CD包合物
	    8.40±0.14e
	8.13±0.28c

	HH-β-CD包合物
	8.63±0.19d
	8.48±0.17c

	HH-γ-CD包合物
	9.10±0.27c
	8.73±0.21c

	HH-M-β-CD包合物
	12.20±0.08b
	11.68±0.18b

	HH-DM-β-CD包合物
	14.18±0.13a
	12.72±0.15a

	HH-TM-β-CD包合物
	8.00±0.17e
	7.80±0.29d

	HH-HP-β-CD包合物
	12.45±0.24b
	11.10±0.17b

	HH丙酮溶液
	9.37±0.09c
	8.15±0.07c

	丙酮溶剂
	7.18+0.08f
	6.85+0.06e

	75％医用酒精
	7.37±0.06f
	7.07±0.25e

	苯甲酸钠
	—
	—

	环糊精水溶液
	—
	—

	无菌水
	—
	—


注：“—” 表示无抑菌活性；邓肯氏（Duncan）多重比较测验,abcdef同列标有相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05)；abcdef同列标有不同小写字母者，表示差异显著(P<0.05)

表1数据表明，空白对照组无菌水和环糊精水溶液均无抑菌活性，丙酮溶剂虽有抑菌效果，但活性较弱，并不影响HH丙酮溶液抑菌活性的测定。各种包合物对金黄色葡萄球菌的抑菌活性强于大肠杆菌，这与啤酒花成分对绝大多数革兰氏阳性菌有很好的抑制作用，但对革兰氏阴性菌的抑制能力较弱的结论一致[8]。同时，所测7种包合物的抑菌活性均强于75％医用酒精和苯甲酸钠（在酸性条件下有抑菌性，此条件非酸性环境，显示无抑菌活性），说明包合物具有较好的抑菌防腐应用潜力。通过Duncan多重比较分析表明，不同环糊精制备的包合物的抑菌活性存在差异，HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD、HH-HP-β-CD包合物对两种细菌的抑菌效果明显强于HH丙酮溶液，其他4种包合物则与HH丙酮溶液相近或略有下降，说明以上3种环糊精包合HH在提高了HH水溶性的同时，也增强了其抑菌活性。因此，后续实验重点研究了这3种包合物的最低抑菌质量浓度及其抑菌稳定性。

2.2  培养时间对抑菌活性的影响
图2为培养时间分别为24、36、48 h时，7种包合物抑菌的平板图。可以看出，随着时间的增加，包合物对2种细菌的抑菌圈直径并没有发生明显的变化，说明包合物对细菌的抑制具有持久性。
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图2 培养时间对抑菌效果的影响
Fig.2 Effect of incubation time on antimicrobial activity 
2.3  3种包合物最低抑菌浓度的测定
表2为HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD、HH-HP-β-CD包合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌MIC的测定结果。表中数据表明，3种包合物对两种细菌均有不同程度的抑制作用，随包合物质量浓度的降低，其抑菌效果不断减小；且包合物对两种细菌的MIC均为0.008 mg/mL，与肖小年测定HH对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的MIC（0.016、0.250 mg/mL）相比，抑菌活性有所提高，包合物对金黄色葡萄球菌的抑菌活性强于大肠杆菌的这一结果与文献报道的HH本身对两细菌的抑制规律相一致[19]；此外，3种包合物在质量浓度为0.032 mg/mL及以上时，对抑制金黄色葡萄球菌表现出显著性的差异，在质量浓度为0.065 mg/mL及以上时，对抑制大肠杆菌表现出显著性的差异，其可能原因是环糊精包合可以影响HH对细菌细胞膜的透过性，而DM-β-CD具有较好的亲脂性，可使细胞膜脂类成分溶解，增加了细胞的渗透性；相比而言，M-β-CD和HP-β-CD亲脂性较差[28]，使得3种包合物在抑菌能力上呈现出显著性的差异。
表2 包合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌最低抑菌质量浓度的测定
Table 2 MIC of inclusion compounds against S. aureus and E. Coli
	包合物质量浓度

（以HH计）/（mg/mL）
	金黄色葡萄球菌
	大肠杆菌

	
	HH-DM-β-CD包合物
	HH-M-β-CD包合物
	HH-HP-β-CD

包合物
	HH-DM-β-CD包合物
	HH-M-β-CD

包合物
	HH-HP-β-CD

包合物

	0.0000
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.0005
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.001
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.002
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.004
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.008
	6.45±0.07a
	6.32±0.20a
	6.23±0.08a
	6.30±0.08a
	6.18±0.08a
	6.13±0.06a

	0.016
	6.88±0.09a
	6.75±0.39a
	6.60±0.15a
	6.85±0.07a
	6.57±0.17a
	6.53±0.08a

	0.032
	7.75±0.02a
	7.53±0.22a
	7.07±0.12b
	7.70±0.09a
	7.53±0.19a
	7.33±0.16a

	0.065
	9.48±0.05a
	9.07±0.15b
	8.83±0.09b
	9.40±0.04a
	8.80±0.14b
	8.27±0.12c

	0.130
	13.98±0.04a
	11.87±0.24b
	11.77±0.11b
	12.48±0.09a
	11.35±0.19b
	10.77±0.09c


注：表中数据为抑菌圈直径，单位mm；“—”表示无抑菌活性；同一质量浓度下，abc同行标有相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05)；abc同行标有不同小写字母者，表示差异显著(P<0.05)

2.4  3种包合物抑菌稳定性的评价
2.4.1  温度对包合物抑菌稳定性的影响
图3是包合物分别经20、40、60、80、100、121℃水浴处理30 min后，对两种细菌抑菌效果的变化曲线。
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图3 温度对包合物抑制金黄色葡萄球菌和大肠杆菌活性的影响
Fig. 3 Effect of temperature on antimicrobial activity of inclusion compounds against S. aureus and E.Coli
图3数据表明，HH在20~60℃时，对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径均在7.49、6.47 mm左右，在60~80℃时，其抑菌圈直径略有降低，分别在7.30、6.23 mm左右，但温度超过100℃后，对两种细菌的抑菌直径均为6 mm（滤纸片本身的直径），说明高温处理后HH已无抑菌活性，可能HH在丙酮溶液中不稳定，因此，高温对其抑菌效果影响明显；3种包合物对两种细菌均有不同程度的抑菌效果，HH-DM-β-CD包合物的抑菌效果依旧最好；且HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD和HH-HP-β-CD包合物对两种细菌的抑菌活性，不受温度的影响。由此说明，环糊精包合HH，不仅改善了其在高温条件下热不稳定的缺点，并可将3种包合物应用于高温蒸煮的食品生产过程中。

2.4.2  酸碱对包合物抑菌稳定性的影响
图4为pH对包合物抑制金黄色葡萄球菌和大肠杆菌活性的影响。
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图4 pH对包合物抑制金黄色葡萄球菌和大肠杆菌活性的影响
Fig. 4 Effect of pH on antimicrobial activity of inclusion compounds against S. aureus and E.Coli
图4数据表明，pH对包合物的抑菌活性影响显著。由于相应pH的水溶液对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均无抑菌活性，而未经酸碱处理的3种包合物的pH介于6~7；与未经酸碱处理的HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD、HH-HP-β-CD包合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径（10.63±0.09、10.33±0.05 mm）、（10.07±0.06、9.3±0.10 mm）、（9.24±0.08、8.86±0.06 mm）比较，当pH<6，经酸处理的包合物，抑菌活性减弱；而当pH>6，3种包合物的抑菌活均好于未处理组，且抑菌活性随pH的增大而增强。因此，使用包合物作为抑菌防腐剂更适合酸性较弱或碱性的食品体系。
2.4.3  紫外线对包合物抑菌稳定性的影响
图5为包合物在紫外光照射0、30、60、90、120、180 min后，对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑菌活性的变化曲线。
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图5 紫外线对包合物抑制金黄色葡萄球菌和大肠杆菌活性的影响
Fig. 5 Effect of ultraviolet on antimicrobial activity of inclusion compounds against S. aureus and E.Coli
图5数据表明，随着紫外光照射时间的增加，HH-DM-β-CD、HH-M-β-CD、HH-HP-β-CD包合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌直径几乎没有变化，抑菌性能稳定。说明HH结构稳定，紫外光对包合物抑菌活性影响不大，因此，也适合紫外杀菌的食品加工工艺。
3  结论
六氢β-酸作为天然来源β-酸的氢化衍生物，具有较好的抑菌防腐作用。7种六氢β-酸的环糊精包合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均有一定的抑菌活性；尤其是经2,6-二甲基-β-CD、2-甲基-β-CD和羟丙基-β-CD对六氢β-酸包合后所形成的包合物，抑菌性能明显提高，3种包合物的最小抑菌质量浓度均为0.008 mg/mL。结果表明，上述3种六氢β-酸的环糊精包合物在弱酸性到碱性食品体系中可更好发挥抑菌性能；温度和紫外线对其抑菌活性影响不大，预测可将其应用于经高温蒸煮、紫外杀菌的食品生产过程中。上述研究将为六氢β-酸作为一种新型天然来源的抑菌防腐剂奠定理论基础。
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