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摘要：烟叶来源的腊状芽孢杆菌 Ｌ１６在番茄红素底物浓度为３００ｍｇ／Ｌ的培养
基中，３５℃，１５０ｒ／ｍｉｎ，ｐＨ＝７．０培养至７２ｈ时，番茄红素降解量达到最大值
２２４．４ｍｇ／Ｌ．经 ＧＣＭＳ分析，番茄红素经腊状芽孢杆菌 Ｌ１６降解得到两种产
物，分别为６－甲基－５－庚烯－２－酮和异辛二烯酮，这两种物质均为烟草特征
香气成分．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ３５℃，ｓｈａｋｉｎｇｆｒｅｑｕｅｎｃｙ１５０ｒ／ｍｉｎ，ｃｕｌｔｕｒｅｐＨｖａｌｕｅ７．０ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ７２ｈ，ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｌｙｃｏｐｅｎｅｄｅｇｒａｄｉｎｇｒｅａｃｈｅｄ２２４．４ｍｇ／ＬｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｓｔｒａｉｎＬ１６ｗｉｔｈ
３００ｍｇ／Ｌｌｙｃｏｐｅｎｅｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ．ＴｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧＣＭＳｗｅｒｅ６ｍｅｔｈｙｌ５ｈｅｐｔｅｎ２
ｏｎｅａｎｄｉｓｏｐｒｏｐｙｌｋｅｔｏｎｅ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃａｒｏｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｏｒｔｏｂａｃｃｏ．

０　引言

番茄红素（ｌｙｃｏｐｅｎｅ）又称ψ－胡萝卜素，属

于异戊二烯类化合物，是类胡萝卜素的一种．其

化学结构式中含有１１个碳碳双键的非环状平面

共轭多不饱和脂肪烃，易受光、热和氧影响发生

降解［１－３］．在食品体系中，番茄红素的降解方式

主要有热氧化降解、化学氧化降解、光氧化降解

等．其降解产物也因降解方式不同而各异．番茄

红素在食品中形成风味物质主要是通过降解途

径．生物法降解是利用酶和微生物来降解番茄红

素，与化学法降解相比，生物法降解利用了酶催化

的专一性，得到成分相对单一的香味物质，故生物

法降解得到的香味物质被认定为天然成分［４－５］．

已有文献报道，与番茄红素结构类似的胡

萝卜素和叶黄素可降解生成烟草特征风味物

质，如，氧化异佛尔酮、二羟基月桂烯醇、３－羟

基－β－紫罗兰酮［６－７］．然而，有关番茄红素的

生物降解研究仍鲜见报道．本研究室从烟叶中

筛选得到的腊状芽孢杆菌 Ｌ１６，经培养后能降

解番茄红素产生香味物质．鉴于此，本研究拟对

腊状芽孢杆菌Ｌ１６降解番茄红素的动力学过程

进行研究，并对其降解产物进行分析鉴定，以期

为获得天然的烟草特征香味物质提供理论

依据．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：番茄红素，购自上海哈灵生物科技有

限公司；无水Ｎａ２ＳＯ４（ＡＲ），购自天津市凯通化

学试剂有限公司；腊状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

ｓｔｒａｉｎ）Ｌ１６，为本研究室筛选所得；二氯甲烷

（ＡＲ），甲醇（ＧＲ），均购自天津市凯通化学试剂

有限公司．

种子液培养基的配制：蛋白胨１０．０ｇ，酵母

５．０ｇ，ＮａＣｌ１．０ｇ，蒸馏水１Ｌ；ｐＨ ＝７．０．

液体培养基的配制：酵母膏 ３ｇ，蛋白胨

１０ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，葡萄糖１ｇ，蒸馏水１Ｌ；ｐＨ值为

６．５～７．５．

仪器：１２６０ｉｎｆｉｎｉｔｙ液相色谱仪，ＨＰ６８９０／

５９７６气质联用仪，美国安捷伦科技公司产；

ＨｉｃｅｎＦＲ高速冷冻离心机，德国英雄仪器公司

产；ＵＶ－２３００分光光度计，尤尼克（上海）有限

公司产；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发仪，郑州凯鹏实验

仪器有限公司产；ＢＳＤ－ＹＦ３２００恒温振荡器，

上海福玛实验设备有限公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　番茄红素标准曲线的绘制方法　以甲

醇为溶剂，分别配 制 ５０ｍｇ／Ｌ，１００ｍｇ／Ｌ，

２００ｍｇ／Ｌ，３００ｍｇ／Ｌ，４００ ｍｇ／Ｌ，５００ ｍｇ／Ｌ，

６００ｍｇ／Ｌ番茄红素标准溶液，经ＨＰＬＣ分析后，

以峰面积为纵坐标（Ｙ），底物浓度为横坐标（Ｘ），

绘制标准曲线．

１．２．２　番茄红素降解动力学实验　腊状芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｓｔｒａｉｎ）Ｌ１６能够降解番茄

红素生成香味物质．降解动力学实验有助于研

究番茄红素底物浓度对降解效率的影响，配制

底 物 浓 度 分 别 为 １００ ｍｇ／Ｌ，２００ ｍｇ／Ｌ，

３００ｍｇ／Ｌ，４００ｍｇ／Ｌ，５００ｍｇ／Ｌ，６００ｍｇ／Ｌ，在优

化后的培养条件下（３５℃，ｐＨ＝７．０，接种量

１．０％，１５０ｒ／ｍｉｎ）培养７２ｈ，然后将 Ｌ１６菌株

的斜面保存菌株接种到５ｍＬ种子液培养基中，

１５０ｒ／ｍｉｎ，３５℃恒温培养发酵至种子培养液

ＯＤ６００值为 ２～２．５，得到种子液，置于４℃冰箱
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备用．按照表１所示，将种子液接种到相应的液

体培养基中，１５０ｒ／ｍｉｎ，３５℃发酵培养．对实验

组和对照组分别定时取样，并对样品中番茄红

素底物浓度进行检测，对照组一培养基中不含

番茄红素，对照组二培养基中不接入种子液．

表１　番茄红素降解动力学实验设计

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｌｙｃｏｐｅｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓ

编号 番茄红素底物浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）种子液接种量／％

实验组 ３００ １．０

对照组一 ０ １．０

对照组二 ３００ ０．０

１．２．３　番茄红素的提取与分析［８－１０］　在避光

条件下，将发酵液在４℃和６５００ｒ／ｍｉｎ条件下

离心１５ｍｉｎ，取上清液加入等体积二氯甲烷，萃

取３次，合并得番茄红素提取物．在提取物中加

入无水 Ｎａ２ＳＯ４干燥过夜，真空浓缩，蒸干溶剂

后，将 固 形 物 溶 于 ２ ｍＬ甲 醇，用 滤 膜

（０．４５μｍ）过滤，滤液用于ＨＰＬＣ分析，并用等

体积不接菌培养基作为实验对照．

ＨＰＬＣ分析条件：色谱柱为Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×

２５０ｍｍ，粒径为５μｍ），柱温为３０℃，流动相为

Ｖ（甲醇）Ｖ（水）＝１９９，流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，

检测波长为４６０ｎｍ，进样量为５μＬ．

１．２．４　番茄红素降解产物 ＧＣＭＳ分析　番

茄红素降解产物提取如１．２．３所述．在提取物

中加入无水 Ｎａ２ＳＯ４干燥过夜，真空浓缩至

１ｍＬ，用于ＧＣＭＳ分析［１１－１３］．

ＧＣＭＳ分析条件：色谱柱为ＨＰ－５（３０ｍ×

０．２５ｍｍ；０．２５μｍ）；升温程序为初始温度

４５℃（保持５ｍｉｎ）
升温速率

→
５℃／ｍｉｎ

１２０℃（保

持５ｍｉｎ）
升温速率

→
４℃／ｍｉｎ

１８０℃（保持５ｍｉｎ）
升温速率

→
３℃／ｍｉｎ

２３０℃
升温速率

→
５℃／ｍｉｎ

２８０℃

（保持５ｍｉｎ）；进样口温度２７０℃；传输线温度

２７０℃；分流比１１；载气Ｈｅ；流速１ｍＬ／ｍｉｎ．

２　结果与分析

２．１　番茄红素标准曲线的绘制
不同底物浓度的番茄红素标准溶液经

ＨＰＬＣ的检测结果如图１所示．由图１可知，番

茄红素底物浓度（Ｘ）与峰面积（Ｙ）的回归方程

为 Ｙ＝４３．１３５Ｘ＋５７．８４，相关系数 Ｒ２ ＝

０．９９７６，表明在 ０～５００ｍｇ／Ｌ浓度范围内，番

茄红素质量浓度与峰面积线性关系良好．

图１　番茄红素的标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｌｙｃｏｐｅｎｅ

２．２　番茄红素降解动力学实验结果分析
２．２．１　番茄红素底物浓度对降解效果的影响

　番茄红素底物浓度分别为 １００ｍｇ／Ｌ，

２００ｍｇ／Ｌ，３００ｍｇ／Ｌ，４００ｍｇ／Ｌ，５００ｍｇ／Ｌ，

６００ｍｇ／Ｌ，在３５℃，ｐＨ为７．０，接种量１．０％，

１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养７２ｈ后，测定培养基中

番茄红素底物浓度和菌体浓度，考察底物浓度

对番茄红素降解效果的影响．如图２所示，当培

养基中番茄红素底物浓度低于 ５００ｍｇ／Ｌ时，番

茄红素底物浓度对菌体生长几乎没有影响，而

当发酵培养基中番茄红素底物浓度大于

５００ｍｇ／Ｌ时，发酵液的细胞浓度显著下降；当

发酵培养基中番茄红素底物浓度为１００～

３００ｍｇ／Ｌ，腊状芽孢杆菌 Ｌ１６降解番茄红素的

量随着番茄红素底物浓度的增加而增加，而当

番茄红素底素浓度为３００ｍｇ／Ｌ时，其降解量达

到最大值２２４．４ｍｇ／Ｌ；当番茄红素底物浓度为

３００～５００ｍｇ／Ｌ时，随着番茄红素底物浓度增

·３·
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加，番茄红素降解量基本不变；当番茄红素底物

浓度大于５００ｍｇ／Ｌ时，番茄红素降解量则明显

下降．其原因可能是高浓度的番茄红素会对微

生物具有毒害作用，从而影响细胞生长和番茄

红素降解效果．因此，发酵培养基中番茄红素底

物浓度以３００ｍｇ／Ｌ为宜．

图２　番茄红素底物浓度对菌体细胞生长和

番茄红素降解的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｙｃｏｐｅｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｌｙｃｏｐｅｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

２．２．２　培养时间对腊状芽孢杆菌 Ｌ１６生长的
影响　为进一步了解腊状芽孢杆菌Ｌ１６降解番
茄红素的情况和底物浓度对菌体细胞生长的影

响，将腊状芽孢杆菌 Ｌ１６在 ３５℃，ｐＨ＝７．０，
１５０ｒ／ｍｉｎ，接种量 １．０％，番茄红素底物浓度
３００ｍｇ／Ｌ的培养条件下，每隔１２ｈ取样测定培
养基中的菌体浓度，实验结果见图３．由图３可
知，在上述培养条件下，腊状芽孢杆菌 Ｌ１６在
０～１２ｈ为延滞期，１２～７２ｈ为对数生长期，
７２ｈ后为生长平衡期．
２．２．３　培养时间对腊状芽孢杆菌 Ｌ１６降解番
茄红素的影响　将腊状芽孢杆菌Ｌ１６在接种量
１．０％，３５℃，ｐＨ＝７．０，１５０ｒ／ｍｉｎ，番茄红素底
物浓度３００ｍｇ／Ｌ的培养条件下，每隔１２ｈ取
样测定培养基中的番茄红素含量，考察培养时

间对腊状芽孢杆菌 Ｌ１６降解番茄红素的影响，
实验结果见图４．由图４可知，培养基中番茄红
素底物浓度随着培养时间延长而降低，其降解

率则随着培养时间延长而增大．当培养时间为

７２ｈ时，番茄红素降解率达到７４．８％，即番茄

红素降解量为２２４．４ｍｇ／Ｌ；当培养时间大于

７２ｈ时，番茄红素降解量基本维持不变．

图３　番茄红素底物浓度为３００ｍｇ／Ｌ时

腊状芽孢杆菌Ｌ１６的生长曲线

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｓｔｒａｉｎ

Ｌ１６ｗｉｔｈ３００ｍｇ／Ｌｏｆｌｙｃｏｐｅｎｅｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ

图４　培养时间对腊状芽孢杆菌Ｌ１６

降解番茄红素的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

ｓｔｒａｉｎＬ１６ｏｎｌｙｃｏｐｅｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

２．３　番茄红素降解产物ＧＣＭＳ分析结果
为了确定番茄红素的降解产物，对在

３５℃，ｐＨ＝７．０，１５０ｒ／ｍｉｎ发酵７２ｈ后所提取

的发酵液样品进行ＧＣＭＳ分析，结果见图５．由

图５ａ）可知，番茄红素经腊状芽孢杆菌 Ｌ１６降

解后的主要降解产物有两种，选择这两种降解

产物，结合图５ｂ）和图５ｃ）显示的降解产物的离

子流信息与质谱数据库提供的质谱图信息，可以

·４·
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图５　番茄红素降解产物ＧＣＭＳ分析图

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＧＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｌｙｃｏｐｅｎｅ

·５·
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初步定性判断产物Ⅰ为６－甲基 －５－庚烯 －

２－酮，产物Ⅱ为异辛二烯酮．

３　结论

本文在从烟叶中筛选到能够降解番茄红素

的腊状芽孢杆菌 Ｌ１６的基础上，研究其对番茄

红素生物降解的动力学过程并对其降解产物作

初步鉴定．结果表明，腊状芽孢杆菌Ｌ１６在番茄

红素底物浓度为 ３００ｍｇ／Ｌ的培养基中，经

３５℃，ｐＨ＝７．０，１５０ｒ／ｍｉｎ发酵７２ｈ时，番茄

红素的降解量达到最大值 ２２４．４ｍｇ／Ｌ．经

ＧＣＭＳ分析初步判定其降解产物为６－甲基－

５－庚烯－２－酮和异辛二烯酮，这两种物质均

为烟草香味物质成分，且风味阈值较低．本研究

为通过天然产物生物转化途径获得天然的烟草

香味物质提供了理论依据．
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