
粮油食品科技第２４卷２０１６年第６期 生物工程

８７　　　

石榴皮多酚提取工艺优化及抑菌活性研究
许　 汝，王珊珊，谷　 舞，李泰雅

（沈阳工学院生命工程学院，辽宁抚顺　 １１３１２２）

摘　 要：通过单因素实验和响应面分析，研究不同乙醇浓度、料液比、提取时间和提取温度对多酚提
取率的影响，探讨乙醇提取石榴皮多酚的最佳工艺。结果表明最佳工艺为：以６０％的乙醇溶液作
为提取剂，按１∶ ２５ ｇ ／ ｍＬ的料液比，在３０ ℃条件下提取６０ ｍｉｎ，石榴皮多酚的提取率可高达
１４． ０９％。抑菌实验表明，石榴皮多酚对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的最小抑菌浓度为３ ｍｇ ／ ｍＬ，此
时对应的抑菌圈直径分别为９． ３６ ｍｍ和８． ６４ ｍｍ。
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　 　 石榴（Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ）又名若榴、丹若、天浆，
多年落叶果树，属于石榴科石榴属。石榴在我国
种植广泛、历史悠久，具有保健、药用等多方面价
值。研究发现，石榴不仅美味而且其皮中含有大
量的多酚类物质，含量高达２４． ９％ ［１］。石榴多酚
类物质（Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ）具有抗氧化［２］、降血脂［３］、抗
肿瘤［４］、抑菌保鲜［５］、抗心血管疾病［６］、抗糖尿
病［７］等作用。近年来石榴多酚的应用领域越来越
广，且石榴皮作为石榴的副产物，不具备食用价
值，因此对石榴皮多酚提取工艺的开发和研究具
有重要的意义。

多酚类物质具有较大极性，易溶于亲水性极

性有机溶剂，可用水、甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯
等极性溶剂进行提取［８］，但考虑到节能环保和使
用安全，一般选用乙醇或水作为溶剂［９］。唐丽
丽［１０］等采用乙醇、甲醇、丙酮、乙酸乙酯提取石榴
皮多酚，结果表明乙醇作为提取剂时提取率最高。
本实验采用不同浓度的乙醇作为提取溶剂，通过
响应面分析法对提取工艺进行优化，最终确定最
佳提取工艺。
１　 材料与方法
１． １　 材料与仪器

石榴皮：抚顺市成大方圆连锁药店。
乙醇、没食子酸、钨酸钠、钼酸钠、硫酸锂、盐酸、

磷酸、溴水、无水碳酸钠（均为分析纯）：国药集团化
学试剂有限公司。
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可见分光光度计７２１：上海精密科学仪器有
限公司；恒温水浴锅ＨＨ － ６：常州国华电器有限
公司；电子天平ＪＤ１００ － ３：沈阳龙腾电子有限公
司；循环水真空泵ＳＨＺ － ＤⅢ：巩义市予华仪器有
限责任公司；低速台式离心机ＴＤＬ － ４０Ｂ：上海安
亭科学仪器厂；恒温培养箱ＨＰＸ － ９０５２ＭＢＥ：上
海仪电科学仪器厂；高压立式蒸汽灭菌锅ＹＸＱ －
ＬＳ － ５０ＳⅡ：上海仪电科学仪器厂；垂直流超净工
作台ＳＷ － ＣＪ － ２ＦＤ：上海缔伦光学仪器有限公
司；大容量恒温摇床ＫＹＣ１１１２：常州国华电器有
限公司。
１． ２　 石榴皮多酚提取工艺流程

称取５ ｇ石榴皮粉末，放入２５０ ｍＬ锥形瓶中，
加入一定体积、一定浓度的乙醇溶液，在一定温度下
的水浴锅中水浴一段时间，再将提取液离心，得到石
榴皮多酚粗提液。
１． ３　 实验设计
１． ３． １　 石榴皮多酚的提取条件优化

通过控制乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温
度四个因素进行单因素分析，在基础设定条件中，改
变其中一个因素，研究其对提取率的影响。用福林
酚试剂检测得到的多酚粗提液中的多酚含量，并计
算出多酚得率。

准确称取５份石榴皮粉末，每份５ ｇ，置于２５０
ｍＬ三角瓶中，分别加入浓度为２０％、３０％、４０％、
５０％、６０％的乙醇１００ ｍＬ，在５０ ℃水浴锅中水浴
１ ｈ，离心去沉淀，测定多酚含量。　

准确称取５份石榴皮粉末，每份５ ｇ，置于２５０
ｍＬ三角瓶中，配置４０％的乙醇，分别按料液比为
１∶ １０、１ ∶ １５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５、１ ∶ ３０ ｇ ／ ｍＬ加入三角瓶
中，在５０ ℃下水浴１ｈ，离心去沉淀，测定多酚
含量。　

准确称取５份石榴皮粉末，每份５ ｇ，置于２５０
ｍＬ三角瓶中，按料液比１ ∶ ２０ ｇ ／ ｍＬ加入４０％的乙
醇，在５０ ℃水浴锅中分别水浴４０、６０、８０、１００、１２０
ｍｉｎ，离心去沉淀，测定多酚含量。

准确称取５ 份石榴皮粉末，每份５ ｇ，置于
２５０ ｍＬ三角瓶中，按料液比１∶ ２０ ｇ ／ ｍＬ加入４０％的
乙醇，分别置于温度为３０、４０、５０、６０、７０ ℃水浴锅中
水浴８０ ｍｉｎ，离心去沉淀，测定多酚含量。
１． ３． ２　 抑菌实验

采用牛肉膏蛋白胨培养基对金黄色葡萄球菌与

大肠杆菌进行活化和扩大培养，将灭菌的培养基倒
入内径９ ｃｍ的平板内，待凝固，接入稀释的菌悬液
１００ μＬ，用涂布器涂满平板，将牛津杯插在培养基
上，在牛津杯中加入２０ μＬ一定浓度的多酚溶液，每
个浓度做三组重复，封平板，整个操作在超净工作台
中进行［１１ － １２］。随后将平板倒置放在３７ ℃恒温培养
箱中培养２４ ｈ。
１． ４　 测定指标与方法
１． ４． １　 多酚测定方法
１． ４． １． １　 标准曲线的制作

配置福林酚试剂。在１５０ ｍＬ的磨口烧瓶中，加
入钨酸钠１０ ｇ、钼酸钠２． ５ ｇ、蒸馏水７０ ｍＬ、８５％磷
酸５ ｍＬ、浓盐酸１０ ｍＬ，混合均匀后小火回流１０ ｈ。
１０ ｈ后取下冷凝管，加入硫酸锂１５ ｇ，蒸馏水５ ｍＬ，
溴水数滴，开口煮沸１５ ｍｉｎ，使多余的溴水蒸发。冷
却后定容至１００ ｍＬ，呈黄绿色，放入棕色试剂瓶中，
冰箱中冷藏［１３ － １４］。

配置没食子酸标准溶液。精确称取没食子酸
０． ０１ ｇ，用蒸馏水定容至５０ ｍＬ容量瓶中，避光保
存。精确量取没食子酸标准溶液０、２、４、６、８、１０、１２
ｍＬ至５０ ｍＬ容量瓶中定容，分别配置０、８、１６、２４、
３２、４０、４８ μｇ ／ ｍＬ的没食子酸标准液。

绘制曲线。精确吸取配制好的没食子酸标准液
１ ｍＬ，依次加入稀释的福林酚试剂２． ５ ｍＬ，７． ５％的
无水碳酸钠２ ｍＬ，静止２ ｈ，使充分反应，在７６５ ｎｍ
处测吸光值。
１． ４． １． ２　 样品多酚的测定

精确吸取１ ｍＬ石榴皮多酚稀释液，加入２． ５
ｍＬ福林酚试剂、２ ｍＬ ７． ５％无水碳酸钠溶液，暗光
下静止２ ｈ，使充分反应，在７６５ ｎｍ处测其吸光值，
并计算多酚提取率：

多酚提取率＝ （提取液浓度×稀释倍数×体
积）／样品质量× １００％。
１． ４． ２　 体外抑菌活性的测定

将培养２４ ｈ后的平板从培养箱中拿出，用游标
卡尺测量抑菌圈直径，单位ｍｍ。
１． ５　 实验设计

进行单因素实验，分析不同因素对提取率的影
响，确定方案进行响应面实验，采用Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ
８． ０． ６软件进行响应面分析，得到最佳提取方案，通
过比较单因素实验和响应面实验所得结果，确定最
终方案。
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２　 结果与分析
２． １　 绘制标准曲线

以标准品浓度为Ｘ轴、吸光度为Ｙ轴绘制标准
曲线，结果见图１，标准曲线方程为：ｙ ＝ ０． ０２５ ５ｘ －
０． ０２５ ４，Ｒ２ ＝ ０． ９９８ ９。

图１　 没食子酸标准曲线
２． ２　 单因素实验优化石榴皮多酚提取工艺
２． ２． １　 乙醇浓度对多酚得率的影响

由图２可看出，随着乙醇浓度的增加提取率先
增高后降低，当乙醇浓度为４０％时出现峰值，提取
率为１３． ２９％，当乙醇浓度大于５０％时，提取率变化
甚微。由此可看出乙醇浓度对多酚提取的影响较明
显，乙醇浓度较小时，醇溶性多酚难以被浸提，溶液
中大多为水溶性多酚，随着乙醇浓度的增加，醇溶性
多酚易被浸提，所以出现峰值。

图２　 乙醇浓度对提取率的影响
２． ２． ２　 料液比对多酚提取率的影响

由图３可看出，随着料液比的减少提取率先呈
梯度迅速增高后缓慢降低，料液比为１∶ １０ ｇ ／ ｍＬ时
提取率最低，料液比为１ ∶ ２０ ｇ ／ ｍＬ时提取率最高
（１３． ２９％），当料液比大于１ ∶ ２０ ｇ ／ ｍＬ时提取率逐
渐降低。
２． ２． ３　 提取时间对多酚提取率的影响

由图４可看出，在５０ ℃条件下水浴，随着水浴
时间的延长，多酚提取率先提高后降低，水浴８０ ｍｉｎ

图３　 料液比对提取率的影响
时提取率最高（１２． ８％）。当提取时间大于８０ ｍｉｎ
时，提取率急剧下降。

图４　 时间对提取率的影响
２． ２． ４　 提取温度对提取率的影响

由图５可看出，随着温度的升高，多酚提取率先
稳定增高后迅速降低，最适提取温度为５０ ℃，该温
度下的提取率为１３． ５２％。

图５　 温度对提取率的影响
２． ３　 响应面分析法优化石榴皮多酚提取工艺
２． ３． １　 回归模型的建立及方差分析

在单因素实验基础上利用Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ软件
进行Ｃｅｎｔｒａｌ － Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ响应面设计和数据处理，确
定最佳提取工艺。

根据单因素实验结果，以多酚提取率为考察目
标，进行提取时间（Ａ）、提取温度（Ｂ）、料液比（Ｃ）、
乙醇浓度（Ｄ）４因素５水平的Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｄｅ
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ｓｉｇｎ（ＣＣＤ）实验设计，因素水平见表１，响应面分析
方案与结果见表２。利用Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６软
件对实验数据进行多元回归拟合，获得以石榴皮多
酚提取率为响应值的回归方程：

提取率＝ １２． ９３ － ０． １３Ａ － ０． ２５Ｂ ＋ ０． ７２Ｃ －
０． ０１６Ｄ － ０． １８ＡＢ － ０． ０９８ＡＣ － ０． １７ＡＤ ＋ ０． ０２２ＢＣ －

０． １８ＢＤ ＋ ０． ０１６ＣＤ － ０． １２Ａ２ － ０． ０３０Ｂ２ － ０． ２８Ｃ２ －

０． ０９５Ｄ２。
表１　 多酚响应面实验因素水平

水平 Ａ
提取时间／ ｍｉｎ

Ｂ
提取温度／ ℃

Ｃ
料液比／（ｇ ／ ｍＬ）

Ｄ
乙醇浓度／ ％

－ ２ ４０ ３０ １∶ １０ ２０

－ １ ６０ ４０ １∶ １５ ３０

０ ８０ ５０ １∶ ２０ ４０

１ １００ ６０ １∶ ２５ ５０

２ １２０ ７０ １∶ ３０ ６０

表２　 响应面分析方案及实验结果
序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率／ ％
１ ０ ０ ０ ０ １２． ９７

２ ０ － ２ ０ ０ １３． ２３

３ １ － １ １ － １ １３． ３０

４ － １ － １ － １ １ １２． １１

５ ０ ０ ０ ０ １２． ８０

６ － ２ ０ ０ ０ １２． ６３

７ １ １ １ １ １２． ２０

８ ０ ０ ０ ２ １２． ４５

９ １ １ １ － １ １２． ８８

１０ － １ １ － １ － １ １１． ６４

１１ ０ ０ ０ ０ １２． ９１

１２ １ － １ １ １ １３． ３９

１３ ０ ０ ０ ０ １２． ９９

１４ ０ ０ ０ ０ １２． ９９

１５ ０ ０ ０ ０ １２． ９１

１６ ０ ０ ０ － ２ １２． ５１

１７ － １ １ － １ １ １１． ６６

１８ ０ ０ ２ ０ １３． １１

１９ ０ ２ ０ ０ １２． ２５

２０ － １ １ １ － １ １３． ４２

２１ ２ ０ ０ ０ １２． ０７

２２ － １ １ １ １ １３． ２５

２３ １ － １ － １ － １ １２． ２０

２４ － １ － １ １ － １ １３． ０９

２５ － １ － １ １ １ １３． ８４

２６ － １ － １ － １ － １ １１． ５１

２７ ０ ０ － ２ ０ １０． ４１

２８ １ １ － １ － １ １１． ５７

２９ １ １ － １ １ １０． ８１

３０ １ － １ － １ １ １２． ０８

表３　 回归模型方差分析结果
方差
来源 平方和自由度均方 Ｆ值 Ｐｒｏｂ ＞ Ｆ 显著性
模型 １８． ３２ １４ １． ３１ １５０． ３８ ＜ ０． ０００ １ 
Ａ ０． ４３ １ ０． ４３ ４９． ３４ ＜ ０． ０００ １ 
Ｂ １． ５３ １ １． ５３ １７５． ２７ ＜ ０． ０００ １ 
Ｃ １２． ３１ １ １２． ３１ １ ４１４． ９４ ＜ ０． ０００ １ 
Ｄ ６． ３３８ × １０ －３ １ ６． ３３８ × １０ －３ ０． ７３ ０． ４０６ ９
ＡＢ ０． ５４ １ ０． ５４ ６１． ６６ ＜ ０． ０００ １ 
ＡＣ ０． １５ １ ０． １５ １７． ７０ ０． ０００ ８ 
ＡＤ ０． ４５ １ ０． ４５ ５１． ２０ ＜ ０． ０００ １ 
ＢＣ ７． ６５６ × １０ －３ １ ７． ６５６ × １０ －３ ０． ８８ ０． ３６３ １
ＢＤ ０． ５３ １ ０． ５３ ６０． ８２ ＜ ０． ０００ １ 
ＣＤ ３． ９０６ × １０ －３ １ ３． ９０６ × １０ －３ ０． ４５ ０． ５１３ ０

Ａ２ ０． ４５ １ ０． ４５ ５１． ３３ ＜ ０． ０００ １ 
Ｂ２ ０． ０２５ １ ０． ０２５ ２． ８６ ０． １１１ ７

Ｃ２ ２． ０８ １ ２． ０８ ２３８． ５６ ＜ ０． ０００ １ 
Ｄ２ ０． ２５ １ ０． ２５ ２８． ５１ ＜ ０． ０００ １ 
残差 ０． １３ １５ ８． ７０２ × １０ －３

失拟项 ０． １０ １０ ０． ０１０ １． ９６ ０． ２３６ ２
纯误差 ０． ０２６ ５ ５． ２９７ × １０ －３

总变异 １８． ４５ ２９

　 　 注：表示极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）。

表３回归模型方差分析结果显示：该模型回归
极显著（Ｐ ＜ ０． ０００ １），失拟项不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），回
归模型的决定系数Ｒ２ ＝ ０． ９９２ ９，调整系数Ｒ２Ａｄｊ ＝
０． ９８６ ３，说明该模型与实际实验拟合较好，自变量
与响应值之间线性关系显著，可以用于石榴皮多酚
提取率的理论预测。从回归方程系数显著性检验可
知，各因素对多酚提取率的影响程度依次为：料液比
＞提取温度＞提取时间＞乙醇浓度；交互项ＡＢ、
ＡＣ、ＡＤ、ＢＤ极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）；二次项Ａ２、Ｃ２、Ｄ２对
多酚提取率有极显著影响（Ｐ ＜ ０． ０１）。
２． ３． ２　 响应面分析及最佳提取工艺研究

响应面优化主要是根据响应面的三维图以及标
准残差图来对影响响应值的独立变量进行进一步的
分析，从３Ｄ图中可以很直观地看出各个变量之间
的交互作用对结果的影响。石榴皮多酚提取工艺优
化的响应面及等高线见图６ ～图８，列出了交互作用
极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）的３项ＡＢ、ＡＤ、ＢＤ，直观地反映
了各因素对提取率响应值的影响。

图６表示提取时间和提取温度及两者交互作用
对石榴皮多酚提取率的影响。从图中可以看出当提
取温度较低时，随着提取时间的增长提取率先增大
后降低，当提取温度较高时，随着提取时间的增长提
取率越来越低；当提取时间延长时，提取温度越高提
取率反而越低。
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图６　 提取时间和提取温度的交互作用对石榴皮
多酚提取率影响的响应面（ａ）和等高线（ｂ）

图７表示提取时间和乙醇浓度及两者交互作
用对石榴皮多酚提取率的影响。从图中可以看出

图７　 提取时间和乙醇浓度的交互作用对石榴皮多酚
提取率影响的响应面（ａ）和等高线（ｂ）

当提取时间较长时，乙醇浓度越低提取率越高，当提
取时间较短时，乙醇浓度越高提取率越大；当乙醇浓
度较低时，随着提取时间的延长提取率先增高后降
低，当乙醇浓度较高时，提取率随着提取时间的延长
而降低。

图８表示提取温度和乙醇浓度及两者交互作用
对石榴皮多酚提取率的影响。从图中可以看出当提
取温度较低时，随着乙醇浓度的增大提取率逐渐提
高，当提取温度较高时，随着乙醇浓度的增大提取率
逐渐降低；当乙醇浓度变化时，提取温度越高提取率
越低。

图８　 提取温度和乙醇浓度的交互作用对石榴皮多酚
提取率影响的响应面（ａ）和等高线（ｂ）

运用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６的响应面分析软件对
实验结果进行优化，得到石榴皮多酚提取的最优条
件为：提取时间６０． ８９ ｍｉｎ，提取温度３０ ℃，料液比
１∶ ２７． ２５ ｇ ／ ｍＬ，乙醇浓度６０％，石榴皮多酚提取率
预测达到最大值１４． １８４９％。为符合实际操作，将
最优提取条件简化为：提取时间６０ ｍｉｎ，提取温度
３０ ℃，料液比１ ∶ ２５ ｇ ／ ｍＬ，乙醇浓度６０％，按此工
艺提取石榴皮多酚，进行３次重复实验，得到石榴
皮多酚提取率的平均值为１４． ０９％，与预测值接
近，说明响应面优化得到石榴皮多酚的提取工艺
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在实践中可行。
２． ４　 石榴皮多酚抑菌活性测定

以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为供试菌株，研
究石榴皮多酚的抑菌活性，结果如表４所示，多酚浓
度为８ ｍｇ ／ ｍＬ时，对应的抑菌圈直径分别为２４． ５０
ｍｍ和２０． ９８ ｍｍ；减小多酚的浓度，其抑菌圈直径
相对减小，当浓度为３ ｍｇ ／ ｍＬ时，抑菌效果不明显；
当浓度为２ ｍｇ ／ ｍＬ时将不再有抑菌效果。实验表
明，石榴皮多酚最小抑菌浓度为３ ｍｇ ／ ｍＬ，此时对应
金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径分别为
９． ３６ ｍｍ和８． ６４ ｍｍ。

表４　 石榴皮多酚抑菌活性测定

多酚提取液浓度
／（ｍｇ ／ ｍＬ）

抑菌圈直径／ ｍｍ
金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

１ － －

２ － －

３ ９． ３６ ± ０． ０７ａ ８． ６４ ± ０． ０９ａ

４ １７． ２５ ± ０． ０６ｂ １６． ３５ ± ０． ０４ｂ

５ １７． ５６ ± ０． ０３ｃ １６． ８７ ± ０． ０６ｃ

６ １９． ５３ ± ０． ０５ｄ １８． ６２ ± ０． ０７ｄ

７ ２２． ２５ ± ０． ０９ｅ １９． ５１ ± ０． １０ｅ

８ ２４． ５０ ± ０． ０５ｆ ２０． ９８ ± ０． ０７ｆ

　 　 注：采用Ｄｕｎｃａｎｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ方法分析，同一列不含相同
字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５，ｎ ＝ ３）。

３　 结论
采用有机溶剂乙醇提取法提取石榴皮多酚，通

过对乙醇浓度、料液比、提取时间和提取温度进行单
因素实验和响应面分析，确定最佳提取工艺：６０％的
乙醇溶液按１∶ ２５ ｇ ／ ｍＬ的料液比，在３０ ℃条件下提
取６０ ｍｉｎ，得提取率为１４． ０９％。

抑菌实验测定结果表明，石榴皮多酚对金黄色
葡萄球菌和大肠杆菌的最小抑菌浓度为３ ｍｇ ／ ｍＬ，
此时的抑菌圈直径分别为９． ３６ ｍｍ和８． ６４ ｍｍ。

石榴皮多酚的研究在近几年得到了快速发展，
据文献［１５ － １８］报道石榴皮多酚在抑制人肝癌细胞
ＨｅｐＧ２的生长、抑制人乳腺癌ＭＤＡ － ＭＢ －２３１细胞
增殖、抑制人宫颈癌ＨｅＬａ细胞的增长、降胆固醇作
用等方面有很多应用和治疗价值。本研究采用的乙
醇提取剂本身无毒、易挥发和分离处理，因此对石榴
皮多酚乙醇提取工艺的研究可较好地为石榴皮多酚
在医学等方面的研究奠定基础。
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