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石榴果皮中抑菌活性物质提取工艺优化
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摘 要：为了研究石榴果皮中抑菌活性物质的提取工艺，以金黄色葡萄球菌做指示菌，以抑菌圈直径为活性追踪指标，在单因素试验的基础上

通过二次回归正交旋转组合设计进行工艺参数优化。结果表明，对石榴果皮抑菌活性物质提取效果的影响大小顺序为：乙醇浓度、提取温度、

液固比、提取时间；其最佳提取工艺条件为乙醇浓度60%，液固比10︰1，提取温度60℃，提取时间4 h。在此优化条件下，石榴果皮提取液抑菌

圈直径为16.30 mm。
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0 引 言

石榴(Punica Granatum L.)属于石榴科石榴属落叶灌木或

小乔木，中国有 5 个主要石榴产区，即陕西临潼、山东枣庄、

安徽怀远、四川会理、云南蒙自[1]。据不完全统计，截至 2005

年，中国石榴栽植面积达 64668 hm2（97 万亩），居世界第 1 位，

产量约 38 万 t [2]。近年来，欧、美、日等国对石榴的研究逐步

升温，研究表明石榴具有抗菌[3,4]、抗肿瘤[5,6]、免疫调节[7]及对

酒精诱发的胃损伤具有保护作用[8]等多种生理活性功能，所有

这些必将推动石榴产业进一步发展。但鲜石榴的可食部分（籽

粒部分）仅占 50%左右，而对剩余的 50%左右的石榴果皮目前

还没有很好地利用，只能废弃，不但造成了资源浪费，而且对

环境造成了污染。

近年来，随着人们对食品安全意识的逐渐增强，对天然无

公害、无污染产品的需求也越来越多。为了满足这种需要，国

内外学者对天然产物提取成分在抗菌、抑菌方面作了许多工

作[9,10]。一些学者对于石榴皮中多酚[11]、单宁[12]等的提取工艺

及其抗氧化[13]、降血脂[14]、抑菌等活性进行了一定的研究，而

以往这些研究大多是先分离某种既定的目标物质，然后再研究

其活性，故确定的提取工艺往往是目标物质产率最高，但活性

未必最高。但至今为止，对石榴果皮中的抑菌活性物质提取工

艺的优化研究尚未见报道。

本试验以抑菌圈直径为活性追踪指标，对石榴果皮中抑菌

活性物质进行提取，优化其提取工艺，以期为拓宽石榴综合加

工途径提供技术参考。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

石榴果皮：以陕西省临潼区主栽品种净皮甜为试材，从临

潼园艺站品种园中采摘，采收当天运回实验室，去除病果和裂

果，洗净果皮，手工取皮，避光干燥，粉碎后过 40 目筛，4℃

冷藏备用。

培养基：牛肉膏蛋白胨琼脂培养基[15]。

菌种：金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)，由西北农

林科技大学食品科学与工程学院微生物实验室提供。

1.2 主要仪器设备

ZPS-250 智能生化培养箱（黑龙江东拓仪器制造有限公

司）、ES-315 TOMY 高压蒸汽灭菌锅（基因有限公司）、PK121R

冷冻离心机（意大利 ALC 公司）、LXJ-Ⅱ旋转蒸发仪（上海医

用分析仪器厂）。

1.3 试验方法

1）石榴果皮提取液的制备：取石榴果皮粉 10 g 加入一定

体积一定浓度的乙醇，于 150 r/min 的摇床中提取一段时间，

4000 r/min 离心 15 min，弃去沉淀，取上清液真空旋转蒸发至

干，再用蒸馏水溶解，定容至 10 mL，4℃保藏备用。

2）抑菌试验方法：将经过活化的试验用菌接种到营养肉汤

培养基中，细菌经 37℃培养 24 h，使菌液浓度达到 108 cfu/mL

备用。在无菌条件下吸取适量的菌悬液加入到备用的平板培养

基上，涂布均匀。灼热玻璃棒在直径为 9 cm 的培养皿培养基上

烫出 8 mm 直径孔，每孔加入 25 μL 提取液，做 3 次重复，以

水做空白对照。37℃条件下培养 24 h，采用十字交叉法测量抑

菌圈直径。

3）单因素试验：以抑菌圈直径为指标，分别研究乙醇浓

度、液固比、浸提温度、浸提时间对石榴果皮提取液抑菌活性

的影响。

4）石榴果皮抑菌活性物质的提取工艺参数优化：在单因

素试验的基础上，对乙醇浓度、液固比、浸提温度、浸提时间

4 个因素进行 4 因子二次回归正交旋转设计（1/2 实施）进行工

艺优化[16]，确定其最优提取工艺，因素水平见表 1。
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表 1 试验设计因素水平表

Table 1 Factors and levels of the experiment

规范变量
Zj

乙醇浓度
X1/ %

液固比
X2

提取温度

X3/℃
提取时间

X 4/ h

下星号臂(-1.6818) 6.4 6.6:1 43.2 2.3

下水平(-1) 20 10:1 50 3

零水平(0) 40 15:1 60 4

上水平(1) 60 20:1 70 5

上星号臂(1.6818) 73.6 23.4:1 76.8 6.7

变化区间△j 20 5 10 1

注：j =1，2，3，4

2 结果与分析

2.1 乙醇浓度对石榴果皮提取液抑菌活性的影响

取 10 g 石榴果皮干粉，设定液固比 5︰1，提取温度

30℃，提取时间 2 h，不同浓度乙醇的石榴果皮提取液的抑菌圈

直径如图 1 所示。随着乙醇浓度的逐渐增大，石榴果皮提取液

抑菌活性先增大后减小，乙醇浓度 40％时，石榴果皮提取液抑

菌圈直径最大，为 14.6 mm。根据相似相溶原理，说明 40％乙

醇的极性较适合石榴果皮中抑菌物质的提取。

图 1 乙醇浓度对抑菌活性的影响

Fig.1 Effect of the ethanol concentration

on the antibacterial activity

2.2 液固比对石榴果皮提取液抑菌活性的影响

取 10 g 石榴果皮干粉，以 40%乙醇为提取溶剂，设定提取

温度 30℃，提取时间 2 h，不同液固比的石榴果皮提取液的抑

菌圈直径如图 2 所示。随着液固比逐渐增大，抑菌活性也逐渐

增大。在液固比 15︰1 时，抑菌圈直径为 14.7 mm，液固比在

5︰1～15︰1，抑菌活性增加趋势明显，在 20︰1～30︰1 时抑

菌圈直径增大趋势逐渐减缓。这是由于液固比太小，难以保证

图 2 液料比对抑菌活性的影响

Fig.2 Effect of the ratio of liquid to solid

on the antibacterial activity

石榴果皮中的抑菌活性物质转移到提取溶剂中，而且乙醇是挥

发性物质，造成物料黏度过大，过滤困难，提取不完全，故抑

菌活性较低。反之液固比变大时，石榴果皮可与提取溶剂充分

接触，提取较完全，所以抑菌活性较高。但液固比太大，乙醇

消耗量大，同时也增大了浓缩能耗。综合考虑，选液固比

15︰1 为较佳液固比。

2.3 提取温度对石榴果皮提取液抑菌活性的影响

取 10 g 石榴果皮干粉，以 40%乙醇为提取溶剂，固定液固

比 15︰1，提取时间 2 h，不同提取温度的石榴果皮提取液的抑

菌圈直径如图 3 所示。在 60℃下石榴果皮抑菌物质提取液的抑

菌活性最大，抑菌圈直径达到了 15.3 mm。在 30～60℃，随温

度的升高抑菌活性逐渐增大，而温度高于 60℃时随温度的升高，

抑菌活性逐渐减小。这是由于温度在 30～60℃时，随温度的升

高，石榴果皮中抑菌活性物质的提取除了溶剂效应以外，还有

热效应，有利于其溶解，使提取效率提高。但当温度超过 60℃

时，可能由于石榴果皮中的抑菌物质受热而使其活性降低。此

外，温度太高，乙醇挥发加剧，使整个溶剂系统极性过大，影

响乙醇浸提效果，所以抑菌活性逐渐降低。故较佳提取温度确

定为 60℃。

图 3 提取温度对抑菌活性的影响

Fig.3 Effect of temperature on the antibacterial activity

2.4 提取时间石榴果皮提取液抑菌活性的影响

取 10 g 石榴果皮干粉，以 40%乙醇为提取溶剂，固定液固

比 15︰1，提取温度 60℃，不同提取时间的石榴果皮提取液的

抑菌圈直径如图 4 所示。随着提取时间的延长，抑菌活性先增

大后减小。提取时间 4 h 时，石榴果皮提取液的抑菌活性最强，

抑菌圈直径达到 15.4 mm；提取时间小于 4 h 时，由于加热时间

比较短，有利于保持石榴果皮中抑菌物质的活性，而且随着提

取时间的延长，石榴果皮中的抑菌物质的提取率增大，所以抑

菌活性逐渐增大；而时间超过 4 h 时，可能由于加热时间较长，

影响了抑菌物质的活性，使抑菌活性降低。

图 4 提取时间对抑菌活性的影响

Fig.4 Effect of time on the antibacterial activity
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2.5 石榴果皮抑菌活性物质提取工艺参数的优化

2.5.1 石榴果皮中抑菌活性物质提取工艺优化结果

单因素试验表明，浸提温度、时间、乙醇浓度、以及液固

比等对石榴果皮抑菌活性物质的提取均具有不同程度的影响。

由于各因素间的相互作用比较复杂，因此本研究以抑菌圈直径

为指标，采用二次回归正交旋转设计对提取工艺进行了优化，

试验结果见表 2。

表 2 二次回归正交旋转组合设计试验及结果

Table 2 Design and results of quadric regression

orthogonal rotational experiment

试验号
乙醇浓度

Z1

液固比
Z2

提取温度
Z3

提取时间
Z4

抑菌圈平均

直径 Y/mm

1 1 1 1 1 13.51

2 1 1 -1 -1 14.72

3 1 -1 1 -1 15.52

4 1 -1 -1 1 14.91

5 -1 1 1 -1 14.00

6 -1 1 -1 1 14.38

7 -1 -1 1 1 13.50

8 -1 -1 -1 -1 13.05

9 -1.6818 0 0 0 13.05

10 1.6818 0 0 0 15.19

11 0 -1.6818 0 0 14.91

12 0 1.6818 0 0 14.11

13 0 0 -1.6818 0 14.63

14 0 0 1.6818 0 13.66

15 0 0 0 -1.6818 14.58

16 0 0 0 1.6818 14.16

17 0 0 0 0 15.08

18 0 0 0 0 15.70

19 0 0 0 0 15.50

20 0 0 0 0 15.25

21 0 0 0 0 15.58

22 0 0 0 0 15.62

23 0 0 0 0 14.83

通过 DPS 数据分析软件对表 2 中石榴果皮抑菌活性物质

的抑菌圈直径进行处理，方差分析见表 3。由表 3 可知，乙醇

浓度的一次项、二次项以及提取温度的二次项对石榴果皮抑菌

活性物质的提取效果影响在 0.01 水平达到极显著，提取时间的

二次项、乙醇浓度与液固比的交互作用和提取温度与提取时间

的交互作用在 0.05 水平显著，各因素对提取石榴果皮抑菌活性

物质抑菌效果的影响大小顺为：乙醇浓度＞提取温度＞液固比

＞提取时间。由于各因素对提取抑菌活性物质的抑菌效果的影

响不是简单的线性关系，为了更明确各因子对其的影响，采用

DPS 软件对表 2 中抑菌圈大小数据进行多元回归分析，并在

α=0.05 显著水平剔除回归方程中不显著项后，得到如下简化后

的回归数学模型：

Y =15.31245+0.53666Z1-0.36533Z1
2-0.35649Z3

2-

0.27694Z4
2-0.25187Z1Z2-0.25187Z3Z4 （1）

回归方程 F2＞F0.01（14，8）=5.56，即得到的回归方程在 0.01

水平显著。通过 DPS 软件的优化功能，可进一步得到石榴果皮

中抑菌活性物质的最优提取工艺条件：乙醇浓度 60％、液固比

10︰1、提取温度 60℃、提取时间 4 h，优化条件下石榴果皮提

取液抑菌圈直径的理论值为 15.51 mm。对该优化条件进行试

验验证，其抑菌圈直径达 16.30 mm，二者相对误差仅 4.8％。

这一结果证实试验优化得到的工艺参数基本是可靠的，可以为

石榴果皮中抑菌活性物质的工业化生产提供技术依据。

表3 试验结果方差分析表

Table 3 Variance analysis of experimental results

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 显著水平 P

Z1 3.9332 1 3.9332 23.7119 0.0012**

Z2 0.2155 1 0.2155 1.2990 0.2874

Z3 0.3421 1 0.3421 2.0621 0.1889

Z4 0.2107 1 0.2107 1.2703 0.2924

Z1
2 2.0528 1 2.0528 12.3760 0.0079**

Z2
2 0.7732 1 0.7732 4.6616 0.0629

Z3
2 1.9524 1 1.9524 11.7707 0.0089**

Z4
2 1.1621 1 1.1621 7.0060 0.0294*

Z1Z2 1.0151 1 1.0151 6.1195 0.0385*

Z1Z3 0.0281 1 0.0281 0.1691 0.6917

Z1Z4 0.4389 1 0.4389 2.6460 0.1425

Z2Z3 0.4389 1 0.4389 2.6460 0.1425

Z2Z4 0.0281 1 0.0281 0.1691 0.6917

Z3Z4 1.0151 1 1.0151 6.1195 0.0385*

回归 13.7252 14 0.9804 F2=5.910 0.0020

剩余 1.3270 8 0.1659

失拟 0.7046 2 0.3523 F1=3.396 0.0855

误差 0.6224 6 0.1037

总和 15.0522 22

注：*表示在 0.05 水平显著，**表示在 0.01 水平显著。

2.5.2 双因素交互作用分析

依据各因素Z1、Z2、Z3、Z4对其响应值（Y）所构成的三维

空间的曲面图，可反映各因素对其响应值的影响。本试验所建

立的模型中Z1Z2（乙醇浓度与液固比）、Z3Z4（提取时间与提取

温度）两交互项达显著水平，固定两个因素在零水平上，研究

另两个因素间的交互作用，根据所作的三维空间曲面图，分析

乙醇浓度与液固比、提取时间与提取温度交互作用对提取效果

的影响。

图5 乙醇浓度与液固比交互作用

Fig.5 Interaction of ethanol concentration

and ratio of liquid to solid

由图5可知，在试验范围内抑菌活性随着乙醇浓度的增大是

先增后减，要想获得较好的抑菌效果，最优的乙醇浓度范围应
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在0～1.34水平（实际值乙醇浓度在40%～66.8%）之间；抑菌

圈直径随着溶剂的增加也呈先增后减的趋势，最优的液固比范

围应在-1～1水平（实际值10︰1～20︰1）之间。在乙醇浓度的

不同水平下，随着液固比的增加，抑菌圈平均直径改变的变化

不同；在液固比不同水平下，随着乙醇浓度的增加，抑菌活性

改变的变异度亦不同，且乙醇浓度对抑菌圈平均直径的影响较

液固比更为敏感。

图6 提取温度与提取时间交互作用

Fig.6 Interaction of temperature and time

由图6看出，抑菌圈平均直径随着提取温度与提取时间的增

加呈先增后减的趋势。要想获得较大的抑菌圈直径，最优的提

取温度范围应在-1～0.5水平（实际值50～65℃）之间；最优提

取时间范围应在-0.5～0.5水平（实际值3.5～4.5 h）之间。

3 结 论

1）通过二次正交旋转设计建立了石榴果皮中抑菌活性物质

提取的乙醇浓度、液固比、浸提温度、浸提时间4个因素的回归

方程，此模型在试验范围内能较准确地预测石榴果皮中抑菌活

性物质的提取效果。

2）4个因素对石榴果皮抑菌活性物质提取效果的影响大小

顺序为：乙醇浓度＞提取温度＞液固比＞提取时间。

3）石榴果皮中抑菌活性物质的最佳提取工艺参数为：溶剂

为60％乙醇，液固比为10︰1，提取温度为60℃，提取时间为4 h。

在此条件下石榴果皮提取液抑菌圈直径为16.30 mm，提取效果

较好。
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Optimization of technology for extracting antibacterial substances

from pomegranate peel
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Abstract: In order to investigate the technology for extracting antibacterial substances from pomegranate peel, Staphylococcus aureus was

used as indicator bacteria and diameter of inhibition zone was used as the activity monitoring parameter. The optimum extraction conditions

were obtained by quadric regression orthogonal rotational experiments. The results show that the order of the main factors influencing the

extracting effect from more important to less are as follows: ethanol concentration, extraction temperature, ratio of liquid to solid and

extraction time; the optimum extraction conditions are that the concentration of ethanol is 60%, the ratio of liquid to solid is 10︰1, the

temperature of extraction is 60℃ and the time of extraction is 4 h. Under the above mentioned conditions, the diameter of inhibition zone is

16.30 mm.

Key words: pomegranate peel; extraction; antibacterial substances


