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摘要  [ 目的] 为进一步开发利用大黄资源提供理论依据。[ 方法] 以抑菌圈直径作为评价指标, 通过对乙醇浓度、回流温度、超声波时
间、液料比4 个单因素分析和正交试验优化出最佳工艺条件。[ 结果] 最佳工艺条件为 : 乙醇浓度70 % 、回流温度60 ℃、超声波处理时间
35 min 、液料比20∶1 。在此条件下所得提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的抑菌圈直径分别为20 .0、18 .9 和18 .1 mm。[ 结
论] 超声波辅助法提取明显优于常规回流法。
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Researchonthe Extraction Tchmology of Antibacterial Substance From Rhubarb with Ultrasonic Assisted Extraction Method
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Abstract  [ Objective] The study ai med to provide theoretical foundationfor development and utilization of rhubarb . [ Method]It was studied withthe an-
tibacterial circle diameter as the evaluationindex based onthe concentrationof alcohol , recycling temperature , ti me of ultrasound and the ratio of liquid to
material . Four si ngle factor analysis and opti mization usi ng orthogonal design were used to obtain the best conditions . [ Result] The opti mumcondition:
ethanol concentration of 70 percent , recyclingtemperature of 60 ℃ , ultrasonic processingti me of 35 min , the ratio of liquid to material 20∶1 , under these
conditions , the circle diameters of Escherichia coli , Staphylococcus aureus and Sal monella typhi were 20 .0 , 18 .9 and 18 .1 mm. [ Concl ution] Ultrasonic
assisted extraction significantly better than normal refluxing method .
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  大黄是一种常用的中药, 为蓼科植物多年生蕈本的根

茎, 具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化、抗高血脂、降血压、健胃、利

胆、保肝、强心、延缓衰老、调节机体免疫等作用[ 1] 。近年来 ,

人们对大黄的研究主要集中于医疗卫生, 而在添加剂方面的

应用和研究相对较少。超声波法作为一种新兴的应用技术 ,

近年来已被广泛用于天然植物有效成分的提取。它是利用

超声波在液体中发生强烈的空穴作用使细胞破碎, 增加其中

有效成分的溶出速度和数量, 从而提高有效成分的浸提率并

缩短浸提时间[ 2 - 3] 。笔者对超声波辅助提取大黄抑菌成分

的工艺条件进行研究, 旨在开发一种天然的抑菌剂及进一步

促进中草药大黄的有效利用, 对提高中草药大黄种植者的经

济效益具有重要的意义。

1  材料与方法

1 .1  材料 大黄: 购于无锡市海王星辰药店。菌种: 大肠杆

菌( Escherichia coil) 、金黄色葡萄球菌( Staphylococcus aureus) 、

沙门氏菌( Sal monella typhi) , 以上3 种常见致病菌由江南大学

食品科学与工程微生物重点实验室提供。牛肉膏蛋白胨培

养基 : 牛肉膏3 g , 蛋白胨10g ,NaCl 5 g , 琼脂15 ～20 g , 水1 000

ml ,pH 值7 .0 ～7 .2 。乙醇、甲醇、丙酮、乙酸乙酯、乙醚、生理

盐水( 0 .8 %NaC1) 均为分析纯。

设备:KQ-250B 型超声波清洗机 , 上海绿宇生物科技有

限公司;101- A 型电热鼓风干燥箱, 上海中南医药机械有限公

司沪通制药机械设备厂;JFSD-100 粉碎机, 上海嘉定粮油仪

器有限公司;R-201 旋转蒸发器- W201D 恒温水浴锅 , 上海申

顺生物科技有限公司; 不锈钢手提式灭菌器, 上海申安医疗

器械厂; 数显电子分析天平, 上海天平仪器厂; 生化培养箱

SPX- 250 型, 上海跃进医疗器械厂; 超静工作台, 上海生物科

技有限公司。

1 .2 方法

1 .2 .1  提取工艺流程。大黄干片→粉碎→过100 目筛→称

样→加提取剂浸润→超声波处理→恒温回流提取1 h →真空

抽滤→浓缩→原液( 1 ml 提取液中含有1 g 大黄的提取

物[ 4] ) 。

1 .2 .2 提取工艺试验方案。采用超声波辅助提取的方法, 选

用3 种常见的致病菌大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌

为供试菌, 考察提取物的抑菌效果。以不同提取剂、提取剂

浓度、液料比、超声波处理时间、回流提取温度为因素, 先进

行单因素试验, 再在单因素试验的基础上进行正交试验, 得

到最佳提取工艺条件。试验的评价指标选择衡量抑菌效果

的抑菌圈直径 , 由于供试菌为3 种常见的致病菌, 正交试验

时选取能表示总效果的平均抑菌圈直径作为评价指标[ 5 - 6] 。

1 .2.3 抑菌能力的测定。①菌悬液的制备[ 7 - 11] 。采用无菌

操作法, 取各菌种一接种环 , 分别接种于牛肉膏蛋白胨琼脂

斜面上 , 置于37 ℃恒温培养箱中培养24 h 。24 h 后从各新鲜

菌种斜面上沾取少量菌苔接种到牛肉膏蛋白胨液体培养基

中, 于37 ℃恒温培养箱中培养24 h 后作为原菌液 , 分别用灭

菌生理盐水将各原菌液制成含菌数为106CFU/ ml 的菌悬液。

②抑菌圈直径的测定[ 12] 。采用滤纸片法测定, 将滤纸片用

打孔器打成直径为6 mm 的滤纸片 , 灭菌, 把灭菌好的滤纸片

浸入样品液中3 h , 用移液管移取0 .2 ml 菌悬液涂于平板上。

将浸泡过的滤纸片取出 , 贴于含菌平板上, 每个培养皿等距

离放3 片, 并以对应的溶剂做对照试验, 每菌重复3 次, 将制

好的培养皿置于37 ℃培养箱培养24 h ,24 h 后取出测量各抑

菌圈直径( mm) , 取其平均值。

抑菌菌直径= 提取物原液的抑菌菌直径 - 对应溶剂的

抑菌圈直径

2  结果与分析

2 .1 提取溶剂对抑菌效果的影响  超声波处理时间25

min , 液料比10∶1 , 回流温度分别接近各溶剂的沸点 : 甲醇65

℃、70 % 乙醇80 ℃、水100 ℃、乙酸乙酯75 ℃、丙酮55 ℃、乙
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醚35 ℃ , 试验结果见图1 。由图1 可知, 由于提取溶剂极性

不同 , 其提取液对供试菌的抑制程度有较大差异, 甲醇 >

70 % 乙醇> 水> 乙酸乙酯> 丙酮> 乙醚, 其中甲醇和70 % 乙

醇的效果相当, 考虑到使用溶剂的安全性, 故选用乙醇作为

提取溶剂。

图1 提取溶剂对抑菌效果的影响

Fig .1 Thei mpact of solvent extractionon antibacterial effect

2 .2 乙醇浓度对抑菌效果的影响  超声波处理时间25

min , 回流温度80 ℃, 液料比10∶1 , 试验结果见图2。由图2 可

知, 在其他条件相同的情况下, 大黄提取物的抑菌能力随乙

醇浓度的增大呈先强后弱的趋势。当乙醇浓度为70 % 时, 提

取物的抑菌能力达到最强。当乙醇浓度大于70 % 时, 随着浓

度的增加 , 其抑菌能力有所下降。这可能是由于当乙醇浓度

增加到一定值时, 溶剂与抑菌物质极性差别拉大, 造成抑菌

物质溶解度减小。因此, 选取70 % 左右的乙醇为最佳浓度。

图2 乙醇浓度对抑菌效果的影响

Fig .2 The impact of ethanol concentration onantibacterial effect

2 .3  回流提取温度对抑菌效果的影响  超声波处理时间

25 min , 乙醇浓度70 % , 液料比10∶1 , 试验结果见图3。由图3

可知, 随着温度的升高, 大黄提取物的抑菌能力快速增加, 当

温度为70 ℃时达到最大值 , 温度再升高大黄提取物的抑菌

能力反而有所下降。这主要是由于一方面温度的过高容易

造成溶剂的挥发, 另一方面随着温度的上升, 大黄中的非抑

菌成分的溶解度增大 , 从而影响了大黄原液的抑菌效果。因

此, 选取70 ℃左右的温度为最佳温度。

2 .4  超声波处理时间对抑菌效果的影响  乙醇浓度70 % ,

回流温度80 ℃, 液料比10∶1 , 试验结果见图4 。由图4 可知 ,

大黄提取物的抑菌效果随着处理时间的延长呈先升后降的

趋势, 这主要是由于开始时原料和溶剂之间的浓度差比较

大, 扩散速度快, 有效抑菌成分浸出速度也快 , 但随着时间的

延长, 一方面溶剂的挥发 , 另一方面非抑菌成分的溶出, 从而

造成了大黄提取物抑菌效果的下降。因此, 选取35 min 为最

佳超声波处理时间。

图3 回流提取温度对抑菌效果的影响

Fig .3 The impact of recyclingtemperatureonantibacterial effect

图4 超声波处理时间对抑菌效果的影响

Fig.4 The impact of ultrasonic processingti me onantibacterial effect

2 .5  液料比对抑菌效果的影响 乙醇浓度70 % , 超声波处

理时间25 min , 回流温度80 ℃, 试验结果见图5 。由图5 可

知, 大黄提取物的抑菌效果随料液比的增加呈先升后降的趋

势, 当液料比为5 ～20 时, 抑菌效果呈上升趋势 , 当液料比大

于20 时呈缓慢下降的趋势。这主要是由于随着液料比的增

加有效抑菌成分浸出加快, 但当提取溶剂的量增大到一定程

度时, 大黄的非抑菌成分溶出影响了大黄原液的抑菌效果。

因此选取液料比为20∶1 左右为最佳料液比。

图5 液料比对抑菌效果的影响

Fig .5 Thei mpact of liquid/material ratio on antibacterial effect

2 .6 正交试验 在以乙醇作为提取溶剂的条件下选用乙醇

浓度、回流提取温度、超声波处理时间、液料比作为考察的4

个因素, 以抑菌圈直径作为考察指标, 根据单因素试验结果 ,

采用L9( 34) 正交表进行正交试验 , 因素和水平见表1 , 试验结

果见表2 。
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  由表2 中可知 , 在该试验设定的试验条件范围内, 影响

抑菌效果的各因素主次顺序为B、A、C、D, 即主要因素是乙醇

浓度和回流温度, 超声波处理时间和液料比的影响其次。大

黄抑菌物质的最佳提取工艺条件为A2B1C2D2 。

2 .7  验证试验 进一步对 A2B1C2D2 的条件进行验证试验 ,

在乙醇浓度70 % 、回流温度60 ℃、超声波处理时间35 min、液

料比20∶1 的条件下 , 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌

的抑菌圈直径分别为20 .0 、18 .9 和18 .1 mm。

表1 正交试验设计

Table 1 Designfor orthogonal test

水平
Level

因素Factor

乙醇浓度∥%
Ethanol

concentration
( A)

回流提取
温度∥℃
Recycling

temperature
( B)

超声波处
理时间∥mi n

Ultrasonic
processing ti me

( C)

液料比∥ml/ g
Liquid/
Material
ratio
( D)

1 60 60 25 10∶1

2 70 70 35 20∶1

3 80 80 45 30∶1

表2 正交试验结果

Table 2 Orthogonal test and results

因素Factor

编号
NO

A
%

B
℃

C
min

D
ml/ g

抑菌圈直径∥mm
Diameter of antibacterial circle

E .coli S . auveus S .typhi
平均

Average

1  1  1  1  1 17 .6 16 .5 15 .8 16 .6

2 1 2 2 2 16 .9 15 .9 15 .2 16 .0

3 1 3 3 3 16 .6 15 .3 14 .7 15 .5

4 2 1 2 3 19 .2 18 .7 17 .8 18 .6

5 2 2 3 1 18 .7 17 .6 15 .7 17 .3

6 2 3 1 2 18 .2 17 .4 16 .7 17 .4

7 3 1 3 2 19 .5 18 .3 17 .6 18 .5

8 3 2 1 3 15 .8 14 .7 13 .9 14 .8

9 3 3 2 1 18 .5 17 .4 16 .6 17 .5

R 1 .8 1 .9 1 .1 1 .0

2 .8  提取方法比较 在 A2B1C2D2 的条件下, 直接用常规回

流法提取大黄抑菌成分 , 其提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和沙门氏菌的抑菌圈直径分别为14 .1 、13 .5 和12 .2 mm。

由此可以看出, 超声波辅助法提取明显优于常规回流法。

3  结论

(1) 选用超声波辅助提取大黄的抑菌物质, 不同于以往

的常规回流提取。将超声波技术应用于大黄抑菌物质的提

取可以大大提高提取效率, 节省能源, 并且显示出超声波法

在天然活性成分的提取中具有广阔的应用前景。

(2) 通过一系列的单因素、正交试验及极差分析得到了

最佳提取工艺条件, 即乙醇浓度70 % 、回流温度60 ℃、超声

波处理时间35 min、液料比20∶1 , 在此条件下大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌和沙门氏菌的抑菌圈直径分别为20 .0 、18 .9 和

18 .1 mm。
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