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　　摘要：以改性产物对大肠杆菌的抑制能力为参数，结合单因素试验，利用响应面分析法建立了茶多酚乙酰化多元
二次回归方程模型，优化了茶多酚乙酰化工艺条件。试验表明，在料液比为１ｇ∶７．９９ｍＬ、催化剂吡啶用量为０．３２ｇ、
反应温度为７４．７℃下回流反应２．５５ｈ，所得改性茶多酚抑菌圈直径为８．６４ｍｍ，与模型预测结果的相对误差为
－０．４６％；与茶多酚对照组相比，抑菌圈直径增加了１．３５倍，最小抑菌浓度由０．１５ｍｇ／ｍＬ降低到０．１０ｍｇ／ｍＬ，改性
产物具有较好的热稳定性；与几种常见防腐剂相比，对大肠杆菌抑制能力大小为：苯甲酸＞改性茶多酚＞山梨酸钾 ＞
苯甲酸钠＞茶多酚，最小抑菌浓度为：改性茶多酚＜山梨酸钾＜茶多酚＜苯甲酸＜苯甲酸钠。
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　　茶多酚具有高效的抗氧化、抗癌［１］、辅助治疗心血管疾

病［２］、精神疾病［３］、肺损伤［４］、关节炎［５］等多种药理、保健功

效，作为一种天然的食品添加剂在食品、油脂、医药、日用化学

等领域有着广泛的应用。同时，茶多酚对金黄色葡萄球菌、大

肠杆菌、沙门氏菌以及枯草芽孢杆菌等病原菌也具有较强的

抑制作用［６－１１］。我国是茶叶生产大国，从茶叶中提取茶多酚

工艺简单，因此发展以茶多酚为代表的天然防腐剂来代替目

前常用的以苯甲酸及其盐类、三梨酸及其盐类为代表的化学

防腐剂是未来的发展方向。在对茶多酚的实际应用中，还存

在着水溶性较差、抑菌活性不强等问题，限制了茶多酚作为天

然防腐剂的应用［１０，１２］。因此对其结构进行修饰已成为当前

研究的热点之一。目前关于茶多酚酰基化的方法更多的是针

对茶多酚水溶性、抗氧化的特性，利用长链脂肪酸酰氯进行酰

化，以提高改性产物的脂溶性以及抗氧化性［１３－１８］，而针对茶

多酚抑菌性能的改性研究则少见报道。同时，关于茶多酚乙

酰化修饰的报道还较少，乙酰化产物的活性侧重于蛋白酶抑

制活性和诱导细胞凋亡的抗肿瘤研究方面，尚缺乏其他潜在

功能和活性的探讨［１９］。本试验以茶多酚为底物，利用乙酸酐

为酰化剂，以产物对大肠杆菌的抑制能力为参数开展茶多酚

乙酰化研究，同时进行了茶多酚改性前后以及与常用的化学

防腐剂苯甲酸钠、三梨酸钾的抑菌性能比较，为进一步拓展茶

多酚在防腐领域的应用提供一定的依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）由江苏农林职业技术学院生

物工程系分离并保存。试验所用试剂为：茶多酚（＞９８％，南
通飞宇生物科技有限公司）；乙酸酐、乙酸乙酯（分析纯，江苏

强盛功能化学股份有限公司）；氯仿（分析纯，上海凌峰化学

试剂有限公司）；吡啶（分析纯，西陇化工股份有限公司）；牛

肉膏、蛋白胨、氯化钠、山梨酸钾、苯甲酸、苯甲酸钠（分析纯，

国药集团化学试剂有限公司）。

主要设备为：ＲＥ－５２０３型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪
器厂）；ＷＦＪ７２００型可见分光光度计（尤尼柯（上海）仪器有限
公司）；ＫＱ３２００Ｅ型超声波振荡仪（昆山市超声仪器有限公
司）；恒温培养箱（上海齐欣科学仪器有限公司）

１．２　方法
１．２．１　茶多酚乙酰化合成工艺及精制　以乙酸酐为酰化剂，
乙酸乙酯为溶剂、吡啶为催化剂，回流加热。反应结束后，用

少量水洗涤，静止分层，取乙酸乙酯层，经减压蒸馏、真空干燥

后获得样品。

１．２．２　培养基的配制和菌悬液的制备　牛肉膏蛋白胨培养
基的配制：称取５ｇ牛肉膏、１０ｇ蛋白胨、５ｇＮａＣｌ、１８ｇ琼脂，
用灭菌水定容至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为７．２～７．６。菌悬液
的制备：取受试大肠杆菌接种到牛肉膏蛋白胨培养基斜面，

３７℃ 培养１８～２４ｈ，培养产生的孢子用接种环挑菌至无菌
水中制成１０６～１０７ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液［２０］。

１．２．３　样品稀释液的制备　将样品用乙酸乙酯依次稀释成
０．０５０、０．１００、０．１２５、０．１５０、０．２００、０．２５０、０．３００、
０．４００ｍｇ／ｍＬ系列稀释液备用。
１．２．４　样品抑菌能力的测定
１．２．４．１　抑菌圈直径的测定　将灭菌后的牛肉膏蛋白胨培
养基倒入培养皿中，放置冷却。加５０μＬ菌悬液于平皿中，用
玻璃推棒将菌液涂布均匀。取已灭菌、直径６ｍｍ干燥滤纸
片，置于０．４００ｍｇ／ｍＬ的稀释液中２ｍｉｎ，５０℃烘干后，用无菌
的镊子夹取滤纸片贴于平板表面，并轻轻按压使其充分接触，

标记各皿。在３７℃恒温培养箱中培养４８ｈ，观察各皿菌落生
长情况，测量抑菌圈直径，记录数据，并扣除溶剂空白［２１］。

１．２．４．２　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　用微量移液枪吸取
１００μＬ含大肠杆菌的菌悬液于平板中并涂布均匀，然后分别
把每个培养基用记号笔标注浓度为 ０．０５０、０．１００、０．１２５、
０１５０、０．２００、０．２５０、０．３００ｍｇ／ｍＬ，分别代表各浓度样品稀释

—８８２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第６期



液。取已灭菌、直径６ｍｍ的干燥滤纸片，用无菌的镊子夹取
滤纸片贴于平板表面，并轻轻按压使充分接触，做好标记，于

３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，溶剂对照菌落被完全抑制的提
取物最低稀释浓度即为该种物质对受试菌的ＭＩＣ［２２］。
１．２．５　样品抑菌活性热稳定性　将样品分别置于 ４０、６０、
８０、１００℃下处理１ｈ后，按“１．２．４．１”节的方法测定抑菌圈
直径。

１．２．６　单因素试验　以抑菌圈直径为参数，依次改变反应时
间、吡啶用量、原料料液比、反应温度４个因素，研究茶多酚乙
酰化产物的抑菌能力。

１．２．７　响应面法优化　综合单因素试验结果，采用Ｄｅｓｉｇｎ－
ＥｘｐｅｒｔＶ８．０进行试验设计，响应面试验因素水平如表 １所
示。反应时间、吡啶用量、原料料液比、反应温度分别对应试

验中的Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ因素，抑菌圈直径为衡量指标。

２　结果与分析

２．１　单因素结果分析
反应时间、催化剂吡啶用量、料液比、反应温度对产物抑

菌能力的影响见图１，可以看出，经过乙酰化改性后的产物抑
菌能力均高于未改性茶多酚。随着反应时间、吡啶用量、料液

比、反应温度的增加，反映产物抑菌能力大小的抑菌圈直径均

呈先增加后减小趋势。当反应时为２ｈ、吡啶用量为０．３ｇ、料
液比为１ｇ∶８ｍＬ）、反应温度为７０℃时，产物对大肠杆菌的
抑制能力达到最大。

表１　茶多酚乙酰化响应面试验因素水平

水平

因素

Ａ：反应时间
（ｈ）

Ｂ：吡啶用量
（ｇ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｄ：反应温度
（℃）

－１　 １ ０．２ １∶６ ６０
０ ２ ０．３ １∶８ ７０
１ ３ ０．４ １∶１０ ８０

　　注：吡啶用量对应１ｇ茶多酚量。

２．２　响应面试验优化乙酰化工艺条件
２．２．１　响应面试验设计及结果　茶多酚乙酰化响应面试验
抑菌直径见表２。
２．２．２　方差分析　对表２数据运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．Ｖ８．０软
件进行方差分析，结果见表３、表４。
　　从方差分析来看，模型 Ｐ＜０．０１，失拟项 Ｐ＝０．５７９１＞
０１，所选择模型显著，而失拟项不显著，因此所选择的模型可
靠。在反应时间、吡啶用量、料液比、反应温度４个因素中，反
应时间、吡啶用量、反应温度对产物抑菌能力的影响极显著

（Ｐ＜０．０１），料液比的影响为边际显著（Ｐ＜０．１）。此外，４个
因素两两交互影响中，反应时间 －料液比（ＡＣ）、吡啶用量 －
料液比（ＢＣ）、吡啶用量 －反应温度（ＢＤ）之间对产物抑菌能
力的交互影响较为显著。

　　从表 ４可以看出，模型的 Ｒ２ ＝０．９９６０，校正 Ｒ２ ＝
０．９９２０，预测Ｒ２与校正 Ｒ２较为接近，信躁比为５３．７３２（＞
４），可知回归方程拟合度和可信度均很高，试验误差较小，故
可用此模型对茶多酚乙酰化的工艺条件进行优化与预测。

利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０软件对表２所得试验数据进行
多元回归拟合分析，获得改性茶多酚抑菌能力的多元二次回

归方程模型为：抑菌圈直径 ＝－５６．０８＋３．３５Ａ＋４２．８１Ｂ＋
２３６Ｃ＋１．２２Ｄ－０．４２５ＡＢ－０．０７８８ＡＣ－０．００４７５ＡＤ－
１４２５ＢＣ－０．２０３ＢＤ－０．０００８７５ＣＤ－０．４７８５Ａ２－２６．７２５Ｂ２－
０．１０１Ｃ２－０．００７７４Ｄ２。
２．２．３　响应曲面图及其等高线图　根据回归方程，获得响应

曲面图及等高线图，选择交互影响显著的反应时间－料液比、
吡啶用量－料液比、吡啶用量 －温度组合研究对产物抑菌能
力的影响，如图２至图４所示。
２．２．３．１　反应时间和料液比对产物抑菌能力的交互影响　
图２为反应时间和料液比对改性产物抑菌能力影响的响应曲
面和等高线图。可以看出，当反应温度与吡啶用量为最佳值

时，随着反应时间的增加，改性产物的抑菌能力先增强后减

弱。随着液料比的增大，改性产物的对改性产物抑菌能力先

增大后减小。分析确定最佳水平范围的反应时间为１．７５～
２．８３ｈ，料液比为１ｇ∶７．１２ｍＬ～１ｇ∶９．６７ｍＬ）。
２．２．３．２　吡啶用量和料液比对产物抑菌能力的交互影响　
图３为吡啶用量和料液比对改性产物抑菌能力大小的响应曲
面和等高线图。当反应时间与温度为最佳值时，随着吡啶用

量及液料比的增加，产物的抑菌能力均先增强后减弱。分析

可以确定最佳水平范围的吡啶用量为０．１９～０．３８ｇ，料液比
为１ｇ∶７．００ｍＬ～１ｇ∶１０．２０ｍＬ。
２．２．３．３　吡啶用量和反应温度对产物抑菌能力的交互影响
　图４为吡啶用量和温度对改性产物抑菌能力的响应曲面和
等高线图。当反应时间与料液比为最佳值时，反应温度对产

物抑菌能力有较为显著的影响；随着温度的升高，改性产物抑

菌能力先增强后减弱，当温度高于８０℃时，随着温度的升高，
产物抑菌能力急剧减弱。而随着吡啶用量的增加，改性产物

抑菌能力虽然也呈先增强后减弱的趋势，但变化幅度与温度

影响相比较为缓和。分析可以确定最佳水平范围的反应温度
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表２　响应面试验设计结果

编号
Ａ：反应
时间（ｈ）

Ｂ：吡啶
用量（ｇ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｄ：温度
（℃）

抑菌直径

（ｍｍ）

１ ２ ０．３ １∶８ ７０ ８．６４
２ １ ０．３ １∶８ ６０ ６．４２
３ ２ ０．２ １∶６ ７０ ７．４０
４ ２ ０．３ １∶８ ７０ ８．６２
５ ２ ０．４ １∶８ ８０ ７．９８
６ ２ ０．２ １∶８ ８０ ８．２６
７ ２ ０．３ １∶１０ ６０ ７．００
８ １ ０．４ １∶８ ７０ ７．４８
９ ２ ０．３ １∶８ ７０ ８．６４
１０ １ ０．２ １∶８ ７０ ７．３７
１１ ３ ０．３ １∶８ ８０ ８．１３
１２ １ ０．３ １∶１０ ７０ ７．７４
１３ ２ ０．３ １∶６ ６０ ６．５９
１４ ２ ０．２ １∶１０ ７０ ８．３５
１５ ２ ０．２ １∶８ ６０ ６．６８
１６ １ ０．３ １∶８ ８０ ７．６３
１７ ２ ０．３ １∶６ ８０ ７．８２
１８ ２ ０．３ １∶１０ ８０ ８．１６
１９ ３ ０．２ １∶８ ７０ ８．２５
２０ ３ ０．３ １∶１０ ７０ ８．０９
２１ ２ ０．４ １∶８ ６０ ７．２１
２２ ２ ０．４ １∶６ ７０ ８．０３
２３ ２ ０．３ １∶８ ７０ ８．５７
２４ ３ ０．３ １∶６ ７０ ７．９６
２５ ２ ０．３ １∶８ ７０ ８．５３
２６ ３ ０．３ １∶８ ６０ ７．１１
２７ １ ０．３ １∶６ ７０ ６．９８
２８ ２ ０．４ １∶１０ ７０ ７．８４
２９ ３ ０．４ １∶８ ７０ ８．１９

表３　模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方和 Ｆ Ｐ＜Ｆ

模型 １１．４８ １４ ０．８２ ２４７．７４ ＜０．０００１
Ａ（反应时间） １．４１ １ １．４１ ４２５．４５ ＜０．０００１
Ｂ（吡啶用量） ０．０１５ １ ０．０１５ ４．４４ ＜０．０００１
Ｃ（料液比） ０．４８ １ ０．４８ １４５．０７ ０．０５３６
Ｄ（反应温度） ４．０５ １ ４．０５ １２２３．５７ ＜０．０００１

ＡＢ ０．００７２２５ １ ０．００７２２５ ２．１８ ０．１６１６
ＡＣ ０．０９９ １ ０．０９９ ２９．９９ ＜０．０００１
ＡＤ ０．００９０２５ １ ０．００９０２５ ２．７３ ０．１２０９
ＢＣ ０．３２ １ ０．３２ ９８．２０ ＜０．０００１
ＢＤ ０．１６ １ ０．１６ ４９．５７ ＜０．０００１
ＣＤ ０．００１２２５ １ ０．００１２２５ ０．３７ ０．５５２６
Ａ２ １．４９ １ １．４９ ４４８．８７ ＜０．０００１
Ｂ２ ０．４６ １ ０．４６ １４０．０２ ＜０．０００１
Ｃ２ １．０５ １ １．０５ ３１７．２１ ＜０．０００１
Ｄ２ ３．８８ １ ３．８８ １１７２．９４ ＜０．０００１
残差 ０．０４６ １４ ０．００３３０９
失拟项 ０．０３２ １０ ０．００３２４４ ０．９３ ０．５７９１
纯误差 ０．０１４ ４ ０．００３４７０
总误差 １１．５２ ２８

表４　Ｒ２综合分析结果

标准偏差 ０．０５８ Ｒ２ ０．９９６０
平均值 ７．７８ 校正Ｒ２ ０．９９２０

变异系数（％） ０．７４ 预测Ｒ２ ０．９８１９
预测残差平方和 ０．２１ 信噪比 ５３．７３２
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为６９．２～７８．７℃，催化剂用量为０．２１～０．３８ｇ。
２．２．４　最优条件预测　对数据进一步分析可得模型理论最
佳条件为料液比１ｇ∶７．９９ｍＬ、催化剂用量０．３２ｇ、反应温度
为７４．７℃，在此条件下回流反应２．５５ｈ，模型预测改性茶多
酚抑菌圈直径为８．６８ｍｍ。按最优条件进行验证试验，３次
平行试验所得改性茶多酚抑菌圈平均直径为 ８．６４ｍｍ，相对
误差为－０．４６％，两值接近，说明此模型预测可靠。
２．３　茶多酚乙酰化抑菌性能比较

茶多酚改性前后温度对其抑菌活性的影响如图５所示。
与茶多酚对照组（即除未加乙酰化试剂外，与改性产品经过

相同的处理）相比，温度对改性前后产物的影响较为一致，改

性产物与茶多酚对照组均显示出较强的热稳定性，当处理达

到１００℃时，两者抑菌活性才出现较为明显的下降。

　　苯甲酸（钠）、山梨酸钾是常用的防腐剂，茶多酚乙酰化
改性后与几种常见防腐剂性能比较如图６所示。试验结果表
明，乙酰化后的产物对大肠杆菌的抑制能力有了明显提高，与

未改 性 相 比 抑 菌 圈 直 径 提 高 了 １．３５倍，ＭＩＣ值 由
０．１５ｍｇ／ｍＬ减小为０．１０ｍｇ／ｍＬ。改性茶多酚对大肠杆菌抑
制能力优于山梨酸钾、苯甲酸钠，而与苯甲酸相当，而最小抑

菌浓度低于这３种常见防腐剂。

３　结论

本研究采用乙酸酐对茶多酚进行改性，从４个因素（反
应时间、吡啶用量、料液比、反应温度）考察改性产品对大肠

杆菌抑制的影响。利用响应面法设计试验，建立了４因素相
互作用的数学模型，模型预测最佳乙酰化条件为：料液比

１ｇ∶７．９９ｍＬ、催化剂用量０．３２ｇ、在反应温度为７４．７℃下
回流反应２．５５ｈ，所得乙酰化产物的抑菌圈直径为８．６４ｍｍ，
与模型预测值非常接近，比改性前提高了１．３５倍，同时与未
改性的茶多酚对照组相比，最小抑菌浓度由０．１５ｍｇ／ｍＬ降
低到０．１０ｍｇ／ｍＬ。改性产物有较好的热稳定性，当处理达到
１００℃时，抑菌活性才出现较为明显的下降。与苯甲酸、苯甲
酸钠、山梨酸钾这３种常见防腐剂相比，对大肠杆菌抑制能力
为：苯甲酸＞改性茶多酚＞山梨酸钾＞苯甲酸钠＞茶多酚，最
小抑菌浓度为：改性茶多酚＜山梨酸钾 ＜茶多酚 ＜苯甲酸 ＜
苯甲酸钠。
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８０％时，堆肥材料的缩合程度和芳香化程度最快，而且在有限
的时间内形成的大分子量组分最多，形成稳定堆肥成品的时

间最短且产品也最稳定。

３　结论与讨论

在蚯蚓堆肥有机废弃物过程中，不仅存在有机质的降解

转化过程，而且还伴随着有机物的腐殖化过程。在蚯蚓堆置

城市和农村有机废弃物过程中，废弃物中有机碳含量整体呈

下降趋势，总氮含量整体呈上升趋势，这使有机废弃物的Ｃ／Ｎ
值随时间的延长而变小。经过预处理后的堆肥材料中含有大

量难降解的木质素和纤维素等物质，这引起蚯蚓堆置过程中，

随着时间的延长，堆肥材料的胡敏酸含量逐渐增加，进而导致

产品的ＨＡ／ＦＡ值整体变大。在蚯蚓堆置过程中，随着时间
的延长，胡敏酸的Ｅ４／Ｅ６值变小，这表明堆肥材料的缩合程度
和芳香化程度越来越大。城市和农村混合有机废弃物经过蚯

蚓处理６０ｄ后，堆肥产品Ｃ／Ｎ的值小于１５，ＨＡ／ＦＡ的值达到
１．４以上，说明堆肥产品腐熟，适合用于农业生产。本研究结
果表明，堆肥材料腐殖化速度与城市和农村有机废弃物比例

有关。当牛粪占总有机废弃物总量 ８０％时，腐殖化速率最
大，获得堆肥产品质量最好，这是因为这个比例的堆肥材料酶

活性最大且更适合于蚯蚓的生存。
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