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现ＥＧＣＧ的稳定性较差，温度、紫外光照、持续受热、酸碱条
件、氧化剂和自由基等都会引起它的分解或转化。ＥＧＣＧ与
Ｈ２Ｏ２、ＤＰＰＨ·的反应过程中紫外可见吸收光谱连续变化
明显。
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　　摘要：采用醇提法探索花生壳中总黄酮的最佳提取工艺，并研究其抑菌活性。结果表明：花生壳总黄酮的最佳提
取工艺为乙醇溶液浓度８０％、提取温度８０℃、提取时间３．０ｈ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ，各因素对总黄酮得率的影响由大到
小依次为提取温度、乙醇溶液浓度、料液比、提取时间；验证试验表明，最佳提取工艺下花生壳总黄酮得率为０６１８％；
抑菌试验表明，花生壳总黄酮对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌具有一定抑菌作用，且其抑菌效果远优于山

梨酸钾。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｂｈｄ２００３２００３＠１６３．ｃｏｍ。

　　中国是花生生产大国，花生种植广泛分布于全国各地，花
生产量居世界第１位。花生壳是花生脱壳加工而产生的农副
产品，其质量约占花生荚果总质量的３０％左右。我国花生年
产量约１４６０万ｔ，其中花生壳质量就高达４５０万 ｔ［１］。有研
究将花生壳热压成型制作塑木板，或加工成饲料、燃料等，但

大部分花生壳被作为废弃物扔掉，不但会破坏环境，而且造成

了极大的资源浪费。黄酮类化合物具有清除体内自由基及毒

素、预防心血管疾病以及抗过敏、抗肿瘤、广谱抗菌、抗病毒等

作用［２－７］。本研究选用花生壳作为原料优化黄酮类化合物的

提取工艺，并进行了抑菌试验，以期为降低黄酮类产品生产成

本、拓展花生综合利用领域奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料　将花生壳清洗烘干，冷却至室温，粉碎至通过
孔径０．３ｍｍ的网筛后，脱脂，备用。芸香苷标准品（纯度
９９％）购于成都生物科技有限公司；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）由枣庄学院生物学实验教学中心微生物实
验室提供；培养基为琼脂营养培养基。

１．１．２　仪器　ＡＬ１０４型电子天平（瑞士梅特勒－托利多有限
公司）；ＦＷ１００型高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公
司）；ＪＪ－１型精密增力电动搅拌器（江苏省金坛市金城国胜
实验仪器厂）；Ｒ２０１８－Ⅱ型旋转蒸发仪（郑州长城科工贸有
限公司）；ＤＫ－Ｓ２６型数显恒温水浴锅（上海三发科学仪器有
限公司）；ＳＨＢ－ⅢＡ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工
贸有限公司）；ＢＭ２０００型生物显微镜（南京江南永新光学有
限公司）；ＰＬＹ－４５型恒温培养箱（天津市莱玻特瑞仪器设备
有限公司）；ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台（苏州安泰空气技术
有限公司）；ＢＸＭ－３０Ｒ型高压蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有
限公司）。
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１．２　方法
１．２．１　芸香苷标准曲线的制作　称取芸香苷标准品０．０１ｇ，
用７０％乙醇溶液溶解，定容至５０ｍＬ容量瓶中，得到０．２ｇ／Ｌ
芸香苷标准溶液。分别吸取芸香苷标准溶液 ０、１、２、３、４、
５ｍＬ于 １０ｍＬ容量瓶中，先加７０％乙醇溶液至５ｍＬ左右，然
后加入５％ＮａＮＯ２溶液０．３ｍＬ，摇匀放置６ｍｉｎ后加入１０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液 ０．３ｍＬ，摇匀放置 ６ｍｉｎ后加入 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液 ２ｍＬ，混匀；用７０％乙醇溶液定容至刻度线，摇
匀，放置２０ｍｉｎ。用１ｃｍ比色皿于５１０ｎｍ波长处测定吸光
度。绘制标准曲线，得回归方程为 ｙ＝１５．３４３ｘ－０．０２０５（ｒ２＝
０．９９８７）。
１．２．２　花生壳总黄酮的提取　称取花生壳粉５ｇ，提取温度
分别设置为５０、６０、７０、８０、９０℃，回流提取时间分别为１、２、
３、４、５ｈ，料液比分别为１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、
１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ，分别以梯度浓度５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％的乙醇溶液作为提取溶剂提取总黄酮，采用硝酸铝
比色法测定总黄酮吸光度。

１．２．３　总黄酮得率的计算　花生壳黄酮得率 ＝花生壳黄酮
含量／花生壳粉质量×１００％。
１．２．４　花生壳总黄酮的抑菌试验　用纸片扩散法测定花生
壳总黄酮的抑菌作用［８－９］。将灭过菌的直径５ｍｍ的滤纸片
放入不同浓度花生壳总黄酮溶液中浸泡１ｈ，备用。吸取浓度
为５×１０７个／ｍＬ的菌悬液０．２ｍＬ，用涂布法接种在培养基
上，将滤纸片放入该含菌培养皿中，置于恒温生化培养箱中，

于 ３７℃ 恒温培养１ｄ，测量抑菌圈直径。每个样品３次重
复，空白对照为无菌蒸馏水。

１．２．５　花生壳总黄酮和山梨酸钾的抑菌活性比较　采用固
体平板培养基稀释法测定抑菌活性［１０］。取无菌试管１０支，
向后９支试管分别加入１ｍＬ无菌蒸馏水，取花生壳总黄酮提
取液１ｍＬ移入１号试管，混匀后取出１ｍＬ混合液转入２号
试管，依次操作，至９号试管取出１ｍＬ混合液弃去，将黄酮提
取液分别稀释１、２、４、８、１６、３２、６４、１２８、２５６倍。１～９号试管
中均含有１ｍＬ不同稀释度的提取液，１０号试管为空白对照。
在每支试管中加入９ｍＬ熔化至５５℃的固体琼脂培养基，充
分混匀，倾注入平板，平板凝固后，接０．１ｍＬ的菌液于３７℃
培养１ｄ。以培养基中完全没有菌生长时的最低浓度为最低
抑菌浓度（ＭＩＣ），根据ＭＩＣ初步确定抑菌浓度范围。山梨酸
钾对供试菌的ＭＩＣ测定方法同上。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果与分析
２．１．１　乙醇溶液浓度对总黄酮得率的影响　由图１可知，当
乙醇溶液浓度为５０％～７０％时，总黄酮得率随着乙醇溶液浓
度增大而提高；当乙醇溶液浓度为７０％ ～９０％时，总黄酮得
率随着乙醇溶液浓度增大而逐渐降低。由此可见，提取花生

壳总黄酮的最优乙醇溶液浓度为７０％。
２．１．２　提取时间对总黄酮得率的影响　由图２可知，总体上
看，随着提取时间延长，花生壳总黄酮得率不断提高。提取时

间２．０ｈ下的总黄酮得率明显比提取时间１ｈ下的总黄酮得
率高；提取时间从２．０ｈ延长到３．０ｈ时，总黄酮得率提高相
对缓慢；提取时间为３．０～５．０ｈ时，随着提取时间延长，总黄

酮得率提高不明显。考虑到工业化生产时应节约时间、能源

等问题，提取花生壳总黄酮的适合时间为３．０ｈ。
２．１．３　提取温度对总黄酮得率的影响　图３表明，提取温度
为５０～６０℃时，随着提取温度升高，总黄酮得率明显提高；提
取温度为６０～８０℃时，随着提取温度升高，总黄酮得率提高
相对缓慢；提取温度为８０～９０℃时，随着提取温度升高，总黄
酮得率却呈下降趋势。说明提取花生壳总黄酮的最优温度为

７０℃。

２．１．４　料液比对总黄酮得率的影响　图４表明，当料液比由
１ｇ∶１０ｍＬ变化至１ｇ∶２０ｍＬ时，总黄酮得率也随之不断增
大；当料液比由１ｇ∶２０ｍＬ变化至１ｇ∶３０ｍＬ时，总黄酮得
率反而下降。说明提取花生壳总黄酮的最佳料液比为

１ｇ∶２０ｍＬ。　
２．２　正交试验结果与分析

花生壳总黄酮提取工艺正交试验方案与结果分别见表

１、表２。由表２可见，ＲＡ＞ＲＢ＞ＲＤ＞ＲＣ，因此在一定范围内，４
个因素对试验结果的影响是不同的，提取温度对试验结果影响

最大，其次是乙醇溶液浓度、料液比，最后是提取时间。花生壳

提取总黄酮的最优工艺条件为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２，即提取温度８０℃、
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表１　花生壳总黄酮提取工艺条件正交试验因素与水平

水平

因素

Ａ：提取温度
（℃）

Ｂ：乙醇溶液
浓度（％）

Ｃ：提取时间
（ｈ）

Ｄ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

１ ６０ ６０ ２．５ １∶１５
２ ７０ ７０ ３．０ １∶２０
３ ８０ ８０ ３．５ １∶２５

表２　花生壳总黄酮提取工艺Ｌ９（３４）正交试验结果

序号

因素

Ａ：提取
温度

Ｂ：乙醇溶
液浓度

Ｃ：提取
时间

Ｄ：料液比
总黄酮得率

（％）

１ １ １ １ １ ０．３８０
２ １ ２ ２ ２ ０．５８４
３ １ ３ ３ ３ ０．５０６
４ ２ １ ２ ３ ０．５２５
５ ２ ２ ３ １ ０．５３６
６ ２ ３ １ ２ ０．５９２
７ ３ １ ３ ２ ０．５６０
８ ３ ２ １ ３ ０．５８３
９ ３ ３ ２ １ ０．６１０
ｋ１ ０．４９０ ０．４８８ ０．５１８ ０．５０９
ｋ２ ０．５５１ ０．５６８ ０．５７３ ０．５７９
ｋ３ ０．５８４ ０．５６９ ０．５３４ ０．５３８
Ｒ ０．０９４ ０．０８１ ０．０５５ ０．０７０

乙醇溶液浓度８０％、提取时间３．０ｈ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ。在
该条件下做验证试验，测得花生壳中总黄酮得率为０．６１８％。
２．３　抑菌试验结果与分析

由表３可知，花生壳总黄酮浓度与其抑菌效果呈正相关，
表明花生壳总黄酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌均有明显的抑制作用。当花生壳总黄酮浓度为 ２．０ｇ／Ｌ
时，上述３种菌的抑菌圈直径均大于７．０ｍｍ，花生壳总黄酮
尤其对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的抑制效果明显，其抑

菌圈直径分别为 ７．６、８．２ｍｍ。当花生壳总黄酮浓度为
０．５ｇ／Ｌ时，金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的抑菌圈直径差异不
明显，这可能与花生壳总黄酮浓度过低，对这２种菌的破坏能
力差异不明显有关。

２．４　花生壳总黄酮和山梨酸钾的抑菌活性比较
花生壳总黄酮浓缩原液中黄酮含量为１５．４５ｇ／Ｌ，山梨酸

表３　花生壳总黄酮的抑菌作用

菌种

抑菌圈直径（ｍｍ）

２．０ｇ／Ｌ花生
壳总黄酮

１．０ｇ／Ｌ花生
壳总黄酮

０．５ｇ／Ｌ花生
壳总黄酮

空白

对照

大肠杆菌 ７．２ ６．３ ５．７ ５．０
金黄色葡萄球菌 ７．６ ６．７ ５．６ ５．０
枯草芽孢杆菌 ８．２ ７．０ ６．２ ５．０

钾溶液中山梨酸钾含量为１０３．７２ｇ／Ｌ。从表４可知，花生壳
总黄酮提取液的抑菌效果远高于山梨酸钾，花生壳来源广泛

且无毒、无害，将其开发成为食品级的抑菌剂具有广阔前景。

表４　花生壳总黄酮和山梨酸钾的最小抑菌浓度

菌种
最小抑菌浓度（ｇ／Ｌ）

花生壳总黄酮 山梨酸钾

大肠杆菌 １．９３ １２．９７
金黄色葡萄球菌 ０．９７ ６．４８
枯草芽孢杆菌 ３．８６ １２．９７

３　结论

本研究表明，提取花生壳总黄酮的最佳工艺条件为提取

温度８０℃、乙醇溶液浓度 ８０％、提取时间 ３．０ｈ、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ。各因素对总黄酮得率的影响由大到小依次为提
取温度、乙醇溶液浓度、料液比、提取时间。验证试验表明，最

佳工艺条件下花生壳总黄酮得率为 ０．６１８％。抑菌试验表
明，花生壳总黄酮对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌均有抑菌作用，且其抑菌效果远高于山梨酸钾，具有作为食

品抑菌剂的良好开发前景。
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