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　　摘要：在单因素试验基础上，通过正交试验设计法优化草莓多酚的提取工艺条件，并探讨草莓多酚的体外抑菌活
性。结果表明：草莓多酚的最佳提取工艺为料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取温度６０℃，提取时间２ｈ，乙醇浓度５０％，各因素
对多酚得率影响由大到小依次为提取时间、提取温度、料液比，最后是乙醇浓度；验证试验结果表明，在此条件下草莓

多酚得率为２．４４８ｍｇ／ｇ；所提多酚具有显著的抑菌效果，其对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和沙门氏菌的最低抑制浓度
分别达０．６、０．８、０．９ｍｇ／ｍＬ，且在一定浓度范围内，其抑菌能力与多酚浓度呈现一定的剂量效应关系。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｋ）别称凤梨草莓、红莓、洋
莓、地莓，属蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）草莓属（Ｆｒａｇａｒｉａ）多年生草本
植物，果实色泽鲜艳，香味浓郁，柔软多汁，甜酸适口，是世界

上栽培最广泛的保健浆果，素有水果皇后之美誉［１］。草莓果

实营养丰富，其浆果富含多糖、维生素、矿质元素，还富含花青

素、黄酮、单宁类、酚酸等生物活性物质［２－４］，营养价值和经济

价值极高，其抗氧化能力高达苹果、桃、梨、番茄、柑橘等园艺

产品的２～１１倍［５］。酚类物质为草莓中最主要的抗氧化物质

基础，具有抗氧化、抗癌、抗肿瘤、抑菌、抑制高血压和高血脂、

预防心血管疾病等多种生理功效［６－９］。随着人们对食品绿

色、健康、营养、保健等需求的提高，植物多酚等次生代谢产物

的相关研究受到越来越多研究者的关注，其开发应用前景极

其广阔。

我国是世界草莓生产大国，拥有最大的栽培面积和广泛

的优质草莓品种资源，近年来，通过大量引进国外优质草莓品

种，我国草莓的种类和数量已经位于世界前列。国内对草莓

的食用形式、贮藏、?后保鲜等研究较多，但对草莓的活性物

质及其生理功能的研究与国际先进水平仍存在一定的差距。

植物多酚的提取分离及生物活性已成为众多研究者关注

的焦点。植物多酚的提取方法包括溶剂萃取法、超声辅助提

取法、微波提取法以及酶解辅助提取法等［１０－１２］。其中溶剂萃

取法因其工艺简便、成本低廉、便于后续分离纯化等优点成为

目前国内使用最广泛的多酚提取方法。目前国内多酚提取、

分离、生物活性的研究主要集中在茶多酚、苹果多酚等少数几

种，而有关草莓多酚的高效提取与抗菌活性却鲜见报道。鉴

于此，本试验系统研究了草莓多酚的有机溶剂提取工艺及其

抑菌活性，以期为草莓多酚的生产与应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
草莓，由江苏省农业科学院园艺研究所提供；大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｒｕｅｕｓ）、沙
门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ），由江苏省农业科学院农产品加工研究所
提供；福林酚试剂（１Ｎ），购自源叶生物技术有限公司；无水乙
醇、没食子酸、碳酸钠、胰蛋白胨、酵母浸粉、氯化钠、琼脂，均

为分析纯试剂，购自北京奥博星生物技术有限责任公司。

１．２　仪器与设备
ＦＷ１００高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）；

ＨＪ－６Ａ多头磁力搅拌器（江苏常州国华仪器有限公司）；
ＤＫ－８Ｄ型电热恒温水槽（上海精宏实验设备有限公司）；微
孔板分光光度计（美国伯腾仪器有限公司）；ＪＪ－５００电子天
平（江苏常熟市双杰测试仪器厂）；ＭＰ２２０ｐＨ计（梅特勒－托
利多仪器有限公司）；ＬＲＨ－１５０生化培养箱（上海一恒科技
有限公司）；ＴＧＬ－１６Ｂ台式离心机（上海安亭科学仪器厂）；
ＲＥ６０００型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；ＳＷ－ＣＪ－１Ｄ
型单人净化工作台（江苏苏州净化设备有限公司）；ＺＤ－Ｆ１２
真空冷冻干燥机（江苏南京载智自动化设备有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　草莓多酚提取方法　将新鲜草莓洗净、沥干水分、破
碎打浆，与一定浓度的乙醇溶液混合均匀，恒温提取一定时

间，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉淀再重复提取１次，合并２次
上清，得多酚提取液。提取液经旋转蒸发仪浓缩，ＡＢ－８大
孔树脂纯化［１３］，５０％乙醇溶液洗脱２次，合并洗脱液，再经旋
转蒸发仪浓缩，真空冷冻干燥至恒质量，得草莓多酚粉。

１．３．２　提取工艺单因素试验　一定量的草莓打浆后放入
２５０ｍＬ锥形瓶中，以不同浓度乙醇溶液为提取液提取多酚，
重复提取２次，研究料液比、乙醇浓度、提取温度、提取时间等

—５５１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第３期



４个因素对草莓多酚提取率的影响，确定每一因素的最佳水
平。具体方法如下。

料液比：乙醇浓度 ７０％，料液比分别为 １∶５、１∶１０、
１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５（ｇ∶ｍＬ），提取时间２ｈ，提
取温度５０℃。

乙醇浓度：乙醇浓度分别为 ３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、１００％，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取时间２ｈ，提
取温度５０℃。

提取温度：乙醇浓度为７０％，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取温
度分别为２０、３０、４０、５０、６０、７０℃，提取时间２ｈ。

提取时间：乙醇浓度为７０％，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取温
度５０℃，提取时间分别为 ０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、
３５、４．０ｈ。
１．３．３　提取工艺正交试验　在上述单因素试验基础上，以料
液比、乙醇浓度、提取温度、提取时间为试验因素，每因素设计

３个水平进行正交设计（表１），计算多酚得率，以确定草莓多
酚最佳提取条件。

表１　正交试验因素及水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇浓度
（％）

Ｃ：提取温度
（℃）

Ｄ：提取时间
（ｈ）

１ １∶２０ ４０ ５０ １．５
２ １∶２５ ５０ ６０ ２．０
３ １∶３０ ６０ ７０ ２．５

１．３．４　草莓多酚得率测定［１４－１５］　总酚含量采用Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏ
ｃａｌｔｅｕ法测定。
１．３．４．１　标准曲线的绘制　配置浓度为０．０１、０．０２、０．０３、
０．０４、０．０５ｍｇ／ｍＬ的没食子酸标准溶液；分别取１ｍＬ，加蒸
馏水５ｍＬ、Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂１ｍＬ、７．５％碳酸钠溶液
３ｍＬ，混匀，４５℃水浴１．５ｈ后，在７６０ｎｍ处测吸光度。以没
食子酸浓度为横坐标，吸光度为纵坐标作标准曲线，所得回归

方程为ｙ＝０．０１１３ｘ＋０．００２，相关系数ｒ２＝０．９９９８。
１．３．４．２　多酚提取得率的测定　取草莓多酚提取液１ｍＬ，
依次加入蒸馏水５ｍＬ、Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂１ｍＬ、７．５％碳
酸钠溶液３ｍＬ，混匀，４５℃水浴１．５ｈ，在７６０ｎｍ处测吸光
度。根据标准曲线计算草莓多酚含量，再按照如下公式计算

多酚提取得率：

多酚得率（按没食子酸计）（ｍｇ／ｇ）＝（Ｃ×Ｖ／ｍ）×１００％，
式中：Ｃ为比色杯中多酚质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ为多酚提取液
总体积（ｍＬ）；ｍ为草莓总质量（ｇ）。
１．３．５　草莓多酚体外抑菌试验　预先将大肠杆菌、金黄色葡
萄球菌、沙门氏菌从斜面转接至已灭菌的 ＬＢ培养基中活化，
然后分别挑取菌苔，用无菌水制成含菌数约为１０６ＣＦＵ／ｍＬ
的菌悬液。于无菌条件下分别进行抑菌圈试验和最小抑菌浓

度试验。

抑菌圈试验［１６］：以无菌水作溶剂，准确称取一定量草莓

多酚粉，分别配制浓度为 ０．０５６、０．１１２、０．２２４、０．４４８、
０．８９６ｍｇ／ｍＬ的草莓多酚溶液。将无菌滤纸片（直径６ｍｍ）
放入多酚溶液中，４℃条件下浸泡２ｈ。将 ＬＢ培养基倒入无
菌培养皿，凝固后分别取０．１ｍＬ大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、
沙门氏菌菌悬液滴于培养基平板上，用涂布棒均匀涂布，静置

１０ｍｉｎ。将分别浸有不同浓度草莓多酚溶液的滤纸片均匀放
置于平板上，以浸有无菌生理盐水的滤纸片为对照，在３７℃
条件下培养２４ｈ，观察滤纸片周围的抑菌圈，并通过测定其抑
菌直径比较不同浓度多酚溶液的抑菌效果。

最小抑菌浓度（ＭＩＣ）试验：参照张
!

彬等的方法［１７］将草

莓多酚加入５０℃无菌 ＬＢ培养基，混和均匀，使其在培养基
的终浓度分别为 ０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、
０．９ｍｇ／ｍＬ，将含有不同浓度草莓多酚的培养基倒入无菌培
养皿中，凝固后分别滴加大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏

菌菌悬液各０．５ｍＬ，用涂布棒均匀涂布，静置 １０ｍｉｎ后在
３７℃ 下培养２４ｈ，找出肉眼未见有菌生长的草莓多酚浓度
即为最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。

２　结果与分析

２．１　草莓多酚提取单因素试验结果与分析
２．１．１　料液比对草莓多酚得率的影响　由图１可见，在料液
比１ｇ∶２０ｍＬ以内，随溶剂量逐渐增大，多酚提取率逐渐增
加；当达料液比１ｇ∶２０ｍＬ后，继续增大溶剂量，提取率增加
不再明显。较高的溶剂量有利于多酚类物质的溶出，但是溶

剂量过大也会造成资源的浪费并对后续分离纯化造成不利影

响。考虑到物料及溶剂的利用率，最终确定最佳提取料液比

为１ｇ∶２０ｍＬ。

２．１．２　乙醇浓度对草莓多酚得率的影响　由图２可见，当乙
醇浓度小于５０％时，随着乙醇浓度升高，总多酚提取率逐渐
提高，当乙醇浓度达到５０％时，总多酚的提取率达到最大，此
后随着乙醇浓度升高，提取率逐渐减小。可能是由于过高浓

度的乙醇溶液会引起细胞蛋白质变性，影响多酚类物质溶出，

因而提取率降低［１８］。最终确定最佳提取乙醇浓度为５０％。

２．１．３　提取温度对草莓多酚得率的影响　由图３可见，小于
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６０℃范围内，随着提取温度升高，提取率逐渐增大，当温度大
于６０℃后，多酚得率呈下降趋势。表明温度升高有利于多酚
的溶出，但是温度太高，草莓中酚类物质有可能因温度过高发

生氧化等变化［１９］。从节能经济出发，确定最佳提取温度

为 ６０℃。

２．１．４　提取时间对草莓多酚提取得率的影响　由图４可见，
在提取时间２ｈ以内，多酚提取率随提取时间的延长而逐渐增
加，超过２ｈ以后，提取率增加渐趋平缓。表明充足的提取时
间可以使溶剂充分接触，从而提高得率，当时间超过２ｈ后，多
酚溶出基本达到平衡状态。因此，确定最佳提取时间为２ｈ。

２．２　草莓多酚提取正交试验结果
在单因素试验基础上，采用Ｌ９（３

４）正交试验优化多酚提

取工艺，结果见表２。由表２极差 Ｒ可知，４个因素对草莓多
酚提取得率影响的主次关系为 Ｄ＞Ｃ＞Ａ＞Ｂ，即提取时间 ＞
提取温度＞料液比＞乙醇浓度。草莓多酚提取的最佳组合为
Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，提取时间２ｈ，乙醇浓度
５０％，提取６０℃。按照此条件进行５次验证试验，测得草莓
多酚提取得率（按没食子酸计）为２．４４８ｍｇ／ｇ。

表２　草莓多酚提取正交试验结果

编号
因素及水平

Ａ：料液比 Ｂ：乙醇浓度 Ｃ：提取温度 Ｄ：提取时间
多酚得率

（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ １ ２．０５５
２ １ ２ ２ ２ ２．４４４
３ １ ３ ３ ３ ２．０５０
４ ２ ２ ３ １ ２．１５１
５ ２ ３ １ ２ ２．０９９
６ ２ １ ２ ３ １．９３８
７ ３ ３ ２ １ ２．１５７
８ ３ １ ３ ２ ２．２７７
９ ３ ２ １ ３ １．９６５
ｋ１ ２．１８３ ２．０９０ ２．０３９ ２．１２１
ｋ２ ２．０６３ ２．１８７ ２．１８０ ２．２７３
ｋ３ ２．１３３ ２．１０２ ２．１５９ １．９８４
Ｒ ０．１２０ ０．０９７ ０．１４１ ０．２８９

２．３　草莓多酚的抑菌试验结果
２．３．１　不同浓度草莓多酚抑菌效果　以金黄色葡萄球菌、大
肠杆菌、沙门氏菌为供试菌株，通过检测抑菌圈直径比较

０．０５６、０．１１２、０．２２４、０．４４８、０．８９６ｍｇ／ｍＬ等不同浓度的草莓
多酚溶液对３种菌的抑菌效果。由图５和表３可知，草莓多
酚对３种试验菌的生长均有抑制作用，且３种试验菌的抑菌
圈直径大小与多酚浓度呈明显的剂量效应关系；草莓多酚对

金黄色葡萄球菌的抑制作用最为明显，对３种菌的抑菌能力
强弱排序为金黄色葡萄球菌＞大肠杆菌＞沙门氏菌。

表３　草莓多酚对供试菌的抑菌效果 ｍｍ　

供试菌
不同浓度草莓多酚提取液抑菌圈直径

０．０５６ｍｇ／ｍＬ ０．１１２ｍｇ／ｍＬ ０．２２４ｍｇ／ｍＬ ０．４４８ｍｇ／ｍＬ ０．８９６ｍｇ／ｍＬ
无菌水抑菌圈直径

（对照）

大肠杆菌 ６．７ ８．１ ９．５ １０．３ １１．２ ６．０
金黄色葡萄球菌 ７．１ ８．４ ９．７ １１．２ １２．４ ６．０
沙门氏菌 ６．９ ７．７ ８．３ ９．３ １０．５ ６．０

２．３．２　草莓多酚的最低抑菌浓度分析　由表４可知，草莓多
酚对不同微生物的生长抑制作用存在较大差异，０．９ｍｇ／ｍＬ

以上浓度才会对３种供试均有抑菌效果。在较低浓度条件
下，其对金黄色葡萄球菌的抑制作用最强，对大肠杆菌效果次

—７５１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第３期



之，而对沙门氏菌的抑菌效果最差。对沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌的ＭＩＣ分别为０．９、０．６、０．８ｍｇ／ｍＬ。从表４
还可知，随着浓度降低，平皿上菌落生长越来越多。说明多酚

浓度与其抑菌效果呈现一定的量效关系。

表４　草莓多酚的最低抑菌浓度

试验菌
不同草莓多酚提取液浓度抑菌效果

０．１ｍｇ／ｍＬ ０．２ｍｇ／ｍＬ ０．３ｍｇ／ｍＬ ０．４ｍｇ／ｍＬ ０．５ｍｇ／ｍＬ ０．６ｍｇ／ｍＬ ０．７ｍｇ／ｍＬ ０．８ｍｇ／ｍＬ ０．９ｍｇ／ｍＬ
沙门氏菌 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ －

金黄色葡萄球菌 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －
大肠杆菌 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － －

　　注：“－”表示无肉眼可见菌落；“＋”表示有少量菌落生长；“＋＋”表示有不超过１／３平皿面积的菌落生长；“＋＋＋”表示有不超过１／２平
皿面积的菌落生长。

３　结论

草莓是国内外市场上深受消费者喜爱的特色保健浆果，

但草莓的易腐特性常常会导致草莓丰产不丰收。因此，采用

深加工技术开发各类草莓多酚营养保健品是草莓产业发展的

必然途径。本试验采用常规溶剂法提取草莓多酚，并通过单

因素试验和正交试验法确定草莓多酚最佳提取工艺条件为料

液比１ｇ∶２０ｍＬ、乙醇浓度５０％、提取温度６０℃、提取时间
２ｈ。各因素对多酚得率的影响从大到小依次为提取时间、提
取温度、料液比、乙醇浓度。该最佳工艺条件下草莓多酚的提

取率（按没食子酸计）为２．４４８ｍｇ／ｇ。
多酚是多羟基酚类化合物的总称，具有广谱的抗菌活性，

分子中的酚羟基是抑菌的结构基础，多酚与蛋白质分子的多

点结合作用，及其通过抑制酶活性而抑制代谢过程，是其阻止

并抑制微生物浸染、构成抗菌活性的重要原因。此外，多酚还

可以通过破坏细胞膜结构、增加细胞通透性、影响细胞能量代

谢从而对微生物起毒害作用［２０－２１］。近年来茶多酚、苹果多酚

等物质的抑菌作用时有报道，但有关草莓多酚的抑菌活性还

未见报道。本试验通过滤纸片法抑菌试验检测草莓多酚对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌均有抑菌能力；对３种菌
抑制能力由大到小排序依次为金黄色葡萄球菌＞大肠杆菌＞
沙门氏菌；对３种细菌的最低抑制浓度分别为金黄色葡萄球
菌０．６ｍｇ／ｍＬ、大肠杆菌０．８ｍｇ／ｍＬ、沙门氏菌０．９ｍｇ／ｍＬ。

总之，本试验优化的草莓多酚提取工艺安全高效，所得草

莓多酚具有良好的抗菌活性，可作为天然的植物抗菌剂应用

于食品防腐与医疗保健。但草莓多酚作为由多种酚类物质组

成的混合物，其中每种物质的抑菌活性和作用机理如何、是否

存在协同增效作用等，仍需要进一步深入研究。
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