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　　摘要：为了探讨石榴果皮废物资源化利用及其类黄酮抗自由基能力，以石榴果皮为原料，探讨超声次数、提取时
间、温度、料液比及乙醇体积分数对石榴果皮中类黄酮提取效果的影响。ＮＫＡ－２大孔树脂纯化类黄酮提取物，以ＩＣ５０
为指标检测纯化物清除羟自由基、超氧自由基、２－联氮 －二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐自由基

（ＡＢＴＳ＋·）及１，１－二苯基－２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ·）的能力，并与维生素Ｃ抗自由基能力比较。结果表明，石榴
果皮提取类黄酮的最佳条件为超声１０次，持续时间５ｓ／次，浸提温度６５℃，乙醇体积分数３５％，浸提时间４ｈ，料液比
１ｇ∶６０ｍＬ，类黄酮提取量为 ２１．３４ｍｇ／ｇ。类黄酮纯化物清除上述 ４种自由基的 ＩＣ５０分别为 １．２２ｍｇ／ｍＬ、

０．０６１ｍｇ／ｍＬ、０．１６ｍｇ／ｍＬ、１．３７μｇ／ｍＬ，与维生素Ｃ的ＩＣ５０（０．８７ｍｇ／ｍＬ、０．０９４ｍｇ／ｍＬ、０．０７ｍｇ／ｍＬ、２．８８μｇ／ｍＬ）接

近。由此可见，石榴果皮可作为类黄酮提取原料，提高石榴果皮废物资源化利用。
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　　石榴是石榴科植物石榴（ＰｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍＬ．）
的果实，在山东、江苏、河南等地皆有种植，其果实

营养丰富。研究表明，石榴汁或其提取物能够有效

清除多种自由基，对动脉粥样硬化、肿瘤、糖尿病、

细菌感染等均具有一定的防治作用［１－３］。但石榴果

皮（包括外果皮、中果皮、内果皮）作为废弃物，浪费

较大。石榴果皮厚２～４ｍｍ，质量占４５％ ～４８％。
石榴果皮主要活性成分有鞣质、类黄酮、有机酸及

生物碱等［３］。石榴果皮中的类黄酮化合物具有抗

氧化活性［３－６］。因此，本试验以石榴果皮为材料，采

用单因素试验与Ｌ９（３
４）正交试验，探讨石榴果皮中

类黄酮提取工艺，并以 ＮＫＡ－２型大孔树脂纯化粗
提物提取量，检测石榴果皮类黄酮纯化物抗羟自由

基（·ＯＨ）、超氧自由基、２－联氮 －二（３－乙基 －
苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐自由基（ＡＢＴＳ＋·）和
１，１－二苯基 －２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ·）的能
力，旨在提高石榴果皮中类黄酮的提取量，并为类

黄酮的提取和石榴产业深开发提供新的途径，实现

废物资源化利用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　新鲜、完整的石榴，２０１８年１０月
购于山东聊城当地市场。于聊城大学食品科学实验

室去除石榴籽后，５５℃烘干至恒质量，粉碎过筛。
１．１．２　试验试剂　无水乙醇、盐酸、水杨酸、ＥＤＴＡ、
硫酸亚铁、Ｔｒｉｓ、邻苯三酚、２－联氮 －二（３－乙基 －
苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐自由基（ＡＢＴＳ＋·）、
１，１－二苯基－２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ·）、浓硫
酸等，均为分析纯。

１．１．３　试验仪器　ＵＶ－１８００型紫外可见分光光
度计，购自上海美谱达仪器有限公司；ＪＹ９２－Ⅱ超
声波细胞粉碎机，购自宁波新艺超声设备有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　类黄酮的测定　以芸香苷为标准样品，络
合－分光光度计法测定类黄酮含量并绘制标准曲
线［４－７］。准确吸取 ０．５ｍＬ提取液并稀释至 ５ｍＬ，
按标准曲线步骤测定吸光度，查标准曲线后计算样

液的类黄酮含量［４－７］。

１．２．２　各因素对类黄酮提取量的影响　（１）超声次
数。称取０．４ｇ石榴皮粉末，在料液比１ｇ∶４０ｍＬ、
６０％乙醇条件下分别超声（１５０Ｗ）５、１０、２０、３０、４０
次，持续时间 ５ｓ／次，４０℃提取 ３ｈ，过滤定容至
２５ｍＬ，测定类黄酮含量。
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（２）料液比。量取６０％乙醇溶液２０ｍＬ，按料
液比 １ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶４０ｍＬ、
１ｇ∶５０ｍＬ、１ｇ∶６０ｍＬ加入样品，超声 １０次后
４０℃ 提取３ｈ，过滤定容至２５ｍＬ，测定类黄酮含量。

（３）乙醇体积分数。称取０．４ｇ样品，按料液比
１ｇ∶４０ｍＬ分别加入 ０、１５％、３０％、４５％、６０％、
７５％、９０％乙醇，超声１０次后４０℃提取３ｈ，过滤定
容至２５ｍＬ，测定类黄酮含量。

（４）提取时间。称取 ０．４ｇ样品，料液比
１ｇ∶４０ｍＬ加入６０％乙醇，超声１０次后４０℃分别
提取２０ｍｉｎ、１ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、１８ｈ，过滤定容至
２５ｍＬ，测定类黄酮含量。

（５）提取温度。称取 ０．４ｇ样品，按料液比
１ｇ∶４０ｍＬ加入６０％乙醇水溶液，超声１０次后分
别在３０、４０、５０、６０、８０℃下浸提 ３ｈ，过滤定容至
２５ｍＬ，测定类黄酮含量。

（６）正交试验。在单因素试验基础上，进行提
取温度、料液比、乙醇体积分数、提取时间的 Ｌ９（３

４）

正交试验，以提取液类黄酮含量为指标，确定提取

石榴果皮类黄酮的最佳工艺［４－７］。

１．２．３　类黄酮的纯化　经预处理的 ＮＫＡ－２型大
孔树脂静态分离纯化石榴皮类黄酮，４５℃恒温振荡
２１ｈ吸附，６０％乙醇于 ２５℃恒温振荡２４ｈ解吸附，
获得石榴果皮类黄酮纯化液［８－９］。

１．２．４　抗自由基检测　（１）抗羟自由基。０．４ｍＬ
０．１５ｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４、２．０ｍＬ２ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸、
１．０ｍＬ６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２以及样液１．０ｍＬ；对照以蒸
馏水代替样液。加入 Ｈ２Ｏ２后 ３７℃水浴 １ｈ，测
５１０ｎｍ处的吸光度，计算清除率［６，１０］。

清除率＝（Ｄ０－Ｄ１）／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ１为试验组吸光度；Ｄ０为对照组吸光度。

（２）抗超氧阴离子自由基。Ａ液：ｐＨ值为８２０
的 ０．１ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ－ ＨＣｌ缓 冲 溶 液。Ｂ 液：
４．５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚盐酸溶液。２５℃依次加入 Ａ
液 ２．３５ｍＬ、１．００ｍＬ蒸馏水、１．００ｍＬ样液及
０．１５ｍＬＢ液于比色管中，立刻测定３２５ｎｍ初始吸
光度，１ｍｉｎ后再次测定吸光度。对照以蒸馏水代
替样液。计算清除率［１１－１２］。

清除率＝（ΔＤ０－ΔＤ１）／ΔＤ０×１００％。
式中：ΔＤ０为对照组吸光度差值；ΔＤ１为试验组吸光
度差值。

（３）抗 ＡＢＴＳ自由基。待测液２ｍＬ加入７ｍＬ
ＡＢＴＳ标准工作液振荡摇匀，常温避光１０ｍｉｎ后测吸

光度Ｄ１。同时做对照测吸光度Ｄ０，计算清除率
［１３］。

清除率＝（Ｄ０－Ｄ１）／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ１为试验组吸光度；Ｄ０为对照组吸光度。

（４）抗ＤＰＰＨ自由基。待测液２ｍＬ加入２ｍＬ
ＤＰＰＨ溶液振荡摇匀，密封避光３０ｍｉｎ，５１７ｎｍ测吸
光度 Ｄ１。同时做对照测吸光度 Ｄ０，计算清
除率［１３－１５］。

清除率＝（Ｄ０－Ｄ１）／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ１为试验组吸光度；Ｄ０为对照组吸光度。
１．３　数据统计与分析

类黄酮提取优化结果以正交设计助手 ｖ３．１
分析。

２　结果与分析

２．１　芸香苷标准曲线
由图１可知，回归方程：ｙ＝１２．６１７ｘ＋０．００９６，

ｒ２＝０．９９８１。式中：ｙ为吸光度；ｘ为质量体积浓度，
ｍｇ／ｍＬ。

２．２　不同因素对石榴果皮类黄酮提取量的影响
２．２．１　超声次数的影响　由图２可知，随超声次数
增加，石榴果皮中类黄酮提取量先增加后降低。超

声次数为１０次时，提取量最高。超声时间过长可能
会破坏类黄酮，因此后续试验均采用超声１０次，持
续时间５ｓ／次。
２．２．２　料液比的影响　由图３可知，类黄酮提取量随
溶剂的比例增大而增高，但在１ｇ∶６０ｍＬ之后增高不
明显，考虑节省成本，选择料液比为１ｇ∶５０ｍＬ～
１ｇ∶７０ｍＬ进行正交试验。
２．２．３　浸提时间的影响　由图４可知，类黄酮的提
取量随浸提时间的延长先升高后下降，３ｈ时最高。
由此推测，浸提时间过长，导致部分类黄酮分解。

因此，选择２～４ｈ进行正交试验。
２．２．４　浸提温度的影响　由图５可知，随浸提温度
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增加，类黄酮提取量先增加后降低。当浸提温度为

６０℃时，类黄酮提取量最高。提高浸提温度有助于
类黄酮物质溶出，但温度过高可能破坏类黄酮结

构，且对溶剂极性有影响，因此选择５５～６５℃进行
正交试验。

２．２．５　乙醇体积分数的影响　由图６可知，随乙醇
体积分数增加，类黄酮提取量先增加后降低，在

３０％时达到最高。因此选择２５％ ～３５％乙醇体积
分数进行正交试验。

２．３　正交试验及验证结果
采用Ｌ９（３

４）正交试验确定石榴果皮中类黄酮

的最佳提取工艺。由表１可知，４个因素对石榴果
皮类黄酮提取影响的强弱依次为浸提温度 ＞乙醇
体积分数＞浸提时间 ＞料液比，根据均值确定最佳
提取工艺为Ｃ３Ａ３Ｄ３Ｂ２，即最优提取条件为浸提温度
６５℃、乙醇体积分数 ３５％、浸提时间 ４ｈ、料液比
１ｇ∶６０ｍＬ。经验证试验，在此条件下，类黄酮提取
量平均值为２１．３４ｍｇ／ｇ，优于正交试验中所有组合。
２．４　石榴果皮类黄酮对４种自由基的清除能力

将ＮＫＡ－２型大孔树脂纯化的类黄酮溶液及维
生素Ｃ溶液分别逐级稀释，测定其对·ＯＨ、超氧自
由基、ＡＢＴＳ＋·、ＤＰＰＨ·的清除能力，计算自由基清
除ＩＣ５０。类黄酮纯化物与维生素Ｃ抗自由基 ＩＣ５０比
较，见表２。
　　由表２可知，石榴果皮中类黄酮纯化物对羟自
由基、超氧自由基、ＡＢＴＳ＋·、ＤＰＰＨ·均具有清除能
力。其中，类黄酮纯化物对羟自由基、ＡＢＴＳ＋·的清
除能力略小于维生素 Ｃ，纯化物对超氧自由基、
ＤＰＰＨ·的清除能力略强于维生素 Ｃ。但总体而言，
石榴果皮中类黄酮纯化物的抗自由基与强抗氧化

剂维生素Ｃ十分接近。石榴果皮类黄酮纯化物对４
种自由基的清除能力大小依次为 ＤＰＰＨ·、Ｏ－２·、
ＡＢＴＳ＋·、·ＯＨ。

３　讨论与结论

宋薇薇在对石榴外果皮总黄酮的提取试验中
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表１　正交试验设计和结果

试验

组

Ａ：乙醇体积分数
（％）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：浸提温度
（℃）

Ｄ：浸提时间
（ｈ）

类黄酮提取量

（ｍｇ／ｇ）

１ １（２５） １（１∶５０） １（５５） １（２） １７．８１８２

２ １ ２（１∶６０） ２（６０） ２（３） １８．０８０８

３ １ ３（１∶７０） ３（６５） ３（４） １９．１８００

４ ２（３０） １ ２ ３ １７．５４７６

５ ２ ２ ３ １ １８．５４２８

６ ２ ３ １ ２ １６．５３３０

７ ３（３５） １ ３ ２ １９．４０００

８ ３ ２ １ ３ １８．５３５５

９ ３ ３ ２ １ １８．６２００

ｋ１ １８．３６０ １８．２５５ １７．６２９ １８．３２７

ｋ２ １７．５４１ １８．３８６ １８．０８３ １８．００５

ｋ３ １８．８５２ １８．１１１ １９．０４１ １８．４２１

Ｒ １．３１１ ０．２７５ １．４１２ ０．４１６

表２　石榴果皮类黄酮及维生素Ｃ抗自由基ＩＣ５０

物质

ＩＣ５０

·ＯＨ
（ｍｇ／ｍＬ）

超氧自由基

（ｍｇ／ｍＬ）
ＡＢＴＳ＋·
（ｍｇ／ｍＬ）

ＤＰＰＨ·
（μｇ／ｍＬ）

类黄酮纯化物 １．２２ ０．０６１ ０．１６ １．３７

维生素Ｃ ０．８７ ０．０９４ ０．０７ ２．８８

采用乙醇提取微波辅助法，得出最佳提取工艺条件

为乙醇体积分数９０％、微波功率１４０Ｗ、提取时间
６０ｓ、料液比 １ｇ∶１５ｍＬ，此时总黄酮得率为
（６．６４±００３２）％［３］。本试验选用超声辅助提取，

试验材料石榴果皮选用的是外果皮和中果皮，最佳

提取条件下的类黄酮提取量为２１．３４ｍｇ／ｇ。获得
的类黄酮提取效率低于宋薇薇微波辅助法的提取

效率。植物因不同品种、不同产地、不同部位，其生

理活性物质含量有所差异。由此推测，不同辅助预

处理方式、石榴的产地、品种、选用部位等均会对石

榴皮中类黄酮含量及类黄酮提取效率产生影响。

石榴果皮全果皮或仅选用外果皮，类黄酮含量有差

异，外果皮的类黄酮含量通常高于中果皮。本试验

选用的材料包含外果皮和中果皮，有资料显示，不

同石榴品种、不同部位对类黄酮提取物抗自由基能

力存在差别。如云南玉溪产地的酸石榴其 ＤＰＰＨ·
清除率的ＩＣ５０可达到０．００５ｍｇ／ｍＬ。本试验中采用
山东聊城产的石榴，其类黄酮纯化物清除 ＤＰＰＨ·
的ＩＣ５０为 １．３７μｇ／ｍＬ，略强于云南玉溪产石榴。本
试验检测了石榴果皮类黄酮对４种自由基的清除能
力，石榴果皮的类黄酮纯化物对羟自由基、超氧自

由基、ＡＢＴＳ＋·、ＤＰＰＨ·均具有清除能力，且与强抗
氧化剂维生素 Ｃ十分接近。笔者曾检测玫瑰花苞
浸出液的抗自由基能力，结果表明玫瑰花苞浸出液

对 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·的清除能力较强，对羟基自由
基的清除能力较弱，这与本试验中石榴果皮类黄酮

清除几种自由基的能力相似。本试验发现，未经大

孔树脂纯化的类黄酮粗提液也具有清除自由基能

力。石榴果皮粗提液中含有生物碱、多酚等多种成

分。粗提液对羟自由基、ＡＢＴＳ＋·、ＤＰＰＨ·的清除
能力高于纯化液，但对超氧自由基的清除能力低于

纯化液。这可能是由于不同物质对各种自由基的

效应不同。

本试验采用石榴果皮（包括外果皮、中果皮）提

取类黄酮，最佳条件为超声 １０次（持续时间
５ｓ／次）、浸提温度６５℃、乙醇体积分数３５％、浸提
时间 ４ｈ、料液比 １ｇ∶６０ｍＬ，类黄酮提取量为
２１３４ｍｇ／ｇ。类黄酮纯化物清除羟自由基、超氧自由
基、ＡＢＴＳ＋·和ＤＰＰＨ·的 ＩＣ５０分别为１．２２ｍｇ／ｍＬ、
０．０６１ｍｇ／ｍＬ、０．１６ｍｇ／ｍＬ、１．３７μｇ／ｍＬ，与维生素Ｃ
的 ＩＣ５０（０．８７ｍｇ／ｍＬ、０．０９４ｍｇ／ｍＬ、０．０７ｍｇ／ｍＬ、
２．８８μｇ／ｍＬ）接近。这为石榴果皮作为类黄酮提取
原料、提高石榴果皮废物资源化利用提供了试验

依据。
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采收成熟度对提高上部烟叶可用性的影响
———基于细支卷烟原料需求

韦克苏１，蒋石香２，颜　杭２，张建强３，陈海清３，李少鹏３，涂永高１，王　伟３，李　雨３

（１．贵州烟草科学研究院／烟草行业山地品质与生态重点实验室，贵州贵阳５５００８１；
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　　摘要：为提高上部烟叶工业可用性，满足细支卷烟对高香气、高满足感烟叶原料需求，以云烟８７和 Ｋ３２６为材料，
以常规采收为对照，设置延迟采收４、８ｄ２个成熟度处理，分析采收成熟度对上部烟叶外观质量、化学指标及感官质量
的影响。结果表明：云烟８７品种上部烟叶延迟采收４ｄ，可以加深烟叶颜色，提高油分含量和色度，改善烟叶感官评吸
质量，提高烟气圆润感、柔和程度，烟叶化学成分更加协调，更加符合细支卷烟对高香气、高满足感原料的需求；推迟８
ｄ采收，烟叶工业可用性有降低趋势。Ｋ３２６品种延迟采收，烟叶颜色加深，但烟叶理化品质、外观及内在评吸质量均
随着采收时间延迟而下降，枯焦气、刺激性和干燥感增加。因此，适度提高云８７的采收成熟度，可改善其上部烟叶香
气质，提高烟气的满足感，符合细支卷烟对烟叶原料需求方向。
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　　近年来，细支卷烟作为中式卷烟的重要组成部
分，以其时尚时髦的造型迅速占领市场，得到相当

一部分消费者的青睐［１－２］。但由于缺乏高香气高满

足感烟叶原料，国内细支卷烟口感普遍偏淡，缺少

普通烟支烟气醇厚的味道，即保障高香气高满足烟

叶原料的供应成为我国细支卷烟进一步发展的瓶

颈［２－３］。我国上部烟叶因烟碱含量偏高、还原糖含

量及糖碱比低、内在化学成分不协调等因素，导致

上部烟叶普遍表现出烟气浓度大、劲头大、刺激性

强、烟气粗糙等特点，从而影响了上部烟叶的可用

性［４－５］。然而，烟气浓度和劲头大的上部烟叶是高
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