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竹屑制备天然防腐剂的工艺优化及抑菌性能研究
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摘    要：【目的】 为研究竹屑制备天然防腐剂的最优工艺并探讨其抑菌性能。【方法】 以竹屑为原料，采用乙酸乙

酯回流法，在单因素试验基础上，应用响应面法优化天然防腐剂制备条件，并考察其抑菌活性。【结果】  竹屑制

备天然防腐剂的最佳工艺条件为超声功率 300 W、提取温度 89℃、液料比 20∶1、提取时间 2 h。在此条件下，所得

提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉的抑菌效果达到最强，抑菌圈直径分别为：9.33、15.67、

10.00、6.67 mm，最低抑菌浓度分别为：0.025 00、0.012 50、0.050 00和 0.100 00 g·mL−1，竹屑天然防腐剂得率为 4.77%。

【结论】 响应面法优化工艺制备的天然防腐剂对 4种供试菌抑菌效果良好，制备工艺可行性高。该工艺可为竹废弃

物的加工再利用提供参考。
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Process Optimization and Antimicrobial Activity of Natural Preservative
Extracted from Bamboo Sawdust
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（Fujian Provincial Key Laboratory of Eco-Industrial Green Technology, College of Ecology and Resource Engineering,

Wuyi University, Wuyishan, Fujian　354300, China）

Abstract: 【Objective】  Optimum preparation  and  antibacterial  properties  of  a  natural  preservative  extracted  from bamboo

sawdust were studied.【Method】 Utilizing bamboo sawdust, a natural preservative was prepared with the ethyl acetate reflux

method. Processing conditions were optimized by the response surface methodology based on the results of a single factor test.

In vitro antimicrobial activity of the extract was determined.【Result】 The finalized process applied 300 W ultrasonic power

on the mixture of solvent-to-substrate ratio at 20∶1 to extract at 89℃ for 2 h. The product yield reached 4.77%. The extracted

preservative displayed peak antimicrobial effects on Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Aspergillus

niger with  the  average  inhibition  diameters  of  9.33 mm at  a  concentration  of  0.025 00 g·mL−1,  15.67 mm at  a  concentration

of 0.012 5 0g·mL−1, 10.00 mm at a concentration of 0.050 00 g·mL−1, and 6.67 mm at a concentration of 0.100 00 g·mL−1, respectively.

【 Conclusion】  The  natural  preservative  prepared  by  the  newly  developed  extraction  method  showed  strong  in  vitro

antimicrobial effect, and the optimized process could be upscaled to fully utilize the bamboo sawdust.

Key  words: Bamboo  sawdust； natural  preservative； response  surface  methodology； process  optimization； antimicrobial

property

 

0    引言

【研究意义】中国竹种类丰富多样，竹林面

积、蓄积量和产量均居世界之首。第八次全国资源

连续清查报告表明，我国竹林面积已达 601万 hm2[1]，

是重要的森林资源之一。材用竹广泛应用于建筑、
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家具、造纸和工艺品等行业，在竹加工产业中，产

生的废弃物约占整个竹产品的 60%以上，这些“废
料”的丢弃导致竹材的利用率始终停留在 35%～40%
这一阶段[2]。【前人研究进展】相关研究表明，毛竹

采伐剩余物主要由纤维素、半纤维素和木质素组成，

经硫酸盐法成浆后，纸浆得率为 44.71%[3]。目前竹

屑的资源化利用形式主要有直接利用、传统加工利

用和工业化利用，产品主要包括复合材料[4]、生物质

燃料[5−6]、活性炭[7−9]、食用菌基质[10] 和多糖[11−12] 等。

此外，竹屑中还含有蛋白质、脂肪、糖、矿物质和

多种次生代谢产物，含量因竹种、竹部位、采伐季

节以及生长环境而异 [13−14]。从植物的次生代谢产物

中获取天然的抗菌成分，一直是国内外天然防腐剂

的研究热点 [15−17]。【本研究切入点】天然植物源防

腐剂提取工艺复杂、成本高、生产季节性强，是影

响其获取和广泛应用的限制性因素。竹屑为竹产业

加工的废弃物，且资源丰富，以竹屑为原料制备天

然防腐剂应用于抗菌领域的研究鲜见报道。【拟

解决的关键问题】以竹屑为原料，采用简便、可行

性高的乙酸乙酯回流法制备天然植物源防腐剂，通

过响应面法优化提取工艺，并考察其对食品中常见

有害微生物的抑制作用。期望本研究结果能为低毒

天然植物源防腐剂的研发奠定基础。

1    材料与方法

1.1    材料与设备

将竹废弃物收集于武夷山竹加工厂，用高速中药

粉碎机粉碎，过 60目筛，制成竹屑，备用；大肠杆菌

（Escherichia coli）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus
aureus）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、黑曲霉

（Aspergillus niger），均为武夷学院生物工程实验室

保藏菌种；乙酸乙酯、硝酸钠和磷酸氢二钾等分析

纯试剂，琼脂粉、牛肉膏和蛋白胨等生化试剂，均

购自上海麦克林生化科技有限公司。

103B型高速中药粉碎机（永历制药机械有限公

司）；BSA 223S电子天平（赛多利斯科学仪器有限

公司）；R206D旋转蒸发仪（上海申生科技有限公

司）；LG-1002-A型超净工作台（苏州真田洁净设备

有限公司）；生化培养箱（上海精宏实验设备有限

公司）；KQ-500D型数控超声波清洗器（瑞利仪器

分析有限公司）。

1.2    试验方法

1.2.1   竹屑制备天然防腐剂的单因素试验　 称取 5.0 g
竹屑，在液料比为 20∶1（mL∶g）的乙酸乙酯溶

液，超声功率分别为 100 W、200 W、300 W、400 W

的条件下超声 1 h，于 90℃ 的热水浴中进行 2 h的回

流提取，提取 2次。将提取液合并后，在旋转蒸发

仪上减压浓缩至黏稠状，将浓缩提取液在真空干燥

箱中干燥成粉末后进行称重。分别测定不同功率超

声波处理下所得提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉的抑菌效果，计算得率

（得率/%=提取所得天然防腐剂干重/竹屑质量×100）。
将优选的最佳超声功率作为固定参数，依次进行提

取时间（1 h、2 h、3 h、4 h、5 h），液料比（10∶1、
15∶1、 20∶1、 25∶1、 30∶1），提取温度（ 60℃、

70℃、80℃、90℃、100℃）对制备产物抑菌效果的

单因素试验。试验均重复 3次，取平均值。

1.2.2   响应面法优化竹屑制备天然防腐剂工艺试验　

 在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken中心组

合试验设计原理[18]，在固定功率 300 W超声 1 h、提

取 2次的基础上，选取提取温度、液料比、提取时

间 3个因素，以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草

芽孢杆菌和黑曲霉为指示菌，抑菌圈直径为响应

值，对试验结果进行分析。试验因素及水平见表 1。

1.2.3   防腐剂抑菌效果的试验与评价　  菌悬液的制

备：在无菌条件下用划线法分别将保藏的大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉菌种

接种于相应的固体斜面培养基上，放入培养箱中，

细菌在 37℃ 下培养 24 h、霉菌在 28℃ 下培养 48 h
进行活化。挑取活化好的菌落，用无菌生理盐水

10倍稀释法制得不同稀释浓度的菌悬液，菌落计数

调整菌浓度为 1×106～1×107 CFU·mL−1[19−20]，备用。

抑菌圈直径的测定：取配制好的菌悬液各 100
μL，均匀涂布在相应的无菌平板培养基上。将已灭

菌烘干、直径为 6.0 mm的圆滤纸片放入 1 g·mL−1 竹

屑天然防腐剂溶液中浸泡 30 min，取出后贴在含菌

平板上 [21]，以无菌生理盐水作为空白对照。含大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的平板在

37℃ 恒温培养 24 h，含黑曲霉的平板在 28℃ 恒温培

养 48 h，之后取出测量抑菌圈直径大小，每个抑菌

圈在垂直方向上测两次，每个试验重复 3次，取其

平均值。抑菌圈直径越大，则抑菌效果越好。

 
表 1    Box-Behnken 试验设计的因素及水平

Table 1    Factors and levels of Box-Behnken experimental design

水平

Level

提取温度

Extraction
temperature/℃

液料比

Solvent-to-substrate
ratio/（mL:g）

提取时间

Extraction time/h

−1 80 15∶1 1

0 90 20∶1 2

1 100 25∶1 3
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最低抑菌浓度值的测定：采用两倍稀释法测定

竹屑天然防腐剂的最低抑菌浓度值（Minimal inhibitory

concentration, MIC）。将竹屑天然防腐剂稀释成 0.200 00、

0.100 00、0.050 00、0.025 00、0.012 50、0.006 25 g·mL−1

共 6种质量浓度，以无菌生理盐水作为空白对照，

重复滤纸片抑菌法，以出现抑菌圈的最小浓度为最

低抑菌浓度值[22−23]。

2    结果与分析

2.1    竹屑制备天然防腐剂的单因素试验

以 4种供试菌抑菌圈直径大小为指标，分析超

声功率、提取时间、液料比和提取温度对竹屑制备

天然防腐剂的影响（图 1），结果表明：当超声功率

为 300 W时，竹屑制备所得天然防腐剂对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉的抑

菌效果达到最大，抑菌圈直径分别为 8.75 mm、16.00

mm、11.75 mm和 7.25 mm。超声功率过大时，因空

化和机械作用过强，破坏了活性物质的稳定性，故

超声提取功率以 300 W为宜。

由图 1看出，随着提取时间的延长，提取物抑

菌活性呈现先上升后下降的趋势，当乙酸乙酯回流

提取时间为 2 h时 4种供试菌的抑菌圈直径同时达到

最大值。考虑此时活性物质已充分溶解，故随后的

抑菌活性不随提取时间增加而增加，说明合适的提

取时间为 2 h。

液料比从 10∶1提高到 20∶1，提取物抑菌活性

逐渐升高，对金黄色葡萄球菌形成的抑菌圈直径可

达 17.00 mm。继续增加液料比，其抑菌活性略有下

降，且乙酸乙酯溶液用量增加会使制备成本提高，

故确定最适宜的液料比为 20∶1。

提取物抑菌活性在 90℃ 时达到峰值，继续提高

温度，会加速抑菌活性成分的降解，导致提取物活

性降低。因此，回流提取温度以 90℃ 最佳。

进一步对在不同超声功率、提取时间、液料比

和提取温度条件下，竹屑天然防腐剂得率进行考

察。结果表明，最合适的天然防腐剂制备条件与抑

菌圈直径结果一致。在其他条件固定的情况下，竹

屑天然防腐剂的最佳制备条件为超声功率 300 W、提

取时间 2 h、液料比 20∶1和提取温度 90℃，所得产

物得率分别为 4.60%、4.76%、4.88%和 4.84%（图 2）。

在各单因素试验结果中，超声功率对竹屑天然防

腐剂得率影响最小，不同参数下提取物得率最小为
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图 1    超声功率、液料比、提取时间、提取温度对抑菌圈直径的影响

Fig. 1    Effects  of  extraction  ultrasonic  power,  solvent-to-substrate  ratio,  time,  and  temperature  on  microbial  inhibition  of
preservative
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4.06%、最大为 4.60%，故取固定超声功率 300 W进

行其他因素的响应面分析。

2.2    响应面法优化竹屑制备天然防腐剂工艺试验回

归模型的建立与方差分析

在单因素试验的基础上，选择提取温度（A）、

液料比（B）、提取时间（C）为影响因素，抑菌圈

直径（y）为评价指标，设计三因素三水平响应面分

析试验，结果见表 2。利用 Design-Expert 8.0.6软件

对试验数据进行回归分析（表 3），得到抑菌圈直径

对提取温度（A）、液料比（B）、提取时间（C）的

数学回归模型为：y=10.48−0.6A+0.11B+1.12C−0.53AB+

0.39AC+0.15BC−3.55A2−2.75B2−3.09C2。

对该模型进行方差分析可知，模型  P ＜0.000

1，表明回归模型高度显著。失拟项  P =0.145 5，表

明试验拟合度较好，可用此模型进行分析和预测。模

型的相关系数 r=0.995 9，校正决定系数 RAdj
2=0.981 3，

说明选用的模型与实际情况拟合较好、误差小，设

计合理可靠，能较好地反映出各因素与抑菌圈平均

直径之间的关系。各因素之间存在一定的交互作

用，其中 A、C、A2、B2、C2 呈极显著影响（P＜0.01），

AB 呈显著影响（P＜0.05），B、AC、BC 均呈不显

著影响。由此可知，各因素对抑菌圈平均直径的影

响不是简单的线性关系 [24]。由 F 值可知，在试验范

围内各因素对竹屑天然防腐剂抑菌效果的影响大小

依次为：C（提取时间）＞A（提取温度）＞B（液

料比）。

2.3    响应曲面图分析

在三因素之间两两交互作用的响应曲面图和等

高线图（图 3～5）中，响应面曲线走势越陡影响越

显著，曲线走势越平滑影响越小；等高线的形状圆

形或椭圆形反应的是交互效应的强弱程度，圆形代

表交互作用不显著，椭圆形则代表交互作用显著[25]。

由图 3～5可知，在各单因素试验设置的水平范围内

均存在极值，提取时间对抑菌圈平均直径的影响最

大，提取温度和液料比的交互作用显著（P＜0.05），

与方差分析结果一致。

2.4    提取工艺优化及验证试验

根据数学回归模型得到竹屑天然防腐剂的最佳

制备工艺条件为：提取温度 89℃、液料比 20∶1、提

取时间 2 h，在此工艺条件下，所获得的提取物对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉

的抑菌效果达到最大，理论抑菌圈平均直径可达

10.61 mm。在此条件下，确定提取功率 300 W，乙酸

乙酯回流提取 2次，进行 3次平行试验验证，得到

实际抑菌圈平均直径为（10.42±0.425）mm，与理论

预测值相近。此条件下，竹屑天然防腐剂得率为

（4.77±0.041）%。
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图 2    超声功率、液料比、提取时间、提取温度对竹屑天然防腐剂得率的影响

Fig. 2    Effects of extraction ultrasonic power, solvent-to-substrate ratio, time, and temperature on yield of preservative
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表 2    响应面试验设计组合及结果

Table 2    Design combinations and results of response surface test

试验号

Test number

A提取温度

Extraction
temperature/℃

B液料比

Solvent-to-substrate
ratio/（mL:g）

C提取时间

Extraction
time/h

抑菌圈直径 Inhibitory zone diameter/mm

大肠杆菌

E. coli
金黄色葡萄球菌

S. aureus
枯草芽孢杆菌

B. subtilis
黑曲霉

A. niger
平均值

Average

1 80 15∶1 2 3.75 6.79 2.50 3.21 4.06

2 100 15∶1 2 2.82 3.42 6.59 4.21 4.26

3 80 25∶1 2 4.24 7.41 5.38 3.58 5.15

4 100 25∶1 2 3.22 2.80 4.80 2.19 3.25

5 80 20∶1 1 3.50 8.56 1.88 2.70 4.16

6 100 20∶1 1 1.20 2.02 2.75 1.26 1.81

7 80 20∶1 3 4.58 8.96 3.02 3.76 5.08

8 100 20∶1 3 3.82 4.41 5.56 3.41 4.30

9 90 15∶1 1 2.52 3.86 4.00 2.42 3.20

10 90 25∶1 1 3.15 4.02 4.22 1.78 3.29

11 90 15∶1 3 5.49 6.54 6.78 3.92 5.68

12 90 25∶1 3 5.86 7.64 8.42 3.60 6.38

13 90 20∶1 2 8.75 16.02 10.51 7.25 10.63

14 90 20∶1 2 9.75 14.03 11.00 7.47 10.56

15 90 20∶1 2 7.75 14.98 10.03 7.01 9.94

16 90 20∶1 2 9.25 15.54 10.35 7.34 10.62

17 90 20∶1 2 9.15 16.40 9.90 7.21 10.67

 
表 3    响应面方差分析

Table 3    Variance analysis of response surfaces

差异来源

Source
平方和

Sun of quares
自由度

Degree of freedom
均方

Mean square
F值

F value
P值

P value

模型 Model 154.75 9 17.19 94.18 ＜0.000 1**

A-提取温度Extraction temperature 2.92 1 2.92 15.97 0.005 2**

B-液料比Solvent-to-substrate ratio 0.095 1 0.095 0.52 0.494 9

C-提取时间Extraction time 10.08 1 10.08 55.21 0.000 1**

AB 1.1 1 1.1 6.04 0.043 6*

AC 0.62 1 0.62 3.38 0.108 8

BC 0.093 1 0.093 0.51 0.498 4

A2
53.12 1 53.12 290.98 ＜0.000 1**

B2
31.89 1 31.89 174.67 ＜0.000 1**

C2
40.32 1 40.32 220.85 ＜0.000 1**

残差 Residual 1.28 7 0.18

失拟项 Lack of fit 0.9 3 0.3 3.2 0.145 5

纯误差 Pure error 0.38 4 0.094

总和 Total 156.03 16

注：*表示显著差异，P＜0.05；**表示极显著差异，P＜0.01。

Note: * P＜0.05, the difference is significant at 0.05 level; ** P＜0.01, the difference is significant at 0.01 level.
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图 3    提取温度与液料比的响应面和等高线分析

Fig. 3    Response surface diagram and contour lines between solvent-to-substrate ratio and temperature applied for extraction
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图 4    提取温度与提取时间的响应面和等高线分析

Fig. 4    Response surface diagram and contour lines between temperature and time applied for extraction
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图 5    液料比与提取时间的响应面和等高线分析

Fig. 5    Response surface diagram and contour lines between solvent-to-substrate ratio and time applied for extraction
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2.5    最低抑菌浓度值的测定

采用试管二倍稀释法结合滤纸片法测定最优工

艺所得竹屑天然防腐剂最低抑菌浓度值（表 4），结

果表明：大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌和黑曲霉均对竹屑制备的天然防腐剂敏感。其中，

金黄色葡萄球菌对提取物高度敏感，最低抑菌浓度

为 0.012 50 g·mL−1；大肠杆菌和枯草芽孢杆菌对竹屑

制备的天然防腐剂中度敏感，最低抑菌浓度分别为

0.025 00和 0.050 00 g·mL−1；黑曲霉对竹废弃物制备的

防腐剂敏感度较低，最低抑菌浓度为 0.100 00 g·mL−1。

3    讨论与结论

分别通过单因素试验和响应面优化试验得到竹

屑制备天然植物源防腐剂的最佳工艺条件为：采用

乙酸乙酯回流法，在超声功率 300  W、提取温度

89℃、液料比 20∶1、提取时间 2 h的工艺条件下，

所得提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽

孢杆菌和黑曲霉的抑菌效果最好，抑菌圈直径分别

为：9.33、15.67、10.00、6.67 mm，最低抑菌浓度分

别为：0.025 00、0.012 50、0.050 00、0.100 00 g·mL−1，

竹屑天然防腐剂得率为 4.77%。响应面方差分析表

明，回归方程拟合程度较高 [26]，所得最优参数组合

具可行性，能较准确模拟竹屑制备天然防腐剂的实

际情况。

抑菌试验结果表明，用竹屑制备的天然防腐剂

具有较宽的抑菌谱，对大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌和黑曲霉等 4种供试菌均具有不

同程度的抑菌作用，但其对真菌的抑菌效果明显弱

于细菌，这可能与两类菌结构及生理差异有关。革

兰氏阳性菌对制备所得天然防腐剂的敏感度高于革

兰氏阴性菌。竹提取物的化学成分主要包括黄酮及

其苷类、多糖类、氨基酸及其肽类、芳香成分以及

微量元素等 [27]。其中，黄酮类化合物对细菌的抑制

效果明显，抗菌活性可能与其可与细胞外可溶性蛋

白、细胞膜形成复合物，或通过抑制细胞内脱氢酶

的活性，从而抑制细菌细胞的新陈代谢有关，许多

亲脂类黄酮还可能破坏微生物的细胞膜[28−29]。

天然防腐剂因安全无毒、高效和抗菌范围广等

优势，逐步被应用于各食品生产领域 [30]。近年来开

发的天然防腐剂中，植物提取物类占较大比例，其

中以竹原料进行的抑菌研究多集中在竹叶、竹叶挥

发油和竹纤维提取物等方面 [31−33]，这些原料本身仍

可为造纸、香料、化妆品和饲料等行业所用，还存

在较高的经济价值。本研究以竹产业加工中产生的

竹废弃物通过乙酸乙酯回流法进行天然防腐剂的制

备，成本低廉且可以变废为宝，提取工艺简单可

行。本研究获得了对细菌和真菌等微生物都具备一

定抑菌效果的天然防腐剂，可为竹产业加工废弃物

的综合利用提供新思路、新途径，有助于减少环境

污染，也为天然植物源防腐剂的开发利用提供了依

据，但其活性成分及防腐机理还有待进一步研究。
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