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超临界CO2萃取辣根精油及其在酱油中的应用
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摘  要：采用超临界 CO2 萃取辣根精油，研究萃取压力、萃取温度和萃取时间对得率的影响，并利用正交试验优

化最适的萃取条件，将萃取的辣根精油进行最小抑菌浓度(minimal inhibitory concentration，MIC)和酱油中应用的

实验。结果表明：当萃取压力 25MPa、萃取温度 40℃、萃取时间 90min 时，辣根精油得率为 0.91%；辣根精油

对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的 MIC 均为 0.04μL/mL；与添加 1.0g/kg 苯甲酸钠相比，单独添加 0.04μL/mL 辣根精油

或同时添加 0.02μL/mL 辣根精油和 0.5g/kg 苯甲酸钠，均使酱油在 37℃条件下保藏 30d 品质良好，其中同时添加两

种物质的应用性更好。
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Abstract：Horseradish essential oil was extracted by supercritical CO2. The effects of extraction pressure, extraction
temperature and extraction time on extraction rate of essential oil were investigated. The optimal extraction conditions were
optimized by orthogonal tests. The minimal inhibitory concentration (MIC) of horseradish essential oil and its application in
soy sauce was determined. The results showed that the optimal extraction process parameters were extraction pressure of 25
MPa, extraction temperature of 40 ℃ and extraction time of 90 min. Under the optimal extraction process, the extraction rate of
horseradish essential oil was up to 0.91%. The MIC of horseradish essential oil against Escherichia coli and Bacillus subtilis were
0.04 μL/mL. Compared with 1.0 g/kg sodium benzoate, 0.04 μL/mL horseradish essential oil or 0.02 μL/mL horseradish essential
oil coupled with 0.5 g/kg sodium benzoate could remain good quality of soy sauce after 30 days storage at 37 ℃. The
simultaneous application of both antioxidants is better than their single applications.
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辣根(Armoracia lapathifolia)，又名山葵，为十字

花科辣根属多年生草本植物[1]，其肉质根主要用作香辛

料调味料食用。近年来研究发现，辣根的主要辛辣成

分是异硫氰酸酯类化合物[2]，约占干辣根的 1% 左右[3]并

以精油形式存在。这些独特的辛辣成分不仅具有抗氧化

及抑菌、杀菌[4-5]功能而且它还具有一定的抗癌效果。因

此具有深远的综合开发利用潜力。

精油传统的提取方法主要有水蒸气蒸馏法[2]和有机溶

剂浸提法[6]，但这些传统方法存在耗能大、收率低、溶

剂残留、热敏性和生物活性物质易被分解破坏等弱点，

而超临界 CO2 萃取法则克服了上述方法的不足[7]，因此

成为当今精油提取的首选技术[8]。但目前超临界方法萃

取辣根精油的报道并不多见。

酱油是我国传统的发酵调味品。为了延长产品的保

藏期，生产企业将酱油经过 80～90℃加热后再添加一定

量的食品防腐剂——苯甲酸钠。若苯甲酸钠添加不当或

过量使用，会对酱油食品安全造成不良影响。目前，

虽然国内外对辣根精油化学成分、理化性质及抑菌作用
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的研究报道较多[4,9-11]，但对其在酱油抑菌作用的研究却

鲜有报道。由于化学合成防腐剂的食品安全性问题，人

们越来越注重天然、安全防腐剂的研制与开发，因此

采用辣根精油部分或完全替代苯甲酸钠进行酱油保藏期

的研究意义重大。

因此，本实验旨在探讨超临界 CO2 萃取辣根精油提

取物的最佳工艺条件并对其杀菌、抑菌活性以及酱油

保藏期进行初步的研究，为辣根的综合利用提供参考

依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

辣根    市售；酱油     哈尔滨正阳河调味食品有限公

司；大肠杆菌(Escherichia coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)     东北农业大学食品学院。苯甲酸钠(食品级)
天津天一达化工有限公司；其余试剂均为国产分析纯

试 剂 。

1.2 仪器与设备

HA221-50-06型超临界萃取装置    南通市华安超临界

萃取有限公司；RT-02 型粉碎机    杭州汇尔仪器设备有

限公司；DHP-9162 电热恒温培养箱    上海齐欣科学仪器

有限公司；01J2003-04 型立式压力蒸汽灭菌锅    上海东

亚压力容器制造有限公司；麦氏比浊管    北京中西泰安

技术服务有限公司。

1.3 方法

1.3.1 超临界 CO2 萃取辣根精油

将辣根粉碎后过 40 目筛，称取 200g，加入少量 50
℃的水，翻拌以促进酶的分解作用，使挥发物尽量从

组织中释放出来。然后迅速装入萃取釜中，密封后进

行加热升温到一定温度。泵入 C O 2 气体，将萃取釜压

力升高到一定压力后，调节流量，进行辣根精油的萃

取。溶有辣根精油的流体在分离釜中进行 CO2 分离，萃

取结束后，从分离釜中放出萃取物。将萃取出的辣根

精油和25mL二乙胺标准液分别加入到250mL的具塞锥形

瓶中，加塞置于恒温水浴(25℃)中。1h 后以甲基红 - 溴
甲酚绿为指示剂，用盐酸标准溶液进行滴定[12]，计算萃

取物中异硫氰酸酯的相对含量，即为辣根精油的得率。

1.3.2 单因素试验

萃取压力对得率的影响：在萃取温度 3 5℃、萃取

时间为 60min 条件下，测定萃取压力 15、20、25、30、
35 MP a 对得率的影响；萃取温度对得率的影响：在萃

取压力 25MPa、萃取时间 60min 条件下，测定萃取温

度 2 5、3 0、3 5、4 0、4 5℃对得率的影响；萃取时间

对得率的影响：在萃取压力 25MPa、萃取温度 40℃条

件下，测定萃取时间 20、40、60、80、100min 对得

率的影响。

1.3.3 正交试验设计

在进行辣根精油萃取时，首先确定萃取压力、萃

取温度、萃取时间 3 个因素，并采用 L 9(34)正交试验进

行工艺条件优化，以辣根精油得率为指标，确定最佳

工艺条件，因素水平见表 1 。

水平
因素

A 萃取压力 /MPa B 萃取温度 /℃ C 萃取时间 /min
1 23 38 70
2 25 40 80
3 27 42 90

表 1 辣根精油萃取最佳工艺条件正交试验因素水平表

Table 1   Factors and levels of orthogonal tests

1.3.4 辣根精油最小抑菌浓度( m i n i m a l  i n h i b i t o r y
concentration，MIC)的确定

菌悬液的制备：将培养 6～8h 待测菌培养物用生理

盐水稀释校正浊度至 0.5 麦氏比浊管[13]，再用生理盐水

经过 10 倍稀释法稀释后备用。

MIC 的确定：向 1mL 营养肉汤培养基中加入一定浓

度的辣根精油稀释液，将每管逐次进行 2 倍稀释，再

加入 1mL 菌悬液，最终使每管的辣根精油质量浓度分

别为 0.64、0.32、0.16、0.08、0.04、0.02、0.01μL/mL，
同时做阳性空白和阴性空白。将试管于 37℃恒温培养箱

培养 24h，用肉眼观察试管的浑浊情况，无浑浊试管所

对应的辣根精油的最低质量浓度为辣根精油的 MIC。

1.3.5 辣根精油在酱油防腐中的应用

按比例将辣根精油和苯甲酸钠添加到经过 90℃杀菌

的酱油中(表 2)，同时做空白对照，并向上述酱油中添

加大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的混合菌液，将酱油在 37℃
条件下保藏 30d，测定初始(0d)、15d 和 30d 时的菌落

总 数 。

序号 辣根精油和苯甲酸钠的添加量

1# 空白

2# 苯甲酸钠 1.0g/kg
3# 辣根精油 0.04μL/mL
4# 辣根精油 0.02μL/mL、苯甲酸钠 0.5g/kg

表 2 辣根精油和苯甲酸钠的添加量

Table 2   Addition amount of horseradish essential oil and sodium
benzoate

1.3.6 辣根精油得率计算

                
                ———× (C1V1 －C2V2)                                    1000

辣根精油得率 /% ＝—————————————× 100
                                                    W

99.15
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式中：C1 为乙二胺标准溶液浓度 /(mol/L)；C2 为盐

酸标准溶液浓度 /(mol/L)；V1 为乙二胺标准溶液加入体

积 /mL；V 2 为滴定时所消耗的盐酸标准溶液体积 /mL；

99.15 为 1mol 烯丙基异硫氰酸酯质量 /g；W 为取样量。

1.3.7 酱油中菌落总数测定

按 GB/T 4789.2 — 2010《食品微生物学检验：菌落

总数测定》的方法测定。

2 结果与分析

2.1 萃取压力对得率的影响

图 1 表明，随着萃取压力的升高得率逐渐增加，当

萃取压力由 15MPa 升至 25MPa 时，得率提高 0.38%；

而萃取压力由 25MPa 到 35MPa 时，得率仅提高 0.06%。

可见萃取压力对得率有明显影响，但是二者不呈线性相

关，流体 C O 2 不能无限溶解辣根精油，因此不能无限

地提高萃取压力。

2.2 萃取温度对得率的影响

图 2 表明，随着温度的升高得率逐渐增加，当温

度升高到 40℃时，得率达到最大为 0.73%，随着温度的

继续升高，得率开始下降。这可能因为随着温度的升

高，精油分子的热运动加快，增加了其在流体 C O 2 中

的溶解能力，但温度的升高也使流体 C O 2 分子间距增

加，分子间作用力减小，溶解能力降低。这二者同时

作用影响得率。

2.3 萃取时间对得率的影响

图 3 表明，随着萃取时间的延长得率增加。萃取

时间为 20～80min，得率与萃取时间几乎呈线性。萃取

8 0 mi n 后，得率变化不明显。

2.4 最佳工艺条件优化

选用 L 9(34)进行正交试验，考察萃取压力、温度、

时间对辣根精油得率的影响，确定超临界 CO2 萃取辣根

精油的最佳条件，结果见表 3 。

试验号 A B C 得率 /%
1 1 1 1 0.58
2 1 2 2 0.65
3 1 3 3 0.69
4 2 1 2 0.88
5 2 2 3 0.91
6 2 3 1 0.79
7 3 1 3 0.71
8 3 2 1 0.63
9 3 3 2 0.66
K1 1.92 2.17 2.00
K2 2.58 2.19 2.19
K3 2.00 2.14 2.31

K1/3 0.64 0.72 0.67
K2/3 0.86 0.73 0.73
K3/3 0.67 0.71 0.77

R 0.22 0.02 0.10

表 3 超临界 CO 2 萃取辣根精油正交试验设计及结果

Table 3   Design and results of orthogonal tests for supercritical CO2

extraction of horseradish essential oil

根据表 3 正交试验得到具有辣根特殊辛辣味的淡黄

色油状液体。极差分析说明，3 种因素对辣根精油得率

的影响程度依次为：A ＞ C ＞ B，即萃取压力＞萃取时

图 1 萃取压力对得率的影响

Fig.1   Effect of extraction pressure on extraction rate of horseradish
essential oil
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图 2 萃取温度对得率的影响

Fig.2   Effect of extraction temperature on extraction rate of
horseradish essential oil
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图 3 萃取时间对得率的影响

Fig.3   Effect of extraction time on extraction rate of horseradish
essential oil
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间＞萃取温度，其中萃取压力对超临界 CO2 萃取辣根精

油的影响最大。正交设计直观分析结果显示，最佳萃

取条件为A2B2C3，即萃取压力 25MPa、萃取温度 40℃、萃

取时间 9 0 m i n，在此工艺条件下，辣根精油得率为

0.91%。

2.5 辣根精油 MIC 的确定

利用大肠杆菌、枯草芽孢杆菌检验辣根精油的抑菌

效果，从实验结果可以看出(表 4)，当辣根精油质量浓

度为 0.02μL/mL 时，上述两种菌的试管均浑浊，当辣

根精油质量浓度达到 0.04μL/mL 时，两种菌的试管均透

明，阳性和阴性空白试管分别出现了浑浊与透明两种现

象，确定辣根精油对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌的 M I C
均为 0.04μL/mL，并可抑制菌数约为 105CFU/mL 大肠杆

菌和枯草芽孢杆菌的生长。

植物精油抑菌实验的报道很多[14-15]，将辣根精油熏

蒸后进行杀虫抑菌[16]的报道也有，但将其直接进行抑菌

的报道很少，那么从实验结果来看，辣根精油对革兰

氏阴性菌和革兰氏阳性菌均有较好的抑菌效果。

2.6 辣根精油在酱油防腐中的应用

指标 保藏时间 /d 1# 2# 3# 4#

0 2.0 × 106 2.0 × 106 2.0 × 106 2.0 × 106

菌落总数/
15 1.5 × 107 2.3 × 106 1.1 × 103 4.5 × 103

(CFU/mL)
30 2.9 × 109 1.7 × 106 1.3 × 103 4.3 × 103

表 5 辣根精油和苯甲酸钠对酱油的防腐效果

Table 5   Antiseptic effect of horseradish essential oil and sodium
benzoate in soy sauce

由表 5 可知，在酱油 3 0 d 的保藏实验中，随着时

间的延长，各组样品的菌落总数均有不同程度的变化，

其中 1# 样品的菌落总数缓慢增加了 3 个数量级，2# 样品

的菌落总数变化不明显，3#、4# 样品的菌落总数迅速降

低了 3 个数量级后不再明显变化。结果表明：辣根精油

与苯甲酸钠都具有较强的抑菌作用，但二者抑菌过程有

些差异，其中辣根精油具有明显杀菌能力，从而使酱

油的菌落总数迅速降低，而苯甲酸钠则作用相对缓慢。

因此单独添加辣根精油，即有快速抑菌作用。将辣根

精油与苯甲酸钠分别减半并同时添加，其抑菌效果也较

好。辣根精油的快速杀菌作用不仅可以迅速降低酱油中

的菌落总数，以减轻酱油加热灭菌初始残留微生物菌数

的负担，而且若将其与苯甲酸钠联合使用既可以减少苯

甲酸钠用量又能弥补苯甲酸钠抑菌作用缓慢的不足，因

此将辣根精油与苯甲酸钠联合用于酱油防腐则更有实际

应用的其合理性。

3 结  论

本实验通过正交试验优化了超临界 CO2 萃取辣根精

油最适的萃取条件，即萃取压力 2 5 MP a、温度 4 0℃、

时间 90min 时，得率为 0.91%。萃取出的辣根精油对大

肠杆菌和枯草芽孢杆菌的 MIC 均为 0.04μL/mL，具有良

好的抑菌效果。与添加 1.0g/kg 的苯甲酸钠相比，单独

添加 0.04μL/mL 辣根精油或同时添加 0.02μL/mL 辣根精

油和 0.5g/kg 苯甲酸钠，均使酱油在 37℃条件下保藏 30d
品质良好，其中同时添加两种物质的应用性更好。
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菌种
 辣根精油质量浓度 /(μL /mL) 阳性 阴性

0.64 0.32 0.16 0.08 0.04 0.02 0.01 空白 空白

大肠
－ － － － － ＋ ＋ ＋ －

杆菌

枯草芽
－ － － － － ＋ ＋ ＋ －

孢杆菌

表 4 辣根精油的 MIC
Table 4   MIC of horseradish essential oil

注：－表示菌管透明，＋表示菌管浑浊。


