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响应面分析法优化酶提取甜茶茶多酚工艺

程雅芳 1，杨 洋 1，温富雄 1，袁经权 2，缪剑华 2 ,*
(1.广西大学生命科学与技术学院，广西 南宁      530004；2.广西药用植物园，广西 南宁      530023)

摘   要：利用响应面分析法对复合酶辅助提取甜茶中的茶多酚的工艺进行优化。在单因素试验基础上选取因素与水

平，根据中心组合的试验设计原理和响应面分析法，分析各个因素的显著性和交互作用，结果确定甜茶中的茶多

酚的提取最佳工艺条件为：复合酶是由纤维素酶和果胶酶以 3:4 的比例混合而成；在 45℃的水浴条件下，加酶量

为 0.6%(m/m)、pH4.95、酶解时间 47.76min、料液比 1:23.58(g/mL)，酶解后的原料用体积分数 40% 的乙醇溶液、

料液比 1:28(g/mL)、温度 70℃回流提取 70min 的条件下，茶多酚提取量可达 133.2mg/g。
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the optimal extraction conditions of enzyme-assisted were enzyme dosage of 0.6%, hydrolysis temperature of 45 ℃, extraction pH

of 4.95, extraction time of 47.76 min, and solid-liquid ratio of 1:23.58. The ethanol extraction conditions were ethanol concen-

tration of 40% (V/V), extraction time of 70 min, extraction temperature of 70  ℃ and solid-liquid radio of 1:28. Under the optimal

extraction conditions, the yield of tea polyphenols was 133.2 mg/g.
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广西大瑶山甜茶属蔷薇科甜茶(Rubus suavissimus S．
Lee，Sweet tea)，又名甜叶悬钩子，为悬沟子属多年

生有刺灌木。性凉，味甘、平，有清热、润肺利咽、

祛痰止咳之功效。分布于我国南方地区，主产广西。甜

茶的主要成分有甜茶素、黄酮、茶多酚等，具有消除

自由基、抗氧化等生物活性，在抑菌、抗病毒、抑制

肿瘤、防治心血管疾病等方面具有良好功效[ 1 -4 ]。目前

国内对甜茶茶多酚的提取常用的方法有水提法、水提碱

转法[5-6]，本实验采用复合酶(纤维素酶 + 果胶酶)辅助乙

醇提取法提取茶多酚，以响应面分析法优化甜茶茶多酚

的提取工艺。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

甜茶叶采自于广西金秀县，烘干粉碎备用。

纤维素酶(1000U/g)、果胶酶(10000U/g)、木瓜蛋白

酶(295900U/g)     南宁市基亚实验用品公司；没食子酸标

准品(＞ 98%)、福林酚试剂    南宁恒因生物科技有限公

司；乙醇、碳酸氢钠等均为分析纯。

UV-1240 型紫外 - 可见分光光度计    日本岛津公司；

H H - 4 型数显恒温水浴锅    国华电器有限公司；

D8023CTL-K4型格兰仕微波炉       佛山市格兰仕微波炉电

器有限公司；VCX130 型超声波仪       美国 Sonics & Mate-
rials 公司；电热恒温干燥箱    上海跃进医疗器械厂。

1.2 方法

1.2.1 茶多酚含量的测定
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准确称取没食子酸标准品 100mg，置 100mL 容量瓶

中，以去离子水溶解，定容后得到没食子酸标准溶液。

准确吸取没食子酸溶液 0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0mL
分别置 100mL 容量瓶中，分别以水定容至刻度，摇匀，

使其质量浓度分别为 0、10、20、30、40、50μg/mL
的没食子酸；分别取 6 种没食子酸各 1mL 移到试管，分

别加入 5mL 的福林酚试剂，摇匀，反应 3～8min，加

入 4.0mL 质量分数 75g/L 的碳酸钠溶液，摇匀，室温静

置 60min；在波长 765nm 处测定吸光度[7]。以没食子酸

含量( y )和吸光度进行线性回归，得标准曲线方程：

y ＝ 0.0737x － 0.0008，R2 ＝ 0.9995

1.2.2 甜茶茶多酚提取工艺

工艺流程：干燥的甜茶叶→粉碎过筛→分别考察 4
种提取方法→定容→按照标准曲线的测定方法，测定样

品中茶多酚的含量。

                                               样品中茶多酚的含量
茶多酚提取量 /(mg/g)＝————————————

                                             提取用甜茶干粉的质量

分别用乙醇回流提取法、超声波辅助乙醇提取法、

微波辅助乙醇提取法、酶辅助乙醇提取法[8-16]比较 4 种方

法的提取量，筛选出最优的提取方法。

1.2.3 响应面分析法优化酶辅助乙醇提取甜茶茶多酚

工艺

考察复合酶辅助乙醇提取方法，采用单因素分析方

法对酶的种类、复合酶的用量、乙醇回流时间、酶解

时间、酶解温度、酶解 p H 值、酶解时液料比等影响

因素进行分析，确定单个因素的最优提取条件。利用单

因素显著性分析，确定单因素影响因子较高的 4 个单因

素，进一步设计中心组合 CCD 实验。即考察复合酶(纤
维素酶 + 果胶酶)用量、酶解 pH 值、酶解时间和料液比

4 因素，每个因素取 3 个水平见表 1，以提取量为考察

指标，每次作 3 个平行实验，优选出最佳提取条件。

因素
水平

－ 1 0 1
X1 酶用量/%(m/m) 0.5 0.7 0.9

X2 pH 4.5 5.0 5.5
X3 酶解时间/min 40 45 50
X4 料液比(g/mL) 1:15 1:20 1:25

表 1   酶辅助乙醇提取甜茶茶多酚工艺响应面分析试验设计表

Table 1   Factors and levels of RSM design for optimizing enzyme-
assisted ethanol extraction of polyphenols

2 结果与分析

2.1 4 种提取工艺对甜茶多酚提取的影响

按照 1.2.2 节的工艺流程，通过单因素和正交试验，

考察乙醇回流法、超声波辅助乙醇提取法、微波辅助

乙醇提取法和酶辅助乙醇回流提取法对茶多酚提取量的

影响，提取量结果见表 2 。

提取方法
乙醇回 超声波辅助 微波辅助 酶辅助

流提取 乙醇提取 乙醇提取 乙醇提取

提取量 /(mg/g) 111.38 109.87 114.91 118.00

表 2 4 种提取方法对茶多酚提取量的比较

Table 2   Comparison of four methods on the extraction rate of
polyphenols

表 2 表明，复合酶辅助提取法对甜茶茶多酚的提取

量最高。

2.2 复合酶的筛选

分别考察纤维素酶(Type 1)、纤维素酶与果胶酶合

成复合酶(Type 2)、纤维素酶与果胶酶及木瓜蛋白酶的

复合酶(Type 3)、果胶酶(Type 4)、木瓜蛋白酶(Type 5)
这 5 种不同组成的酶解体系对茶多酚提取量的影响。结

果如图 1 所示，茶多酚提取量最高的为 Type 2，即纤

维素酶与果胶酶结合。

2.3 纤维素酶用量对茶多酚提取量的影响

图 1   酶种类的变化对茶多酚提取量的影响

Fig.1   Effect of enzyme on the extraction rate of polyphenols
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图 2 纤维素酶用量对茶多酚提取量的影响

Fig.2   Effect of cellulase content on the extraction rate of polyphenols
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按照 1.2.2 节工艺流程，分别在 0.5g 甜茶干粉中加

入 1、2、3、4、5 m g 的纤维素酶，即酶与甜茶干粉

的质量比为 2、4、6、8、10mg/g，结果如图 2 所示，

在一定量的范围内，随着纤维素酶的用量的增大，酶

与底物作用的机会逐渐增多，酶的催化效率亦逐渐升

高，茶多酚提取量逐步提高，当纤维素酶用量增大到

3mg 时提取量达到最大值；之后再增大酶用量，提取量

反而下降。可能的原因是酶量过高，底物浓度不能对

酶达到饱和，致使酶的作用受到抑制。

2.4 复合酶中果胶酶用量对茶多酚提取量的影响

固定每组先加入 0.6% 纤维素酶后，依次加入 1、2、
3、4、5 m g 果胶酶，即酶与甜茶干粉的质量比为 2、
4、6、8、1 0 m g / g，按照 1 . 2 . 2 节工艺流程，考察复

合酶中果胶酶用量对茶多酚提取量的影响。由图 3 可

知，在一定量的范围内，复合酶中随着果胶酶的用量

的增大，酶与底物作用的机会逐渐增多，酶的催化效

率亦逐渐升高，茶多酚提取量逐步提高，当果胶酶用

量增大到 4 mg 时提取量达到最大值；之后再增大酶用

量，提取量反而下降。可能的原因是果胶酶量过高，

底物浓度不能对酶达到饱和，致使酶的作用受到抑制，

而且茶多酚是蛋白质的天然吸附剂，两者结合会形成聚

合沉淀物，从而降低产物得量。

2.5 酶解后回流提取时间对茶多酚提取量的影响

酶解条件保持不变，只改变酶解后乙醇回流提取时

间，考察酶解后回流提取时间对茶多酚提取量的影响，

结果如图 4 所示，随着酶解后回流时间的增大，茶多酚

提取量增高，继续延长回流时间，茶多酚的提取量反

而减少，这是因为茶多酚在高温条件下不稳定，主要

是发生聚合和氧化反应，形成复杂聚合物，会引起茶

多酚结构变化，导致茶多酚提取量降低。因此最佳的

酶解后回流时间为 90min。
2.6 酶解时间对茶多酚提取量的影响

考察酶解时间(15、30、45、60、75min)在其他

酶解因素保持不变的情况下对茶多酚提取量的影响。由

图 5 得知，随着酶解时间的延长茶多酚提取量增高，当

酶解时间为 45min 时，茶多酚提取量达到最高值。延长

酶解时间对茶多酚提取量的提高意义不大，因此，选

择最佳的酶解时间为 45min。

2.7  pH 值对茶多酚提取量的影响

考察酶解时 pH 值(4、4 .5、5、5 .5、6)在其他酶

解条件保持不变的情况下，对茶多酚提取量的影响。因

为每种酶都有最适的 pH 值，对最适 pH 值的小范围偏

离，虽然酶没有变性，但会导致酶活性部位的基团粒

子发生改变，从而降低酶的活力；对最适合 pH 值偏离较

大时，会导致酶自身的变性。由图 6 可知，pH5.0 有利

图 3 复合酶中果胶酶用量对茶多酚提取量的影响

Fig.3   Effect of pectinase content on the extraction rate of polyphenols
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图 4 酶解后回流时间对茶多酚提取量的影响

Fig.4   Effect of refluxing time after hydrolysis on the extraction rate of
polyphenols
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图 5 酶解时间对茶多酚提取量的影响

Fig.5   Effect of hydrolysis time on the extraction rate of polyphenols
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图 6 pH 值对茶多酚提取量的影响

Fig.6   Effect of pH on the extraction rate of polyphenols
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于复合酶发挥最大活力，破坏细胞壁，降低传质阻力，

从而有利于茶多酚的提取；pH 值过高或过低都不利于

酶解作用，说明微酸性环境有利于酶的作用。故将最

佳提取 pH 确定为 5.0。
2.8 酶解温度对茶多酚提取量的影响

在保持其他酶解条件不变的前提下，考察酶解温度

(40、45、50、55、60℃)对茶多酚提取量的影响。结果

由图 7 可知，温度升高，茶多酚提取量随之升高，45℃
时复合酶发挥最大活性和稳定性，最大程度地使细胞壁

裂解，此温度下的茶多酚提取量最高；继续升高温度，

酶蛋白质变性，酶活力减弱，因而得量下降。因此，

选取酶解的最适温度为 45℃。

2.9 酶解时的液料比对茶多酚提取量的影响

在保持其他酶解条件不变的前提下，考察酶解时料

液比[(1:10、1:20、1:30、1:40、1:50(g/mL)]对茶多酚提

取量的影响。由图 8 可知，随着提取溶剂量的增大，与

有效成分的接触机会增多，茶多酚提取量增高，当料液

比为 1:20g/mL 时，茶多酚提取量达至最大，从降低能

耗的角度考虑，增大提取溶剂的量对茶多酚提取的意义

不大，因此，本试验选用 1:20(g/mL)为最佳料液比。

2.10 响应面分析法优化甜茶茶多酚酶解工艺条件

利用软件 Design Expert 7.0.0 采用中心组合设计方法

(CCD)对酶水解过程进行条件优化，结果见表 3。

试验 X1 酶用
X2 pH

X3 时间 / X4 料液比 茶多酚提取量 茶多酚提取量实

号 量 /% min (g/mL) 预测值/(mg/g) 际值/(mg/g)
1 0.7 4.5 40 1:45 116.5 115.6
2 0.7 4.5 40 1:45 111.5 112.4
3 0.5 5.5 40 1:45 113.8 115.0
4 0.5 5.5 40 1:45 113.1 113.0
5 0.5 4.5 50 1:45 121.8 122.5
6 0.9 4.5 50 1:45 111.3 110.2
7 0.9 5.5 50 1:45 120.8 121.1
8 0.9 5.5 50 1:45 114.5 114.0
9 0.7 4.5 40 1:55 122.0 124.2

10 0.7 4.5 40 1:55 114.6 113.5
11 0.9 5.5 40 1:55 117.1 117.4
12 0.5 5.5 40 1:55 113.9 114.9
13 0.5 4.5 50 1:55 128.0 127.2
14 0.9 4.5 50 1:55 114.9 115.4
15 0.9 5.5 50 1:55 124.8 125.6
16 0.7 5.5 50 1:55 115.9 116.0
17 0.7 5 45 1:50 116.4 115.0
18 0.5 5 45 1:50 102.6 103.2
19 0.5 4 45 1:50 112.6 112.8
20 0.7 6 45 1:50 110.9 109.9
21 0.9 5 35 1:50 118.4 117.2
22 0.5 5 55 1:50 125.8 126.2
23 0.9 5 45 1:40 121.7 122.0
24 0.9 5 45 1:60 128.7 127.6
25 0.7 5 45 1:50 131.3 132.0
26 0.7 5 45 1:50 131.3 131.7
27 0.5 5 45 1:50 131.3 131.6
28 0.7 5 45 1:50 131.3 131.5
29 0.7 5 45 1:50 131.3 130.5
30 0.7 5 45 1:50 131.3 130.3

表 3 CCD 试验设计及结果

Table 3   Design and results of CCD tests

通过表 3 对模型进行多元回归拟合，获得甜茶茶多

酚得率对编码自变量——酶用量、p H 值、酶解时间、

酶解温度的二次多项回归方程：

Y＝－635.49＋19590.99X1＋183.884X2＋8.6462X3＋

4.0274X4 ＋ 1055.0X1X2 － 140.763X1X3 － 61.875X1X4 ＋

0.163X2X3 － 0.222X2X4 － 0.0063X3X4 － 1.358 × 106X12 －

19.497X22 － 0.091X32 － 0.0605X42

从该模型的方差分析可见，本试验所选用的二次多

项模型具有高度的显著性(P 模型<0.0001)，失拟项在α＝

0.05 水平上不显著(P ＝ 0.0661 ＞ 0.05)，其校正决定系数

(RAdj2)为 0.9766，表明此模型拟合度好，仅有约 2.3% 的

茶多酚得量总变异不能由此模型进行解释。

图 7 酶解温度对茶多酚提取量的影响

Fig.7   Effect of hydrolysis temperature on the extraction rate
of polyphenols
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图 8 酶解时的料液比对茶多酚提取量的影响

Fig.8   Effect of material-liquid ratio on the extraction rate
of polyphenols
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方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 1814.62 14 129.62 87.4 ＜ 0.0001 显著

A 284.42 1 284.42 191.79 ＜ 0.0001 显著

B 4.08 1 4.08 2.75 0.1178 不显著

C 80.89 1 80.89 54.54 ＜ 0.0001 显著

D 73.08 1 73.08 49.28 ＜ 0.0001 显著

AB 17.81 1 17.81 12.01 0.0035 不显著

AC 31.7 1 31.7 21.38 0.0003 不显著

AD 6.13 1 6.13 4.13 0.0602 不显著

BC 2.64 1 2.64 1.78 0.202 不显著

BD 4.93 1 4.93 3.32 0.0882 不显著

CD 0.4 1 0.4 0.27 0.6125 不显著

A2 809.62 1 809.62 545.94 ＜ 0.0001 显著

B2 651.62 1 651.62 439.4 ＜ 0.0001 显著

C2 143.43 1 143.43 96.72 ＜ 0.0001 显著

D2 62.67 1 62.67 42.26 ＜ 0.0001 显著

残差 22.24 15 1.48
失拟 19.83 10 1.98 4.11 0.0661 不显著

纯误差 2.41 5 0.48
总离差 1836.86 29

R2=0.9879；RAdj2=0.9766

表 4 回归方程模型的方差分析

Table 4   Analysis of variance for regression equation model

上述方程的回归系数显著性检验表明：在本试验设

计范围内，酶用量、酶解时间和酶解料液比 3 个因素对

茶多酚得率的线性效应显著；而酶用量和酶解时间两因

素的曲面效应显著，因此酶用量和酶解时间有明显交互

作 用 。

2.11 最佳酶解工艺条件的优化模型及其检验

a.酶用量和酶解 pH 值
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c.酶用量和酶解料液比
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f.酶解料液比和酶解时间

固定水平：酶用量 0.7%(g/g)；pH5；酶解时间 45min；料液比 1:20。
图 9 各两因素交互影响甜茶茶多酚提取量的响应面及等高线图

Fig.9   Response surface and contour plots for effect of cross-interaction
among two factors on the extraction rate of polyphenols

e.酶解料液比和酶解 pH 值

由图 9 可知，随着酶用量和酶解时间的增大，甜茶

多酚的提取量先快速提高后缓慢降低，适当的增大酶浓

度，增加酶解时间，可以一定程度提高茶多酚提取量。

酶用量、酶解时间是主要的影响甜茶多酚提取量的因素。

由回归模型来预测茶多酚得率最高时的酶解条件为

酶用量 0.6%、pH4.95、时间 47.76min、料液比 1:23.58
(g/mL)，按照该条件进行酶解验证实验，黄酮提取量预

测值 133.18mg/g。6 次平行实验所得黄酮提取量实测值

平均为 133.05mg/g。实测值与预测值基本一致，证明应

用响应曲面法优化的酶解辅助乙醇回流提取甜茶茶多酚

工艺是稳定且可行的。

3 结  论

采用中心组合设计及响应面分析，建立复合酶辅

助乙醇回流提取甜茶茶多酚提取的二次多项式数学模

型。经检验证明该模型是合理可靠的，能够较好地预

测甜茶茶多酚的提取量。利用模型的响应面及其等高

线，对影响茶多酚提取量的关键因素及其相互作用进行

探讨。复合酶辅助乙醇回流提取工艺的最佳条件为复合

酶中纤维素酶和果胶酶的比例为 3:4、加酶量 0.6%(g/g)、
pH4.95、酶解时间 47.76min、料液比 1:23.58(g/mL)，在

45℃的水浴条件下处理，再用体积分数 4 0 % 的乙醇，

1:28(g/mL)的料液比条件下，70℃回流提取 70min，茶多

酚提取量可达 133.2(mg/g)。
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