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响应面法优化酶辅助提取羊栖菜多酚工艺及其 

抗氧化性研究 

刘  楠 1, 曾  帅 1, 孙  永 1, 牟伟丽 2, 周德庆 1* 

(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所, 青岛  266071; 2. 山东汇洋集团, 蓬莱  265600) 

摘  要: 目的   采用响应面法优化酶辅助提取羊栖菜多酚, 以提高多酚的提取量。方法  选取酶解温度、酶

解 pH、酶解时间和复合酶比例(中性蛋白酶量 :纤维素酶量)作为影响因子 , 在单因素实验的基础上应用

Box-Benhnken 中心组合试验设计原理进行 4 因素 3 水平的响应面分析, 以羊栖菜多酚的提取量为响应值, 优

化酶辅助提取羊栖菜多酚的工艺参数, 并对提取的羊栖菜多酚进行抗氧化测定。结果  最佳酶解条件为: 温度

46 ℃, pH 5.5, 时间 46 min, 复合酶比例为 15:1(其中纤维素酶添加量为 6 mg/g), 在此条件下, 羊栖菜多酚的提

取量为 9.31 mg/g, 与预测值 9.3189 mg/g基本一致, 表明该模型与实际情况拟合较好。羊栖菜多酚的总还原力

与维生素 C相当, 且可以清除 80%以上的 DPPH。结论  通过响应面法优化提高了羊栖菜多酚的提取率, 提取

的羊栖菜多酚具有较强的抗氧化能力。 
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Optimization of enzyme assisted extraction of polyphenols from Sargassum 
fusiforme by response surface methodology and its antioxidant capacity 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the enzyme assisted extraction of polyphenols from Sargassum fusiforme by 

response surface methodology (RSM), so as to improve the extraction amount of polyphenols. Methods   The 

enzymolysis temperature, pH, time and composite enzyme ratio (neutral protein enzyme amount: cellulose enzyme 

amount) were selected as influencing factors, the Box-Benhnken design center combination method of 4 factors with 

3 levels experimental design was applied to optimize enzyme assisted extraction conditions of Sargassum fusiforme 

polyphenols based on the results of single factor experiments using the extraction yield as response value, and then 

the antioxidant activities of polyphenols were evaluated. Results  The optimum conditions of enzyme assisted 

extraction method were as follows: enzymolysis temperature was 46 , enzymolysis pH ℃ was 5.5, enzymolysis time 
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was 46 min, and composite enzyme ratio was 15:1 (cellulose enzyme amount was 6 mg/g). Under these conditions, 

the extraction amount of polyphenols from Sargassum fusiforme was up to 9.31 mg/g, which was highly consistent 

with the predictive value of 9.3189 mg/g, so the model fitted well with actual situation. The reducing power of the 

polyphenols of Sargassum fusiforme was almost same as vitamin C, and more than 80% of the DPPH radical could be 

scavenged. Conclusion  The extraction yield of polyphenols from Sargassum fusiforme has been optimized and 

improved, and the polyphenols has strong antioxidant capacity. 

KEY WORDS: Sargassum fusiforme; polyphenols; enzyme assisted extraction; response surface methodology; 

antioxidant capacity 

 
 

1  引  言 

羊栖菜(Sargassum fusiforme), 属褐藻门 , 俗称玉海

草、鹿角尖等。羊栖菜在我国分布广泛, 其中以浙江沿海

最多。羊栖菜中含有褐藻酸、多酚类化合物、甘露醇、褐

藻多糖硫酸酯、维生素、碘、β-胡萝卜素和牛磺酸等活性

物质, 具有多种功能[1-4], 在日本被称为“长寿菜”。 

由于多酚广泛的生物学功能受到人们的重视[5-9], 且

随着人类对海洋生物资源开发利用的提高, 人们的注意力

开始从葡萄多酚、茶多酚等陆地多酚逐渐延伸到海洋中的

褐藻多酚[10-13]。羊栖菜多酚是一类重要的褐藻多酚, 具有

显著的抗氧化[14-17]、抗衰老[18]和抗肿瘤作用[19], 作为天然

的抗氧化剂广泛应用于医药、化妆品和保健食品等领域。 

羊栖菜多酚是泡内的次级代谢产物, 主要的结构为

间苯三酚衍生物及部分连苯三酚衍生物。由于提取方法的

差 异 , 提 取 得 到 的 羊 栖菜 多 酚 约 占藻 体 干 重 的

1%~10%[20]。目前应用较多的提取方法是酶、超声波、微

波等辅助提取法[21-26], 较单一的有机溶剂提取极大提高了

多酚的提取率。其中, 酶辅助提取法由于其反应条件温和、

快速、专一性强, 可有效提取多酚且保持多酚的活性, 受到

了人们的广泛关注。 

羊栖菜中含有 3.0%~23.9%的粗纤维、5.5%~15.4%的

粗蛋白, 因此在本研究中选用纤维素酶和中性蛋白酶对羊

栖菜多酚进行辅助提取。本研究采用响应面法设计 4因素

3 水平的试验, 优化酶辅助提取羊栖菜的多酚工艺, 对提

取得到的羊栖菜多酚通过总还原力和 DPPH自由基清除能

力评价其抗氧化性, 以期为羊栖菜多酚的提取和应用提供

数据参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

羊栖菜(Sargassum fusiforme), 购于浙江省温州市;  

Folin-Ciocalteau 试剂(上海蓝季科技发展有限公司); 乙

醇、没食子酸、碳酸钠(国药基团化学试剂有限公司, 分析纯); 

中性蛋白酶、纤维素酶(宁夏和氏璧生物技术有限公司)。 

2.2  仪器与设备 

HW·SY21-K 恒温水浴锅(北京长风仪器仪表公司); 

KQ-300VDE 电子天平(北京赛多利斯科学仪器有限公司); 

T6 新悦-可见分光光度计(北京普析通用仪器有限公司); 

RE-52AA 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); TYS-200 高

速多功能粉碎机 (浙江省永康市红太阳机电有限公司 ); 

STARTER 3100 PH计(奥豪斯仪器有限公司); Milli-Q超纯

水系统(美国 Millipore公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  羊栖菜多酚提取条件的优化 

将新鲜羊栖菜洗净后, 在自然条件下风干, 然后经粉

碎机粉碎再过 40目筛, 获得的粉末存放于 4 ℃冰箱备用。

准确称取 1.000 g羊栖菜粉于带塞三角瓶中, 在 50 mL的磷

酸缓冲液体系中加入一定量的复合酶(纤维素酶和蛋白酶), 

调节复合酶的质量比(1:1、5:1、10:1、15:1、20:1和 25:1), 

在一定的温度下(40、45、50、55和 60 ℃), 调节 pH(5.0、

5.5、6.0、6.5、7.0 和 7.5)酶解一定的时间(30 、45、60、

75 和 90 min)。酶解结束后用浓度为 40%的乙醇溶液以

1 55 g/mL∶ 料液比(m:V)在 70 ℃下水浴 4.0 h, 浸提 2次, 

合并 2次浸提液, 旋蒸后定容至 200 mL, 摇匀后测定羊栖

菜多酚的含量 [27]。根据单因素试验结果 , 采用

Design-Expert 8.0.6 软件中的 Box-Behnken 方法设计试验, 

选取酶解温度(A)、酶解 pH (B)、酶解时间(C)和复合酶比

例(D)4 个因素, 以羊栖菜多酚的提取量为响应值, 设计 4

因素 3水平响应面试验, 响应面各分析因素和水平见表 1。 

2.3.2  羊栖菜多酚含量的测定 

采用福林酚比色法测定羊栖菜多酚的含量[28], 根据

标准曲线方程计算样品中羊栖菜多酚的浓度。按式(1)计算

羊栖菜多酚的提取量:  

 X＝(c×V)/(1000×M) (1) 

式中: X 为羊栖菜多酚的提取量(mg/g); c 为提取液中羊栖
菜多酚浓度(μg/mL); V 为提取液定容体积(mL); M 为羊栖
菜质量(g)。 

2.3.3  总还原能力的测定 

将提取得到的羊栖菜多酚和维生素 C 配成系列浓度
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为 20、40、60、80 μg/mL的样品溶液, 取各浓度样品溶液

1 mL 分别加入试管中, 然后依次加入 1 mL 浓度为 0.2 

mol/L pH 6.6的 PBS、1 mL 1%铁氰化钾, 在 50 ℃下水浴

20 min, 迅速冷却后, 加入 1 mL 浓度为 10%的三氯乙酸, 

0.2 mL 0.1%氯化铁, 轻微震荡混匀 10 min后在 700 nm波

长处测吸光值。吸光值越大, 表示总还原能力越强。 

 
表 1  羊栖菜多酚提取条件的响应面试验因素水平 

Table 1  Variables and levels of response surface design of 
Sargassum fusiforme 

因素 
水平  

-1 0 1 

A酶解温度/℃ 40 45 50 

B酶解 pH 5.0 5.5 6.0 

C酶解时间/min 30 45 60 

D复合酶比例 10:1 15:1 20:1 

 
 

2.3.4  DPPH 自由基清除能力的测定 

将提取得到的羊栖菜多酚和维生素 C 配成系列浓度

为 5、10、20、30、40和 50 μg/mL的样品溶液, 取各浓度

样品溶液 2 mL分别置于试管中, 加入 0.1 mmol/L无水乙

醇配制的 DPPH溶液 2 mL, 轻微震荡混匀, 在室温下暗处

静置 30 min。在 517 nm波长处测吸光值。空白组为 2 mL

样品液加入 2 mL无水乙醇, 对照组为 2 mL蒸馏水加入 2 

mL DPPH溶液, 根据公式(2)计算自由基清除率。 

 自由基清除率(%)＝[1－(A 样品－A 空白)/A 对照] ×100%  (2) 

2.4  数据分析 

应用 SPSS17.0 统计软件进行统计分析, P<0.05 则表

示差异具有统计学意义。 

3  结果与分析 

3.1  酶辅助提取羊栖菜总多酚单因素试验结果与分析 

羊栖菜中含有 3.0%~23.9%的粗纤维、5.5%~15.4%的

粗蛋白, 因此在多酚的提取中采用纤维素酶和中性蛋白酶

进行辅助提取, 以提高羊栖菜中多酚的提取量。首先确定

提取过程中纤维素酶的加入量, 然后调节复合酶比例。如

图 1a所示, 随着在纤维素酶添加量的增加, 羊栖菜多酚的

提取量逐渐升高, 在添加 6 mg 后再增加纤维素酶的加入

量多酚的提取量开始下降, 因此确定羊栖菜多酚提取中加

入的纤维素酶的添加量为 6 mg, 并在此基础上调节复合酶

比例。从图 1b中可知, 随着复合酶中中性蛋白酶添加量的

增加, 羊栖菜多酚提取量同样呈现先增多后减少的趋势。

当复合酶比例在 10:1~20:1 时 , 即中性蛋白酶添加量为

60~120 mg 时, 多酚的提取量较高, 可作为响应面设计中

进一步探讨的条件。 

控制复合酶比例为 15:1(中性蛋白酶 90 mg/g, 纤维素

酶 6 mg/g)、pH 5.0、反应时间 30 min的条件下, 考察提取

温度 40~60 ℃对羊栖菜多酚提取量的影响。由图 1c可知, 

随着提取温度的升高羊栖菜多酚的提取量增加, 但是当酶

解温度超过 45 ℃时羊栖菜多酚量开始下降, 可能随着温

度的进一步升高酶活下降和变性的情况。因此在其他条件

固定的情况下, 确定最佳提取温度为 45 ℃。 

在其他条件不变, 提取温度 45 ℃时考察 pH 5.0~7.5

对羊栖菜多酚酶辅助提取的影响。结果如图 1d可知, pH在

5.0~6.0 时, 羊栖菜多酚的提取量较高, 而且此范围也是中

性蛋白酶和纤维素酶的适宜温度重合区, 因此在响应面的

实验设计中进一步探讨。 

固定其他条件不变, 考察酶解时间 30~105 min 对羊

栖菜多酚提取量的影响。由图 1e可知, 随着酶解时间的延

长羊栖菜多酚的提取量逐渐增加, 在酶解时间达到 45 min

时, 提取率达到最高, 且随着酶解反应时间的延长多酚的

提取量不再升高, 考虑经济方面的因素, 确定最佳的提取

时间为 45 min。 
 
 

 
 
 

 
 

图 1  纤维素酶添加量(a)、复合酶比例(b)、酶解温度(c)、酶解

pH(d)和酶解时间(e)对羊栖菜多酚提取量的影响(n=5) 

Fig. 1  Effects of cellulose enzyme addition amount (a), composite 
enzyme ratio (b), enzymolysis temperature (c), enzymolysis pH (d) 
and enzymolysis time (e) on the extraction content of Sargassum 

fusiforme polyphenols (n=5) 
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续图 1  纤维素酶添加量(a)、复合酶比例(b)、酶解温度(c)、酶

解 pH(d)和酶解时间(e)对羊栖菜多酚提取量的影响(n=5) 

Fig. 1  Effects of cellulose enzyme addition amount (a), composite 
enzyme ratio (b), enzymolysis temperature (c), enzymolysis pH (d) 
and enzymolysis time (e) on the extraction content of Sargassum 

fusiforme polyphenols (n=5) 

 
3.2  酶辅助提取羊栖菜多酚响应面试验结果与分析 

在单因素试验的基础上, 以羊栖菜多酚为响应值, 根

据 Box-Behnken 响应面原理, 设计响应面试验。响应面试

验设计及结果见表 2。 

运用 Design Expert 8.0.6 软件对表 2实验结果进行多

元回归拟合, 得到羊栖菜多酚提取量(Y)对自变量酶解温度

(A)、酶解 pH(B)、酶解时间(C)和复合酶比例(D)二次多项

回归方程为: Y=+9.31+ 0.069A-0.040B+5.833×10-3C-0.013D+ 

0.052AB+0.017AC+0.098AD-0.16BC+0.078BD-0.050CD-0.2
5A2-0.23B2-0.15C2-0.30D2。 

表 2  响应面试验设计及结果 
Table 2  Design and results of response surface test 

试验号 A/℃ B C/min D Y/(mg/g)

1 50 5.5 30 15 8.89 

2 45 6.0 60 15 8.80 

3 45 5.5 45 15 9.33 

4 45 5.5 45 15 9.27 

5 40 5.0 45 15 8.94 

6 40 5.5 45 20 8.65 

7 45 5.5 45 15 9.33 

8 45 5.5 60 20 8.74 

9 45 6.0 45 20 8.69 

10 40 6.0 45 15 8.77 

11 45 5.5 60 10 9.12 

12 45 5.5 45 15 9.33 

13 45 5.0 45 20 8.69 

14 45 5.0 45 10 8.92 

15 45 6.0 45 10 8.61 

16 45 5.5 30 10 8.97 

17 45 5.0 60 15 9.14 

18 50 5.5 45 10 8.69 

19 40 5.5 30 15 8.87 

20 50 5.50 45 15 8.88 

21 45 6.0 30 15 9.08 

22 45 5.5 30 20 8.79 

23 45 5.0 30 15 8.78 

24 40 5.5 60 15 8.78 

25 45 5.5 45 15 9.30 

26 50 6.0 60 15 8.87 

27 50 6.0 45 15 8.92 

28 50 5.5 45 20 9.16 

29 40 5.5 45 10 8.57 

注: “A”表示酶解温度; “B”表示酶解 pH; “C”表示酶解时间; “D”表

示复合酶比例; “Y”表示羊栖菜多酚提取量 

 
根据响应面分析建立的数学模型, 得到酶辅助法提

取羊栖菜多酚的最佳工艺条件是: 酶解温度 45.62 ℃, 酶

解 pH 5.44, 酶解时间 46.36 min, 复合酶比例 14.88:1, 此时 
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表 3  回归模型方差分析表 
Table 3  Variance analysis table of regression model 

方差 

来源 
平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 1.26 14 0.090 4.74 0.0031

A- 酶解 

B- 温度 
0.057 1 0.057 3.02 0.1042

B-酶解 pH 0.019 1 0.019 1.01 0.3320

C-酶解 

时间 
4.083×10﹣4 1 4.083×10-4 0.021 0.8856

D-复合酶 

比例 
2.133×10﹣3 1 2.133×10-3 0.11 0.7426

AB 0.011 1 0.011 0.58 0.4590

AC 1.225×10﹣3 1 1.225×10-3 0.064 0.8033

AD 0.038 1 0.038 2.00 0.1792

BC 0.10 1 0.10 5.39 0.0359

BD 0.024 1 0.024 1.26 0.2799

CD 1.000×10﹣2 1 1.000×10-2 0.53 0.4803

A2 0.42 1 0.42 22.00 0.0003

B2 0.33 1 0.33 17.30 0.0010

C2 0.14 1 0.14 7.57 0.0156

D2 0.59 1 0.59 31.25 ＜0.0001

残差 0.27 14 0.019   

失拟项 0.26 10 0.026 35.57 0.0017

纯误差 2.880×10-3 4 7.200×10﹣4   

总误差 1.53 28    

 

提取量为 9.3189 mg/g。经验证试验表明, 当酶解温度为

46 ℃, 酶解 pH 5.5, 酶解时间 46 min, 复合酶比例 15:1时, 

得到羊栖菜多酚提取量为 9.31 mg/g, 与预测值非常接近, 

表明所建模型拟合较好, 可较准确预测多酚的提取量。 

由表 3和图 2可知, 回归模型相关系数 r2＝0.8257, 表

明该模型拟合度较好。该模型的 P 值小于 0.05, 表明回归

模型显著, 在所选取的各因素水平范围内, 根据表 3 中 F
值的大小可以判断各因素对酶辅助提取羊栖菜总多酚影响

的强弱顺序为: 酶解时间＞复合酶比例＞酶解 pH＞酶解

温度。 

3.3  羊栖菜多酚的抗氧化能力 

提取得到的羊栖菜多酚的抗氧化能力由总还原力和

清除 DPPH 自由基的能力进行测定。由图 3 可知, 羊栖菜

多酚的总还原力与质量浓度呈正比例增长关系, 随着其质

量浓度的增加总还原力逐渐上升, 且与提取得到的羊栖菜

多酚总还原力与维生素 C的相当(P>0.05)。由图 4可知, 羊

栖菜多酚清除 DPPH自由基的能力同样也与质量浓度呈正

比关系, 随着浓度的升高其清除 DPPH 自由基的能力逐渐

增加, 且其清除 DPPH自由基的能力与维生素 C没有显著

差别(P>0.05)。当羊栖菜多酚浓度达到 50 mg/L时, 其自由

基的清除率达可达到 80%以上, 较溶剂提取法有效地提高

了其抗氧化能力[29]。 

4  结  论 

随着我国对海洋资源开发的深入开展, 海洋活性物

质尤其是海洋多酚的开发与利用成为研究的热点。通过响

应面法对酶辅助提取羊栖菜总多酚的工艺参数进行优化, 

结果表明回归模型具有显著性, 方程对试验拟合较好, 可

以对羊栖菜总多酚提取量进行很好的分析和预测。影响酶

辅助提取羊栖菜多酚的各因素强弱排序为: 酶解时间、复

合酶比例、酶解 pH和酶解温度。最佳酶解工艺条件为: 复

合酶比例 15:1, 酶解温度 46 ℃, 酶解 pH 5.5, 酶解时间 46 

min。在此条件下, 得到羊栖菜多酚提取量为 9.31 mg/g, 与 

      
 

a 酶解温度和酶解 pH 
 

图 2  各因素交互作用对羊栖菜多酚提取量的影响 

Fig. 2  Effects of various factors interaction on the extraction yield of Sargassum fusiforme polyphenols 
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b 酶解温度和酶解时间 

 

     
c 酶解温度和复合酶比例 

     
d 酶解 pH 和酶解时间 

 

续图 2  各因素交互作用对羊栖菜多酚提取量的影响 

Fig. 2  Effects of various factors interaction on the extraction yield of Sargassum fusiforme polyphenols 
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e 酶解 pH 和复合酶比例 

     
f 酶解时间和复合酶比例 

 
续图 2  各因素交互作用对羊栖菜多酚提取量的影响 

Fig. 2  Effects of various factors interaction on the extraction yield of Sargassum fusiforme polyphenols 
 

 
 

图 3  羊栖菜多酚和维生素 C 的总还原力比较(n=5) 

Fig. 3  Comparison of the total reducing power of Sargassum 
fusiforme polyphenols and vitamin C (n=5) 

 
 

图 4  羊栖菜多酚和维生素C清除DPPH自由基的能力比较(n=5) 

Fig. 4  Comparison of the DPPH radical scavenging capacity of 
Sargassum fusiforme polyphenols and vitamin C (n=5) 
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预测值 9.3189 mg/g 一致, 且得到的羊栖菜多酚具有较强

的抗氧化能力, 其总还原力和 DPPH 自由基的清除能力与

维生素 C相当。酶辅助提取法有效地提高了羊栖菜多酚的

提取量和提取产物的抗氧化能力, 具有提取率高、操作简

单和有机溶剂残留等优点, 具有广泛的应用前景, 有效地

解决了传统工艺的弊端, 具有良好的发展前景。 
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