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生物酶法提取铜藻中褐藻多酚的工艺优化 

孙露川阳, 任丹丹*, 王  帅, 吴  哲, 王思元, 王惜童 

(大连海洋大学食品科学与工程学院, 大连  116023) 

摘  要: 目的  优化生物酶法破壁提取铜藻中褐藻多酚方法, 提高褐藻多酚的提取率。方法  以铜藻为原料, 

生物酶法提取多酚, 通过单因素研究了纤维素酶添加量、酶解温度、酶解时间、酶解 pH 及底物浓度对多酚提

取效果的影响, 并采用正交试验优化提取工艺条件。结果  各因素对多酚得率的影响大小为: 酶解 pH>酶解

温度>酶添加量>酶解时间; 最佳酶解条件为: 液料比 25:1 (mL/g), 酶用量占铜藻粉末质量的 4%(酶活力为

6000 U), 酶解温度 55 ℃, 酶解时间 6 h, 酶解 pH 5.0。该条件下, 多酚得率达 14.74 mg GA/g。结论  与传统

提取工艺相比, 生物酶法更加绿色安全且提取效率升高, 可以更广泛的被应用于提取技术当中。 
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Optimization of extraction process of phlorotannins from Sargassum horneri 
by enzymatic hydrolysis 

SUN Lu-Chuan-Yang, REN Dan-Dan*, WANG Shuai, WU Zhe, WANG Si-Yuan, WANG Xi-Tong 

(College of Food Science and Engineering, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the method of extracting brown algal polyphenols from Sargassum horneri 

by enzymatic method, and improve the extraction rate of polyphenols from brown algae. Methods  The polyphenols 

were extracted from Sargassum horneri by enzymatic method. The effects of cellulase addition, enzymatic hydrolysis 

temperature, enzymatic hydrolysis time, enzymatic hydrolysis pH and substrate concentration on the extraction of 

polyphenols were studied by single factor tests. The orthogonal test was used to optimize the extraction process 

conditions. Results  The effects of various factors on the yield of polyphenols were as follows: enzymatic 

pH>enzymatic temperature>enzyme addition>enzymatic time. The optimal enzymatic conditions were as follows: 

liquid to material ratio was 25:1 (mL/g), the amount of enzyme accounted for 4% of the quality of copperalga powder 

(enzyme activity: 6000 U), the enzymatic hydrolysis temperature was 55 ℃, the enzymatic hydrolysis time was 6 h, 

and the enzymatic hydrolysis pH was 5.0. Under this condition, the polyphenol yield was 14.74 mg GA/g. 

Conclusion  Compared with the traditional extraction process, the biological enzymatic method is more green and 

safe, and the extraction efficiency is higher, which can be widely used in the extraction technology. 

KEY WORDS: Sargassum horneri; phlorotannins; enzymatic hydrolysis; extraction process1 
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1  引  言 

铜藻是一种大型海洋褐藻, 马尾藻属中的一种。褐藻

多酚是从褐中提取出来的一类酚类化合物, 是间苯三酚的

衍生物。褐藻多酚具有抗氧化[13]、抑菌[46]、抗凝血[7,8]、

抗炎[911]、抗肿瘤[1214]、抗糖尿病并发症[1517]、抗艾滋病

毒[18]等广泛生物活性。欧盟已批准昆布褐藻多酚为新资源

食品, 可在使用限量内作为膳食补充剂使用。铜藻作为海

洋褐藻的一种, 在医疗、食药等方面具有较大的开发潜力。

褐藻多酚存在不同的类型且具有不同的聚合度, 它们的化

学组分变化很大。研究者认为, 藻类细胞中存在的褐藻多

酚物质可与细胞壁的不同成分形成复合物, 如海藻酸[19]。

因此, 如何高效地提取其有效成分一直是该领域的重点与

难点。 

生物酶提取被认为是一种绿色技术, 利用酶水解过

程来帮助化合物更好地释放到提取溶剂中[20,21]。并有研究

者表明, 在植物和藻类中, 生物酶通过水解细胞壁相关组

织成分使细胞内物质溶出从而提高了化合物的提取率[22]。

因此, 本研究以辽宁大连海域采集的铜藻为原料, 采用纤

维素酶法提取铜藻中的多酚物质, 通过单因素及正交试验, 

优化工艺条件, 以期为褐藻多酚化合物的工业化生产和深

度开发利用提供可行依据。 

2  材料与方法 

2.1  原料与试剂 

铜藻(Sargassum horneri)采自辽宁大连黑石礁海域。 

纤维素酶(绿色木霉)(50 U/mg, 上海蓝季有限公司); 

沒食子酸(99.9%, 天津光复精细化工研究所); 福林酚(1 

mol/L, 北京索莱宝科技有限公司)。 

2.2  仪器与设备 

LAMBDA750 紫外-可见分光光度计(美国 PerkinElmer 

Singapore 公司); HR21M 台式高速离心机(湖南赫西仪器装

备有限公司); LG-1.0 型真空冷冻干燥试验机(沈阳新阳速

冻设备制造有限公司); SHZ-D(III)循环水式多用真空泵(河

南予华仪器有限公司); RE52CS 旋转蒸发仪(上海亚荣生化

仪器厂); AL204 电子天平(上海梅特勒-托利多仪器有限公

司); FE20 PLUS 实验室 PH 计(上海梅特勒-托利多仪器有

限公司); SHZ-B 水浴恒温振荡器(上海龙跃仪器设备有限公

司); FW135 中草药粉碎机(天津市泰斯特仪器有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  铜藻中褐藻多酚的提取 

将采集后的铜藻用清水清洗去沙粒等杂质, 于冷冻

干燥机中冷冻干燥, 经粉碎机粉碎得到铜藻粉末作为实验

原料, 于干燥、避光处保存。准确称取一定量铜藻粉末于

锥形瓶中, 一定料液比下于恒温水浴振荡器内经纤维素酶酶

解后, 高温 10 min 灭酶活后离心、抽虑去除残渣, 清液定容。 

2.3.2  铜藻中总多酚的测定 

根据 Chew 等[23]方法稍作修改。取定容后清液 0.2 mL

于 10 mL 内, 然后加入 0.1 mL 福林酚试剂, 等 2~3 min 后

加入 2% Na2CO3 2 mL, 用蒸馏水定容 5 mL, 在 25 ℃反应

30 min 后,于 760 nm 测量吸光值。根据标准曲线计算铜藻

多酚含量。  

铜藻中褐藻多酚含量(以没食子酸的量计,mg/g)=aV/w 

式中: a 为提取液中多酚浓度, g/L; V 为提取液体积, mL ; w

为铜藻的称样量, g 。 

2.3.3  单因素实验 

(1) 酶添加量对多酚含量的影响 

准确称取铜藻粉末 3 g, 在液料比为 25:1 (mL/g), 酶

解时间 4 h, 酶解 pH 5.0, 酶解温度为 50 ℃的条件下, 做平

行实验 3 次, 探讨酶添加量(质量百分比为 2%、3%、4%、

5%、6%)对铜藻多酚得率的影响。 

(2) 酶解温度对多酚含量的影响 

准确称取铜藻粉末 3 g, 在液料比为 25:1 (mL/g), 酶

添加量为 5%, 酶解 pH 5.0, 酶解时间 4 h 的条件下, 做平

行实验 3 次, 探讨酶解温度(20、30、40、50、60 ℃)对铜

藻多酚得率的影响。 

(3) 酶解时间对多酚含量的影响 

准确称取铜藻粉末 3 g, 在液料比为 25:1 (mL/g), 酶

添加量为 5 %, 酶解 pH 5.0, 酶解温度 50 ℃的条件下, 做

平行实验 3 次, 探讨酶解时间(3、5、7、9、11 h)对铜藻多

酚得率的影响。 

(4) 酶解 pH 对多酚含量的影响 

准确称取铜藻粉末 3 g, 在液料比为 25:1 (mL/g), 酶

添加量 5%, 酶解时间 4 h, 酶解温度为 50 ℃的条件下, 做

平行实验 3 次, 探讨酶解 pH(4.0、4.5、5.0、5.5、6.0)对铜

藻多酚得率的影响。 

2.3.4  正交试验 

根据单因素实验结果, 选取酶添加量、酶解温度、酶

解时间、酶解 pH 作为实验因素, 采用 L9(3
4), 做 4 因素 3

水平实验。通过对各组样品多酚得率的测定, 选出最佳工

艺条件。实验因素和水平设计见表 1。 

 
表 1  正交实验因素和水平 

Table 1  Orthogonal experiment factors and levels 

水平 
A B C D 

酶添加量/% 酶解温度/℃ 酶解时间/h 酶解 pH 值

1 3 45 4 4.5 

2 4 50 5 5.0 

3 5 55 6 5.5 
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3  结果与分析 

3.1  沒食子酸标准曲线 

沒食子酸标准曲线如图 1 所示, 以吸光度为纵坐标, 

以标准溶液浓度为横坐标, 绘制标准曲线, 得线性回归方

程 Y=0.0382X+0.0935 (r2=0.9992)。结果表明, 沒食子酸浓

度在 0.001~0.010 mg/mL 范围内线性关系良好。 

 

 
 

图 1  没食子酸标准曲线 

Fig.1  Gallic acid standard curve 
 

3.2  单因素实验结果及讨论 

3.2.1  酶添加量(与铜藻粉末质量的百分比)对多酚得率的影响 

酶添加量对铜藻多酚得率的影响如图 2。由图 2 可知, 

随着酶添加量的增加, 多酚含量也逐渐升高, 酶添加量到

达 4%时, 多酚含量达到最高, 当再增加酶添加量时并没有

显著变化。从图 2 可以看出, 随着酶添加量的增大, 多酚含

量逐渐增加, 但当酶添加量增加到一定程度时, 多酚含量增

加缓慢, 几乎保持不变, 可能由于铜藻溶出物达到饱和。总体

来看, 酶添加量对多酚含量具有一定影响, 但影响不大。考虑

到成本及提取率, 本实验选择 3%、4%、5%进行正交实验。 

 

 
 

图 2  酶添加量对多酚得率的影响 

Fig.2  Effect of enzyme addition amount on polyphenol yields (n=3) 
 

3.2.2  酶解温度对多酚得率的影响 

酶解温度对铜藻多酚得率的影响如图 3。由图 3 可知, 

20~50 ℃, 随着酶解温度的上升, 多酚含量逐渐上升且上

升趋势显著, 50 ℃时多酚含量达到最高。50~60 ℃, 多酚含

量略微下降。从图 3 可以看出, 随着温度的上升, 多酚含

量显著上升, 说明了温度对多酚提取的影响较大。随着温

度的升高, 纤维素酶活力随之上升导致多酚含量上升; 但

当温度过高时, 纤维素酶活力受到抑制, 使多酚含量呈下

降趋势。因此, 本实验选择 45、50、55 ℃进行正交实验。 

 

 
 

图 3  酶解温度对多酚含量的影响 

Fig.3  Effect of temperature on polyphenol yields (n=3) 
 

3.2.3  酶解时间对多酚得率的影响 

酶解时间对铜藻多酚得率的影响如图 4。由图 4 可知, 

随着酶解时间的增加, 多酚含量逐渐上升, 酶解时间为 5 h 时

多酚含量达到最高。7 h 后, 多酚含量略有下降。多酚含量随

酶解时间的增加而上升, 纤维素酶水解细胞壁的纤维素, 使

铜藻内多酚物质逐渐溶出。但达到一定时间后, 多酚含量变

化缓慢, 趋于平缓不再上升。考虑到时间过长可能会导致多

酚物质丧失或变性, 因此本实验选择 4、5、6 h 进行正交实验。 
 

 
 

图 4  酶解温度对多酚含量的影响 

Fig.4  Effect of temperature on polyphenol yields (n=3) 
 

3.2.4  酶解 pH 对多酚得率的影响 

酶解 pH 对铜藻多酚得率的影响如图 5。由图 5 可知, 

在 pH=4.0~5.0 之间, 多酚含量随着 pH 的增加而逐渐上升, 

pH=5.0 时, 多酚含量达到最高。当 pH>5.0 时, 多酚含量随

着 pH 的增加而逐渐下降。从图 5 可以看出, 酶解 pH 对多

酚含量影响较大。纤维素酶的最适 pH 一般在 4.5~6.5。当

纤维素酶在最适 pH 条件下, 酶活较高, 多酚含量最高。当
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pH 继续增大时, 铜藻中的氧化酶活力逐渐增高, 氧化酶可

以将酚类化合物氧化成醌类化合物同时还能抑制纤维素霉

的 活 性 , 从 而 使 得 多 酚 含 量 降 低 。 因 此 , 本 实 验 选 择

pH=4.5、5.0、5.5 进行正交实验。 
 

 
 

图 5  酶解温度对多酚含量的影响 

Fig.5  Effect of pH on polyphenol yields (n=3) 
 

3.3  正交试验结果与讨论 

正交试验结果见表 2。根据表 2 极差分析 R 的大小, 决

定影响因素次序。各因素对铜藻多酚得率影响大小顺序为: 

D>B>C>A, 即酶解 pH>酶解温度>酶解时间>酶添加量。在

正交试验中, 最佳提取方案为 A2B3C3D2。即酶添加量 4%、

酶解温度 55 ℃、酶解时间 6 h、酶解 pH=5.0。而我们选取

的理论最佳提取方案为 A2B2C1D2, 即酶添加量 4%、酶解

温度 50 ℃、酶解时间 4 h、酶解 pH=5.0, 在正交试验中没

有出现过此组合, 故进行验证试验。 
 

表 2  L9(3
4)正交试验表 

Table 2  Orthogonal test table 

试验号 
A B C D 

总酚含量 
/(mg GA/g)酶添加量

/% 
酶解温度

/℃ 
酶解时间/h 酶解 pH 

1 3 45 4 4.5 12.98 

2 3 50 5 5.5 13.63 

3 3 55 6 5 13.76 

4 4 45 5 5.5 13.49 

5 4 50 6 4.5 13.66 

6 4 55 4 5 14.36 

7 5 45 6 5 14.21 

8 5 50 4 5.5 11.33 

9 5 55 5 4.5 14.06 

K1' 13.46 13.56 12.89 13.57 

K2' 13.84 12.87 13.73 14.07 

K3' 13.20 14.06 13.88 12.86 

R 0.64 1.19 0.99 1.21 

主次顺序 D>B>C>A 

最优组合 A2B3C3D2 

按理论最佳组合条件 A2B3C3D2 进行提取, 测得多酚

得率, 以验证理论最佳方案可行。由表 3 可知, 理论组值

要大于正交实验组值, 多酚得率为 14.74 mg GA/g。因此, 

提取铜藻多酚的最佳工艺条件为 A2B3C3D2, 即酶添加量

4%、酶解温度 55 ℃、酶解时间 6 h、酶解 pH 5.0。在此条

件下, 提取的多酚得率为 14.74 mg GA/g。 

 
表 3  最优实验组合的确立 

Table 3  Results of the optimized groups 

实验组 

A B C D 
总酚含量

/(mg GA/g)酶添加

量/% 
酶解温度

/℃ 

酶解 

时间/h 
酶解 pH 

A2B3C3D2 4 55 6 5 14.74 

A2B2C1D2 4 50 4 5 14.53 

 
通过单因素实验和正交试验考察了酶解体系中各因

素对多酚提取率的影响。酶解 pH 和酶解温度是影响多酚

得率的主要因素。优化后的酶解体系为液料比 25:1 (mL/g), 

酶用量占铜藻粉末质量的 4%, 酶解温度 55 ℃, 酶解时间  

6 h, 酶解 pH 5.0。该条件下, 多酚得率达 14.74 mg GA/g。 

4  结论与讨论 

近年来, 研究者们研究了不同提取方法对褐藻多酚

得率的影响。詹冬梅等[24]采用高温下水提法提取铜藻多酚, 

在 121 ℃, 固液比 1:25(g/mL)的条件下提取 15 min, 经过 

95%的乙醇沉淀旋转蒸发去除乙醇后, Folin-Denis 法测得

褐藻多酚含量为(1.34±0.02) mg/g。许亚如[25]采用有机溶剂

法提取铜藻多酚, 向铜藻粉末中以料液比 1:10 (g/mL)加入

80%丙酮, 充分浸泡混匀提取 10 min, 福林酚法测得褐藻

多酚含量为 666.28 mg GA/100 g。与水提法相比, 有机溶

剂法提取的褐藻多酚得率较高, 但有机溶剂使用量大将导

致污染严重且提取后对样品的进一步处理较复杂等缺点仍

值得进一步的探索与研究。王育信等[26]采用超声辅助法提

取铜藻多酚, 在乙醇体积分数为 55%, 液固比为 42:1 (mL/g), 

超声提取 58 min; 2-4, 二甲氧基苯甲醛比色法(DMBA 法)测

得褐藻多酚含量为(25.16±0.34) mg/100 g。Luo 等[27]同样采

用超声辅助法, 但使用甲醇/氯仿(2:1, V:V)混合溶液, 在固

液比 1:5(g/mL)条件下 , 黑暗条件下超声辅助提取 2 h, 

Folin-Ciocalteau 法测的褐藻多酚含量为(12.25±0.69) mg 

GA/g。与传统有机溶剂法相比,超声波提取可以增加分子运

动的频率和速度, 从而使有效成分更好的溶出, 提高了多

酚得率。但超声波辅助法成本较高, 不适合工业化生产。 

与传统有机溶剂法及超声辅助提取法相比较, 生物

酶法更为绿色安全。生物酶水解从而破坏细胞壁, 使需要

的化合物更好的溶出, 增加了与试剂接触与反应的程度, 

明显的提高了多酚的提取率。同时还缩短了提取时间, 减
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少了提取成本。本文通过单因素和正交试验探讨了酶法提

取铜藻多酚的提取工艺 , 得到了较高的褐藻多酚提取率

14.74 mg GA/g。这为褐藻多酚的工业化提取了及应用拓展

提供了理论基础。总的来说, 生物酶法具有很大发展前景, 

其研究价值也值得肯定; 但由于不同海藻细胞壁成分的不

同及对目标化合物的需求不同, 如何有针对性的选择最适

宜的生物水解酶仍值得进一步研究与探索。 
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“食品化学与营养”专题征稿函 
 
 

食品中成分相当复杂, 有些成分是动、植物体内原有的; 有些是在加工过程、储藏期间新产生的; 有些是人为添加

的; 有些是原料生产、加工或储藏期间所污染的; 还有的是包装材料带来的。食品营养是指人体从食品中所能获得的满

足自身生理需要的必要的生物学过程, 而食品营养学是研究食物、营养与人体生长发育和健康的关系以及提高食品营养

价值的措施。食品化学就是从化学的角度和分子水平上研究食品中化学成分的结构、理化性质、营养作用、安全性及可

享受性, 以及各种成分在食品生产、食品加工和储藏期间的变化及其对食品营养性、享受性和安全性影响的科学, 为改

善食品品质、开发食品新资源、革新食品加工工艺和储运技术、科学调整膳食结构、改进食品包装、加强食品质量与安

全控制及提高食品原料加工和综合利用水平奠定理论基础。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品化学与营养”专题, 由天津科技大学食品工程与生物技术学院院长 张民 教授 担任

专题主编, 围绕 食品中的营养成分、微量及添加成分、生理活性成分及以上各成分在食品加工、储藏过程中的次生物质

的分离与分析, 食品加工、储藏和运销过程对食品化学成分的影响, 营养与膳食平衡、能量平衡、疾病防治的关系, 食品

的营养素强化与功能性食品等方面或您认为本领域有意义的问题进行论述, 计划在 2019 年 7 月份出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊主编 吴永宁 研究员 及专题主编 张民 教授 特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一

步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2019 年 5 月 20 日前通过网站或 E-mail 投稿。

我们将快速处理并优先发表。 

 

谢谢您的参与与支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(请选择食品化学与营养专题) 

E-mail: jfoodsq@126.com(请注明食品化学与营养专题文章) 
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