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　　摘要：以夏秋季产都匀毛尖为原料，利用响应面法对复合酶（纤维素酶和果胶酶）辅助提取毛尖茶中茶多酚的工
艺进行优化。首先采用单因素试验分析 ｐＨ值、料液比、提取温度、提取时间、酶用量５个因素对茶多酚提取率的影
响，筛选出影响茶多酚提取率显著的因素，结合响应面法优化提取工艺参数，并对各个因素的显著性和交互性进行分

析。结果显示毛尖茶中茶多酚的提取最佳工艺条件为：在 ６０℃的水浴条件下，ｐＨ值为５．５，酶解时间为７０ｍｉｎ时，茶
多酚的提取率可达２２．３９％。
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　　黔南地区茶叶资源丰富，都匀、贵定、瓮安等都是产茶大
县，茶叶是该地区主导产业之一，但忽视夏秋茶生产的现象尤

为突出。按照茶树１年萌发４轮新梢的生长规律，夏秋茶产
量要占全年总产量的６０％以上，若能很好利用夏秋茶资源，
对于提高茶叶生产整体效益，有效增加茶农收入，推动黔南州

茶叶产业健康发展，将发挥重要作用。茶叶中主要活性成分

有茶多酚、茶多糖、咖啡碱、茶氨酸等。茶多酚为茶叶中多酚

类的总称，其具有抗氧化、抗菌、抗癌等生理功能，对一些心血

管、肿瘤等疾病有一定的预防作用［１－２］，被广泛应用于药品、

食品及保健等行业［３－４］。据报道，当前国内外对茶多酚的需

求为２０００ｔ／年左右［５］，其市场价值达到十几亿元，极具开发

价值。目前对黔南地区夏秋低档绿茶的相关研究较少，若能

从中提取茶多酚并进行相关研究，对黔南夏秋茶叶的综合利

用具有极大意义。

目前，植物活性成分的提取方法种类较多（有机溶剂萃

取法、微波法、超声波法等），但各有优缺点［６－８］。本研究采用

酶技术提取茶多酚，酶具有专一性和高效性，只破坏细胞壁，

从而有利于细胞壁内的有效成分溶出。此法提取条件温和、

简单，克服活性成分结构被破坏的缺点，是一种安全、有效、无

污染的提取方法［９］。本试验拟采用复合酶法提取茶叶中茶

多酚，以茶多酚提取率为评价目标，从酶用量、时间、温度、ｐＨ
值等方面考察复合酶法提取茶多酚的效果，并优化提取工艺

条件，以期为次品茶叶或茶老叶的综合利用提供科学依据和

技术参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
都匀毛尖茶（夏秋茶）购于贵州都匀，烘干粉碎后，过４０

目筛，装袋，４℃保存备用。纤维素酶、果胶酶购自国药集团
化学试剂有限公司；９５％乙醇、硫酸亚铁、酒石酸钾钠、十二水
磷酸氢二钠、磷酸二氢钾等试剂均为分析纯，购自国药集团化

学试剂公司；复合酶溶液为等体积１ｍｇ／ｍＬ纤维素酶溶液和
１ｍｇ／ｍＬ果胶酶溶液混合而成。
１．２　仪器

ＴＵ－１９０１型双光束紫外 －可见分光光度计（北京普析
通用仪器有限责任公司）；ＨＨ－Ｓ２型数显恒温水浴锅（郑州
英峪予华仪器有限公司）；ＢＳ１２４Ｓ电子分析天平（赛多利斯）
ＰＨ值Ｓ－２Ｃ数字式酸度计（上海理达仪器）；优普超纯水器
（成都超纯水有限公司）；中草药高速粉碎机（北京科伟永兴

有限公司）

１．３　方法
１．３．１　茶多酚提取工艺流程　茶叶→干燥→粉碎→称质
量→酶法浸取→过滤→离心→上清液→定容检测→分析茶多
酚含量。

１．３．２　单因素试验　称取绿茶样品粉末１．００ｇ，分别就不同
温度（３５、４０、４５、５０、５５、６５℃），不同浸取时间（１５、３０、４５、６０、
７５、９０ｍｉｎ），不同酶用量（５０、１００、１５０、３００μＬ），不同 ｐＨ值
（５．０、５．５、６．０、６．５、７．０）和不同料液比（ｇ∶ｍＬ，１∶４０、
１∶６０、１∶８０、１∶１００、１∶１２０、１∶１４０）进行单因素试验，考察
上述各因素对茶多酚提取率的影响，从中选取对提取率影响

显著的因素进行后续优化试验。

１．３．３　响应面分析试验设计　在单因素试验基础上，选取
ｐＨ值、提取时间、提取温度３个因素为试验因素，以茶多酚提
取率为响应指标，采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法，利用
Ｄｅｓｉｇｎ－ＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件研究各因素间的交互作用及其对
茶多酚提取率的影响。试验设计见表１。
１．３．４　茶多酚提取率的测定　参考国家标准 ＧＢ／Ｔ８３１３—
２００２《茶　茶多酚测定》，采用酒石酸亚铁比色法测定，具体如
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表１　响应面分析因素与水平

水平编码 ｐＨ值 提取时间

（ｍｉｎ）
提取温度

（℃）

－１ ５．０ ６０ ５０
０ ５．５ ７５ ５５
１ ６．０ ９０ ６０

下：准确吸取茶多酚提取试液１ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中，加入
４ｍＬ水和５ｍＬ酒石酸亚铁，充分混匀，用 ｐＨ值为７．５的磷
酸盐缓冲液定容，放置约５ｍｉｎ，以试剂空白做参比，于波长
５４０ｎｍ测吸光度Ｄ；整个显色过程在３０ｍｉｎ内完成。茶多酚
提取率以茶叶质量分数表示，按下式计算：

茶多酚提取率 ＝［（Ｄ×１．９７５×２）／１０００］／［Ｖ１／（Ｖ２×
ｍ０×ｍ）］×１００％。
式中：Ｖ１为试液的总量（ｍＬ）；Ｖ２为测定时的用液量（ｍＬ）；ｍ０
为试样的质量（ｇ）；ｍ为试样干物质含量（％）；Ｄ为吸光度。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　酶用量对茶多酚提取率的影响　由图１可知，随着酶
用量的增加，茶多酚提取率呈上升趋势。在酶用量为１００μＬ
时，提取率达到最高值，之后提取率略有上升呈平缓趋势，即

酶用量达到饱和后，底物被水解的速率不再增加。因此，选用

酶用量为１００μＬ用于后续试验。

２．１．２　提取时间对茶多酚提取率的影响　由图２可知，随着
浸取时间的增加，毛尖茶的茶多酚提取率呈直线上升趋势。

在７５ｍｉｎ之后茶多酚提取率减缓略有下降，说明通过增加时
间无法增加茶多酚提取率；浸取时间过短导致茶多酚提取不

完全，时间过长可能导致提取出的茶多酚被氧化；同时茶叶中

的某些酚类、单宁及花色素是纤维素酶的天然抑制剂，如在溶

液中浓度过度积累会对酶解反应造成抑制［１０］，所以最佳提取

时间为７５ｍｉｎ，作为后续试验参数。
２．１．３　提取温度对茶多酚提取率的影响　由图３可知，随着
浸取温度的提高，毛尖茶中茶多酚的提取率呈上升趋势。在

浸取温度达到５５℃时，茶多酚提取率达到最大值，是该体系
的最佳反应温度。通过升高温度可以促进酶解作用，所以茶

多酚提取率在这一段时间内不断提高；但５５℃以后，提取率
明显开始下降，这是因为超过酶活性温度后，部分或者全部酶

失去活性，从而酶促反应受到抑制。

２．１．４　ｐＨ值对茶多酚提取率的影响　由图４可知，随着ｐＨ
值的增大，茶多酚提取率呈上升趋势。在ｐＨ值为５．５时，提

取率达到最高值，之后茶多酚提取率开始下降。与温度对茶

多酚提取率类似，酶活性受ｐＨ值影响较大，每种酶都有最适
ｐＨ值，当偏离最适值时，都会使酶蛋白活力降低或者变性。

２．１．５　料液比对茶多酚提取率的影响　由图５可知，随着料
液比的增加，茶多酚提取率呈上升趋势。这是因为提取溶剂

量的增大，可以提高茶叶粉末与水溶液间的茶多酚浓度差，更

有利于茶多酚向水溶液中扩散。在料液比为１ｇ∶１２０ｍＬ后
茶多酚溶出速率明显降低，继续增加溶剂会给后期提取过程

造成负担，不易浓缩；因此选料液比为 １ｇ∶１２０ｍＬ作为最
佳值。

２．２　响应面分析法确定重要因素的最佳水平
２．２．１　试验设计及结果　根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验方案设计
３因素３水平共１７个试验点进行响应面分析，试验安排及结
果见表２。
　　根据表２试验结果，以茶多酚提取率Ｙ为响应值，通过多
项式回归分析对试验数据进行回归拟合，建立回归模型，得方

程：Ｙ＝２３．８８－０．０９２Ａ＋０．１９Ｂ＋０．９４Ｃ－０．０６２ＡＢ＋
０．０７１ＡＣ－０．６３ＢＣ－１．５３Ａ２－０．８１Ｂ２－０．２６Ｃ２。
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表２　茶多酚提取的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

试验号 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：提取温度
（℃）

Ｙ：提取率
（％）

１ ５ ６０ ５５ ２１．３８２
２ ６ ６０ ５５ ２１．４８８
３ ５ ９０ ５５ ２１．６９９
４ ６ ９０ ５５ ２１．５５８
５ ５ ７５ ５０ ２１．３１２
６ ６ ７５ ５０ ２０．８１９
７ ５ ７５ ６０ ２３．２１４
８ ６ ７５ ６０ ２３．００３
９ ５．５ ６０ ５０ ２１．０３０
１０ ５．５ ９０ ５０ ２２．８６２
１１ ５．５ ６０ ６０ ２４．０２４
１２ ５．５ ９０ ６０ ２３．３２
１３ ５．５ ７５ ５５ ２４．０９５
１４ ５．５ ７５ ５５ ２４．３０６
１５ ５．５ ７５ ５５ ２３．８４８
１６ ５．５ ７５ ５５ ２３．２８４
１７ ５．５ ７５ ５５ ２３．８４８

式中：Ｙ为茶多酚提取率，Ａ、Ｂ和Ｃ分别为ｐＨ值、提取时间和
提取温度。

对模型方程进行方差分析得知（表３），Ｐ＝０．０００２表明
试验所选的模型极度显著；失拟项 Ｐ＝０．７６２１＞０．０５，表明
失拟项差异不显著，说明回归模型与试验数据拟合度较高；回

归模型决定系数Ｒ２＝０．９６８０，校正决定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝０．９２６９，

表明实测值与预测值高度相关，回归模型与实测值能够较好

地拟合。模型方程的一次项 Ｃ影响极显著（Ｐ＜０．０１）；二次
项Ａ２、Ｂ２影响均显著（Ｐ＜０．０５）；交互项 ＡＢ、ＡＣ影响不显著
（Ｐ＞０．０５），交互项ＢＣ影响显著（Ｐ＜０．０５）；此结果表明各
因素对茶多酚提取率的影响不是简单的线性关系。同时由表

３可知，响应面优化酶法提取茶多酚的工艺参数中，所选各因
素水平范围内，影响茶多酚提取率的因素按主次顺序排列为：

温度＞时间＞ｐＨ值。

表３　茶多酚提取的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验方差分析结果

方差

来源
平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模拟 ２２．９９ ９ ２．５５ ２３．５４ ０．０００２ 
Ａ ０．０６８ １ ０．０６８ ０．６３ ０．４５３８
Ｂ ０．２９ １ ０．２９ ２．６４ ０．１４８０
Ｃ ７．１０ １ ７．１０ ６５．４４ ＜０．０００１ 
ＡＢ ０．０１５ １ ０．０１５ ０．１４ ０．７１８９
ＡＣ ０．０２０ １ ０．０２０ ０．１８ ０．６８１５
ＢＣ １．６１ １ １．６１ １４．８１ ０．００６３ 
Ａ２ ９．９０ １ ９．９０ ９１．２０ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ２．７７ １ ２．７７ ２５．５３ ０．００１５ 
Ｃ２ ０．２８ １ ０．２８ ２．５４ ０．１５４９
残差 ０．７６ ７ ０．１１
失拟 ０．１７ ３ ０．０５８ ０．４０ ０．７６２１
纯误差 ０．５８ ４ ０．１５
总和 ２３．７５ １６

　　注： 差异极显著（Ｐ＜０．０１）；差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２．２　响应面图分析　由图６至图８可知，每个因素在特定
的取值范围内，曲面图和等高线图都存在响应峰值；并且可以

从图中直观地了解各因素的交互作用对茶多酚提取率的影响

是否显著。从３组图中可知，三维曲面都为凸曲面，最高点落
在所选区域内，说明选择因素水平合理；茶多酚提取率随 ｐＨ
值（Ａ）、提取时间（Ｂ）和提取时间（Ｃ）的增加均呈现先增后降
的二次关系，等高线的疏密及形状反映提取时间（Ｂ）和提取
温度（Ｃ）交互作用对茶多酚提取率影响显著，ｐＨ值（Ａ）和提
取时间（Ｂ）、ｐＨ值（Ａ）和提取温度（Ｃ）的交互作用对茶多酚
提取率影响不显著。
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２．３　模型验证
根据Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件的优化功能得到最佳提

取工艺条件为：ｐＨ值、提取时间和提取温度分别为 ５．５０、
７０８８ｍｉｎ和 ６０℃时，茶多酚提取率预测最大值达到
２４．６２３４％。为更方便操作，最佳提取工艺参数修正为：ｐＨ
值为５．５０、提取时间为７０ｍｉｎ和提取温度为６０℃；在此条件
下进行 ３组平行试验，测得实际茶多酚平均提取率为
２２．３９％，说明此方程模型能够真实反映所筛选因素对茶多酚
提取率的影响。

３　结论

通过单因素试验和响应面法对茶多酚提取工艺进行优

化，建立了ｐＨ值、提取时间和提取温度３个因素对茶多酚提
取率的二次回归模型，经验证此模型准确有效；优化后的茶多

酚提取工艺条件为 ｐＨ值５．５、提取时间７０ｍｉｎ和提取温度
６０℃，在此条件下茶多酚提取率为２２．３９％。
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