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酶法提取荷叶多酚工艺研究
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摘要：为提高莲资源的综合利用水平，采用纤维素酶法提取荷叶多酚，以多酚得率为考察指标，通
过单因素和正交试验，探讨纤维素酶含量、料液比、ｐＨ值、提取温度、提取时间、提取次数对荷叶多
酚得率的影响。结果表明，纤维素酶法提取荷叶多酚的最佳条件为：纤维素酶含量０．５％、料液比

１∶３０、ｐＨ值４．８、提取温度５０℃、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数３次，在此条件下荷叶多酚得率最
高，为２．６９９％。
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　　莲（Ｎｅｌｕｍｂｏ　ｎｕｃｉｆｅｒａ）属睡莲科莲属，是一种
重要的经济植物，栽培历史悠久，在我国南方广泛种
植［１］。荷叶为莲的叶片，既是食品又是药品。荷叶
的生物活性和生理功能主要与其含有的生物碱、黄
酮类等功能性成分有关，其所含的多酚类物质，具有
生物抗氧化、抗衰老、治疗心脑血管疾病、降血脂、清
暑利湿、凉血止血等生物学功能，可广泛用于食品、
化工、医学等领域［２－５］。目前，用溶剂法、超声波辅助
提取和微波辅助提取等方法提取荷叶多酚的报道较

多［６－８］，鲜见酶法提取荷叶多酚的报道。酶法提取具
有操作简单、条件温和、安全环保、得率高等特点，可
有效降低提取温度、提取时间，提高产物得率和品
质［９－１１］。特别是酶的专一性可避免对底物外物质的
破坏，在提取热稳定性差或含量少的物质时优势更
为明显［１２］。为此，本研究通过单因素和正交试验对
酶法提取荷叶多酚的工艺进行了研究，以期获得较
优的工艺条件，为更好地促进荷叶资源的开发利用
提供理论依据。
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１　材料和方法

１．１　试验材料与仪器

１．１．１　原料与试剂　荷叶采自湖北省孝感市。纤维
素酶（ＢＲ，１５　０００Ｕ／ｇ，上海华蓝化学科技有限公司），

福林－酚、没食子酸、Ｎａ２ＣＯ３ 等试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备　１０１Ａ－３型干燥箱购自上海市
实验仪器总厂，ＦＷ１３５型中草药粉碎机购自天津市
泰斯仪器有限公司，ＨＨＳ２１－６电热恒温水浴锅购自
北京长安科学仪器厂，ＤＬ－５－Ｂ型离心机购自上海安
亭科技仪器厂，ＨＳＺ－ⅡＤ 型循环水真空泵、ＲＥ－
５２ＣＳ旋转蒸发器购自上海亚荣生化仪器厂，７２２Ｓ
可见分光光度计购自上海仪电分析仪器有限公司。

１．２　多酚检测波长的确定
精确吸取１００ｍｇ／Ｌ的标准没食子酸溶液０．２ｍＬ

加入１ｍＬ的福林－酚试剂，摇匀，静置５ｍｉｎ，加入

１０％Ｎａ２ＣＯ３ 溶液，然后用蒸馏水定容至１０ｍＬ，在
室温下避光放置２ｈ，在分光光度计下进行５００～
９００ｎｍ的全波长扫描，绘制不同波长下的吸光度曲
线，确定最大吸收峰。

１．３　多酚标准曲线的绘制
精确吸取没食子酸标准溶液０、０．２、０．４、０．６、

０．８、１．０、１．２ｍＬ于１０ｍＬ试管中，分别加入１ｍＬ
的福 林－酚 试 剂，摇 匀，静 置 ５ ｍｉｎ，加 入 １０％
Ｎａ２ＣＯ３ 溶液，然后用蒸馏水定容至１０ｍＬ，在室温
下避光放置２ｈ，以空白为对照在最大波长处测定
吸光度（ｙ），没食子酸含量（ｘ）与ｙ的关系为：ｙ＝
１１．５４３ｘ＋０．０８８　４（Ｒ２＝０．９９８　４）。

１．４　纤维素酶法提取荷叶多酚的工艺流程
新鲜荷叶洗净沥干→６０℃烘干→过０．２５ｍｍ

筛→准确称取荷叶干粉１ｇ，加入纤维素酶溶液，调节

ｐＨ值→恒温水浴，重复提取→离心（５　０００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ）→收集上清液→浓缩。

１．４．１　纤维素酶法提取荷叶多酚的单因素试验

１．４．１．１　纤维素酶含量　在料液比１∶３０、ｐＨ值

４．８、提取温度５０℃、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数

２次的条件下，研究纤维素酶含量（０、０．１％、０．３％、

０．５％、０．７％、０．９％）对多酚得率的影响。

１．４．１．２　料液比　在最佳纤维素酶含量、ｐＨ 值

４．８、提取温度５０℃、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数

２次的条件下，研究料液比 （１∶１０、１∶２０、１∶３０、

１∶４０、１∶５０）对多酚得率的影响。

１．４．１．３　ｐＨ值　在最佳纤维素酶含量、最佳料液
比、提取温度５０℃、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数２次

的条件下，研究ｐＨ值（４．０、４．４、４．８、５．２、５．６）对多
酚得率的影响。

１．４．１．４　提取温度　在最佳纤维素酶含量、最佳料
液比、最佳ｐＨ值、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数２次
的条件下，研究提取温度（３０、４０、５０、６０、７０℃）对多
酚得率的影响。

１．４．１．５　提取时间　在最佳纤维素酶含量、最佳料
液比、最佳ｐＨ值、最佳提取温度、提取次数２次的
条件下，研究提取时间（１５、３０、４５、６０、７５ｍｉｎ）对多
酚得率的影响。

１．４．１．６　提取次数　在最佳纤维素酶含量、料液
比、ｐＨ值、提取温度、提取时间条件下，研究提取次
数（１、２、３、４次）对多酚得率的影响。

１．４．２　纤维素酶法提取荷叶多酚的正交试验　在
单因素试验结果的基础上，对纤维素酶法提取荷叶
多酚工艺的纤维素酶含量、料液比、提取时间和次数
进行四因素三水平的Ｌ９（３４）正交试验（试验设计见
表１），确定最佳提取条件组合。

表１　纤维素酶法提取荷叶多酚的正交试验设计

水平
因素

纤维素酶
含量（Ａ）／％

料液比
（Ｂ）

提取时间
（Ｃ）／ｍｉｎ

提取次数
（Ｄ）／次

１　 ０．３　 １∶３０　 ３０　 ２

２　 ０．５　 １∶４０　 ４５　 ３

３　 ０．７　 １∶５０　 ６０　 ４

１．５　数据处理
所有数据均用ＤＰＳ　７．０５版软件进行处理。

２　结果与分析

２．１　多酚最大吸收峰的确定
在５００～９００ｎｍ波长范围内扫描同一浓度的

标准没食子酸溶液，发现没食子酸溶液在７６８．５ｎｍ
处有最大吸收峰。

２．２　纤维素酶法提取荷叶多酚的单因素试验结果

２．２．１　纤维素酶含量　由图１可知，随着纤维素
酶含量的增加，荷叶多酚得率先增加后降低，当纤
维素 酶 含 量 为 ０．５％ 时 多 酚 得 率 最 高，为

２．５５１％；当纤维素酶含量超过０．５％时，多酚得率
开始下降。这是因为前期纤维素酶的加入加速了
细胞壁的破裂，促进了细胞内多酚类物质的释放，

但酶量达到一定数值后，底物饱和，且酶分子积聚
在细胞周围，影响固液相间的物质扩散，导致多酚
得率降低。因此，纤维素酶的最佳含量为０．５％。
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图１　纤维素酶含量对荷叶多酚得率的影响

２．２．２　料液比　由图２可知，随着料液比增加，荷
叶多酚得率先增加后降低，当料液比为１∶３０时，多
酚得率最高，为２．５３４％；当料液比超过１∶３０时，

多酚得率反而下降。说明多酚的饱和浓度在１∶３０
左右。因此，料液比以１∶３０为宜。

图２　料液比对荷叶多酚得率的影响

２．２．３　ｐＨ值　由图３可知，随ｐＨ值增加，荷叶多
酚得率先增加后下降，当ｐＨ值为４．８时，多酚得率
最高，为２．５３３％；当ｐＨ值超过４．８时，多酚得率开
始下降。其原因可能是纤维素酶在ｐＨ值为４．８时
表现出较高的活性，过高或过低的ｐＨ 值不利于纤
维素酶对细胞壁的降解，影响多酚的提取。因此，

ｐＨ值以４．８为宜。

图３　ｐＨ值对荷叶多酚得率的影响

２．２．４　提取温度　由图４可知，随提取温度增加，

荷叶多酚得率先增加后下降，当温度为５０℃时，

多酚得率最高，为２．５３４％；当温度超过５０℃时，

多酚得率开始下降。这说明温度的增加提高了多
酚类物质的溶解度，且有利于酶活性的发挥，但温
度过高多酚得率反而降低，可能是因为过高的温
度影响了酶活性，同时造成了多酚类物质的降解。

因此，最佳提取温度为５０℃。

图４　提取温度对荷叶多酚得率的影响

２．２．５　提取时间　由图５可知，随提取时间增加，

荷叶多酚得率先增加后逐渐降低，提取时间为

４５ｍｉｎ时，多酚得率最高，为２．５３８％；当时间超过

４５ｍｉｎ时，多酚得率开始下降。主要原因是在一定
提取时间范围内，提取时间越长，越有利于多酚类物
质的释放，但若提取时间过长，浸出的多酚类物质在
溶液中被氧化，容易导致得率降低。因此，最佳提取
时间以４５ｍｉｎ为宜。

图５　提取时间对荷叶多酚得率的影响

２．２．６　提取次数　由图６可知，随提取次数的增
加，荷叶多酚得率先逐渐增加后趋于稳定，提取３次
时，多酚得率达到最高值，为２．６０６％。以上结果说
明提取次数低于３次时反应并未进行完全，提取次
数超过３次后，多酚得率增加不明显。综合考虑，提
取次数以３次较佳。
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图６　提取次数对荷叶多酚得率的影响

２．３　纤维素酶法提取荷叶多酚的正交试验结果
对上述单因素试验结果进行极差分析发现，纤

维素酶含量、料液比、提取时间、提取次数对荷叶多
酚提取的影响相对较大，因此，在温度５０℃、ｐＨ值

４．８的条件下，选用纤维素酶含量、料液比、提取时
间、提取次数４个因素设计Ｌ９（３４）正交试验，优化
荷叶多酚的提取工艺。由表２可知，各因素对荷叶
多酚得率的影响程度为纤维素酶含量＞提取次数＞
料液比＞提取时间，最佳提取条件为：纤维素酶含量

０．５％、料液比１∶３０、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数

３次。对正交试验结果进行方差分析，发现上述４个
因素对荷叶多酚得率均有极显著影响（表３）。

表２　纤维素酶法提取荷叶多酚的正交试验结果

试验编号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
得率／％

１　 ０．３　 １∶３０　 ３０　 ２　 ２．３９７

２　 ０．３　 １∶４０　 ４５　 ３　 ２．４５２

３　 ０．３　 １∶５０　 ６０　 ４　 ２．４０２

４　 ０．５　 １∶３０　 ４５　 ４　 ２．５６１

５　 ０．５　 １∶４０　 ６０　 ２　 ２．５１５

６　 ０．５　 １∶５０　 ３０　 ３　 ２．５５１

７　 ０．７　 １∶３０　 ６０　 ３　 ２．４７３

８　 ０．７　 １∶４０　 ３０　 ４　 ２．４６２

９　 ０．７　 １∶５０　 ４５　 ２　 ２．４１３

ｋ１ ２．４１６　９　２．４７７　０　２．４６９　８　２．４４１　６

ｋ２ ２．５４２　２　２．４７６　１　２．４７５　１　２．４９１　８

ｋ３ ２．４４９　１　２．４５５　１　２．４６３　３　２．４７４　９

Ｒ　 ０．１２５　３　０．０２１　９　０．０１１　８　０．０５０　２
最优组合 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ２

表３　纤维素酶法提取荷叶多酚正交试验
结果的方差分析

因素 平方和 自由度 均方 Ｆ　 Ｐ

Ａ　 ０．１０１　６　 ２　 ０．０５０　８　５　５９６．９７６　０　０．０００　１

Ｂ　 ０．００３　７　 ２　 ０．００１　９　 ２０５．８６５　３　０．０００　１

Ｃ　 ０．０００　８　 ２　 ０．０００　４　 ４６．３６３　３　０．０００　１

Ｄ　 ０．０１５　７　 ２　 ０．００７　８　 ８６４．３２２　４　０．０００　１

误差 ０．０００　２　 １８　 ０

２．４　纤维素酶法提取荷叶多酚最佳工艺的验证
准确称取处理好的荷叶干粉１ｇ，在最佳提取条

件下进行３次平行试验，以考察最佳提取条件的合
理性和可靠性。３次试验测得荷叶多酚得率分别为

２．６９７％、２．７０１、２．７００％，平均得率为２．６９９％，明
显高于表２中结果，且相对标准偏差为０．０００　８，说
明优化后的工艺条件重复性好，数据可靠。

３　结论

本研究通过单因素试验考察了纤维素酶含量、

料液比、ｐＨ值、提取温度、提取时间、提取次数对荷
叶多酚得率的影响，结果显示，纤维素酶含量、料液
比、提取时间、提取次数４个因素对荷叶多酚得率影
响程度较大；通过正交试验对上述４个因素进行进
一步的优化发现，纤维素酶含量对荷叶多酚得率的
影响最大，其次是提取次数和料液比，提取时间影响
最小，最终获得纤维素酶提取荷叶多酚的最佳工艺
条件为：纤维素酶含量０．５％、料液比１∶３０、ｐＨ值

４．８、提取温度５０℃、提取时间４５ｍｉｎ、提取次数

３次，在此条件下，荷叶多酚得率可达到２．６９９％，虽
比有机溶剂法低［８］，但更加安全环保。
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