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　　摘要：研究了６种大孔树脂对油橄榄果渣多酚的吸附性能，筛选出最佳树脂为ＸＡＤ－１６，进一步对油橄榄果渣多
酚的分离纯化工艺进行了优化。最佳工艺为 ｐＨ值 ４的油橄榄果渣多酚提取液浓度为 ０．３ｍｇ／ｍＬ，上样流速为
２ＢＶ／ｈ，洗脱剂乙醇体积分数为８０％，洗脱量为３ＢＶ。对纯化后的油橄榄果渣多酚抗氧化活性进行了研究，结果表
明，油橄榄果渣多酚具有较强的还原能力，对超氧阴离子自由基、亚硝酸盐具有良好的清除能力。
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　　油橄榄（ＯｌｅａｅｕｒｏｐａｅａＬ．）主产地中海区域，为著名亚热
带木本油料兼果用树种，栽培品种含丰富优质食用植物

油———橄榄油［１］，享有植物油皇后的美誉［２］。自２０世纪６０
年代起，油橄榄开始在中国引种，其中，甘肃省陇南市武都区

是目前全国最大的油橄榄种植基地［３］。油橄榄榨油后的果

渣、废水等生产副产物虽然富含多酚、苦苷等活性物质，但综

合利用还有待开发。多酚类化合物广泛存在于许多植物中，

研究证实，油橄榄多酚对 ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基都具有
一定的清除能力［４－５］。国内关于油橄榄果渣、叶片、果实中多

酚提取方法的研究已有较多报道［４－１０］，但很少看到关于油橄

榄果渣中多酚类物质分离纯化的报道。在前期油橄榄多酚提

取方法研究的基础上，使用大孔树脂对提取液进行了分离纯

化，进一步分析了油橄榄果渣多酚的抗氧化活性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
油橄榄果渣由凉山州中泽新技术开发有限责任公司提

供，果实经榨油脱水后产生的果渣立即装袋，真空包装，

－２０℃ 条件下保藏备用。
１．２　试剂与仪器

试剂：蒸馏水；正己烷、无水乙醇、碳酸钠、Ｆｏｌｉｎ－
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂等均为分析纯，四川成都市科龙化工试剂厂；没
食子酸标品，中国医药上海化学试剂公司；大孔吸附树脂

ＸＡＤ－７ＨＰ、ＸＡＤ－１６，罗门哈斯公司；大孔吸附树脂 ＡＢ－８、
ＨＰＤ－２００、ＨＰ－２０、Ｄ１０１，四川成都市科龙化工试剂厂。

仪器：ＵＶ－１８０００紫外可见分光光度仪，翱艺仪器（上
海）有限公司；ＳＢ－５２００超声波清洗仪，宁波新艺生物科技股
份有限公司；ＡＴＬ－１２４分析天平，德国赛多利斯集团；ＤＵＧ－
９２４ＧＡ电热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；
ＲＥ－６０００Ａ旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；玻璃层析柱，
１６ｍｍ×３０ｍｍ；ＨＬ－２恒流泵，上海青浦沪西仪器厂。
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１．３　试验方法
１．３．１　多酚提取浓缩物的制备　精确称取１０ｇ经解冻后的
果渣，以８０％乙醇，料液比１∶２４，在２５０Ｗ、５０℃的水浴中超
声４５ｍｉｎ，收集上清液，于４０℃下旋转蒸发除去溶剂得到棕
红色的粗提液；将粗提液用２５ｍＬ正己烷萃取２次，正己烷层
浓缩，回收正己烷，得油橄榄果渣提取物精制产品，并于

－２０℃ 条件下保存备用。
１．３．２　多酚含量测定　采用 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｌｃａｌｔｅｕ比色法［１１］在

７６５ｎｍ波长处测定不同浓度的没食子酸标准溶液的吸光值，
以吸光度值（ｙ）为纵坐标，标准溶液浓度（ｘ）为横坐标，得到
回归方程式ｙ＝５．１６９７ｘ（ｒ２＝０．９９９０），没食子酸标品在０～
０．２７５ｍｇ／ｍＬ浓度范围内与吸光度呈良好线性关系。以试样
替代没食子酸溶液测定吸光值，根据绘制的标准曲线方程计

算多酚含量（以没食子酸计）。

１．３．３　树脂筛选　通过测定７种树脂的吸附和解吸能力确
定最佳树脂。准确称取经预处理，并经滤纸吸干后的６种树
脂各２．０００ｇ，分别置于２５０ｍＬ具塞磨口三角瓶中，加入浓度
为０．２５ｍｇ／ｍＬ的多酚粗提液 ４０ｍＬ，水浴振荡，（２５℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ）２４ｈ后，过滤取上清液测定滤液体积和多酚的浓
度，计算吸附率。将滤出的树脂加入８０％的乙醇４０ｍＬ继续
振荡８ｈ，计算解吸率。

吸附率＝（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）／Ｃ０Ｖ０×１００％；
解吸率＝Ｃ２Ｖ２／（Ｃ０Ｖ０－Ｃ１Ｖ１）×１００％。

式中：Ｃ０为吸附前样液多酚的浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ０为样液体积
（ｍＬ）；Ｃ１为吸附后多酚的浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ１为吸附后流出液
的体积（ｍＬ）；Ｃ２为解吸后多酚的浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ２为洗脱液
的体积（ｍＬ）。
１．３．４　最佳大孔树脂的静态吸附与解析曲线　准确称取筛
选出的最佳大孔树脂２．０００ｇ，置于２５０ｍＬ具塞磨口三角瓶
中，加入４０ｍＬ浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ的多酚粗提液，置于２５℃
水浴摇床上以１２０ｒ／ｍｉｎ的频率振荡，定时过滤，测定上清液
的体积及多酚浓度，绘制吸附动力学曲线。将静态吸附后的

上清液过滤去掉后，加入８０％的乙醇溶液４０ｍＬ继续振荡解
析４ｈ，定时测定滤液的体积及多酚的浓度，绘制解析动力学
曲线。

１．３．５　吸附动态试验
１．３．５．１　ｐＨ值对吸附的影响　将最佳大孔树脂湿法装入５
根相同型号的层析柱中，柱体积 １０ｍＬ。将 ２０ｍＬ浓度为
０．２５ｍｇ／ｍＬ的多酚提取液在 ｐＨ值分别为３、４、５、６、７的条
件下上柱，上柱速率为２ＢＶ／ｈ，以确定最佳ｐＨ值。
１．３．５．２　上样流速对吸附的影响　取１０ｍＬ处理过的大孔
树脂湿法装柱。然后将浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ值４的多酚
提取液２０ｍＬ用恒流泵分别以１、２、３、４、５ＢＶ／ｈ的速率上柱
吸附，以确定最佳上样流速。

１．３．５．３　上样浓度对吸附的影响　取１０ｍＬ处理过的大孔
树脂湿法装柱。分别用２０ｍＬｐＨ值４，浓度分别为０．２、０．３、
０．４、０．５、０．６ｍｇ／ｍＬ的多酚提取液上柱，流速为３ＢＶ／ｈ，以
确定最佳上样浓度。

１．３．６　解析动态试验
１．３．６．１　乙醇浓度对洗脱效果的影响　取１０ｍＬ处理过的
大孔树脂湿法装柱，按优选吸附条件进行上样吸附，收集流出

液并测多酚含量；蒸馏水淋洗，然后分别用３０％、４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％、９０％的乙醇溶液，以３ＢＶ／ｈ的流速进行洗
脱，洗脱体积为３ＢＶ，以确定乙醇的最佳洗脱浓度。
１．３．６．２　洗脱剂体积对洗脱效果的影响　取１０ｍＬ处理过
的大孔树脂湿法装柱，按优选吸附条件进行上样吸附，收集流

出液并测多酚含量；蒸馏水淋洗，８０％乙醇分别以１、２、３、４、
５ＢＶ的量进行洗脱，以确定乙醇洗脱的最佳体积。
１．３．６．３　动态洗脱曲线的绘制　取１０ｍＬ处理过的大孔树
脂湿法装柱，将２０ｍＬ多酚提取液按优选吸附条件上柱吸附，
再用蒸馏水淋洗树脂，用８０％乙醇以３ＢＶ／ｈ的速率洗脱，收
集洗脱液每２ｍＬ测１次多酚浓度，绘制动态洗脱曲线。
１．３．７　抗氧化活性测定
１．３．７．１　还原力的测定［１２］　在２．５ｍＬｐＨ值６．６磷酸盐缓
冲液中加入不同浓度的试样溶液２．５ｍＬ，１％铁氰化钾溶液
２．５ｍＬ，混合物在５０℃恒温２０ｍｉｎ后，再加入１０％的三氯乙
酸溶液２．５ｍＬ，然后以３０００ｒ／ｍｉｎ离心分离１０ｍｉｎ，取上清
液５ｍＬ加蒸馏水５ｍＬ、０．１％ ＦｅＣｌ３溶液１ｍＬ，在７００ｎｍ处
测定吸光度。以蒸馏水为无还原能力对照，维生素Ｃ、ＢＨＴ作
为还原能力对照。

１．３．７．２　对超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）的清除作用
［１３］　取

４．５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣ１缓冲溶液，于２５℃水浴中放置２０ｍｉｎ，分别
加入１ｍＬ不同浓度的试验溶液和０．４ｍＬ２５ｍｍｏｌ／Ｌ的邻苯
三酚溶液，混匀后于 ２５℃水浴中反应 ５ｍｉｎ，然后加入
８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液１ｍＬ终止反应，然后在４２０ｎｍ处测定
吸光度Ｄ１，空白以蒸馏水代替样品液，测定吸光度 Ｄ０。按下
式计算清除率：

Ｏ－２·清除率＝（Ｄ０－Ｄ１）／Ｄ０×１００％。
１．３．７．３　橄榄多酚提取物亚硝酸盐（ＮＯ２

－）的清除作

用［１４－１５］　取不同浓度的样品液３ｍＬ于具塞试管中，用 ｐＨ
值３．０的柠檬酸缓冲液定溶至 ５ｍＬ，然后每管中加入
５μｇ／ｍＬ亚硝酸钠１ｍＬ，混匀，立即置于 ３７℃水浴中保温
１ｈ，随后立即向各反应管加入０．４％的对氨基苯磺酸１ｍＬ，
混匀，静置５ｍｉｎ；再向各管加入０．２％的盐酸萘乙二胺显色
剂０．５ｍＬ，摇匀，定容至１０ｍＬ，静置１５ｍｉｎ。每样品管同时
做不加亚硝酸钠的本色管（空白管），并做亚硝酸钠的标准管

（不加样品，其余相同），分别测各管在５３８ｎｍ处的吸光度 Ｄ
值。按下式计算清除率：

ＮａＮＯ２清除率＝［Ｄ标 －（Ｄ样 －Ｄ空）］／Ｄ标 ×１００％。
式中：Ｄ标 为不加待测样只加了 ＮａＮＯ２标准液和其他试剂的
反应管光密度；Ｄ样 为既加待测样又加了 ＮａＮＯ２标准液和其
他试剂的反应管光密度；Ｄ空 为只加待测样和其他试剂不加
ＮａＮＯ２标准液的的反应管光密度。
　　以上试验，每个试样做３次平行。

２　结果与分析

２．１　树脂的筛选
大孔吸附树脂的吸附实质为一种物体高度分散或表面分

子受作用力不均等而产生的表面吸附现象，这种吸附性能是

由于范德华引力或生成氢键的结果；同时由于大孔吸附树脂

的多孔性结构使其对分子大小不同的物质具有筛选作

用［１６－１７］，酚类化合物的分子中含有多个酚羟基，分子极性并
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不太高，因此在弱极性和非极性树脂上吸附的效果更好［１８］。

从图１可以看出，Ｄ１０１吸附率最低；ＨＰＤ－２００虽然吸附率最
高，但解吸率却最低；ＨＰ－２０吸附率第２，解吸率是倒数第２；
ＸＡＤ－７ＨＰ、ＸＡＤ－１６、ＡＢ－８的吸附率都较高，其中以
ＸＡＤ－１６最高，所以选ＸＡＤ－１６为最佳吸附树脂。

２．２　最佳大孔树脂的静态吸附与解析曲线
从图２可以看出，ＸＡＤ－１６树脂对油橄榄果渣多酚的静

态吸附率随着吸附时间的延长而提高，１ｈ时的吸附率即可
达到７８．９４％，表明ＸＡＤ－１６的吸附效率高。

　　从图３可以看出，在０．５ｈ的解吸时间内，多酚解吸率迅
速达到８４．６４％，超过２ｈ后，随着吸附时间的延长，解吸率变
化趋于平缓，表明８０％的乙醇溶液经过２ｈ就能把油橄榄果
渣多酚很好地从大孔树脂 ＸＡＤ－１６中解吸出来，解吸时间
短，解吸率高，最高可达８８．４５％。

２．３　吸附动态试验
２．３．１　ｐＨ值对吸附的影响　ｐＨ值对物质吸附的影响主要
取决于化合物的酸碱度，酸性化合物在酸性溶液中易被吸附，

碱性化合物在碱性条件下易被吸附［１９］。从图４可以看出，随
着ｐＨ值的升高，ＸＡＤ－１６树脂对油橄榄果渣多酚的吸附率
呈现先升高后下降的趋势，并在 ｐＨ值为 ４时达到最大值。
这可能与多酚类物质属于带羟基的多元酚酸类有关，在微酸

性环境下，酚类物质的结构不易被破坏，以分子态存在，易于

被识别并吸附［２０］；在溶液ｐＨ值较高条件下，多酚化合物的酚
羟基会解离形成Ｈ＋，并产生相应的阴离子，进而削弱溶液中
氢键间的相互作用力，最终导致树脂的吸附能力随之下

降［１４］。因此，样液的ｐＨ值调为４最佳。

２．３．２　上样流速对吸附的影响　上样流速对树脂吸附的影
响主要是溶质向树脂表面的扩散作用，对于相同浓度的上样

溶液，上样流速过大，树脂的吸附率就会降低。上样流速过

小，多酚分子虽然能够充分与树脂接触，但吸附时间太长，不

适用于生产。从图５可以看出，上样流速越快，ＸＡＤ－１６树
脂对油橄榄果渣多酚的吸附率逐渐降低，在上样流速为１ＢＶ
时，吸附率为 ９８．２９％；在上样流速为 ２ＢＶ时，吸附率为
９８．１４％。既要使大孔吸附树脂的吸附效果好，又要保证较高
的工作效率，综合考虑采用２ＢＶ的上样流速较为适宜。

２．３．３　上样浓度对吸附的影响　从图６可以看出，随着上样
浓度的增加，吸附率随之升高；当浓度达到０．３ｍｇ／ｍＬ时，吸
附率达到最高值９８．３６％；超过０．３ｍｇ／ｍＬ浓度后，吸附率稍
有下降。根据吸附平衡理论，浓度减小，达到平衡时所需提液

体积增大，残留在流出液中的多酚增多，吸附率降低；浓度过

高时，树脂表面的多酚分子单分子层吸附饱和后，会发生多层

吸附，并容易产生絮凝和沉淀，堵塞微孔，降低内孔利用率，吸

附率也将下降［１９，２１］。因此，上样浓度控制在 ０．３ｍｇ／ｍＬ
为宜。

２．４　解析动态试验
２．４．１　乙醇浓度对洗脱效果的影响　从图７可以看出，在一
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定范围内，随着乙醇浓度的增加，树脂对油橄榄果渣多酚的解

吸率逐渐提高，当乙醇浓度为 ８０％时，解吸率达到最大值
９７．８２％，继续提高乙醇的浓度，解吸率反而有所下降。因为
乙醇浓度过低时，解吸液的极性较高，不仅不能破坏树脂与多

酚间形成的氢键，而且多酚在解吸液中的溶解性低，解吸率也

低；当乙醇浓度过高时，油橄榄果渣多酚提取液中的大分子物

质沉淀会使树脂中多酚分子扩散困难，同时水溶性多酚的溶

解量降低而导致解吸率降低。因而选用８０％的乙醇溶液进
行洗脱。

２．４．２　洗脱剂的体积对洗脱效果的影响　洗脱剂乙醇体积
对油橄榄果渣多酚洗脱效果的影响见图８。从图８可以看
出，随着乙醇用量的增加，多酚的解吸率也随之增加，在洗脱

体积为３ＢＶ后效果增加不明显。综合考虑选择洗脱剂乙醇
的用量为３ＢＶ为宜。

２．４．３　动态洗脱曲线的绘制　ＸＡＤ－１６树脂的动态洗脱曲
线见图９。油橄榄果渣多酚洗脱峰相对集中，较容易洗脱。
流出液体积达到４ｍＬ时开始有多酚流出；随着流出液体积增
加，洗脱液中多酚浓度快速上升，当流出液体积达到８ｍＬ左

右，多酚浓度达到最大值０．５８ｍｇ／ｍＬ；随后流出液体积再增
加，多酚浓度降低。当洗脱液达３０ｍＬ时，洗脱基本完成，因
此，选用３ＢＶ的洗脱体积，可使洗脱液中的多酚含量达到
最大。

２．５　抗氧化活性测定
２．５．１　还原力的测定　多数非酶类抗氧化剂是通过还原反
应终止氧化链式反应的，所以，化合物的还原能力是显示其是

否具有抗氧化潜能的重要因素［１４］。由 Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６反应成
Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６，并进一步生成 Ｆｅ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］３，这是一有色反
应的过程，在７００ｎｍ波长处有最大吸收峰，吸光度越大则样
品的还原力越强［２２］。油橄榄果渣多酚与维生素 Ｃ、ＢＨＴ还原
力的比较见图１０。从图１０可以看出，在试验浓度范围内，试
样的还原力随着浓度的增加均呈上升变化趋势；油橄榄果渣

多酚的还原力低于维生素Ｃ，高于ＢＨＴ，表明油橄榄果渣多酚
具有较强的还原能力。

２．５．２　对超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）的清除作用　超氧阴
离子自由基是生物体内氧代谢首先形成的自由基，是所有氧

自由基的前身，在某些病理情况下，机体内 Ｏ－２·产生过多或
清除能力减弱，使体内 Ｏ－２·浓度升高，就会产生氧化损伤而
诱发多种疾病［２３］，因此，在检验物质的抗氧化活性时常把清

除超氧阴离子自由基作为重要指标之一。以维生素 Ｃ、ＢＨＴ
为对照，测定油橄榄多酚对超氧阴离子自由基的清除率见图

１１。油橄榄果渣多酚对超氧阴离子自由基具有一定的清除作
用，但其清除能力比维生素Ｃ、ＢＨＴ的要弱。当浓度为０．１～
０．３ｍｇ／ｍＬ时，油橄榄果渣多酚对超氧阴离子自由基的清除
率从５．１７％迅速增至５１．８６％，随后随着样品浓度的继续增
加而清除率变化幅度不大，在浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时清除率达
到最大值６３．６４％。
２．５．３　油橄榄多酚提取物亚硝酸盐（ＮＯ２

－）的清除作用　
Ｎ－亚硝基化合物是一种具有强烈致癌作用的化合物，其前
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提物质广泛存在于食品中以及产生于食物在体内的代谢中，

硝酸盐或亚硝酸盐和胺类可在体内合成亚硝胺，尤其在胃液

中更易合成［２４］，是诱发胃癌的重要因素。以维生素 Ｃ、ＢＨＴ
为对照，研究油橄榄多酚对亚硝酸盐的清除作用，试验结果见

图１２。在同样浓度条件下，油橄榄果渣多酚对于亚硝酸盐的
清除能力低于维生素Ｃ、ＢＨＴ。在试验浓度范围内，油橄榄果
渣多酚对亚硝酸盐的清除作用随着试样浓度的增加而提高，

清除率最大值为浓度在０．５ｍｇ／ｍＬ时的５２．２７％。

３　结论

通过对６种大孔树脂吸附分离性能的考察，筛选出最佳
树脂为ＸＡＤ－１６。进一步对油橄榄果渣多酚的分离纯化工
艺进行了优化：上柱条件为油橄榄果渣多酚提取液浓度

０．３ｍｇ／ｍＬ，最佳ｐＨ值为４，上样流速为２ＢＶ／ｈ。解吸条件
为洗脱剂乙醇体积分数８０％，洗脱量为３ＢＶ。采用大孔树脂
分离油橄榄果渣多酚具有吸附容量大、选择性好、易于解吸、

机械强度高、再生处理简单、操作简单、得率恒定、产品质量稳

定、成本低等特点。

在试验浓度范围内，油橄榄果渣多酚具有良好的抗氧化

能力，其还原力低于维生素 Ｃ，高于 ＢＨＴ；油橄榄果渣多酚浓
度在０．５ｍｇ／ｍＬ时对超氧阴离子自由基、亚硝酸盐的清除率
分别为６３．６４％、５２．２７％，表现出良好的清除效果。
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化和抑菌活性［Ｊ］．食品科学，２０１４，３５（２１）：９４－９９．

［２３］贺东霞．超氧阴离子在不同溶剂中的歧化反应及其动力学
［Ｄ］．武汉：华中师范大学，２００６．

［２４］余　华，曹丽容，汤修琴．核桃体外清除亚硝酸盐及阻断亚硝胺
合成的研究［Ｊ］．食品科技，２００５（１２）：１７－１９．
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