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橄榄叶多酚提取工艺优化及对山茶籽油
氧化稳定性的影响

Optimizationofextractionprocessofpolyphenolsfromoliveleavesand
itseffectonoxidativestabilityofcamelliaseedoil
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摘要:目的:研究橄榄油生产过程的副产品橄榄叶在食品

工业中的应用.方法:以橄榄叶多酚得率为评价指标,在

单因素试验的基础上,利用 BoxＧBehnken响应面法分析

提取温度、提取时间、料液比对多酚得率的影响,并以过

氧化值与酸价为指标,探究橄榄叶多酚对山茶籽油氧化

稳定性的影响.结果:水浴法辅助提取橄榄叶中多酚物

质的最优提取工艺条件为:乙醇体积分数５０％,浸提时间

１．０h,料液比１∶４０(g/mL),水浴温度７２ ℃,该条件下

橄榄叶多酚得率为５．８６％.橄榄叶多酚对山茶籽油具有

良好的抗氧化效果,较丁基羟基茴香醚(BHA)对山茶籽

油抗氧化效果好,且与特丁基对苯二酚(TBHQ)及 BHA
具有协同增效作用.结论:优化工艺条件下提取的橄榄

叶多酚对山茶籽油具有良好的抗氧化效果.
关键词:橄榄叶;多酚;山茶籽油;抗氧化

Abstract:Objective:Theapplicationofoliveleaf,abyＧproductof

oliveoilproduction,infoodindustrywasstudied．Methods:TakＧ

ingtheyieldofoliveleafpolyphenolsastheevaluationindex,on

thebasisofsinglefactorexperiment,theeffectsofwaterbath

temperature,extractiontimeandsolidＧliquidratioontheyieldof

polyphenols wereanalyzed by BoxＧBehnken responsesurface

method,theeffectsofoliveleafpolyphenolsontheoxidativestaＧ

bilityofcamelliaseedoilwerestudiedwithperoxidevalueand

acidvalueasindexes．Results:Theoptimumextractionconditions

ofpolyphenolsfromoliveleavesbywaterbathwereasfollows:

ethanolvolumefraction５０％,extractiontime１．０h,solidＧliquid

ratio１∶４０ (g/mL),waterbathtemperature７２ ℃,andthe

yieldofpolyphenolsfromoliveleaveswas５．８６％．OliveleafpolyＧ

phenolshadagoodantioxidanteffectoncamelliaseedoil,which

wasbetterthanbutylhydroxyanisole(BHA),andhadasynerＧ

gisticeffectwithtertbutylhydroquinone (TBHQ)andBHA．

Conclusion:Thepolyphenolsextractedfrom oliveleavesunder

theoptimized conditions have a good antioxidant effect on

camelliaseedoil．

Keywords:oliveleaf;polyphenols;camelliaseedoil;antioxidant

据国际橄榄油理事会统计,２０２０—２０２１年度全球橄

榄油产量及消费量分别为２９２万,３２０万t[１].在橄榄油

生产过程中会产生大量的副产品,如:橄榄叶、橄榄渣、橄
榄加工废水等,其中橄榄叶可占橄榄油行业加工总量的

５％[２－３].为对抗病原体和昆虫的攻击橄榄树会合成大

量的多酚,这些多酚主要储存在其厚实的叶子中[４].橄

榄叶的酚类成分包括裂环烯醚萜类(主要是橄榄苦苷)、
类黄酮类化合物(木犀草素、芹菜素、芦丁)和其他酚类物

质(羟基酪醇、木质素、生育酚等)[５].
提取橄榄叶中多酚物质的方法有索氏抽提法[６]、水

浴回流法[６]、微波[７]和超声波辅助萃取[８－９]等方法.课

题组在试验前期初步对比了索氏抽提、水浴回流、超声波

辅助法３种方法,其中采用水浴回流法所得橄榄叶多酚

得率最高.而且水浴回流法具有溶剂可循环使用的优

点,符合绿色环保,循环利用的理念,因此试验采用水浴

回流法提取橄榄叶中的多酚物质.
研究拟采用响应面法优化橄榄叶多酚的水浴回流提

取工艺条件,并使用Schaal烘箱法对比添加橄榄叶多酚物

质与化学合成抗氧化剂对山茶籽油氧化稳定性的影响,以
期为橄榄叶多酚物质在食品工业中的应用提供参考.
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１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

橄榄叶:阿尔波莎拉,甘肃陇南市祥宇油橄榄开发有

限责任公司;
山茶籽油:河南省鲲华生物技术有限公司;
没食子酸、福林酚:分析纯,上海阿拉丁生化科技股

份有限公司;
特丁基对苯二酚(TBHQ)、丁基羟基茴香醚(BHA):

纯度≥９８％,上海麦克林生化科技有限公司;
碘化钾:分析纯,天津市福晨化学试剂厂;
硫代硫酸钠:分析纯,洛阳市化学试剂厂;
乙醇、三氯甲烷、乙醚、异丙醇、冰乙酸、无水碳酸钠、

酚酞、可溶性淀粉:分析纯,天津市凯通化学试剂有限

公司.

１．１．２　仪器与设备

紫外可见分光光度计:TUＧ１８１０型,北京普析通用仪

器有限责任公司;
电子分析天平:BSA２２４５型,赛多利斯科学仪器(北

京)有限公司;
真空干燥箱:DZFＧ６０５０型,上海精宏实验设备有限

公司;
水浴恒温震荡器:DFＧ１０１Z型,山东菏泽正虹科技仪

器有限公司;
离心机:TGLＧ１６G型,上海安亭科学仪器厂;
旋转蒸发仪:REＧ５２A型,上海亚荣生化仪器厂.

１．２　试验方法

１．２．１　提取方法　准确称取橄榄叶粉末２．０g于２５０mL
圆底烧瓶中,在一定的乙醇体积分数、料液比、浸提时间、
水浴温度下进行水浴回流提取橄榄叶多酚.

１．２．２　单因素试验　以橄榄叶多酚得率为指标,固定料

液比(m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 )为 １∶２５ (g/mL)、水浴温度为

７０℃、浸提时间为２．４h,考察乙醇体积分数(３０％,４０％,

５０％,６０％,７０％,８０％)对橄榄叶多酚得率的影响;固定

乙醇体积分数为５０％、水浴温度为７０ ℃、浸提时间为

２．４h,考察料液比[m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 分别为１∶２５,１∶３０,

１∶３５,１∶４０,１∶４５,１∶５０(g/mL)]对橄榄叶多酚得率

的影响;固定乙醇体积分数为５０％、水浴温度为７０℃、料
液比为１∶４０(g/mL),考察浸提时间(０．５,１．０,１．５,２．０,

２．５,３．０h)对橄榄叶多酚得率的影响;固定乙醇体积分数

为５０％、浸提时间为１．５h、料液比为１∶４０(g/mL),考
察水浴温度(４０,５０,６０,７０,８０,９０ ℃)对橄榄叶多酚得率

的影响.

１．２．３　响应面试验设计　在单因素试验的基础上,选取

水浴温度、浸提时间、料液比作为所需优化参数条件,以
多酚得率为响应值,通过 BoxＧBehnken试验优化水浴回

流提取工艺条件.

１．２．４　橄榄叶多酚对山茶籽油氧化稳定性的影响

(１)橄榄叶多酚添加量对山茶籽油氧化稳定性的影

响:按照质量分数０．０２％,０．０４％,０．０６％,０．０８％将橄榄叶

多酚分别溶解在装有２００g山茶籽油的锥形瓶中,超声

５min充分溶解.放入烘箱(６０±２)℃中,每隔４d取样

测定过氧化值与酸价,观察山茶籽油在２４d内的氧化变

质情况,每次测定重复３次.
(２)橄榄叶多酚与合成抗氧化剂的抗氧化活性比较:

将质量分数为０．０２％的橄榄叶多酚、TBHQ 及 BHA,质
量分数为０．０１％的橄榄叶多酚与０．０１％ BHA、０．０１％
TBHQ２种复配剂,分别溶解在装有２００g山茶籽油的锥

形瓶中,超声５min充分溶解.放入烘箱(６０±２)℃中,

每隔４d取样测定过氧化值与酸价,观察山茶籽油在２４d
内的氧化变质情况,每次测定重复３次.

１．２．５　测定项目及方法

(１)多酚含量测定:采用福林酚法[１０].以没食子酸

为基准物质绘制标准曲线,分别按式(１)计算多酚得率.

R１＝
C０×V×N

M０
×１００％, (１)

式中:

R１———多酚得率,％;

C０———橄榄叶提取液中多酚质量浓度,μg/mL;

V———粗提液的体积,mL;

N———稀释倍数;

M０———橄榄叶粉末质量,g.
(２)过氧化值:参照GB５００９．２２７—２０１６«食品安全国

家标准　食品中过氧化值的测定».
(３)酸价:参照GB５００９．２２９—２０１６«食品安全国家标

准　食品中酸价的测定».

２　结果及分析

２．１　没食子酸标准曲线的绘制

没食子酸浓度标准曲线图如图１所示.以没食子酸

质量浓度为横坐标,吸光度值为横坐标,所得没食子酸标

准曲线的标准方程为:

A＝０．００４３C＋０．００５(R２＝０．９９９９), (２)

式中:

A———吸光度;

C———没食子酸质量浓度,μg/mL.

２．２　单因素试验

２．２．１　乙醇体积分数对多酚得率的影响　由图２可知,

当乙醇体积分数低于５０％时,多酚得率随乙醇体积分数

的增加而增加;当乙醇体积分数为５０％时,多酚得率增加

到最大,为４．６３％;当乙醇体积分数高于５０％时,多酚得

率随之增加而减小,当乙醇体积分数增至８０％时,多酚得

率最低.可能的原因是:当乙醇体积分数较低时,水易于
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图１　没食子酸标准曲线

Figure１　Standardcurveofgallicacid

图２　乙醇体积分数对多酚得率的影响

Figure２　Theeffectsofethanolvolumefractiononthe

yieldofpolyphenols

渗透植物细胞内部,使部分亲水性大分子物质与乙醇溶

液接触,进而影响多酚物质的得率[１１];当乙醇体积分数较

高时会造成蛋白质的变性,可能对乙醇溶液断裂多酚物

质与大分子之间结合的氢键有一定的影响,阻碍多酚化

合物的溶解,从而降低多酚的得率[１２－１３].因此,最优的

乙醇体积分数为５０％.

２．２．２　 料 液 比 对 多 酚 得 率 的 影 响 　 由 图 ３ 可 知,当

m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 从１∶２５(g/mL)增加到１∶５０(g/mL)
时,多 酚 得 率 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋 势,并 且 m橄榄叶 ∶
V乙醇溶液 为１∶４０(g/mL)时得率值最大,为４．９０％,可能

的原因是:当 m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 低于１∶４０(g/mL)时,能
增大样品与提取溶剂的接触面积,从而使多酚物质充分

地从物料中溶出;当m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 高于１∶４０(g/mL)
时,多酚得率不增反降,是由于增大料液比的同时,也增

大了其他杂质从物料中溶出的机率,从而抑制了多酚的

溶出,最终导致多酚得率降低[１４].从降低成本、多酚得率

等方 面 综 合 考 虑 得 出:选 取 m橄榄叶 ∶V乙醇溶液 ＝１∶
４０(g/mL)为优化中心点.

２．２．３　浸提时间对多酚得率的影响　由图４可得,随着

浸提时间的增加,多酚得率先增加后减小,当浸提时间为

１．５h时,得率最大,为５．５５％,可能是由于随着浸提时间

图３　料液比对多酚得率的影响

Figure３　TheeffectsofmaterialＧliquidratioonthe

yieldofpolyphenols

的增加,多酚能从物料中较快地溶出;达到１．５h后,继续

增大浸提时间,伴随着其他杂质的不断溶出,导致多酚物

质得率降低[１５].因此,选取浸提时间 １．５h 为 优 化 中

心点.

２．２．４　水浴温度对多酚得率的影响　由图５可知,随着

水浴温度的升高,多酚得率呈逐渐上升的趋势,可能的

图４　浸提时间对多酚得率的影响

Figure４　Theeffectsofextractiontimeonthe

yieldofpolyphenols

图５　水浴温度对多酚得率的影响

Figure５　Theeffectsofwaterbathtemperatureon
theyieldofpolyphenols
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原因是分子运动速率会随着水浴温度的升高而加快,物
料的传质扩散速度也就会加快,从而使多酚物质更充分

的溶出[１６],但是考虑到乙醇的沸点原因,最终选取水浴温

度６０,７０,８０℃进行响应面试验.

２．３　响应面试验

２．３．１　响应面优化试验方案及结果　在单因素试验基础

上,以橄榄叶多酚得率为响应值(Y),选取水浴温度、浸提

时间、料液比作为所需优化参数条件,进行响应面优化试

验,因素及水平见表１,试验方案及结果见表２.

２．３．２　回归方程拟合效果分析及响应因子显著性分析

对表３中的响应因子进行多元回归拟合,得到二次

回归方程:

　　R＝５．７４００＋０．１８８８A－０．１３２５B－０．０７８８C－
０．０４５０AB－０．１０２５AC ＋０．１１００BC －０．４８３８A２ －
０．１１６３B２－０．４７３７C２. (３)

由表３可知,此回归模型P＜０．０００１,说明二次多元

回归模型差异具有极显著性;失拟项P＞０．０５,表示差异

表１　响应面优化试验因素水平表

Table１　Levelofresponsesurfaceoptimization

testfactors

水平 A 水浴温度/℃ B浸提时间/h C料液比(g/mL)

－１ ６０ １．０ １∶３５

０ ７０ １．５ １∶４０

１ ８０ ２．０ １∶４５

表２　响应面试验方案及结果

Table２　Responsesurfacetestplanandresults

试验号 A B C 多酚得率/％

１ －１ ０ １ ４．５３

２ －１ ０ －１ ４．６０

３ １ １ ０ ５．１３

４ －１ １ ０ ４．９０

５ ０ －１ －１ ５．０９

６ １ －１ ０ ５．４７

７ ０ １ －１ ５．０３

８ ０ ０ ０ ５．８５

９ ０ ０ ０ ５．７８

１０ ０ ０ ０ ５．６９

１１ １ ０ １ ５．１７

１２ ０ １ １ ４．９９

１３ ０ ０ ０ ５．７２

１４ －１ －１ ０ ５．０６

１５ ０ －１ １ ５．４９

１６ １ ０ －１ ４．８３

１７ ０ ０ ０ ５．６６

不显著,说明该模型能较准确地预测水浴温度、浸提时

间、料液比对多酚得率的影响;且该模型的相关系数R２＝

０．９８８８和R２
Adj＝０．９７４３,表明该模型能较好地分析和预

测各因素对多酚得率的影响[１７].由各项的P 值可知,一

次项 A、B,二次项 A２、B２、C２对多酚得率有极显著的影

响;一次项 C,交互项 AC、BC 对多酚得率有显著的影

响[１５].由F 值可知,影响因素的主次顺序为水浴温度＞
浸提时间＞料液比.

２．３．３　交互作用　由图６(a)和图６(b)可知,当料液比不

变时,多酚得率随水浴温度及浸提时间的增加先升高后

降低,响应曲面图坡度平坦,等高线图偏圆形,说明水浴

温度与 浸 提 时 间 之 间 的 交 互 作 用 较 小;由 图 ６(c)和

图６(d)可知,当浸提时间不变时,多酚得率随水浴温度及

料液比的增加先升高后降低,响应曲面图坡度较陡,等高

线呈椭圆形,说明水浴温度与料液比之间的交互作用显

著;由图６(e)和图６(f)可知,当水浴温度不变时,多酚得

率随浸提时间及料液比的增加先升高后降低,响应曲面

图坡度偏陡,等高线呈椭圆形,说明浸提时间与料液比之

间的交互作用显著.

２．３．４　最优方法验证　通过响应面试验获得橄榄叶多酚

提取的最佳工艺条件为水浴温度 ７２．４８ ℃、浸提时间

１．１４５h、液料比１∶４０ (g/mL),多酚得率为５．８２％.为

了便于工艺条件在实际应用中操作,将水浴温度、浸提时

间分别调整为７２℃、１．０h,在此基础上,通过３次平行重

复验证 实 验,得 出 多 酚 得 率 高 达 ５．８６％,预 测 偏 差 为

０．７７％,表明该模型能较好地预测多酚得率.

表３　方差分析†

Table３　Analysisofvarianceofregressionequation

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ２．７３２７ ９ ０．３０３６ ６８．３９８１ ＜０．０００１ ∗∗

A ０．２８５０ １ ０．２８５０ ６４．２０２３ ＜０．０００１ ∗∗

B ０．１４０５ １ ０．１４０５ ３１．６３８０ ０．０００８ ∗∗

C ０．０４９６ １ ０．０４９６ １１．１７５８ ０．０１２４ ∗

AB ０．００８１ １ ０．００８１ １．８２４６ ０．２１８８

AC ０．０４２０ １ ０．０４２０ ９．４６６６ ０．０１７９ ∗

BC ０．０４８４ １ ０．０４８４ １０．９０２７ ０．０１３１ ∗

A２ ０．９８５３ １ ０．９８５３２２１．９５５２ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ０．０５６９ １ ０．０５６９ １２．８１７７ ０．００９０ ∗∗

C２ ０．９４５０ １ ０．９４５０２１２．８７３６ ＜０．０００１ ∗∗

残差 ０．０３１１ ７ ０．００４４
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．００８１ ３ ０．００２７ ０．４６８１ ０．７２０５

纯误差 ０．０２３０ ４ ０．００５８

总离差 ２．７６３８ １６

　†　∗∗为差异极显著(P＜０．００１);∗为差异显著(P＜０．０５);

R２＝０．９８８８;R２
Adj＝０．９７４３.
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图６　因素交互作用对多酚得率影响的响应面和等高线图

Figure６　Responsesurfaceandcontourmapoftheeffectsoffactorinteractiononpolyphenolyield

２．４　橄榄叶多酚对山茶籽油氧化稳定性的影响

２．４．１　橄榄叶多酚添加量对山茶籽油氧化稳定性的影响

前期试验发现,当橄榄叶多酚质量分数低于０．０２％
时,橄榄叶多酚物质对山茶籽油的抗氧化效果不明显,因
此试验中添加橄榄叶多酚物质从０．０２％开始添加.由图

７可知,与 空 白 山 茶 籽 油 相 比,随 着 时 间 的 增 加,添 加

０．０２％,０．０４％橄榄叶多酚均能明显降低山茶籽油的过氧

化值与酸值,说明添加０．０２％,０．０４％橄榄叶多酚均能明

显降 低 山 茶 籽 油 的 氧 化 酸 败 速 度,相 反 添 加 ０．０６％,

０．０８％ 橄榄叶多酚加速了山茶籽油的氧化酸败速度,可
能是过量的橄榄叶多酚具有助氧化的作用[１８－１９].放置

相同时间时,山茶籽油的过氧化值与酸值的大小顺序为:

０．０８％橄榄叶多酚油样＞０．０６％橄榄叶多酚油样＞空白

油样＞０．０４％橄榄叶多酚油样＞０．０２％橄榄叶多酚油样,
说明添加０．０２％橄榄叶多酚具有较好的抗氧化效果.

２．４．２　橄榄叶多酚与 TBHQ及BHA的协同作用对山茶

籽油氧化稳定性的影响　由图８可知,与空白山茶籽油

相比,添加质量分数为 ０．０２％ 的 橄 榄 叶 多 酚、TBHQ、

BHA均能明显降低山茶籽油的过氧化值与酸值,其中添

加０．０２％橄榄叶多酚的过氧化值与酸值低于同等浓度的

BHA,高于 TBHQ,说明橄榄叶多酚的抗氧化效果优于

BHA,次于TBHQ;与添加质量分数均为０．０２％的橄榄叶

多酚、TBHQ、BHA相比,随着时间的增加,添加０．０１％橄

榄叶多酚＋０．０１％ TBHQ的山茶籽油的过氧化值与酸值

图７　橄榄叶多酚对山茶籽油氧化稳定性的影响

Figure７　Effectsofoliveleafpolyphenolsonoxidativestabilityofcamelliaseedoil
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图８　橄榄叶多酚与 TBHQ及BHA的协同作用对山茶籽油的氧化稳定性的影响

Figure８　Effectsofsynergisticeffectofoliveleafpolyphenols,TBHQandBHAonoxidation
stabilityofcamelliaseedoil

低于添加０．０２％ 橄榄叶多酚的油样,高于添加 ０．０２％
TBHQ的油样;添加０．０１％橄榄叶多酚＋０．０１％ BHA的

山茶籽油的过氧化值与酸值高于添加０．０２％橄榄叶多酚

的油样,低于添加０．０２％ BHA 的油样,说明添加０．０１％
橄榄 叶 多 酚 与 ０．０１％ TBHQ、０．０１％ 橄 榄 叶 多 酚 与

０．０１％ BHA均具有协同增效的作用,并且具有增强山茶

籽油抗氧化效果的能力.

３　结论
采用乙醇溶液水浴回流提取橄榄叶中的多酚,运用

响应面法优化橄榄叶多酚的提取工艺条件为:乙醇体积

分数５０％、浸提时间１．０h、料液比１∶４０(g/mL)、水浴

温度７２℃,此条件下橄榄叶多酚得率为５．８６％.橄榄叶

多酚对山茶籽油的氧化稳定性影响研究表明:当多酚质

量分数为０．０２％时,橄榄叶多酚对山茶籽油具有较好的

抗氧化效果;橄榄叶多酚对山茶籽油的抗氧化效果优于

丁基羟基茴香醚,次于特丁基对苯二酚;橄榄叶多酚与特

丁基对苯二酚及丁基羟基茴香醚具有协同增效作用.但

是橄榄叶多酚中主要起抗氧化作用的活性成分及影响山

茶籽油氧化稳定性的机制仍需要进一步研究.
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