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Abstract 
Oleuropein is an active component extracted from olive and has good pharmacological activity. 
In this paper, olive powders were used as raw material to study the extraction process of oleu-
ropein by ultrasonic wave. Based on the single factor experiment, the quadratic regression or-
thogonal design experiment was used to optimize the extraction process. According to the expe-
rimental results, the best extraction conditions were: ultrasonic time 37 min, water bath tem-
perature 46˚C, ethanol concentration 43%, solid-liquid ratio of 1:32, and the extraction rate of 
polyphenols was 14%. The antioxidant capacity of oleuropein was determined by DPPH radical 
scavenging. When the concentration of oleuropein was 0.1 mg∙mL−1 the DPPH radical scavenging 
rate was 96%. 
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摘  要 

橄榄多酚是从橄榄中提取出来的活性成分，具有很好的药理作用。该文采用橄榄粉作为原料研究超声提取

橄榄多酚的工艺。以单因素实验为基础，进而进行二次正交旋转实验设计来优化提取工艺。实验得到的最

佳提取条件为：超声时间37 min、水浴温度46℃、乙醇浓度为43%，固液比为1:32，多酚提取率为14%。

并以DPPH自由基清除来测定橄榄多酚的抗氧化能力，在质量浓度0.1 mg∙mL−1时，消除率可达到96%。 
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1. 引言 

橄榄又名福果、青果等，是橄榄科橄榄属植物的果实，栽植面积广，产率高，是一种很容易购买到

的食材，具有很大的发展潜力[1]。橄榄果肉拥有丰富的营养价值，含钙量高而且容易被人体所吸收，可

以通过开发和利用成为药品或者保健品；橄榄还有很高的药用价值，药用橄榄对降血压、血糖、血脂、

糖尿病、咽喉肿痛、口腔溃疡、咳嗽、哮喘等病症有明显疗效[2]。 
抗氧化剂目前广泛应用于食品加工，自然界中许多植物中的天然抗氧化成分因其安全、健康、无毒

而得到人们越来越多的关注。而橄榄多酚作为一种自然抗氧化剂，是一种广泛存在与植物体内的多元酚，

主要分布于物的皮、根、木、叶、果中，它也是一类具有独特生理活性和药理活性的天然产物。大量研

究表明，橄榄多酚在抗诱变、抗肿瘤、抗病毒、抗微生物、抗衰老、抗氧化等很多方面具有良好的作用，

具有很高的发展前景[3]。 
DPPH 自由基在 517 nm 波长附近存在最大吸收峰[4]。DPPH 自由基和抗氧化剂反应后，抗氧化剂可

以配对 DPPH 的孤对电子对使 DPPH 褪色，接受电子量与褪色程度呈定量关系，所以可用比色定量分析

来测定橄榄多酚溶液的抗氧化能力，DPPH 清除率越大，抗氧化能力越强[5]。因为该方法简单、快捷、

灵敏，操作方便，所以本论文使用 DPPH 消除法来测定橄榄多酚的抗氧化性，并使用 Vc 和 BHA 这两种

常用食品添加剂作为对比，反映橄榄多酚还原能力的强弱。 
由于提取抗氧化剂的原材料不同，抗氧化剂可以采取多种提取方法。常用的有超声辅助提取法、微

波辅助提取法、酸碱提取法、酶解法、醇浸法等[6]。罗永会等[7]用传统乙醇浸取橄榄多酚，有较好的提

取率 5.75%，但是耗时达到 4 h。曾培源等[8]用超声提取橄榄多酚，工艺流程需要 3 次，每次 40 min，得

率 2.3%。何志勇等[9]用微波提取，时间仅需 5 s，得率 1.2%。传统提取法消耗时间但提取率较高，现代

提取法省时但提取率较低。 
多酚类化合物在碱性溶液中，钨钼酸与体系中存在的酚羟基发生反应，钨离子从正六价转换为正五

价，导致反应体系从青绿色转换为蓝色，溶液中蓝色的深浅程度与含酚基团的数目成正比，所以可以利

用紫外/可见分光光度计测量溶液的吸光度，从而求得多酚的提取率[10]。 
二次正交旋转组合设计是国外近年应用较多的一种实验设计方法。结合了响应面优化法，并且通过
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统计软件对实验结果进行非线性数学模型拟合。 
该论文首先对超声时间、超声水浴温度、乙醇浓度、固液比四个因素分别进行单因素实验，研究这

四个因素对橄榄多酚提取率的影响，得到各个因素的最佳条件所在的大致范围。再利用二次正交旋转组

合设计，以单因素实验中各个因素的最佳条件作为中心水平，进行四因素五水平的正交实验设计，最终

得到最佳的工艺参数。 

2. 材料与方法 

2.1. 仪器和试剂 

橄榄粉(云南文山一缘药业)，DPPH(西亚试剂)，福林酚(广东光华科技股份有限公司)(阿拉丁)，真空

冷冻干燥机(上海比朗仪器制造有限公司)，UV-1100 紫外/可见分光光度计(上海美谱达仪器有限公司)，
TENSOR27 傅立叶变换红外光谱(德国布鲁克公司)等。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 实验步骤 
1) 用电子天平称取 3 g 橄榄干粉于 250 mL 锥形瓶中，加入指定乙醇浓度与固液比的乙醇溶液，混

合均匀后将其放置于常温下的单槽式超声波清洗机(功率 300 W)中，进行超声协同提取。提取一段时间后，

通过纱布过滤后，将溶液离心后除去沉淀即初提取液。 
2) 取 1 mL 初提取液稀释并定容到 50 mL 容量瓶，剩余提取液样品放置于冰箱保存待用。取 1 mL

样品于 50 mL 容量瓶中，滴加 1.5 mL 福林酚和 10 mL 去离子水，于避光处放置 5 min 后，加入 6 mL 的

10%碳酸钠溶液，静置 60 min 反应过，在 765 nm 波长下测定吸光度，以焦性没食子酸为标量计算提取液

中的多酚含量。 
3) 将储存待用的提取液装入 500 mL 四口烧瓶中，通过水浴加热蒸出残留在提取液中的乙醇，得到

脱醇溶液，装盘后放入冷冻箱结冰，次日放入冷冻干燥机进行脱水处理，得到橄榄多酚干粉。 
4) 将干粉溶解于溶液中，稀释处理后，进行 DPPH 自由基消除能力、羟基自由基消除能力等抗氧化

功能的测定。 

2.2.2. 没食子酸标准曲线 
1) 用电子天平准确称取焦性没食子酸 0.0507 g，用蒸馏水溶解，定容至 100 mL 容量瓶备用，作为

没食子酸标准液。 
2) 用天平量取 10 g 无水碳酸钠固体，加入 60 mL 蒸馏水溶解，将碳酸钠溶液转移到容量瓶，用少

量蒸馏水分别清洗烧杯三次，残液转移至容量瓶，定容，得到 10% Na2CO3 溶液。 
3) 吸取 3.0 mL、6.0 mL、9.0 mL、12.0 mL、15.0 mL 没食子酸标准液分别定容于 50 mL 容量瓶内。

然后从没食子酸系列梯度溶液中吸取 1.0 mL 溶液加入 25 mL 容量瓶中，加入 10 mL 蒸馏水摇匀，用移液

管移取 1.50 mL 福林酚试剂，摇匀后放置在黑暗处，5 min 后加入 6 mL 10% Na2CO3 溶液摇匀，然后在室

温下避光放置反应 60 min，以蒸馏水作参比，在波长 765 nm 处测定其吸光值。以吸光值为纵坐标，标准

溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线[11]。 

2.2.3. 单因素实验 
1) 超声时间对橄榄多酚提取率的影响 
取 3 g 橄榄粉于 250 mL 锥形瓶中，加入 65%乙醇 100 mL (65 mL 乙醇 + 35 mL 蒸馏水)，在 50℃的

超声水浴中加热 30 min、40 min、50 min。用福林酚作显色剂测其吸光度。 
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2) 提取温度对橄榄多酚提取率的影响 
取 3 g 橄榄粉于 250 mL 锥形瓶中，加入 65%乙醇 100 Ml (65 mL 乙醇 + 35 mL 蒸馏水)，分别在 40℃

50℃、60℃、70℃下反应 40 min。用福林酚作显色剂测其吸光度。 
3) 乙醇浓度对橄榄多酚提取率的影响 
取 3 g 橄榄粉于 250 mL 锥形瓶中，分别加入 35%、45%、55%、65%乙醇 100 mL。分别在 50℃下反

应 40 min。用福林酚作显色剂测其吸光度。 
4) 料液比对橄榄多酚提取率的影响 
取 3 g 橄榄粉于 250 mL 锥形瓶中，分别加入 65%的 45 mL、60 mL、75 mL、90 mL 的乙醇，分别在

50℃下反应 40 min。用福林酚作显色剂测其吸光度。 

2.2.4. 二次正交旋转组合实验 
由以上四个单因素实验可知，该四个因素均对提取率有较大影响，分别为：超声时间、温度、乙醇

浓度、料液比，其中超声虽然随着时间增加产率仅有少量提升，出于实际生产效率仍选择 40 min 为中间

水平。二次正交旋转组合实验设计分别使用−2，−1，0，1，2 表示每个因素的 5 个水平，如表 1。以橄榄

多酚的提取率为目标，运用数据处理软件 SAS 得出，整个实验有 36 组，设计如表 2，以优化橄榄多酚提

取的最佳工艺条件[12]。 

2.2.5. 用红外吸收光谱鉴定提取物成分 
将冷冻干燥获得的橄榄多酚提取物干粉加入溴化钾研磨均匀成粉，取适量样品进行压片，得到薄膜

片放入样品架在 4000~400 波数进行红外吸收光谱测量。 

2.2.6. 橄榄多酚对 DPPH 消除率的测定 
1) 1 m mol∙L−1 DPPH 溶液的制备 
用分析天平准确量取 19.716 mg 的 DPPH 固体定容于 50 mL 棕色瓶中，定容可得到 1 m mol∙L−1 的

DPPH 溶液。使用时需稀释 10 倍使用。 
2) 橄榄提取物系列浓度梯度溶液制备 
取 0.25 g 橄榄多酚提取物用无水乙醇定容于 100 mL 容量瓶，得到 2.5 mg∙mL−1 原液①。从原液①中

量取 2 mL 橄榄溶液定容于 50 mL 容量瓶，得到 0.1 mg∙mL−1 溶液②。从溶液②中取 10 mL 溶液定容于 50 
mL 容量瓶，得到 0.02 mg∙mL−1 溶液③。从溶液②中取 5 mL 定容于 50 mL 容量瓶中，得到 0.01 mg∙mL−1

溶液④。从溶液②中取 2.5 mL 定容于 50 mL 容量瓶中，得到 0.005 mg∙mL−1 溶液⑤。从溶液②中取 0.5 mL
定容于 50 mL 容量瓶中，得到 0.001 mg∙mL−1 溶液⑥。以上制备得到 0.1 mg∙mL−1、0.02 mg∙mL−1、0.01 
mg∙mL−1、0.005 mg∙mL−1、0.001 mg∙mL−1 系列浓度梯度溶液。 

 
Table 1. Combination experiment design of quadratic regression orthogonal 
表 1. 二次正交旋转组合实验设计表 

水平 
因素 

超声时间/min 温度/℃ 乙醇浓度/% 料液比 

−2 30 40 45 1:20 

−1 35 45 50 1:25 

0 40 50 55 1:30 

1 45 55 60 1:35 

2 50 60 65 1:40 
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3) 橄榄多酚对 DPPH 清除率的测定 
分别用移液管移取 0.1 mg∙mL−1、0.02 mg∙mL−1、0.01 mg∙mL−1、0.005 mg∙mL−1、0.001 mg∙mL−1 的橄

榄多酚溶液 2.0 mL 至试管中，分别加入 2.0 mL 乙醇和 2.0 mL 0.1 m mol∙L−1 的 DPPH 溶液，另外取一直

空试管加入 2 mL 蒸馏水和 2 mL 0.1 mmol∙L−1 的 DPPH 溶液，作为空白样使用。将这一系列试管摇晃均

匀后放置于黑暗处静置 30 min，在波长 517 nm 处测定吸光度。用 Vc 作为参照，计算 DPPH 清除率。 

( ) 0DPPH 1 100%x yA A A = − − × 清除率                          (1) 

其中，Ax 为加入样品和 DPPH 溶液反应后的吸光度；Ay 为加入样品和等体积乙醇溶液的吸光度；A0 为空

白对照样的吸光度。 
4) Vc、BHA 对 DPPH 清除率的测定 
分别制备Vc、BHA系列浓度梯度溶液，得到 0.1 mg∙mL−1、0.02 mg∙mL−1、0.01 mg∙mL−1、0.005 mg∙mL−1、

0.001 mg∙mL−1 的 Vc 溶液和 BHA 溶液。分别移取各样品溶液 2.0 mL 至试管中，分别加入 2.0 mL 乙醇和

2.0 mL 0.1 m mol∙L−1 的 DPPH 溶液，另外取一直空试管加入 2 mL 蒸馏水和 2 mL 0.1 m mol∙L−1 的 DPPH
溶液，作为空白样使用。将这一系列试管摇晃均匀后放置于黑暗处静置 30 min，在波长 517 nm 处测定吸

光度[13]。 

2.2.7. 二次回归正交旋转组合设计实验 
二次回归正交旋转组合设计实验用 spss 软件进行方差分析和显著性检测进行分析后，再用 sas 软件

拟合二次回归正交优化方程，最后 matlab 软件对提取因素间的交互作用进行分析。 

3. 结果与分析 

3.1. 福林酚测定没食子酸浓度标准曲线 

据步骤 2.2.2.得回归方程 y = 10.028x − 0.0355，R2 = 0.99862，表明在 0.02~0.12 mg∙mL−1 的浓度范围

内，没食子酸浓度 x 与吸光度 y 之间有很好的相关性，如图 1 所示： 
 

 
Figure 1. The standard curve of gallic acid 
图 1. 没食子酸标准曲线 
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3.2. 单因素实验结果  

3.2.1. 超声时间对橄榄多酚提取率的影响 
由图 2 可知，在 40 min 内，随着超声提取时间的增长，多酚得率逐渐增大，当超声时间延长到 40 min

以后，多酚得率稍微下降，随着时间增长，得率只有不显著的增长，在实际生产中，40 min 的生产效率

更高，故选择超声提取时间为 40 min。 

3.2.2. 温度对橄榄多酚提取率的影响 
由图 3 可知，在 40℃到 70℃的范围内，水浴温度对多酚得率有一定的影响，且在 70℃左右到达最 

 

 
Figure 2. Effect of ultrasonic time on yield of oleuropein 
图 2. 超声提取时间对橄榄多酚得率的影响 

 

 
Figure 3. Effect of water bath temperature on yield of oleuropein 
图 3. 水浴温度对橄榄多酚提取率的影响 
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高点，故使用 70℃水浴温度为最佳实验条件。 

3.2.3. 乙醇浓度对橄榄多酚提取率的影响 
由图 4 可知，在 35%到 65%的范围内，多酚得率随着浓度增加，呈先增加而降低的趋势。乙醇浓度

对在 55%范围内，随着百分数的增加，多酚得率增加，在 55%的时候达到最高点，之后缓慢下降，故选

择乙醇浓度 55%为实验最佳条件。 

3.2.4. 料液比对橄榄多酚提取率的影响 
由图 5 可知，在 1:20 到 1:30 的范围内，随着乙醇用量的增加，多酚得率增加，到 1:30 时，多酚得 

 

 
Figure 4. Effect of ethanol concentration on yield of oleuropein 
图 4. 乙醇浓度对橄榄多酚得率的影响 

 

 
Figure 5. Effect of solid-liquid ratio on yield of oleuropein 
图 5. 料液比对橄榄多酚得率的影响 
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率达到最高点，之后有明显下降，故选择 1:30 为最佳条件[14]。 

3.3. 二次回归正交旋转实验优化提取条件 

由表 2 的实验结果，运用 spss 软件进行方差分析和显著性检测。由表 3 方差分析可知，模型整体 sig
值为 0.012 远小于 0.05 但接近于 0.01，可见模型的显著性一般，其决定系数 R2 = 0.790，说明模型拟合效

果一般，实验存在一定的误差率。 
由表 3 可见 sig 值小于 0.05 的项，x1 远小于 0.01，为主要影响显著的因素，x2和 x3 小于 0.05，为显

著性一般的因素，故影响因素主效应的顺序为 x1 (超声时间) > x3 (乙醇浓度) > x2 (温度) > x4 (固液比)。从

交互项来看，温度和乙醇浓度的交互作用、温度和固液比的交互作用均接近 0.2，为交互项中最为显著的

两项，可以想到因为温度的提高使乙醇溶液蒸发导致提取液的体积变小，影响到乙醇浓度和固液比两个

因素对提取率的作用，所以乙醇浓度和固液比两个因素与其他因素的交互性的显著性较低。特别是体积

减小影响最大的固液比显著性最低，导致了整体误差的增大。 
显著性低的交互项去掉，使用 sas 软件拟合方程： 

2 2
1 2 3 4 1 2

2 2
3 4 1 2 2 3 2 4

19.75 36.99 43.02 32.33 24.24 19.25 6.76

5.31 6.77 4.3 18.86 9.58

y x x x x x x

x x x x x x x x

= − − + + + + −

− − − ∗ − ∗ − ∗               
(2) 

使用 matlab 软件对乙醇浓度、温度和固液比制作交互图。 
 

Table 2. Design of quadratic regression orthogonal rotation combination experiment 
表 2. 二次回归正交旋转组合实验设计表 

编号 
因素 

提取率/% 
超声时间 温度 乙醇浓度 料液比 

1 1 1 1 1 9.864 

2 1 1 1 −1 9.941 

3 1 1 −1 1 9.345 

4 1 1 −1 −1 9.455 

5 1 −1 1 1 11.011 

6 1 −1 1 −1 10.789 

7 1 −1 −1 1 10.741 

8 1 −1 −1 −1 9.841 

9 −1 1 1 1 10.113 

10 −1 1 1 −1 9.791 

11 −1 1 −1 1 10.218 

12 −1 1 −1 −1 9.879 

13 −1 −1 1 1 11.676 

14 −1 −1 1 −1 10.938 

15 −1 −1 −1 1 10.762 

16 −1 −1 −1 −1 9.542 

17 −2 0 0 0 13.859 

18 2 0 0 0 10.643 
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Continued 

19 0 −2 0 0 11.047 

20 0 2 0 0 10.508 

21 0 0 −2 0 10.059 

22 0 0 2 0 9.311 

23 0 0 0 −2 10.107 

24 0 0 0 2 10.580 

25 0 0 0 0 9.252 

26 0 0 0 0 9.296 

27 0 0 0 0 10.912 

28 0 0 0 0 10.568 

29 0 0 0 0 11.421 

30 0 0 0 0 11.076 

31 0 0 0 0 10.553 

32 0 0 0 0 10.628 

33 0 0 0 0 11.241 

34 0 0 0 0 10.688 

35 0 0 0 0 10.897 

36 0 0 0 0 10.344 

 
Table 3. Analysis of variance and significance test 
表 3. 方差分析与显著性检测 

源 平方和 df 均方 F Sig. 

校正模型 20.641a 19 1.086 3.159 0.012 

截距 768.641 1 768.641 2235.056 0.000 

超声时间 10.232 3 3.411 9.917 0.001 

温度 3.018 3 1.006 2.925 0.046 

乙醇浓度 2.809 3 0.936 2.722 0.049 

固液比 0.992 3 0.331 0.961 0.435 

超声时间 * 温度 0.046 1 0.046 0.134 0.719 

超声时间 * 乙醇浓度 0.001 1 0.001 0.002 0.965 

超声时间 * 固液比 0.177 1 0.177 0.515 0.483 

温度 * 乙醇浓度 0.461 1 0.461 1.341 0.264 

温度 * 固液比 0.424 1 0.424 1.234 0.283 

乙醇浓度 * 固液比 0.082 1 0.082 0.238 0.632 

误差 5.502 16 0.344   

R2 = 0.790 
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Figure 6. The Interaction between extraction temperature and ethanol concentration 
图 6. 提取温度和乙醇浓度交互图 

 

 
Figure 7. The Interaction between extraction temperature and solid-liquid ratio 
图 7. 提取温度和固液比交互图 

 
由图 6~图 8 可知，当响应面的坡度趋向平滑时，说明响应值受各个变量的影响较小；当响应面趋向

倾斜时，则说明响应面受变量交互作用较为明显。通过比较图 6~图 8 比较可知，温度、乙醇浓度和固液

比这三个因素之间交互关系一般[15] [16] [17] [18]。 
通过回归拟合方程分析出橄榄多酚最佳工艺参数为：超声时间 37.3 min、水浴温度 46.36℃、乙醇浓

度为 43.24%，固液比为 1:32.5。考虑操作方便，修正最佳工艺为：超声时间 37 min、水浴温度 46℃、乙

醇浓度为 43%，固液比为 1:32，在此条件下平行验证三次，实验结果为 13.87%、13.92%、13.97%，平均

值接近 13.92%。 
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3.4. 红外吸收光谱 

从图 9 的光谱图中可以看到，在 3409.19 cm−1 波长处，有一个较强的吸收峰，可能是由于-OH 的伸

缩振动造成；而在 2975~2850 cm−1 处弱的吸收峰为 C-H 的伸缩振动。在 1034.14 cm−1 处为 C-H3 的弯曲振 
 

 
Figure 8. The Interaction between ethanol concentration and solid-liquid ratio 
图 8. 乙醇浓度和固液比交互图 

 

 
Figure 9. The Fourier infrared spectrogram of oleuropein 
图 9. 橄榄多酚的傅里叶红外光谱图 
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Figure 10. Comparison of the DPPH radical scavenging rate with oleuropeins, Vc and BHA 
图 10. 橄榄多酚、Vc、BHA 对 DPPH 自由基的消除率对比图 

 
动。在 1450.77 cm−1 处为 C-H 的弯曲振动。在 1332.3 cm−1 处为 O-H 的弯曲振动。可以得知，提取物成分

存在酚类物质[19]。 

3.5. 橄榄多酚抗氧化测定结果与分析 

由图 10 中可知，在实验范围内，橄榄多酚的对 DPPH 清除能力处于 Vc 和 BHA 之间，不同浓度的

橄榄多酚溶液对 DPPH 的清除率随浓度升高而增加。在低浓度范围内，清除率和质量浓度有明显的正相

关性，随着浓度升高，消除率趋于平缓，逐渐趋近于 96%。虽然橄榄多酚对 DPPH 自由基的消除率相对

于 Vc 略低，但是它在高浓度时仍有效果，当质量浓度为 0.1 mg∙m−1 L 时，VC 的消除率为 98%，橄榄多

酚的消除率大约为 96.7%，BHA 的消除率为 94.7%，橄榄多酚的消除率介于这两种食品添加剂之间，可

见橄榄多酚对 DPPH 消除效果显著[20]。 

4. 结论 

本文采用了超声辅助提取橄榄多酚的工艺，通过单因素和二次回归旋转正交试验的方法，确定了提

取橄榄多酚工艺的最佳条件，即超声时间 37 min、水浴温度 46℃、乙醇浓度为 43%，固液比为 1:32。从

影响提取率的因素来看，超声时间越长，提取率虽然有所增加但是逐渐趋近于平缓，在实际制作工艺过

程中会使得成本增加，故应取提取率效率最高的超声时间。同时也并不是水浴温度越高，固液比越高，

乙醇浓度越高，橄榄多酚的提取率就越高。故达到最佳条件附近时，橄榄多酚的提取达到饱和。 
橄榄多酚对 DPPH 溶液的消除效果很高，介于 Vc 和 BHA 这两种公用食品添加剂中间，可见橄榄多

酚作为抗氧化剂有较为显著的效果。因为温度上升，导致液体体积下降，乙醇浓度变化，所以温度和溶

液体积、乙醇浓度的交互作用比较难以控制，导致了模型显著性的减低，如果使用更好的密封装置，可

以使模型显著性更高，模型的公信力越强。 
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