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红腰豆黄酮提取物分离及其抗油脂氧化研究
黎　 英，刘春艳，李子月，曾珍清，郑兰香
（龙岩学院生命科学学院，福建龙岩　 ３６４０１２）

摘　 要：以红腰豆黄酮粗提物为原料，比较６种树脂对红腰豆黄酮的静态吸附和解吸性能，筛选出
ＸＤＡ －１进行分离纯化实验，并考察红腰豆黄酮纯提物对食用油脂（猪油和花生油）的抗氧化效果。
结果表明：最佳的分离条件为上样液质量浓度１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，吸附流速２ ＢＶ ／ ｈ，上样液ｐＨ值６，上样
量３ ＢＶ，洗脱速度２ ＢＶ ／ ｈ，乙醇体积分数为６０％洗脱，洗脱量３ ＢＶ。在此工艺条件下，黄酮得率及
纯度分别为７３． ８６％和２２． ６５％。红腰豆黄酮提取物可有效延缓油脂氧化，且对猪油的抗氧化效果
优于花生油。
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　 　 红腰豆（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌｉｎｎ．）为蝶形花科菜
豆属，缠绕植物，外形似“鸡腰子”，色泽红润，富含
蛋白质、碳水化合物、维生素及多种微量元素，且含
有较高黄酮类、多糖类和红色素类等活性物质，是乾
豆中营养最丰富的一种［１ － ５］，红腰豆味甘平，性温，
现代研究证明其具有补血益气、消肿、软化血管、降
血脂、抗风湿、抗辐射等作用［６］。

树脂吸附分离技术是近年来广泛应用的一种分
离、纯化天然产物有效成分的方法，可显著提高有效
成分的相对含量，具有价廉、选择性好、吸附容量大、
吸附迅速、解吸容易及可重复使用等优点［７ － ９］。近

年来，对红腰豆的开发利用研究主要集中在营养保
健、休闲食品和食疗等方面，而红腰豆黄酮提取物的
纯化及对油脂的抗氧化作用尚未见报道。本文在前
期实验获得红腰豆黄酮提取物基础上，采用大孔吸
附树脂对红腰豆黄酮提取物进行分离，通过树脂静
态筛选和动态实验研究红腰豆黄酮的分离纯化工
艺，同时与油脂常用的ＶＥ抗氧化剂进行比较，探讨红
腰豆黄酮化合物对不同油脂的抗氧化效果，以期为红
腰豆黄酮作为新型天然食品抗氧化剂的开发利用和
研发具有保健功效的含油食品提供科学依据。
１　 材料与方法
１． １　 材料与试剂

红腰豆：由龙岩市上杭县农科所提供；芦丁：美



油脂加工 粮油食品科技第２４卷２０１６年第５期

３０　　　

国Ｓｉｇｍａ公司；树脂（ＡＢ － ８、ＸＤＡ － １、ＡＤＳ － ７、ＡＤＳ
－１７、ＤＭ － １３、Ｄ１０１）：厦门柏嘉生物科技有限公
司；亚硝酸钠、硝酸铝、ＶＥ、三氯甲烷、碘、冰乙酸、碘
化钾等均为国产分析纯；花生油、猪油：市购。
１． ２　 设备与仪器

ＵＶ － １８００型紫外可见分光光度计：日本岛津
公司；ＳＨＢ － ３型循环水多用真空泵、ＲＥ － ２００２型
旋转蒸发器：郑州杜甫仪器厂；ＰＨＳ － ３Ｃ型精密ｐＨ
计：上海雷磁仪器厂；ＴＢ － １１４型电子分析天平：北
京赛多利斯仪器系统有限公司；ＤＫ － Ｓ２４型电热恒
温水浴锅：上海精宏实验设备有限公司；１０ ×
３００ ｍｍ玻璃层析柱、ＢＳＺ － １００自动部分收集器、
ＤＨＬ － Ａ恒流泵：上海沪西分析仪器厂。
１． ３　 方法
１． ３． １　 红腰豆黄酮提取、鉴定及含量测定
１． ３． １． １　 红腰豆黄酮粗提液的制备

按文献［５］制备红腰豆黄酮，即称取５． ０ ｇ预处
理过的红腰豆粉，采用微波提取（乙醇体积分数
７１％、液料比４０∶ １ ｍＬ ／ ｇ、微波功率５６０ Ｗ、微波时间
８ ｍｉｎ），滤渣重复提取２次后减压抽滤，合并滤液，
旋转蒸发浓缩，备用。
１． ３． １． ２　 黄酮的定性检验

以氢氧化钠溶液、三氯化铁溶液、盐酸镁粉反应
作为黄酮的定性鉴定反应，３个反应均显色即可确
定提取物含有黄酮类化合物［１０］。
１． ３． １． ３　 黄酮含量测定

以芦丁为标准品，按照文献［５］方法绘制标准曲
线，标准曲线的回归方程为：Ａ ＝ １１． ９８２Ｃ ＋ ０． ００３ ６，
Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ４。取１ ｍＬ浓缩液稀释１００倍后测吸光
度值（３次平均值为０． ４３２），计算所得浓缩粗提液
的质量浓度为３． ５８ ｍｇ ／ ｍＬ，浓缩液冷冻干燥备用。
提取量和纯度分别为７０． ８５ ｍｇ ／ ｇ、５． ０５％。
１． ３． ２　 红腰豆黄酮的分离纯化
１． ３． ２． １　 大孔树脂的预处理

将ＡＢ － ８、ＸＤＡ － １、ＡＤＳ － ７、ＡＤＳ － １７、ＤＭ －
１３、Ｄ１０１大孔树脂用９５％乙醇浸制，搅拌，待树脂
沉淀，倾去上层悬浮小颗粒。选取（１０ × ３００ ｍｍ）
玻璃层析柱，湿法装柱。先用９５％乙醇以２ ＢＶ ／ ｈ
洗脱至流出液加等量蒸馏水不变浑浊后，再用蒸馏
水洗脱至无醇味。再依次用５％ ＨＣｌ和５％ ＮａＯＨ
溶液以３ ＢＶ ／ ｈ洗脱４ ｈ后，蒸馏水洗至中性，用蒸

馏水浸泡备用。
１． ３． ２． ２　 大孔树脂的静态筛选

分别称取２． ０ ｇ ６种处理好的大孔树脂（ＡＢ －
８、ＸＤＡ － １、ＡＤＳ － ７、ＡＤＳ － １７、ＤＭ － １３、Ｄ１０１），于
１５０ ｍＬ具塞磨口锥形瓶中，依次加入５０． ０ ｍＬ质量
浓度为０． ３５８ ｍｇ ／ ｍＬ的红腰豆黄酮粗提液，振荡
（２５ ℃，１２０ ｒ ／ ｍｉｎ，２４ ｈ），将树脂过滤，测定滤液吸
光度并计算平衡质量浓度。用蒸馏水冲洗树脂３ ～
５次，加入体积分数为９５％的乙醇５０． ０ ｍＬ振荡
２ ｈ，测定各树脂解吸液吸光度并计算解吸液质量浓
度，按公式计算各树脂吸附量、吸附率和解吸率，选
出分离纯化红腰豆黄酮最佳的大孔树脂。

吸附量／（ｍｇ ／ ｇ）＝（Ｃ０ － Ｃ１）Ｖ１ｍ

吸附率＝（Ｃ０ － Ｃ１）Ｃ０
× １００％

解吸率＝ Ｃ２Ｖ２
（Ｃ０ － Ｃ１）Ｖ１ × １００％

式中：ｍ为树脂质量，ｇ；Ｃ０为粗提液质量浓度，
ｍｇ ／ ｍＬ；Ｃ１为平衡质量浓度，ｍｇ ／ ｍＬ；Ｃ２为解吸液质
量浓度，ｍｇ ／ ｍＬ；Ｖ１为吸附液体积，ｍＬ；Ｖ２为解吸液
体积，ｍＬ。
１． ３． ３　 ＸＤＡ －１树脂分离红腰豆黄酮工艺

室温条件下，对红腰豆黄酮提取液进行动态
吸附实验，将预处理好的ＸＤＡ － １树脂湿法装入
（１０ × ３００ ｍｍ）玻璃层析柱中（约３ ／ ４柱高，树脂
用量为２０ ｇ），上柱，洗脱，收集。分别考察上样液
的质量浓度、吸附流速、上样量、ｐＨ值、洗脱流速、洗
脱剂浓度和用量对树脂性能的影响程度，确定最佳
工艺参数。
１． ３． ４　 红腰豆黄酮对油脂抗氧化实验

油脂中的过氧化物在无水酸性条件下，使Ｉ －定
量氧化成Ｉ２，Ｉ２与Ｉ －结合生成易溶于水的Ｉ３ －，利用
标准碘液吸光值与Ｉ３ －的吸光值进行比较定量。采
用ＧＢ ／ Ｔ ５５３８—２００５标准推荐的碘量法和参考文
献［１１ － １２］的方法处理，在２５ ｍＬ具塞比色管中，依次
加入冰醋酸—氯仿２． ０ ｍＬ和１％淀粉溶液１． ０ ｍＬ，
分别取０、０． １、０． ２、０． ３、０． ４、０． ５、０． ６ ｍＬ已标定过
的ＫＩ － Ｉ２标准溶液（含碘０ ～ １． ２６ μｇ），加去离子水
定容至刻度，摇匀，取上层清液，以去离子水为参比，
在３５３ ｎｍ波长处测定吸光度，Ｉ２含量（ｍ）对吸光度
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值（Ａ）的线性回归方程为：ｍ ＝ ２２４． ２１５ ３Ａ ＋
５６． ０７８ ５，Ｒ２ ＝ ０． ９９８ ５。

在１００ ｍＬ三角瓶中加入４８ ｍＬ油液溶液，即溶
剂（黄酮溶液）∶（油）＝ １∶ ５，油为猪油或花生油。采
用国际上通用的Ｓｃｈａｌｌ烘箱强化贮存法考察红腰豆
黄酮提取物对油脂的抗氧化作用［１３］，在一定条件下
反应，间隔一段时间取定量待测试油样于１５ ｍＬ干
燥的比色管中，加入冰醋酸—氯仿混合溶液３ ｍＬ混
匀，再加入饱和ＫＩ碱液０． ２ ｍＬ轻摇３０ ｓ，然后置暗
处３ ｍｉｎ，去离子水加至刻度后加塞，颠倒混匀２ ～ ３
次，静置约５ ～ １０ ｍｉｎ，待水相澄清后，取上清液于石
英比色皿中，以空白作参比，在３５３ ｎｍ处读取吸光
值Ａ，并由回归方程计算出碘含量。每个样品做３
次平行实验取平均值。按公式计算油脂过氧化值
（ＰＯＶ）及黄酮提取液对油脂的氧化抑制率（η）：

ＰＯＶ ＝样品中含碘量样品量× １０６ × １００％

η ＝ （１ － ＰＯＶ１ － ＰＯＶ０ＰＯＶ２ － ＰＯＶ０
）× １００％

式中含碘量和样品量单位分别为μｇ和ｇ，
ＰＯＶ０、ＰＯＶ１和ＰＯＶ２分别为初始时、添加黄酮强化氧
化后和未添加黄酮强化氧化后的过氧化值。
２　 结果与分析
２． １　 黄酮提取物的鉴定结果

取３份提取液于白色点滴板上，各分别加入几
滴质量浓度为１％的三氯化铁、氢氧化钠和盐酸镁
粉溶液，反应后依次显深绿色、黄色和橙红色，表明
提取液中含有黄酮类化合物。
２． ２　 大孔树脂类型的确定

为了筛选出适合红腰豆黄酮的最优树脂，比较
不同型号树脂的极性、孔径大小、比表面积，通过静
态吸附解吸实验考察红腰豆黄酮的吸附和解吸特
性，结果如表１所示。

表１　 不同树脂对红腰豆黄酮的吸附和解吸作用

树脂型号极性孔隙平均
直径／ ｎｍ

比表面积
／（ｍ２ ／ ｇ）

吸附量
／（ｍｇ ／ ｇ）

吸附率
／ ％

解吸率
／ ％

ＨＰＤ ３００ 弱极性５． ０ ～ ５． ５ ８００ ～ ８７０ ４． ０８ ３３． ０９ ５３． ６２
ＸＤＡ １ 极性 ２６ ～ ３２ ８００ ～ １ ０００ ６． １４ ４９． ８４ ６４． ６７
ＡＤＳ ７ 极性 ２５ ～ ３０ １００ ～ １２０ ８． ９９ ７２． ９８ １１． ２２
ＡＤＳ １７ 中极性 ２５ ～ ３０ ９０ ～ １５０ ４． ３１ ３４． ４０ ４９． ８３
ＤＭ １３０ 弱极性９０ ～ １００ ５００ ～ ５５０ ３． ６０ ２９． ２５ ４９． ５８
Ｄ１０１ 非极性 １０ ～ １２ ６００ ～ ７００ ５． ３３ ４３． ２１ ２９． ４８

从表１可知，６种树脂的吸附和解吸性能差异
较大，其中吸附量最大的为ＡＤＳ － ７，ＸＤＡ － １次之，
ＤＭ － １３０最小；解吸率最大的是ＸＤＡ － １，ＡＤＳ － ７
最小。可能是因为红腰豆黄酮类化合物主要由小分
子组成，孔径较小的树脂对其吸附量相对较高，比表
面积大的树脂解吸率相应较大。考虑到树脂对红腰
豆黄酮类化合物的分离富集效果、洗脱难易及解吸
率高低，选定ＸＤＡ －１大孔树脂作进一步研究。
２． ３　 红腰豆黄酮ＸＤＡ － １树脂分离工艺参数的
确定　
２． ３． １　 上样液质量浓度的确定

分别取０． ５、１． ０、１． ５、２． ０、２． ５、３． ０ ｍｇ ／ ｍＬ质
量浓度的红腰豆黄酮提取液各５０ ｍＬ，以２ ＢＶ ／ ｈ流
速通过树脂柱，进行动态吸附，待样品液全部通过树
脂柱后，控制流速，先用蒸馏水洗至流出液无色后用
９５％乙醇洗脱，用分部收集器收集洗脱液，测定吸光
度并计算吸附率。

由图１可知，随着质量浓度的增加，吸附率先
上升后下降。当质量浓度为１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ时，吸附率
值达到最大。这可能是由于样品质量浓度过低时，
被吸附分子与树脂吸附基团之间接触的机会少，致
使吸附率低；而当质量浓度增大到一定值后，则会发
生多层吸附，导致树脂内部微孔堵塞，使内孔的利用
率降低，吸附率也会下降［１４］。考虑到树脂的吸附性
能和效率，选择１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ为上样液质量浓度。

图１　 上样液质量浓度对红腰豆黄酮吸附率的影响
２． ３． ２　 吸附流速的确定

将质量浓度为１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ的红腰豆黄酮提取
液５０ ｍＬ，分别以１、２、３、４、５、６ ＢＶ ／ ｈ流速通过树脂
柱，其他操作同２． ３． １节。

由图２可看出，吸附量随上样流速的增加而下
降，这可能是因为在相同时间内，流速越小，黄酮提
取液与树脂接触时间越长，越有利于提取液向树脂
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表面扩散，吸附量也就越大；反之，流速越大，接触时
间越短，泄漏点就越早。流速为１ ＢＶ ／ ｈ时，流速慢
吸附效果最好，但泄漏点出现的最迟，造成操作周期
延长。故选择２ ＢＶ ／ ｈ为吸附流速。

图２　 吸附流速对红腰豆黄酮吸附量的影响
２． ３． ３　 上样液ｐＨ值的确定

取６份质量浓度为１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ的红腰豆黄酮
溶液各５０ ｍＬ，ｐＨ值分别配制成３、４、５、６、７、８，其他
操作同２． ３． １节。

由图３可知，吸附量随ｐＨ值的增大而呈现先
增加后下降趋势，在ｐＨ为６左右时达最大值。可
能与大孔树脂吸附原理有关，因吸附过程中碱性化
合物在碱性溶液中易吸附，酸性化合物在酸性条件
下易吸附。考虑到红腰豆黄酮上样液的ｐＨ值为
５． ９７，呈弱酸性，欲达到较好的吸附效果，选择弱酸
性条件比较合适，故选择ｐＨ值为６。

图３　 ｐＨ值对红腰豆黄酮吸附量的影响
２． ３． ４　 上样量的确定

将１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ的红腰豆黄酮溶液（ｐＨ ６）分
别以１、２、３、４、５、６、７、８ ＢＶ体积上柱，其他操作同
２． ３． １节，每１ ＢＶ体积收集ｌ管并进行测定和计算，
绘制红腰豆黄酮质量浓度变化曲线。

由图４可看出，随着进样液体积的增加，流出液
中红腰豆黄酮含量先快速增加，体积超过６ ＢＶ后，
其泄漏量基本趋于稳定增幅不明显，这可能是因为

此时树脂的吸附量基本达到饱和。而一般情况下，
目标物质量浓度在流出液为上样液的１ ／ １０左右时，
认为基本达到了目标物的泄漏点［１５］。所以选择上
样量为３ ＢＶ以达到最佳吸附效果。

图４　 上样量对红腰豆黄酮吸附性能的影响
２． ３． ５　 洗脱流速的确定

将３ ＢＶ、质量浓度为１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ的红腰豆黄酮
溶液（ｐＨ ６），以２ ＢＶ ／ ｈ的流速通过树脂柱，待吸附
完全后，用５０ ｍＬ蒸馏水，以３ ～ ４ ＢＶ ／ ｈ流速冲洗树
脂柱至流出液无色（除多糖及蛋白质等杂质）后。
用２ ＢＶ、９５％的乙醇溶液分别以１、２、３、４、５、６ ＢＶ ／ ｈ
的洗脱流速进行洗脱，用分部收集器收集洗脱液，测
定吸光度并计算。

由图５可看出，解吸率在１ ～ ２ ＢＶ ／ ｈ区间时变
化不大，超过２ ＢＶ ／ ｈ后随洗脱流速的增加而剧降。
说明洗脱流速越慢，解吸的效果越好，这可能是由于
流速太快，使洗脱剂与被吸附黄酮接触时间过短，导
致深层吸附的黄酮不能很好地被置换出来；而流速
太慢，耗时，不利于工业化生产。因此，在解吸率不
受影响的情况下，洗脱速度选择２ ＢＶ ／ ｈ较为合理。

图５　 洗脱流速对红腰豆黄酮解吸率的影响
２． ３． ６　 乙醇体积分数的确定

按２． ３． ５节条件操作，以２ ＢＶ ／ ｈ的速度，用体
积分数为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％的乙醇
溶液洗脱，收集洗脱液测定并计算解吸率。
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由图６可知，解吸率随乙醇体积分数的增加呈
先增大后减小趋势，当乙醇体积分数达６０％时解吸
效果最好。这可能是由于乙醇体积分数较低时，红
腰豆提取液中混杂的糖类、蛋白质等水溶性物质大
量溶出不利于总黄酮类物质的洗脱；而乙醇体积分
数过大时，提取液中的醇溶性杂质和亲脂性强的成
分溶出量加大，与黄酮类化合物形成竞争，造成黄酮
物质的溶解量减小。故选择体积分数为６０％的乙
醇溶液进行洗脱。

图６　 乙醇体积分数对红腰豆黄酮解吸率的影响
２． ３． ７　 洗脱剂用量的确定

按２． ３． ５节条件操作，７０％乙醇溶液分别以
０． ５、１、１． ５、２、２． ５、３、３． ５、４、４． ５ ＢＶ体积的用量，以
２ ＢＶ ／ ｈ的速度洗脱，每０． ５ ＢＶ体积收集１管，测
定、计算并绘制变化曲线。

由图７可知，洗脱液用量在０． ５ ～ ２． ０ ＢＶ时，流
出液中黄酮质量浓度大幅度上升。当洗脱液用量超
过２． ０ ＢＶ后，随洗脱液用量的再增加，流出液中黄
酮质量浓度逐渐减小；且在洗脱液用量达到３． ５ ＢＶ
时，黄酮质量浓度趋于稳定，之后再增加洗脱剂用
量，黄酮质量浓度无明显变化，说明此时黄酮已基本
洗脱下来。因此洗脱剂用量选择３ ＢＶ即可。

图７　 洗脱剂用量对红腰豆黄酮解吸性能的影响
２． ３． ８　 工艺验证结果

每次以５０． ００ ｍｇ红腰豆黄酮上样，按最佳工艺

条件操作，结果收集量分别为３６． ９６、３７． ０６、３６． ７７
ｍｇ，测定并计算得纯度为２２． ６５％，平均得率为
７３． ８６％。说明该工艺条件下分离纯化实验具有良好
的重复性。
２． ４　 红腰豆纯化黄酮对油脂的抗氧化作用
２． ４． １　 温度对油脂抗氧化效果的影响

加入０． ２０ ｍｇ ／ ｇ纯化后的红腰豆黄酮提取物，
在４０、５０、６０、７０ ℃的不同烘箱温度下，每６０ ｍｉｎ搅
拌测定并变换它们在恒温箱中的位置，考察温度对
油脂的氧化抑制率的影响，结果见图８。

从图８可明显看出，温度对测定结果的影响较
大，在４０ ～ ７０ ℃温度范围内，随时间的延长，红腰豆
黄酮纯提物对猪油的氧化抑制作用效果愈加明显，
而对花生油的保护率却逐渐降低。且相同时间
段，红腰豆黄酮纯提物对油脂的保护率随温度的
升高而逐步降低，这可能是因为随温度上升，一方
面油脂发生自氧化反应程度更加剧烈；另一方面
较高温度使红腰豆黄酮纯提物的活性成分减少，
导致其抗氧化能力降低。说明在相同条件下红腰
豆黄酮纯提物作为抗氧化剂更适合动物油，升温
会降低其活性。

图８　 不同温度下黄酮提取物对油脂的保护率
２． ４． ２　 质量浓度对油脂的抗氧化性比较

将按０． ０５、０． １０、０． １５、０． ２０ ｍｇ ／ ｇ比例加入纯
化后红腰豆黄酮提取物的油脂与含０． １０ ｍｇ ／ ｇ的
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ＶＥ的油脂置于烘箱中［１６ － １９］，同时设置空白组，在
（４０ ± １）℃下保存，每２ ｄ搅拌测定，并变换它们在
恒温箱中的位置，考察红腰豆黄酮提取物对油脂的
抗氧化能力。

从图９结果可看出，添加红腰豆黄酮提取物后，
油脂的过氧化值低于空白组，而高于ＶＥ对照组。在
０ ～ ０． ２０ ｍｇ ／ ｇ质量浓度范围，过氧化值随质量浓度
增大而逐渐降低，具有剂量相关效应；在降低过氧化
值效果方面，花生油组都不及猪油组明显，这可能与
猪油主要由饱和脂肪酸组成，相对植物油中不饱和
脂肪酸更难氧化有关。

图９　 不同抗氧化剂对油脂的抗氧化作用
３　 结论

通过６种不同型号大孔吸附树脂的静态吸附和
解吸实验，得出ＸＤＡ － ｌ型大孔吸附树脂比较适合
吸附和解吸红腰豆黄酮类化合物，吸附率达
４９． ８４％，吸附量６． １４ ｍｇ ／ ｇ，解吸率６４． ６７％。较佳
的分离条件为：上样液质量浓度１． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，吸附流
速２ ＢＶ ／ ｈ，上样液ｐＨ值６，上样量３ ＢＶ，洗脱速度
２ ＢＶ ／ ｈ，洗脱剂的乙醇体积分数为６０％，洗脱量
３ ＢＶ。在此工艺条件下，黄酮得率为７３． ８６％，且纯
度由５． ０５％提高到２２． ６５％，纯度提高了４． ４９倍。

　 　 红腰豆黄酮纯化后对植物油和动物油均有一定
的抗氧化效果，总体而言，在降低过氧化值效果上猪
油组明显好于花生油组。红腰豆黄酮可作为一种新
型的绿色食品抗氧化剂，抑制油脂氧化，延长保质
期，又能起到保健作用，有望在含油食品及保健食品
中推广应用，具有广阔的开发前景。
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