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摘　 要:为研究红松种鳞油脂和原花青素超声辅助提取(UAE)工艺,以油脂和原花青素得率为响应值进行单因素分析实

验,应用 Box-Behnken 响应面优化得出最佳工艺为 67%乙醇水溶液、液料比 10 ∶ 1
 

mL / g、茶皂素质量浓度 0. 3%、功率 100
 

W、
时间

 

20
 

min、水浴温度 50
 

℃ ,预期得率分别为 21. 24%和 3. 03
 

mg / g,实际得率为 20. 86%和 2. 98
 

mg / g,相对误差为 1. 79%、
2. 97%。 对比得出,UAE 动力学以较短的时间进入平衡状态;UAE 处理可以提高种鳞粉末在溶液中的比表面积;油脂和原花

青素对应 DPPH 和 ABTS+自由基清除活性由大到小依次均为原花青素、维生素 E(Ve)、油脂。 研究表明红松种鳞油脂和原花

青素具有较好的抗氧化能力,茶皂素诱导 UAE 红松种鳞油脂和原花青提取具有优势。 研究成果可为红松种鳞的深度开发奠

定理论基础。
关键词:红松种鳞油脂;红松种鳞原花青素;提取动力学;超声辅助提取;清除自由基能力

中图分类号:TQ645. 1　 　 　 　 文献标识码:A　 　 　 文章编号:1006-8023(2024)01-0160-11

Ultrasonic
 

Extraction
 

of
 

Oil
 

and
 

Proanthocyanidins
 

from
 

Pinus
 

koraiensis
 

Seed
 

Scales
 

Induced
 

by
 

Surfactant
LI

 

Zhanjun1,2,
 

MA
 

Ke2,
 

XU
 

Yibin2,
 

WANG
 

Yan3,
 

YANG
 

Fengjian1∗

(1. Key
 

Laboratory
 

of
 

Forest
 

Plant
 

Ecology,
 

Ministry
 

of
 

Education,
 

Northeast
 

Forestry
 

University,
 

Harbin
 

150040,China;
 

2. Yichun
 

Branch
 

of
 

Heilongjiang
 

Academy
 

of
 

Forestry,
 

Yichun
 

153000,
 

China;
 

3. Heilongjiang
 

Provincial
 

Institute
 

of
 

Ecology,
 

Harbin
 

150081,
 

China)

Abstract:To
 

study
 

the
 

ultrasonic - assisted
 

extraction
 

( UAE)
 

process
 

of
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

from
 

Pinus
 

koraiensis
 

seed
 

scales,
 

a
 

single-factor
 

analysis
 

experiment
 

was
 

conducted
 

with
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

yield
 

as
 

response
 

values.
 

The
 

Box-Behnken
 

response
 

surface
 

optimization
 

method
 

was
 

applied
 

to
 

determine
 

the
 

optimal
 

process
 

conditions,
 

which
 

were
 

as
 

follows:
 

67%
 

ethanol
 

aqueous
 

solution,
 

liquid
 

material
 

ratio
 

of
 

10 ∶ 1
 

mL / g,
 

tea
 

saponin
 

mass
 

concentration
 

of
 

0. 3%,
 

power
 

of
 

100
 

W,
 

time
 

of
 

20
 

min,
 

water
 

bath
 

temperature
 

of
 

50
 

℃ ,
 

expected
 

yield
 

of
 

21. 24%
 

and
 

3. 03
 

mg / g
 

respectively,
 

actual
 

yield
 

of
 

20. 86%
 

and
 

2. 98
 

mg / g,
 

rela-
tive

 

error
 

of
 

1. 79%
 

and
 

2. 97%.
 

Comparison
 

analysis
 

revealed
 

that
 

UAE
 

reached
 

equilibrium
 

in
 

a
 

relatively
 

short
 

time.
 

UAE
 

treatment
 

increased
 

the
 

specific
 

surface
 

area
 

of
 

the
 

seed
 

powder
 

in
 

the
 

solution.
 

The
 

order
 

of
 

DPPH
 

and
 

ABTS+
 

free
 

radical
 

scavenging
 

activities
 

for
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

was
 

proanthocyanidins,
 

Ve
 

and
 

oil,
 

indicating
 

that
 

Pinus
 

koraiensis
 

seed
 

scales
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

possess
 

good
 

antioxidant
 

capabilities.
 

The
 

use
 

of
 

tea
 

saponin
 

as
 

an
 

inducer
 

for
 

UAE
 

extraction
 

of
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

from
 

Pinus
 

koraiensis
 

seed
 

scales
 

demonstrated
 

advantages.
 

These
 

research
 

findings
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

in-depth
 

development
 

of
 

Pinus
 

koraiensis
 

seed
 

scales.
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0　 引言

红松(Pinus
 

Koraiensis) 为松科、松属常绿乔木

裸子植物, 在我国主要分布于东北小兴安岭一

带[1-3] 。 多为木材和观赏树种,其树干中单宁类物

质和松香含量较高,种子在食品、药品和工业领域

具有广泛应用[4-5] 。 红松果实脱粒过程中会产生大

量的红松种鳞,现阶段其药用、经济价值未能得到

良好的开发与应用。 相关研究指出,红松提取物中

挥发油与非挥发油脂含量较高,油脂主要成分有月

桂烯[6] 、柠檬烯[7] 和石竹烯[8] ,为烯萜类化合物,具
有较好的防腐、抗氧化效果。 原花青素(Proanthocy-
anidins,

 

PC)也是红松提取物的主要成分,为儿茶素

或表儿茶素组合而成的多酚化合物。 原花青素与

体内自由基的清除、维生素 C(Vc)的稳定与吸收有

着密切的联系[9-14] 。 因此,红松相关产品具有较好

的发展前景。
近年来,红松有效成分的提取与抗氧化活性相

关研究得到众多学者的关注。 植物组织活性成分

提取方式有超临界(Supercritical
 

extraction)、超声辅

助( Ultrasonic
 

assisted
 

extraction,
 

UAE)、微波辅助

(Microwave
 

assisted
 

extraction,
 

MAE)、超声微波协

同辅助( Ultrasonic
 

microwave
 

cooperative
 

assisted
 

ex-
traction,

 

UMCAE)以及传统索氏( Soxhlet
 

extraction,
 

SE) [9] 。 超声条件下表面活性剂诱导红松种鳞活性

物质提取相关研究未见报道。 一方面,超声辅助提取

在目标物质固有性质不被破坏情况下,实现高质、高
效提取;另一方面,本研究中所应用的表面活性剂(茶
皂素)是一种水溶性三萜皂苷非离子表面活性剂,具
有乳化、分散、起泡、润湿和降低液体表面张力的特

性,适量的茶皂素将利于有效物质的提取[10-11] 。
本研究以超声辅助为提取方式,应用茶皂素诱导

红松种鳞油脂、原花青素的提取。 以单因素数据为基

础,遵循 Box-Behnken 原则对关键因素进行了优化,
通过与 SE 对比(动力学、比表面积和抗氧化活性),
得出该方法的优势。 最终成果可为红松种鳞中天然

产物的提取与分离提供坚实的理论和数据支撑。
 

1　 材料与仪器

红松种鳞,2021 年 10 月收集于黑龙江省五营红

松原始森林(48°74′~49°9′
 

N,
 

129°15′~ 129°30′
 

E);
无水乙醇、 异丙醇、 甲醇、 丙酮、 乙酸乙酯、 NaOH

 

(AR),HCl
 

( 37%),NH4Fe
 

( SO4 ) 2 ·12H2O,正丁

醇、乙醇(75%),以上材料生产厂家为国药集团化

学试剂有限公司;原花青素( ≥98%)、茶皂素( BR,
 

65%)、维生素 E(分析纯,
 

纯度 50%),上海源叶;超
纯水(实验室自制);S-8 大孔树脂,石英砂及其他

化学试剂购于天津富宇精细化工有限公司。
数控超声波清洗器( KQ-100DE /

 

KQ-300DE,
昆山);分析天平(AUW220D,SHIMADZU

 

Japan);旋
转蒸发仪(Re-52aa,上海亚荣);双光束紫外分光光

度计 ( TU - 1901, 北 京 普 析 ); 电 冰 箱 ( BCD -
475WLDPC,青岛海尔);高速中药粉碎机(HC-250

 

T,
浙江河城工贸);恒温干燥箱(LG

 

100
 

B,上海仪器总

厂);电磁炉(C21-SDHCB9E88,浙江苏泊尔);冷冻

离心机(5810R,德国艾本德);冷冻干燥机( YTLG-
12A-80,上海叶拓);物理吸附仪(ASAP

 

2460,美国

麦克);索氏提取器 ( 250
 

mL,盐城新明特玻璃仪

器);树脂柱(Φ15
 

mm
 

×
 

300
 

mm,天津化玻),等。

2　 试验方法

2. 1　 红松种鳞油脂得率与原花青素质量浓度测定

1)油脂得率的测定。 布氏漏斗实现固液分离,
旋转蒸发(避光,45

 

℃ ,0. 09
 

MPa)实现油液分离,
差量法计算得率。

2)原花青素质量浓度的检测。 参见 DB12 / T
 

885—2019,植物提取物中原花青素的测定,紫外 / 可
见分光光度法,适当修改测定,修改内容:盐酸-正

丁醇溶液 (体积比 5% ∶ 95%),原花青素纯度≥
98%,波长 550

 

nm。 标准曲线的制备:分别取 0. 25、
0. 65、1. 25、2. 5、3. 75、5. 0

 

mL 的 400
 

μg / mL 原花青

素工作液于 10
 

mL 棕色容量瓶,甲醇定容;以获得

10、25、50、100、150、200
 

μg / mL 不同质量浓度的原

花青素标准品溶液,原花青素紫外扫描如图 1 所示。

吸收波长 /nm
Absorption�wavelength

吸
光
值

Ab
so
rp
tio
n�
va
lu
e

450�����������������500������������������550�������������������600

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

最大吸收波长：550nm
Max�absorption�wavelenth:550�nm
最大吸光值：0.681
Maximun�absorption�value:0.681

图 1　 原花青素紫外(450~ 600
 

nm)范围内波长扫描

Fig. 1
 

Wavelength
 

scanning
 

of
 

proanthocyanidins
 

in
 

the
 

ultraviolet
 

(450~ 600
 

nm)
 

range

161
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油脂得率(%) =
m2 -m1

m2

× 100%。 (1)

原花青素含量(mg / g) = C × V
m2

× 100%。 (2)

式中:m1 为提取完毕粉末质量,
 

g;m2 为未经提取的

粉末质量,
 

g;C 为原花青素溶液质量浓度,μg / mL;
V 为定容体积,

 

mL。
2. 2　 动力学模型

通过拟合模型,得到了红松种鳞油脂和原花青

素的提取动力学模型。
2. 2. 1　 一阶动力学方程

模型方程如下

dYt

dt
=K1(Ye -Yt)。 (3)

式中:Yt、Ye 分别表示时间 t 和提取平衡时红松种鳞

油脂得率和红松种鳞原花青素含量;t 为特定时间,
min;K1 为一阶平衡速率常数。

相应的非线性方程通过进一步积分方程而获

得,如下所示

Yt =Ye(1 -e -K1t)。 (4)
2. 2. 2　 二阶动力学方程

模型方程如下。
dYt

dt
=K2(Ye -Yt) 2。 (5)

式中,K2 为二阶平衡速率常数。
进一步积分该方程以获得相应的非线性方程,

如下所示。

Yt =
K2Y2

e t
1 +K2Ye t

。 (6)

一阶、二阶方程中,当 t= 0,t= t 时,Yt = 0 为初始

状态,Yt =Yt。
2. 3　 提取因素的影响

取自然风干红松种鳞粉末(脱脂粉末用于原花

青素提取)4. 00
 

g 添加到 80
 

mL 棕色蓝盖瓶中,置
于超声波清洗机中。 分别研究体积分数为 70%不

同溶剂类型(甲醇、异丙醇、乙醇、丙酮),乙醇体积

分数(50%、60%、70%、80%、90%),液料比(6 ∶ 1、
8 ∶ 1、10 ∶ 1、12 ∶ 1、14 ∶ 1

 

mL / g),表面活性剂用量

(0. 1%、0. 2%、0. 3%、0. 4%、0. 5%),超声功率(40、
60、80、100、120

 

W),超声水浴温度(30、35、40、45、50、
60

 

℃)对油脂得率和原花青素含量提取程度的影响。
2. 4　 工艺优化

以提取单因素实验数据为基础,分析得出影响

程度较高的乙醇体积分数、液料比(mL / g)和超声水浴

温度(℃)三因素进一步进行响应面的分析与优化。
2. 5　 原花青素的纯化

以体积分数 95%乙醇溶液浸泡 S-8 大孔树脂

24
 

h,超纯水反复搅拌洗涤至溶液澄清。 树脂依次

经过质量浓度 4%
 

NaOH 浸泡(12
 

h)、超纯水反复

搅拌洗涤至中性、质量浓度 4%
 

HCl 浸泡(12
 

h)、超
纯水反复搅拌洗涤至中性,于体积分数 75%乙醇溶

液中浸泡备用。
原花青素粗提取溶液通过旋转蒸发 ( 避光,

40
 

℃ ,0. 09
 

MPa)进行浓缩,超纯水定容至 10
 

mL。
以湿法装柱,石英砂封层;上样前,超纯水冲洗树脂

柱中乙醇溶剂(2 ~ 4
 

BV,2
 

BV / h),将样品溶液上柱,
超纯水走柱程

 

(4
 

BV,2
 

BV / h)。 再以 75%乙醇解吸

原花青素(2
 

BV,2
 

BV / h),最终合并解吸液定容检测

(20
 

min / 次,2
 

h)。 旋转蒸发合并解吸液,(避光,
40

 

℃,0. 09
 

MPa)浓缩溶液体积,冷冻干燥制样。
2. 6　 对比实验

2. 6. 1　 提取方式

根据 2. 3 得出参数,取适量种鳞粉末,对比研究

UAE 和 SE 条件下油脂与原花青素的提取动力学模型。
2. 6. 2　 空间结构比表面积(BET)

将 UAE 和 SE 提取处理过的粉末分别干燥处理,
检测条件:

 

被吸附物为氮气;测量温度为 195. 850
 

℃;
热校正为无;样品质量为 0. 405

 

5
 

g;热自由空间为

9. 162
 

0
 

cm3;冷自由空间为 26. 641
 

8
 

cm3;平衡间隔

为 5
 

s;低压力为无;样品密度为 1. 000
 

g / cm3。
2. 6. 3　 抗氧化活性

1)1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基(DPPH)
配置 DPPH-95%乙醇溶液(0. 064

 

g / L)与质量

浓度为 2. 5、5、7. 5、10、12. 5、15、20、25
 

mg / mL 油脂

和 1、2. 5、5、7. 5、10、20、30、40
 

μg / mL 原花青素的

95%乙醇溶液 1 ∶ 1 混合,95%乙醇溶液为空白,维
生素 E

 

(Ve)为对比。 混合溶液暗反应 30
 

min,测定

517
 

nm 吸光值, 以得出抗氧化活性, IC
 

50 值以

IC
 

50 计算器得出。 方程如下

R(%) = (1 - A
A0

)
 

×
 

%
 

。
 

(7)

式中:R
 

(%)为自由基清除率;A0 为空白;A 为样品

的吸光值。
2)2,2′-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸

自由基(ABTS+ )
配置 7

 

mmol / L
 

ABTS+和 140
 

mmol / L
 

K2S2O8 溶

液,暗反应 12 ~ 18
 

h
 

(5
 

mL ∶ 88
 

μL),PBS 缓冲液使

261
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其 OD 值为 0. 70±0. 02 与样品溶液(0. 5、1、1. 5、2、
2. 5、3、4

 

mg / mL 油脂和 1、2. 5、5、7. 5、10、20、30、
40

 

μg / mL 原花青素的 95%乙醇溶液,3
 

mL ∶ 150
 

μL),
暗反应

 

6
 

min,95%乙醇溶液为空白,Ve 为对比,测
定 734

 

nm 吸光值,计算同式(7),IC
 

50 以 IC
 

50 计

算器得出。
2. 7　 统计与分析

所有实验均操作 3 次。 数据由算术平均值和标

准差组成,数据的方差分析和制图由 origin
 

Pro
 

2021
和 Minitab

 

19 完成,所有实验均遵循邓肯多区间检

验原理。

3　 结果与分析

3. 1　 单因素实验

不同因素对油脂和原花青素得率的影响动力

学曲线如 2 图所示。
3. 1. 1　 溶剂类型的影响

油脂与原花青素的得率会因溶剂的不同而有

明显差异,如图 2(a)所示,可以被解释为二者得率

与溶剂类型有着密切相关的联系[12] 。 一阶动力学

模型更适合拟合实验数据和机理的解释[13-14] 。 对

图 2(a)和表 1 分析,油脂提取过程中,根据其一阶

平衡速率常数 K,可知甲醇溶液最先进入平衡状态,
乙醇溶液次之;原花青素提取过程中,乙醇溶液最

先进入平衡状态,丙酮次之。 综合考虑绿色环保、
平衡速率、溶剂与水的互溶性和油脂、原花青素得

率,因此选择乙醇进行下一步研究。
3. 1. 2　 乙醇体积分数的影响

茶皂素难溶于无水乙醇,更易溶于乙醇水溶

液。 因此,乙醇体积分数会影响油脂、原花青素得

率如图 2(b)所示。 一阶动力学模型更适合拟合实

验数据和机理的解释[13] 。 结合图 2( b) 和表 2 可

知,油脂与原花青素提取过程中,虽然 90%
 

乙醇水

溶液均最先进入平衡状态,但二者得率增长率最

低,相反 70%时二者得率增长率最高。 发生这一现

象的原因在于,乙醇溶液的表面张力和相对极性与

含水量呈正相关,而适宜的含水量有利于表面活性剂

的溶解,可以促进物质的提取。 综合考虑平衡速率与

得率,故选择 70%这一突变点进行下一步优化。
3. 1. 3　 液料比的影响

液料比对油脂、原花青素的得率的影响显著,
如图 2(c)所示。 结合图 2( c)和表 2 可知,油脂与

原花青素提取过程中,分别于 12 ∶ 1 和 14 ∶ 1 时最

先进入平衡状态(一阶 K),而 10 ∶ 1 时油脂与原花

青素所对应双响应指标状态最佳。 这一现象原因

在于:较低的液料比时,溶液内部对目标物质的溶

解能力不强,易饱和;而过高的液料比时,提取溶液

体系体积过大,将会吸收过多的能量,不利于物质

的提取。 因此,考虑到上述结果,以 10 ∶ 1mL / g 进

行下一步优化。
3. 1. 4　 表面活性剂用量的影响

表面活性剂用量对油脂、原花青素的得率有一

定的影响。 结合图 2(d)和表 2 可知,油脂和原花青

素提取过程中,虽然分别于 0. 5%和 0. 2%最先进入

平衡状态(一阶 K),而 0. 3%时油脂与原花青素所

对应双响应指标状态最佳。 主要原因在于:当表面

活性剂含量较低时,随着剂量的增加,表面张力会

增加,然后趋于平稳,而过量的茶皂素会增加提取

液混合物的黏度,这将抑制目标物质的溶解。 综合

考虑平衡速率与得率,选择 0. 3%进行实验。
3. 1. 5　 超声功率的影响

油脂与原花青素的得率会因超声功率的不同

而有所差异,如图 2(e)所示。 结合表 1 中一阶 K 可

知,油脂和原花青素提取过程中,均于 60
 

W 最先进

入平衡状态,但此时二者得率并不理想,超声功率

为 100
 

W 时油脂与原花青素的得率处于最佳状态。
主要原因在于:当超声功率过高时,混合溶液体系

的萃取伴随着溶剂的气化和挥发, 这不利于萃

取[15] 。 总之,油脂与原花青素的提取需要适当的超

声强度,因此,综合考虑平衡速率与得率差异程度

(因素之间),故选择 100
 

W 进行实验。
3. 1. 6　 超声水浴温度的影响

超声水浴温度对油脂与原花青素二者得率的

影响程度显著,如图 2( f)所示。 结合表 1 中一阶 K
可知,油脂和原花青素提取过程中,分别于 45、30

 

℃
最先进入平衡状态,但是二者的实际得率并不处于

最佳值,而 45
 

℃ 时,油脂与原花青素的得率最佳。
原因在于,相对较高的温度有利于提取溶液内部物

质的循环与扩散[16-17] 。 另一方面,温度与提取混合

溶液系统的蒸气压呈正相关,与溶液中气泡爆炸产

生的表面张力呈负相关,这最终将影响传质强度,
这被称为 Young

 

Laplace 关系[18] 。 因此,选择 45
 

℃
这一点进行下一步的工艺优化研究。

由图 2 动力学曲线综合观察可知,20
 

min
 

时油

脂与原花青素提取均进入平衡状态,为了便于实验

优化,提取时间选择 20
 

min。
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（a）溶剂类型
（a）Solvent�type

（b）乙醇体积分数
（b）Ethanol�volume�fraction

（c）液料比
（c）Liquid�material�ratio

（d）茶皂素用量
（d）Tea�saponin�dosage

（e）超声功率
（e）Ultrasonic�power

（f）水浴温度
（f）Water�bath�temperature
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图 2　 不同因素对油脂和原花青素得率的影响动力学曲线

Fig. 2
 

Kinetic
 

curve
 

of
 

different
 

factors
 

affecting
 

the
 

yield
 

of
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
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表 1　 溶剂的筛选

Tab. 1
 

Selection
 

of
 

solvents

类型
Categry

甲醇
Methanol

异丙醇
Isopropyl

 

alcohol
乙醇

Ethanol
丙酮

Acetone

油脂
Oil 0. 15 0. 12 0. 14 0. 12

原花青素
Proanthocyanidins 0. 16 0. 12 0. 15 0. 13

3. 2　 响应面优化

应用 Design
 

Expert
 

8. 0. 6 对单因素分析得出的

乙醇体积分数 A
 

(60% ~ 80%)、液料比 B
 

(8 ∶ 1 ~
12 ∶ 1

 

mL / g)和超声水浴温度 C
 

(40 ~ 50
 

℃ )三因素

进行模型优化实验。 优化过程包括分析组、中心组

实验,油脂和原花青素得率为双响应值,拟合分析

得出模型二次回归方程如下

YOil
 =

 

21. 21 - 0. 27A + 0. 23B + 0. 27C + 2. 50 ×
10-3AB+0. 21AC- 5. 00 × 10-3BC- 2. 16A2 - 1. 22B2 -
0. 12C2

表 2　 油脂和原花青素提取动力学参数

Tab. 2
 

Extraction
 

kinetic
 

parameters
 

of
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins

体积分数(%)
 

Volume
 

fraction
K1 K2

50 0. 22 0. 17

60 0. 19 0. 21

70 0. 22 0. 20

80 0. 24 0. 22

90 0. 22 0. 17

液料比 /
(mL·g-1)

 

Liquid
 

material
 

ratio

K1 K2

6 ∶ 1 0. 28 0. 19

8 ∶ 1 0. 30 0. 19

10 ∶ 1 0. 32 0. 18

12 ∶ 1 0. 34 0. 20

14 ∶ 1 0. 29 0. 23

茶皂素用
量(%)
Tea

 

saponin
dosage

K1 K2

0. 1 0. 31 0. 19

0. 2 0. 27 0. 22

0. 3 0. 31 0. 18

0. 4 0. 26 0. 17

0. 5 0. 32 0. 16

功率 / W
 

Power
K1 K2

40 0. 29 0. 19

60 0. 32 0. 20

80 0. 28 0. 17

100 0. 27 0. 16

120 0. 32 0. 18

水浴温度 / ℃
Water

 

bath
 

temp
K1 K2

30 0. 27 0. 25

35 0. 30 0. 23

40 0. 26 0. 21

45 0. 31 0. 18

50
 

(60) 0. 28
(0. 29)

0. 19
(0. 24)

　 　 注:K1 、K2 分别为油脂、原花青素对应平衡速率常数。
Note:

 

K1
 and

 

K2
 are

 

the
 

equilibrium
 

rate
 

constants
 

for
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins,
 

respectively.

　 　 YProanthocyanidins = 2. 36-0. 60A-2. 50×10-3B+0. 36C-
0. 078AB-0. 12AC+0. 11BC-0. 47A2 -0. 20B2 +0. 15C2

影响因素自变量、数据方差分析和最终推断分

别见表 3 和 4。 根据 Fischer 的“F 统计”值(F)和概

表 3　 优化实验数据

Tab. 3
 

Optimize
 

experimental
 

data

序号
Number

因素
Factors

A(%) B / (mL·g-1 ) C / W

响应值
Response

 

value

油脂得率(%)
Yield

 

of
 

oil

预期
Predicted

实际
Actual

原花青素得率 / (mg·g-1 )
Yield

 

of
 

proanthocyanidins

预期
Predicted

实际
Actual

1 80 10 50 19. 15 19. 11±0. 52 1. 68 1. 59±0. 33
2 60 8 45 17. 86 17. 95±0. 49 2. 22 2. 08±0. 46
3 70 10 45 21. 21 21. 19±0. 37 2. 28 2. 31±0. 42
4 70 12 40 19. 82 19. 64±0. 45 1. 84 1. 75±0. 53
5 70 12 50 20. 35 20. 47±0. 51 2. 77 2. 72±0. 58
6 80 8 45 17. 33 17. 18±0. 43 1. 17 1. 17±0. 61
7 80 10 40 18. 17 18. 44±0. 59 1. 20 1. 15±0. 33
8 70 10 45 21. 21 21. 32±0. 63 2. 36 2. 34±0. 28
9 70 8 40 19. 36 19. 24±0. 61 2. 06 2. 11±0. 25
10 60 12 45 18. 32 18. 47±0. 49 2. 37 2. 37±0. 37
11 80 12 45 17. 79 17. 71±0. 28 1. 01 1. 15±0. 48
12 60 10 50 19. 25 18. 98±0. 33 3. 12 3. 17±0. 56
13 60 10 40 19. 14 19. 17±0. 46 2. 16 2. 25±0. 34
14 70 10 45 21. 21 21. 22±0. 59 2. 36 2. 27±0. 27
15 70 10 45 21. 27 21. 41±0. 57 2. 38 2. 36±0. 33
16 70 8 50 19. 91 20. 09±0. 49 2. 56 2. 65±0. 42
17 70 10 45 21. 21 20. 89±0. 69 2. 35 2. 52±0. 49
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表 4　 方差数据和最终推断结果a

Tab. 4
 

ANOVA
 

data
 

and
 

final
 

inferences
 a

来源
Source

自由度
df

油脂
Oil

平方和
Sum

 

of
 

squares
均方

Mean
 

square
F1 P1

原花青素
Proanthocyanidins

平方和
Sum

 

of
 

squares
均方

Mean
 

square
F2 P2

Model 9 29. 28 3. 25 50. 37 <0. 000
 

1∗∗ 5. 23 0. 58 34. 97 <0. 000
 

1∗∗

A 1 0. 57 0. 57 8. 78 0. 021
 

0∗ 2. 89 2. 89 173. 88 <0. 000
 

1∗∗

B 1 0. 42 0. 42 6. 48 0. 038
 

3∗ 5. 00×10-5 5. 00×10-5 3. 006×10-3 0. 957
 

8

C 1 0. 58 0. 58 9. 03 0. 019
 

8∗ 1. 03 1. 03 61. 90 <0. 000
 

1∗∗

AB 1 2. 50×10-5 2. 50×10-5 3. 87×10-4 0. 984
 

9 0. 024 0. 024 1. 44 0. 268
 

5

AC 1 0. 18 0. 18 2. 86 0. 134
 

5 0. 058 0. 058 3. 46 0. 105
 

1

BC 1 1. 00×10-4 1. 00×10-4 1. 55×10-3 0. 969
 

7 0. 046 0. 046 2. 78 0. 139
 

4

A2 1 19. 59 19. 59 303. 22 <0. 000
 

1∗∗ 0. 92 0. 92 55. 33 <0. 000
 

1∗∗

B2 1 6. 28 6. 28 97. 30 <0. 000
 

1∗∗ 0. 17 0. 17 10. 13 0. 015
 

4∗

C2 1 0. 065 0. 065 1. 01 0. 349
 

2 0. 092 0. 0925. 51 0. 051
 

3

残差
Residual 7 0. 45 0. 065 0. 12 0. 017

失拟项
Lack

 

of
 

fit 3 0. 30 0. 099 2. 56 0. 193
 

1 0. 08 0. 027 2. 91 0. 164
 

6

错误
Pure

 

frror 4 0. 15 0. 039 0. 037 9. 15×10-3

总离差
Cor

 

total 16 29. 73 5. 35

回归方程的可信度分析
Credibility

 

analysis
 

of
 

the
 

regression
 

equations

类别
Category

标准偏差
Std.

 

Dev.
平均
Mean R2 Adj. R2

油脂
Oil 0. 27 21. 63 0. 980

 

6 0. 955
 

7

原花青素
Proanthocyanidins 0. 18 2. 35 0. 978

 

6 0. 951
 

2

　 　 注:采用 Design-Expert
 

8. 0. 6 软件进行 PBD 因子筛选;所有数据信息平均值校正;当 P>0. 05 差异性不显著,P<0. 01 差异性极显著,0. 01<
P

 

<
 

0. 05 表示差异性显著;∗和∗∗分别表示显著和极显著。
Note:

 

PBD
 

factors
 

screening
 

was
 

performed
 

by
 

means
 

of
 

Design-Expert
 

8. 0. 6
 

software.
 

All
 

data
 

information
 

corrected
 

for
 

the
 

mean;
 

difference
 

was
 

not
 

significant
 

at
 

P>0. 05,
 

difference
 

was
 

extremely
 

significant
 

at
 

P<0. 01,
 

0. 01
 

<
 

P<0. 05
 

indicated
 

significant
 

difference;
 

∗
 

and
 

∗∗indicated
 

signifi-
cant

 

and
 

extremely
 

significant,
 

respectively.

率值(P)对拟合模型对应回归方程中的各项系数和

响应值与各变量之间的关系进行分析。 造成影响

的主要因素包括 A、B、C,AB、AC、BC、A2、B2、C2。 影

响油脂得率的因素影响程度为:C>A>B,AC>BC>
AB,A2 >B2 >C2,A、B、C 表现为差异性显著,A2、B2 为

差异性极显著, PLack
 

of
 

fit 为差异性不显著, R2
 

=
 

0. 980
 

6、Adj.
 

R2
 

=
 

0. 955
 

7,其模型预测度和矫正系

数分别为 98. 06%、95. 57%。 影响原花青素得率的

因素影响程度为:A>C>B,AC>BC>AB,A2 >B2 >C2,B2

为差异性显著,A、C、A2 为差异性极显著。 PLack
 

of
 

fit

为差异性不显著, Adj.
 

R2
 

=
 

0. 978
 

6、调整
 

R2
 

=
 

0. 951
 

2,2 组方差数据分析表明该双响应优化模型

拟合线性收敛、吻合程度较高。
响应面优化 3D 伞状图如图 3 所示,对图 3 分析

可知,被优化因素的最大、最小和 0 水平值。 优化过

程中,Y 轴为响应值 Y,X 轴为另外 2 个因素,以此进

行优化模型的拟合。 当对 3D 伞状图分析时默认其

中一因素为定值 0。
图 3

 

(a)(d)为 A 乙醇体积分数与 B 液料比对

油脂和原花青素得率(双响应值)的交互影响。 当 A
与 B 分别低于 67%、10

 

mL / g 时,双响应值会因其提

升而得到不同程度的提高; 当 A 与 B 分别高于

67%、10
 

mL / g 时,双响应值开始降低,由于 AB
 

(P>
0. 05),因此交互性作用为差异性不显著。 由此得
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知,双响应值对应增量(Δ)在 A = 67%,B = 10
 

mL / g
时最佳。 同理对图 3

 

(b)、图 3(e)和 3(c)、图 3( f)
中影响因素 AC、BC 分析, AC

 

( 67%, 50
 

℃ )、 BC
 

(10
 

mL / g,50
 

℃ ) 时双响应值对应增量(Δ) 最佳。
AC、BC

 

(P>0. 05),其交互作用均匀差异性不显著。

（a）乙醇体积分数与液料比
（a）Ethanol�volume�fraction�and�liquid�material�ratio

（b）乙醇体积分数与水浴温度
（b）Ethanol�volume�fraction�and�water�bath�temperature

（c）液料比与水浴温度
（c）Liquid�material�ratio�and�water�bath�temperature

（d）乙醇体积分数与液料比
（d）Ethanol�volume�fraction�and�liquid�material�ratio

（e）乙醇体积分数与水浴温度
（e）Ethanol�volume�fraction�and�water�bath�temperature

（f）液料比与水浴温度
（f）Liquid�material�ratio�and�water�bath�temperature
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图 3　 优化因素伞状图;油脂
 

(a、b、c),原花青素(d、e、f)
Fig. 3

 

Umbrella
 

chart
 

of
 

optimization
 

factors;
 

oil
 

(a、b、c),
 

proanthocyanidins
 

(d、e、f)
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3. 3　 验证实验

响应面优化得出油脂和原花青素最佳提取工

艺参数:67%乙醇水溶液,液料比 10 ∶ 1
 

mL / g,茶皂

素质量浓度 0. 3%, 超声功率 100
 

W, 超声时间
 

20
 

min,超声水浴温度 50℃ ,油脂和原花青素预期得

率分别为 21. 24% 和 3. 03
 

mg / g, 其实际得率为

20. 86%和 2. 98
 

mg / g, 相对误差分别为 1. 79%、
2. 97%,表明因素优化有效。
3. 4　 对比实验

为了研究不同提取方式对油脂与原花青素提

取的影响,将索氏提取引入实验,对其提取动力学、
空间结构表征差异进行分析与研究。
3. 4. 1　 超声辅助提取与索氏提取动力学对比

超声辅助提取油脂与原花青素得率在一定范

围内与时间呈正相关,如图 4 所示,当提取时间在

0 ~0. 5
 

h 时,二者得率均得到显著提升,为提取过程

的高效快速期。 0. 5 ~ 1
 

h 时,油脂得率逐渐趋于平

衡;原花青素有降解现象发生,主要原因为:1)随着

提取的不断进行,提取混合溶液体系逐渐趋于饱

和,因此油脂的溶解能力会逐渐趋于平衡;2) 过度

超声作用产生“空化效应”会造成原花青素发生降

解[19] 。 油脂和原花青素提取动力学趋势线于

25
 

min 时进入平衡状态,且最大实际 Y油脂和 Y原花青素

分别为 23. 05%和 2. 30
 

mg / g。
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图 4　 油脂与原花青素提取动力学走势

Fig. 4
 

Kinetic
 

trend
 

of
 

oil
 

and
 

proanthocyanidins
 

extraction

按照优化最佳工艺参数进行油脂和原花青素超

声提取动力研究,同时将索氏提取参数设定为:67%
乙醇水溶液,液料比 10 ∶ 1

 

mL / g,茶皂素质量浓度

0. 3%,加热套功率 450
 

W,超声水浴温度 50
 

℃。
索氏提取过程中,当提取时间为 0 ~ 1

 

h 时,油

脂与原花青素得率均得到显著提升。 1 ~ 4
 

h 时,油
脂和原花青素提取动力学趋势线分别于 2

 

h 和 4
 

h
进入平衡状态,且最大实际 Y油脂 和 Y原花青素 分别为

24. 88%和 3. 28
 

mg / g。 该提取过程满足菲克第二定

律,其一阶动力学模型更适合拟合实验数据和机理

的解释[13-14] ,UAE 平衡速率常数 K1 均大于 SE,R12

均高于 0. 99,表明在精确度较高的情况下,油脂和

原花青素的 UAE
 

(25
 

min)最先进入平衡状态。 最

终 Y油脂和 Y原花青素
 (SE)均要高于 UAE,归咎于 SE 过

长时间的溶剂循环冲刷,因此,与 SE 相比 UAE 更具

优势。
3. 4. 2　 空间结构表征

经过 UAE 和 SE 提取处理过的红松种鳞粉末的

空间结构数据,见表 5。
表 5　 红松种鳞粉末的空间结构

Tab. 5
 

The
 

specific
 

surface
 

area
 

of
 

Pinus
 

koraiensis
 

seed
 

scales
 

powder

提取方式
Extraction

 

method BET / (mg·g-1 )

UAE 0. 28±0. 02

SE 0. 21±0. 03

BET(UAE)和 BET(SE)数值分别为(0. 28±0. 02)
 

m2 / g
(0. 21±0. 03)

 

m2 / g。 说明,UAE 过程中所产生的“空

化效应”、适当较高的剪切力与范德华力有利于植

物组织的破碎,可以增加底物在提取混合溶液中的

比表面积,使其与混合提取溶液实现更好的接触,
最终实现有效物质的高效提取的目的[20-21] 。 从空

间结构 BET 角度再一次对比证实,UAE 更具优势。
3. 4. 3　 抗氧化活性

为了考察抗氧化活性,对油脂和原花青素进行

了 DPPH 和 ABTS+自由基清除实验。 结果如图 5 所

示,表明油脂和原花青素具有较好的自由基清除活

性,且与二者质量浓度呈线性正相关。 根据 50%清

除率( IC50 值),评估了二者的自由基清除能力。
DPPH 和 ABTS+ 自由基清除活性由大到小依次均

为:原花青素、Ve、油脂。 油脂具备自由基清除活性

主要原因在于,一方面,该类油脂为烯萜类物质,不
饱和成分含量较高;另一方面,超声波使其有效成

分不被破坏而保持原貌[22] 。 原花青素因其不饱和

类物质的相对含量较高,因此自由基清除活性非常

可观,结果与 Li 等[23] 结论有共鸣。 总之油脂和原

花青素具有较好的自由基清除活性,可被作为天然

抗氧化剂进行深度开发。

861



第 1 期 李占君,等:表面活性剂诱导红松种鳞油脂和原花青素超声提取工艺

质量浓度 /（mg·mL-1）
Mass�concentration

（a）DPPH� （b）ABTS+

0�����������5����������10��������15����������20��������25 0��������������1��������������2�������������3��������������4

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

0

20

40

60

80

100

120

0

10

20

30

40

50

0������������10���������20����������30����������40����������50 0�����������10����������20����������30����������40����������50

质量浓度 /（mg·mL-1）
Mass�concentration

质量浓度 /（μg·mL-1）
Mass�concentration

质量浓度 /（μg·mL-1）
Mass�concentration

油
脂
自
由
基
清
除
活
性（

%
）

Ra
di
ca
l�s
ca
ve
ng
in
g�a

ct
iv
ity
�of
�oi
l

油
脂
自
由
基
清
除
活
性（

%
）

Ra
di
ca
l�s
ca
ve
ng
in
g�a

ct
iv
ity
�of
�oi
l

原
花
青
素
自
由
基
清
除
活
性（

%
）

Ra
di
ca
l�s
ca
ve
ng
in
g�a

ct
iv
ity
�of
�P
C

原
花
青
素
自
由
基
清
除
活
性（

%
）

Ra
di
ca
l�s
ca
ve
ng
in
g�a

ct
iv
ity
�of
�P
CVe，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），

R2=0.987�0，IC50=8.77�μg/mL；

油脂，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），
R2=0.998�9，IC50=7.56�mg/mL；

花青素，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），
R2=0.989�0，IC50=3.49�μg/mL.

Ve，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），
R2=0.931�2，IC50=4.03�μg/mL；
油脂，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），
R2=0.997�7，IC50=0.91�mg/mL；

花青素，Y=Y*（1-EXP（-K*X）），
R2=0.990�8，IC50=47.63�μg/mL.

图 5　 油脂和原花青素的抗氧化能力

Fig. 5
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4　 结论与讨论

本研究对红松种鳞油脂和原花青素超声提取

工艺进行了系统性研究。 以提取动力学单因素实

验数据为基础,选用响应面法对影响因素进行深度

优化,最佳优化工艺参数为:67%乙醇水溶液,液料

比 10 ∶ 1
 

mL / g,茶皂素质量浓度 0. 3%,超声功率

100
 

W,超声时间
 

20
 

min,超声水浴温度 50
 

℃ ,油脂

和原花青素预期得率分别为 21. 24%和 3. 03
 

mg / g,
其实际得率为 20. 86%和 2. 98

 

mg / g,相对误差分别

为 1. 79%、2. 97%。 对比实验得出:UAE 提取动力

学趋势线能够以较短的时间最先进入平衡状态;经
提取处理后的鳞粉末空间结构表征, BET(UAE) 和

BET(SE)数值分别为(0. 28 ± 0. 02)
 

m2 / g 和(0. 21 ±
0. 03)

 

m2 / g; 提取得到的油脂和原花青素对应

DPPH 和 ABTS+自由基清除活性顺序依次均为:原
花青素、Ve、油脂,表明油脂和原花青素具有较好的

抗氧化能力,与 Li 等[24] 超声提取紫苏籽油具有较

好清除自由基能力的研究趋势相同。 进一步说明

茶皂素诱导超声辅助处理有利于油脂和原花青素

的提取。 最终成果可为红松种鳞中天然产物的提

取与分离提供坚实的理论和数据支撑。
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