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响应面法优化竹笋剩余物甾醇的

超声辅助提取工艺

陈如寿 1，殷钟意 2，郑旭煦 1 ,*，伍冬婷 1

(1.重庆工商大学环境与生物工程学院，重庆      400067；

2.重庆工商大学药物化学与化学生物学研究中心，重庆      400067)

摘   要：以方竹笋加工剩余物为原料，以总甾醇、β - 谷甾醇提取率为考察指标，采用超声波处理法提取竹笋甾

醇。在采用单因素试验考察料液比、超声功率、超声时间及颗粒粒径对竹笋甾醇提取率影响的基础上，利用响应

面分析法优化超声波处理法提取竹笋甾醇的工艺，在料液比 1:31、超声功率 410W、超声时间 10.5min、颗粒粒径

86 目条件下，竹笋总甾醇提取率达 0.317%，β - 谷甾醇提取率达 0.249%。
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Abstract ：In this study, response surface methodology was used to optimize the ultrasonic-assisted extraction of phytosterol

from bamboo shoot scraps. The effects of four variables including solid-to-solvent ratio, ultrasonic power, ultrasonic treatment

time and raw material particle size on total phytosterol and β -sitosterol yields were investigated. The optimal extraction

conditions were found as follows: 1:31 of solid-to-solvent ratio, 10.5 min of ultrasonic treatment time, 410 W of ultrasonic power,

and 86 mesh of raw material particle size. Under these conditions, the total phytosterol and β -sitosterol yields were 0.317%

and 0.249%, respectively.
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植物甾醇是植物中广泛存在的一类次生代谢产

物[1 ]，具有降脂调脂[2 ]、抗炎消炎、抑制白血病细胞生

长等生理功能[ 3 ]，在医药、食品、化工和饲料等领域

得到广泛关注和重视[4]。近代研究表明，竹笋含有丰富

的植物甾醇，尤其是笋壳与笋头所含植物甾醇最高[ 5]。

然而，在笋加工业中却普遍将笋壳与笋头作为残渣，进

行简单填埋甚至直接丢弃处理[ 6]，造成了极大地浪费，

因此有必要开发笋加工剩余物的利用价值，进一步实现

竹笋加工剩余物的深度转化和综合利用。常见的竹笋甾

醇提取方法主要有溶剂萃取法、短程分子蒸馏[7]、超临

界流体萃取法[ 8 -9 ]，但这些方法普遍存在提取率低、能

耗费用高等缺点[10]。目前尚未见到采用超声波处理法提

取竹笋甾醇工艺的报道。本实验以重庆方竹笋加工剩余

物为原料，采用超声波处理法提取竹笋甾醇，考察料

液比、超声功率、超声时间以及颗粒粒径等因素对竹

笋甾醇提取率的影响，利用响应面分析法对竹笋残渣中

植物甾醇提取工艺进行优化，为竹笋加工剩余物的深度

开发和综合利用提供科学依据。
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1  材料与方法

1.1 材料与试剂

重庆方竹笋加工剩余物(笋头)    重庆南川森源野生食

品有限公司。胆甾醇、β - 谷甾醇(均为分析纯)    阿拉

丁公司；正己烷、浓硫酸、氯仿、醋酸酐均为国产

分析纯；已腈、甲醇均为色谱纯。

1.2 仪器与设备

UV-2450型紫外分光光度仪    日本岛津公司；GOLD

166P 型高效液相色谱仪    美国 System 公司；JY92- Ⅱ型

超声波处理机    宁波新芝生物科技股份有限公司；RE-

2000 型旋转蒸发器    上海亚荣生化仪器厂；1/12 万电子

天平    赛多利斯特科学仪器(北京)有限公司；FZ-102 型

植物粉碎机    天津市泰斯特仪器有限公司；电热恒温干

燥箱    上海跃进医疗器材厂。

1.3 方法

1.3.1 原材料预处理

将清洗的笋头于烘箱中 60℃干燥 24h，用粉碎机将

干燥笋头粉碎，并依次过 2 0 、4 0 、6 0 、8 0 、1 0 0、

1 2 0 目筛，保存备用。

1.3.2 胆甾醇标准曲线绘制

采用 Liebermann-Burehard 比色法[11-13]，精确称取

20mg 胆甾醇标准品，用三氯甲烷定容至 10mL，分别精

密吸取 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0mL 胆甾醇标准储备液，

分别置于 10 mL 棕色容量瓶中，加三氯甲烷稀释至刻

度，制成 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8mg/mL 的标准溶液。

取 10mL 比色管 6 支，分别精密移取乙酸酐 2mL 于各管

中，加硫酸 1 滴，并立即加入标准溶液 lm L，振荡混

匀 lmin 后，静置 24min，倒入比色池中，于 610nm 波

长处检测其吸光度，绘制吸光度 Y 与胆甾醇质量浓度 X/

(mg/mL)的关系，得标准曲线 Y ＝ 0.00283l ＋ 1.82325X，

R2 ＝ 0.99972，该方法线性相关性良好。

1.3.3 β - 谷甾醇标准曲线绘制

色谱分析条件：色谱柱：Ultimate XB-C 18(5μm，

4.6mm × 250mm)(Welch Materials 公司)；波长 210nm；

流动相为甲醇 - 乙腈 - 水(85:13:2，V/V)；流速：1.0mL/

m i n ；柱温：2 0 ℃；进样量：1 0μL 。

精确称取β -谷甾醇对照品3.3mg，甲醇溶解，10mL

容量瓶定容，摇匀，分别吸取 0 、0 . 1 、0 . 3 、0 . 5 、

0.7、1.0mL 的备用标品并定容至 1mL，得到质量浓度分

别为 0、0.033、0.099、0.165、0.231、0.33mg/mL 的

待测标品。采用上述色谱条件测定色谱峰面积，绘制

峰面积 Y 与β - 谷甾醇质量浓度 X/(mg/mL)的曲线关系，

得到标准曲线Y＝62283.77165＋2967450X，R2＝0.99794，

该方法线性关系良好。

1.3.4 竹笋剩余物植物甾醇的提取[1]

精确称取一定粒径的竹笋残渣粉末0.5g于50mL离心

管中，按比例加入一定量的溶剂，在常温下超声波处

理一定时间，过滤，转入旋转蒸发仪，待蒸干后，用

三氯甲烷溶解，并容至 10mL，在 4℃条件下保存，即

得样品中植物甾醇的提取液。

1.3.5 竹笋残渣总甾醇测定方法

测定方法同 1.3.2 节，通过对应的标准曲线查得总

甾醇质量浓度，计算总甾醇提取率：

                                      
提取液中总甾醇含量

总甾醇提取率 /% ＝———————————× 100

                                                  
样品质量

1.3.6 竹笋残渣β - 谷甾醇测定方法

取部分植物甾醇提取液，经微孔滤膜(0.22μm)过滤

后，得待测样品。测定方法同 1.3.3 节，通过对应的标

准曲线查得β - 谷甾醇质量浓度，计算β - 谷甾醇的提

取率：

                                   
提取液中β-谷甾醇含量

β -谷甾醇取率 /%＝—————————————×100

                                               
   样品质量

1.3.7 Box-Behnken 响应面分析法试验

探讨料液比、超声功率、超声时间、颗粒粒径

等因素对超声波处理法提取植物甾醇含量影响，确定

采用 Box-Behnken 方法优化提取工艺。因素与水平编

码见表 1 。

因素
水平

－ 1 0 1

X1 料液比(g/mL) 1:20 1:30 1:40

X2 超声功率 /W 300 400 500

X3 超声时间 /min 7 10 14

X4 颗粒粒径 / 目 60 80 100

表 1 竹笋甾醇提取 Box-Behnken 响应面分析法试验因素与水平表

Table 1   Coded levels for independent variables used in response

surface analysis

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 料液比对甾醇提取率的影响

在超声功率 300W、超声时间 10min、颗粒粒径 60

目条件下，考察料液比对竹笋甾醇提取率的影响，结

果如图 1 所示。

由图 1 可知，总甾醇、β - 谷甾醇提取率随溶剂量

的增加呈现先增大快、后趋于缓慢的变化过程。这是
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因为在提取工艺中，一般而言，溶剂用量越大，甾醇

提取量也就越多，当溶剂用量不是太大时，甾醇提取

率随着溶剂用量的增加呈现增大趋势；但如果溶剂用量

增加过大，在有限的时间(10min)内，因溶剂的稀释作

用使得甾醇提取率随着溶剂用量的增加而趋于平缓，因

此选择选择料液比为 1:30。

由图 2 可知，总甾醇、β - 谷甾醇提取率随超声功

率的增大呈现先增大后趋于平缓的变化趋势，这是因为

较大的超声功率有利于细胞壁的破裂，有利于增大溶剂

对甾醇的溶解，当超声功率超过 400W 时，甾醇提取率

变化不明显，这是因为细胞壁破裂已趋于完全，兼顾

经济效益，选择超声功率为 400 W。

2.1.3 超声时间对甾醇提取率的影响

在料液比 1:30、超声功率 400W、颗粒粒径 60 目

条件下，考察超声时间对竹笋甾醇提取率的影响，结

果如图 3 所示。

从图 3 可知，总甾醇、β - 谷甾醇提取率随超声时

间的增加呈现先增大后减少的变化过程，在 10min 时提

取率达到最大。这是由于随着超声时间的增加，样品

中植物甾醇逐渐地溶出，样品与溶剂中的甾醇浓度差越

来越小，以至到达平衡，之后，若继续延长超声时间，

则可能使溶剂挥发，增大溶剂中的甾醇浓度，破坏平

衡，不利于植物甾醇的提取，因此实验选择超声时间

为 10min。

由图 4 可知，总甾醇、β - 谷甾醇提取率随颗粒粒

径的增大呈现先逐步增加后趋于平缓的变化趋势，这是

因为颗粒粒径的越小有利于样品与溶剂的接触，有利于

破碎样品的细胞壁，当随着颗粒粒径达到 80 目后继续增

大，提取率没有明显变化，而且颗粒粒径过细，将增

大分离难度，因此实验选择颗粒粒径为 80 目。

2.2 响应面分析法优化提取工艺

2.2.1 响应面分析方案与结果

选用了中心复合模型，做四因素三水平共 29 个试

验点(5 个中心点)的响应面分析试验，结果如表 2 所示。

采用 Design Expert 7.0 软件对数据进行回归分析，并由

此得到总甾醇、β - 谷甾醇提取率与各因素变量的二次

图 1 料液比对甾醇提取率的影响

Fig.1   Effect of solid-to-solvent ratio on total phytosterol and

β-sitosterol yields
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2.1.2 超声功率对甾醇提取率的影响

在料液比 1:30、超声时间 10min、颗粒粒径 60 目

条件下，考察超声功率对竹笋甾醇提取率的影响，结

果如图 2 所示。

图 2 超声功率对甾醇提取率的影响

Fig.2   Effect of ultrasonic power on total phytosterol and

β-sitosterol yields
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图 3 超声时间对甾醇提取率的影响

Fig.3   Effect of ultrasonic treatment time on total phytosterol and

β-sitosterol yields
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2.1.4 颗粒粒径对甾醇提取率的影响

在料液比 1:30、超声功率 400W、超声时间 10min

条件下，考察颗粒粒径对竹笋甾醇提取率的影响，结

果如图 4 所示。

图 4 颗粒粒径对甾醇提取率的影响

Fig.4   Effect of raw material particle size on total phytosterol and

β-sitosterol yields
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方程模型见式(1)、(2) [14-16]。

Y 总甾醇＝－0.20689＋4.16×10-3X1＋5.21333×10-4X2＋

0.040648X3 ＋3.27556 ×10-3X4 ＋7.14286 ×10-6X1X3 ＋

2.5 × 10-6X1X4 － 1.42857 × 10-6X2X3 ＋ 2.5 × 10-7X2X4 ＋

7.14286×10-6X3X4－7.51667×10-5X1
2－6.64167×10-7X2

2－

1.94014×10-3X3
2－1.96019×10-5X4

2                                     (1)

Yβ -谷甾醇＝－0.18876＋3.83833×10-3X1＋4.50667×

10-4X2＋0.033110X3＋2.75444×10-3X4－5.00000×10-7X1X2＋

7.14286 × 10-6X1X 3 － 7.14286 × 10-7X2X 3 ＋ 1.66667 ×

10-7X2X4＋4.76190×10-6X3X4－6.25833×10-5X1
2－5.50833×

10-7X2
2－1.58231×10-3X3

2－1.59815×10-5X4
2                                 (2)

试验号 X1 X2 X3 X4
总甾醇 β -谷甾醇

提取率 /% 提取率 /%

1 － 1 － 1 0 0 0.306 0.248

2 1 － 1 0 0 0.306 0.224

3 － 1 1 0 0 0.306 0.227

4 1 1 0 0 0.306 0.221

5 0 0 － 1 － 1 0.278 0.226

6 0 0 1 － 1 0.280 0.235

7 0 0 － 1 1 0.276 0.233

8 0 0 1 1 0.281 0.236

9 － 1 0 0 － 1 0.294 0.234

10 1 0 0 － 1 0.291 0.232

11 － 1 0 0 1 0.292 0.236

12 1 0 0 1 0.292 0.234

13 0 － 1 － 1 0 0.288 0.232

14 1 0 － 1 0 0.287 0.231

15 0 － 1 1 0 0.288 0.230

16 0 1 1 0 0.285 0.228

17 － 1 0 － 1 0 0.292 0.234

18 1 0 － 1 0 0.290 0.230

19 － 1 0 1 0 0.293 0.237

20 1 0 1 0 0.292 0.234

21 0 － 1 0 － 1 0.299 0.239

22 0 1 0 － 1 0.298 0.240

23 0 － 1 0 1 0.298 0.238

24 0 1 0 1 0.300 0.241

25 0 0 0 0 0.321 0.258

26 0 0 0 0 0.319 0.255

27 0 0 0 0 0.316 0.257

28 0 0 0 0 0.320 0.260

29 0 0 0 0 0.317 0.258

表 2 响应面试验设计及结果

Table 2   Box-Behnken design and experimental results for response

surface analysis

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 4.492 × 10-3 14 3.209 × 10-4 28.14 ＜ 0.0001

X1 3.000 × 10-6 1 3.000 × 10-6 0.26 0.6160

X2 7.500 × 10-7 1 7.500 × 10-7 0.066 0.8013

X3 5.333 × 10-6 1 5.333 × 10-6 0.47 0.5052

X4 8.333 × 10-8 1 8.333 × 10-8 7.309 × 10-3 0.9331

X1X2 0.000 1 0.000 0.000 1.0000

X1X3 2.500 × 10-7 1 2.500 × 10-7 0.022 0.8844

X1X4 2.250 × 10-6 1 2.250 × 10-6 0.20 0.6637

X2X3 1.000 × 10-6 1 1.000 × 10-6 0.088 0.7715

X2X4 2.250 × 10-6 1 2.250 × 10-6 0.20 0.6637

X3X4 2.250 × 10-6 1 2.250 × 10-6 0.20 0.6637

X1
2 2.926 × 10-4 1 2.926 × 10-4 25.67 0.0002

X2
2 2.214 × 10-4 1 2.214 × 10-4 19.41 0.0006

X3
2 3.421 × 10-3 1 3.421 × 10-3 300.09 ＜ 0.0001

X4
2 1.840 × 10-3 1 1.840 × 10-3 161.37 ＜ 0.0001

残差 1.596 × 10-4 14 1.140 × 10-5

失拟项 1.424 × 10-4 10 1.424 × 10-5 3.31 0.1299

净误差 1.720 × 10-5 4 4.300 × 10-7

总差离 4.652 × 10-3 28

表 3 回归方程方差分析 (总甾醇 )

Table 3   Analysis of variance for total phytosterol yield

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 3.230 × 10-3 14 2.307 × 10-4 21.35 ＜ 0.0001

X1 2.083 × 10-6 1 2.083 × 10-6 0.19 0.6673

X2 7.500 × 10-7 1 7.500 × 10-7 0.069 0.7960

X3 8.333 × 10-6 1 8.333 × 10-6 0.77 0.3947

X4 3.333 × 10-7 1 3.333 × 10-7 0.031 0.8631

X1X2 1.000 × 10-6 1 1.000 × 10-6 0.093 0.7654

X1X3 2.500 × 10-7 1 2.500 × 10-7 0.023 0.8813

X1X4 0.000 1 0.000 0.000 1.0000

X2X3 2.500 × 10-7 1 2.500 × 10-7 0.023 0.8813

X2X4 1.000 × 10-6 1 1.000 × 10-6 0.093 0.7654

X3X4 1.00 × 10-6 1 1.000 × 10-6 0.093 0.7654

X1
2 2.541 × 10-4 1 2.541 × 10-4 23.51 0.0003

X2
2 1.968 × 10-4 1 1.968 × 10-4 18.21 0.0008

X3
2 2.437 × 10-3 1 2.437 × 10-3 225.53 ＜ 0.0001

X4
2 1.342 × 10-3 1 1.342 × 10-3 124.18 ＜ 0.0001

残差 1.513 × 10-5 14 1.081 × 10-5

失拟项 1.381 × 10-4 10 1.381 × 10-5 4.18 0.0901

净误差 1.320 × 10-5 4 3.300 × 10-6

总差离 3.381 × 10-3 28

表 4 回归方程方差分析 (β - 谷甾醇 )

Table 4    Analysis of variance for β -sitosterol yield

2.2.2 响应面曲面分析

根据回归方程制作响应面图，考察响应曲面所拟合

的形状，分析料液比、超声功率、超声时间、颗粒

粒径对总甾醇(图 5)、β - 谷甾醇(图 6)提取率的影响。

由图 5 可见，影响总甾醇提取率的因素依次为 X3 ＞

X4 ＞ X 1 ＞ X 2，为进一步得到此工艺的最佳条件，按照

所得的响应面曲线(式 1)对 X 分别求偏导后，令其为 0，

通过求解可得超声波处理总甾醇提取的最佳条件为料液

由表 3、4 可见，分别为二次项的 X 3
2、X 4

2 对总

甾醇、β - 谷甾醇提取率的曲面效应极显著，整体模型

P ＜ 0.0001。该二次方程模型达到极显著水平，并且失

拟项不显著，说明该方程拟合较好。
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比 1:28、超声功率 393W、超声时间 10.5min、颗粒粒

径 84 目，最大总甾醇提取率预测值为 0.315%。

d.超声时间与颗粒粒径

固定水平：料液比 1:30(g/mL)；超声功率

40 0W；超声时间 1 0 mi n；颗粒粒径 8 0 目。

图 5 各两因素交互作用对总甾醇提取率影响的响应面图

Fig.5   Response surface plots showing the pairwise interaction effect

of four independent variables on total phytosterol yield

d.超声时间与颗粒粒径

固定水平：料液比 1:30(g/mL)；超声功率

40 0W；超声时间 1 0 mi n；颗粒粒径 8 0 目。

图 6 各两因素交互作用对β- 谷甾醇提取率影响的响应面图

Fig.6   Response surface plots showing the pairwise interaction effect of

four independent variables on β-sitosterol yield

b.料液比与超声时间

由图 6 可见，影响β - 谷甾醇提取率的因素依次为

X3 ＞ X 4 ＞ X 2 ＞ X 1，为进一步得到此工艺的最佳条件，

按照所得的响应面曲线(式 2)对 X 分别求偏导后，令其为

0，通过求解可得超声波处理提取植物甾醇的最佳条件
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为料液比 1:31、超声功率 410W、超声时间 10.5min、颗

粒粒径 86 目，最大β - 谷甾醇提取率预测值为 0.254%。

2.2.3 验证实验

为检验响应曲面法所得结果的可靠性，分别采用上

述 2 种最佳条件测定总甾醇及β - 谷甾醇的提取率。经

测定，在第 1 种工艺条件下总甾醇提取率为 0.313%，β-

谷甾醇提取率为 0.245%；在第 2 种条件下总甾醇提取率

为 0.317%，β - 谷甾醇提取率为 0.249%。因此选择第

2 种工艺条件为最佳工艺条件，与理论预测值相比，其

相对误差分别约为 1.25%、1.91%。

2.3 提取次数对竹笋甾醇提取率的影响

在料液比 1:31、超声功率 410W、超声时间10.5min、

颗粒粒径 86 目的最佳工艺条件下，考察提取次数对竹笋

甾醇提取率的影响，结果如图 7 所示。

由图 7 可知，提取次数由 1 次增加到 2 次，竹笋甾

醇提取率增幅较大，而提取次数超过 2 次后再增加次

数，竹笋甾醇提取率增幅较小或者甚微。

3 结  论

采用超声波处理机提取笋头植物甾醇，通过单因素

试验和响应面分析对超声波处理提取工艺进行优化，得

出最优工艺条件为料液比 1:31、超声功率 410W、超声

时间 10.5min、颗粒粒径 86 目，该条件下总甾醇提取率

为 0.317%，β - 谷甾醇提取率为 0.249%，获得的竹笋甾

醇提取率与超声波处理提取各因素变量的二次方程模型

回归极为显著，对实验拟合良好。
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图 7 提取次数对植物总甾醇、β - 谷甾醇提取率的影响

Fig.7  Effect of extracting times to yields of total phytosterol and

β -sitosterol
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