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摘要!选择大豆蛋白%大豆甘油三酯%大豆脂肪氧合酶和胰脂肪酶 ( 种主要组分!按照实际豆浆的组

分含量和酶活大小进行混合制备豆浆模拟体系& 分别利用二甲基酚橙法和顶空固相微萃取%气质

联用法测定体系中脂质氢过氧化物和挥发性风味物质& 结果表明'脂肪氧合酶催化甘油三酯氧化

生成的脂质氢过氧化物相当于 /@0&$ 33;6KRF

!

U

!

!生成的挥发性风味物质总量为 (/@$" 39KA9#

而脂肪氧合酶催化甘油三酯水解产物生成的脂质氢过氧化物相当于 &!@!(/ 33;6KRF

!

U

!

!生成的

挥发性风味物质总量为 ''$@(! 39KA9& 同时在该反应条件下对模拟体系和豆浆产生的挥发性风

味物质进行主成分分析!模拟体系和 / 个豆浆样品集中在得分图相近区域!结果判定豆浆模拟体系

产生的风味与真实豆浆的特征风味具有较好的相似性&

关键词!豆浆模拟体系#甘油三酯#脂肪氧合酶#顶空固相微萃取%气质联用#挥发性风味物质#主成

分分析

中图分类号!LM!#(@!"Ll'('D D文献标识码!O 文章编号!#""/ %-0'0#!"#$$## %"##' %"'

P&,?)(+'&/&"O&-)%+-#"-)O&('41'%)/$#'+/'&2,+-X,&.#-'2'%#,

LSO*l5]589

#$!

$FTO ŶC>5
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DD豆浆作为大豆传统豆制品之一$深受消费者的

喜爱% 豆浆为东方人群膳食结构中重要的蛋白质来

源% 近年来$豆浆已成为西方国家乳糖不耐症患者

重要的牛奶替代品(# %!)

% 然而$豆浆中存在的豆腥

味极大限制了其应用和推广(/ %()

%

'##
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关于豆浆等豆制品中不良风味物质来源的研

究$O8VX>等(&)首先发现大豆制品产生的豆腥味是

因为不饱和脂肪酸酶促作用的结果$其中关键的酶

是脂肪氧合酶"R5E;B]9>84[>$ R;B#$这一发现在此

后被许多研究者证实% 大豆种子中存在的大量的甘

油三酯'少量的磷脂和极少量的游离脂肪酸都可以

作为R;B催化底物$但是作用条件和结果并不相同%

+=Y489等(')在R;B同工酶催化不同的游离脂肪酸

及其衍生物体系中研究了 .' 醛生成量$结果发现

在体系中二酰基甘油'三酰基甘油'磷脂等没有促进

.' 醛化合物的生成% 虽然大豆甘油三酯不能被R;B

氧化生成足量的挥发性风味物质$但是在豆制品中

甘油三酯水解产物游离脂肪酸被氧化后则有大量挥

发性风味物质生成% 在此酶促氧化过程中$相对于

多不饱和脂肪酸和脂肪氧合酶$关于大豆脂肪酶的

关注和深入研究较少%

成熟完整的大豆籽粒并不具有典型的豆腥味$

但其加工制品豆浆等基本上都有显著的豆腥味% 其

原因可能是在完整的大豆籽粒中甘油三酯浓度极高

而游离脂肪酸极低且直接接触机会少$加上缺氧以

至于脂肪氧合酶催化脂质氧化的程度极其微弱无法

形成足量阈值的不良风味物质(-)

% 而浸泡大豆在

磨浆瞬间会生成大量的挥发性风味物质$在此瞬

间R;B在催化氧化接触到油脂的同时$大豆脂肪酶

也在水解甘油三酯和磷脂生成游离脂肪酸来增添

酶催化氧化底物$虽然脂肪酶的水解在作用片刻

后就被某些蛋白等物质抑制了$但其作用不可忽

视% 由于大豆脂肪酶的活性不如脂肪氧合酶显

著$使得在大豆制品加工过程中其水解作用也往

往被忽略% 本研究通过建立豆浆风味形成模拟体

系$通过考察甘油三酯的水解和氧化情况$研究脂

肪酶在豆浆挥发性风味物质形成中的基础作用%

以期为豆浆等制品的风味物质形成机理研究提供

一种新的思路%

:;材料与方法

#@#D实验材料

豆浆专用大豆&嫩江富民农副产品有限公司!大

豆蛋白"实验室自制#!精炼大豆油&上海嘉里食品

工业有限公司!胰脂肪酶'! %甲基 %/ %庚酮标准

物&西格玛公司!薄层层析硅胶板"P#&青岛海洋化

工有限公司!正己烷'无水乙醚为色谱纯&美国 g5[=2

>X公司%

ji%'"W1"#W型豆浆机&美的公司!F534<.b

!#P

#

型冷冻离心机&日本日立公司! RPi%#$ 冷冻

干燥机&北京四环科学仪器厂!L#" 高速剪切机&德

国S_O公司!QeWK.ObKaQjM %&"K/"

!

3萃取头&

美国 MYE>6<;公司!M.SU*Ml%(&' %P.气质联用

仪&美国WXYA>X公司%

#@!D实验方法

#@!@#D豆浆的制备

大豆洗净后$按料液比 #G#" 加水浸泡 #$ = 后$

用豆浆机间隔打浆 / 358$然后用四层纱布过滤除

渣$滤液即为生豆浆% 采用凯氏定氮法测定豆浆中

蛋白质含量$然后加水稀释至 !H%

#@!@!D大豆R;B的提取

参考 OB>6X;V 等($)的方法$并加以改进% 大豆

低温磨粉$过 '" 目筛$按照 #G' 料水比搅拌混匀缓

慢加入 "@& 3;6KR的盐酸溶液$调节 EF至 (@& 后搅

拌 # =% 四层纱布过滤后$离心 " $ &"" XK358$

/" 358#后取上层清液$用 ! 3;6KR*4UF将上清液

EF调至 'd$$随后缓慢加硫酸铵粉末至其最终质量

分数达到 ("H$搅拌 # = 后离心$取上清液调节 EF

至 '@$$缓慢加硫酸铵粉末至其最终质量分数达到

'"H% 离心$沉淀溶于磷酸盐溶液""@"! 3;6KR$EF

'@$#中$透析除盐$得酶液% 冷冻干燥后$得到大豆

内源性酶R;B$低温密封保存% 使用前测定其酶活%

#@!@/D大豆蛋白的提取

大豆蛋白的制备参照 FY489等(0)的方法$并有

所改进% 主要改进为先将大豆粉碎用正己烷脱脂 /

次后置于通风橱风干$得到的脱脂豆粕再进行深度

脱脂'灭酶$最后将提取的蛋白沉淀溶解后$在 - &""

XK358下离心 /" 358$除去少量的不溶物$将其蛋白

溶液冷冻干燥后粉碎即得粉末状大豆蛋白%

#@!@(D大豆油的纯化

采用硅胶柱层析法对大豆油进行纯化制得甘油

三酯(#" %##)

$并进行改进% 洗脱液为色谱纯正己烷%

无水乙醚"体积比 0&G&#$洗脱速度约 ! 3RK358$洗

脱收集物挥发除去有机溶剂即为甘油三酯% 利用薄

层层析硅胶板"P#检测大豆油甘油三酯的纯化程

度$展开剂为石油醚"沸程 /" J0"I# %乙醚%甲酸

"0$H#"体积比 $-G#/G##$油样与正己烷按体积比

(G# 的比例稀释$点样两遍$要求点样浓度均匀% 充

分展开$取出溶剂蒸发后碘缸染色%

#@!@&DFaR.%1RMQ检测甘油三酯及其产物

甘油三酯产物用无水乙醚萃取$用色谱级正己

烷溶解稀释到 "@/ 39K3R$进样量 &

!

R% 色谱条

件&R5<=X;[E=>X硅胶柱"!@# 33f!&" 33#!流动相

O"正己烷%异丙醇$体积比 00G##$流动相 W"正己

-##
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烷%异丙醇 %冰乙酸$体积比 #G#G"@##$流速 "@/

3RK358$梯度洗脱 " 358'#""HO$#" 358'$"HO$

#( 358'-"HO$#& 358'#""HO$!" 358'#""HO!柱

温 /&I$1RMQ温度 &"I$洗脱液流速 #@$ RK358$

增益 #%

#@!@'D豆浆风味模拟体系的构建

取 (@& 3R!H大豆蛋白溶液"一定量的大豆

蛋白粉加水混匀#加入试管中$加入 '" 39大豆甘

油三酯$充分振荡至油滴均匀分散$高速剪切

# 358$随后加入 "@& 3R胰脂肪酶溶液和 # 3R大

豆 R;B酶液$模拟体系的蛋白含量和大豆 R;B酶'

胰脂肪酶酶活性均与稀释后的豆浆一致% 然后充

分振荡至混合均匀$得到初步豆浆模拟反应体系%

该体系选取的反应条件为&EF'@$$温度 ("I$时

间 /" 358%

#@!@-D模拟体系中脂质氢过氧化物的测定

采用二甲酚橙法测定反应体系中脂质氢过氧化

物含量(#! %#/)

$并进行改进% 豆浆反应体系同上% 吸

取 "@/ 3R反应溶液加入到 (@" 3R二甲酚橙试剂

中$加入 "@! 3R水混匀$暗处反应 (& 358$( """

XK358离心 #" 358$在最佳吸收波长 &'" 83进行吸

光值测定$测定 / 次取平均值% 二甲酚橙试剂必须

为现配$以 " J#'"

!

3;6过氧化氢溶液与二甲酚橙

试剂显色测定做标准曲线进行脂质氢过氧化物定

量$反应体系为 (@& 3R%

#@!@$D挥发性风味物质的测定

挥发性风味物质的测定采用顶空固相微萃取%

气相色谱质谱联用"FM %Maj1%P.%jM#

(#( %#&)

%

FM %Maj1条件&在 !" 3R萃取瓶中先放入转

子$加入 ' 3R豆浆或豆浆模拟反应体系样品迅速旋

紧盖子$用微量进样器穿透瓶塞加入 #

!

R的内标物

"! %甲基 %/ %庚酮 #"" 39KA9#$置于 ("I水浴

中$将老化的固相微萃取针插入样品瓶$边搅拌边顶

空吸附$萃取时间 /" 358$搅拌速度 /"" XK358%

P.%jM条件&QW%,O)色谱柱"/" <3f"d!&

33$"@!&

!

3#!升温程序为起始温度 ("I$保持 /

358$然后以 'IK358升温至 #""I$再以 #"IK358

升温至 !/"I$保持 - 358!不分流进样% 1S离子源$

离子源温度 !""I$接口温度 !&"I$电子能量 -"

>e$扫描范围"3.L#// J/&"$采集方式 M<48%

样品中测得的挥发性化合物由计算机检索$通

过质谱数据库"*SML和,SR1̂ 数据库#检索结果与

标准化合物进行对比$对匹配度大于 $"" 的挥发性

物质进行定性% 采用内标法进行定量$样品中挥发

性物质的萃取和测定均重复 / 次%

<;结果与分析

!@#D大豆油的纯化

薄层色谱中比移值"J

C

#是指原点到斑点中心

的距离与原点到溶剂前沿距离的比值% 其大小与

LR.板的材质和展开剂有关(#')

% 利用 LR.分离脂

质'甘油三酯较好分离效果的 J

C

应在 "@/ J"@-$本

实验中 LR.分离图谱的 J

C

为 "@&!$说明分离效果

较好$见图 #%

图 :;大豆油和纯化大豆油的SZP分离图谱

DD由图 # 可知$大豆油中含有多种脂质成分$如甘

油三酯'#$/ %甘二酯'#$! %甘二酯$甘一酯等!而纯

化大豆油基本上是甘油三酯% 这说明选用的硅胶柱

层析法纯化大豆油的效果较好%

!@!D大豆油及其产物

利用高效液相色谱对大豆油及其产物进行检

测$结果见图 !%

图 <;大豆油#7$&甘油三酯#R$&甘油三酯水解产物#P$&

甘油三酯水解和氧化产物#Q$的液相色谱图

DD通过甘油三酯等标准曲线对照和图 ! 可知$!@$

358的最大峰为甘油三酯$& 358 的峰为游离脂肪

酸$-@- 358 的峰为 #$/ %甘二酯$$@0 358 的峰为

#$! %甘二酯% 在所有的样品中$除了前面的烃类物

质外$甘油三酯水解产物".#曲线的峰最多$有 ( 个

显著峰$这说明甘油三酯经脂肪酶水解产生了多种

产物$如游离脂肪酸'#$/ %甘二酯和 #$! %甘二酯

$##
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等% 甘油三酯水解和氧化产物"Q#的曲线有 / 个显

著峰!大豆油"O#的曲线有 ! 个显著峰$甘油三酯

"W#只有 # 个显著峰% 根据面积归一化定量法$上

述 ( 个样品% 除 O和 W的甘油三酯的量相当外$.

和Q的甘油三酯的量逐渐减小$Q的其他成分与 .

的相比也有大幅减小$这主要是被大豆 R;B氧化降

解引起的%

!@/D豆浆模拟体系中各组分的挥发性物质

大豆制品中的不良风味是酶促作用产物引起的

结果$其中大豆脂肪氧合酶'大豆蛋白'大豆油'大豆

油水解酶与该反应有着密切的关系($$#-)

% 为了判断

豆浆模拟体系各组分对该体系形成风味物质的影

响$分别对其风味物质进行了测定$风味物质的种类

和量如图 / 所示$其中最大峰为标样%

图 =;脂肪氧合酶#7$&甘油三酯#R$&大豆蛋白#P$&

胰脂肪酶#Q$的气相色谱图

DD由图 / 可知$混合前大豆蛋白'甘油三酯'脂肪

氧合酶和胰脂肪酶 ( 种组分各自的挥发性物质含量

都较低% 其中大豆蛋白的风味物质种类和量均高于

其他$总量为 #(@$- 39KA9$其他的都在 & 39KA9以

下% 因此$在下面的豆浆模拟体系中$大豆脂肪氧合

酶'大豆甘油三酯'胰脂肪酶自身的挥发性物质可忽

略不计$大豆蛋白中的挥发性物质将被定量%

!@(D豆浆模拟体系中脂质氢过氧化物

按照 #@!@- 方法$以过氧化氢浓度"E#为横坐

标$吸光值"?#为纵坐标绘制过氧化氢氧化标准曲

线得到的线性方程为 ?h"d"/- 0E$相关系数 J

!

h

"@000 /$说明吸光值与过氧化氢浓度呈现良好的线

性关系$本反应体系中脂质氢过氧化物生成量以过

氧化氢的当量浓度表示% 见表 #%

表 :;豆浆及模拟体系的脂质氢过氧化物含量

项目
R;B氧化

甘油三酯

R;B氧化

大豆油

豆浆模拟

体系
豆浆

吸光值 "@"#" "@"#$ ""@#/! ""@!(0

氢过氧化物

含量K"33;6KR

F

!

U

!

#

/@0&$ -@#!( &!@!(/ 0$@&(0

由表 # 可知$反应体系中氢过氧化物含量与

R;B酶促作用底物有着密切的关系% 大豆甘油三酯

的氧化程度很有限$当其水解后酶促氧化大大增强%

豆浆的氧化程度最大$这是因为豆浆的酶促氧化被

不饱和脂肪酸'极性脂'多酚'金属离子等其他成分

所增强(#$)

%

!@&D豆浆模拟体系组分及其反应后的挥发性物质

"见表 !$

表 <;CMFMEY!FDPFYM分析豆浆&大豆蛋白&脂肪氧合酶氧化和模拟体系的主要风味物质成分

序号 挥发性物质
保留时

间K358

含量K"39KA9#

大豆

蛋白

R;B氧化

甘油三酯

R;B氧化

大豆油

模拟

体系
豆浆 # 豆浆 ! 豆浆 /

# 戊醛 (@0 "@(! /@&0 -@&" !!@/& ##@(- #!@'! #!@&/

! # %戊烯%/ %酮 &@$ "@"" "@"" #@// #(@&' (@&& (@0' (@'#

/ !$/ %戊二酮 '@- "@"" "@"" "@&& "@&- /@!! /@($ /@"$

( 己醛 -@! #"@'( !$@/' &$@'! (#/@&' '/#@$0 '(!@'' '/"@0'

& 反式%! %戊烯醛 $@/ "@"" "@"" "@&/ #-@&$ #-@'- !!@"( !"@-(

' 庚醛 0@' "@"" "@"" !@(' #/@!& #"@"$ 0@&# #"@!!

- 反式%! %己烯醛 #"@" "@"" !@"' #@'$ #"@/& -#@(- $#@/- -$@"(

$ 正戊醇 #"@& "@#$ "@!' "@$- -@'/ #'@"! #&@&' #'@$/

0 ! %戊基呋喃 #"@- "@#- "@!/ "@'' #/@!! #@(0 #@// #@!'

#" 辛醛 #!@! "@/! "@'- #@"# #@$0 (@$& (@#0 &@(/

## # %辛烯%/ %酮 #!@& "@"" "@#& "@(' (@0# #(@(! #&@$/ #'@#-

#! 反式%! %庚烯醛 #!@0 "@"" !@#- &@#( '#@(( /!@'& /&@(# //@&0

#/ 正己醇 #/@$ "@/" "@&/ /@"$ #!@"& !0(@#$ /!#@-' /#-@-#

#( 壬醛 #(@& #@&/ #@'' #@00 /@$# #!@0' #"@"& ##@&'

#& 反式%! %辛烯醛 #&@! "@&( !@$( &@-/ !&@/& #&@!/ #(@!' #'@"0

0##
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续表 <

序号 挥发性物质
保留时

间K358

含量K"39KA9#

大豆

蛋白

R;B氧化

甘油三酯

R;B氧化

大豆油

模拟

体系
豆浆 # 豆浆 ! 豆浆 /

#' # %辛烯%/ %醇 #&@' "@&$ "@$- !@!' !"@(! #&0@00 #((@' #&"@/-

#- 反$反%!$( %庚二烯醛 #'@/ "@"" "@"" "@(& /@(- !@'! !@(( !@&(

#$ 苯甲醛 #'@$ "@"" "@"" "@'- &@&/ !@!# #@'' #@-&

#0 反式%! %壬烯醛 #-@" "@#0 "@!/ "@/$ !@"0 &@($ (@'' (@/&

!" 反式%! %癸烯醛 #$@& "@"" "@"" "@!& (@"0 (@&! /@00 (@(!

!# 反$反%!$( %壬二烯醛 #0@! "@"" "@#$ "@/' #@## "@&' "@&( "@&!

!! 反$反%!$( %癸二烯醛 #0@$ "@"" "@"" "@"" 0@#0 "@/" "@!' "@//

总量 #(@$- (/@$" 0&@0$ ''$@(! # /#-@$/ # /&/@#$ # /(/@#"

DD由表 ! 可知$大豆蛋白'R;B氧化甘油三酯'R;B

氧化大豆油和豆浆模拟体系反应所产生的挥发性物

质在数量上及总量上都存在明显的差异% 豆浆模拟

体系在合适条件下产生的大量挥发性风味物质$都

属于豆浆主要的特征性风味物质(#0)

!其产生的量也

远高于大豆油酶促反应产物和大豆蛋白自身含有挥

发性化合物的量% 这验证了脂肪酶的重要作用$也

说明构建的豆浆风味物质生成的模拟体系是合适

的$但其与豆浆风味的相似度还需要进一步的分析%

R;B催化氧化甘油三酯所生成的挥发性风味物质的

种类和量都不及 R;B催化氧化大豆油的$这说明

R;B催化氧化甘油三酯的程度有限% 这也佐证了完

整大豆籽粒无显著豆腥味的原因%

!@'D挥发性风味物质的主成分分析

豆浆及其模拟体系中含有 !" 多种挥发性风味

化合物$各种物质的量也存在着一定的差异$它们共

同组成了豆浆特有的气味和口味% 为了找到各风味

物质对样品综合风味影响的代表性指标以及不同样

品间风味的差异性% 对同一批大豆随机抽取的 / 个

样制成豆浆以及豆浆模拟体系的 !! 种典型的风味

化合物进行主成分分析$结果见表 /%

表 =;因子总方差解析结果

主成分 特征值 方差贡献率KH 累积贡献率KH

# !"@"#- 0"@0$& "0"@0$&

! "#@''0 "-@&$& "0$@&-"

/ ""@/#& "#@(/" #""@"""

( 0@#!'1%#' (@#($1%#& #""@"""

& &@/""1%#' !@("01%#& #""@"""

由表 / 可知$主成分 # 和主成分 ! 的特征值分

别为 !"@"#-'#@''0$累积贡献率达到 0$@&-"H% 豆

浆和豆浆模拟体系的挥发性风味特点可认为由这两

种主成分表示% 根据主成分累积方差贡献率要求超

过 $&H的原则$选取 ! 个主成分因子进行分析(!")

%

在主成分因子载荷矩阵中$变量与某一主成分的关

联系数绝对值越大$则该变量与主成分关系越近$结

果见表 (%

表 @;主成分因子载荷矩阵的关联系数

挥发性物质
关联系数

主成分 # 主成分 !

戊醛 %"@00( %"@"$$

# %戊烯%/ %酮 %"@000 %"@"/'

!$/ %戊二酮 "@00# %"@"$'

己醛 "@00$ %"@"(#

反式%! %戊烯醛 "@&-$ %"@---

庚醛 %"@0$! "@#($

反式%! %己烯醛 "@00/ %"@##-

! %戊基呋喃 %#@""" "@""0

正戊醇 "@00( "@"&(

辛醛 "@0($ "@#0$

# %辛烯%/ %酮 "@00# %"@"00

反式%! %庚烯醛 %"@00- %"@"$/

正己醇 "@00- %"@"-!

壬醛 "@0&& "@!0(

反式%! %辛烯醛 %"@0$$ "@"$$

# %辛烯%/ %醇 "@00& "@"0(

反$反%!$( %庚二烯醛 %"@0$$ "@#&&

苯甲醛 %"@00! "@##-

反式%! %壬烯醛 "@0(# "@!"0

反式%! %癸烯醛 "@(/( "@$-/

反$反%!$( %壬二烯醛 %"@000 "@"!(

反$反%!$( %癸二烯醛 %#@""" "@""(

由表 ( 可知$主成分 # 代表戊醛'# %戊烯 %

/ %酮'!$/ %戊二酮'己醛'庚醛'反式%! %己烯醛'

! %戊基呋喃'正戊醇'辛醛'# %辛烯 %/ %酮'反

式%! %庚烯醛'正己醇'壬醛'反式 %! %辛烯醛'

# %辛烯%/ %醇'反$反 %!$( %庚二烯醛'苯甲醛'

反式%! %壬烯醛'反$反%!$( %壬二烯醛'反$反%

!$( %癸二烯醛 !" 种风味物质的影响较大% 主成分

! 代表反式 %! %戊烯醛'反式 %! %癸烯醛 ! 种风

味物质的影响较大%

"!#
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对 ( 种样品的主成分做主成分 # 与主成分 ! 得

分图$结果见图 (%

图 @;主成分 : 和主成分 < 的主成分分析得分图

DD由图 (可知$豆浆 #'豆浆 !'豆浆 / 和豆浆模拟

体系主成分 # 的得分系数分别为 "@00('"@00!'

"d00!'"@0''$豆浆 #'豆浆 !'豆浆 / 和豆浆模拟体系

主成分 ! 的得分系数绝对值分别为 "@"'-'"d"-#'

"d"-0'"@!!!% 针对主成分 #$豆浆 #'豆浆 !'豆浆 /

和豆浆模拟体系高度相近!针对主成分 !$豆浆 #'豆

浆 !'豆浆 / 和豆浆模拟体系基本相近% ( 个样品集

中在相近的一定区域$这表明豆浆模拟体系的挥发性

风味与豆浆的具有较好的相似性%

=;结;论

从LR.分离图谱和液相图谱可知$甘油三酯纯

化效果较好$消除了反应体系中底物的干扰影响%

该反应体系中大豆R;B催化氧化甘油三酯的程度很

小$甘油三酯被水解后的氧化程度大大增加$并且脂

质氧化程度和生成的挥发性风味物质变化趋势一

致% 这也证实了脂肪酶在豆浆等豆制品挥发性风味

形成中具有不可或缺的作用% 大豆蛋白'大豆甘油

三酯'大豆脂肪氧合酶和胰脂肪酶等组分组成的豆

浆模拟体系$在一定反应条件下产生了大量大豆特

征性风味化合物$通过主成分分析判断$这种模拟反

应体系的风味组成与豆浆具有很好的相似性%
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