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摘要!为充分发挥大豆异黄酮生物价值!采用纤维素酶催化糖苷型大豆异黄酮水解制备游离苷元型

大豆异黄酮% 通过考察 %" 种纤维素酶对糖苷型大豆异黄酮总水解率和苷元型大豆异黄酮总转化

率的影响!筛选得到一种成本较低且水解效果较好的纤维素酶!用于催化水解糖苷型大豆异黄酮!

优化了该纤维素酶在水解工艺中底物质量浓度&酶添加量&反应体系 DE&酶解温度&酶解时间等参

数% 结果表明'选择来源于 G$%1F2#4$3& (%$%#4的纤维素酶作为大豆异黄酮水解用酶#底物质量浓

度 "30 i!3" +A>+b&酶添加量 &J i%%J&反应体系 DEF3"&酶解温度 FFI&酶解时间 F i( 9是较

经济有效的水解工艺参数!实验优化过程中!大豆异黄酮总水解率超过 '"J!总转化率接近 ("J%

因此!采用纤维素酶催化水解大豆异黄酮可显著增加游离苷元含量!提高大豆异黄酮利用价值%

关键词!大豆异黄酮#糖苷水解率#苷元转化率#纤维素酶
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CC异黄酮主要来源于荚豆类植物$在大豆中含量

较高$占大豆质量的 "3"%J i"3FJ

)%*

$是大豆中最

重要的活性成分之一% 根据是否与糖基结合$异黄

酮可分为游离苷元型和结合糖苷型)!*

$不同类型异

黄酮的生理活性和生物利用率具有明显差异$游离
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苷元型大豆异黄酮能减少细胞内活性氧的产生)/*

$

具有比糖苷型大豆异黄酮更高的抗氧化活性和更优

的免疫功能$在改善健康状况+保护肠道细胞免受氧

化损伤等方面均有一定功效)$ #(*

% 此外$游离苷元

型大豆异黄酮在预防乳腺癌+前列腺癌+心血管疾病

等多种疾病方面也有显著成效)& #'*

% 目前$大豆异

黄酮被广泛应用于药品+保健品等中% 但大豆异黄

酮中糖苷型含量达 'FJ以上$游离苷元型含量不足

FJ

)%*

$且糖苷型大豆异黄酮在进入人体后需经肠

道微生物进一步水解为游离苷元型大豆异黄酮后才

能被吸收和发挥生理作用)%"*

% 由于人体肠道中菌

群差异$不同人群直接食用糖苷型大豆异黄酮会

有不同的吸收效果$不利于大豆异黄酮的生物利

用% 基于糖苷型大豆异黄酮可在加工和储存过程

中转化为游离苷元型)%%*

$因此通过体外水解糖苷

型大豆异黄酮制备游离苷元型大豆异黄酮成为高

效利用大豆异黄酮的途径之一$也是目前的研究

热点之一%

大豆异黄酮水解制备游离苷元型大豆异黄酮的

方法主要有酸水解法+碱水解法+O+-]9 降解法和酶

水解法)%!*

$其中&酸水解法需强酸$且温度较高!碱

水解法所得苷元不稳定$容易进一步降解!O+-]9 降

解法水解过程中所用试剂比较昂贵!而酶水解法)%/*

具有反应条件温和+特异性强等优点$是制备游离苷

元型大豆异黄酮的最佳途径% 目前研究中多以
#

#

葡萄糖苷酶为生物催化剂催化水解制备游离苷元型

大豆异黄酮)%$ #%&*

$水解率高达 '(J

)%0*

$但
#

#葡萄

糖苷酶成本较高$而目前关于其他酶水解大豆异

黄酮的研究报道还较少% 本文以价格较低的纤维

素酶催化水解制备游离苷元型大豆异黄酮$从糖

苷型大豆异黄酮水解率+苷元型大豆异黄酮转化

率以及纤维素酶成本等方面进行系统研究$以期

筛选一种经济有效的生物酶$为大豆异黄酮生物

转化提供参考%

<=材料与方法

%3%C实验材料

%3%3%C原料与试剂

大豆异黄酮"纯度约 0FJ#$西安天丰生物科技

有限公司!大豆苷"e$含量
#

'0J#+黄豆黄苷"T.$

含量
#

'0J#+染料木苷"T$含量
#

'0J#+大豆苷元

"e;$含量
#

'0J#+黄豆黄素"T.;$含量
#

'0J#+染

料木素"T;$含量
#

'0J#标准品$美国 O-A+,公司!

甲醇+乙酸$均为色谱纯!磷酸氢二钠+柠檬酸+无水

乙醇等$均为分析纯!纤维素酶"见表 %#%

表 <=不同纤维素酶编号及相关产品信息

编号 最适 DE 最适温度>I 酶来源CC 供应商CC 酶活>"H>+A#

酶 % F3" /& !'.4$5%BB)'"%54$ 上海安谱实验科技股份有限公司 F

酶 ! F3" /& 北京雁栖湾生物技术有限公司 %%F

酶 / F3" /& G$%1F2#4$3& (%$%#4 北京索莱宝科技有限公司

酶 $ F3" /& G$%1F2#4$3& $44'4% 西格玛奥德里奇"上海#贸易有限公司 %

酶 F F3" 室温 上海麦克林生化科技有限公司 %"

酶 ( F3" /( !'.4$5%BB)'"%54$ 北京百灵威科技有限公司

酶 & &3F /( 北京爱普锐晟科技有限公司 n"3/

酶 0 $3F $" !'.4$5%BB)'"%54$ 广州威佳科技有限公司

酶 ' $30 $F G$%1F2#4$3& (%$%#4 上海源叶生物科技有限公司 %"

酶 %" F3" FF 天津瑞根特商贸有限公司

%3%3!C仪器与设备

)Q.,884,./%"" 高效液相色谱"E_bQ#仪$大连

依利特公司!KO$""" 恒温气浴摇床$MKP公司!

KWF!""e)超声波器$昆山市超声仪器有限公司%

%3!C实验方法

%3!3%C大豆异黄酮的水解

称取一定量大豆异黄酮置于 %"" +b三角瓶中$

加入磷酸氢二钠#柠檬酸缓冲液$摇匀$超声 %" +-=$

加入纤维素酶$再用上述缓冲液补足至 !F +b$充分

混匀后在一定温度下于摇床中反应一定时间$得到

大豆异黄酮水解液%

%3!3!C大豆异黄酮含量的测定

采用高效液相色谱法)%'*测定大豆异黄酮含量$

对照标准品保留时间定性$外标法定量%

%3!3!3%CE_bQ分析条件

OB++;]\B/""

Na

Q%0 色谱柱"$3( ++f!F" ++$

F

!

+#!柱温 $"I!检测波长 !(" =+!流动相P相为

"3%J乙酸水溶液$X相为 "3%J乙酸甲醇溶液$梯

%%%
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度洗脱程序如表 ! 所示%

表 >=流动相梯度洗脱程序

时间>+-= P>J X>J 时间>+-= P>J X>J

" '" %" /" $" ("

%! &F !F /! " %""

%( &" /" /$ " %""

!% (" $" /( '" %"

!F F" F" $F '" %"

%3!3!3!C标准曲线绘制

准确称取不同大豆异黄酮标准品各 F3" +A于

%" +b容量瓶中$用 ("J甲醇溶解并定容$作为标准

储备液% 准确移取 % +b标准储备液于 %" +b容量

瓶中$用 ("J甲醇定容$作为混合标准品溶液% 用

%"J甲醇稀释混合标准品溶液$配制成不同质量浓

度的混合标准品工作液$经 "3$F

!

+有机滤膜过滤

后$按 %3!3!3% 条件进行 E_bQ分析% 以大豆异黄

酮质量浓度"L#为横坐标+相应峰面积",#为纵坐

标$绘制标准曲线$得 ( 种大豆异黄酮组分的回归方

程"见表 /#%

表 @=大豆异黄酮标准曲线回归方程

大豆异黄酮

组分
标准曲线方程

/

!

线性范围>

"

!

A>+b#

大豆苷 ,

%

k&(30F(L

%

#%3"/(

"3''' ' "3%! i/3("

黄豆黄苷 ,

!

k&F3"/!L

!

#"3%&%

"3''' ' "3%$ i$3!"

染料木苷 ,

/

k%!$3F($L

/

#"3%'F

"3''' ' "3"& i!3%"

大豆苷元 ,

$

k%/"3%&!L

$

#"3'""

"3''' & "3"& i!3%"

黄豆黄素 ,

F

k%%03F'&L

F

#"3F00

"3''' ' "3"/ i%3""

染料木素 ,

(

k%(03$/%L

(

#!3%"'

"3''' 0 "3"( i!3""

%3!3!3/C样品分析

取 %3!3% 大豆异黄酮水解液$加入适量无水乙

醇$溶解摇匀$转移至 F" +b容量瓶中$用 0"J乙醇

定容$再用 %"J甲醇稀释适当倍数$经 "3$F

!

+有

机滤膜过滤后$按 %3!3!3% 条件进行E_bQ分析$再

根据标准曲线回归方程计算大豆异黄酮水解液中 (

种大豆异黄酮组分的含量%

%3!3/C大豆异黄酮水解率和转化率的计算

以糖苷型大豆异黄酮水解率和苷元型大豆异黄

酮转化率评价大豆异黄酮的水解效果% 大豆异黄酮

水解时$大豆苷水解为大豆苷元$黄豆黄苷水解为黄

豆黄素$染料木苷水解为染料木素% 分别按式"%#

和式"!#计算大豆异黄酮水解率",#和转化率",q#%

,k"+

"

#+

%

#>+

"

f%""J "%#

,qk"+

/

#+

!

#>+

$

f%""J "!#

式中&+

"

++

%

分别为酶解前后糖苷型大豆异黄

酮的质量!+

!

++

/

分别为酶解前后苷元型大豆异黄

酮的质量!+

$

为理论上糖苷型大豆异黄酮完全水解

时苷元型大豆异黄酮的质量%

%3!3$C数据处理

数据采用 L\-A-=_\503F 软件进行分析与作图$

每组实验 ! 次平行$结果以'平均值 j标准偏差(

表示%

>=结果与分析

!3%C纤维素酶的筛选

纤维素酶是含有葡聚糖内切酶+葡聚糖外切

酶和
#

#葡萄糖苷酶 / 种主要成分的复合酶$在活

性比例适当时$可协同完成纤维二糖+纤维三糖向葡

萄糖的转化)%'*

% 在酶添加量 !"J+底物质量浓度

"30 +A>+b+酶解时间 ( 9+各酶最适 DE条件下$研

究 %" 种纤维素酶在其最适温度和对比温度"对比

温度选取依据&当酶最适温度小于或等于 $"I时$

对比温度选用 F"I!当酶最适温度大于 $"I时$对

比温度选择 /FI!对比温度和最适温度差值不小于

%"I#下对大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结

果如图 % 所示%

CCCC

注&不同大写或小写字母表示相同温度实验下具有显著性差异".m"3"F#

图 <=纤维素酶种类对大豆异黄酮水解率和转化率的影响

CC由图 % 可见&酶 & 在最适温度和对比温度两组

实验下$糖苷型大豆异黄酮总水解率和苷元型大豆

异黄酮总转化率均最低$且受温度影响较小$可能是

酶活相对较低所致!除酶 &+酶 ' 和酶 %" 外"酶 ' 在

!%%
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降低温度时其总水解率和转化率提高$酶 %" 在两组

温度实验下总水解率和总转化率接近#$其他酶在

适当提高酶解温度时$均有利于提高大豆异黄酮的

总水解率和总转化率% 在酶解温度"对比温度#为

F"I时$酶 !+酶 /+酶 $+酶 F 对大豆异黄酮的总水

解率均相对较高$且无显著性差异" .n"3"F#$在对

比温度下$酶 $ 对大豆异黄酮的总转化率略高于酶

!+酶 / 和酶 F$但无显著性差异" .n"3"F#$酶 $ 的

大豆异黄酮总水解率和总转化率分别为 '(3F/J和

(!3/"J$酶 !+酶 /+酶 $+酶 F 对大豆异黄酮的总水

解率均高于高荣海等)!"*使用
#

#葡萄糖苷酶时的

水解率"0!3FFJ#% 鉴于纤维素酶 / 价格相对较

低$且在两组温度实验下大豆异黄酮总水解率和总

转化率均相对较高$分别为 '/3!%J和 F'3!FJ$故

优选酶 / 作为后续实验用酶%

!3!C底物质量浓度的影响

在酶添加量 !"J+反应体系 DEF3"+酶解温度

F"I+酶解时间 ( 9 条件下$考察底物质量浓度对

大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结果如图 !

所示%

CCCCC

注&同一指标不同字母表示差异显著".m"3"F#% 下同

图 >=底物质量浓度对大豆异黄酮水解率和转化率的影响

CC由图 ! 可见&在底物质量浓度由 "3$ +A>+b升

至 "30 +A>+b时$大豆异黄酮总水解率和各糖苷型

大豆异黄酮水解率均显著升高".m"3"F#$大豆异

黄酮总转化率和大豆苷元+黄豆黄素转化率也相应

显著升高".m"3"F#$而染料木素转化率却显著降

低".m"3"F#!当底物质量浓度继续升高至 !3"

+A>+b时$大豆异黄酮总水解率和各糖苷型大豆异

黄酮水解率变化不明显$在底物质量浓度升高至

!3$ +A>+b时$大豆异黄酮总转化率和大豆苷元+黄

豆黄素转化率均明显降低$与底物质量浓度为 !3"

+A>+b时有显著性差异".m"3"F#$底物质量浓度

继续升高至 !30+/3! +A>+b时$各转化率变化较

小% 酶解反应为可逆反应$当体系随底物质量浓度

增加而导致产物达到一定质量浓度时$不仅抑制酶

对底物的酶解能力$还会促使反应逆向进行$导致转

化率降低% 在较低的底物质量浓度$即 "30 i!3"

+A>+b时$大豆异黄酮总水解率均高达 '"J$而大

豆异黄酮总转化率均在 $FJ以上$为实验最适底

物质量浓度范围!底物质量浓度为 !3" +A>+b时$

大豆异黄酮总转化率达到极值$为 F(3"$J$此时

总水解率也相对较高$为 '"3F/J$大豆苷+黄豆黄

苷和染料木苷水解率分别为 '(3"&J+&'3FFJ和

'(30FJ$大豆苷元+黄豆黄素和染料木素转化率分

别为 F(3%0J+F(300J和 $&3F0J$因此选择 "30 i

!3" +A>+b为实验最佳底物质量浓度%

!3/C酶添加量的影响

在底物质量浓度 "30 +A>+b+反应体系 DEF3"+

酶解温度 F"I+酶解时间 ( 9 条件下$考察酶添加

量对大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结果如图

/ 所示%

CCCC

图 @=酶添加量对大豆异黄酮水解率和转化率影响

CC由图 / 可见&当酶添加量在 %J i&J时$随酶

添加量的增加$大豆异黄酮水解率"包括总水解率

和各糖苷型大豆异黄酮水解率#+大豆异黄酮转化

率"包括总转化率和各苷元型大豆异黄酮转化率#

/%%
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总体上均显著增加".m"3"F#!当酶添加量在 &J i

%%J时$随酶添加量的增加$大豆异黄酮水解率和转

化率均增加不明显$总水解率为 0(J i0'J$总转

化率为 $0J iF!J$但仍明显优于周文红等)!%*在纤

维素酶添加量 %"J时的总水解率"%" """ H>A和

/ """ H>A的分别为 /(3/&J+$'30$J#和总转化率

"%" """ H>A和 / """ H>A的分别为 !(3'&J+

$%3%&J#!随酶添加量的继续增加"%/J i!"J#$

大豆异黄酮水解率和转化率总体增加$但增加量较

少$可能是因为酶添加量已超过与底物充分反应所

需量$继续增加酶添加量$不再产生更多的水解物%

综合考虑$选取较适合酶添加量为 &J i%%J%

!3$C反应体系 DE的影响

在底物质量浓度 "30 +A>+b+酶添加量 &J+酶

解温度 F"I+酶解时间 ( 9 条件下$研究反应体系

DE对大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结果如图

$ 所示%

CCCC

图 A=反应体系-?对大豆异黄酮水解率和转化率影响

CC由图 $ 可见$DE对黄豆黄苷水解影响较大$随

DE升高$黄豆黄苷水解率和其苷元转化率均先升高

后降低$而大豆苷和染料木苷的水解率和对应苷元

转化率总体上随 DE升高先升高后变化不明显"DE

$3F iDE(3" 时变化不明显#$可能是 / 种糖苷型大

豆异黄酮在水解时受反应体系 DE影响不同所致%

DEF3"是水解大豆异黄酮的最佳 DE"DEF3" 时$总

水解率达 0$3'%J$总转化率达 $&3&$J#$符合该纤

维素酶标识最适 DE$作为反应体系最佳 DE%

!3FC酶解温度的影响

在底物质量浓度 "30 +A>+b+酶添加量 &J+反

应体系 DEF3"+酶解时间 ( 9条件下$研究酶解温度

对大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结果如图 F

所示%

CCCC

图 B=酶解温度对大豆异黄酮水解率和转化率的影响

CC由图 F 可见$酶解温度在 FFI和 ("I时$各糖

苷型大豆异黄酮水解率和各苷元型大豆异黄酮转化

率均相对较高$总水解率和总转化率最高可分别达

'/3!0J和 F!3(&J% 酶解温度在 /&I时$大豆苷水

解率与其他酶解温度下的无显著性差异 ".n

"3"F#$染料木苷水解率略高于 $F+F"I时的".m

"3"F#$与 FF+("I时的水解率无显著性差异".n

"3"F#$而黄豆黄苷水解率高于 $FI时的 ".m

"3"F#$但与 F"+FF+("I时的无显著性差异".n

"3"F#$说明酶解温度对 / 种糖苷型大豆异黄酮水解

的影响不同% 由图 F 还可见$酶解温度在 /&+FF+

("I时$黄豆黄素表现出比大豆苷元和染料木素更

高的转化率$但黄豆黄苷水解率却低于大豆苷和染

料木苷的$可能是水解过程副反应导致了水解率和

转化率不一致现象$还需进一步研究% 综合考虑$选

择 FFI为实验最佳酶解温度%

!3(C酶解时间的影响

在底物质量浓度 "30 +A>+b+酶添加量 &J+反应

体系 DEF3"+酶解温度 FFI条件下$研究酶解时间对

大豆异黄酮水解率和转化率的影响$结果如图 (所示%

$%%

QEMRPLMbO PReZPNOCCCCCCCCCCCCCC!"!/ g5.h$0 R5h/



CCCC

图 C=酶解时间对大豆异黄酮水解率和转化率的影响

CC由图 ( 可见$随着酶解时间的延长$大豆异黄酮

水解率和转化率"除染料木素转化率#均呈先显著

增加后趋于平缓的变化趋势$在酶解时间 03" 9 时

大豆异黄酮总转化率最高$此时大豆异黄酮总水解

率和总转化率分别为 0'30$J和 F&3&"J% 在酶解

时间由 %3" 9延长至 /3& 9 时$各糖苷型大豆异黄酮

水解率显著增加$除染料木素转化率基本不变外$其

他苷元转化率均显著增加!酶解时间继续延长至 F30

9$各糖苷型大豆异黄酮水解率和各苷元型大豆异黄

酮转化率均有所增加$但不显著!酶解时间继续延

长$大豆异黄酮水解率和转化率均变化不显著% 因

此$为提高水解效率$选择最佳酶解时间为 F i( 9%

@=结=论

不同纤维素酶对糖苷型大豆异黄酮水解率和苷

元型大豆异黄酮转化率效果不同$通过考察 %" 种纤

维素酶对上述 ! 个指标的影响$发现纤维素酶 !+酶

/+酶 $ 和酶 F 水解大豆异黄酮可得到相对较高的水

解率和转化率$而纤维素酶 / 价格较低$适合规模化

生产使用$为规模化水解制备苷元型大豆异黄酮提

供了可行性%

纤维素酶 / 可有效水解糖苷型大豆异黄酮$底

物质量浓度 "30 i!3" +A>+b+酶添加量 &J i

%%J+反应体系 DEF3"+酶解温度 FFI+酶解时间

F i( 9是较经济有效的工艺参数% 在实验优化过

程中$糖苷型大豆异黄酮总水解率超过 '"J$苷元

型大豆异黄酮总转化率接近 ("J% 以上结果说明

纤维素酶催化水解大豆异黄酮$可显著增加大豆异

黄酮中苷元含量$有效提高大豆异黄酮的利用价值%
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!3/C不同品种橄榄油的角鲨烯含量

图 ! 为采自同一引种地+同一成熟度不同品种

油橄榄果制取的橄榄油中角鲨烯含量%

C注&%3阿斯!!3鄂植 0 号!/3小苹果!$3K5\#O!F3皮瓜尔!

(3科拉蒂!&3佛奥!03城固 /!!'3九峰 ( 号!%"3卡林!%%3贝

拉!%!3豆果!%/3莱星

图 >=不同品种橄榄油的角鲨烯含量

CC由图 ! 可见$角鲨烯含量最高的为2阿斯3橄榄

油$含量为 03/ +A>A$角鲨烯含量最低的为2莱星3

橄榄油$含量为 "3% +A>A$角鲨烯含量较高的品种

有2阿斯32鄂植 0 号32小苹果32K5\#O32皮瓜尔3

2科拉蒂32佛奥3 2城固 /! 号3等 0 个品种$其他 F

个品种的角鲨烯含量相对较低$在 "3% i%3% +A>A

之间$说明不同品种橄榄油中角鲨烯含量差异显著%

@=结=论

云南省不同引种地的同一品种橄榄油脂肪酸组

成具有一定的相似性$大多聚于一类$同一品种橄榄

油中的脂肪酸组成总体上具有一定的遗传稳定性%

另外$同一品种不同成熟度油橄榄果制取的橄榄油

脂肪酸组成差异不大% 不同品种橄榄油中角鲨烯含

量差异显著%
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