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摘要：为了拓宽大豆分离蛋白的应用范围，降低大豆分离蛋白中大豆异黄酮的含量，考察了高温酸

沉对大豆分离蛋白品质的影响。分析了不同酸沉温度下，大豆分离蛋白中主要大豆异黄酮类物质

含量的变化，大豆乳清中粗蛋白质含量及固形物含量的变化，大豆分离蛋白水合蓝光白度的变化，

以及大豆分离蛋白凝胶值的变化。结果表明：酸沉温度从７０℃升高到８５℃，大豆异黄酮总量降低
了４３．８４％，其中大豆苷、染料木苷含量分别降低了８８．７６％、８３．９５％，黄豆黄苷降到了检出限以
下，而大豆苷元、染料木素含量分别提高了７２．５１％和１４３．４７％，黄豆黄素的含量变化不显著；随酸
沉温度升高，大豆乳清中的粗蛋白质含量和固形物含量不断降低，与酸沉温度７０℃时相比，酸沉温
度８５℃时粗蛋白质含量降低了２５．１２％，固形物含量降低了６．３４％；随酸沉温度升高，大豆分离蛋
白的水合蓝光白度不断增加且增速不断提高，与酸沉温度７０℃时相比，酸沉温度８５℃时水合蓝光
白度增加了２６．８３％；随酸沉温度升高，大豆分离蛋白的凝胶值不断降低，与酸沉温度７０℃时相比，
酸沉温度８５℃时凝胶值降低了５７．０２％。综上，高温酸沉可有效控制大豆分离蛋白中大豆异黄酮的
含量，提高大豆分离蛋白的水合蓝光白度和回收率，对开发低异黄酮含量的婴幼儿产品有积极意义。
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　　大豆分离蛋白有着优越的食品加工性能，在食
品行业应用广泛，同时大豆分离蛋白的营养保健功

能也日益得到人们的认可［１－３］。一直以来大豆被认

为是主要的八种食物过敏原之一，但是２０２１年５月
ＦＡＯ／ＷＨＯ食品过敏原风险评估特别联合专家磋商
会报告指出，由于缺乏有关流行率、严重程度和／或
效力的数据，或某些食物的地区消费情况的数据，委

员会建议大豆不应被列为全球优先过敏原［４］。

Ｋｌｅｍｏｌａ等［５］研究发现，８０例牛乳过敏婴儿中，只有
８例（１０％）发生豆基配方奶粉过敏，因此大豆蛋白
可以作为牛乳蛋白过敏患者的替代品，这极大地拓

宽了大豆蛋白的应用领域，并提高了其使用量。食

品工业生产的大豆分离蛋白是通过碱溶酸沉法提取

的，其蛋白质含量不小于９０．０％，此外还含有无机
盐、大豆异黄酮、低聚糖等微量成分。大豆异黄酮是

一类具有多种生物活性的天然植物雌激素，主要包

括大豆苷元（Ｄａｉｄｚｅｉｎ）、大豆苷（Ｄａｉｄｚｉｎ）、染料木素
（Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）、染 料 木 苷 （Ｇｅｎｉｓｔｉｎ）、黄 豆 黄 素
（Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ）、黄豆黄苷（Ｇｌｙｃｉｔｉｎ）等。由于大豆异黄
酮与雌激素分子结构相似，在体内激素水平不同的

条件下既可表现为弱雌激素活性也可以表现为抗雌

激素活性，具有雌激素水平调节器的作用［６］，但是

大豆异黄酮的类雌性激素作用对婴幼儿的影响程度

尚不清晰，因此豆基婴儿配方食品中异黄酮的安全

性目前仍存在许多争议［７］。为了降低大豆异黄酮

对婴幼儿的影响程度，用于婴幼儿配方的大豆蛋白

产品对大豆异黄酮含量提出了更高的要求。大豆异

黄酮糖苷能被稀酸催化水解［８］，生成的苷元在酸沉

时进入大豆分离蛋白产品中，但提高酸沉温度可促

进大豆异黄酮的溶解［９］，有利于减少产品中大豆异

黄酮的含量，另外，高温会提高大豆蛋白变性程度，

进而影响大豆蛋白的回收率和凝胶特性。本文拟对

酸沉后的料液进行加热处理，以研究高温酸沉对降

低大豆分离蛋白中大豆异黄酮含量的工业可行性，

并且评估其对大豆分离蛋白品质的影响，以期为控

制大豆分离蛋白产品中大豆异黄酮含量提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

低温脱脂豆粕（粗蛋白质 ５５．２％，粗脂肪
０３％，膳食纤维１４．６％），山东禹王生态食业有限
公司。浓硫酸，分析纯，烟台远东精细化工有限公

司；氢氧化钠，分析纯，北京益利精细化学品有限公

司；硫酸铜、丙酮，分析纯，天津市科密欧化学试剂有

限公司；无水乙醚，分析纯，格里斯（天津）医药化学

技术有限公司；９５％乙醇，天津市津东天正化学试剂
厂；重铬酸钾，分析纯，茂名市雄大化工有限公司；

三羟甲基氨基甲烷，分析纯，河南比爱欧生物科技有

限公司；２－（Ｎ－吗啉代）乙烷磺酸，分析纯，翌圣生
物科技（上海）股份有限公司；冰醋酸、甲醇，色谱

纯，南京化学试剂股份有限公司。

Ｋｊｅｌｔｅｃ８２００凯氏定氮仪，丹麦 ＦＯＳＳ公司；
ＡＬ２０４－２Ｃ电子天平，梅特勒 －托利多有限公司；
ＬＨＳ－１５０－Ａ恒温培养箱、ＨＷＳ－２６恒温水浴锅，
上海一恒科学仪器有限公司；Ｖｏｒｔｅｘ１旋涡振荡器，
广州仪科实验室技术有限公司；ＣｏｌｏｒＴｏｕｃｈＰＣ白度
仪，美国 Ｔｅｃｈｎｉｄｙｎｅ公司；ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００液相色谱
仪，赛默飞世尔科技公司；ＦＤＵ－２１１０真空冷冻干
燥机，东京理化器械株式会社；Ｒ－２１０旋转蒸发仪，
瑞士步琪（Ｂｕｃｈｉ）实验室仪器公司；ＨＴ－１００Ｃ恒温
摇床，上海赫田科学仪器有限公司；ＡｌｌｅｇｒａＶ－１５Ｒ
冷冻型高速台式离心机，贝克曼库尔特国际贸易

（上海）有限公司；ＭＤＦ－Ｕ３９２ＶＨＩ超低温保存箱，
冰山松洋生物科技（大连）有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　大豆分离蛋白的提取

低温脱脂豆粕→加水（水料比８∶１，４５℃）→调
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ｐＨ（１０ｇ／１００ｍＬ氢氧化钠溶液，ｐＨ７．３～７．４）→搅拌
萃取（１２０ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）→离心分离（４５００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）→取上清液（豆乳）→调 ｐＨ（ｐＨ４．５～
４．６）→ 加热（７５～８５℃，３０ｍｉｎ，高温酸沉）→离心
分离（５０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）→沉淀→中和（ｐＨ７．３～
７．５）→高温瞬时杀菌（１２１℃，５ｓ）→喷雾干燥→大
豆分离蛋白。

１．２．２　理化指标检测
大豆异黄酮含量的测定，参照文献［１０］的方

法；含水量的测定，参照 ＧＢ５００９．３—２０１６《食品安
全国家标准 食品中水分的测定》；固形物含量测定，

参照ＳＢ／Ｔ１０３２６—１９９９《无盐固形物测定法》；粗蛋
白质含量测定，参照 ＧＢ５００９．５—２０１６《食品安全
国家标准 食品中蛋白质的测定》；凝胶值测定，参照

文献［１１］的方法；水合蓝光白度的测定：将（２５０．０±
０．１ｇ）蒸馏水加入食品调理机中并调整转速为５００
ｒ／ｍｉｎ，将（５０．００±０．０１）ｇ大豆分离蛋白加入调理
机搅打３０ｓ，使用药匙清理调理机壁上黏附的蛋白，
再次运行调理机搅打２ｍｉｎ，使用白度仪进行水合蓝
光白度检测。

１．２．３　数据处理
所有实验至少进行３次，利用 ＳＰＳＳ１６．０软件

对数据进行ＡＮＯＶＡ差异显著性分析，ｐ＜０．０５为具
有显著性差异。

２　结果与分析
２．１　高温酸沉对大豆分离蛋白中大豆异黄酮含量
的影响

根据是否与糖基结合，大豆异黄酮可分为游离

苷元型和结合糖苷型，其中结合糖苷型含量在 ９５％
以上［１２］。基于常规的生产设备对温度的耐受能力

及使用寿命考虑，酸沉加热的最高温度为８５℃。按
照１．２．１方法，考察酸沉温度对大豆分离蛋白中大
豆异黄酮含量的影响，结果如表１所示。
表１　酸沉温度对大豆分离蛋白中大豆异黄酮含量的影响

项目
不同酸沉温度下的含量／（ｍｇ／ｋｇ）

７０℃ ７５℃ ８０℃ ８５℃
大豆苷元 ２１１．０ａ ２１６．０ｂ ２４３．５ｃ ３６４．０ｄ

大豆苷 ５４６．５ｄ ４７７．５ｃ ２５９．５ｂ ６１．４ａ

染料木素 ２５６．５ａ ２６２．５ｂ ４６７．０ｃ ６２４．５ｄ

染料木苷 １１００．０ｄ １０００．０ｃ ７３８．０ｂ １７６．５ａ

黄豆黄素 ２６．２ａ ２６．４ａ ２８．５ａ ２６．２ａ

黄豆黄苷 ９９．０ｄ ８７．５ｃ ３３．３ｂ ＮＤａ

合计 ２２３９．２ｄ ２０６９．９ｃ １７６９．８ｂ １２５７．６ａ

　注：ＮＤ表示小于检出限（Ｌ）１０ｍｇ／ｋｇ，计算时其含量以
０５Ｌ计；同行不同小写字母表示在 ｐ＜０．０５水平差异显著。
下同

　　由表１可以看出，随着酸沉温度的升高，大豆分
离蛋白中３种大豆异黄酮糖苷（大豆苷、染料木苷
和黄豆黄苷）含量都呈显著下降趋势，而大豆苷元

和染料木素含量呈显著增加趋势，黄豆黄素含量无

明显变化，总异黄酮含量显著下降。从酸沉加热后

大豆异黄酮糖苷和苷元此消彼长的趋势推断，酸沉

加热加快了糖苷的水解速度。酸沉温度由７０℃升高
至８０℃，大豆苷含量由 ５４６．５ｍｇ／ｋｇ迅速降低到
２５９．５ｍｇ／ｋｇ，降低了 ５２．５２％，大豆苷元含量由
２１１０ｍｇ／ｋｇ升高到２４３．５ｍｇ／ｋｇ，提高了１５．４０％，
大豆苷的降低幅度远大于大豆苷元的增长幅度，说

明高温酸沉对大豆苷的降低主要是通过稀酸热条件

提高其水溶性所致；酸沉温度由８０℃升高至８５℃，
大豆苷（相对分子质量４１６．３０）减少量折合生成的大
豆苷元（相对分子质量２５４．２４）的量为１２１．０ｍｇ／ｋｇ，
而大豆苷元增加的量为１２０．５ｍｇ／ｋｇ，两者的差异
不显著（ｐ＞０．０５），据此推断在此过程中稀酸热效
应增加的溶解度趋于平稳，两者含量之和的降低主

要是由于糖苷水解所致。酸沉温度由７０℃提高至
７５℃，染料木苷含量由 １１００．０ｍｇ／ｋｇ降低到
１０００．０ｍｇ／ｋｇ，降低了 ９．０９％，染料木素含量由
２５６．５ｍｇ／ｋｇ升高到２６２．５ｍｇ／ｋｇ，提高了２．３４％，
染料木苷的降低幅度远大于染料木素的增长幅度，

说明高温酸沉对染料木苷的降低是稀酸热条件下提

高了其水溶性所致；酸沉温度由７５℃升高至８０℃，
染料木苷含量降低了２６．２０％，而染料木素含量增
加了７７９０％，染料木苷水解生成染料木素的降低
幅度低于染料木素的增长幅度，可能是大豆苷元氧

化转化为染料木素所致；酸沉温度由８０℃升高至
８５℃，染料木苷含量降低了７６．０８％，而染料木素含
量增加了３３７３％，染料木苷的降低幅度再次远大
于染料木素的增长幅度，说明在此过程中染料木苷

稀酸热溶性增加幅度大于其稀酸水解幅度。酸沉温

度由７０℃升高至８５℃，黄豆黄苷含量持续下降，由
９９．０ｍｇ／ｋｇ下降至检出限以下，下降趋势显著，而黄
豆黄素的含量变化不显著，这可能是因为黄豆黄苷

水解为黄豆黄素的量和温度提高造成的黄豆黄素溶

解度提高的程度相当，水解产生的黄豆黄素溶于水，

在酸沉分离时进入了乳清中。酸沉温度由７０℃升
高到８５℃，大豆异黄酮总量降低了４３．８４％，其中大
豆苷、染料木苷含量分别降低了８８．７６％、８３．９５％，
黄豆黄苷降至检出限以下，而大豆苷元、染料木素含

量分别提高了７２．５１％和１４３．４７％，黄豆黄素含量无
显著变化。总体来看，高温酸沉可有效降低大豆分离

蛋白中大豆异黄酮含量，有利于降低大豆分离蛋白潜
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在的不确定性，更利于其应用于婴幼儿产品中。目前

尚未有国家标准规定婴幼儿产品中大豆异黄酮的含

量，但是一些大型的国际跨国婴幼儿食品生产商已经

开始关注低大豆异黄酮的大豆分离蛋白产品。

２．２　高温酸沉对大豆乳清中粗蛋白质含量的影响
大豆乳清的主要成分是大豆低聚糖、可溶性盐

和大豆乳清蛋白［１３］。高温酸沉可以使部分大豆乳

清蛋白变性，在酸沉后的离心分离过程中作为沉淀

从乳清中分离出来，从而降低大豆乳清中的粗蛋白

质含量，有利于提高产品得率。对高温酸沉离心分

离后的大豆乳清中粗蛋白质含量和固形物含量进行

检测，结果如表２所示。
表２　酸沉温度对大豆乳清中粗蛋白质

含量和固形物含量的影响

项目
不同酸沉温度下的含量／％

７０℃ ７５℃ ８０℃ ８５℃
粗蛋白质 ２１．５ａ １９．７ｂ １９．５ｂ １６．１ｃ

固形物 ２．０５ａ ２．００ｂ ２．００ｂ １．９２ｃ

　　从表２可以看出，随着酸沉温度的升高，大豆乳
清中的固形物含量和粗蛋白质含量不断降低。酸沉

温度由７０℃升高到７５℃时，大豆乳清中粗蛋白质
含量降低了１．８百分点，固形物含量降低了０．０５百
分点，降幅达２．４４％，这是因为在此期间大豆胰蛋
白酶抑制剂和 β－淀粉酶热变性导致的，这与大豆
胰蛋白酶抑制剂热变性温度７２．８℃［１４］，β－淀粉酶
７０℃以上一般会变性失活［１５］的研究结论一致；酸沉

温度由７５℃升高到８０℃时，大豆乳清中粗蛋白质
含量和固形物含量没有显著变化；酸沉温度由８０℃
升高到８５℃时，大豆乳清中粗蛋白质含量降低了
３４百分点，固形物含量降低了０．０８百分点，降幅
达４．００％，这是因为在此期间脂肪氧化酶变性聚集，
脂肪氧化酶占大豆种子蛋白质含量的２％，当温度
超过８０℃时开始变性［１６］所致。受设备承受能力的

影响，本文实验梯度只做到 ８５℃。酸沉温度在
８５℃时，大豆乳清中固形物含量降低到１．９２％，与
７０℃相比只下降了６．３４％，这主要是因为大豆凝集
素的等电点在５．８左右［１７］，在ｐＨ为４．５时，其在大
豆乳清中溶解度较高，另外，大豆凝集素的热变性温

度为 ８９．４℃［１８］，其含量高达大豆蛋白质总量的

１０％左右［１９］，故大部分大豆凝集素残留在了乳清

中，同时由于设备离心力的局限性，部分变性后的蛋

白没有被离心去除。整体看，酸沉温度由７０℃升高
到８５℃，大豆乳清中粗蛋白质含量降低了２５１２％，
固形物含量降低了６．３４％，说明高温酸沉有利于大

豆蛋白的回收。

２．３　高温酸沉对大豆分离蛋白水合蓝光白度的
影响

酸沉温度对大豆分离蛋白水合蓝光白度的影响

如图１所示。

注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

图１　酸沉温度对大豆分离蛋白水合蓝光白度的影响

　　由图１可以看出，随着酸沉温度的升高，大豆分
离蛋白的水合蓝光白度不断增加且增速不断提高，

与７０℃时相比，８５℃时大豆分离蛋白的水合蓝光白
度增加幅度达到２６．８３％。这主要是因为大豆异黄
酮为黄色［９］，大豆分离蛋白中大豆异黄酮含量的降

低，导致其水合蓝光白度持续增长，同时随着温度的

升高，大豆中含有的一些热敏性色素被破坏也是其

水合蓝光白度增加的原因之一［２０－２１］。

２．４　高温酸沉对大豆分离蛋白凝胶值的影响
酸沉温度对大豆分离蛋白凝胶值的影响如图２

所示。

图２　酸沉温度对大豆分离蛋白凝胶值的影响

　　由图２可以看出，随着酸沉温度的升高，大豆分
离蛋白的凝胶值不断降低，由酸沉温度 ７０℃时的
１２１ｇ降低到酸沉温度 ８０℃时的 ５２ｇ，降低了
５７０２％。这是因为随着酸沉温度的升高，蛋白质的
变性加快，大豆分离蛋白中变性蛋白的比例不断增

加，导致其凝胶值不断下降。

３　结　论
提高酸沉温度，有利于降低大豆分离蛋白中大

豆异黄酮的总量，提高大豆蛋白的回收率，降低大豆

乳清的处理难度，改善大豆分离蛋白的水合颜色，但

会降低大豆分离蛋白的凝胶性。高温酸沉虽然降低
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了大豆异黄酮总量，但是增加了游离态苷元的含量，

因此需要评估大豆异黄酮总量减少与苷元型大豆异

黄酮含量增加产生的综合效应。另外，高温酸沉带

来的蛋白凝胶性降低，在一定程度上限制了大豆分

离蛋白的应用，但在颜色上有较大的优势，可以有针

对性地开发下游产品，拓宽大豆分离蛋白的应用领

域。高温酸沉对大豆分离蛋白的一级结构、二级结

构、三级结构及四级结构的影响，需要后期进行系统

的研究，由此产生的对大豆分离蛋白乳化性、起泡

性、成膜性的影响也有待进一步深入研究，以促进大

豆蛋白产业的持续发展。
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