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复合有机酸催化大豆异黄酮糖苷
水解成苷元的工艺研究

于丽颖１，罗亚楠１，郑凤梅２
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摘　 要：通过单因素实验和正交实验，以水解率为评价指标，研究复合有机酸催化大豆异黄酮糖苷
水解成苷元的工艺参数。结果表明，最佳水解工艺为：反应温度１３５ ℃，反应时间为１６０ ｍｉｎ，复合
酸配比（苹果酸∶柠檬酸）为４∶ ３，水解率达到９７． ０％以上。复合有机酸催化水解工艺绿色环保，水
解产物无需分离，可直接作为保健食品原料，具有较高的应用价值。
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　 　 近年来，大豆食品的保健功能得到了普遍认可，
流行病学和临床实验都证明大豆异黄酮不但能够有
效地降低患各种癌症的风险，还能够预防人体内激素
分泌的紊乱［１］，甚至将其当作雌激素的天然替代品被
广泛地用于治疗女性更年期综合症。研究发现，目前
市售大豆异黄酮保健品中主要含有糖苷型异黄酮，这
种分子较大，需要在体内消化酶作用下转化为苷元型
异黄酮被吸收，由于个体之间差异，转化效率有很大
不同，若体外能够先水解，后服用，消除这种个体之间
的差异，能够更好地发挥异黄酮的生物活性［２ － ４］。

无机酸催化大豆异黄酮糖苷水解苷元的方法中
最常用的酸是硫酸和盐酸［５］，由于酸性较强，副反应
较大，产品后处理麻烦，体外水解应用受阻。酶也可
以催化水解［６］，但成本高，同样不易于工业化应用。

有机酸柠檬酸和苹果酸可以参与人体正常代谢，本
文采用有机复合酸为催化剂，将大豆异黄酮糖苷水
解成更易吸收的异黄酮苷元，水解产物无需分离，可
以直接用于保健食品原料，能够更好地发挥异黄酮
保健功效，弥补了现有工艺中的技术缺陷，为大豆异
黄酮糖苷体外水解工艺产业化提供参考。
１　 材料与方法
１． １　 材料与试剂

大豆异黄酮糖苷标准品：染料木苷、大豆苷、黄
豆黄苷，购于天津马克生物有限公司。大豆异黄酮
糖苷型提取物含量为９１． ６４％。柠檬酸和苹果酸均
为分析纯；所用甲醇为色谱纯。
１． ２　 主要仪器

北京医用天平厂天平；ＫＱ － ２５０ＶＤＥ型双频数
控超声清洗器：昆山市超声仪器有限公司；ＣＳ１０１ －
３型电热鼓风干燥箱：重庆实验设备厂；高效液相色
谱仪：大连依利特分析仪器有限公司。
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１． ３　 实验步骤
称取原料大豆异黄酮３０ ｍｇ，置于锥形瓶中，加入

３ ｍＬ的乙醇使其溶解，再加入一定量的苹果酸和柠檬
酸混合液，超声至溶液澄清，将反应液转移到高压釜
中，关闭高压釜，在一定的压力和温度下水解反应，反
应结束后将高压釜冷却到室温，用移液枪移取１ ｍＬ反
应液至容量瓶中，用甲醇定容至刻度线，摇匀，通过
ＨＰＬＣ检测反应前后各自糖苷的含量，计算水解率：

大豆异黄酮糖苷水解率＝水解前后大豆异黄酮
糖苷含量之差／水解前大豆异黄酮糖苷含量×
１００％。
１． ４　 高效液相色谱法测定反应前后糖苷的含量
１． ４． １　 ＨＰＬＣ色谱条件

色谱柱：ＯＤＳ － Ｃ１８柱（４． ６ × ２５０ ｍｍ）；ＵＶ２３０
紫外检测器。流动相：０ ～ １０ ｍｉｎ，３０％ ～ ３５％甲醇；
１０ ～ ２０ ｍｉｎ，３５％ ～ ４０％甲醇；２０ ～ ３０ ｍｉｎ，４０％ ～
５５％甲醇；３０ ～４０ ｍｉｎ，５５％ ～ ６５％甲醇。检测波长：
２５４ ｎｍ；柱温：２５ ℃；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２０ μＬ。
１． ４． ２　 标准曲线的绘制

分别准确称取标准品黄豆黄苷１． ９４２ ｍｇ、大豆苷
３． ０３８ ｍｇ、染料木苷１． ５１９ ｍｇ，用甲醇分别定容至２５
ｍＬ容量瓶中精密吸取一定量标准溶液，用甲醇稀释
配制成系列标准溶液，按照１． ４． １分析色谱条件测定
标准溶液，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，对各组
分浓度与峰面积进行回归分析，得回归方程分别为：

大豆苷：Ａ ＝ ８５． ５３２Ｃ ＋ ６５． ８７８，Ｒ ＝０． ９９９ ０
黄豆黄苷：Ａ ＝ ７６． ４３６Ｃ － ４２． ５４１，Ｒ ＝０． ９９８ ２
染料木苷：Ａ ＝ ９９． ９９５Ｃ ＋ １２． ０４８，Ｒ ＝０． ９９９ ５
式中：Ａ为糖苷的峰面积，Ｃ为糖苷的浓度，线

性范围是５ ～ ６０ μｇ ／ ｍＬ。
２　 结果与分析
２． １　 单因素实验
２． １． １　 不同配比的复合酸对大豆异黄酮糖苷水解
率的影响

含量为９１ ． ６４％的大豆异黄酮糖苷３０ ｍｇ，
反应温度为１３０ ℃，反应时间为２ ｈ，复合酸用量
为７ ｍＬ，改变复合酸的配比，探索不同复合酸的
摩尔配比对大豆异黄酮糖苷水解率的影响。结
果见表１。

表１　 不同配比复合酸对水解率的影响
苹果酸∶柠檬酸
／（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ） 反应温度／ ℃ 时间／ ｍｉｎ 水解率／ ％
１∶ ６ １３０ １２０ ８６． ７２
２∶ ５ １３０ １２０ ８８． ８２
３∶ ４ １３０ １２０ ９０． ５７

３． ５∶ ３． ５ １３０ １２０ ９２． ２３
４：３ １３０ １２０ ８９． ０５
５∶ ２ １３０ １２０ ８８． ６７
６∶ １ １３０ １２０ ８５． ６４

　 　 实验结果表明，随着苹果酸相对量的提高，大豆
异黄酮糖苷的水解率先提高，当苹果酸∶柠檬酸＝
３． ５∶ ３． ５时，水解率达到最大，为９２． ２３％。苹果酸
为天然果汁的重要成份，与柠檬酸相比酸度更大
（酸味比柠檬酸强２０％），但味道柔和（具有较高
的缓冲指数），具特殊香味，不损害口腔与牙齿，代
谢上有利于氨基酸吸收，不积累脂肪。苹果酸与
柠檬酸共用时，可呈现强烈的天然果实风味，为天
然有机酸的引入打下基础。因此，在单因素水解
反应实验中，复合酸最佳配比为苹果酸∶柠檬酸＝
３． ５∶ ３． ５，为了进一步考察酸配比对大豆异黄酮糖
苷水解率的影响，选择３ ∶ ４、３． ５ ∶ ３． ５、４ ∶ ３进行正
交实验。
２． １． ２　 不同反应时间对大豆异黄酮糖苷水解率的
影响

含量为９１． ６４％的大豆异黄酮３０ ｍｇ，苹果酸∶
柠檬酸＝ ３． ５∶ ３． ５，复合酸用量为７ ｍＬ，反应温度为
１３０ ℃，改变反应时间，探索不同反应时间对大豆异
黄酮糖苷水解率的影响。结果见表２。　

表２　 不同反应时间对水解率的影响
反应时间／ ｍｉｎ 酸配比／（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ） 温度／ ℃ 水解率／ ％

８０ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ６５． ２５
１００ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ７４． ３２
１２０ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ９２． ２３
１４０ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ９３． ４５
１６０ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ９５． ６１
１８０ ３． ５∶ ３． ５ １３０ ９７． １９

实验结果表明，随着反应时间的延长，大豆异黄
酮的水解率不断增加，反应３ ｈ时水解率达到９７％
以上。食用糖苷型大豆异黄酮，人体自身消化酶也
能够部分分解，所以大豆异黄酮糖苷水解率达到
９０％更具有实际意义。在单因素水解反应实验中，
确定最佳反应时间为１４０ ｍｉｎ。为了进一步考察反
应时间对大豆异黄酮糖苷水解率的影响，选择１２０、
１４０、１６０ ｍｉｎ进行正交实验。
２． １． ３　 不同反应温度对大豆异黄酮糖苷水解率的
影响

含量为９１ ． ６４％的大豆异黄酮３０ｍｇ，苹果酸∶
柠檬酸＝ ３． ５∶ ３． ５，反应１４０ ｍｉｎ，改变反应温度，探
索不同反应温度对大豆异黄酮糖苷水解率的影响。
结果见表３。

表３　 不同反应温度对水解率的影响
反应温度／ ℃ 时间／ ｍｉｎ 酸配比／（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ）水解率／ ％
１１０ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ５２． ７７
１１５ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ６４． ５０
１２０ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ７３． ６１
１２５ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ８２． ７１
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续表
反应温度／ ℃ 时间／ ｍｉｎ 酸配比／（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ）水解率／ ％
１３０ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ９３． ４５
１３５ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ９４． １８
１４０ １４０ ３． ５∶ ３． ５ ９５． ７４

从表３中可以得出，随着反应温度的提高，大豆
异黄酮糖苷的水解率逐渐提高。在单因素水解反应
实验中，将最佳的水解温度确定为１３０ ℃，此时水解
率为９３． ４５％。为了进一步考察反应温度对大豆异
黄酮糖苷水解率的影响，选择反应温度分别为１２５、
１３０、１３５ ℃进行正交实验。
２． ２　 正交实验

根据单因素实验结果，构建正交实验表，进一步
确立水解反应的最佳工艺条件。
２． ２． １　 正交实验设计

正交实验因素水平设计见表４。
表４　 正交因素水平设计

水平 Ａ
反应温度／ ℃

Ｂ
酸配比／（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ）

Ｃ
反应时间／ ｍｉｎ

１ １２５ ３∶ ４ １２０
２ １３０ ３． ５∶ ３． ５ １４０
３ １３５ ４∶ ３ １６０

２． ２． ２　 正交实验结果
按正交实验表进行实验，结果见表５。

表５　 正交实验结果
实验号 Ａ Ｂ Ｃ 空白水解率／ ％
１ １ １ １ １ ８６． ９７
２ １ ２ ２ ２ ８６． １３
３ １ ３ ３ ３ ８９． ９３
４ ２ １ ２ ３ ９２． ００
５ ２ ２ ３ １ ９１． ５８
６ ２ ３ １ ２ ９３． ４７
７ ３ １ ３ ２ ９４． ８７
８ ３ ２ １ ３ ９１． ２１
９ ３ ３ ２ １ ９７． ５２
Ｋ１ ２６３． ０ ２７３． ８４ ２７１． ６５ ２７６． ０７
Ｋ２ ２７７． １ ２６８． ９２ ２７５． ６５ ２７４． ４７
Ｋ３ ２８３． ６ ２８０． ９２ ２７６． ３８ ２７３． １４
极差 ２０． ６ １２． ０ ４． ７３

最优方案 Ａ３ Ｂ３ Ｃ３

　 　 根据表５实验结果，进行方差分析，见表６。
表６　 方差分析

方差来源 Ｑ ｆ ＭＳ Ｆ Ｆ０． ０１ Ｆ０． ０５ Ｆ０． １０ 显著性
Ａ ５２４． ８ ２ ２６２． ４ ４３． ６ ９９ １９ ９ 
Ｂ ０． ６ ２ ０． ３ ０． ０５ ９９ １９ ９
Ｃ １５７． ２ ２ ７８． ６ １３． １ ９９ １９ ９ 
误差 １２． ３ ２ ６． ０
总计 ６９４． ９ ８

　 　 注：指极显著（Ｐ ＜ ０． ０１），指显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。

由方差分析表可得，影响因素主次顺序为：
Ａ ＞ Ｃ ＞ Ｂ，即反应温度＞反应时间＞复合酸配比，
三因素的最佳水平组合为Ａ３Ｂ３ Ｃ３，即最佳工艺条
件为：反应温度１３５ ℃，反应时间为１６０ ｍｉｎ，复合
酸配比苹果酸∶柠檬酸＝ ４∶ ３时，进行实验，实验结
果水解率达到９７． ８２％。结果表明，水解温度对大
豆异黄酮糖苷的水解效果具有显著影响。　
２． ３工艺验证性实验

为考察上述优选工艺的稳定性，按该工艺条件
重复提取３次，计算水解率，结果见表７。

表７　 正交实验最佳反应条件的平行实验结果
次数 １ ２ ３

水解率／ ％ ９７． ００ ９７． ８０ ９６． ９７

根据三组平行实验测得大豆异黄酮糖苷的水
解率分别为９７． ００％、９７． ８０％、９６． ９７％，平均为
９７． ２６％，表明本实验优选的工艺稳定可靠。
３　 结论

实验通过复合酸催化方法使糖苷型大豆异黄酮
转化为生物活性更高的苷元型大豆异黄酮。在单因
素实验的基础上，进行正交实验，进一步探究糖苷型
大豆异黄酮水解的最优实验条件。优化后的工艺条
件为９１． ６４％糖苷型大豆异黄酮３０． ０ ｍｇ，反应温度
１３５ ℃，反应时间１６０ ｍｉｎ，催化剂混合酸的配比（苹
果酸∶柠檬酸）４ ∶ ３，该条件下水解率平均达到
９７． ０％以上。

用复合有机酸做催化剂，催化大豆异黄酮糖苷
转化成苷元，避免目前工业上采用无机酸、碱等催化
水解的弊端，水解产物无需分离直接用于功能性食
品。本文为大豆异黄酮糖苷体外转化苷元的开发利
用提供了理论依据，具有一定的应用前景。
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