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图2   生长过程中pH值变化曲线

Fig.2     The pH variety during the growth process

配方为10% 番茄汁加 10% 胡萝卜汁加10% 平菇汁  增

菌培养基缓冲盐的最佳配方为0.1g/100ml CaCO3+0.5g/

100ml NaAc 将该乳酸菌在此培养基中培养10h 活菌

数可达8.56 109cfu/ml 与普通液体发酵剂相比 获

得了显著的浓缩效果
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高压湿法萃取大豆异黄酮的工艺研究

李长彪 赵秀红  刘长江*  张春红 孟宪军

(沈阳农业大学食品学院 辽宁 沈阳     110161)

摘   要 用高压湿法萃取方法(PLE)从冷冻干燥的大豆提取大豆异黄酮并用高效液相检测 对不同溶剂 温度

压力等影响因素进行实验 确立最佳提取方案 并对PLE 过程中异黄酮的稳定性进行研究 结果表明 当100

100 个标准大气压 3个稳定的萃取周期(7min ),70% 的乙醇作为萃取溶剂 提取率最高为93% 温度高于100

异黄酮游离型糖苷发生降解 温度高于150 结合型糖苷发生分解
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Sdudy on the Pressurized Liquid Extraction of  Isoflavones from Soybeans
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Abstract Isoflavone derivatives from freeze-dried soybeans were extracted by pressurized liquid extraction (PLE) and

determined by reverse-phase high performance liquid chromatography (HPLC) .At the same time ,carry through experiment for
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influence factor about several extraction solvents  , temperatures, pressures, etc.as well as establish the optimization of the

extraction protocol: 0.1 g of sample, 100 , three (7min) static extraction cycles and ethanol 70% as extracting solvent. the most

rate of picking-up is 93% .The stability of the isoflavones during the PLE was also determined. Indication: degradation of

malonyl glucoside forms of the isoflavones takes place using temperatures higher than 100  whereas degradation of glucosides

takes place above 150

Key words liquid extraction isoflavone stability soybean
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大豆为豆科植物大豆[Glycine max(L.)Merrl]的成熟种

子 近年来 经过大豆化学成份及药理研究表明 大

豆的主要成分为异黄酮类化合物 其中大豆黄素

(DaidZein 又名大豆甙元)和金雀异黄素(Genistein 又

名染料木素)含量最高 因为这些异黄酮类化合物能降

低乳腺癌 前列腺癌等疾病的发病率 缓解更年期因

雌激素分泌减少而引起的停经期综合症和骨质疏松症

能调节血脂 降低胆固醇预防心血管疾病[1, 2 ] 所以引

起了国内外广泛的关注和研究 大豆中异黄酮提取方法

不断发展 油脂浸提[3,4] 混合搅拌[5,6] 有机溶剂或用

含水混合浸泡提取等方法经常使用 这些方法有一定的

缺陷 如品质低下 溶剂消耗量过大 回收率低等缺

点 高压流体萃取方法是用温度和压力来加速从固体和

半固体中提取化合物的提取速度的技术 它的优点是所需

要的萃取剂的体积少 分析时间短 精确程度高[7,8] 此

方法在大豆异黄酮提取上国内未见报道 本研究为在惰

性气体和无光条件下提取提供可能

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

乙醇 甲醇(色谱醇) 超纯水自制 soflavones

genistin genistein daidzein. Isoflavones daidzin (Di)

glycitin (Gly) malonyl daidzin (MDi) malonyl glycitin

(MGly) malonyl genistin (MGi)购于    sigma 公司

高效液相色谱 (美国Water 公司) Dionex ASE200

提取器 (美国) 真空冷冻干燥机LG1.5    上海市离心机械

研究所

1.2 方法

1.2.1 大豆异黄酮的提取

用Dionex ASE200 提取器进行提取的 将冷冻干燥

的样品放置到纤维过滤装置(含有提取液水 乙醇 或

3 0 % 8 0 % 的甲醇溶液)的不锈钢提取电解槽内 加压

(100 200个大气压)温度为60 200 大豆异黄酮的 提

取液经过5 7 或 10min 三个固定的周期来提取 提取

后用超纯水清洗电解槽再用氮气净化 5min

1.2.2 大豆异黄酮稳定性的测量

进行稳定性研究来了解温度和气体对萃取结果的影

响 用前面提取的大豆异黄酮物 在内部有溶剂和溶

剂的提取槽进行一系列实验 当样品置于无溶剂的提取

槽时由于和空气接触 化合物发生氧化反应 当提取

槽中装有溶剂时 N2 作为加压气体且在隔绝空气下进行

操作 在压力一定和不同的温度下检测大豆异黄酮各个

主要成分的稳定性

1.2.3 高效液相色谱检测条件

色谱柱 Hyper ODS2 C18(4.6mm 250mm 5 m)

流动相 A B A 溶液为酸化水(0 . 1 % 的醋酸)

B 溶液为甲醇(加 0.1% 的醋酸)梯度洗脱条件为 0min

15%B 10min 30%B 20min 30%B 25min 100%

流速 0.5ml/min 2487 紫外检测波长 254nm

柱温 37  进样体积 10 l 对大豆异黄酮 8 种标

准品进行了高效液相色谱检测 如图 1

2 结果与分析

2.1 溶剂的选择

 实验用0.5g 经过冷冻干燥的大豆通过水 甲醇或

乙醇(30% 80%)在 60 和 100 标准大气压条件下用三个

稳定的5min 萃取来决定最佳提取条件 结果如图2所示

随着乙醇浓度的增加异黄酮提取率增高 但是超过

70% 以后异黄酮提取率下降 甲醇溶液达到 60% 时候

异黄酮的提取率达到了最高值为93% 从食品的安全性

和经济性考虑 乙醇更具有优势

2.2 温度对大豆异黄酮提取率的影响

时间(min)

图1    大豆异黄酮的标样高效液相色谱图

Fig.1      Chromatogram of standard isoflavones

1) daidzin; (2) glycitin; (3) genistin; (4) malonyl daidzin and malonyl glycitin;

(5) malonyl genistin; (6) daidzein; (7) glycitein; and (8) genistein.
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图2   60 和 100标准大气压条件下不同溶剂的大豆异黄酮提取率

Fig.2    Extraction efficiency for tested isoflavones as different

solvents were employed (60, 100 atm), 0.5 g of sample

温度( ) Di De Gly Gle M G i Gi Ge

60 165.3 66.3 386.4 294.9 10.0

80 176.2 72.1 396.7 338.0 10.2

100 202.4 91.8 445.7 383.3 11.0

150 290.5 128.5 203.4 616.1 10.5

200 117.8 108.7 53.6 90.1 382.7 153.2

表1 不同温度下大豆提取异黄酮的含量

Table l   The amount of isoflavones extracted from the soy sample

as different temperatures ( g/g)

表示无记录

使用70%乙醇在不同温度下(60 200 )实验来确定

最佳的提取温度 100 标准大气压条件下用三个稳定的

5min 来萃取 见表 1

从表 1 中可以看出温度增加时各个被测组分含量的

变化情况 综合考虑确定最佳温度是 1 0 0

2.3 PLE 法提取大豆异黄酮的稳定性

将一定量的大豆异黄酮提取物放入提取槽内摸索萃取

条件 用提取槽中乙醇(70%)和 N 2来进行萃取 见图3

图 3 反映出了大豆异黄酮的六种主要组分在不同温

度下的稳定性 证实了萃取操作中的观察结果 表明

100 是 PLE 法提取大豆异黄酮的最高温度 超过100
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各个组分有不同程度的降解

2.4 压力对大豆异黄酮的影响

100 条件下70% 乙醇 三个5min 循环提取结果如

表 2 所示
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图3   不同温度和气体提取条件下异黄酮各个组分的相对浓度

Fig.3    Relative concentrations of individual isoflavones in the

natural extract as different temperatures were employed

压力(标准大气压) Di Gly M G i Gi

100 202.3 91.8 445.6 383.3

200 203.1 85.0 447.3 384.3

表2  不同压力下大豆异黄酮的提取量

Table  2     Amount of isoflavones extracted from the soy sample

( g/g) using different pressures

由表 2 可以看出压力对其影响不大

2.5 不同时间提取周期对大豆异黄酮提取的影响

表 3 表示了 100 100 个标准大气压 70% 乙醇

条件下三个不同时间循环提取结果 可

提取周期时间(min) Di Gly M G i Gi

5 213.4 95.0 462.1 440.0

7 236.8 102.3 477.6 510.5

10 239.1 101.9 483.5 508.1

表3  不同提取时间周期对大豆异黄酮提取的量

Table 3    Amount of isoflavones ( g/g) extracted from the soy

using different static extraction cycle length

提取周期时间(min) 循环次数 Di Gly M G i Gi

7 1 181 44.9 348.4 236.3

2 190 77.2 429.0 405.5

3 237.4 103.0 478.0 511.0

10 2 204.0 87.2 445.0 452.0

表4  不同提取次数不同时间周期大豆异黄酮的量( g/g)

Table 4    Amount of isoflavones ( g/g) xtracted from the soy

sample using different extraction cycles and different static

extraction cycles

而7min 到 10min 则增长不太明显

2.6 提取次数对大豆异黄酮提取的影响

100 100 个标准大气压 70% 乙醇条件下不同

提取次数结果如表4 所示 最佳提取周期为7min3 个循

环 这种方式下四种异黄酮的提取量达到最大值 为

其含量的 9 3 % 以上

3 结  论

经过上述实验确定 PLE 法最佳的提取工艺条件为

0.1g 样品 100 100 个标准气压 3 个稳定的萃取

周期(7 m i n ) 7 0 %  的乙醇作为萃取溶剂 提取率是

93% P L E 法提取大豆异黄酮具有对成品污染少 提取

率高 节省时间等优点 是一种切实可行的绿色环保

的提取工艺方法
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以发现周期由5min 延长到7min 提取量有所增加
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