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４　鱿鱼丝ＨＡＣＣＰ监控记录

即食鱿鱼丝加工过程 ＨＡＣＣＰ是由一系列记录来体现
的，包括原料检验、去杂清洗、成品检验等关键工序记录以及

ＣＣＰ出现失控时的内容、场所、时间、原因及处理方法记录。
此外还应包括车间设备器具消毒、清洁的频率及过程，用时、

当事人以及工人卫生状况等一般管理记录。ＨＡＣＣＰ记录至
少保留３年。

５　结论与讨论

在即食鱿鱼丝加工过程中引入 ＨＡＣＣＰ质量管理体系，
能够有效提高鱿鱼丝产品的质量安全水平。一方面通过对鱿

鱼丝加工各环节进行预防控制可以大大减少各种生物危害、

物理危害、化学危害的发生概率，提高鱿鱼丝产品的质量品

质。另一方面，通过ＨＡＣＣＰ体系的规范化管理，可以建立产
品溯源体系，提高产品的商品价值。
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柠檬酸催化大豆异黄酮糖苷水解苷元的工艺研究

于丽颖，成乐琴
（吉林化工学院化学与制药工程学院，吉林１３２０２２）

　　摘要：以水解前后大豆异黄酮糖苷含量变化计算水解率为评价指标，采用单因素和正交试验法对水解的工艺条件
进行优化。结果表明，柠檬酸催化大豆异黄酮糖苷水解苷元最佳工艺为：反应温度１２７℃，反应时间为１．８ｈ，柠檬酸
水溶液浓度为１．６ｍｏｌ／Ｌ，水解率达到９０％以上。
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作者简介：于丽颖（１９６７—），女，吉林省吉林市人，硕士，教授，主要研
究方向为 天然产物转化及 精细 化 学品 加工。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｉｙｉｎｇｙｕ００００＠１２６．ｃｏｍ。　

　　大豆异黄酮的健康功效多种多样，可以预防多种疾病和
改善骨健康状况［１］。大豆中天然存在的异黄酮包括大豆异

黄酮糖苷和大豆异黄酮苷元２类，其中，大豆异黄酮糖苷占到
了总异黄酮含量的８０％～９５％，糖苷型大豆异黄酮由于分子
较大，食用后不能被人体直接吸收，一般是在体内消化酶作用

下转化为苷元被人体吸收，因此大豆异黄酮的生物活性主要

是苷元，而不是糖苷，但目前各种类型保健品大豆异黄酮主要

成分是糖苷，资料显示，体内消化酶一般水解率在 ２０％ ～
４０％，产品功效较低［２－３］。另外，每个人肠道消化酶不太一

样，即使食用同样的大豆异黄酮，个体间效果相差很大。因此

体外水解工艺开发就具有实际意义。

目前，大豆异黄酮糖苷转化苷元的方法最常用的是酸催

化法、碱催化法、酶催化法［４－６］。酸水解法是大豆异黄酮糖苷

水解中使用最多的一种方法。酸水解通常用盐酸、硫酸作催

化剂，强酸条件下水解会影响大豆异黄酮苷元的稳定性。糖

苷键具有缩醛结构，对碱较稳定，异黄酮糖苷键具有酯苷性

质，可用碱水解为大豆异黄酮苷元和葡萄糖，碱催化产物苷元

容易降解，应用受到很大限制。酶水解法具有水解条件温和，

产物稳定性好，纯度高等特点，但酶生产成本很高，而且酶不

容易重复利用。工业生产中还需要进一步寻找廉价又高效能

够水解大豆异黄酮的 β－葡萄糖苷酶，并进一步研究低成本
酶固化技术。

柠檬酸是人体内部循环的重要中间产物，易被人体吸收，

因此作为性能优异的食品添加剂和功能性食品广泛应用于食

品、化妆品、医疗和保健品等领域。用柠檬酸做催化剂来催化

大豆异黄酮糖苷的水解，避免目前工业上采用酸、碱等水解方

法对设备的腐蚀，水解产物无需分离直接用于功能性食品，能

够将无效或低效成分大豆异黄酮糖苷变为有效和高效成分大

豆异黄酮苷元，增强了大豆异黄酮的生物活性，弥补了现有大

豆异黄酮转化苷元工艺中选用盐酸催化、碱催化和酶催化等

技术缺陷，因此是一条应用价值较高工艺路线。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
大豆异黄酮糖苷标样：大豆苷，黄豆黄苷、染料木苷（天

津马克生物有限公司公司），含量超过９８％。糖苷型大豆异
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黄酮提取物（西安金绿生物工程公司），含量为９１．３％。甲醇
为色谱纯，柠檬酸（ＡＲ），乙醚（ＡＲ）。
１．２　主要仪器

高效液相色谱仪（大连依利特分析仪器有限公司）；分析

天平（北京医用天平厂）；ＣＳ１０１－３型电热鼓风干燥箱（重庆
实验设备厂）；ＫＱ－２５０ＶＤＥ型双频数控超声清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）。

１．３　试验步骤
称取大豆异黄酮糖苷５０ｍｇ置于５０ｍＬ圆底烧瓶中，加

入一定浓度柠檬酸水溶液 １０ｍＬ，超声水浴 １ｈ，超声频率
４５ｋＨｚ，水浴温度７５℃。反应液转移到高压釜中，反应温度
为１１０～１３０℃，反应时间为０．５～２ｈ，反应结束后，冷却反
应液至室温。取一定量反应液用饱和碳酸钠水溶液中和至

ｐＨ值＝７，用乙酸乙酯萃取，取酯层，在硅胶板上点样，放入展
开剂（乙酸乙酯 ∶三氯甲烷 ∶甲醇＝５∶５∶２）中展开，紫外灯
下观察水解程度；另取一定量反应液用甲醇稀释到１００ｍｇ／Ｌ，
过０．４５μｍ滤膜后上机，用ＨＰＬＣ定性和定量检测反应液中
糖苷的含量。

１．４　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定糖苷及其苷元的含量
１．４．１　色谱条件　色谱柱：ＳｈｉｍａｄｚｕＶＰ－ＯＤＳＣ１８柱，
１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ；流动相：Ａ为０．４％磷酸水溶液，Ｂ
为甲醇；梯度洗脱程序：０～１０ｍｉｎ，３０％ ～３５％ Ｂ；１０～
２０ｍｉｎ，３５％ ～４０％ Ｂ；２０～３０ｍｉｎ，４０％ ～５５％ Ｂ；３０～
４０ｍｉｎ，５５％～６５％ Ｂ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为：２６０ｎｍ，
测定温度为３０℃；进样量：２０μＬ。　

根据糖苷和苷元化学性质的不同，从色谱柱中流出的先

后顺序不同，经紫外检测器测定，通过与标准品比较，以保留

时间定性，峰面积定量，外标法计算。

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％。
１．４．２　标准曲线的绘制　精确称取一定量大豆异黄酮糖苷
标准品于１００ｍＬ的容量瓶中，用甲醇超声溶解３０ｍｉｎ，再用
甲醇定容至刻度线，摇匀，分别精确吸取上述标准溶液１、２、
３、４、５ｍＬ，用甲醇定容至 ２５ｍＬ，配制成 １０、２０、３０、４０、
５０μｇ／ｍＬ的系列标准溶液，摇匀，备用。

用 ＨＰＬＣ法分别测定配制的系列标准溶液，进样量
２０μＬ，每个浓度平行测定３次。以峰面积平均值为纵坐标，
浓度为横坐标，峰面积Ａ对浓度Ｃ（μｇ／ｍＬ）进行回归分析，得
到线性方程。

回归方程分别为：

大豆苷：Ａ＝７８．５７６Ｃ＋３９．１２１，ｒ＝０．９９９９；
黄豆黄苷：Ａ＝６９．３２１Ｃ＋３３．８６７，ｒ＝０．９９９８；
染料木苷：Ａ＝９９．６７１Ｃ＋３５．５８６，ｒ＝０．９９９９。

式中：Ａ为大豆异黄酮的峰面积：Ｃ为大豆异黄酮的浓度，
μｇ／ｍＬ，线性范围是１０～５０μｇ／ｍＬ。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　不同反应温度对大豆异黄酮水解率的影响　固定大
豆异黄酮糖苷的量为５０ｍｇ，柠檬酸催化剂浓度为１．６ｍｏｌ／Ｌ，
溶剂用量为１０ｍＬ，反应时间为２ｈ，改变反应温度，探索不同

反应温度对大豆异黄酮糖苷水解苷元水解率的影响。试验结

果（表１）表明，随着温度增加，水解率逐渐增加。当反应温度
为１２５℃，水解率达到９０．５％，一般大豆异黄酮糖苷在人体
消化酶作用下，水解率为２０％左右，大豆异黄酮糖苷水解率
达到９０％更具有实际意义。因此，在单因素水解反应试验
中，适宜温度为１２５℃。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 １２３、１２５、
１２７℃ 进行正交试验。

表１　不同反应温度对水解率的影响

反应温度

（℃）
催化剂浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
反应时间

（ｈ）
溶剂用量

（ｍＬ）
水解率

（％）

１１０ １．６ ２ １０ ７８．３
１１５ １．６ ２ １０ ８０．６
１２０ １．６ ２ １０ ８７．５
１２５ １．６ ２ １０ ９０．５
１３０ １．６ ２ １０ ９３．４

２．１．２　不同柠檬酸水溶液浓度对大豆异黄酮糖苷水解率的
影响　固定大豆异黄酮糖苷的量为 ５０ｍｇ，反应温度为
１２５℃，反应时间为２ｈ，溶剂用量为１０ｍＬ，改变催化剂柠檬
酸水溶液的浓度，探索催化剂浓度对大豆异黄酮糖苷水解苷元

水解率的影响。试验结果（表２）表明，随催化剂柠檬酸水溶液
浓度的增加，水解率逐渐增加；当柠檬酸浓度为１．６ｍｏｌ／Ｌ时，
水解率为９０．５％。再增加酸浓度，水解率有所降低，可能的
原因，柠檬酸为有机弱酸，适宜的浓度酸性较强，浓度过大会

抑制其电离，从而减弱酸性，所以适宜的柠檬酸浓度为

１．６ｍｏｌ／Ｌ。为了进一步考察催化剂浓度对大豆异黄酮糖苷
水解率的影响，选择柠檬酸浓度分别为１．４、１．６、１．８ｍｏｌ／Ｌ
进行正交试验。

表２　不同催化剂柠檬酸水溶液浓度对水解率的影响

催化剂浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
反应温度

（℃）
溶剂用量

（ｍＬ）
反应时间

（ｈ）
水解率

（％）

０．５ １２５ １０ １．６ ５２．３
１．０ １２５ １０ １．６ ７８．３
１．３ １２５ １０ １．６ ８０．４
１．６ １２５ １０ １．６ ９０．５
１．８ １２５ １０ １．６ ８９．６
２．０ １２５ １０ １．６ ８５．７

２．１．３　不同反应时间对大豆异黄酮糖苷水解率的影响　固
定大豆异黄酮糖苷的量为５０ｍｇ，催化剂浓度为１．８ｍｏｌ／Ｌ，
反应温度为１２５℃，溶剂用量为１０ｍＬ，改变反应时间，探索
不同反应时间对大豆异黄酮糖苷水解苷元水解率的影响。试

验结果（表３）表明，随反应时间增加，水解率也逐渐增加；当
反应时间为１．６ｈ，水解率接近９０％，延长时间，水解率变化
不大。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，选择反应时间分别为１．４、１．６、１．８ｈ进行正交试验。
２．２　正交试验

根据单因素试验结果，大豆异黄酮糖苷水解苷元主要影响

因素包括催化剂浓度、反应时间和反应温度，根据正交试验影

响因素构建正交试验表进一步确立水解反应的最佳工艺条件。

２．２．１　因素及水平的考察 　在单因素试验的基础上，采用
正交试验方法，优化大豆异黄酮糖苷水解苷元的工艺。以水
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表３　不同反应时间对水解率的影响

反应时间

（ｈ）
反应温度

（℃）
溶剂用量

（ｍＬ）
催化剂浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
水解率

（％）

０．５ １２５ １０ １．６ ５７．５
１．０ １２５ １０ １．６ ６８．２
１．２ １２５ １０ １．６ ７３．４
１．４ １２５ １０ １．６ ８２．９
１．６ １２５ １０ １．６ ８９．２
１．８ １２５ １０ １．６ ８９．７
２．０ １２５ １０ １．６ ９０．５

解率为考察指标，选择反应时间（１．４、１．６、１．８ｈ）、反应温度
（１２３、１２５、１２７℃）、柠檬酸浓度（１．４、１．６、１．８ｍｏｌ／Ｌ）、作为
考察因素，按３因素３水平进行正交试验设计 Ｌ９（４

３），见表

４，在此条件下对大豆异黄酮糖苷按“１．３”节方法进行水解，
按“１．４”节方法，用ＨＰＬＣ定性和定量检测反应液糖苷及其苷
元的含量，计算水解率，确定大豆异黄酮糖苷水解苷元的最佳

工艺。

表４　大豆异黄酮糖苷水解苷元正交试验因素水平

水平因素
Ａ：反应时间
（ｈ）

Ｂ：反应温度
（℃）

Ｃ：酸浓度
（ｍｏｌ／Ｌ）

１ １．４ １２３ １．４
２ １．６ １２５ １．６
３ １．８ １２７ １．８

２．２．２　正交试验结果　正交试验结果见表５。从表５的极
差分析结果可知，３因素对水解率的影响程度依次为Ｂ＞Ａ＞
Ｃ，３因素的最佳水平组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ２，即柠檬酸催化大豆异黄
酮糖苷水解苷元的最佳工艺条件为：反应温度１２７℃，反应时
间为１．８ｈ，柠檬酸水溶液浓度为１．６ｍｏｌ／Ｌ，水解率达到９０％
以上。表６的方差分析结果表明，水解温度和水解时间对大
豆异黄酮糖苷的水解效果具有显著影响。

表５　大豆异黄酮糖苷水解苷元正交试验结果

实验号

因素

Ａ：反应
时间（ｈ）

Ｂ：反应
温度（℃）

Ｃ：酸浓度
（ｍｏｌ／Ｌ） Ｄ：误差

总水解率η
（％）

１ １ １ １ １ ７２．９３
２ １ ２ ２ ２ ８２．６２
３ １ ３ ３ ３ ８３．１５
４ ２ ２ ３ １ ８５．０４
５ ２ ３ １ ２ ８３．６６
６ ２ １ ２ ３ ７６．７７
７ ３ ３ ２ １ ９１．７２
８ ３ １ ３ ２ ８２．１６
９ ３ ２ １ ３ ８７．９９
ｋ１ ２３８．７ ２３１．８６ ２４４．５８ ２４９．６９
ｋ２ ２４５．４７ ２５５．６５ ２５１．１１ ２４８．４４
ｋ３ ２６１．８７ ２５８．５３ ２５０．３５ ２４７．９１
极差 ２３．１７ ２６．６７ ６．５３ １．７８

表６　柠檬酸水解正交试验方差分析

因素 Ｑ ｆ ＭＳ Ｆ值 Ｆ０．０１ Ｆ０．０５ Ｆ０．１０ 显著性

因素Ａ ７０．２ ２ ３５．１ １１７．０ ９９．０ １９．０ ９．０ 
因素Ｂ １５２．４ ２ ７６．２ ２５４．０ ９９．０ １９．０ ９．０ 
因素Ｃ １８．５ ２ ９．２５ ３０．８ ９９．０ １９．０ ９．０ 
误差 ０．６ ２ ０．３

２．３　最佳工艺验证试验
为了考察上述优选工艺的稳定性，按该工艺条件重复提

取３次，测得大豆异黄酮糖苷的水解率分别为 ９２．８％、
９１３％、９２．５％，平均为９２．２％，表明本试验优选的工艺稳定
可靠。

３　结论

在单因素试验基础上，通过正交试验优化柠檬酸催化大

豆异黄酮糖苷水解苷元的工艺条件，以大豆异黄酮糖苷的水

解率作为评价指标，得出各因素对水解效果影响的主次顺序

依次为反应温度＞反应时间＞柠檬酸水溶液浓度。通过极差
分析可知，反应温度对水解率影响显著。大豆异黄酮糖苷水

解的最佳工艺条件为反应温度１２７℃，反应时间１．８ｈ，催化
剂柠檬酸水溶液浓度１．６ｍｏｌ／Ｌ，在此条件下所得的大豆异黄
酮糖苷水解率达到９０％以上。

本研究成功探索出一条简便、清洁、成本较低，水解产物

无需后处理直接用于功能性食品的绿色合成工艺路线，弥补

了现有工艺中的技术缺陷，因此实用性较高。

参考文献：

［１］ＫｕｏＬＣ，ＬｅｅＫＴ．Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｗｏ
ｂｅｔａ－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓｆｒｏｍｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｇｌｙｃｏｓｉｄｅ－ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇＢａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ｎａｔｔｏ）［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，
２００８，５６（１）：１１９－１２５．

［２］ＫａｗａｋａｍｉＹ，ＴｓｕｒｕｇａｓａｋｉＷ，ＮａｋａｍｕｒａＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｇｕ
ｌａｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｅｔａｒｙｓｏｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓａｇｌｙｃｏｎｅａｎｄｇｌｕｃｏｓｉｄｅ
ｏｎｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｒａｔｓｆｅｄｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｕｔｒｉ
ｔｉｏｎａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，１６（４）：２０５－２１２．

［３］ＳｅｔｃｈｅｌｌＫＲ，ＣａｓｓｉｄｙＡ．Ｄｉｅｔａｒｙｉｓｏｆｒａｖｏｎｅｓ：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓａｎｄ
ｒｅｌｅｖａｎｃｅｔｏｈｕｍａｎｈｅａｌｔｈｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，１９９９，１２９：
７５８－７６７．　

［４］高荣海，郑　艳，刘长江．大豆异黄酮糖苷酸法水解工艺的研究
［Ｊ］．粮食加工，２００８，３３（１）：５４－５７．

［５］孙艳梅，张永忠，许　晶，等．黑曲霉β－葡萄糖苷酶水解大豆异
黄酮糖苷研究［Ｊ］．东北农业大学学报，２００７，３８（１）：９－１２．

［６］王林山．大豆异黄酮的研究进展［Ｊ］．中国食物与营养，２００４
（１１）：１８－２１．

—６９２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期


