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固态发酵法制备大豆异黄酮苷元
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摘   要：研究了一种能分泌β-葡萄糖苷酶的黑曲霉作为菌种对大豆异黄酮粉进行发酵生产大豆异黄酮苷元的方法，

通过单因素及正交试验确立了产β-葡萄糖苷酶的最优培养基配比和水解大豆异黄酮粉的最佳工艺条件，为实现大

豆异黄酮苷元的产业化生产提供了参考。
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Abstract ：The study worked a new method that experiment adopted Aspergillus niger as experimnetal stecies, which secrete

β-glucosidase, to produce the soybean isoflavone glycoside by solid fermentation. Study, through a single-element and cross-

experiment, selected and decided the optimum medium ratio to produce β-glucosidase and technological conditions for hydro-

lyzing soybean isoflavone flour, which provide a reliable references to realize the industrialization of soybean isoflavone

glycoside.
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大豆异黄酮有12 种存在形式，其中近98% 以β- 葡

萄糖苷形式存在的糖苷及其衍生物，只有 1%～2% 左右

为游离型苷元，主要是染料木素(genistein)和大豆苷元

(daidzein)，大豆异黄酮苷及其衍生物的生物活性比较

低，很难被人体吸收，只有水解成相应的苷元后，才

具有较高的生理功能作用[1]。大豆异黄酮提取工艺中所

提取得到的大部分是异黄酮苷，异黄酮苷元只占很小的

比例，经过产β - 葡萄糖苷酶的微生物固态发酵可以使

大豆异黄酮糖苷水解成相应的苷元，它们是大豆异黄酮

中起主要生物活性的成分。在国外，评价异黄酮产品

的品质是以染料木素含量的高低为标准[2]。大豆异黄酮

苷的水解可分为三步：第一步是丙二酰基葡萄糖苷水解

为乙酰基葡萄糖苷；第二步是乙酰基葡萄糖苷水解成

β-葡萄糖苷；第三步是β-葡萄糖苷水解为大豆异黄酮

苷元。前两步水解很容易进行，高温、弱酸性和弱碱

性条件都可使其水解，而第三步就需要较高的条件。通

常是采用高温低 pH 值或用酶水解两个途径来实现[3]。

大豆异黄酮苷虽然可在酸性条件下水解成相应的苷

元和葡萄糖，但碱水解所得到的大豆异黄酮苷元很不稳

定，容易降解。酸水解效率虽高，但工业化生产条件

要求严格，增加了基础建设的投资。相对而言酶水解

条件比较温和，所用的酶范围较广，如β- 葡萄糖苷酶、

葡萄糖酸酶、α- 半乳糖苷酶、乳糖酶和真菌乳糖酶等，

但单纯通过应用工业酶法生产苷元的成本都很昂贵。

β-葡萄糖苷酶是广泛存在于人的消化道、植物和400多

种微生物中的一种酶，可以水解异黄酮成为苷元。大

豆自身也含有β- 葡萄糖苷酶，但水解活性不强，水解

效率只有 22%～29%。但利用微生物发酵的方法可以提

高大豆自身β- 葡萄糖苷酶的活性，发酵不影响总异黄

酮含量同时直接产生苷元，该法可大幅度降低成本，为

工业化生产提供便利条件[4]。

1 材料与方法
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1.1 材料

1.1.1 原料

麦麸、大麦芽、大豆浓缩蛋白、大豆异黄酮粉    黑

龙江双河松嫩大豆生物工程有限责任公司；大豆苷元

(daidzein,98%)、染料木素(genistein,99%)、大豆苷

(daidzin,98%)、大豆黄苷(glycitin,99%)、染料木苷

(genistin,97%)    美国Sigma公司。

1.1.2 试剂

蛋白胨、硫酸铵、磷酸二氢钾、醋酸钠、硫酸镁、

琼脂、无水乙醇、氯化钙、氯化钠    均为分析纯。

1.1.3 菌种

黑曲霉    中科院微生物所菌种保藏中心。

1.1.4 仪器

101-0A 型电热鼓风干燥箱，TG-328 光学读数分析

天平，马头牌架盘药物天平，H H - S 1 1 2 电热恒温水浴

锅，LD5-10 离心机，F80 型高速万能粉碎机，78-1 磁

力加热搅拌器，KQ-100 型超声波清洗器，FZ102 巨轮

牌植物粉碎机，HY-35 隔水式电热恒温培养箱，LC-10A

高效液相色谱仪，YXQ-SG46-280 型电热手提式压力蒸汽

消毒器。

1.2 方法

1.2.1 大豆异黄酮含量检测

依据企标Q/HSS01 － 2002 方法测定。

1.2.2 β- 葡萄糖苷酶酶活测定

1.2.2.1 酶活定义

每毫升粗酶液作用于底物大豆异黄酮时，每小时产

生 1 微克异黄酮苷元所需的酶量为一个酶活单位。

1.2.2.2 酶活测定

取100mg 大豆异黄酮粗粉，加入20ml 上清粗酶液，

50℃条件下保温60min，取出煮沸灭酶活，滤纸过滤，取

滤液2ml加入8ml无水乙醇处理定容至10ml，用0.45μm微

孔滤膜过滤后液相检测其大豆异黄酮含量，计算酶活。

1.2.2.3 苷元转化率计算公式

                                    
        染料木素的生成量

  苷元转化率=(%)——————————————×100

(以染料木素计) 
     底物中染料木素量+染料木苷

2 结果与分析

2.1 微生物发酵法制备β- 葡萄糖苷酶

2.1.1 菌种

黑曲霉(Aspergillus niger3.4303)。

2.1.2 斜面培养基

5°麦芽汁琼脂培养基。

2.1.3 锥形瓶种子培养基

5°麦芽汁琼脂培养基。

2.1.4 实验产酶发酵培养基

2.1.4.1 培养基组成

麦麸、大豆浓缩蛋白、水。

2.1.4.2 最佳培养基组成实验

(1)培养基加水量对产酶的影响

取麦麸与大豆浓缩蛋白的质量比 1 : 1 ，混合均匀

后，分别加入1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5 倍量水，

搅拌均匀后，分装于锥形瓶中，加塞、灭菌、放冷

至室温，接种，2 5℃培养 4 8 h，将培养基取出，6 0℃

干燥，挥干水分，中止代谢，测定酶活力见表 1 。

加水量(倍) 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5

酶活(U/g) 88.62 99.41 121.25 143.50 163.38 151.75

表1   培养基加水量对产酶的影响

Table 1   Effects of producing enzyme on additive water in
substrate

从表1 可知，培养基加水量为1.4 倍时，产酶效果

最好，水分过少，不能满足菌丝生长的需要，水分过

多，会导致培养基中氧气缺乏，抑制菌丝生长。加水

量为 1.4 倍时，既能满足水分的需求，又能保证氧气的

供应，使菌丝生长较好。

(2)培养基碳源与氮源的比值对产酶的影响

分取麦麸(碳源)与大豆浓缩蛋白(氮源)质量比为9:1、

8:2、7:3、6:4、5:5 混合均匀后，加入1.4 倍量水，搅

拌均匀后，分装于锥形瓶中，加塞，灭菌，放冷至

室温，接种，25℃培养 48 h 后，将培养基取出，60℃

干燥，挥干水分，中止代谢，测定酶活力，见表 2 。

C:N 比 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5

酶活(U/g) 95.93 102.92 108.10 117.26 121.13

表2   培养基碳源与氮源的比值对产酶的影响

Table 2    Effects of producing enzyme on ratio of carbonaceous
and nitrogenous in substrate

从表 2 可知，随着 C:N 比值的减小，β- 葡萄糖苷

酶酶活力增大，C:N 比为 5:5 时，产酶效果最好，但由

于大豆浓缩蛋白的增加，培养基持水性好，致使培养

基成球形大颗粒团状物，氧气供应不足，易使菌丝生

长不均匀，选择 C:N 比为 6:4 为最佳配比。

(3)培养基诱导物添加量对产酶的影响

取麦麸与大豆浓缩蛋白质量比为6:4，分别添加0.1%、

0.2%、0.3%、0.4% 的大豆异黄酮粉作为诱导剂，诱导

β- 葡萄糖苷酶系产生，混合均匀，加 1.4 倍量水，搅

拌均匀，分装于锥形瓶中，加塞，灭菌，待放冷后
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接种，2 5℃培养 4 8 h 后，将培养基取出，6 0℃干燥，

挥干水分，中止代谢，测定酶活力，见表 3 。

从表 3 可知，随着诱导物添加量的增加，β- 葡萄

糖苷酶的酶活力增大，但诱导物的添加抑制了菌丝生

长，同样培养 4 8 h，酶活下降约 6 0 %，因此，最佳实

验产酶培养基为C:N 比为 6:4，加水量 1.4 倍，不添加

诱导物，下面实验均用最佳培养基配比产β- 葡萄糖苷

酶 系 。

2.2 β- 葡萄糖苷酶系粗酶提取

取最佳配比实验产酶发酵培养基、加塞、灭菌后

放冷至室温接种、25℃培养 48h，培养基布满白色菌丝

而未产生分生孢子时，将培养基取出，6 0 ℃干燥、粉

碎、取一定量培养基干粉，加 10 倍量水，40℃水浴浸

提3h，3000r/min,5min 离心，上清液即为粗酶液。

2.3 β- 葡萄糖苷酶系粗酶精制

目前，酶液精制的方法有饱和硫酸铵沉淀法，凝

胶色谱分离法，Seva ge 法以及透析法等，饱和硫酸铵

沉淀法精制的酶，酶液中有少量盐残留，不利于液相

色谱检测；凝胶色谱分离法分离速度较慢，耗时较长；

Sevage 法有溶剂残留，而用透析法透析酶液可去除小分

子糖类等杂质，使酶液纯度提高，见表 4 。

表3   诱导物添加量对产酶的影响

Table 3  Effects of producing enzyme on revulsant's additive
quantity

诱导物添加量(%) 0.1 0.2 0.3 0.4

酶活(U/g) 37.29 38.98 39.51 42.53

使用方法 未透析 透析

酶活(U/g) 125.88 447.84

表4   粗酶精制方法对照

Table 4    Method of refined contrast on thick enzyme

从表 4 可知，粗酶液经过透析袋透析后，酶活显著

提高，实验选用透析法对β- 葡萄糖苷酶系粗酶精制。

2.4 酶水解大豆异黄酮粉条件优化

2.4.1 酶水解底物、大豆异黄酮粉含量

结果见表 5 。

组分名称 大豆苷
大豆 染料 大豆 染料 大豆异黄 异黄酮苷元占

黄苷 木苷 苷元 木素 酮总量 总异黄酮的量

含量(%) 6.99 1.37 9.23 0.56 1.37 19.52 9.89

表5    大豆异黄酮粉含量分布

Table 5   Soybean isoflavone powder content distributing

2.4.2 单因素试验

2.4.2.1 温度对水解的影响

精密称取大豆异黄酮粉，加精制酶液稀释成5mg/ml，

分别在 30、40、50、60、70、80℃条件下，磁力加

热搅拌方式水解 2h，水解结束后，取出煮沸 10min 灭

酶活后，置于 6 0 ℃干燥、粉碎、研细、测定大豆异

黄酮苷元的含量，计算苷元转化率(表 6)。

温度(℃) 30 40 50 60 70 80

苷元转化率(%) 70.45 76.65 63.42 58.59 52.62 36.39

表6   温度对水解的影响

Table 6  Effects of hydrolyzation on temperature

从表6 可知，40℃时酶水解效果最好，温度越高，水

解效果越差，说明温度高于 40℃时，β- 葡萄糖苷酶活

性开始丧失，到80℃时，酶活力已降至40℃时的一半。

2.4.2.2 底物浓度对水解的影响

精密称取大豆异黄酮粉加精制酶液稀释成 5、1 0、

15、20、25、30mg/ml 的溶液，40℃时磁力加热搅拌

方式水解2h，水解结束后，取出煮沸10min 灭酶活后，

然后 6 0℃干燥，粉碎，研细，测大豆异黄酮含量，计

算苷元转化率。

底物浓度(mg/ml) 5 10 15 20 25 30

苷元转化率(%) 66.43 68.46 67.06 60.45 57.71 56.43

表7    底物浓度对水解的影响

Table 7    Effects of hydrolyzation on bottom thickness

从表 7 可知，底物浓度为 10mg/m l 时，水解效果

最好，底物浓度过高，抑制酶反应的发生，影响水解

效 果 。

2.4.2.3 水解时间对水解的影响

精密称取大豆异黄酮粉加精制酶液制成10mg/ml 的

溶液，在40℃条件下磁力加热搅拌方式水解2.0、2.5、

3.0、3.5、4.0、4.5h，水解结束后，取出煮沸10min

灭酶活后 6 0℃干燥、粉碎、研细、测定大豆异黄酮苷

元含量，计算苷元转化率。

时间(h) 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

苷元转化率(%) 69.56 70.58 71.24 71.82 65.84 64.65

表8   水解时间对水解的影响

Table 8    Effects of hydrolyzation on hydrolyzed time

从表 8 可知，水解 3.5h 时效果最好，水解时间过

长不仅浪沸能源且增长工艺路线，延长生产周期，对

工业化生产不利。

2.4.2.4 酶液稀释倍数对水解的影响

精密称取大豆异黄酮粉用精制酶液与水比为1:0.5、

1:1、1:1.5、1:2的溶液溶解，制成10mg/ml的溶液，在

40℃条件下用磁力加热搅拌方式水解 3.5h，水解结束

后，取出煮沸 10 m i n 灭酶活后，60℃干燥、粉碎、研

细、测定大豆异黄酮苷元的含量，计算苷元转化率。
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表9    酶液稀释倍数对水解的影响

Table 9    Effects of hydrolyzation on diluted multiple of enzyme
liquid

酶液稀释倍数比 1:0.5 1:1 1:1.5 1:2

苷元转化率(%) 64.43 66.49 64.72 63.26

从表 9  可知，酶液稀释一倍时，水解效果最好。

酶液稀释比的不同，苷元转化率的变化幅度小，说明

酶液稀释度对水解效果的影响不大，在生产时无需重点

考 虑 。

2.4.3 正交试验

通过对单因素试验的考察可见，温度、底物浓

度、时间及酶液稀释倍数均对实验结果产生了影响，通

过 L9(34)试验，考察各因素的相互影响，并确定最佳试

验方案(表 10、11)。

表10    因素水平表

Table 10  Factors and leveles of test

水平
                        因  素

温度(℃) 底物浓度(mg/ml) 时间(h) 酶液:水

  1 30 5 2.5 1:0.5

  2 40 10 3.0 1:1

  3 50 15 3.5 1:1.5

图谱见图 1，酶水解大豆异黄酮粉的 HPLC 图谱见图 2。

试验号
因素

苷元转化率(%)
A B C D

1 1 1 1 1 91.28

2 1 2 2 2 90.36

3 1 3 3 3 93.06

4 2 1 2 3 94.63

5 2 2 3 1 93.51

6 2 3 1 2 95.72

7 3 1 3 2 96.38

8 3 2 1 3 97.81

9 3 3 2 1 96.40

Ij 274.70 282.29 284.81 281.19

Ⅱj 283.86 281.68 281.39 282.46

Ⅲj 290.59 285.18 282.95 285.50

Ⅰj 91.57 94.10 94.94 93.73

Ⅱj 94.62 93.89 93.80 94.15

Ⅲj 96.86 95.06 94.32 95.17

Rj 5.29 1.17 1.14 1.44

表11    正交试验结果表

Table 11     Ressults of orthogonal test
3 结  论

本实验通过单因素试验及正交试验优选出黑曲霉产

β-葡萄糖苷酶系的最佳产酶的发酵培养基及水解大豆异

黄酮苷的最佳工艺条件，从实验中可以看出水解温度是

影响苷元转化率的主要因素，水解时间对苷元转化率影

响最小，综合生产角度考虑选择 C:N 比为 6:4、加水量

1.4 倍，培养基中不添加诱导物；水解大豆异黄酮粉的

最佳条件为水解温度为50℃、底物浓度为15mg/ml、水

解时间为2.5h，酶液稀释倍数为1:1，实验所得到的大

豆异黄酮苷元占总异黄酮含量的90.22%，与水解前相比

异黄酮苷元含量提高了10 倍左右，通过实验证明用微生

物发酵法水解大豆异黄酮粉是可行的。
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从表 11 可知，ⅢjA ＞ⅡjA ＞ⅠjA，表明因素 A 时

取 A3 平均苷元转化率最高；ⅢjB ＞ⅠjB ＞ⅡjB，表明

因素 B 取 B 3 时，平均苷元转化率最高；ⅠjC ＞ⅢjC ＞

ⅡjC 表明因素 C 取 C1 时平均苷元转化率最高，ⅢjD ＞

ⅡjD；＞ⅠjD，表明因素D 取 D3 时平均苷元转化率最高，

综合以上最佳工艺条件为 A 3B 3C 1D 3。异黄酮粉的 HP L C
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图2   水解后 HPLC 图谱

Fig.2   Soybean isoflavone powder after Hydrolyzation HPLC
picture
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图1   水解前 HPLC 图谱

Fig.1   Soybean isoflavone powder before Hydrolyzation HPLC
picture
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