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　　近年来 ,西方膳食结构引起的肿瘤 ,心脑血管等

疾病越来越受到关注。研究资料表明 ,大量消费大

豆食品的人群 ,癌症和冠心病的发病率低。大豆异

黄酮甙元是大豆中具有生物活性的物质 ,其主要成

分为染料木素 ( Genistein , G) 和大豆甙元 (Daidzein ,

D)有多种生理作用 ,应用价值高。[2 ] 目前 ,国内有关

分析方法的报道尚未多见。本文在参阅 OHTA
[1 ] 等

报道的基础上 ,对其试样提取步骤繁琐 ,测定时间长

等方面作了具体的改进 ,建立了高效液相色谱定性、

定量检测的方法 ,结果令人满意。

1 　材料与方法

111 　仪器与试剂 　高效液相色谱系统 　岛津 LC -

4A 高效液相色谱仪 ; C - RIB 数据处理系统。离心

机。

甲醇 　色谱纯。流动相 　甲醇 :水 = 60∶40

标准溶液的制备 　精确称取标准品 Genistein

(美国 Sigma 公司产品 ,以下简称 G。) 510 mg ,用流动

相溶解并定容至 100 mL ,此溶液每毫升相当于 50μg

染料木素。

精确称取大豆甙元标准品 Daidzein (美国 Singma

公司产品 ,以下简称 D。) 312 mg ,用流动相溶解并定

容至 100 mL ,此溶液每毫升相当于 50μg 大豆甙元。

112 　实验方法 　

试样处理 　称取 5 g 大豆发酵液于 100 mL 容量

瓶中 ,加入 80 %乙醇定容 ,超声振荡 5 min。放置略

澄清后离心分离 (3000 rΠm) 5 min ,取上清液经 0145

μm 滤膜过滤后 ,备用。

色谱条件 　Shim2pack CLC2ODS 色谱柱 (岛津) :

150 mm ×600 mm ;

紫外检测器 　检测波长 ,260 nm ;

流动相 　甲醇 :水 = 60 :40 ;流速 　110 mlΠmin (0

→5 min) 、116 mLΠm(5 →10 min) 。

柱温 　38 ℃;衰减 　4 ;纸速 　2 cmΠm。

进样量 　10μL。

测定 　取 10μL 标准使用液或试样溶液 ,液相

色谱仪测定。以保留时间定性 ,以试样峰高或峰面

积与标准比较定量。

计算

X =
h1 ×C ×V

h2 ×m

　　式中 : X - 大豆发酵液中染料木素Π大豆甙元的

含量 ,μgΠg ; h1 —试样峰高或峰面积 ; C —标准溶液浓

度 ,μgΠmL ; h2 —标准溶液峰高或峰面积 ; V —试样定

容体积 ,mL ; m —试样质量 ,g。大豆发酵液中异黄酮

甙元含量为染料木素和大豆甙元含量的总和。

2 　结果与讨论

211 　分离条件的选择 　根据被测化合物的性质以

及采用价格较低毒性较小的试剂在较短时间内完成

分析的需要 ,我们对流动相中甲醇与水的比例、洗脱

液的流速进行了试验。试验结果表明 ,甲醇 :水为

60 :40 ,流速采用时间程序 ,出峰时间为 7 min 左右 ,

大豆异黄酮甙元的检测不受杂质及试剂等干扰物质

的影响 ,能够达到试验要求。

212 　前处理方法的选择 　由于大豆发酵液成分较

复杂 ,植物蛋白质含量较高 ,加入乙醇是为了使蛋白

质凝结沉淀 ,然后离心去除 ,提取液中常用乙醇体积

分数为 20 %、40 %、50 %、60 %、70 % ,80 %、100 %。通

过不同配比试验 ,发现 80 %乙醇提取效果最为理想。

213 　方法的线性范围 　染料木素在 0101～011

mgΠmL ,回归方程为 y = 75697. 9 x + 61035. 7 ,相关系

数 r = 0. 9996 ,大豆甙元在 01003～0103 mgΠmL ,回归

方程为 y = 10818 x + 122794 ,相关系数 r = 0. 9845。

214 　方法的准确度 　根据试样测定步骤 ,做两个浓

度的回收试验 ,每个浓度作 3 个平行样 ,测定结果见

表 1、表 2。

表 1 　染料木素回收率实验 mg 　

本底值 加标量 测定值 回收率 %

01026 01010 01036 10010

0. 026 0. 010 0. 035 90. 0

0. 026 0. 010 0. 035 90. 0

0. 026 0. 040 0. 065 97. 5

0. 026 0. 040 0. 064 95. 0

0. 026 0. 040 0. 064 95. 0
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表 2 　大豆甙元回收率实验 mg 　

本底值 加标量 测定值 回收率 %

01044 01032 01074 9318

0. 044 0. 032 0. 073 90. 6

0. 044 0. 032 0. 074 93. 8

0. 044 0. 128 0. 173 100. 8

0. 044 0. 128 0. 179 105. 5

0. 044 0. 128 0. 177 103. 9

215 　方法的精密度 　同一试样经前处理后连续进

样 ,测定结果如表 3。

表 3 　试样精密度实验

试样编号 1 2 3 4 5 6 �x RSD %

染料木素峰面积 4045 4099 4216 4321 4128 4372 4197 311

大豆甙元峰面积 72747 70381 71916 71568 72357 71376 71724 112

216 　试样测定 　采集不同批号大豆发酵液 ,依照上

述方法测定 ,结果如表 4。

表 4 　市售大豆发酵液测定结果 μgΠg 　

批号 染料木素 大豆甙元 大豆异黄酮甙元

991021 910 5312 6212
991026 10. 0 54. 3 64. 3
991027 10. 9 56. 1 67. 0
991103 9. 3 53. 9 63. 2
991108 9. 6 55. 2 64. 8
991110 10. 3 57. 2 67. 5

3 　小结　本文描述了高效液相色谱法测定大豆发

酵液中大豆异黄酮甙元的方法。本方法简单、快速 ,

回收率及精密度符合食品分析的要求。该方法目前

适用于功能性饮料的检测 ,一般食品中大豆异黄酮

的测定方法还在研究中。
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