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大豆废料中金雀异黄素含量测定方法的比较

李 华，李 丹
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摘 要：采用乙醇一水溶液从大豆废料中提取大豆异黄酮，初步纯化后，用AB一8大孔吸附树脂进行梯

度洗脱得到纯度较高的金雀异黄素样液．样品通过薄层色谱法、紫外分光光度法和高效液相色谱法3种

方法测定并做了比较．结果表明：薄层色谱法方法简单，分离效果好；通过紫外分光光度法绘制了标准曲

线，可计算样品浓度．该方法准确度高，精密度高，重现性好．加标回收率实验的相对平均偏差RSD为

1．04％，精密度实验的相对平均偏差为0．24％，重复性实验的相对平均偏差为0．09％；高效液相色谱法

分辨率高、灵敏度高等优点，测得样品纯度为90．1％．
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0 引言

大豆异黄酮是存在于大豆中的生物活性物

质，是多酚类混合物．大豆异黄酮的组成和存在形

式主要包括染料木素(金雀异黄素，Genistein)、大

豆黄素(Daidzein)和黄豆黄素(Glycitein)⋯及9

种结合型葡萄糖苷．研究发现大豆异黄酮中最主

要的活性成分为金雀异黄素，它对人体具有多种

生理功能．

实验利用豆渣提取大豆异黄酮’2。1．粗提液

初步除杂后，用AB一8大孑L吸附树脂进一步纯

化¨1得到纯度较高的金雀异黄素样液．分别采用

薄层色谱法’51、紫外分光光度法帕1和HPLC¨1来

测定金雀异黄素，并对3种方法的测定情况进行

了比较，以期为检测实践提供参考．

1材料与方法

1．1 主要材料与试剂

金雀异黄素标准品：SIGMA公司，AB一8大

孔吸附树脂：南开化工厂，脱脂新鲜豆渣，无水乙

醇、环己烷、乙酸乙酯和氯仿均为分析纯，甲醇为

色谱纯，5％d一萘酚乙醇溶液，5％盐酸，5％氢氧

化钠，6 mol·L“盐酸，浓硫酸等．

1．2主要仪器与设备

WFZUV一2102型紫外可见分光光度计，尤尼

柯仪器有限公司；HH～601恒温水浴，天津市泰斯

特仪器有限公司；101A一2电热干燥箱，上海申光

仪表有限公司；800型离心沉淀器，R20旋转蒸发

器，上海申生科技有限公司；P200型高效液相色

谱，色谱柱c，。(4．6 m×120 mm，5斗m)，大连依利

特分析仪器有限公司；玻璃层析柱：中15×300 mm．

I．3样品的制备

将湿豆渣干燥至恒重，过筛得到约420斗m

大小的颗粒，用环己烷脱脂．称取豆渣5．0 g，加入

100 mL体积分数为70％的乙醇溶液(下同)，提

取2 h，提取两次．合并提取液，减压浓缩即得粗提

液．为得到较纯样品，将粗提液脱脂、脱蛋白以后，

再去除色素和可溶性糖．得到的液体浓缩后，用

AB一8大孔吸附树脂进行柱层析分离，用不同浓

度的乙醇一水溶液梯度洗脱，收集70％乙醇洗脱

液，浓缩后即为样液．

2结果与分析

2．1 薄层色谱法测定

将样液和金雀异黄素标准品分别定容至

10 mL，各吸取2斗L分别点于同一块硅胶GF254

薄层板上，以y(氯仿)：V(甲醇)=9：1为展开剂．
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挥干溶剂后，在碘蒸气中显色，如图1所示．

1：标准品2：样液

图1 金雀异黄素的薄层色谱图

Fig．1 The TLC chromatograph of genistein

从薄层色谱图可以看出，收集的样液与金雀

异黄素的标准品出现的斑点位置是一致的，说明

样液中杂质较少．该方法测定方法操作简单方便，

分离效果好．

2．2紫外分光光度法测定

2．2．1 波长的确定

金雀异黄素结构中羟基和芳环形成较强的共

轭体系，对紫外光有较强的特征吸收，故用紫外分

光光度法对金雀异黄素进行含量测定．提取金雀

异黄素的过程中，色素和醇溶性蛋白等杂质也被

提取，提取液属多组分混合体系¨3．为了消除这

些干扰，对粗提掖进行了纯化．配制浓度为

50 mg·L叫的标准溶液，以体积分数为75％乙醇

作空白对照在紫外区(190～400 am)进行扫描，

确定最佳吸收波长，结果如图2所示．

200．0 250．0 300．0 350．0 400．0

波长i／nm

图2标准品的紫外吸收光谱图

Fig．2 The ultraviolet absorption spectrum

of standard genistein

扫描结果表明：图中A为金雀异黄素的最小

吸收波长，B为金雀异黄素的最大吸收波长，最大

吸收波长为260 am，所以此后测定均在260 am

波长下进行．

2．2．2标准曲线的绘制

精密称取金雀异黄素标准品5．0 mg于

100 mL容量瓶中，然后用体积分数为75％乙醇溶

解并定容，作为标准溶液。依次精密吸取1，2，3，

4，5，6，7 mL标准溶液于7个50 mL容量瓶中，并

用75％乙醇定容至50 mL，摇匀．以75％乙醇作

空白对照，在260 nm下测量各自的吸光度值A．

以A为横坐标，标准溶液浓度c为纵坐标绘制标

准曲线，结果见图3．

A

图3 标准品浓度C与吸光度A关系图

Fig．3 The relationship Of standard sample

concentration and absorbency

回归得方程：C=9．731 8 X A一0．253 9．其中

R2=0．997 8，在1．02～7．04汕g·mL。浓度范围

内线性关系良好．

2．2．3精密度实验

精密吸取2 mL标准溶液6份于50 mL容量

瓶中，并用75％乙醇定容至50 mL；然后将以上6

份标准溶液在260 am波长下测量其吸光度，计算

平均偏差和相对平均偏差．

在实验范围内，标准溶液及光度的6次测量

结果分别为0．234，0．233，0．234，0．234，0．233，

0．234．由测量结果可以看出，6次吸光度值都在

0．23附近，计算得到平均吸光度为0．233 7，平均

偏差为0．000 55，相对平均偏差为0．24％．由以

上结果可以得出，本实验中所采用的操作方法的

误差在可以接受的范围内，实验的重现性较好，紫

外分光光度法测定大豆异黄酮具有良好的精密

度．

2．2．4稳定性实验

精密吸取3 mL标准溶液6份于25 mL容量

瓶中，定容至50 mL后在分别在2，4，8，12，20，

24 h下依次在260 am波长下测量其吸光度．吸光

度测量结果分别为0．639，0．639，0．640，0．639，

0．639，0．639．结果表明，大豆异黄酮的稳定性很

好，这也与大豆异黄酮的性质相符合．
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2．2．5重复性实验

精密吸取0．5 mL样品溶液6份于25 mL容

量瓶中，并用75％乙醇定容至50 mL．

在260 nm波长下测量其吸光度，计算相对平

均偏差．样品溶液的6次测量结果均在0．44左

右，计算平均吸光度A为0．440 3，平均偏差为

0．000 4，相对平均偏差为0．09％．由以上结果可

以得出本实验的重现性较好．

2．2．6加标回收率实验

精密吸取1 mL、2 mL、3 mL、4 mL、5 mL标准

溶液于100 mL容量瓶中，再分别精密加人1 mL

样品溶液，将混合液在一定条件下用乙醇提取．所

得溶液通过紫外分光度法测量其吸光度，并计算

回收率，结果如表1所示．

表1加标回收率

Tab．1 The recovery test

从表1可以看出：l～5个样品的回收率R在

98．67％～101．47％之间，其平均加标回收率为

99．87％，相对标准偏差RSD为1．04％，该方法准

确度较好．

2．3高效液相色谱法测定

将样液配制成一定比例与标准品对照，用

HPLC法来测定样液纯度．色谱条件：色谱柱c墙

(4．6 mm×120 mm，5¨m)，采用y(甲醇)：V(水)

=50：50，为流动相，室温，流速0．6 mL·min～，检测

波长260 nm．通过与标准品的对比得图4和图5．

图4金雀异黄素标准品的HPLC色谱分析图

Fig．4 The HPLC chromatograph of genistein

结果表明：图5中A为各种糖苷，B为金雀异

黄素，与图4中的金雀异黄素标准品对照明显看

出，高效液相色谱法可以将金雀异黄素与其他异黄

酮分离开，并且可以得到纯度为90．1％的金雀异黄

素．高效液相色谱法检测速度快、分辨率和灵敏度

高，也是分离和提纯生物活性物质的有效手段．
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图5豆渣纯化液的HPLC色谱分析图

Fig．5 The HPLC chromatograph of purified solution

from the waste residue of the soybean

3 结论

有机溶剂提取出来的大豆提取物成分复杂，

每种成分的理化性质有一定程度交叉重叠而难以

区分，所以样液先进行纯化．笔者用SIGMA公司

金雀异黄素作为标准品，用薄层色谱法、紫外分光

光度法和高效液相色谱法对金雀异黄素含量分别

进行测定，并对3种测定方法做了比较．结果表

明：薄层色谱法简单；紫外分光光度法准确度高，

精密度高，重现性好，加标回收率实验的相对平均

偏差为1．04％，精密度实验和重复性实验的相对

平均偏差分别为0．24％和0．09％；高效液相色谱

法分辨率高，灵敏度高．从比较结果可以看出，这

些方法都具有检测方法简单、快速、准确度高和重

现性好等优点，特别适于对提取分离工艺条件的

试验研究，无需专用试剂，即可测定提取效率、流

出曲线等指标，还可考察工艺条件的优劣．故这些

方法均可作为检测金雀异黄素含量的有效手段，

为工业生产提供一定的依据．
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Comparison of the Determination Methods for Genistein from the

Waste Residue of the Soybeans

LI Hua，LI Dan

(School of Chemical and Energy Engineering，Zhengzhou University，Zhengzhou 450001，China)

Abstract：using ethanol—aqueous solution to extract soybean isoflarone from the waste residue of the soybean．

After preliminary purification，high—purity genistein was obtained with AB一8 macroporous resin by gradient

elution．Samples were determined method and compared with the TLC．UV and HPLC．The results showed

that：The TLC method is simple and the separation is effective；the UV method was high accuracy，high preci—

sion and good reproducibility．The relative average deviation for the recovery test was 1．04％，the relative av-

erage deviation for the tests of precision was 0．24％and the relative average deviation for the repeatability test

was 0．09％；the HPLC method was high resolution，high sensitivity，etc．The sample purity was 90．1％．

Key words：genistein；TLC；UV；HPLC；determination
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