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摘要摘要摘要摘要    

                近來大豆異黃酮對人體的保健功效獲得全世界的關注。大豆中的異黃酮可

分為四大類：glucosides、malonylglucosides、acetylglucosides及 aglycones。在

這些異黃酮中，僅有 aglycones具有生物活性，而 glucosides須經由腸道微生物

轉化成 aglycones之型式才可被腸道吸收。因此大多數研究著力於以酵素水解

或藉由微生物將 glucoside conjugates轉化成 isoflavone aglycones，但本研究發

現 isoflavone aglycones可進一步被微生物轉化。 

    本研究從市售納豆篩選出 24株納豆菌株 Bacillus subtilis strains，以生物轉

化方式轉化 glucosides，發現 glucosides會被轉化為 aglycones，有 23株菌株可

進一步的轉化 aglycones產生新的成分。將發酵液以 HPLC分析，發現 aglycones

轉化之物質可能為新的異黃酮衍生物(derivatives)，暫且命名為 NDA1、NDA2。 

以液相層析質譜質譜儀(LC-MS/MS)分析，並與 aglycones的質譜結果比

較，結果顯示這兩種未知成分 NDA1、NDA2 確實為 aglycones的衍生物，NDA1

之 m/z: 335 (M+H+)，NDA2 之 m/z: 351 (M+H+)。以 NMR 鑑定 NDA1 為

Daidzein-7-O-phosphate；NDA2 為 Genistein-7-O-phosphate。

Daidzein-7-O-phosphate與 Genistein-7-O-phosphate的水溶性比 aglycones佳，有

利於後續之開發利用。 
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Abstract 

    Isoflavones in soybean gained worldwide attention because of their benefits for 

human health. There are four chemical forms of natural isoflavones existing in 

soybean namely glucosides, malonylglucosides, acetylglucosides, and aglycones. 

Among these isoflavones, only aglycones rather than predominant glucosidic 

conjugates show their bioactivities to human. Glucosidic conjugates have to be 

transformed into their corresponding aglycone prior adsorption and utilization by 

intestinal microflora in human. Hence, most of the relevant studies were devoted on 

the conversion of glucosidic conjugates of isoflavone into their corresponding 

aglycones, no matter by hydrolysis using glucosidic enzymes or directly 

fermented/conversed through microorganisms.  

    In this study, 24 strains of Bacillus subtilis natto selected from commercial 

products of natto were employed to conduct the conversion of soy isoflavones. 

According to the HPLC chromatograms of isoflavone analysis, several new 

components were observed and considered to be possible novel derivatives of 

isoflavones based on the growth of peaks representing novel derivatives along with 

the decline of peaks representing isoflavone aglycones. Almost all of the strains 

used in this study were able to converse soy isoflavone aglycones to the 

corresponding novel derivatives. Two predominant novel derivatives namely NDA1 

and NDA2 were considered with a relationship to daidzein and genistein, 

respectively.  

The identification of NDA1 and NDA2 was conducted by LC-MS/MS and 

NMR spectra. The results indicated that NDA1 was possible a daidzein conjugate 

with an italic 335 (M+H+), and NDA2 was a genistein conjugate with an italic 351 



 

 X 

(M+H+). The possible chemical formula of NDA1 and NDA2 were characterized 

respectively as daidzein-7-O-phosphate and genistein-7-O-phosphate by NMR. The 

two novel isoflavone conjugates with better solubility than their original forms 

aglycone would be advantageous to further application. 

 

 

 

 

Key words: Isoflavone, Isoflavone derivative, bioconversion, Bacillus subtilis, 

aglycones 
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第第第第一一一一章章章章    前言前言前言前言    

大豆從幾世紀之前就被使用，是許多亞洲國家飲食中重要的一部份，在人

類的食物中，大豆含有最高濃度的異黃酮。異黃酮是一種植物雌激素，具有許

多生理功能，目前已被證實可避免心血管疾病與某些癌症的發生、預防骨質疏

鬆以及減緩女性更年期的不適症狀。 

    異黃酮共有 12種，非發酵大豆食品所含的異黃酮以含醣基的 glucosides含

量較多，如 malonyldaidzin與 malonylgenistin；發酵大豆食品則以不含醣基的

isoflavone aglycones居多，如 daidzein和 genistein，其原因是發酵過程中含醣

基之異黃酮經由 β-glucosidase水解去除醣基，而不含醣基之 daidzein和 genistein

在人體腸道內較容易被吸收。 

    納豆是由枯草桿菌 (Bacillus subtilis) 發酵熟黃豆製成，以往只發現 B. 

subtilis 具有產生 β-glucosidase之能力，β-glucosidase可將 isoflavone glucosides

中之 glucose水解切除，游離出 isoflavone aglycones，並未發現 B. subtilis natto

可進一步將 isoflavone aglycones轉化成其他衍生物。 

本研究發現 B. subtilis natto可將 isoflavone aglycones轉化為 aglycones之衍 

生物，並對其衍生物進行結構鑑定，接著大量製備 aglycones之衍生物，發展

一套分離與純化 aglycones衍生物之方法。 
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第第第第二二二二章章章章    文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧    

第一第一第一第一節節節節、、、、大豆異黃酮大豆異黃酮大豆異黃酮大豆異黃酮 

1. 大豆異黃酮之介紹大豆異黃酮之介紹大豆異黃酮之介紹大豆異黃酮之介紹 

大豆異黃酮 (isoflavone) 是類黃酮 (flavonoids) 的其中一類化合物，其與

類黃酮的結構差異在於 B 苯環原先連接於 2 的位置轉移到 3 的位置(Kudou, 

1991)。異黃酮又被稱作植物雌激素，因為其化學結構與雌激素相似，並同樣可

被雌激素受體辨識(Clarkson et al., 1995)。異黃酮富含於黃豆之中，在黃豆中約

含有 0.1~0.4% (w/w)，其總量與組成會隨著植株的品種、年齡、栽種的區域與

環境之不同而有所差異(Potter, 1998)，如表 1 所示。 

異黃酮主要有 12種衍生物，可分為四種形式，第一種是不含醣基的糖苷配

基(aglycone)形式，包括 daidzein, genistein, 與 glycitein；第二種是 β-葡萄糖苷

(β-glucosides)的形式，包括 daidzin, genistin與 glycitin；第三種是丙二醯葡萄

糖苷(malonylglucosides)的形式，包括 malonyldaidzin,malonylgenistin 與 

malonylglycitin；第四種是乙醯葡萄糖苷(acetylglucosides)的形式，包括

acetyldaidzin, acetylgenistin 與 acetylglycitin( Kudou, 1991)，如圖 1 所示。 

流行病學之研究指出，攝食大豆異黃酮對人類健康有許多益處，例如：可

避免心血管疾病(如：動脈硬化、冠狀動脈心臟病)、預防骨質疏鬆、減緩女性

更年期的不適症狀、避免某些癌症發生(如：乳癌、前列腺癌、結腸癌) (Cotterchio, 

2006)，並可降低血清中的低密度脂蛋白膽固醇(LDL cholesterol)(Zhuo et al., 

2004)。 
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Fig 1. The chemical forms of isoflavones in soybean. 

圖 1. 大豆中異黃酮素之化學結構式 

(Murphy, 1994) 
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2. 異黃酮之生理功效異黃酮之生理功效異黃酮之生理功效異黃酮之生理功效    

   2.1 抗氧化能力抗氧化能力抗氧化能力抗氧化能力    

                異黃酮可作為天然的抗氧化劑，因為它們屬於多酚類化合物，自然的存在

於植物中，已被證實有清除自由基的活性。自由基為活性化學物質，會氧化生

物性分子，導致基因突變、組織受到傷害、細胞凋亡，這些反應於病理上會造

成癌症、肺氣腫、肝硬化、動脈粥狀硬化、關節炎以及一些退化性疾病(Roberfroid 

& Calderon, 1995)。 

    許多體外試驗顯示 genistein的化學預防效應與其抗氧化活性有關，

genistein可以抑制紫外線對惡性黑色素腫瘤細胞所誘發的 DNA 氧化傷害(Russo 

et al., 2006)。Genistein也可以清除因為氧化壓力(oxidative stress)而產生的過氧

化氫，但它對於其他過氧化系統的清除能力較低，進一步的研究顯示，genistein

比 daidzein更能抑制 β-carotene linoleate的氧化(Record et al., 1995)。 

 

   2.2 避免心血管疾病避免心血管疾病避免心血管疾病避免心血管疾病 

    人類在更年期後罹患冠狀動脈心血管疾病的風險大增(Rosenberg, 1981)，而

脂質代謝異常是更年期後導致小動脈硬化的主要原因(Kannel, 1987)。過去研究

指出，猴子經由餵食含大豆分離蛋白且含異黃酮 glucosides(9.14 mg/kg/d)的導

致粥狀動脈硬化之飲食，能顯著降低低密度脂蛋白(LDL)與極低密度脂蛋白

(VLDL)膽固醇(Anthony, 1997)。在人體的臨床試驗中，攝食含有高量異黃酮(96 

mg/d)之大豆分離蛋白(50 g/d)的組別與含有少量異黃酮(6 mg/d)之大豆分離蛋

白(50 g/d)的組別相比，含有高量異黃酮的組別可降低血清中 LDL 膽固醇 0.15 

mmol/L(Zhuo et al., 2004)。以上研究顯示，大豆異黃酮具有降血脂與抗粥狀動

脈硬化之活性。 
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   2.3 預防骨質疏鬆症預防骨質疏鬆症預防骨質疏鬆症預防骨質疏鬆症 

    更年期之後的骨質疏鬆症與卵巢荷爾蒙的缺乏有關，會引起與年齡相關的

骨質流失，尤其是在停經後的十年內，骨質會迅速流失(Gruber, 1984)。傳統上，

治療停經後所引起的骨質疏鬆症大多以藥物抑制骨質的再吸收作用，如雌激素

(estrogen)、抑鈣激素(calcitonin)(Genant et al., 1989)，但是雌激素會伴隨著某些

副作用，如子宮內膜癌與乳癌(Ravnikar, 1987)。大豆異黃酮的結構與雌激素相

似，圖 2 為異黃酮代謝物 equol與雌激素代謝物 estradiol的化學結構之比較。

在體內與體外試驗證實 daidzein、genistein及其 glycosides具有雌激素的功效

(Farmakalidis et al., 1985)，以管餵方式餵食切除卵巢之大鼠，餵給 daidzin與

genistin (50 mg/kg/d) 4週後，發現 daidzin與 genistin均可避免大鼠的骨質流失

(Ishida et al., 1998)。近來也有研究發現，以大豆製品為基礎飲食，包括豆漿、

大豆蛋白等，對母鼠的骨質密度具有正面的效果(Arjmandi et al., 1996; Omi et al., 

1994)。 

 

   2.4 減緩女性更年期不適症狀減緩女性更年期不適症狀減緩女性更年期不適症狀減緩女性更年期不適症狀 

    有研究指出，每日攝取 70 mg異黃酮，六週後，可降低血管舒縮症狀

(vasomotor symptoms)，並可改善早期的憂鬱症狀。因此，異黃酮可以作為替代

傳統以雌激素方式的治療(Jou et al., 2005)。 

 

2.5 抗癌能力抗癌能力抗癌能力抗癌能力 

    黃豆是東方國家為主食之一，流行病學之研究顯示，在這些富含大豆飲食

的地區，雌激素-依賴性(estrogen-dependent)的疾病，如乳癌、卵巢癌的罹患率

較低(Adlercreutz & Mazur, 1997)。植物雌激素，如木酚素(lignan)與大豆異黃酮

被認為對雌激素-依賴性的乳癌與大腸癌扮演一個重要的防禦角色(Setchell et 

al., 1984 and 1981)。 
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Fig 2. Comparison of the structure of the Isoflavone metabolite equol with that of 

estradiol showing the striking similarity in planar spatial arrangement of the two 

molecules. 

圖 2. 異黃酮代謝物 equol與雌激素代謝物 estradiol化學結構之比較 

(Setchell & Cassidy, 1999) 
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第二節第二節第二節第二節、、、、異黃酮之生理代謝異黃酮之生理代謝異黃酮之生理代謝異黃酮之生理代謝 

    在攝食大豆異黃酮之後，大豆異黃酮會被腸道中的 β-glucosidase水解成

aglycones，之後再被吸收或進一步地形成特定的代謝物，包括雌馬酚(equol)及

p-ethylphenol(Axelson et al., 1984; Joannou et al., 1995)。Daidzin經水解後形成

daidzein，再藉由腸道微生物代謝，還原轉化成 S-equol，如圖 3 所示(Wang et al. , 

2005)。先前有研究指出，異黃酮在循環與尿液中，主要是以葡萄糖醛酸

(glucuronic acid)的型式存在(Shelnutt et al., 2000)。異黃酮在大鼠腸細胞中，經

由 UDP-glucuronyltransferase (UGT)作用後，形成葡萄糖醛酸的型式(Sfakianos et 

al., 1997)，但在大鼠的門脈血液中，幾乎只有 equol-glucuronide，此結果顯示腸

道可以將異黃酮進行葡萄糖醛酸化(glucuronidation)，或直接吸收異黃酮葡萄糖

醛酸苷進入到腸肝循環中，再進入膽管(King et al., 1996; Sfakianos et al., 

1997)。許多 UDP-glucuronyltransferase的同工酶(isozyme)具有特異性，例如在

結腸中，UGT-1A10對 genistein具有高度的特異性(Doerge et al., 2000)，而在鼠

肝中，daidzein可與多種 UGT isozyme 進行葡萄糖醛酸化，包括：UDP-1A1和

UDP1A9(Doerge et al., 2000)。 

    另有研究指出，在大鼠的小腸內形成的 genistein glucuronide，約有三分之

一會回到內腔，再被結腸中細菌所生產的 glucuroonidases水解(Mykkanen et al., 

1997)。在血液中，硫酸鹽型式的異黃酮的含量相對於葡萄糖醛酸型式少，推測

硫酸鹽型式的異黃酮是經由肝臟或腎臟代謝產生(Adlercreutz et al., 1993)。 

    大豆食品中的異黃酮以 glucosides型態的含量最多，但不易被腸道吸收，

而部份的 aglycones會在胃被吸收(Piskula et al., 1999)，因此要吸收 glucosides

之異黃酮，需先水解其糖基。在小腸近端，小腸的刷狀緣膜(brush border 

membrane)上有 β-glucosidases可將部份異黃酮水解(Malathi & Crane, 1969)，這

些酵素在空腸(jejunum)中，對黃酮類具有高度的活性，且 β-glucosidases也可穿

過頂膜(apical membrane)水解 glucosides型式之異黃酮(Hays et al., 1996)，由於
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水解後產生的 aglycones為多酚類物質，其 pKa有利於從空腸中非離子被動擴

散，因而吸收進入肝門靜脈(portal vein)，如圖 4 所示(Setchell et al., 2002)。 
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Fig 3. Proposed metabolic pathway leading to formation of equol from daidzein in a 

urine sample. 

圖 3. 尿液樣品中 Daidzein經由人體代謝成 equol之途徑 

(Wang et al., 2005) 
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Fig 4. General scheme of the mechanism of intestinal absorption and metabolism of 

Isoflavone glucosides. BLM, basolateral membrane; BBM, brush border membrane. 

圖 4. 異黃酮葡萄糖苷於腸道之吸收與代謝機制 

(Setchell et al., 2002) 
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第三節第三節第三節第三節、、、、異黃酮之生物轉化異黃酮之生物轉化異黃酮之生物轉化異黃酮之生物轉化 

1. 大豆中的酵素大豆中的酵素大豆中的酵素大豆中的酵素    

                大豆與大豆製品中的異黃酮會隨著加工條件而轉變，表 2 為各類大豆食品

中之異黃酮含量(Song et al., 1998)，不同的加工處理，會使異黃酮互相轉變，因

而改變食品的食用價值。 

                (Matsuura M., 1989)指出，在浸泡大豆的過程中，daidzein和 genistein的量

與大豆中的 β-glucosidases 有關。大豆中的 β-glucosidases可分為

β-glucosidases-A、β-glucosidases-B及 β-glucosidases-C，其中又以

β-glucosidases-B和 β-glucosidases-C具有將豆漿中的 daidzin與 genistin水解成

daidzein和 genistein之能力，而 genistin比 daidzin更容易被 β-glucosidases水解

(Matsuura, 1993)。 

    過去曾經在大豆的根發現 β-glucosidases，此 β-glucosidases對於 glucosides

與 malonylglucosides有高度特異性，可以將異黃酮之糖苷鍵水解(Hsieh & 

Graham, 2001)。 

    在 2010年(Chiou et al., 2010)等人發現從大豆豆渣中分離出新的

β-glucosidase，此 β-glucosidase為 75kDa的單體，只能水解非 malonyulglucosides

之異黃酮，而對 malonylglucosides之異黃酮無作用。 
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2. 異黃酮之微生物轉化異黃酮之微生物轉化異黃酮之微生物轉化異黃酮之微生物轉化    

                   Glucosides之異黃酮較不易被腸道的上皮吸收，其生物活性也較

aglycones型式之異黃酮低(Miksicek, 1995; Setchell et al., 2002)。人體或微生物

的 β-glucosidases可將大豆異黃酮之醣基水解，黏膜上的 β-glucosidases也已證

實具有水解 isoflavone glucosides的功能(Ioku et al., 1998; Setchell et al., 2002)。

腸道中，不同的微生物也能將 glucosides之異黃酮轉化為 aglycones，如

lactobacilli、bifidobacteria、bacteroides及 Escherichia coli(Hur et al., 2000)。高

碳水化合物之飲食可能促進腸道的發酵作用，提高植物雌激素之生物轉化，大

大地增加 equol之形成。 

    (Chien et al., 2006)等人提出，藉由乳酸菌及 bifidobacteria可將豆漿中含醣

基之異黃酮(glucosides、malonylglucosides、acetylglucosides)轉化為 algycones，

其轉化能力與 β-glucosidases之活性有關。 

    表 3 為幾種傳統大豆製品之異黃酮含量，glucosides之異黃酮在未發酵的

大豆製品中含量較高，在發酵後的大豆製品含量較低，而發酵後的大豆食品中

以 aglycones為主(Murphy, 1994)。例如以 Aspergillus oryzae 發酵的味噌、以

Bacillus subtilis natto發酵的納豆、以 Rhizopus oligosporus 發酵的天貝等，其

algycones之含量皆高於未發酵的大豆(Kuo et al.,2006)。 
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3.    異黃酮經生物轉化後之衍生物異黃酮經生物轉化後之衍生物異黃酮經生物轉化後之衍生物異黃酮經生物轉化後之衍生物 

                目前有許多與轉化大豆異黃酮相關的研究，例如以 Bacillus subtilis、

Rhizopus、Aspergillus 等菌種發酵大豆中的異黃酮(Esaki, 1994)，在大豆的發酵

食品中，可以發現異黃酮的衍生物。 

    在發酵黃豆食品天貝的過程中，可以發現異黃酮的衍生物

6,7,4’-trihydroxyisoflavone，此衍生物具有抗氧化活性(György, 1964)。發酵天貝

通常以 Rhizopus 菌屬發酵(Ebata, 1972)，但研究指出仍有其他種類的細菌參與

發酵(Baumann, 1992)。(Klusa, 1993)發現只有 Rhizopus 存在時，無法將 daidzein

或 glycitein轉化成 6,7,4’-trihydroxyisoflavone。而從天貝中分離出的

Brevibacterium epidermidis 與 Micrococcus luteus 具有將 glycitein以

O-demethylation作用轉化成 6,7,4’-trihydroxyisoflavone的能力。而另一株從天

貝分離的菌株 Microbacterium aborescens 則有將 daidzein轉化成 glycitein與

6,7,4’-trihydroxyisoflavone的能力，如圖 5 所示。 

    在日本沖繩(Okinawa)有人將 Aspergillus saitoi 用於發酵黃豆以製

造”awaori”(小米酒)，經過 A. saitoi 發酵的黃豆含有抗氧化物質

8-hydroxydaidzein與 8-hydroxygenistein，如圖 6 所示，此兩種物質分別是由

daidzein與 genistein轉化生成。蒸煮過的黃豆，接種 A. saitoi，在 30℃發酵 5

天，發現黃豆中的 daidzin與 genistin轉化為 daidzein與 genistein，再分別轉化

為 8-hydroxydaidzein與 8-hydroxygenistein (Esaki, 1997)。 

    (Toda et al, 1999)在 Bacillus subtilis species發酵的韓國食品 cheonggukjang

與 B. subtilis natto發酵的納豆中發現含有 6’-O-succinyldaidzin、

6’-O-succinylgenistin、6’-O-succinylglycitin，這三者分別是 daidzin、genistin、

glycitin 的衍生物，它們具有避免骨質流失的功能，圖 7 為

6’’- O-succinylglucosides之化學結構。 
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Fig 5. 6,7,4’-Trihydroxyisoflavone (3) transforme from daidzein (1) and glycitein (3) 

by Microbacterium aborescens. 

圖 5. Daidzein (1) 及 glycitein (2) 經由 Microbacterium aborescens 轉化為

6,7,4’-trihydroxyisoflavone (3) 

(Klusa, 1993) 
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Fig 6. Chemical structures of 8-hydroxydaidzein and 8-hydroxygenistein. 

圖 6. 8-Hydroxydaidzein 與 8-hydroxygenistein之化學結構 

(Esaki, 1997) 
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Fig 7. Chemical structures of 6’-O-succinylglucosides of isoflavone. 

圖 7. 6’-O-succinylglucosides異黃酮之化學結構 

(Park et al., 2010) 
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第三章第三章第三章第三章    材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法    

第一節第一節第一節第一節、、、、實驗架構實驗架構實驗架構實驗架構    

    

第二節第二節第二節第二節、、、、實驗材料實驗材料實驗材料實驗材料    

1. 1. 1. 1. 材料材料材料材料    

            大豆 (Glycine max L.)，Organic B0552 SOYBEAN 2007 crop，由台灣新竹湖

口豆之味豆腐坊提供，為美國密蘇里州進口，非基因改造之黃豆。 

 

2. 試藥試藥試藥試藥 

大豆異黃酮的分離與純化 

Bioconversion by Bacillus subtilis FC-10 

Analysis of isoflavones 

Isoflavone extract 

Isoflavone aglycones 

Ground to soybean powder and defatted 

Isolation, purification and identification of new compounds 

(UV, MS, NMR) 

Isoflavone malonylglucosides 

Soybeans 

Isoflavone glucosides 
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      (1) Acetic acid (CH3COOH)，Merck 

(2) Acetonitrile (CH3CN)，Merck 

(3) Benzoic acid (C6H5COOH)，Sigma 

(4) Hexane (CH3(CH2)4CH3)，Merck 

(5) Methanol (CH3OH)，Merck  

(6) Sand，J. T. Baker 

(7) DIAIONⓇ HP-20，Mitsubishi Chemical Industries Limited 

      (8) SephadexTM LH-20，Amersham Biosciences 

3. 菌株菌株菌株菌株 

    本實驗室從市售納豆篩選之 Bacillus subtilis FC-0、1、2、3、4、5、6、7、

9-1a、9-1b、9-2、10、11-1、11-2、12-1、12-2、13、13-1、14-1、15-2a、15-2b、

16-1、16-2、17-1，共 24株菌株 

 

4. 培養基培養基培養基培養基 

      (1) Nutrient Broth (NB)，Becton Dickinson 

         Approximate formula* per liter (L) purified water 

         - beef extract 3.0 g 

         - peptone 5.0 g 

      (2) Agar 

 

第三節第三節第三節第三節、、、、儀器設備儀器設備儀器設備儀器設備 

分光光度計：日本 Hitachi公司 U-1100型。 

冷凍乾燥機：美國 Labconco 公司。 

微量離心機：德國 Heraeus 公司 Biofuge pico。 

粉碎機：台灣 佑崎機械有限公司，JA-14 原泰奇粉碎機。 
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殺菌釜： 日本 Tomy 公司 ES-315型。 

恆溫培養箱：台灣 Hotech 公司 low-temp incubator 707R。 

減壓濃縮裝置： 

- 旋轉蒸發器：瑞士 Büchi 公司 Rotavapor R-14。 

- 真空值控制器：瑞士 Büchi 公司 Vacuum Controller B-72。 

- 水浴鍋：瑞士 Büchi 公司 Waterbath B-480。 

- 水幫浦： 日本 Tokyo Rikakikai 公司 A-3S。 

- 冷卻裝置：日本 Eyela 公司 Cool Ace CA-1111。 

高效液相層析儀： 

- 液相層析儀幫浦：Model 584 Slovent Delivery Module (ESA Biosciences, 

USA) 

- 除氣裝置：德國 Thermo 公司 ERC-3215α。 

- 液相層析儀偵測器：Spectro MonitorⓇ 3200 

- 資料處理利用 SISC 積分層析軟體：台灣 SISC 公司 2.01版。 

 

第四節第四節第四節第四節、、、、實驗方法實驗方法實驗方法實驗方法 

1. 大豆異黃酮之萃取與純化大豆異黃酮之萃取與純化大豆異黃酮之萃取與純化大豆異黃酮之萃取與純化 

1.1 大豆之前處理大豆之前處理大豆之前處理大豆之前處理 

    秤取 100 g大豆，以粉碎機粉碎，加入 1000 mL n-hexane於室溫攪拌萃取

24小時，再以抽氣過濾裝置分離濾液與豆渣，濾液為含有大豆油的部份，而豆

渣備用。 

 

1.2 大豆異黃酮之萃取大豆異黃酮之萃取大豆異黃酮之萃取大豆異黃酮之萃取 

    將上述豆渣加入 1000 mL 60%甲醇於室溫攪拌萃取 2 小時，以抽氣過濾裝

置分離濾液與豆渣，再以 1000 mL 60%甲醇於室溫攪拌萃取 2 小時，共萃取兩
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次，將兩次濾液合併，經減壓濃縮抽離甲醇，濃縮約至 300 mL，減壓濃縮的溫

度需在 40℃以下，以避免 malonylglucosidic isoflavones降解。 

 

1.3 Diaion HP-20 疏水性管柱之層析分離疏水性管柱之層析分離疏水性管柱之層析分離疏水性管柱之層析分離 

    稱取 20 g Diaion HP-20疏水性樹脂，以 100%甲醇浸潤，填充於長 32公分，

直徑 2.5公分之玻璃管柱，填充後 bed volume約 70 cm3(3.9 cm2 × 18 cm)，而

void value約 45 mL。待 HP-20均勻沉降後，以蒸餾水取代管柱中的甲醇，直到

洗出液不含甲醇，再將大豆異黃酮濃縮液通入管柱。管柱流出速率約 1.25 

mL/min。 

1.4 大豆異黃酮之分離大豆異黃酮之分離大豆異黃酮之分離大豆異黃酮之分離 

    參考(林, 2008)之方法，利用 HP-20疏水性管柱將大豆異黃酮分離 

    將上述大豆異黃酮濃縮液，通過 HP-20疏水性管柱，再以大量清水流洗，

流洗至流出液為透明澄清，接著以 40%甲醇流洗，收集前 150 mL黃色溶液，

此為 malonylglucosidic isoflavones洗出液。 

    之後改用 70%甲醇流洗，收集約 100 mL橘紅色溶液，此為 glucosidic 

isoflavones洗出液。最後用 100%甲醇流洗，收集約 150 mL，此為 isoflavone 

aglycones洗出液。 

    將 malonylglucosides、glucosides、aglycones洗出液分別減壓濃縮抽乾甲醇， 

再分別冷凍乾燥，可得 malonylglucosides、glucosides以及 aglycones型式之異

黃酮乾燥粉末。Glucosidic isoflavones洗出液在冷凍乾燥前，先以殺菌釜加熱至

121℃，30分鐘，此步驟是為了將殘餘的 malonylglucosidic isoflavones轉變為

glucosidic isoflavones。 

 

2. 大豆異黃酮之含量分析大豆異黃酮之含量分析大豆異黃酮之含量分析大豆異黃酮之含量分析 

    參考(常, 2006)之方法，以 HPLC分析大豆異黃酮之含量。 
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Column: YMC-Pack ODS-AM C18 (5 µm, 250 × 4.6 mm) 

Mobile phase: solvent (A): 0.1%醋酸水溶液 

            solvent (B): 0.1%醋酸溶於乙腈 

Flow rate: 1.0 mL/min 

Sample loop: 20 µL    

Detection : 254 nm (Spectro MonitorⓇ 3200) 

Pump: Model 584 Slovent Delivery Module (ESA Biosciences, USA) 

    分析級 HPLC梯度流洗條件： 

前 20分鐘內，solvent (B)濃度由 15%增加至 20%，於之後的 10分鐘內，增加

至 24%，並平衡 6 分鐘，之後在 8 分鐘內增加至 35%，並平衡 6 分鐘，在之後

的 5 分鐘內降回 15%。此梯度主要用於 12種大豆異黃酮總含量之分析與定量，

總分析時間為 55分鐘。重新注入樣品前，需以 15%平衡 15分鐘。 

 

3. 大豆異黃酮含量之計算大豆異黃酮含量之計算大豆異黃酮含量之計算大豆異黃酮含量之計算 

Isoflavone content (µg/g) =  

AS = Peak area of isoflavone compounds 

A I.S = Peak area of internal standard (benzoic acid) 

CI.S = The concentration of internal standard (benzoic acid = 1000 ppm) 

V = Final volume (mL) 

MS = Sample weight (g) 

RRF = Relative response factor 

MW = Molecular weight 
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表 4. 本研究中計算大豆異黃酮含量之RRF值(relative response factor)與分子量 

Table 4. The RRF value was used to calculate the isoflavone content in the study. 

Isoflavone compound RRFBenzoic acid Molecular Weight 

Daidzin 

Genistin 

Malonyldaidzin 

Malonylgenistin 

Daidzein 

Genistein 

8.52 

10.42 

4.93 

9.13 

19.65 

16.38 

416 

432 

502 

458 

254 

270 
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4. 微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮 

4.1 菌株篩選菌株篩選菌株篩選菌株篩選 

    將 Bacillus subtilis FC編號 0 至 17-1等 24株菌株，分別取一接種環菌落至

已滅菌的 5 mL NB中，於 37℃、震盪(100 rpm)培養 12小時，之後測定其 OD600

大於 0.6，再加入 1 mL 0.3% 自行製備的 glucosidic isoflavones溶液，於 37℃震

盪(100 rpm)培養 12小時。取 1 mL發酵液加入 1 mL 含有內標(Benzoic acid)之

甲醇溶液後，離心(13,000 rpm, 10 min)，以分析級 HPLC分析之。 

 

  4.2 異黃酮之預處理異黃酮之預處理異黃酮之預處理異黃酮之預處理 

    稱取 0.3 g isoflavone glucosides和 isoflavone aglycones凍乾粉末，分別溶於

100 mL蒸餾水，將 glucosides和 aglycones水溶液置於殺菌釜 121℃，滅菌 15

分鐘。 

    稱取 0.3 g malonylglucosides凍乾粉末，溶於 100 mL無菌水，再以 0.22 µm

濾膜過濾除菌，因 malonylglucosides遇高溫會降解成 glucosides。 

 

  4.3 大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化 

    將 Bacillus subtilis FC-10於 NA 平板以四區劃線法於 37℃培養 12小時，挑

出單一菌落，接種至 NB 培養液，於 37℃、100 rpm震盪培養 12小時，此為預

培養液。 

    將預培養液接 1 mL至 29 mL NB，於 37℃震盪培養 12小時後，分別加入

6 mL 0.3% isoflavone glucosides、malonylglucosides、aglycones之溶液 (相當於

0.5 mg Isoflavone/mL)，於 37℃震盪培養 24小時。測定 0, 4, 8, 12, 24小時，異

黃酮之變化。 

 

5. 製備製備製備製備 NDA1、、、、NDA2 
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    取 Bacillus subtilis FC-10 之單一菌落接種至 200 mL NB，培養於 37℃，震

盪培養 12小時。分別接 5 mL菌液至 40個含有 145 mL NB之錐形瓶，培養 12

小時，每瓶加入 0.3% isoflavone aglycones 30 mL，培養 24小時後，離心(12,500 

rpm, 20 min)，取上清液。 

 

6. 分離與純化分離與純化分離與純化分離與純化 NDA1、、、、NDA2 

    將上述發酵液通過 HP-20疏水性管柱，收集濾液，再以蒸餾水流洗，收集

流洗液，合併濾液與流洗液，以冷凍乾燥將液體凍乾，再將凍乾粉末以 1:10 (w/v)

用 2 M NaCl(aq)回溶，以 6 N HCl 調整至 pH 1，以 1:1(v/v)乙酸乙酯萃取 3 次，

合併乙酸乙酯層，將乙酸乙酯層減壓濃縮至乾，乾燥物以乙醇回溶，再以 1 N 

NaOH(aq) 調整至 pH 5.5，此時會有沉澱生成，將乙醇減壓濃縮至乾，以純水回

溶，以 6 N HCl 調整至 pH 1，在 13000 rpm離心 10分鐘，將上清液以半製備

級 HPLC分析，並收集流洗液，將收集到的 NDA1 與 NDA2 流洗液減壓濃縮，

分別進入 LH-20 管柱，將雜質與 NDA1 和 NDA2 分離，得到純的 NDA1 與

NDA2，將此兩種純化物質凍乾，以進行 LC-MS 與 NMR 之分析。 

 

6.1 半半半半製製製製備型備型備型備型 HPLC 

  Column: SUPELCO Discovery® BIO Wide Pore C18 (250 × 10 mm, 5 μm) 

  Mobile phase: solvent (A): 0.1%三氟醋酸水溶液 

solvent (B): 0.1%三氟醋酸溶於甲醇 

  Flow rate: 4 mL/min 

  Sample size: 100 μL 

  Detector: Waters Tunable Absorbance Detector (254 nm) 

  Pump: Spectra Series P100, Thermo Fisher Scientific Inc., Barrington, IL, U.S.A. 
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HPLC梯度流洗條件： 

前 15分鐘，Solvent (B)由 10%增加至 25%，並平衡 10分鐘，總分析時間為 25

分鐘，重新注入樣品前需以 Solvent (B)10%平衡 20分鐘。 

 

6.2 LH-20 管柱之管柱之管柱之管柱之層析分離層析分離層析分離層析分離 

  取 20 g LH-20樹脂，以甲醇膨潤 24 h，再以 50%甲醇膨潤 12 h，再置換成

純水膨潤 6 h，將此樹脂裝填至長 30 cm，直徑 1.5 cm的玻璃管柱。再以 HPLC

收集 NDA1 與 NDA2。 

HPLC條件： 

Column: LH-20 column 

Mobile phase: ultrapure water 

  Flow rate: 1.3 mL/min 

  Sample size: 2 mL 

  Detector: Waters Tunable Absorbance Detector (254 nm) 

  Pump: Spectra Series P100, Thermo Fisher Scientific Inc., Barrington, IL, U.S.A. 

 

7. 以以以以 LC-MS 分析分析分析分析 Daidzein、、、、Genistein、、、、NDA1、、、、NDA2 

    以 Thermo Finnigan LCQ質譜分析系統(Thermo Finnigan LCQ Aadvantag, 

San Jose, CA)進行分析，樣品經由 Agilent 1100-Series HPLC system分析，分析

條件與「大豆異黃酮之含量分析」相同。MS 離子化方式為 ESI，以 postive V mode

分析，capillary temp: 200.5℃，cone voltage: 40 V，capillary voltage: 3.73 V。 

 

8. 以以以以 NMR 分分分分析析析析 NDA1、、、、NDA2 

    以 DMSO-d6溶解測試樣品，裝於 NMR tube中，以 600 MHz的 NMR 光譜
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儀器測試氫核、碳核在磁場作用下的吸收及相對位置，以推測樣品結構。1H 以

DMSO-d6作為內標，δ= 2.578；13C 以 DMSO-d6作為內標，δ= 39.9；31P以

triphenylphosphate做為外標，δ= - 17.5。 
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第第第第四四四四章章章章    結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論    

第一節第一節第一節第一節、、、、大豆大豆大豆大豆異黃酮之異黃酮之異黃酮之異黃酮之含量含量含量含量分析分析分析分析    

                100 g大豆粉經由 n-hexane脫脂後，其豆渣以 60%甲醇在室溫下萃取 2 小

時，萃取兩次，所得之濾液以 HPLC進行分析，大豆異黃酮之量測結果如表 5

所示，大豆異黃酮含量為 3589 µg/g，即本實驗所使用的大豆其異黃酮含量約為

0.36%。 

    實驗結果發現在大豆中以 malonylglucosides型式的異黃酮含量最高，其含

量大約為 0.23%，其中 malonyldaidzin含量為 1223 µg/g，malonylgenistin含量

為 1111 µg/g。其次含量較高的為 glucosides形式之異黃酮，其含量大約為 0.1%，

daidzin的含量為 481 µg/g，genistin的含量為 534 µg/g。大豆中含量最低的異

黃酮為 aglycones，其總量約為 0.02%，daidzein含量為 93 µg/g，genistein含量

為 147 µg/g。圖 8 為 100 g大豆粉脫脂後的 60%甲醇萃取物之 HPLC分析圖譜。 

    脫脂後的大豆粉以 60%甲醇萃取後，其萃取液經減壓濃縮抽離甲醇，由於

HP-20樹脂會吸附異黃酮，將不含甲醇的萃取液通過 HP-20疏水性管柱，先以

大量清水流洗至澄清，洗去不被 HP-20樹脂吸附的物質，再以 40%甲醇流洗，

收集約 150 mL的黃色流洗液，此黃色液體主要為 malonylglucosides型式之異

黃酮。圖 9 為 60%甲醇萃取液通過 HP-20管柱之 40%甲醇洗出液 HPLC分析圖

譜。 

    接著以 70%甲醇流洗，收集約 100 mL的橘紅色流洗液，此流洗液主要為

glucosides形式之異黃酮，如圖 10所示。將 70%甲醇流洗液減壓濃縮抽離甲醇，

接著以 121℃，處理 15 min，可將殘餘的 malonylglucosides轉變成 glucosides

形式的異黃酮，如圖 11所示。最後以 100%甲醇流洗，流洗液抽離甲醇，以 HPLC

分析，此部份為 aglycones形式之異黃酮，如圖 12所示。將以上三種形式之異

黃酮冷凍乾燥，做為後續微生物實驗的轉化基質。圖 13為三類大豆異黃酮之產

物。 
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Fig 8. HPLC chromatogram of the 60% MeOH crude extract from defatted 

soybeans. 

圖 8. 大豆脫脂後 60%甲醇萃取物之 HPLC分析圖譜 
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表 5. 大豆脫脂後 60%甲醇萃取物之異黃酮含量 

Table 5. Content of isoflavones in the 60% MeOH extract from defatted soybeans. 

M-daidzin：Malonyldaidzin 

M-genistin：Malonylgenistin 

 

 

 

 

 

Isoflavones content (µg/g soybean) 

  Daidzin Genistin M-daidzin M-genistin Daidzein Genistein Total 

Crude extract 481 534 1223 1111 93 147 3589 
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Fig 9. HPLC chromatogram of the 40% MeOH eluate from HP-20 column. 

圖 9. 通過 HP-20管柱之 40%甲醇洗出液之 HPLC分析圖譜 
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Fig 10. HPLC chromatogram of the 70% MeOH eluate from HP-20 column. 

圖 10. 通過 HP-20管柱之 70%甲醇洗出液之 HPLC分析圖譜 
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Fig 11. HPLC chromatogram of the 70% MeOH eluate from HP-20 column 

followed by heating 121℃, 30 min. 

圖 11. 通過 HP-20管柱之 70%甲醇洗出液經 121℃ 加熱 30分鐘後之 HPLC分

析圖譜 
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Fig 12. HPLC chromatogram of the 100% MeOH eluate from HP-20 column. 

圖 12. 通過 HP-20管柱之 100%甲醇洗出液之 HPLC分析圖譜
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Fig 13. Products of isoflavone from soybean. (Left to right is isoflavone glucosides, 

isoflavone malonylglucosides, and isoflavone aglycones) 

圖 13. 大豆異黃酮之產物 (由左而右依序為：isoflavone glucosides、isoflavone 

malonylglucosides、isoflavone aglycones) 
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第二第二第二第二節節節節、、、、微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮微生物之生物轉化異黃酮    

1. 1. 1. 1. 最適菌株篩選最適菌株篩選最適菌株篩選最適菌株篩選    

    分析結果顯示，B. subtilis 的轉化能力可分為三大類，第一類第一類第一類第一類：具有將

isoflavone glucosides轉化成 isoflavone aglycones之能力，並具有將 isoflavone 

aglycones轉化成 NDAs 之能力。第二類第二類第二類第二類：具有將 isoflavone glucosides轉化成

isoflavone aglycone之能力，但將 isoflavone aglycones轉化成 NDAs 能力較差

者。第三類第三類第三類第三類：將 isoflavone glucosides轉化成 isoflavone aglycones之能力較差，

且無法轉化成 NDAs 者。 

    表 6 為各菌株轉化 isoflavone glucosides之能力，除了 B. subtilis FC-15-2a

不具有將異黃酮轉化成 NDAs 之能力，其餘 23 株菌株皆可將 isoflavone 

glucosides轉化成 isoflavone aglycones，再將 isoflavone aglycones轉化成 NDAs，

其中以 B. subtilis FC-10的轉化能力最佳，所以選用此菌株做為後續實驗菌株。 
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表 6. Bacillus subtilis 菌株轉化 isoflavone glucosides之能力 

Table 6. The ability of B. subtilis strain for transforming isoflavone glucosides. 

 菌株編號 

轉化產物之能力 FC-0 FC-1 FC-2 FC-3 FC-4 FC-5 FC-6 FC-7 

Aglycones ＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 

NDAs ＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ 

 

 

 菌株編號 

轉化產物之能力 FC-9-1a FC-9-1b FC-9-2 FC-10 FC-11-1 FC-11-2 FC-12-1 FC-12-2 

Aglycones ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 

NDAs ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ 
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 菌株編號 

轉化產物之能力 FC-13 FC-13-1 FC-14-1 FC-15-2a FC-15-2b FC-16-1 FC-16-2 FC-17-1 

Aglycones ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 

NDAs ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ － ＋ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ 

*＋號愈多，表示轉化能力愈強。 
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2. 大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化大豆異黃酮之生物轉化 

2.1 B. subtilis FC-10 對對對對 aglycone isoflavones 之生物轉化之生物轉化之生物轉化之生物轉化 

    isoflavone aglycones經由 B. subtilis FC-10作用 4 h，isoflavone aglycones

之含量下降，且有 NDA1 與 NDA2 產生，在此顯示 isoflavone aglycones為 NDAs

的前驅物。 
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 14. HPLC chromatogram of isoflavone aglycones transformed by B. subtilis 

FC-10, (a) 0 h；(b) 4 h 

圖 14. Aglycones 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (a) 0 h；(b) 4 h 
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(c) 
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Fig 15. HPLC chromatogram of isoflavone aglycones transformed by B. subtilis 

FC-10, (c) 8 h；(d) 12 h 

圖 15. Aglycones 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (c) 8 h；(d) 12 h 
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(e) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 16. HPLC chromatogram of isoflavone aglycones transformed by B. subtilis 

FC-10, (e) 24 h 

圖 16. Aglycones 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (e) 24 h 
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  2.2 B. subtilis FC-10 對對對對 glucosidic isoflavones 之生物轉化之生物轉化之生物轉化之生物轉化 

    Glucosidic isoflavones經由 B. subtilis FC-10 作用後，glucosides形式之異

黃酮會隨時間轉化成 aglycones形式之異黃酮 (daidzin轉化為 daidzein，genistin

轉化為 genistein)，再轉化為 NDAs (daidzein轉化為 NDA1，genistein轉化為

NDA2)，圖 17~圖 19為 glucosidic isoflavones 經由 B. subtilis FC-10作用 0~24 h

之 HPLC分析圖譜。 

    在菌液中加入 glucosides之異黃酮 4 h後，daidzin與 genistin的含量大幅

度地減少，而 daidzein與 genistein的含量大大增加，顯示 B. subtilis FC-10能產

生將 glucosides之異黃酮轉化成 aglycones的酵素，(Setlow et al, 2004)指出 B. 

subtilis 具有 β-glucosidase活性，可將 glucosides之異黃酮水解成 aglycones之

形式。 

    經 B. subtilis FC-10作用 4~24 h之間，aglycones逐漸減少，在 8~24 h之間，

NDA1 及 NDA2 的產量逐漸增加。 

    在本實驗進行到 12 h 已偵測不出 genistin，但在 24 h仍有少許的 daidzin

未被轉化，顯示 genistin轉化成 genistein的速率較 daidzin轉化成 daidzein快。 
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(a) 
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Fig 17. HPLC chromatogram of isoflavone glucosides transformed by B. subtilis 

FC-10, (a) 0 h；(b) 4h 

圖 17. Glucosides 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (a) 0 h；(b) 4h 
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(c) 
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Fig 18. HPLC chromatogram of isoflavone glucosides transformed by B. subtilis 

FC-10, (c) 8 h；(d) 12h 

圖 18. Glucosides 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (c) 8 h；(d) 12h 
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(e) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 19. HPLC chromatogram of isoflavone glucosides transformed by B. subtilis 

FC-10, (e) 24 h 

圖 19. Glucosides 經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (e) 24 h 
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2.3 B. subtilis FC-10 對對對對 isoflavone malonylglucosides 之生物轉化之生物轉化之生物轉化之生物轉化 

  Isoflavone malonylglucosides在培養液內的起始濃度為 malonyldaidzin 125 

µg/mL，malonylgenistin 63 µg/mL，在此 isoflavone malonylglucosides含有少量

的 daidzin 16 µg/mL，圖 20~圖 24為 isoflavone malonylglucosides經由 B. subtilis 

FC-10作用之 HPLC層析圖譜，經由 B. subtilis FC-10 作用 8 小時後，daidzin

全部被轉化成 daidzein，isoflavone malonylglucosides在 0~144小時慢慢轉化為

aglycones，卻沒有 NDAs 的產生，可能是 malonylglucosides在轉化為 aglycones

時，產生抑制生成 NDAs 之物質。 
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(a) 
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Fig 20. HPLC chromatogram of isoflavone malonylglucosides transformed by B. 

subtilis FC-10, (a) 0 h；(b) 4 h 

圖 20. Malonylglucosides經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (a) 0 h；

(b) 4 h 
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(c) 
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Fig 21. HPLC chromatogram of isoflavone malonylglucosides transformed by B. 

subtilis FC-10, (c) 8 h；(d) 12 h 

圖 21. Malonylglucosides經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (a) 8 h；

(b) 12 h 



 

 52 

(e) 
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Fig 22. HPLC chromatogram of isoflavone malonylglucosides transformed by B. 

subtilis FC-10, (e) 24 h；(f) 48 h 

圖 22. Malonylglucosides經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (e) 24 h；

(f) 48 h 
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(g) 
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Fig 23. HPLC chromatogram of isoflavone malonylglucosides transformed by B. 

subtilis FC-10, (g) 72 h；(h) 96 h 

圖 23. Malonylglucosides經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (g) 72 

h；(h) 96 h 
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(i) 
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Fig 24. HPLC chromatogram of isoflavone malonylglucosides transformed by B. 

subtilis FC-10, (i) 120 h；(j) 144 h 

圖 24. Malonylglucosides經由 B. subtilis FC-10轉化之 HPLC分析圖譜 (i) 120 

h；(j) 144 h 
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 3. NDA1 與與與與 NDA2 之分離與純化之分離與純化之分離與純化之分離與純化 

    將發酵液通過 HP-20疏水性管柱，收集流出液，此流出液含有 NDA1 與

NDA2(如圖 25所示)；而 HP-20樹脂可將未轉化之異黃酮吸附，圖 26為 100%

甲醇流洗通過發酵液的 HP-20管柱之洗出液 HPLC層析圖譜，可發現被 HP-20

所吸附的物質是未被 B. subtilis FC-10轉化的 aglycones。 

將收集到的流出液凍乾，將凍乾樣品以 1：10 (W/V) 加水回溶，以 6 N HCl

調整至 pH 1，使 NDAs 為不解離狀態，再以乙酸乙酯萃取 NDAs，發現 NDAs

分佈於乙酸乙酯層。將乙酸乙酯層抽乾以乙醇回溶，以 NaOH調整至 pH5.5，

此時有 NDAs 沉澱生成，收集沉澱物，去除溶劑，以水回溶沉澱物，以 6 N HCl 

調整至 pH 1，以半製備級 HPLC回收 NDA1 與 NDA2，圖 27為以半製備級 HPLC

分析 NDAs 之圖譜。將圖譜上的 NDA1 與 NDA2 之波峰分別收集，經減壓濃縮，

將濃縮液以 HPLC幫浦通過 LH-20 管柱，可將雜質與 NDA1、NDA2 分開，收

得 NDA1 與 NDA2，圖 28為 NDA1 與 NDA2 過 LH-20 後之 HPLC分析圖譜。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 25. The fraction of fermentation broth through the HP-20. 

圖 25. 發酵液通過 HP-20之濾液之 HPLC分析圖譜 
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Fig 26. The fraction of 100% MeOH eluate from fermentation broth through the 

HP-20 column. 

圖 26. 以 100%甲醇流洗發酵液通過 HP-20管柱之洗出液之 HPLC分析圖譜 
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Fig 27. HPLC chromatogram of NDAs from preparation HPLC system. 

圖 27. 以半製備級 HPLC分析 NDAs 之圖譜 
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(a) 
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Fig 28. HPLC chromatogram of NDAs through LH-20 column, (a) NDA1；(b) 

NDA2 

圖 28. NDAs通過 LH-20 管柱後之 HPLC分析圖譜 (a) NDA1；(b) NDA2 
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4. NDA1 與與與與 NDA2 之結構鑑定之結構鑑定之結構鑑定之結構鑑定 

  4.1 UV 吸收光譜吸收光譜吸收光譜吸收光譜 

    圖 29~圖 30為 daidzin、daidzein與 NDA1 之 UV 吸收光譜，daidzin在 248.0 

nm與 310.8 nm有吸收波峰，daidzein在 248.0 nm與 300.3 nm有吸收波峰，NDA1

在 249.0 nm與 310.3 nm有吸收波峰，以上三者的吸收波長非常相近，且波形

相似，說明 NDA1 的結構可能與 daidzin、daidzein相似。 

    圖 31~圖 32為 genistin、genistein與 NDA2 之 UV 吸收光譜，genistin在 258.6 

nm與 310.8 nm有吸收波峰，genistein在 258.6 nm與 310.8 nm有吸收波峰，NDA2

在 257.9 nm與 310.3 nm有吸收波峰，以上三者的吸收波長非常相近，波形相

似，說明 NDA2 的結構可能與 genistin、genistein相似。 

    UV 吸收只能判定它們的結構相似，詳細結構須以 LC-MS 以及 NMR 鑑定。 
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(a) 

(b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 29. UV absorbance spectra of Isoflavone, (a) daidzin；(b) daidzein 

圖 29. 大豆異黃酮之 UV 吸收光譜 (a) daidzin；(b) daidzein 
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Fig 30. UV absorbance spectra of NDA1. 

圖 30. NDA1之 UV 吸收光譜 
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(a) 
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Fig 31. UV absorbance spectra of Isoflavone, (a) genistin；(b) genistein 

圖 31. 大豆異黃酮之 UV 吸收光譜 (a) genistin；(b) genistein 
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Fig 32. UV absorbance spectra of NDA2. 

圖 32. NDA2之 UV 吸收光譜 
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  4.2 LC-MS/MS 分析分析分析分析 

    本實驗將 daidzein與 genistein之標準品以及 NDA1、NDA2 進行 LC-MS/MS

分析，鑑定其結構之相關性。圖 33為 daidzein之 ESI-MS圖譜，daidzein的母

離子峰為 m/z 255 [M+H]＋，而 daidzein經由 ESI-MS之高溫及電壓的能量，形

成 benzopyrone 碎片有 m/z 119 和 m/z 137。圖 34為 NDA1 之 Full MS 圖譜，

NDA1 的母離子峰為 m/z 335 [M+H]＋，圖 35為 NDA1 之 ESI-MS圖譜，其子

離子峰為 daidzein m/z 255，得知 NDA1 m/z＝(daidzein+80)。 

圖 36為 genistein之 ESI-MS圖譜，genistein的母離子峰為 m/z 271 [M+H]

＋，由圖可看出 genistein經由 ESI-MS之高溫及電壓的能量，形成 benzopyrone 碎

片有 m/z 153。圖 37為 NDA2 之 Full MS 圖譜，NDA2 的母離子峰為 m/z 351 

[M+H] ＋，圖 38為 NDA2 之 ESI-MS圖譜，其子離子峰為 genistein m/z 271，得

知 NDA2 m/z＝(genistein+80)，並且在圖譜中有 m/z 233的子離子峰，推測此分

子量 80的物質可能接於 A 環 C-7的 OH group上。 

    一般推斷分子量為 80的分子可能為-SO3H 或-PO3H2，在 MS 圖譜上發現

NDAs 出現同位素峰，NDA1：m/z (%)，335.13 (M+，100)，336.13 (M+1，17.83)，

337.27 (M+2，2.28)；NDA2：m/z (%)，351.13 (M+，100)，352.13 (M+1，16.03)，

與附錄二計算後對照，若為含硫物質，則 M+2 應大於 4.26%，所以排除 NDAs

為含硫物質之可能。 
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daidzeinMS2_255_35  #1-34 RT: 0.03-1.00 AV: 34 NL: 4.15E4
T: + p ESI Full ms2 255.50@35.00 [ 80.00-300.00]
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Fig 33. ESI-MS/MS of daidzein standard. 

圖 33. Daidzein標準品之 ESI-MS/MS圖譜 
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Fig 34. Full MS of NDA1 solution. 

圖 34. NDA1之 Full MS 圖譜 

 

 

 

 

 

 

 

20110603_NDA1_POSITIVE200_1000_32 #289 RT: 9.07 AV: 1 NL: 2.09E5
T: + p ESI Full ms [ 200.00-1000.00]
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Fig 35. ESI-MS/MS of m/z 335 (M+H+) of NDA1. 

圖 35. NDA1之 ESI-MS/MS圖譜 
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20110801-genistein #1177-1268 RT: 47.96-51.63 AV: 46 NL: 4.38E3
F: + p ESI Full ms2 271.00@35.00 [ 70.00-500.00]
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Fig 36. ESI-MS/MS of genistein standard. 

圖 36. Genistein標準品之 ESI-MS/MS圖譜 
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20110603_NDA2_POSITIVE200_100032 #476-489 RT: 15.19-15.62 AV: 8 NL: 3.23E4
T: + p ESI Full ms [ 200.00-1000.00]
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Fig 37. Full MS of NDA2 solution. 

圖 37. NDA2之 Full MS 圖譜 
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20110802-NDA2 #252-446 RT: 10.19-17.94 AV: 97 NL: 3.06E2
F: + p ESI Full ms2 351.00@35.00 [ 95.00-500.00]
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Fig 38. ESI-MS/MS of m/z 351 (M+H+) of NDA2. 

圖 38. NDA2之 ESI-MS/MS圖譜 
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4.3 NMR 光譜鑑定光譜鑑定光譜鑑定光譜鑑定 

  NDA1 之 1H-NNR，如圖 39所示，1H-NNR (600 MHz, DMSO-d6)：δ 6.89 (2H, 

H-3’, 5’)，δ 7.33 (1H, H-6)，δ 7.47 (2H, H-2’, 6’)，δ 7.51 (1H, H-8)，δ 8.11 (1H, 

H-5)，δ 8.45 (1H, H-2)。由圖 40. NDA1之 13C-1H (COSY, HSQC)光譜，得知 7

與 4’的位置是接上非 C-H 之官能基。NDA1 之 13C-31P coupling如圖 41所示，

13C -NNR (150 MHz)：δ 108.2 (J=5.12 Hz, C-8)，δ 114.8 (C-3’, 5’)，δ 118.4 (J=6.15 

Hz, C-6)。NDA1 之 31P-NNR如圖 42所示，在-6.851 ppm有訊號，表示為含磷

之化合物，經由以上數據分析，NDA1 為 Daidzein-7-O-phosphate。 

  NDA2 之 1H-NNR，如圖 43所示，1H-NNR (600 MHz, DMSO-d6)：δ 6.62 (1H, 

H-6)，δ 6.82 (2H, H-3’, 5’)，δ 6.88 (1H, H-8)，δ 7.39 (2H, H-2’, 6’)，δ 8.39 (1H, 

H-2)。由圖 44. NDA2之 13C-1H (COSY, HSQC)光譜，得知 5、7 與 4’的位置是

接上非 C-H 之官能基。NDA2 之 13C-31P coupling如圖 45所示，13C -NNR (150 

MHz)：δ 98.8 (J=5.39 Hz, C-8)，δ 103.4 (J=5.86 Hz, C-6)，δ 115.6 (C-3’, 5’)。NDA2

之 31P-NNR如圖 46所示，在-6.2794 ppm有訊號，表示為含磷之化合物，經由

以上數據分析，NDA2為Genistein-7-O-phosphate。圖 47. Daidzein-7-O-phosphate 

與 genistein-7-O-phosphate之化學結構。 
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Fig 39. 1H-NNR of NDA1. 

圖 39. NDA1之 1H-NNR 光譜圖 
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Fig 40. The two-dimensional NMR spectra (13C-1H COSY, HSQC) of NDA1. 

圖 40. NDA1之二維 NMR(13C-1H COSY, HSQC)光譜圖 
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Fig 41. 13C-31P coupling of NDA1. 

圖 41. NDA1之 13C-31P耦合光譜圖 
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Fig 42. 31P-NMR of NDA1. 

圖 42. NDA1之 31P-NMR光譜圖 
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Fig 43. 1H-NNR of NDA2. 

圖 43. NDA2之 1H-NNR 光譜圖 
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Fig 44. The two-dimensional NMR spectra (13C-1H COSY, HSQC) of NDA2. 

圖 44. NDA2之二維 NMR(13C-1H COSY, HSQC)光譜圖 
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Fig 45. 13C-31P coupling of NDA2. 

圖 45. NDA2之 13C-31P耦合光譜圖 
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Fig 46. 31P-NMR of NDA1. 

圖 46. NDA1之 31P-NMR光譜圖 
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Fig 47. The chemical structures of daidzein-7-O-phosphate and 

genistein-7-O-phosphate. 

圖 47. Daidzein-7-O-phosphate 與 genistein-7-O-phosphate之化學結構 
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第第第第五五五五章章章章    結結結結論論論論 

1. 以 60%甲醇萃取大豆之異黃酮，此萃取液經由 HP-20疏水性管柱，分別以

40%、70%、100% 之甲醇流洗，可分別獲得 malonylglucosides、glucosides、

aglycones之異黃酮。分離到的含有部份 malonylglucosidic isoflavones 之

glucosidic isoflavones流洗液採用高溫 121℃加熱 30分鐘而將 malonylglucosidic 

isoflavones轉變為 glucosidic isoflavones。 

2. 經由 UV、LC-MS/MS、以及 NMR 鑑定 NDAs 之結構，NDA1 為 daidzein之

衍生物 Daidzein-7-O-phosphate，分子量為 334；NDA2 為 genistein之衍生物

Genistein-7-O-phosphate，分子量為 350。 

3. 大部份 Bacillus subtilis natto strain具有將 glucosides之異黃酮轉化為

aglycones再轉化為 aglycones-7-O-phosphate之能力，其中以 B. subtilis FC-10

的轉化能力最佳。 

4. 由 B. subtilis FC-10分別轉化三大類大豆異黃酮，發現 aglycones之異黃酮為

aglycones-7-O-phosphate之前驅物。Glucosides之異黃酮會先被轉化為 aglycones

再轉化為 aglycones-7-O-phosphate。而 Malonylglucosides之異黃酮只能被 B. 

subtilis FC-10轉化為 aglycones，卻不能再轉化為 aglycones-7-O-phosphate。 

5. Daidzein-7-O-phosphate與 Genistein-7-O-phosphate的水溶性比 aglycones佳。 
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