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一、前言 

    醬油中的重要成分為胜肽、游離胺基酸、有機酸、還原醣及鹽等。過去研究中多半

以日式醬油之機能性及其成分為主 (Kataoka, 2005)，結果發現日式醬油中 nicotianamine 

具有降血壓(Kinoshita et al., 1993)、p-hydroxy-butyl benzoate 具有抗菌 (Akiba et al., 

1957)、4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone (HMF)，4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone 

(HDMF) 及 4-hydroxy-2(or5)-ethyl-5(or 2)-methyl-3(2H)-furanone (HEMF) 具有抗癌 

(anticarcinogenic) (Nagahara et al., 1992)，抗白內障 (anticataract) 等功能。而醬油經研究

發現具有良好之抗氧化特性，陳年醬油 (亦稱老抽，dark soy sauce) 中之抗氧化物質目

前被證實的只有 3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one (maltol) (Long et al., 2000; Wang et 

al., 2007)；魚醬油及日式醬油具有良好清除 DPPH 自由基清除能力 (Aoshima and 

Ooshima, 2009)，但作者並未測定其主要之抗氧化物質為何。 

    過去研究發現，發酵大豆產品之脂質較未發酵大豆產品更不易發生氧化 (Esaki et al. 

1994)。游離異黃酮 (free isoflavones) 如 daizein (7,4’-dihydroxyisoflavone) 及 genistein 

(5,7,4’-trihydroxyisoflavone) 均為經微生物發酵後所產生的抗氧化物質。若將大豆以不同

微生物進行發酵，則會產生不同型態及抗氧化能力之異黃酮，如大豆以 Aspergillus saitoi 

發酵後，則會產生 8-hydroxydaidzein (8-OHD) 及 8-hydroxygenistein (8-OHG)，此二種

物質是在發酵過程中進行 hydroxylation 作用而產生，且較 daizein 及 genistein 之抗氧

化力為佳 (Esaki et al., 1998)；另天貝 (tempeh) 之製程中若將大豆 Rhizopus 菌屬發酵

後更可得到具有高抗氧化力之 6-hydroxydaidzein (6-OHD)，但若以純粹培養後之 

Rhizopus oligosporus 進行發酵，則發現並未能形成 6-OHD，顯示以大豆以不同微生物

進行發酵，異黃酮成分之型式亦有不同，其所具有之抗氧化力也隨之有異 (Esaki et al., 

1999)。Ito et al. (1993) 認為醬油中之異黃酮成分具有抗腫瘤的功效，但亦有其他研究認

為醬油中不具有多量水溶性之異黃酮，因為如 genistin 及 daidzin 在發酵時會轉變成水

難溶性之 genistein 及 daidzein (Kataoka, 2005)。醬油粕中含有豐富的膳食纖維外，亦含

有水難溶性之 genistein 及 daidzein (Yeh et al., 2005)，其總含量約為 1200-1480 

μmol/100 g，因此若善加利用，亦可開發成保健食品。HDMF 及 HEMF 具有甜味及焦

糖之風味，一般認為是日式醬油發酵過程中由 Zygosaccharomyces rouxii 合成 (Sasaki et 

al., 1991; Hecquet et al., 1996)，醬油中的這二種 4-hydroxyfuranones 主要是因還原醣及

胺基酸之梅納反應 (Maillard reaction) 而產生，而醬油在加熱殺菌過程中此反應會更加

快速。梅納反應產物在醬油中除具有增色及增加風味等功能外，亦具有清除 DPPH 及 

ABTS 等自由基之抗氧化能力 (Nagahara et al., 1992; Kataoka et al., 1997; Kim and Lee, 

2009)。 

    因此本研究之目的為測定醬油粕之抗氧化活性並分析並純化其抗氧化物質，包含異

黃酮及梅納反應產物等。 

 

二、材料與方法 

 (一) 材料 

    醬油粕由屏東縣之醬油工廠提供，置於 -20℃ 下運送至實驗室，並直接於同溫度

下凍藏備用。 

 (二) 方法 

  1. 樣品處理 



    實驗進行前，冷凍之醬油粕進行冷凍乾燥後以粉碎機粉碎成粉末狀。 

  2. DPPH 自由基清除能力 (DPPH radical-scavenging capacity) 之測定 

    取反應物 (3 mL) 含 0.5 mL 0.5 M acetic acid buffer (pH 5.5)，1 mL 0.2 mM DPPH 

之 ethanol 溶液及 1.5 mL 經 50% ethanol 適當稀釋之樣品，快速振盪混合之 (Aoshima 

et al., 2004)，在室溫下靜置 30 min，測定其在 517 nm 下之吸光值，對照組則以去離子

水取代樣品行之。 

    DPPH radical-scavenging capacity (%) ＝ [1－(OD517 sample/OD517 control)]×100 

       OD517 sample：樣品之吸光值 

       OD517 control：以去離子水取代樣品之吸光值 

  3. 亞鐵離子螯合能力 (Decker and Welch, 1990) 

    取 0.25 mL 經適當稀釋之樣品加入 0.025 mL 之 2 mM FeCl2˙4 H2O 及 0.925 

mL 甲醇，30 s 後再加入 0.05 mL 之 ferrozine 反應 10 min，測定其在 562 nm 之吸光

值。亞鐵離子 (Fe
2+

) 與 ferrozine 所形成之複合物於波長 562 nm 下有強的吸收，吸光

值越強，表示樣品螯合亞鐵離子的能力越強。 

    亞鐵離子螯合能力 (%) ＝ [1－(OD562 sample / OD562 control)] × 100 

OD562 sample：樣品之吸光值 

       OD562 control：以去離子水取代樣品之吸光值 

  4. 抗氧化活性物質分析及鑑定 

  (1) 異黃酮分析 

   a. 異黃酮之萃取 

    參考 Genovese and Lajolo (2002) 之方法，取 1 g 樣品 以 80% methanol 水溶液 

(1:20 w/v) 在 4℃ 下攪拌 2 h，萃取物以 Whatman No. 6 過濾，此步驟重覆 3 次，以 

≦ 40℃ 進行減壓濃縮至 methanol 脫除為止，萃取物總體積以去離子水調整至 30 

mL，再注入預先以 20 mL methanol 及 60 mL 去離子水調整之 polyamide column，以 

20 mL 去離子水沖洗不純物，再以 50 mL methanol/ammonia (99.5:0.5) 沖提。生醬油及

醬油則直接取 5 mL 直接注入 polyamide column，所得之沖提液則以減壓濃縮法將體積

濃縮至 0.2-0.4 mL，再加入 LC 級 methanol 調整體積至 2 mL，以 0.22 μm PTFE 濾

膜 (tetrafluoroethylene) 過濾，並進行 HPLC 分析。 

   b. HPLC 分析-----Daidzein, Genistein, Daidzin, Genistin 

    異黃酮之 HPLC 分析參考 Song et al. (1998) 之方法，使用 C18 NovaPak 管柱 (30 

cm × 4.6 mm i.d.)，取 20 μL 萃取物注入，移動相組成包含 0.1% glacial acetic acid in 

water 及 0.1% glacial acetic acid in acetonitrile 以線性梯度為之，實驗條件為：15% 之 

0.1% glacial acetic acid in acetonitrile 維持 5 min，在之後 31 min 增加至 29%，之後 8 

min 後增加至 35%，之後 6 min 再減低為 15%，流速：前 5 min 為 1 mL/min，之後 

0.5 min 增加至 1.5 mL/min 並維持 39 min，之後再調整至 1 mL/min，photodiode array 

detector 記錄 200-350 nm 下之吸光值。 

   c. HPLC 分析-----8-OHD, 8-OHG, 6-OHD 

    為鑑定在醬油發酵期間是否產生 8-OHD、8-OHG 甚至 6-OHD，因此參考 Esaki et 
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al. (1999) 之方法，取樣品 10 g 加入 15 mL methanol (含 0.1 % trifluoroacetic acid; TFA) 

在室溫下萃取 20 min，再以 Amberlite XAD-4 column chromatography 分劃，經 

methanol-water (60:40 v/v) 沖提後以 fluorescent TLC plate 與 toluene:ethyl 

formate:formic acid (10:8:2 v/v/v) 展開，若沖提液中含有 8-OHD 及 8-OHG 者，會與 

tocopherol-stripped soybean oil 分別在 Rf 0.45 及 0.60 產生抗氧化點，在 Rf 0.52 處有

抗氧化點時則為 6-OHD。若在其他處產生抗氧化點時，即代表有其他抗氧化物質，則

再進行 HPLC、FAB-MS 或 NMR 純化及鑑定。 

  (2) 梅納反應產物之分析 

   a. 樣品之萃取 

    參考 Kataoka et al. (1997) 之方法，取醬油粕乾燥粉末 20 g，生醬油及醬油各 300 

mL，以 400 mL ethyl acetate 萃取 2 次，在有機層中加入 anhydrous sodium sulfate 脫

水，以 Whatman No. 4 過濾後將濾液進行減壓濃縮，最終濃縮物則溶解於 300 mL 去

離子水中，以 0.45 mm 膜過濾滅菌後貯藏於 4℃ 下備用。 

b. HPLC 分析 

    以 C-18 RP column (4.6 × 250 mm) 為管柱，分析條件如下：acetonitrile/0.1 M acetate 

buffer (pH 3.7) 為移動相，1% for 15 min, 1-40% linear gradient over 80 min, 40-90% linear 

gradient over 30 min，流速為 1 mL/min，在室溫下以 285 nm 檢測之。若有其他物質，

則再進行 HPLC、FAB-MS 或 NMR 純化及鑑定。 

 

三、結果與討論 

(一) DPPH 自由基清除能力及亞鐵離子螯合能力 

    本研究利用不同溶劑萃取其抗氧化成分，結果發現 DPPH 自由基清除能力中 

(Figure 1)，水萃取物約為 12.8%、甲醇萃取物為 28.6% 及乙酸乙酯萃取物為 38.3%。

而亞鐵離子螯合能力方面 (Figure 2)，水萃取物約為 8.7%、甲醇萃取物為 33.2% 及乙

酸乙酯萃取物為 35.7%。此結果顯示水萃取物中，應多為可溶性有機酸、胺基酸等物質，

因此其抗氧化能力較弱；而甲醇萃取物中可將異黃酮萃取出來，而異黃酮具有相當之抗

氧化力；乙酸乙酯萃取物則含有異黃酮物質及梅納反應產物，因此具有更佳之抗氧化力 

(Kataoka et al., 1997; Esaki et al., 2004)。 

 

(二) 抗氧化物質鑑定 

    本研究將各種萃取物進行鑑定其抗氧化物質，結果發現在水萃取物中具有低含量之

異黃酮物質，如 8-OHD、8-OHG、daidzein 及 genistein，且其含量分別為 0.28、0.32、

0.46 及 0.32 mg/g (Table 1)。而甲醇萃取物中含有較高含量之異黃酮，8-OHD、8-OHG、

daidzein 及 genistein 之含量分別為 1.6、1.9、13.4 及 15.8 mg/g；而乙酸乙酯不僅含

有異黃酮，另含有梅納反應產物，8-OHD、8-OHG、daidzein、genistein、HDMF 及 HEMF，

且其含量分別為 3.5、3.7、25.6、33.2、0.24 及 0.23 mg/g。由此結果發現，醬油粕中

各萃取物含量與之前研究相似 (Esaki et al., 2004)，而此結果也可印證與前述抗氧化能

力，乙酸乙酯萃取物因含有較高之異黃酮及梅納反應產物，因此所具有之抗氧化能力最

高。 

 

四、結論 

    本研究結果證實醬油粕中確實含有良好之抗氧化物質，其中包含異黃酮類物質及梅

納反應產物，而且以乙酸乙酯萃取物中含量最高，因此若能將醬油粕回收加以利用，則



可以開發為保健食品，並且避免環境污染及增加收益。 
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Figure 1  DPPH radical-scavenging capacity of each fraction prepared from soy sauce 

cake. 
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Figure 2  Chelating activity of each fraction prepared from soy sauce cake. 

 

 

Table 1 Amounts of antioxidative compounds in each fraction prepared from soy sauce cake 

(mg/g). 

 8-OHD 8-OHG Daidzein Genistein HDMF HEMF 

Water 

extract 

0.28 0.32 0.46 0.32 nd nd 

EtOH 

extract 

1.6 1.9 13.4 15.8 nd nd 



EtOAC 

extract 

3.5 3.7 25.6 33.2 0.24 0.23 

nd: not determined 
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