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摘　要：采用正交试验设计对化学钝化法（亚硫酸钠法）和物理钝化法（微波法和超声波法）进行比较。结果表明：

化学法钝化的最优钝化工艺条件为：Ｎａ２ＳＯ３０．０３ｍｏｌ·Ｌ
－１
，温度 ７５℃，钝化时间 ６０ｍｉｎ；物理微波法钝化为：微波

功率２３０Ｗ，时间９０ｓ，粉碎度为过６０目筛；物理超声波钝化法为：加水量２０ｍＬ，时间３０ｍｉｎ，粉碎度为过６０目筛。

３种钝化方法处理后，脲酶活性均低于 ０．３Ｕ，符合优质饲料的要求。
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　　大豆因其蛋白质含量高和氨基酸平衡性好而
成为畜禽优良的植物性蛋白质源。但大豆中存在

着一些严重制约大豆丰富营养高效利用的生物活

性复合物—大豆抗营养因子
［１］
，它们阻碍营养物质

的消化吸收，降低大豆蛋白的利用效率，更危及动

物的健康与生长繁殖，严重影响畜牧业生产与发

展
［２］
。消除大豆中抗营养因子的作用，主要通过减

少抗营养因子含量和降低或钝化其活性来实现。

国家颁布有关大豆制品中抗营养因子检测标准中

均以脲酶活性作为大豆制品中“抗营养因子指

标”
［３］
。脲酶活性只要在 ０．０３～０．４０Ｕ范围内，饲

用效果均良好
［４］
。

大豆抗营养因子的钝化通常有物理法和化学

法。化学钝化一般都是在生大豆制品或结晶物中

加入一定的化学物质，使抗营养因子失活或活性降

低
［５］
。该方法设备简单化学残留量很低。物理钝

化是利用抗营养因子的热不稳定性，经适宜的加热

处理，使大豆蛋白质的可溶性降低，抗营养因子失

活或变性，有效改善大豆中蛋白质等营养成分的消

化率
［６］
。该文采用正交试验法比较了化学钝化法

（亚硫酸钠法）和物理钝化法（微波法和超声波法）

以确定钝化大豆脲酶抗营养因子的最优工艺条件，

为指导优良饲料生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料与试剂
大豆豆粕：黑龙江九三油脂有限责任公司；磷

酸氢二钠：天津市大茂化学试剂厂；磷酸二氢钾：天

津市大茂化学试剂厂；无水亚硫酸钠：天津市耀华

化工厂；尿素：天津市河东区红岩试剂厂；ＮａＯＨ：沈
阳新兴试剂厂；盐酸：沈阳市华东试剂厂，试剂均为

分析纯。试验用水均为蒸馏水。

１．２　试验仪器
ＤＦ１集热式加热搅拌器：金坛市虹盛仪器厂；

ＥＬ２０实验室 ｐＨ计：上海梅特勒托利用仪器有限公
司；标准分析筛：浙江上虞市华丰五金仪器有限公
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司；ＪＡ２００３Ｎ分析天平：上海精密科学仪器有限公
司；ＨＷＳ２１型电热恒温水浴锅：上海一恒科学仪器
有限公司；ＳＨＢ３循环水真空泵：上海生申科技有限
公司；ＭＫ２４８５Ｍ型微波炉：青岛海尔微波制品有限
公司；超声波清洗机：上海科导超声仪器有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　亚硫酸钠法　采用三因素三水平正交试验
设计（表 １）。具体过程：称取相同质量的豆粕 ２ｇ
至试管中，共９组。分别加入指定浓度的亚硫酸钠
溶液５ｍＬ，将溶液加热至指定温度，按不同的时间
进行钝化。钝化后，对所得内容物进行抽滤，将抽

滤所得的豆粕真空干燥，再经过研磨过 ４０目标准
筛后以备检测。

表 １　Ｎａ２ＳＯ３法的正交试验因素和水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎｏｆ

ｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆｉｔｅｍｅｔｈｏｄ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｃ浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｏｌ·Ｌ－１

１ ７０ ３０ ０．０２

２ ７５ ６０ ０．０３

３ ８０ ９０ ０．０４

１．３．２　微波法　采用三因素三水平正交试验设计
进行脲酶的微波法钝化处理（表 ２）。具体步骤：称
取不同粒度的豆粕 ３ｇ，共 ９组。分别加水 ２０ｍＬ，
放入微波炉中，在一定功率和时间下进行钝化。样

品处理后，对所得内容物进行抽滤，将抽滤得到的

豆粕真空干燥，再经过研磨过 ４０目标准筛后以备
检测用。

表 ２　微波法的正交试验因素和水平表

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎｏｆ

ｍｉｃｒｏｗａｖｅｍｅｔｈｏｄ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ功率

Ｐｏｗｅｒ／Ｗ

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ／ｓ

Ｃ粉碎度

Ｓｍａｓｈｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ／ｓｉｅｖｅ

１ １２０ ６０ 粗筛

２ ２３０ ９０ １０目筛

３ ３８０ １２０ ６０目筛

１．３．３　超声法　超声法钝化脲酶同样采用正交试
验设计（表３）。具体操作：称取相同质量不同粒度
的豆粕３ｇ，共９组。分别加入 ２０～４０ｍＬ的水，超
声２０～４０ｍｉｎ。样品处理后，对所得内容物进行抽
滤，将抽滤所得的豆粕干燥，再经过研磨过 ４０目标
准筛后以备检测。

表 ３　超声波法的正交试验因素和水平表

Ｔａｂｌｅ３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎｏｆ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｍｅｔｈｏｄ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ加水量

Ｗａｔｅｒ／ｍＬ

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｃ粉碎度

Ｓｍａｓｈｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ／ｓｉｅｖｅ

１ ２０ ２０ 粗粉

２ ３０ ３０ １０目筛

３ ４０ ４０ ６０目筛

１．４　测定项目与方法
１．４．１　溶液的制备　（１）尿素磷酸盐缓冲液
（ｐＨ７．０）：分别称取８．９５ｇ磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）
和３．４０ｇ磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）溶于水中并定容至
１０００ｍＬ。再称取 ３０ｇ尿素溶于该磷酸盐缓冲液
中，并调节 ｐＨ值至 ７．０。（２）盐酸溶液［ｃ（ＨＣｌ）＝
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１］：移取 ８．３ｍＬ盐酸，用水稀释至
１０００ｍＬ。（３）氢 氧 化 钠 溶 液 ［ｃ（ＮａＯＨ）＝０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１］：称取 ４ｇ氢氧化钠溶于水并定容至
１０００ｍＬ，按 ＧＢ／Ｔ６０１规定的方法配制和标定。
１．４．２　豆粉的制备　将普通市售大豆豆粕通过研
磨后，分别过不同目（１０、４０、６０目）的标准筛待用。
１．４．３　脲酶活性的检测　精确称取 ０．２０ｇ的试样
于玻璃试管中，加入１０ｍＬ尿素缓冲液，立即盖好试
管盖剧烈振摇后，将试管马上置于３０℃恒温水浴中，
计时保持３０ｍｉｎ。要求每个试样加入尿素缓冲液的
时间间隔保持一致。停止反应时再以相同的时间

间隔加入 １０ｍＬ盐酸溶液，振摇后迅速冷却至
２０℃。将试管内容物全部转入烧杯中，用 ２０ｍＬ水
冲洗试管数次，以氢氧化钠标准溶液用酸度计滴定

至 ｐＨ４．７。
另取试管做空白试验。精确称取 ０．２０ｇ的试

样于玻璃试管中，加入 １０ｍＬ盐酸溶液，振摇后再
加入１０ｍＬ尿素缓冲液，立即盖好试管盖剧烈振摇
后，将试管置于３０℃恒温水浴中，计时保持 ３０ｍｉｎ。
停止反应时将试管迅速冷却至 ２０℃。将试管内容
物全部转入烧杯中，用 ２０ｍＬ水冲洗试管数次，以
氢氧化钠标准溶液用酸度计滴定至 ｐＨ４．７。空白
试验只是在盐酸的加入步骤上有所不同。

１．４．４　脲酶活性　大豆制品中脲酶活性 Ｘ，以脲酶
活性单位每克（Ｕ·ｇ－１）表示，按下式计算。

Ｘ＝１４×ｃ（Ｖ０－Ｖ）／３０×ｍ

式中：Ｘ—试样的脲酶活性（Ｕ·ｇ－１）；ｃ—氢氧化钠
标准滴定溶液浓度（ｍｏｌ·Ｌ－１）；Ｖ０—空白消耗氢氧
化钠标准滴定溶液体积（ｍＬ）；Ｖ—试样消耗氢氧化
钠标准滴定溶液体积（ｍＬ）；１４—氮的摩尔质量，
Ｍ（Ｎ２）＝１４ｇ·ｍｏｌ－１；３０—反应时间（ｍｉｎ）；ｍ—试
样质量（ｇ）。
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２　结果与分析

２．１　Ｎａ２ＳＯ３钝化

　　Ｎａ２ＳＯ３能钝化大豆中的脲酶，Ｎａ２ＳＯ３与氧气

和豆粕中的水作用，生成亚硫酸根离子（ＳＯ２－３ ），它
们又进一步相互作用，生成新的二硫复合物。此复

合物以亚硫酸根离子作催化剂，使脲酶蛋白重组成

不可塑性失活分子基团
［７］
。Ｎａ２ＳＯ３钝化的脲酶活

性检测结果见表４，方差分析结果见表５。
表 ４　Ｎａ２ＳＯ３钝化法的 Ｌ９（３

４）

正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｏｆ

ｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆｉｔｅｍｅｔｈｏｄ

序号

Ｎｏ．

Ａ温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｃ浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｏｌ·Ｌ－１

活性

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｇ－１

１ １ １ １ ０．３８

２ １ ２ ２ ０．３３

３ １ ３ ３ ０．１１

４ ２ １ ２ ０．３４

５ ２ ２ ３ ０．３２

６ ２ ３ １ ０．１８

７ ３ １ ３ ０．１１

８ ３ ２ １ ０．２２

９ ３ ３ ２ ０．１２

Ｋ１ ０．２７３ ０．２７７ ０．２６０

Ｋ２ ０．２８０ ０．２９０ ０．２６３

Ｋ３ ０．１５０ ０．１３７ ０．１８０

Ｒ ０．１３０ ０．１５３ ０．０８３

表 ５　Ｎａ２ＳＯ３法的方差分析表

Ｔａｂｌｅ５Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆｉｔｅｍｅｔｈｏｄ

因素

Ｆａｃｔｏｒ

偏差平方和

Ｗａｒｐｓｑｕａｒｅ

ｓｕｍ

自由度

Ｆｒｅｅ

ｄｅｇｒｅｅ

Ｆ比

Ｆｒａｔｉｏ

Ｆ临界值

Ｆｃｒｉｔｉｃａｌ

ｖａｌｕｅ

显著性

Ｎｏｔａｂｉｌｉｔｙ

Ａ ０．０３２ ２ １．０９１ ５．１４０

Ｂ ０．０４３ ２ １．４６６ ５．１４０ 

Ｃ ０．０１３ ２ ０．４４３ ５．１４０

误差 ０．０９０ ６

　　由表５可知，由于方差 Ｂ＞Ａ＞Ｃ，所以时间对
脲酶钝化效果有显著的影响，其次为温度，最后为

浓度。从表４中可以看出，因 ＫＡ２＞ＫＡ１＞ＫＡ３，故因
素 Ａ选择水平２，即温度为７５℃；因ＫＢ２＞ＫＢ１＞ＫＢ３，
故因素 Ｂ选择水平２，即时间为 ６０ｍｉｎ；因ＫＣ２＞ＫＣ１
＞ＫＣ３，故因素 Ｃ选择水平 ２，即浓度为 ０．０３ｍｏｌ·

Ｌ－１；即优选的脲酶钝化条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，温度为

７５℃，时间为６０ｍｉｎ，浓度为０．０３ｍｏｌ·Ｌ－１。
２．２　脲酶的微波辐射钝化处理

微波是一种频率很高（３０～３００ＭＨｚ）而波长却

很短（０．００１～１ｍ）的电磁波。当电磁波在介质内
部起作用时，蛋白质、脂肪、碳水化合物等极性分子

受到交变电场的作用而剧烈震荡，引起强烈的磨擦

而产生热，这种热效应使得蛋白质等分子结构发生

改变，从而破坏大豆中的抗营养因子。相关研究表

明，采用微波法可有效钝化 ＰＯＤ酶活性［８］
。提高反

应速度，节省反应时间
［９］
。因此，试验采用微波法

钝化脲酶，其活性检测结果见表６。
表 ６　微波辐射钝化法的 Ｌ９（３

４）

正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｏｆ

ｍｉｃｒｏｗａｖｅｍｅｔｈｏｄ

序号

Ｎｏ．

Ａ功率

Ｐｏｗｅｒ

／Ｗ

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ／ｓ

Ｃ粉碎度

Ｓｍａｓｈｉｎｇ

ｄｅｇｒｅｅｓ／ｓｉｅｖｅ

ＮａＯＨ

Ｖｏｌｕｍｅ

／ｍＬ

活性

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｇ－１

１ １ １ １ ５．５０ ０．１１６

２ １ ２ ２ ５．３８ ０．０９３

３ １ ３ ３ ５．９０ ０．０１４

４ ２ １ ２ ５．６８ ０．０２３

５ ２ ２ ３ ５．３１ ０．１４３

６ ２ ３ １ ５．８８ ０．０３０

７ ３ １ ３ ５．００ ０．２１４

８ ３ ２ １ ５．３９ ０．１４９

９ ３ ３ ２ ５．３６ ０．０９６

Ｋ１ ０．０７９ ０．１１８ ０．０９８

Ｋ２ ０．１９６ ０．１２８ ０．０７１

Ｋ３ ０．１５３ ０．０５３ ０．１２８

Ｒ ０．１１７ ０．０７５ ０．０５７

表 ７　微波法的方差分析表

Ｔａｂｌｅ７　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｍｅｔｈｏｄ

因素

Ｆａｃｔｏｒ

偏差平方和

Ｗａｒｐ

ｓｑｕａｒｅｓｕｍ

自由度

Ｆｒｅｅ

ｄｅｇｒｅｅ

Ｆ比

Ｆｒａｔｉｏ

Ｆ临界值

Ｆｃｒｉｔｉｃａｌ

ｖａｌｕｅ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ ０．０２１０ ２ ３５．２５８４ ９．２７６６ 

Ｂ ０．０１００ ２ １６．６９４６ ９．２７６６

Ｃ ０．００４９ ２ ８．１８４６ ９．２７６６

误差 ０．００６０ ２

　　从表７的方差分析可以看出，由于方差 Ａ＞Ｂ
＞Ｃ，所以在这 ３个因素中微波功率对脲酶钝化效
果有显著的影响，其次为时间，最后为粉碎度。从

表６中可以看出，因 ＫＡ２＞ＫＡ３＞ＫＡ１，故因素 Ａ选择
水平２，即微波功率 ２３０Ｗ；因 ＫＢ２＞ＫＢ１＞ＫＢ３，故因
素 Ｂ选择水平２，即时间为 ９０ｓ；因 ＫＣ３＞ＫＣ１＞ＫＣ２，
故因素 Ｃ选择水平 ３，即粉碎度为过 ６０目筛的样
品；即最优的脲酶钝化条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ３，微波功率
２３０Ｗ，时间为９０ｓ，粉碎度为过６０目筛。
２．３　脲酶的超声波钝化处理

超声波能显著地加强神经细胞膜中的胆碱脂

酶的活性。结晶酶或纯态酶在超声波的作用下，通
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常失去酶的活性，或降低酶的活性。由于超声波频

率高，能量大，被介质吸收时能产生显著的热效应。

杨汝德等
［１０］
提出超声波湿热处理可有效促进大豆

抗营养因子的钝化。因此，试验采用湿法进行超声

钝化，其脲酶活性检测结果见表８。
表 ８　超声波钝化法 Ｌ９（３

４）正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ８　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｏｆ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｍｅｔｈｏｄ

序号

ＮＯ．

Ａ加水量

Ｗａｔｅｒ

／ｍＬ

Ｂ时间

Ｔｉｍｅ

／ｍｉｎ

Ｃ粉碎度

Ｓｍａｓｈｉｎｇ

ｄｅｇｒｅｅｓ／ｓｉｅｖｅ

ＮａＯＨ

Ｖｏｌｕｍｅ

／ｍＬ

活性

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

／Ｕ·ｇ－１

１ １ １ １ ４．９５ ０．２４４

２ １ ２ ２ ４．７８ ０．２３１

３ １ ３ ３ ４．７７ ０．２６９

４ ２ １ ２ ５．２１ ０．１２９

５ ２ ２ ３ ４．７９ ０．２６０

６ ２ ３ １ ５．４１ ０．１３９

７ ３ １ ３ ４．６８ ０．２８３

８ ３ ２ １ ４．５４ ０．２０６

９ ３ ３ ２ ５．４５ ０．０７６

Ｋ１ ０．２４８ ０．２１９ ０．１９６

Ｋ２ ０．１７６ ０．２３２ ０．１４５

Ｋ３ ０．１８８ ０．１６１ ０．２７１

Ｒ ０．０７２ ０．０７１ ０．１２６

表 ９　超声波法的方差分析表

Ｔａｂｌｅ９　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｓｃｈｅｍｅｉｎｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｍｅｔｈｏｄ

因素

Ｆａｃｔｏｒ

偏差平方和

Ｗａｒｐ

ｓｑｕａｒｅｓｕｍ

自由度

Ｆｒｅｅ

ｄｅｇｒｅｅ

Ｆ比

Ｆｒａｔｉｏ

Ｆ临界值

Ｆｃｒｉｔｉｃａｌ

ｖａｌｕｅ

显著性

Ｎｏｔａｂｉｌｉｔｙ

Ａ ０．００８９２８ ２ １５．８０４９ ９．２７６６

Ｂ ０．００８５７４ ２ １５．１７８２ ９．２７６６

Ｃ ０．０２４１０２ ２ ４２．６６６８ ９．２７６６ 

误差

Ｅｒｒｏｒ
０．０００５６５ ２

　　从表９中可以看出，由于方差 Ｃ＞Ａ＞Ｂ，所以
在这３个因素中粉碎度对脲酶钝化效果有显著的
影响，其次为加水量，最后为时间。从表 ８中可以
看出，因 ＫＡ１＞ＫＡ３＞ＫＡ２，故因素 Ａ选择水平１，即加
水量２０ｍＬ；因 ＫＢ２＞ＫＢ１＞ＫＢ３，故因素 Ｂ选择水平
２，即时间为３０ｍｉｎ；因 ＫＣ３＞ＫＣ１＞ＫＣ２，故因素 Ｃ选
择水平３，即粉碎度为过 ６０目筛的样品；即最优的
脲酶钝化条件为 Ａ１Ｂ２Ｃ３，加水量 ２０ｍＬ，时间为
３０ｍｉｎ，粉碎度为过６０目筛。

３　结论

分别采用化学法和物理法（微波法及超声法）

钝化大豆豆粕中的脲酶抗营养因子。采用 Ｎａ２ＳＯ３

钝化时，豆粕在０．０３ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ３、７５℃条件下
处理６０ｍｉｎ的钝化下效果最好。采用微波法钝化
的最佳条件为：微波功率 ２３０Ｗ，时间为 ９０ｓ，粉碎
度为过６０目筛。而用超声波钝化的最优条件是加
水２０ｍＬ，时间为 ３０ｍｉｎ，粉碎度为过 ６０目筛。采
用的 ３种钝化方法操作简单、耗时短，大豆的钝化
效果理想，得到的产品符合优质饲料的要求。综合

比较可知，微波法效率最高。
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