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摘 要：为改善啤酒的泡沫性能，作者分别采用木瓜蛋白酶、胃蛋白酶以及碱性蛋白酶对小麦面筋

蛋白进行适度酶解改性，并对其产物用作啤酒发泡蛋白的可行性进行了研究。结果表明，经适度

酶解作用后，小麦面筋蛋白在pH 4．5条件下溶解性和泡沫性能得到显著改善(P<0．05)，且小麦

面筋蛋白酶解产物在啤酒环境中热稳定性较好，经30 min的热处理，含100 mg／L小麦面筋蛋白

酶解产物的啤酒浊度与加热前相比增加不显著(声>0．05)。小麦面筋蛋白胃蛋白酶酶解产物和碱

性蛋白酶酶解产物对啤酒初始泡持性的改善效果都较好，但胃蛋白酶酶解产物对酵母蛋白酶A作

用较敏感，对纯生啤酒货架期内泡持性的改善效果不太理想，而碱性蛋白酶酶解产物可明显改善

纯生啤酒货架期内的泡沫稳定性。
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Abstract：In order to improve the foam stability of beer，papain，pepsin and alcalase were used as

limited enzymatic modification of wheat gluten，and the feasibility of which using as foaming

proteins in beer was studied in this paper．Results showed that the solubility and foaming

properties were significantly improved(户<0．05)by limited hydrolysis，and gluten hydrolysates

have good thermal stability in beer．Haze of beers containing 100mg／L gluten hydrolysates didn't

increase significantly(P>0．05)after heat treatmer】：t for 30 minutes at 65℃．Both pepsin—

assisted gluten hydrolysates and alcalase—assisted gluten hydrolysates can improve the initial

foam stability of beer greatly．However，the pepsin—assisted gluten hydrolysates are not

suitable to be used in unpasteurized beer because it is sensitive to the hydrolysis of proteinase A．

Foam stability of unpasteurized beer during storage can be obviously improved by alcalase。——

assisted gluten hydrolysates．
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啤酒泡沫素来享有“啤酒之花”之誉，优质的泡

沫性能是衡量啤酒质量的重要指标之一。评价啤

酒的泡沫性能通常有以下几项指标：起泡力、泡持

性(泡沫稳定性)、挂杯力以及外观[1]。其中，起泡

力是其他性能发挥的前提，而泡持性则是评价泡沫

性能优劣最重要的一项指标[2]。研究认为，啤酒中

的泡沫活性蛋白是构成啤酒泡沫骨架结构的最基

本、最重要的组分[3]。然而，由于生产企业为了降

低生产成本，满足消费者追求新鲜、清爽口感的需

求，近年来，市场上纷纷涌现出高辅料酿造啤酒、高

浓稀释啤酒以及纯生啤酒，而泡持性较差是这些啤

酒所存在的一个共性问题E4-5]。针对啤酒泡持性差

的现状，国内外也采取了不少解决措施，例如在清

酒过滤前添加泡沫改良剂(即后修饰技术)。藻酸

丙二醇酯(PGA)，是啤酒生产企业使用最多的泡沫

稳定剂。但有研究表明，在啤酒中泡沫活性蛋白含

量明显不足的情况下，添加PGA后的效果甚微【1]，

且该物对纯生啤酒货架期内泡沫稳定性的改善效

果并不明显。通过研究，啤酒泡持性差或是由于啤

酒本身泡沫活性蛋白含量不足，或是由于在货架期

内啤酒中残留的酵母蛋白酶A对泡沫活性蛋白的

降解作用造成的。因此，作者致力于研究并开发一

种本身泡沫性能优良，且能耐蛋白酶A作用的泡沫

活性蛋白，以作为发泡蛋白应用于啤酒行业，从而

达到提高新鲜啤酒泡持性和改善纯生啤酒货架期

内泡沫稳定性的目的。众所周知，小麦啤酒的泡沫

洁白、细腻、丰富且泡持性好，是由于高相对分子质

量小麦蛋白质的存在[6]。谷朊粉(活性面筋粉)为

生产淀粉的副产物，其蛋白质质量分数高达75％以

上，其中小麦面筋蛋白质含量占小麦蛋白总量的

72％左右。研究表明，小麦面筋蛋白质经酶法改性

后，溶解性和泡沫性能都有所改善[7_9]。但小麦面

筋蛋白经蛋白酶酶解作用后，能否在啤酒中应用，

是否能达到改善啤酒泡沫稳定性的目的，目前尚无

报道。

作者采用不同的蛋白酶对小麦面筋蛋白质进

行适度酶解改性，并对各种小麦面筋蛋白质酶解产

物在啤酒环境中的热稳定性、对酵母蛋白酶A的抗

性以及对啤酒泡沫性能的改善效果进行了综合的

研究。旨在探讨小麦面筋蛋白质酶解产物用作啤

酒发泡蛋白的可行性，并且确定何种酶解产物最适

合用作啤酒发泡蛋白。’

1材料与方法

I．I 材料

谷朊粉(蛋白质质量分数75．4％)，东海粮油公

司提供；胃蛋白酶、木瓜蛋白酶，华美生物工程公司

产品；碱性蛋白酶Alcalase 2．4 L，丹麦诺维信公司

产品；酵母蛋白酶A，Sigma公司产品。

1．2仪器

2300全自动型凯氏定氮仪：瑞士Foss公司产

品；PHS一3C精密pH计：上海雷磁仪器厂产品；

WZS一1A型双束光散射浊度仪：上海科德光电技术

有限公司产品；Rudin装置：无锡湖景玻璃仪器公司

产品；电泳系统：Bio—Rad公司产品。

1．3试验方法

1．3．1 小麦面筋蛋白质的酶解 将小麦面筋蛋白

质在水中形成底物质量浓度为4 g／dL的分散悬浮

液，搅拌30 rain并调至所需温度。加入一定量的酶

进行酶解反应(表1)，酶与底物质量比为1：100，以

1 mol／L NaOH溶液保持溶液pH值不变。在恒温

水浴锅中反应30 min后，95℃灭酶活10 min。

3 000 r／min离心20 min后，上清液冷冻干燥后即

为小麦面筋蛋白酶解产物。

表1不同蛋白酶酶解反应条件

Tab．1 Enzymatic hydrolysis condition for different proteases

1．3．2 蛋白溶解性的测定 溶解性以pH 4．5条

件下可溶性氮与总氮百分比表示E10]。

I．3．3 蛋白泡沫性能的测定 按文献[11]，用

0．01mol／L pH 4．5醋酸缓冲溶液溶解蛋白质样

品，配成100 mL 2％的蛋白质溶液，在高速组织捣

碎机中搅打1 min，迅速倒入500 mI。量筒中，记录

泡沫体积。起泡性(％)=泡沫体积(mL)／100

(mL)X 100；静置10 min后，再次测量泡沫体积，

泡沫稳定性(％)=静止后泡沫体积(mL)／100

(mL)×100。

1．3．4 蛋白在啤酒环境中热稳定性的测定 将蛋

白质溶于含体积分数3．5％的乙醇溶液，pH 4．5的

醋酸缓冲溶液中，配成质量分数1％的蛋白质溶液，
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按100 mg／L的添加量加入啤酒中。将啤酒置于65

℃水浴锅中加热30 min，每隔10 rain测定一次啤酒

浊度，以啤酒浊度的变化情况表征小麦面筋蛋白酶

解产物对热处理的敏感性。

1．3．5酵母蛋白酶A对小麦面筋蛋白酶解产物的

酶解经冷冻干燥的小麦面筋蛋白酶解产物用含

体积分数3．5％乙醇，0．1 mol／L pH 4．5的醋酸缓

冲溶液溶解，配成75 t-g／mL(考马斯亮兰染色法测

定)的蛋白质溶液。然后加入酵母蛋白酶A，酶的

添加量为4．9肚g／ml。(该质量浓度约为啤酒中酵母

蛋白酶A质量浓度的10倍)，在37℃反应2、4、8、

12、24 h后，分别取一定体积的反应液，沸水浴灭酶

活，然后冷却至室温。

1．3．6 SDS-PAGE电泳 按文献[12]，采用梯度

混合仪、蠕动泵以及Bio—Rad装置制备10～20 g／

dL的梯度胶。样品与缓冲液体积比为1：5，95℃

水浴加热5 min后冷却、离心。每孑L进样量为20

弘L。电压值设定为：浓缩胶100 V，分离胶120 V。

电泳结束后采用考马斯亮蓝R一250对之染色1．5

h，再进行脱色，扫描。

1．3．7酵母蛋白酶A对小麦面筋蛋白酶解产物泡

沫性能的影响 按文献[13]，采用振荡法测定小麦

面筋蛋白酶解产物溶液泡沫稳定性的变化。取5

mL酵母蛋白酶A酶解液于10 mI。具塞管中，上下

用力振荡lo次，拿掉管塞。静置10 rain后测定其泡

沫高度(mm)。

1．3．8 啤酒稀释曲线的绘制 按文献[14]，经冷

冻干燥的小麦面筋蛋白酶解产物用含体积分数

3．5％乙醇，0．1 mol／L pH 4．5的醋酸缓冲溶液溶

解，配成1 g／dL的蛋白质溶液。按100 mg／I．的添

加量加入脱气啤酒中。然后，用含体积分数3．5％

乙醇的去离子水对啤酒进行不同倍数的稀释，测定

不同稀释倍数下啤酒的泡持性。泡持性的测定方

法采用Rudin法，结果以HRV值(s)表示[1引。

1．3．9应用试验用无菌水溶解小麦面筋蛋白质

酶解产物，配成质量分数1％的蛋白质溶液，0．45

p．m膜过滤，按100 mg／L的添加量，在啤酒灌装前

加入啤酒瓶中，一部分啤酒经巴氏灭菌(即熟啤

酒)，另一部分啤酒不进行巴氏灭菌(经过膜过滤，

即纯生啤酒)。分别测定其初始泡持性以及存放

15、30、45、60、75、90 d后的泡持性。泡持性的测定

方法采用Rudin法，结果以HRV(s)值表示[1 5|。

1．3．10 统计分析 试验中的所有数据都是两次

测定结果的平均值，试验结果以平均值±标准偏差

(means±SD)表示，显著性(P<0．05)采用one-

way ANOVA进行分析。

2结果与分析

2．1小麦面筋蛋白不同酶解产物的溶解性及泡沫

性能

木瓜蛋白酶、胃蛋白酶以及碱性蛋白酶作用条

件分别为酸性、中性和碱性环境，为兼顾小麦面筋

蛋白质溶解性和泡沫性能的发挥，所有酶均在各自

最适作用条件下对小麦面筋蛋白质酶解30 rain后

灭活。小麦面筋蛋白酶解产物溶解性以及泡沫性

能的测定结果见表2，由表中数据可知其溶解性呈

明显增加趋势，但其泡沫性能则呈先增强后减弱的

趋势(数据未显示)。研究结果与其他研究相似[6]。

表2酶解前后小麦面筋蛋白溶解性和泡沫性能比较

Tab．2 Comparation of solubility and foaming properties of

wheat gluten before and after enzymatic hydrolysis

蛋白种类 溶解性／％ 起泡力／％ 泡持性／％

注：表中间列不同字母代表数值之间存在显著的差异性

(P<0．05)；NG：原小麦面筋蛋白；PAGH：小麦面筋蛋白木

瓜蛋白酶酶解产物；PEGH：小麦面筋蛋白胃蛋白酶酶解产

物；ALGH：小麦面筋蛋白碱性蛋白酶酶解产物。

表2数据表明，通过适度酶解，小麦面筋蛋白

酶解产物的溶解性得到显著改善(p<0．05)。其中

ALGH的溶解性由原先的8．25％提高到72．14％，

提高9倍之多。这是因为在酶解的过程中形成了

大量可溶性的相对分子质量较小的多肽、缩氨酸以

及氨基酸，且一部分原先包埋于蛋白质分子内部的

亲水性基团也得以暴露。经3种蛋白酶适度酶解

后，小麦面筋蛋白的起泡力和泡持性都得到显著增

强(p<O．05)。其中胃蛋白酶酶解产物PEGH起泡

力增加最为明显，由137．5％提高至217．5％，约增

加58 oA；同时，PEGH比其他两种酶解产物形成的

泡沫更稳定。经分析，一方面，由于起泡力是泡沫

稳定存在的必要前提，PEGH的起泡力优于其他两

种酶解产物，这为泡沫的稳定存在奠定了基础；另

一方面，由图1可知，相对高分子质量的麦谷蛋白

亚基在30 min酶解作用后，几乎被完全降解，胃蛋

白酶的作用产生了大量的中相对分子质量的多肽

(18 400<M，<35 000)和小相对分子质量的多肽

(M，<14 400)，相对分子质量则主要集中在25 000
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以下，相对较大的分子使PEGH形成的气泡壁更

厚，有利于泡沫的稳定。

2．2小麦面筋蛋白酶解产物耐热性研究

由表3可知，通过酶解，酶解产物的溶解性大

大改善，添加后啤酒浊度也有所增加，但不影响啤

酒外观，可以为消费者接受。经过30 rain热处理，

浊度变化不显著(户<0．05)。结果表明，小麦面筋

蛋白酶解产物在啤酒环境中具有很强的耐热性，因

此，其可以应用于熟啤酒的生产。

表3加热过程中啤酒浊度

Tab．3 Haze of beer during the process of heating／EBC

注：表中同行不同字母代表数值之间存在显著的差异性
(P<O．05)；NG：原小麦面筋蛋白；PA(；H：小麦面筋蛋白木

瓜蛋白酶酶解产物；PEGH：小麦面筋蛋白胃蛋白酶酶解产

物；ALGH：小麦面筋蛋白碱性蛋白酶酶解产物；原啤酒的浊

度为0．28土0．014 EBC。

2．3 酵母蛋白酶A对小麦面筋蛋白酶解产物泡沫

性能的影响

近年来，纯生啤酒以其新鲜的口感正受到越来

越多消费者的欢迎。但由于其采用膜过滤去除微

生物的手段取代了传统的巴氏灭菌工艺，发酵过程

中由酵母分泌产生的蛋白酶A在成品啤酒中得以

存活，并在啤酒存放的货架期内不断地分解泡沫活

性蛋白，使纯生啤酒的泡沫稳定性随存放时间的延

长而越来越差[161。本研究则是通过添加外源泡沫

活性蛋白以达到改善啤酒泡沫稳定性的目的。而

外源泡沫活性蛋白对酵母蛋白酶A的敏感性则是

决定其性能优劣的主要指标之一。

由图1可知，经蛋白酶A酶解作用24 h后，小

麦面筋蛋白质相对分子质量25 000以上的亚基几

乎全部被降解。结合图2结果可知，3种酶解产物

对蛋白酶A的敏感程度各不相同。尽管几种酶解

产物其起始泡沫稳定性各有差异，PEGH的形成的

泡沫最稳定，ALGH泡沫稳定性次之，PAGH泡沫

稳定性最差。经蛋白酶A作用后，PEGH溶液的泡

沫稳定性下降最快(2 ram)，而ALGH溶液的泡沫

稳定性仍保持良好(10 ram)。经分析，这是因为胃

蛋白酶作用后，小麦面筋蛋白的起泡力和泡持性都

得到很大程度的改善，可见，原先包埋于蛋白质分

子内部的疏水性基团得以暴露，使其表面疏水性有

所增强。而酵母蛋白酶A与胃蛋白酶同属天冬氨

酸族酶，其作用会明显改变疏水蛋白的特性[1“。酵

母蛋白酶A对已暴露疏水基团的进一步酶解是导

致其泡沫稳定性明显下降的主要原因。

注：M为标准相对分子质量蛋白；NG为原小麦面筋蛋白；HMW—GS为高相对分子质量麦谷蛋白；LMW—GS为低相对分子质量麦谷

蛋白。

图1酵母蛋白酶A对不同小麦面筋蛋白酶解产物作用的酶解产物电泳图

Fig．1 SDS-PAGE of yeast proteinase A proteolysis products from different gluten hydrolysates
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0 2 4 8 12 24

酶解时间／h

图2小麦面筋蛋白酶解产物经酵母蛋白酶A作用前

后泡沫稳定性的变化

Fig．2 Foam stability of wheat gluten hydrolysates be-

fore and after hydrolysis by yeast proteinase A

2．4含不同小麦面筋蛋白酶解产物啤酒稀释曲线

的测定

啤酒泡沫的形成究其本质是由于其中泡沫活

性蛋白的存在，因此，也可以说啤酒中泡沫活性蛋

白的含量决定了其稀释曲线的形状[1 4|。一般而言，

啤酒中泡沫活性蛋白含量越丰富，其抗稀释的能力

越强。由图3可知，原啤酒在稀释倍数小于2．5之

前，泡持性变化都不明显。而当稀释倍数超过2．5，

泡持性则开始迅速下降，可见，此时该体系中的泡

沫活性蛋白含量是保持啤酒原有泡持性的下限，若

继续稀释，则会由于体系中泡沫活性蛋白含量不足

导致啤酒泡沫稳定性急剧下降。通过在啤酒中添

加不同的小麦面筋蛋白酶解产物，可以发现，稀释

曲线的形状与原啤酒稀释曲线基本相同，但泡持性

发生明显下降的拐点由原先的2．5增加到4．0。由

此可见，小麦面筋蛋白酶解产物添加对啤酒泡持性

的改善有着积极的作用。

+对照(不含外源蛋白的啤酒)
—▲一啤酒A(添加PAGH的啤酒)

1 2 3 4 5 6 7

啤酒稀释倍数

注：啤酒中小麦面筋蛋白酶解产物添加量均为100 mg／L

图3啤酒稀释曲线

Fig．3 Dilution curves of beer de

图3也表明，不同的酶解产物对啤酒泡持性的

改善效果不同，PEGH的效果比较明显，当稀释倍

数大于4时，其泡持性与对照相比，效果尤为显著。

2．5应用效果试验

通过对啤酒初始泡持性以及货架期内的泡持

性的变化的测定(图4)，发现熟啤酒在存放的3个

月内泡持性变化不大，而纯生啤酒的泡持性随存放

时间的延长，泡持性有很大幅度的下降。由图4可

知，在啤酒中添加100 mg／L的小麦面筋蛋白酶解

产物，啤酒的初始泡持性可以得到一定程度的改

善，其中PEGH的效果和ALGH的效果都不错，泡

持性可增加13％～18％。但由于纯生啤酒中存在

蛋白酶A，在存放过程，其中脂类转移蛋白1

(LTPl)不断降解，使得啤酒的泡持性愈来愈差。

生啤中添加一定量的小麦面筋蛋白酶解产物后，泡

持性下降的趋势并未得到完全抑制，但下降幅度明

显降低。啤酒厂生产的生啤酒泡持性3个月后下

降至41 S，下降幅度达79．4％，添加ALGH的生啤

酒其泡持性下降幅度最小，3个月后泡持性下降

34．8％。啤酒存放3个月后，对其外观观察和感官

品评。结果表明，添加小麦面筋蛋白酶解产物的啤

酒外观清亮透明，无悬浮物和沉淀，且口感与对照

无明显差别。

+对照(不含外源蛋白的啤酒)
—▲一啤酒A(添加PAGH的啤酒)

*啤酒B(添加PEGH的啤酒)
+啤酒C(添加ALGH的啤酒)

0 15 30 45 60 75 90

存放时间／d

(a)熟啤酒

+对照(不含外源蛋白的啤酒)
—▲一啤酒A(添加PAGH的啤酒)

O 15 30 45 60 75 90

存放时间／d

(b)纯生啤酒

注：啤酒中小麦面筋蛋白酶解产物添加量均为100 mg／L

图4啤酒赁架期内泡持性变化图

Fig．4 Foam stability of beer during the storage time
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3 结 语

经蛋白酶适度酶解后，小麦面筋蛋白的溶解

性、起泡力和泡持性都得到显著增强(P<0．05)。

小麦面筋蛋白酶解产物在啤酒中耐热性较好，含

100 mg／L小麦面筋蛋白酶解产物的啤酒经30 rain

热处理，与加热前相比，浊度变化不显著(P>

0．05)。PEGH对酵母蛋白酶A作用敏感，而AL—

GH对酵母蛋白酶A具有一定的抗性。经蛋白酶

A作用后，PEGH溶液的泡沫稳定性下降最快(2
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