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试验证明(1 700 L)，慢速冷却比快速冷却产

生的酸性蛋白酶活力要低很多。酵母泥的排

放时间和贮酒温度对酶活力也有影响，高温

比低温所产生的酶活力要高⋯J。

为了研究啤酒酵母蛋白酶的特性，分离

纯化过程是不可避免的。纯化流程图：

酶自溶物一(NH4)2s()4盐析一透析一

TEAE—cellulose柱层析一组分盐析一透析÷

TEAECellulose再柱层析一组分盐析斗透析

一DEAE—CelluloSe柱层析一可分开蛋白酶

A，B，C

蛋白酶A足一种酸性蛋白酶，其特性与

茸蛋白酶颇为相似，以Hc|_Hb为底物时，最

适pH为3．0，最适温度为37～45℃，分子质

量为43000 u左右，等电点为4．3～4．4或更

高的数值。PrA的氨基酸组成以天门冬氨酸

为最多，最少的为蛋氨酸，所以有人将它归为

天门冬氨酸蛋白酶是有一定道理的【“。下

面将酿酒酵母的蛋白酶性质与其他蛋白酶的

相应性质进行了比较，如胃蛋白酶、胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶、无花果蛋白酶和菠萝蛋白酶

等(表2)[4 J，这些蛋白酶之间的主要区别就

在于它们的耐热性能和在pH 3．0下的活力。

表2蛋白酶对热稳定性【血红蛋白底物。20℃)

在保温120ndt。后

蛋白薛pH值 塞垒盟堡自睦适应』苎
对照50℃ 60℃ 70℃

酵母蛋白酵

东瓜蛋白酵

菠萝蛋白酶

无花粜蛋白酶

胃蛋白酶

胰蛋白酶

比较而言，酵母蛋白酶是耐热的，于

70℃完全失活，60℃处理后有最低活力。植

物蛋白酶要耐热得多，经70℃处理后仍有

50％的活力，于pH6．O处活力最大。只有胃

蛋白酶是个例外，与一种酵母蛋白酶颇为相

似。

3啤酒泡沫蛋白质的研究

啤酒中蛋白类物质含量以N计约在300

～800mg／I。之间，其中主要由大麦所产生。

由于在制麦、糖化和麦汁煮沸过程中的蛋白

质水解程度的差异，这种物质并不是真正意

义上的蛋白质。事实上，这类蛋白类物质只

是一系列有一点或完全没有三维结构的多肽

链而已。人们对多肽物质在啤酒泡沫七的重

要性的认识由来已久，但这“特殊的物质团

体对其它的啤酒特性也有着重要作用，如酒

体、口感、风昧和颜色等。同时它还是形成非

生物浑浊的主要前体来源，许多的这些物质

都足由蛋白质与其他一些啤酒组分，如酒花

酸、多酚化合物和糖类等物质复合而成的。

自从1913年Fumrohr第一个提出蛋白组分

对啤酒泡沫的贡献以来，许多人已致力于分

离出这些蛋白质组分并研究它们的特性““。

近年来通过特定的抗体实验已经知道泡持性

蛋白属于蛋白质z类，发现主要是分子质量

在10000～100000 u之间的蛋白质参与了啤

酒泡沫的形成““。

啤酒蛋白质z(Prz)是泡沫的重要组成

部分，类黑素对啤酒泡持性有一定影响，而多

糖对泡沫也有作用，但不如前两者作用大。

但Lance等人¨5]的实验结果并不支持啤酒

Prz是主要的泡持性蛋白的观点。他们从啤

酒泡沫中分离出3种蛋白质：10KDa脂肪转

移蛋白质(LTP)．被认为是起主要作用的泡

持性蛋白质；40KDa蛋白质z；12KDa未知

蛋白质，它对啤酒泡沫稳定性没有作用。他

们还认为类黑素也有很好的泡持作用，但并

不比蛋白质重要．因而啤酒的泡持性在蛋白

酶作用前要好得多。然而大部分人还都认为

Prz足啤酒泡沫、混浊物的主要蛋白质。PrZ

含量因酿造大麦品种的不同而不同。在用

western免疫杂交纯化后进行等电聚焦分析

表明Prz的等电点都很偏酸。

对从啤酒中提取的，通过疏水作用层析

得到的泡持性多肽进行研究后发现，泡沫稳
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定性随着蛋白质分子质量增加和疏水性的增

强而增强。一种新的用于提高因缺乏足够泡

持蛋白的啤酒泡持性的方法已经建屯，人们

发现水解的液体蛋白产物能赋予啤酒好的泡

持性能，而对啤酒的澄清却没有不利影响，而

研究结果也表明，鸡蛋白中确有泡持性组分。

啤酒中的泡持性蛋白主要来自于麦芽，

而麦芽中泡持性蛋白质主要受大麦品种和产

地影响。泡持性蛋白质在发芽期间迅速降

低，据说大麦中有一种蛋白质能抑制绿麦芽

胞内蛋白酶【l“，这对蛋白质的存留非常有

利，而高温焙烤对泡持性蛋白质则不利。由

于小麦中的泡持性蛋白质含量较大麦高，所

以小麦啤酒的泡持性比大麦啤酒要好。与大

麦的泡持性蛋白质相比，小麦的泡持性蛋白

质分子质量要小一些，而等电点高一些，泡沫

也比大麦啤酒的要细腻一些。选择良好的大

麦品种．使其中的I．TPl含量尽可能高一些

(以1，TPl 100～8 000 ng／mL为好)，以提高

泡持性。

另外，啤酒泡沫还受到其他因素的影响，

如酒花酸、非淀粉类多糖、金属离子、cQ等

因素都对泡沫有利，而脂肪和过高浓度的酒

精将抑制泡沫稳定性。添加酵母或酵母沉降

上清液会对泡沫产生消极影响，这可能就是

其中酵母蛋白酶作用的后果。表面张力对泡

持性而言也是个重要因素，表面张力越低，泡

持性越好【”J。

由于蛋白质z(Prz)的量比较少，一般的

蛋白质分析方法无法测出，所以得借助于非

常灵敏的免疫学方法。一般采用酶联免疫吸

附法(ELIsA)进行测定。测定原理就是用酶

标抗体(或抗原)与抗原(或抗体)结合后，酶

与底物的反应释放出有色物质，据此有色物

质的量再进行蛋白质的定量分析。通过

ELIsA方法可以测定泡沫中的主要3种蛋

白质：Prz4、Prz7、I。TPl，测出蛋白质z的量

后，我们就可以定量的探讨它与蛋白酶及泡

持性之间的关系。

泡沫的测定是个长久的问题，依靠自然
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倒酒技术产生泡沫的操作已不再常用，而人

上产生的泡沫又与实际指标不符。目前，泡

沫测定方法比较多，如NIBEM疗法、Rudin

方法、EBc方法等等，l剥内流行的简便方法

是将啤酒f 20℃水浴中恒温，于20℃室温倒

杯．满杯后目测记录泡沫消失时间，通常泡沫

持续4．5 min以上较好，此时间称为“泡持

性”。还有许多研究者建立了自己的测定方

法，这对啤酒交流极为不利，应该创立一个统

一的测定方法，而这一方法应最大限度的考

虑到测定结果的客观性问题。

4蛋白酶抑制剂的研究

PrA和其他蛋白酶在发酵和成熟阶段都

会从酵母细胞中释放出来。为了控制影响泡

沫的PrA的含量，可从以下几个方面着手，

(1)选择合适菌株，(2)就是选择合适的发酵

和贮酒J二艺，(3)寻找对PfA的抑制剂。前2

种方法国内研究得比较多，而蛋自酶A抑制

剂的研究还是一片空白。如果能找到这样的

抑制剂，那么就能将酶的作用降低。自然泡沫

蛋白就不会在货架寿命中被降解，啤酒的泡

持性也就会得到加强。

目前关于PfA的活性中心还没有明确

的说法，许多猜想还没有被证实，大部分人认

为它的活性中心是含有天冬氨酸和丝氨酸的

短肽序列，与胃蛋白酶颇为相似。因而在寻

找PrA的抑制剂时，胃蛋白酶对我们有很好

的借鉴作用。事实也证实胃蛋白酶对泡沫有

明显的破坏作用。而胃蛋白酶抑制剂的研究

早已进行，并有一定的进展。

一些PrA的化学合成抑制剂和生物提

取抑制剂如表3所示。

从表3中可以看出，人们大多研究的是

一些化学试剂，而真正实用的生物提取抑制

剂却少有报道，显然化学试剂一般对啤酒行

业并不适用。另外PrA不受金属离子的抑

制，但需要金属离子的激活}1“，围而通过添

加离子的方法无法抑制PrA的活力。因此。

我们应找到一种卫生安全的非离子型抑制

练逑与专题浮论
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剂，它要能够直接添加到啤酒中，所以最好从

农作物中提取能结合到蛋白酶活性中心上的

短肽物质，比如象大瓦等农作物便是很好的

提取对象。根据国内外的研究报道，大豆蚩

向质在人体巾只有60％～70％能被吸收，这

是因为大豆中有许多种蛋白酶抑制剂抑制r

人体中蛋白酶对大豆的降解。目前人们对大

豆胰蛋臼酶抑制剂的研究对J：PrA抑制剂

的研究有着很好的借鉴作用。 1般说来，象

这样从农作物中提取的抑制剂是安全的，便

于在啤酒中推广应用。在找到这种抑制剂

后，町以通过质谱分析等手段测出这些短肽

的序列及结构，研究它们的抑制机理。

表3蛋白酶A抑制剂

抑制剂种类

DFP(0 01moVL)

蛋白酶A

无效

酶活残余翠／％

胃蛋白酶 酵母蚩白酶

无效

EPNP(0．1md／L) 54 38 71．19

P(1MB一 无效 97．51 59．48

FnTA(0叭md／L) 无效 103 96 103 85

DAN(0 lm01／I』) 57．1 78 54

胃蛋白酶抑制剂(o 001mol／L) 有救 8 15 78 27

1兰(壁堡醛堡垦壁2 f!g墨型盐 型：! 二 二

注：DFP为二异丙基氟磷酸．DAN为重氮基乙酰DI，正亮氪酸甲酯；

EPNP为1．2．环氧3(4一硝基苯氧基)丙烷．PcMB为对铽高汞苯甲酸；

EI)fA为乙二胺四乙酸。

5 小 结

啤酒与其他饮料的最大区别就是倒入杯

中后具有长久不消的、洁白细腻的泡沫。因

此，为了解决纯生啤酒的泡沫同题，国内外许

多的厂家和研究机构都进行了大量的研究。

目前国外普遍都是采用的荧光底物法测定啤

酒中的PrA的浓度，用酶联免疫吸附反应研

究泡沫蛋白质z，但他们的方法如何在工厂

推广仍是问题。解决纯生啤酒的泡沫问题可

以从多方面着手，比如如何控制好酵母的自

溶问题，如何制定一个合适的发酵工艺等，如

果在前期就将泡沫问题解决好。那么后期将

省事不少。研究PrA抑制剂是个不错的后

修饰思路，这对如何保持啤酒良好的泡沫性

能非常有用，并且我们只需对那些PrA超标

的啤酒添加抑制剂，而合格的可以直接上架

出售。在这个探索过程中，首先应确立测定

啤酒中PrA活力的方法，并对酵母中的PrA

进行纯化分离，然后研究其特性，在熟悉了酵

母PrA的性质后，就可以着手寻找啤酒中

PrA抑制剂并研究其性质及在啤酒中的应用

前景。如果能将纯生啤酒的泡沫问题解决

好，那么将会使我国的纯生啤酒泡沫质量上

一个台阶，使口味自然的纯生啤酒更受人们

的欢迎。
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The Relationship between Beer Foam-s￡abjlity

and PI-Oteinase

Zhang Junyan Tian Yaping Lu Jian Li Qi Gu Guoxian

(Dept 0f Brewing蹦咖e，S【=1mI of B10technoIogy，‰thcm YaIl91ze Unlvers咄wu礼214(J36j

ABSTRACT Many data proved that s。me proteinase remains becauSe the draft beer isn’t ste“l—

ized by the Pasleu“zation．The remaining proteinase will destroy the foam protein z(Prz)and the

如am stabmty of the beer will be bad It have found that the main destroying hctor沁the pm—

teinase A(PrA)．The meth。ds for detecting the minlm PrA and Prz quantity have been estab—

Iished It imagine that a PrA inhibit。r can be appended into beerto inhibit the superfluous PrA

activ“y．But such research is still going along The thesis intmduced the researc hlng tenor in this

field．

Key words proteinase A，protein Z，foam—stabmty

《中国粮油学报》2003年征订启事
(中国粮y自学报)是中围粮油学会主办的学术性

刊物．已纳^全国食品工业类中文核心期刊，属全国

重点期刊之一，并为美国‘化学文摘)收录。<中国粮

油学报)主要登戡谷物、7自脂化学方面的学术论克；

根道优质粮油品质资源选育、贮藏、加工利用以及品

质拴测方面的研究成果，它对指导粮油学科的发展，

提高粮油资源的深度开发利用水平，具有实用价值。

(中国粮油学报)是国内外公开发行的一缎刊

物，国内统一刊号：cNll—2864／Ts，国际标准连续

出版刊号：ISSN 1003 0174。双月刊，连双月出版，

胶版印刷，大16开．64页，每期定价10元，全年定

价60元(音邮费)。自1996年以来，每年还出版一

期莫只增刊，国内订户优惠价10元(含邮费)。垒套

共计70元。

订阅者可遭过邮局或银行正款。地址：北京市

宣武区报国寺1号(中国粮油学报)编辑部，邮政编

码：100053，帐户：中国粮油学会。开户银行：北京市

商业银行报国寺支行，帐号：201050385—70，电话：

OlO一63038765，传真：【J10—63049529

56

欢迎订阅2003年《粮食与油脂》
邮发代号：4—675

<粮食与)由脂)系由上海市粮食科学研究所、上

海市粮油学会主办的有关粮食、油脂、食品综台性专

业期刊。主要报道粮油新产品开发、粮油加工新技

术、新产品、新工艺、粮油嵛源综台利用、粮油机械、

粮油检测、粮油功能性食品、新型食品漆加剂i粮油

市场、行情分析、粮y自期货、粮油论坛、粮油食品信息

等内容。内窖着重新颖性、实用性、服务性、可读

性。特色鲜明、资料权威、信息丰富、贴近读者。使

您了解当前国内外粮油、食品行业发展趋向．获知粮

油市场最新商情；把握机遇、共创未来。

‘粮食与油脂)月刊，大16开，56页．每月10日

出版，每期定价4元．全年48例。邮发代号：4—

675．请向全国各地邮局(所)订阅，也欢迎jr_赦至本

刊订阅．本刊发行部常年办理订阅业务。

欢迎订阅 欢迫投稿 欢迎发布广告

地址：上海市外马路1469号 邮编：200011

电话：(021)63781733 传真：(021)63773264

电±堡塑!坠h!!!ll鱼型i竺．虫．粤

综述与奄惩谱论

／0赫

   


