泡沫蛋白在啤酒酿造过程中的变化研究

郑翔鹏 
（福建省燕京惠泉啤酒股份有限公司技术中心，362100）

摘要：研究表明，泡沫蛋白是啤酒泡沫的关键成分。通过对啤酒酿造过程中泡沫蛋白变化情况的分析，阐述了泡沫蛋白的变化规律，同时分析了泡沫蛋白和泡沫稳定性之间的关系，说明的泡沫蛋白对啤酒泡沫质量的关键作用和实际生产过程中的指导意义。
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前言

啤酒泡沫是一种很复杂的混合物，其主要是蛋白多酚、多糖、异葎草酮、金属络合物和二氧化碳等形成的一个群体，在这个群体中激发泡沫物质的有蛋白质（分子量＞5000Dr）、异构化α酸、金属离子和胶体物质（为葡聚糖和阿拉伯木聚糖），起抑制作用的为脂类、碱性氨基酸和高级醇物质等，而泡沫之间的稳定性主要的基础在于异构化α酸与泡沫蛋白之间的相互作用。其中，泡沫的性质主要取决于气泡的形成、泡沫层中酒液的回落、气泡之间的差异、泡沫形态的不均匀这四个关键过程的发展。根据相应的理论基础，我们绘制一个泡沫形成的简单方程式：

异α酸+多肽-蛋白质+网状结构→                     （泡沫形成）

↑

二氧化碳                         →重力、Plateau border吸引力、抑制因

素、扩散微粒机理等→泡沫消失

在整个泡沫形成的过程中最重要的机理是核晶作用，通过表面张力和二氧化碳的作用，气泡在在一些载体上形成核晶点而最终形成稳定的泡沫；而在重力和Plateau border吸引力的作用下，减弱了气泡的液膜，同时在一些抑制因素的影响下，通过扩散微粒机理以及Laplace pressure的作用下，导致泡沫最终的崩溃。

在啤酒泡沫中最主要的是泡沫蛋白，其是泡沫形成和维持的关键因素。泡沫蛋白是指对啤酒泡沫起主导作用的蛋白群体，其蛋白的分子量基本在10000~100000Dr之间，其中大部分泡沫蛋白以多糖蛋白形式存在，分子量在30000~40000Dr的泡沫蛋白占70%左右。泡沫蛋白具有较强的疏水性，在糖蛋白作用键的作用下，链与链之间相互结合，产生了亲水的特性，在二氧化碳的促发下，两个相反特性的链共同作用形成了稳定的泡沫结构，同时泡沫蛋白复合体表面的活性增加，泡沫的稳定性得到进一步增强。

根据大量的研究表明，泡沫蛋白多少对啤酒泡沫的稳定性有着至关作用。本文在研究泡沫蛋白的分析检测方法的基础上，对啤酒原料、啤酒酿造过程中泡沫蛋白的变化情况、泡沫蛋白与泡沫稳定性因素关系以及在改善啤酒泡沫蛋白等工艺上做了全面的分析研究，从而对优化工艺提高啤酒泡沫的稳定性起到指导的作用。

作者采用Bradford分析法测定泡沫蛋白的含量。Bradford分析法，又为考马斯亮蓝染色法，根据考马斯亮蓝可在酸性条件下与蛋白质结合产生特殊的蓝色，最大吸收波长在595nm处。

1 实验材料与方法

1.1实验材料

考马斯亮蓝

标准牛血清蛋白

95%乙醇

磷酸

751分光光度计

1.2实验方法

1.2.1标准工作曲线的绘制

根据要求浓度配制标准牛血清蛋白溶液，依次比色。以标准牛血清蛋白浓度为横坐标，吸光度A为纵坐标绘制标准曲线。其中每组为3个平行样，图1中的各点为3个平行样的平均值。


[image: image1.wmf]图1 标准工作曲线
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1.2.2样品的处理和制备

麦汁、发酵液、清酒和成品酒经除气后待用。

1.2.3样品的测定

取处理后的样品0.3ml于洁净的试管中，加入5.0ml的考马斯亮蓝染色剂，立即混合反应，注意防止产生泡沫，反应25min 后在595nm波长下测定吸光度值。

1.2.4数据计算

根据标准工作曲线代入检测的吸光度值，取得样品的泡沫蛋白含量。单位为：mg/ml

备注：有关实验方法参数选定的优化及具体说明略。

1.3泡沫测定法

国标法（GB/T4928-2001）

2 分析与讨论

2.1麦芽分析

啤酒中泡沫蛋白的唯一来源是麦芽。麦芽蛋白质的含量取决于原料大麦及制麦工艺，在制麦工艺中浸麦度和赔焦温度是影响麦芽蛋白质含量的重要因素。其中，浸麦度不足会造成麦粒内容物溶解不良，糖化力差，若浸麦度过高造成溶解过度，蛋白质分解过剩，啤酒泡沫差；赔焦温度要控制在合理的范围内，以优化麦芽的蛋白质含量。

根据不同麦芽的情况，我们通过协定法制备麦汁，分析各麦芽的泡沫蛋白的差异性，具体结果如表1、图1所示。

表1 不同麦芽泡沫蛋白差异性分析

单位：mg/ml

	麦芽品种
	 泡沫蛋白含量   
	差异性分析

	加麦1
	0.345、0.321、0.350、0.316、0.368、0.319、0.382
	F=16.78

	加麦2
	0.333、0.319、0.389、0.364、0.372、0.340、0.394
	

	澳麦1
	0.301、0.309、0.328、0.311、0.298、0.354、0.329
	F=13.14

	澳麦2
	0.321、0.289、0.358、0.347、0.336、0.328、0.305
	

	国麦1
	0.320、0.345、0.349、0.325、0.276、0.285、0.364
	F=19.31

	国麦2
	0.354、0.372、0.280、0.358、0.310、0.311、0.300
	



[image: image2.wmf]图2 不同麦芽泡沫蛋白差异分析

0.25

0.275

0.3

0.325

0.35

0.375

0.4

0

1

2

3

4

5

6

7

8

批次

泡沫蛋白含量（mg/ml）�

加麦1�

加麦2�

澳麦1�

澳麦2�

国麦1�

国麦2�


从上表和图分析可见，不同麦芽之间的泡沫蛋白相差很大，最大值和最小之间相差0.118 mg/ml，差值的比例达到40%以上。其中加麦批次检测的泡沫蛋白含量范围在0.315~0.395 mg/ml之间，澳麦在0.285~0.355mg/ml之间，国麦在0.275~0.375mg/ml之间，从中可以看出，各批次原料之间存在着差异性，加麦的泡沫蛋白相对的会比澳麦、国麦多一些，大约是0.3mg/ml左右，而澳麦、国麦之间泡沫蛋白的差异性较小。因此，在选择麦芽酿造啤酒的时候，合理的不同麦芽的配比可以适当的弥补之间差异引起的啤酒泡沫稳定性问题。

2.2酿造过程泡沫蛋白分析

在整个酿造工序中，泡沫蛋白随着蛋白的沉降与蛋白酶的降解作用逐渐减少。根据实际情况，我们拟定生产过程中不同取样点分析泡沫蛋白的变化情况，具体的点为：糖化完全时、糖化过滤后、麦汁初沸、麦汁中沸、麦汁终沸、麦汁沉淀回旋后、麦汁冷却后（定型麦汁），主酵阶段、贮酒阶段，过滤清酒、成品酒。根据具体的分析点，选定10.0°、12.0°P进行跟踪分析，分析结果如下。

表2 糖化过程泡沫蛋白变化分析

单位：mg/ml

	原浓（°P）
	糖化完全时
	糖化过滤后
	麦汁初沸
	麦汁中沸
	麦汁终沸
	麦汁沉淀回旋后
	定型麦汁

	10.0
	0.301
	0.287
	0.270
	0.246
	0.229
	0.202
	0.189

	10.0
	0.312
	0.295
	0.278
	0.253
	0.237
	0.211
	0.200

	10.0
	0.299
	0.281
	0.263
	0.240
	0.223
	0.203
	0.187

	12.0
	0.343
	0.324
	0.311
	0.269
	0.243
	0.236
	0.218

	12.0
	0.359
	0.328
	0.320
	0.283
	0.261
	0.250
	0.242

	12.0
	0.365
	0.334
	0.323
	0.276
	0.267
	0.254
	0.240
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表3 发酵过程泡沫蛋白变化分析

单位：mg/ml

	原浓°P
	定型混合麦汁
	发酵1天
	发酵2天
	发酵3天
	发酵5天
	发酵7天
	发酵9天
	发酵11天（贮酒）
	发酵14天
	发酵17天
	清酒
	成品酒

	10.0
	0.196
	0.183
	0.165
	0.143
	0.130
	0.121
	0.111
	0.097
	0.096
	0.092
	0.094
	0.101

	10.0
	0.207
	0.187
	0.167
	0.145
	0.131
	0.118
	0.113
	0.101
	0.093
	0.095
	0.091
	0.092

	12.0
	0.245
	0.234
	0.220
	0.193
	0.159
	0.142
	0.131
	0.119
	0.117
	0.105
	0.108
	0.112

	12.0
	0.238
	0.230
	0.212
	0.187
	0.154
	0.143
	0.134
	0.117
	0.118
	0.103
	0.100
	0.097



[image: image4.wmf]图4 发酵过程泡沫蛋白变化分析
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从上表2图3分析可见，在整个糖化过程中，麦汁在糖化完全后到初沸阶段泡沫蛋白下降了10%左右，在整个煮沸阶段下降了20%左右，而到定型麦汁约又下降了10%，这主要的原因是在整个糖化阶段伴随着麦汁中蛋白的沉降，造成了泡沫蛋白的流失，因此合理的控制糖化参数，如较高的蛋白休止温度，短时间休止作用可以减少蛋白酶的活性，避免蛋白分解过度造成的泡沫蛋白损失，在整个煮沸阶段提高异构α酸的用量，增强其与泡沫蛋白的作用，改善酒体的泡沫稳定性。

从上表3图4分析可见，在整个发酵过程中，泡沫蛋白损失了50%左右，特别是在主发酵阶段，由于发酵中产生大量的泡沫以及在酵母回收时造成了很多泡沫蛋白的流失，同时，酵母自溶分泌的脂肪酸在一定程度上影响了泡沫蛋白的表面张力，造成了泡沫蛋白的损失。因此，在对发酵工艺参数的控制上，采取低温发酵，适当的二氧化碳加压，可以一定程度的减少发酵产生的泡沫，降低泡沫蛋白的损失，同时在发酵结束后，尽快回收酵母，避免酵母自溶产生的影响。

从上两点分析可见，在整个啤酒的酿造过程中，泡沫蛋白的损失是相当严重的，我们从糖化完全到定型麦汁到过滤前进行更为直观的作图分析（见下图5，取表2表3平均值），从图可见，泡沫蛋白的下降是呈直线趋势，下降幅度高达100%以上，因此，在对泡沫蛋白的损失而引起泡沫稳定性的减弱方面上，合理工艺控制和良好的麦芽质量才是根本的解决办法。


[image: image5.wmf]图5 泡沫蛋白直观下降分析
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2.3泡沫蛋白与泡持性的关系分析

泡持性是泡沫稳定性主要的指标，泡沫蛋白在一定程度上体现了泡沫的稳定性，在不考虑二氧化碳、异α酸的影响条件下，分析泡沫蛋白与泡持性之间的关系。我们对一段时间来分析的两者之间关系的数据进行整理统计分析，利用散布分析图，表明两者之间的强弱关系，见图6。


[image: image6.wmf]图6 泡沫蛋白与泡持性的关系
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从上的分析可见，泡沫蛋白与泡持性之间存在着一定的线性关系，泡沫稳定性随着泡沫蛋白含量增加而提高，在图中存在着偏差点主要是因二氧化碳、异α酸等因素的影响而引起的。因此，通过二者之间的关系可以在一定程度上体现泡沫的稳定性，也可以通过泡沫蛋白的变化预测啤酒的泡沫稳定性。

2.4高浓酿造与泡沫蛋白之间的关系分析

高浓酿造是利用高浓度的麦汁（如14.0°P、15.0°P），经过酿造稀释或经稀释酿造在稀释，使啤酒达到生产所需要的合理度数的一种生产方法。但是，通过我们的分析实验表明了，其对啤酒的泡沫蛋白与泡沫稳定性有着负面的影响，甚至使啤酒的泡沫稳定性不能达到国家规定的要求范围，具体数据说明如下。

表4高浓酿造过程泡沫蛋白变化分析

单位：mg/ml

	原浓（°P）
	糖化完全时
	糖化过滤后
	麦汁初沸
	麦汁中沸
	麦汁终沸
	麦汁沉淀回旋后
	定型麦汁

	14.0
	0.439
	0.417
	0.390
	0.364
	0.321
	0.301
	0.287

	14.0
	0.442
	0.415
	0.387
	0.361
	0.315
	0.299
	0.282

	原浓°P
	定型混合麦汁
	发酵1天
	发酵2天
	发酵3天
	发酵5天
	发酵7天
	发酵9天
	发酵11天（贮酒）
	发酵14天
	发酵17天

	14.0
	0.285
	0.273
	0.261
	0.242
	0.204
	0.183
	0.164
	0.141
	0.132
	0.121

	14.0
	0.283
	0.271
	0.259
	0.238
	0.197
	0.180
	0.165
	0.143
	0.134
	0.124



[image: image7.wmf]图7 高浓酿造过程泡沫蛋白变化分析
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从上表4、图7分析可见，在整个糖化过程中，特别是在煮沸过程中，泡沫蛋白下降的幅度很大达到30%以上，而在发酵过程中，泡沫蛋白的损失量高达60%以上，主要原因是高浓度的麦汁，在整个煮沸过程中蛋白疏水物质下降与麦汁浓度成正比，故下降的泡沫蛋白增加，同时麦汁浓度较高发酵时产生泡沫量增加，导致泡沫蛋白损失量提高。因此在与表2、3中的10.0°P啤酒的酿造过程相比，其泡沫蛋白的损失量明显增多，将影响其成品酒最终的泡沫稳定性。下对原浓酿造和高浓酿造的成品酒泡沫稳定性和泡沫蛋白进行分析，其中还从成品酒总蛋白质方面进一步说明。

选择14.0°P高浓酿造和10.0°P原浓酿造，最终成品酒为10.0°P进行分析，结果如下。

表5 高浓酿造原浓酿造泡沫蛋白与泡持性关系

	项目
	泡沫蛋白mg/ml
	泡持性  S
	总蛋白 mg./l

	高浓酿造（10.0°P啤酒）
	0.097、0.086、0.113、0.076、0.105、0.072、0.103
	218、206、182、173、194、167
	390、436、428、447、393

	原浓酿造10.0°P啤酒
	0.112、0.106、0.113、0.097、0.123、0.098、0.110
	246、213、254、208、211、237
	487、472、461、467、450


通过上表5的分析可见，高浓酿造由于稀释后造成了总蛋白含量的下降，影响了泡沫蛋白的含量，从而最终影响了啤酒的泡沫稳定性。

从上分析的各点来综合分析，高浓酿造在降低成本、提高产量上体现现代啤酒酿造发展，但是，在对于啤酒的泡沫稳定性方面产生了很大的影响。因此在如何利用好该技术，同时对最近几年来麦芽的问题，寻找合理的工艺和原料是值得酿造工作者共同研究学习的。

2.5后修饰对泡沫蛋白的影响

通过在啤酒过滤过程中添加泡沫稳定剂，达到提高最终啤酒的泡沫稳定性，这里我们主要研究添加PGA（泡沫稳定剂）对啤酒泡沫蛋白的影响。PGA是由海藻中提取物精致复配而成，主要成分是海藻酸丙二醇酯，其主要作用是增加泡沫稳定性，同时可以降低啤酒泡沫迫害因子所造成的影响，使啤酒泡沫更加细腻，增加泡持时间和挂杯效果。在实验中，选择8.0°P啤酒添加一定梯度的PGA分析对啤酒泡沫蛋白和泡沫稳定性的影响，具体见表6。

表6   PGA对啤酒泡沫蛋白和泡沫稳定性分析

	添加梯度 ppm
	泡沫蛋白   mg/ml
	泡持性   S

	0
	0.068
	175

	5
	0.059
	182

	10
	0.069
	226

	15
	0.076
	225

	20
	0.060
	231

	25
	0.065
	251

	30
	0.069
	245


   备注：上数据均代表一组数据的平均值。

通过上分析数据表明了，泡沫稳定剂PGA在一定程度上提高了啤酒的泡沫稳定性，但在泡沫蛋白上没有什么变化。因此很多外加的稳定剂只是增强了泡沫本身的表面张力等而增加啤酒的泡沫稳定性，这也为啤酒中的泡沫蛋白的唯一来源是麦芽提供了有利的证据。

2.6其他因素与泡沫蛋白之间的分析

鉴于其他辅料在现代酿造工艺中的不断应用，如：大米、小麦、糖浆等，根据其含有泡沫蛋白的有无和多少，将在一定程度上影响啤酒最终的泡沫蛋白含量，这些在这里不加于详细的阐述了。其中，小麦含有丰富的泡沫蛋白，能赋予啤酒丰富的泡沫，其中，使用一定的比例小麦和麦芽混合酿造，可在一定程度上改善因现麦芽问题引起的啤酒泡沫稳定性，这我们将在其他论文中给予详细说明。

3 结束语

在对啤酒泡沫蛋白以及酿造过程中泡沫蛋白变化的分析中，还涉及到很多其他因素条件的分析，如金属阳离子的影响分析、麦芽库值的影响分析、多肽的影响分析等等。本文在通过对各因素中的分析中主要是寻找相应的变化规律以及方法的可行性，对生产的工艺参数的优化起到指导的作用。有关泡沫蛋白的更深入的研究分析，我们将继续进行。
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图2 不同麦芽泡沫蛋白差异分析

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sheet2

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		0



10

10

10

12

12

12

分析点

泡沫蛋白（mg/ml）

图2 糖化过程泡沫蛋白变化分析
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图4 发酵过程泡沫蛋白变化分析
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泡沫蛋白（mg/ml）

泡持性  S

图6 泡沫蛋白与泡持性的关系
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蛋白浓度（mg/ml）

吸光度  A

图1 标准工作曲线
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