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大豆蛋白用作啤酒泡沫稳定剂的研究

孙琳琳1,2，陆 健1,2,*
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摘   要：本研究以脱脂大豆蛋白粉为原料，碱溶酸沉法制备大豆分离蛋白(SPI)和大豆乳清蛋白(WSP)，根据大豆

分离蛋白酶解过程中溶解性及泡沫稳定性的变化情况，确定大豆分离蛋白的酶解程度。再通过对酶解大豆分离蛋白

(ESPI)及大豆乳清蛋白(WSP)的性能实验及应用实验进一步考察大豆蛋白用作啤酒泡沫稳定剂的可行性。结果表明，

酶解30min 后，ESPI 溶解性和泡沫稳定性均有所增强；ESPI 和 WSP 不仅能改善低度熟啤酒的泡持性，而且可以明

显改善纯生啤酒货架期内的泡持性；大豆蛋白的添加不会影响啤酒的非生物稳定性。

关键词：大豆乳清蛋白；酶解大豆分离蛋白；啤酒；泡沫稳定性

Study on Soybean Proteins Used as Foam Stabilizer in Beers

SUN Lin-lin1,2，LU Jian1,2,*

(1.Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi         214122, China；
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Abstract ：Defatted soybean proteins were used as raw material in this study. After being dissolved by alkali and precipitated

by acid, whey soy proteins were salted out by ammonium sulfate while soybean proteins were enzymatically modified to improve

the solubility and foam stability. Feasibility of whey soy proteins and soybean protein isolates to be used as beer foam stabilizer

was further studied. Results showed that the solubility and foam stability of soybean protein isolates were both strengthened

after 30 minutes of enzymatic hydrolysis. Foam stability of low gravity brewed sterilized beer and draft beer can be improved

by adding whey soybean proteins and enzymatic soybean protein isolates. Non-biological stability of the beers containing

soybean proteins is good.
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1.3 方法

1.3.1 大豆分离蛋白及乳清蛋白制备工艺[5]

脱脂大豆蛋白粉与去离子水以1:10的比例混合，用

2mol/L NaOH 调 pH 至 8.0，在室温下浸提2h 后，20℃

下10，400× g离心15min。提取液用4mol/L HCl 调 pH

至 4.5，在 4℃下静置2h，10，400g 下离心20min。沉

淀经去离子水溶解后，用2mol/L NaOH 溶液调pH 至 8.

0，冷冻干燥即为大豆分离蛋白；上清液用2mol/L NaOH

溶液调pH 至 8.0，室温下放置1h，20℃下 12，400g 离

心 15 m i n，上清用 90% 饱和硫酸铵沉淀，20℃下 12，

400 × g 离心 15min，沉淀用去离子水溶解后在4℃下透

析 2 4 h，透析液经冷冻干燥即为大豆乳清蛋白。

1.3.2 酶解大豆分离蛋白的制备

用去离子水溶解大豆分离蛋白，配成4%(W/V)的蛋

白溶液，采用蛋白酶酶解一定时间后，1 0 0 ℃灭酶

10min，冷却，调 pH 至 4.5，4℃放置 2h，离心后上

清调 pH 至 7 . 0，冷冻干燥即为酶解大豆分离蛋白。

1.3.3 大豆分离蛋白酶解过程中结构与性质的变化

1.3.3.1 溶解性能参数SpH4.5 的测定

采用1.3.2 中所述方法酶解大豆分离蛋白，定时取

样，灭酶，调 pH 至 4 . 5，离心后测定上清液蛋白质浓

度，即为酶解大豆分离蛋白在pH4.5 条件下的溶解性能

参数SpH4.5。蛋白质浓度的测定采用微量凯氏定氮法。具

体测定方法如下：取 2ml 蛋白溶液，220℃下碳化 2h

后，加入催化剂 7g，浓硫酸 15 m l，在 4 2 0℃下消化

1.5h，室温下冷却，直接采用自动凯氏定氮仪测定含氮

量(mg/ml)，该值乘以6.25 即为蛋白含量。

1.3.3.2 泡沫稳定性的测定

将所测蛋白分别用去离子水溶解，配成 1mg/ml 的

蛋白溶液，调 pH 至 4 . 5，加入 3. 5 % 的无水乙醇，采

用Rudin 法测定蛋白溶液pH 4.5 条件下的泡沫稳定性。

结果以HRV(s)值表征。HRV(head refension value)值的

测定方法见1.3.6。

1.3.3.3 蛋白质表面疏水性的测定[6-7]

采用 ANS 荧光探针法。0.01mol/L pH4.5 的磷酸缓

冲溶液溶解蛋白，20℃下放置 2h，离心后测定上清液

蛋白浓度，梯度稀释后得到一系列最终浓度介于0.01～

0.3mg/ml 的蛋白溶液。取 3ml 蛋白溶液，加入 40μl

8.0mmol/L ANS(溶于0.1mol/L pH7.0磷酸缓冲溶液)，以

365nm 为激发波长，484nm 为发射波长，荧光分光光度

计测定荧光强度 FI，以蛋白质浓度为横坐标，FI 为纵

影响啤酒泡沫性能的最关键因素之一为啤酒中的泡

沫活性蛋白，即一类分子量 5kDa 以上、且疏水性较强

的多肽[1]，其性质和含量很大程度上决定了啤酒泡沫的

质量。高浓酿造工艺和低温膜过滤技术近年来倍受啤酒

生产厂家青睐，然而，这两种技术的应用都在一定程

度上影响了啤酒的泡沫稳定性。前者由于麦汁煮沸和发

酵过程中疏水性多肽损失较多，加之采用稀释工艺，最

终成品啤酒中泡沫活性蛋白的含量明显低于常规啤酒[2]；

而后者摒弃了传统的巴氏灭菌工艺，通过无菌膜过滤技

术滤除酵母和杂菌，对泡沫蛋白有破坏作用的蛋白酶 A

在酒液中得以比较多的保留，在啤酒货架期内快速降解

泡沫活性蛋白，从而导致泡沫稳定性明显变差[3 ]。

改善啤酒泡沫稳定性的方法很多，添加天然安全的

泡沫稳定剂对其进行后修饰是常用的一种手段。P G A，

即海藻酸丙二醇酯，由天然海藻中提取的褐藻酸有机衍

生物高度提纯而成，是目前啤酒企业应用广泛的一种泡

沫稳定剂。但有研究表明，在啤酒中泡沫蛋白含量不

足的情况下，PGA 的添加并不能取得令人满意的改善啤

酒泡沫的效果[4]。可见，作为啤酒泡沫骨架结构重要成

分的泡沫活性蛋白，其含量对于啤酒泡沫性能的发挥有

着重要的作用。

大豆蛋白是一种优质植物蛋白，其资源丰富，原

料成本低，具有多方面的功能性，被广泛应用于食品

工业领域。发泡性作为大豆蛋白的一项基本性能，常

被用于装饰糕点以及冰淇淋的生产。但尚未见大豆蛋白

用作啤酒泡沫稳定剂的研究。本研究以脱脂大豆蛋白粉

为原料，采用碱溶酸沉法制得大豆分离蛋白(SPI)和大豆

乳清蛋白(W S P )，通过对大豆分离蛋白适度酶法改性，

获得溶解性和泡沫性能优良的酶解大豆分离蛋白(ESPI)。

进一步通过性质实验以及应用实验考察了ESPI 以及 WSP

作为啤酒泡沫稳定剂应用的可能性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂大豆蛋白粉    上海深远食品公司；啤酒    重庆

啤酒集团常州天目湖公司。

Asl.398中性蛋白酶(130000U/g)；ANS(1-萘胺-8-磺

酸)    Sigma 公司；海藻酸丙二醇酯(PGA)、NaOH、

H C l、( N H 4) 2S O 4、C u S O 4、K 2S O 4、无水乙醇等均为分

析纯试剂。

1.2 仪器设备

凯氏定氮仪    瑞士 Foss公司；PHS-3C 精密 pH计

上海雷磁仪器厂；960 MC荧光分光光度计    上海第三分

析仪器厂；WZS-1A 型双束光散射浊度仪    上海科德光
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坐标绘制曲线，起始斜率即为蛋白质的表面疏水性 H 0。

1.3.3.4 SDS-PAGE 电泳

浓缩胶浓度为 5%；分离胶浓度为 12.5 %；蛋白溶

液:样品缓冲液=1:4(体积比)；进样量为2μl；电泳于恒

压下进行，浓缩胶中 1 5 0 V，分离胶中 1 8 0 V。

1.3.4 大豆蛋白性质实验

1.3.4.1 大豆蛋白与啤酒自身蛋白泡沫稳定性比较实验

超滤去除啤酒中的泡沫活性蛋白(啤酒中具有泡沫活

性的蛋白质分子量均高于3.5kDa)，分别在其中添加酶解

大豆分离蛋白和大豆乳清蛋白，通过 HRV 值的测定考察

其在啤酒中的泡沫性能。

1.3.4.2 大豆蛋白与 P G A 对啤酒泡沫稳定性改善效果

比较实验

以原麦汁浓度为 12°P 的啤酒为对照，分别在其中

添加 100mg/L 乳清蛋白、酶解大豆分离蛋白以及 PGA，

通过绘制含不同泡沫稳定剂啤酒的稀释曲线，比较大豆

蛋白和 P G A 对啤酒泡持性的改善效果。

1.3.4.3 大豆蛋白热稳定性实验

对含100mg/L 大豆蛋白的啤酒在65℃下进行一段时

间的热处理，通过处理前后啤酒浊度以及泡持性的变化

考察大豆蛋白的热稳定性。浊度的测定采用仪器法。

1.3.5 大豆蛋白的应用实验

将酶解大豆分离蛋白(ESPI)和大豆乳清蛋白(WSP)分

别用脱氧水溶解，配成1% 的蛋白溶液，0.45μm 微滤后

添加至灭菌过的啤酒瓶中，添加量为100mg/L(以啤酒体积

计)。测定啤酒存放货架期内泡持性和浊度的变化情况。

1.3.6 HRV 值的测定[8-9]

H R V 即泡持性又名泡沫稳定性，采用 Rudi n 改良

法测定。控制测定系统温度为20℃，以80ml/min 的流

速将 N 2 通入待测样品中，至样品完全起泡，记录时间

及其对应的泡沫的液体相当的体积V泡沫，V=20ml － V 液体。

泡沫衰减过程中，泡沫体积的对数与衰减时间之间存在

线性关系，以 t-lnV 泡沫作图，求得斜率 k，HRV 值的计

算公式为：

                    
 ln20

HRV(s)= ————

                               
－2k

1.3.7 啤酒浊度的测定[10]

浊度的测定采用仪器法。测定前先调零，然后将

装 3/4 杯啤酒的标准测量杯放入测量室的水中，关上机

盖，稳定后所得读数即为样品的 E B C 浊度值。

2 结果与分析

2.1 大豆分离蛋白的酶解

2.1.1 酶解过程中大豆分离蛋白溶解性能的变化

大豆分离蛋白即大豆蛋白提取液等电点沉淀得到的

蛋白，pH4.5 条件下溶解性很差，进而影响了其在啤酒

环境(pH4.2～4.5)中泡沫性能的发挥[11]，此外，由于大

豆分离蛋白分子量较高，直接添加容易引起啤酒混浊，

对啤酒货架期内非生物稳定性造成不利影响。因此，本

实验采用中性蛋白酶对之适度酶解，以期达到适当降低

大豆分离蛋白分子量，改善其在pH4.5 条件下溶解性能

的目的。图 1 表明，酶解作用使大豆分离蛋白的溶解性

能得到一定的改善。反应开始的60min 内 SpH4.5 增加幅度

较为显著，这是由于随着酶解作用的进行，大豆分离

蛋白的亲水性基团逐渐暴露，且分子量有所降低(图 2)，

因此其溶解性也逐渐增强[12]。当反应进行至60min 左右

时，S p H 4 . 5 变化已不再明显。
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图1     酶解过程中大豆分离蛋白溶解性能SpH4.5变化曲线

Fig.1      Solubility of soybean protein isolate at pH 4.5 during
enzymatic hydrolysis

图2    酶解大豆分离蛋白的 SDS-PAGE 图谱

Fig.2     SDS-PAGE of soybean protein isolates during enzymatic
hydrolysis
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1.标准蛋白；2.大豆分离蛋白；3～10 分别为酶解 5、10、15、30、

60、100、200、300min 后的大豆分离蛋白。

2.1.2 酶解过程中大豆分离蛋白泡沫稳定性的变化

采用中性蛋白酶对大豆分离蛋白酶解改性，蛋白质

的泡沫稳定性先增强后降低(图 3)，经分析可知，大豆

蛋白泡沫稳定性的维持与其分子结构以及溶解性能密切
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相关。一方面，酶解作用使蛋白质的表面疏水性有所

增加(图 4)，使之更易起泡[13]，且随着溶解度的逐渐增

加(图1)，能参与起泡作用的蛋白质分子的数目也越来越

多，而良好的起泡力是泡沫稳定性发挥的前提和保证，

因此，蛋白质的泡沫稳定性先有所增强；另一方面，

由图 2 可知，随酶解反应的进行，组成大豆分离蛋白的

亚基逐渐被降解，分子量 35kDa 以上的多肽逐渐变少，

与此同时，分子量介于14.4～25kDa 的多肽并无增多趋

势，也呈减少趋势，而每孔蛋白质总量相同，可见，

酶解作用使小分子多肽或缩氨酸的比例越来越高(电泳图

上未显示)，由此导致大豆分离蛋白不易形成气泡或形

成的气泡壁越来越薄，容易破裂[14]，最终表现为泡沫稳

定性越来越差。
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图3    酶解过程中大豆分离蛋白泡沫稳定性变化

Fig.3      Foam stability of soybean protein isolate during enzy-
matic hydrolysis

以上结果表明，酶法改性可以在一定程度上改善大

豆分离蛋白的溶解性和泡沫稳定性。但酶解过度会导致

蛋白质所带静电荷量过高以及小分子多肽的大量产生，

从而导致大豆分离蛋白泡沫稳定性又有所降低。为兼顾

大豆分离蛋白溶解性与泡沫稳定性的发挥，以下采用的

为酶解 30min 后的大豆分离蛋白。
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图4    大豆分离蛋白酶解过程中表面疏水性的变化

Fig.4     Surface hydrophobicity of soybean protein isolate during
enzymatic hydrolysis

2.2 大豆蛋白性质实验

2.2.1 大豆蛋白与啤酒本身蛋白泡沫稳定性比较实验

图5 结果表明，超滤去除啤酒中分子量大于3.5kDa

的组分后，啤酒已不具起泡力和泡持性，此时，仅需

添加800mg/L 左右的乳清蛋白或酶解大豆分离蛋白就能

使啤酒的泡持性基本回复，经测定，啤酒自身蛋白质

的含量为 3820mg/L，添加量远低于该值，可见，大豆

蛋白作为一种啤酒泡沫稳定剂，具有不错的应用前景。
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图5    含大豆蛋白啤酒的泡沫稳定性

Fig.5     Foam stability of beers containing soybean proteins
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原啤酒蛋白含量为3.82mg/ml

泡沫性为124s

由图 6 可知，原啤酒本身泡沫活性蛋白含量很丰

富，在其中添加100mg/L 的大豆蛋白，对其泡沫稳定性

改善效果不是特别明显。相比较而言，P G A 的效果更
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图6    含不同泡沫稳定剂的啤酒的稀释曲线

Fig.6     Dilution curves of beer containing different foam
stabilizers
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2.2.2 大豆蛋白与 P G A 对啤酒泡沫稳定性改善效果比

较

采用含3.5% 乙醇的去离子水稀释原啤酒，作出HRV

值 - 稀释倍数曲线，该稀释曲线可以反映啤酒的泡沫性

能[1 5 ]。一般而言，啤酒的泡沫性能越好，抵抗稀释的

能力越强。泡沫性能优良的啤酒需稀释 3～4 倍，H R V

值才开始迅速下降。



191※工艺技术 食品科学 2007, Vol. 28, No. 12

好，此时，P G A 主要通过增加啤酒的黏度使得泡沫稳

定性有所增强[16 ]。原啤酒在稀释 3 倍时，H R V 值开始

迅速下降，此时啤酒中的泡沫活性蛋白含量应为使啤酒

维持良好泡沫稳定性的下限，继续对啤酒进行稀释，其

中泡沫活性蛋白含量已不足以使啤酒发挥好的泡沫性

能。含100mg/L PGA 啤酒的稀释曲线与原啤酒的稀释曲

线比较接近，当稀释倍数达到 3 倍时，H R V 值亦迅速

下降，而含大豆蛋白的啤酒其抵抗稀释的能力则有所增

强。当稀释倍数大于 3 倍时，添加大豆蛋白的啤酒其泡

持性明显高于原啤酒和添加 PGA 的啤酒，由此可见，当

啤酒中泡沫活性蛋白含量不足时，通过添加 PGA 并不能

起到理想的效果，而此时添加一定量的大豆蛋白则可以

明显改善其泡持性。

表1    大豆蛋白热稳定性实验

Table 1    Stability of soybean proteins through heat treatment

65℃热处理时间(min) 浊度(EBC) 泡沫稳定性(s)

0 0.35 135

大豆乳清蛋白
10 0.38 132

20 0.41 138

30 0.48 130

0 0.34 128

酶解大豆 10 0.34 130

分离蛋白 20 0.35 134

30 0.35 128

2.2.3 大豆蛋白热稳定性实验

2.2.1、2.2.2 实验结果表明，大豆蛋白可以在一定

程度上改善啤酒的泡沫稳定性，对泡沫活性蛋白含量不

足的啤酒，效果尤为明显。但作为啤酒添加剂，考虑

到熟啤酒在灌装前需经过巴氏灭菌，若所添加外源蛋白

为热敏感蛋白，加热时容易凝集，形成沉淀，进而导

致啤酒的混浊，故良好的热稳定性是泡沫稳定剂应有的

必要前提。

表1 结果表明，经65℃热处理30min，含酶解大豆

分离蛋白啤酒的浊度以及泡沫稳定性几乎不变，可见，

酶解大豆分离蛋白具有很好的热稳定性，而含大豆乳清

蛋白的啤酒在热处理过程中浊度有所增加，泡沫稳定性

变化不太明显，这说明大豆乳清蛋白对热处理相对比较

敏感，但对啤酒的泡沫稳定性影响不大。

2.3 大豆蛋白应用实验

将大豆乳清蛋白(WSP)和酶解大豆分离蛋白(ESPI)分

别添加在8°P 熟啤酒以及9°P 纯生啤酒中，测定货架期

内啤酒泡持性和浊度的变化情况。

图 7 结果表明，8°P 熟啤酒本身泡持性较低，添

加100mg/L 的 ESPI 后，泡持性由105s 提高至127s，添

加相同量的 WS P，则提高至 132 s，可见，两类大豆蛋

白对低度啤酒的泡持性都有不同程度的改善。货架期内
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图7    大豆蛋白对啤酒货架期内泡持性及浊度的影响

Fig.7      Effects of soybean proteins on beer foam stability and
haze during shelf life

原9°P纯生啤酒

添加 WS P 的啤酒

添加ESPI的啤酒

熟啤酒的泡持性基本不变。WSP 对热处理比较敏感，巴

氏灭菌工艺的采用使添加该蛋白的啤酒浊度由0.29EBC
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上升至 0.38EBC，但货架期内浊度变化甚微，3 个月后

浊度仍保持在0.4EBC 左右。由于纯生啤酒采用低温膜过

滤技术去除微生物，使蛋白酶 A 在成品啤酒中得以残

存，货架期内不断降解泡沫活性蛋白，最终导致泡持

性越来越差。啤酒初始泡持性为 10 9 s，货架期内泡持

性下降迅速，3 个月后已不具良好的起泡力，泡持性下

降至 3 2 s，较初始泡持性下降 7 1 %。通过添加大豆蛋

白，尽管啤酒货架期内泡持性仍呈下降趋势，但幅度

明显减小。添加ESPI 的啤酒 3 个月后泡持性由122s 下

降至 7 2 s，下降 4 1 %；而添加 W S P 的啤酒泡持性则由

128s 下降至 90s，下降 30%。经分析，一方面大豆蛋

白中可能存在对蛋白酶 A 活性具有一定抑制效果的成

分；另一方面大豆蛋白中某些组分对蛋白酶 A 耐受力较

强，不易被之酶解。由于未采用热杀菌工艺，添加ESPI

和 WSP 对纯生啤酒的浊度都几乎没有影响，啤酒存放 3

个月后浊度仍能保持在 0.4EBC 以下。由此可见，适量

大豆蛋白的添加并不会影响啤酒的非生物稳定性。

3 结  论

3.1 酶法改性可以在一定程度上改善大豆分离蛋白的溶

解性和泡沫稳定性。但酶解过度会导致大豆分离蛋白泡

沫稳定性又有所降低。最终确定采用酶解30min 后的大

豆分离蛋白作为研究对象。

3.2 啤酒稀释率曲线表明当啤酒中泡沫活性蛋白含量不

足时，通过添加 P G A 效果并不理想，而此时添加大豆

蛋白则可以起到明显的改善效果；热处理实验结果表明

酶解大豆分离蛋白(ESPI)耐热性较强，而大豆乳清蛋白

(WSP)对热处理相对比较敏感。

3.3 ESPI 和 WSP 不仅能改善低度熟啤酒的泡持性，而

且可以明显改善纯生啤酒货架期内的泡持性。对照纯生

啤酒3个月内泡持性下降幅度为71%，而含100mg/L ESPI

和 WSP 的纯生啤酒其泡持性则分别下降41% 和 30%。大

豆蛋白的添加不会影响啤酒的非生物稳定性，啤酒存放

3 个月后浊度仍保持在0.4EBC 左右。
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信  息 英用转基因成功合成脂肪酸 有望改善饮食

英国科学家最近成功利用转基因技术使油菜等农作物合成 OMEGA- 3 脂肪酸，这项成果有望为改善人们的饮食

提供新途径。

英国赫特福德郡洛桑研究所科学家从一种名为海链藻的单细胞海藻中分离出关键基因，并将其植入亚麻和油菜中。

实验证实，这些农作物可以合成出通常只在多脂鱼中存在的 OMEGA- 3 脂肪酸。科学家的最终目标是用转基因

植物喂养家禽家畜，使它们产出富含 O M E G A - 3 脂肪酸的蛋、肉和奶。


