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单宁酸与麦胶蛋白结合反应的研究

寇正福，刘坐镇，邬行彦

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 566579）

摘 要： 以单宁酸和麦胶蛋白分别作为引起啤酒浑浊的敏感多酚和敏感蛋白的模型物质，用分光光度法对影响单宁

酸与麦胶蛋白结合反应的因素进行了研究。发现，麦胶蛋白的浓度影响单宁酸与麦胶蛋白结合的方式，也影响二者的

结合比例。反应温度越低、反应时间越长，单宁酸与麦胶蛋白结合反应越完全。在很低的>?值时，单宁酸与麦胶蛋白结

合能力很差，在>?@;6附近，单宁酸与麦胶蛋白结合反应较完全。低乙醇浓度下，随着乙醇浓度的上升，单宁酸与麦胶蛋

白结合反应程度有所下降，而在较高乙醇浓度下却随之增大。
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啤酒常常由于微生物和物理化学因素造成浑浊，多酚和蛋白

质是引起浑浊的一个主要因素，这是啤酒业中一个长期研究的课

题。引起啤酒混浊的敏感蛋白有大麦醇溶蛋白、富含脯氨酸的醇溶

谷蛋白等。麦胶蛋白与它们具有很好的相似性，形成混浊能力强，

而且容易得到，因此非常适合作为引起啤酒混浊的敏感蛋白的模

型物质 X8Y。

测定多酚和蛋白质结合能力的方法有平衡渗析法、微热计量

法、连续动态渗析法、酶抑制法、核磁共振法、蛋白质沉淀法和相对

涩性法 X5Y。利用多酚—蛋白质结合产生的沉淀即可对多酚结合能

力进行分析。常用的方法为浊度分析法、放射性同位素标记蛋白质

定量法和血红蛋白法。一种较简便的方法是分光光度计法。此方

法不仅可测定多酚对蛋白质的结合能力，而且可阐明反应的动力

学、热力学乃至反应机理 X7Y。与一些传统的方法相比，它比较简单、

准确，而且样品用量少。其原理如下。

单宁溶液和麦胶蛋白溶液的紫外吸收光谱均有两个吸收峰。

设浓度为!1的单宁水溶液在!8和!5处的吸光度值为" 18和" 15，吸光

系数为"18和"15。浓度为!Z的麦胶蛋白水溶液在相应波长处的吸光

度值为" Z8和" Z5，吸光系数为"Z8和"Z5。则有：

" 18 [ "18 !1 （8）

" 15 [ "15 !1 （5）

" Z8 [ "Z8 !Z （7）

" Z5 [ "Z5 !Z （@）

设在单宁酸—麦胶蛋白反应溶液中!8和!5处的吸光度值为" 8

和" 5，则：

" 8[" 18\" Z8 （<）

" 5[" 15\" Z5 （A）

将（8）至（@）式代入（<）和（A）式，则有：

" 8["18!1\"Z8!Z （9）

" 5["15!1\"Z5!Z （D）

解方程组得：

!1[————————————— （=） !Z[————————————— （86）

先作空白实验，分别测试一定浓度的单宁溶液和麦胶蛋白溶

液在!8和!5处的吸光度值，则可根据（8）至 （@）算 出"18，"15，"Z8和"Z5

@个常数。因此，对于任一单宁和麦胶蛋白反应样品，反应完毕后，

经高速离心除去沉淀物，再测离心液紫外光谱在!8和!5处的吸收

值" 8 和 " 5，则可根据（=）和（86）式计算出离心液中单宁含量和麦

胶蛋白含量。由于反应的初始单宁浓度和麦胶蛋白浓度是已知的，

因此可以根据以下两式分别计算相对吸光度值#以及沉淀中单宁

与麦胶蛋白反应的分子比例!!1 ]!!Z：

#[$^[——————— —————[——————

" Z5" 8’" Z8" 5

" Z5 " 18’" Z8" 15

!16’!1 !!1 !16’!1

!1 !!Z !Z6’!Z

" 15" 8’" 18" 5

" 15 " Z8’"18"Z5
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相对吸收值<越小，表明反应的单宁越少，单宁与蛋白质反应

的程度越小。

多酚—蛋白质结合是一个复杂的可逆反应。两者的分子结构、

结合方式和复合物的稳定性是影响结合反应的决定因素；两者的

分子比例、溶剂及=>值、反应温度和时间对反应也有一定的影响。

本文以单宁酸和麦胶蛋白作为引起啤酒浑浊的敏感多酚和敏

感蛋白的模型物质，用分光光度法对影响单宁酸与麦胶蛋白结合

反应的因素（麦胶蛋白的浓度、反应温度、时间、=>值和乙醇）进行

了研究。

8 实验仪器和材料

紫外光栅分光光度仪：9?5型，上海第三分析仪器厂；精密酸度

计：=>-’5@型，上海雷磁仪器厂；台式离心机：AB85’8型，上海

医疗器械有限公司手术器械厂。

麦胶蛋 白 （,3")C"+）：平 均 分 子 量 约 为?6666， D3$*)公 司 ；单 宁

酸（E)++". )."C）：试剂级，平均分子量为8968，上海试剂公司。

5 分析方法

紫外分光光度法。

7 实验方法

测定单宁酸磷酸盐缓冲液（=>B;5）和麦胶蛋白磷酸盐缓冲液

的紫外吸收光谱。将6;68 (F单宁酸溶液与一定浓度麦胶蛋白溶液

（含有一定量的乙醇）按 8G8（体积比例）混合，在一定的温度下，反

应一定时间，台式离心机离心8? ("+，分别测定上清液的紫外吸收

值，计算相对吸收值<。

B 实验结果与讨论

B;8 紫外吸收系数的计算

分别测定6;68 (F单宁酸磷酸盐缓冲液和?H86’B (F麦胶蛋白

磷酸盐缓冲液的紫外吸收光谱 （见图8）。单宁酸分别在58B +(和

59? +(处有两个吸收峰，麦胶蛋白在58B +(也有一定的吸收值，在

59? +(处吸收值为6。可以算出：!18I8?B;7 .(F’8，!15I96;6 .(F’8，

!J8IKBB .(F’8，!J5I6;6。

B;5 麦胶蛋白浓度对反应的影响

分别以! 和!"1 L!"J对麦胶蛋白初始浓度作图 （见图5、图

7）。!越小，表明"1大，即溶液中剩余的单宁酸的含量高，沉淀的单

宁酸就少，单宁酸与麦胶蛋白的反应程度小。反之，!越大，单宁酸

与麦胶蛋白的反应程度大。图5、图7表明，当麦胶蛋白浓度较低时，

单宁酸分子可能在麦胶蛋白表面形成单分子层，单位麦胶蛋白结

合的单宁酸分子数量多，单宁酸的沉淀率高，沉淀中的单宁酸分子

比例高。当麦胶蛋白的浓度较高时，单宁酸在麦胶蛋白分子间产生

交联，单位麦胶蛋白结合的单宁酸分子数量相对减小，单宁酸的沉

淀率降低，沉淀中的单宁酸—麦胶蛋白分子比例降低。单宁酸与麦

胶蛋白结合的位点数是一定的，因此，当单位麦胶蛋白分子结合到

一定数量的单宁酸分子后，也难以再找到稳定的结合点 M7N。这是一

种动态平衡，表现在图5、图7中曲线的趋势趋向水平。

B;7 温度对反应的影响

由图B可以看出，在相同的麦胶蛋白浓度下，温度越高，!（结

合反应程度）越小。这说明，单宁酸与麦胶蛋白结合反应是放热反

应，高温不利于结合反应。在实际生产中，啤酒受激冷时容易产生

冷凝物（单宁与麦胶蛋白类物质的结合物），也说明了低温有利于

单宁与蛋白的结合。

B;B 时间对反应的影响

多酚—蛋白质结合反应是一个可逆反应，反应时间对反应平

衡有很大影响。图?显示出这样一个规律：反应时间太短（6;? 2），即

使麦胶蛋白的浓度足够高，相对吸收值!还是很小，反应也难以达

到平衡；经过85 2以后，单宁酸和麦胶蛋白反应基本完全。

KK



酿酒科技

!"#$%&’()*"+, -."/+./ 0 1/.2+%3%,4
5667!" 7#$%" 889#&
:%;7 5667 1%3;889

<;= >?对反应的影响

方法同实验<;8，由不同>?下的单宁酸与麦胶蛋白的紫外吸收

光 谱 ，得 出 !8，!5，! 18，! 15，! @8，! @5，根 据 公 式"18A! 18 B"1，"15 A ! 15 B
"1，"@8A! @8 B"@ ，"@5 A ! @5 B"@计算出"18，"15，"@8，"@5。再计算"1、"@、#。

取C最大值对>?作图，如图D。

溶液的酸碱性对多酚—蛋白质反应有很大的影响。每一种蛋

白都有其最适宜的多酚沉淀点@()E，往往在@()EF8的范围内沉淀出

的多酚的量最大G<H。多酚，尤其是单宁沉淀蛋白质的结合反应可以

分为两步。首先是单宁分子在蛋白质表面结合，然后单宁在蛋白质

分子内和分子间形成交联，使结合产物聚集成更大的结构，最终导

致沉淀。第二步发生的程度取决于多酚—蛋白质之间交联的引力

是否大于蛋白质之间可能存在的静电斥力。蛋白在@()EF8的范围

内，所带的净电荷最少，所以蛋白之间的静电斥力最少。这就很容

易解释图D中的现象：在>?<;6附近，最大相对吸收值C()E较大，而在

很低的>?值时，最大相对吸收值C()E很低。因为，麦胶蛋白的等电

点在>?<;5，>?高 于<;5会 带 负 电 荷 ，>?低 于<;5会 带 正 电 荷 ；>?越

偏离<;5，所带电荷就越多，静电斥力就越大，单宁酸与麦胶蛋白就

越难反应。这个结果与-"/I/&J等用浊度法研究的结论一致 G8H。

<;D 乙醇浓度对反应的影响

取C最大值对乙醇浓度作图，如图9。随着乙醇浓度的上升，最

大相对吸收值C()E起初有所下降，而在较高乙醇浓度下却随之增

大。这是可能的：多酚—蛋白质的结合反应一般都是在水溶液中进

行的，一般低浓度的有机溶剂是结合反应有效的抑制剂。而高浓度

的乙醇可能会引起蛋白质沉淀 G=H。

! 结论

本文以单宁酸和麦胶蛋白作为引起啤酒浑浊的敏感多酚和敏

感蛋白的模型物质，用分光光度法对影响单宁酸与麦胶蛋白结合

反应的因素（麦胶蛋白浓度、反应温度、时间、>?值和乙醇）进行了

研究。结果发现：（8）当麦胶蛋白浓度较低时，单宁酸分子在麦胶蛋

白表面形成单分子层，单位麦胶蛋白结合的单宁酸分子数量多，单

宁酸的沉淀率高，沉淀中的单宁酸分子比例高。当麦胶蛋白的浓度

较高时，单宁酸在麦胶蛋白分子间产生交联，单位麦胶蛋白结合的

单宁酸分子数量相对减小，单宁酸的沉淀率降低，沉淀中的单宁

酸—麦胶蛋白分子比例降低。单宁酸与麦胶蛋白结合的位点是一

定的，因此，当单位麦胶蛋白分子结合到一定数量的单宁酸分子

后，也难以再找到稳定的结合点。（5）反应温度越低、反应时间越

长，单宁酸与麦胶蛋白结合反应越完全。（7）在很低的>?值时，单

宁酸与麦胶蛋白结合能力很差，在>?<;6附近，单宁酸与麦胶蛋白

结合反应较完全。（<）低乙醇浓度下，随着乙醇浓度的上升，单宁酸

与麦胶蛋白结合反应程度有所下降，而在较高乙醇浓度下却随之

增大。

参考文献：

G8H K)&3 L;-"/I/&J，M$&/) N)&&)O.%，)+P @/+/3%>/ Q;!4++; R%&()J"%+ %S
>&%J/"+’>%34>2/+%3 2)T/ "+ I/U/&),/OGLH;L;M,&".;R%%P N2/(;，8VVD，<<：

8VV9’566=;
G5H 石碧，狄莹;植物多酚GWH;北京：科学出版社，5666;
G7H 石碧，何先祺，爱德华;哈斯兰姆;水解类植物鞣质性质及其与蛋白质

反应的研究 X 水解类植物鞣质与明胶的反应机理GLH;皮革科学与工

程，8VV<，（5）：<’86;
G<H ?;Y2，L; ?%SS; >? P/>/+P/+./ %S .%(>3/E S%&()J"%+ I/JZ//+ .%+P/+’

O/P J)++"+O )+P >&%J/"+OGLH; L;M,&";R%%P -.";，8VV6，7[：779’7<6;
G=H K)&3 L;-"/I/&J;\SS/.JO %S >&%J/"+’>%34>2/+%3 "+J/&).J"%+O %+ I/U/&),/

2)T/，OJ)I"3"T)J"%+ )+P )+)34O"OGLH; L;M,&".;R%%P N2/(;，8VVV，<9（5）：

7=7’7D5;

图= 反应时间对反应的影响

图D >?对反应的影响

图9 乙醇浓度对反应的影响
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