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瓶装葡萄酒蛋白破败的研究进展
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摘 要: 瓶装葡萄酒中的蛋白质破败是由葡萄酒中的蛋白缓慢变性, 形成不规则的浑浊沉淀而

引起的。酒中的绝大部分蛋白来源于葡萄浆果, 其中葡萄致病相关蛋白( PR 蛋白) 含量最高。葡萄

PR 蛋白等电点低, 分子量小, 对蛋白酶和低 pH 值具有高抗性。PR 蛋白的形成与环境条件, 以及

葡萄成熟过程中的病理情况相关。葡萄酒中与蛋白破败有关的大部分蛋白, 其前体属于葡萄 PR

蛋白。葡萄酒蛋白破败的产生不仅依赖于蛋白质, 而且还要受到非蛋白因素的影响。虽然膨润土

对去除酒中的问题蛋白很有效, 但该方法对葡萄酒质量有不利的影响, 而且在下胶处理中还损失

了 3 %～10 %体积的葡萄酒。对现有使用方法进行改进, 可提高酒质、节约成本、保护环境, 发展膨

润土取代技术。
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Research Advance in Protein Haze in Bottled Grape Wine
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Abstract: Protein haze in bottled grape wine is induced by slow denaturation and aggregation of proteins. The protein in

wine is mainly composed of grape pathogenesis-related (PR) protein, which has the properties including low isoelectric

points, low molecular weight, and high resistance to proteolysis and to low pH values. The formation of PR protein is

closely related with the environmental conditions and the pathogens during its mature process. The precursor of most pro-

teins related to protein haze is PR protein. The development of protein haze is not only dependent on protein but also influ-

enced by other factors. Bentonite could eliminate protein haze effectively. However, the use of such method could also

damage grape wine quality and 3 %～10 % grape wine might loss during the treatment. Therefore, the traditional treatment

method should be improved to save cost, improve wine quality and protect environment.
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葡萄酒中的蛋白含量很少( 15～230 mg/L) , 但它却

直接影响着酒的澄清和稳定 , 尤其在白葡萄酒中 , 蛋白

质破败始终是一个令人头疼的问题。由于贮存条件不

当, 蛋白质破败可在装瓶后, 由葡萄酒蛋白的缓慢变性,

形成了不规则的浑浊沉淀而引起。消费者难以接受令人

不悦的雾浊, 从而降低了其商业价值[1]。目前, 葡萄酒厂

为了保证酒的澄清度, 普遍采用膨润土下胶的方法来去

除酒中的问题蛋白以防蛋白破败的发生。但膨润土处理

葡萄酒时, 由于其吸附不具选择性, 不仅吸附了蛋白质,

而且吸附了许多重要的风味物质, 故对葡萄酒质量影响

很大 ; 另外 , 由于膨润土的吸水膨胀性强 , 沉降特性差 ,

使用现有的下胶方法, 总有 3 %～10 %体积的葡萄酒会

渗入膨润土而损失掉 ; 再者 , 废弃的膨润土还会涉及环

境污染问题。所以, 为了提高酒质, 节约成本, 保护环境,

我们需要改进现有的膨润土使用方法, 同时发展膨润土

取代技术。因此, 研究瓶装白葡萄酒蛋白破败问题具有

重要的技术和经济价值。

1 葡萄酒中蛋白来源

葡萄酒中的蛋白质是葡萄浆果蛋白和酵母自溶释
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放出的蛋白的混合体。其实酵母可以从两方面影响酒体

蛋白: 一是酵母自溶, 将自身的蛋白组分释放进入酒体。

二是酵母分泌蛋白酶 , 将葡萄蛋白分解变成葡萄酒蛋

白。Bayly 和 Berg ( 1967) 研究白葡萄酒中的蛋白组分

时, 发现酵母在发酵过程中释放出的蛋白量很少。Lee

( 1986) 认为酒中的绝大部分蛋白来源于葡萄浆果, 而且

整个蛋白水平受品种、成熟度和气候的影响。Ferreira

(2000)采用蛋白免疫的方法也证明了酒中的绝大部分蛋

白来源于葡萄浆果, 但研究发现这些蛋白在酒的酿造过

程中几乎全部丧失原型, 而且酒中游离蛋白的水平下降

了。其原因是: ①在发酵过程中, 由于蛋白酶和低 pH 值

的作用 , 葡萄蛋白被分解或变性 ; ②一半左右的蛋白与

葡萄的多酚物质结合在一起; ③部分可溶性蛋白通过与

单宁结合沉淀了下来[2]。

2 葡萄浆果蛋白质的特性

成熟葡萄果汁中可溶性蛋白的电泳图谱非常简单,

以少量低分子量蛋白为主。葡萄浆果在转色期后总蛋白

量会有明显增加, 而且在葡萄成熟过程中会大量合成特

定的蛋白质[3]。这些成熟期大量合成的蛋白质已被鉴定,

其中葡萄致病相关蛋白( PR 蛋白) 含量最高[4]。

葡萄浆果中的致病相关蛋白显酸性, 分子量小, 对

蛋白酶降解和低 pH 值具有高抗性。其主要包括 PR- 5

( 类奇甜蛋白以及渗透蛋白) 、PR- 2(!- 1, 3- 葡聚糖酶) 、

PR- 3 和 PR- 4 蛋白( 几丁质酶) 。PR 蛋白在葡萄藤叶以

及浆果中以发育依赖性和可诱导的方式表达 , 人们认

为 , 这些蛋白在叶和果实部位的表达 , 扮演着抗真菌以

及抗其他逆境条件的角色。因为它们对于蛋白水解和葡

萄酒特有的低 pH 值条件具有天然的抗性, 所以葡萄酒

的酿造过程也可以被视为纯化葡萄 PR 蛋白的一个策

略。在葡萄成熟过程中积累最多的两种可溶性蛋白是几

丁质酶和类奇甜蛋白, 其中一半的可溶性蛋白是几丁质

酶。研究表明, 化学刺激、创伤、真菌感染和厌氧条件都

可以诱导 PR 蛋白在叶子和未成熟果实中表达[5]。

PR 蛋白在葡萄浆果中的表达水平和比例依赖于地

域、气候以及农业实践等因素。早有研究表明, 葡萄成熟

度越高, 葡萄酒中可溶性蛋白含量就越高。而且在植物

生长过程中, 主导的环境条件将决定成熟的果实中积累

的主要蛋白的种类[6]。Girbau 等在研究葡萄白粉病和灰

霉病对 PR 蛋白含量的影响时, 发现感染白粉病的葡萄

在自流汁中类奇甜蛋白的含量有所增加, 而且在整个发

酵过程中含量都很大, 所制葡萄酒蛋白破败现象严重。

而在感染灰霉病的葡萄中 PR 蛋白的检出量却很少 [7]。

因此 , 在成熟葡萄浆果中 , 其蛋白质存在的实际形式与

环境条件及植物生长过程中的病理情况相关。

3 形成瓶装葡萄酒蛋白破败的原因

蛋白破败是否与蛋白总量呈线性相关, 是否可据此

判断怎样的蛋白水平可以使瓶装葡萄酒保持澄清稳定。

早在 1965 年 , Moretti 和 Bayly 就提出葡萄酒中的蛋白

总量不能成为推测蛋白破败是否发生的依据。而这一观

点也得到了后人的证实。

近年来, 多项研究证实葡萄酒中与蛋白破败有关的

大部分蛋白, 其前体属于葡萄致病相关蛋白( PR 蛋白) 。

葡萄酒蛋白分子量较低 , 在 11.2～65 KDa 之间 , 等电点

也较低, 在 4.1～5.8 之间, 而且对蛋白酶水解和低 pH 值

具有高抗性, 这正是植物 PR 蛋白共有的特性。PR 蛋白

在葡萄酒发酵过程中生存了下来, 这样就形成了触发蛋

白破败的潜在因素。Waters 等通过免疫和 N 末端氨基

酸序列检测实验证明了主要的形成胶状薄雾的蛋白质

是几丁质酶 ( PR- 3 家族) 以及类奇甜蛋白和渗透蛋白

( PR- 5 家族) [8]。Ferreira 等对利用不同的葡萄品种, 采用

不同的工艺过程制得的葡萄酒进行了蛋白分析, 发现它

们基本上是由相同的 PR 蛋白构成的。这些蛋白是在葡

萄生长过程中形成的 , 而且在葡萄的发酵过程中 , 进行

了有限的变性和降解, 最终成为了酒中共有的特征蛋白

组分[9]。

尽管蛋白破败依赖于这些特征蛋白, 但也要受到非

蛋白因素的影响。Lagace( 1990) 提出高乙醇含量和低

pH 值是蛋白破败的原因。Sarmento( 2000) 实验表明, pH

值和贮存温度对形成蛋白破败起显著作用。 Mesquita

( 2001) 通过实验观察到 PR 蛋白组分基本相同的葡萄

酒, 其蛋白破败模型却不同。而用牛血清蛋白和其他酒

的蛋白替换酒中原有的蛋白 , 发现随着温度升高 , 所形

成的蛋白破败模型基本上没有发生变化。其实验还表

明, 蛋白破败是由低 pH 值和高浓度的多糖引起的, 增加

pH 值或降低多糖的含量会减少 高 温 情 况 下 蛋 白 的 聚

集, 但酒精含量却不能影响结果。这些研究结果均说明,

蛋白破败不是由特征蛋白本身决定的, 而是受到诸如酒

的酸碱度和多糖等因素的影响[10]。

多糖和多酚是影响葡萄酒感官特征的重要组分物

质 , 它们同时也参与了蛋白破败的形成 , 并影响着下胶

处理的效率[11]。一些酒中的多糖物质, 如酵母甘露蛋白、

阿拉伯半乳糖蛋白, 在葡萄酒 pH 值范围内带负电荷。结

果导致这些多糖同酒中的其他物质发生静电和离子作

用力, 形成可溶的或不可溶的聚合体。研究表明, 酒泥可

以提高特征蛋白的热稳定性, 其原因并非酵母去除了不

稳定的特征蛋白或具有水解蛋白的活性, 而是它释放出

了甘露糖蛋白。Waters 分离得到了这种天然的蛋白雾浊

保护因子, 该大分子化合物是由蛋白和多糖组成的[12]。
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多酚在葡萄酒 pH 值范围内不带电荷或带微弱的负

电荷, 因此主要的物化作用力不是离子力和静电引力,

而更可能是氢键力和疏水作用力, 如原花色素苷与蛋白

之间的作用力主要就是氢键力和疏水作用力。Waters 测

定出天然和热诱导产生的雾浊沉淀中原花青素的含量

在 0.02 %～4.9 %之间[13]。

总之, 葡萄酒中的蛋白破败不仅依赖于蛋白质, 而

且要受到非蛋白因素的影响, 其形成机制尚无定论, 很

多问题需要我们进一步求证。

4 解决蛋白破败问题的现状及展望

目前, 葡萄酒厂普遍采用膨润土下胶的方法来防止

葡萄酒中蛋白破败的发生。膨润土的化学组成通式为

Al2O3·4SiO2·H2O。各地膨润土的化学组成差别很大。膨

润土中同晶置换的现象极为普遍, 其置换的结果会使电

荷不平衡, 从而易于吸附阳离子。由于膨润土属于 3 层

结构的粘土矿物 , 其结构单元是由两层 Si- O4 四面体中

间夹着一层 Al- O6 八面体构成的 , 所以可称为 2∶1 型层

状硅酸盐。由于相邻两层间均为 O2- 而不能形成氢键, 故

层间结合力较弱 , 且水分子易于进入晶层之间 , 从而表

现出较强的吸水能力。无水时膨润土的晶层间距离为

0.9～1 nm, 吸附了有机阳离子后可增大至 2 nm, 含水时

为 4 nm 左右[14]。由于酒中的特征蛋白在酸性条件下带

正电荷 , 因此可被膨润土吸附。虽然膨润土对去除酒中

的问题蛋白很有效 , 但由于其吸附不具选择性 , 不仅吸

附了蛋白质 , 而且吸附了许多重要的风味物质 , 所以对

葡萄酒的质量影响很大 ; 另外 , 由于膨润土的吸水性很

强, 总有 3 %～10 %体积的葡萄酒会渗入膨润土而损失

掉, 从而增加了生产成本。而且酒厂为了确保葡萄酒的

澄清度, 膨润土的添加量也是逐年增加。那么就需要从

提高膨润土的使用效率、发展膨润土取代技术两方面入

手, 以提高酒质, 节约成本。

由于现有的膨润土使用方法比较粗放, 可以通过化

学工程手段来提高膨润土的使用效率 , 以减少酒的损

失, 同时降低对环境的污染程度。澳大利亚葡萄酒研究

所和阿德莱德大学化学工程学院已合作开展了这方面

的研究。他们首先建立了蛋白吸附模型, 发现特征蛋白

在几分钟之内就完成了吸附, 而在现有的实际操作中,

膨润土与酒体接触的时间通常为 1～2 周。接着确立膨

润土吸附葡萄酒特征蛋白的最佳条件。比如葡萄酒温度

较高时, 蛋白吸附量就较大。然后改进膨润土的投加方

式, 如采用连续的添加系统。该系统可降低膨润土与葡

萄酒的接触时间, 最小接触时间不到 2 min。实验结果表

明, 该系统同现在使用的方法对提高蛋白的稳定性一样

有效, 而且可明显地减少葡萄酒的损失量。他们还研究

了如何使膨润土再生。实验表明 , NaOH 就可以解决这

个问题。在我国尚未见此方面的报道, 因此有必要尽快

对此进行深入研究, 发展具有自主知识产权的高效率下

胶处理系统及装置。

在发展膨润土取代技术方面 , 人们尝试了各种方

法, 其中包括超滤、使用替代性吸附剂、蛋白酶、加热、添

加具蛋白保护活性的多糖等。在评述这些技术之前, 首

先要说明通过基因工程的手段来降低 PR 蛋白的表达

量, 显然是行不通的。因为 PR 蛋白表达水平低的葡萄浆

果必然会降低抗真菌感染的能力, 造成葡萄低产。当前

生产中均以酒质为代价进行妥协, 在不牺牲植物的天然

抵抗能力和产量的前提下, 减少 PR 蛋白积累。此外, 还

依赖于在葡萄种植业实践、酿酒学研究及杀真菌剂应用

之间的精细平衡。从酿酒学的角度来看, 我们希望能在

酿酒工艺上, 有更好的办法来解决蛋白不稳定的问题。

对葡萄酒进行超滤处理 , 虽然能去除蛋白 , 但是同

样会对酒体的感官品质影响很大, 且会增加生产成本。

利用单宁可以同蛋白结合形成沉淀, 可以把单宁从葡萄

籽中提取出来 , 然后进行固定 , 让其吸附葡萄酒中的特

征蛋白, 从而达到蛋白稳定的目的。但是, 这种吸附剂经

循 环 再 生 之 后 , 结 合 蛋 白 质 的 能 力 就 显 著 降 低 了 。

Pashova (2004)提出, 用装有二氧化锌粉末的柱子来进行

过滤处理。结果表明, 总的蛋白量降低了 50 %～70 %,

蛋白稳定性得到了显著提高。而且对柱体进行加热循环

处理, 可增加柱体的吸附能力。二氧化锌可以选择性的

吸附 20～70 Kda 的蛋白 , 该处理不会影响酒体的物化

性质[15]。Vincenzi( 2005) 报道了利用几丁质去除特定蛋

白以增强葡萄酒蛋白稳定性的研究。他们分别用几丁质

和膨润土对装瓶前的白葡萄酒进行下胶处理 , 结果表

明, 几丁质去除的蛋白量小于 29 %, 蛋白破败率却下降

了 80 %。虽然膨润土处理也没有发生蛋白破败现象, 但

几乎去除了全部蛋白, 且对酒质的影响要远大于前者。

这一实验表明 , 几丁质可以选择性的去除特征蛋白组

分。经电泳实验也证明了几丁质确实具有特异的吸附性

能 , 并认定被几 丁 质 吸 附 的 蛋 白 为 PR- 4 蛋 白 ( chiti-

nase) , 并且将几丁质固定在柱子上 , 还可以实现重复使

用。该方法很有应用前景, 尚需进一步优化实验条件, 以

待大规模生产的检验[16]。

人们也希望利用蛋白酶来分解酒中的蛋白, 使它变

成小分子肽链或者氨基酸。但实践证明该方法是不太成

功的, 因为葡萄酒中的蛋白是 PR 蛋白, 本身具有抗蛋白

酶分解的特性 , 另外 , 这些蛋白酶还必须在低温条件下

工作, 同时酶活也受到了限制。但蛋白酶同其他处理相

结合, 却有着很好的应用前景。Pocock 认为在对葡萄酒
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进行短时间加热的过程中加入蛋白酶 , 可降低 30 %～

60 %膨润土的用量, 且该方法不会改变酒的风味[17] 。此

外 , 美国专利公告 US 2003/0165592 A1 中有一篇有关

在发酵前添加蛋白酶, 以降低膨润土使用量的报道。该

文认为在发酵前 , 蛋白酶的抑制剂还没有形成 , 有利于

蛋白酶水解作用的发挥。而且蛋白酶还可作为葡萄汁发

酵过程中的抗起泡剂。结合 Vincenzi( 2005) 的研究 , 可

以考虑采用几丁质为吸附材料在发酵前对 PR 蛋白进行

特异性吸附。笔者认为, 发酵前 PR 蛋白还可能具有一定

的酶活性 , 根据酶和底物的特异性结合 , 首先去除一部

分 PR 蛋白。这样不但会大大降低后期膨润土的用量, 而

且对酒质的影响也降到了最低程度。该研究思路值得进

一步的实验论证。

在葡萄酒中添加具有蛋白保护活性的多糖来解决

蛋白破败问题是具有潜力的研究方向之一。这些活性多

糖并不能阻止蛋白的热变性, 而是同酒中的问题蛋白竞

争性结合一些未知的物质, 这样可降低蛋白破败絮状物

颗粒的大小 , 使肉眼无法观察到雾浊 , 同时多糖本身仍

保持溶解状态。有人发现苹果中的阿拉伯半乳糖蛋白和

塞 内 加 尔 的 树 胶 具 有 蛋 白 保 护 因 子 的 作 用 。Waters

(2000)利用外加的酵母甘露糖蛋白来阻止蛋白破败的发

生[18]。现在国外已生产了过量表达活性甘露糖蛋白的酵

母菌株。目前该方法存在的问题是, 这些蛋白保护因子

在短中期稳定性较好 , 但在长期贮存过程中 , 仍存在轻

微的蛋白破败现象。因此, 深入蛋白保护活性多糖的研

究仍是重要的科研方向之一。

总之 , 为避免瓶装葡萄酒蛋白破败的发生 , 今后需

要改进膨润土的现有使用方法, 并不断发展膨润土取代

技术。
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