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摘要：本文采用超滤结合大孔吸附树脂分离啤酒中的类黑精，并采用 ABTS 自由基阳离子清除活性和还原力评价其抗氧化活性。

研究结果表明：大分子超滤组分（>10 ku）得率和类黑精含量低，抗氧化活性弱，而小分子超滤组分（<10 ku）呈现出分子量越小，

得率、类黑精含量和抗氧化活性越高的趋势，其中分子量<3 ku 的 UF4 组分得率、类黑精含量和抗氧化活性均最高。UF4 组分经大孔

吸附树脂富集后洗脱为三个不同极性组分（D1>D2>D3），其中 D1 组分得率最高，约占 UF4 的 94%，虽然 D3 组分得率不足 1%，但

其类黑精相对含量最高。D2 组分 ABTS 清除活性和还原能力均最高，而 D1 组分抗氧化活性极弱。因此，啤酒中抗氧化活性最高的

类黑精主要集中在分子量小于 3 ku 的组分中，经大孔树脂层析后，20%乙醇洗脱部分具有最强的抗氧化活性。 
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Abstract: The antioxidant activity of melanoidins isolated from beer by ultrafiltration and macroporous resin chromatography was 

evaluated by measuring their 2,2‘-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity and reducing power. The 

results showed that fraction with high molecular weight (>10 ku) exhibited low yield and melanoidins content as well as weak antioxidant 

activity, while the lower molecular weight of fractions possessed the higher yield, melanoidins content and antioxidant activity. The UF4 fraction 

(<3 ku) had the highest yield, melanoidins content and antioxidant activity. The UF4 fraction was separated into 3 fractions with different 

polarity (D1>D2>D3) by macroporous resin chromatography. The D1 fraction which had the highest yield accounted for almost 94% of the UF4, 

while the D3 fraction represented less than 1% but showed the highest melanoidins content. The D2 fraction had the strongest ABTS radical 

scavenging activity and reducing power, whereas D1 showed very weak antioxidant activity. Therefore, the present results indicated that 

melanoidins with the strongest antioxidant activity existed in UF4 fraction (<3 ku), and could be isolated from beer by macroporous resin 

chromatography with 20% ethanol elution. 
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美拉德反应产物是一类由还原糖和氨基酸反应缩

合而成的结构极其复杂的化合物。在其最终产物中包

含一类棕褐色的含氮物质：类黑精[1]。在模拟体系中，

人们对于类黑精的结构已经给出各种不同的陈述[2~4]。

然而类黑精的结构取决于反应物的种类、浓度和反应

条件，因此，食品体系中的类黑精要比模拟体系中更 
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加复杂，种类更加繁多，不同结构类黑精可能共同存

在同一食品中[5]。近来有研究表明酚类物质可以以非

共价键形式连接到类黑精中[6,7]，但目前普遍认为类黑

精是一类具有相似荷质比，结构非常接近的复杂混合

物[8]。 
类黑精的抗氧化作用目前备受关注。研究主要集

中在不同模型体系中的类黑精以及各种食品中分离出

的类黑精，比如咖啡和烘焙大麦等。这些研究表明，

各个反应条件下发生的美拉德反应，其生成的棕色产

物分别表现出各种不同的功能活性和生物特性，如抗

菌、抗癌、解毒活性以及体外抗氧化保护作用等[9]。 
在啤酒生产过程中，包括麦芽焙焦阶段，糖化和
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煮沸阶段都会发生美拉德反应，生成一系列美拉德反

应产物[10]。啤酒中类黑精具有较强的抗氧化活性和清

除自由基能力，其对于啤酒的风味和色泽也具有重要

作用[11]。目前，对于淡色啤酒中类黑精的研究较少，

吴洪斌等[12]研究了类黑精含量与色度的关系，刘晓璠
[13]和孙桂芳[11]在研究啤酒的抗氧化性时，初步研究了

类黑精总含量与抗氧化性间的关系。然而这些研究都

没有深入挖掘类黑精的性质与抗氧化活性间的关系。

由于啤酒类黑精结构复杂，对于其具体分子结构、性

质及其功能机理尚知之甚少。因此，阐明啤酒类黑精

的结构和抗氧化活性，探讨其对啤酒稳定性的作用具

有重要意义。本文采用超滤结合大孔吸附树脂分离啤

酒中的类黑精，并评价不同组分的抗氧化活性，以期

为揭示类黑精调控啤酒风味稳定性的作用机制提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

三种国产淡色啤酒（原麦汁浓度 8~10 °P，酒精度

2.5~3.6%，原料：麦芽、大米、糖浆和酒花）购自广

州某超市；2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二

铵盐（ABTS）、水溶性维生素 E（Trolox），美国 Sigma
公司；大孔树脂 D101 及其他试剂均为分析纯，购于

国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器设备 

UV-2100 紫外可见分光光度计，上海尤尼柯仪器

有限公司；超滤设备，Millipore 有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  超滤分离 
量取 900 mL啤酒，依次使用截留分子量为 10 ku、

5 ku 和 3 ku 的超滤膜进行超滤分级，每个膜重复回流

5 次，依次得到 4 个组分：UF1>10 ku、5 ku<UF2<10 
ku、3 ku<UF3<5 ku 和 UF4<3 ku。对各组分以及 100 
mL 原啤酒 UF0 冻干称重，计算收得率，干燥保存。 
1.3.2  大孔树脂层析色谱分离 

将大孔树脂D101按照填料使用说明进行预处理，

并装填于2.6×60 cm层析柱中。取20.0 g冻干样品UF4
溶于 30 mL 蒸馏水中，湿法上样。配置浓度梯度为 0、
20%和 40%的乙醇溶液进行梯度洗脱，流速为 2.5 
mL/min，在 420 nm 波长下检测吸光值。分别收集各

梯度洗脱液并冻干称重，得到 3 个组分：D1、D2 和

D3，冻干称重，计算收得率，干燥保存。 
1.3.3  色度分析[10] 

将冻干的啤酒及其各分离组分配成 0.02 g/mL 的

水溶液，稀释适当的倍数，于 420 nm 处测其吸光值，

结果用 EBC 值表示：EBC=A420×25×稀释倍数。 
1.3.4  类黑精含量[14] 

样品中类黑精含量通过葡萄糖和甘氨酸模式反应

所得类黑精标准品测得。类黑精标准品的制备：取 0.05 
mol 葡萄糖和甘氨酸溶于 100 mL 水中，溶液冻干至恒

重，将冻干的混合物放在烘箱中 125 ℃烘烤 2 h，然后

在干燥皿中冷却至常温。把所得棕色物质研磨粉碎，

取 5 g 粉末于 200 mL 水中，4 ℃搅拌 1 h 后过滤，滤

液冻干，干燥保存。配置 0~10 mg/L 浓度梯度的上述

标准品，测其 345 nm 处吸光值，制成标准曲线。测

量适当浓度样品在 345 nm 处吸光值，通过标准曲线

算得样品中类黑精含量。 
1.3.5  ABTS 阳离子自由基清除活性[15,16] 

将浓度为 14 mmol/L 的 ABTS 溶液与浓度为 4.9 
mmol/L 的过硫酸钾溶液等体积混合，室温下放置 12 h
后得 ABTS 自由基阳离子储备液，将其在 734 nm 波

长下稀释至吸光值为 0.7±0.02，取 2.9 mL 稀释液与 0.1 
mL 适当浓度样品混合，于 30 ℃反应 20 min，之后于

734 nm 测其吸光值，根据公式计算清除率，依据标准

曲线计算 Trolox 值，结果用 mmol Trolox 值/L（mmol 
TE/L）表示。 

清除率=(A0-A)/A0×100% 
A0：空白组吸光值，A：样品吸光值。 

1.3.6  还原力[15,17] 

取 1 mL 适当浓度样品与 2.5 mL、0.2 mol/L 的 pH 
6.6 的磷酸盐缓冲溶液和 2.5 mL、1%铁氰化钾溶液混

合，于 50 ℃条件下反应 20 min 后，加入 2.5 mL、10%
三氯乙酸溶液，混匀。之后取 2.5 mL 反应液，加入

0.5 mL、0.1%三氯化铁溶液与 2.5 mL 蒸馏水，室温下

反应 20 min 后，于 700 nm 波长下比色，结果依据标

准曲线用 mmol 抗坏血酸值/L(mmol AAE/L)表示。 
1.3.7  统计分析方法 

采用 SPSS 16.0 软件进行统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  超滤分离啤酒中的类黑精及抗氧化活性

评价 

2.1.1  超滤各组分得率及类黑精含量 
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表1 超滤所得组分质量得率 

Table 1 Mass yield of different fraction by ultrafiltration 

得率/% >10 ku（UF1） 5~10 ku（UF2） 3~5 ku（UF3） <3 ku（UF4） 总含量 

样 1 14.69 5.44 32.39 45.77 98.29 

样 2 25.28 6.04 23.77 43.75 98.85 
样 3 19.70 5.79 39.66 30.18 95.34 

将啤酒分为大于 10 ku 的大分子化合物和小于 10 
ku 的小分子化合物分别来讨论[18,19]，超滤后各组分得

率见表 1。由表 1 可知，3 种啤酒样品均以小于 10 ku
的低分子化合物为主，约占总重量的 80%。低分子量

部分中，UF2 得率最低，只有 5%左右。UF4 部分得

率最高，是啤酒中含量最多的组分。大分子化合物UF1
组分约占啤酒总量的 20%，说明啤酒固形物主要是以

小分子化合物形式存在。 

 
图1 原啤酒及超滤分离组分类黑精含量 

Fig.1 The melanoidin content of beer and fractions by 

ultrafiltration 

 
图2 原啤酒及超滤组分的色度 

Fig.2 The color of beer and fractions by ultrafiltration 

超滤各组分类黑精含量如图 1 所示，UF1 组分类

黑精含量相对较低，且低于原啤酒中类黑精含量。在

小于 10 ku 的低分子量组分中，呈现出分子量越小，

类黑精含量越高的规律，其中 UF4 类黑精含量最高，

也高于原啤酒（UF0）中类黑精含量。类黑精是在美

拉德反应的最终阶段形成的聚合物，在高温条件下，

小分子的有色基团大量聚合形成大分子类黑精
[14,20,21]。淡色啤酒生产中所使用的麦芽焙焦温度较低，

导致类黑精的聚合程度低，所以大分子类黑精含量较

低，而小分子类黑精含量较高。啤酒或麦汁的色度主

要来源于焦糖化反应。从各组分的色度（见图 2）可

以看出，色度与类黑精含量呈现相似规律，表现为UF4
色度最高，其次是原啤酒、UF1、UF3 和 UF2 色度最

低，说明 420 nm 吸光值与类黑精含量之间成显著的

正相关性[22]。 
2.1.2  不同分子量类黑精的抗氧化活性 

原啤酒及超滤分级各组分的ABTS自由基清除活

性和还原力分别见图 3 和图 4。 

 
图3 原啤酒及超滤组分ABTS自由基清除活性（0.01 g/mL） 

Fig.3 The ABTS radical scavenging activity of beer and 

fractions by ultrafiltration (0.01 g/mL) 

 
图4 原啤酒及超滤组分还原力（0.01 g/mL） 

Fig.4 The reducing power of beer and fractions by 

ultrafiltration (0.01 g/mL) 

由图 3 和 4 可知，啤酒超滤各组分均具有抗氧化

活性，大分子 UF1 抗氧化活性较低，ABTS 自由基清

除活性及还原力均比 UF3 和 UF4 低。据文献报道[23]，

在烘焙程度高的焦香麦芽提取液中，大分子的类黑精

具有很强的自由基清除活性。而 Piggott 等[24]证明黑麦
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芽的DPPH 和 FRAP 自由基清除活性主要是大分子类

黑精的作用，而在烘焙程度低的淡色麦芽中，起主要

抗氧化作用的则是小分子类黑精。本研究所用啤酒均

是淡色啤酒，啤酒大麦在制麦过程中焙焦程度低，导

致类黑精聚合程度低，形成的大分子类黑精含量少，

故其总体抗氧化活性低。 
在小分子部分中，各组分 ABTS 自由基清除活性

和还原力的大小顺序均为：UF2<UF3<UF4。呈现分子

量越小抗氧化活性越高的规律。在所有组分中，UF4
的抗氧化活性最高。在咖啡中也有低分子物质具有很

强的抗氧化性的报道[25]。 

2.2  大孔树脂分离啤酒中的类黑精及抗氧化

活性评价 

2.2.1  不同极性组分的得率 
表2 不同极性组分质量得率 

Table 2 Mass yield of the fractions with different polarity 

得率/% 样 1 样 2 样 3 

水系（D1） 94.34 95.11 94.24 

20%乙醇（D2） 4.76 3.96 4.94 
40%乙醇（D3） 0.91 0.93 0.81 

2.2.2  不同极性组分中类黑精含量 

 
图5 不同极性组分类黑精含量 

Fig.5 The melanoidin content of the fractions with different 

polarity 

选择低分子量中抗氧化活性最强的 UF4 组分采

用大孔树脂进一步分离，分别使用水、20%和 40%乙

醇溶液洗脱得 D1、D2 和 D3 三个组分，质量得率见

表 2。由表 2 可知，由水洗脱的组分 D1 含量最高，占

94%左右。这是因为麦芽经糖化，酵母发酵后，产生

了大量的低分子糖、蛋白水解物和发酵代谢产物，而

这些大多是亲水性较高的极性化合物，所以很容易被

水洗脱出来。20%乙醇洗脱液得到的组分 D2 占 4~5%
左右，D3 含量不足 1%。说明啤酒中的固形物主要是

由亲水性极强的物质组成，疏水性物质含量低。 

由图 5 可知，D1 组分中的类黑精含量极少，几乎

为零，说明啤酒中强极性的类黑精含量极少，水洗脱

液主要以糖类居多。D2 组分中类黑精含量较高，大约

为 10 mg/g。在所得三个组分中，D3 中类黑精含量最

高，是 D2 的 2~3 倍。结合各组分的得率与类黑精含

量可知，D2 中总的类黑精在 UF4 中含量最高，即 UF4
中的类黑精主要集中在 D2 组分中。啤酒低分子组分

中，类黑精成分主要表现为非极性，而非类黑精成飞

主要表现为强极性，这一观点与咖啡低分子类黑精性

质中观点一致[16]。 

2.2.3  不同极性组分色度 

 
图6 不同极性组分色度 

Fig.6 The color of the fractions with different polarity 

由图 6 可知，3 个组分的色度与类黑精含量极其

相似，D1 组分色度最低，几乎为 0，D2 组分色度较

高，D3 色度大约是 D2 的 2 倍，说明啤酒色度主要是

由类黑精含量决定的。 
2.2.4  不同极性组分抗氧化活性 

 
图7 不同极性组分ABTS自由基清除活性（0.01 g/mL） 

Fig.7 The ABTS radical scavenging activity of the fractions 

with different polarity (0.01 g/mL) 

由图 7 可知，啤酒中 D1 组分 ABTS 自由基清除

活性最低，近乎为 0，而 D2 组分清除活性最高。由图

8 可知，各组分还原力与其 ABTS 自由基清除活性趋

势一致，D1 组分还原力最低，D2 组分还原力最高，

D3 组分还原力较 D2 组分要低，但比 D1 组分高 4~5
倍。尽管 D3 组分的类黑精含量比 D2 组分高，但抗氧
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化性却比 D2 组分低，因此，D2 组分的活性最高，这

也说明类黑精的抗氧化活性不仅取决于其含量，与其

分子结构也具有重要关系。 

 
图8 不同极性组分还原力（0.01 g/mL） 

Fig.8 The reducing power of the fractions with different 

polarity (0.01 g/mL) 

3  结论 

3.1  对 3 种淡色啤酒进行超滤分级，其中大分子组分

（>10 ku）得率、类黑精含量和抗氧化活性均较低；

小分子组分（<3 ku）得率、黑精含量和抗氧化活性均

最高。 
3.2  将活性最强的分子量<3 ku 组分进行大孔树脂层

析色谱分离，得到极性由强到弱 3 个组分，其中水洗

脱物得率最高，而20%乙醇洗脱部分抗氧化活性最高。 
3.3  类黑精是啤酒中重要的内源性抗氧化物质，通过

超滤结合大孔树脂吸附可以高效分离啤酒中高抗氧化

活性类黑精。 
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