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刚果红法测定麦汁和啤酒中的 �-葡聚糖
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摘要　研究了以刚果红分光光度法测定麦汁及啤酒中的 �-葡聚糖,探讨了实验条

件,在 pH8. 0的条件下, 刚果红和水溶性的 �-葡聚糖(分子量 103～104 )形成有色

物质,摩尔吸光系数为 9. 64×( 10
3
～10

4
) L·mo l

- 1
·cm

- 1
,当参加反应的2. 0ml �-

葡聚糖溶液中 �-葡聚糖的含量为 0～100�g 时, 反应液吸光度的变化符合比耳定

律,变异系数 1. 1%～5. 1%,标样的回收率在 90. 2%～98. 6%之间,测定麦汁或啤

酒中的 �-葡聚糖时, 变异系数为 3. 7%左右。
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0　前　　言
�-葡聚糖是大麦胚乳细胞壁的主要成分, 含量因大麦品种、产地、种植年份,自然条件而

异,一般占 5. 0%～9. 5% (大麦的绝干量) , 细胞壁中 �-葡聚糖大多是分子量为 107～108 的

高分子化合物, 在制麦汁过程中受到麦芽 �-葡聚糖酶不同程度水解,其中间产物分子量 103

～104, 为热水可溶性物质,能进入麦汁,再进入啤酒中。含量过高(如> 200m g/ L )会造成麦

汁或啤酒粘度高,过滤困难,形成啤酒早期混浊
[ 3]
。含量过低( < 80m g/ L )造成啤酒口味淡

薄,因此控制麦芽和啤酒中的 �-葡聚糖含量是当今啤酒界关心的问题。
文献[ 8]报道了 �-葡聚糖的测定方法。传统的Phenol Sulpur ic

[ 4] , 包括麦汁同硫酸铵在

0～4℃下长达 20h 的平衡过程, 现该法已逐渐被更新的方法取代。酶法[ 6]包括酶反应的三个

步骤,但测定的是 �-葡聚糖的总含量。近年来, 许多研究人员开始采用流动注射分析仪的荧

光法测定 �-葡聚糖[ 1, 5, 7] ,然而 Fluro-chro me Calco fluor 与 �-葡聚糖的结合能力会受到 Cal-

cof luor 的发光及实验条件如 pH 值、缓冲液的离子强度和试剂浓度的影响
[ 1]。

据报道,刚果红与 �-葡聚糖的结合具有高度的专一性[ 9]。虽然反应呈现出随�-葡聚糖的
分子量变化而变化的特征, 但对变化的 �-葡聚糖的分子量而言, 刚果红和 Calco fluor 的敏感

性显示出, 两种试剂与 �-葡聚糖的反应具有相似的结构模式[ 2] ,而实验表明,刚果红法更简

便、快捷、实用。

1　实验仪器及试剂



1. 1　仪器

721型分光光度计　pHs87-3型酸度计

1. 2　试剂

大麦 �-葡聚糖　Sig ma 公司产品;　刚果红( Congo Red)　Fluka 产品;

�-葡聚糖标准溶液　准确称取 0. 0010g 大麦 �-葡聚糖, 加少量蒸馏水, 70℃水浴助溶, 冷却

至室温后定容至 10m l,冰箱贮存备用,使用前配制成 0. 1m g/ m l的溶液;

刚果红溶液　0. 1000克刚果红溶于 0. 1mo l/ L pH8. 0的磷酸缓冲液中,定容至 1L;

　　酒样　市售 12°P Lag er 型啤酒

2　试验方法
2. 1　标准曲线绘制

取 6组试管, 除 0号为 1只外,其余均为

3只平行管, 按表 1将标准 �-葡聚糖溶液进
行稀释。以上各试管中, 分别加 4. 0m l刚果

红溶液摇匀 , 20℃下准确作用10 min , 用

表 1　标准 �-葡聚糖溶液的稀释

试管
组号

标准 �-葡聚糖溶液
( 100�g/ ml )

蒸馏水
稀释 �-葡聚糖溶液
浓度 ( �g/ 2. 0ml)

0 　　　　0 　2. 0 　　　　0

1 0. 25 1. 75 25

2 0. 50 1. 50 50

3 0. 75 1. 25 75

4 1. 00 1. 00 100

5 1. 25 0. 75 125

1. 0cm 的比色杯,于 550nm 波长下测定吸光度,以 0号管中反应液作空白调零。

2. 2　样品分析

　　吸取 0. 1m l麦汁或啤酒,依次加 1. 9ml蒸馏水, 4. 0ml刚果红, 20℃下准确反应 10min,

以 2. 0ml 蒸馏水代替样品作空白, 测定吸光度, 根据标准曲线即可得知样品中的 �-葡聚糖
含量。

3　条件确定
3. 1　最大吸收波长

按试验方法测试试剂及反应液的吸收光谱及差谱,最大吸收分别为 480nm , 500nm ,且

在 550nm 处有最大差谱, 所以选择测定波长为 550nm, 吸收光谱和差谱分别见图 1和图 2.

图 1　吸收曲线　　　　　　　　　　　　　图 2　差谱

水+ 刚果红溶液　　----- �-葡聚糖溶液+ 刚果红溶液
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图 3　吸光度- pH 曲线

3. 2　pH对测定的影响

1)　配制不同酸度的刚果红溶液: 用不同 pH 值

浓度为 0. 2mo l/ L 的磷酸缓冲液与等体积的浓度为

200mg / L 蒸馏水的刚果红溶液混匀备用。

2)　�-葡聚糖标准溶液 2. 0ml, 分别加入以上不

同酸度的刚果红溶液 4. 0m l; 2. 0m l蒸馏水加入相对

应的刚果红溶液作空白测定吸光度, 结果见图 3.

由图 3可知, pH在 7. 8～8. 4之间,吸光值较大,

选择反应时的 pH 为 8. 0.

3. 3　反应时间的选择

按试验方法, 测定了反应液在 5～12min内吸光度的变化,结果见图 4.

由上结果,实验中选择刚果红与 �-葡聚糖的反应时间为 10min.

3. 4　作用温度的选择

按试验方法, 测定了在不同温度下反应液的吸光度变化, 结果见图 5.

图 4　吸光度- 时间变化曲线　　　　　　　　　　图 5　吸光度- 温度变化曲线

由图 5 可知, 温度对反应液吸光度的变化有较明显的影响, 温度为 20℃时,吸光度最

大,因此选 20℃的反应温度。

3. 5　被测样品的添加量对测定结果的影响

将麦汁稀释 10倍、吸取 0. 25～1. 25ml加蒸馏水定体积为 2. 0ml ,按试验方法测定吸光

度,结果见图 6. 同样方法,啤酒的测定结果见图 7.

图 6　麦汁取样量对 �-葡聚糖回收率的影响　　　　图 7　啤酒取样量对 �-葡聚糖回收率的影响
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　　根据图 6, 图 7结果, 取 0. 1ml待测样品,依次加入标样及蒸馏水,按试验方法, 测定标

样的回收率, 结果见表 2.

表 2　标样的回收率

　 麦　　汁 啤　　酒

样品体积 ( ml ) 　0. 10 　0. 10 　0. 10 　0. 10 0. 10 　 0. 10　0. 10 　0. 10 　0. 10 　0. 10

0. 1m g/ ml的标样体积( ml ) 0. 10 0. 20 0. 30 0. 40 0. 50 0. 10 0. 20 0. 30 0. 40 0. 50

蒸馏水 ( ml ) 1. 80 1. 70 1. 60 1. 50 1. 40 1. 80 1. 70 1. 60 1. 50 1. 40

�-葡聚糖( �g/ 2. 0ml 混合样) 24. 67 34. 24 45. 14 55. 72 64. 19 20. 43 30. 37 39. 26 47. 94 56. 41

测得 �-葡聚糖(混合样- 样品含量) 10. 46 20. 03 30. 93 41. 51 49. 98 9. 10 19. 04 27. 93 36. 61 45. 08

实际加入标样( �g/ 2. 0ml) 10. 61 21. 83 32. 20 44. 26 53. 01 10. 00 20. 00 30. 00 40. 00 50. 00

标样回收率 ( % ) 98. 40 91. 75 96. 05 93. 78 94. 28 91. 00 95. 20 93. 10 91. 53 90. 16

　　　0. 1ml样品含 �-葡聚糖:麦汁中含 14. 12�g,啤酒中含 11. 33�g

由以上结果可知,当被测样品取量为 0. 1ml时,能较准确地测得样品中的 �-葡聚糖含
量。

3. 6　氧化、还原物质对测定结果的影响

按试验方法, 测得结果见表 3和表 4.

表 3　添加物对标样测定的影响

　 标样�-葡聚糖 标样+ VC 标样+ H2O 2

含量( �g/ 2. 0ml) 100 100+ 3 100+ 300 100+ 1. 01 10+ 303

吸光度 A
0. 270
0. 275

0. 275
0. 283

0. 265
0. 265

0. 265
0. 280

0. 270
0. 260

A
- 0. 273 0. 274 0. 265 0. 278 0. 265

表 4　添加物对啤酒中的 �-葡聚糖测定的影响

酒　样* 　　　　　啤　酒 ( T )　　　　　　 　　　　　啤　酒 ( Q)　　　　　　

啤酒+ 添加物 酒+ 水 酒+ VC液 酒+ H2O 2 酒+ 水 酒+ VC液 酒+ H2O 2

所加体积( ml) 1. 0+ 1. 0 1. 0+ 1. 0 1. 0+ 1. 0 1. 0+ 1. 0 1. 0+ 1. 0 1. 0+ 1. 0

吸光度 A
0. 035
0. 033

0. 038
0. 035

0. 036
0. 035

0. 172
0. 174

0. 177
0. 177

0. 179
0. 176

A
-

0. 034 0. 038 0. 036 0. 173 0. 177 0. 178

�-葡聚糖(m g/ L) 63. 12 66. 39 64. 23 361. 60 363. 21 364. 20

　　　　　* 　酒样除气后稀释 10倍; VC及 H2O 2 的浓度分别为 300m g/ L, 101mg/ L.

图 8　�-葡聚糖的标准曲线

从表 3和表 4中的结果可以看出,氧化还原物质

对 �-葡聚糖的测定结果无明显影响。

4　试验结果
4. 1　�-葡聚糖的标准曲线

按试验方法绘制 �-葡聚糖的标准曲线, 见图 8.

由曲线可得, 当 �-葡聚糖浓度为 25�g/ m l时,对

应的吸光度为 0. 241, 由此可得摩尔系数 9. 64×( 10
3

～104 ) L·mol
- 1· cm

- 1 , 桑德尔灵敏度为 1. 04×
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( 10
- 1
～10

- 2
)�gcm

- 2
,变异系数在 1. 1%～5. 1%之间,取曲线中的前 5个点进行线性回归,

得相关系数 0. 996. 近似得到麦汁(或啤酒)中的 �-葡聚糖含量:

�-葡聚糖含量( mg / L ) = [ ( A - b) / a]×
1
V
×2. 0

式中V 　 麦汁或啤酒的吸取体积(本试验中为 0. 10ml)

a, b 常数(曲线回归方程所得)

2. 0 参加反应的样品体积( 0. 10ml样品加 1. 9ml蒸馏水)

A　 在 550nm 处样品的吸收值

进而得到麦芽中的水溶性 �-葡聚糖的含量:

　　�-葡聚糖( mg / 100g 绝干麦芽) =
麦汁中的 �-葡聚糖的含量( m g/ 100m l)

D × ( 100 - G )

× ( 800 + w ) × 100
100 - w

式中w　麦芽水份的百分含量

D　协定麦汁容重

G　麦芽汁浸出物的质量分数

4. 2　样品分析结果

按样品分析方法, 测定几种麦芽协定糖化过滤麦汁及几种市售啤酒中的 �-葡聚糖含量,

结果见表 5和表 6.

表 5　麦芽糖化过滤麦汁中的 �-葡聚糖

麦芽品种
(麦芽来源)

江苏冈二
(实验室自制)

加麦麦芽
(进口)

新疆莫特 44
(实验室自制)

甘肃匈 84
(实验室自制)

江苏冈二
(南京麦芽厂)

过滤麦汁浸出物 　　8. 048 　　8. 756 　　8. 244 　　8. 634 　　8. 317

�-葡聚糖 mg/ L 麦汁 334. 7 156. 9 173. 9 156. 6 199. 3

�-葡聚糖 mg/ L 8. 6°P 麦汁 357. 7 154. 1 181. 4 150. 0 206. 1

�-葡聚糖 mg/ 100g 绝干麦芽 304. 4 140. 8 156. 5 136. 3 179. 6

表 6　几种市售 12°P Lager型啤酒中的 �-葡聚糖
酒　样

(出品厂)
青岛啤酒

(青岛二啤)
青岛啤酒

(青岛一啤)
中德啤酒

(武汉中德长啤)
太湖水啤酒

(无锡啤酒厂)

�-葡聚糖m g/ L 啤酒 427. 2 361. 6 114. 9 60. 1

　　　　　注:表中所列酒样为 1993年市售啤酒

麦汁经过 6次平行测定,变异系数为 3. 7%.

5　结论
1)　利用刚果红分光光度法能够较准确、方便、快速地测定出麦汁或啤酒中的 �-葡聚糖

含量。

2)　从实验结果可以看出, 当参加反应的麦汁或啤酒实际用量为 0. 10ml时,测定结果

有较高的准确性。随着用量的增加,测定数值准确性下降,出现这种现象的原因,还有待进一

步研究。
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Measurement of B-Glucans in Wort and Beer by Congo Red

Li Yong xian　Yin Xiangsheng　Gu Guox ian　Lu Jian

( S chool of Bioen gineering, W uxi University of Light Indus try , W uxi, 214036)

Abstract　A spect rophotometric metho d for analysis o f soluble B-glucan in w or t and beer

and m ethods of experiment have been studied in this paper . 2. 0ml o f B-glucan ( 0～59mg /

L , mo lecular w eig ht is 103～104 ) m ixed w ith 4. 0ml co ng o red so lut ion ( 100mg / L in 0. 1M

pH 8. 0 pho shpato buffor ) fo rms a co loured co mplex . T he apparent molar absr pt ivity of 9.

64×103～9. 64×104
L/ mol . cm g oes in agreement w ith Beer′s law . T he variat ion and re-

cov ery r ate by using this method are w ithin 1. 1%～5. 1% and 90. 2%～98. 6% respect ive-

ly. T he variat io n is 3. 7% in detect ing the so luble B-glucan in w or t or beer.

Key-words　congo red; �-g lucan; spect rophotometry
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