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随机质心衍射优化酶法去除客家娘酒中 
氨基甲酸乙酯工艺

沈 棚1，黄敏欣1，白卫东1,2,*，钱 敏1，朱 豪1

(1.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东 广州 510225；2.华南农业大学食品学院，广东 广州 510642)

摘  要：通过随机质心衍射程序中的随机搜索，图心搜索及优化映射设计试验确定客家娘酒中尿素去除的最佳工

艺：温度20.70℃、pH4.26、加酶量48.06mg/L、酶解时间50h、酶解2次。在此工艺条件下酶解处理过的客家娘酒中尿

素含量降低为(2.134±0.024)mg/L。测得储藏1年后的该客家娘酒中氨基甲酸乙酯含量为(25.632±0.017)μg/kg，与没有

经过酶解的客家娘酒相比减少了88.5%。有效地降低客家娘酒中氨基甲酸乙酯的含量，提高了饮用的安全性。
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Abstract：The enzymatic removal of urethane from Hakka mother wine with acid urease was optimized by using random-

centriod optimization through random search, centroid search and optimal mapping of the random centroid diffraction 

procedure. The optimal enzymatic hydrolysis conditions were found to be hydrolysis at 20.70 ℃, initial pH 4.26 for 50 h 

with an enzyme of 48.06 mg/L repeated twice. The urea content in Hakka mother wine after the enzymatic treatment was 

decreased to (2.134 ± 0.024) mg/L. The urethane content in Hakka mother liquor after one-year storage was measured to 

be (25.632 ± 0.017) μg/kg, which showed an 88.5% reduction compared to that without enzymatic treatment. Therefore, 

the urethane content in Hakka mother wine can be reduced effectively by the optimized enzymatic treatment and the 

consumption safety is improved greatly.
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广东客家娘酒又称客家黄酒，是岭南一带客家人民

间传统发酵型黄酒。客家娘酒作为发酵类饮品，其中存

在的氨基甲酸乙酯是危害人类健康不可忽视的因素。氨

基甲酸乙酯(ethyl carbamate，EC)是一种多位点致癌物，

可导致肺癌、淋巴癌、肝癌和皮肤癌等多种疾病[1-3]。国

际癌症研究所把EC对人类的致癌毒性归为2A群。

尿素是EC一种重要的前体物质。黄酒中90% EC是由

乙醇和尿素反应生成。在客家娘酒的酿造中，尿素除小

部分是由原料直接带入外，其余绝大部分来源于酵母代

谢过程中L-精氨酸在精氨酸酶的作用下代谢而成[4-5]。添

加酸性脲酶可以使尿素分解为氨和二氧化碳[6]。在客家娘

酒压榨后勾兑澄清过程中添加脲酶进行处理，再利用煎

酒时高温(90～92℃)破坏脲酶的残余活力。这样在不影

响客家娘酒正常的生产工艺条件下，降低成品酒中尿素

含量。

目前正交试验和响应面试验设计普遍应用于优化试

验，但是正交和响应面试验都是依靠单因素试验寻找优

化的中心点，试验量大，操作繁琐。Dou和Nakai发明的

随机质心衍射优化(random-centroid optimizaton，RCO)是

一种简单、方便、有效的试验设计方法[7-8]。它可以在较

少操作次数下完成试验的优化[9]。RCO程序包括随机搜

索、图心搜索和优化映射试验设计，可以在一个周期内

完成目标值和最优因素水平值的优化。在国外它成功应

用于定点诱变，溶菌酶葡聚糖制备条件和食品配方实验
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优化[10-11]。本实验将其应用于客家娘酒酿造工艺的优化，

旨在降低由发酵代谢产物产生的安全隐患。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

客家娘酒(尿素含量为34.25mg/L)由仲恺农业工程学

院食品化学实验室酿造；酸性脲酶(活力200U/g) 上海

宝丰生化有限公司；乙腈(色谱纯) 广州自力色谱科仪

有限公司；二氯甲烷(分析纯) 成都市科龙化工试剂

厂；氨基甲酸乙酯标准品 阿拉丁试剂网；氨基甲酸

丙酯标准品(纯度≥98.5%) 德国Dr. Ehrenstorfer公司；

尿素(分析纯) 天津市福晨化学试剂厂；乙醇(分析纯) 

天津市富宇精细化工有限公司。

1.2 仪器与设备

1100高效液相色谱仪、6890GC-5973MS气相色谱-

质谱联用仪、DB-200色谱柱(30m×0.250mm，0.25μm) 

美国安捷伦科技公司；氨基酸分析柱(200mm×4.6mm，

5μm) Grace Davison Discovery Sciences；KL512型氮吹

仪 北京康林科技有限公司；Chem Elut 50mL固相萃取

柱 美国瓦里安有限公司；RE-52C 旋转蒸发器 巩义

市予华仪器有限责任公司。

1.3 方法

1.3.1 尿素的检测[12-13] 

1.3.1.1 液相色谱条件

色谱柱：(200mm×4.6mm，5μm)氨基酸分析柱；流

动相：乙腈:水=95:5(V/V)；流速：1mL/min；DAD检测波

长：203nm；柱温：40℃；进样量：10μL。

1.3.1.2 样品前处理

取5mL酶解过后的客家娘酒样品于小试管中，经过

0.45μm过滤头过滤，将滤液转移至2mL样品瓶中用HPLC

进行定量分析。

1.3.2 氨基甲酸乙酯的检测[14-16]

1.3.2.1 样品前处理

称取3.00g酶解过后储藏1年的客家娘酒样品于100mL

的烧杯中，加入1.00mL氨基甲酸丙酯(nPC)内标使用液，

再加蒸馏水至总质量为40g，混合均匀成测试液。将测试

液移到萃取柱上，再用10mL水冲洗烧杯，然后将洗液转

移进萃取柱，让液体在柱子上吸附l0min。再用150mL二

氯甲烷分3次洗涤。用250mL的单口鸡心瓶收集洗脱液。

用旋转蒸发仪在30℃水浴将洗脱液蒸发浓缩至2～3mL。

用吸管把浓缩液转移到5mL的有刻度的收集管中，用

2mL二氯甲烷洗涤鸡心瓶，把洗涤液并入收集管中。在

温和的N2吹扫下浓缩提取液至lmL，将浓缩液转移至进样

瓶中进GC-MS定量分析。

1.3.2.2 气相色谱条件

色谱柱：DB-200石英毛细柱(30m×0.250mm，

0.25μm)；进样口温度180℃；载气：氦气；初始流速

0.92mL/min；进样量：1μL，不分流；升温程序：初始

温度40℃保持0.75min，以10℃/min升到60℃，接着以

3℃/min升到105℃，再以1℃/min升到121℃，然后以

3℃/min升到127℃，最后以30℃/min升温到220℃并保持

4.00min。

1.3.2.3 质谱条件

电子电离(electron ionization，EI)离子源温度220℃；

接口温度220℃；溶剂延迟9.5min；微扫描宽度Ou；检

测器电压0(相对于调谐电压)；SIM模式：氨基甲酸乙酯

(EC)定量离子为m/z 62，参考离子为m/z 89、61；氨基甲

酸丙酯(nPC)定量离子为m/z 62，参考离子为m/z 74、59。

1.3.3 随机质心衍射过程

在温度5～25℃、pH3～5、加酶量5～50mg/L、酶

解时间24～72h范围内，随着温度、pH值、加酶量及时

间的提高酸性脲酶去除尿素的效果都会增强。由于时间

的延长，酶的催化活力将会下降，所以酶解一次很难完

全去除黄酒中的尿素 [6,17]。利用随机质心衍射软件进行

试验设计，将5个因素不同范围值输入到随机质心衍射

程序中。其中包括温度(5～40℃)、pH(3～5)、加酶量

(5～50mg/L)、酶解时间(24～96h)，酶解次数(1～3)[18]。

对于设计的因素值随机搜索提出10组试验，每组实验重

复3次，然后对提出的每组实验进行尿素的检测。在10组

试验之后，对试验数据进行分析，将获得的结果输入到

随机质心衍射程序中进行图心搜索设计。软件对设计的

因素将会提出新的4组试验，每组试验重复3次，然后将

检测的结果再次输入到随机质心衍射程序中。最后对于

检测到尿素含量最低值设计的因素的条件将会在优化映

射中呈现。

1.4 数据分析

所有的样品进行3次平行试验，并计算标准差。采用

SPSS 19.0软件对每次设计的组内试验结果进行单因素方

差分析，p＜0.05表示有显著性差异。

2 结果与分析

2.1 随机搜索验设计及结果

随机质心衍射是以选择的5个因素经验值范围为基础

进行随机搜索的。在优化的过程中设计了10水平的试验

(表1)，对不同条件下酶解试验进行尿素含量的检测，结

果如表2所示。
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表 1 随机搜索试验设计

Table 1 Random search experimental design 

序号 温度/℃ pH 加酶量/(mg/L) 时间/h 酶解次数

1 13.45(13.5) 4.47 11.83 82.61(83) 2.24(2)

2 39.24(39.3) 4.01 28.06 61.85(62) 1.20(1)

3 22.56(22.6) 3.91 45.48 52.14(52) 1.79(2)

4 37.60(37.6) 3.67 17.12 62.14(62) 1.50(2)

5 11.06(11.1) 4.38 12.2 32.15(32) 2.89(3)

6 20.69(20.7) 4.26 48.06 50.12(50) 2.20(2)

7 8.21(8.2) 3.14 30.46 49.06(49) 2.29(2)

8 19.94(19.9) 3.98 38.27 71.37(71) 1.08(1)

9 10.45(10.5) 4.93 38.75 76.46(76) 2.17(2)
10 13.21(13.2) 3.15 37.31 80.3(80) 2.35(2)

注：序号代表不同的因素值试验组合，表中的因素值是通过随机质心衍

射程序设计的。括号中的值是进行四舍五入处理后的值，在试验过程中

按照这些值进行操作的。

表 2 随机搜索设计试验结果

Table 2 Results of random search experimental design

序号 1 2 3 4 5

尿素含量/(mg/L) 6.862±0.013b 7.653±0.009a 3.172±0.021i 6.486±0.005c 5.841±0.018e

序号 6 7 8 9 10

尿素含量/(mg/L) 2.134±0.024j 5.736±0.031f 6.421±0.015d 4.863±0.007g 4.627±0.027h

注：序号代表在不同条件下酶解后黄酒样品。结果表示为平均值 ± 标准

差。字母 a ～ j 代表不同序号组结果差异显著 (P＜0.05)。

2.2 图心搜索试验设计及结果

将随机搜索设计检测的值输入到程序中进行图心优

化搜索。在完成图心优化搜索之后，出现新的四组因素

水平值的试验设计(表3)。图心搜索试验结果如表4所示。

表 3 图心搜索试验设计

Table 3 Centroid search experimental design 

序号 温度/℃ pH 加酶量/(mg/L) 时间/h 酶解次数

1 15.02(15.0) 3.88 40.01 61.62(62) 2.16(2)

2 15.59(15.6) 4.13 36.36 58.23(58) 2.28(2)

3 15.15(15.2) 3.77 34.70 52.75(53) 2.30(2)

4 14.59(14.6) 4.12 34.99 51.99(52) 2.27(2)

注：序号代表不同的因素值试验组合，表中的因素值是通过随机质心衍

射程序设计的。括号中的值是进行四舍五入处理后的值，在试验过程中

按照这些值进行操作的。

表 4 图心设计试验结果

Table 4 Results of centroid search experimental design

序号 1 2 3 4

尿素含量/(mg/L) 3.236±0.007d 3.451±0.010c 3.673± 0.004a 3.638±0.011b

注：序号代表在不同条件下酶解后客家娘酒中尿素的含量。字母 a ～ d

代表不同序号组之间差异显著(P＜0.05)。

2.3 优化映射试验结果

最终的优化映射为酶解工艺提供了一组最优组合。

最优酶解条件下5个因素的最优水平值如图1中X轴箭头所

示。图中加酶量、pH值、酶解次数等因素朝着最优值呈

现更多的趋势线，而其他因素的映射表现出较少的趋势

线与未定义方向。结果表明，加酶量、pH值、酶解次数

是影响酶解效果的重要的因素。由于客家娘酒中存在某

些钝化酸性脲酶酶活性的因素，随着处理时间的延长，

酶的活性在这些影响因素的作用下不断下降，当处理后

的50h后尿素分解率基本趋于平衡。客家娘酒中的pH值

在3.5～5之间，在这个范围内随着pH值增加，酶解效果

也越好，当pH值在4.26以上时酶解效果增加幅度明显减

少。当温度在5～20.7℃范围内，酶解效果明显增加，再

提高温度，酶解效果增幅不明显。当温度过高时，会影

响酸性脲酶的活性，同时也会加速尿素与乙醇的反应生

成氨基甲酸乙酯。在加酶量及酶解次数增加会提高酶解

效果，综合考虑成本和酶解效果问题，选择酶解2次，加

酶量48.06mg/L，最佳酶解条件参数及最优值见表5。
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图 1 优化尿素酶解目标的映射

Fig.1 Optimal target mapping for enzymatic hydrolysis of urea
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表 5 最佳酶解条件参数及最优值

Table 5 Optimal parameters of enzymatic hydrolysis and 

corresponding urea content 

温度/℃ pH 加酶量/(mg/L) 时间/h 酶解次数 尿素含量/(mg/L)

20.69(20.70) 4.26 48.06 50.12(50) 2.2(2) 2.134±0.024

2.4 最优酶解条件下尿素检测结果

在温度20.70℃、pH4.26、加酶量48.06mg/L、酶解

时间50h、酶解2次的最优条件下对客家娘酒样品进行处

理，尿素的出峰时间为7.896min，处理后尿素的检测结

果为(2.134±0.024)mg/L，为原酒样中的6.23%。说明在

最佳条件下可以有效的去除客家娘酒中尿素的含量，检

测液相图如图2所示。

250
200
150
100
50
0

0 2 4 6 8
/min

m
A

U

7.
89

6

图 2 尿素检测的液相图

Fig.2 HPLC profile of urea 

2.5 氨基甲酸乙酯检测结果

对温度20.70℃、pH4.26、加酶量48.06mg/L、酶

解时间50h、酶解2次的条件下进行酶解处理后储藏1年

的样品进行氨基甲酸乙酯检测。氨基甲酸乙酯出峰时

间为24.82min，氨基甲酸丙酯出峰时间为28.89min，检

测到储藏后的处理过的客家娘酒氨基甲酸乙酯含量为

(25.632±0.017)μg/kg，与没有经过酶解的客家娘酒相比

减少了88.5%，结果见图3。
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图 3 客家娘酒样品总离子图

Fig.3 Total ion current chromatograph of Hakka mother wine sample

3 结 论

通过随机质心衍射优化确定客家娘酒中尿素去除的最

佳工艺：温度20.70℃、pH4.26、加酶量48.06mg/L、酶解

时间50h，酶解2次。在此工艺下客家娘酒中尿素含量能降

低为(2.134±0.024)mg/L，经过酶解的客家娘酒储藏1年后

的氨基甲酸乙酯含量为(25.632±0.017)μg/kg，明显低于世

界卫生组织规定的日本清酒中EC限量标准(100μg/kg)，有

效地降低客家娘酒中氨基己酸乙酯含量。
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