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传统黄酒发酵中氨基甲酸乙酯
前体物质代谢规律的研究
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（1.石河子大学食品学院，新疆 石河子 832000；2.中国计量学院标准化学院，浙江 杭州 310018）

摘 要： 氨基甲酸乙酯是黄酒中一种主要的致癌物质。从下沙黄酒厂取得酵母和麦曲，通过模拟黄酒的发酵过程，
利用分光光度法和平板计数法，详细研究了黄酒发酵过程中氨基甲酸乙酯相关前体物质的变化规律，并结合菌落生
长规律，探讨其代谢机理。结果表明，黄酒酿造工艺中的浸米阶段会形成瓜氨酸积累，因此，在回加酸浆水的工艺中，
浸米时间不宜过长；发现麦曲糖化阶段也有瓜氨酸的积累，需要在酿造工艺中予以重视。
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Study on the Metabolic Rules of Ethyl Carbamate Precursor in the
Fermentation Process of Traditional Yellow Rice Wine
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Abstract: EC (ethyl carbamate) is a main kind of genotoxic carcinogens in yellow rice wine. In the experiment, saccharomyces cerevisiae and

wheat starter were obtained from Xiasha Winery, then through the simulation of yellow rice wine fermentation process, the metabolic rules of EC

precursor in the fermentation process were studied by spectrophotometry and plate count method, and its metabolic mechanism was further inves-

tigated based on its metabolic rules combined with its colony growth rules. The experimental results suggested that citrulline was accumulated

mainly in rice steeping stage. Accordingly, long-time rice steeping is not recommended. Besides, the accumulation of citrulline was also found in

the saccharifying process of wheat starter, which should be considered in practice.
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氨基甲酸乙酯（Ethyl Carbamate，EC,又叫 Urethane）
是一种基因致癌物。 世界卫生组织也提议规定酒类饮料

中 EC 的限量标准。 美国和加拿大都已经制订了酒精饮

料中氨基甲酸乙酯的限量标准[1]。 在氨基甲酸乙酯的形

成过程中，瓜氨酸是其重要的前体物质，而在乳酸菌和酵

母菌中精氨酸的代谢过程中都有瓜氨酸的产生 [2]。 酵母

降解精氨酸是通过尿素循环途径实现的[3-7]，反应见图 1。
乳酸菌降解精氨酸是通过精氨酸脱亚氨基酶途径

（Arginine deiminase pathway, 简称 ADI 途径）进行 [8-11] 。
本实验通过对黄酒发酵过程中 3 种氨基酸的检测， 研究

了黄酒发酵过程中 3 种氨基酸的变化规律， 为控制黄酒

发酵过程中氨基甲酸乙酯含量提供理论依据。

注：(1)精氨酸酶；(2)鸟氨酸 氨甲酰转移酶；(3)精氨琥珀酸合成酶；

(4)精氨琥珀酸裂解酶；(5)脲酶；(6)氨甲酰磷酸合成酶。

图 1 酵母降解精氨酸图
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1 材料与方法

1.1 材料、试剂及仪器
菌株：麦曲和酒母取自下沙黄酒厂。
试剂：精氨酸，瓜氨酸，鸟氨酸，乙酸，α-萘酚，2,3-丁

二酮，NaOH，磷酸，二乙酰一肟，茚三酮，均为国产分析

纯；水为桶装纯净水。
仪器设备：Boxun 洁净工作台，上海；精宏恒温培养

箱，上海；精宏恒温水浴锅，上海；志威恒温磁力搅拌器，
上海；721 可见分光光度计，上海；SL-N 电子天平，上海；
不锈钢压力蒸汽灭菌锅，上海。
1.2 试验方法
1.2.1 测定方法

活菌计数采用平板计数法， 平行实验 2 次， 取平均

值。 发酵参数参考自下沙黄酒厂。
氨基酸测定方法： 精氨酸的测定参照贺小贤等的方

法 [12]；瓜氨酸的测定参照李加友等的方法 [13]；鸟氨酸的

测定参照黄爱清等的方法 [14]。
1.2.2 氨基酸标准曲线的绘制

精氨酸标准曲线绘制：在精氨酸含量为 0～200 μg/L

范围内，得回归方程为 Y=0.024+0.005×X，线性相关系数

R=0.995。
瓜氨酸标准曲线绘制：在瓜氨酸含量为 0～200 μg/L

范围内，得回归方程为 Y=-0.05+0.0075×X，线性相关系

数 R=0.997。
鸟氨酸标准曲线绘制：在鸟氨酸含量为 0～150 μg/L

范围内，得回归方程为 Y=8×10-5+0.00959×X，线性相关

系数 R=0.999。

2 结果与分析

2.1 先酒化后糖化发酵法
先加入酒母后加入麦曲， 考察氨基酸和酵母菌浓度

的变化情况。 将 200 g 大米浸泡 18 h，添加适量的水，蒸

煮 30 min 后加入 10 g 酒母，置于 30℃恒温箱，每隔 12 h

测试 1 次，3 d 后加入麦曲 20 g， 继续发酵至 7 d 时即发

酵结束。
由表 1 可知， 本过程可以分为 2 个阶段，0～72 h 为

酒化阶段，此阶段先加入了酵母菌进行酒化。由酵母菌浓

度数据分析可知 0～24 h 为延迟期，此后为指数期。
在 72 h 时，加入麦曲，从而进入了糖化阶段。 由于该

过程加入了较多的水， 并且麦曲中的微生物对酵母菌有

竞争作用，因此，在糖化的初始阶段，酵母菌浓度略微下

降，随后又开始增长，在 120 h 后，由于营养物质消耗殆

尽，酵母菌浓度逐渐降低。因为麦曲中微生物群的竞争作

用，糖化阶段酵母菌的浓度比酒化阶段要低。

对发酵过程各氨基酸浓度变化情况进行分析， 结果

见图 2～图 4。

由图 2～图 4 可知， 精氨酸浓度在酒化阶段一直是

增长的，在进入指数期后增长速度较快。瓜氨酸的浓度则

在最初迅速增长到达较大的浓度，随后出现了降低；鸟氨

酸浓度的变化和精氨酸类似， 在进入指数期后浓度开始

较快增长。 在糖化阶段，精氨酸的浓度先出现了降低，这

与加入了大量的水降低了精氨酸的相对浓度有关， 随后

开始逐渐上升，在 120 h 时达到了峰值，此时也是酵母菌

稳定期的最后阶段， 随后精氨酸浓度随着菌落的衰亡期

逐渐下降。在酒化阶段的末尾，瓜氨酸的浓度已经开始降

低，随后在加入麦曲后，瓜氨酸浓度又开始升高，但值得
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图 2 先酒化后糖化流程精氨酸的含量变化

图 3 先酒化后糖化流程瓜氨酸的含量变化
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图 4 先酒化后糖化流程鸟氨酸的含量变化

注意的是，在 140 h 时，瓜氨酸浓度突然降低，随后又升

高。 由于麦曲中的微生物数目较多， 尚不清楚其代谢机

理，有待进一步研究。
2.2 酒化糖化同时进行的影响

同时加入酒母和麦曲， 观察氨基酸和酵母菌浓度的

变化情况。 取 200 g 大米，浸米 18 h，然后适量加水蒸煮

30 min，待冷却后，同时加入酒母 10 g，麦曲 27 g，凉开水

300 g，发酵，每 12 h 测试 1 次氨基酸的含量并进行活菌

计数。 酵母菌浓度变化结果见表 2；各氨基酸浓度变化结

果见图 5～图 7。

由表 2 可以看出,由于同时加入麦曲和酒母，微生物

间竞争比较激烈，导致酵母菌浓度比试验 2.1 中的要低。
由于同时加入了酒母和麦曲，微生物生长较快，对营养物

质的消耗比较快，因此，与试验 2.1 相比，缩短了发酵的

时间，为 84 h。

由图 5～图 7 可知，精氨酸在初始阶段，有较少的生

成量，但是随后开始迅速下降，在 36 h 时甚至降为零，然

后又开始缓慢上升，但其浓度依然比试验 2.1 中要低。 在

初始阶段，瓜氨酸浓度较快升高，24 h 达到顶峰，随后开

始下降到 5 μg/L，并且在随后的发酵过程中波动较小。在

同时加入麦曲和酒母进行发酵的条件下， 精氨酸的初期

浓度相对于试验 2.1 要低得多，并且在 36 h 时，几乎降为

零，随后又开始缓慢上升。 由此表明，麦曲菌落群对于精

氨酸具有较大的消耗作用，在前期，精氨酸的浓度要比试

验 2.1 中低得多。 直到发酵后期，精氨酸的浓度才开始逐

渐升高。 而瓜氨酸浓度则在初期迅速升高，在 24 h 达到

最高值，随后开始降低，在 2 d 后其浓度变化趋于平缓。
鸟氨酸浓度则一直处于上升趋势中， 且在发酵初期就达

到了比较高的水平。
2.3 先糖化后酒化的影响

先加入麦曲后加入酒母， 观察氨基酸和酵母菌浓度

的变化情况。 称取 200 g 大米，先浸米 18 h，然后适量加

水蒸煮 30 min， 先加入麦曲 20 g 及 300 g 凉开水进行糖

化，每隔 12 h 测试 1 次并进行活菌计数，在 48 h 后加入

酵母，继续测试至结束。 酵母菌浓度变化结果见表 3，各

氨基酸浓度的变化见图 8～图 10。
由表 3 结果所示， 先加入麦曲，0～36 h 属于糖化阶

段，于 36 h 时加入酵母，进入酒化阶段。 从菌落浓度对比

可以看出，先加入麦曲，麦曲菌群的生长对于酵母菌的发

育具有一定抑制作用，加入酵母菌后，其最高浓度也不过

是 4.8×106 个 /mL。 不但比试验 4 中的菌落浓度低，比试

图 7 酒化糖化同时进行流程鸟氨酸浓度变化

图 5 酒化糖化同时进行流程精氨酸浓度变化

图 6 酒化糖化同时进行流程瓜氨酸浓度的变化
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验 5 中的也要低很多。可以判断，麦曲菌群与酵母菌群是

竞争关系，尤其是在先进行糖化作用时，麦曲菌群一方面

迅速繁殖，另一方面会大量消耗营养物质，导致加入酵母

菌后，其浓度降低。

图 8～图 10 显示, 精氨酸的绝对浓度比试验 2.1 中

的要低许多,可见糖化作用中精氨酸的消耗比较大。 在糖

化的后半阶段，甚至出现了精氨酸浓度几乎为零的情况。
在 36 h 加入酵母后，精氨酸浓度迅速升高，并在 60 h 时

达到峰值。但是浓度也只有 19.2 μg/L，远低于试验 2.1 和

试验 2.2 中精氨酸浓度的峰值。 在糖化阶段，瓜氨酸浓度

稳步上升， 可以判断， 在糖化阶段会较稳定的积累瓜氨

酸。 而在加入酒母后，瓜氨酸浓度反而开始有所下降，在

60 h 后有所回升。 与图 3、图 6 相比，糖化阶段的瓜氨酸

积累速度都要更快，而其峰值浓度则差不多。 可以印证，
麦曲微生物群的活力比酵母菌要强， 这几种氨基酸的消

耗和积累速度都要比酒化阶段快。在糖化阶段，鸟氨酸浓

度迅速达到较高值，但在 12～24 h 阶段，却略有下降，在

24 h 时即稳步上升，即使加入酒母后，其上升趋势依旧稳

定，与图 7 对比可知，酒化阶段和糖化阶段都有鸟氨酸的

持续积累。
结合图 2 分析，在酵母菌的尿素循环途径中，精氨酸

被转化为鸟氨酸。 在图 7 中，36 h 前，精氨酸浓度迅速下

降，表明在糖化阶段的初始阶段，麦曲微生物群要消耗大

量的精氨酸，而与之对应的是鸟氨酸浓度升高很快，推测

是精氨酸转化成了鸟氨酸。 在 36 h， 精氨酸浓度开始升

高，鸟氨酸浓度也迅速增高。此时酵母菌菌群的代谢开始

显现。 在 48～60 h 阶段，瓜氨酸的含量有一个较为明显

的下降， 由酵母的尿素循环途径可知瓜氨酸的代谢与代

谢过程（2）、（3）、（5）都有关，牵涉反应较多，其具体积累

机理还需要进一步的研究。而代谢过程（2）、（5）是互相竞

争的，在生产中可以减少发酵过程中氨气的积累，促进代

谢过程（5）的进行，从而抑制鸟氨酸的产生，并抑制瓜氨

酸的积累。

3 分析与讨论

黄酒生产首先要将大米中的淀粉转化为可发酵糖，
然后才能发酵， 所以工艺一般为先糖化后酒化或糖化酒

化同时进行。 但是本实验所取下沙黄酒厂的工艺是采用

了先酒化后糖化的方法，其麦曲活性比较高，利用此方法

避免了先糖化对于营养物质的迅速消耗， 并且保证了出

酒率。 3 种发酵方法相比较，以试验 2.1 中酿造酒醅质量

最佳。 试验 2.2 和试验 2.3 中，由于在糖化阶段麦曲菌群

的代谢迅速，营养物质被迅速消耗，会影响出酒率，且容

易发生酸化现象。酒化阶段，本试验所得数据与酵母的尿

素循环途径可以较好的印证。 糖化阶段初始会有精氨酸

的迅速消耗。 瓜氨酸变化较为复杂， 但是亦有相当的积

累。鸟氨酸浓度则一直升高，推测是精氨酸转化成了鸟氨

酸。
在之前的研究中， 大多关注酒化过程和酸化过程中

� ���������	
�������
������ ��	
�������

�������� ��
��� ��
��� ��

�������	�� ������
��� ��������
��� ������
��� ��������

 

图 10 先糖化后酒化流程鸟氨酸浓度的变化

图 8 先糖化后酒化流程精氨酸浓度变化

图 9 先糖化后酒化流程瓜氨酸浓度的变化
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③高级醇类含量较多，它本身有强烈香气，又是构成

酒中酯类的重要成分，特别是异戊醇含量在 0.7～1.3 g/L

之间，且异戊醇∶异丁醇∶正丙醇＝1∶0.38∶0.18。
④β-苯乙醇含量达 43.6 mg/L，仅低于豉香型白酒且

高于米香型白酒和酱香型白酒。其稳定性较好，香气持久

性强，它的存在给糟烧以舒适的玫瑰蜜香之幽雅感。
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[9] 胡国栋.景芝白干特征香味组分的研究[J].酿酒，1992（1）：
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瓜氨酸的积累， 而对于麦曲糖化过程中瓜氨酸的代谢尚

缺乏详细研究。 本实验证明，在麦曲的糖化过程中，也有

瓜氨酸的积累。 要控制黄酒生产过程中氨基甲酸乙酯含

量，需要同样考虑到糖化阶段的影响。
采用加酵母后加麦曲的工艺， 可以避免麦曲菌群活

性太高，抑制酒化作用。 在之前的研究中，大多关注酒化

过程和酸化过程中瓜氨酸含量的积累， 而对于麦曲糖化

过程中瓜氨酸的代谢尚缺乏详细研究。本实验证明，在麦

曲的糖化过程中也有瓜氨酸的积累。 要控制黄酒生产过

程中氨基甲酸乙酯含量， 需要同样考虑到糖化阶段的影

响。麦曲并不是单一微生物，其中是以根霉菌为主的微生

物菌群，黄酒酿造中麦曲对于氨基甲酸乙酯的影响，尚待

进一步研究。
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