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酶电极法测定发酵酒中尿素的含量 
 

马力辉，孙辉，齐明君，赵志磊，马凯，侯晓华 

（河北大学质量技术监督学院，河北保定 071002） 

摘要：为实现准确、快速检测发酵酒中尿素含量，本文以明胶和壳聚糖为包埋材料，透析膜为载体，戊二醛为交联剂，用包埋

交联吸附相结合的方法制作了固定化脲酶膜，结合铵离子选择性电极实现了尿素含量的快速测定，研究了脲酶固定化的条件和尿素传

感器的响应性能，并应用于实际样品的测定。实验表明：脲酶固定化最适戊二醛浓度为0.05%，最适交联时间为1.5 h；尿素传感器最

佳使用环境为温度40 ℃，最适溶液 pH 值5.0,线性范围为2~50 mg/L，最低检测限为0.5 mg/L，线性良好（R2>0.999），重复性好

（RSD=1.45%），可靠性较高。此方法每片脲酶膜可进行多次测量，且可更换，降低了测量成本，可用于实现酸性环境下发酵酒中

尿素含量的快速检测，为控制发酵酒的营养、质量及食用安全提供技术支持。 
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Abstract: A rapid and accurate detection method for urea in fermented wine was developed by preparation of immobilized urea 

membrane using gelatin and chitosan as embedding materials, dialysis membrane as the carrier, and glutaraldehyde as crosslinking agent .The 

membrane was then applied to determinate actual samples, combined with the ammonium ion selective electrod. The urease immobilized 

conditions and the response performance of the urea sensor were also studied. For urease enzyme immobilization process, the most suitable 

glutaraldehyde concentration was 0.05% and the optimum crosslinking time was 1.5 h. The urea sensor showed good linearity  (R2>0.999), good 

repeatability (RSD=1.45%), and high reliability, the most suitable temperature and pH were 40 ℃ and 5.0, respectively. In addition, the linear 

response range and detection limit of this method were found as 2~50 mg/L and 0.5 mg/L, respectively. The multi-usage urease membrane can 

be renewed, thus reducing the measurement cost and realizing the urea rapid determination in fermented wine under the fermented acidic 

environment, and providing a technical support for the control of, nutrition, quality and safety of fermented wine. 
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在食品发酵工业中，研究发现，发酵酒中含有致

癌性化学物质氨基甲酸乙酯，这种物质是在酒的发酵

过程中尿素和乙醇经化学反应形成的[1]，因此，发酵

酒中尿素含量的多少直接关系到饮用人员的健康问

题。可见研究建立酒的发酵过程中尿素含量的快速、

准确检测是十分必要的，监测发酵酒中尿素的含量也

成为涉及食品安全的重要检测指标，对于控制发酵酒

的营养及质量是非常必要的。 

酶电极法最初设想的提出距今只有50年，而用于

测定尿素的方法研究时间更短，Guilbault 等将脲酶覆

盖在铵电极外，并用另一个铵电极作为参考电极制作

了简易的尿素传感器[2]；Nilsson 等用包埋法将脲酶固 
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化在聚丙烯酰胺凝胶上结合 pH 玻璃电极制作了尿素

传感器[3]；王厚行等用 PVC 固定脲酶膜结合国产 231

型玻璃电极构建了一种尿素传感器用于检测血浆中尿

素的浓度[4]；李长江等利用 2-氨基乙基三甲氧基硅烷

直接修饰 pH 玻璃电极，再与戊二醛和尿素酶在温和

条件下交替交联，制成了电位型尿素酶电极[5]。现已

有的酶电极法测定尿素的方法大多是将脲酶直接固化

在电极上，这样会造成固化的脲酶膜不能更换，当脲

酶膜酶活降低不能使用时需重新将脲酶再一次固化在

电极上，较为繁琐，且一般用于检测血清和尿液中的

尿素浓度，目前尚未有用于酸性环境下如发酵酒中尿

素含量检测的报道。 

本方法拟用灵敏性好，响应速度快，结构简单的

铵离子选择性电极结合由包埋交联吸附相结合的方法

制作的固定化脲酶膜构建一种可简便更换脲酶膜的尿

素传感器，可实现酸性环境下尿素含量的快速检测，
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对控制发酵酒的营养、质量及食用安全提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

壳聚糖、25%戊二醛、明胶、乙酸、脲酶、尿素、

甘油、十二水磷酸氢二钠、二水磷酸二氢钠、氯化钾、

乙二胺四乙酸二钠、透析膜、橡胶圈、橡胶管。试剂

均为分析纯，水为超纯水。 

1.2  实验仪器 

铵离子选择性复合电极，PHS-3C 型酸度计，高

阻抗电子毫伏计，磁力搅拌器，电子天平，恒温水浴

锅 

1.3  尿素传感器制备 

1.3.1  缓冲液的配制 

缓冲液采用磷酸缓冲液，母液 A：0.2 mol/L 

Na2HPO4，母液 B：0.2 mol/L NaH2PO4。取不同比例

母液 A 和母液 B，可配置不同 pH 的磷酸缓冲液。在

配置好 pH 的磷酸缓冲液中还需加入0.01 mol/L 

EDTA2Na2，0.1 mol/L KCL 和 ISA离子强度调节剂。 

1.3.2  脲酶膜的制备 

酶膜的制作已有的报道有吸附法、共价键合法、

交联法、包埋法等，这几种方法各有优缺点，故采用

包埋、交联和吸附相结合的方法来制作酶膜，既不降

低酶的活性，也能使酶很好的固化在载体上[5]。 

称取0.4 g壳聚糖和0.4 g 明胶溶于50 mL质量浓

度为1%的乙酸中，置于磁力搅拌器上搅拌均匀，将100 

mg 脲酶溶于其中得到酸性脲酶溶液，再加入8%的甘

油作为稳定剂，经磁力搅拌器搅拌均匀脱泡，均匀涂

于剪成与电极感应膜大小相当的透析膜圆片上，自然

脱水成膜后浸泡在戊二醛溶液中4 ℃下交联反应，再

用去离子水多次洗涤，去除游离的戊二醛，得到固定

化酸性脲酶膜，置于缓冲液中贮存在4 ℃冰箱中待用。 

1.3.3  酶电极的制备 

将橡胶管套在电极上，把准备好的脲酶膜覆盖在

电极感应膜表面，再用○型橡胶圈固定，保证脲酶膜

与铵离子感应膜接触良好且无气泡，即制成尿素酶电

极。 

1.4  实验原理 

尿素是一种化合物，在脲酶的催化作用下可发生

分解，产生 NH4
+和 CO3

2-，其反应式为： 
Urease 2

2 2 2 3 4NH CO 2H O CO 2NH   （ ）  

溶液中的尿素在经过酶膜的催化作用下分解生

成了 NH4
+，导致溶液中 NH4

+的浓度发生了变化，铵

离子选择性电极感应膜对 NH4
+敏感，NH4

+的浓度变

化导致电极输出的电压信号发生变化。由能斯特方程 

0

Re

RT
E=E ln

nF

ox

d

a

a
  

可知，电位值与溶液中尿素浓度的对数在一定范围内

成线性关系，即： 

E=K AlgC 尿素
 

注：K：与电极感应膜及内部溶液有关系；A：常数。 

通过对输出电压信号的分析可得出相对应溶液中

的尿素浓度，从而达到检测试样中尿素浓度的目的。 

原理如下图： 

 

图 1 尿素传感器原理图 

Fig.1 Schematic diagram of urea sensor 

1.5  实验方法 

秤取一定量的尿素放入50 mL烧杯中，加入配置

好的缓冲液，放入磁力搅拌芯子，在磁力搅拌器上搅

拌均匀，将制作好的酶电极插入溶液中，待电极电位

稳定后读取电位，记录电位，为减小误差，每个浓度

的尿素标准溶液测6次，取电压值的平均数。将酶电极

用去离子水清洗，再用试纸吸干后，进行下一次测试。

将记录的数据制作工作曲线。 

2  结果与分析 

2.1  酶膜的制备条件的优化 

2.1.1  戊二醛浓度对酶膜活性的影响 

戊二醛是一种交联剂，如果浓度过高会使酶的结

构发生变化，降低脲酶膜中酶的活性；浓度太低，脲

酶交联反应较低，大量脲酶游离走，脲酶膜中酶较少，

活性低。采用不同浓度的戊二醛溶液分别对相同脲酶

膜交联相同的时间，去离子水清洗后安装到电极上，

分别对标准尿素溶液进行测试。 

由图 2 可容易看出，在戊二醛浓度为 0.05%时，
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脲酶交联反应较充分，而且也没有使脲酶结构发生变

化，脲酶膜中固定化酶有最高活性。 

 
图 2 不同戊二醛浓度交联下尿素传感器 E-lgC 尿素曲线 

Fig.2 E-lgCurea curve of urea sensor in different glutaraldehyde 

concentration to cross-linking 

2.1.2  交联时间对酶膜活性的影响 
交联时间和戊二醛浓度对脲酶的影响相似，交联

时间短，交联不完全，酶膜中酶的活性较低；交联时

间长，戊二醛会使酶失去活性，同样酶膜中酶活性低。

用浓度为 0.05%的戊二醛对相同脲酶膜交联不同的时

间，去离子水清洗后安装到电极上，分别对标准尿素

溶液进行测试。 

 
图 3 不同交联时间下尿素传感器 E-lgC 尿素曲线 

Fig.3 E-lgCurea curve of urea sensor in different cross-linking 

times 

由图 3 可容易看出，用浓度为 0.05%的戊二醛对

脲酶膜交联 1.5 h，脲酶膜的活性最好。 

2.2  尿素传感器的使用条件 

2.2.1  温度对电极检测的影响 

酶在较高温度下具有较高活性，随着温度的升

高，酶的活性变高，电极的响应也会增大，但是温度

过高，酶蛋白变性，酶活丧失，所以需要确定脲酶膜

反应的最佳温度。在30 ℃~50 ℃范围内，每隔5 ℃，

分别用酶电极对标准尿素溶液进行测试。 

由图 4 可以看出，脲酶膜在 40 ℃时，活性达到

最大值，电极响应也有最大值。 

 

图 4 不同温度下尿素传感器 E-lgC 尿素曲线 

Fig.4 E-lgCurea curve of urea sensor at different temperatures 

2.2.2  pH 对电极检测的影响 
pH 值对脲酶膜活性有很大影响，也直接影响到

了电极的响应值，所以电极的测试环境 pH 对测试结

果影响很大，这就需要确定最佳 pH 环境。取不同比

例的磷酸缓冲液母液 A 和 B，配置不同 pH 值的缓冲

液，在 pH值4.0~8.0范围内，每隔1.0，分别对尿素标

准溶液进行测试， 

 
图 5 不同 pH 环境下尿素传感器 E-lgC 尿素曲线 

Fig.5 E-lgCurea curve of urea sensor in different pH 

不同 pH 环境下，对电极响应的影响如图所示。

由图5可见，电极测试环境最适 pH为5.0。 

2.2.3  尿素传感器 E-lgC 尿素曲线的绘制 

将酶电极分别与 PHS-3C 酸度计和电子毫伏计连

接，对尿素标准溶液进行测定，作图得到尿素传感器

的 E~lgC 尿素曲线，见下图 6。 

将脲酶电极分别连接 PHS-3C 酸度计和电子毫伏

计对同样的试样进行测定，所测得的电压值有所不同，

从图6和图7中可以看出，用电子毫伏计所测数据有更

好的线性度。电子毫伏计比 PHS-3C 酸度计有更高的

阻抗，可以减少电极本身的干扰，所以尿素传感器应

该采用脲酶电极搭配电子毫伏计进行测量。 

在电子毫伏计所测电压值的 E-lgC 尿素曲线中，

2~50 mg/L 浓度区间线性关系良好，最低检测限可达

0.5 mg/L，所以尿素传感器在尿素浓度为 2~50 mg/L

范围内测量更加精确，此区间回归直线方程为
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E=254.87+61.27lgC 尿素，相关系数 R=0.9996。 

 
图6 尿素传感器 E-lgC 尿素曲线（PHS-3C 酸度计） 

Fig.6 E-lgCurea curve of urea sensor 

 
图7 尿素传感器 E-lgC 尿素曲线（电子毫伏计） 

Fig.7 E-lgCurea curve of urea sensor (millivoltmeter) 

2.3  样品的测定 

根据制作的标准曲线，用制作好的脲酶电极连接

电子毫伏计，对市场上售的一种绍兴黄酒进行尿素含

量的测定，重复测定6次，结果见表1。 

表1 黄酒中尿素含量 

Table 1 The urea content in rice wine 

 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD/% 

尿素含量
/(mg/L) 

21.4 20.8 21.3 21.5 20.9 20.1 21 1.45 

在表1中的测定结果可以看出，用制作的尿素传感

器对市售一种绍兴黄酒进行6次重复检测，检测结果相

对标准偏差1.45%，准确性好，可靠性较高。 

3  结论 

通过一系列实验对制备的铵电极尿素传感器进行 

了测试，在测试使用的磷酸缓冲液中加入了

EDTA2Na2增强稳定性，并加入了 ISA 离子强度调节

剂以减少其他例子的干扰。结果表明所制作的铵电极

尿素传感器，脲酶固定化最适戊二醛浓度为0.05%，

最适交联时间为1.5 h；尿素传感器线性响应范围为

2~50 mg/L，最低检测限为0.5 mg/L，最佳使用环境为

温度40 ℃，溶液 pH值5.0，测量结果准确，并且操作

简单，酶膜可进行更换，测量成本降低，有望用于发

酵酒中酸性环境下尿素含量的快速检测。 
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