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摘要：氨基甲酸乙酯(Ethyl Carbamate，EC)是一种基因致癌物，葡萄酒及其它酒精饮料中含有

微量的EC。采用固相萃取柱(50 mL，Chem Elut)结合GC／MS方法检测葡萄酒中的EC的最佳

参数，结果表明，待测样品最佳pH为自然pH，洗脱剂二氯甲烷的用量为175 mL，样品在柱中的停

留时间在10 min以上时，EC的回收率最高。方法的回收率为85．76～102．82％，同一天检测的相

对标准偏差(RSD)为4．22～8．20％，隔天检测的相对标准偏差为4．60"--lO．13％，方法的检出限

为3．0／_￡g／L。
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Abstract：Ethyl carbamate，a known genotoxic compound，is mainly found as a natural trace

constituent in wine and other alcoholic beverages．Resolution Oeno 8／98，recommended by OIV，

was improved．Furthermore，parameters of ethyl carbamte extraction in wines were optimized by

use of solid phase extraction column(50 mL，Chem Elut)．The recoveries and precision were 85．

76～102．82％，4．22～8．20％(intraday)and 4．60～10．13％(interday)，respectively．The

limits of detection were 3．0／ug／mL．
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把EC对人类的致癌毒性归为2B群[1]。包括葡萄

酒在内的发酵饮料和食品中含有微量的EC[2]。加

拿大的卫生与预防部门规定佐餐葡萄酒中EC质量

浓度不得超过30／．tg／L[13；美国食品和药品管理局

(US FDA)规定1988年以后生产的佐餐葡萄酒(酒

精度≤14％v／v)EC质量浓度不能超过15弘g／

L[3]。目前中国尚未制定葡萄酒中EC的限量标准。

国际葡萄与葡萄酒组织(OIV)确认GC／MS法

为酒精饮料中EC测定的标准方法，并推荐固相萃

取柱法为样品的前处理方法。在此方法中，校正标

准溶液由试剂无水乙醇配制，但目前国内外生产的

试剂无水乙醇，无论是分析纯还是色谱纯，均由发

酵法生产，这不可避免使无水乙醇本身含有一定质

量浓度的EC[4]。作者在试验中，在分析纯和色谱

纯的无水乙醇中都检测到了EC。

基于OIV标准方法Resolution Oeno 8／98，结

合GC／MS分析法以氨基甲酸丙酯(n—Propyl

carbamate，nPC)为内标，校正标准溶液的配制，不

采用无水乙醇的稀释液，而采用蒸馏水配制，针对

萃取葡萄酒中EC的最佳参数进行了研究。

1材料与方法

1．1 仪器

GC／MS：Thermo Trace GC ultra—DSQ，美国

Finnigam公司生产；旋转蒸发仪：SENCO W201，上

海申生科有限公司产品；固相萃取小柱：50 mL，

Chem Elut，美国Varian公司产品。

1．2试剂

EC标准品：CAS 51—79-6，纯度>99％，Sigma—

Aldrich公司生产；nPC内标：纯度>98％，Sigma公

司产品；丙酮：色谱纯，天津市科密欧化学试剂开发

中心；二氯甲烷：分析纯，天津市博迪化工有限公

司；酒石酸：分析纯，中国派尼化学试剂厂；氢氧化

钠：分析纯，中国派尼化学试剂厂；甲醇：色谱纯，天

津市科密欧化学试剂开发中心。

1．3试验方法

1．3．1标准溶液的配制

1)EC标准溶液 母液：1．00 mg／mL，将100

mg的EC用丙酮溶解，以100 mL容量瓶定容；标

准溶液：10．0肛g／mL，将1．0 mL EC母液加入100

mL容量瓶中，用丙酮稀释至刻度[3]。

2)PC标准溶液 母液：1．00 mg／mL，将100

mg的PC用丙酮溶解，以100 mL容量瓶定容；标

准溶液：10．0肛g／mL，将1 mL PC母液加入100

mL容量瓶中，用丙酮稀释至刻度[3]。

1．3．2 PC内标溶液800 rig／mL，将8 mL PC标

准溶液加入100 mL容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻

度‘副。

1．3．3 模式溶液的配制 将1．3．1中10．0 t,g／

mL的EC标准溶液用蒸馏水稀释，配制成质量浓

度为100 ng／mL的EC模式溶液。

1．3．4 SPE柱萃取方法

1)活化吸附剂 在萃取样品之前先对硅藻土

进行活化，具体操作为，用100 mL二氯甲烷冲洗小

柱，接着用50 mL甲醇再次冲洗小柱，流完后加100

mL水冲洗，保持硅藻土湿润状态下加样液[5．6]。

2)上样将待测酒样装入活化后的固相萃取

柱，用10 mL的蒸馏水冲洗烧杯，并将冲洗用水装

入柱中。

3)洗涤上样溶液在柱中停留一段时间，用3

倍上样液体积的蒸馏水冲洗小柱，弃去废液。

4)洗脱加入规定量的二氯甲烷将EC洗脱下

来，加以收集浓缩。

1．3．5校正标准曲线的绘制 校正标准溶液的配

制：用蒸馏水将1．3．1中的EC标准溶液和PC标准

溶液进行稀释，得到以下浓度的EC-PC校正溶液：

(200 ng EC+800 ng PC)／mL、(400 ng EC+

800 ng PC)／mL、(600 ng EC+800 ng PC)／mL、

(800 ng EC+800 ng PC)／mL、(1000 ng EC+

800 ng PC)／mL和(1200 ng EC+800 ng PC)／

mL。

校正标准凸线的绘制：准确吸取各浓度的校正

标准溶液1．0 mL，置于100 mL小烧杯中，加入蒸

馏水使总体积量达到40 mL，混合均匀，放入萃取柱

中，然后用二氯甲烷进行洗脱。洗脱液流经装有10

g无水硫酸钠的漏斗，收集在蒸馏烧瓶中，洗脱液用

真空旋转蒸发仪在30℃条件下进行浓缩，浓缩至4

mL左右转至KD瓶中，用少量的二氯甲烷润洗圆

底烧瓶，使EC完全转入KD瓶中，在同样条件下浓

缩至1 mL，转至离心管中进行GC／MS定量分析。

对EC-nPC的峰面积比值和EC的质量浓度绘制标

准曲线示意图，并计算出标准曲线回归方程。

1．3．6葡萄酒样品的萃取准确量取葡萄酒样品

20．0 mL于100 mL小烧杯中，加入1．0 mL nPC内

标溶液和蒸馏水使总体积量达到40 mL，混合摇匀，

装入萃取柱中。在优化的最佳参数条件下用二氯

甲烷进行洗脱。洗脱液浓缩程序同1．3．5。

试验用葡萄酒样品28和58为干白葡萄酒，

1#、3#、4 8和68为干红葡萄酒。[3]

1．3．7 GC／MS条件色谱条件：DB-WAX毛细管
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色谱柱30 m×0．25 mm×0．25弘m，进样口温度

190℃，柱温程序：初温40℃，保持2 min，然后以

10℃／min升至180℃，保持0．5 rain，再以50。C／

min的速度升至220℃，保持4 min。载气为高纯氦

气，体积流量1．0 mL／min，不分流进样，进样体积

1．0“L。

质谱条件：离子源温度220，℃；电子能量70

eV；接IZl温度220℃；电子倍增电压1568 V；检测

离子m／z 62、74、89，定量离子m／z 62。

1．4数据处理 采用DPSv7．55数据处理软件对

实验数据的方差显著性进行分析。

2结果与讨论

2．1 EC定量检测的离子片断特征

优／z 89、m／z 74和特征离子m／z 62是EC定

量分析中用于SIM的3种离子。由图1可以看出，

m／z 62在3种离子中强度最大。m／z 62是大多数

非氮取代氨基甲酸类化合物的特征粒子(除去烷氧

基链中不含p氢的物质，如氨基甲酸甲酯、氨基甲

酸丙酯等)。因此选择其作为EC的定量离子。一

般情况下，m／z 74质量色谱首先被判断为丁二酸二

乙酯，然后才是氨基甲酸乙酯，而且干扰化学物质

较多。在m／z 89处，EC的峰非常弱而不能作为

EC的准确定量特征离子。因此，m／z 62为葡萄酒

中EC含量检测的定量离子。
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图3样品窄柱中的停留时间对萃取回收率的影响
Fig．3 Effect of adsorption time on EC recovery

如图3所示样品在柱中的停留时间在10 min

时，EC—nPC峰面积比值达最大值。继续延长样品
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在柱中的停留时间，EC-nPC峰面积比值不再增加。

经显著性方差分析，10 min、15 rain、20 min，在P<

0．05水平上没有显著性差异。因此试验中选用样

品在柱中的停留时间为10 rain。

2．3 pH值对萃取的影响

用酒石酸调整模式溶液的pH值，溶液pH值

的考查范围为3．O～11．0，二氯甲烷用量暂定为160

mL，样品在柱中的停留时间为10 min。按照方法

1．3．6，取模式溶液10 mL进行萃取，然后进行GC／

MS分析，以EC-nPC峰面积比值为指标，考查溶液

pH对EC萃取回收率的影响。EC-nPC峰面积比

值越大，表明EC萃取率越高，结果如图4。

由图4可知，利用SPE方法，溶液pH对EC萃

取回收率影响不明显，pH值为7．0时EC回收率略

低。此结果和LLE法研究结果基本一致。但从试

验结果看，在p<0．05水平上，pH 7．0时EC的回

收率和其它pH范围的回收率在夕<o．05水平上有

显著性差异，实验结果与Woo[7]和LachenmeierL8J

等报道的结果不一致。溶液pH为7．0时EC萃取

的回收率略低的原因尚不清楚，也没有相应的文献

报道，因此，待测样pH对萃取率影响的机理还需进

一步研究。

根据试验结果，葡萄酒的自然pH值在3．0～

4．5之间，因此，在用SPE方法萃取葡萄酒中EC

时，待测液的pH采用自然pH。
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图4溶液pH对EC萃取回收率的影响{n=3}

Fig．4 Effect of pH of model solution on EC recovery(一

=3)

倒0·
基0．

譬o．
誊0．
U

皇0．

基0．
0

50 75 100 125 150 175 200

二氯甲烷用量／mL

图5二氯甲烷用量对EC萃取回收率的影响

Fig．S Effect of dichioromethane volume on EC recovery

(n=3)

2．4二氯甲烷用量对萃取的影响

准确量取模式溶液10 mL，溶液pH值采用自

然pH，样品在柱中的停留时间为10 min。按照方

法1-3．6，考查二氯甲烷用量为50～200 mL时对

EC—nPC峰面积比值的影响(图5)。

由图可以看出，随着二氯甲烷用量的增加，EC

萃取回收率相应的增加，在二氯甲烷用量为175 mL

时，EC—nPC峰面积比值达最大值。继续增加二氯

甲烷的用量，EC—nPC峰面积比值不再增加。经显

著性方差分析，二氯甲烷用量为175 mL和200 mL

时，在夕<o．05水平上没有显著性差异。因此试验

中选用二氯甲烷的用量为175 mL。Resolution Oe—

no 8／98方法中二氯甲烷用量为160 mL，研究结果

基本一致。

2．5校正标准曲线

按照1．3．5，校正标准溶液的pH为自然pH，

二氯甲烷用量为175 mL，对系列校正标准溶液进行

萃取，以GC／MS定量分析得到校正标准曲线：

y=0。584 8z一0。024 9

校正标准曲线的决定系数R2=0．991 0，表明

标准曲线的相关性较高。

2．6葡萄酒中EC的萃取及测定

依据方法1．3．6，酒液的pH值为自然pH，二

氯甲烷用量为175 mL，对葡萄酒样品进行萃取，洗

脱液浓缩后经GC／MS分析，结果如表1。

表1 SPE法葡萄酒样品中EC含量测定结果(n=31

Tab．1 Results of determination of EC levels from wine sam-

pies by use of SPE method{n=3)

由表1可以看出，采用SPE法分析葡萄酒中

EC含量时，回收率在85．76～102．82之间，表明回

收率还是比较高的，可以用于葡萄酒中EC含量的

常规分析。

为验证方法的重现性，依据方法1．3．6，对葡萄

酒样品进行萃取，有机相浓缩后经GC／MS分析，计

算标准偏差和相对标准偏差，结果如表2。隔天检

测数据为连续3 d作平行测定。

由表2可以看出，同一天检测的相对标准偏差
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(RSD)在4．22～8．20％，隔天检测的相对标准偏

差在4．60～10．13％，经误差分析，同一天与隔天

检测数据的误差在o～0．06％范围之内，表明此萃

取方法的重现性好，精密度较高。

表2 SPE法检测葡萄酒样品中EC含量的精密度试验(n=

3)

Tab．2 Accuracy tests of EC levels of wine samples by use of

SPE method(H=3)黼嚣嚏赫
12．5士0．9

24．7士1．7

18．0士0．8

7．6士0．6

6．1士0．5

7．20

6．88

4．44

7．89

8．20

13．3士1．O

24．4士1．4

17．4土0．8

7．9士0．8

5．9士0．5

7．52

5．74

4．60

10．13

8．47

3 结 语

固相萃取法是OIV推荐的酒精饮料中EC含
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