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饮料酒中氨基甲酸乙醋测定方法的研究
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摘要
、

本研究用 G C / M S 法分离和测定了饮料酒 中的氮基甲酸乙醋
。

样品 用二氛甲
,

’ 一

烷
、
乙酸 乙醋苹取

,

经脱水浓缩后进 G C / M S 分析
。

在 D X
一 1 柱上 用多

‘

离子 检 测

二 (M ID )法定性和 定量
。

本方法有较高的选择性和灵敏度
,

回收率高
,

重 复件好
。

关键饲 氛基甲酸 乙 醋 ; 酒精饮料 ; 色谱质谱联用
-

0 前 言
一

一
· -

,

氨基甲酸乙醋 (E thyl C a r ba m a te 或 U r e t h a n le
,

以下简称 E C)的致癌作用在1 9 4 5年就

被N at tl es h iP
一

川等所证实
,

后来M ir vi s hl 2 1等也证实了 E C 能引起一些恶性肿瘤
。

但在70 年

代前并未引起人们的足够重视
。

19 7 1年L of ro thl ”J等首先发现发酵食品中含有 E C
,

此后才

逐渐引起人们的关注
。

世界卫生组织规定了软饮料中E C 的限量标准“l。 加拿大在 1 9 8 5年规

定了各类酒中 E C 的限量标准 [5J
。

美国也已规定自1 9 8 9年 1月 1日起
,

在美出售的威士忌酒中

E C含量必须低于 1 2 5 p p b
。

因此
,

有必要建立一个快速
、

灵敏
、

可靠的测定饮料酒中 E C 含

量的方法
。

至今报道过的 E C 分析方法主要有三类
:
放射免疫测定法

、

同位素稀释法及气相色谱法‘

前二种方法灵敏度较低 (PP m 级)
,

不能满足饮料酒中限量标准的测定要求
。

近几年来用气相

色谱法测定 E C的研究国外 已有一些报道
。

1 9 7 4 年 W al k e r
等川 用气相色谱分 离

、

C o ul “。 n

氮检测器检测
,

检测限为 lo 0 p p b
.

1 9 7 6年O u g h[ “]用同样的检测器
,

一

改进了样品处理方法
,

使

检测限达 10 p p b
.

Joe 等 [9] 用火焰离子检侧器使检测限达 lo p p b
,

回收率达 71 %
.

Bai lo y l‘“l等

用形成E C的二甲基衍生物的方法
,

提高了氮磷检测器对 E C的响应
。

1 9 8 7 年 W
a s se rf al le n

等 [川通过蒸馏法除去乙醇
,

使 E C回收率达 80 %一90 %
,

检测限达5 p p b
.

本研究用二氯甲烷
、

乙酸乙醋萃取
,

以硝基苯 (N B) 作参照物
。

用色谱一质谱联用仪
,

选择离子 (m /
2
62

、

7 4 ; 77
、

12 3 )测定法测定饮料酒中 E C 的 含量
。

本方法的优点是灵敏度
、

回收率和重复性都能达到令

人满意的结果
,

操作也较简单
。

E C测定方法在国内尚属首次提出
,

填补了
一

E C 研究方面的一

项空白
。

、 .

本文 1 9 9 0年 1 2月 2 7 日收到
。
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1 实验部分

1. 1 主要仪器
,

气相色谱质谱联用仪 F in n i g a n M a t4 e l o

旋转蒸发器 S B X Z
一

1( 上海玻璃仪器厂)

1
。

2 试剂

氨基甲酸乙醋 东京化成工业株式会社

二氯甲烷
、

乙酸乙醋 A
.

R试剂
,

并重蒸
、

硝基苯
、

氯化钠
、

无水硫酸钠 A
.

R

1
。

3 样品

各种酒样均为市售商品

1
.

4 色谱条件

色谱柱D X
一 i (J

.

& w
.

o
.

2 5 m m 丫0
.

2 5 ; m x i sm ), 载气
:
高纯氦

, lm l加 in ; 汽化室温

度“00 ℃卜柱温
: “0军保特

2 单i”
,

以 1”℃加 ‘“的速度升至1“”℃
,

再以““℃ / m i”的速度升至

2 1 0℃
,

并保持 i o m in 。

进样量 i林l
,

无分流进样
。

1
.

5 质谱条件

电离方式E l , 离子源温度 160 ℃ ; 灯丝 电流o
.

25 m A , 电子轰击能量70 E V , 倍增器电压

一 i 0 0 0 V , 选择离子
: m /

2 6 2 ,
7 4

,
7 7

, 1 2 3
0

1. 6 试样制备

1
。

6
.

1 标准溶液配制 准确称取 E C Z o
.

om g ,

用乙酸乙醋定容至 5 9m l
,

配成 40 0P p m 之储备

液
。

使用前用 乙酸乙醋配成 10P p m 之溶液
。

再准确称取N B 2 0
.

o m g ,

用 乙酸乙醋定容至1 0m l

作为储备液
,

使用前用 乙酸乙醋稀释成 1 0 p p m 之溶液
。

然后分别吸取 1 0P p m 之 E C溶液0
.

05
、

0一
、

0
.

3
、

0
.

5
、

0
.

7
、

0
.

9
、

一

1
.

0 m l
,

各添加 lo p p m 之 N B溶液0
.

2 m l
,

_

分别定容至 i o m l
。

即

得参照物 (N B )浓度为Z O0 p p b
,

E C浓度分别为 5 0
、

1 0 0
、

3 0 0
、

5 0 0
、

7 0 0
、

9 0 0
、

.

l0 0 0 p p b 的

标准溶液
。

1
.

6
.

2 样品制备 取一定量待测样品(视样品中E C含量而定
,

如黄酒一般取 15 m l)
,

、

放入分

液漏斗中
,

加入蒸馏水调整乙醇含量至 10 %一 15 % (v/ v)
。

加入氯化钠摇动 2一3 m in ,

使其饱

和
。

加入 15 m l二氯甲烷振摇3 m in ,

静置分层
,

取有机相
。

水相再分别用 10 m l的二氯甲烷萃

取 2次
。

合并有机相
,

用装有109 无水硫酸钠的玻璃柱脱水
。

然后
,

加入 Zm l乙酸 乙醋
,

用旋

转蒸发器在30 ℃水浴上浓缩至 1
.

5一 Zm l, 再用乙酸乙醋定容至3 m l
,

定容前加入 N B 作参照

物 (浓度为2 00 p p b)
.

,

即可进色质联用仪分析
。

’ _

1
.

7 定性方法

用标准溶液确定E C和N B的保留时间
,

并用M ID 法采集特征碎片离子
,

得到特征碎片离

子的质谱图
,

.

根据这两方面的数据对照定性
。 ·

_

1
.

8 标准曲线的制备
.

将上述标准溶液用前述色谱
、

质谱条件测定
,
E C用m /

2 6 2的质量色谱图测峰面积
,

N B 用

m /
2 7 7的质量色谱图测峰面积

。

图 1为E C 5 0 0 p p b
、

N B Z oo p p b时m /
2 6 2和 7 7 的质量色谱图

。
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图 1 E C 5 0 0 p p b
、

N B Z o o p p b 的标准溶液的m / 2 6 2和7 7的质量色谱图
、

当E C浓度在 50 一 1 0 0 0 p p b范围内时
,

E C的浓度与测得的E C和 N B 峰 面积 之 比 呈良好的线

性关系
。

其直线回归方程为

g = 0
。

0 1 4 6 + 0
。

3 3 4 5 x r = 0
。

9 9 9 3

式中

g一一 E C 的浓度 ( PPm )

x一一 E C m /
2 6 2的峰面积和N B m /

2 7 7峰面积之比

精密度测定

取同一样品
,

按上述样品制备方法处理
,

进色质联用仪 分析
,

重复 5 一 6 次
,

结果列于

。. 11.表

表 1 精密度测定结果

样品 测 定 结 果 平均 标准差 变异系数

黄酒 1
’

白酒1 .

1 0 6
。

6 0
。

6 1 0 7
。

0 1 0 1
。

6 9 9
。

2 0 1 0 5
。

7 1 0 4
。

0 3
。
夺j 4 3

。

3 1

5 5
。

2 4 5 5
。

0 5 5 9
。

2 6 5 9
。

3 6 5 9
。

0 3 5 8
。

0 6 2
。

3 1 1 3
。

9 8

1
.

1 0 回收率测定

分别在酒精溶液和测定过E c 含量的酒样中添加一定量的E c ,

用上述的样品制备方法处

理后进色质联用仪测定
,

求得 回收率
。

结果列于表2
、

3
、

4中
。

表2 酒精溶液中E C回收率的测定结果

酒精溶液中乙醇浓度% ( v/ v) 添加 E C量 ( PPb ) 回收量 ( p p b ) 回收率 ( % )

一一
一一

~ - ~ ~于- - - ~ 一一一一一- - -

9 3
‘

1 6 9 3
.

169 3
。

1 2
。

0 1 0 0 9 3
。

7 0

2 5
。

5 1 0 0

9 3
。

7 0

9 9
。

8 0

9 味
。

0 4

1 0 0
。

2

9 9
。

8 0

g j
。

0 4

1 0 0
。

2

平均 9 6
。

18
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表3
、

黄酒中E C回收率的测定结果 (以黄酒2 ‘

为样品

黄酒中E C 含量 (p p b ) 添加 E C量 (p p b ) 测定值 (p p b ) 回收量 (p p b ) 回收率 (% )

1 指2
。

7

15 0

15 0

1 5 0

2 8 7
。

0

3 0 4
。

1

2 8 9
。

0

1连4
。

3

1 6 1
。

3

1 4 6
。

3

9 6
。

2

1 0 7
。

5

9 7
。

5

1 声2
。

7

平均

2 0 0

2 0 0

2 0 0

3 3 6
。

9

3 2 7
.

8

3 4 2
。

3

1 9 4
。

2

18 5
。

1

1 9 9
.

,

6

9 7
。

1

9 2
。

6

9 9
.

8

9 8
。

4

表4 白酒中E C回收率的测定结果 (以白酒 l
‘

为样品 )

白酒中E C含量 (p p b ) 添加 E C量(p p b ) 测定值 (p p b ) 回收量 (Pp b ) 回收率 (% )

5 8
。

0 6 1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 5 6
。

7

1 6 7
。

5

1 4 9
。

5

1 5 5 ‘ 9

1 5 9
。

7

1 6 1
。

9

1 5 8
。

6

98
。

1 0 9
。

9 8石6 4

1 0 9
。

4

左
占J住J任�减一八匕八01�口

..

⋯
,tI亡1上八0nUO甘口�nU八UCU

,上1土,土

9 1
。

4 4

9 7
。

8 4

平均

1 0 1
。

6

1 0 3
。

8

1 0 0
。

5

。

11 各类饮料酒中E C的测定

我们用上述方法测定了部分国产黄酒
、

白酒
、

葡萄酒
、

啤酒
、

威士忌
、

白兰地等酒类中

E C的含量
。

其中所检啤酒中E C 含量都在 l o p p b 以下
,

其它各类酒中 E C 的含量分别列于表
5

、 6
、

7
、

8中
。

生心娜

韶
。

O伪
士O

。

S沁

、今塑盛墨逻
批号 携袅

.

之赞

7 了, 023
: 0

。

5 00

8 : 1公 8 : 3 1
SC A N

T l抖E

图 2 某啤酒的m / 2 6 2和7 7的质量 色谱 图( E C含量 SPp b)
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表 5 黄酒中 E C 的含量

样品号

E C含量 (PPb ) 1 0 4
.

0 1 4 2
。

7
.

6 8
。

4 0 1 2 0
。

0 7 9
。

3 0 19
。

4 0

图 2和图 3分别为某啤酒 (E C含量 sp pb) 和黄酒2
.

(E C含量 1 42
.

7 p pb) 的 m /
2 6 2和77 的质

量色谱图
。

卿粼‘。

呼沈 饭
’

攀
园

头

E C

4 2
.

4
卑头之鳖理一‘夔

7了
。

0 2 各

士 0. 5 00

图3 黄酒
.

2
’

的 m /
2 6 2和 7又的质量 色谱 图

表6 白酒中E C的含量

样品号

EC含量 (\P p b) 5 8
。

1 5 7
。

2 4 4
。

6 5 7
。

1 痕量 6 4
。

6

表7 葡萄酒中E C的含量

样品号 1 2
、

3
’

4 5
‘

6

E C含量 (
.

PPb ) 2 1
。

5 17
。

9 1 6
。

6 2 0
。

7 未检出 9
。

1

表8 其他酒类中E C的含量

样品号 威士忌 1 威士忌 白兰地 1 白兰地 2 白兰地 3

E C含量(p p b ) 4 2
。

0 5 7
。

2 6 4
。

7 6 8
。

;1 6 7
。

2

2 讨 论

2
.

1 饮料酒中氨基甲酸乙醋定性
、

定量方法的依据
, 一 ’

本研究中
,

氨基甲酸乙醋的定性同时参考了保留时间和特征碎片离子的质谱图
,

因此定

性较可靠
。

氨基 甲酸乙醋的质谱断裂规律如下
:

一 _



无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第1 0券

O
十

O C ZH S

O
+

N H Z C
一一

- 卜
N H Ze

<石
C H Z

m /
2 7 4

尹\
|

H
备O|C

HNIC
+
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2 6 2
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IJ的

韭但
瑞

、一
、

图 4 氮墓甲酸乙醋的质谱图

所以
,

在 氨基甲酸乙醋的质谱图(图 4 )中
,

除不具特征的较小的碎片离子外
,

丰度最大

的是 m /
z eZ ,

其次为7 4
。

因此
,

选择离子采集选用m /
2 62

、

74 作为特征碎片离子
,

并 以 m /
2 6 2

的质量色谱图中E C的峰面积作为定量依据
。

为了排除进样量和仪器状态的波动所引起的误差
,

我们采用添加参照物的方法
。

在选择

参照物时曾考虑选用氨基 甲酸甲醋或氨基甲酸异丙脂
,

但在我们的色谱条件下
,

前者与乙酸乙

醋出峰时间太相近
,

而后者又几乎与E C同时出峰
。

而N B的保留时间与
、

E C 相差不大
,

但两

峰又能很好分离 (见 图2 )
。

同时考虑到饮料酒中一般不含硝基苯
,

所以
,

我们认为N B是较理

想的参照物
。

N B的质谱断裂规律如下
:

}丁碱
m /z

m / 2 1 23 一一一

一 N O
一

m /
z

一 C H二C H m /
2 5 1

7 7
_

一一一一~

- - - -
. 刁卜

9 3
_

一 CO m /
2 7 5

‘’。’

{
口八

,,
_ .

,
一

{
:::

图 5 声百基苯的质谱图
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在 N B的质谱图 (图5) 中
,

m /
2 7 7是基峰

,

响应值最大
。

其次是51 和12 3
,

但由于 51 是一
般含苯环 的化合物都具有的碎片离子

,

所以
,

选择了 m 八7 7
、

1 23 为采集离子
,

并以 m /
2
77 的

质量色谱图中的峰面积作为参照物峰面积
。

定量就以E C的m /
2 6 2的峰面积与N B的m /

: 了了的

峰面积之比为依据
。

在本试验范围内
,

E C 浓度与该峰面积之比呈 良好的线性关系
。

2
.

2 色谱柱的选择

根据 E C的性质用 C a r b o w a x
柱或 F F A P柱来分离较为合适

。

在试验过程中
,

我们曾在

30 m 的D B一1
、

D B一5及 15 m 的S E
一 5 4柱上做过分离试验

,

试验表明 E C 和 溶剂很难分开
。

而我们的 F F A P柱长so m
,

纵向扩散较大
,

影响检测的灵敏度
,

而且保留时间长
,

使分析时

间延长
。

因此
,

我们选用了柱长 15 m 的D X一 1柱
,

分离效果还较满意
。

2
.

3 对本方法的评价
_ ,

乙 : ,

在 以上分析条件下
,

信噪比在 3以上时
,

·

检测限为5一 lo p p b
。

因样品一 般 经 浓 缩后进

样
,

所以
,

最小检测量在Z p p b以下
。

E C在5 0
一

o oop pb浓度范围内(N B为Z oop p b )
,

’

E C浓

度与E c和N B的峰面积之比呈 良好的线性关系
。

精密度试验变异系数 在 7 %以下
。

回收率
:

酒精溶液中为 96
.

18 %士 6
.

16 % ;
’

黄酒中为 98
.

4 % 士3
.

42 % , 白酒中为 1 00
.

5 士 6
.

06 %
。

可以

满足饮料酒的分析要求
。 一

”
-

一2. 4 本方法的实际应用
_
‘

2
.

4
. 1 在降低黄酒中E C含量的研究中

,

用本方法测定了大量半成品和成品酒 中的E C含量
,

均得到 了较为满意的结果
。

2
.

4. 2 我们用以李方法测定了我 国生产的一些黄酒
、

白酒
、

葡萄酒
、

啤酒
、

威士忌
、

白兰地

等酒类中E C 的含量
。

所检啤酒中 E C 含量都在 IOp p b以下乡所检白酒中E C含量都远低于加

拿大对蒸馏酒的限量标准 (40 0P p b ) ;
葡萄酒中E C含量也均低于加拿大 3 op p b 的限量标准 ,

其他酒类中E C含量也只在 40 一 7 o p p b的水平
。

但所检黄酒中有些样品的E C 含量 已偏高
,

还

可能与储存期有一定关系
,

应引起足够重视
。

为了保障人民身体健康
,

提高产品质量
,

有必

要加强对饮料酒和其他有关食品中E C含量的检测和控制
,

尽快制订出我国饮料酒中E C的限

量标准
。
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