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超高效液相色谱-电喷雾串联质谱法直接测定

黄酒和葡萄酒中氨基甲酸乙酯

王丽娟1， 柯润辉1’¨， 王 冰3， 尹建军1’2， 宋全厚L2
(1．Ill国食品发酵’r：业研究院，北京100027；2．国家食品质量监督检验中心，北京100027；

3．沃特世科技(上海)有限公司，上海201203)

摘要：建立J，超高效液相色谱一电喷雾串联质谱(UPLC—ESI-MS／MS)直接测定黄酒和葡萄酒中氨基甲酸乙酯含量

的方法。黄酒和葡萄酒样品经蒸馏水简单稀释后，过0．22 p,m微孔滤膜，直接进行UPLC．MS／MS分析检测。以
Waters Acquity UPLC“BEH C，B色谱柱为分析柱，乙腈和0．I％(v／v)乙酸水溶液为流动相，采用电喷雾正离子

(ESI+)模式电离，多反应监测(MRM)模式检测，以氨基甲酸丁酯(BC)作为内标进行定量。结果表明：方法在2—

500斗g／L的范围内线性关系良好(相关系数大于0．995)。其对黄酒和葡萄酒的检出限为1．7斗g／L，定量限为5．0

肛g／L，可达到黄酒和葡萄酒中氨基甲酸乙酯的检测要求。当添加水平为10、20和100斗g／L时，黄酒和葡萄酒中待

测组分的回收率为90％一102％，日内精密度(饨=6)为0．8％一4．5％，日间精密度(竹=6)为1．4％一5．6％。该方法

样品处理简单，前处理过程不使用有机溶剂，测定快速、准确，灵敏度高，非常适合黄酒和葡萄酒中氨基甲酸乙酯的

快速检测和定量分析。
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Direct determination of ethyl carbamate in Chinese rice wine

and grape wine by ultra performance liquid chromatography-

electrospray ionization tandem mass spectrometry
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Abstract：An ultra performance liquid chromatography·electrospray ionization tandem mass

spectrometric(UPLC·ESI．MS／MS)method Was established for the direct determinaUon of ethyl

carbamate in Chinese rice wine and grape wine．The Chinese rice wine and grape wine samples

were diluted with distilled water，filtered through 0．22 ixm microporous membrane．The LC

separation was performed on a Waters Acquity UPLC system with a BEH C
18 column，acetoni—

trile and 0．1％(、，／v)acetic acid aqueous solution as the mobile phase．The ethyl carbamate

was determined in the mode of electrospray positive ionization(ESI+)and multiple reaction

monitoring(MRM)．The butyl carbamate(BC)was used as the internal standard for the quan—

titative determination．The calibration curve showed good Unearity in the range of 2—500斗g／L

with the correlation coefficient greater than 0．995．The limit of detection(LOD)Was 1．7斗g／L

and the limit of quantification(LOQ)Was 5．0斗g／L．The recoveries of the ethyl carbamate in

Chinese rice wine and grape wine was in the range of 90％一102％．The relative standard devia-

tions(RSDs)of intra-day and inter-day determinations were 0．8％一4．5％and 1．4％一5．6％(竹

=6)．The results indicated that the proposed method is easy，fast，sensitive，and suitable for
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the determination of ethyl carbamate in Chinese rice wine and grape wine．

Key words：ultra performance liquid chromatography(UPLC)；electrospray ionization tandem

mass spectrometry(ESI-MS／MS)；ethyl carbamate；Chinese rice wine；grape wine

氨基甲酸乙酯(ethyl carbamate，EC)是发酵

食品在发酵和贮存过程中产生的化学污染物¨。。

早在1943年，Nettleship等¨1就用实验证明了EC

具有致癌作用。2007年，国际癌症研究机构再次对

EC进行评估，认为经食物(不包括酒精饮品)摄入

的EC量对健康的影响不大，但经食物和饮料酒摄

入的EC总量则可能对健康造成潜在危险¨。。随着

饮料酒销售量逐年上升，各国都更加关注其中的

EC水平。1985年，加拿大首先建立了饮料酒中的

EC限量，美国、捷克、法国及德国也先后开展了饮

料酒中EC最高限量的研究。4 J。2005年，世界卫生

组织／联合国粮食与农业组织(FAO／WHO)食品添

加剂联合专家委员会(JECFA)第64次会议建议，

为了保障人类身体健康，应尽可能降低发酵饮料和

食品中EC含量’51。对饮料酒中EC含量的准确定

量是监管和控制其含量的前提，为此，国际食品法典

委员会(CAC)、国际葡萄与葡萄酒组织(0Ⅳ)、美国

官方分析化学家协会(AOAC)、欧盟及韩国等许多

国际组织和国家都推荐了褶中EC检测的标准方

法。虽然我国有出口酒类中氨基甲酸乙酯的测定方

法冲。，但方法繁琐、费时，难以满足目前快速准确分

析检测的需要。“。为了更好地监控我国饮料酒中

的EC含量，保障消费者健康，为我国黄酒和葡萄酒

产品顺利出口提供技术支持，探索快速、准确的分析

方法显得尤为重要。

目前，国内外文献报道EC的检测方法较多，主

要有薄层色谱法哺j、气相色谱法∽1101、高效液相色

谱一荧光检测器法(HPLC—FLD)。1“、气相色谱一质谱

法¨，”1、气相色谱一质谱／质谱法¨3’“1等，但这些方法

有的灵敏度较低或易受干扰，并普遍需要对样品进

行复杂的前处理且分析时间长。目前，在EC检测

中应用得比较广泛的前处理方法主要有液液萃

取。6]、同相萃取限”]、顶空一固相微萃取Ⅲ川等，但在

实际应用过程中也存在着一定的局限性：如耗时费

力，消耗大量有机溶剂，对环境和操作者的身体健康

都会造成不良影响；或实验结果受操作者技能的影

响较大，重现性和稳定性相对较差。超高效液相色

谱一串联四极杆质谱仪(UPLC—MS／MS)集合了LC

的分离能力和串联四极杆质谱的高灵敏度定量监测

能力，且测定时间短，已成为定量分析强有力的工

具，非常适合黄酒和葡萄酒中EC的快速检测，但目

前国内外鲜有文献报道¨8’”。。采用直接进样方式

检测黄酒和葡萄酒中的EC，简单快速，且不使用有

机溶剂，可弥补传统方法的欠缺。样品经简单稀释、

过滤后直接进样于UPLC—MS／MS测定EC含量的

方法尚未见文献报道。本研究建立了采用蒸馏水对

样品进行稀释、UPLC—ESI．MS／MS直接进样测定黄

酒和葡萄酒中EC的方法。该方法灵敏度高、简便、

快速和准确，适合大批量黄酒和葡萄酒样品中EC

的检测及确证分析。

1 实验部分

1．1仪器与试剂

ACQUITY Ultra Performance LCl”超高效液相

色谱仪一ACQUITY TQD电喷雾串联四极杆质谱仪

(美国Waters公司)；Milli-Q Reference超纯水发

生器(美国Millipore公司)；0．22¨m有机滤膜(美

瑞泰克科技有限公司)。

氨基甲酸乙酯(EC)、氨基甲酸丁酯(BC，内标)

(纯度99．9％，德国Dr．Ehrenstorfer公司)；甲醇

(色谱纯，美国Baker公司)；乙腈(色谱纯，美国Te—

dia公司)；甲酸、乙酸(HPLC级，迪马科技有限公

司)；乙酸铵(分析纯，西陇化工股份有限公司)；实

验用水为Milli—Q超纯水。

1．2标准溶液的配制

分别准确称取10 mg(精确至0．1 mg)EC和

BC标准品于10 mL棕色容量瓶中，用甲醇溶解并

定容至10 mL，分别配制成1 000 mg／L的标准储备

液，置于4℃冰箱中保存。根据使用需要用甲醇一水

(1：9，v／v)溶液逐级稀释成适当浓度的混合标准工

作液。

1．3黄酒、葡萄酒样品前处理方法

准确量取1．25 mL黄酒和1．00 mL葡萄酒各

自置于10 mL容量瓶中，加入一定量的BC内标，再

各自分别用水溶液定容至10 mL，混匀，经0．22斗m

有机滤膜过滤，滤液供UPLC—MS／MS测定。

1．4检测条件

1．4．1色谱条件

色谱柱：Waters Acquity UPLC 11”BEH C，。色谱

柱(50 mm×2．1 min，1．7“m)；流动相：A相为乙

腈，B相为0．1％(v／v，下同)乙酸水溶液；流速为

0．25 mL／min；梯度洗脱程序：0 min，5％A；0～1
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rain，5％A～10％A；1～2．5 min，10％A～85％A；

2．5～2．8 min，85％A～5％A，2．8～4．0 min，5％

A；柱温为40℃；进样量为10斗L。

1．4．2质谱条件

离子源：电喷雾离子源(ESI)；扫描方式：正离

子扫描；检测方式：多反应监测(MRM)模式；毛细管

电压为3．10 kV；离子源温度为110 oc；脱溶剂气温

度为400℃，流速为650 L／h；锥孔气流速为50

L／h；采用MRM模式采集EC和BC的母离子及对

应的响应较强的子离子，由于EC和BC的相对分

子质量较小，电离后只能选出一个特征子离子作为

定性和定量离子”’”。，其保留时间、母离子、子离子

及锥孔电压和碰撞能量等参数见表1。

表1 EC和BC的质谱参数

Table 1 MS／MS parameters for ethyl earbamate

【EC)and butyl carbamate(BC)

2结果与讨论

2．1 样品前处理条件的优化

目标化合物在黄酒和葡萄酒中属于痕量物质，

若采用传统的液液萃取、固相萃取方法，回收率低，

重复性差，且会使用大量溶剂。本研究采用直接进

样方式进行分析，但为减少基质效应对测定的影响，

需对样品进行稀释处理。选取若干主流品牌的黄酒

分别稀释2～12倍进行检测，发现在较低稀释倍数

下，随着稀释倍数的增加，基质干扰逐渐减小，峰形

变好，响应值增加，当稀释倍数增加到7～9倍时，信

噪比达到最佳，继续增大稀释倍数，峰形开始变差，

响应值也相应降低。本文最终选择黄酒的稀释倍数

为7～9倍。同样方法确定葡萄酒的最佳稀释倍数

为9—11倍。

2．2检测条件的优化

2．2．1 色谱条件的选择

目标物测定时采用正离子模式(ESI+)电离，用

反相色谱柱分离，有机相通常使用乙腈和甲醇溶液，

水相常用乙酸铵、甲酸铵、乙酸或甲酸溶液。为了获

得目标化合物最好的色谱分析效果，考察了乙腈一

水、乙腈-甲酸水溶液、乙腈一乙酸铵水溶液，甲醇一甲

酸水溶液4种混合溶剂体系作为流动相对目标化合

物的色谱行为和离子化程度的影响。结果表明，乙

腈一水的洗脱效果优于其他3种流动相。在乙腈一水

流动相体系中分别加入0．1％和0．2％的乙酸进一

步比较其影响，发现加入乙酸后，不但可以获得较高

的分离度和灵敏度，还能够保证样品中EC和BC

具有良好的色谱峰形。此外，加入0．1％的乙酸比

加入0．2％的乙酸时的响应值高。因此，选择乙腈

和0．1％乙酸水溶液作为流动相组成。EC和BC

标准品的MRM模式下的提取离子流色谱图见图1。

l
—

m止89．9／61．9

一

一

一

j

4

囤1 ECl20嵋／L)和Bc混合标准溶液的MRM色谱图

Fig．1 MRM chromatograms of a standard mixture

ofEC(20"g／L)and BC

2．2．2质谱条件的选择

用流动注射的方式将目标物标准溶液直接注入

质谱仪，进行全扫描检测，得到一级质谱图和准分子

离子峰[M+H]+(母离子)，再用惰性气体心轰击

该母离子，获得其二级质谱图及相应子离子。选择

母离子和信号强度适宜的子离子组成监测离子对。

EC的准分子离子峰为[M+H]+(m／z 89．9)(图

2a)，其子离子扫描质谱图见图2b。BC所选母离子

为m／z 118，EC和BC的特征子离子均为m／z

61．9。可能原因是由于Ol一裂解和v-重排作用使得

BC和EC分别丢失C。H。和C：H。基团，最终产生

m／z 61．9的碎片离子。由于目标物相对分子质量

较小，结构简单，经质谱碰撞碎裂后只得到一个较明

显的特征碎片离子，即选择一个母离子及一个特征

子离子组成定性和定量离子对(这与Park等¨副和

Alberts等。1 9’报道的结果一致)，并依据离子丰度比

和化合物的保留时问对EC进行定性和定量分析。

利用MRM模式对选定的定性和定量离子对进

行质谱毛细管电压、碰撞能量、锥孔电压等质谱参数

如

∞

锄

∞

∞

如

0
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的优化，使各监测离子丰度和信号达到最佳。

2．3方法学评价

2．3．1 线性范围、检出限和定量限

将目标物标准储备液用甲醇一水(1：9，v／v)稀

释，分别配制成EC含量为2、5、10、20、50、500

p。g／L，BC含量为10[zg／L的标准工作液，按1．4节

所述的色谱-质谱条件进行测定，记录标准工作溶液

中EC和BC的响应值，计算两者的峰面积比，用最

小二乘法进行回归分析，得到在2～500“g／L线性

范围内EC的线性回归方程为Y=0．669 5 z一

0．093 3(Y：EC与BC的峰面积比，X：EC与BC的

浓度比)(r2=0．998 8)；以信噪比为3确定检出限

(LOD)为1．7 p,g／L，以信噪比为10确定定量限

(LOQ)为5．0 p。g／L。

2．3．2精密度和回收率

空白黄酒和葡萄酒样品添加EC为10、20和

100¨g／L 3个浓度水平进行回收试验，按1．3节和

1．4节所述实验步骤和条件进行处理和测定，重复6

次，连续测定3天，计算日内相对标准偏差(RSD)

和日间相对标准偏差。方法回收率和RSD见表2。

图3给出了空白葡萄酒样品及其加标样品(含内

标)的总离子流色谱图。

表2黄酒和葡萄酒样品中EC的添加回收率和

相对标准偏差(n=6)

Table 2 Recoveries and relative standard deviations

(RSDs)of EC spiked in a Chinese rice wine

sample and a grape wine sample{n=6)

图3 (a)空白葡萄酒样品和(b)葡萄酒加标(EC 10帽／L)

样品(含内标5 lag／L)的总离子流色谱图

Fig．3 Total ion chromatograms of(a)a blank grape

wine sample and(b)the blank sample spiked

with EC standard at 10¨g／L and internal

standard of BC at 5 p．g／L

2．4实际样品的测定

对从市场上购买的6个品牌的黄酒和6个品牌

的葡萄酒样品进行了检测，每个样品重复测定3次，

结果见表3。除3种葡萄酒外，其他9种酒中均检

出一定量的EC。

表3实际样品中EC的含量【n=3)

Table 3 Contents ofEC in real samples(n=31 p。g／L

一：The contents were lower than LOQ

∞

蚰

∞

∞

加
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3 结论

本文建立了超高效液相色谱-电喷雾串联质谱

直接测定黄酒和葡萄酒中EC含量的快速测定和确

证方法。应用本方法可在10 min内完成整个检测

分析过程，同以前报道的方法相比大大提高了分析

效率。样品经蒸馏水稀释后直接进样测定，黄酒和

葡萄酒样品基质对目标物测定基本无干扰，避免了

传统方法中复杂的萃取、净化等前处理过程。该法

操作简单、灵敏度高、重复性好，能够满足黄酒和葡

萄酒中痕量EC的分析要求，非常适合大批量黄酒

和葡萄酒样品中EC的定性和定量分析。
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