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崇明老白酒酿造贮存过程中氨基甲酸乙酯 
变化及检测方法优化
孙洁敏1，宁准梅2，张翠格2，殷蓓蓓2，李  爽1,2,*

（1.华东理工大学生物工程学院，上海 200237；2.上海工微所科技有限公司，上海 200233）

摘  要：优化氨基甲酸乙酯（ethyl carbamate，EC）的气相色谱-质谱联用检测方法，跟踪崇明老白酒在酿造、

加工及贮存过程中EC含量的变化，为控制米酒中EC的产生提供依据。样品前处理的最佳参数为：加入内标物EC
后，调节pH值至9.0，分别加入3 次10 mL二氯甲烷作为直接萃取剂。在检测范围5～400 µg/L内呈良好线性关系，

相关系数大于0.999，检出限为2 µg/L，定量限为5 µg/L。当添加水平分别为0.1、0.2、0.3 µg时，平均回收率为

90.0%～97.5%，相对标准偏差为1.040%～2.778%。老白酒酿造过程中EC含量的增长缓慢，在煎酒灭菌后增长快

速；常温条件下贮存样品的EC增长速率明显高于4 ℃条件下贮存样品，老白酒在室温条件下贮存1 a后EC含量为

99.2 µg/L，低于蒸馏酒、清酒的最高限量。高温和长时间贮存会促进EC的产生，在老白酒生产流通环节中有必要

优化灭菌条件，改善贮存条件。
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Change in Ethyl Carbamate Content during Fermentation and Storage of Chongming Rice Wine and  

Sample Pretreatment Optimization for Ethyl Carbamate (EC) Detection
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Abstract: An optimized gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) method for the quantification of ethyl carbamate 
(EC) was presented to monitor the changes in EC content in Chongming rice wine during fermentation, sterilization and 
storage. Optimal parameters for sample preparation were obtained as follows: adjusting the pH to 9.0 following addition 
of the internal standard and afterwards adding 10 mL of methylene chloride in three portions as an extraction solvent. The 
method showed a good linearity (R2 > 0.999) over the concentration range of 5 to 400 µg/L. The limit of detection (LOD) 
was 2 µg/L, and the limit of quantification (LOQ) was 5 µg/L. At spiked levels of 0.1, 0.2 and 0.3 µg, the recoveries were in 
the range from 90.0% to 97.5%, with relative standard deviations (RSDs) ranging from 1.040% to 2.778%. EC was increased 
slowly during fermentation and rapidly after sterilization. The growth rate of EC in the wine stored at room temperature was 
significantly higher than that of the sample stored at 4 ℃. The results showed that EC content reached 99.2 μg/L when the 
rice wine was stored at room temperature for 1 year, which was lower than the maximum limit for distilled spirits and sake. 
High temperature and long-term storage increased the formation of EC. It is necessary to optimize the sterilization conditions 
and to improve storage conditions.
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氨基甲酸乙酯（ethyl carbamate，EC）是一种发酵过

程产生的天然副产物，也可在加热和贮存时形成，多存

在于酒精饮料和发酵食品中[1-2]。EC对小鼠、仓鼠、猴等

多个物种具有致癌作用[3]，2007年3月，世界卫生组织国际

癌症研究机构将EC从可能致癌物质2B 类提高为2A 类[4]。

1985年，加拿大首次规定各类酒中EC的限值，美法等国
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也相继制定了EC限值（表1[5-9]）。由于受各种限制，我

国在酒精饮料和其他发酵食品中未制定EC的限量标准。

目前，国内外对EC产生的机理和降低酒中EC含量的途

径进行了研究[10]，日本通过改良清酒酵母，减少EC的产

生[11]，国内也有相关通过改良黄酒酵母菌株等减少EC形
成的报道[12-13]。

表 1 酒中EC的最高限量

Table 1 The maximum limits of EC in alcoholic drinks in various countries

µg/L

国家 佐餐葡萄酒强化葡萄酒 蒸馏烈酒 水果白兰地 日本清酒

加拿大 30 100 150 400 200

捷克 30 100 150 400 200

法国 — — 150 1 000 —

美国 15 60 — — —

德国 — — — 800 —

韩国 30 — — — —

瑞士 — — — 1 000 —

注：—.没有规定。

崇明老白酒是上海市崇明岛的传统特产，以糯米为原

料，经淋饭拌曲加水酿造而成，又称为甜白酒、米酒。老

白酒采用的酒曲不同于黄酒，酿造周期比黄酒短，其在酿

造、加工和贮存过程中的EC变化未见报道。EC主要的测

定方法有近红外光谱法[14]、气相色谱法、气相色谱-质谱

联用法[15-16]、液相色谱法[17-18]和液相色谱-质谱联用法[19]。

本实验参考AOAC 994.07[20]和出口酒中EC残留量检测方

法[21]，采用气相色谱-质谱法，优化相关检测参数，对崇

明老白酒在酿造、加工、贮存等过程中EC的含量进行研

究，为有效控制老白酒中EC的产生提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

老白酒样品 上海瀛星酿造有限公司或实验室自

制；EC标准品（纯度99.8%）、氨基甲酸丁酯（n-butyl 
carbamate，n-BC）标准品（纯度99.5%）、0.45 µm有机

相滤膜 上海安谱科学仪器有限公司；正己烷、二氯甲

烷、乙酸乙酯（均为色谱纯），氯化钠、氢氧化钠（均

为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

SCION SQ气相色谱-质谱联用仪（配有cp-8400自动

进样器） 美国布鲁克·道尔顿公司；BM-51旋转蒸

发仪 上海申生科技有限公司；XS205电子分析天平   

美国梅特勒-托利多集团；XW-80A旋涡混合器 上海琪

特分析仪器有限公司；GL-12B高速离心机 上海安亭

仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件

VF-WAXms色谱柱（30 m×0.25 mm，0.5 µm）；

升温程序：40 ℃保持1 min，以10 ℃/min升至60 ℃，再

以5 ℃/min升至160℃，保持1 min，最后以10 ℃/min升至

220 ℃，运行10 min；载气（He）流速1.0 mL/min，压力

0.5 MPa，进样量1.0 µL；分流比20∶1。
1.3.2 质谱条件

电子电离源；电子能量70 eV；传输线温度250 ℃；

离子源温度230 ℃；EC选择监测离子为m/z 62、74、
89，丰度比为100∶3.3∶1.7，其中定量离子为m/z 62，定

性离子为m/z 74、89；激活电压1.5 V；质量扫描范围 

m/z 50～300。
1.3.3 EC定量

采用内标法，用n-BC作为内标物，对EC进行定量，

n-BC选择监测离子为56、62、74。EC和n-BC的离子峰图

如图1所示，EC和n-BC对应的保留时间分别为21.010 min
和25.549 min，保留时间偏差为0.2 min。
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图 1 EC和n-BC离子峰图

Fig.1 Ion peaks of EC and n-BC

1.3.4 前处理

取10 mL试样于50 mL离心管中，加入1.0 µg/mL内
标物n-BC溶液0.4 mL，用40 g/L氯化钠溶液调节pH值

至9.0，加入4.5 g氯化钠振摇2 min，使其过饱和。加入

10 mL二氯甲烷，旋涡混匀1 min，以4 000 r/min离心

3 min，将下层有机相转移入梨形瓶中。水相中再加入

10 mL二氯甲烷，重复提取2 次，合并下层有机相，在

（40±5） ℃水浴减压旋转蒸发至近干。冷却后，准确加

入2 mL乙酸乙酯至梨形瓶中，将其置于超声清洗器中超

声1 min，再旋涡混匀1 min，过0.45 µm有机相滤膜。供

气相色谱-质谱测定。

1.3.5 标准液的配制

标准储备液的配制：准确称取EC标准品0.1 g，用乙

酸乙酯配制成质量浓度为1.0 mg/mL溶液，再梯度稀释至

1.0 µg/mL标准储备液，于4 ℃冰箱内保存。准确称取n-BC
标准品0.1 g，用乙酸乙酯配制成质量浓度为1.0 mg/mL 
的溶液，再梯度稀释至1.0 µg/mL的标准储备液，于4 ℃
冰箱内保存。有效期3 个月。

标准溶液的配制：吸取EC标准储备液0.05、0.10、
0.20、0.50、1.00、2.00、3.00、4.00 mL于10 mL容量瓶
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中，再加入2 mL n-BC标准储备液，乙酸乙酯定容，依次

稀释至EC质量浓度为5、10、20、50、100、200、300、
400 µg/L，内标物质量浓度为200 µg/L。
1.3.6 方法优化

本实验首先对萃取方法和萃取溶剂的选择进行优

化，其次对不同萃取剂的用量（5、7.5、10、12.5、15、
20 mL，萃取3 次）和不同pH值（6、7、8、9、10、11、
12）条件下的回收率进行比较，得到优化的检测条件。

并将优化后的方法用于老白酒的检测分析中。

1.3.7 老白酒酿造工艺流程

糯米浸泡4 h→蒸煮20 min→淋饭冷却至37 ℃→加酒

曲（酒曲量占米量的质量分数为0.5%）→拌匀、搭窝→

发酵72 h→以1∶1的体积比加水→继续发酵→以酒液澄清

为发酵终点→压榨→过滤→得酒液。

1.3.8 酿造过程中EC的变化

崇明老白酒大缸（500 L）发酵过程中不控制环境温

度，随机抽取3 缸，编号为1、2、3号；实验室自制酒是

在10 L缸中进行酿造，酿造的前10 d保温28 ℃，10 d后移

至室温发酵，至酒液澄清，自制酒液共酿造3 批，编号

为4、5、6号。1～6号样品分别取酿造第4、7、10、15、
21、28天的发酵液，经1.3.4节方法前处理后用气相色谱-
质谱检测分析。

1.3.9 灭菌条件对EC的影响

将1～3号样品每批再分成3 组，第1组为酒液经换

热器加热到90～95 ℃、保持30 s后灌装到已清洗保温至

90 ℃左右的瓶子中，第2组为灌装后快速升温至85 ℃、

保持15 min、整个杀菌过程大约持续25 min，第3组为灌

装后手工水浴缓慢升温至85 ℃、保持15 min、整个杀菌

过程大约持续40 min；将4～6号样品每批再分成2 组，第

1组为灌装后快速升温至85 ℃、保持15 min、整个杀菌过

程大约持续25 min，第2组为灌装后手工水浴缓慢升温至

85 ℃、保持15 min、整个杀菌过程大约持续40 min。将

这些样品经1.3.4节方法处理后用GC-MS检测分析。

1.3.10 贮存条件对EC的影响

将1.3.9节中1号样的第2组酒样分装成6 份，分别存

放在4 ℃（编号Ⅰ～Ⅲ）和室温（编号Ⅳ～Ⅵ）条件下

395 d，并在第60、120、160、250、395天时测定其EC含
量，比较不同贮存温度对EC含量变化的影响。

2 结果与分析

2.1 方法优化

2.1.1 萃取方法的选择

文献[22-23]中采用衍生化法测定EC含量，易造成EC
衍生不完全，所以本实验采取直接萃取法。液液萃取是

样品前处理的传统方法，操作简单快速，是目前广泛使

用的萃取技术[21]；固相萃取法[20,24]能减少有机试剂的使

用，净化效果好，但操作复杂且成本较高。本实验对液

液萃取法和固相萃取法进行了比较，添加0.05、0.10、
0.15、0.20、0.25 µg/mL 5 个质量浓度水平的EC标准溶液

于空白样品中，测定回收率，结果如图2所示，5 个质量

浓度水平均是液液萃取法的回收率高于固相萃取法的回

收率。固相萃取方法在样品通过萃取柱时EC含量可能

会有一部分损失，造成回收率较低。故本实验采用液

液萃取，并且通过添加无机盐氯化钠、离心分离等辅

助方法，加上崇明老白酒中焦糖成分极少，黏度相对

低，克服了液液萃取法在黄酒中EC检测时容易发生乳

化现象的缺陷，且重复性较好，从节约成本考虑，液

液萃取更佳。
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图 2 液液萃取和固相萃取回收率

Fig.2 Recoveries of EC by liquid-liquid extraction (LLE)  and  

solid-phase extraction (SPE)

2.1.2 萃取溶剂的选择

EC的极性较强，一般用乙酸乙酯[25]、乙醚[26]和二氯

甲烷[24]等萃取。乙酸乙酯沸点较高，不易旋蒸，而且刺

激性较强，对人体有一定危害性，不宜用作萃取剂，但

可用作最后定容，因为用量少且对EC溶解度高；乙醚沸

点较低（34.6 ℃），对EC的溶解性强，萃取效果好，

但乙醚易燃，有刺激气味，对人体有麻醉作用；相比之

下，二氯甲烷沸点略高于乙醚（39.8 ℃），不可燃，比

乙醚更安全，且对EC的溶解性好，萃取效果好，故选择

二氯甲烷作为萃取剂。

2.1.3 二氯甲烷用量的优化

二氯甲烷用量的不同，对EC的回收率有很大影响。

本实验对二氯甲烷用量为5、7.5、10、12.5、15、20 mL
时进行比较，不同用量对回收率的影响如图3所示，回收

率分别为71%、79%、98%、109%、103%、80%。结果

表明：10 mL所得的回收率较高，说明萃取效果较好，用

5 mL和7.5 mL萃取EC不完全，用12.5、15 mL萃取效果也

较好，但试剂消耗量略大，用20 mL萃取，回收率有所下

降，可能是因为随着溶剂增加，旋转蒸发时间延长，造

成EC的损失。所以10 mL二氯甲烷是最佳萃取剂用量。

此用量与固相萃取法的用量相当，克服了以往液液萃取

法有机溶剂使用量大，安全性低的缺点。
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图 3 二氯甲烷用量对EC回收率的影响

Fig.3 Dichloromethane impact on the recovery of EC

2.1.4 pH值对回收率的影响
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图 4 pH值对EC回收率的影响

Fig.4 Effect of pH on the recovery of EC
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图 5 pH值为6（a）和pH值为9（b）时的峰

Fig.5 Interference peak appears at pH 6 (a) and at pH 9 (b)

考察老白酒样品前处理过程中pH值在6～12.0范围内

对EC的回收率影响。pH值也是影响回收率的重要因素，

酸碱环境不同，EC与其他化合物之间的反应也不同，

会影响检测结果，参考文献中未见有调节pH值的报道。

在液液萃取中样品受杂质峰的影响较大，本实验对加了

内标物的样品调节pH值分别至6、7、8、9、10、11、
12，结果如图4所示，回收率分别为102%、56%、84%、

96%、106%、75%、81%。结果表明，pH值为6时，回收

率较好，但受杂峰丙氨酸的影响较大（图5a），pH值调

整为9.0 时，液体偏碱性，丙氨酸发生中和反应，杂峰对

EC的影响减弱（图5b），因此在前处理过程中液体的最

佳pH值为9.0。
2.2 方法验证

2.2.1 方法线性和检出限

配制不同质量浓度的标准溶液，按上述条件测定，

以EC与n-BC的质量浓度比值为横坐标，以EC与n-BC
的峰面积比值为纵坐标，作标准曲线，其线性方程为

y=0.656 9x＋0.001 8，相关系数为0.999 9，在5～400 µg/L 
线性范围内线性良好。稀释EC标准溶液，用该方法定量

检测，以信噪比大于3为标准，得到方法检出限为2 µg/L， 

以信噪比大于10为标准，得到定量限为5 µg/L。
2.2.2 方法回收率和精密度

在酒样中，分别添加0.1、0.2、0.3 µg的EC标准品，

按上述前处理方法进行操作，每个质量浓度平行6 次，

计算回收率及相对标准偏差（relative standard deviation，
RSD）结果见表2、3。平均回收率在90.0%～97.5%之

间，RSD在1.040%～2.778%之间，此方法的精密度和准

确度好，可用于老白酒的检测。

表 2 方法回收率实验结果

Table 2 Recoveries of EC from spiked  samples 

EC标准品添加量/µg 平均测定值/µg 平均回收率/%
0.1 0.090 90.0
0.2 0.195 97.5
0.3 0.275 91.6

表 3 方法精密度实验结果（n=6）

Table 3 Precision of the method (n = 6)

平行测定次数
EC标准品添加量/µg

0.1 0.2 0.3

1 0.086 0.202 0.284

2 0.088 0.190 0.274

3 0.090 0.188 0.276

4 0.093 0.188 0.272

5 0.093 0.196 0.274
6 0.090 0.206 0.268

平均值/µg 0.090 0.195 0.275
标准偏差/µg 0.002 5 0.004 5 0.002 9

RSD/% 2.778 2.303 1.040

2.3 崇明老白酒酿造贮存过程中EC含量的变化分析

2.3.1 酿造过程中EC含量的变化

实验取发酵第4、7、10、15、21、28天的发酵酒

液检测，结果从表4可知，酿造期间EC含量变化不明

显，一个发酵周期完成后，崇明老白酒和实验室自制老

白酒的所有样品的EC含量无明显增加且均低于检出限 

（2 µg/L），说明发酵过程中形成的EC含量极少，可能

是因为老白酒的发酵周期短。
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表 4 发酵过程中EC含量的变化

Table 4 Changes in EC content during the fermentation process

µg/L

发酵
时间

崇明老白酒EC含量 实验室自制酒EC含量

1 2 3 4 5 6
第4天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2
第7天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2
第10天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2
第15天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2
第21天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2
第28天 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

2.3.2 灭菌条件对EC的变化影响

表 5 灭菌条件对EC含量的变化影响

Table 5 Effect of heating conditions on the formation of EC

灭菌条件
崇明老白酒EC含量/（µg/L）崇明老白酒

RSD/%
实验室自制酒EC含量/（µg/L） 自制酒

RSD/%1 2 3 平均值 4 5 6 平均值

90～95 ℃、30 s 5.3 5.6 4.8 5.2 0.404
快速升温至85 ℃、15 min 10.2 11.2 9.6 10.3 0.808 11.2 11.4 12.6 11.7 0.757
缓慢升温至85 ℃、15 min 24.8 24.0 26.0 24.9 1.007 34.4 33.6 35.8 34.6 1.114

由表5可知，在煎酒过程中，EC含量有明显的变

化，煎酒后EC含量与煎酒前相比显著增加，以不同的速

度将温度升至85 ℃，EC含量均有所提高，且慢速升温

EC含量增加更多；用90～95 ℃、30 s高温瞬时杀菌，EC
含量变化很小，EC含量低于另外2 种灭菌方法。这说明

灭菌加热造成了EC的产生，在煎酒过程中，慢速升温加

剧了EC的形成，高温时间持续越长，EC含量增长越快。

理论上说，随着温度的升高，高温持续时间越长，

会加速老白酒中氨甲酰化合物与乙醇的反应，形成越多

的有害物质EC[27]。但煎酒能提高成品老白酒的稳定性，

所以有必要优化煎酒条件，减少EC生成，高温瞬时杀菌

EC形成少，但所需设备昂贵，生产成本高，故实际生产

中可采用快速升温至85 ℃、保持15 min的灭菌方法。

2.3.3 贮存条件对EC含量的变化影响

表 6 4 ℃贮存EC含量的变化

Table 6 Changes in EC content at 4 ℃

存放
时间/d

EC含量/（μg/L） RSD/%
Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均值

0 10.2 10.2 10.2 10.2 0
60 31.2 28.4 30.2 29.9 1.419

120 37.5 35.6 36.8 36.6 0.961
180 44.5 43.1 43.9 43.8 0.702
240 50.4 49.8 47.5 49.2 1.531
395 54.2 53.6 55.2 52.8 1.815

表 7 室温贮存EC含量的变化

Table 7 Changes in EC content at room temperature

存放时间/d EC含量/（μg/L） RSD/%
Ⅳ Ⅴ Ⅵ 平均值

0 10.2 10.2 10.2 10.2 0
60 38.1 42.6 43.4 41.4 2.857

120 53.6 58.9 62.5 58.3 4.477
180 78.9 82.4 87.5 82.9 4.325
240 92.5 96.0 98.5 95.7 3.014
395 99.2 104.6 105.8 103.2 3.516

较长时间的贮存有利于风味物质的形成，提升口

感，但形成的氨基甲酸乙酯也越多。为了研究不同温度

贮存条件下EC含量的变化，把快速升温至85 ℃灭菌的

崇明老白酒放在4 ℃和室温条件下贮存，并在60、120、
180、240、395 d时检测EC含量，结果如表6、7所示。

在4 ℃和室温条件下贮存395 d，EC含量从10.2 µg/L分别

升到52.8 µg/L和103.2 µg/L左右，一开始的增加幅度大，

180 d后，EC增加缓慢，贮存的温度高，EC增加得越

快，EC的含量越高。

这说明贮存期间EC含量会增加，随着贮存时间的延

长，形成的EC越多；EC的含量明显受贮存温度的影响，

温度越高，形成的EC越多。因此，保存时应存放在干

燥、通风、低温的环境中。

3 结 论

建立并优化了以n-BC为内标物，利用气相色谱-质
谱仪测定老白酒中的氨基甲酸乙酯的方法，该方法通过

调节pH值消除杂质峰影响，前处理无需过固相萃取柱，

操作方便快速。采用所建立的方法检测分析不同阶段不

同条件下的老白酒，EC在发酵过程中增长缓慢，主要在

灭菌和贮存过程中形成，灭菌升温速度越慢，EC含量越

多；贮存时间越长，贮存温度越高，EC的形成越多。在

老白酒的贮存和流通过程中应存放在干燥、通风、低温

的环境中。参考日本清酒的最高限量要求，经合理加工

的崇明老白酒在1 a的保质期内，EC含量有所增加但仍在

限量范围内。
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