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高效液相色谱法测定葡萄酒中多菌灵的残留量
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摘 要： 利用高效液相色谱法测定葡萄酒中多菌灵残留量，样品以乙酸乙酯提取，二氯甲烷萃

取净化，以 ODS-C18 柱（4.6 mm.250 mm，5 !m）进行分析，流动相（V 乙酸乙酯/V 乙酸铵 =55/45）流速
为 1 mL/min 时，多菌灵保留时间为 7.016 min，回收率为 87.8 %0107.5 %，最低检出限为 2.10-5

mg/kg。
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>2$)&#;)： The residual carbendazim in grape wine was measured by HPLC and the process was as follows： samples
extracted by ethyl acetate，then extractive purification of the solution by methylene chloride，then the solution analyzed by

ODS-C18 column（4.6 mm.250 mm，5 !m），mobile phase（V ethyl acetate/V ammonium acetate=55/45），flow velocity
as 1 mL/min，retention time of carbendazim as 7.016 min，recovery rate as 87.8 %0107.5 %，and the minimum detection
limit as 2.10-5 mg/kg.（Tran. by YUE Yang）
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农药残留是指一部分农药由于具有很强的化学稳

定性，施用后不易分解，仍有部分或大部分残留在土壤、

作物以及其他环境中。这些含有残留农药的食品被人或

其他高等动物长期进食后，就会使农药在体内积累，引

起慢性中毒，这就是农药的残留毒性，亦称残毒[1]。由于

农药种类和使用量的不断增加，有些农药又不易分解，

使农作物（如蔬菜、瓜果、茶叶等）及畜禽、水产等动植物

体受到不同程度的污染，通过食物链最终进入人体，给

人体健康带来潜在的危害，因此，农药残留问题越来越

引起人们的重视和关注。

葡萄酒是新鲜葡萄或葡萄汁经过发酵后生产的饮

料。由于葡萄酒中含有许多营养物质如氨基酸、矿质元

素（包括微量元素）和人体必需的维生素等，以及 "-谷
甾醇、多酚等成分，使它成为不仅是营养丰富的饮料，而

且适当饮用还能防止各种疾病，增强人体健康[2]。然而在

葡萄的病虫害防治过程中，经常喷施杀虫剂、杀菌剂和

除草剂等农药。因此，研究葡萄酒中的农药残留是势在

必行的[3]。

多菌灵（Carbendazim，MBC），化学名称为 N-（2-苯
并咪唑基）氨基甲酸酯，是一种广谱、内吸附性杀菌剂，

可作为杀菌剂、种衣剂、防腐保鲜剂等广泛使用于蔬菜

和水果中[4,5]。但它的残效期比较长，有一定的毒性，根据

刘乾开等报道，最后一次施药离小麦收获前 20 d，水稻

为 30 d[6]。目前，在国外已有关于多菌灵在葡萄酒中残留

量的研究，Sylvaine D 等 [7]报道了利用 HPLC-荧光检测
器测定葡萄酒中多菌灵的农药残留，还有有关在蔬菜、

水果和蜂蜜等[8011]中多菌灵的残留量。在国内，也有有关

多菌灵在花生、白菜、油菜籽的残留量的报道，但是有关

多菌灵在葡萄酒中的研究还较少,葛宝坤等研究了多菌

灵作为防霉剂在葡萄酒中的残留量[12013]。本文通过利用
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图 1 多菌灵标准曲线

高效液相色谱法对葡萄酒中多菌灵的残留量进行测定，

确定了利用高效液相色谱(HPLC)!"V 法测定葡萄酒中
多菌灵残留量的方法，以期为葡萄生产者在葡萄的田间

管理和相关质检部门检测葡萄酒中多菌灵的残留量提

供一定的依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

葡萄酒：市售。

1.2 仪器

岛津高效液相色谱仪 LC!10ATvP 型；上海申生
SENCO #系列旋转蒸发仪；Millpore!Q 型超纯水制备
装置；脱气机：Autoscience 系列；SHIMADZUAuw220D
型 0.1$分析天平，自制氮吹仪。
1.3 试剂

乙酸乙酯、甲醇（色谱纯）、甲醇、丙酮、二氯甲烷、无

水硫酸钠、盐酸、氢氧化钠、乙酸铵（除单独说明外，均为

分析纯级）、去离子水。

标准品：多菌灵(Carbendazim)由国家标准物质中心

提供，纯度!99.1 %。
1.4 实验方法

1.4.1 试剂处理

乙酸铵溶液经 0.45 !m 超滤，超声波脱气后使用；
甲醇（色谱纯）超声振荡脱气后备用。

1.4.2 试验条件

色谱柱：Shim!pack!ODS!C18 (4.6 mm%250 mm，5
!m)；检测器：紫外检测器；流动相：甲醇&乙酸铵（0.5 %）
=55&45(v/v)；检测波长：280 nm；流速：1.0 mL/min；进样
量：10 !L；柱温：30’。
1.4.3 标准曲线

准确称取标样多菌灵 0.05 g，加甲醇定容至 50 mL，

配制成 1 mg/mL的标准储备液，并分别配制成浓度为

0.2 !g/mL，0.5 !g/mL，1.0 !g/mL，2.0 !g/mL，5.0 !g/mL
和 10.00 !g/mL的标准溶液。根据标准溶液绘制标准曲
线，见图 1。

1.4.4 样品处理

准确量取 50 mL 葡萄酒，转入 500 mL 分液漏斗

中，分别添加 100 mL和 50 mL乙酸乙酯，振荡 3 min
后，添加 1.0 mol/L NaOH溶液 2 mL，振荡 5 min，静置分

层，合并乙酸乙酯相，并将乙酸乙酯提取液转入另一分

液漏斗中。分别用 50 mL，25 mL 盐酸溶液提取乙酸乙

酯提取液中的多菌灵残留，合并水相。用 NaOH溶液调

节水溶液的酸度，使 pH9.0，用 100 mL二氯甲烷分两次

从水相中提取多菌灵，二氯甲烷提取液过无水硫酸钠

柱，并用少量二氯甲烷洗涤无水硫酸钠柱，合并流出液。

将流出液在旋转蒸发仪上浓缩至 5 mL，并用氮气吹干。

用 10 mL 甲醇定容，经 0.45 !m 超滤膜过滤后，液相色
谱待测[14(16]。

2 结果分析

2.1 提取溶剂选择

多菌灵是一种两性化合物，在中性和偏碱性水溶液

中溶解度低，微溶于丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂，能溶于

无机酸和乙酸等有机酸，碱性条件下可增加多菌灵在有

机溶剂中的溶解度[17]。实验结果表明，以甲醇为提取剂

时，提取物中含有较多杂质，影响提取效果；以丙酮为提

取剂时，则在提取过程中容易产生乳化现象，不易分层，

对提取液中多菌灵的提取产生一定的影响，从而影响提

取效率；而以乙酸乙酯为提取剂，则含有较少的杂质，且

提取效果较佳，见图 2。如图 2 中 B，C，D 所示，经比较

可得出利用乙酸乙酯为提取液提取多菌灵的效果最佳。

2.2 多菌灵标样测定结果

分别测定标样的 6 个不同质量浓度的溶液，以多菌

灵浓度 Y 对峰面积 X 作回归分析，线性方程为：Y=8%
10!5X+0.0256，r=0.999。其标准曲线和标样色谱图见表 1
和图 2。

2.3 葡萄酒中多菌灵残留量的测定

如图 2 所示，多菌灵在该色谱条件下，保留时间为

7.016 min。由此可看出，多菌灵与共存的其他物质分离

良好。

2.4 流动相的组成

流动相的组成对葡萄酒组分的色谱分离有一定的

影响。采用甲醇!乙酸铵溶液作为流动相，其流速为 1.0
mL/min，试验了流动相组成（甲醇与水的体积比分别为

70&30，60&40，55&45，50&50，40&60）对分离效果的影响。试
验结果表明，在流动相中增加甲醇的比例，保留时间缩

短，当甲醇与水的体积比为 55&45 时，出峰时间、峰形、
灵敏度较为适宜。本试验选择流动相中甲醇与水的体积

比为 55&45。
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注：1 代表多菌灵色谱峰；A 代表标样色谱图；B 代表处理

样品色谱图；C 代表丙酮提取样品色谱图；D 代表甲醇

提取样品色谱图。

图 2 提取液提取多菌灵的效果

2.5 流动相的酸碱度

流动相的酸碱度影响被分析物的分离效果。考虑到

所使用的色谱柱的 pH 范围及多菌灵的特性，故利用乙

酸铵调节流动相的酸碱度。本实验比较了在甲醇与不同

比例乙酸铵水溶液（0.2 %，0.5 %，0.6 %）组成的流动相

的效果，实验结果表明，以甲醇和 0.5 %乙酸铵溶液为流

动相时，色谱效果较好。为减小碱性条件对色谱柱寿命

的影响，本实验选择甲醇和 0.5 %乙酸铵溶液为流动相。

2.6 流动相的流速

以流动相的流速分别以 0.8 mL/min，1.0 mL/min 和

1.2 mL/min 进行试验，试验结果表明，当流速为 0.8

mL/min时，色谱峰宽，出现拖尾现象，并且速度较慢；当

流速为 1.2 mL/min时，色谱峰分离效果不好；当流速为

1.0 mL/min时，色谱峰可以完全分开，分离效果较好。因

此，本试验选择流动相的流速为 1.0 mL/min。

2.7 方法的回收率和检出限

按照上述分析条件，在葡萄酒样品中分别添加 3 个

浓度水平的多菌灵标样，每个浓度作 3 个平行试验，平

均回收率达 87.8 %-107.5 %，结果见表 2。表明本方法
的准确度和精密度均符合农药残留分析的要求。

3 结论

本试验利用乙酸乙酯提取葡萄酒中多菌灵残留，通

过调节提取剂的酸碱度，利用二氯甲烷进行萃取净化，

利用反相高效液相色谱进行定性定量分析，样品前处理

简单，能够有效去除杂质的干扰，建立了葡萄酒中多菌

灵残留量的测定方法：以 ODSC18柱（4.6 mm.250 mm，
5 !m）进行分析，流动相(V 乙酸乙酯:V 乙酸铵 =55:45)，流速为
1 mL/min时，多菌灵保留时间为 7.016 min，回收率为

87.8 %-107.5 %。该方法简便，可以对葡萄酒中多菌灵
残留进行快速、准确有效的分析。
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后仍剩有几十甚至上百个 mg/L的量存在，这对测总酸

来说是不容忽视的。

3 结果与讨论

3.1 我们重点对浓香型酒样作了分析研究，浓香型酒

中乙酸、乳酸、丁酸、己酸占据总酸的 95 %。由于乳酸是

3 碳酸，分子中含有羟基，酸性强于乙酸，它的中和率应

高于乙酸；丁酸含量低，酸性强于己酸，中和率的高低对

总酸的测定结果影响不明显；己酸在浓香型酒中含量最

高，占据总酸的比例大，其酸性弱，中和程度的高低直接

影响总酸测定的系统误差大小，这与酒中的己酸乙酯含

量高直接有关。

3.2 研究时，我们一直期待每种酸的中和率都有一个

符合实际的定值出现，根据酸碱平衡理论，溶液中的酸

始终存在如下关系：

RCOOHeq= RCOO- +H+,

K = [H+][RCOO-]/[RCOOH]eq ,

[RCOOH]-[RCOOH]eq=[RCOO-]；
根据以上推出：[RCOOH]eq/ [RCOOH]（剩余率）=

[H+]/（[H+]+K）[2]，可见当溶液中的[H+]确定时，该种酸的

剩余率也就确定了，当然中和率也就确定了。这里仅以

单体酸的中和反应为理论基础建立理想化模型，实际情

况是各种酯的大量存在影响对应酸的平衡，因此，在分

析样品时发现各种酸的中和率波动性较大，见表 1。

3.3 白酒是一种特殊的溶胶分散体系，白酒中总酸的

测定理论是建立在无机溶液的酸碱理论上的，建立时受

到当时的分析手段和技术条件的限制，没有论证这种反

应的进行程度。因白酒香型不同，发酵期长短不同，酸的

组分、种类、含量也不同；清香型酒中以乙酸和乳酸为主

体酸，其中和反应程度较彻底，而酱香、浓香型酒中高碳

酸含量高，中和程度低。即使是同一酒样，在高度和降度

时也因酸的稀释程度不同，其中和程度也有差别。

3.4 目前的毛细管色谱技术无法测出乳酸的含量，有

文章报道，利用毛细管色谱结合化学滴定法测定乳酸，

将白酒中有机酸经毛细管全分析后，各种酸折算成乙酸

相加，与化学法测得的总酸之差即为乳酸的含量（按乙

酸计）。就我们研究的情况来看，这种方法对清香型酒是

可行的，对于其他香型酒就要深入探讨其可行性了。

3.5 由于总酸测定时的不完全反应，到滴定终点时，继

续加碱液皂化测总酯时剩余的酸必然消耗一定的碱，这

一部分碱液也计算到总酯的消耗上，这势必对测定总酯

的结果有影响，我们建议滴定终点的颜色应改为深红

色，保持时间更长些,能最大限度地保证达到中和彻底。
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注：1-乙酸 2-丁酸 3-戊酸 4-己酸 5-庚酸 6-辛酸
图 1 滴定至终点时酒样中存在的酸类组分
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