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【化学测定方法】

同位素稀释 － GC /MS 法测定腐乳中氨基甲酸乙酯含量

王立媛，吴平谷，张晶，汤鋆，赵永信

( 浙江省疾病预防控制中心，杭州 310051)

［摘要］ 目的: 建立了一种用于腐乳中氨基甲酸乙酯含量的同位素稀释 － 气相色谱 － 质谱联用检测方法。方法: 采用 D5
－氨基甲酸乙酯同位素稀释技术，C18 和硅藻土固相萃取净化样品，然后用 GC/MS 测定样品中氨基甲酸乙酯。结果: 该方

法在腐乳中氨基甲酸乙酯的加标回收率在89% ～99%之间，相对标准偏差( RSD) 小于10%，最低检测限达到2． 0 μg /kg。结

论: 方法净化效果好，检测灵敏度、准确度均满足检测要求，可作为腐乳中氨基甲酸乙酯含量检测的确证方法。
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Determination of ethyl carbamate in fermented bean curd by GC/MS with isotopic dilution

WANG Li － yuan，WU Ping － gu，ZHANG Jing，TANG Jun，ZHAO Yong － xin
( Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention，Hangzhou 310051，China)

［Abstract］ Objective: To establish a method for determination of ethyl carbamate in fermented bean curd by isotopic dilution －
gas chromatograph － mass spectrometry ( GC /MS) ． Methods: Ethyl carbamate was determined by gas chromatography － mass
spectrometry in selection ion mode after the samples were spiked with D5 － ethyl carbamate and purified by C18 and diatomite sol-
id phase extraction column． Results: The recovery rates were 89% ～ 99% and RSD ＜ 10%，the limit of determination was
2． 0 μg /kg． Conclusion: The method is sensitive，accurate and could be used for determination of ethyl carbamate in fermented
bean curd．
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氨基甲酸乙酯( Ethyl Carbamate，EC，又叫 Urethane) ，是一

种具有遗传毒性及致癌性的物质，存在于许多发酵食品( 如酱

油、酵母、腐乳、奶酪等) 和酒精饮料( 如黄酒、白酒、葡萄酒等)

中［ 1，2］。当前对酒精饮料中的氨基甲酸乙酯研究已引起相关

部门的重视，国家也正在制定限制标准，但对其他发酵类食品

中的氨基甲酸乙酯含量监测报道不多。为确保我国生产的发

酵食品的安全性，进一步对氨基甲酸乙酯生成机制和防止、降
低氨基甲酸乙酯的生成作深入研究，迫切需要建立成熟的氨

基甲酸乙酯检测方法。本研究采用固相萃取技术［3，4］对腐乳

中的氨基甲酸乙酯进行富集净化，气相色谱 － 质谱联用仪测

定，利用选择离子监测模式及内标法对其进行定性、定量，并

对市售的腐乳抽样进行了检测。

1 材料与方法

1． 1 仪器

6890GC － 5973MS 气相色谱质谱联用仪( 美国 Agilent 公

司) 、匀质机( 德国 IKA) 、旋涡混匀器( 上海精科) 、超声波清洗

器( 江苏昆山市超声仪器有限公司) 、固相萃取仪( 美国 Waters
公司) 。
1． 2 试剂

氨基甲酸乙酯标准购自美国 sigma 公司、D5 － 氨基甲酸乙

酯购自 Cerilliant Corporation; 甲醇、乙醇、乙醚、乙酸乙酯为色

谱纯、无水硫酸钠为分析纯; SLE 硅藻土固相萃取柱规格为
4000 mg /12 ml( 杭州福裕科技服务有限公司) 、C18 固相萃取

柱规格为 500 mg /12 ml( 杭州福裕科技服务有限公司) 。
1． 3 标准溶液

氨基甲酸乙酯标准储备溶液( 1． 0 mg /ml) 的配制: 称取
10 mg氨基甲酸乙酯标准品于 10 ml 容量瓶中，用甲醇溶解并

定容至刻度，再用甲醇稀释成浓度为 1． 0 μg /ml 的标准储备

液，存放在 4℃冰箱中备用。
D5 － 氨基甲酸乙酯标准储备溶液( 1． 0 mg /ml) 的配制: 称

取 10 mg D5 － 氨基甲酸乙酯标准品于 10 ml 容量瓶中，用甲醇

溶解并定容至刻度，存放在 4℃ 冰箱中备用，标准使用液用甲

醇稀释至 1． 0 μg /ml。
氨基甲酸乙酯标准使用液: 准确吸取 0． 010 ml、0． 025 ml、

0． 050 ml、0． 10 ml、0． 25 ml、0． 50 ml 和 1． 0 μg /ml 标准氨基甲

酸乙酯储备液，加 100 μl 1． 0 μg /ml 的 D5 － 氨基甲酸乙酯溶

液，用甲 醇 定 容 至 1． 00 ml，得 到 10． 0 ng /ml、25． 0 ng /ml、
50． 0 ng /ml、100． 0 ng /ml、250． 0 ng /ml、500 ng /ml 的标准使用

液( 含 100． 0 ng /ml D5 － 氨基甲酸乙酯) 。
1． 4 气相色谱条件

色谱柱: DB － INNOWAX 毛细管柱( 30 m × 0． 25 mm ×
0． 25 μm) ，进 样 口 温 度: 280℃ ; 柱 温 程 序: 初 温 60℃，保 持
3 min，然后以 10℃ /min 升至 200℃，保持 2 min，载气: 高纯氦

气( 99． 99% ) ; 流速: 1． 0 ml /min，不分流进样。
1． 5 质谱测定条件

EI 源: 源温 230℃ ; 电子能量 70 eV; 接口温度: 280℃ ; 电子
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倍增器电压: 1506 V; 质量扫描范围: 30 amu ～ 550 amu; 选择离

子模式; 氨基甲酸乙酯选择监测离子( m/z) : 44、62、89; 定量离

子 62。D5 － 氨基甲酸乙酯选择监测离子( m/z) 44、64、76; 定

量离子 64。溶剂延迟: 10 min。
1． 6 样品处理

1． 6． 1 试样提取 将整瓶腐乳带汁倒入匀质机内，均质 30 s
制成样品，然后称取 2． 0 g 样品于 10 ml 离心管中，加 100 μl
1． 0 μg /ml 的 D5 － 氨基甲酸乙酯溶液，再加入 4 ml 20% 乙醇

溶液，旋涡混匀，超声萃取 10 min，8000 rpm 离心 10 min，取上

清液进行净化分析。
1． 6． 2 试样净化 将 1． 6． 1 上清液加到 C18 固相萃取小柱

上，收集流出液 2 ml，加到 SLE 硅藻土固相萃取柱上，抽真空，

让试样慢慢渗入到固相萃取柱中，静置约 10 min，用 10 ml 5%
乙酸乙酯 /乙醚( V∶ V) 洗脱收集于具塞刻度试管中，洗脱液经

过预先用乙醚润湿的无水硫酸钠脱水，洗脱液在 30℃ 下用氮

气缓缓吹至近干，用甲醇定容至 1． 0 ml 制成测定液供 GC /MS
分析。标准使用液同步测定。
1． 6． 3 确证和结果计算 应确证要求，如果样品峰与标准具

有相同的保留时间，扣除本底后，该峰的质谱图中所有选定的

监测离子出现，所出现的选定监测离子间丰度与标准相同，则

样品中含有氨基甲酸乙酯。采用内标法定量。其标准色谱

图、样品色谱图见图 1 ～ 图 2。

2 结果与分析
2． 1 萃取溶剂的选择

分别以纯水、20%乙醇水溶液、50%乙醇水溶液、无水乙醇
来提取腐乳，通过加标回收试验，得出 20% 乙醇水溶液回收率

最高。
2． 2 填料和洗脱剂的选择

先过 C18 固相萃取柱再用 SLE 硅藻土柱吸附，以 5%乙酸
乙酯 /乙醚为洗脱剂，可以达到最佳吸附和洗脱效果，使得洗

脱剂的用量减少且降低了其他杂质; 因为腐乳样品含油脂，尤

其是南腐乳还有很深的色素，用 C18 柱不但可以吸附色素，也

可以吸附脂肪等杂质; 用 5%乙酸乙酯 /乙醚为洗脱剂，使洗脱

剂极性增强，利于氨基甲酸乙酯的洗脱。
2． 3 线性方程和检出限

取氨基甲酸乙酯标准使用液从低浓度到高浓度加入内标

依次进样分析，绘制标准曲线，相关系数为 0． 9994，线性方程

为 Y =0． 0203x － 0． 0478。结果表明氨基甲酸乙酯在 10 μg /L
～ 500 μg /L 浓度范围内线性关系良好，取样量为 2． 0 g 时，方

法的检出限为 2． 0 μg /kg。
2． 4 精密度与回收率

用标准加入法进行回收率试验，对方法的准确度和精密

度进行测试，分别添加 20 g /kg 和 400 g /kg 两个浓度。取一份

样品浓度低于 20． 0 g /kg 作为对照，按样品前处理方法进行加

标处理，每个浓度平行测定 8 次，得出回收率为 89% ～ 99%，

方法精密度为 2． 3%。方法的精密度及回收率均符合分析要

求。
2． 5 实际样品测定

应用上述方法，随机对市售的 20 种腐乳( 包括 10 种白腐

乳、10 种南腐乳) 进行了氨基甲酸乙酯的含量测定，样品均检

出为 阳 性，白 腐 乳 中 氨 基 甲 酸 乙 酯 的 含 量 为 12． 1 g /kg ～
123． 6 g /kg，南腐乳中的含量为 87 g /kg ～ 278． 6 g /kg。通过实

验发现所检测的南腐乳中氨基甲酸乙酯含量相对高于白腐

乳，这可能和制作南腐乳过程中使用红曲有关。检测结果与
2009 年香港食物安全中心监测［5］报道和石维妮等［6］对腐乳中
EC 的检测结果相符。
2． 6 实验过程中的注意点

样品过硅藻土柱时应充分吸附，用 5% 乙酸乙酯 /乙醚洗

脱时注意流速，过快洗脱会不完全，无水硫酸钠脱水应完全，

否则难以吹干; 氮吹时注意温度、速度，千万不能吹得很干，因

为氨基甲酸乙酯本身易挥发。

3 小结

通过对萃取溶剂、填料和洗脱剂的选择试验，提出了适用

于腐乳中氨基甲酸乙酯的检测方法，本方法净化效果好，操作

简单，灵敏度高，采用固相萃取法提取样品也减少了试剂的使

用量，简单安全，技术参数满足食品卫生理化检验要求，为食

品卫生监管提供了一种速度快、分析效果良好的检测技术支

持。
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