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发酵食品中氨基甲酸乙酯含量的测定方法

气相色谱-质谱法

1  范围

本标准规定了发酵食品中氨基甲酸乙酯（EC）含量的气相色谱-质谱测定方法。

本标准适用于泡菜、酱油、食醋、豆豉、黄酒等利用有益微生物加工制作的发酵食品中氨基甲酸乙酯含量的测定。

本标准检出限为0.006mg/kg。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法 

3 原理

试样中氨基甲酸乙酯用饱和氯化钠水溶液提取，经硅藻土固相萃取柱净化，气相色谱-质谱仪检测，内标法定量。

4 试剂与材料

除另有说明，所有试剂均为分析纯，实验用水应符合GB/T6682中规定的一级水。

4.1 甲醇：色谱纯。

4.2 正己烷：色谱纯。

4.3 二氯甲烷：色谱纯。
4.4 乙酸乙酯：色谱纯。
4.5 无水硫酸钠：经650 ℃灼烧4 h，置于干燥器内备用。
4.6 氯化钠。
4.7 饱和氯化钠溶液：准确称取36.0g氯化钠溶解于100mL水中，混匀后备用。
4.8 氨基甲酸丁酯标准品：分子式:C5H10NO2，CAS:592-35-8，纯度大于等于99.5%。
4.9 氨基甲酸乙酯标准品：分子式:C3H7NO2 CAS:51-79-6，纯度大于等于99.5%。
4.10 氨基甲酸丁酯标准储备液：准确称取氨基甲酸丁酯0.1 g，用乙酸乙酯配制成浓度为1.0 mg/mL的标准储备液，于4 ℃冰箱内保存。
4.11 氨基甲酸乙酯（EC）标准储备液：准确称取氨基甲酸乙酯0.1g，用乙酸乙酯配制成浓度为1.0 mg/mL的标准储备液，于4℃冰箱内保存。
4.12 硅藻土固相萃取柱：基质为硅藻土，5.3mg，5mL，或相当者。
4.13 氮气：纯度大于等于99.999%。
4.14 氦气：纯度大于等于99.999%。
5  仪器和设备

5.1 气相色谱质谱仪：配有电子轰击电离源（EI）。
5.2 分析天平：感量0.0001g、0.01g。
5.3 离心机：相对离心力大于等于2200g。
5.4 超声波仪。
5.5 固相萃取装置。
5.6 旋转蒸发仪。
5.7 具塞塑料离心管：50mL。
5.8 均质器。
5.9 漩涡混合器。
5.10 无水硫酸钠柱：8.0cm×1.5cm（内径）玻璃柱，内装5cm高无水硫酸钠。

6试样的制备和保存

   取有代表性样品，制成实验室样品。试样分为两份，置于样品瓶中，密封，并做上标记。置于2℃～8℃保存。

7分析步骤

7.1提取

7.1.1 液体样品

准确称取5.0 g液体样品于25 mL比色管中，加入氨基甲酸丁酯内标物10 μg，用饱和氯化钠溶液溶解并定容至刻度，混匀待用。

7.1.2 固体样品

准确称取5.0 g固体样品于25mL比色管中，加入氨基甲酸丁酯内标物10 μg，用饱和氯化钠溶液溶解并定容至刻度，均质打碎样品，振荡30.0min，转移至50 mL具塞塑料离心管离心待用。

7.2 净化

准确移取待测液5.0mL至硅藻土固相萃取柱上，静置使之吸附5min，用10 mL正己烷淋洗，弃去流出液，再用6×5 mL二氯甲烷洗脱，将洗脱液用无水硫酸钠过滤后于30 ℃下旋至近干，加乙酸乙酯定容至5.0 mL，混匀，待测。

7.3 测定

7.3.1 色谱质谱仪器条件

色谱柱：Crossbond®Carbowax®聚乙二醇（PEG）为固定相的Wax毛细管柱，30m×0.25mm（内径）×0.5µm（膜厚），或相当者。

色谱柱温度：初温40℃保持1.0min,以10℃/min升温至60℃，再以5℃/min升温至160℃，保持1.0min，最后以10℃/min升温至220℃运行10min。传输线温度：250℃。
进样口温度：220℃。
电离方式：电子轰击电离（EI）。

电离能量：70ev。

离子源温度：230℃。

扫描模式：选择离子扫描；氨基甲酸乙酯定量离子（m/z）:62，定性离子(m/z):74、89，丰度比100:23:11；内标物氨基甲酸丁酯定量离子（m/z）62，定性离子（m/z）：74、56，丰度比100:29:49。

溶剂延迟时间：17.0min。

进样方式：不分流进样。

进样体积：1.0µL。

载气：氦气。

流速：1.0mL/min。

7.3.2  标准曲线的绘制

准确吸取上述4.10、4.11的标准储备液适量于100mL容量瓶中，用乙酸乙酯溶解稀释，配制系列浓度为0.02µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL、0.05µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL、0.1µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL、0.2µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL、0.4µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL、0.8µgEC+0.4µg氨基甲酸丁酯/mL的标准工作溶液，按浓度由低到高的顺序进样检测，以定量离子峰面积-浓度作图，绘制标准工作曲线。标准谱图参见附录A。

7.3.3  气相色谱-质谱检测和确证

根据样液中被测物的含量情况，选定浓度与样液相近的标准工作溶液。标准工作溶液和样液中氨基甲酸乙酯的响应值均应在仪器检测线性范围内。标准工作溶液和样液等体积参插进样测定。如果样液与标准工作溶液的选择离子色谱图中，在相同保留时间有色谱峰出现，则根据附录B中氨基甲酸乙酯选择离子的种类及其丰度比进行确证。在上述气相色谱-质谱条件下，样品中待测物质保留时间与标准工作溶液中对应的保留时间的偏差在±2.5%，且样品中被测物质的相对离子丰度与浓度相当标准工作液的相对离子丰度进行比较，相对丰度允许相对偏差不超过表1规定的范围，则可确定样品中存在对应的被测物。

表1 定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差

	相对离子丰度/%
	>50
	>20～50
	>10～20
	≤10

	允许的相对偏差/%
	±10
	±15
	±20
	±50


7.4 空白试验

除不加试样外，均按上述测定步骤进行。

7.5 结果计算

7.5.1 氨基甲酸乙酯与其内标物氨基甲酸丁酯的相对校正因子，按式（1）计算:  
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式中：

R----氨基甲酸乙酯和其内标物氨基甲酸丁酯的相对校正因子；

An---氨基甲酸乙酯标样的峰面积（峰高）；

A1---内标物氨基甲酸丁酯的峰面积（峰高）；

Cn---氨基甲酸乙酯的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

C1---内标物氨基甲酸丁酯的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）。

7.5.2 试样中氨基甲酸乙酯的含量，按式（2）计算，测得结果应扣除空白值：
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式中：

X ------试样中氨基甲酸乙酯含量，单位为微克每千克（μg/kg）；

R ------氨基甲酸乙酯和其内标物氨基甲酸丁酯的相对校正因子；

Asn ---实际样品中氨基甲酸乙酯的峰面积（峰高）；

As1 ---实际测定时内标物氨基甲酸丁酯的峰面积（峰高）；

ms1 ---实际测定时内标物氨基甲酸丁酯的量，单位为微克（μg）；

m -----样品的质量，单位为克（g）。

7.5.3  检测结果用平行测定结果的算术平均值表示，保留三位有效数字。
8 精密度
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过其算术平均值的10%。

附　录　A （资料性附录）
氨基甲酸乙酯及内标物的标准谱图
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图A.1　 氨基甲酸乙酯及其内标物的总离子流图（TIC）
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图A.2　 氨基甲酸乙酯的质谱图

附　录　B 
（资料性附录）
氨基甲酸乙酯、氨基甲酸丁酯的保留时间、定性和定量选择离子

表  氨基甲酸乙酯、氨基甲酸丁酯的质谱碎片离子保留时间、定性和定量选择离子

	序号
	物质名称
	保留时间/min
	特征碎片离子

	
	
	
	定量
	定性
	丰度比

	1
	氨基甲酸乙酯
	20.271
	62
	62、74、89
	100:23:11

	2
	氨基甲酸丁酯
	25.045
	62
	62、74、56
	100:29:49


《食品安全地方标准发酵食品中氨基甲酸乙酯的含量测定（气相色谱-质谱联用法）》编制说明
1  工作简况

1.1背景

随着科学技术的发展及科学研究的深入，人们已发现多种食品中含有氨基甲酸乙酯，特别是发酵性食品中氨基甲酸乙酯含量较高。氨基甲酸乙酯早在1943年就被NettLeshi证实为致癌物质，许多发达国家已先后研究制订了发酵食品中氨基甲酸乙酯的限量标准。1993年，我国颁布了《出口酒类中氨基甲酸乙酯残留量检验方法》（SN0285-93）行业标准。方法采用正己烷洗涤已知酒精度样品，二氯甲烷提取浓缩定容，气相色谱-质谱测定，外标法定量。该方法仅适用于出口蒸馏酒和黄酒中EC检测。由于食品种类繁多，基体物质复杂，目标物含量水平低，该方法不适宜于其他发酵食品检测中氨基甲酸乙酯含量的测定。

为了加强食品质量安全管理，开展发酵食品中氨基甲酸乙酯监测与危害性评价，对发酵食品中氨基甲酸乙酯进行检测分析研究，由阜阳市产品质量监督检验所（安徽省粮油制品及酒类产品质量监督检验中心）提出,2010年经安徽省卫生厅批准立项，由阜阳市产品质量监督检验所（安徽省粮油制品及酒类产品质量监督检验中心）起草制订《发酵食品中氨基甲酸乙酯的含量测定---气相色谱-质谱联用法》食品安全地方标准。
1.2主要起草单位、起草人

该标准主要起草单位为阳市产品质量监督检验所（安徽省粮油制品及酒类产品质量监督检验中心）。项目主要起草人为长期从事食品生产管理的技术人员及食品检验人员：谭波涛、吴荣涛、郝媛媛、赵杰、薛艳、张伟伟、张冬青等。

1.3起草过程

起草组于2011年根据发酵食品中氨基甲酸乙酯形成机制，确定研究对象，主要选择有代表性的发酵性食品酿造酱油、酿造食醋等液体调味品；腐乳、豆鼓等发酵性豆制品;面包等发酵面制品进行方法研究，从而拟出了一套完整的检测方法文本初稿（包括样品前处理、仪器条件的选择、样品测定、方法检出限、方法精密度）。于2012年上半年征求了安徽省出入境检验检疫局技术中心、国家农副加工食品质量监督检验中心、蚌埠市产品质量监督检验所等单位、相关食品生产企业、监管部门有关人员意见，对征求到的合理意见予以采纳、修订。
2  与我国有关法律法规和其他标准的关系

发酵食品中氨基甲酸乙酯的含量测定---气相色谱-质谱联用法食品安全地方标准符合国家的法律法规、《食品污染物限量》等。

3  标准的起草原则
符合国家食品安全相关法律法规的要求，按照适用性、统一性、先进性三项原则，使所制定的标准中的全部内容具有可操作性，便于实施；标准的内容与现行相关标准的内容尽量统一，不发生冲突；标准的制定在考虑适合国情的前提下，尽量向国际先进技术靠拢，促进我国产品检测技术进步。

4 确定各项技术指标的依据

发酵食品中氨基甲酸乙酯的含量测定---气相色谱-质谱联用法食品安全地方标准主要内容有样品的提取、净化、色谱质谱仪器条件的选择、试剂空白量影响和分离条件的选择、样品的测定、方法精密度、方法检出限等。标准所包含的技术指标均经论证和检测，具体依据如下：
4.1样品净化洗脱条件的正交试验优化。项目组对影响方法测量的多种因素：试剂空白量、样品处理条件、仪器测量条件等进行了全面的研究实验，并采用正交试验（L27(313)）对方法的提取效率进行了实验，通过正交实验得出结论，气相色谱-质谱（GC-MS）法检测发酵食品中EC含量的适宜样品净化处理条件为：静置吸附时间为5min、正己烷除杂体积为10ml、洗脱液为二氯甲烷、洗脱液体积为6×5ml。

4.2方法检出限。根据美国国家标准局对方法检测下限的推算方法，项目组选定3种低浓度6.0ng/mL、8.0ng/mL、10.0ng/mL的标准溶液加入液体样品中（样品基质：配制酱油），对每一浓度水平分别重复测定6次，求出每个的标准偏差S1、S2、S3用线性回归法作出回归线，求出浓度为0时空白样品的标准偏差S0,定义3S0所对应的浓度值为方法的检出限，方法的检出限为：5.88µg/kg。选定3种低浓度6.0ng/mL、8.0ng/mL、10.0ng/mL的标准溶液加入到固体样品（豆腐），按照同样方法计算方法检出限，方法的检出限为：5.45µg/kg。根据两组试验结果数据，确定方法的检出限6.0µg/kg。

4.3方法线性。 EC质量分数在20～800µg/kg间时，标准曲线的相关系数为0.999，方法能保持较好的线性。
4.4方法回收率。项目组选择了6.0ng/mL、15.0ng/mL、40.0ng/mL等3个水平进行。按照试验方法进行处理和测定。不同样品的回收率在不同添加量水平下，回收率在80.0%～90.0%之间。
4.5方法精密度。项目组选择了6.0ng/mL、15.0ng/mL、40.0ng/mL等3个水平进行，每一水平下重复测定次数为6次。按照试验方法进行处理和测定，计算精密度及实验室内变异系数。在6.0µg/kg～634.2µg/kg范围内，方法在重复性条件下获得的两次独立测定结果的相对差值未超过算术平均值10%；不同样品在不同水平下精密度的检测结果，变异系数在5%以内。

4.6方法准确度。测定含量经回收率校准后平均值与真值的偏差范围总体情况 “被测组分含量在1～10μg/kg之间时，偏差范围应在-30～10%之间；被测组分含量在10μg/kg～10mg/kg之间时，偏差范围应在-20～10%之间”的要求。

4.7方法提取效率、方法特异性、耐用性。在方法研究时，本项目对发酵食品中EC含量样品净化处理中静置吸附时间、洗脱液选择、洗脱次数及洗脱液体积等主要影响提取效率的因素进行了L27(313)正交试验，计算出了最优工程平均并进行了相应的验证。鉴于项目采用GC-MS法进行测试，方法测试结果已经能够清楚地提供目标化合物的化学结构信息，因此未进行其他特异性试验。取同一待测样品，项目组分别于0、1、2、4、6h进样测定，计算测量重复性，考察时间对EC测量的影响。实验结果测试时间对EC的稳定性影响不显著。

4.8不同实验室检测验证。对同一样品，分别由安徽省出入境检验检疫局技术中心、国家农副加工食品质量监督检验中心、蚌埠市产品质量监督检测中心、池州市产品质量监督检验所、亳州市产品质量监督检验所和本所针对黄酒、酱油、面包、腐乳等液体样品和固体样品中氨基甲酸乙酯含量进行了测定。在重复性条件下，每实验室独立测定6次并反馈检测结果。对各实验室提供的检测结果，作单因素方差分析，并借助于F检验，对方差分析结果进行统计判断，不同实验室检测结果在0.95置信水平下无显著性差异。

4.9检测结果测量不确定度评定。使用该方法进行检测，当样品中EC含量检测结果为21.51ng/mL时,其相对扩展不确定度可表征为
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），影响测量结果不确定度的主要分量为拟合标准工作曲线求值引入的不确定度以及样品测量中EC的峰高和内标物氨基甲酸丁酯的峰高比（
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）引入的不确定度，其原因是由于检测器的计量特性、样品分离条件和检测重复性引入了较大的不确定度。由于测定采用了内标法，进样量变化和实验条件变化引起的误差将因为测定的峰高比（
[image: image8.wmf]1

sn

s

AA

）而相互抵消。合理选择样品分离条件，提高仪器精度，提高操作人员技能、保证人员规范操作，合理选择内标物的浓度、使其峰高与待测组分峰高不致相差太大，都可以有效减少不确定度。

5  标准的快速性、可操作性及成本和适用性情况说明

本方法前处理主要采用饱和氯化钠直接提取，过柱净化洗脱，整个过程简单快捷，易于操作；实验所用试剂均为实验室常用试剂，净化柱是常用的硅藻土柱，检测成本较低；气相色谱质谱仪在我省检测机构及大中型企业中普及率较高，适用于我省开展EC的检测，易于推广使用。
6  标准查新情况说明

2010年7月该检测方法经安徽省科学技术情报研究所科技查新，结论为我国国内尚没有食品中氨基甲酸乙酯含量的国家标准、行业标准或省地方标准；2010年7月至今，经标准跟踪，尚未见有气相色谱质谱联用法测定发酵食品中氨基甲酸乙酯含量的国家标准、行业标准或省地方标准。

7  征求意见的采纳情况
本标准征求意见稿先后发送至安徽省出入境检验检疫局技术中心、国家农副加工食品质量监督检验中心、蚌埠市产品质量监督检测中心征求意见，收集意见8条，本所根据收集意见分析整理并采纳了相关意见，形成了标准送审讨论稿。

标准送审讨论稿形成后，省食安办形成了初筛意见和初审意见。我们根据初筛意见和初审意见对项目进行了修改，并补充了面包、腐乳、酱油样品的验证试验。处理情况见附件《安徽省食品安全地方标准初筛初审意见汇总处理表》。

8  标准实施日期和实施建议
8.1标准实施日期

二〇一二年  月  日起施行。   

8.2实施建议

加强宣传培训。
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