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食用香精中３种甲基咪唑类物质
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摘要:目的:同时、快速检测食用香精中３种甲基咪唑化

合物.方法:利用５％三氯乙酸溶液提取食用香精,再利

用PCX混合阳离子固相萃取柱净化提取液,最后利用超

高效液相色谱—质谱法和内标法进行定性和定量分析.
结果:３种甲基咪唑化合物在５．０~４００．０ng/mL内呈良

好线性关系,相关系数R２≥０．９９７.３种甲基咪唑检出限为

０．０３０~０．４５０μg/kg,定量限(LOQ)为０．１０~１．５０μg/kg.

３种甲基咪唑的加标回收率在８２．８％~１１１．７％,相对标

准偏差 RSD在１．３％~９．３％.结论:该方法简单高效、准

确度高,可作为食用香精中甲基咪唑的定量检验方法.
关键词:固相萃取;超高效液相色谱—质谱法;甲基咪唑

化合物;食用香精

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoestablishamethodfor

quickdeterminationof３kindsofmethylimidazolecompoundsin

foodflavor．Methods:Thefoodflavorwasextractedwith５％triＧ

chloroaceticacidsolutionandpurifiedwithPCX mixedcationic

solidphaseextractioncolumn．Finally,thequalitativeandquantiＧ

tativeanalysiswascarriedoutbyultraＧperformanceliquidchroＧ

matographyＧmassspectrometry (UPLCＧMS/MS)andinternal

standardmethod．Results:Thelinearrelationshipbetweenthe

threemethylimidazolecompoundswasgoodintherangeof５．０~

４００．０ng/mL,withcorrelationcoefficientR２≥０．９９７．Thelimits

ofdetectionwere０．０３０~０．４５０μg/kgandthelimitsofquantifiＧ

cation(LOQ)were０．１０~１．５０μg/kg．Therecoveriesofthree

methylimidazolerangedfrom８２．８％to１１１．７％,andtherelative

standarddeviations(RSDS)rangedfrom１．３％to９．３％．ConcluＧ

sion:Themethodissimple,efficientandaccurate,andcanbe

usedforthequantitativedeterminationof１Ｇmethylimidazole,２Ｇ

methylimidazole,４Ｇmethylimidazoleinfoodflavor．

Keywords:solidphaseextraction;ultraperformanceliquidchroＧ

matographyＧtandem massspectrometry;methylimidazolecomＧ

pounds;foodflavor

食品中常见的美拉德反应可产生赋予食品色、香、味
的成分,同时也可能伴随产生甲基咪唑类化合物[１－２].

甲基咪唑是一类五元杂环化合物,对动物有强烈惊阙作

用,可诱发癫痫.目前,甲基咪唑化合物检测主要有紫外

分光 光 度 法[３]、气 相 色 谱 法[４]、液 相 色 谱 法[５]、质 谱

法[６－９]等.紫外分光光度法成本低,操作简单,但灵敏度

低,适用范围小,且易出现假阳性结果.气相色谱法定量

准确,适用于易挥发、成分简单样品,但对于复杂样品,易
出现假阳性,重复性差.液相色谱法定量准确,但灵敏度

不高,前处理需衍生化,操作步骤复杂.气相质谱法易受

杂质干扰,出现假阳性结果,不能满足痕量测定需求.液

质法选择性强,灵敏度高,被广泛应用于食品中痕量有毒

有害物的检测,是检测甲基咪唑的最优方法.甲基咪唑

分子量较小,质谱裂解可能会出现假阳性和基质效应,内
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标法是保障结果准确性的有效手段.
现有研究主要集中于含焦糖色素和添加焦糖色素的

食品(如酱油[１０]、耗油[１１]、豆制品[１２])中甲基咪唑的检

测,多采用 GB５００９．２８２—２０２０方法,此法不适用于食用

香精等食品添加剂检测.研究拟使用三氯乙酸高效提取

除杂,采用固相萃取法(SPE)和超高效液相色谱与质谱联

用法(UPLCＧMS/MS)进行富集净化和定性检测,最后利

用内标法进行定量分析,旨在建立一种快速检测食用香

精中甲基咪唑、２Ｇ甲基咪唑和４Ｇ甲基咪唑的方法,为食品

安全监管部门有效监控食用香精中３种甲基咪唑化合物

的来源提供技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

麻辣香精、牛粉香精、鸡肉膏等:市售;
乙腈、甲醇:色谱纯,德国默克公司;
三氯乙酸、乙酸铵、氨水:优级纯,上海国药试剂有限

公司;

１Ｇ甲基咪唑:纯度＞９９％,上海安谱实验科技股份有

限公司;

２Ｇ甲基咪唑:纯度＞９９％,北京坛墨质检科技有限

公司;

４Ｇ甲基咪唑:纯度＞９８．５％,北京曼哈格生物科技有

限公司;

１Ｇ甲基 咪 唑ＧD６、２Ｇ甲 基 咪 唑ＧD６ 内 标 物:纯 度 ≥
９８％,天津阿尔塔科技有限公司;

４Ｇ甲基咪唑ＧD６ 内标物:纯度 ＞９８％,加拿大 CDN
公司.

１．２　仪器与设备

质谱仪:TSQQuantis型,美国赛默飞公司;
分析天平:BSA２２４s型,赛多利斯科学仪器(北京)

公司;
冷冻 离 心 机:AVANTIJＧ１５R 型,贝 克 曼 库 尔 特

公司;
超声波清洗器:SCQ 型,上海声彦超声波仪器有限

公司;
数显型多管旋涡混合器:９４５０６６型,美国Talboys公司;
高速振荡器:CMＧ１０００型,东京理化器械株式会社.

１．３　方法

１．３．１　标准溶液配制　分别精密称取１Ｇ甲基咪唑、２Ｇ甲

基咪唑、４Ｇ甲基咪唑、１Ｇ甲基咪唑ＧD６、２Ｇ甲基咪唑ＧD６、４Ｇ甲

基咪唑ＧD６ 标 准 品,用 乙 腈 溶 解 并 配 制 成 质 量 浓 度 为

１．０mg/mL的标准储备液,使用前稀释为１．０μg/mL的

标准使用液.分别精密移取一定量的标准使用液,加入

同位素内标溶液,配制成标准线性系列溶液,质量浓度为

５．０~４００．０ng/mL,内标质量浓度为５０．０ng/mL.

１．３．２　样品前处理　精密称取混匀后的食用香精２g于

离心管中,加入１．０μg/mL的混合内标溶液０．２５mL和

２５mL５％三氯乙酸溶液,振摇２０min后,冷冻离心,精密

量取５mL上清液,过混合阳离子交换固相萃取小柱净

化,依次用５mL水溶液、５mL正己烷和５mL甲醇溶液

淋洗,用８mL５％氨水—甲醇洗脱,氮气吹至近干,精密

移取１mL５mmol/L乙酸铵—乙腈(体积比１０∶９０)溶
解,过膜,待测.

１．３．３　液相色谱条件及质谱条件优化　液相色谱条件

为:A 为 乙 酸 铵 溶 液 (５ mmol/L),B 为 乙 腈,流 速

０．４mL/min,柱温３０℃,进样体积５μL.梯度洗脱程序:

０~４．５ min,１０％ A;４．５~４．６ min,１０％ A~４０％ A;

４．６~５．９min,４０％ A;５．９~６．０min,４０％ A~１０％ A;

６．０~８．０min,１０％ A.在 HESI离子源下,毛细管电压

３５００V,雾化器温度３５０℃,离子传输管温度３５０ ℃,鞘
气４．５８L/min,辅助气７．９７L/min,反吹气１．５L/min.通

过标准物质母离子扫描和子离子扫描,确定质谱分析

方法.

１．３．４　方法学验证　在空白香精样品中添加低浓度混合

标准物质,再在确定的最优前处理条件和仪器条件下测

定,S/N≥３的浓度为检出限,S/N≥１０的浓度为定量

限.在空白基质样品中加入３种甲基咪唑及内标,甲基

咪唑含量为５．０,１０．０,５０．０μg/kg(n＝６),按确定的前处

理工艺和仪器方法测定,计算回收率和相对标准偏差值.

２　结果与讨论

２．１　质谱条件优化

通过CAS号查询３种甲基咪唑及内标物的分子量,
通过母离子全扫描结果可知３种甲基咪唑及内标响应度

最高的是正离子模式.通过子离子扫描,获得目标化合

物的最优质谱参数,甲基咪唑化合物依据响应强度确定

定量离子和定性离子,３种甲基咪唑化合物的质谱检测方

法见表１.３种甲基咪唑分子量较小,经质谱电离后产生

的碎裂离子数较少,碎片离子质量小.选择稳定性较好、
响应度较强和碎片离子质量较高的离子作为定量离子,
可以提高检测的稳定性.

２．２　色谱条件优化

３种甲基咪唑化合物是同分异构体,分子量相同,裂
解定量离子也相同,因此需优化色谱条件来分离３种甲

基咪唑化合物.首先采用C１８系列色谱柱,研究发现增加

色谱柱长度对３种甲基咪唑出峰时间影响较小,出峰时

间均在１min左右,且３种甲基咪唑保留时间一致,再选

用C８色谱柱,分离效果无改善.目标化合物出峰时间较

早,易与样品基质同时出峰,影响分析结果的准确性.甲

基咪唑化合物是含氮极性小分子化合物,C１８或 C８色谱柱

对此类化合物保留能力弱,因此出峰时间早,不能有效分

离３种化合物.因此选择保留能力与 C１８相反的亲水性

色 谱 柱 (HILIC)来 分 离３种 甲 基 咪 唑 .研 究 选 择 了
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表１　甲基咪唑化合物的质谱参数表†

Table１　Massspectrumparametersofmethylimidazolecompounds

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量/eV RFＧlens

１Ｇ甲基咪唑 ８３．０１ ５５．９７∗ ,６７．９７ １７．０５,２６．７４ ５８

２Ｇ甲基咪唑 ８３．０２２ ５５．９７∗ ,６７．９７ １８．６１,３０．４４ ６０

４Ｇ甲基咪唑 ８３．０２２ ５５．９７∗ ,４２．０４２ ５．２５,１７．５５ ５９

１Ｇ甲基咪唑ＧD６ ８９．０５ ６１．０７１∗ ,７１．０４２ １８．４０,２７．９１ ５９

２Ｇ甲基咪唑ＧD６ ８８．１ ６１．０４２∗ ,４４．０４２ ２１．６４,２０．６３ ６１

４Ｇ甲基咪唑ＧD６ ８８．１ ６０．０７１∗ ,４４．９７ １８．６５,２８．８０ ６０

　　　　　　　　　　　†　∗定量离子.

DikmaInspire HILIC(２．１ mm ×１００ mm,３ μm)、

UltimateUHPLCHILIC(２．１mm×１５０mm,１．８μm)和

WatersACQUITYUPLCBEH AmideHILIC(３．０mm×
１５０mm,１．７μm)在其最优的色谱条件下分离３种甲基咪

唑,结 果 表 明 Waters ACQUITY UPLC BEH Amide
HILIC 色谱柱能有效分离３种甲基咪唑化合物,其他两

种色谱柱可将３种甲基咪唑化合物的保留时间延后,但

不能 将 ３ 种 同 分 异 构 体 化 合 物 有 效 分 离,因 此 选 择

WatersACQUITYUPLCBEH AmideHILIC进行检测

分析.此色谱柱填料为１．７μm的BEH HILIC颗粒,具有

高分离度、高柱效、高分析速度等特点,因此可以将３种同

分异构体化合物进行分离,通过单一标准物质进样分析,

出峰的顺序分别为１Ｇ甲基咪唑、４Ｇ甲基咪唑、２Ｇ甲基咪唑,

３种甲基咪唑及其内标化合物定量离子色谱图见图１.

图１　３种甲基咪唑化合物及其内标混合标准溶液定量离子色谱图

Figure１　Quantitativeionchromatogramofthreemethylimidazolecompoundsandtheirinternal
standardmixedstandardsolutions

２．３　提取试剂的优化

甲基咪唑化合物易溶于水,因此选用水系溶剂进行

提取.研究选择水、２％甲酸水溶液、２％三氯乙酸水溶液

进行提取效果对比,结果见图２.由图２可知,３种提取试

剂均能提取３种甲基咪唑化合物,当用水提取时,甲基咪

唑化合物回收率最低,２％三氯乙酸的提取回收率最高.
在净化过程中,水提取溶液过柱净化速度最慢,２％三氯

乙酸提取溶液最快.结合提取回收率和净化效率,选择

三氯乙酸溶液作为提取试剂.复合食用香精中含有肽、
氨基酸、蛋白质、脂肪等,在提取甲基咪唑的前处理过程

中,三氯乙酸可以有效沉淀蛋白质,提高提取效率.研究

进一步比较了１％三氯乙酸溶液、２％三氯乙酸溶液、５％
三氯乙酸溶液、１０％三氯乙酸溶液的提取效果,见图２.

由图２可知,随三氯乙酸提取液体积分数的升高,甲基咪

唑化合物的回收率逐步升高,但当三氯乙酸体积分数≥
５％时,甲基咪唑化合物的回收率变化较小.这是因为随

三氯乙酸提取液体积分数的升高,提取剂中三氯乙酸沉

淀杂质的能力越强,当三氯乙酸体积分数为５％时,样品

已被处理澄清,达到最佳的净化效果,过量的三氯乙酸溶

液会增加后续淋洗次数.因此,选择５％的三氯乙酸提取

作为香精中甲基咪唑的提取液.

２．４　净化固相萃取柱的优化

在最优提取工艺条件下,比较了强阳离子固相萃取

柱(SCX)、混合阳离子固相萃取柱(PCX)、弱阳离子固相

萃取柱(WCX)对３种甲基咪唑的净化效果.不同固相

萃 取柱净化回收率见图３.结果表明,经PCX柱净化后,
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图２　不同提取剂对甲基咪唑回收率的影响

Figure２　Effectsofdifferentextractantsontherecovery
ofmethylimidazole

３种甲基咪唑化合物回收率最高,WCX固相萃取柱净化

回收率最低.PCX柱利用阳离子交换机理提供了离子交

换与反相保留双重保留模式,对碱性化合物具有高的选

择性,而 WCX 柱填充了混合型弱阳离子交换反相吸附

剂,对强碱性的化合物具有高选择性,适用的pH 值范围

比较窄,SCX柱填料键合基团通常为(苯)磺酸基,一般用

于有机碱类化合物净化.３种甲基咪唑为含氮五元芳香

杂环化合物,呈弱碱性,PCX柱对３种甲基咪唑进行选择

性吸附,选择不同极性淋洗液淋洗净化,氨化甲醇洗脱回

收目标物,达到富集目标化合物并消除杂质,降低杂质引

起的基质效应.

２．５　线性关系、检出限和定量限

由表２可 知 ,当 质 量 浓 度 为５．０~４００．０ng/mL时 ,

图３　不同固相萃取柱对甲基咪唑回收率的影响

Figure３　EffectsofdifferentsolidphaseextractioncolＧ
umnsontherecoveryofmethylimidazole

３种甲基咪唑化合物的线性关系良好,相关系数 R２ ≥

０．９９７,检 出 限 (LOD)为 ０．０３０~０．４５μg/kg,定 量 限

(LOQ)为０．１０~１．５μg/kg,此方法对３种甲基咪唑的检

出限和定量限灵敏度高于 GB５００９．２８２—２０２０.３种甲

基咪唑分子量相同,但分子结构不同,在同一质谱条件下

响应度有差异,因此检出限和定量限也不同.

２．６　准确度和精密度

由表３可知,当甲基咪唑化合物加标量为５．０μg/kg
时,回收率在８２．８％~１１１．７％,相对标准偏差 RSD 为

１．２％~６．６％;当甲基咪唑化合物加标量为１０．０μg/kg
时,回收率在８５．５％~１０５．２％,RSD为１．３％~９．３％;当

甲基 咪 唑 化 合 物 加 标 量 为 ５０．０μg/kg 时,回 收 率 在

８８．０％~１０７．４％,RSD 为 １．７％ ~９．１％.不 同 内 标

物加标量条件下加标回收率和精密度良好,符合GB/T

表２　甲基咪唑化合物的线性、相关系数、检出限和定量限

Table２　Standardlinearity,correlationcoefficient,LODandLOQofmethylimidazolecompounds

化合物 标准曲线方程 R２ 检出限/(μg􀅰kg－１) 定量限/(μg􀅰kg－１)

１Ｇ甲基咪唑 Y＝０．１３９４４７X ０．９９９８ ０．０８８ ０．２９

２Ｇ甲基咪唑 Y＝０．０４６８１２X ０．９９７８ ０．４５０ １．５０

４Ｇ甲基咪唑 Y＝０．０２６２４６９X ０．９９８６ ０．０３０ ０．１０

表３　甲基咪唑化合物的回收率和精密度

Table３　Recoveryandprecisionofmethylimidazolecompounds ％

基质种类 化合物
加标量５．０μg/kg

回收率 RSD

加标量１０．０μg/kg

回收率 RSD

加标量５０．０μg/kg

回收率 RSD

１Ｇ甲基咪唑 １１１．７ １．４ １０５．２ １．３ １０７．４ １．７
液体基质　 ２Ｇ甲基咪唑 １０３．４ １．２ ９９．４ １．５ １０５．８ ３．９

４Ｇ甲基咪唑 １０３．５ １．７ １０１．２ １．７ １０５．８ ２．９

１Ｇ甲基咪唑 ９５．０ ５．３ ９４．２ ４．４ ９８．９ ２．６
半固体基质 ２Ｇ甲基咪唑 ９７．１ ６．６ ９６．７ ５．８ ９８．１ ３．７

４Ｇ甲基咪唑 ９７．２ ４．９ ８９．０ ３．４ １０６．７ ４．６

１Ｇ甲基咪唑 ８２．８ ４．１ ９２．３ ５．５ ８８．０ ６．４
固体基质　 ２Ｇ甲基咪唑 ９２．３ ５．５ ８５．５ ９．３ ９８．１ ６．７

４Ｇ甲基咪唑 ９７．２ ４．９ ８９．０ ３．４ ９８．４ ９．１
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２７４０４—２００８中检测方法确认技术要求.结果表明检验

方法准确可靠,满足甲基咪唑检测要求.

２．７　实际样品检测

采用所建立的方法对市售２０种食用香精进行检测,

由表４可知,样品中有１０份检出上述３种甲基咪唑,检出

率为５０％.样品中１Ｇ甲基咪唑的含量在５．６~３２．２μg/kg,

２Ｇ甲基咪唑的含量在５．２~１６０．２μg/kg,鸡肉粉、牛肉粉

和猪骨粉的中２Ｇ甲基咪唑含量超过１００μg/kg.４Ｇ甲基咪

唑的含量在５．１~１７８．９μg/kg,牛肉粉和羊肉粉的４Ｇ甲基

咪唑含量超过了１５０μg/kg,其中羊肉粉中４Ｇ甲基咪唑含

量最高,为１７８．９μg/kg,但远低于焦糖中４Ｇ甲基咪唑的限

量值２００mg/kg.食品中甲基咪唑大多来源于焦糖色素,

但市售样品中检出甲基咪唑化合物的香精配料均属肉类

香精且均不含焦糖色素,说明肉类香精产品中甲基咪唑

化合物来源不是焦糖色素而是肉类酶解物、还原糖和氨

基酸发生复杂的美拉德反应而产生的.因此通过控制美

拉德反应条件可以控制部分香精产品中甲基咪唑化合物

的含量,使产品安全性可控.

表４　市售香精中３种甲基咪唑类化合物的含量†

Table４　Contentsof３methymidazolecompoundsinfoodflavorssoldinmarket μg/kg

样品 １Ｇ甲基咪唑 ２Ｇ甲基咪唑 ４Ｇ甲基咪唑 样品 １Ｇ甲基咪唑 ２Ｇ甲基咪唑 ４Ｇ甲基咪唑

猪骨膏 １６．０ １３．６ １３．５ 猪骨粉　 ３２．２ １００．３ １３５．２

鸡肉粉 ２２．１ １１０．４ １１２．１ 羊肉粉　 １２．５ ９８．２ １７８．９

鸡肉膏１ １４．３ ８．４ ９．０ 鸡油鸡精 － － －

鸡肉膏２ １４．５ ８．４ ９．３ 猪肉粉　 ２２．５ ９０．５ １３５．２

牛肉膏 ７．１ ５．２ ５．１ 玉米香精 － － －

牛肉粉 １５．４ １６０．２ １７５．７ 牛奶香精 ５．６ １０．５ ３５．６

烧肉鸡精 － － － 鲜奶精　 － － －

麻辣香精 － － － 橙味香精 － － －

椰油香精 － － － 咖啡香精 － － －

黑鸭味鸡精 － － － 卤肉香精 － － －

　　　†　“－”表示未检出.

３　结论

３种甲基咪唑为同分异构体,分子量小,此类化合物

易产生基质效应,因此采用水性柱分离,固相萃取柱吸附

净化.采用液相色谱与质谱联用法进行定性分析,使用

内标法定量,降低了基质效应影响,保证了检验方法的可

靠性和稳定性.利用建立的方法验证了食用香精中甲基

咪唑化合物检测的适用性,结果显示该方法定量限优于

国家标准.而且该方法快速、高效、灵敏度高,可应用于

食用香精中３种甲基咪唑的定量检测.后续将对其他类

型食品中甲基咪唑含量测定进行方法适用性研究.
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