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实验技术与方法
固相萃取*超高效液相色谱*串联质谱法测定啤酒中 )*甲基咪唑的含量

李建平!渠志华!王辰!马永民
!天津市疾病预防控制中心卫生检测所"天津#.%%%$$#

摘#要!目的#建立啤酒中 )*甲基咪唑的固相萃取*超高效液相色谱*串联质谱检测方法" 方法#样品经水提取!

(L>A>d<c固相萃取柱净化!经色谱柱 6>?BCH(<gXVP[KSU<$+柱%$%% JJ_&-$ JJ!$-" %J&分离!超高效液相色

谱*串联质谱多反应监测%b’b&模式测定!内标法定量" 结果#方法的线性范围为 $-% i&%% %L0Y!标准曲线线性

相关系数为 %-/// .!检出限为 , %L0IL" 高’中’低 . 个浓度水平的加标回收率为 ++-&^ i+/-,^!相对标准偏差

小于 !^" 结论#本方法灵敏’快速’准确!可用于啤酒中 )*甲基咪唑的测定"
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##焦糖色是我国允许使用的一种食用着色剂%应
用广泛%涵盖食品+酿酒+制药等多个领域. 国际上
通常按其生产工艺把焦糖色分为四类$(普通焦
糖&*亚硫酸钾钠焦糖&&氨焦糖&+亚硫酸铵焦
糖. 我国 8K&",%!&%$) ’食品安全国家标准 食品
添加剂使用标准( ,$-中规定啤酒中&++类焦糖色
使用限量为 !% L0Y. &++类焦糖色在生产过程中
会 产 生 一 定 量 的 有 害 物 质 )*甲 基 咪 唑 " )*
JB?5GA=J=E>M@AB%)*bSV#%8K++$"!&%%$ ’食品添加

剂 焦糖色"亚硫酸铵法+氨法+普通法#( ,&-中规定%
)*甲基咪唑在焦糖色中含量小于 %-%&^%然而啤酒
并无相关卫生标准.

研究表明 ,.*)- %)*bSV能导致动物长肿瘤%有可
能给人体带来致癌风险%&%%" 年美国国家毒理学计
划"7Pd#将其列为致癌物 ,!- . &%$$ 年’加州 ,! 号
提案(确定其无显著风险水平"7F’Y#为每天 %-%)!
JL0IL,,- . 目前%)*bSV检测方法主要有分光光度
法 ,"- +色谱法 ,+*$&-和色谱*质谱联用法 ,$.*$+-等. 国内
对 )*bSV的检测主要集中于焦糖色原料%其次是对
其相关食品酱油和可乐%对啤酒中 )*bSV含量测定
鲜见报道. 本研究建立固相萃取*超高效液相色谱*
串联质谱法测定啤酒中 )*bSV含量%旨在为啤酒的
安全性评价以及相关标准的制定提供技术支持.
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$#材料与方法
$-$#主要仪器与试剂

(<gXVP[Pb XdY<*PgZbF0bF 液质联用仪"美

国 6>?BCH#+高速离心机+十万分之一电子天平+
c6+%*(漩涡振荡器+kg*&%%kZK型超声波清洗
器+真空过柱装置.

(L>A>d<c固相萃取柱 "天津博纳艾杰尔公
司%,% JL0. JA# %临用前依次用 . JA甲醇活化和
. JA水平衡&)*bSV标准品"$%.%" %含量 //-)^%

德 国 ZC2S5CB;H?@C4BC# % )*bSV*Z! " b$/$d$& %
/+-"^%加拿大 <0Z07VFWP@NBH# %乙腈+甲醇+

甲酸"纯度"/+^#均为色谱纯%氨水 "分析纯 # %

盐酸"优级纯 # %水为超纯水%其他试剂均为分
析纯.
$-&#方法
$-&-$#标准溶液的配制

)*甲基咪唑标准储备液的配制$称取 )*bSV
,-&/ JL"精确至 %-%%% $ L#%用水溶解后转移至
&! JA容量瓶中%加水定容% 配制成质量 浓度 为
&!% %L0JA的标准储备液%于 ) a条件下保存. 精密
量取上述储备液适量%加水制成每 $ JA含 $-% %L

的标准使用液%用于标准曲线的配制.

)*bSV*Z! 标准储备液的配制$称取 )*bSV*Z!
/-.+ JL"精确至 %-%%% $ L#%用水溶解后转移至
&! JA容量瓶中%加水定容% 配制成质量 浓度 为
."% %L0JA的标准储备液%于 ) a条件下保存. 精密
量取上述储备液适量%加水制成每 $ JA含 %-! %L

的对照内标使用液.
$-&-&#样品处理

提取$将啤酒倒入烧杯中超声 $% J=; 除尽二氧
化碳%取约 !-% L"精确至 %-%$ L#于 $%% JA容量瓶
中%加入水至刻度%混匀. $% %%% C0J=; 离心 ! J=;%

取上清液备用.

净化$移取约 $-%% JA提取液加入 $-+ JA水%加
入 $%% %A%-%& J@A0Y盐酸溶液%加入 $%% %A内标使
用液%混匀后倾入已活化的固相萃取小柱中%待液
体全部流出后%用 . JA水+. JA甲醇淋洗小柱%用
. JA含 !^氨水的甲醇溶液洗脱%收集洗脱液%置于
)! a水浴氮吹浓缩至干%残渣用 $-%% JA水溶解%过
%-&& %J滤膜后%待测.
$-&-.#仪器条件

色谱条件$色谱柱 6>?BCH(<gXVP[KSU<$+柱
"$%% JJ_&-$ JJ%$-" %J#%柱温 .% a&进样体积
$% %A&流动相 (为 ! JJ@A0Y甲酸铵%流动相 K为乙
腈%梯度洗脱%梯度洗脱程序见表 $.

表 $#梯度洗脱程序

P>RAB$#8C>E=B;?BA:?=@; NC@LC>J
时间0J=; 流速0"JA0J=;# 流动相 (0̂ 流动相 K0̂

% %-&! /! !

%-!% %-&! /! !

$-!% %-&! ,% )%

$-!$ %-&! $% /%

&-%% %-&! $% /%

&-%$ %-&! /! !

.-%% %-&! /! !

##质谱条件$离子源$电喷雾离子源"SFVx#&扫
描方式$多反应监测"b’b#. 毛细管电压 %-! Ie%
离子源温度 $!% a%脱溶剂气温度 )!% a%脱溶剂气
流量 "%% Y05%其他参数见表 &.

表 &#)*bSV的质谱参数

P>RAB&#bF N>C>JB?BCH4@C)*bSV
化合物 母离子0"?)Y# 子离子0"?)Y# 碰撞能量0Be锥孔电压0e
)*bSV +&-/" !,-&.# %&+-%+ $.%$! ..
)*bSV*Z! ++-%) ,$-%+ $! ..

注$#为定量离子

&#结果与分析
&-$#固相萃取柱的选择

)*bSV是极性较强的碱性杂环化合物%因此阳
离子固相萃取柱对其有较高的选择性和灵敏度.
本研究 比较了 ) 种 阳离子 固 相 萃 取柱$ (L>A>
<AB>;BC?d<c" ,% JL0. JA#+P5BCJ@<c" ,% JL0
. JA#+6>?BCHW>H=Hb<c" ,% JL0. JA# 和 VH@A:?B
U<c",% JL0. JA#的萃取效率. 采用纯水加 )*bSV*
Z! 内标%过柱净化后计算柱子的绝对回收率%结果
见表 .. 试验结果表明%d<c和 <c回收率较高%因
此本试验采用 d<c固相萃取柱.

表 .#固相萃取柱回收率及精密度比较"F s,%^#

P>RAB.#’B3@OBC=BH>;E NCB3=H=@;H@4E=44BCB;?FdS3@A:J;H
固相萃取柱 平均回收率 PDV
b<c ).-% )-!)
d<c ""-) &-&"
U<c !,-! $)-,
<c ".-! )-++

&-&#仪器条件选择
&-&-$#色谱柱选择

)*bSV是强极性化合物%在反相 <$+柱上不易保
留. 本试验首先采用 (<gXVP[XdY<% UFF P.
"&-$ JJ_$%% JJ%$-+ %J#亲水色谱柱进行条件
摸索. UFF P. 柱上 )*bSV保留较好%灵敏度高%但
在实际样品测定中存在样品基质干扰. 采用
(<gXVP[XdY<% KSU <$+ " &-$ JJ_$%% JJ%
$-" %J#色谱柱%可降低乙腈比例实现了目标峰与
干扰组分的完全分离%见图 $.
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注$$ 为 )*bSV&& 为干扰峰

图 $#啤酒色谱图
D=L:CB$#<5C@J>?@LC>J@4RBBC

&-&-&#流动相的选择

)*bSV具有较强的亲水性%在色谱柱上的保留
较弱%为了兼顾 )*bSV在色谱柱上的保留与质谱上
的响应%对乙腈*! JJ@A0Y甲酸铵+乙腈*! JJ@A0Y
乙酸铵和乙腈*水三种流动相体系进行了考察. 结
果表明%!^乙腈比例 . 种流动相保留时间差别不
大%但在乙酸铵和水体系下%)*bSV色谱峰拖尾严
重%灵敏度下降近 $% 倍. 因此本试验采用乙腈*
! JJ@A0Y甲酸铵作为流动相%色谱峰峰形较好%灵
敏度高%见图 &.

图 &#)*甲基咪唑标准色谱图
D=L:CB&#<5C@J>?@LC>J@4)*bSV

&-&-.#质谱条件选择

本试验采用超高效液相色谱*串联质谱法进行
测定%具有更高的灵敏度和选择性. 试验中%通过
直接 进 样 法 确 定 )*bSV母 离 子 质 量 数 " ?)Y
+&-/"# %在此基础上优化碰撞能进行子离子扫描%
得到 ?)Y为 !,-&.+)&-$.+&+-%+ 三个子离子%选
择丰度最高的 ?)Y!,-&. 作为定量离子%由于 ?)Y
)&-$. 在样品测定时有干扰%故而选择 ?)Y&+-%+
作为定性离子.
&-.#检出限+精密度+回收率及线性范围

分别移取一定体积的 )*bSV标准使用液于

$-! JA进样瓶中%加入 $%% %A)*bSV*Z! 内标使用
液%加水补足至 $ JA. 配制成 )*bSV浓度分别为
$-%%+&-%%+!-%%+&%-%+!%-%+$%% 和 &%% %L0Y的标
准曲线%进样测定%以 )*bSV定量离子的峰面积与内
标峰面积的比值对 )*bSV浓度进行线性回归%线性
方程为 Bs%-%)$")Z‘%-%,$&&%相关系数 C为
%-/// .%表明 )*bSV在 $ i&%% %L0Y范围内线性关
系良 好% 以 . 倍 信 噪 比 计 算 )*bSV检 出 限
为, %L0IL.

取已知浓度的啤酒样品分别加入高+中+低 . 种
浓度水平的 )*bSV进行测定%计算回收率%如表 ) 所
示%. 个加标浓度水平下所得平均回收率均在
++-&^ i+/-,^之间%相对标准偏差均小于 !^.

表 )#方法回收率和精密度"F s,#

P>RAB)#’B3@OBC=BH>;E NCB3=H=@;H@4EB?BCJ=;>?=@;
样品含量
0"JL0IL#

加标值
0"JL0IL#

测定值
0"JL0IL#

回收率
0̂

PDV
0̂

%-$ %-$)+ ++-& %-)&
%-%!/ + %-! %-!%+ +/-, &-))

&-% $-+! +/-! $-,)

&-)#实际样品测定
应用该方法对市场上随机购买的 $$ 种啤酒进

行检测%)*bSV均有检出%含量在 %-%!& . i%-./%
JL0IL之间.

.#小结
采用固相萃取净化样品%超高效液相色谱*串联

质谱法测定啤酒中 )*甲基咪唑含量%样品处理简
单%方法灵敏度高%准确度好%分析时间短%大大提
高了工作效率%同时也为啤酒的食用安全性评价提
供了技术支撑.
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实验技术与方法
超高效液相色谱*串联质谱法测定牛奶中的黄曲霉毒素 b$
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摘#要!目的#建立超高效液相色谱*串联质谱测定牛奶中黄曲霉毒素 b$ 的方法" 方法#采用 (3h:=?G:NA3KSU

<$+液相色谱柱%!% JJ_&-$ JJ!$-" %J&!梯度洗脱!多反应监测%b’b&" 通过黄曲霉毒素 b$ 与免疫亲和柱中

抗体结合!确定了从牛奶中提取黄曲霉毒素 b$ 的处理条件并优化了质谱的测定参数" 结果#黄曲霉毒素 b$ 在
%-$ i$%-% ;L0JA的范围内线性良好!其回归标准曲线方程的相关系数为 %-//" +!回收率 /)-+^ i/+-&^!PDV为
&-.)^ i.-+"^!方法定量限为 %-%%! %L0IL" 结论#提供了一种有效检测牛奶中黄曲霉毒素 b$ 的方法"

关键词!牛奶# 黄曲霉毒素 b$ # 超高效液相色谱*串联质谱# 食品污染物# 检测方法
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