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气相色谱－串联质谱法测定香精香料中的香豆素和黄樟素

李长于１，２，李祖光１，周示玉１，叶丹凤１，刘文涵１
（１．浙江工业大学化学工程与材料学院，浙江 杭州　３１００１４；

２．浙江省质量技术监督检测研究院，浙江 杭州　３１００１３）

摘要：采用乙醇超声提取，丙酸苯乙酯为内标进行定量，气相色谱－离子阱串联质谱法测定香精香料中香豆素

和黄樟素的含量。选取香豆素的母离子和子离子分别为ｍ／ｚ　１４６和ｍ／ｚ　１１８，黄樟素的母离子和子离子分

别为ｍ／ｚ１６２和ｍ／ｚ１３１，内标丙酸苯乙酯选择ｍ／ｚ１０４为定量离子。结果表明，香豆素和黄樟素在０．０５～
５ｍｇ／Ｌ范围内呈良好线性关系（ｒ＞０．９９５），方法的检测限（Ｓ／Ｎ＝３）香豆素为０．００４ｍｇ／Ｌ、黄樟素为０．００２

ｍｇ／Ｌ，加标回收率为９０．０％～１３１．２％。该方法操作简单、快速、灵敏度高，适用于香精香料中香豆素和黄

樟素的快速检测。

关键词：香豆素；黄樟素；香精香料；气相色谱－串联质谱（ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）
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　　香豆素（ｃｏｕｍａｒｉｎ）又名邻羟基桂酸内酯和

１，２－苯并吡喃酮，是广泛存在于自然界中的一种
内酯类化合物，在芸香科和伞形科植物中存在最
多，其次存在于豆科、兰科、木樨科、茄科和菊科
植物，少数来自微生物［１］。毒理实验发现，香豆
素对小鼠胚胎有毒性，能引起痛觉消失，使中性
胆碱醋酶发生变化，对大鼠为可疑致肿瘤物。欧
盟规定，对于洗去型化妆品，香豆素含量不得超
过３０μｇ／ｇ，对于非洗去型化妆品，香豆素含量
不得高于１０μｇ／ｇ

［２］。黄樟素（ｓａｆｒｏｌｅ）又称黄樟
油素、黄樟脑，它主要存在于沉水樟、坚叶樟等樟
属植物的精油中［３］。黄樟素是合成洋茉莉醛、香
兰素、胡椒基丙酮及胡椒基丁醚等香料化学品的
一种重要原料，同时黄樟油中含黄樟素，是一种
天然香精，曾用于食品添加剂和化妆品中。但近
年来有研究表明，黄樟素能在肝组织中形成黄
樟素－脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）加合物，对人体有一
定的毒副作用，易诱发基因突变和肝损伤，甚至
肝癌，是消化系统、血液系统、泌尿系统的强致癌
物［４］。因此，目前世界各国均禁止将黄樟素作为
香料和食品添加剂直接使用。在香精香料生产
过程中有可能由天然植物精油带入香豆素和黄

樟素成分，因此对香精香料进行质量控制是非常
必要的。
目前，关于香豆素和黄樟素的测定方法有液

相色谱［５－１０］、气相色谱和气相色谱－质谱联用
法［１１－１７］。串联质谱能够提供足够的化合物结构
信息，可用于定性分析及推测化合物结构［１８］，准
确可靠，特征母离子和子离子的一一对应性使之
排除干扰能力强，定量时本底值低，检测灵敏度
高，特别适用于分析背景干扰严重、定性困难、被
测化合物含量很低的样品，该技术在食品有机污
染物检测方面［１９－２３］已得到应用。对于香精香料
中的香豆素和黄樟素，国内外还未见利用气相色
谱－离子阱串联质谱（ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）法进行检测的
报道。本研究采用气相色谱－离子阱串联质谱法
检测香精香料中的香豆素和黄樟素，并对目前市
场上使用的各种香精香料样品进行分析检测。

１　试验部分
１．１　主要仪器与装置

ＣＰ　３８００－Ｓａｔｕｒｎ　２０００气相色谱－质谱联用
仪：美国Ｖａｒｉａｎ公司产品，配有液体化学源（ＣＩ，
色谱级乙腈为化学电离反应试剂）。

１．２　主要材料与试剂
香豆素、黄樟素和丙酸苯乙酯标准品（纯度

大于９９．９％）：迪马公司产品；乙醇（分析纯）：杭
州化学试剂有限公司产品；市售的各种香精香料
样品。

１．３　标准溶液配制
香豆素和黄樟素混合标准溶液的配制：准确

称取０．０１ｇ香豆素和０．０１ｇ黄樟素于１００ｍＬ
容量瓶中，用乙醇稀释定容至刻度，配制成１００
ｍｇ／Ｌ混合标准溶液，然后用乙醇溶液分别稀释
至１０ｍｇ／Ｌ，摇匀，置于４℃冰箱储存，备用。
丙酸苯乙酯内标溶液的配制：准确称取

０．０１ｇ丙酸苯乙酯于１００ｍＬ容量瓶中，用乙醇
稀释定容至刻度，配制成１００ｍｇ／Ｌ丙酸苯乙酯
内标溶液，然后用乙醇分别稀释至１０ｍｇ／Ｌ和１
ｍｇ／Ｌ，摇匀，置于４℃冰箱储存，备用。
不同浓度的香豆素和黄樟素混合标准溶液

的配制：用乙醇溶液将１０ｍｇ／Ｌ混合标准溶液
逐级稀释成以下浓度：５．０、２．０、１．０、０．５、０．１、

０．０５ｍｇ／Ｌ，每级标液中内标丙酸苯乙酯浓度均
为１ｍｇ／Ｌ。

１．４　样品前处理方法
准确称取０．２ｇ香精香料样品于５０ｍＬ锥

形瓶中，加入３ｇ无水 Ｎａ２ＳＯ４ 除水，然后加入

１０ｍＬ含内标（丙酸苯乙酯内标浓度为１ｍｇ／Ｌ）
的乙醇溶液，超声２０ｍｉｎ，静置；然后将锥形瓶
中的提取液全部转入１０ｍＬ容量瓶中，并用乙
醇清洗锥形瓶３次，清洗液也转入容量瓶中，定
容至刻度，超声均匀后静置过夜。取１μＬ上层
清液进行ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。

１．５　试验条件

１．５．１　色谱条件　毛细管色谱柱：ＤＢ－５ｌｏｗ
ｂｌｅｅｄ／ＭＳ，３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ（Ｊ＆Ｗ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＣＡ，ＵＳＡ）；进样口温度：２５０ ℃；载
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气：Ｈｅ，纯度９９．９９９％，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；程序
升温：柱温１００℃，保持１ｍｉｎ，以３℃／ｍｉｎ升至

１６０℃，然后以２０℃／ｍｉｎ升至２８０℃，保持５
ｍｉｎ；进样量１．０μＬ；不分流进样。

１．５．２　质谱条件　采用电子轰击方式进行离子
化，ＥＩ电离能量７０ｅＶ，离子阱温度１５０℃，歧管
温度４０℃，传输线温度２５０℃，溶剂延迟时间８
ｍｉｎ。香豆素母离子为ｍ／ｚ　１４６，子离子为ｍ／ｚ
１１８，碰撞电压（ＣＩＤ）０．５０Ｖ；黄樟素母离子为

ｍ／ｚ１６２，子离子为ｍ／ｚ１３１，碰撞电压０．７８Ｖ；

ＣＩＤ模式均采用共振模式；内标物丙酸苯乙酯选
择ｍ／ｚ１０４为定量离子。

２　结果与讨论
２．１　串联质谱条件的优化
吸取１μＬ浓度为５．０ｍｇ／Ｌ香豆素和黄樟

素混合标准溶液进样，在电子轰击电离方式下进
行全扫描，对二级质谱条件进行优化，得到香豆
素和黄樟素的ＥＩ－ＭＳ质谱图，分别示于图１和
图２。

图１　香豆素的ＥＩ－ＭＳ质谱图

Ｆｉｇ．１　ＥＩ－ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ

图２　黄樟素的ＥＩ－ＭＳ质谱图

Ｆｉｇ．２　ＥＩ－ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓａｆｒｏｌｅ

　　ＭＳ／ＭＳ分析中对子离子谱影响最大的是
碰撞电压，如果碰撞电压太高，母离子完全碎裂；
如果碰撞电压太低，母离子没有碎裂或子离子碎
片过少，化合物的结构信息不足。试验对选定的
母离子逐渐加大碰撞电压，比较不同碰撞电压的

ＭＳ／ＭＳ图谱，选择最佳的碰撞电压和其他分析
条件，以便得到尽可能丰富的结构信息。选择合
适的母离子和子离子是保证目标化合物获得最

佳灵敏度的重要因素，通常从目标化合物的一级
质谱中选择响应较大的特征离子作为母离子，可
得到更高的灵敏度，所以本研究以香豆素分子离
子ｍ／ｚ１４６和黄樟素分子离子ｍ／ｚ　１６２作为母
离子进行ＡＭＤ（Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｄｅｖｅｌｏｐ－
ｍｅｎｔ），确定合适的碰撞电压，实验结果列于表１
和表２。

表１　碰撞电压对香豆素 ＭＳ／ＭＳ谱图的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ＣＩＤ
ｏｎ　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ

碰撞电压／Ｖ
母离子／（ｍ／ｚ）和

相对丰度／％

子离子／（ｍ／ｚ）和

相对丰度／％

０．２０　 １４６（１００） １１８（２３）

０．３０　 １４６（１００） １１８（２７）

０．４０　 １４６（２５） １１８（１００）

０．４６　 １４６（１０） １１８（１００）

０．５０　 １４６（４） １１８（１００）

０．６０　 １４６（０） １１８（１００）

０．８０　 １４６（０） １１８（１００）

１．００　 １４６（０） １１８（１００）

　　注：带下划线为定量子离子

表２　碰撞电压对黄樟素 ＭＳ／ＭＳ谱图的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ＣＩＤ
ｏｎ　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓａｆｒｏｌｅ

碰撞电压／Ｖ
母离子／（ｍ／ｚ）和

相对丰度／％

子离子／（ｍ／ｚ）和

相对丰度／％

０．２０　 １６２（１００） １３１（４），１６１（２７）

０．４０　 １６２（１００）
１３１（９１），１３２（９７），

１６１（７０），１０４（３６）

０．６０　 １６２（３４） １３１（１００），１３２（６２），１０４（５２）

０．７２　 １６２（１０） １３１（１００），１３２（４７），１０４（５３）

０．７８　 １６２（８） １３１（１００），１３２（３５），１０４（５４）

０．８０　 １６２（０） １３１（１００），１３２（３２），１０４（６０）

１．００　 １６２（０） １３１（１００），１３２（２５），１０４（５８）

　　注：带下划线为定量子离子
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　　由表１可知，当碰撞电压小于０．４０Ｖ时，香
豆素母离子有少量碎裂；当碰撞电压逐渐上升，
母离子的丰度逐渐下降，子离子的丰度上升；当
碰撞电压为０．４６～０．５０Ｖ时，母离子已大部分
碎裂；直到碰撞电压为０．６０Ｖ时，母离子完全碎
裂，ｍ／ｚ１４６母离子消失。因此本试验选择香豆
素最佳碰撞电压为０．５０Ｖ，香豆素的 ＥＩ－ＭＳ／

ＭＳ分析结果示于图３。同理，由表２可知，当碰
撞电压小于０．６０Ｖ时，黄樟素母离子有少量碎
裂；当碰撞电压逐渐上升，母离子的丰度逐渐下
降，子离子的丰度上升；当碰撞电压为０．７２～
０．７８Ｖ时，母离子已大部分碎裂；直到碰撞电压
为０．８０Ｖ时，母离子完全碎裂，ｍ／ｚ１６２母离子
消失。因此本试验选择黄樟素最佳的碰撞电压
为０．７８Ｖ，黄樟素的ＥＩ－ＭＳ／ＭＳ分析结果示于
图４。

图３　香豆素的ＥＩ－ＭＳ／ＭＳ质谱图

Ｆｉｇ．３　ＥＩ－ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ

图４　黄樟素的ＥＩ－ＭＳ／ＭＳ质谱图

Ｆｉｇ．４　ＥＩ－ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｓａｆｒｏｌｅ

２．２　标准曲线的绘制
根据香豆素和黄樟素的二级质谱图，选取香

豆素最高峰强度子离子ｍ／ｚ　１１８、黄樟素最高峰

强度子离子ｍ／ｚ１３１作为定量离子；内标丙酸苯
乙酯ｍ／ｚ１０４为定量离子。根据标准溶液中香
豆素、黄樟素分别与丙酸苯乙酯内标峰面积的比
值（ｙ）和浓度的比值（ｘ）作图，示于图５和图６。
结果显示，香豆素和黄樟素的标准溶液在０．０５～
５ｍｇ／Ｌ范围内，所得峰面积比与浓度比的线性
关系均较良好，线性回归方程和相关系数分别
为：ｙ＝０．４９２　１ｘ＋０．０４０　１，ｒ＝０．９９８和ｙ＝
０．３８７　７ｘ＋０．０１１　５，ｒ＝０．９９９。

图５　香豆素的标准曲线

Ｆｉｇ．５　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ

图６　黄樟素的标准曲线

Ｆｉｇ．６　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｓａｆｒｏｌｅ

２．３　精密度试验及检测限
将浓度为０．１ｍｇ／Ｌ香豆素和黄樟素混合

标准溶液重复进样７次，经测定计算得到香豆素

和黄樟素的 ＲＳＤ值分别为３．１８％和２．８４％。

检测限（ＬＯＤ）的计算是根据进样０．０５ｍｇ／Ｌ混
合标准溶液，在信噪比（Ｓ／Ｎ）为３的条件下，计
算得到香豆素和黄樟素的检测限分别为０．００４、

０．００２ｍｇ／Ｌ。

２．４　回收率试验结果
采用标准加入法进行回收率试验，对方法的
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准确度进行考察。在空白香精香料样品中，按
高、中、低３个水平分别加入１．０，０．５，０．２ｍＬ　１０

ｍｇ／Ｌ香豆素和黄樟素的混合标准溶液，每个浓
度水平进行５次平行试验，结果列于表３。

表３　回收率试验结果（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ　ａｎｄ　ｓａｆｒｏｌｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｐｉｋｅｄ　ａｍｏｕｎｔｓ（ｎ＝５）

待测物 标准加入量／μｇ 测定值／μｇ 平均值／μｇ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

２．０　 １．９５　 ２．０４　 ２．４１　 ２．２０　 ２．３４　 ２．１９　 １０９．５　 ８．８８

香豆素 ５．０　 ５．８４　 ６．３９　 ６．４２　 ６．６５　 ７．０２　 ６．４６　 １２９．２　 ６．６６

１０．０　 １３．８１　 １３．１４　 １２．３１　 １１．８１　 １４．５３　 １３．１２　 １３１．２　 ８．３８

２．０　 １．７６　 １．７９　 ２．０１　 １．６３　 １．７９　 １．８０　 ９０．０　 ７．６１

黄樟素 ５．０　 ４．４３　 ４．３９　 ４．８５　 ４．９６　 ４．３４　 ４．５９　 ９１．８　 ６．２８

１０．０　 ９．７９　 ９．４０　 ９．３７　 ９．４７　 ９．８８　 ９．５８　 ９５．８　 ２．４６

　　计算结果显示，香豆素和黄樟素在不同添加
量样品中的平均回收率分别为 １０９．５％ ～
１３１．２％和９０．０％～９５．８％。

２．５　实际样品检测
按试验方法对市售的１００多个香精香料样

品进行分析，大部分样品中均未检出香豆素和黄
樟素，只有极少数样品中检出香豆素或黄樟素，
其中５种市售香精香料样品的检测结果列于表

４。根据香豆素和黄樟素的色谱保留时间以及其
特征质谱图，对检出香豆素或黄樟素的样品进行
了定性确认，选择香豆素特征离子 ｍ／ｚ　１１８、

ｍ／ｚ１４６，黄樟素特征离子ｍ／ｚ　１３１、ｍ／ｚ　１０４为
定性离子，样品的色谱保留时间和质谱碎片离子
必须与标准品完全吻合。

表４　采用本方法测得的香精香料

中香豆素和黄樟素的含量

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｃｏｕｍａｒｉｎ
ａｎｄ　ｓａｆｒｏｌｅ　ｉｎ　ｆｌａｖｏｒ　ａｎａｌｙｚｅｄ　ｂｙ　ｔｈｉｓ　ｍｅｔｈｏｄ

样品 香豆素含量／（μｇ／ｇ） 黄樟素含量／（μｇ／ｇ）

样品１ ＮＤ　 ＮＤ

样品２　 ０．０５ ＮＤ

样品３　 ４．２０ ＮＤ

样品４ ＮＤ　 ０．１６

样品５　 ５．３３ ＮＤ

　　注：ＮＤ表示未检出

３　结论
本研究建立了香精香料样品中香豆素和黄

樟素的气相色谱－离子阱串联质谱分析方法。样
品只需乙醇超声处理，就可以直接进样，前处理

步骤简单，结合串联质谱排除干扰能力强，定量
时本底值低的特性，该方法具有快速简便、检测
灵敏度高，准确可靠，重现好，适合于香精香料或
食品添加剂等复杂样品中的香豆素和黄樟素的

检测，同时也为其他复杂样品中香豆素和黄樟素
含量的测定提供了可借鉴的方法。
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