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微波蒸馏 2顶空固相微萃取 2气质联用检测鱼体中土霉味化合物

张　婷　李　林　陈　伟　宋立荣
(中国科学院水生生物研究所 , 淡水生态与生物技术国家重点实验室 , 武汉　430072)

摘要 :采用微波蒸馏 2顶空固相微萃取 2气质联用检测鱼体中常见的两种土霉味化合物 ,即 22甲基异茨醇 ( 22M IB )

和土腥素 ( Geosm in)。研究并优化了微波蒸馏萃取过程的关键参数 (微波蒸馏时间、载气流量 ) ,结果表明微波蒸

馏 6m in、载气流 70 mL /m in为土霉味化合物微波蒸馏萃取的最佳条件。在此优化的条件下 ,土霉味化合物能够充

分地从鱼体中蒸馏出来 ,再采用顶空固相微萃取的方法使馏分中的土霉味化合物吸附于纤维涂层上 ,将其在 250℃

高温下解吸 ,并用 GC2MS分析。基于此测定方法 ,鱼肉中 22甲基异茨醇和土腥素的检测限均达到 011μg/kg,且其

在 1—20μg/kg的范围内线性关系良好 ,相关系数 R 分别达到 01987、01995。因此 ,用该方法分析鱼体中痕量的

(ppb级 )的土霉味化合物 ,结果可靠。
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　　作为世界水环境研究热点及难点之一的水体异

味问题 ,国外自 20世纪 50年代就开始了大量的研

究。而我国在该领域尤其是水产品异味的研究起步

相对较晚 ,仅开始于 20世纪初 ,相关研究工作也涉

及较少。但近年来 ,我国淡水养殖业发展迅速 , 2007

年淡水养殖总体积已达到 218万亿立方米 ,居世界

第 6位。由于养殖的淡水鱼常常具有鱼腥味、土霉

味 ,致使不被广大消费者所接收 ,给水产养殖业造成

了巨大的经济损失。因此 ,在我国加强水体、水产品

异味问题的研究势在必行。

土霉味 ,主要由藻源性的萜类化合物土腥素

( Geosm in) 和 22甲基异茨醇 (22Methylisoborneol, 22
M IB ) 所引起 [ 1—3 ]

,其化学结构相对稳定且难以降

解 [ 4, 5 ]。目前 ,我国仅有的关于水产品土霉异味的

研究 [ 6, 7 ]只限于感官分析 ,检测结果粗略分为无异

味、异味轻微和异味严重三种程度 ,均无法做到定量

检测。据报道 ,人对鱼体中土霉味化合物 22M IB 和

Geosm in的气味阈值 (OTC)分别为 011—012μg/kg

和 0125—015μg/kg
[ 8 ]。由于每个人的味觉程度不

同 , 品尝出的鱼体异味程度也会有所差异 [ 9 ] , 而多

人品尝又不是切实可行的方法。因此 ,建立水产品

中痕量异味化合物的灵敏可靠的分析方法 ,对于我

国开展水体、水产品异味问题的研究及发展异味去

除策略都具有十分重要的意义。

1　材料与方法

111　仪器与试剂 　HP6890 GC25973MSD 气 2质联

用仪 (美国 ,惠普公司 ) ;色谱柱为 HP25MS, 5%苯

甲基聚硅氧烷弹性石英毛细管柱 ( 30m ×0125mm

× ID 0125 μm film , 美国 , J&W )。固相微萃取

SPME装置、聚二甲基硅氧烷 /二乙烯基苯涂层纤维

(65μm PDMS/DVB)、25 mL带 PTFE涂层硅橡胶垫

的螺口玻璃瓶均为 Supelco
µ (美国 , Sigma2A ldrich)

公司产品。LG W P700 (MS22040T, 1050W ,中国 )改

良微波炉 , Pharmacia B iotech MultiTempⅢ恒温水浴

(瑞典 , Pharmacia B iotech)。22甲基异茨醇 ( 22M IB,

100 mg/L)、土腥素 ( Geosm in, 100 mg/L )、十氢 212萘
酚 ( DHN, 100 mg/L ) 为 Supelco

µ (美国 , Sigma2
A ldrich) 公司试剂 ; NaCl 为国产分析纯试剂

(9915% ,中国 ,国药沪试 ) ,经 550 ℃烘烤 6h 后

使用。

112　微波蒸馏萃取方法 　取待测斑点叉尾 ( Ic2
ta lurus puncta tus) 的肌肉部分 ,匀浆 ,称 10 g左右 ,

放入 250 mL 微波萃取瓶中 ,用微量进样器向鱼样
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中添加内标物 DHN 使用液 (10 mg/L ) 5μL,固定

于微波炉中。冷凝循环水浴温度设为 4℃,载气为

氮气 ,并用 25 mL 固相微萃取瓶收集经微波蒸馏、

冷凝后的水样。微波蒸馏萃取装置 (图 1)。

图 1　微波蒸馏萃取装置示意图

Fig11　Sketch map of the experiment apparatus form icrowave mediated

　　　　　　 distillation

11211　微波蒸馏时间的优化 　向待测鱼肉中添加

异味化合物 22M IB、Geosm in标准品使用液 (10 mg/

L) 和内标物 DHN (10 mg/L) 各 5μL。混匀 ,使上

述三种化合物能够充分被鱼肉所吸收。固定微波萃

取瓶于微波炉中 ,调节载气流量为 80 mL /m in,开启

微波蒸馏装置、收集产物 ,参照李林等 [ 8 ]所建立的

方法对异味化合物进行检测。该实验设 8个时间梯

度 ,分别为 : 1、2、3、4、5、6、7、8 m in,每个时间点三个

平行。

11212　载气流量的优化 　在优化的微波蒸馏时间

条件下 ,改变载气流量 ,该实验设 6个载气流量梯

度 ,分别为 0、20、40、60、80、100 mL /m in,每个载气

流量设三个平行。

11213　回归方程的确立 　通过对微波蒸馏时间、载

气流量的优化 ,确定了微波活化萃取方法的最优条

件参数。在此基础上 ,求解出该方法的回归方程、线

性范围、检测限及回收率。本实验设 8组异味化合

物 22M IB、Geosm in浓度梯度 ,依次为 : 011、012、1、2、

3、5、10、15和 20μg/kg,每个浓度设三个平行。

113　顶空固相微萃取方法 　顶空固相微萃取方法

参照李林 [ 8 ]的方法进行。

114　GC2M S分析条件 　载气 :高纯 He,恒压 120

kPa;进样口温度 : 250℃;进样方式 : 2m in无分流进

样 ;程序升温 :初温 60℃,保持 2m in,以 5℃ /m in的

速率升至 200℃,保持 2m in,再以 20℃ /m in的速率

升至 250℃,保持 2m in;传输线温度 : 280℃;离子源

温度 : 230℃;电子能量 : 70 eV。鉴定鱼样中的未知

化合物采用质谱全扫描方式 ,质量范围为 40—350

amu。定量测定鱼样中痕量的异味化合物时 ,采用

质谱选择离子方式 ,特征离子 m / z 95、112、136分别

作为 22甲基异茨醇、土腥素、十氢 212萘酚的定量离

子 ,同时检测特征离子 m / z 135、125、121分别作为

两种土霉异味化合物和内标物的监控离子。

115　数据分析 　所有数据利用 O rigin 611 (美国 ,

O riginLab Corporation) 进行分析处理。

2　结 　果

211　微波蒸馏时间的优化 　

结果显示 ,异味化合物 22M IB和 Geosm in与内

标物 DHN 含 量 的 比 值 (M IB /DHN , Geosm in /

DHN ) 与微波蒸馏时间呈二次曲线关系 (图 2 ) ,

其回归方程分别为 YM IB /DHN = 0148839 + 0113274x

- 0101105x
2、YGeosm in /DHN = 2123838 + 0121104x -

0101813x
2

,相关系数的平方 R
2 分别达到 01959、

01964,其 p值均小于 01001。对上述两个回归方

程求出 Ymax所对应的时间点 , 发现 YM IB /DHN 和

YGeosm in /DHN最大值分别发生在 x = 610和 518时 ,即

微波蒸馏 6m in和 518m in可分别获得异味化合物

22M IB和 Geosm in萃取量的最大值。由于对水产

品中异味化合物 22M IB和 Geosm in的检测是同步

进行的 ,且 518m in与 6m in相差不大 ,也可近似看

作 6m in。因此 ,选取 6m in作为微波萃取的最优

时间。

212　载气流量的优化 　

结果显示 ,异味化合物 22M IB和 Geosm in与内

标物 DHN含量的比值 (M IB /DHN, Geosm in /DHN )

与载气流量也呈二次曲线关系 (图 3) ,其回归方程

分别为 YM IB /DHN = 0168739 + 0100303x - 1183482 ×

10
- 5

x
2、YGeosm in /DHN = 2138382 + 0101288x - 110317

×10
- 4

x
2

,相关系数的平方 R
2 分别达到 01871、

01965,其 p值均小于 01001。同 211,对这两个回归

方程求出 Ymax所对应的载气流量 ,发现 YM IB /DHN和

YGeosm in /DHN最大值 ( 01812, 21785) 分别发生在 x =

80和 60时 ,即载气流量为 80 mL /m in和 60 mL /m in

时可分别获得异味化合物 22M IB和 Geosm in萃取量

的最大值。而当 x = 70 时 , YM IB /DHN = 01810,

YGeosm in /DHN = 21780,分别与上述相应的最大值比较 ,

可见差异并不显著。所以 ,可以取其均值 70 mL /

m in作为最佳载气流量。
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213　方法的回归方程、线性范围及检测限 　

结果显示 ,异味化合物 22M IB和 Geosm in与内

标物 DHN含量的比值 (M IB /DHN, Geosm in /DHN )

与异味化合物浓度呈正相关 (图 4) ,其线性回归方

程分 别 为 YM IB /DHN = 0118026 + 0111796 x、

YGeosm in /DHN = 0145351 + 0104548 x,相关系数 R 分

别达到 01987、01995,其 p值均小于 010001。此结

果表明 :MWDE2SPME2GC2MS方法测定水产品中异

味化合物 22M IB和 Geosm in,在 1—20μg /kg线性范

围内测量结果准确可靠、灵敏度高 ,最低检出限

(S /N = 3) 达到 011μg/kg。

图 4　水产品异味化合物检测方法的线性方程

Fig14　L inear equation for the analysis of off2flavors in aquatic p roducts
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214　样品分析和回收率 　

采集枣阳熊河水库、新洲养殖鱼池中的鱼样 ,

按优化的微波蒸馏 2顶空固相微萃取条件富集鱼体

中的异味化合物 ,再用 GC2M S分析。回收率是样

品中加入一定量土霉异味化合物标准品得到的 ,

各样品的回收率基本都在 70% —120 %正常范围

内 (表 1 )。图 5是经微波蒸馏、顶空固相微萃取

后的加标鱼样和异味化合物标准品的色谱峰保留

时间和标准质谱图对比 ,确定了鱼体中土霉异味

化合物的存在。

表 1　鱼样分析结果及回收率

Tab11　Analytical results of fish samp les and recovery
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3　讨 　论

据悉 40余种藻类 ,特别是蓝藻 ,可在水生态系

统中产生土霉味化合物 Geosm in和 22M IB
[ 10 - 13 ]。

水体中的这两种土霉味化合物主要通过直接穿越鱼

鳃的方式进入鱼体内并积累于脂肪组织中 ,也可通

过鱼类对产土霉异味藻细胞的摄取、皮肤的吸收等

方式进入其体内 [ 14, 15 ]。由于其与脂肪细胞的物理

结合作用 ,使得鱼肉内待分析的异味化合物很难从

样品基质中挥发出来 ,这给水产品异味化合物仪器

分析方法的研究带来了一定难度。

李林等的研究所建立的水中异味化合物顶空固

相微萃取 2气相色谱 2质谱 ( SPME2GS2MS)分析方

法 [ 16 ]虽然能精确有效地分析水中痕量的异味化合

物 ,但并不能有效地萃取复杂样品基质中的化合物 ,

如土壤、肌肉组织等。采用微波蒸馏 (MWDE)就可

以克服这一问题 [ 17 ]
,分析物可以完全从基质中蒸发

出来 ,再经冷凝循环水浴就可收集样品。这一技术

有效地将分析物由气相转换为水相 ,为 SPME分析

做好了准备。本研究所建立的方法就是利用微波蒸

馏萃取鱼体中的异味化合物 ,并对微波蒸馏萃取过

程的关键参数 (微波蒸馏时间、载气流量 )进行优

化 ,再结合李林等所建立的方法 ,就可对水产品中的

异味化合物进行精确地定量分析。结果显示 ,优化

后的方法对水产品中异味的检测能获得准确可靠的

结果。
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ANALY S IS O F O FF2FLAVO RS IN F ISH BY M ICROW AVE M ED IATED

D IST ILLAT IO N W ITH HEAD SPACE SOL ID 2PHASE M ICRO EXTRACT IO N

AND GAS CHROM ATO GRAPHY 2M ASS SPECTRUM

ZHANG Ting, L I L in, CHEN W ei and SONG L i2Rong
( S tate Key Laboratory of Freshwater Ecology and B iotechnology, Institu te of Hydrobiology, Chinese A cadem y of Sciences, W uhan　430072)

Abstract:Aquaculture the rearing of fish and other aquatic animals is the best app roach for meeting the increasing demand

for aquaculture p roducts worldwide. However, the p roblem of off2flavor has been documented as a serious setback to aqua2
culture. Though there are many off2flavors can result in a fish being objectionable, app roximately 80% of the rejected fish

have the earthy2musty odor, which is p rimary caused by the p resence of either 22methylisoborneol (22M IB) or geosm in.

Based on the fact that the detection of earthy2musty odorous compounds in fish mainly relied on the sensory method in Chi2
na, the p resent study established the instrumental method to detect 22M IB and geosm in by m icrowave mediated distillation

with headspace solid2phase m icroextraction and gas chromatography2mass spectrum (MWDE2SPME2GC2MS). Through in2
vestigating the effects of the key parameters, m icrowave p rocessing time and carrier gas flow rate, in m icrowave mediated

distillation on extracts, it is concluded that 6 m in of m icrowave time and 70 mL /m in nitrogen flow were the op tim ized con2
dition on which earthy2musty odorous compounds could be comp letely distilled from fish flesh. Then the earthy2musty odor2
ous compounds were absorbed in the fiber under HS2SPME, and were finally desorbed at 250 ℃ and determ ined by GC2
MS. The lim its of detection for 22M IB and geosm in in fish were both 0. 1μg/kg. There were significant linear correlation

in the range of 1—20 μg/kg for the two earthy2musty odorous compounds, with calibration coefficients at 0. 987 and

0. 995, respectively. Therefore, trace levels of earthy2musty odorous compounds at ppb in fish could be quantified by this

method with credible results.

Key words: M icrowave mediated distillation; Headspace solid2phase m icroextraction; GC2MS; Off2flavors; 22Methyli2
soborneol; Geosm in


