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摘要  以宫内伊予柑果实为材料 , 通过正交实验确定HS- SPME 的最佳条件为 :NaCl 浓度25 % , 萃取温度40 ℃, 萃取时间40 min , 解吸时
间3 min; 然后通过GC/ MS 检测 , 共鉴定出芳香组分31 种 , 其中醇类10 种、烯烃类12 种、酮类4 种、酯类2 种、醛类2 种和酸类1 种 , 且以
醇类与烯类物质居多。
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1  材料与方法

1 .1 实验材料 宫内伊予柑于12 月1 日左右采于浙江省丽

水市实验林场。近熟的宫内伊予柑经挑选、清洗、榨汁后于

- 18 ℃冷冻柜中冻藏待用。

1 .2 仪器与设备 果汁搅拌机: 北京普析通用仪器有限公

司;DHG-9070A 型电热恒温鼓风干燥箱: 上海一恒科技股份

有限公司;79- 1 型磁力加热搅拌器: 常州国华电器有限公司 ;

TD 型电子天平: 余姚市金诺天平仪器有限公司;SUV-2120 型

紫外/ 可见分光光度计: 韩国新科公司;SPME 手动进样手柄 :

美国Supelco ;DVB/ CA/ PDMS( 2 c m,50/ 30 μm) 纤维头: 上海安

谱科学仪器有限公司;15 ml 带有PTFE/ 硅橡胶瓶垫及搅拌子

的透明样品瓶: 上海安谱科学仪器有限公司; 气相色谱质谱

联用仪 :Trace MS DSQ 美国Finigon 质谱公司;Clarus 500 气相

色谱仪 : 美国PerkinEl mer 公司。

1 .3  实验内容 SPME 最佳萃取条件的确定: 通过单因素实

验和正交实验, 确定SPME 最佳萃取条件; 宫内伊予柑果汁主

要芳香组分的测定: 采用 HS- SPME- GC- MS 检测方法进行分

析, 确定宫内伊予柑果汁中主要的芳香组分。

1 .4  测定方法 香气物质的测定采用 HS- SPME- GC- MS 检测

方法进行分析:

(1) 萃取头的老化。将固相微萃取装置的萃取头( 选用

PDMS/ DVB/ CAR) 在气相色谱的进样口老化, 老化温度为250

℃, 老化时间2 h。

( 2) SPME 顶空萃取。取1 ml 果汁于萃取瓶中,25 ℃平衡

10 min , 将固相微萃取器的萃取头通过瓶盖的聚四氟乙烯隔

垫插入样品萃取瓶的顶空, 推出吸附头使其暴露于萃取瓶

中, 于45 ℃下吸附45 min , 注意不要使萃取头碰到果汁, 以免

污染萃取头。当样品萃取完成后, 缩回纤维头, 迅速将针管

插入气相色谱仪的进样口, 推出纤维头热解析8 min , 同时启

动气相色谱仪采集数据。

( 3) 气相色谱和质谱条件。气相色谱( GC) 条件: 杂柑的

挥发成分通过纤维头萃取后转移到气相色谱仪。PerkinEl mer

Clarus 500 气相色谱仪配备Total Chrom Ver 6 .3 .0 色谱工作

站。分析工作使用PE-5 毛细色谱柱( 30 m×0 .25 mm×0 .25

μm) , 固定相为5 % 联苯与95 % 二甲基硅氧烷, 为非极性毛细

管柱。进样口温度保持260 ℃, 采用不分流进样。初始炉温

60 ℃, 保持2 min , 然后以5℃/ min 升到 170 ℃, 保持2 min ,
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再以5 ℃/ min 升到240 ℃, 保持2 min 。载气为高纯氮气

(99 .999 %) , 柱前压为 68 .95 kPa , 在 100 ℃下流量为 0 .67

ml/ min。以FID 检测器检测, 温度设为280 ℃, 氢气流量为45

ml/ min , 空气流量为450 ml/ min。

质谱( MS) 条件: 质谱接口温度260 ℃, 离子源温度200

℃, 电离方式E1 , 离子能量70 eV , 灯丝电流为100 μA, 电子倍

增电压为1 400 V , 扫描质量范围为33～450 amu 。

  ( 4) 定性、定量方法。定性: 利用 GC- MS 进行定性, 通过

计算机检索与 NIST98 质谱库提供的标准质谱图对照 , 确定

鉴定结果。定量: 数据处理采用 BF2002 色谱工作站软件。

根据色谱图保留峰计算出各种香气成分的相对含量。

( 5) 操作方法。取适量果汁( 1 ～2 ml) 连同一粒搅拌子放

于15 ml 透明样品瓶中, 将烘箱调至所需温度, 待温度稳定

后, 将样品瓶及磁力加热搅拌器放于烘箱, 在一定转速下搅

拌平衡10 min , 然后将SPME 针管穿过样品瓶的硅橡胶瓶垫 ,

伸出纤维头 , 顶空萃取所需时间, 待气相色谱仪处于准备状

态后, 将 SPME 纤维头迅速插入进样口, 解析一定时间。

SPME 纤维头在下次萃取前在进样口260 ℃下洗脱10 min 后

即可重复使用。

2  结果与分析

2 .1  纤维头的确定  萃取头是SPME 的核心部分,SPME 纤

维的选择性提供了将微量的非极性化合物从极性基质中有

效分离的基础。Yang 等[ 2 - 3] 研究了31 种常见风味化合物从

水溶液到PDMS 和PA 的吸附行为, 结果显示SPME 的选择性

非常明显。因此,SPME 的涂层种类选择是关系到杂柑果汁

中挥发性化合物检测的关键因素。涂层对待测物亲合力的

大小遵循“相似相溶原理”, 一般分析极性化合物宜选取极性

强的涂层材料, 非极性化合物宜选取非极性涂层材料。常用

的DVB 纤维头适用于挥发性成分的分析,CAR 纤维头对小

分子挥发物很灵敏, 而PDMS 纤维头对非极性挥发性化合物

灵敏。Carla 等[ 4] 用 PDMS 、PDMS/ DVB、CA/ PDMS、DVB/ CA/

PDMS 萃取桔汁中的挥发性成分, 结果表明 DVB/ CA/ PDMS

萃取的物质种类最多, 效果最好。根据Sell 等[ 5] 报道 , 桔子

属中的香气成分包含醇、醛、酸、酯、酮等极性和非极性的化

合物。因此, 实验确定采用 DVB/ CA/ PDMS( 2 c m, 50/ 30 μm)

纤维头。

2 .2 单因素实验

2 .2 .1 吸附时间。由于萃取是一个动力学过程, 包括待测

物在样品基质中的对流迁移, 在涂层中的吸附、脱附和扩散 ,

萃取平衡所需的时间即由待分析物的扩散速度来决定。在

40 ℃条件下在装有1 g 果汁的样品瓶分别吸附15 、20 、25、30 、
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35 、40 min , 在进样口解析后, 得到各色谱图。经方差分析, 在

20～30 min 这一阶段峰面积与峰数之比有着显著性( P <

0 .05) , 萃取时间在小于或等于25 min 的情况下 , 色谱图出现

的峰相对较少; 随着萃取时间的延长, 总峰数在相对增加, 峰

面积也随之增加, 在30 、35 、40 min 时变化不显著( P > 0 .05) ,

且总峰面积在35 min 时达到最大值, 之后保持不变。因此 ,

35 min 作为最佳萃取时间。

2 .2 .2 吸附温度。吸附温度是影响吸附效果的一个极其重

要的因素。萃取时体系温度的提高会使分配系数 K 增大, 加

快待测物的传质速率, 而温度的提高又会导致SPME 涂层吸

附性能的下降 , 所以选择最佳的吸附温度直接影响SPME 的

萃取效果。

称取1 g 果汁放于15 ml 的样品瓶中, 分别在25、30、35 、

40 、45 、50 ℃的烘箱内吸附35 min , 在进样口解析 , 得到各色谱

图。经分析得到: 在25～40 ℃, 随着温度的提高 , 峰面积随之

增加; 达到40～50 ℃时 , 峰面积随着温度的升高有减小的趋

势。这主要是由于温度升高 , 加快了待测物的传质效率, 萃

取效率也随之升高, 但是温度超过40 ℃ , 杂柑果汁中的一些

低沸点的挥发性物质易损失, 从而引起了出峰数和总峰面积

的下降 , 影响色谱分析的准确性。同时, 由于纤维头吸附挥

发物质是放热反应 , 高温容易降低纤维头吸附挥发物质的能

力, 而且容易缩短纤维头的使用寿命。综合以上因素考虑 ,

选用40 ℃为最佳吸附温度。

2 .2 .3 盐析效应。在萃取体系中加入盐类, 可降低分析物

在水溶液中的可溶性, 能使更多的挥发性物质挥发至溶液的

顶空, 被纤维头所吸附, 从而降低该方法的检测限, 提高香气

物质的响应值。加入盐类, 能极大地缩短达到萃取平衡的时

间。因此, 盐析效应是影响萃取效果的又一重要因素。该研

究选取了不加 NaCl 、加入5 % 、15 % 、25 % 以及饱和 NaCl 5 个

梯度的溶液, 在吸附温度40 ℃, 吸附时间35 min , 解吸时间2

min 条件下, 来研究对总峰面积的影响。随着NaCl 离子浓度

从0 增高到5 % 、15 % 、25 % , 峰面积随着盐浓度的增高而增

加, 在25 % 时峰面积达到最大值, 峰面积增加了72 %( P <

0 .05) , 而当NaCl 离子浓度饱和时, 峰面积又呈现减少的趋

势。一般认为20 % ～30 % 的盐浓度时大多数香气的灵敏度

最好[ 6 - 7] 。研究发现, 加入盐浓度为25 % 的情况下, 果汁中

主要香气成分的变化情况, 无论是酯类还是醇类和烯类, 峰

面积都有了较显著的提高, 这表明 NaCl 能有效提高杂柑主

要挥发性物质的检测限范围, 这与吴继红[ 8] 的报道一致。

2 .2 .4 样品量的影响。果汁用量是影响SPME 纤维头上挥

发物质数量的主要因素。为保证萃取的效果, 需要对样品

量、样品容器的体积进行选择, 样品量与样品容器的体积存

在着匹配关系, 样品量增大的情况下, 检出量提高, 重现性也

变好。在吸附温度40 ℃ , 吸附时间35 min , 解吸时间2 min ,

电磁搅拌条件下, 当果汁用量从0 .5 ml 增加到1 .0 ml 时, 主

要挥发物的峰面积都有了较显著的变化, 而当果汁用量达到

2 .0 ml 时, 只有酯类峰面积略有增加 , 烯类和醇类都没有发

生变化 , 因此以1 .0 ml 作为果汁用量较为合适。

2 .2 .5 搅拌的影响。搅拌是影响SPME 纤维头吸附速度的

重要因素。Direct- SPME 中, 在不搅拌和搅拌不足的情况下 ,

分析物在液相扩散速度较慢, 更主要的是在纤维表面附有一

层静态水膜, 分析物通过该水膜进入固相的速度很慢。有效

的搅拌可加速分析物的扩散速度并降低静态水膜的干扰, 从

而大大提高分析速度。在吸附温度40 ℃, 吸附时间35 min ,

解吸时间2 min , 搅拌速度分别为0 、50、100、200 r/ min 的条件

下,C 色谱图( 图略) 中可以看出峰面积的变化情况, 不搅拌

时的总峰面积看作100 % , 在搅拌速率为50、100、200 r/ min 的

条件下, 峰面积分别为234 % 、289 % 、321 % , 比不搅拌时的峰

面积提高了很多, 而且搅拌速率越高, 峰面积增幅却越来越

小, 而且过高的速率会使果汁飞溅到瓶壁或萃取头上, 一旦

污染到纤维头, 就会严重缩短纤维头的寿命。综合来看 , 以

100 r/ min 为最佳搅拌速率。

2 .3  正交实验  SPME 方法主要包括萃取和解吸附两个过

程, 在此过程中盐离子浓度( A) 、萃取温度( B) 、萃取时间( C)

和解吸时间( D) 是影响方法灵敏度的主要因素。该研究采用

L9( 34) 实验设计, 对萃取时间、解析时间、盐离子浓度和吸附

温度4 个实验条件 , 按4 因素3 水平正交设计进行优化。结

果表明: 影响萃取效率的因素是 A > C > B > D, 即 NaCl 浓度

( %) 和萃取时间对萃取效果的影响较大, 萃取温度和解吸时

间的影响较小。从直观分析和实验结果都表明, 最佳工艺为

A3B2C3D2 , 即最佳的工艺条件为:NaCl 浓度25 % , 萃取温度40

℃, 萃取时间40 min , 解吸时间3 min。

3  宫内伊予柑主要香气组分的测定

按照实验得到的 SPME 最佳萃取参数和适宜的气相色

谱、质谱条件, 测定宫内伊予柑果汁中主要香气组分及其相

对含量 , 根据测得的总离子色谱图( 图略) 作出分析, 得到宫

内伊予柑果汁中含有的主要香气成分醇类: 戊醇、1- 丙醇、环

丙基甲醇、2- 庚醇、双环己-2- 醇、2 ,6- 辛二烯-1- 醇、己二醇、2-

戊醇、1 ,6- 辛二烯-3- 醇、环戊醇 ; 酯类:1 ,2 ,4- 三羧基安息酸二

甲酯、癸酸甲酯; 酮类: 乙酮、2 ,5- 呋�二酮、1 ,2- 丙二烯-1 ,3-

二酮、环异己- 3- 酮 ; 醛类: 安息香醛、己醛; 烯类: 乙烯、环丙

烯、4- 亚甲基环己烯、香叶烯、双环己-2- 烯、丙二烯、2- 丁烯、D-

柠檬烯、水芹烯 ; 烃类 : 丙烷、2- 乙基- 3- 乙烯基氧化烷、环丙

烷; 酸类: 乙酸。

研究结果, 共鉴定出芳香组分31 种, 其中醇类10 种、烯

烃类12 种、酮类4 种、酯类2 种、醛类2 种和酸类1 种, 且以

醇类与烯烃类物质居多, 这与甜橙芳香组分的比例较相

似[ 9] , 因为伊予柑是蜜柑与甜橙的自然杂交种[ 10] 。

4  结论

(1) 单因素实验表明 : 杂柑挥发性成分的萃取效率随着

搅拌速度、吸附时间、解吸时间、吸附温度、盐离子浓度的增

加而增加 , 但在吸附35 min 时峰面积达到最大值 , 之后保持

不变; 温度超过40 ℃后, 萃取的效率呈下降趋势; 同时盐离

子能有效地提高宫内伊予柑主要挥发性物质的灵敏度。

( 2) 采用L9( 34) 正交实验, 结果表明 , 萃取的最佳工艺条

件为:NaCl 浓度25 % , 萃取温度40 ℃, 萃取时间40 min , 解吸

时间3 min。

( 3) 采用HS-SPME- GC- MS 方法测定宫内伊予柑果汁中的
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的种类基本无变化 , 说明压力和温度的协同处理对猕猴桃果

汁的pH 值、可溶性固形物含量( Brix) 和电导率均影响较小。

  表1 高压中温协同处理对猕猴桃果汁Brix、pH、电导率的影响

处理

温度∥℃ 压力∥MPa
Brix pH值 电导率( ×103)

  4   0 .1 12 .20±0 .02 3 .33±0 .02 2 .38±0 .03

30 200 12 .00±0 .03 3 .35±0 .01 2 .28±0 .04

30 400 11 .90±0 .01 3 .38±0 .02 2 .24±0 .20

30 600 11 .80±0 .02 3 .36±0 .01 2 .21±0 .03

50 200 11 .90±0 .02 3 .33±0 .02 2 .20±0 .03

50 400 12 .30±0 .02 3 .34±0 .01 2 .20±0 .02

50 600 12 .50±10 .0 3 .35±0 .01 2 .20±0 .03

 注 : 数据结果为均值±S . D( n = 3) 。

2 .3  高压中温协同处理对猕猴桃果汁中 Vc 含量的影响  

由图2 可知, 猕猴桃果汁中还原性Vc 的含量随处理压力的

增大而下降 , 但损失幅度不大。在较低温度( 30 ℃) 时, 即使

在600 MPa 损失最多时, 还原性Vc 含量也只损失3 .88 % 。但

在50 ℃ 时, Vc 的 损失则较 多, 在 600 MPa 时, 损失率 达

16 .50 % 。这说明压力处理对还原性 Vc 含量影响不大, 而温

度对 Vc 含量影响则较大。有报道认为,Vc 含量的减少是因

为在超高压处理时, 将外界的氧气压入了食品体系中, 使食

品体系的活性氧增加, 同时还加速了其与 Vc 的接触, 使 Vc

发生了氧化[ 4 - 5] 。并且, 随压力增大, 体系温度以3 ℃/ 100

MPa 的速率上升[ 6] , 因此, 压力升高所造成的 Vc 含量降低也

可能是由于压力升高造成体系温度升高引起的。

图2 高压中温协同处理对猕猴桃果汁中Vc 含量的影响

2 .4  高压中温协同处理对猕猴桃果汁色泽的影响  由表2

可见, 在压力和温度协同处理后 , 综合考察色泽变化 , △E 值

随压力和温度的增大而增大, 尤其在温度较高时更加明显 ,

说明压力和温度处理会使得果汁的色泽发生变化。在大部

分情况下 , 随压力增大, a * 值随之升高, 说明果汁的绿色逐

渐褪去。在50 ℃时 , 随压力增大, 果汁 L * 值随之增大 , 说明

在温度和压力协同处理后, 果汁的褐变减轻。

  表2   高压中温协同处理对猕猴桃果汁色泽的影响

处理

温度∥℃ 压力∥MPa
L * a * b * △L * △a * △b * △E

4  0 .1 39 .76 - 2 .47  8 .48  - -  -  -

30 200 35 .52 - 2 .20 6 .40 - 4 .24 0 .27 - 2 .08 4 .73

30 400 34 .11 - 2 .43 6 .66 - 5 .65 0 .04 - 1 .82 5 .94

30 600 32 .91 - 1 .94 5 .06 - 6 .85 0 .53 - 3 .42 7 .67

50 200 45 .15 - 1 .62 10 .36 5 .39 0 .85 1 .88 5 .77

50 400 49 .35 - 1 .57 10 .25 9 .59 0 .90 1 .77 9 .79

50 600 51 .30 - 1 .52 10 .16 11 .54 0 .95 1 .68 11 .70

3  结论

超高压中温协同加工技术对猕猴桃果汁有很好的杀菌

效果,30 ℃、400 MPa 压力下猕猴桃果汁即可达到商业无菌 ;

同时能较好地保持猕猴桃果汁品质。其中, 在50 ℃、600 MPa

下处理15 min 后 ,Vc 的损失率仅为16 .5 % 。因此, 超高压处

理是猕猴桃果汁加工的一种很有前景的冷加工技术。此外 ,

综合该研究中各方面的处理效果, 在实际生产中, 可考虑采

用至少400 MPa 以上的超高压处理荔枝果汁。
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主要芳香成分, 共鉴定出芳香组分31 种 , 其中以醇类、烯类、

酮类为主, 酯类、醛类和酸类则较少。
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