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摘要
:

建立了海 产品中的澳酚类海洋风味素的毛细管气相 色谱
一
质谱 联用检测法

。

样 品中嗅酚类化合物在挥

发油测定器 中用乙 酸乙醋通过循环蒸馏萃取
,

浓缩后用电子轰击源在特征离子碎片扫描检测模式下进行 检测
。

结果表 明
,

5 种澳酚类化合物在 SB P 一
50 柱上得到良好的分离

,

色谱出峰尖锐
,

没有 杂峰干扰
。

本方法在 2
.

5 -

40 m g’ L
一 ’
浓 度范围内线性关系 良好

,

最低检测 限低 于 1n g’ mL
一 ’。

当向 25
.

00 9 样品中添加嗅苯酚各 2
.

0 嗯 时
,

平均回收率分别达到 9()
.

4 5 % (2
一 BP)

、

6 0
.

4 9 % (4
一 BP )

、

8 5
.

7 9 % (2
,

4 一 n B P )
、

54 9 8 % (2
,

6 一 D BP )
、

9 0
.

5 0 % (2
,

4
,

6 一

TB P)
,

标准 相对偏差为 1
.

37 % 一 4
.

16 %
。

对 市场上销售的几种海洋 经济动物测定
,

澳 酚类 风味素含量

在 5
.

40
一 31

.

38 ng
·

g
一 ‘
范 围内

,

而所测得 的淡水青虾中澳酚类风味素含量只有 0 18 ng
·

g
一 ’。
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1 期 徐继林等
:
海产品中漠酚类海洋风味素的气相色谱 一 质谱联用分析

近年来对多种野生
、

养殖
、

淡水品种的比较研

究发现
,

海洋水产 品含有不同于陆地生物 的特有

风味物质
,

这类风味物质不是氨基酸
、

核昔酸等传

统意义上的味觉物质
。

而且在养殖品种中这类风

味物质会大量缺失
,

许多证据表明它们是一类含

嗅苯酚类化合物 [ ’
一 ’;

,

其 中
,

2
,

6 一 二嗅酚会给虾

肉带来类似碘或者碘仿的味道川
,

而 2 一
澳酚和

2
,

4
,

6 一 三嗅酚可以产生强烈的虾类风味
,

这 3 种

化合物单独或者联合作用可以加强海洋食物的风

味 [3j
。

另外两种嗅酚
: 4 一 嗅 酚和 2

,

4 一 二嗅 酚
,

带有微弱的酚类味道
,

它们的存在也能对一些海

洋食物的可感知味道产 生影 响 [ 2 〕
。

一些 学者已

经开始在饵料 中添加嗅酚类化合物
,

试 图改善水

产品的海洋风味冈
。

为了给海洋水产品中人工养

殖品种与 自然品种的风味区别提供定量依据
,

并

用以指导养殖水产品的海洋风味改 良
,

我们建立

了毛细 管气相色谱质谱联用 (G C / M S) 法对水 产

品中澳酚类化合物的检测方法
,

并对 目前市场几

种常见海洋水产品进行 了分析
。

材料与方法

1
.

1 材料

仪器 与设备 QP2 0 10 气 相色谱 一 质谱分析

仪
,

带 A《X ! 一 2 0 自动进样器 (日本 S}狂MA D Z LJ公

司) ; 3 o m x 0
.

2 5
mm

x 0
.

2 5 腼 S阳
一 5 0 色谱柱 (美

国 SUP EL C O 公 司 ) ; 国产挥 发油测定器
、

高速分

散匀质机
、

旋转蒸发仪等
。

药品与试 hlJ Z 一 嗅苯酚 (2 一 b ro m o p h e n ‘, l
,

2

一 B P
,

纯度 〕 98 %
,

美 国 SI G MA 一 AL D RI C H 公

司 )
、

4 一 嗅 苯酚 (4 一 b ro m o p h e n o 一
,

4 一 B P
,

纯度 〕

9 8 %
,

瑞士 FL U K A 公司 )
、

2
,

4 一 二澳苯酚 (2
,

4 一

d ib ro m o p he n o 一
,

2
,

4 一 D B p
,

色谱纯
,

美国 SIG M
z气-

A LD R IC H 公 司 )
、

2
,

6 一 二 嗅 苯 酚 (2
,

6 一

d ib ro m o ph e n o l
,

2
,

6 一 D B p
,

纯 度 ) 99 %
,

美 国

SIG MA 一 A L D R ICH 公司 )
、

2
,

4
,

6 一 三澳苯酚 (2
,

4
,

6 一 tri bro m o p h e n o l
,

2
,

4
,

6 一

TB p
,

纯度 〕 99 %
,

美国 sIG MA 一 A LD Rl c H 公 司 )
。

乙 酸乙 酷 (色谱

纯
,

美国 T E D IA 公司 )
,

其他试剂为国产分析纯
。

实验材料 购自宁波水产品市场的鲜活水产

品
,

虾类去头
、

壳
,

贝壳类去壳
,

鱼类 去骨
。

取肌肉

用高速分散匀质机匀浆
,

备用
。

1
.

2 实验方法

标准溶液的 配制 在乙酸 乙醋中加入 5() m g

2 一 B p (3 2 “L )
、

so m g 4 一 B p
、

so m g Z
,

4 一

DB
p

、

so m g Z
,

6 一 n B P 和 so m g Z
,

4
,

6 一

TB p
,

定容 至

50 mL
,

配制成分别含 1m g’ m L 一 ‘澳苯酚的标准储

备液
,

密封冷藏于 4 ℃ 冰箱中
。

制作工作曲线时
,

根据水产品中五种澳酚类化合物 的大致含量范

围 [z, “〕
,

取此储备液用 乙酸 乙醋配制 一系列合适

的浓度
,

再进行 G C / M S 分析
。

样品 前处 理及 定量分析 取 25
.

0 9 高速分

散匀质机匀浆后的样品放人 Zoo m L 水中
,

搅拌机

搅匀
,

10 m ol
·

L
一 ’硫酸调节至 pH < l

,

20 ℃下放 置

过夜
,

转人挥发油测定器的蒸馏烧瓶 中
。

挥发油

测定器的收集器部分预先加人 20 m L 乙 酸乙 酷
,

在电热煲上徊流蒸馏 3 h
,

取乙 酸乙醋相用无水

硫酸钠脱水
,

真空浓缩到小 于 0
.

5 m L
,

再用 乙酸

乙醋定容到 1
.

oo m L
,

进行 G C / M S 分析
。

根据样品中所含各嗅苯酚的特征离子信号响

应强度
,

用外标法求出各澳苯酚的含量
。

分析条件 CC 条件
:

进样 口 温度 2 50 ℃
,

载

气为 99
.

蜒珍% 的高纯氦
,

总流速 80 m L. 而
n 一 ‘ ,

柱

流速 1
.

50 m L
.

m in
~ ‘ ,

柱前压 85
.

0 沙
a ,

柱起始温

度 4 0 ℃
,

保持 1 而
n ,

以 15 ℃
·

而
n 一 ‘

升至 2 25 ℃
,

再以 40 ℃
·

而
n 一 ‘升至 28 0 ℃

,

保持 s m in
。

分流

进样 1 拌L
,

分流比为 10 : 1
。

MS 条件
:

用 电子轰击

(el ec tro
n i
mP ac t

,

El )源分析
,

电子能量为 70 e V
,

离子源温度 2 00 ℃
,

接 口温度 2 50 ℃
,

选取全程离

子碎片扫描 (SC AN )模式时
,

质 量扫描范 围为 4 0

一 4 00
,

溶 剂延迟 3
.

5 mi
n 。

选取特征 离子碎片扫

描 (SIM )模式时
,

2 一 嗅苯酚和 4 一 澳苯酚选择 m /

2 1 72
、

1 74 和 6 5 作为特征碎片离子 ; 2
,

4 一 二浪苯

酚和 2
,

6 一 二嗅苯酚选择 m / 2 2 5 2
、

2 50 和 63 作为

特征碎片离子 ; 2
,

4
,

6 一 二嗅 苯酚选择 而
2 3 30

、

3 3 2 和 6 2 作为特征碎 片离 子
,

每组特征碎片离 户

中
,

前一个离子作为定量时的 目标离子
,

后两个离

子作为定性时的参考离子
_

「

2 结果

2
.

1 澳苯酚类化合物的气相色谱分离

实验结果表明
,

对 于含有 5 种澳酚类化合物

的混合标样
,

分别采用 SC A N 模式 和 S洲 模式
,

各组可以在 SPB
一 50 柱子 [ 得到 良好的分 离(图

l )
,

保 留时间分别为 8
.

0 3血
n (2 一 B p )

、

10
·

6 7 m , n

(4 一 B P)
、

1 1
.

3 6 m in (2
,

4 一 D B P)
、

1 1
.

以mi
n (2

,

6 -

D B P) 和 14
.

2 3 m in (2
,

4
,

6 一

化 p )
。

从色谱 图 L

也可 以看出
,

SIM 模式 下色谱峰 更尖锐 于扰峰大

大减少
。
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图 l 标 准澳苯 酚在不同模式下的 G C 一 M S 一 TI C

Fi g
.

1 G C 一 MS 一 T IC e hr o m ato g r a m of
a u th e n t ie b ro mo 户

e no ls in d iffe re n t an
alytie al m o d e s

2
.

2 定量标准曲线

配制分别含 40
.

0 m g
·

L
一 ‘ 、

20
.

0 m g
·

L
一 ’ 、

10
.

o m g
·

L
一 ’ 、

5
.

o m g
·

L
一 ‘ 、

2
.

5 m g
·

L 一 ‘各澳苯酚的混

合标样
,

在 1
.

2 条件下采用 S IM 模式进行 G C / MS

分析
,

以各组分所选定量用 目标离子的峰面积对

浓度作工作曲线
,

在 2
.

5 一
40 m g

·

L
一 ‘

质量浓度

范围内各组分均呈 良好 的线性关系 (表 1 )
。

2
.

3 回收率和精密度的测定

向 2 5
.

00 9 已知嗅苯 酚含量的人工养殖南美

白对虾肌肉中加入嗅苯酚各 2
.

0 魄
,

按照 1
.

2 步

骤和分析条件测定该样 品中各滨苯酚的总含量
,

平行测定 3 次
,

求得 回收率和精密度 (表 2)
。

除 4

一 B P 外
,

其他 4 种嗅苯酚回收率 良好
,

且相对标

准偏差均小于 5 %
,

说明此方法稳定性较好
。

表 1 5 种澳苯酚的线性方程

Tab
.

I L加 e a r e a li b r a tio n
eq ua ti o ns of n v e b r o 幻n o户e n o l co m P0 u n d s

澳苯酚
b ro m o Ph e no l

2 一 B P

4 一 B P

2
,

4 一 D BP

2
,

6 一 D BP

2
,

4
,

6 一 T BP

线性方程
c al ibr ati on eq u ati o n

回归系数
re g re s sio n e oc ffi e i e n t

浓度范围 (m g
·

L 一 ‘

)
r a n g e o f c o n e e n tr at io n

Y = 17 154 X

Y = 18 1砚父iX

Y 二 段沼Z X

Y 之 段以 )X

Y = 11
之

拐SX

0
.

奥刃 l

0
.

侧渊) 了

0
.

9 望)4

0
.

塑为l

0
.

性荞刃2

2
.

5 一 40
.

0

2
.

5 ~ 40
.

0

2
.

5 一
‘

如
.

0

2
.

5 ~

如
.

0

2
.

5 一 叔)
.

0

表 2 5 种澳苯酚回收率的测定结果

T a b
.

2 R es ul tS o f re e

ove ry
o f 5 bro m OP h e n o 坛

澳苯酚
B P

回收率 l

化 c o v e ry l

回收率 2

re c o v e ry Z

回收率
f即o v e ry

均值
X 士 S D

相对标准偏差
R S D ( % )

2 一 B P

4 一 B P

2
,

4 一 D BP

2
,

6 一 D BP

2
,

4
,

6 一 T B P

88
,

13

57
.

68

84
.

14

84
.

4 2

如
.

00

性洲)
.

12

6 1
.

2 5

88
.

00

84
.

20

88
.

20

叩
.

4 5 士 2
.

( 卜垂

印
.

4 9 土 2
.

52

85
.

79 士 1
.

叨

84
.

98 士 1
.

17

如
.

80 土 3
.

02

2
.

7 6

4
.

16

2
.

3 2

1
.

3 7

3
.

3 3

10542232129362858694

2
.

4 最低检测限测定

采用将对应信噪比为 3 的标准物浓度圈
,

作

为仪器检测 限计算依据
。

用 Q咫0 10 气相色谱
-

质谱分析仪随机所载 S NR AT I O 软件
,

计算出各标

准嗅苯酚浓度 (C )为 2
.

5 魄
·

m L
一 ‘时的信噪比 ( s/

N )
,

按式 M D L 二 3 C N / S 计算出仪器的最低检测限

可见 (表 3 )
,

对 5 种嗅苯酚而言
,

仪器检测 限均小

于 I ng
·

m L
一 ‘ ,

类似于 w h itfi el d 等〔“了的结果
。
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海产品中嗅酚类海洋风味素的气相色谱 一 质谱联 用分析

428)109
, .艾8

八J114王1
1

2
.

5 样品中澳酚类化合物的定 , 测定

根据上述条件
,

对四种海洋水产品和一种淡

水虾进行了分析
,

每一样品均平行测定三次
,

取均

值 (表 4)
。

在测定的 4 种海洋水产品 中
,

两种虾

类所含澳酚类风味素量要 比鱼类和贝类多
,

其含

量范围与文献仁2
,

3
,

5 ]报道一致
。

而测定的一种

淡水青虾澳酚类风味素含量非常少
,

进一步验证

了这 类风 味物 质是 属 于海 产 品特有 的海 洋风

味 [’;
。

表 3 5 种澳苯酚的检测限

T a b
.

3 Tb e d e

奴U O . 肠n止t o f 6 v e b r o r口OPhe n o l e o川po
u . ds

澳苯 酚
B P

信噪比
S / N

检测限

MDL (n g
·

m L 一 ’

2 一 BP

4 一 BP

2
,

4 一 D BP

2
,

6 一 D BP

2
,

4
,

6 一 T B P

0
.

2 5

0
.

3 8

0
.

18

0 8 9

O
‘

40

表 4 几种水产 品中 S 种澳苯酚的含t

T a b
.

4 C o n te nt of 枷e b r om 0 Phe n o l co m P0 u n ds 加 so lne
a qua d c Pr

od u c 妇 ng
·

g
一 1

名称
南美 白对虾 鹰爪虾

升砚句刀
。

~ 。
e u

o ro s t。 )

银绍
(Pa mp 。
a 谁羚n ￡。 )

级蛙
(si no 二ac

l
d

a

CO几 , t几以 a

青虾

赫 双了ro b
r 。亡hi“m

爪只户〕ne ns
。

)

2 一 B P 1
.

《玉 N D 0
.

2 4 0
.

12 N D

4 一 B P 2
.

16 17
.

9 2 1
.

84
.

0
.

56 0
.

肠

2
,

4 一 D B P 5
.

斜 8
.

2 0 1
.

〔刃 0
.

68 0
.

12

2
,

6 一 D B P 5
.

76 0
.

92 1
.

16 0
.

扔 N D

2
,

4
,

6 一 T BP 12
.

02 4
.

34 4
.

3 0 3
.

砚 N D

to ta l 2 7
.

2 6 3 1
.

3 8 9
.

14 5 引〕 0
.

18

注
: ND 指在本方法的仪器检测 限下未检出 N ote

s :

NI ) n ot d 以ec ted at th e de teC 石on lev el of the me th od

3 讨论

3
.

1 样品中澳酚类风味素提取方式的选择

挥发 性 物 质 的测 定 大 多采 用 水 蒸气 蒸馏

法 [0, 7 〕收集馏液
,

再通过液液萃取或 固相微萃取

后进行 CC 分析
。

但此方法 回收率较低 (均低 于

70 % )
,

而要将蒸馏出的澳苯酚萃取完全
,

需萃取

剂乙酸乙酷的量太大 (超过 IL )
,

稳定性也太差 ;

Wh
it fie ld 等 [“〕采用 了一种水蒸气蒸馏

一
溶剂萃取

联 合 装 置 (c o m b ine d s te
am d isti lla tio n 一 s〔,Iv e n t

ex traC ti o n ,

SD E )
,

可 以使蒸馏和萃取两个过程循

环进行 ;我们采用普通的挥发油测定器
,

在收集器

部分预先加入 20 m L 乙酸 乙醋
,

蒸馏过程 中冷凝

液可以通过乙酸乙醋相再 回流到蒸馏瓶中
,

同样

可以实行蒸馏和萃取 的循环
。

可见
,

2
.

3 方法 的

回收率和精密度均 良好
。

3
.

2 蒸馏时间的选择

向 2 5
.

00 9 已知嗅苯酚含量 的人工养殖 的南

美 白对虾肌 肉中加入嗅苯酚各 2
.

0 愧
,

按照 1
.

2

步骤
,

分别 回流蒸馏萃取 10
、

3 0
、

印
、

卯
、

12 0
、

i印
、

2 40 m in
,

测定不同蒸馏时间下的回收率
,

从图 2 可

见
,

随着蒸馏时间的增加各嗅苯酚的回收率不断

增加
,

当蒸馏时间增加到 180 而
n 后

,

各澳苯酚的

回收率趋 于稳定
,

时间
。

所犷选取
‘80 rnin 作为蒸馏 的

~ 州) 一 2 一BP
一月喊-

一

2
.

6 一DBP 一
4

es

BP se 么一一
2

,

4
一

阳P

一
2

,

4
,

6门 BP

0nU0n0000OC
�

00000 0
一曰0nUon
�
0009080706050403020100

卜�。̂o。.�乏哥邻回

5 0 10 0 1 50

时间加in

2 0 0

t i四三

2 50 3 0 0

图 2 蒸馏时间对澳 酚类化合物 回收率的影响

Fi g
.

2 Th
e re e o v e ry o f fi v e b r o 们。

叩h e n o l e o m po
u n d s

a t di ffe re n t d isti lla tio n t im e 诱

3
.

3 澳酚类化合物的定性定 t 分析

水产品中嗅酚类化合物的定性基于两点
。

一

是在相同的色谱条件下与标准色谱图 ( 图 l) 进将

对照
,

根据保 留时间确定样品中的嗅酚类化合物 ;

再就是通过质谱图 (图 3 )进行定性
。

由图 1 也可

以看出
,

采用同样的测定条件
,

SIM 模式下的色谱

图中背景峰明显比 SC AN 模式下的色谱图中背景

峰少
,

说明采用 S加 模式可 以明显提高方法的灵
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敏度
。

所以 我们分析 中采用 S加 模式 进行定量

分析
。

为了最大限度地提高方法的灵敏度
,

一般

SIM 模式中都是选取化合物质谱图中信号强度较

大的离子碎片作为目标离子
。

而为了确保特定保

留时间上 的峰是 目标化合物 的离子强度信号
,

须

再分别选取另外两个强度相对较大的离子作为参

考离子
,

只有当目标离子和参考离子 的相对丰度

与标准物一致时
,

才认为该化合物是我们需要检

测的化合物
。

1
.

2 分析条件 中各化合物特征离子

正是根据图 3 进行选择的
。

::: 2
一
B PPP 222

::: 】】

{{{
‘‘

.

*

i
,

_

;
In 、 , ; , . ,,,

100 刀

7 5 0

,众 0

2 5 0

0 0

4
·
BP

;;;
.

、
.

,

⋯⋯
一

{
。 2 ; 3

{{{

a。uaPu二二叱山>�词叱一之

2 一6 ·D BP侧禽葵升 222 , 4 , 6 一T B PPP OOO

血血
工一

LLL
一- J皿皿

图 3 澳苯酚化合物的质量谱图

Fj g
.

3 M ass sP e e
trU m of fi v e b r o m

oPh en ol e

om po u n d s

对十有着比较复杂前处理 的定量分析
,

常采

用 内标法
”

,

即在做 l
_

作曲线 和样品时加人内标

校 正
,

但所用的内标
‘
j 目标化合物的性质必须相

似
,

保留时间也要 尽量接近
_

对于本实验而言
,

由

于 5 种嗅酚类化合物的性质特别是挥发性相差很

大
,

很难找到 一个合适的内标
。

曾经使用了苯酚
、

2 一 氯苯酚
、

2
,

4 一 二氯苯酚作为内标
,

结果都不理

想
:

W hjtfi el d 等
5
使用 了 2

,

6 一 二澳苯酚 一 氖这

种氢的同位素化合物作为 内标
,

但这种化合物价

格昂贵
,

其回收率也分别只有 94 % ( 2 一 BP )
、

41 %

( 4 一 B P )
、

74 % ( 2
,

4 一 D B P)
、

8 1% ( 2
,

6 一 D B P ) 和

74 % ( 2
,

4
.

6 一 T BP) ; 而通过改进提取方式
,

我们使

用外标法 同样 可以得到比较理想 的提取效率 (表

2 )
,

除 2 一 B P 与 w hi tfi el d 等的结果相似外
,

其他 4

个嗅酚类化合物的回收率都有不同程度的提高
。

4 结论

在所选 实验条 件 下
,

5 种 漠酚 类化合 物在

SPB 一 50 柱 上得 到 良好 的分离
。

利用 El 源在

S砚 检测模式下
,

对标准品和样品进行检测
,

色谱

出峰尖锐
,

没有杂峰干扰
。

方法在 2
.

5 一 4() m g’

L 一 ’浓度范围内线性关系 良好
,

方法 的最低检测

限低于 i n g
·

m L
一 ’。

当向 2 5
.

00 9 样品
‘

{
,

添加澳苯

酚各 2
.

0 魄 时
,

平均 回收率分 别达 到 叩
.

45 % (2

一 B P )
、

6()
.

4 9 % ( 4 一 B P)
、

8 5
.

79 % ( 2
,

4 一 1〕B P )
、

料
.

98 % ( 2
,

6 一 o BP )
、

9 0
.

8 0 % ( 2
,

4
,

6 一 o B P )
,

标

准相对偏差为 1
.

37 % 一 4
,

j6 % 用此方法对市

场上销售的几种海洋经济动物测定
,

澳酚类风味

素含量在 5
.

40 一 3]
.

3B n g
·

g
一 ’ ,

而淡水青虾中浪

酚类风味素含量只有 0
.

18 ng
·

g
一 ’
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