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罗非鱼肉中土臭素和 2-甲基异莰醇的测定
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2.中国水产科学研究院南海水产研究所，国家水产品加工技术研发中心，广东 广州      510300)

摘   要：通过微波蒸馏 -固相微萃取 -气相色谱 -质谱方法测定罗非鱼肉中土腥味物质——土臭素和 2-甲基异莰醇的

含量。对微波蒸馏功率、微波蒸馏时间、载气气流等实验参数进行优化。结果表明：确立的最佳条件为微波功

率 360W(仪器额定功率的 40%)、微波时间 6min、载气流速 60mL/min；在优化条件下，罗非鱼肉中的土腥味物质

能最大限度地被检测出来，土臭素和 2-甲基异莰醇的检测限分别达到了 0.044μg/kg和 0.095μg/kg，且它们在 0.5～

20μg/kg范围内呈较好的线性关系，r2分别达到了 0.998和 0.991，实验中土臭素和 2-甲基异莰醇的回收率分别为

42.7%、61.9%；最终利用该方法测得所购罗非鱼肉中土臭素和 2-甲基异莰醇的含量分别为 4.97、1.21μg/kg。
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Abstract ：An analytical method was established for determining geosmin (GEO) and 2-methylisoborneol (MIB) as off-odor

compounds in freshwater fish using gas chromatography-mass spectrum (GC-MS) based on microwave assisted distillation

followed by solid phase microextraction. Such sample preparation parameters as microwave power, distillation time and carrier gas

flow rate were optimized to be 360 W (40% of the maximum power), 6 min, and 60 mL/min, respectively. Under the optimized

conditions, the detection limits were 0.044  μg/kg for GEO and 0.095  μg/kg for MIB. A good linearity was observed for GEO and

MIB over the concentration range of 0.5 to 20  μg/kg with r2 of 0.998 and 0.991, respectively. The recoveries were 42.7% for GEO

and 61.9% for MIB. Using this method, the contents of GEO and MIB in a commercially available tilapia meat sample were

determined to be 4.97 μg/kg and 1.21 μg/kg, respectively.
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罗非鱼为一种中小型鱼类，原产于非洲，是世界水

产业重点培养的淡水养殖鱼类，被誉为未来动物性蛋白质

的重要来源之一。2009年中国罗非鱼产量达到 115万吨，

其中出口 25.9万吨，创造外汇约 7.1亿美元[1]。不过，由

于受到养殖条件及水质环境的影响，罗非鱼同鲶鱼、鳙等

一些淡水养殖的鱼类常常会有令人生厌的土腥味、泥土

味。土臭素( g e o s m i n，G E O )和 2 - 甲基异莰醇( 2 -

methylisoborneol，MIB)是造成这种不良气味的主要物质，其

结构均为环醇类物质，它们是水体中一些藻类的代谢产物，

被鱼虾等水产动物吸收后会产生异味，当其在鱼虾中含量超

过一定数值时，势必会降低其食用价值及经济价值[2-3]。土

腥味物质已成为阻碍水产品加工行业发展的一个不利因素。
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研究表明，人体对土臭素和 2-甲基异莰醇的嗅觉阈

值分别为 0.9μ g/kg[4]和 0.6μ g/kg[5]。目前，国内已有吴

德好[6]、张锡辉[7]等建立了饮用水中土臭素和 2-甲基异莰醇

含量的测定方法，而对于鱼肉中土腥味物质方面的研究则

很少，只有薛勇等[8]和张婷等[9]进行了鳙鱼鱼肉中土腥味物

质含量的测定。国外虽也有一些水产品土腥味物质测定的

研究，但其所采用的真空蒸馏、闭环吹脱技术等所需的

仪器设备都较复杂昂贵[10]。所以，建立一种简便有效地

测定鱼肉中土腥味物质含量的方法，对于未来水产品土腥

味物质检测及脱除研究都将会有积极的参考价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜活罗非鱼(体质量约 0 . 5kg )、冷冻罗非鱼片(约

110g)均购于广州。

土臭素标准品、2-甲基异莰醇标准品(均为色谱纯)    美

国 Supleco公司；甲醇(色谱纯，99.9%)    美国Sigma-Aldrich

公司；无水氯化钠(分析纯，99.5%)    广州化学试剂厂。

1.2 仪器与设备

固相微萃取装置、PDMS/DVB萃取头    美国Supelco

公司；超纯水机    美国Millipore公司；2010plus GC-MS

日本 Shimadzu公司；DB-5MS色谱柱    美国Agilent公

司；冷凝水循环机    宁波新芝生物科技股份有限公司；

T25 basic型匀浆机    德国 IKA公司；电子天平    上海上

天精密仪器有限公司；微波炉(额定输出功率 900W)    格

兰仕集团；微波蒸馏设备[11]    自制。

1.3 方法

1.3.1 微波蒸馏萃取方法

10g待测罗非鱼肉，匀浆，放入微波萃取瓶中，采

用微波炉加热，冷凝循环水的温度设定在 5℃，载气为

氩气，并用 15mL固相微萃取瓶收集萃取样品。自制微

波蒸馏装置如图 1 所示。

1.3.2 微波蒸馏功率的优化

取 10g待测罗非鱼肉，向其中分别加入 10μL的土

臭素标准品(1mg/L)和 10μL的 2-甲基异莰醇(1mg/L)，匀

浆，使样品充分融入鱼肉中，之后将样品加入微波萃

取瓶，固定，微波加热 5min。研究不同火力档位对萃

取效果的影响，实验重复 3次，取 3个平行的峰面积平

均值进行分析。

1.3.3 微波蒸馏时间的优化

在优化微波功率的条件下，调节气流为 60mL/L。

实验设置了 7 个时间点，即 2、3、4、5、6、7、

8min，每个时间点做 3组平行，取 3个平行的峰面积平

均值。

1.3.4 固相微萃取方法

参考 Zhu等[11]的方法，向 15mL萃取瓶中加入 2g无

水NaCl，采用 PDMS/DVB萃取头进行顶空萃取，萃取

时间 30min、萃取温度 60℃、转子转速 1150r/min。

1.3.5 工作曲线的建立

按照上述方法得到最佳微波蒸馏条件后，确立线性

范围，建立工作曲线，并实验得到检测限与回收

率。实验 G E O 标准品和 M I B 标准品分别设立 0.5、

1、2 .5、5、10、20μg /kg 六个浓度梯度，每个浓度

梯度重复 3 次。

1.3.6 气相色谱质谱方法

进样口温度设置为 250℃，解析 5min。载气：高

纯氦(99.9%)，进样模式：不分流进样，载气流速：1mL/min，

程序升温：初始温度 60℃，保持 4min，以 8.5℃/min

升至 200℃，保持 15min，然后以 20℃/min升至 250℃，

保持 2min。离子源温度：230℃，传输线温度：250℃，

电子能量 70eV。质谱全扫描范围 60～300u，对已知化

合物土臭素和 2-甲基异莰醇采用选择离子监测(selected

ion monitoring，SIM)模式，土臭素和 2-甲基异莰醇的

定性离子碎片m/z分别为 125、112、97和 135、108、95，

土臭素和 2-甲基异莰醇的定量离子m/z分别为 112、95。

2 结果与分析

2.1 载气气流的优化

载气气流是影响萃取结果的一个重要因素，由于

微波加热的间歇循环性，当气流过小时，有可能导致

样品馏分蒸汽回流，影响最终结果；与此同时，由

于本实验所用微波设备的馏分样品收集处于一个开放的

状态，当气流过大时，会造成样品馏分逃逸，使样

品中的土味素物质不能完全液化，降低回收率。所以

经过多次实验，本实验载气最终选择 60mL/min的恒定

氩气流。

2.2 微波蒸馏功率的优化

图 1 微波蒸馏装置示意图

Fig.1   Diagram of microwave-assisted distillation device used

 in this study
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由图 2可知，随着微波功率的不断增加，蒸馏萃取

物的峰面积也随之升高，GEO和MIB的萃取物峰面积分

别在额定微波功率的 60%和 40%时达到最大值，不过在

实验中发现，当采取 60% 加热方式时，会有黄色的油

状物产生，一方面会黏附在通气的冷凝管道上，影响正

常的蒸馏萃取过程，另一方面发现这时的萃取产物中杂

质很多，会对GEO和MIB的分析产生影响；而在 40%

时回收率虽稍有所降低，但不会产生上述类似的现象，

所以最终采取额定功率的 40%(360W)作为实验条件。

2.3 微波蒸馏时间的优化

由图 3 可以看出，目标物峰面积在 2～6mi n 之

间会随着微波时间的延长而增加，而在 6～8min 时

间段则会下降，目标物的回收率降低。其原因有

可能是随着微波时间的延长，微波萃取瓶中样品的

水份已实现完全蒸馏，继续加热造成样品变黑变黄，

进而影响最终收集的蒸馏产物，干扰了固相微萃取

(solid-phase microextraction，S PM E)的萃取。所以

本实验最终采取微波时间 6 m i n。

2.4 校准曲线的建立

图 4显示，土腥味物质GEO和MIB的峰面积与其

含量呈正相关，在 0.5～20μg/kg范围内呈较好线性关

系，GEO和MIB的线性方程分别为 y＝ 227504x＋ 4312

(r2＝ 0.998)、y＝ 253136x＋ 12329(r2＝ 0.991)。

对 1μg/kg的土味素进行GC-MS精密度测定实验(n＝6)，

结果相对标准偏差为 0.662%。对土臭素和 2-甲基异崁醇

分别进行GC-MS检测限实验，在信噪比(RSN)为 3时，其

检测限分别达到了 0.044μg/kg和 0.095μg/kg，在 RSN为

10时，其定量限分别为 0.198μg/kg和 0.429μg/kg。

2.5 样品分析

根据优化的条件，对所购罗非鱼肉中的土臭素和 2-

甲基异莰醇进行检测，其色谱图如图 5所示，最后测得样

品中土臭素和 2-甲基异莰醇的平均含量分别为 4.97μg/kg，

1.21μg/kg。实验中微波蒸馏 -固相微萃取 -气相色谱质

谱的加标回收率结果如表 1所示，两种物质回收率的相

对标准偏差小于等于 5%。
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图 3 微波时间对土腥味物质萃取量的影响

Fig.3   Effect of microwave treatment time on extraction yields of

GEO and MIB
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Fig.2   Effect of microwave power on extraction yields of GEO and MIB
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图 4 罗非鱼肉中  GEO和 MIB检测的校准曲线

Fig.4   Calibration curves of GEO and MIB
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样 土腥味 含量 / 添加量 / 测定值 / 平均回 相对标准

品 化合物 (μg/kg) (μg/kg) (μg/kg) 收率% 偏差 /%

1
GEO 4.91 5 6.87± 0.10 39.3 2.0

MIB 1.13 1 1.75± 0.08 62.4 8.0

2
GEO 5.12 5 7.29± 0.12 43.5 2.4

MIB 1.08 1 1.66± 0.05 58.2 5.0

3
GEO 4.72 5 6.98± 0.10 45.2 2.1

MIB 1.34 1 1.99± 0.06 65.0 6.0

表 1 罗非鱼样品中土腥味物质的加标回收率

Table1   Spike recovery of GEO and MIB from tilapia fish samples

率也分别只有 30.4%和 81.4%，薛勇等[8]采用类似的方法

实验，所得 GEO 的回收率为 57%。

3 讨  论

本实验采用微波蒸馏 -固相微萃取 -气相色谱质谱方

法测定罗非鱼肉中的土腥味物质。此方法简便快捷，

利用微波加热在短时间内将鱼肉中难以提取的土臭素和

2-甲基异莰醇以气体方式蒸馏出来，然后经过冷凝水系

统将其由气态变为液态，之后利用固相微萃取富集提

取，并用 GC-MS分析。本实验采用自制微波蒸馏设备

优化了微波时间、微波功率、载气气流等参数。运用

该法测得所购罗非鱼肉中土臭素和 2-甲基异莰醇的平均

含量含别为 4.97μg/kg和 1.21μg/kg，本方法的建立为

水产品中土腥味物质含量的测定提供借鉴和参考。
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ion monitoring (m/z = 112, 95) mode  and total ion monitoring mode
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