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摘要 选取了6个甜橙 (CitrussinensisOsbeck)品种,利用高效液相色谱法检测其果实榨汁后放置过程

中柠檬苦素的含量变化,评价后苦味的差异;并分析了鹿寨蜜橙果汁中电子舌检测的苦味值与柠檬苦素含量

的相关性。结果表明:在榨汁后的0~32h内,兴国甜橙3-5中柠檬苦素含量变化最不稳定,经4次显著增加

后达到(9.03±0.21)mg/L的较高水平,最终含量与塔罗科血橙的差异不显著,后苦味增加明显;纽荷尔脐橙

的后苦味现象最明显,其柠檬苦素含量在28~30h时出现最大的增长,达(11.12±1.94)mg/L,不利于果汁

加工;佛罗斯特夏橙、红夏橙和鹿寨蜜橙在30h内只增加2.37~2.79mg/L,达到3.55~4.18mg/L的较低

水平,低于6mg/L的阈值,有利于果汁加工。因此,兴国甜橙3-5和塔罗科血橙若用于橙汁加工均须经过脱苦

过程。柠檬苦素含量的动态变化表明,若尽早在室温放置24h前抑制柠檬苦素-D-环内酯水解酶的活性,可能

会减轻甜橙汁的后苦味。鹿寨蜜橙果汁中,电子舌检测的苦味值与柠檬苦素含量线性相关(r=0.85)。此外,

对电子舌预测后苦味方面的应用进行了讨论。
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  柑橘成熟果实的果肉中含有非苦味的柠檬苦酸

A-环内酯(limonoateA-ringlactone,LARL),榨汁

后,在pH<6.5、加热、冰冻或机械损伤等逆境条件

下,LARL在柠檬苦素 D-环内酯水解酶(limonin
D-ringlactonehydrolase,LDRLase)的催化下迅速

转化为具有强烈苦味的柠檬苦素,即由A 环单内酯

前体转变成二内酯的形式,产生后苦味 (delayed
bitterness)或延迟苦味的现象[1]。除了前述原因

外,Hasegawa等[2]认为后苦味还与柠檬苦素UDP-
葡萄 糖 苷 转 移 酶(limonoidUDP-glycosyltrans-
ferases,LGTase)的作用有关,后者可将LARL转

化成不具苦味的柠檬苦素的配糖体(limonoidglu-
cosides,LG),达到自然脱苦(naturaldebittering)的
目的[3](图1)。

此外,柑橘种子中含有大量的类柠檬苦素配基

和配糖体,加工时种子结构的破坏也会对果汁的后

苦味有一定的影响[1]。

图1 柑橘中柠檬苦酸A-环内酯分别转化

为柠檬苦素及其配糖体形成自然脱苦(A)

和后苦味(B)的过程[3]

Fig.1 Naturaldebittering(A)anddelayed

bitterness(B)oflimonoidsinCitrus[3]

柑橘果汁是世界上消费量最多的果汁之一,由
于消费者本能的拒食心理,后苦味对柑橘汁的生产
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和销售带来不利影响。柑橘果汁产生后苦味的程度

因品种而异,除在加工过程中采用各种技术脱苦外,
选用合适的果汁加工品种是最根本的措施。本研究

选用6个甜橙品种(CitrussinensisOsbeck):鹿寨

蜜橙(Luzhaisweetorange)、兴国甜橙3-5(Xingguo
sweetorange)、纽 荷 尔 脐 橙 (Newhallnavelor-
ange)、塔罗科血橙(Taroccobloodorange)、佛罗斯

特夏橙(FrostValenciaorange)和红夏橙(Rohde
RedValenciaorange)(表1)为试材,其中,鹿寨蜜橙

和兴国甜橙3-5分别为广西桂林和江西赣州新选育

的甜橙品种,具备加工果汁的潜力[4-5],通过检测榨

汁后柠檬苦素含量的变化,评价其后苦味的差异及

用于果汁加工的潜力,以期为我国果汁加工用候选

品种的选择提供参考。

1 材料与方法

1.1 材 料

选取6个甜橙品种的成熟果实作试材,如表1
所示。室温下榨汁后分别在0、1、4、16、24、26、28、

30和32h取样检测其柠檬苦素含量。
表1 用于后苦味分析的6个甜橙(CitrussinensisOsbeck)品种1)

Table1 SixcultivarsofCitrussinensisOsbecksubjectedfordelayedbitternessanalysis

甜橙品种CultivarsofCitrussinensis 产地Producingarea 单果种子数 Averageseeds 采样日期Samplingdate

鹿寨蜜橙Luzhaisweetorange 广西桂林 Guilin,Guangxi 1.7 2008-11-13

兴国甜橙3-5Xingguosweetorange3-5 江西赣州 Ganzhou,Jiangxi 2.8 2009-01-06

纽荷尔脐橙 Newhallnavelorange 湖北秭归Zigui,Hubei 0 2009-03-12

塔罗科血橙 Taroccobloodorange 四川江津Jiangjin,Sichuan 0 2009-02-12

佛罗斯特夏橙FrostValenciaorange 湖北宜昌 Yichang,Hubei 0 2009-04-20

红夏橙 RohdeRedValenciaorange 湖北宜昌 Yichang,Hubei 1.8 2009-04-20

 1)后4个甜橙品种的单果种子数为8个果实的平均值。AverageseedsperfruitofNewhallnavelorange,Taroccobloodorange,Frost

andRohderedValenciaorangewerecalculatedwith8fruitsrespectively.

1.2 样品制备方法

1)标准溶液的配制。称取适量标准品,用乙腈

溶解后定容为1g/L母液。加入适量乙腈,稀释为

256、128、64、32、16、8、4、2和1mg/L的系列标准

溶液。

2)柑橘果汁中柠檬苦素提取。将果实榨汁,取

100mL果汁,以双蒸水定容至300mL,过滤去除杂

质。分别在室温下放置0、1、4、16、24、26、28、30和

32h后取5mL滤液加入到50mL离心管中,向离

心管中加入10mL二氯甲烷,剧烈振荡20min,超
声萃取30min,吸取上层液至另一个50mL离心管

中,再加入10mL二氯甲烷重复上述步骤1次,弃
上层液,合并下层液,真空浓缩至干,用乙腈定容

至1mL,经0.22μm微孔滤膜过滤后待高效液相

色谱检测。试验设置3个重复,每重复3~5个果

实。

3)鹿寨蜜橙后苦味的电子舌分析样品制备。室

温下将6个鹿寨蜜橙混合榨汁后稀释10倍,取80
mL于100mL烧杯中,每隔1h进行电子舌检测,
共检测5次。苦味强度值获取时间为120s。
1.3 样品检测方法

柠檬苦素的检测采用高效液相色谱法。使用

Waters1525高效液相色谱仪,配二极管阵列检测器

(PDA),C18色谱柱(规格为4.6mm×150mm,

5μm粒度)(美国 AgilentTechnologies)。选用鹿

寨蜜橙果汁进行电子舌分析,使用 Astree电子舌

(法国AlphaM.O.S)系统,含LS16型自动进样器

(法国AlphaM.O.S.)、第5套(5#)5味传感器:酸
味、甜味、苦味、咸味和鲜味。其苦味值0~12表示

苦味强度的逐渐加大。柠檬苦素的提取和浓缩使用

FS60型超声波清洗仪(美国 FisherScientific)和

5301型真空浓缩仪(德国EppendorfCo.)。
柠檬苦素的HPLC检测采用的条件为,流动相

采用V乙腈∶V水=50.5∶49.5等度洗脱;流速为

1mL/min;检测波长为210nm;进样量20μL;柱温

为室温。
色谱纯乙腈和甲醇购自美国Fisher公司,二氯

甲烷为分析纯,柠檬苦素标准品(HPLC纯)购自美

国Sigma公司,实验用水为超纯水。
通过标准品在 HPLC上的保留时间和特征吸

收光谱进行双重定性,外标法定量。采用 Waters高

效液相色谱仪Empower2软件(美国 Waters)控制

及数据处理系统对色谱结果进行处理。应用Excel
数据处理软件(美国 Microsoft)进行数据处理和标

准曲线的绘制,应用SAS软件(美国SASInstitute
INC)做差异显著性分析。
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2 结果与分析

2.1 6 个甜橙品种榨汁后柠檬苦素的含量变化

本试 验 测 得 柠 檬 苦 素 的 标 准 曲 线 为:Y=
4650X-1430,保留时间为7.8min左右,相关系数

为0.9996,达极显著水平(P<0.01),平均回收率

达93%以上。

6种甜橙的果汁中均未检测到诺米林。

6个甜橙品种榨汁后柠檬苦素含量随放置时间

的变化(表2)均呈逐渐增加的趋势。从表2中可以

看出,刚榨出的果汁中,以红夏橙的柠檬苦素含量最

低,兴国甜橙3-5的最高,分别达(0.76±0.06)

mg/L和(2.79±0.73)mg/L,另外4种甜橙相差不

大。到32h时检测,兴国甜橙3-5中柠檬苦素含量

仅次于纽荷尔脐橙,分别为(9.03±0.21)mg/L和

(12.56±1.88)mg/L,高于塔罗科血橙的(7.21±
2.09)mg/L和鹿寨蜜橙的(4.11±0.09)mg/L。
值得注意的是,在30~32h之间,后苦味在除夏橙

外4个品种的果汁中均未发生显著性变化。差异显

著性分析表明,在各自的检测最终点(夏橙在30h,
其它品种在32h),纽荷尔脐橙的后苦味显著高于

塔罗科血橙和兴国甜橙3-5,后两者则显著高于夏

橙和鹿寨蜜橙;其中,塔罗科血橙和兴国甜橙3-5之

间差异不显著,而夏橙和鹿寨蜜橙之间差异不显著。
表2 6个甜橙(C.sinensisOsbeck)品种果汁放置后柠檬苦素的含量变化1)

Table2 Limonincontentsinjuiceof6sweetoranges(C.sinensisOsbeck)standingfordifferenttimelengths mg/L

放置时间

Standingtime/h

佛罗斯特夏橙

FrostValencia
orange

红夏橙

RohdeRed
Valenciaorange

鹿寨蜜橙

Luzhaisweet
orange

塔罗科血橙

Taroccoblood
orange

兴国甜橙3-5
Xingguosweet
orange

纽荷尔脐橙

Newhallnavel
orange

0 1.19±0.04c 0.76±0.06d 1.41±0.20e 1.85±1.01b 2.79±0.73f 1.57±0.36d

1 1.27±0.05c 0.86±0.02d 1.56±0.01e 2.55±0.58b 2.89±0.24f 3.01±0.72cd

4 1.35±0.13c 1.11±0.07cd 1.66±0.23e 1.83±0.27b 4.52±0.94e 2.25±0.24d

16
未检测到

Notdetected
未检测到

Notdetected
2.18±0.39cd 2.04±0.19b 5.68±0.43d 2.53±0.14cd

24 2.05±0.09b 1.73±0.21bc 1.74±0.10de 1.96±0.33b 7.93±0.39bc 2.27±0.23d

26 3.24±0.55a 2.40±0.41b 2.45±0.17c 3.08±0.21b 7.59±1.22c 4.49±0.21c

28 3.27±0.42a 3.33±0.70a 3.65±0.58b 3.47±0.21b 8.89±0.09ab 6.94±1.69b

30 3.56±0.23a 3.55±0.66a 4.18±0.15a 5.82±1.20a 9.23±0.20a 11.12±1.94a

32 Notdetected Notdetected 4.11±0.09ab 7.21±2.09a 9.03±0.21a 12.56±1.88a

 1)表中同列内的不同小写英文字母表示含量之间的差异显著性(P<0.05)。Differentlettersinthesamecolumnindicatesignificant

differencebetweenlimoninconcentrations(P<0.05).

  在榨汁后的放置过程中,随放置时间的延长,以
兴国甜橙3-5果汁中柠檬苦素的含量动态变化最为

剧烈,而以塔罗科血橙的变化最为稳定。塔罗科血

橙仅在28~30h时经历1次显著上升的过程,而兴

国甜橙3-5则分别于放置4、16、24和28h时出现4
次显著增加,然后于28~32h期间保持相对稳定。
稳定性仅次于塔罗科血橙的是佛罗斯特夏橙,仅在

24和30h出现2次显著上升。而且,除塔罗科血橙

外,其他甜橙均在24~26h时出现柠檬苦素含量的

显著增加。虽然刚榨汁时纽荷尔脐橙果汁中柠檬苦

素的 含 量 不 高,为 (1.57±0.36)mg/L,却 于

28~30h时出现最大的增长幅度,从(6.94±1.69)

mg/L增加到(11.12±1.94)mg/L,使得其在最终

检测点(32h)的含量最高。
2.2 鹿寨蜜橙后苦味现象的电子舌分析

随榨汁后放置时间的不同,鹿寨蜜橙中苦味强

度在电子舌上的响应值如表3所示,从中可见其苦

味值随时间变化呈上升趋势。通过计算可得:电子

舌检测的鹿寨蜜橙果汁苦味值与柠檬苦素含量的变

化呈直线相关(r=0.85)。
表3 鹿寨蜜橙后苦味现象的电子舌分析

Table3 RelativebitternessvalueofLuzhaisweetorange(C.sinensis)

放置时间

Standingtime/h
苦味值

Relativebitterness
柠檬苦素含量

Limonincontent/(mg/L)

0 5.26±1.23 1.41±0.20
1 5.44±1.22 1.56±0.01
2 5.60±0.84 未检测到 Notdetected
3 6.69±0.96 未检测到 Notdetected
4 7.00±0.91 1.66±0.23

3 讨 论

柑橘果实的苦味品质因品种而异,即使在采后

的贮藏期间,国庆1号和3号果实中主要苦味物质

的含量变化都有显著的不同[6]。据报道,就制汁品
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种而言,如果柠檬苦素和诺米林在柑橘果汁中的含

量超过6mg/L,就不适用于果汁加工[7]。柠檬苦素

含量在2~7mg/L时就感觉到苦味,其浓度达15
mg/L以上就会变得非常之苦[8]。本研究结果表

明:兴国甜橙3-5榨汁后柠檬苦素含量经历4次显

著增加的过程,最终达到(9.03±0.21)mg/L,后苦

味增加明显;纽荷尔脐橙虽然在刚榨汁时柠檬苦素

含量不高,却于28~30h时出现了最大的增长幅

度,从(6.94±1.69)mg/L剧增到(11.12±1.94)

mg/L,不利于果汁加工;在含量动态变化上最稳定

的是塔罗科血橙,只在28~30h时有显著增加,最
终与兴国甜橙3-5中的含量差异不显著;佛罗斯特

夏橙、红夏橙和鹿寨蜜橙虽然都经历多于2次的显

著上升过程,但在30h内含量只增加2.37~2.79
mg/L,达到3.55~4.18mg/L的最终水平,这一特

性有利于果汁加工。因此,兴国甜橙3-5、鹿寨蜜橙

和塔罗科血橙3个品种相比,鹿寨蜜橙最可能直接

用于果汁加工,兴国甜橙3-5和塔罗科血橙果汁的

柠 檬 苦 素 含 量 在 放 置 28h 后 均 接 近 或 超 过

6mg/L,至少要经过脱苦后才能用于果汁加工[9]。
本试验所检测的6个甜橙品种果汁后苦味的共

性是:除塔罗科血橙外,均会在24~26h时出现柠

檬苦素的显著增加。如果能尽早在24h前(对于塔

罗科血橙是在28h前)对室温下放置的这6种甜橙

果汁采取相应措施,阻滞LDRLase的酶促作用,可
能会大大降低后苦味的产生。但是,在大批量榨汁

时这个时间可能会有变动,有待进一步摸索。
关于后苦味的品种差异,除受种子等因素的影

响外,Manners[3]认为,与脐橙相比,伏令夏橙可更

有效地将LARL转变为LG,因此,脐橙果汁的后苦

味更明显。Zaare-Nahandi等[10]则认为,盛花期后

LGTase在果实白皮层内开始表达的时期与果汁的

后苦味有一定的相关性,无明显后苦味的Owari温

州蜜柑于盛花后60d开始表达,Thompson脐橙和

酸橙,Marshseedless葡萄柚和甜莱檬分别于花后

120d和210d后开始表达,因而甜莱檬果汁具有最

强的后苦味。目前,LGTase酶在Frost脐橙和柚的

白皮层中得到提纯[11-12],编码该酶的基因得到克

隆[11]。有趣的是,Kita等[13]通过该基因的结构分

析表明:脐橙与温州蜜柑中LGTase催化能力的差

异在于编码该酶的基因为等位基因,脐橙基因组中

以CitLGT-1的纯合体形式存在,缺少CitLGT-2,
而后一种等位基因的表达是早、中期果实发育中柠

檬苦素、诺米林等类柠檬苦素配基转化为配糖体的

必要条件。本研究选用的均是甜橙类的品种,亲缘

关系较近,其后苦味差异的原因是否与LGTase的

表达时间有关,尚待进一步研究证实。

Astree电子舌是一种电化学传感器组成的检

测器,该传感器由包裹有机层的二氧化硅晶体管组

成,可模拟人的味觉感应能力,在以往的研究中能很

好地预测苦味的咖啡碱和奎宁、甜味的蔗糖和葡萄

糖等[14-15],对柠檬苦素含量的预测尚未见报道。本

研究虽在电子舌苦味强度值与鹿寨蜜橙的柠檬苦素

含量之间初步找到线性相关性,尚需多点试验分析

来证实。在2种甜橙的柠檬苦素含量和电子舌苦味

强度之间没有找到显著的线性相关性,其可能的原

因在于:纽荷尔脐橙和鹿寨蜜橙除在柠檬苦素含量

上有差异外,还在可溶性糖、有机酸及游离氨基酸

(如L-精氨酸)上有较大差异,而上述物质均可能对

苦味有掩味作用(tastemasking)[14-15];其他致苦物

质如柚皮苷、新橙皮苷及多酚类物质(具苦涩味)的
含量差异也可能对苦味强度值有不同程度的贡献;
另外,传感器的重现性(RSD值)对分析也有明显影

响,如纽荷尔脐橙的苦味RSD值高达2.76,尚需对

电子舌进行培训和对传感器进行优化选择。因此,
在保证传感器有良好重现性的前题下,对电子舌酸、
甜、苦等强度值的综合解读可能在未来对橙汁后苦

味的预测方面更具说服力。

致谢 感谢法国阿尔法莫斯仪器公司(上海)免费提

供电子舌检测。
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DelayedBitternessofSixSweetOranges(CitrussinensisOsbeck)

DINGFan1 LIUBao-zhen1 DENGXiu-xin1 WANGZhuang1

XIEZong-zhou1 FANGYi-wen2 XUJuan1

1.NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/KeyLaboratoryofHorticultural
PlantBiology (MinistryofEducation)/CollegeofHorticultureandForestry,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.CitrusResearchInstituteofGanzhouCity,JiangxiProvince,Ganzhou341400,China

Abstract Afterjuicesqueezingasstandingtimeprolonged,limonincontentchangesweredeter-
minedwithHPLCtoevaluatedelayedbitternessofsixsweetoranges(CitrussinensisOsbeck).Thecor-
relationbetweenlimonincontentinLuzhaisweetorangeandthebitternessintensitymeasuredbyelec-
tronictonguewereanalyzedaswell.Resultsshowedthatduringtheperiodof0-32haftersqueezing,li-
monincontentofjuicefromXingguosweetorange3-5underwentsignificantincreasefourtimestoreach
arelativehighlevelof(9.03±0.21)mg/L,thesamelevelasthatofjuicefromTaroccobloodorangeat
32h,whichthendevelopedadistinctivedelayedbitternessinbothcultivars.Asabadtraitinjuicepro-
cessing,themostseriousdelayedbitternesswasattributedtojuicefromNewhallnavelorange,ofwhich
limonincontentunderwentasignificantandthelargestincreaseduring28-30handclimbedupto
(11.12±1.94)mg/L.However,thecontentsofFrostValenciaorange,RohdeRedValenciaorangeand
Luzhaisweetorangeincreased2.37-2.79mg/Lonlyat30haftersqueezing,maintainedatthelowest
levelof3.55-4.18mg/L,lowerthanthethresholdoflimonincontentinjuiceprocessing.Thus,debitter-
ingwillbeneededwhenusingXingguosweetorange3-5andTaroccobloodorangeasjuiceprocessing
cultivars.Theresultsalsoshowedthatifmeasuresweretakentoinhibittheenzymeactivityoflimonin
D-ringlactonehydorlasebefore24hafterjuicesqueezing,delayedbitternesswouldbedecreased.Theap-
plicationofelectronictongueindelayedbitternesspredictionwasdiscussed.

Keywords sweetorange(CitrussinensisOsbeck);delayedbitterness;limonin;electronictongue
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