
全自動オンライン固相抽出-GC/MSシステムを用いた
貯蔵温度の異なるハッサク果実の香味関連成分分析
〇新川翔也, 佐々野僚一（株式会社アイスティサイエンス）

2．実験方法

3．結果と考察

サンプリング条件およびGC-MS条件

1．研究背景

代謝物分析 揮発性成分分析

固相カートリッジ Flash-SPE AXs Flash-SPE HLB

サンプリング 液体 50 μL 40℃, ヘッドスペース 100 mL通気

注入方式 スプリット注入 大量注入

インサート スパイラルインサート スパイラルインサート

注入口温度 220℃ (0.50 min)-100℃/min-290℃ 55℃ (0.30 min)-100℃/min-250℃

スプリット比 50:1
28 mL/min (70 kPa, 0.30 min) 
→ Splitless (2.75 min) 
→ 50 mL/min (1 min)

ガスクロマトグラフ 7890B（Agilent） 7890B（Agilent）

流量制御 コンスタントフロー, 1.0 mL/min コンスタントフロー, 1.4 mL/min

プレカラム 0.25 mm i.d. × 0.5 m 0.25 mm i.d. × 0.5 m

分析カラム
VF-5ms, 0.25 mm i.d. × 30 m, 

df=0.5 μm

InertCap 5HT, 0.25 mm i.d. × 30 m, 

df=0.25 μm

オーブン温度 100℃ (2 min) -10℃/min-
320℃ (2 min), Total 26.0 min

40℃ (4 min) -10℃/min-160℃-
30℃/min -310℃ (2 min), 
Total 23.0 min

トランスファーライン 290℃ 290℃

質量分析計 5977B（Agilent） 5977B（Agilent）

イオン源温度 260℃ 260℃

データ取得モード Scan (m/z 70-600) Scan (m/z 25-350)

自動前処理フロー

スクロール遷移防止用

4．結言

代謝物分析によって得られた同定ピーク43成分を主成分分析に供した結果（図1）、貯蔵温度によって異なる方
向に代謝が進行していることが示唆された。常温貯蔵ではグルコースやフルクトースなどの単糖類で高い検出強度
を示し、呼吸によるショ糖の分解が亢進していると推測された。冷凍貯蔵では冷却過程で誘導されたと思われるγ-
アミノ酪酸やプロリンなどが高強度を示したほか、cis-アコニット酸、コハク酸、フマル酸なども高強度を示し
TCA回路関連の代謝反応が低温により変化しこれらの成分が蓄積していると考えられた（図2）。以上のことから、
常温貯蔵では糖度が増し酸味の少ない果肉に変化していると予想される。

本発表に関して、開示すべき利益相反関連事項はありません。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

  

    

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

  

    

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

  

  

  

Limonin

Limonoate A-ring 
lactone自発的閉環

および酵素反応

常温
・細胞質pH：中性
・酵素：液胞中に局在

低温障害
・細胞質pH：酸性
・酵素：細胞質に拡散

氷結晶の生成による
細胞の損傷

無味

苦味
ハッサク

12月下旬に収穫

冷暗所で1～2ヶ月熟成し出荷

和歌山県HPより引用

ハッサクは低温障害により品質が変化することが知られているが、

苦味物質であるリモノイド類以外の成分変化については知見が限られている

常温
（約15℃）

冷蔵
（6~8℃）

冷凍
（-20℃）

冷蔵保管
（6~8℃）

1日3日

果肉
取り出し

ドライアイス
凍結粉砕

果実4個の8等分一対を混合

段ボールに入れ
封をして静置

冷凍保蔵
ハッサク果実

サンプル調製手順

代謝物分析：
粉末試料 0.2~0.3 g
＋ 超純水 等量
↓ 分取 50 μL
＋ アセトニトリル 200 μL
↓ 振盪、遠心
試料抽出液 100 μL
＋ 希釈液 900 μL
＋ 0.2M NaOH 20 μL

揮発性成分分析：
粉末試料/超純水（1/1）2.5 mL

Flash-SPE HLB

溶出：アセトン/ヘキサン（1/3）

GC/MS分析

アセトン/ヘキサン（1/3）

アセトン

窒素パージ

気相サンプリング

加温：40℃

吸引量：100 mL

脱水：アセトニトリル

誘導体化試薬を含浸（固相誘導体化反応）

20 mg/mL メトキシアミン/ピリジン溶液 4 µL, 15分

検液 50 µL

GC/MS分析

溶出：ヘキサン

Flash-SPE ACXs

脱水：アセトニトリル

誘導体化試薬を含浸（固相誘導体化反応）

MSTFA/ヘキサン(1/1） 10 µL, 1 分

検液 3 µL（アセトニトリルと固相上部で混合）

洗浄：アセトニトリル/水(1/1)

乾燥：窒素パージ

コンディショニング
水
アセトニトリル/水(1/1)

コンディショニング

代謝物分析 揮発性成分分析

LVI-S250
Controller

オンラインSPE-GCシステム外観

図1：貯蔵温度の異なるハッサク果実の代謝物分析によって得られた同定ピーク（43成分）による主成分分析

冷蔵

常温

冷凍

呼吸によるショ糖の分解

低温ストレスへの適応

Succinyl-CoA

図2：低温障害に関連する代謝経路と各成分のピーク面積値比較(n=4, 平均±標準偏差）
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酵素反応時にH+が消費され
細胞質のpHを一定に保つ
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図3：ハッサク果肉のバイアル中気相から検出された各成分のピーク面積値比較

（n=3, 平均±標準偏差, 検出成分の一部を抜粋）
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バイアルヘッドスペース中揮発性成分の分析結果（図3）では、常温貯蔵試料でモノテルペン類が高強度を示
し他の貯蔵条件に比べると生合成が維持されていた。冷凍貯蔵ではリナロールやα-テルピネオールなどのテル
ペンアルコール類の強度が高く、これらの成分が配糖体として蓄積されている液胞が損傷を受け細胞質中での加
水分解により遊離した可能性がある。冷蔵貯蔵ではC7/C9アルデヒド（ヘプタナールおよび2-ヘプテナール、
2-ノネナール）が常温貯蔵と同等の強度を示した一方でC6アルデヒド（ヘキサナール、2-ヘキセナール、3-ヘ
キセナール）は保蔵温度が高いほど高い検出強度を示した。この温度感受性の違いは由来となっている脂肪酸の
違いや酸化メカニズムの違いによるものと推察された。以上のことから、貯蔵温度によって香気成分の組成が変
化していることが明らかとなった。

モノテルペン C6アルデヒド C7/C9アルデヒド テルペンアルコール

オンラインSPE-GC/MSシステムを用いたハッサク果肉の香味関連成分の分析を行い、貯蔵温度が与える影響
について考察した。糖類を多く含む果肉に対し固相脱水誘導体化法を用い、アミノ酸有機酸を含めた一斉分析を
行った結果、貯蔵温度による代謝変動の差異を考察することが可能であった。同一機器で揮発性成分分析を実施
し検出対象成分を広げることで、低温障害がハッサク果肉の香味に与える影響について視座を高めることが可能
となった。

今後も和歌山県の特産品であるハッサクを対象とし、柑橘の苦味原因物質であるリモノイド類について抽出方
法・固相前処理手順を確立しオンラインSPE-GC/MSシステムの対象成分を拡大していくほか、貯蔵前後の変化
や他の保蔵方法が香味に与える影響を明らかにしていきたい。

3.2 揮発性成分分析

3.1 代謝物分析
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