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高效液相色谱法同时测定菌液中
５ 种有机酸的含量
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摘要:建立了利用高效液相色谱同时测定粪产碱杆菌菌液中 ５ 种有机酸代谢产物的分析方法ꎮ 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－

Ｃ１８ 色谱柱(４􀆰 ６×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相为 Ｖ(磷酸氢二钠) ∶Ｖ(甲醇)＝ ９７ ∶３ꎬ流速 ０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长 ２１０ ｎｍꎬ柱温 ３５℃ꎬ进
样量 ２０ μＬꎮ 结果表明ꎬ该方法在 １２ ｍｉｎ 内简便快速地分离出 ５ 种有机酸(丁二酸、乳酸、柠檬酸、乙醛酸和苹果酸)ꎬ且峰形良
好、分离度好ꎬ线性范围内各酸的浓度与色谱峰面积的线性关系良好ꎬ相关系数不低于 ０􀆰 ９９９ ５ꎬ加标回收率为 ９９􀆰 ２２％ ~
１０３􀆰 ６０％ꎬ相对标准偏差小于 ５％ꎮ 该方法简便快速ꎬ具有前处理简单、分离效果好、精密度高、回收率高等特点ꎬ可用于同时测
定菌液中 ５ 种有机酸的含量ꎮ
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ｃｏｌｕｍｎ (４􀆰 ６×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ) ｉｓ ｕｓｅｄꎬｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｉｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ∶ｍｅｔｈａｎｏｌ ＝
９７ ∶３ꎬｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｓ ０􀆰 ６ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ２１０ ｎｍꎬｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３５℃ꎬａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ２０ μＬ.Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｅａｓｉｌｙ ａｎｄ ｑｕｉｃｋｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ( ｓｕｃｃｉｎｉｃ
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　 　 有机酸作为微生物新陈代谢的产物ꎬ常被用作

化学工业的理想原料[１]ꎬ在化学工业、医药与食品

工业中有着广泛的应用[２]ꎮ 但是ꎬ由于微生物代谢

液成分复杂多样ꎬ存在着氨基酸、蛋白质、脂类等大

量初级代谢产物[３]ꎬ以及醇类、酯类、醛类等大量的

次级代谢产物[４]ꎬ对有机酸的检测和有效利用都存

在着较大的影响ꎮ
目前ꎬ在各种不同的材料中ꎬ国内外对于有机酸

的检测存在着多种方法ꎬ主要有离子色谱法[５－６]、毛
细管电泳法[７－８]、 液相色谱法[９－１０]、 气相色谱法

等[１１－１２]ꎮ 其中ꎬ高效液相色谱法是一种以液体为流

动相ꎬ采用高压输液系统ꎬ将具有不同极性的单一溶

剂或不同比例的混合溶剂、缓冲液等流动相泵入装

有固定相的色谱柱ꎬ在柱内各成分被分离后ꎬ进入检

测器进行检测ꎬ从而实现对试样的分离和分析的方

法[１３]ꎬ具有分析速度快、载液流速快、分离效能高和
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高灵敏度等特点[１４]ꎬ目前已在各种材料之中广泛

应用ꎮ
在植物方面ꎬ陈钰祺等[１５]运用高效液相色谱法

准确测定 ６ 种冻干刺梨果中苹果酸、柠檬酸、富马酸

和抗坏血酸的含量ꎻ王超等[１６]运用高效液相色谱法

准确测定灰枣和骏枣中苹果酸、柠檬酸、丁二酸和奎

宁酸的含量ꎻ陈艳杰[１７]运用高效液相色谱法准确测

定银杏叶中 ９ 种小分子有机酸的含量ꎮ 在微生物方

面ꎬ陈万超等[１８] 运用高效液相色谱法准确测定 １１
个品种的香菇中酒石酸、苹果酸、抗坏血酸、乙酸、柠
檬酸、富马酸和丁二酸的含量ꎻ李晶等[１９] 运用高效

液相色谱法准确测定杏鲍菇子实体中苹果酸、柠檬

酸、延胡索酸、丁二酸、酒石酸和抗坏血酸的含量ꎻ任
氢欣等[２０]运用高效液相色谱法准确测定大豆根际踝

节真菌代谢物中草酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、乙酸、马
来酸、柠檬酸和富马酸的含量ꎮ 但是ꎬ对于菌液这一

复杂体系中有机酸的含量测定还有待进一步研究ꎮ
粪产碱杆菌(Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)是在土壤中普

遍存在的非发酵性革兰氏阴性菌ꎬ其代谢产物中含

有丰富的有机酸ꎬ如丁二酸、乳酸、柠檬酸、乙醛酸和

苹果酸等[２１]ꎮ 本研究针对微生物发酵液中有机酸

含量测定的需要ꎬ以粪产碱杆菌为例ꎬ拟通过对高效

液相色谱条件进行优化ꎬ得到一种全新的高效液相

色谱方法ꎬ以测定粪产碱杆菌代谢产物中 ５ 种有机

酸的含量ꎬ这对实现对菌液中有机酸的快速准确测

定以及有机酸的工业化利用有着重要价值ꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 仪器及试剂

ＮＵ３０００ 型高效液相色谱仪ꎬ江苏汉邦科技有

限公司生产ꎻＡｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８ 色谱柱ꎬ美国

安捷伦科技公司生产ꎻＰＨＳ－２５ 型 ｐＨ 计ꎬ上海仪电

科学仪器股份有限公司生产ꎻＰＬ－Ｓ１００ 型数显超声

波清洗机ꎬ东莞康士洁超声波科技有限公司生产ꎻ
ＹＴ－ＣＪ＝ １ＮＤ 型超净工作台ꎬ北京亚泰科隆仪器计

数有限公司生产ꎻＧＩ５４ＤＳ 型自动压力蒸汽灭菌器ꎬ
致微(厦门)仪器有限公司生产ꎻＵＰＬ－Ｉ－１０Ｔ 型优普

系列超纯水器ꎬ四川优普超纯科技有限公司生产ꎻ水
系过滤器ꎬ天津市津腾实验设备有限公司生产ꎻ
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜ꎬ天津市津腾实验设备有限公司

生产ꎮ
甲醇为色谱纯ꎬ赛默飞世尔科技(中国)有限公

司生产ꎻ磷酸氢二钠、乙醛酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、
丁二酸为分析纯ꎬ天津市福晨化学试剂厂生产ꎮ

１􀆰 ２　 菌株

本研究所用粪产碱杆菌(Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)菌
株由西南科技大学生命科学与工程学院环境微生物

学课题组提供ꎮ

２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件

色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８ 色谱柱(４􀆰 ６×
１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相:Ｖ (磷酸氢二钠) ∶ Ｖ (甲

醇)＝ ９７ ∶ ３ꎬ磷酸氢二钠浓度为 ６３ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ流速:
０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测波长:２１０ ｎｍꎻ柱温:３５℃ꎻ进样量:
２０ μＬꎮ
２􀆰 ２　 溶液的制备

２􀆰 ２􀆰 １　 标准品的制备

精密称取乙醛酸 ０􀆰 ０１８ ６ ｇ、苹果酸 ０􀆰 ００５ ０ ｇ、
乳酸 ０􀆰 ０５０ ０ ｇ、丁二酸 ０􀆰 ０２５ ０ ｇ、柠檬酸 ０􀆰 ００５ ５ ｇꎬ
分别置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加入适量超纯水溶解并

定容ꎬ摇匀ꎬ经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后即得各酸标准

对照溶液(乙醛酸 ３００ ｍｇ / Ｌ、苹果酸 １００ ｍｇ / Ｌ、乳酸

５００ ｍｇ / Ｌ、丁二酸 ５００ ｍｇ / Ｌ、柠檬酸 １００ ｍｇ / Ｌ)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液的制备

将培养完成的菌液在高速离心机上以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ８ ｍｉｎꎬ上清液过 ０􀆰 ２２ μｍ 水相针式过滤器后

作胞外样ꎮ 离心得到的菌体在液氮中反复冻融 ３ 次

后ꎬ加入 １ ｍＬ 的超纯水ꎬ以 １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ上清液过 ０􀆰 ２２ μｍ 水相针式过滤器后作胞

内样ꎮ
２􀆰 ３　 色谱峰的定性鉴定

用配制完成的 ５ 个组分的标准溶液ꎬ利用保留

时间对合成原液的色谱峰进行分析ꎬ鉴定出其中的

丁二酸、乳酸、苹果酸、乙醛酸和柠檬酸的吸收峰ꎮ

３　 方法学考察

３􀆰 １　 线性关系考察

精密吸取 ２􀆰 ２􀆰 １ 项下各酸标准对照溶液 １、２、
３、４、５ ｍＬꎬ分别置于 ５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加水溶解并定

容ꎬ即得系列线性溶液ꎬ取上述溶液适量ꎬ再按 ２􀆰 １
项下色谱条件进样测定ꎬ记录峰面积ꎮ 以待测成分

峰面积(ｘ)为横坐标、质量浓度(ｙꎬｍｇ / Ｌ)为纵坐标

进行线性回归ꎬ得丁二酸、乳酸、苹果酸、乙醛酸和柠

檬酸的线性回归方程ꎬ见表 １ꎮ 结果表明ꎬ乙醛酸在

１００ ~ ３００ ｍｇ / Ｌ 线性关系良好ꎬ相关系数 Ｒ２ 为

０􀆰 ９９８ ４ꎻ苹果酸在 ２０ ~ １００ ｍｇ / Ｌ 线性关系良好ꎬ相
关系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９５ ３ꎻ乳酸在 １００ ~ ５００ ｍｇ / Ｌ 线性
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关系良好ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９８ １ꎻ柠檬酸在 ２０ ~
１００ ｍｇ / Ｌ 线性关系良好ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９７ ９ꎻ
丁二酸在 １００ ~ ５００ ｍｇ / Ｌ 线性关系良好ꎬ相关系数

Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９９ １ꎮ
表 １　 线性关系考察结果

成分 回归方程 相关系数 Ｒ２
线性范围 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

乙醛酸 ｙ＝ ０􀆰 ４２１５ｘ－８􀆰 ４５５７ ０􀆰 ９９８４ １００~３００

苹果酸 ｙ＝ ０􀆰 ６４２ｘ－２２􀆰 ６８３ ０􀆰 ９９５３ ２０~１００

乳酸　 ｙ＝ ０􀆰 ６２１９ｘ－１８􀆰 ７３ ０􀆰 ９９８１ １００~５００

柠檬酸 ｙ＝ ０􀆰 ４９４９ｘ－０􀆰 ５５４ ０􀆰 ９９７９ ２０~１００

丁二酸 ｙ＝ １􀆰 ０５８ｘ－１７􀆰 ０９７ ０􀆰 ９９９１ １００~５００

３􀆰 ２　 定量限与检测限考察

取 ２􀆰 ２􀆰 １ 项下混合对照品溶液适量ꎬ等倍逐步

稀释ꎬ按 ２􀆰 １ 项下色谱条件进样测定ꎬ记录峰面积ꎮ
当信噪比为 １０ ∶１时ꎬ取各有机酸定量限ꎻ当信噪比

为 ３ ∶１时ꎬ取各酸检测限ꎮ 结果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 定量限和检测限考察结果 ｍｇ / Ｌ

有机酸 定量限 检测限

乙醛酸 １９􀆰 ５１ ５􀆰 ８５

苹果酸 ３７􀆰 ０２ １１􀆰 １１

乳酸　 ２􀆰 ３０ ０􀆰 ６９

柠檬酸 ２􀆰 ６０ ０􀆰 ７８

丁二酸 ０􀆰 ７８ ０􀆰 ２３

３􀆰 ３　 精密度试验

取 ２􀆰 ２􀆰 １ 项下各酸标准对照溶液 ３ ｍＬ 于 ５ ｍＬ
容量瓶中ꎬ用超纯水定容至刻度ꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 水系

滤膜后ꎬ按 ２􀆰 １ 项下色谱条件连续进样测定 ６ 次ꎬ同
时对 ５ 种有机酸的峰面积进行测定ꎬ计算相对标准

偏差值(ＲＳＤ)ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ５ 种

有机酸的 ＲＳＤ 均在 ５􀆰 ００％以下ꎬ表明仪器精密度

良好ꎮ
表 ３　 精密度试验结果

有机酸 峰面积 均值 ＲＳＤ / ％

乙醛酸 ６５９􀆰 ２１５４ ６７３􀆰 ８２４６ ６５９􀆰 ４９９５ ６４０􀆰 ３６５６ ６８６􀆰 ２９０１ ６４０􀆰 ８６０８ ６６０􀆰 ００９３ ２􀆰 ７４
苹果酸 ３７７􀆰 ７８９２ ３６６􀆰 ３９０５ ３７４􀆰 ２７６６ ３７５􀆰 ３３９８ ３８２􀆰 ２９５５ ３７４􀆰 ７９１５ ３７５􀆰 １４７２ １􀆰 ３９
乳酸　 ５５９􀆰 １２５４ ５３７􀆰 ０２２６ ５５６􀆰 ８４９９ ５５７􀆰 ０４４９ ５５７􀆰 ２８９４ ５４９􀆰 １７０８ ５５２􀆰 ７５０５ １􀆰 ５３
柠檬酸 ４０９􀆰 ００７２ ３９６􀆰 ３４５７ ３９０􀆰 ４３２７ ３８９􀆰 ０４６６ ３９３􀆰 ０４０４ ３９６􀆰 ００７８ ３９５􀆰 ６４６７ １􀆰 ８１
丁二酸 ５５６􀆰 ６７６３ ５４２􀆰 ６１９４ ５６９􀆰 ７０９２ ５５３􀆰 ７８６７ ５４２􀆰 ２９０９ ５２５􀆰 ５２４７ ５４８􀆰 ４３４５ ２􀆰 ７６

３􀆰 ４　 重复性试验

取 ２􀆰 ２􀆰 ２ 项下制备的胞外①号供试品溶液ꎬ再
按 ２􀆰 １ 项下色谱条件重复进样 ６ 次ꎬ记录峰面积ꎬ计

算相对标准偏差值(ＲＳＤ)ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ 由表

４ 可知ꎬ５ 种有机酸的 ＲＳＤ 均在 ５􀆰 ００％以下ꎬ表明方

法重复性良好ꎮ
表 ４　 重复性试验结果

有机酸 峰面积 均值 ＲＳＤ / ％

乙醛酸 ６２１􀆰 ９３８９ ６４９􀆰 １５５９ ６１１􀆰 １６２９ ６３２􀆰 ２６１７ ６４２􀆰 ９３０４ ６４２􀆰 ０３３１ ６３３􀆰 ２４７２ ２􀆰 ２８
苹果酸 ３５６􀆰 ５００２ ３４２􀆰 ４１４１ ３２１􀆰 ２８８８ ３４２􀆰 ７８７８ ３２９􀆰 ８９６６ ３４４􀆰 ３２８７ ３３９􀆰 ５３６０ ３􀆰 ６２
乳酸　 ６４０􀆰 ７２４８ ６４４􀆰 ６４５２ ６１５􀆰 ０８７３ ６４０􀆰 ４２６４ ６６１􀆰 １９０２ ６４６􀆰 ４４０１ ６４１􀆰 ４１９０ ２􀆰 ３３
柠檬酸 ５１２􀆰 ２３８２ ４９９􀆰 ２８７８ ５０９􀆰 １４９８ ５０６􀆰 ９６１３ ５１０􀆰 ８１９８ ５０９􀆰 ２４０８ ５０７􀆰 ９４９６ ０􀆰 ９０
丁二酸 ３５２􀆰 ５９５３ ３３６􀆰 ８１１３ ３３０􀆰 ９３１９ ３３９􀆰 ３８２９ ３５６􀆰 ５１８３ ３５６􀆰 ４２６０ ３４５􀆰 ４４４３ ３􀆰 ２１

３􀆰 ５　 稳定性试验

取 ２􀆰 ２􀆰 ２ 项下制备的胞外②号供试品溶液ꎬ分别

于室温下放置 ０、２、４、６、８ ｈ 时ꎬ按 ２􀆰 １ 项下色谱条件

进样测定ꎬ记录峰面积ꎬ计算相对标准偏差值(ＲＳＤ)ꎬ
结果如表 ５ 所示ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ５ 种有机酸的 ＲＳＤ 均

在 ５􀆰 ００％以下ꎬ表明样品在 ８ ｈ 内稳定性良好ꎮ
表 ５　 稳定性试验结果

有机酸
峰面积

０ ｈ ２ ｈ ４ ｈ ６ ｈ ８ ｈ
均值 ＲＳＤ / ％

乙醛酸 ７２１􀆰 ９３８９ ７１３􀆰 ５３８３ ７３１􀆰 １１６１ ７１２􀆰 ５５５８ ７２０􀆰 ２６８８ ７１９􀆰 ８８３６ １􀆰 ０４
苹果酸 ３５６􀆰 ５００２ ３５６􀆰 ７９２３ ３６２􀆰 ７３６１ ３５１􀆰 ６２７２ ３６２􀆰 ８９２６ ３５８􀆰 １０９７ １􀆰 ３３
乳酸　 ６４０􀆰 ７２４８ ６７７􀆰 ０６７９ ６９３􀆰 ４６０２ ６６９􀆰 ７３９６ ６９０􀆰 ７６９６ ６７４􀆰 ３５２４ ３􀆰 １４
柠檬酸 ５１２􀆰 ２３８２ ５２１􀆰 ３７７６ ５３１􀆰 ６８１８ ５１２􀆰 ４８０７ ５２１􀆰 ６１５２ ５１９􀆰 ８７８７ １􀆰 ５４
丁二酸 ３５２􀆰 ５９５３ ３５８􀆰 １８４９ ３５４􀆰 ００６６ ３５３􀆰 ２８０８ ３５９􀆰 ７５８７ ３５５􀆰 ５６５２ ０􀆰 ９０
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３􀆰 ６　 加标回收率试验

取已知含量的样品适量ꎬ共 ３ 份ꎬ每份 ３ ｍＬꎬ分
别加入相应质量的乙醛酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸和

丁二酸对照品ꎬ按 ２􀆰 １ 项下色谱条件进样测定ꎬ记录

峰面积并计算加样回收率ꎬ结果见表 ６ꎮ
表 ６　 加标回收率试验结果

有机酸

样品

浓度 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

加入

标样

量 /
ｍｇ

理论

浓度值 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

实际

浓度值 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

回收率 /
％

平均

回收率 /
％

乙醛酸 ３２８ １００ ４２８ ４３８􀆰 ０５８８ １０２􀆰 ３５０２０ １００􀆰 ２７４８

　 　 ２００ ５２８ ５３３􀆰 ０７９３ １００􀆰 ９６２００ 　

　 　 ３００ ６２８ ６１２􀆰 ３７６２ ９７􀆰 ５１２１３ 　

苹果酸 ２４０ １００ ３４０ ３５５􀆰 ０３６３ １０４􀆰 ４２２４０ ９９􀆰 ２２４０１

　 　 ２００ ４４０ ３９７􀆰 ２８６９ ９０􀆰 ２９２４７ 　

　 　 ３００ ５４０ ５５５􀆰 ９６８４ １０２􀆰 ９５７１０ 　

乳酸　 ３４６ １００ ４４６ ４５３􀆰 ９４２３ １０１􀆰 ７８０８０ １００􀆰 ７９８２

　 　 ２００ ５４６ ５３９􀆰 ００６６ ９８􀆰 ７１９１６ 　

　 　 ３００ ６４６ ６５８􀆰 ２３９９ １０１􀆰 ８９４７０ 　

柠檬酸 ２５４ １００ ３５４ ３６１􀆰 ７３５３ １０２􀆰 １８５１０ １０３􀆰 ６０２０

　 　 ２００ ４５４ ４７１􀆰 １８５８ １０３􀆰 ７８５４０ 　

　 　 ３００ ５５４ ５８０􀆰 ７８８１ １０４􀆰 ８３５４０ 　

丁二酸 ４６０ １００ ５６０ ５４４􀆰 ４４７１ ９７􀆰 ２２２６９ １０１􀆰 ６３１３

　 　 ２００ ６６０ ６８２􀆰 ６９９３ １０３􀆰 ４３９３０ 　

　 　 ３００ ７６０ ７９２􀆰 １６３４ １０４􀆰 ２３２００ 　

３􀆰 ７　 样品含量测定

取 ３ 批样品各适量ꎬ按 ２􀆰 ２􀆰 ２ 项下方法制备供

试品溶液ꎬ再按 ２􀆰 １ 项下色谱条件进样测定ꎬ样品的

色谱图见图 １ꎮ

１—乙醛酸ꎻ２—苹果酸ꎻ３—乳酸ꎻ４—柠檬酸ꎻ５—丁二酸

图 １　 样品 ＨＰＬＣ 色谱图

由图 １ 可知ꎬ３ 个批次的样品都能准确地检测

到乙醛酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、丁二酸ꎬ５ 种酸达

到很好的分离ꎬ表明此方法可以用于菌液中此 ５ 种

酸的检测ꎮ

４　 结论

本研究建立了一种全新的高效液相色谱方法ꎬ
并以粪产碱杆菌为例ꎬ准确测定了菌液代谢产物中

丁二酸、乳酸、柠檬酸、乙醛酸和苹果酸的含量ꎬ为在

菌液这一复杂体系中准确测定有机酸含量提供了重

要的检测手段ꎮ 研究表明ꎬ本方法快速、准确ꎬ５ 种

有机酸均在 １０ ｍｉｎ 内得到有效分离ꎬ可以实现菌液

代谢产物中有机酸含量的快速测定ꎮ
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