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摘要:建立了高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)同时测定谷氨酸发酵尾液中 ８ 种有机酸含量的方法ꎮ 对谷氨酸发酵尾液中有机酸
含量进行测定ꎬ结果表明ꎬ样品经 Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ ＳＰＥ 固相萃取柱净化后ꎬ采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８(１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)
进行分离ꎬ优化后的色谱条件为:光电二极管阵列检测器检测波长为 ２１０ ｎｍꎬ流动相为 Ｖ(ｐＨ ＝ ２􀆰 ７ 的磷酸二氢钾溶液) ∶Ｖ(甲
醇)＝ ９９ ∶１ꎬ流速 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ３５℃ꎬ进样量 １０ μＬꎮ 在此优化条件下ꎬ８ 种有机酸在 ６ ｍｉｎ 内均能很好地分离和定量ꎬ各有
机酸标准曲线相关系数 Ｒ２>０􀆰 ９９９ ５ꎬ检出限为 ０􀆰 １３~３􀆰 ６６ ｍｇ / Ｌꎬ定量限为 ０􀆰 ４４~ １２􀆰 ２０ ｍｇ / Ｌꎬ回收率为 １０７􀆰 ６３％ꎬ相对标准偏
差(ＲＳＤ)均<５％ꎮ 该方法线性关系良好ꎬ且简便快速、精密度高、准确度高ꎬ可用于谷氨酸发酵尾液中有机酸含量的快速测定ꎮ
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　 　 味精的生产过程大致分淀粉水解糖的制取、谷
氨酸发酵、谷氨酸的提取与分离和谷氨酸精致 ４ 个

部分ꎮ 在谷氨酸发酵过程中ꎬ谷氨酸生产菌以葡萄

糖为碳源ꎬ经 ＥＭＰ 途径、ＨＭＰ 途径、ＴＣＡ 循环、乙醛

酸循环、回补途径、氨的同化等过程在体内大量积累

谷氨酸[１]ꎮ 有机酸来源于微生物生长以及合成谷

氨酸的过程ꎬ其含量能够对工业菌株的代谢状态进

行表征ꎬ在谷氨酸发酵代谢领域的研究中存在着很

高的价值ꎮ 此外ꎬ我国每年味精生产企业排放的谷

氨酸发酵尾液高达 ５ ０００ 万 ｍ３ 以上ꎬ这些难处理的

发酵尾液给环境造成了严重污染[２－４]ꎮ 味精生产企

业排放的发酵尾液主要包括如下几种:提取味精后

的发酵母液、浓缩结晶后的母液、原料与设备的洗涤

废水、离子交换树脂洗涤 /再生废水、消毒废水等ꎮ
总体来说ꎬ谷氨酸发酵尾液具有“五高一低”的特

点ꎬ即固体悬浮物(ＳＳ)高、化学需氧量(ＣＯＤ)高、生
化需氧量(ＢＯＤ)高、氨氮(ＮＨ＋

４ －Ｎ)高、硫酸盐高、
ｐＨ 低ꎬ这些特点导致谷氨酸发酵尾液成为难以处理

的工业废水之一[５－６]ꎮ 谷氨酸发酵尾液中的有机酸

含量不仅能够改变发酵尾液的酸度ꎬ而且还对发酵
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尾液处理工艺以及实现资源高效利用具有重要意

义ꎮ 所以ꎬ建立精准高效的方法检测谷氨酸发酵尾

液中有机酸的含量至关重要ꎮ
现阶段ꎬ关于有机酸含量的不同测定方法ꎬ有酶

法[７－８]、电泳法[９－１０]、 分光光度法[１１]、 气相色 谱

法[１２－１３]、 离 子 色 谱 法[１４－１５]、 高 效 液 相 色 谱 法

(ＨＰＬＣ) [１６－１８]ꎮ 在上述测定方法中ꎬ酶法只能够对

某一种有机酸进行检测ꎬ在大量样本检测中的时间

成本很高ꎻ毛细管电泳法能够在短时间内对有机酸

进行高效测定ꎬ然而在样本制备方面有所不足ꎬ在很

大程度上受样本结构的影响ꎻ分光光度法只能测定

有机酸的总酸度ꎬ灵敏度和准确度较差ꎻ气相色谱法

必须采取衍生化操作才能够分离挥发性较差的有机

酸ꎬ操作过程不够简便ꎬ缺乏应用前景ꎻ离子色谱法

一般借助稀强酸来完成ꎬ会腐蚀检测设施ꎬ同时测定

时间比较长ꎮ 就现阶段而言ꎬ在有机酸分离分析领

域ꎬ高效液相色谱法应用比较广泛ꎬ在操作难度、分
离效率、精准性等方面均具备优势ꎬ被视作检测领域

的一种主流方法ꎮ 本实验对预处理条件、色谱条件

进行了优化ꎬ建立了一种操作简便、灵敏度高、准确

度高、稳定性好的测定有机酸含量的方法ꎬ以期为后

续发酵尾液的高效利用提供科学依据ꎮ

１　 试验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

安捷伦 １２６０ 型高效液相色谱仪(配有自动进样

器、四元泵、真空脱气机、光电二极管阵列检测器、化
学工作站)ꎬ美国安捷伦科技有限公司ꎻＣｏｐｕｒｅ ＳＡＸ
固相萃取小柱(５００ ｍｇ / ３ ｍＬ)ꎬ深圳逗点生物技术

有限公司ꎻＡＬ２０４ 电子天平ꎬ瑞士梅特勒－托利多仪

器有限公司ꎻＢＧ－０８Ｃ 型超声波清洗仪ꎬ广东邦洁电

子产品有限公司ꎻＭＩＬＬＩ－ＱＩｎｔｅ－ｇｒａｌ ５ 超纯水仪器ꎬ
德国默克公司ꎻＨＰＤ－２５ 无油真空泵ꎬ天津汉高技术

有限公司ꎮ
谷氨酸发酵尾液样品:由某味精生产企业提供ꎮ

酒石酸、丙酮酸、焦谷氨酸(纯度均>９８％)ꎬ上海麦

克林生化科技股份有限公司ꎻ柠檬酸、乳酸、抗坏血

酸、磷酸、磷酸二氢钾、亚铁氰化钾、硫酸锌(均为分

析纯)ꎬ天津市鑫铂特化工有限公司ꎻ丁二酸(分析

纯)ꎬ上海山浦化工有限公司ꎻ乙酸(色谱纯)ꎬ天津

市大茂化学试剂厂ꎻ甲醇(色谱纯)、氢氧化钠(分析

纯)ꎬ天津市致远化学试剂有限公司ꎻ盐酸 (分析

纯)ꎬ四川西陇科学有限公司ꎻ采用的超纯水电阻率

为 １８􀆰 ２ ＭΩ􀅰ｃｍꎮ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品前处理的选择

本实验比较了 Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８、Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ ２ 种固

相萃取(ＳＰＥ)小柱对谷氨酸发酵尾液中有机酸萃取

效果以及去除干扰物的效果ꎮ
(１)Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８ 固相萃取小柱

取 ５􀆰 ０ ｍＬ 谷氨酸发酵尾液样品于 １００ ｍＬ 的容

量瓶中ꎬ并向其中添加质量分数分别为 １０􀆰 ６％和

３０％的亚铁氰化钾溶液与硫酸锌溶液各 ２􀆰 ０ ｍＬꎬ混
合均匀ꎬ加水定容ꎬ静置 ６０ ｍｉｎꎬ再通过双层滤纸过

滤ꎬ并将上述滤液过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜ꎮ 使用

３􀆰 ０ ｍＬ 的甲醇和超纯水分别活化和平衡 Ｃｏｐｕｒｅ
Ｃ１８ 固相萃取小柱ꎬ使样品溶液以 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎ 的速

度流经该小柱ꎬ弃去最初流出的 ２􀆰 ０ ｍＬꎬ收集其后

的流出液 １􀆰 ０ ｍＬ 用于 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
(２)Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ 固相萃取小柱

取 ５􀆰 ０ ｍＬ 的谷氨酸发酵尾液样品放在 １００ ｍＬ
的烧杯中ꎬ并加入 ４０ ｍＬ 的水ꎬ再添加质量分数为

１０％的氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 至 ８􀆰 ２ꎬ最后定容至

１００ ｍＬ 容量瓶ꎮ 分别依次加入 ３􀆰 ０ ｍＬ 的甲醇、超
纯水活化和平衡 Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ 固相萃取小柱ꎬ供后续

使用ꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 样品溶液ꎬ使其自然地流过 Ｃｏｐｕｒｅ
ＳＡＸ 固相萃取小柱ꎬ待上述溶液完全被吸附后ꎬ用
３􀆰 ０ ｍＬ 超纯水淋洗(流速 ３ ｍＬ / ｍｉｎ)ꎬ再用 ２􀆰 ０ ｍＬ
的盐酸(１＋２０)洗脱(流速 １ ｍＬ / ｍｉｎ)ꎮ 收集洗脱液

过 ０􀆰 ２２ μｍ 的微孔滤膜ꎬ滤液供 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 标准溶液的制备

制备浓度为 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＨ２ＰＯ４ 溶液ꎬ并通

过磷酸将溶液的 ｐＨ 调节至 ２􀆰 ７ꎬ依次准确称取一定

量的标准品酒石酸、丙酮酸、抗坏血酸、乳酸、乙酸、
柠檬酸、焦谷氨酸及丁二酸ꎬ并使用缓冲溶液溶解定

容至 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ混合均匀后放在 ４℃环境中

避光存放ꎮ 取适量混合标准溶液ꎬ通过磷酸盐缓冲

溶液稀释ꎬ得到稀释倍数为 ２、５、１０、５０ 的混合标准

工作溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 色谱条件

色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ ( １５０ ｍｍ ×
４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相:Ｖ( ｐＨ ＝ ２􀆰 ７ 的磷酸二氢

钾) ∶Ｖ(甲醇)＝ ９９ ∶１ꎻ磷酸二氢钾溶液浓度为 ０􀆰 ０２
ｍｏｌ / Ｌꎻ流速为 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温为 ３５℃ꎻ进样量为

１０ μＬꎻ检测波长为 ２１０ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 色谱条件的优化

对磷酸盐缓冲溶液的 ｐＨ、流动相组成比例、流
度以及柱温等进行调节ꎮ 依次设置 ｐＨ 为 ２􀆰 ５、２􀆰 ７、

􀅰１６２􀅰
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２􀆰 ９ꎻ甲醇体积分数为 １％、３％、５％ꎻ流速为 ０􀆰 ５、０􀆰 ７、
０􀆰 ９ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温为 ２５、３０、３５℃ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 检测波长的确定

本实验通过紫外分光光度计依次对酒石酸、丙
酮酸、抗坏血酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、焦谷氨酸以及

丁二酸标准溶液进行扫描ꎬ得到了对应的紫外光谱

图ꎬ如图 １ 所示ꎮ 由图可知ꎬ在波长 ２１０ ｎｍ 左右ꎬ这
些有机酸均有较大的吸收ꎬ因此本实验采用的检测

波长为 ２１０ ｎｍꎮ

１—酒石酸ꎻ２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ
６—柠檬酸ꎻ７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 １　 ８ 种有机酸的紫外光谱图

２􀆰 ２　 固相萃取小柱的选择

在测定发酵尾液有机酸的过程中ꎬ去除蛋白质

之后ꎬ色谱柱还可能会被样品中的色素污染ꎮ 本实

验选取了 ２ 种固相萃取小柱ꎬ其中 Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８ 固相

萃取小柱对发酵尾液的脱色效果较好ꎬ处理后样品

呈无色透明状ꎻＣｏｐｕｒｅ ＳＡＸ 固相萃取小柱采取阴离

子交换法ꎬ可以对有机酸进行吸附ꎬ同时可避免吸附

蛋白质或色素ꎮ Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８、Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ ２ 种固相

萃取小柱对发酵尾液预处理后的分离效果如图 ２ 所

示ꎮ Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８ 固相萃取小柱的净化效果较差且对

有机酸的吸附作用不强ꎬ乙酸、焦谷氨酸的回收率无

法达到试验要求ꎬ也不能保留柠檬酸ꎻ强阴离子交换

　 　 　 　 　 　 　

Ａ—Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ ＳＰＥꎻＢ—Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８ ＳＰＥꎻ１—丙酮酸ꎻ
２—乳酸ꎻ３—乙酸ꎻ４—柠檬酸ꎻ５—焦谷氨酸

图 ２　 ２ 种 ＳＰＥ 柱选择 ＨＰＬＣ 色谱图

柱 Ｃｏｐｕｒｅ ＳＡＸ 固相萃取小柱的净化效果较好ꎬ能较

好减少杂质峰的干扰ꎬ有机酸的保留能力也都优于

Ｃｏｐｕｒｅ Ｃ１８ 固相萃取小柱ꎬ且回收率满足试验要求ꎬ
因此本实验选择 ＳＡＸ 固相萃取小柱对样品进行净

化富集处理ꎮ
２􀆰 ３　 流动相 ｐＨ 的选择

有机酸都属于弱酸ꎬ会在溶液里发生解离ꎬ解离

的强弱由水溶液的 ｐＨ 决定ꎮ 通过增加流动相 Ｈ＋

的浓度ꎬ能够有效降低有机酸解离的程度ꎬ增加有机

酸在色谱柱上的保留程度ꎬ进而改善分离效果ꎬ因此

应选择低 ｐＨ 缓冲溶液为流动相进行有机酸测

定[１９]ꎮ 采用流动相 ｐＨ ２~ ３ꎬ调整 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸

二氢钾溶液的 ｐＨ 分别为 ２􀆰 ５、２􀆰 ７、２􀆰 ９ꎬ其他条件不

变[流动相比例为 Ｖ (０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸二氢钾) ∶
Ｖ(甲 醇) ＝ ９９ ∶ １ꎬ 流速为 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎ、 柱温为

３５℃]ꎬ以比较不同 ｐＨ 对 ８ 种有机酸分离效果的影

响ꎬ如图 ３ 所示ꎮ 当 ｐＨ＝ ２􀆰 ５ 时ꎬ丙酮酸和抗坏血酸

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ｐＨ＝ ２􀆰 ５

(ｂ)ｐＨ＝ ２􀆰 ７

(ｃ)ｐＨ＝ ２􀆰 ９

１—酒石酸ꎻ２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ
６—柠檬酸ꎻ７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 ３　 不同 ｐＨ 磷酸盐缓冲溶液作为流动相

有机酸混合标准品的 ＨＰＬＣ 色谱图

􀅰２６２􀅰



２０２５ 年 ３ 月 郑明欣等:ＨＰＬＣ 法同时测定谷氨酸发酵尾液中 ８ 种有机酸的含量

无法实现分离ꎬ而且柠檬酸与焦谷氨酸也分离不完

全ꎻ当 ｐＨ＝ ２􀆰 ９ 时ꎬ丙酮酸与抗坏血酸、柠檬酸与焦

谷氨酸均分离不完全ꎻ当 ｐＨ ＝ ２􀆰 ７ 时ꎬ有机酸混合

标样均能较好地分离ꎮ 因此ꎬ最终确定流动相 ｐＨ
２􀆰 ７ꎮ
２􀆰 ４　 流动相甲醇比例的选择

在流动相里面添加有机改性剂ꎬ能抑制有机酸

疏水端和色谱柱固定相之间的相互作用ꎬ这样不仅

会使得保留时间缩小ꎬ同时还能改善色谱峰的峰

形[２０]ꎮ 选择不同比例 Ｖ(０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸二氢钾) ∶
Ｖ(甲醇)＝ ９９ ∶１、９７ ∶３、９５ ∶５作为流动相ꎬ其他条件

不变ꎬ比较分离效果ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 随着甲醇比

例增加ꎬ对丙酮酸和抗坏血酸、柠檬酸和焦谷氨酸的

分离效果影响越来越大ꎬＶ(０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸二氢

钾) ∶Ｖ(甲醇)＝ ９９ ∶１时分离效果最好ꎮ

(ａ)１％甲醇

(ｂ)３％甲醇

(ｃ)５％甲醇

１—酒石酸ꎻ２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ
６—柠檬酸ꎻ７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 ４　 不同甲醇比例情况下有机酸混合

标准品的 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ５　 流速的选择

在 ＨＰＬＣ 色谱分离过程中ꎬ溶质和色谱柱固定

相的相互作用会受到流速的影响ꎬ进而使得有机酸

保留时间发生变化ꎮ 如果采用过高的流速ꎬ则会引

起过大的柱压ꎬ从而会破坏色谱柱的稳定性ꎻ相反ꎬ
如果采用过低的流速ꎬ则会导致有机酸长时间留存

于色谱柱上ꎬ引起色谱峰形态改变ꎬ造成拖尾情况ꎮ
由此可见ꎬ采取适宜的流速对于分离有机酸的效果

至关重要ꎮ 在本实验中ꎬ分别考察了流速为 ０􀆰 ５、
０􀆰 ７、０􀆰 ９ ｍＬ / ｍｉｎ 的情况下有机酸分离的程度ꎬ同时

保持其他条件固定不变ꎬ如图 ５ 所示ꎮ 当流速为

０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ各有机酸分离效果较好ꎬ但峰形有

拖尾现象ꎻ当流速为 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ能够实现所有

有机酸最佳的分离状态ꎬ且对应的峰形也较好ꎻ当流

速为 ０􀆰 ９ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ８ 种有机酸的保留时间与分析

时间均减少ꎬ但丙酮酸和抗坏血酸、乙酸和柠檬酸有

重叠ꎻ因此ꎬ最终确定流速为 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎꎮ

(ａ)０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ

(ｂ)０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎ

(ｃ)０􀆰 ９ ｍＬ / ｍｉｎ

１—酒石酸ꎻ２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ
６—柠檬酸ꎻ７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 ５　 不同流速下有机酸混合标准品的

ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ６　 柱温的选择

色谱理论指出ꎬ柱效与分离度也会受到柱温的

􀅰３６２􀅰
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影响ꎬ增加柱温能够减小流动相的黏度和提升传质

效率ꎬ降低保留时间ꎬ然而过大的柱温会使得有机酸

分离效果变差ꎬ且会对色谱柱造成一定程度的破

坏[２１]ꎮ 本实验依次对 ２５、３０、３５℃ ３ 个柱温条件进

行了考察ꎬ其他条件固定不变ꎬ如图 ６ 所示ꎮ ２５℃
时ꎬ柠檬酸与焦谷氨酸无法实现分离ꎻ当柱温为

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)２５℃

(ｂ)３０℃

(ｃ)３５℃

１—酒石酸ꎻ２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ
６—柠檬酸ꎻ７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 ６　 不同柱温下有机酸混合标准品的

ＨＰＬＣ 色谱图

３０℃时ꎬ柠檬酸与焦谷氨酸依旧不能完全分离ꎻ当柱

温为 ３５℃时ꎬ有机酸混合标样均能较好地分离ꎮ 因

此ꎬ最终确定柱温为 ３５℃ꎮ
２􀆰 ７　 线性关系考察

根据以上优化实验条件的结果ꎬ本实验测定了

不同有机酸溶液的质量浓度和峰面积的关系ꎬ以有

机酸质量浓度为横坐标(ｘ)ꎬ峰面积为纵坐标(ｙ)绘
制标准曲线ꎬ进行线性拟合ꎮ 根据信噪比(Ｓ / Ｎ ＝ ３)
确定检出限ꎬ信噪比(Ｓ / Ｎ ＝ １０)确定定量限ꎬ所得各

有机酸标准品的标准曲线和线性范围见表 １ꎮ 由表

１ 可知ꎬ所有有机酸的线性关系均较好ꎬ且相关系数

Ｒ２ 介于 ０􀆰 ９９９ ５~０􀆰 ９９９ ９ 之间ꎬ检出限和定量限的

范围分别为 ０􀆰 １３~３􀆰 ６６、０􀆰 ４４~１２􀆰 ２０ ｍｇ / Ｌꎮ
表 １　 各有机酸对应的标准曲线方程、相关系数、

线性关系、检出限以及定量限结果

有机酸 标准曲线方程

相关

系数

Ｒ２

线性

范围 /

(ｍｇ􀅰Ｌ－１)

检出限 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

定量限 /
(ｍｇ􀅰

Ｌ－１)

酒石酸　 ｙ＝１􀆰 ３６４ｘ－０􀆰 ３９７５ ０􀆰 ９９９９ １０~５００ ２􀆰 ７３ ９􀆰 ０９

丙酮酸　 ｙ＝９􀆰 ５７１ｘ＋０􀆰 ２６４４ ０􀆰 ９９９９ ２􀆰 ５~１２５ ０􀆰 １３ ０􀆰 ４４

抗坏血酸 ｙ＝７􀆰 １１０ｘ＋０􀆰 ９５６３ ０􀆰 ９９９８ １０~５００ ０􀆰 ３３ １􀆰 ０９

乳酸　 　 ｙ＝０􀆰 ４２９１ｘ＋０􀆰 ４８９７ ０􀆰 ９９９５ ５０~２５００ ３􀆰 ２０ １０􀆰 ６４

乙酸　 　 ｙ＝０􀆰 ４８０４ｘ＋０􀆰 １４４８ ０􀆰 ９９９９ １００~５０００ ３􀆰 ３３ １１􀆰 １１

柠檬酸　 ｙ＝０􀆰 ９００４ｘ＋１􀆰 ４６５８ ０􀆰 ９９９７ ２５~１２５０ ２􀆰 ６８ ８􀆰 ９３

焦谷氨酸 ｙ＝５􀆰 ２１３ｘ＋１􀆰 ０９２８ ０􀆰 ９９９９ １０~５００ ０􀆰 ８８ ２􀆰 ９４

丁二酸　 ｙ＝０􀆰 ４４３５ｘ＋０􀆰 ４０２０ ０􀆰 ９９９９ ５０~２５００ ３􀆰 ６６ １２􀆰 ２０

２􀆰 ８　 精密度

由表 ２、表 ３ 可知ꎬ８ 种有机酸对应的保留时间、
峰面积的 ＲＳＤ 分别介于 ０􀆰 ００％ ~ ０􀆰 １９％、０􀆰 ０９％ ~
４􀆰 ０３％范围内ꎬ均不超过 ５％ꎬ这表明所采用的有机

酸分析方法具有良好的精密度ꎮ

表 ２　 各有机酸的色谱保留时间

有机酸
保留时间 / ｍｉｎ

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均值 / ｍｉｎ 标准差 / ｍｉｎ ＲＳＤ / ％

酒石酸　 ２􀆰 １１６ ２􀆰 １１６ ２􀆰 １１６ ２􀆰 １１６ ２􀆰 １１６ ２􀆰 １１６ ２􀆰 １２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００

丙酮酸　 ２􀆰 ４９８ ２􀆰 ５００ ２􀆰 ４９９ ２􀆰 ４９９ ２􀆰 ４９９ ２􀆰 ４９６ ２􀆰 ５０ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０６

抗坏血酸 ２􀆰 ８４６ ２􀆰 ８５４ ２􀆰 ８５３ ２􀆰 ８５３ ２􀆰 ８５０ ２􀆰 ８４５ ２􀆰 ８５ ０􀆰 ００４ ０􀆰 １２

乳酸　 　 ３􀆰 ２２１ ３􀆰 ２２４ ３􀆰 ２２５ ３􀆰 ２２４ ３􀆰 ２２２ ３􀆰 ２１８ ３􀆰 ２２ ０􀆰 ００２ ０􀆰 ０８

乙酸　 　 ３􀆰 ５６９ ３􀆰 ５７３ ３􀆰 ５７３ ３􀆰 ５７２ ３􀆰 ５７１ ３􀆰 ５６６ ３􀆰 ５７ ０􀆰 ００３ ０􀆰 ０７

柠檬酸　 ３􀆰 ８９０ ３􀆰 ９０２ ３􀆰 ９０５ ３􀆰 ９０５ ３􀆰 ９０４ ３􀆰 ８８８ ３􀆰 ９０ ０􀆰 ００７ ０􀆰 １９

焦谷氨酸 ４􀆰 ２２６ ４􀆰 ２３４ ４􀆰 ２３５ ４􀆰 ２３５ ４􀆰 ２３４ ４􀆰 ２２０ ４􀆰 ２３ ０􀆰 ００６ ０􀆰 １４

丁二酸　 ５􀆰 ２７０ ５􀆰 ２７９ ５􀆰 ２８６ ５􀆰 ２８９ ５􀆰 ２８０ ５􀆰 ２６３ ５􀆰 ２８ ０􀆰 ００９ ０􀆰 １７
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表 ３　 各有机酸的色谱峰面积

有机酸
峰面积 / ｍＡＵ

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均值 / ｍＡＵ 标准差 / ｍＡＵ ＲＳＤ / ％

酒石酸　 ４６１􀆰 ７４０ ４６１􀆰 ９５８ ４６０􀆰 ８７９ ４６１􀆰 ５８３ ４６１􀆰 ２９１ ４６０􀆰 ８７３ ４６１􀆰 ３９ ０􀆰 ４１ ０􀆰 ０９

丙酮酸　 １３９􀆰 ０８１ １３８􀆰 １３１ １３８􀆰 ６５８ １３１􀆰 ８５１ １３１􀆰 ８９２ １３１􀆰 ９８９ １３５􀆰 ２７ ３􀆰 ３７ ２􀆰 ４９

抗坏血酸 ４２０􀆰 ３４３ ４１８􀆰 ８０７ ４１８􀆰 ４９３ ４２８􀆰 ３３２ ４２７􀆰 ０６０ ４２６􀆰 １０８ ４２３􀆰 １９ ４􀆰 ０６ ０􀆰 ９６

乳酸　 　 ２１９􀆰 ８７４ ２１９􀆰 ５５２ ２１７􀆰 ３３５ ２３７􀆰 ９８９ ２３７􀆰 ７７９ ２３５􀆰 ６９１ ２２８􀆰 ０４ ９􀆰 １８ ４􀆰 ０３

乙酸　 　 ２４１􀆰 ７５５ ２４１􀆰 １３０ ２３４􀆰 １０９ ２３９􀆰 ６０３ ２３９􀆰 １０３ ２３６􀆰 ６５４ ２３８􀆰 ７３ ２􀆰 ６３ １􀆰 １０

柠檬酸　 １８４􀆰 １４８ １８３􀆰 ７５５ １７４􀆰 ６００ １７１􀆰 ４１３ １７１􀆰 ２５７ １６９􀆰 ６４１ １７５􀆰 ８０ ５􀆰 ９５ ３􀆰 ３８

焦谷氨酸 ３４３􀆰 １８６ ３４０􀆰 １６３ ３３１􀆰 １０１ ３２１􀆰 ８２０ ３２２􀆰 ２２７ ３２２􀆰 １５８ ３３０􀆰 １１ ８􀆰 ８２ ２􀆰 ６７

丁二酸　 １４２􀆰 ８７２ １４０􀆰 ３６０ １４１􀆰 ３３１ １４０􀆰 ５９２ １４０􀆰 ７１８ １３９􀆰 ８６９ １４０􀆰 ９６ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ６８

２􀆰 ９　 回收率测定

结合各有机酸的平均峰面积数据ꎬ利用标准曲

线方程对有机酸含量进行确定ꎬ并和标准溶液的初

始浓度作比较ꎬ最后计算出回收率为 １０７􀆰 ６３％ꎬ这
说明该方法有着较高的准确度ꎬ如表 ４ 所示ꎮ

表 ４　 准确度试验结果

有机酸
测定峰面积

平均值 / ｍＡＵ

初始浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

测定浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

回收率

均值 / ％

酒石酸　

丙酮酸　

抗坏血酸

乳酸　 　

乙酸　 　

柠檬酸　

焦谷氨酸

丁二酸　

４６１􀆰 ３９

１３５􀆰 ２７

４２３􀆰 １９

２２８􀆰 ０４

２３８􀆰 ７３

１７５􀆰 ８０

３３０􀆰 １１

１４０􀆰 ９６

０􀆰 ３０

０􀆰 ０１

０􀆰 ０５

０􀆰 ５０

０􀆰 ５０

０􀆰 ２０

０􀆰 ０５

０􀆰 ３０

０􀆰 ３４

０􀆰 ０１

０􀆰 ０６

０􀆰 ５３

０􀆰 ５０

０􀆰 １９

０􀆰 ０６

０􀆰 ３２

１１３􀆰 ３３

１００􀆰 ００

１２０􀆰 ００

１０６􀆰 ００

１００􀆰 ００

９５􀆰 ００

１２０􀆰 ００

１０６􀆰 ６７

１０７􀆰 ６３

２􀆰 １０　 样品中有机酸含量的测定

采用优化后的预处理条件和液相色谱条件ꎬ分
别测定了谷氨酸发酵尾液中各有机酸含量ꎬ如图 ７
　 　 　 　 　 　 　

Ａ—有机酸标样ꎻＢ—谷氨酸发酵尾液样品ꎻ１—酒石酸ꎻ
２—丙酮酸ꎻ３—抗坏血酸ꎻ４—乳酸ꎻ５—乙酸ꎻ６—柠檬酸ꎻ

７—焦谷氨酸ꎻ８—丁二酸

图 ７　 有机酸标样和谷氨酸发酵尾液样品

有机酸 ＨＰＬＣ 色谱图

所示ꎮ 进行 ６ 组平行实验ꎬ结果见表 ５ꎮ 由图表可

知ꎬ尾液样品中检测到的有机酸有丙酮酸、乳酸、乙
酸、柠檬酸和焦谷氨酸ꎬ其中乳酸、柠檬酸和焦谷氨

酸的含量较高ꎬ丙酮酸和乙酸的含量较低ꎮ
表 ５　 谷氨酸发酵尾液中各有机酸的含量(ｎ＝６)

ｍｇ / ｍＬ

样品 谷氨酸发酵尾液 样品 谷氨酸发酵尾液

酒石酸　 — 乙酸　 　 １􀆰 ０５６±０􀆰 ０２０

丙酮酸　 ０􀆰 １６２±０􀆰 ００１ 柠檬酸　 ５􀆰 ３４６±０􀆰 ０５１

抗坏血酸 — 焦谷氨酸 ６􀆰 ４２５±０􀆰 ０９５

乳酸　 　 ３􀆰 ６５６±０􀆰 ０６９ 丁二酸　 —

３　 结论

本实验优化了样品的预处理条件和液相色谱条

件ꎬ并采用优化后的条件同时测定了 ８ 种有机酸ꎮ
样品经固相萃取小柱净化后ꎬ通过 Ｃ１８ 色谱柱分

离ꎬ在流动相为 Ｖ(ｐＨ ＝ ２􀆰 ７ 的磷酸二氢钾溶液) ∶
Ｖ(甲醇)＝ ９９ ∶１ꎬ流速 ０􀆰 ７ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ３５℃ꎬ紫外

检测波长 ２１０ ｎｍꎬ进样量 １０ μＬ 的条件下ꎬ可实现 ８
种有机酸的分离和定量测定ꎮ ８ 种有机酸标准曲线

的 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９９ ５ ~ ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限为 ０􀆰 １３ ~ ３􀆰 ６６
ｍｇ / Ｌꎬ定 量 限 为 ０􀆰 ４４ ~ １２􀆰 ２０ ｍｇ / Ｌꎬ 回 收 率 为

１０７􀆰 ６３％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)均<５％ꎬ该方法线性

关系良好ꎬ且精密度高、准确度高ꎬ可用于谷氨酸发

酵尾液中有机酸的定量分析ꎮ 分析结果对进一步研

究有机酸的含量变化、产生机理以及尾液后续的高

效利用都具有重要的意义ꎮ
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中化蓝天四川新能源电解液工厂智能物流机器人投入试运行

　 　 近日ꎬ中化蓝天四川新能源年产 ２０ 万 ｔ 电解液(一期)工厂智能供应链物流机器人项目配合试生

产小批量调试完成ꎮ 预计今年 ２ 月投用后ꎬ工厂有望成为国内自动化程度最高、产品竞争力最强的电

解液智能工厂之一ꎮ

该项目集成全厂制造执行系统、仓储管理系统和自动引导车搬运调度系统等多个生产过程自动

化产品ꎬ实现生产计划和库存信息数据共享、流程同步、实时监控ꎮ 项目投用后ꎬ工厂电解液吨桶信息

可实现全流程追溯ꎬ进一步优化库存管理ꎬ显著提升数据准确性和信息透明度ꎬ有效避免出现吨桶混

用、人工配送错误等情况ꎮ (中化蓝天)
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