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高效液相色谱法测定发酵液中有机酸
‘

辛 梅 华

0应甩化学系2

摘要 建立反相 ( 9&1 测定酒石酸
、

苹果酸
、

乳酸
、

醋酸柠像酸的色谱条件
,

在 ! :; 柱上以。
8

4<= >压

?( ≅

沁
8 0Α ( Β

8

Χ2 缓冲溶液作流动相
,

� 5< ΔΕ 内完成以上五种有机酸的同时测定
8

检测限低于 � 5ΕΦ Γ <>
,

线

性范围=一 Η 5 5卜Φ Γ < >
8

关健词 有机酸
,

高效液相色谱法

5前言

目前
,

测定有机酸的主要方法有气相色谱法 Ι��
、

离子色谱法场习
、

离子排斥色谱法Ι’, 幻和反

相(9& 1 法 Ι6�
,

各有特点和不足之处
。

本文以最常用的 ! : − 柱 0ϑ> ;
烷基键合柱 2为固定相

,

研

究了洗脱液中 ? (护5
8

浓度及 Α ( 对色谱分离的影响
,

建立了分离检测以上五种有机酸的色谱

条件
,

并用于发酵液中有机酸含量的测定
。

方法简便
、

快速
、

灵敏
,

可用于食品等多种样品中有

机酸含量的测定
。

� 实验部分

�
8

� 仪器

0� 2日本岛津高效液相色谱仪包括 & 1 一 Κ% 泵
,

−∗ & 一 Κ% 自动进样器
,

− 9: 一 Κ% + 紫外一

可见分光光度检测器
,

1一 # 4% 数据处理装置
。

0Β2 色谱柱
≅

;Λ Δ< 一9Μ ϑΝ ϑ& ϑ 一! : ;
,

� Χϑ < Ο Κ8

=< < 必
,

Χ拜<
·

04 2Α( − 一 Β型酸度计
,

上海产
。

�
8

Β 试剂

0>2 标准溶液
≅

酒石酸
、

柠檬酸
、

: & 一苹果酸
、

乳酸
、

冰醋酸配成浓度为 >< Φ Γ 机 7的水溶液
,

存于冰箱中
,

用时稀释至所需浓度
8

0Β 2流动相
≅

配制 5
8

4< => Γ & ? ( ≅ 9!
‘

缓冲溶液
,

用 ( Μ9 !
‘

调

节 Α( 至 Β
8

Χ
,

Χ
Π

玻璃砂芯漏斗过滤
,

除气
。

042 样品溶液
≅

发醉液经 Χ
8

砂芯漏斗过滤
,

稀释 � 5 5 5

倍后进行分析
。

0�2 试剂均在分析纯以上
,

水为二次重蒸水
。

本文� 3 3 Β一 � 5 一 5 �收到
8
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4 分析方法

流动相流速为 >< >Γ < ΔΕ
,

室温 0Β �土Β℃ 2
,

检测波长 Θ� Χ Ε <
8

进样量 Β 5拜>
,

衰减 >
,

外标法峰高

定量
,

分析结果直接由 1 一 # 4% 打印出
。

Β 结果与讨论
‘万争,

Β
8

� 流动相离子强度对色谱分离的影响

在反相色谱中
,

流动相加入中性盐能增加流动相的表

面张力
,

从而改变溶质的万值和选择性川
。

由实验发现
,

流

动相中不添加电解质
,

直接用水作流动相
,

在流速为�
8

;< >Γ

< ΔΕ 时
,

各有机酸的保 留时间分 别为酒石酸 � Κ< ΔΕ
、

乳酸

Φ< ΔΕ
、

: & 苹果酸 Η和 � Χ < ΔΕ
、

柠檬酸 � Η< ΔΕ
、

醋酸� < ΔΕ ,

除醋

酸外
,

其它有机酸保留时间长且峰形差
,

峰拖尾严重
,

不利

于分离和检测
。

加入适量 ? ( 护5
8

后保留时间大大缩短
,

峰

形见好
。

图 �是在流动相的 Α ( 为 Β
8

Χ时
,

各有机酸的容量因

子 Ν
‘

随 ? (
≅
9!

‘

浓度变化关 系图
,

由图可见
,

随着 ? (
≅
9!

‘

浓度的增大
,

各组分的 Ν
‘

略有增加
,

但 ?(
Θ
9!

‘

浓度超过58

4< => Γ & 后
,

又开始下降
,

本文选择 ? (护5
‘

浓度为5
8

4< => Γ

& 进行实验
8

Β
8

Β 流动相 Α(
、

对色绪分离的形响
·

以 5
8

4< => Γ & ?风9! ‘
水溶液作流动柑

,

用 ( , 9!
‘

调

节 Α (
,

试验了各种 Α( 的代(
≅ 9!飞缓冲溶液对 是

‘

的影响如

图Β所示
。

由图可见
,

随着 Α ( 增大
,

各有机酸的 圣
‘

值下降
,

柠檬酸和 & 一苹果酸的下降幅度最大
,

当 Α( Ρ 4
8

5时
,

洗脱

顺序发生了变化
。

这是因为随着流动相 Α ( 的增大
,

有机酸

的离子化程度增大
,

亲水性增强
,

结果 Ν ‘值减小
。

Α( 在 Β
8

5

一 Β
8

Η之间 分离度较好
,

但酸度太低对键合固定相不利
,

本

文选择 Α( Β
8

Χ进行实验
。

Β
8

4 其它亲件选择

0>2 温度对色谱分离的影响 柱温为�5 ℃时
,

柠檬酸及

&一苹果酸保留时间较短
,

分离度差
,

旦乳酸与醋酸重叠
,

本

文选择分离度较好的室温 0Β� 士 Β ℃ 2进行实验
。

0Β 2流动相流速对色谱分离的影响 流动相流速 为�
8

;< >Γ< ΔΕ 时
,

洗脱太快
,

色谱峰重叠
Σ 流速在 仅 ;< >Γ < ΔΕ 或
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么 。刁 醉
1‘、 ,咋伪唯2

图� ? ( ≅9! 8

浓度对 澎 的影响

流动相
≅ ? ( ≅

代2‘=、 5 Χ一5
8

�<= >Γ &
,

Α ( Β
8

Χ Σ 其它条件同图4 ,图中

�
8

酒石酸
,

Β
8

: 一苹果酸
,

4
8

乳雌
,

�
8

醋酸
,
Χ

8

柠橡酸
,
Κ

8

& 一苹果酸

8
‘工万工今

劫�8Κ�8�

88’衅5

江
8

5 ,
8

夕 主。 盯
9(

图Β 流动相 Α ( 对 Ν
‘

的影响

流动相
≅ ? ( 忽9! 8 =

8

4< => Γ &
,

Α ( Β
8

Β一 4
8

Χ Σ其它条件同图 4 ,

图中
,
�

8

酒石酸
,

Β
8

: 一苹果酸
,

4
8

乳酸
,
�

8

醋酸
,
Χ

8

柠棣酸
,

Κ8 & 一苹果酸

5
8

;< >Γ < ΔΕ 时
,

保留时间 较长
,

峰拖尾严重
,

不利于分离
,

本实验选择流速为�
8

!< >Γ < ΔΕ8

042 选择有机酸吸收峰最大的 ∀ + Θ� Χ Ε < 作为检测波长进行检测
8

根据以上实验所选 的最佳色谱条件测得酒石酸
、

苹果酸
、

乳酸
、

醋酸
、

柠檬酸的标准色谱

图如图4所示
,

五种酸在 �5 < ΔΕ 内可同时分离测定
。

并且由 : 一及 &一苹果酸的色谱可知 : & 一
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苹果酸的色谱图中
,

第一个峰为 : 一苹果酸
,

第二个峰为 & 一苹果酸
8

丈屯
、乃司

ΧΚ夺工=

之 斗 ‘ Η

ϑ 。 ‘口

场加‘2
图4 标准色谱图

0色谱柱
≅ ;ΛΔ < 一 ΑΜϑ Νϑ & ϑ 一= :;

, 图 � 线性关系曲线 0图中
,
�

8

乳酸
、

醋酸
,

Β
8

柠檬酸
,

流动相
≅ ?( ≅

侧〕
8 =

8

4< => Γ&
,
Α ( Β

8

Χ , 4
8

& 一苹果酸
,
�

8

酒石酸
,
Χ

8

: 一苹果酸2

流速
≅

>< >Γ < ;Ε Σ柱温
≅

室温 ,检测波长
≅ ∀ + Β � Χ Ε < ,

衰减
≅ � ,进样量

≅

Β5 川 ,图中
,
�

8

酒石酸
,

Β
8

: 一 苹果酸
,

4
8

乳酸
,
�醋酸

,
Χ柠橡酸

,

Κ
8

& 一苹果酸2

Β
8

� 工作曲线的线性范围及检测限

按照图4的实验条件对有机酸的标准溶液进行测定
,

得 出峰高与浓度之间的关系图如图�

所示
8

由图可见
,

各组分在含量为。一 Η 5 5拜Φ Γ < >范围内线性关系 良好
,

且通过原点
,

其检测限

0−Γ ∃ Ω Β 2分别为酒石酸 Β
8

∗ Ε Φ Γ < >
、

: 一苹果酸Β
8

= Ε Φ Γ < >
、

乳酸 Ξ
8

ΘΕ Φ Γ < >
、

醋酸Ξ
8

ΘΕ Φ Γ < >
、

柠檬

酸4
8

∗Ε Φ Γ < >
、

& 一苹果酸 Β
8

4Ε Φ Γ < >
8

对各酸含量分别为 � 55 拌Φ Γ < >的混酸标准溶液进行十次平

行测定
,

其结果相对标准偏差 0Ψ 2分别为。
8

Χ , 5
8

Β , 58 Η
, 58 4 , 58 Χ8

‘
。

Β
8

Χ 样品分析

Β
8

Χ
8

� 合成样分析 采用标准加入法入对合成样中有机酸的含量进行测定
,

三次结果的平均

值如表 �所示
。

表> 合成样品测定

有机酸

酒石酸

加入 7 0拌Φ Γ < >2 侧得量0邹加>2

!
, 8几��吐
‘

Ζ8
�

� !∀ # !∃妙!%!%

&∋&
�&(&&�∃∃六)八),‘!!,)内‘&‘

∗ 一苹果酸

乳酸

醋酸

柠檬酸

+ 一苹果酸
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Β
8

Χ
8

Β 发醉液分析 取乳酸发酵液经离子交换柱处理后
,

用Χ
”

砂芯漏斗过滤
,

稀释 �5 55 倍后

直接进行分析
,

峰高定量
,

结果如表 Β
,

样品回收率在 35 一 � 5Χ Ψ范围内
8

表Β 发醉液分析
’

组分

酒石酸

乳酸

柠檬酸

含量 0陀 Γ < : 添加量 0产Φ Γ < >2 测得量0拜Φ Γ < >2 回收率 0Ψ 2

Β
8

4 Κ Ξ
8

Κ �

� �
8

Η 4

Ξ
。

4 �

Χ 5

� 5

Η 3
。

4 4

� Ξ
8

� �

[ 三次测定结果平均值
。

4 结论

本文建立的高效液相色谱法测定有机酸
,

其方法具有简便
、

快速
、

灵敏之特点
,

加上适当的

前处理
,

可用于食品等多种样品中以上几种有机酸含量的测定
。
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