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纤维素水解液厌氧发酵产丁二酸发酵液中
有机酸和混合单糖的测定

姜 岷 3 　雷 丹　陈可泉　李 建　姚嘉　　韦 萍
(南京工业大学制药与生命科学学院 ,材料化学工程国家重点实验室 ,南京 210009)

摘 　要 　对于以纤维素类原料 (玉米皮 )水解糖液作碳源厌氧发酵制备丁二酸的发酵液 ,利用 Am inexµ HPX2
87H (300 mm ×718 mm i. d. , 5μm)离子排斥色谱柱及折光示差检测器检测 ,以 01005 mol/L H2 SO4 溶液 (pH

210)作流动相 ,在流速为 016 mL /m in,柱温为 55 ℃时对发酵液进行检测 , 16 m in内能将发酵液中甲酸、乙酸、

丁二酸、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖完全分离定量。6种物质线性相关系数均大于 01999,方法的回收率为 9913% ～

10211%; RSD为 016%～116%。本方法能够简便、快速测定丁二酸发酵体系中有机酸及单糖的含量。
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1　引　言

自 1991年 Doyon等 [ 1 ]首次报道了用 HPLC在同一条件下同时检测有机酸和糖的混合标准溶液后 ,

关于高效液相色谱法同时检测糖及有机酸的报道越来越多 [ 2～10 ]。有机酸发酵过程中底物和有机酸产

物同时检测对于发酵过程监控具有指导意义。钱兵等 [ 8 ]以反相高效液相色谱法测定丙酸发酵液中有

机酸 ;白冬梅等 [ 9 ]利用 Eclip se XDB2C8柱同时检测琥珀酸发酵液中的有机酸和葡萄糖 ;刘宇鹏等 [ 10 ]利

用 Am inex HPX287H离子排斥色谱柱同时检测琥珀酸发酵液中的葡萄糖、有机酸及乙醇 ,但所检测的发

酵液都只利用单一底物 (葡萄糖 )作为发酵碳源。当前利用木质纤维素资源制备生物基化学品已成为

一种必然的趋势。木质纤维素的水解液成分复杂 ,若能采用 HPLC同时检测发酵体系中混合糖及代谢

产物 ,对于考察木质纤维素水解液的利用情况以及菌株代谢过程具有积极的意义。

丁二酸 (又称琥珀酸 )作为重要的 C4 平台化合物 ,被美国能源部认为是未来 12种最具前景的生物

炼制产品之一 [ 11 ]。目前利用木质纤维素资源生产丁二酸可有效降低生产成本 ,本课题组以玉米皮水解

液作为生产琥珀酸放线杆菌培养的碳源 ,其中含有六碳糖 (葡萄糖 )和五碳糖 (木糖和阿拉伯糖 )以及少

量乙酸等物质 ,成分较复杂。本实验选用 Am inex
Ó

HPX287H离子排斥色谱柱 ,利用示差折光检测器 ,建

立了高效液相色谱法同时检测玉米皮稀酸水解液厌氧发酵制备丁二酸的发酵液中有机酸和混合单糖的

方法 ,对于利用木质纤维素资源制备其它有机酸产品具有参考价值。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

U ltimate 3000系列高效液相色谱仪 (美国 D ionex公司 ) ,含自动进样器 ,四元泵 ,柱温箱、化学工作

站 ; R I瓙 101型折光示差检测器 (美国 Shodex公司 ) ; Am inex
Ó

HPX287H型离子排斥色谱柱 (美国 B io2
Rad公司 ) ; SK2200H超声清洗器 (上海科导超声仪器有限公司 ) ; JS2HS冷冻离心机 (BECKMAN公司 ) ;

PHS23C精密 pH计 (上海雷磁仪器厂 ) ; HANGP ING FA1104电子天平 (上海天平仪器厂 ) ; SHB循环水

式多用真空泵 (郑州长城科工贸有限公司 )。有机酸均为 Fluka公司分析纯试剂 ;糖类均为国产分析纯

试剂 ; H2 SO4 为优级纯试剂 ;实验用水为超纯水。

2. 2　色谱分析条件

Am inex
Ó

HPX287H色谱分析柱 ( 300 mm ×718 mm i. d. , 5μm ) ; Cation2H Refill Cartridges保护柱
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(30 mm ×416 mm) ;示差折光检测器 ;流动相 : 01005 mol/L H2 SO4 (pH 210) ;进样体积 : 20μL;流动相流

速 : 016 mL /m in;柱温 : 55 ℃。

2. 3　混合标准溶液的配制

精确称取甲酸、乙酸、丁二酸、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖各 100 mg,用流动相溶解并定容于 100 mL容

量瓶中 ,配置成 1. 0 g/L的有机酸及糖的标准混合溶液 ,再用流动相将标准溶液分别稀释至 0. 02、0. 04、

0. 06、0. 08、0. 1、0. 2、0. 4、0. 6和 0. 8 g/L。

2. 4　样品预处理

本实验所用的丁二酸发酵液是由琥珀酸放线杆菌 (Actinobacillus succinogenes) NJ113 (本实验室筛

选保藏 )发酵培养获得。

取 5 mL丁二酸发酵液 ,离心 (8000 r/m in, 15 m in)除去菌体和碳酸镁 ,用流动相进行适当稀释 ,同

时使有机酸游离出来 ,然后以 0. 22μm孔径的针式滤头过滤 ,即得到待测样品。

取 1 mL脱色精制的玉米皮水解糖液 [ 12 ]
,用流动相进行适当稀释 ,以 0122μm孔径的针式滤头过

滤 ,即得到待测玉米皮水解糖液样品。

3　结果与讨论

3. 1　分析条件的选择

3. 1. 1　流动相的选择 　Am inex HPX 287H离子排斥色谱柱可以采用 H3 PO4 或 H2 SO4 作为流动相对有

机酸和糖类进行分析 [ 3, 4 ]。分别以 01005 mol/L H2 SO4 和 01005 mol/L H3 PO4 作为流动相对混合标样进

行分离。结果表明 ,两种溶液均可以作为流动相分离单糖及有机酸的混合标准样品 ,但考虑到本实验的

发酵液中含有 Ca2 +和 Mg2 + ,可能会与 H3 PO4 产生不溶性沉淀而损伤色谱柱 ,因此选用 H2 SO4 作为色谱

流动相。

3. 1. 2　流动相 pH值 (浓度 )的选择 　对于离子色谱来说 ,流动相的离子强度对于有机酸的分离效果有

着明显的影响 [ 2 ]。改变 H2 SO4 浓度将流动相的 pH值分别调至 117、210、213和 215,以这几种不同 pH

值的 H2 SO4 作为流动相分离混合标样 ,结果表明 :流动相 pH值 (浓度 )对糖类分离的影响很小 ,而对有

机酸的保留时间有着较大影响。在所选择的各个 pH值 (浓度 )条件下 ,各种物质都能得到良好地分离。

考虑到较高浓度流动相对色谱柱和输液泵会造成一定程度的损害 ,而低浓度流动相又增加保留时间 ,经

过分离图谱的比较 ,选择 01005 mol/L H2 SO4 (pH 2. 0)作为色谱分离流动相。

3. 1. 3　柱温的选择 　有机酸在水溶液中存在离解平衡 HA H
+

+ A
- 。温度升高时会增加溶质的

离解 ,离子受 DONNAN作用 ,虽然保留时间减少 ,但不利于有机酸的分离 [ 13 ]
;但温度降低又会增加保留

　图 1　有机酸及糖混合标准溶液的色谱图

Fig. 1　Chromatogram of standards m ixtures

11葡萄糖 ( glucose) ; 21木糖 ( xylose) ; 31阿拉伯糖

( arabinose) ; 41 丁二酸 ( succinic acid ) ; 5. 甲酸

( form ic acid) ; 6. 乙酸 ( acetic acid)。

时间。在色谱柱的使用温度范围内比较不同温度下的分离

曲线图谱 ,选择最佳分离温度为 55 ℃。

3. 1. 4　流动相流速的选择　01005 mol/L H2 SO4 (pH 2. 0)

作为流动相 ,在 55 ℃柱温下 ,分别以 014、015、016、017和

018 mL /m in流速进样。结果发现 ,流速过高 ,分离度降低 ,

柱压升高 ,不利于色谱柱的保护与长期使用 ;流速过低则分

析时间长 ,柱效差。通过几个流速分离效果的比较 ,选择流

速 016 mL /m in进行测定。在上述优化色谱条件下 , 16 m in

内各有机酸和单糖均得到有效分离 (见图 1)。

3. 2　回归分析与检出限

采用自动进样器分别吸取不同浓度 (0102、0104、0106、

0108、011、012、014、016、018和 110 g/L )的混和标准溶液

20μL,在上述色谱条件下进样 ,线性回归处理峰面积 y和

有机酸及糖浓度 x ( g /L) ,绘制 3种有机酸及 3种单糖的标准曲线 , 6种物质的相关系数都大于 01999,

说明线性关系良好 ;通过分析无限稀释后的标准品母液 ,以 3倍信噪比 (S /N )计算最小检出限量 ,表 1
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列出了回归分析结果以及检出限 , 由表 1可以看出 , 6种物质的检出限都较低。

表 1　回归分析和检出限
Table 1　Regression equation and detection lim it

样品
Samp le

回归方程
Regression equation

线性范围
L inear range

( g/L)

相关系数
Correlation coefficient

(R )

检出限
Detection lim it

(mg/L)

甲酸 Form ic acid y = 515. 7x + 7. 2523 0. 04～1. 0 0. 9993 3. 7

乙酸 Acetic acid y = 384. 6x + 0. 6358 0. 02～1. 0 0. 9999 1. 9

丁二酸 Succinic acid y = 290. 82x + 1. 7664 0. 02～1. 0 0. 9999 1. 3

葡萄糖 Glucose y = 198. 05x - 0. 327 0. 02～1. 0 0. 9999 4. 3

木糖 Xylose y = 214. 77x + 1. 3662 0. 02～1. 0 0. 9998 5. 1

阿拉伯糖 A rabinose y = 204. 44x + 1. 9927 0. 02～1. 0 0. 9999 4. 3

　

3. 3　回收率和精密度的测定

取同一发酵液 4份 ,其中一份作本底 ,本方法分析 5次 ,考察方法精密度 ;另 3份各添加一定量的标

准物质 ,考察回收率 ,结果见表 2。可见本方法的回收率高 ,且不受玉米皮水解液及发酵液中大量杂质

的干扰。

表 2　回收率和精密度实验结果 ( n = 5)
Table 2　Results of recovery and p recision ( n = 5)

样品
Samp le

本底值
Background

(μg)

标准加入量
Standard added

(μg)

测得量
Found
(μg)

平均回收率
Recovery

( % )

精密度
RSD
( % )

甲酸 Form ic acid 1. 95 4 8 12 5. 83 10. 11 14. 07 100. 2 0. 6

乙酸 Acetic acid 2. 08 4 8 12 5. 95 10. 29 13. 79 99. 3 0. 8

丁二酸 Succinic acid 5. 59 4 8 12 9. 74 13. 37 18. 71 102. 1 1. 3

葡萄糖 Glucose 2. 62 4 8 12 6. 53 10. 98 14. 27 99. 9 0. 9

木糖 Xylose 2. 46 4 8 12 6. 29 10. 91 14. 11 99. 8 1. 6

阿拉伯糖 A rabinose 1. 43 4 8 12 5. 67 9. 29 13. 68 101. 6 1. 6

　

3. 4　糖液及发酵液分析

取浓缩精制后的玉米皮水解糖液及发酵中期的发酵液进行色谱分析 ,测定各有机酸及单糖的含量 ,

分析谱图见图 2。

　图 2　玉米皮水解糖液色谱图 ( a) ,丁二酸发酵液色谱图 ( b)

Fig. 2　Chromatogram of cornhusk hydrolysate ( a) and succinic acid fermentation broth ( b)

11葡萄糖 ( glucose) ; 21木糖 ( xylose) ; 31阿拉伯糖 ( arabinose) ; 41丁二酸 ( succinic acid) ; 51甲酸

( form ic acid) ; 61乙酸 ( acetic acid)。

检测到玉米皮水解糖液中有葡萄糖、木糖、阿拉伯糖及少量乙酸 ,以其作为发酵底物用 Actinobacil2
lus succinogenes NJ113厌氧发酵制备丁二酸 ,取发酵中期的发酵液样品进行定性及定量分析 ,结果证

明 :发酵液中的各种糖类及有机酸都能够准确分离并定量。本方法的建立 ,对于监测发酵过程中菌体对

各种原料的利用情况及产物生成情况 ,确定菌体内的代谢通量分布 ,从而对发酵过程的优化控制具有重

要的意义。
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D eterm ina tion of O rgan ic Ac ids and M onom er ic Sugars in Ferm en ta tion

Broth of Succ in ic Ac id Production w ith L ignocellulose Hydrolysa te

J IANG M in3 , LE IDan, CHEN Ke2Quan, L I J ian, YAO J ia2M in, W E I Ping

(S ta te Key Labora tory of M ateria ls2O riented Chem ical Engineering, College of L ife Science and Pharm acy,

N anjing U niversity of Technology, N anjing 21009)

Abstract　 In order to determ ine the organic acids and monomeric sugars in fermentation broth with the corn2
husk hydrolysate as carbon source, am inex HPX287H ion exclusion column was used with refractive index

detector1The mobile phase was 0. 005 mol/L of sulfuric acid ( pH 210 ) with flow rate of 0. 6 mL /m in at

55 ℃1 O rganic acids and monomeric sugars in samp les were comp letely separated within 16 m in. A ll the

correlation coefficients( r) of regression equations were above 0. 999, and the recovery ranged from 99. 3% to

102. 1% 1The relative standard deviations were in the range of 0. 6% - 1. 6%. By this method, organic acids

and monomeric sugars can be easily, rap idly and effectively determ ined.

Keywords　H igh performance liquid chromatography, cornhusk hydrolysate, succinic acid fermentation

broth, organic acids, monomeric sugars
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