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高效液相色谱法对发酵液中六种物质的同时测定

王鑫昕1”。李维2

(1．中国科学院微生物研究所，北京100101；2．四川师范大学生命科学院，成都610066)

摘要：建立了简单且准确的高效液相色谱法对丙丁茵发酵过程相关的6种物质进行同时测定。

采用kminex HPX一87H型色谱柱，柱温是15℃，流动相为O．05 mmol／L硫酸．流速为O．5 InU

rain，检测器选用示差折光检测器。在此条件下，发酵液中的六种物质的峰面积与浓度线性关系

良好，相关系数(R2)在0．9991一1．000之间，回收率(T1)为99．34％～101．11％。通过对样品的分

析可知，发酵液中副产物乙酸、丁酸及底物葡萄糖质量浓度都较低。丁醇、丙酮和乙醇的产量为

丙酮丁醇梭菌发酵生产的一般水平，各物质都得到良好分离，全检测用时45 min。
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The simultaneous determination of six substances involving butanol in

fermentation broth using high performance liquid chromatograghy

WANG Xin—xin。LI Wei

(1．Institute of Microbiology，Chinese Academy 0f Sciences，Beijing 100101，China；

2．College of Life Seier眦，Sichuan Normal University，Chcn#u 610068，China)

Abstract：The simple and exact method for the determination of the six substances existing in the fermenta—

tion w鸹founded by employing high performance liquid chromatography．The chromatographic separation

was performed on Aminex HPx一87H稍th mobile phase of 0．05 mmol·L～of Sulfuric acid at a flow mte

of O．5 ml·min-。．Refractive index detector w∞chosen．and t11e column temperature WaS 15℃．In this

sepemfion condition．a good linear relatiomhip exits betweeFl the peak area of six substances and their con-

eentrafions with eorrehtion coefficient ranging from 0．9991一l。and the recovery is form 99．34％to 101．

1I％．By dle analyzing the samples，concentration of accessory production such as acetate，butyrate and

the reactant glucose were entirely in a low level，meanwhile，the yields of the butanol，acetone and ethanol

舡e close to the normal level．Suitable separation among the six substances Wel'e achieved。and the whole

operation w鹊consumed within 45 minutes．

Key words：butanol；HPIC：refractive index detector；

能源短缺正制约着我国的经济发展、影响着国

家的战略安全，因此寻找廉价、清洁、可再生的替代

燃料迫在眉睫。丁醇作为一种重要的化工原料和

新型生物燃料，以其极大的潜力吸引着国内外众多

生物实验室致力于发酵法生产丁醇的研究。

发酵法是以粮食为原料，经丙酮丁醇梭菌发

酵，发酵后得到的主要目的产物丙酮、丁醇和乙醇

的质量比一般为3：6：l，且这三种物质的总溶剂产

量一般为15 g，L【¨，最后精馏获得较纯产物；此发

酵过程中常会有乙酸、丁酸等副产物的生成⋯，此

类副产物含量的确定，对于确定菌种代谢方式、朝

向工业期望的方向引导代谢途径有非常重要的作

用。同时发酵液中残余葡萄糖含量的测定，也是

用于衡量底物利用率的重要参数。基于上述考

虑，较快捷的测量发酵过程中以上各物质的含量，

是优化发酵法生产丁醇的一个基础环节。目前除
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了对盐酸四环素原料药用气相色谱法仅测量残留

正丁醇的研究外【2】，国内尚未见到有关高效液相

色谱法同时测量丙酮、丁醇、乙醇、乙酸、丁酸和葡

萄糖含量的报道。在发酵工业或医药领域，有许

多关于高效液相色谱法测定单一物质含量的方

法【3’4】，借助高效液相色谱法同时测定多种物质含

量的研究也逐步摸索出有效的实验方法。辛梅华

等【51采用高效液相色谱法，对蔗渣水解液及发酵

液中多种糖或糖醇进行了分析，操作较气相色谱

法简单省时【6】，且误差小；此外，准确分析了各自

发酵产物的含量[7。8】，精确测定了中药络石藤中生

物活性物质黄酮苷元的成分[9J，也均是通过高效

液相色谱法建立了简便、准确、灵敏、稳定的测定

方法。本文基于高效液相色谱法对丙丁菌发酵液

中的6种物质进行了分析测量实验，其快速测定

发酵过程中相关的小分子醇酮酸的方法为发酵法

生产丁醇的进一步研究打下了良好的基础。

1材料和方法

1．1仪器

Agilent 1200型高效液相色谱仪(美国Agilent

公司)，Amin6'蔗HPX一87H柱(美国Bio—Rad公

司)，Eppendorf 5415D离心机(德国Eppendoff公

司)，A1204电子天平(瑞士Mettler Toledo公司)，

Purelab UHQ纯水仪(英国ELGA LabWater公司)，

100一lOOO脚微量移液器(德国Eppendorf公司)，

0．2tan水性过滤膜(英国Whatman公司)。

1．2试剂

硫酸(分析纯，上海试剂总厂)，丁醇、乙醇、丙

酮(色谱纯，美国Sigma—Aldrich公司)，葡萄糖、乙

酸、丁酸标准品(分析纯，国药集团化学试剂有限

公司)。

1．3色谱条件

Aminex HPX一87H型色谱柱，柱温为15℃，流

动相为0．05 mmol-L一的硫酸，先后经抽滤、超声

波脱气15 rnin处理，流速为0．5 ml·min～，检测器

为示差折光检测器，进样量20 fjl。

1．4标准曲线的绘制‘10】

分别准确称取丁醇25．0000 g，丙酮10．0000

g，乙醇5．00009，葡萄糖15．00009，丁酸5．00009和

乙酸5．00009，用超纯水定容于1 L的容量瓶中，配

成丁醇、丙酮、乙醇、葡萄糖、丁酸和乙酸的标准混

合储备液(如表1)。此标准混合储备液按表l用

超纯水稀释，配成相应质量浓度的标准混合液。

所有标准混合液上样前用0．2pm水性滤膜过滤到

进样瓶中，以备自动进样。

1．5样品制备

取一定体积的丙丁菌发酵上清液，以12 000 r

·min。1转速离心10 min后，吸取上清液用0．2tan

水性滤膜过滤2次，备用。

2结果与讨论

2．1色谱分析

通过流动相的酸浓度、柱温及流速等条件的

多次改变尝试，得到1．3中的色谱条件为分离葡

萄糖，乙酸，乙醇，丁酸，丙酮和丁醇6种物质的最

佳色谱条件。在此色谱条件下，以含59·L。1丁醇，

29·L。1丙酮，lg·L-1乙醇，39·L。葡萄糖，19‘L-1乙

酸和lg·L。1丁酸的标准混合液上HPLC，进样

20td。六种物质的保留时间依次为：葡萄糖lO．444

min，乙酸17．801 min，乙醇22．674 min，丁酸25．760

min，丙酮26．709 min和丁醇39．373 rain(图1)。
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图l标准混合液的高效液相色谱

Fig．1 HPLC ehromatograms of standard solution

2．2标准曲线的制作

按最佳色谱条件进行标准样品的测定，其线

性回归方程、相关系数(R2)及线性范围分别如表2

所示。表2中，Y为峰面积，x为样品质量浓度。

在线性范围内，6种物质均有良好的线性关系。
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表I标准混合储备液及标准混合液浓度表

Tab．I Substances omomtrafions in the standard stored solutiou and standard mixed solutions溶液—鬲—葡广—挚盟锱r1矿可

表3标准混合液样品的相对标准偏差

Tab．3 eelaevely standard deviation of the stmdard lmxed solutiml

表4标准混合溶液样品的空白加标回收率

Tab．4 Recovery tests of standard mixed solution

物质—一T型燮螋等数业丁洲g．L-I) 叫％

丁醇 lO．0278 10．00r72 10．晒13 lO．0288

丙酮 3．9845 4．0340 4．031l 4．0177

乙醇 1．9986 2．0019 2．∞78 2．0028

葡萄糖 5．9614 5．9636 5．9570 5．9607

乙酸 2．0025 2．0356 2．0287 2．0222

100．29

100．44

100．14

99．34

101．11

丁酸 2．0021 2．0168 2．0074 2．0089 100．44

2．3准确度及精密度实验

取含109·L叫丁醇的混合标准样品，按选定色

谱条件进行测定，以峰面积外标法定量，连续重复

进样5次。5次测量浓度的平均值(C5)如表3所

示，计算相对标准偏差(RSD)均小于1．01％，表明

该方法精密度良好。由3次测量结果计算的平均

值(q)及空白加标回收率(17)如表4所示，在

99．34％．101．II％，说明此方法准确度亦较高。
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裹5丁醇加标回收率实验结果ln=9)

Tab．5 Resuas d由删缸the recovery test el'butaaei(hr．9)

2．4 6种物质的测定及加标回收率

取发酵后的样品，按照1．5的方法进行样品

的处理，处理后精确取样品10份，每份均为l 500

皿，对其中一份按1．3的色谱条件进行测定，以峰

面积外标法定量，重复3次测量并求平均值：丁醇

9．7926 g／L。丙酮5．5363 g，L，乙醇1．1180∥L，葡萄

糖0．2229 g／L，乙酸0．2929 g，L，丁酸0．8299 g，L。
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图2实际样品的高效液相色谱图

Fig．2咿LC chromatograms of practical samples

余下的9份样品中，每一份样品中6种物质

浓度均为上述样品测得的平均浓度。向9份样品

中分别加入一定量的丁醇标准品，按照选定的色

谱条件进行分析，以峰面积外标法定量，计算加标

回收率，结果详见表5。

从表5可知，回收率(11)在96．36％一104．58

％之间，平均回收率为99．66％，相对标准偏差

(RsD)为2．63％。葡萄糖，乙酸，乙醇，丁酸，丙酮

的按和丁醇的相同的方法得到，结果分别为

100．02％，99．37％，99．86％，100．12％和100．08％。

3结论

上述结果表明，HPLC可以同时测定发酵液中

存在的丙酮、丁醇、乙醇、乙酸、丁酸和葡萄糖6种

物质浓度，分离效果好，分析速度较快，而且此方

法测定这6种物质的准确度和精密度都较高，可

以准确定量；对样品制备的简单操作也成为基于

HPLC测量发酵液中丁醇等物质浓度的另一个优

点。
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