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【摘要】提出了采用高效离子交换色谱的方法测定不同时期的解磷菌发酵液中苹果酸等小分子有

机酸的方法
。

在所选色谱条件下
,

有机酸浓度和峰高呈现良好线性关系
,

线性相关系数在 ∃
#

% ∋

以上
。

各有机酸相对标准偏差在  
#

∃( ∋
一

 
#

) ∋
,

精密度 良好
。

发酵液样品中儿种酸的平均回收率

在 %&
#

(∗ ∋
一

  ∃
#

 ∀ ∋之间
。

在发酵过程中 & 种有机酸的总量呈先上升后趋于平缓的趋势
,

发酵第

 !+ 的时候总量最高
,

达 ∗∃% #∃ ∀,叭
。

该方法是用于定性和定量测定解磷菌发酵液中常见小分子

有机酸的快速
、

有效方法
。
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日前
,

解无机磷微生物广泛应用于磷矿粉溶解及土壤固定态磷释放等领域
。

通常微生物解无

机磷存在多种机制
,

多数研究者认为
,

其转化机理主要靠分泌有机酸溶解难溶性磷
,

因此
,

了解

无机磷微生物分泌有机酸的强度对于评价其解磷能力具有十分重要的意义
。

由于有机酸的来源不

同
,

其测定方法也存在明显的差异
’
一

∗Η
。

综合来看
,

有机酸的测定方法主要有比色法  ( 
、

分光光

度法<Η 及色谱法  % 
。

由于 比色法
、

分光光度法的灵敏度较差
,

分离效率低
,

近年来应用报道较少
。

而色谱法是近几十年来发展最快的一种分离分析手段
,

也是分离与检测有机酸的最有效的方法

’“
一 , ’Η

。

通常在小分子有机酸的检测方面
,

液相色谱和气相色谱的应用较多
,

但这两种方法对所测

物质的要求高
,

同时受干扰程度较大 Δ’!】
。

离子色谱法是近年来应用较多的一种有效方法
,

其优

点在于样品前处理简单
,

灵敏度高
,

可多组分同时测定
,

运行费用低
,

无需特殊试剂
,

淋洗液在线发生

器与自动再生抑制器结合
,

只需高纯水就可完成分析
,

使分析结果的精密度和准确度明显提高【
’∀】

。

目前
,

采用离子色谱法检测解无机磷微生物发酵液中小分子有机酸的方法鲜有报导
。

因此
,

试验

采用离子色谱法对解磷微生物发酵液中常见的小分子有机酸进行定性和定量描述
,

得到了满意的

效果
,

所优化的条件为今后有机酸的分离和测定在应用上提供一定参考
。

 材料与方法

 
#

 仪器与主要试剂

Δ/ Ν
一

! ∃ ∃ ∃ 离子色谱仪 _美国 6 82 9 / Φ 公司 Ο
,

配有 Δ2 9? :Λ ; Ν
一

Υ Ε 阴离子分离柱_⎯ , , Ο
,

Δ2 9 Ζ :Λ

; α 一
一

Υ / 泪离子保护柱_⎯ , , Ο
,

2 82 9 / Φ 一
≅ 07:_⎯ , , Ο电化学自再生抑制器

,

Μ 6 ⎯ 2 电化学检测器
,

Μ 6 ⎯ 2 淋洗液发生器
。

∃
#

⎯ &林, 滤膜
。

有机酸标准样品
⊥

乙酸_: Λ /08/ : / 8+ Ο
、

琉拍酸_<≅ / / 89 8Λ :/ 8+Ο
、

苹果酸 _, : 8/ : Λ 8+ Ο
、

草酸_2 Φ : 8/

: / 8+Ο
、

柠檬酸_/807 8/ :/ 8+Ο
,

均为分析纯
。

所有溶液均用 一)
#

! 。超纯水配制
。

 
#

! 发酵菌剂

由中国环境科学研究院水环境系统研究室提供
,

采用均匀设计的方法获得的优化菌剂
,

由 ⎯

株解磷菌和 ! 株纤维素降解菌组合而成
。

 
#

∀ 发酵培养基及发酵条件

发酵培养基
⊥

葡萄糖  ∃ %
,

倒Υ ⎯ Ο! & ∃ − ∃
#

& %
,

. 3 < 2 ⎯
·

ΔΥ ϑΠ ∃
#

∀ %
,

Σ :Λ ∃
#

∀ %
,

] / ∃
#

∀ %
,

7 / <2 ⎯
·

( Υ ϑ2

∃
#

∃ ∀ %
,

. 9 ΝΠ ⎯
·

ΔΥ ϑΠ ∃
#

∃ ∀ %
,

磷矿粉 & %
,

ΖΥ (
#

∃
一

(
#

!
,

蒸馏水 ∃ ∃ ∃ , Ρ
。

发酵条件
⊥

以不接种菌剂为对照
,

在 && ℃
、

 !∃ 7β , 89 条件下
,

摇床培养
。

 
#

⎯ 色谱条件

以 ] Π Υ 溶液为单一淋洗液
,

由 Μ 6 ⎯∃ 淋洗液发生器加  )
#

! ∃ 超纯水在线产生
,

浓度为 ⎯∃ , .
,



流速为 , . β, 89
,

进样量为  ∃ 匹
,

抑制器采用外加水电抑制
。

 
#

& 有机酸标准曲线的制作

准确称取 ∃# !∃∃ ∃% 苹果酸
、

玻拍酸
、

草酸
、

柠檬酸
,

同时吸取乙酸 ∃# !∃∃∃ , Ρ
,

都用超纯水

溶解
,

定容至 2 ∃∃ , Ρ 容量瓶中
,

相当于 ∃# !叭 混合标准溶液
。

在从中分别取 &
、

 ∃
、

 &
、

!∃
、

! &
、

∀ ∃
、

∀ &
、

⎯ ∃, Ρ 于  22, Ρ 容量瓶中
,

配成  2, 3βΡ
、

! ∃ , 3β Ρ
、

∀∃ , 3β Ρ
、

⎯ ∃ , 3β Ρ
、

& ∃ , 3β Ρ
、

∗∃ ,叭
、

(∃ ,叭
、

)∃ , 叭 的标准系列溶液
。

以质量浓度为横坐标
,

峰面积为纵坐标绘制标准

曲线
,

建立方程
。

 
#

∗ 样品预处理

分别取第 ∃
、

&
、

%
、

 !
、

 (
、

!  
、

! ( 天的解磷菌剂发酵培养基 _分别命名为 =。
、

=Ν 、

=3 、 = !
、

= (
、

=!  
、

=! ( Ο
,

加上未接菌的对照培养基
,

于  ∃∃∃27β, 89 的转数离心 2, 89
,

取上清液经 ∃
#

⎯ &阿

微孔滤膜过滤
,

稀释 &∃ 倍后直接进样
。

! 结果与讨论

!
#

 色谱条件的选择及标准图谱

离子色谱分离是基于淋洗离子和样品离子之间对树脂有效交换容量的竞争
,

为了得到有效的

竞争
,

样品离子和淋洗离子应有相近的亲和力
。

像乙酸等小分子有机酸的分离应选用较弱的淋洗

离子
,

常用的弱淋洗离子有 ΥΛ 2∀
一 、

2 Υ
一

等
,

但当 2 Υ
一

吸收了空气中 Ε ∃ !, 会转变成 ΕΠ ∀
一 ,

ΕΠ ∀
’

淋洗强度较 Υ Λ Π ∀
一

和 2 Υ
一

大   ⎯ 一, &】
。

因此在淋洗液的选择上
,

为解决 Λ 2 ⊥ 等对 2 Υ
一

的干扰问题
,

本

离子色谱采用淋洗液在线发生器与自动再生抑制器相结合
,

只需高纯水就可完成分析
,

这样就可

消除淋洗液以外其他杂质和空气中 ΕΠ ⊥
的干扰

,

同时排除由于在溶液配制过程中的人为操作等所

引起的误差
,

能明显提高分析结果的精密度和准确度   ∀Η
。

又由于本离子色谱仪没有安装梯度淋洗插件
,

所以对淋洗液的应用不能进行梯度淋洗
。

为了

使每种有机酸的色谱图很好的分离
,

因此在对 & 种标准品进行扫描时做了多次试验
,

摸索最适条

件
,

最后试验对标准曲线的制作采用
⊥

流动相为 ⎯∃ , . ] 2 Υ
,

流速为  , Ρβ , 89
,

扫描时间  <, 89
。

在该淋洗条件下
,

& 种有机酸于一次进样均可得到基线分离
。

以峰面积定量
,

以每个组分的保留时间定性
,

采用混标加入法
,

以标准品加入量为横坐标
,

峰面积为纵坐标做标准曲线
。

混合标液标准曲线的色谱图 _ 2,叭 Ο 见图  
。

一

! ) ∃
Γ
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图  标准曲线的离子色谱图_ ∃ , 3β ΡΟ
= %

#

 Ξ 1/ 872 9 Λ 1 72 , : 02 3 7: , 2 5 01/ <0: 9 + :7+ / ≅ 7Χ / _ ∃, 3β Ρ Ο

注
⊥ 、

乙酸 _Δ2, 3βΡ Ο − !
、

唬拍酸 _ 2 , 3β Ρ Ο
− ∀

、

苹果酸 _ ∃, 3β Ρ Ο − ⎯
、

草酸 _ ∃ , 3β Ρ Ο
− &

、

柠檬酸 _ ∃, 3β Ρ Ο

!# ! 标准品的标准曲线及其线性范围
、

线性方程
、

线性相关系数
、

精密度及检出限

通过对 & 种有机酸混合标准溶液的 ∀ 次平行测定
,

得到各离子的线性方程
,

并在各 白的线

性范围内计算出各待测有机酸组分的相关系数
。

取标准
一

作液 _&∃ , 留Ρ Ο 连续进样 & 次
,

计算

测定结果 的相对标准偏差 _精密度 Ο ⊥
取最小浓度 _ ∃ , 留Ρ Ο 混合标准液连续测定 & 次

,

计算

标准偏差
,

以标准偏差的 ! 倍计算检出限 _Ν闪二∀ Ο
,

具体结果见表  
。

表  & 种有机酸的线性范围
、

线性方程
、

线性相关系数
、

精密度及检出限

Ξ: Α /  Ρ89 /:7 7:9 吕/ < , /∴ ≅ : 082 9 < , Λ 2 77 / : 082 9 Λ 2 / 558 Λ 8/ 9 0<
,

?7/ Λ 8< 82 9 :9 + +/ 0/ Λ 082 9 Δ8, 80 2 5 01/ & 2 73 : 9 8Λ : / 8+<

有机酸

乙酸

墟琅酸

苹果酸

草酸

柠檬酸

线性范围
_, 3β Ρ Ο

线性方程
线性相关

系数 _7 Ο

Κ Ν 6 _∋Ο

_9 χ & Ο

检出限_Ζ酬Ρ Ο

仁ΝβΣ χ ∀ Ο

,月,
夕
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∀刀 ∃/

%
)

% ∃0

∃
)

% 3∗

% + 10

%
)

∃∗ +

/ 种有机酸的浓度和峰高呈现 良好线性关系
,

线性相关系数均达 %
)

14 以上
。

各有机酸相对

标准偏差最大为 ∃
)

& ∃4 5小于 34 6
,

说明精密度良好
。

检出限在 % )% ∃/
一

∃
)

% 3 ∗ 林留7 之间
。

3
)

+ 发酵液中有机酸含量的变化情况

根据浓度与峰面积的线性关系
,

结合标准品有机酸的回收率及样品稀释倍数
,

换算出利用离

子色谱法测定的以上 0 组解磷菌发酵液样品中 / 种有机酸的含量
,

见表 3
。

表 3 每组发酵液样
,8 9 #: 3 ; < = > ?, ≅Α % ? ≅8 Β ?Χ Δ : = ?

支样品中 / 种有机酸的含量
Ε ?, Χ: Ε : ΧΦ Α ,?, Β Ε :8 ?Β Γ < : Η ≅Ε≅ ∃∀ Η

样品 乙酸

%

%

唬泊酸 草酸

9Γ= ≅8 5< Ιϑ 7 6

柠檬酸 合 计

2 0 + %

1 + //

& 1
)

∗ 2

∃ 3 1
)

1 +

苹果酸

∃3
)

/ 2

∃1 3
)

0 2

3 ∃ 1
)

+ 0

3 +∗
)

2 %

& 1
)

/ 3

0 1
一

%3

2 & 2 /

/ 0
)

2%

∃/
)

0 3

∗ 0
)

& /

1& )% 0

1+
)

+ /

∃ ∃0
)

&%

3 ∃1
)

2 +

/ ∗ 3
)

& /

2 %1
)

% +

%气
Κ
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决

图 ! 样品 = ⊥ 的离子色谱扫描图
=83

#

! Ξ1
/ 872 9 /172 , :02 3 7: , 2 5 <

:, ? / =一!

注
⊥  

#

乙酸
− !# 城拍酸

− ∀# 苹果酸
− ⎯# 草酸

− &
、

柠檬酸

从有机酸总量变化趋势的曲线图 _图 ∀Ο 我们可以看出
,

在发酵过程中有机酸的总量呈先上

升后平缓下降的趋势
,

在发酵培养第  !+ 的时候含量最高
,

达 ∗∃%
#

∃∀ ,叭
。

这可能与解磷菌剂

的菌株数量及活性有关
,

在发酵第  !+ 时
,

组合菌株生长最旺盛
,

总体活性最强
,

所以所分泌的

有机酸量就最多
。

同时与未接菌剂的对照组相比
,

有机酸总量随发酵时间的延长有明显增加 _每

个测定时期约增加 ∀ 倍多Ο
,

充分说明了接种菌剂对有机酸分泌的影响
。
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图 + 发酵液中有机酸总量的变化趋势
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3) ∗ 发酵液有机酸回收率的计算

连续测定ΛΑ
样品+次

,

取平均值作为样品中的离子浓度
,

然后在此样品中加入不同浓度的含

有上述/种有机酸的标准溶液
,

连续测定此混合溶液的各有机酸浓度 +次
,

取平均值作为实测值
,

计算各有机酸的回收率
。

结果如表 +所示
,

样品回收率在 1/
)

02 4
一

∃ ∃%
)

∃+ 4之间
,

可见此分析方法



以及该方法用 于实际样品的测定均是可靠的
。

表 ∀ 离子色谱法测定 =, 样品中有机酸的回收率 _9 χ ∀Ο
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+ 结论

应用离子色谱仪 #: Α 3 % %∀对解磷菌发酵液中有机酸进行定性和定量描述的过程中
,

确定 了最

佳的淋洗条件
,

有力的揭示了解磷菌在不同发酵时间有机酸的变化情况
,

得到了满意的效果
。

该

方法具有分离效果好
、

回收率高
、

定性及定量准确
、

分析时间较短等优点
,

对于解磷菌中其他菌

剂发酵液中有机酸等物质的分离有着很好的参考价值
。

因此
,

用离子色谱测定解磷菌发酵液中的

小分子有机酸是一种更为简单
、

快捷
、

准确的分析方法
。

ς∃∃ 努尔古朋 冉竹叶
)

赵小峰
,

等

仪器
,

3% % 0
)

∃ + 53 6 Ω ∃+2
一

∃∗ %
)

贾洪锋
、

贺稚非 李洪军
)

等
)

参考文献

高效液相色谱法定量测定采油微生物发酵菌液中的有机酸【ΞΨ
)

分析测试技术 ’Ξ

高效液相色谱法测定发酵辣椒中的有机酸ςΞΨ
)

食品科学
,

3% %&
)

31 5+ 6Ω +0 ∗
一

+0 1

ς&」

屈锋
,

刘克纳
,

牟世芬 等
)

离子色潜法同时测定柠檬酸发酵液中无机阴离子和有机酸山
)

环境化学
,

∃1 1/

∃∗ 5/ 6
Ω ∗ 2 /

一 ∗ 0%
)

邢宝 认
,

,
一

莉娜
)

林智平
,

等
)

啤酒酿造过程中有机酸变化规律的分析研究#ΞΨ
)

啤酒科技
,

3%% 0
,

∃∃ Υ 5+ 6
Ω Υ 0 一

33
)

,莉娜
,

邢宝合
)

抑制型离了色潜法同时测定啤酒中有机酸
,。无机阴离子#ΞΨ

)

啤酒科技
)

3 % % /
)

50 6Ω 3&
一

+∃
)

徐伟
)

于刚
,

薛长湖
,

等
)

抑制型离了色潜同时测定分离检测鱼酱油中的 6 7种有机酸#ΞΨ 食品科学
,

3 % % &
)

3 1 5∗6 Ω

+ % 2 一 + % 1
)

Ζ ; Α; # [) #,; ∴ #]  ⊥ ; 工 Σ; ∴  ⊥ ; 3
)

Α_Β ⎯ ≅Γ = _8 = ≅= < Β ≅ Γ ΧΒ Φ Β ≅Β Γ< ΧΗ Ε≅ Χ = Η = ? Β Ε Γ9 = − ,ΧΒ Ε⎯ ΧΦ Θ 9∋ ≅8Β ?= Γ< Ε ≅Χ = Η = ?

8∋Φ Γ= − Ε Η , Χ⎯ Ε Β ΧΦ Θ α Χ≅8 Φ ΧΒ ∋ ⎯ ,= 8 Β − ∋,Β Ε Γ9 = Φ ΧΧ< ΧΦ Β ,Ξ#
)

; Η Ε , : 8Β <
,

∃1 0/
)

∗ 0 5 ,6 Ω +∗
一

∗ ∃
)

Λ#β χ ∴ Α : δ ∀  ε 7 ] ; ⊥ ; # Α Ξ _) Α_Β Β ≅Γ = _8 = ≅ = < Β ≅ Γ ΧΒ < Β ≅8= Φ ?= Γ ≅8Β Φ Β ≅Β Γ< ΧΗ Ε ≅Χ = Η = ? < Χ⎯ Γ= φ > Ε Η ≅ Χ≅ ΧΒ Θ = ? ,Ε Β ≅ Χ⎯

∃
∃))),,Ξ

Γ)))?))

∃Τ))∃)))

∃∗
工Ξ32?

趁

∃
Γ))7

Υ0Ξ

3 &+



: /8+ 89 Α 82 2 3 8/ : , :0 / 78: ΩςΗ
#

;9
: > 82 / 1/,

,

 %%  
,

 %& _!Ο⊥ ∀∃ )
一

∀  ∀
#

Ω%Η 吴玉萍
,

宋春满
,

雷丽萍
,

等
#

梯度淋洗离子色谱法测定烟草中的苹果酸
、

柠檬酸和阴离子ΩςΗ
#

分析试验室
,

! ∃∃ ∗

! &_( Ο⊥ ∀  
一

∀⎯
#

【 ∃Η 史亚利浏京生
,

蔡亚岐
,

等
#

离子交换色谱法同时测定啤酒中有机酸和无机阴离子ΔςΗ
#

分析化学
,

!∃ ∃&
,

∀ ∀_&Ο⊥

∗∃ &
一

∗ ∃ )
#

Ω Η 林华影
,

林风华
,

盛丽娜
,

等
#

淋洗液自动发生
一

离子色谱法同时测定食品中的 ! 种有机酸ΩςΗ
#

色谱
,

! ∃ ∃(
,

! &_ Ο⊥

 ∃ (
一

   
#

Ω ! 闰巍
,

焦霞
,

叶明立
,

等
#

离子色谱法测定威力酸中的有机酸ΩςΗ
#

分析试验室
,

! ∃∃ )
,

! (_!Ο ⊥ ∀ )
一

⎯∃
#

【 ∀Η 傅彤
,

刘庆生
,

范志影
,

等
#

应用离子色谱测定青贮饲料中有机酸含量的研究ΩςΗ
#

中国畜牧兽医
,

!∃ ∃ &
,

∀ !_&Ο⊥  ∗
Γ

 (
#

Ω ⎯Η 牟世芬
,

刘克纳
,

丁晓静
,

等
#

离子色谱方法及应用_第二版Ο四Η
#

北京二化学工业出版社
,

! ∃∃&
,

!∃! 一 )∀
#

  &Η 胡静
,

曹顺安
,

等
#

分析有机酸与无机阴离子的梯度离子色谱法ΩςΗ
#

分析测试学报
,

!∃ ∃∀
,

! ! _⎯Ο ⊥ ) ∀
一

) &#

! ) ⎯


