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离子排斥色谱法同时测定生物质液体燃料

发酵液中的有机酸、糖、醇 *

杨海燕，法芸
( 中国科学院青岛生物能源与过程研究所，生物基材料重点实验室，山东青岛　266101 )

摘要　建立了离子排斥色谱法同时分析生物质燃料乙醇发酵液中糖、酸和醇的方法。使用 Bio-Rad Aminex 

HPX–87H 离子排斥色谱柱，以 5 mmol／L H2SO4 为流动相，柱温为 65 ℃，流量为 0.6 mL／min，用示差折光检测器对

玉米秸秆发酵液中的纤维二糖、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙酸、丁酸、乙醇进行定量分析。方法的加标回收率为

97.5%～107.4%，相对标准偏差为 0.27%～2.19%(n=6)，线性相关系数均大于 0.999。该方法适用于生物质发酵制乙醇

过程中发酵糖、有机酸和乙醇的测定。
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Simultaneous Determination of Organic Acids, Sugars and Alcohol in Straw Fermentation
by Ion-Exclusion Chromatography
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Abstract　An ion-exclusion chromatography method for simultaneous determination of organic acids，sugars and 
alcohol in straw fermentation was investigated. An ion-exclusion column (Bio-Rad Aminex HPX–87H) was used at 65℃，5 
mmol／L H2SO4 solution with the flow rate of 0.6 mL／min. 8 compounds of cellobiose，glucose，xylose，arabinose，formic 
acid，acetic acid，butyric acid and ethanol were detected by refractive index detector. The linear correlation coefficients 
were above 0.999. Under the optimized conditions，the recoveries were in the range of 97.5%–107.4% with the relative 
standard deviations of 0.27%–2.19%(n=6). This method is suitable for the analysis of organic acids，sugars and alcohols in 
straw fermentation.
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生物质能源具有存量丰富、环境友好、可再生

等特点，作为能转化为液体燃料的可再生资源，正日

益受到重视。利用富含木质纤维素的作物秸秆制备

液体燃料的研究已经成为新的关注热点［1–5］。木质

纤维素经过预处理后先转化为糖再进行发酵可生产

乙醇，该体系成分复杂，而检测发酵体系中的混合糖

及其代谢产物——有机酸及醇等，对考察木质纤维

素水解液的利用情况、产醇效率及菌株代谢过程具

有重要意义。

1991 年 Doyon［6］等首次报道了使用离子排斥

色谱法结合示差和二极管阵列检测器同时分析食品

中的有机酸，糖类和乙醇。离子排斥色谱法检测食

品、环境样品中的糖、有机酸已有很多报道［7–12］。姜

岷［13］、马瑞［14］等先后运用离子排斥色谱法分别检

测了厌氧产丁二酸发酵液和米根霉乳酸发酵液中的

有机酸和糖。袁文杰［15］等用相同方法同时分析了

菊芋发酵液中的乙醇和有机酸。但国内用于生物能

源领域液体燃料乙醇研究中的报道较少，分析发酵

液体系的上述报道，均在小于 55℃的柱温条件下进

行，对于成分复杂的发酵液体系，仍存在组分共淋洗

的干扰。

笔者采用离子排斥色谱柱 Bio-Rad Aminex 
HPX–87H 和示差折光检测器，在 65℃的条件下实
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现了单糖、二糖、有机酸和醇的有效分离。建立了同

时检测秸秆发酵液中的纤维二糖、葡萄糖、木糖、阿

拉伯糖、甲酸、乙酸、丁酸及乙醇 8 种有机物的分析

方法。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

液相色谱仪：Agilent1200 型，配 RID 检测器、

Agilent 色谱工作站，美国安捷伦科技有限公司；

离心机：Sigma1–14 型，最大转速 14 800 r／min，
德国 Sigma 公司；

电子天平：EL204–IC 型，瑞士梅特勒 – 托利多

公司；

超纯水机：Milli-Q Reference 型，美国 Millipore
公司；

硫酸：分析纯，上海国药集团化学试剂有限公

司；

纤维二糖、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙

酸、丁酸、乙醇：糖为 25 g／瓶、酸为 10 mL／支，优

级纯，美国 Sigma 公司。

1.2　色谱条件

离子排斥色谱柱：Bio-Rad Aminex HPX–87H
型（300 mm×7.8 mm，9 µm）；保 护 柱：Cation-H 
Refill Cartridges 型（30 mm ×4.6 mm）；流动相：5 
mmol／L H2SO4 溶液；流量：0.6 mL／min ；柱温：65 
℃；检测器：RID ；进样体积：10 µL。
1.3　标准曲线绘制

用超纯水分别配制 8 种标准物质的储备溶液，

然后按比例稀释成一系列不同浓度的混合标准溶液

（具体浓度见表 1）。按 1.2 色谱条件进样分析，以色

谱峰面积为纵坐标，以标准溶液的质量浓度为横坐

标，绘制标准曲线。
　　　　　　表 1　混合标准溶液的质量浓度　　　　　mg／L

组分 1 2 3 4 5 6
纤维二糖 16 64 320 640 1 600 3 200
葡萄糖 28 112 560 1 120 2 800 5 600
木糖 28 112 560 1 120 2 800 5 600

阿拉伯糖 16 64 320 640 1 600 3 200
甲酸 10 40 200 400 1 000 2 000
乙酸 18 72 360 720 1 800 3 600
丁酸 19 76 380 760 1 900 3 800
乙醇 18  72 360 720 1 800 3 600

1.4　样品处理

取 5 mL 玉米秸秆发酵液，以 6 000 r／min 离心

5 min，除去难溶性物质，取上层清液稀释 10 倍，然

后用 0.22 µm 滤膜过滤即得待测液。

2　结果与讨论

2.1　柱温的选择

文献［10，11，15］使用 Bio-Rad Aminex HPX–
87H 柱分析有机酸及糖、醇时所用柱温各不相同，为

确认柱温对分析效果的影响，在色谱柱的耐温范围

内考察了柱温 45～65℃时的分离情况，结果如图 1
所示。从图 1 中可以看出柱温对葡萄糖和木糖、丁

酸和乙醇的分离度都有影响，尤其是对丁酸和乙醇

的分离度影响较大。60℃以下丁酸与乙醇的色谱峰

重合，60℃时可以将两者分开，在 65℃的条件下，丁

酸与乙醇的分离效果最好，色谱峰形尖锐。因此选

择最佳柱温条件为 65℃。
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图 1　柱温对混合标准溶液中各组分保留时间的影响

2.2　线性方程和检出限

在 1.2 色谱条件下对按照表 1 所配制的一系列

混合标准溶液进行测试，以色谱峰面积对溶液的质

量浓度进行线性回归，得各被测物质的回归方程，以

信噪比 S／N=3 计算检出限。线性范围、线性方程、

相关系数和检出限见表 2。由表 2 可知，8 种标准品

线性相关系数 (r2) 在 0.999 0～0.999 99 之间。
表 2　线性范围、线性方程、相关系数和检测限

组分
线性范围／
（mg · L–1）

回归方程
相关系数
（r2）

检出限／
（mg · L–1）

纤维二糖 16～3 200 Y=153.63X–296.69 0.999 9 1.31
葡萄糖 28～5 600 Y=150.83X–349.22 0.999 9 1.35
木糖 28～5 600 Y=147.43X–453.16 0.999 9 1.58

阿拉伯糖 16～3 200 Y=151.21X–413.06 0.999 9 1.60
甲酸 10～2 000 Y=57.79X+0.98 0.999 9 4.33
乙酸 18～3 600 Y=73.04X–258.96 0.999 9 4.74
丁酸 19～3 800 Y=94.68X–4335.85 0.999 4 7.25
乙醇 18～3 600 Y=58.95X+1143.30 0.999 8 7.28

2.3　精密度和加标回收试验

取发酵液样品与表 1 中 4# 标准溶液等体积

混合均匀，然后用 0.22 µm 滤膜过滤，按 1.2 色谱
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条件进样分析，重复 6 次，测定结果见表 3。由表

3 可知，加标样品 6 次测定结果的相对标准偏差为

0.27%～2.19%，平均回收率为 97.47%～107.41%。

加标样品色谱图如图 2，图中可见 8 种组分之间及

其与样品基质之间分离良好。
表 3　样品加标回收试验结果 (n=6)

组分
本底值／

（mg · L–1）
加标量／

（mg · L–1）
测定值／

（mg · L–1）
回收率／

%
RSD／

%
纤维二糖 25.36 320 350.06 101.47 0.50
葡萄糖 690.14 560 1291.64 107.41 0.27
木糖 675.26 560 1261.52 104.69 0.51

阿拉伯糖 43.97 320 370.85 102.15 0.65
甲酸 0 200 194.94 97.47 0.34
乙酸 75.96 360 438.62 100.74 0.83
丁酸 185.21 380 577.94 103.35 2.19
乙醇 207.17 360 586.39 105.34 1.54
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图 2　玉米秸秆发酵液样品和加标后发酵液样品的色谱图

2.4　样品分析

将秸秆发酵液样品按照 1.4 方法进行处理后测

定，样品中各代谢组分均得到了基线分离，色谱峰形

尖锐。各组分测定结果见表 4。
表 4　秸秆发酵液样品测定结果

名称 含量／（mg · L–1）

纤维二糖 29.15
葡萄糖 1 327.15
木糖 1 053.82

阿拉伯糖 185.52
甲酸 97.97
乙酸 497.12
丁酸 401.57
乙醇 1 001.20

3　结语

采用离子排斥色谱法实现了生物质发酵液中

纤维二糖、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甲酸、乙酸、丁酸

及乙醇 8 种有机物的同时分析。该方法简单快速、

准确可靠，可应用于生物能源领域液体燃料乙醇的

研究，适用于秸秆发酵液中多种糖类、有机酸、醇等

化合物的分析。
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