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反向高效液相色谱测定发酵液中的聚苹果酸 
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摘要：采用高效液相色谱柱AlltimaTM C18 (4.6 mm×150 mm, 4 μm)上定量测定发酵生产的聚苹果酸，流动相为乙腈和0.025 mol/L

磷酸二氢钾混合溶液（磷酸调pH 2.5）（V:V=5:95），流速1.0 mL/min，检测波长210 nm，柱温25 ℃，进样量5 μL。发酵液经离心除

菌体、纯沉除多糖、水解处理后进样，可以将其中的L-苹果酸完全分离定量。采用液相方法的回收率为98.70%~100.65%，RSD为

0.4~1.11%。采用试剂盒的方法的回收率为96.7~97.23%，RSD为0.57~1.19%。可见，液相的精确度和试剂盒相差不大。但液相的价格

相对比试剂盒要便宜很多，说明该法是测定发酵液中聚苹果酸的一种很有效的方法。 
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Abstract: For the detection of poly (malic acid) fermentation broth, a reversed phase high performance liquid chromatography method 

was developed. The samples was analyzed on a column of AlltimaTM C18 (4.6 mm×150 mm, 4 μm) with a mixture of acetonitrile and 0.025 

mol/L KH2PO4 buffer (pH 2.5) (5:95, v:v) used as mobile phase at the flow rate of 1.0mL/min. The detection wavelength was 210 nm; the 

column temperature was 25 ℃ and the volum of injection was 5 μL. Before sampling, the fermentation broth was centrifuged to remove fungis, 

added with organic solvent to remove polysaccharide and hydrolysed. L-malic acid were completely separated and determined in 3 minutes. The 

recovery and relative standard deviation (RSD, n=3) of L-malic acid by RP-HPLC method were 98.70%~100.65%, and 0.40%~1.11%, 

respectively. The recovery and relative standard deviation (RSD, n=3) of L-malic acid by L-malic acid kit were 96.70%~97.23% and 

0.57%-1.19%, respectively. The method was proved to be a effective way to determine the poly (malic acid) in fermentation broth. 
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聚苹果酸（Poly malic-acid 或 Poly malate，简称为

PMLA）属于聚酯类聚合物，是一种以苹果酸为唯一

单体的均聚高分子聚合物。由于苹果酸含有两个羧基

和一个羟基，其相互酯化的产物主要有三种，即 α型、

β型、γ型（结构如图 1），生物体内存在的只有 β型[1]。 
PMLA本身具有良好的水溶性、生物可降解性、生

物相容性，因此，在医药领域具有广阔的应用价值[2]。 
聚-β-苹果酸可以作为药物载体[3]，特别是在靶向给药体

系[4,5]、蛋白质药物给药系统[6]、抗癌药物给药系统[7-9]

方面的应用。 
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图1 α、β、γ 三种聚苹果酸的结构 

Fig.1 The structure of α, β and γ PMLA 

目前，发酵中聚苹果酸的测定方法主要有纸层析

法、α-2,7-萘二酚法、酶试剂盒法和高效液相色谱法

（HPLC）。纸层析法和α-2,7-萘二酚法成本较低，但精

密度低，操作起来比较繁琐。酶试剂盒法虽然精密度

较高，但成本较高。而高效液相色谱法精密度高、重

现性好成本相对酶试剂盒法低，本研究中采用

AlltimaTM C18色谱柱，对发酵液中的聚苹果酸进行定量

分析。本实验室以前也发表了相关的发酵液中聚苹果

酸的检测方法[10]，通过以前的对比发现试剂盒法的精

密度是最高的，所以本次研究中将液相方法与试剂盒
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方法进行对比以进一步确定其精密度。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
Agilent 高效液相色谱仪，1200系列；离心机；精

密pH计；CD-4820数控超声波清洗器。 
L-苹果酸标样，sunlight公司；磷酸二氢钾，分析

纯；乙腈，色谱纯；磷酸，分析纯；重蒸水。 
1.2  方法 
1.2.1  发酵液样品的制备 

待测样品为产聚苹果酸菌株（出芽短梗霉）接种

发酵培养基在30 L发酵罐中25 ℃培养144 h后，除去菌

体和多糖的上清液。 
取30 mL发酵液，经离心（5000 r/min，20 min）除

去菌体和沉淀，取上清液加入25%乙醇，将多糖去除，

再加入继续加人甲醇使甲醇体积占溶液总体积的60%
使聚苹果酸沉淀出来，加入30 mL重蒸水将聚苹果酸重

新溶解，取5 mL该溶液加入等体积的1 mol/L硫酸，

90 ℃水解9 h[11,12]，用0.22 μm的微孔滤膜过滤待进样。 
1.2.2  苹果酸最大吸收峰的确定 

通过对检测的苹果酸进行DAD光谱扫描，确定苹

果酸的最大吸收峰。 
1.2.3  流动相中缓冲溶液的确定 

选用在紫外波长下没有吸收峰且能够与添加的有

机溶剂乙腈互溶的缓冲溶液。 
1.2.4  缓冲溶液浓度的选择 

选择不同浓度的缓冲溶液，考察了不同缓冲溶液

浓度对苹果酸的分离效果，以确定最佳的缓冲溶液的

浓度。 
1.2.5  流动相pH的确定 

考察了几个不同pH对苹果酸分离效果的影响。 
1.2.6  进样量的确定 

考察了几个不同进样量条件下样品的出峰情况及

其分离效果。 

2  结果与讨论 

2.1  苹果酸检测峰值的确定 
苹果酸DAD光谱扫描的最大吸收峰在210 nm出

现，如图2所示，因此选择210 nm为吸收波长。 
2.2  流动相的确定 

磷酸二氢钾缓冲溶液在紫外区几乎无吸收，而且

在pH=2~8之间有足够大的缓冲容量，能够与添加的有

机溶剂乙腈混溶，所以本实验采用常用的试剂KH2PO4 

 

 

作为流动相。 

 
图2 DAD光谱图 

Fig.2 The spectrogram of DAD 

2.3  缓冲溶液浓度的确定 
缓冲液浓度的高低直接影响酸在流动相中的存在

形式即其离子强度，从而影响色谱柱的分离效果。本

实验考察了KH2PO4浓度分别为0.015、0.025、0.035 
mol/L时的分离效果。当KH2PO4浓度为0.035 mol/L时，

样品中苹果酸的保留时间较大，分离度也没 KH2PO4

浓度为0.025 mol/L时的分离度大。而当KH2PO4浓度为

0.015 mol/L时，分离度也没有KH2PO4浓度为0.025 
mol/L时的分离度大。同时，过高的盐浓度不仅对泵系

统损害大，还影响色谱柱的寿命，故将缓冲溶液浓度

规定为0.025 mol/L。 
2.4  流动相pH的确定 

本实验考察了pH为2.3、2.5、3.0对样品的影响。

pH值在3.0时的分离度较小，且出现前伸峰和拖尾峰，

pH为2.3时的分离度虽然比pH为2.5时的分离度稍大一

点，但是pH为2.3是样品的总保留时间较长，而且本实

验采用的有机酸柱的耐pH范围为2.0~7.5，pH太低影响

柱子的使用寿命。所以，将流动相磷酸二氢钾的pH值

控制在2.5。 
2.5  进样量的确定 

本实验考察了进样量为5、10、15、20 μL时的样品

分离度。随着浓度的增大，苹果酸峰的前拖尾和后拖

尾现象明显增加，而且分离效果不佳。因此，选用5 μL
作为最优的进样量。 
2.6  出峰情况 

采用上述色谱条件，分别对标样和发酵样品处理

液进行定量分析，结果如图3和图4。两者的出峰时间

均为2.1 min，对处理过的发酵液进行检测。具有良好

的分离度，几乎不存在拖尾峰和前伸峰，完全满足外

标法定量要求，可以达到了检测发酵液中产物聚苹果

酸的目的。 
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图3 L-苹果酸标样的色谱图 

Fig.3 The HPLC chromatogram of L-malic standard sample 

 
图4 聚苹果酸发酵液处理的色谱图 

Fig.4 The HPLC chromatogram of the treated fermentation 

broth 

2.7  L-苹果酸标准曲线的绘制 

 
图5 L-苹果酸标准曲线 

Fig.5 The standard curve of L-mailc 

表1 标准曲线的线性参数 

Table 1 The linear parameter of standard curve 

回归方程 相关系数 线性范围（g/L）

y=0.001x-0.0926 1 1~10 

用流动相分别精确配置1、2、4、6、8、10 g/L等
不同浓度的标准L-苹果酸溶液，经0.22 μm微孔滤膜过

滤后，进样5 μL，得出色谱图，测定峰面积，以质量浓

度（Y）为纵坐标、样品峰面积（X）为横坐标，绘制

标准曲线，如图5所示，得出回归方程、线性范围、线

性相关系数见表1。 

2.8  液相测定与试剂盒测定的对比 
2.8.1  精密度实验 

分别将水解后的发酵液进行不同倍数的稀释，分

别采用液相和试剂盒方法检测，测量得到的结果如表

2。 
表2 精密度实验结果 

Table 2 The degree of precision of the experimental result 

使用方法 测定值/(g/L) 平均值/(g/L) RSD/%

高效液相色谱

3.8384 

3.8273 0.40 3.8376 

3.8058 

试剂盒 
3.7983 

3.7958 0.57 3.7892 
3.7999 

2.8.2  回收率实验 
采用1.2.1方法处理发酵样品，加入一定量的标准

品，采用液相和试剂盒检测，测定结果见表3。 
表3 回收率实验结果 

Table 3 The experimental result of the recovery 

使用方法 
初始浓度

/(g/L)

加入标准样品 

浓度/(g/L) 

加入后 

测定值/(g/L)

回收率

/% 

RSD

/%

高效液相色谱

2.7819

1 3.7686 98.70 

1.112 4.8086 101.33

3 5.8013 100.65

试剂盒 
1 3.7489 96.70 

1.192 4.7699 99.40 
3 5.6989 97.23 

由以上结果可以看出，液相数据和试剂盒数据相

差不大，但试剂盒价格比也液相要高很多，因此，采

用液相的方法比较好。 

3  结论 

通过上述实验结论可以看出，采用如下液相条件：

乙腈和0.025 mol/L磷酸二氢钾混合溶液（磷酸调pH 
2.5）（V:V=5:95），流速1.0 mL/min，检测波长210 nm，

柱温25 ℃，进样量5 μL。可以很好的分离测定发酵液

中的苹果酸，而且高效液相色谱成本低，操作方便，

准确性高是测定发酵液中聚苹果酸的一种很好的方

法。 
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