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高效液相色谱法测定发酵液中
３ －羟基丁酮
汤丹丹，王腾飞，王瑞明

（齐鲁工业大学山东省微生物工程重点实验室，山东济南　 ２５０３５３）

摘　 要：针对生物法制备３ －羟基丁酮的微生物发酵体系，研究了利用高效液相色谱法测定３ －羟
基丁酮的方法。发酵液高速离心后经０． ２２ μｍ微孔滤膜过滤，以Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２（３００ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５μｍ）为分离柱，乙腈－水（９０：１０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测器为示差折光检测器，柱
温和检测器温度均为３５ ℃，在２５ ｍｉｎ内可以完成色谱检测。方法回收率为９５． ９６％ ～ １０１． ２％；
ＲＳＤ为１． ６９％ ～２． ０９％。实验结果证明，该方法是测定发酵液中３ －羟基丁酮的快速、有效的定量
分析方法，具有样品预处理简单，灵敏度高的优点，适合于指导整个发酵过程中条件的优化及发酵
产物的实时监控。
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　 　 ３ －羟基丁酮，又名乙偶姻、甲基乙酰甲醇、醋
嗡，自然存在于玉米、葡萄、可可、苹果、香蕉、干酪、
肉类等许多食品中，作为一种食用香料，我国ＧＢ
２７６０—１９８６规定为允许食用，美国食品和萃取协会
（ＦＥＭＡ）安全号为２００８［１］。由于其特有的奶油香

味，３ －羟基丁酮作为香料应用范围极其广泛，用量
也较大，多用于奶油、干酪、咖啡、坚果的香味增强
剂，同时也可用于配制奶油、乳品、酸乳和草莓型香
精等［２ － ３］。此外，３ －羟基丁酮还作为一种重要的平
台化合物，广泛应用于食品、化工、制药以及烟草等
领域，２００４年美国能源部将其列为３０种优先开发
利用的平台化合物之一［４］。目前工业化生产３ －羟
基丁酮的主要方法为化学合成法：丁二酮部分加氢
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还原、２，３ －丁二醇选择性氧化、丁酮氯化水解等方
法［５］。该法产品收率低、环境污染严重、原料来源
受限，诸多因素制约了其进一步的发展。微生物发
酵法具有成本低、环境友好、反应条件温和等特点，
成为当前的研究热点［６］。

目前，国内外检测食品中３ －羟基丁酮的方法
主要是用气相色谱法［７ － ９］，该方法虽然精密度和准
确度都较高，但对设备要求也较高，而且分析时间
长，检测速度慢，不适合大批量样品的连续性检测。
采用液相色谱法检测３ －羟基丁酮的文献较少，有
报道采用有机溶剂抽提食醋中的３ －羟基丁酮后直
接经紫外光谱检测［１０］，但３ －羟基丁酮在紫外光区
无特异性，且吸收波长较宽，干扰大，从而影响其准
确测定。目前国内外的研究中，利用２，４ －二硝基
苯肼与醛酮反应的原理用与环境中甲醛等物质的检
测［１１ － １２］。３ －羟基丁酮含有酮基，可采用２，４二硝
基苯肼衍生后产生的腙产物对紫外—可见光有吸收
的特性，在特定波长内进行检测。余书奇等［１３］建立
了２，４ －二硝基苯肼柱前衍生的方法，适于葡萄酒
体系中总３ －羟基丁酮（即游离３ －羟基丁酮及α －
乙酰乳酸转化生成的３ －羟基丁酮）含量的测定。
此法虽然能排除组分干扰，回收率较高，但步骤较为
繁琐，易带来误差。在碱性介质中，３ －羟基丁酮与
含胍基的化合物反应生成红色化合物，该化合物在
５００ ～ ６００ ｎｍ范围有光谱吸收，其吸光度在一定浓
度范围内与３ －羟基丁酮浓度成正比［１４］。任潇
等［１５］利用这一特性，建立了肌酸比色法检测发酵液
中的３ －羟基丁酮的定量分析方法。该法与气相色
谱法相比，操作简单、快速，但若菌株发酵产物中存
在丁二酮或２，３ －丁二醇，结果也呈阳性反应，造成
检测结果偏大。本研究选用常用的Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２
柱，以示差检测器作通道检测，建立了高效液相色谱
法测定发酵液中３ －羟基丁酮的方法。
１　 材料与方法
１． １　 仪器与试剂

ＬＣ －１２００高效液相色谱仪：美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ离心机：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；全自动反
渗透净水机：郑州优尔普仪器设备有限公司。乙腈：
美国ＴＥＤＩＡ公司；３ －羟基丁酮（纯度≥９９％）：Ｓｉｇ
ｍａ公司。
１． ２　 色谱条件

色谱柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２ （３００ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈－水（９０∶ １０，Ｖ ／ Ｖ）；进样体积：
１０ μＬ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温和检测器温度：３５ ℃，
检测器：示差折光检测器。

１． ３　 标准溶液的配制
精确称取３ －羟基丁酮标准品，用流动相溶解

配制成标准溶液，各标准品浓度分别为０． ０００１、
０． ００１、０． ００２、０． ０１、０． ０２、０． １、０． ２、０． ５、１、２、４、５、１０
ｍｇ ／ ｍＬ。
１． ４　 发酵液样品的预处理

本实验所用的发酵液是由枯草芽孢杆菌（本实
验室保藏）发酵培养获得的。发酵液经离心（１２０００
ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ）除去菌体，取上清液，经适当稀释后，
用０． ２２ μｍ孔径的滤膜过滤，即得到待测样品。
２　 结果与分析
２． １　 检测波长的选择

对３ －羟基丁酮标准样品进行全波长扫描，结
果见图１。由图１可以看出，３ －羟基丁酮在紫外光
区虽有吸收，但吸收较弱，且吸收波长较宽，故选择
通用型的示差折光检测器。

图１　 ３ －羟基丁酮的波长扫描图
２． ２　 流动相的选择

乙腈－水体系、甲醇－水体系是在氨基柱中应
用较多的流动相。由于乙腈洗脱能力强，基线噪音
小，且实验中发现，甲醇－水体系分析时间稍长，分
离度较小，柱压也较大，因此选用乙腈－水体系。考
察流动相中乙腈的比例，发现随着乙腈比例的增大，
分离度变大。乙腈比例至９０％时分离效果最好，分
离度达到２． ２８１。经过不同流动相流速分离发酵液
中３ －羟基丁酮的比较，确定最终流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
２． ３　 回归分析与检出限

准确吸取不同浓度的３ －羟基丁酮标准溶液１０
μＬ分别进样，测定其峰面积，以峰面积Ｙ为纵坐标，
样品质量浓度Ｘ（ｇ ／ Ｌ），绘制标准曲线为Ｙ ＝
１． ４６２８Ｅ ＋６Ｘ ＋ ２０ ８９０（Ｒ２ ＝ ０． ９９８ ６），说明３ －羟
基丁酮浓度与峰面积之间具有良好线性关系，满足
定量分析要求。其线性范围是：０． ５ ～ ４ ｇ ／ Ｌ，以３倍
信噪比（Ｓ ／ Ｎ）计算最小检出限量为１． ５ ｍｇ ／ Ｌ。
２． ４　 精密度实验

利用上述确定的方法对含３ －羟基丁酮的发酵
液进行定性定量分析。取２４、３６、４８、６０ ｈ的发酵液
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样品１、２、３、４四份各重复５次测定，结果见表１。
由表看出，相对标准偏差（ＲＳＤ）都小于２． ５％，精密
度高，说明该方法是可靠的。

表１　 精密度实验结果（ｎ ＝ ５）

样品 ３ －羟基丁酮含量／（ｇ ／ Ｌ）
１ ２ ３ ４ ５ 珋ｘ

ＲＳＤ
／ ％

样品１ １０． ３４７ ９． ９８６ １０． ０１３ １０． １２４ １０． ４５１ １０． ２０２ １． ８７

样品２ １６． ３２２ １６． ０３４ １６． ７８０ １６． ３９５ １６． ２１６ １６． ３４９ １． ６９

样品３ ２１． ４５９ ２０． ９０２ ２１． ２８８ ２２． １３７ ２１． ５３０ ２１． ４６３ ２． ０９

样品４ ２５． １０８ ２４． ８７５ ２４． ４６２ ２４． ９０１ ２５． ６３４ ２４． ９９６ １． ７１

２． ５　 方法回收率
取同一发酵液样品四份，其中一份作本底，另三

份添加一定量的不同浓度的３ －羟基丁酮标准溶液
后测定３ －羟基丁酮含量，每份样品进行３次平行
测定，考察方法的回收率，结果见表２。从表２看
出，３ －羟基丁酮的回收率在９５． ９６％ ～ １０１． ２％之
间，说明方法的准确度较高，重现性好。

表２　 ３ －羟基丁酮的回收率实验结果

样品成分发酵液中含量
／（ｇ ／ Ｌ）

加标量
／（ｇ ／ Ｌ）

加标实测值
／（ｇ ／ Ｌ）

回收率
／ ％

３ －羟基丁酮 ２０． ０６４ ５． ０００ ２４． ８６２ ９５． ９６

３ －羟基丁酮 ２０． ０６４ １０． ０００ ３０． １３４ １００． ７

３ －羟基丁酮 ２０． ０６４ １５． ０００ ３５． ２５１ １０１． ２

２． ６　 发酵液中３ －羟基丁酮的检测
按２． ４节方法制备４８ ｈ发酵液样品，在上述分

离条件下进行色谱分析，结果见图２。结果表明：目
前使用的枯草芽孢杆菌，在现有的发酵条件下，发酵
液中除主要成分３ －羟基丁酮外，副产物较少。

图２　 ４８ｈ发酵液的色谱分离图
３　 结论

建立了借助示差折光检测器检测发酵液中３ －
羟基丁酮的高效液相色谱方法。经过多次实验证
明：以Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＮＨ２（３００ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）为分
离柱，乙腈－水（９０ ∶ １０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，流速为

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，控制柱温和检测器温度均为３５ ℃，２５
ｍｉｎ即可完成色谱检测。本方法样品仅需高速离
心除菌体后经０． ２２ μｍ微滤膜过滤，样品预处理
较简单，灵敏度高、分析速度快等优点，对于及时
测定发酵过程中３ －羟基丁酮随时间变化具有重
要意义。
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