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摘 要：该文基于反式乌头酸还原高锰酸钾并使其褪色，建立以高锰酸钾为底物，分光光度计快速测定反式乌头酸

含量的方法。该检测方法最佳检测波长 410 nm，高锰酸钾最佳反应浓度为 2.0 g/L，反应体积 2.0 mL，反式乌头酸样

品 1 mL，在温度 35 ℃、反应时间 8 min时终止。反式乌头酸浓度在 0.35~0.53 g/L范围内，吸光度与其浓度呈现线性

关系。该方法测定反式乌头酸含量，相关系数 R2为 0.997 6，回收率为 98%~102%，是一种可快速检测发酵液中反式

乌头酸含量的可靠、便捷的方法。
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Abstract：Trans‐aconitic acid can reduce potassium permanganate and lead to color fading. On this basis，a
method for the rapid determination of trans‐aconitic acid concentration was established based on spectropho‐
tometry. The optimal conditions of this method were detection wavelength of 410 nm，potassium permanganate
of 2.0 g/L，reaction system of 2.0 mL，trans‐aconitic acid sample of 1 mL，and reaction at 35 ℃ for 8 min. The
absorbance showed a linear relationship with the concentration of trans‐aconitic acid within the range of 0.35-
0.53 g/L. The R2 was 0.997 6 and the recovery was between 98% and 102%. Indicating that the method can be
used to determine the concentration of trans‐aconitic acid in the fermentation broth.
Key words：trans‐aconitic acid；potassium permanganate；spectrophotometry；redox reaction；rapid determi‐
nation
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乌头酸（aconitic acid），亦称丙烯‐1，2，3‐三羧酸，

源于乌头属植物（Aconitum napellus），是甘蔗中富含的

有机酸之一[1]。化学式 C6H6O6，分子量 174.108 g/mol，
密度 1.66 g/cm3，熔点 194~195 ℃，在自然界中存在顺

式乌头酸（cis‐aconitic acid，CAA）和反式乌头酸（trans‐
aconitic acid，TAA）两种异构体。二者分子结构的差异

在于一位碳原子（C1）所在羧基基团（—COOH）朝向不

同，若 C1 与 C6 所在—COOH 位于不饱和双键（C2
C3）同侧，则为顺式构象；若二者位于不饱和双键的两

侧，则为反式构象。CAA与 TAA极性强，易溶于水和

乙醇[2]。反式乌头酸外观为白色叶状或片状结晶，常

温常压下性能稳定。反式乌头酸作为一种抗氧化剂、

增塑剂和润滑湿剂，主要用于工业有机合成中，除了参

与核心代谢和用作食品添加剂外，反式乌头酸还具有

杀线虫[3]和抗水肿作用[4]。
反式乌头酸的生产主要通过工业化学合成途

径[5]，主要包括丙烷‐1，1，2，3‐四羧基化合物的皂化、脱

氯化氢反应以及对产生的丙烯四羧酸产物的硫酸酸化

处理等步骤，整个流程会产生许多副产物，如异柠檬酸

内酯。因此，反应后续的纯化环节为反式乌头酸的生
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产增加了复杂度和成本，反式乌头酸尚未实现工业化

生产[6]。目前所选用的反式乌头酸发酵菌株，如玉米

黑粉菌、大肠杆菌[7]、土曲霉、黑曲霉等，通过基因工

程改造关键基因的表达之后进行发酵，产量也很难大

幅度提高。由于生物科学和基因工程的进步，利用分

子生物学的手段对菌株相关基因定向改造来提高乌

头酸产量的研究已经广泛进行，而如何迅速且有效地

鉴定高产反式乌头酸的菌种则是一个迫切需要解决的

难题。

目前，反式乌头酸的测定方法有醋酐吡啶显色

法[8]、高效液相色谱（high performance liquid chromatog‐
raphy，HPLC）法[9]等。然而醋酐吡啶显色法反应时间

需要 30 min，反应发热很高，并且吡啶和醋酐均属于有

毒、易燃、易爆物质；高效液相色谱法则需要提前准备

样本，而且单个样品的检测周期相对较长，不能实现实

时、快速检测[10]；基于已有的检测方法，倘若能构建出

一种与反式乌头酸浓度相关联的显色反应，就可以实

现对反式乌头酸的快速测定。由于反式乌头酸具有活

泼的碳碳双键结构，可以快速被高锰酸钾所氧化，并且

使高锰酸钾迅速变色，所以，可通过观察高锰酸钾颜色

变化的同时[11]以分光光度法进行快速检测[12]，目前，高

锰酸钾分光光度法已经用于苯胺[13]和维生素 B1[14]等物

质的检测。

反式乌头酸是一种重要的有机化合物，选择一种

适当简便的方法来测定反式乌头酸含量具有重要意

义。本研究根据反式乌头酸分子中的碳碳双键具有较

强的还原性，利用其在高锰酸钾溶液中的氧化还原能

力使高锰酸钾褪色的特点[15‐19]，对其反应条件进行深

入的研究。为消除反式乌头酸分子中—COOH解离释

放的 H+干扰，本研究中的显色反应确定在酸性条件下

进行，选择低浓度硫酸作为反应介质控制酸度[20‐22]。在

此基础上，建立高锰酸钾分光光度法测定发酵液中反式

乌头酸浓度[23]，以期为快速测定反式乌头酸提供参考。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

高锰酸钾（分析纯）：天津市化学试剂一厂；反式乌

头酸（分析纯）：上海麦克林生化科技股份有限公司；硫

酸（分析纯）：天津市化学试剂供销公司；试验用水为去

离子水。

752紫外‐可见分光光度计：伟华科技（天津）有限

公司；BS‐1 型电子分析天平：梅特勒‐托利多仪器（上

海）有限公司；1200型高效液相色谱仪：美国安捷伦科

技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 标准溶液的配制

高锰酸钾标准溶液（10 g/L）：准确称取 1 g高锰酸

钾粉末溶于去离子水中，转移至 100 mL容量瓶中并用

去离子水定容，于避光处保存，使用时需要将其稀释至

标准工作溶液 2.0 g/L。
反式乌头酸标准溶液（5 g/L）：准确称取 0.5 g反式

乌头酸粉末溶于去离子水中，转移至 100 mL容量瓶中

并采用去离子水定容。

发酵培养基：葡萄糖 130 g/L、玉米浆干粉 5.62 g/L、
NaNO3 2.3 g/L、KH2PO4 0.5 g/L、MgSO4 1 g/L、MnSO4
0.065 g/L、FeSO4 0.01 g/L。
1.2.2 褪色反应生成物的测定

于 25 mL比色管中分别加入 2 mL高锰酸钾标准

工作溶液，1 mL 不同稀释度反式乌头酸标准溶液，

50 μL 2 mol/L 稀硫酸，在 35 ℃下反应 8 min 后，用去

离子水定容至刻度线并摇匀，取 1 mL于比色皿中，置

于紫外‐可见分光光度计，以去离子水空白为参比测定

410 nm处反应体系的吸光度，同时测定相应试剂空白

的吸光度。

1.2.3 吸收波长的选择

按照 1.2.1 方法配制溶液，于比色管中分别加入

2 mL 高锰酸钾标准工作溶液、1 mL 不同稀释度反式

乌头酸标准溶液，50 μL 2 mol/L 稀硫酸，在 30 ℃下反

应 2 min后，用去离子水定容至 25 mL并摇匀，取 1 mL
于比色皿中，置于紫外‐可见分光光度计，进行全波长

扫描，同时测定培养基本身的吸光度，绘制吸收光谱。

1.2.4 反应时间的确定

于比色管中分别加入 2 mL高锰酸钾标准工作溶

液、1 mL反式乌头酸标准溶液、50 μL 2 mol/L稀硫酸，

摇匀，在 30 ℃下进行反应。固定反式乌头酸的浓度，

考察不同反应时间（2~10 min）对体系吸光度的影响。

1.2.5 反应温度的确定

于比色管中分别加入 2 mL高锰酸钾标准工作溶

液、1 mL反式乌头酸标准溶液、50 μL 2 mol/L稀硫酸，

摇匀，考察不同反应温度（25、30、35、40、45、50 ℃）对

体系吸光度的影响。

1.2.6 高锰酸钾浓度的确定

高锰酸钾与反式乌头酸发生氧化还原反应，高锰

酸钾的浓度是影响该体系吸光度变化的关键因素，因

此，固定反式乌头酸的浓度为 0.6 g/L 时，考察高锰酸

钾浓度（1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 g/L）对体系吸光度的影响。

1.2.7 标准工作曲线的绘制

准确移取不同体积 5 g/L的反式乌头酸标准溶液，

加入到 25 mL 比色管中，按照 1.2.2 方法测定 410 nm
处的吸光度 A，同时测定相应试剂空白的吸光度 A0，求
出差值 ΔA= A0-A，绘制工作曲线。

1.2.8 模拟发酵液试验

微生物发酵法是生产反式乌头酸的主要方法之

一，在用微生物发酵法生产反式乌头酸的过程中可能
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会产生一些其他不需要的有机酸。反式乌头酸发酵的

最适原料是葡萄糖，除碳源外，反式乌头酸发酵过程还

离不开某些水溶性无机盐。因此固定反式乌头酸浓

度，定量加入到发酵培养基中，考察模拟发酵液中共存

物质对体系吸光度的影响。

配制含有 0.4、0.5 g/L 反式乌头酸的模拟发酵

液，按照 1.2.2方法测定 410 nm 处的吸光度（A410 nm）、

525 nm 处稀释 10倍的空白培养基吸光度（A525 nm），得

到 ΔA=A525 nm-A410 nm，代入标准工作曲线。

HPLC检测条件：色谱柱 AminexHPX‐87H，流动相

为 0.49 g/L 的硫酸，流速 0.6 mL/min，柱温 60 ℃，加样

量 10 μL，紫外检测波长 210 nm。

2 结果与分析

2.1 吸收波长的确定

2.1.1 高锰酸钾标准溶液吸收波长确定

标准高锰酸钾与空白培养基扫描吸收光谱见

图 1。

由图 1可知，用去离子水溶解高锰酸钾溶液呈紫

红色，并以去离子水作空白对照，对其进行全波长扫

描，发现其在 525 nm处有最大吸收峰，吸光度为 2.05。
为了排除培养基中组分对于反应体系的干扰，以液体

培养基替代去离子水溶解高锰酸钾同样对其进行了全

波长扫描，发现其在 525 nm 处存在最大吸收峰，吸光

度为 1.47，其最大吸收波长没有变化，因此测定空白高

锰酸钾溶液的吸收波长选择 525 nm。
2.1.2 反式乌头酸与高锰酸钾反应产物吸收波长确定

不同浓度 TAA 与高锰酸钾反应全波长扫描吸收

光谱图见图 2，为了试验结果更清晰，选取最大吸收波

长区间（250~600 nm）进行绘图。

由图 2可知，不同浓度反式乌头酸与高锰酸钾反

应均在 400 nm 左右出现最高吸收峰。以 0.85 g/L 的

反式乌头酸溶液为例，在 400、410、420 nm处分别测量

反应后的吸光度，发现其在 410 nm 处呈现最大吸光

度。因此，选择 410 nm作为反应终止后的测定波长。

2.2 高锰酸钾与反式乌头酸检测体系的建立

2.2.1 反应时间的确定

反应时间对吸光度的影响结果如图 3所示。

图 3 结果表明，反应温度为 30 ℃时，反应时间为

2 min时，吸光度较高，随着反应时间的延长，反式乌头

酸与高锰酸钾进一步发生氧化还原反应，使反应体系

颜色变浅，吸光度逐渐降低，在 8~10 min 吸光度趋于

平稳，表明反应已进行完全，吸光度稳定，无明显变化，

考虑到快速检测的目的，故选择反应时间为 8 min。
2.2.2 反应温度的确定

反应温度对吸光度的影响结果如图 4所示。

图 4结果表明，当反应时间为 8 min时，在反应温

3

2

1

0

吸
光

度

400 450 600
波长/nm
500 550

A

B

A.反应体系为 2 mL高锰酸钾标准溶液（2 g/L）+1 mL去离子水+
50 μL H2SO4（2 mol/L）；B.反应体系为 2 mL高锰酸钾标准溶液

（2 g/L）+1 mL稀释 10倍的空白培养基+50 μL H2SO4（2 mol/L）。

图 1 标准高锰酸钾与空白培养基扫描吸收光谱

Fig.1 Scanning absorption spectra of standard potassium
permanganate and blank medium
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a、b、c依次为 0.75、0.80、0.85 g/L反式乌头酸溶液。

图 2 不同浓度 TAA 与高锰酸钾反应全波长扫描吸收光谱图

Fig.2 Full⁃wavelength scanning absorption spectra of different
concentrations of TAA reacting with potassium permanganate
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图 3 反应时间对吸光度的影响

Fig.3 Effect of reaction time on absorbance
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度 25 ℃下，吸光度较高，随着反应温度的升高，反应速

度加快，吸光度逐渐降低，其中在 35~40 ℃吸光度出现

拐点平台，吸光度基本平稳，无明显变化。而高于

40 ℃后，反式乌头酸与高锰酸钾进一步发生氧化还原

反应使反应体系颜色变浅，吸光度逐渐降低，考虑到快

速检测的目的，故选择反应温度为 35 ℃。

2.2.3 检测体系中高锰酸钾浓度的确定

高锰酸钾是反式乌头酸的氧化剂，固定反式乌头

酸的浓度为 0.6 g/L时，考察高锰酸钾浓度对体系吸光

度的影响，结果见图 5。

由图 5可知，随着高锰酸钾浓度的增加，体系的颜

色加深，体系的吸光度增加，当高锰酸钾的浓度为 2.5~
3.0 g/L 时，溶液颜色过深，超过紫外‐可见分光光度计

可测量范围的最大值，故选择体系中高锰酸钾的浓度

为 2.0 g/L。
2.3 标准工作曲线结果分析

标准工作曲线如图 6所示。

由图 6可知，反式乌头酸在 0.35~0.53 g/L 浓度范

围内，其吸光度与其浓度呈线性关系，标准工作曲线的回

归方程为 y=5.977 3x-1.682 3，线性相关系数R2为 0.997 6。
2.4 干扰试验

干扰试验结果见表 1。

由表 1可知，在测定 0.4 g/L和 0.5 g/L反式乌头酸

时，回收率为 90%~96%。

后续选用黑曲霉菌株发酵反式乌头酸，取发酵液

上清液测定 410 nm处的吸光度，同时采用高效液相色

谱检测发酵液中的反式乌头酸含量，二者比对结果

见表 2。

由表 2可知，用高锰酸钾分光光度法进行试验，回

收率可达 98%~102%。

3 结论

本文基于反式乌头酸与高锰酸钾发生的氧化还原

反应，建立了分光光度法测定反式乌头酸含量的方法。

检测体系为 2.0 g/L的高锰酸钾加入 2.0 mL，含反式乌

头酸样品加入 1 mL，50 μL 2 mol/L 稀硫酸，摇匀，在

35 ℃下反应 8 min 后，用去离子水定容至 25 mL 并摇

匀。取 1 mL 于比色皿中，置于紫外‐可见分光光度计
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图 4 反应温度对吸光度的影响

Fig.4 Effect of reaction temperature on absorbance

从左到右高锰酸钾浓度依次为 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 g/L。
图 5 不同浓度高锰酸钾与 TAA 显色结果

Fig.5 Colors of the reactions systems of potassium permanganate
with TAA at different concentrations
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1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

ΔA

0.35 0.40 0.55
反式乌头酸浓度/（g/L）

0.45 0.50

图 6 标准工作曲线

Fig.6 Standard working curve

样品反式乌
头酸含量/
（g/L）
0.4
0.5

吸光度
（410 nm）
1.014
0.309

空白培养
基吸光度
（525 nm）
1.471 7
1.471 7

ΔA

0.457 7
1.162 7

测得反式
乌头酸含
量/（g/L）
0.36
0.48

回收
率/%
90
96

表 1 反式乌头酸测定与回收试验

Table 1 Determination and recovery test of trans⁃aconitic acid

样品

1
2

ΔA
0.606 1
1.267 4

反式乌头酸含量/（g/L）
HPLC法

0.39
0.48

分光光度法

0.38
0.49

回收率/%
98
102

表 2 HPLC 法与分光光度法测定发酵液中反式乌头酸含量

Table 2 Concentrations of trans⁃aconitic acid in the fermentation
broth determined by HPLC and spectrophotometry
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中测定吸光度。以此检测方法进行试验，回收率可达

98%~102%。综上，本方法可靠、灵敏度高、操作简单，

适用于发酵液中反式乌头酸含量的快速检测。
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