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摘要

环境和食品的安全管理机构正在不断地更新方法来改进检测限

和解决干扰化合物的分析问题。EPA 555作为一种特殊的方法

被用于分析饮用水中氯酚氧酸类除草剂。其中强制要求的痕量

富集步骤对此方法的易用性和可靠性具有显著的影响。该方法

使用5-µm的分析柱和在线痕量富集方法。这里改为采用较小

的3.5和1.8-µm ZORBAX快速分离高通量色谱柱和一个安装在

柱温箱中带自动切换阀的autoSPE（固体萃取）小柱。用直接

将样品注射到autoSPE小柱的进样模式方法，取代EPA方法中

指定的上样泵，我们可以显著的减少总体的分析时间并在实际

上消除可能存在的样品交叉污染的问题。

引言

在相对干净的基质中进行痕量分析检测是在线SPE方

法的极好应用。使用一次性的SPE小柱手动上样，需

要在分析之前将样品洗脱到样品瓶内的步骤，相比之

高分离度快速液相色谱和在线痕量富集方法用于
除草剂的快速分析

应用

下，在线SPE可以确保100%的样品被转移到分析柱，

并可以通过增加转移到色谱柱中待测物的质量来显著

的提高灵敏度。在EPA 555方法中，20毫升饮用水经

过泵被加载到高效液相色谱系统中一个装有高压切换

阀的SPE小柱上。因为很少有自动进样器（如果配置）

能够注射这么大的体积，因此样品也必须被泵入小柱

中。先前的样品对加样泵的污染是被始终关注的问题，

而且足够的冲洗和进空白样就成为整个方法过程中的

一个重要部分。

减少取样体积能够满足可用的自动制备型进样器的要

求，为了不损失方法的灵敏度，有必要减少分析柱的

尺寸，同时保持分离能力。另外使用较小的色谱柱通

常还可以减少分析时间和溶剂消耗，以及与质谱检测

器离子源之间的兼容性更好。

如果不同色谱柱的长度与粒径的比是相等的，则被认

为具有相同的分离能力。通过减少色谱柱的长度和/或

内径来可以大大降低色谱柱容积。在后面的例子中，

流速通常将会被降低，如等式1所示。
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(eq. 2)= Inj. vol.col. 2
Volumecolumn1

Volumecolumn2
Inj. vol.col. 1 ×

减少长度和内径的综合结果可以体现为溶剂消耗的减

少。我们通常是按照色谱柱的尺寸调节进样量，一定

比例的进样体积的计算是通过将两个色谱柱的空容积

之比乘以最初色谱柱的进样体积得来的，如下面等式

2所示。

需要注意的是，使用的是每个色谱柱容积改变的百分

比而不是每分钟改变的百分比，这样可以让使用者摆

脱通过改变梯度的时间和/或梯度的流速来控制梯度

斜率。较大的梯度斜率会产生非常快的梯度且具有最

小的分离度，然而较小的梯度斜率会使分离度提高，

但同时增加溶剂消耗，灵敏度有所下降。除非在可以

接受的操作压力范围内通过增加流速来降低梯度斜

率，而不是通过增加梯度时间降低梯度斜率，否则较

长的分析时间可能会提高分离度。

因为有效容量因子k*的增加，较小的梯度可以提高分

离度。与等度分离中的容量因子k'非常相似，较高的

k值可以直接提高分离度。当k值大约达到5–10时的

分离度提高的效果是非常显著的，在此之后，提高幅

度很小。在随后的例子中，我们将会见到与前面讨论

的计算有关的结果。

实验条件

参数见图1。

(eq. 3)
#Column volumes

(End% – Start%)
% 梯度斜率 =

结果

分离最初是在ZORBAX SB-C18色谱柱（4.6×250 mm，

5-µm）上用浓缩的标样直接进样，柱温为25 °C，使

用的条件参考US EPA 555方法（图2）。采用A泵作为

上样泵来完成上述痕量富集过程（图3）。然后，按照

比例将方法中的流量和时间精确转换到3.0×150 mm，

3.5-µm色谱柱（图4）并使用5 mL痕量富集进样。最后

采用2.1×80 mm，1.8-µm的色谱柱（50 mm加30 mm

系列柱）验证在少于1.5 mL进样的痕量富集条件下这

种分离的可行性。（图5）

系统

Agilent 1200系列高分离度快速液相色谱组成如下：

G1379B微量脱气机

G1312B二元泵SL
G1312A配置溶液选择阀选件的二元泵，或

G1354A四元泵

G1367C HiP ALS自动进样器SL，和

G2258A双定量环制备自动进样器5ml
G1316B配置6通或10通2位切换阀的SL型柱温箱

G1315C SL型UV/VIS DAD，流通池分别如每个色谱图所示
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色谱柱

Agilent ZORBAX SB-C18, 4.6 × 250 mm, 5 µm
Agilent ZORBAX SB-C18, 3.0 × 150 mm, 3.5 µm
Agilent ZORBAX SB-C18, 2.1 × 80 mm, 1.8 µm
Agilent ZORBAX SB-Aq, 4.6 × 12.5 mm, 5 µm

流动相条件

有机相： 乙腈

水相： 25 mm磷酸的Milli-Q水溶液

梯度条件

梯度斜率： 如图中所标示的，7.8或者是每个色谱柱容积的

2.3%。流速和时间分别见每个色谱图。

样品

EPA 555 A组为氯酚氧酸类除草剂（包括毒莠定，草灭平，麦草畏，

苯达松，2,4-滴，2,4-滴丙酸，2,4,5-三氯苯氧乙酯，三氟羧草醚），

100 µg/mL的甲醇溶液或稀释为20 ng/L（20 ppb）的水溶液并经

25 mm磷酸酸化。

(eq. 1)= Flowcol. 2
Diam.column1

Diam.column2
Flowcol. 1
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小粒径的短色谱柱通常在高的线速度下运行。洗脱速

度的提高将会减少绝对峰宽，而且可能需要使用者调

节数据采集速率，降低信号过滤参数，从而确保色谱

分离在采集的数据文件中被准确的记录下来。

对于梯度洗脱分离，从分析开始，逐渐增加流动相的

组成，直到被关注的分析物从色谱柱中洗脱出来，将

这种方法成功的转移到较小的色谱柱，需要保持原先

的梯度斜率。我们可以表达梯度的斜率如等式3所示。
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图1为系统中的组件和色谱柱结构。A泵为上样泵，

为了防止进样体积超过G2258A双定量环自动进样器

的容量（5 mL），所以A泵使用一条通路进样，另一

条通路为25 mm磷酸水溶液。如果使用自动进样器直

接进样，A泵将输送出25 mm磷酸。如果A泵配备了

脱气机，则样品通路将绕开脱气机组件从而使样品溶

液的污染减到最小。为使样品通过A泵，当新的样品

流经A泵的时候，阀应该是在B的位置。然后，切换

阀到A的位置，再上样所需的20 mL样品。当阀回到

B的位置时，分析开始，这时A泵的样品通路将被水

或下一个样品适当的冲洗。

上样/冲洗位置 洗脱/分析位置

2位/6通阀

图1. autoSPE痕量富集图解

图2和3分别显示了直接进样和通过泵进行痕量富集的

标准分离。包括色谱柱再生阶段在内，总的分析时间

共需要60分钟。将梯度转换到3.0×150 mm色谱柱时，

因内径变小需要降低流速，而且因为色谱柱长度的变

短需要减少梯度时间。由此分析时间从60分钟减少到

36分钟，溶剂消耗也按比例从60 mL减少到15.5 mL。
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图2. 采用4.6 mm×250 mm，5 µm ZORBAX SB-C18色谱柱对氯酚氧酸类除草剂梯度分离

条件

EPA 555方法，使用ZORBAX SB-C18色谱柱和快速DAD检测器
ZORBAX SB-C18 4.6 mm × 250 mm，5 µm
柱温： 25 °C
梯度： 25 mM磷酸，乙腈，30分钟内乙腈从10%升至90%
梯度斜率： 7.8%乙腈/柱容积
分析流速： 1 mL/min
A组化合物： 1 µL（浓度100 µg/mL）
总分析时间： 60分钟
检测器： UV 230 nm，10-mm 13-µL流通池，过滤2秒（默认）
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EPA 555方法，使用ZORBAX SB-C18色谱柱和快速DAD检测器
ZORBAX SB-C18 4.6 mm × 250 mm，5 µm
柱温： 25 °C
梯度： 25 mM磷酸，乙腈，30分钟内乙腈从10%升至90%
梯度斜率： 7.8%乙腈/柱容积
分析流速： 1 mL/min
A组化合物： 20 mL（浓度20 µg/L）痕量富集
总分析时间： 60分钟
检测器： UV 230 nm，10-mm 13-µL流通池，过滤2秒（默认）

图3. 用4.6 mm×250 mm，5-µm ZORBAX SB-C18色谱柱痕量富集20-ppb溶液（20 mL）
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条件：

EPA 555方法，使用ZORBAX SB-C18色谱柱和快速DAD检测器
ZORBAX SB-C18 3 mm × 150 mm，3.5 µm
柱温： 25 °C
梯度： 25 mM磷酸，乙腈，18分钟内乙腈从10%升至90%
梯度斜率： 7.8%乙腈/柱容积
分析流速： 0.43 mL/min
A组化合物： 5 mL（浓度20 µg/L，20 ppb）痕量富集
检测器： UV 230 nm，3-mm 2-µL流通池，过滤0.2秒
总分析时间： 36分钟

图4. 3.0×150 mm，3.5-µm ZORBAX SB-C18色谱柱痕量富集20-ppb溶液（5 mL）

图4中最后的色谱峰由于阀的定时错误而丢失，这个

错误直到实验工作完成后才被发现。8号峰在阀切换

到离线状态进行再生和平衡之前没有从痕量富集色谱

柱中被洗脱出来的。需要注意的是，发生在7号峰之

后的基线漂移在其它的autoSPE例子中没有被发现。
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EPA 555方法，使用ZORBAX SB-C18色谱柱和快速DAD检测器
ZORBAX SB-C18，2.1 mm × 80 mm，3.5 µm 
柱温： 50 °C
梯度： 25 mM磷酸，乙腈，2.7分钟内乙腈从10%升至90%
梯度斜率： 7.8%乙腈/柱容积
分析流速： 0.72 mL/min
检测器： UV 230 nm，3-mm 2-µL流通池，过滤0.2秒
样品： 稳定的1 µL（浓度100 µg/mL）
总分析时间： 6分钟

图5. 2.1×80 mm，，1.8-µm ZORBAX SB-C18色谱柱高速梯度分离除草剂

在图5中表明使用1200高分离度快速液相所有功能所

得到的最高分析速度和分离度。操作压力最高大约在

520 bar处。我们保持与最初的4.6×250 mm，5-µm

色谱柱运行60分钟时相当的分离度，只需要6分钟的

分析时间。

结论

通过对许多现有的方法进行改进而提高效率和总体性

能是可行的。这里我们看到了可以提高分析速度10倍

的潜在可能，并除去了最初方法中设计的上样泵。只

需要使用2.1×80 mm色谱柱将大约1.3 mL样品溶液

注入到autoSPE装置中，就能够替换先前所需的通过

泵上样20-mL。该方法能大大改善分析效率而且确保

最小的样品交叉污染。

如需详细资讯

关于我们的产品和服务的更多资讯，浏览我们的网站：

www.agilent.com/chem/cn。
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