
使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 表面
多孔填料色谱柱快速、低压分析食品和饮

料添加剂

摘要

本文采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，3.0 mm × 100 mm，2.7 µm 色谱柱，以醋酸

铵/乙腈梯度洗脱，在不到 3 min的时间内对 11 种非营养型食品和饮料添加剂进行了分析。

分析的最大压力低于 400 bar，使得该方法适用于各种标准高效液相色谱仪。Agilent

Poroshell 120 EC-C18 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，3.0 mm × 100

mm，1.8 µm及 4.6 mm × 250 mm，5 µm色谱柱具有相似的选择性和柱效。虽然 1.8 µm

填料的 Agilent ZORBAX Eclipse Plus 色谱柱可在相同的时间达到与 Agilent Poroshell

120 色谱柱同样理想的分离效果，但最大压力超过 400 bar，使其必须采用高压 HPLC仪。

反之，5 µm 填料的 Agilent ZORBAX Eclipse Plus 色谱柱可在低于 400 bar 的压力下进

行分析，但却需要更多的时间才能完成相同的分离。本应用报告演示了使用同一台高效

液相色谱仪，将采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱的旧方法转移到新型

Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱上，与旧方法相比，柱效和选择性相似，但可以节省

大量时间。
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前言

常规耐压 400 bar的高效液相色谱系统在许多实验室中都可看到。

随着超高液相色谱的引入，人们越来越倾向于使用亚 2 µm填料颗

粒。与传统的 5 µm颗粒色谱柱相比，填充亚 2 µm填料颗粒的高

效液相色谱柱具有更高的分离度并能减少分析时间，但同时会增

大系统反压。对于那些希望将现有的方法转移到亚 2 µm颗粒色谱

柱，但又无力购买高压液相色谱仪的分析人员而言，填充表面多

孔颗粒的色谱柱也许能够解决这个问题。Agilent Poroshell 120 色

谱柱与填充 1.8 µm 颗粒的色谱柱具有相似的分离度和分析速度，

但不产生高反压。

Agilent Poroshell 120 填料色谱柱与亚 2 µm全多孔填料颗粒色谱

柱具有相似的高柱效，这是由于其传质距离短和粒径分布窄的原

因。较大的 2.7 µm填料 Agilent Poroshell 120 色谱柱的背压很低，

大概为亚 2 µm全多孔颗粒填充色谱柱的 40%~60%。这样就可以

在不超过 HPLC最大压力的情况下提高流动相流速。具有 2 µm孔

径筛板的 Agilent Poroshell 120 色谱柱比 1.8 µm 填料色谱柱对

脏样品的容忍度最高，可更方便的将使用传统 5 µm填料色谱柱的

方法实现完美转移[1-3]。

本应用报告演示了在保持系统反压低于 400 bar的情况下，将采用

填充 5 µm 颗粒的较长色谱柱建立的方法转移为使用表面多孔填

料颗粒填充的较短色谱柱的类似 UHPLC的方法。这可以减少样品

和流动相消耗，显著节约分析时间，并与亚 2 µm填料色谱柱具有

相似的选择性和柱效，可用任意高效液相色谱系统进行分析。

使用一组包含 11 种非营养型食品和饮料添加剂证实了该方法的转

移的成功。这些化合物包括防腐剂、人工甜味剂、一种能量补充

剂和一种调味剂。适量使用这些化合物对身体无害，但过量和长

期使用会导致增敏和过敏反应[4]。因此，对这些添加剂进行检测

和定量分析至关重要。

实验部分

本实验采用 Agilent 1200 Rapid Resolution LC (RRLC)系统：

• G1312B SL型二元泵，流动相 A：20 mM醋酸铵 (pH 4.80)；

B：乙腈。梯度洗脱程序：从 to
时的 14% B逐渐升到 52% B，

梯度时间的设置依据色谱柱规格和流速而定，见表 1

• G1367C SL型自动液相进样器(ALS)，可为 4.6 mm × 250 mm

和 3.0 mm × 100 mm色谱柱分别进样 11.8 µL和 2.0 µL

• G1316B SL型柱温箱(TCC)，柱温设为 30 °C

• G1315C SL 型二极管阵列检测器 (DAD)，检测波长设置为

230，4 nm；参比波长设置为 360，100 nm，配置 G1315-60024

微量流通池（光程 3 mm，体积 2 µL）

• 采用 B.04.01 (491)版化学工作站控制高效液相色谱操作并处理

数据

色谱柱 流速 梯度时间 停止时间 后运行时间
(mL/min) (min) (min) (min)

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 1.000 12.00 13.10 7.00
4.6 mm × 250 mm, 5.0 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 0.638 3.00 3.50 2.00
3.0 mm × 100 mm, 3.5 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 0.851 2.10 2.60 1.80
3.0 mm × 100 mm, 1.8 µm

Agilent Poroshell 120 EC-C18 0.851 2.10 2.60 1.80
3.0 mm × 100 mm, 2.7 µm

表 1. 不同色谱柱的高效液相色谱参数
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本实验采用四种类型的安捷伦色谱柱：

• Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 mm × 100 mm, 2.7 µm

(部件号 695975-302) 

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm × 100 mm, 1.8 µm

(部件号 959964-302) 

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm × 100 mm, 3.5 µm

(部件号 959961-302) 

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 mm × 250 mm, 5 µm

(部件号 959990-902)

图 1 列出了各目标化合物及其结构、pKa值和作为添加剂的作用。

将各化合物分别配制成 1 mg/mL的水溶液。再取等量的上述溶液

混匀制成混合样品。这些化合物以及乙腈、醋酸铵均购自 Sigma

Aldrich (Bellefonte, PA)，水采用 18 M-  Milli-Q超纯水(Bedford,

MA)。

结果与讨论

图 2 显示采用传统的 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，

4.6 mm × 250 mm，5 µm色谱柱在 13 min略多的时间里实现了

11 种食品和饮料添加剂的分离。图 3 显示，采用 Agilent ZORBAX
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图 1. 目标化合物

食品和饮料添加剂
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Eclipse Plus C18，3.0 mm × 100 mm，3.5 µm色谱柱可以达到同

样的分离效果，但将分析时间显著缩短至 3.5 min。分析流速根据

较小的色谱柱内径和较小的填料粒径进行了调整。但本例中，

3.5 µm的色谱柱无法分离如下两对色谱峰：苯甲酸/阿斯巴甜以及

脱氢乙酸/对羟基苯甲酸甲酯。图 4 显示采用 Agilent ZORBAX

Eclipse Plus C18，3.0 mm × 100 mm，1.8 µm色谱柱进行同样的

分离。调整 1.8 µm色谱柱的流速使较小的亚 2 µm颗粒色谱柱性

能最优化。所有化合物在稍多于 2.5 min的时间内达到分离。这一

快速分析提高了实验效率，并减少了流动相和溶剂消耗。

3.0 mm × 100 mm色谱柱内径较小，因此需要较小的样品量，节省

了样品。但亚 2 µm色谱柱会产生高反压（483 bar），因而需要高

压液相色谱系统。图 5 展示了采用表面多孔填料的 Agilent

Poroshell 120 EC-C18，3.0 mm × 100 mm，2.7 µm色谱柱进行同

样的分离，与 1.8 µm色谱柱一样可缩短分析时间。采用该色谱柱分

离的另一优点就是反压较低（356 bar）。超过 100 bar的压力差异

是很重要的，因为它决定了是否需要采用高压高效液相色谱系统，

还是只用传统的高效液相色谱系统（最高耐压 400 bar）即可满足分

析需求。
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图 2. 采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 mm × 250 mm，5 µm色谱柱，以醋酸铵/乙腈对 11 种食品和饮料添加剂进行梯度洗脱分离
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图 3. 采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，3.0 mm × 100 mm，3.5 µm色谱柱，以醋酸铵/乙腈对 11 种食品和饮料添加剂进行梯度洗脱分离

原始的使用 250 mm，5 µm色谱柱在 13.1 min的时间内对 11 种食品和饮料添加剂化合物的分离

较短的 3.5 µm色谱柱无法分离苯甲酸/阿斯巴甜以及脱氢乙酸/对羟基苯甲酸甲酯峰
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Pmax = 483 bar
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图 4. 采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，3.0 mm × 100 mm，1.8 µm色谱柱，以醋酸铵/乙腈对 11 种食品和饮料添加剂进行梯度洗脱分离

Pmax = 356 bar
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图 5. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，3.0 mm × 100 mm，2.7 µm表面多孔填料色谱柱，以醋酸铵/乙腈梯对 11 种食品和饮料添加剂进行梯度洗脱分离

1.8 µm的色谱柱在 2.6 min的时间内可分离 11 种食品和饮料添加剂化合物，但会产生高压

使用 Agilent Poroshell 120 表面多孔填料色谱柱在 400 bar压力下和 2.6 min的时间内

对 11 种食品和饮料添加剂进行分离
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5-µm Agilent ZORBAX Eclipse Plus, Pmax = 120 bar

Agilent Poroshell 120, Pmax = 356 bar
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图 6. 原有的采用 Agilent Eclipse Plus 5 µm色谱柱方法和采用新型的 Agilent Poroshell 120 色谱柱方法的叠加色谱图

图 6 为采用原始的 5 µm 填料色谱柱方法和采用新的 Agilent

Poroshell 120 色谱柱方法色谱叠加对比图。分析时间由 13.1 min

缩短至 2.6 min，后运行时间由 7 min缩短至 1.8 min。溶剂和流动

相消耗减少 80% 以上。与采用较长的 5 µm Agilent ZORBAX

Eclipse Plus色谱柱方法相比，采用 Poroshell 120 色谱柱方法关

键峰（脱氢乙酸和对羟基苯甲酸甲酯）的分离度由 1.79 增至 3.01。

请注意图 6 中 Agilent Poroshell 120 色谱柱的最后一个洗脱峰与

5 µm Agilent ZORBAX Eclipse Plus 色谱柱的第一个洗脱峰的保

留时间基本相当。

在低于 400 bar的压力下，在不到 2.6 min的时间内成功分析了四

种消费品样品（见图 7）。能量饮料含咖啡因、苯甲酸和山梨酸；苏

打水含糖精、咖啡因、苯甲酸和阿斯巴甜；嗽口水含糖精和苯甲

酸；无糖口香糖含安赛蜜和阿斯巴甜。

如图 8 所示，当需要满足高通量分析要求且高效液相色谱系统允许

时，可提高流速却基本不影响色谱峰质量。在低于 600 bar压力下，

Agilent Poroshell 120，3.0 mm × 100 mm 色谱柱的流速可由

0.851 mL/min提升至 1.489 mL/min，进一步缩短了 40% 的运行

时间。关键峰的分离度损失很小，而且对条件峰容量(nc)影响最

小[5]。结果在低于 600 bar反压下，仅需 1.5 min即可实现 11 种

化合物的基线分离。

快速、低压分析；采用 Agilent Poroshell 120 色谱柱分析 11 个峰所用的时间与原有的采用 5 µm Agilent ZORBAX Eclipse Plus

色谱柱第一个洗脱峰的保留时间相当
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A 20 mM pH 4.80
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图 7. 采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 mm × 100 mm, 2.7 µm表面多孔填料色谱柱对四种消费品样品进行分析
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图 8. 采用 Agilent Poroshell 120 色谱柱考察提高流速对色谱峰质量影响的叠加色谱图

在低于 400 bar的压力下在 2.6 min的时间内分析四种消费品样品

采用 Agilent Poroshell 120 色谱柱可提高流速从而进一步提高分析效率，而对分离度和条件峰容量(nc)影响甚小
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结论

填充表面多孔颗粒比填充常规全多孔颗粒的 HPLC 色谱柱具有更

多优势。表面多孔的 2.7 µm 填料 Agilent Poroshell 120 EC-C18

色谱柱与 1.8 µm填料 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱

具有相似的柱效和选择性，但不产生高反压。尽管使用填充 5 µm

较大填料颗粒的较长色谱柱可获得相似的柱效且无高反压，但会

显著延长分析时间。由于 Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 Eclipse

Plus C18 色谱柱具有相似的选择性，使得从旧式 Eclipse Plus C18

色谱柱到新型 Poroshell 120 EC-C18 色谱柱的方法转移简便易行，

并可在原有耐压 400 bar的 HPLC系统上运行，实现低背压、缩短

分析时间并节省溶剂。
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