
使用表面多孔性顆粒充填的安捷倫
Poroshell 120 EC-C18 管柱，以快速、低
壓分析食品及飲料的添加劑

摘要

11 種非營養性食品及飲料添加劑使用 3.0 mm × 100 mm、2.7 µm的安捷倫 Poroshell 120

EC-C18 管柱，以醋酸銨／乙腈溶液進行梯度沖提，不到 3 分鐘，便完成分析。此分析的最

大壓力未達 400 bar，標準型 HPLC便能完成此分析法。此類安捷倫 Poroshell 120 EC-C18

管柱的選擇性及效率，近似 3.0 mm × 100 mm、1.8 µm與 4.6 mm × 250 mm、5 µm的

安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱。1.8 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus管柱，

雖然能在同樣時間內產生與安捷倫 Poroshell 120 管柱相同的分離結果，但最大壓力卻會

超過 400 bar，必須使用能承受高壓力的 HPLC。相反的，以 5 µm 的安捷倫 ZORBAX

Eclipse Plus管柱進行分離，所產生的壓力低於 400 bar，但完成分離所需的時間卻相當長。

本應用註解將證明，在 HPLC中，將安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱採用的舊分析

方法，轉換至新安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱後，可節省大量時間，又不減損效率與

選擇性。
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緒論

許多實驗室都使用傳統的 400-bar HPLC 系統，但在引入 UHPLC

後，就有了使用 2 µm以下顆粒的需求。相較於傳統的 5 µm粒子

填管柱，以 2 µm以下顆粒充填的 HPLC 管柱時，不僅解析度高，

分析時間也較短，但卻也會提高系統回壓。若想將目前使用的分

析法，直接轉換成以 2 µm以下顆粒充填管柱進行分析，但無預

算購置耐高壓的 LC，則以表面多孔性顆粒充填的管柱便是最佳選

擇。安捷倫 Poroshell 120 等類型的管柱，解析度與分析速度幾

乎與 1.8 µm顆粒充填的管柱相同，卻不會產生高背壓。

安捷倫 Poroshell 120 管柱充填粒子的質傳距離短，且粒徑分佈

範圍明顯較窄，因此效率很高，幾乎等同於 2 µm以下全多孔性

顆粒。較大型的 2.7 µm安捷倫 Poroshell 120 管柱充填顆粒，產

生的背壓很低，約為 2 µm以下全多孔性顆粒所產生的 40-60%，

因此能加快分析速度，產生的壓力並不會超出 HPLC 的承受範圍。

相較於 1.8 µm 管柱，使用 2 µm 濾片的安捷倫 Poroshell 120 管

柱，較不會受不乾淨的樣品影響，更能順暢轉換至傳統 5 µm 管

柱的分析法 [1-3]。

本應用註解說明如何將舊有分析法（使用較長的 5 µm粒子充填管

柱）移轉成類 UHPLC分析法（使用較短的表面多孔性顆粒充填管

柱）後，同時保持系統的背壓低於 400 bar。分析法轉換後的好處

在於，幾乎任一 HPLC 系統都能減少樣品與移動相的溶液的耗用

量，節省大量時間，而且具有與 2 µm以下顆粒充填管柱分析比

擬的選擇性與效率。

本文將分析一組 11 種非營養性食品及飲料添加劑，藉此證明此分

析法移轉。這些化合物包含防腐劑、人工甜味劑、能量補充劑、

香料等，適量攝取都對人體無害，但攝取過多時可能引發敏感及

過敏反應 [4]，因此，檢測並定量這些添加劑非常重要。

實驗

採用安捷倫 1200 快速分離 LC (RRLC) 系統進行此分析：

• G1312B二元幫浦 SL推送移動相 A：20 mM醋酸銨 (pH 4.80)

及 B：乙腈。梯度沖提為 to 時使用 14% B，再逐漸升高為

52% B。梯度沖提時間視管柱的尺寸與流速而變，列於表 1

• G1367C自動液體注射器 (ALS) SL。4.6 mm × 250 mm管柱的

注入量為 11.8 µL，3.0 mm × 100 mm管柱為 2.0 µL

• G1316B恆溫管柱室 (TCC) SL，溫度設定為 30 ºC

• G1315C 光二極體陣列偵測器 (DAD) SL，訊號設定為 230、

4 nm，參照標準為 360、100 nm，使用一個 G1315-60024 微

流動液槽（光徑 3 mm，容量 2 µL）

• ChemStation B.04.01 版 (491) 軟體，操控 HPLC並處理數據

管柱 流速 梯度沖提時間 沖提停止時間 平衡時間的時間
（mL／分鐘） （分鐘） （分鐘） （分鐘）

安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18管柱， 1.000 12.00 13.10 7.00
4.6 mm × 250 mm、5.0 µm

安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18管柱， 0.638 3.00 3.50 2.00
3.0 mm × 100 mm、3.5 µm

安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18管柱， 0.851 2.10 2.60 1.80
3.0 mm × 100 mm、1.8 µm

安捷倫 Poroshell 120 EC-C18管柱， 0.851 2.10 2.60 1.80
3.0 mm × 100 mm、2.7 µm

表 1. 各種管柱的 HPLC分析法參數
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本分析採用下列 4 種安捷倫管柱：

• 安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，3.0 mm × 100 mm、

2.7 µm (p/n 695975-302)

• 安 捷 倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管 柱 ， 3.0 mm × 

100 mm、1.8 µm (p/n 959964-302)

• 安 捷 倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管 柱 ， 3.0 mm × 

100 mm、3.5 µm (p/n 959961-302)

• 安 捷 倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管 柱 ， 4.6 mm × 

250 mm、5 µm (p/n 959990-902)

待驗化合物及其結構、pKa 值及添加後的功能，均列於圖 1。待

驗化合物均溶於水，濃度製備成 1 mg/mL。再各取等量，混合成

樣品混合液。待驗化合物皆購自 Sigma Aldrich 公司（賓州

Bellefonte 市），乙腈及醋酸銨也購自 Sigma Aldrich 公司，水則

採用 18 M-Ω Milli-Q水（麻州 Bedford市）。

結果及討論

以 4.6 mm × 250 mm、5 µm的傳統安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus

C18 管柱，13 分鐘內完成分析 11 種食物及飲料添加劑的分離結

果，如圖 2 所示。圖 3 為 3.0 mm × 100 mm、3.5 µm 的安捷倫
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ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱所完成的相同分離結果，分析時

間大幅縮減為 3.5 分鐘。本分析的流速經過調整，以符合較小的

內徑及較小的充填顆粒。本次分析中，3.5 µm 管柱並未將兩對波

峰對分離：苯甲酸／阿斯巴甜和去水醋酸／對羥基苯甲酸甲酯。

圖 4 為 3.0 mm × 100 mm、1.8 µm 的安捷倫 ZORBAX Eclipse

Plus C18 管柱所完成的相同分離結果。沖提 1.8 µm 管柱的流速，

已調整成最適合較小型 2 µm以下顆粒的流速。所有化合物均在

2.5 分鐘內分離出來。分析度速加快，可提高實驗室的產能，並減

少移動相與溶劑的消耗量。較小型的 3.0 mm × 100 mm管柱需注

入的樣品量較少，因此能節省樣品。然而以此類 2 µm以下顆粒

分離優點的代價，會產生較高背壓 (483 bar) ，需使用耐高壓的

LC 系統。圖 5 顯示 3.0 mm × 100 mm、2.7 µm 的安捷倫

Poroshell 120 EC-C18 表面多孔性顆粒充填管柱所完成的相同分

離結果，分析時間較 1.8 µm管柱短。此分離結果的附加優點是背

壓較低 (356 bar)。100 bar 的壓力差是相當大的差距，因為這會

影響需使用耐高壓的 HPLC 系統還是只需傳統系統（最多能承受

400 bar）便能完成此分析。
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1. 維生素 C
2.  醋磺內酯鉀
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4.  對羥基苯甲酸
5.  咖啡因
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9.  奎寧
10.  去水醋酸
11.  對羥基苯甲酸甲酯
* 奎寧有雜質

移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，12.0 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 1.000 mL／分鐘
溫度： 30 °C 

圖 2. 4.6 mm × 250 mm、5 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，以醋酸銨／乙腈進行梯度沖提，分離 11 種食物及飲料添加劑的結果

最大壓力 = 123 bar
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移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，3.0 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 0.638 mL／分鐘
溫度： 30 °C
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圖 3. 3.0 mm × 100 mm、3.5 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，以醋酸銨／乙腈進行梯度沖提，分離 11 種食物及飲料添加劑的結果

最初以 250 mm、5-µm管柱，經 13.1 分鐘分離 11 種食品及飲料添加劑的結果

較短的 3.5 µm管柱並未分離苯甲酸／阿斯巴甜波峰 peak和去水醋酸／羥基苯甲酸甲酯波峰 peak
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最大壓力 = 483 bar
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移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，2.1 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 0.851 mL／分鐘
溫度： 30 °C

分鐘0.5 1 1.5 2 2.5

mAU

_20

0

20

40

60

80

100

120

140 壓力高

1

2

3
4

5

6

7

8
9

10

11

*

圖 4. 3.0 mm × 100 mm、1.8 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，以醋酸銨／乙腈進行梯度沖提，分離 11 種食物及飲料添加劑的結果

最大壓力 = 356 bar
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移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，2.1 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 0.851 mL／分鐘
溫度： 30 °C
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圖 5. 3.0 mm × 100 mm、2.7 µm、表面多孔性顆粒充填的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，以醋酸銨／乙腈進行梯度沖提，分離 11 種食物及飲料添加劑的結果

1.8 µm管柱在 2.6 分鐘內分離出 11 種食品及飲料添加劑的化合物，但卻產生很高的壓力

表面多孔性多孔性顆粒充填的安捷倫 Poroshell 120 管柱，在 2.6 分鐘內分離出 11 種食物及飲料添加劑，
且壓力未超過 400 bar
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5-µm 安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus 管柱，最大壓力 = 120 bar

安捷倫 Poroshell 120 管柱，最大壓力 = 356 bar

移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，12.0 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 1.000 mL／分鐘
溫度： 30 °C

移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，2.1 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 0.851 mL／分鐘
溫度： 30 °C
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• 沖提後時間從 7 分鐘縮短為 1.8 分鐘
• 溶劑與移動相的消耗量，節省 80% 以上
• Poroshell 120 管柱對臨界波峰對的分離率，
  從 1.79 提高至 3.01 分鐘
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圖 6. 疊圖比較最初的 5 µm管柱，與新安捷倫 Poroshell 120 管柱的分離結果

圖 6 將最初 5 µm管柱分離的結果，與新安捷倫 Poroshell 120 管

柱的分離結果疊圖比較。分析時間自 13.1 分鐘縮短為 2.6 分鐘，

沖提後的時間自 7 分鐘縮短為 1.8 分鐘，可節省超過 80% 的溶劑

與移動相。較長的 5 µm 安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus 管柱，對

臨界波峰對（去水醋酸／對羥基苯甲酸甲酯）的解析度為 1.79，安

捷倫 Poroshell 120 管柱則提高至 3.01。請注意，圖 6 中安捷倫

Poroshell 120 管柱沖提的末波峰，滯留時間幾乎與 5 µm安捷倫

ZORBAX Eclipse Plus管柱的第一個波峰相同。

4 種消費品的樣品，不到 2.6 分鐘便成功完成分析，且壓力未

超過 400 bar（圖 7）。能量補給飲料含有咖啡因、苯甲酸、山梨

酸；無糖汽水含有糖精、咖啡因、苯甲酸、阿斯巴甜；漱口水結

有糖精與苯甲酸；無糖口香糖含有醋磺內酯鉀與阿斯巴甜。

若具有高處理量的需求，則在 HPLC 系統的限制範圍內，可升

高流速，但會些微減損層析品質，如圖 8 所示。沖提 3.0 mm ×

100 mm 的安捷倫 Poroshell 120 管柱時，流速可自 0.851 mL／

分鐘，調高為 1.489 mL／分鐘，以進一步縮短 40% 分析時間，

而壓力則低於 600 bar。此方式幾乎不會降低臨界波峰對的分離

率，對條件峰容量 (nc) 的影響也很小 [5]。此結果為在背壓低於

600 bar下，1.5 分鐘完成分析 11 種化合物的分離結果基準。

快且回壓低的分析，在最初 5 µm安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus管柱，分離出第一個沖提液的波峰之前，
安捷倫 Poroshell 120 管柱便已分離出全部 11 個波峰。
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移動相： A：20 mM 醋酸銨，pH 4.80
 B：乙腈
梯度沖提： t0 時為 14% B，2.1 分鐘內逐漸增加至 52% B
流速： 0.851 mL／分鐘
溫度： 30 °C
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圖 7. 以 3.0 mm × 100 mm、2.7 µm、表面多孔性顆粒充填的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，分析 4 種消費品的樣品
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其中 tR,n 為最後沖提出的波峰的
滯留時間，tR,1 為第一個沖提出的
波峰的滯留時間，W 為 4σ 波峰寬
度的平均值。

分鐘0.5 1 1.5 2 2.5

圖 8. 疊圖顯示提高沖提安捷倫 Poroshell 120 管柱的流速後，對層析品質的影響

4 種消費品的樣品均在 2.6 分鐘內成功完成分析，且壓力未超過 400 bar

沖提安捷倫 Poroshell 120 管柱的流速可升高以進一步增加處理量，對解析度和條件峰容量 (nc) 的影響很小
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結論

相較於以傳統全多孔性顆粒充填的管柱，表面多孔性顆粒充填的

HPLC管柱具有許多優勢。表面多孔性顆粒充填的 2.7 µm安捷倫

Poroshell 120 EC-C18 管柱，效率與選擇性均幾乎等同於 1.8 µm

的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，卻不會產生高背壓。

以較大 5 µm 顆粒充填的較長型管柱，雖然具有相同的效率，也

不會產生高背壓，但卻大幅延長分析時間。由於 Poroshell 120

EC-C18 管柱的選擇性，近似於 Eclipse Plus C18 管柱，因此舊型

Eclipse Plus C18 管柱使用的分析法，可輕易移轉至新 Poroshell

120 EC-C18 管柱，以降低背壓，在耐 400 bar壓力的 HPLC系統

中使用，不僅能縮短分析時間，還能節省溶劑。
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