
应用 Agilent Poroshell 120 SB-C18
色谱柱分析常见食品中的花青素

应用报告

摘要

将最初使用Agilent StableBond SB-C18 4.6 × 250 mm， 5 µm 或 4.6 mm × 150 mm，3.5 µm

色谱柱对花青素类化合物进行分析的方法转移到使用 Agilent Poroshell 120 SB-C18，

4.6 mm × 75 mm，2.7 µm 色谱柱的 Agilent 1260 快速高分离度液相色谱上。按比例调整

梯度、进样量及流速，并保持每一根已评价色谱柱的保留指数不变。如果从 Agilent

StableBond SB-C18 4.6 × 250 mm，5 µm 柱进行转移的话，时间可从 100 min 减少

到 20 min，并可减少 70% 的溶剂消耗。如果从 Agilent StableBond SB-C18，4.6 mm ×

150 mm，3.5 µm 柱进行转移的话，运行时间可从 67 min 减少到 40 min，并可减少 40%

的溶剂消耗。
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前言

花青素是水溶性植物色素，它使水果、花朵和植物呈现红色、蓝色

和紫色。花青素的 HPLC 和 HPLC-MS 分析可用于不同种类水果的

指纹鉴定，并可辅助鉴别果汁的真伪。

由于花青素作为食品抗氧化剂可能具有保健作用，因此人们对其研

究的兴趣越来越浓。自然界中已发现 300 多种不同结构的花青素。

花青素是一类黄酮类化合物，属于广泛分布的植物多酚类物质。黄

酮醇类、黄烷-3-醇类、黄酮类、黄烷酮类和黄烷酮醇类是另外的

黄酮类化合物，它们与花青素的氧化态形态不同。

花青素的定性和定量分析，可用于鉴别不同的蓝莓品种，并鉴定它

们的质量。因此农业和酿酒业对花青素色谱分析分离的重视日益增

加。最近对花青素作为抗氧化剂/抗癌剂医用价值的研究，也已引

起了人们对其色谱分离的兴趣 [1]。

传统上，在这些分离中使用的低 pH 流动相（含甲酸）会引起色谱

柱的降解和分离中的变化 [2]。Agilent ZORBAX StableBond SB-

C18 色谱柱能够给色谱工作者提供在反相色谱分析中极低 pH 条件

下的长期稳定性。许多报道的方法都采用了 50 mL/L (5%) 甲酸或

30 mL/L (3%) 磷酸做流动相。在文中，使用 Agilent Poroshell 120

SB-C18 色谱柱，并按比例调整甲酸和磷酸的用量。应用这种新方

法对一些水果和果汁样品进行了分析，包括蓝莓、黑莓、小红莓、

草莓和石榴汁等。

实验部分

• G1312B SL 型二元泵，流动相 A：3% 磷酸或 5% 甲酸的水溶

液，B：甲醇。

• G1367E SL 型自动液体进样器 (ALS)。

• G1316B SL 型柱温箱 (TCC)，温度设定为 30°C。

• G4212C SL 型二极管阵列检测器 (DAD)，波长设置为 525，

16 nm，未使用参比波长，使用 G4212-60008 微量流通池

（光程 10 mm，容积 1 µL）。

• B.04.02 版化学工作站，可用于控制 HPLC 系统并进行数据

处理。

• Agilent Poroshell 120 SB-C18 色谱柱，4.6 mm × 75 mm，

2.7 µm（部件号 689775-902）。

• Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱，4.6 mm × 250 mm，5 µm
（部件号 880975-902）。

• Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱，4.6 mm × 150 mm，3.5 µm
（部件号 863953-902）。

甲酸、磷酸购自 Sigma Aldrich 公司 (Bellefonte, PA)；甲醇购自

Honeywell, Burdick 和 Jackson High Purity 公司 (Muskegon,

MI)；18 M-W Milli-Q 超纯水（Millipore 公司，Bedford, MA）；

新鲜的黑莓、蓝莓、草莓、小红莓和石榴汁购自当地商店。

水果提取物的制备方法

首先进行混合：10 g 蓝莓（或其它水果），加入 10 mL 溶剂

（70: 28: 2 的甲醇: 水: 甲酸），在干冰上混合 10 min，使冰升华。

采用玻璃棉，用 10 mL 注射器对样品进行过滤。静置滤液 1 h 后，

通过 0.2 µm 滤膜过滤，取 50 µL 滤液立即注入 HPLC 进行分析

（4.6 mm × 250 mm 色谱柱）[3,4]，然后将制备得到的澄清溶液转

移到标有 Agilent MS Analyzed 的样品瓶中（部件号 5190-2278）。

公式 1: k* = (tGF)/(d/2)2L(D%B)

式中：

tG
梯度运行时间

F 流速

L 柱长

d 柱内径

D%B 梯度运行过程中有机溶剂含量的变化

图 1 显示了使用全多孔的 5 µm、3.5 µm SB - C18 色谱柱和较短的、

表面多孔的 Agilent Poroshell 120 SB-C18 2.7 µm 色谱柱对蓝莓提

取物进行分析的色谱图。进样量与柱体积成正比。由于它们具有

相同的键合相，因此两种色谱柱的选择性应极为相似 [5,6,7]。

Agilent ZORBAX StableBond SB-C18 色谱柱尤为适用于极低 pH

流动相的分析条件。在之前的报道中曾说明过，Poroshell 120 色

谱柱在大约一半的压力下，可达到 1.8 µm 全多孔色谱柱峰容量的

90%左右。此外，Poroshell 120 色谱柱的柱效是 3.5 µm 色谱柱的

两倍 [6,7]。在文中，展示了从 5 µm 填料的长色谱柱到较短的 3.5 µm

填料色谱柱再到更短 Poroshell 120 色谱柱的应用渐变过程。根据色

谱柱长度（内径保持不变）按公式 1 计算的比例调整洗脱梯度，

使保留指数 (k') 保持不变。
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即使对于蓝莓提取物这种复杂的样品基质，所有峰都能用相同的

分析方法被分开（尽管速度更快），这既节约了时间，又减少了溶

剂消耗。表1 列出了所用梯度的参数，时间从97 min 缩短至29 min。

由于色谱柱使用了 2 µm 柱滤膜，所以不需要额外的样品制备。这

些滤膜比全多孔柱上使用的 3 µm 滤膜更耐堵塞 [8]。

Blueberry Extract

15 µL
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Agilent Poroshell 120 SB-C18, 4.6 mm x 75 mm, 2.7 µm

Agilent StableBond SB-C18, 4.6 mm x 150 mm, 3.5 µm

Agilent StableBond SB-C18, 4.6 mm x 250 mm, 5 µm

15 µL

30 µL

50 µL

图 1. 使用全多孔和表面多孔 stableBond C18 色谱柱对蓝莓中花青素的分析。柱规格分别为 250 mm 5 µm，150 mm 3.5 µm 和 75 mm 2.7 µm 以 1 mL/min 的流速
对青花素进行分析的叠加色谱图

表 1. 图 1、2 和 3a 中使用参考文献 3 中的色谱条件，按比例调整的磷酸梯度

柱长 4.6 mm × 250 mm 4.6 mm × 150 mm 4.6 mm × 75 mm 4.6 mm × 75 mm 4.6 mm × 75 mm

粒径 5 3.5 2.7 2.7 2.7 

部件号 880975-902 863953-902 689775-902 689775-902 689775-902 

流速 1 1 1 1.5 2 

最高耐压 183 bar 236 bar 236 bar 349 bar 448 bar 

进样量 50 30 15 15 15 

% B 时间 时间 时间 时间 时间

23 0 0 0 0 0 

26 35 21 10.5 7.5 5.25 

60 97 58 29.1 20 10 
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图 2 中流速或线速度在逐渐增加。在之前的报道中已经说明，对于

Agilent Poroshell 120 EC-C18 4.6 mm 色谱柱，流速在1.5 -2.5 mL/min

范围内时，线速度越大，峰容量越大 [9]。应用公式 1 并保持 k’ 值

不变，则可使分离保持一致。正如色谱图中所示，在这种情况下，

50% 甲醇和 2 mL/min 的流速使压力达到最大值 448 bar。然而流

速在 1.5 mL/min 时，压力最大值在 400 bar 以下。实验中所用的

梯度如表 1 所示。

Agilent Poroshell 120 SB-C18, 4.6 mm × 75 mm (  689775-902)
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图 2. 使用 Agilent Poroshell 120 SB-C18 4.6 mm × 75 mm 2.7 µm 色谱柱以不同的流速分析蓝莓提取物中花青素的叠加色谱图
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图 3a 为使用表 1 中流速为 1.5 mL/min 方法分析实际样品的色谱

图。用酸化甲醇制备蓝莓、黑莓、小红莓和草莓样品 [3, 4]。石

榴汁无需进一步处理，可直接进样。如图 1 所示，复杂的蓝莓样品

色谱图大约有 20 个色谱峰（16 个主峰，4 个小峰）。Kalt 的研究表

明越是趋向野生和生长条件恶劣的蓝莓品种，花青素含量越多 [4]。

黑莓与之前报道的一样，种植品种只有很少的色谱峰 [10]。小红莓

具有一些独特的成分 (cyd-3-gal, cyd-3-glu, cyd-3-arab, pnd-3-gal,

pnd-3-glu, pnd-3-arab)，在参考文献 10、11、12 和 13 中也有相

关描述。草莓的测定结果也与先前报道数据一致。图 3b 显示使用

5% 甲酸时，对梯度洗脱程序稍作调整即可得到相似结果。原始梯度

流速为 1.5 mL/min，且没有增加流动相的线速度。原始和按比例

调整的梯度洗脱程序见表 2。用甲酸代替磷酸可实现与质谱联用进

行组分鉴定，但不论采用哪种流动相改性剂，得到的指纹图谱结

果是相似的。

Agilent Poroshell 120 SB-C18, 4.6 mm × 75 mm (  689775-902)
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图 3a. 使用 Agilent Poroshell 120 SB-C18 色谱柱和 H3PO4
改性剂对不同样品中花青素进行梯度洗脱的叠加色谱图



6

结论

与常规的全多孔填料色谱柱相比，表面多孔填料 HPLC 色谱柱具

有众多优势。表面多孔的 Agilent Poroshell 120 SB-C18，粒

径 2.7 µm 色谱柱拥有与 Agilent ZORBAX StableBond SB-C18 色

谱柱相似的选择性。使用 Poroshell 120 SB-C18 色谱柱对花青素进

行分析，结果表明在减少每个样品溶剂消耗的同时可进行更快速

分析。将这一分析应用到区分植物品种 [4] 或分析成百个每个样品

需要超过 1 小时运行时间的各种食物样品 [10, 12] 时，我们可以

很容易地感受到分析更快速及更少溶剂消耗的重要性。这样可以

节省大量时间或允许同等时间内鉴别更多植物品种。用甲酸作为

流动相添加剂将可以联用质谱进行组分的进一步鉴定。
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Agilent Poroshell 120 SB-C18, 4.6 mm × 75 mm (  689775-902)
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图 3b. 使用 Agilent Poroshell 120 SB-C18 色谱柱和 HCO2H 改性剂对不同样品花青素进行梯度洗脱的叠加色谱图

表 2. 图 3b 使用参考文献 4 中的色谱条件，按比例调整的甲酸梯度

柱长 4.6 x 250 4.6 x 75

粒径 5

部件号 880975-902 68775-902

流速 1.5 1.5

最高耐压 274 bar 349 bar

进样量 50 15

%B 时间 时间

14 0 0

17 10 6

23 35 21

47 65 39

14 67 40.2
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更多信息

如需了解更多有关我们产品和服务的信息，请访问我们的网站

www.agilent.com/chem/cn。
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