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图 5A. 即使在高 pH 碳酸氢铵条件下 Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 50 mm, 2.7 µm 色谱柱也获得了出

色的保留（方法总运行时间 = 7 min，流速 0.4 mL/min）

图 5B. 竞争者 3 µm 色谱柱在高 pH 碳酸氢铵条件下出现了更严重的降解
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结论

采用 Agilent Poroshell HPH C18 色谱柱时，可利用 pH 调整选择

性，而且不会牺牲色谱柱在高 pH下的寿命。保持梯度不变而改变

pH，8种酸、碱以及中性化合物的洗脱顺序会发生很大的变化，

色谱分离度也因此会有所改变。在第二个实验中，使用普通梯度

对 pH 3 和 pH 10 下的保留时间作图并确定相关系数。用 R2衡量

正交性。我们发现两种 pH 条件提供了不同的选择性。使用 pH 作

为方法开发的工具非常有效，尤其当样品含有酸性或碱性化合物

时更是如此。我们还研究了高、低 pH下几种碱性化合物在梯度

HPLC上的正离子电喷雾质谱特性。在本例中，我们发现碱性化

合物的峰形得到了改善，而且保留时间也延长了。我们还发现，

从峰面积角度来说，信号增强了。这一影响并非普遍现象，有可

能与化合物有关。在任何情况下，碱类化合物在高 pH时的信号

都没有变弱。最后，我们确定，在 25 °C 下使用 pH 10 的碳酸

氢铵时，Poroshell HPH C18色谱柱的使用寿命更长（可超过

2000次进样）。在 Poroshell HPH C18 柱上利用 pH 作为方法开发

的工具，色谱工作者可最大限度提高方法开发和分析的灵活性，

而 Agilent Poroshell 120 系列产品的耐用特性和长寿命也能让其

从中获益。
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利用 Agilent Poroshell 120 4 µm 色谱柱轻松实现方法转移并改善性能
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摘要
本研究中将最初在 4.6 × 100 mm, 5 µm 色谱柱上开发的分离九种酚类化合物的
方法转移至采用 4 µm 和 2.7 µm 颗粒的 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm

色谱柱。将这些色谱柱的性能与填充以 1.8 µm 全多孔颗粒的尺寸类似的色谱
柱的性能进行比较。同时对梯度和流速进行扩展，并保持恒定的保留因子，
以确定每种色谱柱的最佳流速。通过切换为 Poroshell 120 EC-C18 4 µm 色谱柱
并对梯度进行优化，峰容量由 50 增加至 67。本应用简报提供了简单的方法
转移指南。采用 4 µm 色谱柱的方法的背压低于 200 bar，这种方法可轻松转
移至任何 HPLC 系统。
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前言
多酚类物质是植物的次级代谢物，通常参与抵御紫外线
辐射或病原体。过去十年来，人们日益关注膳食植物中
的多酚类物质 [1-3]。
食品中的多酚类物质可影响苦味、涩味、色泽、味道、
气味和氧化稳定性。所有植物性酚类化合物都是由共同
的中间体苯丙氨酸或类似的前体莽草酸转化而来 [4]。
在植物中发现的酚类-黄酮类化合物包括鞣花酸、儿茶酚、
没食子酸、槲皮素、间苯二酚、丹宁酸、香草醛、水杨
酸、乙酰水杨酸和苯甲酸。
环境中的酚类化合物主要在工业生产中产生。这些酚类
化合物包括塑料中所用的抗氧化剂、农药中的酚类、煤
炭、石油和木材的燃烧以及酚醛树脂生产过程中产生的
酚类物质。在许多情况下，酚类化合物由自然过程产生。
但是，当这些化合物排放到地下水时，它们会严重影响
许多水生生物。因此，酚类化合物的分析测定非常重要，
因为这些化合物具有毒性且使用广泛 [5,6]。
多年来，这类化合物的分析普遍采用 5 µm HPLC 色谱柱。
许多研究人员愿意为避免高压、不熟悉的仪器和可能的
色谱柱堵塞问题牺牲效率和稳定性。与使用类似尺寸的
5 µm 色谱柱的方法相比，Agilent Poroshell 120 4 µm 色谱
柱可改善分离能力。Poroshell 120 4 µm 色谱柱的背压仅
略高于 5 µm 色谱柱，可轻松用于相同的仪器。此外，其
使用与 5 µm 色谱柱相同的 2 µm 滤芯，使其有助于避免
色谱柱堵塞，并且无需额外的样品前处理。
本研究将梯度方法从 4.6 × 100 mm, 5 µm 色谱柱转移至
Poroshell 120, 4.6 × 100 mm, 4 µm 色谱柱或 Poroshell 120

2.7 µm 色谱柱。为确定最佳峰容量下的流速，我们对梯
度进行了扩展。最后，我们比较了各实验的背压，证明
Poroshell 120 色谱柱能够轻松应用于任何液相色谱系统。

实验部分
本研究采用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪。利用流动相
A（0.1 % 甲酸水溶液）和流动相 B（0.1% 甲酸的乙腈溶
液）对 G1312B SL 二元泵进行设置。梯度如表 1 所示，
其中将时间段相对于流速成比例缩放，以在整个实验过
程中获得恒定的保留因子。泵配有脉冲阻尼器，并移除
混合柱。
表 1. 4.6 × 100 mm 色谱柱采用的梯度程序
% B 时间 (min)

5 4 2 1.33 1 0.8 0.67 0.34

40 34 17 11.33 8.5 6.8 5.67 2.84

40 40 20 13.33 10 8 6.67 3.34

5 42 21 14 10.5 8.4 7 3.5

5 50 25 16.67 12.5 10 8.34 4.17

流速
(mL/min)

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

使用 G1367C 自动液体进样器，进样量为 20 µL。G1316B

柱温箱设置为 35 °C。G4212A 二极管阵列检测器设置为
270.4 nm，且参比波长为 360.100 nm，配有光程为 10 mm

且容量为 1 µL 的 G4212-60008 流通池。采用 Agilent Open

Lab 软件 1.05C 版控制 HPLC 并处理数据。
色谱柱
•      Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 4 µm

（部件号 695975-902）
•      Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-902）
•      Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 × 100 mm, 1.8 µm

（部件号 959964-902）
•      Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 × 100 mm, 5 µm

（部件号 959996-902）
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目标化合物及其相应的结构如图 1 所示。用水将化合物
稀释至 1 mg/mL。将等量样品混合得到混合样品，并用
水按 1:10 的比例进行稀释。所有样品均采用硫脲作为死
体积标记物以测定 t0。
硫脲、氢醌、间苯二酚、苯酚、4-硝基苯酚、对甲酚、
邻甲酚、2,3-二甲苯酚、2,5-二甲苯酚、1-萘酚和甲酸购
自 Sigma-Aldrich 公司，乙腈购自 Honeywell。水经 Milli-Q

系统 (Millipore) 过滤，电阻率为 18 MW，现场制备。

结果与讨论
Coman 和 Moldovan 的研究 [6] 展示了一种对饮用水和地
表水中常见酚类进行分离和定量分析的优异方案。本研
究旨在通过提高分析的峰容量或通过大幅缩短色谱运行
时间对色谱方法进行改进。采用甲酸代替乙酸来降低流
动相 pH。此外，我们在水相和有机流动相中均添加了甲
酸，使基线水平更高。然而，在改变这些色谱条件时必
须保持 k* 值不变，以便在改善峰容量的同时不会影响选
择性。如之前一份应用简报所述 [6]，对初始梯度进行扩
展，保持色谱柱体积恒定并保持方法选择性不变。在本
研究中，所采用的流速为 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min，以
0.5 mL/min 的间隔递增。根据公式 1，开发出表 1 所列的
条件。这些条件手动计算得到，用作采用 100 mm 色谱柱
的色谱程序的基础。从表中可以看到，对于色谱程序中
的所有步骤，其时间均随流速增加而成比例缩短。
k* = (tgF)/(d/2)2L(D%B)                                            公式 1

其中：
tg 为梯度时间
F 为流速
L 为柱长
d 为色谱柱内径
D%B 为梯度时段内的有机相含量

图 1. 目标化合物
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图 2 为样品色谱图，其中包括采用 1.8 µm 和 5 µm 全多孔
ZORBAX Eclipse Plus C18 以及 4 µm 和 2.7 µm Poroshell 120

EC-C18 获得的图。从图中可以看出，四种色谱柱的洗脱
顺序和相对间隔均相同。但是，两种表面多孔型色谱柱
（4 µm 和 2.7 µm）的保留时间略低于两种全多孔色谱柱
（5 µm 和 1.8 µm）。该方法可在这些色谱柱之间轻松转移。

图 3 示出四种色谱柱的背压和粒径之间的关系，粒径较
大的色谱柱具有较低的背压。采用图 2 所示的条件
(1.5 mL/min) 时，5 µm 色谱柱和 4 µm Poroshell 120 色谱柱
的背压低于 200 bar。使用 4 µm Poroshell 120 EC-C18 色谱
柱的大多数方法均在该流速下运行。

图 2. 在 1.5 mL/min 下得到的叠加色谱图

图 3. 不同色谱柱的背压与流速之间的关系
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条件峰容量 nc = (tR,n – tR,1)/w                               公式 2

其中：
tR,n 和 tR,1 为最后一个及第一个洗脱峰的保留时间
w 为 4s 峰宽，= (W½ /2.35) × 4

W½ 为半峰高处的峰宽
各色谱图的峰容量如图 4 所示。在 2.5 mL/min 下，采用
1.8 µm ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱获得了最高的峰容
量。在更快的流速下能够获得更高的峰容量。但是，这
样将超出 600 bar 的背压上限。100 mm Poroshell 120 EC-

C18, 2.7 µm 色谱柱在 2 mL/min 和 3 mL/min 之间获得了次
高的峰容量。
从图 4 中可以看出，在较低流速下，2.7 µm Poroshell 120 和
1.8 µm ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱具有几乎相同的峰容
量。Poroshell 120 EC-C18, 100 mm, 4 µm 色谱柱在 1 mL/min

和 2 mL/min 之间获得了次高的峰容量，该流速处于使用

4.6 mm 内径色谱柱的大多数色谱法的起始范围内。5 µm

色谱柱在 1 mL/min 和 1.5 mL/min 之间具有最佳峰容量。
一般来说，对于相同尺寸的全多孔色谱柱，较大粒径的
色谱柱在较低的最佳流速下获得的峰容量也较低。
图 5A 和 5B 示出各种色谱柱上两个色谱峰对的分离度变
化。色谱峰对 6/7 为 4-甲基苯酚和 2-甲基苯酚，色谱峰
对 8/9 为 2,3-二甲基苯酚和 2,4-二甲基苯酚。这些高度相
关的化合物的色谱峰对代表大多数方法开发化学家每天
所面对的问题。如图 5B 所示，2.7 µm Poroshell 120 色谱
柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离度为 2.4，1.8 µm 色
谱柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离度为 2，4 µm

Poroshell 120 色谱柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离
度为 1.9，5 µm 色谱柱在 1.5 mL/min 下获得的最佳峰分离
度为 1.2。与峰容量一样，较大粒径的色谱柱具有较低的
最佳峰分离度。此外，较大粒径的色谱柱在较低流速下
获得最佳峰分离度。

图 4. 在 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min 流速范围内得到的峰容量优化结果

图 5. 在 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min 流速范围内得到的分离度优化结果
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结论
与填充以传统全多孔颗粒的色谱柱相比，填充以表面多
孔颗粒的 HPLC 色谱柱具有许多优势。Agilent Poroshell

120 EC-C18, 4 µm 色谱柱相比于 5 µm 全多孔色谱柱大幅
提升了柱效和峰容量。
表面多孔型 2.7 µm Poroshell 120 EC-C18 色谱柱提供了与
1.8 µm Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱类似的柱效
和选择性，同时不会产生较高的背压。由于 Poroshell

120 EC-C18 和 ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱之间具有类
似的选择性，因此可轻松转移方法以缩短运行时间、改
善通量并提高峰容量。
更多信息
这些数据仅代表典型的结果。有关我们的产品与服务的
详细信息，请访问我们的网站 www.agilent.com。
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分析方法开发自动化



采用 Agilent 1290 Infinity II 方法开
发解决方案为各种 HPLC 系统开发
通用分析方法
应用智能系统模拟技术 (ISET) 即时模拟目标系统

应用简报

作者
Edgar Naegele 和 Andreas Borowiak 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

小分子药物

摘要
本应用简报介绍了一种组合式的分析方法开发方案，其利用 Agilent ChemStation 
方法筛选向导开发分析方法，然后采用安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 直
接模拟目标 HPLC 系统，用以执行方法转移。本文所述的工作流程被成功
应用于差异极大的目标系统（例如 Agilent 1100 系列液相色谱系统和 Waters 
Acquity UPLC H-Class 系统），证明该方案为只需使用一套母系统的通用分析
方法开发方案。
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此外，如需进行自动化方法开发，需
要使用以下部件运行 1290 Infinity II 方
法开发解决方案：

• Agilent InfinityLab Quick Change 快
速更换 8 色谱柱选择阀 (G4239C)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A) 和 InfinityLab Quick 
Change 快速更换 12 位/13 通阀 
(G4235A)

• 低扩散毛细管工具包，内径 
0.12 mm，部件号 5067-4248

仪器设置
1290 Infinity II 全能泵与 InfinityLab Quick 
Change 快速更换 12 位/13 通阀集成， 
用于在 Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版 仪 器 配 置 中 进 行 溶 剂 选 择 。 在 
ChemStation 的泵设置对话框中定义溶
剂。Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (MCT) 配备 InfinityLab Quick Change 
快速更换 8 色谱柱选择阀，并集成在 
ChemStation 仪器配置中。所有色谱柱
都配有色谱柱 ID 标签（部件号 5067-
5917），以便 ChemStation 自动识别
色谱柱，并在 ChemStation MCT 对话
框进行色谱柱分配。使用方法筛选向
导自动创建色谱柱、梯度筛选方法以
及仪器冲洗和色谱柱平衡方法。采用 
ISET 技术模拟目标系统。

本应用简报介绍了一套工作流程，其
将 Agilent ChemStation 方法筛选向导
与 ISET 相结合，用于为特定目标系统
直接开发分析方法。结果表明，使用
一套硬件设置可以为差异极大的目标
系统（如 Agilent 1100 系列液相色谱
系统和 Waters Acquity UPLC H-Class 系
统）开发分析方法。为了测试该工作
流程，我们使用含有 15 种化合物的复
杂样品进行方法开发，并比较了使用 
Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案和所选目标系统运行所得分析方法
的等效性。

实验部分

仪器
Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案包括以下模块：

• 启用 ISET 的 Agilent 1290 Infinity 
II 全能泵 (G7104A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)

• Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列
检测器 (G7117B)

• Agilent 6140 单四极杆液质联用
系统 (G6140B)

前言
如今，由于液相色谱系统的制造商或
采用的技术各不相同，分析方法开发
人员需要为不同部门甚至是同一个分
析实验室开发多种液相色谱方法，这
项工作极具挑战性。为了解决方法开
发工作流程需要使用多种方法开发系
统的问题，本应用简报介绍了一种组
合式工作流程，其采用安捷伦智能系
统模拟技术 (ISET) 将分析方法开发流
程与即时目标系统模拟相结合。理想
情况下，分析人员可将 Agilent 1290 
Infinity II 方法开发解决方案作为母系
统为不同目标系统开发分析方法，无
需手动进行系统更换，也无需使用只
能处理有限数量目标液相色谱运行的
专用分析方法开发系统。 

在之前发表的工作流程中，我们通
过筛选流动相和色谱柱开发了 UHPLC 
方法，随后将其转移至标准 HPLC 条
件，并对目标液相色谱系统进行了 
ISET 模拟1。相比之下，本应用简报介
绍的工作流程应用 1290 Infinity II 方法
开发解决方案和目标液相色谱系统的 
ISET 模拟直接为目标系统开发分析方
法。图 1 为该工作流程的概述图。首
先，在 ISET 条件下筛选色谱柱、溶剂
和温度，选出合适的方法。初筛之后
需对方法进行精细筛选，进一步优化
分离度和运行时间最优的分离方法。
确定合适的分离分析方法之后，将该
方法转移至目标系统，通过多次进样
测试方法的稳定性。

图 1. 将 Agilent ChemStation 方法筛选向导与安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 相结合，用于直接
为特定目标系统开发色谱方法的通用工作流程
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以 Waters Acquity UPLC H-Class 为目标
系统时：

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
C18, 2.1 × 100 mm, 1.9 µm， 
部件号695675-902

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
PFP, 2.1 × 100 mm, 1.9 µm， 
部件号695675-408

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
Phenyl-Hexyl, 2.1 × 100 mm, 
1.9 µm，部件号 695675-912

• Agilent InfinityLab Poroshell EC C8, 
2.1 × 100 mm, 1.9 µm，部件号 
695675-906

色谱柱
以 Agilent 1100 系列液相色谱系统为目
标系统时：

• Agilent InfinityLab Poroshell 
EC-C18 USP L1, 4.6 × 150 mm, 
2.7 µm，部件号 683975-902

• Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8 
USP L7, 4.6 × 150 mm, 2.7 µm， 
部件号 683975-906

• Agilent InfinityLab Poroshell 
Bonus-RP USP L60, 4.6 × 150 mm, 
2.7 µm，部件号 693968-901

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 
4.6 × 150 mm, 3.5 µm，部件号 
959963-902

Agilent 1100 系列液相色谱系统包括以
下模块：

• Agilent 1100 系列四元泵 (G1311A)

• Agilent 1100 系列脱气机 (G1379A)

• Agilent 1100 系列标准自动进样
器 (G1329A)

• Agilent 1100 系列柱温箱 (G1316A)

• Agilent 1100 系列二极管阵列检
测器 (G1315B)

Waters Acquity UPLC H-Class 系统包括
以下模块：

• Acquity UPLC H-Class Bio 四元溶
剂管理器

• Acquity UPLC Bio 样品管理器 
(FTN)

• Acquity UPLC 色谱柱管理器

• Acquity UPLC TUV 检测器

软件
• Agilent OpenLAB CDS  

ChemStation，LC 和 LC/MS 系统
版，版本 C.01.07，附带 Agilent 
ChemStation 方法筛选向导 
A02.06 版

• Agilent OpenLab CDS 2.1 版，用于
控制 Waters Acquity H-Class 系统

最终方法
系统 Agilent 1100 系列液相色谱系统 Waters Acquity UPLC H-Class

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18,  
4.6 × 150 mm, 3.5 µm

Agilent InfinityLab Poroshell EC PFP,  
2.1 × 100 mm, 1.9 µm

温度 40 °C 40 °C

溶剂 A) 水，含 0.1% (v:v) 甲酸 
B) 乙腈，含 0.1% (v:v) 甲酸

A) 水，含 0.1% (v:v) 甲酸 
B) 乙腈，含 0.1% (v:v) 甲酸

流速 1.7 mL/min 0.85 mL/min

梯度 0 min 时 10% B， 
11.5 min 时 49% B， 
17 min 时 55% B

0 min 时 10% B， 
7.5 min 时 47% B， 
7.6 min 时 10% B

停止时间 17 min 9.5 min

后运行时间 3 min 无

紫外检测 254/10 nm，参比 360/100 nm，数据采集速率 20 Hz
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样品
使用含 15 种农药和药物的复杂混合
物作为测试样品。将各种化合物溶于
乙腈 (1 mg/mL) 中，然后等量混合。
表 1 列出了这些化合物及其分子式和
质量。

化学品
所有溶剂均为  HPLC 级，购自德国 
Merck 公司。新制超纯水产自配置 LC-
Pak Polisher 和 0.22 µm 膜式终端过滤器 
(Millipak) 的 Milli-Q Integral 水纯化系统。
所有化学品均购自德国 Sigma-Aldrich  
公司。

结果与讨论

目标系统：  
Agilent 1100 系列液相色谱系统
以 Agilent 1100 系列液相色谱系统为目
标系统开发复杂样品分离方法的初始
方法开发过程采用 Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方案进行，使用方法
筛选向导和 ISET 技术筛选色谱柱、溶
剂和温度。此筛选方案使用四根标准 
HPLC 色谱柱（参见“实验部分”），
两种溶剂（甲醇和乙腈）以及三种温
度（30 °C、40 °C 和 50 °C）。初始通
用梯度为有机溶剂在 30 分钟内从 5% 
升至 70%。图 2 所示为采用初始方法
筛选向导进行筛选后，复杂测试样品
的最佳分离结果。

表 1. 测试样品（每种化合物的 1 mg/mL 乙腈溶液混合物）的组成

名称 化学式 m/z [M+H]+

脱乙基莠去津 C6H10ClN5 188.06

甲氧隆 C10H13ClN2O2 229.07

环嗪酮 C12H20N4O2 253.16

脱乙基特丁津 C7H12ClN5 202.08

噻唑隆 C10H11N3OS 222.06

绿麦隆 C10H13ClN2O 213.08

莠去津 C8H14ClN5 216.10

敌草隆 C9H10Cl2N2O 233.02

溴谷隆 C9H11BrN2O2 259.00

吡唑草胺 C14H16ClN3O 278.10

硝苯地平 C17H18N2O6 347.10

另丁津 C9H16ClN5 230.11

特丁津 C9H16ClN5 230.11

利谷隆 C9H10Cl2N2O2 249.02

尼莫地平 C21H26N2O7 419.18
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图 2. 复杂测试样品的最佳分离结果，采用 Agilent ChemStation 方法筛选向导筛选方案初筛所得
的方法获得。在模拟所选目标液相色谱系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）的 ISET 条件下
运行此筛选方案
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为了优化该方法，将有机相的初始比
例设为 10%，停止时间和比例设为最
后一个组分洗脱后 30 秒。采用第二个
方案对该方法进行优化，其中梯度斜
率和流速均以 10% 的固定比率增加，
分别用于优化流速和梯度时间。为了
优化最终色谱图中 12.037 和 12.156 分
钟处洗脱的关键化合物对的分离度，
我们降低了第 11.5 分钟至第 17 分钟 
 （运行结束时间）之间的梯度斜率。在
最终方法中，采用分离速度和关键化
合物对之间的分离度取得平衡的最适
合条件（图 3）。

为了在方法开发和优化过程中鉴定化
合物，采用单四极杆质谱仪追踪化合
物质量。经过最终优化的方法被直 
接转移至目标系统（1100 系列液相
色谱系统），并进行了 10 次重复进样 
 （图 4）。
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7 12
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15.859

图 3. 复杂测试样品的最佳分离结果，采用经 Agilent ChemStation 方法筛选向导精细筛选方案优
化的方法获得。在模拟所选目标液相色谱系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）的 ISET 条件
下运行此筛选方案
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图 4. 在目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）上获得的最终分离结果
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和图 5）。第一步大规模筛选方案用时
约 35 小时，优化步骤用时约 8 小时，
在目标系统上进行的评估用时约 5 小
时，因此完整的方法开发总共耗时约 
48 小时。

评估目标系统重复运行的结果显示，
保留时间的典型标准偏差小于等于 
0.003 分钟。相应的 RSD 值普遍低于 
0.03 °C。方法开发系统和目标系统之
间的保留时间差异普遍低于 1%（表 2 

表 2. Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案和目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）所得的保留时间、标准偏差和 RSD 值比较（tr = 保留
时间，c = 平均值，σ = 标准偏差，RSD = 相对标准偏差）

编号 化合物

Agilent 1100 系列
液相色谱系统 
c (tr) (min)

Agilent 1100 系
列液相色谱系统 
σ(tr) (min)

Agilent 1100 系
列液相色谱系统 
RSD (%)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 c (tr) (min)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 σ (tr) (min)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 RSD (%) ∆tr (%)

1 脱乙基莠去津 5.365 0.002 0.035 5.401 0.002 0.037 0.7
2 甲氧隆 7.479 0.003 0.037 7.565 0.002 0.027 1.1
3 环嗪酮 7.692 0.003 0.037 7.745 0.001 0.016 0.7
4 脱乙基特丁津 8.599 0.002 0.027 8.653 0.002 0.022 0.6
5 噻唑隆 9.613 0.002 0.023 9.692 0.002 0.020 0.8
6 绿麦隆 9.939 0.002 0.023 10.021 0.002 0.019 0.8
7 莠去津 10.269 0.002 0.020 10.316 0.002 0.016 0.5
8 敌草隆 10.734 0.002 0.017 10.827 0.002 0.023 0.9
9 溴谷隆 11.170 0.002 0.020 11.269 0.003 0.024 0.9
10 吡唑草胺 11.658 0.003 0.023 11.748 0.002 0.016 0.8
11 硝苯地平 11.935 0.003 0.025 12.039 0.002 0.017 0.9
12 另丁津 12.103 0.002 0.019 12.158 0.002 0.016 0.5
13 特丁津 12.833 0.002 0.019 12.895 0.002 0.016 0.5
14 利谷隆 13.058 0.003 0.020 13.159 0.003 0.020 0.8
15 尼莫地平 15.718 0.004 0.027 15.861 0.003 0.019 0.9

图 5. 采用目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）和 Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案分离各化合物的保留时间差异
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目标系统：  
Waters Acquity UPLC H-Class
使用粒径较小的 (1.9 µm) Agilent InfinityLab  
Poroshell 色谱柱开发以 Waters H-Class 
系统为目标系统的分离方法。选用 
C8、C18、phenyl-hexyl 和 pentafluoro-
phenyl (PFP) 固定相色谱柱进行初筛。
这些色谱柱具有适用于 UHPLC 仪器的
典型尺寸 (2.1 × 100 mm)。以甲醇和乙
腈为有机溶剂运行初始方案，并测试
三种不同的温度。初始通用梯度时长
为 20 分钟，有机溶剂比例从 5% 升至 
70%。与预期结果相同，C8 和 C18 填
料色谱柱的分离效果与传统液相色谱
方法相当（数据未显示）。出人意料
的是，相较于 C8 和 C18 固定相色谱
柱，PFP 固定相色谱柱的化合物洗脱
时间明显提前，而且选择性也略有不
同（图 6）。

由于所有化合物都已实现分离，最后
一个峰在保留时间 12 分钟处即洗脱，
我们选择了该分离方法进行优化。在
第二步优化过程中，通过测试不同的
流速和梯度，让 PFP 色谱柱以更短的运
行时间和最佳分离度分离农药样品。
最后，经过优化的方法以 0.85 mL/min 
的流速和 10% 到 47% 乙腈梯度在 7.4 分
钟即可实现化合物分离（图 7）。

图 7. 采用 7.4 分钟内乙腈从 10% 升至 47% 的梯度和 40 °C 的柱温，在 PFP 色谱柱上对农药样品
进行最终优化分离的结果。在模拟所选目标液相色谱系统 (Waters H-Class) 的 ISET 条件下运行
此筛选方案

min2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
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图 6. 采用 20 分钟内乙腈从 5% 升至 70% 的梯度和 40 °C 的柱温，在 PFP 色谱柱上分离农药样品
所得的结果。在模拟所选目标液相色谱系统 (Waters H-Class) 的 ISET 条件下运行此筛选方案
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将该方法直接转移至目标系统（Waters 
H-Class 系统）进行评估。对比 1290 
Infinity II 方法开发系统（图 7）和 Waters 
H-Class 系统（图 8）获得的色谱图可
确定保留时间。

通过 10 次重复运行进行统计评估。
评估结果表明，保留时间的典型标准
偏差低于 0.01 分钟。由于保留时间较
短，相应的 RSD 值普遍低于 0.2%。开
发系统与目标系统之间的保留时间差
异普遍低于 2%（表 3 和图 9）。完整
的方法开发大约需要 37 小时。 图 8. 农药样品在 Waters H-Class 系统上的最终优化分离结果，方法条件如下：使用 PFP 色谱

柱，梯度为 7.4 分钟内乙腈从 10% 升至 47%，流速为 0.85 mL/min，柱温 40 °C

表 3. Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案和目标系统（Waters H-Class 液相色谱系统）所得的保留时间、标准偏差和 RSD 值比较（tr = 保留时
间，c = 平均值，σ = 标准偏差，RSD = 相对标准偏差）

编号 化合物

Waters 
H-Class  
c (tr) (min)

Waters 
H-Class  
σ (tr) (min)

Waters 
H-Class  
RSD (%)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 c 
(tr) (min)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 σ 
(tr) (min)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 
RSD (%) ∆tr (%)

1 脱乙基莠去津 1.616 0.004 0.220 1.587 0.003 0.164 -1.8
2 环嗪酮 2.852 0.003 0.105 2.833 0.004 0.159 -0.6
3 甲氧隆 3.056 0.003 0.112 2.997 0.005 0.161 -1.9
4 脱乙基特丁津 3.157 0.003 0.101 3.126 0.005 0.168 -1.0
5 莠去津 3.753 0.003 0.070 3.764 0.005 0.132  0.3
6 噻唑隆 4.110 0.003 0.062 4.062 0.005 0.113 -1.2
7 绿麦隆 4.261 0.002 0.055 4.213 0.005 0.114 -1.1
8 另丁津 4.585 0.002 0.046 4.601 0.005 0.104  0.3
9 吡唑草胺 4.734 0.041 0.871 4.676 0.005 0.104 -1.2
10 溴谷隆 4.864 0.038 0.788 4.781 0.006 0.122 -1.7
11 敌草隆 5.992 0.055 1.101 4.908 0.005 0.097 -1.7
12 特丁津 5.166 0.043 0.824 5.137 0.005 0.100 -0.6
13 硝苯地平 5.340 0.150 2.806 5.240 0.005 0.089 -1.9
14 利谷隆 6.212 0.001 0.024 6.121 0.006 0.105 -1.5
15 尼莫地平 7.167 0.001 0.016 7.108 0.005 0.066 -0.8
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结论
本应用简报介绍了采用 Agilent 1290 
Infinity II 方法开发解决方案和 Agilent 
ChemStation 方法筛选向导，并借助 
ISET 控制为特定目标系统直接开发分
析分离方法的方案。使用该方案成功
开发了以 Agilent 1100 系列液相色谱系
统和 Waters Acquity UPLC H-Class 系统为
目标系统的复杂样品分离方法。对于
这两套系统，采用 Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案开发的方法在开发
系统和目标系统上的运行结果均表现
出优异的相关性。保留时间偏差普遍
低于 2%。采用 1290 Infinity II 方法开
发解决方案进行方法开发并在目标系
统上进行评估所需的时间通常为两天
或更短。
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图 9. 采用目标系统（Waters H-Class 系统）和 Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案分离各化
合物的保留时间差异
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利用 Agilent ZORBAX 快速分离高通量色谱柱结合由 AutoChrom 12.01 版控制的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案，快速开发水杨酸工艺杂质分离方法

摘要
采用由 12.01 版 ACD/AutoChrom 软件控制的 Agilent 1200 系列方法开发解决方
案开发的分析方法，分离含水杨酸及其已报道工艺杂质的样品。在
AutoChrom 的控制下，将色谱柱置于 4 个温控区域中时，色谱仪能够筛选最
多 7 种色谱柱、13 种缓冲液和 2 种有机溶剂。该软件可帮助安排最佳的后续
实验，使分析人员能够获取成功几率最高的实验条件，专注于快速开发方
法。本研究采用五种流动相改性剂对三种色谱柱（Agilent ZORBAX StableBond

SB-C18、ZORBAX Eclipse Plus C18 和 StableBond SB-Aq）进行了筛选。在整个实
验过程中，温度保持在 25 °C。首先对 15 种溶剂柱实验进行了筛选。随后开
展了若干次实验来建立保留模型。最终获得了在 3 分钟内完成等度分离的解
决方案。
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前言
快速分离高通量色谱柱 (RRHT) 旨在用 50 mm, 1.8 µm 色谱
柱产生 150 mm, 5 µm 色谱柱的分离效果。可以在更高流
速下获得同等分离度，分离速度提高 3 至 5 倍 [1,2,3,4]。
分析方法开发是一项具有挑战性的耗时工作。它需要制
定实验计划、配制多种流动相、将大量方法输入到色谱
软件中并进行数据分析。流动相组成的细微变化会影响
洗脱顺序，因此整个方法开发过程中的峰追踪也是一项
重要的任务 [5,6,7]。
选择性是分析方法开发的一项重要参数。使用较短的
1.8 µm 色谱柱快速筛查不同的选择性改性剂是一种值得
关注的方法，因为该方法能够节省时间和溶剂。在这些
RRHT 色谱柱上开发的分离方法可轻松转移至可在 400-

1200 bar 范围内运行的其他仪器。一般来讲，使用 4.6 ×

50 mm RRHT 色谱柱时，完成多次分析所需的时间仅为
4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱的十分之一至三分之一。由此，
可在较短的时间内探索更多的方法开发选项。

水杨酸也称为 2-羟基苯甲酸，是几种 β-羟基酸中的一种。
它是多种护肤品中的重要添加剂，也存在于中药采用的
多种植物中 [8,9]。由苯酚钠和二氧化碳在高压和高温下
通过科尔贝-施密特 (Kolbe-Schmitt) 反应批量制得水杨酸
钠。将水杨酸钠酸化，即得到所需的水杨酸 [10]。本研
究将采用 RRHT 色谱柱、Autochrom 和 Agilent 1200 SL 方
法开发解决方案快速评估方法开发选择。
实验部分
本研究采用基于 Agilent 1200 系列快速分离液相色谱组件
的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案。该系统包括：能
够提供最高 600 bar 压力的 G1312B 二元泵 SL；两个
G1316C 柱温箱 (TCC)；G1376D 高性能自动进样器 SL+；
配备 6 mm 光程半微量流通池的 G1315C SL 二极管阵列检
测器。两个 TCC 均配备 8 位/9 通选择阀。阀为新型快速
更换阀，安装在抽出式轨道上，使连接和维护更方便。
阀 1 作为色谱柱的入口，而阀 2 作为出口。阀 1 的中心
端口连接至自动进样器，阀 2 的中心端口则连接至检测

图 1. 仪器配置图
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器的流通池。两个阀的端口 1 均连接至 StableBond C18

色谱柱，两个阀的端口 2 均连接至 Eclipse Plus C18。端
口 7 连接至 StableBond Aq，端口 8 连接至旁路连接毛细
管。使用七个独立低扩散热交换器中的一个对进入各色
谱柱的溶剂进行加热。G1160 12 溶剂选择阀连接至
G1312B 的阀位 A1。与 SL 二元泵的内部溶剂选择阀相结
合，使用该系统可以筛选最多 15 种溶剂，但本研究中
仅限 6 种溶剂。使用下列流动相改性剂和缓冲液：0.1%

三氟乙酸 (TFA)、0.1% 甲酸 (FA)、0.1% 乙酸、 用乙酸滴
定至 pH 4.8 的 10 mM 乙酸铵，以及用乙酸滴定至 pH 6.5

的 10 mM 乙酸铵。采用水作为最终的弱溶剂清洗色谱柱
上的改性剂，并妥善保存色谱柱。除乙酸购自 EM

Science 以外，所有改性剂均购自 Sigma Aldrich。在整个
研究中使用乙腈作为强溶剂。温度控制在 25 °C，流速设
置为 1.49 mL/min。采用 Agilent Chemstation B0 4.01 SP1 与
Advanced Chemistry Development, Inc. (Toronto, Canada) 的
AutoChrom 12.01 版结合来控制液相色谱仪。
本研究使用三根安捷伦色谱柱：
• ZORBAX RRHT StableBond SB-C18, 4.6 mm × 50 mm, 

1.8 µm，部件号 822975-902

• ZORBAX RRHT Eclipse Plus C18, 4.6 mm × 50 mm, 1.8 µm，
部件号 959941-902

• ZORBAX RRHT StableBond SB-Aq, 4.6 mm × 50 mm, 

1.8 µm，部件号 827900-914

本研究中检测了下列化合物：水杨酸 (SA)，三种杂质：
4-羟基苯甲酸 (4HBA)、4-羟基间苯二甲酸 (4HIPA)、苯酚
(PHE) 以及两种代谢物：龙胆酸 (GA)、水杨酰甘氨酸 (SG)，
均购自 Sigma Aldrich 或 ARCOS。结构和 pKa 值如图 2 所
示。TFA、甲酸、乙酸和乙酸铵同样购自 Sigma Aldrich。
乙腈购自 Honeywell。实验采用 Milli-Q 18 M-Ohm 水。
方法开发策略概述于图 3 的 Autochrom 屏幕截图中。计
划在每种色谱柱的最大操作范围内筛选色谱柱和缓冲液，
以选择色谱柱与缓冲液的最佳组合。然后对每种色谱柱

选择不同的梯度；对 StableBond SB-C18 采用 5%-100% 有
机相，对 Eclipse Plus C18 采用 8%-100% 有机相，对
StableBond Aq 采用 0%-100% 有机相。虽然两种 C18 色谱
柱的梯度可以从较低的有机组分含量开始，但在 0% 有机
相的条件下使用这些色谱柱可能导致固定相塌陷 [11]。
AutoChrom 可控制每种色谱柱的用户自定义范围，以便在
每种色谱柱的有效范围内创建筛选梯度。
分配给每次筛选运行的时间由用户控制，但计算的是梯
度范围内包括 20 倍色谱柱体积的默认分析时间。该计
算基于色谱柱尺寸、色谱柱死体积和所需的流速。除分
析运行以外，色谱柱需要平衡和储存。对吹扫运行进行
编程，将溶剂引导通过旁路毛细管，以免不相容的溶剂
损坏毛细管。简而言之，可针对各种色谱柱溶剂筛选对
创建、输入和执行五种方法。
对 AutoChrom 的 ChemStation 采集方法进行编辑，使混合
物获得良好的色谱响应。在本例中，发现所有化合物均
在 230 nm 检测波长下获得了良好的响应。采集 220 nm

至 400 nm 之间的紫外谱图。

图 2. 混合物组分的结构和 pKa 值
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讨论
色谱峰追踪是分析方法开发中一个耗时的步骤。对于简
单的混合物，通常通过在每种色谱条件下进样每种组分
的单独标样来实现色谱峰追踪。而随着化合物数量和条
件的增多，这种方法不再实用。还可以采用紫外谱图手
动追踪组分。在分析方法开发过程中，许多分析人员需
要花费大量时间精力来创建包含保留时间和紫外峰信息
的详细电子表格。
ACD/AutoChrom 将 Agilent 1100 和 1200 系列液相色谱仪
与液质联用系统的仪器控制与用于逻辑方法开发的软件
相结合。在分析人员确定方法开发目标后，AutoChrom

生成 Agilent Chemstation 软件的方法文件，进行实验，
引导分析人员完成数据处理，并帮助分析人员选择下一

步实验。AutoChrom 将运行色谱柱、缓冲液、温度和溶
剂筛选实验，查找和追踪样品中的所有峰，并选择最佳
结果。峰追踪是基于紫外谱图或质谱图的相似性。（本
研究仅展示了紫外匹配。）紫外峰追踪应用程序 UV-MAP

可提取所检出各种组分的纯谱图。然后比较每次进样所
得到的谱图。首先分配“最佳”匹配的峰。随后分配匹
配度较差的峰。
AutoChrom 可引导分析人员完成方法优化。当用户接受
AutoChrom 的下一步实验建议时，软件将自动执行下一
步实验。软件提供实验概述，并支持在必要时访问原始
数据。实验汇总于峰值表中。
虽然与 AutoChrom 一起使用时，Agilent 1200 系列方法开
发解决方案能够筛选最多七种色谱柱，但本研究中仅采

图 3. Autochrom 策略屏幕截图





0.1% TFA 中获得了最佳分离效果。AutoChrom 建议
Eclipse Plus C18 色谱柱与 0.1% TFA 缓冲液的组合略优于
SB-C18 色谱柱，应将其用于后续的方法开发。最佳实验
的选择是基于检出组分的数量以及分离度得分，该分离
度得分是色谱图上所有色谱峰之间归一化分离度的平均
值。然而，在从筛选组中选择最佳方法时可能还需要注
意其他问题。
图 2 列出了每种分析物的 pKa。从图中可以看出，pKa 大
多介于 2.97 和 5 之间。苯酚也可被归类为弱酸。酸性化
合物在可使化合物完全质子化的流动相中具有最佳保留
特性。0.1% TFA (pH 2) 和 0.1% 甲酸 (pH 2.7) 流动相完全满
足这一标准。在两种 StableBond 色谱柱（SB-C18 和 SB-

Aq）上采用乙酸流动相 (0.1% pH 3.8) 时，表现出峰顺序
改变和峰展宽。这可能是由于未封端的 StableBond 色谱
柱中存在暴露的硅醇基团。pKa 小于等于 3 的两种分析
物可与这些基团发生相互作用。对分析人员体现出的优
势在于，可通过谨慎选择流动相条件来控制这些硅醇基
团的电荷，从而使用这些硅醇基团。然而，本例的研究
中采用的 pH 条件无法使二氧化硅上的硅醇基团带电荷。
实验结果表明，StableBond 在含 TFA 的流动相中具有非
常出色的长期稳定性 [12]。
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                                                                               分离度           最低               找到的                                                            保留时间色谱柱和缓冲液                                                得分               分离度           峰/总峰             峰_01           峰_02           峰_03           峰_04          峰_05          峰_06

SB-C18 和 0.1% TFA                                            1                      3.629               6/6                       1.19               1.29               1.404             1.595            1.774            2.044

Eclipse Plus C18 和 0.1% TFA                            1                      3.982               6/6                       1.064             1.171             1.302             1.506            1.701            1.969

SB-Aq 和 0.1% TFA                                              1                      2.067               6/6                       1.577             1.679             1.742             1.864            2.011            2.264

SB-C18 和 0.1% 甲酸                                          1                      1.947               6/6                       1.184             1.292             1.35               1.59              1.775            2.005

Eclipse Plus C18 和 0.1% 甲酸                          1                      2.297               6/6                       1.056             1.171             1.241             1.494            1.698            1.908

SB-Aq 和 0.1% 甲酸                                            0.4                   –                      3/6                       1.564                                                        1.855                                 2.214

SB-C18 和 0.1% 乙酸                                          1                      1.961               6/6                       1.144             1.287             1.202             1.567            1.776            1.869

Eclipse Plus C18 和 0.1% 乙酸                          0.8                   –                      5/6                       1.011             1.168             1.069             1.459                                 1.723

SB-Aq 和 0.1% 乙酸                                            0.6                   –                      4/6                       1.517             1.667                                    1.81                                   2.029

SB-C18 和 pH 4.8                                                 0.6                   –                      4/6                                             1.029             0.693                                1.776            1.126

Eclipse Plus C18 和 pH 4.8                                 0.6                   –                      4/6                                             0.894             0.554             1.004            1.702            

SB-Aq 和 pH 4.8                                                   0.4                   –                      4/6                       0.796             1.418             1.131                                                     

SB-C18 和 pH 6.5                                                 0.4                   –                      4/6                                                                  0.533                                1.778            0.961

Eclipse Plus C18 和 pH 6.5                                 0.4                   –                      4/6                                                                  0.522             0.912            1.704            

SB-Aq 和 pH 6.5                                                   0.4                   –                      4/6                                                                 1.034             1.31              2.015

表 1. 第 1 波溶剂和色谱柱筛选结果

软件建议的是最佳实验，分析人员必须接受该决策或选
择其他决策。在分析人员基于色谱评级或其他理由选择
分离条件后，软件将继续执行第二波实验，对方法进行
优化。在本例中，尽管软件建议使用 Eclipse Plus C18 色
谱柱，但我们仍选择了 StableBond SB-C18 执行后续的实
验。通过在决策过程中结合分析人员的意见，可以在方
法开发过程中考虑色谱柱稳定性等其他因素。
下一步是梯度优化。利用 AutoChrom 对筛选运行所得的
色谱图进行处理，该软件提出了两组新的梯度条件。选
择这些条件生成具有不同斜率的梯度，以便创建色谱保
留模型。利用初始起始条件以及最早和最晚洗脱的组分
来创建这些梯度。



表 2. 梯度优化结果
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采集这两个实验的结果，并与最佳优先实验汇总到一起。
表 2 列出了所采集的保留数据并汇总了实验。图 5 示出
由此次第二波次实验得到的三幅色谱图。本例中未创建
模型，但系统提出了新的条件。将实验数据与预测的保
留时间相结合，并在图 6 中给出了预测色谱图。

                                                                       保留时间
梯度程序                                                      峰_01                     峰_02                     峰_03                     峰_04                     峰_05                     峰_06

5% 至 100% (4 min)                                     1.19                         1.29                         1.404                       1.595                       1.774                       2.044

17.5% 至 40.1% (4 min)                               0.592                       0.775                       0.94                         1.299                       1.632                       2.405

5% 至 40.7% (3 min)                                    1.479                       1.592                       1.772                       2.15                         2.315                       2.91

图 5. 由梯度优化实验得到的实验色谱图



                                                                                                              保留时间
                                               梯度程序                                              峰_01             峰_02             峰_03             峰_04             峰_05             峰_06

                                                5% 至 100% (4 min)                             1.19                 1.29                 1.404               1.595               1.774               2.044实验值                                  17.5% 至 40.1% (4 min)                       0.592               0.775               0.94                 1.299               1.632               2.405
                                                5% 至 40.7% (3 min)                            1.479               1.592               1.772               2.15                 2.315               2.91

预测值                                  15%                                                        0.716               0.943               1.198               2.011               2.295               5.37

然后将梯度优化实验所得的三幅色谱图转移至 AutoChrom

中的 LC Simulator 程序中。该程序基于色谱模型以及针对
合适方法的用户自定义标准（包括 k’、运行时间、分离
度、稳定性和色谱柱稳定性标准）来计算最佳分离条件。
LC Simulator 基于实验数据计算分离模型，然后使用该模
型确定最佳色谱条件（目标是开发等度解决方案）。绘
制分离度图，使分析人员了解梯度改变如何影响关键物

8

图 6. 第一批三幅色谱图和系统建议的分析（未创建模型，需要更多数据）
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质对的分离度。分离度图如图 7 所示。从图中可以看到，
它以图形方式描述了返回 ChemStation 并在分析人员指
导下实施的条件。从图 7 中可以看到，软件创建了一个
模拟器模型。可根据该模型使用图形界面选择数据条件，
由其生成预测色谱图。然后将所接受的条件直接发送至
ChemStation。采集实验数据。实验色谱图类似于 LC

Simulator 预测的色谱图，但准确度不理想，对最后一种
组分而言尤其如此。通过修改创建模型所用的方程并加
入额外的实验数据，可以改善模型的准确度。完成建议

图 7. LC Simulator 分离度图和预测色谱图与 ChemStation 实验色谱图的比较
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的实验后，由分析人员决定是否继续进行方法优化。
如果方法不可接受，则可以在模型中加入第四轮实
验以改善准确度，并由软件提出下一步实验的建议。
在本例中，我们对该方法感到满意，此时只需停止
方法开发即可。
最后一步是对流速进行优化。图 8 显示了在 1.5 mL/min

至 3 mL/min 之间的不同流速下得到的四幅色谱图。
从图中可以看到，在较高流速下，方法效率大幅提
升了近两倍。在 2.5 mL/min 下可获得最佳流动效率，
但通常通过提高流速来改善通量。柱效仍可达到
11000。

图 8. 在 1.5 mL/min 至 3 mL/min 之间的不同流速下得到的四幅色谱图

结论
借助 AutoChrom 可在 20 小时内开发出一种用于分析水杨
酸及相关化合物的快速等度方法。其中大部分时间都花
费在筛选 15 种初始条件的数据采集上。使用 Agilent 1200

系列方法开发解决方案，一夜之间即可完成色谱柱与缓
冲液筛选过程。较短的运行时间（5 分钟以内）使等度色
谱方法的开发只需 3 分钟以内。AutoChrom 软件管理并记
录了方法开发过程中所用的所有色谱条件。采用配备
ACD/AutoChrom 的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案大
大缩短了方法开发时间。由于在筛选和优化过程中实现
了色谱柱和溶剂的无人值守自动切换，因此用户可以投
入更多时间开展更重要的工作，而不是持续不断地操作
HPLC 系统。
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利用 Agilent 1290 Infinity II 液相 
色谱仪进行基于质量源于设计的 
方法开发
在 Waters Empower 3 CDS 控制下与 ISET 参与的方
法转移相结合的高效方法开发工作流程

应用简报

作者

Vinayak A.K 和 Andreas Tei 
安捷伦科技有限公司

药物开发与 QA/QC

摘要

本应用简报展示了基于质量源于设计 (QbD) 原则分离氨氯地平及其已知 EP 
杂质的 UHPLC 方法。第二步，将该方法转换并转移到 HPLC 系统中。利用安
捷伦仪器控制框架 (ICF) 作为接口，通过 Waters Empower 3 色谱数据处理系统 
(CDS) 控制 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪。系统集成了 Fusion QbD (S-Matrix 
Corp, Eureka, CA) 软件，以实现基于 QbD 的方法开发过程。 

使用免费方法转换工具将 UHPLC 条件下在亚 2 µm 色谱柱上开发的方法转移
至利用 HPLC 系统的常规 QA/QC 工作流程。在进一步优化和评估过程中，使
用 Agilent 1290 Infinity II 方法开发系统上的安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 对
目标 HPLC 系统的性能特点进行模拟。在转移至目标系统后，满足所有关键
方法属性 (CMA)，并对重现性进行了验证。
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图 1. 在 Waters Empower 3 CDS 控制下的安捷伦智能系统模拟技术参与的方法转移

利用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪对
转移后方法的重现性进行验证。1260 
Infinity 液相色谱仪的各个模块包括：

• Agilent 1260 Infinity 二元泵 (G1312B)

• Agilent 1260 Infinity 自动进样器 
(G1367E)

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (G1316A)

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵列
检测器 (G4212B)

软件
• Fusion QbD 自动化液相色谱方法

开发软件 (S-Matrix Corp, Eureka, 
CA)（版本：9.7.1，Build 458）

• Waters Empower 软件（版本 3 
build 3471），配备系统适用性测
试包

• 沃特世仪器控制软件 (ICS) 2.1 
HF1 包括安捷伦 ICF 和驱动程序
包 (A.02.03 DU1 HF2)

• ISET 4（驱动程序版本 A.02.11）

实验部分

仪器
利用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱方
法开发系统进行方法开发。1290 Infinity 
II 方法开发解决方案的各个模块和组
件包括：

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A) 和 12 位/13 通溶剂选
择阀 (G4235A)

• Agilent 1290 Infinity II 高速泵 
(G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)，保持在 4 °C

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)，配备 8 位/18 通色
谱柱选择阀 (5067-4233)

• Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列
检测器 (G7117B)

所有 Agilent 1290 Infinity II 模块的最低
固件要求为：B、C 和 D.06.70

前言
满足 ICH Q8 (R2) 和 ICH Q2 (R2) 指导原
则的基于质量源于设计 (QbD) 的方法
开发及方法验证越来越受到制药分析
研发领域的关注2。在不同色谱柱固定
相的筛选过程中，在较短的亚 2 µm 色
谱柱上使用 UHPLC 方法可显著提高柱
效。然而，开发完成后需要将最终方
法转移至 QA/QC 部门，而该部门中的
大部分液相色谱系统为传统 HPLC 系
统。在不影响关键方法属性 (CMA) 的
前提下从 UHPLC 向 HPLC 进行方法转
移是一个具有挑战性的过程 2。由于
系统延迟体积和梯度混合精度存在差
异，因此即使在 UHPLC 系统中采用传
统 HPLC 色谱柱开发的方法，在转移
至 HPLC 系统后仍无法确保性能完全
相同。为克服这些问题，安捷伦开发
出安捷伦智能系统模拟技术 (ISET)，
以模拟常用目标系统的特性3。

本应用简报展示了作为基于 QbD 的稳
定方法开发过程的通用 UHPLC 解决方
案的 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪
的使用，以及第三方 QbD 软件 (Fusion 
QbD) 与 Waters Empower 3 CDS 控制下
的 1290 Infinity II 液相色谱仪的使用。
最后，还展示了安捷伦 ISET 如何模拟 
QA/QC 环境下常用的处于第三方软件
控制下的不同目标液相色谱系统的性
能特点。
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试剂与样品
所有溶剂均为 HPLC 级 (RCI Labscan 
Ltd, Thailand)。苯磺酸氨氯地平 (API) 
标准品以及已知的 EP 杂质 A、B、D、 
E、F 和 G 购自印度 Anant Pharmaceuticals 
Pvt Ltd。在整个实验中，按照欧洲药
典 (EP) 规定的苯磺酸氨氯地平样品前
处理方案进行操作，其中在 API 中加
入已知杂质4。 

工作流程
方法开发工作流程以筛选过程作为起
始，通过筛选七种短亚 2 µm 色谱柱组
合两种有机溶剂和七种不同 pH 值水
相溶剂的液相，确定苯磺酸氨氯地平
标准品和杂质分析的最佳色谱分离条
件。使用在 Empower 3 控制下的 1290 
Infinity II 液相色谱方法开发系统和 
Fusion QbD 软件，进行该色谱柱固定
相的筛选实验（图 2）。对于初始筛选
阶段发现的最佳色谱条件（满足筛选
阶段的分析目标概况 (ATP) 要求），通
过多变量统计实验根据 QbD 原理创建
设计空间来进一步完整优化，从而形
成稳定的 UHPLC 方法（满足优化阶段
的 ATP 要求）。

第二步，将该 UHPLC 方法转移至填料
粒径不同的两根 HPLC 色谱柱上。为
了模拟目标系统的性能特点，Agilent 
1290 Infinity II UHPLC 在启用 ISET 工
具后，即在模拟模式下运行。模拟 
Agilent 1260 Infinity 系统的梯度混合行
为和自动进样器延迟体积。

将 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪在
模拟模式下的性能结果与目标系统的
结果进行比较。确定系统适用性杂
质（杂质 B 和 G）和 API 的保留时间 
(RT)、峰面积和分离度的重现性。

图 2. 本研究采用的整体工作流程。流程图左侧显示所使用的软件包，右侧显示工作流程的详细
步骤
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结果与讨论

UHPLC 筛选与优化
筛选阶段的 ATP 旨在开发满足 EP 方
法的系统适用性标准（氨氯地平杂质 
B 和 G 之间的分离度应高于 2.0）的快
速 UHPLC 方法。表 1 显示，为实现这
一目标，对各种亚 2 µm 色谱柱固定
相、各种 pH 和有机溶剂（乙腈和甲
醇）进行了筛选。表 2 列出了提供最
佳总体色谱条件的色谱柱固定相筛选
实验。实验结果证明这一条件下的色
谱性能令人满意，可满足所有 ATP 标
准（图 3）。

表 1. 筛选阶段实验中所用的关键方法参数 (CMP)。对七种 pH 缓冲液、七根色谱柱、三种不同
流速和两种强有机溶剂进行了筛选

CMP 范围/水平
强溶剂类型 甲醇，乙腈
泵流速 (mL/min) 0.8、1.0、1.2
pH 2.00-10 mM 三氟乙酸 

3.00-20 mM 甲酸 
4.00-5 mM 甲酸 + 10 mM 甲酸铵 
5.00-5 mM 乙酸 + 10 Mm 乙酸铵 
7.00-10 mM 乙酸铵 
8.00-10 mM 碳酸氢铵 
9.00-10 mM 乙酸铵+ 5 mM 氨水

色谱柱类型  
(3.0 × 50 mm, 1.8 µm) 

Agilent ZORBAX Eclipse plus c18 
Agilent ZORBAX Eclipse plus c8 
Agilent ZORBAX SB Aq 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus phenyl hexyl 
Agilent ZORBAX SB CN 
Agilent ZORBAX SB C18 
Agilent ZORBAX Bonus RP*

表 2. 筛选阶段实验中 CMP 的最佳条件

CMP 水平设置

强溶剂类型 乙腈
泵流速 (mL/min) 1.200
pH 2.00
色谱柱类型 Agilent ZORBAX Eclipse plus C8

图 3. 杂质 B 和 G 之间的分离度高于 2，满足筛选阶段的 ATP 标准

* Bonus RP 色谱柱的色谱柱内径为 2.1 mm



5

优化阶段的 ATP 旨在缩短筛选阶段最
佳条件的分析时间，同时不影响 EP 
方法的系统适用性标准以及 API 与其
他杂质的分离度。如表 3 所列，实验
中改变了泵流速、梯度时间和柱温等
关键方法参数 (CMP)。对这些实验进
行数据分析后得到了稳定的设计空
间（图 4），这一空间满足先前确定
的 ATP 标准。在设计空间中绘制满
足 ATP 目标的经验证的可接受区域 
(PAR)。针对 PAR（表 4）及相应色谱
图（图 5）中的五种不同条件绘制系
统适用性杂质的分离度值。Fusion QbD 
的点预测工具可预测关键方法属性 
(CMA) 值以及经过比较和验证的实验
值（表 5）。对优化后的最终 UHPLC 
方法的重现性进行验证，绘制了六次
重复测定的叠加图（图 6）。

图 4. 显示 PAR 的最终设计空间 

表 3. 优化阶段中改变的 CMP

CMP 范围/水平

泵流速 (mL/min) 1.200-1.500
梯度时间 (min) 1.0 ≤ 梯度时间 ≤ 4.0
最终保持时间 (min) 0.5 ≤ 最终保持时间 ≤ 1.5
柱温箱温度 (°C) 25.0、30.0、35.0

表 4. 反映了 PAR 五个点的系统适用性杂质的 CMP 和分离度 

条件 流速 梯度时间 最终保持时间 柱温箱温度 杂质 B 和 G 之间的分离度

A 1.47 2.76 0.5 30 3.28
B 1.47 3.08 0.5 30 3.16
T ― 中心点 1.48 2.92 0.5 30 3.20
C 1.50 3.08 0.5 30 3.22
D 1.50 2.92 0.5 30 3.10
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表 5. Fusion QbD 软件根据 PAR 的中心点 (T) 预测的响应 CMA 值。将实验结果与预测值进行比较， 
结果处于 σ 置信限内

图 5. 反映 PAR 中五个点 (A、B、T、C、D) 条件的色谱图 

图 6. 使用六幅色谱图叠加得到的最终 UHPLC 方法的重现性

CMA 预测值 实验值 -2 σ 置信限 +2 σ 置信限

峰数 ¡2.00 ― USP 分离度 6.14 6.00 5.68 6.60
峰数 ≤ 1.60 ― USP 拖尾因子 5.80 6.00 5.06 6.65
最后一个色谱峰 ― 保留时间 2.28 2.28 2.28 2.29
杂质 B 和 G 之间的 USP 分离度 2.97 3.20 2.90 3.20
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法转换计算器建议采用  1.2 mL/min 
的较低流速和 37 分钟的较长分析时
间。在 HPLC 方法 3 中，将流速提高至 
1.8 mL/min 缩短了分析时间，且不损失
分离度。同样用 1260 Infinity 液相色谱
系统上的结果对 HPLC 方法 3 进行验
证（图 8），该方法可用于存在压力限
制的系统。表 7 和表 8 汇总了相应方
法在模拟系统与实际系统上的 RT 和分
离度偏差。采用 HPLC 方法 1 和 3 进行
六次重复测定，以检查相应方法的重
现性以及 API 的分离度、RT 和峰面积
的 RSD 值，结果表明系统适用性杂质
的 RSD 值 ≤ 1.1%（表 9）。

统的结果进行验证（图 7）。模拟的
溶剂输送模块和自动进样器为 G1312B 
v1.0 和 G1367E 100 µL 注射器 v1.0。在不
降低 ATP 标准的情况下实现了方法向
色谱柱 1（HPLC 方法 1）的转移，且
分析时间合理，而观察到的压力范围
为 300 bar 左右（传统 HPLC 泵压力限
值的 70%）。这可能是受压力限制的
传统 HPLC 系统用户的一个关注点。
因此，将 UHPLC 方法转移至采用大填
料粒径色谱柱（色谱柱 2 为 ZORBAX 
Eclipse Plus, 4.6 × 150 mm, 5 µm）的 HPLC 
方法 2，有助于降低反压（表 6）。方 

方法转换与转移
将亚 2 µm 色谱柱上开发的 UHPLC 方法
转换至使用传统填料粒径的三种不同
的 HPLC 方法。利用瑞士日内瓦大学开
发的 Microsoft Excel 方法转换计算器实
现这一目的5。首先，将 UHPLC 方法转
换至具有 27 分钟合理分析时间的 HPLC 
方法（采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus, 
4.6 × 150 mm, 3.5 µm 作为色谱柱 1，
表 6）。使用目标系统（Agilent 1260 
Infinity 液相色谱仪）的 ISET 模拟模式
对 1290 Infinity II 系统上的方法进行评
估，然后利用 1260 Infinity 液相色谱系

表 6. UHPLC 及所有其他转换后 HPLC 方法的方法参数

参数 UHPLC 方法 HPLC 方法 1 HPLC 方法 2 HPLC 方法 3
色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus  

3.0 × 50 mm, 1.8 µm
Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 3.5 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 5 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 5 µm

流速 (mL/min) 1.5 1.8 1.2 1.8
进样量 (µL) 2 14 14 14
梯度 时间 %B

0.00 25
0.30 25
3.20 95
3.70 95
3.80 25
4.30 25

时间 %B
0.00 25
2.87 25
19.79 95
22.71 95
23.29 25
26.21 25

时间 %B
0.00 25
4.10 25
28.27 95
32.44 95
33.27 25
37.44 25

时间 %B
0.00 25
2.87 25
19.78 95
22.70 95
23.28 25
26.20 25

压力 (bar) ~650 ~300 ~130 ~180

图 7. 叠加色谱图，示出对于 HPLC 方法 1，ISET 模拟的方法在 Agilent 1290 Infinity II 系统和 Agilent 
1260 Infinity 系统上的相似性
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Agilent Poroshell 120 固定相在黄油抗氧化剂分离中的选择性比较

作者
Rongjie Fu

安捷伦科技（上海）有限公司

应用简报
食品检测与农业
摘要
对 Agilent Poroshell 120 的各种固定相（包括 EC-C18、SB-C18、SB-Aq、Bonus-

RP 和 Phenyl-Hexyl）在九种人工抗氧化剂分离中的选择性进行了比较。然后
采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱并以水（含乙酸改性剂）和乙腈作为
流动相，对黄油样品中这些化合物的分析方法进行优化。该方法能够很好地
分离抗氧化剂，并适用于定量分析。
前言
油和脂肪等含不饱和脂肪酸的食品容易引起脂质氧化，导致食品酸败、出现
异味及其营养价值降低。通常将合成的抗坏血酸棕榈酸酯和酚类抗氧化剂加
入食品中以防这些不饱和脂肪酸发生氧化。相关部门允许使用一种或几种抗
氧化剂来增强食物的抗氧化功能，但过量摄入抗氧化剂可能对人体健康造成
一定的影响。例如，2,4,5-三羟基苯丁酮具有致突变作用，丁基羟基苯甲醚
和 2,6-二叔丁基-4-甲酚可能致癌，而没食子酸丙酯可能导致肾损伤 [1]。
欧洲和美国的监管机构规定了某些抗氧化剂的最高浓度，并禁止使用其他抗
氧化剂 [2]。因此，食品及食品成分中抗氧化剂的测定非常重要。表 1 列出了
最常加入食品中的九种抗氧化剂及其结构和缩写。
目前，中国采用一种标准 HPLC 方法来测定脂肪中的抗氧化剂。该方法使用
长 15-25 cm、内径 4.6 mm 并填充有 5 µm C18 键合二氧化硅颗粒的色谱柱，以
及由乙酸（洗脱液 A）和甲醇（洗脱液 B）组成的流动相。但是，该方法的
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分析速度相当慢，分析时间达到 30 分钟以上 [3]。脂肪
加工业的 QC 实验室正在寻求缩短分析时间的方法，因
为已经发现某些抗氧化剂于室温下会在溶剂中发生明显
降解。因此，出于经济实用性考虑，需要一种快速、准
确而稳定的方法。

表 1. 本研究所用的人工抗氧化剂
峰号 名称 CAS 结构
1 没食子酸丙酯 (PG) 121-79-9

2 2,4,5-三羟基苯丁酮 (THBP) 1421-63-2

3 2-叔丁基对苯二酚 (TBHQ) 1948-33-0

4 去甲二氢愈创木酸 (NDGA) 500-38-9

5 丁基羟基苯甲醚 (BHA) 25013-16-5

6 Ionox-100 88-26-6

7 没食子酸辛酯 (OG) 1034-01-1

8 2,6-二叔丁基-4-甲酚 (BHT) 128-37-0

9 没食子酸十二酯 (DG) 1166-52-5
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本应用简报介绍了使用配备 Poroshell 120 色谱柱的
Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪分析黄油中的九种抗氧化
剂。实验中比较了各种固定相的分离选择性。由于
Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱相比其他固定相具有更出色的
选择性和保留时间，因此选择该色谱柱进行方法开发，
然后对方法进行优化，使其适合分析各种黄油样品。
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材料与方法
HPLC 分析采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪，该液相
色谱仪包括：Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A)、
Agilent 1290 Infinity 自动进样器 (G4226A)、Agilent 1290

Infinity 柱温箱 (G1316C) 和 Agilent 1290 Infinity 二极管阵列
检测器 (G4212A)。
色谱柱
Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-302）
Agilent Poroshell 120 SB-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 685975-302）
Agilent Poroshell 120 SB-Aq, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 685975-314）
Agilent Poroshell 120 Bonus-RP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695968-301）
Agilent Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-312）
用甲醇配制分析物浓度分别为 0.1 mg/mL 的混标储备液。
用乙腈:异丙醇 (50:50 v:v) 将储备液稀释成一系列浓度不
同的标准溶液以考察分析方法的线性，标准溶液的浓度
包括 0.2、0.5、1、2、5 和 10 ppm。
黄油从超市购得，分别产自美国、瑞士、澳大利亚和新
西兰。按照中国国家标准方法配制样品溶液 [3]。对于加
标样品，在萃取之前，加入溶于溶剂中的抗氧化剂储备
液。称取 1.0 g 黄油并加入 5.0 mL 乙腈饱和的正己烷进行
萃取。将该混合物涡旋混合以溶解黄油，向其中加入
10 mL 正己烷饱和的乙腈，再次涡旋混合 1 分钟，静置直
至发生分层。收集乙腈层，并采用正己烷饱和的乙腈再
次进行萃取。将收集的乙腈混合，并用氮气流浓缩至
1 mL 的体积，然后用异丙醇配制成 2 mL。使用安捷伦
0.2 µm 再生纤维素膜过滤器（部件号 5064-8222）对这些
溶液进行过滤，然后将其转移至自动进样器样品瓶中等
待进样。

结果与讨论
选择性比较
Poroshell 120 色谱柱填充表面多孔颗粒填料，具有类似
于亚 2 µm 颗粒的性能，而背压比填充亚 2 µm 颗粒的色
谱柱低 40%-50%。最近推出了可用于 Poroshell 120 色谱
柱的新型固定相，使这种色谱柱可通过改变选择性来进
行方法开发。
随后尝试采用各种键合相进行方法开发，证明可以由这
些色谱柱轻松获得不同的选择性。图 1 和图 2 为采用乙
酸:甲醇和乙酸:乙腈流动相的五种不同反相方法所得到
的叠加色谱图。除采用 Poroshell 120 Bonus-RP 色谱柱和
甲醇有机相这一条件外，所有色谱方法均获得了对称的
峰形。这可能是由 Poroshell Bonus-RP 键合相中嵌入的酰
胺基团引起的，流动相中含甲醇时，与酸性分析物具有
很强的氢键吸引作用。
五种色谱柱之间选择性的差异由键合相的差异造成，例
如键合类型、封端以及二氧化硅表面硅醇基的含量和类
型。影响选择性的其他因素（包括流动相组成、温度和
pH）在本研究中完全相同。这五种键合相均以 2.7 µm

Poroshell 120 表面多孔二氧化硅为基础。其中包括高度
封端的 EC-C18 色谱柱，可提供最佳的总体峰形；SB-C18

和 SB-Aq 未封端色谱柱，与硅醇基发生相互作用，并提
供 C18 固定相的可替代选择性；Bonus-RP，可提供独特
选择性的极性嵌入式胺类分析专用柱；以及 Phenyl-Hexyl

键合色谱柱，改善了对芳香族化合物的选择性。
采用乙腈/1.5% 乙酸作为流动相时，Phenyl-Hexyl 和 EC-

C18 色谱柱无法很好地分离峰 6 和峰 7。SB-C18 和 SB-Aq

均可分离所有九个峰，但 SB-C18 相比 SB-Aq 具有更长的
保留时间，且峰 6 和峰 7 之间的分离度较差。将流动相
改为甲醇:1.5% 乙酸时，所有色谱柱上的洗脱顺序均发生
变化，且若干峰的分离度较差，但 SB-Aq 仍可很好地分
离全部九种化合物。在 SB-Aq 色谱柱上对两种流动相进
行了仔细比较，采用乙腈:1.5% 乙酸能够使所有化合物获
得更出色的分离度和更高的性能。因此，选择 Poroshell

120 SB-Aq 并以乙腈:1.5% 乙酸作为流动相进行进一步方
法开发。
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图 1. 在选择性不同的各种 Agilent Poroshell 120 固定相上获得的乙腈:1.5% 乙酸中九种抗氧化剂的色谱图
条件，图 1

洗脱液：                    A 1.5% 乙酸，B 乙腈
进样量：                    2 µL 10 ppm 混合物，溶于 10% 甲醇中
流速：                         0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)                              %B

                                       0                                               25

                                       0.5                                            25

                                       5                                               80

                                       8                                               80

柱温：                         40 °C

检测器：                    UV，280 nm
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图 2. 在选择性不同的各种 Agilent Poroshell 120 固定相上获得的甲醇:1.5% 乙酸中九种抗氧化剂的色谱图
条件，图 2

洗脱液：                    A 1.5% 乙酸，B 甲醇
进样量：                    2 µL 10 ppm 混合物，溶于 10% 甲醇中
流速：                         0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)                              %B

                                       0                                               40

                                       1                                               40

                                       5                                               80

                                       8                                               80

柱温：                         40 °C

检测器：                    UV，280 nm
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在 Poroshell 120 SB-Aq 上的方法开发
方法应按照上文有关 Poroshell 120 SB-Aq 和乙腈:1.5% 乙
酸流动相的描述进行调整，但实际样品（黄油）比标准
品更复杂。在处理黄油中的干扰组分时，为获得良好的
分离，可调整梯度以使目标抗氧化剂获得理想的分离度。

图 3 显示了在改进的梯度下，九种 10 ppm 抗氧化剂所得
到的色谱图。所有化合物都具有对称的峰形，最后一个
峰的洗脱时间从原梯度下的 5.2 分钟延长至 8.5 分钟。实
际样品分离必须使用稍长一些的梯度，以获得理想的
分离。

图 3. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离 10 ppm 标准品所得到的色谱图
条件，图 3

洗脱液：                     A 1.5% 乙酸，B 乙腈
进样量：                     2 µL 10 ppm 混合物，溶于 50% 乙腈/50% 异丙醇中
流速：                          0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)           %B

                                       0                            10

                                       9                            75

                                       10                          95

停止时间：                 15 分钟
柱温：                          40 °C

检测器：                     UV，280 nm
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利用紫外检测器在 280 nm 下得到的线性相关系数和检测
限 (LOD) 数据如表 2 所示。所有九种化合物的线性系数
均非常出色。在信噪比为 3 的情况下计算得到 LOD。所
有抗氧化剂的 LOD 均小于等于 0.1 ppm。这相当于黄油样
品中的 0.2 mg/kg 左右或更低。
稳定的保留时间对于准确鉴定复杂食品基质中的分析物
至关重要。图 4 显示了对 1 ppm 混标进行八次连续进样
所得到的叠加色谱图。所有峰的保留时间均具有良好的
重现性，在 Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱上进行八次重复进
样所得的峰保留时间的相对标准偏差均小于 0.1%。

图 4. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱对 1 ppm 标准品进样八次所得到的叠加色谱图。条件与图 3 相同

表 2. 九种抗氧化剂的线性相关系数和理论 LOD

编号 名称 校准曲线 范围
(ppm)

相关
系数

LOD 

（信噪比 = 3）
(ppm)

1 PG Y = 9.144X +0.936 0.2-10 0.9997 0.046

2 THBP Y = 10.075X + 1.028 0.2-10 0.9998 0.039

3 TBHQ Y = 2.815X + 0.309 0.2-10 0.9997 0.074

4 NDGA Y = 3.659X +0.306 0.2-10 0.9997 0.111

5 BHA Y = 2.631 X +0.330 0.2-10 0.9997 0.082

6 OG Y = 5.796 X +0.550 0.2-10 0.9997 0.037

7 Ionox-100 Y = 1.132 X + 0.130 0.2-10 0.9994 0.200

8 DG Y = 5.208X + 0.112 0.2-10 0.9995 0.090

9 BHT Y = 1.709 X +0.463 0.2-10 0.9992 0.118
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对五种不同黄油的萃取物（图 5）和 1 ppm 加标黄油
（图 6）进行分析，以考察系统适用性。将样品与 1 ppm

加标样品的色谱图进行比较，可以看到黄油基质中的额
外峰，但对标准峰仅产生了几个干扰峰。例如，峰 3 在
未加标的样品 1 和样品 5 中难以区分，而峰 9 则在未加

图 5. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离五种不同的黄油。条件与图 3 相同

标样品 2 中难以区分。尽管存在一些干扰物质，但使用
该 HPLC 方法仍可测量黄油中 ppm 级抗氧化剂的含量。
如果需要较低含量的 LOD，三重四极杆质谱仪将是更理
想的检测器选择。
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结论
Agilent Poroshell 120 色谱柱填充表面多孔颗粒填料，具有
类似于亚 2 µm 颗粒的性能，而背压比填充亚 2 µm 颗粒的
色谱柱低 40%-50%。最近推出的 Poroshell 120 色谱柱的新
型固定相使它们能够通过多种化学键合相提供独特而不
同的选择性，适用于方法开发过程。
将 Poroshell 120 SB-Aq 与 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪
结合使用，开发出一种用于测定黄油中抗氧化剂的快速
分析方法。分析时间可缩短至 15 分钟，仅为传统 5 µm

色谱柱分析时间的三分之一。对黄油样品和加标黄油样
品进行萃取，并考察系统适用性。最终获得了 ppm 级的
满意结果。所开发的方法适用于食品行业的 QC 实验室
对黄油中的抗氧化剂进行分析。
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更多信息
这些数据仅代表典型的结果。有关我们的产品与服务的
详细信息，请访问我们的网站 www.agilent.com。

图 6. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离加入 1 ppm 标准品的五种不同的黄油。条件与图 3 相同
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