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阴离子交换色谱柱保留特性的变化规律及应对措施
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摘　要 : 选择对二甲苯氧化体系的高效液相色谱分析为研究对象 , 详细考察了阴离子交换色谱柱保留特性的

变化 , 在整个色谱柱寿命期间 (进样超过 1 000次 ) , 全程采集了保留时间、分离度等数据。在此基础上 , 得

出色谱柱保留特性的变化规律 , 并提出了相应的应对措施 , 把整个色谱柱寿命分成 3个阶段 , 分别采用不同

条件的流动相。
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Ab s trac t: Focusing on the HPLC analysis of the oxidation system of p2xylene, this research has in2
vestigated the changes of retention characteristics of anion exchange columns by analysis data such as

retention time, resolution through the whole lifecycle of anion exchange column ( injecting times are o2
ver 1 000). The changing rules of anion exchange column were summarised and the counter measures

were p roposed. The whole lifecycle were divided as three periods and different mobile phase was

used.
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对于在水溶液中形成阴离子的化合物 , 阴离子交换高效液相色谱是有效的分离方法。阴离子交换

色谱柱的稳定性不及反相色谱柱 , 随着进样次数的增加 , 其保留特性会逐渐发生变化 , 并且在色谱柱

的整个寿命周期中 , 这种变化较大。在查阅有关阴离子交换高效液相色谱方法的文献中 , 相同的分析

对象、相同的色谱柱 , 研究者会采用不同的流动相 [ 1 - 4 ] , 这可能与研究者使用的色谱柱处于不同的使

用阶段有关。

目前 , 尚未见文献对阴离子交换色谱柱的保留特性变化规律进行总结。本实验以 Zorbax SAX阴离

子交换色谱柱分析对二甲苯氧化体系为例 , 分析了阴离子交换色谱柱的保留特性变化规律 , 并提出了

应对措施。

1　实验部分

111　仪器与试剂

HP1100高效液相色谱系统 (安捷伦科技有限公司 ) , 配置 Zorbax SAX阴离子交换色谱柱及 HP

ChemStation化学工作站等 ; PHS23型酸度计。

乙腈、甲醇 , HPLC级 ; 磷酸二氢铵、氨水、磷酸 , 均为分析纯 ; 标准样品对羧基苯甲醛 ( 42
CBA)、对羧基苯甲醇 (42HMBA )、苯甲酸 (BA )和对甲基苯甲酸 ( PTA)分别为日本和德国进口试剂 , 对

苯二甲酸 ( TA )为上海试剂一厂产品。
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112　流动相的配制

根据实验所需的缓冲溶液浓度 , 称取相应量的磷酸二氢铵 , 加重蒸水溶解后 , 再根据实验所需的

量加入有机溶剂 (乙腈或甲醇 ) , 然后定容。将上述溶液转移至烧杯中 , 在搅拌下用氨水调节 pH值 ,

用 0145μm的滤膜过滤。

113　标准溶液的配制

准确称取 42CBA、42HMBA、BA、 PT酸和 TA标准品各 015 g, 置于 100 mL 烧杯中 , 加水约 50

mL, 滴加氨水适量使之溶解 , 转移至 250 mL容量瓶中 , 用流动相稀释至刻度 , 作为标准储备液 , 质

量浓度为 2 000 mg/L 。使用时稀释至适当浓度。

2　结果与讨论

211　各组分保留时间变化规律

新柱对各组分的保留较强 , 故选用的流动相的洗脱能力也应较大。随着进样次数的增加 , 柱上的

离子交换基团逐渐失活 , 对组分的保留逐渐减弱 , 各组分的保留时间会减小 , 致使相关组分的分离度

过小。这时 , 便需要减小流动相的洗脱强度 , 增加保留时间 , 以保证足够的分离度。

对于阴离子交换色谱可以通过调节缓冲溶液的浓度和流动相 pH值来调节流动相的洗脱强度。缓

冲溶液浓度越大、流动相的 pH值越高 , 洗脱强度就越大。色谱柱从启用到报废 , 流动相的调整往往

不止 1次。就对二甲苯氧化体系的分析而言 , 随着进样次数 ( injecting times)的增加 , 先后需采用 3种

洗脱强度的流动相 , 见表 1。

表 1　色谱柱不同使用阶段所采用的流动相
Table 1　The condition of mobile phase in each period of lifecycle of the column

Period Injecting times n
Concentration of buffer

c / (mol·L - 1 )
pH of mobile phase

Concentration of organic solvent

φ/%

Ⅰ 1～206 0120 518 10

Ⅱ 207～489 0120 413 10

Ⅲ 490～1 195 0115 410 10

　　表 1的数据描述的是一支色谱柱的使用状况。对于不同序列号 ( serial number)的色谱柱和不同的使

用过程 , 流动相的调整时间及其组成、色谱柱的寿命等会稍有不同 , 但变化规律是一致的。

各阶段、各组分的保留时间随进样次数的变化见图 1。

图 1　阶段 Ⅰ (A)、阶段 Ⅱ (B)及阶段 Ⅲ (C)各组分保留时间的变化

Fig11　Changes of retention times in period Ⅰ (A) , period Ⅱ (B) and period Ⅲ (C)

实验表明 , 随着进样次数的增加 , 色谱柱的保留特性持续发生变化 , 各组分的保留时间总的趋势

都在减小。TA作为二元酸对离子交换色谱柱的保留特性变化最敏感 , 其保留时间变化最大。随着进样

次数的增加 , 色谱柱的稳定性增加。进样约 500次以后 , 各组分保留时间的变化明显减缓。

212　分离度变化

在色谱柱工作的各个阶段 , 组分间分离度的变化较为复杂 , 影响色谱分离的控制因素 (关键组分

对 )也会发生变化。这主要是由于离子交换色谱体系中存在着多种电离平衡 , 它们共同影响着体系的色

谱行为。
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在离子交换色谱中 , 存在着 3种电离平衡 , 分别是样品组分的

电离平衡、流动相中缓冲溶液的电离平衡、柱上离子交换基团的电

离平衡。色谱柱保留行为的变化、流动相组成的调整 , 会综合影响

到上述的电离平衡 , 这种影响较为复杂 , 并不是一致的。如提高流

动相的 pH值 , 会促进流动相的电离 , 增加流动相的洗脱强度 , 减

小样品组分的保留 ; pH值的增加同时又会促进样品的电离 , 增加

样品组分的保留 , 同时还会抑制色谱柱上硅烷铵盐的电离 , 减小样

品组分的保留。样品组分在柱上的保留时间 , 取决于上述 3种电离

平衡的综合作用。所以组分的保留时间和组分之间分离度的变化 ,

并不是单调的。

在阶段 Ⅰ, 虽然色谱柱对各组分保留较强 , 但 42CBA 和 42
HMBA的分离度却不太令人满意 , 开始只有 1138, 并且逐渐减小 ,

直至无法分离 (见图 2)。该阶段 42CBA和 42HMBA的分离是色谱分

离的控制因素。

阶段 Ⅱ切换了有机溶剂后 , 42CBA和 42HMBA能保持良好的分

离 (关于通过切换有机溶剂改善 42CBA和 42HMBA分离的讨论详见

“213”) , 由于 42CBA的保留时间略有增大 (见图 1B ) , 使得 42CBA

和 42HMBA的分离度亦有所增加 , 达到了 318 。然而 42CBA 和

BA、PTA和 TA的分离度逐渐减小 , 直至无法分离 (见图 3)。到了

阶段 Ⅱ, 42CBA和 BA、PTA和 TA的分离成为色谱分离的控制因

素。

在阶段 Ⅲ, 再一次调整流动相 , 降低其洗脱强度后 , 各组分能

良好分离 , 并且 TA的保留时间在 7 m in左右 , 分析周期较短。在

该阶段 , 色谱柱的性能逐渐稳定 , 各组分的保留时间和分离度变化

都较为缓慢 , 故这种分离良好的状态能维持较长的时间 , 可进样

500～600次 , 在色谱柱使用后期 , TA的保留时间小于 6 m in时 ,

PTA和 TA、42CBA和 BA将无法分离 , 这时的进样次数已超过 1

000次 , 应更换新色谱柱。阶段 Ⅲ的色谱图见图 4。

213　4 2CBA和 4 2HMBA的特殊选择性及应对方法　

在对二甲苯氧化体系的分析中 , 42CBA和 42HMBA的分离较为

特殊。不同阶段的色谱柱 , 对这两种物质有不同的选择性。新柱对

42HMBA保留较强 , 42CBA先出峰 ; 但是随着进样次数的增加 , 42
HMBA保留减弱的速度较 42CBA 快 , 到色谱柱使用一定阶段时 ,

它的色谱峰会跑到 42CBA的前面。这使得在色谱柱使用的某一阶

段 (一般在进样 200次左右 ) , 这两种物质很难分离。实验表明 , 通过调整缓冲溶液的浓度和流动相的

pH值仍无法实现该物质对的分离。

考虑到 42HMBA的分子中含有羟基 , 根据相似相溶原理 , 采用含有羟基的甲醇代替乙腈作为流动

相中的有机溶剂 , 并辅以缓冲溶液的调整 , 成功地改变了保留的选择性 , 42CBA和 42HMBA达到了基

线分离。采用的流动相条件 : 有机溶剂为甲醇 10% (体积分数 ) , 磷酸二氢铵浓度为 0120 mol/L ,

pH 413。
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