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目J 己

    分析化学是大学化学类各专业的基础课程之一。在过去的50年中，复旦大学化学系对

分析化学基础课程进行了多次重大的改革。1961年对分析化学课程进行了两项改革，其一

是定性分析部分并入一年级的无机化学课程，其二是在传统的 “分析化学 (一)”(定量化学

分析)之后，增加以仪器分析为内容的 “分析化学 (二)”。实践表明，这两项改革，方向正

确，教学效果很好。20世纪80年代初，又对教材内容进行重新编写，更名为 《定量分析》

和 《仪器分析》(复旦版)出版，构成了完整的分析化学基础课教材。这一成果对推动我国

化学专业的分析化学基础课程改革起了积极作用。

    20世纪后半叶分析化学的飞速发展表明，有必要对分析化学的基础内容作出调整和充

实。1994年我们尝试把原来的定量分析课程与仪器分析课程合并，根据分析化学的知识结

构特点，把课程的目标定格在所需要解决的问题上，兼顾测试方法与手段，重新组合课程内

容，设立以定量分析为主线的分析化学课程及以结构分析为主线的谱学导论课程。复旦大学

化学系把这一改革纳入复旦大学化学类专业课程体系改革的总方案 (此方案在2002年获上

海市优秀教学成果奖)中，并在实践的基础上编写相应的基础课教材 《分析化学原理》及

《谱学导论》(高教版，2001年)。

    分析化学是化学测量和表征的科学，它所涉及的范围极其广泛。从方法和手段上讲，它

涉及现代科学技术的各个领域，包括化学、物理学、生物学、数学、计算机科学等;从研究

的物质对象上讲，可以是无机物、有机物和生物物质;从测量的信息特征上讲，它是在分

子、原子水平上认知物质，即进行定性、定量或结构的测定，测量对象的认知区位可以是整

体的、表面的、微区的，获得信息的测量环境可以是离线的、在线的或是原位的。显然，由

这 “三维坐标”组成的立体空Ii1表明，分析化学拥有庞大的知识容量。如何取舍本教材的编

写内容，我们遵循着以下几个原则。

    ① 其内容应满足教育部颁发的 “化学专业本科基本培养规格和基本教学要求”以及

“化学专业和应用化学专业化学教学基本内容”的要求。

    ② 围绕课程的主要教学目标，针对测定各类物质从常量组分至痕量组分，建立起系统

的 “量”的相关概念。以此，提炼基本概念、基本理论，取舍基础内容，在提供科学研究的

基础和实际应用间寻求平衡点。

    ③ 从有利于科学思维和方法的训练出发，注意适当的理论深度，同时引入必要的学科

前沿知识，介绍学科发展的轨迹，以启迪创新意识。

    根据以上原则，作者在近20年的教学实践中逐渐形成了本教材的编写体系。在第1, 2

章对分析化学和定量分析的概念作简要介绍之后，按化学分析法、电化学分析法、光学分析

法、分离分析法和化学计量学初步及分析过程五部分编写。与20世纪80年代两本复旦版的

分析化学教材相比，提炼压缩了经典化学分析方法的内容，在电化学分析法中引入了生物电

化学传感器、微电极及化学修饰电极等内容;光学分析法主要讨论以定量分析为主的光学光

谱区域的各种分析方法，加强了现代光谱分析方法的内容;在分离分析方法中以色谱分析法

为重点，加强了高效液相色谱的内容，新增了毛细管电泳分析及分析化学中的联用技术。化



学计量学的发展已使它成为分析化学基础理论的组成部分，教材中以单独立篇的方式加以介

绍，以示这一内容在基础教材中的应有地位，在第五篇中同时介绍数据的统计处理、分析测

量的质量控制、测量的不确定度、分析试验设计、多元校准方法等内容。最后一章分析过程

向读者介绍如何开展分析工作，作为本教材的总结，并对流动注射技术及过程分析化学作简

要介绍。本书主要讨论上述内容的基本原理及概念，因此取名为 《分析化学原理》。但要真

正理解和掌握所学的分析方法，还要与实验课程相结合，才能收到较好的效果。

    分析化学中涉及的内容很多，我们仅选择一些重要的方法加以介绍，使学生掌握有关方

法和测量的基本原理，了解它的应用特点，以便在今后的工作和学习中开拓思路，为深入学

习提供基础。由于具体的分析方法众多，又涉及多种学科的基础知识，在教学实践中我们始

终把握住以物质量的测量为主线索，把不同的方法串联起来，教学中仅讲授教材中的主要内

容。我们尝试过108学时，90学时，甚至于72学时 (辅以多媒体教学手段)实施教学。许

多内容，特别是叙述性内容可由学生自学，通过比较、归纳等学习方法掌握知识，同时训练

学生归纳思维的能力。近年来的讲授表明，这样做可收到较好的教学效果。

    本教材在编写过程中，尽量注意其易读性，以便于学生自学。每章后给出基本的问题与

习题，在 “嵌”号之后的则是一些进一步思考的问题和习题、在每篇后还推荐了一批阅读材

料，引导学生进一步深入学习，拓宽知识面，加深对教材内容的理解。

    本书的编写得到了教育部人才培养基地创名牌课程项目和 “十五”复旦大学教材建设项

目的支持，并始终得到了化学系领导的大力支持;得到了陶增宁教授、朱世盛教授、杨尤源

教授的热情鼓励;孔继烈、张祥民、陈治江、袁双生、邱德仁、汪乃兴、邓家棋等教授对教

材原稿的部分章节的审阅，或对编写提供宝贵的资料或建议，在此由衷地向他们表示深深的

感谢。

    作者还要感谢章慧琴、董芳女士，她们为本教材打字绘图，付出了辛勤劳动。

    在本教材编写过程中，参考了本教材所列的国内外有关著作，从中得到了许多启发和收

益，在此一并表示感谢。

    本教材的编写是教学改革的一种尝试，有些问题有待于作进一步的推敲，错漏和不当之

处也难以避免，恳请读者批评指正。

  编 者

2004年 3月
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第19章 色谱分析法导论

Introduction to Chromatography

    最早发现色谱分离方法的是俄国植物学家茨维特 (玖BeT). 1903年他把植物的石油醚浸

取液通过装有碳酸钙填充料的玻璃管，在柱管上形成了不同颜色的色带，茨维特称之为 “色

谱”，并浸取各个色带中组分，分离得到浸取液中叶绿素和其他物质。利用色谱分离技术，

再结合适当的检测手段，对多组分混合物进行分析测定的方法就叫做色谱分析法，简称为色

谱法，又称为色层分析法或层析法。

    在色谱的发展史上，1940-1943年蒂西利斯 (A. W. K. Tiselius)在吸附色谱和电泳方

面的贡献;1941年马丁 (A. J. P. Martin)及辛格 (R. L. M. Synge)在发明分配色谱方面的

贡献，使他们分别在1948年和1952年获得诺贝尔化学奖。特别是马丁等的工作，不仅建立

了色谱塔板理论，发明了液一液分配色谱，而且对色谱法的发展做出了杰出的预言，直接推

进20世纪50年代初气相色谱法及60年代末高效液相色谱法的产生，从而使色谱法成为分

析化学的重要分支。80年代以来高效毛细管电泳的发展，又为生物大分子的分离和检测提

供了新手段。

    本章将介绍现代色谱法的一些重要概念、基本理论和方法。随后3章中将以色谱发展中

的几次重大创新和突破为线索，依次介绍气相色谱法、高效液相色谱法、高效毛细管电泳法

以及某些相关技术。

19.1 色谱分离

    19. 1. 1 色谱分离的定义及分类

    19.1.1.1 色谱分离的定义

    色谱分离的基本原理是利用不同物质的性质，如吸附、分配、离子交换、亲和力、分子

尺寸等的微小差别，当不同组分在相互不溶的两相，即固定相 (stationary phase)和流动相

(mobile phase)之间做相对运动时，组分由于在两相间连续多次的质量交换，从而使不同

组分获得分离。例如不同物质在不同的两相间具有不同的分配系数，当两相作相对移动时，

被测物质能在两相间进行多次分配，从而使得有微小差异的不同物质得到分离。

    现在较普遍的、公认的色谱定义由吉丁斯 (Giddings)提出。色谱是指由于物质的吸着

程度不同，在外加流体作用下引起微小的滞留作用的差异而获得分离。也有人把色谱定义为

是一种根据分子的不同迁移速度达到分离的方法。不同的定义引申的具体方法变体不同，所

指的色谱范围也不同，尔后一种定义有更宽的范围，包括了电泳等方法。本章的讨论从普遍

的定义出发。

    19.1.1.2 色谱的分类

    色谱法的种类可以按以下原则进行分类，从而形成各种变体。对同一色谱过程，可以冠

以不同的名称。

    (1)按固定相和流动相的物质状态不同 色谱分析可分为用气体作为流动相的气相色谱
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法 (gas chromatography, GC)，用液体作为流动相的液相色谱法 (liquid chromatography,

LC)，用超临界流体作为流动相的超临界流色谱法 (supercritical fluid chromatography,

SFC);又因为固定相也有不同的状态，因此它们的组合就有了以下的分类:

    气相色谱 气固色谱 (GSC):固定相为固体吸附剂。

              气液色谱 (GLC):固定相为液体 (涂布在担体或毛细管壁上)。

    液相色谱 液固色谱 (LSO :固定相为固体吸附剂。

              液液色谱 (LLC) :固定相为液体 (涂布在担体上)。

    超临界流色谱 (SFC):固定相为液体 (涂布在担体或毛细管壁上)。

    (2)按被测物质在两相之间相互作用时的行为不同，即分离机理上的不同 色谱分析法

可分为吸附色谱法 (adsorption chromatography)、分配色谱法 (partition chromatogra-

phy)、离子交换色谱法 (ion exchange chromatography)等。

    (3)按固定相的形状不同 色谱分析法可分为柱色谱法 (column chromatography)和

平板色谱 (planar chromatography)。按平板色谱的材料不同又可分为薄层色谱法 (thin

layer chromatography)和纸色谱法 (paper chromatography)等。

    (4)按色谱的操作方式不同 色谱分析法可分为以试样气体作流动相的前沿法 (frontal

method)，以吸附能力或其他作用能力比被测物质组分强的组分作流动相的置换法 (dis-

placement method)，以及吸附能力或其他作用能力比被分离组分弱的物质作流动相的淋洗

法 (elution method)。

    此外，还有按组分在两相间的浓度关系，可分为线性或非线性色谱。

    在本章讨论中，以使用最为普遍的气液色谱、分配色谱、柱色谱、淋洗法，并在两相间

具有线性的浓度关系为重点。

    19.1-1.3 色谱法的特点及发展

    与其他分析方法相比较，色谱法的最大特点是能在分析过程中分离出纯物质，并可测定

该物质的含量。此外还有着高效、快速、灵敏、样品量少、适用范围广等特点。

    一般而言，色谱的定性分析能力要差一些，通常需要用纯物质进行对照。近年来，色

谱一红外光谱、色谱一质谱等联用技术的发展，为色谱分析拓展了更广泛的应用空间。

    随着分离要求的不断提高，现已发展了多维色谱技术，这种技术不仅是同一种色谱变体

的多根性能不同色谱柱的联用，如双柱或多柱气相色谱分离;而且还可以是不同色谱变体间

分离柱的联用，如高效液相色谱分离柱与毛细管电泳柱间的分离联用。联用技术满足了复杂

的多组分样品，如生物样品、环境样品及天然药物成分的分离分析。

    还需要指出的是，色谱分析与其他方法相比，它的分析系统要复杂一些，信息的提取也

要困难一些。应用计算机技术，优化色谱条件和方法，并实现智能化，也是当前色谱发展的

重要方向之一。

    19. 1. 2 平板色谱分离

    19.1.2.1 纸色谱

    (1)方法 纸色谱是用滤纸作支持体的一种色谱分离法。以滤纸纤维所吸附的水作为固

定相，用有机溶剂作流动相 [又称展开剂 (developer)]，就是一般的正相 (normal phase)
纸色谱法。由于滤纸纤维上的经基常与水以氢键相连，结合比较稳定，所以，有些与水互溶

的有机溶剂如乙醇、丙酮等，也能与水形成类似不相混溶的两相。若滤纸经硅烷化处理后用
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第4篇 分离分析法

含萃取剂的溶剂充分浸透，待溶剂挥发后便形成固定相，再以水相作为展开剂，就是反相

(reversed phase)纸色谱法。

    分离时，在滤纸一端用毛细管点加少量待分离试液，待干后，将滤纸悬挂在密闭的色谱

缸中，点有试液的一端接触缸底的展开剂。由于毛细作用，展开剂自下而上不断上升，试液

中的溶质被携带上升并在固定相和流动相之间反复分配。不同溶质的分配比不同，因而各自

按不同速度上升。当展开剂上升至接近纸条上部边缘时，用铅笔划出前沿线，干燥。若被分

离物质是有色的，就可看到各组分的色斑;若被分离物质无色，需以合适的反应使之显色，

标记各斑点。对于荧光物质的分离，可在紫外灯下标记各斑点。剪下各个色斑，用溶剂浸取

后进行定量测定。

    (2)比移值R、 纸色谱中，各种组分的分离情况常用比移值 (flow rate) R:来衡量。

                y

          丈 l

                    {
          丈 l

                    {

/ 户 少 /
试液(A十B)  A组分斑点 B组分斑点 溶剂前沿
点样位置

图19-1 纸色谱分离后的斑点及其比移值的计算

Rf值是组分斑点中心移动的距离与流动相前

沿移动距离的比值，在。-1之间。两种物质

的R，值相差越大，分离效果越好。如图19-1

所示，根据溶剂和A, B组分的移动距离可

算出A与B两种物质的比移值。其中A组分

的Rf一分，“组分的Rf一誉·
    在一定条件下尺，值是物质的特征值，可

以利用Rf值进行定性鉴定。但影响R、值的因素很多，所以一般采用已知的标准样品与未知

试样在同一操作过程中作对照。

    纸色谱法分离效率高，取样少，方法简单、快速、经济，适用于微量物质的分离分析。

    19.1.2.2 薄层色谱

    (1)方法 薄层色谱亦称薄板色谱。该法是在一平滑的薄板上均匀涂布一薄层硅胶或活

性氧化铝等吸附剂作为固定相，或作为负载固定相的支持体;用展开剂渗过固定相，使试样

展开、分离。薄层色谱的操作方法和纸上色谱相似，分离情况也用比移值Rf来衡量。另外

还用分离度RS来衡量各斑点分离的程度

R、二二
        乙

x一y

6:十6f
(19-1)

式中，x-y表示两个斑点中心的距离;。，、6:表示斑点宽度的标准差。显然，分离度显示

了分离过程中各种原因引起斑点扩散、导致斑点间分离程度降低的状况。当RS=0.5时，

两斑点的间隔x-y为，Z十。I --26i，这时的分离称为 “2。分离”，两斑点间约有20%的重

叠;当RS=1即 “4，分离”时，还有3%的重叠。为避免定量分析的误差，至少要达到 “4Q

分离”。在有 “拖尾”现象时，需要达到 “10，分离”。

    薄层色谱中使用各种吸附剂，它被制成均匀的细颗粒 (通过20。以上筛目)，豁附

在薄板上，形成均匀薄层，如硅胶常用于正相薄层色谱，聚四氟乙烯等常用于反相薄

层色谱。吸附剂中加人胶a剂如硫酸钙、聚乙烯醇、淀粉等，以保证薄层牢固性。其

制备方法是用胶a剂溶液把吸附剂调成糊状，均匀涂布于薄板上，再在一定温度下活

化、备用。

    (2)特点及应用 薄层色谱展开快，操作更方便，比纸色谱的可分离量大，拖尾倾向

小，重现性好，分离能力强，检测灵敏度高。
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第19章 色谱分析法导论

    薄层色谱法在无机分析中已成功地用于稀土元素、婀系元素等难分离元素的分离

上，例如用三异辛胺 (TIOA)的反相薄层色谱可使 U (yI)与 Mo, Co, Ni, Zr, Th

等元素分离开来。薄层色谱法在有机分析中的应用更为广泛，例如五个苯环构成的3,

4一苯并花是一种致癌物质，食品和环境样品中的痕量 3,4一苯并花可用薄层色谱法进行

分离、富集和测定。方法是:将样品用环己酮或石油醚提取并浓缩，选用硅胶G (含有

5%-20%熟石膏的硅胶)制备的薄板，将浓缩的试样和标准样点样对照，以异辛烷和

氯仿的1:2混合液作为展开剂，使3,4一苯并花与其他组分分离。将分离后的样品斑点

取下，用乙醚浸取，转移至H2SO;体系中测量其荧光强度，与标准样的荧光强度比较

就可测得试样中3,4一苯并花的含量。也可直接测出薄板上斑点的面积大小或荧光强度，

进行半定量分析。现代的薄层扫描装置还可以对所测面积的荧光信号强度积分，以此

来进行定量分析。

    19. 1.3 柱色谱分离

    19.1.3.1 柱色谱过程

    柱色谱分离使用色谱柱 (chromatographic column)，它是由色谱固定相充填在惰性材质

的圆柱管体内构成。以分配色谱为例，固定相是将固定液涂渍在有化学惰性的多孔材料 [载

体 (carrier)〕上或空心柱管内。当试样组分在气体或液体流动相中，并在柱管内移动时，

同时在气液间或液液间进行不断地反复分配，因各组分的分配系数不同，各组分逐一在柱后

流出，实现了组分分离。现代柱色谱法配有专门的检测器，对分离后各组分直接进行测量。

试样中各组分在色谱柱内获得分离后，按先后顺序流经检测器，检测器将流动相中各组分浓

度的变化转换为可检测的电信号，由记录仪记录下信号一时间曲线，这一曲线称为色谱图

(chromatogram)，也称色谱流出曲线。
    19.1.3.2 色谱图及相关术语

    (1)色谱图 色谱图记录了色谱分离过程，反映了试样组分在色谱柱或色谱体系内的运

行特点;反映了试样中不同组分在柱内的

差速迁移，及同一组分分子在柱内迁移过

程中的分子分布离散形成的浓度分布。从

而在色谱图上形成组分流出时间的差异，

以及形成峰形的强度信号分布。色谱图也

就成了色谱分析定性定量的依据，也是研

究色谱过程机理的依据。

    在淋洗法色谱过程中，检测器输出的

信号有两种形式，即微分曲线与积分曲

图19-2 气相色谱的典型流出曲线

    (a)微分曲线;(b)积分曲线

线，如图19-2所示。常见的色谱图是微分形式，它可用专门的术语来描述，如图 19-3

所示 。

    (2)术语

    ①基线 ((base line)。色谱柱后没有试样组分流出时的流出曲线，称为基线。见图19-2

中of线。在实验条件稳定时，为平行于横坐标的水平直线。它表示只有流动相通过检测器，

没有发生组成上的变化。

    ②保留值 ((retention)的表示。表示试样中被分离的各组分在柱内停留时间的数值，
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卜一一一一二匕一一一一洲
{，M tR !

图19-3 色谱图的基本术语示意

是各组分在色谱柱内差速迁移的反映。通常它可用时间或用将组分带出色谱柱的流动相的体

积来表示。在同一流动相流速及记录纸速时，也可用色谱图上的距离来表示。

    保留值反映了被分离的组分在性质上的差异，据此可进行定性判断。同时保留值也反映

了组分分子与固定相之间的作用力，所以对色谱过程的机理研究有着重要的作用。

    a.用时间表示的保留值

    (a)死时间 (dead time) tM。惰性物质流过色谱柱所需的时间。

    (b)保留时间 (retention time) tR。试样组分通过色谱柱所需的时间，也就是待测组分

从进样开始后到柱后出现信号极大值时所需的时间。

    (c)调整保留时间 (adjusted retention time) tR'。扣除了死时间的保留时间，表示试样
组分通过色谱柱时，固定相所滞留的时间，即

tR  =  tR一 tM (19-2)

    b。用体积表示的保留值

    (a)死体积 (dead volume) VM。惰性物质从进样到柱后出现信号极大点时所通过的流

动相的体积。它与死时间的关系为

VM=tM Fo (19-3)

    式中，Fo为色谱柱出口处的流动相的体积流速 (通常用校正后的体积流速)。

    (b)保留体积 (retention volume) VR。试样组分通过色谱柱所需的流动相的体积，即

进样开始后到柱后出现待测组分信号极大点时所通过的流动相的体积。并有

VR = tR FO (19-4)

    (c)调整保留体积 (adjusted retention volume) VR'。从保留体积中扣除死体积后的

体积。

VR二VR一VM 19-5

式 (19-5)表示了试样组分通过色谱柱时，由于固定相的作用所耗费的流动相体积。

    ③色谱峰的区域宽度 (peak width)表示。在色谱峰符合正态分布时，通常用以下一些

术语来定义。

    a.标准差 (standard deviation) ao 0. 607峰高h处的峰宽的一半，即峰宽为标准差。

的两倍，有
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(19-6)

    b.半峰宽 (peak width at half-height)  W1/2。又称半宽度，即为峰高一半h/2处的峰

宽。根据正态分布可求得

                                WI/2二2c丫2X1n2二2.354a        (19-7)

    c。峰底宽 (peak width at peak base) Wb。又称基底宽度，为峰两侧拐点处所作切线在

基线上截取的距离。并有

Wh=4a (19-8)

    同样，色谱峰的区域宽度也可用记录纸色谱图上的距离 (mm或cm)，或时间 (min或

s)、体积 (ml)表示。体积由时间和流动相的体积流速求出。

    【例19-1] 在某一色谱柱上，分离苯 (b)、甲苯 ((t)，测得其相应色谱峰的保留时间

分别为2. 5min和5. 5min，死时间为1. 0min，并在柱后测得流动相的体积流速经校正后为

40m1/min。求:(1)计算苯、甲苯的保留体积与调整保留体积?(2)甲苯停留在固定相中

的时间为苯的几倍?

    解 (1)苯的保留体积 VR =tRFo =2. 5 X 40=100 (ml)

    甲苯的保留体积 VR=5.5X40=217 (ml)

苯的调整保留体积

甲苯的调整保留体积

VR=(tx一try)Fo=(2.5一1.0)X40二60 (m

VR二(5. 5一1. 0) X 40=180 (ml)

(2)停留在固定相中的时间即为调整保留时间，有
5. 5一 1.0

2. 5一 1.o

4.5 _ ，、
了一-二 = 石 门首
1. b

19.2 色谱过程热力学

    混合组分在色谱柱内运行时，其不同组分在柱内作差速迁移，表现为组分先后从柱内流

出，获得分离;同时同一组分在柱内发生分子分布离散，表现在每一组分在色谱图上呈现峰

形。差速迁移是基于试样各组分与柱内流动相及固定相作用力的差异，各组分在两相中的分

布系数 (distribution coefficient)不同，对GLC或LLC来说，即为分配系数的不同，分布

系数大的迁移速度慢，分布系数最小的迁移速度快，其结果导致各组分分离。而分子分布离

散是指同一组分分子沿色谱柱迁移时发生分子分布的扩展，使同一组分分子的迁移速度不

同。因此，混合组分在色谱柱上分离的效果，取决于色谱热力学因素确定的组分间分配系数

或吸附性质等的差异，以及色谱动力学因素确定的分子分布的离散。这两个问题在本节和下

一节将分别讨论。

    19. 2. 1 分布平衡

    先将色谱过程用平衡状态的概念进行讨论。

    平衡状态是指一个体系的宏观性质不随时间而变化时体系的状态。若溶质组分在两相间

的分布达到平衡，用热力学概念来描述时，便是其自由能不再变化。

    19. 2. 1. 1 分布系数

    组分在两相中的分布平衡性质可用平衡常数或分布系数k来量度。不同色谱对分布系数

的表示有所不同。在分配色谱如GLC, LLC中，可用萃取分离中相似的原理来描述组分在
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两相中的分布，见 18. 3. 1节，即可用分配系数kd来描述，有

(19-9)cs
一
翰 

 

一一
 
 

，
祀

式中，。，为单位体积固定相中组分的质量，g/ml;   Cm为单位体积流动相中组分的质量，g/

ml。对吸附色谱，可用吸附平衡常数k。来表示，有

(19-10)

式中，C，为每克固定相中吸附组分的量，mg/g，或每平方米厘米吸附剂表面吸附组分的量，

mg/cmz ; cm为每毫升流动相中组分的量，mg/mlo

    在恒定温度下，将C，对。m作图，得到的曲线称为分布等温线或吸附等温线。线性关系

时，分布系数是一个常数，与溶质浓度无关，此时获得色谱峰为对称型。在出现向上或向下

凸形的非线性关系，即分布系数随浓度变化时，获得的色谱峰相应为拖尾或前伸色谱峰。

19.2. 1.2 分配容量

    分配容量 (partition capacity) k‘是分布平衡性质的另一个重要参数，也称为容量因子

或分配比，定义为组分在固定相和流动相中的分配质量或摩尔数之比，表示为

k'=ns csVs

nm CmVm

，V， k
左丁;一今 ~天~

  Vm 0
(19-11

式中，ns , nm依次为组分在固定相和流动相中的量;V- 呱 依次为固定相和流动相的体

积;P为Vm /Vs，称相比 (phase ratio)，是色谱柱的结构参数之一，定义为柱内流动相与固

定相的体积比。需要注意的是式 ((19-11)中认在不同原理的色谱中表示不同的含义，如吸

附色谱中表示吸附剂表面积，离子交换色谱中表示离子交换剂的质量或交换容量，凝胶色谱

中表示凝胶的孔容。分配容量与固定相、流动相性质、温度、柱结构有关，与流动相流速和

柱长无关。

    在实际工作中，k’可由测量组分在色谱中的调整保留时间和死时间的比得到

19-12

【例 19-2]

解 因为

对于一个分配比为o.2的组分，它在色谱流动相中的百分率是多少?

k'=ns/nm=0.2，所以

}-m X 100n %一n亲00%nm +ns
ns=0. 2n

nm X 100%
nm+0. 2nm一六X 100%一83. 3%

    19. 2. 2 保留值

    色谱的热力学因素主要由组分和固定相的性质决定，具体表现为色谱保留值。也就是说

组分在柱温条件下的热力学性质，组分的色谱流出的最大点的位置是受热力学因素控制的。

在气相色谱和液相色谱中，由于流动相有气态和液态的差别，造成它们保留体积的不同。

    19. 2.2. 1 气相色谱保留体积

    在19.1. 节中已经介绍了气相色谱的各种保留值的概念及表示。此外还经常用到以下

一些保留值。
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    (1)校正保留体积 (corrected retention volume) V0R

                                        以 二tR Fr        (19-13)

式中，F。为气相色谱流动相的柱内平均体积流速，常用室温、大气压下皂膜流量计 (soap

film flowmeter)在色谱柱后测量单位时间内流动相的体积，即柱后流速 F来实现，F也称

为视体积流速。

    将皂膜流量计测得的柱后体积流速应进行三项校正:①水蒸气压校正，校正皂膜流量计

测量时所处温度 (一般为室温)下的水的饱和蒸汽分压Pw的影响，②温度校正，校正因柱

温 T, (K)与柱后出口处温度，即室温 Tr (K)的差异，造成对流速的影响;③压力校正，

由于色谱柱的柱前压p，比较大，柱后出口压接近于大气压PO，造成了在色谱柱内不同位置

上的流速不同。有式

F,一“(P.-PwPO)X(瓢 (19-14)

式中，(P.-Pw) /P。为水蒸气压校正项;T, /T:为温度校正项。由皂膜流量计测得的流速

F进行上两项校正的流速，称为色谱柱出口处的流动相体积流速Fo，也称为校正体积流速。

式中1为压力校正因子或压缩性校正因子，并有

    3

1‘2
仁(p,/pa)2一1]
仁(Pi/P.),一1]

(19-15)

式中，柱的进口压P、与柱的出口压P。使用单位应一致。

    (2)净保留时间 (net retention time) tN及净保留体积 (net retention volume) VN 净

保留时间指校正气体可压缩性影响后的调整保留时间，有

N -JtR (19-16)

VN二jVR =jF,tR (19-17)

    (3)比保留体积 (specific retention volume) Vg气相色谱的比保留体积定义为单位质
量固定液由柱温换算到摄氏零度时的净保留体积VN，计算公式如下

      VN
va今 二不一

        W I

、』273. 15
入 ~一下二厂一一

      1。

tR一tM、，273. 15、，p。一Pw、，3 F(p
一一;石不一--r、一一不 1一 一/11— 之、，又~}花户宁

  W L        I。 po Z L(P

)2一11一
二二一一，二 }户
)“一 1」

(19-18)
/P
一/P

式中，WL为固定液或吸附剂质量，g; T:为柱温，K; T。为室温，K.

    Vg值校正了同一种物质在不同固定液质量上引起的保留值差异，并对柱温和压力进行

了校正。这样，校正后的Vg值仅与固定液的性质有关，便于不同实验室、不同仪器上测得

的保留值比较。因此，Vg值具有通用性，可以作为文献值用于定性分析。由于在色谱过程

中总是存在着固定液的流失，因此测得V‘值的精度就显得不够。

    19.2.2.2 液相色谱保留体积

    液相色谱的流动相常称为淋洗液或洗脱液，柱内的压力变化对淋洗液的平均体积流速影

响很小，可认为柱后测定的体积流速Fo与柱内的平均体积流速F。相等。显然，液相色谱的

保留体积VR等于校正保留体积磷 ，调整保留体积VR’便是净保留体积Vv。所以液相色谱
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中体积保留值只使用保留体积VR和调整保留体积VR

19. 2. 2. 3 相对保留值 r,

    针对V‘存在的问题，相对保留值 (relative retention value)的概念得到了应用。它定

义为被测组分与标准物的调整保留时间之比，公式为

r,。_tRl_    VR1_    Vg_k;_k,
      tR:      VC R2 豆: Vg2 kz k2

(19-19)

式中，I表示被测组分;2表示标准物。

    相对保留值也可作为定性分析依据。其优点是在相同条件下测量，可以使实验条件对保

留值的影响被抵消，从而大大地提高了保留值的精度;其缺点是标准物不统一。

    相邻两组分的相对保留值也可作为色谱系统分离的选择性指标。

    【例19-3] 分配柱色谱测定组分A, B,测得出峰时间为15. 0min和25. 0min，而另有

非滞留组分只需2. 0min即出峰。求:(1) B对A的相对保留值?(2)组分A滞留在流动相

中的时间分数 (保留比)为多少?(3)组分A的分配比为多少?

    解 (1)相对保留值 rB,A=tE,B/t'R,A=(25. 0-2. 0)/(15. 0-2. 0)二1.8

    (2)保留比为 tM/tR,A=2. 0/15. 0=1/7. 5

    (3)组分A的分配比 k' _八,It, =6. 5
    19.2.2.4 保留指数

    保留指数 (retention index)又被称为柯瓦 (Kovats)指数，在气相色谱中是将两个相

邻正构烷烃保留值的对数值的差值定为指数100，被测得的保留指数即可用下式计算

，_:nn\，/琢认一1gtRn ，_、_Inn/_，lgY(x,n)
I，一 土UU 了\ 吸不一币尸一 一一-- T-T T1 I - IVV , J.T I

              、lgtR(n+l)一 1gt Rn / 、 191(n十I,,,)
19-20)

式中，I二为待测组分的保留值指数;，认为被测物的调整保留时间;，长二、t认、:)分别为n个
碳原子数和n十I个碳原子数的正构烷烃的调整保留时间;n为正构烷烃的碳原子数;

为组分二与n碳正构烷烃的相对保留值;r(.+i,n)为n+1碳正构烷烃与n碳正构烷烃的相对

保留值。

    从定义可以看出，正构烷烃的保留指数规定为100乘碳原子数，被测物的指数可以用内

插法来进行计算，计算所得值与文献数据对照即可进行定性。

    【例19-41 在固定相为阿批松 L的气相色谱柱上，柱温 100℃时，分离乙酸正丁醋、

正庚烷及正辛烷。从色谱图上得到乙酸正丁醋的调整保留值为 310. 0mm，正庚烷为

174. 0mm，正辛烷373. 4mm，求被测物乙酸正丁醋在该色谱条件下的保留指数?

    解 由题意可知，正构庚烷，碳原子数n=7o

    根据式 ((19-20)，可得

，- IAn\i r7、1g310. 0一lg174. 0 1_二二二。
Ir一 1 vv /\ 1  l -7-}一 二又只 下—  I !一 I IJ. V

              L lgo/3.4一 lgl 14. u j

    保留指数仅与固定相的性质、柱温有关，因此，同一物质在不同性质的固定相上的保留

指数之差，可以反映固定相的分离特征。

    用柯瓦指数确定气相色谱的相对保留值的方法，已推广到高效液相色谱法中，这时使用

正构烷基苯作为标准化合物。
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