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液相色谱分析法模块之 
任务 3 归一化法定量 

教学任务 

p 测定分析纯甲苯试剂的纯度 

p 应用归一化法进行定量分析 

p 讲授高效液相色谱方法建立的一般模式 

教学方法 

p 引探与讲练结合 

教学学时 

p 每 20 人一个学习组，4 人一台液相色谱仪，分组循环操作，整个任务需 4 学时。 

教学设计 

问题：分析纯甲苯试剂纯度的测定方法？ 

汇总所查资料，师生共同讨论，提出解决方法 

教师引出液相色谱分析法，并提示借鉴实训经验 

学生完成分析纯甲苯试剂纯度的测定操作 

问题：如何对甲苯试剂进行定性和定量？ 

学生讨论，教师引导，并讲解定性、定量分析方法（归一化法） 

问题：如何建立一个 HPLC 方法？ 

教师讲授高效液相色谱方法建立的一般模式 

学生练习，解决实例，并布置作业 

下次课程问题：如何测定叶酸片中叶酸的含量？ 

课程引入 

p 问题：作为化工中间体的分析纯甲苯试剂，按物料入库要求，需要抽样检查，如何测定甲苯
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的纯度？ 

（上次课结束后即布置并安排学生在课后查阅资料） 

p 学生根据所查资料提出解决方案并进行现场讨论以决定各解决方案的优劣。 

（教师可事先准备几种办法以备用，如灼烧残渣法，沸程测定法，气相色谱法等。） 

p 最后教师引出本次课程的教学内容：“采用液相色谱法测定分析纯甲苯的纯度” 

测定过程演示 

（本过程教师可以“图片”的形式展示测定过程，也可以“教学录像”演示测定过程，也可以“教 

师现场演示”的方式进行教学，目的是让学生掌握整个测定过程） 

p 配制流动相：甲醇/水（85/15）的流动相1000mL，并进行过滤和脱气处理。 

p 色谱分离条件：C18色谱柱（5μm,4.6mm i.d.×150mm）；波长：254nm；流速：1.0mL∙min ­1 。 

p 打开检测器、高压泵的电源开关，按上述分离条件设置参数；打开排放阀，“purge”1-2分 

钟，关闭“purge”，使仪器在设定的条件下平衡。 

p 打开工作站，设置分析方法。 

p 等基线平衡后，用微量注射器量取定量环体积的3-5倍的甲苯试样(10μL分析纯甲苯试样，用 

甲醇稀释至50mL)，在上述分析条件下进样。 

p 记录下样品名对应的文件名，同时打印出经优化的色谱图和分析结果。 

学生对测定过程提问、相互讨论与教师的阶段总结 

（本过程教师积极“引导”学生对该测定过程不理解之处提问，可事先设计部分问题如①定性问 

题②定量问题③常见参数的设置等，最后教师可在学生讨论的基础上作一个总结； ） 

p 甲苯的定性问题：一般可采用标准物质进行保留时间的对照来定性。 

p 参数的设置： 回忆在仪器操作任务中，做过的苯的定性实验，是否可以借鉴其色谱分离条件。 

p 甲苯纯度的定量问题：本项目的测定采用“归一化法”进行定量。 

p 其它注意事项：本项目的测定使用有毒有害的甲醇作为流动相， 操作时要注意不要溅至眼睛。 

（教师可用一些安全上的实例给学生讲述此问题，以引起同学们的注意，同时辅以学生对“安 

全问题”讨论来提高学生的学习主动性与增强教学效果。 ） 

学生完成分析纯甲苯试剂纯度测定的实验操作 

（教师应根据实验室的具体情况合理安排学生完成各项实验操作。如根据仪器实际台套数，分成几 

组学生，部分学生配制流动相，部分学生配制试样、部分学生操作仪器等） 

p 要求每位学生独立完成进样，独立处理数据，合理安排时间。 

p 如果峰高超出检测器检测范围，可以将甲苯溶液进行稀释。 

p 废液的处理必须有专门的容器。 

甲苯的定性和定量
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问题：如何对甲苯定性、并对纯度进行定量？ 

p 定性方法（联系气相色谱的定性） 

1、利用已知标准样品定性 

利用标准样品对未知化合物定性是最常用的液相色谱定性方法，该方法的原理与气相色谱法 

中相同。 

2、利用检测器的选择性定性 

双检测器定性体系可以用来对被测化合物进行定性分析，同一种检测器对不同种类的化合物 

的响应值是不同的，而不同的检测器对同一种化合物的响应也是不同的。所以当某一被测化合物同 

时被两种或两种以上检测器检测时，两检测器或几个检测器对被测化合物检测灵敏度比值是与被测 

化合物的性质密切相关的。 

3、利用紫外检测器全波长扫描功能定性 

紫外检测器是液相色谱中使用最广泛的一种检测器。全波长扫描紫外检测器检测化合物的紫外 

光谱图。再通过对照标准谱图的方法来识别化合物。 

此外，利用二极管阵列检测器得到的包括有色谱信号、时间、波长的三维色谱光谱图，其定性 

结果与传统方法相比具有更大的优势。 

p 归一化法定量 

归一化法： 归一化法要求所有组分都能分离并有响应，其基本方法与气相色谱中的归一化法类似。 

计算公式为 ∑ =  i i i  A A w  / 

实例：本次实验数据的计算处理。 

HPLC 方法的建立 

（教师可引导学生对甲苯纯度测定方法予以分析） 

一、理论型 

p 了解样品的基本情况 

所谓样品的基本情况，主要包括样品所含化合物的数目、种类（官能团）、分子量、pKa 值、UV 

光谱图以及样品基体的性质（溶剂、填充物等）、化合物在有关样品中的浓度范围、样品的溶解度等。 

p 明确分离目的 

①主要目的是分析还是回收样品组分？ 

②是否已知样品所有成分的化学特性，或是否需做定性分析？ 

③是否有必要解析出样品的所有成分（比如对映体、非对映体、同系物、痕量杂质）？ 

④如需做定量分析，精密度需多高？ 

⑤本法将适用几种样品分析还是许多种样品分析？
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⑥将使用最终方法的常规实验室中已有哪些 HPLC 设备和技术？ 

p 了解样品的性质和需要的预处理 

考察样品的来源形式，可以发现，除非样品是适于直接进样的溶液，否则，高效液相色谱分离 

前均需进行某种形式的预处理。 

p 检测器的选择 

不同的分离目的对检测的要求不同，如测单一组分，理想的检测器应仅对所测成分响应，而其 

他任何成分均不出峰。另外，如目的是定性分析或是制备色谱，则最好有通用型检测器，以便能检 

测到混合物中的各种成分。 

应尽量使用紫外检测器（UV），因为目前一般的 HPLC 都配有这类检测器，它方便且受外界影 

响小。如被测化合物没有足够的 UV生色团，则应考虑使用其他检测手段。 

p 分离模式的选择 

在充分考虑样品的溶解度、分子量、分子结构和极性差异的基础上，确定高效液相色谱的分离 

模式。 

在高效液相色谱法作为分离方法中，有 80%的物质的分离依靠反相色谱来完成。在反相色谱中， 

水是常用的流动相弱组分，C18 是常用的填充载体，重要的是选择流动相的强组分，常用的强组分有 

甲醇、乙腈与四氢呋喃。 

二、经验型 

经验型的液相色谱法是我们常用的方法建立手段，我们可以借鉴前辈、同行和国外学者的成果， 

把他们所用的方法经过消化吸收，转化为我们所用。这不但可发节省人力、物力和财力，而且可以 

较快的完成任务。 

下次课程问题： 

p 叶酸是人体必须的一种物质，它能促进胎儿脑神经的发育，也能防止人体贫血，你能设计一 

可行的分析方案，检测某药厂的叶酸片中的叶酸的含量吗？（提示：1、可查阅文献资料；2、 

可参照国标。）


