
教 案 纸 №6-1 

常州工程职业技术学院 

液相色谱分析法模块之 
任务 6 分离条件的选择与优化 

教学任务 

p 进行多环类芳烃类混合物测定的分离条件选择试验 

p 根据实验数据，归纳总结条件选择的方法，选择的最佳分离条件 

p 评价色谱柱的性能，了解色谱柱性能的评价方法 

教学方法 

p 引探和讲练结合 

教学学时 

p 每 20 人为一个学习组，4 人一台液相色谱仪，分组循环操作，整个任务需 6 学时。 

教学设计 

问题：如何选择分离苯、萘、联苯的最佳分离条件？ 

汇总所查资料，师生共同讨论，教师总结实验步骤 

学生完成分离条件选择试验 

分组讨论，选择苯、萘、联苯最佳的分离条件 

学生讨论并得出结论，教师总结讲解影响色谱分离度的因素 

色谱柱性能评价方案的建立 

学生完成色谱柱性能的评价 

学生根据实验讨论，教师总结色谱柱的评价方法 

下次课程问题：果汁中防腐剂含量的测定？ 

如何验证该方法的可行性？ 

课程引入 

p 问题：苯、萘、联苯为芳烃类混合物，如何选择一个最佳的色谱分离条件，既能达到良好的 

分离度，又能在短时间内完成分析任务？
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（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确定每组的实验方案。 

（教师引导学生，指出分离条件包括的内容，如流动相比例、流速的调节、色谱柱的选择等。） 

p 根据学生已能熟练操作液相色谱仪，并有了系统的液相色谱知识，因此，本项目经分组讨论 

后，直接进行操作。 

学生操作：苯、萘、联苯最佳分离条件的选择 

（本过程教师学生自行操作，但在操作过程中，教师是辅导者，及时指正解惑） 

p 改变流动相的比例，进行条件实验 

p 改变流速，进行条件实验 

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 

p 通过处理数据，运用逻辑思维能力和判断能力对各组实验数据进行取舍 

学生对测定过程提问、相互讨论与教师的阶段总结 

（本过程教师对学生的疑惑进行解释） 

p 在操作中，每改变一次流动相比例，仪器均需平衡后方可进样。 

p 分离度、理论塔板数和分析时间，作为判断分离条件合适的参考参数。 

p 学生根据实验数据，每组得出苯、萘、联苯最佳的分离条件。 

p 其它注意事项：本项目的测定使用有毒有害的甲醇、苯溶剂，在操作时要注意安全。 （教师 

分析液相色谱实验室内所有溶剂的危害性，以及实验室内可能存在的隐患，提醒学生注意试 

剂瓶的密封性、废液的及时处理等防患于未然的措施。 ） 

影响分离度的因素 

（教师可结合气相色谱的分离理论进行讲解） 

p 影响分离的因素与提高柱效的途径 

在高效液相色谱中, 液体的扩散系数仅为气体的万分之一，则速率方程中的分子扩散项 B/U 较 

小，可以忽略不计，即： H = A + C u 

故液相色谱 H-u 曲线与气相色谱的形状不同，如图所示。 

Ø 液体的黏度比气体大一百倍，密度为气体的一千倍，故降低传质阻力是提高柱效主要 

途径。 

Ø 由速率方程，降低固定相粒度可提高柱效。 

Ø 柱温，影响不大。 

p 等梯度洗脱的基本分离度公式
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N: 总的理论塔板数; 柱效 

k’: 容量因子 (保留因子), 色谱峰的保留作用 

α  :色谱峰的相对分离程度; 选择性作用 

Ø 容量因子与分离度 

Ø 选择性与分离度
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Ø 柱效与分离度 

改变流动相组成、极性（pH值、强度或梯度洗脱）是改善柱效的最直接的因素。 

p 梯度洗脱技术 

Ø 作用 

在分离保留值范围较宽的复杂混合物时，随着保留值的增大，色谱峰变宽，使峰的检测发生困难， 

如果保留值太大，会发生样品洗脱不下来的情况，采用梯度洗脱可以解决这一类的问题。梯度洗脱 

可以改进复杂样品的分离，改善峰形，减少拖尾并缩短分析时间。 

Ø 种类 

（1）线性梯度：在某一段时间内连续而均匀增加流动相强度。 

（2）阶梯梯度：直接从某一低强度的流动相改变为另一较高强度的流动相。 

学生完成色谱柱的评价实验 

p 在选定的分离条件下，进行色谱柱的评价实验 

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 废液的处理必须有专门的容器。 

色谱柱性能的评价 

一支色谱柱的好坏要用一定的指标来进行评价，一个合格的色谱柱评价报告应给出色谱柱的基 

本参数，如柱长内径、填充载体的种类、粒度、柱效等。评价液相色谱柱的仪器系统应满足相当高 

的要求，一是液相色谱仪器系统的死体积应尽可能小，二是采用的样品及操作条件应当合理，在此 

合理的条件下，评价色谱柱的样品可以完全分离并有适当的保留时间。下表列出了评价各种液相色 

谱柱的样品及操作条件。



教 案 纸 №6-5 

常州工程职业技术学院 

评价各种液相色谱柱的样品及操作条件 

下次课程问题 

p 苯甲酸和山梨酸是我国目前最常用的食品防腐剂，广泛应用于各种果汁饮料中，以防止其变 

质。但如果防腐剂的含量超过标准限度，或者长期饮用含有防腐剂的饮料，则会对人体健康 

造成不得影响，因此检测果汁中的苯甲酸和山梨酸含量是非常有必要的，请设计方案检测果 

汁中的苯甲酸和山梨酸?并对选定的分析方法予以验证。


