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高效液相色谱苯胺甲基键合硅胶固定相的保留机理研究
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摘要：制备了$种不同键合量的苯胺甲基键合硅胶固定相，分别在正、反相色谱条件下研究了它们对芳烃及其极

性、酸性、碱性取代衍生物的保留和分离选择性，探讨了该固定相的色谱保留机理，并考察温度对溶质在具有不同

键合量的固定相上保留的影响。结果表明：苯胺甲基键合硅胶固定相对溶质的保留是疏水、!!!、偶极#偶极和电荷

转移等多种作用的结果，在反相色谱模式中，疏水作用对溶质的保留起主要作用。
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在高效液相色谱（>TYZ）中，烷烃键合相以其

良好的疏水性能和热、化学稳定性而得到了最普遍

的使用［&"$］。目前，对于富含!电子的环境污染

物、药物、诱变剂以及农药的分离得到了人们的普遍

关注［8，;］，这些分离对象有相当大一部分在烷基键

合相上不能有效分离，因此，研制具有新型结构的固

定相一直是高效液相色谱发展新型分离模式、分离

技术的基础。探讨这些固定相的结构以及与溶质之

间的作用和保留机理，提供>TYZ键合固定相分子

结构设计、色谱分离条件优化的理论依据也成为人

们关注的对象。一般来说，溶质的保留特征由三部

分因素来决定［:］，即由固定相键合分子碳氢链的长

度和结构、键合量、溶质与固定相的作用力类型决

定。色谱保留机理一般是研究色谱过程中溶质与色

谱体系（主要是固定相分子）之间的相互作用类型和

强弱以及分子识别的物理化学基础。色谱选择性或

相对保留值（"）是一个研究固定相保留机理的重要

参数，它反映了两种溶质分子从流动相到固定相转
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移过程中!"##$自由能的差别［%，&］。苯胺甲基键合

硅胶（’()*+)’),—-"）固定相是我们近期研制的

一种新型!电子给体固定相，其制备和色谱性能已

在文献［.］中报道。本文制备了/种不同键合量的

色谱固定相，以芳香烃及其不同极性、酸性、碱性衍

生物为探针，根据溶质的保留和选择性差异，研究苯

胺甲基键合相的保留机理，并考察了温度对溶质在

不同键合量固定相上保留的影响。

! 实验部分

!"! 试剂和样品

硅胶（*!0，比表面积为,,10,／2，自制）；苯胺

甲基三乙氧基硅烷（武汉大学有机硅新材料公司）；

三甲基氯硅烷（上海化学试剂一厂）；甲醇（分析纯，

上海五四化学试剂厂）；水（二次蒸馏水）；稠环芳烃、

硝基苯类、硝基苯酚类和硝基苯胺类均为分析纯，试

样用甲醇溶解。

!"# 仪器

高效液相色谱仪由岛津3’4(5泵、-674815紫

外检测器（日本）或7948,*:紫外检测器（中国科学

院上海分院科学仪器厂）、;<=>?@A=%8,*进样器、

’-*184-6超级数显恒温器（重庆四达实验仪器四

厂）、B@C=/1((记录仪（四川仪表四厂）和’;4(5型

数 字 积 分 仪（ 岛 津，日 本 ）组 成； 元 素 分 析 仪

（DE7881(型，意 大 利）；红 外 光 谱 仪（DF2AF4G;
-C=HIJ>0=I=J**1，+"H>K=I，美国）。

!"$ 键合相的制备

制备方法与文献［.］相同，分别取:2硅胶在无

水甲苯中与,03，*03，8103苯胺甲基三乙氧基

硅烷进行硅烷化反应，获得不同键合量的固定相。

根据元素分析结果，所得固定相的键合量分别为

1L:&*00>K／2，8L,&100>K／2和8L%:/00>K／2，相

应地分别命名为键合相M-68，M-6,和M-6/。

!"% 色谱柱装填

所制备的固定相用匀浆法装入8*100N:L1
00"L?L的不锈钢柱中。

!"& 色谱条件

以甲醇4水和环己烷、异丙醇为流动相，使用前

用!:砂芯漏斗过滤，超声脱气,0"A，流速 为8
03／0"A。检测波长为,*:A0，以溶剂峰的保留时

间作为死时间，所有样品都至少被测定,次。

# 结果与讨论

#"! 反相色谱模式

#"!"! 芳烃及其极性、酸性和碱性取代衍生物的保

留和选择性

疏水选择性或称亚甲基选择性指的是一系列仅

相差一个亚甲基基团的同系物的相对保留值，它只

与溶质和固定相之间的疏水作用有关。对于一系列

同系物 （’),）!O8; ’)/ ，容量因子"#可写为［81］：

K>2"#P$!Q% （8）

其中，!是同系物烷基链中的碳原子数，$是溶质容

量因子的对数值K>2"#与碳原子数!关系曲线的斜

率。

亚甲基选择性为："P"#!Q8／"#! （,）

由方程（8）和（,）可得："P81$ （/）

如方程（8）所示，甲苯、乙苯、丙苯等烷基苯类在

不同键合量的苯胺甲基固定相上的K>2"#与碳原子

数!呈线性关系，相关系数按键合量由大至小分别

为1L...%(，1L...(&，1L...,8。计算所得的斜率

$ 值 分 别 为 1L8.:，1L8(.，1L8*&；" 值 分 别 为

8L*(/，8L:%(，8L:/.；两 者 均 为 M-68!M-6,!
M-6/。说明随着硅胶基质上所键合的苯胺甲基基

团数目的增加，溶质与固定相之间的疏水作用增大，

改善了亚甲基选择性。

图! 流动相中水的体积分数对联苯的’()!*值的影响

+,)"! -../01(.231/45(’67/.4301,(8,87(9,’/
:;3</(8’()!"(.9,:;/8=’

以联苯、萘和硝基苯类化合物为探针溶质，考察

了改变固定相的键合量对稠环芳烃以及极性衍生物

的保留和选择性的影响。图8给出了联苯在不同键

合量的苯胺甲基键合硅胶固定相上K>2"#随流动相

甲醇4水中水的体积分数变化的关系图。由该图可

见，溶质的K>2"#值与流动相中水含量呈很好的线

性关系，其斜率按键合量由大到小，依次为/L//.，

/L8//，/L1(:；溶质萘得到类似的线性关系图，其斜

率依次为,L&/(，,L(**，,L:(1。这些结果进一步表

明该固定相在反相色谱条件下的主要作用模式为疏

水作用。表8列出了在不同水含量的流动相中联

苯、萘和硝基苯类的保留值以及相对于苯的相对保

留值。与一般反相色谱相同，流动相含水量增加，溶

质的保留和分离选择性均上升；除此以外，溶质保留
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值和相对保留值均随着固定相箭合量的增加而增

加。说明随着键合量增大，固定相上的苯环、碳氢基

团数量增加，与溶质之间的!!!、偶极!偶极、电荷转

移、疏水作用增大，分离选择性提高。

表! 溶质在"种固定相上的保留值及与苯的相对保留值!

#$%&’! (’)’*)+,*-$*./’&$)+0’/’)’*)+,*-,1-,2’-,&3)’-,*)4’)4/’’%,*.+*564$-’-!

"#$#%&’$()
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"（.$#-(）

（/）
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2%*+-’)0
"# #

’%#(&2-’3-’-
"# #

$!4%’%#(&2-’3-’-
"# #

%!4%’%#(&2-’3-’-
"# #

56 67688 57666 67595 57:;< 675:5 57=>< 6756> 579=8 675:9 57?6= 675<? 57886
@"A5 :6 6795= 57666 67:89 57;8> 67?6< 97:<< 679;6 579<9 67:>= 578=9 67=?6 9756=

?6 67=:? 57666 5799> 9789? 979=6 ?75=8 67<96 57=9= 67885 9769= 57699 97:=>

56 6756? 57666 675=8 57=65 675<> 57?>> 675:; 579>> 675;> 57;65 67955 97666
@"A9 :6 679?8 57666 67=8= 578;? 67<?< 97?=: 67::= 579>: 67=:= 578;? 67??> 975<:

?6 67?;: 57666 57;68 97>86 :76=9 ?7:68 6789: 57=:< 57588 976;9 57:>< 97=:?

56 675=6 57666 6796> 57?66 679?< 578:? 6758< 57::? 679<8 57>96 67:6: 975;6
@"A: :6 67:;< 57666 67;9> 57>:8 576=; 97;89 67?6? 57:=: 67;<= 976:9 678=; 979?5
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! B&2%0-*+$,-，C-#+$’&0!.$#-($#4%DD-(-’#($#%&,；"（.$#-(），E&01C-D($F#%&’&D.$#-(%’C&2%0-*+$,-；#E$01-,(-D-(2-’3-’-$,5G6667

表9为水的体积分数为:6/的条件下苯酚类、

苯胺类、吡啶的保留值及相对于苯的相对保留值。

随着苯胺甲基键合量的增大，溶质的保留增大。固

定相对苯酚类溶质的选择性按@"A5，@"A9，@"A:
的顺序增大，而苯胺类和吡啶的相对保留值则依次

减少，说明随着键合到硅胶表面的苯胺甲基数目的

增加，亚氨基的增多提高了与苯酚类化合物的氢键、

酸!碱和离子交换作用，降低了与苯胺类的极性作

用。吡啶是对硅羟基非常敏感的化合物，它相对于

苯的相对保留值也随着键合量增大而减少，进一步

说明随着键合量增加，残余硅羟基活性降低。

表7 溶质在"种固定相上的保留值及与苯的相对保留值!

#$%&’7 (’)’*)+,*-$*./’&$)+0’/’)’*)+,*-,1-,2’-,&3)’-
,*)4’)4/’’%,*.+*564$-’-

"&01#-
@"A5

"# #
@"A9

"# #
@"A:

"# #
@-’3-’- 6795=57666 679?857666 67:;< 57666
A+-’&0 6756567=;: 6759>67?66 679:6 67?:5
H’%0%’- 675>9678>< 6795?678:: 679;6 67;5>
A)(%4%’- 67:9<57?9; 67:==57::: 67=9: 5759<

&!I%#(&*+-’&0 675>9678>< 679:;67>58 67:?: 67>:8
%!I%#(&*+-’&0675:?67<:5 6758:67;68 679?8 67<8;
$!I%#(&*+-’&0 676<;67:5? 6755867=?8 67966 67?:5
&!I%#(&$’%0%’- 6799?576?= 679<>576=: 67:?: 67>98
%!I%#(&$’%0%’- 6796967>=< 679:;67>58 67:6< 67859
$!I%#(&$’%0%’- 67586678=9 6795?678:: 679;6 67;5>
! B&2%0-*+$,-：C-#+$’&0!.$#-(（;6J:6，E&01C-($#%&）；#

E$01-,(-D-(2-’3-’-$,5G6667

78!87 温度对溶质保留的影响

在反相液相色谱中，分离是基于溶质分子在流

动相与固定相之间分配的不同。溶质从流动相到固

定相的转移焓（!’）和熵（!(）通过下式得到：

0’"KLM!’／)*N!(／)N0’$ （=）

其中，*是绝对温度，) 是气体常数，$ 是相比（固

定相与流动相体积之比）［55］。

图7 间二硝基苯在"种固定相上的&*!9与!／"关系图

:+587 ;,26$/+-,*,1)4’&+*’$/.’6’*.’*<’,1&*!#,*)4’
+*0’/-’)’26’/$)3/’（!／"）1,/$=.+*+)/,%’*>’*’

,*)4’)4/’’%,*.+*564$-’-
B&2%0-*+$,-：C-#+$’&0!.$#-(（?6J?6，E&01C-($#%&）7

图9为间二硝基苯在温度:9O"?9O时在:
种不同键合量固定相上的0’"#与5／* 的关系图，

线性关系良好；联苯也同样获得了相似的线性关系

图；表明芳烃和极性取代衍生物两类溶质在该类型

的固定相上具有基本相同的保留机理。根据关系图

中0’"#"5／* 的斜率（M!’／)）求得间二硝基苯

在:种固定相上的转移焓，按键合量由小到大分别

为M5?G6=?PQ／C&0，M5;G8=<PQ／C&0，M95G;5?
PQ／C&0；联 苯 的 转 移 焓 分 别 为M5>G:>>PQ／C&0，

M95G?5>PQ／C&0，M9=G?6?PQ／C&0。随着键合量的

增加，固定相与溶质之间的疏水、电荷转移作用增

强，溶质从流动相到固定相的转移焓绝对值也增大。

787 正相色谱模式

为了排除疏水作用的影响，考察溶质与苯胺甲

基键合硅胶固定相的!!!、偶极!偶极、电荷转移作

用及键合相残余硅羟基的活性，研究了上述溶质在
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!种固定相上的正相色谱性能。表!是在以"##$
环己烷为流动相的条件下，稠环芳烃和硝基苯类化

合物在!种不同键合量的固定相上的保留值和相对

保留值。同反相色谱相似，联苯、萘和硝基苯类化合

物在!种固定相上的保留值和相对于苯的!值基

本上都随键合量的增加而增大，即%&’"!%&’(!
%&’!；但同表"比较可见：稠环芳烃的保留值在反

相色谱条件下由于分子体积的差别!值有较大不

同，但在正相条件下却相差甚微；与此相反，硝基苯

类化合物在正相条件下的保留值和!值却大大超

过其在反相条件下的值。这是因为苯胺甲基键合相

仅具有一个苯环，与芳环化合物的"!"作用非常弱，

以至于不能使稠环芳烃达到分离；但亚氨基的存在，

大大增加了苯环的偶极)偶极和电荷转移作用，正相

条件下这些极性作用对"电子受体溶质的影响更

加突出，从而提高了对极性溶质的分离选择性。这

亦说明在反相色谱中，疏水作用加强了固定相与溶

质之间的"!"作用，从而提高了对稠环芳烃的分离

能力；但同时也降低了基于电荷转移和偶极作用的

硝基苯类化合物的分离选择性。

表! 溶质在!种固定相上的保留值及与苯的相对保留值"

"#$%&! ’&(&)(*+),#)-.&%#(*/&.&(&)(*+),+0,+1&,+%2(&,
+)(3&(3.&&$+)-*)453#,&,"

&*+,-.
%&’"

"# !
%&’(

"# !
%&’!
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表3列出了以环己烷)异丙醇（5:H:，体积比）溶

液为流动相时苯酚类和苯胺类溶质的保留和!值。

极性溶质在正相色谱中的保留和!值均比在反相

色谱中高。苯酚类化合物的保留值按%&’"，%&’(，

%&’!的次序依次增加，而苯胺类的保留顺序则相

反；说明随键合量增大，残余硅羟基减少，亚氨基数

目增多，对酸性化合物的作用增强，而对碱性化合物

的作用减弱。从该表也可看出，正相色谱条件下，硝

基苯酚、硝基苯胺邻位异构体由于形成分子内氢键，

与固定相的偶极作用降低，其保留值最低。比较表

(与表3苯酚与苯胺的保留可知：正相条件下，键合

量大小对固定相与酸性溶质之间基于氢键、偶极和

离子交换作用的保留影响较小；但基于残余硅羟基

作用的碱性溶质的保留却增强；表明正相色谱条件

下，硅羟基的活性增强且大于亚氨基。

表6 溶质在!种固定相上的保留值和相对保留值"
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