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随着高效液相色谱分析在许多领域中广泛应用
,

计算机技术在色谱中的迅速渗透以及新

一代智能色谱仪的向世
,

人们越来越重视利用计算机技术来解决 目前色谱分析中的主要技术

关键
,

包括最优操作条件的选东色嗽定性等
。

随着色谱法的发展
、

硬件的改进和操作条件优

化软件的开发
,

色谱专家系统的研究正迅速发展‘’崎 ’
。

本文拟在前文‘ ’介绍的单纯形法
、

窗

口图解技术
、

混合液设计统计技术和叠加分辨率图等色谱优化方法的基础上
,

简要地阐述近

年来 , 的有关进展
。

一 色谱优化指标
高效液相色谱分析中

,

由于各种实验因素的复杂性和相互影响
,

致使至今还未能概括出

哪些因素是优化分离的关键所在
。

实现流动相溶剂系统最优化
,

首要解决的问题是获得能反

映诸多复杂因素的色谱特性的优化指标表达式
。

理想的色谱优化指标应该具有下列条件 在

各种溶剂系统中当色谱峰的洗脱次序发生变化时
,

优化指标的运用仍然是满意的 在计算响

应值时
,

对优化指标表达式无需事先作一些规定和校正 在色谱优化条件中无需事先知道色

谱图中所要分离峰的数目
。

一个好的优化指标应该能给出确切的数值来指出色谱的优化点和

区域
。 、 ’

、

色谱图中两峰分离的好坏常用分辨率
、

谷峰比 和分离参数 来表示
。

近 年来
,

所发表的色谱优化指标表达式大多是在上述三个基本参数的基础上
,

增 加

一些规定或加上权重因子而获得的
。

如总分辫率 “ 旬
、

色谱响应函 数
, 、

色 谱 优化函数 户
, 、

信息量
、

分离数
、

乘积分辨

率
、

面积重叠法 、 、

色谱评价函 数
“ “ “ , 。 ‘ 详细地讨论了上违指标与分辨率的关系

,

并指出在应用上述指标时主要缺点都不能给出色谱峰总体分离的确切定量数值
。

根据上述指标已提出一些新方法如重叠分辨率图形法
、

窗口图解技术等
,

但这些方法都是

响应面的优化
,

是单一目标的优化
,

未考虑分析时间等其它目标的优化
。

最近 ‘了’

等提出了
一

法
。

该法是一种多指标 决 策 判 定 法
一 。

, ,

它研究分离和分析时间两个方面
,

已用于反相液相色谱分析五种磺胺类

衍生物
。

它应用溶剂三角法
,

选择水
、

、

有机改性剂 和 构成三角形的顶点
,

通过实验并预

示不同流动相时所有洗脱物的容量因子和相邻峰之间的最小分辨率
,

得到图 所 示的结
’

果
。

因此该法类似于叠加分辨率图法
,

但该法同时优化分析时间和分辨率
。

本文于 年 月 日收到
。
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该法的优点是从 中可以一目了然地了解分析时间和分辨率之间的关系
,

流动相

柏组成的选择从图中可以作出较严格的判定

制 色谱工作者可以任选认为合理的分析条件
混合液设计统计技未

‘

无需对分析时间和最小分辨率进行 规 定 和 限
。

可以认为该法是一种有希望的优化指标
。

混合液设计统计技术是 等‘
, ’提出的溶剂系统优化方法

,

并正在不断开发 和 扩

充混合液设计统计技术在 选择性优化的软件‘“ , 。
‘

该法基子三种不同的溶剂系 统 的 选
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择性而达到分离
。

溶剂系统优化方法主要涉及两个主要因素
,

溶剂洗脱强度与改性荆

的选择
。

文献报道通常所选择的三角形顶点是由用水等调节至相等或相近的溶剂 强 度 的 乙

睛
、

四氢峡喃和甲醇而构成的
。

这实际上是在事先选定溶剂强度后再考虑分离的选择性
,

因

此可以认为溶剂系统的优化是区域性
,

并没有达到两个因素的同时优化
。

等‘ ’

在原来工作的基础上‘了 ,采用三次多项式模型拟合容量因子
,

并应用于反相离子对色谱分析四

种维生素和四种局麻药
,

获得了十分满意的结果
。

现以反相离子对色谱分离四种维生素的溶

剂优化方法为例说明谈法的基本思路
。

反相离子对色谱中的洗脱强度
,

不仅由有机改性剂的含量决定
, ,

而且还受离子 对 的 影

响
。

理论上 是决定选择性的主要因素
,

有机改性剂的类型和浓度也有明显作用
,

但离子

对试剂的浓度对化合物的分离并不起主要作用
。

选择性三角形如图 所示
。

从图中可以看

出甲醇浓度的增加
,

意味着分析时间缩短
。

应用 等提出的三次多项式模型
“ 。’
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通过 次实验设计 见图
,

根据已知的流动相组成和实验所得各洗脱物的容量因子
,

安
式进行多元线性回归

,

计算各洗脱物在榕剂系统试验范围的系数估计值
, 再按 式预酌

各洗脱物在不同流动相配比时的容量因子
,

并按下式

杯面 兔一 幻

计算各洗脱物在不同流动相时的分辨率
,

并求出最难分离物质对的分辨率
。 , , ,

绘制最
小分辨图

。

图 为四种维生素按上述方法求得最小分辨图
。

该法的优点在于可获得流动相组成的优化区域
,

沿甲醇增加方向则保留时间缩短
,

从最
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小分辨率图中选择合适的点即可获得理想的溶剂系统
。

计算通过式 而获得
。

的定量

预示取决于理论塔板数的正确估计
,

一般情况下用不准确的理论塔梅数时
,

预示优化系统仍

然满意的
,

但也常会引起
。 。。 , 值的过大或过小情形的出现

,

使判定出现困难

三 梯度洗脱溶剂系统的优化

在高效液相色谱溶剂系统的优化中
,

常见的报道是恒溶剂洗脱的溶剂系统优化 , 但梯度

洗脱法有其明显优点
,

它能改善强滞留物的选择性和灵敏度
,

尤其在 范围较宽的混合物分

析中显示其优越性
,

因而正逐渐受到色谱工作者的重视
。

逐步梯度抚脱法要计算若干恒溶剂洗脱中的流动相组成
、

洗脱物容量因子和保留体积
。

该法已成功地应用甲醇水构成的逐步梯度洗脱优化分离六种巴比妥类的混合物 川 ’
,

所 得结

果较好
,

但这种方法仅适用于特定的分离
,

无普遍的优化意义
,

并且计算和操作过程十分复

杂和繁琐
。

实际上该法也只是连续改变有机改性剂浓度的一种方法
。

线性溶剂强度梯度洗脱法
,

它假定柱的塔板数与流动相的组成和洗脱物无关
,

且选择性

因子在恒溶剂洗脱时不受流动相组成的影响
,

也就是在洗脱过程中对所有的洗脱物具有相同
」

的峰宽和灵敏度
。

和 比‘’ ’将线性溶剂强度和溶剂选择性三角形结合起来
,

井将梯度洗脱划

分为两类 异选择性多溶剂梯度洗脱法 。
·

肛 。,

和选择性多溶剂梯度洗脱法
, 。

将

恒溶剂洗脱的溶剂选择性三角形加以扩大
,

构成溶剂强度的三棱柱 见图
,

因而 恒 溶

剂洗脱的溶剂三角形实际上是三棱柱中的一个薄片
。

通过 次实验设计 见图 获 得计

算的基本数据
,

将数据拟合到二阶多项式曲面上
,

然后通过登加分辨率图形技术预示最优溶

剂系统 见图
。

该法用于分离氨基碱等 种药物的混合物获得满意的结呆
。

梯度洗脱的
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法简单
、

实用
,

而 法效果更好
,

但太复杂
。

比 等“ “’最近报道了溶剂三棱柱梯度洗脱优化分离 种乙内酚苯硫服氨基酸的衍生

物
,
·

就不同栓
、

串联柱
、

离子强度对乙内酚苯硫脉氨基酸衍生物的分离选择性影响
,

详细地

比较了恒溶剂洗脱法和梯度洗脱法的优劣
,

认为优化的梯度洗脱与优化的恒溶剂洗脱分离乙

内酞苯硫腺氨基酸衍生物时其分离效果相似
。

优化的恒溶剂洗脱所使用的设备简单
、

操作容

易
,

在不同的仪器上使用时具有较好的重现性
,

且分析时间稍短 优化的梯度洗脱法使先洗

脱的化合物之间的分离更好些
,

而这一点在实际样品分析中可提供一定的空隙以检出样品中

可能存在的杂质或分解产物
,

更重要的是梯度洗脱法可以提高迟洗脱化合物的灵敏度
,

提高

仪器的检测能力
。

因此这两种方法可以互为补充
,

对于难分离的混合物的优化分离是十分有

用的
。
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四 液相色谱分析的专家系统

随着色谱基础研究的深人和计算机技术的应用
,

全自动的色谱仪的研究已经十分广泛
。

具有部分色谱专家智能的智能色谱仪已经问世
,

如 。 公司 系统
公司的 及 公司的 等流动相系统选择软 件

。

新 的

软件也正在不断改进和问世‘
, ,‘’。 随着软件的开发和硬件的技术问题的逐步解决

,

色谱专家

系统的研究也正在飞速进行‘”’
。

等‘”
, ’石 , ’“ ,正在建立药物色谱分析的专家系统

,

他们研制的专家系统采用了判决

树结构 见图
,

系通过一个节点到另一个节点的推理来生成参数的概率范围
,

选择初次

口

盯盯

仃

,
︸杏﹄

⋯
产孟刀户归 上

户入目

主

。。 ,

扁
口

七
导

二

工团 何

二

、

参数
。

首先选择适当的检测系统
,

这取决于检测器的灵敏度和选择性
,

并且取决于分析物的 ,

特性
。

由于在高效液相色谱分析中没有足够灵敏的通用检测器
,

因而常选择三种类型的检溅

器即紫外检测器
、

荧光检测器和电化学检测器
,

这三种检测器可以相互补充
,

如适用性较广

的紫外检测器和荧光检测器的选择性以及电化学检测器的灵敏度
。

在第一节点时采用 柱

以判断采用正相色谱还是反相色谱 , 以后建立最佳操作系统
,

如色谱溶剂系统的优化
。

等“ ”现已建立了检测器系统选择的专家系统
,

实验研究了 种药物能否 采 用

电化学检测器
,

结果表明专家系统的预选正确率达 ““ , 即在 种药物中选对了 种
。

可以预料随着色谱研究的深入
, 更多

、

更普遍的专家系统将会展现在我们的面前
。

专家
系统的建立会使色谱分析发生根本性的变革

,

促使各门学科的迅速发展
。
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