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[ 应用纪要 ]

沃特世解决方案 

Alliance® HPLC系统

CORTECS® 2.7 µm 实心核颗粒色谱柱

Empower® 3色谱数据软件

关键词
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Abacavir，相关物质，实心

应用优势

■

■

■

分析时间缩短约四倍，从而提高了
常规样品分析的通量

溶剂使用量与进样量降低约两倍

可在HPLC仪器压力限值内(小于5000 psi)
工作

 

简介

利用CORTECS实心核颗粒色谱柱进行HPLC梯度方法转换  

Jonathan E. Turner, Bonnie A. Alden, Mia Summers, Kenneth Berthelette 和 Kenneth J. Fountain
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德)

图1. 阿巴卡韦及其相关物质。

将使用填充了大颗粒的大体积色谱柱的HPLC梯度方法转换至填充高效

CORTECS 2.7 µm颗粒的小体积色谱柱，可轻松缩短分析时间、节省溶

剂与样品消耗量，最终节约成本。在转换HPLC梯度方法时，可通过适

当调整方法条件和选择相当的色谱柱填料来避免对色谱分离性能的

影响。

下述应用纪要展示了针对阿巴卡韦相关化合物的典型HPLC梯度方法进

行适当的方法转换。阿巴卡韦(Ziagen®)是一种核苷类逆转录酶抑制

剂，被用于抗HIV的治疗。该样品由五种化合物组成，其中四种为主

要成分阿巴卡韦的相关物质，如图1所示。此类检测常用的色谱柱为

全多孔C18, 5 µm, 4.6 x 150 mm色谱柱。通过转换为CORTECS C18, 2.7 µm色
谱柱，可大大缩短该梯度方法的分析时间，同时还能保持目标峰的

选择性和分离度。

http://www.waters.com/waters/en_US/Alliance-HPLC-System/nav.htm?cid=534293
http://www.waters.com/waters/en_US/Solid-Core-Particle-Columns/nav.htm?cid=134740934&locale=en_US
http://www.waters.com/waters/en_US/Empower-3-Chromatography-Data-Software/nav.htm?cid=10190669


采用全多孔C18, 5 µm, 4.6 x 150 mm
色谱柱的方法

 

液相色谱条件

系统：  配有2489 TUV检测器的

  Alliance HPLC

色谱柱： 全多孔C18, 

  5 µm, 4.6 x 150 mm

流动相A： 0.1%三氟乙酸水溶液

流动相B： 85%甲醇水溶液

反压：  1800 psi

 

 时间 流速  
 (min) (mL/min) %A %B 

 初始

时间 流速

初始
 1.0 95 5 

 23.64 1.0 70 30 

 38.39 1.0 10 90 

 43.83 1.0 10 90 

 44.89 1.0 95 5 

 50.00 1.0 95 5

检测条件： UV，254 nm

洗针液： 水/乙腈(90:10)

密封清洗液： 乙腈/水(80:20)

进样体积： 8 µL

 

采用CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 75 mm
色谱柱的转换方法

 

液相色谱条件

系统：  配有2489 TUV检测器的

  Alliance CORTECS C18, 2.7 µm, 

  4.6 x 75 mm

  (部件号186007376)

流动相A： 0.1%三氟乙酸水溶液

流动相B： 85%甲醇水溶液

反压：  4400 psi 

  

 

 

梯度：梯度：

   
 (min) (mL/min) %A %B 

  1.85  95 5 

 6.38  1.85  70 30 

 10.37  1.85  10 90 

 11.83  1.85  10 90 

 12.12  1.85  95 5 

 15.00  1.85  95 5

检测条件： UV，254 nm

洗针液： 水/乙腈(90:10)

密封清洗液： 乙腈/水(80:20)

进样体积： 4 µL

样品瓶： 配有PTFE/硅橡胶隔垫的

  沃特世LCGC认证透明玻璃瓶

  (部件号186000307C)

数据管理： Empower 3

样品制备 

阿巴卡韦相关化合物(USP参比标准品)

1.0 mg/mL溶于100% HPLC级水中。

 

实验

2采用CORTECS实心核颗粒色谱柱转换HPLC方法

[ 应用纪要 ]

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007376
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=1860000307C
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采用CORTECS实心核颗粒色谱柱转换HPLC方法

方法转换方程

减小填料粒度同时保持效率

对于给定色谱柱长度，随着填料粒度减小，理论塔板数将增加，因此可使用更短的色谱柱

并维持色谱分离。当填料粒度发生变化时，可利用以下方程确定合适的色谱柱长度。  
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缩放进样体积

随着色谱柱体积减小，需要根据下述方程对进样体积进行相应调整。  

缩放流速

必须根据色谱柱内径的变化来调整流速以保持相同的线性速度。要保持性能，

还必须以填料粒度变化的反比例来调整流速，可采用以下方程进行调整。

缩放梯度持续时间

为保持两个色谱柱具有相同的色谱柱体积，必须改变梯度时间以维持梯度斜率。

梯度时间可用以下方程进行调整。
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采用CORTECS实心核颗粒色谱柱转换HPLC方法

结果与讨论

表1.采用CORTECS C18, 2.7 µm色谱柱进行阿巴卡韦相关物质方法转换的结果。

图2. 阿巴卡韦相关物质方法转换至CORTECS C18, 2.7 µm色谱柱的色谱图。  

色谱柱 色谱柱
尺寸

USP分离度    
峰3,2    峰4,3

 分析
时间

乙腈体积/
每次运行(mL)

 反压

(psi)

全多孔 C18, 5 µm 4.6 x 150 mm 2.7 3.3 50.0 20.8 1800

CORTECS C18, 2.7 µm 4.6 x 75 mm 2.7 4.1 15.0 10.5 4400

1

2

3
4 5

A
U

0.000

0.010

0.020

A
U

0.000

0.010

0.020

12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

全多孔C18，5 µm
4.6 × 150 mm
1.0 mL/min
1800 psi

CORTECS 2.7 m C18
4.6 x 75 mm
1.85 mL/ min
4400psi

分析物
1. 去环丙基阿巴卡韦
2. 戊二酸阿巴卡韦
3. 阿巴卡韦反式异构体
4. 邻嘧啶衍生物阿巴卡韦
5. 叔丁基衍生物阿巴卡韦

 
 

基于此类检测常用的色谱柱为全多孔C18, 5 µm色谱柱，因此选择CORTECS C18, 2.7 µm填料用于方

法转换。向2.7 µm颗粒填充的色谱柱转换时需要75 mm的色谱柱长度来保持L/dp比例。该方法

转换中选择4.6 x 75 mm的色谱柱。色谱柱长度的变化需要将进样体积从8 �L调整为4 µL。因为

色谱柱的内径并无变化，所以仅根据填料粒度的变化来调整流速。调整后的流速经计算为

1.85 mL/min。色谱柱配置与流速的调整需要对每个时间段的梯度进行调整，从而确保在同等

色谱柱体积条件下进行分离。

表1和图2显示了方法转换的对比情况。采用CORTECS C18, 2.7 µm色谱柱的转换方法与采用全多

孔C18, 5 µm色谱柱的方法具有相同的选择性。同时还保持了两对关键峰的分离度值。CORTECS 
C18, 2.7 µm, 4.6 x 75 mm色谱柱生成的反压为4400 psi，完全在HPLC仪器的压力限值(5000 psi)内。

将HPLC梯度法转换至CORTECS C18, 2.7 µm色谱柱，分析时间缩短约四倍，同时溶剂消耗量节省了

两倍。
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结论

可轻松将使用填充大颗粒的大体积色谱柱的HPLC梯度方

法转换至填充高效CORTECS颗粒的小体积色谱柱。本应

用纪要介绍对阿巴卡韦相关物质的典型HPLC梯度方法的

进行成功转换，其通量增加了约四倍，同时保持了色谱

分离性能。除了节省了时间外，溶剂消耗量还降低了约

两倍。当采用CORTECS C18, 2.7 µm, 4.6 x 75 mm色谱柱时，

所生成的反压为4400 psi，完全在HPLC仪器的压力限值

(小于5000 psi)内。HPLC梯度方法向CORTECS 2.7 µm色谱柱

转换时增加了通量，降低了溶剂消耗量，从而大大节约

了成本。


