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一、中英文摘要  

 

第三年的研究重點有二：一為利用全管柱偵測系統觀察樣品在梯度沖堤中所產生的波形跳

動現象，二為利用全管柱偵測系統觀察吸附型層析中，樣品的吸附情形。當樣品移動至管柱末

端時，若是移動相沖堤能力突然增強，原本滯留於固定相的樣品便會加速被釋出到移動相中，

此時，裝置在管外的偵測器會偵測到樣品訊號瞬間增強，而使樣品波形出現不規則的跳動。當

訊號跳動發生時，單一樣品分子層析圖譜之波峰，隨著滯留時間會有先上升後下降的趨勢；當

階梯式沖堤被應用於分離情況時，隨著移動相間的轉換時間不同，在波峰壓縮效應、擴散效應

以及移動相沖堤能力之間交互作用下，層析波峰可能會有波峰高度上的消長，也有可能出現波

形的跳動，甚至波峰分裂的現象。本研究觀察吸附型層析管柱內的樣品吸附情形，並和郵包模

型理論所得之模擬數據互相比較。實驗中發現，若把管柱全長分為 n段，隨著低濃度樣品持續

注入管柱，樣品雖是如預期由第一段開始載入至第 n段，但在載入時並不會先載滿第一段後才

開始載入第二段，而是會受到各種因素，例如如樣品的 K’值(動態平衡常數)、樣品濃度、溶劑

種類，等等，影響其吸附效率。由於郵包模型忽略了部分會影響吸附效率之因素，使得計算出

的理論圖形會和實驗圖型有所誤差。 

 

關鍵詞：全管柱偵測、多通道偵測系統、時間效應、液相層析、梯度沖堤、波峰跳動、吸附型

層析、樣品濃縮、郵包模型 

 

The research of the final year focused on two subjects. The first was to investigate the "peak 

jump" of a sample in the gradient elution of liquid chromatography using the whole-column detection 

(WCD) system. The second was to examine the adsorption phenomenon of a sample in the column of 

adsorption chromatography. If the elution strength of the mobile phase increased at which sample 

molecules just move to the column outlet, sample molecules would be eluted out of the column in a 

faster rate. That would cause an abrupt signal increase detected by the post-column detector and 

results in a so-called peak jump. We used the WCD system and a post-column UV/Vis detector to 

investigate this peak jump phenomenon. Direct observation of the spatial and temporal signal profiles 

could be obtained simultaneously using the WCD system. When the peak jump occurrd in a step-wise 

elution, the peak height increases first and decreases as a function of time. In addition to peak jump, 

peak splitting could also be observed in the experiment. The variation of the heights of the split peak 

appeared to be dependent on the mobile-phase switching timing, peak compression, diffusion effect, 

and solvent strength of the mobile phase.  

 

Although adsorption chromatography has been widely used, the mechanism of adsorption and 

the adsorption efficiency have not been rigorously studied. We used the WCD system to observe the 

sample adsorption, and the experimental data were compared with the parcel model proposed in 

recent years. The column was assumed to be divided into n sections. While a sample of low 

concentration was continuously injected, section one in the column was expected first fully loaded 

with sample molecules. However, section two and the succeeding sections were observed loaded with 

sample even when section one had not been saturated. The sample adsorption appeared affected by 
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factors including the dynamic equilibrium constant K’, the sample concentration, and the mobile 

phase. Deviation has been observed between the experimental and the simulation data using the parcel 

model. This occurred partly due to some factors that had been overlooked in the parcel model. It was 

found that factors such as k value of sample, concentration of sample, the solvent type of sample 

would influence the adsorption efficiency. These factors were essentially neglected in the parcel 

model; thus resulted in deviation from the experimental data. However, their trends agreed very well.  

 

Keywords: Whole-column detection, multi-channel detection, temporal effect, liquid chromatography, 

gradient elution, peak jump, adsorption chromatography, sample pre-concentration, parcel model 
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三、報告內容 

(1) 前言 

在分析化學領域中，分析物在流體偵測系統的方式，通常是待樣品流析出管路後，以單通

道偵測方式來獲得樣品隨時間所呈現之訊號，但由於樣品在通過偵測點時，其空間狀態(濃度、

分佈範圍)持續在改變，故以單通道偵測法所獲得之時間函數的樣品訊號，會與其真實管內存在

於空間的狀態有所不同，而此種差異可能導致實驗結果判斷錯誤、理論解釋錯誤、公式衍生推

導錯誤等缺陷，本計畫設計一系列實驗，來觀察在流動注入分析系統與管柱層析系統中，時間

及空間訊號之個別特質，並期許對產生錯誤的流體觀念進行修正。 

 

液相層析的流析過程中會產生兩個分析峰壓縮的現象，其一是當樣品剛注入到液相層析管

柱之時，由於不同的移動相會造成層析峰有不同的壓縮效應。第二是在進行梯度沖提時，於兩

個不同移動相之介面，會產生層析峰壓縮之現象。我們以全管柱偵測系統對於此二現象來做最

佳的觀察和研究。除了上述波峰壓縮現象之外，有一些層析在梯度沖堤過程會發生波形跳動現

象，為何會有此種現象，值得觀察。另外，對於吸附型層析中，研究樣品的吸附情形，也是我

們所感興趣的。 

 

(2) 研究目的 

在流動注入分析法(Flow Injection Analysis, FIA)中，觀察 5種不同管徑大小的管路裡時間訊

號及空間訊號，藉此點出 2種向量函數所得之實驗結果的明顯差異。在管柱層析系統中，設計

一系列非線性層析實驗，觀察樣品在管柱內空間訊號與時間訊號的差異，藉此點出傳統計算理

論板數公式之錯誤應用，並提出修正公式予以校正。 

 

一般液相層析分離管柱，都是以不銹鋼製成，對於分離過程之觀察，僅止於附於管柱尾端

之偵測器所得到之層析圖譜，此圖譜往往對於實際發生於管柱內之分離現象無法正確描述。因

此，對於一般所說的兩種層析峰壓縮現象，我們以全管柱偵測系統來觀測，同時可以獲得管柱

內以空間或是以時間為函數的層析峰，以這樣的數據，可以直接觀察到即時的壓縮現象，並且

能夠分析分離時理論板數增加之情形，對於液相層析分離的機制，有助於進一步的瞭解。 

 

在文獻中曾經利用電腦計算推導出，樣品在管柱末端感受到動相沖堤能力改變時，原本滯

留於靜相的樣品便會被釋出到動相中，此時，裝置在管外的 UV/Vis 偵測器可偵測到樣品吸收

強度的增強。然而，一般液相層析分離管柱，都是以不銹鋼製成，對於分離過程之觀察，僅止

於附於管柱尾端之偵測器所得到之層析圖譜，此圖譜往往對於實際發生於管柱內之分離現象無

法正確描述。因此，本研究欲以全管柱偵測系統來觀測，同時獲得管柱內以空間或是以時間為

函數的層析峰，來觀察管內外的波形跳動，以便對於液相層析分離的機制將有進一步的瞭解。

至於吸附型層析法，現今雖然多為各實驗室所用，但大多只在乎吸附型層析所提供的濃縮及製
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備型分離結果，對於管內樣品吸附情形與吸附效率探討則無深入研究。因此本研究以全管柱偵

測系統來觀察吸附型層析管柱內的樣品吸附情形，並和 Pai 所提出的郵包模型(parcel model)理

論互相比較，以驗證郵包模型理論，期望能了解吸附型層析管內影響吸附效率的機制，並且能

以電腦系統來模擬樣品於管內的吸附情形。 

 

(3) 文獻探討 

 

郵包模型(parcel model) 

郵包模型(parcel model)的起源，即 Pai 於 2003年發表於 Journal of Chromatography A.的論

文 Parcel model for peak shapes in chromatography，並希望透過此模型解釋 HPLC 實驗中各種波

型的變化。Pai 將傳統的平板理論(plate theory)加以延伸成為矩陣模型，用電腦運算此矩陣以模

擬樣品在管柱中發生的各種層析行為。此種運算模式下，可推演記算出包括近高斯、拖尾或趨

前的樣品波形。 

 

分配型層析中，某特定郵包中樣品質量(mass flux)的進出情形 

對某特定郵包而言，樣品質量的進出主要可區分為三種類型： 

1.在動相中隨之流動的樣品，隨著流析時間在管柱內往偵測器方向移動。 

2.被靜相滯留的樣品，隨著流析時間，其在管柱內的位置並不會有所改變。 

3.樣品會自然的向四面八方擴散，也就是說，對某特定郵包而言，在上一個時間單位的樣品會

由管柱前一個郵包和後一個郵包流入此郵包;到了下一個時間單位，此郵包內的樣品也同樣會藉

著擴散(diffusion)原理注入管柱前一個郵包和後一個郵包。 

上述三種樣品質量(mass flux)的移動可用圖 1來表示，圖 1 中，橫軸表示流析時間，縱軸

則代表管柱中的位置： 

 

(圖 1) 樣品在單一郵包(parcel)內平衡示意圖 

 

F2、F6: 在動相中隨之流動的樣品，隨著流析時間在管柱內往偵測器方向移動。 

F1、F5: 被靜相滯留的樣品，隨著流析時間，其在管柱內的位置並不會有所改變。 

F3、F4: 在上一個時間單位，樣品由管柱前一個郵包和後一個郵包流入此郵包。 

F7、F8: 下一個時間單位，此郵包內的樣品藉著擴散而注入管柱前一個郵包和後一個郵包。 
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吸附型層析中，某特定郵包中樣品質量流(mass flux)情形 

 

基本概念和分配型層析之模型相同，唯其原理由「樣品於動靜兩相間不停分配達到平衡」

轉為「樣品與動相互相競爭靜相的吸附中心」。 

其進出單一郵包 P(n, τ)的情形如圖 2所示，每單一時間 τ所載入此單一空間 n的分析物質

量為 A0，為 F1(來自 P(n-1, τ-1)的存在於動相的分析物質量)與 F2(來自 P(n, τ-1)的存在於靜相的

分析物質量)的總和；在此 parcel 經過重新分配(re-distribution)平衡後，其存在於靜相的的分析

物質量將會經由 F4轉移至 P(n, τ+1)，存在於動相的分析物質量則會經由 F3轉移至 P(n+1, τ+1)。 

 

(圖 2) parcel P(n, τ) 

 

 

 (4) 研究方法 

 

4-1 階梯式沖堤中的波峰跳動之研究 

使用全管柱偵測系統搭配自行填充之玻璃管柱，觀察樣品在管柱末端之波形跳動，使用之

樣品為 0.89 mmol L
-1

 Anthrarufin，進樣體積 20 μL。 

首先配製兩種極性不同的動相，甲醇與水以體積比 70:30 混合均勻，此溶液為動相 A；純

甲醇溶液作為動相 B。階梯式沖堤模式啟動前，先以動相 A、流速 2 mL/min 的條件進行管柱平

衡，接著分別在樣品注之後不同時間之下，將動相瞬間跳動(jump)至動相 B。在樣品注入的同

時，開啟WCD系統及 UV/Vis(425 nm)偵測器，收集樣品流經管柱過程的樣品空間波峰訊號以

及管外訊號。最後，需做沒有注入樣品，只有動相跳動的實驗，得到的圖用來校正上述的實驗，

此實驗得到的圖稱為「基線校正曲線」。 

 

4-2吸附型層析中的樣品吸附情形之研究 

使用全管柱偵測系統，並將玻璃管柱填充 Waters 公司所研發的 sep-pak C18吸附劑，接著

不斷注入低濃度、大體積的樣品以觀察樣品在管柱內之吸附情形。選擇的樣品為亞甲基藍及甲

基橙。 

首先進行亞甲基藍與甲基橙之衝破實驗，經由計算可得到亞甲基藍與甲基橙之 K’值(動態
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平衡常數)，而可了解不同 k值其於吸附型層析管內的流動情形之差異。接著進行亞甲基藍濃

度、流速與溶劑變因實驗，了解濃度、流速與溶劑對吸附效率所造成的影響。最後將所得數據

與 parcel model 所算出的理論圖型相比較，以檢驗 parcel model 理論。 

 

(5) 結果與討論 

5-1以WCD觀察階梯式沖堤中的波峰跳動情形 

不同變換動相時間所收集之管外時圖，經基線校正後可得無背景值干擾之圖譜(圖 3)，各

層析圖譜中樣品波峰除了滯留時間各異之外，波峰高度、波形也有很大的不同，為了能更清楚

的表示波峰高度隨著變換動相時間不同而改變，將圖 3中，各圖譜的波峰高度取出，另外製作

波峰高度對變換動相時間圖(圖 4)。 

 

(圖 3) 動相在不同時間變換之管外時圖 

 

 

(圖 4) 不同時間變換動相之時圖波高圖 

 

由圖 4中發現，波高隨變換動相時間延後而有先升後降，最後降至和初動相等位沖堤相同

波高，而在最後的波峰下降階段波形也產生跳動的現象(peak jump phenomenon)，此現象相當特

殊。一般認為滯留時間(retention time)越長，波峰應該越寬越矮，因為樣品在流析的過程中會受

擴散效應(diffusion effect)影響，使波形持續變寬，但在圖 4中卻顯示有一段區間波峰高度隨著

滯留時間變長而上升後又下降，此部分須結合 WCD(whole-column detection)收集的管內空圖來

觀察(圖 5)。 
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(圖 5) 個管外時圖所對應之管內空圖 

 

由圖 5中，確實可以看到管柱末端處空圖波形波高漸高的現象，波高隨流析時間漸高有三

種可能： 

1.改變後的動相沖堤能力較強，讓原本滯留於靜相的樣品被釋放到動相中，最後被管外偵測器

收集。 

2.管柱末端連接管外線路處，因管徑由大變小，造成背壓，進而使樣品空間波形改變。 

3.改變動相後，受到壓縮效應(compression effect)的影響，造成空間波寬變窄、高度變高。 

可能原因 1.中，樣品在動靜相間的分布(partition)是無法在管內空圖中看到的，無論樣品在

動相或靜相中都會有吸收訊號，也就是說管內空圖中看到的樣品吸收訊號其實是動相、靜相中

樣品的總和。但圖 5中，改變動相時間為第 4、7、9、11、15、17分鐘的管內空圖確實可以看

到空圖波形波高漸高的現象，故此可能原因確定可排除。 

可能原因 2.所假設情形，只用圖 5是無法判斷的，但若收集等位沖堤實驗中的管內空圖(圖

6)，就能清楚的看到，此實驗管柱末端設計和圖 5中各實驗皆相同，但管柱末端空圖完全沒有

波峰增高的現象，故管路背壓造成空間波峰增高的可能也可完全排除。 

 

(圖 6) 初始動相對樣品的等位沖堤管內空圖 

 

至於最後一個可能原因，波峰壓縮效應(compression effect)，則需管柱中段空圖(圖 7)做輔

助才能更加釐清，即找出波峰壓縮於管柱中的起始位置。在此六組實驗中，越晚變換動相者，

其空間波峰壓縮位置越接近管柱出口(CCD 約 20公分處)，因較晚變換動相者，樣品在越接近管
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柱出口處遭遇後方的變換動相;但波峰壓縮最高波峰有略微下降的趨勢，因在遭遇變換動相之

前，隨著流析時間管內的空間波形受擴散作用(diffusion effect)影響而越來越寬、矮，故在管柱

後段遭遇動相者，其波峰較在管柱前段就被壓縮者來的矮。 

若單看壓縮波峰高度，可能會有所誤解，晚變換動相者，其波峰壓縮處的最高波峰較矮，

何以流出管柱後可以得到訊號強度較高的管外時圖呢?參照圖 5 便可以得到解答，因為越先遭遇

變換動相者，雖然波峰較高，但須經過較長距離才得以進入管外偵測器，而此遷移過程中，原

先因壓縮效應增加的波高則會被擴散效應抵銷，使此管柱中的壓縮現象無法為管外時圖所觀

察。反之，在管柱後端才遭遇變換動相者，其波峰雖無前段遭壓縮者高，但隨即流出管柱，還

來不及被擴散效應所掩蓋。 

至於，圖 3中，第 22分鐘變換動相圖譜之所以產生跳動，可以用圖 5中相對應的管柱末

端空圖解釋，樣品空間波峰已有一半在管柱外被管外偵測器偵測到，而尚留在管柱內的樣品又

正好遭遇變換動相。空圖中明顯看到即將流出管柱的空間波峰並”沒有”增高的趨勢，但卻可在

管外偵測器看到吸收訊號的突然變高，意味著樣品因變換的動相沖堤能力較強而由靜相被釋出

到動相，又因為管內空圖所看到的訊號強度為動靜相中樣品之和，故不會有增高的波形出現，

也就是 Pai 在在其論文中所提到的特殊現象。 

 

(圖 7) 變換動相時間 4~17 分鐘之管柱中段空圖 

 

最後，在第 23.6 分鐘變換動相的管外時圖，圖 3，之所以和圖 8等位沖堤圖形相似，由圖

5對應的空圖可以明白，太晚變換動相的關係，變換的動相無法追趕上即將流出管柱的樣品，

故樣品空間波峰不受變換動相影響，和等位沖堤無異。 

 

(圖 8) 初始動相對樣品做等位沖堤之管外時圖 
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5-2以WCD觀察吸附型層析中的樣品吸附情形 

 

亞甲基藍衝破實驗之管內空圖結果如圖9所示，可明顯觀察到其載入模式並非如肉眼所見

的「先載滿第一層、再開始載入第二層」，而是在載滿第一層前，就已開始往後幾層開始載入。

而經由衝破實驗結果數據計算，亞甲基藍之k值為0.0266，如圖10： 

 

(圖9) 亞甲基藍衝破實驗管內空圖 

 

 

(圖10) 亞甲基藍衝破實驗管外時圖 

 

將此值代入 parcel model 中，可得到理論圖形，如圖 11，從中可以觀察到，根據整體的載

入情況而言，parcel model 模擬出的理論圖形和實驗圖形的是大致相同的。然而，隨著 parcel 

model所設定的 n值越大，理論圖形反而越不符合實驗圖形，其原因可能為： 

1. n 值越大，代表解析度越高，然而實際上，實驗所用的管柱為手動填充，並非十分緊密，故

所能提供的解析度有限。 

2. 由於實驗使用的流速為 10mL/min，其所提供樣品的衝力（因為流速頗高）可能影響其吸附

效率。 
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(圖11) 利用亞甲基藍數據與parcel model所模擬之管內時圖 

 

然而，在流速變因實驗中(圖 12)，卻發現不論是降低流速，亦或增加流速，都不影響亞甲

基藍的管內吸附效率，由圖 12，可觀察到在填入相同量的亞甲基藍情況下，流速 7mL/min、

10mL/min 與 13mL/min 所得到的管內空圖幾乎相同，代表流速並非影響吸附效率之主因。 

 
(圖12) 不同流速下，相同吸附量之亞甲基藍衝破實驗管內空圖 

 

既然流速並非影響吸附效率之主因，則其他變因，如 k值、濃度、溶劑、溫度等，將有可

能是造成實驗圖形與理論圖形差異頗大之原因。 

在 k 值變因實驗中，使用甲基橙與亞甲基藍互相比較，可發現圖 13 中的甲基橙衝破實驗

管內空圖比起圖 9的亞甲基藍衝破實驗管內空圖，其波線斜率較為平緩，代表其吸附效率較差，

從管內空圖的圖形便可輕易斷定甲基橙之 k 值比亞甲基藍之 k值小，而利用甲基橙之管外時圖

(圖 14)數據計算，果然得到相同結論，甲基橙之 k值為 4.45×10
-3。 
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(圖13) 甲基橙衝破實驗管內空圖 

 

 
(圖14) 甲基橙衝破實驗管外時圖 

 

而在濃度變因實驗中(圖 15)，也可發現，當濃度提高時，由於樣品液體黏度隨之提高，此

黏滯性的差異導致在載入一定量的樣品分子時，較高濃度的樣品比起較低濃度的樣品，其載入

速度相對較慢。由於因黏滯性而導致的載入速度較慢的因素並沒有大到足以影響一定時間內的

樣品載入量，因此在衝破實驗中，高濃度的樣品還是會比低濃度的樣品更快衝破。 

 
(圖 15) 不同濃度下，相同吸附量之亞甲基藍衝破實驗管內空圖 
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