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摘  要 

建立高效液相色谱分离，并用保留因子计算法定性分析苯扎氯铵同系物。采用高效液相色谱–二极管阵

列检测器(HPLC-DAD)分离了4种烷基侧链长度为12~18 [碳链长度(C) = 12、14、16、18]的苯扎氯铵同

系物。研究苯扎氯铵同系物侧链长度(C = 12, 14, 16, 18)与其调整保留时间( ′Rt )的相关关系。利用实验

数据建立回归方程，并对样品中的未知苯扎氯铵样品的保留时间进行分析，同时改变流速、色谱柱、检

测器和洗脱条件进行验证。结果表明，用该方法预测未知苯扎氯铵同系物的保留时间，误差范围 ≤ 
1.25%。因此，可以利用保留因子定性分析未知苯扎氯铵同系物。 
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Abstract 
In this paper, a qualitative analysis method for benzalammonium chloridehomologous compounds 
using HPLC separation and retention factor calculation was established. Four kinds of benzalam-
monium chloridehomologous compounds with aside chain length ranging from 12 to18 [side chain 
length (C) = 12, 14, 16, 18] were separated by high performance liquid chromatography with diode 
array detection (HPLC-DAD). Retention time ( ′Rt ) of those unknown benzalammonium chloride 
samples was analyzed by the retention factor calculation based on the linear regression equation 
from experimental data. Different flow velocity, chromatographic column, detector and eluent 
conditions to verificate were also took into account. Results indicating that the error range are 
less than 1.25% in predicting the retention time of those unknown benzalammonium chloride-
homologous compounds. Therefore, the retention factor is a useful method for qualitative analysis 
of unknown benzalammonium chloridehomologous compounds. 
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1. 前言 

苯扎氯铵是一种季铵盐类阳离子杀菌剂，是由正构烷基取代的二甲基苄基氯化铵的同系物组成[1]，
如图 1 所示，根据其烷基侧链长度不同，主要包括八烷基二甲基苄基氯化铵(C8-BAC)、十烷基二甲基苄

基氯化铵(C10-BAC)、十二烷基二甲基苄基氯化铵(C12-BAC)、十四烷基二甲基苄基氯化铵(C14-BAC)、
十六烷基二甲基苄基氯化铵(C16-BAC)和十八烷基二甲基苄基氯化铵(C18-BAC)。苯扎氯铵具有广谱杀菌

和一定的分散、渗透作用，因而被广泛应用于消毒、防虫、防腐、纺织印染、工业水处理等领域[2]。目

前苯扎氯铵的测定方法主要有滴定法[3] [4]、毛细管电泳法[4] [5]、紫外分光光度法[6]、高效液相色谱法

[7] [8] [9]、液相色谱–串联质谱法[10]、气相色谱–串联质谱法[11]等。两相滴定法对于添加表面活性剂

的基体相对复杂的样品萃取效率不高，滴定溶液容易乳化，两相分层不明显导致滴定终点难以判断，因

此实验结果偏差较大。在众多的仪器测定方法中，液相色谱法的通用性相对较高。但是由于苯扎氯铵是

各种偶数正构烷基链烷基苄氯化物的非均匀混合物，往往是多种同系物复配使用。目前，苯扎氯铵同系

物中的部分纯品供应商极少因而较难购买完全，对样品中不同碳链长度的苯扎氯铵的定性定量造成一定

困难。根据色谱中保留指数规律，通过实验研究苯扎氯铵烷基侧链长度(C = 12, 14, 16, 18)与其调整保留

时间( Rt′ )之间的关系非常有意义，可以在缺乏标准品的情况下，对样品中的不同侧链长度的苯扎氯铵进

行分离分析，对苯扎氯铵同系物进行准确的定性定量。基于保留指数原理，目前已建立起了多种色谱法

结合保留指数定性目标化合物的方法，比如采用气相色谱–质谱法结合保留指数对玫瑰花露中挥发性成

分、烟草香味成分、杀虫剂等进行定性分析[12] [13] [14]，离子交换色谱分离结合保留因子定性分析壳寡

糖[15]、也有对多环芳烃液相色谱保留指数的研究[16]。然而，关于液相色谱法检测苯扎氯铵尚未有保留

指数方法报道。 
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Figure 1. Chemical structure of benzalammonium 
chloridehomologous compounds 
图 1. 苯扎氯铵的化学结构 

2. 材料与方法 

2.1. 仪器和试剂 

液相色谱仪：Waters Arc 配光电二极管阵列检测器(美国 Waters 公司)，Milli-Q 纯水仪(美国 Millipore
公司)分析柱系统为 AgilentXDB-C18 (4.6 mm × 150 mm, 5 μm)色谱柱和 WatersCortes C18 (4.6 mm × 150 
mm × 2.7 µm)；十二烷基二甲基苄基氯化铵(C12-BAC)、十四烷基二甲基苄基氯化铵(C14-BAC)、十六烷

基二甲基苄基氯化铵(C16-BAC)、十六烷基二甲基苄基氯化铵(C18-BAC)标准品购自美国 Dr.Ehrenstorfer
公司；乙腈，色谱纯购自美国 Merck 公司。  

2.2. 样品溶液制备 

称取样品 0.5 g (精确至 0.1 mg)，于 10 mL 玻璃比色管中，加水定容至刻度，超声提取 20 min 后 8000 
r/min 离心 5 min，经 0.45 μm 滤膜过滤，滤液作为待测样液备用。 

2.3. 标准溶液的配制 

准确称取各种苯扎氯铵标准品 10 mg，精确到 0.1 mg，于 10 mL 棕色容量瓶中，用乙腈溶解并定容

至刻度，配制成浓度为 1000 mg/L 的标准储备液，密封储存于−18℃冰箱中备用。 
分别吸取 1.00 mL 各标准储备液于 10 mL 棕色容量瓶中，用乙腈溶液定容，配制成 100 mg/L 混合标

准溶液。 

2.4. 色谱条件 

分别采用 AgilentXDB-C18 (4.6 mm × 150 mm, 5 μm)色谱柱和 WatersCortes C18 (4.6 mm × 150 mm × 
2.7 µm)，流动相为 V (乙腈)：V [100 mmol/L NH4Ac (冰乙酸调 pH = 4.8)] = 50:50，柱温 35℃等度洗脱。

流速：0.40 mL/min；柱温：40℃；进样量：10 μL。 

3. 结果与讨论 

3.1. 苯扎氯铵同系物的分离和调整保留时间的计算 

取适量苯扎氯铵同系物(十二烷基二甲基苄基氯化铵、十四烷基二甲基苄基氯化铵、十六烷基二甲基

苄基氯化铵、十八烷基二甲基苄基氯化铵)质量浓度为 100 mg/L 的标准混合液，采用上述色谱条件，进

样分析，得到如图 2 的色谱图。将从进样开始到惰性组分从色谱柱中流出呈现浓度极大值的时间(系统峰

时间)定为死时间，用 tm表示。将保留时间 tR扣除死时间 tm剩余的时间为调整保留时间 Rt′ 。 
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Figure 2. Chromatogram of 4 kinds of benzalammonium chloridehomo-
logous compounds  
图 2. 4 种苯扎氯铵标准物质色谱图 

3.2. 烷基侧链长度与保留时间相关关系及其可靠性验证过程 

通过对苯扎氯铵烷基侧链长度 C 与调整保留时间 Rt′ 相关关系进行数据拟合，发现烷基侧链长度与调

整保留时间对数 Rlogt′ 具有线性相关关系，根据此关系对季铵盐消毒剂产品中苯扎氯铵未知同系物进行组

成进行判断，再根据回归方程计算出苯扎氯铵侧链长度。为了使苯扎氯铵同系物定性公式推导过程的简

单明了，公式推导过程采用线性方程计算，即分别由苯扎氯铵碳侧长度的碳数值 C 与对应苯扎氯铵的

Rlogt′ 建立回归方程进行推导计算。计算过程如表 1，先由表 2 的数据建立由碳链长度(C = 12, 14, 16, 18)
的苯扎氯铵同系物样品的 Rlogt′ 相关关系，再将图 1 中其中一种同系物当做未知峰(C12~C18 烷基二甲基

苄基氯化铵)的 Rlogt′ 值数据代入由另外 3 种苯扎氯铵同系物建立的回归方程，计算其烷基侧链长度及误

差值。 

3.3. 改变流速及流动相条件的影响 

将流速改变为 0.60 mL∙min−1，流动相 V (乙腈):V [100 mmol/L NH4Ac (冰乙酸调 pH = 4.8)] = 40:60 等 
 

Table 1. Aside chain length (C) and deviation for benzalammonium chloride 
表 1. 苯扎氯铵同系物烷基侧链长度(C)与误差 

碳链长度(C) 线性方程 R2 验证物质碳

链长度 C′  
计算侧链长

度C′′  
Δ/% 

C12、C14、C16、C18 RC 6.2604log 9. 33t 5 1= +′  0.9996 / / / 

C12、C14、C16 RC 6.1367log 9. 00t 6 7= +′  0.9998 18 17.86 −0.78 

C12、C14、C18 RC 6.2771log 9. 31t 5 4= +′  0.9997 16 16.05 0.31 

C12、C16、C18 RC 6.2394log 9. 69t 5 1= +′  0.9998 14 14.07 0.50 

C14、C16、C18 RC 6.4066log 9. 67t 3 1= +′  0.9999 12 11.85 −1.25 

注： ( )C C C 100%′′ ′ ′∆ = − × 。 
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Table 2. Data of aside chain length (C) and retention time ( Rt′ ) of benzalammonium chloride 
表 2. 苯扎氯铵同系物烷基侧链长度(C)与调整保留时间( Rt′ )数据 

峰号(peak number) 分析物(analyte) C tm tR Rt′  Rlogt′  

1 十二烷基二甲基苄基氯化铵 12 1.829 4.267 2.438 0.3870 

2 十四烷基二甲基苄基氯化铵 14 1.829 7.095 5.266 0.7215 

3 十六烷基二甲基苄基氯化铵 16 1.829 12.761 10.932 1.0387 

4 十八烷基二甲基苄基氯化铵 18 1.829 24.000 22.171 1.3458 

 
度洗脱，分离后对苯扎氯铵烷基侧链长度 C 与调整保留时间 Rt′ 相关关系进行回归，其相关关系均大于

0.9995。并将其中一种同系物当做未知峰(C12~C18 烷基二甲基苄基氯化铵)的 logt′R 值数据代入由另外 3
种苯扎氯铵同系物建立的回归方程，计算其侧链长度及误差值，得出误差值绝对值小于 1.15%。因此可

知在改变流速及流动相等色谱条件后，调整保留时间的对数与侧链长度的线性关系并未受到影响。 

3.4. 改变色谱柱对计算结果的影响 

将色谱柱换成 AgilentXDB-C18 (4.6 mm × 150 mm, 5 μm)色谱柱，分离后对苯扎氯铵烷基侧链长度 C
与调整保留时间 Rt′ 相关关系进行回归，其相关关系均大于 0.9993。同样采用方法 3.2 中验证过程进行公

式推导，得出误差值绝对值小于 1.37%。调整保留时间的对数与烷基侧链长度的线性关系依然存在。 

4. 结论 

本文通过考察苯扎氯铵的 C12~C18 同系物后，成功地建立了苯扎氯铵同系物烷基侧链长度与对应化

合物调整保留时间的相关关系，即：调整保留时间的对数与烷基侧链长度呈线性相关关系( RC alog bt′= + )，
相关关系都在 0.9996 以上。根据任意建立的关系对标准曲线以外的不同侧链长度的苯扎氯铵进行侧链长

度的计算定性，计算得到的侧链长度预测值与实际标准物质的碳链数相对偏差不大于 1.25%。可见该法

预测精度较高，可能只需少数几种标准物质即可完成对本系列不同侧链长度的其他同系物进行辅助定性，

在苯扎氯铵系列标准物质不全或无法取得的情况下，可用于季铵盐消毒剂或季铵盐原料中未知侧链长度

的苯扎氯铵同系物辅助定性，也可应用于苯扎氯铵原料生产单位的过程和产品质量控制。因此，对于季

铵盐消毒剂样品，利用液相色谱分离，保留时间计算来定性苯扎氯铵烷基侧链长度的方法是可行的。 
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