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摘要

聚羟基脂肪酸酯(PHA)是⼀类通过发酵产⽣的可⽣物降解的聚合物，具有取代⼀次性化⽯燃料衍⽣塑料的潜⼒。

PHA是典型的共聚物，不同的PHA可能基于⽣化原料、所⽤的微⽣物和⽣物反应条件⽽在组成上存在很⼤差异。

但是，共聚物中最常⻅的两种组分是聚-3-羟基丁酸酯(PHB)和聚-3-羟基戊酸酯(PHV)，其中PHB是主要组分。这

些组分的⽐例决定了材料的性质，例如热性质、机械性质和结晶度。

在本可⾏性研究中，利⽤超⾼效聚合物⾊谱(Advanced Polymer Chromatography™)和蒸发光散射检测(ELSD)进

⾏⼆维分析，以更深⼊地了解化学组成分布，因为⼀维SEC分析通常不⾜以解析随PHB与PHV⽐率变化的不同⾏为

。

优势

APC的溶剂兼容性⽀持在第⼀维和第⼆维采⽤正相⾊谱和典型的⾮极性溶剂■

使⽤WinGPC软件对轮廓线图和分⼦量进⾏简单直接的数据采集和数据处理■

在单个实验中按组成和体积分离共聚物■

1利⽤超⾼效聚合物⾊谱对聚羟基脂肪酸酯基⽣物塑料原料进⾏多维表征

http://www.waters.com


简介

由于应⽤⼴泛（特别是在包装领域），塑料已成为⽇常⽣活中必不可少的商品。塑料可分为两⼤类：由化⽯燃料

衍⽣的塑料和⽣物来源的塑料。⽬前，⼤多数塑料都是由化⽯燃料衍⽣的，但随着⽣态意识的不断增强，⽣产开

始转向⽣物来源的塑料。⽣物塑料很有吸引⼒，因为它们来源于可再⽣原料，可持续性更强。此外，虽然并⾮全

部适⽤，但⼤多数⽣物塑料的⽣物降解能⼒都⽐对应的化⽯燃料强。聚羟基脂肪酸酯(PHA)就是⽣物来源/⽣物可

降解塑料的⼀个⽰例，它们有望取代常⽤的聚烯烃PE和PP以及PET和PS。PHA是可⽣物降解的线性（共）聚酯

，由多种细菌通过发酵⼤量选定的碳原料来合成。PHA具有很⾼的⽣物降解性和⽣物相容性，因此是⼀种环保物

质。PHA⽬前⽤于各种应⽤中，包括⻝品包装和饮料瓶涂层等。

聚-3-羟基丁酸酯(PHB)及其共聚物仍然是最常⽤的PHA。PHB是⼀种结晶聚合物，具有强⽽脆的物理特性。向

PHB主链中掺⼊聚-3-羟基戊酸酯(PHV)，能够提⾼聚合物的拉伸和冲击韧性，并改变其他特性，例如降低所得共

聚物相⽐于纯PHB的熔点，从⽽改善加⼯性能。聚(3-PHBV)共聚酯已被证明是⽆规（共）聚酯的混合物，在共聚

单体组成和分⼦量⽅⾯分布⼴泛。由于市售PHA中可能存在化学组成的类似变化，因此它们的表征通常⾮常重要

，因为化学组成的变化对于商业应⽤来说尤其棘⼿。传统表征⽅法是在部分降解后进⾏GC-MS分析1,2。 但这种⽅

法既⽆法提供关于分⼦量分布的信息，也不能提供原始聚合物样品中可能存在的共聚物组成变化或分布的信息。

体积排阻分离本⾝不太可能分离流体动⼒学体积相同但化学组成不同的组分。另⼀⽅⾯，纯化学分离可以提供有

关组成分布更详细的信息，但⽆法辨别共聚单元在分⼦量分布中的分布情况。要解决这种依赖关系，⼆维(2D)分

析不失为⼀种选择。

在本可⾏性研究中，使⽤⼆维APC分析⽅法并以氯仿为两个维度的主要溶剂组分，分析选定的具有不同PHV与PHB

⽐率但玻璃化转变温度（Tg，数据未显⽰）相似的聚(3-PHBV)聚酯，以深⼊了解分布差异。 

实验

将聚(3-PHBV)样品溶于经⼄醇稳定的氯仿中，制得10 mg/mL溶液，然后低速翻滚过夜。在使⽤0.22 μm PTFE过

滤器过滤之前，将样品溶液在3900 rpm下离⼼70 min以去除不溶性物质（尤其是来⾃吸管的不溶性物质）。按

1:4稀释滤液，制得2 mg/mL样品溶液，并装⼊2 mL样品瓶中以备进样。
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结果与讨论

在进⾏2D分析之前，使⽤BEH XT 450 Å⾊谱柱在氯仿中进⾏体积排阻分离。⾊谱图⻅图1，每个样品仅显⽰出⼀

个峰。假设样品包含⾄少两种组分，则可以认为发⽣了共洗脱。体积排阻分离⽆法区分三种聚(3-PHBV)样品。 

图1.所有三个样品的⼀维体积排阻分离，X轴为保留时间，Y轴为光散射单

位(LSU)。

在后续步骤中使⽤SunFire™硅胶柱，应⽤从氯仿到氯仿/四氢呋喃混合物的梯度按化学组成进⾏分离。从图2中可

以看出，在使⽤陡峭梯度进⾏试验性分离后，除样品1外，所有样品均产⽣两个峰。样品1的单峰⽐样品2和样品

3的第⼀个峰更早洗脱，仅样品2和样品3在约8 min处产⽣第⼆个峰。样品1与样品2和样品3之间似乎存在差异

，但没有获得有关样品2与样品3之间差异的信息。在本次试验中，任何⼀种单独的技术都⽆法提供⾜够的信息。

不同的ELSD信号强度源于不同的进样体积和样品浓度。
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图2.三个聚(3-PHBV)样品的⼀维梯度分离，X轴为保留时间，Y轴为光散射单位(LSU)。

单个基于化学组成的分离和体积排阻分离的关键参数有助于⼿动计算WinGPC软件中2D设置所需的运⾏条件。

完整2D测量中第⼀维的流速由第⼆维的运⾏时间和定量环体积决定。■

在第⼆维中分离的转移馏分的量，由直到最后⼀个峰洗脱的单个第⼀维进样的体积以及定量环体积决定■

将上述体积除以第⼀维流速，即可得到两种技术串联使⽤时完整2D运⾏的总运⾏时间。■

在WinGPC中进⾏简单的引导式2D阀设置需要这些值。⾸先，加载仪器⽅法（图3）。
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图3.在引导式2D阀设置中加载两种仪器的⽅法

输⼊上述计算出的参数，按照提⽰“将设置应⽤于阀”并加载保存的序列，开始2D运⾏（图4）。也可以通过样品

向导设置样品序列。

5利⽤超⾼效聚合物⾊谱对聚羟基脂肪酸酯基⽣物塑料原料进⾏多维表征



图4.引导式2D阀设置窗⼝，其中输⼊了试运⾏之⼀的计算参数

所获得的所有三个聚(3-PHBV)样品的轮廓线图显⽰在图5~7中。以X轴上第⼆维运⾏（体积排阻分离）的洗脱体积

相对于Y轴上第⼀维运⾏（梯度分离）的洗脱时间作图。尽管单张⾊谱图显⽰出明显的相似性，但所有轮廓线图看

起来各不相同。图5中样品1的轮廓线图显⽰出三个群组，⽽不是图1和图2中的单峰（⿊⾊迹线）。X轴上洗脱体积

介于1.1 mL~1.2 mL之间的两个群组（图5），最初在体积排阻分离运⾏中共洗脱，⽽在第⼀维梯度运⾏中得到分

离。图5中洗脱体积约1.5 mL的第三个群组在单个体积排阻进样中被洗脱时间在0.7~0.8 min之间的尾巴掩盖（图

1）。
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图5.样品1的轮廓线图显⽰出三个分离的群组，它们的化学组成和/或分⼦量各有不同。X轴上绘制的是第⼆维的洗

脱体积相对于第⼀维运⾏的洗脱时间的关系。

图6显⽰了样品2的轮廓线图。尽管最初在体积排阻分离（图1）运⾏中发⽣共洗脱的分析物在第⼀维梯度运⾏（图

2）中得到分离，但从图6可以看出，在梯度⾊谱中洗脱时间约40 min的晚洗脱群组在SEC中的洗脱体积不同于早

洗脱群组。因此，两个群组的组成（第⼀维洗脱时间）和分⼦量（第⼆维洗脱时间）有所不同。这是单靠SEC或梯

度分离都⽆法获得的额外信息。
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图6.样品2的轮廓线图显⽰出两个分离的群组，它们的化学组成和/或分⼦量各有不同。X轴上绘制的是第⼆维的洗

脱体积相对于第⼀维运⾏的洗脱时间的关系。

图7展⽰了吸管样品的轮廓线图。尽管吸管的2D分离模式看起来与样品2相似，但从图7的轮廓线图中获得的信息

却并⾮如此。两个群组具有相同的SEC洗脱体积，因此它们的分⼦量⼏乎相同，⽽样品2也展⽰出两个化学组成不

同的群组，它们具有不同的SEC洗脱体积及相应的分⼦量。仅通过运⾏SEC和梯度均⽆法获得此类信息。
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图7.吸管的轮廓线图，显⽰出化学组成不同的两个分离的群组。X轴上绘制的是第⼆维的洗脱体积相对于第⼀维运

⾏的洗脱时间的关系。

结论

使⽤2D-APC-ELSD⽅法分析⼏个聚(3-PHBV)样品，结果表⽰样品之间存在显著差异，这些差异⽆法通过⼀维分离

来确定。

通过在第⼀维添加基于化学组成的分离，使样品1中在单个体积排阻分离中发⽣共洗脱的组分得到成功分离。样品

2和吸管之间的细微差别在于，样品2中化学组成不同的组分具有不同的分⼦量，⽽吸管样品中化学组成不同的组分

的分⼦量则⼏乎相同。

WinGPC软件的功能有助于简化系统设置以进⾏完整的2D分析，从⽽在有时限的仪器上为分析⼈员节省时间。

APC溶剂可兼容⻧代溶剂以及典型的⾮极性溶剂，从⽽⽀持连续运⾏，⽆需在运⾏过程中或空闲时间更换为腐蚀性

较低的溶剂。 
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