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アプリケーションの利点 

 ■ UPC2® によるピレスロイド系農薬の高速高分

離分析は、ガスクロマトグラフィー（GC）や液

体クロマトグラフィー（LC）と比較してスルー

プットが高く、高い分離能を提供します。

 ■ CO2は粘性が低いためカラムの連結が容易で、

ピレスロイド系農薬の異性体分析に必要な高

効率のキラル分離が可能になります。UPC2

による分析は容易で、分析法開発に重要で

ある時間も短縮できます。

 ■ ACQUITY UPC2 TMシステムはシステムボリュー

ムが小さいため、粒子径 5 µmのキラルカラ

ムを使用しても、HPLCや従来の SFCと比較し、

より効率良くピレスロイド系農薬のジアステレ

オマーを分離することができます。また、粒

子径 5 µmのキラルカラムを使用することで、

UPC2から分取精製へのスケールアップが容易

になります。

はじめに

ピレスロイド剤は天然のピレトリン類に似た合成化合物です。これらは殺虫剤や防

虫剤として農業や一般家庭で使用されます。アセチルコリンエステラーゼ阻害剤

や、ニコチン性アセチルコリン作動薬である有機リン系やカルバメート系のよう

な他の一般的な殺虫剤と異なり、ピレスロイド剤は神経系のナトリウムチャネルに

作用することで殺虫効果を発揮します。種による代謝率の違いにより、ピレスロイ

ド系農薬の多くは虫に対して適度な選択性を持っているため、哺乳類にとって比

較的安全に使用することが可能な農薬です。1

多くのピレスロイド系農薬は、図 1に示すような複雑な不斉中心を持っています。

それぞれの立体異性体は、大きく異なる生物的活性を有しています。さらに多く

の殺虫剤の環境中での劣化は酵素的であり、かつ立体配置により異なります。こ

のため、キラル農薬の異性体比率の迅速で信頼性のある正確な分析が生成物の

処方だけでなく、個々の農薬異性体の薬動態学、代謝、環境中の分析における

研究において重要となります。

従来のピレスロイド系農薬のキラル分離は、キラル固定相（CSPs）による HPLC法

やキャピラリー電気泳動法（CE）、ガスクロマトグラフィー法（GC）1などにより行わ

れてきました。近年、超臨界流体クロマトグラフィー（SFC）がこれらの分析に使

用され、分離の改善や分析時間の短縮を可能にしています。本アプリケーション

ノートでは Waters® ACQUITY UPC2を使用して複雑な立体異性体を有する 4種のピ

レスロイド系農薬におけるエナンチオマーとジアステレオマーの分析例をご紹介し

ます。

図 1. 使用したピレスロイド剤類の構造。＊キラルセンター（不斉中心）
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実験方法

サンプル調整

農薬サンプルとして、図 1に示す各化合物を

Riedel-de Haën 社、Pestanal 社、Sigma 社と Fluka

社より入手しました。サンプルは、全てイソプロ

パノール（IPA）に溶解させ、分析に使用しました。

UPC2条件

システム： ACQUITY UPC2

検出器： PDA

カラム： CHRALCEL OJ-H （4.6 x 150 mm,5 µm） 

CHIRALPAK IC （4.6 x 150 mm,5 µm） 
（ダイセル社製）

データ解析

Empower3ソフトウェア

他の主な分析条件は、各図の脚注に記載。

結果および考察

主なキラル分析の分析法開発は、固定相、共溶媒、添加剤のスクリーニングか

ら始めます。フェンプロパトリンのスクリーニングの結果、より最適な条件と

してカラムは OJ-Hカラム、共溶媒はメタノールを選択しました。カラム温度

を変えて分析したフェンプロパトリンの UPC2クロマトグラムを図 2に示します。

カラム温度の上昇により、超臨界流体 CO2の溶出力が減少し、保持時間が長

くなります。これは、分析対象物と固定相のキラルセレクターとの相互作用が

より大きくなることに起因し、結果としてより高い分離が得られます。温度は、

アキラル SFCにおいても選択性を調節する第二のパラメーターであると認識さ

れていますが、今回の分析例においてはキラル分離を劇的に変えることがわか

りました。

さらに分離を改善するために他のパラメーターは変えずに流速を 1.5 mL/分

に下げた結果、2本のピークがベースライン分離（Rs=1.67）し、図 3に示す 

クロマトグラムが得られました。一般的に相互作用が保持に大きく関与する逆

相 LCや順相 LCのアキラル分離に反して、SFCによるキラルクロマトグラフィー

における保持は、分析対象物と固定相の複合的な相互作用に起因します。これ

らの相互作用は、流速、圧力、温度を含む一般的な実験パラメーターに依存し

ます。従って、最大限の分離を得るためには、これらを体系的に検討すること

が重要です。

図 2. アイソクラティック（共溶媒 5%）条件下で OJ-H（4.6 x 150 mm, 5 µm）カラムを用いて、異
なる温度で分析したフェンプロパトリンの UPC2クロマトグラム。流速は 3 mL/分。出口圧力は
120 bar。共溶媒はメタノール。

A
U

0.00

0.20

0.40

A
U

0.00

0.20

0.40

A
U

0.00

0.20

0.40

A
U

0.00

0.20

0.40

0.40

A
U

0.00

0.20

時間（分）
0.00 0.60 1.20 1.80 2.40 3.00

30 °C

40 °C

50 °C

55 °C

60 °CRs=1.40



33UPC2によるピレスロイド系農薬のエナンチオマーおよびジアステレオマーの分離

図 3. アイソクラティック（共溶媒 5%）条件下で OJ-Hカラム（4.6 x 150 mm, 5 µm）を用いて、分析したフェンプロパトリンの UPC2

クロマトグラム。流速は 1.5 mL/分。出口圧力は 120 bar。共溶媒はメタノール。カラム温度は 60 ℃。
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図 4. アイソクラティック（共溶媒 7%）条件下で OJ-Hカラム（4.6 x 150 mm, 5 µm）を用いて、分析したペルメトリンの UPC2クロマ
トグラム。流速は 4 mL/分。出口圧力は 120 bar。共溶媒はイソプロパノール。カラム温度は 40 ℃。

図 4は 2つのキラルセンター（不斉中心）を持つピレスロイド系農薬の一種であるペルメトリンの UPC2に

よる分離を示しています。OJ-Hカラム（4.6 x 150 mm, 5 µm）を使用した分析において 4つの異性体が 4分以

内に溶出し、ベースライン分離しました。分析時間に 100分もかかる GCによる分析では 4つの異性体の内、

3つまでしか分離できず、2 また、逆相 LCおよび順相 LCのどちらの分析においても、完全に分離することは

できませんでした。3
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2つの不斉中心を持つ別のピレスロイド系農薬であるレスメトリンの UPC2による分離を図 5に示しまし

た。ペルメトリンとレスメトリンは類似構造であるにもかかわらず、レスメトリンの 4つの異性体をベー

スライン分離するためには、2本の OJ-Hカラムを直列に連結し、流速を下げる必要がありました。クロ

マトグラフの分離改善において、カラム長を長くすることは最も基本的で容易な手段の一つです。カラム

の選択性や保持力が分離の改善に不十分な場合、SFCの分離調整のためにカラムの連結が用いられます。4-5 

HPLCと比較して、SFCには次に述べるような特徴的な利点があります。一般的な SFC条件下では、超臨界流

体 CO2の粘性は、一般的に HPLCで使用される有機溶媒に比べ、10～ 100倍低くなります。そのため、高

いカラム効率を得るためにカラムを長くしても、背圧が上がりにくいため容易にカラムを連結することが

できます。

図 5. アイソクラティック（共溶媒 15%）条件下で 2本の OJ-Hカラム（4.6 x 150 mm, 5 µm）を直列に連結し、分析したレスメトリン
の UPC2クロマトグラム。流速は 2 mL/分。出口圧力は 120 bar。共溶媒はイソプロパノール。カラム温度は 30 ℃。
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図 6. シフルトリンの UPC2および SFCのクロマトグラム。UPC2の分析では、共溶媒にイソプロパノールを使用し、流速は 3.5 mL/分、
カラム温度は 50 ℃。出口圧力は 120 bar。グラジエントは 4.5%→ 6%, 3分間、その後 6%→ 10%, 4分間、さらに、10%で 1分間
ホールド。分析時間は 8分。SFCクロマトグラムでは、共溶媒はイソプロパノールを使用し、流速は 3 mL/分、カラム温度は 45 ℃。
出口圧力は 120 bar。グラジエントは始めの 0.5分間 , 4%をホールドし、その後、4%→ 6%, 29分間、さらに 6%で 5分間ホールド。
分析時間は 35分。

図 6は UPC2と従来の SFCシステムによる 3つの不斉中心を持つピレスロイド系農薬であるシフルトリンの

ジアステレオマー分離を示しています。両システムでは類似した分離が得られました。UPC2システムにお

いては、2本のカラムの連結（総カラム長は 300 mm）のみですが、従来の SFCシステムにおいては、総カ

ラム長が 800 mmとなる 4本のカラムの連結が必要でした。UPC2はシステムボリュームが小さいため、ピー

ク拡散を低減することで、ピーク形状をよりシャープにし、高分離で分析時間も大幅に短縮しています（従

来の SFCでは 35分かかっている分離が UPC2では 8分）。シフルトリンの分離は、2種類のカラムの連結を

しています。異なるカラムケミストリーを連結することで、それぞれのカラムが異なる分離を提供するため、

結果として 8個の全ての異性体を同時分離することが可能です。この時のカラムの連結は、図 5に示すよ

うなカラム長の延長ではなく、異なる選択性を持つカラムの連結になります。



結論

本アプリケーションノートでは、UPC2を使用して複雑な立体異性

体を有するピレスロイド系農薬のキラル分離を紹介しました。キ

ラル分離の特徴として、希望する分離を得るためには温度や流速

などのクロマトグラフパラメーターの検討を体系的に進めること

が重要です。この結果で得られた分離は、カラム温度による影響

を受けやすく、カラム温度の最適化が分析法開発において重要な

ステップとなっています。超臨界 CO2は粘性が低いため、ピレス

ロイド系農薬の異性体分離に要求される高効率なキラル分離のた

めの同種または異種のカラムケミストリ間の連結を容易にします。

最後に、UPC2はシステムボリュームが小さいため、従来の SFCと

比べ、より高速で効率的なピレスロイド系農薬のジアステレオ

マーの分離を可能にします。
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