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应用优势

■

■

■

■

ACQUITY UPC2®系统可提高对映体与
非对映体的分离度，缩短分析时间，
从而提高样品通量，缩短分析方法
开发时间。

Investigator SFC系统用途广泛、经济
高效，适用于实验室的常规手性分
析和小规模纯化。

针对小规模手性纯化的典型流程，
从方法开发、方法优化、比例放大
到纯化后分析的所有步骤均可快速
完成。

对于因为严格的任务期限和预算限
制而压力与日俱增的行业来说，该
工作流程是其提高分析效率的理想
之选。
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[ 应用纪要 ]

农药公司对于杀虫剂单一对映体的功效极为关注。因为只有确定了农

药产品的最佳应用比率，并且对其进行了适当的代谢和毒理学评价之

后，它们的应用优势才能完全体现出来。然而，要研究单一异构体的

作用，首先必须分离对映体。必要的制备分离技术对于我们研究手性

杀虫剂单一异构体的立体选择性来说至关重要，因为我们需要采用这

些技术来分离得到单一的立体异构体。

虽然传统的分离方法主要采用液相色谱(LC)，但是近年来人们也逐渐

开始采用超临界流体色谱(SFC)来代替正相LC，将手性纯化从半制备级

别放大至千克级。由于超临界流体具有高扩散性和低粘度，SFC可实现

比正相HPLC快三至八倍的分离速度，从而显著提升工作效率。与正相

LC相比，SFC还具有独特的选择性，有机溶剂消耗量更少、废液产生量

更低、采集体积更小以及纯化后干燥时间更短等优点。因此总的来说，

SFC是一种更加经济高效且环境友好的制备型色谱技术。

SFC纯化方法开发的第一步是开发优化固定相和流动相的分析方法。采

用Waters® ACQUITY UPC2系统可快速完成该步骤，接下来即可使用Investigator 

SFC系统对开发的方进行放大，用于后续的制备纯化。

面对严格的任务期限和预算限制，农药公司研发和推出新产品的压力

与日剧增，这一结合了SFC技术优势的全新工作流程无疑是理想之选。

甲霜灵是一种苯基酰胺类杀菌剂，其化学结构中有一个手性中心(图

1)，它的杀菌活性主要来自于R对映体1。在此应用纪要中，我们采用

ACQUITY UPC2系统对甲霜灵进行手性分离，然后采用Investigator SFC系统

将该方法放大为半制备级别的纯化。

 

http://www.waters.com/waters/zh_CN/ACQUITY-UPC2-System/nav.htm?cid=134658367
http://www.waters.com/%20nav.htm?cid=514225
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Power-of-analytical-method-development-and-small-scale-purification/nav.htm?cid=10145751
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Analytical%E2%80%932%E2%80%93Prep-Column-Oven/nav.htm?cid=10146348
http://www.waters.com/waters/zh_CN/2998-Photodiode-Array-%28PDA%29-Detector-for-Purification-and-Modular-LC-Systems/nav.htm?cid=134721663
http://www.waters.com/waters/zh_CN/ChromScope-Software/nav.htm?cid=134647658
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实验

分析色谱条件

分析系统： ACQUITY UPC2

色谱柱： Chiralpak IA-3, 

  4.6 x 150 mm, 3µm

流速：  3.5 mL/min

流动相

组成：  含4% 2-丙醇的CO2

ABPR：  2000 psi/138 bar

柱温：  55 °C

检测器： ACQUITY UPLC PDA

UV检测： 215 nm

 

制备色谱条件 

制备系统： Investigator SFC

色谱柱： Chiralpak IA,

  10 x 150 mm, 5 µm

流速：  12 mL/min

流动相组成： 含8% 2-丙醇的CO2

ABPR：  1600 psi/110 bar

柱温：  30 °C

检测器： 2998 PDA

UV检测： 215 nm
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图1. 甲霜灵对映异构体
的结构。星号代表立体
中心。

仪器 

 

 

样品制备 

外消旋(R, S)-甲霜灵标准品购自Sigma-Aldrich(美国密苏里州圣路易

斯)。用甲醇分别配制1 mg/mL和20 mg/mL的标准品溶液用于分析进

样和制备进样。

分析分离采用Chiralpak IA-3(4.6 x 150 mm, 3 �m)色谱柱。

 

分析色谱法

采用ACQUITY UPC2进行甲霜灵对映体分离及应用Investigator SFC系统进行小规模纯化

[ 应用纪要 ]

在配备PDA检测器的ACQUITY UPC2系统上采用215 nm的波长进行分析，

在Investigator SFC系统上进行半制备纯化。系统组成如下：流体输送

模块(FDM)、自动反压调节器(ABPR)、Alias自动进样器、10端口

Analytical-2-Prep柱温箱、2998 PDA检测器、补充泵、六位馏分收集

模块。此系统由ChromScope软件控制。
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结果与讨论
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图2. 采用IA-3色谱柱的UPC2 PDA提取波长色谱图(215 nm)。  

[ 应用纪要 ]

采用ACQUITY UPC2进行甲霜灵对映体分离及应用Investigator SFC系统进行小规模纯化

SFC纯化的第一步通常是对多个手性固定相和

流动相进行梯度筛选。确定了对样品对映选

择性最高的色谱柱条件和溶剂条件之后，需

要将梯度方法转换为等度分离法。ACQUITY 

UPC2系统具有多色谱柱切换功能，提供四种

共溶剂选择。采用这种技术可缩短分析时间，

从而快速完成方法开发过程。采用IA-3色谱

柱分离对映体获得了最高的分离度(图2)。

因此我们选择了该色谱柱来进行后续的实验。

为了在制备型SFC上进行重迭进样以提高分析

效率，我们必须采用等度分离条件。开发适

当的等度方法时，我们需要认真考虑分离度

和运行时间这两个会影响总体分析效率且互

为竞争关系的因素。一般来说，共溶剂百分

比越大，运行时间越短，但分离度也越低。

此外，大体积进样也会影响制备色谱法的分

离度。要建立成功的等度方法，我们往往需

要通过实验确定合适的运行时间与分离度，

使二者达到平衡。对于本实验，含4%共溶剂

的等度洗脱液更适合分析级分析。
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放大
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图3. (R, S)-甲霜灵的SFC色谱图，采用10-mm I.D.IA色谱柱，进样体积分别为20 �L、40 �L
和80 �L，样品浓度为20mg/mL。

图4. (R, S)-甲霜灵样品五次重迭进样的SFC色谱图。阴影区域代表收集到的馏分，
红色三角形是进样标记。  

[ 应用纪要 ]

采用ACQUITY UPC2进行甲霜灵对映体分离及应用Investigator SFC系统进行小规模纯化

分析级分析与半制备级分析的参数差异主要

来自于所用色谱柱颗粒的粒径不同(3 µm和

5 µm)，以及所用系统(UPC2和Investigator系统)

的系统体积不同。我们根据这些差异对运行

参数进行了相应调整，从而确定合适的分离

度、上样量以及运行次数。

我们采用10-mm I.D. x 150 mm的IA色谱柱进行

了上样量研究，以确定制备分析运行的最大

上样量，实验结果如图3所示。我们采用的

进样体积为20 �L、40 �L和80 �L。上样体积为

80 �L时，甲霜灵对映体仍能获得良好的分离

效果。因此，该方法的单次最大有效上样量

为80 �L或1.60 mg(换算为质量)。

重迭进样能够在不影响色谱效率的前提下提高

分析效率。图4展示了(R, S)-甲霜灵(20 mg/mL)

五次重迭进样的SFC色谱图，每次进样80 �L浓

度为20 mg/mL的外消旋溶液。五次重迭进样

共耗时20分钟，纯化得到了8 mg对映体(每

种对映体4 mg)。溶剂总用量为20 min x 8% x 

12 mL/min = 约19 mL。由于色谱分析条件为等

度条件，我们在前一次进样的色谱分析尚未

完全结束时即进行下一次进样，这样就使得

前一次进样的最后一个峰与随后进样洗脱出

的第一个峰邻近。此外，大体积进样也会影

响制备色谱法的分离度。通过上述连续进样

法所得的色谱图中，色谱峰排布紧凑，充分

说明该方法能够极大节省分析时间和溶剂。

ChromScope软件可对进样和收集间隔进行管理，

从而有效地预测和收集馏分。



5

我们采用UPC2等度分析法分析收集到的两种馏分，以确认样品纯化结果，所得的色谱图

如图5所示。两种馏分的纯度均>99%。然后采用市售甲霜灵-M((R)异构体)标准品来确

认其绝对构型。
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图5. 所收集馏分的分析级SFC色谱图，对映体纯度>99%。

[ 应用纪要 ]

采用ACQUITY UPC2进行甲霜灵对映体分离及应用Investigator SFC系统进行小规模纯化



结论

我们将外消旋甲霜灵作为模型化合物，采用Investigator SFC系统对其

进行了分析，实验结果表明，该系统可实现单个平台上的手性分离

和纯化，是应对此类分析挑战的强大分析工具。采用ACQUITY UPC2系

统进行的手性筛选可快速确定用于分离R-和S-甲霜灵的最佳色谱柱。

此外，我们还开发出了一种等度方法充分发挥重迭进样的优势，且

该方法还能在维持分离度，保持合理运行次数以及最大上样量等合

理原则的前提下轻松进行放大。采用SFC技术的重迭进样可实现

24 mg/h的纯化效率，获得高纯度的甲霜灵对映体馏分，而其有机溶

剂消耗量远低于传统LC纯化的有机溶剂消耗量。采用更长的重迭

进样系列还可获得更多的纯化产物。通过结合UPC2与Investigator SFC

系统，我们成功验证了将SFC应用于手性筛选、方法开发、放大以

及采用重迭进样的小规模纯化制备时的完整工作流程，可完全满足

人们日益增长的快速手性分离需求。该工作流程溶剂消耗量更少、

干燥时间更短，可显著提高实验室分析通量，同时降低单个样品的

处理成本2。
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