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使用ACQUITY UPC2系统和ACQUITY UPC2 Trefoil手性柱对三唑类杀菌剂
进行立体选择性分离

 

Marian Twohig和Michael O’Leary
沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德市)

[ 应用纪要]

应用优势

■

■

■

提高了对映体和非对映体之间的分离度。

与正相分离相比，缩短了分析时间，实现

了更高的样品通量并减少了溶剂消耗。

实现对映体和/或非对映体比率的可靠且

可重现的测量。

沃特世解决方案

ACQUITY UPC2 ®系统

ACQUITY UPC2光电二极管阵列(PDA)检测器

Empower®3软件

ACQUITY UPC2 Trefoil™ AMY 1色谱柱

ACQUITY UPC2 Trefoil CEL1色谱柱
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手性农药，UPC2，对映体，非对映体，

手性分离，手性拆分，三唑类杀菌剂，
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简介

众所周知，不同对映体具有选择性的生物活性，因此对于许多研究领

域而言手性化合物分离的分析方法开发都非常重要1。生化反应可能

是非对映选择性的，也可能是对映选择性的。针对同一种目标化合物，

一种异构体可能展现预期效应，而另一种对映体可能对靶点的效应较

弱，完全无效，甚至可能产生不良的效应。此外，已知不同异构体的

环境归趋也可能迥然不同。据估计，当今市场上20%~30%的农药具有光

学异构体，并且有报道指出，在中国使用的农药有40%为手性农药1,2。

由于掌握每种单个对映体效应的相关知识可能有助于显著降低农药的

应用总量，因此对映选择性的研究对于作物保护行业意义重大。

为了能够更深入地了解这些物质的立体异构成分，我们需要能在短时

间范围内实现可靠、可重现的分离的方法。超临界流体色谱(SFC)被认

为是一种有效的手性分离技术，与常规的高效液相色谱(HPLC)相比，

它具有许多优势3,4。超临界流体的低粘度和高扩散性等性能使其能够

在更短的分析时间内实现极高效的分离5。

本应用纪要介绍了使用沃特世(Waters®) Trefoil色谱柱技术对12种三唑类

杀菌剂(图1)进行的对映体和/或非对映体分离。Trefoil色谱柱采用改良

的多糖型手性固定相(CSP)和2.5 µm颗粒，具有广谱手性选择性。分离

采用UltraPerformance Convergence Chromatography™(UPC2®)系统。合相色谱是

针对液相色谱的一种补充性分离技术，具有正交选择性，以超临界

CO2作为主要流动相。

http://www.waters.com/waters/zh_CN/ACQUITY-UPC2-System/nav.htm?cid=134658367&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/zh_CN/Empower-3-Chromatography-Data-Software/nav.htm?cid=10190669&locale=zh_CN
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007460
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007464
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图1. 12种三唑类杀菌剂的结构。
*代表立体中心。

 

色谱柱 助溶剂(B) ABPR psi/bar 
流速

mL/min
柱温

°C
三唑酮 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇 1600 psi/110 bar 3.5 35

氟醚唑 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇 1990 psi/137 bar 3.0 15

腈苯唑 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇 2300 psi/159 bar 3.0 35

烯唑醇 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇 1990 psi/137 bar 3.0 10

戊唑醇 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇 2500 psi/172 bar 2.5 45

粉唑醇 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 甲醇

甲醇

甲醇

1990 psi/137 bar 2.5 10

烯效唑 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 50:50 2-丙醇/乙醇 2200 psi/152 bar 3.0 35

戊菌唑 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 50:50 2-丙醇/乙醇 1990 psi/137 bar 3.0 35

己唑醇 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 50:50 2-丙醇/乙醇 2500 psi/172 bar 3.0 35

丙环唑 ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 50:50 2-丙醇/乙醇 3000 psi/207 bar 1.5 20

环唑醇 ACQUITY UPC2 Trefoil CEL1 2200 psi/152 bar 3.0 35

糠菌唑 ACQUITY UPC2 Trefoil CEL1 1500 psi/103 bar 2.0 45

表1. 本研究所选用的分析条件汇总。ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1和CEL1色谱柱规格为3.0 x 150 mm, 2.5-µm。

方法条件汇总

[ 应用纪要]

仪器

所有分离都采用ACQUITY UPC2系统。使用ACQUITY UPC2光

电二极管阵列(PDA)检测器进行检测。使用Empower 3软

件进行色谱数据采集和处理。

样品制备

外消旋农药标准品购自AccuStandard(康涅狄格州纽黑文)。

除环唑醇和烯效唑购买时分别为100 µg/mL的甲醇和乙腈

储液之外，其余农药标准品均需要使用甲醇配制为1 

mg/mL的标准品。
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结果与讨论

我们在通用的筛选梯度条件下，采用多种手性柱和助溶剂(如甲醇、乙醇、2-丙醇或其混合物)

开始进行工业级杀菌剂立体选择性分离的方法开发。ACQUITY UPC2系统具有多色谱柱切换功能，

提供四种助溶剂选择。这种技术可缩短分析时间，从而快速完成筛选步骤。然后为每种化合物

选出分离效果最佳的助溶剂和色谱柱组合，以便进行进一步的优化。手性分离的选择性会随温

度、压力和流速的变化而显著改变5。

手性色谱的分离一般是通过分析物和固定相之间的多种相互作用来实现的。我们可以通过改变

实验参数不同程度地影响这些相互作用，从而达到我们期望的色谱分离效果。因此，我们应系

统地评估温度、压力和流速等参数，以研究单个参数的改变可能对化合物的分离产生哪些影响。

我们选用的分析条件汇总如表1所示。

图2展示了采用优化的梯度分离三唑酮、氟醚唑、腈苯唑、烯唑醇、戊唑醇和粉唑醇的外消旋

混合物所得的色谱图。在每例中，最佳的色谱柱为Trefoil AMY1(3.0 x 150 mm, 2.5-µm，部件号

186007460)，最佳的助溶剂是甲醇。
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图2. ACQUITY UPC2 UV色谱图，展示了在ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1色谱柱(3.0 x 150 mm, 2.5-µm)上使用甲醇作为助溶剂
对三唑类杀菌剂进行对映体分离的结果。色谱图左侧还列出了USP分离度(R)值。
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所有农药都在1.5 min之内实现了基线分离。图3展示了烯效唑、戊菌唑和己唑醇外消旋混合物

的优化分离结果。对于这些农药，最佳色谱柱仍然是Trefoil AMY1 (3.0 x 150 mm, 2.5-µm)，最佳的

助溶剂是50:50 2-丙醇/乙醇。每种三唑类杀菌剂的对映异构体均快速(1.2 min内)实现了基线分离。

图4展示了丙环唑、环唑醇和糠菌唑的手性分离结果，这三种化合物各自具有两个手性中心。

尽管这些化合物具有更加复杂的立体化学结构，但是每种农药的立体异构体均获得了大于1.75

的Rs值。使用ACQUITY UPC2 Trefoil AMY1 CSP色谱柱(3.0 x 150 mm, 2.5-µm，部件号186007464)可

在2.8 min内实现丙环唑的手性分离。

分离环唑醇和糠菌唑的最佳色谱柱为ACQUITY UPC2 Trefoil CEL1, 3.0 x 150 mm, 2.5-µm。这两种三唑类

杀菌剂均可在4.5 min内实现分离。
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图3. ACQUITY UPC2 UV色谱
图，展示了在ACQUITY 
UPC2 Trefoil AMY1色谱柱
(3.0 x 150 mm, 2.5-µm)上使
用50:50 2-丙醇/乙醇作为
助溶剂对三唑类杀菌剂
标准品进行对映体分离
的结果。色谱图左侧还
列出了RS值。

图4. ACQUITY UPC2 UV色谱
图，展示了在ACQUITY 
UPC2 Trefoil AMY1色谱柱
(3.0 x 150 mm, 2.5-µm)上使
用50:50 2-丙醇/乙醇作为
助溶剂分离农药标准品
混合物中的丙环唑对映
异构体和非对映异构体
的结果，以及在ACQUITY 
UPC2 Trefoil CEL1色谱柱(3.0 
x 150 mm, 2.5-µm)上使用
甲醇作为助溶剂分离农
药标准品混合物中环唑
醇和糠菌唑的对映异构
体和非对映异构体的结
果。色谱图左侧还列出
了各立体异构体之间的
RS值。
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结论

掌握生物活性更强的单个对映体效应的相关知识可能有

助于我们显著降低农药应用总量以及开发出更受欢迎的

产品，因此对映选择性的研究对于作物保护行业意义重

大。此前，由于难以在短时间内实现色谱分离，手性农

药的快速对映体分离一直是一项具有挑战性的工作。本

应用纪要重点介绍了结合ACQUITY UPC2和Trefoil手性柱进行

对映体和非对映体分离和检测的快速色谱方法。结果显

示，两种CSP可实现12种三唑类杀菌剂的高效立体选择性

分离。此外，与LC型手性分离相比，本研究所展示的方

法提高了样品通量5-19。糠菌唑的所有立体异构体的保留

时间、峰面积、峰面积%、峰高和USP分离度的%RSD(n=8)均

小于或等于0.60%。这些方法均使用超临界CO2作为主要流

动相，并使用醇类改性剂作为助溶剂。与常规的正相手性

分离相比，本文所述的方法对于大量潜在危险溶剂的使用

需求降低，从而削减了与溶剂弃置处理相关的成本。
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表2. 糠菌唑8次重复进样的RSD%。

糠菌唑  
%RSD (n=8)

tR 峰面积 峰面积% 峰高 Rs

峰 1 0.10 0.57 0.36 0.56

峰 2 0.07 0.47 0.15 0.38 0.27

峰 3 0.07 0.51 0.16 0.42 0.28

峰 4 0.07 0.48 0.28 0.50 0.60

使用ACQUITY UPC2系统和ACQUITY UPC2 Trefoil手性柱对三唑类杀菌剂进行立体选择性分离
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查阅文献可知，使用正相高效液相色谱(HPLC)对丙环唑

进行手性分离大约需要34 min，戊唑醇的对映体分离

则需要17～45 min6-11。采用传统的SFC也可实现类似的

丙环唑和戊唑醇分离，但分析时间分别缩短到了10 min

和10.5 min4。

我们还检索到两篇文献综述6,8，其指出与反相12-19(3～

30X)、正相6-11 (8～40X)以及传统SFC4,20 (3～10X)分离相

比，使用UPC2能够更快地实现待测化合物的手性分离。

本研究所开发的经优化的ACQUITY UPC2方法可增加样品

通量，改善对映体分离，尤其是在分析含多个手性中

心的化合物时效果更加明显。

糠菌唑的保留时间、峰面积、峰面积%、峰高和USP分

离度重现性数据(n=8)见表2。所有立体异构体的%RSD

均小于或等于0.60%。
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Waters、ACQUITY UPC2、UPC2、Empower和The Science of What’s Possible是沃特世公司的注册商标。
UltraPerformance Convergence Chromatography和Trefoil是沃特世公司的商标。其它所有商标均归各自的拥有者所有。
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