
摘要
本应用简报介绍了分离方法的开发，该方法用于分离来源于具有两个空间中
心的化合物的四种立体异构体。使用 Agilent 1260 Infinity 分析型超临界流
体色谱 (SFC) 系统与 Agilent ChemStation 方法筛选向导软件开发方法。采
用所开发的方法比较由外消旋和立体选择性合成获得的立体异构体的比率。
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前言
在全球范围内，异丙甲草胺除草剂大
量用于控制玉米及其他作物中的各种
阔叶杂草。每年，其全球产量超过 
30000 吨1,2。异丙甲草胺具有一个位于
不对称取代的碳原子处的立体中心和
另一个手性轴。这种结构意味着异丙
甲草胺存在四种立体异构体（图 1）。

生物活性主要取决于立体中心碳原子
的构型。大约 95% 的生物活性来自两
种 S-对映体，即 (aS,1'S) 和 (aR,1'S)，
它们的区别在于手性轴上的空间排列
不同3。因此，富含 S-对映体的异丙
甲草胺制剂不仅可以保持所需的除草
效果，还能减少向环境中引入该化合
物。研究者们开展了大量工作，试图
用 S-对映体的立体选择性合成代替
外消旋合成。最终获得了一种解决方
案，利用手性二茂铁基催化剂催化加
氢反应（图 2）4,5。该合成方法能够生
产对映体过量值大约为 80% 的异丙
甲草胺，且年产量可达 50000 吨以
上。为测定对映体过量并由此确定手
性合成成功与否，必须将所有四种立
体异构体分离。这一分离已通过正相 
HPLC 实现6,7。利用 HPLC 方法，四种
立体异构体在 20–30 分钟之间从色谱
柱上洗脱下来，并且通常需要使用有
害的正相溶剂。

本应用简报介绍了如何使用 Agilent 
1260 Infinity 分析型 SFC 系统开发用
于分离异丙甲草胺的所有四种立体异
构体的方法。所开发的方法能够分离
这四种立体异构体，且分离时间远远
短于使用正相 HPLC 条件时通常所需
的分离时间。此外，SFC 方法无需使
用有害溶剂。

图 1. 农药异丙甲草胺的立体异构体。1'S-对映体具有生物活性，与手性轴上的空间排列无关
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图 2. S-异丙甲草胺的立体选择性合成

手性催化剂

(aS, 1’S) 异丙甲草胺
(aR, 1’S) 异丙甲草胺
（见图 1）

(aS, 1’R) 异丙甲草胺
(aR, 1’R) 异丙甲草胺
（见图 1）
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色谱柱
• Chiral Technologies, Chiralpak 

IA3, 4.6 × 250 mm, 3 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IB, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IC, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
ID, 4.6 × 250 mm, 5 µm

化学品
• 异丙甲草胺和 S-异丙甲草胺均购
自德国 Sigma-Aldrich 公司。实
验采用溶于 5 mg/mL 异丙醇的
溶液

• 所有溶剂均购自德国 Merck 公司

• 新制超纯水产自配置  LC-Pak 
Polisher 和 0.22 μm 膜式终端过
滤器 (Millipak) 的 Milli-Q Integral 
水纯化系统

仪器设置
为实现溶剂选择，利用 OpenLAB CDS 
中的“仪器配置”菜单将 SFC 二元泵
与 12 位/13 通阀结合起来。溶剂在 
OpenLAB CDS 的“泵设置”菜单中
进行定义。为实现色谱柱选择，利用 
OpenLAB CDS 中的“仪器配置”菜
单将两个柱温箱结合起来，其中每个
柱温箱配备一个 8 位/9 通阀。方法开
发毛细管工具包支持采用最多八根色
谱柱。在 OpenLAB CDS 的色谱柱数
据库中输入色谱柱详细信息并在“柱
温箱”菜单中进行配置。

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，版本 
C.01.06，附带 Agilent ChemStation 
方法筛选向导 A02.04 版 (G2196AA)

实验部分

仪器
所有实验均在 Agilent 1260 Infinity 分
析型 SFC 系统 (G4309A) 上完成，该
系统包括：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 自动
进样器

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱，
配备阀驱动

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵
列检测器，配备高压 SFC 流通池

利用 SFC 系统进行自动化方法开发需
要下列额外设备：

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 
(G1316C)，配备阀驱动

• Agilent 1200 Infinity 系列 8 位/ 
9 通 Quick-Change 快速更换阀， 
2 个 (G4230A)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动  
(G1170A)，配备 Agilent 1200 
Infinity 系列 12 位/13 通  
Quick-Change 快速更换阀 
(G4235A)

• 方法开发毛细管工具包（部件
号 5067-1595）

SFC 方法
优化后最终方法的条件以粗体显示。

参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇、乙醇和异丙醇
SFC 流速 3 mL/min

等度洗脱 2.5%、5%、10% 和 20% 改性剂
改性剂 甲醇
BPR 温度 60 °C

BPR 压力 120 bar

柱温 35 °C

进样量 1 µL，固定定量环，定量环过量填充 10 倍，用异丙醇在样品瓶中清洗进样针
检测 220 nm/带宽 4 nm，参比 360 nm/带宽 100 nm，数据采集速率 10 Hz
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结果与讨论
利用包含所有四种立体异构体的异丙
甲草胺的外消旋混合物，对四种不同
的手性柱和洗脱强度逐渐增加的三种
有机改性剂（异丙醇、乙醇和甲醇）
进行筛选。采用三种不同的等度条件
进行初始筛选，其中有机改性剂分别
为 5%、10% 和 20%。用三种不同的
溶剂和三种不同的等度溶剂组成对
一根色谱柱进行筛选耗时大约 90 分
钟，其中包括溶剂更换和平衡时间。
通过筛选过程发现，在 Chiralpak IA3 
色谱柱上获得了最具前景的洗脱模式 
 （如图 3 所示，未示出其他色谱柱的
结果）。

在 Chiralpak IA3 色谱柱上进行筛选
时，洗脱强度最高的甲醇未能分离四
种立体异构体（图 3A）。使用洗脱强
度较低的乙醇时，当乙醇含量为 10% 
时，各种化合物开始分离。当乙醇含
量为 5% 时，两对化合物得到分离，但
是单个化合物未完全分离（图 3B）。
采用洗脱强度最弱的洗脱溶剂异丙醇
时，在异丙醇含量为 5% 的等度条件
下，第一种化合物和最后一种化合物
几乎获得了基线分离，并且第二种化
合物和第三种化合物之间出现一个峰
谷（图 3C）。使用这些起始条件完成
了最终优化。最终方法采用异丙醇含
量为 2.5% 的等度条件来分离四种立
体异构体，四种化合物在 6.16 分钟至 
7.44 分钟之间得到分离（图 4）。
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图 3. 采用 5%、10% 和 20% 的 A) 甲醇、B) 乙醇 和 C) 异丙醇 (IPA) 分离四种手性异丙甲草胺
异构体。选择 5% IPA 的等度条件作为在 Chiralpak IA3 色谱柱上进行分离方法最终优化的起始
点

图 4. 在最终优化的方法中，采用 Chiralpak IA3 色谱柱和 2.5% 异丙醇等度条件，异丙甲草胺的
四种立体异构体在 6.159 分钟至 7.438 分钟之间得到分离
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采用这一优化的方法分析通过立体选
择性合成获得的异丙甲草胺，结果
表明该异丙甲草胺的 S-对映体过量 
 （图  5）。作为混合物中的主要化合
物，对映体 (aS,1'S) 和 (aR,1'S) 分别在 
6.18 分钟和 6.64 分钟处洗脱。作为微
量成分，对映体 (aS,1'R) 和 (aR,1'R) 分
别在 7.16 分钟和 7.48 分钟处洗脱。
通过峰面积计算得出，S-对映体的对
映体过量值约为 78%（表 1）。由外
消旋异丙甲草胺样品获得的峰面积
显示，S-对映体和 R-对映体的比率
为 50%:50%，但是其中一种手性轴
立体异构体（aS 或 aR）的含量更高 
 （表 1）。

将外消旋和立体选择性混合物进样分
析 10 次得到的统计评估结果表明，立
体选择性混合物的保留时间 RSD 通
常低于 0.2% 并且峰面积 RSD 通常为 
1%（表 1）。

结论
本应用简报介绍了农药化合物异丙甲
草胺的手性分离方法开发，该化合物
具有多个手性中心，因此，其具有两
种以上的对映异构体。利用最终方法
测定通过立体选择性合成获得的产品
的对映体过量值。所开发方法的分析
时间为 10 分钟。相比之下，典型的
正相 HPLC 方法需要至少 30 分钟。
该 SFC 方法的分析速度比通常所用的
正相方法快大约 3 倍。此外，与正相
方法相比，SFC 无需使用正己烷等有
害溶剂。获得的保留时间 RSD 值低于 
0.2%，峰面积 RSD 值约为 1%。

1 2 3 4 5 6 7 8

0

25

50

75

100

125

150

175

6.183

6.642

7.158
7.477

(aS,1’S) 异丙甲草胺
(aR,1’S) 异丙甲草胺

(aS,1’R) 异丙甲草胺
(aR,1’R) 异丙甲草胺

时间 (min)

吸
光
度

 (m
AU

)

图 5. 通过立体选择性合成获得的异丙甲草胺的四种立体异构体的分离情况。主成分 S-对映体
分别在 6.183 分钟和 6.642 分钟处洗脱。S-对映体的对映体过量值约为 78%

表 1. 通过外消旋和立体选择性合成获得的四种异丙甲草胺立体异构体的分离结果的统计评
估，以及对映体组成的相对测定结果

    外消旋合成 立体选择性合成

  保留时间
保留时间  
RSD

峰面积  
RSD 峰面积 %

保留时间  
RSD

峰面积  
RSD 峰面积 %

峰 1 6.183 0.25 1.06 30.77 0.20 0.90 55.35

峰 2 6.642 0.22 1.05 19.24 0.19 0.97 33.66

峰 3 7.158 0.16 1.06 30.08 0.18 1.93 6.70

峰 4 7.477 0.17 1.04 19.91 0.16 1.34 4.29
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