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流动相添加剂法与手性固定相法对己唑醇
光学异构体的拆分
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摘　要: 分别采用 Β2环糊精作为手性流动相添加剂的反相高效液相色谱法和涂敷型纤维素2三 (3, 52二甲基苯基氨
基甲酸酯)正相高效液相色谱手性固定相法拆分了农药己唑醇。结果表明,己唑醇对映异构体在以上两种方法下都

完全达到基线分离。考察了影响容量因子、选择性系数和分离度的各种因素。
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Abstract: Ch ira l separa t ion of hexaconazo le enan t iom ers w as realized by reversed phase H PL C

w ith Β2cyclodex trin as a mob ile phase and no rm al phase H PL C w ith CDM PC as ch ira l sta t ionary

phase. W ith reversed phase H PL C, the effect of the con ten t of Β2CD , pH of mob ile phase and

o rgan ic modif ier on the ch ira l separa t ion w as studied. A nd the effect of 22p ropano l concen tra t ion

on the reten t ion and reso lu t ion of CDM PC w as invest iga ted also. T he resu lts show that excellen t

enan t io separa t ion can be ach ieved fo r hexaconazo le by these tw o m ethods under the op t im al

condit ion s.
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　　己唑醇 ( I)属三唑类杀菌剂, 其化学名称为
(R S ) 222(2, 42二氯苯基) 212(1H 21, 2, 42三唑212基)

222己醇,具有高效、低毒、广谱和内吸活性, 对真菌

引起的病害具有防护和铲除作用。该药市售品为外

消旋体,但其杀菌效果R (- )体优于 S (+ )体。如

当药剂浓度为 10 ΛgömL ,处理 72 h 时, R (- )体对

番茄早疫病菌 A lterna ria solan i 和苹果轮斑病菌

A . m a li的抑菌率是S (+ )体的 2倍[1 ]。因此建立快
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速、灵敏、分离性能好的己唑醇对映体拆分及测定方

法对于深入研究药物的作用机理,开发生产R (- )

体单一产品及生产厂家进行质量控制都具有重要

意义。

手性流动相添加剂法是高效液相色谱法
(H PL C )手性分析的一种重要方法, 其特点是拆分

光学对映异构体不需以手性试剂衍生,也不需价格

昂贵的手性柱,而是将手性试剂添加到流动相中,用

普通的正相或反相柱分离。由于方法简单、有效,已

引起了广泛的注意[2, 3 ]。

迄今为止,关于己唑醇对映体拆分的相关报道

不多,主要使用的方法为手性固定相法。杨丽萍[1 ]及

Sp itzer 等[4 ]曾用Ch ira lcel OD 手性柱、正相高效液

相色谱法对己唑醇进行过拆分。但用手性流动相添

加剂法对该药进行拆分尚未见报道。

作者选用适于对许多中等大小分子对映体进行

分离的 Β2环糊精 (Β2CD ) [5 ]为流动相添加剂, 在 C 8

反相柱上对其进行了拆分研究。考察了容量因子
( k′)、选择性系数 (Α)和分离度 (R s)的各种影响因

素。此外,用自制的纤维素2三 (3, 52二甲基苯基氨基
甲酸酯) (CDM PC)固定相正相H PL C 对己唑醇进

行了手性拆分研究,考察了异丙醇含量对 k′、Α和R s

的影响。并对两种方法的拆分效果进行了对比。

1　材料和方法

1. 1　仪器与试剂

A gilen t 1100 H PL C (配有可调紫外检测器,四

元泵, 10 ΛL 进样器) ; A gilen t 化学工作站。C 8 反相

柱 [北京分析仪器厂制造, 250 mm×4. 6 mm ( id ) ]。

己唑醇外消旋体 (盐城利民化工厂产品) ; Β2CD (北

京奥博星生物技术有限公司产品) ; 乙腈 (色谱纯)、

正己烷、异丙醇 (分析纯) (天津市康科德有限公司产

品) ;磷酸二氢钠、磷酸氢二钠 (分析纯) (北京化学试

剂公司产品)。

1. 2　Β-CD 手性流动相添加剂法

1. 2. 1　pH 值对己唑醇对映异构体拆分的影

响　　　磷酸缓冲液的配制: 配 1 mo löL 磷酸二氢钠和
磷酸氢二钠溶液各 500 mL ,按 pH = 5. 8、6. 4、7. 0、

7. 4、8. 0分别取相应体积配制。

流动相构成为 Β2CD 水溶液 (7 mmo löL ) + 磷

酸缓冲液 (20 mmo löL ) + 乙腈+ 三乙胺= 50∶30∶

20∶0. 1 (体积比)。所配流动相均经 0. 45 Λm 滤膜

抽滤,再经超声波除气。

1. 2. 2　Β2CD 浓度对己唑醇对映异构体拆分的影

响　配制不同浓度的 Β2CD (3. 5、7. 0、10. 5、14. 0和

17. 5 mmo löL )水溶液。流动相构成为 Β2CD 水溶液

+ 磷酸缓冲液 (20 mmo löL ) + 乙腈+ 三乙胺=

50∶30∶20∶0. 1 (体积比)。所配流动相pH 值均为

7. 4,经 0. 45 Λm 滤膜抽滤,再经超声波除气。

1. 2. 3　 色谱参数及条件　色谱参数: 先流出对映

体的容量因子 k′1= ( t12t0) öt0; 后流出对映体的容量

因子 k′2 = ( t22t0) öt0; 选择性系数 Α= k′2ök′1; 分离

度R s= 2 ( t22t1) ö(W 1+ W 2)。其中 t1、t2 分别为第一

个洗脱峰与第二个洗脱峰的保留时间, t0 为死时间,

W 1、W 2 分别为第一个洗脱峰与第二个洗脱峰的基

线峰宽。

色谱条件: 采用C 8 反相柱,流速为 1 mL öm in,

进样量为 10 ΛL ,检测波长为 220 nm。色谱操作在室

温 25℃下进行,用N H 4NO 3 测定死时间,柱子为C 8

反相柱。

1. 3　手性固定相方法

1. 3. 1　手性色谱柱的制备　CDM PC 的合成及氨

丙基涂敷固定相的制备参见文献[ 6 ]方法,用匀浆法

在 37 M Pa 压力下将固定相填充入不锈钢柱

[ 150 mm×4. 6 mm ( id ) ] 中。

1. 3. 2　色谱参数及条件　采用自制涂敷型CDM 2
PC 柱,色谱参数、流速、进样量、检测波长及色谱操

作温度同 1. 2. 3。用 1, 3, 52三叔丁基苯测定死时间,

以一定比例正己烷、异丙醇为流动相。

2　结果与讨论

2. 1　Β-CD 手性流动相添加剂法

2. 1. 1　pH 值对己唑醇对映异构体拆分的影

响　　在 pH 值为 5. 8至 7. 4 范围内,随 pH 值增大,

a、R s 也随之增大,在 pH 值为 7. 4 时两个参数均达

到最大值 (见表 1)。己唑醇的反相色谱图 (图 1)也显

示, 在 Β2CD 浓度为 7. 0 mmo löL、pH 值 7. 4 条件

下,可以取得最佳分离效果。

2. 1. 2　Β2CD 浓度对己唑醇对映异构体拆分的影

响　结果 (表 2)表明, pH 值 7. 4条件下,当Β2CD 浓

度为 7. 0 mmo löL 时, a、R s均达到最高值。此后,随

着 Β2CD 浓度增大,两参数值下降。当 Β2CD 浓度大

于 17. 5 mmo löL 时,由于溶解度的限制, 会影响其

在流动相中的溶解,使流动相变浑浊。

2. 2　手性固定相法对己唑醇拆分的研究

由结果 (见表 3)可知,随着流动相中异丙醇含

量的增加, k′随之减小。异丙醇的体积分数由 1%增

加到 50%时,外消旋己唑醇均能达到十分理想的拆
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分。当异丙醇体积分数为 2%时, a 和 R s 最大

(见图 2)。

T ab le 1　T he effect of pH on the separa t ion of

hexaconazo le enan t iom ers3

pH k 1′ k 2′ a R s

8. 0 1. 986 3. 016 1. 519 7. 033

7. 4 1. 911 3. 282 1. 718 8. 027

7. 0 1. 900 3. 233 1. 701 7. 853

6. 4 1. 906 3. 170 1. 663 7. 766

5. 8 1. 952 3. 053 1. 565 6. 759

　3 T he Concen tration of Β2CD is 7 mmo löL.

F ig. 1　T he ch rom atogram of hexaconazo le

enan tiom ers on the reversed2phase co lum n
(mobile phase: pH = 7. 4, Β2CD 7 mmo löL )

T ab le 2　T he effect of concen tra t ion of Β2CD on

the separa t ion of hexaconazo le enan t iom ers

Concen tra t ion of

Β2CD ömmo l·L - 1 k 1′ k 2′ a R s

3. 5 2. 068 3. 617 1. 75 9. 248

7. 0 1. 939 3. 497 1. 804 9. 359

10. 5 2. 001 3. 540 1. 769 8. 518

14. 0 2. 025 3. 553 1. 755 8. 329

17. 5 2. 103 3. 588 1. 706 7. 557

T ab le 3　R eten t ion and separa t ion resu lts under

d ifferen t mob ile phase compo sit ion

fo r hexaconazo le enan t iom ers

M obile phase n2hexanet

22p ropano l (V öV )
k 1′ k 2′ a R s

99∶1 45. 60 78. 93 1. 73 7. 34

98∶2 28. 56 51. 76 1. 81 8. 98

90∶10 6. 33 9. 88 1. 56 5. 86

80∶20 3. 80 5. 33 1. 40 4. 12

60∶40 2. 51 3. 16 1. 26 2. 37

50∶50 2. 43 2. 94 1. 21 1. 86

F ig. 2　T he ch rom atogram of hexaconazo le

enan tiom ers on the CDM PC2CSP

mobile phase: n2hexane+ 22p ropano l
(98∶2 in vo lum e ratio)

2. 3　手性流动相添加剂法与手性固定相法比较

用此两种方法拆分己唑醇均可达到基线分离,

拆分良好。手性流动相添加剂法的优点是保留时间

较短,拆分速度快,在普通廉价的C8 色谱柱上就可

实现拆分,但缺点是在流动相体系中有盐,易析出;

而手性固定相法的优点是在流动相体系中没有盐,

操作相对更简便,但缺点是手性柱的价格比较昂贵。
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