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摘　要 :利用直链淀粉三 2( 3, 52二甲基苯基氨基甲酸酯 )手性固定相 (AD 2RH柱 )和纤维素三 2( 3,

52二甲基苯基氨基甲酸酯 )手性固定相 (OD 2RH柱 ) ,以乙腈 2水为流动相 ,对敌草胺对映体进行了

直接手性拆分研究。考察了流动相组成、流速、柱温等对敌草胺对映体的色谱保留和分离的影响 ,

并对敌草胺对映体与固定相之间的色谱保留和分离的热力学机理进行了讨论。结果表明 ,在流速

为 0. 5 mL /m in、乙腈 2水为 50 ∶50 (体积比 )、柱温在 10～35℃条件下 , AD 2RH和 OD 2RH柱的

△△H
0值分别为 - 1 160. 79和 - 673. 40 J /m ol,即 AD 2RH柱的拆分能力优于 OD 2RH柱 ,二者都

能实现基线分离。
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Abstract: The enan tiom er of nap ropam ide w as reso lved under reverse phase h igh pe rfo rm ance liqu id

ch rom atography ( H PL C ) using C hira lce l AD 2RH and C hira lce l OD 2RH w ith ace ton itrile2w ater as a

m obile phase. The effec ts of the content of acetonitrile in m obile phase, f low 2rate and temperature on

the ch ira l separation of nap ropam ide w ere stud ied. The ch ira l separa tion m echan ism of nap ropam ide

enan tiom er on the CSPs w as analysed by the rm odynam ica l param ete rs. The resu lts show ed tha t the

△△H
0

of AD 2RH and OD 2RH chiral colum n w ere - 1 160. 79 J /m ol and - 673. 40 J /m ol respec tively,

nam ely the ste reose lec tiv ity of C hira lce l AD 2RH w as be tte r than C hira lce l OD 2RH and good

enantiom eric separa tions w ere achieved w ith bo th CSPs under the experim ent of flow 2rate 0. 5 mL /m in,

ace ton itrile2w ater 50 ∶50 in vo lum e and tem pera tu re 10～35℃.
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　　敌草胺 ( nap rop am ide ) ,化学名称 N, N 2二乙
基 222(α2萘氧基 )丙酰胺 ,存在一对对映异构体 (见

图 1 ) ,它是一种酰胺类选择性苗前土壤处理除草

剂 ,其作用机制主要是抑制发芽种子中蛋白质的

合成 [ 1, 2 ]。

　

Fig. 1　S truc tu re of nap rop am ide

　　目前 ,高效液相色谱 ( H PL C ) 是拆分手性农

药的主要手段 [ 3～5 ]。已报道有关敌草胺对映体拆

分的有优先结晶法 [ 6 ]、毛细管电泳法 [ 7, 8 ]、利用刷

型手性固定相 W helk2O 1柱 [ 9 ]、利用 C h irex柱 [ 10 ]

和其他 H PL C手性固定相进行分离的方法 [ 11 ]。就

固定相 H PL C法而言 ,刷型固定相与被测对映体

的作用机理不同于多糖类固定相与被测对映体的

作用机理。刷型手性固定相法中被分离的溶质大

部分需要引入芳基等手性识别所需要的基团进行

衍生化 ,这是其不足之处 ;多糖类手性固定相主要

是极性基团的对映体通过氢键与氨基甲酸酯相互

作用 [ 12 ]。敌草胺分子中的氮能与固定相中的氨基

甲酸酯作用形成较强的氢键 ,因此 ,利用多糖类手

性固定相直链淀粉三 2( 3, 52二甲基苯基氨基甲酸
酯 ) (AD 2RH柱 )和纤维素三 2( 3, 52二甲基苯基氨
基甲酸酯 ) (OD 2RH柱 )对敌草胺对映异构体应该

可以实现手性拆分。但相关的手性拆分实验及其

热力学研究尚未见报道。作者利用 AD 2RH柱和

OD 2RH柱 ,以乙腈 2水为流动相 ,对敌草胺对映体

进行了直接手性拆分 ,考察了流动相组成、流速、

柱温等对色谱保留和分离情况的影响 ,以及色谱

参数反映在热力学函数上的情况 [ 13～15 ]。

1　材料与方法

1. 1　药剂和试剂

乙腈 (色谱纯 ,浙江临海浙东试剂厂 ) ;甲醇

(色谱纯 ,上海陆都化学试剂厂 ) ;纯净水 (杭州娃

哈哈集团 ,过 0. 45μm水膜 ) ; 98%的敌草胺原药

(江苏快达农化股份有限公司 )。

1. 2　色谱条件及色谱参数计算

日本岛津 10A C P全自动进样高效液相色谱

仪 , 双 泵 ( L C 210ADV P ) , 自 动 进 样 器 ( S IL 2
10ADV P) ,控制器 ( SCL 210AV P ) ,二级管阵列检

测器 ( S PD 2M 10AV P ) ,恒温柱箱 ( C TO 210AV P ) ,

脱气机 (D GU 214A ) ;色谱柱 : Ch ira lce l AD 手性色

谱柱 [ 0. 46 cm ( i. d ) ×15 cm , C hira lce l, D aice l

Chem ica l Industry. L td ] , Ch ira lce l OD 手性色谱柱

[ 0. 46 cm ( i. d. ) ×15 cm , Chiralcel, D aice l Chem ica l

Industry. L td ]。

色谱柱死体积 t0用甲醇溶液测定 ,第一个洗

脱峰的容量因子 k1 = ( t1 - t0 ) / t0 ,第二个洗脱峰的

容量因子 k2 = ( t2 - t0 ) / t0 ,分离因子α = k2 / k1 ,分

离度 Rs = 2 ( t2 2t1 ) / (W 1 +W 2 )。其中 t1和 t2分别

为第一个洗脱峰和第二个洗脱峰的保留时间 ;

W 1和W 2分别是第一个洗脱峰和第二个洗脱峰之

基线峰宽。

2　结果与讨论

2. 1　流动相中乙腈含量和流速对敌草胺拆分的

影响

表 1和表 2分别为流动相中乙腈含量和流速

变化对敌草胺对映体在 AD 2RH柱和 OD 2RH柱上

手性拆分的影响。从表 1可以看出 ,随着流动相

中极性较强组份乙腈含量的增大 ,容量因子 k2和

k1同比减小 ,结果对二者的α影响不大 ,这与传统

H PL C的作用机理类似 ;但随着乙腈含量的增加 ,

二者的 Rs呈下降趋势。这是因为当流动相中乙腈

浓度降低时 ,固定相的主要识别位———氢键 [ 12 ] (乙

腈与敌草胺上氮形成极强氢键 )作用位被释放 ,致

使溶质与固定相的吸附 /解吸速率变慢 [ 16 ]
,从而导

致色谱峰变宽 , Rs降低。

从表 2看 ,流速变化对敌草胺对映体在两根手

性柱上的α基本无影响 ,这是由于 k2和 k1基本没

有发生变化的缘故 ; s随流动相流速的增加而减

小。

　　由图 2可见 ,敌草胺对映体在供试手性分离

柱上都能实现基线分离。在 AD 2RH柱上拆分的α
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和 Rs均大于在 OD 2RH柱上的拆分 , 即 AD 2RH柱

的拆分能力强于 OD 2RH柱。其手性识别能力不

同的原因可能是由于葡萄糖单元构象不同 ,结构

有序性存在差异。AD 2RH柱和 OD 2RH柱的固定

相都是由 D 2葡萄糖单元构成 ,但前者因 D 2葡萄糖
单元在α位上存在一个螺旋结构而致使其结构更

有序。

Tab le 1　Effec t of the m ob ile p hase com p osition on the ch ira l reso lu tion of nap rop am ide
3

A cetonitrile ∶W ater

(V /V)

Ch iralce l AD 2RH

k1 k2 a Rs

C hira lce l OD 2RH

k1 k2 a Rs

40 ∶60 5. 98 6. 92 1. 16 2. 19 9. 73 10. 66 1. 10 2. 06

45 ∶55 3. 43 3. 96 1. 16 1. 91 5. 42 5. 95 1. 10 1. 86

50 ∶50 2. 17 2. 51 1. 16 1. 63 3. 38 3. 71 1. 10 1. 65

55 ∶45 1. 46 1. 69 1. 16 1. 39 2. 27 2. 50 1. 10 1. 43

　　3 Tem pera tu re: 24℃; F low 2ra te: 0. 5 mL /m in; SPD 2M 10AV P detec to r: 212 nm.

Tab le 2　Effec t of the f low ra te of the m ob ile p hase on the ch ira l reso lu tion of nap rop am ide
3

Flow 2rate

/ (mL /m in)

Ch iralce l AD 2RH

k1 k2 a Rs

C hira lce l OD 2RH

k1 k2 a Rs

0. 3 3. 47 4. 00 1. 16 2. 13 5. 45 5. 98 1. 10 2. 01

0. 5 3. 43 3. 96 1. 16 1. 19 5. 42 5. 95 1. 10 1. 86

0. 7 3. 50 4. 04 1. 16 1. 74 5. 48 6. 00 1. 10 1. 69

　　3 Tem pera tu re: 24℃; M ob ile phase: ace ton itrile2w ater = 45 ∶55 (V /V) ; SPD 2M 10AV P detec to r: 212 nm.

　

Fig. 2　C h rom a tog ram s of nap rop am ide under ch ira lce l AD 2RH ( a) and OD 2RH ( b) co lum n

a. C hira lce l AD 2RH [ am ylase tris ( 3, 52dim ethy lpheny lcarbam ate chira l co lum n (ADM PC ) 2CSP co lum n, 150 mm ×4. 6 mm ]; A cetonitrile2

w ater) = 40 ∶60 (V /V) ; F low 2ra te: 0. 5 mL /m in; Tem pera tu re: 25 ℃; SPD 2M 10AV P detec tor: 212 nm.

b. C hira lce l AD 2RH [ ce llw ose tris ( 3, 52d im ethy lphenylcarbam ate ch iral co lum n ( CDM PC ) 2CSP co lum n, 150 mm ×4. 6 mm ]; A cetonitrile2

w ater) = 45 ∶55 (V /V) ; F low 2ra te: 0. 5 mL /m in ; Tem pera tu re) : 25 ℃; SPD 2M 10AV P detector: 211 nm.

2. 2　温度对敌草胺对映体拆分的影响及其手性

拆分热力学研究

温度的影响见表 3。样品在固定相中的保留

能力随温度升高而减弱。根据范特霍夫 ( V an’t

H off)规则和阿累尼乌斯 (A rrhen ius)方程 [ 17 ]
,温度

上升后反应速率增加 ,一般每上升 10℃,反应速率

大约为原来的 2～4倍。反应速率增大后 ,有利于

加快溶质与固定相的吸附 /解吸过程 ,表现在色谱

参数上即为温度升高 , t缩短 ,相应的 k和 a也减

小。
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Tab le 3　Effec ts of tem p e ra tu re on the ch ira l reso lu tion of nap rop am ide
a

Tem pera tu re

/℃

Chiralce l AD 2RH

k1 k2 a

C hira lce l OD 2RH

k1 k2 a

10 3. 96 4. 66 1. 18 5. 75 6. 47 1. 13

15 3. 78 4. 42 1. 17 5. 62 6. 31 1. 12

20 3. 60 4. 18 1. 16 5. 50 6. 14 1. 12

25 3. 42 3. 94 1. 15 5. 38 5. 98 1. 11

30 3. 24 3. 70 1. 14 5. 26 5. 82 1. 11

35 3. 06 3. 46 1. 13 5. 14 5. 66 1. 10

　　3 Flow 2ra te: 0. 5 mL /m in; M ob ile phase: ace ton itrile2w ater = 50 ∶50 (V /V) ; SPD 2M 10AV P detec to r: 212 nm.

　　为了揭示手性识别过程分子间作用力随温度

变化的情况 ,色谱参数在热力学函数上 [ 16, 18, 19～23 ]

的反映如下 :

lnk = - △H
0

/RT +△S
0

/R + lnª
lnα = - △△G

0
/ RT = - △△H

0
/RT +△△S

0
/R

其中 , k为样品保留因子 ,α为对映体分离因子 , ª
为流动相乙腈∶水 (体积比 )值 (此 ª值为 1,即 lnª

= 0 ) , △H
0和△S

0为对映体在固定相与流动相间

分配的焓变和熵变 , △△H
0和 △△S

0分别为二个

对映体焓变和熵变之差。

若一对对映体和固定相之间的相互作用机理

在所研究的温度范围内不发生变化 ,则这对对映

体在此温度范围内的 a或 k的自然对数 lna或 lnk

对温度倒数 1 / T作图都呈直线 , 斜率分别为

- △△H
0

/R和 2△H
0

/R。由此可计算出对映体的

焓变之差△△H
0和熵变之差△△S

0。由于熵焓相

互抵消的性质而存在一个转折温度点 T iso
[ 24 ]

,即

△△G
0 = 0, T iso = △△H

0
/△△S

0。此时 ,对映体

分离将不可能发生。

　　实验表明 ,敌草胺对映体的 lnα对 1 / T作图均

成线性 (见图 3 ) ,经计算 ,在 10～35℃内 , △△H0

和△△S0均为负值 (见表 4 ) ,说明其手性拆分过

程受焓控制。

Tab le 4　Therm odynam ic da ta ob ta ined fo r the

ch ira l sep a ra tion of nap rop am ide

Facto r AD 2RH OD 2RH

r2 　0. 99 　0. 99

△△H0 / ( J /m o l) - 1 160. 79 - 673. 40

△△S0 / ( J /m o l) - 2. 73 - 1. 159

Tiso / ( K) 　425. 70 　581. 00

　　当待分离的敌草胺对映体与 AD 2RH或 OD 2
RH手性柱中的手性固定相形成可逆的短寿命的

过渡态络合物时 ,生成的过渡态具有非对映异构

　

Fig. 3　 lnα ve rsus 1 / T fo r the sep a ra tion

of nap rop am ide

O ther ch rom atog raph ic conditions are sam e as in F ig. 2.

关系 ,与过渡态非对映异构体一样 ,具有不同的能

焓 (△△H
0 ) ,致使两个对映体反应速度有差

别 [ 25 ]。表现在宏观上就是生成这种络合物的能焓

越大 ,敌草胺的两个对映体在 AD 2RH柱或 OD 2RH

柱手性固定相上的保留越强 ,这使得两个对映体

与手性固定相之间的色谱保留时间产生差异 ,

从而使对映体得以拆分 ,一般在 △△H
0 值大于

- 500 J /m o l时 ,能基本实现对映体的基线分离。

同时 , △△S
0表示敌草胺的两个对映体与固定相

之间的作用产生的熵变 [ 24 ]
,即混乱度变化 ,熵变越

大则说明固定相分子结构的有序性及固定相分子

内的空穴利用得越充分。实验数据表明 , AD 2RH

柱上的△△H
0 ( - 1 160. 79 J /m ol)大于 OD 2RH柱上

的△△H
0 ( - 673. 40 m o l) , AD 2RH 柱的 △△S

0

( - 2. 73 J /m ol)大于 OD 2RH的△△S
0 ( - 1. 16 J /m ol) ,

因此 ,敌草胺对映体在这两根手性柱上都能得到

较好的拆分 ,而且 AD 2RH 柱的拆分能力大于

OD 2RH柱。通过比较敌草胺对映体在两根手性柱

上拆分的 Tiso值 ,可以初步推断 , Tiso值越小越有利

于对映体的分离。

从表 5 lnk对 1 / T方程看 ,敌草胺对映体在

AD 2RH柱固定相与流动相间分配的焓变 ( R倍方
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程斜率 )大于在 OD 2RH柱上的 ,说明敌草胺在

AD 2RH手性固定相上的吸附力大于在 OD 2RH柱

上的吸附力 [ 26 ]。

Tab le 5　The equa tion of lnk ve rsus 1 / T

fo r nap rop am ide

lnk Equation R2 value

kOD
2 lnkOD

2 = 470. 27 / T + 0. 209 7 0. 995 4

kOD
1 lnkOD

1 = 388. 37 / T + 0. 379 7 0. 994 8

kAD
2 lnkAD

2 = 1 042. 8 / T - 2. 131 9 0. 990 4

kAD
1 lnkAD

1 = 897. 56 / T - 1. 784 7 0. 992 4
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