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L-异亮氨酸型配体交换固定相对 DL-氨基酸的拆分研究
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摘要: 用自制的新型 L-异亮氨酸配体交换固定相在配体交换模式下对 11种 DL-氨基酸进行了拆分研究,详细考察

了流动相中铜离子浓度、甲醇含量、流速及温度对拆分效果的影响, 并探讨了可能的拆分机理。研究结果表明:流

动相中高浓度的铜离子不利于 DL-氨基酸的拆分;增加流动相中甲醇的含量, 降低流动相流速以及提高色谱柱温度

均可改善拆分效果。
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Abstract: Some underivatized DL-am ino acid enantiomers were separated on L-isoleucine-type

chira-l ligand-exchange stationary phase ( EILE ). The effects of contents of copper ion and

methanol in mobile phase, temperature of column and flow rate of eluent on the efficiency and

resolution ofDL-am ino acids were investigated in detai.l The results showed that Cu(Ⅱ ) ion

played an important ro le in the separation. When therew as no Cu(Ⅱ ) ion in mobile phase, the

DL- am ino acids could not be enantio-separated, while the content of Cu(Ⅱ ) increased from

0 3mmol/L to 1 2mmol/L, the effic iency of resolution and retention time decreased. The in-

creases of the content of methanol and column temperature are in favor of the resolution for

most ofDL-am ino acids. The flow rate also affected the resolution results. Good results could

be obtained in reducing flow rate but it prolongs the retention time. The mechanisms of

different chiral separation results on the new stationary phase under different conditions were

also investigated.

K ey words: ch ira-l ligand-exchange chromatography; chira l stationary phase; L-isoleucine; DL-

am ino acids; enantiom eric separation

DL-氨基酸的分离是生命科学研究的基础, 在蛋

白质多肽的研究、有机化学中的不对称合成以及医

药、食品、卫生等领域的研究中都具有重要意义。目

前,配体交换色谱 ( LEC)法已成为拆分未衍生化

DL-氨基酸的最简便有效的方法
[ 1, 2]
。配体交换色

谱法可分为手性固定相配体交换色谱法和手性流动

相配体交换色谱法
[ 3 ]
。相比之下, 手性固定相配体

交换色谱法具有使用方便、分离样品种类多的优势,

因而受到人们的关注。在众多的手性配体交换固定

相中, 所用的手性选择剂大多具有刚性环状结构,如

脯氨酸、羟脯氨酸
[ 4~ 6 ]
、(S )-1, 2, 3, 4-四氢-3-异喹

啉羧酸
[ 7, 8 ]
等,但这些固定相对 DL-氨基酸的分离时

间较长,且需在 50 的高温下进行分离,这对色谱

柱的使用寿命有很大的影响。我们曾报道了以分子

中不具有刚性环状结构的 L-异亮氨酸为手性选择

剂, 通过 -(3, 4-环氧环己基 )乙基三甲氧基硅烷键

合到硅胶上制得 L-异亮氨酸型手性配体交换固定相

( EILE),并在配体交换模式下实现了对 11种 DL-氨

基酸的快速拆分
[ 9]
。本工作进一步考察了流动相

中铜离子浓度、甲醇含量及流动相的流速、色谱柱的
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温度对拆分效果的影响,并探讨了可能的拆分机理。

1 实验部分

1. 1 试剂与仪器

Kromas i-l 5 m硅球 (瑞典 EkaNobel公司,孔

径 10 nm, 比表面积 340 m
2
/g), -( 3, 4-环氧环己

基 )乙基三甲氧基硅烷 ( -ECTS) (纯度 98%, F luck

公司 ), CuSO4 5H2O(分析纯, 沈阳试剂三厂 ),甲

醇 (色谱纯,山东禹城化工厂 ), 水 (二次蒸馏, 0 45

m微孔滤膜过滤 )。实验中所用的 DL-氨基酸均购

自美国 Sigma公司, 其他试剂皆为分析纯。

高效液相色谱 (HPLC)系统由日本岛津公司的

LC-10AD泵和 SPD-10A多波长紫外分光检测器、

Rheodyne 7125进样阀及江申色谱工作站 JS-3000

组成。柱温由循环水浴控制 (4SK15A-A, Japan)。

1. 2 EILE固定相的制备

EILE固定相的制备及表征见文献 [ 9], 最后的

配体交换固定相结构式如图 1所示。

2 结果与讨论

2. 1 流动相中 Cu(Ⅱ )浓度的影响

流动相中 Cu(Ⅱ )浓度对 DL-氨基酸的手性分

离有较大的影响,其结果如表 1所列。从表 1中数

据可见,流动相中没有 Cu(Ⅱ )时, D型和 L型同

时在较短时间内被洗脱而没有得到拆分;而当流动

相中有一定浓度的 Cu(Ⅱ )存在时, DL-氨基酸得到

了分离,这说明所制备的 EILE固定相是在配体交

换模式下对 DL-氨基酸进行手性拆分的。当Cu(Ⅱ )

浓度从 0 3 mmol/L升高到 1. 2 mmol/L时, DL-氨

基酸保留时间变短,同时拆分效果变差 (DL-Phe除

外 ),在 Cu(Ⅱ )浓度为 1. 2mmol/L时, 一些 DL-氨

基酸没有得到拆分。这是因为当流动相中 Cu(Ⅱ )

浓度增加时,待拆分的 DL-氨基酸进入色谱柱后, 先

与流动相中的 Cu(Ⅱ )形成配合物而难以进入固定

相进行配体交换, 因此保留时间变短, 拆分效果

下降。

图 1 EILE的结构示意图

F ig. 1 The structure of L-isoleuc in e-type ch iral-

ligand-exchange stationary phase (EILE )

表 1 铜离子浓度对 DL-氨基酸拆分的影响

Table 1 E ffect ofCu (Ⅱ ) concentrations separation on enan tiomeric separation ofDL-am ino ac ids

Sample
c( Cu(Ⅱ ) ) = 0

k L R S

c (Cu(Ⅱ) ) = 0. 3 mmol/L

k L R S

c(Cu(Ⅱ) )= 0. 6mmol/L

k L R S

c (Cu(Ⅱ) ) = 0. 9 mmol/L

k L R S

c (Cu(Ⅱ) )= 1. 2 mmol/L

k L R S

DL-M e t 0. 42 1 0 1. 18 1. 32 0. 88 0. 78 1 0 0. 62 1 0 0. 48 1 0

DL-Ser 0. 12 1 0 0. 68 1. 52 1. 06 0. 65 1. 52 1. 06 0. 53 1. 49 0. 79 0. 51 1. 47 0. 56

DL-Thr 0. 13 1 0 1. 12 1. 42 1. 16 0. 88 1. 39 0. 87 0. 55 1 0 0. 47 1 0

DL-Phe 0. 48 1 0 2. 84 1. 88 1. 47 1. 67 1. 87 1. 73 1. 54 2. 20 2. 26 1. 50 2. 79 2. 75

DL-T ry 1. 16 1 0 7. 34 1. 61 1. 53 7. 69 1. 72 1. 53 6. 74 1. 68 1. 37 6. 46 1. 63 1. 23

DL-Ile 0. 24 1 0 1. 10 1. 76 0. 87 0. 85 1. 38 0. 42 0. 57 1 0 0. 49 1 0

DL-Asn 0. 21 1 0 0. 87 1. 44 0. 95 0. 74 1. 43 0. 72 0. 58 1. 37 0. 60 0. 39 1 0

DL-V al 0. 18 1 0 0. 78 1. 67 1. 05 0. 74 1. 58 0. 93 0. 62 1. 46 0. 85 0. 39 1 0

DL-Asp 0. 38 1 0 0. 77 1. 20 0. 85 0. 69 1. 12 0. 71 0. 50 1 0 0. 11 1 0

DL-O ri* 0. 28 1 0 0. 64 1. 29 0. 96 0. 56 1. 29 0. 89 0. 49 1. 28 0. 87 0. 44 1. 20 0. 51

DL-H is 0. 24 1 0 2. 72 2. 63 2. 54 1. 97 2. 32 1. 98 1. 59 2. 18 1. 03 1. 37 1. 54 0. 78

Conditions: m obile phase, 0 05mol/L KH2PO4 contain ing different concentrations of CuSO4; flow rate, 0 7mL /m in; column tem-

pera ture, 20 ; detection wavelength, 223 nm.

* O r:i orithinem onohydrochloride.

2. 2 流动相中甲醇含量的影响

流动相中甲醇含量对 EILE固定相拆分 DL-氨

基酸能力的影响如表 2所示。实验结果表明, 与通

常疏水作用力表现的规律相反,随着流动相中甲醇

含量的增加, DL-氨基酸的保留因子增加 (DL-His和

DL-Ori除外 ), 同时分离度有所提高 ( DL-Met, DL-

Phe, DL-Asn和 DL-H is除外 )。这可能是因为 DL-氨

基酸进入色谱柱后,先与流动相中的水分子和铜离

子形成六配位化合物,然后再与固定相进行配体交

换。流动相中甲醇含量增加时, 相应的流动相中的

水分子减少,难以形成六配位化合物,使得 DL-氨基

酸较容易与固定相中的配体产生交换作用,从而表
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表 2 流动相中甲醇含量对 DL-氨基酸拆分的影响

Table 2 E ffect of the conten t ofm ethano l in mob ile phase on enan tiom eric separation ofDL-am ino ac ids

Sample
(CH3OH ) = 5%

k L R S

(CH3OH) = 10%

k L R S

(CH3OH ) = 15%

kL R S

DL-M e t 1. 30 1. 36 0. 95 1. 33 1. 36 0. 90 2. 18 1. 38 0. 91

DL-Ser 0. 81 1. 56 1. 08 0. 93 1. 57 1. 07 1. 45 1. 58 1. 24

DL-Thr 1. 38 1. 47 1. 24 1. 39 1. 46 1. 23 2. 36 1. 48 1. 33

DL-Phe 2. 39 1. 57 1. 26 2. 45 1. 56 1. 20 3. 07 1. 59 1. 22

DL-T ry 7. 05 1. 67 1. 32 7. 99 1. 71 1. 46 10. 36 1. 73 1. 64

DL-Ile 1. 15 1. 82 1. 20 1. 22 1. 82 1. 26 1. 69 1. 98 1. 23

DL-Asn 1. 13 1. 50 1. 08 1. 28 1. 48 1. 05 1. 99 1. 50 0. 91

DL-V al 0. 87 1. 74 1. 13 0. 94 1. 77 1. 11 1. 14 1. 82 1. 20

DL-Asp 0. 90 1. 18 0. 90 0. 90 1. 18 0. 92 1. 53 1. 21 0. 93

DL-Or i 0. 81 1. 29 0. 96 0. 77 1. 31 0. 96 1. 19 1. 32 0. 99

DL-H is 4. 74 2. 85 3. 03 4. 34 2. 84 3. 07 7. 05 2. 42 2. 93

Conditions: m obile phase, 0 05 mol/L KH2PO4-0. 1 mmol/L CuSO4 conta ining different contents ofm ethano.l T he others are the

sam e as in T ab le 1.

现出保留时间延长,同时拆分效果变好
[ 10]
。

2. 3 温度的影响

EILE在拆分 DL-氨基酸时,拆分能力和拆分效

果受温度影响较大,其结果如表 3所示。从表 3中

数据可见,随着温度的升高, 多数 DL-氨基酸的选择

因子 和分离度 R s 都有所增大, 峰形变好 (见图

2)。这是因为温度升高, 流动相粘度降低, 传质阻

力减少,扩散速度变快,从而使得待分离氨基酸与固

定相进行配体交换的速度加快, 因此分离效果变

好
[ 11]
。实验还发现, 随着温度的升高, 所有氨基酸

的保留因子 k缓慢增加。产生这一现象的具体原因

还不是很清楚,可能的原因是:一方面,温度升高使

得传质阻力减少,扩散速度变快, 导致 k下降; 但另

一方面,温度的升高也使待测的氨基酸进入固定相

的机会和速率加大,参与配体交换的氨基酸分子增

多且几率增大,而这一过程需要更多的时间;在两方

面相反因素作用中,后者占优势, 因此总体上使得保

留时间延长。

表 3 温度对 DL-氨基酸拆分的影响

Tab le 3 Effect of temperatures on enantiomeric separation ofDL-am ino acids

Sam ple
25

k L R S

30

k L R S

35

k L R S

40

k L R S

DL-M et 0. 82 1. 30 0. 93 0. 87 1. 32 0. 93 0. 96 1. 34 0. 91 1. 06 1. 34 0. 92

DL-Ser 0. 47 1. 53 1. 02 0. 52 1. 50 1. 03 0. 60 1. 45 1. 03 0. 62 1. 47 1. 08

DL-Thr 0. 81 1. 45 1. 10 0. 87 1. 43 1. 20 0. 96 1. 44 1. 29 1. 07 1. 41 1. 36

DL-Phe 1. 74 1. 51 1. 03 1. 85 1. 54 1. 14 2. 06 1. 55 1. 26 2. 39 1. 58 1. 46

DL-T ry 5. 07 1. 58 1. 15 5. 32 1. 60 1. 31 5. 64 1. 59 1. 55 5. 97 1. 60 1. 74

DL-Ile 0. 72 1. 61 0. 98 0. 78 1. 66 1. 06 0. 94 1. 68 1. 20 1. 05 1. 69 1. 36

DL-Asn 0. 65 1. 47 0. 98 0. 72 1. 44 1. 00 0. 82 1. 41 1. 01 0. 86 1. 41 1. 04

DL-V al 0. 52 1. 61 1. 03 0. 55 1. 64 1. 06 0. 68 1. 61 1. 16 0. 72 1. 69 1. 21

DL-Asp 0. 51 1. 17 0. 84 0. 54 1. 17 0. 85 0. 63 1. 16 0. 88 0. 69 1. 17 0. 90

DL-Or i 0. 45 1. 26 0. 96 0. 51 1. 26 0. 96 0. 58 1. 25 0. 96 0. 61 1. 27 1. 00

DL-H is 1. 52 1. 68 0. 97 1. 61 1. 66 1. 04 1. 81 1. 65 1. 03 2. 03 1. 63 1. 04

Conditions: m obile phase, 0 05 mol/L KH2PO4-0. 1mmol/L CuSO4. The others are the same as in T able 1.

图 2 温度对 DL-苏氨酸拆分效果的影响

F ig. 2 E ffect of temperature on enan tiomeric

separation of DL-Thr

a. 25 ; b. 30 ; c. 35 ; d. 40 .

2. 4 流速的影响

流速对拆分效果也有较大影响。流速越低, 拆

分效果越好, 但所需时间也越长。如当流速从 0 2

mL /m in增加到 0 8 mL/m in时, DL-Ile的分离度 R s

从 1 29降到 0 95。这是因为流速越低, 配体交换

色谱动力学过程相对越慢, 这有利于配体的充分交

换, 因而拆分效果变好
[ 12]

; 反之, 流速增加, 待拆分

氨基酸与固定相之间进行的配体交换不充分, 使得

拆分效果变差。由图 3可以看出流速对 DL-异亮氨

酸拆分效果的影响。
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图 3 流速对 DL-异亮氨酸拆分效果的影响

Fig. 3 Effect of d ifferent f low rates on

enantiomeric separation ofDL-Ile

Conditions: column tem perature, 20 . T he others are

the sam e as in T able 3.

a. 0 2 mL /m in; b. 0 4 mL /m in; c. 0 6 mL /m in; d. 0 8

mL /m in.

3 小结

本文主要报道了自制的新型配体交换固定相对

11种 DL-氨基酸的拆分, 详细考察了各种条件对拆

分效果的影响。研究结果表明,流动相中铜离子的

存在有利于氨基酸的手性拆分,但增加铜离子的浓

度会导致分离效果下降; 增加流动相中甲醇的含量

和降低流动相的流速、提高温度等均有利于 DL-氨

基酸的拆分,但同时保留时间有所延长。
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