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摘　要　在对称 C18高效液相色谱柱上 , 以 L-苯丙氨酸和硫酸铜为手性配体流动相 ,在温度 293 ～ 313 K范围

内 , 考察了扁桃酸对映体的保留和分离行为。在实验范围内 ,温度升高对分离不利 , 随着温度的升高 , 对映体

的保留时间 、分离度和选择性因子均减少;用 lnk′对 1/T作图 , 得 Van′tHoff曲线具有良好的线性关系 , 相关

系数 R>0.99。计算了扁桃酸对映体在色谱柱分离的焓变 、焓变差值和熵变差值等热力学参数。在 293 K<T

<313K温度范围内 ,扁桃酸对映体满足 ΔS, RΔH
0 > TΔS, RΔS

0 ,故手性拆分过程为焓控过程。
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α-羟基苯乙酸(Mandelicacid,简称 MA),俗称扁桃酸 ,是合成血管扩张剂环扁桃酯 、尿路消毒剂扁

桃酸乌洛托品等药物的中间体 。由于扁桃酸为手性分子 ,有 D-MA和 L-MA2种构型 。单一构型的扁桃

酸被广泛应用于光学纯的氨基酸 、血管紧张肽转化酶抑制剂和辅酶 A的不对称合成
[ 1]
。如 D-MA用于

头孢菌类系列抗生素羟苄四唑头孢菌素的侧链修饰剂;L-MA是合成 S-奥昔布宁的前体 , S-奥昔布宁临

床用于治疗尿急 、尿频和尿失禁
[ 2]
。研究扁桃酸的手性拆分对其生物不对称合成及单一对映体的药理

和药效具有重要的意义
[ 3]
。扁桃酸对映体的手性拆分有化学拆分法

[ 4]
、毛细管电泳

[ 5]
和色谱法

[ 6 ～ 9]
。

色谱法中又以手性配体交换色谱法为主 ,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
[ 10]
。关于其分离过程的热力学研究却很少 ,而且大都集中研究手性固定相配体交

换色谱法的热力学性质。本文以 L-苯丙氨酸和硫酸铜溶液为手性配体流动相 ,考察了 293 ～ 313K温度

范围 ,扁桃酸对映体在对称 C18高效液相色谱柱上拆分的热力学性质 。

1　实验部分

1.1　试剂和仪器

扁桃酸外消旋体(国药集团化学试剂有限公司 ,分析纯), R-扁桃酸(Sigma公司),硫酸铜为分析纯

试剂 , L-苯丙氨酸为生化试剂 ,甲醇为色谱纯 。

LC-10A型液相色谱仪(日本岛津公司),配有 SPD-10AV检测器和 LC-solution色谱软件 ,色谱柱为

VP-ODSC18柱(φ4.6×150 mm);DC-3005A型低温恒温槽(宁市海曙天恒仪器厂);18100型超纯水装

置(上海申生科技有限公司);B2200S-T型超声波清洗器(BRANSON超声上海有限公司)。

1.2　实验方法

取 0.990gL-苯丙氨酸和 0.750gCuSO4 ,用二次蒸馏水 ,超声溶解后定容至 1L,经 0.45μm滤膜过

滤并超声波脱气后作为流动相的手性配体试剂。淋洗时采用甲醇和手性配体试剂双泵分别进入方式 ,

流速 0.8mL/min。扁桃酸样品用二次蒸馏水溶解 , 0.45μm滤膜过滤 ,色谱柱温度(293 ～ 313K)由低温

恒温槽控制 ,检测波长 269nm,进样量 20μL。

第 25卷 第 1期 应 用 化 学 Vol.25 No.1

2008年 1月 　　　　　　　CHINESEJOURNALOFAPPLIEDCHEMISTRY　　　　　　　 Jan.2008



2　结果与讨论

2.1　典型色谱图及不同温度的色谱数据

扁桃酸对映体的出峰顺序以相同条件下光学纯 D-构型标样的出峰时间来确定 ,并且是 D-构型先被

洗脱 ,色谱柱的死时间 t0由基线的波动记录。保留因子 K′i、分离因子 α、分离度 Rs的计算公式如下:

保留因子: k′i=(ti-t0)/t0 (1)

分离因子: α=k′2 /k′i (2)

分离度: Rs =2(t2 -t1)/(w1 +w2) (3)

式中 , t0为色谱柱的死时间;k′1和 k′2分别为 D-MA和 L-MA的保留因子;t1和 t2为 D-MA和 L-MA的保留时

间;w1和 w2分别为 D-MA和 L-MA色谱峰的基线宽度。图 1为其典型色谱图。表 1为所测色谱数据。

表 1　MA异构体的色谱数据

Table1　Chromatographicdataofmandelicacidenantiomers

Columntemp./K t0 /min t1 /min t2 /min w1 w2 k′1 k′2 α Rs

293 1.611 15.235 17.822 2.342 1.973 8.457 10.063 1.19 1.199

298 1.609 13.008 14.719 1.693 1.388 7.085 8.148 1.15 1.110

303 1.528 11.062 12.206 1.130 1.026 6.240 6.988 1.12 1.061

308 1.525 10.007 10.684 0.880 0.673 5.562 6.006 1.08 0.872

313 1.524 8.959 9.258 0.529 0.387 4.879 5.074 1.04 0.653

图 1　303 K时扁桃酸对映体的色谱图

Fig.1　HPLCchromatogramofmandelicacid

enantiomersat303 K

V(Chiralligandagent)∶V(Methano1)= 85∶15;

Columntemperature:303K;Flow:0.8mL/min;

Injectant:20μL;Wavelength:269nm

1.D-mandelicacid;2.L-mandelicacid

图 2　扁桃酸对映体的 Ink′-1/T关系图

Fig.2　PlotsofInk′-1/Tformandelic

acidenantiomers

　

2.2　柱温对保留因子的影响

溶质的保留因子(k′)和温度(T)的关系服从 Van′tHoff方程(4):

lnk′=-
ΔH

0

RT
+
ΔS

0

R
+lnφ (4)

式中 , ΔH
0
和 ΔS

0
分别为溶质在固定相与流动相间分配的焓变和熵变 , φ为色谱相比率(固定相和流动相

的相体积比)。用 lnk′对 1/T作图 ,为一直线 ,相关系数 R均大于 0.99。说明在本实验条件下 ,扁桃酸对

映体的保留机理不随温度变化 。MA的对映体发生交换反应是手性配体与金属离子形成的配合物 ,所形

成的配合物的稳定性不同 ,即 k′1≠k′2。这种稳定性的差异是由于 2种混配物的空间构型不同所决定

的 ,从结构模型上看 , L-型对映体比 D-型对映体的空间位阻要小 ,因此其稳定性更好 ,在手性配体流动

相的洗脱下保留时间要比 D-型对映体长 ,后洗脱 。
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由图 2可以看出 , 2种光学异构体的 lnk′随温度升高均逐渐减少 ,可能是因为随温度升高 ,溶质的

结构(包括空间结构)不发生变化 ,而溶质与流动相中的手性配体试剂形成的配合物的焓差与固定相相

互作用的焓差值小。

由图 2的 Van′tHoff曲线的斜率和截距可得扁桃酸对映体的 ΔH
0
和 ΔS

0
+R·lnφ值(见表 2)。热

力学参数 ΔH
0
表示溶质从流动相转移到固定相时的热效应 ,若为负值 ,表示溶质在固定相上的吸附是一

个放热过程 。在相同的色谱条件下 ,测得 L-构型的扁桃酸的 ΔH
0
比 D-构型的小 ,这与图 1的 L-构型比

D-构型更难洗脱的实验结果得到确证。

表 2　扁桃酸对映体的 ΔH0和 ΔS0 +R· lnφ值

Table2　ΔH0andΔS0+R· lnφvaluesformandelicacidenantiomers

Enantiomer ΔH0 /(kJ· mol-1) ΔS0 +R· lnφ/(J· mol-1· K-1) Regressioncorrelationcoefficient

D-mandelicacid -20.491 -52.324 0.997

L-mandelicacid -25.564 -68.168 0.998

2.3　温度对分离度的影响

图 3表示扁桃酸对映体分离度与温度的关系。图中可见 ,随着温度的升高 ,扁桃酸对映体的分离度

逐渐减小。可能随着温度升高 ,溶质的结构(包括空间结构)不发生变化 ,而对映体与手性配体形成的配

合物的稳定性减弱 ,解离速度加快 ,故扁桃酸对映体的分离度逐渐减小 。

图 3　温度对扁桃酸对映体拆分分离度的影响

Fig.3　Effectoftemperatureonthechiral

resolutionofmandelicacidenantiomers

图 4　扁桃酸对映体的 lnα-1/T关系图

Fig.4　Plotoflnα-1/Tformandelic

acidenantiomers

2.4　温度对分离因子的影响

由式(2)和式(4)得:

lnα=-
ΔS, RΔH

0

RT
+
ΔS, RΔS

0

R
(5)

式中 , ΔS, RΔH
0
、 ΔS, RΔS

0
分别为扁桃酸 2个对映体在手性配体拆分过程中的焓变和熵变的差值。将

lnα-1/T作图 ,为一条直线 ,相关系数 r=0.991,如图 4所示 。由图 4曲线的斜率和截距可得扁桃酸对

映体的 ΔS, RΔH
0
=-5.063kJ/mol和 ΔS, RΔS

0
=15.813 J/(mol· K)。可见 ,在 293 ～ 313 K温度范围内 ,

扁桃酸对映体拆分的焓变和熵变的差值均为  ΔS, RΔH
0
 > TΔS, RΔS

0
 ,故手性拆分过程为焓控过程。二

异构体与流动相中的手性配体 、金属离子形成一对非对映的配合物 ,二者的热力学稳定性差异导致了色

谱分离 。
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ThermodynamicStudiesonEnantiomerSeparation
ofMandelicAcidbyChiralLigand-exchangeHPLC
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Abstract　Theeffectoftemperature(293 ～ 313K)onchromatographicseparationofmandelicacidoveraC18

columnwasinvestigatedwithL-phenylalanine-CuSO4aqueoussolutionandmethanolasthechiralligandmobile

phase.Highercolumntemperaturewasfoundtobedisadvantageoustotheenantiomerseparation.The

retentiontime, resolutionandselectivityofthechiralseparationweredecreasedwithtemperatureincrease.

TheVan′tHoffplotsofthelnk′versus1/Toftheenantiomershaveagoodlinearitywithacorrelationcoeffi-

cientof0.99.Thethermodynamicfunctions(ΔH
0
, ΔS, RΔH

0
, ΔS, RΔS

0
)werecalculated, andintheexamined

temperaturerange, theenthalpycontributiontotheenantiomertransferenergywasfoundtobemoresignificant

thantheentropyone.Therefore, theenantiomericseparationisaenthalpycontrollingprocess.

Keywords　chiralligand, mandelicacid, enantiomerseparation, thermodynamicproperty
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