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　高速液体ク ロ マ トグ ラ フ 4
一は ， 従来よ り使わ れて い

る液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと 同様 の 原理 に 基 きなが ら，

ガ ス ク P マ トグ ラ フ ィ
ーが もつ 利点を と りい れて ，短時

間内に高精度分離分析を行 うこ とを目標と して 開発され

た もの である 。

　従来 の 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは ，多種類 の 試料に 応

用 で きるが 分離 に 数時間か ら数日間を要す るの が ふ つ う

で あ り，し か も試料 と し てある 程度 の 量を必要とす る の

で ，分析手段 と して は適 当で な く，む し ろ．混合物か ら

い ろ い ろな物質の 分離 ・単離 ・分画を 目的 と し て 用 い ら

れ る こ とが 多い 。一方，ガ ス ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ーは ，分

析を 目的と して 開発 され た だ け あ っ て，短時間に 微量 の

試料を高精度 で 分離お よび 同定 が で きる の で ， 分析用機

器 とし て 威力を 発揮して きた が ．試料が 気体も し くは 気

化 し うる物質で あ る こ とが 必 須条件で ある た め に ，試料

と して 妥当で ある種類 は 限られ て お り．しか もそ の 多 く

は 気化 し うる誘導体を 調製す る な どの 前処理を行 っ て は

じめ て 試料に な り うる とい う難点 を もつ
。 こ れ に 対 し，

高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは ，こ の よ うな ガ ス ク 卩 マ

トグ ラ フ ィ
ーの 特徴の うち の 分析手 段 と して の 長噺を従

来 の 液体 ク P マ トグ ラ フ ィ
ーに導入 して ，分離時間 の 短

縮 と微量分析を可能に した液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで あ

り，次 の よ うな特徴 を もつ
。

　1） 一検体 の 分離 ・分析 に 要す る 時間は 数分か ら十数

　　　分程度で ，短時間で 分析が 終了す る 。

　2）　分 離が よ く，分析精度 が 高 くし か も再現性に 富む。

　3） μg の オ ーダ ー以 下 の 量 の 試料 の 分 析が 可 能 で あ

　 　 　 る 。

　4）　 カ ラ ム の 活性化等 の 前処理，後始末が 不 要 か また

　　　は 簡便で あ る。

　5）　ほ とん どあらゆ る化 合物が前処 理 な し に 試料の 対

　　　象 とな りうる。

　こ れ らの 利点 は短時間内に 反復分析が 行える こ とを 示

して お り，微量 の 検体 を 多数用い て データ を集計す る今

日的 な研究の 要請 に か なうもの で あ る 。

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは 実用化 され て か ら ま だ

IO年そ こ そ こ で あ るが ，既 に 諸分野 に 幅広く普
：

及 し，各

種化合物 の 分離同定 に 非常 に 貢獻して い る 。

　第 1 図に 高速液体 ク v マ トグ ラ フ （装置）の 略図を 示す

が，ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと類似 の 自動化され た 形式

を と っ て い る の が 特徴で あ る。

　 と こ ろ で ， カ ラ ム とは．、そ こ で 試料が 各成分に 分離 さ

れ る場 の こ とで ，ク ロ マ ト管と よばれ る金属性の 管中に

固定相 お よび 移動相 と よばれ る 2 相 が存在 して お り，こ

れら全体をひ っ くるめ て カ ラ ム とよん で い る 。

　固 定相 とは ，文字 どお り カ ラ ム に 固 定 され て い る 物質

の こ とで ．固体 もし くは 不 活性固体に 支持され た液相 を

さ し て い る 。 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 固定相は ，

充填剤 と称 し て 市販 され て い るが ，こ の 場 合 は 支持体を

＊
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第 1図　装置模式 図
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　も含め て 充順剤とよ ん で い る。高遮 液体 ク 耳 マ トグ ラ フ

　 ィ
ーに は ，従来 の 液体 ク V マ トグ ラ フ ィ

ーに 使用 され て

　い る 固定相は 後章 で 述べ る理 由か ら適当で な く，用 い ら

　れ ない 。移動相 とは そ の 名 の よ うに カ ラ ム を 移動 して い

　き，試料を運搬，展開， 溶出 して 分離を遂行 させ る 溶媒

　の こ とで ，溶離液と もよ ばれ る。した が っ て 液体 ク ロ マ

　 ト グ ラ フ ィ
ーとは，移動相 と して液体を用 い る ク ロ マ ト

　グ ラ フ ィ
ー

の 総称とい うこ とがで ぎ る。一
方，移動相と

　して気体を 用い る 場合が ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで あ る

が，こ の とき 気体は 液体 と違 っ て拡散速度 が大 きくまた

　カ ラ ム の 移動抵抗が 小 さい の で ，平衡を保 っ た ま ま カ ラ

　ム を移動して い く速度 を格段 に 大き くす る こ とが で きる

の で ，その 結果分離に 要す る 時間が数分 か ら数十分 に 短

縮される。平衡の 概念に つ い て は後述する 。上 記 の こ と

は ，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お い て も平衡を保 ち なが

ら移 動相 の 速度を 大き くす る こ とがで ぎれ ば，分離時間

を短縮で ぎる こ とを示 して い る。

　 溶離液は ，第 1 図の よ うに ポ ン プ で 加圧す る こ とで 高
速 度 で 移動 し て い くが

，
こ の とき用い られ る送液ポ ン プ

は ，流速 の 微量調節が可能で ．性能の 高い こ とが 必須 と

なる。実験時の 溶媒 に は 40〜400kg！cm2 の 圧力が か か る

の で ，溶媒の 流路 や カ ラ ム に は ，高圧 に も耐えうる金属

管が用 い られて い る。

　試料の 注入 は ふ つ うマ イ ク ロ シ リ ン ジ を用 い るが ，高
圧 下 で 定量的 に 行 うた め に セ プ タ ム 型，セ プ タ ム レ ス 型，
6方バ ル ブ型などい ろ い ろ の もの が あ る。

　注入 され た 試料は 溶媒 と ともに カ ラ ム に 運ば れ，そ こ

で 各成分 に 分離ざれた の ち カ ラ ム 外 に 溶出 され る と，直

ち に検出器で 溶出液の 濃度が 測定 され ．そ の 結果は 記録

紙 に ク ロ マ トグ ラ ム と して記録され る。検 出器 に は．分

光光度計，螢光光度計，示差屈折計，フ レ ーム イ オ ン に

よ る分析な ど，試料 に あわ せ て 多種類の もの が用 い られ

る。こ の と ぎ，実験系の なか に 測定を妨害する物質 の 存

在 しない こ とを確認 し て お く必要が あ る 。 紫外吸収 の 場

合は ，波長可変 の もの と 254nm に 固定 した 場合 の 2種

類が あ り，後者は前者 の 10倍 の 感度 で 検出で き る 。

　記録計は 検出器 の 測定に すば や く反 応す る もの が 用い

られ る 。
ク 卩 マ トグ ラ ム は縦軸に 濃度 ， 横軸に 溶出時間

が め もられ るが ，横軸は 溶出体積に換算 された 値が示 さ

れ る こ と も多 い 。

　本章で は，高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 特徴 を解説

す る こ とを 目的 と して ∫

　L 異種物質が 液体 ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ー

で 分離 され る

　　　原理

　9．高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 分離 に 要す る時

　40
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（121 ）

　　　　間が ，一般 の 液体 ク V マ トグ ラ フ ィ
ーに比べ て 大

　　　　幅に 短縮され る理由

　　理．分析が 短時間で 終了す るに もか か わ らず，高速液

　　　 体 ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 高度な分離が な され る

　　　 理 由

の 順 に 記述す る。

　 1． 分離 の 原理一
なぜ分離 され るか

　 高速液体 ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ーで異種物質が 互 い に 分離

される機構 は高速液体 ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ーに 特異的なも

の で は な く， 従来か ら用 い られ て い る液体 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーと全く同一の 原理 に 基 く。 高速液体 ク P マ トグ ラ

フ ィ
ーが 他 の 液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーと異な る点は ，分

離に 要する時間が驚異的に 短 い こ と．分離 の 精度が圧倒

的に よ い こ と，の 2 点 に 代表され る 。

　 従 っ て こ こ で は 始 め に 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 分離

の 原理を の べ る こ とに す る。

　 試料 と カ ラ ム の 間に は ，相互作用 とよばれ るある 力が

働 い て い る 。 その 作用は ，試料である化合物 お よび カ ラ

ム の 性質に よ っ て 異な る もの で あ り，同一カ ラ ム に お い

て も個 々 の 化合物が 有する官能基 の 種類や 数， また非極

性基の種類や数，大きさ な どに よ っ て 作用 は異な っ て く

る 。
こ の よ うな作用 の 差が 化合物が カ ラ ム を 移動する速

度（線速度 ともい う）の 差をもたら し，分離を行わ せ る直

接 の 原因 とな る 。 こ の 作用 の 生 じる機構 か ら液体 ク n マ

トグ ラ フ ィ
ー

は 下記 の 4 つ に 分類 され る こ とが多い 。

　 吸着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　　 （・d・・ rpti 。 n ・chr ・ m ・t・graphy）

　分配 ク ロ マ トグ ラ フ
ィ
ー

　　 （partition　chromatography ）

　 イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　　 （i・ n ・・ch ・nge 　ch ・・ m ・t・ 9・・phy ）

　 ア フ ィ
＝ テ ィ

ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　　 （affinity 　chr ・ mat ・graphy ）

　しか し こ こ で は 作用 の 種類は 重要 で は ない の で ，一
括

し て 「作用」と して扱うこ とに す る 。

　と こ ろ で作用 と移動速度 （線速度）と の 関連 は （1）式

で あ らわ され る 。

2 ＝＝ uxR 　　　　　　　　　　　　　　　（1 ）

　x ； 化合物 の カ ラ ム 内移動速度（線速度）

　　 〔cm ！min 〕

　U ： 溶媒の カ ラ ム 内移動速度（線速度）

　　 〔cm 〆m 孟n 〕

R ； 化合物 の 全分子数の うち移動相 に 分

　　布 し て い る分子数の 割 合　　〔
一

〕

　（工）式は ある 化合物 の 移動速度 簿 が．固定相 お よ び移

動相 に 分布 して い る全分子 の うち移動相中に 存在 す る分
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子 の 割合R に 比例した一定値をとる こ とを示 して い る 。

こ こ で 分 子 の 両 相に お け る 分布の 比率は ，化合物の 固定

相お よ び 移動相 に 働 く相互 作用 の 比率を反映 し て い る 。

つ ま り（1）式は ，化合物の移動速度が化合物 の 作用すな

わ ち 性質 に よ っ て 決 ま っ た一定値を と っ て い る こ とを示

し てい る。実際（ユ）式か ら以下の こ とが わ か る 。

　移動相 に は 分布す る（作用す る）が 固定相に は全 く分布

（作 用）しな い 化合物 の 場合 は ，R ・ ・ 1 で あるか ら，化合

物 の 移動速度は ，移動椙 の 速度と同
一とな り，化合物は

溶媒 とともに す どお りして 溶出 され る 。 また ， 固定椙に

も分布 （作用）す る 化合物 の 場合は ，R く1 とな り，その

ぶ ん速度 は減少し ． すど お りの 成分 に 比べ て 遅れ て 溶出

され る。従 っ て 固定相に 分子が多く分布する （固定相と

強 く作用す る）化合物 ほ ど遅れ て溶 出 され る こ とがわ か

る。固定相に の み分布す る （溶離液とは作用せず固定相

に の み 作用す る）極端な場 合は ，R ＝G で ある か ら，ど

ん な に 溶媒を流 し て も化合物は 決 して 溶出され る こ とは

ない 。以上の こ とか ら，異種物質の 分離 は ， 両相 に お げ

る 分子 の 分布 （作用 の 割合）が異な る化合物ほ どよい 分

離が 期待 で きる 。ク P マ トグ ラ フ ィ
ーに お い て 性質の 異

な る物質ほ どよ く分離iさ れ るの は こ の こ とに よ る 。

　 こ こ で 化合物分子 が 固有の
一定の 比 率で 固定相と移勦

根に 分布 して い る こ とを ．平衡が 成 立 して い る とい う 。

化合物が カ ラ ム を移動 して い く間，常 に 平衡が 成立 して

い る こ とが ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ーの 必須条件で ある。なぜ

なら非平衡の 状態で は ，分子の 分布比 は一定 に ならない

の で （R キー定だか ら）．（1 ）式に よ る と化合物 の 移動逮

度 が変動す る。こ の こ とは 再 現 性 が な くな り，分離 パ タ

fU 一ン の 予測 もで きな くな る こ とを 示 して い る 。

　平衡が成立 して い る に もか か わ らず分離が不充分な場

合 は，各 化 合物の カ ラ ム に おけ る分 子 の 分 布比 を変え て，

移動速度の 差 を増大 させ ， 分離 に 導く。 こ の 分子 の 分布

の 比 を変え る操作を ，平衡をず らす とい う。平衡をず ら

す に は 次 の 3つ の 方法がある 。

　  固定 相の 材質を 変 え る

　   移動相の 組成，種類を変え る

　  温度を変える

　 こ の うち少な くと も 1 つ を採用すれば よい
。 実際 に は ．

まず最も簡便で効果の 大きい ，圃定相 は 同 じに して 2 の

方法に 従っ て ，溶媒を変え て 検討す る場合が多い 。

　II。　 なぜ時間 が 短縮され るか

　理 想的に ク 巨 マ トグ ラ ア ィ
ーが行わ れ る と， 溶出され

た 化合物の ク Pt・Y トグ ラ ム は第 2 図の よ うに ガ ウ ス 分布

を 示 し対称的な ベ ル 型 とな る 。 試料 が カ ラ ム の 先端 に 注

入 されて 分離が開始 され た 時点か ら化合物が分離後溶出

濃

度

化合物 A 化合物 B

　　　
　　　　　　　 第 2図 　ク P マ トグ ラ ム

され て くる まで の こ とを試料が カ ラ ム に 保持され て い る

と称 し，そ の 間の 時間 を保持時間 （Retention　time ）とい

い tr で あらわす。 こ れは ク P マ トグ ラ ム で は ，時間ゼ

ロ か ら分布曲線 の ピ ーク の 中心 まで に 相当す る 。
tr は

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに要する時間の め や すで あ り，tr

を 大幅 に 短縮した の が高速液体 ク P マ トグ ラ フ ィ
ーであ

る 。
彡。 は （2 ）式で あらわ さ れる。（2 ）式 の 導入 に つ い

て は 1章末に 述べ る。

　　　tr一丑
（・＋ D） 　 　 　 　 （2）

　（2）式を用 い て ， 高速液体ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ーに お い

て tr が い か に 短縮され るか そ の 理 由を説明 し よ う。

　 L は カ ラ ム の長さ ． F は 溶媒の カ ラ ム 移動速度 （線速

度）で 単位VX　cm ！min であり，溶媒の 流速 （単位 は mJ ！

min ） を カ ラ ム 断面積で 割 っ て 求め られ る 。
　 D は質量 分

布比 で 固定相 に 存在す る分于 の 全量と移動相 に 存在す る

分子 の 全量 の 比 D ・：1− R で 与えられ，分離の 度合 に関

す る 因子で あ る。 trを小 さくする に は L
，

’D を 小 さ くし

F を大 きくすれ ば よ い が ， 五お よび D は 実際 の 分離に は

技術的 に あ る程度 の 値が 必要で あ るか ら，高速液体 ク Pt

マ 1・グ ラ フ
ィ
ーと従来の 液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーとで は

さほ ど変わ らない
． 高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーに お い

て 晦 が 小 さ くな る 原 因 は も っ ぱ ら F の 増大 ，特 に カ ラ

ム 断面積の 減少で あ る 。 た とえば カ ラ ム 直径が 10分の 1

の もの を使 うと移動速度（線速度）は 100倍と な り，trig

簡 単 に 時間 単位か ら分 単位 に縮少で きる 計算に な る 。 実

際高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーは カ ラ ム 径を小さくして

溶媒の 移動速度 の 上昇を図 っ て い るが ，カ ラ ム 径を小 さ

くす る と両端 の 圧力差 が 大きくな る。そ の た め に 加圧 ポ

ン プで 溶媒 に 高圧 を か け ， 高移動速度を確保 して い る の

で ある。

　現在高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーとよば れ て い る の は．

保持時間お よび 移動速度（線速度）が ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ
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イ
ーの そ れ とほ ぼ近い 値を示し，か つ シ ス テ ム 化さ れた

装置をもつ もの を さ して い うこ と が 多 い 。溶媒の 流速

（流量 速度）か らい え ば ， 高速と従来 との 間 に 厳密な境界

が み られ るわけ で は ない こ とぽ注意して お く必要がある 。

　 さ て （2 ）式は 以下 の よ うに して導か れ る 。 固定相に 全

く相互作用 を し な い 化合物が カ ラ ム をす どお りす る の に

to時間を要 した とす る と，こ の と きの 溶媒 の 流 速 が ∫（ml

！min ）で あれ ば． こ の と ぎまで に 溶出され た 溶媒 の 全容

積は fx　toで 求め られる。こ の 容積は カ ラ ム の 移勤相の

体積 Vm に 等しい
。 次に A とい う化合物 が 溶出 され る ま

で に 要 した溶媒 の 容積は 保持容積 Vr と称され るが ．
こ

れlik　fx　trで 求め られ る 。
　A はすどお り成分 に 比ぺ て 固

定相に 分布 した 分だ け溶 出 に 余分 の 量 の 溶媒を要す る の

で ，Vr は （3 ）式で あらわ す こ とが で きる。

　　　Vr＝＝Vm 十KVs 　　　　　　　　　　　　　　　（3）

　 こ こ で，K は A の 固定相 と移動相に お け る濃度比 ，
　Vs

は 固定相 の 体積で ある 。 K の か わ りに ，実測に 便利 な 全

分子 の 分布量 比 D を 用 い る と

　　　・一鴫 　　　　　 ・・）

であるか ら．（3 ）式は

　　　Vr＝Vm （1十 ヱ））　　　　　　　　　　　　　　　（5 ）

で あらわされ る 。

・Vr＝fx　tr
，
　 Vm ＝f × t。 で ある か ら

彦γ
＝ to（1十 D ） （6 ）

t。 は カ ラ ム の 長 さ L ，溶媒 の 移動速度を F とす る と to’＝

LIF で ある か ら（6）式に 代入 して

　 　 　 　 　 L
　　　 tr　 ：−7 （1十 D ）

こ の よ うに して （2 ）式が導か れ る。

　III． なぜ分離が よい の か

　
一

般 に ク ロ マ

「
Fグ ラ フ ィ

ーに お い て は，溶媒 の 移動速

度 が 小 さ い と ぎは よ い 分離が期待で ぎ， 逆 に 移動速度 を

大き くす る と分離が悪 くな る 。 とこ ろ が高速液体 ク 戸 マ

トグ ラ フ ィ
ーで は 移動速度 の 増大 に もか か わ らず分離が

非常に よ く，しか もク ロ マ トグ ラ ム に は シ
ャ
ープな ピー

クが記録 され る。そ の 理 由を 以下 に の べ る。

　 まず溶媒 の 移動速度 の 上昇に 伴っ て 分離 の 鈍 化 を もた

らす 主 原因を あげて み よ う。 分離 の 度合は 分離度Rs の

概念で あらわ す こ とがで きる 。 第 2 図 の ク P マ トグ ラ ム

に 示 され る よ うに ，保持時間 を tr，ピーtク の 溶出 に 要す

る時間 を tw とす る と Rs は

　　　Rs −

、濫 霧 　 　 …

　 　 　 　 　 　 　 　 　2

で定義され る 。こ の 式は Rs＞ 1 な らば 異種物質は 完全 に

42

　分離され，Rs＜ 1 ならば分離が不充分である こ とをあ ら

　わ し て い る。従 っ て 分離度 R 、 を 大 ぎくす る た め に は
，

　（7）式 か ら，カ ラ ム を 長 くす るか ，
ピーク の 幅を減少す

　る よ う工 夫すれ ば よ い こ とが わ か る 。し か し カ ラ ム に は

　適度な 長 さ が 必要で あ り，また 後に （8 ）式で の べ る理 由

　か らもカ ラ ム をあ まり長 くす る こ とは得策で は な く，も

　っ ぱ ら後者が採 用 され る 。 そ こ で ピ ーク の 広が りの 原因

　を探っ て み よ う。
ピー

ク の 幅を W とす る と ，
W は 第 2 図

　の aat ，　bb’

に 相当する 。 と こ ろ で W は カ ラ ム の 長 さ L の

平方根 に 比 例 して 増大す る こ とが 知 られ て い る 。
WecVI

か ら比例定数を 》万 で あらわすと

　　　 W ＝ 41Σ7コ　　　　　　　　　　　　　　 （8）

　と書 け る
。 （7 ）式は 五 即ち tr（B ）− tr（A ）の増大に よ っ

て ，（8）式は 逆 に L の 減少に よ っ て Rs を小さ くで きる

こ とを 示 して い る。従 っ て カ ラ ム を 長 くし て 分離度 の 改

善を図 る方法は 効果が小さい 。 また （8）式 は ゐの 値が小

さ い と き． ピ ーク 幅 W も小さ い こ とを示 し て お り，h
は 分離度に 関す る 重要 な 因 子 で ある こ とが わ か る

。 事実
ん は理論段高さとよばれ る もの で ，固定相（充嶼剤）の 分

離性能 の め やす とな る 。 こ の h は （9 ）式で あ ら わ さ れ

る。

　　　h− 22d
．
＋
．？lt｛！gDM＋ ＿gDtfggzEs2F

＋
・ d

・
2F

　　　　　　　　　　　　（1十 D ）
21）s　　　　　　　　　　　　　　　　　　 D，v

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （9）

　　　　 F ：移動相 の 移動速度（線速度）〔cm ／min 〕

　　　　 D ：質量分布比 〔
一 〕

　　　　 λ ： 流路 の 不規則性をあ らわ す因 子 〔
一

〕

　　　　 r ： 充填剤粒子 に よ る拡散阻止係数 〔
・一

〕

　　　　 D．lf ：試料 の 移動椙に お け る拡散係数

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔cm21m ｛n 〕

　　　　1）s ：試料の 固定相に お け る拡散係数

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔cm21m 三n 〕

　　　　q ：固定相の 形状に よ る因子 〔
一

〕

　　　　ω ： カ ラ ム の 形状や充嗔状態 に よ る係数

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 〔
一

〕

　　　　dp ：充墺剤の 粒子径 〔cm 〕

　　　　ds ： 固定相 の 厚さ 〔cm 〕

（9 ）式の 第 1項 は 乱流に よる軸方向拡散 の 項 ，第 2 項 は

分 子拡散 に よ る項，第3 は 固定相中 の ，第 4 は 移動相中

の 化合物 の 移動に お け る分子分布の ずれ に 基 く項 である。
（9 ）式の 第3 ，第 4 項 は．移動相 の 速度F を上げるとん

が増大する こ とを示 して い る．D ” は 小 さ く第 2 項 の 影

響 は 少ない か ら溶媒 の 移動速度の 上昇 は 全体 と して h の

増大 に 導き，そ の 結果 ピーク 幅は広 が り，必 然的 に 分離

度 の 減少を もた らす こ とに な る 。 実際液体 ク ロ マ トグ ラ

フ
ィ
ーに お い て 溶媒 の 速度 を 上 げ る と ピ ーク 幅は 広が る 。

（123）
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　 表 面多孔性 充槇剤

第 3図 　充 填 剤の 模 式図

1〜2 μ m

ま して や高速液体 ク ロ V トグ ラ フ ィ
ーの 速度で は 分離は

と うて い 望 め ない 。そ こ で F の増大 に もか か わ らず．h

を小さい 値にするた め に は ，粒子径が 小 さ く固定相 の 層

が薄い 充嗔剤が適当で あ る こ とが わ か る 。 高速液体 ク Pt

マ トグ ラ フ ィ
ー用充墳剤は，こ の 要求を充た した もの で ，

第 3 図上は 全多孔性微粒子充堤剤の 模式図で あ り，こ れ

は 粒子径を 極 め て小さ くす る こ とに よ っ て 分離能 の 敵善

を 計 っ た もの で ある 。 第3 図下は 固定相の 層を極力薄 く

した 表面多孔徃充填剤で あ る 。 現在多種市販 され て い る

充嗔剤 は ，こ の 2型 の どち らか に 属す る。以上 の 条件に

加 え て ．後述す る よ うに 球形に 近 くしか も大きさの 揃 っ

た充墳剤が均一に つ ま っ て い る カ ラ ム を用い る と よ り理

想的な分離を 行 うこ とが で ぎる 。
こ の よ うな充堤剤の 開

発 に よ り，溶媒 の 高速 化 に もか か わ らず高度 な分離が え

られ る 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーが 誕生 した 。

　と こ ろ で 視点 を変えて，至章で述 べ た 平衡 の 概念と分

　   平衡が成 立 して い る と き

舟

響 鬻
轍 ％

  移動相 が分子 を 運ぶ

　
』
7

 

ρ
。  

　

　

 

 

辱
 

　

　

 τ
 

　   再び 平衡 の 成立 した瞬 閥

州 覊覊鏃

第 4図 バ ン ドの 広 が り方

距 離

1i
　．
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イτー
　

−

？凵
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離 と の 閧連 に つ い て 述 べ て み よ う。 第 4 図の   は ある化

合物 の 分子が 固定相と移動相に 一定 の 割合で 分布 し て い

る 平衡 の 成立 した 状態を示 して い る。こ こ で 分子が 両相

に 分布す る と ぎ，あ る速 度 で 両 相 間を 移動 し て お りか つ

平衡 に 達す るた め に微少で は あ る が時間を要す る こ とを

忘れ て は な らない 。第4 図の 各分子 に は 便宜上記号をつ

けた。

　  の   〜◎ の よ うに分子が固定 ditrc分布 して い る とき

は ，カ ラ ム の 進行方向か ら見る と カ ラ ム 内を進 まず に 停

滞して お り，一方移動相に 存在す る分子 は溶媒 と と もに

カ ラ ム の 先端 （図の 下方）へ 運 ば れ よ うとする 。

一方分

子 に は つ ね に，固定相 との 間 に 作用が働き平衡を保と う

とす るか ら， 固定相中の 分子 は 速やか に 移動相に 移 り，

先 に 進 ん だ 移動相中の 分子 の一部は 固定相に 移動 して，

再 び平衡に 達す る。こ れを くり返 し て 物質 は カ ラ ム を 進

ん で い く。 溶媒 の 速度が 大きくな り，分子の 両相間移動

速度 との 差 が大 き くな る と，移動相中の 分子  〜
  は カ

ラ ム の よ り先方 に 運 ばれ ，  〜◎ と の 間に 進行 方向に お

け る距離 の 差を生 じ ，
カ ラ ム を進むに つ れ そ の 差は 拡大

されて バ ン ドは 広 が り，ピーク 幅 の 広が りとな っ て あ ら

われ る 。 化含物の 両 相間移動速度 よ り も溶媒 の 速度 の 方

が大 ぎい 場合は ，平衡が 成立 しない うちに 分子が 運ばれ

る 非平衡移動に なる た め 再現性 の ある ク ロ マ 1・グ ラ フ ィ

ーは望め ない 。こ の よ うに 溶媒 の 流速を高速に する と平

衡に 達しに くくなるの で ，高速液体 ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

に お い て は 平衡 到達時 間 を短 くす る工 夫 が な され る。ま

た 高速化 に よ っ て 分子 の 運搬 に む らを生 じそ の 結果 バ ン

ド幅は さ らに 広が る。

　以 上 の べ た バ ン ドの 広が りは（9 ）式 の 第3 ，第 4 項 に

含まれ て お り，前述の よ うに 充填剤を改善す る こ とで 解

消 され る 。

　 と こ ろ で ，こ の よ うな カ ラ ム に お い て 溶媒 の 移動速度

（線速度）を 上げる に は，カ ラ ム の 入 口 と出 口 で 大きな 圧

力差が なければ ならない 。 こ の ときの 圧力低下 AP は

（10）式で あらわ され る 。

　　　AP＝FOILf！K °

　　　　η ：溶媒 の 粘度 〔g！cm ・ min 〕

　　　　f ： カ ラ ム の 空隙率 〔
一〕

　　　　K °

： カ ラ ム の 透過 性 〔cm2 〕

（／0）式を（2 ）式に 代入す る と trは

　　　　　ψ
2
プ（1＋1））

　 　 　 tT；

　 　 　 　 　 　 K °
ゴP

（10）

（1／）

と書きあ らわ す こ とがで きる。K °

を大き くす るに は dp

を 大 きくすれ ば よ い が，同時 に ∫も大きくな る の で 結局

AP を大 きくし て tr を 小 さ く保 っ て い る こ と が わ か る 。
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またf は dp の 小さい しか も大きさの 揃 っ た充填剤 を 密

に つ め る こ とで 小さくす る こ とが で きる。 さらに充填剤

は加圧 の 影響を うけない もの で なければならな い こ とを

付記 して お く。

　最後に
， さきに 扱っ た理論段高さ hVこつ い て説nE を加

え てお く。 h は物質が そ の カ ラ ム に 対 して もつ 固有 の 値

を と る 。 物質の カ ラ ム に お け る移 動速度を X とお くと ，

t，
　＝・L！2ttw ＝ 町 驚 で ある か らこ れを（8 ）式に 代入 して

　　　÷一 （缶）
2

　　　　　 （12）

を導 くこ とが で き る 。 こ こ で Lfh＝n とお くと，　h の 値
が 小 さい ほ ど分離が よ くな るか ら，n は 逆に値が大 きい

ほ ど分離が よ い こ とを示す。 h が カ ラ ム 長さと同じ次元

を もち．η が そ の 逆数 で あ る とこ ろ か ら， カ ラ ム を多段

反応塔の 一種に み た て て ，h を理論段高さ，　 n を 理論段

数 と称 し分離の め や す とする。ク ロ マ トグ ラ ム の ピーク

ng　tw を正確 に 測定す る こ とは 不 可能で あるか ら，標準

偏差 σ を求め て tw　＝＝　4σ で近似し こ の ときの 理論段数を

N として

　　　N ・・16・ （三の
2

＝ （籌
「

）
2

であらわす こ と も多 い
。

（13）

　理 論段数 n は
， 同一カ ラ みで も物質に よ っ て な異る値

をもつ が ，第 2 図に お け る ピーク幅が 同 じで あ る ときA

と B の 理 論段数幾何平均 ig　n ’

とす る と （7）式と （13）式

よ り

　　　R
・

− t（
α
一1
α ）・・’ 　 　 （・4・

が え られ る
。 但しα は ム とβ の 保持比で ，（15）式であら

わ され る。

　　　　　KD （B）　 tγ（B ）− to

　　　
c「＝

κ。     （A ）
− t

。 　 　 （ユ5）

α は 既知 で あるか ら ， 分離度 Rs の 望 ま しい 値に 必要な

理論段数 n
「
は計算で え られ ， 望 ま しい Rs に 必 要な カ ラ

ム 長 さ を推定す る こ とが で きる 。

　実際の応用に つ い て ほ 続稿 に お い て実例 を 中心 に 説 明

する 。
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・
細 賦 嬬 喰 品 中添加物の 分析法」

（A5 判 298ペ ージ　定価 2，800円　光生 館）

　食品添加物 が 使用 さ れ て い る か ど うか ，また許容量
以下 で あ るか どうか を知 る とい うこ とは ， 食品添加物
の 安全性を論ず る場合に最 も必要な こ とで あ る ． 現在
こ の よ うな分析 を行 う場合．米国 の A ．O ．A ．C の公定
法を参考 に した り ， 賃本薬学 会協定の 衛生試験法 ，厚生
省 か ら発表され て い る試験法等を参考と して 最 も適 し

て い る と思わ れ る 方法を使い なが ら行うこ とが多い
。

　しか し上記 の 書籍は，専門の と こ ろで は 容易に見る

こ とが で ぎて も．だ れもが 簡単に 見 る こ と は で き な
い

。 ま た幾つ か の 方法が ある場合， どの 方法が良い か

とい うこ とを 判断す る こ とは容易で は ない
。

　本書 の 著者 は 国立衛生試験所大阪支所食品 部 の 方 々

で 西 日本 の 海空港を通 じて輸入 され る食品の 分析 に 当

っ て お られ る方 々 で ，毎日食品 添加物 の 分析を して お

られ，迅速か つ 正確に 行 うに は どの よ うな方法が 良 い

か の 研究 に 当 っ て お り， すで に 多 くの報告を発表 し て

お られ る 。そ れ らの 成果を ふ まえて 今回本書を出版さ
れた もの で あ る 。

　含まれ て い る添加物は ， 保存料，殺菌料．酸化防止

剤．漂白剤，発色剤 ， 甘味料，着色料． 防虫剤 ，りん

酸，そ の 他とな っ て お り，不 許可 の 添加物 の 検出に も
ふ れて お られ る 。

　試験法 と して は系統的分析法 に重点が お か れ て お

り．ガ ス ク ロ マ トグ ラ ム を使用す る例が多い こ とも特
長 の一つ で あ ろ う。　　　　　　　　　　 （元山）

44
（エ25 ）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


