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　Glucosc 　oxidase ，　ga】actosc 　oxidase ，　cholestero 星 oxl −

dase
，
　 and 　 choline 　 oxidase 　 were 　 immobi 【ized　 and 　 were

used 　 for　 determination 　 of 　 respective 　 substrate 　 in　 a

continuous 　flow　system ．　These 　enzymes 　were 　immobilized

by　reaction 　with 　glutaraIdehyde 　o 【lto 　the 　surface

of 　 alkylamino −bonded　 silica　 gel　 and 　packed　in　glass
tubes （5 皿 m × 4mm 　i．　d．） as 　the 　 enzyme 　 reactors 　 in
the 　flow　 system ．　 By 　positioning　an 　electrolytic 　column

just　 before　 the 　 point　 of 　 the 　 immobil 正zed 　enzyme

reactors
，　the 　electroactive 　species 　such 　as 　J・−ascorbic

acid 　 and 　 uric 　 acid 　 in　 human 　 serum 　 could 　 be　 elimi ．
nated ．　 The 　hydrogen 　peroxide　produced 　enzymatically

in　the 　 enzymc 　 reactors 　could 　be　 monitored 　 ampero ・

metrical 工y　by　an 　electrochemical 日ow 　cell．　Calibration

curves 　were 　linear　for　glucose　in　the 　range 　（5〜 700）
mg 　 dl− 1

，
for　 galactose　 in　 the 　 range （10〜1000）mg

dl−1，　for　 free　cholesterol 　in　the 　range （5〜200）mg 　 dl− 1
，

and 　for　 cheline 　 in　the 　 range （8〜200）mg 　dl一工．　 Sam 一

ple　sizes 　 were 　5　pl　for　 gtucose　and 　galactose　assays
，

and 　2 ｝tl　
for　free　cholesterol 　 and 　 choline 　assays ・　But

iinear　ranges 　could 　be　changed 　by　varying 　the 　sample

sizes ．　 The 　 assays 　 could 　 be　performed　at 　 a 　 I20　sam ．

ples　 h
− 1

　 rate 　 with 　 satisfactory 　precision （＜ 2 ％ RSD ）
at 　 a　 How 　 rate 　 of 斗．8ml 　 min

−1，　 The 　 immobil 量zed

enzyme 　preparation5　 retained 　most 　 of　 thelr 　original

actiVities 　 after 　 repetitive 　 use 　for　more 　than 　3　months
，

except 　 for　the 　 lmm   bized　 galactose　 oxidase ．

　　　　　　　　　　　 　 （R．eceived 　Oct ．30
，
1982）

　　 Keua ワonl 　P ゐ7α8e8

How 　injection　 analysis 　with 　弖mmobilized 　enzymes ；

　 amperometric 　 determination；　 glucose，　 galactose，

　 cholesterol ，
　 and 　 choline 　in　 serum ； electrolytic 　 col ．

　 umn 　 for　 removing 　 reducing 　 substances ．

ナ イ ロ ン 12 の ゲル パ ー ミエ
ー

シ ョ ン ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

1界　　正 　不口 
，　 ノJ・ 川　　f菱夫

＊

（1982 年 9 月 2・t 日受 理 ）

　ナ イ 卩 ン の ゲ ル パ ー ミ エ
ー

シ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （GPC ） は ，そ の 溶 媒 の 種 類 が 少 な い こ と，：〈

溶媒 の 多 く が 高粘度 で あ る た め 高 温 高 圧 の 条件 が 要 求 され ，又 モ の 1出折率 差 が 小 さ い こ と か ら ， 測 定

に は 高 度 な 安 定 化 が 必 要 と な り， そ
．
の 測 定 を 非常 に 難 し い も の に し て い る． 著 者 ら は ナ イ 卩 ン 12 の

GPC に っ い て ，　 o一ク ロ P フ ニノ
ー

ル ，
ヘキ サ フ ル オ 卩 イ ソ プ ロ

パ ノ ール （HFIP ） を 溶 媒 と す る 5 種 類

の 溶 出 剤 を 用 い ， ク ロ マ ト グ ラ ム の 再 現 性 や 形 状 な ど の 詳細 な 比 較 を 行 ・冫た ． こ の 結 果 HFIP ／ト ル ェ

ソ （2／8）混合 溶出剤 を 用 い
，

カ ラ ム に 東 洋 曹 達 製 TSK −GEL （GMH6 十 G2000H ） を 使 用 す る こ と に

よ り 再現 性 の よ い ，か つ 信 頼 性 の 高 い ク ロ マ ト グ ラ ム を 得 る こ と が で き た ．又 標準 ポ リ ス チ レ ン に よ る

検 量 線 の 作 成 も可 能 で あ る た め ，ポ リ ス チ レ ン 換算 の 分子 量 分 布 も容 易 に 求 め る こ と が で きた ．

1 緒

　 ナ イ 卩 ン の ゲ ル パ ー ミ エ ーシ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ．1 −

（GPC ） を 行 う揚 合 ま ず問 題 に な る の が 溶媒 で ある が．

そ の 種類は 少な い ．

　今 ま で ナ イ 卩 ソ の GPC に つ い て 報告 さ れ た もの の

多 くは ナ ィ 卩 ソ 6 任NH 〔CH2 ）s
・COi ．｝ に つ い て で あ

り，溶 媒 もフ r．ノ ール 系が多 く 使用 され て い る
’〉
− 5）． し

か し，フ ェノ ール 系溶媒 は 粘度 が高 く，溶 解 に は 加 熱を

必要 と す る な ど，必ず し も最適 な 溶 出剤 とは い えな い ．

＊
宇 部興 産 （株）枚方樹 脂研究 所 ： 大 阪府枚方市 中宮 北

　 町 3−10

『、 ナ で 卩 ン 12｛fNH （CH2 ）11
・CO ｝．｝ に 関 し て は ヘキ サ

メ チ ル リ ン 酸 ト リ ア ミ ド （HMPT ）溶媒 を用 い て 行 っ た

もの が報告
6 ）

され て い る に す ぎな い ．HMPT の ナ イ ロ

ン 12 の 溶 解性 は 高温 （100 ° C） で 長時 間を必 要 と し 室

温 で は 不溶 で あ る ．又 こ れ ら報告 で は 再 現性 に っ い て 記

さ れ て お らず，又 分散度 の 計算 を 試み た もの も少な い ．

こ の た め ク ロ マ ト グ ラ ム の 信頼性 は 低 く，実用性 は 乏 し

い もの で あ る．

　 著者 らは o一ク 卩 卩 フ ェ ノ
ール （OCP ） 及 び ヘ キ サ フ

ル ォ ロ イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル （HFIP ） を 溶媒 とす る ， 5 種

類 の 溶 出剤 を 用 い ，ナ イ ロ ン 12 の ク ロ マ ト グ ラ ム の 再

現性や形状 な ど の 詳細な比較を 行 っ た ．そ の 結果 ，
HF 一
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IPノト ル エ ン （2／8）混合溶媒 系を 使用す る と，常 温付近

で も再現性が 良 く ， しか も信頼性 の 高 い ク ロ マ ト グ ラ ム

を 得 る こ と が で ぎた ．以下 に そ の 詳細な検討結果 を報告

す る．

2　実 験

　2・ 1　試 　料

　分 析 に 用 い た ナ イ ロ ソ 12 （屈折率 η
一L51 ） は 現 在

市 販 さ れ て い る も の を 減 圧 乾 燥 （40 ℃
，
48 時 間 ） し た

後 ， 実 験 に 供 し た ． 又 標 準 ボ リ ス チ レ ン （PS） は プ レ

ッ シ 1・一ケ ミ カ ル 杜製 及 び 東 洋 曹 達 製 の も の を 用 い た

（Table 　1）．

Table 且　Standard 　 porystyrene

　 　 　 Prじ ssurc 　 chemical

弾†　
Af，，／．V ．　

’V †　
Mw μ ・

3．2 × ヨ06　　　 1．30　　　2．D4xlO 毛　　　　．「貶5
　 2 × ］Ofi　　 1．3D　　　　 I× 10‘　　　 ，〔哘
6 ．7× 105　　　LO6 　　　　　4000　　　　　．畳O
l．1× 1D5　　 ［．06 　　　　2100 　　　　 ．〔f5
　 5 × 【04　　 1．D6　　　　　  　　　　　，3

　 　 Toyo 　 soda
　　　 〆　丶

　 湿 †　 　 Mw ／Nn

6，77 × to6　　 1．1｝
4．48x1 〔〕b　　 】、14
1．％ x 】05　　　】．口7

†　 Molecular 　 welght 　 at 　 thc 　 hcighc ．st　 peak 　 po5 比10n 　 of 　 ettItien

chromatogram

　 2・ 2 溶 　媒

　OCP （π 智一1．5565）， α
一

ク ロ ロ ナ フ タ リ ン （α
一CN ）

（η智一1．6332）及 び トル エ ン （π習
．− L4893 ）は 試薬特級・

HFIP （π甘一1．2752） は コ マ
ー

シ ャ ル グ レ ード （デ rL ボ

ン 社製），　ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （CF3CO2Na ）

は 試薬
一

級 を そ の ま 聖 使用 し た ．

　2・ 3　装置及び カ ラ ム

　実 験 に 用 い た 装置 は 試作 し た も の で ，ポ ソ ブ は 協和 精

密 KHD 　94 型 ブ ラ ソ ジ ャ
ーボ ン プ を 用 い ， 脈 流 消 却 器 ，

圧 力 計 を 備 え て い る ．カ ラ ム オ
ーブ ン 及 び 試 料 注 入 部 は

常 温 〜200 ° G ま で 昇 温可能 な も の を 試作 し ，一定 温 度

に 保 ち 分析 を 行 う ， 試料注 入 は ル ープ 方 式 に よ り常 に
一

定量注入 す る よ う に し た ．検 出 器 は 示 差 型 屈折 計 （昭 和

竃 工 製 SE−11 型） を 常温 で 使用 し た ・流 量 測 定 は ・ 分

取 を 可 能 に す る t め フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ
ー （大 日本精

機製 DFC −100） を 用 い ， 容量法 に よ り行 っ た ． こ の シ

グ ナ ル は マ ーカ ー
と し て 記録計 に 記 録 さ れ る ．

　 カ ラ ム は 東洋 曹 達 製 TSK −GEL 　 GMH6 （混 合 ゲ ル

カ ラ ム ） 2 本 ， 及 び G2000H （低 分 子 分析 用 ）を 用 い

た ．こ れ ら カ ラ ム は 有機溶媒 系 高 速 GPC 用 カ ラ ム で ，

GMH6 の 排除限 界分子 量 （ポ リ ス チ レ ン 分子 量）は 4 ×

］Os
，
　 G 　2000H は 1x104 で あ る．

　 実 験 条 件 は 溶 出 剤 に よ って 荅干異 な る の で Table 　 2

に ま と め て 示 す ． こ こ で 流 量 の 設 定 は カ ラ ム に 加 わ る 圧

力 の 関 係 か ら，あ ま り圧 力 が 一L昇 し な い よ うな 流量 を 選

ん だ ．

　試料 の 調 製 は HFIP を 用 い な い 溶 出剤 の 場合 ， 三 角

フ ラ ス コ に 試 料 を 採 取 し ，

一
定量 の 溶 媒 を 加 え か く は

ん に よ り溶 解 を 行 った ． HFIP を 使 用 し て い る 場合 は

HFIP の 気 化 が 考 え ら れ る た め ，ア ン プ ル を 用 い 試料採

取 ， 溶 媒 添 加 後 直 ち に 封管 し 試料 溶液 の 作 製 を 行 っ た ．

　 分 散 度 （Mw ／Mn ） の 計算 は PS の 検 量 線 を 作成 し こ

れ に よ り 行 っ た ．従 って
，

ナ イ 卩 ン 12 の 分 布 も PS 換

算 の 値 で あ る ・

　2・4　分子量測 定

　装 置 は光源 に ヘ リ ウ ム ーネ オ ン レ
ーザ ー

　（6S3 　nm ） を

用 い た 低角度光散乱光度計 （KMx
−6 ク ロ マ テ ィ ク ス 社

製 ）を用 い ，分取試料 を マ イ ク 卩 シ リ ソ ジ に て 送液を 行

い 常 温 に て 散 乱強度 の 測定 を 行 っ た ．な お 分子量 の 計算

は 試料濃度が薄 い （6 × 10− 4g
／
’
inl ）の で濃度

一・
点法 に よ り

行 っ た ．633nm に お け る HFIP で の 示 差屈折率（dn〆dc）

は O ．22且29 ／ml で あ る．

3　結 果

　3 ・ 1　 0一ク ロ ロ フ ェ ノ
ー

ル 系 溶出剤

　OCP 系溶 出剤 は それ 自体粘度が 高 く，常 温 で カ ラ ム

圧力が E昇 し，測定 が 困難 で あ る．粘度 を 下げ る た め カ

ラ ム の 高温化を行 い ．IOO °C に て 測定 を 行 っ た ．

　見掛け 上 何 ら問題 の な い ク ロ マ ト グ ラ ム が 得 られ た ，

Tablc 　2　 0perating 　 conditionsElucnt

〔】〔，【ul1 川

〔．】olumTt 　 temp ．（
oC

）

Fl り w 　 ratc （ml ／mi の

DeteCLnr　 sensitivity （RIU ）

Concentration （％）

InjCCtio且 Volume （Bl）

Pressure　（kg／cm2 ）

Chart 　 speed （mm ！min ）

o −Chlorophcnolo
−Chlorophcnol ！

α
一Ch 【  ronaphtalenc

　 　 （5 ： 5）

Hexafluore−
isepropano1

Hexaflueror
isopropanol

　（O．01MCF3CO2Na
）

Hexafluoro −
isoP四 panol ／
Toluerre

　 （2 ： B）

GMH61

りu

　 〔レ．52XlO
．5

　 0．5
弸

　 16

　 5

GMH6

置頓 1

　 吐，，52XID
−5

　 0，25400

　 16

　 5

GMH6

跚

　 0、8
且6XIOs

　 O．420020

　 5

GMIKi

　 40

　 u，816xlO
−5

　 0．420020

　 5

GMH6 （2 本）
　 十 G2   H

　 5〔，

　 　 1．0
　 16× 10’s
　 　 o．4
　 弸

　 25

　 10
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し か し，注 入 回 数 ご とに ク 卩 マ ト グ ラ ム の 溶 出位置 の 変

動す る こ とが 認 め られ た 〔Fig ．1）．こ れ は ゲ ル とナ イ

卩 ン 12 との 間 の 吸着作 用 に よ る と考え られ る ． 1 回 目

で は 吸着作用 が 強い た め溶出 が 遅 くな り， 2 回 目以 降そ

れが 次第 に 弱 ま り，ナ イ 卩 ソ 12 の 溶出位 置が 徐々 に 早

くな る もの と推定 され る 2）．

虞

ぐ

　 　 　 　 　 　 30　　　　 　　　　　 35　 　　　　　 　　　 40
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Coun 亡

Fig．　 l　 Shift　 of 　 chromatogram 　 with 　 number 　 of

　　　　 lnJectlon

　 　 　 　 ム舵 ：DifferenCt　of 　re 「ract ［Vc 　h ［dex　of 　the 　so ［し亅lion　ar 且d

　 　 　 　 the　etucnt ；　
一

： Fiist，　一一：Fourth

　PS の 検量線 に よ りナ イ ロ ン 12 の 分散度 の 計算を 行

っ た結果，試料 の 注入 回 数に 伴 い Fig．2 に 示す よ うに

Mw ／Mn が 変化す る こ と が 認 め られ た ．とこ ろ で OCP

溶 出剤 で は そ の 屈折率 とナ イ 卩 ン 12 との 差 が 小 さい

（約 0 ・on） こ とか ら， 高感 度検出 が 要求 さ れ ，　 GPC 測

定上 そ の 条件は 非常 に 厳 しい ． こ の た め 屈折率差 を 大 き

くすれ ば，OCP で の 問題が 解決 で き る の で は な い か と

考 え られ た ，そ こ で OCP ／α
一CN （5／5 容 量比 ）混 合溶 出

剤を 用 い 測定 を 行 っ た ．

3

3

2

ロ
零∫
賢

2 一
　 　 　 　 　 Number りf　 i両cc しion

Dependence 　of 　Mrv．／Mn 　 on 　 number 　 of

injection

Aイw μ fn　 was 　 calcu 【ated 　by　 us ］ng 　 Lhe　 PS じ alibratiOn

CUI
’VC

　 OGP ／α
一CN 混 合溶 出剤 も 粘度が 高 い た め ， カ ラ ム

の 高温化 が 必要 で あ っ た ．得 られ た ク ロ マ ト グ ラ ム を

Fig・3 に 示 す．こ こ に 示 さ れ る よ う に 高 カ ウ ン ト側に

不 明 ピ ー
クが 現れ．ベ ー

ス ラ イ ン の 戻 りに 影 響 を 及 ぼ し

て い る ． しか t、，試料濃度 は OCP 溶出剤の 1／2 で ほ

ぼ 同様な ピ ーク 面積 の ク pr ト グ ラ ム が 得 られ た ．こ こ

で ，PS の 検量線を用 い 分散度 の 計算を行 っ た （Table

3）．分布 f直の 変動 は 若 十あ る に しろ ，そ の 回数 に 影響 さ

れ て い る こ と は な い ．と こ ろ が ，Fig ・4
，
　 Table 　3 に 見

蕊

ぐ

　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 COunL

Fig．3　 Chromatogram 　 of 　Nylon 　 l20btained 　 with

　　　　OGP ／α
一CN 　 mixed 　 solvent

農

ぐ

　 　 　 30　　　　　　　　　　　　35　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　45

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Count

Fig。4　Dependence 　Qf 　chromatogram 　 on 　 concen −

　 　 　 　 tration

　 　 　 　 Sanlple 　concentratlf ，n ：
一一

　〔〕．25 ％，　− 　　0，5 ％

Table 　 3Analytical 　results 　by 　polystyrene
calibration

F三9．2

CDn ⊂ entratiun

　 o．25 ％
−

1　 　　　 2

ルfwノルf
ロ　　　　　　　4．29　　　　　4．62

Peak　count 　　　 32．8　　　　32．8

』一
5．91　　　　 5．72　　　　　5．69

34．4 　　　　34．6 　　　　3些．6
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られ る よ うに 濃度 の 影響が 非常 に 大きい ，こ れ は オ ーバ

ーロ
ード効果 に よ る もの で ，溶媒 の もつ 粘度が高 い た め

そ の 影響は更に大 きくな っ た と考え られ る ． こ の た め ，

分 散度 の 値 は 濃度 に よ り大 きく影響を受け る こ とに な り

求め る値 の 信 頼性 が悪 くな る．

　以上 の よ うに ，OCP 系溶出剤で は 注入 回数 に 伴 う分

散 度の移動 や ，濃度 に よ る 影響 が 非常に 大 きい こ と が 大

き な 問題 で あ る ．

　3・2　HFP 系溶 出剤

　HFIP 溶媒 は ，ナ イ 卩 ン 12 の 良溶媒 で 常 温 に お い て

十 分溶解 さ せ る こ とが で き，更 に そ の 屈折率は L2752

と低 く，ナ ィ ロ ソ 12 と の 屈 折率差 が 大 き い （約 0・23）

た め低濃度で の 測定が可能 で あ る．

　Fig ．5 に HFIP 溶 出剤 で 得 られ た ク ロ マ ト グ ラ ム を

示 す． こ こ に 見 られ る よ うに ，低 カ ウ ン ト側に シ ョ ル ダ

ー （矢 印）が認 め られ た ． ク 卩 マ ト グ ラ ム の 再 現性 に つ

い て は 問題な く安定 で あ っ た が ，低 カ ウ ン ト側 の シ ョ
ル

ダー
部 分 の 不 自然 さは ポ リ マ

ー
に よ る もの か ど うか を 確

認 し た ．そ こ で こ の 部分 を 分取 し，光散乱光度計に よ り

そ の 散乱 強度測定を 行 っ た ．も し ，こ の 部分 に ポ リマ
ー

が 存在す れば，散乱強度 は 溶媒 の 散乱強度に 比 べ 強 くな

らなけれ ば な らな い （特に 高分子側 に あ た る た め ，試料

濃度 が 比較 的薄 くて も十分散乱強度の 確認 は で き る）．

しか し測定結果は 溶媒 に よ る散乱強度と 同 じで あ り，異

常 シ ョ ル ダー
は ポ リ マ

ー
に よ る もの で は な い こ とを 小 し

た． こ の 原因 に つ い て は ，現在 の と こ ろ 不 明 で あ り， ク

卩 マ ト グ ラ ム の 信頼性 は 乏 しい ．そ こ で ，こ れ を 改良す

る た め ，文 献を参考 に して 0．01M の ト リ フ ル オ 卩 酢酸

ナ ト リ ウ ム を添加 した HFIP 溶 出剤を 用 い て み た η ．

　0 ．Ol　M ト リ フ ル オ ロ 酢酸 ナ ト リ ウ ム ーHFIP 溶 出剤 で

得 られ た ク 卩 マ ト グ ラ ム を Fig ・5 に 示す ．先 に 示 した

虞

ぐ

＿＿一噛冖＿f’
　鈔　ノ
，’一　　

一’

　／
’
＼

1　 ＼
t　　　＼

　 　 　 丶
　 　 　 丶　　　 N

t　　　　　　　＼　　　　 丶　　　　　、
　 　 　 　 　 、
　 　 　 　 　 　 、、、、

　
s 、＿＿＿

（Fig ．5） ク P マ ト グ ラ ム と比較す る と，低 カ ウ ン ト側

シ ョ ル ダーが 消失 し，乂 ク ロ マ ト グ ラ ム の 立 ち 上 が りは

急激 で 形状 に 大 きな 違い が見 られ る．しか しそ の 再現性

に つ い て 問題は なか っ た ．ク ロ マ ト グ ラ ム の 分 散度 の 計

算 を行 う場合，分子量既知 で HFIP に 溶解す る単分散

試料 が必要 と な る ．し か し PS は 本溶媒に 溶 解 しな い た

め
， 現在 の と こ ろ 手 に 入 る 試料 は な く検 量線作成 は 不 可

能で ，ナ イ ロ ン 12 の GPC 測 定 を 行 い 分 散 度 の 計算 を

行 う場 合 に 不 都合 が 生 じ る 点が問題 で あ る ．強 い て 検量

線 を 作成 し よ う と す る 場合，ナ イ ロ ン 12 の 単分 散試料

を 調製 し な ければな ら な い ．

　 こ の よ うに ，0 ，01M 　ト リ フ ル オ P 酢酸 ナ ト リ ウ ム ー

HFIP 溶出剤 で は ク ロ マ ト グ ラ ム の 分散度 の 計算を 行え

な い 欠点 があ る． そ こ で 次 に PS の 検 量 線作成 が 可能

で ，HFIP の 回 収 も 行え る 溶 出剤系 と して ，　 HFIP ／トル

エ ン 混合溶出剤を用 い た ．混合比 は ナ イ ロ ン 12 が十分

溶解す る 2
／

’8 の 容量比 と し た ．得 られ た ク ロ マ ト グ ラ

ム を Fig ，6 に 示す．ベ ース ラ イ ン が 完全 に 戻 り き ら な

い うち に 高 カ ウ ン ト側 に 不 明 ピー
ク が 現れ て お り ， 分散

度 の 計算 を行 う場 合 ベ ース ラ イ ン の 取 り方 に 影 響 し，求

め る 分散度が大 きく変動す る．こ の 不明 ピ ーク を な くす

か ， 溶 出位置 を よ り高 カ ウ ン ト側 に 移動 さ せ る こ とが で

き れ ば良 い 結果が 得 られ るは ずで あ る，HFIP ／ト ル ェ ン

混合溶 出剤 は それ 自体の 粘度 が あ ま り高 くな く，流動性

も 比較 的良い た め 圧 力上 昇 も 少な い， そ こ で 低 分子分

析用 カ ラ ム （G2000H ） を 1本 追加 し 不 明 ピ ー ク の 溶

出 位 置を 高 カ ウ ン ト側 に 移動 させ て み た ， こ の 結 果を

Fig ．6 に 示す ．得 られ る ク ロ マ ト グ ラ ム の 立 ち 上 が り

も急激 で は な く，再 現性 に つ い て も 良好 で あ っ た． 又

PS に よ る 検量線 の 作成 も 可能 で あ る．　 PS の 検 量線を

用 い ナ イ 卩 ン 12 の 分散度 の 計算を 行 っ た （Table 　
4＞・

　 こ こ に 見 られ る よ うに ，そ の 再 現性 も よ く信頼性 の

高 い ク ロ マ ト グ ラ ム が 得 られ た ．又 HFIP ／トル エ ン 混

合溶 出剤 で の 測定は 比較的低温 で 行 え る こ と，高価な

〈

20 30Count40

Fig．5　Ghromatograms 　of 　Nylon 　l　20btained 　With

　　　　HFIP 　 and 　 HFIPIO ．Ol　M 　 CFsCOONa 　as

　 　 　 　 an 　eluent

　　 　　 − ： HFIPlo ．o且McF3GooNa ；
一一

： HFIP

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Count

Fig．6　Chromatograms 　of 　Nylon　120btained

　　　　with 　 a　 HFIP ／toluenc 　 mixed 　 solverlt

　　 　　− ： GMH6 　column 　system ；
一一

： GMH6 十 G2CXX ）H

　 　 　 　 coLttmn 　 SγSしem
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Table　4　Analytical　 results 　 of 　 nylon 　12　 with 　 a

　　　　 HFIP ／toluene 　mixed 　eluent 　 and 　a

　　　　 polystyrene 　 calibration

Table 　5　Mw ノ焉「n 　of 　polystyrene　 uscd 　for　preparation
　 　 　 　 of 　ca 星ibrat量on 　 curve 　 in　 various 　 e ［uents

Ely
ミ
nt

Run 　 numbe 「

1 2 3

Potystyrene　 　　 　　 e −Ch 旦oroph 巳nol 〆 Hexafluor（】・　 HexaHuoro 一

斗

〃
「
ロ （xlO り　　　　5．7S

Mw （XlO り　　　 IS．3「j
MwlMn 　　 　　　 2．30
Peak 　COUIIt 　　　　 3B．B

6，22　　　　　6，22　　　　　5．90
13．88　　　　 14．69 　　　　12．B9
2．23　　　 2 ．36　　 　 2．IB

39．0 　　　　認 ．7　　　　39，0

　 J
「

5．71
且2，842
．2538
．8

HFIP の 使 用 量 が 少 な くそ の 回 収 も行 え る た め ，実用 性

の 面 か ら も非常に 有利で あ る．

　3 ・3　標準ポ リ ス チ レ ン を用いた場合の検量線

　最後 ｝こ ，各溶 出剤 で 作成 した ps の 検 量 線を Fig・7

に 示 す ．な お 前述の よ うに HFIP 溶媒 は PS を 溶解 し

な い た め に 検 量 線 の 作成 は で き な か っ た． TabLc 　 5 に

は こ れ ら溶出剤 で の 検 量線 を用 い ，検量線作成 に 用 い た

PS の 分布計算を行一
っ た 結果を 示 す ．検量線 と Table 　5

の 値 か ら判 断す る限 り，各溶 出剤に お け る 分離効果は あ

ま り差 が な い よ う で あ る が ，HFIP ！ト ル エ ン （2／8＞ 混

合溶出剤 で カ ラ ム に GMH 　 6 （2 本） とG 　 2000　H を 用

（〃 ）　 　 o −ChlDrO・　　 ‘r−C 卜10r（F
　 　 　 Phenol　　　 naphtalenc

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （5 ： 5）

　
芝

　 2tOO

　  

　 Ix ］u42

．U4XIO4
　 5Xto41

．lxlus
：  9xlos6

，7XIO 　
「J1

．8x106

1．S41
．BB

1．31L37L5

斗

lsopropano］ノ　　 isopropannl／
TDIuene †　 　 foluεne ††

　 （2r8 ）　　　　　　　（2 ：8）

1．40L261

，391

．572

，91

1．29

．so
．571

．86

1．IuI
．15

且．231

．662
．且4

　　

　　　　　　　　　 Count（for　囗 ）

Fig．7　Calibration　 curves 　of　PS 　obtained 　with

　 　 　 　 variOUS 　 eluents

　 　 　 　 EluentS − O ：OGP ／a −CN ，● ： HFIP 〆toluene ，
　 　 　 　 「］： HFII⊃ノtoluenr （G2000H 　 adddd ），■ ； OCP

† GMH6 　cDlumn 　systcm ；　 †† GMH6 十 G2   H 　column 　system

い た場 合 ，PS の 分布 は 全 体 に 狭 い 傾 向に あ り，分離効

果が こ れ ら溶 出剤の 中 で 最良 で あ る こ とを示 し て い る．

4　結 論

　OCP 溶 出剤 で は ナ イ P ン 12 との 屈 折率差 が 小さ く，

高感度検出 を 必 要 とす る こ と，又回数 とともに ピー
ク 位

置 の 移動 ，分 散度 の 変動が生 じた ．そ の 改良型 と して の

OCP ／α
一CN （5！5＞混合溶 出剤 の 場合 は 屈 折率差 を大き

く で きた が ，濃度効果 が 顕著 で あ っ た ．

　 HFIP の み の 溶出剤で は 低 カ ウ ン ト側 に 原 因不明 の シ

ョ ル ダ ーを 生 じ， そ の ク ロ マ ；・グ ラ ム の 信頼性 は 乏 し

い ．カ ル ボ ン 酸塩 を 添加 し た 場 合 は
一

応良好 な ク ロ マ ト

グ ラ ム が 得 られ る． し か し PS が HFIP に 不 溶 な た め

検量線作成 に 問 題があ っ た ．

HFIP ／トル エ ン （2／8）混合溶 出剤 で は ，　 OCP 系 で 問

題 と な っ て い る点 に つ い て ほ ぼ 解決で き る 溶出剤 で あ

り， PS に よ る 検 量線作成 が 行え分散度 の 計算 も 容易

で ， ク 卩 マ ト グ ラ ム の 再現性 も よ く， そ の 信頼性が高

い ．

　今後． ナ イ 卩 ン 12 自身 に よ る 検量線 が 作成 で きれ

ば，HFIP ／ト ル エ ン 混 合溶 出剤 に よ る 分子 量分布が 正 確

に 求 ま る もの と考 え られ る ．

　本 研 究 を 行 う に 当 た り ， 宇部興産 （株）枚 方 樹 脂 研 究 所
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  Gel permeation  chromatography  of  nylon  12.

Masakazu  SAKAi  and  Toshio  OGAwA  (Hirakata Plas-

tics Laboratory,Ube Industries, Ltd., 3-IO, Nakarniya-
kita-machi,  Hirakata-shi,  0saka)

  In  ger permeation  chromategraphy  (GPC), pelymers
1iave to be  dissolved in an  appropriate  eluent  which

has lew viscosity  and  high  differential refractive  index

to thc  polymers. The  eluent  should  be also  satisfied

for many  other  experimental  requirements.  In this

study,  we  conpared  various  eluents,  t'.e., o-chlorophe-

nol  (OCP), an  OCPfcr-chlerenaphthaLene  (cr-CN)
rnixture,  hexafiuoroisopropanol  CHFIP), HFIP/O.Ol

MCFsCOONa,  and  a  HFIPItoluene  mixture,  for this

purpose.  A  home-made  GPC  apparatus  equipped

with  a  Showadenko  Model  SE-11  refractive  index

detector was  used.  GPC  separations  were  made  by
using  a  set  of  two  columns  uf  Toyosoda  

'I'SK-GEL

GMH6,  The  temperature  of  column  oven  was  varied

depending  upon  eluents,  The  detecter was  operated

at  arnbient  temperature.  Apparent chromatograms

were  good  in OCP  as  eluent.  However,the  peak

positions and  the  widths  of  the  chromatograms  varied

with  injections, To  improve this  poor  reproducibility,

a-CN  was  added  into OaP.  The  chromatograms  obtain-

ed  thus,  howcver,  showed  high  concentration  depen-

dence, although  the  peak  positions werc  reproducible.

Generally,HFIP  is a  good  solvent  for polyamides.
Pure HFIP,  unfortunately,  did not  providc  normal

chromatograms:an  unknown  shoulder  or  peak appea-

red  in lower  elution  count  region.  To  eliminate  this

abnormal  phenomenon,  a  small  amount  of  CF3COONa
was  added  into HFIP  with  reference  to a  published

paper. Thc  result  was  normal,  We  can  obtain  the

molecular  weight  distribution curves  from  the  chroma-

tograms,  if a  calibration  cun'e  was  prepared  for Nylon
12. Unfortunately, polystyrene was  insoluble in this

eluent.  Therefore,  it was  impossible to  preparc or

estimate  the  calibration  curve  of  Nylon  12 from that

Qf  polystyrcne, The  most  recommendable  eluent  was

a  HFIPItoluene mixture  (2f8 in volume).  Reprodu-

cible  chromatograms  were  obtained  together  with  the

calibration  curve  of  polystyrene, We  conclude  that

a  HFIPItoluene  mixture  was  preferable to  phenols
as  an  eluent  of  GPC  for Nylon  12.

                       (Receivcd Sept. 24, 1982)
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