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セ ミミク ロ 高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー におけ る

共 鳴 ラマ ン 検出法

小 泉　 均   ， 鈴木　義仁
＊

（1988 年 1 月 8 口受 理 ）

　低 級 脂肪族 ア ミ ン 及 び 置 換 フ ＝ノ ール 類 を 塩化 4・ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ペ ン ゼ ン 4 ，一ス ル ホ ニ ル （Dab ・

syl −Cl） と反 応 さ せ ， 又 脂 肪 族 ア ル デ ヒ ドは ダ ブ シ ル ヒ ドラ ジ ン と反応 さ せ ダ ブ シ ル ヒ ドラ ゾ ン と し て

共鳴 ラ マ ソ 効 果 が 期 待 で き る 誘導体 に 変換し た ．こ れ ら の 誘導体 は 逆相 セ ミ ミ ク P カ ラ ム いS−Fine・

pak 　 G18
，
1．5mm φ× 250mm ） で 分離後 ， そ の 溶離成 分 を ア ル ゴ ソ イ オ ン レ ーザ ー 488 ．Onm の 発振

波長 を 用 い て 1136cm冒1
で 共鳴 ラ マ ン 検 出 を 行 っ た ． レ ーザ ー出 力 ， ス リ ッ ト幅 ， ス ム ージ ン グ 数 な

ど検 出感度 に 影響 を 与 え る 要 因 の 検 討 を 行 い ， ラ マ ン 検 出 の 最適 条 件 を 調 べ た ・そ の 結 果，従来 の 内径

4 ．6mm の カ ラ ム を 使 用 し た LC ／ラ マ ン 検 出 と 比 べ て 検出 限 界 は 絶 対 注 入 量 で 20 倍 向上 し ，
2ng ま

で 検 出可能 で あ っ た ，

1 緒 言

　 レ ーザ ーラ マ ン 分光法 は 化合物 の 振動 ス ベ ク ト ル が得

られ る の で 有用 で あ る が，更に共鳴効果が利用 で き る な

らば 希薄濃度 で も測 定が 可 能 とな り微量分析法 と し て も

優れた方法 とな る
1）：）．特に 水 の ラ V ソ 光 は 微弱な の で ，

溶媒 に 水 を使用す る こ とが で ぎ る．著者 らは こ の 点に着

目 し て 逆相液体 ク ロ マ ト グ ラ フ 系 で 脂肪族 ア ル デ ヒ ドの

2，4一ジ ニト 卩 フ ニ
ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘導体 を HPLC 分 離

後 ， 溶 出液 を塩基性 に し て ア ル ゴ ン イ オ ソ レ ーザ ー （以

後 Ar ＋
レ
ーザ ーと略記 ） の 発振波長 488 ・Onm の 可視

吸収バ ソ ド に シ フ ト させ ，共鳴 ラ マ ン 効 果 に よ り微量 検

出を 可能 と し た
S ｝・

　 レ ーザ ーラ マ ン 分析法 の HPLC へ の 応用 の 大 きな利

点 は 集光 レ ソ ズ を 経て レ ーザ ー光 を フ ロ ーセ ル に 照射 さ

せ る た め ，照射面 が 極 め て 微少 な こ と で あ る．こ の た め

ラ マ ン フ 卩
一セ ル は紫外検出器や蛍光検 出器 と 比べ て セ

ル 容量 は 無視で ぎる ほ ど小 さい ．従 っ て ，カ ラ ム 中 で の

ク ロ マ ト グ ラ ム の 分離能 を 損 な うこ と な く検出 で き る．

本報 は こ の 点 に着 目 し て ， 通常 の 分析 カ ラ ム （内径 4 ．6

mm ） の 1／3〜1110 の カ ラ ム サ イ ズ で 操作 され る ミ ク P

や セ ミ ミ ク ロ HPLG の 検 出器 とし て レ ーザ ー
ラ マ ン 分

析法 の 応用を試 み た ．

　 こ の よ うな共鳴 ラ マ ン 検出法 を広範囲 な分野 へ 拡張す

＊
山梨大学 工 学部 工 学基 礎 教 室 ： 400　山 梨 県 甲 府 市

　 武 田 4−3−ll

る た め に は 各種化合物に 対 し て 共鳴 ラ マ ソ 効果 が 期待 で

きる試料誘導体化法を確立 し て お く必要 があ る． レ
ーザ

ー光源 と し て の Ar ＋
レ ーザ ー

は 488・Onm と 514・5n 皿

に大 きな出力を持 っ て い る．そ こ で試料の 可視吸収パ ン

ドが こ れ ら の 発振波 長 又 は そ の 近傍 に 存在す る よ うに 誘

導体化を行 う必要 が ある．脂肪族 ア ミ ン 及 び フ ェ ノ ール

類 は 塩化 4一ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ン ー4「一ス ル ホ ニ ル

（ダ ブ シ ル ク ロ ラ イ ド）と反応させ
， 又 脂肪族 ア ル デ ヒ ド

は ダ ブ シ ル ク ロ ラ イ ドと ヒ ド ラ ジ ン よ り合成 した ダ ブ シ

ル ヒ ド ラ ジ ン と の 反応に よ リダ ブ シ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘導体

と し て そ れ ぞれ セ ミ ミ ク ロ HPLC に よ り同族体混合物

を 相互分離し た 後 ， 共鳴 ラ マ ソ 検 出 を 行 うた め の 基 礎的

な検討を 行 い ，セ ミ ミ ク 卩 HPLC ／ラ マ ン 分析法を確立

し た ，

2　実 験

　2。 1 誘導体及び装置

　2・1・1 齲導 体 　 脂 肪 族 ア ミ ン 及 び 脂 肪 族 ア ル デ ヒ ド

の 誘 導体 は 既報 の 方法
4｝5｝ で 合成 し た も の を 用 い た E 誘

導体化 の 反 応 式 を 次 に 示 す ．又 フ ヱノ ール 類 は ア ミ ソ と

同様 に ラ マ ン ラ ペ ル 化剤 と し て ダ ブ シ ル ク ロ ラ イ ドを 用

い て ダ ブ シ ル エ ス テ ル 誘 導 体 を 得 た ．ア ミ ン 及 び ア ル デ

ヒ ド誘導体 は い ず れ も 基本骨格 が 同 じ た め 吸 収 極 大 波

長 （A皿 ax ）は 440　nm で あ り ， こ の 波長 に お け る モ ル 吸

光係 数 （ε）は 3 × 10弖
で あ っ た ．しか し フ ＝ノ ール 類 で

は ，フ ェノ ール の ダ ブ シ ル ＝ ス テ ル 誘導体 の RmEX は

450nm
， ε は 3．8 × 1〔F か ら， 2，4・ジ ニ ト 卩 フ ェノ ール

の ダ ブ シ ル エ ス テ ル 誘導体 の 　Rmai は 470　nm
，
　 e は
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3．6 × 1〔｝4，の 間 に 各 誘 導体 の 置換基 及 び 置換 位 置 に よ り

異 な る ス ペ ク ト ル と な る こ と が 分 か っ た ． こ れ ら の 化

合 物 は Ar ＋ レ ーザ ーの 発振 波長 と は 若 干 吸 収 極 大 は ず

れ て い る が 共鳴 ラ マ ソ 効果 が 期待 で き る こ と が 判 明 し

た ．

　2 ・ 1・2 装 置 　 本報 で 用 い た セ ミ ミ ク ロ HPLG ／

ラ マ ソ 検 出 の 概 略図 を Fig．1 に 示 し た ．　 HPLC 分離 に

は ポ ン プ
゜
に 日本分光 TRI 　ROTAR 　V 型 ， カ ラ ム は FS

−

Filepak　C18 （L5 皿 m φ× 250　mm ）， セ ミ ミ ク ロ イ ン ジ ；

ク タ
ーML −425 （注 入 量 1　pl） を そ れ ぞ れ 使 用 し た ・分

離 条件 や 本報 の 検 出法 と 比 較 検討 す る た め 紫外検 出 器

（日本 分光 UVIDEG −IV ） も併用 し た． レ ーザ ー光 の 照

射 され る セ ル 中 で 気 泡 の 発生 を 防 ぐた め に ， 移動相 に 用

い た ア セ F ニ ト リ ル ー水 混 合 溶 媒 は 減 圧 下 で 十分脱 気 し

て 使用 し た ．

2O

｝
− 3　　　 ．

　　 　1 」 Raman　 scatteri   Iight
　 　 4 ，
　 　 ．　 　 　 　 　 drain

厘圭
7

8　　 9

5

Fig．　 l　Schematic　diagram 　 of 　HPLG ／Raman 　 ex −

　　　 perimcntal　 apparatus

　　　 1 ； HPLC 　pump ，2 ：injector，3 ： 001umn ，4 ：

　　 　 flow　ce11 ，5 ：Ar 　ion　laser， 6 ： mono （洫 ometer ，

　　 　 7 ： photOmttltiplier ， 8 ： digital　photon 　 cetinter ．

　 　 　 9 ：reo ［）rder

　ラ マ ン 検出は 日 本電子 JRS−400T レ ーザ ーラ マ ン 分

光 光 度 計 に デ ジ タ ル ホ ト ン カ ウ ン タ ー （DP −041 型 ）を

付 設 し て 用 い た ．レ ーザ ー管 は 東芝 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー

ザ ー LAI −1　04，A （総出力 2W ）で あ る．　 Fig．1 中 の フ ロ
ー

セ ル は 平滑 表面 を 持 つ セ ミ ミ ク ロ 用 蛍光 巨 フ ーセ ル （セ

ル 容量 31il） を 転 用 ， こ の セ ル の 一部 分 に レ
ーザ ー

光

を 照射 し た ．セ ル 上 の レ ーザ ー光束 は 約 100　pm に 集束

さ れ て い る の で 実効 セ ル 容積 は 約 100　nl で あ る ．

3 結 果及 び考 察

　3・コ HPLC 分離 条件

　脂肪族 ア ミ ン の ダ ブ シ ル ア ミ ド誘導体 ， 脂肪 族ア ル デ

ヒ ドの ダ ブ シ ル ヒ ドラ ゾ ソ 誘導体 ，フ ェ ノ ール 類の ダ ブ

シ ル エ ス テ ル 誘導体それぞれ に つ い て 紫外検出器 （検出

波長 4UO・nm ） を 用 い て 分離条件を検討 し た ．移動相 の

ア セ ト ＝ ト リル ー水混合溶媒 の 組成を ア セ ト ニ ト リル 90

％ か ら 60％ ま で 変 え ，そ の と き の 容量 比 の 対数 （10g

k’

） を求め た ．移動相 の 流量 は 50　pl／min で ある・そ の

結果，ア ミ ン の ダ ブシ ル ア ミ ド誘導体 で は 70％ ア セ ト

ニ ト リル ー水 ，
ア ル デ ヒ ドの ダ ブ シ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体

で は 75％ ア セ ト ＝ ト リ ル
ー
水系で 良好な分離を示 した ・

し か し フ r ノ
ール 類 の ダ ブ シ ル エ ス テ ル 誘導体 は ベ ン ゼ

ン 環の 置換基あ る い は 置換位 置の 相違だけ で あ る た め

log　k 「

が非常 に 接近 した 結果 とな っ た ．従 っ て 合成 した

12 種類 の 誘導体 の
一

斉分離 は 困難 で あ っ た ．

　3・ 2　ラ マ ン検出条件の 最 適化

　検 出感度に 影響 を 与 え る 要 因 と し て ス リ ッ ト幅， レ
ー

ザ ー出力が考え られ る．又 ， ク ロ マ トグ ラ ム の ピーク 形

状 に 影響を与え る因子 と し て は パ ル ス の 積算時間や 感度

に も関与す る ス ム ージ ソ グ ポ イ ソ ト数な どが あ る．試料

の プ ロ ピ ル ア ミ ン の ダ ブ シ ル ア ミ ド誘導体 （15．2　ngfpl ）

の
一定量を HPLG に 注 入 し て 得 られ た ク ロ マ ト グ ラ ム

の ピー
ク 高 さ，形状に つ い て 検討 し た ．

　 ス リ
ッ

ト幅 ： 500pm か ら 900 　twm ま で 100　pm ご と

に ス リ ッ ト幅を広げ て い くと，分解能は 低下す る が ， そ

の 分 1r36　c皿
一1

の ラ マ ン パ ソ ドの すそ ま で 検出す る こ

とがで き る た め ， ク ロ マ ト グ ラ ム の ピ ーク高 さは 徐 々 に

増加 し た．従 っ て 800Fm に 設定する と 500　pm の L6

倍 感度 の 向上 が見られれ た ．
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Flg．2　 Effect　 of 　 Ar 　 ion　 laser　 output 　 on 　 Raman

　　　　peak 　height

　　　　Rarnan　detectOr： 1136　cm − 1， ユOOO　pulses 　full

　　　　scale ； Integration　 tirne 二 2．5s ； Smoothing 　po ．

　　　 int ； 8．　Slit：800　pm ，10　mm ．　 Sample ： propyl −

　 　 　 　 amine −dabsyl　derivative　l5．2ng

　 レ ーザ ー
出力 ： レ

ーザ ー
出力と得 られ た ク 巨 マ ト グ ラ

ム の ピ
ー

ク 高 さ との 関係 を Fig．2 に 示 し た ．

　 レ ーザ ー出力の 増 加 と共 に 試料中を通 る レ
ー

ザ ー光 に

よ り散乱 され る ラ マ ン 光 の 強度は 直線的 に 増加 し た ，レ

ーザ ー出力 が 強 け れ ぽ強 い ほ ど 検 出 感度 は 向上 す る が 用

い た レ ーザ ー管 の 総出力は 2W で あ り，488 ．Onm で は

出力を 最 高 700mW ま で 上 げ る こ と が 可能 で あ る が 長

時間 の 安定性 を 考慮 して 500mW の 発振状態を 限界と

し て 設定す る こ とに し た ．

　 ス ム ージ ソ グ ポ イ ン ト数 ： 0，2，4，8 ポ イ ソ ト と ポ イ

ン ト数 を 変 え ピ ー
ク 高 さ と ノ イ ズ の 大 きさ に つ い て 調 べ

た ．そ の 結 果を Fig ．3 に 示 した ．

　 ポ イ ン ト数が増 加 す る に 従 い ピ ーク 高 さは 減少 し た が

同様 に ノ イ ズ も減少 し た ． 8 ポ イ ソ トの ス ム ージ ン グ を

行 っ た 場合 に は ス ム ージ ン グを 行 わ な い 場合 に 比 べ て ，

ピ ー
ク 高 さ は 2／3 に 減少す る が ベ ース ラ イ ン の ノ イ ズ

の 大 き さ も 1／2 に 減少す る こ と が 分 か っ た ．従 っ て 希

薄 な 濃度 の 試料 を 検出す る た め に は ベ ース ラ イ ン の 安定

性 が 良好 な こ と が ， S
／
W 比 の よ い ク ロ マ ト グ ラ ム を得

る た め に 必要 で あ る ．従 っ て 以後 の 実験 で は 8 ポ イ ソ ト

の ス ム ー
ジ ソ グ処理 を行 うこ とと し た．以上 の 結果 を ま

とめ て 最適 の ラ マ ソ 検出条件 を Table　 1 に 示 し た ．
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Fig，3　Effect　 of 　smoothing 　point　 on 　 peak 　 height

　　　　and 　noise 　 height

　 　 　 　Raman 　 detect。 r ：1136　cr 　
11000

　 pulses 　 full

　 　　　scale ； Integration　 time ： 2．5s ； Slit： 800　Fln，
　 　 　 　10mm ≡ Ar　iQn 　laser； 488，0　nm ，300　mW 　 ou 卜

　 　 　 put ； Sample ；propylamine −dabsyl　 derivative

　 　 　 　 15，2ng

Table 　 1The 　 optimum 　 condition 　 of 　Raman

detect正on

Ar 孟on 】aser

【）etection 　 wavenurnber

Pulse　 integratioll　tinle

Smoothing 　Point 　number

Slit　 width
Slit　height

488．Onm ，500皿 W 　 output

1136　cm
− 1

2．5s8800

−850−8DOFm
10mm

　3・3　ラ マ ン検出 に よ る ピー
ク高さ の 再 現性

　 ラ マ ソ ス ベ ク トル を 測定す る と ノ イ ズ の 多 い バ ン ドが

し ば し ぼ観 測 され る．従 っ て HPLC
！

「
ラ マ ン 検出 を 行 う

場合に ピ ー
ク の 再現性を得 る こ とは 重要 で ある．特 に 微

量成分 に つ い て は ピ ーク 高 さ が検出限界を 決定す る の で

特 に 重要 と な る． Ar ＋
レ
ーザ ー

光路中 の セ ル の 位置 に

よ り観測 さ れ る ラ マ ソ 強度は 著し く変化す る．そ こ で 使

用 前 に は 必 ず ア セ ト ニ ト リル を セ ル に 満 た し 920cm − 1

の バ ン ド強度を 測定 し 常 に 最高感度が 得 られ る よ うに

セ ル の 位 置を 調整 し て 実 験 を 行 っ た ． ピー
ク 高さ の 再

現性 の 測 定 に は プ ロ ピ ル ア ミ ン の ダ ブ シ ル ア ミ ド誘導体

（15．2ng ／pl ＞ の 1　Fl を 6 回 連続注入 し て，そ の ピ ーク

高 さ の 変動 を 調 べ た ，ラ マ ン 光 の 感度は 且OOO 　pulse／2・5

S フ ル ス ケ
ール と し た ，再 現性 の 評価に は 絶対 ピ ー

ク 高

さ法 を 用 い た が 平均 ピー
ク 高さは 92mm で あ り，そ の

相対標準偏差 は 1 ・77％ と 良好 で あ り，連続 して 繰 り返

し 測定 で き る こ と が 分 か っ た．

　な お ， 最適な ラ マ ン 検出 で得 られ た ク ロ マ ト グ ラ ム の

一
例 を Fig．4 に 示 した ．

3・4　検量線 と検出限界

検量線 の
一

例 と し て プ 卩 ピ ル ア ミ ン の ダ ブ シ ル ア ミ ド
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Fig．4　Chromatograms 　of 　three 　dabsyl　derivatives　with 　Rarnan　detcction

　　　　（a ） mobile 　phase ：70％ acetonitrile ／water ，50　Fl／min ； 1 ： ammonia ，2 ： methylamine ， 3 ： ethy1 −

　　　　amine ，4 ； propylamine ，5 ； dimethylamine，6 ：butylamine ，
7 ： diethylamine； Concentration＝

　　　　abOut 　10　ng 　each ．（b） mobile 　phase ： 80％ acetOnitrile 〆water ・，50 艮1／min ； 1 ： 0 −nitrophenol ，2 ：

　　　　P−nitrophenol ， 3 ： phenol ， 4 ： p−cresol ，5 ：p −chlorophenol ，
6 二 2

，
4−dimethylphenol ； Concentration

　　　　＝abOu 亡16　ng 　each ．（c） mobile 　phase ； 75％ acetonitrile ／water ，50　p1／min ； 1 二 ethanal ．2 ：pro −

　　　　pana1 ，　3 ： butanal，4 ： pentana1 ，5 ：hexanal ； Concentration＝about 　25　ng 　each

Fig．5
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誘導体 の 検量線を Fig ．5 に 示 し た ．

　検量線 は 2〜20ng ／pl ま で 直線性 を示 した ．し か し こ

の 範囲以上 の 高い 濃度 で は 直線か ら負に 逸脱 し た．こ の

原因 は セ ル 中 で の 励 起光 の 吸収 及 び 散乱光 の 再吸収 な ど

に よ る 自己吸収 に 起因す る と 考え られ， 検量線 の 濃度

範 囲を大 き くす る こ とは で きな い ．又，プ ロ ピル ア ミ ソ

の ダ ブ シ ル ア ミ ド誘導体 で は ， ラ マ ソ 検 出限界 S ／N ＝ 2

と し て 絶対注 入 量 2ng で あ っ た ．本法 は 既 に 報告 し た

4 ．6   φの カ ラ ム を 用 い た 駘 の 検 出限界
4）と比 べ て 絶

対注 入 量 で 20 倍少な い 量 で も検出可能で あ っ た ，

　ラ マ ン 散乱光は ほ とん どす べ て の 物質か ら観測され る

が 通常 の ラ マ ン 強度は それ ほ ど強 くな く，微量分析を行

う こ とは 非常 に 困難 で あ り，10’2M 程度が 検 出限界 で

あ る． し か し 本報 で 用 い た よ うに 共鳴 ラ マ ン 効果 が 期待

で き る誘導体化を行 い ，更 に セ ミ ミ ク ロ HPLC と組 み

合わ せ る こ と に よ り微量成分 相互 の 分離検 出が 可能 と な

っ た ．又，誘導体化操作 を 行 う こ と に よ りマ ト リ ッ ク ス

中 の 共存物質 の 影響を少な くす る こ と が で き る た め 複雑

な 試料 の 分析 へ も適用 が 可能と な る．

　更に レ ーザ ーラ V ソ 検 出法 は セ ル 容量 が無視で きる ほ

ど小 さ い た め ミ ク ロ や セ ミ ミ ク ロ HPLC の バ ソ ドの 広

が りが 小 さ い とい う特質 を 損 な う こ と な く検 出 で き る 利

点があ り， 本報 に よ り検 出器 と し て 有効で ある こ とが

示 さ れ た ．な お 現在普及 し て い る Ar ＋
レ
ー

ザ
ー

の 発振

波長よ りも短波長側 に 励起波長 の あ る紫外 レ ーザ ーや 色
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素 レ
ー

ザ ー
の 開発 は 各種有機物 の 誘導体化 の 制限 を 緩 和

で き，微量成分分析 の た め に は 有効な分析法 とな り得

る．
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　 Resona 皿 oe 　 Raman 　 deteotion 　 in　 5 ε mir 血 icrO
HPLC ．　 H 三toshi　 KoizuM 【　and 　 Yoshihito　 SuzuK ［

（Department　of　Basic　Engineering
，
　Faculty　of 　Engine −

ering
，　Yamanasb 三University

，
4−3−ll ， Takeda，　Kofu−shi ，

Yamanashi 　400）
　Asemi −micrQ 　HPLC 　coupled 　with 　a 　resonance 　Raman

detect孟on 　was 　describcd．　 For 　sensitive 　Raman 　detecti 
，

aliphatic 　amines 　 and 　substituted 　phenols　were 　de−
rivatized 　with 　dabsyl　 chloride （4−dimethylaminoazo −
bc2ene−4’−su 騒bnyl　 chlo 虹de）．　 Also　 aliphatic 　 aldehydes

were 　 derivatived　with 　dabsyi　 hydrazine ．　These 　 de−
rivativcs 　 were 　 separated 　 on 　 semi −

lnicro 　 colum 耳 　（pS −
Finepak 　C 　18

，
L5 　mm 　Ld ．× 250　mm ）．　 Derivatives　e 艮uted

｛｝om 　the 　 column 　were 　 monitored 　 continuously 　 by
mcasuring 　the 　intensity　of 　resonance 　Raman 　scattering

at 　 1136　cm
−1　 with 　the 　488 ．O　nm 　line　 of 　Ar 　ion　laser，

Peak 　height　and ！or 　peak 　shape 　of 　chromatograms 　would

be　influenced　by　various 　factors　such 　as 　powcr 　of　laser
output

，
．photon 　 integration　time

，
　 slit　 width 　 of 　 mono −

chromator
，　smooth 三ng 　point　number 　and 　so 　on ，　 EHfect

of 　above 　factors　 on 　Raman 　detection　 was 　investigated．
Under 　 optimum 　 conditions 　fbr　Raman 　detection

，
　 the

lower　detection　limjt　of 　2　ng 　with 　 n．propylamine −dabsyI
amide 　 was 　 obtained ．　 The 　 lower 　 detection　 limit　 of

this　 method 　 was 　 20−f（）1d　 better　 than 　 that 　 of 　 the 　 con −
ventional 　 column 　 used 　 hl　 comparison 　 with 　 injected
amounts ．

　　　　　　　　　　 （Received 　January　 8 ，
1988）

　　Keyword 　plirtzses

resonance 　Raman 　detection； separation 　on 　semi −micro

　 column ； derivatization　for　resonance 　Raman 　effect ．
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