
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

T89

キ ャ ピラ リー 超臨界流体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る

極性化合物の 分析

田 口　 正
e ＊

， 戸田　昭三
牌

（1988年 12 月 3 日受理 ）

　キ ャ ピ ラ リ
ー

超臨界流体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を極性化 合物分析へ 応用 し た．移 動相に は 高純度 CO2 ，

カ ラ ム に は ポ リジ メ チ ル シ ロ キ サ ン を固定相 と し だ溶融 シ リ カ キ 量ピ ラ リ
ーを用 い た．カ ラ ム 温度 は

　　　 水素 フ レ ーム イオ ン 化検出器（FID ）の 温 度 は 350℃ ，そ し て カ ラ ム 圧力 を 150 か ら 400 気圧100
°C ，

に 変化 さ せ 条件設定 を行 つ た．ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー
ル ア ル キ ル フ ェ ニ ル エ

ーテ ル （Triton　X −100 ）に

つ い て昇圧条件を
一

定 に し，
カ ラム 温度を変化 させ る と

， 保持時間が 溶媒 と試料 と で 相反 し た挙動 を示

し，試料 の ピーク 形状 も大き く変化す る こ とが 分 か っ た．Triton　X −100 に つ い て 5 回測定し た ときの

測定精度を相対標準偏差 で 表す と ， 保持時間が 0．5％ 以下，ピーク高さ が 6．3％ と な り 良 い 再現性 が

得 ら れ た．極性物質 で あ る メ タ ク レ ゾ ール ノ ボ ラ ッ ク オ リ ゴ マ
ー

に つ い て トリメ チ ル ケ イ素化剤 を用 い

て 誘導体化 を行 い 超臨界流体ク ロ マ トグ ラ フ 分析 した と こ ろ，誘 導体化前 に 見 られ た ピーク は 更 に 幾 つ

か に 分離 し，分子 の立体構造を推定 す る う え で 貴重な デ ータ が得ら れ た・

1 緒 言

　超臨界流体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（SFC ）で は移動相 と

し て 臨界温度が 置00℃ 以 下 の 物質が利用 で き ， 又超 臨

界流体 は 液体と同程度 の 溶解力が あ る た め
1＞
− 3），熱不

安定 な 物質 や ， 高沸 点化合 物 の 分析 に有効 な 手法 で あ

り，石 油精製物，農薬，染料，有機酸，界面活性剤 ，ボ

リマ ー
， 医薬 な ど の 分析 に 応 用 さ れ て い る

4广 13 ）．

　一方 SFC 分 析 に お け る移動相に は 比較的極性 の 小 さ

い CO2 が 無害 で 安価 な た め 多 く用 い ら れ て い る．し か

し超 臨界状態 の CO2 は極性の 大き い 物質 に 対 し て十分

な 溶解力 を持つ て い な い ．こ の た め極性物質 の 分析 に は

CO2 に 極 性有機 溶媒，例 え ば メ タ ノ ール な ど を 加 え た

り，又 は ア ン モ ニ ア な ど極性 の 大 き い 移動相を用 い る な

ど して 対処 して い る．しか し こ れ らの 方法 は は ん 用 検出

器 で あ る水素 フ レーム イオ ン 化検出器 （FID ）が使用 で

き な か っ た り ， 装置 の 腐食，カ ラ ム の 劣化 な どの 問題 が

生 じ る．そ こ で 本研究 で は キ ャ ピ ラ リー SFC に よ る極

性化合物の 簡便 か つ 迅 速 な 分 析 を主 な 目的と し，最初 に

Triton　X −100 を用 い 分 析基礎条件の 検 討 を行 い ，次 に

試料と し て SFC で も分析 が 困難 と さ れ て い る 熱不安定

ホ

安部商事（株 ）ア プ リケ ーシ ョ ン 開発 室 ： 210　東京 都

　 文京区白山 2−30−5
＃

　東京大学農学部 ： 113　東京都文京区弥生 1一ト 1

で熱硬化 を起 こ しやすい メ タ ク レ ゾ ール ノ ボ ラ ッ ク オ リ

ゴ マ
ーを， トリ メ チ ル ケイ素化剤 で 誘導体化 し比較的低

温条件で SFC 分析 した結果 に つ い て 報告 す る ．

2 実 験

　2・1 試　薬

　ジ ク ロ ロ メ タ ン，テ ト ラ ヒ ドロ フ ラ ン （THF ） は和光

純薬工業製，他 の 有機溶媒 に は，関東化学工業製 の 特級

試薬を用 い た． トリ メ チ ル ケ イ素化剤と して は，東京化

成工 業 の TMS −HT キ ッ ト（T −690 ）を用 い た．

2。2　試　料

Triton　X −100 は 関東化 学工業製 ，又 ク レ ゾール ノ ボ

ラ ッ ク オ リ ゴ マ ーは 東京応化 工 業よ り の 提供品 で あ る．

　2・s　装　置

　SFC 分析装置 に は Lee　Scientific製 501βを用 い た．

電 界脱 離型 質 量 分析 装 置 （FD −MS ） に は 日本電 子 製

（JMS−D303 ）を用 い た・

　2 ・4　試料の 前処理

　分析 の 基礎条件の検討 の た め に 非 イ オ ン 系界面活性剤

Triton　X −100（平均 分子 量 670 ）を THF あ る い は ジ ク

ロ ロ メ タ ン で 適当な濃度に 希釈 して 用 い た．
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　誘導体化 に 当た っ て は メ タ ク レ ゾー
ル ノ ボ ラ ッ ク オ リ

ゴ マ
ー

十 数 ミ リ グ ラ ム を ビ リ ジ ン 0．2m1 に 溶か し，

TMS −HT キ ッ ト（lml）の 容器 に 注入 し た．時 々 振 り

混 ぜ 室 温 で 20 分間放置後，上 澄 み 液 を分析試 料と し

た．

　2・5　SFC 測定

　試料溶液 は，マ イク ロ シ リ ン ジ で ル ープ容量 が 0．2pl

の イ ン ジ ェ ク タ ー部 に 注入 し，イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ロ ー

ターバ ル ブ を高速回転 させ キ ャ ピ ラ リーカ ラ ム に 導入 し

た．実際 に カ ラ ム 内 に 入 る 量 は ス プ リ ッ トを 行 っ て い る

た め ， そ の 約 10− 20％ で あ る．キ ャ ピ ラ リーカ ラ ム は

Lee 　Scientific製 の SB メ チ ル
ー100（長 さ 3m と 6．5m

，

内径 50 μm ，膜圧 0．25 μm ）を用 い た．カ ラ ム の 出口 に

は カ ラ ム 内 の 圧 力を臨界圧 力以 上 に 保 つ た め に ブ リ ッ ト

型 リ ス トリク タ
ー

（Lee　Scientific製；内径 50　pm ，長 さ

30cm ）が接続 さ れ て い る． リ ス トリ ク タ
ー

先端 2cm

に多孔 質 セ ラ ミ ッ ク ス で で き て い る．こ の 部分 が FID

の ノ ズ ル に 導入 さ れ て い る （以下 こ の部分 の 温度 を FID

温度 と 記す ）．ブ リ ッ ト先端は ノ ズ ル 出 口 よ り約 2mm

下 に 位置 し て い る．

　移 動相 に は ノ イズ を少な く す る た め 高純度 二 酸化炭素

（99．999 ％ ）を 用 い
，

こ れ を シ リ ン ダー部分 を 5
°C に 冷

却 した シリ ン ジ型ポ ン プを用 い カ ラ ム へ 導入 した．本装

置 で は 圧 力 プ ロ グ ラ ミ ン グ法 が 実行 で き る の で 、試料 に

応 じ て 圧 力 を 150 気圧 か ら 400 気圧 ま で 変化 さ せ 測定

した．

　 2 ・6　FD −MS の 測定

　 ピ リジ ン に 溶か した ク レ ゾー
ル ノ ボ ラ ッ ク オ リ ゴ マ ー

を カ ーボ ン エ ミ ッ ター
上 に マ イ ク ロ シ リ ン ジ で 塗布 し測

定 し た．測定条件 は 材 ン 源温度 50℃ ， 分解能 1  ，

磁 場 掃 引 ス ピー
ド 加 た 100　

− 1350／7．4s ，加 速 電 圧

2．OkV ， カ ソ
ー ド電 圧 5．5kV で あ る．

3　結果 と考察

3 ・1 測定条件 の 検討

3 ・ 1 ・ 1 検 出器の 温 度変化 の 影 響 　　検 出器 で あ る

一 一 一

〇　　　　　　　 10　　　　　　　 20　　　　　　　 0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Retentien　time ／min

10 20

Fig．1　C 叩 illary　supercritical 　nuid　chromatograms 　of 　Triton　X −
｝OO　at 　different　detector　temperatures 　by　pressure

　 　 　 P 「09 「ammmg

　　　 Pressure　programmcd 　from　200 　atm 　Io　400 　atm 　at 　 the 　tatc 　of 　5　atm ／mi 皿 aRer 　5　min 　holding　at 　200　atm ．　The 　samp 且e　was

　　　 dissolvcd　in　dichloromethane　lO．7％ ．Detector （FID ）tempcraIure 　was 　adjusted　from　250°G　up 　to　380 ℃ ．　Fluid ： CO2 ；

　　　 Oven　temp ．； 100 ℃ ；Column ： SB −Methy 凵 00 （6．5m × 50　pm 　i．d．）
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FID 温度の最適条件 を求め る た め に FID 温度を変化 さ

せ ピーク の プロ フ ァ イル と 保持時間を調 べ た．試料 に は

Triton　X −100 を用 い ，　 FID 温度 を 250− 380℃ ま で 変

化さ せ た と き の 結果 を Fig．1 に 示す．350℃ 以上 で は

シ ャ
ープな ピーク が 得 ら れ た．し か し 300℃ 以下 で は

重合度の 大 き い ピーク が 出 現 し な か っ た． こ れ は FID

温度が低 い と 試料は，ブ リ ッ トや ノ ズ ル 内部 に 吸着 し て

し ま い ， フ レーム 中 に 送 り込 ま れ な い か ら と 考 え ら れ

る．そ こ で 本実験で は FID 温度を 350℃ に 設定 した．

溶媒 と 試料成分 の 保持 時間 は FID 温度 を 上 げ る と長く

な っ て い る． こ れ は リス トリ ク タ
ー

内 で は 移動相 の 動粘

性率（粘性率／密度）が 上 が る た め 質量流速 が 減少 す る た

めと考 え られ る ．

　 3 ・ 1 ・2　カ ラ ム 温度を変化 させ たときの 保持時間の 挙

動 　　カ ラ ム 温度を変化 させ る と ， 移動相の 溶解力 が 変

化 し保持挙動 が 異 な っ て く る ．そ こ で こ れ らの 挙動を詳

細 に 検 討 す る た め Triton　X −100 に つ い て ， 測定圧 力条

件 を一定 に し て ， カ ラ ム 温度 を変化 さ せ実験を行 っ た．

圧 力 プ ロ グラ ミ ン グ法を 用 い 初期圧 力を 200 気圧 に 設

定 し，5 分間保持し た 後 ， 1 分間当 た り 5 気圧 ずつ 昇圧

dichloromethane

mp ．

．

0　　 　 10　　　 20　　　 30
　 　　Retention　 time ／min

Fig．2　CapMary 　supercritical 　nuid　chromatograms

　　　 of 　Triこon 　X −100　 at 　different　 oven 　tcmpera −

　　　 tures 　by　pressure　programming

　　　 C ・ iumn 　 temperatu ・c 欄 ・dju・ t・d 　 stepwiSe 肋 m

　　　 OO℃ 叩 t・ 170℃ ．　Otb ・・ c・nditi ・ ns 　 are 　 as　in

　 　 　 Fig．　 L

さ せ た．分析結 果 を Fig．2 に 示す ．溶媒 で あ る ジ ク ロ

ロ メ タン の 保持 時間 は 温度の 上昇と 共 に 短 く な る傾 向が

見 ら れ る．こ こ で は リス トリク タ
ーの ブ リ ッ ト部分 の 温

度が 350℃ と一
定 な の で 質量流 量 は 同 じ で あ る こ と，

及 び カ ラ ム温度を上昇 させ る と移 動相密度は 減少す る こ

と の た め ， 線速度 が 大 き く な る の で ジ ク ロ ロ メ タ ン の よ

う な カ ラ ム に保持さ れ に く い 物質 は 早 く溶出 さ れ る か ら

と 推定 し た ．し か し，カ ラ ム に 保持 され や す い 試料成分

の 保持時間は溶媒 ピ
ー

ク の 結果 と は異な り ，
カ ラ ム 温度

の 上昇 と共 に 長 く な る傾向が認め られ た．こ こ で も移動

相 の 密度変化が 大き く寄与 し て い る もの と 考 え ら れ る．

例え ば カ ラム 内の 圧 力が 200 気圧 の 場合，カ ラ ム温度

が 60℃ で は そ の 密度 は 約 O．79／cm3 ，150℃ で は 約

0．491cm3 と な る．

　試料成 分 の 中 で 重 合度 の 低 い 物質 は 100℃ を超 え る

と保持時間が短 く な る．こ の よ う に 試料 の 保持挙動 の 差

が 顕著 で あ る の は ， 移動相 と 固定相と へ の 溶解度が試料

の 蒸気圧 な どの 特性 に よ っ て 異 な る か ら と 考 え られ る．

　Takeuchi ら
14｝ は，多環 芳 香族炭化水素な ど に つ い

て ，充て ん カ ラ ム で カ ラ ム 温 度 を変化 さ せ
， 移 動相

（CO2 ）が 液体 か ら 超臨界流体 へ と変化 す る と き の 保持

容量 の 変化を検討 して お り ，カ ラ ム 温 度 と共 に 保持時間

が増加 し， あ る 温度以上 で は再 び減少す る傾向がある こ

と を報告 し て い る ．Proot ら
ls） も トリ グ リ セ リ ドを用

い た実験 で 同様な結果を得 て い る．更 に ， Taguchi ら
13 ）

は 移動相の 密度 を
一

定 に し カ ラ ム 温度を上 げ る と保持時

間が短 くな 1り，試料の 蒸気圧 が保持 に影響を及 ぼ し て い

る こ と を報告 し て い る ．

　 以上 の 実験結果 か ら カ ラ ム 温度 の 選 定 に 当 た っ て は 分

離，保持時間 を考慮 し試料に応 じて 適切な温度範囲を決

め なけれ ば な ら な い こ とが 分 か っ た．カ ラ ム 温 度 は ，今

回 の 試料で は 約 100℃ が 実用的 で あ る と 考 え 以後 の 実

験 に 用 い た．

　 3 。 1・S　再現性 の 検討　　ジ メ チ ル ポ リ シ ロ キサ ン カ

ラ ム を 用 い て 測定 の 再現性 を調 べ た ．試料に は Triton

X −100 を用 い た．5 回 の 注 入 時 に お い て ， 溶媒 （THF ）

と試料の 各ピ
ー

ク の 保持時間の 相対標準偏差は そ れ ぞ れ

0．5％ 以下 で あ っ た．試料ピ ーク の う ち 最 も高 い ピーク

に つ い て ，そ の ピーク高 さ の 相対標 準偏差 は 6．3％ と

な っ た ．又 Taguchi ら
13 ｝は 同 SFC 装 置 を用 い て シ ア

ノ ブ ロ ビル メ チ ル ポ リシ ロ キサ ン カラ ム で標準物質 で あ

る テ トラ エ チ レ ン グ リ コ
ー

ル の ピーク高 さの 再現性 を調

べ 3．5％ と報告 し て い る．実試料 を用 い た 今回 の 結果

で は 5％ を超 え た が ほ ぼ 満 足 で き る 再現 性 が 得 ら れ

た．
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Fig．3　Capillary　 supercritical 　fluid　 chromatograms

　　　 ・fm −cres ・1　n ・v ・［ak ・［ig・ mer

　　　 Pressurc　programmed　from　l50　to　400　a 吐m 　at　the
　　　 ・at ・ ・f　5 ・tm ／min ・aft・・ 10mi 曲 ・lding ・ t　150 ・tm ．
　　　 The　 sampte 　is　dissotved　in　pyridine．　Column ：

　　　 SB −Methyl−100 （3　rn × 50　lun　i，d．）．　Other　condi −

　　　 ti・ns 　are 　the 　same 　as　in　Fig，1，
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Fig．5　FD 　spectrum 　of 　m −cresol 　novolak 　oligomers
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Fig．6　Chemical 　 structures 　 of 　 isomerides　 of 　 M −

　　　 crcsol 　novolak 　oligomers

0

Fig．4

10　 　　 　 　 20　 　 　　 　 30

　 　 Retention　 time ／min

40

Capillary　supercritical 　f】uid 　chromatograms

of 　trimethylsilytated 　cresol 　novo 【ak 　oligomer

Other 　conditions 　arc 　thc　same 　as　in　Fig．3．

　S ・2　極性化合物へ の 応用分析

　極性化合物 の
一

例 と し て メ タ ク レ ゾー
ル ノ ボ ラ ッ ク オ

リ ゴ マ
ー

の 分析を行 っ た．試料 を ピリジ ン に 溶か し ， 昇

圧 プ ロ グ ラ ミ ン グ 法 を用 い 直接 SFC で 測定 し た ．結果

を Fig．3 に 示 す ．次 に 試料 を TMS 処理 に よ り誘導体

化 し測 定 し た．結 果 を Fig．4 に 示 す ．　 Fig．3 で は 二 量

体と 思 わ れ る ピー
ク の み 出現 し重 合度 の よ り 大 き い オ リ

ゴ マ
ーは 溶出 しな か っ た ．しか し試料 を誘導体化 す る こ

と に よ っ て こ の ピー
ク は 更 に 分離 し，重合度 の 大 き い 部

分 の ピーク も観 測 さ れ た．こ の こ と は極性官能基 を多数

有 す る 試料に 対 し て は 誘導体化 が 極 め て有効 で あ る こ と

を示 して い る．

　更 に こ れ ら の オ リ ゴ マ
ー

の 分子量 を推定 す る た め に ク

レ ゾ ー
ル ノ ボ ラ ッ ク を FD −MS を 用 い て 分析 を行 っ た ．

結 果 を Fig．5 に 示 す．分 子 量 228 と 348 に 出 て い る

ピーク は親 ピー
ク，114 と 】74 の ピー

ク は そ れ ぞ れ の ダ

ブ ル チ ャ
ー

ジ ピーク で あ る． こ こ で 分子量 228 は 二 量

体 、 分 子 量 348 は 三 量 体 ， 分 子 量 468 は 四 量体 ， 588
は 五 量体 と考 え ら れ る．こ の 結 果 を Fig．4 と 照 ら し合

わ せ る と，質量 ス ペ ク トル 上 の 各質 量 数 に 対応 し て

SFC の ク ロ マ トグ ラ ム 上 に は 二 量体 ， 三 量 体な ど の
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ピー
ク群 が見 ら れ た．．

　次に こ れ ら の 化学構造 を考え て み る と Fig．6 に示 し

た よう に な る．二 量体 で は 3 種 ，
三 量体 は 4 種 の 異性

体が 考え ら れ る．し か し 四 量 体 で は 9 種以 上 の 異性体

が 存在 し，
こ れ ら の 異性 体 の 分 離 は 不 十分 と な っ て い

る ．

　 こ の よう に 極性物 質を誘 導体化後 SFC 分析 した報告

は 少な い ．Chesterら
16）

はオ リ ゴ 糖 を TMS 処 理 し，

SFC 分析 し 良好 な 結果 を 得 て い る．オ リ ゴ マ ーを 用 い

た 今 回 の 研究 か ら も明 ら か な よ うに
， SFC は 誘導体化

法 を 用 い る こ と に よ り極性物質に 十 分 適 用 で き る こ と が

分か っ た．

　以上 SFC に よ る 極性 オ リ ゴ マ
ー

の 分析 に お い て ，検

出器 の 温度，カ ラ ム 温度 と 保持時間 の 関係 に つ い て 最適

化を図 り精度良 く，更 に よ り 極性 の あるオ リゴ マ
ー

に は

誘導体化法 を用 い る こ と に よ り簡便 ，迅速に 測定す る こ

とが で き た．今後種々 の 極性の異な っ た 試料に つ い て ，

各種 の キ ャ ピ ラ リーカ ラ ム
， 移動 相 な ど を 用 い る SFC

に よ る分析 を行い た い と考え て い る．

　終 わ り に，分 析試 料 を提 供 し て 頂 い た 東 京 応 化 工 業 （株 ）

の 浅海慎五 氏，質量分析 に 御協力頂 い た 同社西田正 隆氏，
そ し て 多 く の 御助 言 を い た だ い た 豊橋技術科学大学 の 平田

幸夫助教 授， 名古屋 大学工 学部合成 化学科第五 講座 の 皆様

に 厚 く感 謝 い た し ま す ．

　　　　　（
1987 年 且0 月，日本分析化学会 36 年会

及 び 19B8 年 9 月，日本分析化学会 37

年会 に お い て
一部発表 ）
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l且3）

　The 　analysis 　of 　the　po置ar 　oligomers 　by　capi 且lary　supe 卜

c 面 cal 　 fluid　chromatography 　ooupled 　w 虻h　a 　name

ionization　deteCtor（FID ｝is　dc5cribed．　 The 　mobile 　phase
was 　CO2 ．　 Column 　temperature 　was 　increascd　 stepwise

from　60− 170℃ ．　 A 　fusOd　silica 　capillary 　oolumn 　treated

wi 【h　polydimcthy 　siloxane （3 皿
，
6・5m × 50　pm 　Ld・）was

connected 　to　a 　frit　 rcstrictor （25　cm × 50 μm 　i．d．）．
Samples 　 were 　 sucoessfu1 且y　 chromatographed 　 using 　pres−

sure 　programming．　Pressure　was 　changed 　from　l　50　atm

up 　to　400　atm 　at 　the 　FID 　temperamre 　of 　350℃ ．　Asur −

factant　such 　as 　polye山 yiene　glycol　aikylpheny 匣　edler

（Triton　X −100） was 　 analyzed 　 at　diffcrent　co）urnn 　tem −

peratures．　 It　was 正b皿 d　that 　the　retention 　time　of 　dich−

loromethane 　 and 　 sample 　peaks　moved 　toward 　different

dir  tions　 as 　 the　 temperature 　 went 　 up ．　 The　 re 置ative

standard 　deViation（R ．S．D ．）f（）r　retention 　timc 　of 　THF
and 　 Triton　X −100 （亘4．3％ ）were 　within 　O，5％ ．　The
R ．S．D ．　 for　 peak　 height　 of 　thc 　highest　 peak　 of 　Triten
X −100was 　6．3％．　 We 　obtained 　good　 results 　f（）r　polar
oligomers 　such 　as 　m −crcsol 　novolak 　resin 　by　trimethylsilyl
derivatization．　The　 several 　peaks　 corresponding 　to　the

stereoisomers ，　 as 　di皿 er
，
　trimer

，
　 ets．　inferred　from　FD −

MS ，　were 　observed 　separately 　in　SFC ．

　　　　　　　　　　　 （R   eived 　December 　3
，
1988）
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