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　こ れ ま で ，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お ける 吸光度検出器 は専 ら光吸収を有す る化合物を検出す る装

置 で あり，そ の 原理 と検出器 は既 に完成 さ れ た もの との 印象 が 強 か っ た．本総説は
，

上 述 の 概念 を 大 き

く変革しつ つ あ る 吸 光度検出法 の 新展開 と して ，光 吸 収 の な い 対 象物質 を検出で き る 間接 吸 光度検出法

と，更 に そ の 考 え 方 を光学活性物質の 検出に 向 け た偏光吸光度検 出 法 に 焦点 を合 わ せ ，著者 ら の 研究成

果 も含 め て 紹介 す る．

1　 は じ め に

　液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

は 種 々 の 化合物 の 分離 ・分 析

手 段 と して 大 き な 役割 を 果 た し て き た．そ こ で は，N 的

物質 の 検出 に 吸光度検出器が 最 も は ん用 され て い る が ，

そ れ で は検出で き な い
， あ る い は 満足 な結果 が得 られ な

い こ と に 直面 し た 研究者 も 多い で あ ろ う．

　従来 か ら吸光度検出器 は 専 ら光吸 収 を 有す る 化合物 を

検出す る も の で あ る との 観念 が 強 く，こ れ を光吸収 の な

い 化合物へ 適 用 す る こ とは 論外とさ れ て い た．そ の た め

に 吸光度検出法 で は 分析 が 難 し い と考 え られ て き た対 象

も少な くな い ．

　本稿 で は，吸 光度検出法の 概念を大 き く拡大 し て ，光

吸収の な い 坿 象物質 を も検出 で き る い わ ゆ る 間 接 吸光 度

検出法 と ， 更 に そ の 考 え 方 を光学活性物質の 検出 に 展 開

した 偏光吸光度検出法 に つ い て ，基礎 と応 用 の 両面 に わ

た り，歴 史 的 な 背 景 も踏 ま え て 最 近 （1994 年前半） の

研究 まで を紹介す る．既に こ れ ら二 つ の 検出法 に 関運 す

る 幾 つ か の 総説
・
解説 や 成 書」）

− s〕が あ り，又 イ オ ン ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

領 域 の 研 究 に つ い て も関連 す る 総説 ・

解説
6）
− 12）が あ る 、併せ て 参考 に な ろ う．

＊
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2　間接吸光度検出法開発 の 歴史的背景

　2 ・lHummel −Dreyer 　pattern 及 び vacancy 　chro −

matography

　l96  年代 よ り，タ ン パ ク質 と薬 物 な ど の 結合 を解析

す る 方法 の一つ と し て
， 光吸収 の 大 き な 薬物 を含 む溶 液

を移動椙 と す る ゲル 酒過 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーが行 わ れて

い た ．こ の 系 に タ ン パ ク 質 を 含 む 試料溶液 を注 入 し て カ

ラ ム 溶出液 の 吸 光度をモ ニ タ
ー

す る と，タ ン パ ク 質の 溶

出位置 に 薬物濃度 の 増加 に 伴 う吸光度の 増加 （山）が 生

じ，そ の 後 に 薬物濃度の 減 少 に 伴 う 吸 光度 の 減少 （谷｝

が生ず る ．Fig，1 は 2Lシ チ ジル 酸 の 9× 10
−

S
　M 溶液を

移動相と す る sephadex 　G −25 カ ラ ム （o．4　cm 　i．d．× 100

crn ） に 2mg の RNAase を注 入 し て 両者 の 結合 を見 た

ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る ．こ の パ ターン を
“Hummel −

Dreyer　pattem
”

と呼 び，観察 さ れ る 正 ， 負 ピーク の 大

き さか ら，タ ン パ ク質 と薬物の 結合の 強 さ と結合比 を解

析 す る 方 法 で あ る
1／1）
− IS）．対象 が 銅 な どの 金属イオ ン で

は，検出 に 原子吸光光 度 計 を用 い た場 合 も見 られ る．

　一方，試料が気体 な どの 場合 の ように 揮散 しや す く，

定 量 的 な サ ン プ リ ン グ や 注人 が 必 ず し も容易 で な い 成 分

の 定量法 と し て ，
“
vacancy 　chrQmatograpy

”
が 考 え 出 さ

れ た ゆ ．こ れ は ， モ ニ タ リン グす べ き 試料 （気体）を

常時移動相 と して 流 し，逐次
一
淀 濃度 の 標準気体 を一定

量注入 し た と き に 生ず る検出器応 答 の 変化量 か ら ， 試 料

成分 の 濃度 を定 景 す る 方法 で あ る．こ の 方法 は
， 1970

年代 に 入 る と 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 領域 に 導 入 さ

れ
，

あ ら か じ め 光吸収 を有 す る 試 料成 分 を…．一定 濃 度 含 む
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Fig．1　Elutioll　profile　of 　the　285　nm 　absorbanc ア

accompanying 　 the　 passage　 of 　pancreatic　 RNAase
through 　 a　 co 且umn 　 of 　Scphadex　G −25　gel　which 　was

equilibrated 　with 　2
’−cytidylic 　acidi3

）

Mobile　 phase ： 0，09　mM 　 2
’−cytidyiic 　 acid ； Sample

amount ： 2mg

もの で あ る．こ の 方法 は
， 実用分析法 と し て は 普及 しな

か っ た が，そ の 後 の 逆相 カ ラム に お け る保持溶出機構解

明 に一
石 を投 じる こ と に な っ た．

　ま ず，ソ ル ボ ホ ビ ッ ク 理 論 で 支持 さ れ る 試料の 保持式

を基 に して，観察され る ピーク の 強度に関 す る次式 が誘

導 され た
2  ｝21），

h＝Ck ’

a ／（k
’

b
− k

’
。） （2 ）

こ こ で ，h は 試料 ピー
ク高 さ，　 k

’
a と 醜 は そ れ ぞ れ シ ス

テ ム ピー
ク と 呼 ば れ る 添加剤由来 の ピー

ク 及 び試料 ピー

ク の 保持比 ， 又 C は 定数 を表す．一
方，競合吸 着 モ デ

ル か ら も同様 の 式 が 誘導 され た
22）23）．

h＝Ck’b／（k
’
。

− k
’
b） （3 ）

こ れ ら二 つ の 式 か ら算出 され る試料 ピー
ク 強度 の 差 は わ

ずか で あ り，実験的な保持機構 の 証 明 は困 難 で あ っ た，

しか し，溶質が カ ラ ム 担体 に Langmuir 吸着 さ れ る と い

う仮説 の も と で 式 （3 ）の 展開 を行 う と，移動相中へ の 添

加剤濃度 と試料 ピーク強度 と の 関係式 が理 論的 に 誘導 さ

れ る
24）

こ と よ り，逆 相 カ ラ ム に お け る 競 合 吸 着 モ デ ル

が 支持され て い る．

移 動 相 を流 し，試料 を注入 後 カ ラ ム 溶出 液 が 示す 吸 光度

の 増 減 か ら 圉的成分 の 定量 を 行 う方法 と して 利用 さ れ

た
1η，こ の 方法 で は，Xo を移動相中の 目的成分 の 初期

濃度，Xl を注入 試料中 の 目的成分濃度 と す る と ，
　 N 段

後 の 溶液中の 目的成分濃度 し娠） は 式 （1）で与え ら れ

る こ と が 報告 され て い る ．

　　　　　　 x
。 e
−

〔v
−・N）？

／2N

XN ＝ （Xl一κ 。〉
　　　　　　　　 厨

（1 ）

こ こ で ， N は理 論段数，糾 よカ ラ ム 内 の 移動相容積 （段

数）を表す，す な わ ち ， 目的成 分 が 光吸収 を有 す る な ら

ば，カ ラ ム 溶出液 の 吸 光度 は 注 入 さ れ た 試料溶液中 の 成

分 濃度が移動相中 の 初期濃度 よ り高 け れ ば （渇 ＞Xo）

増加 し，逆 な ら ば （澱 く X 。）減少 す る こ と を 示 して い

る ．

　2。2　逆相 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に お け る 非電解質の 間

接 吸光度検出

　1980 年代 に 入 り，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 移動相

に 光 吸 収成分 を 添加 す る こ と に よ っ て ，光 吸 収 を持 た な

い 非電解質 を定量分析 す る 方法 が 展開 され る よ う に な っ

た
le）19）．こ れ は 水性移動相に 疎水性 の 化合物 を極微量

共存 さ せ ．そ の 濃度変化 か ら非電解質 の 溶出を検出す る

　 2 ・3　 イ オ ン 相互作用 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーと間 接 吸 光

度検出ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　 1970年代末よ り 1980 年代初 め に か けて ，電解質を対

象 と し た 間接吸 光度検出法 が，逆 相 ク ロ マ トグ ヲ フ ィ
ー

の 場 に お い て は ion　interaction　chromatography （イオ ン

相 互 作 用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ →
25），イオ ン 交換 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

の 場 に お い て は indirect　photometric　chroma −

tography （間 接 吸光度検出 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

）
26＞

の 名

称 で 展開 さ れ る こ と に な る ．こ れ らは，特 に イ オ ン ク ロ

マ トグラ フ ィ
ー

の 領域 で 間接吸光度検出イオ ン ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーと して 大 き く花開 い た が

， 同時に そ れ ま で 不

明 な点 が 多 く残 さ れ て い た 分析 カ ラ ム 内の 保持
・分 離機

構 の 解明 に も大 き く貢献 す る こ と に な っ た ，

3　示差吸光度検出法

　さて ，移動相 に 検出目的成分 とは 異 な る適当な光吸収

を有 す る 成分 を添加 し，更 に カ ラ ム 内の 交換基 上 で 移動

相 成 分 と試 料成分 と が 化学量論的に 交換反 応 を 生 じて い

る場 合に 上 述 の 式 （1 ）を あ て は め，次の よ う に
一

般化 し

た 示差 吸 光度検出理 論 が誘導さ れ た
1），

　陰イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 例 に す る と，平衡

状態 に ある カ ラム 内の イオ ン 交換基上 で は t 試料 イオ ン

（S
−
｝ は 溶離剤イオ ン （E

−
）（い ず れ も一

価陰イオ ン と

N 工工
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Fig．2　Absorbance 　detection　in　ideal　ion　exchange

chromatography1
）

（A） absorbance 　 spcctra 　 of 　sample 　 and 　 eluent 　ions；

（B）chromatograms 　detected　a しdifferent　wave ｝ength

す る ） と 1 ： 1 の 交換反応 を繰 り返 しな が ら カ ラ ム 内を

移動 し て 溶出 され る，こ の と き，S
一

の 溶出 に 伴 っ て 現

れ る吸光度 変化 量 （ピーク 面積 ，
PA ） は 式 （4 ）で 表 さ

れ る，

（4 ）

0
− 一 一

PA　oc　Cs（As− ∠4E）

こ こ で ， Cs は S
一

の 注入量，　 As ，
　 AE は そ れ ぞ れ 検出波

長 λ に お け る S
−
，E

一
の 当量 吸 光度 を表 す．い ま，　 snc

及 び E
一

が Fig．2 （A ）の よ う な 光 吸 収 ス ペ ク トル を持

つ とき， 得 られ る ク ロ マ トグ ラ ム パ ター
ン は 検出波 長 に

よ り異 な る ．す な わ ち Fig．2 （B）の ク ロ マ トグ ラ ム パ

ターン の よ う に ，検 出波 長 が λ，
の と き は As ＞ AE で あ

る の で 式 （4 ）の 右辺 ＞ 0 と な り 正 ピー
ク が 現 れ る ．検

出波長 が λ3 の と き は As ＜ AE で 負 ピーク が 現 れ ， λ2 の

と き は As ＝AE で ピー
ク は現 れ な い ．従来の 液体 ク ロ マ

トグ ラ フ d 一に お け る 吸光度検出法 は，専ら光吸収 の な

い 溶離剤 を用 い て 光吸収 を有 す る 試料成 分 を検出す る

As ＞ AE （≒ 0） の パ ターン で あ っ た．

　と こ ろ で ，試 料 に 光 吸 収 の 大 き な 成分 （Si）と 小 さ な

成分 （S2）が 岡時に 含 ま れ る と き ，
　 AE ≒ 0 を 条件 と す る

従来の液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は前者の み が検出され

て 後者 は検 出 で き な か っ た．そ こ で ，上 述 し た 示差吸光

度 検出 の 原理 に 従 っ て ，溶離剤 と そ の 検出波長 （λ）を

ASi＞ AE ＞ As2 と な る よ う に 選 択 す る と ， そ れ ぞ れ 正，

負 の ピー
ク と し て 同 時検出 さ れ る

27）2a）．又，試 料 に 目

的成 分 （S）以外 の 光吸収 を有 す る 成 分 CT）が 共存 す

る た め に ， 目的成分 の 検出が妨害 さ れ る 場合 が あ る．q

の よ う な と き ， AE 　
＝AT （≠ ns ） と な る よ う に 検出波長

Time／min

12　　　　 24

a

lLU ●
C

d

並
暫

巳

e

Fig．3　Chromatogram 　 of 　inorganic　 anions 　by　in−

di・・ct　ph。t・ m ・t・i・ d・t・・ti・ n26
）

Column ： anion 　 exchanger ；Eluent： lmM 　disodium

phthalate （pH 　 7〜8）； Detection： 254　nm ．　 Sample：

a，CIM（2　mM ）；b，　NO2
−
（2　mM ＞；c，　Br

−
（5　mM ）；d ，

NO3
−
（5　mM ）； e，　SO42M（5　■ M ）

（λ） を選 択 す る か，あ る い は妨害成 分 （T）を溶離剤 と

す る こ と に よ り ，
こ の 問題 の 解決が 図 られ て い る

29）．

4　間接吸光度検 出イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　4 ・1　イオ ン交換ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　4 。1。1 熱力学的平衡モ デル と理論式の誘導　　紫外

・可視吸収 が な い か，あ る い は小 さい もの が 多 い 無 機 イ

オ ン や有機酸 を対象 と す る場合 は ， As〈AE の 間接検出

方式 が 有効 で あ る．特 に As＝・O の と き，式 （4 ＞の 右辺

＝− CsnE と な り，式 （5 ）の よ う に シ グ ナ ル の 大 き さ

（負 ピー
ク の 面積〉 は Cs と AE に比例す る．　　　　 、

PAo 　Cg．AE （5 ）

　Fig．3 は 2mM の 塩化物イ オ ン
， 亜 硝酸 イオ ン と ， 5

mM の 臭化物 イオ ン ，硝 酸イオ ン，硫酸 イオ ン を含 む

試料 を陰 イオ ン 交換 カ ラ ム に 注 入 して ，ImM フ タル 酸

ニ ナ トリ ウ ム 溶離液 〔pH　7〜8） を 用 い て 分 離 し，254

nm で 検出 し た ク ロ マ トグ ラ ム で あ る．い ず れ の 試料イ

N 工工
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オ ン も負 ピ ー
ク と し て 検 出 さ れ，し か も ピ ー

ク の 面積 比

較 よ り式（5 ）が 成立す る こ と が 分 か る．負 の 出 力信 号 を

検出に利用す る こ とは，そ もそ も電気的検出を用い る ガ

ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 特別 な こ と で は な い ．こ の よ

う な 考 え 方 は 吸光度検 出 に と ど ま らず ， や が て 示 差 屈折

率検出
30）31）

や 蛍光検di32）
−
34）に 応用 され る よ う に な り，

最近注 目 を浴 び て い る キ ャ ピラ リ
ー

電気泳動で も
一

つ の

検 出 法 と し て の 評 価 を得 て い る
35闘 ．

　式 （5）並 び に F量g．3 の 結果 は ，試料成分の イオ ン 価

が等 し け れ ば，ピー
ク 面積 が 種類 に よ ら ず そ の 絶対注 入

量 に 比 例 す る こ と を示 して い る．例 え ば，試 料 成 分 の イ

オ ン 価 が 2 倍 ， 3 倍 に な れ ば ピーク面積 も 2 倍，3 倍 に

な る．こ の こ と よ り，既知量 の 標準 イオ ン の ピー
ク面積

か ら未知試料成分 の 量 （又 は 濃度）を推定 で き る こ と が

報告 さ れ て い る
37）．

　吸光度検出器 を用 い て 精度 よ く測定 で き る 範 囲 （一般

に 吸 光 度 が 1 以 下 と され る） で は，ク ロ マ トグ ラ ム に

現 れ る ノ イズ の 大 き さ （N ）は次式 に 従い バ ッ ク グ ラ ウ

ン ド （す な わ ち移動相溶液） の 吸光度 （CEAE） に 比例

す る ．

8min

Fig ．4　Chromatogram 　Qf 　sample 　and 　systcm 　peaks
with 　 an 　 organic 　 acid 　 solution 　 at　 low　 pH　 as 　 the

mobile 　phase39
・）

Colurnn ： TSKgel 　IC −Anion −PW ；Mobile　phasc ： 05
mM 　 sulphanilic 　acid （pH 　3．5）；Detection： 271nm ．
Peaks ： 1，　 acetatc 　（7nmol ）； 2，　 laevulinate　（2，5
nmol ）；S，　system 　peak；3，　lactate （2、5nmo1 ）；4，

　f（）r −
mate （2．5　nmol ）；5，　succinate （25 　nmol ）

2＞＝κCEAE （6 ）

こ こ で ，K は 装置 に 係 わ る 定数 を表 す．式 （5 ＞，（6 ）

よ り ， 検 出 感 度 の 指 標 と な る シ グ ナ ル と ノ イ ズ の 比

（S／N ＞は次式 で表さ れ る．

s／N − 　Cs／κCE （7 ）

従 っ て ， 本法 の 検 出下 限 （CS）は 溶離剤濃度 （CE） が

低 い ほ ど 下が る
1126 ）38 ）．

　 式 （5 ）は 試 料成 分 の 保持分離 に イオ ン 交換 反 応 の み が

係 わ る と き成立す る ．と こ ろが ， 例 え ば酸性 pH の 芳

香族 カ ル ボ ン 酸溶離液 を用 い る と
， 試料成分 の 種類 に 依

存 しな い 大 き な ベ ー
ス ラ イ ン 変動 （シ ス テ ム ピーク ）が

試料成分 の ピーク と は異 な る 位置 に 現 れ，し か も試料成

分 ピー
ク の 大 き さ は式（5 ）に 従 わ な い こ と が 見 い だ され

た
39’　）．す な わ ち，試料成分 の ピー

ク は シ ス テ ム ピーク

よ り 前 で は 正 （吸 光度 の 増加），後 で は 負 （吸光度の 減

少） と な り，そ れ ら の 面積 は シ ス テ ム
』
ピーク に 近 い ほ ど

大 き く な っ た （F碆 4）．段理論 に 基 づ い て こ の ピー
ク

生 成 機 構 の 解 明 を行 っ た 結 果 ，試 料成 分 の 保持 は イオ ン

交換平衡 に 支配 さ れ る が ，溶離剤 の 保持 は そ の 非 解 離 型

の 吸着平衡 に 支配 され る こ と （Fig．5＞，更に，試料成

分 の ピー
ク 面積 （PA ） と 試料成 分 ピーク 及 び シ ス テ ム

ピーク の 保持比 侭 ，   の 間 に は 式 （8）が 成立 し
，

こ の

式 に 基づ く コ ン ピュ
ータ シ ミュ レ

ーシ ョ ン 結果 も実際 の

（A ）

町
合

U
『

髦
U
町

冨

（B ＞

S
．．
　　EH ≠ E 　十 H ＋

鷺 y一
蜜

Fig．5　Rctcntien　mechanisms 　of 　sample 　and 　eluent

species 　in　anion 　exchange 　columns
〕

（A ）model 　of 　ideal　ion　exch 乱 nge
， （B）mixed 　model 　of

bn　 exchange 　 and 　 absorption 、　 S
−

； sample 　 anion ；

E
−

： elucnt 　anion ；  ： anion 　cxchanger

ク ロ マ トグ ラ ム と一
致 す る こ とが 確 か め られ た

S9）．

PAcc　ag／（k − ig
’
）　 （h

’
≠ 4

’
） （8 ）

こ の 理論式 は 試料成分 ピー
ク，あ る い は シス テ ム ピーク

の 保持時間 を調節 す る こ と に よ り， 特定 ピーク の 感 度 増

強 ・抑 制 が 可 能 な こ と を示 し て お り，式 （5 ＞が成立す る

標準条件 を使用 す る 間 接 吸 光 度 検出 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

で しば しば生ず る感度不足や共存ピーク の 妨霽な

どの 問題 解消 に 有効 で あ る
40）41｝．

　更に ，上述の シ ス テ ム ピーク の 保持比 を用 い て ， 溶離

剤 の カ ラ ム 担体 に 対す る 等温吸着線の 作成法 が 提案 され
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た
i2 ）．こ れ を シ ス テ ム ピー

ク を生ず る 溶離液系 に 適用

した結 果，非解離型 溶 離剤 の 吸 着 は biLangmuir 式 に 従

っ て い る こ とが 明 らか に され
，

シ ス テ ム ピー
ク の 溶出挙

動 が 予測可能 と な っ た．

　 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの み な らず一般 の イオ ン 交

換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は，多価塩基酸類 を成分 と す る

溶離液を用 い る こ とが 多い ．しか し，
一

価 イオ ン の 単成

分 溶離剤 の み の 理 想 状態 に つ い て 導 き 出 さ れ た 従来 の イ

オ ン 交換理 論式 は ，多価塩 基酸 の よ う な 多成分系 の 解析

に は 適用 で き な か っ た．と こ ろが ，多成分系 モ デ ル と し

て 提案 され た Hoover モ デ ル
4a ）

に 更 に 溶離剤間分 離係数

と い う新た な 概念 を導入 す る こ と に よ り，多価塩基酸溶

離剤系に お け る試料成分 侈 価 イオ ン を含 む 〕 の 溶出が

初 め て 予 測可 能 に な っ た
44 ）．こ の こ と は，イオ ン 交換

体 が 表面 電 気 二 重層 を形 成 して い る こ と を意味 し，後述

す る イオ ン 相互作用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に お け る 保持理

論 と して の 動的 と 静的イオ ン 交換 モ デ ル を 区別 す る こ と

の 必 然性 が な くな る．

　 と こ ろ で ，従来 の 主要陰イオ ン を 対象 と す る イオ ン ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お け る 課題 の

一
つ と して ，一

価 イオ

ン と比 較 して 二 価 イ オ ン で あ る硫酸イ オ ン の 溶出が 遅 い

こ とが 挙 げ られ る ．一方 ， 溶 離液 に トリエ チ レ ン テ トラ

ミ ン を添加す る こ とに よ り硫酸イオ ン の 保持時間の み を

短 縮 で き る こ と が 知 ら れ て い た．こ れ に 上 述 の 解析 理 論

を 適 用 して
， 硫 酸 イ オ ン と トリエ チ レ ン テ トラ ミ ン の 錯

体生成定数 が 求 め られ る と と も に
， 硫酸 イオ ン の 溶出時

間 の 選択 的調節 が 初 め て 可能 に な っ た
d・S）．こ う し て，

電 気 伝 導 度検出 と 吸 光度 検 出 と い う方 式 の 違 い に よ ら

ず ， イオ ン ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

で は こ れ まで 経験 に 頼 ら

ざ る を得 な か っ た 最適 溶離液条件 の 理 論予 測 の 道 が 開 か

れ た，

　 4 ・1・2 分離 カ ラ ム ・充 て ん 剤　 　式 （7 ）で 述 べ た よ

う に
， 本法 の 検出感度 は 溶離剤濃度を下 げる ほ ど向上 す

る．しか し， 分析 （分 離） カ ラ ム を変 え ず に 溶離剤濃度

を下 げる と ， 試料成分 の 溶出が遅 れ る．ピーク 幅が増加

し，
ピー

ク 高 さ （深 さ ）は 減少 す る た め，感度 は 向上 し

な い ．従 っ て ，検出感度 を向上 さ せ る た め に は ，イ オ ン

交換容量 が 小 さ くて も理 論段数 の 高 い 分 析 カ ラ ム が 必 要

で あ る．間 接 吸 光 度検出 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に

は，お お む ね 0．Ol〜O．1meq ／g の 範囲 の イオ ン 交換容量

を持 つ 充 て ん剤 が 使用 され て い る ．従来 の 電気伝 導度検

出 イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
用 の 分離 カ ラ ム の 多 く もこ

の 範 囲 に あ り，間接吸光度検 出イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーに 活用 さ れ て い る．又 ，一般 の 高速液体 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー用分析 カ ラ ム の 中に も利 用 で き る もの が あ

　　　
N°ゴ 　 　 「 　 　 【F・ EDT ＾r 　 【C。 E・ T＾亅

Pt

　 COO
齟
　　　　 C◎0

’
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 cee

’
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　ロ

マ

φ Oc−
’

◎c 。e
， ◇

c°e
’

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Nq

… 《廴．ひ … δ∵ β
．

　 　 　 　 　 　 　 CO9
．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 COO
’

δ δ δ
…

’

δ一

　 　 　 　 　 CHs

◎5” ”

（賎 恥 ◎5s、i
Fig．6　Eluent　iQns　for　anion 　chromatography 　With
indirect　photometric　detection

る
2）46 ｝．こ の よ う に ，本 法 の 性 能 は分 析 カ ラ ム 及 び そ の

充 て ん 剤 の 性質 と密接 に 関連 して い る．イオ ン ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー
全般の 分析 カ ラ ム 及 び充て ん剤 の 開発研究 に

つ い て は ，著者 ら の 最近 の 総説
1m2 ）に一部記載 し た の

で 参考 に して い た だ き た い．

　4 。1 。3　溶離剤　　間接吸光度検出イオ ン ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーに は

， イオ ン 交換溶出力が 強 く ， 紫外 ， 又 は可

視吸収 の 大 き な溶離剤 が使用 さ れ る．陰イオ ン 分析 に 用

い られ る 主 な 溶離剤種 （陰 イ オ ン 成分〉 を Fig．6 に 示

し た．初期 に は 硝酸イオ ン や ヨ ウ 素 イ オ ン な ど
26）が使

用 さ れ た が
， 無機陰イオ ン を溶離剤 に 用 い た 報告 は 少な

く ， 専ら有機陰イオ ン 性物質が用い ら れ る，芳香族カ ル

ボ ン 酸類 で は
，

ベ ン ゼ ン モ ノ カ ル ボ ン 酸 で あ る 安息香

酸
261

や 4一ア ミ ノー2一ヒ ドロ キ シ 安息香酸
17 ）

， ジ カ ル ボ ン

酸 で ある フ タ ル ge26）48）49 ）やイ ソ フ タル 酸
5°）

，
ニ トロ フ

タル 酸
り，トリ カ ル ボ ン 酸 で あ る トリ メ シ ン 酸

2fi）や トリ

メ リ ッ ト酸
51｝
− 53〕，更 に テ トラ カ ル ボ ン 酸 で あ る ピ ロ メ

リ ッ ト酸
54）

皿56）な ど が 使用 さ れ て い る ．一
般 に，カ ル ボ

キ シル 基 の 数が 多 くな る ほ ど イ オ ン 交換溶出力 が強 く な

る た め溶 離 液 濃 度 を 下 げ る こ と が で き，高 感 度 検 出 が 可

能 で あ る
52）s3＞，

　と こ ろ で ，カ ル ボ キ シ ル 基 は 弱酸 で あ り，低 pH 領

域 で は R−COOH ＃ R −COO
『

十 H ＋
の 平衡 は 左 に 移

行 す る ．Fig．5 で 示 し た よ う に ，非 解離 型 溶 離 剤

（R −COOH ）は カ ラ ム 充 て ん剤 担体 に 吸着す る、そ の結

果，特定 の 試料 ピー
ク に つ い て は 検出感度 の 向上 が 期待

で き る が，非解離型溶離剤 の 吸着反応 に 起因す る シ ス テ

ム ピーク が 生 ず る ，こ れ を避け る た め に は ， 溶離剤 と し
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て pH に よ ら ず解離 が 十分 な 芳香族 ス ル ホ ン 酸類 が 良

い と報告 さ れ た．ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン
．
酸や トル エ ン ス ル ホ

ン 酸 を は じ め と す る ベ ン ゼ ン モ ノ ー，ジ ス ル ホ ン

酸
26＞29）5η，更 に 吸光係数 が 大 き い 2一ナ フ チ ル ア ミ ン ー1一

ス ル ホ ン 酸
58）や ナ フ タ レ ン ジー，トリス ル ホ ン 酸類が使

用 さ れ る
59）
− 67 ）．

　カ ル ボ ン 酸類 の 中 に は ア ル カ リ土 類金 属 イ オ ン と陰イ

オ ン錯体 を生 成 す る も の が あ る，こ の 反 応を利用 し た ア

ル カ リ土類金属イオ ン と 無機陰イオ ン や 有機酸 の 同時分

析 が ， ク エ ン 酸
27）や エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸

（EDTA ）
28）を溶離液 と す る 系 で 報告 され て い る．し か

し，こ れ らの 溶 離剤 の 吸 光度 は 小 さ く
， 検出 ピー

ク も あ

ま り大 き く な か っ た．そ の 後，EDTA が幾 つ か の 遷移

金属 ・fオ ン と 大 き な紫外
・
可視吸収 を 有す る 陰イオ ン 錯

体 を 生 成 す る こ と を利 用 した ア ル カ リ土 類 金 属 イオ ン と

そ の ほ か の 無機陰イオ ン，有機酸の 同時分析法が報告さ

れ た．す な わ ち，EDTA は 式 （9 ）に 従 っ て ，多 く の 二

価，三 価金 属 イ オ ン （M
” ＋

） と 陰 イ オ ン 錯 体 を 生成 す

る．そ の 一つ と して ，紫外吸 収 が 大 き く ，
し か も錯体 の

生成定数 も 大 き な エ ヂ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸銅 （II）陰イ

オ ン 錯体 （［Gu （EDTA ）］
2−

） に 着 目 し，こ れ に ア ル カ

リ土 類金属 イ オ ン と陰イオ ン 錯体を 生成 さ せ る た め の

EDTA を過剰 に 添加 した 溶離液 を用 い る こ と に よ り，

式 CIO＞， （ID の よ う に 無機 陰 イ オ ン や 有 機
．
ma　a オ ン

（A
−
） の み な ら ず，ア ル カ リ 土 類金 属イオ ン も 陰イオ ン

交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 分 離 され，間接吸光度検出 さ

れ る，

Mn ＋
十 ［H2EDTA ］

2−
＃

　　［MEDTA ］　
c4− n ）

一
十 2H

＋

R−N ＋

［CuEDTA ］
2
−
／2十 A

一
君

　　R −N ＋ A
−

十 ［CuEDTA ］
2−

／2

R−N ＋

［CuEDTA ］
2−

／2十

　　［MEDTA ］C4
−

n ）
一
／（4− rl）＃ ≧

R −N
＋

［MEDTA ］（4
一〃）一／（4− n ）十

［CuEDTA ］
2
−
／2

（9 ＞

（1 ）

（11）

こ こ で
，

R −N ＋
は 陽イ オ ン 基を表 す．　 Fig．7 に は そ の

ク ロ マ トグ ラ ム 例 を示 し た
68）69）．更 に ， 芳香 族 カ ル ボ

ン酸 の
一

っ で あ る ピロ メ リ ッ ト酸溶離液 を用 い た ア ル カ

リ土 類 金 属 イオ ン と無 機陰 イオ ン の 同時分析 も報告 さ れ

て い る （Fig．8）
「
」6）．こ こ で は

， 紫外吸収 の 大 き い 錯体

を 生成 す る 前者 は 正 ピー
ク （吸光度 の 増加）， 紫外 吸 収

の 小 さ い 後者 は 負 ピー
ク （吸 光度 の 減少〉を呈 して い

る．同様 の ク ロ マ トグ ラ ム が 1，2一ジ ア ミ ン 四酢酸銅 （II）
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Fig・7　Chromatogram 　of 　inorganic　anions ，　magne −
sium 　and 　calcium 　ions　using 　mctal 　cQmplcx 　eluent6s

）

Column ： MCI 　 GEL 　 SCA −02； Eluent： 0．5　mM

Na2 匚Cu （EDTA ）］
−0．05　mM 　Na2H2EDTA ； Detec−

tion： 290　nm ．　 Peaks： 1，　C「 （8　nmol ）； 2
，
　Ca2 ＋

（4
nmol ）；

．3
，
　 NO ：i

−
（8　nmol ）； 4

，
　 Mg2

＋

（4　nmol ）； 5，
SO42

−
（4　nmol ）
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Fig．8　Chromatogram 　of 　inorganic　anions ，　magne ．
sium 　and 　cal ¢ ium　ions　using 　pyromellitate　eluentss

）

Celumn ： TSKgel 　 IC−Anion−PW ； Elucnt ： 0．15mM

pyromellitate（pH 　 5．5）； Detection： 262　nm ．　 Peaks ：

1，Mg2
＋

（0．02　mM ）；2，　Ca2
→
．
（0，04　mM ）；3，　C 「 （0．04

mM ＞； 4，　 NO2 （0，04　mM ）； 5，　 Bビ （0．04　mM ）； 6，
NO3

−
（0．04　mM ）；7，

　SO4 ？
一
（0．02　mM ＞
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Fig・9　Chromatogram　of 　malate 　enantiomers 　using

ligand・x ・h・ ng ・ m ・t・1・・ mpl ・x7s
）

Column ： TSKgel 　 IC−Anion−PW ； Eluent： L5　mM

Cu （OH ｝2
−3　mM レ tartrate （pH 　 4の l　 Detection：

283nm ．　 Peaks ： 1
，
　L−malate ；2，　D −malate （each 　O．1

μ ・ol ）

C曲 　Ce・・ 　 【C ．｛・・）謔 　【C岨 ・1。・⊃】
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匚CPte ・｝×acac ）1”

篤

δ
抛℃

ご
5H閥2

　

　
3

　

 

・

◎
−

6・
HOOC

δ

δ
め
◎

ざ
CHs

〔劉
　 　 H

℃
喘

　 　 　 　 　 　 　 〒

　　　　◎○
Fig．10　Eluent　 ions　 f（）r　 cation 　chromatography

with 　indirect　photometric　detection

溶離液 で も報告 さ れ て い る
アo）．も ち ろ ん Fig、6 に掲 げ

た 溶離剤種 の 中で ，は ん 用 さ れ る 芳香族カ ル ボ ン 酸類 や

芳香族 ス ル ホ ン 酸 類 に EDTA を添 加 して 溶 離液 を 調 製

す る か，ある い は あ らか じめ 試料に EDTA を添加 す れ

ば，多 価金属 イオ ン と 無機陰 イ オ ン の 同時分 析 が 可能 で

あ る
63）71｝72）．

　又，金 属錯体溶離液の 配 位子 交換反応を利用 す る こ と

に よ り，吸 光度検出イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 光学異

性有機酸 の 直接分離分析 が 報告 さ れ て い る．Fig、9 に 鋼

（II）・L 一酒石酸錯体系溶離液 を用 い て D −，　 L一リン ゴ 酸

を 分 離検出 し た ク ロ マ トグ ラ ム 例 を示 し t ，銅 （II）と

レ 酒 石 酸 か ら 生 成 さ れ る 陰 ・f オ ン 錯 体 （匚Cu

（L −Tar）2］2
−
） は 紫外 吸収 を有 す る の で ，283　nm で 検

出可能 で あ る．こ の 錯体 の 配 位子 で あ る L 一酒石 酸 が ，

分離カ ラ ム 内で 試料成分 の リ ン ゴ酸 〔Mal ）と配位子交

換反応 を生ずる が，式 （12），（13）に 示 す よ う に リ ン ゴ 酸

が L 一
体 か D 一

体 か の 違 い に よ っ て 生成 す る 錯体 の 構造

と安定度定数 が 異 な る．こ の た め に 保持 と吸光度 に 変化

が 生 じ ， そ の 結 果 ， L 一リ ン ゴ 酸 は 正 ピー
ク ，　 D 一リ ン ゴ

酸 は負 ピー
ク を与 え る と考察 され て い る

73）74｝，

L −Ma1 十 ［Gu （L −Tar）2］
2皿

富

［Cu （L −Tar ）（レ M 乱D］2
一

D −Mal 十 ［Cu （L −Tar）2ユ
2−

＃

　　［Cu （L −Tar）〔D
−Mal ）］

2一

（12）

（13）

　陽イオ ン 分析 に 用 い られ る 主 な溶離剤種 暢 イオ ン 成

分 ） を Fig．　lo に 示 し た ．ま ず ，紫 外 吸 収 を 有す る 無機

溶離剤 で は 銅 （II）イ オ ン
26）や セ リウ ム （III＞イオ ン

アS）が

は ん用 され て い る，後者 は 間接蛍光検出も可能 で あ る．

こ れ らの 金属 イオ ン より 更 に 当量 吸光度が 大 き く，イ オ

ン 交換溶出力も強 い 溶離剤 と し て ， か さ高 い ビ ス エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 銅 （II＞錯体 や トリエ チ レ ン テ トラ ミ ン 銅

（II）錯体
68169 ），ビ ス エ チ レ ン ジア ミ ン ア セ チ ル ア セ ト

ナ ートコ バ ル ト（III＞錯体
76＞が報告 さ れ て い る ．一

方，

有機 陽 イ オ ン 性溶離剤 で は，ア ニ リン ，ベ ン ジ ル ア ミ

ン
7η 78），ベ ン ジ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム

77）79｝BO），ベ

ン ジ ル トリ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
79），フ ェ ニ ル エ チ ル ア

ミ ン
7G｝

，
ピ コ リ ン 酸

78＞，メ チ ル ピ リ ジ ン
Ul ），ジ メ チ ル

ピリジ ン
a2 ）な どの 芳香族 ア ミ ン や ピ リ ジ ニ ウ ム 塩 が 用

い ら れ る．こ れ らの 溶離剤 の な か に は無機陽 イオ ン だ け

で な く，ア ル キル ア ミ ン類，あ る い は グ アニ ジ ン 類 の 分

析 に 応用 さ れ て い る も の も あ る
8B）．

　以上の 溶離剤 を用 い た報 告 の 多 く は ，ス チ レ ン ジ ビ ニ

ル ベ ン ゼ ン共重合体に ス ル ポニ ル 基 を結合した陽イオ ン

交換樹脂 カ ラ ム が 用 い られ て い る が
，

こ の 分析 カ ラ ム は

・一
価 陽イオ ン の 保持 に 比 べ て ア ル カ リ土 類 金 属 イ オ ン な

ど の 二 価陽 イ オ ン の 保持が非常 に 強 い．こ の た め両者 の

分 析 に は，そ れ ぞ れ 異 な る 濃度 の 溶離液 が 必 要 で あ っ

た．一一
方 ，

シ リカ ゲ ル 担 体 に ス ル ホ ニ ル 基 を結合 し た 陽

イオ ン 交換体 カ ラ ム を用 い て，こ れ らの
一

斉分析 が前述

の 硫 酸 銅 （II）の 単
一

溶 離液 で 達成 さ れ て い る （Fig．

ll）
S4〕．そ の 後，シ リ カ ゲ ル 担 体 に ブ タ ジ エ ン

ー
マ レ イ

ン 酸 を結合 した 陽 イ オ ン 交換体 カ ラ ム で ，更 に 優 れ た分

離 が 報告 さ れ た
85）．又，溶離液 に ア ル カ リ 土類金属 イ

オ ン と の 錯体形成 能 を持 た せ た ベ ン ジ ル ア ミ ン
ー7 エ ン

酸一エ チ レ ン ジア ミン 四酢酸銅 （II）や ジーヘ プチ ル
ー4，5

「一

ビ ピ リ ジ ニ ウ ム ク エ ン 酸
一
ク エ ン 酸 を 用 い た

一
価，．：．t価

陽イオ ン の 同時分 析 が 報告 され た （Fig．12）
86）．

　 さ て ，溶離剤 の 陽イオ ン 成分 と陰 イオ ン 成 分 の い ずれ
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Time ！min

Fig・11　Chromatogram 　of 　inorganic 　cations84
｝

Column ： Zipax　SCX ；Eluent： 2．5　mM 　CuSQi ；De −
tection ： 220　nm ．　 Peaks ： 1，　 Na ＋

； 2，　 NH ＋

＋

； 3，
K ＋

；4，Rb ”

； 5，　C・

＋

；6
，
　Mg2

＋

；7
，
　Ca2 ＋

（… h40
nm 。1）

0

Time／min

10 20

Fig・　 12　Chromatogram　Qf 　lnorgan三c 　cationsB6 ）

Column ： Sulfonated　　St−DVB ；　 Eluent： 5mM
benzylamine一 ．475　mM 　 EDTAOH −1．425　mM 　 citric

acid （pH 　6．6）；Detection： 257nm ；Sample： each 　lO
nmol 　cxccpt 　fbr　Rb ＋

（5　nmo1 ）

に も紫外吸収 を保有 さ せ る こ と に よ っ て も，陽 イオ ン と

陰イオ ン の 同 時 分 析 が試 み ら れ て い る．例 え ば
， 陽 イ オ

ン 交換 カ ラ ム と 陰 イオ ン 交換カ ラ ム の 2 本を直列 に 連

結 して o
一ス ル ポ 安 息 香酸

一
銅 （II）溶離液 を 流 し，陽イ

オ ン と 陰 イ オ ン が 異 な る 二 波 長 で 同 時検 出 さ れ て い

る
B7）．又，陽 イオ ン 交換基 と陰 イオ ン 交換基 の 両 方 を

有 す る充 て ん 剤，も し く は 陽 イオ ン 交換体 と 陰イ オ ン 交

換体 を 混 合 充 て ん し た カ ラ ム に ，硝酸セ リウ ム 〔III）あ

る い は ベ ン ジ ル トリ メ チ ル ア ン モ ニ ウム
ー
か トル エ ン ス

ル ホ ン 酸 溶離液 を用 い た 同時分 析 も報告 され て い る
88）．

　 4 ・1 。4 　検 出器 と検出感度　　式 （6）で 述 べ た よ う

に ，本法 の ノ イ ズの 大 き さ は 溶離液の 吸 光度 に 依存す る

が ，定 数 K の 大 き さ は 吸 光 度 検 出 器 に よ り 大 き な 差 が

あ る た め
2＞，市販 の 検出器 の ノ イズ や ダイナ ミ ッ ク レ ン

ジ， ドリフ トを比較し た 報告
89）や，蛍光検出用 に 開発

し た 光 ダ イ オ
ー

ドを用 い て 検 出 感 度 の 向上 を 図 っ た 報

告
go）が 見 ら れ る．一

方，吸光度 が 1 を超 え な い 範囲 で

検出 を行 う た め に，溶離液濃度 に よ っ て は検出波長を吸

収極大波長 か ら 長 波 長 側，又 は 短波 長 側 に 移 動 して こ の

条件を満 た す必 要が あ る．

　 と こ ろ で，感度 の 観点か ら問接 吸 光度検出イオ ン ク ロ

マ トグラ フ il一と電気伝導度検出 イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー

の 検出 下 限 が 比 較 さ れ て い る ．聞 接吸 光度検出イオ

ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 溶離液 に フ タル 酸塩を使 用 した

と き ， 主 な 無機陰イオ ン と有機酸 の 検出下限 は 数
〜

数十

pmol程度 と 報告 され て い る
91｝92 ），同 じ溶離液条件で 電

気伝導度検出 と間 接 吸 光度検出方式 を比較 す る と，強酸

性陰イオ ン は 前者 の ほ うが ，有機酸 の よ う な 弱酸類 は 後

者 の ほ う が 優 れ て い た
59），同 様 に ，有機 リ ン 酸 エ ス テ

ル に つ い て も 間接吸光度検出の ほ うが 約 50 倍優 れ て い

た
93）．又 ， フ タ ル 酸水索 カ リ ウム 溶液を共通溶離液と

した と き，無機陰イオ ン の 検出感度 は い ず れ も聞接吸光

度 検 出 が 優 れ て い る と報告 さ 紅て い る
30 ）94）．そ の ほ か，

4一ア ミ ノー1一ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 や 6，7一ジ ヒ ドロ キ シー

2一ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 を共 通 溶離液 と し て ，両 検 出 法

の 感 度 が比 較 さ れ て い る
32 ）．

　前述した ように
， 間接 吸光度検出法の 感度 は溶離剤 の

イ オ ン 交換溶出力が 強 くて ，当量 吸光度 が 大 き い ほ ど 向

上 す る
S9 ）．こ れ に 基 づ い て

， ナ フ タ レ ン ジ ス ル ホ ン 酸

や ナ フ タ レ ン トリス ル ホ ン 酸を溶離液 と して ， 特に保持

の 強 い 陰イオ ン の 検出感 度 向 上 が 図 ら れ て い る
59 ）− 64，）．

ナ フ タ レ ン トリス ル ホ ン 酸 を用 い る と，間接吸光度検出

に よ る硫酸 イオ ン
， チ オ硫酸イオ ン，ニ チオ ン 酸 イ オ

ン，チ オ シ ア ン 酸イオ ン な ど の 検出 ド限 は 電気伝導度検

出の 数十 分 の
一

で あ り
6S＞，ナ フ タ レ ン ジ ス ル ホ ン 酸 を

用 い る と，陰 イ オ ン 界 面活性剤 （C6 − C ］2 ス ル ホ ン 酸及

び硫酸 エ ス テ ル ） の 検 出 下限 は 電気伝導度検出 の 2− 4

分 の 1 で あ る と報告 さ れ て い る
9S〕．
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　一・方，硫 酸 銅 CII）溶 離液 を 用 い た と き の 主 な ア ル カ

リ金 属 イ オ ン と ア ン モ ニ ウ ム イオ ン の 間接 吸 光度検出 に

よ る 検出下限 は 数十
一

数 百 pmol と報告 され て い る
ae ．

メ チ ル ピリジ ン，ジ メ チ ル ピ リジン ，ベ ン ジル ア ミン ，

2一フ ェ ニ ル エ チ ル ア ミ ン 及 び 4一メ チ ル ベ ン ジ ル ア ミ ン な

ど を 共通 溶離液 と し た と き ，ア ル カ リ金 属 イオ ン と ア ン

モ ニ ウ ム イ オ ン の 検 出下 限 は，電 気伝 導 度検 出 が

0．3− 6，7ppb の 範囲 で あ っ たの に 対 し て
， 間接 吸 光 度 検

出で は O．2〜21ppb と報告 され て い る
78｝B2 ）96）．こ の よ う

C之
， 間接吸光度検出と 電気伝導度検出は そ れ ぞ れ に適 す

る対象が異 な り，両者 を相補的 に 用 い る こ と は 有用 で あ

る
9η ，

　4 ・1・5 改良シ ス テ ム 　　間接吸光度 検出イオ ン ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーは 電気伝導度検出 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ

rl一と同様の 無機陰イオ ン と無機陽イオ ン が 微量 分 析 で

き る が，更 に 電気伝導度検出方式 を上 回 る幾つ か の 特徴

を 持 っ て い る．そ の
一

つ に ，溶 離 液 pH の 制 限 が な い

こ と が 挙 げ られ る．す な わ ち，間接吸光度検出イオ ン ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 溶離 液 pH を 中性以 上 に 調 整 す

る こ と に よ り 弱 酸 の 解 離 を促 進可能で あ り，そ の 結果，

有機酸や炭酸な ど の 弱酸 イオ ン を 強酸イオ ン と 同 条件 ，

同感度 で 分析 で き る．

　大気中か ら溶離 液 に 混 入 し て 微量炭酸 イ オ ン の 分 析 を

妨害 す る ＝ 酸 化 炭素を除去 す る た め に ，式 （14）で 示 さ れ

る Henry の 法則を応用 し た 溶離液 の 窒素パ ー
ジ シ ス テ

ム が 考案 さ れ ，こ れ ま で イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 課

題 と さ れ て き た 微量総炭酸 （炭酸 ＋ 炭酸水素イオ ン ＋ 炭

酸イオ ン ）の 分 析 が 可能 に な っ た （Fig．13）98｝．

。。，（，。、）彑 ・・，（。q＿ ，）　 　 （14）

　 （但 し，Kp ＝ 3．39 × 10
− 2

　M ／atom ）

更 に ，無機陰イオ ン の ピーク を妨害す る ア ル カ リ土類金

属 イオ ン （Fig．14B＞を陽 イオ ン 交換 カ ラ ム ／ハ
ートカ ッ

テ ィ ン グ カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ法 で イン ラ イ ン 除 去 す る こ

と に よ り，こ れ ま で イオ ン ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

で課題 と

され て き た 降 水中 や 河川水中 の 微 量 総炭酸が 他 の 無機陰

イ オ ン や 有 機 酸 と 同 時 分 析 可 能 に な っ た （Fig．

14A）
99）100 ）．

　間 接 吸 光度検出イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 特徴 と し

て ， 次 に 普及型 の HPLC 装置 で 実践可能 で あ り ， 前 述

の カ ラ ム ス 千 ッ チ ン グ法を は じ め と す る シス テ ム の 組替

え ・接続 の 容易 な 点 が 挙 げ ら れ る
101）．例 え ば，エ ス テ

ラーゼ が 中性 pH 溶離液 の 中 で 安定 な こ と に 基 づ い て
，

エ ス テ ラーゼ固定化 カ ラ ム を分析 カ ラ ム の 直前 に 導 入 す

る こ と に よ っ て ，有機酸エ ス テ ル の 分析 が報告 さ れ て い

1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 o
G・　曳　　旦皿 　　　・　　

圏’
1D

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　　　r　　劉

国　　　　　　　L − 一一干…一・∂
　　　　　　　　　 P　　　　　　　　　　　　　　 GC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AC

B9

■
oq 鰍

lT

WR

Fig．13　1ndirect　photemetric　detcction　ion　chro 一

matographic 　system 　Ibr　determination　of 　carbenatc
−

carbQngS
）

B ： nitrogcn 　gas　bomb ；GR ： gas　regulator ；W ： gas
washing 　bDttle； R ： eluent 　 rescrvoir ； P ： pump ； 1：

injecter；0 ： column 　oven ；GC ： guard　co 且umn ；AC ：

ana 旦ytical　column ；D ： UV 　detector；IT ： integrator

．
部，
邸

頃

OO

．
O

1

」 一 　　　　」 ＿＿＿＿＿亠一一一一一」

0　　　　　　10　　　　　20　　　　0　　　　　　10　　　　　20

Time ／min

Fig．14　 Ch ・・ m … g・am ・f ・i・・… ・erg9
＞

Removal 　 column ： MCI 　 G 肌 GK −10S； Analytica！

cGlumn ： MGI 　GEL 　SCA −03 ； Eluent： 廴mM 　phtha−

lic　 acid
−0．15mM 　 HEPES （pH 　 7）； Detection ： 260

nm ，　 Peaks ・ 1，　HGO ，

．
（旦2nm ・り； 2，　C「 （3　nm ・L）；

3
，
NO べ （1．2nmol ）；4，　SO4．

’
2
−
（夏nmol ＞

る （Fig．15）
102 ）．又，濃縮 カ ラ ム を流 路 切 り換 え バ ル

ブ を挟 ん で 試料注 入 器 の 直後 に 導 入 す る こ と に よ り，

pp【 レ ベ ル の 有機酸 と無機陰 イオ ン の 高感度同時分析 シ

ス テ ム が考案さ れ
103｝，い ずれ も実試料 の 分析 に 効果 を

発揮 して い る．
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A2
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τ
」

6

B

0 ユ0 　20　 0Time
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，005a．u．

Fig．15　Chromatograms 　of 　e 亡hyl　carboxylates ，　car −

bexy旦ate 　 anions 　 and 　inorganic　 anions （B）with 　 and

（A ）without 　carboxylesterase −immobMzed 　column
且02）

Analytical　 column ： MCI 　 SCA −02； Eluent： lmM

phtha且ate．−0．正5　mM 　 HEPES （pH 　 6、51； Detcctien：
280nm ，　 Peaks ： s，　system 　peak；1，　ethyl 　acetate ；2，
propionate；3，　butyrate；4，　ethyl 　isovalerate；5 ，

　C 王
一

；

6
，
NO2

−
（each 　lOnmoi ）

　 と こ ろ で ，間接 吸 光度検出イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 専 ら ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク溶出条件 が 用 い ら れ て お

り
， 大 き な ベ ー

ス ラ イン 変勤 を伴 う濃度 こ う配 溶出法 の

導 入 は 困難 と考 え ら れ て き た ．こ の 問題の 解決法 の
一一

つ

と して 2 種 類 の 溶離 液 を 切 り 換 え る 方法 が 報告 さ れ た

が，そ の 適用範囲 は 限 られ て い る
104）．一・

方 ， データ処

理 装置 の 記憶演算機能を利用 し た 差 ク ロ マ トグ ラ ム 法を

用 い る こ と に よ っ て ，溶離液 の 段階濃度切 り換 え 法 の 導

入 が 可能 に な っ た．す な わ ち，あ らか じめ 記憶 させ た 試

料 イオ ン を 含 ま な い ブラ ン ク試料 （溶 離 液 や 蒸 留 水 ）の

ク ロ マ トグ ラ ム デ
ー

タ を実際試料の ク ロ マ トグ ラ ム デ
ー

タか ら減算処理 す る 方法 で あ る．Fig．16 に は，従来 の

ア イソ ク ラ テ ィ ッ ク 溶出条件 で は迅 速分析が で き なか っ

た ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 共重合 体 に ス ル ホ ン 基 を結

合 し た カ ラ ム に よ る
一

価及 び二 価無機陽イオ ン の 分析 ク

ロ マ トグ ラ ム を 示 した．は じ め に 0．01mM 硫酸銅 （U ）

溶離液 を送液 して 保持の 弱い ナ トリ ウ ム 及 び カ リウム イ

オ ン を 溶 出 さ せ，そ の 後 に ス テ ッ プ ワ イ ズ で 300 倍 も

の 高濃度 （3mM ）溶離液 を送 液 して 保持 の 強 い マ グ ネ

シ ウ ム 及 び カ ル シ ウム イオ ン を迅 速 に 溶出 し検出 し た例

で あ る ．演 算処理 後 の ク ロ マ トグ ラ ム は 電 気的極性 を逆

転 さ せ ，更 に 溶離液 が 高濃度 に 変 わ る と き に 1．024 吸光

度 フ ル ス ケール か ．ら 0．002 又 は 0．008 吸光度 フ ル ス ケ
ー

ル に 増幅 し て ク ロ マ トグラ ム 表 示 す る こ と に よ り，4 種

類 の 試料 イオ ン の ピー
ク が 同 時 に 上 向 きの ピーク と して

検出 され る，こ の 方法 は，そ れ ぞ れ の 溶離液濃度 で 得 ら

（A ）1．024AUFS
「

．

ー

一 一

〇　 　 　 5　 　　 10

　 （B＞
　一 　　　　「

− 0，008AUFS

O．002AUFS

12

　　 3

）
ー
一 一

〇　 　 　 5　 　 　 10

Time／min

Fig．16　Differential　 chromatogram 　Qf 　 inorganic
cati 。nslO5

）

（A ） sample 　 chromatogram ．（B ）diffcrential　 chro −

matogram 　obtained 　by　subtracting 　blank　chromato −

gram 　frorn　 sample 　 chromatogram 　 after 　 amplifying

and 　changing 　polarity．　 Column ： MCIGELSCK −Ol；

Eluent ； CuSO4 ，0．OlmM （0
〜5min ），3mM （5

〜10
min ），

　 O．Ol　mM 　（10min
〜
）； Detection： 230　nm ．

P ・ ak ・ ・ 1，・N ・

＋

（1・ m ・1）；2，　K
＋

（［… 1）；3，　Mg2 ＋

（4nmo1 ）；4，　Ca2
＋

（4　nmo1 ）

れ る 検出感度 や定 量 範囲 を変化 させ る こ と な く，分析時

聞 を大幅 に 短縮 で きる の で ， シ ン グル カ ラ ム イ オ ン ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーの 実用性 を 高め る こ と に な っ た

lo5 ｝，

　 4 ・2　イオ ン 相互作用 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　 4 。2・1 熱力学的平衡 モ デル 　　イオ ン 相互作用 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーが 報告 さ れ た 当初 は

， 極性電解質の 非極

性 カ ラ ム へ の 保持 を 説明す る 理 論 と し て ，疎水性 の 部分

を持 っ た イ オ ン （イオ ン 相互 作用 試薬，IIR）が 非 極性

の カ ラ ム 固定相に 吸着さ れ て動的イオ ン交換体 と して 作

用 す る モ デ ル か
106）］07）

， あ る い は 界面電気二 重層 を形成

し て 電解質 を取 り 込 む平衡モ デ ル
108 ＞lo9 ）や移動相中で 電

解質 が IIR と イオ ン 対 を形 成 し て 固 定相 に 取 り込 ま れ

る モ デ ル
110）な どが 提 案 され て い た ．

　近年 ， 疎水性イオ ン の 逆相カ ラ ム へ の Langmuir 吸着

が Stern−Gouy −Chapman 理論 で 説明 さ れ た こ とを契機

に，極性電解質の イ オ ン 相 互 作 用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に

お け る 保持機構 が 急速 に 明 ら か に な りつ つ あ る
111）．更

に ，IIR が カ ラ ム 担 体表面 で 電気 二 重 層 を形成す る こ と
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に 基づ く イオ ン性物質 の 保持式 が 誘 導 さ れ た 叫
一u6 ＞，

k
’・・k’

。
exp （ZF ψ。／RT ） （15）

こ こ で ，k
’
o は IIR が 存在 し な い と き の 試料成分 （イオ

ン 性物質〉 の 保持比 ，Z は そ の 価数 ， ψo は 表面電 位 を

表す．F，　 R ，　 T は そ れ ぞ れ フ ァ ラ デ
ー

定数，気体定数，

絶対温度で あ る，又 ，移動相中 に 共存 させ る有機溶媒 の

効果 に つ い て も考察 さ れ て い る
117）．一

方 ， 逆 相 カ ラ ム

が IIR と して 作用 す る 疎水性 イオ ン 種 に 対して 二 つ の 異

な る 吸着サイ トを 示 す こ と も報告 さ れ た
II8 ）．更 に 移勤

相中の イオ ン 強度 が 低 い 場合 の 疎 水性 イオ ン の 保持 に

は，静電 気的 な効果 だ けで な く，疎水的 な吸着 も無視 で

き な い こ と が 報 告 さ れ た
11｛）．こ れ に 対 し て ，移動相 に

キ レート剤 を用 い た 多価 金 属 イ オ ン 分 析
ユ20）

や 無機陰 イ

オ ン 分析 に お け る イオ ン 交換 系 と イオ ン 相 互 作用 系 の 比

較
121）よ り，動的 イオ ン 交換 モ デ ル を支持 す る報告 も あ

る．い ず れ に せ よ，イオ ン 相互作用 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に お い て IIR が な ん ら か の 機構 で 逆 相 カ ラ ム に 保 持 さ

れ た 結果，試料成分 （イオ ン 性物質） は イ オ ン 交換様 の

機構 で 分 離 され る と 考 え ら れ る．IIR の 種類，濃度 な ど

の 違 い に よ り，主要保持機構 は異 な る と 推察 さ れ る が，

そ の 中で もソ ル ボ ホ ビ ッ ク理論の 地位 が低 く な りつ つ あ

る こ と は 確 か で あ る
122＞．

　4 ・2・2dynamic 　ion　exchanger と fixed『＄ite　ion

exchanger 　 イオ ン相互作用 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーは ，

IIR の 組成 に よ っ て 次の 二 つ に 大別 され る．第
一

に ，カ

ラ ム の 溶 離 剤 と の な じ み を 良 く し，試料成 分 （イ オ ン 性

物質）の 分離改善を目 的と して 移動相中 に 有機溶媒 を添

加 す る こ と が あ る，こ の 場 合，IIR を補給 目的 で 移動相

に 添 加 し て お く必 要 が あ り，こ れ を
“dynamic 　ion　ex −

change 様式
”

と 呼 ぶ ．こ れ に 対 し て ，　 IIR を 前 も っ て

カ ラ ム に 吸着 させ て お き，移動相 に は溶離剤 の み （緩衝

剤） を用 い る 方法 が あ る．こ れ は ま さに イオ ン 交換 カ ラ

ム を用 い る イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーそ の も の で あ り ，

こ れ を
“fixed−sire 　ion　exchange 様 式

”
と 呼 ぶ こ と も あ

る．

　 イオン 相 互 作用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーが イオ ン 交換 ク ロ

マ トグ ラ フ a 一に 優 る 点 は ，分析 カ ラ ム の イオ ン 交換容

量 を任意 に 調節 で き ，
しか も使用 す る逆 相 カ ラ ム は イオ

ン 交換 カ ラ ム に 比 べ て は る か に 廉価 な こ と で あ る．更

に
， dynamic 　ion　exchange 様 式 で は ，　 IIR ， 溶離剤 の ど

ち ら か
一

方 に 光吸収 を持 た せ る だ けで 間接吸光度検出が

可能 で あ り，溶 離 剤 選 択 の 幅 が 広 が る ．例 え ば，IIR と

して pH 指示薬 を 用 い る こ と に よ っ て ，無 機 陰 イ オ

ン
且23）

， 遷位金属
124）や希土類金属

125）
の 可視領域 で の 問
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Fig・　17　Simultaneous　separatiDn 　of 　inorganic　cat
−

ions　and 　anionsi32
）

Column ； Develosil 　ODS −5　 coated 　 w 圭th　taurodeoxy −

chQlatc ；Eluent： 5mM 　GuSO4 ；Detection： 210nm ；

Analytes ： Na2S203
，
　 NaNO2 ，　NaNOs ，　 KI，　NaSCN

（each 　O．5　mM ）

接 吸 光度検出 が報告 さ れ て い る，

　近年 は イオ ン 相 互 作 用 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を fixed−

site　i・ n 　exchan 琶e 様 式 で 利用 す る 報告 が 多 く な り，四 級

ア ン モ ニ ウ ム 塩 を コ ーテ ィ ン グ し た 分析 カ ラ ム に ，Fig．

6 に 示 し た よ う な 芳 香族 カ ル ボ ン 酸
12〔i）

− 128）や 金 属 錯

体
L2‘J）を用 い て 間接吸光度検出 が行わ れ て い る．又 ， 胆

汁酸 を コ ーテ ィ ン グ剤 と し て 用 い て 特 徴 の あ る ク ロ マ ト

グ ラ ム が 得 られ て い る．例え ばタ ウ ロ コ
ー

ル 酸 で は 遊離

の ス ル ポ ニ ル 基 を利用 し た ア ル カ リ金属 イオ ン ，ア ル カ

リ 土 類金 属 イ オ ン の 分 析
且so）131｝は も ち ろ ん ，残 っ た ア ミ

ド結合 の 持 つ 弱塩 基性を利用 し て Zwitterien型 の 官能

基 に よ る 陽，陰両 イ オ ン の 同 時分析 が 報告 さ れ た
且32〕．

Fig．　i7 に は，硫 酸銅 （II＞溶離液 に よ る 陽 陰両 イ オ ン

の 間 接 吸 光度検出 ク ロ マ トグ ラ ム 例 を 示 し た．こ の 胆 汁

酸 は ら せ ん構造 を有 す る こ と に よ り高 分 子 に 対 し て ゲ ル

泝過効果 を発現 して ，生体試料 の 直接注入 に よ る ア ル カ

リ金属イオ ン，ア ル カ リ土類金属イオ ン の 分析 も可能 と
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し tl　IB3 ）．以 上 の よ う に
， イ オ ン 相 互 作用 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーを液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

…
の 変法 と 考 え る 限 り ，

間 接 吸光 度検 出 法 に よ る論文が 主 体 と な る．最近，こ の

胆 汁酸 コ ート分析 カ ラ ム を 使 い ，水 を溶離液 と し て 陽

陰両 イ オ ン の 同時分析 が 報告 され た
］34）

− ISfi）．溶離液 と

し て の 水 は，電 気伝 導度検 出 器 に と っ て こ の 上 な く都合

が よ く，こ の 方 面 で の 今後 の 展 開 が楽 しみ で あ る．

　4 ・3　実際試料分析

　 Table　1 に は 間 接 吸 光度検出 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 用

い た 実際試料分 析 の 報告 を ま と め た ．電気伝導度検 出方

式 と同様 に ，環境水，食品，生体液 ， 医薬品，．r業 製品

な どの 実際試 料中の 塩 化物，硝酸，硫 酸 な どの 無機陰 イ

オ ン や ナ トリウ ム ，ア ン モ ニ ウ ム ，カ リウ ム ，マ グ ネ シ

ウ ム
， カ ル シ ウ ム な どの無機陽 イ オ ン の 分析に は ん用 さ

れ て い る，又 ，間接吸光度検出方式 は 有機酸 や 炭酸等 の

弱 酸 を高 感 度検 出 で き る こ と か ら，食 品 中 の 有 機 酸 や環

境水中 の 総炭酸 の 分析 に も応用 され て い る．更 に ， 電気

伝導度検出方式 で は 感度が 悪 い 亜 リ ン 酸，次亜 リ ン 酸，

オ ル トリ ン 酸 や 有機 リ ン 酸エ ス テ ル ，あ る い は 保持 が 強

くて 溶出 に難点がある ヨ ウ化物 ， チ オ シア ン
， 硫酸 ， ピ

ロ リ ン 酸 有 機 ス ル ホ ン 酸 エ ス テ ル や 硫 酸 エ ス テ ル の 分

析 に も応 用 さ れ て い る．

　
一一・

方，陽イオ ン に つ い て も電気伝導度検出方式 と同様

に ナ トリウ ム，ア ン モ ニ ウ ム
，

カ リ ウ ム ，マ グ ネ シ ウ

ム，カ ル シ ウ ム な ど の 無機陽 イオ ン の 分 析 に は ん 用 され

て い る ほ か，有機 ア ミ ン 類 の 分析も報告 さ れ て い る ．

　 Table　l か ら 分 か る よ う に，イオ ン 交換 カ ラ ム を用 い

た 実際試 料へ の 適 用 例 は 多 い の に 対 し て ，逆 相 カ ラ ム を

用 い た適 用例 は あ ま り多くな い ．こ れ は ， 多様 な共存物

質 に よ り，逆相 カ ラ ム に よ る 分離 や 保持時間 の 再現性が

損 な わ れ や す い こ と も理 由 の ・．・つ と して 考 え られ て い

る
137｝，こ の こ と は，イ オ ン 交換様式 も含 め て ， 試料 の

ク リー
ン ア ッ プ な ど の 前処 理 の 重要性を意味 して い る

が ，本樢 で は そ の 内容 は 割愛す る．実際試料分析 の た め

の サ ン プリ ン グ及 び 前処理 に 関 す る 成書
｝57）な ど を参照

す る の が よ い で あ ろ う．

　以 上 の 研究成果 に 裏付 け さ れ た 吸光度検出 イオ ン ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーは，既 に 日本薬学会編

「
衛生試験法

・
注

解 1990」 に 収載 され る な ど，幾 つ か の 公 定法 に 収 載 さ

れ る傾向 に あ る，

Table　 i　 Applicaほons 　of 　indircct　photemetric　detection　chromatography

Analyte （sampl ・ m ・t・ix） Eluent Golumn
Detect／
　 　 　 　Re £
　 nl皿

H2POd
−
，　C「 ．　NO2

−
，　Br

−
，

NO3
−
，　SO 〜

一
（river 　water ，

atmospheric 　pollutant）

（】「 ，　　NOs
−一
，　　Sく）〜

一
，

HCO3 　 （rain 　water ，　 river

water ，　 tap　 water ，　 mineral

water ，　v 巳getablc）

BrO3
．
（ん砌 zaboko ）

CIC）3
−一

（candy ）

C「 ，　 HPO42
−
，

（aqueOUS 　infUsion）

Cephalotin；SO42
一

SO 〜
一

SOn2
−
，　　SO42

−
，　　S！032

−

〔by−product，　water ）

Cl
’
，SOB2

−
，SO4 ？

一
　（phar−

maceutical 　sample ）

C皇　，　 Br　，　 1　，
HPO ．

，

2
−
，　CH30SO3

bicide）

SO4．？
一
，一

（her一

1 − 5mM 　 orthophtha 且ate （pH 　3．5 〜

5．2）
O．S 〜O．5　mM 　 Isophthalatc（pH 　4．6　

−

5，2）
0，5mM 　disodium　phthalate

025mM 　 potassium　 hydrog ’
cnphtha −

Iate−0．25　mM 　horic　 acid

O．5mM 　disQdium　ph しhalate

ln1M 　disodium　phthalate（pH 　l  〉

1mM 　 potassium　 hydrogenphthalatc−

0，75mM 　borate

2mM 　phtha1飢 c （pH 　5．6）

lmM 　 potassium　 hydrogenphthalate一

 ．75mM 　sodium 　bora亡e （pH 　9．1）

3mM 　potassium　hydrogenphthalate

Nuclcosil　IO−SB

Vydac 　3e21C

Zipax　SAX

Zipax 　SAX

ASA −4000

ASA ．4000

Dlonex　AS −1

Vvdac 　SBAX

25廴
〜298　 50

240　　 91
，

　　　 138，
　 　 　 139

230　　1斗 

250　 　141

260　　142

250　 　置43

265　 　144

Dionex　AS −1十 supPres −
　　　255　　 145

sorVyClac

　3021C 　anion 　ex −　　　290　　146
changer

N 工工
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Analyte (sample matrix)         Eluent

1.2mM  phthalate  (pH6.0), O.2mM

benzenetricarboxylate <pH6), O.02

mM  pyromellitate (pH 7)

10rnM  citraconic  acid  (pH6.8) 
'

 1

mM  m-sulfobenzoic  acid  (pH 6.8)

4mM  citric  acidTO.lmM  cetrimide

<pH 5.5)lmethanol

O.45 mM  o-aminobenzenesultbnic  acid

CpH 3.5)

mono-,  di-, tribenzenecarbexylic

acids;  rnono-,  clinaphthalene sulfbnic

acidsO.3mM

 potassium hydrogenphtha-

late!acetonitrile, O.l mM  1,5-naph-

thalcnesulfonatefacetonitri!e

O.2mM  1,5-naphthalenedisu!fonatel

acetonitrile
                  '

O.3mM  Naphthalen-1,3,6-trisulfonic

acid  (pH 5.5>
O.1-O.2mM  1,3,6-naphthalenetrisul-

fonate/acetonitrile

1.5mM  Cu(OH)2-3mM  L-tartrate

(pH 4.8)
2.5 mM  CuS04

2.5 mM  CuSOc

e.l-2  mM  cusOd

1 mM  CuS04

o.1 mM  ce2(sOOB

O.Os mM  Ce2(S04}s

5mM  benzylamine-O.475mM  ED-
TAOH'1.425  mM  citric  acid  (pH 6.6>
lmM  1,lldiheptyl-4,5'-bipyridinium
eitrate'1  mM  citric  acid  (pH 4,3)

Column
Detectl
     ReE
 nm

F-, CI-, N02J,  Br-,
N03-,  S0421  H2P04-,

ascorbatc,  malonate,  tar-

trate, oxalate  (river water,

tap water,  city  water)

Lactate, ascorbate,  Cl ,

rnaleate,  tartrate, citrate

(soft drink)
Hpo42-,  Cl', N02ne,

N03-,  S042-, uric  acid,

SCN-,  maleate,  naphthyl-

sulfonate  (environmental
sample,  body  fluid, clrug)

Carboxylic acids:  acetic,

lactic, g!ucenic,  succinic,

pyroglutamic (vinegar)
Cl-, N031  S042L  (rain
water)

H2P04-  (saline sediment)

Sulfonates, sulfates  of  C6-
Ci2 (industrial sample,

shampoo)

Phytic acid  (food)

Pyrephosphate,trimetaphos-

pate, tripolyphosphate,  tet-

rapolyphosphate,  NTA,

EDTA,  citrate  (soft drink)

D-, L-Malic acid  (juice)

Na+,  K+,  Ng2+, ca2+

(rain water,  rivcr  watcr,  tap

water,  mineral  water,  veget-

able)Na+,

 K+,  Mg2f,  Ca2+  (tap
water)Nat,

 K+,  Mg2+,  Ca2+

<aqueous infusien)

Na+, NH-+, K+,  Mg2+,

ca2+  criver water>

Na+,  NH#,  K+,  Rb+,

cs+,  Mg2+,  Ca2+ (city wa-

ter)Na+,

 NH4+,  K+,  Mg2+,

ca2+  (tear)
Li+, Na+,  NH",  K+,

Rb+,  Cs+, Mg2+,  Ca2+

(river water,  milk,  minera!

water)

anion  exchanger

MCI  SCA-Ol

silica  based SAX

TSKgel  IC-Anion-PW

TSKgel  IC-Anion-SW

Waters  IC-Pak  A

fluorepolymeric weak

anion  silica

Shim-pack IC-Al

Hamilton  PRP-XIOO

TSKgel IC-Anion-PW

Zipax SCX

Zipax SCX

Asa-4ooo

TSKgel  IC-cation+

Zipax SCX

ION210

Merk  Polysphere IC

CATSKgeHC-cation-SW

22e-270  55

 254

210-230

 302

240-310

 285

 285

 295

 280

281-283

  220

  220

  220

  225

  254

  254

  :
5

o:1

104

27

40

64

153

95

66

67

 73,7491,138,139

84

142

101

 75

147

 86



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

TheJapanSocietyfor  AnalyticalChemistry

430 BUNSEKI  KAGAKU

Anatyte (sample matrix) Eluent

CI-  (tear>

F-, Cl-, N02-,  N03-,
PQi,B-, S042-  (tap water)

HC03-,  Cl-, NOs  
,

S047L  (river watcr)

Acetate, lactate, formate,
levulinate, Cl-, N02-,
HPO+2-,  succinatc,  male-

atc,  tartrate, S042-  (wine,
beer, sake)

3-Hydroxybutyrate, lactate,

pyruvatc, acetoacetate,  Cl ,

N03  (serum)
         '
F-, Cll  N02-,  N03",
HPOtU-, S042-,  acetate,

formate, HCOs-,  propion-
atc  (natural water)

H2P04-,  Cl-, so32-,
S04?7,  lactate, acetate

(pharmaceutical samplcs)

Oxalate (pharmaceutieal
sample)Carbonate-carben

 (rain wa-

ter, tap  watcr,  river  water)

Methylphosphate, ethyl-

phosphate, propylphos-
phate,  butylphosphate

{plasma)
Acetate ester,  HC03-,

propionatc cster,  butyrate
estcr,  isovalerate ester  (±lav-
or,  food, aclditivc)

Cl-, S042'', N03M  (rivcr
water)HC03",

 Cl-, N03-,
so42-  (river water)

F,  CI , Br , NOB  
,

S042-,  S20s2-, I-, acry-

late, rnethacrylate,  maleate,

fumarate (vcgetable, city

water)

O.5mM  potassium hydrogenphthala-

te'53 rnM  ethyleneglycol12-propanol

O.7mM  potassiurn hydrogenphthala-
te'O.lmM  sodium  tetraboratenO.5

rnM  boric ackl'O.1  mM  HEPESne.05
mM  sodium  hycirogencarbonatcS%
butanol  (pH 7.3)
10mM  phthalic acid'O,15  mM  HEPES

(pH 7)

O.5 mM  disodium  phthalate

1 mM  potassiuin hydrogenphthalate

O.8mM  potassium hydrogenphthalatc

<pH 6.8)

O.2-2mM  potassium hydrogenphtha-
late (pH 4. l l N9. 1)

1 mM  potassiurn  hydrogenphthalatesu2
mM  borate (pH 9.1)
O.5mM  sodium  hydrogenphthatate'
O.15mM  HEPES  (pH6,5), purged
with  N?O.4mM

 dipotassium phthalate (pH
S.5)

1mM(pH6.5)phthalatc'O.15mM HEPES

O.4mM  1,2,4-benzenetricarboxylic
acid  <pH 7.5)
O.4mM  1,2,4-benzenetricarboxylic
acid  (pH 7)
O.55N5mM  pyromellitic acid  (pH
4-5.5}3

 mM  pyromellitic acid  (pH 6.1)

Vol."  (1995)

Column Detect/
 nmRe

£

Polysphere IC  AN

TSKgcl  IC-Anion-PW

MCI  GEL  CK-10S  (re-
moval  column)  +  MCI
GEL  SCA-03  (analyti-
cal  column)

MCI  SCA-Ol

Partisil 10SAX

Hamilton  PRP-XIOO

Dionex AS-1, Wescan
269-OOI, Vydac

#3021CDionex
 AS-1

MCI  SCA-02

Waters  IC-Pak Anion
LC

carboxylesterase  im-
mobilized  columun  +
MCI  SCA-02  analytical

columnTSKgei

 IC-Anion-PW

TSKgel IC-Anion-PW

Hamilton PRP-XIOO

Ionosphere A

260

265

260

240

296

265

233-250

25e

250

272

280

  258

  270

3e7--331

  296

14･7

148

99

92

10

149

150

151

98

93

102

 51

152

54
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Analyte （sample 　matrix ） Eluent Column
Detect／
　　 　 　 Rcf．
　 nm

Methylamine，　　dimethyl−

aminc ，　 ethylamine
，
　trimeth −

ylamine ，　　 diethylamine，

triethylamine （s・il）

Ca2 ＋

，　Mg2 九 Cl
−

，
　NOs

−
，

SO42
−
，　HPO 〜

一
，　SCN

−

（river 　 watc ら　snow ，　 drink
，

saliva ）

Cl
−

，
NO2

−
，
NO3

−
，　SO42

−
，

Mg2
＋

，　 Ca2 ＋

（rain 　 water ，
rivcr 　wate ら tap 　water ）

Cl
−
，　NO3

−
，　SO42

−
，
　Mg2

＋

，

Ga2 ＋

（river 　water
，
　tap　wa −

ter，　hot　spring ）

G 「 ，NO ，

一
，　 Mg2

．
  Ca2

＋

（tap　water ）

NO2
−
，　 NO3

−
，　 SO42

−
，

ClO9
−
　（explosive ）

C「
，
NO2

−
，　 BrM ，　 NO3

一
，

SO42
−
　（rain 　water ，　aerosol ＞

C 「
，
Br
−

，
　 NOs

−
，　 SO42

−

（river 　watcr ，　 tap 　water
，
　 sea

water ，　rain 　water ）

NO2
−一．
，　 NO3

−
，　 SO42

−

（ground　water ）

Ca2
＋

，　Mg2
→
．．
（wine7 　 bevcr−

age ，
　well

，
　tap　water ）

F
−

（urine ）

10mM 　CuSO4

lmM 　EDTA （pH 　6）

0．2mM 　pyremellitic　a ⊂id（pH 　5．5）

0．1mM 　　 1，5−naphthalenedisulfonic

acid
−0．05　mM 　EDTA （pH 　6）

lmM 　 phthalate
−6　mM 　 EDTA （pH

6．57）
4mM 　benzyltributylammonium −O．14
rnM 　hexane　sultbnic 　acid

−7mM 　phos−

phate　buffer（pH 　5）

8mM 　　tetrabutylammonium
−1　mM

phthalatc （pH 　6）

O．4　mM 　tetrabutylammonium
−O．5　mM

1，5−naphthalene 　disulf｛）nic 　acid

0．5mM 　 1β，5−benzene
acid （pH 　6．8）

 ．lmM 　CeCl3

0．8mM

（pH 　9）

tricarboxylic

nicotinate
−O．01　 mM 　 urate

Aminex 　A −8，　A −9

TSKgel 　IC −Anion−SW

TSK 　QAE−SW

TSKgel 　IC−Anion −PW

Shim−pack　WAX −1

LiChrospher　RP −18

Partisil　 IOODS −3RP

TSK 　gel　ODS
−80TM

Supercosil　 LG −18−DB

coated 　 with 　 cetyltri −

methylammOniUm

Develosil　ODS −5　 coatcd

with 　taurochQ1ate

Capccll　 pack　 Gl8　 c・
−

ated 　with 　cetyldimethyl −

butylamrnonium

240　 　154

210

262

286

280

28

56

63

71

262　 　155

UV 　 　 l56

300　 　 121

254　　126

253　 　 131

245　　 127

5 偏光吸光度検出法

　5 ・1 偏光吸光度検出法 の 原理

　光学異性体 が 存在 す る と き，そ の 違 い に よ っ て 薬効 や

毒性 が 異 な る こ と が あ る．こ の た め
， 医薬 品 の み な ら ず

食品添 加物に つ い て も光学異性体分析 の 重 要性 が増 して

い る．ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る光 学 異．性 体 分 析法に 関

す る こ れ ま で の 研 究 は，ジ ア ス テ レ オ マ
ー

へ の 誘 導 化 試

薬や光学活性固定相 の 開発を中心 に 進 め ら れ て き た．し

か し，こ れ らの 方 法 は誘導化 に 伴 う煩雑 さ や 多岐 に わ た

る 固定相の 選 択 な ど の 欠点 を有 し て い る ．こ れ に 対 し

て ，検出器側 か ら の 研 究 は
， 光学 活 性物 質 に よ る旋光現

象 に 基づ く フ ァ ラ デー方式 の 旋光計 が 市販 され て い る も

の の ，感度 や 操作性 の 点 で 満足 で き る もの で は な い ．最

近 ，光学活性物質 に よ る旋光現 象 を透過光の 強度変化 に

変換 す る偏光吸光 度 検 出法 が 提案 さ れ た
lsu）．こ れ は ，

吸 光度の 増加 と減少 の 両方 を検出情報と す る 前述 の 示差

吸 光度検出法 を更 に 旋光度 現 象 に 応用発展 させ た原 理 と

言 う ζ と が で き る．

　本 原 理 に 基 づ く光学系 の 概略 を Fig．18 に 示 した が
，

フ ロ
ー

セ ル の 直後 に偏 光 子 を配 置 して い る．光源か らの

光 偏 光）が フ ロ ーセ ル を通過 す る と き，こ の 中 に光学

活性物質が 存在：す る と ， そ れ に 由来 し て 透過光 の 偏光 面

が 回転 す る．偏光子 を通過 す る透過光の 強度 は そ の 偏 光

面 と偏 光 子 軸 の 成 す 角度 に 依存 して 決 ま る．基本光学系

と して 普及型 の 紫外 ・可 視 吸 光度検 出 器 を用 い る と ，光

N 工工
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A

S

Pl FC P2 PD

B

Y

OY

Y

　

　 βく 0

 ・ ！　α

o

Y

　

　 β＞ o

Yo
　Y2
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（A ）schematic 　construction ： S，　light　source ；P 且，　P2，　polarizers；FC ，　fiow　cel1 ；PD
，　photo−

diode．　（B）vector 　diagram　of　transmitted 　light

墨
く

9　　m

ロ

10min

F量g．19　Chromatogram 　of 　sugarsl58
）

Column ：TSKgel　Amidc 　80；Mobile　phase： ethano1 ／

w 飢 er （1 ：4）； Detection：490　nm ．　Pcaks ：f，　fructosc

（3・3yIQI ）；　9，　91ucose　（2・8 脚 ol＞；　s
，　sucrose 　（0・9

μ皿 ・1）；m ，malt ・se （1．1　Um ・1）

源 は 自然光 で あ る の で ，フ ロ ーセ ル の 直前 に も う 1枚

偏光子 を 挿入 して 偏光光源 を得 る こ と に よ り，こ の 原理

が 適用 で き る．こ の と き，吸 光度 の 変化量 （△Abs） と

旋光度 （β）の 間 に 式 （16）が 成立 す る こ と が 導 き 出 さ れ

た
ls9）．

△Abs＝2　IDg　e ・tan α
・
β （16）

こ こ で ，α は 2 枚 の 偏光子 の 位相 間 角度　qα 1》 1β1）

を 表す，

　 5 。2　偏光吸 光度検出器

　普及型 の 紫外 ・可視吸光度検出器を基 に して 上 述 の 基

礎理論 を応用 し た 偏光吸光度検出器 が試作 さ れ た ．こ の

検出器 は，数 畔 と い う 少 な い 試料 量 で ， 左 ， 右 旋 光 の

区別 と そ の角度を 測定で き る．Fig．18 の よ う に 1枚 目

（光源側）の 偏光 子軸 に 対 し て 2 枚目 （受光器側）の 偏

光子軸 を あ らか じめ 〔受光器 か ら見 て ）左 に α 回 転 し た

と き，式 〔16）よ り左旋光性物質 〔β＜ 0）は 吸 光度の 減少

（△Abs ＜ 0）を生 じ，右旋光性物質 （β＞ 0） は 吸光度 の

増加 （△ Abs ＞ O） を 生 ず る．　 Fig．19 に は本 検 出 器 に よ

る左旋光性 の 果糖及 び右旋光性 の ブ ドウ糖，シ ョ 糖，麦

芽糖の 分 析 ク ロ マ トグ ラ ム 例 を示 し て い る
158｝．

　 こ の 試作 器 の α を 斗5
°

に 定 め ，更 に 検 出波 長 を

500〜600　 nm と した （最大 SN 比 を与 え る波長領域） と

き，約 7．5× 10
−
5°

の 検 出 下限 （S／2＞＝3＞ が 得 られ て い

る ．理 論 式 に よ れ ば
， 5／N は 光源強度 を 増 す ほ ど

， 又

セ ル 長 （光路長）を長 くす る ほ ど改善され る が
， 高感度
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霞
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Hg 。20　Chromatogram 　 of 　mono −，　di− and 　 oligo −

saccharidesi6
°）

Column ：TSK 　gel　Amide 　80 ；Mobile　phasc ： acctone ／

water （2十 l　 to　 l十 20ver 　 15min ）； Dctection： 530

nm 、　 Peaks ： Gl
，
　glucose；G2 ，　 maltose ；G3

− 9，　 mal −

toriosc　and 　higher　saccharides 　with 　numbers 　indicat−

ing　Clegree　of 　polymerization

領域で は 従来 の シ ン グ ル 型 フ ロ
ー

セ ル の 内径 を広げて い

く と示差屈 折効 果 に 伴 う ノ イズ ピーク が 生 じて 感度向上

を妨げ る よ う に な る．こ の 問 題点 の 改善を 目的 と して ，

流路を二 分 した ス プリッ ト型 フ ロ
ー

セ ル が試作 さ れ，こ

れ を用 い て 濃度 こ う配溶出条件 を用 い た モ ノ，ジ，オ リ

ゴ 糖 の 一
斉分析 が 報告 さ れ た （Fig．20）

L60｝．こ れ ら の

基礎研究の成果 に 基づ い て，よ り高性能な專用偏光吸光

度検出器 の 開発研究 が著者 ら に よ り進行中で あ る ．

　5 ・3　偏光 吸 光度検 出 法の 応 用

　偏光吸光度検出法 の 光学活性物質 に 対 す る 高 い 選択性

は
， 実際試 料分析 の た め の 前処 理 が 簡素化 で き る 点で 有

利で あ る．既 に
， 本法 は キ ャ ン デ ／

一
などの 食品に 甘味

料 と し て 添加 さ れ る パ ラ チ ノ
ー

ス の 分析
161）や 食品 に 添

加 され た D 一リ ン ゴ 酸及 び D一酒 石 酸 の 検出 に 応用 さ れ て

効 果 を発 揮 し て い る
162）．

6　 お わ り に

　吸光度検出法 は液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お い て 最も

利用 され て い る 光学検出法 で あ り，既 に そ の 原理の み な

らず検出器 に つ い て も十分 に 完成 さ れ た もの と考 え ら れ

て い た．し か し，吸光度 の 増加 と減 少 の い ずれ も が検 出

情報 で あ る こ と を示 す 示 差 吸 光 度 検 出 法 の 原 理 は従来 か

らの 吸光度検出法 の 固定概念 を変革し，イオ ン ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーの 領域 で 大 き く 花開 い た ，更 に ，旋光現象 に

も応用 さ れ て 偏光吸光度検出法 を生 ん だ．本総説 は主 に

こ の 二つ に 焦点を合わ せ た が，こ の 古く て 新 し い 吸 光度

検 出 法 は，今後 も変身 を遂 げ な が ら，こ れ ま で の 既成概

念 を超 え た 対 象の 新規光学検出法 と し て 登 場 す る 期待 を

抱か せ て くれ る，

　本 総 説 の 執 筆 に あ た り，貴 重 な 御 助 言 を い た だ い た 金 沢

大学薬 学 部 衛生 化 学 教室 宮崎元
一

教授 に 深謝致 し ま す．
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  Advances  of  indirect photometric detection in Iiquid chromatography  (Review).
Kazuichi HAyAKAwA*  and  Atsushi YAMAMoTo**  (*Faculty of  Pharmaceutical Sciences,
Kanazawa  University, Takara-machi  I3rl, Kanazawa-shi,  Ishikawa  920; 

**Toyama
 In-

stitute  of  Health, Nakataikoyama 17-1, Kosugi-machi, Toyama  939-03)

  New  photometric detection methods  developed for use  in liquid chrematography  have

been reviewed.  Differential photometric detection using  UV-visibie absorbing  modifiers

enabled  us te examine  the  retention  and  detection mechanism  of  not  only  analytes  but

also  mobile  phases, Indirect photometric detection ion chromatography  based on  this

theory  separately  and  sensitively  determines  ionic compounds  using  a  conventional  high-

performance liquid chromatographic  system  with  a  UV-visible absorbance  detector.
This method  is usefut  for many  kinds of  samples  such  as  environmcntal  water,  foods and

biological rnaterials.  Polarized photometric  detection methods  with  two  polarizers on

either  side  of  a  UV-visible absorbance  detector flow cell  have been developed, The
monitor  determines optically  active  compounds  as the change  in absorbance.  This
method  was  effbctively  applied  for determining sugars  and  organic  acids.

                                                 (Receivcd January SO, 1995)
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differential photometric detection; indirect phetometric detection; high-performance liquid

  chrematography;  UV-visible absorbance  detector; ion chromatography;  ionic com-

  pounds; differentiai chromatDgram  method;  polarized photometric detection; polarizer;
  optically  active  compounds.


