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　An　on −line　system 　combining 　semimicro 　liquid　cllromatography （LC ）and 　400　MHz

P・・ … nuclca ・ m ・g… i・ ・e ・一 … pcc … m ・… （
IH −NMR ）with 　a ・ w 　cell ・ （2　mm 　i・d・・

d。tecti。n　v 。1。 m ・ 4叫 t・t・王・・ 1・ m ・ 400 の w ・・ d・vi ・ed ・ Th ・ LC ・・1・ m ・ w ・ ・ ap ・ ly−

mer 　coated 　ODS 　s玉lica　semimicro 　coiumn ，　CAPCEI ．L　PAK 　C　i8 （L51nm 　i．d、X250 　mm ）

and 　the　rnobile 　phase　consisting 　of　deuterium　oxide （D20 ）／a じetonitrile −d3 （CD3CN ）
＝7 ；

3 （・／・＞n ・ w ・d ・ … at ・ ・f　100 μ1／1ni ・ ・ Th … ffe… 田 ・ w ・at ・ ・ n τ・ ・ nd ・ignal　width

was
　
not

　
observed

　under 　sem 重micro 　LC 　flow　rates 　or 　10G〜20  叫／min ，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Thc　sensitivity 　of

・・hyl・P−hyd・・xyb ・… a ・・ w ・・ ca．フμ9・f… h・ m ・thyS・9・・ up ・… S／N ・a・i・ ・f　3・whi ・h

w ・・ c・ mp ・・abl ・ with 　 th ・・e ・ep ・・t・d　fe… di… y　LCINMR ・y・t・m ・・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　This　 system 　 re−

q ・i・cd ・nly 　6　ml ／h ・f ・xp … …・・ d・・ t・・at ・d ・・1・ ・nt ・，・ig・ i且ca ・ tly　imp ・・ vi ・g … t・・憮 ・ n 藺

・y ・ nd ・11・w 主・g　th・ u ・e ・f ・ d・ ・t・・a ・・d ・・g・ni … lvc・ t ・・ th・t ・・1・・ nt ・ig・・1・ c・uld 　
be

・ a ・ily　mi ・ imized，　 In　addlti ・ n
，

・h・ d… ct・b1・ wi ・ d・ w 　ib・ NMR ・ignal・ ・f ・amp 卵
as

further　expanded ，　and 　the 　rcsults 　fully　supportcd 　thc　practical　value 　of 　the　semlmlcro

LC ／
且H −NMR 　system ．

Keywords ： semimicr   　LC ；
IH −NMR ；hypllenated　systcm ．

1 緒 言

　混 合物中の 微量未知 物 質 の 同 定 に は，各種 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーと構造解析機器 と の 結合 ，

い わ ゆ る
‘∈hyphen −

ated 　technlque
”

が極 め て 重要 で あ る．有力 な 構 造 解 析

機器 の
一

つ で あ る 質 量 分 析
’
計 〔MS ） は ，ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ 〔GC ）と 結合 さ れ た GC ／MS が 既 に は ん 用化

さ れ て 久 し く
， 最 近 で は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ

（HPLC ） と の 結合 （LC ／MS ） も そ の 領域 に 近 付 きつ つ

＊

　資生 堂研 究 開 発 本部安全性
・分析 セ ン タ

ー
； 223　神奈

　 川県横浜 市 港北 区新羽 町 IO5e

あ る．

　．・
方，核磁気共鳴分光計 〔NMR ） は ，　 MS と並 ぶ 有

力 な 構造 解析 機器 で あ る に も か か わ らず，結 合型分析機

器 と し て の 普及 に は 今
一一

歩 の 感 が あ る．しか し，
1H −

NMR と ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 結 合 に 関 す る 検討 は ，

LC と の 結 合
1广 7），ゲ ル 透 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

〔GPC ） と の 結合
81
，超 臨界 流 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

（SFC ） と の 結合
9’）へ と 進 み，最近 で は キ ャ ピ ラ リー電

気泳 動 （CE ）
10 ）

と の 結合 に 関 す る報 告 も見 ら れ て い る．

中 で も，LCINMR の 検討例 は 豊富 で あ り，そ の 数も

年 々 増加傾向 をた ど り，総説
m な ど も 見 ら れ る よ う に
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な っ た，こ の よ う な 状況 に 反 し，LC ／NMR の は ん用 f匕

が進 ん で い な い 原 因 と し て は ，NMR 自体 の 感度 が MS

等 に 比 べ て 極端 に 低 い と い う問題 が ま ず 挙 げ ら れ る．そ

れ ば か り で な く，実明面 に お い て は ，LC 移動相 に 水素

を全 く 含 ま な い 特殊 な ハ ロ ゲ ン 化溶媒，あ る い は，高価

な 重水素化溶媒 を 多量 に 用 い る 必 要 が あ る と い う LC

側 の 問題 の ほ う が 大 き い もの と考 え ら れ る，LC で は ん

用 さ れ る 逆相 モ
ードで は，主 に 水 と メ タ ノーJレ，ア セ ト

ニ トリル 等の 有機溶媒 との 混 合移動相が 用い られ る が ，

LC ／NMR 分析
s）
一‘

ア1
で は．水 に 重水，有機溶媒 に 通 常 の

軽 溶媒 を用 い て，重水 を ロ ッ ク 溶媒 と し，HDC ） シ グナ

ル と 有機溶媒 シ グ ナ ル を サ ブ レ ッ シ ョ ン す る 方法が 用 い

ら れ て い る た め ， 通 常 の 500〜1000両／min の 流量 で は ，

高価 な．重水 を大量 に 用 い る必 要 が あ る こ と が は ん 用化 の

大 き な 障害 と な っ て い る，し か し、尿 中 の 薬物代謝 の 追

跡，特 に 不安定 な グ 1レ ク ロ ン 酸抱 合体 の 同定 を 行 っ た

例
s｝
一．

η 等 も報 告 さ れ て お り，結合型分析機器 と し て σ）

有用性 に は 捨て が た い もの が あ る．

　 著者 ら は ， 通常 の LC の 1／10程 度 の 溶媒で 操作 し得

る，市販 の セ ミ ミ ク ロ LC 装置 で，溶媒 の プ ロ トン シ

グナ ，レに よ る 試料 シ グナ ル に 対 す る 妨害 を 最小 に す る 方

法 で ， セ ミ ミ ク ロ LC ／NMR の 実 用 性 を 検 討 し た．そ

の 結 果，有用 な 知見，並 び に 良好 な 結果が 得 られ た の で

報告 す る．

2 実 験

　2 ・ 1 装 鷹

　セ ミ ミ ク ロ LC 装 置：は ，ポ ン プ に ．資 生堂製 ナ ノ ス

ペ ー
ス SI−1／2001，マ ニ ュ ア ル イ ン ジ ェ ク ターに レ オ ダ

イ ン 製 7125，セ ミ ミク ロ ODS カ ラ ム に 資生堂製 GAP −

CEI．L　PAK 　Ciu　UG120 （内径 1．5　mm ，長 さ 250　mm ｝　，

紫外検出器 に 資生堂製 ナ ノ ス ペ ー
ス SI−1／2002 〔検 出波

長 290　 nm ，セ ル 容量 3 岬，イ ン テ グ レ ータ
ー

に 島津製

作所製 C−R3A を 用 い て 組 み 立 て た．　 NMR 装置 と し て

は ，日本電 子 製 GX −400 〔プロ トン 核 の 共鳴周波数 400

MHz ），プロ
ーブ に 日 本電了製 NM −40HsX （LC ） 〔内径

5mm ） を用 い
，

こ れ に 組 み込 む フ ロ ーセ ル と し て は ，

特 に こ と わ り が な い 場合，Fig．1（a ） に 示 し た ，外径 5

mm ，内径 2mm ，長 さ 130　mm ，セ ル 容量 約 400 叫 の

ガ ラ ス 製 の GPC ／NMR 用 セ ル を用 い た．一
部の 実験 に

は ，Fig．1（b） に 示 し た ，外径 5mm ， 内径 2mm の 部

分の 長 さ 40　mm ，全長 130　mm ，セ ル 容量約 125叫 の

ガ ラ ス 製 セ ル を 用 い た．こ れ らの フ ロ
ー

セ ル の ，発 振 コ

イ ル 長 に 対応 す る検出部容量 は 約 40 μ』で あ っ た．紫 外

検出器 と プロ ーブは ， 長 さ 2m ，内径 O．3　mm の テ フ ロ

「
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Fig ．！　Schematic　diagram　of 　the 　NMR 旦Dw 　cclls

〔a ）・ ce｝1　 N
・
・1・ m ・ ・（1．確・00 叫； （b）・ ・謝 v・1・ m ・・ca・

125μ
1

ン製 チ ュ
ーブ で 接続 し た．

　2 ・2　試料及び試薬

　試 料 に は
， 東京化成製試 薬特級 の パ ラ ヒ ド ロ キ シ 安 息

香 酸 メ チ ル （MP ），パ ラ ヒ ド ロ キ シ 安息香酸 エ チ ル

！EP 〕 を 用 い た，　 MP ，　 EP は，移 動相中の 水及 び有機溶

媒 が適 度 な比 率 で 溶出 し、か つ 分 離 状 態 を 観察 す る の に

必 要 な分 離 を示 す 2 種 の モ デ ル 化 合物 と し て 選 択 し た．

LC 移動相 に は，　 Isotec製 の 重水 （D2（）｝ と，　 Aldrich

製の 重 ア セ トニ トリ ，レ （CDiiCNI を，容量 比 7 ： 3 で 混

合 した もの を用 い た．

　2・3 実験操作

　2。3 ・1　流量 と ス ピ ン
ー
格子緩和 時 間，シ グナ ル 線幅

の 関係の 検討　　セ ミ ミ ク ロ LC 装 置 か ら，イ ン ジ ェ

ク ターと カ ラ ム を 取 り 外 し，EP を LC 移動相 で 0、2％

〔w ／v ＞ に 調製 し た 溶 液 を 巡 回 さ せ ，O〜1000　Ul／min の

流量 で 測定 を行 っ た．ス ピ ン
ー
格子緩和時間 〔T ，） の 測

定 は ，反転同復法 に よ り，観測周波数 4000Hz ， デ
ー

タ

ポ イ ン ト 16K で ，　 HDO シ グナ ル を ホ モ ゲ
ートデ カ ッ
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プ リ ン グ法 で サ プ レ ッ シ ョ ン し な が ら 1 ス キ ャ ン で 行

っ た．シ グ ナ ル 線幅検討用 の
TH ・NMR 測 定 は，9  パ゚

ル ス を 用 い て，観測周波数 4000Hz，デ 』「．一タ ポ イ ン ト

16K で ，　 HDO シ グ ナ ル を ホ モ ゲートデ カ ッ プ リ ン グ

法 で サ プ レ ッ シ ョ ン しな が ら 1 ス キ ャ ン で 行 っ た ．

　2・3・2　フ ロ
ー

イン ジ ェ ク シ ョ ン測定に よる解析限界

の 検討　　セ ミ ミク ロ LG 装 置 か ら，カ ラ ム を 取 り 除

き，流 量 を 100　yl／min ・と し，　 EP の 注 人量 が 10− 5e　pg

に な る よ う に，LC 移
．
動相 で 0．05一 ．25％ 〔w 〆v ） に 調 製

した EP 溶液をそ れ ぞ れ 20国 注 入 し，　 NMR 測定 を行

っ た．あ ら か じ め 紫外検出器 で ピークが 検出さ れ て か

ら ，
プ ロ ーブ に 到達 す る ま で の 時 問 〔約 4 分 ｝ を測 定

し て お き，こ の 時間 を考慮 して ，目的 物 質の ス ペ ク トル

を IHil定 し た ．　 iH −NMR 測定 は，45
°

パ ル ス を用 い て ，

観 測 周 波 数 4000　Hz ，デ ータ ポ イ ン ト 8K で ，　 HDO シ

グナ ル をホ モ ゲ
ー

トデ カ ッ プリ ン グ法で サ プ レ ッ シ ョ ン

しな が ら，繰 り返 し時間 L2 秒 で 128回積算 して行 っ

た．

　2。3・30n ・flow
，
　 stop ・fiow 測定 の検討　　流 量 を

IOO　Pt／min に 設定 し，　 MP と EP を LC 移動相 で，そ

れ ぞ れ e．25％ Cw／vlll に な る よ う に 調製 し た 試料溶液 を

2  叫注 入 して 測定を行 っ た ．1H −NMR 測定条件及 び測

定 の タ イ ミ ン グ は，2・3・2 と同 じ条件 を用 い た．

　 2 。3 。4　 フ ロ
ーセ ル 内で の 試料の 拡散に関す る検討

上記 on −qow 測定法 で ，　 MP と EP を LC 移 動 相 で ，そ

れ ぞ れ o．5％ 〔w ／v ） に な る よ う に 調製 し た 試 料 溶 液 を

20 』畦 注 入 し，20 秒間隔 で
1H −NMR ス ペ ク トル を測 定

した ．セ ル 容量 約 125 叫 の フ ロ ー
セ ル に つ い て も，同

様 の 測定 を 行 っ た ．iH −NMR 測 定 は ，積 算 回 数 を 16

囲 に 設定 し た 以 外 は 2・3・2 と 同 じ条件 を用 い た．測定

終
一
r後，

iH −NMR ス ペ ク トル に お け る MP と EP の メ

チ ル 基 の シ グ ナ ル の 積 分 値をプロ ッ トし て ク ロ マ トグ ラ

ム CprotonQgram） を 作 成 した・

3　結果 と考察

　3・1 流量 とス ピ ンー
格子緩和時間 （Tl ），シ グナ ル 線

幅の関係 の 検討

　Zhernovoi
］2） の 検討 に よ り，τ 1 と 流量 は 式 〔1 ）の

関係 に あ り，流量 の 増加 に 伴 い Tl が 短 く な る こ と が 知

られ て い る．

　 （lfTOBS ｝一（1／Ts’VAyi・lc ）＋ q ／z ｝　 　 　 （1）

　　z ＝VCV；Z．1／F
．

　　　Ts’rA’ric ；移動相停 止 時 の Tl

　　　 J7c肌 L ；発 振 コ イ ル 長 に 対応 す る フ ロ
ー

セ ル 容量

　　　V；移動相 の 流量

流 量 と Tt の 関 係 は Fig．2 に 示 し た と お り で あ り，実

測 値 〔a ），式 （1） に よ る 理 論値 （b）共 に 全体的な傾向

は
．．一
致 し た が，セ ミ ミク ロ 領域の O〜2eo　yYmin の 流量

に お け る TI の 実測値 は
， 流量 の 低

．
F に 対 し指数的な 増

加 傾 向 を示 す理 論 曲線 と は 異 な り，一．
種の 飽 和的傾 向 を

示 し た ．又 ，こ の 傾向 は観 測 し た すべ て の シ グ ナ ル で 同
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Fig．2　The 　cffect 　of 　flow　rate 　on 　Tl

（a）： experimcntal 　plot　of 　TI　vs．　ftow　rate ；（b＞： theoretical　plot　of 　Tl　based　on 　Eq ．（1）vs．　flow　rate
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Fig・4　Systcm　sensitivit ｝
，　fc）r　EP

FI・w ・at ・・ LOO　pt／min ，128　scan ・

様 で あ っ た，流 量 が 200　PLI／min 程度 ま で Tl が 低 トし

な い 理由と して は，フ ロ ー
セ ル の 内径が 影響 し て い る も

の と 考 え ら れ た．す な わ ち，流量 が 100 国／min の と き

を 例 に と る と ，
フ ロ ーセ ル 内 で の 移 動 相 の 線 速 度 は 約

0，53mm ／s と な り，こ の 程度 の 線速度 で 観測 さ れ る Tl

は ，移動 相停 止 時 と ほ と ん ど変 わ ら な い の で は な い か と

考察 さ れ た ．

　流量 と シ グナ ル 線幅の 関係は，流量 の 増加，すな わ ち

検 出 セ ル 内 で の 測 定 対 象 物 質 の 滞 留 時 間 が短 く な る と 増

加 す る こ と が 知 ら れ て い る
L1）、流 量 と メ チ ル 基 の シ グ

Fig．5　Semimicro　LC ／
IH −NMR 　spectra

50μg
．
each 　 of 　MP 　 and 　EP 　wcre 　injecteCl　to　the　 cQl −

umn 、　 Column ： CAPCELL 　 PAK 　 C18　UGI2 ｛｝ （250
XL5mm 　i、d．）；Flow　rate ： IOO　gel／min ，128 　scans ，

（a ）lon −flow　 spectrum 　 of 　MP ； 〔b）： on −flow　 spec −
trum 　 of 　EP ； （c ）： stop 』 ow 　spcctrum 　 or 　MP ； （d）：

stOP 一且ow 　spec しrum 　of　EP

ナ ル の 線 Ilr畄の 関係 は ，　 EP の メ チ ル 基 の トリプ レ ッ トシ

グナ ル の 線幅 を調 べ る こ と に よ り，便 宜 的 に 検討 した．

そ の 結果 を Fig．3 に 示 す が，流 量 の 増 加 に 伴 う シ グ ナ

ル の 線幅の 増加 は ほ と ん ど 認め ら れ ず
， 特 に セ ミ ミ ク ロ

領域 の 0− 200 叫／min の 流量 に お け る 増加 ぱ 移動相停止

時 に 比 較 して 約 ヰ％ と 少 な く，実用 的 に は 問題 の な い

もの で あ っ た ，

　以 上 の 検 討 の 結 果，セ ミ ミ ク ロ 領 域 の 100〜200

晒l／min の 流量範 囲で は ，流量 の 増加 に 伴 う T ］
の 減 少

が ほ と ん ど見 られ ず，又 流量 の 増加 に 伴 う線幅の 増加 も

ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た こ と か ら，中間流量域 で あ る

500〜IOOO　Pt／min に 比較 して，よ り安定 な 狽1」定 が 可 能

と 考 え られた．従 っ て，流量 は内径 4．6　mm の カ ラ ム を

IOOO 　Pt／min の 流 量 で 用 い た と き と，線流速 が ほ ぼ 等 し

くな る 10  岬 min を 用 い る こ と と し ， 以下 の 検討 を 行
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Fig。6　S¢ paration　or 　MP 　and 　EP 　at　two 　dif｝
’
erent 　tlow 　cells （125　p且and 　4〔〕0 叫〉

［OOμg　each 〔）f　MP 　and 　EP 　wcre 　injected　to　the 　column 、　 F［ow 　rate ： 100四／min （＊

R ＝resolution ）．　（a ）： UV 　chrornatogram （290　nm ）；（b）： plot　or 　iI1しcgrated 　intensity　of

methyl 　grQup 　vs．　accumul 乱 tbn 　start 　 tirrle （each 　accumnlation 　time 　is　20　s）a1　a　400 μl

flow　cetl ；（c ）： p且ot　of 　integrated　intensily　of 　mcthyl 　group　vs．　 accumulation 　start 　dme

（each 　accumu ［ation 　time 　is　20　s）at　a　125　ptl　tlow　cell

っ た ．

　3 。2　フ ロ
ーイ ン ジ ェ クシ ョ ン 測定 に よ る解析限界 の

検討

　フ ロ ー
イン ジ ェ ク シ ョ ン 測 定 に お け る

， 注 入量 と EP

の 各 シ グ ナ ル の SN 比 と の 関係 を Fig．4 に示 した．各

シ グナ ル の SN 比 は 注 ．入 量 に 対 し，ほ ぼ 直線的 に 増加 し

た が，す べ て の シ グ ナ ル の SN 比 が 3 以上 と な る 注 人

量 を解 析 限 界 と定義 す る と，
．
本 シ ス テ ム で の EP の 解析

限 界 は 約 25 陪 で あ っ た．又 ，Fig．4 の メ チ ル 基 の デ ー

タ に は
， 回帰分析 を 行 っ た結果 を併 せ て 示 した が ， 回帰

式 か ら算出 した SN 比 3 を 与 え る 注 人 量 は 7．2 μg で あ

り，LC ／NMR で 従来 よ り報告 され て い る検出限 界 の 数

ygll
）と比較 し て も そ ん 色 の な い もの で あ っ た ．

　3・3　0n ・flow，
　 stop・flow 測定 の 検討

　MP ，　 EP 混合溶液 の on −flow，　 stop ．flow 測定結果 は

Fig．5 に 示 す と お り で あ り，　 MP ，　 EP 共 に 良 好 な ス ペ

ク トル が 得 ら れ た．そ れ ぞ れ の ス ペ ク トル に は サ プレ ッ

シ ョ ン を 行 っ た HDO シ グ ナ ル の 消 え 残 り と，　 CD3CN

中 に 含 ま れ る D 置 換 が 不 完 全 な ア セ トニ ト リ ル の シ グ

ナ ル が観測 さ れ た が ，有機溶媒 に CD3CN を 用 い た た

め に，移 動 相 シ グナ ル の 影響 に よ る シ グナ ル 観測 が
’
不可

能 に な る 領 域 を 最 小 に 抑 え る こ と が で き た．又，on 一

且ow と stop −flow測定 の ス ペ ク トル を 比較 す る と ，

且H −

NMR 測定条件 が 同
・・．
で あ る こ とか ら，大 きな 違 い は 認

め ら れ ず，stop −flow測 定 に よ り 生 じ る フ ロ
ー一

セ ル 外 へ

の 試料の 拡散 は ほ と ん ど な い こ と が 示唆 され
，
．：一次元

NMR へ の 応用 も期待で き た．

　3 。4　フ ロ
ーセ ル 内で の試料の 拡散 に 関す る検討

　 フ ロ
ー

セ ル 内 で 試料 の 拡散 の 状 況 を検 討 す る た め ，

protonogram と紫外検出器 に よ る ク ロ マ トグラ ム を比較

し た．又，今 回 の 検討 に 主 と し て 用 い た 容量 が 400 μ1

の セ ル に 対 し，容量 が 125 』岨
の セ ル で 測 定 し た pro−

tonogram を比 較 す る こ と に よ 1，1　．セ Jレ容量 が 試料 の 拡

散 に 及 ぼ す 影 響 の 検 討 を行 っ た。紫外検出器 に よ る ク ロ

マ トグ ラ ム ，紫外検出器 か ら フ ロ ーセ ル へ の 到 達 時 間 を

考慮 し保持時間を補 正 し た prot。 nogram ，及 び分離度

（R ） を Fig，6 に 示 す が ，紫外検出藩 に よ る ク ロ マ トグ

ラ ム は R が 2．88 で あ り，完全 に ．
”“
．つ の ピーク が 分 離 さ

れ て い る の に 対 し ， セ ル 容．量 が 約 400　ul の protono
−

gram は leが LO6 で あ り，二 つ の ピー
ク に 重 な りが 認

め ら れ
， 明 ら か に フ ロ ー

セ ル 内で の 試料の 拡散 が 示唆 さ
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れ た．又，セ Jレ容量 が 約 125 叫 の protonogram の R は

t．69 と な り，大 幅 な 改善 が 認 め ら れ た もの の ，紫外検

出器 で の 分離 を再現 す る に は 至 ら なか っ た，

　LC ／
IH −NMR 法 に セ ミ ミ ク ロ LC を 適 用 す る た め 検

討 を 行 っ た 結果，EP の メ チ ル 基の 検出隈 界 は 7．2　Ug で

あ LO　，従来 の LC ／NMR の 報告 と ほ ぼ 同等 で あ っ た ．
一

方，セ ミ ミ ク ロ LC に と っ て は 過 量 の 試 料負荷 と な

り，か つ フ ロ
ー

セ ル 内 で の 試料 の 拡散 が 認 め られ た こ と

か ら，フ ロ
ー

セ ル の 最適化．等 に よ り試料の 拡散 を改善す

る 必 要 が 示唆 さ れ た．しか し，使 用 す る 溶媒 の 量
．
は 通常

の LC の 1／5− 1／10 の 6ml ／h で あ る た め ， 有 1幾溶 媒 に

高 価 な重 水素化溶媒 を使用 す る こ と が 可能 と な り，そ の

た め容易 に 溶媒 シ グナ ル を サ プ レ ッ シ ョ ン す る こ と が で

き た．そ の 結果 ， 試料シ グ ナ ル の 検出可能領域 を拡大 す

る こ と が で き，本セ ミ ミ ク ロ LCINMR シ ス テ ム の 価

値 を示 す こ とが で き た．

　本研 究 を 行 う に あ た り
，

プ ロ ーブ を貸 与 し
．
（ い た だ い た

日本電子 （株〉に 深 謝い た し ます．

　　　　　　　　　　　　　（
199斗 年 2 月．S ・pa・ati 。 n

Scicnccs’94 で
．．一

部発表 ）
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要 旨

　NMR に
， 市 販 の セ ミ ミ ク ロ LC を接続 し，外径 5mm ，内径 2mm ，検出部容量 40 国，総 容量 400

叫 の ガ ラ ス 製 フ ロ
ー

セ ル に よ り，セ ミ ミ ク ロ LC ／
1H −NMR 法 の 検討 を 行 っ た．流量 と Tl ，流量 と シ

グ ナ ル の 線幅の 関係 は ，流量 が O− 200　9i／min の セ ミ ミ ク ロ 領 域 で は変化 が な く，流 量 の 影響 は ほ とん

ど認 め られ な か っ た．分 離 カ ラム に 内径 1．5mm ，長 さ 25　cm の ポ リマ
ー

コ
ー

トシ リカ ODS を，移動

相 に 重水 と重 ア セ トニ トリル の 混液 を流量 100国／min で 用 い，パ ラ ヒ ドロ キ シ 安息香酸エ チ ル の メ チ

ル 基 の 検出限界 を求 め た と こ ろ約 7 μg と な り，通 常 の LC で 報告 さ れ て い る 数 yg と ほ ぼ 同 等 で あ っ

た．本装置 で は，使用 す る 溶媒 量 が 従来の 1／5
− 1／10 の 6ml ／h で あ り，高 価 な重 水 素 化 溶媒 を大 量 に

用 い る こ と に よ っ て 生 じる 費用 面 の 問 題 が 緩和 され た た め ，
．
有機溶媒 に も重水素化溶媒 を 用 い る こ と が

で き ，容易 に 溶媒 シ グ ナ ル の 影響 を減 少 させ る こ とが 可 能 と な っ た ．又，試 料 シ グナ ル の 検出可 能領 域

も拡大 す る こ と が で き，セ ミ ミ ク ロ LC ／
LH −NMR の 実 用 的価値 を 示 す こ と が で き た，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


