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技術論文
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　Thc　retcntion 　bchavior　of 　the　reversed −pha9．　e　was 　evaluated 　under 　100％ aqueous 　conditions ．

It　is　commonly 　said 　that　rcversed −phases，　such 　as 　ODS （Cls）and 　C8 ，　show 　a 　dccrcase　in　the 　reten
−

tion 　time 　under 　100％ aqueous 　conditions ．　 Thc 　Inechanism 　of 　the 　dccrease　in　retention 　was

fbund 　to　be　that 　the 　lOO ％ aqueous 　mobilc 　phase　was 　pu11ed　out 　of 亡he 　pore　of 　the 　packing
m 飢 erials ，　so　that 　the 　stationary 正）hase　in　contact 　with　thc 　mobile 　phase　decreased ．　 Some 　para−

meters ，　such 　 as 　the 　pore　size ，　length　of 　the 　alkyl 　group　of 　the　stationary 　phase，　temperaturc 　and

buffer　in　thc 　nlobile 　phase，
　were 　shown 　to　influencc　the 　decrease　in　retention ，　The 　C．ge　phasc

didn ’
t　show 　any 　decrease 　c）f　retention ，　Furthermore ，　ODS ，　which 　had 　a 　larger　pore，　didn

’
t

show 　any 　decreasc 　in　the 　retcntion 　ti  e ，　but　sh．owed 　high　reproducibility 　in　retention ．　 In　con
−

trast
，
　TMS （C 】），

which 　had　a 　smallcr 　pore，
　showcd 　a　decrease　of 　retention ，　although 　it　was

known 　 that 　TMS ，　 which 　had 　 lOnm 　 of 　a　pore，　didn
’
t　show 　a 　dccrease　in　 retentiol1 ．　 The

revcrsed −phase　could 　be　used 　under 　l　OO％ aqueous 　conditions ，　and 　showcd 　high　rcpr （》ducibility
in　retention 　whcn 　it　was 　fiUcd　w 辻h　some 　terms ，

Kay ω otzts ： reversed −phase；100 ％ aqueous 　mobilc 　phase；retention 　behavior；HPLC ，

玉 緒
二゚
面

　水 100％ 移動相，塩 ・酸などを含む緩衝液移動相 （以下

水 100 ％ 移動相 の 表現 に は緩衝液 も含 む），も し くは こ れ

ら 100％ 水系溶媒 に 有機溶媒を 数パ ー
セ ン ト混合 し た移動

相 を一
般的 な ア ル キル 基結合型逆相間定相 に用 い た 場合，

試料 の 保持時間が 一
定せ ず，時間 の 経過 と と も に保持 が 減

少 し，実質的に は使用 不 可 能で ある と考えられ て い る．こ

れ は ア ル キ ル 基 の 寝込み現象に よ り引 き起 こ され ，
こ の 寝

込 み に よ り固定相 の 選択性 まで も変化す る と報告
1）
され て

い る．こ の 問題点を解浹す る た め に ，極性 の 高い ア ミ ド

基
2）”6）

や カ ル バ メ
ー

ト基
7｝
を含 む ア ル キ ル 基 を シ リ カ 担体

に結合 し た 固定相や ，ス テ ア リル 基 （G18）結合後 シ リ カ

担 体 に残 る残存 シ ラ ノール 基 を 減少 させ るた め に行 うエ ン

“
野村化学株式会社 ： 489 −OOO3 　愛知県瀬戸市穴 田 町 851

ドキャ ッ ピ ン グ処理 に 極性基を結合 し た固定相など，固 定

柑内に 極性基を含 ん だ もの ，もし くは ア ル キ ル 基 の 結合密

度を下 げ る こ とに よ り固 定相 の 疎水性を低 くしたもの
8）
が

充墳剤 と して 用 い られ て い る ．また，別の 解決方法 と し

て ，従来 用 い られ て い た 炭素数 1 か ら 22 まで の ア ル キ ル

基 以 外 の 長鎖 ア ル キ ル 基
9）
− 1］）

を用 い る こ と に よ り，水

100％ 移動相 を使用可能 に して い る 固定相も提唱され て い

る．しか し，極性 基 を含 む 固定相 は こ れ ら極性基 の 影響 に

よ り分 離 に対 する 選択 性が 変化す る，ま た 固定相 の 疎水性

が こ れ らの 極性棊 に よ り減少す る ため 保持が 減少す る 又 は

耐久性が低
．．
ドする な ど，今まで の 逆相固定相 とは異なる 分

離性能を示す．分離が 改善 さ れ る 場合 もある が ， 逆 に保持

が 小 さくな る こ とな ど に よ り，分離で きなくなる な どの 問

題 点 も有して い る．

　本 報
ie ）

は水 100％ 移 動 相 を嗣 い た 場 合，通 常 の 逆 相固定
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相 に 起 こ る 保 持 の 減 少 に つ い て ，そ の 過 程 を明 らか に し，

前述 した よ うな極性基 を含 まな い 逆 相 鬪 定相 ，
つ ま り従来

水 100％ 移動相が 使用 不可 能 で あ る と考え られ て い た逆相

固定相で も，あ る一定 の 条 件 を満 た した 固定相 を用 い る又

は使用条件 を変更す る こ とに よ り，水 100％ 移 動相 を用 い

て も十 分 な保持 の 再 現性が 得 られ る こ とを見い だ したの で

報告す る．

2　実 験
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　2・1 装　置

　HPLC シス テ ム は 日本 分 光製 PU −980 送液 ポ ン プ，　 UV −

970 検 出器，レ オ ダ イ ン 製 7125 イ ン ジ ェ ク タ
ー，シ ス テ

ム イ ン ス ッ ル メ ン ツ 製 480 データ処 理 装 置を用 い た ．カ

ラ ム 恒温槽 に は 水浴 を用 い
， オ リ オ ン 機械製 RKS ．500−B

冷却器及 び ヒ ーターに よ りオ ム ロ ン 製 E5C3 温度 コ ン トロ

ー
ラ
ー

で 温 度制 御 した．物 性値 は ベ ッ ク マ ン コ
ー

ル タ
ー

製

SA3100 及 び ヤ ナ コ 製 CN コ ーダーを用 い て測定 した．

　 2・2 試 　薬

　水 は水 道 水 を 2 回 蒸留 し ， ODS カ ラ ム に
一一

度通液 し た

もの を用 い た．リ ン 酸ナ ト リウ ム，核酸塩 基，亜硝酸 ナ ト

リ ウ ム は 和 光 純 薬 製 を用 い た 。カ ラ ム は 野村化 学 製

Devc ｝osil　ODS −U （ト5 ， 3000DS −H （昂 ，　 C30−UG −5，　 TMS −

UG −5，60TMS −U （｝5，30TMS −UG −5 の サ イ ズ ユ5cm × 4．6

mmi ．d．を用 い た．各充嗔剤 の 物性値 を T 乱ble　 l に 示 す ．

結合密度 の 値か ら こ れ らの 充填剤 は 結合密度 の 高 い 部類 に

属す る．以 下 充壙剤 の 表示 は Table 　1 の 固定相名で 示 す。

3　結果 と考察

　3・1 水 100％移動相を用い た 場合の 保持の 減 少

　Fig．1 に は 平均細孔径 1〔｝．4　nm の ODS61 ）） （オ ク タ デ

シ ル シ リ ル 基） 固 定相 の 40℃ で の チ ミ ン と亜 硝酸 ナ トリ

ウ ム の 保持の 変化 を示す．70 時間連 続 通 液 の 場 合 ， 1 時

聞後 か ら 19 時間後 まで に チ ミ ン の 保持時間 は約 16％ 減少

して い る．また，72 時間以 降の 通 液停 止 後 は 更 に 58 ％ も

チ ミ ン の 保持時間は 減少 した．一
方 カ ラム を素通 りし固 定

相 に 全 く保持 して い な い と考 え られ る亜硝酸ナ トリ ウ ム に

つ い て も，同様 に 溶出 時間の 変 化 を示 し た ．固 定相 に 保持

しな い 試料は，充嗔 剤粒 子 間 の 間 げき及び 充嗔剤内の 細孔

の 容積 分 の 溶出時聞 を示す．数十パ ー
セ ン トの 有 機 溶 媒 を

含 む 移 動相 で は ウ ラ シ ル が ，ま た水 90％ 以 上 の 移 動 相 で

は 亜 硝酸ナ トリ ウ ム が，固定相 と全 く相互 作 用 し な い 保持

値 o の 試料 と して 用 い られ る こ とが 多い ．Fig．ユ の 亜硝酸

ナ ト リ ウ ム の 初 期 の 溶 出 時 間 は 1，61 分 で あ り，流量 S，O

mlfmin で 通液 して い る た め カ ラ ム 内の 充槇斉lj粒子 間 間 げ

き，充嗔 剤 の 細 孔容積，イ ン ジェ ク タ
ーとカ ラ ム 入 り口 ま

で の 配 管 等 の 容 積，及 び カ ラ ム 出冂 か ら検 出器 フ ロ ーセ ル

10o

20　　　　　　40　　　　　　60　　　　　　80

　　 Elution　time ／h

100

Fig 段 R ・ t・nti ・ n 　b・h ・・1… fODS （ユ0＞und … iOO％
aque ・ Lis　condk ／ions

Condit圭〔ms ： stationary 　phase，　ODS （10）； columll 　size，
lr）o × 4．6111m孟，d，；mobilc 　phase，10 【IIM 　sodium 　phos

−

phate （pH 　7．0）；flow　rate ，1・O　m 】／nlin ； colurlm 　 tem −

per乱mrc ，40℃ ；wave 　lengしh　of 　UV 　detection，254　nm ；

sample ，　th｝nynまne （口 ＞and 　sodium 　nitrite （驪 ）

ま で の 配 管等 の 容積 の 総和が 1．61ml で あ り，移動相 が

L61 　ml 存在 して い る こ と に な る ．ポ ン プ停 1ヒ後 は溶 出 時

間が 1．1 分 まで 減少 して お り，移動相が 存在す る充嗔剤粒

子 間 間 げきと充槇剤の 細孔容積 の 和 が O．51ml 減少 した こ

とに な る ，充填剤の 平均粒子径 が 5 μm の 場 合 ，粒 子 問 間

げ きは 約 lpm と なり，充槇剤 の 平均細孔径 ユO．4　nm に比

べ 約 100 倍 で あ り，粒子問問げ きの ほ うが 細 孔 径 よ りは

る か に 大 きい た め ，こ の 移 動相 の 減 少 分 は径 の 小 さ い 充嗔

剤細孔内の 容積が 減少 した と考 え られ る．つ ま り水 100 ％

移動相は初期 に は充槇剤細 孔 内に入 り込ん だ状態 で 通液 さ

れ る が ，最終的に は 充墳剤 細 孔 内 の 大 部分 に は移 動 相が 人

り込 ん で い ない こ と に な る、水 100％ 移 動相に 切 り替 え，

1 時聞通液後の カ ラ ム を ポ ン プ停止後直ちに密栓 をし測定

し た カ ラ ム 重 量 と比 べ ，最 終 的 に保 持 が大 き く減少 し た後

に 同様 に測定 した カ ラム 重 量は ，亜 硝酸ナ ト リ ウ ム の 溶 ttl

時間の 差 の 分 だ け 減少 して お り，保持の 減少後に は カ ラ ム

内 に 水 100％ 移 動 相 が 満た され て い な い 部分が存在 す る こ

とが 以 下 の よ うに 確認 さ れ た．ア セ トニ トリル ー水 （701

30）移動相で ODS （10）カ ラ ム を平衡 に した 後 ，　 Fig．1 と

同 じ 条件 で ］時問通 液後 ，送 液ポ ン プ を停止 し，圧力表

示 が OMPa に な る と同 時 に カ ラ ム を外 し密栓 を し ，カ ラ

ム 重量 を測定 した。カ ラム を外 し密栓をす る まで に は 約 7

秒 の 時 間 が か か っ た，次に 再度 ア セ トニ トリ ル
ー
水 （70 ；

30） 移 動 相 で ODS （ユ0＞カ ラ ム を平衡 に した後 ，同 様な 操

作 を 行い ，送液ポ ン プ 停止 し 19．　ee間経過 後 密 栓 を し，カ

ラ ム 重量 を測定 し た．カ ラ ム 重 量 は そ れ ぞ れ 62．3 と 61．8

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

技術 論文 長江，榎並 ： 水 lOO％ 移動相 を用い た高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー逆相固定相の 保持挙動 889

87

　
　
　

6
　

　
　

5
　

　　
△τ
　

　

3
　

　
　

2

　

⊆

冱
＼

oE

＝

⊆
o
覇

器
ぢ
匡

10

　 0

Stop　 periQd
of 　e正ution
一

1

…
…

1

20　　　　　　40　　　　　　60　　　　　　80

　　 Eiution　tlme ／h

100

Fig・2　　Retention　behavior　of 　O1）S（10）and 　ODS （22）
under 　lOO％ aqucous 　conditions

Conditions ： stationary 　phase，　ODS （10）and 　ODS （22）；
Qther 　conditions 　as　in　Fig．　1．　［］： ODS （10）　and

thy 磁 ne ；■ ： ODS （10＞and 　sQdium 　nltrite ；△ ： ODS

（22＞and 　thyIn 孟ne ；▲ ：ODS （22）and 　sodium 　nitr 孟te
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Fig，3　 Retentk〕n 　behavior　of 　TMS （13）TMS （6）and

TMS （3）under 　100％ aqueous 　conditions

Conditions： stationar ア phase，　TMS （13）TMS （6＞and

TMS （3）；sample ，　 thymine ； other 　condit 重ons 　as　in　Fig．
1．　口 ： TMS （ユ3）； △

： TMS （6＞； and 　thymine ； ○ ：

TMS （3＞

g で あ り， 0．5g の 重 量 差で あっ た．また後 半の 操作 に お

い て 送 液 ポ ン プ停止後圧 力表示 が OMPa に な っ て か ら，

検出器 フ U 一セ ル 出口 よ り溶出する 移動相をメ ス シ リ ン ダ

ーを 用 い て 測定 した，こ の 溶出量 は 0．5　ml で あ っ た．こ

れ ら の 結 果 は まさ に 充壥剤細孔内か ら移動相が 亜硝酸 ナ ト

リ ウ ム の 溶出時 問 の 減少分 だ け抜 け 出 し て い る こ と を示唆

して い る．更 に後述する カ ラム 温度も考慮 に入れ 以下 の よ

うな結果も得られた．ア セ トニ トリル
ー
水 （70 ：30）移動

相 で ODS （10）カ ラ ム を平衡 に し た 後，カ ラ ム 温度 を ユ0℃

に設定 し，カ ラ ム 温度 以 外 は Fig．1 と 同 じ条件 で 1 時間

通液 し，送液 ポ ン プ 停止 後 カ ラ ム 入 り口 の み に 密栓 を し

19 時間放置 した．そ の 後 カ ラ ム 温度 を 40℃ ま で 上 昇 さ

せ，カ ラ ム 出口 よ り溶出する 移動相 をメ ス シ リ ン ダーを用

い て 測定した．その 結果，温 度上 昇 に よ り溶出 した 移動相

は 約 O．4　ml で あ っ た．こ の 実 験 条件 で は 1  ℃ か ら 40℃

の 温度変化 の み で あ り，カ ラ ム 内は 大気圧 で あ る．水 の 温

度 に よ る体積 膨 張 を 考慮 に入 れ て も，O．4　ml 近 くの 空 間が

カ ラ ム 内 に 発 生 した こ と に な る．こ の 約 0，4ml の 容 積 は

そ れ ぞ れ の 温度で の 最も短 くな っ た 亜 硝酸ナ トリ ウ ム の 溶

出時間の 差 に 相当する．以後同様に 水 100％ 移動相を用 い

た保持 の 減少 は ，すべ て 亜硝酸ナ ト リ ウ ム の 溶出時間が 減

少 して い る．水 100％ 移 動 相 通 液 前 は有 機 溶 媒 を含 む移 動

相 を用 い て い る た め，水 100％ 移動相 に切 り換 え る前 は充

嗔 剤 細 孔 内に は移 動相 は 満た され て い る．切 り換 え直後 は

細 孔 内の ほ と ん どは水 100％ 移 動 相 に置 換 され て お り，時

間の 経過 と と もに細孔外 へ 抜け始め る と考えられ る．

　3槍 　細孔 径の影響

　Fig．2 と 3 に は細孔径 の 異 な る ODS と TMS （トリ メ チ

ル シ リ ル 基）の 保 持 の 変化 を比 較 した．Fig．2 よ り 10．4

nm の 細孔径 の ODS （10）は保持時 間 が 減 少 して い る が，

21．9nm の 細孔径 の ODS （22＞は
一・

定 の 保持時問 を示 した．

ODS （10＞で は 大 き く保持時間が減少 して い る通 液 停止 後

も，ODS （22＞は全 く保持時聞 は変化 して い な い ．通 常 の

低分子分析用に は 10　nm 前後 の 細孔径 の ODS （10）充槇剤

が
一

般的に 用い られ，20nm 以 上 の 細孔径 を有す る ODS

（22＞充嗔剤 は，タ ン パ ク 質な どの 巨大分子分析用 に用 い

られて い る．後者 ODS は細孔径が大きい ため，比表面積

が 小 さ くな り，低分子試料 は 比表面積 に 保持 が ほ ぼ 比例す

る こ とか ら，比表面積が小さい 分低分子試料 の 保持が 減少

す る な ど不利な点が多 く，低分子分析用 に用 い られる こ と

は ほ と ん どな い ．しか し水 100％ 移動相 を用い た 場合 は
，

こ の ODS （22）は細孔径 が 大 きい こ と に よ り，移動相 が 時

間の 経 過 と と もに抜け出 る こ とが な く，亜 硝酸 ナ トリウ ム

もチ ミ ン も溶 出 時 間 及 び保 持 時間が
一

定で あ る．Fig．3 は

TMS の 比 較 例 で あ り ， 通 液停止 後 の 保持時間の 大きく変

化す る条件で の 保持時聞 の 変 化 を プ ロ ッ ト して い る．1 時

聞 通液後 IS 分 間 通 液停止 し，そ の 後 再 度 通 液 開 始 し 30

分 通 液後 の 保持時間 を測定 し た ．次 に 1．75時間通 液停 止

し合計 2時間通液停 止 後 の 保持時聞を同様 に 測定 し，最

後 に 合 計 20 時問後 を測定 し た．TMS （13 ）は 保持時 間 が
一

定 で あ る が，TMS （6）は大 き く減少 して い る ．また，　 TMS

（3＞に つ い て は ， チ ミ ン の 保 持時間が水 100％ 移動相 に 切

り換 え直後か ら 1．25 分 で あ り，Fig．3 に は 示 して い な い
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が 亜 硝酸 ナ ト リウ ム の 溶出時 間 が 初期 か ら L20 分 で あ る

こ とを考慮す る と，S・nrn の 小 さ な細 孔径 で は 水 100％ 移

動相 切 り換え直後 か ら，細孔 内に は 移 動相 が満 た され て お

らず ， 細孔 内で の 試料 と固 定相 の 相互作 用 は起 こ っ て い な

い と結論づ けられる．こ の Snm の 細孔径 の TMS （3）で も，

ア セ トニ トリル
ー
水 （70 ： 30）の よ うな 十 分 に有機溶 媒濃

度 の 高 い 移動相 で は，TMS （6） よ りも高 い 保持を示 し，細

孔内に移動相 は 満 た され て い る こ とが 確認され て い る ．

　 こ れ らの 結果か ら，水 100％ 移動相 を用 い た 場合 の 保持

時問の 再現性 は，細孔径 に よ り大 きな差が生 じ，細孔径 の

大きな充墳剤 を用 い れ ば，水 LO〔1％ 移動柑 で も保持時間が

一
定の 分析が 可能 と な る こ とが 示 さ れ た．ま た，低分子用

分析用 と して 用 い られ る 細 孔径 の さほ ど大 き くな い

TMS （13）で も，水 100％ 移動相 で 保持 の 変化が な く高 い

再現性が 得 られ て い る こ とか ら，固定相 の 種類，例 え ば ア

ル キ ル 鎖長 に よ り，水 100％ 移動相 は抜 け 出 る細孔径 の 大

き さ は異 な る こ とが 示 さ れ た．TMS は ODS に比 べ 疎水性

が 低 い た め，よ り小 さ な細孔 径 の 充嗔 剤 で も水 100％ 移動

相 で 保 持 の 変化 が ない と 考 え られ る．

　 3・3　温度 の 影響

　Fig．4 と 5 に は ODS （10）及び Cso（le） （1・リ ア コ ン チ ル

基）を用 い た場合 の それ ぞれ の 温度で の 保持 の 変化 を示す，

ODS （10）は 30℃ と 40℃ で 通 液 中 に も保 持 時 間 は 減 少 し

て い る が ， 20℃，ユ0℃ 及 び 5℃ で は 通 液 中 に は保 持 時 間

の 変 化 は な く ， 通 液停 止後の み 保持時 間 は 減少 し て い る ．

また，温度が低けれ ば低い ほ ど保持時間の 減少度合い は 低

く，10℃ 以 下 で は 通液停止 後 で も 10％ 以 下 の 保持時問の

減少で あ り，事実上 使用 h∫能で あ る と考 え られ る ．また，

カ ラ ム 温 度 を 30℃ 未 満 に設 定 し水 ユ00％ 移 動 相 に 切 り換

えた 後 ， 連 続通 液 して 用 い れ ば ， 今 まで使 用不 可 能 と考え

られ て い た結合密度の 高い ODS （10）で も水 100％ 移 動 相

条件で ，再 現性 の 高 い 分 析が 可 能 で あ る．C ／m （正0）は 40℃

で 連続通液 した 場合 i50 時 間 以 上 保持 の 変化 が な い こ と

が 確認 さ れ て い る が，通液停止後 は Fig．5 に示す よ うに

5％ 保持が 減少 して い る．GB 。（10＞ は ODS （10＞ と比 較する

と，Tablc　 l から細孔径及 び 炭素含有量が ほ ぼ 同 じで ある

こ とか ら疎水性 も同程度で ある ．しか しそれに もか かわ ら

ず，Gse（］O）は 40 ℃ の カ ラ ム 温度 で 高い 保持 の 再現性が 得

られる ，こ の こ とは 同じ細孔径 で あ っ て も固定相が 異なる

と，細孔内か らの 水 100％ 移動相 の 抜け出 し方が 異なる こ

と を 示 し て い る ．Clo（10）の 80℃ の 保持時間 の 変化 は

ODS （10）の 40℃ の 場合 に，また （］3U （10）の 40℃ の 保持時

間 の 変 化 は ODS （10）の 5℃ の 場 合 に 非 常 に よ く似 て お り，

（］so（10） は ODS （10）よ り約 40℃ 高い 温 度 で 同 様 な保持挙

動 を して い る。炭 素 数 30 の 炭化水素 で あ る トリァ コ ン タ

ン （C3。H 面 と炭素数 18 の オ ク タ デ カ ン （C：lsHss ） の 融

点 は，それ ぞ れ 68 〜69℃ と 29〜30 ℃ で あ り，約 40 ℃

の 差 が あ る．固定相 と して シ リ カ 担体 に ア ル キ ル 基 が 結合

して い る 場合 は，こ れ らの 融点の 値が そ の ま ま適用 で き な

い と考 え られ るが，ア ル キ ル 基が シ リ カ担 体 に結 合 し融 点

が ず れ た後 も，同様 に 40℃ の 差は春在 す る と 考 え られ る ．

こ の 40 ℃ の 温度差つ ま り融点の 差，言 い 換 えれ ば ア ル キ

ル 基 の 自由度の 差が，保持時間の 挙動 に 関係 して い る と推

察 され る ，固 定相 は 融 点前後 で 液相 と 固相 に 変 化す る ．
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Fig．6　Retention 　behavior　of 　ODS （10）u 憲lder 　both
watcr 　and 　phosphate　buffer 　conditions

Conditions ：   obile 　phase，　water 　and 　lO　mM 　sodium

phosphate （pH 　7，0）； other 　conditions 　as　in　Fig．　 L

口 ： 10mM 　sodillm 　phosphatc （pH 　7，0）and 　thymine ；

圏 ： 10mM 　sodiuIn 　phosphate〔pH　7．0）and 　sudium

nitrite ；△ ； water 　and 　thyminc ；▲ ： water 　and 　sudium

nitrite

「

Fig．4 の 結 果 か ら， 水 100 ％ 移動相 が細孔内か ら抜 け 出す

た め に は ， 固定相 が液相 で ある ほ うが 容易で ある と推測さ

れ る ．した が っ て ，融点 の 高い Ca．o は細孔内か ら移勤相が

抜 け出 し に くく，保持時間の 再現性 が 高くな る ．

　3・4　移動相 の 影響

　Fig．6 に は 10mM リ ン酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （pH 　7．0）

と 水 の み を，そ れ ぞ れ 移動相 と して 用 い た 場合 の ODS

（10）に よ る保持の 変化 を示す．10mM リ ン 酸 ナ i・リ ウ ム

緩衝 液 に比 べ 水 の み の 移 動相 の 場合 は，チ ミン と亜 硝 酸 ナ

トリウ ム 両試料共通液開始時点か らそ れ ぞ れ保持時間と溶

出 時 間が短 く，水 の み の 移 動相は 移 動相置換直後 よ り細 孔

内 に 移 動 相 が 十 分 に 入 り込 ん で い な い こ と を示 唆 して い

る，ま た ， 通 液停 止 後は 両移 動相と も同 様 に大きく保持が

減少 した．こ の 緩衝液と水との 差は そ れ ぞ れ の 表面張力 の

差 に 起 因 して い る と考え られ る．リ ン 酸緩衝液 は 水 よ り低

い 表面張力 を示す．こ の 表面張力が 低い 分 リ ン 酸緩衝液 は

疎水性 の 固定相表面に な じみ や す く，そ の た め 水の み よ り

もこ の リ ン酸緩衝液は 充槇剤細孔内 に 人 りや すい と推測 さ

れ る．液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 水の み の 移 動 相 以 外 に

リ ン 酸塩 な どの 塩 ， 酸又 は ア ル カ リ な ど を添加す る こ とが

ある が，こ れ らの 添加物に よ り，水 100％ 移動相を用 い た

と きの 保持 の 変化 は 影響 を受け る ．再現性の 高い 分析 を行

うた め に は水 の み の 移動相 よ り，表面張力の 低い 緩衝液 を

用 い た ほ うが有利 で あ る．
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Stop　time　of 　elution ／h

ー

Fig．7　 Retelltion　behavior　of 　ODS （10）undcr 　water

conditions ： effect 　ofstop 　of 　elution

Conditions： m ｛⊃bile　phase，　water ； other 　conditions 　as

in　Fig・L

　 3 ・5　通液停止に よ る 影響

　Fig．7 に は 通液停 止後 の 保持時 間の 変化を示す ．水

100 ％ 移動相 に 置換後，通液 自体 を停止す る こ とに よ り保

持時 間が 大 きく減少す る．Fig．7 に 示 され て い る よ うに 数

分間 の 停止 時間で 保持 は 半分以下 に なっ た．Fig．3 の

TMS （6） も同様 な結果 を示 して お り，TMS と ODS ，水 と

リ ン 酸緩衝液の 差 は あ る が ，15分前後で 半分以下 の 保持

に な っ て い る．通液中は カ ラ ム 内 に 5MPa 前後 の 圧力が

か か っ て い る が，通液停止 後は 大気圧まで カ ラ ム 圧 は低下

す る ．Fig．4 に 示 さ れ て い る よ うに 温度 30℃ 未満 で 通液

中に保持 が変 化 しな い の は，細孔内か ら水が 抜け幽よ うと

す る力 よ りも，通 液 中の 充嗔剤 まわ りの 圧 力の ほうが 高 い

た め で あ り，反対 に 通 液 停止 後 に 大 気圧 まで 下が る と，細

孔内か ら抜け出 よ うとす る力の ほ うが 勝 る ため 数分間で 抜

け出 て しま うと考え られ る．また，細孔径の 大きな充嗔剤

につ い て は，大 きな細 孔 ほ ど細 孔 内 か ら水が 抜 け 禺 そ うと

す る力 が弱 く， 大 気圧 の ほ うが 勝っ て い る ため，細 孔内か

ら抜 け 出 な い と考 え られ る．一
度 保 持 が 低下 し て し ま う

と，再 度 高流 量 で 20　MPa 以 上 の 圧 力 を カ ラ ム にか け て も

保持 が戻 る こ とは な く，細孔内か ら
一

度水が 抜け出す と 容

易 に は再 び 細孔内へ 入 り込 め ない こ とが 示 さ れ た．10 時

問以 ．hの 通液停 止 後 は ほ ぼ 定常状態 に な り，そ の 後更 に 保

持 が 減 少 す る こ とが な い た め，例 え ば Table　 l の ODS

（10）を用 い て カ ラ ム 温 度を 10℃ 以 下に 設定すれ ば，初期

の 保持時 間 の 90％ 以 上 の 保持 時 聞を保 っ て い る た め ，事

実上 水 100 ％ 移動 相 が か な り高 い 再 現 性 を保 ち なが ら使 用

可能 で ある，

　 以 上 述 べ て きた よ うに，逆相固定相 に よ る 水 100 ％ 移動
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T 盈bie　l　Properties　ofstationary 　Phases

S 亡ationarv

phase 　name
Packings．

　Specific
3urtace 　areaf
　 　 2　　 ［

　 雌 g

Pore 　VOIU 【ne 〆
　 　 　

．
】

　 mt 　9

Pore　diameter ／　Cai’boll　coiltent ，　 Ligand 　density／
　 　 nm 　 　 　 　 　％ 　 　 　 　 umdm

−2

ODS （10）
ODS （22）
Cso（10）

TMS （IS＞

TMS （6）
TMS （S）

Develosil　ODS −UG −5
Develosil　3000DS −H （｝5
Deve’losil　G30 −UG −5
Develosi玉TM ＄UG −5
Develosil　60TMSUC ト5

Develosi130TMS ．UG ．5

163113176223331s67o．580
．800
，60G
．930
．650
．S1

4949550102631211 18．411
．418
．04
．76
，ヨ

8，8

3．23
．41
．84
，84
．14
．1

相 を用 い た と きの 保 持 の 再 現性 は，充 槇剤細孔径，固定相

の 種類，温度及 び移動相の 添加物の 種類 な どに よ り影響さ

れ，そ れ ぞ れ の 要因が 複雑 にか か わ っ て い る．従来言 わ れ

て い た ア ル キ ル 基 の 寝 込 み に よ る 固 定相 の 変 化 は ，水

100％ 移 動相 を用 い た と きの 保持 の 減少 とは 直接的 に は 関

係 が な い と考え られ る．TMS 固定枳 の よ うに 炭 素数 1 で

ア ル キ ル 基 の 寝 込 み は起 き得 な い と考 え られ る 鬪 定 相 で

も，平均細 孔 径 が 小 さ い 場 合 は ODS 固定相 と同様 に 保持

の 減少 が 観察 さ れ た、ま た，1｛〕％ 有 機 溶 媒量 の 移 動 相 を

用 い 分析 後，水 100％ で カ ラ ム 洗 浄 し，再 度 元 の 移 動 相 に

戻 す操 作 をす る場 合 ， 水 100％ 移 動相 に よ りア ル キ ル 基 が

寝込 ん で い る と き に は，速 や か に復 元 させ る た め に 50％

以 上 の 有 機 溶 媒 量 の 移 動 相 の 通 液 が 必 要 で，10％ 前 後 の

有機溶媒量の 移 動相で 復元 させ る に は
， 非常に 長 い 通 液時

間 が か か る と報告
L）
さ れ て い る．しか し平均細孔径 21．9

nm の ODS （22＞ を用 い た 場 合，水 10〔｝
o
／o 移 動 相条件 で も

高い 保持 の 再現 性 が あり， そ の 後 メ タ ノ
ー

ル
ー
水 （10 ： 90 ）

の 移動相 に 切 り換えて も，20カ ラ ム 容量程度 の 移動相 の

通液 に よ り，そ の 移動相で の 平衡 は 簡単に 達成 され ，水移

動相 を通液す る 前 の 状態 に 速や か に 戻 る ．こ の ODS （22）

に おい て も，水 1 0％ 移動相 に お い て は ア ル キル 基の 寝込

み現 象 は 起 こ っ て い る 可 能性 が 高い と考え られ る が ，ア ル

キ ル 基 が 寝込ん だ状態で ，有機溶媒量 の 低 い 移動相に 切 り

換えた と きで も，固定相 と移動相 の 平衡は 比 較的速や か に

達成 さ れ る ．つ ま り従来言わ れ て い た，ア ル キ ル 基 の 寝 込

み に よ り水 100％ 移 動 相 条 件 で 保 持 が 減 少 す るの で は な

く，充槇剤細孔内か ら移 動相 が抜け出 し，移動相 と固定相

の 接 触 して い る分 離 の 場 が減少 す る た め，そ の 結 果 と して

保 持 が 小 さ くな る と考 え られ る．また，こ の 考え方の ほ う

が 実験結 果 に よ く当て は ま る．

　今 まで 示 し た 図に は 連続通液時間が 72時間前後 で ある

が ，120 時間に 連続通液時間 を延長 し て も，72時 問以 降

の 保持時間は ほ ぼ 同 じで あっ た．ま た，笑際の 分析中に は

移動相や 試 料中に含 ま れ る極 微 量 の 不純 物 が ， 水の 多い 移

動相 ほ ど固定相 に吸着 しやす くな る た め，信頼性 の 高い 分

析 を 行うた め に は 24 時 間 ご とか ら
， 長 くて も 72 時 間 ご

との 洗浄が 必要 に な る．した が っ て ，実用的に は 72 時間

の 再現性 を有 し て い れ ば ，十分 信頼性 の 高い 分析 が で き る

こ と に なる。

　 3・6　逆相固定相 の 水 100 ％ 移動相使用 に 関する 検討

　逆相固定相 は メ チ ル 基からオ ク チ ル 基，オ ク タ デ シ ル 基

と疎水性 の 高 い 結合相 を有 して い る こ と を 特徴 と し て い

る．こ れ ら固定相の 疎水性表面上 に は，水 の よ うな極性 の

高い 溶媒 は表面張力 な どの 物性 が 関与 し，反発 しあ い 接触

面積 が小 さ くな る よ うに作用 す る．した が っ て ，固定相内

に極 性 基 を含 み 固 定 相 そ の もの の 疎 水 性 が 低 くな っ た も

の ，又 は ア ル キ ル 基 の 結合密 度 を下 げ固定相 の 疎水性 を
．
ド

げ た もの は，こ の 反 発 作 用 が低下 し，水に な じみや す くな

っ た と考 え られ る．また，充嗔 剤 の 細 孔 径 も逆 相 固定 相 表

面 一ヒ と水 と の な じみ や す さ ， 又 は逆 の 反発 作用 に 関与 し ，

綱孔径 が大 きい ほ ど水 との な じみや す さが 増大す る．更に

固 定相 の 種類 に よ り水 と の な じみや す さは変 化 し，ア ル キ

ル 基 が 短 く疎水性の 比 較的低 い TMS 固定相 は
，

ア ル キ ル

基 が 長 く疎水性 の 高 い ODS 固 定相 に比べ ，よ り小 さ な細

孔径 に お い て 水 とな じ み や すくな る．ま た，逆 に C ．a。 の よ

うな 長い ア ル キ ル 基 の 固定相 は，融点が 高 く固定相が 固相

と して 働 くた め ，ODS 固定相 よ りも水 に な じみ や す くな

る と考 え ら れ る．

　従来水 IOO％ 移 動相 で は再 現性 の 問題 か ら使用 で きない

と考 え られ て い た C8，0DS 固定相 で も，細孔径 の 大 きな

充嗔 剤 を用 い れ ば再 現 性 の 高 い 分 離 が 可 能 で あ る，こ の 場

合 比 表面 積 も Fが る た め，大 きな保 持 は期 待 で きない ．ま

た ， 固定相 の 融 点 の 考察か ら ， ODS 固 定相 で も設 定温 度

を ドげ れ ば，また 40℃ 前後 で も融点 の 高 い C ／、u 固 定相を

用 い れ ば ，大 きな保持を保 っ た ま まで 再現 性の 高い 分離が

可能 とな る．
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要 旨

　水 100％ 移 動相 を用 い た場合 の 逆柑固定相 の 保持挙動を評価 した．水 100％ 移動相をカ ラム に通液す る と

核酸塩 基 な ど の 試料 の保持 は 時間の 経過 と と もに，また一
度通液 を停止 した後 に保持時問が 短 くな り，この

と きの カ ラ ム の 重量差 か ら水 が 充嗔剤から抜 け出して い る こ とが 示 さ れ た．水 100 ％ 移動相 を用い た 場合の

保 持 の 減少 は充槇剤 の 細孔 か ら移動相が抜け出 し，その 結果移動柑 と固定相 の 接触 して い る分離の 場が 減少

す る こ と に よ り起 こ る こ と が 推察 さ れ た．細孔径，固定相 の ア ル キ ル 鎖 長，カ ラ ム 温 度又 は 緩 衝 剤 な ど に よ

り保 持挙動 は大 きく変化 し，22nm 以 上 の 細孔径 の 大 きな 固定相 で あ れ ば，水 IOO％ 移 動相 条件で も再 現 性

の 高い 保持が 得 ら れ た ．また，長 い ア ル キ ル 鎖長 の Cs。 闘 定 相 は 10　nm の 細 孔 径 で も 同様 に再 現 性 の 高 い

保持が 得 られ た．固 定相 や 移動相の 様 々 な条件 を変 え る こ とに よ り，一般 的 な 逆 相 固 定 相 で も水 100％ 移 動

相条件下 で再現性 の 高い 分離が可能で あ る こ とが 示 さ れ た，
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