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エンドフィッティング

カラムの構造

フィルター 配管フェラル

押しねじ

カラム本体

カラムの材質

カラム本体：SUS316

エンドフィッティング：SUS316

フィルター：SUS焼結フィルター

充填剤を高圧充填している

ODSの構造と特性

接続の種類

ウォーターズ接続：約3.5 mm

島津接続：約2.3 mm
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シリカゲル基材

拡大

物性値（L-columnシリーズ）

平均粒子径：1.5～10μm（2，3，5μm）

平均細孔径：8～12 nm（12 nm）

比表面積：250～500 m2/g （340 m2/g）

細孔容積：0.8～1.2 mL/g （1.1 mL/g）

ODSの構造と特性
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29Si NMR ２）IR 3550cm-1 ３）IR 3750cm-1 ３）

活性、反応性が高い２）活性度が低い１）酸性で活性、反応性が高い１）

ジェミナルシラノールビシナルシラノール孤立シラノール
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■ 孤立シラノールの多いシリカゲルから合成されたODSは、

塩基性化合物に対する吸着が強い１）

■ 孤立シラノールの割合はシリカゲルの合成条件によって異なる１）

1) J.J.Kirkland etc., J. Chromatogr., 352 (1986) 275.

2) M.L.Miller etc., J. Chromatogr., 319 (1985) 9.

3) K.K. Unger, Porous Silica, Elsevier, Amsterdam, 1979.

シラノールの種類と性質

ODSの構造と特性
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： CH2 or CH3

： 水素

： Si

： 酸素

： シラノール

C18H37 Si

CH3

CH3

Cl

シリル化反応

一官能性ODSの構造

ODSの構造と特性
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C18H37 Si

Cl

Cl

Cl

シリル化反応

： CH2 or CH3

： 水素

： Si

： 酸素

： シラノール

三官能性ODSの構造

ODSの構造と特性
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エンドキャッピング

： CH2 or CH3

： 水素

： Si

： 酸素

： シラノール

CH3 Si

CH3

CH3

Cl

残存シラノール

トリメチル
シリル化

ODSの構造と特性
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ODSにおける保持機構

： CH2 or CH3

： 水素

： Si

： 酸素

： シラノール

＜ 二次的相互作用
シラノールとの相互作用

保持機構を
複雑化する

NH2

金属不純物

OHO

金属不純物との相互作用

疎水性相互作用
(本来の保持機構)

ODSの構造と特性
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カラムサイズ:4.6×150 mm, 5μm;   移動相:CH3CN / 25 mM リン酸緩衝液 pH7 (3/7)；
流量: 1 mL/min; 温度: 40℃; 検出: UV 220 nm;   試料: in CH3CN,1μL

塩基性化合物分析によるカラム評価

min

1                                           2

0 10 20

L-column ODS

L-column2 ODS

F-2

D-1

E-1

C-3

 

O
OH

N
H

CH3

CH3

 
N
H

CH3

1.プロプラノロール50 mg/L

2.マプロチリン500 mg/L

ODSの構造と特性

ピークテーリングの程度によりエンドキャッピングの優劣が分かる
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カラム： 5 μm, 4.6×150 mm 移動相: CH3CN / 20 mM H3PO4 (40/60)

流量:1 mL/min; 温度: 40℃;  検出：UV 254 nm

試料:0.5 mg/L ヒノキチオール in CH3CN, 10 μL

O

OH

ヒノキチオール

Brand F-2

Brand D-1

L-column2 ODS

L-column ODS

0 2 4 6 8 10

配位性化合物分析によるカラム評価

min

ピークテーリングの程度により基材シリカゲルの純度と
エンドキャッピングの優劣が分かる

ODSの構造と特性
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移動相

逆相HPLCの移動相は有機溶媒系と水系の混合した
ものが良く用いられる

•有機溶媒系
アセトニトリル：高価だがカラム圧やUV吸収が低い
メタノール：安価だがUV吸収がある
テトラヒドロフラン：溶出力は大きいが、PEEK樹脂を膨潤させる
イソプロパノール、エタノール：溶出力は大きいが、カラム圧が高い

•水系
水：解離性化合物には不向き
リン酸：緩衝能が高いがLC/MSで使用できない
ギ酸：UV吸収がある
酢酸：UV吸収がある

移動相
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HPLC用アセトニトリル

・ 吸光度、相対蛍光強度、グラ
ジェントの規格があり、低波長
(250nm以下)での吸光度が低
い

有機溶媒の規格によるUV吸収の比較

0

0.5

1

1.5

2

200 220 240 260 280 300 320 340

特級メタノール

HPLC用メタノール

HPLC用メタノール

・ 吸光度、相対蛍光強度の規格
があるが、グラジェントの規格
はない

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

200 220 240 260 280 300 320 340

特級アセトニトリル

HPLC用アセトニトリル

吸
光

度
吸

光
度

波長

波長

移動相



15

水に不純物が含まれていると、ベースラインが上昇し
たり、ゴーストピークが出現する

水の規格によるベースラインの比較

0 10 20 30

イオン交換水

HPLC用蒸留水

Mili-Q

精製水

カラム ： L-column ODS 5μm，4.6×150 mm； 検出：UV 210 nm

移動相：HPLC用アセトニトリル/水（10/90→100/0 0 → 30 min) ； 流量：1 mL/min

移動相

min
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移動相の脱気

脱気を行なわず気泡が発生する事によるトラブル

・ポンプ内 → 保持時間の変化、送液不良

・検出器内 → スパイクノイズ、ベースラインの変動

脱気方法

・アスピレータを用いた減圧脱気

・高分子膜を用いたインライン減圧脱気

・ヘリウムガスのバブリングによる脱気

移動相
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緩衝液とは

弱酸＋共役塩基 H3PO4 と H2PO4
－

（弱塩基＋共役酸 NH3 と NH4
＋ ）

弱酸と共役塩基が共存（1：1のときが最大）

ｐH が 弱酸のｐKa±約1の範囲

H3PO4 H2PO4
－＋H＋

緩衝作用が働く条件

例：リン酸緩衝液（ｐH=1.83付近のとき）

溶液に酸または塩基を加えた時や希釈した時に、pHの変化を
緩和する作用をもつ溶液を緩衝液（buffer solution）という

緩衝液
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0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

リン酸の解離、非解離状態の存在率

（リン酸のpKa 1.83 6.43 11.46）

リン酸緩衝液はpH 4と9付近では緩衝能を持たない

存
在

率
（
％

）

pH

H3PO4 H2PO4
- HPO4

2- PO4
3-

緩衝液

HO-P-OH

OH

O
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緩衝能がない移動相の場合

• ピーク形状がひずむ（リーディング）

• 注入量によって保持時間が変動

• 再現性の悪化

緩衝液
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0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

1 安息香酸（100 mg/L)

2 メチルパラベン（100 mg/L)

カラム ： L-column2 ODS 5μm, 4.6×150 mm

移動相 ： (A) 20 mM KH2PO4 (pH4.4) /アセトニトリル（75 / 25）
(B) 20 mM 酢酸緩衝液 (pH4.4) /アセトニトリル（75 / 25）

注入量： 5 μL

(A) 緩衝能なし (B) 緩衝能あり

1

1

2 2

OH

O

OH

O

O
CH3

緩衝能の有無の比較（ピーク形状）
緩衝液

緩衝能のない移動相
ではピークがひずむこ
ともある
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カラム ： L-column2 ODS 5μm, 4.6×150 mm

試料 ： 1安息香酸（100 mg/L），2メチルパラベン（100 mg/L)

（A)20mM KH2PO4 (pH4.4) /
アセトニトリル（75 / 25）

緩衝能のない移動相
で分析すると

注入量が多くなるにつれ解離性化
合物は保持時間が遅くなる

緩衝能の有無の比較 （注入量の影響）
緩衝液

5μL
2μL
1μL

1

2
注入量

0 2 4 6 8 10

5μL
2μL
1μL

1

2
注入量

0 2 4 6 8 10

（B)20mM 酢酸緩衝液 (pH4.4) 
/アセトニトリル（75 / 25)

(緩衝能あり)(緩衝能なし)
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分離度ﾒﾁﾙﾊﾟﾗﾍﾞﾝ
の保持時間

安息香酸の
保持時間

分離度ﾒﾁﾙﾊﾟﾗﾍﾞﾝ
の保持時間

安息香酸の
保持時間

3.91

7.679

7.415

7.990

0.354

26.40

26.38

26.55

1.14

3.123

3.059

3.117

(B) 20 mM 酢酸緩衝液 (pH4.4)

1.972.282.53CV（％）

7.56718.753.636E4313

7.30118.793.541E4312

7.54319.523.725E4311

(A) 20 mM KH2PO4 (pH4.4)
ロット番号

緩衝能のない移動相では解離性化合物の
カラムのロット間のばらつきが大きくなる

カラム ： L-column2 ODS 5 μm, 4.6×150 mm

移動相 ： (A) 20mM KH2PO4 (pH4.4) /アセトニトリル（75 / 25）
(B) 20mM 酢酸緩衝液 (pH4.4) /アセトニトリル（75 / 25）

試料 ： 安息香酸（100 mg/L）、メチルパラベン（100 mg/L)
注入量 ： 2μL

緩衝液

緩衝能の有無の比較 （再現性）
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逆相HPLCで使用される代表的緩衝液

8.2～10.29.24ホウ酸

1.9～3.9

3.4～5.4

4.7～6.7

2.90

4.35

5.69

クエン酸

0.05～0.5％2.5～4.53.54○ギ酸

5～10 mM8.9～10.9

8.4～10.4

5.1～7.1

9.87（HCO3)

9.36（NH4+)

6.11（CO3
2-)

○重炭酸アンモニウム

5～50 mM1～2.8

5.4～7.4

1.83

6.43

11.46

りん酸

○

○

○

MS

＜10 mM8.4～10.49.36アンモニア

0.1～1.0％3.76～5.764.76酢酸

0.02～0.1％＜1.0トリフルオロ酢酸

推奨使用条件有効緩衝範囲pKa添加剤

（液クロ文の巻、及び化学便覧第5版より）

緩衝液
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緩衝液の調製方法

• 弱酸とその塩を等モルで混合するとpKa付近のpHの緩
衝液になる
例 10 mM酢酸緩衝液ｐH4.76（＝ｐKa）

酢酸0.3g（5 mmol）と酢酸ナトリウム0.41g（5 mmol）
を１Lの水に溶かす

• ｐＨメーターを見ながら調製する

• 計算で量を求める→pHメーターで確認する
例 25 mMリン酸緩衝液ｐH7.0

リン酸二水素カリウム1.36 g （10 mmol）とリン酸水素二ナト
リウム2.12 g （15 mmol）を１Lの水に溶かす

緩衝液
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緩衝液のノウハウ

• 用いるｐHで緩衝能がある緩衝液を使う（ｐH4前後の
リン酸は緩衝能がない）

• 緩衝液のUV吸収に注意が必要

• 塩の析出の恐れがある
有機溶媒と混合したとき

グラジエントのとき

移動相の交換時

• カラムの平衡化に時間を要する

• 緩衝液を使わない移動相を使うと、前の移動相の
影響が出る場合がある

緩衝液
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解離性化合物の分析法

• 緩衝液を使用する方法 （解離を調節）
解離平衡を安定化させて分析する

• イオンペアクロマトグラフィー
解離している化合物に、イオンペア試薬を添加し、イ
オン対を形成させて固定相に保持させる

保持の弱い化合物（水溶性ビタミンなど）
強酸性、強塩基性化合物（4級アンモニウム塩など）

解離性化合物
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0

50

100

1 2 3 4 5 6 7 8

ｐHによる安息香酸の解離、非解離状態の存在率

存
在

率
（
％

）

pH = pKa = 4.2

pH

pKaから 2小さいpHにすると解離状態は1％で保持が大きくな
り、ｐHのばらつきによる影響が低減され、再現性が向上する

COO-COOH

緩衝液を使用する方法
解離性化合物
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カラム：L-column ODS 5μm, 4.6×150 mm

移動相：アセトニトリル/25 mMリン酸緩衝液 (25/75)

試料：安息香酸

緩衝液を使用する方法（酸性化合物）

緩衝液のpHが変わると、解離平衡が移動し、
それに合わせて保持時間が変わる

解離性化合物

61.33.084.4

99.7

1.0

解離状態
(％）

1.856.7

6.652.2

保持時間
（分）

ｐH

緩衝液のｐHと保持時間

解離平衡が非解離側に移動すれば保持時間は長くなる

0 2 4 6 8

pH6.7

pH4.4

pH2.2
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0 10 20

緩衝液を使用する方法（塩基性化合物）

カラム：L-column2 ODS 5μm，4.6×150 mm ； 移動相：アセトニトリル/

25 mM リン酸緩衝液 pH7.0 (35/65)； 流量：1 mL/min； 温度：40℃；

検出：UV230 nm； 注入量：2 μL

min

緩衝液を用いることで溶質の解離平衡が一定となり、
シャープなピークが得られる

 
F NH

O

O
O

 

N
CH3

FO

CH3

N

 

CF3O
NH

CH3

1. Paroxetine (400 mg/L) 2. Citalopram (200 mg/L)

3. Fluoxetine (300 mg/L)

解離性化合物

1

2

3
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イオンペアクロマトグラフィー

C4H9 N+

C4H9

C4H9

C4H9 Br-

R SO3
-

C4H9

N+

C4H9

C4H9
C4H9

R SO3
-Na+

スルホン酸等はpHを酸性
にしても、解離を抑えるこ
とができない

イオン対形成
電荷を打ち消しあって
疎水性が増加する

解離性化合物

R1 N+

R2

R4

R3

X-
R SO3

-Na+

R1

N+

R2

R4

R3R SO3
-

第四級アンモニウム
イオンはpHで解離を
抑えることはできない

(1) アルキルスルホン酸
(2) 過塩素酸塩

テトラブチルアンモニウム
（TBA）ブロマイド
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カラム：L-column2 ODS 5μm, 4.6 x 150 mm 

移動相：アセトニトリル/水 (45/55，10 mM TBA-PO4)； 流量：1 mL/min；

検出：UV 430 nm； 注入量：1 μL

試料：1.α-ナフトールオレンジ， 2. アシッドオレンジ7， 3. アシッドオレンジ5

N N SO3Na

OH

N NOH SO3Na

N NN
H

SO3Na

1.α-ナフトールオレンジ

2.アシッドオレンジ7

3.アシッドオレンジ50 5 10

1

2
3

解離性化合物

イオンペアクロマトグラフィー（酸性化合物）

イオンペア試薬により理論段数と保持が向上する
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イオンペアクロマトグラフィー（塩基性化合物）

0 2 4 6 8 10

1

2 【HPLC条件】

カラム： L-column2 ODS (5μm, 4.6×150 mm)

移動相： (1) アセトニトリル/20 mMリン酸 (3/7)
(2) アセトニトリル/20 mMリン酸 (3/7)

＋10 mMペンタンスルホン酸ナトリウム
流 量： 1 mL/min
温 度： 40℃
注 量： 1 μL
試 料： ベルベリン

N+

O

O

OCH3

OCH3

min

N=3136
N=10826

第４級アンモニウム塩はイオンペア試薬により
理論段数と保持が向上する

解離性化合物
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イオンペア試薬

テーリング防止効果大100-200 mMHCｌO4過塩素酸Na

水に溶けやすい5-10 mMC12H25OSO3Nan-ドデシル硫酸Na

（SDS）

Cl、Br、OHなどの塩がある5～20mM（C4H9）4Nテトラブチルアンモニウム塩

（TBA）

○

○

MS

3≦n≦6

1≦n≦7

システムに残留しやすい

3≦n≦13

炭素鎖が長いと水に溶けにくい

備考

＜5 mM（CnH2n+1)2NHジアルキルアンモニウム

＜5 mMCnF2n+1COOHパーフルオロ酢酸

5-20 mMCnH2n+1SO3Naアルキルスルホン酸Na

使用濃度分子式添加剤

解離性化合物
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解離性化合物の分析のノウハウ

• 移動相には緩衝能がある緩衝液を使用

• 試料を非解離状態にすると保持が大きくなる

• イオンペア試薬はアルキル基鎖長や濃度（5～20
mM）により保持時間を変えることができる

• イオンペア試薬はカラムなどに残存しやすいのでカ
ラムを専用化する

緩衝液
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塩基性化合物のテーリング防止策

残存シラノールと試料が相互作用しないようにする

• 移動相
酸性移動相を使用する
イオン対試薬を使用する
アンチテーリング剤（アミン類）を使用する
移動相にメタノールを使用する
温度を高くする

• カラム
十分なエンドキャッピングのODSを使う

最も効果的で条件検討が容易

塩基性化合物のテーリング防止策
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カラム：L-column ODS
5μm, 4.6×150 mm

流量：1 mL/min
温度：40℃
試料：プロプラノロール

残存シラノールの解離が抑えられ、塩基性物質が残存シラ
ノールとイオン結合できない
ただし、保持が小さくなる

O
OH

N
H

CH3

CH3

CH3CN/25 mMリン酸緩衝液pH7（30/70）

CH3CN/20 mMリン酸（30/70）Tf=1.212

Tf=1.489

0 5 10 15

酸性移動相の使用

シラノール 非解離
プロプラノロール 解離

塩基性化合物のテーリング防止策
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0 5 10 15

カラム：L-column ODS
5μm, 4.6×150 mm

流量：1 mL/min
温度：40℃
試料：プロプラノロール

CH3CN/20 mMリン酸（30/70）

CH3CN/20 mMリン酸+5 mMヘキサンスルホン酸
ナトリウム（30/70）

CH3CN/100 mM 過塩素酸ナトリウム(30/70)

Tf=1.056

Tf=0.997

Tf=1.212

塩基性化合物はイオン対試薬と結合するた
め、残存シラノールと相互作用できない
ただし、カラムを専用化しなくてはならない

イオン対試薬の使用

塩基性化合物のテーリング防止策

シラノール 非解離
プロプラノロール 会合体
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0 5 10 15

カラム：L-column ODS
5μm, 4.6×150 mm

流量：1 mL/min
温度：40℃
試料：プロプラノロール

CH3CN/20 mMリン酸（30/70）

CH3CN/20 mMリン酸+5 mM トリエチルアミン(30/70)

Tf=1.092

Tf=1.212

添加アミン類が残存シラノールと結合するため塩基性化合物は
残存シラノールと相互作用できない
ただし、カラムを専用化しなくてはならない

耐久性が悪くなる

アンチテーリング剤の使用
塩基性化合物のテーリング防止策

シラノール 会合体
プロプラノロール 解離
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カラム：L-column ODS 5μm，4.6×150 mm

流量：1 mL/min； 温度: 40℃； 検出： UV 225 nm
試料：アミトリプチリン in CH3CN； Inj.vol.1 μL

Tf=1.174 CH3OH / 25 mMリン酸緩衝液 pH7 (80/20)

6 8 10 12 14

TF=1.972 CH3CN / 25 mM リン酸緩衝液 pH7 (55/45)

min

移動相にメタノールを使用

メタノールが残存シラノールと水素結合するため、塩基性
化合物は残存シラノールと相互作用できない
ただし、カラム圧は上昇する

塩基性化合物のテーリング防止策

シラノール 会合体
プロプラノロール 解離
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カラム：L-column2 ODS
3μm, 4.6×150 mm

移動相：CH3CN/25 mM リン酸

緩衝液 pH7（35/65）

流量：1 mL/min

試料：1.パロキセチン
2.シタロプラム
3.フルオキセチン 各2μL

温度を高くする

0 10 20

60℃

50℃

40℃

30℃

20℃

1 2 3

2 1 3
Tf3=1.806

Tf3=1.656

Tf3=1.458

Tf3=1.262

Tf3=1.117

温度が高くなると塩基性化合物と残存シラノールの間
の吸脱着速度が速くなり、テーリングが改善される
ただし、カラムの耐久性は低下する

CF3O
NH

CH3

3. フルオキセチン

塩基性化合物のテーリング防止策
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0 5 10 15

十分なエンドキャピングをしたカラムの使用

カラム： 5μm, 4.6×150 mm
移動相：CH3CN/25 mMリン酸緩衝液

pH7（30/70）
流量：1 mL/min
温度：40℃
試料：プロプラノロール

L-column ODS

L-column2 ODS

残存シラノールのほとんどないODSでは、中性緩
衝液でも良いピーク形状が得られる

Tf=1.161

Tf=1.489

塩基性化合物のテーリング防止策
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分離度 RS

分離度 RS は２成分の分離の程度を表す

k
kNRS
+

×
−

×=
1

1
4

　　
α

α
　　

は理論段数

は分離係数

は保持係数

N

k

α

0

0

t
tt

k R −=

1

2

k
k

=α

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

2/1

54.5
W
tN R

2/1W ピークの半値幅

Rt 保持時間

0t デッドタイム

分離の改善

RS ：分離度， N ：理論段数
α：分離係数， k ：保持係数
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0

0.4

0.8

1.2

1.6

2

0 5000 10000 15000 20000 25000

理論段数N のRSへの寄与

k
kNRs
+

×
−

×=
1

1
4

　　
α

α
　　

カラムを長くする

カラム長さ150 mm 250 mm
でN は1.67倍、RS は1.29倍

充填剤粒子径を小さくする
粒子径5μm 2μmでN は

2.5倍、RS は1.58倍

いずれも圧力の上昇を伴う

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

2/1

54.5
W
tN R

理論段数

分
離

度
R s

【モデル条件】
α= 1.2
k = 2.3

分離の改善
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粒子径を小さくする

57.2

23.5

4.0

P(MPa)

2.132154310.83μm, 2.1×150 mm, 0.4 mL/min

1.601281322.05μm, 2.1×150 mm, 0.2 mL/min

2.55306388.362μm, 2.1×150 mm, 0.5 mL/min

RS 6,7N7tR7 (min)粒子径，カラムサイズ，流量

【分析条件】 装置：Agilent 1200SL； 移動相：アセトニトリル/20mMリン酸（50/50）

温度：25℃； 検出：UV254 nm； 注入量：0.5 μL； 試料：1. p-ヒドロキシ安息香酸, 2. p-ヒドロキ
シ安息香酸メチル, 3.同エチル, 4.同イソプロピル, 5.同プロピル, 6.同イソブチル, 7.同ブチル

0 10 20

1

2

3

4 5 6 7

(A) 5μm, 2.1×150 mm, 0.2 mL/min

0 5 10

1

2

3

4
5 6 7

(B) 3μm, 2.1×150 mm, 0.4 mL/min

0 2 4 6 8 10

1

2

3

4 5 6 7

(C) 2μm, 2.1×150 mm, 0.5 mL/min

分離の改善
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0

1

2

3

4

1 1.05 1.1 1.15 1.2

分離係数αのRSへの寄与

k
kNRs
+

×
−

×=
1

1
4

　　
α

α
　　

分析条件の変更
移動相の種類、組成、温度、
ｐH、カラムなど

RS を改善するのには効果的

分
離

度
R s

分離係数α

【モデル条件】
カラムサイズ：4.6×150 mm
粒子径：5μm
t0=1.5
tR=5
N=12000

2

1

k
k=α

分離の改善
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有機溶媒の種類の変更

（a）メタノール/

10mM 酢酸アンモニウム (15/85)

RS（1,2）=6.576 α（1,2）=1.80

（b）アセトニトリル/

10mM 酢酸アンモニウム (10/90)

RS（1,2）=1.898 α（1,2）=1.21

カラム：L-column ODS 5μm，4.6×150 mm； 試料：サルファ剤

1 2

21

0 5 10

（a）

（b）

移動相の溶媒を変えることで分離が改善される場合がある

分離の改善
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充填剤の変更（C8）

S

N

N
CH3CH3

CH3

H

0 10

O

CH3
ClH CH3

3. Promethazine（11.5 mg/L）

4. Clemastine（20 mg/L）

C８に変更すると分離が改善される

カラム：A L-column2 ODS 5μm，4.6×150 mm
B L-column2 C8 5μm，4.6×150 mm

移動相：CH3CN/25 mM リン酸緩衝液 pH7.0 （40/60）
流量：1 mL/min； 温度: 40℃； 検出： UV 220 nm； Inj.vol.1μL

A

B 1 2 I.S. 3

4

3
1 2 I.S.

4

分離の改善
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保持係数 k のRSへの寄与

k
kNRS
+

×
−

×=
1

1
4

　　
α

α
　　

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0 2 4 6 8

保持係数 k

分
離

度
 R

s

保持時間を遅くする

移動相の有機溶媒と水の比率
を変えてk を調整する

k が 2程度まで有効

0

0

t
tt

k R −=

分離の改善
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移動相の組成を変えて溶出を遅くする

25％

20％

15％

10％

2＋3

2
3

2
3

2
3

0 10 20

Rs（2,3）=0.898 k（3）=0.885

Rs（2,3）=1.064 k（3）=1.473

Rs（2,3）=1.468 k（3）=1.606

Rs（2,3）=1.463 k（3）=5.104

カラム：L-column ODS 5μm, 4.6×150 mm

移動相：メタノール/10 mM 酢酸アンモニウム

メタノール比率

保持係数が2 （150 mmのカラムで約5分）以下のとき
は遅く溶出して分離させる

分離の改善
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0 5 10 15

カラム： A: 他社カラム 5μm, 4.6×150 mm
B: L-column2 ODS 5μm, 4.6×150 mm

移動相：CH3CN/25 mM リン酸緩衝液 pH7.0 （33/67）

高度にエンドキャッピングしたカラム

F NH

O

O
O

エンドキャッピングが十分なカラムへ変更する
ことで分離が改善される

1. パロキセチン

2. シタロプラム

A

B

N

FO

N

分離の改善

1

2
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分離の改善のノウハウ

分離の改善

• 理論段数を大きくすることは圧力の上昇を伴う

• 選択性を変えることが最も有効である

• 保持係数を大きくすることは2程度まで有効（150mm
のカラムで5分程度まで）

• ピーク形状が悪い場合、カラムを変えることが有効
である
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2μmODSカラム使用のノウハウ

• データサンプリング周期は流量、保持時間によって
最適化する

• デッドボリュームを最小にする

• プレカラムフィルターの使用は耐久性を向上させる

• 移動相及び試料はろ過する

2μmODSカラムの使用
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【分析条件】
装 置：Agilent 1200SL
カラム：L-column2 ODS 2μm

(2.1×50 mm) 
移動相：アセトニトリル/水（50/50）
流 速：0.6 mL/min
温 度：25℃
検 出：UV254 nm
注入量：0.5μL
試 料：1.ウラシル、2.ベンゼン

3.トルエン、4.ナフタレン

0.025s

検出器のデータサンプリング周期が長いと

保持時間の短いピークはブロードになる

1

2

3
4

0 1 2 0 1 2

1 2

3

4

0 1 2

1

2

3

4

minminmin

0.1s 0.8s

データサンプリング周期の影響
2μmODSカラムの使用
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データサンプリング周期

流量、保持時間により最適なデータサンプリング周期は異なるので適切な値
を選択する。ただし、増やしすぎるとノイズが大きくなる。

保持時間（min)

0.149

0.217

0.416

t0

(min)

0.9

0.6

0.3

3210.5

-0.050.0250.025

-0.10.050.025

0.20.10.10.05

流量（ｍL/min)

データサンプリング周期（sec）

データサンプリング周期の選択の目安（2.1×50 mm）

装置：Agilent 1200SL

2μmODSカラムの使用
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0 0.5 1 1.5

デッドボリュームの影響

装置：Agilent 1200SL
カラム：L-column2 ODS 2μm
2.1×50 mm
移動相：CH3CN/H2O（50/50）
流量：0.6 mL/min
温度：25℃
検出：UV254 nm
注入量：0.5μL
試料：1.ウラシル、2.ベンゼン、3.ト
ルエン、4.ナフタレン

セミミクロセル（配管0.12mmI.D.）

コンベンショナルセル（配管0.17mmI.D.）

869178856305795コンベンショナルセル

900986797272970セミミクロセル

N4N3N2N1

保持時間が短い化合物ほどセミミクロセルと
0.12 mmI.D.の配管が必要

1

2

3 4

2μmODSカラムの使用
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プレカラムフィルターの必要性

プレカラムフィルターの装着により耐久性が向上

【分析条件】カラム：L-column2 ODS 2μm (2.1×100 mm)； 移動相：アセトニトリル/水（60/40）；
流速：0.4 mL/min； 温度：40℃； 検出：UV254 nm； 注入量：0.5μL； 試料：ナフタレン

フィルター交換

2μmODSカラムの使用
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カラムを長持ちさせるためには

充填剤の劣化を抑える
• 移動相のpHは弱アルカリ性よりも酸性が良い

• 移動相の有機溶媒比率を高くする

• 緩衝液の濃度を薄く、無機系より有機系が良い

• カラム温度を低くする

カラムに不溶物を入れない
• 移動相や試料をろ過する

• 注入量を少量に抑える

• ガードカラムやプレカラムフィルターを使用する

• 定期的にカラムを洗浄する
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再現性を向上させるためには

カラム
• 残存シラノールの少ないカラムを使用する

• 定期的にカラムを洗浄する

分析条件
• 緩衝能のある緩衝液を使用する

• 注入量を少量に抑える
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水系100％に近い移動相

カラム：L-column2 ODS 4.6×150 ｍｍ

移動相：アセトニトリル/20 mMリン酸 (2/98)

水系100% に近い移動相でカラム圧を下げると、保持時間
が短くなるトラブルが発生する

保持の減少 保持の回復

ギ酸

酢酸

正常時

水系100％に近い移動相

ポンプ停止 移動相の置換
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保持の減少時正常時

水系100％に近い移動相

• 有機溶媒比率の高い移動相(50％程度）で置換する

• ポンプを止めずに分析する

• 保持の大きい化合物がカラム先端にたまっていくの
で、こまめに洗浄する

充填剤

細孔

移動相

充填剤
空隙

移動相

細孔から移動相が抜け出て表面積が小さくなるために
保持時間が短くなる

水系100％に近い移動相
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ODSカラムの洗浄方法

実施例：使用した移動相 メタノール/リン酸緩衝液（20/80）

カラム L-column2 ODS 4.6×150 mm

・塩を析出させない

・脂溶性の夾雑物を多く含む試料の場合、THFで洗浄する
・L-column シリーズの場合、カラムを逆向きで洗浄すること

も有効（ミクロカラム以外）

1．塩等を取り除いた移動相 ：メタノール/水 20/80

2．有機溶媒の濃度を上げた移動相 ：メタノール/水 60/40

3．有機溶媒100％で洗浄 ：メタノール 100％

カラム容量の20倍程度の量で洗浄する
（1 mL/minなら約30分間）

カラムの洗浄と保管
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プラグ（栓）をして保管

（温度変化の少ないところで保管）

長期間使用しない場合

カラムの洗浄方法に従って洗浄を行う

（最後はメタノールまたはアセトニトリルで置換する）

ODSカラムの保管について

カラムの洗浄と保管
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カラムの詰まりのトラブル

症状：カラム圧が上昇し、ピーク割れが発生

カラム：L-column2 ODS 3μm 4.6×150 mm

使用期間：2～3週間（300時間以内）

移動相：アセトニトリル/リン酸緩衝液ｐH6.5のグラジエント

試料：医薬品など

注入量：5～10μL

カラムの詰まりのトラブル
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劣化カラムの調査

洗浄前

N=7000、P=17.5MPa

洗浄後

N=8500、P=17.0MPa

フィルター交換後

N=17000、P=13.0MPa

カラムの入り口側のエンドフィット内のフィルターを交換するとカラ
ム性能が復活した

原因：カラムの入り口付近に不溶物が蓄積し、カラムが劣化した

試料由来？移動相由来？

カラムの詰まりのトラブル
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カラムの詰まりの防止策

試料由来

ろ過、注入量を減らす、ガードカラムの使用

移動相由来

作り直す、ろ過、ガードカラムの使用

中性のリン酸緩衝液ではバクテリアの発生が多い

作り直す、有機溶媒を添加、ろ過、ガードカラムの使用

カラムの詰まりのトラブル
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再現性を向上させるためには

＜トラブルシューティング＞
水系100％に近い移動相
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L-column2 C8 新発売

お知らせ
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L-columnプレカラムフィルター新発売

お知らせ
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展示ブースのご案内

ブースブースNoNo ５５BB--609609

お知らせ
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その他のご案内

• デモカラム
L-column, L-column2及びG-column を対象に、
購入前に最大2ヶ月間、分析条件や分離を試すこと
ができます

• ホームページのご案内
アプリケーションや技術資料など、最新の情報を掲
載しています

http://www.cerij.or.jp

• アンケートにご協力お願いします

お知らせ
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ご静聴ありがとうございました

アンケートは出入口の担当者にお渡しください


