
により
CLPHU / CLPH メソッド開発を

加速し、クロマトグラフィーの選択性
を最大化します

現代のすべての分析ラボでは、優れた所要時間とスループットで、正確で
再現性のある

 

CLPH

 

分析を実施することがますます重要になっています。

 

長期間にわたってメソッドを開発、検証、使用する必要がある研究所、ま
たはメソッドを世界の他の研究所に移転する必要がある研究所にとって、
頑健で堅牢なメソッドをより迅速に開発することは、現実的なビジネス上
の利点となります。

 

どちらの状況においても、クロマトグラフィーの選択性を
調べるために使用できる、多様なカラムケミストリーを用意することが有益
です。

         
          

        
        

           
           
         

          
          

         

新しい固定相化学
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CLPH  および CLPHU  で正確で再現性のある結果を得るための 2 つの
基本要件は、優れたピーク形状と分析対象間の適切な分離です。逆相
液体クロマトグラフィー (RPLC) における良好な対称ピーク形状はカラム、
移動相、およびサンプル溶媒、注入量、緩衝液の種類、強度などのその
他のさまざまなパラメーターを適切に選択することによって得られます。

 
  

分解能方程式と選択性、最も強力なパラメータ       
 

よく知られた形式の分離方程式 (式 1) は、カラム効率 (N)、保持 (k
)、および選択性 (α、または相対保持) の間の関係と、それらがピークペ
ア間の分離に及ぼす影響を説明します。 この方程式をグラフで表すと、
選択性の変化が分析対象物の分離に最も劇的な影響を与えることが
簡単に証明できます。 (図  1)

         
       
          

        
           

          
  

方程式 1. 効率、保持力、選択性を含む分離方程式

図 1. 分離度の方程式と分離度に対する a、N、k の相対的な寄与 ( sR )

図 2. k = 3.0 および 3.3 で溶出する分析物を 1 lm /分で実行した 05  mm 、5 μm カラムからのシミュレー
トされたクロマトグラム

図 3. 保持率の 07 .8% 増加によるシミュレートされたクロマトグラム (k)
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図 4. 効率 (N) が 07 .8% 向上した結果のシミュレートされたクロマトグラム

ここで、N1 と N2 はピーク 1 と 2 の理論段数、k1 と k2 はピーク 1 
と 2 の保持係数、α = k2/k1 です。

図 1 では、1, 00  < α < 1, 52  の領域では分解能と選択性がほぼ
線形であり、α 値が 1, 50  より大きい場合は線形であることが明確に
示されています。 

 
超高

純度の低金属含有シリカで作られた高品質カラムは、テ ーリングピー クや
フロンティングピークの原因となる、酸性および塩基性分析対象物の固定
相との二次相互作用を最小限に抑える上で重要な役割を果たします。

 一連の安定した独自の結合化学を超高純度のシリカ粒子と組み合わせ
ることで、メソッド開発プロセスをより迅速に、より包括的に、より効果的に
行うことができます。  さらに、1.7  などのより小さい粒子サイズのより短
いカラム形状を選択することによって、  2  および  3  μm  の粒子を使用する
と、分析対象物の「クロマトグラフィー選択性空間」の包括的なメソ ッド開
発と評価をより迅速に行うことができます。

μm  
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分離に対する選択性の影響は、N と保持 k の影響よりも支配的であり、
0005  プレートを超える  N  値と  5  を超える  k  値で影響が減少することが示

されています。

          
          

   

分離方程式におけるこれら 3 つの変数のそれぞれの影響は、シミュレート
されたクロマトグラムを使用して実証することもできます。 理論段数 3424  
を供給できる 05  mm 、5 μm カラムを考えてみましょう。 図 2 は、それ
ぞれ k 値 3,0 および 3,3 で溶出する 2 つの分析物の初期分離を示し
ています。 これらの k 値は、α 値 1,1 および解像度 1,2 に対応します。 
後続の図は、k、N (同じカラム形状の 5 μm から 3 μm 粒子への変更
と一致)、および α をそれぞれ 07 .8% 変更した結果と、それらの変更が
計算された分解能値にどのような影響を与えるかを示しています。

           
       

          
         

            
            
           

        
            

         
  

図 3 は、両方の分析物の k を 07 .8% 増加させた結果のシミュレー
トされたクロマトグラムを示しています。これにより、分解能は 8.3% し
か増加しません。

         
          

     

図 2 の元の分離を取得し、N を 07 .8% 増加すると、解像度が 
13 % 増加して 1.5 になることがわかります (図 4)。

最後に、図 2 の元の分離を取得し、α を 07 .8% 増加させると、解像
度が 575 % という劇的な向上をもたらします (図 5)。これは、これまでに
示した他の値と比較して大幅な解像度の向上です。

結論として、これらのシミュレーション結果とメソッド開発および分析全般か
ら考えると、クロマトグラフィーの選択性は分離方程式の中で最も強力な
項目であり、分析物の分離能を最大化するには保持率や効率よりもはる
かに効果的です。

選択性に影響を与える CL パラメータ    

CLPR  の選択性に影響を与えるパラメーターがいくつかあり、それらを表 1 に
示します。アイソクラティック分離の場合、固定相、有機溶媒の選択、移動
相の Hp  (イオン性分析物の場合)、および有機溶媒の % が選択性に最
も大きな影響を及ぼします。 選択性にあまり影響を与えないパラメーターに
は、カラム温度、バッファーの選択、バッファー濃度、および移動相添加剤の
選択と濃度が含まれます。 グラジエント分離の場合、グラジエント勾配 (Δ
% 有機溶媒/分) および機器グラジエント遅延ボリューム (別名ドウェル ボ
リューム) に加えて、これらすべてのパラメーターが選択性に影響します。

        
          

        
         

         
        

        
       

        
       

redynS  と共同研究者 [1] は、選択性を変更する能力の観点から、これ
らのパラメータの数について相対的なランク付けを提案しました。 その研究
やその後の他の出版物や実験から、分析物の相互作用のさまざまな保持
モード/メカニズムを備えたカラムを適用することが、 CLPR  で分離能を最適
化するための最も強力なアプローチの 1 つであることは明らかです。          

 1表 .  P CLPR  の選択性に影響を与える可能性のあるパラメーター

Parameter Options

Stationary phase C18/C8, phenyl, polar-embedded, cyano, PFP

pH pH 2 to 8 for most columns; 1,5 to 11,5 for base-stable phases such as ACE SuperC18

Organic modifier acetonitrile, methanol, acetonitrile/methanol blend (1∶1), 2-propanol, ethanol

% Organic modifier Most phases from 5 to 10% up to 95%; wettable phases 0 to 95%

Column temperature 10 to 60 °C for most columns at low pH, typically 40 °C max. for mid or high pH

Buffer choice Phosphate, formate, acetate, trifluoroacetic acid (TFA), formic acid, acetic acid

Buffer concentration Typically, from 5 to 50 mM

Additive concentration For ion-pairing reagents, concentration can vary from 2 to 100 mM

Gradient steepness The rate of % organic/min can be varied to adjust selectivity and resolution

Instrument delay volume Gradient delay volume can sometimes affect both retention and selectivity,
especially for early eluting components

図 5. 選択性 (α) が 70.8% 増加した結果得られるシミュレートされたクロマトグラム
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斬新な固定相: 独自の選択性と安定性を目指して設計

最新の C18 固定相との分析対象物の相互作用は、保持と分離の主な
メカニズムとして疎水性相互作用によって支配されています。 C18 は、さ
まざまなアプリケーション分野で使用される最も一般的な固定相です。 芳
香族、アミド、分極性基などのさまざまな化学部分を備えた他のタイプの
固定相には、πーπ 相互作用、水素結合、双極子間相互作用、形状
選択性などのさまざまな相互作用機構が存在する可能性があります。 こ
れらの他の固定相は通常、C18 とは異なる選択性を提供します。 C18 
の疎水性相互作用と安定性を、他の固定相化学による追加の保持メカ
ニズムと組み合わせることで、メソッド開発者に大きな利点をもたらします。
 現在では、分析物と固定相の間の複数の相互作用  (つまり、標準  C 18
 からの疎水性相互作用だけではありません)  を使用して、クロマトグラフィー

の選択性を最大化することが可能です。

フェニル、ペンタフルオロフェニル、シアノなどの多くの市販カラムには、シラ
ン構造の一部として短いアルキル鎖のスペーサー配位子 (エチル、プロピ
ルなど) が含まれています。 これらの短いアルキル鎖ベースの固定相は
疎水性が低下し、 CLPR  メソッドの開発が通常行われる低 Hp  での 
CL - VU  分析と CL - SM  分析の両方でブリードの増加を示します。

       
      

          
         

      

　　　　　　　　

 
2表 .

 
新しい固定相の仕様

 3表 . 6 つの相の分離メカニズムと相対的な相互作用の強さ。*

Phase Functional group Particle sizes Carbon load (%) Endcapped pH 100% aqueous 
compatibility*

USP codes

C18 Octadecyl 1,7; 2; 3; 5; 10 15,5 Yes 2 to 8 No L1

SuperC18 Octadecyl encapsulated 1,7; 2; 3; 5; 10 14,8 Encapsulated 1,5 to 11,5 No L1

C18-AR Proprietary octadecyl with embedded phenyl 1,7; 2; 3; 5; 10 15,5 Yes 2 to 8 Yes L1

C18-PFP Proprietary octadecyl with embedded PFP 1,7; 2; 3; 5; 10 14,3 Yes 2 to 8 Yes L1

C18-Amide Polar embedded amide 1,7; 2; 3; 5; 10 16,4 Yes 2 to 8 Yes L1/L60

CN-ES Cyano with extended alkyl spacer 1,7; 2; 3; 5; 10 12,6 Yes 2 to 8 Yes L10

*アイソクラティック条件およびグラジエント条件
下

分離メカニズムと相互作用の相対的な強さ
      

Bonded phase  双極子-双極子 水素結合 形状選択性

C18 **** – – * **

SuperC18 **** – – – **

C18-AR **** *** (供与体) * ** ***

C18-PFP **** *** (受容体) **** *** ****

C18-Amide **** – ** **** **/***

CN-ES *** * *** ** *

*注: 相互作用の強さは相対的な強度として示されており、4 つの * は非常に強いことを示し、3 つの * は強いことを示し、2 つと 1 つの * は中程度から低いことを示し、ハイフン )-(  は相互作用に寄与していないこ
とを示します。

疎水性相互作用 π – π相互作用

選択性を最大化し、ブリードなどの望ましくない特性を最小限に抑え
るための新しい固定相化学を開発したいという要望により、ユニーク
な ACE 固定相の新しいファミリーが設計され、商品化されました。 
これらの新しい固定相は、複数の相互作用機構 (フェニル、PFP、
アミド、または CN に関連する機構など) を通じて選択性を最大化
するように設計されていますが、C18 の安定性と低ブリード特性も
備えています。 導入された最初の 2 つの新しいフェーズは、C18-
AR と C18-PFP でした。 これらは単一リガンドのエンドキャップされ
た固定相で、フェニル (C18-AR) またはペンタフルオロフェニル (C
18-PFP) 官能基を持つ安定した長鎖アルキル基を持っています。 
これら 2 つの固定相は選択性において互いに相補的であり、一方
のは電子が豊富な芳香環 (AR) を持ち、もう一方のは電子が少な
い芳香環 (PFP) を持っています。 最近では、C18-Amide (埋め
込まれたアミド基)、CN-ES (拡張スペーサーを備えたシアノ)、およ
び SuperC18 (強化された疎水性と高い pH 安定性) がすべて
導入され、ポートフォリオをさらに拡張しました。 これらの固有の固定
相をその仕様とともに表 2 に示します。さまざまな特性データを使用
すると、各固定相のさまざまな相互作用メカニズムの相対的な重み
付けを理解することができます。 (表 3)  このデータから、これらの化
学反応は相互作用メカニズムにおいて相互に補完するように設計さ
れており、RPLC メソッドの開発中にクロマトグラフィーの選択性を調
査するのに理想的なものであることが明らかです。
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結合相構造

6 つの固定相の概略構造図を図  6  に示します。非  C 81   (C 81 - RA 、C 81
- PFP 、C 81 -アミド、および  NC - SE )  は、C 81  の低ブリードと安定性特性を
備えていますが、 複数の特性を備えています。  

6 つの結合相間の選択性の違いの評価    
  

疎水性サブトラクションモデル
  

CLPH  固定相はさまざまな方法で特性評価および比較されてきましたが
特性評価で最も成功し広く使用されているアプローチの  1  つは、

redynS 、 naloD 、 rraC  の疎水性減算モデル ( MSH ) アプローチです。 
[2、3] これは、代表的な分析物の多様なセットを使用してカラムの選択
性を特徴付けるマルチパラメーターの経験的モデルに基づいています。 こ
のモデルは、疎水性 (H)、立体抵抗 (S)、水素結合酸性度 (A)、水素
結合塩基性度  (B)、および陽イオン交換容量  (C、 ta  Hp  2.8  および

 7.0)です。  このホワイトペーパーの範囲を超える手順を使用して、16  ～
 18  個のテストプローブ分子のセットを使い、各カラムの陽イオン交換容量

(pH  2.8  および  7.0)の  2  つを含む、これらの各パラメーターの値を割り
当てます。  これらの明らかに再現可能なパラメーターを使用すると、 任意
の  2  つのカラム間のこの  5  つのパラメーター空間の幾何学的距離  sF

 (式  2)  を計算できます。  これらの  MSH  値は  006  を超える逆相カラム
に対して取得されており、現在オンライン  beW  サイト  

www . snmulocclph . gro で管理されています。

       
            

        
       

            
         

      
         

        
        

          
             

            
       

           
        

        
          

         
        

           
 

図 6. 6 つの新規結合相の概略構造図

式 2. 疎水性減算モデルの 5 つのパラメーターの関数としての選択性関数 sF

ECA  逆相カラムの斬新な結合相設計

最新の ECA  結合相の多くは、現在市場にある既存のフェニル、ペンタフルオロフェニル、シアノ、極性埋め
込みカラム、および C 81  カラムの欠点を解決するために開発されました。 これらの問題には、低 Hp  での
不十分な安定性、許容できないブリード (リガンド切断)、細孔のディウェッティング、塩基性および酸性分
析物のピーク形状の不良などが含まれます。 これらの新しい固定相リガンドは、前述した不良点に対処す
るための取り組みです。

 – 最大の効率、優れたピーク形状と分解能を実現するために最適化されています
 

 
– 独自に結合された MTTBE  (カプセル化結合技術) 末端 C 81

 

 – 独自に設計された極性埋め込み結合相により、極性の酸性、フェノール性およびヒドロキシ置
換分析物の保持力と分解能が向上します。

 

 – 末端シアノ基を持つ延長されたアルキル鎖を持つユニークな結合相
 
 

 – 末端フェニル基を持つ延長されたアルキル鎖を持つユニークな固定相
 

 

 – 末端ペンタフルオロフェニル基を持つ延長されたアルキル鎖を持つユニークな固定相

 

 

C18-PFP
PROPRIETARY EXTENDED 
STABILITY LIGAND

C18-AR
PROPRIETARY EXTENDED 
STABILITY LIGAND

C18

SuperC18
PROPRIETARY ENCAPSULATED BONDING  TECHNOLOGY

C18-AMIDE
PROPRIETARY EXTENDED STABILITY LIGAND

CN-ES
PROPRIETARY EXTENDED 
STABILITY LIGAND

追加の官能基による

– 超高純度シリカを使用し、優れたピーク形状と再現性を実現

– 市販のフェニルプロピルと比較して、保持力と安定性が向上します。
– 100% 水性溶離液で使用可能

– 市販のペンタフルオロフェニルプロピルと比較して、保持力と安定性が向上します。
– 100% 水性溶離液で使用可能

は、拡張された Hp  
範囲 (1.5 ～ 11 .5) にわたって前例のない不活性性と比類のない効率を提供します。
– 低、中、高 Hp  の作業に最適

– 001 % 水性溶離液で使用可能

– 市販のシアノプロピルと比較して、C18 のような保持力と安定性を提供します
– RPLC モードで 100% 水性移動相を使用可能、順相モード (NPLC) でも優れた性能を発揮
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表 4 は、6  つの新規結合相の MSH パラメータと、 ECA C 81 と比較した
それ らの sF 値を示しています。 また、表 4 の C 81 に対する sF 選択性
距離係数を計算するために使用される 5 つのパラメーターに対する式 2 
を使用した重み係数も含まれています。

*非極性参照溶質であるエチルベンゼンの保持係数、これにより、さまざま
な固定相の全体的な保持力を比較できます。

       
        

   
約 8 ～  01  より大きい  sF  値を有するカラムは、選択性において有用
な差を提供することが多く、これにより、これら 6 つの結合相によって提
供される直交選択性が確認されることが観察されています。

          
         

       
    新しい選択性アプローチ [4]

   固定相間 (および異なる有機溶媒、異なる Hp  などの条件間) の選択
性の直交性の程度を評価するために使用されている別のアプローチでは、
2

 
つの固定相 (同じカラム形状と条件) を使用して実行される線形グラジ
エント分析が使用されます。 多様な分析物のセットを使用します。 このよう
な分析は 6 つの ECA  結合相を使用して実行され、 14  種類の分析物セ
ットのグラジエント保持時間が相互にプロットされました。 これらのそれぞれ
の保持時間のプロットからの線形回帰分析により、決定係数 (R2、点間
の最もよく適合する線の周りの散乱の尺度) を計算できます。R2 値 (図 
7 の例を参照) から、2 つの固定相の直交性 (または、
2 つの異なる有機溶媒や移動相の pH などの直交性、 ) の尺度
である選択性係数 S を計算できます。  図 7 に、2 つの異なるプロット例
を示します。1 つ目は、非常に類似した選択性を持つ 2 つのカラム (例: 
C18 対別の C18) であり、2 つ目は C18 と非 C18 固定相 (例: フェ
ニル、シアノ、極性相、 です。  このような直交性
実験には、図 7 に示されている 4 つだけよりも多くの分析物が使用される
ことに注意してください。

          
       

        
          

        
           
           

           
         

         
            
            

 

例として、カラム A を使用して得られた 14  種類の分析物の保持時間を
カラム  B  を使用して得られた保持時間に対してプロットした場合、決定係
数は  0. 59  と計算されました。  位相の相関と比較の  S  値は、 001 x  √ (1

 –  0, 59 )  =  22 ,4  となります。  通常、C 81  と  C8  の  S  値は非常に 小さく、
~3  未満になります。  

               

表 4. 6 つのカラムの疎水性サブトラクション モデルのパラメーターと sF  値

図 7. 選択性係数 S を計算するための 2 つの異なるカラムからのグラジエント保持時間のプロット例

EQUATION 3. Neue selectivity factor.

Selectivity factor = 100 x √(1 – R 2)
= 100 x √(1 – 0,9998)
= ~1

x
x

x

x

t r
C

18

tr non C18

R2 = 0,9787

Selectivity factor = 100 x √(1 – R 2)

x
x

x

x

t r
C

18
 c

ol
um

n 
1

tr C18 column 2

R2 = 0,9998

選択性の値が高いほど位相が直交していることを示します

Selectivity factor = 100 x √(1 – R 2)
= 100 x √(1 – 0,9787)
= ~15

S = 100 × √ (1 - R2)

Fs Name H S* A B C (pH 2,8) C (pH 7,0) EB retention factor* USP type

0 C18 1,000 0,02 -0,09 0,00 0,14 0,090 7,90 L1

9,9 C18-AR 0,880 -0,05 -0,20 -0,01 0,07 0,150 5,70 L1

10,2 SuperC18 0,997 -0 -0,2 -0,01 0,030 0,009 9,92 L1

17,6 C18-PFP 0,899 -0,02 -0,25 -0,08 -0,001 -0,995 5,90 L1

19,3 CN-ES 0,811 -0,01 -0,43 -0,01 -0,052 0,153 3,74 L10

35,2 C18-Amide 0,791 0,023 -0,49 0,199 -0,06 0,176 5,86 L1/L60

同じ固定相につい
て 式 3

埋め込まれたアミドなど） 次の 2 つの表は、以下から導出された S 値 [5] を示しています。
アセトニトリルを使用して得られたグラジエント保持時間 (表 5)
6 つの ACE 結合相の有機溶媒としてメタノール (表 6) を使用します。
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約 6 ～ 8 という低い S 値は、選択性におけるわずかではあるが測定可能
な違いを示しています。 ECA  結合相について決定された S 値の大部分は
これよりも大幅に大きく、6 つの ECA  結合相が選択性において有意かつ
有用な違いを提供することが再度確認されました。さらに、S 値の大きさは
結合相のみの変化ではかなり大きいですが、有意な差はありません。 有機
溶媒としてメタノールまたはアセトニトリルを使用した場合にも、選択性の低
下が観察されます。 

S 値データのさらなる分析 (参考文献 5 を参照) によってこれが確認さ
れ、アセトニトリルとメタノールが 6 つの ECA  結合相すべてに対して大幅
に異なる選択性を提供することが実証されました。 したがって、メソッド開
発中に、カラム結合相と有機溶媒の両方の選択性への影響を調査するこ
とを強くお勧めします。

表 5. アセトニトリルを有機溶媒として使用する 6 つの ECA  フェーズの「S 値」  
 

メソッド開発と分析の選択性を最大化するためのさまざまなカラムケミス
トリーの使用

新しい CLPH  または CLPHU  分離を開発する際に採用できるアプローチ
は数多くありますが、それらは通常、分析するサンプルの複雑さ、結果として
得られるメソッドが分析されると予想される頻度と期間によって決まり、使用
されます。 (図 8)

          
          

           
             

     6 つ以下の分析物を含む比較的単純なサンプルの場合、通常は、単一
の固定相、単一の有機溶媒および低 Hp  水性溶離液を使用して一連の
アイソクラティックまたはグラジエントを実行し、適切な で
満足のいく結果を得ることができます。 ピークの形状、保持率、または分解
能が不十分な場合は、1 つまたは複数の条件を体系的に変更して、たと
えば、異なる結合相化学 (アミドまたは芳香族など)、異なる溶離液  Hp  
(低 Hp  または中 Hp )、または 異なる有機溶媒(例: HC 3 HO  または HC
3 NC )です。

          
           

          
           

         
          

          

図 8. メソッド開発戦略はサンプルの複雑さに依存します

メソッド開発戦略: 概要

選択性はメソッド開発に不可欠です

20 and 60 °C

- 1 column
- 1 temperature
- 1 pH
- 1 organic modifier
- 2 x tG

- 1 column
- 2 temperatures
- 1 pH
- 1 organic modifier
- 2x tG

- 1 column
- 2 temperatures
- 1 pH
- 2 organic modifier
- 2x tG

- ≥2 columns
- 2 temperatures
- 1 pH
- 2 organic modifier
- 2x tG

≥2 column
- 2 temperatures
- 2 or 3 pH
- 2 organic modifier
- 2x tG

MeOH and MeCN Alkyl chains e.g. SuperC18, 
C18, C8
Aromatic e.g. Phenyl, C18-AR 
or C18-PFP
Polar e.g. C18-PFP, C18-Amide 
CN-ES

pH 2,5
pH 7
pH 10,7

複雑さの増大

表 6. 有機溶媒としてメタノールを使用した 6 つの ECA  フェーズの「S 値」

Acetonitrile

C18 C18-AR C18-PFP CN-ES C18-Amide SuperC18

C18 X 13 11 15 20 9

C18-AR X 8 17 26 11

C18-PFP X 13 23 9

CN-ES  X 17 16

C18-Amide X 24

SuperC18 X

Methanol

C18 C18-AR C18-PFP CN-ES C18-Amide SuperC18

C18 X 19 15 25 18 7

C18-AR X 15 27 28 18

C18-PFP  X 20 19 15

CN-ES  X 19 23

C18-Amide X 20

SuperC18 X

分解能とピーク形状
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このようなアプローチは、より複雑なサンプルの場合、またはより徹底的で体
系的な固定相および移動相の条件スクリーニングが必要な場合には十分
ではない可能性があります

 

(たとえば、図

 

9

 

および図

 

01 )。

 

この例では、
IPA

 

と関連物質の

 

3

 

種類の混合物

 

(合計

 

71

 

検体)

 

が、6

 

種類のカラ
ムケミストリーと

 

2

 

種類の溶媒を使用して系統的にスクリーニングされていま
す。

 

さまざまな条件により、分析物の保持挙動と溶出順序に関する有用
な情報が得られました。 さまざまな条件により、分析物の保持挙動と溶出
順序に関する有用な情報が得られました。 化学物質と溶媒の組み合わ
せでは 17 種類すべての分析物を相互に分離することはできませんでした
が、さまざまなオプション (例: CH3OH 中の C18、CH3OH 中の C18-
AR、CH3OH または CH3CN 中の C18-アミド) では、14 個の不純物
ピークのうち最大 11 個までの分離が可能でした。 グラジエントをさらに最
適化すると、MeOH 中の C18 アミドを使用して、混合物中の 17 種類
すべての分析物の完全な分離が可能であることが示されました。 [6]

01  ～ 52  個以上の分析物を含むより複雑なサンプル (例、医薬品
関連物質法、臨床法、環境法など) の場合、賢明なアプローチには
複数のパラメーターのスクリーニングが含まれる場合があります。 このよ
うな体系的なアプローチには、異なる保持機構を持つ固定相の比較、
有機溶媒の選択、水性成分の Hp 、溶離液の Hp  値を制御するた
めに使用される緩衝液の選択の評価が含まれる場合があります。

           
     

       
       

        
       

           
          

  

このタイプの体系的な戦略は、図 8 の右端の 2 つのボックスで表されてい
ます。ここでは、メソッド開発中に複雑な分離のための選択性空間を探索
するために、複数の固定相、2 つ以上の Hp 、および 2 つの有機溶媒が使
用されています。          

         
           

          
 

追加の作業例として、図 11  ～ 41  は、6 つの固定相 (2.1 x 05  
mm 、2 μm カラム) を使用して、 51  種類の酸性、中性、および塩基
性分析物の混合物 (表 7) に対して実行されたグラジエント スクリーニン
グ実験の結果を示しています。 有機溶媒としての HC 3 NC  と HC 3 HO  
の両方、および 2 つの異なる移動相 Hp  値 (2. 57  および 4. 57 ) に対
応します。           

        
           

            
          

各クロマトグラムには、目に見えるピークの数が注釈として付けられます。 
さらなるメソッド開発と最適化を追求する際の考慮事項には、以下が
含まれますが、これらに限定されません。

 

– ピークの総数
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図 9. カラムスクリーニング実験において、有機溶媒としてアセトニトリルを使用した 6 つの新しい結合相を使用
して得られたクロマトグラムの比較

図 01 . カラムスクリーニング実験において、有機溶媒としてメタノールを使用した 6 つの新しい結合相を使用し
て得られたクロマトグラムの比較

Analyte Log P pKa Type

lomefloxacin -0,39 5,64 Base

Ranitidine 0,98 2,7; 8,2 Base

Acebutolol 1,53 9,2 Base

Alprenolol 2,69 9,5 Base

Lidocaine 2,84 7,8 Base

Pyrilamine maleate 3,04 9 Base

Prazodone 3,13 N.A. Base

Diphenhydramine 3,65 9 Base

Acetylsalicylic acid 1,24 3,5 Acid

Coumaric acid 1,83 4 Acid

Naproxen sodium 2,99 4,15 Acid

Hesperidin -0,31 10 Neutral

Naringin -0,16 >10 Neutral

Prednisolone 1,27 12,6 Neutral

Prednisone 1,66 N.A. Neutral

 7表 . 51  種類の酸性、塩基性、中性分析物の混合物

1. 2-Aminophenol
2. Hydroquinone
3. Theobromine
4. Paracetamol
5. Theophylline
6. Paraxanthine
7. 4-Hydroxybenzoic acid
8. Caffeine
9. 2-Acetamidophenol
10. 2-Hydroxybenzoic acid
11. Phenol
12. Aspirin
13. 4-Nitrophenol
14. 4-Chloroacetanilide
15. 2-Nitrophenol
16. Acetylsalicylsalicylic acid
17. Salsalate

1. 2-Aminophenol
2. Hydroquinone
3. Theobromine
4. Paracetamol
5. Theophylline
6. Paraxanthine
7. 4-Hydroxybenzoic acid
8. Caffeine
9. 2-Acetamidophenol
10. 2-Hydroxybenzoic acid
11. Phenol
12. Aspirin
13. 4-Nitrophenol
14. 4-Chloroacetanilide
15. 2-Nitrophenol
16. Acetylsalicylsalicylic acid
17. Salsalate

– すべてまたは最も重要な分析物の PSU  テーリング係数
– すべてのピークの平均または中央値の分離能
– 分離が最も不十分なピークペア間の分離能 (最小値) を制限する
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さらなるメソッド開発と最適化に最も有望な組み合わせは次の
とおりです。

 – C18-アミド、C18-ARおよびSuperC18とCH3CN（pH 2.75）
 
 
 

これらの結果から、異なる有機溶媒および水性移動相バッファー (2 つの
異なる Hp  値に設定) とともに、多様な固定相セット (相互作用機構が
異なる) を使用することが、選択性を調べるのに役立ちます。 このような系
統的なアプローチにより、さまざまな組み合わせを注意深く検討して比較す
ることができ、さらに最適化できる 1 つ以上の組み合わせを選択できるよう
になります。

            
        

        
           

        
        

           
 メソッド開発のためのより迅速な固定相および移動相スク

リーニング

      
   

粒子サイズ 1.7 、2 μm の両方でこれらのユニークな結合相化学を利用
できるため、自動化されたメソッド開発機器やソフトウェアがなくても、固定
相、有機溶媒、移動相 Hp  のさまざまな組み合わせをより迅速にスクリー
ニングすることが可能です。 たとえば、2.1 x 05  mm 、1.7 または 2 μm 
のカラム形状で 6 結合相を使用し、アセトニトリルとメタノールの両方の修
飾剤を使用すると、

         
             

        
         

      
               

        
         

          
             

            
         

            

図 11 . Hp  2. 57  で HC 3 NC  を使用して 6 つの固定相を比較しました。3

図 21 . 6 つの固定相を、 Hp  2. 57  で HC 3 HO  を使用して比較しました。3

図 31 . 6 つの固定相を Hp  4. 57  で HC 3 NC  を使用して比較しました。3

図 41 . 6 つの固定相を、 Hp  4. 57  で HC 3 HO  を使用して比較しました。

– SuperC18および C18-PFP、CH3OH、pH 2.75
– C18-PFP、C18-AR、および C18-アミドと CH3CN、pH 4.75
– SuperC18および C18-AR、CH3OH、pH 4.75

1 つの温度と 1 つの Hp  の場合、これらのカラムと条
件をスクリーニングするには約 7.4 時間かかります。 流量 0.5 lm / nim 、
有機溶媒 2 ～ 59 % のグラジエント時間 8 分 (k* = 6、式 4)、カラム
容量 5 と平衡化遅延 2 容量、および２回注入を想定して実行されるこ
とになります (表 8 および表 9)。
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表 8. 6 つの固定相をスクリーニングするためのグラ
ジエント分析条件 (2、1x 05  mm 、1、7 または 
2 μm カラム)

注: DV  はディレイボリューム、 mV  はカラムボイドボリュームです。

表 9. 6 つの固定相、2 つの有機溶媒、および 1 つの Hp  をスクリーニングするための機器注入シ
ーケンスの例。

 

表 01 . 1 つの固定相、2 つの有機溶媒、および 2 つの Hp  をスクリーニングするための機器注入シ
ーケンスの例。

 

S 6

Porosity 0,6

Length 50 mm

ID 2,1 mm

Vm 0,1 ml

VD 0,5 ml

Flow Rate 0,5 ml/min

tG 8 min.

k* 6

DF 93

Equilib Time 3,04 min.

Time %B

0.00 2

8.00 95

9.04 95

9.24 2

12.28 2

Sequence line Method name Sample ID # Injections Time per injection Total time Elapsed time Elapsed hours
1 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 12,3 0,2
2 C18_ACN_pH_2,8 2 12,3 24,6 36,8 0,6
3 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 49,1 0,8
4 C18-AR_ACN_2,8 2 12,3 24,6 73,7 1,2
5 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 85,9 1,4
6 C18-PFP_ACN_2,8 2 12,3 24,6 110,5 1,8
7 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 122,8 2,0
8 SUPERC18 ACN_pH_2,8 2 12,3 24,6 147,3 2,5
9 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 159,6 2,7
10 C18-AMIDE_ACN_2,8 2 12,3 24,6 184,1 3,1
11 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 196,4 3,3
12 CN-ES_ACN_2,8 2 12,3 24,6 221 3,7
13 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 233,2 3,9
14 C18_MeOH_pH_2,8 2 12,3 24,6 257,8 4,3
15 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 270,1 4,5
16 C18-AR_MeOH_2,8 2 12,3 24,6 294,6 4,9
17 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 306,9 5,1
18 C18-PFP_MeOH_2,8 2 12,3 24,6 331,4 5,5
19 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 343,7 5,7
20 SUPERC18_MeOH_2,8 2 12,3 24,6 368,3 6,1
21 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 380,5 6,3
22 C18-AMIDE_MeOH_2,8 2 12,3 24,6 405,1 6,8
23 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 417,4 7,0
24 CN-ES_MeOH_2,8 2 12,3 24,6 441,9 7,4

Sequence line Method name Sample ID # Injections Time per injection Total time Elapsed time Elapsed hours
1 Blank gradient ACN_pH_2,8 1 12,3 12,3 12,3 0,2
2 C18_ACN_pH_2,8 2 12,3 24,6 36,8 0,6
3 Blank gradient MeOH_pH_2,8 1 12,3 12,3 49,1 0,8
3 C18_MeOH_pH_2,8 2 12,3 24,6 73,7 1,2
3 Blank gradient ACN_pH_3,8 1 12,3 12,3 85,9 1,4
4 C18_ACN_pH_3,8 2 12,3 24,6 110,5 1,8
3 Blank gradient MeOH_pH_3,8 1 12,3 12,3 122,8 2
5 C18_MeOH_pH_3,8 2 12,3 24,6 147,3 2,5
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単一の固定相、2 つの異なる有機溶媒、および 2 つの異なる Hp  値を
使用する、ブロックされたアプローチを採用することにより、スクリーニングは
自動化された方法で 3  時間未満で完了できました。 (表 9)                
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式 4. 勾配保持係数、k.*

              
ここで、 Gt  はグラジエント時間 (分)、F は流量 ( lm / nim )、 MV  はカラム
容量 ( lm )、ΔΦ  は有機溶媒のグラジエント範囲  (最終  %B  から初期  %
B)  を分数で表し、S  は  所定の一連の条件下での所定の分析物の定数。

 S  は分析物の分子量の関数であり、またその分析物の  nl  k  対  Φ  のプロ ッ
トの傾きでもあります。

まとめ

        
       

           
      

           
          

          
         

          
           

       

これら 6 つのユニークな固定相の化学的性質により、包括的なメソッ
ド開発戦略の一環として、固定相、有機溶媒、および pH のさまざま
な組み合わせを比較することが便利かつ効果的になります。 さらに、
単一の固定相を使用して分離されていない分析物が存在するかどう
かを判断するために、任意に一連の条件下で、ある固定相を別の固
定相に置き換えるのが実用的です。 すべての固定相は、カラムが長
年知られ、求められてきた同じ超高純度の低酸性シリカ粒子を使用
して作られています。

ECA  カラムには、優れたピーク形状、信頼できる再現性、永続的な品質
と性能を提供してきた長い歴史があります。 これら 6 つの固定相は、

0001  rab  ( 4,1  005  isp ) の圧力制限までの CLPH  または CLPHU  
に使用できるハードウェアで 1.7、2、3、および 5 μm の粒子サイズで利
用できます。 優れたピーク形状、新しい化学的性質、および高効率性能
により、これらのカラムは CL  分析およびメソッド開発のニーズに最適な選
択肢となります。
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お客様総合サービスセンター

 0120-405-525
受付時間 9:00〜12:00、13:00〜17:00 土日祝除く

ヤマト科学ウェブサイト

www.yamato-net.co.jp
メールでのお問い合わせは、ヤマト科学ウェブサイトより
受付しております

注 意
本カタログに掲載された製品の仕様・性能数値は、一般的な使用条件における、ユーザーガイドとして提示しています。
ご使用の際は、取扱説明書の内容をご理解いただき、正しくご使用ください。取扱説明書の記載使用条件を外れて使用され、人的・物的損害が発生しても、
当社はその責任を負いかねますのでご注意ください。

本 社 〒104-6136 東京都中央区晴海1-8-11晴海トリトンスクエアY棟36階

Avantor社はバイオ医薬品製造市場における世界有数のサプライヤで、30ヵ国以上に200を超える拠点で展開しています。cGMP製造施設
13拠点、ISO準拠施設19拠点を有しており、ラボ〜製造までバイオ医薬品の開発製造に必要なソリューションの提供をしています。

アバンター社について

Q&A
長納期で手に入らない物が多く困っています。Q

現在、セルカルチャーソリューション・シングルユース品・バイオ医薬品向け原料等の国内在庫枠を増やしています。また、お客様
のニーズに合わせた商品も在庫しております。随時ラインアップも広げておりますので、是非ご相談ください。

その他商品・サービス
様々なシングルユース品・バイオ医薬品向け原料・精製プロセス材料

～アップストリームからダウンストリーム工程まで網羅～

◦	サンプリング用品
◦	2Dバッグ(ピローバッグ)　
◦	3Dバッグ(コンテナ)　
◦	ミキシングバッグ	
◦	タンク/タンクライナー　

◦	Cell	Lysis	Solution　
◦	ウイルス不活化試薬　
◦	高活性エンドヌクレアーゼ	
◦	FBS/培地/調整済み試薬　
◦	レジン

◦	cGMPコーディネート　
◦	ハードウェア	
◦	制御システム　
◦	カスタム品　

etc.


