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CL  および CL - SM  メソッド開発のため
の移動相バッファーの選択と Hp  制御
に関する考慮事項とベスト プラクティス

 
 

新しい CL  または CL - SM  分離を開発する場合、ピーク
形状の最適化、分離選択性の向上、およびメソッドの堅
牢性の確保のために、移動相組成を慎重に検討すること
が不可欠です。

  

Avantor® ACE®

By Dr Matt James, Senior Research Scientist

CL  メソッドの場合、緩衝液の選択には分析物と緩衝液の塩の
両方の特性を考慮する必要があります。 バッファーの選択が間
違っていると、ピーク形状の低下、保持時間のシフト、再現性の
問題を示すメソッドが生じる可能性があります。 さらに、分析者
は、バッファーが分離に使用される検出モードおよび分析カラムと
互換性があることを確認する必要があります。 このホワイトペー
パーでは、堅牢で再現性のある CL  分離の開発を確実にする
ために、移動相バッファーを選択する際に考慮すべき重要な側
面について説明します。  

 

Chromatography Solutions

イオン化可能な化合物を含むサンプルの
場合、信頼性の高い保持時間を達成するには、適切な
移動相 pH を選択して分析物のイオン化状態を制御する
ことが重要です。逆相分離では、移動相の pH を厳密に
制御し、メソッドの堅牢性を向上させ、分析対象物のシリ
カ表面との望ましくない相互作用を抑制するために、バッフ
ァーが一般的に使用されます。
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モバイルフェーズの HP  がなぜ重要ですか?

逆相分離では、分析物の保持力は主に分析物の疎水性によって決まります。 
イオン化可能な分析物の場合、イオン化の程度が増加するにつれて、通常、
保持力は減少します (イオン交換などの代替相互作用モードが存在しない場
合)。 分析物のイオン化の程度は、移動相の Hp  と分析物の aKp  によって
決まります。 これは、移動相の Hp  が、一部の分析物の保持力と、最終的に
得られる分離に大きな影響を与える可能性があることを意味します。 したがっ
て、イオン化可能な分析物を含むサンプルのメソッドを開発する場合、適切な
移動相 Hp  を選択することが非常に重要です。

 

 多くの場合、図 1 に示すように、移動相の Hp  の小さな変化が分離に大きな
影響を与える可能性があります。この例では、移動相の Hp  がわずか 0.1 Hp  
単位変化すると、分離度が完全に失われます。 明らかに、この分離は堅牢性
の欠如を示しており、移動相の調製における研究室間および研究室内の変動
により、メソッドの存続期間中に問題が発生する可能性があります。 このような
場合、分析対象物を完全に分離するだけでなく、堅牢で使いやすいメソッドを
提供するために、メソッド開発中に移動相の Hp  を慎重に検討して最適化す
ることが重要です。

            
             

             
            

           
           

 

        

 

            

 

           

 

          

 

Hp  の小さな変化に非常に敏感なメソッドの場合、正しく緩衝化された移動
相を使用すると、 Hp  の小さな変化による潜在的な影響を最小限に抑えるこ
とができます。
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Figure 1

図 1:   
安息香酸誘導体の分離における Hp  のわずかな変化の影響を示すクロマトグラム

 Column: Avantor
®
 ACE

®
 UltraCore 2.5 SuperC18, 100x3,0 mm; Mobile phase: 20 mM ammonium 

formate in MeCN/H2O 15:85 v/v; Flow rate: 1,20 ml/min; Injection volume: 5 µl; Temperature: 40 °C; 
Detection: UV, 214 nm. Sample: 1. 3-Hydroxybenzoic acid, 2. 4-Cyanobenzoic acid, 3. Benzoic acid, 

 4. 3-Nitrobenzoic acid, 5. 4-Nitrobenzoic acid, 6. 4-Methoxybenzoic acid.

図 2:   
最新の高純度「タイプ B」シリカ カラム (上) と古い低純度シリカ カラム (下) で Hp  7.6 でクロマトグラフィー処理し
た塩基性分析物のピーク形状の比較  
Column dimensions: 50x2,1 mm; Mobile phase: 20 mM KH2PO4 pH 7,6 in MeOH/H2O 75:25 v/v; 
Flow rate: 0,2 ml/min; Injection volume: 2 µl; Temperature: 30 °C; Detection: UV, 214 nm; Sample: 1. 
Salbutamol, 2. Diphenhydramine, 3. Imipramine.
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Figure 2

もう 1 つの重要な考慮事項は、シリカ表面の結合していない酸性シラノール
基に対する移動相の pH の影響です。 古い「タイプ A」シリカでは、これらのシ
ラノール基の pKa 値は pH 4 ～ 5 の範囲にあります。[1] pH 6.0 を超える
移動相の pH では、重大なシラノールのイオン化が発生する可能性がありま
す。 これらの負に帯電したシラノール基と正に帯電した塩基性分析物との相
互作用は、逆相 LC における塩基のピークテーリングの歴史的な主な原因で
す。 純度の高い「タイプ B」固定相は通常、酸性シラノール活性 (pKa およ
そ pH 7) が低いため、ピーク形状が大幅に改善され、再現性が向上します。 
これは、Avantor® ACE® C18 と「タイプ A」シリカが充填されたカラムの塩
基性分析物のピーク形状を比較した図 2 で強調されています。 Avantor® 
ACE® C18 は、カラム製造プロセスで使用される不活性度の高い超純度の
シリカにより、大幅に改善されたピーク形状を示します。 新しいメソッドは、
Avantor® ACE® 逆相 HPLC および UHPLC カラムなどの最新の「タイプ 
B」カラムを使用して開発することを強くお勧めします。
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移動相の HP  が分析物の保持にどのように影響するかを理解
する

 

移動相の Hp  が分析物の保持にどのような影響を与えるかを理解するには、
メ ソッド開発を開始する前に既知の分析物の特性を評価することをお勧めしま
す。 分析物の aKp  により、クロマトグラファーは分析物のイオン化状態が Hp 
の関数としてどのように変化するかを評価できます。 この情報を使用して、分
離に最適な移動相の Hp を定義できます。 図 3 は、単純な酸性および塩基
性分析物のイオン化状態が Hp に応じてどのように変化するかを示しています。 
塩基性分析物の場合、 aKp  を下回る移動相 Hp  では、分析物は主に正に
帯電します。 高い Hp  ( aKp  を超える) では、それらは中性の形になり、逆相
によってよりよく保持されます。 逆に、酸性種は、その aKp  より低い移動相で
最も強い保持力を示し、高い Hp  では脱プロトン化された形でより弱く保持さ
れます。

 

 
 

 

移動相の Hp  が分析物の aKp  と等しい場合、分析物は 05 % がイオン化
され、 05 % がイオン化されていないと見なされます。 ここから、 Hp  の小さな
変化 (たとえば、0.5 Hp  単位) により、分析物のイオン化状態が比較的大
きく変化し、したがって保持時間が変化します。 これにより、メソッドが堅牢で
はなくなる可能性があります。 Hp  の小さな変化、例: 移動相の調製にばら
つきがあると、分析物の保持力に変化が生じます。 より堅牢な方法は、分析
物の aKp  から十分に離れた Hp  で達成されます。 原則として、可能であれ
ば、移動相の Hp  が重要な分析物の aKp  から ±2 Hp  単位であることが
推奨されます。 

図 3:   
単純な酸性分析物 (赤)  と単純な塩基性分析物  (青)  のイオン化率と  Hp  のプロット
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図 4 は、移動相の Hp  が酸性、塩基性、中性の一連の検体の保持にどのよ
うな影響を与えるかを実験的に示しています。 トルエンはイオン化可能な官能
基を含まず、 Hp  範囲全体にわたって中性です。 したがって、移動相の Hp  は
その保持力に大きな影響を与えません。 低い Hp  では、酸性分析物 (3,4-
ジクロロ安息香酸とケトプロフェン) は中性の非イオン化形態であるため、最も
強力な保持力を示します。 Hp  が増加すると、イオン化度が増加し、保持力は
徐々に低下します。 対照的に、塩基性分析物 (プロプラノロールおよびカルベ
ジロール) は、低い Hp  では正に帯電するため、保持時間が短くなります。 Hp  
が上昇すると、イオン化が抑制され、分析物の保持が増加します。

 
 

 

 

 図 4 から、イオン化可能な分析物がサンプル中に存在する場合、分析物間
の選択性が Hp  によって大きく変化する可能性があることが明らかです。 
このようなサンプルの場合、最初のメソッド開発中に移動相の Hp を調べて、
最適な値を決定することを強くお勧めします。  メソッド開発を開始するときは、
分析物の構造と特性を考慮し、イオン化能力を持つ酸性/塩基性官能基を予
測することが役立ちます。  これらの特性が不明な場合は、いくつかの移動相

 
Hp

 値を使用して一般的なグラジエントでサンプルをスクリーニングする ことが生産的
な出発点となる可能性があります。

 
 

 

 

 

図 4:   
高 Hp  安定性の rotnavA ® ECA ® CrepuS 81  カラムの分析対象物保持係数 (k) に対する移動相 

Hp  の影響
 

 
Column: Avantor® ACE® Excel 3 SuperC18, 50x2,1 mm; Mobile phase: A: 20 mM ammonium  
formate pH 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0 and 10,5 (aq), B: 20 mM ammonium formate pH 3,0; 4,5; 6,0; 7,5;  
9,0 and 10,5 in MeCN/H2O 9:1 v/v; Gradient: 3 to 100% B in 5 minutes; Flow rate: 0,6 ml/min;  
Injection volume: 1 µl; Temperature: 40 °C; Detection: UV, 214 nm.
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移動相の HP  を制御する方法と添加剤 / 緩衝液の選択に影
響を与える要因

 

移動相の Hp  を制御するために、さまざまな移動相添加剤を使用できます。 
表 1 に、最も一般的に使用される添加剤の一部を示します。  

 

 

表 1: 一般的な移動相添加剤[2,3,4]

 

多くの場合、イオン化可能な分析物を含む分離は Hp  のわずかな変化に非
常に敏感なため、緩衝移動相の使用が必要になります。 移動相が正しく緩
衝化されていれば、 Hp  の小さな変化 ( OC 2  の吸収や移動相調製時のエラー
などによる)  に耐えることができます。  緩衝移動相は、適切な酸または塩基を
使用して  Hp  調整された溶解緩衝塩で構成されます。  表  2  に、最も一般的
に使用される逆相バッファー  システムのいくつかを示します。  規定の  Hp  範囲内
で使用した場合、 01  ～  05  Mm  の濃度は高い緩衝能力を持ち、非常に堅
牢な  Hp  制御に使用できます。

 

 
VU  検出による CL  分析の場合、複数のサプレッションが広い Hp  範囲をカバ
ーするため、リン酸とそのナトリウム塩またはカリウム塩の組み合わせが一般的な
選択肢となります。 (ただし、実用的な制限には aKp  の上限は含まれません) 
Hp  3.1  ～  6.2  の間の緩衝能力のギャップは、酢酸アンモニウム/酢酸によっ て
都合よく埋められます。  クエン酸塩も  3  つの重複する  aKp  を持っていますが、
その使用は比較的高い  VU  カットオフによりある程度制限されます。

質量分析 ( SM ) や蒸発光散乱検出器 ( DSLE ) などの検出器を使用した
分析では、揮発性バッファーを使用することが不可欠です。 リン酸などの不揮
発性バッファーは検出器内で沈殿します。 このような場合、ギ酸、水酸化アン
モニウム、ギ酸塩、酢酸塩、重炭酸アンモニウムの緩衝液などの揮発性添加
剤が一般的に使用されます。

 

 
 

移動相とバッファーの準備

典型的なバッファーは、表 3 にまとめたいくつかの異なるアプローチを使用して調
製できる可能性があります。再現可能な分離を取得し、研究室間の変動の
可能性を最小限に抑えるには、移動相とバッファーの調製を文書化された手順
に正確に記録する必要があります。

 

おそらく、バッファーを調製する最も再現性の高い方法は、規定のレシピに従って
個々のバッファー成分を計量し、必要な量まで水で希釈することです。 [1、5]

 

 

pKa (25 °C) LC-MS compatible UV cut-off (nm)

Trifluoroacetic acid (TFA) 0,3 ● 210 (0,1%)

Phosphoric acid 2,15; 7,20; 12,33 <200 (10 mM)

Citric acid 3,13; 4,76; 6,40 230 (10 mM)

Formic acid 3,75 ● 210 (10 mM)

Acetic acid 4,76 ● 210 (10 mM)

Ammonium hydroxide 9,3 ● <200 (10 mM)

Triethylamine 10,8 ● <200 (10 mM)

表 2: 一般的な逆相移動相バッファー[2,3,4]  

pH range LC-MS compatible UV cut-off (nm)

Phosphate / phosphoric 
acid (pKa1) 

1,1 – 3,1 <200 (10 mM)

Citrate / citric acid (pKa1) 2,1 - 4,1 230 (10 mM)

Ammonium formate /  
formic acid

2,7 - 4,7 ● 210 (10 mM)

Citrate / citric acid (pKa2) 3,7 - 5,7 230 (10 mM)

Ammonium acetate /  
acetic acid

3,8 – 5,8 ● 210 (10 mM)

Citrate / citric acid (pKa3) 4,4 – 6,4 230 (10 mM)

Ammonium 
bicarbonate (pKa1) 

5,4 - 7,4 ● <200 (10 mM)

Phosphate / phosphoric 
acid (pKa2) 

6,2 - 8,2 <200 (10 mM)

Ammonium 
bicarbonate (pKa2) 

9,3 - 11,3 ● <200 (10 mM)

Phosphate / phosphoric 
acid (pKa3)

11,3 – 13,3 <200 (10 mM)

多くの場合、例え
ば分析対象物の aKp  からかなり離れた Hp  で酸性移動相が必要な場合、
体積パーセントの低い添加剤を含む単純な移動相で十分な場合があります。 
たとえば、0.1% v/v のギ酸またはリン酸を含む移動相が一般的に使用されま
す。 同様に、高 Hp  の作業には 0.1% v/v 水酸化アンモニウムが役立ちま
す。 ペプチドとタンパク質の分離には、0.1% v/v AFT  が一般的に使用され
るイオンペアリング添加剤です。 添加剤のみを含む単純な移動相の場合、最
適な結果を得るには、 rotnavA ® ECA ® などの超高純度 CL  カラムを使用す
ることが重要です。

この重量測定アプローチにより、得られる緩衝液の濃度と Hp  が確実に固定さ
れますが、最終的な緩衝液の Hp  を正確にチェックすることは価値があります。 
あるいは、緩衝液は、酸と緩衝塩の別々の等モル溶液（例えば、 51  Mm  ギ
酸と 51  Mm  ギ酸アンモニウム）を混合することによって調製も可能です。
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実際的な注意点として、移動相調製の適切な段階で常に Hp  の測定または
調整を行うことが重要です。 有機溶媒を添加した後は、緩衝液/移動相の 
Hp  を決して調整または測定しないでください。 Hp  測定は可能ですが、水溶
液の Hp  値と数値的に比較することはできません。

            

 

         
           

           

 

            
    特に緩衝液を頻繁に使用する場合、緩衝液を調製するための有用なアプロー

チは、必要な移動相を配合するために希釈できる濃縮緩衝液ストック溶液を
調製することです。 このアプローチにはいくつかの利点があります。 長時間にわた
る緩衝液の調製の数を最小限に抑えることができ、さらに、通常、濃縮緩衝液
を適切な条件下で長期間保存することができます。 最後に、ストック溶液を使
用して、さまざまな有機溶媒濃度を含む移動相を調製できます。 例えば、１リ
ットルの  50：50（ ）中に 10 ｍＭのギ酸アンモニウム（
pH 3.0）を含有する移動相は、50 ml の200 mM のギ酸アンモニウム（
pH 3.0）を 450 ml の水および 500 ml のメタノールと混合することによって
調製できます。 同体積のストックバッファーを、例えば、 0 08 lm  の水および

0 51 l m のメタノールと混合して、 H：OeM H2O 5：1 58  (v/v) 中の 0 1
Mm ギ酸アンモニウムの移動相を生成することもできます。
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このアプローチを使用する場合は、最初に移動相の水性部分を合わせてから
有機溶媒を添加することをお勧めします。  濃縮バッファーを有機溶媒に直接
添加すると、バッファーが沈殿する可能性があります。

移動相の調製時または CL  システム内でのバッファーの沈殿は、カラムまたは
シ ステム内で詰まりを引き起こしたり、 CL システムのコンポーネントに損傷を
与えたりする可能性があります。 したがって、一部の緩衝液は他の緩衝液よ
りも溶解度が高いため、移動相における緩衝塩の溶解度を考慮することが
重要です 。（有機溶媒中の緩衝液の溶解度に関する詳細については、参
考文献

 
1

 
の表 4 を参照してください）例えば、リン酸二水素カリウムは、 06

%を超える有機物に対して実質的に溶解度が低下しますが、ギ酸アンモニ
ウムは 09 %の有機物に容易に溶解する。 緩衝塩の溶解度は対イオンに依
存し、無機対イオンは一般に有機同等物よりも溶解度が低くなります。 さら
に、緩衝液はアセ トニトリルよりもメタノールに溶けやすい傾向があります。 移
動相に高い有機物の割合を使用するアイソクラティックメソッド、または高い
有機物の割合で終了するグラジエントメソッドの場合は、注意が必要です。

          
            

          
           

          
          

            
         

         
             

         
          

          
          

           

これらの考慮事項は、バッファーと個々の移動相成分を別々に調製し、オンラ
インで混合する場合にも重要です。 たとえば、 NCeM :水 05 : 05  v/v 中の 
01  Mm  リン酸カリウムは、ライン A で 02  Mm  リン酸カリウム、ライン B で 
001 % NCeM  を使用してオンラインで混合できます。この場合、 01  Mm  リ

ン酸カリウムは水に可溶ですが、 混合後の最終組成物では、濃縮された緩
液が純粋な有機溶媒と接触する時点で緩衝液の沈殿が発生する可能性
があります。  別のアプローチは、ライン  A  で  01  Mm  リン酸カリウムを使用し、
ライン  B  で  NCeM :水  06 : 04  v/v  に溶解した同濃度の緩衝液を使用する
ことです。次に、この  2  つをブレンドして、目的の移動相濃度を生成します。

       
          

         
            

              
           

          
          

          
            

表 3: 移動相バッファーを調製するために一般的に使用されるいくつかのアプローチの要約
アプローチ

1. 重量測定 2. 等モル溶液の混合 3. 濃酸/濃塩基による滴定　　　　　　　　　　　　 4. ストックバッファ

手
順

規定量の緩衝塩および酸/塩基を秤量します。
規定量まで水で希釈してご使用ください。

酸性と塩基性の緩衝成分（ギ酸とギ酸塩など）の別
々の溶液を調製します。

 の  Hp  になるように溶液を混合します。

指定量の緩衝塩を秤量し、約
 

009
 

lm
 
の水に溶解し

ます。
 
濃酸/塩基を使用して、 Hp

 
を指定の

 
Hp

 
に調

整します。
 
水で 0001 lm にします。

アプローチ
 
1、2、または

 
3
 
を使用して、指定された

 
Hp

 の水性ストックバッファー
 
(例:

 
002
 

Mm )
 
を調製します。

ストック溶液のアリコートを規定量の水と有機溶媒で希釈
します。

利
点

最も正確で再現性の高い調製方法。
 

 

正しい濃度と正確な Hp  の緩衝液を提供します。 S率直で信頼できる。  

 
 

濃縮ストックバッファーは保存期間が長くなる傾向があり
ます。

 

希望するpＨに達するまで２つの溶液を混合しながら、ｐＨを測定します。 
結果として得られる緩衝液は、指定された Hp  と濃度になります。 最も広く
使用されているアプローチの 1 つは、緩衝塩を水に溶解し (最終必要量の
約 09 %)、濃酸または濃塩基を使用して Hp  を希望の Hp  値に調整して
から、最終量を水で満たすことです。 [5] 最終的なバッファーは等モルのアプロ
ーチよりも高い濃度になりますが、正しい Hp  になります。

MeOH：H2O v/v

希望

最終バッファーの濃度と Hp  は固定されています。
確認のために最終 Hp  を測定する必要があります。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緩衝液濃度は等モル法よりも高くなります。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 正確な目標pH 時間のかかるバッファー調製が軽減されます。

異なる濃度の有機溶媒を使用した複数の移動相の調
製に使用可能
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CILIH  モードでは、移動相に高濃度のアセトニトリル (通常 07  ～ 09 %) 
を使用するため、多くの緩衝塩の使用が制限されます。 有機溶媒によく溶け
る緩衝液のみが使用に適しています。 ギ酸アンモニウムと酢酸アンモニウムは
どちらも有機溶媒への溶解性に優れており、 CILIH  分離に問題なく使用で
きます。[6] リン酸塩などの無機緩衝液の使用は、 CILIH  分離には推奨さ
れません。

緩衝液濃度 

5 ～ 05  Mm  の範囲の緩衝液濃度が一般的です。 一般に、確実な Hp  
制御を実現するのに十分な緩衝能力を確保するには、少なくとも 5 ～ 01  

Mm  の緩衝液濃度が推奨されます。 Hp  の制御に加えて、緩衝液は荷電
分析物とシリカ表面のシラノール基の間の saKp  イオン相互作用にも役立ち、
ピーク形状を改善します。[7]　  タイプ  B  シリカから製造 された最新のカラムは、
旧世代のカラムよりも酸性シラノール基の含有量が少ないため、通常、より
緩衝液濃度でも問題なく使用できます。

             
            
         

            
         

          
        

         

多くの場合、より低い添加剤濃度を使用できることは非常に有益です。

図 5:  最新の高純度シリカ ( rotnavA ®  ECA ®  C 81 - 003 )  および低純度シリカカラムを使用して製造されたカ
ラムで実行されたペプチド分離のピーク形状に対する  AFT  濃度の影響

 
Column dimensions: 250x4,6 mm,  5  µm,  C18  300  Å;  Mobile  phase:  A:  TFA  (aq),  B:  TFA  in  MeCN  (%  TFA   as

 specified  above);  Gradient:  10  to  55%  B  in  37,5  minutes;  Flow  rate:  1,5  ml/min;   Detection:
 

UV,
 

200
 

nm;
 Sample:  1.  Gly-Tyr,  2.  Oxytocin,  3.  Angiotensin  II,  4.  Neurotensin.

High purity silica
(Avantor® ACE® C18-300)

Low purity silica
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Figure 5

図 6:  rotnavA ® ECA ® 5 C 81 - PFP  カラムでのカテコールアミンの分離に対する緩衝液濃度の影響  
 

Column dimensions: 150x4,6 mm; Mobile phase: Ammonium formate pH 3,0 (aq);  Flow 
rate: 1,0 ml/min; Injection volume: 5 µl; Temperature: 22 °C; Detection: UV, 266 nm;  
Sample: 1. Norepinephrine, 2. Levodopa, 3. Epinephrine, 4. Tyrosine, 5. Dopamine.

10 mM

12,5 mM

30 mM

min1 2 3 4 5 6 7 8 9

50 mM

1

23

4 5

Figure 6

たとえば、 CL - SM  でタンパク質やペプチドを分析する場合、分析物のピーク形
状と保持を改善するために、移動相の添加剤として AFT  がよく利用されます。
 ただし、 AFT  は  SM  信号を抑制する可能性があり、感度に悪影響を及ぼし
ます。  図  5  は、超不活性ベース  シリカを使用して製造された  rotnavA ®  
ECA ® カラムを使用することで、優れたピーク形状を維持しながら AFT  濃度

を大幅に低減できる方法を示しています。 対照的に、古くて純度の低いカラ
ムを使用すると、 AFT  濃度が低下するにつれてペプチドのピーク形状が急速に
悪化します。 これは、 rotnavA ® ECA ® カラムなどの最新の超高純度カラム
によってもたらされるもう 1 つの利点です。

可能な限り緩衝液濃度を最小限に抑えたいと思うかもしれませんが、緩衝液
濃度はメソッド開発中に分離の選択性を微調整するための有用なパラメータ
ーである可能性があることを考慮する価値があります。 図 6 は、100% 水
性移動相を使用した Avantor® ACE® C18-PFP カラムでのカテコールアミ
ンの分離に対する緩衝液濃度の影響を示しています。

低
い
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この例では、緩衝液濃度が低いと、レボドパとエピネフリンの間で不十分な分
離が得られます。 緩衝液濃度が増加すると、分離が向上します。 この例は、
通常は主要なメソッド開発パラメーターとしては使用されませんが、緩衝液濃
度の評価が有用である可能性があることを示しています。 

 

カラムについての考慮事項

前述したように、ピーク形状と再現性を改善するための新しい方法の開発には
最新の高純度シリカから製造されたカラムを使用することを強くお勧めします。 
さらに、メソッド開発を開始するときは、カラムで実行した以前のメソッドが固定
相の特性を変えていないことを確認するために、新しいカラムを使用する必要が
あります。 これは、 AFT  などのイオンペア添加剤を使用した場合に特に重要で
す。これらの添加剤はカラムの選択性を変える可能性があり、完全に除去でき
ない場合があるためです。 このアプローチに従わない場合、古いカラムではメソッ
ドの開発に成功しても、新しいカラムで実行すると失敗する可能性があります。

 

新しいメソッドの移動相の Hp  と緩衝液を選択する場合、カラムの安定性を考
慮することが重要です。 一般に、カラムの寿命を最適化するには、ほとんどのシ
リカカラムを Hp  2 ～ 8 で使用する必要があります。 低い Hp  では加水分解
により固定相の損失が生じる可能性がありますが、 Hp  8 を超えるとシリカの溶
解が発生する可能性があります。 どちらのプロセスも高温で加速されます。 し
たがって、多くの逆相カラムは高 Hp  移動相では使用できません。 高 Hp  に
耐えられる多数のカラムが市販されており、通常はハイブリッド有機シリカ材料、
ポリマーベース、または改良された結合技術を利用して製造されています。 

rotnavA ® ECA ® lecxE  CrepuS 81 、 rotnavA ® ECA ® eroCartlU  
CrepuS 81 、および rotnavA ® ECA ® eroCartlU  repuS - lyxeHlynehP  

は、より広い  Hp  範囲で使用するために開発された新しい固定相です。  
  

           
    

 

製造
プロセス中に独自のカプセル化結合技術 (EBT™) を使用することは、これら
の固定相が pH 1.5 ～ 11.0 の拡張 pH 範囲にわたって移動相とともに使
用できることを意味します。 (Avantor®  ACE®  Excel  SuperC18  の場合は

 pH  1.5  ～  11.5)　より広範囲の移動相 Hp を扱うことができるため、 クロマ
トグラファーはイオン化分析物を扱う際のメソッド開発ツールとして Hp を完全
に調査するための柔軟性が高まります。 [8]

            
          

             
           

          

 

       

 

         
           

        
        

 

 

 
 

図 7 は、メソッド開発中に高 Hp  移動相を調査できる機能が、イオン性化
合物を扱う場合にいかに強力なアプローチとなり得るかを示しています。 この
場合、高 Hp  移動相により、選択性と分析対象物の分解能が大幅に向上
するだけでなく、塩基性分析対象物の保持力とピーク形状も改善されます。

追加のヒントと優れた実践方法    

CL  移動相を作成するときは、常に高純度の緩衝塩、添加剤、溶媒 ( CLPH  
グレード以上) を使用することが重要です。 バッファーの純度は、アイソクラティッ
ク分離よりもグラジエント分離の方が重要になる傾向があります。これは、バッフ
ァーの不純物がカラム上に蓄積し、グラジエントが進行するにつれて不純物ピー
クとして溶出される可能性があるためです。

           
           

          
          

図 7:  rotnavA ® ECA ® eroCartlU  2.5 CrepuS 81  カラムで低 Hp  および高 Hp  移動相を使用した中性
およびイオン化可能な分析物を含むサンプルの分離® ®  
Column: Avantor® ACE® UltraCore 2.5 SuperC18, 50x2,1 mm; Mobile phase (low pH): A: 20 mM 
ammonium formate pH 3,0 (aq), B: 20 mM ammonium formate pH 3,0 in MeCN/H2O 9:1 v/v;  
Mobile phase (high pH): A: 0,1% NH3 (aq) B: 0,1% NH3 in MeCN/H2O 9:1 v/v;  
Gradient: 3 to 100% B in 5 minutes; Flow rate: 0,60 ml/min; Injection volume: 1,5 µl;  
Temperature: 40 °C; Detection: UV, 254 nm.

0 1 2 3 4 5
Time / min.

2

1

7

3

9

4

8

6

12

5

10
11

2 

1 7

3

4

8,9

6

12

5

10

11

pH 3,0
(20 mM Ammonium formate)

pH 10,7
(0.1% NH3)

Figure 7
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緩衝液と移動相をろ過して、塵や粒子を除去することもできます。

バッファーまたは添加剤を含む移動相を使用するグラジエント メソッドの場合
バッファーまたは添加剤を両方の移動相に同じ濃度で含めることを強くお勧
めします。  

多くの場合、バッファーまたは添加剤は A ラインにのみ含まれ、有機溶媒は B 
ラインに含まれます。 このアプローチでは、グラジエント プログラム全体で緩衝液
濃度や Hp  勾配が作成されるため、メソッドの再現性や堅牢性に問題が生じ
る可能性があります。 さらに、 VU  検出を使用するメソッドの場合、添加剤が検
出波長で大幅に吸収する場合、図 8 に示すように、ベースラインが傾斜する可
能性があります。この状況は、添加剤を B ラインに組み込むことで容易に解決
されます。

微生物の増殖は、緩衝液の水溶液にとって潜在的な問題です。 バッファー
調製には適切な有効期限を設定することが常に重要です。 一般に、中性 
Hp  の低濃度バッファーの有効期限は、酸性バッファーの濃縮ストック溶液より
も短くなります。

最後に、バッファーの沈殿や微生物の増殖のリスクを軽減するために、使用後
に CL  システムからバッファーを除去することを常に推奨します。 これは、 05 :
05  の水:有機移動相を使用して実現できます。 同様に、カラムの寿命を延
ばすために、保管前に CL  カラムから添加剤と緩衝液を除去することが重要
です。 逆相カラムの場合、固定相の脱湿または崩壊を引き起こす可能性が
あるため、これを 001 % 水で実行しないでください。

 

 

 

結論

新しい CL  および CL - SM  分離を開発する場合、分析物の保持、選択性、
およびピーク形状を制御および最適化するために、移動相の組成を慎重に検
討することが重要です。 イオン化可能な分析物の場合、移動相の Hp  は保
持力に劇的な影響を与える可能性がある重要なパラメーターです。 移動相バ
ッファーは、移動相の Hp  を制御するために一般的に使用され、堅牢で再現
性のある分離の実現に役立ちます。 利用可能な緩衝液や添加剤の範囲が
広いため、適切な移動相を選択するのは複雑で困難な作業となる場合があり
ます。 ただし、いくつかの重要な概念を注意深く検討することは、適切なバッファ
ーを確実に選択するのに役立ち、メソッド開発の成功に劇的な影響を与える
可能性があります。

 
 

このホワイトペーパーでは、分析対象物の特性を考慮することで、分析者が保持
力が Hp  によってどのような影響を受けるか、および最適な緩衝液を選択する方
法をよりよく理解できるように概説しました。

          

 

          

 

図 8:  rotnavA ® ECA ® lecxE  C 81 - PFP  カラムでの非ステロイド性抗炎症薬のグラジエント分離、  

 
Column: Avantor® ACE® Excel 2 C18-PFP, 50x3,0 mm; Gradient: 5 to 100% B in 5 minutes;  
Flow rate: 1,20 ml/min; Injection volume: 1 µl; Temperature: 40 °C; Detection: UV, 214 nm.  
Sample (in order of elution): 1. 2-Acetoxybenzoic acid, 2. Phenacetin, 3. Sulindac, 4. Tolmetin,  
5. Naproxen, 6. Flurbiprofen, 7. Diclofenac, 8. Phenylbutazone, 9. Meclofenamic acid.
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A ラインのみ (上) と A ラインと B ラインの両方 (下) に移動相添加剤を含めた場合の効果を示しています。
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緩衝液の溶解度、濃度、使用可能な Hp  範囲、さまざまな検出モードとの互
換性など、重要な実際的な考慮事項についてもさらに説明されています。 重
要なのは、移動相の調製にはいくつかの異なるアプローチが頻繁に行われること
です。 これは、他の研究室やユーザーがメソッドを確実に再現して運用できるよ
うに、手順を検討し、正確に文書化することが重要であることを意味します。

 
 

最後に、 rotnavA ® ECA ®  などの最新の超高純度  CL  固定相を使用すると、
メソッドの再現性と堅牢性が向上し、メソッドのライフサイクル全体を通じてメソッ
ドの失敗リスクを最小限に抑えることができます。

7

CHROMATOGRAPHY SOLUTIONS

この例では、緩衝液濃度が低いと、レボドパとエピネフリンの間で不十分な分
離が得られます。 緩衝液濃度が増加すると、分離が向上します。 この例は、
通常は主要なメソッド開発パラメーターとしては使用されませんが、緩衝液濃
度の評価が有用である可能性があることを示しています。 

 

カラムについての考慮事項

前述したように、ピーク形状と再現性を改善するための新しい方法の開発には
最新の高純度シリカから製造されたカラムを使用することを強くお勧めします。 
さらに、メソッド開発を開始するときは、カラムで実行した以前のメソッドが固定
相の特性を変えていないことを確認するために、新しいカラムを使用する必要が
あります。 これは、 AFT  などのイオンペア添加剤を使用した場合に特に重要で
す。これらの添加剤はカラムの選択性を変える可能性があり、完全に除去でき
ない場合があるためです。 このアプローチに従わない場合、古いカラムではメソッ
ドの開発に成功しても、新しいカラムで実行すると失敗する可能性があります。

 

新しいメソッドの移動相の Hp  と緩衝液を選択する場合、カラムの安定性を考
慮することが重要です。 一般に、カラムの寿命を最適化するには、ほとんどのシ
リカカラムを Hp  2 ～ 8 で使用する必要があります。 低い Hp  では加水分解
により固定相の損失が生じる可能性がありますが、 Hp  8 を超えるとシリカの溶
解が発生する可能性があります。 どちらのプロセスも高温で加速されます。 し
たがって、多くの逆相カラムは高 Hp  移動相では使用できません。 高 Hp  に
耐えられる多数のカラムが市販されており、通常はハイブリッド有機シリカ材料、
ポリマーベース、または改良された結合技術を利用して製造されています。 

rotnavA ® ECA ® lecxE  CrepuS 81 、 rotnavA ® ECA ® eroCartlU  
CrepuS 81 、および rotnavA ® ECA ® eroCartlU  repuS - lyxeHlynehP  

は、より広い  Hp  範囲で使用するために開発された新しい固定相です。  
  

           
    

 

製造
プロセス中に独自のカプセル化結合技術 (EBT™) を使用することは、これら
の固定相が pH 1.5 ～ 11.0 の拡張 pH 範囲にわたって移動相とともに使
用できることを意味します。 (Avantor®  ACE®  Excel  SuperC18  の場合は

 pH  1.5  ～  11.5)　より広範囲の移動相 Hp を扱うことができるため、 クロマ
トグラファーはイオン化分析物を扱う際のメソッド開発ツールとして Hp を完全
に調査するための柔軟性が高まります。 [8]

            
          

             
           

          

 

       

 

         
           

        
        

 

 

 
 

図 7 は、メソッド開発中に高 Hp  移動相を調査できる機能が、イオン性化
合物を扱う場合にいかに強力なアプローチとなり得るかを示しています。 この
場合、高 Hp  移動相により、選択性と分析対象物の分解能が大幅に向上
するだけでなく、塩基性分析対象物の保持力とピーク形状も改善されます。

追加のヒントと優れた実践方法    

CL  移動相を作成するときは、常に高純度の緩衝塩、添加剤、溶媒 ( CLPH  
グレード以上) を使用することが重要です。 バッファーの純度は、アイソクラティッ
ク分離よりもグラジエント分離の方が重要になる傾向があります。これは、バッフ
ァーの不純物がカラム上に蓄積し、グラジエントが進行するにつれて不純物ピー
クとして溶出される可能性があるためです。

           
           

          
          

図 7:  rotnavA ® ECA ® eroCartlU  2.5 CrepuS 81  カラムで低 Hp  および高 Hp  移動相を使用した中性
およびイオン化可能な分析物を含むサンプルの分離® ®  
Column: Avantor® ACE® UltraCore 2.5 SuperC18, 50x2,1 mm; Mobile phase (low pH): A: 20 mM 
ammonium formate pH 3,0 (aq), B: 20 mM ammonium formate pH 3,0 in MeCN/H2O 9:1 v/v;  
Mobile phase (high pH): A: 0,1% NH3 (aq) B: 0,1% NH3 in MeCN/H2O 9:1 v/v;  
Gradient: 3 to 100% B in 5 minutes; Flow rate: 0,60 ml/min; Injection volume: 1,5 µl;  
Temperature: 40 °C; Detection: UV, 254 nm.
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