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今日の分析ラボでは、ラボの生産性向上を推進するために、クロ
マトグラフィーの実行時間を短縮することにますます重点が置かれ
ています。 新しく開発された液体クロマトグラフィー ( CL ) メソッド
では、多くの場合、新世代の低分散、高圧定格の CLPH /

CLPHU  システムと、小型カラムに充填された約 2 ミクロンまたは
ソリッドコア粒子を利用して、高効率でハイスループットの分離を
実現します。 既存の CL  分離の場合、メソッドをより小さな粒子
を充填したより小さな寸法のカラムに変換することにより、サンプル 
スループットを向上させる多くの機会が存在します。 このアプロー
チは一般的な研究室活動となっており、研究室の効率を大幅に
向上させることができます。

 
 
 

 

Chromatography Solutions

この実践は、小さなカラム形式に詰め込まれた 2 ミクロン未満
の粒子クロマトグラフィー ソリューションと、最大 1, 004  rab  の
操作圧力を備えた超高圧液体クロマトグラフィー ( CLPHU ) シ
ステムの開発と利用可能性によって推進されてきました。 正し
いカラム寸法と粒子サイズを慎重に選択することで、実行時間
を大幅に短縮しながら、元のメソッドのパフォーマンスを維持でき
ます。

Chromatography 
white paper 
By Dr Matt James, Senior Research Scientist

液体クロマトグラフィーにおける
メソッド変換の成功 

このホワイト ペーパーの目的は、メソッドの変換に必要な理論、
原理、主要な方程式をまとめ、アイソクラティック  LC  メソッド とグ
ラジエント  LC  メソッドの変換にそれらを使用する方法を実証す
ることです。  Avantor®  ACE®  Method  Translator  は、メソッ
ド変換アクティビティを簡素化する強力なツールとして導入されて
います。  さらに、メソッド変換が成功する可能性を最大限に高め
るために、一般的な落とし穴と  LC  システム特性の重要な考慮
事項についても説明します。
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メソッドの翻訳: CLPHU  に限定されない

メソッド変換は、メソッドを CLPHU  に変換することに重点を置いて議論されるこ
とがよくありますが、メソッド変換はこのアプローチだけに限定されないことを認識す
ることが重要です。 従来の CLPH  メソッドの多くには、 CLPHU  テクノロジーを採
用しなくても改善の余地があります。 粒子サイズの減少により、圧力を 004  

rab  未満に維持しながら (標準 CLPH  システムと互換性を持たせるため)、カラ
ムの長さを大幅に短縮できるため、分析時間が大幅に短縮されます。 

図 1 は、グラジエント メソッドを CLPHU  に応用してサンプル スループットをほぼ 
01  倍に向上させる方法を示しています。 ただし、メソッドを標準の CLPH  シス
テムと互換性のあるカラム形式に移行することによって、スループットを 2.5 倍増
加させることもできます。 結果として得られる分離は CLPH  システムの圧力制
限内に十分に収まっており、スループットの有益な増加をもたらすために使用でき
ます。 同様に、許容される規制ガイダンス内で薬局方メソッドを調整すると、メソ
ッドの再検証や CLPHU  装置への高価な設備投資を必要とせずに、時間とコ
ストを大幅に節約できます。(1)

図 1:  CLPHU  (B) および修正された高速 CLPH  (C) オプションを使用したグラジエント CLPH  メソッド (A) 
のサンプル スループットの向上　 Mobile phase: A: 0.1% formic acid (aq), B: 0.1% formic acid in MeCN, 
Gradient: 35-65%B, Injection volume: (A) 5 µL, (B) 0.7 µL, (C) 1.4 µL, Detection: UV (254 nm).  Sample: 1
. Sulindac, 2. Bendroflumethiazide, 3. Ketoprofen, 4. Ibuprofen, 5. Diclofenac, 6. Indomethacin,  7. 
Mefenamic acid, 8. Meclofenamic acid. Note: post-gradient equilibration times are not shown but 
are detailed in the table. 

A
Instrument: 400 Bar HPLC
ACE 5 C18-AR, 150 x 4.6 mm
1 mL/min, PMAX = 64 bar
26 samples in 24 hours

C Instrument: 1,400 Bar UHPLC
ACE Excel 1.7 C18-AR, 50 x 3.0 mm
1.25 mL/min, PMAX = 510 bar
250 samples in 24 hours

B Instrument: 400 Bar HPLC
ACE 3 C18-AR, 100 x 3.0 mm
0.71 mL/min, PMAX = 193 bar
67 samples in 24 hours

HPLC

UHPLC

Gradient time (mins)

150 x 4.6 mm, 5 µm 100 x 3.0 mm, 3 µm 50 x 3.0 mm, 1.7 µm %B
0 0 0 35
28 11.06 2.98 65
33 13.04 3.51 65
34 13.44 3.61 35
54 21.34 5.74 35
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新しいカラムの寸法と粒子サイズの選択

メソッド変換の最も基本的な要件の 1 つは、メソッド変換の前後で選択性また
はピーク間隔が類似している必要があることです。 したがって、固定相の化学
的性質を同じに保つことが重要であり、理想的には同じ結合相とベースシリカを
使用します。 最新の固定相材料では、ほとんどの高品質カラム ベンダー
( rotnavA ® ECA ® など) が粒子サイズ範囲全体にわたって完全な拡張性を
提供し、選択性が確実に維持されるため、これは問題にはなりません。 さらに、
新しいメソッドの開発はすべて、将来を見据えたメソッド翻訳活動のようなフェー
ズで実行することをお勧めします。

CL  メソッドを変換するときは、新しいカラムの寸法と粒子サイズを慎重に検討し
て、変換されたメソッドの許容可能な性能が確実に達成されるようにすることが
重要です。  必要なカラム性能を備えていないカラム形式、または利用可能な

 CL  システムでの使用に適していないカラム形式を選択すると 、元のメソッドと比
較したときに得られる分離が異なる可能性があります。  変換されたメソッドが元
のメソッドと同じ分離効率と分離能を維持できるよ うにするには、新しいカラムが
元のカラムの効率と一致する必要があります。  指定された流量でのカラム効率
は、主に充填剤の粒子サイズとカラムの長さによって決まります。

 
カラムの長さが

短くなった場合、同様のカラム効率を達成するには粒子サイズも小さくする必要
があります。

          
           

        
          

           
         

           
        
           
  

カラム効率を維持するアプローチは、あらゆるメソッド変換の有用な開始点であ
り、カラム長 (L) と粒子サイズ ( Pd ) の比 (L/ Pd ) を考慮することで簡単に評
価できます。 より小さな粒子が充填された短いカラムを選択すると、L/ Pd  比が
維持されていれば、最適な線速度で同様の効率と分離能が得られることが期
待できます。(2) 表 1 は、一般的に利用可能ないくつかのカラム形式と、それに
対応する L/dP 比をまとめたものです。 この表から、 01  μm 粒子を充填した

003  mm  カラムは、5 μm 粒子を充填した 051  mm  カラム、さらには 1.7
μm 粒子を充填した 05  mm  カラムと同じ L/ Pd  比を持ちます。 したがって、
3 つのカラムはすべて同様の効果を期待できます。

 

短いカラムにより実行時間
が大幅に短縮され、パフォーマンスが向上します。 (表 2) メソッド変換への L/
Pd  の適用は、現在、米国薬局方のクロマトグラフィー総章 ( PSU  < 126 >)

で、モノグラフ メソッドに対する許容される変更を決定するために使用されてい
ます。 このガイダンスを使用して分析時間を短縮することができ、約 2 ミクロン
粒子やソリッドコア粒子の使用が容易になりました。(1、3)

多くの変換は効率と分離能を維持することを目的としていますが、元のメソッドで
過剰な分離が利用できる場合は、さらに高速な分離を達成するために変換後
のカラムの L/dP 比の低下 (つまり分離能の低下 ) を
受け入れることができます。 逆に、効率と分析対象物の分解能を高めるには、
L/ Pd  を増加させることが望ましい場合があります。 一部のアプリケーションでは
、複数のカラムを結合して超高分解能分離を行うことで、この概念をさらに活用
することができます。 このアプローチは、天然物やペプチド消化物などの複雑な
サンプルのプロファイリングに特に有益である可能性があります。(4)

         
             
          

           
       

           
         

       

        
  

変換メソッドで流量を減らし、より小さいカラム内径 ( DI ) を使用することは、
溶媒消費量を減らすための一般的なアプローチです。 溶媒使用量の大幅な
削減が可能であり (> 09 % 報告) (1、5)、このアプローチは非常に魅力的で
す。 (表 3)

    

Column Length (mm)

30 50 75 100 125 150 250 300
1.7 17,647 29,412 44,118 58,824 - - - -
2 15,000 25,000 37,500 50,000 62,500 75,000 - -
2.5 12,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 - -
3 10,000 16,667 25,000 33,333 41,667 50,000 83,333 -
5 6,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 50,000 -
10 3,000 5,000 7,500 10,000 12,500 15,000 25,000 30,000
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表 1:  一般的な市販のカラムフォーマットの選択における L/ Pd  比の概要

Particle  
size (µm) L/dP

Flow rate  
(mL/min)

Run time 
(min.)

Time  
saving

300 x 4.6 10 30,000 1.00 40 -
150 x 4.6 5 30,000 1.00 20 50%
50 x 4.6 1.7 29,412 1.00 6.7 83%D
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表 2:  04  分間のアイソクラティックメソッドの計算時間を節約し、L/ Pd  と流量を一定に保ちながら、より小さいカ
ラムと粒子サイズの組み合わせに変換しました。

Particle  
size (µm) L/dP

Flow rate  
(mL/min)

Run time 
(min.)

Solvent use 
(mL)

Solvent  
saving

250 x 4.6 5 50,000 1.0 30 30 -
150 x 4.6 3 50,000 1.0 18 18 40%
150 x 3.0 3 50,000 0.43 18 7.7 74%
150 x 2.1 3 50,000 0.21 18 3.8 87%
75 x 2.1 1.7 44,118 0.21 9 1.9 94%C
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および規制指導の許可

表 ３: メソッドをより小さいIDのより短いカラムに変換することで達成できる溶媒の節約
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カ

アイソクラティック法の変換  

アイソクラティック法は変換が比較的簡単で、必要なのは注入量と流量の単
純な容積測定のみです。 注入量 ( iV ) は、式 1 に従って、元の注入量と新
しいカラム MV 2 と MV 1 の内部容積から単純に計算されます。

        
          

           
          
        

1
Vi2 = Vi1 × VM2

       VM1 

カラム容量は、適切なデッドタイム マーカーを注入することによって実験的に決
定するか、式 2 を使用して推定することができます。  

2 VM = π (   )2 Lε
2
dc

変換されたメソッドに別の DI  カラムが使用されている場合は、それに応じて流
量をスケーリングする必要があります。 粒子サイズが変化しない場合、カラムを
流れる移動相の線速度を一定に維持するために流量が調整されます。 (式 
3) 移動中に粒子サイズが変化した場合は、別の式を使用して新しい流量を
推定できます。 (式 4)(5、6、7)

 
 

この方程式は、元の方法と変換された方法の間のプレートの高さの違いを
考慮して、ほぼ同様の分離効率を提供しようとしています。

  

3

4

F1 x d2
c2

   d2
c1 

F2 =

F1 x d2
c2 x dp1

   d2
c1 x dp2 

F2 =

実際には、変換されたメソッドは、式 4 を使用した場合に予想よりも低い
ピーク効率値をもたらす可能性があります。したがって、元のメソッドで提供
されるものと同様のパフォーマンスを達成するために、変換された流量をさら
に調整または削減することは許容されます。 このアプローチは米国薬局方
内で推奨されており、実践として受け入れられています。 (1、3)

最後に、新しいメソッドの実行時間は式 5 を使用して計算でき、背圧
は式 6 を使用して推定できます。

5
t1 F1 VM2

   F2 VM1

t2 =

6
P1 x F2 x L2 x d2

c1 x d2
p1

   F1 x L1 x d2
c2 x d2

p2

P2 =

図 2 は、これらの重要な方程式を適用して、アイソクラティック メソッドを 
CLPH  から CLPHU  に変換する方法を示しています。 

この例では、一定の
 

L / Pd 比を維持することで元の分離の効率と分離能が
維持され、流量を

 
1.7

 
μm の粒子サイズにスケーリングすることで実行時間

が
 

8 8 .6% 
 

短縮されます 。

ラム DI  (したがってカラム容積) をスケールダウンする際に考慮すべき重要な
点は、測定されたピーク効率に対する機器のばらつきとバンドの広がりによるマイ
ナスの影響です。カラムの寸法が小さくなると、機器の分散はカラムの性能に比
例して大きな悪影響を及ぼします。 これについては、このホワイト ペーパーで後
ほど詳しく説明します。メソッドをより小さい DI  カラムに変換するときに考慮すべ
き追加の要素には、流量供給の精度、より低い注入量での注入再現性、検
出器のサンプリング レート、および新しいメソッドの検出モードが含まれます。

rotnavA ® ECA ® カラム
の場合、カラムの空隙率  (ε) は完全多孔質粒子の場合は  0. 36 、

eroCartlU  ソリッドコア粒子の場合は 0. 55  と見なされます。一方、 Cd  と L 
はそれぞれカラムの DI  と長さに対応します。
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Select new 
column format

Scale 
injection volume

Scale flow rate

Calculate run time

Check  
back pressure

Original method Translated method Difference
Efficiency of last peak 12,387 12,357
Run Time 35 mins. 4 mins -88.6%
Solvent consumption 35.0 mL 5.0 mL -85.7%

図 2:  CLPH  から CLPHU  へのアイソクラティック メソッドの変換　 Method conditions
:

 
Isocratic MeCN:H2O 30:70 v/v, column temperature: 40 °C, detector: UV, 214 nm. Sample: 1. 
1,2,3-trimethoxybenzene, 2. 1,2,4-trimethoxybenzene, 3. 1,4-dimethoxybenzene, 4. methoxybenzene,  
5. 1,3-dimethoxybenzene, 6. 1,3,5-trimethoxybenzene, 7. Toluene.

グラジエント法の変換

グラジエントプロファイルでは新しいカラムのデッドボリュームと流量に合わせてスケ
ーリングする必要があるため、グラジエントメソッドの変換は多少複雑になります。
 勾配プロファイルを分解し、各セグメントを個別に変換する必要があります。  
勾配セグメントは式 7 を使用して変換できますが、アイソクラティック ホールドは
式  8  を使用して変換できます。

         
           

          
       
           

   

7
tG1 x F1 xVM2

   F2 VM1

tG2 =

8
tISO1 x F1 xVM2

   F2 X VM1

tISO2 =

アイソクラティック変換と同様に、注入量は式 1 を使用して調整でき、流量は
式 3 および 4 を使用して選択できます。図 3 は、これらの変換原理を使用し
て元の 052  mm  カラムからグラジエント法を変換する方法を示しています。 5 
μm の粒子を充填したカラムから、3 μm の粒子を充填した 051  mm  カラム
に充填します。 どちらのカラムも L/ Pd  比が 05 , 000  であるため、分離のピー
ク容量と分離能が維持され、全体として 46 .7% の実行時間の短縮が達成
されます。 流量の増加と粒子サイズの減少にもかかわらず、この翻訳されたメソ
ッドは、標準の 004  rab  CLPH  機器と完全に互換性があります。

 

理想的には、変換されたグラジエント法は、元の分離を最も正確に再現するた
めに、システムドウェルボリューム ( DV ) および/またはカラムデッドボリューム ( MV ) 
の変化を補正する必要があります。

          
          
         

          

 

       
        

           

ただし、図 3 に示すような多くの勾配変換
では、この補正を適用しなくても許容可能な分離が得られます。変換勾配法が
実験的に評価され、望ましい分離が得られることが判明した場合は、この補正
を省略してもよい場合があります。
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Select new 
column format

Scale 
injection volume

Scale flow rate

Translate 
gradient profile

Check  
back pressure

  
pH 2.7 in MeCN:H2O 65:35 v/v, column temperature: 40 °C, detector: UV, 254 nm. Sample: 1. metronidazole, 
2. 4-acetamidophenol, 3. amiloride, 4. caffeine, 5. hydrochlorothiazide, 6. 4-hydroxybenzoic acid,  
7. acetophenone, 8. 2-nitrophenol, 9. nitrobenzene, 10. 1,2-dinitrobenzene, 11. ethylbenzoate,  
12. 3,4-dichlorobenzoic acid. Note: experimentally determined values of 2.668 mL and 1.571 mL were 
used for VM1 and VM2 to translate this method.

Original method Translated method Difference
Cycle Time 82.0 mins 28.96 mins -64.7%
Solvent consumption 82.0 mL 48.4 mL -41.0%

t (min) %B Equation t (min) %B
0 5 0 5
45 100 ← Equation 7 → 15.87 100
50 100 ← Equation 8 → 17.63 100
52 5 ← Equation 7 → 18.34 5
Post time: 30 mins ← Equation 8 → Post time: 10.6 mins

図 4B に示すように、元の方法と比較して選択性の変化が観察された場合は
滞留容量とカラム容量を次のように補正する必要があります。 正確な変換を
実現するには、元のメソッドと変換されたメソッド間のシステムドウェルボリュームと
カラムデッドボリュームの比率 ( DV / MV )  の差がゼロに近づく必要があります。

(     )  -  (    )  ≈ 0VD

VM Original

VD

VM Translated

そうでない場合は、望ましい分離を回復するために、プレグラジエントホールド
または遅延注入 (通常は CL  機器ソフトウェアを通じてプログラム可能) が必
要です。(図 4C) 

これは、小容量カラム形式に変換する場合に特に重要です。システム滞留対
カラムデッドボリュームの比率が CLPH  カラム形式よりもはるかに高くなり、選択
性が大幅に変化する可能性があります。 あるいは、 CL  ポンプ構成で異なる
容量のミキサーを使用して CL  システムの滞留容量を調整することで、手動で
修正することも可能です。 

この補正を適用するには、元の CL  システムとメソッドが変換される新しいシス
テムの滞留容積を正確に決定する必要があります。 (詳細については参考文
献 01  を参照) 

元のメソッドと翻訳されたメソッドの両方の DV / MV  比を使用すると、プレグラジ
エント ホールドの大きさまたは注入遅延時間 (分単位) を式 9 で決定できま
す。

 
 

(5, 8, 9)

図 3: CLPH  グラジエント変換. Conditions: A: 20 mM KH2PO4 pH 2.7 (aq), B: 20 mM KH2PO4

負の値は、グラジエントの開始後 x 分まで注入を遅らせる必要があることを
示します。
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正の値は、グラジエント タイムテーブルの開始時に x 分のアイソクラティック 
ホールドを挿入する必要があることを示します。

9

分離に対する DV / MV  の影響を最小限に抑える別のアプローチは、より大きな 
DI  (例: 05  x 2.1 mm  ではなく 05  x 3.0 mm ) のカラムを使用して、分
離に対するシステム滞留の影響を最小限に抑えることです。

図 4:  IPA  および関連物質のグラジエント メソッドを CLPH  から CLPHU  に変換. 
A: Original separation (system VD = 1.098 mL) B: Translated method not corrected for influence of 
system dwell volume C: Translated method corrected for influence of dwell volume. Method conditions
:

 
Line A: 20 mM ammonium acetate pH 6.0 (aq), Line B: 20 mM ammonium acetate pH 6.0 in MeCN:

H2O 80:20 v/v, column temperature: 40 °C, detector: UV, 230 nm. Sample: 1. 4-aminophenol, 2. 
hydroquinone, 3. 4-acetamidophenol (paracetamol), 4. 2-aminophenol, 5. 2-acetamidophenol,  6. 
phenol, 7. 4-nitrophenol, 8. 4-chloroacetanilide, 9. 2-nitrophenol. Impurities were spiked at 0.5% w/w.

A

C

B

t (min) %B t (min) %B
0 5 0 5
15 95 ← Equation 7 → 1.70 95
17 95 ← Equation 8 → 1.93 95

17.5 5 ← Equation 7 → 1.98 5
Post time: 20 mins ← Equation 8 → Post time: 2.3 min

Select new 
column format

Scale 
injection volume

Scale flow rate

Translate 
gradient profile

Adjust for 
change in VD / VM

Check  
back pressure

 = [(     ) - (     )]  VD1

VM1

VD2

VM2

VM2

F2
χ x
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このホワイトペーパーで概説されている原則を使用するには、時間がかかる場
合があります。 rotnavA ® ECA ® CL  rotalsnarT  ツールは、必要な多数
の計算を実行することなく CL  メソッドを自動的に変換するために開発されま
した。 これは tfosorciM  lecxE  ベースであり、アイソクラティック CL  メソッド
とグラジエント CL  メソッドを自動変換するためのツールを提供します。 

図 5 は、グラジエント法トランスレーターのスクリーンショットと、図 4 に示すアプ
リケーション用に正確に変換されたグラジエント法を自動的に生成するためのそ
の使用法を示しています。このツールは使いやすいです。ユーザーは、既存のメ
ソッドのカラム寸法と条件を入力します。 ターゲットカラムのディメンションと一致
し、変換されたメソッドが自動的に生成されます。 さらに、メソッド転送、バッファ
ー計算、移動相量計算、滞留容量計算など、その他のさまざまなツールも提
供されています。 

図 5:  rotnavA ® ECA ® CL  rotalsnarT  からのもの、図 4 に示すグラジエント分離を変換するために使用されます。

AVANTOR® ACE® LC TRANSLATORを使用した簡便な変換

このツールは、vwr.com/ace から無料でダウンロードできます。
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メソッド変換を成功させるためのヒントとコツ

メソッド変換で可能な限り最良の結果を得るには、受信側 CL  システムのい
くつかの側面を考慮する必要があります。 その中で最も重要なのは、システ
ムの分散と検出機能です。 カラム外のバンドの広がりは、分析物のクロマトグ
ラフィー バンドに影響を与える分散効果によって生じ、メソッドのパフォーマン
スが低下します。 CL  システムのカラム外容積は、分散の主な要因です。 カ
ラム外容積に大きく影響する要因としては、流路内のシステム チューブ、イン
ジェクター チューブ、検出器フローセルの容積、および品質の悪いチューブ接
続 (分析カラムなど) が挙げられます。 ( 11 , 21 )

         
          

          
      

       
        

         
         

          
        051  x 4.6  mm  などの従来のより大きなフォーマットのカラムの場合、シス テム

の余分なカラム容積の影響は、大きなカラム容積に比べて無視できます 。
 

ただ
し、カラムデッドボリュームがはるかに小さい、より小さいフォーマットのカ ラム

 
(内

径  2.1  mm  および  3.0  mm  など)  の場合、カラム外容積がクロ マトグラフィー
 バンドに与える影響は大きくなります。  したがって、従来のメソッ ドをより小さなフ

ォーマットのカラムに変換する場合は、新しい分離に対するカ ラム外分散の潜
在的な影響を考慮し、デッドボリュームが低く、ナローボアのカラムが適切に最適
化された装置でのみ使用されるようにすることが重要です。

 
一般に、特にアイソ

クラティック分離の場合、 CLPH  システムでの使用には
 

4.6
 

mm
 

DI
 

のカラムが
推奨され、最適化された  CLPH  および  CLPHU

 
システムでの使用には

 
3.0

 mm  DI  のカラムが推奨され、2.1  mm
 

DI
 

は低分散
 

CLPHU
 

システムでの使
用に限定される必要があります 。
 

内径
 

1.0
 

mm
 

以下のカラムは、適切なキャ
ピラリーまたは「ナノ」 CL  でのみ使用してください。

            
         

           
           

         
      

         
        
         

        
        

           
             

             
            

       

さらに、アイソクラティック分析では、保持係数が低い分析物は、十分に保持さ
れている分析物よりもカラム外バンドの広がりの影響をかなり受けやすいことを考
慮する価値があります。

 

カラム外のバンドの広がりを減らすには、可能な場合は

 
CL

 

システムのチューブ

 

DI 、フローセルの経路長と体積などを減らすことで改善
できます。( 11 )

 

カラム

 

ID

 

を大きくする

 

(例:

 

ID

 

2.1

 

mm

 

カラムではなく

 

ID

 

3.0

 

mm

 

カラムに変換する)

 

ことも、望ましい分析時間の短縮と移動相消費量の
大幅な削減を達成しながら、影響を軽減するのに役立ちます。

         
         

          
       

             
         

              
           
          

   

さらに、検出器の設定が変換されたメソッドに対して適切に最適化されているこ
とを確認することも重要です。

 

一般に、クロマトグラフィーのピーク全体で少なく と
も

 

02

 

個のデータ

 

ポイントを収集する必要があります。

           
        

          
          

メソッドをより小さな粒子が充填されたより小さなフォーマットのカラムに変換する
と、ピーク幅が減少します。 したがって、データのサンプリング レートを高める必要
があります。 カラム外バンドの広がりの影響と同様に、アイソクラティック法で早期
に溶出する分析物は、検出器のサンプリング速度が遅いことによる悪影響を受
けやすくなります。 これは、高速アイソクラティック CLPHU  メソッドの効率と分離
能に対する検出器のサンプリング レートの影響を示す図 6 に示されています。 
早期に溶出するサンプル成分 (つまり、保持係数が低い) の場合、狭いピーク
を完全に表してメソッドのパフォーマンスを向上させるには、少なくとも 04  ～ 08  

zH  のデータ捕捉速度が必要です。 後で溶出する分析物の効率は、それほど
影響を受けません。

図 6:  rotnavA ® ECA ® eroCartlU  2.5 CrepuS 81  ( 57  x 3.0 mm ) を使用した、さまざまなデータ
収集速度での抗ヒスタミン薬の定組成分離

® ®  

Method conditions: Isocratic 30 mM KH2PO4 pH 2.7 in MeOH:H2O 40:60 v/v, flow rate: 0.85 mL/min
, injection volume: 0.9 µL, column temperature: 30 °C, detector: UV, 214 nm. Sample (in order of 
elution): 1. maleic acid, 2. norephedrine, 3. doxylamine, 

 

4. salicylamide, 5. guaifenesin, 6. guaiacol, 7. 
chlorpheniramine, 8. triprolidine.

ただし、データ サンプリング レートが速いとベースライン ノイズが増加する可能性
があり、これが微量サンプル成分の測定に問題となる可能性があるため、アプリ
ケーションに応じてバランスを慎重に考慮する必要があります。
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選択性の潜在的な変化

メソッドを CLPHU  (つまり、2 μm 未満の粒子) に変換する場合、実行時
間をさらに短縮するために、移動相の流量がスケールアップされることがよくあり
ます。 (たとえば、式 4 に従って)　充填カラム内の流量が増加すると、移動
相と充填シリカ粒子の間に摩擦力が働き、移動相の温度が上昇します。 (2、

31 、 41 )　

最近、背圧の増加がクロマトグラフィーの選択性に及ぼす影響にますます注目
が集まっています。 カラム背圧が増加すると、一般に保持力の増加が観察さ
れ、帯電/極性分析物の方が中性分析物よりも大きな影響を受けることが広
く報告されています。 したがって、一部のサンプル成分は他の成分よりも圧力
上昇の影響を受けやすく、 CLPH  メソッドを CLPHU  メソッドに変換する場合
、またはその逆の場合に、選択性と分離能に予期せぬ変化が生じる可能性
があります。 ( 51 、 61 、 71 ) 実際には、許容可能な分離が得られるまで流量を変
更して分離を実行する以外に、望ましくない圧力効果を補償することは困難
です。 最終的に、目的の分離を達成するには、グラジエント時間または温度
を変更することによるメソッドの再開発が必要になる場合があります。

          
        

          
        

         
         

          
        
              

         
           

        
        

     
結論

組織がラボの効率を改善し、コストを削減し続けるにつれて、メソッドの変換は
一般的な活動になりました。 メソッドを CLPHU  に変換すると、サンプル スル
ープットが大幅に向上することがよく強調されますが、多くの場合、メソッドを変
換すると、標準的な CLPH  機器の使用率が大幅に向上する可能性もありま
す。

        
       

         
        

          
         

          

このホワイト ペーパーは、元のメソッドの選択性、分解能、および性能を正確
に再現する、変換された CL  メソッドを取得するために必要なプロセスを要約
することを目的としています。 

メソッド変換の最初の段階では、適切な CL  カラムを選択する必要があります
が、これは、L/ Pd  比を考慮することで容易に決定できます。 この記事で概説
した基本方程式を使用して、流量と注入量を慎重に体積測定することにより、
アイソクラティック メソッドのパラメーターを正確に変換できます。 グラジエント法
の変換では、より複雑な状況が発生します。グラジエント プロファイルには正確
なスケーリングが必要であり、システムのドウェル ボリュームが得られる分離に大
きな影響を与える可能性があります。 実践的なクロマトグラファーがメソッドを迅
速かつ確実に変換できるよう支援するために、 rotnavA ® ECA ® 

rotalsnarT  スプレッドシートが開発され、無料でダウンロードできます。 このツ
ールを使用すると、ユーザーは元のメソッドのカラムの詳細とメソッド パラメーター
をターゲットのカラム形式とともに入力するだけで、変換されたメソッドを自動的
に生成できます。 最後に、ドウェルボリュームの影響、カラム外バンドの広がり、
検出器の設定、および変換されたメソッドの選択性に対する摩擦加熱と圧力
増加の潜在的な影響など、メソッドの変換で遭遇する最も一般的な問題と考
えられる解決策のいくつかについて説明しました。

          
         
         

        
           

        
         

         
          

       
        

           
          

           
        

         
         

       
         

      

 

1.  A. P. McKeown, Chromatography Today 8, issue 1 (2015) 32-36.
2.  J. R. Mazzeo, U. D. Neue, M. Kele, R. S. Plumb, Anal. Chem. 77 (2005) 460A-467A.
3.  United States Pharmacopoeia General Chapter <621> “Chromatography” First Supplement to  

USP 37-NF 32 (United States Pharmacopoeial Convention, Rockville, MD, USA).
4.  Chromatography Today 12, issue 4, (2020) 16-18.
5.  P. Petersson, M.R. Euerby, M.A. James, LCGC Europe 28 (2015) 310-320.
6.  D. Guillarme, D.T.T. Nguyen, S. Rudaz and J.L. Veuthey, Eur. J. Pharm. Biopharm. 66 (2007) 475-482.
7.  D. Guillarme, D.T.T. Nguyen, S. Rudaz and J.L. Veuthey, Eur. J. Pharm. Biopharm. 68 (2008) 430-440.
8.  J.W. Dolan and L.R. Snyder, J. Chromatogr. A 799 (1998) 21-34.
9.  A.P. Schellinger and P.W. Carr, J. Chromatogr. A 1077 (2005) 110-119.
10.  Avantor® ACE® Knowledge Note 0001 “How to determine dwell volume of an HPLC or UHPLC system” 

(https://uk.vwr.com/cms/ace_knowledge_notes).
11.  A.J. Alexander, T.J. Waeghe, K.W. Himes, F.P. Tomasella, T.F. Hooker, J. Chromatogr. A 1218 (2011) 5456-5469.
12.  K. J. Fountain, U. D. Neue, E. S. Grumbach, D. M. Diehl, J. Chromatogr. A 1216 (2009) 5979-5988.
13.  A. Clarke, J. Nightingale, P. Mukherjee, P. Petersson, Chromatography Today 3, issue 2 (2010) 4-9.
14.  A. de Villiers, H. Lauer, R. Szucs, S. Goodall, P. Sandra, J. Chromatogr. A 1113 (2006) 84-91.
15.  M. M. Fallas, U. D. Neue, M. R. Hadley, D. V. McCalley J. Chromatogr. A 1209 (2008) 195-205.
16.  M. R. Euerby, M. James, P. Petersson J. Chromatogr. A 1228 (2012) 165-174.
17.  M. R. Euerby, M. James, P. Petersson Anal. Bioanal. Chem. 405 (2013) 5557-5569.

2 ミクロン以下の粒子で通常使用されるより高い線速度では、大幅
な摩擦加熱が発生する可能性があり、元の方法と比較して選択性が変化
する可能性があります。 選択性の変化の原因として摩擦加熱が疑われる場
合は、補償するためにカラム オーブンの温度を変更する調査が必要になる場
合があります。
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このホワイトペーパーで概説されている原則を使用するには、時間がかかる場
合があります。 rotnavA ® ECA ® CL  rotalsnarT  ツールは、必要な多数
の計算を実行することなく CL  メソッドを自動的に変換するために開発されま
した。 これは tfosorciM  lecxE  ベースであり、アイソクラティック CL  メソッド
とグラジエント CL  メソッドを自動変換するためのツールを提供します。 

図 5 は、グラジエント法トランスレーターのスクリーンショットと、図 4 に示すアプ
リケーション用に正確に変換されたグラジエント法を自動的に生成するためのそ
の使用法を示しています。このツールは使いやすいです。ユーザーは、既存のメ
ソッドのカラム寸法と条件を入力します。 ターゲットカラムのディメンションと一致
し、変換されたメソッドが自動的に生成されます。 さらに、メソッド転送、バッファ
ー計算、移動相量計算、滞留容量計算など、その他のさまざまなツールも提
供されています。 

図 5:  rotnavA ® ECA ® CL  rotalsnarT  からのもの、図 4 に示すグラジエント分離を変換するために使用されます。

AVANTOR® ACE® LC TRANSLATORを使用した簡便な変換

このツールは、vwr.com/ace から無料でダウンロードできます。
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