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ウォーターズのソリューション

SFE 500システム

ACQUITY UPLC® H-Classシステム

ACQUITY UPLC PDA検出器

Watersフラクションマネージャ‐アナリティカル

Empower® 3　ソフトウェア

ACQUITY BEH C18 1.7µm、2.1× 100 mm カラム

キーワード

分取、WFM-A、フラクションマネージャ、

ローズマリー、ゴミシ、トウキ

アプリケーションのメリット 

Waters®フラクションマネージャ‐アナリティ

カル（WFM-A）は UPLC® 分析で得られるシャー

プで近接するピークを単離・分取するために

設計されたフラクションコレクターです。

はじめに

天然物からの抽出物は、マトリックスが複雑で多種多様な化合物を含みます。

ACQUTY UPLC H-Class システムに、ACQUITY BEH C18 の粒子径 2 µm 以下の

カラムを接続することで分離が向上し、シャープでより多くのピークが得ら

れます。このような複雑な混合物からピークを分取する必要がある場合、従来の

HPLC分取システムはシャープで近接するピークを分取するのには適しません。

HPLC 用に設計された分取バルブと配管ではピークが拡散し、目的の化合物の

単離は困難です。本アプリケーションノートでは、3種の天然物からの抽出サン

プルを用いて、粒子径 2 µm以下のカラムを用いるクロマトグラフィーのため

に設計された分取装置である WFM-Aの機能と有用性をご紹介します。

ACQUITY UPLC H-Classシステムと
Watersフラクションマネージャを使用した
複雑な天然物抽出サンプルの分析スケールでの分取精製
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実験方法 
3種の天然物（ローズマリー、ゴミシ、トウキ）からの抽出サン

プルを、ACQUITY H-Class システムと ACQUITY BEH C18カラム

を用いて分析し、目的成分のピークを WFM-Aを用いて単離・

分取しました。分取した分画については再分析により純度を

確認しました。

抽出

3種の植物サンプル（~25g）の抽出には超臨界流体抽出（SFE）

装置、Waters SFE 500システムを使用しました。抽出条件は、

二酸化炭素 99％と 2-プロパノール１％、40℃、200bar（2,901psi）、

抽出時間は 60分としました。

分析

ACQUITY UPLC H-Class / PDAシステム、フラクションマネージャ

‐アナリティカル（WFM-A）、Empower3ソフトウェアを用いて

分析を行いました。分析条件詳細は各図の注釈に記載しています。

結果および考察

フラクションマネージャ -アナリティカル（WFM-A）は UPLC

に対応した分析スケールの分取装置です。シャープで少容量

のピークを、損失やキャリーオーバを最小限に抑えることで

化合物を効率的に分取できます。Empower 3による制御では複

数のモードで分取することが可能です。

時間による分取

ローズマリー抽出サンプルは、時間プログラムにて分取しま

した（図 1）。このモードはシンプルで効率的ですが、正確で

再現性のよいクロマトグラムを取得することが求められます。

この例では、2つの主成分の分取を実施しました（図 2）。8回

の注入で各主成分はそれぞれ合計 558 µL、479 µL収集され、

これらを再分析した結果、純度はそれぞれ 94.0％、97.8％と

なりました（図 3）。収集したフラクションの位置や合計容量は、

リアルタイムにACQUITY® コンソール画面に表示されます（図 4）。 

図 1．時間分取する際の Empower 3での条件設定画面

ACQUITY UPLC H-ClassシステムとWatersフラクションマネージャを使用した複雑な天然物抽出サンプルの分析スケールでの分取精製
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図 2．ローズマリー抽出液サンプルの時間による分取。分析条
件：移動相‐0.1％ギ酸水溶液と 0.1％ギ酸含有アセトニトリルの、
99：1から 1：99への 10分間のグラジエント。カラム温度 ‐50℃。
流量‐0.50 mL/ 分。検出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC 
BEH C18、1.7 µm、2.1 × 100 mm。
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図 3．ローズマリー抽出サンプルの分取分画の再分析。分析条件：
移動相‐0.1% ギ酸水溶液と 0.1％ギ酸含有アセトニトリルの、
99：1から 1：99への 10分間のグラジエント。カラム温度‐50℃。
流量‐0.5 mL/分。検出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC BEH C18、
1.7 µm、2.1 ×100 mm。

図 4．リアルタイムに分取状態を表示する
ACQUITY コンソール画面。

ACQUITY UPLC H-ClassシステムとWatersフラクションマネージャを使用した複雑な天然物抽出サンプルの分析スケールでの分取精製
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図 5．トウキ抽出サンプルのピークしきい値による分取。分析条件：移動相‐0.1%ギ酸水溶液と
0.1％ギ酸含有アセトニトリルを 80：20から 30：70への 10分間のグラジエント。カラム温
度‐50℃。流量 ‐0.50 mL/ 分。検出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC BEH C18、1.7 µm、2.1 
×100 mm。

しきい値による分取

トウキ抽出サンプルは、しきい値を用いて分取しま

した。このモードでは、ピーク強度によるトリガー

で分取されます。分取開始のしきい値を設定する

と、UVデータの強度がその値を上回った時点でピー

ク分取が始まります。分取終了のしきい値を指定す

ると、データチャンネルがその値を下回るまで分取

が行われます。このモードは、クロマトグラフィー

が不安定である場合や、特定の時間枠の中で複数の

ピークを分取する場合に有効です。しきい値による

分取では、遅延コイルを用いてソフトウェアが適切

に分取の開始 /終了を判断できるような時間を稼ぐ

必要があります。この遅延コイルも低拡散に設計さ

れているため、接続されていても近接ピークを正確

に分取することができます（図 5の挿入図）。分取し

た溶液を再分析した結果、ピーク１の UVにおける

純度は 89.4％、ピーク２の純度は 94.1%となりま

した。

図 6．トウキ抽出サンプルの分取分画の再分析結果。分析条件：移動相‐0.1% ギ酸水溶液と
0.1％ギ酸含有アセトニトリルの 80：20から 30：70への 10分間のグラジエント。カラム温
度‐50℃。流量 ‐0.5 mL/分。検出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC BEH C18 、1.7 µm、2.1 
×100 mm。
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複数のモードでの分取 

デモンストレーションとして、ゴミシについては、

時間としきい値を組み合わせて分取を実施しました。

（図 7）。WFM-A の条件設定画面では複数の分取モー

ドを組み合わせることができます。サンプル間の

キャリーオーバを低減させるための洗浄機能もあり

ます。

ゴミシの抽出サンプル分析において、時間による分

取で共溶出している成分を含め 4つのピークを分取

しました（図 8）。後半 2つのピークは、時間としき

い値の組み合わせにより分取しました。この 3つ

の分取分画の再分析では、UVにおける純度は順に、

70.6 %, 85.9%, 98.9%となりました。

図 7.WFM-Aの分取条件を設定する Empower 3の画面。ピーク１は時間による分取をし、その後、
時間としきい値の組み合わせにより分取しました。

図 8.ゴミシ抽出サンプルの分離。ピーク１は時間による分取、ピーク 2とピーク 3はしきい値
による分取を行いました。分析条件：移動相‐0.1％ギ酸水溶液と 0.1％ギ酸含有アセトニトリル
の 99：1から 1：99への 10分間のグラジエント。カラム温度‐50℃。流量‐0.50 mL/分。検
出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC BEH C18、2.1 ×100 mm。

図 9．ゴミシ抽出サンプルの分取分画の再分析結果。分析条件：移動相‐0.1％ギ酸水溶液と 0.1％
ギ酸含有アセトニトリルの 99：1から 1：99への 10分間のグラジエント。カラム温度‐50℃。
流量‐0.50 mL/分。検出‐UV 254 nm。カラム‐ACQUITY UPLC BEH C18、1.7 µm、2.1 ×100 mm。
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分取モードの柔軟性に加え、ソフトウェアには分取条件のシミュレーションをする機能もあります（図 10）。

過去に分析したクロマトグラムに対して、分取の条件を適用させます。この機能により、分取条件を変更する

と分取結果がどのように変化するかシミュレーションすることができ、分取条件を最適化することが可能です。

図 10．WFM-Aの分取条件のシミュレーション

ACQUITY UPLC H-ClassシステムとWatersフラクションマネージャを使用した複雑な天然物抽出サンプルの分析スケールでの分取精製



結論
■■ フラクションマネージャ（WFM-A）を用いることで、複雑な天然物の抽出サン

プルから目的のピークを効率よく単離することができます。

■■ 複数の分取モードがあります（時間、しきい値、それらの併用）。

■■ 分取したフラクション位置及び分取領域の情報は、ACQUITY コンソール画面

にリアルタイムに表示されます。

■■ WFM-Aの分取条件設定画面では分取のシミュレーションができるため、分取

条件を最適化することが可能です。

■■ 分取分画の純度は 85%以上、98%にもなりました。ゴミシ抽出サンプルの

ピーク１は 70.6％にとどまりましたが、これは同時溶出していることが明ら

かです。

■■ 粒子径 2 µm以下のカラムを用いた分析で得られるシャープで近接したピー

クも、バンド拡散及びキャリーオーバを最小限に抑えることを目的に設計した

WFM-Aを用いることで効率的に分取することが可能です。

Waters、ACQUITY、ACQUITY UPLC、UPLC、Empower および  The Science of W hat’s Possible は Waters Corporationの登録商標です。
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