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アプリケーションのメリット

CORTECS® P henyl カラムを用いた分離における

移動相の影響を理解することで、カラム選択性

を最適化でき、分析法開発の成功率が向上

はじめに

逆相液体クロマトグラフィー（RPLC）は、主に疎水性分析種と疎水性の結合相と

の相互作用による分析技術です。分析種はこの相互作用により保持され、水 /ア

セトニトリルもしくは水 /メタノール等の水と有機溶媒のグラジエントにより溶

出します。同じ分析条件を用いても、様々な固定相の使用により大きく異なる結

果が得られます。同様に、同じカラムで化合物を分析しても、異なる移動相の使

用により異なる結果が得られます。

分析を実施する際には、メタノールとアセトニトリルのような有機溶媒間の違

いについても考慮する必要があります。メタノールはプロトン供与溶媒で、水

酸（-OH）基により水素結合の供与・受容ともに可能です。アセトニトリルは非プ

ロトン性溶媒で、ニトリル（-CN）基により水素結合を受容します（供与はしない）。

メタノールとは異なり、アセトニトリルは、分析種と固定相との間における他の

相互作用（π -π相互作用）の要因となるπ電子をもっています。本アプリケー

ションノートでは、異なる選択性の違いを得るためにメタノールとアセトニトリ

ル間のπ電子の違いを用いた 2つの例を示します。
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実験方法

システム条件‐医薬品

LCシステム： ACQUITY UPLC H-Class システム

カラム： CORTECS UPLC Phenyl、1.6 µm、2.1 × 50 mm

 （製品番号：186008379）

移動相Ａ： 0.1%ギ酸水溶液

移動相 B： 0.1%ギ酸アセトニトリル溶液

移動相Ｃ： 0.1％ギ酸メタノール溶液

グラジエント： 有機溶媒 5％から、4.5分で 95％までリニアで増加

流速： 0.6 mL/min

カラム温度： 30℃

注入量： 1.0 µL

検出： 254 nm

MSシステム： Xevo TQD

システム条件‐スーダン色素

LCシステム： ACQUITY UPLC H-Class システム

カラム： CORTECS UPLC Phenyl、2.7 µm、2.1 × 100 mm

 （製品番号：186008321）

移動相Ａ： 水

移動相 B： アセトニトリル

移動相Ｃ： メタノール

グラジエント： 有機溶媒を 5分間で 20 -100％に増加、

 100％で 4分間ホールド

流速： 0.4 mL/min

カラム温度： 45℃

注入量： 5 µL

MSシステム： Xevo TQD

データマネジメント：Empower 3 CDS および MassLynx v4.1

サンプル調製

医薬品
12種類の医薬品および医薬品様化合物を合わせてバイアルに入れ、
溶解溶媒として水を用いて、各分析種の最終濃度が 20 µg/mLに
なるように調製し、分析に供しました。

スーダン色素
2種類の色素、rhodamine Bと sudan orange Ｇを合わせてバイアル

に入れ、溶解溶媒としてメタノールを用いて、それぞれの濃度が

5 µg/mLになるように希釈し、分析に供しました。各色素の検出

は MRMトランジションを用いて実施しました。

CORTECS Phenylカラムを用いた論理的な溶媒選択による選択性の最適化

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008379
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008321
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結果および考察
CORTECS Phenylカラムは、従来の C18固定相と比べて独自の選択性を提供します。図 1に示すフェニルヘ

キシル基は、固定相の疎水性だけでなくπ -π相互作用によっても分析種と相互作用します。このπ‐π

相互作用の分離メカニズムがあることに加え、さらに異なる移動相を用いることで、この効果を制限もしくは

増大できます。

図 1. CORTECS ソ リ ッ ド コ ア
パーティクル基材に結合される
Phenyl官能基

図 2. CORTECS UPLC Phenyl カラム　1.6 µm、 2.1 × 50 mm（製品番号 186008379）を用いたアセトニトリル（上）とメタノール（下）
グラジエントでの医薬品混合物の分離
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3 & 5 

CORTECS UPLC Phenyl
Methanol

CORTECS UPLC Phenyl
Acetonitrile

1. Acetaminophen
2. Pindolol
3. Quinidine
4. Acebutolol
5. Phenol
6. Chlorpheniramine
7. Triprolidine
8. Prednisolone
9. Nortriptyline

10. 2-hydroxy-5-methylbenzaldehyde
11. Diflunisal
12. Hexanophenone

アセトニトリルのようなπ電子をもつ溶媒は、分析種のπ電子系と相互作用し、分析種とフェニル固定相間

のπ -π相互作用を低減します。逆に言うと、メタノールのようなπ電子を持たない溶媒を用いた場合には、

同じ分析種でもフェニル固定相間とのπ‐π相互作用が支配的になります。

CORTECS P henylカラムを用いた医薬品混合物の分離に、π電子が多い移動相と、π電子を持たない移動相が

それぞれどのように影響するのかを示した例を図 2に示しました。クロマトグラフィーは、0.1％ギ酸水溶液

と 0.1％ギ酸有機溶媒溶液を用いたグラジエントで、流速 0.6 mL/minで実施しました。有機溶媒濃度５％か

ら開始して、4.5分間で 95％までリニアグラジエントで増加させた後、開始条件に戻して 1分間再平衡化を

行いました。カラム温度は 30℃で、1 µL注入して分析を実施しました。サンプルの分析には 254 nmで UV

検出を用いました。

移動相にアセトニトリルを用いた場合には、12種類全ての化合物は分離できませんでした。この条件では、

phenol（5）が quinidine（3）と共溶出し、どちらも pindolol（2）と一部共溶出していました。メタノールを用い

た場合には、12種類全ての化合物が分離しました。quinidineは、固定相の P henyl官能基とのπ -π相互作用

が増加することで保持が向上し、選択性が有意に変化しました。

CORTECS Phenylカラムを用いた論理的な溶媒選択による選択性の最適化

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008379
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diflunisal（11）および 2-hydroxy-5-methylbenzaldehyde（10）も溶出順序が変わり、独自の選択性の違いを示しています。特に diflunisalは、

メタノールを用いた場合には、Phenyl官能基とずっと強く相互作用し、結果として大きく選択性が変化しました。使用溶媒による影響

を受けた分析種の化学構造を図 3に示しました。このサンプルにおけるメタノールの使用は、Phenyl固定相と強いπ -π相互作用する

化合物に対して、更なる選択性を提供しました。

ケースによっては、CORTECS Phenylカラムを用いる際に、アセトニトリルを用いてπ -π相互作用をマスクすることが、選択性をコン

トロールする効率的な方法となる可能性もあります。rhodamine B（13）と sudan orange G （14）の 2種類の色素の例について検討してみ

ましょう。両化合物の構造は図 4に示しました。

Quinidine, 3
Phenol, 5

Diflunisal, 112-hydroxy-5-methylbenzaldehyde, 10

図 3.  P henyl固定相とπ -π相互作用しやすい分析種の構造

図 5. CORTECS Phenyl カラムを用いたメタノール
（上）とアセトニトリル（下）グラジエントでの

rhodamine B および sudan orange G スタンダード
の分離クロマトグラム

図 4. 本研究に用いた色素の構造

Rhodamine B, 13 Sudan Orange G, 14
 

Time
2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00

%

0

10: MRM of 2 Channels ES+ 
TIC (Rhodamine B)

7.13e6

Time
2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00

%

0

10272015_SudanDyesMix_Phenyl_3 1: MRM of 2 Channels ES+ 
TIC (Sudan Orange G)

1.57e613. Rhodamine B
14. Sudan Orange G

13

13 14

14

 

2種類の色素は、ACQUITY UPLC H-Classシステムで CORTECS Phenylカラム　2.7 µm 2.1×100 mm（製品番号 186008321）を用いて、

メタノールおよびアセトニトリルのグラジエントで分析しました。カラム温度は 45℃で、5 µL注入して分析しました。流速は 0.4 mL/minで、

有機溶媒濃度 20％から開始して、5分間で 100％までリニアグラジエントで増加させた後 4分間ホールドし、開始条件に戻して 3分

間再平衡化を行いました 1,2。アセトニトリルとメタノールを用いて各化合物の分離を行ったクロマトグラムは図 5に示しました。

CORTECS Phenylカラムを用いた論理的な溶媒選択による選択性の最適化

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008321


結論

移動相に有機溶媒を選択する際は、分析種の特性について常に考慮する必要が

あります。これは、CORTECS P henylカラムのような特異的な固定相の場合には

特に当てはまります。メタノールのようなπ電子のない溶媒は、分析種と固定

相とのπ -π相互作用を強める一方で、アセトニトリルのようなπ電子を多く

含む溶媒では、他の相互作用がより支配的になります。分析種、移動相、固定

相間の相互作用を理解することで、良好な分離が得られるクロマトグラフィー

条件を調整することができます。
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移動相にメタノールを用いた場合、2種の色素は共溶出しました。このクロマトグラフィー条件下では、各分析種の広範囲に渡るπ電

子系が、自由に Phenyl固定相のπ電子系と強く相互作用し、これが疎水性相互作用に対して支配的となります。一方、π電子の多い

アセトニトリルを用いた場合は、これら 2種類の色素を分離するのに必要な選択性が得られました。アセトニトリルが分析種と Phenyl

固定相との間のπ -π相互作用をマスクすることで、2種類の色素は疎水性に基づいて分離します。rhodamine Bは有意に疎水性が低い

ため、アセトニトリルを移動相に用いた場合、保持が弱くなり、sudan orange Gと分離できます。
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