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C18で困った時の、
Phenylカラムの活用法
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C18で困った時の、セカンドカラムは？
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〈例〉 とある類縁化合物（構造異性体）1st column: C18

逆相セカンドカラムの選定に重要な 「２つの視点」

Si

O

O

O

極性基

2nd column: ??

選択性 安定性

C18と異なる、 C18と同様の、
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逆相ＬＣ固定相一覧
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Phenyl系固定相の特徴
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C18※
登録数充填剤USP Code登録数順位

1049C18L1１

442C8L72

268PhenylL113

245SilicaL34

191CyanoL105

155NH2L86

1)US Pharmacopeia(USP), Chromatographic Columns, https://www.uspchromcolumns.com/chrom/ (閲覧⽇︓2023-01-13)
登録数のカウント・順位の記載は発表者による。

疎水基とπ電子のバランス ⇒ フェニルの多様性

USP L11登録固定相(Phenyl Group)の一例

米国薬局方（USP）ＬＣ分類コード別、登録カラム数1)

Ｐｈｅｎｙｌhexyl BipｈｅｎｙｌＰｈｅｎｙｌpropylＰｈｅｎｙlethyl Ｐｈｅｎｙl
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主な、Phenyl系カラム

δ-π電子の
相互作用

疎水性
相互作用

＋

δ+
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C18※

Phenylカラム全体の、約１割がBiphenylタイプ
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Biphenylカラム (L11登録品)

ManufacturerBland nameManufacturerBland name

PerkinElmerEpic BiphenylAdvanced Materials Tech.HALO Biphenyl

PerkinElmerMacroSep BIO-Gold BiphenylChromaNik Technol.Sunniest Biphenyl

PerkinElmerQuasar BiphenylChromaNik Technol.SunShell Biphenyl

PerkinElmerQuasar SPP BiphenylGlantreoEIROSHELL BIO BiPhenyl

PhenomenexKinetex BiphenylGlantreoEIROSHELL RP BiPhenyl

Restek Corp.Force BiphenylGlantreoSOLAS BIO BiPhenyl

Restek Corp.Pinnacle DB BiphenylGlantreoSOLAS RP BiPhenyl

Restek Corp.Pinnacle II BiphenylIntek ChromasolChromasol ONYX Biphenyl

Restek Corp.Raptor BiphenylISERAXCORE Biphenyl

Restek Corp.Ultra BiphenylISERAXELA Biphenyl

Restek Corp.Viva BiphenylMacherey-NagelNUCLEOSHELL Biphenyl

ShimadzuShim-pack Velox BiphenylNanoChrom TechnologyChromCore Biphenyl

Thermo ScientificAccucore BiphenylPerkinElmerChromegabond WR Biphenyl

表1. USP L11(Phenyl group) に登録済みのBiphenyl 固定相一覧1)

1) US Pharmacopeia, https://www.uspchromcolumns.com/chrom/ , (閲覧日：2023/1/13) [注] Bland name, Manufacturerは掲載情報に基づく。

現在、上記と Prominert Biphenyl(ChromaNik新製品)を含めた27種のBiphenylが少なくとも市販されている。

⑭①

⑮②

⑯③

⑰④

⑱⑤

⑲⑥

⑳⑦

㉑⑧

㉒⑨

㉓⑩

㉔⑪

㉕⑫

㉖⑬
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Phenyl系固定相： 保持・選択性の対比
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Biphenylは、通常のＰｈｅｎｙｌより選択性が広い。

疎水性保持
指標 (kA)

形状認識
(T/o)

疎水性
(A/B)

水素結合性
(C/P)

選択性*
(分離係数α)

5.231.011.481.00Phenyl

5.011.281.441.82Biphenyl

10.61.461.600.39C18
Column:  SunShell

2.6μm 150 x 4.6 mm 

Mobile phase: 

Methanol/水 = 75/25 

Flow rate: 1.0 mL/min

Temperature: 40 ºC 

C18

（%C: 7%）

（%C: 5%）

（%C: 5%）

Phenyl

%C…炭素含有率（Carbon load; wt%）

Sample(for Batch test):

U = Uracil (t0)

C = Caffeine

P = Phenol

B = Butylbenzene

O = o-terphenyl

A = Amylbenzene

T = Triphenylene

C

B OA

U

T
P

Biphenyl

k(o) = k(T)

k(o) < k(T)

k(o) << k(T)

*選択性試験は、田中テスト2)

を基準としつつ、自社の充填

剤バッチ試験用に一部修正

2) K.Kimata, K.Iwaguchi, S.Onishi, K.Jinno, R.Eksteen, K.Hosoya, MAraki and N.Tanaka, ; J. Chromatogr. Sci., Vol. 27 (1989) 
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水素結合性

α(C/P)

疎水性

α(A/B)

形状認識

α(T/o)

疎水性保持

kA

Phenyl Biphenyl C18
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Phenyl系固定相： 保持・選択性の対比

C18と比較し、Phenyl系は 水素結合性 が高い

Column:  SunShell

2.6μm 150 x 4.6 mm 

Mobile phase: 

Methanol/水 = 75/25 

Flow rate: 1.0 mL/min

Temperature: 40 ºC 

図. Phenyl系固定相とC18の選択性比較

疎水性保持
指標 (kA)

形状認識
(T/o)

疎水選択性
(A/B)

水素結合性
(C/P)

選択性
(分離係数α)

5.231.011.481.00Phenyl

5.011.281.441.82Biphenyl

10.61.461.600.39C18

各種パラメータの最高値を100%とした場合の相対比較チャート

kA

Ｐｈｅｎｙｌ
（フェニルヘキシル）

Biphenyl

Ｃ１８

疎水性保持指標 kA

水
素
結
合
性

α
(C

/
P

)

水素結合性
α(C/P)

疎水性保持
kA

疎水選択性
α(A/B)

形状認識
α(T/o)
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（参考） 各種選択性指標の意味するところ

C18とPhenyl系では、選択性の意味が異なる。

水素結合性
α(C/P)

疎水選択性
α(A/B)

形状認識
α(T/o)

OHTMS

Ｃ １ ８ の 場 合 Ｐｈｅｎ ｙ ｌ系の場合

シラノール基

との親和性 OH TMS

シラノール基
+

π相互作用

疎水性相互作用(大)

Caffeine （C）
Phenol （P）

HO

Butylbenzene （B） Amylbenzene （A）

疎水性相互作用

（小）

o-terphenyl （o ）
Triphenylene （T）

平面性が高い分子の

保持（スリット効果）

スリット効果 +
π相互作用（斥力）
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δ-

δ+
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HH
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ベンゼンの静電ポテンシャルマップ

小
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Phenyl

Ｐｈｅｎｙｌ系固定相と、π相互作用

H

ずれた平行配置T字型配置

π/π相互作用

RH

H

H

C

ＣＨ/π相互作用

π電子に基づく相互作用が、特異な選択性を示す。

カチオン/π相互作用
ハロゲン/π相互作用
π水素結合
（NH/π相互作用，
OH/π相互作用） 等

他のπ相互作用

δ-
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0 1 2 3 4 5

Biphenyl

Phenyl
＊フェニル
へキシル基

C18

p
m

Column: SunShell 2.6µm 100 x 2.1mm
Mobile phase: 2-Propanol / 20 mM 
Ammonium acetate (pH 6.8) = 3/97

Flow rate: 0.4 mL/min Temperature: 40 ℃
Detection: UV@230 nm

Sample: o-, m-, p-Methylhippuric acid

NH

O

OH

O

CH3

NH

O

OH

O

CH3

NH

O

OH

O

CH3

o -メチル⾺尿酸

m -メチル⾺尿酸

p - メチル⾺尿酸

p

m p
analyte

疎水性相互作用

π相互作用

＊相互作用のイメージ

m
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Phenyl系固定相の違い ： メチル馬尿酸

アルキル鎖/フェニル基のバランスが、分離に反映
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Column:
2.6 µm or 2.7 µm (Core-Shell)  150 x 4.6 mm
Flow rate: 1.0 mL/min   Temperature: 40 oC

Mobile phase: 
2-Propanol/25 mM Phosphate buffer ( pH 3.0 )
Detection: UV@230 nm 

Sample: o-, m-, p-Methylhippuric acid

NH

O

OH

O

CH3

m -メチル⾺尿酸

NH

O

OH

O

CH3

p - メチル⾺尿酸

メタ位

H

H

H

C

相互作用のイメージ
H

H

H

C

パラ位
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「CH/π選択性モデル」

CH/π相互作用と、分子内相互作用との綱引き

p -
m -

Phenyl
p -

m -

C18

Biphenylの （ ） 分析種の （ ）
干渉

Polar group

Polar group
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0 5

0 5 10 15

Retention time / min

Column: Prominert C18 , Biphenyl   3.5 µm,  150 x 4.6 mm 

Mobile phase: Methanol / 0.1% Phosphoric acid = 25 / 75

Flow rate: 1.0 mL/min,  Temperature:  40 ºC Detection: UV@250nm

Sample: 1 = Protocatechuic Acid

2 = Vanillic Acid ,  3 = Isovanillic Acid 

4 = Vanillin , 5 = Isovanillin

Biphenyl

C18

1
2

3

4 5

1

2

3

5 4

4. Vanillin 5. Isovanillin

相互作用のイメージ

バニリン類とCH/π選択性
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メトキシ基の位置異性体間でも、同様の分離傾向

Vanillin

Isovanillin

Isovanillic Acid

Protocatechuic
Acid

3

4

5

2

1

Vanillic Acid
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0 1 2 3 4 5

Retention time/min

Column: SunShell RP-AQUA , PFP , PFP&C18 , Biphenyl 2.6 µm,  150 x 4.6 mm 

Mobile phase: 0.1% formic acid Flow rate: 1.0 mL/min    Temperature:  40 ºC 

Detection: UV@205nm     Sample: 1 = L-Valine    2 = L-Isoleucine     3 = L-Leucine

PFP&C18

PFP

1

2

3

1
2

3

Biphenyl

RP-AQUA

0 1 2 3 4 5

Retention time/min

1

2

3

1

2

3

Rs2,3 =1.32 Rs2,3 =1.37

Rs2,3 =1.51 Rs2,3 = 2.95

16.6 MPa
17.4 MPa

18.0 MPa
17.6 MPa

CH3

H3C

1 2 3

分岐鎖アミノ酸とＣＨ/π選択性

構造異性体の分岐鎖アミノ酸同士を良好に分離
14

水系100%
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Methanol / buffer = 25/75

2-propanol / buffer = 7/93

メタノール、又は2-プロパノールを
使用時にCH/π選択性が引き立つ
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アセトニトリル移動相は、π相互作用を抑制する。

有機溶媒種と分離への影響(メチル馬尿酸)

Acetonitrile / buffer = 13.5/86.5       

p-メチル馬尿酸

δ-

δ+

アセトニトリル(ACN)の
静電ポテンシャルマップ

イメージ

ACN

ACN

ACN

ACN
ACN

ACN

競合

共溶出

Column: SunShell Biphenyl, Phenyl 2.6 µm 150 x 4.6 mm

Mobile phase: Organic solvent/25 mM Phosphate buffer pH 3.0

Flow rate: 1.0 mL/min Temperature: 40 ºC Detection: UV@230 nm  Sample: o-, m-, p-Methylhippuric acid
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0 2 4 6 8 10 12 14
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3. iso-Butyraldehyde-DNPH

O2N

NO2

N
N

H

4. n-Butyraldehyde-DNPH

O2N

NO2

N
N

H

Column: SunShell 2.6 µm, 150 x 4.6 mm 
Mobile phase: 

2-propanol（IPA） : Methanol : Water = 25:40:35

Temperature: 40 oC
Detection: UV@360 nm

Sample:
1. Acetaldehyde-DNPH
2. Propionaldehyde-DNPH

3. iso-Butyraldehyde-DNPH
4. n-Butyraldehyde-DNPH
5. iso-Valeraldehyde-DNPH

6. n-Valeraldehyde-DNPH

C18

Retention Time (min)

分岐鎖・直鎖構造異性体と、移動相最適化

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

1
2

3

5
6

4
Biphenyl

Retention Time (min)

IPAを含む有機溶媒が、時に、選択性を拡張する。
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Biphenylカラム間の比較
に⾒る Phenyl の留意点
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Si

O
O

O

Si
CH3

H3C

O
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B Biphenyl

C Biphenyl

SunShell各種三官能性一官能性

＊eff(effective)： 換算値 ＊＊Sunniest end-capping: 三官能性試薬に対応した、シリカ高度不活性化法
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（A Biphenyl）

pH rangeEnd-capping結合基
炭素含有率

(%)
比表面積(m2/g)

Pore 
size
(nm)

Particle 
type

粒子径
(μm)

カラム

1.5 - 8.5TMSBiphenyl11(eff.)*200(eff.)*10SPP2.6
Company A
Biphenyl

1.5 - 8.0Yes
Biphenyldimethylsila

ne
71359SPP2.7

Company B
Biphenyl

1.5 - 8.0Yes
Biphenyldimethylsila

ne
71309SPP2.7

Company C
Biphenyl

1.5 - 9 
Sunniest end-

capping
三官能性Biphenyl51509SPP2.6

SunShell
Biphenyl

1.5 - 9
Sunniest end-

capping
三官能性Phenyl-hexyl51509SPP2.6SunShell Phenyl

1.5 - 10
Sunniest end-

capping
三官能性C1871509SPP2.6SunShell C18

共通： SPP（surface porous particle）、いわゆるコアシェル型シリカ粒子、粒子径2.6μmまたは、2.7μmで比較

Biphenyl 4種の比較
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SiO

CH3

CH3

Column: 2.6 µm or 2.7 µm (Core-Shell) 150 x 4.6 mm
Mobile phase: 2-Propanol/25 mM Phosphate buffer ( pH 3.0 )

Flow rate: 1.0 mL/min Temperature: 40 ºC Detection:UV@230 nm 
Sample: o-, m-, p-Methylhippuric acid

NH

O

OH

O

CH3

m -メチル⾺尿酸

NH

O

OH

O

CH3

p - メチル⾺尿酸

（%Ｃ）

（11%）

（7%）

（7%）

（5%）

Biphenyl 4種の比較 ： メチル馬尿酸

CH/π選択性は、Biphenyl固定相に共通の特徴

Si

O

O

O
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Mono-function

Tri-function
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Retention time/min

SunShell(S) Biphenyl

（5%）

Company C Biphenyl

（7%）

Company B Biphenyl

（7%）

Company A Biphenyl

（11%）

0 5 10 15 20
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P

B
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（ ）内︓炭素含有率
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Ｂｉphenyl 4種の比較 ： 選択性の相違点

疎水性保持
指標 (kA)

形状認識
(T/o)

疎水性
(A/B)

水素結合性
(C/P)

選択性

(分離係数α)

3.231.451.392.69A Biphenyl

3.081.461.372.52B Biphenyl

3.211.451.383.07C Biphenyl

5.381.281.441.82S Biphenyl

10.61.461.600.39SunShell C18

Column:  2.6μm or 

2.7μm 150 x 4.6 mm 

Mobile phase: 

Methanol/水 = 75/25 

Flow rate: 1.0 mL/min

Temperature: 40 ºC 

Sample(for Batch test):

U = Uracil (t0)

C = Caffeine

P = Phenol

B = Butylbenzene

O = o-terphenyl

A = Amylbenzene

T = Triphenylene

残存シラノール基が、「水素結合性」を嵩増しする。

溶出順は変わらないものの、

A,B,C Ｂｉｐｈｅｎｙｌの3種は

「水素結合性」が特異に高い。

ＯＨＨO
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Biphenyl 4種の比較 : 残存シラノール

疎水選択
= α(A/B)

水素結合性 = α(Caffeine/Phenol)

形状認識 = α(T/o)

疎水性保持
= kA

A Biphenyl

B Biphenyl

C Biphenyl

SunShell

Biphenyl

二次相互作用による、塩基性化合物の過度な吸着

0 4 8 12 16 20

B
(2.52)

A
(2.69)

C
(3.07)

21 3 4

21 3 4

2
1

3 4

k4=7.24

k4=12.59

k4=13.11

SunShell
(1.82)
※

Retention time/min 

2

1

3 4

k4=2.90
4 = Amitriptyline 

N

CH3

CH3

図.Biphenyl固定相4種（SunShell,A,B,C）の選択性比較

各種パラメータの最高値を100%とした場合の相対比較チャート

塩基性化合物の吸着性試験 ※( )内は、α(C/P)

Mobile phase:

CH3CN/10 mM Ammonium 

acetate pH 6.8 = 40/60

Detection: UV@250 nm

Sample: 1=Uracil, 2=Propranolol, 3=Nortriptyline, 4=Amitriptyline

Column: Biphenyl 2.6 µm or 2.7 µm

150 x 4.6 mm

Flow rate: 1.0 mL/min, 

Temperature: 40 ºC

21

α(C/P)

Si

Si

O

OH

OH

O

O

Si

Si

O

O

O

O

シラノール高度不活
性法の適用によって、
水素結合性が減少し、
疎水性保持が増大
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Company A 
Biphenyl
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（
％
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耐久性試験の比較： 弱アルカリ性移動相

残存シラノール基の最小化が、耐久性向上に直結

Column dimension: 50 x 2.1 mm  

Mobile phase: 

20 mM Sodium phosphate (pH 8.0)

耐久性試験条件 理論段数測定条件

Mobile phase: CH3CN/H2O=50/50

Detection: UV@250 nm

Sample: Butylbenzene             

Column dimension: 50 x 2.1 mm

Temperature: 40 ºC

Flow rate: 0.2 mL/min

共通条件
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Retention time/min

B Biphenyl

A Biphenyl

SunShell Biphenyl

C Biphenyl

Column dimension: 50 x 2.1 mm  

Mobile phase: A) 1% H3PO4 (pH 1.2)

B) Acetonitrile

Gradient program

ブリード試験条件

Flow rate: 0.3 mL/min

Temperature: 40 ºC

Detection: UV@250 nm

3518171050Time (min)

101090901010%B

Biphenyl dimethylsilanol
（脱離基）

SiHO

CH3

CH3

Chromatogram of a base line at the third gradient cycle

355

SunShell Biphenyl

B Biphenyl
A Biphenyl

C Biphenyl

ピーク面積比

807

350
100

グラジエント終点
（17分までhold）

10.6

SiO

CH3

CH3
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ブリード試験の比較： 酸性移動相

グラジエント溶離時の、ベースラインの変動に注意

結合基の酸加水分解物
が濃縮され、グラジエン
ト溶離時に過剰に検出



ChromaNik

24

• Phenylカラムは、ダイレクトフェニルからアルキル型フェ

ニル、ビフェニルなどを含む、多様性ある固定相群である。

• フェニル基および疎水基のバランスが、選択性を変える。

• フェニル系固定相は、その性質上ブリードノイズが過大にな

りやすく、安定性向上のための不活性処理が重要である。

• クロマニックテクノロジーズのPhenyl系カラムは、いずれ

も高度不活性化を適用済みで、選択性と安定性の二刀流

でもって、堅牢性ある分析法開発への貢献が期待できる。

まとめ

Si
O

O

O
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O
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O

Si

O

O
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