
極性化合物の分離に極性化合物の分離に！！
HILICHILIC，，C18C18--SACSACのの

基礎と上手な使い方基礎と上手な使い方！！

一般の一般のC18C18では分離が難しい極性化合物に適したでは分離が難しい極性化合物に適した

HILICHILICととSilanol ActivitySilanol Activity Controlled C18Controlled C18のの

活用法について説明活用法について説明いたしますいたします
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極性化合物分析のための極性化合物分析のための

[ Second Choice ][ Second Choice ]
分離ができない！分離ができない！

さぁ困った！次の手は？さぁ困った！次の手は？

First ChoiceFirst Choice ((測定対象：測定対象：極性化合物極性化合物))
カラムカラム

C18 (ODS), 5C18 (ODS), 5µµm, 150 x 4.6 mm m, 150 x 4.6 mm i.di.d..
モノファンクション型，フルエンドキャッピングモノファンクション型，フルエンドキャッピング

移動相移動相
各メーカーの技術資料から類似化合物の条件検索各メーカーの技術資料から類似化合物の条件検索

HH22OO//CHCH33OHOH溶解度試験：析出点より溶解度試験：析出点より5%5%溶解し易い組成溶解し易い組成

グラジエントができれば有機溶媒グラジエントができれば有機溶媒 20%20%⇒⇒80%80%，，20min20min
イオン性化合物の場合はイオン性化合物の場合は 25mM25mMリン酸緩衝液を添加リン酸緩衝液を添加

酸：酸：ppH4.5 (KHH4.5 (KH22POPO44))，塩基：，塩基：ppH6.8 (KHH6.8 (KH22POPO44/Na/Na22POPO44=1/1)=1/1)

試料試料
移動相で溶解あるいは移動相で希釈移動相で溶解あるいは移動相で希釈

0.450.45µµmmのメンブランフィルタでろ過後のメンブランフィルタでろ過後，，55∼∼1010µµLL注入注入

とりあえず，分析をしてみたけどとりあえず，分析をしてみたけど……

分離ができな～分離ができな～いい!!!!
分離度が足らない分離度が足らない

カラムに保持されないカラムに保持されない

共存成分と重なっている共存成分と重なっている

検出ができな～検出ができな～いい!!!!
共存成分が重なっている共存成分が重なっている

検出器に応答しない検出器に応答しない ((ここでは省略ここでは省略))

分離の改善
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分離の改善の概念分離の改善の概念
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N：理論段数，α：分離係数 [α=k2/k1]，k：保持指数 [k=(Tr-T0)/T0]

5 µm

3 µm

粒子径，移動相流速を変えてみると…

理
論
段
数

流速

3 µm

5 µm

10 µm
最高の理論段数が出る

最適流速がある！
粒子径を小さくすると

理論段数は高くなる！

有機溶媒濃度を変えてみると有機溶媒濃度を変えてみると……

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

70% Ethanol/H2O
δ=14.14

80% Ethanol/H2O
δ=13.16

Ethanol  δ=11.2，H2O  δ=21
δ：Hildebrandの溶解パラメータ

有機溶媒比率を下げると

保持は大きくなる！
(選択性が変化することもある)

k = 1.79

k = 3.93 
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移動相溶媒の種類を変えてみると移動相溶媒の種類を変えてみると……

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

80% Methanol
δ=14.52
δd= 6.22

Methanol
δ =12.9 
δd= 6.2, δo= 5

63% 2-Propanol
δ=14.20 
δd= 6.87

Propanol
δ =10.2 
δd= 7.2, δo= 2.5

δ：Hildebrandの溶解パラメータ

δd：分散力・ロンドン力の相互作用

δo：双極子配向力の相互作用

有機溶媒種を変えると

選択性が変化する！

ピリジンのピーク形状ピリジンのピーク形状

Column A
Column B

Column C

Column D

溶出時間

エンドキャッピングが悪いと塩基性化合物がテーリングする！
(残存シラノールに吸着してテーリングするとされています)

Second ChoiceSecond Choice
逆相モードのままで選択性を大幅改善逆相モードのままで選択性を大幅改善

ChromaNik Sunrise C18ChromaNik Sunrise C18--SACSAC

保持の小さい成分の分離の改善保持の小さい成分の分離の改善

ZICZIC®®--HILIC HPLC ColumnHILIC HPLC Column

エンドキャッピングの効果？エンドキャッピングの効果？

カラム: C18化シリカゲル

C%=14.8%
移動相: 30% CH3OH/H2O
流 速: 1.0 mL/min
温 度: 40 ºC
試 料: 1=ウラシル

②②==ピリジンピリジン

3=フェノール
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ODS化のみ

シラノール有り

ODS化後

？？？処理

シラノール有り

シラノール基の活性コントロールシラノール基の活性コントロール
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疎水基 疎水基

ODS化直後 活性調節後

塩基性化合物の選択性の比較塩基性化合物の選択性の比較

Column size: 4.6x150 mm
Mobile phase: 

50/50=CH3CN/20 mM PBS pH4.5
Flow rate: 1.0 mL/min
Temperature:  40 ºC
Sample:     1 = uracil, 

2 = propranolol
3 = nortriptyline
4 = amitriptyline
5 = toluene

0 5 10 15 20
Retention time / min

B) B) シラノール活性調節シラノール活性調節C18C18
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A) A) エンドキャッピングエンドキャッピングC18C18
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シラノール活性の調節技術シラノール活性の調節技術の効果の効果

ChromaNikChromaNikでは，吸着活性の高いシラノールをでは，吸着活性の高いシラノールを

選択的に低減させ，有効なシラノールのみを残存選択的に低減させ，有効なシラノールのみを残存
させる技術を開発しましたさせる技術を開発しました

この技術の導入により高密度エンドキャッピングこの技術の導入により高密度エンドキャッピング
が可能となり，塩基性化合物のピーク形状を大幅が可能となり，塩基性化合物のピーク形状を大幅
に改善させることができましたに改善させることができました －－Sunrise C18Sunrise C18

また，活性調節後の高水和性シラノールをエンドまた，活性調節後の高水和性シラノールをエンド
キャッピングすることなく，固定相中に残存させキャッピングすることなく，固定相中に残存させ
たことにより，水素結合たことにより，水素結合性性//イオンイオン性性相互作用が相互作用が

プラスプラスされた今までにない逆相分離モードを創出された今までにない逆相分離モードを創出
することができましたすることができました －－Sunrise C1Sunrise C188--SACSAC

ChromaNik Sunrise C18ChromaNik Sunrise C18--SACSAC

高純度シリカゲルにオクタデシルシランを結合後，高純度シリカゲルにオクタデシルシランを結合後，

シラノール活性調節処理を行い，エンドキャッピシラノール活性調節処理を行い，エンドキャッピ

ング処理を行わずにシラノールを残存させング処理を行わずにシラノールを残存させましたました

細孔径：細孔径：12nm12nm，比表面積：，比表面積：340m340m22/g/g，，炭素量炭素量：：1144%%

シラノール基に基づく相互作用シラノール基に基づく相互作用 ((水素結合水素結合//イオンイオン

交換等交換等) ) が加味されて分離が行われますが加味されて分離が行われます

酸性条件下ではイオン交換相互作用が強く働きま酸性条件下ではイオン交換相互作用が強く働きま

すので，緩衝液すので，緩衝液//塩濃度で分離の調節が可能です塩濃度で分離の調節が可能です

イオン交換クロマトグラフィイオン交換クロマトグラフィにおける保持における保持

カラムと溶離液の種類が決定されるとカラムと溶離液の種類が決定されると，，log log kk ((保持保持
指数指数のの対数対数) ) ととlog [log [AA]] ((溶離剤イオン濃度の対数溶離剤イオン濃度の対数) ) 
間に直線関係があり，その傾きは，間に直線関係があり，その傾きは，－－zzAA//zzBBでですす

AA：：溶離剤イオン，溶離剤イオン，BB：測定：測定イオン，イオン， kk：：BBの保持指数，の保持指数，

ZZAA, , ZZBB：各：各イオンの電荷イオンの電荷，，VVrr, , VVmm ：カラム内の樹脂体積と移動相体積：カラム内の樹脂体積と移動相体積 ，，

：選択係数：選択係数

※※上式は上式は広濃度域で成立広濃度域で成立ししないないとされますとされますが，が，実用使用実用使用濃濃
度度範囲範囲はは11桁以内で桁以内ですすのでので直線関係は直線関係は成立成立しますします
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評価用化合物の化学構造と酸解離指数評価用化合物の化学構造と酸解離指数
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4. Nortriptyline
pKa 9.7

3. propranolol
pKa 9.42

5. amitriptyline
pKa 9.4

異なる緩衝液濃度でのクロマトグラム異なる緩衝液濃度でのクロマトグラム
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Column: Sunrise C18-SAC
5µm, 4.6x150 mm

Mobile phase: 70/30=CH3CN
/acetate buffer (pH4.1)

Flow rate: 1.0 mL/min
Temperature: 40 °C
Sample: 

1 = uracil
2 = toluene 
3 = propranolol
4 = nortriptyline
5 = amitriptyline

10mM 
3

1 2

4 5 

緩衝液濃度と保持指数との関係緩衝液濃度と保持指数との関係
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異なる緩衝液異なる緩衝液pHpHにおける分離における分離
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Column: Sunrise C18-SAC
5µm, 4.6x150mm

Mobile phase: 70/30=CH3CN
/100mM acetate buffer

Flow rate: 1.0 mL/min
Temperature: 40 °C
Sample: 

1 = uracil
2 = toluene 
3 = propranolol
4 = nortriptyline
5 = amitriptyline

1 2

緩衝液緩衝液pHpHと保持指数との関係と保持指数との関係
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イオン交換能の増加イオン交換能の増加

シラノールの解離増加シラノールの解離増加

水素結合性？水素結合性？

88--キノリノールキノリノール//カフェインの分離例カフェインの分離例

Column size: 4.6x150 mm, 5µm
Mobile phase: 

10/90=CH3CN/20mM H3PO4

Flow rate: 1.0 mL/min
Sample: 1 = 8-quinolinol (oxine)

2 = caffeine 

1

1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Retention time / min

2

2

B) Sunrise C18B) Sunrise C18--SACSAC

A) Sunrise C18A) Sunrise C18

核酸塩基類の分離例核酸塩基類の分離例

Column: Sunrise C18-SAC, 
5 µm, 4.6 x 150 mm

Mobile phase: 20 mM KH2PO4 pH4.5
Flow rate: 1.0 mL/min
Temperature: 25 ºC
Sample: 1 = cytosine, 2 = uracil, 

3 = thymidine, 4 = thymine
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極性極性//親水性親水性化合物だけを保持できたら化合物だけを保持できたら……

逆相モードと溶出順序が逆転できたら逆相モードと溶出順序が逆転できたら……
C18C18に保持し難い親水性化合物の分離が可能にに保持し難い親水性化合物の分離が可能に！！

疎水性化合物疎水性化合物のの残存残存によるによる性能が劣化性能が劣化ががなくなるなくなる！！

それも，単純な分配モードで分離ができたらそれも，単純な分配モードで分離ができたら……
水－有機溶媒系で親水性化合物の分離が可能に水－有機溶媒系で親水性化合物の分離が可能に！！

イオン抑制のイオン抑制のためにために強酸強酸//強強塩基塩基を使用しないでよいを使用しないでよい！！

イオンペア剤をイオンペア剤を使用しない使用しないのでのでLCLC--MSMSと結合と結合可能に！可能に！

イオン交換のような煩雑な緩衝液調整から開放されるイオン交換のような煩雑な緩衝液調整から開放される！！

強く保持

親水性相互作用クロマトグラフィー親水性相互作用クロマトグラフィー
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography : HILICHydrophilic Interaction Liquid Chromatography : HILIC

対象成分/親水性固定相間の親水性
相互作用に基づいて分離されます

HILICモードでは，親水性の高い
化合物ほど強く保持されます

多くの場合，溶出順序は逆相モード
とは逆になります

逆相型カラムでは保持され難く，
ボイドボリューム近くに溶出する
成分の分離にHILICは最適です

安定した水和特性を持ち，保水性の
高い充填剤が必要となります

HILICHILICととRPLCRPLCによるペプチドの分離によるペプチドの分離
Mobile phase: 

(HILIC) 60:40 = CH3CN/10 mM AcONH4 (pH 7)
(RPLC) 5:95 = CH3CN/10 mM AcONH4 (pH 7)

Sample: 1 = Phe-Gly-Gly-Phe, 2 = Leu-Gly-Gly, 
3 = Gly-Gly-Gly

HILIC

RPLC
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NN

SS

ZICZIC®®--HILICHILIC//ppHILICHILICの官能基構造の官能基構造

N CH2

CH3

CH3

CH2CH2 CH2 SO3

両性イオン両性イオン ““荷電しかも中性荷電しかも中性””
・・安定安定で強いで強い水和水和相を相を形成形成

・静電的相互作用が低い・静電的相互作用が低い

分子内塩分子内塩
を形成を形成

★★ ChaotropicChaotropic orderorder
Anion:  TCA−>ClO4

−>NO3
−>Cl−>acetate−>F−> SOSO44

22−−

Cation: Ca2+>Mg2+>Li+>Na+, K+>NH4
+> (CH(CH33))44NN++

スルホベタイン型官能基スルホベタイン型官能基

塩基性ペプチドの保持塩基性ペプチドの保持

ColumnColumn：： ZICZIC®®--HILICHILIC, bare silica column, 100 , bare silica column, 100 ×× 4.6 mm4.6 mm i.di.d..
Mobile phase: 40 % acetonitrile in Mobile phase: 40 % acetonitrile in CHCH33COONHCOONH44 (50 mM, pH 6.5)(50 mM, pH 6.5)
Sample: Sample: bradykininbradykinin ((pIpI 12)12)

陽イオン交換陽イオン交換
相互作用が相互作用が
加味される加味される

HILICHILICにおける溶媒強度における溶媒強度

Column; Column; ZICZIC®®--HILICHILIC 150 x 4.6 mm 150 x 4.6 mm 
Mobile phase: Mobile phase: 10 mM formic acid 10 mM formic acid 
Legend; Legend; 

((circlecircles) cytosine s) cytosine 
(triangles) adenine(triangles) adenine

HILICHILICにおける溶媒強度における溶媒強度

THF THF << acetone acetone 
< acetonitrile < IPA < acetonitrile < IPA 
< ethanol < water< ethanol < water
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CHCH33CNCN
のほうがのほうが
強く保持強く保持

芳香族有機酸の分離例芳香族有機酸の分離例

ColumnColumn:: ZICZIC®®--ppHILICHILIC,, 100 x 4.6100 x 4.6 mm mm ii..dd..
Mobile phaseMobile phase:: (left) 75:25 = acetonitrile/(left) 75:25 = acetonitrile/CHCH33CCOOONHONH44 (17 mM, pH 6.8) (17 mM, pH 6.8) 

(right) 75:25 = acetonitrile/NH(right) 75:25 = acetonitrile/NH44HCOHCO33 (17 mM, pH 9.6) (17 mM, pH 9.6) 
Sample: 1 = Sample: 1 = gentisicgentisic acid, acid, 2 = 2 = protocatechuicprotocatechuic acidacid,, 3 =3 = isophthalicisophthalic acid acid 

イオン化を高めるとイオン化を高めると
保持も分離も改善保持も分離も改善

2

1 3

2

1

3

核酸塩基の分離例核酸塩基の分離例
Column: ZIC®-HILIC 150 x 2.1 mm, 5 µm
Eluent: 80% acetonitrile/20% 25 mM CH3COOH, 2.5 mM CH3COONH4

Flow rate: 0.1 mL/min, Detection: UV at 254 nm
Sample: 1 = thymine, 2 = uracil, 3 = adenine, 4 = guanine, 5 = cytosine 

極性化合物のための極性化合物のための Second ChoiceSecond Choice

First Choice First Choice ははフルエンドキャップ型フルエンドキャップ型C18C18カラムカラム

First Trial ConditionFirst Trial Conditionでの分離結果を見て，分離を改善での分離結果を見て，分離を改善

まず，まず，ChromaNik Sunrise C18ChromaNik Sunrise C18でトライして下さいでトライして下さい！！

Second Choice Second Choice 選択性の異なる選択性の異なる固定相の使用固定相の使用

水素結合性水素結合性//イオン性相互作用によるイオン性相互作用による分離分離のの改善改善

特に塩基性薬物の分離改善には特に塩基性薬物の分離改善には －－ Sunrise C18Sunrise C18--SACSAC !!!!

Second Choice Second Choice HILICHILICモードの使用モードの使用

C18C18に保持され難い高極性化合物の分離を改善に保持され難い高極性化合物の分離を改善

極性化合物の分離改善には極性化合物の分離改善には －－ ZICZIC®®--HILICHILIC column column !!!!


