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【緒言】ポリフェノールのエタノール水系移動相による

逆相クロマトグラフィー分離において、ピーク位置、ピ

ーク距離、ピーク幅は移動相組成に強く依存する

（Fig.1）。既に、ピーク位置については勾配溶出実験
から分配係数を決定することにより推定可能であること

を報告した[1]。本研究ではピーク幅について HETP と
移動相線速度（u）の関係（HETP-u）を様々な移動相組
成の関数として表現するモデル式を検討した。 
 
【実験】ポリスチレン－ジビニルベンゼン系吸着樹脂

DIAION HP20SS（dp=100µm）を内径 dc=7.5～11mm
のカラムに高さ(長さ) Z=19-24cm になるように充填し
標準的な HPLC装置に接続した。カテキン(Mw:290)、
エピガロカテキンガレート(EGCG, Mw:458)をモデルポ
リフェノール試料とし、エタノール水混合溶液移動相を

使用し、u=2.5～12.5cm/min、25℃で実験を行った。 
等組成移動相溶出曲線を u の関数として測定し,(1)

式より HETPを(2)式より分配係数 Kを算出した。 
HETP=Z/N =Z(σ/tR)2= Z(W/tR) 2 /16        (1)  
VR = FvtR = Vo + (Vt-Vo)K               (2) 

溶出曲線の標準偏差 σ は、ガウス分布曲線に最小二
乗法近似することにより決定した。 

HETPは uの関数として次式で表される。 
HETP = Ao + Cou              (3) 

Ao はカラム充填状態を表す項、Co は粒子内拡散の影

響を表す項で(4)式となる。 
Co = dp

2[HK/(1+HK)2]/(30Ds)   (4) 
 
【結果・考察】Fig.1 に一定流速での等組成溶出曲線を
示した。移動相 EtOH 濃度 Cmを低くすると 2 成分とも
に溶出液量が増加する（溶出が遅くなる）とともにピー

ク幅も広くなる。また、この条件では 40%以上では、2
成分を分離することは不可能である。 
移動相組成ごとの HETP-u 曲線（Fig.2）の傾きから

(4)式に基づいて Ds を算出した。得られた値から

KDs/Dmを計算し、K に対してプロットした関係が Fig.3
である（Dm：分子拡散係数）。実際の分離が達成される

2<K<7ではKDs/Dm=0.18程度で一定である。この条件
を使用すると目的とする分離度 Rsを得るための移動相

速度 uが, Cmに対して以下の方法で計算できる。 
Cmを低くすると 2成分の分離は良くなるが、Kが大き
くなるので多量の溶媒が必要となり、また同じ流速なら

ば分離時間も長くなる。流速を高くすると分離時間は

短縮されるが分離性能は低下する。各 Cmにおいて所

定の Rs値となる流速が存在するので、その値を(1)-(4)
式と分配係数の Cm依存性により決定し、そのときの分

離時間と相対溶出液量 V/Vt を計算し、プロットした

(Fig.4)。 この曲線は等分離度線(isoresolution curve)
と呼ばれ、最適分離条件の設定に有用である[2]。 
【結言】ポリフェノールのポリマー系逆相クロマトグラフィー分

離における HETPおよび分配係数 K を表現できるモデル式
を移動相エタノール濃度の関数として開発できた。 
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記号 Ac:カラム断面積[cm2], dc:カラム内径[cm], Dm:分子拡散係数
[cm2/s], dp:粒子径[µm]、Ds:有効固定相拡散係数[cm2/s], Fv:流量
[mL/min], H:相体積比=ε/ (1-ε) [-], HETP: [cm],  K:分配係数[-], 
MW:分子量, tR:ピーク保持時間[s], }2/)/{()( 211,2, WWttR RRs +−=
分離度, u:移動相線速度(=Fv/Acε) [cm/min], Vt:カラム体積[mL], VR:
ピーク保持体積[mL]、V0:カラム空隙体積[mL], W:ベースラインピ
ーク幅[s], Z:カラム高さ[cm], ε:空隙率[-], σ:ピーク標準偏差[s] 
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Fig.1等組成溶出曲線 

Fig.3 KDs/Dmと Kの関係  

Fig.2 HETPと uの関係 

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15
Elution volume, V/Vt [-]

E
lu

tio
n 

tim
e,

 t
[m

in
]

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15
Elution volume, V/Vt [-]

E
lu

tio
n 

tim
e,

 t
[m

in
]

Z = 30 cm

Z = 15 cm

Z = 10 cm

Fig.4 等分離度曲線  

 

D204

SCEJ 2nd Three-Branch Joint Meeting (Kitakyushu, 2009)

- 83 -


