
緒

クロマトグラフ分離法における溶出時間差の分布

z z <=1 

田中 久弥， 山本 辰美

クロマトグラフィーは工業的な成分分離の 操作としては比較的新ししいわゆる分離度として従来

用 いられているRsが比較基準として一般的なものなのか， 希望成分の回収率と爽雑成分との分離効

率はどのように表わされるのかなど工学的な問題は多く 21これらは今後解決されなければならな い

ものと思われる。

従来の分離度Rsは濃度ピークの 最高値の間隔を両成分の算術平均ピーク幅で割り算するが加， こ

の平均ピーク幅は互いにピーク幅が接近している場 合， より厳密には両者が等しい場 合に限られるの

で一般性にとぼしいように思われる。 分離度はこのような経験的な因子を含め， より広い見地よりみ

て， それぞれの成分の溶出時間の差について， その分布を代表する特性値と定義するのがより一般的

であろう。

本研究では， まず分離すべ き成分間の溶出時間差の分布を考え， その代表値を分離度に 選べば従来

のRsに比べより一般性のある分離尺度が得られること， さらに， 分離効率にはNe wton効率を 採用

すると， この分離度をパラメータとして回収率との対応がえられることなどを見い出した。

成分の溶出時間と分離度

1 ) 溶出時間差と分離度 分離すべ き二つの成分の溶出時聞を見たと き， あ きらかにそれぞれの

時間帯が離れていること， 言い換えれば各時間帯の広がりにたいして こつのピーク 最高値の間隔があ

いていることがより良好な分離状態にあると 言える。 各成分の溶出時聞をそれぞれt10 t2とすると時

間差 ( tl - t2)の分布は， これらがそれぞれ独立な時間変数であることから， もし正規分布とすれば，

平均値はそれぞれの平均溶出時間tEl， tE2の差 (tEl -tE2 )， 分散はそれぞれの溶出時間の分布の分散の

和 (σi2+σ♂)となる。

溶出曲線は通常 横軸に溶出時間tあるいは容積vを， 縦軸に各成分の濃度 Cあるいはそれに比例し

た検出器出力たとえば電圧 Vをとって描かれており， 平均溶出時間ÌEは溶出時間の分布密度を f(t)

とすれば， 次式で求められる。

伝=f�tf (t) dt (1) 

ここに， f ( t)は着目成分の全溶出量あるいは原料での供給量にたいする時刻tでの溶出速度Q C (t)の

割合であり， 次式で求められる。
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また， 分散 σ2は hにたいする二次モーメントとし

て

:::-0.01 
q ) 句..... 

σ2= f� (日)2f(t)dt (3) 

で得られる。

次に， 時間差 (t1一 t2)を分散 σ2の 平方根で割り

(t1 - t2) / /吾Tの分布を考えると， その 平 均ならび

に分散はそれぞれ

H 

""0・1

0.0 ー2 o 2 4 
A t /0 [ー]

6 

(σ12十(122) 一司
σ2 

Fig. 1 Elution Time Difference ..:1 t VS. its 
Density f (..:1 t) Curve 

となり， 分散は基準化され， 正規分布の場合 平 均値が分布の代表的な特性値となる。 すなわち， 平 均

値 L1 td σ(ここで L1 h = (tE1 - tE2))を決めれば二つの成分の分離具合がわかることになる。 したが

って分離度の基本型とみることがで きる。

Fig.1aには， 成分 1， 2 の溶出時間の分布密度 f( t1)， f(じ)の 平 均ならびに分散の各値をもとに，

一例として計算した f(L1 t)を，同じく 1 bには f(L1 t/σ)をそれぞれ示した。ここで Fig.1 bの分散は成

分の分散比に関係なく l となっている。

従来の分離度Rsは形として ( tE1- tE2) / T w (ここで Twは二つのピーク幅で定義される 平 均的な

時間幅 ) で， ピーク幅が 標準偏差の 4倍として Tw=(σ'1+σ2)/2 であり， したがって， Rsは

Rs= ( tE1- tE2)/2(σl 十(12)

で定義されている。 ここで， つぎの ような溶出時間差 ( tE1- tE2)/2(σ1十ぬ)の分布を考えると， その

平 均はRsになるが， 分散は (1112+ (122) /4 (σi+(12)2 の ように各成分の分散比 (σ'12/(122)で変化し， し

たがって， Rsはこの分布の代表値にはなりえないとことがわかる。

また， 溶出時間差を基準時間幅として Twを考え (t1- t2)/ TwニL1 Tw の分布でみると， その平 均は

(tE1 - t臼)/ Tw， 分散は(σ'12+σ♂)/ TW2となる。 この分布が 正規分布であるとすれば， 平 均値の まわり

で士 n〆(σ'12+ (122) / T W2 の範囲に， n= l では 68.3%， n=2 では95 .5%， お よび nニ3 では99.7 %の

それぞれ溶出時間差が 集 まることになる。 この結果， 希望成分の溶出時間のそれぞれ 84 .1%， 97. 7 %  

お よび99 . 8%が爽雑成分のそれ より大となり， 残り15 .9%， 2.3%ならびに0 .2%が等しいか または小

さく なることがわかる。 この分布の 平 均値を分離度 Rs(L1 Tw)とした場合， 従来のRsと Twでは n

/ (1112十ザ)/4(σ1十(12)2 となって， !T瓦可瓦寸= s とおけば次式の ように分離度が分散比で変化す

ることになり， 一般的な比較の基準にはならない。

Rs(L1 Tw) = n  /(52+1)/4(5+1)2 
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2 ) 溶出時間と分離効率 ある溶出時聞が経過して， 希望成分がどれほど原料中から回収され，
しかも爽雑成分がどれほど混入しているかなどわかれば， 実際の 操作のうえであ きらかに有利と思わ
れる。

いま爽雑成分を 1， 希望成分を 2 とすると， 成分 2 の回収率は分布密度 f2 ( t)を求める溶出時間まで
積分して次式で表わせる。

y= f�五 (t)dt (4 ) 1.0 

つぎに成分 1の混入率は， 原料中の各成分濃度を
C F 1， C F 2 とすれば， 次式でえられる。

1 = (C F 1/C F 2) f:f1 ( t) dt/ f:f2 ( t) dt 
F 与=1.口、円

千= 1.97 

�= O.57 
a， ' 

しかし t→O で分母の値が ゼロとなって混入率が

不定になるので， 原料中の希望成分 2 の量にたい

する割合をとることにして次式とする。

0.5 
y [・1

3・0

1 = (CF 1/CF2) f�.h (t) d， (5 ) 

Fig. 2 Separation Efficiency vs. Recovery 
Factor 

このようにして時間 tでの成分 2 の分離効率ηは次式で表される。

η (t) = Y (t) - 1 (t) ( 6) 

= f�fz (t) dt一 (CF 1/CF 2)f�.h (t) dt 

成分 1， 2 の溶出時間分布が 正規分布であれば， 回収率Yをあたえれば， すでに述べた分離度 (Ll td
σ) および 標準 偏差の比例/lf2をパラメータとして効率ηが計算で きる。

F ig.2 には代表例として (Ll tdσ)=1. 97， σi/lf2= 0 .57 の場合を示した。 なお， 簡単化のため原料

の濃度比は 1とおいた。

Yとηとの 1:1の直

線関係は100パーセン

ト分離の 達成をしめす

ものである。

実験装置 な ら
びに 方法4)

F ig.3には用いた 装

置のフローチ ャートの

概略を示した。 ゲルカ

ラ ムは内 径 7.5inm.

長さ 10， 15， 20 cm.の

Fig. 3 Schimatic Diagram of Experimental Apparatus 

1. Eluate 2. Pump : 3. Injector 4. Colurim 

5. UV (RI) Monitor 6. Electric Conductometer 

7. Recerder 8. A/D Convertor 

9. Computer (PC-9801) 10. Air Bath 

民υnu
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ステンレス製の円管で，充填したゲルは半硬質のビニール系親水性高分子樹脂ートヨパール HW -40C

ならびに40F である。送液系には，ポンプとしてSSQD型 HPLC ポンプを， また原料液の注入には

所定の容積のループと接続した六方ノfルブp方式のサンプルインジェクターをそれぞれ用いた。成分の

濃度の検出には，カラム出口の溶出液中の濃度を電気伝導度計，uvモニター，および示差屈折率 検出

計の三つをそれぞれの原液成分にあわ せて組合せて用いた。
使用した原液成分は， 1 )極端に分子量の異なる二成分系として， Dex tran -N  aCl (その濃度いずれ

も 0.3w t.%) 2 )用いたゲ、ルの分子量分画が可能な範囲のポリエチレングリコール (PEG) から選ん

だ二種類の分画分子量の組合せで， その濃度はO .lw t.% で比率 しならびに 2 などである。溶離液に

は， Dex tran -NaCl 系の場合， ゲル中の固定イオンの影響を考慮し，O.Olmo lNaCl 水溶液を，PEG 系

については蒸留水をそれぞれ脱気して用いた。

実験条件としては， 二成分の分離を左右するとみられる因子として， まずカラム滞留時間について，

カラム長さZを 10，15， 20cm.の三種類，送液流量Qを 0.4 から 1 .8 ml/min .の範囲でそれぞれ変化さ

せた。 Dex tran -N aC l系では， カラムの負荷量Fについて 0 .1から 1 .0ml.と原液注入量を変化させ

た。粒子内滞留時関については最も影響の大きい因子とみられるが，用いたゲノレの粒子の粗さで，40F
と40C の二種類に限定せざるをえなかった。 原液中の成分の濃度比については，PEG 系で 0. 5 から

2 .0 の範囲で三種類変えた。

実験操作は次の三段階からなる。 まず溶離液の脱気， カラムへのゲ、ルの充填， つづけて， 送液系，

ならびに測定器 系統のスタートアップとカラムの安定化など予備的段階， つぎに原液の注入と時間ゼ

ロ点の設定をおこないクロマト分離操作のスタート， それ以後の溶出液濃度の時間変化を記録計なら

びにディスク装置へ濃度検出器 からの電圧出力の時間変化としてをとりこむ主実験段階， 使用済みカ

ラムを溶離液により洗浄する後処理段階などである。

実験結果の整理

得られた実験結果について， 1 )分離度を溶出時間差の分布の代表値として求める。 2 )溶出曲線を

各溶出時間における New ton 効率 と回収率 の関係として表現する。 などでそれぞれの結果を整理し

た。 これらの計算では， いずれの場合も各成分の溶 ， ， 

出時間の分布密度 fj(t) とその平均値ならびに分散
一一一 z=10 cm 
F一一一 z =20 cm 

のような特性値が得られなければならない。
Dex tran -N aCl系では， 各成分の濃度出力はuv

計ならびに電気伝導計で別々にえられるので， それ

ぞれについて分布密度が計算できる。Fig.4 には，一

0.6 
[ -
� 0.4 ] 
>・

0.2 

例として原液量1ml(濃度いずれも 0 .3w t %)， 液流 。。
量 1 .8 ml /min で， カラム長さを10cm.と2 0cm.に 100 200 

かえた場合の電圧 出力を示した。 巨大分子である t [secJ 
300 

Dex tran は最初に溶出され， NaC lがこれにつづい Fig. 4 Detector V oltage Output VS. Elu 

ており， この聞に前者のピークのテーリングがみら tion Time 

れる。 分離はカラム長さとともに良くなっていることがわかる。

各成分について全濃度範囲での電圧 と濃度の一定の比例関係のもとに，溶出時間の分布密度 f(t) を

任意の時間 t と t+ dt との聞に流出した成分 i の全投入量にたいする割合 dF を考え， 式( 2 )と同じ

次式でもとめた。
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C (t) dt dF=! (t) dtニ p∞J 0 C (t)dt 

F ig.らには同じ系で液量0 .2 m l， 液流 量1 . 8 ml/ min

でカラム長さ 15 cm.の結果を溶出時間にたいして示
した。 この分布の一次モーメントとしての平均値， 各

成分の平均溶出時間はそれぞれ， hl = 162 .  4 sec， tE2二

94 .41secまた，二次モーメントとしての分散はそれぞ

れ σ'12= 135 . 6sec2， 0'22 = 62 . 02sec2である。
PEG系では， 液量0 .1 ml， 液流量0 . 8 m ljminでカラ

ム長さ 15 cm.の条件のもとで， 分画分子量 200 /4000

混合液(いずれも濃度 0 .1wt% )の場合の示差屈折率計

の電圧出力と用いた 設定レンジから得られる IRU単

位の C(t)を Fig. 6 に示し， 200 と 4000 それぞれ単独

での同じ条件下における電圧出力から得られる f j( t) 

を上式で算出した。 F ig.7 には， f (t)と成分濃度の加成

性から同じ条件でのそれぞれ単独の f j( t)から導かれ

る次式の f ij( t)を重ねて示した。

! (t) =L:nÆ (t) 

ん=γ'1)'; (t) +γぷ (t)

(7 ) 0.02 

8.0.- NaCI Syst�m 

z = 15 cm 
F = 0.2 ml 

Q= 1.8 mlJmin 

0.00 200 

Fig. 5 Elution Time t vs. its Density f(t) 
Curve for Dextran.Nacl System 

門4.0的
e x 
コ
E 〕
:;2・0
) 
仁J

PEG(200 14000) System 

z = 15 cm 

F=O.1 ml 
Q=0'8 mlJmln 

Fig. 6 Elution Tirne t vs. Concentration C 
(t) Curve 

PEG(200/4000) (0・lwいん)

nu
 
nu

 

門υ
ωω
\F
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実験精度を含めて， 両

者の一致は全範囲で良好で

あり単独成分どうしであわ

せて得られる溶出曲線から

分離度が得られることが分

る。

得られた溶出時間の分布

密度より， 分離度の定義に

必要な成分間の溶出時間差
t l - t2 の分布を算出し， そ

の 特性値として平均値なら

びに分散などをもとめる。

時間差 t l - t2 をLltとお き， その分布密度を f( LI t)とすると， 成分 1の密度 f l(t)及び成分 2 の密

度 f2(t)より二つの独立した変数 t l， t2の差の分布密度としてつぎのように計算で きる。

( 喝d、、.... 句ー

一一一: Observed 
ーーー : Cα I cu lated fij( t) by Eq.( 7) 

Fig. 7 Elution Time t vs. its Density f(t) Curve for PEG System 

[sec] 

! (LI t) = J7h (似 (tl -LI のdtl ( 8 ) 

Dextran-N aC l系の結果は F ig.4 に示したカラム長さを変えた場合について F ig. 8 のようになり，

弓，aQd
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B. D. - NaCI (0.3wt・'1.) A企
Observed 

z =10 cm:A 

z =20cm: 0 
Calculated:田一

富山大学工学部紀要第43巻

0.02 

「可
U 
Q) 
vl 
\ 

】0.01
，戸『、吋.... 
司
、，ー

平均時間差がカラム長さと

ともに増加する一方で分布
の拡がりも大きくなること
がわかる。 図中の実線は各
成分の該当値から時間差の

分布の平均値と分散を，

平均値
L1 tEニtE1 - tE2 
および分散

σ2_σ'12+ σ22 
200 

its Density f (L1 t) Curve for 

100 

[SE'c] ムt

Fig. 8 Elution Time Difference L1 t vs. 
Dextran.NaCl System 

。
0.00 

-100 

o : Observed 

- :Calculated 

PEG (200 /4000) 
(0・lwt.'. ) 

「可
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Q) 

ご 0・01

ι」

0.00 
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(H
d)』

とおいて正規分布として計
算した結果である。 この系

ではそれぞれの成分の溶出

時間分布は必ずしもこのパ

ラメータの正規分布にはな

らないが， 時間差の分布で

みるかぎり計算値との隔た

りは必ずしも大きくない。
PEG 系について，溶出時

間差の分布密度を示したの

がFig.9である。 この場合

の平均値ならびに分散はそ

れぞれ
L1 h=142sec 
σ2 =93 9sec2 

( 9 ) 

300 

Density f (L1 t) Curve for 

A t 

1.0 

its 

PEG(200/4000) (0・1wt・'1.)
0 ・Observe d
一一:Ca1cu1αted

200 

[SE'c] 

Fig. 9 Elution Time Difference L1 t vs. 
PEG System 

F 

100 

1.0 

Recovery Fig.10 Separation Efficiency vs. 

Factor 

一98ー

であり， 図中の実線はこれ

らの値による正規分布密度

を表している。 この系の場

合， 実測の分布はかなり正規分布型に近く， 分離度

の基本関係を適用していろいろな条件のもとで比較

することができる。

つぎに任意の溶出時間における希望成分の回収率

と分離効率 の関係で， 前にFig.7 で述べたPEG 系

の溶出曲線を書き換えたのがFig.l0 である。 この

場合， 二つの成分はほぼ完全に分離されており， 95 
%回収率 までの全域でηとYは等しいことがわ か

る。 おなじ 計算の結果を用い希望成分の溶出時間に

たいしてηとYを点描したのがFig.llである。 図

中の実線は各成分の f ( t) を正規分布とした場合の

計算値で， 破線は実測のYと溶出時間の関係である。



われわれは従来用いら

れているクロマトグラフ

操作の分離度Rsがなぜ

このように定義されたの

かについて， 分散比が 1

に限られる分離度というのは一般的な比較基準にはなり得ないという観点から不都合な点を指摘して

きた。

本研究では， ゲルクロマトグラフィーのデータとして， 比較的分子量の接近したPEGの二成分系，

巨大分子と低分子量の塩としてDextran-NaC l系の親水性半硬質高分子ゲルによる分離の溶出曲線

に適用して， より一般的な分離度とその効率の表現を求めた。

溶出曲線では分離される二成分の溶出時間差の分布が平均値として ( tE1一h2)分散として σ'12+

0'22 の特性値をもつことから， その代表値として (tE1- tE2) /σ(ここで σは各成分の溶出時間分布の

分散の和( 0'12+ 0'22)の平方根)を分離度を定義する場合の基本型とすることを提案した。

つぎに， このような分離度を用いて任意の溶出時間の希望成分の回収率ならびに分離効率を原液中

の爽雑成分との濃度比， 溶出時間分布の分散比をパラメータとして算出した。

このプロットでは溶出時

間の分布密度の正規型か

らのずれに対して， 特に
ピークの前端部ならびに

後端部での感度が高いこ

とがわかる。

結 論

Nomenclatu re 

C F  

C(t) 

F 
f (t) 

1 (t) 
n 

Q

L
s
h

中川
出

V

川
Z

Y
 

田 中・山本:クロマトグラフ分離法における溶出時間差の分布

1.0 

.--. 

L..J 
0.5 

〉幽

4コ!;:;.-="
PEG(200/4000) (0・lwt.，.) t"\';心て

〆
〆

o " 
〆

σ r_， 
〆ゾ -0- : Observed司&Y

一一: Calculated 
based on 
Norma( Distribution 
Assu mptio n 

戸

2 
O -2 o 1 

(t-h2)1σ2 [ー]

Fig. 11 Separation Efficiency and Recovery factor VS. Elution Time 
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Distribution of Elution Time Differences in 

Chromatographic Separation 

Hisaya Tanaka and Tatsumi Yamamoto 

Fr om the distribution of e lution time differences LI t am ong comp onents t o  b e separated ，  the 

degree of separation of chr omat ography is defined. Denoting .;σi2 +a♂ by σ ， it is the mean 

va lue (LI t dσ) of density function f ( LI t/σ) w ith standard variance of unit. 

F or a fixed initial feed comp osition ， separation efficiency η and recovery fact or Y at any e lution 

time are correlated by (LI t dσ) and (σi/ 的). Experimenta l verification of these results are 

sh own. 

[英文和訳]

クロマトグラフ分離法における溶出時間差の分布

田中 久弥， 山本 辰美

分離すべ き成分間の溶出時間差Lltの分布から， クロマトグラフ法の分離度を定義した。 J瓦吉宇高T
を σで表すと， それは， 標準偏差が 1である密度関数 f( LI t/σ)の平均値 LI h/σ と なる。 ある 固定

された 初期供給組成について， 任意の溶出時間における分離効率ηと 収率Yは， LI t dσおよび( 1.11/ 

1.12 )によって相関づけられる。 これらの結果について実験的に検証した。
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