
糞尿中フェノールの分析
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カラムスイッチング法による分析
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夾雑成分が多く含まれる生体試料の分析では、目的成

分の溶出後に夾雑成分が溶出し、分析時間が長くなる場
合があります。この夾雑成分の除去に、試料の前処理を
行うことがありますが、手動では人為的誤差が生じたり、
作業に多くの時間を要することがあります。

カラムスイッチングHPLC法は目的成分の濃縮や夾雑物

質の除去を自動で行うことから、作業効率の向上に有効な
手法になります。
今回は、糞尿中のフェノール分析を中心に、分析時間の

短縮に成功した例をご紹介します。
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本報告のカラムスイッチング法は、プレカラムから目的成分が溶出した後に、スイッチングバルブを切り換え、

夾雑成分を分析カラムに導入しないことで、分析時間の短縮を可能にしております。

したがって最初にスイッチングバルブの切り換え時間を検討する必要があります。

カラムスイッチング分析の検討方法

移動相

検出器

移動相

検出器

プレカラムから目的成分（ ）の溶出時間を

確認します。この時間がバルブを切り換える時間に

なります。

試料（ ）を注入し、分離と溶出時間を確認します。

①の溶出時間より遅い夾雑成分（ ）はプレカラム

に残り、バルブ切り換えと同時に、洗浄されることに

なります。

② 溶出時間の確認

① バルブ切換時間の確認
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カラムスイッチング分析のしくみ

④ 目的成分の溶出

スイッチングバルブが切り換わり、

プレカラムに残った夾雑成分（ ）を

洗浄液でバックフラッシュし、排出します。

移動相

検出器洗浄液

ドレイン

洗浄液

分析カラム

移動相

検出器洗浄液洗浄液を停止し、分析が終わり次第、

バルブを初期の位置に戻します。

分析カラムに入った試料は、さらに

夾雑成分（ ）と目的成分（ ）

に分離します。

プレカラムに入った試料（ ）は、

保持の強い夾雑成分（ ）と分離します。

移動相

検出器洗浄液

① 試料注入
移動相

検出器洗浄液

試料（ ）を注入します。

この時、洗浄液は停止しています。
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プレカラムからドレインへ

③ バルブ切り換え

② プレカラム分離

バルブ切換時間の検討終了後、カラムスイッチング分析を行います。ここでは試料の挙動を中心に示します。
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HPLC装置：GL-7400 シリーズ

分析カラム：

Inertsil ODS-SP 5μm, 150 × 4.6 mm I.D. Cat.No. 5020-02745

プレカラム：

交換用カートリッジE及びカラムホルダーセット

Inertsil ODS-SP 5μm, 10 × 4.0 mm I.D. Cat.No. 5020-08520

番号 品名 型番

1 UV検出器 GL-7450

2
カラムオーブン
6方バルブ内蔵

GL-7430

3 オートサンプラー GL-7420
4 キャリアリザーバー GL-7480

5,6 ポンプ × 2台 GL-7410

標準試料のクロマトグラム
（カラムスイッチング法による分析）
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1. フェノール ( 30μg/mL)
2.  p-クレゾール ( 45μg/mL)
3. p-クロロフェノール ( 50μg/mL)

HPLC 条件

・ プレカラム Inertsil ODS-SP (5μm, 10 x 4.0 mm I.D.)
・ 分析カラム Inertsil ODS-SP (5μm, 150 x 4.6 mm I.D.)
・ 溶離液* : A) CH3CN B) 0.1% H3PO4

A/B = 25/75   v/v , 1mL/min
・ 温度 40 ℃
・ 検出器 UV  270 nm 
・ 注入量 10 μL

注入1.5分後（目的成分がプレカラムから溶出後）、
バルブを切換え、夾雑成分の残るプレカラムを洗浄し
ドレインする。

注入4.5分後、プレカラム洗浄用ポンプ②を止める。

注入18分後に再度バルブ切換え、初期の位置にもどす。

* 洗浄用および分析用ポンプ共に同一溶離液
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		溶離液　組成 ヨウリエキソセイ

		A：溶離液 ヨウリエキ										溶離液プログラム ヨウリエキ										番号 バンゴウ		品名 ヒンメイ		型番 カタバン

		エタノール		100.0mL						10		100						100				1		UV検出器 ケンシュツキ		GL-7450

		*カプリル酸 サン		0.1mL						45				100				100				2		カラムオーブン
6方バルブ内蔵 ホウナイゾウ		GL-7430

										56				100				100				3		オートサンプラー		GL-7420

		*クエン酸三ナトリウム（2H2O） サンサン		8.14g								ポンプA						ポンプB				4		キャリアリザーバー		GL-7480

		*クエン酸(H2O） サン		20.00g						0		100						100				5,6		ポンプ × 2台 ダイ		GL-7410

		B：溶離液 ヨウリエキ								56.1						100		100

		*クエン酸ナトリウム（2H2O） サン		26.67g						63						100		100

		塩化ナトリウム エンカ		54.35g						63.1		100						100

		*クエン酸(H2O） サン		6.10g						100		100						100

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		C：洗浄液 センジョウエキ

		水酸化ナトリウム スイサンカ		8.0g

		*カプリル酸 サン		0.1mL

		D：反応液 ハンノウエキ

		ホウ酸 サン		30g

		水酸化ナトリウム スイサンカ		16g

		*Brij-35		4.0mL

		オルトフタルアルデヒド/エタノール		800mg/10mL

		2-メルカプトエタノール		0.2mL
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