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本研究の目的と論文の構成

本研究の目的は、超臨界流体クロマトグラフィー (SF C)を用いて脂質の分維

を行い、その分離挙動と分離メカニズムを明かにし、さらに SFCに適する充填斉Ij

を開発することである。

SFCは移動相に超臨界流体を用いる分離分析手法であり、液体クロマトグラフ

ィー (LC) とガスクロマトクラフィー (GC)の中聞に位置づけられている。超

臨界流体は溶解力を持つので、 GCで分離不可能な高沸点物質や熱不安定物質の分

割tにSFCは適している。この点において LCに類似しているが、 SFCの移動相

の溶解力は温度あるいは圧力によって連続的にかつ広範囲に変化するという点でL

Cとは異なる。また、超臨界流体の粘度は液体よりも小さく、流体中の溶質の拡散

係数は液体中の拡散係数よりも大きい。このことは、カラム内の圧力損失がSFC

では小さく、分離効率を落とさずに高流速の分離が可能であることを意味する。 S

FCの装置が市販されてまだ 10年ほどであり、 GC、LCの研究の歴史に比べる

と、基礎 ・応用の両面において多くの研究、改良すべき点が残されている。

充墳カラムの SFCは、多環芳香族やポリスチレン等の有機化合物の分般に用い

られてきたが、脂質などの天然物への適用はまだほとんど行われていないのが現状

である。この理由として、まだSFC装置が広く普及するに至っていないこと、従

って応用例が少なく、どのような物質に適用できるか、どのような充境斉IJが使える

のか良く分かっていないことが挙げられる。

本研究では、分離対象として脂質、主に脂肪酸エステルとトリグリセリドを取り

上げる。これらの脂質は構造が単純であり、また既にGC、LCを用いて分維が行

われており、多くの応用例がある。それらの知見を利用し、また分断t挙動を比較す

ることで SFCの位置付けを行い、 SFCの分離の特徴、利点を明らかにすること

ができると考えられる。その目的のため、脂質のクロマト分離における移動相、固

定相の役割lについて検討し、 SFCの分離メカニズムについて考察する。また、 S

FCによる脂質分離に適する充填剤の開発を目差し、脂質分離において重要となる

充填剤特性を明らかにする。

本論文は七章で構成される。

第一章において、充填カラム SFCに関する既往の研究をまとめた。また、分離

メカニズ‘ムの比較のため、逆相LC、11頃相LCにおいて提案されている保持のモデ

ル、理論を記した。



第二章では、菌体油脂の超臨界流体による抽出を行い、脂質の溶解度と流体の種

類、温度圧力の関係を調べた。

第三章では、 βーカロテンの超臨界流体への溶解度を測定し、その溶解度と SF

Cにおけるの保持の関係を調べた。極性、非極性充墳剤における分離のメカニズム

について、 SFCにおける保持式、 LCで提案されているモデルを用いて考察した。

第四、五章では、 SFCにおける脂肪酸メチルエステルの分離挙動について記述

する。

第四章では、極性充填剤を用いる脂肪酸エステルのクロマト分離について報告す

る。結合基密度の異なるアミノ基結合シリ カゲルを調製し、脂肪酸エステルの分続

挙動と充墳剤特性の関係を調べた。また LCにおける分離挙動を調べ、 SFCとL

Cを比較した。

第五章では、非極性のオクタデシル基結合シリカゲルを充填斉IJとして、 SFCに

より脂肪酸エステルを分離する。脂肪酸エステルの溶出挙動と選択性について、移

動相が超臨界流体と液体の場合の違いを論じる。

第六章では、オクタデシル基結合シリカゲルを充境剤とする SFCによりトリグ

リセリドの分離を行う。まず、市販のオクタデシル基結合シリカゲルの SFC充填

剤としての適性を調べた。さらに、特性の異なるオクタデシル基結合シリカゲルを

調製し、 卜リグリセリドの溶出挙動と充填剤特性の関係を調た。 SFCとLCにお

けるトリグリセリ ド分離挙動の違いの由来について考察する。

第七章では、本研究全体の総括および今後の展望を記述した。
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第一章緒論

本章では、まず超臨界流体クロマトグラフィー (SF C)の特徴について、液体

クロマトグラフィー (LC)、ガスクロマトグラフィー (GC)と比i絞しながら概

説する。特に充填カラム SFCの生体物質への応用例について述べる。さらに、 S

FCにおける保持の理論、 LCにおける溶質保持のモデルについて、既往の研究を

紹介する。また、脂質の分離の実例についても簡単に紹介する。最後に本研究の目

的と意義について記述する。

1-1 SFCの特徴 1-32)

1) L C、GCとの比較

SFCは 1962年にKlesperらによって最初に報告された33)。その後、 SFCに

ついての研究は活発には行われていなかったが34-43)、1980年代になって、その

LC、GCと異なる分離挙動が注目されるようになった。また装置が市販されたこ

ともあり、装置 ・基礎 ・応用面で 活発に研究が行われるようになった。

SFCは移動相として超臨界流体を用いるクロマトグラフィーであり、その原理

はGC、LCと同じと考えてよい。超臨界流体の物性は気体と液体の中間にあるた

め、 GCとLCのギャップを埋める分離法として期待されている。 Table1-1に移動

相として用いられている条件下での気体、液体、超臨界流体のおおよその物性を示

した。液体に近い密度を持つ超臨界流体は、物質に対し溶解カを示す。そのため、

溶質は移動相に溶けた状態で迩ばれるため、 SFCではGCのように溶質を気化す

る必要がない。また、超臨界流体の粘度は液体よりも小さく、充填カラム内の圧力

損失が小さくなるため、高流速での分維が可能になる。また超臨界流体の拡散係数

は液体よりも大きい。このことは超臨界流体中の物質移動が速いことを意味してお

り、高流速下で生じる分離効率の低下がLCよりも小さい。また、 GC、LC、S

FCの特徴をまとめて、Table1-2に示した。 SFCではキャピラリーカラム、充填

カラムの両方を用いることができる。移動相としては、 CO2が最も広く利用されて

いる。 CO2は非極性であり、極性のある物質を分離する場合には、溶質の固定棺へ

の吸着が問題となることが多い。この時には、メタノール等の極性溶媒がモディフ

ァイアーとして添加される。また、各ク ロマトグラフィーの分離様式であるが、 G

Cでは溶質の沸点の差、あるいは固定相との相互作用の差で分離が行われる。一方、

LCでは固定相との相互作用、移動相との相互作用がともに重要になるが、特に移

動中目液体の選択が重要とされる。 SFCでは用いられる移動相の種類は多くないが、

1-1 



温度圧力の変化で移動相の物性が連続的にかつ大きく変化するという特徴がある。

SFCの固定相には、 GC、LCで用いられている回定相がともに利用できる。キ

ャピラリーカラムでは、 SFC専用のものが市販されているが、 SFC専用の充填

斉IJは現在のところまだ市販されていない。

2) S F Cの操作条件

SFCでは、移動相には主にCO2が用いられている。 CO2の状態図をFig.1-1に

示す。図で斜線で示したところの条件で行われることが多く、 一般に温度35~200"C、

圧力50~500 atmの範囲である。ただし、固定相の種類、検出器の種類によって操作

条件は変化する。臨界点に近い温度圧力範囲では、圧力によって密度が大きく変化

することが分かる。 SFCにおける保持は移動相の密度と密接な関係があるため(1

-2節参照〉 、圧力によって分離挙動は大きく変化する。一般に充境カラム SFC

では、高い密度で操作されることが多く、キャピラリーカラム SFCでは高温低密

度で用いられることが多い。また SFCは移動相の密度が高く溶解力が大きくなる

条件ではLCに、低密度で溶解力が小さい条件ではGCに近くなる。充填カラム、

キャピラリーカラムを固定相とした場合の各々の代表的な操作条件をTablc1-3に示

す。また、理論段高と流速の関係をFig.1-2に示す。充填カラムでは、溶質の移動相

中での拡散係数が l桁ほど SFCでは大きいため、 高流速下でも分雌段数の低下が

LCよりも小さくなる。一方、キャピラリーカラムでは、 GCよりも最適線速度は

小さくなる。これは、超臨界流体中の物質の拡散係数が気体中よりも小さいためで

ある。キャピラリーカラムでの実際の分維では、分離に時間がかかるため最適線速

度よりも大きい流速て操作されることが多い。一般に、簡単な成分を短時間で分離

するにはパックドカラムが、複雑な成分を長時間をかけて分離するにはキャピラリ

ーカラムが適していると言われている。

パック ドタイプのSFC装置の一例をFig.1-3に示す。図の装置は超臨界抽出にも

利用できるようになっているが、クロマトグラフィ 一部の構成は LCとほぼ同じで

ある。抽出カー トリッジから背圧調製パルプまでのラインはオーブンに入れられて

いる。 CO2は液体状態でポンプで系内に送られ、オーブン内で温められ超臨界状態

になる。系の圧力は出口の背圧調製弁で、流速はポンプによって調節される。イン

ジェクターから導入された試料はカラムで分離され、 UV検出器によって検出され

る。 uv検出器には耐圧セルが用いられる。その他の検出器としてはF1 Dが一般

的に用いられている。

3) 充填カラム SFCの生体物質分荷量への応用

1-2 



充境カラム SFCは、芳香族炭化水素、ポ リスチレンオリゴマ一、 ポリ マー添加

物の他、生体物質の分離にも用いられている。生体物質では、 食品関連物質への適

用例が多い。 Table1-41こ今までに報告された生体物質への主な応用例を示した件58)。

天然物の分析を目的とする場合は、キャピラリーカラムの適用が多い。しかし、 S

FCの生体物質分離への適用はまだまだ少ないのが現状である。

4) キャピラリーカラムSFCの脂質分析への応用

天然脂質の分析がキャピラリーカラムSFCを用いて行われている59-6九その例

をTable1-5に示した。通常は高温で操作されるため、キャピラリーGCによる分離

(1-4参照〕のように炭素数の追いによって分離される場合が多い。ユニークな

例としては、キャピラリーの中に硝酸銀を担持させたイオン交換樹脂を充填し、銀

イオンの二重結合に対する親和力を利用して不飽和度の違いによって分ける方法が

ある。

1-2 SFCにおける保持

Martireは格子流体モデルを用い、吸収 (分配)クロマトグラフィ一、吸着クロマ

トグラフィーの保持を与える一般式を導出し、この一般式をSFCの保持にも適用

した俗69)。分配クロマトグラフィータイプのSFCにおける保持を与える式を次に

示す。

ln K = ln Ko + F(TR， PR) (1 -1) 

ln Ko =町民-月1+円pi印1ミt-却 ( 1 -2) 

F(九州号l[肝 1)ρR-仲崎)聞+(剥 (1 -3) 

ここでKは分配係数、 qは Iの分子のセグメント数、 Cijは 1、 j分子のセグメント聞

の相五作用のエネルギー、 PRは換算密度、 TRは換算温度、 Rは気体定数である。添

字のa、b、dはそれぞれ溶質、溶媒、固定相リガンドを表す。また上式では、移

動相の固定相への吸収、吸着による影響はないと仮定している。保持は密度の二次

関数となり、低密度の範囲では、保持は密度の増加とともに減少する。 一方、高密

度では、保持は密度の増大とともに増加する。

またSchoenrnakersも同様に、 SFCにおける保持比の対数は密度の二次関数にな

ることを報告しているお)。また、限られた密度範囲では、保持比の対数が密度の対

1-3 



数に対して直線になることも知られている26)。

吸着液体クロマトグラフィーでは、吸着係数は次のように表される。

ln K = ln Kb -[到ln8b(m)ー↓主主K1ーん)(1-8b(m))( Eab -Eac + Ebc -Ebb) IrbJ -- VV"， ¥kBT J' (1-4) 

ln Kb = (1 -討hケ十時トぃ ( 1 -5) 

式 1-4、 1-5は、移動相が強溶媒bと弱溶媒cの二成分から成り、 bの成分が

固定相表面を被っていると仮定した場合の液体クロマトグラフ ィーの保持である。

8b(m)は移動相中で bのhard∞reによって占められる体積割合、 Zmは移動相の近接格

子数(立方体格子でzm=6)、Zsは固定相の近接格子数 (正方形格子でzs=6)、九は分

子セグメントの近接外部接触数 (4:sze:s6)、4は吸着剤表面と接触している分子表面

積の割合、 E'bsは 1の分子セグメントと吸着斉IJサイトとの相互作用自由エネルギー、

kB はボjレツマン定数、 ηま温度である。高密度の超臨界流体の場合の保持は、上式で

Eoc、Ebcを消去して、。b(m)に次式を導入できる。

。b(m)=-1Lー

(1 +何〕

1 -3 液体クロマトグラフィーにおける保持機構

1 )逆相液体クロマトグラフィーの保持機構

盟主主j';v

(1-6) 

Horvath et al はsolvophobic(疎溶媒性〉理論に基づいて、逆相 LCの保持を説明した

70，71)。彼らは、溶質と非極性固定相の聞の相:互作用よりも、溶質と極性移動相との

聞の反発が、溶質の固定相への保持の主なdrivingforceと考えた。保持のプロセスを

Fig， 1-4に示した。溶質の移動の自由エネルギ一変化は、溶質と固定相とのvander 

Waals力(d.G・vdw)、溶質サイズのαvltyを移動相液体中に形成する自由エネルギー

(LlGOJ、溶質と溶媒との相互作用の自由エネルギー (LlG
O

int、vander Waals相互作用

の自由エネルギー、 静電的相五作用項を含む)、および自由体積の減少によるエン

トロビー項によって次式のように表される。

LlG" = d. G" vrlw -LlG" c -d.G"inr -RTlnド1L1
司守 IPoVI (1 -7) 

彼らは、Aσvdwを小さいと考えて無視し、d.G・cを溶質の表面積と表面張力で表し次
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式を導いたo

In k' = In rt +五割[M(Ny+a) +NAby(Ke・1)+ W-竿]+MZ5
(1 -8) 

ここでどは保持比、似まカラムにおける相比、d.Aは会合による面積の減少分、 Nはア

ボガドロ数、 yは表面張力、 a、Wは溶媒特性ノfラメーター、 Abは溶媒の表面積、が

はマクロの表面積を分子次元にするためのパラメータ一、 Eは誘電率、d.Zは静電相

互作用の自由エネルギーをAσ白 =Z1Eと表した時の、 Zの変化である。

盆配圭T';v
Dorsey et al はRPLCの溶質の保持は分配モデルに従うと考えた72-76)。分配モデ

ルにおける溶質の固定相への移動のプロセスは、 (1)固定相に溶質サイズ、のωvityをつ

くる、 (2)移動、 (3)移動相の溶質サイズのcaVltyを閉じるプロセスからなる (Fig.lーの。

彼らは格子流体モデルを用いたが、そこでは分子Sはz伺の近接分子に囲まれている

する。溶質の移動プロセスにより、 z個の SC結合の形成と、 z~聞の SA結合の消滅

が生じる。 caVlty形成の自由エネルギーはー(.d2)wccとなる。移動の自由エネルギー変

化は

Aμo 7 I WAA W~~\ 
」 τ1wsc -WSA + -;:;-よーーと=1=Xsc -XSA RT RT¥ ~- _. 2 2 } (1-9) 

X口=封切ー山手叫
(1-10) 

xは相互作用ノぞラメーターで、 S、A、Cはそれぞれ溶質、溶媒、固定相リガンドを表

す。彼らは、固定相中に回Vltyをつくるエネルギーが保持に関与するとしており、Fig.

1-6に示すように、 C18結合密度の高いところではリガンドの立体的な動きの制限が

生じ (秩序化)、溶質を固定相から排除しようとする力が強くなるため保持が低下

する。分子間力が分散力による場合、相互作用パラメ ーターは溶解ノマラメーターδで

表される。

Xxv=∞nstant x (δxδy)2 

また、クロマトグラフィーの保持は次式で表される77，78)O

In k' =出 (δs-dA)2_(δs-δdJ+ In旦
RT、 企

(1-11) 

(1-12) 

v'は溶質のモル体積、 nc、nAはカラムにおける移動相、固定相のモル数である。し

かし、分子間カが分散カだけでなく水素結合、双極子相互作用などが含まれる場合
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は、上式は定量的でなくなる72，79)。これは、溶解パラメーター導出のモデルがラン

ダム混合を仮定しておりエントロピー効果を考えていないこと、 二種分子間の分子

間力が各分子の分子間力の幾何平均で表されるという近似を用いていることに由来

する。

2 )順相液体クロマトグラフィーの保待機構

Snyderは、吸着クロマトグラフィーの保持機構として、吸着活性点に保持されてい

るm個の溶媒分子が一個の溶質と入れ替わるというモデルを考えた80)。その時の保

持比は次式で与えられた。

(1'1G" as -ml'1G"bs) 
ln k' = ln tt -

RT 

=ln世+ln九+a'(E'・ASe')

(1-13) 

(1-14) 

I'1G・回、I'1G'bsはそれそ'れ溶質と吸着剤、溶媒と吸着剤の相互作用の自由エネルギー

である。 Vaは吸着剤 1g当たりの表面容積、がは吸着剤の活性度、 Eは溶質の吸着

エネルギー、 A，は溶質が吸着剤表面で占める面積、 E・は溶媒強度ノぞラメーターであ

る。上式では、移動相中での相互作用 (溶質一溶媒問、溶媒ー溶媒間〉が無視され

ている。

1 -4 脂質の GC、LCによる分離 81羽)

低分子量の脂質の分析にはGCが広く用いられている。特に、分析目的の場合に

はキャピラリー GCが優れた分離能を示す。ただし、キャピラリーGCは負荷試料

盆が微量なので、分取を目的とする場合には他の方法が用いられる。またGCは分

子量が大きく極性の高い物質の分離には適していない。その時は、各種LCが用い

られる。中性脂質をその炭素数や不飽和度によって分離するには、逆中目クロマトグ

ラフィーが用いられる。 トリグリセリドはグリセリンに脂肪酸が三つエステル結合

した中性脂質であるが、それの分離例をFig.1-7、1-8に示す。それぞれ、バタートリ

グリセリドをキャピラリーGCと、 C18結合ケ‘ルを充填弗!とする LCで分離したも

のである。キャピラリーGCでは、トリグリセリドは通常分子量の違いによって分

離される。炭素数が同じで不飽和度の異なるトリグリセリドは類似した沸点を示し、

GCでの完全分離は難しい。またC18充填斉IJのLCでは、炭素数の小さい順に、ま

た不飽和度の大きいものから溶出する。またこの溶出順に法貝IJ性のあることも知ら

れている。 Fig.1-7、1-8のように分子量分布の広い試料の場合には、 GCでは昇温プ
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ロクラミング法、 LCではグラ ジエント溶出法が用いられる。なお、 本研究では、

主に脂肪酸エステルとトリグリセリドの分維を扱う。

1 -5 本研究の目的と意義

近年、超臨界流体抽出法が新しい分離手法として注目されるようになり、食品、

医薬品、香料の分野において活発な研究が行われている。超臨界流体抽出法の長所

として、液体溶媒と比べて高い選択性と大きい物質移動速度、さらに減圧すること

により溶けていた試料を容易に析出回収できるという点が挙げられる。しかし、超

臨界流体他出法は極性や分子量の大きく異なる物質の分離には有効であるが、類似

した構造の物質問の分画は困難であり、他の分離法と組み合わせる必要がある。特

に、バイオ生産物からの生体関連物質の単離には、構造の類似した物質問の精密分

離が必要である。

クロマトグラフィー法は、その高い分離能が特徴であり、充填カラム LCで1万段

以上、キャピラリーカラム GCで 10万段以上の理論段数を得ることができる。こ

のため、超臨界流体抽出法の利点を生かしたクロマトグラフィ一、 SFCが生体関

連物質の高度分離に適用できると考えられる。さらに、 SFCには、分離した物質

の回収が容易でかつ高速分離が可能という特徴があるので、物質の分取法としても

期待できる。

本研究では、 SFCによる脂質の分離を行う。極性の低L、脂質は超臨界CO什こよ

く溶解するため、 SFCの対象として適している。また、近年脂質の生体内での機

能が注目されるようになり、天然脂質に含まれている EP A (エイコサペンタエン

酸)、DHA(ド‘コサヘキサエン酸)等の多価不飽和脂肪酸を医薬品や機能性食品

として単離滋縮する方法について研究が進められている。これらの脂質の単離には

多くの類似した構造の爽雑物を除く必要があり、また熱や酸素に対して不安定であ

る。 SFCはそれらの新しい分隊法として期待できる。さらに、脂質の分離法とし

てGC、LCがよく用いられているが、分子種の多いトリグリセリドのような閥質

群の定量分析は両者を合わせても不十分であった。例えば、 n種の脂肪酸で精成さ

れるトリグリセリドの分子種は、光学異性体も含めて n3、位置異性体を考慮に入れ

ない場合でも (n3+3n2+2n)/6になる。 SFCは、 GC、LCと異なる分

離挙動を示すため、 GC、LCを補う脂質分析法として期待できる。 SFCの脂質

分離 ・分析への適用はまだほとんど行われておらず、まずその分雛挙動を LC、G

Cと比較し、基礎的な知見を得ることが重要である。そこで本研究の目的として、

(1)超臨界流体の種類、温度圧力が脂質の溶解度に及ぼす影響を検討する。超臨

界抽出法については既に多くの報告があるので、それらを参考にしつつ、脂質と超
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臨界流体との相互作用について考察する。

(2)SFCの分離のメカニズムを LCと比較し、その差異の生じる原因を採り、

またSFCの特徴づけを行う。 SFCの分離メカニズムの解明は、対象物質の分離

挙動を予測する上でも、また充填剤の選定や開発においても重要である。

(3) (1) (2)の結果を踏まえて脂質の SFC分離を行い、その溶出挙動を調

べる。温度圧力が分離に及ぼす効果、固定相の違いによる分離挙動の追いを調べる。

実際の油脂の分離分析や目的成分の単離に SFCが適用できるかとうか、検討する。

溶質の分子構造と分離挙動の関係についても検討する。

(4 )従来SFCでは、 GCやLCで用いられている充填剤、カラムがそのまま利

用されてきたが、 SFCの特徴をし、かすには専用の充填剤が必要と思われる。そこ

で、 (1) - (3)の結果をもとに、脂質分離に適した充填斉IJの開発を行う。

上述の(1)- (4)のテーマを明らかにすることが本研究の目的である。
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Table 1-1 Pysical properties of gases， liquids and super出 ticalfluids as chromatographic 

mobilc phases. 

移動相 密度 (g1cm3) 粘度(lO-4g1cms) 拡散係数 (cm2/s)

気体 (0.6 -2.0) X 10-3 0.5 -3.5 0.01 -1.0 

超臨界流体 0.2 -0.9 2.0 -9.9 (0.5 -2.0) X 10-4 

液体 0.8 -1.0 30 -240 (0.5 -3.3) x 10・5

Tabl巴1-2Features of typical GC， LC and SFC. 

固定相 移動相 分離の特徴

!ケイソウ土、それこ i
GC 各種液相を担持 H e. N 

固定相との相互作用て'分離。どの犠な国定相を

e， l' 2 選択するかが重要。
キャピラリ ーカラム

LC 
シリカゲル、 ODS i各種有機溶媒を混合i固定相との相互作用、移動相との相互作用で分

ポリマ一樹脂 して使用 難。特に液相の選択が重要になる。

SFC シリカゲル、ODS、 CO2 (+モデフア離。両相の選択性への寄与は次のようになる。

キャピラ リーカラムイアー) 固定相の寄与 LC<SFCく GC
移動相の寄与 GCく SFC<LC

」
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Table 1-3 Features of typical packed-column SFC andαpillary-∞lumn SFC. 

ノ号、yクドカラム キャピラリーカラム

カラム径 2 -10 mrn 50μm 

カラム長さ 15 -30αn 10 m 

理論段数 10000 20000 

充填斉IJ直径 3 -10μm 

試料注入量 1 -10μL く lμL

温度 35 -100 "c 35 -200 "c 

流速 0.5 cm/s 1 cm/s 

検出器 UV， FlD， IR FlD， MS， UV， IR 

圧力 80 -400 atm 80・400atm 

Table 1-4 Applications of packed-column SFC to出eseparation of bio-products. 

対象 カラム 移動相 検出 文献

カロアン異性体 ODS C02+メタノール uv 44，45 

ステロイド CN C02 FTIR 46 

過酸化脂質 シリカ C02+エタノール uv 47 

脂肪酸メチルエステル ユノリカ C02 光散乱 48 

NH2 C02 uv 49 

シリカ，ポリマー C02 uv 50 

脂質劣化物 C 8.ポリマー C 0 2+水 FID 51 

卜コフェローjレ シリカ C02+エタノール UV. 1 R 52 

レモン油 シリカ C02+エタノール UV 53 

魚油 CN C02 FID 54 

グレープフルーツ油 CN C02 FID 54 

アjレカロイド シリカ. NH2 C02+極性溶媒 UV 55 

糸状菌脂質 ODS C02 F 1 D. UV 56 

ODS C02+メタノ -Jレ UV 57 

ステロールエステル ODS C02 F 1 D. UV 58 
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Table 1-5 Applications of capill紅y-∞lumnSFC to出escparation of lipids. 

対象

魚油

ハタ一、魚柑1

食用油

カラム 移動相、分離条件

CO引 50-170.C，14-40 MPa 
5%phenyl-95%methyゆolysiloxane • 

8-20mx O.lmm xO.4μm 密度プログラミノグ

COo， 150ロC，14-38 MPa 
5%phenyl-95%methylpolysiloxane -~2 

5-10mxO.05mm x 0.2μm 圧力プログラミング

polydimethylsiloxane、 CO2， 80 .C， 11-32 MPa 

16mxO.lmmxO.2μm 圧力プログラミング

脂肪酸エステル問酸銀担持イオン交換樹脂 CO2/CH3CN/iso・C3H70H

(マイクロノfックドカラム) 75.115 .C， 22-36 MPa 
25-33cm x 0.25mm 

温度圧力プログラミング

横物油、魚油 硝酸銀f旦持イオン交換樹脂
CO2/CH3 CN/iso-C3 H70H 

(マイクロノfックドカラム)
70-105 .C， 22-32 MPa 

16-33cm x 0.25mm 
温度、圧力プログラミング
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検出 文献

FlD 59 

FrD 60 

FlD 61 

uv 62 

uv 63.65 
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Fig.1-7 Capillary GC profile oftotal butterfat triglycerides. Peaks are identified by their回 rbon

numbcr. Conditions∞lumn， 10 x 0.3 mrn 1. D∞ated明白 SE-30;回 rnerg田 H2at 3 mllmin; 

temperature， programmed from 2∞ t03∞・Cat6・C/min;detector， FID 

Fig. 1-8 RPLC profue of total butterfat triglycerid回. Conditions 印 lumn，250 x 4 mrn 1. D 

LiChrospher 1∞RP-18; eluent， acetone.acetonitriJe (50:50， v/v) at 1 m1/min; tempe日 ture，

progr田nmedat 1・C/minfrom 10 to 55 ・C;detector， differential refractomeler 
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第二章

超臨界 CO2、 N20、 CHF3、 SF 6'こよる菌体油脂の抽出

2 -1 緒言

r-リノレン酸やイコサペンタエン酸等の多価不飽和脂肪酸は、プロスタグラン

ジンやロイコトリエンの前駆体として体内で重要な役割lを果たしている物質である

1，2)。近年、微生物の増殖を利用して多価不飽和脂肪酸を生産しようとする試みがな

されている3，4)。微生物による脂質の生産はその速い生産速度が長所であり、また、

植物のように環境に影響されることが少ない。現在、ある種の糸状菌が 7ーリノレ

ン酸を高浪度に蓄積することが見出されており、グルコースを炭素源として高密度

培養ができることが知られている九従来 7ーリノレン酸は月見草種子から抽出され

ていたが、この微生物による大量生産により安定な供給が可能になった。

超臨界流体抽出法 CS F E : Supcrcriti凶 FluidExtraction)は、食品工業や医薬品産

業の分野で最近注目を集めている手法であり、コーヒー豆の脱カフェイン、ホップ

からのフレーパーの摘出等に実用化されている。 SFE法の特徴は、試料からの脱

溶剤が減圧することにより容易に達成されることであり、これはまた超臨界流体ク

ロマトグラフィ一法のひとつの長所となっている。SFEの摘出媒体として CO2が

よく利用されており、脂質の超臨界CO
2への溶解度も多数報告されているι14)。し

かし、他の媒体における溶解度のデータは少ないのが現状である 15)。

本研究では、培養糸状菌から SFE法により 7ーリノレン酸を含有する油!J旨を抽

出分脱する。流体にはCO2、亙酸化窒素 CN20)、トリフルオロメタンCC H F 3)、

六フッ化硫黄 CS F 6)を用いた。糸状菌油脂の各流体への溶解度を測定し、また、

温度、圧力の影響を調べた。さらに、他出した油脂の中性脂質組成、脂肪酸組成を

調べた。

2-2 実験

2-2-1 菌体油脂の生産

MortierelJa ramannIana var. angulispora (IFO 8187)を既報の方法で培養した5)0 3 Lジ

ャーファーメンターを用い、温度303K、グルコース滋度200ダLで、通気trt持した。

菌体は集菌後、オートクレープを用い393Kで10分間加熱した。これは、リパーゼを

失活させ脂質の分解を防ぐためである。この加熱処理では、脂肪酸の変性は認めら

れなかった。脂質は細胞内に蓄積されているが、これを抽出するには、細胞を破砕
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する必要がある。この目的のためポールミルを用いた。萄体体積の二倍量のエタノ

ールを加え、 3時間破砕を行った。この段階で大部分の極性脂質と一部の中性脂質

がエタノール中に他出されるが、大部分の中性脂質は菌体中に残っている。また、

菌体はエタノールの働きで脱水される。水が試料中に含まれていると、 SFEにお

いて抽出が阻害されるという報告があり 16)、この摘出脱水操作は SFE法において

有効であると言える。この破砕菌体を真空乾燥し、他出サンプルとした。このサン

プルの含水率は6wt%で、また中性脂質、極性脂質含量はそれぞれ41.0、1.2wt%で

あった。中性脂質は主に、遊離脂肪酸、ステロール、ジグリセリド、 トリグリセリ

ド、ステロールエステルで構成され、その重量比は1.1:6.4 : 6.2: 82.5: 3.7であった。

また菌体脂質の脂肪酸組成はミリスチン酸1.3wt%、パルミチン酸30.3wt%、パルミ

トレイン酸1.3wt%、ステアリン酸5.5wt%、オレイン酸46.1wt%、リノール酸8.5

wt%、7ーリノレン酸6.3wt%、その他0.7wt%であった。

2-2-2 超臨界流体抽出

超臨界流体抽出装置の概略をFig.2-1に示した。他出セルの容量は120叫であり、

圧力の設定は圧力調整弁 (No.8)で、流量の調節はニード、ルパルプ (No.12)で行っ

た。使用ガス量はカ.スメーター(No.15)で測定した。 20gあるいは30gのサンプルを

正確に重量測定し、抽出セルに入れる。まずセル内を使用流体で大気圧下パーツす

る。そして、出口パルフeを閉め、目的の温度と圧力になるまで流体をセル内に送る。

そのまま l時開放置した、二一ドルパルプを~~Jl 、て抽出を開始する。流体はニ一ド

ルバルブの出口で大気圧に開放され、溶解していた油脂が析出する。油脂は試験管

で受け、 0.5~ 1.5g程度蓄積したら、試験管を取り替える。各々の重量を測定し、ま

た中性脂質組成、脂肪酸組成を測定した。

2-2-3 分析

中性脂質組成の測定には薄層クロマトグラフィー (TL C)法を利用した問。 20

x20 cm、コーティング厚さ0.25mrnのシリカプレートにサンプルをスポットし、ま

ずベンゼン/ジエチルエーテル/エタノール/アンモニア水 (50:40:2:0ふりv)で12

mまで展開する。次にヘキサン/ジエチルエーテル(94:6)で、端から 1cmのところ

まで展開する。硫酸を吹き付け加熱してスポットを炭化した後、デンシトメータで

中性脂質組成を測定した。また、脂肪酸組成の測定にはガスクロマトグラフィーを

用いた。まず脂質を、 0.5N水酸化ナトリウム/メ タノ ールおよび7%三フッ化ほう

素で処理し、脂肪酸をメチルエステルにする18)0DEGSを20%担持したChromosorb

WAWを充填したカラム (2m X 3 mrn 1. 0.)を用いて、このメチルエステルを分離分
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析した。検出器にはFIDを用いた。

2-3 結果と考察

2-3ーl 超臨界流体への油脂の溶解度

Fig.2-2に超臨界CO2、N20、CHF3、SF 6を用いた場合の、畑出の経時変化

を示した。抽出条件は、試料量20g、温度333K、圧力24.5肘伊a、ガス流速 0.11

moVminで行われた。 N20が高い他出力を示し、次lこCO2が続く 。しかし、超臨界

C H F3とSF 6はほとんど油脂を溶解しなかった。Fig.2-2に示されるように、他出

初期でプロットは直線になる。抽出セルの中で他出平衡が達成されているならば、

この直線の傾きから溶解度が求められる。得られた溶解度をTable2-1に示した。こ

のCO2
への溶解度は、報告されている天然油脂のCO2への溶解度と比較しでも、

大きな偏差はない19)。超臨界N20への溶解度はCO2の場合の約 5倍であり、 CH

F3、SF 6への溶解度はN20の場合より 3桁小さい。これらの四流体はともに無機

物質であり、臨界温度も類似しているにもかかわらず、溶解度ではこのように大き

な差が見られる。

最近、溶解パラメーターの概念が、超臨界流体の溶解力を説明するために使われ

ている20，21)。溶解パラメーターは、凝集エネルギー密度の平方根と定義される。

δ= (_Ei'1Ij)112 ( 2 -1 ) 

日立液体から気体への蒸発エネルギー、lIjは液体のモル体積である。臨界点では、蒸

発エネルギーはOになるため、趨臨界流体の溶解パラメーターには上式は使うこと

が出来ない。そこで、超臨界流体の内部エネルギーを凝集エネルギーとして用いる

方法がとられる。これはAlladaが報告した方法で、式2-2で与えられる20)。

152 = [(H* -H) -Rlて1-羽 (V (2-2) 

F は標準エンタルピ一、 zは圧縮係数である。 (H*ーのはLee-Keslerの方法によって計

算できるお)0Fig.2-3に油脂の溶解度と各媒体の333K、24.5[¥;伊alこおける溶解パラ

メーターをプロットした。 Fig.2-3より、溶解パラメータが大きい方が溶解度も大き

くなる傾向があることが分かる。溶解パラメ ーターの概念では、その値の接近して

いる物質ほど相互に溶解しやすくなる。油脂の溶解パラメ ーターは通常これらの超

臨界流体よりも大きし、〔例えば、トリステアリンはおおよそ9-10(caVcm3)1/2であるおり

ので、超臨界流体の溶解パラメーターが溶質の溶解パラメーターに近付くほど溶解

度は大きくなるといえる。しかしながら、 CO2とN20の物理的特性は似ており、
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同じ温度、圧力ではその溶解パラメーターはほぼ同じであるが、 N20の方が大きい

溶解力を示している。これは、溶質と溶媒の親和力がCO2とN20で異なるためだ

と考えられる。溶質と溶媒聞の分子間力が分散カだけの場合は、溶解ノぞラメーター

を用いて溶解度の定量的な議論が可能であるが、水素結合、双極子相互作用のよう

な特別な分子閥力が働く場合には、溶解パラメーターは不正確になる。これは、モ

デルとしている正則溶液がランダム混合を仮定しており、エントロピー効果を考慮

していないこと、異種分子間の分子間力が各分子の分子間力の幾何平均で表される

と見なしていることに由来する。 N20は双極子モーメン卜を持っており (0.2

debycs)、脂質との相互作用に分散力以外の分子間力が作用していることを示して

L、る。

またガス流速と抽出効率について調べた。流速が大きい場合、他出セルの中で溶

解が平衡に達せず、低い溶解度になる可能性がある。 Fig.2-4に流体中の油脂の泌度

と他出率の関係を示した。抽出は、温度333K、圧力24.5MPa、流速2.0、5.0、8.4g-

CO2/minで行われた。流速8.4g!minの時の曲線は2.0、5.0g!minの場合の曲線よりも下

に位置する。即ち十分平衡に達していないことを表している。しかし2.0、5.0g!min 

の曲線はほぼ一致しており、ほぼ平衡になっているものと考えられる。Fig.2-4はまた、

抽出効率は抽出が進むに従い低下することを示している。これは菌体粒子内の物質

移動抵抗が原因と考えられる。表面付近の油脂は容易に抽出されるが、中心に近い

部分の油脂は抽出されにくい。同様な結果が、植物種子油、魚油の超臨界抽出につ

いても報告されている7，24)。

2-3-2 溶解度におよぽす混度圧力の影響

菌体油精の超臨界CO2、N20への溶解度を温度、圧力を変えて測定し、その結

果をFig.2-5に示した。同じ温度、圧力では超臨界N20への溶解度はCO 2の 5~1

2倍になっている。また、溶解度は圧力の増大とともに大きくなる。同じデータを、

等圧条件下の溶解度と温度の関数としてFig.2・6，こプロットした。 24.5MPa以下の圧

力では、等圧条件下で温度が上昇すると溶解度は減少する。この傾向は圧力が低い

ほと顕著である。 一方、 29.4MPaでは温度に依らずほぼ一定の溶解度を示している。

これは、温度が溶解度に対し相反する 2つの効果を持っていることに由来するおぶ)。

一つは、温度が上昇すると溶質の蒸気圧が上昇し、 その結果溶解度が増大する。一

方、温度の上昇により流体の密度が減少し、流体の溶解力が減少する。本実験の範

囲では、 25肘1Pa以下の圧力で、密度の減少による影響の方が優勢になっている。
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沸.r?.の低L、溶質の場合、溶解現象は主に溶媒分子と溶質分子の相互作用によって

生じる。従って、超臨界流体の溶解カは密度と密接な関係がある。そこで、 溶解度

と流体密度の関係をFig.2-7に示した。同じ流体密度では、 温度の高い方が溶解度が

大きい。また同じ温度では、密度の大きい方が溶解度も大きくなる。このことから、

超臨界抽出では、高い温度、高い密度で操作する方が有利であるといえる。ただし、

高圧下では溶媒が溶質を排除しようとする力が強まり、逆に密度の増大によって溶

解度が低下し、溶解度が密度の二次関数になることが報告されている27)。実際の操

作温度、圧力は装置の耐性、ポンプ性能に依存することになる。

2-3-3 抽出油の組成の変化

Fig.2-8に、抽出物の中性脂質組成の変化を、地出率に対してプロットした。作l出

は温度333K、圧力24.5ルlPaで行った。摘出初期ではトリグリセリドの濃度は原料の

それよも小さいが、摘出率とともに増大してL、く。 一方、遊離脂肪酸やジグリセリ

ドは抽出初期で濃度が高く、抽出が進むに従い濃度が減少して行く。即ち、分子量

の小さい成分ほど拍出されやすいことが分かる。同様な結果は、他の文献にも報告

されている13.28)。

また、脂肪酸組成の変化についても測定し、これをFig.2-9に示した。オレイン酸

濃度は、他出率とともに少しずつ増大する。 一方、パルミチン酸濃度は逆に減少す

る。また 7ーリノレン酸濃度はほとんど変化しない。このことから、 SFEだけで

は7ーリノレン酸の濃縮は困難であることが分かる。中性脂質中の特定の脂肪酸を

濃縮するには、クロマトグラフィ一法等の他の分離手法が必要で5ある。

2-4 結言

菌体 (MortiereUa 岡山田avar.卸fgulispora)からの脂質の摘出を、超臨界CO2、

N20、CHF3、SF 6を用いて行った。油脂の溶解度は、混度333K、圧力24.5恥lPa

の条件で、 N
2
0で2.3wt%、CO2で0.48wt%、CHF3で0.0099wt%、SF 6で

0.0012 wt%であった。油脂の溶解パラメーターに近い溶解パラメーターを持つ流体

ほど溶解度が大きくなる。さらに、温度、圧力の影響について調べたところ、圧力

15.7-29.4肘lPa、温度313-353Kで、 N20ではどの条件においても CO2よりも高い溶

解度を示した。同一温度圧力で"iN20とCO2の溶解ノfラメーターはほぼ同じであ

り、両者における溶解力の差は、流体と脂質との極性的相互作用の差によるものと

思われる。また、この温度、圧力条件下では、一定温度では密度の高い方が、 一定

密度では温度の高い方が溶解度は大きくなった。

2・5



脂質のSFEにおいて、初期に低分子量の成分が抽出されやすい。また、抽出物

の7ーリノレン酸濃度は摘出の間変化せず、議縮は困難であることが分かった。
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Table 2-1. Critical conditions釦 dcharacteristics of CO
2
， N

2
0， CHF3 2' "2 

and SF6，釦 doil solubilities in these fluids 

Tc Pc characteristic oil solubility a) 

fluid (K) (間的 (帆%)

CO2 304.2 7.37 nontoXlc 0.48 

N20 309.6 7.24 nar∞tic， oxidizer 2.3 

CHF3 299.1 4.83 stable 0.0099 

SF6 318.7 3.76 insulating 0.0012 

a) See Fig. 2-2 for ex仕actionconditions 
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'.0 

Fig. 2-2 Relationship between ex回 ctionratio and weight of consumed fluids. 

Extraction∞nditions: temperature， 333 K; pressure， 24.5 MPa; sample weight， 20.0 g 

(Iipids 8.4 g); flow rate， 0.11 moVmin. 
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第三主主

超臨界流体クロマトグラフィーにおける保持機構

3ーカロテンを例として 一

3 -1 緒言

超臨界流体クロマトグラフィー (SF C)は、ガスクロマトグラフィー (GC)、

高速液体クロマトグラフィー (HPLC)の中間に位置するクロマトグラフィーで

ある。 SFCの特徴については多くの報告があるが、カラムとしてキャピラリー、

充填剤ともに使用されており、生体物質やポリマ一等の分離に適用されている130

キャピラリーカラム SFCはGCと、また充填カラム SFCはHPLCと比較して

論じられることが多い。実際充填カラム SFCでは、 HPLCで用いられている充

填斉IJが一般的に流用されている。 HPLCの分離モードとして逆相とI1頂相があり、

前者では非極性な固定相と極性な移動相を用い、後者では極性な固定相と非極性な

移動相を用いる。 HPLCにおける保持のメカニズムは、多くの研究者によって実

験的理論的に論じられている3-13)0S F Cではオクタデシル基結合 (C18、ODS) 

シリカ等の逆相系充填剤、シリカゲル等のI1頂相系充填剤がともに用いられているが、

その分離機構についてはほとんど考察されていない14-向。既往の研究によると、 S

FCにおける溶質の保持挙動は、同ーの充境剤であっても、 HPLCとは全く異な

っている17-19)0 S F Cが今後広く利用されるためには、 SFCとHPLCの分離挙

動の違いが何に基づくのか明確にし、どのような固定相、移動相特性がSFCの分

離に重要であるのかを明らかにする必要がある。例えば、逆相LCで最も広く用い

られている充填剤はC18結合・ンリカであるが、 CO2を移動相とする SFCでは、両

相とも非極性であるため、逆相のモードとは言えない。

本研究では、 SFCの分離機構 について考察するため、プロープ分子としてβ

ーカロテンを用いた。 βーカロテンは炭化水素系カロテノイド、の一つであり、動植

物界に広く分布している。分子式はC4QHS6で、イソプレンの共役により可視領域に

吸収を持つため、検出が容易である。 SFCの固定相としてC18シリカ、アミノ基

結合 (NH2) シリカ、移動相としてCO2， N20を用い、溶質保持における固定相、

移動相の役割について検討する。 N
2
0は脂質に対して強L、親和性を示し20，21)、また

極性がCO2よりも大きいため、保持に重要となる移動相特性を調べるのに都合が良

い。 SFCでは溶質の移動相への溶解度が重要と言われているので、
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まず、 CO2、NzOへのβーカロテンの溶解度を測定する。 CO2への3ーカロテン

の溶解度については報告されているが功、 NzOへ溶解度は報告されていない。溶解

度を一つの指標として、 SFCにおける βーカロテンの溶出挙動を論じる。さらに

極性充填斉Ij、非極性充填剤を用いて脂肪酸エステルを分離し、その分離挙動を比較

した。

3-2 実験

3-2-1 βーカ ロテンの溶解度

装置の概略をFig.3-1に示す。調IJ定系は抽出部とクロマ卜部から成る。用いた βー

カロテンの純度は96% (Sigrna製)である。まずβ カロテンをヘキサンに溶解し、

その溶液を直径2rnrnのアルミナビーズとともにエパポレイ卜した。 βーカロテンは

非品状態でアルミナ粒子表面に担持される。この粒子を内径8rnrn、長さ200rnrnのス

テンレスパイプに充填し、抽出セルとする。抽出圧は、背圧調節弁で設定し、流速

はメータリンク'バルフ'で調節した。本実験では、ガス流速を約50mUminに設定した

が、これは抽出セル内の滞留時間30-50分に相当する。 βーカロテンで飽和した流

体は、 6方パノレフ1こ取り付けられたループを通過する。パルフeの切り替えにより、

jレープ中の流体はクロマト部に導入される。ループは、 CO2を用いる場合は100μ

L、NzOを用いる場合は20μLの容積のものを用いた。抽出セル、ループは、温度±

0.1 Kで制御できるオーブン中に置かれている。ク ロマト部に導入されたループ中の

流体は充填カラムを通過し、 uv検出器でその吸光度が測定される。 βーカロテン

の濃度は、得られたクロマトグラフのピーク面積から次のように計算した。既知の

滋度のβーカロテン/クロロホルム溶液を数種調製し、それを上述の20μLループ

に注入し、クロマ卜部に導入する。得られたピーク面積と βーカロテン濃度の検量

線を作製し、それを超臨界流体中の溶解度の測定に適用した。また、超臨界CO2、

NzOの密度には既報の実験データを用いたお，Z4)。

このようにクロマトグラフィーを用いるのは、 βーカロテンの純度をチェックす

るためである。 βーカロテンは熱、光に対して不安定であるので、生じた異性体、

分解生成物が吸光度に影響を与える可能性があるためである。クロマ卜条件は、移

動相 C O2、温度 :40 "c、圧力:19.6ルlPa、カラム:Cosmosil C18-AR (5μm，150 

X 4.6 rnrn l. D.、半井化学製〉、流速・ 2.5glmin、測定波長450nmである。

また、 βーカロテンの固体状態 (結品形、非品形〉の違いによる溶解度の違いを
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考察するため、示差走査熱量計 (Perkin-ElmerOSCηを用いて、結晶、非品β カロ

テンの融点、融解エンタルピーを測定した。

3-2-2 β カロテンの SFCにおける保持挙動測定

装置に SFC装置SUPER-100(日本分光製〉を用いた (Fig.1-3参照〉。 耐圧セル

付きのUV/vis検出器を用い、 450nmでβーカロテンを検出した。カラムには、 lnertsil

OOS (エンドキャッピング処理済、モノメリックタイプ、粒径5μm，150x4.6 mm 

I.D.， GLサイエンス製)、CosmosilC18-AR (エンドキャッピング処理済、ポリメリ

ックタイプ、粒径5μm，150x4.6 mm 1.0.，半井化学製)、W2-100P (エンドキャ ッ

ピンクぜ処理済、ポリメリックタイプ、粒径5μm，150x4.6 mm 1.0.，日本ケミカル製)、

C凶mosilNH2 (粒径10μm，150x4.6 mm 1.0.，半井化学製)、SuperNH2 (粒径10μ

m， 150x4.6 mm 1.0.，日本分光製)を用いた。移動相として、 CO2とN20を用いた。

温度308、313、318、323K、 圧力 1O~30 ルfPaで行った。流速は約2.6 glminに設定し

た。サンプルにはβーカロテン (純度96%， Sigma製)をヘキサンに溶解して，イン

ジェクターを用いてクロマトグラフに導入した。

3-2-3 極性充填剤、非極性充填剤における脂肪酸エステルの分離

魚油 (日本油脂製)をメチルエステル化したものをサンプルとして、非極性およ

び極性充填剤における SFCの分離挙動を調べた。カラムにlnertsilOOS、Cosmosil

C18-ARを用い、移動相としてN20、CO2を用いた。検出器には F1 D (Slllinazu 

9AM)を用いた。これはN20は低紫外領域に吸収を持つため、 uvによる脂肪酸の

検出が出来ないためである。分離カラムの出口に三方ジョイントを取り付け、一方

は背圧パル7"こ繋ぎ、他方は先端をテーパーに絞った溶融シリカキャピラリーに繁

ぐ。流体の一部 (ガスにして数十mUmin)はキャピラリ ー内を通り FIDに導入さ

れる。

3-3 結果と考察

3-3-1 β カロテンの CO2とN20への溶解度

得られた溶解度データをTable3-1及ひ・Fig.3・2に示した。実験の再現性は:t10%内

であった。また、圧力が小さいところでは溶解度が小さく、測定誤差が大きくなっ

た。同 じ温度圧力では、 N20はCO2よりも高い溶解度を与える。二主主で示したよ

うに、菌体油脂に対してN20はCO2よりも高い溶解力を示すが、 溶質がβーカロ

テンの場合でも同様であった。
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Chraslilは超臨界流体への溶解度を表す式として、次式を提案した25)。

lnS=klnρ-(:.. H/RT + q -ln([lOOOMs]kl[ MA + kMsJ) ( 3 -1 ) 

ここで、 5は溶解度、 ρは流体の密度、 kはl個の溶質に会合する溶媒の分子数、ム

Hは、溶解のエンタルビーで、溶質の蒸発のエンタルピー (f:::.Hvap) と、会合のエン

タルビー (ム円。1)の和である。 qは定数、 MA、MSはそれぞれ溶質の分子量、溶媒

の分子量である。即ち、溶解度は温度と密度の関数となる。

Fig.3-3は一定密度における溶解度と温度の逆数の関係を表す。直線の傾きから式

3 -1のエンタルピー値が得られる。また溶解度と密度の関係をFig.3-4に示した。

溶解度の対数と密度の対数は直線関係となり、その傾きからk値が得られる。それら

の値をTablc3-2に示す。これらの値を用い、定数項b(= q -ln([1000MsJk/[i¥仏+kMs]) 

を、実験値との偏差が最小になるように決定した。

超臨界CO2、N20へのβーカロテンの溶解度は次式で表された。

ln (S(g m勺)= 9.3 ln(ρ(kg m-3))ー7.2X 104/RT -34.28 (in CO2) 

= 10.9 ln(ρ(kg m勺)-6.3 x 104/RT -45.93 (in N20) 

(3 -2) 

(3 -3) 

Fig.3-4中には、Cygnarowiczのデータも示した。 313、333Kにおける彼らのデー

タは、式 3-2で予想される値よりも小さくなっている。この原因として、彼らは

結品のSーカロテンを用いていることが考えられる。また、彼らは流体中の濃度を

直接その吸光度で測定しているので、異性化、分解が生じた場合、誤った値を与え

る可能性がある。

溶質が固体の場合、蒸発のエンタルピーは、昇華のエンタルピーであり、それは、

融解のエンタルビーと蒸発(液→気)のエンタルビーの和で表される。 Table3-3は

結晶、非品 βーカロテンの融点、融解エンタルビーを表す。結品 βーカロテンは、

ベンゼンーメタノールから再結晶して得られた。結晶形の方が高い融解エンタルピ

ーを示している。このことは、結品Sーカロテンの溶解度は、式 3-2、 3-3で

示される値と異なることを示している。

3-3-2 一定温度における保持の密度依存性

Figs.3δ，3-6に313Kにおける βーカロテンの保持比と移動相密度の関係を示した。

この実験におけるカラムの圧力損失は、粒径5μmの充填弗lで2.0ル【Pa、10μmの充境

剤で0.6・0.8MPaであった。そこでカラムの入口と出口の密度の加算平均を代表密度

として採用した。保持比の対数は密度の対数に対して直線的に変化した。また移動

相がN20の場合、同じ密度条件では、保持比はCO2の場合よりも低下する。また、
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C O2とN20で生じる保持比の差は、 NH2充填剤よりも C18充填剤で大きい。

この保持比の違いを説明するため、移動相の溶解力と保持比の関係を調べた。

Figs. 3-7， 3-8にそれぞれ、 C18充填剤、 NH2充填剤における βーカロテンの保持比

と溶解度の関係を示した。各C18カラムでは、移動相の種類にかかわらず、 logk' vs 

log 5プロットは一本の直線として表される。一方、各NH2カラムでは、保持比は

移動相の種類に依存し 2本の直線となった。即ち、 C18カラムでは溶質の保持は移

動相の溶解度に支配されるが、 NH2カラムでは溶質の保持は溶解度だけでは説明で

きない。

3-3-3 一定密度における保持の温度依存性

非極性充境剤、極性充填剤における保持機構についてさらに調べるため、 SFC

における溶質の保持の温度依存性を調べた。 Figs.3-9， 3-10に一定密度における保持

比の対数と温度の逆数をプロットした。得られたプロットは直線となり、この傾き

は溶質の移動相から固定相への移動のエンタルビーに関係付けられる。 Rothによる

と、一定密度におけるk'vs. 111プロットの傾きはおおよそ次式のように表されるお)。

-l圃阿 川 町iRl a M  
d(1/7)ρ (3 -4) 

ここでd.Htは溶質の移動のモルエンタルピーであり、 d."iは溶質の移動の際のモル体

積変化である。 YmVは(dP/dηpて、表されるthennalpressure係数である。 d.Htを見積るの

は難しいので、見かけのエンタルピ-d.Htapp(=品川 -Ty mvd. "i)として考える。密度

800 kg!m3における各カラムでのβーカロテンの保持比と見かけのエンタルピーを

Table 3-4に示した。 C18カラムでは-d.Htappの値は移動相がN20とCO2で'11-16

kJ/molの差がある。一方、NH2カラムでは-d.Htappの値はN20とCO2とでほとんど

同じであった。この結果は非極性、極性充填斉IJにおける SFCでの保持機構の違い

を明かに示している。

またd.Htappとd.Htの違いは次のように見積ることが出来る。本研究の実験範囲(p= 

800 kg!m3， 308<T<328 K)では、 YmVの値はN20、CO2ともに約0.5MPa/Kとなる。

またSーカロテンのモル体積は537x 10 -6 m3/molである22)。それで1%のモル体積の

変化は0.9kJ/molのエンタルピー差となる。
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3-3-4 非極性箇定相の保持機構

Horvathらはsolvophobic理論に基づき、逆相 LCの保待機構を表したり)。彼らは溶

質分子と炭化水素リガンドとの会合として 2つのプロセスを考えた。 一つは仮想気

体中での溶質とリガンドの相互作用でその自由エネルギ一変化をd.G'vdwで表す。も

う一つは溶質の移動相から固定相への移動プロセスで2段階に分けられる。移動相

に溶質サイズの空間を形成する過程と、溶質と溶媒分子との相互作用である。溶質

移動の自由エネルギー変化は、次のように表される。

!1GO 
= d. 内 w-d.G

o 
c -!1G

o
inl -R嚇

(3 -5) 

ここでd.G・cは移動中目中に溶質サイスの空間を形成するための自由エネルギー変化で

あり、正の値をとる。d.G・intは溶質と溶媒分子との相互作用に関する自由エネルギ

一変化であり負の値をとる。最後の項は、自由体積の変化によるエントロピ一変化

を示す。 P。は圧力、問主溶媒の分子体積を表す。 Horvathはd.G・cを次のように表した。

Ml' c = NAsY(Ke -1) + Nd.A..Y (3 -6) 

ここでNはアボガドロ数、 yは表面張力、d.A..は溶質とリガンドの会合による表面積

の変化、 A.は溶媒分子の表面積、がは表面張力を分子の次元にあわせるための因子

である。かれらの理論では、d.G・vdwは他の項に較べて無視できるとされた。液体の

表面張力は温度の上昇とともに減少し、臨界温度で Oになる。そのため式3-6は

超臨界流体には適用できない。趨臨界流体中に空間をつくるエネルギーはその凝集

エネルギーに関係付けられる。超臨界流体の凝集エネルギーは温度圧力に依存し、

状態方程式を用いて計算できる27，28)。密度の増大とともにd.Gcは増大し、企Ginlは減

少する (負に大きくなる〕。本実験の温度圧力範囲では、 βーカロテンの保持は移

動相密度の増大によって減少する。このことは、 SFCでは式 3-5中でd.Gin1が支

配的であることを示している。一般に液体は大きい凝集エネルギー密度を持ってお

り、例えば、温度293Kでヘキサンは225MPa、エタノールは887恥fPaであり、逆相L

Cにおいてd.G・cが重要になるお)。また SFCにおいても、高圧では企Gcが重要にな
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ると予測できる。 Martireらは格子理論に基づき、 SFCの保持を表す一般式を導出

した3ω3)。超臨界流体を移動相とする分配ク ロマ トグラフィ ーにおける溶質の保持

は還元密度の二次関数で‘表される。

ln K = ln Ko + F(TR， PR) (3 -7) 

lnKo =印伐-'b1 +叫ヂ聞{21却 (3 -8) 

尺九州=ぽ)[(何ー1)PR -(何+1)同開+凶
(3 -9) 

ここでPRは還元密度、 TRは還元温度、 rjは分子iのセグメント数、 ejjは分子iとjの聞の

近接セグメント聞の相互作用エネルギー、添字の a、b、dはそれぞれ溶質、溶媒、

固定相を示す。式3-9で右辺第2項は溶媒 溶質問相互作用による項であり、密

度の増大によって保持を低下させる方向に働く。右辺第3項は溶質を溶媒から排除

する力に関与し、密度の増大によって保持を大きくする方向に働く。式3-7，3-

8， 3 -9より、高圧では溶質の保持は密度の増加によって増大することを表してい

る。また、超臨界流体への物質の溶解度が高圧では減少することを示唆しており、

実際に実験例が報告されている34，35)。

逆相LCにおける移動相の保持への寄与として、溶質との相互作用に関する引力

項と、溶媒分子同士の相互作用に基づいた斥力項がある (式3-5)。これは格子

流体モデルを用いて導出された SFCの保持を与える式 3-9に対応している。 L

Cでは斥力項が保持に重要な役者lを果たすが、通常のSFCの圧力範囲では保持は

密度の増大によって減少することから、 SFCでは溶媒 溶質分子間相互作用に基

づく引力項が支配的である。

Fig.3-5が示すように、限られた密度範囲ては、 log削まlogplこ対して直線的に変化

する。この直線関係は溶解度の対数が密度の対数に対して直線的となる経験式によ

って説明できる。式3-1を簡単にして式3-10で表す。
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d.Hm 円

1n5=klnpー 」斗且 C 
RT (3-10) 

式3-1 0は溶質 1分子がk個の溶媒分子と会合して溶解するというモデルに基づい

てしる。溶媒分子聞の相互作用はここでは考慮されておらず、 溶媒一溶質分子間の

相互作用だけを考えている。もし、超臨界流体中の溶質の溶解度が、主に溶質分子

と溶媒分子の相互作用に支配されるならば、式 3-1 0に示されるようにlogSはlog

pに対して直線的に増大する。また、 SFCにおける保持比と溶解度の関係はすでに

Bartleらによって与えられている18，36，37)。

(μoss-μ。51)
In k' = lnゆ+lnC'51 +一一一一一一一一 -ln5

RT 

S =affi!lCO

m 

(3-11) 

(3-12) 

ここでゆはカラムの相比、 CSIは固定相での標準濃度、 μ・日は標準庄における純粋固

体の化学ポテンシャル、 μ
。
SIは無限希釈、標準濃度、圧力における固定相中での化学

ポテンシャル、 amsa1は溶媒中における溶質の飽和で、の活量、 Cmは移動相中での溶

質の標準濃度である。式3-1 1の右辺1、2、3項はカラム、溶質、温度が一定

ならば密度に依存しない。式3-1 0、3-1 1から、 SFCの保持の対数は密度

の対数に対して直線になることが理解される。本実験の分離条件では、これらの式

が成立していると言える。

もし固定相が移動相の種類や圧力に影響されないならば 〔例えば、溶媒分子の固

定相への吸着や吸収が無視される時)、保持比は移動相の種類によらず、溶解度の

関数となる。そこで式3-1 1の正当性を調べるため、 lnJ( vs. ln Sプロットの傾き

と切片を求めた(lnJ( = a -b ln S)。その結果をTable3-5に示した。 N20の場合 bはC

O2の場合よりも小さくなるが、傾きは 1に近い。 C18カラムでは、切片の値はN20、

C O2でほぼ同じである。したがって、 Fig.3-7に示されるように、溶解度と保持比の

log-logプロットは移動相の積類によらず一本の直線になる。一方、 NH2カラムでは、

N20で得られた切片の値はCO2で'の値よりも大きくなる。そのため移動相によっ

て異なる直線が得られる。以上のことから、 CI8充填斉IJでは、 式3-1 1の右辺第

2項で示される固定相の特性が、移動相の種類と圧力に影響されないことが実験に

よって示され、保持が溶解度に依存することから、 SFCの分隊メカニズムは吸着



ではなく、分配に近いと考えられる。 一方、NH2充填illJでは、固定相の特性が移動

相の極類によって影響されることから、分離メカニズムは分配とは言えない。

s-カロテンは非極性で固定中目のリガンド (オクタデシル基〉よりも大きい分子

であることに注意する必要がある。極性基を持つ小分子が用いられた場合、充填弗l

シリカ表面の残留シラノール基の吸着効果によって、違った結果が得られたであろ

う。即ち、極性充境剤での結果のように、溶解度と保持のプロットは移動相の種類

に依存する別々の直線となると思われる。

もし式3-5において、d.G・cが無視できるならば、 SFCの保持比は次式のよう

に表される。

d.G。 且σ。vrl出 血GOin・ lor¥
In k' = ln十一一 =ln骨ー一一二ニニ+-::__:ニ+川千七|

RT RT RT ¥PoVJ (3-13) 

式3-1 3は非極性の固定相を用いる SFCの保持は、溶質と移動相、固定相との

相互作用で表されることを示している。逆相 LCではAGecが溶質の保持に霊要な働

きをしていると言われているが、 SFCではこの項の寄与が小さいため、固定相の

特性が溶質の保持に及ぼす影響はLCよりも SFCで大きくなる。実際、 SFCで

は溶質の保持が固定相の特性に敏感であるということが、報告されている38-41)。

式3-5では、固定相と溶質の相互作用としてvander Waals力だ‘けが考慮されてい

る。しかし、最近Dill，Dorseyらは逆相クロマトグラフィーの保持機構は分配である

と主張している10，11，13，42-45)。この理論により、リガンドの長さ、結合基の充填弗j表

面密度が保持に及ぼす影響をうまく説明することができる。分配モデルでは、クロ

マトの分配係数は次のように表される。

C.， d.H
o， d.So， 

ln K = ln '::" =ー一一一+一一一
Cm RT R (3-14) 

ここでらとCmは固定相、移動相における溶質の濃度である。また式 3-10，3

1 1より

μSS -μ・51 d.H 
ln k' = lnゆ+ln Cst -C鴫 klnρ+一一一一一一+一一旦

RT RT (3-15) 

(μSSμ・SI)は固体状態の溶質が固定相に移動する自由エネルギー変化である。この

項はー(d.H・sl-Td.S・Sl)と書くことができる。d.H・slは3種類のエンタルビーを含んでい

る。気化のエンタルピ一、溶質とリガンドの相互作用に関するエンタルビー、固定

相中に溶質サイズの空間を形成するエンタルピーである。溶質の移動相から固定相
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への移動において、そのモル体積の変化が無視できるとすると (式3-4でoV; = 0)、

t.HIはOHlappに等しくなる。従って、各カラムにおけるOH・SIの値はOHlappとOHmか

ら計算できる (OH・SI=OHm+OHlaPP)。計算された且H・SIの値をTable3-6に示した。 N

20 はCO2よりも大きし、oH・SIの値を与える。 oJ-rSIは移動相に影響されな ~\J{ラメー

ターであるが、計算値は移動相に依存している。これは、溶質の保持には影響が現

れない程度であるが移動相の固定相への溶け込みや吸着があったこと、 oV;がOと見

なせないこと、等が原因と考えられる。

3-3-5 極性固定相の保持機構

5trubingerらは、超臨界、近臨界状態における様々な充境剤への CO2の吸着等温線

を測定した46-48)。そして、臨界点に近い温度圧力では、多重層吸着が生じているこ

とを示した。また実用的な SFCの温度圧力条件では、 LCの場合と同じように、

少なくとも移動相分子の単分子層で覆われていることを示した。順相LCの保持モ

デルては、固定相に吸着していた移動相分子が溶質と入れ替わるというプロセスを

とるが、極性充墳剤の SFCでも同様と考えられる。それ故、極性充填剤を用いる

SFCを一種の順相LCと見なすことができる。 NH2シリカは、その表面の不均一

性のため単純な吸着剤ではなく、またHammersによると、 NH2シリカの吸着作用は

donor-a∞eptor複合体形成によって説明できると報告している49)。しかし簡単のため、

ここでは均一相の吸着剤として考え、吸着ク ロマトグラフィーの理論を SFCに適

用した。 Martireは格子モデルに基づき、吸着クロマトグラフィーにおける溶質保持

の一般式を導いた32，33)。吸着剤表面が、溶媒分子の単分子層で覆われていると仮定

すると、 SFCにおける溶質の保持は次のように表される。

lnK= lnKb-聞ln8仇内8b(m阿伽(似(m)-

lnKιb=ベ(1-rc-) lnケ十憎い-c田+Eab -Ebb) 

。同m)=-fEー
(1 +何〕

(3-16) 

(3-17) 

(3-18) 

ここで8b(m)は移動相中で、分子のhard∞reが占める空間割合、 Zmは3次元 (移動相)

での近接格子配位数、 Zsは2次元 (吸着刻表面)での近接格子配位数、 Zeは分子セグ
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メントの近接外部接触数、臼ま吸着剤表面と接触している分子の表面積割合、 EI isは

タイプlのセグメントと吸着斉IJサイトのあいだの相互作用の自由エネルギー、 kBはホ・

jレツマン定数、添字の a， bはそれぞれ溶質、溶媒を表す。もし式 3-1 6の右辺

第3項が無視できるならば、 Kの対数は密度の対数に対して直線的に減少する。実

際にFig.3-61こ示されるように、 logk'はlogρに対して直線的に減少しており、本実験

範囲では第3項は第 2項に比べて無視できると考えられる。式3-1 7は溶媒と固

定相との相互作用に関する項c'bsを含んでいる。しかし式3-7、3-8、3-9の

分配クロマトグラフィーの理論式では溶媒と固定相との相互作用は無視されている。

吸着クロマトグラフィーでは、溶媒の溶解力(Cat>>だけでなく、吸着性(C'凶)も重要で

あることが示されている。

Snyderは吸着クロマトグラフィーのモデルを提案した。吸着斉Ij表面の活性サイト

をめぐって溶質が溶媒分子と競合すると考え、次式を導出した3)。

{I1GO
" _ mI1Go

h<) 
ln k' = ln中ー、山 山，

RT 

(I1H。回-ml1~bs) (115
0 
as -ml150bs) 

=ln世ー
RT R 

=ln世+ln九 +a'(E園 -Ascち

(3-19) 

(3-20) 

(3-21) 

ここでmは一個の溶質分子が競合する溶媒分子の数、添え字のお、 bsは溶質と吸着剤、

溶媒と吸着剤の相E作用を表す。式3-2 1でdは吸着剤の表面活性、 rは溶質の

吸着エネルギー、~は溶質のモル表面積、 E・は溶媒強度ノ守ラメーターである。

Snyderは液相のエネルギー項の溶媒ー溶質、溶媒一溶媒間相互作用が無視できると

仮定している。これは式3-16、3-1 7でCab、Cbbが無視できるということを意

味している。また、溶媒強度ノ守ラメ ーターは式3-17の相互作用自由エネルギー

li'bslこ関係付けられる。

Fig.3-8に示されるように、移動相の種類が同じならば、式3-1 1はNH2カラム

では成り立つ。しかし、式3-1 1右辺の世Cstexp[(μ・日ー〆st)/Rηは移動相の種類

に依存することになる。これはCO2とN20の固定相への吸着によって、〆stの値が

両者で異なってくるためと考えられる。

式3-16、3-1 7は一定密度でのlogk' vs. l/Iプロットが直線になることを示

している。I1H
t
appは相互作用エネルギーEab、Cbb、E戸、 E'bsのエンタルビー項と関係
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づけられるが、 Table3-4に示されるように、各々のNH2カラムでのd.Htappの値はN2

0とCO2で似ている。 C18充墳剤ではd.Htappの値は移動相の種類によって異なって

おり、このNH2充境斉IJとの違いは両者の保持機織の速いに基づいている。ただし、

ここで展開された考察はNH2シリカを均相系として扱っている。通常のNH2充填

剤ではアミノプロピル基がシリカ表面に結合しており、プロピル部分が疎水的効果

を示すことが考えられる。また残留シラノール基がシリカ表面に残されているため、

吸着作用はシラノール基とアミノ基の和になっていると考えられる。

3-3-6 極性充填剤、非極性充填剤における脂肪酸エステルの分離

3ーカロテンの保持挙動を調べることで、 SFCの保持メカニズムを論じたが、

実際の分離では分離される物質問の選択性が重要になる。前節までの考察で、 C18 

充填剤を用いる SFC分離では溶質の移動相への溶解度が重要であり、 NH2充填剤

では溶質の固定相への吸着が重要となることが分かったが、選択性においても同様

な傾向があるものと推測される。

そこで魚油由来の脂肪酸メチルエステルを対象物として、 SFCによる C18充填

剤、 NH2充填剤における分荷量挙動をFig.3-11に示した。移動相にはCO2を用いた。

両方のカラムとも、不飽和度の同じ脂肪酸では炭素数の大きい方が強く保持される。

しかし、二重結合数に対する選択性は逆になり、 C18充填剤では二重結合数の小さ

いエステルほど強く保持され、 NH2充境斉iJでは二重結合数の大きいエステルほど強

く保持される。不飽和度に対する選択性は固定相の性質に依存していることが分か

る。

移動相にN20を用いた場合の分離例をFig.3-12に示す。二章でも示したように、

N20 はCO2よりも油脂に対する親和性が高い。溶解度が保持に支配的である C18充

填剤では、エステルの保持は小さくなりピーク間の分離は悪化している。一方、 N

H2充填剤ではピーク聞の分自在はC18充填剤ほど悪化しない。これは、 Table3-4に示

されるように、 CO2からN20に移動相を変えた時の保持の低下はC18充填剤で激し

いことが、エステルの場合にも当てはまるためである。この差は、 NH2充填剤では

固定相への吸着が溶質の保持に重要であるという分離機構に帰着させられる。

第四章で"NH2充填剤によるエステルの分離、第五章でC18充填剤によるエステル

の分離について、詳しく記述する。
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3-4 結言

極性、非極性充填邦lにおける βーカロテンの SFCでの保持挙動を調べ、逆相L

C、順相LCで提案されている理論を用いて SFCの保持を解釈した。

1 )βーカロテンの超臨界CO2， N20への溶解度を測定した。同じ温度圧力では、

N
2
0が高い溶解カを示した。限られた密度範囲では、超臨界流体への溶質の溶解度

の対数は密度の対数に対して直線的に変化するが、溶媒ー溶質問相互作用だけが溶

解度に関与するという Chrastilのモデルが成り立つ場合に、成立する (式 3-1)。

2) C 18充填剤における Sーカロテンの保持は、移動相の溶質に対する溶解カにう

まく相関できた。その関係は移動相の種類に依らず、移動相がCO2， N20におけ

る保持比の対数は溶解度の対数に対して一本の直線となった。これは固定相の特性

が移動相に影響されないという仮定が成立していることを示している (式3-1 1)。

3) 1)および 2)が成り立つとき、保持比の対数は密度の対数に対して直線的に

減少する。しかし、厳密な式によると、保持比の対数は密度の 2次関数となる (式

3-7、3-8、3-9)。その式では引力項と斥力項があり、引力項は密度に比

例して保持比の対数を減少させ、斥力項は密度の 2乗で保持比の対数を増大させる。

従って高圧になると、保持は逆に上昇するようになることが予測される。

4)移動相が保持におよぼす効果として引力項と斥力項があるが、これは逆相 LC

の場合にも対応する。引力項は溶媒ー溶質分子間相互作用に基づき、斥力項は溶媒

分子間相互作用に基づく。後者は、溶質の大きさの空間を移動相中につくるエネル

ギーに関係するが、極性の高い媒体が移動中目として用いられる逆相 LCでは、この

移動相中に溶質サイズの空聞を作るエネルギーが保持に重要となる (式3-5、3

-6)。一方、 SFCでは密度の増大に対して保持比が減少することから、溶媒一

溶質問相互作用の方が重要と見なすことができる。

5)一方、 NH2シリカを充填斉IJとする SFCの保持機構はC18充墳剤での保持機構

とは根本的に異なっている。極性充填剤を用いた SFCにおける保持比と移動相の

溶解度のプロットは、 CO2とN20で異なる直線となり、 C18充墳剤の場合のように

溶解度だけで整理することは出来なかった。

6)極性充填剤の SFCは一種の順相LCと捉えることができる。保持のモデルと

して、充填剤の吸着点をめぐる溶質と溶媒分子の競合を考えると、保持に重要とな

る移動相の特性は溶解力だけではなく、溶媒分子の充填剤への吸着性も大きな要因

である (式3ー 17)。

7)脂肪酸エステルのC18充填剤、 NH2充填剤における SFC分散挙動は異なって
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いた。両者の不飽和度に対する選択性は逆の傾向を示し、 NH2充境邦lではエステル

は二重結合数の順に溶出したが、 C18充填剤ではその逆の順番でー溶出した。移動相

にN20を用いた場合、 C18充填剤では保持の低下のためエステル閣の分離は悪化し

たが、 NH2充填剤では保持低下の影響は小さかった。これは、極性充填斉Ijでは保持

が吸着性に依存し、非極性充填斉IJでは保持が溶媒の溶解力に依存しているためであ

ると考えられる。
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Table 3-1 Experimental solubility S of s-<:arotene in dense CO2 and N20 

S 

T(K) P(MPa) p (kglm3) glm3 1Q6y 

CO2 

308 9.95 700 0.18 0.022 
14.3 800 0.70 0.071 
19.8 862 1.4 0.13 
24.6 899 1.9 0.18 
29.4 928 2.4 0.22 

313 9.87 616 0.085 0.011 
11.8 700 0.32 0.038 
14.8 770 0.82 0.087 
16.1 790 1.0 0.11 
16.8 800 1.2 0.12 
19.6 833 1.7 0.17 
24.7 878 2.7 0.25 
29.5 909 3.5 0.32 

318 11.8 639 0.20 0.026 
13.5 700 0.49 0.058 
14.8 729 0.74 0.083 
19.2 800 1.8 0.18 
24.6 853 3.1 0.30 
29.8 889 4.4 0.40 

323 12.2 590 0.15 0.021 
14.7 684 0.63 0.075 
15.4 700 0.80 0.094 
19.7 776 2.1 0.22 
21.7 800 2.7 0.28 
24.6 828 3.7 0.37 
29.5 867 5.3 0.50 
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S 

T(K) P (旧 a) p (kg!m3) g!m3 106y 

N20 

308 9.64 740 3.4 0.37 

13.6 800 9.5 0.97 

14.6 812 1.2 x 10 1.2 

19.7 856 2.1 x 10 2.0 
24.6 887 3.0 x 10 2.8 

29.4 910 3.9 x 10 3.5 

313 10.1 700 3.1 0.36 

11.9 741 5.9 0.65 

15.3 791 1.2 x 10 1.3 

16.1 800 1.4 x 10 1.4 

19.6 834 2.2 x 10 2.2 

24.7 868 3.5 x 10 3.3 

29.5 893 4.7 x 10 4.3 

318 9.88 620 1.6 0.21 
12.1 700 5.1 0.60 

14.8 754 1.1 x 10 1.2 

18.5 800 2.2 x 10 2.2 
19.6 810 2.5 x 10 2.6 

24.6 850 4.1 x 10 4.0 

29.5 876 5.8 x 10 5.4 

323 11.9 647 3.1 0.39 
13.6 700 7.6 0.89 
15.1 726 9.9 1.1 

19.7 789 2.6 x 10 2.7 
20.9 800 3.0 x 10 3.1 

24.8 831 4.6 x 10 4.6 

29.5 860 6.6 x 10 6.3 

3-18 



Table 3-2 Solubility∞nstants of s-c訂otenein CO2 and N20. 

S
-
hu

0
 

9

一α
N

k d.H(J/moり

7.2x104 

6.3 X 104 

!i') 

9.3 -34.28 

10.9 -45.93 

。b= q -ln ([1000MJJkI[MA +kMB])ー

Table 3-3 Melting凹int日釦denthalpy of fusion d.H fus of s-carotene. 

crystalline 456 

d.H
fus 

(J/mol) 

5.6 X 104 

state Tm (K) 

amo中hours 454 4.1 X 104 

Table 3-4 Values of JC加 d-d.Ht"Pp of ド3蹴 neon various∞lumns. 

Column JC a) -d.Ht app (kJ/mol)め

mobile phase mobile phase 

CO2 N20 CO2 N20 

55.6 5.75 37.2 24.7 

21.6 1.99 42.5 26.1 

92.1 8.18 38.7 27.6 

13.5 5.92 26.7 25.3 

27.1 17.3 27.4 29.8 

Inertsil 0 DS 

Cosmosil C18-AR 

W2-100 

Cosmisil NH2 

Super NH2 

a) Temperature; 313 K， mobile phase de凶 ity;800 kglm3 

b) Mobile phぉedensity; 800 kglm3 
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Table 3-5 Values of interαpt釦 dslope of出eln J( vs. ln S plot. 

Column intercept， aa) slope， ba) 

mobile phas巴 mobile phase 

CO2 N20 CO2 NzU 

lnertsil ODS 4.30 4.21 0.94 0.87 

Cosmosil C18-AR 3.34 3.15 0.94 0.89 

W2-100 4.81 4.85 1.01 0.96 

白 smisilNH2 2.70 4.32 0.95 0.92 

Super NH2 3.44 5.61 1.10 1.06 

a) ln J( = a -b ln S (glm3). Tempera凶re;313 K. 

Table 3-6 Values of d.H・Slof s司caroteneon various C18-columns. 

白 lumn

lnertsil ODS 

Cosmosil C18-AR 

W2-100 

Mr sl (kJ/moり

mobile phase 

CO. N.O 2 "2 

34.8 38.3 

29.5 35.4 

33.3 37.4 
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C02 
N20 

C02 

3 

Fig.3-1 Schematic diagram of臨 app副知s:(1) back伊pressurere制ator:(2) pump: (3) 

pressun: gauge: (4) eλ回 ctlOnα日:(5)泊 mplel∞p:(6) metering valve: (7) flow-meter: 

(8) packed∞lumn: (9) UV/vis detector: (10)∞lumn oven. 
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Fig. 3-2 Solubility of s-c訂ot巴nein CO2 and N20. CO2: 0， 308 K・ム 313K: 

口，318 K: 0， 323 K. N20:・， 308K:企， 313K:園， 318K:・， 323K. 
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Fig. 3-3 Solubility S versus reciprocal temperature at various gas densities. 

CO2: 0， 700 kglm3 :ム， 800 kglm3. N20:・，700kglm3:企，800kglm3. 
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Fig. 3-4 Solubility S of s-carotene in COZ却 dNZO. Present work， COZ: 0， 308 K: 

6，313 K:口，318 K: ()， 323 K. NZO:・， 308 K: .， 313K・・，318K:・， 323K. 

Cygn訂 owiロ巴tal. (22)， COZ: +， 313 K: x， 333 K: *， 343 K.ηle curves calculated 

from eqs 3-2， 3-3. 
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Fig. 3-5 Plots of出ecapacity factor vs. mobile phase density at 313 K on 
ODS-columns. Column叩 dmobile ph蹴:W2-100P CO2 (0)， N20 (・);

岡 市ilODS CO2 (，e:;)， N20 (....); Cosmosil C18-AR CO2 (口)，N20 (圃)ー
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Fig. 3-6 Plots of出ecapacity factor vs. mobile phase density at 313 K on 

NH2-columns. Column and mobile phase: Super NH2 CO2 (0)， N20 (・);

Cosmosil NH2 CO2 (ム)， N20(企).
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Fig.3・7Plots of出ecapacity factor vs. solute solubility at 313 K on OOS-

columns. Column and mobile phase: W2-100P COz (0)， NzO (・);lnertsil 

ODS COz (ム)， NzO (4.); Cosmosil C18-AR COz (口)， NzO(圃).
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Fig. 3-8 Plots of the capacity factor vs. solute solubility at 313 K on NHZ-

columns. Colurnn and mobile ph蹴 SuperNHz COz (0)， NzO (・);

白smosilNHz COz (L>)， NzO (4.). 
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Fig. 3-10 van't Hoff plots of s-carotene on NHz-coJum田 ata constant density. Mobile 

ph蹴 density:8∞kg/m3 Column田dmobiJe phase: Super NHZ CO2 (0)， N20 (・);

Cosmosil NHZ CO2仏)， N20(A)
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Fig. 3-11 SFC separation of fatty acid methyl回 tersderived from fish oil. 

(A)臼 lumnInertsil ODS (150 x 4.6 mm 1. D.)， mobile phase CO
2 
(10 MPa， 313 K)， 

f10w rate 2.4 g/min， detector FID. (B)臼 lumnCosmosil NH
2 
(150 X 4.6 mm 1. D.)， 

mobile phase CO2 (10 MPa， 313 K)， f10w rate 2.5 g/min， detector FID. 
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(A)臼 lumnInertsil ODS (150 x 4.6 mm I. D.)， mobile phase NzO (9.0 MPa， 313 K)， 

flow rate 2.5 glmin， detector FID. (B) Column Cosmosil NHz (150 x 4.6 mm I. D.)， 

mobile phase COz (8.9 MPa， 313 K)， flow rate 2.6 glmin， detector FID. 



第四章

アミノ基結合シリカゲルを充填剤とする SFCによる脂肪酸エステルの

分離

4-1 緒言

アミノ基結合シリカゲルは、 高速液体クロマトグラフ ィー (HPLC)における

糖類の分般によく用いられている 1-3)。また、超臨界流体クロマトグラフィー (SF 

C)においても、アミノ基結合シリカゲルの応用例が報告されているり)。また第三

章で示したように、脂肪酸エステルの分離に適していることが報告されているめ。し

かしながら、アミノ基結合充填斉IJにおける脂肪酸エステルの分離挙動を詳しく調べ

られた例はなく、またHPLCにおいても脂肪酸には適用されていない。そこで本

研究では、アミノ基結合充填剤における脂肪酸エステルの分離挙動を詳細に調べ、

SFCのHPLCと比較しての特徴を明確にすることを目的とする。そのためには、

充填剤の特性、例えばベースのシリカゲルの種類や結合基の表面密度等が明らかに

なっている必要がある。しかしながら、市販されているアミノ基結合シリカゲルの

種類は少なく、また充填斉Ijの物性や特性は公表されていないことが多い。

本研究では、結合基密度の異なるアミノプロピル結合シリカゲルを調製し、それ

らを用いてSFCで脂肪酸エステルを分離し、固定相および移動相の分離挙動に及

ぼす影響、 SFCの特徴、充填朔lの評価方法を調べた。

4-2 実験

4-2-1 充填剤、カラムの調製

アミノプロピル結合シリカゲル (NH2シリカ)は、 Jonesらηの方法に従って合成

した。ベースのシリカとしてWakosilII-5sil-100 (細孔径 10町、粒径5μm、和光純

薬製〉とFinesil100-5 (細孔径 10町、粒径5μm、日本分光製〉を用いた。まずシ

リカゲルを393Kで4時間以上真空乾燥し、その3gを200mLフラスコに移し、そこ

に所定の3-アミノプロピルトリエトキシシランを含むヘキサンを50mL加え、 30分間

還流した。反応後、ガラスフィルターで滅過し、ヘキサン、アセトン、メタノール

で洗浄し373Kで24時間以上真空乾燥した。ゲ‘ルの炭素および窒素含量を元素分析で

測定した。

ゲ・ルはスラリー法により、内径4.6mm、長さ150mmのカラムに充填した。1.5gの

ゲルを20mlぬ水に懸濁し、 35肘【Paの圧力で充填した。カラム内はアセトン、ヘキサ

ンで置換した後、超臨界二酸化炭素で完全にパージした。
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4-2-2 超臨界流体クロマトグラフィー

超臨界流体クロマ卜グラフィーには以前報告した装置 (Fig.1-3参照)を使用しため。

また、調製したカラムの他に、市販のカラム、 CosmosilNHz (粒径10μm、内径

4.6mm、長さ150mm、半井化学製)、WakosilNHz (粒径5μm、内径4.6mm、長さ

150mm、和光純薬製〉、SuperNHz (粒径10μm、内径4.6mm、長さ150町民日本

分光製〉を用いた。試料として、ミリスチン酸 (CI4:O)、パルミチン酸 (C16・0)、

ステアリン酸 (CI8:O)、オレイン酸 (CI8:1)、リノール酸 (CI8:2)、αーリノレン

酸 (CI8:3)のメチルエステル、および魚油由来の脂肪酸メチルエステルを用いた。

エステルの検出にはuv検出器を用い、 200nmでの吸収を測定した。移動相として、

C O2を用い、圧力10-20MPa、温度313K、流速1.2glminで分離を行った。

4-2-3 液体クロマトグラフィー

調製したN H2シリカのキャラクタリゼーションのため、 HPLCにおけるグルコ

ース、フルクトースの分離挙動を調べた。溶離液にアセトニトリル/水(4:1)を用い

た。温度303K、流速1.0mUminで検出器にR1 を用いた。

また、 SFCとの比較のため、 HPLCモードでのシリカゲルと NH2シリカにお

ける脂肪酸エステルの分離挙動を調べた。溶離液として、ベンゼンーヘキサン、ア

セトンーヘキサン、エタノールーヘキサンの二成分系を用いた。温度303K、流速

1.0 mUminで検出器にR1を用いた。

4-3 結果と考察

4-3-1 調製アミノ基結合シリカの特性

調製したゲルの炭素、窒素含量をTable4-1に示した。 Wak叩 IIIは元々炭素を含ん

でいるが、これはシリカゲルを合成する際に添加される界面活性剤に由来すると思

われる。そのため調製したゲルのアミノプロピル基結合密度はその窒素含長から計

算した。アミノプロピル基結合密度と仕込シラン濃度の関係をFig.4-1に示す。結合

密度は仕込シラン濃度の増大につれ大きくなるが、シラン シリカ比が20wt%以上

で飽和し、最大で約1mmoVgの値をとる。 Jonesらは、アミノプロピル基結合量を燃

焼による重量の減少から計算した乃。彼らの結果では、結合量はシラン シリカ比の

増大とともに、飽和には達することなく増大した。彼らはまた、調製した充填剤に



おける糖類の液体クロマトグラフィーでの挙動を調べ、 8.5wt%以上の結合丞では糖

類の保持比が一定になることから、シランモノマーのポリマー化が生じていると結

論した。本実験での彼らと異なる結果を説明するため、調製したNH2シリカを用い

グルコースとフラクトースのLCにおける溶出挙動を調べた。それらの保持比と結

合密度の関係をFig.4-2に示す。糖類の保持比は、結合密度と共に増大し、保持の一

定化は観視IJeきれなかった。 Figs.4-1， 4・2から考察すると、本実験ではシランーシリカ

比が20wt%以上では、シランモノマーは反応に関与しておらず、 Jonesが報告したよ

うなポリマー化はほとんど生じていないと思われる。ポリマー化は微量の水の存在

下で生じるが、本実験では、溶媒、シリカゲ、ルを十分乾燥したためこのポリマー化

が避けられたものと考えられる。

Wakosilllの表面積は350m2jgであり、換算すると面積当りの最大結合量は、約2.9

μmoVm2になる。シリカゲル表面の平均シラノール基密度は約8μmol!m2と言われて

おり 9，10)、l分子の 3反応基シランは 1-2個のシラノール基と反応することから11)、

最大結合密度のゲルにおいても、未反応のシラノール基が残されている。従って、

調製したゲ、ルの特性は、シラノール基とアミノプロピル基の合わさったものになる。

4-3-2 脂肪酸メチルエステルの分離挙動

SFCにおける脂肪酸エステルの保持比と仕込シラン盆の関係をFig.4-3に示した。

試料にパルミチン酸メチル、リノール酸メチルを用い、温度313K、圧力15肘1Paで

測定した。来結合シリカを除いたゲルにおいて、保持比は仕込シラン濃度の増大と

ともに減少するが、シラン濃度約30wt%以上で、保持は一定になる。同じ保持比の

データを結合密度の関数としてFig.4-4に示した。保持比は結合密度とともに減少す

るが、高い結合密度の範囲では、保持比のばらつきが大きい。このばらつきは固定

相の状態の違い、例えば一分子の三官能基シランと結合するシリカ表面の水酸基の

数(1or 2)、少量の水の存在で引き起こされる制御]できないシランのポリマー化の発

生が原因となっていると考えられる。 LCによる糖類の分離では、高結合密度でこ

のような大きなばらつきは観察されなかった。このSFCとLCの違いとして、 S

FCのクロマト挙動がLCの場合よりも固定相の特性に敏感であることが考えられ

る5，12-16)。また、 HPLCによる糖類の分雛では、その保持は結合基密度の増大と

ともに大きくなるが、脂肪酸エステルの SFC分離では減少する。このことから、

絡類の保持はアミノプロピル結合基との相互作用によると考えられるが、 SFCで

の脂肪酸エステルの保持は結合基だけでなく残留シラノール基との相互作用も関し

ていると思われる。
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第五章で論じるが、 C18シリカでのエステルの保持挙動を SFCで調べた16，17)。

十分に充填剤表面が不活性化されたゲルでは、 C18充填斉1Jでのエステルの保持は閉

じ温度圧力におけるシリカ充填刻での保持よりもずっと小さい。例えば、 C18シリ

カSFCにおけるパルミチン酸メチルの保持比は313K、15恥fPaで lよりも小さい

(Fig. 5-1， 5-7)。一方Fig.4-3に示されるように、同一条件でシリカゲルのWak凶 il1Iで

は保持比は約 8となる。このことは、充填剤の吸着力がエステルの保持に寄与して

いることを示している。アミノプロピル基はシリカ表面のシラノール基よりも極性

が小さいため、結合密度の増大によって充填斉1Jの吸着性は低下し、こうして保持比

が低下したと考えられる。

第三章で示したように、 NH2充填弗lにおいて、鎖長が長く不飽和度の大きいエス

テルほど保持が大きくなる。エステルの保持比と鎖長、不飽和度の関係をFigs.4-5，

4-6に示した。Fig.4・5では、飽和脂肪酸のミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン

酸のメチルエステルを、 Fig.4-6では、炭素数 18で二重結合数の異なるステアリン

酸、オレイン酸、リノール酸、 αーリノレン酸のメチルエステルを試料に用いた。

保持比の対数は炭素数、 二重結合数に対して直線になる。これはMartireのSFC保

持を表す式によって説明できる (式 3-1 6、3-1 7、3-1 8の再掲)17，18)。

lnK= 凶ー聞lneb(m)ー(22h1-A)(1 -0仇内旬州b阿蜘刷(加例m吋)州)(

hん=イf1ー討hr封+憎いbs-九+eab -ebb) 

(4 -1) 

(4 -2) 

R

一伺 (4 -3) 

ここでeb{m)は移動相中で分子のhardcoreが占める空間割合、 Zmは3次元 (移動相〉

での近接格子配位数、 Zsは2次元 (吸着剤表面〉での近接格子配位数、 Zeは分子セグ

メントの近接外部接触数、 4は吸着斉1J表面と接触している分子の表面積割合、 S'isは

タイプiのセグメントと吸着斉1Jサイトのあいだの相互作用の自由エネルギー、kBはボ

ルツマン定数、添字の a， bはそれぞれ溶質、溶媒を表す。同族体のメチレン基に

対する選択性の場合、溶質のセグメントと移動相および固定相との相互作用は同じ

なので (e曲、 e'描が不変)、同じ温度、密度ならば、 lnKはraに比例する。 raは分子

サイズを表すので、保持比の対数は炭素数に対して直線的になる。 NH2シリカは均

相系ではなく、また非極性のプロピル基を含んでいるため、吸着のモデルが当ては

まるとは限らない。しかし、分配のモデルが成立している場合でも、 一定密度、混

4-4 



度では、式 3-7、3-8、3-9に示されるようにlnKはralこ比例しており、同様

に理解することができる。

炭素数が一定で二重結合が異なる場合は、その保持はより複雑である。不飽和度

によって分子のvander Waals体穫が変化するため、 raは変化する。 Bondiによると (ー

ClLz・〕の体積は10.23cm3/molで、 (=CH-)の体積は8.47cm3/molである19)。しかし、

faの減少は保持の減少を導くにもかかわらず、 実際は二重結合は保持を増大させるよ

うに作用する。これは、固定相との吸着作用 (式4-2のI:'as)が保持に効いてくる

ためである。保持比の対数が二重結合数に比例することから、 分子の吸着エネルギ

ーは二重結合数におおよそ比例して増大すると考えられる。また、溶質と移動相分

子との相互作用項のI:abであるが、 CO2が非極性分子であるため、 二重結合数の増加

による変化は小さいものと考えられる。

このように、脂肪酸の溶出挙動は、鎖長と二重結合数に依存することが分かる。

そこでエステル間の選択性を二つに分解して捉えることができる。一つは炭素数に

対する選択性で白CNで表し、他方は二重結合数に対する選択性でαDBで表す。ここで

は、 αCNとαDBをつぎのように定義する。

日開 =k'( C 16:0)/ k'( C 14:0) 

。DB= k'(CI8:1)/k'(CI8:0) 

Fig.4-7に313K， 15恥lPaおける二つの選択性と充填剤の結合基密度の関係を示した。

未結合シリカゲルを除いて、 αCNは結合基密度の上昇とともに増大するが、 αDBは減

少する。上述したように、不飽和度に対する選択性が充填剤の吸着性に関係してい

るが、 αDBの減少は結合密度の増大による充填剤の吸着性の減少のためであると考

えられる。結合密度の増大によるαCNの上昇は、シリカ表面の炭化水素鎖の増大に

よるものと考えられる。この推定は、長い炭化水素鎖を持つC18充填剤においてよ

り大きL¥a印が得られているという事実によって支持される。例えば、市販のC18カ

ラムでは313K， 15ルlPaでαCNは約1.4の値をとるが16，20)、本実験では1.13以下の値で

あった。

4-3-3 脂肪酸エステルの選択性におよぽす移動相密度の影響

Fig.4-81こαCNとαDBの移動相密度依存性を示す。カラムにWakosilII、WN1、WN4

を用いた。 αCNは密度の増大とともに減少するが、 αDBは密度にほとんど依存しない。
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式4ー1から考察すると、 二重結合数の違いによるセグメント数raと相互作用エネル

ギーEabの差が小さいと言え、 αDBは主に固定相に依存している。これは前節で考察

した通りである。

また、炭素数に対する選択性は、吸着クロマトグラフィーを考えると、鎖長に対

する選択性は次式のように表される。

世互到¥=斗h陣斗斗jい川+1作互ιk
¥ dr;九aJ 町 ¥Zs-11 ¥ほksTI'、一一… 一，

ー主ln8b(m) ー{三~þ-Is)(l -8b(m))( Eab -E叫
• u ¥κSl I (4 -4) 

上式で第4項が無視できるならば、炭素数に対する選択性は密度の増大によって減

少することが分かる。 lnKはraの一次関数になっているので、 (dlnKJdr，Jの密度依存

性はlnKの密度依存性と類似している。なお、メチレン基と CO2における相互作用

自由エネルギーはMartireによっていat!Ebb)= 0.88と与えられている21)。また、選択性

がプロピル基への分配に依るものならば、式3-7、3-8、3-9が当てはま り、

lnKをraで偏微分したものは、吸着の場合と同様に密度の関数となっている。

4-3-4 液体移動相による脂肪酸エステルの分離

Wakosil IIとWN4を取り上げ、脂肪酸エステルのHPLCにおける分離挙動を調べ

た。用いた溶媒はベンゼンーヘキサン系、アセトンーヘキサン系、エタノールーヘ

キサン系であり、その組成および溶媒強度パラメーターをTable4・2に示した。温度

303 Kで行ったが、その時のステアリン酸メチルの保持比および前節で定義した選択

性αCN、αDBをTable4-2に合わせて示した。f は、 Snyderが導入した溶媒の固定相へ

の吸着性の強さを表すパラメーターで、溶出力の指標である (式3-2 1参照〉均。

混合溶媒の溶媒強度ノマラメーターは次式を用いて計算できる。

r¥lIt' = pCl，U .. !og rXs1oa'ns(Es'Ew)+ 1-Xsl 
ws= E'W + 

a'fls (4 -5) 

添字のWは弱溶媒、 Sは強溶媒を表す。 Xsは溶媒中の強溶媒のモル分率、がは吸着

剤の活性度、 nsは分子サイズを表す。シリカゲル基準の溶媒強度ノfラメーターは、

アルミナ基準での値に0.77を掛けた値になる。純粋なヘキサン、ベンゼン、アセト

ノ、エタノールのアルミナ基準での溶媒強度パラメーターは、それぞれ0.01、0.32、

0.56、0.88である。アルミナの活性度は0.6、シリカゲルは0.7である。
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式3-2 1によると、保持比の対数は溶媒強度パラメーターに比例する。そこで、

Fig.4-9にステアリン酸メチルの対数と溶媒強度パラメーターの関係を示す。加える

強溶媒の種類によって異なる直線となり、 E・で統一的に一整理することは出来なかっ

た。特に、アセトンで得られた結果は他の結果と大きく違っている。この理由とし

て、式4-5で用いたパラメーターが適当でなかったことが考えられる。アセトン

の分子サイズとしてflS= 4.2 (x 8.5 A2)を用いたが、充填剤表面における配向によっ

て、吸着剤表面上で占める面積が変化することが考えられる。 LCにおいてfは溶

媒を選択する場合に有効なノ守ラメーターであるが、混合溶液系では無極性の媒体に

極性の高い溶媒が微量でも添加されると値が大きく変化し、またそれとともに務質

の保持も大きく変化するため、溶離液組成の決定が難しくなる。

また、 LCではどのカラムでも、飽和脂肪酸のミリスチン酸、 パルミチン酸、ス

テアリン酸閣の分離はできなかった。ヘキサンを移動中目とする吸着クロマ卜グラフ

ィーでは、サイズによる分離は難しいことが分かる。SFCでも、圧力の増大によ

って白CNが低下することから、炭素数に対する選択性は移動相の溶解力に依存して

いると考えられる。

Table 4-2から、保持比とαDBの聞に相関があると考えられる。これは式3-2 1か

ら保持比の対数はc'!こ対して直線関係があり、また選択性は

ln a = a'(E' 2 -E' 1)ーが(As2-Asl)C' (4 -6) 

なので、溶質のサイズの差がある場合、選択性の対数はc'!こ対して直線関係がある。

そこで、 Fig・4-10にhαDBとlnk'CI8:0の関係を示した。また、 CO2を移動相とした

時のデータも合わせて示した。液体溶媒では、 αDBはk'CI8:0の減少とともに小さくな

る。これは式4-6から予測される。しかし、 SFCではk'CI8:0の変化に対するαDB

の変化は小さい。この違いは次のように捉えることが出来る。同一媒体の SFCで

は、保持比の減少は移動相密度の増大によるものである (式4-1)。一方、 αDB

は主に二つの溶質の固定相への吸着力の差、即ち式4-2のKbの差がサイスの差

(九の違しつよりも重要となる。 Kbは密度には依存しないため、 αDBは密度に対し保

持比ほども影響されない。

このように、溶媒の SFCは移動相の特性を変えずに保持比を大きく変えること

が出来るという特徴がある。順相液体クロマトグラフィーでは、望ましい保持時間

内に分離を達成し十分な選択性を得るような溶媒の選定が難しいと言われている。

SFCでは、圧力を変えることで、選択性をあまり変えることなく保持時聞を変え

ることが容易に行えるとし、う利点を持っている。
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4-3-5 充填剤のキャラクタリゼーション

調製および市販のカラムを用いて、魚油由来の脂肪酸エステルの分離を行った。

その主な脂肪酸組成は、 CI4:O= 5 wt%， CI6:O = 13 wt%， C16:1 = 7 wt%， C18:1 = 13 wt%， 

C18:4 = 3 wt%， C20:1 = 9 wt%， C20:5 = 15 wt%， C22:1 = 8 wt%， C22:6 = 10 wt%，その他17

wt%(キャピラリ ーGC、F IDによる〕である。その例をFig.4-11に示した。温度

は313Kで行い、圧力はWakosil[[とWN2が20MPa， WN4、WN6、FN1および$uper

NHZが15品1Pa，WはosilNH2が12MPa、 CosmosilNHZがlOMPaである。 SFCでは

圧力を大きくすると試料の溶出は速くなるが、 Fig.4-11に示した実験では、分荷量時

間がほぼ同じになるよう圧力を調整した。 WakosilIIでは、脂肪酸エステルはその二

重結合数の違いによって 分離される。アミノプロピル基結合量の大きい充境剤で

は、さらに多くのピークに分離されている。これは、炭素数に対する選択性が増大

したことに由来する。例えば、 二重結合数 lのCI6:1，CI8:1， CZO:1' CZ2:1が分離される

ようになったためと考えられる。また比較のため、移動相に液体を用いて行った分

雛例をFig.4-12に示す。前節で示したように、炭素数に対する選択性が見られない

ため、エステル聞の分艇は不十分であり、ピークは二重結合数がOと1の部分と 5

と6の部分に分離されるだけである。

Fig.4・11に示されるように、分離挙動の違いが、市販の充填剤の聞においても観

察される。この違いは、アミノ基の結合密度だけでなく、ポリマー化等の結合の状

況やベースシリカの特性にも由来すると考えられる。様々なアミノプロピル基結合

シリカゲルのキャラクタリゼーションのため、 SFCにおける脂肪酸エステルの保

持と選択性を用いることを試みた。 Fig.4-13に各々の充填斉IJのオレイン酸メチルと

パルミチン酸メチルの保持比の関係を、 Fig.4-14にαDBとα印の関係を示した。圧力

15 MPa、温度313Kでの結果である。充填弗jの種類に関係なく、オレイン酸メチルの

保持比とノ{)レミチン酸メチルの保持比は直線で相関される。 Fig.4-14は、炭素数に

対する選択性が大きい充填剤ほど、二重結合数に対する選択性が小さいことを示し

てし、る。また、本実験で調製したWN1-WN7のゲノレにおけるプロットは一本の幽線

上にあるが、市販の充填剤のプロットは曲線から離れている。これは、使用された

ベースのシリカゲルの特性の差、リガンドの結合状態の遠いによるものと考えられ

る。市販充填剤の$uperNH2は炭素数、二重結合数に対する選択性が大きい。 Fig.4-

14には、圧力12ルfPa、20肘fPalこおけるWN1-7で得られた曲線も合わせて示した。曲

線は、高圧になると左、即ちαCNが減少するようにシフトする。 CosmosilNH2は炭

素数に対する選択性が大きいが、二重結合数に対する選択性が小さい。
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このように、 Fig.4-14の右上にプロットされる充填剤ほど鎖長、不飽和度に対す

る選択性が高く 、脂肪酸エステルの分離に適していると判断できる。エステルのS

FC分離の充填剤としてNH2シリカ評価にはαDBvs.αCNプロットが有効である。

4 -4 結言

結合基量の異なるアミノプロピル基結合シ リカゲルを調製し、それを充填剤とす

るSFCによって脂肪酸エステルの分離を行った。その結果、以下のことが分かつ

fこ。

1 )脂肪酸エステルの保持は充填剤の吸着力の寄与が大きい。アミ ノプロピル基結

合密度の増大により充填剤の極性が低下するが、それとともにエステルの保持も低

下した。

2)結合密度が大きくなると、エステルの炭素数に対する選択性は増大し、 一方二

重結合数に対する選択性は減少した。二重結合数に対する選択性は充填剤の極性(シ

リカのシラノール基とリガンドのアミノ基の和)に依存し、炭素数に対する選択性

はリガンドのプロピル基に依存すると思われる。

3)エステルの選択性の移動相密度依存性を調べたところ、炭素数に対する選択性

は密度の増大によって減少したが、 二重結合数に対する選択性への影響は小さかっ

た。分子サイズに対する選択性は、固定相の働きよりも移動相の働きが大きい。 一

方、 二重結合数に対する選択性は、固定相との相互作用の遠いが主であり、またサ

イス、の差が小さいため移動相密度の影響は小さくなる。

4 )移動相にヘキサン系混合溶媒を用いた場合、脂肪酸エステルの炭素数による分

離は困難であった。これは炭素数に対する選択性は移動相の溶解力に強く依存して

いるためである。エステルは二重結合数の差に従って分離されたが、その選択性は

保持の強さと連動して変化する。 SFCでは、圧力をかえることで、 二重結合に対

する選択性を変化させることなく、保持の強さを大きく変化させることができる。

5)市販の充填剤は、アミノ基結合密度、結合状態、ベースシリカの特性が違うた

め、その脂肪酸エステルの分離挙動が異なっている。そのような様与なアミノ基結

合シリカゲルのSFC分離の充填剤としてのキャラクタリゼーションには、炭素数

に対する選択性と二重結合数に対する選択性を測定し相関する事が有効である。同

じシリカゲル、試薬を用いて同じ条件で反応を行うと、得られたNHzゲ、jレのaDBVS 

白CNプロットは一本の線上に位置する。他の充填剤の(αDB'αCN)のその線からの偏

差を比較する ことにより、脂肪酸エステルの分離剤としての特性を評価することが

出来る。
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Table 4・1 Carbon and nitrogen∞ntents， and bonding densities of prepared packings. 

Carbon釦 dnitrogen∞ntents were determined by elemental analysis， and bonding 

density was calculated on the basis of nitrogen∞ntent. 

silane:silica C N Bonding density 
Packings 

ratio (wt%) (wt%) (wt%) (mmoVg) 

Wakosil II 1.38 

WN1 5.3 2.82 0.16 0.11 

WN2 10.1 3.79 0.58 0.41 

WN3 20.6 5.48 1.13 0.81 

WN4 26.4 5.97 1.18 0.84 

WN5 33.0 5.03 1.13 0.81 

WN6 41.1 6.19 1.34 0.96 

WN7 52.7 5.34 1.27 0.91 

Finesil 0.08 

FN1 33.0 3.78 1.08 0.77 
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Fig. 4-12 Separation of fatty acid methyl esters derived台omfish oil by HPLC. 
Colurnn， WN4; mobile pbase， ethanol/hexane (0.02 : 99.98); temperature， 303 K; 
flow rate， 1.0 mUmin; detector， RI. 
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第五章

オクタデシル基結合シリカゲルを充填剤とする SFCによる脂肪酸エス

テルの分離

5 -1 緒言

近年、多価不飽和脂肪酸の生体内における機能、例えばアラキドン酸、イコサペ

ンタエン酸がプロスタグランジンの前駆体となっていること、 ドコサヘキサエン酸

が学習機能に関与していること、等が徐々に解明され、それとともに医薬品および

機能性食品として注目されるようになった。多価不飽和脂肪酸は、天然に豊富に存

在している魚油、植物油の中に含まれている。一般に、天然油脂中には他の脂肪酸

も多く含まれているため、医薬品および機能性食品として利用するには、目的とす

る脂肪酸の単灘、濃縮が必要となる。超臨界流体拍出法は脂質の有力な分離法であ

り、中性脂質とリン脂質のように物性の大きく異なる物質の分離に適している 1)。し

かし、類似した脂肪酸聞の分画は超臨界流体抽出法だけでは困難であり、硝酸銀と

二重結合の親和性を利用する方法2)、温度勾配をつけた充填塔を用いる方法3-5)等を

用いることで分離能を高める工夫がされている。

ここでは、脂肪酸エステルの分取方法として超臨界流体クロマトグラフィー (S

F C)法を取り上げる。 SFCはその高い分離能が特徴であり、類似した物質の分

画法として期待されているの。第四章ではアミノ基結合シリカを充填剤とする SFC

について論じたが、本章では非極性のオクタデシル基結合(CI8，ODS)シリカを充填剤

とする SFCを扱う。 C18シリカは逆相液体クロマトグラフィーの固定相として最も

広く使用されている充填剤で、容易に入手でき、また脂質化学の分野でも汎用され

ている。本研究では、 C18シリカにおける脂肪酸エステルの分離挙動を調べ、糸状菌

由来の脂質からの 7ーリノ レン酸の分取条件の探索を行う。さらに、液体ク ロマト

グラフィーにおけるエステルの分離挙動と比較し、両者の分離メカニズムの違いと

特徴について考察する。

5-2 実験

5-2ー1 超臨界流体クロマトグラフィー

超臨界流体ク ロマト グラフィー (日本分光SUPER-100，Fig. 1-3参照)を装置とし

て用いた。検出器として耐圧セル付きuv検出器 (日本分光MULTI-320)を用い、

195・350nrnの吸光度を測定した。移動相流体として二酸化炭素を用い、またモディ
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ファイアーとしてメタノールを使用した。カラムにはSupe中水 SilC18 (モノメリ ッ

クタイプ、粒経5μm，250x 10mm 1. 0.， 日本分光製)、および自家製のMTIIV(モ

ノメリックタイプ、粒経5μm，炭素含量15.1%， 150 x 4.6 mm 1. 0.)を用いた。温度

308-313 K、圧力8.8-28肘lPa、流速約5.4g1min (Supe中akSil C1S)、1.8g1min 

(M百N)で分維を行った。

5-2-2 液体クロマトグラフィー

カラムにM耳Nを用いた。移動相にアセトニトリル、メタノール、アセトニトリ

ル/メタノール系、メタノール/水系を用い、温度303K、流速1.0ml)minでエステ

ルの分般を行った。検出器にR1検出器 (RI-3H、日本分析製〉を用いた。

5-2-3 試料

脂肪酸メチルエステルの標準試料として、ミリスチン酸メチル(C14:O)、パルミチ

ン酸メチル(CI6:O)、パルミトレイン酸メチル(CI6:1)、ステアリン酸メチル(CI8:O)、オ

レイン酸メチル(CI8:1)、リノール酸メチル(CI8:Z)、7ーリノレン酸メチル(CI8:3)、11

ーエイコセン酸メチル(CZO・1)、ホモ 7ーリノレン酸メチル(CZOョ)、アラキドン酸メチ

ル(CZO:4)、エルカ酸メチル(CZZ:1)(以上サーダリ一社製)、及び遊離のイコサペンタ

エン酸(CZO:S)(東洋醸造製)をメチルエステル化したものを用いた。

また、モルティエレラ属糸状菌から摘出された脂質を水酸化カリウムを触媒とし

てメタノール中で加熱撹鉾し、得られた脂肪酸メチルエステル混合物を試料とした。

その組成をTable5-1に示す。

5-3 結果と考察

5-3-1 SFCにおける脂肪酸メチルエステルの溶出挙動

クロマトグラフィーにおける保持比は次式で定義される。

k' = (IRーも)/も (5 -1) 

SFCでは移動相は圧縮性の流体であるので、溶媒がカラムを通過する時間もは次の

ように算出した。まずアセトニトリルを移動相とする液体クロマトグラフィーで分

離を行い、溶媒ピークの時聞からカラム内体積を求める。そして SFCでは、入口

と出口における密度の加算平均をカラム内平均密度とし、質量流速、カラム内体積

からbを求める。

飽和脂肪酸のミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、及び二重結合数 1の
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パルミトレイン酸、オレイン酸、 11ーエイコセン酸、エルカ酸について、保持比の

対数と炭素数の関係をFig.5-1に示した。図中、圧力はカラム出口での圧力を示す。

炭素数 14 -22の範囲では、保持比の対数は炭素数と直線関係にある。圧力8.8

MPa，13.7ルfPaにおける炭素数 1当たりのどの変化をTable5-2に示した。

炭素数 16、 18、20の脂肪酸について、保持比の対数と二重結合数の関係を

Fig.5-2に示す。保持比の対数と二重結合数は直線関係にある。圧力8.8MPa， 13.7 

脚!Paにおける二重結合数 l当たりのrの変化をTable5-2に示した。Table5-2から次の

ことが分かる。

1 )圧力の増大によって、 logJ( vs. CNの傾きは小さくなる。一方、 logJ( vs. DBの

傾きは負に大きくなる。

2) log J( VS. CNの傾きは、 二重結合数が少ない同族体ほと大きくなる。logJ( 円.

DBの傾きは炭素数の小さいエステル群ほど大きな値となる。

これらをMartireの式を用いて考察する。Martircは格子流体モデルを用いて、非極性

の化学結合型充填剤における SFCの保持を次の式で表した (式 3ー7、 3-8、

3-9の再掲)7.8)。

In K = In Ko + F(TR. PR) 

凶=佐)(ト)+円ヂ(却12f-剖

l 町F(TR内附昨川)=叶=ベ(聞削号却訓)[怜(何何U引-ぺ叶1リ机)p川p内什川R十R-(ぺ(仲 1) f闘2号剖剖:計訓H聞却引+イ(民芸柔副剥L引訓l] 

(5 -2) 

(5 -3) 

(5 -4) 

ここでρRは還元密度、 TRは還元温度、 Tiは分子iのセグメン卜数、 Eijは分子iとjの間の

近接セグメント聞の相互作用エネルギー、添字の a、b、dはそれぞれ溶質、溶媒、

固定相を示す。式 5-3、 5-4からa(lnK)!aTaは一定温度、圧力で定数になり、%

は炭素数に比例すると見なすことができるので、 logJ( 円 CNは直線になる。また上

式から、保持が密度の増大に対して減少するような密度範囲では、圧力 (密度)の

増大により logJ( vs. CNの傾きが減少する ことが分かる。 二重結合数がOとlの場合

でlogJ(円 CNの傾きが異なるが、原因としてEadとらbが二重結合数によって違って

いることが考えられる。

また、 logJ( vS.DBは直線になるが、これは匂とEabが二重結合数に対して直線的

に変化するためと考えられる。また、 Taも不飽和度によって変化する。 Bondiによる

と、メチレン基(ーCH2-)のvander Waals体積は10.23cm3jmol、(ーCH=)は8.47cm3jmolで
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あり9)、一個の二重結合により (10.23-8.47) x 2 =3.52 cm3jmolの分子体積の減少が生

じることになる。 これは、炭素数 l個の減少分の約lβであるが、 二重結合 1個分の

保持比の減少は、炭素数 l個分の保持比の変化の1β以上であるので、 E副とEabの不飽

和度による変化も保持に寄与していることが分かる。 logk' vs. DBの傾きは、エステ

ルの炭素数が小さい方が大き くなる。これはEooとEabの二重結合数に対する変化が炭

素数に依存しているためと考えられる。定義では、 E剖とEabは溶質の各セグ'メントと

固定相および溶媒のセグメントとの相互作用エネルギーを表しており、不飽和のエ

ステル全体を考えた場合、(ーCH2-)と(ーCH=)の寄与の合計をセグメン卜数で割ったも

のと捉えることができる。セグメント数が増えれば、 一個当たりの二重結合による

セグメント間相互作用エネルギーへの寄与は小さ くなる。圧力の増大によってlogk' 

vS.DBの傾きは変化するが、 logk' vs. CNの傾きほども影響されない。これは、 raの

変化が小さいためと考えられる。圧力の効果については後節で論じる。

本実験で用いたエステルにおいて、 logk' vs. DBの傾きとlogk' vs. CNの傾きの比

は、 8.8MPaで0.5-0.7、13.7MPaで0.63-0.85である。即ち、二重結合一個当たり、炭

素数約(2/3)に相当する。実際、 C16:OとC18シ C18:OとC20少 C18:1とCzO:4、C18・2と

C20:5がほぼ同じ保持比を持つことが分かつた。そこでPNSFC= CN -(2β)DBと定義し

て、各脂肪酸エステルの保持比の対数とPNSFCの関係を求めたところ、 Figs.5-3、5-

4のように整理された。各々の直線は、同じ炭素数で異なる二重結合数を持つ脂肪酸

のプロットを結んだものである。 313Kで圧力8.8、13.7恥fPa、308Kで8.8肘fPaの場合、

各々の点はほぼ l本の直線にまとめられると言える。しかし308Kで13.7恥1Paの場合、

この関係はくずれ、 C18:2はCl6・。と、 C18:3はC16:1とほぼ同じ保持比を示すようになる。

このことより、 SFCにおける溶出特性は温度、圧力の影響を受け、適当な条件を

選ぶことにより分離度の向上が可能であることが分かる。

また SFCでは、モディファイアーとして少量のアルコール類や、炭化水素系溶

媒を添加することにより、分離性能を向上させることが可能である。そこでメタノ

ールを添加した時の、保持比の対数とPNSFCの関係をFig.5-5に示した。保持時間は

短縮し、また、 PNSFCで整理された脂肪酸エステルの溶出順序は、モディファイア

ー効果により変化することが認められた。 308K、およびメタノール添加時の、炭素

数、 二重結合数によるlogk'の変化をTable5-3に示す。圧力の増大、メタノール添加

によって、 logk' 町 DBの傾きとlogk' vs. CNの傾きの比は lに近付くことが分かる。
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5-3-2 SFCによる 7ーリノレン酸の分灘、分取

モルティエレラ属糸状菌由来の脂肪酸エステル混合物を SFCで分縦したときの

クロマトグラムをFig.5-6に示す。 3Qwt%含まれているパルミチン酸は、紫外域で

の吸収が小さいためグラフ上に現れてこないが前節で述べたように 7ーリノレン酸

とほぼ同じ保持時間を持っている。 SFCで7ーリノレン酸を高度に分離精製する

にはパルミチン酸を除く必要があり、そのための温度、圧力の条件探索を行った。

パルミチン酸、パノレミトレイン酸、リノール酸、 7ーリノレン酸について保持比

と密度の関係をlog-logプロットとしてFig.5-7に示す。カラムの圧力損失が約2.0旧 a

あるが、出口密度と入口密度の数値平均を代表値とした。同一温度で密度が0.6

島/cm3以上では、保持比の対数は密度の対数に対しでほぼ直線関係になっている。な

お、 0.5glcm3以下の密度では、ピークが広がりすぎるため分離が困難になり、 一方

密度が0.8glcm3以上では、ピーク間隔が短くなるため分取が困難になり、また耐圧

性の問題が生じる。よってこの密度範囲が笑用的であると言える。さらに、以上の

結果を 7ーリノレン酸に対する分雌係数α (=各脂肪酸の保持比/rーリノレン酸

の保持比)と密度の関係として整理した (Fig.5-8)。リノール酸の 7ーリノレン酸

に対する分離度はほぼ一定値を示し、密度に対する変化は小さい。一方、パルミチ

ン酸は低密度で 7 リノレン酸と等しい保持比を持つが、高密度になるに従い、リ

ノール酸の保持比に近づく。ノぞjレミトレイン酸は低圧では 7 リノレン酸と離れて

溶出するが、密度の増大とともに 7ーリノレン酸の保持に近づく。ただし高い移動

相密度では、各脂肪酸のピークが接近するため分取が困難となる。圧力の分離係数

に及ぼす影響については、後節で詳述する。

以上のような検討より、 Table5-4に示す条件で 7ーリノレン酸メチルエステルの

分取を行い、得られた成分の組成と回収率を測定した。その結果をTable5-4に合わ

せて示した。 308K、圧力9.8恥1Paで7ーリノレン酸は、ほぼ100%の回収率で99.0% 

に濃縮可能である。また圧力が高いほど溶出時聞は短縮されるが、各ピークの重な

りが大きくなるため、収率、純度は低下した。

5-3-3 液体クロマトグラフィーにおける脂肪酸メチルエステルの溶出挙動

カラムにM百Wを用いて、 LCにおけるエステルの保持比と炭素数、二重結合数

の関係を調べ、その結果をFigs.5-9， 5-10に示した。どの溶媒系でも、 logk'とCNの

問に直線関係があるが、その傾きは移動相溶媒に依存する。 logk'はDBの増大によっ

て減少するが、 DB=O→ 1の減少分は1→2の減少分よりも大きくなる。各溶媒で得ら

れたC18:Oの保持比、 logk'の炭素数による増大、 二重結合による減少をTable5-5に示

した。 SFCと比較すると、二重結合数に対する選択性が大きいことが分かる。
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Warthenは、 LCにおいて二重結合一個分は炭素数二個に相当することを報告してい

る10)。また単純な溶媒系では脂肪酸エステルの溶出順はPNLC= CN -2DBに従うが、

混合溶媒系ではこの溶出)1債をずらすことができる 11)。本実験で用いた溶媒では、

C18:OとC18:1を考えると、 DBの係数は1.6-2.0の間にある。

二成分系溶媒を移動中目とする逆相液体クロマ 卜グラフィ ーの保持は、 Martircによ

って与えられている。これは格子流体モデルを用いて導かれたが、移動相成分の固

定相への溶け込みがないと仮定すると、次式が得られる。

In Kb+c = lnι+r4kーが8b+ rlfxab -Xac -Xbc18b + Xbc8~l 

In Kc = r，抗去)吋Xac-Xad1 

X4E11+Ejji 
lJVBTlE』J一万一J

(5 -5) 

(5 -6) 

(5 -7) 

ここで添字の a、b、c、dはそれぞれ溶質、強溶媒、弱溶媒、 固定相を表し、 8b

はb成分の体積分率、 xは相互作用ノぞラメータ一、 zは近接分子数、 kBはボjレツマン

定数を示す。移動相が純成分ならば、式5-6、5-7より cをbに替えて

凶 =r抗-討+るfEab-E副ー竺判
(5 -8) 

閉じ溶媒系ではlnKbは九に比例することから、 lnk'円.CNの直線性が説明できる。

溶媒が変わると、式 5-8でEab、Cbbが変化するため保持比は変わる。

二重結合の保持への寄与は、九、 Eab、E必の項に現れる。前節で論じたように、 二

重結合が一つ増えることによる分子体積の減少は、メチレン基の1β個分の体積に相

当する。液体溶媒では、二重結合の保持への寄与は震大で炭素数2に相当すること

から、サイズ‘の項raよりも相互作用の項Eab、Eadが重要であると言える。また、 CO2 

と液体溶媒で二重結合の保持への寄与が大きく異なることから、 Eabの項が最も選択

性に重要であると言える。 CO2は非極性分子であり、 一方逆相 LCで用いられる液

体溶媒は極性であることから、二重結合に対する選択性は溶媒の極性に関与してい

ると推察できる。

5-3-4 エステルの保持および選択性と移動相密度の関係

SFCでは通常、圧力あるいは密度を制御することで溶質の保持を変える。液体

クロマトでは溶離液の種類および組成を変えることで保持の強さを制御するが、 S
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FCではより簡単な方法で移動相の溶媒カを調節する ことができる。そこで、サン

プルとしてステアリン酸メチルを用い、保持比と移動相密度の関係を調べた。カラ

ムにはM1HVを用い、その313Kでの結果をFig.5-11に示した。図に示されるように

保持比の対数は密度の対数に対して直線となる。両者の関係は次式のように表され

fこ。

ln k' = -5.40 Inρー0.589 (5 -9) 

p!ま密度で単位は[glcm3]である。これは、すでに 3章で示したように、溶解度の対数

が密度の対数に対して直線的になり (Chrastilのモデル、式 3-1)、また保持比の

対数が溶解度の対数に対して直線的になる (Banlcの式 3-1 1、 3-1 2)時に成

立する12-14)0 Chrastilの式は、溶質が溶媒分子と溶媒和して溶解するというモデルに

基づいて導出された。また、 Bartleの式は、移動相の圧力変化が固定相に影響を及ぼ

さない、即ち移動相の固定相への吸着、吸収が無視できるという仮定に基づいてい

る。本実験の結果から、脂肪酸エステルの SFC分離において、密度0.6-0.9glcm3の

範囲で以上の仮定がほぼ成立していると言える。しかし、 Schoerunakersは広い密度

範囲では保持比の対数は密度の 2次関数的になることを報告している 15)0 Chrastilの

モデルでは溶媒溶質分子聞の相E作用だけを考え、溶媒分子聞の相五作用は考慮さ

れていないが、高密度になると溶媒分子聞の相互作用が大きくなり、溶質が溶媒中

に溶けにくくなることが考えられる。実際、オクタデカノール、ステアリン酸の超

臨界CO2への溶解度は高密度では低下することが報告されている16)0 Martireによる

と、超臨界流体を移動中目とする分配クロマトグラフィーにおける溶質の保持は還元

密度の二次関数で表される (式 5-2、5-3、5-4) 0 Fig.5-12に保持比と還

元密度の関係をプロットした。 CO2の臨界密度、臨界温度はそれぞれ0.468glcm3、

304.2 Kである。プロットを二次関数に当てはめるため、次のようにパラメーターを

求めた。 Bondiの表から、ステアリン酸メチルのvander Waals体積は206.2crn3/molと

計算される。 CO2のvander Waals体積は19.7crn3/molであり、 rjrbを両者の体積比と

考える。 Martireによるとら=4.41がよい結果を与える九九=1.0296としてフィ ッテ

ングすることで次式が得られた。

ln J( = 20.22 -20.26ρR + 5.1PR2 (5-10) 

なお、 k'= ゆKであり、ゅはカラムの相比である 。 これより、 Ea~Ebbは0.962、保持比

lまPRmin= 1.99 (ρmin = 0.93 glcm3)で最小になる。Martireがn-C15H32ー CO2で導いた値

!i， Ea~Ebb = 0.884、ρRmin= 0.75であり、アルカンとエステルでは異なった値が得ら
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れた。

次に、脂肪酸エステルの選択性の圧力依存性について考える。ここでは、エステ

ル聞の選択性を炭素数に関する選択性と二重結合数に対する選択性に分けて考え、

次のように定義することにする。

。?印=exp[ slope of白cplot of ln JC吋 carbonnumber 1 

。'DB= exp[ slope of出eplot of -ln JC vs. the number of double bonds 1 

ただし、 αfCNの算出にはC14:O、C16:O、C18:Oのメチルエステルを用い、 αPDBの算出

にはC18:O、C18:1、C18:2のメチルエステルを用いた。なお、カラムにはM百W を用い、

温度313Kにおける値である。上記の選択性と移動相密度の関係をFig.5-13に示した。

本実験の密度範囲では、 α'cNは密度の増大によって減少し、逆にαDBは増大する傾

向があるo a'CNの密度の増大による減少は式 5-3、5-4によって説明される。

(aln Klar~は密度の関数となるが、 Kが密度の増大に対して減少傾向を示す範囲では、

(aln Klar~は密度の増大に対して減少する 。 raは炭素数の一次関数であり、また長鎖

のエステルでは炭素数の変化による(Cat!Cbb)の変化は少ないと考えられるので、

(alnKlanJの密度変化は、 (alnKlar)の場合と同様になる。 a'αは溶質の体積の違い

による選択性と言える。

ーCH2CH2ーのvander Waals体積は20.46cm3/mol、-CH=CHーのvander Waals体積は

16.94 cm3/molなので9)、二重結合の増大によって溶質の体積はーCH2-基の約1β分減少

する。本実験の密度範囲では、体積の違いによる選択性は密度の増大によって減少

するので、 αfDBの密度の増大につれての上昇には他の要因があると考えられる。式

5-4でraが一定の溶質問の選択性を考えると、

」且互一一盛註'!!f)_PR 
a (cab/cbb) -

-
fb h (5-11) 

もし、 (Cat!Cbb)が二重結合数に対して一次関数的であるならば、 二重結合数に関する

選択性は密度の関数であり、密度の増大によって増加することが分かる。本実験の

結果は、 α1DBは溶質 溶媒聞の相互作用に依存していることを示している。

以上のように、 SFCにおけるエステルの保持、選択性は移動相密度の影響を受

けるが、その依存性はChrastilのモデルとBartleの式、およひ・Mart恨の式によって説明

できることが分かる。
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5-3-5 移動相物性の保持選択性に及ぼす効果

溶質の保持、選択性を変えるには、 SFCでは圧力操作によって、 LCでは溶総

液の種類、組成を変えることによって達成される。非極性充填斉IJにおけるクロマト

分離では、移動中目の保持に与える影響は、格子流体モデルを用いたMartircの式 (S

FCでは式3-7、3-8、3-9、LCでは式 3-1 6、3-17，3-18)

によって統一的に説明されている。そこでは格子聞の相互作用エネルギ-CijおよびX

パラメ ーターが用いられているが、実際の物質ではこれらのパラメーターは一般に

は与えられていないため、物質の実際の分離挙動を予測、説明するには不卜分であ

る。また、前節で示したように、エステルの二重結合に対する選択性はLCの方が

SFCよりも大きくなるが、移動相のどのような物性が不飽和度の選択性に影響し

ているか明確に示すためには、 一般に知られている物性のパラメ ーターを導入する

必要がある。本節では、溶解パラメーターの観念を用いて、 SFCおよびLCの分

離挙動を比較する。

純粋な熔質を基準にとると、溶液状態でのその溶質のギブス自由エネルギーは次

のように表される。

G=G・+RT ln a = G・+RT ln X + RT ln y (5-12) 

ここで、 aは活量係数、 Xはモル分率、 yは活丞係数である。上式の右辺第2項は

exωss frcc cnergyでユあり、 cE=RTlnyである。従って、溶質が移動相から固定相に移

動する場合の自由エネルギー変化は

åG=RTlnXs+G~-(RTlnXm+G~) (5 -13) 

となる。ここで、添え字のs、mはそれぞれ固定相、移動相を表す。平衡では、 t.G=O

なので、

aG
E 
= G~ -G~ = -RT ln (主)= -RT lnK電

"m (5-14) 

ここで、 Kxはモル分率基準の分配係数である。保持比と分配係数の聞には次の関係

がある。

k' =Ky主主
1・I!m (5-15) 

ここで、 ns、nmは移動相固定相のモル数である。さらに次の仮定を置く。

1 )混合において体積変化が無視できる。

2)エントロピー効果が無視でき、分子の配列化が起こらないものとする。

このとき、 t.cE=t.#となる。#はcxcessinternal cnergyである。t.#は溶解ノfラメー

タ-，5を用いて次のように表される。
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_tJ.EE=νi [(di -dmlー(di・ds)2]

vjl;l:溶質のモル体積である。従って、保持比は

In k' =ヱ!;-l(δi-dm)2-(61-A)2l+httRT"'. ...， _， -

(5-16) 

(5-17) 

となる。 nm=Vmp/M (引は移動キ自体積、 Mlま移動相の分子量)なので、

ρk'__ __l~i.J(}i . )i ¥2()i. _)i ¥21 加一 一:~l( di -dm)2 -(15 i -ds)2 j + ln :~s M RT"'. ...， -， - V
m (5-18) 

となる。そこで、 SFCおよびLCにおけるステアリン駿メチルのpJ(/M値を移動相

の溶解パラメーターに対してプロッ卜した (Fig.5-14)。なお、混合物の場合は

pJ((x/M1+xz!M2)とした。 Xjは質量分率である。液体の溶解パラメーターは文献から

得た17)。混合物の場合はd=I/J1δ1+内むとし、ゆiは体積分率である。超臨界CO2の溶

解パラメーターはAlladaの方法によった18)。溶解パラメーターは、その定義から単位

体積当たりの凝集エネルギーなので、流体のエンタルピ一、圧縮係数から求めるこ

とが出来る (式2-2)。ステアリン酸メチルの溶解パラメーターは、 Table5-7に

示したクソレープ寄与から次式によって推算できる。

d = (~ zF +抗 3)/V
(5-19) 

各密度における CO2および液体、エステルの溶解パラメ ーターをTable5-8に示した。

式5-1 8によると、 pJ(/M<の対数は移動相の溶解ノfラメーターの二次関数となるが、

実際のSFC、LCの結果では二次関数的ではなく、またアセトニトリルーメタノ

ール系では、溶解ノfラメーターの小さいアセトニトリルの方が大きい保持を与える。

また、極性の液体溶媒は高い(dj-dm)2値を示すが、そのpJ(/M値はCO2の値から予

測される値よりも小さくなる。移動相がCO
2の場合、加 (ρJ(/刈 vs.dmプロットが二

次関数にならない理由として、次のことが考えられる。

1 )カラムの入口、出口の移動相密度の算術平均を代表密度としたが、低い圧力で

は両者の密度差が大きくなり、代表値として適さなくなる

2 )溶解ノマラメ ーターの定義で自由混合を仮定しているが、実際には混合による体

積変化があること。特に臨界点付近で顕著であることが報告されており 15，16)、溶質

の回りに CO2分子が凝集、溶媒和するため体積が減少する。

また、極性液体の場合、 t:，c;E=t:，ff.の仮定は成り立たない。これはエントロビー効

果が無視できないためであり、内部エネルギーの一部は分子の配列のエントロピー
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変化に費やされるため、自由エネルギーは内部エネルギーよりも小さくなる。この

違いが、メタノールとアセトニトリルにおける保持の違いに影響していると考えら

れる。メタノールはその水素結合性のためにエントロピー効果が大きいものと考え

られる。一方、 CO2は無極性であるため分子の配列は無視できる。このエントロ ピ

ー効果のために、 LCでは(Oj-Om)2が大きいにもかかわらず、 SFCから予測され

る保持よりも小さくなる。

空間形成のエネルギーについてさらに考察を加える。 Horvathによると、液体中に

空間を形成するエネルギーは次式で表される (式3-6) 21，22)。

ισc = NAsY(K" -1) + Nd.A，.Y (5-20) 

ここでNはアボガドロ数、 yは表面張力、d.A，.は溶質とリガンドの会合による表面積

の変化、 Asは溶媒分子の表面積、がは表面張力を分子の次元にあわせるための因子

である。溶質分子が溶媒分子よりもずっと大きくなるときが4 となるが、この条件

を仮定しNd.A，.として分子のvander Waals面積~dWを考える。分子サイズの空間を形

成するエネルギーは、溶解パラメ ーターを用いてにdWom2、表面張力を用いて~dWY

となる。ステアリン酸メチルを溶質とした場合の値をTable5-8に示した。なお、混

合液体の表面張力はMacleod-Sugdenの相関、 Tamuraの方法によって計算したお必)。

極性溶媒では、 ~dWY くにdWδmZとなることが分かる 。

以上のように、極性液体では分子の配列のエントロピ一変化が重要となる。しか

し、溶解パラメーターの導入によって、移動相の保持への寄与を明確にすることが

できる。式 5-1 7で移動相に関する項としてー2VjOjOmとVjδm2の二種類があるが、

前者は溶質と溶媒分子聞の相互作用に関し、後者は移動相中に溶質サイズの空間を

形成するのに要するエネルギーに関する。Omが大きくなるに従って、 溶媒中に空間

を作るエネルギーの保持に寄与する割合が大きくなってくる。極性の移動相を用い

る逆中目LCでは、この項が大きくなる。 一方、 SFCでは一般にOj>δmであり、相

互作用項の影響が大きくなる。

次に、溶解パラメ ーターを用いて選択性と移動相特性の関係について考察する。

α'cNとα1DBの溶解ノマラメーター依存性をFig.5-15に示した。前節で示したように、

二重結合の増大による体積、表面積の減少はメチレン基 1個分より小さく、移動中目

中に空間を形成するエネルギーだけでは説明できない。移動相と溶質との相互作用

がこの選択性に寄与していることが推察される。溶解パラメ ーターの概念はHansen
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によって拡張されている。彼は、分子間相E作用を分散力、極性相互作用 (双極子

間相互作用)、水素結合相互作用の 3つに分けて考えた問。

o2=d}+d_2+δ2 d I vp I vh ( 5・21 ) 

ここで、添え字のd、p、hはそれぞれ分散力、極性、水素結合性を意味する。異なる

二分子間の混合の凝集圧力は、次式で表される。

iiA= (iδd -ið~2 + (iδp-jδp)2 + (idh -iδh)2 (5-22) 

Table 5・8にCO2，アセトニトリル、メタノールの各種溶解パラメーターを示した。

脂肪酸エステルの各溶解レfラメーターはTable5-6に示したグループ寄与の和によっ

て求めた。

dp=2zFpル
(5-23) 

川_~ Z叫べυ2
(5-24) 

(5-25) 
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CI7:O、C18か C18:1のメチルエステルの各溶解パラメーターをTable5-9に示した。さ

らに、各移動相における、 vi(-2'δJδd+idi)、Vi(♂6P16p+13pZ)、vi(-2
iδhidh+idh

2)の

値をTable5-10に示した。これらの値は、移動相の各特性が溶質の保持に与える影響

をエネルギーの次元で表している。なお、 ViはTable5・7から計算した値を用いた。ァ

セトニトリルでは、 CI7:OとCI8:Oのエネルギーの違いには分散力項、極性項があるが、

CI8:OとC18:1のエネルギー差は極性項によるものである。二重結合による極性溶解パ

ラメーターの変化は0.3MPa1/2程度と小さいが、溶媒のd
pが大きいため相互作用のエ

ネルギー差‘2v!dpL1
idpは大きくなる。またメタノールの場合はdhが大きくなるため、

水素結合項も選択性に関与する。上記の分散力、極性、水素結合性に関するエネル

ギーの和をTable5-10に合わせて示した。 CI7:OとC18:1の差をアセトニトリルとメタノ

ールで比較すると、アセトニトリルが大きい値となる。これは、炭素数に対する選

択性を基準として考えた場合、不飽和度に対する選択性がアセトニトリルで大きく

なることを意味している。実際、アセトニトリルではa'OB/a' CN=1.24であるが、メ

タノールではα'OB/α『α=1.12である。一方CO2は無極性のため、選択性は分散力項

の差にのみ依存する。不飽和度の違いによる Vi(ー2'dddd+ Jδi)の差は小さいため、 C
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O
2を移動相とするSFCでのa'DBの値は、逆相 LCの場合よりも小さくなる。ただ

し、配向によるエントロピ一変化のために、自由エネルギーの値は溶解パラメータ

ーで記述される内部エネルギーの値より (絶対値として〉小さくなるものと考えら

れ、液体溶媒と CO2の移動相としての定量的な比較は難しい。しかし、定性的には、

Hansenの溶解ノマラメーターを用いることにより両者の移動相としての違いを論じる

ことができる。

5-4 結言

SFCを用いて、脂肪酸メチルエステルの分離を行った。その結果として以下の

知見を得た。

1 )脂肪酸メチルエステルの SFCにおける保持は、その炭素数CNと二重結合数

DBに依存する。保持比の対数と炭素数の聞には傾きが正の直線関係があり、 一方二

重結合数との聞には傾きが負の直線関係がある。lnjC VS. CNプロットの傾きは二重

結合数に、 lnjC vs. DBプロットの傾きは炭素数に依存する。 σable5-2， Figs. 5-1， 5-2) 

2) 313 Kで、 8.8，13.7 MPaの条件では、 lnjC vs. CNの傾きとlnjC VS. DBの傾きの比

はおよそ2/3に近くなり、エステルはPNSFC=CN-(2/3)DBの順に溶出する傾向が見ら

れた。この傾きの比は温度、圧力、モディファイアー添加によって変化するため、

これらの分離条件を調節することで、重なって溶出する成分を分離することができ

る。 (Tabl巴s5-2， 5-3， Figs. 5-3， 5-4， 5-5) 

3)モルティエレラ属糸状菌由来のエステル混合物中に 7ーリノレン酸が6.1wto/t含

まれているが、 SFCを用いて分取を試みたところ回収率100%で濃度99wt%まで滋

縮できた。この時、温度、圧力の設定が重要であった。(Table5-4， Fig. 5-7， 5噂8)

4)保持比の移動相密度依存性を調べたところ、保持比の対数と密度の対数の間に

直線関係が見られた。これは、超臨界流体へのエステルの溶解度の対数が流体密度

の対数に対して直線的になり (Chrastilの式〉、保持比の対数と溶質溶解度の対数の

聞に直線関係がある (Bartleの式)特に成立する。より厳密な保持と密度の関係は

Martireによって与えられており、保持比の対数は密度の二次関数となり、 高密度域

での保持の上昇が予測されてる。 Ma尻町の式の導出では格子流体モデルが用いられ

ており、溶媒間の相互作用が考慮されている。 (Figs.5-11， 5-12， Table 5-6) 

5)エステルの炭素数に対する選択性ゲ印と二重結合数に対する選択性a'DBは、移

動相密度に依存して変化する。本実験の密度範囲(0.6glcm3 < p <0.9 glcm3)では、

自'cNは密度の増大によって低下し、 α'DBは上昇する。この依存性はMartireの式によ

って説明できる。αfCNは溶質のサイズに関する選択性であり、 α'DBは溶質溶媒間相
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互作用に基づく選択性と言える。 (Fig.5-13)

6)逆相 LCでも、保持比の対数とエステルの炭素数の聞に直線関係が見られた。

その傾きは移動相の種類、組成に依存した。しかし、 lnJC vs. DBプロットは SFC

のように直線にはならなし、。一般に二重結合数がO→ 1の時の保持比の対数の低下は、

1-->2の時の保持比の対数の低下よりも大きい。また、逆相 LCでは、 二重結合に対

する選択性は、 SFCの場合よりも大きくなる。例えば、 C18:OとC18:1の選択性は炭

素数1.6-2.0に相当し、 PNLC=CN-(1.6-2.0)DBとなる。(Tabl巴5-5，Fig. 5・9，5-10)

7) L Cにおける保持と SFCにおける保持を比較するため、溶解ノマラメーターの

概念を用いた。 SFCでは、移動相の溶解パラメーターが溶質の溶解パラメーター

より小さいところで通常操作され、その範囲では溶質溶媒間相互作用が重要である。

逆相 LCでは、一般に移動相の溶解ノマラメーターは溶質の溶解パラメーターよりも

大きい。溶媒の溶解パラメーターが溶質の溶解パラメーターよりも大きくなるに従

い、溶媒一溶媒間相互作用が保持に重要な働きをする。ただし、極性な液体では、

配向によるエントロビー効果があるため、溶解パラメーターは SFCとLCの保持

を定量的に扱うことはできない。(Table5-8， Fig， 5-14) 

8)二重結合数に対する選択性は、逆相 LCの方がSFCよりも大きい。CO2は非

極性であり、溶質との相互作用は分散力だけのため、二重結合による溶質の極性の

菱に対して選択性をほとんど示さない。一方、極性液体はその極性相互作用または

水素結合性相互作用のために、二重結合による溶質の僅かな極性の追いを捉え、高

い選択性を示す。 σ'able5-9， Fig. 5-15) 
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Table 5・1 Fattyacid∞mposition of出eester mixture used in白isexperirnent 

Fatty aicd ( wt% of total ) 
Sample 

C14:O C16:O C16・l C18:O C18:1 C18:2 C18・3

ester mixturea) 0.6 30.0 1.4 4.3 49.5 8.1 6.1 

のηtis鈍 mplewas derived from fungi oil (肋'ltIereJJaram訂羽田a).

Table 5-2 Increments of log k' for one methylene group and decrements of log k' for one 

double bond observed in SFC separation of fatty acid methyl esters. Column Superp討cSil 

C18' Temperature 313 K， mobile phase CU
2
. See the text for other SFC conditions 

Increments of log k' for one Oecrements of log k' for one 

Outlet pressure mc出ylenegroupe double bond 

恥lPa OB=oa) 08=1") CN=18b) 

8.8 

13.7 

0.093 

0.082 

0.084 

0.074 

のTbenumber of double bonds of fatty acids 

b) Carbon number of fatty acids 

5-17 

0.060 

0.063 

CN=20b) 

0.047 

0.052 



Table 5-3 Increments of log k! for one methylene group and decrements of log k! for one 

double bond observed in SFC separation of fatty acid methyl esters. Column Superpak Sil 

C1S' See白巴 textfor SFC conditions 

Increments of log k! for Oecrements of log k! for 
Temp Pressure 

one methylene groupe Mobile phase 

CO2 

CO2+MeOH 

(印刷%)

K 

308 

313 

肘fPa
08=0") 

8.8 0.087 

13.7 0.083 

9.8 0.077 

13.7 0.077 

0)ηle number of double bonds of fatty acids. 

b) Carbon number of fatty acids. 

08=1") 

0.083 

0.075 

0.069 

0.065 

one double bond 

CN=18b) CN=20b) 

0.065 0.053 

0.069 0.057 

0.061 0.052 

0.069 0.058 

Table 5-4 Fatty acid∞mposition of出elipids fractionated by SFC 

Temp Pressure Fatty acid (wt% of total) Re∞very 

(同 (山) C16:O C16:1 C1S:1 C1S:2 C1S:3 (% ) 

308 9.8 0.1 0.6 0.3 99.0 100 

308 11.80) 0.1 2.7 0.3 0.1 96.8 96.2 

308 11.80) 1.6 0.2 98.2 91.2 

めOi低 rentin f並actiont皿 e.
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Table 5-5 Capacity factors of methyl ste訂 ate釦 dincrementsof log k' for one carbon number 

叩 ddecrements of log k' for one double bond in HPLC separation of fatty acid methyl esters. 

Column MTHV， temperature 303 K. 

Ulcrements of log k' for Oecrements of log k' for one 

one methylene groupe double bond 

mobile phase k'C18:0 
OB=Oの C18:0/C18:1 b) C18:1/C18:2c) 

CH3CN 5.31 0.105 0.211 0.182 

CH3CN/CH30H(1:1) 3.68 0.100 0.196 0.173 

CH30H 2.48 0.088 0.146 0.128 

CH30HlH20(95:5) 6.96 0.104 0.175 0.137 

CH30H庁IzO(90:1O) 19.3 0.133 0.215 0.170 

a) C14:0， C16:0 and C18:0 were used. 

b) log k' C18:0 -log k' C18:1 

c) log k' C18:1 -log k' CI8:2. 

Table 5-6 P訂副司etersin eqs. 5-2， 5-3 and 5-4 for methyl stearate/C18/COZ system 

Temperature is 313 K. 

vトC18:0a) LP+C02 a) 

rC18:oIrC02b) rC02c) ln kO' cabhbbd) 
(cm3/mol) (cm3/mol) 

ρffilfl 

(g/cm3) 

206.2 19.7 10.5 4.61 20.22 0.962 0.93 

a) 11"": van der Waals volume 9). 

b) 11'" is proportional toら・

c) See reference 3. 
d) a: methyl stea凶 e，b: CO2 
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Table 5・7Group ∞ntributions to the molar volume and molar vaporization energy 17). 

Zv ZF ZFpa) ZU
h
め

group 
(cm3/mol) (Jl/2cm3/2/mol) (Jl/2cm3/2/mol) (J/moり

-CH3 33.5 303.4 。 。
ーCH2・ 16.1 269.0 。 。
=CH- 13.5 248.5 59.5 。
ーCOO司 18.0 668.1 524.1 7000 

ClS -14.6 -14.5 

a) Polar group mol訂 attraclivecontribution 

b) H ydrogen bonding pararneter group∞ntribution. 
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Table 5-8 Solubility par釘netersand surface tensions of supercritical CO2 at various densities， 

CH3CN-CH30H叩 dCH30H-H20 systems， and capacity factors of methyl stearate in SFC 

釦 dLC. Two types of energy ofα回 tinga solute-size cavity in the mobile phase are also 
described. 

ρ O_ a) y nI b) どρIMC) 0"Om2d)A+ymd) ロ1
JC C18:0 mobile phase 

(g/cm
3)仰Pa1l2)(dyn/cm) (moVcm3) (k乃 (k1) 

C02 e) 0.646 12.8 5.926 0.0870 34 

0.719 14.1 3.285 0.0537 41 

0.762 14.7 2.411 0.0418 44 

0.806 15.2 1.751 0.0321 47 

0.838 15.5 1.407 0.0267 49 

0.871 15.7 1.170 0.0232 51 

0.900 15.9 1.008 0.0206 52 

CH3CNf) 0.78 24.2 28.0 5.307 0.101 120 79 

CH3口ぜ/CH30H(1:1) g) 0.78 25.4 23.1 3.678 0.0798 133 65 

CH30Hf) 0.78 26.4 21.7 2.482 0.0605 144 61 

CH30H.庁I20(95・5)g) 0.80 27.5 22.1 6.958 0.1823 155 62 

CH30H.lH20 (90:10) g) 0.82 28.5 22.4 19.33 0.5427 167 63 

a) For mixture， om=世Iδ1+ゆ2δ2'o j; volume合action.

b) Correlation of Macleod-Sugden was used in calculation of surface tension of mは tures 23-25). 

のFormixture， 1IM=1(xIIMl+xz(Mz)， 列 m蹴合action.

d) 0": van der Waals volume， 206.2 cm3/mol for methyl stearate9l. A+: v佃 derWaals surface 

むea，28.04 X 109 cm2/mol for methyl stearate9). 

e) 313 K. 

f) 303 K. 
g) Volume ratio. 303 K. 
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Table 5-9 Hildebrand and Hansen pむametersof supercriti臼 1CO2， CH3CN， CH30H and fatty 

acid methyl esters 

lう Od 。p δ h 

solvent 
(MPa1/2) 。fPa1/2) (MPaI/2) (MpaI/2) 

C02 (ρ=0.646 glcm
3)吟 12.8 12.8 。 。

C02 (p=0.900 glcm
3)吋 15.9 15.9 。 。

CH
3
CNb) 24.4 15.3 18.0 6.1 

CH30Hb) 29.6 15.1 12.3 22.3 

CI7:O 
methylωtcr c) 17.1 16.4 1.61 4.52 

CI8:O methyl ester c) 
17.1 16.4 1.53 4.63 

C18:1 methyl ester c) 
17.2 16.5 1.86 4.55 

a) 313 K. Refl巴rence18. 
b) 303 K. Refercnce 17. 
c) 298 K. See白etext and referenα17 for the estimation of these p紅加letersof fatty acid 
methyl esters. 
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Table 5-10 Values of Vj(♂ djdd+idl)， Vj(♂ dp16p+16P2)and vi(♂ dhidh +idh 2) of fatty acid 

methyl esters/(supercritical CO2 or CH3CN or CH30町 systems.

solvent solute a) 
Vj(ー2iojod..iol)Vj(ーziopiop..io/)vj(_2i<¥，i<¥，..i<¥， 2) total 

(kJ) (kJ) (k乃 (J叫

CO
2 
(313 K， C17:O methyl巴ster -83.5 。 。 -83.5 

0.646 glcm3) C18:O me出ylester -87.8 。 。 -87.8 

C18:1 methyl ester 
-87.0 。 。 -87.0 

C17:O methyl ester -93.2 。 。 -93.2 
CO2 (313 K， 

C18:O methyl ester -92.2 。 。 -92.2 

0.900 glcm3) 
-91.4 。 。 -91.4 C18:1 methyl ester 

C17:O methyl ester -87.3 86.9 -6.3 -6.7 
CH3CN 

C18:O methyl ester -91.8 92.1 -6.1 -5.8 

(303 K) 
C18:1 methyl ester -91.1 86.7 -6.2 -10.6 

C17:O methyl回 ter -87.2 36.5 94.9 44.2 
CH30H 

C18:O methyl ωter -91.7 38.9 101.3 48.5 

(303 K) 
C18:1 methyl ester 

-90.9 35.6 99.3 44.0 

a) Molar volumes of C17:0， C18:O and C18:1 methyl esters are 326.5， 342.6釦 d337.4 

cm3/mol， respectively 9) 
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Fig. 5-6 Supercritical fluid chromatogram of fatty acid methyl esters derived合om
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Chromatographic conditions，∞lumn: Sup叩 kSil C'8 (5μm，250 x 10 mm 

I. D.)， mobile phぉe:supercritical CO2， flow rate 5.4 g!min， temperature: 

313 K， pressure: 10 MPa， detector: UV detector (wavelength 195-350 nrn) 

C16:1 Methyl阿国itol回 te C18:1 Methyl oleate 

C18:2 Methyllinoleate C18:3 Methyl linolenate 
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第六章

オクタデシル基結合シリカゲルを固定相とする SFCによるトリグリセ

リドの分離

6 -1 緒言

トリグリセリドは、グリセリンに脂肪酸が3個エステル結合した構造を持ち、植

物油、バタ一等の天然油脂の主成分である。通常、天然油脂は多種類の脂肪酸で構

成されているため、そのトリグリセリドは多 くの分子種から成る。例えば、 n種の脂

肪駿で構成されている卜リグリセリドの分子種の数は、位置異性体を考慮に入れな

い場合でも(n3+3n2+2n)/6となる。融点等の脂質の物性は、その脂肪酸組成だけでは

なくトリグリセリド組成にも依存していると言われ、 トリグリセリドの分子種分析

は脂質化学における重要な課題となっている 1，2)。トリグリセリドの分子種分析には

逆相液体クロマトグラフィー(逆相LC)、ガスクロマトグラフィー (GC)が利

用されているが、不飽和度の高い試料は高温で分解しやすいため、 GCの使用には

限界があった。そこで本章では、温和な条件で分析のできる SFCを、 トリグリセ

リドの分離分析手法として適用する。第五章で脂肪酸エステルの分離を扱ったが、

同じ充填剤でも超臨界流体クロマ卜グラフィー (SF C)とLCでは異なる溶出挙

動を示した。このことから、トリグリセリドの場合でも SFCとLCで溶出挙動が

異なり、両者の組み合せで詳細な分子積分析が可能になると推測lできる。

SFCの充填剤としてオクタデシル基 (C18、あるし、はoD S)結合シリカゲル

を用いる。 C18結合シリカゲルは逆相LCのカラム充填剤として広く用いられてお

り、様々な種類の充填剤が市販され入手が容易である。本研究の第ーの目的は、 C

18結合シリカゲルを充填剤とする SFCとLCにおいて、 トリグリセリドの分雌挙

動を調べ、両者の違いを比較、考察することである。

SFCにおいて、 C18結合充填剤は多環芳香族、ポリマー添加物、カロテン類、

ポリスチレン、各種有機化合物、ステロイド、天然油脂の分離に用いられている3-1の。

しかし、 C18結合充填剤の SFCへの適用例はHPLCと較べて少ない。これはS

FCの歴史が短いことの他に、 SFC分離に適する C18結合充填剤の開発が十分に

進んでいないことも理由の一つである。 SFCにおける分離挙動はLCの場合より

も固定相の特性に敏感であることが報告されており、特に C18結合充填斉IJの支持体

の不活性化度が最も SFCの分離挙動に影響を及ぼすと指摘されている4，14，17-20)。
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即ち、 SFCでは LC以上に厳密な不活性化処理、固定相特性 (結合基虫、細孔径

等)の制御が要求される。そこで、本研究の第二の目的は、 SFCによるト リグリ

セリドの分離おいて重要となる C18結合シリカの充填剤特性を把援することと し、

モディファイアーを添加することなく分離が可能な充填剤の開発と、 トリ グリセ リ

ドの分総条件の探索を行う。

6-2 実験

6-2-1 糸状菌脂質の分離

糸状箇のMortierel1aram畑山 (IF08187)によって生産された中性脂質を試料として

用いた。その脂肪酸組成をTable6-1に示した。SFC装置としてSUPER-100(日本

分光製，Fig.1-3参照〕を装置として用い、マルチUV検出器 (日本分光製、 195-350

nm)で卜リグリセリドの吸光度を測定した。カラムにはSuperpakSil C18 (モノメリ

ックタイプ、粒経5μm，250 x 10 mm l. 0.，日本分光製)を用いた。温度313K、圧力

13.7 MPa、CO2流速約5.4g!minの条件で分離し、モディファイアーとしてヘキサン、

メタノールを使用した。なお、菌体の培養法、脂肪酸の分析法は第二主主に詳述した。

また、標準トリグリセリドとしてトリミリスチン(TM，恥骨骨0、 トリノ勺レミチン(TP，

PPP)、 トリステアリン(TS，SSS)、 トリノぞjレミトレイン(TPo，PoPoPo)、 トリオレイン

σ0，000)、 トリリノレイン(TL，LLυ、トリリノレニン(TLn，LnLnLn)を用いた。そ

れらのアシル基の総炭素数、二重結合数をTable6-2に示した。

6 -2 -2 市販C18結合・ンリカゲルにおけるトリグリセリドの分離挙動

市販の C18結合シリカゲルを用いてトリグリセリドの分離挙動を調べ、 SFCと

LCの比較を行った。用いた充填剤のメーカ一、カタログデータをTable6-3に示し

た。表の全ての充填斉Ijはエンドキャッピンク (不活性化処理〕済みのものである。

トリグリセリドとしてTP、TS、TO、T工、1，2-distearoyl-3-o1eoyl-glycerol(SSO)、1，2-

dioleoylふ stearoyl-glycerol(OOS)を用いた。 LCによる分離は温度303Kで行い、溶離

液としてアセトン/アセトニトリル(4:1)を用いた。流速は1.0mUminとし、 トリグリ

セリドの検出にはR 1検出器 (RI-3H，日本分析製)を用いた。SFCによる分離は

温度313Kで行い、出口圧力 25ル1Pa、CO2流速約 1.8g!minに設定した。 トリグリセ

リドの検出にはUV検出器 (875-UV，日本分光製)を用い、 210nmの吸光度を測定

した。

6-2-3 オクタデシル基結合充境剤の調製と分離特性の測定
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1) C 18シランとシリカゲルの反応

オクタデシル基結合シリカゲルの合成は、既往の報告に従った21-24)。市販の高純

度シリカケル(粒径5μm，細孔径12nm、SB日.=354m2fg)を393Kで4時間以上真空乾

燥した。乾燥シリカゲルをフラスコに移し、所定量のdimethyloctadccylchlorosilane

ρMODCS)を溶かした1，1，2-trichloroethaneを加えた。溶媒は予めMolecularsieve 3A 1/16 

で乾燥しておいた。さらに塩基を加え、約 12時間撹鉾しながら還流した。ゲルの

結合密度は、仕込シラン濃度と塩基の種類によって調製した。本実験では三種類の

塩基、ピリジン、モルフォリン、イミダゾールをシリル化の触媒(生成する底駁の

受容体)として用いた。塩基とシランのモル比は、ピリジンとモルホリンの場合は

1.5、イミダゾールの場合は2.0とした。反応後、ゲ‘jレをglassmicrofiberで7ろ過し、 ク

ロロホルム、アセトン、メタノールで洗浄し、 393Kで4時間以上真空乾燥した。乾

燥ゲルの一部は元素分析に回し、残りはさらにエンドキャッピンクーした。

2 )エンドキャッピング法

調製したC18結合シリカゲルは、様々な方法で不活性化処理 (エンドキャッピン

グ)した。まず、ゲ、jレを凶methylchlorosilane(TMCS)を溶かした1，1，2-trichloroethane，こ

加え、 333Kで3時間反応した。その反応の触媒として、そのゲルとDMOD臼との反

応に用いた塩基を用いた。反応後、ゲルは上述のように洗浄し乾燥した。一次エン

ドキャッピングしたゲ‘ルの一部はカラムに充填し、 SFC分離に使用した。残りは

さらに 3種の方法で二次エンドキャッピンク'を行った。(1)上述条件で、再度

TMCSでエンドキャッピング、 ( 2 )卜ルエン中でhexame出yldisilaz蹴(肋ms)と60

℃で 3時間反応、 (3 )気相の肋msで573Kで 24時間反応25)、である。 二次エン

ドキャッピングしたゲルは、同様に洗浄・乾燥し一部を元素分析に回した。この様

に調製したゲ')レは150x4.6 mm [. D.のカラムにスラリー充填した。

3) S F CとLC

糸状菌のMordereJJa~町四国却aによって生産された脂質と市販のエコ'マ油 (日本油

脂製〕 を試料として用いた。それらの脂肪酸組成をTable6-1に示した。またトリグ

リセリドの標準サンプルとしてTM、TP、TS、てro、T工、 SSO、OOS、1，3-dipalmitoyト

2-o1eoyl-glyαrol (POP)、1，3-dioleoylふ pa出 itoyl-glycerol(OPO)を用いた。これらのトリ

グリセリドのアシル基の全炭素数(CN)と全二重結合数(DB)をTable6-2に示す。 SF

Cの分離条件は、移動相 CO2、温度303-323K、圧力15-28MPa、流速約1.8g!minで

ある。 uv検出器 (875-UV，日本分光製〉を用い、 210nmの吸光度を測定した。L

Cの操作条件は、移動相アセトン/アセトニトリル(4:1)、温度303K、流速1.0

叫)minとした。検出にはR 1検出器 (RI-3H，日本分析製)を用いた。
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6-3 結果と考察

6-3-1 SFCによる糸状菌中性脂質の分離

トリグリセリドやステロールエステルは分子量が大きく、脂肪酸エステルと比べ

ると CO2への溶解度が小さい。そのため充填剤に強く保持され、分自在に要する時間

が長くなってしまう。そこで分離の改良と分離時間短縮のため、ヘキサン、メタノ

-)レをモディファイアーとして移動相に添加した。モディファイアー添加の効果を

Figs. 6-1， 6-2に示した。溶出時閣の短縮が見られ、特にメタノールを添加した時には、

ピーク聞の分離の向上という効果が認められた。既往の研究によると、メタノール

が分離の向上に有効であるのは、シリカ表面の残留シラノール基がメタノールでマ

スクされ吸着の影響が減少するためと言われている4，13，26)。

Fig.6之に示されたトリグリセリドの各々のピークを分取し、その各画分の脂肪酸

組成をTable6-4に示す。分画されたトリグリセリドピークは必ずしも 3種類内の脂

肪酸で構成されているわけではなく、明らかに分子種の異なるトリグリセリドが混

ざったものである。このことから、脂肪酸エステルの場合と同様に、卜リグリセリ

ドはその分子構造によって規則的に溶出していると考えられる。そこで、 SFCに

おいてトリグリセリドがどのような溶出挙動を表すのか調べるため、トリグリセリ

ドピークと標準トリグリセリドの保持比rをFig.6-3にまとめて示した。横軸には

ECN(equivalent carbon number)をとった。飽和トリグリセリドのEα叫はその定義から

アシル基の総炭素数で表され、保持比の対数と直線関係になる。不飽和トリグリセ

リドおよびピークのECNは、飽和トリグリセリドに対して得られた logJ( vs. ECNの

直線上で、実際の保持比に対応する炭素数として求められる。ピークはECNが約 1

の間隔で分離されている。即ち炭素数にして l個分の間隔で溶出している。また、

標準トリグリセリドにおいて、二重結合 l個分のECNへの寄与は 1前後である。逆

相LCでのトリグリセリドの溶出順序は (総炭素数一 2x二重結合数)と報告され

ており27・29)、二重結合数 l個分の保持の変化は炭素数2個分に対応している。 SF

Cでは二重結合に対する選択性が小さい。このことから、 SFCとLCの組合せに

より、トリグリセリドのより詳しい分子種分析が可能になると思われる。なお、 ト

リグリセリドの溶出順序の詳細については後節で論じる。

6 -3 -2 市販C18結合シリカゲルにおける卜リグリセリドの分離挙動

Table 6-3に示したカラムを用い、トリグリセリドの分離挙動を SFCおよびLC

で比較した。 トリオレインの SFCにおける保持比と LCにおける保持比をFig.6-4
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iこ示した。 No.10，12， 13の充填剤の場合、 25MPa， 313 K， 1.8 glminのSFC条件では、

トリグリセリドは30分以内には溶出しなかった。 SFCとLCにおける保持には明

確な相関は見られなかった。これは、 SFCでは移動相が非極性のため、固定相に

残留するシラノール基の吸着性が溶質の保持に影響したものと考えられる。実際、

LCによる分離ではトリグリセリドはシャープなピークとして現れるが、 SFCで

は充填斉IJによる違いが大きく、テーリングが生じる場合が多かった。 L-column，

Cosmosil C18， [nertsil ODS2， Wakosil 2-5C18における標準トリグリセリドの LC分離

をFig.6-5に、 SFC分離をFig.6-6に示す。 SFCの分離挙動は、強く充填剤に依

存していることが分かる。

さらに、 トリオレインのピークから次式で求めた理論段高(HETP:height equivalent 

to出巴oreticalplate)を、 LCとSFCで比較した。その結果をTable6・4に示す。

HETP = UN ( 6 -1 ) 

N = 5.54 x (tR!W 1/2)2 ( 6 -2 ) 

ここでLはカラム長さ、 Nは理論段数、 tRは保持時間、 W1/2は半値幅である。上式は

ピークが正規分布形の時の理論段高を与えるが、テーリングによるピーク幅の増大

によってHETPは大きくなる。実験で用いた充填剤では、 SupersilC18を除き、 LCで

のHETPは0.02-0.04mmの範囲にあるが、 SFCでは0.02-0.23まで変化している。

Fig. 6-5， 6-6， Table 6-5より、充填剤の不活性化の程度がトリグリセリドの保持、カラ

ム効率に大きく影響していると考えられる。従って、トリグリセリド分離において、

SFC用の充填剤に要求される不活性化度は、 LCの場合よりも厳しいものになる。

C18充填剤を用いたトリグリセリドのクロマト分離において、 LCの分離挙動か

らはSFCの分離挙動は予測できず、 SFC独自の評価が必要となる。その評価に

は充境剤の特性を把握する必要があるが、炭素含量等のカタログデータだけでは不

十分であり、実際の結合基表面密度、不活性化度の定量的な位置付けが必要である。

C 18充填斉IJの定量的な評価のためには、ベースとして用いられるシリカゲルの種類

および合成法が明確である必要がある。 6-3-3節以降で、 トリグリセリド分離

のためのC18充填剤の評価について論じる。

6-3-3 調製C18結合ケ、ルの炭素含量と不活性化度

C18結合シリカゲルの調製条件と炭素含量をTable6-6に示した。ゲルの最初の記号

P、I、Mは、シリカゲルとDMODCSとの反応および l回目の百1CSによるエンド

キャッピングで用いた塩基の種類を表し、それぞれピリジン、イミダゾール、モル

フォリンを意味する。また、後の記号T、TT、THL、THVはそれぞれTMCSで
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ー回エンドキャッピング、 1MCSで2回エンドキャッピング、1MCSで一次エンドキ

ャッピングの後液相即msで2次エンドキャッピング、1MCSで一次エンドキャッピ

ングの後気相即msで2次エンドキャ ッピングを意味する。イミダゾールが最も高

い炭素含量を与える。液キ自のエンドキャッピングにより炭素含量は増大し、特に、

C 18基結合密度の小さいゲルほど炭素含量の増加率は大きくなる。 一方、気相HMDS

で573Kで反応した場合、炭素含量は低下した。この C%の低下は、高温反応によ

るオクタデシル基のシリカ表面からの解離のためである。気相HMDSによる高い温

度での反応は、 C18リガンドのシリカからの解離を促進するが、一方シ リカ表面の

不活性化度を増大させることが知られている25)。

C18基結合ゲルの不活性化度は、ピリジンのような塩基性物質の保持を調べるこ

とによって評価できる。塩基性物質はシリカ表面に残留するシラノール基の吸着作

用によって溶出の遅れ、テーリングを生じる 17)。イミダゾールを塩基として合成し

たゲルIT，ITT， ITHL，汀HVのSFCにおけるフェノール、ピリジンの溶出挙動をFig

6・7に示す。分離条件は温度313K，出口圧15MPaである。液相でエンドキャ ッピンクー

したIT，汀T，ITHLのゲルでは、ピリジンの溶出の遅れおよび大きいテーリングが見

られ、そのシリカ表面には未反応のシラノール基が残留していることが分かる。 一

方、気相のE酌!DSを用いて300"Cでエンドキャッピングしたゲルでは、ピリジンはテ

ーリングを示すものの、フェノールとほぼ同じ位置に溶出した。高温でのエンドキ

ヤッピングはシリカ表面の不活性化に有効であることが分かる。各充填剤における

フェノールの保持比と、フェノールとピリ ジンの選択性をTable6-7に示す。糧基の

種類にかかわらず、液相で?のエンドキャッピングではピリジンの溶出は遅れる。ま

た気相HMDSでエンドキャッピングしたケルでは、フェノールの保持比は0.3以下に

なるが、液相でエンドキャッピングしたゲルでは0.87以上である。このように、高

温でのエンドキャッピングによりシリカ表面を飛躍的に不活性化できる。

6-3-4 調製C18結合シリカゲルにおけるトリグリセリドの分離挙動

1 )トリグリセリドの分灘挙動

調製した各C18結合シリカゲルについて、 SFCとLCにおけるトリ グリ セリド

の分離効率を測定した。トリオレインのピークから式6-2によって計算した理論

段高さt包 TPをTable6-7に示した。本実験の SFCおよびLCの分離条件では、 SF

Cの方がLCよりも小さl¥HETP値を示す。即ち高い理論段数が得られている。ただ

し、ピリジンを塩基として調製した打、打HLのゲノレでは、 SFCで分離した場合ピ

ーク幅が大きくなり、 HETPは低下した。これは、シリカ表面の残留シラノール基に
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よる吸着の影響が出たものである。しかし、 LC条件では、ピークの広がりによる

理論段数の低下はSFCほど顕著ではなかった。これは、移動相として用いられた

極性溶媒がシラノール基をマスクすることで、吸着の影響が減少したものと考えら

れるの。

Table 6-6に示したピリジンの保持挙動から分かるように、モルホリン、イミダゾ

ールを塩基として液相でエンドキャピングしたゲルでも、シリカ表面にシラノール

基が残留している。しかし、トリグリセリドの分離では吸着の影響によるピークの

広がりは観察されなかった。これらのゲルとピリジンを用いてエンドキャッピング

したゲルとの遠いは、シリカ表面の不活性化度の差に基づく。実際、ピリジンを触

媒としてエンドキャッピングしたゲルよりも、モルホリン、イミダソールを用いて

エンドキャ ッピングしたゲルの方が、フェノールの保持は小さくなる。このことか

ら、モルホリン、イミダゾールはピリジンよりもシリル化の触媒として優れている

ことが分かる。 Buszewskiらによると、塩基はシランと中間体を形成し、それがシラ

ノール基と反応するお)。また、フリーのシラノール基に塩基が結合しシリル化反応

を阻害する働きもある。その平衡状態は塩基のpKa値に依存するため、結合基密度を

最大にするような最適pKa値が存在し、彼らの結果では7~8の間にあるお)。ピリジ

ン、イミダゾール、モルホリンのpKa値はそれそ'れ5.3、7.0、8.3であり、このような

塩基のpKa値の違いがシリカ表面の不活性化度に影響したものと考えられる。

2) L CおよびSFCにおける卜リグリセリドの保持

調製した各C18結合ゲ、jレにおけるトリステアリンの保持比を測定した。 LCにお

ける保持比とゲルの炭素含量との関係をFig.6-8に、 SFCにおける保持比とゲルの

炭素含量との関係をFig.6-9に示した。 LCにおいてトリステアリンの保持比は炭素

含量が15wt%まではC%の増大とともに増大し、 15wt%以上では減少した。SFC

においても、ステアリンの保持比は炭素含量に対してLCと類似した傾向を示した。

ただし炭素含量が14wt%で保持比は最大となった。

近年、 DorseyとD出は分配モデルを用いてRPLCの保持メカニズムを考察し、溶

質の分配係数と C18結合密度の関係を調べている (第一章3節)30-32)。彼らは、ナ

フタレンの分配係数は、結合密度が3.1μmoVm2以下の範囲で、結合密度に対して直

線的に増大し、それ以上では低下することを示した(Fig.1-6)。吸着モデルでは、こ

の高結合密度での保持の低下は説明できず、彼らは逆相 LCの保持メカニズムが分

配モデルであると結論している。分配モデルでは、結合密度の増大による分配係数

の低下は、固定相におけるコンホーメーションのエントロビーの負の変化によって

説明される。即ち、溶質が固定相に入ることでC18のリガンドの配列化が生じるた
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め、エネルギー的に不利になる。モノメリック C18結合充填剤の主な保待機嫌は、

その移動相が超臨界流体であるか液体であるかにかかわらず、分配であることを示

唆している。本実験で調製したゲルにおいて、エンドキャッピング試薬(TMCS，

附fDS)由来の炭素を無視すれば、炭素含量15wt%は約2.2μmoVm2の結合基表面密度

に相当する。即ち、トリステアリンの保持比は、ナフタレンよりも低いC18結合密

度において最大になっている。

最大保持比を lとして、Fig.6-8， 6-9をFig.6-1Oにまとめた。ただし、ピリジンを

盗基としてエンドキャッピングしたPT1，PTHLl， P'ロのゲノレは除いた。SFCとLC

の間に注目すべき迷いが見られる。高結合密度域における保持比の低下の程度は、

LCよりも SFCで大きい。固定相が移動相に影響されない単純な分配では、分配

係数のC%依存性は閉じカーブになる、即ち、 LCとSFCにおける分配係数の比

は、液体と超臨界流体聞の溶質の分配係数として一定になるはずである(KLcfKsFC= 

Csf/C1iq = Ksf!liq)。しかし実際は、移動相溶媒は固定相中に溶け込み33)、また、充填

斉IJ表面に多分子庖あるいは単分子層を形成している34-向。 Martircらによると、移動

相の極性によって結合鎖の崩れ方(collapsc)の程度に差が生じる33)。本実験の結果は、

CO2と極性液体で固定相に与える影響が異なっていることを示している。ただし、

SFCでは313K， L Cでは303Kで測定されているため、温度も固定相の状態に影

響したと考えられる。

境基としてピリジンを用いて調製したゲルPT1，PTHL1，円2はモルフォリンやイミ

ダゾールを用いて調製したゲルよりも高い保持を与える。これらのゲルは十分にエ

ンドキャッピングされておらず、シリカ表面に残留しているシラノール基の吸着作

用のためにステアリンは強く充填剤に保持されたものである。

3) トリグリセリドの溶出順序

PTHV1ゲルにおける標準トリグリセリドの保持比を測定し、炭素数CNの関数とし

てFig.6-11に、 二重結合数DBの関数としてFig.6-12に示した。Figs.6-11， 6-12にはS

FC、LCの両方の結果を示した。トリグリセリドの分離条件は、 SFCの場合で

温度313K、出口圧力25MPa、LCの場合で温度303K、移動相アセトン/アセトニ

トリル(4:1)である。保持比の対数はCNに対して直線的に培加し、またDBの増大に対

して直線的に減少した。ただし、トリリノレインの保持比は直線よりも上になる。

なお、この直線関係は他の充填邦lについても観察された。調製充填剤におけるlogk' 

vs. CNおよびlogk' vs. DBの直線の傾きをTablc6-6にまとめて示した。またトリステ

アリンとトリリノレインの保持比から求めたlogk' vs. DBの傾きも合わせて示した。
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炭素数 l個の増大によるlogk'の増大分と、 二重結合 l個分のlogk'の減少分を比較

すると、 SFCでは後者は前者の約1.0-1.2倍の範囲にある。ただし、ピリジンを塩

基としてエンドキャッピングしたゲ、ルPTl，PTHL1， p'ロでは、 二重結合 l個分の保持

の低下は大きくなる。 一方LCの場合、 二重結合によるlogk'の低下分はSFCより

も大きく、炭素数 l当たりのlogk'の土留加分の約2.3-2.6倍である。この傾きから、

炭素数に対する選択性と、二重結合数に対する選択性を次式によって定義すること

にする。

日1印=叫[slopeof ln k'町.CN) 

a'DB = exp[ー(slopeof ln k' vs. DB)J 

(6 -3) 

(6 -4) 

LCにおける両選択性と充填剤炭素含量の関係をFig.6-13に、 SFCの場合をFig.ふ

14に示した。逆相LCでは、 lSwt%の炭素含盆まではゲ印はC%とともに増大する

が、その値以上ではC%の増大によって減少する。 一方、 a'DBは炭素含量の増加と

ともに単調に増大した。 SFCでは14wt%の炭素含量まではぜCNはC%とともに増

大するが、その値以上ではC%の増大によって減少する。一方、 αfDBは炭素含公の

増加とともに増大するが、高い炭素含量域では減少する。ただし、その低下はαtCN 

の場合よりも小さい。 Fig.6-14には示さなかったが、ピリジンを塩基としてエンド

キャッピングしたケ、ルPTl， PTHLl，町2では、他のゲルよりも高いa'DB値を示す。こ

れは、残留シラノール基に由来する吸着性によって高い選択性となったものである。

しかしLCでは、 残留シラノ ール基の選択性への影響は見られなかった。これは、

シリカ表面のシラノ ール基が極性溶媒によってマスクされ、溶質の保持に与える影

響が減じられたためと考えられる。

日1αの炭素含量依存性は、 Figs.6-8， 6-9に示したトリステアリンの保持比の炭素

含量依存性に類似している。この類似性は、 Martireらの分配クロマトグラフィ ーの

保持式を用いて説明できる38，39)。移動中目が単成分で、固定相中に浸透しないという

単純な逆相LCにおいて、その溶質の分配係数は次式のように与えられる。

lnK=ら(吋1_ rb1) +丹(eab-包子陸)ー(e副ー包子坐)1
κ81 L ~ゐ 6 (6 -5) 

ここで、 rjは分子iのセクPメント数、 ejjは分子iとjの閣の近接セクaメント聞の相互作用

エネルギ一、 zは各格子が近接する格子の数、 kBはボルツマン定数、 ηま温度、添

字のa，b， dはそれぞれ溶質、溶媒、固定相を示す。移動相が同一ならば、式6-5は

ln K =らf(rb，r.r eab， eoc1'ηと表さる。同族体の場合は、 Eab'E副が一定で%は溶質の炭
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素数の一次関数になっていると考えてよいので、 (alnKJaCN)は定数Xf(rb， rd> Eab' E剖'

ηになる。このような理由で、 αfCNの炭素含量依存性は、保持比の炭素含量依存性

に類似している。

一方αIDBはゲCNと異なり、高い結合密度における減少の程度は小さい。これは、

不飽和度に対する選択性がメチレン基選択性と性質を異にすることを示している。

二重結合数の差によって分子聞に極性の差が生じるが、溶媒が極性液体の場合には、

その極性分子間相互作用のために、不飽和度に対する選択性が大き くなる(第五章〉。

しかし、 C18リガン卜、は非極性炭化水素鎖であり、その分子間相互作用は分散カだ

けになるため、リガンドー溶質問相互作用力のa'DBへの寄与は小さいと考えられる。

Sentellらは、四環芳香族炭化水素聞の選択性がC18結合密度の増加に対して直線的に

増大することを確かめ、フェニル選択性のような"shapeselectivity"は固定相リカーンド

の秩序化によって増大することを示した40)0 L CおよびSFCにおけるゲDBとC18 

結合密度の関係から、トリグリセリド‘の不飽和度に対する選択性は一種の、hape

selectivity"と捉えることができる。

また、極性液体の方がC O2よりも高いαDBを示す。この理由は第五章で考察した

ように、極性の大きい溶媒分子では、その極性分子間相互作用力によって不飽和度

に対する選択性が大きくなる。一方、 CO2は非極性分子であり相互作用は分散カだ

けとなるため、溶質の極性差に基づく相互作用エネルギー差が小さくなる。

このように、トリグリセリド聞の炭素数に基づく選択性、不飽和度に基づく選択

性は充填剤の炭素含量に対して異なるパターンで影響される。そのためトリグリセ

リドの溶出挙動はC18固定相の結合基密度によって変化する。

6 -3 -5 トリグリセリド混合物の分離挙動

6-3-1で述べたように、天然脂質のトリグリセリド成分は多くの分子種の集

合体である。 C18固定相のSFCによってトリグリセリドは幾つかのピークに分か

れるが、そのピークは異なる分子種の混合物となっている。このことから、 トリグ

リセリドは規則的に溶出することを示している。

前節で調べたように、トリグリセリドの保持はその炭素数と二重結合数に依存し

ている。逆相 LCでは、溶出順序として、 PNLC(p訂討tionnumber = CN (炭素数)-

2DB (二重結合数〉の)1阪に溶出するという報告がある27・29)。つまり、 二重結合 1個

分の保持の変化は炭素数2個分に相当する。実際のクロマトグラフィーでは、 DBの
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係数は必ずしも 2とは限らず、トリグリセリドを構成する脂肪酸の種類によって異

なる41，42)0Table 6-7に示した本実験の結果では、 LCにおける二重結合 1個の寄与

は炭素数2.3-2.6個に相当し、固定中目の特性に依存している。そのため、段数の高い

カラムを用いるとさらに多くのピークに分けることができる41-43)。そこでPNの代わ

りにECN(equivalentωrbon numb唱r)を用いて、ト リグリセリドの溶出挙動を記述する

ことが行われている件46)。飽和卜リグリ セリドの保持比の対数は炭素数に対して直

線になるので、それを基準として、不飽和トリグリセリドの相当炭素数ECNが実際

の保持比から決められる。 Podlahalこよると、二重結合のECNへの寄与の大きさは、

そのトリグリセリドの不飽和度に依存しており、不飽和度の大きいものほど二重結

合l個当たりのECNへの寄与は小さ くなる判。 SFCでも、飽和トリ グリ セリドの

保持の対数は炭素数に対して直線的になるので'(Fig.6-11)、各トリグリセリドのECN

は実際の SFCの保持比から求められる。 LCおよびSFCにおけるトリグリセリ

ドのECNをTablc6-8に示した。

SFCでは不飽和度に対する選択性がLCと比較して小さく、二重結合 1個当た

り炭素数1.0-1.2に相当するぐrable6-7)。そのため、不飽和トリグリセリドのECNは

LCよりも大きな値となる。言い替えると、不飽和度の違いによるECNの差は SF

CでLCよりも小さくなる。 SFCとLCにおけるこの追いが、 トリグリセリド混

合物の分離挙動に影響を及ぼす。糸状菌の中性脂質をI百Wで分離した例をFig.6-15 

に示した。またエコ'マ油の分離例をFig.6・16に示した。分離されたピークの保持時

聞からECNを計算し、その結果を図中に示した。

LCではピーク間のECN差は2前後であり、またピーク割れ、ショルダーの発生

から、ピークを形成する分子種は lつではないことが分かる。多くの縞物油脂、糸

状菌油精を構成するトリグリセリドは、偶数の炭素数の脂肪酸から機成されており、

また二重結合 l個のECNへの寄与は 2に近いことから、ピークはECN差が 2毎に現

れたものである。一方SFCではピーク簡のECNの差は0.7-1.0であり、これは二重

結合 l個当たりのECNへの寄与が約 lと小さいためである。ただし不飽和度の大き

いトリグリセリドでは、二重結合 l個当たりのECNへの寄与は小さくなる。たとえ

ばSFCにおいて、 PTHV1のカラムでTSと1Dの聞のEQぜの差は3.2であるが、1Dと

孔の聞のECN差は2.5である。LCではTSとTひの聞には7.1の、1DとTLO)簡には6.4

のECN差がある。糸状菌σ'able6-4)、エコ'マ油の初期流出成分は不飽和度が高く、そ

のためピーク間のECNの差が小さ くなったものと考えられる。

本実験条件において、炭素数 l個に対する選択性(α'CN)がLCとSFCでほぼ等

しいことから、 SFCの方がよりピークが接近して出てくることになる。そのため、
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SFCにおける分総挙動はECNの変化に敏感であると考えられる。 Fig.6-17に炭素

含量の小さい充境斉IJM古fV1における糸状菌脂質の LC、SFC分離を示す。 LCで

は、ピークはECNが2単位で分かれている。一方、 SFCではトリクリセリドの規

則的な溶出は観察されず、 Fig.6-15に示されたような分維は得られなかった。 SF

Cではピークがより接近して出てくるため、 ECNの変化の SFC分総挙動に及ぼす

影響が顕著に現れたと考えられる。

また、残留シラノール基による吸着作用が強L、ゲルPTHL1を用いた場合の結果を

Fig. 6-18に示す。 SFCではトリグリセリドの規則的な溶出は観察されないが、 L

CではITHVの場合と類似した分離挙動が得られる。これは吸着作用のECNに及ぼす

影響がSFCでより大きいことに由来する。例えば、汀HVとPTHL1におけるトリリ

ノレインのECNの差をTable6-8を用いて比較すると、 LCでは40.3-39.8 = 0.5、SF

Cでは48.2-47.1 = 1.1となる。 LCではシラノール基は極性液体でマスクされるた

め、吸着の影響が緩和されるが、 CO2は非極性分子で、あるためそのような効果は小

さい。吸着の影響は、 SFCでピークのテーリング、不溶出を引き起こすだけでな

く、 ECNをも大きく変化させる。

汀且の充填剤は炭素含量が高く、不飽和度に対する選択性が大きい。ITHLのカラ

ム用いた場合の糸状菌油脂の分離挙動を結果をFig.6-19に示す。 LCの場合、 I百W

のカラムではECN=2の単位で溶出していたピークは、 ITHLのカラムではさらにショ

ルダ一部分がピークとして分かれるようになる。これは、 ITI江の充填剤では二重結

合によるECNの変化が大きいため、不飽和度の違いによってピークが分続されたも

のと考えられる。トリリノレインのECNはI百Wで40.3，ITHLで39.3であり、飽和グ

リセリドを基準とした場合、後者のカラムの方が溶出順序は早くなる。即ち、

ECN_2で溶出していたピークのうちで、不飽和度の高いトリグリセリド分子種ほど

前に溶出するピークに近付いて行く。またSFCでは、 ECN=0.9-1の間隔でピーク

が観察されており、規則的な溶出が得られている。しかし、ピーク間の分離はシャ

ープではなく、 重なりが観察された。 I百fLのゲノレを用いたSFCでは炭素数 l個に

対する選択性(α，CN)が小さL、ぐrable6-7)、即ちECN1当たりの選択性が小さいため、

ピーク聞が接近したものと考えられる。

以上のように、多数の分子種からなるトリグリセリド混合物を C18結合充填剤を

用いてクロマ卜分離した場合、トリグリセリドはその炭素数と二重結合数に従って

分離される。 LCによる糸状菌油脂の分離では、トリグリセリド‘は幾つかのピーク

に分かれるが、そのピーク間隔はECN_2の単位であった。これは構成脂肪酸が偶数

の炭素数を持ち、 二重結合 1個当たりのECNへの寄与が2に近し、からである。 二重

結合数に対する選択性が大きい充填剤では、 ECN_2で分離したピークはさらに幾つ
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かのピークに分裂するようになる。一方SFCでは、 ECN=0.7-1.0の間隔でピーク

が現れる。これは、 SFCでは二重結合に対する選択性がLCよりも小さ く、 二重

結合 l個当たりのECNへの寄与が l程度のためである。 トリグリセリ ドの不飽和度

が大きくなると二重結合1個当たりのECNへの寄与は小さくなるため、ピークはよ

り短いECN間隔で分隊される。 SFCにおけるトリグリセリド混合物の分離挙動は、

LCの場合と比べ固定相の特性の影響を受けやすいが、この理由として、 1)シリ

カ表面の不活性化度のピーク形状、 ECNにおよぼす影響がSFCで大きいこと、 2)

分離のECN間隔がSFCで小さいため、 ECN変化の分離挙動におよぼす影響が大き

こなること、が挙げられる。

6-3-6 温度圧力のトリグリセリド分離挙動への影響

SFCにおいて、移動相特性を変える最も簡単な方法は、温度圧力を調節するこ

とである。圧力は、移動相の溶解力に影響を及ぼし、温度は移動相特性だけでなく、

固定相の特性も変化させる。 C18結合シリカを充填剤とする SFCによる脂質の分

離を行い、温度圧力によってトリグリセリドの溶出挙動がどのような影響を受ける

か調べた。Fig.ふ20にカラムMTHVl、ITHLlにおけるa'CN、α1DBの圧力依存性を示

す。圧力15-28MPa、303-323Kの実験範囲では圧力の変化によるdDBの変化は小さ

い。a'CNは圧力の増大によって減少する。 トリグリセリド、のdαの圧力依存性は、

脂肪酸エステルの選択性と同様にMartireの式 5-3、5-4から説明できる。その

式には、移動相密度の増大によって保持が低下するような条件では、溶質のサイズ

に対する選択性α1CNは密度の増大によって低下することが示されている。また、温

度の低下によってαlDBが増大するが、これは式5-1 1から類推できる。式5-1 

1の(oat!obb)が溶質の二重結合数に対して一次関数的であるならば、不飽和度に関す

る選択性は一定密度では温度に反比例する。

また、各トリグリセリドのECNの温度、圧力による変化をTable再引こ示す。ここ

では、充填剤としてMTHV1、打HL1、ITHL、ITHVを取り上げた。圧力の増大によ

って不飽和卜リグリセリドのECNは減少する。ただし、 二重結合数の少ないトリグ

リセリドではその低下は顕著ではない。これは次のように考えられる。 ECNはその

定義から、二重結合の保持におよぼす影響を炭素数で示したものと見なすことがで

きる。圧力の増大によってa'CNが減少し、 一方α『DBが変化しないため、相対的に二

重結合のECNにおよぽす影響が増大する。従って、不飽和度の大きいトリグリセリ

ドのECNほど圧力依存性が大きくなる。また、 28ルfPaで混度を上げると、 ECNは大
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きくなる。 Fig.6-21に示されるように温度はα'印、 αDBの両者に影響するが、特に

二重結合に対する選択性を減少させる。このため、相対的に二重結合のECNにおよ

ぽす影響が増大する。

SFCではECNは温度圧力によって変化させることができる。即ち、トリグリセ

リドピークの分離挙動は温度圧力に依存する。 25MPa， 313 Kの分離条件で、 ITHVの

充填斉IJでは糸状菌トリグリセリド‘は幾つかのピークに分離されたが (Fig.6-15)、

MTHV1 (Fig. 6-17)、打瓜1(Fig. 6-18)の充填剤ではトリ グリ セリドの規則的な溶出は

観察されなかった。そこで、 ITHVでの分離挙動に近付けるよう、温度圧力を調製し

た。 MTHV1の充填剤は二重結合に対する選択性が小さい。そこで、温度を下げ圧力

を上げることによって、そのECNを小さ くする。 Table6-9に示したように、温度を

313 Kから303Kに、圧力を25ル1Paから28肘1Palこすることで、 M在-IV1におけるトリ リ

ノレニンのECNは48.9から48.0になり、 I古 Wの313K、25恥1Paでの値48.2に近付く。

このとき、 Fig.6-21に示したように、糸状菌の トリグリセリド1まITHVの場合(Fig.6-

15)と同様に幾つかのピークとして分かれた。図中にはピークのECNを示したが、

0.8-1.0程度の規則的な溶出を示している。

また、 PTHL1の充填斉IJはその残留シラノール基による吸着性のために、 二重結合

数に対する選択性が大きい。そこで温度を上げることでECNを大き くする。温度を

313 Kから323Kに、圧力を25肘1Paから20恥1Palこすることで、 PTHLlにおけるトリリ

ノレニンのECNは47.1から48.5になる。このとき、 Fig.6-21に示したように、糸状菌

のトリグリセリドは幾つかのピークとして分かれた。図中にはピークのECNを示し

たが、溶出初期のピークを除いてECN=0.7-1.0程度の間隔で分離されている。しか

し、 Fig.6-15に示されるようなシャープな分維は得られておらず、これは吸着の影

響によるテーリング、ピーク広がりが原因と考えられる。

以上のように、 SFCにおけるトリグリセリドの選択性は温度、圧力の影響を受

ける。 SFCの温度圧力を調節することで、多分子種から成るトリグリセリド混合

物を規則的なECN間隔の幾つかのピークに分維できる。ただし、充填斉IJ表面が十分

不活性化され、吸着によるテーリング等の影響が見られないことが必要である。

6-4 結言

C 18結合固定相を用いたトリグリセリドの分離挙動について以下の知見が得られ

1 )市販充填斉IJを用いてトリグリセリドの分離挙動を SFCおよびLCで比較した

ところ、 SFCでの分離挙動と LCでの分離挙動との聞に明確な相関は観察されな

かった。これは、 SFCの分離挙動が固定相の特性、特に吸着性の影響を大き く受



けるためであり、 SFC独自の充填斉IJの評価法が必要である。

2)調製C18結合シ リカゲルについて、トリ グリセリドの分離挙動を測定した。卜

リグリセリドの保持は充填剤の炭素含量、シリカ表面の不活性化の程度に依存する。

SFC、LCともに、溶質の保持は固定相の炭素含量の増大と共に増大し、ある値

で最大値に達した後、炭素数の増大によって減少する。また、残留シラノール基に

よる吸着性の影響はLCでーは小さいが、 SFCは吸着性の影響を受けやすい。これ

は逆相 LCでは極性の移動相が用いられ、それがシラノール基をマスクするためで

ある。

3 ) トリグリセリドの選択性は炭素数に対する選択性、 二重結合数に対する選択性

に分けられる。SFCとLCにおけるトリグリセリドの分離挙動の差は、 二重結合

数に対する選択性が液体の方が大きいことに由来する。超臨界CO2とアセト ン/

アセトニトリル(4・1)を比較すると、 二重結合に対する選択性は後者の方が倍以上大

きくなる。両選択性は固定相の炭素含誌にも依存する。

4) L Cでは、 二重結合 1個分の保持の低下は炭素数2.3-2.6個分の保持の変化に対

応する。一方SFCでは、二重結合 1個分は炭素数1.0-1.2個分に対応する。しかし、

分子の不飽和度が大きくなると、 二重結合 l個当たりの保持への寄与は小さくなる。

5) トリグリセリドの溶出順序を記述するため、 ECN(equivalentcarbon number)を導

入した。不飽和トリグリセリドのECNは、その保持の大きさに対応する飽和トリグ

リセリドの炭素数として定義される。 LCで天然油脂のトリグリセリド成分を分般

した場合、ピーク聞のECN差は約 2で溶出する。これは、多くの植物油脂、糸状菌

油脂を構成するトリグリセリドは、偶数の炭素数の脂肪酸から構成されており、ま

た二重結合 l個のECNへの寄与は 2に近いためである。 一方SFCではピーク間の

ECNの差は約0.7-1.0であり、これは二重結合 l個当たりのECNへの寄与が 1程度と

小さいためで、ある。

6 )本実験条件において、炭素数 l個に対する選択性(α'α)がLCとSFCでほぼ

等しいことから、 SFCの方がよりピークが接近して出てくることになる。そのた

め、 SFCにおける分離挙動はECNの変化に敏感である。 LCでは類似した溶出挙

動を示す充填剤であっても SFCでは全く異なる分離となるのは、このことが一つ

の理由である。

7) S F Cで、トリグリセリドのECNは温度圧力の影響を受ける。圧力の増大によ

りECNは減少し、温度の上昇によってECNは上昇する。従って、混度圧力を調節す

ることで、多分子種から成るトリグリセリド混合物を規則的なECN間隔の幾つかの

ピークに分離できる。

6-15 
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Fattyacid∞mposition of fungi oil and perilla seed oil. Table 6-1 

∞mposition (wt%) 

C16:O 

C16:1 

C18:O 

C18:1 

C18:2 

C18:3α 

C18:3Y 6.3 

。thers 1.6 1.5 

a)百ICleft number of∞lon meansωrbon number of fatty acid 

and the right means the number of double bonds. C18:3a and 

C18:3Y
紅 Eα-linolenicacid and y -linolenic acid，民spectively. 

Fatty acid a) 

8.S 

perilla seed oil 

13.7 

56.2 

2.2 

21.5 

5.9 

fungi oil 

30.3 

46.1 

5.9 

1.3 

Table 6-2 Total carbon number (CN)釦 dthe number of 

double bonds (DB) of acyl-groups of回 chtrigl yceride 

See the text for the abbreviations. 

DB 

。
。

CN 

42 

48 

Trimyristin ~⑪岱。

Tripa出 itin(PPP) 

Tripalrnitolein (poPopo) 

POP 

Triglyceride 

3 

つ釘

n
U
1
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q
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3
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U
Q
J

1 

48 
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L

A

抽

Y

A
凶

T

A
凶

Y

A

守

A値
寸

A-v
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ζ

J

C

J

F

、d

，、J
C

J

，、J

50 

OPO 

Tristearin (SSS) 

SSO 

OOS 

Triolein (000) 

Trilinolein (LLL) 

Trilinolenin (LnLnLn) 
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Table 6-4 Fatty acid ∞mposition of each仕iglyceridefraction in Fig. 6-2 

Fatty acid ( % of total) content 
Fraction 

a) C14:O C16:O C16:1 C18:O C18:1 C18:2 C18:3 (% of lipid) 

TG1b) 12.6 28.9 15.1 2.1 33.2 2.3 5.9 0.3 

TG2 7.5 24.0 8.6 1.3 10.9 9.9 37.9 2.0 

TG3 4.4 33.3 6.2 13.8 15.1 27.0 4.7 

TG4 1.5 29.9 7.3 0.2 26.5 17.0 17.7 11.9 

TG5 0.3 39.3 0.5 38.4 15.1 6.3 13.1 

TG6 0.2 33.5 0.5 57.2 7.3 1.4 13.2 

TG7 0.1 28.0 1.5 68.9 1.0 0.5 13.0 

TG8 0.3 32.1 24.8. 40.4 1.3 1.2 1.9 

TG9 14.9 9.5 40.5 21.4 13.7 2.7 

a) This line shows叩 bonnumber組 ddegree of unsaturation of each fatty acid. 
b) TG: triglycerides. 
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Table 6-9百lee笹'ectof temperature and pressure on ECN of廿iglycerides.

T P. ECN 
packing 

[K] [MPa] LLL POP OPO 000 OOS SSO 

M百N1
303 28 48.0 48.7 49.6 50.6 51.7 52.8 
308 28 48.5 49.0 50.0 50.9 51.9 52.9 
313 20 49.4 49.1 50.2 51.3 52.2 53.1 
313 25 48.9 48.9 50.0 51.1 52.0 53.0 
313 28 48.8 49.0 50.0 51.0 52.0 53.0 

PTHLl 
308 20 46.8 49.0 49.2 50.8 52.4 

308 28 46.2 47.8 48.3 48.6 50.6 52.3 

313 25 47.1 48.7 49.2 49.6 51.3 52.8 

313 28 46.6 48.4 48.8 49.2 50.8 52.4 

323 20 48.5 48.9 49.8 50.5 51.6 52.8 

323 25 48.2 49.0 49目8 50.4 51.6 52.8 

ITHL 
308 28 47.7 48.8 49.6 50.4 51.6 52.9 
313 15 48.6 48.9 49.8 50.9 51.9 52.9 
313 20 47目8 48.5 49.4 50.5 51.6 52.8 

313 25 47.5 48.8 49.6 50.3 51.5 52.7 

313 28 47.3 48.5 49.2 50.2 51.5 52.8 

I百IV
303 28 47.3 48.8 49.5 50.3 51.5 52.8 

308 28 47.6 48.8 49.7 50.4 51.6 52.8 

313 20 48.5 48.9 49.9 50.9 51.9 52.9 

313 25 48.2 49.0 49.9 50.7 51.8 52.9 

313 28 47.9 48.9 49.8 50.6 51.7 52.9 
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Fig. 6-1 Effect of the addition of hexane on SFC separation of fungi neutrallipid 
Flow rate of hexane: a) 0.1 mUmin， b) 0.25 mUmin， c) 0.7 mUmin 

Chromatographic conditions， column: Supe中akSil C18 (ネm，250 x 10 mm L 

0.)， mobile phase: supercritical C02 with rnodifier， flow rate 5.4 g/min， 
ternperature: 313 K， pressure: 13.7 MPa， detector: UV detector (wave length 195 
350 nrn) 
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Fig. 6-2 Effect of the addition of methanol on SFC separation of fungi neutral 
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Fig. 6-10 Comparison between LC釦 dSFC on出edependenαof capacity factor 
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第七章本研究の総括と展望

7 -1 本研究の総括

本研究では、超臨界流体クロマトグラフィー (SF C)法が脂質の新しい分離分

析手法として広く利用されることを目標とし、そのために SFCにおける脂質の分

離挙動と分離メカニズムの解明を行い、脂質分離に適した充境斉IJの特性の解明と開

発を行った。

1 )超臨界流体抽出法による脂質の分離

糸状菌Mortierellaram卸 nianavar. angulisporaは、付加価値の高し、 7ーリノレン酸を

生産する。その 7ーリノレン酸を含む脂質の効率的な分離回収を目的として、超臨

界流体を利用する抽出法を用いた。

超臨界流体拍出法は、溶媒の溶解力が温度、圧力によって大きく変化することが

特徴であり、条件を少し変えることで溶質の抽出と回収を容易に行うことが出来る。

菌体からの脂質の抽出を、超臨界CO2、N20、CH F3、SF 6を用いて行った。こ

れらは室温付近に臨界温度を持つ無機カ刊スであるが、 N20が高い溶解カを示し、さ

らに CO2が続く。しかし、油脂はCHF)とSF 6にはほとんど溶解しなかった。さ

らに、温度、密度の影響について調べたところ、一定温度ては密度の高い方が、 一

定密度では温度の高い方が溶解度は大きくなった。また、脂質の超臨界流体抽出に

おいて、初期に低分子量の成分が抽出されやすいが、抽出物の 7ーリノレン酸濃度

は抽出の間変化せず、超臨界流体抽出法単独では濃縮は困難であることが分かった。

(第二章〉

2)超臨界流体ク ロマ 卜グラフィ ーの分雛メカニズム

超臨界流体クロマトグラフィー (SF C)はガスクロマトグラフィー (GC)、

液体ク ロマトグラフィ ー (LC)の中聞に位置付けられているが、その分離メカニ

ズムについて論じられた例は少ない。充填カラム SFCはLCと比して論じられる

ことが多いが、実際SFCの固定相として高速LC用の充填剤が一般的に用いられ

ている。しかし、同じ充填剤であっても移動相が液体と超臨界流体では、溶質の分

離挙動は異なったものとなる。そこで、 SFCとLCの差異が具体的にどのような

物性の迷いに基づいているのかを明確にし、 SFCの位置付けを行った。

βーカ ロテンをプロープ分子として極性充填剤および非極性充填剤における SF

Cでの保持挙動を調べ、逆棺 LC、順相LCで提案されている理論を用いて SFC



の保持を解釈した。逆相系充填剤のODSシリカにおける保持は、移動中目の溶質に

対する溶解力と相関があり、移動相がCO2、N20にかかわらず保持比の対数は溶

解度の対数に対して一本の直線となる。この場合SFCは分配クロマトグラフィー

に近い分離機構であり、また固定中目の特性が移動中目に影響されないという仮定が成

立している。また、 SFCの保持比の対数は移動相密度の対数に対して直線的に減

少するが、これは、一定の移動相密度範囲では、溶解度の対数は密度の対数に対し

て直線的に減少するためである。厳密な理論式によれば、保持比の対数は密度の二

次関数になることが示されている。その式では、溶質ー溶媒間相互作用に基づく引

力項と溶媒分子間相互作用に基づく斥力項があり、前者は密度の噌大によって保持

を低下させるよう働く。 一方、斥力項は密度の 2乗に比例して保持比の対数を増加

させるよう働く。通常の SFCの圧力条件 (圧力30ルfPa以下)では、この溶質に対

する斥力項は小さく溶質一溶媒間相:互作用の方が支配的となるため、 SFCの保持

は圧力の上昇によって低下する。逆相 LCの理論においても、移動相の保持への寄

与として、溶質一溶媒間相互作用と溶媒分子間相互作用が考えられており、後者は

移動相中に溶質サイズの空間を作るエネルギーに関与している。極性液体の場合、

無極性の媒体と比べ溶媒分子間相互作用が大きいため、この移動相中に溶質サイズ

の空間を作るエネルギーが保持の重要なdrivingforceとされている。 (第三章)

このことは、溶解パラメーターの概念を用いて半定量的に説明できる。溶解パラ

メーターは、単位体積当たりの凝集エネルギーの平方根として定義されており、溶

解パラメーターの大きい物質ほど分子間相互作用が大きいことになる。水素結合の

ような特殊な相互作用がない場合、溶解パラメーターの近い物質問士が混ざりやす

くなる。油脂を対象とする SFC分離の場合、超臨界CO2の溶解パラメーターが油

脂の溶解パラメーターよりも小さい範囲で操作される。油脂の凝集エネルギーの方

が超臨界流体の凝集エネルギーよりも大きいため、油脂が移動相に解けにくく 固定

相に保持される。移動相密度の増大によって超臨界流体の溶解パラメ ーターは油脂

の溶解ペラメーターに近付き、その結果、溶質の溶解度が増大し保持が低下する。

一方、逆キ目 LCでは、移動相液体の溶解パラメーターが溶質の溶解パラメーターよ

りも大きいところで操作される。移動相液体は凝集エネルギーが大きく油JJ旨が解け

にくく、そのため固定相の方に保持される。このように SFCと逆相 LCでは移動

相の保持への寄与が異なっている。(第五主主)

極性充填邦lを用いたSFCの保持機構は、非極性充填剤における保持機構とは根

本的に異なっている。例えば、 NH2・ンリカを充填剤とした SFCにおける保持比と

移動相の溶解度のプロットは、 CO2とN20で異なる直線となり、溶解度だけで整
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理することは出来なかった。極性充墳朔lのSFCは一種の順相LCと捉えることが

できる。溶質が溶媒分子と吸着剤活性部をめぐって競合するというモデルを考慮す

ると、保持に重要となる移動相の特性は溶解力だけではな く、固定相への吸着性も

大きな要因である。 (第三章)

3) S F Cにおける脂肪酸エステルの分離挙動と充填斉IJの効果

結合基lliの異なるアミノプロピル基結合シリカゲルを調製し、それを充填斉IJとす

るSFCによって脂肪酸エステルの分離を行った。エステルの分離はその炭素数と

二重結合数に依存し、炭素数が大きく 二重結合の多いものほど溶出が遅れる。その

ため、エステルの分離挙動は、炭素数に対する選択性と不飽和度に対する選択性で

記述できる。また充填剤のアミノプロピル基結合密度が大きくなると、エステルの

炭素数に対する選択性は増大し、 一方二重結合数に対する選択性は減少した。二重

結合数に対する選択性は充填剤の極性に依存し、炭素数に対する選択性はリガンド

のプロピル基に由来すると考えられる。

極性溶媒を添加したヘキサンを移動相として分離を行った場合、脂肪酸エステル

は二重結合数の差 によって分離されるが、 SFCで得られた炭素数に対する選択性

は失われる。また、 SFCで移動相の圧力を増すことによっても、炭素数に対する

選択性は減少することから、炭素数に対する選択性は移動相の溶解力にも依存して

いることが示された。一方、不飽和度による選択性は圧力の影響を受けにくく、こ

れは固定相の吸着作用が選択性の主な要因となっているためである。 LCで溶質の

保持を変化させるには、移動相の溶媒強度を変えるが、この時選択性も大きく変化

する。そのため、望ましい時間内で分離を達成できるような溶媒逮びが難しい。 一

方SFCでは圧力を変えることで保持が大きく変化するが、二重結合数に対する選

択性の変化は小さい。これは、移動相の溶解力が変化するが、同じ媒体であるので

固定相への吸着性が変化しないためである。分離条件探索は、 SFCの方がより容

易である。 (第四章)

C18結合・ンリカを充填斉IJとして脂肪酸エステルの分離を行い、 SFCとLCを比

較した。この場合も、エステルはその炭素数と二重結合数に依存して分離された。

炭素数が大きく二重結合の少ないものほど溶出が遅れる。不飽和度に対する選択性

はアミノプロピル基結合シリカゲルの場合の逆になる。脂肪酸エステルはPNSFC(= 

炭素数一(2/3)x二重結合数)に従って溶出する傾向が見られた。ただし、この関係

は温度、圧力、モディファイアーの添加によって変化するため、 重なって溶出する

成分も条件を変えることによって分維できるようになる。圧力の増大により炭素数

に対する選択性は減少し、 二重結合数に対する選択性は上昇する。このため、
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PNSFCの係数2βは圧力の増大によって大き くなる。また、逆相 LCの場合も、脂肪

酸エステルは炭素数と二重結合数に依存して分離される。アセトニトリル/メタノ

ール系、メタノール/水系で分離を行ったが、 PNLC=炭素数ー(1.6~2. 0) x二重結

合数の溶出順序となる。このとき、不飽和度の大きいエステルほと二重結合 1個当

たりのPNLCへの寄与は小さくなる傾向がある。SFCとLC聞の二重結合に対する

選択性の違いは、 CO2と極性液体の物性の違いによる。 CO2は非極性のため溶質

との相互作用は分散カだけとなり、 二重結合による溶質の極性の差に対して選択性

をほとんと示さない。 一方、極性液体はその極性相互作用または水素結合性相互作

用のために、二重結合による溶質の僅かな極性の違いを捉え、高い選択性を示す。

これは、溶解レfラメーターを分散力、極性相互作用、水素結合性相互作用に分割し

たHansenのノfラメーターを用いることによって半定量的に説明できる。(第五主主)

また、温度313K、圧力10~30 恥1Paの範囲では、炭素数 l 個に対する選択性はアミ

ノプロピル基結合シリカで1.0~1.05、C18結合シリカで1.15~ 1.2である。一方、 二

重結合 1 個に対する選択性はアミノプロピル基結合シリカで1.2~1.3、 C18結合シリ

カで1.15~1.18である。炭素数の違いを重視して分離するにはC18結合シリカゲルが、

不飽和度の違いを重視して分離する場合にはアミノプロピル基結合シリカゲルが適

していると言える。

4) S F Cにおけるトリグリセリドの分総挙動と充填剤の開発

現在、多数のメーカーから多種類のC18結合充填斉1)が市販されている。それらを

用いて SFCおよびLCにおけるトリグリセリドの分離挙動を調べたところ、 SF

Cでの保持挙)ll}jは固定相によって大きく異なり、ピークのテーリング、不溶出が観

察された。これはシリカ表面に残留するシラノール基の吸着作風によるものであり、

この吸着の影響を低下させるために、 SFCでは極性液体がモディファイアーとし

て移動相に添加されることが多い。しかし、モディファイアーの添加によって、溶

質からの容易な脱溶剤性およびFID等のGC用検出器が使用できるという SFC

の利点が失われる。そこで、モディファイアーを用いなくともトリグリセリドのシ

ャープな分離が可能な、 SFC用C18結合充填剤の開発を行った。 C18シランによる

反応の後、ゲルを卜リメチルクロロシランで処理し、さらに気相のヘキサメチルジ

シラザンを用L、573Kで24時間不活性化処理を行った。こうして得られた C18結合シ

リカゲルでは、通常行われている液相での不活性化処理法と比べ飛躍的に吸着性が

減少し、 SFCにおいてシャープなトリグリセリドのピーク形状が得られた。

7-4 



また、調製C18結合シリカにおけるトリ グリセリドの分自在挙動を測定し、充填剤

特性との関係を調べた。トリグリセリドの分維はその炭素数と二重結合数に依存し、

炭素数が大きく 二重結合の少ないものほど溶出が遅れる。エステルの場合と同僚、

トリグリセリドの分離挙動は炭素数に対する選択性と不飽和度に対する選択性で記

述される。両選択性と保持の強さは、固定相の吸着性だけでなく総合基密度 (炭素

含量)にも依存する。保持比、炭素数に対する選択性は、固定相の炭素含量が14%

までは炭素含量とともに増大し、その値を越えると減少に転じる。 一方、不飽和度

に対する選択性は炭素含量に対して増大し、さらに高炭素含量域において低下する

が、その減少は炭素数に対する選択性の場合に比べて小さい。 卜リグリセリドの溶

出順序は両選択性のバランスによるため、固定相の炭素含量に依存する。

天然の中性脂質には、構成脂肪酸の異なる多数のトリグリセリドが含まれている。

糸状薗のトリグリセリドを逆相 LCで分離した場合、幾つかのピークに分続される。

それらのピークにはさらに分子極の異なるトリグリセリドが含まれており、規則的

な溶出が見られた。 トリグリセリドの溶出位置を示すため、 ECN(cquivalentωrbon

number)を導入した。飽和トリグリセリドのECNはそのアシル基の総炭素数で表され、

不飽和トリグリセリドのECNは、その保持の大きさに対応する飽和トリグリセリド

の炭素数として定義される。 LCでは、 二重結合 l個当たりのECNへの寄与は2.3-

2.6であり、一方 SFCでは1.0-1.2に相当する。ただし、不飽和度が高い卜リグリ

セリドでは、二重結合 1個当たりのECNへの寄与は小さくなる傾向がある。LCと

SFCにおける二重結合のECNへの寄与の追いは、エステルの場合と同じく移動相

の極性相互作用の追いに由来するものである。LCによる糸状菌油脂、エコ'マ油の

分離では、 ECNが約 2の間隔でピークが現れた。これは、糸状菌油脂、植物油)J旨の

構成脂肪酸の多くは偶数の炭素数を持ち、また二重結合のECNへの寄与が2に近い

ためである。 SFCによる糸状菌油脂、エゴマ油の分維では、ピーク間隔はECNに

して0.7-1.0になる。短い間隔で溶出するのは、二重結合数のECNへの寄与が小さい

ためである。 ECNは炭素数に対する選択性と不飽和度に対する選択性のバランスに

よって決り、またECNの変化は不飽和度の大きいトリグリセリドほと大きくなる。

温度、圧力、充填斉IJの吸着性、炭素含量によって両選択性が変化すると、ピークは

さらに幾つかのピークに分かれるか、あるいは逆にピークが規則的に重なり合うよ

うになる。 SFCではECNが短い間隔でピークが出るため、 ECN変化の分縦挙動に

およぽす影響がLCよりも顕著に現れる。そのため分般の条件設定が難し くなる。

(第六章〉

5) S F Cによる脂質分離と充填斉IJ
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脂質を SFCを用いてモディファイアーを添加せずに分離する場合、充頃斉Ij選定

の指針として次の織なことが挙げられる。

まず、極性の高いリン脂質、糖脂質は移動相に溶解しないため、そのままの形で

はSFCの適用は難しく、誘導体化が必要となる。

低分子(炭素数20程度までの〉で低極性のエステル、炭化水素系物質等を極性の

小さな差に基づいて分離する場合には、 シリカゲ、ル等の極性系充填剤が適している。

溶質の分子盆が大きく溶出に時間がかかる場合、温度圧力の増大によって保持を小

さくできるが、さらにアミノ基、フォール基を導入して極性を落した充境剤を用い

ることで溶出を早めることができる。極性系の充填剤の分子サイズに対する選択性

は小さい。 このことから、 エステル類、 トリグリ セリド類、カ ロテンのような物質

の種類毎に分離する場合に適当と言える。極性の高い遊灘脂肪酸やアルコール鎖が

溶質の場合では、充填剤への不可逆的吸着が生じるため、極性系の充填剤は不通で

ある。

溶質の炭素数、疎水性の違いで分離する場合には、 C18結合・ン リカのような非極

性系充境剤が適する。非極性系充境斉IJでは、極性の高い遊離脂肪般等の物質の分間t

も可能である。しかし、シリカゲル表面にはシラノ ール基が残存しているため、そ

の吸着作用によってテーリング、不溶出が生じる。完全にシラノール基をキャッピ

ングすることは難しく、どのようなC18結合シリカも多少なりとも吸着性を待って

いる。また、 C18結合シリカは分子サイズに対する選択性が大きい。そのため、 同

族体、同じ物質種聞の相互分般に適している。分子サイズが大きく異なる物質極間

の分離では、保持時間の差が大きくなる (例えばステアリン酸のメチルエステルと

トリ グリ セリドでは保持比は20倍以上異なる〉ため、圧力グラジエン卜のような工

夫が必要になる。

なお、極性のモディファイアーの添加により 、比較的極性の高い物質にも適用で

きるようになる。しかし、 FIDの適用、マススペクトルへの導入が可能という S

FCの利点が失われるため、目的に応じて考慮する必要がある。

7 -2 今後の展望

SFCはGCとLCの中間の性質を持つと言われるが、移動相が高い密度の時は

LCに近く、一方移動中日が低密度で高温の時はGCに近くなる。本研究では、 LC

に近い条件での分離について検討し、また LCの延長としてSFCの分断tメカニズ

ムを考察した。GCに近い条件における SFCの分総メカニズム、それに適した充

填剤あるいはキャピラリ ーカラムの開発が今後の課題と言える。

超臨界流体ク ロマトグラフィーにおける現在までの研究量、応用例は、ガスクロ
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マトグラフィ一、液体クロマトグラフィーに比べるとはるかに少ない。しかしなが

ら、今後装置が普及し応用例が報告されるようになり、また、 SFCの利点が生か

せるような分離対象が見いだされれば、研究も活発になるものと期待できる。本研

究で SFCは固定相の性質に敏感であることが分かったが、これは超臨界CO2が非

極性で、溶質との相互作用、固定相におよぼす影響が液体よりも小さいことに由来

している。言い替えれば、固定相の特性が分離に良く反映されることになる。近年、

光学活性なカラムを用いたクロマトグラフィーによる光学異性体の分割が活発に研

究されるようになった。光学異性体の分離は固定相の認識能に依存するが、上述し

たような理由でSFCは光学異性体の分離に適するのではなL、かと思われる。実際、

SFCの光学分割lへの適用が幾っか報告されるようになっている。今後、この方面

の活発な研究が期待できる。
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