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はじめに

エナンチオマーの高速分離は、生化学分析および医薬品業界において、ますます重要になっています。
政府規制が強化されるとともに、多数の光学活性医薬品化合物が導入されているため、これらの化合
物を分析する際には、迅速かつ高感度で信頼性の高いメソッドを考案することが重要になります。現在
使用されている薬物はその半分以上がキラル化合物であり、これらのほぼ 90 % が、2 つのエナンチオ
マーの等モル混合物で構成されるラセミ化合物として販売されています。キラル薬物は化学構造は同じ
ですが、その大部分の異性体は生物学的活性が大きく異なっています。

セルロースまたはアミロースベースのキラル選択相（CSP）を用いた多数のキラル分離が実施され、ヘ
キサンなどの順相溶媒が使用されていますが、メタノールなどのより一般的な溶媒をベースにした分離
では、他の相が要求されることが多くなっています。これらの相は、逆相メソッドを実施しているラボに
簡単に組み込むことができます。 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 キラル-T 
カラムを用いた乳酸ナトリウムのキラル分析
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Agilent InfinityLab Poroshell 120 キラル
-T（テイコプラニン）や Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 キラル-V（バンコマイシン）の
ような糖ペプチドベースのキラルカラムは、
逆相および順相高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）、さらに超臨界流体クロマトグラ
フィー（SFC）のさまざまな溶媒で使用でき
ます。糖ペプチドは両性であり、イオン化した
酸性および塩基性グループの両方が含まれて
います。そのため、糖ペプチドは移動相の pH 
に応じて、正に帯電するか、負に帯電するか、
または中性になることができます。したがっ
て、この種の CSP を用いてイオン性化合物を
分離する際には、キラル認識にイオン性相互
作用を関与させることができます。この種の 
CSP におけるキラル認識では、今述べたこと
が主要な役割を果たすと考えられています。
キラル認識で CSP として抗生物質を使用する
ことに関連して発生する可能性があるその他
の相互作用には、水素結合、立体化、双極子
–双極子、π–π 相互作用、および疎水性相互
作用があります。これらの相互作用は、使用
する個別の成分と移動相モードの特性によっ
て決定される、さまざまな組み合わせにおい
て発生する場合があります。それぞれの分離
モードは、キラル認識に対し、同時でありなが
ら、異なる相互作用をもたらします。これによ
り、多数のキラル分離およびこの種の CSP で
適切に分離されるさまざまなタイプのキラル
化合物に関する情報が得られます。 

糖ペプチドテイコプラニンは、表面多孔質シリ
カ粒子と共有結合することにより、耐溶媒性
のある安定したクロマトグラフィー用メディア
を生成します。これらの共有結合相は、一般
的な HPLC 移動相およびメタノール、エタノー
ル、IPA、THF、リン酸塩、ギ酸塩、酢酸塩、ギ
酸、TFA、TEA、NH4OH などの添加物に対す
る耐性があります。このアプリケーションノー
トでは、InfinityLab Poroshell 120 キラル-T 
を用いて、乳酸のような乳酸ナトリウムの分離
メソッドを開発し最適化しました。

実験方法

この研究には、低分散で構成された Agilent 
1290 Infinity LC を使用しました。表 1 は、
機器構成を示しています。すべての化合物は、
エナンチオマーの混合物、および同定のため
の個別標準として注入しました。

D,L-乳酸ナトリウムおよび L-乳酸ナトリウムは 
Sigma-Aldrich から購入しました。L エナン
チオマーは 1 mg/mL で溶解しました。混合 
D,L エナンチオマーは 2 mg/mL でメタノール
に溶解されたサンプルです。図 1 に、乳酸ナト
リウムの構造を示します。酢酸アンモニウムお
よびギ酸アンモニウム（LC/MS グレード）も 
SigmaAldrich から購入しました。HPLC グ
レードのメタノールは Honeywell から購入し
ました。

2 g のギ酸アンモニウムまたは酢酸アンモニウ
ムをメタノールに溶解し、0.2 % w:v で移動相
を前処理しました。低濃度も同様の方法で調
製しました。
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図 1. 酢酸ナトリウムの構造

結果と考察

一般的に、酸性キラル化合物（アミノ酸や
その他の化合物など）の良好な分離は、
InfinityLab Poroshell 120 キラル-T カラムで
実証されています。この研究では、InfinityLab 
Poroshell 120 キラル-T と 3 種類の移動相に
より、初期スクリーニングを実行しました。 

1. MeOH/20 mM ギ酸アンモニウム、pH 
4.0 90/10 RP 

2. MeOH/20 mM ギ酸アンモニウム、pH 
4.0 30/70 RP

3. 0.2 % w:v ギ酸アンモニウム移動相含有
の MeOH 

1290 Infinity LC システム

Agilent 1290 フレキシブルポンプ（G7104A）

Agilent 高性能オートサンプラ（G4226A）

 – シートアセンブリ、超低分散、Agilent 1290 Infinity オートサンプラ G4226A 用（p/n G4226-87030）
 – オートサンプラとヒーター：キャピラリー、ステンレス製、0.075 × 220 mm（p/n 5067-4784）
 – バイアル、スクリュートップ、茶色、ラベル付き、認定、2 mL、100 個（p/n 5182-0716）
 – キャップ、スクリュー、青、PTFE/赤シリコンセプタム、100 個（p/n 5182-0717）

Agilent マルチカラムサーモスタット（MCT）（G7116B） 
 – 超低分散ヒーター（p/n 7116-60021）
 – ヒーターとカラム：InfinityLab クイックコネクトアセンブリ、105 mm、0.075 mm（p/n 5067-5961）
 – カラムと ELSD キャピラリー、ステンレス製、0.075 × 220 mm、SV/SLV（p/n 5067-4784）

Agilent 1290 ELSD II（G7102A）

 – エバポレータ温度 30 ℃
 – ネブライザ温度 30 ℃
 – ガス流量 1 SLM
 – 40 Hz

Agilent OpenLab CDS、バージョン C.01.07

表 1. 機器構成と分析条件
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Agilent Infinity II LC, with 7192A Infinity II ELSD, InfinityLab Poroshell 120 Chiral T 4.6 × 100 mm, 2.7 µm
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Sodium L lactate
1 mg/mL in MeOH
PHR1113-1G Sigma

Sodium D,L lactate
2 mg/mL in MeOH
71720-5G Sigma

0.5 mL/min 75 bar
MeOH with 0.2% NH4HCO2
30 °C
1 µL injection

図 2. 0.2 % ギ酸アンモニウム中の D,L-乳酸ナトリウムの分離

0.2 % ギ酸アンモニウム を使用した初期スク
リーニングは L 乳酸ナトリウムである程度の
成功を示しましたが、D,L-乳酸のクロマトグラ
ムではピーク形状が不良でした（図 2）。2 番
目の実験では、ギ酸アンモニウムを 0.2 % 酢
酸アンモニウムに変更しました。これにより、
3 つのピークがすべて良好に分離され、優れ
たピーク形状が得られました（図 3）。最適
化の試みとして、酢酸アンモニウムの濃度を
下げたところ、最後のピークのリテンション
タイムは大幅に長くなりましたが、分離能が
大幅に向上することはありませんでした（図 

4）。塩化ナトリウムのサンプルを注入するこ
とにより、この最後のピークはナトリウムと
確認されました（図 5）。分離モードは極性
イオン分離と呼ばれています。一般的に、極
性イオン分離では、メタノールやアセトニトリ
ルのような有機溶媒に少量の酸と塩基を加え
て使用します。分離の最適化は多くの場合、
酢酸/トリエチルアミンまたは水酸化アンモニ
ウムを使用し、酸塩基比を変化させることで
行います。または、アンモニウム塩を移動相に
添加します（ギ酸アンモニウム、酢酸アンモニ
ウム、またはトリフルオロ酢酸アンモニウム）。

スクリーニングに通常使用される移動相は 
0.2 % w:v ギ酸アンモニウムで、InfinityLab 
Poroshell 120 キラル-V（バンコマイシン）ま
たは InfinityLab Poroshell 120 キラル-T（テ
イコプラニン）とともに使用します。 
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Agilent Infinity II LC, with 7192A Infinity II ELSD, InfinityLab Poroshell 120 Chiral-T 4.6 × 100 mm, 2.7µm
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0.5 mL/min 75 bar
MeOH with 0.2% NH4CH3CO2
30 °C
1 µL injection

Sodium D,L-lactate
2 mg/mL in MeOH
71720-5G Sigma

図 4. 酢酸アンモニウム濃度の評価
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Agilent Infinity II LC, with 7192A Infinity II ELSD, InfinityLab Poroshell 120 Chiral-T 4.6 × 100 mm, 2.7 µm

Sodium L-lactate
1 mg/mL in MeOH
PHR1113-1G Sigma

Sodium D,L-lactate
2 mg/mL in MeOH
71720-5G Sigma

0.5 mL/min 75 bar
MeOH with 0.2% NH4CH3CO2
30 °C
1 µL injection

図 3. 0.2 % 酢酸アンモニウム中の D,L-乳酸ナトリウムの分離



結論

Agilent InfinityLab Poroshell 120 キラル-T 
カラムは、乳酸ナトリウムの分離のための堅
牢なメソッドを促進します。このカラムは、調
査したすべての化合物において良好な分離能
とピーク形状を達成し、質量分析に対応でき
ます。
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図 5. ナトリウムおよび乳酸エナンチオマーのピークの同定
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