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報 文 

高速液体クロマトグラフィーによる第４級ア 
ンモニウム塩の同族体の分離＊ 

 
佐 藤 宗 衛，大 野 幸 雄＊＊ 

 

 

イオン対クロマトグラフィーにより長鎖アルキル基を有する第 4級アンモニウム塩の同族
体の分離を新たに検討した。ベンザルコニウム塩及びアルキルピリジニウム塩はペンタンスル

ホン酸をカウンターイオンに用いてイオン対を形成させ，μ－Bondapak CNを固定相として
分配的に分離すると同族体相互の分離が可能であり，本法が有機イオン性化合物の直接分離に

応用できる有効な方法であることを示した。 

 

 

１ 緒   言 

界面活性剤，殺菌剤，繊維処理剤などに広範な用途

を有する第4級アンモニウム塩は組成及び用途で関税
率表の取扱いが異なるため，これらの輸入に際しては

成分並びに単一性の確認が必要となっている。 
第 4級アンモニウム塩の組成分析は一般に親油基分
布を対象にするためスルホン酸塩や有機酸塩などのイ

オン性化合物と同様に直接分離が困難であり，これまで

対応する親油基成分あるいは揮発性化合物への誘導化

を必要とした。著者らが先に報告１），２）した熱分解GC
－MS 法はこの親油基分布を直接行える利点を有する
が，構造によっては分解条件などに問題のあるものも見

られた。 
第 4級アンモニウム塩同族体の直接分離についても
研究され，ペーパークロマト法３），塩析クロマト法４），

あるいは高速液体クロマト法５），を利用する報告が見ら

れる。なかでも武藤らの開発したポーラスポリマーを固

定相とする高速液体クロマト法５）は簡便さから有用な方

法と考えられる。一方，高速液体クロマト法の分離方 
法の一つであるイオン対クロマト法はイオン対形成用

カウンターイオンと試料イオンとの間にイオン対を形 

* 本報を「イオン対クロマトグラフイーによる有機イオ

ン性化合物の分離に関する研究」の第 1報とする 

** 大蔵省関税中央分析所 271 干葉県松戸市岩瀬 531 

成させ，非イオン性化合物として分配型で分離する手法

であり，イオン交換分離法に比較して分離条件の設定が

容易で迅速に行える特徴があるため，広範囲の試料に適

用できる可能性を有する。既にスルホン酸塩６），７），ジ

アゾニウム塩８）あるいは低級第4級アンモニウム塩 9）

の分離に応用され始めている。しかし，長鎖アルキル

基を有する第4級アンモニウム塩の同族体の分離に応
用された報告は未だみられない。 
著者らはイオン対クロマトグラフィーによる各種

イオン性化合物の分離方法の研究として第4級アンモ
ニウム塩の同族体の分離を試み，その基礎的諸条件並

びに熱分解 GC－MS 法との比較検討を行ったので報
告する。 

 

２ 実験方法  

２・１ 試料及び試薬 
アルキルベンジルジメチルアンモニウム塩の標準と

して東京化成 K.K.製ベンザルコニウム塩（C10，C12，

C14，C16等のアルキル基を有する)，テトラデシルジメ
チルベンジルアンモニウムクロライド，ヘキサデシル

ジメチルベンジルアンモニウムクロライドを用いた。

アルキルピリジニウム塩の標準には東京化成 K.K.製
ラウリルピリジニウムクロライド，ヘキサデシルピリジ

ニウムクロライド及び和光純薬 K.K.製ヘキサデシル
ピリジニウムブロマイドを用いた。これらの試料はす 
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べて熱分解 GC－MS 法により組成を明らかにしたも
のである。このほか応用例として輸入品数種を用い

た。また，イオン対形成用カウンターイオンとしてウ

ォーターズ社製PIC試薬B－5（1－ペンタンスルホン
酸の氷酢酸溶液)及びPIC試薬B－7(1－ヘプタンスル
ホン酸の氷酢酸溶液）を用いた。 

 
２・２ 装置及び測定条件 
液体クロマトグラフ装置：ウォーターズ社製高速

液体クロマトグラフ ALC/GPC244 型を用い，ピー
クの検出は 254nmの UV検出器によった。 
カラム：30cm×4.0mmI.D.のステンレスカラムに固
定相としてμ-Bondapak CN（粒径 10μ)を充てんし
たもの。 
移動相：イオン対形成用カウンターイオンの濃度が

0.0025～0.01M になるように高速液体クロマト用メ
タノール及び水の混合溶媒で調製したものを用いた。

移動相の pHは 3.8～4.1である。 
移動相の流速：0.8～1.0ml/min. 
測定温度：25℃ 
注入用試料溶液：試料濃度４～10mg/mlになるよう
移動相と同じ溶媒で調製し，注入量は 2μl(8μg～20
μg)に規定した。また，移動相及び試料溶液はすべて
0.45μフィルターでろ過し，ろ液を用いた。 

 
３ 結果及び考察 

 
３・１ 分離条件の選択 
 
３・１・１ 固定相の選択と分離モード 
長鎖アルキル基をもつ第4級アンモニウム塩をアル
キル鎖に応じて分離するため固定相，移動相を含めた

最適分離条件の検討を行った。すなわち，アルキル鎖

による分離という点からみると分離モードとして逆

相分配クロマト法が有効であると考えられるので，固

定相として担体にオクタデシル基の結合した

μ-Bondapak C18(無極性)を用いて分離したが良好な分
離は得られなかった。また，試料の性質を考慮し，担体

にシアノプロピルシラン基を結合させた中極性固定相

μ-Bondapak CN を用い，メタノールを移動相にして
溶出したベンザルコニウム塩及びアルキルピリジニウ

ム塩のクロマトグラムはFig.1(A)に示すように，いずれ 

も単一のピークを与え，この条件下ではこれらのアン

モニウム塩は分離されなかった。さらに，移動相にメ

タノール及び水の混合溶媒を用いて分離するとこれら

のアンモニウム塩はいずれも溶出されなかった

(Fig.1(B))。しかし，これと同一の組成よりなるメタノ
ール及び水の混合溶媒に1－ペンタンスルホン酸（氷酢
酸溶液）を加えて調製したものを移動相として溶出する

と，これら第 4級アンモニウム塩は分離されることが
判明した(Fig.１(C))。これらの実験事実は第 4級アン
モニウム塩が水の存在下でイオン性を増し固定相に吸

着，保持されるが，ペンタンスルホン酸の存在によって

イオン対が生成され溶出分離され易くなることを示

唆する。そこで，長鎖アルキル基をもつ第４級アンモ

ニウム塩の同族体の分離法として，中極性固定相を用い

たイオン対クロマト法が適当と考えられた。 
イオン対クロマト法による分離は試料成分のイオ

ン的性質との関連で，イオン対形成用のカウンターイ

オンの種類，カウンターイオンの濃度，イオン対形成

時の pH 及び溶媒組成等により主に影響される 10）た

め，これらの条件を含めて分離条件を検討した。 
 
３・１・２ カウンターイオンの種類及び濃度と

分離効果 
Fig.2は固定相にμ－Bondapak CN，移動相として
メタノール：水＝60：40 の混合溶媒系に 1－ペンタン
スルホン酸または 1－へプタンスルホン酸を添加して
調製したものを用いてカウンターイオンの種類による

ベンザルコニウム塩の分離に及ぼす影響を検討したも

のである。Fig.2からわかるように，ベンザルコニウム
塩の分離に対しC5及びC7の炭素数よりなるアルカンス

ルホン酸をイオン対形成用のカウンターイオンとして

用いた場合，1－ペンタンスルホン酸を用いて分離し
たものは 1－へプタンスルホン酸を用いて分離したも
のに比較してピークの溶出に僅かに大きな保持容量

を要する傾向が認められるが，各ピークの分離能に対

して顕著な差はないものと考えられる。このことは，

アルキルピリジニウム塩について同様に検討した結

果でも類似した傾向を示すことが認められた（Fig.3）。
従って，これら第 4 級アンモニウム塩のイオン対形成 
用のカウンターイオンとして，1－ペンタンスルホン酸
及び 1－へプタンスルホン酸のいずれも用いることが
できると考えられる。以下の実験は 1－ペンタンス 
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Fig. 1 H.P.L. Chromatograms of benzalkonium chloride and alkyl pyridinium chiorides 
Stationary phase：μ-Bondapak CN, 30cm×4mm I.D. 
Mobile phase；(A)：CH3OH, (B)：CH3OH：H2O=70：30, 

(C)：CH3OH：H2O=70：30, containing 0.005M pentane sulfonic acid 
Flow rate：1.2ml/min． 

 
ルホン酸をカウンターイオンとして用いて行った。 
次に，メタノール：水の溶媒組成を一定にして，カ 
ウンターイオンの濃度変化によるベンザルコニウム塩

の分離に及ぼす影響について検討し，その結果をFig.4
に示した。ベンザルコニウム塩の各ピークはカウンタ

ーイオンの濃度の増加とともに固定相に対する保持

力が低下し，短時間で溶出される。さらに，各ピーク

間の相互分離も良好で，テーリング現象も低下し良好

な分離能が得られることが判明した。これは水の存在 

で解離した第 4 級アンモニウムカチオンがカウンター
イオンの濃度の増加とともにより強くイオン対を形成

し，固定相に対する保持能を低下させる結果によるも

のと推定される。しかし，必要以上のカウンターイオ

ンの濃度の増加では各ピークの保持容量が著しく近接

してくるため，逆にピーク間の相互分離が困難になるこ

とも示唆された。同じような傾向はアルキルピリジニ

ウム塩の場合にも認められた（Fig.5）。従って，各ピ
ークを良好に分離するには適当なカウンターイオン 
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Fig.2 Influence of the type of counter ion on the 

separation of benzalkonium chloride 
(A)：l-pentane sulfonic acid, 
(B)：l-heptane sulfonic acid 
Stationary phase;μ-Bondapak CN 

30cm×4mmI.D. 
Mobile phase ; CH3OH：H2O=60：40(V/V) 

containing 0.005M alkane 
sulfonic acid(C5 or C7) 

Flow rate：1.0ml/min., Detector：UV 254nm, 
Chart speed：5mm/min., Sample concentration： 
10mg/ml, Injection volume; 2μl 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3 Influence of the type of counter ion on the 

separation of alkyl pyridinium chlorides 
(A)：l-pentane sulfonic acid, 
(B)：l-heptane sulfonic acid 
Stationary phase; μ-Bondapak CN, 
30cm×4mmI.D. 
Mobile phase;CH3OH：H2O=60：40(V/V), 

containing 2.5×10－3M alkane 
sulfonic acids(C5 or C7) 

Flow rate：0.8ml/min., Detector：UV 254nm, 
Chart speed：5mm/min., Sample concentrations 
：Each 4mg/ml, Injection volume：2μl 

の濃度が必要となり，本実験では，ベンザルコニウム塩

及びアルキルピリジニウム塩の場合，カウンターイオン

の濃度が0.01Mのときに最もよい分離を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig.4 Influence of the molar concentration of coun－ 

ter ion in mobile phase on the separation of 
benzalkonium chloride 

Counter ion：1-pentane sulfonic acid. 
(A)：2.5×10－3M  (B)：5×10－3M 
(C)：7.5×10－3M  (D)：10－2M 
Stationary phase：μ‐Bondapak CN, 

30cm×4mmI.D. 
Solvent in mobile phase：CH3OH：H2O=60 
：40(V/V), Flow rate：1ml/min. 
Sample concentration：10mg/ml, Injection 
volume：2μl 
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Fig. 5 Influence of the molar concentration of counter 

ion in mobile phase on the separation of alkyl 
pyridinium chlorides 
Counter ion: 1-pentane sulfonic acid. 

(A):2.5×10－3M  (B):5×10－3M 
(C):7.5×10－3M  (D):10－2M 
Stationary phase:μ-Bondapak CN. 
30cm×4mmI.D. 

Solvent in mobile phase : CH3OH:H2O=60:40 
(V/V), Flow rate:0.8ml/min. 
Sample concentration : Each 4mg/ml, Injection 
volume : 2μl 

３・１・３ 移動相の溶媒組成比と分離効果 
移動相溶媒であるメタノール及び水の組成比がベン

ザルコニウム塩及びアルキルピリジニウム塩の同族体

の分離に及ぼす影響について検討した。先ず，移動相

中のカウンターイオンの濃度を一定にして水とメタ

ノールの組成比を変え，ベンザルコニウム塩を溶出分

離した結果を Fig.6に示した。Fig.6からわかるよう 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Influence of amounts of water in mobile 

phase on the separation of benzalkonium 
chloride 
(A): CH3OH: H2O=80:20(V/V), 
(B): CH3OH: H2O=70:30 
(C): CH3OH: H2O=60:40 
The concentration of 1-pentane sulfonic acid 
in each mobile phase is 10－2M. 



72 
関税中央分析所報 第 18 号 1978 

 

に，ベンザルコニウム塩は水の量が増加するに従い，

各ピークの保持容量が増加し，各ピーク間の相互分離

も良好となった。しかし，水の量が著しく多くなると

各ピーク，とくにアルキル基の炭素数の増加とともに

テーリング現象が顕著になる傾向も認められた。また，

アルキルピリジニウム塩の溶媒組成による分離性状の

違いは Fig.7 に示した。アルキルピリジニウム塩の場 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7 Influence of amounts of water in mobile  

phase on the separation of  
alkyl pyridinium chlorides 

(A)；CH3OH：H2O = 80：20(V/V), 
(B)；CH3OH：H2O = 70：30 
(C)；CH3OH：H2O = 60：40 
The concentration of 1-pentane sulfonic acid 
in each mobile phase is 10－2M. 

合もベンザルコニウム塩と同様，水の量の増加ととも

に各ピークの保持容量が増し，ピーク間の相互分離も

良好となった。しかし，水の量が著しく多くなると，

テーリング現象が顕著になる傾向も見られた。従って，

これら第 4 級アンモニウム塩の各ピーク間の相互分離
を良好にし，テーリング現象の少ないピークを得るた

めには溶媒組成を規定する必要があり，ベンザルコニ

ウム塩及びアルキルピリジニウム塩の場合メタノール

と水の割合は60：40が適当と考えられた。 
以上の検討結果から，ベンザルコニウム塩及びアル

キルピリジニウム塩の最適分離条件はTable 1に示す 
 

Table 1 Optimum conditions for separation of ho－ 
mologous series of benzalkonium salts  
and alkyl pyridinium salts 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ようであった。この条件において分離したベンザルコ

ニウム塩及びアルキルピリジニウム塩のクロマトグ

ラムを Fig.8に示した。各ピーク成分を標準品の保持
容量及び標準追加法により同定した結果，ベンザルコ

ニウム及びアルキルピリジニウム塩中の各成分は炭

素数の順に溶出し，また，各ピークの炭素数と保持容

量の対数値との間には直線関係が認められた(Fig.9)。 
従って，本法により，これら第4級アンモニウム塩 
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Fig. 8 H.P.L.Chromatograms of benzalkonium 

chloride and alkyl pyridinium chlorides under 
the optimum condition 
(A) : benzalkonium chloride 
(B) : alkyl pyridinium chlorides 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9 Relationship between the log R.V. and carbon 

number of quaternary ammonium salts 
― ○-○ ― Benzalkonium chloride（R.V. from benzene） 
― ▲-▲ ― Alkyl pyridinium chlorides（R.V. from 

pyridine） 

の親油基分布を知ることが可能になり，組成分析に直

接利用できることが判明した。 
 
３・２ 輸入品分析への応用 
 
３・２・１ アルキルピリジニウム塩のアルキル

基分布 
試料はシャンプーの原料として輸入された西ドイツ

産ラウリルピリジニウムクロライドであり，このものの

IR及びNMRスペクトルは標準スペクトルとほとんど
一致していた。単一か否かを確認するため，Table1に示
した分離条件を用いて測定したクロマトグラムは，

Fig.10に示したように主成分は標準のラウリルピリ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10 H.P.L.Chromatograms of imported goods 

and aIkyl pyridinium chlorides 
(A)：Imported good, (B)：Standard Alkyl 
pyridinium chlorides 
Conditions of separation are the same as 
cited in Table 1. 
 

ジニウムクロライドの保持容量と一致する位置に溶

出され，極く少量成分が，ヘキサデシルピリジニウム

クロライドの位置に溶出された。このパターンは熱分

解 GC－MS法 2）で得たアルキルハライドのパターン

とも一致した。従って，本品はラウリルピリジニウム

クロライドと認められた。 

 



74 
関税中央分析所報 第 18 号 1978 

 

３・２・２ 繊維処理剤の分析 
繊維処理剤として輸入された Fixanol は既報 1）のよ

うにC12，C14及びC16の炭素数よりなるアルキルピリジ

ニウムブロマイドであるが，これをTable 1に示した分
離条件で測定したクロマトグラムは Fig.11 に示すよう
に主要成分 2 種と微量成分 2 種が検出される。各ピー
クを標準アルキルピリジニウムブロマイドによる追加

法並びに炭素数と保持容量の対数値との関係より同定

した結果，主要ピークはそれぞれC12とC14で，微量成分

はC10とC16のものであった。この親油基組成は熱分 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11 H. P. L. Chromatogram of Fixanol 

(imported good) 
Conditions of separation are the same as 
cited in Table 1. 

 
解 GC－MS法 1）で得られたものと一致していた。 

 
３・２・３ 均染剤の分析 
カチオン染料によるポリアクリロニトリル繊維染色

用均染剤として輸入された第 4 級アンモニウム塩の水
溶液は IR，NMRスペクトル及び熱分解GC－MS法 2）

でジベンジルジメチルアンモニウム塩と同定されたも

のである。Table1 の条件で測定して得られたクロマト
グラムは Fig.12に示すように単一のピークを示し，親
油基分布をもたないため短時間で溶出され，その保持

容量はベンゼンの保持容量に相当した。このことは本

法の分離の成否が主に親油基の鎖長の分配に基因す

ることになるためこのような親油基分布のない第4級
アンモニウム塩相互の分離には分離条件を更に検討す

る必要があるものと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12 H. P. L. Chromatograms of imported good 

and benzene 
(A)：Imported good（Dibenzyl dimethyl 

ammonium chloride） 
(B)：Benzene 

Conditions of separation are the same as 
cited in Table 1. 
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Separation of Homologous Series of Quaternary Ammonium Salts by High Performance 
Liquid Chromatography 
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The separation of homologous series of benzalkonium salts and alkyl pyridinium salts having long chain 

alkyl groups was studied by high performance liquid chromatography using ion-pair chromatographic tech－ 
niques. Influences of the type and molar concentration of counter ion, and water-methanol composition in 
mobile phase on the retention and separability of quaternary ammonium salts were investigated. The re－ 
tention and separability of homologous series of quaternary ammonium salts in ion-pair partition system 
was mainly influenced by the amounts of water and molar concentration of counter ion in mobile phase. 

Optimum conditions for separation of homologous series are as follows： 
Stationary phase：μ-Bondapak CN 
Mobile phase：Methanol：water=60：40, containing 0.01M 1-pentane sulfonic acid 
Flow rate：Benzalkonium salts ; 1 ml/min., Alkyl pyridinium salts ; 0.8ml/min. 
Detector：UV detector(254nm) 
Sample concentration：Benzalkonium salts：10mg/ml, Alkyl pyridinium salts：4mg/ml. 
Injection volume：2μl(8～20μg) 

The separation profiles of these compounds were identical with that of pyrolysis GC-MS method. It was 
found that the ion-pair chromatography was an effective method for the separation of organoionic compounds. 
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