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１．緒言 

正しく「はかる」という行為は、現在の暮らしや

社会活動には必要不可欠なものと言っても過言で

はない。私達が日常的に使用する水道水も日々検

査が行われていることは周知であるが、鉄やカド

ミウムなど水質基準値が 0.1 mg/L 以下の物質も

多く、微量に含まれる元素を正確にはかる必要が

ある。ここで、分析成分の量を測定する操作を定量

すると言う。1)質量を測定する天秤や、温度計など

多くの「はかる」機械は、この定量のための分析装

置である。 

定量分析において分析値の信頼性は欠かせない。

ここで考えるのは検出限界(Limit of Detection, 

LOD)と定量下限(Limit of Quantitation, LOQ)で

ある。LOD は検出できる最小量(値)であり、LOQ と

はある分析結果を指定された信頼性で記述しうる

最小量又は最小濃度とされている。2)つまり、この

定量下限を上回る値のみが分析値として意味のあ

る値となり、定量下限以下の値は検出の有無を示

す意味しか持たない。LOQ は信頼性（ばらつき）と

共に示す必要があり、低濃度領域における目的物

質の定量にとって非常に重要な特性値である。こ

の定量下限を算出する方法として、濃度の異なる

試料を繰り返し測定して濃度と繰り返し測定の相

対標準偏差(RSD)との関係線から求める方法が提

案されている。両者を対数でプロットした時の関

係線から必要な信頼性の水準に合わせて、LOQ を算

出する手法である。3)図 1 に一例を示す。例えば RSD

が 10%の信頼性での定量を要求する時、マトリック

ス中の亜鉛濃度の LOQ は 0.02 g cm-3
 となる。 

 

本実験では代表的な分離分析用機器である高速液

体クロマトグラフィー(HPLC)を検討した。本装置

は共存する物質から目的成分を分離するための性

能の確保に重きを置かれることが多く、実験値が

どのようなばらつきの傾向を持つのか、定量性に

ついて評価されていない現状がある。そこで本研

究では HPLCのばらつきの発現特性及び定量性を調

べる目的で濃度と RSD を両対数プロットすること

で検討を行った。 

 

２．実験 

２.１試薬 

試料用として、酢酸(和光純薬, 特級)、安息香
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図1 アルミニウムマトリックス中の亜鉛のLOQ推定4)
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酸(関東化学, 特級)、カフェイン(和光純薬, 和光

特級)を用いた。 

移動相溶液調製には二水素リン酸ナトリウム

(関東化学, 鹿特級)、二水素リン酸カリウム(関東

化学, 特級)、アセトニトリル(関東化学, HPLC 用)、

メタノール(関東化学, 特級)、超純水(Miliipore, 

Milli-Q システム)を用いた。 

２.２装置 

シリンジインジェクション式の HPLC(島津 20A

システム, 送液ユニット, カラムオーブン, UV-

VIS 検出器, システムコントローラー)を使用した。

カラムは GL Science の InertSustain AQ-C18(内

径 4.6 mm, 長さ 150 mm, 粒径 5μm)を使用した。 

２.３実験方法 

試料(酢酸,安息香酸,カフェイン)を個別に超純

水にて 7 段階の濃度の溶液として調製した。HPLC

の測定パラメーターである温度(27-45 ℃)、流速

(0.5-4 mLmin-1)、溶離液 pH(2-7)などの条件を変

更させて各濃度の試料ごとに 10回の繰り返し測定

を行った。得られたピークの保持時間、高さ強度、

面積強度から強度値の平均値及び RSDを算出した。

RSD を測定濃度に対して両対数プロットした。 

 

３．結果と考察 

まず、信号の再現性についてはクロマトグラム

で常用される面積強度の方が、多くの場合におい

て高さ強度よりも良好であることが確認された。 

測定した温度の範囲ではピークの形状は大きく

変化せず、関係線の傾きはほとんど変化しなかっ

た。流量を大きくすると強度は低下したものの直

線の傾きは変わらず、関係線は RSD が小さくなる

方に平行移動した。この結果からピークの形状が

シャープな方が RSD は良好になると考えられる。 

また、多くの結果において濃度と RSD の両対数

グラフは直線性が悪いことが確認された。図 2 に

酢酸について pHを変化させたときの濃度と RSDの

両対数グラフの変化を示す。pH により RSD の直線

の傾きが変化している。これは、解離度が変化した

ことによる、カラムとの相互作用の変化が影響し

ている可能性がある。 

 

一方で、濃度と強度との関係線(検量線)について

はいずれの場合も決定係数が 0.99以上の値を示し

ていた。図 3 に同試料の濃度対面積強度の検量線

を示す。 

 

図 2 の結果は図 1 に示した ICP 発光分析の結果と

は大きく異なっている。これは HPLC の信号は試料

とカラムとの間の様々な相互作用による吸着脱離

の結果であり複雑であるためと予想される。今後

はこれらの相互作用について考察して、HPLC の定

量性の評価を進めていきたい。 
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図2 安息香酸の濃度とRSDの関係

図3 安息香酸の濃度対面積強度の検量線


