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自動高速液体 ク ロ マ トグラフ ィ
ー

に よ るウ シ肝

臓中の ppm レベ ル の 重金属の 同時定量
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　Various　procedures丘br　 reversed −phase　HPLC 　 determination　 of 　Cd
，
　 Ni

，
　 Pb

，
　 Zn

，
　Cu

，

Hg，　 Co，　 and 　Bi　as　 their　hexamethylencdithiocarbamate（HMDC ）chelates 　have　been
automated ．　 The　 optimum 　 analytical 　 conditions 　 werc 　investigated　for　determination　 of

the　hcavy 　metals 　in　the　standard 　reference 　material （Bovine　Liver）of　National　Institute
of 　Standards　and 　Technology （NIST ）．　 A 　 lOO　mg 　sample 　was 　 ashed 　 with 　 nitric 　and 　per−

chloric 　acid ，　and 　the　residual 　acids 　evaporated ．　 The　resulting 　residue 　was 　then　dissolved
with 　diluted　hydrochloric　acid ，　and 　an 　aliquot 　of　the　solution 　was 　used 　fbr　the　HPLC
analysis ．　The　prcparation　of 　the　 standard 　solutions 　fbr　calibration 　 curves

，
　chelation 　of

mctal 　 ions，　 on −1ine　enrichment 　of　the　 HMDC 　chelates 　on 　a　Capcell　 Gl8　mini −column

（10× 4．O　mm 　i．d．），
　 separation 　of 　the 　 chelates 　on 　a 　Cosmosi15Cls −MS 　analytical 　 column

（250× 4、6mm 　i．d．），
　and 　detection　at　260　nm 　were 　a且 carricd 　out 　with 　an 　optimum 　pre−

treatment 　program　and 　a　time　program．　 The　analytical 　results 　of 　Zn　and 　Cu （Zn．： 124
± 2，

Cu ： 156土 3 μg／g）were 　in　good　agreement 　with 　the　certified　values 　of　NIST （Zn ：

123± 8
，
Gu ： 158± 7μg／g），

　and 　thc 　precision　of 　the 　present　mcthod 　was 　also 　good （about
2％），

Keywords ： automatic 　HPLG ；determination　of 　heavy　metal ；Bovine 　Liver ；on −1ine　 co 】−

　　　　　　　　umn 　enrichment ；hexamethylencdithiocarbamatc ．

1 緒 言

文明 の 発 達と と も に，人 間 の 生 活環境 は 大 き く変 わ り

＊

北陸大学 薬 学 部 薬 品 分 析 学 教 室 ： 920−11
　市金 川町ホ 3

石 川 県 金 沢

っ っ あ る．水 や土 壌中の 重金属濃度 は ，そ の 毒性か ら 人

聞の 健康を守 る た め に 種 々 の 法律 （例え ば水質汚濁防止

法） に よ っ て 規制 さ れ て い る，しか し，周 知 の と お り

種 々 の 金属元索 は 生物濃縮 を繰 り返 し，人間 の 体内 （特

に臓器 ）に は驚 くべ き高 濃 度で 蓄積 され る こ と に な る．
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従 っ て 人間 へ の 蓄 積 の 予 測 に は，食物連 鎖 の 頂点 に 近 い

ほ 乳 類 の 臓 器 中 の 濃 度 を測 定 す る の が 最 適 と 考 え られ

る，

　
一

方 ， 近 年 の 高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

（HPLC ）

の 発展 に よ っ て
， 複雑 な マ トリ ッ ク ス 中の 目的物 を 簡便

に 分離定量 す る こ とが 可能 に な っ て き た．金属 イオ ン の

定量 に 関 して も，様 々 な分 離 モ
ー

ドと検出法 を用 い る分

析法 が 数 多 く報告 され て お り
1）2）

， 種 々 の 植物 や勤物試

料中 の 金属 の 定 量 に も適用 さ れ て い る
S）
一S ）．

　種 々 の 機 器 分 析法 の 白動化 の 波 は ，LC に も 押 し寄

せ
，

ア ミ ノ酸分析計 に 代表 さ れ る よ うに
， 簡単 な前処 理

しか 必要 と しな い 試料の 自動分析法 は 既に 実用化 され て

い る，し か し，金 属イオ ン の 定量 の た め に，キ レ
ート化

操作 や濃縮操作 を 行 っ た後 に 分離定量 す る方 法 を 自動化

して，生体試料中の 金属 の 分析 を行 っ た例 は見当 た らな

い ，

　著者 らは，こ れ まで に 種 々 の キ レ
ート剤 を用 い て ，金

属イオ ン を無電荷キ レ
ートに した後，最 も一般的な吸光

検出器 を備え た 逆相 HPLC を用 い た 多元 素同 時定量 法

を 開 発 して き た
6〕
− 9）．最 近 の 吸 光 検 出 器 は か な り高 感

度 で は あ る が ， 試料中 の 微 量 重金 属 を定量 す る に は ，

HPLC 分析 の 前 に な ん らか の 濃縮操作を必要 と す る こ

と が 多い．著者 ら は，キ レート化 と 濃縮 の 手段 と し て 溶

媒抽出法 を利用 し て き た が，こ の 方法の 濃縮率 を改善 す

る た めに ，ヘ キサ メ チ レ ン ジ チ オ カ ル バ ミン 酸 ヘ キ サ メ

チ レ ン ア ン モ ニ ウ ム （HMA −HMDC ｝を キ レ
ート試薬

と す る ，オ ン ラ イン カ ラ ム 濃縮法 を利用 した分析法 も開

発 し た
10〕．こ の 方法 で は，試料溶液 エ

ー2ml 中の ppb

か ら サブ ppb レ ベ ル の cd，　Ni，　Pb，　cu，　Hg ，　Co 及 び Bi

の 同時定量 が可能で ある が，キ レ
ー

ト化や，金属 キ レ ー

トの 濃縮 と分析 の た め の 六 方 バ ル ブの 切 り替 え，検 出器

の ゼ ロ 点補正 あ る い は データ処理 装置の ス タートな どの

手動操作が か な り多く な っ て い る ．又 ，
この 方法 で 使用

した カ ラム 及 び溶離液組成で は Zn の 定量 は で き な か っ

た．

　 そ こ で 本研究 で は ，Zn も定 量 で き る HPLC 条 件 を

検討す る と と も に
，

こ れ らの 操 作 を 自動 化 す る た め に
，

  シ ス テ ム コ ン トロ
ー

ラ
ー，  オートイ ン ジ ェ ク ター，

  高圧六 方バ ル ブ，及 び  検出器 の ゼ ロ 点 補正 の た めの

リ レ ーを従 来 の HPLC 装 置 に 取 り付 け，種 々 の 分 析条

件 の 最適化を図 り， NIST の 生体標準試料 Bovine　Liver

中の Zn と Gu を定量 し た，

2 実 験

　2・1 試　薬

　試薬 は特 に 断 らな い 限 り特級 品 を用 い た．水 は脱 イ オ

ン 水 を更 に
’
Milli−Q シ ス テ ム で 精製 し た もの を用 い た．

メ タ ノ
ー

ル と クロ ロ ホ ル ム は，試薬
一

級品を蒸留後 ， 孔

径 O．45　um の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

を 通 して か ら用 い

た，HMA −HMDC は
， 既報

7）に 従 っ て 合成 し た．0．Ol

MHMA −HMDC 水溶液 は
， 1週 間 ご と に 新 た に 調製 し

て 冷蔵保存 し た ，lM ク エ ン 酸 ニ ア ン モ ニ ウ ム 溶液

（pH9 ，0） は，既報
1D）

に 従 っ て 調 製 し た．　 IMNH ，
−

N 恥 Cl 緩衝液 （pH 　8．0｝ は，　 NH4Cl 　1 モ ル を水 約 800

ml に 溶解し た後，1MNHs 水 を 用 い て pH を 8．0 と

し，水 で 希釈 し て 10 O　ml と した．こ の 溶 液 中 の 重金

属 は ジ チ ゾ ン の ク ロ ロ ホル ム 溶液 を 用い て 溶媒抽出法 に

よ っ て 除去 した．

　NIST の 生 体 標 準試料 B 。vine 　Liver （SRM 　1577a）

は，真空ポ ン プを用 い て 24 時間減圧乾燥 した もの を使

用 した．

　金属 混 合標準液 は 和光純薬製 の 原 子 吸 光分 析 用 1000

ppm 溶液 を用 い て ，以下 の 濃度 に 調製 し，0、lM 硝酸

酸性溶液 と した ： Cd　48．e，　 Pb　16．O，　 Zn 　l4． ，　 Cu　 l6．O，

C 。 24．0　ng ／ml ．各金 属 濃 度 は NIST の 保証値か ら計算

し て，こ の 溶 液 100μ1 中 の 金 属 量 が Bovine　Livcr　10

mg 中の金属量 に ほ ぼ匹 敵す る よ うに 調製 した．

　溶離液 は分 析用溶離液 A と， 濃縮用溶離液 B を調製

し ， 溶離液 瓶 をア イス ボ ッ ク ス 中で 氷冷 し な が ら カ ラ ム

に流 した，

　2 ・2　HPLC 装置

　以下 の ユ ニ ッ トか ら構成 さ れ た HPLC 装置 を用い た．

ポ ン プ A ： Bio −Rad 　1350T （分析用，流量 1．2　ml ／min ），

ポ ン プ B ： Waters　6000A 膿 縮 用，流 量 LO　ml ／min ），

分析 用 カ ラ ム ： ナ カ ラ イ テ ス ク Cosmesil　5　 Cls−MS

（250× 4．6mm 　i．d，），濃縮用 ミニ カ ラ ム ： 資生堂 Capccll

CIB−AG −120 （10× 4 ．O　mm 　Ld ．）， ト ラ ッ プカ ラ ム ： Cos−

m 。 sil 　5　als （150× 4．Omm 　i．d．），恒 温 槽 ・ 大 洋 科 学 工 業

Therm 。minder 　Mini−80 ， 40 ± 1℃ ，検 出器 ： 日 本分光

UVIDEC −100−VI （感度 ： 0．04 　AUFS ，波長 ： 260　nm ），

デ ータ 処 理 装置 ： 島津 Chromatopac 　C−R4AD ，シ ス テ

ム コ ン トロ ーラー
： 島 津 SCL −10A

，
オ
ー

ト イン ジ ェ ク

ター
： 島津 SIL −leA ， 流路切 り 替 え 用高 圧 六 方 バ ル ブ ：

島津 FCV −12AH ，サ ン プル クーラー
： 島津 サ ン フ ル

ク
ー

ラ
ー L．ik　HPLC 装置 の 概略 を Fig．1 に 示 した．

　3 本 の カ ラ ム の う ち トラ ッ プカ ラ ム は ，Waters ボ ン

N 工工
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報 文 一
ノ木，山1畸，大 村，永井 ： 自動 キ レ

ー
ト化ノHPLG に よ る ウ シ肝臓 中 の 重金 属 の 同 時定 量 839

Tr 叩 column

Fig．1　 Schcmatic　diagram　of 　automatic 　HPLC

プ内で 生成 し た 金属 キ レ
ー

トが ，
．
濃縮 カ ラム へ 流 れ て 濃

縮 され る の を 防 ぐ た め の トラ ッ プ と
，

あ る 程度の 背圧 を

Waters ポ ン プに か け る 役 目を果 た し，カ ラ ム 材質 は ポ

リエ
ー

テ ル エ
ー

テ ル ケ ト ン （PEEK ），エ ン ド ジ ョ イ ン

ト巾の フ ／ ル ター
は セ ラ ミ ッ ク ス で あ る ，そ の 他 は 通常

の ス テ ン レ ス 鋼 カ ラ ム を用 い た，Bio−Rad ポ ン プ は チ タ

ン 仕様 で あ り，溶離液巾の キ レ
ー

ト剤 に 対 して 安定 な 材

質で あ る．

　2・3　分 離カ ラム の 選択 と溶離液組成の 検討

　分 離 カ ラ ム と し て Capce！l　C　16
−AG −120 （5　ym ） と

C。 smosil 　5　C 且8
−MS 〔5 μm ） を 充て ん した 内径 4．6　mm ，

長 さ 25cm の 2 木 の ス テ ン レ ス 鋼 カ ラ ム を 用 い て ，カ

ラ ム 温度 は 40℃ に 保 っ て ，CHsOH −H20 −CHCIs 混 合

液 に IMNH3 −N 恥 C1 緩 衝 液 （pH8 ．0） と 0．01M

HMA −HMDC 溶液を添加 して ，種 々 の 組成 で 分離を行

い ，最適 条件 を調 べ た ．

　2・5　自動キ レート化操作の 検討

　手動 操 作 で は，例 え ば キ レ
ート剤 を加 え た液 を激 し く

か き 混 ぜ る こ と も可 能 で あ る が
， オートイ ン ジ ェ ク ター

で は で き な い ，こ の よ うな制約 の 中で ，定量的 な 自動キ

レ
ー

ト化 を行 う ttめ の 試薬 の 添加方法，か き 混ぜ る方

法，反 応 温度及 び 反 応 時間 に つ い て 検討 を行 い，検討結

果 か ら最適 な 自動前処 理 プロ グ ラ ム を作成 した．

　2 ・6 分 析プロ グ ラ ム の 作成

　2・6 ・1　タイ ム プロ グラム　　自動 HPLC 分析 を 行

う た め に ，濃縮 と分析 の た め の 六 方 バ ル ブの 切 り替 え操

作，分 析前の 検出器 の 吸光度 の ゼ ロ 点補正，データ処 理

装置 の ス タート，及 び次 の 試料 の 前処理操作 の 開始 を 適

切 な タ イ ミン グで 行うた め の プロ グ ラ ム を作 成 した．

　2 ・6 ・2 分 析順 序　　HPLC 用 試 料 の 分 析 順 序 ，そ

の 試料 ご と の 分析圓数 ， 注入 量 ，
タ イム プ ロ グ ラ ム

， 及

び 前処理プ ロ グ ラ ム か らな る分析 プロ グ ラ ム を，検量線

の 作成 （標準液系列 の 測定）の 後 に 試料 の 分 析 を す る よ

う に 作成 した ，

　2 ・7　試料負荷 限 界 量 の 測 定

　本法 で は
， あ らか じ め キ レ

ー
ト化操作 を した 溶液 を ミ

ニ カ ラム に 注入 し，金属キ レ
ー

トをオ ン ラ イ ン 濃縮 した

後 に 分離定景 を行 う．従 っ て ，試料溶液中 の 金属 キ レ
ー

トの 濃 度 が低 く て も，注 入 量 が 1ml を 超 え る と
，

こ の

カ ラ ム へ の 金 属キ レ
ートの 負荷量 は相当多 くな り，負荷

限 界 を超 え る こ とが 考 え ら れ た ，そ こ で，種 々 の 濃度範

囲 及 び注 入 量 で 検 量 線 を作成 し，そ の 直線範囲 を調 べ る

こ と に よ っ て 負 荷限界 を判断 し た、又，HPL 〔】用試料

溶液 へ の メ タ ノ
ー

ル の 添 加 が，こ の 負荷限界量 に 与 え る

影響 に つ い て も実験 した．

　 2。4　濃縮 力 ラ厶 の 流路の 検討

　 オートイ ン ジ ェ ク タ
ー

で 2ml の PEEK ル
ー

プに 注 入

され た HPLG 用試料 は，ポ ン プ B か ら の 溶離液 B の

流 れ に よ っ て
， 濃縮 カ ラム に 送 られ て ，金 属 キ レ

ートは

こ こ で 保持 さ れ る．次 に ，高圧 六 方バ ル ブの 切 り替 え に

よ っ て ，溶離液 A が 濃縮 カ ラ ム 内 に 入 り
， 保持 さ れ た

キ レ ートを溶出 させ な が ら分析 カ ラム に 流れ る．こ の と

き の 溶離液 A と B の 流 れ の 方 向 は，六 方 バ ル ブ の 配管

方 法 に よっ て ，同 じ方向 に も逆方向に もで き る．ど ち ら

の 方 法 が有 利 で あ る か を調 べ る た め に ，金 属 混合標準液

100　ulを水 で 2ml に 希釈 して キ レ
ート化操作 を行 っ た

後，そ の 2000叫 を注 入 し，そ れ ぞ れ の 配 管 方 法 で 濃 縮

及 び分 離 を行 い ，ピー
ク の 分 離度 と 形状 を 比 較 し た，

　2 ・8 推奨する Bovine 　Liver の 灰化操作

　乾燥 試料の 約 100mg を精 ひ ょ う し，硬質 ガ ラ ス 製 コ

ニ カ ル ビー
カー （50　ml ）に採る．空試験用 に も同様 の

コ ニ カ ル ビー
カ
ーを用意 し，硝酸

一
過塩素酸混液 （1 ： 1）

5m 上を各々 の ビー
カ
ー

に 加 え て 時計 皿 で ふ た を して 一

夜放置す る．翌 日，こ の コ ニ カ ル ビー
カ
ー

を ドラ フ トチ

ャ ン バ ー内の ホ ッ トプ レ
ートに 載せ，ビーカー

の 周囲を

ア ル ミ ホ イル で 囲ん で 熱効率 を よ く し て ，徐 々 に 温 度 を

上 げ な が ら穏 や か に 灰化 す る （50 ℃ 20 分→75℃ 20 分

→ 100℃ 20 分→125℃ 4  分）．こ の 時点 で ほ ぼ透明 な 液

が 得 ら れ る の で，こ こ で コ ニ カ ル ビーカーを ホ ッ トプ

レ
ー

トか ら 下 ろ し て 放冷す る ．冷 後，過 塩 素酸 5ml を

ビーカーの 内 壁 の 周 りを ま ん べ ん な く伝 わ ら せ な が ら 加
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え て ，再 び 同 じ時計皿 で ふ た を して 150℃ で 20 分闇加

熱 し，史 に 200℃ で 60 分 閲加熱 し た 後，ホ ッ トプ レ
ー

トか ら下 ろ して 放冷 す る ．冷後，時計皿 の 内側 に つ い た

液 を ビーカー
内に 水で 流 し込 ん だ後，酸 と と も に 125℃

で
一
夜蒸発乾固 さ せ る ．

　2・9　Bovine 　Liver 中の Zn と Cu の 同時定量

　上 記 の 灰化法 に 従 っ て 得 ら れ た 試料及 び空 試験 ビー

カ
ー一

に，5ml の 0．上M 塩
．
酸を加 え，ホ ッ 1・プ レ

ー
ト上

で 100℃ で 1 分間加熱溶解 して 灰分 を溶解 した．こ の

液 250 圃 を試料瓶 に 分 け 入 れ，水 1250叫 と メ タ ノ ール

500 畔 を加 え て 全 量 を 2eOO　Ptと した も の を 8 木調 製

し，オートイ ン ジ ェ ク ターに セ ッ トし た．標準液用 に

ば，空試験液 25  叫 と メ タ ノ ー
！レ 5DO 叫 を入 れ た 6 本

の 試料瓶 を セ ッ トし ， 標準液の 添 加 と 希釈 は 前処理 プ ロ

グラ ム で 行っ て 全量 を 2000 叫 と した．こ れ らの 溶液中

の 金属 イオ ン の キ レ
ート化 と HPLC 分 析 も，作成 した

プロ グ ラ ム を用 い て 行 い ，試料中の Zn と Cu の 分析を

行 っ た．そ の 結果 を NIST の 保 証 値 と比 較 して 本法 の

正 確 さ を，又 繰 り返 し実．験 か ら定量値 の 相対標準偏差

（RSD ％）を求 め て 再現精度を評価 し た ．

3 結果と考察

　3・1　溶離液組成

　Cd ，
　 Ni，

　 Pb，
　 Zn，

　 Cu，　 Hg ，　 Co 及 び Bi の HMDC

キ レ
ー

トの 中 で は，Zn キ レ
ートが 最 も カ ラ ム 内で 解離

し や す く
，
Zn キ レ

ー
トを 安定 に 溶出 さ せ る に はか な り

高濃度 の HMA −HMDC が溶離液中 に 必要 で あ る
ILI．そ

こ で 安定 し た ベ ー
ス ラ イ ン を得 るた め に，溶離液 を弱 ア

ル カ リ 性 と し て キ レ
ー トの 安 定 化 を 図 り，HMA −

HMDC 濃度 を で き る 限 り低 くす る こ と を試 み た．

　混合金属標準液 （1．O− 2．加 g／ml ）200 叫を水 で 希釈

して 2000 叫 と し た溶 液 を用 い て ，キ レ
ー

ト化 の 後 に 濃

縮及 び 分 離 を行 っ た ．各 キ レ
ー

トの 分離度 は，溶離 液

100m1 に対 して ， 0．OI　M 　HMA −HMDC 　l　ml 〔溶離液中

で の 濃度 100　pM ），　 l　M 　NH3 −NH αCl 緩 衝 液 3ml と

し，妥 当 な 溶 出 時 問 に な る よ う に，まず水 と メ タ ノ
ー

ル

の 割 合 を調 節 し ， 次 に GHC15 含量 を   ％ か ら 廴0％ ま

で 2％ 刻 み で 変化 さ せ て，最 も分離 の 良 い 条件 を求 め

た ，次 に，Gosmosil　5　Gle−MS 及 び Capcell　Cls カ ラ ム

を用 い て ，溶 離液中の HMA −HMDC 濃度 を変化 させ て

実験 し た．そ の 結果，20μM の HMA −HMDC 濃 度 の

と き，前 者 の カ ラ ム で は 8 金 属 キ レ
ー

トが ベ ー
ス ラ イ

ン 分 離 で き た が ｛Fig．2（b ）1，後者 の カ ラ ム で は Zn キ

レ
ートピー

ク は テ イ リ ン グが 大 き く，又 ピーク 面積 が 前

0 510 　　　　15　　　　20　　　　25

　　 Retention　time ！min3035

Fig．2　Separation　of 　mctal 　HMDC 　Chelates　on （a）

CapcelL　 C 且g （AG −120） and （b）Cosmosil　 5Cl8−MS
columnsColumn

　size ： 250×4，6　mm 　i．d，； Golumn 　temp ．：

40℃ ； Eluent： CHsOH −H20 −CHC13−lM 　 NH3 −

NH4C1 （pH 　8 ，0）
−0．01　M 　HMA −HMDC （74 ： 18 ：5 ：

3 ：0，2）； Flow　rate ： 1．2　ml ／min ； Detector 　 rangc ：

0．04AUFS 　 at 　260　nm ；AttenuatiQn　of 　data　proccs・

sor ： 7 （0，04　AU ＝27　mV ）
＊

； This　pcak　is　probably　disulfide、

者 の 場合の お よ そ 30％ とな っ た こ とか ら，
カ ラ ム 中 で

の Zn キ レートの 解離 が 示唆 さ れ た IFig．2 （a ）1．以 上

の 検討結果か ら，カ ラ ム は Cosmosil　5　Cls−MS ， 溶 離液

は CHsOH −H20 −CHCIs −IMNHs −NH 手Gl （pH8 ．0）−0．0艮

MHMA −HMDC （74 ： 18 ： 5 ：3 ：0．5） の も の を選 ん だ

（HMA −HMDG 濃度 50 μM ）．溶 離 液 B に つ い て は ，

既報 の 手動 カ ラ ム 濃縮法
10）に 準 じて CHsOH −H20 −lM

NHs −NH ÷Cl （pH 　8．0）−O．Ol　M 　HMA −HMDC （20 ：77 ：

3 ：0．5） の も の を調 製 し た．0．OIMHMA −HMDC 濃度
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ノ木，山崎，大村，永井 ： 自勤キ レ

ー
ト化／HPLC に よる ウ シ肝臓 中の 重金 属の 同時定量 841

は
， 今 回 の 溶離液 A 中の 濃度 と等 し くした．本 HPLC

条件 で ，試料注入 量 を 2000 叫 に す る と，HPLC 用試料

溶液中で 5− ］O ・g／ml の Cd ，　Ni，　 Pb，　Z ・ ，　 C ・ ，　 Hg ，

Co 及 び Bi が検 出で き た．

　Bovine 　Liver を灰化 して ，手動法 で HPLC 分 析 の 予

試験を行 っ た結 果，Zn と Cu 以外 は 上 記 の 濃度 よ りも

低濃度で あ っ た た め検出で きな か っ た，そ こ で こ れ 以降

は Zn と Cu の 定量 の た め の 検討 を行 っ た．

　3 ・2　濃縮 カ ラ ム 流 路 の 検 討

　カ ラ ム 濃縮時 と 分析時の 濃縮 カ ラ ム 内の 溶離液 の 流れ

る 方向 を，既報
10 ）と 同 様 に 逆 方 向に し た 場合，キ レ

ー

ト負荷量 が 少な い と き に は 問題 が な か っ た が，多 く な っ

た と き に （金 属 と し て お お よ そ 1pg ），　 Cu キ レ ートの

ピーク だ け が テ イリ ン グ し た．同 じ負荷量で も，流 れ の

方向を同 じ に した と き に は，Zn 及 び Cu キ レート共 に

シ ャ
ー

フ で テ イ リ ン グの な い ピー
ク で あ っ た の で

， 以 後

は 同 じ方向に な る配管方法 で 実験 し た （Fig．1）．

　 3 ・3　自動キ レート化 操作

　 キ レ
ー

ト剤 HMA −HMDC は 熱 に 不安定 で 温度が 高 い

ほ ど ジ ス ル フ ィ ドを生成 しや す く な る
12）．そ こ で 0．Ol

M の 水溶液 は 冷 蔵 庫 に 保 存 した．しか し，キ レ
ー

ト化

操作 （前処理）の 自動化 の ため に は ， オートイン ジ ェ ク

ター内の 試料 ラ ッ ク に そ の 溶液を放置 しな くて は な ら な

い ．添加量 は既報
lo）を参考 に し て ，試料溶液 2ml に 対

し て IM クエ ン 酸ニ ア ン モ ニ ウ ム 溶液 （pH9 ．0）4 0 叫

と  ，OI　M 　HMA −HMDC 　IOO　pl を加 え る こ と に し た．

但 し，HMA −HMDG は ア ル カ リ性 の ほ うが よ り安定 で

あ る の で
，

こ れ ら の 溶液 を あ らか じめ 4 ： 1 に 混合した

液 を，オー
トイ ン ジ ェ ク ター

の 試薬瓶 に 入 れ，そ の 500

叫 を分取 して 試料瓶 に 添加 した ．そ の 結果 は，後 述 す

る よ う に HMA −HMDC を室 温で 放置 して も問題 な い こ

とが 分か っ た ．

　次 にか き混 ぜ の た め に ，オ
ー

トイ ン ジ ェ ク タ
ー

の 混合

の た めの コ マ ン ド
∈［MIX ”を 使 っ て 実験 して み た が，こ

の 操作 は繰 り返 す た び に ，キ レ
ー

トの ピーク 面積 が 小 さ

くな る こ とが 分 か っ た．そ こ で ，試料溶液 に 空気を注入

して ，試料瓶の 底 か ら発 生 す る 空 気の 泡 に よ っ て か き混

ぜ る こ と で こ の 問題 を解決 し た ，

　又，反応温度 の 若 干 の 検討 と し て ，試料 ラ ッ ク の 温 度

を室温 （約 23℃ ）と 5℃ に し て ，自動 キ レ
ー

ト化 操 作

を 行 い
， 得 ら れ た 溶液 の 1000叫 を 注 入 し て ，Zn

O− 70e，　 Cu 　O〜　800　ng ／ml の 検量線 を作 成 した 〔こ の と

き の 反 応 時聞 は 約 90 分 ）．そ の 結果，検量線 を直線 回

帰 し た と き の 傾 き と相関係数 は ほ ぼ 同 じで あ っ た が，
ピー

ク形 状 は室 温 の ほ う が シ ャ
ープ で ，テ イ リン グ も な

か っ た の で ，反 応 温 度 は 室 温 と しt ．

　又，前処理操作終 了 か ら注入 ま で の 時間が キ レ
ート生

成 に及 ぼ す 影響を，0，38， 76，114 分 に つ い て 検討 し

た．そ の 結祟，ピー
ク 面積 は 実験 誤 差 内 で ほ ぼ 同 じで あ

っ た が，ピー
ク 形状 で は キ レ

ー
ト化 と か き 混 ぜ 操作の 直

後に注入 した と き の ピー
ク が，わ ずか な が ら最 も シ ャ

ー

プで あ っ た．ピー
ク 面積 の 再現性 を RSD ％ で 表 す と，

0 分 2．2％，38 分 3．3％，76 分 2．S％ ，
　 ll4 分 4．7％ で

あ り，0 分 が最 も優れ て い た の で ，前処理 終 了後直 ち に

注人 す る こ と に した．

　検鬘 線作成 の た め の 標準液系列も， 作成 した前処理 プ

ロ グ ラ ム を用 い て調 製 した，は じめ に，必 要 な 量 の 水 を

試料瓶 に 入 れ ，次 に 標準液 の 必 要量 を加 え て か き 混 ぜ

た．標準液 は
， 空気 で 挟 ま れ て い っ たん テ フ ロ ン ル

ー
プ

内 に 吸 わ れ，次 に こ れ が試料瓶 に加 え られ る．こ の 液 を

挟 む 空気 の 量 が 多す ぎ る と正確 な分 取 が で き な か っ た

が，両側 の 空 気量が 20 μ1の と き の Zn と Cu の 検量線

の 相関係数 は 0．999以上 で あ っ た，

　以 上 の 検討結果 を もと に標準液及 び試料の 前処 理 プロ

グ ラ ム を作成 し た ，検量線 の 作成 の た め の 前処理プロ グ

ラ ム の 一
例 を Table　 1 に ホ した。

　 3 ・4 　タ イ ム プロ グ ラム

　試料注入 の 前 に
， 濃 縮 カ ラ ム 内の 溶離液 の 流 れ を溶離

液 A か ら B に 切 り替 え て，キ レ
ー

トが保持 さ れ や す い

移動相 に し，試料 注 入 後 更 に 数 分間 そ の ま ま 溶離液 B

を流 して ，過剰 の ク エ ン 酸ニ ア ン モ ニ ウム と キ レ
ー

ト剤

HMA −HMDC を排 出 し た後 に，溶離液 をA に 切 り替 え

て 分析 カ ラ ム に 導 い た．こ の タ イ ミ ン グ は，既報
le ）を

参 考 に して ，注 入 の 3 分 前 に 溶離液 B を流 し， 注入 か

ら 5 分後 に 溶離液 A に 切 り替え た，

　紫外検出器 の ゼ ロ 点補 正 は，リ レ
ーを用 い て 分 析 の

0」 分 前 に 行 い ，デー
タ 処理装置 の 分析開始 は，“

start
”

命令 で 行う．タ イム プ ロ グ ラ ム の
一

例 を Tablc　2 に 示

した．

　次 に ，プ ロ グ ラ ム の 終 了 時間か ら 次の 試料の 前 処理 に

必要 な 時間を引 き算 し て，次 の 試料 の 前処理 の 開 始命令

を出す．データ処 理 装置の タ イム プ ロ グラ ム に よ っ て ，

分析が 終 了 す る こ ろに ，カ ラ ム 流路を切 り替え て 次 の 注

入 の 準備 に 入 る ．最 後 に こ の プロ グ ラ ム の ス トッ プ命令
で
一一連 の プロ グ ラ ム が終 了 す る．こ の 時点 で 次の 試料が

注人 され る こ と に な る．
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Table　 lTime 　table　for　preparation　of 　calibration 　cur ＞e

（a ）Prctreatment　program （b）Standard　injection　program

Time／

min
Procedure

Time／

mln
Procedure

0201

2．S3
、65
．46
，78
．49
．5

11．512
．820
、i21
．5

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＊

rinse 　of 　syringe 　and 　Tcflon　tube

addition 　 of 　watcr 量nto 　the　 vial 　for　 st跚 dard　 so 圭u −

tion　seriCS

rinse 　of 　syringe 　and 　Tcflon　tube

addition 　 of 　metal 　standard 　solution

rinse 　of 　syringe 　and 　Teflon　tubc

mlXlngr

量nsc 　of 　syringe 　and 　Teflon　tube

addition 　ol
−
mlxed 　 solution 　 of 　l．O　M 　 ammonium

citrate 　and 　O．Ol　M 　HMA −HMDC
rinse 　of 　syringe 　and 　Tdlon　tube
mixing （3 巨mes ）

rinse 　of 　syringe 　and 　Teflon　tube

go　to　standard 両 ection 　program

0．Ol
．222

2．42
．42
．62
．6s
．95
．26
．2

6．8

rinse 　of 　syringe 　and 　Te〔lon　tube
rinse 　of 　injection　port
loading　 of 　samplc 　 solution （500 叫）on 　Teilon

tubevalve
　switch 量ng

’fbr　loading
i駄iection　of ＄ample 　intQ　PEEK 　sample 　looP

valve 　switching 　fbr　inject童on

rinse 　Of 　i司eCtiOn 　pOrt
r孟nse 　of 　syringe 　and 　Teflon　tube

Ioading　of　methanol （1000　Ul）on 　Teflon　tube

dlscharge　 or 　 methanol 　 via
．
injectien　port　 to

wasterinse

　of 　sYringe 　and 　Tcnon 　tube

＊ Rinse　was 　carried 　out 　with 　Milli−Q　watcr ，

Tablc　2　Typical　time　program

Time 　Program　File＃2
　 ＃　　 time 　 func．　 ValueAction

01234

▲
5

490 　　event

5．OD　 rv．　 a
5．00　 start

21．40　s．pret
34．00　 rv ，　 a

37 ．OO　stop

ll

o

a〔垣ustment 　of 　detector

valve 　switching

start 　of 　data　processor
start 　of 　prctreatment
valve 　switching

end 　of 　this　tlme 　program

　3 ・5 分 析 順 序

　分析順序 は ， まず HPLC 流路 の 洗浄 の た め に ，0、Ol

MHMA −HMDC を lm 畳注入 し ， 次 に 水を lml 注入 し

て か ら，検 量線 の 作成 を行 い ，最後 に 試料の 分析 を行 う

よ うに し た，検量線の 作成 と 試料 の 分析 の た め の タ イム

プ ロ グ ラ ム と前処理 プ ロ グ ラ ム は，別 々 の も の を用 い

た ．

　S・6　試料負荷限界量と注入量

　前述 の 前．処 理 フ
D
ロ グ ラ ム を 用 い て ， Zn 　O〜L4，　 Cu

O〜1．6 μg／ml の 溶液 2000 叫 に ，　 IM ク エ ン 酸 ニ ア ン モ

ニ ウ ム と O．01　MHMA −HMDC 混液 （4 ： 1）500 叫 を

添 加 し た 後，そ の 2000叫 を注 入 し て 検 量 線 を 作 成 し

た，そ の 結果 ，
ピー

ク 高 さ 対金属濃度の 検 量 線 は
， 中間

濃度付近か ら 右 に 曲が り始 め た，

　Bovine　Livcr 中 に は Zn と Cu が か な り高濃度 に 含 ま

れ て い る が，あま り少量 の 試料を分 析 に 用 い る と，試 料

の 不均
・．．一さ に よ っ て 定量 値 が ば ら つ く お そ れ が あ る の

で ，100　mg 程 度 を 採取 す る 必要 が あ る と考 え た．こ の

採取量 と 保証値の Zn と Cu の 量 か ら計 算 す る と，注入

量 2000叫 で は高 さ検量線 が 曲が り始 め る濃度 に 相当す

る こ と が 分 か っ た ．こ の 曲 が り始 め る点を定量分析 の た

め の 試料負荷限界 と判断 した．こ の 限 界量を金属 の 絶対

量 で 表す と，Zn，
　 Cu 共 に約 O．8　wg に 相当 す る．試料

注 入 量 500 叫 で は ，金 属濃度 に 対 して ピー
ク 高 さ ピー

ク面積どち らで も，検量 線 の 直線性 も ピー
ク形状 も良 好

で あ っ たの で，注入量 は 500 嘩 と した．

　乂，HPLC 用試料溶液 は こ れ ま で 水溶液 と して き た

が
， 濃縮用溶離 液 と似 た組 成で は ど う な る か を調べ る た

め に ，標準 液 系列 に メ タ ノ
ー

ル を 500 叫 添加 し て 検 量

線 を作成 した と こ ろ，ピーク が シ ャ
ープに な る こ と が分

か っ た の で ，HPLC 用試
．
料中に 20％ に な る よ う に メ タ

ノ ール を 添加 す る こ と に し た．注入 量 500 叫 に お け る

濃縮 カ ラ ム へ の 金属負荷量約 0，2μg で の シ ャ
ープ さ を，

理 論 段 数 IN； 5．54 × 〔保持時間 ／半値幅）
2
｝ で 表 す と ，

メ タ ノ
ー

ル を添加 しな い と きの Zn と Cu キ レ ートピー

ク の 理論段数 は そ れ ぞ れ ll600 及 び 740e 段 ，添加 し た

と き は そ れ ぞ れ 14200 及 び 13600 段 で あ っ た．こ の 咼

濃 度の キ レ
ートを濃 縮 す る実験中に ， オートイン ジ ェ ク

ターの テ フ ロ ン 製試料 ル
ープに キ レ

ー
トが 吸着 され て い

るの が 発見 さ れ た ．こ れ が す ぐ に 定量 結果 を大 き く左右

す る こ と は な か っ た が，汚染防止 の た め に 試料の 注 入 後

N 工工
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Table　3　Analytica正 results 　 ef 　zinc 　 and 　 copper 　in

　　　　 Bovine　Liver　by　automatcd 　HPLC

No ．　of 　run Zinc／ng　9
一

且 Copperfyg　gN
’

　 　 　 1

　 　 　 2

　 　 　 3

　 　 　 4

　 　 　 5

　 　 　 6
　 　 　 7

　 　 　 8

　 Mean ± S．D．
　 　 RSD ％

〔】ertified 　valu じs

Calibration　cu 亘
．
v じ

〔】orrela 匸ion　cocfflcient

　 122．9
　 121．9
　 124．3
　 127．斗
　 12艮．6
　 125．4
　 12斗．2
　 120．2
亅23．5± 2．3
　 1，9％

123±8

　 L52．4・
　 157．6
　 155．斗
　 161．9
　 151．9
　 159．2
　 155，1
　 正55，4156

．且± 3．3
　 2、1％
158±7

丿
．＝

　ll．3生3κ 十 3ア．35　丿
＝7，280x− 7，12

　 　 0．9998　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0，9998

昌
口

8
 

だ

8
目

盛
』

。

ω

』

＜

丿 ： P・ ak 　 a ・ ca （mV ・），
x ・ mctal ・ ・ ncent ・ ati ・ n （U9

・
9
−
1
）

に，テ フ ロ ン ル
ープ を メ タノ

ー
ル で 洗浄 す る操作 を標準

注人 プロ グ ラ ム に 追 加 し た 〔Table　l，1〕〉，
0 5 10 15 20

　3・7　Bovine 　Liver 中の Zn と Cu の同時定量

　自動 HPLC に よ っ て 作成 さ れ た Zn と Cu の 検量線

は
， HPLC 用 試 料溶液 （2500叫）中の Zn 濃度 O〜560

ng ／ml ，　 Cu 濃 度 O− 640　ng ／ml の 範 囲 で ，相 関係 数

0．999 以．上の ほ ぼ原点 を通 る良 好 な 直線 と な っ た．8 回

の 繰 り 返 し 分析 の 結 果 を Table 　3 に ，得 られ た ク ロ マ

トグ ラ ム を Fig．3 に 示 し た ．　 Table　3 か ら明 らか な よ

う に Zn と Cu の 定量 結果 は，保証値 とよ く
一

致 し，相

対標 準 偏 差 も Zn　l．9％，　 Cu 　2．1％ と良好で あ っ た、後

日 ， 新 た に B ・ vinc 　I．iver試料 を灰化 し て，同様 の 実験

を行 っ た結 果，Zn 　123．2±2．8，　 Cu 　156．6 ± 1．8　yg／g （共

に n ＝8） と，目 間 の 精度及 び正 確 さ も良好 で あ っ た，

　本法で の Cd ，　 Ni，　 Pb，　 Zn，（】u ，　Hg ，
　 Co 及び Biの

定量下限 は，試料 100mg を灰化 して 5ml の 希塩酸 に

灰分 を 溶解 し て そ の 250 叫 を用 い て HPLG 用試料溶液

を調 製 し，注 入 量 500 国 で 分 析す る と，試料中 の 濃．度

と して お よ そ 1μg／g で あ る ．従 っ て ，試料の 量 や 注 入

量を多 くす れ ば，更 に 低濃度の 分 析 も可 能 で あ ろ う．

　　　　　　　　　　　（
199．・3 年 6 月，第 54 回分析 化

学討 論会に お い て
一
部発 表 ）
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要 旨

　Cd ，　 Ni，　 Pb，　 Zn，　 Gu ，　 Hg ，　 CQ 及 び Bi イオ ン を ヘ キサ メ チ レ ン ジ チ オ カ ル バ ミン 酸 キ レ
ー

トと し

て ，オ ン ラ イ ン で ミ ニ カ ラ ム （Clu｝ に 濃縮 し た 後 に 分析 カ ラ ム で 分 離 し，紫外検出 す る 方法 を 自動化

す る た め の 種 々 の 実験 条件を検討 し
， 最適分析条件 を確 立 し た．本法 を米 国 NIST の 生 体標準試 料

Bovine　Liver に 適 用 し た．乾燥 し た 試料 の 100　mg を，硝 酸 と過 塩素酸 を用 い て 湿式灰化 し，使用 した

酸 を 蒸発乾 固 し た後，残留物 を希塩酸 に 溶解 し，そ の 一定量 を HPLC 分析 に 用 い た．最 適化 し た 自動

HPLG 法 に よ っ て ，標準液系列 を 調製 しな が ら検量線 を作成 し，次 に 試 料溶液 を測 定 した．そ の 結果

Bovinc　Liver中の Zn と Cu が検出され たが ，
ほ か の Cd，　 Ni な ど は検出 で き な か っ た．本法 に よ る 定

量結果 は，Zn　124±
’
2，

　Cu 　156± 3 陟g／g と NIST の 保証値 （Zn　123± 8，　Cu　l58 ± 7 腱 ノ呂） と よ く一致

し，繰 り返 し再現 精度 （rt＝8｝も約 2％ と良好 で あ っ た．
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