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概要

多環芳香族炭化水素（PAH: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons）

は、発癌性化合物ですが、煙草、タール、燃料などの不完全燃

焼により生じ、環境中にごく普通に存在する化合物です。空気

や水、土壌、食品などの各種サンプルに含まれるPAHの分析に

ついては、多くの規制当局が分析手法を定めています。水中に

含まれる微量PAHを分析するには、非常に高感度の手法が求め

られます。本論文では、新開発のZORBAX Eclipse PAHカラム

を用いた総合的なHPLC手法による水中のPAH分析を紹介しま

す。水サンプルの抽出には、AccuBond ODS C18固相抽出

（SPE）カートリッジを使用しました。最適化されたC18結合相

により、高レベルの再現性をもたらすEclipse PAH は、ルーチ

ン分析に理想的なカラムです。

水中に含まれる
多環芳香族炭化水素（PAH）の
ZORBAX Eclipse PAHカラムによる分析

アプリケーション

はじめに

多環芳香族炭化水素（PAH）は、環境中のいたるところに存在

しています。自然発生したものも、人為的に発生したものも、

その発生源は同様であると考えられています。最近の研究に

より、多くのPAHには、発癌性や変異誘発作用、催奇作用が

あることが明らかになっています。こうしたことから、環境

機関はPAHを要注意化合物とみなし、人体の健康を守るため

に、水中の許容濃度を厳しく規制しています[1]。

多環芳香族炭化水素は、「多核芳香族炭化水素」（Polynuclear

Aromatic Hydrocarbons）とも呼ばれます。現在では、この

種の化合物については、PAHという略語が広く使われていま

す。米国環境保護局（EPA）は、16種類のPAHを「優先汚染物

質」と指定し、規制の対象としています。この16種類のPAH

については、廃水（610[2]）、飲料水（550.1[3]）、固形廃棄物

（8310[4]）中でその存在を同定するだけでなく、定量するこ

とが求められています。

米国国立労働安全衛生研究所（NIOSH）も、PAHの規制手法を

定めています。NIOSHのメソッド5506[5]では、17種類の

PAHが規制の対象となっています。表1には、規制対象となっ

ている17種類のPAHとその特性の一部を記載しています。

環境
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実験手法

使用装置

本アプリケーションの実験結果は、すべてAgilent 1200SL

Rapid Resolution HPLCシステムを用いて得られたものです。

システム構成は以下のとおりです：

G1312B バイナリSL

G1379B マイクロデガッサ

G1367C 54 × 2 mLサンプルトレイを搭載した

高性能ウェルプレートオートサンプラ（WPS）

G1316B カラム恒温槽（TCC）SL

G1315C 標準フローセルを搭載した

ダイオードアレイ検出器（DAD）

G1321A 蛍光検出器（FLD）

装置に使用したチューブは、すべて内径0.17 mmです。

1100バイナリシステムや1100および1200クォータナリポン

プシステムなどの他の装置でも、この手法を実施できる可能

性がありますが、それについては本アプリケーションでは検

証していません。他の装置を使用する場合は、グラジエント

に若干の調節を施す必要がある場合があります。

HPLC条件

表1[5]. NIOSHメソッド5506に含まれるPAHの化学式と物理的特性

水溶解度
化合物（分子量順） 化学式 分子量 融点 ( °C) 沸点 ( °C) mg/L (25 °C)

1 ナフタレン C10H8 128.17 80.2 218 30
2 アセナフチレン C12H8 152.20 92.5 280 3.9
3 アセナフテン C12H10 154.21 93.4 279 3.9
4 フルオレン C13H10 166.22 115 295 2
5 アントラセン C14H10 178.23 215 340 0.07
6 フェナントレン C14H10 178.23 99.2 340 1.2
7 フルオランテン C16H10 202.26 108 384 0.26
8 ピレン C16H10 202.26 151 404 0.13
9 ベンゾ[a]アントラセン C18H12 228.29 167 435 0.01
10 クリセン C18H12 228.29 258 448 0.002
11 ベンゾ[b]フルオランテン C20H12 252.32 168 – 0.014
12 ベンゾ[k]フルオランテン C20H12 252.32 217 480 0.008
13 ベンゾ[a]ピレン C20H12 252.32 177 495 0.004
14 ベンゾ[e]ピレン C20H12 252.32 178 311 –
15 ベンゾ[ghi]ペリレン C22H12 276.34 278 – –
16 インデノ[1,2,3-cd]ピレン C22H12 276.34 164 – 0.0005
17 ジベンゾ[a,h]アントラセン C22H14 278.35 270 524 0.00026

–該当なし

カラム： ZORBAX Eclipse PAH, 
4.6 mm×150 mm、3.5 µm
（部品番号 959963-918）

移動相： A水；Bアセトニトリル
グラジエントタイム 時間（分） %B
テーブル： 0.0 50

2.0 50
22.0 100
停止時間28分、ポストラン5分

流速： 1.5 mL/min
DAD： PW 0.1 min；スリット4 nM；

標準フローセル
シグナルA： 254, 4 nm；Ref off.

FLD：
タイムテーブル： PMT=12

時間（分） Ex(nm) Em(nm)
0 220 330
7 210 330
9.6 250 363

10.7 250 405
12 250 460
13 270 400
20.2 270 415
24.3 250 490

標準溶液

EPA 610混合物質からなるPAH標準溶液とベンゾ[e]ピレン標

準溶液を、SUPELCO（ペンシルバニア州、米国）から購入し

ました。EPA 610混合液0.9 mLと1.25 mg/mLのベンゾ（e）

ピレン0.1 mLを混合し、分析用原液を作成しました。
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原液における各PAHの濃度を表2に示しています。原液をアセ

トニトリルで希釈し、較正用の標準溶液を作成しました。5ポ

イントの検量線を作成しました。

サンプル前処理

水中の微量PAHを分析するために、AccuBond ODS C18

SPEカートリッジ（部品番号188-1356）を用いて1 Lの水を抽

出しました。4等分した10-mLのジクロロメタン（DCM）、メ

タノール、2等分した10-mLの水（HPLCグレード）で順次洗浄

し、カートリッジ（0.5 g）を調整しました。

自動固相抽出機を用いて、1-Lの水サンプルを流速2.5 mL/min

でSPEカートリッジを通過させ、抽出しました。その後、

カートリッジを10 mLのHPLC水で洗浄し、約10分間にわ

たって窒素を吸引して乾燥させました。乾燥後、PAHサンプ

ルを5-mLのDCMでカートリッジから溶出させ、混合しました。

N2を吹きつけて溶出液を容積1 mLになるまで蒸発させ、アセ

トニトリル3.0 mLを添加し、更に1.0 mLに濃縮して最終溶液

を作成しました[3]。

結果と考察

分離，検出感度

本アプリケーションでは、ZORBAX Eclipse PAHカラムを用

いて、17種類すべてのPAHをベースラインで分離することが

できました。このカラムで17種類のPAHを分離したクロマト

グラムを、図1（DAD）および図2（FLD）に示しています。分析

した混合液には、5組の幾何異性体が含まれています（1つ目が

5と6、2つ目が7と8、3つ目が9と10、4つ目が11と12と13と

14、5つ目が16と17）。これらの一部は、他の逆相PAHカラム

では分離できません。できる場合でも、ベースラインで分離

することはできません。Eclipse PAHカラムは、こうした異

性体を分離できるように特別に設計された結合相を備えたカ

ラムです。ピーク3と4、ピーク11と12といった近接するピー

クの分離係数は、すべて2.0を上回りました。

表2. 原液における各PAH標準物質の濃度

濃度
化合物（分子量順） (µg/mL)

1 ナフタレン 900

2 アセナフチレン 1800

3 アセナフテン 900

4 フルオレン 180.1

5 アントラセン 90.2

6 フェナントレン 90.1

7 フルオランテン 180

8 ピレン 89.9

9 ベンゾ[a]アントラセン 89.9

10 クリセン 90.2

11 ベンゾ[b]フルオランテン 180

12 ベンゾ[k]フルオランテン 89.9

13 ベンゾ[a]ピレン 90.1

14 ベンゾ[e]ピレン 125

15 ベンゾ[ghi]ペリレン 179.9

16 インデノ[1,2,3-cd]ピレン 90.1

17 ジベンゾ[a,h]アントラセン 179.9
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図1. Eclipse PAHカラム、4.6 mm×150 mm、3.5µm（p/n 959963-918）とDAD-254 nmを用いて分離した
17種類のPAHのクロマトグラム
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このアプリケーションでは、検出器にDADとFLDの2種類を

使用しました。PAHの微量分析で最大の感度を得るためには、

蛍光検出器を推奨します。蛍光検出器を使用すれば、すべて

のPAHで最適な励起波長と放出波長が得られます。感度を最

大にするために、検出限界（LOD）が低ピコグラムレベルの

FLDプログラムを使用しました。UV吸光光度法と比較すると、

分析対象物のシグナル／ノイズ比が100倍ほど向上するため、

LODも約100倍低くなります。シグナル／ノイズ比を3として

算出したFLDおよびDADのLODデータを表3に示しています。

汚染度の高いサンプルの場合、UV可視吸光光度ダイオードア

レイ検出器が、ピーク同定やピーク純度確認の補助分析ツー

ルとして効果を発揮します。また、アセナフチレンは蛍光を

発しないため、この化合物については、UV検出器が必要とな

ります。規制当局が定める多くのメソッドでは、UV-254 nm

が採用されていますが、これはすべての化合物に最適な波長

とはいえません。一部の論文では、最適なシグナル／ノイズ

比を得るために、DAD波長変換プログラムが使用されていま

す[6]。

再現性と直線性

複雑な環境マトリックスに含まれる分析対象物を正確に同定

するためには、安定した保持時間（retention time = RT）が重

要です。タイムプログラマブル蛍光検出器を使用する場合、

分析中の波長変換を設定するうえでも、RTの安定性がきわめ

て重要となります。信頼性の高い定量データを得るためには、

ピーク面積の精度が重要です。

表4のデータは、Eclipse PAHカラムを用いた繰り返し10回の

分析において、おおむね0.1％よりも優れたRT精度が得られる

ことを示しています。FLDおよびDADのピーク面積精度は、

相対標準偏差（RSD）で2％を下回っています。

こうした質の高い結果を実現しているのは、Eclipse PAHカ

ラムのクオリティと1200 SL装置の信頼性の高さです。新開発

のEclipse PAHカラムでは、他のEclipse Plusカラムと同じ

シリカが使われています。このシリカは、最高のピーク形状

が得られるように処理された新型の高純度シリカで、PAHサ

ンプルをはじめとするあらゆる種類のサンプルで、最高レベ

ルの分析効率と再現性を実現します。
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図2. Eclipse PAHカラム、4.6 mm×150 mm、3.5µm（p/n 959963-918）とFLDプログラムを用いて分離した
17種類のPAHのクロマトグラム

表3. FLDおよびDADにおける17種類のPAHの理論上LOD
（S/N = 3）

化合物 LOD (FLD) LOD (DAD)
（溶出順） (pg) (pg)

1 ナフタレン 1.93 196.6
2 アセナフチレン – 521.1
3 アセナフテン 2.64 936.3
4 フルオレン 2.13 774.5
5 フェナントレン 0.54 31.5
6 アントラセン 0.14 16.0
7 フルオランテン 0.62 150.0
8 ピレン 0.24 189.8
9 ベンゾ(a)アントラセン 0.69 56.5
10 クリセン 0.80 41.9
11 ベンゾ(e)ピレン 2.18 133.2
12 ベンゾ(b)フルオランテン 2.35 55.8
13 ベンゾ(k)フルオランテン 0.17 72.6
14 ベンゾ(a)ピレン 0.38 117.0
15 ジベンゾ(a,h)アントラセン 2.11 202.1
16 ベンゾ(g,h,i)ペリレン 1.89 206.5
17 インデノ(1,2,3-c,d)ピレン 1.69 87.0
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表5に示したDADおよびFLDの直線性係数は、すべてのPAH

で1.00にきわめて近い優れた値となっています。図3には、

0.011 ngから0.18 ngの範囲におけるベンゾ（a）ピレンの直線

プロットを示しています。相関係数は0.99990で、飲料水に含

まれる低濃度PAHの定量において、優れた直線性と直線性範

囲を実現しています。

表4. Eclipse PAH（4.6 mm×150 mm、3.5µm）カラムにおけるピーク面積と保持時間の再現性

DAD FLD DAD FLD
化合物 面積RSD (%) 面積RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%)
（溶出順） (N = 10) (N = 10) (N = 10) (N = 10)

1 ナフタレン 0.39 0.70 0.04 0.07
2 アセナフチレン 0.44 – 0.06 –
3 アセナフテン 0.56 0.84 0.05 0.05
4 フルオレン 0.61 0.77 0.05 0.05
5 フェナントレン 0.47 0.45 0.04 0.11
6 アントラセン 0.57 0.27 0.04 0.04
7 フルオランテン 0.67 0.45 0.03 0.04
8 ピレン 1.44 0.27 0.03 0.02
9 ベンゾ(a)アントラセン 0.48 0.36 0.09 0.02
10 クリセン 0.41 0.30 0.02 0.02
11 ベンゾ(e)ピレン 1.15 0.29 0.02 0.02
12 ベンゾ(b)フルオランテン 0.42 0.41 0.01 0.02
13 ベンゾ(k)フルオランテン 0.74 0.47 0.01 0.02
14 ベンゾ(a)ピレン 1.41 0.98 0.009 0.02
15 ジベンゾ(a,h)アントラセン 1.02 0.39 0.007 0.01
16 ベンゾ(g,h,i)ペリレン 1.12 0.89 0.01 0.01
17 インデノ(1,2,3-c,d)ピレン 0.75 0.39 0.008 0.01

表5. DADおよびFLDを用いた場合におけるEclipse PAHカラムの直線性係数

化合物 DADの 直線性範囲 FLDの 直線性範囲
（溶出順） 直線性係数(r2) (ng) 直線性係数(r2) (ng)

1 ナフタレン 0.9999 1.76 – 56.25 0.9999 0.11-1.76
2 アセナフチレン 0.9999 3.52 – 112.5 – –
3 アセナフテン 0.9999 1.76 – 56.25 0.9998 0.22 – 3.52
4 フルオレン 0.9999 3.52 – 112.5 0.9993 0.11 – 1.76
5 フェナントレン 0.9999 0.18 – 5.63 0.9998 0.22 – 3.52
6 アントラセン 0.9999 0.18 – 5.64 0.9998 0.011 – 0.176
7 フルオランテン 0.9999 0.35 – 11.25 0.9999 0.011 – 0.176
8 ピレン 0.9990 0.35 – 11.25 0.9999 0.022 – 0.352
9 ベンゾ(a)アントラセン 0.9998 0.18 – 5.62 0.9999 0.011 – 0.176
10 クリセン 0.9999 0.18 – 5.64 0.9999 0.011 – 0.176
11 ベンゾ(e)ピレン 0.9993 0.49 – 15.62 0.9999 0.011 – 0.176
12 ベンゾ(b)フルオランテン 0.9999 0.35 – 11.25 0.9999 0.015 – 0.244
13 ベンゾ(k)フルオランテン 0.9994 0.35 – 11.25 0.9999 0.022 – 0.352
14 ベンゾ(a)ピレン 0.9994 1.41 – 45.0 0.9999 0.011 – 0.176
15 ジベンゾ(a,h)アントラセン 0.9993 0.70 – 22.5 0.9999 0.022 – 0.352
16 ベンゾ(g,h,i)ペリレン 0.9990 0.70 – 22.5 0.9996 0.022 – 0.352
17 インデノ(1,2,3-c,d)ピレン 0.9994 0.35 – 11.25 0.9996 0.011 – 0.176
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図3. FLDプログラムによるベンゾ(a)ピレンの直線性プロット

回収率

表6には、1 LのHPLC水に分析用原液10µLを添加した溶液の

回収率データを示しています。回収サンプルは、「サンプル前

処理」の項で述べた手順に従って作成しました。PAHは水に

溶けにくく、特に溶出の遅い化合物ほど水溶性が低いことか

ら、STDを水に添加する際は、一般に、メタノール、イソプ

ロパノール、テトラヒドロフラン、あるいはこれらの混合液

などが使用されます。本手法では、20％のメタノールを使用

しました。各化合物の回収率データは、化合物2、3、4、5、6、

7で85％を上回りましたが、化合物1、10、11、12、13、15、

16、17ではそれよりも低く、35～49％の範囲内でした。ナフ

タレンは揮発性なので、窒素を吹き付けて濃縮する場合、回

収率が低くなります。また、溶出の遅い化合物で回収率が低

くなっているのは、添加溶媒に20％メタノールを用いたもの

の、溶解が不十分だったためと考えられます。

揮発性のナフタレンの回収率を高めるために、チューブヒー

ターによる濃縮法で濃縮し、ODS-C18 DCM溶離液をアセト

ニトリルに置換しました[1]。

実際のサンプル

試薬水、飲料水、水道水、河川水といった各種の水サンプル

のクロマトグラムを図4に示しています。各水サンプルには、

1/640に希釈した原液40 µL（ベンゾ（a）ピレン0.225 ppb）を

添加しました。すべての添加標準溶液が検出され、良好に分

離されました。前回の研究では、18分というやや短いグラジ

エント時間を使用していました。この際、すべての標準溶液

がベースラインで分離されましたが、ピーク13と14のあいだ

で干渉が見られました。このピーク干渉を防ぐために、グラ

ジエント時間を22分に延長しました。本研究の条件下におい

ては、HPLC用純水からはターゲットとなるPAHが検出され

ませんでした。したがって、この水サンプルをブランク水と

みなしました。一番上のクロマトグラムが、標準溶液を添加

した試薬水（HPLC用純水）です。一部の水道水サンプルでは、

微量のナフタレンが検出されました。一部の河川水サンプル

では、ナフタレン、アセナフテン、フルオレン、フェナント

レン、アントラセン、フルオランテン、ピレン、ベンゾ（a）ア

ントラセンが微量ながらFLDにより検出されました。

表6. 全17種類のPAHの回収率データ（n = 3）

化合物 FLD RSD DAD RSD
（溶出順） 回収率 (%) (%) 回収率 (%) (%)

1 ナフタレン 42.6 1.48 44.0 5.9
2 アセナフチレン – – 97.1 5.3
3 アセナフテン 97.2 4.38 95.7 4.4
4 フルオレン 100.6 5.5 100.4 6.1
5 フェナントレン 95.4 5.11 101.6 5.6
6 アントラセン 88.3 3.73 90.9 4.7
7 フルオランテン 94.1 3.60 92.4 4.5
8 ピレン 88.4 4.30 83.5 2.4
9 ベンゾ(a)アントラセン 61.6 1.74 60.3 5.8
10 クリセン 48.0 2.99 48.9 6.1
11 ベンゾ(e)ピレン 40.1 4.97 40.4 12.8
12 ベンゾ(b)フルオランテン 48.7 2.06 48.8 3.4
13 ベンゾ(k)フルオランテン 42.0 3.81 45.8 1.7
14 ベンゾ(a)ピレン 58.8 3.59 57.6 10.0
15 ジベンゾ(a,h)アントラセン 39.1 6.36 35.2 11.1
16 ベンゾ(g,h,i)ペリレン 39.2 2.34 45.6 4.8
17 インデノ(1,2,3-c,d)ピレン 46.7 1.57 39.8 6.8

面積

面積 = 167.895615*Amt +0.57

相関係数：0.99990

量[ng]
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まとめ

新しいZORBAX Eclipse PAHカラムを使えば、17種類の

PAHすべてをベースラインで分離でき、近接する化合物の分

離係数は、ほとんどの場合で2.0を上回ります。河川水および

飲料水サンプルでは、すべての添加PAHを干渉物質から分離

できます。直線性も優れています。ピーク面積再現性の平均

値は1.5％未満、保持時間再現性の平均値は0.1％未満です。

AccuBond ODS C18を使用した回収率も優れています。サン

プル前処理の手順を最適化すれば、さらに優れた結果が得ら

れる可能性がありますが、その点については本論文では検証

しませんでした。FLDプログラムの使用により、低ピコグラ

ム域のLODが得られました。本アプリケーションのFLD設定

では、蛍光を発さないアセナフチレンを除くすべてのPAHに

ついて、最良のシグナル／ノイズ比が得られます。

PAH分析の効率の良さ、独自の選択性といったEclipse PAH

カラムの特性により、実際の水サンプルに含まれる微量PAH

の分析において、最高レベルの感度が得られました。
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図4. Eclipse PAHカラムでPAH標準溶液を添加した各種水サンプルのクロマトグラム
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