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对用户的好处
◆  可自动生成不同分析条件的序列
◆  定量评估所得分析结果，自动判别最佳条件
◆  可自动切换多个流动相、色谱柱，有效利用夜间和休息日等时间

■  简介
HPLC分析中，流动相构成和色谱柱的种类对目标组分的保

持和分离影响很大。为确定适合目标组分的分析条件，需要探索
大量流动相（pH值、盐浓度、有机溶剂的比例等）和色谱柱（ODS、
C8、Phenyl等），需要花费大量的时间和精力。

通过在一体型 HPLC i系列中追加流路切换阀，最多可使用 6

种色谱柱，与 4种流动相组合探索分析条件（方法探索）。
此外，本系统任意比例自动混合流动相的功能，仅通过事先

准备好的多种溶剂即可快速探索出适合目标组分的分析条件。
本文将介绍使用 i系列方法探索系统探索 12种焦油色素同时

分析条件的工作流程。

■  同时分析条件的探索
图 1所示为 i系列方法探索系统的外观，图 2所示为流路图。

切换色谱柱的流路切换阀内置于柱温箱内。
表 1所示为分析条件，表 2所示为此次分析对象的 12种焦

油色素的化合物名称。色谱柱采用 6种不同的固定相。流动相采
用水相、有机相，分别设置 2种，使用流动相混合功能分别制备
第 3种。将其进行组合，共使用了 9种流动相。使用上述 6种色
谱柱和 9种流动相，自动探索 6×9=54种分析条件。

01-00137-CN

图 1 i系列方法探索系统的外观

图 2 i系列方法探索系统的流路图
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ユーザーベネフィット

タール色素12種⼀⻫分析条件のスカウティング

 異なる分析条件をスカウティングするための分析スケジュールを自動で作成可能
 取得した分析結果を定量的に評価し、最適な条件を自動判別
 自動で複数の移動相・カラムの切り換えを実行でき、夜間や休日など時間の有効活用が可能

周 毅婷

高速液体クロマトグラフ i-Series／LC-2060C 3D

はじめに
HPLC分析において、移動相組成やカラムは目的成分の

保持や分離に大きく影響を与えます。目的成分に適した分
析条件を決定するのに、数多くの移動相（ pH、塩濃度、有
機溶媒比率など）やカラム（ODS、C8、Phenylなど）を探
索する必要があり、労力、時間、経験を要します。

一体型HPLC i-Seriesに流路切換バルブを追加することで、
最大6種類のカラムが使えるようになり、4種類の移動相溶
媒と組み合わせた分析条件の探索（メソッドスカウティン
グ）が可能です。

また、本システムは溶媒を任意の比率で自動混合する移
動相ブレンディング機能を有しています。あらかじめ用意
した数種の溶媒のみで、目的成分に適した条件を迅速に探
し出すことができます。

本稿では、i-Seriesメソッドスカウティングシステムを用
いたタール色素12種の一⻫分析条件スカウティングのワー
クフローをご紹介します。

⼀⻫分析条件のスカウティング
図1にi-Seriesメソッドスカウティングシステムの外観、

図2に流路図を示します。カラムを切り換える流路切換バル
ブはカラムオーブン内に内蔵されています。

表1に分析条件、表2に今回の分析対象にしたタール色素
12種の化合物名を示します。カラムは異なる固定相6種類を
使用しました。移動相は水系、有機系それぞれ2種類をセッ
トし、移動相ブレンディング機能を用いてそれぞれの3種類
目を調製しました。これらを組み合わせて計9種類を移動相
として使用しました。上記の6種類のカラムと9種類の移動
相を用いて6×9=合計54通りの分析条件のスカウティング
を自動で行いました。

図 2 i-Seriesメソッドスカウティングシステムの流路図

System : LC-2060C 3D
Column : (1)Shim-pack Scepter TM C18-120*1

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
(2)Shim-pack Scepter C8-120*2

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
(3)Shim-pack Scepter Phenyl-120*3

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
(4)Shim-pack Scepter C4-300*4

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
(5)Shim-pack Scepter PFPP-120*5

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
(6)Shim-pack TM GIST C18-AQ HP*6

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)
Vial : SHIMADZU LabTotalTM Vial for LC 1.5 mL, Glass*7

Mobile phase A
Aqueous mobile phase:

A1: 10 mmol/L Acetic acid aqueous solution
A2: 10 mmol/L Ammonium acetate aqueous        

solution
A3: A1/A2=50:50

Ammonium acetate buffer solution
prepared by blending function 

Mobile phase B 
Organic mobile phase:  

B1: Acetonitrile(ACN)
B2: Methanol(MeOH)
B3: B1/B2=50:50

ACN-MeOH
prepared by blending function 

Flow rate : 0.7 mL/min
Column temp. : 40 ℃
Injection volume : 2 µL
Detection : PDA 254 nm
Time program : B.Conc 5%(0 min)→90%(5 min)→90%(5.01-7 min)

→5%(7.01-10 min)

表 1 分析条件

*1. P/N:  227-31013-01, *2. P/N:  227-31034-01
*3. P/N:  227-31064-01, *4. P/N:  227-31176-01
*5. P/N:  227-31054-01, *6. P/N:  227-30808-01
*7. P/N:  227-34001-01

図 1 i-Seriesメソッドスカウティングシステムの外観
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表 1 分析条件
系统 : LC-2060C 3D

色谱柱 : (1)Shim-pack ScepterTM C18-120*1

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)
(2)Shim-pack Scepter C8-120*2

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)
(3)Shim-pack Scepter Phenyl-120*3

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)
(4)Shim-pack Scepter C4-300*4

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)
(5)Shim-pack Scepter PFPP-120*5

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)
(6)Shim-packTM GIST C18-AQ HP*6

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)

样品瓶 : 岛津 1.5 ml样品瓶 *7

流动相 A

含水流动相：
A1：10 mmol/L醋酸水溶液
A2：10 mmol/L醋酸铵水溶液
A3：A1/A2=50:50
通过混合功能制备醋酸铵缓冲溶液

流动相 B

有机流动相：
B1：乙腈（ACN）
B2：甲醇（MeOH）
B3： B1/B2=50:50 

ACN-MeOH 
通过混合功能制备

流速 : 0.7 mL/min

柱温 : 40℃
进样量 : 2 μL

检测 : PDA 254 nm

时间程序 : B 浓度 5%（0 min）→ 90%（5 min）→ 90% （5.01-
7 min）→ 5%（7.01-10 min）

*1. P/N：227-31013-01， *2. P/N：227-31034-01
*3. P/N：227-31064-01， *4. P/N：227-31176-01
*5. P/N：227-31054-01， *6. P/N：227-30808-01
*7. P/N：227-34001-01
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図 4 Shim-pack Scepter C18-120（1）のクロマトグラム

図 3 Method Scouting Solutionの設定画面

①

②

③

④

�Method Scouting Solutionの設定
スカウティングするための分析スケジュール（バッチ）

は専用のソフトウェアMethod Scouting Solutionを用いて作
成しました。図3に設定画面を示します。バッチの作成手順
は以下の通りです。

①事前にデータベース登録済みの移動相とカラムを選択
します。②サンプルに関する情報を設定します。③グラジ
エントモードなどの分析条件を設定します。グラジエント
はリニアグラジエント、ステップワイズなどがありますが、
今回はリニアグラジエントを使用しました。④バッチ作成
ボタンをクリックすると、バッチファイルが作成されます。
このバッチファイルを用いて分析を行うことで、様々な分
析条件のスカウティングを自動で行うことができます。
�スカウティングのクロマトグラムと評価

図4~図9にスカウティングより得られたクロマトグラム
を示します。R3(Erythrosine)に不純物が含まれており、最
大13本のピークが検出されています。

表 2 タール色素12種一覧
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図 5 Shim-pack Scepter C8-120（2）のクロマトグラム

Compound name

Y4 (Tartrazine)
R2 (Amaranth)

B2 (Indigo Carmine)
R102 (New Coccine) 

Y5 (Sunset Yellow FCF)
R40 (Allura Red AC)
G3 (Fast Green FCF)

B1 (Brilliant Blue FCF)
R3 (Erythrosine)
R106 (Acid Red) 

R104 (Phloxine B)
R105 (Rose Bengal)

表 2 12种焦油色素一览

化合物名称

Y4（柠檬黄）

R2（紫红）

B2（靛蓝胭脂红）

R102（新胭脂红）

Y5（日落黄 FCF）

R40（诱惑红 AC）

G3（固绿 FCF）

B1（亮蓝 FCF）

R3（赤藓红）

R106（酸性红）

R104（荧光桃红 B）

R105（玫瑰红）

■  方法探索解决方案的设定
使用专用方法开发软件创建用于探索的分析方法（批量）。

设置界面如图 3所示。批量创建步骤如下所示。
①选择事先已在数据库中注册的流动相和色谱柱。②设定样

品相关信息。③设定梯度模式等分析条件。梯度包括线性梯度、
逐步回归等，此次使用线性梯度。④点击批量创建按钮，创建批
量文件。使用该批量文件进行分析，可自动探索各种分析条件。

■  探索的色谱图和评估
通过探索得到的色谱图如图 4~图 9所示。R3（赤藓红）中

含有杂质，最多检测出 13个谱峰。

图 3 方法探索解决方案的设置界面

图 4 Shim-pack Scepter C18-120（1）的色谱图 图 5 Shim-pack Scepter C8-120（2）的色谱图
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目視ではクロマトグラムの良否判定が難しいため、目的
成分の分離状態をマルチデータレポート機能*で定量的に評
価しました。

評価値は下記の式を用い計算しました。
E = P ×(Rs1+Rs2+…RsP)   

評価値（E）はピーク検出数（P）と分離度（Rs 、上限
値：3.0 ）の和を用いて算出されます。

* LabSolutionsTM DB/CS搭載の機能です。
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図10に各条件の評価値を棒グラフにした結果を示します。
評価値が大きいほど、棒グラフは高くなり、分離が良好で
あることを意味します。また、図11に今回スカウティング
した54条件のうち、上位10条件の評価順位を示します。こ
のように、最適な移動相・カラムの組み合わせは、定量的
に評価することにより、簡単に見出すことができます。
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由于目测难以判定色谱图是否良好，因此使用多数据报告功
能 *定量评估目标组分的分离状态。

使用以下公式计算评估值。
E =P ×(Rs1+Rs2+…RsP)

使用谱峰检测数（P）和分离度（Rs、上限值：3.0）之和计
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* LabSolutionsTM DB/CS配备的功能。

图 10所示为以柱形图表示各条件评估值的结果。评估值越
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探索的 54个条件中，评估排名前 10位的条件。通过这种方式，
可定量评估轻松发现最佳的流动相、色谱柱组合。
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値：3.0 ）の和を用いて算出されます。

* LabSolutionsTM DB/CS搭載の機能です。
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图 6 Shim-pack Scepter苯基 -120（3）的色谱图

图 8 Shim-pack Scepter PFPP-120（5）的色谱图

图 7 Shim-pack Scepter C4-300（4）的色谱图

图 9 Shim-pack GIST C18-AQ HP（6）的色谱图

图 10 使用多数据报告功能评估的各条件评估值图表
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�まとめ
一体型HPLC i-Seriesメソッドスカウティングシステムを

用いて、タール色素12種の一斉分析条件を効率的に開発で
きました。

今回ご紹介したメソッドスカウティングのワークフロー
を用いる場合、移動相・カラムの切り換え、移動相調製、
条件設定、分析実行、結果解析に費やす時間や労力を大幅
に軽減でき、経験によらず誰でも簡単に分析条件を開発す
ることが可能です。 また、人の操作を必要としないため夜
間などを有効に活用して、分析条件開発ができました。

Shim-pack、Shim-pack Scepter、SHIMADZU LabTotalおよびLabSolutionsは、株式会社 島津製作所の日本およびその他の国における商標です。

�タール色素12種一斉分析の最適条件
マルチデータレポートで一番高い評価値を得た分析条件

を表3に、得られたクロマトグラムを図12に示します。各成
分の保持時間、面積、高さ、分離度を表4に示します。分離
度はいずれも1.5以上の結果となり、最適な分析条件を得る
ことができました。

Column : Shim-pack Scepter C18-120
(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 µm)

Mobile phase : A: 10 mmol/L Ammonium acetate
aqueous solution

B: Acetonitrile/methanol=50:50 
Flow rate : 0.7 mL/min
Column temp. : 40 ℃
Injection volume : 2 µL
Detection : PDA 254 nm
Time program : B.Conc 5%(0 min)→90%(5 min)→80%

(5.01-7 min) →5%(7.01-10 min)

表 3 最適な分析条件

図 12 最適な分析条件のクロマトグラム（各50 mg/L）
ピーク番号は表4を参照、13：R3 (Erythrosine)の不純物

表 4 最適な分析条件における分析結果
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図 11 マルチデータレポート機能で評価した評価順位（上位10条件）
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图 11 使用多数据报告功能评估的评估值排序（前 10个条件）

图 12 最佳分析条件的色谱图（各 50 mg/L）谱峰编号 
参照表 4、13：R3（赤藓红）的杂质

■  12种焦油色素同时分析的最佳条件
通过多数据报告获得最高评估值的分析条件如表 3所示，所

得色谱图如图 12所示。各组分的保留时间、面积、高度、分离
度如表 4所示。分离度结果均在 1.5以上，获得了最佳分析条件。

表 3 最佳的分析条件
色谱柱 : Shim-pack Scepter C18-120

(50 mm x 3.0 mmI.D., 1.9 μm)

流动相 : A：10 mmol/L醋酸铵水溶液
B：乙腈 /甲醇 =50:50

流速 : 0.7 mL/min

柱温 : 40℃
进样量 : 2 μL

检测 : PDA 254 nm

时间程序 : B 浓度 5%（0 min）→ 90%（5 min）→ 80% （5.01-7 
min）→ 5%（7.01-10 min）

表 4 最佳分析条件下的分析结果

序号 化合物名称 保留时间（min） 面积 高度（USP） 分离度（USP）

1 Y4（柠檬黄） 1.429 330507 137921 -

2 R2（紫红） 1.741 289011 156399 5.33

3 B2（靛蓝胭脂红） 1.888 596078 322442 2.83

4 R102（新胭脂红） 2.123 273436 150807 4.57

5 Y5（日落黄 FCF） 2.368 249399 134121 4.76

6 R40（诱惑红 AC） 2.683 235599 125620 5.96

7 G3（固绿 FCF） 3.331 30969 17154 12.27

8 B1（亮蓝 FCF） 3.419 90527 47121 1.64

9 R3（赤藓红） 4.051 133815 66398 5.57

10 R106（酸性红） 4.155 330115 165064 1.85

11 R104（荧光桃红 B） 4.560 172510 78862 6.99

12 R105（玫瑰红） 4.837 145987 68801 4.66


