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　The　identification　or　an 　 eluate 　from　ion−suppression 　 HPLC 　 using 　 a　 water ／methanol

mobile 　phase　containing 　trifluoroacetic　acid 　was 　investigated　using 　the 　pinpoint（PP ）con −

ccntration 　and 　a　microscopic 　reflection 　FT −IR　measurcment ．　 Sodium−5−benzoy1−4−
hydroxy −2−methoxybenzcnsulfbnate 　was 　 chosen 　 as 　the 　standard

，
　 since 　lt　has　becn　fbrmu −

lated　in　many 　cosmetic 　products　at　a 〔airly　low 量evel　as 　a　UV 　absorber ．　 The　absorbance

of 　the 　background　spectrum
，
　mainly 　due　to　a 　trifluoroacetic 　acid 　residue ，　could 　be　mini −

mized 　by　using 　a　centri 血gal　vacuum 　concentrator 　 with 　 a　polypropylene 　tube 　f（）r　frac−

tionation、　 An　evaluation 　of 　thc　identification　limit　o 『the　obtaincd 　spectrum 　was 　carried

out 　using 　a　commercially 　available 　IR　spcctra 　retrieval 　system 　with 　an 　attached 　spectra

database 　and 　a 　custom −made 　database　comprising 　of　spectra 　obtained 　by　the 　PP　concen −

tration ；also 　the 　degree　of 　agreement 　between　the 　database　and 　thc　sample 　spectra
，
　were

used 　as　 an 　index　of 　the　idcntification　Iimiし　By　spectral 　retrieval 　using 　a　range 　of　wave −

numbers 　from　2000　to　700　cm
一

塵

，　the　identification　limit　was 　found　to　be　500　ng 　fbr　the
HPLC 　 eluent 　of 　the　 standard 　 and 　2 μg　R）r　that 　 of 　the 　cosmetic 　lotions　 when 　 retrieved

against 　the 　PP −standard 　spectra ．

KeVwords ： ion．supprcssion 　HPLC ；microscopic 　FT −IR ；IR　spectra 　retrieval 　system ．

1 緒 言

　近年，各種 の 分 離分 析機器 と 構 造 解 析 機 器 と を結 合 さ

せ る，い わ ゆ る
“hyphenated　technique

”
の 研 究 ， 開 発

＊
（株 ）資 生 堂 研 究 開 発 本 部安 全 性 ・分 析 セ ン ター

： 223
　 神 奈川 県横 浜市 港 北 区新 羽町 1050
＊ ＊

（株 ）資 生 堂 掛 川 工 場 製 薬 部 ： 436　静 岡 県 掛 川 市長 谷

　 li20

が盛 ん に 行 わ れ ， 中 で も 対象化 合物 の 範 囲 が 広 い LC

と 各種構造解析機 器 との 結合 が 最 大 の 関心 を集 め て い

る ．LC ／IR もそ の 例外 で は な く
，

フ ロ ーセ ル を 用 い た

’
方 法 で は，ク ロ ロ ホ ル ム 等 の 赤外不活性 な 溶媒を用 い る

こ と の で き る ゲ ル 浸透 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

〔GPC ）／IR

が 既 に
一

般 的 に 普 及 して い る
1）2），又，溶媒除去 法 に よ

る もの で は
， 各種 イ ン ターフ ェ

ース が 開発 され て は い る

もの の
3＞
− S），日常的 に 使用可能 な 実用機 と な っ た も の
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の 例 は 少 な い ．こ の 理由 の
・』

つ に は ，HPLC の 移動相

に 揮発性 の 溶媒 の み を用 い る 場合が 少 な い こ と が 挙 げ ら

れ ，コ ス トパ フ ォ
ー

マ ン ス 面 が実用化 の 障害 と な っ て い

る と も考 え られ る．一
方，オ フ ラ イン 結合 で は あ るが，

HPLC か ら の 溶出物 を簡易的 に IR 測定 す る 方法 と し

て ，池田 ら に よ り 開発 さ れ た ピ ン ポ イ ン ト （PP）濃縮

法
6）が知 られ て お り，コ ス ト面 そ して は ん用性面 を考慮

す る と有効 な方 法 で あ る．こ れ は 金 属鏡面上 の は っ 水 性

フ ッ 素系高分子薄膜 に 微量 の 溶液 を滴下す る と，溶媒の

蒸発 と と も に ス ポ ッ ト径が 小 さ くな り，最終的 に は 濃縮

され た試 料 の 微 小径 が 形 成 され，こ れ を顕 微 反 射 測 定 す

る も の で あ る．ほ か に 焼結 KBr 板 の 頂 点 に 溶質 を集 め

る ウ ィ ッ ク ス テ ィ ッ ク法
7），KBr 粉末 を満 た した ミク ロ

サ ン プ リン グ カ ッ プ に 試料溶液 を滴 下 し て 乾燥 後，拡散

反射法 に よ り測定 す る 方法，あ る い は 加工 し た セ レ ン 化

亜鉛の 凹型 に 試料溶液を滴下 して 乾燥後，顕微透過法に

よ り測定 す る 方法
8）
等 も知 ら れ て い る が，感度面 で PP

濃縮法 に 勝 る もの は な い．し か し，こ の PP 濃縮 法 に お

い て も，HPLC 移動相 に 対 す る 限定 は 依然残 さ れ て い

る，す な わ ち ，溶出液中の 酸，塩等 の 添加物 は もち ろ

ん，微量 の 不純溶出物 も同時 に 濃縮 され て しま うた め，

バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 影響が 大 き くな る こ と で あ to　
i 原理

的 に 自明 の 理 で もあ る こ とか ら酸，塩 を含 む移動相 を用

い る HPLC に 検 討 され た例 は な い ．

　化粧品 は も ち ろ ん ， そ の 原料も極 め て 多 くの 成分 の 混

合物 で あ り ， 微量未知成分 の 同定 に は 各種 の
“hyphen −

ated 　techniquc
”

が 利用 さ れ て い る ．しか し，最 も は ん

用化さ れ て い る GGIMs ，
　 HPLc ／Ms の み で は 同定 が

困難 で ある こ とか ら，感度面 で は 数   と必ず し も十分

で は な い も の の ，セ ミ ミ ク ロ HPLC ／
IH −NMR9 ｝ の は ん

用的利用 に つ い て検討 され て い る．こ れ ら微量成分 の 同

定 に は 官能基情報 が 得 られ ，か つ ス ペ ク トル データベ ー

ス が 充実 し て い る IR が 必 要不可欠 で あ る
一

方，移動相

に 酸，塩 を添加 す る イオ ン 抑制 HPLC に お け る PP 濃

縮法利用 の 限界 が 明 らか に され て い な い．著者 らは ，

HPLC の 移動相と して ，最 も 多用 さ れ て い る 逆相 分 配

に お け る イ オ ン 抑 制 法 で あ る トリフ ル オ ロ 酢 酸 （TFA ）

を含 む水
一
メ タ ノ

ー
ル 系 の 移動相 か ら の 溶出液をPP濃縮

し，顕微反射測定 す る 方法の 最適化 を行 い，得 ら れ た ス

ペ ク トル の 同定能 力 に つ い て 検 討 し た の で 報告 す る ．

2 実 験

　 2 ・ 1 装 　置

　顕微 FT −IR 装置 は 検 索 シ ス テ ム 付属 の Bio・Rad 製

FTS −40 に UMA −300 顕微測定 シス テ ム を接続 し，検出

に は MGT （Hg −Cd −Te＞検 出器 を用 い た．検索 シ ス テ

ム は Digilab製 sEARcH 　32 （標準 匸R ス ペ ク トル デ ー

タ ベ ー
ス は サ ドラ

ー
の 約 60000ス ペ ク トル か らな る ）

を用 い た．測定 は 反射法で 行い ，可変 ア パ ーチ ャ
ーサ イ

ズ を 150 μ皿 × 150　y皿 ，分解能 を 8cm
− 1
，256 回積算 を

条件 と した，PP 濃縮板 に は堀場製作所製 PP 測定用サ

ン プル プ レ
ート FX −210 を，　 HPLC 装置 に は 紫外部検

出 器 付 属 の 横 河 電 機 製 LC 　 100　System に Scries　1050

オートイン ジ ェ ク ター，ス ガ イ化学工 業製 カ ラム 恒温槽

U −620 型 を 接続 し，カ ラ ム は資生堂製 Capcell　Pak　C1巳

UG 〔4．6　mm φ× 25　cm ） を使 用 した．

　2・2　試料及び試薬

　標準試料 と し た 5一ベ ン ゾ イル
ー4一ヒ ドロ キ シ

ー2一メ ト

キ シ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸ナ ト リウ ム （BHMS ＞ は 東京

化成製を用い た．こ れ を標準試料 と した 理由 は イオ ン抑

制法に よ り カ ラ ム に 保持 さ れ，か つ KBr 錠剤法に よ る

IR ス ペ ク トル を Fig．豆 に 示 す よ う に，3480　cm
− 1

付近

の OH 基伸縮振動か ら 1620　cm
一

且

付近 の C −・O 基伸縮

振動，1270cm
− 1

付近 の OH 基変角振動，920 及 び 830

cm7
且

付近 の 芳 香環 の 面外 変角 振 動 ま で 幅 広 い 波 数 領 域

に 多 くの 吸収 を持つ た め に ， 岡定能力 を評価 す るの に最

適 と 判断 し た こ と に よ る，又，BHMS は化粧品中に 退

色防止等 の 目的 で 微量 配 合 され る 紫外線吸 収剤 で あ り，

そ の 配 合量 が 0．1％ 程度 で あ る こ とか らも本報 の 目的 に

合致 す る もの で ある，

　HPLC 移動相 及 び 試料 の 溶解 に 用 い た メ タ ノ
ー

ル は

ナ カ ラ イテ ス ク 製 HPLC 用，水 は ミ リポ ア 製 の Milli−

Q 精製 シ ス テ ム を通過 させ た もの ，TFA は 和光純薬製
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Fig．　 l　 IR　spcctrum 　of　BHMS 　taken 　by　a 　transmis −

sion 　mode （KBr 　tablet）

Resolution： 8cm
− 1

；Number 　of 　scans ： 64
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試薬 特級 を 用 い た．BHMS は HPLC 移動 相条件 が

O．1％ TFA を 含 む 水 ： メ タ ノ
ー

ル ＝・4 ：6，流 量 毎分 l

m 且，カ ラ ム 温度 40℃ で 保持時間約 5 分 に 溶出 し，試験

溶液 の 注 入 量 10四，検 出 波 長 325　nm と して BHMS が

溶 出 す る付 近 の 約 Lm1 を分 取 した．

　2 ・3　標準操作法

　HPLC 溶出液約 lml を 1．5ml γ 線滅菌済み ポ リ プロ

ピ レ ン 容器 に 分取 し，20℃ ，3 時間遠心 真空 濃縮 して 移

動相 を除去 し た ．こ れ に メ タ ノ ー
ル 30 叫 を加 え，100

μ1 マ イ ク ロ シ リン ジ で こ れ を採取 し PP 濃縮板 に 1 滴

ず つ 滴下 した．風 乾 と滴下を繰 り 返 し，微小径 を形成 さ

せ た．な お，溶出液 採取量 1ml は ，通 常 の 溶出ピー
ク

全域 を採取可能 な 量 と して 暫定的 に 設定 し た もの で あ

る．

　2 ・4　同定限界の検討

　IR ス ペ ク トル の 同 定能力 の 評価に は ，
　 KBr 錠剤法 で

得 た 標準 ス ペ ク トル の 特性 吸 収 との 比較 に よ る 主観的方

法 に 加 え て
，

な ん ら か の 客観的指標 と し て
一

般的 に 用 い

られ て い る ス ペ ク トル デー
タベ ー

ス 検索を用 い た．こ の

検索 シス テ ム の ア ル ゴ リズ ム は ，最小二 乗法に 従 う 以下

の 式 で 計算 さ れ る HQI （hit　qua］ity　index）値 で あ り，

得 ら れ た ス ペ ク トル は こ の 値及 び ヒ ッ ト順位，上 位 に ヒ

ッ ト した ほ か の 化合物等 を 総合的 に 比較，評価 し た，

HQI 値 は 小 さ い ほ ど，標準 ス ペ ク トル と の
一

致度 が 高

い こ と を示 して い る，

〔HQI ＞
2

＝ Σ i（U ． ／1UD −
（LitV／1Li　l）｝2

　U ： 未 知 ス ペ ク トル 信号 ， IuI ： 未知 ス ペ ク トル

信号 の 総和，Li： ラ イブ ラ リ
ー

ス ペ ク トル 信号，

　 FLi　1： ラ イ ブ ラ リ
ー

ス ペ ク トル 信 号 の 総和 ， ω ：

波数 （△ω
＝4cm

− L
＞

3 結果 と考察

　3 ・lBHMS メ タノー
ル 溶液 の PP 濃縮ノ顕微反射 ス

ペ ク トル

　 BHMS の メ タ ノ ール 溶 液 を 各 種 濃 度 に 調 製 し，そ の

30μ1を PP 濃縮板 に 徐 々 に 滴下 して 乾燥後 ， 2μg
〜10

ng ま で の 7 水準 に お い て 顕微反射 ス ペ ク トル を測定 し

た．IOO　ng で の 結果 を Fig．2 に 示 す ．　 Fig．1 と比 較 し

て 溶媒で あ る メ タ ノ ール の 残存 と 思 わ れ る 3450cm
− 1

付近 の OH 基伸縮振動 に よ る 吸 収が 増 大 し ， 2920　cm
−

1

付近 の CH 基伸縮振動 に よ る 吸収，及 び 1600 ，亘200

0．45

O．40

　

　

5
　

　

　
　

　　
0

　

　

3
　
　

　
　
　
　

3

　

　

0
　

　

　
　

　　
0

0
り

盟
ρ
臼

O
り

』

＜

025

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 一 「
喟層一

「
一一一一

「 「
一一一一

「
一一

欄 　 3000　 2  18001 硼 140e　 1］oo　1  80D

　　　　　　　 wavenumber ／cm
．
且

Fig・2　PP　 concentrated −microscopic 　 renection 　 IR
spec ［rum 　of　BHMS 　me しhanol　solution （100　ng ）

cm
− 1

付近 の 吸収強度 の 増加 が 見 ら れ た ，こ れ ら を測定

波 数 全 領域 の 4000〜700　cm
− 1

で ス ペ ク トル 検索 し た 結

果，2　pg
〜500　ng ま で は HQI ＝0．28− O．3．9 で ，そ れ ぞ

れ 正 位 に リ ス ト され た が，100ng で は HQI ；O．48 で

11 位 に 低 下 し ， 50ng 以 下 で は 20 位 ま で に リス トさ れ

な か っ た．HQI 値 の 急激 な 上昇 は ， 検索波数幅 を 4

cm

冂』1
に 設定 し て い る こ と か ら，強度 が 高 く，ブ ロ

ー
ド

な 吸 収 の 影響 に よ る もの と 考 え ら れ た．HQI 値 の 上昇

し た ス ペ ク トル と F孟g，1 に 示 した KBr 錠剤法 に よ る ス

ペ ク トル と の 主 な 違 い は，ブ ロ
ー

ドな 3450cm
− 1

付近

の OH 基 の 吸収 に あ る と 考 え
， 検索範 囲 を 2000− 700

cm

− 1
に 絞 っ て 検索 し た．そ の 結 果，2 μg

〜50　ng ま で

が HQI ＝o．28 〜o、38 で 1 位 が 拡大 さ れ，検索波数 の 範

囲 を絞 る こ と に よ り HQI 値 を 向上 す る こ と が で き た 、

25− 10ng で は い ず れ の 検索範囲 に お い て も 20位 ま で

に リス トされ な か っ た．従 っ て ，標準 ス ペ ク トル と の 一

致度 に よ る BHMS メ タ ノ ール 溶液 の PP 濃縮／顕微 反

射 ス ペ ク トル の 同 定限界 は 50ng と 判断 さ れ た．10ng

で も BHMS の 主 た る特性 吸 収 は認 め られ た が，各吸 収

の 相対強度 は 5 一一　25　ng 付 近 で 急 激 に 変 化 し，　 HQI 値

の 変化が 裏付 ら れ た，しか し ， 特性吸収の み に 注 目 す る

な らば
， pg オ

ー
ダーで の 分析 も可能 と 思 わ れ た．1600，

1200cm
− L

付近 の 吸 収強度 の 増 加 の 原 因 を特 定 す る に は

至 らな か っ た が，12eo 　 cm

− 1
付近の ブ ロ

ー
ドな 吸 収 に つ

い て は ， PP 板 の フ ッ 素系高分子 由来 と の 予測 に 基 づ

き，PP 板 の み の ス ペ ク トル を検討 した，し か し，こ の

吸 収強度 は か な り低 く，又 1250− 1L10cm
− 1

の 吸 収 を

削除 し て 検索する 検討 も行 っ た が，HQI 値 に 変化 は 現

れ な か っ た．従 っ て ，以後 の 検討 で は ス ペ ク トル の 検索

範囲を 2000− 700　crn
− 1

と した．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

686 BUNSEKI 　KAGAKU Vol．46　（塵997 ）

　 3 。2HPLC 溶出液の PP 濃縮1顕 微 反 射 ス ペ ク トル

　 ま ず，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドと な る HPLC 溶出液 lml

を 分 取 し，溶媒留去後，メ タ ノ
ー

ル 30 μ1 に 再溶解 し，
こ れ を PP 濃縮 後，顕 微反 射測定 し た，分 取容器 に は ガ

ラス 製 とポ リプロ ピ レ ン 製 を，溶媒留去 に つ い て は 凍結

乾燥法 と遠心真空濃縮法 （20℃ ，3 時閲） を比較 した ．

イオ ン 抑制 HPLC で 用 い た TFA は 溶媒 留 去 の 際 に 揮

散 す る と 思わ れ た が
，

カ ラ ム に よ っ て は 充 て ん 剤 あ る い

は HPLC 系内 の 不純物 で あ る金属 と塩 を形 成 し，残 留

した もの と 考 え ら れ た ，す な わ ち， 1700，1400，1000

〜1200cm
− 1

付近 に
一

連 の 吸収 が 観察され た ．バ ッ ク グ

ラ ウ ン ドス ペ ク トル の メ イ ン は 1700　crn
−

1
付 近 の

C ；O 基伸縮振動 に 由来す る 吸収 で あ り，ガ ラス 容器 で

遠 心 真空 濃縮 し た も の の 吸 光度 は 0．6 程度 と な り
，

ガ ラ

ス 容器 か ら 溶出 す る 微量金属 と TFA の 反応 が 疑 わ れ

た．ポ リプロ ピレ ン 容器 で 遠心 真 空 濃縮 し た もの の 吸光

度 は 0．04 程 度 とか な り低 下 し，Fig．3 に 示す よ う な ス

ペ ク トル と な っ た ．同容器 で 凍結乾燥 した もの の 吸光度

は   ．且程度で あ っ た こ とか ら，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドス ペ ク

トル の 吸 光 度 が最 も小 さか っ た，ポ リプロ ピ レ ン容器 で

分取 し
， 遠心 真空濃縮す る 方法 を選 択 した．カ ラム ロ ッ

ト，洗浄効果等 に つ い て も 検討 した が，塩 の 形 成 も あ

り，分 取 液 1ml 中に 存在 す る 約 lmg の TFA を完 全 に

除去す る こ と は で き な か っ た．従 っ て ，こ の バ ッ ク グ ラ

ウ ン ドは 不可避 で あ り，か つ こ れ が 限界 で あ る と考え ら

れ た ．又，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドス ペ ク トル に は ，カ ラム 充

て ん 剤 の オ ク タ デ シ ル 基由来 と 考 え られ る 2800〜2900

cm
− L

の ア ル キル 基の 吸収 も検出 され た．

　次 に，BHMS 　2　ug
〜160　ng の 溶出 ピー

ク を 分取 し，

標 準 操 作 法 に 従 い 顕 微 反 射 測 定 し た．得 ら れ た ス ペ ク ト

ル につ い て 検索した結果，上 位 に はベ ン ジ ル 基，トル エ

ン ス ル ホ ン 酸基 な ど 同 じ よ うな 官能基 を持つ 化合物が リ

ス トさ れ た も の の ，2 』lg で HQI 値 0．58 を 示 し 20 位

以下 と な っ た．こ の ス ペ ク トル を Fig．4 に 示 した が，

先 に 挙 げ た バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの う ち 1700 及 び 1170

cm
− 1

付近 の 吸 収の 影 響 が 顕 著 で あ っ た．こ れ らの 吸収

が 不 可 避 で あ る こ と は 前述 の と お り で あ る た め ， 濃 縮 由

来 の 吸収 の 影響 を 除 く こ と を 目的 と し て ，2　yg
− IO　ng

ま で の 7 種 の BHMS メ タ ノ
ー

ル 溶液 の PP 濃縮／顕微

反 射 ス ペ ク トル を ラ イ ブ ラ リーに 登 録 し，改 め て 検索 し

た ．結果を Table　 l に 示す が
，
　 HPLC 溶出物 4 種 と も

最 も低 い HQI 値 を示 し た もの は le　ng メ タ ノ
ー

ル 溶液

で あ り，試 料量 に 対 応 す る ス ペ ク トル の
一

致関係 は 見 ら

れ なか っ た．も ち ろ ん，移動相溶媒 lml の 分取物 で は

HQI 値 は 1．o〜1．09 と な り，極 め て
一致 度 は低 い も の

0O

．

0
　
　

0
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0
　
　

α
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弓国
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O
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Fig・3　PP　 conccntrated −microscopic 　 reflection 　IR
spcfctrum 　of 　the　brank　HPLC 　eluent （lm り

0．5
』

　 0．48

題
£ o．32D

＜
　 0．2

0』

200e　　　　1跏 　　　　1  　　　　　1蜘 　　　　　1  　　　　tooo　　　　800

　　　　　　　Wavenumber ／cm
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Fig・4　PP　 concentrated −microscopic 　 reflcction 　 IR
spectrum 　Qf 　BHMS （2陪 ）fractionated　by　HPLC

で あ っ た、こ の 検索 に お い て ，BHMS 量 500　ng ま で は

上 位 に リス トさ れ た こ と か ら
，
BHMS の HPLC 溶出液

の PP 濃縮／顕微反射 ス ペ ク トル は ，サ ドラー標準ス ペ

ク トル と の
一

致度 は 低 く，標準 と し て 用 い た BHMS メ

タ ノ
ー

ル 溶液 の PP 濃縮／顕微反射 ス ペ ク トル と
一

致 す

る最少量 と して は 500　ng 必 要 で あ る と判断 さ れ た．こ

の 結果 は，PP 濃縮／顕 微 反 射測 定 法 及 び KBr 錠 剤 法 に

よ る ス ペ ク トル 間 の 各吸 収 の 相 対 強 度 比 の 差 に よ る も の

と考 え ら れ た．同様 の 現象 は
， Nortonら

10 ｝に よ っ て も

報告 され て お り，結晶形 と の 関連 も示唆 され て い る．

又，メ タ ノ ール 中の 不純物 の 影響 も無 視で き ず，使用 す

る メ タ ノール に よ っ て は け 00cm
− 1

付 近 の 吸収が 現れ

る もの も見 ら れ た こ と か ら，
メ タ ノ

ー
ル の 精製 に よ っ て

も・．．tsk
度の 向上 が 期待 で き る．
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Table　 l　H ΩI　values 　and 　rankings 　of 　IR　spectra 　of

　　　　 BHMS 　 obIained 　 by　 HPLC 　 fraction−atiQn
　 　 　 　 and 　PP 　 concentration

Amounts

of 　BHMS
fractlonated
from　HPLC

　 HQI 　values （Rankings）

Amounts 　ofBHMS 　fer　spcctra

　registered 　in　the　data−base

Table　2　HQI 　values 　 and 　 rankings 　of 　IR　spectra 　of

　　　　 BHMS 　 obtained 　 by 　 HPLC 　 fractionation

　 　 　 　 and 　 PP　 concentration 　 of 　 commercia 且

　 　 　 　 cosmetic 　lotions

Amounts
of 　BHMS ！Ug

　 LOtion　A 　 　 　 　 Lotion　B
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

HQI 　 Ranking　 HΩI　 Ranking

2μg　1μg500ng 　lOOng 　50ng 　25ng 　lOng

2 μ9

1 μ9

500　ng

160ng

0．56　 ．51
〔7） （5）

0．62　0．57
（7）  
0．68　0．65
（7） 〔5）

0，81　0．79
（7）  

0．51　　0．斗4　　0．47 　0．40　 0．28

〔5）　　　〔3）　　（4）　　〔2）　　（1）
0．56　　0．51　　0．53　0．44　　0．3

（5）　　（3）　　（4）　　（2）　　（D
O．65　　0．60　　0．63　0．52　 0．48
（5）　　 （3）　　（斗）　　（2＞　　（1）

0．80　　0．73　　0．78　0，62　0．58
〔6）　 〔3）　 〔4）　   　　（1）

9島
1

 、280
．46

131 030 　 　 　 i
 ．55　　bdQW 　20

　3 ・3 化粧品中の BHMS の 同定

　BHMS を共に 0．05％ 含む市販化粧水 2 種を試料と し

て HPLC 分 取 し，標準操作法 に よ り顕微反射測定 した ，

こ れ らの 化粧水 は あ らか じめ メ タ ノール で 希釈 し ， 各 々

20％ （BHMS 　1   ）， 4e％ （BHMS 　2　pg＞溶液を調製 し

試料 と した ，検索結果を Table　 2 に 示 す が，ど ち ら の

化粧水 に お い て も 1 と 2　Pg と の 間 で HQI 値及 び順位

の 急激 な 変化 が 見 ら れ，PP 濃縮／顕微反射標準 ス ペ ク

トル との
一・

致 に は，単純溶液の 約 2〜4 倍 に 相 当す る量

2   が必 要 で あ っ た．得 られ た ス ペ ク トル を Fig．5 に

示 し t ．KBr 錠剤法の ス ペ ク トル と 各吸収 の 相対強度

比 は異 な る も の の ，BHMS の 特性 吸 収 を は っ き り と認

め る こ とが で き た こ とか ら，未知 化 合物 の 官 能 基 情 報 も

十分 に 得 ら れ る も の と 考 え ら れ た．Fig．6 に は
， 325

nm 検出の UV ク ロ マ トグ ラ ム を 示 し た．本条件 は，

BHMS の 迅 速 定 量 条 件 と して H 常 的 に 問 題 な く用 い ら

れ て い る もの で あ る． し か し
，

lpg に お い て Table　l

中の HQI 値 よ り も 大 き な 値 が 得 ら れ た の は，　 BHMS

の 保持時間 が 4．6 分 と 比較的早 い た め に，325 　 nm で は

検出 さ れ な い 他 の 微 量 成分 の 影響 を受 け た もの と推察 さ

れ た．

0、7

80
’6

羹，．，

露
く 0．4

0．3

  　 　 　 lgoo 【硼 　　　　　1400　　　　1200　　　　　】  　　　　　9CO

Wavenumber ／cm
冒1

　 以 上 ，酸 性 移 動 相 溶 媒 を 用 い る イ オ ン 抑 制 逆 相

HPLC か らの 溶出液の PP 濃縮／顕微反射法 に よ る 同 定

法 に つ い て 検討 し た．揮 発 性酸 と して TFA を用 い た

が ，そ の
一

部 が カ ラ ム 中の 金属 と塩 を形成 し，バ ッ ク グ

ラ ウ ン ドと な る こ と が 確認 され た が，そ の 吸光度 を最小

に 抑 え る条件 を見 い だ す こ と が で き た．又 ， 市販 の ス ペ

ク トル デ
ー

タベ ー
ス に よ る PP 濃縮／顕微反射標準 ス ペ

Fig・5　PP 　 concentrated −microscopic 　 reflection 　 IR

spectrum 　 of 　BHMS （2　p4g＞ fractionated　 by　 HPLC
from　 a 　commercial 　 cesmetic 　iotion　A

1．0　　2，0　　3，0　　4．0　　5．0　　6．0　　7．0　　8．0　　9．0　10．0

Retention　Time ／min

Fig・6　Chromatogram 　 of 　a 　 cemmercial 　 cosmetic

lotion　ASample

　so 且ution ； 40％　commcrcia 且 lotion　A 　in

methanol ； HPLC 　 condition ： column ，　 Capcell　 Pak
C

ユ8UG （4．6　mm 　i．d．× 25　cm ）； mobile 　phase，0」 ％

TFA 　in　 water ： methanol
＝・4 ：6； flow　 rate ，1．O　ml 〆

min ；cotumn 　temp ，
，
40℃ ；injectien　volume ，

10叫
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ク トル との
一

致度及 び ヒ ッ ト順 位 を指標 と し た 場合 の 本

法 の 同定限界 は，陪 レベ ル で あ っ た．

　　　　　　　　　　（
1996年 9 月 ， 円本 分析 化 学会

第 45 年 会 に お い て
一

部発 表 ）
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要 旨

　 トリ フ ル オ ロ 酢酸 を 含む 水／メ タ ノ
ー

ル 系 の 移動相を用 い る イオ ン抑制 HPLC か らの 溶出液 を ピ ン ポ

イン ト濃縮 し ， 顕微反射 FT −IR に よ り 同定す る 方法 に つ い て 検討 した．標準試 料 に は 化粧品中に 紫外

線吸収剤 と して 微量処方 さ れ て い る 5一ベ ン ゾ イ ル
ー4一ヒ ドロ キ シ

ー2一メ トキ シベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト

リウ ム を用 い た，トリフ ル オ ロ 酢酸 に 由来 す る バ ッ ク グラ ウ ン ドス ペ ク トル の 吸 光 度 は 分 取 容 器 に ポ リ

ブロ ピ レ ン 製 の もの を用 い ，遠心 真空濃縮 す る こ と で 最小限 に 抑 え る こ と が で き た ．又，得 られ た IR
ス ペ ク トル か らの 同 定限界 の 評価 に つ い て は ，市販 の 検索 シ ス テ ム を 利 用 して，ピ ン ポ イ ン ト濃縮 に よ

り得 た 標準 ス ペ ク トル 並びに データベ ー
ス ス ペ ク トル との

一
致度 を 指標 と し て 行 っ た．バ ッ ク グ ラ ウ ン

ドに 出現 す る 水酸基，ア ル キ ル 基 吸 収 を 除 く 2000〜7eO　crnul の 範囲で
，

ピ ン ポ イ ン ト濃縮標準 IR ス

ペ ク トル と の 一
致度 に よ り求 め た 同定限 界 は ，標準 試 料 の HPLG 溶出物で は 500 　ng ，市販化粧水 を メ

タ ノ
ー

ル 希 釈 して HPLC 分 取 し た 溶出物 で は 2　pg で あ っ た ．
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