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技術 論文

高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

／質量分 析法 で使 用 す る

器 具 か らの 汚 染 物質 の 分 析
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　高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／質量分 析法 （LC ／MS ）を用い て分析 を行 う際 に，様 々 な汚染物質の イ オ ン

が検出 され る場合 が あ る．こ の こ とは，LC ／MS の 高精度な定性 ・定量分析 を困難 にす る．汚染物質の 混入 を

防 ぐに は，汚 染物質 の 同 定 とそ の イ オ ン の 出所 を知 っ て お く必要 が あ る．今 回，著者 らは LC ／MS で 使用す

る バ イ ァ ル とセ プ タム ，そ して 炉 過 用 膜 フ ィ ル タ
ー

に 着 目 した．LC ／MS 及 び MS
”
分 析 に よ り，幾つ か の 汚

染 物 質 を 同定 し，そ の 原 因 を特 定 した ．

1　 緒 言

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／質量 分析計 （LC ／MS ）は

高感度 な 分析機器 で あ る た め に，微量 の 汚 染 物 質 の 混 入 に

よ っ て ，目的試料 の 定性及び 定量 分 析 が 困難 に な る 可 能 性

が ある
1）− 6）．特 に，LG 移動相 に 汚染物質が 含 ま れ て い る と

試料 の 同定が 困難 に な る だ けで な く，MS の 検出 感度の 低

下 を招 くの で ，汚染物質 が 混入 しな い よ うに 細 心 の 注 意 を

払 う必要が ある
7）”・9｝，LG ／MS に オートサ ン プ ラ

ーを利用す

る 際に ，移動相 が 汚染され る原因 と して 高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）用 バ イ ア ル，そ の セ プ タ ム．そ し て

移動相 に含 まれ る不純物 を取 り除くた め に用 い る 泝過用膜

フ ィ ル タ
ー

な どが 考え られ る．

　本 研 究 で は．LC 移動相 へ の 汚 染源 と し て HPLC 用 バ イ

ァ ル ，セ プ タム ，炉過用膜 フ ィ ル タ
ー

に着 目し，そ れ らに

含 まれ て い る 不 純物 が 移動相 に 溶出す る 可能性 を検討 し

た ．こ れ ら LC ／MS に使用 さ れ る 器具 の 材質 は ，酢酸 セ ル

ロ
ー

ス ，ポ リテ トラ フ ル オ ロ エ チ レ ン，ナ イ ロ ン．オ レ フ

イ ン 系ポ リマ
ー，フ ッ 素系 ポ リマ

ー，セ ル ロ
ー

ス な どで あ

る，そ こ で，市販 さ れ て い る様々 な種類 の 器 具か ら汚染物

質が 移 動 相 に混 入 す る 有無 を調 べ ，そ れ らの 汚 染 成 分 の 同

定を行 っ た．そ の 結 果，汚 染物質の 混入 経路 が 明 らか と な

り．汚染 の 軽減 と迅 速 な LCIMS 分析 が 可能 に な る だ ろ う．

2　実 験

2・1　試料及び 試薬

メ タ ノ
ー

ル （LC ／MS グ レ
ー

ド） は和光純薬製，酢酸 ア
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ン モ ニ ウ ム （特 級 グ レ ード） は キ シ ダ化学製を使用 した．

超純 水 は Milli−Q 　SP　TOC 超純水製 造 装置 （Millipore製）

で 製 造 した もの を使用 した．使 用 し た HPLC 用 の バ イ ア ル

とセ プ タム を Table　 1，2 に示 す．バ イ ア ル は すべ て ガ ラス

製 の もの を用 い た．シ リ ン ジ フ ィ ル タ
ー

は Φ0．45pm の 炉

過 用膜 フ ィ ル ターを 用 い た 13mm 径 タ イ プ を使 用 した ．

使用 した シ リ ン ジ フ ィ ル ターを Table　 3 に示 す．表中 の 大

文 字 A 〜K は，市販 され て い る製 品 の 会 社 名 を示 す．

　2・2　装置及び 測定条件

　高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

は フ ォ トダ イ オ
ードア レ イ

（PDA ）検出器付 き11 Oシ リ
ーズ （Agilent　Technologies製）

を使用 し，質量分析装置 は LCQ 　Deca 　XP 　MAX （Thermo

Electron 製）を使用 した ．イ オ ン 化法 は ，エ レ ク ト ロ ス プ

レ
ー

イ オ ン化 （ESI）の 正負両 モ
ー

ドを用 い ，窒素 ガ ス と

補助 ガ ス の 流量 は そ れ ぞ れ 35arb と 5arb ，ス プ レ
ー

電圧

が 5kV ，キ ャ ピ ラ リー温 度は 350℃，質量範 囲 m ／z　100 〜

2000 で 測 定 した．MS2 ，　 Mss 測定 に は データデ ィ ベ ン デ ン

トモ ードを 使用 した．

　分析 カ ラ ム と し て YMC −Pack　ODSA （3．O　mm 　i．d．× 100

mm ，5 μm ： ワ イ エ ム シ イ 製）を使 用 した．移 動相 は 10

mM 酢酸ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 （溶媒A ）と メ タ ノ
ー

ル （溶

媒 B） を 用 い ，グ ラ ジエ ン トは 溶媒 B を 15分 で 直線 的に

75 ％ か ら95 ％ に 増や した．流量 0，4mL ／min で 送液 し，カ

ラ ム 温度 は 30℃ ，注入量 は 5pL と した，

　 2・3　試料調製

　各 HPLC 用 バ イ ア ル に HPLC 用 メ タ ノ ール を加えた 溶液

を HPLC 用 バ イ ア ル の 試料 （V 溶液） とした．　 V 溶液 の 実

験 に使用 した バ イ ア ル とセ プ タム は Table　 l に示 した，ま

た，各 セ プ タ ム を メ タ ノ ール に 1時 間以 上 浸 し，そ の 溶液
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Table　 l

BLINSEKI 　 KAGAKU

Contaminants 　in　the　V 　solution 　of 　HPLC 　vials　detecte〔1　using 　LC／MS

Vol．58 （2009）

Vials（mam オ包cturer ） Septum 　materiai Conlaminal ユts

crimp 、Vial（A ＞
screw 　cIcar 　ida1 （A ＞
screw 　bro“m 　vial（A ）

screw 　cIcar 　vial （B）

polytetrafluoroe血 アlene （PTFE ）／rub 量〕er

PTFE ／silicon ／PTFE

rubber ／PTFE

rubber ／Letrafluoroethylenetthy 且ene 　c   pol｝皿 er （TEF ）

nOLdetected （ND ）

NDND2

，2−methylcnebis （4meth 》
・1−6−t−butylphenol ）

Table　 2Contaminants 　in　thc 　S　solution 　of 　septa 　detected　using 　LC ／MS

八lanu 重a ⊂turer Septum ⊂ olor Septum　material Contalninallts

AB

GD

red ／white ／rcd

Mars 　yellow／Mars 　ycllow
redfwhite

blue／white

white ／beige

bluc／white

PTFE ／sllicon ／PTFE

rubber ／TEF

PTFE ／silicon

PTFE ／sili⊂orl

PTFE ／sihcon

PTFE／silicon

si且icon　resins

2，2−methy1enebis （− methyl −6−t−butylphenol）
silicon 　resins

silicon 　resins

silicon 　resjns

箪ilic  n 　resins

Table 　 3Conmminants 　in　the　F　solution 　of 　syringe 　filters　detected　using 　L （ンMS

Matcrial
Manufac しurcr

type tiltcr housing Contaminants

AB

F

G

H

IJK

aqUCOUSaqueousbothorganic

　solutions

bothbothorganic

　solutions

agueOuSbOthbo

［horganic

　solutiOns

aqueOUSaqueOUSbo

血

organic 　soludons

boしhbOthboth

regenerated ⊂ellulose

pol｝
「olefin

伽 ・ rine 　p ・lymers
PTFEpotyvin

｝
・Hdene 且uoride

（PVDF ）

PPPTFEnvlon

　66hydrophilic

　PTFE
hydrDphilic　PTFE

PTFEhydrophi

正正c　PVDF

hydrophilic　PTFE
nylonPTFEcellulosen

アlonnylon

pol｝1）rQpylene （pp）
PPPPPPPPPPPPPPPPPPHigh

　DeD8i 止y　Pol ＞
「
eth ｝

・lene
（HDPE ）

HDPEHDPEHDPEPPPP

unknown 　compounds （UC ）

EO −PO 　compollnd （ADEKA 　Plurollic　L61 ）
not 　detec匸ed （ND ）

NDNDUCNDcyclon

アloll　dimers 　and 　tdmers

NDNDNDNDNDcvclollvlon

　dimers 　and しrimers

NDND

（：vclonvlon 　dinlers　2Lnd 　trimers

c アclonylon 　dimcrs 　and 　trimers

を A 社 の crimp 　vial 内 に 入 れ た も の を セ プ タム の 試料 （S

溶液） と し た．更 に シ リ ン ジ フ ィ ル ターに メ タ ノー
ル

lmL を通 液 し た 溶液 をフ ィ ル ターの 試料 （F 溶 液）と し

た．S 溶液 と F 溶液 に は，　 v 溶液 で 汚染物質の な か っ た A

社 の crimp 　Vialと po】ytetrafluoroetlylene（PTFE ）／rubber

製 の セ プ タ ム を使用 した．

　　　　　　　　　　　3　結果及 び 考察

　 3・1　 バ イ ア ル

　各種 バ イ ア ル の V 溶液 を用 い た 汚 染物 の 分 析 結 果 を

Table 　 l に 示す．　 LCIMS の 測定結果 よ り，A 社 の バ イ ア ル

か ら汚染物 は 検出 され な か っ た ．しか し，B 社 の ス ク リ ュ

ーバ イア ル か らは保持時 間 （RT ）＝15．8　min の 汚染物 が 検

出 され た （Fig．1）．こ の 汚 染 物 は，そ の 負イ オ ン マ ス ス ペ

N 工工
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Fig．　 l　 LC ／MS 　results 　 of 　the　V 　solution 　f（）r　a 　screw 　clear 　vial　of 　compmny 　B

（a ）chromatogr 乱 m 　with 　PDA （ユ90 〜600　 nm ） and 　UV 　spectrum 　at 　RT ＝15 ．8　min

（insert），（b）negativc 　TIG ，（c ）negative 　ion　mass 　spectrum 　at 　RT ＝15，8　miI1 ，　and （d）

MS2　spectmum 　of 　m ／x　S39

ク トル とMS2 ス ペ ク トル （Fig．1c−d）か らフ ェ ノ
ー

ル 系酸

化 防 止 剤 で あ る 2，2一メ チ レ ン ビ ス （4 メ チ ルー6t 一ブ チ ル フ ェ

ノール ）と推 定 した．更 に こ の 標品の マ ス ス ペ ク トル と一

致 した の で，こ の 汚染物質 は 2，2一メ チ レ ン ビ ス （4 メ チ ル

ー6−t一ブ チ ル フ ェ ノ ール ）で あ る こ と を確 認 し た ．また ，測

定回 数が 増え る と ともにそ の イ オ ン 強度 が 大きくなっ たの

で ，こ の 汚 染物 はバ イ ア ル の 容器自身か らで は な く，セ プ

タム か らの 汚 染 物 で あ る と考 え られ る．セ プ タ ム に 含 まれ

る成分 が サ ン プ リ ン グ時 に オートサ ン プ ラ
ー

の ニ
ー

ドル に

付 着 し，試 料溶液 に溶 け込 む 可 能性が あ るか らで あ る．

　 3・2　 セ プ タム

　そ こ で ，市 販 さ れ て い る 各種 セ プ タ ム の S 溶 液 中 の 汚 染

物の LC／MS 測定の 結果 を Table　 2 に示す．セ プ タム の 材

質 例 え ば PTFE ／rubber で 示 さ れ る の は，ゴ ム の 片面 を

PTFE 加 工 して い る もの で ，　 PTFE ／silicon ／PTFE は 両面 を

PTFE 加 工 して い る もの を表す．各種 セ プ タ ム の 中で B 社

の セ プ タ ム を用 い た と きの み ，2，2一メ チ レ ン ビス （4 メ チ ル

ー6−t一ブ チ ル フ ェ ノ
ー

ル ）が 検出 され た．

　A ，C 及 び D 社 の セ プ タ ム を用 い た結 果 の
一

例 と して，　 D

社 の セ プ タム を用 い たときの 結果を Fig．2 に示す．　PDA 検
　 　 　 　 　 　 　 　 　 そ く

出器 で は汚 染 物 を捕捉 で き な い が，正 負両 イ オ ン トータ ル

イ オ ン ク ロ マ トグ ラ ム （TIC ）で は シ リ コ ン 樹 脂 に 由来 す

る オ リゴ マ ー成分 が検出 さ れ て い る．正 イ オ ン TIC ス ペ ク

トル の 保 持 時 間 Rr ＝19，21，23 付 近 の そ れ ぞ れ マ ス ス ペ

ク トル （Fig．2d−f） は，　 ln ／z　74 間隔 の イ オ ン を 示 して い

る ．し た が っ て，こ れ ら の イ オ ン は HO −
（Si（CHs ）2

−o ）バ
H

（n ＝9，10．ll） の NH4
÷
付加 イオ ン に 相当す る の で ，シ

リコ ン 樹脂 の オリ ゴ マ
ー

成分が溶出した と考え られ る，シ

リ コ ン ゴ ム 製 の セ プ タ ム すべ て か ら こ の オ リ ゴ マ
ー

成分が

検出 され た （Table　 2）．こ れ らの 汚染成分 は 通常の オ
ー

ト

サ ン プラ
ー

の 使用 条件 で は，セ プ タ ム か らオ
ー

トサ ン プ ラ

ーの ニ ードル を 通 し て 検出 さ れ る こ と は な い ．し た が っ

て，S 溶液中 の 汚染成分 が 検出 され た の は，セ プ タ ム の側

面 部 分 か ら溶 出 した 成分 と考え られ る．そ れ ゆ えに，バ イ

ア ル 内に セ プ タ ム が 落 ち込 ん だ場合 は，セ プ タ ム か らの 溶

出 汚染が 発生 す る こ と に注 意 する 必 要が あ る．

　3・3 　シリン ジフ ィ ル タ
ー

　Fig．　B は．　B 社 の 水系 （Table 　3 に aqueous 　type と記す）

フ ィ ル タ
ーを 用い た と きの F 溶液 の LC ／MS の ク ロ マ ト及

び マ ス ス ペ ク トル を示す．S溶液 の と き と同様 に PDA 検出

器で は 汚染物を捕捉 で きなか っ た．正負両イオ ン TIG で は

RT ≡16 〜27　min の 範 囲 で ブ ロ ードな ピー
クが 観測 され た

（Fig．3b，　c）．そ の 範囲 の 正 イオ ンマ ス ス ペ ク トル （Fig．3d）

で は，・
m ／z　700　

一一
　2000 の 質量範囲 で 58　Da 間隔 の イオ ン 群

が 検 出 さ れ た．また，Rl［− 17．6〜18．O　min の 正 イ オ ン ス

ペ ク トル （Fig．3e）で は，44　Da 間 隔 の イ オ ン 群 が は っ き

り と観測 さ れ て い る，した が っ て ，こ の 汚 染成分 はエ チ レ

ン オ キ サ イ ドープ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド （EO −PO ） 系 界 面 活

N 工工
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（a ）PDA （190〜600　nm ），（b）positive　TIq （c ）negative 　TIG ，　and 　positive　ion 　mass 　spec −
t皿 of （d）Rr ；19．2〜19．4　min ，（e）20．7〜21．1

，
and （f）22．7〜23，2
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Fig．3　LC／MS 　of 　the　F　solution 　for　an 　zqueous 　filter　of 　cornpany 　B

（a）PDA （190〜600　nm ＞，（b）positive　TIC ，（c ）negative 　TIC ，　and 　positive　ion　mass 　spec ．
tra　of （d）RT ＝16．1〜27，0　min ，　and （e）17．6〜18．0

性剤 で あ る と考えられ る．検出され た EO −PO 界面活性剤

の ク ロ マ トパ タ ーン と マ ス ス ペ ク トル は ，界 面 活性剤

ADEKA 　PIuron｛c　L61 の もの と同 じで あっ た の で，汚染成

分 は そ れ の 相当品 と推定 した．

　また，水系 と 有機系 の 両方 の 溶媒 で 使用 で き る （both

鯉pe）ナ イ ロ ン フ ィ ル ターと F 社 の 水 系 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ

ー
の F 溶液 か らは 同 じナ イ ロ ン 成 分 の 汚染物が検出 さ れ

た．Fig．4a は，　F 社 の ナ イ ロ ン フ ィ ル ターを用 い た F 溶液
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Fig．4　ESI −MS 　of 匸he　F　solution 　fbr　a 　nylon 丘lter　of 　compan ア
F

（a ）the 　positive　ion　mass 　spectrum ，（b＞MS2　spectrum 　of 　m ／z　453 （c）MS5　spectrum 　of 　m ／z

435 （d ）MS2 　spectrum 　of 　mfz 　679 （e ）MS   pectrum 　of 現 μ 661

の ESI−MS の マ ス ス ペ ク トル で あ る．　 m ／z　453 と 679 の イ

オ ン は，シ ク ロ ナ イ ロ ン ダ イ マ
ー

（M ＝452）と トラ イ マ

ー （M ＝678） の プ ロ トン 付 加 に 相 当 す る ．Fig．4b，　 c は

そ れ ぞ tL　・m ／z　453 イ オ ン の MS2 （453 → ） と Mss （453 →

435 →） ス ペ ク トル で あ る．ま た，Fig．4d，　 e は 同様 に

m ／z　679 イ オ ン の MS2 （679 →） と MSs （679 → 661 →）ス

ペ ク トル で あ る．m ／z495 は シ ク ロ ナ イ ロ ン ダ イマ
ー

か ら

の H20 脱離イオ ン，　 m ／z　417 は更 に HyO が 脱離 した イオ

ン，m ／z　386 は CeHlsN （99 ＞が 脱離 した イ オ ン，　 m ／z　226 は

窺 ／z336 か ら Cf，｝lf，02〔llO＞が 脱離 し た イ オ ン．跚 ／z　209 は

更 に m ／z226 か らN 馬 が 脱離 し た イ オ ン で ある．シ ク ロ

ナ イ ロ ン トラ イマ ーの MS
？

と Mss ス ペ ク トル か ら も同 様の

結果が 得 られ た．した が っ て，ナ イ ロ ン 系 シ リ ン ジ フ ィ ル

タ
ー

か らの 汚染物 は シ ク ロ ナ イ ロ ン ダ イ マ ーと トラ イ マ ー

で あ る．こ れ らの 汚 染 物 は，Tran と Doucett♂
〕）
が 報告 した

ナ イ ロ ン デ ィ ス ク フ ィ ル ターか ら の 汚染物 と 同 じ結果で あ

る．した が っ て ，LC ／MS の 測 定 に お い て ，ナ イ ロ ン フ ィ ル

ターを使 用 す る場合 に は注意 が 必 要 で あ る．シ リ ン ジ フ ィ

ル ター
の F 溶液の 結果 を コ［ab】e　 3 に示す．　 A 社 の フ ィ ル タ

ー
の 材質 で 再 生 セ ル ロ ー

ス （regenerated 　cellulose ） の シ

リ ン ジ フ ィ ル タ
ーか ら，正 負両イオ ン マ ス ス ペ ク トル に複

数 の イ オ ン が，また F 社 の フ ィ ル タ
ー

の 材質が PP の シ リ

ン ジ フ ィ ル タ
ー

か ら，負 イ オ ン マ ス ス ペ ク トル に m ／z32 ユ

の イオ ン が検出されたが，こ れ らの イオ ン に つ い て は 同定

で きなか っ た．

4　結 言

　 　 　 　 　 　 　 　 は ん

　 市 販 され て い る 汎 用 の HPLC 用 バ イ ア ル ，セ プ タム ，シ

リン ジ フ ィ ル ターか らメ タ ノール で 溶出す る汚染物質の 成

分 を検出 ・
同定 した．そ の 結果，バ イ ァ ル か ら汚染成分 は

検出 さ れ なか っ た，セ プ タ ム の 材質が ゴ ム ／tetrafluorethyl −

en −ethylene 　copolymer （TEF ）の 場合 の み，汚染物 2，2一メ

チ レ ン ビ ス （4．メ チ ルー6．t一ブ チ ル フ ェ ノ
ー

ル ）が 検 出 さ れ

た ．シ リ ン ジ フ ィ ル タ ーの 汚 染物 は，polyolefin　N か ら は

EO −PO 系 界 面活性剤 が，ナ イ ロ ン 製か ら は シ ク ロ ナ イ ロ ン

ダ イ マ ーと トラ イ マ ー
フ ィ ル ターが 同 定で きた．しか し，

そ の 他 の 汚 染 物 は 同定 で き な か っ た．今 回，メ タ ノ ール で

溶 出 す る汚 染 物 に焦点 を当 て た が，他 の 溶媒 で は異 な る汚

染物が検出 され る
．
口∫能性 が あ る．また，すべ て の 試料溶液

か ら オ レ イ ン 酸 ア ミ ドが検 出さ れ て お り，こ れ は実験室内

で の 環境中の 汚染成分 と推定 した．オ レ イ ン 酸 ア ミ ドは プ

ラ ス チ ッ ク 材料の 滑剤 と して 広 く使用 さ れ て い る た め，実

験室内の プ ラス チ ッ ク材料製品由来の 汚染物質 と推定 さ れ

るが，確認 に は い た ら なか っ た．

　 LC ／MS な ど の 高感度な測定装置 を使 用 す る と きは，汚

染成分 が 溶出 しない 器具を用 い る，もし くは 器具 か らの 汚

染成分を前 もっ て 把握 して お く必要が ある．

　 本研 究 は，基 盤 研 究 （B） （19350045 ） の 援助 を 受 け て
一

部 実

施 しま した．こ こ に 感 謝い た します．
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 Various  contarninants  might  be  frequently  detected  in high-perfbrmance  liquid chromatogra-

phy/mass  spectrometry  (LC/MS) experiments.  This  makes  highly  accurate  qualitative and

quantitative analyses  of  LC/MS  difficult It is necessary  to know  the  identification and  origin  of

the contaminants  to prevent them  from  being  mixed.  In the  present work,  we  paid attention  to

any  contaminants  eluted  from  vials, septa  and  syringe  filters used  for an  automatic  sampling

device and  filtration preparation in LC/MS  experiments.  Some  contaminants  were  identified

by  LC/MS  and  MS/MS  analysis.  In addition,  we  could  specify  the contaminant  source,

Kojwords:  LC/MS  ; contaminant  ; ESI  (electrospray ionization); MS'L.


