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概要

芳香族アミンは染料、ポリマー、界面活性剤、医薬品、農

薬、腐食防止剤などの製造のための原料として用いられ

ます1)-3)が、多くの芳香族アミン化合物に対し発ガン性が

疑われています4)-6)。例えばベンジジン(1)、2-ナフチルアミ

ン(11)や4-アミノジフェニル(16)は膀胱ガンを引き起こす

可能性が指摘されています。4)他にも発ガン性が疑われる

アミン化合物は繊維・皮革・化粧品・染髪量に使用される

アゾ染料7)-9)や酸化染料4),10)中に存在する可能性がありま

す。US FDAには食品着色料(アゾ化合物)中の芳香族アミ

ンに関する規制(21 CFR 74.705と21 CFR 74.706) が
あり、EUでもそのようなアゾ色素の使用を規制しています

(2002/61/EC)。1)4)EUでは22種のアミン化合物5)6)11)を

生成する可能性のあるアゾ化合物の繊維・皮革製品への
使用を禁止しています。この法令では少なくとも2通りの異

なったクロマトグラフィの分析法が必要とされています。ア
ミン化合物は高極性なのでGCによる定量分析は困難で

あり、LCでは近年50分～75分の逆相系分析条件が報告

されました。1)5)9)

このアプリケーションノートではACQUITY UPLCTM/ PDAシ
ステムを用いて使用が禁止されているアミン化合物19種
を7.5分で分析した例についてご紹介します。この従来法

に比べ10倍ほど迅速な発ガン性アミン化合物の分析手

法は、原料や製品の品質管理にかかる時間を大幅に短

縮し、製品のリコールの回避や作業者の健康を守るため

に役立つと考えられます。

サンプルの準備
芳香族ア ミン 19 化合物をメタ ノールに溶解し 、
100μg/mLの原液を作製しました。150μLの原液と
150μL のメタノール、 700μL の蒸留水を混合し、
15μg/mLの試料溶液を作製しました。

装置

Waters ACQUITY UPLCTM PDAシステム
ソフトウエア： Empower software
カラム温度： 50℃
流速： 0.5mL/min.
グラジェント： 5%Bから100%Bまで7分
注入量： 2.5 μl
測定波長： PDA 215-500nm
サンプリング速度： 10pts/s
フィルタレスポンス： 0.1s
メソッド(1)
カラム： ACQUITY UPLC BEHTM C8

2.1×100 mm , 1.7 μm
移動相： A)[0.575g,(NH4)H2PO4;0.7g, 
Na2HPO4;1000g,H2O;pH6.9]+79.1gメタノール

B）メタノール
グラジエント： 5%Bから65%(10分)
メソッド(2)
カラム： ACQUITY UPLC BEHTM C18

2.1×100 mm , 1.7 μm
移動相： A)10mM酢酸アンモニウム

/(水/アセトニトリル 95/5v%)
B)アセトニトリル

グラジエント： 5%Bから60%(10分)



図1.アミノ化合物19成分のUPLCTM/PDAクロマトグラム
(ACQUITY BEH C8 2.1x100mm カラム, 240nm)

EU 2002/61/ECでは30mg/kgを限界値としてお

り少なくとも2つの異なるメソッドで分析するように定

められています。このアプリケーションノートでは
C18とC8カラムを用いたメソッドが使用されました。

図1は15μg/mLのアミン化合物を分析したクロマト

グラムです。C8カラムを使用し構造が類似した19
成分を分離しています。このメソッドは従来法

5)
に比

べ1/7の分析時間となっており、消費する移動相

溶媒量も1/14になっています。

構造式

1 4-Methyl-m-phenylenediamine       11 2-naphthylamine
2 Benzidine 12 4,4’-thiodianiline
3 o-anisidine 13 4-chloro-o-toluidine
4 o-toluidine 14 2,4,5-trimethylaniline
5 4,4’-oxydianiline 15 4,4’-methylenedi-o-toluidine
6 4-chloroaniline 16 4-aminobiphenyl
7 6-meththoxy-m-toluidine 17 3,3’-dichlorobenzidine
8 4,4’-methylenedianiline 18 2,2’-dichloro-4,4’-methylene
9 3,3’-dimethoxybenzidine -dianiline
10 3,3’-dimethylbenzidine 19 o-aminoazotoluene



PDA検出器はクロマトグラフィ分析の強力なツー

ルとして用いられており、12),13)成分同定のために

有用な情報を与えます。
表 1 は PDA ラ イブラ リマッチの結果です。

Empowerソフトウエアでは、マッチアングル値が

許容差より小さいとライブラリとの一致度が高いこ

とを示し、純度アングル値が純度許容差より小さ

いとピーク純度が高いことを示します。各ピークの

マッチアングルとマッチ許容差、純度アングルと
純度許容差は、1-19の成分がきちんと分離され、

PDAライブラリに登録されたスペクトルとよく一致し

ていることを示しています。

図2.PDAデータから抽出された2,5,11,16,19の
UVスペクトル

図2はPDAデータから抽出された化合物2、5、
11、16、19のUVスペクトルです。Empowerソフ
トウエアでは標準化合物のUVスペクトルと保持

時間を用いて容易にライブラリが作成できます。
そのライブラリによって自動ライブラリマッチング
と高速製品スクリーニングが可能です。

表1. PDAライブラリマッチの結果(C8カラムによる分離)



まとめ

ACQUITY UPLCTMによって19種類のアミン化合物を高感

度に高速で分離することができます。このメソッドでは従来
法よりも1/7の時間でで分析することができ、溶媒消費量

は1/14以下になります。またEmpowerソフトウエアのPDA
機能を利用した同定手法はさらに解析時間を短縮します。

この芳香族アミン化合物の分析手法はアゾ化合物、繊維、

皮革、ポリマー添加剤、食品用色素や化粧品などへの応

用が可能です。

図3. アミノ化合物19成分のUPLCTM/PDAクロマトグラム
(ACQUITY BEH C18 2.1x100mm カラム, 240nm)

図4にはC18カラムを用いたクロマトグラムを示

します。分析時間10分で19成分を分析してい

ます。この条件では移動相に酢酸アンモニウム
を用いているので、リン酸バッファを用いた図1
の条件よりもLC/MS分析に適しています。この

条件を用いてUPLCTMとシングル四重極MSを組

み合わせればより確実な分析結果が得らること

が期待されます。


