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概要

バクテリア、ウイルス、カビなどの微生物は養分と水分があ

るところにはどこでも存在します。微生物の繁殖はときに

人間の健康に害を及ぼし、建造物にダメージを与えること

もあります。これらの有害な微生物を防ぐために殺菌剤や

防腐剤であるバイオサイドが用いられ、住まいやパーソナ

ルケア用品に含まれています。環境と人々の健康を守る

ために、多くの国でバイオサイドの使用を制限しています。
1)EUではBiocidal Products Directiveによって規制されてお

り、USではバイオサイドはEPAの管理下に、食品中やパー

ソナルヘルスケア製品中のバイオサイドはFDAによって規

制されています。登録のためにはバイオサイド化合物の

組成を表記する必要があり2)、そのためには信頼性が高く

迅速な方法によって分析することが品質管理の点からも
重要です。このアプリケーションノートではバイオサイド6
化合物を3分で分析する手法について説明します。装置

としてWaters ACQUITY UPLCTM/PDAシステムを使用し、

Empower2ソフトウエアでシステムのコントロール、データ

取り込みと解析を行いました。またPDAライブラリ解析に

よって、混合物サンプル中の目的成分の迅速で再現性の

ある同定を行いました。この分析手法は、バイオサイドを

含む製品の規制遵守のための分析や品質管理に役立ち

ます。

構造式

装置

Waters ACQUITY UPLCTM PDAシステム

ソフトウエア： Empower2
カラム： ACQUITY UPLC BEH C18

2.1×50 mm , 1.7 μm
カラム温度： 30℃
移動相： A）0.05 % TFA/水

B）0.05 % TFA/アセトニトリル

流速： 1.0mL/min.
グラジェント： 5%Bから15%Bまで2.9分
弱洗浄溶媒： 水/アセトニトリル 95/5
強洗浄溶媒： 水/アセトニトリル 50/50
注入量： 5 μl
検出器： PDA 210-500nm
サンプリング速度：20ポイント/秒

サンプルと化合物名称
Kathon※ CG/ICP;
1a 2-methyl-4-isothiazolin-3-one; 0.4%
1b 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one; 1.2%

2 Carbendazim
3 Benzisothiazol-3(2H)-one
4 2-phenoxyethanol
5 Benzoic acid
6 Methylparaben

※Kathonはローム・アンド・ハース社の商標です

※バイオサイドとは、(化学)工業製品における微生物による汚染を防ぐ薬剤(防腐剤、
防かび剤、防藻剤、防虫剤、忌避剤、木材防かび剤など)のことを指しています。



図1. PDA時間－波長クロマトグラム; 9回注入の重ね書き
(0.00分; 275nm,1.40分; 225nm,2.55分;255nm)

表1. 保持時間のサマリー

図1に化合物1-6のPDA時間-波長クロマトグラムを

示します。分析時間3分で6つのピークがベースラ

インまで分離しており、9つのクロマトグラムがきれ

いに重なっていることがわかります。各化合物の濃
度は、1aが1.25ppm、1bが3.75ppm、2-6がそれ

ぞれ5ppmです。PDA時間-波長クロマトグラムでは、

各成分のλmaxの波長でクロマトグラムを描くことが

できます。これは、各成分がまったく異なるλmaxを

持つ場合に、検出下限を下げるために有用な手法

です。

表1と表2に、6つのピークの保持時間と面積値の

サマリーを示します。いずれも再現性の高い結果と

なっています。
表2. 面積値のサマリー



図2に化合物1-6の6点検量線を示します。濃度は

2.5-20ppmです。いずれも直線性は良好です。

図2. 化合物1-6の検量線プロット

図3はPDAクロマトグラムから抽出した化合物1-6の
UVスペクトルです。これらは化合物名、保持時間と

ともにライブラリの作成に用いました。

図3. PDAデータから抽出した化合物1-6のUVスペクトル



表3は化合物1a(1.25ppm)、1b(3.75ppm)、
2-6(5ppm)の定量結果、ライブラリ検索と純度

検定の結果です。濃度(Amount; ppm)は実サ

ンプルの濃度とよく一致しています。
Empower2ソフトウエアはライブラリー検索と純

度検定において、ＵＶスペクトルの形状を定量

的に比較するためにスペクトラムコントラスト理

論を用いています。2)-5)マッチアングル(Match 
Angle)や純度アングル(Purity Angle)はスペクト

ル同士の重なりがどれほど近いものであるかと

いうことを表す指標です。例えばスペクトルコト
ラストアングル0°はそのピークのスペクトルと

ライブラリースペクトルの完全なスペクトルの一
致を表し、90°はまったく異なったスペクトル

で別の化合物である、ということを表します。許
容差(Threshold)は“不確実さ”の指標で、アン

グルが許容差より小さければ、スペクトルはよく

一致していてピークは純粋であるということに

なります。
表3では、標準化合物のスペクトルと良い一致

を示し、純度が高いことがわかります。

表3. 定量、ライブラリ検索と純度検定の結果
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Waters ACQUITY UPLCTM/PDAシステムを用いることに

よって、バイオサイド化合物の分析時間3分の迅速で再現

性の高い分析手法が確立されました。またEmpower2ソフ

トウエアのPDAライブラリ・純度解析は混合物サンプル中

の目的成分の信頼性の高い同定を可能とします。この分

析法は、バイオサイドを含む製品の規制遵守のための分

析や品質管理への応用が期待されます。


