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要約

GC/MS を使用して、化粧品中の香料アレルゲンを測定し
ました。非選択抽出/希釈による簡単なサンプル前処理の
後、高速スキャンとリテンションタイムをロックした条
件の下で、抽出物の分析を行いました。定対象化合物の
溶出後、キャピラリカラムバックフラッシュを使用して、
洗剤などの低揮発性マトリックス成分を効率的に除去し
ました。その結果、カラムと検出器の汚染を低減し、
サンプル処理数を大幅に増やすことができました。

緒言
EU 指令2003/15/EC [1] によると、化粧品製品中の 27
種類の香料成分について、ボディーソープや石鹸などの
洗い流される製品では100 ppm (mg/kg)、香水やクリー
ムなどの肌につけた状態を保つ製品では 10 ppm を超え
る濃度の成分については、ラベルに表示する必要があり
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ます。そのため、様々な種類の化粧品中の対象成分をモ
ニタリングする定性および定量メソッドが必要です。

サンプルマトリックスと溶質濃度に応じて、様々なサン
プル前処理法が開発および適用されています [2]。化粧
品製品中のアレルゲン測定での大きな問題の1つは、洗
剤 (非イオン性またはイオン性)、ワックス、脂質などの
揮発性の低い、あるいは非揮発性成分の存在に関係して
います。選択的なサンプル前処理をしていないサンプル
が導入されると、これらの成分は分析システムを汚染し
ます。しかし、測定対象化合物は広範囲の揮発度 (リモ
ネンから安息香酸エステルまで) と極性 (相対的に極性の
高いベンジルアルコールから非極性の安息香酸ベンジル
まで) に及ぶため、選択抽出または選択的サンプル導入
は簡単ではありません。そのため、最適なメソッドは
ppm の感度を示すとともに、測定対象成分が相対的な揮
発度および極性による影響を受けないようにする必要が
あります。さらに、品質管理を行う環境での日常的な分
析では、サンプル前処理を最低限に抑える必要があり、
非選択的な溶液または抽出物の直接注入が好まれます。
最近、パックド PTV ライナと自動ライナ交換を組み合わ
せた非揮発性物質の選択的保持を用いた、液体サンプル
導入が開発および実証されました [3]。しかし、この手
法には専用のサンプラが必要です。

本アプリケーションノートでは、標準スプリット/スプ
リットレス注入口とキャピラリフロー技術を用いた代替
メソッドを推奨します。カラム末端に QuickSwap デバ
イスを使用し (質量分析計トランスファラインに接続)、
その結果、補助エレクトロニックニューマティクスコン
トロール (EPC) でカラム出口圧力をコントロールするこ
とができます。測定対象ピークがカラムから溶出した後、
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注入口圧力を下げ、出口圧力を上げることで、カラムに
残っているサンプル成分をカラム先端からスプリット注
入口に強制的に戻し、スプリットベントトラップで捕捉
します。

分析は、リテンションタイムをロックしたGC/MS メ
ソッドで行いました。30 m x 内径 0.25 mm x 0.25 µm
HP-5MS カラムをヘリウムキャリアガスで使用したリ
ファレンスメソッド [2] を、15 m カラムと水素キャリ
アガスを使用し、最大限の処理数を得るための高速ス
キャニングメソッドに変換しました。その結果、測定対
象溶質の分離に必要な分析時間は、24 分から 8 分に短縮
されました (3 倍のスピードアップ)。低揮発性サンプル
マトリックス成分がカラムからバックフラッシュされる
ため、その後の分析への、残留によるカラムと検出器の
汚染、ベースラインの変動、ゴーストピークなどを回避
します。

サンプル前処理
適切な溶媒 (一般的に、アセトンまたはジクロロメタン)
で、サンプルを濃度 5% (50 mg/mL) に希釈します。
サンプルを 15 分間、超音波槽の中に置き、測定対象溶
質を溶媒に完全に溶かします。抽出および溶解後、サン
プルを遠心分離器にかけ、上澄みをオートサンプラバイ
アルに移します。

本アプリケーションノートでは、香料化合物と非イオン
性洗剤を含むシャンプーサンプルに関するデータが得ら
れました。

GC 条件
すべての分析は、Agilent 7890A GC/5975 MSD の組み
合わせで行いました。注入には、7683 ALS を使用しま
した。GC/MS 条件をまとめると以下のようになります。

GC/MS条件

カラム 15 m x 0.25 mm id x 0.25 µm HP-5MS Agilent P/N 19091-431

キャリアガス／圧力 Hydrogen 11.050 psi constant pressure

カラムアウトレット／圧力 QuickSwap 4 psi via auxiliary EPC

インレット Split/splitless in split mode 250 °C, split ratio = 50:1

オーブン温度プログラム 高速分析 (3 倍スピードアップ*) 50 °C (0.33 分) → 24 °C/min で 240 °Cまで

MSD 設定値 トランスファライン温度 250 °C

イオン源温度 300 °C

四重極温度 150 °C

チューン オートチューン EMV +0V

QuickSwap リストリクタ 17 cm x 内径 110 µm (4 psi) P/N G3185-60063

検出 スキャンモードのMS 40 ～ 350 amu、サンプル = 21

MSD イベント 溶媒ディレイ 1.5 分

検出器オフ (バックフラッシュ中) 8.0 分
* これらの条件下で、α- イソメチルイオノンは 5.17 分で溶出し、先に発表されたリテンションタイムロッキング (RTL) 法 [2] との比較で、3 倍の時間短縮に相当します。

バックフラッシュ条件 (8 分に開始)

注入口圧力 2 psi

補助圧力 70 psi

バックフラッシュ時間 2.75 分

バックフラッシュ温度 240 °C
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結果
まず、一般的な方法でシャンプー抽出物を分析しました。
バックフラッシュを使用せず、オーブンを 320 °Cまで
プログラムして、遅く溶出する成分が溶出したことを確
認しました。図 1 には、10 回連続分析の全イオンクロマ
トグラムの重ね書きを示しています。クロマトグラムの
最初の部分では、優れたリテンションタイムとピーク面
積の再現性が得られています。

このサンプルでは、リモネン (ピーク 1)、リナノール
(2)、ユージノール (3)、リリアール (4)、ヘキシルシン
ナムアルデヒド (5)、安息香酸ベンジル (6)、サリチル酸
ベンジル (7) を含むいくつかのアレルゲンを検出できま
した。8 分から後には測定対象溶質は一切溶出しません

が、非イオン性洗剤に該当するピークが検出されます。
320 °Cの空焼きを行っても、これらの化合物はカラムか
ら完全に除去されません。このことは、ゴーストピーク
の様子から分かります (たとえば、矢印で示された 11.7
分のピーク)。このピークと残留によるその他のピークは、
サンプル注入を繰り返す度に一定の間隔で増加するため、
すべての低揮発性サンプル成分がカラムから溶出すると
は限らないことを明確に示しています。また、10 分から
後に、ベースラインの上昇がはっきりと見られます。こ
の 14 分の分析のうち、最初の 8 分だけが、測定対象ア
レルゲンの必要な分離および定量に実際に必要であるこ
とに注目します。残りの時間は、カラムを空焼きするこ
とで、カラムに残ったサンプル成分を除去しようとする
一般的な方法に相当します。しかしここで示したように、
簡単に除去できない場合があります。

図 1. 10 回連続のシャンプー抽出物の分析の重ね合わせ (オーブン温度は 320 °Cにプログラムされ、バックフラッシュなし)。
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この 10 回のサンプル分析のシーケンスの後、ブランク
ランを 2 回行いました。クロマトグラムは図 2 に示しま
す。いくつかの汚染ピーク (おそらく、サンプルバイア
ルのセプタム由来の物質) が 6 ～ 9 分周辺で溶出し、両
方のブランクランで一定です。10 分の後に溶出している
大きなピークからは、高分子量物質がカラムに蓄積して
いて、320 °Cにプログラミングしても、これらの化合物
が除去されなかったことを明らかに示しています。

その後の実験で、シャンプー抽出物を新たに 6 回連続で
分析を行いました。各分析では、最も強く保持される測
定対象アレルゲンのリテンションタイムである8分の後
に分析を終了しました。サンプル分析後、ブランクラン
を 2 回行いました。1 回は、サンプルと同じ温度プログ
ラムを用いて、240 °C (8 分) で終了し、もう 1 回は、
320 °Cまで続ける温度プログラムで行いました。6 回の
サンプル分析、最初のブランクラン (8 分で終了)、およ
ぞ 2 回目のブランクラン (320 °Cまで分析) のクロマト
グラムを図 3 に重ね合わせています。

最初のブランクランでも、いくつかのゴーストピークが
8 分の分析時間ウィンドウ内に現れます。320 °Cまで分
析した 2 回目のブランクランからは、各注入サンプルか
らの低揮発性成分がカラムに蓄積していることが、はっ
きりと分かります。この例で示されたようなサンプル物
質が蓄積すると、カラムがすぐに劣化し、少量サンプル
成分を検出および定量する能力が大きく損なわれます。
遅く溶出するサンプル成分を高温で除去しようとする
(カラムの焼き出し) 標準的な手法を行うことで、カラム
が固定相高分子の酸化や分裂により早期劣化する傾向が
あるだけでなく、汚れがカラムから質量分析計イオン源
に移動し、その性能を低下させ、より頻繁に洗浄を行う
ことが必要になります。

次に、バックフラッシュメソッドを設定し、10 回のサン
プル分析を行い、その後にブランクランを行いました。
このサンプル分析のクロマトグラムは図 4 のとおりです。

図 2. シャンプー抽出物の分析後、2 回連続のブランクラン。
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図 3. シャンプー抽出物の 6 回の分析の重ね合わせ。240 °Cに終了した分析 (下)、240 °Cまでのブランクラン (中央)、
320 °Cまでの 2 回目のブランクラン (上)。
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図 4 で、ゴーストピークが現れず、ベースラインが上昇
していないことから、サンプル成分の残留は見られず、
優れたリテンションタイムとピーク面積の再現性が得ら
れたことが、はっきりと分かります。

図 5 では、10 回目の分析が、その後すぐに行われたブラ
ンクランに重ね合わせられています。ブランクランでは、
溶媒バイアルのセプタム由来のピークだけが見られます。
洗剤のピークは、カラムから効率的且つ効果的に除去さ
れました。

全分析時間は、13.6 分 (320 °Cまでの温度プログラムお
よび2 分間のホールド時間) から、11 分 (240 °Cまでの
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図 5. シャンプー抽出物の 10 回の分析の重ね合わせ (オーブンは 240 °Cにプログラム)。バックフラッシュあり (上)
とその後のブランクラン (下)。

温度プログラムおよび2.75 分のバックフラッシュ時間)
に短縮されました。さらに、バックフラッシュを行わな
い長い分析では得られなかった、すべての低揮発性物質
のカラムからの除去が可能でした。おまけに、最終オー
ブン温度が低いために、オーブン冷却と平衡時間も短縮
されました。

同定した7 種類のアレルゲン各々に対して、リテンショ
ンタイムおよびピーク面積の再現性を測定した結果が、
表 1 に記載されています。リテンションタイムの標準偏
差は、0.002 分より良くなりました (RSD < 0.03%)。ま
た、ピーク面積の再現性に関して、優れた値が得られま
した。
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RT RT SD RT RSD 面積 RSD
分 分 % %

リモネン 2.3771 0.0005 0.020 1.80

リナロール 2.8372 0.0004 0.015% 1.60

ユージノール 4.4671 0.0003 0.007 1.60

リリアール 5.4312 0.0015 0.028 1.53

ヘキシルシンナムアルデヒド 6.5514 0.0016 0.022 2.00

安息香酸ベンジル 6.6467 0.0000 0.000 2.00

サリチル酸ベンジル 7.1405 0.0013 0.018 2.98

平均 0.0008 0.015 1.95

表 1. 同定した 7 種類のアレルゲン

結論
化粧品中の香料アレルゲンの測定では、スプリット/スプ
リットレス注入口へのサンプル直接注入を使用できます。
以前発表されたリテンションタイムをロックしたメソッ
ドと比較すると、5975 MSD と組み合わせて、短いカラ
ムと水素キャリアガスを使用することで、分析時間が 1/3
に短縮されました。7890A GC と共にバックフラッシュ
メソッドを使用すると、カラムと検出器への汚染は最低
限に抑えられました。オーブンサイクルの周期を速くす
ることで、分析時間が 20% 短縮されました。前の注入か
らのゴーストピークは排除されました。優れたリテン
ションタイム再現性とピーク面積再現性が得られました。

香料成分の分析は、たとえばポリエチレングリコールカ
ラム (最高使用温度 250 °C) などの極性固定相を持ち、
最高使用温度が限られているカラムでも行われるため、
7890A GC と共にキャピラリフロー技術を用いたキャピ
ラリカラムバックフラッシュ法は、中程度の温度で強く
保持されるサンプル成分を除去するうえで非常に興味深
いツールです。
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