
哺乳瓶から溶出する 
ビスフェノール A の分析

アプリケーションノート

コンシューマプロダクツ

概要
ビスフェノール A は食品容器のプラスチック表面から溶出することがあり、血漿、尿、
地下水などのさまざまなマトリックスで検出されてきました。ビスフェノール A は、エ
ストロゲンなどの生体ホルモンと類似した作用を持つ内分泌撹乱物質であり、健康に

マイナスの影響を与えることがあります。このアプリケーションノートでは、哺乳瓶か

ら抽出されたビスフェノール A と、構造的に類似したビスフェノール F を定量するメ
ソッドについて説明します。このメソッドは、Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 カラム
を使用した Agilent 1260 Infinity LC システム上で開発したものです。メソッドの部分的
バリデーションを実施し、面積とリテンションタイムの直線性、堅牢性、精度を確認し

ました。Agilent 7696A サンプル前処理ワークベンチを使用して希釈系列を自動的に生
成し、分析時間を短縮しました。ビスフェノール A の定量下限 (LOQ) が 1.06 ng/mL で
あることがわかりました。サンプル回収率の実験では、ビスフェノール A について 80 % 
の回収率が得られました。このメソッドを Agilent 1290 Infinity LC システムを使用した
超高速液体クロマトグラフィー (UHPLC) メソッドに変換しました。UHPLC メソッドは、
実験条件は同じですが、ピークがよりシャープで高くなり、分離能と S/N 比が向上し
ました。いずれのメソッドも、哺乳瓶など食品容器の品質管理におけるビスフェノール 
A の定量に適用することができます。
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はじめに
ビスフェノール A (BPA) は、ポリカーボ
ネートプラスチックやエポキシ樹脂の製
造に使用されるモノマーです。熱や pH 
の変化など、さまざまな環境条件の下で
微量の BPA がこれらのポリカーボネー
トプラスチックの表面から溶け出し、こ
れを最終的に人が摂取することがあり
ます。BPA は、尿、地下水、血漿など各
種のマトリックスで検出されています。
その値を超えると毒性の影響が現れる
しきい値があるという仮定に基づき、米
国環境保護庁 (US EPA) は、BPA の参照 
用量 (RfD) として、体重 1 kg あたり 1 日
に 50 µg という量を設定しました1。ポリ
カーボネートプラスチック製の哺乳瓶
は、子どもにとって潜在的な危険性があ
ります。このアプリケーションノートで
は、構造的に類似した市販の化合物、ビ
スフェノール F (BPF) (図 1) を BPA とと
もに使用して分離効率を測定しました。

Ballesteros-Gomez 他は、BPA の分離、
同定、定量に使用する各種の分析メソッ
ドを確認しました2。また、ASTM 規格テ
ストメソッド D 7574-09 は、環境水から
ビスフェノール A を抽出するための SPE 
に基づくオフラインメソッドを説明した
ものです3。BPA は蛍光化合物であるた
め、蛍光検出器 (FLD) が哺乳瓶中の BPA 
濃度の検出に高い感度を示します。この
アプリケーションノートでは、(U)HPLC/
FLD 検出による SPE ベースのオフライン
抽出手順を使用して BPA と BPF を同時 
に定量するメソッドについて説明します。

実験方法
機器およびソフトウェア
次のモジュールで構成される Agilent 
1260 Infinity バイナリ LC システムを使用
しました。

• Agilent 1260 Infinity バイナリポンプ 
(G1312B)

• Agilent 1260 Infinity オートサンプラ 
およびサーモスタット  
(G1367E、G1330B)

• Agilent 1260 Infinity カラムコンパート
メント (TCC) (G1316C)

• 8 µL フローセル付き Agilent 1260 Infinity  
蛍光検出器 (G1312B)

次のモジュールで構成される Agilent 1290 
Infinity LC システムを使用して UHPLC  
分析を開発し、実行しました。

• Agilent 1290 Infinity バイナリポンプ 
(G4220A) 

• Agilent 1290 Infinity オートサンプラ 
およびサーモスタット  
(G4226A、G1330B)

• Agilent 1290 Infinity カラムコンパート
メント (G1316C)

• 8 µL フローセル付き Agilent 1260 Infinity  
蛍光検出器 (G1312B)

ソフトウェア :

• Agilent ChemStation B.04.02

サンプル前処理 :

• Agilent 7696A サンプル前処理ワーク
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図 1
ビスフェノール A およびビスフェノール F の分子構造
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試薬および材料
使用したすべての薬品と溶媒は HPLC グ
レードのものです。純水は、Milli Q 水精
製システム (Millipore Q-POD Element、米
国) から得られたものを使用しました。
スーパーグラジエントグレードのアセト
ニトリルとメタノールは Lab-Scan (タイ、
バンコク) から、リン酸二水素カリウム
は Fluka (ドイツ) から購入しました。ビ
スフェノール A とビスフェノール F の標
準サンプルは Sigma-Aldrich (インド) か
ら購入しました。米国製の BPA を含ま
ない哺乳瓶と、3 種類の異なるブランド
の国産ポリカーボネート製哺乳瓶を購
入しました。

クロマトグラフィーパラメータ
Agilent 1260 および Agilent 1290 Infinity 
LC システムを使用した逆相液体クロマト
グラフィーの分析条件を表 1 に示します。

カラム : Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18
 4.6 x 100 mm、 4.6 x 100 mm、 

5 µm (p/n 959996 902) 1.8 µm (p/n 959964 902)
TCC 温度 : 40 ºC 
FLD : 励起 : 230、発光 : 316
FLD 取り込みレート 9.26 Hz
ゲイン : 15
サンプルサーモスタット : 4 ºC
移動相 A : 10 mM リン酸二水素カリウム水溶液
移動相 B : 100 % アセトニトリル
グラジエント : 時間 (分) %B
 0 5 

2 5 
2.1 35 
12.5 35 
12.6 70 
17 70 
18.1 5 
23 5

流量 : 0.9 mL/min
注入量 : 20 µL。移動相 A を使用し、フラッシュポートで 5 秒間ニードル洗浄

表 1
Agilent 1260 Infinity LC および Agilent 1290 Infinity LC システムで使用する分析条件

パラメータ Agilent 1260 Infinity LC システム Agilent 1290 Infinity LC システム
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標準の前処理
BPA と BPF を正確に計量して 100 % メタ
ノールに個別に溶解し、それぞれ約 300 
µg/mL の原液を生成しました。未使用
時は 4 ºC で保管しました。

5 % アセトニトリル、95 % 10 mM リン酸
二水素カリウム水溶液の希釈用緩衝液
により原液を希釈して、BPA および BPF 
の 400 ng/mL 溶液を前処理しました。表 
2 に示す直線性レベルは、400 ng/mL 溶
液を順次希釈することで得られたもの
です。Agilent 7696A サンプル前処理ワー
クベンチを使用し、段階希釈によって直
線性レベルを作成しました。最初のシー
ケンスでは、400 µL の希釈溶液をすべて
のバイアルに加えました。第 2 のシーケ
ンスでは、400 ng/mL の溶液から 300 µL 
を最初のシーケンスのレベル 7 のバイ
アルに加え、15 秒間攪拌しました。直前
のレベルから 300 µL を取り出し、次のレ
ベルのバイアルに加えて段階希釈を行
いました。2 つのシーケンスを実行する
代わりに、これらのステップを 1 つのメ
ソッドにプログラミングし、1 回のシー
ケンスとして実行することもできます。
Agilent 7696A サンプル前処理ワークベ
ンチの設定で使用したシリンジパラメー
タを表 3 に示します。アジレントアプリ
ケーションノート5 では、7696A サンプル
前処理ワークベンチの設定について詳
細に説明しています 4。

250 mL の熱湯 (MilliQ) をポリカーボネート
製哺乳瓶に加える

哺乳瓶を 30 分間熱湯に漬ける

哺乳瓶の中の水を褐色瓶に移す

濃塩酸を使用して pH 2.0 の酸性にし、
4 °Cで保管する

6 mL のメタノールと 6 mL の水を使用して 
SPE をプレコンディショニングする 

50 mL の酸性化した水を加える

2 x 4 mL の 100 % メタノールを使用して
溶出する

60 °Cの窒素ストリーム下で蒸発させ、1 mL 
の希釈用緩衝液に再溶解する

図 2 
哺乳瓶からの BPA の抽出と SPE を使用したサンプル
前処理

サンプル前処理
図 2 の説明に従って、ポリカーボネート
製哺乳瓶から BPA を抽出しました。SPE 
アダプタ (p/n 12131001) と外径 3 mm の
チューブ (p/n 5062-2483) を使用して、サ
ンプルを Agilent Bond Elut Plexa SPE カ
ラム、200 mg、6 mL (p/n 12109206) にロー
ドしました。Agilent 20 ポート真空抽出
マニホールド (p/n 12234104) を SPE の
設定に使用しました。ASTM メソッドで
説明されているサンプルの取り扱いに
関する注意事項に従いました3。最後の
ステップ (図 2) で再溶解した溶液をサン
プル分析に直接使用しました。

表 2 
ビスフェノール A およびビスフェノール F の希釈表

溶媒 
事前洗浄 1 分注洗浄 分注ポンプ 分注設定

ポンプ数または洗浄回数 1 1 3
洗浄ボリューム (µL) 50 50 20
吸引速度 (µL/min) 1250 1250 1250 1250
分注速度 (µL/min) 2500 2500 2500 2500
ニードル深さオフセット (mm) -2.0 -2.0 -2.0 -2.0
粘度遅延 0 0 0 0
タレット溶媒 A
エアギャップ (% シリンジ体積) 0 0
表 3 
Agilent 7696A サンプル前処理ワークベンチに使用する 500 µL シリンジパラメータ

直線性 
レベル

ビスフェノール 
A (ng/mL)

ビスフェノール 
F (ng/mL)

LOD 0.195105 0.195105
1 1.06224 1.06224
2 2.478559 2.478559
3 5.783305 5.783305
4 13.49438 13.49438
5 31.48688 31.48688
6 73.46939 73.46939
7 171.4286 171.4286
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その後の実験には Agilent ZORBAX Eclipse 
Plus C18 カラムを使用しました。低温 (35 
ºC) の TCC によって溶離時間の近い不純
物から BPA を最適に分離することがで
きましたが、マトリックスサンプルの分
析時には 40 ºC の方が適切であることが
わかりました。リニアグラジエントによっ
て 2 つのビスフェノールが分離されまし
たが、メソッド堅牢性の予備実験では、
グラジエントを変化させると大きな変
動が発生しました。この結果ステップグ
ラジエントメソッドを採用し、このメソッ
ドによって比較的堅牢な結果が得られ
ました。ASTM メソッドでは、低温での
ビスフェノールの保管が推奨されてい
るため、分析中はオートサンプラを 4 ºC 
に設定しました。図 3 は、最終的なメソッ
ドを使用して 2 つのビスフェノールを分
離したクロマトグラムを示しています。

最後に、3 つの異なるブランドの哺乳瓶
を分析し、標準の HPLC メソッドを使用
して、2 種類のビスフェノールの溶出濃
度を測定しました。

次に、このメソッドを Agilent 1290 Infinity  
LC システムに変換し、同じ実験条件を
使用して 1.8 µm カラムで分析し、この
メソッドの分離能と感度をテストしまし
た。このメソッドでは、各標準の LOD、
LOQ、および直線性とメソッドの精度を
面積および RT の RSD により評価しま 
した。

結果と考察
分離および検出
メソッド開発時に酸性および塩基性移
動相を使用して、BPA と BPF の分離を 
C18 カラムでテストしました。メソッドを
完成させる前に、哺乳瓶から抽出した水
サンプルもテストしました。

手順
直線範囲を得る前に、再溶解した哺乳
瓶の抽出物を注入し、BPA のおよその
濃度を測定しました。移動相 A の溶液 
20 µL をブランクとして注入し、次に各
直線性レベルを 6 回繰り返しました。各
レベルの面積およびリテンションタイ
ム (RT) 情報を使用して、相対標準偏差 
(RSD) の値を計算しました。直線範囲で
各直線性レベルの平均面積を濃度に対
してプロットし、検量線を作成しました。
低い方の直線性レベルの注入から BPA 
および BPF の検出下限 (LOD) と定量下
限 (LOQ) を求めました。

メソッドの堅牢性を評価するために、次
の 6 つの重要なメソッドパラメータを評
価しました。

• 流量 ± 2 %

• カラム温度 ± 2.5 %

• 注入量 ± 5 %

• 励起および発光波長 ± 3 %

• ステップグラジエント ± 10 %

• 緩衝液濃度 ± 10 %

堅牢性の各パラメータで、標準濃度 30 
ng/mL の BPA および BPF 溶液を 7 回繰
り返して注入しました。

再現性の実験を行うために、図 2 の説明
に従って、BPA を含まない哺乳瓶からサ
ンプルを抽出しました。このサンプル 50 
mL に対し、少量または大量の BPA およ
び BPF をスパイクしました。スパイクし
た両方のサンプルを SPE の対象としま
した。検量線を使用して、得られたサン
プルの濃度を確認しました。理論上の濃
度と実験値を比較して、回収率の値を取
得しました。

図 3 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 カラムを使用したビスフェノール F とビスフェノール A の 30 ng/mL 溶液の
分離。230 nm (励起) と 316 nm (発光) の FLD 設定を使用してクロマトグラムを収集しました

分6 7 8 9 10 11 12
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ビスフェノール F

ビスフェノール A

不明な不純物
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検出下限 (LOD) および 
定量下限 (LOQ)
S/N 比が 3 を超える対象化合物濃度を 
LOD、S/N 比が 10 を超える対象化合物
濃度を LOQ と見なしました。ノイズの計
算には peak-to-peak メソッドを使用しま
した。図 4 に、LOQ レベルでの BPA のク
ロマトグラムをブランク (移動相) の注
入と重ね合わせて示します。BPA では、
LOD は S/N = 4.3 で 0.19 ng/mL、LOQ は 
S/N = 15.1 で 1.06 ng/mL でした。

直線性
Agilent 7696A サンプル前処理ワークベ
ンチを使用して、直線範囲を持つ検量
線 (表 2 を参照) を生成しました。ワーク
ベンチはサンプル処理を自動化し、一貫
性のある結果を提供します。プログラム
を再度実行するだけで、異なる直線範囲
を生成することができます。LOQ レベル
の BPA から開始して直線性レベルを確
立しました。LOD および LOQ の値を、直
線性の結果とともに表 4 に示します。注
入量を増やすことで LOD および LOQ の
値をさらに下げることができますが、こ
のアプリケーションでは、哺乳瓶から得
られた値が直線範囲内にあることがわ
かっていたため、この操作は不要でした。

リテンションタイム (RT) と面積の
精度
面積精度は直線性レベルの RSD (%) と
して測定しました。レベル 1 (L1) で、BPA 
と BPF についてそれぞれ 5.6 % および 
7.2 % の最大 RSD 値が得られました。同
様に、RT の精度の計算で、BPA と BPF 
についてわずか 0.14 % と 0.11 % の最大 
RSD 値が得られました。面積の RSD 値
のグラフを図 5 に示します。

分9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5

LU

2.9

3

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7 10
.67

5

11
.24

9

10
.64

8

ビスフェノール A不明な不純物

図 4 
ビスフェノール A の LOQ レベル、1.06 ng/mL (21 pg オンカラム) 溶液を 20 µL 注入したものとブランク注入との
重ね表示。この濃度で得られた S/N 比は 15 でした

直線性レベル

RSD (%)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 1 2 3 4 5 6 7 8

ビスフェノール F

ビスフェノール A

図 5 
BPA および BPF の各濃度レベルにおける 6 回の繰り返しの RSD (%) として測定された面積精度

サンプル
番号 名称

LOD  
ng/mL S/N

LOQ  
ng/mL S/N 直線範囲 R2 値 レベル数

1 ビスフェノール F 0.19 5.1 0.46 12.4 1.06 –171.43 0.99999 7
2 ビスフェノール A 0.19 4.3 1.06 15.1 1.06–171.43 0.99998 7

表 4 
BPA および BPF の LOD、LOQ、および直線性。サンプルは、Agilent 7696A サンプル前処理ワークベンチを使用
して前処理しました。ポリカーボネート製哺乳瓶で見られる BPA のレベルは直線範囲内に収まっていました
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ました。水溶液のリニア曲線 (「直線性」
の項を参照) を使用して、面積を濃度の
値に変換しました。低および高濃度値を
理論値と比較しました。回収率の実験結
果を表 6 に示します。BPA は、高濃度値
で 80 % の回収率を示しました。80 % は、
ASTM メソッドで報告される値よりも 
高い値です。このメソッドでは、平均的
な単一のラボで 70 % の回収率が得られ
ます。

重要です。堅牢性の結果は、このメソッ
ドが通常の使用では高い信頼性を提供
し、メソッドパラメータを意図的に変更
しても、かなりのレベルまで性能が影響
を受けないことを示しています。ただし、
一部のパラメータは重要であり、慎重に
制御する必要があります。

サンプルマトリックスからの回収率
BPA を含まない哺乳瓶をブランクマト
リックスとして使用しました。スパイク
分析を 2 回繰り返し、BPA と BPF の回
収率をテストしました。低標準スパイク
には、BPA を含まない哺乳瓶の 50 mL 
水抽出液にそれぞれスパイクした BPA 
(30 ng) と BPF (30 ng) が含まれていまし
た。別の高標準スパイクは、BPA を含ま
ない哺乳瓶の 50 mL 水抽出液にそれぞ
れスパイクした BPA (50 ng) と BPF (50 
ng) で構成されていました。対象化合物
は、前述のように水サンプルから抽出し

堅牢性
メソッドの堅牢性をテストするために、
30 ng/mL の BPA と BPF が含まれる標
準溶液を使用しました。6 つの重要なメ
ソッドパラメータ (流量、カラム温度、注
入量、励起および発光波長、ステップグ
ラジエント、緩衝液濃度) を個別に変化
させ、7 回繰り返し注入してデータを収
集しました。最後の 6 回の繰り返しで得
られた化合物のピーク面積を分析用に
比較しました。面積とリテンションタイム 
の許容偏差をそれぞれ ± 5 % と ± 3 % 
に設定しました。

堅牢性テストの結果を表 5 にまとめま
す。赤い数値は、結果が許容偏差を超え
ていることを示します。流量が + 2 % 変
化した結果、2 つのビスフェノールの面
積が減少しました。特に、ビスフェノー
ル A では、カラム温度が 2.5 % 変化する
ことによってピーク面積にマイナスの偏
差が発生することがわかりました。BPA 
と不純物との分離を比較すると (図 3、
RT 10.6 を参照)、温度の上昇によって結
果の品質が下がり、温度が 35 ºC まで低
下すると結果が向上することがわかりま
した。

サンプル分析には 40 ºC の方が適切であ
ることがわかりました。堅牢性の結果は、
分析中にカラム温度を維持することの
重要性を示しています。FLD 励起波長を 
230 nm に設定し、発光波長を 316 nm に
設定すると最大のピーク面積が得られ
るため、この設定が理想的であることが
わかりました。3 nm の変動があっても、
面積パーセンテージの偏差は許容限界
を超えないため、316 nm の発光波長の
設定は堅牢です。ただし、励起波長は制
御する必要があります。10 % の偏差に
よって BPA と BPF の両方のピーク面積
が減少するため、緩衝液濃度の変化も

    BPA と 
           BPF  不明物質の          BPA 
パラメータ 変化 % 面積 % RT 分離 % 面積 % RT
流量 : 0.9 mL/min ± 2 % 高 : 0.92 mL/min -4.6 -1.2 1.9 -5.1 -1.2 
 低 : 0.88 mL/min 0.1 1.9 1.9 -1.9 2.2
TCC : 40 ºC ± 2.5 % 高 : 41 ºC  -4.2 -0.4 1.7 -5.0 -0.6 
 低 : 39 ºC -3.1 0.9 2.1 -10.0 1.3
インジェクタ : 20 µL ± 5 % 高 : 21 µL 2.6 0.2 1.9 0.0 0.2 
 低 : 19 µL -7.6 0.1 1.9 -9.8 0.1
波長 :  233～316 -2.2 0.0 1.9 -5.7 0.0 
230～316  ±3 nm 227～316 -7.0 0.2 1.9 -4.6 0.2 
 230～319 -3.2 0.1 1.9 -4.5 0.1 
 230～313 -3.5 0.1 1.9 -3.0 0.1
ステップグラジエント 高 : 2.2 分 -3.8 2.9 1.9 -4.1 2.0 
開始ポイント : 2 分 ± 10 % 低 : 1.8 分 -3.3 -2.4 1.9 -3.8 -1.5
緩衝液濃度 : 高 : 11 mM -4.2 0.2 1.9 -6.0 0.2 
10 mM ±10 %  低 : 9 mM -5.9 0.1 1.8 -9.8 0.1

化合物名
低濃度での
回収率 (%)

高濃度での 
回収率 (%)

ビスフェノール F 70.2 75.9

70.1 74.1

ビスフェノール A 76.9 79.6

75.1 81.1

表 6 
2 回繰り返して実行したスパイク分析の回収率の
結果

表 5 
濃度 30 ng/mL における堅牢性テストメソッドの結果と標準メソッドとの比較。表の赤字の値は、偏差が面積の
許容限界 5 % とリテンションタイムの許容限界 3 % を超えていることを示します
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の乳児がブランド 2 の哺乳瓶で 250 mL 
を摂取すると、この乳児は 1 日に体重 
1 kg あたり 0.1 µg の BPA を取り込むこ
とになります。これは、EPA により設定
された 1 日に体重 1 kg あたり 50 µg と
いう参照用量よりも低い値ですが、一
部の実験では懸念が示されています6。 
また、結果から、どの哺乳瓶からも BPF が 
検出されなかったこともわかりました。

サンプル分析
抽出手順と開発した分析メソッドを使用
して哺乳瓶の BPA および BPF の含有量
を測定しました。ブランド 1、ブランド 2、
およびブランド 3 のラベルが付いた哺
乳瓶を 2 回繰り返して分析しました。分
析結果を、サンプル分析の実施前に作
成した検量線と比較しました。SPE の対
象となるブランクの水サンプルでは BPA 
は見られず、この実験で使用したプラス
チックからは BPA が溶け出ていないこ
とを示しています3。3 つのブランドの哺
乳瓶からは異なる量の BPA が検出され
ました (図 6A を参照)。標準からの BPA 
の発光スペクトルをサンプルのスペクト
ルと重ねて示しました。良好な重なり合
いが見られ、BPA の存在が確認されま
した (図 6B を参照)。異なるブランドの
分析により、濃度の高いものでは 4 ng/
mL が、低いものでは 0.5 ng/mL が検出
されました (表 7 を参照)。これらの値は、
Sun 他により以前に観察された値 (0.6 
ng/mL) と一致しています5。体重 10 kg  
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BPA

BPA

BPA

7.4 分で BPF は検出されない

nm280 300 320 340 360 380

Norm.

0
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2
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4
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6

7

標準

ブランド 2ブランド 3

ブランド 2

ブランド 1
[A] [B]

図 6 
[A] 3 つの異なる哺乳瓶から得られた BPA および BPF の分析クロマトグラムの重ね書き表示。[B] 標準とブランド 2 のサンプルから得られた BPA の発光スペクトルの重ね
書き表示

表 7
異なるブランドの哺乳瓶から 250 mL の水に抽出さ
れた BPA および BPF の濃度

化合物名
BPF  
(ng/mL)

BPA  
(ng/mL)

ブランド 1 0 0.76
0 0.52

ブランド 2 0 4.26
0 4.46

ブランド 3 0 2.08
0 2.58
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UHPLC メソッド
分析時間を図 7 に示したものと同一に
維持したまま、HPLC メソッドを Agilent 
1290 Infinity LC システムの UHPLC メソッ
ドに変換しました。この変換は、分離能
と感度の効果を調べるために行いまし
た。UHPLC メソッドでは、同じ移動相、
グラジエント、検出器設定を使用しまし
た。カラムのサイズは同一のままですが、
UHPLC メソッドでは粒子サイズを 5 µm 
から 1.8 µm に下げました。UHPLC メソッ
ドではピークが約 1.2 分早く溶出しまし
た。これは、Agilent 1290 Infinity LC シス
テムの方がディレイボリュームが小さい
からです。また UHPLC メソッドの方が 
HPLC メソッドよりもピークがシャープ
で、分離能が優れていました。最も低い
直線性レベル L1 と最も高い直線性レベ
ル L7 におけるピーク面積、ピーク高さ、
ピーク幅、分離能、S/N などのピーク特
性を表 8 で比較しました。この結果は、
BPA の分離能が HPLC メソッドの 1.9 か
ら UHPLC メソッドの 2.5 に向上したこと
を示しています。S/N 比もほぼ 2 倍にな
り、その結果感度も向上したため、LOQ 
と LOD のレベルを再定義することがで
きました。
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68
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5

分5 6 7 8 9 10 11 12
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5.1

94

6.2
88

9.4
65
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.02

2

1260 HPLC メソッドカラム : 
4.6 x 100 x 5 µm

1290 UHPLC メソッドカラム : 
4.6 x 100 x 1.8 µm

 

不明物質

不明物質

ビスフェノール F

ビスフェノール F

ビスフェノール A

ビスフェノール A

不明物質

不明物質

[A]

[B]

図 7 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 4.6 x 100 カラムで BPA および BPF のレベル 7 の標準を分離する HPLC メソッ
ド [A] および UHPLC メソッド [B] のクロマトグラムの重ね書き表示。HPLC メソッドでは 5 µm の粒子サイズを、
UHPLC メソッドでは 1.8 µm を使用しました

HPLC メソッド UHPLC メソッド
化合物名 
(レベル)

ピーク 
面積

ピーク 
半値幅

ピーク 
高さ 分離能 S/N

ピーク 
面積

ピーク 
半値幅

ピーク 
高さ 分離能 S/N

BPF (L7) 1037.0 0.10 163.7 - 3683.0 930.5 0.07 199.6 - 6784.8
BPA (L7) 934.1 0.19 76.3 1.9 1715.7 825.8 0.13 96.4 2.5 3276.7
BPF (L1) 7.5 0.10 1.1 - 27.4 7.2 0.07 1.4 - 42.6
BPA (L1) 8.1 0.20 0.6 1.8 15.1 9.4 0.14 1.0 2.5 31.6

表 8 
最初の直線性レベルと最後の直線性レベルの HPLC および UHPLC メソッドのピーク面積、ピーク半値幅、
ピーク高さ、分離能、および S/N 比の比較。UHPLC メソッドの方が HPLC メソッドよりも感度と分離能が
優れています
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同じキャリブレーションレベル (表 2 を
参照) を使用したときの BPA と BPF の
キャリブレーションが直線であることが
わかりました (BPF の R2: 0.99991、BPA の 
R2: 0.99993)。面積および RT の RSD (%) 
をすべての濃度レベルについて計算し
ました。この結果は、面積の偏差の RSD 
(%) が UHPLC メソッドで比較的低い 
ことを示しています。図 8 に示すように、
BPA のレベル 1 で 3.0 % の値が見られま
した。BPA と BPF のいずれについても、
RT の最大 RSD は 0.1 % 未満でした。

結論
Agilent 1260 Infinity LC システムと Agilent  
ZORBAX Eclipse Plus C18 カラムを使用
して、ビスフェノール A とビスフェノー
ル F を分離し、定量しました。キャリブ
レーション標準は、Agilent 7696A サン
プル前処理ワークベンチを使用して前
処理しました。メソッドを開発し、部分
的バリデーションを実施しました。この
メソッドは、さまざまな哺乳瓶から 80 % 
の回収率値でビスフェノール A とビス
フェノール F を定量します。このメソッド
は、哺乳瓶の品質管理を目的とした BPA 
および BPF レベルの測定に適用するこ
とができます。Agilent 1290 Infinity LC シ
ステムへのメソッド変換は、検出器とメ
ソッド条件を同一に維持することで効
果的に行われました。HPLC と UHPLC の
いずれのメソッドも直線的で、高精度の 
結果が示されました。ただし、UHPLC メ
ソッドの方が HPLC メソッドよりも優れ
た分離能と S/N 比、またシャープなピー
ク幅と高いピーク高さが得られました。

直線性レベル

RSD (%)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

ビスフェノール F

ビスフェノール A

図 8
UHPLC によって BPF および BPA の RSD (%) として測定された面積精度。各濃度レベルで測定を 6 回繰り返し
ました
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