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概要

ウール入りのライナは、ウールにおける活性点が分析対象成分の吸着の原因になる

ことがあるため、これまで農薬分析には避けられてきました。Agilent J&W DB-35ms UI
カラムと組み合わせて Agilent ウルトライナート (UI) ウールライナを使用すると、対象

化合物保護剤の有無にかかわらずオリーブオイルマトリクスで有機リン系 (OP) 農薬

を効果的に分析できます。

はじめに

有機リン系 (OP) 農薬などのクロマトグラフィ的に活性のある化合物は、サンプル流路
の活性点に吸着し、分析対象成分のレスポンスを低下させ、極端なケースでは微量
のシグナルが検出されない原因になります。また、これらの農薬は、クロマトグラ
フィシステムの活性面との相互作用により、ピークテーリングを発生させる傾向が
あります。OP 農薬で一貫性のある結果を達成するためには、流路全体の表面活性度を
最小限に抑えることが不可欠です [1]。メタミドホス、アセフェート、オメトエート、お
よびジメトエートは、これらの構造の P=O 結合により特に分析が難しい化合物です。
これらの対象成分がこの分析のターゲットです。

サンプル流路における活性点は、主に GC 注入口内にあります。残留分析では、混合物
サンプルを繰り返し注入すると、不揮発性マトリクス成分が注入口ライナとカラム
ヘッドに徐々に蓄積して活性面を生成し、メンテナンスの必要性が生じることがあ
ります。このマトリクスが引き起こす効果は、ピーク形状、レスポンス、およびリ
テンションに影響する場合があります。アジレントのウール入りウルトライナート
ライナは、不活性ウールで不揮発性物質をトラップすることにより、活性を最小限
に押さえ、注入口とカラムヘッドにマトリクス成分が蓄積するのを防ぎます [2]。
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GC カラムも活性点になる可能性があります。カラムは、注入口
ライナに比べて大きな表面積を持っているため、ピーク形状の
不具合や吸着につながる表面活性を最小限に抑えることが不可
欠です。アジレントの J&W DB-35ms ウルトライナート (UI) カラ
ムは、要求の厳しいテストプローブを使用した厳格な評価を通
じて、一貫性のある不活性性能を最大限発揮するように不活性
度が検証されています [3、4]。

これらの農薬を分析する前に、流路の活性を排除するあらゆる
手段を講じる必要があります。新しいゴールドシールと、ウル
トライナート注入口ライナを使用して注入口のメンテナンスを
実施することをお勧めします。また、不活性性能が検証された
ウルトライナートカラムを取り付けることもできます。注入パ
ラメータを最適化して、クロマトグラフィシステム全体から可
能な限り最高の結果を得る必要があります。

流路の活性を排除するための手段をすべて実施した後、サンプ
ルマトリクス中の残留農薬の分析時に考慮すべき項目として、マ
トリクス効果があります。この効果は、マトリクスありとマト
リクスなしの状態で注入したときに、影響を受ける分析対象成
分のピーク形状とシグナルが変化することからわかります。こ
れは、マトリクスが活性点の保護剤として機能するためと思わ
れます。P=O 結合を含むメタミドホス、アセフェート、オメト
エートなどの OP 農薬は、このマトリクス効果の恩恵を受けるこ
とが多く、マトリクスのない標準試料よりもマトリクス中の分
析対象成分に対して高いレスポンスを生成するため、サンプル
回収率の結果が不正確になる可能性があります。

Anastassiades のグループは、マトリクス効果による分析結果の
誤りを最小限に抑えるのに役立つ対象化合物保護剤の使用を提
案しました [5]。これらの対象化合物保護剤 (AP) は、影響を受け
やすい分析対象成分を保護するためにマトリクス抽出物に添加
できる化合物です。Anastassiades のグループによるその後の研
究で、さまざまな化合物が有効な AP として評価されました [6]。
その評価に基づき、今回の研究では L-グロン酸 γ-ラクトン (グロ
ノラクトン) を対象化合物保護剤として選択しました。ここでは、
4 つの農薬含有 P=O 結合に対してウール入りウルトライナート
(UI) ライナおよび DB-35ms UI カラムと共に対象化合物保護剤を
使用する利点の検証に焦点を絞りました。

実験

炎光光度検出器と Agilent 7683B オートサンプラを搭載した
Agilent 7890 GC/5975C MSD を、この一連の実験に使用しました。
パージ付き 2 ウェイキャピラリフローテクノロジ (CFT) デバイ
スを使用して、流路を 1:1 で MSD:FPD に分割しました。CFT デバ
イスでは、ポストカラムバックフラッシュも使用しました [7]。
表 1 に、これらの分析に使用したクロマトグラフィ条件を示しま
す。表 2 に、これらの実験で使用した各種消耗品を示します。

表 1. クロマトグラフィ条件

GC/MSD Agilent 7890/5975C
サンプラ Agilent 7683B、5.0 µL シリンジ (P/N 5181-1273)
CFT デバイス パージ付き 2 ウェイスプリッタ (P/N G3180B)
スプリット比 1:1 MSD:FPD
MSD リストリクタ 1.43 m x 0.18 mm ID 不活性化処理済みフューズド

シリカチューブ (P/N 160-2615-10)
FPD リストリクタ 0.53 m x 0.18 mm ID 不活性化処理済みフューズド

シリカチューブ (P/N 160-2615-10)
Aux EPC 3.8 psi 定圧

注入口 2 µL スプリットレス。250 ºC、パージ流量
60 mL/min (0.25 分)、ガスセーバ 20 mL/min (2 分)

カラム DB-35ms UI 30 m x 0.25 mm x 0.25 μm 
(P/N 122-3832UI)

キャリア ヘリウム、定圧 28.85 psi (95 ºC)
オーブン 95 ºC (0.5 分間)、25 ºC/min で 95～210 ºC、

10 ºC/min で 210～250 ºC (0.5 分間)、
20 ºC/min で 250～290 ºC (4.5 分間)

ポストランバック 290 ºC で 8.75 分、バックフラッシュ中の
フラッシュ Aux EPC 圧力 45 psi、バックフラッシュ中の

注入口圧力 2 psi 
MSD トランスファライン 300 ºC、イオン源 300 ºC、

四重極 150 ºC
FPD 230 ºC、水素 75 mL/min、空気 100 mL/min、

キャリアガス + メークアップガス (N2) 60mL/min

表 2. 使用した消耗品

バイアルとキャップ クリンプトップ茶色 MS 分析バイアルキット
(P/N 5190-2283)

バイアルインサート 250 µL ガラス/樹脂脚 (P/N 5181-8872)
シリンジ 5 µL (P/N 5181-1273)
セプタム 高性能グリーン (P/N 5183-4759)
注入口ライナ ウール入りウルトライナートシングルテーパライナ

(P/N 5190-2293)
フェラル 0.4 mm ID ショート。85/15 べスペル/グラファイト

(P/N 5181-3323)
PCT フィッティング 内部ナット (P/N G2855-20530)
PCT フェラル SilTite フェラル、0.25 mm ID (P/N 5188-5361)
20 倍ルーペ 20 倍拡大ルーペ (P/N 430-1020)
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試薬と標準試料

すべての試薬および溶媒は HPLC または Ultra Resi グレードでし
た。Honeywell (米国ミシガン州マスキーゴン) のアセトニトリル
(ACN)、Burdick & Jackson のトルエン、および JT Baker のアセ
トンを、VWR International (米国ペンシルベニア州ウェストチェ
スター) を通じて購入しました。農薬標準試料は Chem Service,
Inc. (米国ペンシルベニア州ウェストチェスター) から、グロノラ
クトンは Aldrich (ミズーリ州セントルイス) から、リン酸トリ
フェニルは Alfa Aesar (マサチューセッツ州ワードヒル) から購
入しました。

溶液と標準試料

個々の OP 農薬標準試料をアセトンで前処理して、1～2 mg/mL
の濃度の溶液を生成しました。これらの溶液を使用して、アセ
トンで 50 µg/mL 標準溶液を作成し、さらに 1 および 5 µg/mL の
濃度のスパイク溶液を準備しました。サロゲート標準のリン酸
トリフェニル (TPP) は、トルエン中に 1、15、および 100 µg/mL
の濃度で作成しました。対象化合物保護剤溶液は、グロノラク
トンを最小量の水と適切な量の ACN に溶解して 50 mg/mL の濃
度で準備しました。農薬とサロゲート標準スパイク溶液を使用
して、マトリクスブランク抽出物中のマトリクス標準試料を適
切に希釈することで前処理しました。適切な量のグロノラクトン
溶液をキャリブレーション標準試料に添加して、各標準試料に
0.5 mg/mL の濃度を生成しました。

サンプル前処理

エキストラバージンオリーブオイルのサンプルは地元の食料品
店から購入しました。サンプル抽出メソッドでは、修正を加え
た QuEChERS 法を利用しました。図 1 に、サンプル前処理手順を
フローチャートで示します。

3.00 (± 0.05) g のオリーブオイルを含むサンプルを計量して遠心
分離チューブに入れ、2 本のセラミック製バー (P/N 5982-9313)
を各サンプルに入れて、サンプル抽出を促進しました。各サン
プルに試薬グレードの低温水 7 mL を加え、1 分間攪拌しました。
その後 ACN 10 mL をチューブに入れ、サンプルを 1 分間攪拌し、
4 グラムの MgSO4 と 1 g の塩化ナトリウムを含むアジレントオ
リジナルの QuEChERS 抽出塩パッケージ (P/N 5982-5550) を各
遠心分離チューブに加えました。キャップを閉めたチューブを
1 分間 1500 rpm で振り混ぜ、その後サンプルを 4000 rpm で 5 分
間遠心分離しました。

8 mL の上部層アリコートを、脂質が多いサンプル用の Agilent
QuEChERS AOAC 分散 SPE 15 mL チューブ (P/N 5982-5158) に移
しました。1 分間攪拌してから、4000 rpm で 5 分間遠心分離しま
した。約 5.5 mL の抽出物を、2 本目の脂質が多いサンプル用分散
SPE 15 mL チューブに移し、上記の攪拌と遠心分離手順を繰り返
してサンプル抽出を完了しました。2 本目の dSPE チューブから
の抽出物を集め、適切な量の農薬とサロゲート標準スパイク溶
液を添加して、マトリクスブランク抽出物のマトリクス標準試
料を前処理しました。グロノラクトン溶液を添加して 0.5 mg/mL
のグロノラクトンを生成しました。

表 1 に示すクロマトグラフィ条件を使用して、抽出物を GC/MS/
FPD で分析しました。

QuEChERS サンプル前処理ワークフロー

結果と考察

GC/MS/FPD システムおよび同一の DB-35ms UI カラムで 100 回
繰り返し注入するために、大量のオリーブオイルサンプルマト
リクスを準備しました。250 ng/mL マトリクス標準試料の注入を
100 回実行することで Agilent ウール入りウルトライナートライ
ナの性能を評価しました。10 回のマトリクス注入が終わるたび
に溶媒ブランクを分析しました。最初のセットの分析は、対象
化合物保護剤を使用せずに UI ウール入りライナを使用して行い
ました。2 番目の注入セットでは、カラムのヘッドをトリミング
し、新しいゴールドシール、セプタム、ウール入り UI ライナ、お
よび O リングに交換し、対象化合物保護剤としてグロノラクトン
をマトリクス標準試料に添加しました。メタミドホス、アセ
フェート、オメトエート、およびジメトエートの結果を慎重に
検証して、UI ウールライナの性能と GC/MS/FPD システムにお
ける対象化合物保護剤の影響を評価しました。

3 g (± 0.05 g) のサンプルを計量して 50 mL 遠心チューブに入れる

7 mL の低温純水を加え、2 本のセラミック製のバー (P/N 5982-9313) を入れて 1 分間攪拌する

10 mL の ACN を添加し、1 分間攪拌する

10 g サンプル用のアジレントオリジナルの QuEChERS 抽出キットパッケージ 
(部品番号 5982-5550) を加える

加振装置を使用し、1,500 rpm で 1 分間激しく振り混ぜる

4000 rpm で 5 分間遠心分離する

8 mL の上部 ACN 層アリコートを、脂質が多いサンプル用の 
Agilent AOAC 分散 SPE 15 mL チューブ (P/N 5982-5158) に移す

1 分間攪拌してから、4000 rpm で 5 分間遠心分離する

上部 ACN 層を、脂質が多いサンプル用の Agilent AOAC 分散 SPE 15 mL チューブ 
(P/N 5982-5158) に移す

1 分間攪拌してから、4000 rpm で 5 分間遠心分離する

抽出物を集めてマトリクス標準試料を準備する
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図 2 に、Agilent ウール入りウルトライナートライナでの 1 回目、
50 回目、および 100 回目の注入の後で観察された QuEChERS マ
トリクスのピーク形状を示します。メタミドホス、アセフェー
ト、オメトエート、およびジメトエートの一連の分析で、シグ
ナル強度とピーク形状は高い再現性を示しています。4 つの対象
OP 農薬すべてについて、100 回のマトリクス注入で RSD が 9 %
未満という良好な再現性が達成されました。表 3 に、10 回、50 回、
および 100 回の注入後の各農薬の %RSD 値を示します。シグナル
強度、ピーク形状、および面積の一貫した再現性は、QuEChERS
マトリクスサンプルの 100 回以上の分析にウール入りウルトラ
イナートライナを使用しても問題はなく、吸着など分析する上
で問題の多い有機リン系農薬を効果的に検出できることを示し
ています。
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アジレントのウール入りウルトライナートライナを使用した、有機農薬の 100 回以上の注入

図 2. 対象化合物保護剤を使用しない UI ウールライナでの OP 農薬の 1 回目、50 回目、100 回目の注入の重ね書き
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アジレントのウール入りウルトライナートライナの
再現性 (%RSD)

表 3. アジレントのウール入りウルトライナートライナを使用した、対象化合物
保護剤を使用しない 250 ng/mL マトリクス標準試料の 100 回を超える注入
の再現性

%RSD
農薬 10 回注入 50 回注入 100 回注入

メタミドホス 2.6 2.6 3.9
アセフェート 2.2 4.6 8.7
オメトエート 3.8 4.1 4.6
ジメトエート 2.9 2.7 2.7

図 3 に、対象化合物保護剤を使用する場合と使用しない場合の、
UI ウールライナでの 100 回のマトリクス注入後の標準試料のレ
スポンスを示します。この図は、対象化合物保護剤を使用した
場合に、分析の難しい OP 農薬のほとんどについてシグナルレス
ポンスが向上していることを示しています。ジメトエートのシ
グナルレスポンスは、対象化合物保護剤を使用するとわずかに
向上しました。シグナルレスポンスの向上は、アセフェートと
オメトエートでは 40 % 台、メタミドホスでは 20 % 台、ジメト
エートでは 8 % でした。対象化合物保護剤を使用すると、主にア
セフェート、オメトエート、およびメタミドホスのピーク形状が
向上しました。図 3 に示した 100 回の注入後のピークテーリング
ファクタは、多数のマトリクスサンプルの後に蓄積する可能性
のある流路の潜在的な活性面のマスキングに対象化合物保護剤
が与える効果を示しています。
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図 3. UI ウールライナを使用した、対象化合物保護剤を使用する場合と使用しない場合の問題の多い OP 農薬のリテンションタイムを
オフセットした 100 回目の注入のクロマトグラムの重ね書き

対象化合物保護剤を使用する場合と使用しない場合のピーク形状とレスポンスの比較
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結論

これらの結果は、アジレントのウール入りウルトライナートラ
イナの使用が、少なくとも 100 回のオリーブオイル QuECHeRS
マトリクス注入においても、有機リン系農薬に対して効果的で
あることを明確に示しています。分析が難しい有機リン系農薬
250 ppb レベルでの 1 回目、50 回目、および 100 回目の注入で、
シグナルレスポンスとピーク形状に関して一貫性のある結果が
見られました。この結果は、最終マトリクス抽出物に対象化合
物保護剤のグロノラクトンを添加した場合と添加しない場合の
両方で見られました。観測された一貫性は、分析中にこれらの
ウルトライナートライナのウールの影響による農薬の損失がな
かったことを示しています。

グロノラクトン対象化合物保護剤の添加により、アセフェート
とオメトエートの面積レスポンスとピーク形状が向上しました。
メタミドホスとジメトエートでもピーク形状とシグナルの向上
が見られましたが、それほど劇的ではありませんでした。有機
リン系農薬を含有する分析の難しいこれらの P=O 結合に対して
一貫性のある正確な結果を得るには、システムとその流路の不
活性を実現するためにあらゆる妥当な手段を取る必要がありま
す。注入口をメンテナンスした不活性度の高いシステム、ウー
ル入りウルトライナートライナ、および Agilent ウルトライナー
ト DB-35ms カラムも、対象化合物保護剤のグロノラクトンの添
加による効果の実現に貢献しています。

ウール入りウルトライナートライナと DB-35 ms UI カラムを組み
合わせて使用すると、4 種の P=O 有機リン系農薬で一貫性のある
回収率とピーク形状を得るための優れたツールになることが
実証されました。メタミドホス、アセフェート、オメトエート、
およびジメトエートは分析が難しい農薬と見なされていますが、
対象化合物保護剤の有無にかかわらず、ウール入りウルトライ
ナートライナと DB-35ms UI カラムを使用してマトリクス注入
を 100 回行った後でも一貫性の高い結果が生成されます。
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