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概要

このアプリケーションノートでは、先行の研究報告 1 に基づき、水および土壌マトリックス中のペルフル
オロオクタンスルホン酸（PFOS）とペルフルオロオクタン酸（PFOA）の分析における Agilent Ultivo 
トリプル四重極 LC/MS と Agilent 1290 Infinity II LC の性能について解説します。はじめに、環境
水サンプルはろ過し、土壌サンプルはメタノールを用いて抽出しました。これらのサンプルは、弱アニ
オン交換カートリッジを用いてクリーンアップし、ターゲット化合物を濃縮して、干渉物を取り除きまし
た。ターゲット化合物を高 pH で溶出した後、さらに窒素下で蒸発させ、Ultivo LC/MS/MS 分析用に
メタノールで再溶解しました。定量には内部同位体希釈メソッドを使用しました。溶媒溶液中の PFOA 
と PFOS の両方が 0.5 ～ 200 µg/L の範囲で優れた直線性を示し、直線回帰係数は 0.997 でした。
PFOA と PFOS の検出下限（LOD）は、水中でサブ ng/L レベル、土壌中で ng/kg のレベルでした。
純水、河川水、廃水における 2.5、40、200 ng/L での平均スパイク回収率の範囲は、PFOA が 88.4 
～ 98.8 %、PFOS が 88.0 ～ 97.3 % で、すべての RSD 値（n = 6）は 0.60 ～ 14 % 内でした。スパ
イクしたブランク土壌、野外土壌、堆積物のマトリックスにおける 0.50、5.0、20 µg/kg でのスパイク
の回収率の範囲は、PFOA が 98.6 ～ 113 %、PFOS が 96.8 ～ 111 % 内で、両方の化合物の RSD 
は 0.4 ～ 6.6 % 内でした。これらの結果は、Ultivo LC/MS/MS を使用して開発するメソッドが非常に
正確で信頼できることを示しています。このメソッドは、さまざまな環境水および土壌のマトリックスに
含まれる微量レベルの PFOA と PFOS のルーチンモニタリングの基準にも適合します。

水および土壌マトリックス中の PFOS および 
PFOA の LC/MS/MS 測定 

Agilent 1290 Infinity II LC と Ultivo  トリプル四重極 LC/MS
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はじめに

ペルフルオロアルキル化された 2 つの主要な
物質、PFOA と PFOS は、水、土壌、堆積物、
沈泥、生物学的マトリックスを含む、環境条件
中に存在しています 2、3。実験動物や免疫学
的暴露に関する研究で、PFOS と PFOA が
肝毒性、発達毒性、あるいは生殖毒性、潜在
的な発がん性を含む、人の健康に有害な影響
を持つ可能性が示されています 4。欧州食品
安全機関（EFSA）は、 2008 年に PFOA と 
PFOS の耐容一日摂取量（TDI）を発行し 4、
米国環境保護庁（EPA）は 2016 年に飲料
水中の PFOA と PFOS の総量について健康
勧告値を発表しました 5。中国は、ペルフルオ
ロアルキル化された物質を製造、利用してい
る主要な国です。また、中国のさまざまな環
境条件や食品中で報告される PFOA、PFOS、
および関連化合物が、過去 10 年で増加して
います 6～ 8。しかし、中国では、食品と飲料水
のどちらについても PFOA と PFOS を規制す
る最大許容レべルがありません。最近、中国
は植物由来の食品中の PFOA と PFOS を測
定するための標準メソッドを発表しました 9。
環境中の残留物質の状況を高い信頼性でモ
ニタリングするには、さまざまな環境マトリッ
クス中の PFOA と PFOS を測定できる堅牢
なメソッドの確立が不可欠です。このモニタリ
ングは、将来の環境規制に対応する上でも有
益です。

マトリックス中の PFOA、PFOS、およびその
他のペルフルオロアルキル化された物質の濃
度測定には、固相抽出（SPE）クリーンアッ
プ後に液体クロマトグラフィートリプル四重
極タンデム質量分析装置（LC/MS/MS）に
よる分析を行う方法が広く適用されています
2～ 3、6～ 8。ペルフルオロアルキル化された物
質用に使用される SPE クリーンアップカート
リッジは主に、逆相クロマトグラフィーおよび
弱アニオン交換（WAX）の仕組みを基にし

ています。これらの SPE クリーンアップカー
トリッジは、大半のサンプルマトリックスを効
率的に除去し 6、8、その後の LC/MS/MS に
よる正確で堅牢な測定にとって有益なものと
なっています。このアプリケーションノートで
は、WAX カートリッジクリーンアップと Ultivo 
LC/MS により、さまざまな環境マトリックス中
の PFOA と PFOS を優れた感度と信頼性で
正確に測定できることを実証します。 

実験方法

材料と試薬
PFOA、PFOS、13C4-PFOA、13C4-PFOA の
標準原液は、メタノール中における濃度が
それぞれ 50.00 μg/mL のものをカナダの 
Wellington Laboratories 社から購入しまし
た。メタノール、アセトニトリル、酢酸、酢酸
アンモニウム、水酸化アンモニウム（W% = 
20 %）は、HPLC グレードのものを Fisher 
Scientific 社（フェアローン、ニュージャー
ジー州）から購入しました。Milli-Q 水 を純水
（抵抗率 18 MΩ）として実験を通して使用し
ました。他のすべての試薬は、分析グレードの
ものを　SinoChem 社（北京、中国）から入
手しました。WAX カートリッジ（150 mg/6 
mL）は、アジレント・テクノロジー（リトル
フォールズ、デラウェア州）から入手しました。 

標準混合物キャリブレーション溶液の 
調製
最初に、各内部標準を 10 ng/mL で含む標準
混合物キャリブレーション溶液（200 ng/mL）
を原液から調製します。その後、10 ng/mL 
の内部標準混合物メタノール溶液を原液か
ら希釈溶媒として調整しました。調整した 
10 ng/mL の各内部標準を含む希釈溶媒を
使用し、最も高い濃度の標準混合物キャリブ
レーション溶液を順次希釈して、他の標準混
合物キャリブレーション溶液（0.5、1.0、2.0、
5.0、10、20、50、100 ng/mL）を作製しま
した。各キャリブレーション溶液中の内部標準
の最終濃度は 10 ng/mL でした。 

水および土壌サンプルの収集、輸送、 
保管
表流水も廃水も、中国国内の河川および工業
廃水排出口から収集しました。土壌サンプリン
グのための土壌サンプルの収集、輸送、保管
は、GB17378.3 および HJ/T 166 ガイドライ
ンに従って実施しました。すべての収集サンプ
ルは、ポリプロピレン容器に入れて暗所に 4 
℃で保管し、2 週間以内にクリーンアップにし
て、1 か月以内に分析しました。 

サンプルのクリーンアップと濃縮
水サンプル（500 mL）は石英膜でろ過しま
した。その後、10 ng の 13C4-PFOA と 13C4-
PFOA をろ液に加え、30 秒間ボルテックスし
た後、室温で 30 分間放置しました。WAX ク
リーンアッププロトコルは、参考文献 1 に記
載された手順に従って実施しました。または、
各ステップで使用する溶媒の量を減らしてより
環境に優しいメソッドを作成しました。この手
順の詳細は次のとおりです。

1. 0.5 % アンモニアメタノール溶液 
（4 mL）、メタノール（4 mL）、 
水（4 mL）を連続的に使用して、 
WAX カートリッジをあらかじめ活性化 
させました。 

2. その後、水サンプルを WAX カートリッジ
に流量 3 ～ 5 mL/min でロードしました。 

3. すべての水サンプルがカートリッジを通
過した後、水（5 mL）および酢酸バッファ
（5 mL、pH 4.0）を使用してカートリッ
ジを連続的に洗浄しました。 

4. その後、カートリッジを真空で 1 時間 
乾燥させました。 

5. 乾燥後、3 mL のメタノールでカートリッ
ジを洗浄し、フロースルーした溶液を 
廃棄しました。 

6. その後、0.5 % のアンモニアメタノール
溶液（4 mL）を用いてターゲット化合物
をカートリッジから溶出しました。溶出物
を 10 mL ポリプロピレンテストチューブ
に収集して、窒素下で 40 ° C にして乾燥
させ、大半の水分を除去しました。 
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7. 次に、残留物を 1 mL のメタノール中で
十分にボルテックスして溶解しました。 

8. この溶液を、0.22 μm 膜を用いてさらに
ろ過し、2 mL ポリプロピレンバイアルに
移して LC/MS/MS で分析しました。

土壌/堆積物サンプルの抽出、 
クリーンアップ、濃縮
5.0（±0.1）g の乾燥したサンプルを 100 mL 
ポリプロピレンチューブに移しました。その後、
10 ng の 各内部標準（13C4-PFOA と 13C4-
PFOA）をサンプルに加えて、ボルテックスした
後、室温で 30 分間放置しました。

その後、メタノールを使用してサンプルを抽出
しました。抽出プロトコルは、参考文献 1 に
記載された手順に従いました。あるいは、次
のように抽出条件をわずかに変更して、抽出
時間を短縮することができます。10 mL のメ
タノールをサンプルチューブに添加し、ボル
テックスして均質に混合します。その後、シェー
カーを用いてサンプルチューブを 37 ℃で 20 
分間振とうしてから、6,000 rpm で 5 分間遠
心分離しました。この結果として得られた上澄
み溶液を 500 mL ポリプロピレンビーカーに
移しました。抽出手順を 2 回繰り返し、抽出
物を同じビーカーに収集しました。次に、サン
プル溶液中のメタノールの濃度を 10 % 未満
にするために、300 mL の純水をビーカーに
移しました。希釈したサンプル抽出物はその
後、水サンプルと同様の手順で、WAX カート
リッジによってさらにクリーンアップし、濃縮し
ました。 

添加回収試験
ブランク水、河川水、廃水のマトリックスを使
用して、水マトリックスの回収率を評価しまし
た。ブランク土壌、農業土壌、川の堆積物を
用いて、土壌マトリックスの回収を試験しまし
た。各マトリックスについて、1 ～ 3 のレベル
の PFOA と PFOS をマトリックスにスパイクし
て、6 回繰り返し分析しました。表 1 に、各マ

トリックスにスパイクした PFOA と PFOS の
濃度を示します。さらに、10 ng の内部標準
をマトリックスに添加しました。スパイク済み
サンプルを室温で 30 分間ボルテックスしてか
ら、水または土壌マトリックス用にそれぞれサ
ンプル前処理しました。 

LC および MS 条件
1290 Infinity II LC と Ultivo トリプル四重極 
LC/MS を組み合わせて使用し、LC/MS/MS 
分析をしました。表 2 は LC と MS/MS の条
件を示しています。

表 1. 各マトリックスにスパイクした PFOA と PFOS の濃度

水のマトリックス L1（ng/L） L2（ng/L） L3（ng/L）

ブランク水 2.5 40 200

表流水 2.5 40 –

工業廃水 – – 200

土壌マトリックス L1（µg/kg） L2（µg/kg） L3（µg/kg）

ブランク土壌 0.5 5 20

土壌 – 5 20

堆積物 – 5 20

表 2. LC/MS/MS の分析条件

LC 条件

機器 Agilent 1290 Infinity II LC、デガッサ組み込み済み

オートサンプラ Agilent 1290 Infinity II オートサンプラ、温度制御機能付き

カラム温度 1290 Infinity II サーモスタットカラムコンパートメント

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 100 mm、2,7 µm

カラム温度 35 ℃

移動相 2.0 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液 B）アセトニトリル

流量 0.30 mL/min

注入量 5.0 µL

ポストタイム 3 分

グラジエント溶出プロファイル
0 ～ 3 分：30 ～ 65 % B、 
3 ～ 4 分：65 % B、 
4 ～ 5 分：65 ～ 100 % 
5 ～ 8 分：100 %

MS/MS 条件

機器 Ultivo LC/TQ

イオン化モード ネガティブ

ドライガス温度 325 ° C

ドライガス流量 6 L/min

ネブライザガス圧力 30 psi

シースガス温度 350 ° C

シースガス流量 11 L/min

キャピラリー電圧 2,500 V

ノズル電圧 0 V

CAV 9 V
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結果と考察

LC および MS/MS 条件の最適化
最初に、2 つの化合物を検出する上で適切な
プリカーサイオンを見つけるために、PFOA と 
PFOS の標準溶液をネガティブイオン化モー
ドで Q1 MS スキャンしました。次に、選択し
たプリカーサイオンをプロダクトイオンスキャ
ンしました。プリカーサイオンのトランスミッ
ションとフラグメンテーションのパラメータを
最適化することで、PFOA と PFOS の定量用
にそれぞれ、413/369 および 499/99 のトラ
ンスミッションを選択しました。その他のイオ
ントランスミッション（413/169、499/80）
は、定性の確認用に選択しました。同様に、
表 3 に示すように同位体標準のトランスミッ
ションも確立されました。 

確立した MRM 取り込みパラメータを用い、
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 カラム
を選択して、アセトニトリルと、酢酸アンモニ
アを含む水を移動相として使用し、PFOA と 
PFOS を分離しました。図 1 に示すように、5 
分間のグラジエント溶出によって、PFOA と 
PFOS の両方をベースライン分離しました。
比較的クリーンな水マトリックスでは、分析対
象物の分離は 5 分で十分です。しかし、廃水、
土壌、堆積物などの複雑なマトリックスの分析
では、クリーンアップ後のサンプル中の残留マ
トリックスが分析に干渉し、カラム寿命が短く
なることがあります。そのため、各分析後にカ
ラムが完全にクリーンアップされるよう、両方

の分析対象物がカラムから溶出した直後に、
グラジエントプロファイルを純粋なアセトニト
リルまで 3 分間上昇させました。また、広く存
在するペルフルオロアルキル化された物質の
ために、LC システムからのバックグラウンド

レベルが高くなることがあります。この場合に
は、残留物をトラップして共溶出干渉を除去
し、正確な定量を実現するために、溶媒混合
物とオートサンプラ間をトラッピングカラムで
接続することを推奨します 7。

表 3. PFOA および PFOS 検出の MRM 取り込みパラメータ

化合物
プリカーサ 
（m/z）

フラグメントイオン
（m/z）

フラグメント 
電圧（V）

コリジョン 
エネルギー（V）

ドウェル 
タイム（ms）

PFOA 413
369* 80 1 30

169 80 12 30

M4-PFOA 417
372* 80 1 30

169 80 12 30

PFOS 499
99* 200 52 30

80 200 68 30

M4-PFOS 503
99* 200 52 30

80 62 68 30

*定量イオン

図 1. Ultivo LC/TQ を使用して得られた、PFOA、PFOS、および同位体標識された誘導体の代表的な  
MRM クロマトグラム 
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サンプルの抽出とクリーンアップの 
最適化 
クリーンアップ前に水サンプルをろ過しまし
た。しかし、土壌サンプルでは、ターゲット化
合物を効率的に抽出するための適切な抽出手
順が必要となりました。抽出溶媒、抽出のモー
ド、土壌サンプル中の TOC の割合が、ターゲッ
ト化合物の抽出の効率に影響することがあり
ます。PFOA と PFOS を固定濃度（5 µg/kg）
で土壌にスパイクして、抽出溶媒、抽出のモー
ド、土壌マトリックス中の TOC の割合を変え
て、回収率を比較しました。振とうまたは超
音波処理を用いて抽出モードを変更しても、
PFOA と PFOS の回収率に大きな差異は生
じませんでした。TOC 試験でTOC の割合を 
0.81 ～ 2.4 % の範囲で変えた場合も、PFOA 
と PFOS の両方について回収率に大きな差異
は生じませんでした。しかし、水、メタノール、
水とエタノールを組み合わせた中性（1:1、
v/v）および塩基性 pH（0.1 % KOH）などの
異なる抽出溶媒を比較することで、PFOA と 
PFOS の効率的な同時抽出にはメタノールが
不可欠であると分かりました。メタノール/水
（1:1、v/v）とメタノールのどちらも PFOA と 
PFOS を効率的に抽出できます。しかし、メタ
ノールはメタノール/水（1:1、v/v）と比べて
多くの干渉物質を抽出する可能性があり、回
収率において偏差がかなり大きくなるのはこ
のためであると考えられます。

ろ過された水サンプルはクリーンアップ用 
WAX カートリッジに直接ロードできます。土
壌抽出物を希釈して、カートリッジカラムに
ロードする前にサンプル溶液中の最終メタ
ノールを 10 % 未満にしました。WAX カート
リッジは、PFOA と PFOS を pH 4.0 で強固
に保持することができます。このため、サンプ
ルをカートリッジにロードした後、カートリッ
ジを酢酸（pH 4.0）で洗浄し、さらに純粋な
メタノールで洗浄しました。これらの洗浄に
よってターゲット化合物は溶出しませんが、干
渉化合物が土壌抽出物から効率的に溶出しま
す。溶出溶媒をアンモニア/メタノールに変更
したところ、ターゲット化合物をカートリッジ
から効率的に溶出することができました。最終
的に最適化された手順を実験セクションに示
します。 

検量線と感度
キャリブレーション溶液は標準混合物溶液か
ら調製し、PFOA と PFOS の両方の濃度は 
0.5 ～ 200 μg/L の範囲とし、それぞれの内
部標準の濃度は 10 µg/L としました。ター
ゲット化合物のピーク面積とその内部標準
のピーク面積の比を、溶液中のターゲット化
合物とその内部標準の濃度の比に対してプ
ロットしました。図 2 に、ピーク面積の比が 
PFOA と PFOS の両方の濃度の比と、0.997 
という高い回帰係数で直線的に相関すること
を示します。 

図 2. 試験濃度範囲における PFOA（A）と PFOS（B） の検量線 
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メソッドの感度が、純水およびブランク土壌の 
PFOA と PFOS の最低のスパイクレベルで示
されました。図 3 に示すように、水中への 2.5 
ng/L という低いスパイクレベルで、PFOA と 
PFOS の S/N 比はそれぞれ 1,193 と 120 で
した。これらの S/N 比は、水中の PFOA と 
PFOS の LOD がサブ ng/L レベル以下にな
る可能性があることを示しています。ブラン
ク土壌中への 0.5 µg/kg スパイクレベルで、
PFOA と PFOS の S/N 比はそれぞれ 1,382 
と 226 でした。これは、ブランク土壌中の 
PFOA と PFOS の両方の LOD が ng/kg レベ
ル以下の濃度になる可能性があることを示し
ています。これらの結果は、開発したメソッド
でごく微量の PFOA と PFOS の検出が可能で
あることを示しています。
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図 3. PFOA と PFOS のクロマトグラム。（A）水に 2.5 ng/L スパイク、（B）ブランク土壌に 0.5 µg/kg 
スパイク。 注：各化合物について定量イオンクロマトグラムのみを示しました。
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メソッドの真度と精度
メソッドの真度と精度の評価には、スパイク実
験を用いました。純水、河川水、廃水、ブラン
ク土壌（けい砂）、野外土壌、堆積物を試験マ
トリックスとして選択しました。図 4 は、2.5、
40、200 ng/L のスパイクレベルで、PFOA 
の回収率が 91.1 ～ 94.1 % 内となり、相対
標準偏差（RSD、n = 6）が 1.3 ～ 4.8 % 内
となることを示しています。PFOS の回収率
は 88.0 ～ 93.8 % で、RSD の範囲は 0.8 ～ 
5.3 % です。2.5 および 40.0 ng/L でスパイク
した河川水と 200 ng/L でスパイクした廃水
では、PFOA と PFOS の両方の回収率がそ
れぞれ 88.4 ～ 98.8 % と 88.0 ～ 97.3 % 内
で、RSD は 2.2 ～ 13.8 % と 0.9 ～ 4.1 % 内
でした。ブランク土壌、野外土壌、堆積物への 
0.5、5.0、20.0 µg/kg でのスパイクの場合、
PFOA の回収率は 98.5 ～ 112.8 % 内で、
RSD は 0.6 ～ 5.7 % 内でした。また、PFOS 

の回収率は 96.8 ～ 111.1 % 内で、RSD は 
0.4 ～ 6.6 % 内でした。これらの結果は、さま
ざまな環境水や土壌マトリックス中の微量の 
PFOA と PFOS を、本メソッドで高い真度と
信頼性で測定できることを示しています。

実際のサンプル分析
本メソッドを使用して、地域で収集した地下
水、表流水、周辺の土壌、堆積物に含まれる 
PFOA と PFOS の濃度をモニタリングしまし
た。その結果、数 ng/L から数十 ng/L までの
範囲の非常に低いレベルの PFOA と PFOS 
で、表流水と地下水が汚染されていることが
示されました。周辺の土壌と堆積物について
は、大半のサンプル中で PFOA も PFOS も検
出されませんでした。

結論

1290 Infinity II LC を Ultivo トリプル四重
極 LC/MS と組み合わせて、さまざまな環境
水および土壌マトリックスに含まれる PFOA 
と PFOS の検出に適用しました。WAX カー
トリッジを用いたクリーンアップと濃縮によ
り、ブランク水中の PFOA と PFOS の両方
の LOD をサブ ng/L まで低くすることができ
ます。ブランク土壌中の PFOA と PFOS の 
LOD は ng/kg レベルにできます。同位体希
釈キャリブレーション溶液は、試験範囲の 0.5 
～ 200 µg/L で良好な直線性を示し、回帰係
数は 0.997 という高い値でした。本メソッドは
真度と精度も優れており、回収率はスパイク
試験したすべてのマトリックスで 88 ～ 113 % 
の範囲で、RSD は 0.6 ～ 13.8 % 内にありま
す。つまり、環境水および土壌マトリックスに
含まれる微量の PFOA と PFOS のルーチン
測定に高い信頼性で適用できるメソッドである
ことを示しています。

図 4. 試験水および土壌マトリックス中の各スパイク濃度における PFOA と PFOS の回収率
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