
著者

Ken Lynam and John W. Henderson, Jr.

Agilent Technologies, Inc.

2850 Centerville Road

Wilmington, DE 19808-1610

USA

概要

受託ラボプログラム（CPL）農薬分析用のAgilent J&W高効率GC

カラム（内径0.18 mm）の使用により、CPL農薬の一次分析と確

認分析で優れた結果が得られました。本論文では、2種類の内

径0.18 mmカラムについて、ピーク形状特性、ピーク分離、

ベースラインの安定性を示すクロマトグラムを直接的に比較し

ています。水素キャリアガスとフロープログラミングを用いた

このプロトコルでは、20種類の農薬の一次分析および確認分析

が6分未満で完了します。一次分析と確認分析で満足のいく結

果が得られたのは、Agilent J&W高効率GCカラムのみでした。

はじめに

競争の激しい受託ラボ市場では、環境改善分野のサンプルに含

まれる有機塩素系農薬（OCPs）の分析が、大きな割合を占める

重要な分析となります。こうした分析には、標準的な受託ラボ

プログラム（CLP）農薬メソッドが用いられています。多くの

ケースでは、与えられたプロジェクトの作業期間中に多数のサ

ンプルが分析され、ラボとクライアントの双方で分析コストが

かさむことになります。内径0.18 mmのAgilent J&W高効率

GCカラムを使用すれば、ラボの生産性を高めることができま

す[1-3]。

受託ラボプログラム（CLP）農薬の
高速分析におけるカラム性能の直接比較

アプリケーション

WoolとDecker [3]の論文では、米国環境保護局（テキサス州

ヒューストン）ラボで得られた知見が報告され、CLP農薬分析

における20 m×0.18 mmフォーマットのカラムの有用性が論

じられています。この論文では、リテンションギャップを用

いることで、分析カラムをマトリックスによる悪影響から保

護し、内径の大きいカラムよりもサンプル容量が小さいとい

うカラムの欠点を相殺できることが論じられています。本ア

プリケーションのカラム比較検討では、その主張を検証しま

した。使用した各カラムセットに関する一連の実験では、不

活性化した5 m×内径0.25 mmのリテンションギャップを採

用しました。

CPL農薬分析に使用できる内径0.18 mmのカラムは、複数の

大手カラムベンダーが提供しています。アジレントは、内径

0.18 mmのCLP農薬分析用カラムとして、一次分析用のDB-

17msカラムと確認分析用のDB-XLBカラムの2つを推奨して

います。ベンダーRは、CLP農薬の一次分析および確認分析用

に、独自開発の固定相を備えた内径0.18 mmカラムを各種提

供しています。

実験手法

分析には、2台の電子捕獲型検出器（µECD）と7683B オート

サンプラを搭載したAgilent 6890N GCシステムを使用しまし

た。Yスプリッタで2つの分析カラムに接続したリテンション

ギャップカラムの先端部に単一のスプリット／スプリットレ

ス注入口によりサンプルを導入しました。初期クロマトグラ

フ条件の詳細については、表1に記載しています。

環境
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この実験におけるフローパス部品には、表2記載のものを使用

しました。本比較で用いたカラムは、いずれも同じ方法でGC

に設置しました。

いずれのカラムについても、同一のリテンションギャップお

よび注入口ライナを使用しました。表1および表2のクロマト

グラフ条件（カラムを除く）を用いて、ベンダーRの推奨する独

自カラムとアジレント製カラムを評価しました。この実験に

おけるフローパス部品には、表2に記載のものを使用しま

した。一次分析に用いたアジレント製カラムは、20 m×

0.18 mm × 0.18 µmのDB-17msカラムです。ベンダーR製カ

ラムは、独自の固定相の20 m × 0.18 mm×0.18 µmカラム

を使用しました。確認分析に用いたアジレント製カラムは、

20 m×0.18 mm×0.18 µmのDB-XLBカラムです。ベンダー

R製カラムは、独自の固定相の20 m×0.18 mm × 0.14µmカ

ラムを使用しました。

サンプルの調製

CLP農薬標準溶液は、AccuStandard（コネチカット州、米国）

から購入しました。ULTRA RESI ANALYZEDグレードの

2,2,4トリメチルペンタンは、J.T. Baker（ニュージャージー

州、米国）から購入しました。

CLP-023R-160XおよびCLP-024R-160X濃縮物を、50-mLの

メスフラスコに入れて2,2,4トリメチルペンタンで希釈し、そ

の後、連続的に希釈しました。メスフラスコとピペットは、す

べてクラスAのものを使用しました。本プロトコルにおける低

濃度分析対象化合物の標準的な濃縮範囲は、3.2～80 ng/mL

です。低濃度分析対象化合物のカラムへの注入量の範囲は、

いずれのカラムについても、0.5-µL注入時に0.8～20 pgとな

るようにしました。

Yスプリッタを用いたカラムの設置

Yスプリッタの設置にあたっては、チューブのカット前に、Y

スプリッタに挿入するフューズドシリカチューブの外側をポ

リイミドシーリング樹脂の薄膜でコーティングしました。そ

の後、コーティング部分でチューブをカットしました。カッ

トした端を20倍の拡大ルーペで見て、切り口がなめらかかど

うか、余分なシーリング剤がカラム内に入り込んでいないか

どうかを確認しました。きちんとカットできていたら、外側

にポリイミドシーリングを施したフューズドシリカを適切なY

の枝部分に挿入し、45秒間そのまま固定して接着しました。

接着部分にシーリング剤の薄いリングができていれば、正し

く接着できています。このプロセスをまずは分析カラムで実

施し、次にリテンションギャップを接続するYの幹部分で繰り

返しました。この手法により、しっかりと確実に接続するこ

とができ、2か月以上にわたって温度プログラムサイクルを数

百回繰り返しても、問題なく接続が維持されます。

表1. 分析条件

GC： Agilent 6890N

サンプラ： Agilent 7683B、5 µLシリンジ
（部品番号 5181-1273）、0.5 µL注入

キャリア： 水素（フロープログラミング、
120ºCで69 cm/s、99 mL/min で増加させて
4.4分で106 cm/s 、大型ユニバーサルトラッ
プ（部品番号 RMSH-2）により精製）

注入口： スプリット／スプリットレス；220ºC、
パルスドスプリットレス（0.5分で35 psi、
1分でパージフロー40 mL/min、
3分でガスセーバーフロー20 mL/min）

注入口ライナ： 不活性化シングルテーパーダイレクト
コネクト（部品番号 1544-80730）

リテンション 5 m×内径0.25 mm、不活性化
ギャップ： （部品番号 160-2255-5）

Yスプリッタ： 不活性化石英（部品番号 5181-3398）

カラム： 1 20 m×0.18 mm×0.18µm、 DB-17ms
（部品番号 121-4722）

2 20 m×0.18 mm×0.18µm、 DB-XLB
（部品番号 121-1222）

オーブン： 120ºC（0.32分）；120ºC/minから160ºC；
30ºC/minから258ºC（0.18分）；
38.81ºC/minから300ºC（1.5分）

検出： µECD 320ºC；窒素メイクアップ；
カラム+メイクアップフロー
（60 mL/min一定）

表2. フローパス部品

説明 部品番号

バイアル： アンバー 5182-0716
スクリューキャップ

バイアルキャップ： 青色スクリューキャップ 5282-0723

バイアル 100 µLガラス／ 5181-1270
インサート： ポリマーフィート

シリンジ： 5 µL 5181-1273

セプタム： 高性能グリーン 5183-4759

注入口ライナ： 不活性化シングルテーパー 1544-80730
ダイレクトコネクト

フェラル： 内径0.4 mmショート； 5181-3323
85/15 Vespel/グラファイト

Yスプリッタ： 不活性化石英 5181-3398

シーリング樹脂： ポリイミドシーリング樹脂 500-1200

20倍拡大鏡： 20倍拡大ルーペ 430-1020

チュービング セラミックウエハー 5181-8836
カッター： カラムカッター
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メソッドトランスレーションソフトウェア／接続を成功させ
るために

この比較を開始するにあたり、内径0.18 mm のアジレント製

DB-17msおよびDB-XLBカラム[4]におけるヘリウムキャリア

ガスを用いた分離条件を、水素キャリアガスを用いた条件

セットに変換しました。ヘリウムキャリアガスでの分離にお

けるクロマトグラフィックなパラメータをAgilent GCメソッ

ドトランスレーションソフトウェア[5–6]のトランスレーショ

ンテーブルに入力し、水素キャリアガスを用いたメソッドに

変換しました。このソフトウェアの「Translate Only（トラン

スレーションのみ）」モードを用いて、11分のヘリウムキャリ

アメソッドを、同一カラムを用いた7.3分の水素キャリアメ

ソッドに変換しました。

分析の目的がフロープログラミングを用いた分析スピードの

向上に移ったときにのみ、ヘリウムから水素への変換以外の

メソッド開発が必要となりました。フロープログラミングそ

のものは、メソッドトランスレーションソフトウェアの対象

外です。本実験では、フロープログラミングを用いて保持力

の高いピークの溶出を高速化させました。また、温度プログ

ラムにさらなる修正を施すことで、使用するアジレントカラ

ムでの分離能をできる限り保ったまま、分析スピードを向上

させました。

結果と考察

表1に示した条件を適用した内径0.18 mm のアジレント製DB-

17msおよびDB-XLBカラムでは、水素キャリアによりCLP農

薬を良好に分離できました。ベンダーR製の内径0.18 mmカラ

ムは、以下の条件を用いて評価しました：表1に記載の条件、

ベンダーRのウェブサイトに記載の条件、本分析でベンダーR

製カラムを使用するために最適化した条件。本実験の目的は、

できる限り公平かつ客観的に比較をおこなうことです。

クロマトグラムを比較する際には、注入濃度として、CLPプ

ロコトルの低濃度分析対象化合物に標準的に用いられる濃度

（3.2 ng/mL）を選択しました。この濃度を一貫して用いるこ

とで、一定の参照ポイントが得られます。また、クロマトグ

ラフィックな悪影響が隠されてしまうという、高濃度でしば

しば見られる現象も防ぐことができます。また、各クロマト

グラムにYスケールを含めることで、各グラフ内にもう1つの

参照ポイントを設け、比較を容易にすることができます。こ

の例のクロマトグラムで注目すべき主な点は、ピーク分離、

ピークテーリングの有無、µECDの温度依存性ドリフトです。

この実験では、アジレントのDB-17msカラムを一次分析カラ

ムとして使用しました。名目上3.2 ng/mLの低濃度の対象農薬

を注入して得られたクロマトグラムを、図1の上半分に示しま

した。このカラムでは、目的となるピークのすべてが6分未満

で分離され、左右対称のピークが得られました。また、µECD

のバックグラウンドドリフトも最小限に抑えられています。

クロマトグラムの各ピークの数字に対応する化合物を図3に示

しました。

この実験では、アジレントのDB-XLB（20 m × 0.18 mm ×

0.18 µm）カラムを確認分析に使用しました。名目上3.2 ng/mL

の低濃度の対象農薬を注入して得られたクロマトグラムを、

図1の下半分に示しました。このカラムでは、目的となるピー

クのうち20ピークが分離され、ピーク10と11についてもほぼ

ベースラインレベルまで分離しました。ここでも、シャープ

な左右対称のピークが得られ、µECDの温度依存性ベースライ

ンドリフトも最小限に抑えられています。確認カラムで完全

に分離できたのは、目的となる22ピークのうち20ピークだけ

で、これは理想的とはいえませんが、ピーク確認には十分な

分離能が観察されました。

図1に適用されるピーク同定テーブルには、アジレント製カラ

ムで分離されるCPL農薬のみを記載しています。独自の選択

性を持つこれらのカラムの溶出順序については、実験に先

立って確認しました。選択性の異なるベンダーR製カラムの溶

出順序を確認するためには、各標準物質の注入や質量スペク

トルでの確認が必要となります。

表3. CLP標準化合物リスト

1. テトラクロロ-m-キシレン 12. 4,4'- DDE

2. α-BHC 13. ディルドリン

3. γ-BHC 14. エンドリン

4. β-BHC 15. 4,4'- DDD

5. δ-BHC 16. エンドスルファンII

6. ヘプタクロル 17. 4,4'- DDT

7. アルドリン 18. エンドリンアルデヒド

8. ヘプタクロルエポキシド 19. エンドスルファンサルフェート

9. γ-クロルデン 20. メトキシクロル

10. α-クロルデン 21. エンドリンケトン

11. エンドスルファンI 22. デカクロロビフェニル
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ベンダーR製の一次分析カラムには、独自の固定相を備えた

20 m×0.18 mm×0.18 µmカラムを使用しました。名目上

3.2 ng/mLの低濃度の対象農薬を注入して得られたクロマト

グラムを、図2の上半分に示しました。このカラムでは、目的

となる22ピークのうち20ピークが分離されましたが、一部の

化合物ではピークのテーリングが見られました。µECDの温度

依存性ベースラインドリフトは最小限に抑えられています。

図中の矢印は、共溶出とピークのテーリングを示しています。

ベンダーR製の確認分析カラムには、独自の固定相の20 m×

0.18 mm×0.14 µmカラムを使用しました。名目上3.2 ng/mL

の低濃度の対象農薬を注入して得られたクロマトグラムを、

図2の下半分に示しました。このカラムでは、目的となる22

ピークすべてが分離されていますが、一部の化合物種では

ピークテーリングが見られました。また、大幅なµECDの温度

依存性ベースラインドリフトも確認されました。図中の矢印

はピークのテーリングとベースラインドリフトを示していま

す。ベースラインドリフトは、この例では100 Hz でした。

ベンダーRが推奨する自社カラム用の分離条件では、同社のサ

イトで示されているものと同様の結果は得られませんでした。

この原因は、ベンダーR側のミスと思われます。ウェブサイト

の図中キャプションに記載の推奨条件では、2分間にわたって

最高推奨温度よりも10℃高い温度を維持することが求められ

ています。ここで求められている温度は330℃ですが、カラム

の箱に記載されている確認分析カラム用の温度プログラム上

限は320℃です。ベンダーR製確認分析カラムでは、上限より

20℃も低い300℃にしか達しない温度プログラムでも、大幅な

ブリードが確認されました。

ベンダーRの一次分析カラムで共溶出したピークを分離するた

めに、いくつかの試みを実施したところ、結果は改善されま

したが、依然として分離能は不完全なままでした。図3に示し

ているような結果を得るためには、流速を大幅に低くして、

温度とフロープログラミングパラメータの両方を修正する必

要がありました。この注入に用いたクロマトグラフ条件を表4

に示しました。フローパス部品は、表2に記載しているのと同

じものを使用しました。
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図1. 表1の条件を用いて、YスプリッタによりDB-17ms（部品番号 121-4722）一次分析カラムおよびDB-XLB（部品番号
121-1222）確認分析カラムに濃度3.2 ng/mLの低濃度分析用農薬標準溶液を0.5 µL注入して得られたクロマトグラム

DB-17ms一次分析カラム
部品番号 121-4722

DB-XLB確認分析カラム
部品番号 121-1222
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ベンダーR製の一次分析カラムには、独自の固定相の20 m×

0.18 mm×0.18 µmカラムを使用しました。名目上3.2 ng/mL

の低濃度の対象農薬を注入して得られたクロマトグラムを、

図3の上半分に示しました。このカラムでも、目的となる

22ピークのうち20ピークが分離されましたが、依然として一

部の化合物種ではピークテーリングが見られました。µECDの

温度依存性ベースラインドリフトは最小限に抑えられていま

す。図中の矢印は、分離していないピークとピークテーリン

グを示しています。

min1 2 3 4 5 6
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200
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700
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450

Co-elution

Peak
tailing

Peak
tailing

Peak
tailing

Peak
tailing

Vendor R primary column

Vendor R confirmatory column

図2. 表1の条件を用いて、YスプリッタによりベンダーRの一次分析カラムおよび確認分析カラムに濃度3.2 ng/mL
の低濃度分析用農薬標準溶液を0.5 µL注入して得られたクロマトグラム

ベンダーR製の確認分析カラムには、独自の固定相の20 m×

0.18 mm×0.14 µmカラムを使用しました。名目上3.2 ng/mL

の低濃度の対象農薬を注入して得られたクロマトグラムを、

図3の下半分に示しました。このカラムでは、目的となる

22ピークすべてが分離されていますが、一部の化合物種では

ピークテーリングが見られました。また、大幅なµECDの温度

依存性ベースラインドリフトも確認されました。図中の矢印

はピークのテーリングとベースラインドリフトを示してい

ます。

ベンダーRの一次分析カラム

ベンダーRの確認分析カラム

共溶出

ベースラインの上昇

ピーク
テーリング

ピーク
テーリング

ピーク
テーリング

ピーク
テーリング
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まとめ

アジレントの内径0.18 mmの一次分析カラムは、ベンダーRの

製品よりも優れています。DB-17ms一次分析カラムでは、目

的となる22ピークすべてが6分未満で分離され、左右対称の

シャープなピーク形状が得られました。ベースラインドリフ

トも最小限に抑えられています。ベンダーR製の一次分析カラ

ムでは、目的となる22ピークのうち20ピークしか分離できず、

一部のピークでは明らかなピークテーリングが見られました。

アジレントの内径0.18 mmの確認分析カラムも、ベンダーRの

製品よりも優れています。DB-XLBカラムでは、目的となる

22ピークのうち20ピークが6分未満で分離され、残りの2ピー

クもほぼベースラインまで分離されました。左右対称の

シャープなピーク形状が得られ、温度依存性ベースラインド

リフトも最小限に抑えられました。22ピーク中20ピークの分

離は、完全に理想的とはいえませんが、ピーク確認の分離能

としては十分なものです。ベンダーR製の確認分析カラムでは、

目的となる22ピークすべてが分離されましたが、明らかな

ピークテーリングが見られたうえ、温度依存性のベースライ

ンドリフトも許容範囲を超えるレベルでした。

本実験で使用したDB-17msおよびDB-XLBカラムでは、

µECDで検出されるブリードレベルがきわめて低いことが示さ

れています。これらのカラムにより実現するベースラインの

安定性は、検出限界の向上や統合の容易化、そして長期的な
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図3. 表4の条件を用いて、YスプリッタによりベンダーRの一次分析カラムおよび確認分析カラムに濃度3.2 ng/mL
の低濃度分析用農薬標準溶液を0.5 µL注入して得られたクロマトグラム

表4. クロマトグラフ条件

GC： Agilent 6890N

サンプラ： Agilent 7683B、5 µLシリンジ
（部品番号 5181-1273）、0.5 µL注入

キャリア： 水素（フロープログラミング、
120ºCで45 cm/s、99 mL/min で増加させて
4.4分で72 cm/s 、大型ユニバーサルトラップ
（部品番号 RMSH-2）により精製）

注入口： スプリット／スプリットレス；
220ºCパルスドスプリットレス
（0.5分で35 psi、1分でパージフロー40 mL/min、

3分でガスセーバーフロー20 mL/min ）

注入口ライナ：不活性化シングルテーパーダイレクトコネクト
（部品番号 1544-80730）

リテンション 5 m×内径0.25 mm、不活性化
ギャップ： （部品番号 160-2255-5）

Yスプリッタ： 不活性化石英（部品番号 5181-3398）

カラム： 1 20 m×0.18 mm×0.18 µm一次分析用カラム

2 20 m×0.18 mm×0.14 µm確認分析用カラム

オーブン： 120ºC（0.50分）；60ºC/minから160ºC；
30ºC/minから260ºC；40ºC/minから300ºC
（2.0分）

検出： µECD 320ºC；窒素メイクアップ；
カラム+メイクアップフロー
（60 mL/min一定）

ベンダーRの一次分析カラム

ベンダーRの確認分析カラム

共溶出

ベースラインの上昇

ピーク
テーリング

ピーク
テーリング

ピーク
テーリング
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結果の信頼性向上につながります。これらのカラムは、CLP

農薬以外の分析にも使用できる汎用性も備えています。

Agilent J&W高効率GCカラムを使えば、信頼性の高いCLP農

薬の一次分析および確認分析を、標準的なガスクロマトグラ

フを用いて6分未満で実施することができます。
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