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最新の SPE、ろ過、QuEChERS サンプル前処理法を適用して、 
複雑なサンプル中の干渉を最小限に抑制
効果的なサンプル前処理により、目的の分析対象物に影響を及ぼすことなく干渉を 
選択的に取り除くことができます。そのため、以下のような利点を得られます。

 –  結果の再現性とデータ真度の向上 

 – ばらつきやエラーの低減 

 – サンプル由来による機器メンテナンスの削減により、時間とリソースを節約

さらに、サンプル前処理工程を標準化することで、ラボの生産性が向上します。 

高感度分析の実現のためには、マトリックス干渉を低減しなければなりません。 
食品サンプルに対して複数の種類の多成分残留分析を実施する場合にはなおさらです。

複雑なサンプルでも簡単に分析 

本書の内容
このアプリケーション集では、高脂質製品、魚、肉、乳製品などの分析困難な食品サンプルマト
リックスに関する既存のアプリケーションと新規のアプリケーションをご覧いただけます。通常
どおり、アジレントの製品やアプリケーションのエキスパートが、お客様の生産性と分析対象物
の回収率の最大化のお手伝いをいたします。 



第 1 巻: 食品分析で用いられる SPE 手法
サンプル前処理の予算、メソッドに必要な堅牢性、必須の選択性や感度のバランスをとる
ことによって、適切なレベルのクリーンアップを達成することができます。

第 2 巻: QuEChERS 法
食品サンプルの複数種類の多成分残留分析の場合、QuEChERS 法を用いて、分析対象
物の濃縮からマトリックス除去に焦点を切り替えることで、負担を大幅に軽減することが
できます。QuEChERS 法は現在のタンデム四重極技術とともに、業界全体で広く採用さ
れています。

第 3 巻: Agilent Captiva EMR-Lipid
大量の脂肪/脂質を含む複雑なサンプルの場合、従来の QuEChERS 分散 SPE (dSPE) 
では、クリーンアップが不十分なため不正確な分析になってしまう可能性があります。
Agilent EMR-Lipid は革新的な材料であり、主な脂質クラスをサンプルマトリックスから
目的成分の損失なしに効率的に除去します。これはサイズ排除と疎水性相互作用という
独自の組み合わせに基づいており、以下のフォーマットがあります。

 – Bond Elut EMR-Lipid dSPE により、脂質の多いサンプルのための QuEChERS  
ワークフローを効率化することができます。 

 – Agilent Captiva EMR-Lipid では、「パススルー」クリーンアップワークフローが 
使用でき、サンプル前処理をさらに簡素化できます。 

次ページ以降では、複雑な食品サンプルの前処理と分析における Agilent EMR-Lipid 
の使用に関するアプリケーションノートを紹介します。  

食品分析に役立つサンプル前処理法 

食品分析アプリケーションにおけるサンプル前処理は、必要なステップ数が多いために、時間がかかりエラーを起こし 

がちなものとして長い間認識されてきました。従来、目的の分析対象物は SPE 充填剤によって選択的に保持され、 
他のマトリックスコンポーネントが押し流されてから、目的の分析対象物が溶出されます。 

分析を繰り返す必要性を低減し、結果を悪化させる可能性のある干渉を最低限に抑えるために、アジレントは食品分析 

アプリケーション集シリーズを作成しました。
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前処理
SPE products  
Agilent Bond Elut SPE 製品は複雑なマトリックスから干渉物質を選択的に除去することができ、 
それぞれ機能性の異なる 40 種類以上の充填剤を 30 種類以上の形式からお選びいただけます。 

QuEChERS 
Bond Elut QuEChERS 抽出および SPE キットにより、さまざまな食品サンプルを簡単に 
クリーンアップすることができます。

Captiva EMR-Lipid  
Captiva EMR-Lipid パススルー型クリーンアップカートリッジを用いることで、汚れたサンプルの 
クリーンアップの時間を短縮でき、精度が向上します。

分析
アジレントソリューションにより、混入異物を特定し、成分を認定して、製品品質を保証します。

複数ターゲットスクリーニング: Agilent 6400 シリーズトリプル四重極 LC/MS および  
7000C QQQ GC/MS

ノンターゲット分析: Agilent 6500 シリーズ LC/Q-TOF および 7250 GC/Q-TOF

カラムと消耗品: Agilent J&W Ultra Inert GC カラムおよび InfinityLab Poroshell 120 LC  
カラムにより、検出下限がさらに向上し、より正確なデータが得られます。

結果
MassHunter ワークステーション 
高品質 MS データを生成し、そのデータをターゲット化合物および未知化合物の同定と 
定量に使用できます。

OpenLab 
ライフサイクル全体を通じて、データの事業価値を最大限に高めます。

アジレントの食品分析ワークフローにより、受入検査、新製品開発、包装など、食品製造チェーン全体にわたって 

一貫した品質を確保することが可能になります。

食品品質の向上
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要約

Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal—Lipid (EMR—Lipid) は、次世代のサンプル前処理製

品で、利便性の高い分散固相抽出 (dSPE) で使用することにより、分析対象物の回収率に影響

を与えずに、選択性の高いマトリックス除去を実現できます。今回の実験では、LC/MS/MS に

よるアボカド中の 44 マルチクラスの農薬の分析で、この新しい製品のアプリケーションを

紹介します。手順は、QuEChERS AOAC 抽出、その後の EMR Lipid 分散キットおよび EMR Lipid 脱水

キットを用いて、高速で効率的なサンプルクリーンアップを行いました。マトリックスク

リーンアップについては、異なる dSPE クリーンアップ後にアボカド抽出からの非揮発性共溶

出物の量を測定し、ターゲット化合物のクロマトグラフマトリックス効果を調べることに

よって評価しました。他のマトリックスクリーニング製品と比較すると、EMR Lipid dSPE では

分析対象物の回収率に影響を与えずに、より効率的なマトリックスクリーンアップを実現で

きます。最適化されたメソッドは、LC/MS/MS によるアボカド中の LC で検査可能な 44 の農薬

すべてに対して優れた真度と精度を提供します。EMR Lipid dSPE は使いやすく QuEChERS プロト

コルに適しており、高脂質アボカドサンプルに含まれる農薬残留物の分析において高速かつ

堅牢で効率的なサンプル前処理を実現します。
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はじめに

食品中の農薬残留物の分析は、QuEChERS (Quick、Easy、Cheap 、Effective、

Rugged、Safe) メソッドを使用する多くのラボにとってルーチンワーク

となっています [1、2]。このメソッドを使用すると 1 回の抽出で低濃

度の数百種類の農薬を分析できます。メソッドはさまざまな果物や野

菜に対して適切に機能しますが、アボカドやナッツなどの高脂質の食

品および動物由来の食品に対しては課題を伴います [3、4]。これらの

課題に対処することは、食品の安全性を保証するために、政府機関が

要求する厳しいバリデーション基準への適合を担うラボにとって最も

優先するべきことです。

分析では LC と GC を組み合わせて使用し、多数の農薬を一斉に分析
し、揮発性、半揮発性、非揮発性の農薬に対応します [4]。多くの農
薬は LC と GC の両方で検査できますが、一方で多くの農薬はいずれ
でも検査できません。それぞれの手法は、成分定量において固有の
長所と短所を持ち、共溶出マトリックスから有害な作用を受けま
す。これらの共溶出物の除去は、複雑な食品マトリックス中での正
確な定量にとって必須であり、C18、PSA、GCB などのマトリックス
除去充填剤による処理が必要です [5]。ジルコニウムを含む他の材料
は市販のもので、一般的なマトリックス除去充填剤と比べると脂質
除去は概ね向上しています。しかし、すべての種類の脂質を除去
ターゲットとしていない一方で、分析目的の成分を吸着してしまう
場合があります [6、7]。脂質含有量の高いサンプルでは、固相抽出
カートリッジ (SPE) [7、8、9] またはゲル浸透クロマトグラフィー
(GPC) [10] を使用したクリーンアップが必要となる場合もあり、時間
とコストがさらにかかります。

Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid は、最新の充填剤で、成分損失なし

に主な脂質クラスをサンプルマトリックスから選択的に除去しま

す。複雑なマトリックスからの脂質干渉の除去は、QuEChERS および

タンパク質沈殿などの手法では、大容量のマトリックスがターゲッ

ト化合物と共溶出するので特に重要です。今回の実験では、

QuEChERS AOAC 抽出の後で EMR Lipid dSPE クリーンアップを使用して、

アボカドに含まれる LC で検査可能な代表的な 44 の農薬を分析する

ためのサンプル前処理法を調査します。このアプリケーションノー

トに記載されていない成分についての効果を実証するために、これ

らの農薬は 12 の各種化学物質クラスから選択しました。表 1 は、LC

で検査可能な農薬とクラスの一覧表です。このアプリケーション

ノートでは、アボカドなどの複雑で脂質の多いサンプルに対して

EMR Lipid が提供する極めて優れたクリーンアップ、44 の多様なクラ

スの農薬残留物に対して高い回収率と精度を示すことを 3 つのレベ

ルに分けて紹介します。

表1. この実験で使用した LC で検査可能な農薬と

それに関連する化学物質クラス

代表的な農薬 化学物質クラス
農薬
グループ

メタミドホス

モヌロン

アセフェート

クロロトルロン

オメトエート

ジウロン

ジメトエート

フルオメツロン

マラチオン

イソプロツロン

EPN

メトブロムロン

Tepp-A 

シデュロン

モノクロトホス

リニュロン

メキサカルベート

ネブロン

カルバリル

フェヌロン

プロポスキル

メトキスロン

カルボフラン

カルベンダジム

メチオカルブ

チアベンダゾール

クロルプロファム

チオファネートメチル

プロファム

シプロジニル アニリノピリミジン

アミノカルブ

イマザリル イミダゾール

オキサミル

ペンコナゾール トリアゾール

メソミル

イミダクロプリド ネオニコチノイド 殺虫剤

アルジカルブ

メタザクロル クロロアセトアニリド

テルブチラジン 殺藻剤

2,4-D

シマジン

ジクロルプロップ

セブチラジン

ベンタゾン 未分類

殺菌剤
殺菌剤
殺菌剤
殺菌剤
殺菌剤
殺菌剤

除草剤
除草剤
除草剤
除草剤

トリアジン
トリアジン
トリアジン

除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤
除草剤

クロロフェノキシ酸
クロロフェノキシ酸

殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤
殺虫剤

尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
尿素
ベンズイミダゾール
ベンズイミダゾール
ベンズイミダゾール

有機リン
有機リン
有機リン
有機リン
有機リン
有機リン
有機リン
有機リン
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
カルバメート
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実験方法

すべての試薬と溶媒は、HPLC または分析グレードのものを使用しま

した。アセトニトリル (ACN) およびメタノールは Honeywell (マスキー

ゴン、ミシガン州、米国) から購入しました。試薬グレードの酢酸

(AA) は Sigma-Aldrich (セントルイス、ミズーリ州、米国) から入手しま

した。農薬標準および内部標準は Sigma-Aldrich および AccuStandard

(ニューヘブン、コネチカット州、米国) から購入しました。

溶液および標準試料

10 mL の酢酸を 990 mL の ACN に加えて 1 % AA を含むアセトニトリルを

調製しました。標準原液および内部標準 (IS) 原液は 2.0 mg/mL の ACN

またはメタノール中に一部の農薬用に作成しました。残りの農薬標

準は市販の混合標準原液で、標準作業用溶液を調製するために直接

使用しました。混合作業溶液は 25 µg/mL の ACN 溶液として調製しま

した。25 µg/mL の TPP IS 作業用溶液は ACN 溶液として調製しました。

機器

サンプル前処理法用に使用した機器および材料は以下のとおりです。

•        ジェノグラインダー (SPEX、メアチェン、ニュージャージー州、

米国)

•        Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

•        エッペンドルフ小型遠心管 (Brinkmann Instruments、

ウェストベリー、ニューヨーク州、米国)

•        Vortexer およびマルチチューブ Vortexer (VWR、ラドナー、

ペンシルベニア州、米国)

•        ボトルトップ型ディスペンサ (VWR、サウスプレインフィールド、

ニュージャージー州、米国)

•        エッペンドルフピペットおよびリピーター

•        Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid 分散キット (部品番号 5982-1010)

および Agilent Bond Elut for QuEChERS EMR Lipid 脱水キット (部品番号

5982-0101)

使用機器
分析には以下で構成される Agilent 1290 Infinity LC システムを
使用しました。

•        Agilent 1290 Infinity クォータナリポンプ (G4204A)

•        Agilent 1290 Infinity サーモスタット (G1330B) 付き Agilent 1290 Infinity
高性能オートサンプラ (G4226A)、および Agilent 1290 Infinity カラム
コンパートメント (G1316C)

UHPLC システムを、Agilent Jet Stream エレクトロスプレーイオン源と
iFunnel 技術を搭載した Agilent 6490 トリプル四重極 LC/MS システムに連
結します。データの取得と分析には、Agilent MassHunter ワークステー
ションソフトウェアを使用しました。

機器条件

HPLC 条件
カラム: Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18、2.1 × 150 mm、

1.8 µm (部品番号 959759-902)、Agilent ZORBAX RRHD 
Eclipse Plus C18 UHPLC ガード、5 × 2.1 mm、1.8 µm 
(部品番号 821725-902)

移動相: A) 0.1 % FA 水溶液
B) 0.1 % FA アセトニトリル溶液

流量: 0.3 mL/min

カラム温度: 35 °C

オートサンプラ温度: 4 °C

注入量: 3 µL

ニードル洗浄: 1:1:1:1、ACN:MeOH:IPA:H2O と 0.2 % FA

グラジエント: 時間 (分)          %B
0                         10
15                       95
15.01                  100

ストップタイム: 16 分

ポストタイム: 3 分                                            

MS 条件
ポジティブ/ネガティブモード

ガス温度: 120 °C

ガス流量: 14 L/min

ネブライザ: 40 psi

シースガスヒーター: 400 °C

シースガス流量: 12 L/min

キャピラリ: 3,000 V

iFunnel パラメータ: ポジティブ     ネガティブ

高圧 RF: 100 V                  90 V

低圧 RF: 70 V                    60 V
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分析に関連する MS MRM の条件を表 2 に示し、

典型的なクロマトグラムを図 1 に示します。

表 2. この実験で使用した LC トリプル四重極 MRM パラメータと農薬のリテンションタイム

分析対象物                       RT (分)            デルタ RT (分)       極性                   プリカーサイオン (m/z)  プロダクトイオン(m/z)    CE (v)
メタミドホス                      1.83                  2                                   ポジティブ        142                                        94.1                                   9
アミノカルブ                      2.03                  2                                   ポジティブ        209.1                                     137.2                                   24
アセフェート                      2.13                  2                                   ポジティブ        184                                        143                                       9
オメトエート                      2.54                  2                                   ポジティブ        214                                        124.9                                   17
カルベンダジム                 3.40                  2                                   ポジティブ        192.1                                     132                                       33
チアベンダゾール             3.89                  2                                   ポジティブ        202                                        131.1                                   41
メキサカルベート             3.99                  2                                   ポジティブ        223.1                                     151.1                                   20
オキサミル                          4.24                  2                                   ポジティブ        237.1                                     72                                      12
モノクロトホス                 4.46                  2                                   ポジティブ        224.1                                     127                                       10  
メソミル                               4.64                  2                                   ポジティブ        163.1                                     106                                       4
フェヌロン                          6.17                  2                                   ポジティブ        165.1                                     72                                      20
イミダクロプリド             6.43                  2                                   ポジティブ        256.1                                     209.1                                   13
ジメトエート                      6.63                  2                                   ポジティブ        230                                        199                                       5
TEPP-A                                     7.69                  2                                   ポジティブ        291.1                                     179                                       20  
アルジカルブ                      7.87                  2                                   ポジティブ        213.1                                     89.1                                   15
メトキスロン                      7.89                  2                                   ポジティブ        229                                        46.1                                   12
イマザリル                          7.99                  2                                   ポジティブ        297.1                                     158.9                                   25
シマジン                               8.31                  2                                   ポジティブ        202.1                                     132                                       22
モヌロン                               8.37                  2                                   ポジティブ        199.1                                     46.1                                   16
チオファネートメチル   8.95                  2                                   ポジティブ        343.1                                     151.2                                   4
プロポスキル                      9.15                  2                                   ポジティブ        210.1                                     111.1                                   9
カルボフラン                      9.30                  2                                   ポジティブ        222.1                                     123.1                                   30
クロロトルロン                 9.54                  2                                   ポジティブ        213.1                                     72                                      20
ジウロン                               9.65                  2                                   ポジティブ        233                                        72.1                                   20
カルバリル                          9.73                  2                                   ポジティブ        202.1                                     145.1                                   9
ベンタゾン                          9.73                  2                                   ネガティブ        239                                        132                                       15
イソプロツロン                 9.96                  2                                   ポジティブ        207.1                                     46.1                                   20
2,3-D                                        10.06                  2                                   ネガティブ        219                                        161                                       15
フルオメツロン                 10.10                  2                                   ポジティブ        233.1                                     72                                      16
メトブロムロン                 10.48                  2                                   ポジティブ        259                                        148                                       10
シプロジニル                      10.53                  2                                   ポジティブ        226.1                                     93.1                                   41
メタザクロル                      10.71                  2                                   ポジティブ        278.1                                     134.2                                   15
プロファム                          10.80                  2                                   ポジティブ        180.1                                     138.1                                   4
テルブチラジン                 10.98                  2                                   ポジティブ        230.1                                     174.1                                   15
ジクロルプロップ             10.99                  2                                   ネガティブ        233                                        161                                       10
シデュロン                          11.26                  2                                   ポジティブ        233.2                                     137.1                                   12
セブチラジン                      11.47                  2                                   ポジティブ        230.1                                     174.1                                   16
メチオカルブ                      11.47                  2                                   ポジティブ        226.1                                     169                                       4
リニュロン                          11.69                  2                                   ポジティブ        249                                        160.1                                   20
クロルプロファム             12.53                  2                                   ポジティブ        214.1                                     172                                       5
ペンコナゾール                 12.76                  2                                   ポジティブ        284.1                                     70                                      17
マラチオン                          12.85                  2                                   ポジティブ        331                                        126.9                                   5
ネブロン                               13.29                  2                                   ポジティブ        275.1                                     57.1                                   20
TPP (IS)                                    13.99                  2                                   ポジティブ        327.1                                     51.1                                   80
EPN                                          14.96                  2                                   ポジティブ        324.1                                     296.1                                   8
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サンプル前処理

最終のサンプル前処理手順は、QuEChERS ワークフローと

次のステップを使用して最適化されます。

1.       ホモジナイズしたアボカド 15 g (±0.1 g) を計量し、50 mL 遠心管に
入れる

2.       アセトニトリル (1 % AA) 15 mL を加え 10 秒間ボルテックスミキ
サーで撹拌する

3.       QuEChERS AOAC 抽出キットを 1 パッケージを加える

4.       振とう機で 2 分間混合する

5.       5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

6.       水 5 mL を 15 mL EMR Lipid 分散キットに加える

7.       上澄み 5 mL を EMR Lipid 分散キットに移す

8.       直ちにボルテックスミキサーで撹拌してサンプルを分散した
後、
さらに 60 秒間マルチチューブ Vortexer にかける

9.       5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

10.     上澄み 5 mL を塩 (1:4、NaCl:MgSO4) 2 g を含む 15 mL EMR Lipid 
脱水キットに移し 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

11.     5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

12.     ACN 層の上部 200 µL と水 800 µL を 2 mL のサンプルバイアルで
混合しボルテックスミキサーで撹拌する

LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備が完了します。図 2 にサンプル前

処理法の流路を示します。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1
×102

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

図 1. 50 ng/g の農薬を添加し QuEChERS で抽出した後、Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid でクリーンアップした

アボカドサンプルの典型的な LC/MS/MS クロマトグラム (MRM)

ホモジナイズしたアボカドサンプルを正確に 15 g 計量し、50 mL 遠心管に入れる

15 mL の 1 % 酢酸含有アセトニトリルと AOAC QuEChERS 抽出キットを加える

キャップをして、振とう機で 2 分間強く振とうする

5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

EMR Lipid 分散キットに水 5 mL を加えた後、
ACN 抽出液の上部の 5 mL を入れる

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

上澄み 5 mL を EMR Lipid 脱水キットに移す

ボルテックスミキサーで撹拌し遠心分離して、
上部の ACN 層を別のバイアルに移す

STD と IS をマトリックスブランクにポストスパイクして、
マトリックス適合キャリブレーション標準を作成する

ACN 抽出液 200 µL と水 800 µL を混合し
ボルテックスミキサーで撹拌して遠心分離する

LC トリプル四重極分析用のサンプルの準備が完了

IS および STD を QC サンプルにスパイクし、マトリックスブランクを除くすべての
サンプルに IS をスパイクし、ボルテックスミキサーで撹拌する

図 2. アボカド中の農薬の分析のための Agilent Bond Elut QuEChERS EMR

Lipid を使用したサンプル前処理手順
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キャリブレーション標準と品質管理サンプル

混合標準作業用溶液を相当量プレスパイクした QC サンプルを作成

し、ステップ 1 以降を 6 回繰り返しました。QC サンプルはアボカド

中の添加濃度 5、50、200 ng/g に相当します。IS 溶液をアボカド中の

TPP 添加濃度 100 ng/g になるようにマトリックスブランク以外のすべ

てのサンプルにスパイクしました。

マトリックスキャリブレーションサンプルを標準および IS 作業用溶

液を使用して調製しました。ステップ 10 以降のマトリックスブラン

クサンプル中の添加濃度が、1、5、10、50、100、150、200 ng/g と

100 ng/g IS (TPP) になるように作成しました。最終サンプル抽出液を水

で希釈して、サンプルを LC/MS/MS グラジエントで分析できるよう

にし、早期の溶出成分に対してピーク形状の完全性を維持します。

LC/MS/MS システムは、記載されているように必要な検出下限に適合

する最終希釈液を使用して優れた感度を実現しました。サンプル希

釈によって機器の感度より濃度が低くなってしまう場合は、理想的

ではありませんが、サンプル濃縮ステップ (蒸発と再溶解) を検討す

る必要があります。

共溶出量の測定

共溶出の量を、C18/PSA,、ジルコニア充填剤、EMR Lipid の 3 つの異な

るクリーンアップ手法の重量測定法 [2] によって求めました。デー

タを 2 回同じ方法で収集するためにサンプルは次のようにして調製

しました。

1.       ガラスチューブを約 1 時間以内 110 ℃で加熱し湿気を除去する

2.       チューブを室温まで冷やす

3.       テストチューブの質量をあらかじめ計る

4.       初期マトリックスブランク抽出物 (クリーンアップなし) 1 mL と

さまざまなクリーンアップありのマトリックスブランクを

それぞれ 2 回同じ方法で正確に移す

5.       濃縮遠心機を 50 °Cにしてすべてのサンプルを 1 時間または乾

燥するまで乾かす

6.       約 1 時間以内 110 °C でチューブを加熱し湿気を除去する

7.       チューブを室温まで冷やす

8.       チューブの質量をもう一度量る

ステップ 8 とステップ 3 の質量の差はサンプルの共溶出物の質量で

す。クリーンアップで除去された共溶出物の量はクリーンアップの

前後のマトリックス共溶出物の平均質量差となります。

マトリックス効果の評価

さらに、成分応答 (ピーク面積) は、アボカド抽出液にポストスパイ

クした試料と同濃度で標準品を溶媒希釈した試料とで比較しまし

た。ポストスパイクしたアボカド抽出液は、標準農薬溶液をブラン

クのアボカドマトリックス溶出液にポストスパイクすることによっ

て、作成しました。応答の差 (ピーク面積) はマトリックス効果と直

接関係します。

メソッドの比較およびバリデーション

現在、QuEChERS メソッドは、アボカドなどの高脂質サンプルでのク

リーンアップ用に PSA、EC-C18、MgSO4 を含む高脂質対応 dSPE を推奨

しています。また、ジルコニア充填剤は、C18/PSA dSPE よりも脂質

除去においてより効率的と言われています。今回のメソッド比較で

は、EMR Lipid クリーンアップ手法と他のクリーンアップ手法に焦点

を当てました。回収率データはアボカド中の 50 ng/g 相当のプレスパ

イクサンプルとポストスパイクサンプルを比較しました。抽出は

AOAC QuEChERS 手順を実行し、次に EMR Lipid、C18/PSA dSPE、ジルコニ

ア充填剤の各クリーンアッププロトコルにより dSPE を実行しまし

た。EMR Lipid クリーンアップの場合、図 2 に示されたプロトコルに

従いました。EMR Lipid dSPE は従来の dSPE 充填剤とは異なり、材料を

活性化するために水を添加する必要がありますが、マトリックス除

去性能が大幅に向上しています。EMR Lipid からの上澄みを EMR Lipid

脱水キットに移し、ACN/水を相分離し、溶解固形分を除去します。

QuEChERS と C18/PSA およびジルコニアクリーンアップの場合は、未

処理の ACN 抽出液 1 mL を高脂質対応の 2 mL dSPE チューブ (p/n 5982-

5122) または 100 mg のジルコニア充填剤を含む 2 mL バイアルに移し

ました。次にサンプルを 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌して小

型遠心機により 13,000 rpm で 3 分間遠心分離しました。上澄み 200 µL

を水 800 µL を含むサンプルバイアルに移しました。C18/PSA dSPE およ

びジルコニア充填剤のクリーンアッププロトコルでは双方ともこの

段階で沈殿物が生じ、サンプルを LC/MS/MS 分析の前に再生セル

ロース 0.45 µm フィルタバイアルでろ過する必要があります。沈殿の

原因は、高脂質対応の dSPE およびジルコニアクリーンアップでは除

去されなかった脂質によるものと考えられます。EMR Lipid による未

処理の抽出液クリーンアップのケースではこの沈殿はなく、希釈す

ることにより沈殿のない透明な溶液を得ることができました。この

ため、ろ過は必要ありませんでした。マトリックスキャリブレー

ションサンプルを調製するために、対応するマトリックスブランク

でポストスパイクキャリブラントを作成することは重要です。回収

率は、プレスパイクサンプルとポストスパイクサンプルでの対象化

合物のピーク面積の比によって計算しました。

EMR Lipid メソッドは、アボカドで 5、50、200 ng/g の添加濃度レベル

で 6 回、7 ポイントのマトリックス適合検量線を使用して分析する

ことによって検証しました。定量には内部標準を使用し、データは

真度と精度として報告しました。
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結果と考察

共溶出の量

サンプルの共溶出物の重さを測定した結果を表 3 に示します。EMR

Lipid dSPE が質量に関して最高のマトリックスクリーンアップ効果を

実現していることは明らかです。

マトリックス効果の評価

マトリックス効果を評価するために、ポストスパイクマトリックス

ブランクと原液の希釈標準液との間の分析成分の応答を比較しまし

た。共溶出された脂質の大部分は LC グラジエント (逆相、低～高 %

有機) の終わりに溶出するので、疎水性物質はサンプルマトリック

スによって大きな影響をうけます。この効果は一般的にイオン抑制

として知られ、分析成分の応答が低いことと相関します。C18/PSA

とジルコニア充填剤では非効率なマトリックス脂質除去のために、

きわめて多くのマトリックスイオン抑制が遅く溶出する化合物で観

察されます。図 3 は EMR Lipid クリーンアップによるイオン抑制の低

下の例として 3 つの化合物を示しています。3 つの農薬は、クロル

プロファム (Log P 3.6)、ペンコナゾール (Log P 3.7)、EPN (Log P 4.5) と Log

P 値がかなり高い化合物です。Log P 値が高くなればなるほど、化合

物はより疎水性が大きくなります。これらの農薬はマトリックス干

渉、特に、脂質を原因とするイオン抑制は最大 80 % を示していま

す。つまり、C18/PSA dSPE およびジルコニア充填剤を使用して効果

的に除去できなかったことを示しています。しかし、これらの化合

物では、図 3 に示すように EMR Lipid ではほとんどマトリックス効果

はありません。

表 3. QuEChERS 抽出物およびさまざまなクリーンアップ方法による

アボカドの共溶出物の質量 (n = 2)

クリーンアップ手法

ACN 最終抽出
1 mL あたりの
共溶出物 (mg)

クリーンアップに
よるマトリックス

共溶出物の除去効率 (%)

追加クリーンアップなし 14.7 –

EMR Lipid クリーンアップ 4.2 71.4

ジルコニアクリーンアップ 7.0 52.4

C18/PSA クリーンアップ 9.5 35.4

マトリックス共溶出の除去効率 (%)

( クリーンアップなしでの共溶出の量– クリーンアップありでの共溶出の量)
クリーンアップなしでの共溶出の量

× 100

農薬 クロルプロファム (RT = 12.47 分) ペンコナゾール (RT = 12.70 分)

原液の希釈溶液

ME % = 63

ME % = 56

ME % = 105

ME % = 33

ME % = 18

ME % = 99

EPN (RT = 14.96 分)

ME % = 71

ME % = 81

ME % = 96

11.8 12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2

12.465 分

1
2
3

×102

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2 13.4 13.6

12.700 分

0
0.4
0.8

×105

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

14.2 14.4 14.6 14.8 15.0 15.2 15.4 15.6

14.855 分

0
0.5
1.0

×103

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

14.2 14.4 14.6 14.8 15.0 15.2 15.4 15.6

14.855 分

0
0.5
1.0

×103

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

14.2 14.4 14.6 14.8 15.0 15.2 15.4 15.6

14.846 分
0.5

1.0

×103

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

14.2 14.4 14.6 14.8 15.0 15.2 15.4 15.6

14.863 分0.5

1.0

×103

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2 13.4 13.6

12.683 分

0
0.4
0.8

×105

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2 13.4 13.6

12.700 分

0

0.4

0.8

×105

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2 13.4 13.6

12.683 分

0

0.4

0.8

×105

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

11.8 12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2

12.474 分

1

2

3
×102

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

11.8 12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2

12.465 分

1

2

3
×102

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

11.8 12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2

12.482 分

1

2

3
×102

リテンションタイム (分)

カ
ウ
ン
ト

EMR Lipid で
クリーンアップした
アボカドサンプル

ジルコニアで
クリーンアップした
アボカドサンプル

C18/PSA dSPE で
クリーンアップした
アボカドサンプル

図 3. 疎水性物質でのマトリックス効果の比較マトリックスサンプルはマトリックスブランク内の農薬標準によって 50 ng/g で

ポストスパイクしました。
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分析対象物の回収率についてのメソッドの比較

EMR Lipid dSPE クリーンアップによる最適化された QuEChERS メソッド

を、C18/PSA および ジルコニア充填剤 dSPE クリーンアップによるも

のと比較します。図 4 は統計的に回収率を比較した結果を示してい

ます。図 5 は問題のある分析対象物を選択して比較した結果です。

EMR Lipid は、ほとんどの農薬で全体的に優れた回収率と精度を示し

ました。2 つの農薬についてのみ 70～120 % の回収率枠から外れる値

を示しました。これはシプロジニル (64 %) および 2,4-D (65 %) で RSD

は 10 % 未満でした。このため、SANCO のガイドライン [11] をベース

とすると、許容可能な再現性基準に適合するため許容可能なものと

考えることができます。C18/PSA dSPE の回収率の結果は 2 つの酸性化

合物を除くと良好でした。2,4-D およびジクロルプロップは PSA が原

因で非常に低い回収率 (<10%) を示しました。ジルコニア充填剤の回

収率の結果では分析対象化合物のより高い吸着力を示し、9 つの農

薬の回収率が 70 % 未満でした。

メソッドバリデーション

全定量バッチを実行することによって、EMR Lipid プロトコルのバリ

デーションを行いました。手法はサンプル前処理法のセクションで

説明しました。定量には内部標準 (TPP) を使用し、このため、定量結

果は真度と精度として定義されます。しかし、IS (TPP) の絶対回収率

は 90 % を超えるため、真度の結果は絶対回収率に相当します。

表 4 に詳細なバリデーションの結果を示しています。QC プレスパイ
クを 3 つの異なるレベルで合計 18 回繰り返した結果を基に計算した
平均真度および精度を図 (図 6) にまとめました。真度の結果は、良
好な RSD を示し 70 % を少し下回る回収率を持つ 2,4-D、シプロジニル
を除いて、44 の農薬のうちの 95 % が 70～120 % 枠に入ることが示さ
れました。このメソッドの再現性は非常に優れており、RSD (n = 6) が
10 % 未満は 5 ng/g では農薬の 91 %、50 ng/g では 100 %、200 ng/g では
98 % でした。EMR Lipid プロトコルを使用した場合のすべての他の
RSD 値は 20 % を大きく下回ります。機器検出下限 (IDL) は、より低い
スパイクレベルで RSD が 10 % 以上を示す化合物についてばらつきを
大きくする原因にもなっているようです。緩衝液なしの EMR Lipid 脱
水ステップ (NaCl、MgSO4) もばらつきの原因になる可能性があり、緩
衝液ありの脱水塩の場合を今後調べる必要があります。0
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図 4. Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid、C18/PSA dSPE、

ジルコニア充填剤の比較のための回収率の統計結果

図 5. Agilent Bond Elut EMR Lipid (青)、C18/PSA (赤)、ジルコニア充填剤 (緑) での dSPE クリーンアップの

回収率の比較結果
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表 4. アボカド中の 44 の農薬について 5、50、200 ng/g の各レベル (n = 6) でのEMR Lipid プロトコルによるバリデーションの結果

メタミドホス                    二次曲線、1/x         0.9993                 1-200                 69.1 9.5 93.8 8.4 109.8 6.0  
アミノカルブ                    直線、1/x                  0.9990                 1-200                 74.6 8.4 88.0 2.7 87.0 2.0  
アセフェート                    直線、1/x                  0.9948                 1-200                 55.8 12.4 88.8 2.3 86.6 4.0
オメトエート                    直線、1/x                  0.9996                 1-200                 84.5 6.0 85.3 1.4 84.4 2.6
カルベンダジム               直線、1/x                  0.9995                 1-200                 87.1 6.3 86.2 2.2 85.4 1.2
チアベンダゾール           直線、1/x                  0.9995                 1-200                 49.4 24.3 76.7 1.7 79.0 2.0  
メキサカルベート           直線、1/x                  0.9993                 1-200                 83.6 7.8 90.4 3.3 89.0 2.1
オキサミル                        直線、1/x                  0.9991                 1-200                 81.1 7.6 96.7 2.6 94.4 3.5
モノクロトホス               直線、1/x                  0.9979                 1-200                 85.2 6.1 85.1 1.9 101.5 4.6
メソミル                             直線、1/x                  0.9993                 1-200                 77.8 8.2 88.6 3.3 92.8 4.5
フェヌロン                        直線、1/x                  0.9969                 1-200                 86.5 9.9 103.4 2.5 91.7 1.7   
イミダクロプリド           直線、1/x                  0.9996                 1-200                 81.7 5.9 94.1 2.6 87.9 2.5
ジメトエート                    直線、1/x                  0.9993                 1-200                 83.3 8.0 99.2 3.1 94.8 2.5
TEPP-A                                   直線、1/x                  0.9989                 1-200                 50.2 6.5 88.3 1.6 78.4 3.1
アルジカルブ                    直線、1/x                  0.9989                 1-200                 88.6 5.6 101.2 3.5 76.2 1.9
メトキスロン                    直線、1/x                  0.9987                 1-200                 102.0 5.4 105.8 2.5 89.9 2.6
イマザリル                        直線、1/x                  0.9988                 1-200                 81.4 6.9 86.2 2.0 82.5 2.7
シマジン                             直線、1/x                  0.9984                 1-200                 91.8 5.4 93.8 1.9 85.4 1.6 
モヌロン                             直線、1/x                  0.9990                 1-200                 82.5 9.9 96.0 3.7 88.4 1.8
チオファネートメチル   直線、1/x                  0.9977                 1-200                 89.4 10.8 104.6 5.5 86.0 7.1
プロポスキル                    直線、1/x                  0.9993                 1-200                 84.7 8.1 97.6 1.4 94.5 2.2
カルボフラン                    直線、1/x                  0.9993                 1-200                 88.3 8.5 98.9 5.1 97.2 2.4
クロロトルロン               直線、1/x                  0.9990                 1-200                 96.3 5.0 97.9 3.1 89.9 2.0
ジウロン                             直線、1/x                  0.9995                 1-200                 86.6 6.7 98.7 2.8 97.5 3.5
カルバリル                        直線、1/x                  0.9991                 1-200                 80.7 7.4 101.1 3.2 90.5 2.1
ベンタゾン                        二次曲線、1/x         0.9993                 1-200                 111.2 5.5 102.3 4.7 97.4 7.9
イソプロツロン               直線、1/x                  0.9993                 1-200                 98.7 4.1 98.9 2.3 92.1 2.6
2,3-D                                      直線、1/x                  0.9985                 1-200                 64.3 7.6 65.4 5.1 65.6 2.6
フルオメツロン               直線、1/x                  0.9975                 1-200                 86.2 5.7 87.8 3.9 88.0 3.0
メトブロムロン               直線、1/x                  0.9977                 1-200                 96.0 6.6 100.3 4.6 92.4 4.5
シプロジニル                    直線、1/x                  0.9986                 1-200                 60.3 8.3 67.0 2.6 65.5 3.6
メタザクロル                    直線、1/x                  0.9992                 1-200                 99.8 5.7 99.4 3.4 94.3 2.8
プロファム                        直線、1/x                  0.9985                 1-200                 85.8 9.7 89.3 3.8 87.0 3.8
テルブチラジン               直線、1/x                  0.9993                 1-200                 90.7 6.5 91.1 2.6 85.8 2.0
ジクロルプロップ           直線、1/x                  0.9992                 1-200                 75.6 9.7 73.3 4.6 76.9 2.3
シデュロン                        直線、1/x                  0.9990                 1-200                 90.2 8.6 92.4 3.5 91.5 2.2
セブチラジン                    直線、1/x                  0.9992                 1-200                 95.3 4.8 89.5 2.5 83.7 2.1
メチオカルブ                    直線、1/x                  0.9984                 1-200                 77.6 8.8 94.7 3.2 86.3 1.9
リニュロン                        直線、1/x                  0.9984                 1-200                 84.7 7.4 85.2 3.6 84.6 3.6
クロルプロファム           直線、1/x                  0.9994                 5-200                 91.6 10.0 84.3 9.3 81.1 3.8
ペンコナゾール               直線、1/x                  0.9992                 1-200                 83.0 6.3 81.1 2.4 80.7 1.5
マラチオン                        直線、1/x                  0.9991                 1-200                 76.2 7.1 100.5 2.2 100.0 1.0
ネブロン                             直線、1/x                  0.9994                 1-200                 66.9 6.8 83.0 1.6 84.8 1.3  
EPN                                        直線、1/x                  0.9995                 1-200                 76.4 4.7 73.8 3.9 62.9 13.2

回帰

検量線 メソッドの真度および精度

適合/重み R2

キャリブレー
ションレンジ
(ng/g)

5 ng/g QCs 50 ng/g QCs 200 ng/g QCs

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD



10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

110

100

120

130

140

メタ
ミド
ホ
ス

ア
セ
フェ
ート

カ
ル
ベ
ン
ダ
ジム

メ
キ
サ
カ
ル
ベ
ート

モ
ノク
ロト
ホ
ス

フェ
ヌ
ロ
ン

ジメ
トエ
ート

アル
ジ
カ
ルブ

イ
マ
ザ
リル

モ
ヌ
ロ
ン

プ
ロ
ポ
スキ
ル

ク
ロ
ロト
ル
ロ
ン

カ
ルバ
リル

イソ
プ
ロ
ツ
ロ
ン

フル
オメ
ツ
ロ
ン

シ
プ
ロ
ジ
ニ
ル

プ
ロ
ファ
ム

ジ
ク
ロ
ルプ
ロッ
プ

セ
ブ
チ
ラ
ジ
ン

リニ
ュロ
ン

ペ
ン
コ
ナ
ゾ
ー
ル

ネブ
ロ
ン

ア
ミ
ノカ
ルブ

オメ
トエ
ート

チ
アベ
ン
ダ
ゾ
ー
ル

オ
キ
サ
ミ
ル

メソ
ミ
ル

イミ
ダク
ロ
プ
リド Tep

p-A

メト
キス
ロ
ン

シ
マ
ジ
ン

チオ
ファ
ネー
トメ
チル

カ
ル
ボ
フ
ラン

ジ
ウ
ロ
ン

ベ
ン
タ
ゾ
ン

2,4
-D

メト
ブ
ロ
ム
ロ
ン

メタ
ザ
ク
ロ
ル

テル
ブ
チ
ラ
ジ
ン

シ
デュ
ロ
ン

メチ
オ
カ
ルブ

ク
ロ
ルプ
ロ
ファ
ム

マ
ラ
チ
オ
ン EPN

低
、
中
、
高

 Q
C 
の
全
成
分
真
度

 (n
 =

 1
8)

図 6. Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid ワークフローによるアボカド中の 44 の代表的な農薬の定量結果真度と

精度のデータは、3 つの異なる濃度で合計 18 回繰り返した定量を基に計算されました。
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結論

アボカドに含まれる LC で検査可能な 44 の農薬について、QuEChERS

AOAC 抽出の後で Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE クリーンアップを使用す

る迅速で信頼性があり堅牢なメソッドを開発し検証しました。マト

リックス効果を慎重に評価し、従来の C18/PSA dSPE およびジルコニ

ア充填剤によるクリーンアップと比較しました。この結果、質量お

よびマトリックス効果から EMR Lipid は C18/PSA dSPE およびジルコニ

ア充填剤よりも優れたマトリックスクリーンアップを提供すること

が示されました。分析対象物の回収率とメソッドの精度を、3 つの

異なるクリーンアップ手法間で広範囲に比較しました。EMR Lipid ク

リーンアップは、劇的に少ない共溶出により、C18/PSA dSPE よりも

かなり優れた分析対象物の回収率を提供します。EMR—Lipid と高脂

質対応の dSPE クリーンアップは、ジルコニアの非選択的な成分相互

作用のために、ジルコニア充填剤よりも大幅に優れた回収率を実現

します。データから、EMR Lipid を使用すると、分析対象物の回収率

に多大な影響を与えることなく、ほとんどのマトリックス、特に脂

質を除去できることが示されました。

この実験は、EMR Lipid を dSPE 充填剤として QuEChERS ワークフローで

使用して実現できる優れたクリーンアップを示しました。共溶出さ

れる脂質に対する充填剤の高い選択性により、脂質含有量やター

ゲット化合物のリストに関わらず、EMR Lipid は高脂質サンプルの分

析に最適です。EMR Lipid は、アボカド中の農薬を定量するのための

高い回収率および精度、優れたマトリックス除去、使いやすさを実

現します。複雑で高脂質のサンプルに含まれる残留物分析における

活用が今後も期待されます。
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概要

Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal Lipid (EMR Lipid) は、次世代のサンプル前処理製品

で、利便性の高い分散固相抽出 (dSPE) で使用することにより、分析対象成分の回収率に影響

を与えずに、選択性の高いマトリックス除去を実現できます。今回の実験では、GC/MS/MS

を使用して、アボカドに含まれる GC で検査可能な 23 種類の農薬の分析にこの製品が適用で

きることを示しています。手順は、QuEChERS AOAC 抽出、その後の EMR Lipid 分散キットおよび

脱水キットを使用します。EMR Lipid は、C18/PSA およびジルコニアベースの充填剤と比較し

て、質量、GC/MS フルスキャン、マトリックスの効果測定について非常に優れたマトリック

ス除去を実現しています。さらに、分析流路内に導入されるマトリックスの量も低減しま

す。データは、C18/PSA や特にジルコニアと比較して、100 回の注入におよぶ分析でも再現性

が非常に向上し、応答偏差が大きいことを示しています。EMR Lipid は脂質に対して非常に選

択性が高く、分析対象成分の回収率を損ないません、分析対象成分の回収率は高く、精度も

優れています。この実験は、EMR Lipid 分散キットが QuEChERS のワークフローに適しており、

アボカド中の残留農薬分析で確実なマトリックスの除去を可能にし、迅速で堅牢、効率的な

サンプル前処理が実現することを示すものです。
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はじめに

食品中の農薬残留物の分析は、QuEChERS (Quick、 Easy、 Cheap、

Effective、Rugged、Safe) メソッドを使用する多くのラボにとってルー

チンワークとなっています [1、2]。このメソッドを使用すると 1 回

の抽出で低濃度の数百種類の農薬を分析できます。メソッドはさま

ざまな果物や野菜に対して適切に機能しますが、アボカドやナッツ

などの高脂質の食品および動物由来の食品に対しては課題を伴いま

す [3、4]。これらの課題に対処することは、食品の安全性を保証す

るために、政府機関が要求する厳しいバリデーション基準への適合

を担うラボにとって最も優先するべきことです。

分析では LC と GC を組み合わせて使用し、多くのマルチクラス、複

数残留物メソッドに関連する、揮発性、半揮発性、非揮発性の農薬

に対応します [4]。多くの農薬は LC と GC の両方で検査できますが、

一方で多くの農薬はいずれでも検査できません。それぞれの手法

は、成分定量において固有の長所と短所を持ち、共溶出マトリック

スから有害な作用を受けます。これらの共溶出物の除去は、複雑な

食品マトリックス中での正確な定量にとって必須であり、C18、

PSA、GCB などのマトリックス除去充填剤による処理が必要です [5]。

ジルコニウムを含む他の材料は市販のもので、一般的なマトリック

ス除去充填剤と比べると脂質除去は概ね向上しています。しかし、

すべての脂質クラスを除去ターゲットとしていない一方で、分析目

的の成分を除去してしまう場合があります [6、7]。脂質含有量の高

いサンプルでは、固相抽出カートリッジ (SPE) [7、8、9] またはゲル浸

透クロマトグラフィー (GPC) [10] を使用したクリーンアップが必要と

なる場合もあり、時間とコストがさらにかかります。

Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid は、最新の充填剤で、成分損失なし

に主な脂質クラスをサンプル抽出物から選択的に除去します。複雑

なマトリックスから脂質の干渉を除去することは、特に分析対象物

質と同時に大量のマトリックスも抽出してしまう QuEChERS において

非常に重要です。アボカドは、その脂質含有量の多さ (15～20 %) か

ら難しいマトリックスとして知られています。そのため、今回は

EMR Lipid の評価を目的として代表サンプルとして選択しました。こ

の実験では、GC で検査できる 23 種類の農薬の分析でのサンプル前

処理について、QuEChERS AOAC 抽出と EMR Lipid 分散キットおよび脱水

キットの組み合わせを用いて調査します。適用範囲を広げるため

に、農薬は 10 種類の異なるクラス由来のものとします (表 1)。この

アプリケーションノートでは、アボカドなどの複雑で脂質量の多い

サンプルに対して EMR Lipid が提供するきわめて優れたクリーンアッ

プ性能と、23 種類のマルチクラスの農薬残留物に対して高い回収率

と精度を示すことを 3 つのレベルも分けて実証します。

表 1. ターゲット化合物、クラス、Log P、水溶性、化学構造 [11]。

名前 カテゴリ Log P
水への溶解度
(mg/L) 分子式 構造

2-フェニルフェノール     フェノール                           3.18              560                              C12H10O

アルドリン                         有機塩素系                           6.5                 0.003                           C12H8Cl6

アトラジン                         トリアジン                           2.7                 33                                C8H14ClN5

ブピリメート                     ピリミディノール              2.2                 22                                C13H24N4O3S
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名前 カテゴリ Log P
水への溶解度
(mg/L) 分子式 構造

キャプタン                         フタルイミド                       2.5                 5.1                               C9H8Cl3NO2S

クロロタロニル                クロロニトリル                  2.94              1.0                               C8Cl4N2

クロルピリフォス            有機リン系                           4.0                 2.74                             C7H7Cl3NO3PS 
メチル

DDT                                         有機塩素系                           6.91              0.006                           C14H9Cl5

デルタメトリン                ピレスロイド                       4.6                 0.0002                         C22H19Br2NO3

ダイアジノン                     有機リン系                           3.69              60                                C12H21N2O3PS

ジクロフルアニド            スルファミド                       3.7                 1.3                               C9H11Cl2FN2O2S2

ジクロルボス                     有機リン系                           1.9                 18,000                         C4H7Cl2O4P

硫酸エンドスルファン    有機塩素系                           3.13              0.48                             C9H6Cl6O3S

エンドリン                         有機塩素系                           3.2                 0.24                             C12H8Cl6O
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名前 カテゴリ Log P
水への溶解度
(mg/L) 分子式 構造

エタルフルラリン            ジニトロアニリン              5.11              0.01                             C13H14F3N3O4

フォルペット                     フタルイミド                       3.02              0.8                               C9H4Cl3NO2S

イプロジオン                     ジカルボキシイミド         3.1                 12.0                             C13H13Cl2N3O3

リンデン                              有機塩素系                           3.5                 8.52                             C6H6Cl6

ペルメトリン                     ピレスロイド                       6.1                 0.006                           C21H20Cl2O3

プロシミドン                     ジカルボキシイミド         3.3                 2.46                             C13H11Cl2NO2

スルホテップ                     有機リン系                           3.99              10                                C8H20O5P2S2

トリルフルアニド            スルファミド                       3.9                 0.9                               C10H13Cl2FN2O2S2

トリクロルホン                有機リン系                           0.43              120,000                       C4H8Cl3O4P

Cl

Cl

O

N
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実験方法

すべての試薬と溶媒は、HPLC または分析グレードのものを使用しま

した。アセトニトリル (ACN) およびメタノールは Honeywell (マスキー

ゴン、ミシガン州、米国) から購入しました。試薬グレードの酢酸

(AA)、農薬標準試料、内部標準は Sigma-Aldrich (セントルイス、ミズー

リ州、米国) から購入しました。

溶液および標準試料

10 mL の酢酸を 990 mL の ACN に加えて、ACN 中 1 % 酢酸溶液を準備し

ました。標準試料原液および内部標準 (IS) 原液は、それぞれ 2.0

mg/mL の、ACN またはメタノールのどちらかで作成しました。混合

作業溶液は 25 µg/mL の ACN 溶液として調製しました (キャプタン、

フォルペット、トリクロルホン、ブピリメートを除く)。これらの 4

つの化合物については機器に対する反応が比較的低いため、混合作

業溶液中で 5 倍濃い濃度にするため 125 µg/mL で調製しました。ACN

中に調製した 25 µg/mL の混合 IS 作業溶液には、TPP、パラチオンエチ

ル-D10、13C-DDT が含まれます。

装置

サンプル前処理法用に使用した機器および材料は以下のとおりです。

•        ジェノグラインダー

(SPEX、メアチェン、ニュージャージー州、米国)

•        Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

•        エッペンドルフ小型遠心管 (Brinkmann Instruments、

ウェストベリー、ニューヨーク州、米国)

•        Vortexer および Multi-Tube Vortexer 

(VWR、ラドナー、ペンシルベニア州、米国)

•        ボトルトップ型ディスペンサ (VWR、サウスプレインフィール

ド、ニュージャージー州、米国)

•        エッペンドルフピペットおよびリピーター

•        Agilent Bond Elut QuEChERS EMR Lipid 分散キット (部品番号 5982-1010)

および Agilent Bond Elut for QuEChERS EMR Lipid 脱水キット (部品番号

5982-0101)

使用機器

分析は、Agilent 7890A GC と、Agilent 7693B オートサンプラおよび Agilent

7000C トリプル四重極 GC/MS システムを組み合わせて実施しまし

た。カラムバックフラッシュを適用しましたが、これは複雑なサン

プルマトリックスの測定で推奨しています [12]。標準をスパイクし

たサンプルの分析時間の合計は 23 分、カラムバックフラッシュの時

間は 2 分でした。

機器条件

GC 条件
オートサンプラ: Agilent 7693 オートサンプラおよびサンプルトレイ

10 µL シリンジ (部品番号 G4513-80220)、注入量 1 µL
ポスト注入溶媒 A (アセトニトリル) 洗浄
3 回サンプルポンプ 3 台
ポスト注入溶媒 B (イソプロパノール) 洗浄 3 回

カラム: Agilent J&W DB-5ms ウルトライナート、
0.25 mm × 15 m、0.25 µm (p/n 122-5512UI)

キャリア: ヘリウム、コンスタントプレッシャーモード
ガスフィルタ: ガスクリーンキャリアガスフィルタキット、

1/8 インチ (部品番号 CP17974)

注入口ライナ: Agilent ウルトライナートシングルテーパスプリッ
トレスライナ、ウール入り (部品番号 5190-2293)

注入口: マルチモード注入口でパルスドコールドスプリッ
トレスモードを使用、初期温度 75 °C、0.02 分間
維持した後 750 °C/min で 350 °C に昇温

注入パルス圧力: 36 psi、0.75 分まで
スプリットベントへの
パージ流量: 0.75 分で 60 mL/min

注入口圧力: 測定時 17 psi、バックフラッシュ時 1.0 psi 

昇温プログラム: 60 °C で 2.57 分間、その後 50 °C/min で 60 °C～150 °C、
6 °C/min で 150 °C～200 °C、16 °C/min で 200 °C～300 °C、
300 °Cで 3 分間保持

ポストラン: 300 °C で 2 分間
キャピラリ・フロー・
テクノロジー: UltiMetal Plus パージ付 Ultimate ユニオン

(部品番号 G3182-61581)、分析カラムおよび
注入口のバックフラッシュ用

Aux EPC ガス: パージ付き Ultimate ユニオンに配管されたヘリウム
ブリードライン: 外径 0.0625 インチ x 内径 0.010 インチ x 100 cm、

316SS チューブ、オーブンの上部に配置
Aux 圧力: 測定時 4 psi、バックフラッシュ時 75 psi 

カラム 1 の接続: 注入口とパージ付き Ultimate ユニオンの間
リストリクタ: 不活性フューズドシリカチューブ、

0.65 m × 0.15 mm (部品番号 160-7625-5)

カラム 1 の接続: パージ付き Ultimate ユニオンと MSD の間

MSD の条件
MSD: Agilent 7000C トリプル四重極 GC/MS、イナート、

パフォーマンスエレクトロニクス付き
真空ポンプ: パフォーマンスターボ
モード: MRM

チューニングファイル: Atune.u

トランスファーライン温度: 280 °C

ソース温度: 300 °C

四重極温度: 150 °C (Q1 および Q2)

溶媒待ち時間: 2.57 分
コリジョンガスフロー: He クエンチガス 2.35 mL/min、N2 コリジョンガス

1.5 mL/min

MS 分離能: MS1 および MS2 は 1.2 u



6

分析対象成分ごとの MRM パラメータは、Agilent 農薬および環境汚染

物質 MRM データベース (G9250AA) を用いて、容易に最適化されま

す。このデータベースには、1,070 種類を超える化合物の MS/MS 条

件とリテンションタイムの情報が収められています [13]。表 2 に、

図 1. 農薬標準 50 ng/g を添加したアボカドサンプルの標準的な GC トリプル四重極クロマトグラム

(MRM)。サンプル前処理は QuEChERS と Agilent Bond Elut EMR Lipid によるクリーンアップを組み合わせて

実施

表 2. GC/MS/MS MRM 条件および農薬分析に対するリテンションタイム

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
0

0.25
0.50
0.75
1.00
1.25
1.50
1.75
2.00
2.25
2.50
2.75
3.00
3.25
×105

取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト

分析対象成分 RT (分)
MRM

定量チャネル CE (V) 定性チャネル CE (V)

ジクロルボス 4.70 184.9 → 93 10 109 → 79 5

トリクロルホン 5.94 110.8 → 47 30 81.8 → 47 50

2-フェニルフェノール 6.39 169 → 115.1 25 170 → 141.1 25

エタルフルラリン 7.58 275.9 → 202.1 15 315.9 → 275.9 10

スルホテップ 7.83 237.8 → 145.9 10 201.8 → 145.9 10

アトラジン 8.69 214.9 → 58.1 10 214.9 → 200.2 5

リンデン 8.83 181 → 145 15 216.9 → 181 5

クロロタロニル 9.20 263.8 → 168 25 265.8 → 231 20

ダイアジノン 9.22 137.1 → 54 20 199.1 → 93 20

クロルピリフォスメチル 10.30 285.9 → 92.9 20 124.9 → 47 15

ジクロフルアニド 11.31 223.9 → 123.1 20 123 → 77 20

アルドリン 11.55 262.9 → 192.9 35 254.9 → 220 35

パラチオンエチル D10 (IS) 11.96 98.7 → 67 10 114.9 → 82.9 20

トリルフルアニド 12.80 136.9 → 91 20 136.9 → 65 30

キャプタン 12.96 151 → 79.1 15 149 → 79.1 10

フォルペット 13.13 259.8 → 130.1 15 261.8 → 130.1 15

プロシミドン 13.13 282.8 → 96 10 96 → 67.1 10

ブピリメート 15.44 272.9 → 193.1 15 272.9 → 108 5

エンドリン 15.68 316.7 → 280.8 5 244.8 → 173 30

硫酸エンドスルファン 17.44 273.9 → 238.9 15 271.9 → 237 15
13C-DDT (IS) 17.69 246.5 → 177.1 15 248.5 → 177.1 15

DDT 17.69 235 → 165.2 20 237 → 165.2 20

TPP (IS) 18.20 325.9 → 169 30 325.9 → 233 27

イプロジオン 18.82 313.8 → 55.9 20 187 → 124 25

ペルメトリン 20.68 183.1 → 153.1 15 183.1 → 153.1 15

デルタメトリン 22.51 252.9 → 93 15 181 → 152.1 25

この実験で使用したターゲット化合物の MRM トランジションをまと

めています。調査対象の 23 種類の農薬に対する標準的な GC/MS/MS

クロマトグラムの例を図 1 に示しています。
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サンプル前処理

最終的なサンプル前処理手順は以下のように最適化しました。

1.       ホモジナイズしたアボカド 15 g (±0.1 g) を計量し、50 mL 遠心管

に入れる

2.       15 mL のアセトニトリル (1 % AA) を加え 10 秒間ボルテックス

ミキサーで撹拌する

3.       AOAC 抽出 QuEChERS キット (P/N 5982-5755) を加える

4.       振とう機で 2 分間混合する

5.       5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

6.       水 5 mL を 15 mL の EMR Lipid 分散キットに加え、上澄み 5 mL を

EMR Lipid チューブに移す

7.       直ちにボルテックスミキサーでサンプルを撹拌した後、さらに

60 秒、Multitube Vortexer でバッチ全体をボルテックスミキサーで

撹拌する

8.       5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

9.       上澄み 5 mL を、塩 (1:4、NaCl:MgSO4) 2 g を含む 15 mL の EMR Lipid

脱水キットに移し、1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

10.     5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

11.     上澄みの ACN 層を GC/MS/MS 注入用のサンプルバイアルに移す

サンプル前処理全体のワークフローを図 2 に示します。

キャリブレーション標準と品質管理サンプル

混合標準作業溶液を相当する濃度で添加し、プレスパイクした QC サ

ンプルを作成してステップ 1 以降を 6 回繰り返しました。QC サンプ

ルはアボカド中の 5、50、300 ng/g に相当する濃度の農薬を添加して

あります。キャプタン、フォルペット、トリクロルホン、ブピリ

メートに対する QC サンプルは 25、250、および 1,500 ng/g 相当のもの

を作成しました。IS 溶液をマトリックスブランク以外のすべてのサ

ンプルにアボカド中の 250 ng/g に相当する濃度でスパイクしました。

標準および IS 分析溶液を使用して、ステップ 10 の後、マトリックス

ブランクサンプルに追加し、アボカド中の 1、5、10、50、100、

200、300、および 400 ng/g と、250 ng/g IS に相当するマトリックス

キャリブレーションサンプルを作成しました。4 つの農薬について

は、5、25、50、250、500、1,000、1,500、2,000 ng/g でマトリックス

キャリブレーションサンプルを作成しました。

マトリックスクリーンアップの評価

アボカド抽出液を異なる 3 つのクリーンアップ材料、高脂質対応の

dSPE (C18/PSA)、ジルコニア充填剤、EMR Lipid に適用しました。実験

では、クリーンアップの前と後に最終抽出液の GC/MS フルスキャン

プロファイルを比較しました。クロマトグラフバックグラウンドご

とにマトリックスのクリーンアップ量を比較するためにクロマトグ

ラムを重ね表示しました。マトリックスクリーンアップの効率を定

量評価するために、GC/MS フルスキャンクロマトグラムを全体でマ

ニュアル積分しました。マトリックス除去の効率については、方程

式 1 に沿って計算しました。

図 2. GC/MS/MS による、Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップを

用いたアボカド中の農薬分析のための QuEChERS 抽出を示す

サンプル前処理ワークフロー

粉砕したアボカドサンプルを正確に 15 g 計量し、50 mL 遠心管に入れる

15 mL の 1 % 酢酸をアセトニトリルと AOAC QuEChERS 抽出キットを加える

キャップをして、振とう機で 2 分間強く振とうする

5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

EMR Lipid 分散キットに水 5 mL を加えた後、
ACN 抽出液の上部の 5 mL を 移す

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

上澄み 5 mL を EMR Lipid 脱水キットに移す

ボルテックスミキサーで撹拌し遠心分離して、上部の ACN 層を別のバイアルに移す

STD と IS をマトリックスブランクにポストスパイクして、
マトリックス適合キャリブレーション標準を作成する

GC/MS/MS 分析用サンプルの準備が完了

IS および STD を QC サンプルにスパイクし、マトリックスブランクを除く
すべてのサンプルに IS をスパイクし、ボルテックスミキサーで撹拌する

% マトリックス除去 =
総ピーク面積 クリーンアップしないサンプル – 総ピーク面 クリーンアップしたサンプル

総ピーク面積 クリーンアップしないサンプル
× 100

方程式 1

EMR Lipid、C18/PSA、ジルコニア充填剤による処理の後のアボカド抽

出物の重量を比較する重量測定実験を公開しています [14]。
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メソッドの比較およびバリデーション

分析対象成分の回収率実験では、アボカド中に 50 ng/g の濃度でポス

トスパイクおよびプレスパイクしたサンプルを比較しました。サン

プルは QuEChERS AOAC 抽出手順に続き EMR Lipid、C18/PSA、またはジル

コニアのクリーンアップを用いて処理しました。EMR Lipid クリーン

アップの場合、図 2 に示されたプロトコルに従いました。C18/PSA と

ジルコニア充填剤の各クリーンアップについては、同じ QuEChERS 抽

出手順を適用しました。続けて、未処理の ACN 抽出液 1 mL を 2 mL

C18/PSA dSPE チューブ (部品番号 5982-5122) または 100 mg のジルコニア

充填剤を含む 2 mL バイアルに移しました。すべてのサンプルを 1 分

間ボルテックスミキサーで撹拌して小型遠心機により 13,000 rpm で 3

分間遠心分離しました。次に ACN 層を GC/MS/MS 分析用のサンプルバ

イアルに移しました。標準および内部標準をブランクのアボカド抽

出にポストスパイクして、マトリックスキャリブレーションサンプ

ルを調製しました。回収率は、プレスパイク済みサンプルとポスト

スパイク済みサンプルでの対象化合物のピーク面積の比によって計

算しました。

EMR Lipid メソッドは、アボカドで 3 つのレベルで 6 回繰り返して、

8 ポイントのマトリックス適合検量線を使用して検証しました。定

量には内部標準 (IS) を使用し、データは真度と精度として報告しま

した。

GC/MS/MS システム性能に対するマトリックスの影響

GC/MS/MS システム性能に対するマトリックスの影響を測定するた

めに、複数回にわたるアボカドサンプルの注入における分析対象成

分の結果の一貫性を評価しました。実験では、EMR Lipid、C18/PSA、

またはジルコニア充填剤で処理したアボカド抽出物を複数回注入す

ることで、GC/MS/MS 上の分析対象成分の結果を経時比較しまし

た。各テストバッチにはマトリックスブランクおよびポストスパイ

クした 50 ppb QC サンプルを使用しました。シーケンスでは 4 回マト

リックスブランクを注入した後 5 回目に QC サンプルを注入する操作

を繰り返し、合計 100 回の注入を実施しました。これは、異なるク

リーンアップオプションを使用することで、GC/MS 流路表面に蓄積

される除去されないマトリックスが分析対象成分の機器反応に与え

る影響を特定するためのものです。各クリーンアップについて、分

析対象成分反応 (ピーク面積) を使用して 100 回の注入における %RSD

を計算しました。GC 流路の影響を排除するため、各クリーンアップ

メソッドに対し、Agilent イナートフローパス用消耗品に加え、新し

い Agilent ウルトライナートライナおよびカラムを使用しました。

結果と考察

マトリックスクリーンアップの評価

複雑なマトリックスは GC/MS の性能に大きく影響を及ぼします。マ

トリックスが GC 流路の表面に活性点を形成し、質量分析計にマト

リックス効果を誘発して、最終クロマトグラムに干渉をもたらすた

めです。GC/MS (SIM) および GC/MS/MS (MRM) では、ターゲットイオ

ンに対する選択性の向上が認められますが、除去されないマトリッ

クスは依然として干渉を引き起こし、時間と共に性能を低下させる

場合があります。アボカドのような高脂質マトリックスによるこの

ような悪影響を是正するために、より徹底したサンプル前処理ク

リーンアップメソッドを適用して、GC/MS 分析に適したサンプルを

作成する必要があります。

図 3A は、アボカドのマトリックスブランクの GC/MS フルスキャンク

ロマトグラムと、EMR Lipid、C18/PSA、およびジルコニアのクリーン

アップメソッドで得たクロマトグラフプロファイルを重ね表示した

ものです。追加のクリーンアップを行わないサンプルのクロマトグ

ラム (黒) ではマトリックス干渉が強いことが示されています。これ

はターゲット化合物の分析をする上で妨げとなります。C18/PSA (青)

およびジルコニア充填剤 (緑) によるクリーンアップで処理した抽出

物のクロマトグラムでは、それぞれ 36 %、55 % の効率でマトリック

スが除去されています。これは方程式 1 の算出結果と一致します。

一方、EMR Lipid トレース (赤) では、GC/MS フルスキャンクロマトグラ

ムでこれらの干渉がベースライン近くまで除去されていることが示

されています。これは 95 % のマトリックス除去に相当します。EMR

Lipid の使用により大量のクリーンアップが成功したことで、アボカド

中の農薬の分析に明確な影響が生じます。サンプル中のマトリック

スが大幅に減少し、機器の性能に影響が及ぶからです。さらに、従

来の QuEChERS ワークフローにおける単純な抽出と EMR Lipid の組み合

わせによっても同様の結果が得られました。

図 3B は、農薬標準 50 ppb を添加したアボカドサンプルの GC/MS/MS

MRM クロマトグラムを重ね書きしたものを示しています。MS/MS シ

ステムの選択性が向上したため、GC/MS SIM またはフルスキャンク

ロマトグラムに比べマトリックスバックグラウンドの影響が小さく

なります。C18/PSA (青) およびジルコニア (緑) については、分析対象

成分に対する選択性が優れているにもかかわらず、クロマトグラム

上の 11 分から 20 分の間で干渉ピークが残っていることが分かりま

す。これらの干渉は、一部の分析対象成分の信号の正確な積分に影

響を及ぼします。EMR Lipid 抽出では、図 3B の赤のトレースが示すよ

うにバックグラウンドが大幅にクリーンアップされ、積分の真度が

劇的に向上します。
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図 3A. QuEChERS AOAC 抽出後、Agilent Bond Elut EMR Lipid (赤)、ジルコニア (緑)、PSA/C18 (青)、クリーンアップなし

(黒) で dSPE を実行して作成した、アボカドのマトリックスブランクの GC/MS フルスキャンクロマトグラムの

重ね表示

図 3B. QuEChERS AOAC 抽出後、Agilent Bond Elut EMR Lipid (赤)、C18/PSA (青)、ジルコニア充填剤 (緑) を使用して作成した、

アボカドサンプルの GC/MS/MS MRM クロマトグラムの重ね表示。すべてのサンプルに農薬標準 50 ppb を添加
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EMR Lipid のマトリックスクリーンアップの向上と、3 種類の分析対象

成分に対する優れたマトリックス除去効果を図 4 で示しています。す

べてのケースにおいて、EMR Lipid クリーンアップを使用したクロマト

グラムでは干渉ピークが低減し、信号/ノイズ比が向上し、確実な

ベースライン積分が可能です。このような改善により、データの処理

と確認が迅速化および簡素化され、分析メソッドにおいて高い信頼性

が構築されます。

EMR Lipid 
クリーンアップ

ジルコニア
充填剤
クリーンアップ

C18/PSA
dSPE 
クリーンアップ

農薬
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図 4. 分析対象成分と、MRM におけるマトリックスの影響を比較したクロマトグラム。

ブランクサンプルは Agilent Bond Elut EMR Lipid、ジルコニア、または PSA/C18 で処理し、最終サンプルには農薬標準 50 ppb をポストスパイク
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分析対象成分の回収率についてのメソッドの比較

次に、最適化された EMR Lipid メソッドを、C18/PSA またはジルコニア

充填剤を使用した従来の QuEChERS メソッドと比較しました。図 5 は

これらの異なるクリーンアップ方法を使用した 23 種類すべての農薬

について回収率を比較したものです。結果は、EMR Lipid クリーン

アップは分析対象成分の回収率の低下を引き起こさないため、

C18/PSA クリーンアップと同等の回収率が得られることを示してい

ます。しかし、すでに示したとおり C18/PSA およびジルコニア充填

剤では、効率的にマトリックスを除去することはできません。

分析対象成分の一部には、クリーンアップメソッドに関係なく低い

絶対回収率を示すものがあります。アルドリン、エンドリン、およ

び DDT は回収率が 60 % を下回り、ペルメトリンとデルタメトリンの

回収率はそれぞれ 63 %、75 % でした。C18/PSA クリーンアップの回

収率は、EMR Lipid およびジルコニア充填剤での各クリーンアップに

比べわずかに上回りました。これらの農薬は高い疎水性 (高 log P) と

低い水溶性を備え、アボカドのような高脂質サンプルマトリックス

に直ちに混和します。これはアセトニトリルのような極性溶媒によ

る抽出を困難にします。強い溶媒を使用すれば、高脂質マトリック

スからこれらの疎水性分析物を抽出する効率が向上し、絶対回収率

も改善する可能性があります。高脂質マトリックスからの疎水性化

合物抽出の効率と EMR については、今後研究の予定です。

図 5. Agilent Bond Elut EMR Lipid、C18/PSA、ジルコニアでの各クリーンアップ間における、アボカド中の 50 ppb 添加での回収率の比較
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絶対回収率が低いこれらの化合物を補正するために、ラベル化され

た安定内部標準である 13C-DDT を使用して、最終の定量結果におけ

る DDT、アルドリン、エンドリンの真度を改善しました。ペルメト

リンとデルタメトリンの内部標準としては TPP の使用が定量に適し

ていました。

メソッドバリデーション

完全な定量バッチを実行することで、EMR Lipid メソッドのバリデー

ションを行いました。定量には内部標準 (IS) を使用し、結果は真度

と精度として報告しました。3 種類の内部標準 (パラチオンエチル-

D10、13C-DDT、TPP) を定量に使用しました。リテンションタイムが 12

分より短い対象分析物にはパラチオンエチル-D10 を、12 分より長い

ものには TPP を内部標準として使用しました。前述のとおり、アル

ドリン、エンドリン、DDT については 13C-DDT を内部標準とし、抽出

効率の低さによる成分の損失を補正しました。

バリデーション結果の詳細を表 3 に示しています。図 6 は、QC を合

計 18 回繰り返して計算した真度と精度の平均を利用してまとめた概

要です (3 レベル、n = 6)。農薬の真度は 1 つの成分 (67 %) を除き 70 %

から 120 % の間でした。精度についてはすべての対象分析物につい

て 20 % RSD を下回り、中でも 80 % が 10 % RSD を下回りました。アル

ドリンの真度は 70 % をわずかに下回りましたが、精度は良好 (RSD

が 6 % 未満) で、SANCO ガイドラインの基準では許容範囲です [15]。

表 3. 5、50、300 ng/g の各レベルでスパイクし 6 回繰り返して分析したアボカド中の農薬の定量結果

1 低反応のため、化合物は混合標準作業溶液の中で 5 倍濃い濃度で調製しました。そのため、その他の化合物に比べ、
QC スパイクおよびキャリブレーション標準添加レベルが 5 倍高くなりました。

2 元の LOQ では感度の低さ、またはマトリックス干渉ピークのどちらかが成分検出の妨げとなるため LOQ を高くしました。

分析対象成分

検量線 メソッドの真度および精度 (ng/g QCs1)

回帰適合/
重み R2

キャリブ
レーション
レンジ (ng/g)

5 (25) 50 (250) 300 (1,500)

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD

ジクロルボス 直線、1/x 0.9967 1-400 97 8.2 108 4.9 111 12.7

トリクロルホン 直線、1/x 0.9964 5-20001 98 7.8 95 7.3 84 4.7

2-フェニルフェノール 直線、1/x 0.9996 10-4002 97 14.0 104 1.7 105 5.1

エタルフルラリン 直線、1/x 0.9969 1-400 109 3.2 98 7.6 110 6.5

スルホテップ 直線、1/x 0.9958 1-400 96 5.8 76 3.9 85 9.8

アトラジン 直線、1/x 0.9967 1-400 91 5.0 80 2.1 76 3.9

リンデン 直線、1/x 0.9991 1-400 92 6.7 104 4.0 98 12.5

クロロタロニル 直線、1/x 0.9944 1-400 89 13.5 103 8.6 92 19.4

ダイアジノン 直線、1/x 0.9993 1-400 102 6.8 116 5.1 108 8.9

クロルピリフォスメチル 直線、1/x 0.9984 1-400 101 6.2 123 4.5 113 15.0

ジクロフルアニド 直線、1/x 0.9989 1-400 96 10.2 85 5.1 91 4.3

アルドリン 直線、1/x 0.9982 1-400 76 4.8 59 2.3 65 5.1

トリルフルアニド 直線、1/x 0.9990 10-400 108 10.0 93 6.2 93 5.4

キャプタン 直線、1/x 0.9959 25-20001,2 89 8.2 109 11.0 87 18.1

フォルペット 直線、1/x 0.9897 5-20001 76 9.5 79 9.9 87 13.2

プロシミドン 直線、1/x 0.9977 1-400 87 5.0 76 1.9 79 7.2

ブピリメート 直線、1/x 0.9957 5-20001 101 6.5 100 5.6 85 10.3

エンドリン 直線、1/x 0.9967 1-400 75 10.8 88 6.7 80 13.6

硫酸エンドスルファン 直線、1/x 0.9996 1-400 96 9.9 97 6.4 95 4.9

DDT 直線、1/x 0.9995 1-400 103 4.5 105 2.6 107 4.6

イプロジオン 直線、1/x 0.9995 1-400 97 6.7 105 2.7 97 4.2

ペルメトリン 直線、1/x 0.9992 1-400 87 6.6 97 4.3 84 14.0

デルタメトリン 直線、1/x 0.9963 1-400 89 13.8 92 8.3 98 11.5
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図 6. Agilent Bond Elut EMR Lipid を使用した QuEChERS 抽出により検出したアボカド中の 23 種類の農薬の定量結果

データポイントは真度と精度を示すもので、3 つのレベルで 6 回繰り返して計算しました。エラーバー = 95 % CI。
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GC/MS/MS システム性能に対するマトリックスの影響

マトリックス干渉は、多くのサンプルがシステムに注入される過程

で、時間の経過とともに GC/MS/MS のシステム性能に影響を及ぼし

ます。GC 流路の活性点は機器の性能にマイナスの影響を与える場合

があります。Agilent イナートフローパスのコンポーネントにより GC

流路全体の確実な不活性化が実現します。これにより、成分の損失

や分離の低下を招く、対象分析物と活性点の間の負の相互作用が大

幅に低減します。ただし、マトリックスに高沸点化合物 (高脂質) が

含まれると、流路表面に蓄積して新たな活性点が生成されます。こ

れは、時間の経過とともに分析対象成分の反応の変化を招き、メ

ソッドの信頼性に大きな影響を与えると同時にバッチごとの注入可

能回数を低減させる場合があります。これを解決するために、ラボ

はライナの交換やカラムの調整/交換など機器のメンテナンスを頻繁

に実施しなければならず、結果的にラボの生産性が低下することに

なります。

マトリックスのクリーンアップ評価および重量測定で示したとおり

[14]、EMR Lipid で処理したサンプルはバックグラウンドが非常にク

リーンで、GC/MS/MS システムに導入されるマトリックスの量も大幅

に減少することが明らかです。GC/MS 流路に蓄積する活性点の数も減

少するため、機器分析の一貫性が保たれます。GC/MS/MS で 100 回に

わたるアボカドサンプルの注入を実施した場合の各成分の精度 (RSD)

が良好なことが、これを裏付けています (表 4)。EMR Lipid で処理したサ

ンプルでは、対象分析物の 91 % が RSD 15 % 未満を達成しました。ほ

とんどが 10 % 未満です。2 つの化合物、キャプタン (RSD 29.9 %) と DDT

(RSD 21.6 %) については、100 回注入した結果高い RSD を示しました

が、最初の 50 回の注入での RSD はそれぞれ 11.1 % と 6.4 % でした。

EMR Lipid 
クリーンアップ

C18/PSA 
クリーンアップ

ジルコニア充填剤
クリーンアップ

EMR̶Lipid
クリーンアップ

C18/PSA 
クリーンアップ

ジルコニア充填剤
クリーンアップ

ジクロルボス 6.2 10.5 16.8 2.2 9.4 6.3
2-フェニルフェノール 7.0 13.6 19.5 5.0 12.4 8.4
エタルフルラリン 12.4 18.8 32.0 5.8 10.3 7.9
スルホテップ 7.1 11.8 17.2 3.1 6.4 10.8
アトラジン 6.8 12.2 19.1 3.2 12.2 5.2
リンデン 8.5 10.8 20.0 4.6 10.9 5.1
クロロタロニル 12.5 11.7 37.4 8.0 12.9 11.0
ダイアジノン 6.6 11.7 16.9 4.4 10.5 5.6
クロルピリフォスメチル 8.4 8.9 14.9 3.8 8.6 6.6
ジクロフルアニド 11.7 9.0 25.9 5.4 9.9 5.5
アルドリン 9.8 19.3 25.7 8.6 19.3 7.1
トリルフルアニド 10.5 6.6 17.8 4.2 6.9 6.6キャプタン

29.9 51.9 47.1 11.1 24.9 21.7プロシミドン
6.8 14.3 22.5 5.6 13.8 4.8ブピリメート
6.8 10.4 20.7 7.6 11.0 6.2エンドリン
8.3 12.6 24.1 5.9 13.8 5.4硫酸

エンドスルファン 8.5 12.1 22.4 5.3 12.7 6.4
DDT 21.6 22.4 42.6 6.4 12.0 11.8
イプロジオン 11.0 10.7 40.0 8.2 10.9 16.3
ペルメトリン 6.8 11.8 18.8 5.2 11.2 8.6
パラチオンエチル10 (IS) 11.8 7.2 13.0 4.7 6.8 7.0
TPP (IS) 9.1 19.9 28.3 9.0 22.5 12.8

100 回の注入での対象分析物の RSD (n = 20) 50 回の注入での対象分析物の RSD (n = 10)

農薬

表 4. GC/MS/MS を使用して Agilent Bond Elut EMR Lipid、C18/PSA、またはジルコニア充填剤で処理したアボカド

サンプルを 50 回および 100 回注入した場合の分析対象成分の再現性 (RSD) の比較。50 ng/g でサンプルに

添加。対象分析物のピーク面積を使用して RSD 結果を計算
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C18/PSA では分析対象成分の 74 % の RSD が 15 % 未満だったのに対

し、ジルコニアは非常に低く、分析対象成分のわずか 9 % でした。

ジルコニアで処理した抽出物は特に問題があり、100 回の注入で分

析対象成分の 100% で RSD が 10 % を超え、57 % の RSD が 20 % を上回

りました。これは、C18/PSA およびジルコニアによる各クリーン

アップ抽出での高レベルの残存マトリックスが機器の性能に悪影響

を及ぼし、その結果、分析対象成分反応に重大な変化が生じること

を示しています。これらの結果は、EMR Lipid のマトリックス除去の

卓越性を実証しています。EMR Lipid により GC 流路の活性点は減少

し、複数注入に対する精度は向上し、機器メンテナンス頻度を下げ

ることが可能になります。

結論

アボカドに含まれる GC で検査可能な 23 種類の農薬について、

QuEChERS AOAC 抽出の後で Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップを使

用する迅速で信頼性があり堅牢なメソッドを開発し検証しました。

マトリックス効果を評価し、従来の C18/PSA およびジルコニア充填

剤によるクリーンアップと比較しました。EMR Lipid は C18/PSA および

ジルコニア充填剤に比べ、GC/MS および GC/MS/MS の双方で優れた

クロマトグラフクリーンアップを実現する結果となっています。

EMR Lipid クリーンアップを導入すると、高脂質マトリックスのサン

プル分析での GC/MS 使用が円滑になります。分析対象成分の回収率

の比較では、EMR Lipid クリーンアップは C18/PSA と同等の結果が得ら

れ、ジルコニア充填剤との比較ではより良好な結果となっていま

す。優れたマトリックス除去性能はこのアプリケーションにおける

EMR Lipid の最大の利点です。GC/MS/MS における 100 回の注入でも卓

越した再現性を実証しました。C18/PSA 処理と、特にジルコニア処

理によるサンプルの分析対象成分の精度は、100 回の注入実験で非

常にばらつきがありました。そのため、EMR Lipid を dSPE クリーン

アップ手段として QuEChERS ワークフローで使用すると、ラボの生産

性向上、サンプルスループットの改善、データの処理と確認の簡素

化、バッチ再実行の削減、機器メンテナンスの軽減が実現します。

他の複雑で高脂質なサンプルやターゲット化合物での EMR の活用が

今後も期待されます。
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概要

Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid (EMR Lipid) は、脂質の多いサンプル中の脂質を選
択的にクリーンアップできるように設計された次世代のサンプル前処理製品です。この製品は、

QuEChERS および除タンパク処理のような広く認められているワークフローからの抽出物の前処理
のための簡便な分散固相抽出 (dSPE) フォーマットで使用されます。キットパック入りの無水 MgSO4 
を用いて EMR Lipid クリーンアップ後の EMR プロトコルを変更します。無水 MgSO4 は、水系溶媒相
とアセトニトリル溶媒相との分離や、後続の乾燥ステップのために残留水分および水溶性残留物を

完全に除去する目的で使用します。強化された脱水処理は、特に不安定な分析対象物について機

器分析の再現性を向上させることによって、GC タイプのアプリケーションに大きな影響を与えます。
今回の実験では、アボカド中の GC で検査可能な農薬を GC/MS/MS で分析する場合に適用するこの
変更 EMR プロトコルを調査しています。変更 EMR プロトコルは、効率の高いマトリックス除去およ
び許容範囲にある分析対象物の回収率を維持したまま、特に不安定な農薬に対して機器分析の再

現性、信頼性、長期にわたる使いやすさを向上させます。
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実験方法

試薬および薬品
すべての試薬と溶媒は、HPLC または分析グレードのものを使用しまし
た。アセトニトリル (ACN) およびメタノールは Honeywell (マスキーゴン、
ミシガン州、米国) から購入しました。試薬グレードの酢酸 (AA) は Sigma-
Aldrich (セントルイス、ミズーリ州、米国) から購入しました。農薬標準と
内部標準は Sigma-Aldrich から購入しました。 

溶液および標準試料
10 mL の酢酸を 990 mL の ACN に加えて、AA が 1 % の ACN 溶液を
調整しました。標準試料原液および内部標準 (IS) 原液は、それぞれ 
2.0 mg/mL の、ACN またはメタノールのどちらかで作成しました。混合作
業溶液は 25 µg/mL の ACN 溶液として調製しました。ACN 中に調製した 
25 µg/mL の混合 IS 作業溶液には、TPP、パラチオンエチル-D10、13C-DDT 
が含まれます。 

装置と材料
サンプル前処理法用に使用した機器および材料は以下のとおりです。

• ジェノグラインダー (メアチェン、ニュージャージー州、米国)

• Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

• エッペンドルフ微小遠心管 (Brinkmann Instruments、ウェストベリー、
ニューヨーク州、米国)

• Vortexer および Multi-Tube Vortexer (VWR、ラドナー、ペンシルベニア州、
米国)

• ボトルトップ型ディスペンサ (VWR、サウスプレインフィールド、ニュー
ジャージー州、米国)

• エッペンドルフピペットおよびリピーター 

• Agilent Bond Elut AOAC 抽出キット (部品番号 5982-5755)

• Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE (部品番号 5982–1010) および EMR 
MgSO4 脱水キットパック (部品番号 5982–0102)

機器条件
GC と MS の条件は以前のアプリケーションノート [5] に記載されていま
す。分析は、Agilent 7890A GC と、Agilent 7693B オートサンプラおよび 
Agilent 7000C トリプル四重極 GC/MS システムを組み合わせて実施しまし
た。カラムバックフラッシュを適用しましたが、これは複雑なサンプルマト

リックスの測定で推奨しています。 

はじめに

食品に含まれる農薬残留物の分析は多くのラボにとってルーチンワー

クとなっています。QuEChERS (Quick (高速)、Easy (簡単)、Cheap (低価格)、
Effective (効果的)、Rugged (高い耐久性)、Safe (安全)) メソッド [1、2] を採
用することで、数百種類の農薬を低濃度でも分析できます。この手法は

さまざまな果実および野菜に対して適切に機能します。しかし、アボカド

やナッツなどの高脂質の食品および動物由来の食品に対しては新たな

課題をもたらします [3、4]。これらの課題に対処することは、食品の安全
性を保証するために、政府機関が要求する厳しいバリデーション基準へ

の適合を担うラボにとって最も優先するべきことです。

Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid (EMR Lipid) は、最新の充填
剤で、分析対象物を損失することなく主な脂質をサンプル抽出物から選

択的に除去します。以前のアプリケーションノートでは、アボカドなどの

複雑で脂質の多いサンプルに対して EMR Lipid が提供する極めて優れた
クリーンアップを紹介しました。EMR Lipid は、マルチクラスの農薬残留
物に対応できる回収率および精度も備えています [5]。脱水処理の進歩
により、脱水ステップからの NaCl の除去が有効であることが判明しまし
た。NaCl の存在はごくわずかな割合の水を許容することがあり、このた
めマトリックス以外の水溶性残留物が最終抽出物に存在することになり

ます。残留水分の完全な除去は、GC および GC/MS 分析の信頼性にとっ
て重要です。 

強化された脱水処理では、相分離およびサンプルの乾燥のために無水 
MgSO4 を使用します。これにより、EMR Lipid クリーンアップのマトリック
ス除去を確保しながら、残留水分および水溶性残留物の除去が大幅に

向上します。この実験では、GC/MS/MS によるアボカド中の農薬分析で 
EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理を使用する利点を示し
ています。キャプタホル、ホスメット、クマホス、ピラクロストロビンの 4 
種類の異なる不安定な農薬を添加して不安定な農薬分析における残留

水分の影響を評価しました。 
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表 1 に、今回の実験で追加し使用した 4 種類の不安定な農薬の MRM 
トランジションをまとめています。その他の農薬の MRM トランジション
は参考文献の [5] にまとめています。

GC 条件 MSD の条件
パラメータ 値

GC: Agilent 7890A GC

カラム: Agilent J&W DB-5ms ウルトライナート、 
0.25 mm × 15 m、0.25 µm (部品番号 122–5512UI)

キャリア: ヘリウム、コンスタントプレッシャーモード

ガスフィルタ: ガスクリーンキャリアガスフィルタキット、 
1/8 インチ (部品番号 CP17974)

注入口ライナ: Agilent ウルトライナートシングルテーパスプリットレス 
ライナ、ウール入り (部品番号 5190-2293)

注入口: マルチモード注入口でパルスドコールドスプリットレス 
モードを使用、初期温度 75 °C、0.02 分間維持した後  
750 °C/min で 350 °C に昇温

パルスドスプリット
レス注入:

36 psi、0.75 分まで

スプリットベントへ
のパージ流量:

0.75 分で 60 mL/min

注入口圧力: 測定時 17 psi、バックフラッシュ時 1.0 psi

オーブン: 60 °C で 2.57 分間、 
その後 50 °C/min で 60 °C～ 150 °C、 
6 °C/min で 150 °C～ 200 °C、 
16 °C/min で 200 °C～ 300 °C、 
300 °C で 3 分間保持

分析後: 300 °C で 2 分間 

キャピラリ・ 
フロー・ 
テクノロジー : 

Agilent UltiMetal Plus パージ付 Ultimate ユニオン  
(部品番号 G3182-61581)、分析カラムおよび注入口の 
バックフラッシュ用

オートサンプラ: Agilent 7693 オートサンプラおよびサンプルトレイ  
10 µL シリンジ (部品番号 G4513-80220)、注入量 1 µL

パラメータ 値

MSD: Agilent 7000C トリプル四重極 GC/MS、イナート、 
パフォーマンスエレクトロニクス付き

真空ポンプ: パフォーマンスターボ

モード: MRM

トランスファーライン
温度:

280 °C

ソース温度: 300 °C

四重極温度: 150 °C (Q1 および Q2) 

溶媒待ち時間: 2.57 分 

MS 分離能: MS1 および MS2 は 1.2 u

表 1. 今回の実験で使用した GC/MS/MS MRM パラメータと追加した 
不安定な農薬のリテンションタイム

MRM
不安定な 
分析対象物 RT (分)

定量 
チャネル CE (V)

定性 
チャネル CE (V)

キャプタホル 18.20 183 → 79 10 150 → 79 5

ホスメット 18.77 160 → 77.1 20 160 → 133.1 20

クマホス 20.67 361.9 → 109 10 210 → 182 10

ピラクロ 
ストロビン

22.03 132 → 77.1 20 164 → 132 15
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GC/MS/MS システム性能に対する 
サンプルマトリックスの影響 
GC/MS/MS 機器の性能に対するサンプルマトリックスの影響を直接測定
するために、EMR Lipid クリーンアップ後にオリジナル脱水ステップと強化
された脱水処理に従って、アボカドのマトリックスブランクサンプルを調

製しました。その後、マトリックスブランクに、農薬標準 50 ppb をポスト
スパイクして GC/MS/MS システム性能に対するマトリックス効果を求めま
した。 

不安定な化合物について、分析対象物のレスポンス (ピーク面積)、ピー
ク形状、複数回の注入にわたっての再現性を調査しました。

注入シーケンスは、4 回のマトリックスブランクサンプルの注入、その後
のポストスパイク済みサンプルの注入で構成されています。この注入パ

ターンを 100 回繰り返しました。つまり、合計 80 回のマトリックスブラン
クサンプルの注入と合計 20 回のポストスパイク済みサンプルの注入を
このテストシーケンスで実行しました。オリジナル脱水または強化された

脱水処理を用いたシーケンス間でライナを交換しカラムヘッドをトリムし

ました。UI シングルテーパスプリットレスライナ、ウール入りと UI ディン
プルライナはいずれも複雑なマトリックスサンプルの分析に一般的に用
いられています。これらのライナは、強化された脱水処理を用いて調製
したアボカドサンプルを 100 回注入した後で外観を評価しました。 

マトリックス除去の効果と分析対象物の回収率
マトリックス除去の効果は、GC/MS をフルスキャンモードで用いアボカド
マトリックスブランクを分析することによって確認し、以前のアプリケー

ションノートに記載されているように [5]、効率計算を用いてクロマトグラ
フィープロファイル全体を比較しました。各分析対象物の 50 ppb でのプ
レスパイクとポストスパイクのピーク面積を比較することによって、分析

対象物の回収率を評価しました。

サンプル前処理 
EMR Lipid クリーンアップ後の脱水ステップにのみ変更を加えました。
QuEChERS 抽出ステップと EMR Lipid クリーンアップステップに変更はあり
ません。EMR Lipid クリーンアップ後に、ACN 層を水性相から相分離し、
その後さらに無水 MgSO4 で乾燥させました。図 1 に プロトコル図を示し
ています。EMR Lipid クリーンアップ後の変更手順に対して強調される点
が 2 つあります。

• 1 つ目は、サンプルに MgSO4 を加えることにより、MgSO4 および水の
発熱性効果が最小に抑えられ、塩の凝集が低減することです。 

• 2 つ目は、EMR Lipid クリーンアップ後の 1 mL の ACN 抽出液用に、
300 mg の無水 MgSO4 塩 (EMR 脱水キットパックから) を使用して 2 mL 

乾燥用チューブで事前計量したことです。

QuEChERS 抽出および EMR Lipid クリーンアップ手順 (変更なし)

強化された脱水後処理 (変更あり)

15 mL の 1 % AA の ACN 溶液と 
AOAC QuEChERS 抽出キットを加える

ホモジナイズしたアボカドサンプルを正確に 15 g 計量して 
50 mL 遠心チューブに入れる

キャップをして、2 分間振とう機で強く振とうした後、
5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

すべての上澄み液を 15 mL のチューブに静かに移し、
パウチに入った EMR 脱水用塩を注意して加える

ACN 上澄みの上部の 1 mL を 300 mg の MgSO4 (EMR 脱水パウチから) を
事前計量して入れておいた 2 mL 乾燥用チューブに移す

200 µL の上澄みをインサートを入れた 2 mL のサンプルバイアルに移し、
GC/MS/MS 分析用のサンプルを準備する

ボルテックスして、5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

直ちにボルテックスまたは振とうし、5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

13,000 rpm (小型遠心管により) で 5 分間遠心分離する

図 1. GC/MS/MS によるサンプル前処理ワークフロー。 
変更のない QuEChERS 抽出法と EMR Lipid クリーンアップステップの 
後に強化された脱水手順を用いたアボカド中の農薬を分析する 
ための推奨プロトコル。 
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結果と考察

分析対象物のより高いレスポンスとより良好なピーク形状
EMR Lipid クリーンアップ後の強化された脱水処理は、残留水分と水溶
性残留物を除去します。図 2 は、強化された脱水処理およびオリジナ
ル脱水ステップを用い GC/MS/MS で分析した、不安定な化合物のレス
ポンスとピーク形状のクロマトグラフィーの比較を示しています。分析

対象物のレスポンスは 3 倍以上向上し、特にピラクロストロビンとトリ
クロルホンでは10 倍向上しているのが分かります。クロマトグラフィー
も向上し、より対称性の高いピーク形状、より低減したピークテーリン

グを示し、データ処理が容易になっています。これらの向上は、流路表

面との大きな相互作用なしに、不安定な化合物が GC 流路を通過したこ
とを示しています。 

図 2. EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理とオリジナル脱水ステップを用いて GC/MS/MS で分析したときの不安定な化合物の 
レスポンスおよびピーク形状についてのクロマトグラフィーの比較 
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図 3 に、ピラクロストロビンを例として挙げ、EMR Lipid クリーンアップ後
の強化された脱水処理によって調整したアボカドサンプルを注入した場

合、再現性が向上することを示しました。この図では、EMR Lipid クリーン
アップ後に強化された脱水処理およびオリジナル脱水ステップをそれぞ

れ用いて調整したサンプルと従来の PSA/C18 クリーンアップを用いて調
整したサンプルとの分析結果を比較しています。EMR Lipid クリーンアッ
プ後に強化された脱水処理を用いて調整したサンプルでピラクロストロ

ビンのレスポンスの再現性が飛躍的に向上したことは、データから明白
です。従来の PSA/C18 クリーンアップや EMR オリジナルプロトコルを用
いてサンプルを調整した場合、100 回の注入後のピラクロストロビンの
信号は最初のレスポンスの 30～ 40 % に低下します。この場合、一貫性
がないために、この化合物は定量分析で不合格となります。しかし、EMR 
Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理を用いた場合は、ピラクロ
ストロビンについて優れた信号の再現性 (±10 % の偏差) を得ることがで
きました。EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理を用いて得
られる優れた再現性は、不安定な分析対象物の定量分析を信頼性があ

り堅牢なものにします。 

システムの再現性の向上
メソッドの再現性は、定量の結果の信頼性に直接影響を及ぼすため、分

析における最も重要な側面といえることはほぼ間違いありません。マト

リックスは流路内に複数回の注入にわたって蓄積するため、分析対象物、

特に不安定な化合物のレスポンスは複数の注入にわたって変化すること

があります。レスポンスが一致しないために、定量は困難かつ信頼でき

ないものになります。前回の実験結果では、EMR Lipid クリーンアップを
用いて調整した複雑なサンプルの複数回の注入で、GC/MS/MS システム
の再現性が大幅に向上したことが示されました [5]。これらの向上にもか
かわらず、一部の不安定な化合物は複数回の注入でなおもばらつきまし

た。このばらつきはほとんどの場合、最終サンプル抽出物に含まれる微

量の残留水分が原因です。EMR Lipid クリーンアップ後の強化された脱水
処理では、MgSO4 塩分配による乾燥ステップを実施し残留水分および水
溶性固形残留物を最終サンプル抽出物から除去して、GC/MS/MS システ
ムの再現性を高めました。
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アボカドサンプルを 100 回注入して GC/MS/MS で分析したピラクロストロビンの再現性

脱水

EMR Lipid クリーンアップ後の強化された脱水処理

EMR Lipid クリーンアップ後のオリジナル脱水ステップ

従来の C18 クリーンアップ

図 3. EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理およびオリジナル脱水ステップをそれぞれ 
用いた場合、および従来の C18 クリーンアップを用いて調整したアボガドサンプルを 100 回注入した
場合の不安定な化合物であるピラクロストロビンのレスポンスの GC/MS/MS での再現性。 
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ンアップでは高い RSD を示し、100 回の注入において信号に重大なばら
つきをもたらしています。しかし、EMR Lipid クリーンアップ後に強化され
た脱水処理を用いて調整したサンプルにおいて信号の減少は小さく、こ

の 4 種類の不安定な農薬についても 50 回の注入では再現性は判定基
準を満たし RSD は 10 % 未満でした。 

表 2 に、今回の実験で検査対象となったすべての農薬と、前述の 3 つの
サンプル処理メソッドを用いて調整したアボカドサンプルを 100 回注入し
たときの各農薬の RSD をまとめています。EMR Lipid クリーンアップの後
に強化された脱水処理を用いた場合、29 種類の化合物のうち 24 種類で 
10 % 未満の RSD を示しています。キャプタン、フォルペット、キャプタホ
ル、DDT は GC/MS/MS では分析の難しい化合物で、特に PSA/C18 クリー

表 2. アボカドサンプルの 100 回注入にわたっての分析対象物の GC/MS/MS の 
再現性 (ピーク面積 RSD %)。

100 回の注入 (n = 20) での分析対象物の RSD 

農薬

EMR Lipid  
クリーンアップ後に 
強化された脱水処理

EMR Lipid  
クリーンアップ後に 
オリジナル脱水ステップ

C18/PSA  
クリーンアップ

ジクロルボス 8.5 6.2 10.5

トリクロルホン 9.2 35.0 73.0

2-フェニルフェノール 2.5 7.0 13.6

エタルフルラリン 4.6 12.4 18.8

スルホテップ 3.1 7.1 11.8

アトラジン 2.1 6.8 12.2

リンデン 3.1 8.5 10.8

クロロタロニル 2.2 12.5 11.7

ダイアジノン 2.6 6.6 11.7

クロルピリフォスメチル 2.6 8.4 8.9

ジクロフルアニド 5.4 11.7 9.0

アルドリン 2.1 9.8 19.3

トリフルアニド 6.6 10.5 6.6

キャプタン 29.8 29.9 51.9

フォルペット 22.0 53.8 52.2

プロシミドン 2.1 6.8 14.3

ブピリメート 3.1 6.8 10.4

エンドリン 4.0 8.3 12.6

硫酸エンドスルファン 3.6 8.5 12.1

DDT 16.1 21.6 22.4

キャプタホル 38.5 53.8 63.7

イプロジオン 3.7 11.0 10.7

ホスメット 6.2 24.0 12.5

クマホス 4.3 19.8 9.7

ペルメトリン 3.0 6.8 11.8

ピラクロストロビン 3.7 43.7 38.8

デルタメトリン 8.7 22.5 9.8

パラチオンエチル–d10 (IS) 4.9 11.8 7.2

TPP (IS) 2.1 9.1 19.1
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同等のマトリックス除去の効果と分析対象物の回収率
マトリックス除去の効果は、クリーンアップの前と後の GC/MS フルスキャ
ンプロファイルを比較して評価しました [5]。結果は、EMR Lipid クリーン
アップ後に強化された脱水処理を用いた場合とオリジナル脱水ステップ

を用いた場合とで、同等のマトリックス除去の効果を実現できることを示
しました (図 5)。 

GC 注入口ライナとカラムの寿命の延長
EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理を用いるもう 1 つの利
点は、微量の残留水分に溶解している可能性のある非揮発性の塩残留

物の低減です。Agilent ウルトライナートシングルテーパスプリットレスラ
イナ、ウール入り (部品番号 5190-2293) と Agilent UI ディンプルライナ (部
品番号 5190–2297) の 2 タイプの UI ライナを、アボカドサンプルを 100 
回注入してテストしました。テスト後、ライナの外観に残留物の堆積があ

るかどうかを目視で検査しました。図 4 は 100 回の注入後も両方のライ
ナが事実上きれいなこと示しています。以上の結果は、EMR Lipid クリー
ンアップ後に強化された脱水処理を用いることで優れたクリーンアップ

を実現できることを証明しています。この結果、ライナとカラムの寿命
が延び、システムメンテナンスは少なくなります。

図 4. EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理を用いて調整した 
アボカドサンプルを 100 回注入した後の代表的な GC 注入口ライナの 
外観。A) Agilent ウルトライナートシングルテーパスプリットレスライナ、 
ウール入り、B) Agilent UI ディンプルライナ。

A

B

図 5. EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理とオリジナル脱水ステップをそれぞれ用いた場合の  
GC/MS フルスキャンでのクロマトグラフィーの比較により示された、同等のマトリックス除去の効率。 
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図 6. EMR Lipid クリーンアップ後に強化された脱水処理およびオリジナル脱水ステップをそれぞれ用いて調整し、50 ng/mL で添加した 
アボカドサンプルの農薬の回収率。
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図 6 はEMR Lipid クリーンアップ後にそれぞれ強化された脱水処理とオリ
ジナル脱水ステップを用いて調整したアボカドサンプルに 50 ppb の農薬
を添加した場合の回収率 (n = 6) を比較しています。一部の分析対象物
は強化された脱水処理を用いた場合回収率がわずかに低くなっていま

す。しかし、すべての化合物で 5 % 未満の RSD を確保し、再現性が飛躍
的に向上しています。 



結論

EMR Lipid クリーンアップ後の強化された脱水処理では、GC/MS/MS での
サンプル注入の前に、無水 MgSO4 による脱水ステップと乾燥ステップを
実施し残留水分と水溶性残留物を除去します。分析対象物のレスポン

スを高め、より良好なピーク形状を提供し、機器の優れた再現性を実現
し、注入口ライナとカラムの寿命を延ばすことで、GC/MS/MS 分析を向
上させています。この手法は、特に不安定な分析対象物に注目する場合、

複雑で脂質の多いサンプルのサンプル前処理の向上を目指す分析者に

とって最適です。また、EMR Lipid クリーンアップ後の強化された脱水処
理は、複雑なサンプルについて高いマトリックス除去効果を維持し、多

成分残留農薬分析のための許容可能な分析対象物の回収率を実現しま

す。脱水キット (無水 MgSO4) は、簡単にサンプル分注できるように注ぎ
口が付き、適切に保管もできるキットパックで提供されます。 
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概要

Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal Lipid (EMR Lipid) は、次世代のサンプル前処理製品

であり、利便性の高い分散固相抽出 (dSPE) に使用できます。この充填剤は、共抽出されたマ

トリックスに対して非常に選択性が高くなっています。特に脂質の多いサンプル (脂肪含有

量が 5 % を超える) で選択性があり、分析対象物の回収率に悪影響を与えることはありませ

ん。今回の実験では、ウシ肝臓中の 30 種の代表的な動物用医薬品の分析に、この新しい製

品が適用できることを示しています。手順では、酸性アセトニトリルによって迅速かつ効率

的なタンパク質沈殿抽出を実施し、続いて EMR Lipid dSPE と脱水キットを使用してさらにク

リーンアップします。EMR Lipid プロトコルによって除去されたマトリックスの量は、共抽出

物の質量と、ポストカラムインフュージョンの実験によって測定しました。他のマトリック

スクリーンアップ製品と比較して、EMR Lipid dSPE では、より効果的にマトリックスを除去す

ることができ、分析対象物の回収率が向上します。最適化された EMR Lipid メソッドにより、

あらゆるレベルで、30 種の動物用医薬品すべてについて優れたクリーンアップと非常に高い

真度および精度を実現し、高脂質サンプルの堅牢な分析を高速かつ効果的に実行します。
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はじめに

動物用医薬品は、病気の予防のため、または成長促進のために、食

糧生産業界で動物に対して広く使用されています。これらの薬品

は、動物の組織に蓄積します。不適切な使い方をすると、薬品の残

留物が可食組織に蓄積する可能性があります。これは人間の健康に

対するリスクになることが知られています。食品の安全性に対する

注目度が高まったことから、ほぼすべての国で、食用動物の生産で

使用される薬品を制限する規制が実施されています [1～4]。

動物由来の食品 (筋肉、肝臓、卵など) は、通常、化学的に複雑であ

るため、一般的な抽出と効率的なクリーンアップを含む、効率的な

サンプル前処理メソッドを適用することが非常に重要です。確立さ

れたサンプル前処理メソッドとしては、従来から行われている溶媒

抽出、固相抽出 (SPE)、または複数の手法の組み合わせなどがありま

す。それらのメソッドは、通常、作業量が多く、時間がかかり、限

られたクラスの化合物のみに適しており、追加的なメソッド開発も

必要とします。

複数の種類の多成分残留物を対象とするメソッドが、法規制に基づ

く監視プログラムでますます使用されるようになっています。分析

範囲が広く、ラボの効率を向上させるためです。監視対象の動物用

医薬品の数は、この数年間で増加しており、現在では 100 を超える

薬品が報告されています [5～8]。サンプル前処理では、通常、アセ

トニトリルと水の混合液を使用した抽出が行われ、続いて C18 ク

リーンアップまたはその他のクリーンアップ手法、あるいはその両

方が実施されます。C18 などの充填剤を使用した場合、共抽出され

た脂質の除去は限られています。そのため、希釈時または再溶解時

に最終サンプルで沈殿が見られる可能性があります。沈殿物が生成

されると、LC/MS/MS 注入の前にサンプルろ過が必要になり、分析対

象成分が失われる可能性があります。分散固相抽出 (dSPE) 中にヘキ

サンを追加して、共抽出された脂質を除去できますが、これは選択

性に欠け、時間がかかり、また疎水性物質を除去することになりま

す。ジルコニア充填剤をクリーンアップに使用すると、C18 と比較

してマトリックスのクリーンアップが改善されますが、フルオロキ

ノロン、テトラサイクリン、およびマクロライドなどの、カルボン

酸含有化合物やヒドロキシル含有化合物の場合は特に、分析対象成

分が失われる量が増えます [7、8]。

Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal Lipid (EMR Lipid) は、分析

対象の不要な保持を発生させずに、サンプルから主要な脂質類を選

択的に除去する、まったく新しい充填剤です。複雑なマトリックス

から脂質の干渉を除去することは、QuEChERS やタンパク質沈殿など

の手法で特に重要になります。これらの単純なサンプル前処理メ

ソッドでは、脂質の大半を除去することはできないため、共抽出物

は、ターゲット化合物を含む最終サンプル抽出に残ります。これに

より、クロマトグラフに異常が見られたり、データの精度および真

度が低下したり、メンテナンス上の問題が増加したりすることにな

ります。この実験では、ウシ肝臓中の分析が難しい 30 種の代表的な

動物用医薬品を分析するための、新しいサンプル前処理のアプロー

チを調査しています。その際に、単純なタンパク質沈殿抽出の後に

EMR Lipid によるクリーンアップを使用します。親水性から疎水性、

酸性、中性、塩基性の薬物など、17 個の異なるクラスから、代表的

な動物用医薬品を選択しました。表 1 に、これらの動物用医薬品の

化学情報および規制情報を示しています。
表 1. 動物用医薬品の化学的性質と物理的性質

名前 薬物クラス Log P pKa 分子式 構造 米国の許容値 (µg/g)

2-チオウラシル                         Thyreostat                        –0.28            7.75                  C4H4N2OS

アセトプロマジン                    トランキライザー    3.49               9.3                    C19H22N2OS

アモキシシリン                        b-ラクタム                   0.86               2.4                    C16H19N3O5S 

該当なし

該当なし

0.01 
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名前 薬物クラス Log P pKa 分子式 構造 米国の許容値 (µg/g)

ビチオノール                             フルキシド                  5.51               4.82                  C12H6Cl4O2S 

セファゾリン                             セファロスポリン    –1.5              2.3                    C14H14N8O4S3

クロラムフェニコール          フェニコール             1.14               5.5                    C11H12C12N2O5

クロルプロマジン                    トランキライザー    5.20               9.3                    C17H19ClN2S

クロルテトラサイクリン      テトラサイクリン    0.24               3.3, 7.4, 9.3      C22H23ClN2O8

シプロフロキサシン               フルオロキノロン    0.28               6.09, 8.74         C17H18FN3O3

クロルスロン                             フルキシド                  1.25               –                       C8H8Cl3N3O4S2

ダノフロキサシン                    フルオロキノロン    1.2                 6.04                  C19H20FN3O3

該当なし

該当なし

(c)

該当なし

2 (d)

(c)

0.1 (e)

0.02 (a, e)
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ジフロキサシン                        b-ラクタム                   2.78               5.85                  C21H19F2N3O3

ドキシサイクリン                    テトラサイクリン    –0.54            3.4                    C22H24N2O8

フェンベンダゾール               駆虫薬                           3.75               10.27                C15H13N3O2S 

フロルフェニコール               フェニコール             –0.12            10.73                C12H14C12FNO4S 

ケトプロフェン                        トランキライザー    2.81               3.88                  C16H14O3

レバミゾール                             駆虫薬                           1.85               8.0                    C11H12N2S

リンコマイシン                        リンコサミド             0.91               7.8                    C18H34N2O6S

酢酸メレンゲステロール     その他                           4.21               11.42                C25H32O4
(MGA)

該当なし

該当なし

0.4 (e、h)、2 (b)

0.2 (b)

該当なし

0.1 (e)

0.1(b) 

0.025 (g)

名前 薬物クラス Log P pKa 分子式 構造 米国の許容値 (µg/g)



5

名前 薬物クラス Log P pKa 分子式 構造 米国の許容値 (µg/g)

ミソニダゾール-OH                  ニトロイミダゾール  –0.81            3.09                  C6H9N3O4

モランテル                                 駆虫薬                           1.97               >12                   C12H16N2S

ニクロサミド                             フルキシド                  5.41               5.6                    C13H8C12N2O4

ノルフロキサシン                    フルオロキノロン     0.82               6.32                  C16H18FN3O3

オキシフェニルブタゾン      NSAID                             2.72               4.87                  C19H20N2O3

オキシテトラサイクリン      テトラサイクリン    –1.5              3.27                  C22H24N2O9

プレドニゾン                             コルチコステロイド  1.57               12.58                C21H26O5

ラクトパミン                             b-アゴニスト              1.65               9.4                    C18H23NO3

スルファメチゾール               スルホンアミド         0.51               5.45                  C9H10N4O2S2

(c)

該当なし

該当なし

(c)

該当なし

2 (d)

該当なし

0.03 (e)

N.A
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実験方法

すべての試薬と溶媒は、HPLC または分析グレードのものを使用しまし

た。アセトニトリル (ACN) は Honeywell (マスキーゴン、ミシガン州、米

国) から入手しました。ジメチルスルホキシド (DMSO)、動物用医薬品標

準液、および内部標準液は Sigma-Aldrich (セントルイス、ミズーリ州、米

国) から入手しました。試薬グレードのギ酸 (FA) は Agilent から入手しま

した (部品番号G2453-86060)。酢酸アンモニウム (NH4OAc) は Fisher Chemicals

(フェアローン、ニュージャージー州、米国) から入手しました。

溶液および標準試料

ギ酸 (5 %) のアセトニトリル溶液は、5 mL のギ酸を95 mL のアセトニトリ

ルに加えることによって、新しく調製しました。酢酸アンモニウムの

原液 (1 M) は、19.27 g のNH4OAc を 250 mL のミリQ 水に溶解させて作成し

ました。この溶液は 4 °C で保管しました。5 mM の酢酸アンモニウム水

溶液は、1 L のミリ Q 水に 1 M の酢酸アンモニウムを 5 mL 加えて作成し

ました。

標準原液および内部標準 (IS) 原液は、DMSO を使用して 2.0 mg/mL で作成

しました。ただし、DMSO を使用した 1.0 mg/mL のダノフロキサシン原

液と DMSO を使用した 0.25 mg/mL のシプロフロキサシン原液は除きま

す。アモキシシリンおよびセファゾリンの原液は、水を使用して 2.0

mg/mL で作成しました。プラスチックバイアルを使用したアモキシシ

リンおよびセファゾリンの原液を除き、すべての原液を、茶色ガラス

製バイアルで調製しました。すべての原液は –20 °C で保管しました。

30 種の化合物は、機器の反応に基づいて G1 および G2 という 2 つのグ

ループに割り振りました。混合した 25/5 µg/mL (G1/G2) 標準作業用溶液

は、1/1 のアセトニトリルと水で調製しました。フルニキシン-d3 IS 作業

用溶液 (25 µg/mL) は、1/1 のアセトニトリルと水で調製しました。

装置
サンプル前処理法用に使用した機器および材料は以下のとおりです。

•        ジェノグラインダー (SPEX、メアチェン、ニュージャージー州、
米国)

•        Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

•        エッペンドルフ微小遠心管 (Brinkmann Instruments、
ウェストベリー、ニューヨーク州、米国)

•        Vortexer および Multi-Tube Vortexer (VWR、ラドナー、
ペンシルベニア州、米国)

•        ボトルトップ型ディスペンサ (VWR、サウスプレインフィールド、
ニュージャージー州、米国)

•        エッペンドルフピペットおよびリピーター

•        Agilent Bond Elut EMR Lipid 分散キット (部品番号 5982-1010)、
Agilent Bond Elut EMR 脱水キット (部品番号 5982-0101)

名前 薬物クラス Log P pKa 分子式 構造
米国の許容値
(µg/g)

スルファメトキシピリダジン   スルホンアミド         0.32               6.7               C11H12N4O3S 

チロシン                                      マクロライド             3.27               7.7               C46H77NO17

該当なし

0.2 (f)

a ウシ肝臓における許容値 (ツラスロマイシンの場合、マーカー残留物が規定されています)

b ブタの筋肉における許容値
c 適用外使用の禁止
d 許容値は、クロルテトラサイクリン、オキシテトラサイクリン、およびテトラサイクリンを含む、筋肉中のテトラサイクリンの残留量の合計です。
e ウシ筋肉中の許容値
f 未調理のウシの脂肪、筋肉、肝臓、および腎臓における許容値
g ウシの脂肪における許容値
h ヤギの筋肉における許容値
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使用機器

分析には、以下で構成される Agilent 1290 Infinity LC システムを使用

しました。

•        Agilent 1290 Infinity クォータナリポンプ (G4204A)

•        Agilent 1290 Infinity サーモスタット (G1330B) 付き Agilent1290 Infinity

高性能オートサンプラ (G4226A)、および Agilent1290 Infinity 

サーモスタットカラムコンパートメント (G1316C)

UHPLC システムを、Agilent Jet Stream エレクトロスプレーイオンソース

と iFunnel 技術を搭載した Agilent 6490 トリプル四重極 LC/MS システム

に連結しました。データの取得と分析には、Agilent MassHunter ワーク

ステーションソフトウェアを使用しました。

機器条件

HPLC 条件
カラム: Agilent Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 150 mm、2.7 µm 

(部品番号 693775-902)、Agilent Poroshell 120 EC-C18 
UHPLC Guard、2.1 × 5 mm、2.7 µm (部品番号 821725-911)

移動相: A) 0.1 % FA 水溶液
B) 0.1 % FA アセトニトリル溶液

流量: 0.3 mL/min

カラム温度: 40 °C

オートサンプラ温度: 4 °C

注入量: 3 µL

ニードル洗浄: 1:1:1:1、ACN:MeOH:IPA:H2O と 0.2 % FA

グラジエント: 時間 (分)       %B
0                      10
0.5                   10
8.0                   100

ストップタイム: 12 分
ポストタイム: 3 分                                               

条件、MS
ポジティブ/ネガティブモード
ガス温度: 120 °C

ガス流量: 14 L/min

ネブライザ: 40 psi

シースガスヒーター: 400 °C

シースガス流量: 12 L/min

キャピラリ: 3,000 V

iFunnel パラメータ:                                         ポジティブ    ネガティブ
高圧 RF                          90 V                 90 V

低圧 RF                          70 V                 60 V

分析対象成分に関連する MS DMRM 条件を表 2 に示し、典型的なサン

プルクロマトグラムを図 1 に示します。

サンプル前処理

最終のサンプル前処理手順は、次のステップを使用して最適化

しました。

1.       ホモジナイズしたウシ肝臓を 2 g (±0.1 g) 計量し、50 mL の

遠心管に入れる

2.       10 mL の酸性アセトニトリル (5 % の FA を含む) を追加する

3.       サンプルを振とう機で 2 分間混合する

4.       5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

5.       5 mL の酢酸アンモニウム緩衝液 (5 mM) を 15 mL の EMR Lipid 

分散キットに入れる

6.       上澄み 5 mL を EMR Lipid 分散キットに移す

7.       直ちにボルテックスミキサーでサンプルを撹拌した後、

さらに 60 秒間、マルチポジションボルテクサテーブルで

混合する

8.       5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

9.       上澄み 5 mL を塩 (1:4、NaCl:MgSO4) 2 g を含む 15 mL の EMR Lipid 

脱水キットに移し、1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

10.     5,000 rpm で 3 分間遠心分離する

11.     アセトニトリル層の上部 200 µL と水 800 µL を 2 mL のサンプル

バイアルで混合しボルテックスミキサーで撹拌する
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分析対象成分
RT 
(分)

デルタ RT 
(分) 極性

プリカーサ
イオン
(m/z)

プロダクトイオン

定量
イオン CE (V)

定性
イオン CE (V)

2-チオウラシル 1.41 2 ネガティブ 127 57.9 17 – –

アモキシシリン 1.84 2 ポジティブ 366.1 349.2 5 114 25

ミソニダゾール-OH 2.07 2 ポジティブ 188.1 123.1 9 126.1 13

レバミゾール 3.4 2 ポジティブ 205.1 178.1 21 91.1 41

リンコマイシン 3.35 2 ポジティブ 407.2 126.1 37 70.1 80

ノルフロキサシン 4.22 2 ポジティブ 320.1 302.2 21 276.1 17

オキシテトラサイクリン 4.24 2 ポジティブ 461.2 426.1 17 443.2 9

シプロフロキサシン 4.31 2 ポジティブ 332.1 231 45 314.3 21

ダノフロキサシン 4.42 2 ポジティブ 358.2 340.2 21 81.9 53

ラクトパミン 4.4 2 ポジティブ 302.2 107 33 77 77

モランテル 4.9 2 ポジティブ 221.1 123.1 37 76.9 80

セファゾリン 4.65 2 ポジティブ 455 323.1 9 156 13

スルファメチゾール 4.65 2 ポジティブ 271 156.1 13 92 29

スルファメトキシピリダジン 4.69 2 ポジティブ 281.1 92 33 65.1 57

ジフロキサシン 4.83 2 ポジティブ 400.2 382 25 356.3 17

クロルテトラサイクリン 5.11 2 ポジティブ 479.1 444.2 21 462.1 17

ドキシサイクリン 5.24 2 ポジティブ 445.2 428.1 17 410.2 25

フロルフェニコール 5.47 2 ネガティブ 300.1 268.1 25 159.1 41

クロラムフェニコール 5.68 2 ネガティブ 321 152 17 257.1 9

チロシン 5.85 2 ポジティブ 916.5 173.9 45 772.5 33

クロルスロン 5.86 2 ネガティブ 377.9 341.9 9 – –

プレドニゾン 5.88 2 ポジティブ 359.2 147.2 33 341.2 9

アセトプロマジン 5.93 2 ポジティブ 327.2 86 21 58 45

クロルプロマジン 6.49 2 ポジティブ 319.1 86 21 58.1 45

フェンベンダゾール 6.77 2 ポジティブ 300.1 268.1 25 159.1 41

ケトプロフェン 6.8 2 ポジティブ 255.1 208.9 13 77 57

オキシフェンブタゾン 7.27 2 ネガティブ 323.1 133.9 25 295 17

フルニキシン-d3 (NEG) 7.53 2 ネガティブ 298.1 254.2 17 192 37

フルニキシン-d3 (POS) 7.53 2 ポジティブ 300.1 282 25 264 41

酢酸メレンゲストロール 8.78 2 ポジティブ 397.2 337.4 13 279.2 21

ニクロサミド 8.82 2 ネガティブ 325 170.9 25 289.1 13

ビチオノール 9.49 2 ネガティブ 352.9 161 21 191.8 25

表 2.ターゲット化合物の LC/MS/MS DMRM パラメータおよびリテンションタイム
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これで、LC/MS/MS 分析の準備ができました。

図 2 にサンプル前処理法のフローを示します。 キャリブレーション標準と品質管理サンプル

プレスパイクした QC サンプルを混合標準作業用溶液に適切に添加

し、ステップ 1 以降を 6 回繰り返しました。G1 の分析対象成分につ

いては、QC サンプルは肝臓中の 10、50、250、および 750 ng/g に相当

します。G2 の分析対象成分については、QC サンプルは肝臓中の 2、

10、50、および 150 ng/g に相当します。IS 溶液をマトリックスブラン

ク以外のすべてのサンプルにスパイクしました。これは肝臓中の

200 ng/g のフルニキシン-d3 に相当します。

マトリックスキャリブレーション標準を標準および IS 作業用溶液を

使用して調製しました。ステップ 8 の後のマトリックスブランクサ

ンプルでの濃度は、肝臓中の 5、25、50、250、750、および 1,000

ng/g (G1)、肝臓中の 1、5、10、50、150、および 200 ng/g (G2)、肝臓中

の 200 ng/g (IS) に相当します。

1.0 1.4 1.8 2.2 2.6 3.0 3.4 3.8 4.2 4.6 5.0 5.4 5.8 6.2 6.6 7.0 7.4 7.8 8.2 8.6 9.0 9.4 9.8
0

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1
1.2
×105

取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト

図 1. 50 ng/g の動物用医薬品標準液を添加し、タンパク質沈殿で抽出した後

Agilent Bond Elut EMR Lipid でクリーンアップしたウシ肝臓サンプルの典型的な

LC/MS/MS サンプルクロマトグラム (DMRM)

ホモジナイズしたウシ肝臓を正確に 2 g (±0.1 g) 計量し、
50 mL 遠心管に入れる

5 % のギ酸含有アセトニトリル溶液を 10 mL 追加する

キャップをして、振とう機で 2 分間強く振とうする

5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

EMR Lipid 分散キットの 15 mL チューブに、5 mL の緩衝液を、
続いて 5 mL のアセトニトリル粗抽出液を追加する

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

上澄み 5 mL を EMR Lipid 脱水キットに移す

ボルテックスミキサーで撹拌し、遠心分離してから、マトリックスブランクサンプルの場合は、
上部のアセトニトリル層を別のチューブに移す

STD と IS をマトリックスブランクにポストスパイクして、
マトリックス適合キャリブレーション標準を作成する

200 µL の上部のアセトニトリル層と 800 µL の水を混合し、ボルテックスミキサーで撹拌する

LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備が完了

IS および STD を QC サンプルにスパイクし、マトリックスブランクを除く
すべてのサンプルに IS をスパイクし、ボルテックスミキサーで撹拌する

図 2. ウシ肝臓中の動物用医薬品の分析に Agilent Bond Elut EMR Lipid を

使用するサンプル前処理手順
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共抽出物量の測定

共抽出物の量は、C18、ジルコニア充填剤、および EMR Lipid という 3

つの異なるクリーンアップ手法について、重量測定法 [7] によって

測定しました。サンプルは、以下のようにして準備しました。

1.       ガラスチューブを約 1 時間以内 110 ℃で加熱し湿気を除去する

2.       チューブを室温まで冷やす

3.       テストチューブの質量をあらかじめ計る

4.       初期マトリックスブランク抽出物 (クリーンアップなし) 1 mL と

さまざまなクリーンアップありのマトリックスブランクを

それぞれ 2 回同じ方法で正確に移す

5.       遠心濃縮機を 50 °Cにしてすべてのサンプルを 1 時間または

乾燥するまで乾かす

6.       ガラスチューブを約 1 時間以内 110 ℃で加熱し湿気を除去する

7.       チューブを室温まで冷やす

8.       チューブの質量をもう一度量る

ステップ 8 の後とステップ 3 の後の質量の差はサンプルの共溶出物

の質量です。クリーンアップで除去された共溶出物の量はクリーン

アップの前後のマトリックス共溶出の平均質量差でした。

マトリックス効果の評価

ポストカラムインフュージョンの実験により、クロマトグラフのマ

トリックス効果を評価しました。10 ppb の動物用医薬品の標準原液

の同時ポストカラムインフュージョンを 60 µL/min で実行して、マト

リックスブランクサンプルを注入しました。化合物のすべてのトラ

ンジションを、LC サイクル全体にわたって監視しました。

さらに、分析対象成分の反応 (ピーク面積) を、ポストスパイクされ

た肝臓の抽出液と、同等の原液の間で比較しました。ポストスパイ

クされた肝臓の抽出液は、標準溶液をブランク肝臓マトリックス抽

出液にポストスパイクすることによって作成しました。反応 (ピー

ク面積) の差は、マトリックス効果と直接相関しています。

メソッドの最適化、バリデーション、および比較

さまざまな最適化テストを評価しました。タンパク質沈殿について

は 5 % の FA のアセトニトリル溶液と 1 % の FA のアセトニトリル溶

液、EMR Lipid クリーンアップについては酢酸アンモニウム緩衝液と

水を比較し、EMR Lipid クリーンアップの実施後については脱水用塩

を使用する場合と使用しない場合を比較しました。分析対象物の回

収率、精度、およびその他の定量パラメータに基づいて、結果を評

価しました。その後、再作成した検量線標準ですべての QC サンプ

ルをひとつにまとめた完全な定量バッチを実行して、最適化された

最終メソッドを検証しました。

回収率の比較データは、肝臓サンプルを 50 ng/g でプレスパイクおよ

びポストスパイクすることによって収集しました。その後、抽出物

は、許容できるクリーンアッププロトコルを使用して処理されまし

た。タンパク質沈殿を実施する EMR Lipid プロトコルには、図 2 で説

明するクリーンアップ手順を採用しました。QuEChERS には、以下の

ように C18 またはジルコニア充填剤の dSPE によるクリーンアップを

使用しました。

1.       2 g の肝臓を量り、50 mL のチューブに入れる

2.       8 mL のリン酸緩衝液 (pH 7.0) および10 mL の酸性アセトニトリル

(5% の FA) を追加する

3.       サンプルを 30 秒間ボルテックスミキサーで撹拌する

4.       分離/抽出用の塩 (EN 法用) を追加し、振とう機で強く振とうする

5.       5,000 rpm で 5 分間遠心分離する

さらにクリーンアップするために使用する未処理のアセトニトリル

と肝臓の抽出液を、以下のように準備しました。

1.       1 mL の未処理のアセトニトリルと肝臓の抽出液を、25 mg の

C18 と 150 mg の MgSO4 が入っている 2 mL のバイアル (部品番号

5082-4021) に入れるか、100 mg のジルコニア充填剤が入って

いる 2 mL のバイアルに入れる

2.       キャップをして 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

3.       13,000 rpm で 3 分間遠心分離する (小型遠心分離)

4.       上澄み 200 µL を、800 µL の水が入っている別のバイアルに移す

5.       再生セルロースの 0.45 µm フィルタを使用して、ボルテックス

ミキサーで撹拌処理およびフィルタ処理を実施する

これで LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備ができした。回収率は、

プレスパイク済みサンプルとポストスパイク済みサンプルでの対象

化合物のピーク面積の比によって計算しました。
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結果と考察

共抽出の量
表 3 に、サンプル共抽出物の重量測定テストで得られた結果を示し
ます。これは、C18 またはジルコニア充填剤を使用した dSPE と比較
して、EMR Lipid dSPE のマトリックスクリーンアップの方が重量から
見ると効率が良いことを明確に示しています。

マトリックス効果の評価

未処理のアセトニトリル抽出液と、EMR Lipid、C18、およびジルコニア

充填剤でクリーンアップした 3 つの最終アセトニトリル抽出液におけ

るマトリックス効果の評価のために、動物用医薬品標準液のポストカ

ラムインフュージョン (PCI) を使用しました。すべての分析対象成分

を、LC サイクル全体にわたって監視しました。PCI サンプルクロマト

グラムは、ポジティブモードとネガティブモードで監視された分析対

象成分のマトリックス効果を反映しています。最終のアセトニトリル

抽出液は、注入の前に希釈されていません。アセトニトリルは直接注

入されました。PCI プロファイルは図 3 に示してあります。

赤いトレース線で示すように、いずれのクリーンアップも実施して

いない未処理の肝臓マトリックスブランクの注入で、かなりのマト

リックス抑制 (低い方のベースライン) とマトリックス向上 (大きい

ピーク) が観察されました。これらのマトリックス効果は、メソッ

ドの信頼性とデータ品質に、極めて大きい悪影響を及ぼします。そ

れに対して、青いトレース線で示すように、EMR Lipid クリーンアッ

プを使用した場合は大幅な改善が見られました。マトリックス抑制

およびマトリックス向上が縮小していることが分かります。

表 3. Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid、ジルコニア、

および C18 によるクリーンアップによるウシ肝臓マトリックス

共抽出物の重量測定結果

クリーンアップ手法

1 mL のアセトニ
トリル最終抽出
物別の共抽出物
(mg) (n = 2)

クリーンアップに
よるマトリックス
共溶出物の
除去効率 (%)

追加クリーンアップなし 12.1 –

EMR Lipid dSPE 5.3 56.2

dSPE を使用した
ジルコニア分離

6.0 50.4

C18 dSPE 7.8 35.5

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5
0

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2
2.4
2.6
2.8
3.0
3.2
3.4
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6
×105

取り込み時間 (分)

取り込み時間 (分)

10 ppb の動物用医薬品標準原液のポストカラムインフュージョンを
伴う EMR Lipid クリーンアップを実施しない BL マトリックスブランク

10 ppb の動物用医薬品標準原液のポストカラムインフュージョンを
伴う EMR Lipid クリーンアップを実施した BL マトリックスブランク

10 ppb の動物用医薬品準原液のポストカラムインフュージョンを
伴うジルコニア分離およびクリーンアップを実施した BL マトリックス
ブランク
10 ppb の動物用医薬品標準原液のポストカラムインフュージョンを
伴う C18 クリーンアップを実施した BL マトリックスブランク
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図 3. ポストカラムインフュージョンのプロファイルは、ウシ肝臓 (BL) マトリックスブランクサンプルを

注入し、10 ppb の動物用医薬品標準溶液の同時ポストカラムインフュージョンを実施することによって

生成しました。すべての分析対象成分を、クロマトグラフ分析のために監視しました。プロファイルは、

監視されるすべての分析対象成分のトランジションを結合した全イオンクロマトグラムです。
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図 3 のサンプルクロマトグラムのインサートは、異なるクリーン

アップを使用してマトリックスブランクサンプルの注入を行った PCI

プロファイルを示します。EMR Lipid のプロファイル (青) とジルコニ

ア充填剤のプロファイル (紫) は似ています。C18 クリーンアップの

プロファイル (緑) も、他の 2 つと似ていますが、マトリックス向上

とマトリックス抑制の領域が大きくなっています。この比較は、重

量測定の共抽出評価の比較 (EMR Lipid クリーンアップの方がジルコニ

ア充填剤よりもややクリーンアップ効率が良いが、これらはどちら

も C18 よりもクリーンアップ効率が良い) に相当します。

マトリックス効果を評価するために、ポストスパイクされたマトリッ

クスサンプルと標準原液の間での分析対象成分の反応の比較も使用し

ました。ほとんどの分析対象成分について、分析対象成分の反応に目

立った差はありませんでした。ただし、より疎水性のある、後から溶

出した化合物については、C18 とジルコニア充填剤によってクリーン

アップしたサンプルの方が、多くのマトリックス抑制が見られまし

た。ほとんどの脂質夾雑物は遅く溶出されます。そのため、疎水性物

質でのマトリックスイオン抑制が減少したことで、dSPE C18 およびジ

ルコニア充填剤と比較して、共抽出された脂質を EMR Lipid が効率的に

除去することが裏付けられています。図 4 では、EMR Lipid によるク

リーンアップで、どのようにマトリックスイオン抑制効果が削減され

たかについて、2 つの例を示しています。

メソッドの最適化

タンパク質沈殿ステップで使用した溶媒も調査しました。サンプル

と有機物の比率が 1:3～1:5 である場合に、アセトニトリルがタンパ

ク質を効率よく沈殿させること、および酸性アセトニトリルの方が

タンパク質が沈殿しやすいことは知られています。BL は複雑なマト

リックスであり、タンパク質の除去は、マトリックス除去のためだ

けでなく、効率的な EMR Lipid クリーンアップを促進するためにも非

常に重要です。この調査では、1 % および 5 % の FA のアセトニトリ

ル溶液を、タンパク質沈殿ステップとそれに続く EMR Lipid クリーン

アップ、および LC/MS/MS による分析で評価しました。5 % の FA のア

セトニトリル溶液を使用すると、検量線に示すように精度が向上し

ました (図 5)。分析対象物の回収率も比較しました。ここでも 5 % の

FA のアセトニトリル溶液の方が精度が高くなっています。

水または緩衝液を追加して EMR Lipid 材料を活性化することは重要で

す。これにより、望ましくないサンプルマトリックス (特に脂質) と

の相互作用が改善され、効率的なマトリックス除去につながりま

す。EMR Lipid によるクリーンアップ中に酢酸アンモニウム緩衝液 (5

mM) を使用した場合の効果を調査し、水を使用した場合と結果を比

較しました。一般に、酢酸アンモニウム緩衝液を使用すると、テト

ラサイクリンを除く多くの分析対象物で、回収率が 5～10 % 向上し

ます。

動物用医薬品 ビチオノール (RT = 9.49 分) ニクロサミド (RT = 8.72 分)

原液中

EMR Lipid によって
クリーンアップされた 
BL サンプル中

ジルコニア充填剤に
よってクリーンアップ
された BL サンプル中

C18 dSPE によって
クリーンアップされた 
BL サンプル中
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図 4. 疎水性物質でのマトリックスイオン抑制効果の比較マトリックス効果 (ME) は、

ポストスパイク肝臓抽出物と、対応する標準原液におけるピーク面積の比率から計算しました。
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これらの化合物の場合、緩衝液を使用すると、緩衝作用のない水を

使用した場合と比較して、回収率が約 5 % 低くなります。緩衝液を

使用した場合と水を使用した場合に回収率に明らかな差がある分析

対象成分を選択して、比較のために図 6 に示しています。緩衝液を

使用すると分析対象物の回収率が向上することが多く、緩衝液を使

用したために失われるテトラサイクリンはごくわずかであるため、

実験の残りの部分では 5 mM の酢酸アンモニウム緩衝液を使用しま

した。

タンパク質沈殿抽出で
使用された溶媒

スルファメチゾールの
マトリックス適合検量線

フェンベンダゾールの
マトリックス適合検量線

1 % の FA を含むアセトニトリル 5 % の FA を含むアセトニトリル

0 20 40 60 80 100120140160180200
0

0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4

×10–1

相
対
レ
ス
ポ
ン
ス

濃度 (ng/mL)

スルファメチゾール
y = 0.001223*x + 1.289991E–4

R2 = 0.9861

0 20 40 60 80 100120140160180200
0

0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4
2.8
3.2

相
対
レ
ス
ポ
ン
ス

濃度 (ng/mL)

フェンベンダゾール
y = 0.015137*x + 0.003283
R2 = 0.9927

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
0

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
×10–1

相
対
レ
ス
ポ
ン
ス

相対濃度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
相対濃度

スルファメチゾール
y = 0.080738*x + 1.562927E–4

R2 = 0.9979

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

相
対
レ
ス
ポ
ン
ス

フェンベンダゾール
y = 0.616778*x + 9.124903E–4

R2 = 0.9982

図 5. タンパク質沈殿に 1 % の FA のアセトニトリル溶液を使用した場合と 5 % の FA の

アセトニトリル溶液を使用した場合の検量線の直線性比較

図 6. Enhanced Matrix Removal dSPE によるクリーンアップのステップで 5 mM の酢酸アンモニウム緩衝液を

使用した場合と水を使用した場合の分析対象物の回収率の比較
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EMR Lipid によるクリーンアップ後は、上澄みはおよそ 1:1 のアセトニ

トリルと水性の混合物です。次に、5 mL の量の上澄みを、EMR Lipid 脱

水キットに移します。脱水キットには、塩分配によって有機相と水性

相を分離するために 2 g の塩混合物 (4:1 の MgSO4 と NaCl) が入っていま

す。このステップは、分離を実施するだけでなく、さらにマトリック

スをクリーンアップすることを容易にし、また、溶解した余分な充填

剤および塩を除去します。そのため、GC 分析と LC 分析の両方で、こ

のステップを実行することを強くおすすめします。メソッド開発中

に、テトラサイクリンを除くすべての分析対象成分で、良好な分析対

象物の回収率と精度を達成しました。さらに調査して、テトラサイク

リンの低い回収率 (45～68 %) は、塩分配ステップと関係していたこと

が分かりました。テトラサイクリンの逸失を減らすために、EMR Lipid

の脱水用塩を使用しない代替プロトコル (図 7) を調査しました。手順

は類似していますが、400 µL の抽出物 (EMR Lipid dSPE から) と 600 µL の水

を小型バイアルで混合し、脱水ステップを使用せずに 1 分間ボルテッ

クスミキサーで撹拌した点は異なります。サンプルを、微小遠心管で

3 分間 13,000 rpm で遠心分離し、次に LC/MS/MS 分析のために上澄みを

2 mL のサンプルバイアルに移しました。混合と希釈のステップの前

に、マトリックスブランクでの標準液と IS のポストスパイクが実施さ

れました。分離用の塩が使用されなかったため、このプロトコルは分

離を行わないものと見なすことができます。

図 8 に示す結果から、この代替プロトコルを使用するとテトラサイク

リンの回収率を大幅に改善できることが分かります。ただし、テトラ

サイクリンに脱水プロトコルを使用した結果 (図 2 に示す) も許容でき

ます。精度が定量の精度であるためです。適切な安定した標識内部標

準を使用して、低い回収率を是正することができます。この実験で

は、EMR Lipid によるクリーンアップ後に、脱水なしの代替プロトコル

用に抽出されたサンプルを分割しました。そして、テトラサイクリン

(オキシテトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、およびドキシ

サイクリン) について、代替プロトコルによる 3 つの結果を報告しま

した。

メソッドの比較

次に、最適化された EMR Lipid メソッドを、従来からの QuEChERS メソッ

ド (C18 dSPE によるクリーンアップおよびジルコニア充填剤によるク

リーンアップ) と比較しました。QuEChERS は、分析対象または残留物

抽出に頻繁に使用され、dSPE クリーンアップステップを使用します。

図 9 に、統計的に回収率を比較した結果を示しています。図 10 に

は、問題のある分析対象成分を選択して比較した結果を示していま

す。最適化された EMR Lipid プロトコルは、特に、フルオロキノロン系

とテトラサイクリン系での回収率の低いジルコニア充填剤と比較し

て、問題のある分析対象成分の回収率と精度を大幅に改善します。オ

キシテトラサイクリンおよびニクロサミドのみが、それぞれ 67 % お

よび 68 % という絶対回収率を示します。ただし、6 回繰り返した場合

EMR Lipid によるクリーンアップ後のサンプル

400 µL の上部の上澄みと 600 µL の水を 2 mL の
遠心分離スナップバイアルで混合する

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

LC トリプル四重極分析用のサンプルの準備が完了

STD と IS をマトリックスブランクにポストスパイクして、
マトリックス適合キャリブレーション標準を作成する

図 7. テトラサイクリンの回収率を改善するための、Agilent Bond Elut

EMR Lipid によるクリーンアップ後のオプション手順
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図 8. Agilent Bond Elut EMR Lipid によるクリーンアップの後に、

脱水ステップを使用して調製した場合と脱水ステップを使用せずに

調製した場合の、肝臓サンプルのテトラサイクリンの回収率と

精度の比較
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図 9. Agilent Bond Elut EMR Lipid プロトコルと従来からの QuEChERS 

プロトコルを比較するための統計的な回収率の比較
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のこれらの 2 つの化合物の精度は、それぞれ RSD が 12.8 % および 2.0 %

であり、許容できるものでした。SANCO ガイドラインに基づいて許容

できると見なされます [9]。これらの結果は、C18 およびジルコニア充

填剤を使用する dSPE を採用した他の 2 つのプロトコルでの結果よりも

優れています。

メソッドバリデーション

最適化された EMR Lipid メソッドは、サンプル前処理のセクションで説

明されているメソッドを使用して、定量バッチ全体を実行することに

よって検証しました。真度と精度の定量のために、内部標準 (ポジ

ティブモードとネガティブモードのフルニキシン-d3) を使用しまし

た。フルニキシン-d3 の絶対回収率は 90～100 % でした。そのため、真

度は絶対回収率と密接に対応しています。表 4 に定量の結果を示しま

す。真度の要約 (図 11) は、異なる 4 つのレベル (G1 では 10、50、250、

および 750 ppb、G2 では 2、10、50、および 150 ppb、キャリブレーショ

ン標準のセクションを参照) でレベルごとに 6 回の分析を繰り返し

て、24 個の QC の真度および精度を測定することによって生成しまし

た。93 % の分析対象成分で、良好な RSD が得られ、許容できる真度

(70～120 %) を達成しました。例外として 2 つの許容範囲外の値があ

り、回収率がわずかに 70 % を下回っていました。各レベルでの 6 回の

繰り返しの RSD 値は非常に良好で、ほとんどの化合物で 10 % を下回

りました。BL ブランクでラクトパミンおよびケトプロフェンが低い

レベルで検出され、キャリブレーション範囲が修正されたことに注意

してください。

図 10. Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid プロトコルを従来のプロトコルと

比較した、選択された分析対象物の回収率の結果

クロルテトラサイクリンとドキシサイクリンの結果は、図 6 に示す代替プロトコルから

生成されました。残りの化合物では、図 1 のプロトコルを使用。
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グループ
番号 分析対象成分

検量線 メソッドの回収率および精度 (ng/g QCs)

回帰適合/
重量 R2

キャリブ
レーション
範囲 (ng/g)

2 10 50 150 250 750

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD

回収率
% RSD

1 2-チオウラシル 直線、1/x 0.9976 5-1,000 -- -- 106.6 4.9 93.6 5.4 -- -- 87.0 3.0 85.4 8.3

1 アモキシシリン 直線、1/x 0.9978 5-1,000 -- -- 65.9 12.1 74.3 8.8 -- -- 79.5 4.1 79.7 4.8

1 ミソニダゾール-OH 直線、1/x 0.9981 5-1,000 -- -- 92.6 15.1 89.4 6.6 -- -- 89.4 3.5 89.7 3.3

1 オキシテトラサイクリン 直線、1/x 0.9963 5-1,000 -- -- 73.9 19.1 71.2 14.0 -- -- 67.0 12.8 63.4 9.0

1 セファゾリン 直線、1/x 0.9966 5-1,000 -- -- 72.1 9.4 81.2 2.7 -- -- 86.7 3.8 82.9 3.0

1 ジフロキサシン 直線、1/x 0.9978 5-1,000 -- -- 79.0 8.3 86.5 5.9 -- -- 104.4 5.1 97.7 6.3

1 クロルテトラサイクリン 直線、1/x 0.9928 5-1,000 -- -- 100.6 14.1 96.9 9.5 -- -- 93.8 14.0 85.0 11.6

1 ドキシサイクリン 直線、1/x 0.9972 5-1,000 -- -- 118.9 12.0 102.7 10.0 -- -- 110.0 7.7 104.5 8.6

1 フロルフェニコール 直線、1/x 0.9942 5-1,000 -- -- 103.4 6.2 107.9 6.0 -- -- 115.2 13.5 107.0 4.0

1 クロラムフェニコール 直線、1/x 0.9962 5-1,000 -- -- 103.6 6.6 107.1 7.9 -- -- 113.7 9.8 100.9 5.2

1 クロルスロン 直線、1/x 0.9954 5-1,000 -- -- 77.9 10.3 104.4 6.0 -- -- 102.2 7.1 94.3 3.3

1 プレドニゾン 直線、1/x 0.9984 5-1,000 -- -- 105.9 9.1 92.1 11.1 -- -- 103.9 10.5 94.5 2.3

1 オキシフェンブタゾン 直線、1/x 0.9903 5-1,000 -- -- 93.6 3.4 91.9 5.2 -- -- 93.7 5.6 97.0 4.6

1 酢酸メレンゲストロール 直線、1/x 0.9994 5-1,000 -- -- 70.6 1.4 77.3 3.0 -- -- 82.8 2.1 77.1 2.6

1 ビチオノール 二次曲線、1/x 0.9981 5-1,000 -- -- 69.4 6.2 90.4 2.9 -- -- 91.3 4.3 83.1 3.7

2 レバミゾール 直線、1/x 0.9967 1-200 84.5 11.3 95.5 5.1 103.8 5.2 89.4 9.7 -- -- -- --

2 リンコマイシン 直線、1/x 0.9950 1-200 89.5 16.4 79.6 10.6 74.1 4.5 74.8 11.2 -- -- -- --

2 ノルフロキサシン 直線、1/x 0.9960 1-200 89.5 9.7 89.2 4.7 95.8 7.4 93.5 7.2 -- -- -- --

2 シプロフロキサシン 直線、1/x 0.9980 1-200 81.0 5.6 83.6 6.9 96.9 4.1 99.5 5.9 -- -- -- --

2 ダノフロキサシン 直線、1/x 0.9985 1-200 78.2 7.8 86.2 5.8 99.5 7.8 96.9 4.8 -- -- -- --

2 ラクトパミン 直線、1/x 0.9961 10-200b -- -- 98.1 15.5 105.0 10.4 102.5 6.8 -- -- -- --

2 モランテル 直線、1/x 0.9960 1-200 89.5 4.9 95.1 4.5 101.0 8.6 94.1 7.4 -- -- -- --

2 スルファメチゾール 直線、1/x 0.9928 1-200 85.7 14.6 89.2 8.1 93.9 4.9 88.0 10.4 -- -- -- --

2 スルファメトキシピリダジン 直線、1/x 0.9973 1-200 84.7 8.1 84.4 2.9 89.9 5.7 84.9 6.2 -- -- -- --

2 チロシン 直線、1/x 0.9967 1-200 80.6 11.2 75.6 2.7 71.0 4.5 65.3 2.3 -- -- -- --

2 アセトプロマジン 直線、1/x 0.9973 1-200 74.1 6.3 73.5 3.0 77.2 4.9 75.2 5.3 -- -- -- --

2 クロルプロマジン 直線、1/x 0.9967 1-200 66.1 6.1 67.8 3.8 73.4 4.3 72.7 6.5 -- -- -- --

2 フェンベンダゾール 直線、1/x 0.9988 1-200 74.6 7.7 82.3 4.6 97.9 9.9 84.9 3.5 -- -- -- --

2 ケトプロフェン 直線、1/x 0.9978 5-200c -- -- 88.3 7.2 98.1 6.9 94.5 3.8 -- -- -- --

2 ニクロサミド 直線、1/x 0.9996 1-200 60.0 15.3 66.6 4.7 71.7 2.0 67.6 3.1 -- -- -- --

16

表 4. Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid を使用したターゲット化合物の定量結果。各分析対象成分は、4 つの濃度レベルで、レベルごと

に 6 回繰り返して評価

a グループ 1 の分析対象成分では、キャリブレーション範囲は 5～1,000 ng/g、QC スパイクレベルは 10、50、250、および 750 ng/g です。グループ 2 の分析対象
成分では、キャリブレーション範囲は 1～200 ng/g、QC スパイクレベルは 2、10、50、および 150 ng/g です。

b BL コントロールブランクでラクトパミンが検出されたために修正されたキャリブレーション範囲。
c BL コントロールブランクでケトプロフェンが検出されたために修正されたキャリブレーション範囲。
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結論

タンパク質沈殿抽出と、それに続いて Agilent Bond Elut EMR Lipid および

EMR Lipid 脱水クリーンアップを使用する、迅速で信頼性が高く堅牢

なメソッドを、BL 内の複数の動物用医薬品の残留の分析用に最適化

して検証しました。マトリックス効果を慎重に評価し、従来の C18

dSPE およびジルコニア充填剤によるクリーンアップと比較しまし

た。最適化された EMR Lipid メソッドにより、優れたマトリックスク

リーンアップが実施され、このタイプの用途で非常に高い回収率と

精度を実現したことが、結果に示されています。

注入の前に水で直接希釈することにより、LC/MS/MS でサンプルを検

査できるようにして、早い段階で溶出する化合物のピークの完全性を

維持したことに注目してください。この実験で使用した LC/MS/MS シ

ステムでは、検出限界要件を満たしたままで、直接サンプル希釈を使

用するために十分な感度が提供されました。乾燥して再溶解するとい

う一般的な手法と比較して、このワークフローでは、大幅に時間と労

力を節約し、また発生しうる偏差と分析対象成分の逸失を回避しまし

た。機器の感度が、直接サンプル希釈で求められるニーズを満たして

いない場合でも、最後にサンプルを濃縮するステップを検討する必要

があります。これは通常、サンプルの蒸発と再溶解によって実現しま

す。この応用事例は、EMR Lipid を使用した選択的マトリックス除去を

使用すると、BL などの複雑なサンプルの場合に非常に有利になるこ

とを示しています。サンプルがよりクリーンになり、動物用医薬品の

多成分残留物について回収率と精度が向上するためです。

他の複雑で高脂質のマトリックスおよびターゲット化合物に関して

も、EMR の利点を生かした活用が期待できます。

図 11. 最適化された Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal Lipid プロトコルを使用して BL 中で分析された 30 種の

代表的な動物用医薬品の定量。真度および精度のデータは、4 つの異なるスパイクレベルで合計 24 回分析を

繰り返して計算 (各レベルで n = 6)。エラーバー = 95 % CI。3 種のテトラサイクリン化合物の結果は、図 6 に示す

代替プロトコルから生成。残りの化合物では、図 1 のプロトコルを使用。
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概要

Agilent EMR-Lipid の第 2 世代の製品である Agilent Captiva Enhanced Matrix Removal-Lipid 
(EMR-Lipid) カートリッジは固相抽出 (SPE) フォーマットになっており、分析対象物の回収率には
影響を与えずに高い選択性で脂質を除去します。SPE カートリッジにより通過型クリーンアップワー
クフローが容易になるため、メソッド開発に必要な労力は最低限に抑えられます。チューブはハン
ズフリーの自然落下溶出が円滑にできるよう最適化されており、減圧や加圧をしなくても大容量の
サンプルクリーンアップが実施できます。脂質の保持を効率化して疎水性化合物の回収率を増大さ
せるために、20 % の水を添加してクリーンアップ用の EMR 充填剤を活性化させる必要があります。
この研究では、牛肉内の代表的な 39 種類の動物用医薬品の分析において、Captiva EMR-Lipid 
を使用する方法について説明します。親水性および疎水性の両方の化合物に対して十分な回収率
を達成するために、2 ステップのサンプル抽出を用いました。次に、クリーンアップのために抽出物
を混合して Captiva EMR-Lipid カートリッジに注入しました。マトリックス効果、分析対象物の回
収率、および再現性でメソッドの評価をしました。Captiva EMR-Lipid カートリッジは、他社のカー
トリッジ通過型クリーンアップ製品と比較した場合、疎水性物質のマトリックスクリーンアップ効率
が高く、回収率も良好でした。 

Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジ 
クリーンアップおよび LC/MS/MS を 
用いた牛肉中の残留動物用医薬品の 
多成分同時分析
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はじめに

動物用医薬品は、動物の病気の予防のため、または成長促進のために
動物性食品に対して広く使用されています。これらの薬品は、動物の組
織に蓄積します。不適切な使い方をすると、薬品の残留物が可食組織
に蓄積する可能性があります。これは人間の健康に対するリスクになる
ことが知られています。食品安全性への関心が高まっているため、多数
の国において動物性食品の生産で使用される動物用医薬品に規制が課
されています 1,2。筋肉、肝臓、卵などの動物性食品は複雑なマトリック
スであるため、機器による分析を実施する前のサンプル抽出、クリーンアッ
プ、および濃縮 (必要な場合 ) において、効率的な前処理メソッドを使
用することが重要になります。確立されたサンプル前処理メソッドとして
は、従来から行われている溶媒抽出、固相抽出 (SPE)、または複数の
手法の組み合わせなどがあります。それらのメソッドは、通常、作業量
が多く、時間がかかり、限られた種類の化合物のみに適しており、メソッ
ド開発も必要となります。 

複数の種類の多成分残留物を対象とするメソッドが、法規制に基づく監
視プログラムでますます使用されるようになっています。分析範囲が広く、
ラボの効率を向上させるためです。過去数年の文献では、100 種類を
超える動物用医薬品に関する分析結果が報告されています 3-5。サンプル
前処理では、通常、アセトニトリル (ACN) と水の混合液を使用した前抽
出が行われ、続いて C18 クリーンアップまたはその他のクリーンアップ
手法を組み合わせたものが実施されます。ただし、現在のクリーンアッ
プ手法では、脂質除去の効率が悪かったり、分析対象物を損失したりす
ることがあり、限界があります。ACN と水の混合液による直接抽出では、
タンパク質除去効率と抽出ステップ時の疎水性物質の抽出効率が低下す
る場合があります。 

Agilent Enhanced Matrix Removal-Lipid (EMR―Lipid) dSPE クリー
ンアップは、2015 年に発表されて以来大きな注目を集めています。
EMR-Lipid 充填剤は、サイズ排除と疎水性相互作用を組み合わせたメ
カニズムを用いて、特に脂質化合物の枝分かれのない炭化水素鎖と相
互作用します。この組み合わせメカニズムにより、ターゲット化合物には
悪影響を与えずに高い選択性で脂質を除去します。この技術は、複雑な
マトリックスの複数の種類の多成分残留物分析に使用されており、優れ
たマトリックスクリーンアップと最適な結果を達成しています 6,7。第 2 世
代の製品である Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジでは、充填剤
の活性化に必要な水の比率が低減されており、その後の最終精製ステッ
プも必要ありません。これによりワークフローが簡素化され、クリーンアッ
プ時の疎水性化合物の溶解度が向上します。 

この研究では、牛肉内の代表的で分析困難な 39 種類の動物用医薬品
の分析において、サンプル前処理時に Captiva EMR-Lipid カートリッジ
によるクリーンアップを使用する方法について調査します。代表的な動物
用医薬品は 17 の異なるクラスから選択しました。この中には、親水性
および疎水性医薬品、酸性、中性、および塩基性医薬品、そして最も
分析困難ないくつかのクラス (テトラサイクリン、β -ラクタムなど ) が含
まれています。表 1 に、これらの動物用医薬品の分析における、薬物ク
ラス、法規制情報、リテンションタイム、および MS/MS 条件を示します。 

分析方法

試薬および薬品
試薬および溶媒はすべて HPLC または分析グレードのものを使用しまし
た。アセトニトリル (ACN) は Honeywell (マスキーゴン、ミシガン州、
米国 ) から入手しました。ジメチルスルホキシド (DMSO) とエチレンジア
ミン四酢酸、ジナトリウム塩、脱水剤 (NaEDTA) は Sigma-Aldrich (セ
ントルイス、ミズーリ州、米国 ) から入手しました。試薬グレードのギ酸 
(FA) は Agilent から入手しました (部品番号 G2453-86060)。動物用
医薬品標準と内部標準は Sigma-Aldrich (セントルイス、ミズーリ州、
米国 ) から購入しました。 

溶液および標準試料
標準と内部標準 (IS) の原液は DMSO を使用して 2.0 mg/mL で作成し
ました。ただし、次の例外があります。 

• ダノフロキサシンの原液は DMSO を使用して 1.0 mg/mL で作成
しました。

• シプロフロキサシンの原液は DMSO を使用して 0.25 mg/mL で
作成しました。

すべての β -ラクタム医薬品とセファゾリンの原液は、水を使用して 2.0 
mg/mL で作成しました。原液はすべて茶色ガラスバイアルで前処理し
ましたが、β -ラクタム医薬品、セファゾリン、およびテトラサイクリン医
薬品の原液については、ポリプロピレンプラスチックチューブで前処理し
ました。すべての溶液は –20 ° C で保管しました。39 種類の化合物は、
機器での応答に基づいてグループ 1 (G1) およびグループ 2 (G2) という 
2 つのグループに分けました。2 つの混合標準作業液 25:5 µg/mL と 5:1 
µg/mL (G1/G2) は、1:1 ACN/水混合液で前処理しました。フルニキシ
ン-d3 IS の 25 µg/mL 作業液は、1:1 ACN/水混合液で前処理しました。 

冷却した抽出溶媒は、2 mL のギ酸と 2 mL の DMSO を 100 mL の予
冷 ACN に毎日添加して前処理しました。0.1 M の NaEDTA 溶液は、
Milli-Q 水 50 mL 中に NaEDTA 1.8612 g を溶解して作成しました。こ
の溶液は室温で保管しました。80:20 の ACN/水混合液は、ACN 80 
mL と Milli-Q 水 20 mL を混合して作成しました。 
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表 1. 分析用に選択した動物用医薬品、薬物クラス、米国の許容値、リテンションタイム、および MRM 条件の一覧

分析対象物 薬物クラス
米国の許容値

(µg/g)
リテンションタイム  

(分) 極性
プリカーサイオン 

(m/z)

プロダクトイオン

定量イオン CE (V) 定性イオン CE (V)

2-チオウラシル Thyreostat – 1.41 負 127 57.9 17 – –

アモキシシリン β-ラクタム 0.01 1.94 正 366.1 349.2 5 114 25

メトロニダゾール-OH ニトロイミダゾール d 2.21 正 188.1 123.1 9 126.1 13

リンコマイシン リンコサミド 0.1c 3.80 正 407.2 126.1 37 70.1 80

レバミゾール 駆虫薬 0.1f 3.90 正 205.1 178.1 21 91.1 41

ミノサイクリン テトラサイクリン 4.14 正 458.2 440.9 17 282.9 49

アンピシリン β-ラクタム 0.01 4.15 正 350.1 106 33 79.1 61

ノルフロキサシン フルオロキノロン d 4.36 正 320.1 276.1 17 302.2 21

オキシテトラサイクリン テトラサイクリン 2e 4.42 正 461.2 426.1 17 443.2 9

シプロフロキサシン フルオロキノロン d 4.43 正 332.1 231 45 314.3 21

テトラサイクリン テトラサイクリン 2e 5.37 正 445.2 409.9 17 153.9 33

ダノフロキサシン フルオロキノロン 0.2b,f 4.53 正 358.2 340.2 21 81.9 53

ラクトパミン β-アゴニスト 0.03f 4.55 正 302.2 107 33 77 77

セファゾリン セファロスポリン – 4.78 正 455 323.1 9 156 13

スルファメチゾール スルホンアミド – 4.88 正 271 156.1 13 92 29

スルファメトキシピリダジン スルホンアミド – 4.91 正 281.1 92 33 65.1 57

デメクロサイクリン テトラサイクリン – 4.94 正 465.1 429.9 21 448.0 13

ジフロキサシン β-ラクタム – 4.97 正 400.2 356.3 17 382.0 25

モランテル 駆虫薬 – 5.08 正 221.1 123.1 37 76.9 80

ガミスロマイシン マクロライド 0.15 5.22 正 777.6 157.9 41 83.1 65

クロルテトラサイクリン テトラサイクリン 2e 5.24 正 479.1 444.2 21 462.1 17

ドキシサイクリン テトラサイクリン – 5.36 正 445.2 428.1 17 410.2 25

フロルフェニコール フェニコール 0.2c 5.69 負 356.0 336.0 5 185.1 13

クロラムフェニコール フェニコール d 5.86 負 321 152 17 257.1 9

タイロシン マクロライド 0.2g 5.94 正 916.5 173.9 45 772.5 33

プレドニゾン コルチコステロイド – 6.02 正 359.2 147.2 33 341.2 9

クロルスロン フルキシド 0.1f 6.09 負 377.9 341.9 9 – –

アセトプロマジン トランキライザー – 6.09 正 327.2 86 21 58 45

クロルプロマジン トランキライザー – 6.69 正 319.1 86 21 58.1 45

ペニシリン V β-ラクタム 0.05a 6.70 正 351.6 160.1 9 113.9 45

オキサシリン β-ラクタム – 6.93 正 402.1 160.0 17 242.9 9

フェンベンダゾール 駆虫薬 – 6.98 正 300.1 268.1 25 159.1 41

クロキサシリン β-ラクタム 0.01a 7.20 正 436.1 159.9 9 276.8 13

ナフシリン β-ラクタム – 7.35 正 415.1 199.0 13 171.0 41

ケトプロフェン トランキライザー – 7.44 正 255.1 208.9 13 77 57

オキシフェンブタゾン NSAID – 7.47 負 323.1 295 17 133.9 25

フルニキシン-d3 (負) – – 7.81 負 298.1 254.2 17 192 37

フルニキシン-d3 (正) 7.81 正 300.1 282 25 264 41

酢酸メレンゲストロール その他 0.025h 9.05 正 397.2 279.2 21 337.4 13

ニクロサミド フルキシド – 9.07 負 325 170.9 25 289.1 13

ビチオノール フルキシド – 9.07 負 352.9 161 21 191.8 25

a ウシの未調理の可食組織における許容値
b ウシの肝臓における許容値
c ブタの筋肉における許容値
d 適用外使用の禁止
e クロルテトラサイクリン、オキシテトラサイクリン、筋肉内のテトラサイクリンを含むテトラサイクリンの残量物の合計における許容値
f ウシの筋肉における許容値
g 未調理のウシの脂肪、筋肉、肝臓、および腎臓における許容値
h ウシの脂肪における許容値
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装置と材料
分離には次の機器で構成される Agilent 1290 Infinity UHPLC システム
を使用しました。 

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

• Agilent 1290 Infinity 高性能オートサンプラ (G4226A) 

• Agilent 1290 Infinity サーモスタット付きカラムコンパートメント 
(G1316C)

UHPLC システムを、Agilent Jet Stream エレクトロスプレーイオンソー
ス付きの Agilent G6490 トリプル四重極質量分析装置に連結しました。
データの取得と分析には、Agilent MassHunter ワークステーションソフ
トウェアを使用しました。

サンプル前処理に用いたその他の装置 

• 2010 ジェノグラインダー (メアチェン、ニュージャージー州、米国 )

• Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国 )

• Multi Reax 試験管シェーカー (Heidolph、シュヴァーバッハ、 
ドイツ )

• エッペンドルフピペットおよびリピーター 

• Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジ、6 mL、600 mg (部品
番号 5190-1004) および 3 mL、300 mg (部品番号 5190-1003)

• Agilent Vac Elut SPS 24 マニホールド、16 × 100 mm 試験管
用コレクションラック付き (部品番号 12234004)

分析条件
図 1 に、A) 牛肉抽出物マトリックスブランク、および B) 5:1 ng/g 
(G1/G2) 動物用医薬品標準が添加された牛肉抽出物 (定量下限レベル ) 
のクロマトグラムを示します。 

サンプル前処理
図 2 に、牛肉サンプルを前処理するための最終サンプル前処理手順を示
します。牛肉サンプルに対して最適化した抽出とクリーンアップメソッド
を実施するために、次の点を強調しておく必要があります。 

• メソッド開発とバリデーションには、地域の食料品店で購入した牛
肉を使用しました。サンプルはホモジナイズして –20 ° C で保管し
ました。 

• ホモジナイズした牛肉サンプルに標準物質と IS をプレスパイクした
後、サンプルを室温で 20 分間置いたままにしました。これにより、
スパイクした標準をサンプルマトリックスに浸潤させ、サンプル抽出
の前に平衡化させました。 

• 牛肉と均一に混合させるためにはサンプル抽出で水を使用する必
要がありますが、これで極性医薬品化合物の回収率と安定性が保
証されます。20:80 水 /ACN 混合液で 1 ステップ抽出する場合に
は、疎水性化合物の溶媒抽出効率とタンパク質除去効率が大幅に
低減します。このため、2 mL 水性抽出後に 8 mL 溶媒抽出を実
施するという 2 ステップの抽出プロトコルを使用しました。 

HPLC 条件

MS 条件

パラメータ 設定値

カラム

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、150 × 2.1 
mm、2.7 µm (部品番号 693775-902) 
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 UHPLC ガード、 
5 × 2.1 mm、2.7 µm (部品番号 821725-911) 

流量  0.3 mL/min

カラム温度 40 °C

オートサンプラ温度 4 °C

注入量 3 µL

移動相
A) 0.1 % FA 水溶液  
B) 0.1 % FA アセトニトリル溶液

ニードル洗浄 1:1:1:1 ACN/MeOH/IPA/H2O と 0.2 % FA

グラジエント

時間 (分) %B 流量 (mL/min) 
0 10 0.3 
0.5 10 0.3 
8.0 100 0.3

ストップタイム 12 分

ポストタイム 3 分

パラメータ 設定値

ポジティブ/ネガティブモード

ガス温度 120 °C

ガス流量 14 L/min

ネブライザ 40 psi

シースガスヒーター 400 °C

シースガス流量 12 L/min

キャピラリ 3,000 V

iFunnel パラメータ
 正 負 
高圧 RF 90 V 90 V  
低圧 RF 70 V 60 V

• キレート化によるテトラサイクリン化合物の損失を防ぐために、水性
抽出には 0.1 M EDTA 緩衝液を使用しました。 

• テトラサイクリン、β -ラクタム、フルオロキノロンなどの分析困難
な医薬品化合物の溶媒抽出効率を向上させるために、2 % ギ酸と 
2 % DMSO を抽出溶媒 ACN に加えました。 

• 特に最初の水性抽出ステップでの固体残留物による相分離を向上
させるために、冷却遠心分離 (4 ° C) を使用しました。

• 分析対象物がカートリッジから完全に溶出するように、EMR-Lipid 
カートリッジによるクリーンアップ後に二次的溶出を実施しました。 
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図 1. A) 牛肉抽出物マトリックスブランク、および B) 5:1 ng/g (G1/G2) 動物用医薬品標準が添加された牛肉抽出物の LC/MS/MS クロマトグラム。
グループ 1 (G1) 分析対象物は 5 ng/g 添加レベルに対応し、グループ 2 (G2) 化合物は 1 ng/g 添加レベルに対応。 
溶出順序による分析対象物の同定については表 1、化合物のグループの同定については表 2 を参照

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

2.8

3.2

3.6

×103

×103

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

2.8

3.2

3.6

Acquisition time (min)

C
o

u
n

ts
C

o
u

n
ts

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

Acquisition time (min)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

A

B

図 2. Agilent Captiva EMR-Lipid 6 mL カートリッジを使用した牛肉のサンプル抽出とその後のクリーンアップ手順

ホモジナイズした牛肉サンプルを正確に 2 g 計量して 50 mL 遠心チューブに入れる

上澄みをチューブ 2 に静かに移す

2 mL の 0.1 M EDTA 溶液をチューブ 1 に加える
キャップをして 2 分間強く振とうする

混合した抽出物をチューブ 2 で 2 分間ボルテックスしてから、
5,000 rpm、4 °C で 5 分間遠心分離する

カートリッジに液体が残っていない場合は、
徐々に減圧してカートリッジをドレインする

サンプルバイアルで 0.5 mL のサンプル溶離液と 
0.3 mL の水を混合して、ボルテックスする

5 mL の上澄みを Agilent Captiva EMR-Lipid 6 mL カートリッジに移動し、
自然落下による溶出を実施する

二次的溶出のために 1.25 mL の 80:20 ACN/水混合液を 
EMR-Lipid カートリッジに添加する

これで LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備が完了

5,000 rpm、4 °C で 5 分間遠心分離する

2 % ギ酸と 2 % DMSO を含む 8 mL ACN をチューブ 1 に
残されているサンプル残留物に添加する

5 分間振とうしてから、5,000 rpm、4 °C で 5 分間遠心分離する
上澄みを
チューブ 2 に
移動する
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キャリブレーション標準と品質管理 (QC) サンプル
適切な標準作業液を、低、中、高レベルでホモジナイズした牛肉サンプ
ルにスパイクすることにより、プレスパイクした QC サンプルを 6 点ずつ
作成し、繰り返し再現性を調べました。 

• G1 分析対象物については、スパイクレベルを 10、50、および 
750 ng/g に設定しました。 

• G2 分析対象物については、スパイクレベルを 2、10、および 150 
ng/g に設定しました。

高レベル QC サンプルのスパイクには標準 25:5 µg/mL (G1/G2) 作業
液を使用し、低および中レベル QC サンプルのスパイクには 5:1 µg/mL 
(G1/G2) 標準溶液を使用しました。IS 溶液をマトリックスブランク以外
のすべてのサンプルに、フルニキシン -d3 200 ng/g に相当する濃度でス
パイクしました。 

カートリッジによるクリーンアップ後に、適切な標準と IS 作業液をマトリッ
クスブランク溶離液にスパイクすることにより、マトリックス適合検量標準
およびポストスパイク QC サンプルを前処理しました。キャリブレーション
標準のスパイク濃度は 5、25、50、250、750、および 1,000 ng/g (G1) 
または 1、5、10、50、150、および 200 ng/g (G2、牛肉内 )、およ
び 200 ng/g (IS) で、ポストスパイク QC サンプルのスパイク濃度は 10、
50、および 750 ng/g (G1) または 2、10、および 150 ng/g (G2) でした。 

共溶出量の測定
EMR-Lipid カートリッジおよび他社のカートリッジによるクリーンアップ
での共溶出残留物量を重量測定法で測定しました 5。共溶出残留物の重
量を 1 mL の ACN 最終抽出物に基づいて計量すると同時に、クリーン
アップによるマトリックス共溶出除去効率を、カートリッジによるクリーン
アップを実施した場合と実施しない場合の共溶出残留物の重量の差の割
合を比較することにより計算しました。 

マトリックス効果の評価
ポストカラムインフュージョンの試験により、クロマトグラフのマトリック
ス効果を評価しました。10 ng/mL の動物用医薬品の標準原液の同時
ポストカラムインフュージョンを 90 µL/min で実行して、マトリックスブ
ランクサンプルを注入しました。化合物のすべてのトランジションを、ク
ロマトグラフウィンドウ全体にわたって監視しました。 

カートリッジによるクリーンアップを用いた分析対象物の 
回収率の評価
カートリッジによるクリーンアップ前に標準を牛肉抽出物ブランクにプレ
スパイクし、カートリッジによるクリーンアップ後に標準を牛肉抽出物ブ
ランク溶離液にポストスパイクすることにより、分析対象物の回収率に対
するカートリッジクリーンアップの影響を評価しました。得られた回収率
の結果は、分析対象物の回収率に対するカートリッジクリーンアップの
影響のみを反映しており、抽出方法におけるその他の影響は除外されて
います。つまり、分析対象物の回収率に対するカートリッジクリーンアッ
プの影響が直接比較されています。EMR-Lipid カートリッジ 3 mL およ
び 6 mL を対応する他社のカートリッジと比較しました。3 mL カートリッ
ジの場合、サンプルロード量は 2.5 mL、二次的溶出量は 0.625 mL で
した。

メソッドバリデーション
キャリブレーションの再現性を確認するために、QC サンプルの前後で実
施した 2 つの別の検量線を用いた全定量バッチを実行することにより、
開発したメソッドをバリデーションしました。 

結果と考察

カートリッジクリーンアップの使いやすさ 
複雑なサンプルマトリックスクリーンアップに Captiva EMR-Lipid カート
リッジを使用する重要なメリットは使いやすさです。EMR-Lipid 充填剤
は、分析対象物ではなく不要な脂質干渉を対象としており、通過型手法
が導入されています。サンプル混合物はカートリッジにロードされ、カー
トリッジ内に充填された Captiva EMR-Lipid 充填剤を通過します。脂
質は充填剤内に取り込まれる一方、ターゲット化合物はカートリッジを
通過するため、コンディショニング、洗浄、溶出など従来の SPE ステッ
プが必要なくなります。このように、Captiva EMR-Lipid カートリッジは
非常に簡単に使用でき、時間と溶媒を大幅に節約できます。通過型クリー
ンアップでは、洗浄および溶出ステップでの従来の SPE メソッド開発が
不要になります。Captiva EMR-Lipid で可能なメソッド変更は、完全な
溶出を達成するために二次的溶出ステップを使用することです。二次的
溶出では、サンプルロード量の約 20～ 25 % において 20:80 水 /ACN 
混合液を使用することが推奨されます (例えば、5 mL ロード後に 1～
1.25 mL の二次的溶出を実施 )。最後に、自然落下で溶出できる設計
になっているため、サンプルを EMR-Lipid カートリッジにロードした後
に、ハンズフリーの操作が実行可能になります。減圧または加圧を操作
して、溶出流量を制御する必要はありません。これらの機能により、複
雑な食品サンプルを前処理するために、Captiva EMR-Lipid カートリッ
ジによるクリーンアップを使用する際のラボの生産性が向上しました。 
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表 2. カートリッによるクリーンアップを用いた牛肉マトリックス共溶出残留物量とマトリックス除去

クリーンアップ手法
ACN 最終抽出 1 mL あたりの共溶出物  

(mg)
クリーンアップによるマトリックス共溶出物の

除去効率 (%)

クリーンアップなし 7.68 –

Agilent Captiva EMR-Lipid 3 mL カートリッジ 4.38 43

Agilent Captiva EMR-Lipid 6 mL カートリッジ 4.03 48

他社の 3 mL カートリッジ 5.91 23

他社の 6 mL カートリッジ 6.30 18

マトリックス共溶出の除去効率 (%) =
(クリーンアップなしでの共溶出の量  – クリーンアップを実施した際の共溶出の量)

クリーンアップなしでの共溶出の量 × 100

共溶出の量
表 2 に、サンプル共溶出の重量試験結果を示します。共溶出残留物重
量に関する試験は、機器に注入される最終サンプルにおいて、タンパク
質、脂質、塩、その他のマトリックス成分を含む、マトリックス共溶出残
留物を、サンプル抽出とクリーンアップメソッドにより制御する効率を評
価するための重要な 1 つのメソッドです。マトリックス共溶出残留物重量
は、機器で検出可能かどうかには関係なく、共溶出物全体の量を示して
います。共溶出残留物は、機器で検出可能かどうかには関係なく、マト
リックス効果を引き起こして、メソッドの信頼性とデータ品質に影響を与
え、カラムや MS イオン源など機器の流路に蓄積して、検出システムの
長期的性能を低下させる場合があります。 

マトリックス共溶出残留物が少ないほど、メソッドの信頼性と機器の性能
は向上します。この結果から、Captiva EMR-Lipid カートリッジによる
クリーンアップでは、他社のカートリッジによるクリーンアップと比較して、
共溶出残留物重量が少ない高効率のマトリックスクリーンアップが達成で
きることが明らかになりました。 

マトリックス効果の評価
Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアップを実施した場合と
実施しない場合の牛肉抽出物のマトリックス効果を評価するために、動
物用医薬品標準のポストカラムインフュージョン (PCI) を使用しました。
すべての分析対象物を、取り込みウィンドウ全体にわたって監視しました。
PCI プロファイルは、ポジティブモードとネガティブモードの両方で監視
された分析対象物のマトリックス効果を反映しています。図 3 は、PCI 
プロファイルを示しています。 

×105

×105

カ
ウ
ン
ト

カ
ウ
ン
ト

取り込み時間 (分)

A

B

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアップを実施した場合の牛肉マトリックスブランクを注入した標準 PCI プロファイル 
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クリーンアップを実施しない場合の牛肉マトリックスブランクを注入した標準 PCI プロファイル

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5

図 3. Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアップを実施した場合 (A) と、いずれのクリーンアップも実施しない場合 (B) に、
牛肉マトリックスブランクを注入した標準 PCI によるマトリックス効果の結果 
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図 3B は、クリーンアップを実施していない牛肉抽出物を注入した際に
観察されたマトリックスイオン抑制 (全体的に低いベースライン ) の PCI 
プロファイルを赤で示しています。マトリックスイオン抑制は、共溶出ウィ
ンドウ内の分析対象物のメソッド感度、信頼性、およびデータ品質に大
きな影響を与える場合があります。反対に、図 3A は、EMR-Lipid カー
トリッジによるクリーンアップを実施した牛肉抽出物を注入した際に、
PCI プロファイル (青 ) の谷間が少なくなり、滑らかで一貫性があること
を示しています。図 3 で強調表示されている RT ウィンドウは、マトリッ
クスイオン抑制が低減したことを比較して示しています。 

カートリッジによるクリーンアップ時の回収率
脂質除去の従来のメカニズムは、脂質と充填剤の間の疎水性相互作用
に基づいています。このメカニズムは、特に脂質を取り込んで除去する
ための主要な充填剤機能として強力な疎水性相互作用を使用する際に
効率的です。ただし、この相互作用メカニズムは選択的ではなく、サン
プルにおいて不要な脂質と必要な疎水性物質が識別されません。このた
め、充填剤は脂質の取り込みでは機能しますが、疎水性物質とも強力
に相互作用するため、カートリッジによるクリーンアップ時に分析対象物
が大幅に損失してしまいます。さらに、疎水性相互作用では、すべての
クラスの脂質が効率的に除去できるとは限りません (例えば、リン脂質 )。

Captiva EMR-Lipid 充填剤は、サイズ排除と疎水性相互作用を組み合
わせた新しいケミストリを使用して、脂質除去の選択性を大幅に向上さ
せています。直線的で枝分かれのない炭化水素鎖 (できれば 6 つを超
える炭素を持つ ) を含む脂質に似た分子のみが、EMR-Lipid 充填剤の
細孔に行き着きます。脂質は EMR-Lipid 充填剤に流入すると、強力な
疎水性相互作用によって内部に取り込まれます。脂質に類似しておらず、
EMR-Lipid 充填剤に流入するにはかさばりすぎているその他の疎水性分
子は、その後の分析でも溶液内に残ります。このように、EMR-Lipid 充
填剤は脂質を他の疎水性分子から効率的に識別できるため、選択性が
大幅に向上し、クリーンアップ時の疎水性化合物の損失が大幅に低減し
ます。

このメカニズムは、カートリッジクリーンアップを用いた回収率に関する
試験によって、適切に実証されています。この研究では、カートリッジに
よるクリーンアップ前に、標準を牛肉ブランク抽出物にプレスパイクし、
カートリッジによるクリーンアップ後に、標準をブランク溶離液にポスト
スパイクしました。回収率のデータから、カートリッジによるクリーンアッ
プは分析対象物にのみ影響を与えることがわかります。比較試験では、
次の 4 種類のカートリッジを用意しました。Captiva EMR-Lipid 3 mL 
(300 mg) および 6 mL (600 mg) カートリッジ、および他社の 3 mL (60 
mg) および 6 mL (500 mg) カートリッジ。図 4 は、この試験の結果を
示しています。比較して示されている分析対象物は疎水性の高い化合物
で、C18 カラムでの溶出が遅くなっています。EMR-Lipid 3 mL および 
6 mL カートリッジは、疎水性が中から高の化合物において、カートリッ
ジクリーンアップでの回収率が一貫して優れた結果となりました。一方、

他社のカートリッジによるクリーンアップの場合、大部分の脂質除去で疎
水性相互作用が使用されており、疎水性の高い (溶出の遅い ) 分析対
象物の回収率は低くなりました。6 mL カートリッジ (500 mg) に含まれ
ている同等の充填剤量を使用した場合、疎水性が中から高の化合物が
大量に保持されました。例えば、疎水性が最も高い最後の 2 つの化合
物であるニクロサミドとビチオノール (log P >5) では、他社の 6 mL カー
トリッジによるクリーンアップでの回収率は 1 桁であり、カートリッジで
の分析対象物の損失が大きいことを示しています。他社の 3 mL カート
リッジでは、疎水性物質の損失を相殺するために、使用される充填剤が
非常に少なくなっています。つまり、60 mg の充填剤が入れられた他社
のカートリッジクリーンアップチューブは、カートリッジマトリックスクリー
ンアップの効率が犠牲にされており、量が多くなると疎水性化合物の回
収率が許容できないほどのレベルに低下しています (< 40 %)。この試験
では、EMR-Lipid 充填剤を使用すると脂質に対して選択制の高い相互
作用メカニズムが作用し、特に疎水性物質であるターゲット化合物の回
収率が許容できる値になることが明確に示されています。 

メソッドバリデーション
完全な定量バッチを実行することで、最適化した抽出およびクリーンアッ
プメソッドのバリデーションを行いました。手法は分析方法のセクション
で説明しています。定量のために、内部標準 (ポジティブモードとネガティ
ブモードの両方に対してフルニキシン -d3) を使用しました。ただし、新
たなサンプル前処理メソッドを評価する際の最大の課題は絶対回収率で
あるため、3 つのレベルでプレスパイクおよびポストスパイクした QC を
バリデーションの実行に含めました。表 3 は詳細な定量結果を示してお
り、各レベルで平均回収率と精度を使用して要約した図 (図 5) を作成
しました。3 つのレベルにおいて大部分の分析対象物 (94 %) で許容で
きる回収率 (60～ 120 %) が達成されていますが、例外として 2 つの外
れ値がアセトプロマジンとクロルプロマジンで発生しました。確認試験に
より、プロトコルの抽出ステップ時にこれらの化合物で分析対象物が損
失した可能性があることがわかっています。ただし、各レベルにおける
これら 2 つの化合物の 6 回の繰り返し分析の RSD 値は例外的であり、
分析対象物の 91 % において < 10 % RSD、および残りの 9 % において 
10～ 20 % RSD を示しました。 
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図 4. カートリッジによるクリーンアップを用いた牛肉抽出物の疎水性物質の回収率 (A) および再現性 (B) の比較。標準はカートリッジによるクリーンアップ前に 10 ng/mL で 
牛肉抽出物にスパイク。左から右の順序で分析対象物の疎水性が増大  
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表 3. 牛肉内の動物用医薬品分析に関するメソッド定量の結果 

グループ
番号a 分析対象物

検量線 メソッド絶対回収率と精度

R2

キャリブレー
ション範囲 

(ng/g)

2 ng/g QC (n = 6) 10 ng/g QC (n = 6) 50 ng/g QC (n = 6) 150 ng/g QC (n = 6) 750 ng/g QC (n = 6)

回収率 % RSD 回収率 % RSD 回収率 % RSD 回収率 % RSD 回収率 % RSD

1 2-チオウラシル 0.9862 5～1,000 – – 94 6.7 116 2.2 – – 103 4.1

1 アモキシシリン 0.9964 5～1,000 – – 88 8.6 77 3.9 – – 69 2.7

1 メトロニダゾール–OH 0.9963 5～1,000 – – 112 3.8 108 1.8 – – 103 2.1

1 アンピシリン 0.9926 5～1,000 – – 88 9.6 84 3.8 – – 82 4.2

1 ミノサイクリン 0.9943 5～1,000 – – 72 13.3 69 11.2 – – 62 2.9

1 オキシテトラサイクリン 0.9941 5～1,000 – – 84 6.2 87 11.0 – – 72 5.1

1 テトラサイクリン 0.9919 5～1,000 – – 87 9.0 86 5.2 – – 90 4.1

1 セファゾリン 0.9933 5～1,000 – – 109 5.8 94 2.8 – – 87 5.4

1 デメクロサイクリン 0.9966 5～1,000 – – 80 17.6 86 3.4 – – 86 3.8

1 ジフロキサシン 0.9824 5～1,000 – – 122 7.3 102 5.9 – – 102 5.0

1 ガミスロマイシン 0.9901 5～1,000 – – 100 8.9 92 5.3 – – 89 6.1

1 クロルテトラサイクリン 0.9976 5～1,000 – – 80 7.8 86 8.5 – – 81 4.1

1 ドキシサイクリン 0.9936 5～1,000 – – 77 11.2 70 5.4 – – 73 4.7

1 フロルフェニコール 0.9920 5～1,000 – – 116 4.4 110 3.8 – – 99 7.1

1 クロラムフェニコール 0.9928 5～1,000 – – 113 7.6 104 1.9 – – 103 3.4

1 プレドニゾン 0.9932 5～1,000 – – 110 6.7 110 5.5 – – 106 5.4

1 クロルスロン 0.9927 5～1,000 – – 114 12.1 97 4.8 – – 98 5.7

1 ペニシリン V 0.9952 5～1,000 – – 97 4.3 100 6.3 – – 100 7.1

1 オキサシリン 0.9942 5～1,000 – – 96 12.0 99 8.2 – – 99 5.1

1 クロキサシリン 0.9932 5～1,000 – – 103 8.1 101 6.0 – – 97 5.7

1 ナフシリン 0.9926 5～1,000 – – 107 8.9 110 6.5 – – 95 5.6

1 オキシフェンブタゾン 0.9910 5～1,000 – – 106 8.1 98 3.0 – – 86 2.8

1 酢酸メレンゲストロール 0.9942 5～1,000 – – 117 7.0 114 3.0 – – 102 5.1

1 ビチオノール 0.9807 5～1,000 – – 63 8.2 81 5.7 – – 92 1.4

2 リンコマイシン 0.9961 1-200 94 8.5 99 3.0 – – 88 6.4 – –

2 レバミゾール 0.9942 1-200 111 2.1 109 3.0 – – 99 1.3 – –

2 ノルフロキサシン 0.9974 1-200 111 5.5 91 4.9 – – 100 8.0 – –

2 シプロフロキサシン 0.9965 1-200 114 11.8 103 6.9 – – 103 4.0 – –

2 ダノフロキサシン 0.9969 1-200 101 8.3 94 5.8 – – 99 5.6 – –

2 ラクトパミン 0.9858 1-200 120 6.5 110 5.5 – – 109 3.2 – –

2 スルファメチゾール 0.9950 1-200 102 11.0 105 2.5 – – 97 5.0 – –

2 スルファメトキシピリダジン 0.9949 1-200 118 9.7 106 6.3 – – 86 4.6 – –

2 モランテル 0.9965 1-200 107 7.8 112 6.1 – – 109 6.5 – –

2 タイロシン 0.9946 1-200 125 5.3 105 4.8 – – 98 7.5 – –

2 アセトプロマジン 0.9942 1-200 66 7.9 52 3.2 – – 56 3.7 – –

2 クロルプロマジン 0.9944 1-200 50 9.2 36 3.2 – – 43 4.1 – –

2 フェンベンダゾール 0.9910 1-200 76 5.6 99 1.6 – – 90 4.9 – –

2 ケトプロフェン 0.9911 1-200 112 9.4 102 7.0 – – 103 1.9 – –

2 ニクロサミド 0.9964 1-200 120 10.2 85 8.5 – – 89 2.1 – –

a グループ 1 の分析対象物のキャリブレーション範囲は 5～ 1,000 ng/g、QC スパイクレベルは 10、50、および 750 ng/g。グループ 2 の分析対象物のキャリブレーション範囲は 1～ 200 ng/g、 
QC スパイクレベルは 2、10、および 150 ng/g
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図 5. 牛肉内の動物用医薬品分析のメソッドバリデーションにおける分析対象物の絶対回収率と統計解析。詳細については表 3 を参照 

結論

固液抽出と、それに続いて Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジに
よるクリーンアップを使用する、迅速で信頼性が高く堅牢なメソッドを、
牛肉中の複数の動物用医薬品残留物の分析用に開発して検証しました。
抽出方法を変更して水性抽出ステップを適用した後に、有機溶媒抽出ス
テップを適用して分析対象物の回収率を最適化しました。クリーンアップ
のためにこれらの抽出物を混合して Captiva EMR-Lipid カートリッジに
注入しました。マトリックス共溶出とマトリックス効果は、他社製の同様
のカートリッジと注意深く比較して評価しました。分析対象物の回収率
に対するカートリッジクリーンアップの影響についての試験では、EMR-
Lipid 充填剤を使用すると脂質除去の選択性が高くなり、ターゲット化合
物の不必要な損失は発生しませんでした。結果から、最適化した固液抽
出に続いて Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアップを実施
するメソッドは、この種類のアプリケーションにおいて優れたマトリックス
クリーンアップ、回収率、および精度を達成していることがわかります。 
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食品検査と農業

概要

このアプリケーションノートでは、QuEChERS (Quick (高速)、Easy (簡単)、Cheap (低価格)、Effective

(効果的)、Rugged (高い耐久性)、Safe (安全)) サンプル前処理法を用いた、豚肉中の 7 種類のマ

クロライド系抗生物質残留物の抽出およびクリーンアップについて説明します。スピラマイ

シン、チルミコシン、オレアンドマイシン、エリスロマイシン、タイロシン、ロキシスロマ

イシン、ジョサマイシンの残留物を分析しました。分析対象物は Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE

Enhanced Matrix Removal—Lipid を用いて抽出し、Agilent Poroshell 120 EC-C18 HPLC カラムで分離しま

した。液体クロマトグラフィーとポジティブイオンマルチプルリアクションモニタリング

モードのエレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析 (LC/MS/MS) を使用して定量しまし

た。このメソッドは、豚肉中のすべてのマクロライド系抗生物質について低い検出下限を実

現しました。これらの化合物のダイナミックキャリブレーションレンジは 5～250 µg/kg の間

で得られました。全体の回収率は 63.9～98.4 % の範囲で RSD 値は 3.8～10.3 % の間でした。
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はじめに

食用動物の生産における抗生物質の使用は食品業界全体に利益をも

たらしています。しかし、これらの使用は動物や人の健康の安全性

への懸念を招いています。マクロライド系抗生物質は、動物の多く

の呼吸器および腸の細菌感染症の治療に広く使用されている抗生物

質のグループです。よく使用されているマクロライド系抗生物質の

中に、スピラマイシン、チルミコシン、オレアンドマイシン、エリ

スロマイシン、タイロシン、ロキシスロマイシン、ジョサマイシン

があります。

国内機関や国際機関は動物由来の食品に含まれる抗生物質の残留物

の濃度に規制値を設けています [1、2]。残留物の規制値は 0～15

mg/kg とさまざまです。アプリケーションがハチミツ中の微量なマ

クロライド系抗生物質残留物の分析用に以前開発されました [3]。こ

のメソッドでは、Agilent Bond Elut Plexa をサンプル前処理で、Agilent

Poroshell 120 EC-C18 カラムを分離で使用しました。マトリックス添加

標準を用いて評価した回収率と再現性は、ハチミツ中の規制対象の

マクロライド系抗生物質残留物の測定における許容範囲内でした。

表 1. 今回の実験で使用したマクロライド系抗生物質 (次ページへ続く)。

化合物 CAS No.

スピラマイシン 8025-81-8

チルミコシン 108050-54-0
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本実験の目的は、豚肉中のマクロライド系抗生物質残留物のルーチ

ン規制分析用にシンプルで高速な複数残留物メソッドを開発するこ

とです。最新の充填剤の Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE Enhanced Matrix

Removal—Lipid は、成分損失なしに豚肉などの脂質含有量の高いマト

リックスから主要な脂質成分を選択的に除去します。複雑なマト

リックスからの脂質干渉の除去は質量レスポンスを向上させるマト

リックス効果の低減などのたくさんの利点があり、LC カラムの寿命

を延ばします。また、表面多孔質粒子 Poroshell 120 HPLC カラムは高速

で高効率な分析を低背圧で実現します。

表 1 は、マクロライド系抗生物質の詳細を示しています。
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表 1. 今回の実験で使用したママクロライド系抗生物質。

化合物 CAS No.

ロキシスロマイシ 80214-83-1

ジョサマイシン 16846-24-5
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O

OO

NO

OHH

H
OH

O

O

O

HO

O

OH

OH

O

O
O

O

オレアンドマイシン 3922-90-5

エリスロマイシン 114-07-8

N

H H
HO

OH
O O

O

HO
O

O

O

O O
O

OH

OCH3

CH3

CH3

O

O

O

OH
OH

CH3

CH3

CH3H3CH3C

H3C

H5C2

O

O

HO
CH3

CH3

H3C

O

N
HOO



4

材料とメソッド

試薬および薬品

すべての試薬は、MS、HPLC または分析グレードのものを使用しまし

た。アセトニトリルと水は、Honeywell International, Inc. から購入しまし

た。標準は、Dr. Ehrenstorfer (アウクスブルク、ドイツ) から購入しま

した。豚肉は地域のスーパーマーケットで購入しました。標準溶液

(1.0 mg/mL) はメタノールで個別に作成し、–20 °C で保管しました。混

合作業溶液はアセトニトリル:水 (20:80) で作成し、–20 °C で保管しま

した。添加した溶液は、混合作業溶液を水で希釈することによって

適切に毎日作成しました。

装置と材料

•        Agilent 1290 Infinity LC

•        Agilent 6460 トリプル四重極 LC/MS システム、エレクトロスプレー

イオン源搭載

•        Agilent Bond Elut QuEChERS 抽出キット EN (p/n 5982-5650)

•        Agilent Bond Elut QuEChERS dSPE Enhanced Matrix Removal—Lipid 

(p/n 5982-1010)

•        Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal—Lipid 脱水キット

(p/n 5982-0101)

•        Agilent Poroshell 120 EC-C18、3.0 × 100 mm、2.7 µm (p/n 695975-302)

•        エッペンドルフ 5810 R 遠心分離機 (Brinkmann Instruments、

ウェストベリー、ニューヨーク州、米国)

•        デジタルボルテックスミキサー (VWR International, LLC、

ラドナー、ペンシルベニア州、米国)

サンプル前処理

最終のサンプル前処理手順は、次のステップを使用して最適化しま

した。

1.       ホモジナイズした豚肉 2.5 g (±0.1 g) を計量し、50 mL 遠心管に

入れる

2.       水 8 mL を加えて 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

3.       アセトニトリル 10 mL を加える

4.       QuEChERS 抽出キット EN メソッドの塩を加える

5.       サンプルを 1 分間振とうして混合する

6.       4,000 rpm で 5 分間遠心分離する

7.       水 5 mL を 15 mL EMR—Lipid dSPE チューブに加える

8.       上澄み 5 mL を EMR—Lipid dSPE チューブに移す

9.       直ちにボルテックスミキサーでサンプルを撹拌して

分散した後、1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

10.     4,000 rpm で 3 分間遠心分離する

11.     上澄み 5 mL を塩 (1:4 NaCl:MgSO4) 2 g を含む 15 mL EMR Lipid 

脱水キットに移し 1 分間ボルテックスミキサーで撹拌する

12.     4,000 rpm で 3 分間遠心分離する

13.     アセトニトリル層の上部 200 µL と水 800 µL を 2 mL のサンプル

バイアルで混合しボルテックスミキサーで撹拌する

HPLC 条件
カラム: Agilent Poroshell 120 EC-C18、3.0 × 100 mm、2.7 µm 

(p/n 695975-302)

移動相: A: 10 mM 酢酸アンモニウムおよび 0.1 % ギ酸水溶液
B: アセトニトリル

注入量: 2 μL

流量: 0.5 mL/min

グラジエント: 時間 (分)           %B
0                          20
5                          65
6                          65
8                          20

温度: 30 °C

MS 条件

マクロライド系抗生物質はポジティブモードでモニタリングしまし

た。表 2 にマルチプルリアクションモニタリングの詳細を示します。

MS イオン源のパラメータ
ガス温度: 300 °C 
ガス流量: 5 L/min
ネブライザ: 45 psi
シースガス温度: 400 °C
シースガス流量: 11 L/min
ノズル電圧: ポジティブ、0 V
キャピラリ: ポジティブ、4,000 V
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結果と考察

直線性と検出下限

外部検量線を作成するために使用した溶液は、混合作業溶液をマ

トリックスブランクに添加して調整しました (5、10、20、50、250

µg/kg)。マトリックスブランクは、前処理と QuEChERS 手順を含む手

順全体を豚肉に適用することによって作成しました。検出限界

(LOD) のデータは、0.1 µg/kg でポスト添加した豚肉マトリックスを注

入することによって S/N 比 3 を用いて計算しました。すべての S/N

比 は 3:1 を超えました。このため、化合物のすべての LOD は 0.1

µg/kg 未満で、規制メソッドに合致しました。表 3 に、検量線の結

果を示します。

回収率と再現性

このメソッドでの分析対象物の回収率と再現性は、10、20、100

µg/kg の 3 つのレベルの濃度で添加した豚肉のサンプルをレベルごと

に 6 回分析して求めました。表 4 に分析対象物の回収率と再現性の

データを示します。図 1 に 20 µg/kg で添加した豚肉抽出物のクロマ

トグラムを示します。

表 2. マルチプルリアクションモニタリングによってモニターした質量。

化合物
プリカーサ
イオン

プロダクト
イオン

フラグメンタ
(V)

コリジョン
エネルギー (V)

リテンション
タイム (分)

スピラマイシン 843.4 540.0 270 35 2.178

スピラマイシン 843.4 174.1 270 40 2.178

チルミコシン 869.5 696.4 320 44 2.749

チルミコシン 869.5 174.1 320 49 2.749

オレアンドマイシン 688.3 544.3 170 15 2.99

オレアンドマイシン 688.3 158.2 170 25 2.99

エリスロマイシン 734.4 576.3 180 14 3.204

エリスロマイシン 734.4 158.2 180 30 3.204

タイロシン 916.4 772.4 280 30 3.421

タイロシン 916.4 174.2 280 40 3.421

ロキシスロマイシン 837.4 679.3 200 16 4.087

ロキシスロマイシン 837.4 158.1 200 34 4.087

ジョサマイシン 828.4 174.1 250 35 4.461

ジョサマイシン 828.4 109.1 250 46 4.461

表 3. 豚肉中のマクロライド系抗生物質の直線性。

化合物 回帰方程式 R2

スピラマイシン Y = 386.144x + 19.317 0.9994

チルミコシン Y = 133.272x + 8.018 0.9999

オレアンドマイシン Y = 317.284x + 43.963 0.9998

エリスロマイシン Y = 848.506x + 119.918 0.9996

タイロシン Y = 274.158x + 22.703 0.9997

ロキシスロマイシン Y = 477.739x + 53.019 0.9997

ジョサマイシン Y = 625.922x + 58.918 0.9998

表 4. 豚肉中のマクロライド系抗生物質の回収率と再現性 (n = 6)。

化合物 添加濃度 (µg/kg) 回収率 (%) RSD (%)

スピラマイシン 10 89.7 10.3

20 94.0 8.3

100 95.2 3.8

チルミコシン 10 98.4 9.5

20 90.0 9.7

100 95.3 7.1

オレアンドマイシン 10 92.4 5.7

20 96.4 7.1

100 97.5 6.2

エリスロマイシン 10 64.5 8.8

20 63.9 8.1

100 68.7 5.1

タイロシン 10 84.1 10.2

20 93.3 7.4

100 94.6 5.5

ロキシスロマイシン 10 89.9 9.8

20 91.6 7.7

100 92.6 5.1

ジョサマイシン 10 87.9 7.4

20 92.4 5.6

100 93.2 4.9
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結論

このアプリケーションノートでは、豚肉中のマクロライド系抗生物

質の定量と確認を同時に実行できる迅速かつ堅牢で信頼性の高いメ

ソッドを説明しました。EMR—Lipid と脱水キットにより、分析対象

物の回収に大きな影響を与えることなく、優れたマトリックスク

リーンアップを可能にしてほとんどのマトリックス、特に脂質を除

去できます。Agilent Poroshell 120 EC-C18 カラムは、複数のマクロライ

ド系抗生物質の迅速な分離を左右対称のピーク形状および高い感度

で実現します。
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詳細

これらのデータは一般的な結果を示したものです。アジレントの

製品とサービスの詳細については、アジレントのウェブサイト

(www.aglient.com/chem/jp) をご覧ください。
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図 1. 20 µg/kg で添加した豚肉サンプルの抽出物のクロマトグラム。
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概要

アフラトキシン M1 は、牛乳で主に検出されるアフラトキシンです。欧州では、欧州委員会 (EC) が勧
告する最大許容レベルは、乳児用調合乳ではわずか 0.025 µg/kg となっています。米国では、アメリ
カ食品医薬品局 (FDA) が規定したアフラトキシンの最大許容レベルは、牛乳で 0.5 µg/kg です。この
アプリケーションノートは、Agilent Bond Elut EMR Lipid を用いた、LC/MS/MS による乳児用調合乳中の
アフラトキシン M1、G2、G1、B2、および B1 の測定について説明します。この実験では、QuEChERS 
抽出を採用し、続いて EMR Lipid 分散 SPE (dSPE) によるクリーンアップを行いました。このメソッドは、
あらゆるレベルのすべてのアフラトキシンについて、非常に高い回収率 (88～ 113 %) と精度 (RSD 
= 1.3～ 13.6 %) を実現します。広範にマトリックスを除去できるため、このメソッドの定量下限 (LOQ) 
は、米国と欧州の両方の規制限度を下回るようになりました。この単純で堅固なメソッドは、最小限
の機器と専門知識のみを必要とするため、食品分析ラボで容易に実施できます。
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Agilent Bond Elut EMR Lipid は、サイズ排除および疎水性相互作用を独自
に組み合わせて使用し、分析対象を不必要に保持せずに、サンプルから

主要な脂質類を選択的に除去する、まったく新しい充填剤です。この充

填剤は、QuEChERS およびタンパク処理ワークフローによる dSPE クリーン
アップとして使用することができ、シンプルで効果的なクリーンアップを

容易に実行できるようにします [12、13]。この実験では、乳児用調合乳
中の 5 種のアフラトキシンの分析について調査しました。脂質含有量と
アフラトキシンの規制レベルを元に、このマトリックス用に乳児用調合乳
を選択しました。QuEChERS 抽出を実施し、続いて EMR Lipid dSPE クリー
ンアップと、無水 MgSO4 を使用する強化されたサンプル後処理を実施し
たため、徹底したマトリックス除去が行われました。このアプリケーション

ノートでは、3 つの異なる濃度でアフラトキシンを分析する場合の EMR 
Lipid の有効性を示します。

はじめに

マイコトキシンは、菌類の二次代謝物であり、世界で供給される食品お

よび飼料中で最もまん延している混入物の 1 つであると見なされていま
す。食糧農業機関 (FAO) は、世界の農産物の最大 25 % がマイコトキシ
ンで汚染されていると推定しています。この汚染のために、特に穀物産

業で、非常に大きな経済的損失が生じています [1]。アフラトキシン (表 1) 
は、さまざまな種の菌類 (特にアスペルギルス・フラブスおよびアスペル
ギルス・パラシチクス) によって生成されるマイコトキシンの一種です [2]。
アフラトキシン M1 は、牛乳で最も一般的に検出されるマイコトキシンで
あり、アフラトキシン B1 で汚染された飼料を牛が摂取して代謝したとき
に生成されます [3]。アメリカ食品医薬品局 (FDA) および欧州委員会 (EC) 
はどちらも、さまざまな食品中のアフラトキシン含有量の限度を規定し

ています [4、5]。表 2 に、米国と欧州における FDA と EC のアフラトキシ
ンの制限をまとめています。 

アフラトキシンの規制限度は、特に乳児向けの乳製品のマトリックスおよ

び製剤では、非常に低く設定されています。低濃度での分析対象物のシ

グナルを改善するには、マトリックス干渉を除去するためのサンプル前

処理が必要です。さまざまなマトリックスにおいて、アフラトキシンを含
むマイコトキシンの分析には、一般にイムノアフィニティカラムが使用さ

れます [6～ 9]。ただし、それらのカラムは高価であることがあり、食品
分析ラボで実施しやすいとは限らない独特で特殊なワークフローを必要
とします。QuEChERS (Quick (高速)、Easy (簡単)、Cheap (低価格)、Effective 
(効果的)、Rugged (高い耐久性)、Safe (安全)) では、サンプルに対して 3 
つのステップ (抽出、クリーンアップ、および分析) からなる単純な手順を
使用します。そのため、穀物および乳製品中のアフラトキシンを含むさ

まざまな分析対象物とマトリックスの前処理のために、魅力的なメソッド

となっています [3、10、11]。ただし、C18 または PSA による QuEChERS ク
リーンアップでは、肉類や牛乳などの脂質含有量の多いサンプルを分析
する際に、いくつかの制限事項があります。ターゲット化合物と非選択

的に相互作用すること、および主要な脂質類が十分に除去されないこと

が、これらの制限事項の原因となっています。残った脂質は分析流路に

蓄積し、その結果、メンテナンス作業が増え、クロマトグラフィーが低下
し、データの真度および精度も低下します。 

表 1. 5 種のアフラトキシンの化学的情報および物理的情報。

アフラトキシン 分子式 構造 pKa logP

M1 C17H12O7 11.4 0.93

B1 C17H12O6 – 1.58

B2 C17H14O6 – 1.57

G1 C17H12O7 – 1.37

G2 C17H14O7 – 1.36
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装置
使用した装置と材料:

• エッペンドルフピペットおよびリピーター

• Vortexer および Multi-Tube Vortexer (VWR、ラドナー、ペンシルベニア州、
米国)

• ジェノグラインダー (SPEX、メアチェン、ニュージャージー州、米国)

• Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

• Turbovap LV (Biotage、シャーロット、ノースカロライナ州、米国)

• エッペンドルフ微小遠心管 (Brinkmann Instruments、ウェストベリー、
ニューヨーク州、米国)

• Agilent Bond Elut オリジナル QuEChERS メソッド (バッファなし)  
抽出キット (10 g のサンプル)、セラミックホモジナイザ入り  
(部品番号 5982-5550CH)

• Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE (部品番号 5982-1010)

• Agilent Bond Elut EMR Lipid MgSO4 脱水キットパック  
(部品番号 5982-0102)

実験方法

試薬および薬品
試薬はすべて、HPLC グレード以上のものを使用しました。アセトニトリル 
(ACN) およびメタノールは Honeywell (マスキーゴン、ミシガン州、米国) 
から購入しました。水は、EMD Millipore Milli-Q Integral System (ダルムシュ
タット、ドイツ) を使用して純水化しました。試薬グレードのギ酸 (FA、部
品番号 G2453-85060) は Agilent Technologies から入手しました。欧州標準
物質 ERM-BD283 (低レベルのアフラトキシン M1 を含む全脂粉乳) は LGC 
Standards (テディントン、ミドルセックス、英国) から購入しました。アフラ
トキシン M1 (ACN 中に 10 µg/mL)、アフラトキシン混合液 (B1、G1、B2、
G2 が ACN 中にそれぞれ 20 µg/mL)、およびギ酸アンモニウムは、Sigma-
Aldrich, Corp. (セントルイス、ミズーリ州、米国) から購入しました。アフラ
トキシン原液標準は、メーカーが推奨するように、2～ 8 °C (M1) および 
2～ 20 °C (B1、B2、G1、G2 の混合) で保管しました。すぐに使用できる液
体の乳児用調合乳は、地元の食料品店で購入しました。

表 2. EC および FDA による関連マトリックスでのアフラトキシンの限度

アフラトキシン 限度 (µg/kg) マトリックス 規制機関

M1 0.025 乳児用調合乳 EC [5]

0.05 生乳 EC [5]
0.50 生乳 FDA [14]

B1 0.10 離乳食 EC [5]
2～ 12* 一般食品 EC [5]

B1 + B2 + G1 + G2

(総濃度)

4～ 15* ナッツ、イチジク、ドライフルーツ、シリアル、と
うもろこし、香辛料 

EC [5]

20 一般食品 FDA [15]**
20～ 300 動物飼料 FDA [16]**

* 特定のマトリックスに関する詳細については、欧州委員会規則 No 1881/2006 を参照してください [5]。

** アフラトキシン B1 の同定は、化学誘導体形成によって確認する必要があります [15、16]。
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装置構成
分析には、以下のものから構成される Agilent 1290 Infinity LC システムを
使用しました。

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

• Agilent 1290 FC/ALS サーモスタット (G1330B) を搭載した Agilent 1290 
Infinity 高性能オートサンプラ (G4226A) 

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

LC システムを、Agilent Jet Stream エレクトロスプレーイオン化技術を備え
た Agilent 6460A トリプル四重極 LC/MS/MS システムに連結しました。す
べてのデータ取り込みと分析に、Agilent MassHunter ワークステーション
ソフトウェアを使用しました。

サンプル前処理
液体乳児用調合乳 (10 mL) を、50 mL の遠心分離チューブに追加し、QC 
サンプル用の標準溶液を適宜スパイクしました。2 つのセラミックホモジ
ナイザと 10 mL の ACN を追加し、サンプルを 2 分間ボルテックスしまし
た。オリジナル (バッファなし、10 g のサンプル) QuEChERS 抽出塩キット
パケットを、サンプルに追加しました。サンプルを、2 分間振とう機で混
合し、次に 5 分間 5,000 rpm で遠心分離しました。水 (5 mL) を EMR Lipid 
dSPE チューブに追加し、ボルテックスしてから、5 mL の未処理のサンプ
ル抽出液を追加しました。サンプルを直ちにボルテックスしてから、マ

ルチチューブ Vortexer でさらに 60 秒間ボルテックスしました。次にサン
プルを 5 分間 5,000 rpm で遠心分離し、空の 15 mL の遠心分離チューブ
に静かに移しました。脱水キットパックの無水硫酸マグネシウム (MgSO4) 
を、抽出液に追加しました。塩を分散させるためにサンプルを直ちにボ

ルテックスし、さらに 60 秒間ボルテックスし、3 分間 5,000 rpm で遠心分
離しました。上澄みを、1.5 g の MgSO4 (新しい脱水キットパックの) が入っ
ている別の 15 mL 遠心分離チューブに移しました。サンプルを直ちにボ
ルテックスしてから、再度 60 秒間ボルテックスします。3 分間 5,000 rpm 
で遠心分離した後に、最終サンプル (1 mL) を 16 × 100 mm のガラスのテ
ストチューブに移し、乾くまで 50 °C で窒素下で蒸発させました。必要に
応じて、乾燥する前に、ブランクのマトリックスに標準溶液をスパイクし

ました。サンプルを、0.1 % の FA/ACN (80/20) を含む 100 µL の H2O で再
溶解し、少なくとも 2 分間ボルテックスしました。必要な場合は、次にサ
ンプルを超音波洗浄器にかけ、遠心分離しました。次に、最終サンプル

を、LC/MS/MS 分析のためにインサート付きのバイアルに移しました。図 
1 に、サンプル前処理手順の全体を示します。 

機器条件
HPLC

カラム:  Agilent Poroshell 120 SB-C18 2.1 × 100 mm、2.7 µm  
(部品番号 685775-902)

ガード: Agilent Poroshell 120 SB-C18 UHPLC Guard、2.1 mm × 5 mm、
2.7 µm (部品番号 821725-912)

移動相: A) 0.1% の FA を含む、5 mM のギ酸アンモニウムの水溶液 
B) 0.1% の FA を含む、5 mM のギ酸アンモニウムの ACN/
メタノール (50/50) 溶液

流量: 0.3 mL/min

カラム温度: 40 °C

オートサンプラ温度: 4 °C

注入量: 5 μL

ニードル洗浄: 0.2 % の FA を含む 1:1:1:1 の ACN/メタノール/ 
イソプロパノール/水

グラジエント: 時間 (分) %B 
0 20 
7 70 
7.25 95

ストップタイム: 11 分

ポストタイム: 2 分

MS

エレクトロスプレーイオン化 (ESI)、ポジティブモード

ガス温度: 325 °C

ガス流量: 10 L/min

ネブライザ: 50 psi

シースガスヒーター : 350 °C

シースガス流量: 11 L/min

キャピラリ: 4,000 V

デルタ EMV (+): 300 V

タイムセグメント: 番号 時間 (分) ダイバータバルブ 
1 0 廃液へ 
2 2 MS へ
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キャリブレーション標準と品質管理
アフラトキシン作業溶液を、原液から、2 µg/mL (アフラトキシン M1) およ
び 10 µg/mL (アフラトキシン G2、G1、B2、および B1) の ACN 溶液として
調製しました。アフラトキシン M1 の濃度は、他のアフラトキシンの 5 分
の 1 にして、さまざまな規制限度を超えないようにしました。キャリブレー
タと QC 標準は、作業溶液を適宜希釈することによって、100 倍の最終濃
度にしました。表 4 には、乳児用調合乳でのキャリブレーションサンプル
および QC サンプルの最終濃度を示します。作業溶液とすべてのキャリ
ブレーション標準および QC 標準を、2～ 8 °C で茶色のバイアルに保管
しました。抽出の前に、マトリックスブランク乳児用調合乳に、100 µL の
対応する QC 標準をスパイクしました。マトリックス適合検量線のため、
乾燥の前に、10 µL の適切な標準溶液を、990 µL のマトリックスブランク 
ACN 抽出物にスパイクしました。

表 3. ターゲット化合物の LC/MS/MS dMRM パラメータおよびリテンションタイム

分析対象物 RT (分)
プリカーサイオン 
(m/z)

フラグメンター  
(V)

プロダクトイオン

定量イオン  
(m/z)

CE  
(V)

定性イオン  
(m/z) CE (V)

アフラトキシン M1 4.28 329.1 143 273.1 21 229 45
アフラトキシン G2 4.55 331.1 164 313.1 25 245 33
アフラトキシン G1 4.88 329.07 149 243.1 25 115.1 80
アフラトキシン B2 5.13 315.09 174 287.1 25 259.1 29
アフラトキシン B1 5.44 313.07 169 241 41 128 80

表 4. 乳児用調合乳でのプレスパイク QC サンプルおよび
ポストスパイクキャリブレーションサンプルの最終濃度。

標準*

アフラトキシン 
M1  
(ng/mL)

アフラトキシン B1、B2、
G1、G2  
(ng/mL)

キャリブレーション 1 0.01 0.05

キャリブレーション 2 0.02 0.10

キャリブレーション 3 0.10 0.50

キャリブレーション 4 0.50 2.50

キャリブレーション 5 1.00 5.00

キャリブレーション 6 2.50 12.5

低 QC 0.025 0.125

中 QC 0.25 1.25

高 QC 2.00 10.0

*スパイク用に 100 倍の最終濃度で調製された標準。

図 1. Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップと MgSO4 を使用した強化
された脱水処理を用いた、液体乳児用調合乳中のアフラトキシンの 
サンプル前処理プロトコル。

10 mL の液体乳児用調合乳 (常温) を 50 mL の
遠心分離チューブに加える。

10 mL の アセトニトリルを加え、ボルテックスする。

オリジナル (10 g) 抽出塩キットを加え、振とうし、遠心分離する。

5 mL の水を Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE に加え、
ボルテックスする。

5 mL の抽出液を Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE に加え、
直ちにボルテックスし、遠心分離する。

上澄みを空の 15 mL のチューブに静かに移し、
脱水キットパックを追加し、ボルテックスし、遠心分離する。

最上層を、1.5 g の MgSO4 が入っている 15 mL のチューブに移し、
ボルテックスし、遠心分離する。

最上層の 1 mL をガラスのテストチューブに移し、
完全に乾燥する。

100 µL の 80/20 の H2O (0.1% の FA を含む)/ACN で再溶解する 
(必要な場合は超音波洗浄器にかけるか遠心分離する)。
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S/N 比に基づいて、望ましいアフラトキシン M1 の定量下限 (LOQ) に到達
するには濃縮ステップが必要であると判断しました。5 倍、１0 倍、および 
20 倍の濃度を評価しました。所定の機器のセットアップでは 10 倍の濃度
が LOQ およびメソッドのニーズに適合します。QuEChERS 抽出、EMR Lipid 
クリーンアップ、および MgSO4 による強化された脱水処理を実施した後
の、乳児用調合乳中のアフラトキシンの LC/MS/MS dMRM クロマトグラ
ムを、図 2 に示します。

結果と考察

メソッドの最適化 
EMR Lipid は、除タンパク処理と QuEChERS ワークフローの両方で使用
できます。液体乳児用調合乳中のアフラトキシン分析には、除タンパク

処理と QuEChERS 手順の両方が適していることが、初期の検査で示され
ました。ただし、従来から行われている除タンパク処理に関連する希釈

係数が大きくなったため、このアプリケーションでは QuEChERS 手法を
選択しました。このアプリケーションでは、予備実験の後に、オリジナル 
QuECHERS 抽出塩キットを選択しましたが、AOAC 抽出キットおよび EN 抽
出キットも使用可能です。 

×103

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2
2.4
2.6
2.8
3.0

取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト

3.9 4.0 4.1

Prespike
M1 = 0.01 ng/mL
G2, G1, B2, B1 = 0.05 ng/mL

M1

G2

G1

B2

B1

4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9 5.0 5.1 5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8

図 2. QuEChERS 抽出と、Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE クリーンアップおよび MgSO4 を使用した強化された 
脱水処理の後の、液体乳児用調合乳中のアフラトキシンの LC/MS/MS dMRM クロマトグラム 
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ポストスパイクされた乳児用調合乳からのピーク強度 (面積) と、それに
相当する溶媒標準を比較することによって、マトリックス効果を評価しま

した (表 5)。アフラトキシン M1 のサンプルは 0.025 ng/mL の濃度でスパ
イクし、アフラトキシン G2、G1、B2、および B1 のサンプルは 0.125 ng/mL 
でスパイクしました。このメソッドでは、大きなマトリックス効果が出ない

許容できる範囲までマトリックス除去が行われることが分かります。

マトリックス除去
液体乳児用調合乳には、脂肪、タンパク質、炭水化物、ビタミン、ミネラ

ルなどの、さまざまなマトリックス成分が含まれています。このようにマ

トリックスが複雑であるため、特にアフラトキシンの濃度は一般的に非常
に低いので、サンプル前処理が難しくなることがあります。図 3 には、ク
リーンアップをしない場合と、C18/PSA または EMR Lipid dSPE クリーンアッ
プを行った場合について、乳児用調合乳の 10 倍濃縮した試料のマトリッ
クスブランクサンプルの GC/MS フルスキャンを重ね表示したクロマトグ
ラムを示します。クリーンアップをしないマトリックスブランクと比較した

場合、特にクロマトグラムの後の方の溶出領域では、C18/PSA が除去す
るマトリックスは非常にわずかです。しかし、赤で示されている EMR Lipid 
は、独自の作用メカニズムにより、10 倍濃縮した試料でもサンプル前処
理中にかなりの量のマトリックスを除去していることがわかります。

表 5. 5 種のアフラトキシンのマトリックス効果 (%)。ポストスパイクした 
乳児用調合乳でのピーク強度と、それに相当する溶媒標準を比較する 
ことによって、マトリックス効果を評価しました (n = 5)。

アフラトキシン マトリックス効果 (%)

M1 + 12

G2 – 13

G1 – 10

B2 – 11

B1 – 9

×109

0
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EMR Lipid クリーンアップを実施した乳児用調合乳 (MB)

図 3. クリーンアップなし、C18/PSA dSPE クリーンアップ、および Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップの場合に 
ついて、乳児用調合乳のマトリックスブランク (MB) を示す GC/MS フルスキャンを重ね表示したクロマトグラム。 
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回収率と再現性
このメソッドの回収率と再現性を評価しました。アフラトキシン M1 につ
いて 0.025、0.25、および 2.00 ng/mL の濃度でブランクの液体乳児用調
合乳をスパイクすることによって、QC 標準 (n = 6) を調製しました。さら
に、アフラトキシン G2、G1、B2、および B1 については 0.125、1.25、およ
び 10.0 ng/mL で QC 標準を調製しました。次に、このアプリケーションノー
トで説明した手順を使用して、サンプルを抽出しました。前述のように

一連のキャリブレータを調製し、分析の間 n = 6 で注入し、レスポンスに
変化が見られたかどうかを調べましたが、大きな変化はありませんでし

た。プレスパイク QC サンプルの回収率は、マトリックス検量線と照合し
て、そのレスポンスに対して計算しました。図 4 および図 5 に、回収率と、
相対標準偏差 (RSD) のデータを示します。3 つのすべての QC レベルで、
5 種のアフラトキシンすべての平均回収率はおよそ 101 % であり、平均 
RSD は 5.0 % 未満でした。

直線性および LOQ
乳児用調合乳中で、アフラトキシン M1 の直線範囲は 0.01～ 2.50 
ng/mL、アフラトキシン G2、G1、B2、および B1 の直線範囲は 0.05～ 12.5 
ng/mL でした。表 6 に、この実験でのアフラトキシンごとのキャリブレー
ション範囲、回帰/重みと R2 値、および LOQ を示します。LOQ は、メソッ
ドの性能に基づいて実験で測定しました。アフラトキシン M1 の LOQ は、
米国の最大許容レベルと欧州の最大許容レベルを下回っています。

表 6. アフラトキシンごとのキャリブレーションの詳細 (回帰適合、重量、
R2 値、直線範囲、および LOQ)

アフラトキシン 回帰適合、重み R2

直線範囲  
(ng/mL)

LOQ  
(ng/mL)

M1 直線、1/x2 0.9931 0.01～2.50 0.01

G2 直線、1/x 0.9990 0.05～12.5 0.05

G1 直線、1/x 0.9994 0.05～12.5 0.05

B2 直線、1/x 0.9986 0.05～12.5 0.05

B1 直線、1/x 0.9987 0.05～12.5 0.05

図 4. Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップを使用した場合の 
液体乳児用調合乳中の 5 種の アフラトキシンの回収率 (%)。(n = 6)
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図 5. Agilent Bond Elut EMR Lipid クリーンアップを使用した場合の 
液体乳児用調合乳中の 5 種の アフラトキシンの RSD (%)。(n = 6)。
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結論

LC/MS/MS によって乳児用調合乳中のアフラトキシンを分析するための、シン
プルで効果的なメソッドが開発されました。QuEChERS 手順を使用し、続いて 
Agilent Bond Elut EMR Lipid dSPE クリーンアップと、MgSO4 を使用した強化され
た脱水処理を実施して、サンプルを抽出しました。このメソッドは、広い直線

範囲全体で、非常に高い回収率 (平均 101 %) および精度 (平均で RSD が 5.0 
% 未満) を示しました。不要なマトリックス効果を伴わない濃縮ステップによっ
て、LOQ が規制値を下回りました。 

この手法では、望ましくない成分損失を発生させずに、EMR Lipid によって顕
著なマトリックス除去を実現できます。優れた器具によるクリーンアップによ

り、クロマトグラフィーが改善され、メンテナンスとトラブルシューティングの

作業は減少し、時間と費用の両方を節約できます。このソリューションは、専

門知識と機器をあまり必要とせず、食品分析ラボで容易に実施できます。こ

のアプリケーションはマイコトキシンの 1 つの種のみに特化していますが、
EMR Lipid は多成分残留物を対象とするアプリケーションです。そのため、イム
ノアフィニティカラムとは異なり、EMR Lipid は、複数の種類のマイコトキシン
の分析に容易に適用できます。今後も引き続き、他の複雑な高脂質サンプル

で EMR Lipd クリーンアップについて調査します。 
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概要

脂質除去の製品である Agilent Captiva EMR-Lipid を、複数の種類のマイコトキシンを
含むブルーチーズとパルメザンチーズの抽出物のクリーンアップに使用しました。脂肪含
有量が高いチーズは、低濃度レベルでのマイコトキシンの正確な定量において課題を伴
うことがあります。Captiva EMR-Lipid ではサイズ排除と疎水性相互作用を組み合わせ
ることにより、ターゲット化合物の回収率を落とさずに脂質炭化水素鎖を選択的に保持
できます。Captiva EMR-Lipid 3 mL および 6 mL カートリッジによって、脂質の多いサ
ンプル抽出物を通過させることでクリーンアップが可能になります。クリーンアップされ
た抽出物は LC/MS に直接注入するか、またはメソッド要件にあわせた追加処理ができ
ます。この研究では、QuEChERS 法による抽出と Captiva EMR-Lipid カートリッジがク
リーンアップを実施することにより、ブルーチーズとパルメザンチーズで 13 種類のマイコ
トキシンをバリデーションする方法について説明します。このメソッドではチーズ内のマイ
コトキシンを 0.5 ng/g まで検出可能で、その際の回収率は 70.7～ 111.8 % で RSD は 
< 20 % です。マトリックス除去の効率を評価するために、残留物の重量分析、GC/MS フ
ルスキャン、リン脂質の LC/MS 検出、および脂質のフリーズアウトを用いました。

Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアップ
および LC/MS/MS を用いたチーズ中の 
複数の種類のマイコトキシンの分析
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はじめに

マイコトキシンはさまざまな穀物でカビ類の二次代謝物として
生成され、変異原性、発癌性、催奇性、および免疫原性の各効
果と関連付けられます1。チーズ内の汚染物は原材料に由来する
か、または内生のカビによる天然合成により発生することがあり
ます。チーズは特にカビの増殖による影響を受けやすく、保管条
件や化学保存料によっても影響を受けます2,3。複雑なサンプル内
の低濃度で有害なマイコトキシンの検出および測定を実施する
ために、さまざまな免疫測定法や LC/MS メソッドをイムノアフィ
ニティ、SPE、QuEChERS4、または安定同位体希釈5などのサン
プル前処理法と組み合わせて使用します。高脂質サンプルは特
に問題になることが多く、イムノアッセイのカラムなどのクリーン
アップ製品は高価で、分析対象物やサンプルに特有のものにな
ります。その他のクリーンアップ手段では、特に脂質などのマト
リックス共溶出物を効果的かつ選択的に除去することは困難で
あり、再現性が低下して、マトリックス効果が発生し、機器に蓄
積します。

Agilent Captiva EMR-Lipid 3 mL および 6 mL チューブを使
用すると、複数の種類のマイコトキシンの分析において通過型
クリーンアップが容易になり、脂質の多いサンプル抽出物から脂
質が選択的に除去されます。チーズから 13 種類のマイコトキシ
ンを抽出するために、QuEChERS (Quick (高速)、Easy (簡単)、
Cheap (低価格)、Effective (効果的)、Rugged (高い耐久性)、
Safe (安全)) 抽出法を用いました。QuEChERS はさまざまなク
ラスの分析対象物に関して抽出効率が高いことで定評がありま
すが、同時に大量のマトリックスを抽出してしまうこともあります。
Captiva EMR-Lipid カートリッジを使用することで脂質除去が高
くなり、ターゲットのマイコトキシンを正確に定量できます。脂質
除去を評価するために、マトリックス共溶出残留物の重量測定、
GC/MS フルスキャン、LC/MS/MS によるリン脂質分析、および
脂質のフリーズアウトの比較を用いました。ブルーチーズとパル
メザンチーズに関するメソッドのバリデーションは、アフラトキシ
ン (AF-B1、B2、G1、G2、M1)、オクラトキシン (OTA、OTB)、フ
モニシン (FB1、FB2、FB3)、ゼアラレノン (ZON)、ミコフェノー
ル酸 (MPA)、およびステリグマトシスチン (STC) の 3 段階のスパ
イク濃度レベルで実施しました。今回のメソッドでは、これらの高
脂質サンプルマトリックス内の微量濃度のマイコトキシンに対し
て、優れた回収率、精度、および感度が達成されました。

構成

構成要素
Agilent 1290 Infinity II ハイスピードポンプ (G7120A) 
Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ (G7167B) 
Agilent 1290 Infinity II マルチカラム恒温槽 (G7116B)

分析カラム

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、 
2.1 × 100 mm、2.7 µm、LC カラム (部品番号 695775-902) 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、 
2.1 × 5 mm、2.7 µm、ガードカラム (部品番号 821725-911)

カラム温度 40 °C

注入量 5 µL

移動相 A 5 mM ギ酸アンモニウム水溶液 + 0.1 % ギ酸

移動相 B 1:1 ACN:メタノール + 0.1 % ギ酸

流量 0.5 mL/min

グラジエント

時間 (分) %B 
0 5 
1 50 
4 60 
7 98

ポストタイム 2 分

ニードル洗浄 1:1:1、H2O、ACN、IPA (10 秒間)

バイアル
2-mL バイアル (部品番号 5190-4044) 
PTFE キャップ (部品番号 5182-0725) 
インサート (部品番号 5183-2086)

構成

Agilent 6460 トリプル四重極 LC/MS (AJS 搭載)

MS/MS モード ダイナミック MRM

イオンモード ポジティブ/ネガティブ

ドライガス温度 250 °C

ドライガス流量 8 L/min

ネブライザ圧力 40 psi

シースガス温度 350 °C

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ電圧 3,500 V

EMV 500 V (+)、0 V (–)

ノズル電圧 1,500 V (+)、0 V (–)

LC の構成とパラメータ

MS/MS の構成とパラメータ

分析方法

サンプル前処理
• Agilent Captiva EMR-Lipid 3 mL チューブ  

(部品番号 5190-1003)

• Agilent QuEChERS オリジナル法  
(部品番号 5982-5555)

• Agilent VacElut SPS-24 真空マニホールド  
(部品番号 12234022)
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材料および試薬
定量とマトリックス除去の検討には、地域の食料品店で購入した
食品サンプルを用いました。標準と内部標準はプレミックス溶液
として、Sigma-Aldrich (セントルイス、ミズーリ州、米国) または 
Romer Labs (ゲッツァースドルフ、オーストリア) から購入しまし
た。LC 溶媒は Honeywell (マスキーゴン、ミシガン州、米国) から
購入しました。 

メソッドバリデーション
チーズ中のマイコトキシンのバリデーションは、2 つのダブルブラ
ンク、2 つのブランク、6 つのキャリブレータ、および 3 つの QC 
レベルから構成されるバッチで実施しました。QC は表 1 に示
すように 5 回 (n = 5) の繰り返し分析でプレスパイクし、2 セッ
トの検量線用サンプルの間で注入しました。検量線は次の 6 つ
のレベルにより作成しました。0.25、1、5、10、20、および 40 
ng/mL (AF-B1、AF-B2、AF-G1、AF-G2、MPA、OTA、STC、
および ZON)、0.125、0.5、2.5、5、10、および 20 ng/mL (AF-
M1 と OTB)、1.25、5、25、50、100、および 200 ng/mL (FB1、
FB2、および FB3)。同位体標識された内部標準13C-AF-B1 は 5 
ng/mL でスパイクしました。

化合物 プリカーサイオン 定量イオン (CE) 定性イオン (CE) フラグメント (V) リテンションタイム (分)

アフラトキシン M1 (AF-M1) 329.1 313.0 (24) 115.1 (88) 135 1.842

アフラトキシン G2 (AF-G2) 331.1 313.0 (24) 115.1 (88) 165 1.916

アフラトキシン G1 (AF-G1) 329.1 243.2 (24) 200.0 (44) 175 2.018

アフラトキシン B2 (AF-B2) 315.1 287.0 (28) 259.0 (32) 175 2.104

アフラトキシン B1 (AF-B1) 313.1 285.2 (24) 128.1 (84) 170 2.223
13C アフラトキシン B1 (IS) 330.1 301.1 (24) – 170 2.223

フモニシン B1 (FB1) 722.4 352.3 (36) 334.4 (44) 200 2.810

オクラトキシン B (OTB) 370.0 205.0 (16) 120.1 (96) 120 3.282

ミコフェノール酸 (MPA) 321.1 302.9 (4) 206.9 (20) 90 3.304

フモニシン B3 (FB3) 706.4 336.3 (36) 318.5 (40) 200 3.780

ゼアラレノン (ZON) 317.1 175 (24) 131 (28) 175 4.155

フモニシン B2 (FB2) 706.4 336.3 (36) 318.5 (40) 200 4.511

オクラトキシン A (OTA) 404.1 239.0 (24) 120.1 (96) 120 4.604

ステリグマトシスチン (STC) 325.0 310.0 (24) 102.1 (96) 120 4.685

表 1. サンプル QC 濃度

分析対象物 LQ (ng/g) MQ (ng/g) HQ (ng/g)

AF-B1 1 5 10

AF-B2 1 5 10

AF-G1 1 5 10

AF-G2 1 5 10

AF-M1 0.5 2.5 5

FB1 5 25 50

FB2 5 25 50

FB3 5 25 50

MPA 1 5 10

OTA 1 5 10

OTB 0.5 2.5 5

STC 1 5 10

ZON 1 5 10

サンプル前処理の詳細な手順
チーズを 2 g 計量し、50 mL 遠心チューブに入れました。キャリ
ブレータと QC を相当するレベルでプレスパイクし、抽出前にチー
ズマトリックスに 1 時間以上完全に浸潤させました。次に、サン
プルに 10 mL の水を加え、5 分間浸潤させました。サンプルに 
2 % ギ酸を含む 10 mL のアセトニトリルを加え、ジェノグライ
ンダーで 20 分間縦方向に振とうして抽出しました。サンプルに 
QuEChERS オリジナル法キット (4 g MgSO4、1.5 g NaCl) を加
え、再度縦方向に 2 分間振とうしました。サンプルを 5,000 rpm 
で 5 分間遠心分離しました。上部アセトニトリル層 8 mL を新し
いチューブに移動して 2 mL の水 (容量で 20 % の水) で希釈し、
ボルテックスしました。この抽出物 (2.5 mL) を 3 mL Captiva 
EMR-Lipid チューブにロードし、自然落下で流しました。抽出物
が Captiva EMR-Lipid チューブを通して完全に溶出したら (約 
10 分間)、1～ 10 Hg の圧力勾配で吸引してチューブ内の液を
ドレインしました。次に、1.25 mL の溶出液を新しい試験管に移
動して 40 ° C の窒素気流の下で乾燥させ、ボルテックスと超音
波処理により 200 µL の 85:15、5 mM ギ酸アンモニウム:アセト
ニトリルで再溶解させました。サンプルを、オートサンプラバイア
ルに移して LC/MS/MS で分析しました。
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結果と考察

直線性
データは Agilent MassHunter 定量ソフトウェアで処理しまし
た。13 種類のマイコトキシンに対して、直線回帰と 1/x2 重み付
けを適合させた場合の検量線 R2 値は 0.990 を超えていました。
すべてのキャリブレータの真度が、予想された値の ±10 % 以内
に収まっていました。

回収率と精度の結果
表 2 では、この研究で得られた優れた結果を示しています。すべ
ての QC について回収率は 70～ 120 % であり、すべてのレベ
ルにおいて %RSD < 20 でした (大部分は %RSD < 10)。全体的
にパルメザンチーズの方が良好な再現性を示していますが、これ
はブルーチーズと比較してマトリックスの複雑さが小さかったこと
が原因であると考えられます。初期の研究では最終の濃縮ステッ
プが省略されていますが、サンプルサイズが小さいことや検出限
界が低いことを考慮すると濃縮を実施する必要がありました。ア
セトニトリルによる抽出効率には限界があったため、この研究で
はフモニシンのみはマイコトキシンの中で分析困難でした。最適
化によって明らかになったことは、2 % ギ酸を加えることにより、
他の種類に悪影響を与えずに分析対象物の溶解度が大幅に増大
したということです。

表 2. ブルーチーズとパルメザンチーズ中の 13 種類のマイコトキシンに対する回収率と 
精度の結果 (n = 5)

分析対象物

LQ MQ HQ

回収率 (%) %RSD 回収率 (%) %RSD 回収率 (%) %RSD 

パルメザンチーズ

AF-M1 111.8 1.5 95.6 5.9 96.3 1.7

AF-G2 101.8 2.2 98.5 3.8 104.6 3.2

AF-G1 102.2 2.8 89.1 2.2 93.9 6.6

AF-B2 108.5 1.5 101.5 4.2 103.5 2.4

AF-B1 103.2 5.1 84.9 2.7 90.3 2.9

FB1 79.4 6.7 71.3 3.2 74.2 2.2

OTB 109.6 1.7 98.5 7.2 106.0 1.8

MPA 111.3 8.6 103.6 2.1 107.5 4.6

FB3 98.2 7.1 90.6 8.1 92.0 5.0

ZON 98.0 7.8 85.8 4.0 88.2 2.8

FB2 101.9 5.5 92.4 7.8 95.6 3.8

OTA 104.7 10.4 89.4 5.7 92.6 2.5

STC 85.4 3.4 70.7 2.3 75.7 2.5

ブルーチーズ

AF-M1 97.0 17.8 101.2 8.8 107.9 5.8

AF-G2 88.6 12.4 96.1 6.3 98.3 8.6

AF-G1 91.8 9.1 97.5 2.5 105.5 3.2

AF-B2 98.2 13.8 99.7 8.8 108.5 8.1

AF-B1 91.8 7.9 93.5 5.7 102.4 6.2

FB1 103.9 7.9 83.5 5.4 85.3 5.8

OTB 81.5 7.1 79.9 3.9 89.0 5.8

MPA 92.4 10.3 95.0 1.8 95.4 8.0

FB3 101.9 5.7 93.9 5.0 94.3 7.7

ZON 76.1 3.9 83.3 9.6 90.2 9.3

FB2 102.0 4.7 100.6 5.9 99.4 3.9

OTA 89.0 3.4 82.5 7.9 84.9 5.5

STC 100.0 3.0 74.3 13.4 70.9 6.8
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EMR-Lipid のメカニズム
EMR-Lipid の選択性は、サイズ排除と疎水性相互作用を組み合
わせたメカニズムに起因するものです。脂質は直線的で枝分か
れのない炭化水素鎖を備えていますが、これは EMR-Lipid 充填
剤に入り込むのに十分小さいものです。脂質は充填剤の内部に
入り込むと、疎水性相互作用により所定の位置に取り込まれま
す。大部分の分析対象物には直線的で枝分かれのない炭化水素
鎖は含まれておらず充填剤には入り込まないため、分析時には
溶液中に残されたままになります。炭化水素鎖が短くなると (< 6 
炭素) EMR-Lipid によってそれほど強く結合されず、鎖が長い脂
質と同じくらいの効率では除去されません。EMR-Lipid 独自のメ
カニズムは、マトリックス干渉を受けやすい複数の種類の多成分
残留分析に最適です。 

他社製品との比較 – 回収率と精度
Captiva EMR-Lipid と市販されている他社の通過型クリーン
アップカートリッジ 6 mL、500 mg について、回収率と精度を評
価しました。この評価では、回収率と精度に影響を及ぼす抽出を
避けるため、チーズ抽出物を直接スパイクしました。結果を表 3 
に示します。Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアッ
プは高い回収率を示しており、特にゼアラレノン、オクラトキシ
ン A、およびステリグマトシスチンに対して顕著に表れています。
Captiva EMR-Lipid 独自の充填剤により、脂質を選択的に除去
できます。一方、他社製品では、特に疎水性が高い分析対象物
の場合、望まない対象物の吸着が生じることがあります。

マトリックス除去
チーズには、遊離脂肪酸、トリグリセリド、いくつかの低濃度リン
脂質を含む、さまざまに異なるクラスの脂質が含まれています。
タンパク質は、アセトニトリルベースの QuEChERS 抽出時に効
率的に除去されます。脂質除去の評価には、残留物の重量測定、
GC/MS フルスキャン、リン脂質の LC/MS/MS、脂質フリーズア
ウトを含む、定量および定性メソッドを用いました。

表 3. Agilent Captiva EMR-Lipid と他社のカートリッジパススルークリーン 
アップの回収率と精度の比較 (パルメザンチーズ抽出物、5 ng/mL、n = 4)

Agilent Captiva EMR-Lipid カートリッジ 他社のカートリッジ

回収率 (%) %RSD 回収率 (%) %RSD

AF-M1 96.1 3.6 93.5 4.4

AF-G2 100.9 0.5 89.5 4.4

AF-G1 102.4 1.6 86.1 4.8

AF-B2 100.8 3.2 84.2 4.7

AF-B1 98.4 4.0 85.3 5.5

FB1 96.6 3.4 77.3 3.8

OTB 104.9 6.4 76.7 7.5

MPA 90.8 7.2 79.3 7.0

FB3 103.1 11.6 76.8 11.5

ZON 96.1 3.1 46.7 7.5

FB2 85.0 6.9 85.1 9.6

OTA 95.1 10.9 66.4 11.7

STC 99.6 4.1 50.1 10.3
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スは、Captiva EMR-Lipid カートリッジによるクリーンアップを
用いて抽出されたサンプルのクロマトグラムです。Captiva EMR-
Lipid クリーンアップ後のブルーチーズ (赤) は 61 % のマトリック
ス除去を示しており、クリーンアップ後のパルメザンチーズ (紫) 
は 68 % のマトリックス除去を示しています。値は式 1 により計
算しました。溶出時間が遅いマトリックスは完全に除去されてお
り、溶出時間が早いマトリックスも大幅に減少しましたが、完全
には除去されませんでした。チーズのクロマトグラフプロファイル
は組成的には似ていますが、ブルーチーズにはパルメザンチーズ
と比較して、明らかに多量の遊離脂肪酸が含まれています。

GC/MS によるマトリックス除去のモニタリング
バリデーションは LC/MS/MS により実施していますが、サンプ
ルの最終抽出物を GC/MS フルスキャンで比較することにより、
マトリックスと脂質の除去に関する貴重な情報が得られます。
Captiva EMR-Lipid クリーンアップ後のサンプル抽出物内の残
留水分を除去するために、MgSO4 ベースの塩析を用いました。
図 1 に、Captiva EMR-Lipid によるクリーンアップ前後におけ
る、ブルーチーズとパルメザンチーズの GC/MS フルスキャンクロ
マトグラムを示します。図に示されている黒のトレースは、クリー
ンアップを実施していないサンプル抽出物のクロマトグラムで、他
のマトリックス共溶出物と同様に脂質も現れています。赤のトレー
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パルメザン
クリーンアップなし

ブルーチーズ

Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアップ後

クリーンアップなし
Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアップ後

図 1. クリーンアップ前と Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアップ後のチーズサンプルの GC/MS フルスキャンクロマトグラム比較によるマ 
トリックス除去の評価

式 1 クロマトグラムの総ピーク面積を用いた % マトリックス除去の計算

% マトリックス除去 = × 100
(ピーク面積ブランク、クリーンアップなし – ピーク面積ブランク、クリーンアップなし)

(ピーク面積ブランク、クリーンアップなし – ピーク面積試薬ブランク)
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リン脂質除去の評価
図 2 はリン脂質除去をクロマトグラムで比較したものであり、
m/z = 184 プロダクトイオンの LC/MS/MS プリカーサイオンス
キャンを実施して作成しました。全体的に見て、ブルーチーズの
リン脂質濃度は低く、パルメザンチーズではほとんど問題になら
ない値でした。黒のトレースはブルーチーズ抽出物からリン脂質
が除去されていない状態を示し、赤のトレースは Captiva EMR-
Lipid クリーンアップ後の状態を示しています。Captiva EMR-
Lipid によるマトリックス除去を式 1 により計算すると、92 % に
なりました。

共溶出残留物の重量測定
1.25 mL の溶出液を蒸発させて共溶出残留物の重量を計量し、
クリーンアップを実施した場合と実施しない場合の共溶出残留物
の重量を比較して、クリーンアップによる除去効率を計算しまし
た。表 4 に示したその結果から、マトリックス除去の効果が大き
いことがわかります。

図 2. m/z = 184 の LC/MS/MS プリカーサイオンスキャンによるブルーチーズのリン脂質除去 
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表 4. Agilent Captiva EMR-Lipid クリーンアップによるブルーチーズとパルメザンチーズの共溶出残留物質量とマトリックス除去効率 

共溶出物質量 (mg) マトリックス共溶出の除去効率 (%)

ブルーチーズ、クリーンアップなし 12.76 –

ブルーチーズ、Agilent Captiva EMR-Lipid 6.22 51.3

パルメザンチーズ、クリーンアップなし 5.81 –

パルメザンチーズ、Agilent Captiva EMR-Lipid 1.50 74.2



脂質のフリーズアウト
定性比較を実施するため、未処理のチーズサンプルと 
Captiva EMR-Lipid 処理後のサンプルを 0 ° C の冷凍庫に 1 
時間置き、沈殿した脂質を観察しました (図 3)。画像からわ
かるように、未処理のブルーチーズでは大量の脂質が沈殿し
ているのに対して、パルメザンチーズでは少量がプラスチック
バイアルに付着しているだけです。Captiva EMR-Lipid 処理
後に脂質のフリーズアウトを実施したサンプルには、観察でき
るほどの脂質は含まれていませんでした。

結論

この研究では、複数の種類のマイコトキシンの分析に関して、
Agilent Captiva EMR-Lipid で簡単で効果的なクリーンアップが
できることが示されました。ブルーチーズとパルメザンチーズのメ
ソッドバリデーションでは、優れた回収率 (70.7～ 111.8 %)、精
度 (< 20 %)、および感度 (チーズ内で 0.5 ng/g まで検出可能) 
を達成しました。また、重量分析、GC/MS フルスキャン、リン脂
質分析、および脂質のフリーズアウト比較により、効率的なクリー
ンアップが実施されていることがわかりました。ブルーチーズは
パルメザンチーズより複雑でしたが、2 g のサンプルサイズで良
好な結果が得られました。チーズでの検出限界をさらに低くする
必要がある場合は、バリデーションプロトコルにおいて最大 5 g 
のパルメザンチーズを使用できます。Captiva EMR-Lipid を使用
した場合の回収率は、市販の他社製クリーンアップ製品を使用し
た場合よりも大幅に高いことがわかります。脂質のマトリックス
除去および分析対象物の回収率は幅広いアプリケーションにお
いて高い値を示しており、この研究の範囲を上回っている場合も
あります6。Captiva EMR-Lipid は、複数の種類の多成分残留分
析で選択的な脂質クリーンアップが実施可能な新世代の製品で
あり、サンプル前処理を容易にすると同時にメソッドの性能向上
を目指しているラボにとって最適です。
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要約

多環芳香族炭化水素 (PAH) は、分解されにくい、縮合したベンゼン環で構成されています。

これは、環境への蓄積や、煙により、水生生物に移行します。複雑な高脂質食品マトリック

スでの PAH 分析は、共抽出したマトリックスが、分析流路内で干渉、マトリックス効果、お

よび蓄積という形で正確な定量を妨げるため、困難を伴う場合があります。Agilent Bond Elut

QuEChERS Enhanced Matrix Removal—Lipid (EMR—Lipid) は、次世代のサンプル前処理製品で、利便性

の高い分散固相抽出 (dSPE) で使用することにより、分析対象物の回収率に影響を与えずに、

選択性の高いマトリックス除去を実現できます。この実験では、サケの PAH 分析における、

このサンプル前処理法の効率性について説明します。このメソッドは、15 の PAH 化合物すべ

てのあらゆるレベルにおいて、優れた真度 (84～115 %) と精度 (RSD = 0.5～4.4 %) を実現してい

るため、高脂質サンプルにおいて、高速、堅牢、かつ効率的な分析が実施できます。

はじめに

多環芳香族炭化水素 (PAH) は、環境内のいたるところに存在する混入異物であり、石油由来

の場合と燃焼由来の場合があります。これは、2 つ以上の縮合ベンゼン環に配置された水素

と炭素から構成されており、置換基を 1 つ以上の環に付加できます [1]。PAH が問題となるの

は、環境内に持続的に存在して、毒性、変異原性、および発がん性があることが知られてい

ますが、その一部が哺乳類に影響を与えるためです [2]。魚介類の汚染は、水源内に蓄積した

石油成分、および PAH を煙内に燃焼生成物として生成する加熱プロセスから発生することが

あります [3、4]。これらの理由により、分析者が、問題とするレベルで混入異物の PAH を検

出するには、堅牢で効率的なメソッドを使用することが重要になります。
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低レベルの PAH を検出するには、堅牢性の高い効率的なサンプル前

処理法と GC/MS を組み合わせて使用します。一般的な前処理プロト

コルには、ソックスレー抽出 [5]、超音波抽出 [6]、および加圧溶媒

抽出 [7] があります。前処理法は、固相抽出 [8]、ゲル浸透クロマト

グラフィー [9] などのクリーンアップ手順と組み合わせることができ

ます。これらの時間と手間がかかる手法に伴う課題を解決するため

に、QuEChERS 法 (Quick, Easy, Effective, Rugged, and Safe) [10、11] をベースに

したプロトコルも同時に実施することにより、適切な結果が得られ

ます [12、13、14]。複雑な食品サンプル、特に高脂質のサンプルに

とっては、サンプル前処理法がますます重要になってきています。

これは、共抽出したマトリックスが、分析流路内で干渉、マトリッ

クス効果、および蓄積という形で、分析に有害な影響を与えるため

です。

Agilent Bond Elut QuEChERS Enhanced Matrix Removal— Lipid (EMR—Lipid) は、新

しい充填剤であり、対象とする分析物を誤って除去することなく、

サンプル抽出物から主要な脂質類を選択的に除去します。脂質種の

除去は、特に QuEChERS などの手法で重要になります。この手法は、

ターゲット化合物から大量のマトリックスを共抽出します。従来で

は、分散固相抽出 (dSPE) 手順の間に、C18 および PSA の官能基の付い

た充填剤を使用して、高脂質のサンプルを処理していました。ただ

し、これらの充填剤は、サンプルの適切なクリーンアップに失敗す

ることがあり、対象化合物との間に非選択的な相互作用が発生する

場合があります。この実験では、単純で効率的なワークフローを使

用して、サケ内の 15 の PAH に関するサンプル前処理法と分析結果に

ついて調査します。このワークフローは、EMR-Lipid により適切なク

リーンアップを行うと同時に、GC/MS において優れた真度と再現性

を実現しています。

実験方法

分析は、Agilent 7890 GC と Agilent 5977 MSD (マルチモード注入口 (MMI)

を装備)、Agilent 7693 オートサンプラ、およびカラムバックフラッ

シュでのキャピラリ・フロー・テクノロジーという構成で実施しま

した。表 1 は装置パラメータを示しており、表 2 はこの実験で使用

した消耗品とその他の機器を示しています。

表 2. その他の消耗品と機器

表 1. PAH 分析で使用した Agilent GC/MS システムの装置条件

GC: Agilent 7890B 

オートサンプラ: Agilent 7693 オートサンプラ、10.0 µL シリンジ
(G4513-80220)

注入量: 0.5 µL

キャリアガス: ヘリウム、定流量
ガスフィルタ: ガスクリーンフィルタ GC/MS 1/8 インチ

(部品番号 CP17974)

注入口: MMI、ホットスプリットレス注入モード (320 °C)

スプリットベントへの
パージ流量: 0.75 分で 50 mL/min

流量: 2.0 mL/min

昇温プログラム: 70 °C (1 分保持)、25 °C/min で 70 ～ 195 °C 
(5 分保持)、7 °C/min で 195 ～ 315 °C

カラム: Agilent J&W DB-5ms UI、20 m × 0.18 mm、
0.18 µm (部品番号 121-5522UI)

リストリクタ: 不活性化シリカチューブ、
0.65 m × 0.15 mm (部品番号 160-7625-5)

試験後のバックフラッシュ: 315 °C で 5 分、バックフラッシュ時 70 psi 

補助圧力: 測定時 2 psi、バックフラッシュ時 70 psi 

MSD: Agilent 5977 MSD

モード: SIM

トランスファライン温度: 340 °C

イオン源温度: 325 °C

四重極温度: 150 °C

溶媒待ち時間: 3.5 min

バイアル: 茶色スクリュートップ、ガラス
(部品番号 5190-7041)

バイアルキャップ: PTFE、9 mm、スクリューキャップ
(部品番号 5182-0717)

バイアルインサート: ガラス、150 µL、樹脂足付 (部品番号 5183-2088)

セプタム: 長寿命、ノンスティック、11 mm、50 個
(部品番号 5183-4761)

フェラル: ベスペル/グラファイト、85:15、内径 0.4 mm 
(部品番号 5181-3323)、UltiMetal Plus フレキシブル
メタルフェラル (部品番号 G3188-27501)

注入口ライナ: シングルテーパ、スプリットレス、
ウルトライナート (部品番号 5190-7041)

キャピラリ・フロー・
テクノロジー (CFT):

UltiMetal Plus Ultimate ユニオン (部品番号 G3186-
60580)、CFT キャピラリフィッティング
(部品番号 G2855-20530)

Bond Elut EMR—Lipid 分散
キット (dSPE):

15 mL チューブで 1 g (部品番号 5982-1010)

Bond Elut for Enhanced Matrix
Removal-Lipid 脱水キット:

15 mL チューブで 2 g (部品番号 5982-0101)

ジェノグラインダー (メアチェン、ニュージャージー州、米国)

Centra CL3R 遠心管 (Thermo IEC、マサチューセッツ州、米国)

エッペンドルフ微小遠心管
(Brinkmann Instruments、ウェストベリー、ニューヨーク州、米国) 

Vortexer およびマルチチューブ Vortexer 
(VWR、ラドナー、ペンシルベニア州、米国)

ボトルトップ型ディスペンサ
(VWR、サウスプレインフィールド、ニュージャージー州、米国) 

エッペンドルフピペット
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サンプル前処理

均質化した重量 (5 g) のサケを 50 mL 遠心管に注入し、必要に応じ

て、標準物質および同位体標識された内部標準をスパイクしまし

た。サンプルにアセトニトリル (ACN) (10 mL) を加え、振とう機で 2 分

間混合しました。次に、遠心管を 5,000 rpm で 5 分間遠心分離しまし

た。上澄み液 (8 mL) を、1 g の EMR—Lipid 充填剤の入った 15 mL 遠心管

に移しました。ただちにボルテックスミキサーで分散させ、さらに

60 秒間ボルテックスミキサーで追加撹拌しました。その後、5,000

rpm で 3 分間遠心分離しました。上澄み液はすべて、2.0 g の塩 (1:4

NaCl:MgSO4) の入った 2 番目の 15 mL 脱水キットに静かに移し、分散さ

せるために即座にボルテックスミキサーで撹拌した後、5,000 rpm で

3 分間遠心分離しました。上澄みの ACN 層を、GC/MS 分析用にサン

プルバイアルに移しました (図 1)。

試薬および薬品

試薬および溶媒はすべて、HPLC グレード以上のものを使用しまし

た。ACN は、Honeywell (マスキーゴン、ミシガン州、米国) から購入

し、水は、EMD Millipore Milli-Q Integral System (ダルムシュタット、ドイ

ツ) を使用して精製しました。PAH 標準および内部標準は、Ultra-

Scientific (ノースキングスタウン、ロードアイランド州、米国) から溶

液として購入しました。原液は、アセトン (100 µg/mL) で調製し、作

業標準用に茶色バイアルで希釈しました。

検量線と定量

マトリックス適合検量線は、キャリブレーションの全範囲で、1、

10、25、50、100、250、500、および 1,000 ng/g に対応して生成しまし

た。サケのブランク測定は、サンプル前処理手順と 950 µL ブランク抽

出物、25 µL 標準溶液、および 25 µL 原液内部標準で実施しました。内

部標準は、サケにスパイクし、マトリックス適合キャリブレーショ

ン標準 100 ng/g でポストスパイクしました。全検量線は、すべての化

合物に対して R2 > 0.999 の優れた直線性を示しました。サケのサンプ

ルは、6 回の繰り返し測定で抽出する前に、25、100、および 500 ng/g

の各レベルでプレスパイクしました。ターゲット化合物の定量に

は、Agilent MassHunter ソフトウェアを使用しました。真度値は、内部

標準を基準にしてスパイクされたサンプル応答を計算し、決定しま

した。絶対回収率値は、内部標準補正を行わずに、プレスパイクし

た対象化合物の検量線に対する応答を測定して、決定しました。

図 1. GC/MS による分析前の、Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal—Lipid

を使用した、サケの PAH に対するサンプル前処理のワークフロー

STD と IS をマトリックスブランクにポストスパイクして、
マトリックス適合キャリブレーション標準を作成する

GC/MSD 分析用サンプルの準備が完了

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

上澄み液を EMR̶Lipid 脱水キットに移す

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

8 mL 上澄み液を EMR̶Lipid 分散キットチューブに移す

ボルテックスミキサーで撹拌して、遠心分離する

キャップをして、振とう機で 2 分間強く振とうする

10 mL の ACN を添加する

IS と STD を QC サンプルのみにスパイクし、1 分間ボルテックスミキサーで撹拌して混合する

均質化したサンプルを正確に 5 g 計量し、50 mL 遠心管に入れる
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結果と考察

7890 GC と 5977 GC/MSD は、15 の PAH と 5 つの内部標準に対して、優

れたパフォーマンスを実現し、高感度でも一貫した結果を示しまし

た。図 2 は、Agilent DB-5ms UI カラムにより、サケ内で 25 ng/g のプレ

スパイクを実施した場合に、15 の PAH で実現した分離状態を示して

います。クロマトグラムは、15 の PAH すべてにおいてベースライン

分離を示しており、これは、PAH 異性体フェナントレン、アントラ

セン、ベンゾ[a]アントラセン、クリセン、ベンゾ[b]フルオランテ

ン、およびベンゾ[k]フルオランテンのピークを正確に計算するため

に重要になります。クロマトグラム内の一部に見られる少量の干渉

は、対象ピークから簡単に分離できます。

25、100、および 500 ng/g の各スパイクレベルで、EMR-Lipid とともに

最適化された手順を使用することにより、優れた真度と精度が実現

されます。図 3 は、同位体標識された内部標準補正を使用すること

により、すべての対象化合物のあらゆるレベルにおいて、真度が 84

～ 115 % の範囲内にあることを示しており、この場合 RSD は 0.5 ～

4.4 % の範囲内にあります (図 4)。真度データは、図 5 の回収率の範

囲にグループ化されます。これは、大部分の化合物は、90 ～ 120 %

の範囲内に収まっていますが、2 つの化合物については 90 % を少し

下回っていることを示しています (インデノ[1,2,3-cd]ピレンとベンゾ

[g,h,i]ピレン)。
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図 2. サケでの 25 ng/g プレスパイクから得られた 15 の PAH の GC/MS SIM クロマトグラム

図 3. サケでの 25 ng/g、100 ng/g、および 500 ng/g の各レベルにおける

15 の PAH の真度の結果

図 4. サケでの 25 ng/g、100 ng/g、および 500 ng/g の各レベルにおける

15 の PAH の精度の結果
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絶対回収率は、内部標準を使用せずに、62～98 % の範囲内でした

(表 3)。2 つの化合物、インデノ[1,2,3-cd]ピレンとベンゾ[g,h,i]ピレン

については、回収率が 70 % を少し下回っています。PAH 絶対回収率

は、ACN 内の可溶性の低下が原因で、分子量が増加したときに減少

します。ただし、大部分の回収率は高い値で、内部標準を使用して

簡単に補正できます。表 4 に示すように、内部標準の絶対回収率も

高い値です。ACN の可溶性には限界があるにもかかわらず、このメ

ソッドでは、高脂質のサケのサンプルにおいて、優れた回収率と高

い再現性を示す結果が得られました。

図 5. サケでの 25 ng/g、100 ng/g、および 500 ng/g の各レベルにおける

PAH のグループ化された真度の結果
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表 3. この実験で使用した、サケでの PAH とその真度、絶対回収率、

および相対標準偏差 (RSD) (n = 6) 

25 ng/g スパイク 100 ng/g スパイク 500 ng/g スパイク

化合物 真度
絶対
回収率

%RSD 真度
絶対
回収率

%RSD 真度
絶対
回収率

%RSD

ナフタレン 112.2 86.7 2.2 104.8 89.7 1.7 99.7 85.8 1.5

アセナフチレン 107.1 90.1 1.8 97.6 89.9 1.8 97.3 90.6 0.9

フルオレン 105.3 94.6 1.2 105.0 94.2 1.2 104.6 96.2 0.9

フェナントレン 112.3 95.3 1.2 101.0 94.1 1.4 99.4 94.5 1.1

アントラセン 103.1 91.6 0.8 98.9 90.7 1.3 98.3 92.6 1.0

ピレン 105.8 97.6 2.9 97.1 88.9 1.8 95.4 89.7 1.0

ベンゾ[a]アントラセン 115.8 91.2 1.2 100.1 84.7 1.7 95.8 85.7 0.8

クリセン 107.2 83.6 1.0 98.2 83.2 1.9 95.4 85.4 0.9

ベンゾ[b]フルオランテン 104.8 78.3 1.1 104.3 76.1 2.0 102.2 79.2 0.7

ベンゾ[k]フルオランテン 104.1 78.8 1.8 106.6 77.5 1.8 104.0 80.3 0.9

ベンゾ[a]ピレン 101.0 74.2 1.7 97.4 71.8 1.8 96.4 74.8 1.0

ペリレン 99.1 74.4 4.4 114.7 76.4 3.0 103.6 80.3 1.2

インデノ[1,2,3-cd]ピレン 86.7 66.1 3.0 90.0 66.2 1.9 89.1 69.1 0.6

ジベンズ[a,h]アントラセン 94.7 73.9 1.3 99.7 72.2 2.2 99.0 76.2 0.5

ベンゾ[g,h,i]ピレン 86.4 64.7 1.8 84.7 62.3 2.0 85.6 66.3 0.7

平均 103.0 82.7 1.8 100.0 81.2 1.8 97.7 83.1 0.9

表 4. サケでの内部標準に対する絶対回収率と精度

(RSD (%)) (n = 6)

100 ng/g スパイク

化合物
絶対
回収率

%RSD

ナフタレン-d8 87.8 1.0

アセナフチレン-d10 93.3 0.8

フェナントレン-d10 94.9 0.8

クリセン-d12 87.1 1.0

ペリレン-d12 86.4 3.1

平均 89.9 1.3

EMR-Lipid 分散固相抽出 (dSPE)

サケを代表サンプルとして選択したのは、他の魚介類と比較して脂

質の含有量が高いことがその理由です。最適化された手順は、いく

つかの方法において一般的な QuEChERS プロトコルからは逸脱してい

ます。これらの方法では、ワークフローを簡素化し、EMR—Lipid dSPE

クリーンアップ手順を利用しています。最初に、ACN により、サケを

直接抽出しますが、余分な水や QuEChERS 抽出塩は使用しません。遠

心分離後、上澄み液は ACN とサンプルからの少量の水で構成されて

います。この上澄み液を、dSPE マトリックス除去用に、EMR—Lipid 分

散キットに移します。最後に、分散キットの上澄み液を、2.0 g

NaCl/MgSO4 (1:4) を含む脱水キットに移し、相分離を誘導します。次

に、上澄みの ACN 層をバイアルに移し、分析を行います。
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EMR プロトコルでは一般的なことですが、このアプローチでは、サン

プルサイズを大きくして、クリーンアップを改良しました。その結果

として、メソッドの全体的な感度が向上します。従来の EMR—Lipid プ

ロトコルの場合、分散キットの充填剤を活性化させるために、水を添

加します。一方、この最適化されたプロトコルの場合、水を添加する

ことにより、PAH の可溶性が低下し、絶対回収率に悪影響を与えるこ

とがわかりました。したがって、抽出から生じた上澄み液を、水を添

加せずに直接、EMR-Lipid チューブに移します。これにより、GC/MS SIM

分析での適切なクリーンアップが行われます。EMR-Lipid 分散キットお

よび EMR-Lipid 脱水キットに上澄み液を添加した後、即座に混合を行う

ことにより固体が懸濁され、充填剤との間に最大の相互作用が発生

し、凝集が回避されます。最適なマトリックス除去の場合、分散キッ

トに水分を添加して、回収率を内部標準を使用して補正することによ

り、優れた真度と精度が実現されます。

結論

この実験では、高脂質のサケのサンプルで、低濃度から高濃度にわ

たる PAH を効率的に定量するための、高速で簡単なメソッドについ

て説明しています。ワークフローは、QuEChERS の場合と同様に簡単

ですが、新しい EMR—Lipid dSPE 充填剤を使用して、脂質の共抽出物

を最小限にし、回収率を最大限にすることにより、高レベルの精度

を実現します。

サケなどのマトリックス内の脂質含有量は、大幅に異なる場合もあ

りますが、Agilent Bond Elut Enhanced Matrix Removal—Lipid は、すべての脂

質に使用できる充填剤であり、対象化合物とは相互作用が発生しま

せん。脂質除去は、分散キットの手順の間に、EMR—Lipid で水を添

加することにより、最大化されます。ただし、このケースでは、水

を添加することにより、PAH の可溶性が低下するため、PAH サンプ

ル前処理には適していません。今後の実験では、処理が困難なタイ

プのサンプルやアプリケーションに対して、引き続き EMR—Lipid を

最適化し、現在および次世代のクロマトグラフと検出システムで対

応可能な脂質含有量の範囲を拡大していく予定です。表 5. GC/MS SIM メソッドにおける、ターゲット化合物、
リテンションタイム、ターゲットイオン、および内部標準の名称

GC/MS (SIM)

化合物 RT ターゲット
イオン

ドウェル
(ミリ秒) 内部標準

ナフタレン 3.89 128.0 20 ナフタレン-d8

アセナフチレン 5.37 152.0 20 アセナフチレン-d10

フルオレン 6.05 166.0 20 アセナフチレン-d10

フェナントレン 7.25 178.0 20 フェナントレン-d10

アントラセン 7.34 178.0 20 フェナントレン-d10

ピレン 10.31 202.0 20 フェナントレン-d10

ベンゾ[a]アントラセン 13.83 228.0 20 クリセン-d12

クリセン 13.93 228.0 20 クリセン-d12

ベンゾ[b]フルオランテン 16.99 252.0 20 ペリレン-d12

ベンゾ[k]フルオランテン 17.08 252.0 20 ペリレン-d12

ベンゾ[a]ピレン 17.85 252.0 20 ペリレン-d12

ペリレン 18.09 252.0 20 ペリレン-d12

インデノ[1,2,3-cd]ピレン 20.72 276.0 20 ペリレン-d12

ジベンズ[a,h]アントラセン 20.87 278.0 20 ペリレン-d12

ベンゾ[g,h,i]ピレン 21.29 276.0 20 ペリレン-d12

内部標準

ナフタレン-d8 3.87 136.0 20 –

アセナフチレン-d10 5.52 162.0 20 –

フェナントレン-d10 7.22 188.0 20 –

クリセン-d12 13.86 240.0 20 –

ペリレン-d12 18.03 264.0 20 –
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サービスの詳細については、アジレントのウェブサイト (www.agilent.

com/chem/jp) をご覧ください。



www.agilent.com/chem/jp

アジレントは、本文書に誤りが発見された場合、また、本文書の使用により
付随的または間接的に生じる損害について一切免責とさせていただきます。

本資料に記載の情報、説明、製品仕様等は予告なしに変更されることが
あります。

アジレント・テクノロジー株式会社
©Agilent Technologies, Inc. 2015
Printed in Japan
July 30, 2015 
5991-6088JAJP



Agilent CrossLab サービス: 稼働時間を最大化する総合サポート
業界最高レベルを誇る Agilent CrossLab サービスのエキスパートが、機器の性
能を最高の状態でご使用いただくお手伝いをいたします。機器の移行、アプリケー
ションのコンサルティング、修理、点検サービス、コンプライアンス検証、トレーニ
ングなどの業界最高のサービスも提供しています。詳細については、アジレントに
お問い合わせください。

ホームページ
www.agilent.com/chem/jp

カストマコンタクトセンタ
0120-477-111 
email_japan@agilent.com

本製品は一般的な実験用途での使用を想定しており、
医薬品医療機器等法に基づく登録を行っておりません。
本文書に記載の情報、説明、製品仕様等は予告なしに
変更されることがあります。 

アジレント・テクノロジー株式会社  
© Agilent Technologies, Inc. 2018
Printed in Japan, May 29, 2018
5991-6950JAJP


	5991-6950JAJP_Captiva_EMR-Lipid_food_appcompendium
	low_all
	07_low_5991-6098JAJP
	19_low_5991-6097JAJP
	35_low_5991-6707JAJP
	49_low_5991-6096JAJP
	64_5991-8598JAJP_EMR-Lipid_SPP_Food-analysis_Application
	76_low_5991-6442JAJP
	83_low_5991-6818JAJP
	93_5991-8694JAJP_Captiva_EMR_Lipid_mycotoxins_cheese_application
	102_low_5991-6088JAJP




