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要旨

Agilent の液体クロマトグラフィー/飛行時間型質量選択検
出器（LC/MSD TOF）とオンラインサンプル抽出を組み合
わせ、飲料水中のアクリルアミドの高速・ハイスループッ
ト定量を実施できる液体クロマトグラフィー/質量分析
（LC/MS）手法を開発しました。この手法の定量限界は
0.25 µg/L で、飲料水中に含まれるアクリルアミドの最大
安全濃度を 0.5 µg/L とする世界保健機構ガイドラインの要
件を満たしています。飛行時間型質量分析の利点である優
れた感度に加えて、6.4 ppm という質量精度により、特異
性の高さも証明されました。また、標準偏差は小数第 3 位
以下であり優れた再現性も証明されています。

はじめに

アクリルアミドモノマー（図1参照）はポリアクリルアミド
の合成要素で、水処理業界では凝集剤として使用され、特

に飲料水の浄水処理で水の清澄化に用いられます[1]。しか
し、アクリルアミドモノマーは神経毒性や遺伝毒性を持つ
発がん性物質であることが知られており、飲料水中のアク
リルアミドモノマーは人体に悪影響を及ぼす可能性があり
ます。

アクリルアミドの一般的な分析手法、ガスクロマトグラ
フィー/電子捕獲検出（GC-ECD）と液体クロマトグラ
フィー/UV 吸光度検出（LC-UV）には、それぞれ臭素化お
よび固相抽出（SPE）によるクリーンアップ操作が必要と
されます。しかし、どちらの手法も、現時点で実現可能な
検出限界（LOD）と定量限界（LOQ）は、世界保健機構
（WHO）のガイドラインで定められた 0.5 µg/L には程遠い
ものです[2]。現在使用されている手法では、求められてい
る数値の 2 倍（1 µg/L）を超える LOQ しか実現していませ
ん。

そのため環境分野では、飲料水中のアクリルアミドを低濃
度で検出できる適切な手法が求められています。本アプリ
ケーションノートでは、オンライン抽出と液体クロマトグ
ラフィー/飛行時間型質量分析（LC/TOF MS）を組み合わ
せた、高速かつハイスループットのアクリルアミド定量手
法を紹介します。精密質量分析による正確な分子式決定と
小数第 3 位以下の再現性（%RSD）により、感度と特異選
択性という点から Agilent LC/MSD TOF の利点が証明され
ています。
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図1. アクリルアミドの構造
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本アプリケーションノートで紹介する手法は、C18 プレカ
ラムによる目的成分のオンライン抽出と、その後の C18 ク
ロマトグラフィー分離による同定および定量で構成されて
います。この手法の LOQ は0.25 µg/Lで、従来の手法より
も 4 倍も感度の高い LOQ が実現しています。さらに、プレ
カラム抽出と LC/MS の組み合わせにより、時間のかかる
分析前の SPE および誘導体化処理を省くことができます。
本手法のバリデーションと浄水処理施設（DWTP）におけ
る分析結果も紹介します。

装置・器材と分析方法

試薬および標準物質

分析に使用する溶媒、HPLC 用純水、アセトニトリルは J.
T. Baker 社（Atlantic Labo、フランス、エジヌ）から入手
しました。メタノールは Merk 社（フランス、フォント
ネースボア）から、ギ酸（95％-97％）は Sigma-Aldrich 社
（フランス、サンクウェンティン・ファラヴィエ）から入手
しました。

アクリルアミドの純標準物質（99.4％）は C. I. L. Cluzeau
社（フランス、サントフォア・ラグランデ）から購入しま
した。

水の標準サンプルは、メタノールにアクリルアミドまたは
アクリルアミド-d3 を 100 mg/L 溶解した溶液を希釈して調
整しました。

サンプル

分析実施までは、サンプルを 4°Cで保管しました。水サン
プルのろ過には、Whatman GD/X 0.45-µm フィルタを純水
に、0.2-µm フィルタを純水と飲料水に使用しました。その
後、アクリルアミド-d3 1 ng/mL を加えて定量しました。

オンライン抽出と LC/TOFMS の分析条件を表1 と表2 に示
します。

サンプルのロード後、バルブを分析カラムにスイッチし、
アクリルアミドを表 2 に記載の条件で溶出しました。

表1. プレカラム抽出の最適化条件

装置 Agilent 1100 シリーズバイナリポ
ンプ、オートサンプラ、6 ポート
スイッチングバルブ、カラムオー
ブン

抽出カラム ZORBAX SB-C18、4.6 mm ×
12.5 mm × 5 µm 

プレカラム温度 20 °C

注入量 400 µL 

ロード流速 0.5 mL/min 

ロード溶媒 100% HPLC 用純水

バックフラッシュ開始 0.6分（分析カラム経由）

バックフラッシュ停止 3.2分（廃液経由）

HPLC 分離 Agilent 1100 バイナリポンプ 2 台、
カラムオーブン

カラム ZORBAX SB-C18、2.1 mm ×
150 mm × 5 µm

カラム温度 40 °C

分析流速 0.5 mL/min 

溶出溶媒 A: 97% HPLC 用純水（0.01％ギ酸）

B: 3% CH3CN（0.01％ギ酸）

バックフラッシュ オフ

分析開始 0.6分

分析終了 3.2分

検出 Agilent MSD TOF 

ソース ESI 

イオン極性 ポジティブ

乾燥ガス流速 12 mL/min 

乾燥ガス温度 300 °C

ネブライザ圧 50 psi 

フラグメンター電圧 150 V 

オクタポールRF 100 V 

質量範囲 50から 1000 m/z 

リファレンスイオン 121.05087および 922.00979 

表2. 最適化分析条件
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このプロトコル（オンライン・プレカラム抽出法）は、実
際のサンプルと HPLC用純水に適用しました。サンプルフ
ローの概略図を図 2 と図 3 に示します。

結果と考察

クリーンな標準物質の特異選択性

表3 には、共溶出のリテンションタイム（RT）とアクリル
アミド同位体質量の理論値および実験値の誤差を示してい
ます。
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表3. アクリルアミドの同位体質量

表3. アクリルアミドの同位体質量

理論上のモノ 定量イオン 質量精度 質量誤差
アクリルアミド RT（分） 同位体質量 平均 （amu） （ppm）
天然型 1.93 72.0443 72.0454 0.0011 14

重水素化 1.93 75.0632 75.0647 0.0015 19.7
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72.0454 という平均イオン質量から導き出せる分子式は、
質量範囲を 20 ppm としても C3H6NO だけであることが注
目されます。小さい分子の場合は可能性のある分子式の数
は少なくなるため、質量の大きい分子ほどの厳密な質量精
度は必要ありません。7万7000種類の化合物を収録した
ChemIndex データベースで検索すると、この分子式として
妥当な化合物はアクリルアミド（C3H5NO）のみです。アク
リルアミドの天然分子の水素数は 5 つですが、プロトン化
イオンでは 6 つになります（図4参照）。

図5 と図6 は、アクリルアミドとアクリルアミド-d3 の抽出
イオンクロマトグラム（EIC）を示しています。各イオンは
元の化合物のみに起因しています。

69.5

1.00e4

+TOF MS：pt 5.wiff Agilent から1.941分、サブトラクション（1.889分および2.09から2.29分）

9500.00

8500.00

7500.00

6500.00

5500.00

In
te

ns
ity

, c
ou

nt
s

4500.00

3500.00

2500.00

1500.00

500.00

70.0 70.5 71.0 71.5 72.0

m/z, amu

72.5 73.0 73.5 74.0 74.5

72.0460

69.5120
70.0240

70.5164

73.0142

図4. 1 回の注入により得られた 72.0460 におけるアクリルアミドのモノ同位体分子イオン質量
(M+H)+の例
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面積：1.92e+004 カウント 高さ：4.09e+003 cps RT: 1.93 分
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面積：2.21e+002カウント 高さ：1.12e+002 cps RT: 1.95 分
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図5. アクリルアミド 1 µg/L の抽出イオンクロマトグラム
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Acryd3 - アクリルアミド（未知）72.0 - 72.0 amu amu - Acry D3 wiff
面積：1.08e+001カウント 高さ：2.35e+001 cps RT: 1.96 分

Acryd3 - アクリルアミド d3（未知）75.0 - 75.0 amu amu - Acry D3 wiff
面積：1.72e+004カウント 高さ：4.09e+003 cps RT: 1.93分
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図6. アクリルアミド-d3 1 µg/L の抽出イオンクロマトグラム

直線性と LOQ

図 7は、0.25 µg/L から 3 µg/L の範囲におけるアクリルア
ミドの内部標準検量線を示しています。
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図7. アクリルアミド/アクリルアミド-d3 のレスポンスの直線
性プロット

これらの結果は、HPLC 用純水使用時の優れた直線性と、
0.25 µg/L における許容可能な LOQ を証明しています。

表 4 と表 5 に示す結果も、本分析手法の有効性を証明して
います。

表4. 0.25-3.00 µg/L における補正直線の再現性

表5. 数値の相対誤差

EI*-d3エリアの

補正直線 R2 傾き %RSD
1 0.9980 0.98 5.5

2 0.9998 1.02 9.4

3 0.9998 1.06 11.9

4 0.9998 0.88 6.0

5 0.9994 0.84 5.5
*EI 抽出イオン

濃度

µg/L (n = 5) %RSD
0.25 4.3

0.50 9.2

1.00 5.7

1.50 4.3

2.00 3.4

2.50 2.2

3.00 2.5

精密質量の安定性

繰り返しのシーケンス分析で確認した SD はきわめて低く
（小数第 4位以下までで 10％以下）、本手法による質量数決
定の安定性の高さが証明されました。また、小数第 3 位ま
での質量数決定の理論値および実験値の比較では、相対誤
差はアクリルアミド標準物質で約±0.0023、アクリルアミド
の重水素化アナログで±0.0027 でした。

表6. 精密質量の標準偏差（SD）

シーケンス アクリルアミドの アクリルアミド-d3の
（サンプル数） 精密質量の SD 精密質量の SD

Seq 1 (30) 0.00050  (n = 24) 0.00050 (n = 29)

Seq 2 (30) 0.00046  (n = 23) 0.00040 (n = 29)

Seq 3 (53) 0.00055  (n = 43) 0.00030 (n = 53)

Seq 4 (53) 0.00072  (n = 30) 0.00036 (n = 53)
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サンプルの特異選択性と再現性

サンプルの特異選択性と再現性に関するデータを表 7に示
します。

この分析により得られた回収率と RSD の値は、満足のいく
ものでした。

図8 にアクリルアミド 0.25 µg/L とアクリルアミド -d3 1
µg/L を添加した飲用処理水のデータを、図 9 に同様のスパ
イク添加をした水道原水のデータを示します。

表7. 3か所の浄水処理施設における特異選択性と再現性

理論添加値 0.25 µg/L 理論添加値 0.5 µg/L

サンプル* 平均/%RSD 回収率（％） 平均/%RSD 回収率（％）

RW1 (n=4) 0.22/11.7 88 0.47/3.4 94

RW2 (n=5) 0.26/10.5 104 0.45/1.8 90

RW3 (n=3) 0.20/17.0 80 0.52/2.8 104

DW1 (n=4) 0.28/22.5 112 0.48/16.7 96

DW2 (n=5) 0.23/12.9 92 0.43/8.6 86

DW3 (n=3) 0.24/13.0 96 0.50/8.3 100
* RW 原水（HPLC グレード）；DW 飲用処理水

EP D0.25b - アクリルアミド（未知）72.0 - 72.0 amu amu - EP D0.25b wiff
面積：5.23e+003カウント 高さ：1.27e+003 cps RT: 1.93 分

EP D0.25b - アクリルアミド D3(IS) （未知） 75.1 - 75.1 amu amu - EP D0.25b wiff
面積：2.74e+004カウント 高さ：4.73e+003 cps RT: 1.93 分
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図8. アクリルアミド 0.25 µg/L とアクリルアミド-d3 1 µg/L を添加した飲料水

EP D0.25b - アクリルアミド（未知）2.0 - 72.0 amu amu - EP D0.25b wiff
面積：1.58e+004カウント 高さ：3.52e+003 cps RT: 1.92分

EP D0.25b - アクリルアミド D3(IS)（未知） 75.1 - 75.1 amu amu - EP D0.25b wiff
面積：6.58e+004カウント 高さ：1.12e+004 cps RT: 1.92 分
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図9. アクリルアミド 0.25 µg/L とアクリルアミド-d3 1 µg/L を添加した生水（HPLCグレード）
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結論

本研究の目的は、浄水処理施設から採取した水サンプルに
含まれる超微量アクリルアミドを検出できる手法を開発す
ることです。このアプリケーションの質量検出手法として、
飛行時間型質量分析（TOF MS）が有効であることが、統計
的データにより証明されました。この手法の感度はきわめ
て高く、0.25 µg/L という LOQ に合格しています。加えて、
本手法の優れた特異性により、地表水、地下水、飲料水な
どのサンプルに含まれるアクリルアミドを確実に検出でき
ます。また、オンライン抽出カラムスイッチング手法を組
み合わせれば、分析時間を短縮することができます。
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