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概要

このアプリケーションノートでは、乳児用調製粉乳から多環芳香族炭化水素（PAH）を抽出およびクリー
ンアップするためのサンプル前処理メソッドについて説明します。Agilent Captiva Enhanced Matrix 
Removal-Lipid（EMR-Lipid）を使用すると、乳児用調製粉乳から高度に選択的かつ効率的に脂質
を除去し、良好な回収率で分析種を回収できます。また、前処理後の溶媒をイソオクタンへ交換する
ことにより、GC/MS に注入可能になります。このアプリケーションノートでは、水素キャリアガス用の 
Agilent HydroInert イオン源 1も紹介しています。

乳児用調製粉乳中の多環芳香族炭化水素の
抽出と分析 

水素をキャリアガスに使用した GC/MS とAgilent Captiva 
EMR-Lipid カートリッジによる分析
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はじめに

人間が PAH に曝露される経路として一般的な
ものの 1 つに、食品の摂取があります。いくつ
かの国では、食品および食品生産物・飲料中
の PAH の許容限度が設定され、さらに最も
重要な化合物の監視戦略を実施するための法
律が立案されています。2さらに世界保健機関
（WHO）や欧州委員会（EC）などの規制機
関は、特にその生成を誘発するプロセスを管
理する戦略により、食品中の PAH 濃度を下げ
るための規制を開始しました。2

その中で、乳児用調製粉乳中の PAH の濃度
が懸念されています。EC は、乳児を「生後 
12 か月未満の子供」と定義し、乳児用調製粉
乳を「生後数か月の間に乳児が使用し、適切
な補完食が導入されるまで、そのような乳児
の栄養要件を単独で満たす食品」と定義して
います。3現行の欧州の法律では、乳幼児向け
の穀物ベースの加工食品と離乳食（乳児用
調製粉乳およびフォローオン調製乳）に関す
る具体的な PAH パラメータが規定されていま
す。4欧州委員会規則（EU）番号 835/2011 
によると、乳幼児向けの穀物ベースの加工
食品および離乳食に含まれるベンゾ[a]ピレン
（BaP）と PAH4（BaP、ベンゾ[a]アントラセン
（BaA）、ベンゾ[b]フルオランテン（BbF）、ク
リセン（Chr）の合計）の含有量は、1 µg/kg 
を超えてはなりません。

Captiva EMR-Lipid パススルークリーンアップ
は上市して以来、大きな注目を集めています。
EMR-Lipid 充填剤は、脂質の枝分かれのない
炭化水素鎖に選択的に作用するため、その後
の分析用に �かさ高い� 分析種を溶媒内に残
すことができます。この充填剤はその選択的
な機構のため、脂肪の多い食品マトリックス中
の複数種類の多成分残留分析に最適です。 

また、市場で世界的なヘリウム（He）危機が
拡がるにつれて、研究機関はヘリウムに代わ
る、より持続可能な手段を探しており、H2 キャ
リアガスというオプションの可能性を模索して
います。GC 用の H2 キャリアガスの経済的利
点は広く知られていますが、結果として MS イ
オン源で水素化および二塩素化反応が起こる
可能性があるため、GC/MS および GC/MS/ 
MS に H2 を適用することには課題がありま
す。Agilent HydroInert イオン源は、GC/MSD 
用に新しく設計されたエクストラクタイオン源
であり、これらの問題に対処し、GC/MS での 
H2 キャリアガスの性能を向上させます。1

本検討では、サンプル前処理に Captiva EMR-
Lipid パススルークリーンアップを使用し、続い
て HydroInert イオン源と H2 キャリアガスを
使用した GC/MS による乳児用調製粉乳中の 
PAH の分析について調査します。

実験方法

サンプル前処理 
サンプル前処理メソッド開発は、以前に公開
された牛肉とサーモンに使用された PAH メ
ソッドに従いました。5 溶媒抽出の前に、乳児
用調製粉乳を水に溶解する必要があります。  
次に粗抽出物を、Captiva EMR-Lipid 3 mL 
カートリッジを使用してクリーンアップします。
GC/MS で PAH を分析するために、クリーン
アップした抽出物をイソオクタン（より GC に
適した溶媒）で抽出しました。図 1 にサンプル
前処理手順を示します。サンプル前処理手順
全体で、乳児用調製粉乳サンプルを 5 倍に希
釈しました。 

機器による分析
PAH の定量は、GC/MS を使用して行えます。
GC/MS により、分析種とそれぞれの内部標
準を高い選択性で正確に同定できるため、分
析エラーが減少します。2乳児用調製粉乳の 
PAH 分析は、5977C GC/MSD と組み合わせ
た 8890 GC で H2 キャリアガスと HydroInert 
イオン源を使用して実施しました（図 2）。
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図 1. 乳児用調製粉乳のサンプル前処理手順表

乳児用調製粉乳粉 2 g を 50 mL チューブ（部品番号 5610-2049）に量り入れます。

2 mL の水を加えて 5 分間ボルテックスします。

チューブにしっかりと蓋をして、Geno/Grinder で 1,500 rpm で 5 分間激しく振とうします。

チューブを 5,000 rpm で 5 分間遠心分離します。

上澄み 2.7 mL を 0.3 mL の水と混ぜます。

追加の自然落下での溶出のために、0.625 mL の 72/18/10 ACN/EtOAc/水を追加します。

滴下が止まったら、6 ～ 9 psi の圧力をかけて EMR-Lipid カートリッジを完全に乾燥させます。

2 mL の溶出液を新しい 15 mL チューブ（部品番号 5610-2039）に移します。水 3.6 mL を加え、30 秒間混合します。

各サンプルチューブにイソオクタン 1.44 µL を添加します。しっかり蓋をします。

15 分間ボルテックスし、5,000 rpm で 5 分間遠心分離します。

GC/MS 用に上層を移します。

10 mL の 80/20 アセトニトリル（ACN）/酢酸エチル（EtOAc）を加えて 1 分間ボルテックスします。

QC をプレスパイクする場合は、乳児用調製粉乳に標準物質を慎重にスパイクします。
10 秒間ボルテックスします（内部標準物質 部品番号 5191-4509）。

Agilent Bond Elut QuEChERS 抽出塩（オリジナル、部品番号 5982-6550）を加え、
セラミックホモジナイザ（1 個または 2 個）を入れます。

上記の混合液 2.5 mL を Agilent Captiva EMR-Lipid 3 mL カートリッジ（部品番号 5190-1003）に移し、
自然落下（または必要に応じて微圧）で溶出します。1 滴あたり 3 ～ 5 秒の速さとします。

図 2. Agilent HydroInert イオン源（A）と Agilent 
8890 GC および 5977C GC/MSD システム（B）

A

B
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8890 GC システムは、Agilent J & W DB-
EUPAH GC カラム（部品番号 121-9627）と 
HydroInert イオン源を備えた Agilent 5977C 
Inert Plus GC/MSD を組み合わせて構成しま
した。表 1 と 2 に、本検討で使用した GC/MS 
機器および消耗品をまとめます。

結果と考察

サンプル前処理
低い規制値と食品マトリックスにより、PAH の
分析はさらに複雑になります。その結果、長
時間の多段階サンプル前処理法が必要です。
溶解度・温度・イオン強度・元のマトリック
スとの相互作用など、複数の要因が PAH の
定量に影響を与える可能性があります。PAH 
は疎水性の高い化合物であり、特に環が 3 つ
または 4 つのヘビー PAH は、通常 5 を超え
る高い log P 値を示します。そのため、脂質
含有量の高いマトリックスやその他の非極性
成分を含むマトリックスに容易に蓄積されま
す。6したがって食品マトリックスにはそれぞれ、
その組成に応じた特定のサンプル前処理法が
あります。このようにPAH 分析の適切な手順
を決定するには、目的のマトリックスに関する
詳細な知識が不可欠です。7

乳児用調製粉乳は、脂肪を 5 ～ 20 % 含む
比較的脂肪の多い食物マトリックスです。乾
燥粉末は、溶媒抽出の前に水に溶解する必
要があります。乳児用調製粉乳マトリックス
からの溶媒抽出後、目的の分析成分を分離
し、潜在的な干渉、特にトリグリセリドや脂
肪酸などの脂肪共抽出物を除去するために、
クリーンアップ/精製ステップが不可欠です。こ
こでは Captiva EMR-Lipid を用いて、効率的
なマトリックスクリーンアップが行えます。2

表 1. GC および MSD 機器および消耗品

部品 説明

GC Agilent 8890 GC システム

MS Agilent 5977C Inert Plus GC/MSD

イオン源 Agilent HydroInert イオン源 9 mm HydroInert 抽出レンズ付き

シリンジ Agilent ブルーラインオートサンプラシリンジ、10 µL、PTFE チッププランジャ（部品番号 G4513-80203）

カラム Agilent J & W DB-EUPAH GC カラム、20 m × 0.18 mm, 0.14 µm、7- インチケージ（部品番号 121-9627）

注入口ライナ Agilent 注入口ライナ、ウルトライナート、スプリット、低圧力損失、ガラスウール入り（部品番号 5190-2295）

表 2. GC および MSD 機器の条件

パラメータ 設定値

注入量（L1） 2 µL

注入の種類 2 層サンドイッチ（L1、L2）

L1 エアーギャップ 0.2 µL

L2 注入量 0.5 µL（内部標準サンドイッチ注入に使用）

L2 エアーギャップ 0.2 µL

注入口温度 320 ℃

注入口モード パルスドスプリットレス

セプタムパージ流量 3 mL/min

セプタムパージ流量モード スイッチド

注入パルス圧力 40 psi（275.8 kPa）、0.75 分まで

スプリットベントへのパージ流量 0.7 分で 50 mL/min

カラム温度プログラム 60 ℃（1 分間保持）、60 ℃ /min で 180 ℃まで（0 分間保持）、3 ℃ /min で 335 ℃まで（15 分間保持）

キャリアガスと流量 H2、定流量 0.9 mL/min

トランスファライン温度 320 ℃

イオン源温度 320 ℃

四重極温度 150 ℃

データ取り込み 選択イオンモニタリング（SIM）

チューニング etune.u

ゲイン係数 5

抽出に 20/80 EtOAc/ACN 溶媒を使用する
と、脂肪の多いマトリックスから疎水性 PAH 
を抽出するのに十分な溶出力が得られます。
Captiva EMR-Lipid を用いて追加で溶出させ
ることにより、パススルークリーンアップ中に 
Captiva EMR-Lipid カートリッジからのター
ゲットの完全な溶出が保証されます。クリーン
アップ後のイソオクタン抽出により、抽出溶媒
からより GC に適した溶媒への交換が容易に
なり、部分的なサンプル濃縮もできます。 

乳児用調製粉乳の場合、効率的な溶媒抽出を
実現するために、最初に乾燥粉末を溶解する
ことが重要です。乳児用調製粉乳を溶解する
ための水の添加に関して、10 mL の高水量と 
2 mL の低水量を比較することにより調べまし
た。図 3 は、2 つの異なる水添加量を使用し
た目標回収率の比較を示したものです。粉末
溶解のための水の量が少ない（2 mL）方が、
ヘビー PAH の回収に重要な役割を果たした
ことを明確に示す結果となりました。これは、
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水の量が多い（10 mL）と、より疎水性の高い 
PAH の溶解度が低下し、抽出中にターゲット
が失われる可能性があるためです。この結果
をもとに以後の溶媒抽出では、2 g の乳児用
調製粉乳を 2 mL の水に溶解しました。 

分析装置
最近のヘリウム供給不足により、影響を受ける
研究機関は H2 キャリアガスの使用に関する
調査を余儀なくされています。ただし、水素
キャリアガスを利用した多くの GC/MS 分析
では感度が低下し、分析種がイオン源で水素
化または脱塩素化することが問題になってい
ます。  

乳児用調製粉乳ブランクの GC/MS 全イオン
クロマトグラム（TIC）スキャンを図 4 に示し
ます。ブランクマトリックスのフルスキャンで
は、サンプルマトリックスのクロマトグラフバッ
クグラウンドのベースラインが表示されます。
標準サンプルのポストスパイクにはマトリック
スブランクを使用しました。

図 3. 溶媒抽出前に乳児用調製粉乳を溶解するために使用されるさまざまな水量に対する PAH 目標回収率の比較
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図 4. 乳児用調製粉乳マトリックスブランクの GC/MS TIC スキャン
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乳児用調製粉乳中の PAH の定量には、バイ
アル中 0.1 ～ 20 ppb（乳児用調製粉乳中 0.5 
～ 100 µg/kg）の 7 つのキャリブレーション
濃度でマトリックス適合キャリブレーションを
使用しました。ターゲット化合物のリテンショ
ンタイム（RT）と直線性の値を表 3 に示しま
す。BaP と PAH4 の定量濃度を 1 µg/kg 未
満にできれば、欧州委員会規則（EU）番号 
835/2011 を満たす正確な定量が可能になり
ます。

メソッド回収率と再現性
プレスパイクされたサンプルの分析により、開
発した定量メソッドの性能を評価することがで
きました。ポストスパイクされた乳児用調製粉
乳サンプル（乳児用調製乳抽出物中 1 ng/g）
中のターゲット PAH の GC/MS SIM クロマト
グラムを図 5 に示します。

表 3. ターゲット PAH の分析データ

化合物 RT 直線性
定量イオン 
（m/z）

確認イオン 1 
（m/z）

確認イオン 2 
（m/z）

ベンゾ[a]アントラセン -d12 19.00 240.1 236.1

ベンゾ[a]アントラセン（BaA） 19.15 0.999 228 226 229

クリセン -d12 19.50 240 236

クリセン（Chr） 19.69 0.997 228.1 226.1 229

ベンゾ[b]フルオランテン -d12 26.50 264 260

ベンゾ[b]フルオランテン（BaF） 26.67 0.998 252 250 253

ベンゾ[k]フルオランテン -d12 26.70 264.1 260.1

ベンゾ[k]フルオランテン 26.85 0.994 252 250 253

ベンゾ[a]ピレン -d12 29.14 264.1 260.1

ベンゾ[a]ピレン（BaP） 29.31 0.995 252.1 250.1 248

インデノ[1,2,3-cd]ピレン -d12 35.91 288 284

インデノ[1,2,3-cd]ピレン 36.05 0.998 276 274 277

ジベンゾ[a,h]アントラセン -d14 36.14 292 288

ジベンズ[a,h]アントラセン 36.35 0.998 278.1 276.1 279.1

ベンゾ[ghi]ペリレン -d12 37.71 288 287

ベンゾ[ghi]ペリレン 37.86 0.997 276.1 274.1 277

ジベンゾ[a,i]ピレン -d14 46.45 316 317

図 5. ポストスパイクされた乳児用調製粉乳サンプル（乳児用調製乳抽出物中 1 ng/g）中の PAH の GC/MS SIM クロマトグラム

×104

Acquisition time (min)

Co
un

ts

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

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

2.0

2.1

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

クリセン

ベンゾ[a]アントラセン ベンゾ[b]フルオランテン

ベンゾ[a]ピレン
ベンゾ[k]フルオランテン

インデノ[1,2,3-cd]ピレン
ジベンズ[a,h]アントラセン

ベンゾ[ghi]ペリレン



8 つの PAH のターゲット化合物の回収率を、
プレスパイクおよびポストスパイクした乳児用
調製粉乳サンプルの直接的なピーク面積比較
に基づいて計算しました。その結果を図 6 に
示します。重要な 4 つの PAH 化合物（BaP、
BaA、BbF、および Chr）は赤で示されています。

メソッド回収率と再現性の検証には、3 つの濃
度の添加サンプルを使用しました。乳児用調
製粉乳中の濃度は 1、10、および 50 ng/g で、
各濃度で 6 回の繰り返し分析を行いました。 

その結果、1 ng/g 濃度のベンゾ[k]フルオラ
ンテン（回収率 54 %）とベンゾ[ghi]ペリレン
（34.6 % RSD）を例外として、メソッドが 20 % 
未満の RSD で許容範囲内の 60 % を超える
回収率（60 ～ 95 %）を達成したことを確認
しました。2 つの外れ値は、主に機器検出メ
ソッドの感度が低く、1 ng/g 濃度でのマトリッ
クスの影響が大きいためです。機器メソッドの
感度と低濃度添加のサンプルに対するマトリッ
クスの影響により、1 ng/g の濃度で RSD も
高くなる結果となりました。 

結論

このアプリケーションノートでは、乳児用調製
粉乳中の PAH 分析のために、溶媒抽出とそ
れに続く Agilent Captiva EMR-Lipid パスス
ルークリーンアップを使用したサンプル前処
理方法を紹介しました。本検討では、Agilent 
8890 GC および 5977C GC/MSD システムで 
H2 キャリアガスと Agilent HydroInert イオン
源を使用すると、低濃度の PAH を測定できる
ことも示しました。このメソッドは、食品中の 
PAH 分析に関する EU 規制を満たす許容可
能な回収率および再現性・定量結果を実現し
ました。 

図 6. 乳児用調製粉乳中のターゲット PAH のメソッド回収率と再現性
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