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要旨

本アプリケーションノートでは、Agilent 6475 トリプル四重極 LC/MS（LC/TQ）および intelligent 
reflex（iReflex）と呼ばれる intelligent ワークリスト再注入ロジックを使用した水道水中ハロ酢酸類測
定における効率化および信頼性の向上について紹介します。

iReflex とは連続分析において、試料測定完了後直ちに結果を解析し、その結果を反映して再測定する
手法です。この手法を用いることで、以下の再測定が可能です。

① ブランク測定で測定対象化合物が指定した設定値以上検出された場合、ブラン試料を再測定。
② 定量値が検量線の範囲を超えた場合、オートサンプラーで試料を希釈して再測定。
③ 高速スクリーニング測定で測定対象化合物が設定値以上検出された場合、通常の測定で再測定。

水道水中ハロ酢酸類分析を例に iReflex の有用性を紹介します。

Agilent 6475 トリプル四重極  
LC/MS システムおよび iReflex を用いた
水道水中ハロ酢酸類測定における効率化
および信頼性の向上
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実験

ハロ酢酸類標準液は関東化学株式会社製ハロ酢酸混合標準原液 II
（9 種）を使用しました。ハロ酢酸類はジクロロ酢酸（DCAA）、モノ
クロロ酢酸（MCAA）、ブロモクロロ酢酸（BCAA）、モノブロモ酢酸
（MBAA）、ジブロモ酢酸（DBAA）、トリクロロ酢酸（TCAA）、ブロモジ
クロロ酢酸（BDCAA）、ジブロモクロロ酢酸（DBCAA）、トリブロモ酢酸
（TBAA）の 9 種です。検量線用標準液は原液を使用してメタノールで 
1 μg/mL 溶液を調製し、さらにボトル超純水で適宜希釈しました。水道
水および標準液添加水道水は直接分析を行いました。試料バイアルは
ポリプロピレンバイアルを使用しました。

測定条件
システム

 – 1260 Infinity II Flexible Pump（G7104C）
 – 1260 Infinity II Multisampler（G7167A）
 – 1260 Infinity II Multicolumn Thermostat（G7116A）
 – 6475 Triple quadrupole LC/MS system（G6475A）

ハロ酢酸類の LC/TQ による測定条件は表 1 に示した通り、C18 カラム
を用いた 0.1 % ギ酸を含む LC/MS 用超純水（移動相 A）とメタノール
（移動相 B）によるグラジエント分析で行いました。イオン化は、Agilent 
Jet Stream（AJS）テクノロジーによるエレクトロスプレーイオン化法
（ESI 法）を使用しました。多重反応モニタリング（MRM）方式の測定
条件も表 1 に示した通りです。

表 1. ハロ酢酸類の LC/TQ 測定条件 

LC Agilent 1260 Infinity II Prime LC System

カラム
InertSustain C18（3 mm×150 mm, 3 μm） 
（P/N:5020-14425）

流速 0.7 mL/min---高速分析　0.4 mL/minｰｰｰ通常分析

移動相 A：0.1 % ギ酸水溶液　B：メタノール

グラジエント
5 %---（4 min）---100 % Bｰｰｰ高速分析
5 % B/1 min---（9 min）---100 % Bｰｰｰ通常分析

カラム温度 40 ℃

注入量 10 μL

MS Agilent 6475A Triple quadruple LC/MS System

イオン源 Agilent Jet Stream（AJS） 負イオンモード

乾燥ガス 300 ℃ 10 L/min

シースガス 400 ℃ 12 L/min

ネブライザ圧 60 psi

フラグメンター電圧 60 V

キャピラリ電圧 2500 V

ノズル電圧 0 V

MRM イオン 下表参照

測定結果でハロ酢酸類の定量値が検量線を超えた場合、表 2 に示した
インジェクタープログラムを用い、オートサンプラー（ALS）によって 10 倍
希釈を行いました。その際、希釈試料は試料の次の行に並べた空バイア
ルで調製されます。

表 2. ALS による試料の希釈注入

iReflex の設定は第 1 測定メソッド、第 1 定量メソッドおよびワークリスト
で設定します。

測定メソッドの設定を図 1 に示します。表内に示した①～⑥のステップは
以下の通りです。

① 高速スクリーニングの追加を指定することで定量値が基準値や検量
線の上限を超えた場合、再測定します。

② 再測定時の測定メソッドを指定
③ キャリーオーバーを指定することで、キャリーオーバーが認められた
場合、ブランクを再測定します。

④ 第 1 メソッドでの定量メソッドを指定
⑤ 再測定メソッドでの定量メソッドを指定
⑥ 両測定メソッドでの定量結果のレポートテンプレートを指定

図 1. 第 1 測定メソッドによる iReflex の設定

ハロ酢酸 プリカーサー プロダクト コリジョンエネルギー（eV）

DCAA 127 83 12

MCAA 93 35 6

BCAA 173 129 6

MBAA 137 79 6

DBAA 217 173 6

TCAA 117 35 9

BDCAA 163 81 6

DBCAA 207 79 6

TBAA 251 79 6
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図 2 は第 1 定量メソッドによる上限値の設定画面です。ブランク試料の
上限値とサンプルアマウントでハロ酢酸類の上限値を設定します。ブラン
ク測定時にハロ酢酸類がブランク濃度上限を超えた場合、ブンランク測定
を繰り返します。また、試料測定時にサンプルアマウントの上限を超えた
場合は、試料を第 2 メソッドで再測定します。検量線超過ワークフローで
はサンプルアマウントに検量線の上限を設定します。

図 2. 第 1 定量メソッドによる上限値の設定

図 3 はワークリストによる設定画面でメソッド実行範囲は測定と DA（解析）
の両方を指定、iReflex ワークフローを有効にチェックを入れます。また、
この設定でブランクの再測定回数の上限を設定することが可能です。

図 3. ワークリストによる iReflex の設定

結果

高速分析ワークフロ―
高速メソッド（第 1 メソッド）で測定を行い、ハロ酢酸類がサンプルアマ
ウントで設定した上限値を超えた試料を通常メソッド（第 2 メソッド）で測
定するという iReflex ワークフローを用いた測定結果を表 3 に示します。

この測定では、①QC 測定、②ブランク測定、③標準液測定、④試料測定、
⑤検出された試料の通常条件で再測定が実施された結果です。一連の
測定で第 1 メソッドによる検量線は自動更新され試料の測定が実施され
ます。第 1 メソッドでの測定は概算値で良いので③の検量線の更新を
省く事も可能です。通常条件である第 2 メソッドの検量線は予め更新し
ておく必要があります。

表 3. 高速分析 iReflex ワークリスト測定結果
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表 4 は作成されたレポートを示しましたが、第 1 および第 2 メソッドの
結果が比較できるようになっています。

表 4. 高速スクリーニング結果レポート

図 4 は試料 5 の測定結果のクロマトグラムを示します。

図 4. 試料 5 中ハロ酢酸類のクロマトグラム

この結果ではブランク測定中に上限を超えた化合物は無く、再測定は実
施されていません。試料は 5, 7 および 8 において上限値を超えた化合物
が存在したことから再測定を実施しています。また、試料の再測定は全
試料測定後に追加され、試料 5 の測定前には通常メソッドでブランク測
定を行います。第 1 および第 2 メソッドで測定した定量結果のバッチテー
ブルは自動的に作成されレポートまで自動作成されます。

図 5 に自動作成されたバッチテーブルを示します。グラフィックの結果は
試料 8 中 MCAA の結果です。

図 5. 高速分析および通常分析によるバッチテーブル
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表 6 にレポートを示しました。ALS で希釈することで、検量線の直線範
囲で定量が可能となり、信頼性の高い結果が得られました。

表 6. 検量線超過結果レポート

表 5. 検量線超過 iReflex ワークリスト測定結果

検量線超過ワークフロー
通常メソッド（第 1 メソッド）で測定を行い、ハロ酢酸類が検量線の上
限を超えた場合、試料を希釈するメソッド（第 2 メソッド）で再測定する 
iReflex ワークフローを用いた測定結果を表 5 に示します。検量線上限
を超えた試料を表 2 の ALS による試料の希釈を含んだメソッドで再測定
します。

この測定は、①QC 測定、②ブランク測定、③試料測定、④検量線の上
限を超えて検出された試料を希釈を含む第 2 メソッドで再測定を行った
結果です。このワークフローでは、標準液での検量線の自動更新は含ん
でいません。また、第 2 定量メソッドの検量線は第 1 定量メソッドとレス
ポンスは同一で濃度のみ 10 倍に設定されています。図 6 に試料 5 の測
定結果であるクロマトグラムを示しました。このワ－クフローの結果では、
ブランク測定は高速分析同様に上限を超えた化合物は無く、ブランク測
定は 1 回です。試料 5, 7 および 8 には検量線の上限を超えた化合物が
存在し、再測定しています。

図 6. 通常分析と希釈分析による試料 5 中ハロ酢酸類のクロマトグラム



まとめ

iReflex を使用した高速分析スクリーニングワークフローおよび検量
線超過ワークフローについてハロ酢酸分析を実例として示しました。
iReflex を用いることで、多検体のスクリーニングを効率よく実施できる
ことが示されました。また、環境や食品分析において試料に含まれる測
定対象化合物の濃度が想定より濃い場合があります。その場合は、定量
値が検量線範囲外のため、試料を希釈して再測定する必要があります。
iReflex 機能を用いると、ALS による試料の希釈と再測定が可能である
ため、作業の効率化を図ることができます。以上より、iReflex を用いる
この方法を使用することで、分析の効率化および信頼性の向上が可能で
あると思われます。
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