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概要

このアプリケーションノートでは、Agilent 8890A GC と Agilent J&W DB-EUPAH カラムを用いた多環
芳香族炭化水素 (PAH) の分析について説明します。このメソッドにより、EUPAH 標準混合液中の重要
な化合物ペアを良好な再現性で分離できることが実証されました。 
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はじめに

多環芳香族炭化水素 (PAH) 化合物の分析
は、農業または環境由来のサンプルを対象に
多くのラボで広く行われています。このクラス
に属する化合物の多くは人体に有害です。欧
州連合 (EU) では、規制分析対象となる 16 種
類の優先 PAH を EUPAH リストとして定めて
います。この化合物リストには構造異性体を
持つ化合物が複数含まれていることから、GC 
分析でそのすべてをカバーするのは困難です。
異性体の分離に関連する課題だけでなく、こ
れらの PAH 化合物は GC 流路の表面に吸着
する傾向があることがわかっており、この挙動
はターゲット化合物の分子量に伴って顕著に
なることが広く知られています。また、揮発性
の比較的低い化合物は注入口でディスクリミ
ネーションが起こりやすく、これがメソッドの統
計的再現性の低下につながります。

これらの問題を解決するために、次のような
改善が行われてきました。 

• 注入口でのディスクリミネーションによる
影響の最小化

• 化合物が吸着する表面積の低減 

• 対症的メンテナンスから予防的 
メンテナンスへの移行

ウルトライナートライナは、カラムへの活性化
合物の移送効率を高めるように設計されてい
ます。また、カラム技術が進化し、今回の調査
で使用した J&W DB-EUPAH カラムなど、成
分ごとのカラム相が開発されています1。この
他、8890A GC には、オンボード診断、設定
値の入力と制御、ヘルプファイルと学習用ファ
イルなどの機能が搭載されています。これら
の GC 機能は、タッチスクリーンインタフェー
スからアクセスできる他、Web ユーザーイン
タフェースによるローカルまたはリモートでの
利用も可能です。 

実験方法

ここに示すデータの生成には、マルチモー
ド注入口 (MMI)、Agilent 5977 シリーズ 
GC/MSD、および Agilent 7693A オートサン
プラ (ALS) で構成される 8890A GC を使用
しました。濃度範囲 0.1～ 10 ppm の 8 ポ
イント検量線を作成するために、1 バイアル
の EUPAH 標準溶液をイソオクタン (Sigma-
Aldrich 社、Chromosolv グレード、> 99.5 %) 
で希釈しました。また、5977 MSD エクストラ
クタイオン源を改造して 9 mm エクストラク
タレンズを組み込み、マスフィルタを選択イオ
ンモニタリング (SIM) モードで使用しました。
表 1 に、今回の調査で使用した消耗品を示し
ます。

実験テストから、多くの PAH 化合物につい
て、より高いイオン源温度で2、大口径のエク
ストラクタレンズを使用することで3、最小限の
感度低下で直線性と性能が大幅に高まること
がわかっています。メソッドのイオン源と四重
極の温度を調整するときは、MSD の熱平衡
化に十分な時間を設け、新しい温度設定点で
チューニングします。こうすることで、温度変
化によって生じる遅延と非一貫性を防ぐことが
できます。表 2 および表 3 に、拡張メソッドの
設定点を示します。 

表 1. EUPAH のデータ生成に使用した消耗品

品名 部品番号

EUPAH 認証標準 (250 µg/mL) 5190-0487

オートサンプラシリンジ (10 µL) G4513-80203

高性能グリーン注入口セプタム (緑) 5183-4761

ウルトライナートスプリットレス注入口ライナ、ウール入り 5190-2293

DB-EUPAH カラム (30 m × 250 µm × 0.25 µm) 122-9632

エクストラクタイオン源用大口径レンズ (9 mm) G3870-20449

表 2. 8890A GC での EUPAH の分析に使用したメソッド条件 

8890 GC パラメータ

シリンジサイズ 10 µL

キャリアガス  ヘリウム

注入量 1 µL

カラム DB-EUPAH、30 m × 0.25 mm、0.25 µm (p/n 122-9632)

注入口タイプ MMI

オーブン平衡化時間 1 分

注入口モード パルスドスプリットレス

オーブンプログラム
80 ° C で 2 分間  
40 ° C/min で 225 ° C まで上昇、6 分間保持  
2.5 ° C/min で 330 ° C まで上昇、4.5 分間保持

注入口温度 330 ° C

パルス圧力 40 psi

パルス時間 0.5 分

パージフロー 50 mL/min

パージ時間 0.9 分

GC サイクルタイム 58.25 分

セプタムパージ 3 mL/min

MSD トランスファーライン温度 320 ° C
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注入口でのディスクリミネーションを最小限に
抑えるために、注入口でガラスウール入りのウ
ルトライナートスプリットレスライナを使用し、
注入後に圧力パルスを短時間印加しました。
パルス圧力法は、注入した化合物のカラムへ
の移送効果を高めるため、また GC 注入口ラ
イナで気化した溶媒の膨張を抑えるために、
微量分析において広く使用されています。注
入口でのパルス圧力法を検討する際に役立つ
ヒントをいくつか紹介します。

• パルス圧力オプションを評価するとき
は、最初に、無パルスの注入口圧力を 
2 倍にします。例えば、カラム内流量を 
1.2 mL/min にするためにシステムで 
20 psi の圧力が必要な場合、適切な開

始パルス圧力は 40 psi になります。その
後、最適な結果が得られるまでパルス圧
力を 5 psi 刻みで増減して調整し、結果
を評価します。

• カラム流量の計算値をもとに、流量の影
響を受けやすい MSD などの検出器にパ
ルス時間中に入るキャリアガスの量を求
めます。システムの仕様を確認し、組み
込まれている検出器の最大許容流量を
特定します。

• パルス時間は実験によって求める必要が
あります。0.1 分から開始し、時間を長く
しても変化が生じなくなるまで、または
クロマトグラフィーに悪影響がおよぶま
で、少しずつ増やします。 

• パルス圧力が望ましいがクロマトグラ
フィーが改善しない場合は、流路にリテ
ンションギャップを追加することを検討し
ます。 

• 特にカラム流量の低いアプリケーション
では、パルス圧力が元の設定点に減衰す
るための時間が必要です。この時間は、
パルス時間の終了直後にパージフローを
オンにすることで最小化できます。 

• パージフロー時間は、ライナの体積をカ
ラム流量で割ることにより見積もります。 

• キャリアガスを節約するために、高流量
のパージフローが必要なアプリケーショ
ンでは、分析開始数分後にガスセーバー
を有効にします。

• ガスセーバー流量は、無パルス条件下で
の総流量より低くする必要があります。
流量が 10 mL/min 未満のアプリケー
ションでは、ガスセーバー機能を有効に
しないことをおすすめします。

結果と考察

図 1 に、クロマトグラムの例を示します。また、
図 2 のクロマトグラムでは、重要な化合物ペ
アのピークを拡大し、それぞれの分離度の計
算値を示しています。 

表 3. 5977 GC/MSD (エクストラクタ) での  
EUPAH の分析条件

MSD 条件 5977 SQMSD

原因 エクストラクタ: 9 mm レンズ

高真空ポンプ ターボ

モード SIM

チューニング Etune

イオン源温度 325

四重極温度 200

×103

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 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト

化合物 RT
ベンゾ[c]フルオレン 15.56
ベンゾ[a]アントラセン 21.56
シクロペンタ[c,d]ピレン 22.03
クリセン 22.20
5-メチルクリセン 25.73
ベンゾ[b]フルオランテン 30.48
ベンゾ[k]フルオランテン 30.69
ベンゾ[j]フルオランテン 30.95
ベンゾ[a]ピレン 33.75
インデノ[1,2,3-cd]ピレン 40.84
ジベンゾ[a,h]アントラセン 41.02
ベンゾ[ghi]ペリレン 42.80
ジベンゾ[a,l]ペリレン 49.65
ジベンゾ[a,e]ペリレン 51.44
ジベンゾ[a,i]ペリレン 52.46
ジベンゾ[a,h]ペリレン 53.06

図 1. EUPAH 標準溶液 (1 ppm) の最終的なタイムセグメント SIM クロマトグラム
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8 ポイント検量線用の標準溶液を分析しまし
た。その際、キャリーオーバーを評価するため
にブランクでの挟み込みを行いました。この濃
度範囲では、キャリーオーバーは観察されま
せんでした。検量線の精度を確認するために、
ポストキャリブレーションブランクの直後に 2 
種類の検量線確認用標準溶液を分析しまし
た。検量線の作成には、直線回帰と逆重み付
けを使用しました。その決定係数を表 4 にま
とめます。検量線から計算で求めた量と、各
標準溶液に含まれる実際の対象量を比較した
ところ、混合液中の各化合物の精度は、どの
標準溶液濃度についても ± 5 % 以内でした。 

検量線の精査後に、QC 標準溶液を 10 回繰
り返し注入して分析し、リテンションタイムと
レスポンスの安定性を評価しました。図 3 に、
その結果と傾向を示します。
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0

取り込み時間 (分)

カ
ウ
ン
ト
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DB-EUPAH による EUPAH リスト 15+1 種 (全化合物) の分析

RS=1.18[∆RT/(ΣPW50)]

図 2. 1 ppm 注入時の重要な化合物ペアの分離度

図 3. EUPAH ターゲット化合物 16 種の統計的精度と傾向 (溶出順)
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表 4. 逆重み付けを適用した検量線の直線相関係数

化合物 R2

ベンゾ[c]フルオレン 0.9999

ベンゾ[a]アントラセン 0.9998

シクロペンタ[c,d]ピレン 0.9999

クリセン 0.9998

5-メチルクリセン 0.9999

ベンゾ[b]フルオランテン 0.9997

ベンゾ[k]フルオランテン 0.9997

ベンゾ[j]フルオランテン 0.9999

化合物 R2

ベンゾ[a]ピレン 0.9997

インデノ[1,2,3-cd]ピレン 0.9990

ジベンゾ[a,h]アントラセン 0.9997

ベンゾ[ghi]ペリレン 0.9999

ジベンゾ[a,l]ピレン 0.9994

ジベンゾ[a,e]ピレン 0.9997

ジベンゾ[a,i]ピレン 0.9992

ジベンゾ[a,h]ピレン 0.9994
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このデータセットには、分子量が大きいほど面
積精度が低下するという、PAH 化合物の典型
的な挙動がよく現れています。これは、沸点の
高い化合物ほど長時間の分析中にサンプルが
拡散する傾向にあり、カラムから検出器へと
溶出するバンドが結果的に広くなるからです。
この広がりは、化合物のカラム滞留時間が短
くなるようにカラム流量プログラムや温度プロ
グラムを調整することにより抑制できます。こ
の例では流量プログラムを適用できましたが、
システムの仕様と性能との最適なバランスを
見つける際には、検出器の流量限度に留意す
る必要があります。 

再現性の調査中にリテンションタイムが大幅
にずれることはありませんでした。これは、
8890A GC メインフレームの第 6 世代電子圧
力制御 (EPC) と一貫した温度制御による圧力
制御性能の高さを示しています。これらの結
果は規制項目に間違いなく沿ったものであり、
改善により、サイクル時間の短縮、対称性の
向上、さらに厳密な再現性が期待できます。 

GC のサイクル時間は、オーブンの温度
プロファイルを最適化するか、または 
Agilent Method Translator などのツールに
より、内径の小さなカラム4に合わせてこれら
のパラメータを換算することで、短縮すること
も可能です。Agilent Method Translator は、
アジレントのデータシステムユーザー向けの 
GC ドライバに組み込まれています。ユーザー
ズマニュアル付きのスタンドアロンツールとし
ても提供されています。このツールの使用方

法は、Agilent YouTube チャネルで公開され
ている解説ビデオで視聴いただけます。サイク
ル時間を改善するためのベストプラクティスと
しては、一連の長時間分析から開始し、ター
ゲット化合物間の分離度を把握してから、取り
込みプロセスの高速化に取り組むことをおす
すめします。サンプル中の化合物の種類が増
えることによるクロマトグラフィーへの影響を
見極めるために、マトリックスを使用した長時
間分析の評価も必要です。 

このメソッドでは、リテンションタイム (RT) 
ロック機能は使用しませんでしたが、より
複雑なサンプルには、この機能が有効で
す。RT ロックは、結果の一貫性を高める
ことから、環境プロトコルで一般的に使用
されています5。また、ほとんどのワークフ
ローに組み込むことができ、特に RT シフ
トによる偽陰性/偽陽性が問題になるスクリー
ニングメソッドにおいて大きな役割を果たしま
す。RT ロックは、SIM モードの四重極など、
タイムセグメントを設定して検出する場合にも
適しています。  

多くのラボでは、標準溶液、QC コントロー
ル、およびマトリックスサンプルに内部標準
を添加し、相対レスポンス係数を用いた定量
が行われています。生の内部標準データのモ
ニタリングは、メンテナンススケジュールを立
て、キャリブレーション頻度を決定し、分析の
一貫性を高めるための手段として大いに役立
ちます。8890A GC には、機器の性能に影響
がおよぶ前にメンテナンススケジュールを知
らせる定義済み/カスタムカウンタが搭載され
ています。

これらのカウンタは、アジレントのデータシス
テムから、またはタッチスクリーンから直接、
あるいは Web ユーザーインタフェースから有
効にしたり設定したりできます。 

食品または環境マトリックス分析における代
表的なストレス要因として、イオン源のメンテ
ナンス頻度があげられます。この頻度を減ら
すため、イオン源のセルフクリーニングを行う 
JetClean 機能を追加することをおすすめし
ます6。  

結論

前述の分析条件により、EUPAH 標準溶液中
の重要な化合物ペアが十分に分離され、テス
トした定量範囲にわたって良好な直線性が得
られました。再現性の調査では、RT が大幅に
ずれることもなく、8890 GC により優れた圧
力および温度制御が期待どおりに実現される
ことが確認されました。多様なサンプルの複
雑さ、規制当局による監視、およびユーザー
のスキルに対応できる柔軟性を提供しながら、
お客様の堅牢な分析メソッドの開発を支援す
るために、アジレントは製品群をさらに進化
させるべく継続的に取り組んできました。その
成果の 1 つが 8890A GC です。オンボード診
断、組み込まれたヘルプファイルと学習用ファ
イル、メンテナンスカウンタ、および相互に
補完しあう多数のコンポーネントを搭載した 
8890 GC には、従来システムから継承した機
能と、ラボの生産性を高めるために考え抜か
れた新たな改善が融合されています。 
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