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概要

Agilent 8860 GC/5977B MSD システムを用いて、イチゴ中の農薬をスクリーニングしました。このコ
スト効率に優れたシステムと、適切なサンプル前処理、運転条件、ソフトウェアツールを組み合わせるこ
とで、食品などの複雑なマトリックス中の農薬やその他の汚染物質を同定する有用な手段となります。
機器構成に、パルスドスプリットレス注入、ステンレス製 EI イオン源、農薬および環境汚染物質のデー
タベースへのリテンションタイムロッキングを取り入れました。すべての分析は、2 つのステップで完了
します。Agilent MassHunter Unknowns Analysis ソフトウェアを用いてサンプルを最初にスクリーニ
ングしました。このソフトウェアは、自動化デコンボリューションおよびライブラリ検索機能を備えており、
任意の農薬または他の対象化学物質を同定することができます。スクリーニング結果を基に、その後サ
ンプルを分析し、見つかった対象化合物を定量しました。イチゴのサンプルは、地域の食料品店で購入
し、メソッドの機能を実証するために用いました。 

Agilent 8860 GC/5977B MSD と 
SureTarget デコンボリューションによる 
イチゴ中の農薬のスクリーニング
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はじめに

食品供給における微量の農薬と環境汚染は、
依然として世界各国の関心事項となっており、
より高速で信頼性の高い分析メソッドの需要
が高まっています。課題は、複雑な食品マトリッ
クス中の数百種類に及ぶ農薬、多環芳香族炭
化水素（PAH）や他のターゲット物質を検索
できる技術を見つけることです。多くのメソッ
ドでは、食品中で一般的に見つけられる特定
の化合物のリストを対象としています。これら
のメソッドは効果的ですが、明確にターゲット
となってない残留物を見落とす可能性があり
ます。

紹介する手法は、複数ステップの手法によって
できるだけ多くの対象化合物を見つけること
を目的としています。1 つ目のステップでは、
1,000 種類以上の化合物が含まれる農薬およ
び環境汚染物質のライブラリにリテンションタ
イムロック（RTL）された GC/MSD システム
を用いて、サンプルの質量スペクトルスキャン
データを取り込みます。その後、効率的な自
動化デコンボリューションおよびライブラ検索
を備えた Agilent MassHunter Quantitative 
10 Unknowns Analysis ソフトウェアでスキャ
ンデータを処理します。ライブラリ検索のため
にスキャンデータを処理する従来の手法は、
ベースライン減算したピークの頂点スペクトル
と基準スペクトルとの比較に依存しています。
この従来法は、ピークに対してクロマトグラ
フィー的な干渉がない場合は適切に機能しま
す。しかし、食品サンプルには、プロセスを妨
げる可能性がある高濃度のマトリックス化合
物が含まれていることが多く、成分の同定が
困難になります。

スペクトルのデコンボリューションは、共溶出
する化合物のイオンを分析対象物のスペクト
ラムから除去するために、長い間使用されて
きたソフトウェア手法です。デコンボリューショ
ンでは、イオンクロマトグラムがスキャン範囲
内のすべての質量で抽出されます。形状およ
びリテンションタイム（RT）が同じ分離ピーク
を持つイオンは、各成分にグループ化されま
す。複数の重なり合うピーク中に存在するイ
オンのレスポンスは、クロマトグラフィーインテ

グレータと同様のプロセスを用いて、各ピーク
に配分されます。その後、スペクトルが各成分
から構築されます。デコンボリューションプロ
セスにより、分析対象成分のスペクトル内の干
渉イオンが大幅に低減、または除去されます。

MassHunter Quantitative 10 Unknowns 
Analysis ソフトウェアには、スキャンファイル
内のスペクトルをデコンボリュートしてライブ
ラリで成分を検索する、優れたツールセット
があります。ライブラリ一致スコアの高いピー
クが、ヒットの可能性があるものとして調査
されます。ライブラリに RT または保持イン
デックス（RI）情報が含まれている場合、検
索結果をフィルタリングしたり、化合物の存
在のさらなる証拠を提供したりするのに使
用できます。一般的に、ライブラリ一致スコ
ア（LMS）が高くなるほど、RT 一致により近
づき、化合物が存在する可能性が大きくなり
ます。このスクリーニングは、RTL 条件下で
収集した RT または RI を含むスペクトルライ
ブラリ、および同一タイムスケールにロックさ
れたスキャンデータを用いることで、最も効果
的に実行できます。RTL により、RT は通常、
ライブラリの RT と 0.1 分以内で一致します。
このアプリケーションノートでは、Agilent 農
薬および環境汚染 MRM データベース 1 と、
Agilent MassHunter Pesticides（PCDL）お
よび GC/Q-TOF のワークフロー 2 に、ロック
された RT を持つ 1,000 種類以上の化合物
のスペクトルライブラリを組み合わせました。
MassHunter Unknowns Analysis は完全な
スキャンファイルを数分で自動的に処理して、
LMS および RT 一致データのレポートを作成
し、その後に化合物の存在を調査して決定し
ます。 

デコンボリュートした成分を NIST ライブラリ
で検索することによって、さらにスクリーニン
グを実行できます。NIST 17 ライブラリには、
今回、多くのエントリのために使用したタイプ
の標準に準ずる非極性カラムにおいて、実験
的に測定された RI が含まれています。アルカ
ン RI キャリブレーション混合物を、RT ロック
農薬メソッドで分析し、RI キャリブレーション
ファイルを作成します。その後、MassHunter 
Unknowns Analysis で、デコンボリュートし

たスペクトルが NIST 17 で検索され、ヒットし
た LMS と RI の値と、存在する場合は NIST 
RI の値がリスト表示されます。これは優れた
ツールですが、すべてのマトリックス成分を検
索するため、調査対象にヒットするもののリス
トが膨大な数になる可能性があります。

サンプルのスクリーニングから化合物のリス
トを決定した後に、目的の化合物と他のモニ
タリング対象化合物を定量するための別のメ
ソッドを作成します。

この手法の有用性を実証するために、カリフォ
ルニア州、クパチーノ周辺のさまざまな食料品
店とファーマーズマーケットで、イチゴを 16 サ
ンプル購入し、このメソッドで分析しました。多
くの場合、イチゴが合格品として順調に生育
するには農薬の散布が必要です。イチゴサン
プルを QuEChERS メソッドで抽出し、アセト
ニトリル溶媒中の抽出物を準備しました。 

分析対象農薬の多くは性質上、分解などの活
性があるため、注入口および注入技術が最適
化されていなければなりません。今回の分析
では、パルスドホットスプリットレス注入により
良好な分析結果が得られました。しかし、アセ
トニトリルは、使用したカラムでの GC へのパ
ルスドホットスプリットレス注入に適した溶媒
ではありません。多くの場合、ピーク形状不良
の問題があります。今回のメソッドでは、低圧
力損失（LPD）注入口ライナを用いて、初期
オーブン温度と保持時間を変更し、この問題
に対処します。

分析対象成分の後に溶出する高沸点のマト
リックス汚染物質から、その後の分析でのゴー
ストピークを回避するために、焼き出し時間を
延長しました。連続使用の場合、最も沸点の
高い汚染物質がカラムヘッドに堆積し、この結
果、RT シフト、ピーク形状の悪化、レスポンス
の低下を引き起こします。カラムのヘッドをト
リミングし、RTL ソフトウェアツールで RT を
再ロックすることによって、この問題に対処す
ることができます。
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実験方法

今回の研究で用いたシステムは、イチゴ抽出
物中の農薬を同定するために構成しました。
使用した手法の重要点は次のとおりです。

• パルスドスプリットレス注入: パルスドス
プリットレス注入では、注入プロセス中
に、注入口およびカラムの流量が増大し
ます。流量が増加するため、通常のスプ
リットレスよりも大幅に高速に注入口か
ら分析対象成分がスイープされ、高温の
注入口に対する分析対象成分の暴露が
低減されます。これにより、活性のある
農薬の分解が低減されます。

• RTL:  RTL はアジレント独自の機能で
す。ロック用化合物（今回はクロルピリ
ホスメチル）をシステムで分析して、ロッ
ク条件下で収集されたスペクトルライブ
ラリの RT と正確に同じ RT が得られる
カラム流量が、ソフトウェアによって決定
されます。この機能により、複数の機器
とプラットフォームにおいて、ほぼ一致す
る農薬の RT が得られ、データ解析とメ
ソッドメンテナンスが格段に容易になり
ます。正確な RT によって、スクリーニン
グプロセスにおける有用なフィルタが得
られます。

• スペクトルのデコンボリューショ
ン:  MassHunter Quantitative 10 
Unknowns Analysis のスペクトルのデ
コンボリューション機能を用いることで、
ライブラリ一致スコアと精密な RT マッ
チ機能（利用可能な場合）によって高マ
トリックスサンプル中の化合物を短時間
で自動的に同定することができます。 

図 1 に、今回使用したシステムの構成を示し
ます。

表 1 に、機器の操作パラメータを示します。
農薬（特に活性のあるもの）のカラムへの移
送を最大化するために、パルスドスプリットレ
ス注入を使用しました。最初に、注入溶媒と
してアセトニトリルを用いたところ、分析対象
成分のピーク形状に関連する問題が生じまし
た。アセトニトリルは、使用した半非極性カラ
ムへのスプリットレス注入での使用には問題
があることが知られています。Agilent シング
ルテーパ、ウルトライナート、スプリット注入
口ライナ（部品番号 5190-2293）（図 2 上）
は、スプリットレス注入で広く使用されており、

多くの一般的な GC 溶媒で適切に機能しま
す。しかし、アセトニトリルでは、パルスドスプ
リットレス注入により各分析対象成分につい
て複数のピークを生成します。Agilent ウルト
ライナート汎用低圧力損失注入口ライナ（部
品番号 5190-2295）（図 2 下）は、初期オー
ブン温度を調整して保持することで、この問
題が解消されることが分かったため、以降の
すべての分析に使用しました。ただし、この問
題は注入量に依存するため、今回は注入量を 
1.0 µL に制限しました。 

図 1. Agilent 8860 GC/5977B MSD システムの構成

液体
インジェクタ

スプリット/
スプリットレス
注入口（ヘリウム）

EI イオン源

ステンレス

Agilent 8860 GCAgilent 5977B GC/MSD

Agilent 
J&W HP-5ms 
ウルトライナート、

30 m

図 2. パルスドスプリットレス注入で評価した Agilent 注入口ライナ

ウルトライナート、スプリットレス注入口ライナ、部品番号 5190-2293

ウルトライナート、汎用、低圧力損失注入口ライナ、部品番号 5190-2295



4

サンプル前処理
有機栽培および非有機栽培イチゴ 16 パック
を、地域の小売店やファーマーズマーケットで
購入しました。イチゴを細かく刻んで凍らせ、
液体窒素下で混ぜ合わせました（最初に有機
サンプルを混ぜ合わせました）。QuEChERS 
サンプル前処理法を用いて次のことを実行し
ました。各サンプルを 10 g 計量し、50 mL 遠
心分離チューブに入れました。2 個のセラミッ
クホモジナイザ を各遠心分離チューブに加え

た後、10 mL のアセトニトリル（HPLC グレー
ド）を各チューブに加えました。サンプルを振
とう機で 3 分間 1,500 ストローク/min で振
とうしました。EN メソッド 15662 QuEChERS 
抽出塩パッケージ（部品番号 5982-6650）
を各遠心分離チューブに加えました。サンプル
を振とう機で 3 分間 1,500 ストローク/min 
で振とうした後、5 分間 5,000 rpm で遠心分
離しました。6 mL の抽出物を QuEChERS 分
散 SPE 15 mL チューブ（一般的な果物と野

菜用、部品番号 5982-5056）に移しました。
サンプルを 3 分間 1,500 ストローク/min で
振とうした後、5 分間 5,000 rpm で遠心分離
しました。サンプル抽出物をラベル付きオート
サンプラバイアルに移して分析しました。

表 1. 農薬スクリーニングでの GC/MS 条件

GC 

Agilent 8860 GC システム、オートサンプラおよびトレイ付き

注入口

スプリット/スプリットレス注入口

モード パルスドスプリットレス

注入パルス圧力 50 psi、0.75 分間

スプリットベントへのパージ流量 0.7 分で 50 mL/min

注入量 1.0 µL

注入口温度 280 ° C

キャリアガス ヘリウム

注入口ライナ
Agilent 低圧力損失（LPD）、ガラスウール入り（p/n 5190-
2295）  

オーブン

初期オーブン温度 80 ° C

初期オーブン保持 1.5 分

昇温速度 1 40 ° C/min

最終温度 1 120 ° C

最終オーブン保持 1 0 分

昇温速度 2 5 ° C/min

最終温度 2 310 ° C

最終オーブン保持 2 10 分

合計分析時間 50.5 分

ポストラン時間 0 分

平衡化時間 0.25 分

カラム

タイプ
Agilent J&W HP-5ms ウルトライナート
（p/n 19091S-433UI） 

長さ 30 m

内径 0.25 mm

膜厚 0.25 µm

コントロールモード 定流量

流量 1.374 mL/min

注入口接続 スプリット/スプリットレス

出口接続 MSD

MSD

モデル Agilent 5977B GC/MSD

イオン源 ステンレス

真空ポンプ パフォーマンスターボ

チューニングファイル Atune.U

モード スキャン

スキャン範囲 45～ 550 amu

溶媒ディレイ 4 分

EM 電圧ゲインモード 1.0

TID オン

四重極温度 150 ° C

イオン源温度 280 ° C

トランスファーライン温度 280 ° C
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結果と考察

スクリーニングスキャンデータ:  
RTL 農薬ライブラリ
図 3 はサンプル 21 抽出物のスキャントー
タルイオンクロマトグラム（TIC）です。
QuEChERS 抽出プロセスはイチゴからの農
薬の回収に効果的ですが、図 3 に示すように
多くのマトリックス化合物が残ったままです。

その後、抽出物 21 のスキャンファイルを 
MassHunter Unknowns Analysis を用 い
て分析し、デコンボリューションされた成分を 
RTL 農薬ライブラリで検索しました。図 4 に、
作成されたレポートを示します。このレポー
トは任意の列で並び替えが可能で、ここでは 
LMS の降順で並び替えて示しています。例え
ば、5 番目のエントリであるフェンヘキサミド
は、LMS（91.9）が高く、その RT が RTL ラ
イブラリの RT の 0.0619 分以内に入るため、
存在する可能性が高いと言えます。レポート
は、9 種類の農薬において LMS 値が 65 より
大きく、RT が良好に一致していることを示し
ています。図 5 に、抽出物 21 の TIC の一部
を示します。緑色は同定された成分で、赤色
はフェンヘキサミドの成分です。TIC から、フェ
ンヘキサミドと共溶出するマトリックス干渉の
量が非常に大きいことが分かります。 

図 3. サンプル番号 21 の抽出物の TIC

5 10 15

9.5495

20 25 30 35 40 45 50

+ TIC Scan 21

Acquisition time (min)

C
o

u
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図 4. RTL 農薬ライブラリでのサンプル 21 の検索結果

Pesticides
found
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図 6 に、MassHunter Unknowns Analysis 
でヒットしたもの、この場合はフェンヘキサミ
ドを検査した場合に表示される情報を示しま
す。図 6A は、ソフトウェアによってスペクトル
の一部として識別されたイオンの EIC を重ね
合わせて表示したものです。すべての EIC の
形状と RT が類似しているかを見るために重
ね表示を確認します。この場合は類似してい
ます。図 6B のスペクトルは、ピークの成分プ
ロファイルにわたっての生スペクトルの平均で
す。これは共溶出する化合物からの干渉イオ
ンの程度を示すことを目的としています。この
スペクトルから、図 5 の TIC で示唆された干
渉の存在が分かります。 

図 6C に、フェンヘキサミドの RT で見つかっ
た成分のデコンボリュートしたスペクトルと、
ライブラリリファレンススペクトルを反転させ
たものを比較して示します。デコンボリュー
ションプロセスにより、干渉イオンを除去して、
91.9 の高品質 LMS が得られました。正確な
時間一致を伴うことから、フェンヘキサミドが
サンプル 21 に存在する可能性が高いと考え
られます。

図 5. サンプル番号 21 の抽出物（黒色のトレース）、同定された各成分（緑色のトレース）、フェンヘキサミド成分
（赤色のトレース）の TIC
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図 6. MassHunter Unknowns Analysis による、抽出物 21 のフェンヘキサミドの同定

MassHunter Unknowns Analysis で見 つ
かったすべてのヒットについて検索プロセスを
繰り返し、定量する対象化合物のリストを作成
しました。 

LMS、RT 一致、特定化合物の関連の程度な
ど、複数の要素を考慮して、リストに加える化
合物を決定しました。 



7

ベースピーク面積の項目も、リストに挙がった
ヒットについての相対的なレスポンスの大きさ
を示すのに有用です。一般的に、LMS スコア
が 65 未満の化合物は、関心度が高い化合物
でない限り、無視されます。 

LMS が最低限のヒットの検査について説明
すると、フェンヘキサミドは、サンプル抽出物 
19 にはサンプル 21 よりも大幅に少ないレベ
ルで存在しています。図 7 に、MassHunter 
Unknowns Analysis に表示されたヒットのス
ペクトル情報を示します。このヒットは、スペ
クトル照合のみだけであれば、おそらく排除さ
れます。しかし、主要なイオンのうち 3 個はほ
ぼ適切な比で存在し、RT が RTL ライブラリ
内の RT の 0.066 分以内に存在するため、こ
のヒットは定量対象の化合物リストに加える
価値があります。

スクリーニングスキャンデータ:  
NIST 17 ライブラリ 
1,000 種類以上の化合物の RTL ライブラリ
は、RT 一致がきわめて良好で検査対象のヒッ
ト数が限られるため、スクリーニングに有用で
す。しかし、新しいサプライヤを評価する場合
など、より広い範囲のスクリーニングが望まれ
る場合があります。 

MassHunter Unknowns Analysis は、
260,000 以上のスペクトルを含む NIST 17 
ライブラリに対してデコンボリュートした化合
物を検索するために使用することもできます。
NIST 17 には、ここで多くのエントリについて
使用したタイプの標準に準ずる非極性カラム
において、実験的に測定された RI が含まれ
ています。アルカン RI キャリブレーション混

合物を RTL 農薬メソッドで分析し、RI キャリ
ブレーションファイルを作成しました。その後、
MassHunter Unknowns Analysis で、デコ
ンボリュートしたスペクトルが NIST 17 全体
で検索され、一致した化合物の LMS と RI の
値と、存在する場合は NIST RI の値がリスト
表示されます。これは非常に優れたツールで
すが、すべてのマトリックス成分を検索するた
め、検査対象のヒットリストが膨大な数になる
可能性があります。例えば、イチゴ抽出物のス
クリーニングでは LMS 値が >65 のヒットが 
400 を超えることがよくあります。

図 7. 抽出物 19 のフェンヘキサミド成分。存在量が少ないほど一致スコアが低下
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図 8 に、抽出物 21 についての NIST 17 から
のスクリーニング結果の一部を示します。成分
の RI は、炭化水素 RI キャリブレーションを用
いて計算しました。ライブラリ RI は、NIST エ
ントリから取得しました。これは、準標準非極
性相での実験的な RI（利用できる場合）、ま
たは分子パラメータから計算した理論値のい
ずれかです。ただし、予測 RI 値の誤差は非常
に大きくなることが多いため、後者の有用性
は限定的です。 

NIST 17 の結果のレビューでは、LMS とデル
タ RI 値を考慮します。LMS が高く、RI にお
けるデルタ RI の割合が小さく、NIST RI が実
験によって求められたタイプのものである場
合は、その化合物が存在する確かな根拠にな
ります。

NIST 17 スクリーニングは複数の目的を果た
すことができます。

• RTL 農薬ライブラリスクリーニングに 
よって発見した化合物の同定の確認

• LMS 値に疑問の余地がある RTL  
スクリーニングヒットの代替の同定の 
発見

• RTL スクリーニングにないが、関連する
可能性がある化学物質の同定

図 8 では、フェンヘキサミドが高い LMS 値
（93.7）を示しましがが、2,349 という RI と
比較してデルタ RI 値（推定値タイプ）が 159 
とかなり大きな値であることが分かりました。
この場合、このように LMS が高く、推定ライ
ブラリ RI が不確かであるため、フェンヘキサ

ミドが存在する可能性は高いと考えられます。
この存在は既に、RTL 農薬ライブラリのスク
リーニングによって確認されています。NIST 
17 検索の結果は、シプロジニル、ピリメタニ
ル、フルジオキソニルも、LMS 値が非常に高
く、実験タイプのデルタ RI 値が非常に小さい
ことを示しており、RTL 農薬ライブラリのスク
リーニングによって発見されたこれらの化合
物の同定を裏付けています。 

抽出物 19 の NIST 17 検索結果を確認したと
ころ、サリンと同定されたヒットが LMS 78.1 
でリストされていました。この LMS の値は、
データレビュアーにさらなる精査が必要にな
るほど高い値です。サリンは化学兵器である
ため、食品中に存在するとすれば極めて大き
な懸念が生じます。 

Experimental RI in NIST 17

Experimental RI in NIST 17

Experimental RI in NIST 17

Estimated RI in NIST 17

図 8. NIST 17 ライブラリに対するサンプル 21 の検索結果リストの一部

図 9. NIST 17 ライブラリに対する抽出物 19 の検索結果リストの一部 
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図 10 に、MassHunter Unknowns Analysis 
に表示される情報を示します。

サリンのライブラリスペクトルには、重要なイ
オンが 2 個しかなく、それらの質量はかなり
一般的です。この 2 個のイオンが LMS 計算
を左右し、スコアが 78.1 となります。測定値

とライブラリ（実験）の RI 値の間にも非常に
大きな不一致があります。RI 値と比較的低い
スペクトル選択性に基づき、サリンの存在は
最終的に否定できました。 

イチゴサンプルの抽出物は、スクリーニングプ
ロセスで今回見つかった農薬を定量する別の

実験 3 にも使用しました。スクリーニング結果
を定量値と比較することによって、スクリーニ
ングプロセスで同定に必要となる農薬の量を
推定しました。 

図 10. NIST 17 の LMS で抽出物 19 中のサリンとして同定された、デコンボリューションされたスペクトルの精査結果
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表 2 に、イチゴ抽出物中で同定された農薬、
US EPA4、5 が定めたイチゴ中の残留農薬の最
大濃度の許容値、およびスクリーニングによる
同定に必要な量の推定値を示します。イチゴ
サンプル中で見つかった農薬はすべて、許容
値以下で同定できました。

結論

Agilent 8860 GC/ 5977B MSD システムに
より、イチゴ中の農薬を同定するコスト効率の
高い手段を得られます。パルスドスプリットレ
ス注入が、実用的なレベルでの不活性なサン
プル移送を実現します。Agilent MassHunter 
Unknowns Analysis ソフトウェアと、その自
動化デコンボリューションおよびライブラリ検
索機能を用いて、スキャンモードでサンプル
抽出物を最初にスクリーニングすることによっ
て、農薬や他の対象の化学物質を短時間で検
出することができます。 

RTL の使用により、分析結果を他の機器や 
MS タイプで得られる結果と容易に比較する
ことも可能です。このシステムを用いて発見
した化合物は、Agilent 農薬および環境汚染 
MRM データベースを用いた GC/MS/MS で
得た結果と比較することができます。また、
Agilent MassHunter Quantitative Analysis 
と精密質量農薬パーソナル化合物データベー
スライブラリ（PCDL）を用いた GC/Q-TOF 
の分析結果との比較も可能です。複数のプラッ
トフォームを使用することで、食品安全性の
ニーズに対処するための強力なツールセット
を実現できます。

表 2. 今回のメソッドによる同定で要求される農薬の推定レベル（ppb）

化合物 許容値（ppb） 同定に必要な ppb

アゾキシストロビン 10.000 600

ビフェナゼート 1,500 500

ビフェントリン 3,000 100

キャプタン 20,000 2,000

cis-1,2,3,6-テトラヒドロフタルイミド 25,000 500

シプロジニル 5,000 100

エトキサゾール 500 300

フェンヘキサミド 3,000 300

フロニカミド 1,500 300

フルジオキソニル 2,000 100

マラチオン 8,000 150

メタラキシル 10,000 100

ミクロブタニル 500 500

ノバルロン 500 500

ピリメタニル 3,000 100

キノキシフェン 900 100

テトラコナゾール 2,500 150

トリフロキシストロビン 1,100 150
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