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ACQUITY UPLC®  H-Classシステム

ACQUITY® TQD 質量分析計

CORTECS UPLC HILICカラム

OASIS®  WCX カートリッジ
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アプリケーションの利点 

■■ パラコートとジクワットの保持および分離が

既存 HILIC 分析法に比べて著しく向上 

■■ CORTECS™ UPLC® HILIC カラムによりパラ

コートとジクワットがベースライン分離

するため、同じクロマトグラフィー条件を

MSおよび UV検出どちらにも使用可能

はじめに

ジクワットおよびパラコートは二価の 4級アンモニウム除草剤です（図 1）。

どちらも作物および水生雑草を制御するために使用され、依然として広く世界

中で使用されています。米国環境保護庁（EPA）は飲料水中の最大許容濃度（MCL）

を 20 µg/L（20 ppb）に定めています。パラコートは EPA により使用制限農薬に

分類されています。飲料水の品質を保証するために、欧州連合（EU）理事会は各

農薬の下限値を 0.1 µg/L（100 ppt）に設定しています。1 スウェーデン当局が起こ

した訴訟を受けて 2007 年に EU におけるパラコートの使用は禁止されま

した。ジクワットとパラコートはどちらも C18カラムを用いた逆相クロマトグ

ラフィーでは保持が難しい高極性化合物です。US EPA Method 549.2を含むほと

んどの既報の分析法では、必要な保持や、時には二種類の‘4級アンモニウム’

分析種の分離度を達成するために、移動相にヘキサンスルホン酸ナトリウム塩

などのイオンペア試薬を添加する必要があります。EUにより義務付けられたよ

うな低い定量下限値を達成するためには質量分析（MS）検出が不可欠です。イオ

ンペア試薬の使用は MS検出に対し顕著なイオンサプレッションを引き起こす

原因となります。代替の技術として、親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）

はイオンペアクロマトグラフィーに比較していくつかの利点があります。まず、

イオンペア試薬を添加しないため、イオン化効率が向上します。次に、イオン

ペア試薬を含む移動相では水の比率が高くそのまま注入するのが難しいのに対

し、HILIC では通常高比率の有機溶媒を含むサンプル抽出液を希釈せずにそのま

まカラムに注入できます。本アプリケーションでは、CORTECS UPLC HILIC カラ

ムを用いた UPLC分離により両分析種の保持および分離を著しく向上し、UV検

出のみで 500 pptまで検出できることを実証します。

パラコートおよびジクワットの分離向上：
CORTECS UPLC HILICカラムを用いた飲料水の分析
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図 1.　ジクワットおよびパラコートの構造
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表 1には本研究に用いた MRMトランジションと LC/MSパラメーターをまとめ

ました。
実験方法 

サンプル詳細

水道水は脱塩のためにチオ硫酸ナトリウムで処

理しました。全てのサンプルはリン酸アンモニ

ウムを添加して約 pH 7に調整しました。OASIS 

WCX カートリッジを用いて固相抽出を行い、

固相抽出で少ない脱離溶液による溶出およびエ

バポレートによりサンプルを濃縮しました。固

相抽出手順の詳細は図 2に記載しました。

UPLC条件

システム： ACQUITY UPLC H-Class 

 （PDA 検出）

カラム： CORTECS  UPLC  H I L I C  

 1.6 µm、2.1 × 100 mm

 （製品番号 186007106）

移動相（アイソクラティック）：50：50  A/B

移動相 A： 200 mM ギ酸アンモニウム

バッファー（pH 3.7）

移動相 B： アセトニトリル

注入量： 20 µL

カラム温度： 30℃

弱洗浄溶媒： 50：50　アセトニトリル /水

パージ溶媒： 50：50　アセトニトリル /水

流速： 0.5 mL/min

PDA 検出： ジクワット UV 308 nm

 パラコート UV 257 nm

サンプルバイアル：ポリプロプレンオート

 サンプラーバイアル

 （製品番号 186002642）

化合物 MRM Cone (V) CID (eV)

ジクワット 183.1 > 157.1 50 25

183.1 > 130.1 50 30

パラコート 185.1 > 170.1 38  22

171.1 > 77.0 45 40

表 1.　U PLC/MS/MS 分析に用いたジクワットおよびパラコートの M R M
トランジションまとめ

試薬 

1. pH調整バッファー濃縮液（400 mM リン酸バッファー pH7）　　　　　　

500 mLのメスフラスコにリン酸二水素アンモニウム 23 gを正確に量り、純

水（MilliQ または同等）を加えて完全に溶解し、約 400 mLまで希釈。濃ア

ンモニア水を添加して pHを 7.2に調整し、純水で 500 mLにメスアップ。

2. 固相抽出のコンディショニングおよび洗浄溶媒（10 mM pH 7 リン酸バッ

ファー）1で調製した 400 mM pH7 バッファー濃縮液 10 mLに純水を添加

して 400 mLに希釈。

3. 固相抽出脱離溶媒（10：90　ギ酸 /アセトニトリル）ギ酸 50 mLをアセトニ

トリル 450 mLに添加してよく混合。

コンディショニング / 平衡化
3 mL メタノール

3 mL 10 mM pH 7.2 リン酸アンモニウムバッファー

サンプルロード
10 mL サンプル  

洗浄１
1 mL 10 mM リン酸アンモニウム　pH 7.2

脱離
2.5 mL 10：90　ギ酸/アセトニトリル

エバポレート /再溶解
500 µL 10：90　ギ酸/アセトニトリル

洗浄 2
1 mL メタノール

Oasis WCX, 3 cc 60 mg, 30 µm
(p/n 186002495)

図 2.　ジクワット /パラコート分析のための Oasis WCX カートリッジ
プロトコル

Oasis WCX, 3 cc 60 mg, 30 µm
（製造番号 186002495）

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007106
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002642
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002495


3パラコートおよびジクワットの分離向上：CORTECS UPLC HILIC カラムを用いた飲料水の分析

サンプル詳細

注：サンプルの回収および全てのサンプル前処理ステップにはポリプロピレン

容器をご使用ください。U P L C 分析にはポリプロピレンオートサンプラーバイ

アル（製品番号 186002642）が推奨されます。 

1. サンプル前調製

10 mLのサンプルを適切なポリプロピレン容器（本研究では 15 mL遠心チュー

ブを使用）に入れます。塩素化したサンプルには、20 mg/mLチオ硫酸ナトリ

ウム 50 µLを添加してよく混合します。全てのサンプルは、400 mM pH7 リン

酸バッファー 25 µL を添加して pHを調整します。

2. 固相抽出による濃縮およびクリーンアップ

Oasis WCX カートリッジ（図 2の固相抽出の詳細を参照）を用いて固相抽出

による濃縮およびクリーンアップを実施します。10 mLのサンプルを簡便に

ローディングするために、各カートリッジに 30 ccポリプロピレンリザーバー

（製品番号 WAT011390）を設置。

  

MS条件

質量分析計：  ACQUITY TQD

イオン化モード：  ESI ＋

ソース温度：  150 ℃

脱溶媒温度：  350 ℃

脱溶媒ガス流量：  800 L / h

コーンガス流量：  30 L / h

コリジョンガス流量： 0.2 mL/min

データ管理：  MassLynx® ソフトウェア
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結果および考察

以前の報告 2では、飲料水中のジクワットおよびパラコートの分析に ACQUITY UPLC BEH HILIC カラムを

使用しました。この方法では、MS 検出を用いて定量限界 40 ng/Lと感度高く分析できます。しかしながら、

ジクワットとパラコートのベースライン分離が出来ないことから（図 3A）、UVベースの検出は用いること

ができません。CORT ECS UPLC HILIC カラムに同じ装置パラメーターを用いると、両化合物の保持および

分離がどちらも向上します（図 3B）。結果として、CORTECS UPLC HILICカラムを用いることで MSだけでなく

UVの検出も可能になります。ピーク形状および分析時間を最適化するため、移動相 Aのギ酸アンモニウム

バッファー濃度は 150 mMから 200 mMに上昇させ、移動相組成は 40：60 A/Bから 50：50 A/Bに調整し

ました。 
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（A）ACQUITY UPLC BEH HILIC カラム （B）CORTECS UPLC HILIC カラム

図 3.　UPLC/MS/MS（TQD）重ね書きクロマトグラム：（A）ACQUITY UPLC BEH HILIC 1.7 µm、2.1 × 100 mmカラム、（B）CORTECS 
UPLC  H I L IC  1.6 µm、2.1 × 100 mmカラム。クロマトグラフィー条件はどちらのカラムでも同じ：アイソクラティック 40：60  A/B、
A: 150 mM ギ酸アンモニウムバッファー（pH 3.7）、B:アセトニトリル、流速 0.5 mL/min、カラム温度 30℃。

図 4 には水道水で 500 ng/Lに調製したジクワットとパラコートをスパイクした水道水サンプルの典型的な

UPLC/UV クロマトグラムを示しました。UPLC とタンデム MS技術を併用することで、UVベースの検出より

もずっと感度高く、50 ng/Lの低濃度まで検出が可能となります。図 5には水道水で 50 ng/Lに調製したジ

クワットとパラコートをスパイクした水道水サンプルの典型的な UPLC/MS/MSクロマトグラムを示しました。

表 2と 3には 500 ng/Lおよび 50 ng/Lスパイク水道水サンプルの繰り返し分析により得られた回収率の

データをそれぞれ示しています。典型的なマトリックス添加検量線は MS、UV 検出どちらも良好な直

線性を示しました。検量線に用いたスタンダードの濃度範囲は、MS検出で 25-2000 ng/L、UV検出で 100-

5000 ng/Lでした。検量線は図 6（UV）および図 7（MS/MS）に示しました。
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図 4.　ジクワットおよびパラコート 500 ng/Lスパイクした水道水サンプルの UPLC/UV クロマトグラム

図 5.　ジクワットおよびパラコート 50 ng/ Lスパイクした水道水サンプルの UPLC/MS/MS クロマトグラム
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検出 回収率（%RSD） 
ジクワット

回収率（%RSD） 
パラコート

UV 74 (5) 90 (9)

MS 76 (2) 100 (3)

検出 回収率（%RSD） 
ジクワット

回収率（%RSD） 
パラコート

MS 77 (6) 109 (7)

表 2.　500 ng/ Lスパイクした水道水のジクワット /パラコート回収率データ（n=7）

表 3.　50 ng/ Lスパイクした水道水のジクワット /パラコート回収率データ（n=7）

図 6.　ジクワット（左）およびパラコート（右）の典型的な UPLC/UV 検量線

図 7.　ジクワット（左）およびパラコート（右）の典型的な UPLC/MS/MS 検量線

 Compound name: Diquat UV 
Correlation coefficient: r = 0.999206, r2 = 0.998412 
 

Calibration curve: 0.0891886 * x + -0.981456

 

Response type: External Std, Area

 

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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 Compound name: Paraquat_UV
Correlation coefficient: r = 0.998550, r2 = 0.997103
Calibration curve: 0.102748 * x + -0.00270236
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Diquat
Correlation coefficient: r = 0.999355, r2 = 0.998711
Calibration curve: 14.8439 * x + -11.6919
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Paraquat
Correlation coefficient: r = 0.999486, r2 = 0.998971
Calibration curve: 4.21829 * x + -40.7368
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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表 4.　500 ng/Lスパイク水道水の MDL 結果まとめ

U V検出を用いた分析法の性能

分析法の性能は、次の式で示される US EPA Met hod 549.2にて定義された分析法検出下限値（MDL）で評価

しました。

MDL = St（n-1, 1-alpha=0.99）

ここで、

t（n-1, 1-alpha=0.99） = 自由度n-1で信頼性区間99%でのstudent 値

n = 繰り返し回数（7）

S = 繰り返し分析の標準偏差

500 ng/Lスパイク水道水サンプルのUV分析回収率データを用いて計算したMDLの結果は表4にまとめました。

分析法の性能は US EPA Method 549.2 と同等以上でした。

化合物
繰返し回数
（n）

濃度の標準偏差
（ng/L）

t値
（自由度6）

MDL
（µg/L）

MDL in method 
549.2（µg/L）

ジクワット 7 19.4 3.143 0.06 0.72

パラコート 7 40.4 3.143 0.13 0.68
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結論

CORT ECS UPLC HILICカラムの卓越した保持および分離性能により、

ジクワットおよびパラコートのピークはベースライン分離しました。

これにより、同じクロマトグラフィーパラメーターをタンデム

MSおよび UV検出どちらにも使用できます。UPLC をタンデム MS

と併用することで、この分析法では両化合物に対し 0.1 µg/Lの厳

しい感度要求を満たす十分な感度を得ることができます。この分

析法で UV検出のみを用いた場合でも、US EPA Method 549.2より

も良好な性能を示しました、 
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