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 6  LC-MS/MS を用いた肥料中の PFOS 及び PFOA の分析法の性能評価 

－室間共同試験による妥当性確認－ 

 

沼嵜佳奈子 1，白井裕治 1 

キーワード   PFOS，PFOA，汚泥,液体クロマトグラフタンデム質量分析計, 共同試験 
  

1. はじめに 
 

ペルフルオロオクタンスルホン酸（以下，「PFOS」という．Fig. 1-1 はコーティング剤，泡消火剤，界面活性剤な

ど１）に，また，ペルフルオロオクタン酸（以下，「PFOA」という．Fig. 1-2 はふっ素樹脂の加工助剤，塗料，乳化剤

など２）に使用されていた有機ふっ素化合物であり，生分解をほとんど受けず環境中に長い間残存する３～５）．

PFOS は平成 22 年，PFOA は令和 3 年に化審法第 2 条第 2 項に示される第一種特定化学物質として指定され

ており，その製造・輸入・使用が制限されている６，７）．また，令和 2 年に厚生労働省は水道水中の８，９），環境省は

環境水中の１０）PFOS 及び PFOA 合量の暫定基準値をともに 50 ng/L と設定した．下水処理場における流入水

中の PFOS 及び PFOA はその工程において懸濁物や汚泥に移行することが報告１１，１２）されている． 
  

 
Fig. 1-1  Structural formula of PFOS  

 

 
Fig. 1-2  Structural formula of PFOA  

 
令和 2 年度に，2 消安第 2033 号令和 2 年 7 月 31 日付け農林水産省消費・安全局農産安全管理課長より

汚泥肥料中の PFOS 及び PFOA の含有量を把握するための実態調査に用いる分析法の開発を要請されたこと

を受け，PFOS 及び PFOA 分析法の開発及び単一試験室の妥当性を確認し，肥料等試験法１３）に収載された． 
収載された液体クロマトグラフタンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いた肥料中の PFOS 及び PFOA 分析法

の性能評価のため，国際的に標準と認められる室間共同試験を実施し，妥当性確認（Harmonized Collaborative 
Validation：HCV）を行ったので，その概要を報告する．  

 

1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター肥飼料安全検査部  
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2． 材料及び方法 

 
1) 均質性確認用試料及び共同試験用試料の調製 

一定量の PFOS･PFOA を含有する試料として，汚泥及び汚泥に動植物原料（食品残渣，木くず等）を加え，

乾燥や発酵の処理を行ったものを 6 種類用意した．肥料等試験法１４）によりそれぞれ 40 °C で約 70 時間乾燥し

た後，粉砕機（Retsch ZM 200）で 500 µm の網ふるいを通過するまで粉砕し，均質となるようよく混合して調製し

た．試料は，ポリエチレン製袋に入れて輪ゴムで密閉し，直射日光を避け，常温で保存した．6 種類の試料につ

いて，ポリエチレン容器に約 3.8 g 充填して密封したものを各 50 個調製した．試料 300 個（50 個×6 種類）にラ

ンダムに番号を付し，試料を識別した．これらの識別した 6 種類の試料の中から，ランダムに 10 個ずつ抜き取

り，均質性確認用試料とした．また，6 種類の肥料からランダムにそれぞれ 2 個ずつ抽出したものを共同試験用

試料とし，以下の参加試験室に配付した． 
 
（共同試験参加試験室） 

・一般財団法人材料科学技術振興財団 

・一般財団法人日本食品分析センター多摩研究所  

・一般財団法人三重県環境保全事業団 

・株式会社環境測定サービス 筑波研究所 

・株式会社島津製作所 グローバルアプリケーション開発センター 

・株式会社静環検査センター 

・公益財団法人ひょうご環境創造協会 兵庫県環境研究センター 

・公益社団法人日本食品衛生協会 食品衛生研究所  

・ジーエルサイエンス株式会社 カスタマーサポートセンター 

・独立行政法人農林水産消費安全技術センター 本部 肥飼料安全検査部 肥料鑑定課 

・内藤環境管理株式会社 

・日本環境科学株式会社 

・三浦工業株式会社 三浦環境科学研究所 

 （50 音順） 

 
2） 装置及び器具 

各試験室の保有する LC-MS/MS，LC 用分離カラム，化学天びん，超音波発生器，遠心分離機，高速遠心

分離機，マニホールド，濃縮装置，試験管ミキサーを使用した． 

 
3） 分析方法 
試料溶液及び検量線用混合標準液中の PFOS 及び PFOA について，直鎖体及びその直鎖体の含有量と分

岐異性体の含有量を合計した量（以下，「合量」という）を，PFOS については 13C4-PFOS 及び 13C8-PFOS を，

PFOA については 13C4-PFOA 及び 13C8-PFOA を内標準物質として用いてそれぞれ算出することとした． 
PFOS 及び PFOA の抽出，精製及び測定は肥料等試験法１４）を用いた．なお，試料溶液の調製操作に用いる

弱陰イオン交換ポリマーカートリッジカラムは InertSep MA-2（充てん剤量 500 mg，リザーバー容量 6 mL），Oasis 
WAX for PFAS Analysis（充てん剤量 500 mg，リザーバー容量 6 cc）のいずれかによった． 
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検量線用混合標準液は PFOS 及び PFOA の濃度が 0.1 ng/mL，0.2 ng/mL，0.5 ng/mL，1 ng/mL，2 ng/mL，

5 ng/mL，10 ng/mL，20 ng/mL 及び 50 ng/mL，また，内標準物質として 13C4-PFOS，13C8-PFOS，13C4-PFOA 及

び 13C8-PFOA がそれぞれの標準液中濃度で 2 ng/mL ずつとなるように調製し，参加試験室へ配付した． 
測定操作における LC-MS/MS の LC システム及びパラメータの一例を Table 1-1 に示したが，各試験室が保

有しているカラムで PFOS 及び PFOA の直鎖体及び分岐異性体を分離して測定できるように，それぞれの試験

室において各条件を設定した．また，各試験室が保有している LC-MS/MS に合わせて Table 1-2 に記す項目以

外の質量分析計のパラメータを設定した．なお，Table 1-3 に示したプレカーサーイオン及びプロダクトイオンは

質量分析計の最適化を実施して微調整してもよいこととした． 
各イオンの選択反応検出（MRM：Multiple Reaction Monitoring）クロマトグラムを記録し，それぞれのピーク面

積を求めた．各化合物とそれらの内標準物質の定量用イオンのピーク面積比を算出した．各検量線用混合標

準液の各成分とそれらの内標準物質の定量用イオンのピーク面積比の検量線を作成し，試料溶液中の各成分

の濃度を求め，分析試料中の各成分の濃度を算出した．なお，PFOS 及び PFOA は塩としての濃度を算出した． 
試料溶液中の濃度が 2 ng/mL 未満の場合は 0.1 ng/mL～2 ng/mL の濃度範囲の検量線を用い，2 ng/mL 以

上の場合は全濃度範囲の検量線を用いた． 
 
参考のため，分析法のフローシート（Scheme1-1 及び Scheme 1-2），検量線用混合標準液及び試料溶液の定

量用プロダクトイオンの選択反応検出クロマトグラム例（Fig. 2-1 及び Fig. 2-2）を示した． 
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Scheme 1-1 Flow sheet for PFOS and PFOA in composted sludge (Extraction procedure) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

50 mL PP centrifugal precipitate tube with a screw cap (A)

← 15 mL of methanol
← 0.1 mL of formic acid

Ultrasonic generator, 20 minutes

1700×g, 5 minutes

Acceptor, 50-mL PP test tube with a screw cap (B)
＜Repeat procedures inside the frame 2 times＞

(Residue)

(Supernatant)

　Ultrasonic generator, 20 minutes

　Centrifugal precipitate tube with a screw cap (A),
　1700×g, 5 minutes

(Residue)

Add up
(Supernatant) (Supernatant)

← Methanol up to the marked line of the 50 mL test tube with a screw cap (B)

2.00 g analytical sample

←1 mL of isotope performance extraction standard solution  (20 ng/mL each of mass
　 labeled PFOS and mass labeled PFOA)

Ultra-sonication 

Centrifugal separation

Transfer (supernatant)

 15 mL of methanol→
 0.1 mL of formic acid→

Ultra-sonication 

Centrifugal separation

Extract
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50 mL PP centrifugal precipitate tube with a screw cap (A)

← 15 mL of methanol
← 0.1 mL of formic acid

Ultrasonic generator, 20 minutes

1700×g, 5 minutes

Acceptor, 50-mL PP test tube with a screw cap (B)
＜Repeat procedures inside the frame 2 times＞

(Residue)

(Supernatant)

　Ultrasonic generator, 20 minutes

　Centrifugal precipitate tube with a screw cap (A),
　1700×g, 5 minutes

(Residue)

Add up
(Supernatant) (Supernatant)

←Methanol up to the marked line of the 50 mL test tube with a screw cap (B)

Figure 2-1　　Flow sheet for organofluorine compounds in sludge fertilizers (Extraction procedure)

2.00 g analytical sample

←1 mL of isotope performance extraction standard solution  (20 ng/mL each of mass
　 labeled PFOS and mass labeled PFOA)

Ultra-sonication 

Centrifugal separation

Transfer (supernatant)

 15 mL of methanol→
 0.1 mL of formic acid→

Ultra-sonication 

Centrifugal separation

Extract
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Scheme 1-2  Flow sheet for organofluorine compounds in composted sludge 

(Cleanup and measurement procedure) 
 
 
 
 
 
 

 
 

Acceptor, 15 mL PP test tube with a screw cap (C)

←  5 mL of water

← Wash the test tube with a screw cap (C) with 5 mL of methanol-water (1+1)

Gently spray nitrogen gas, down to the marked line of 0.5 mL

←  0.4 mL of Water

Test tube mixer

← Water, up to the 1 mL line

Test tube mixer

Supernatant

High-Performance Liquid Chromatograph/Tandem Mass spectrometer

Aliquot （5 mL）

Extract

Mixing

Mixing

Centrifugal separation
(If solids are generated) 　Centrifugal precipitate tube with a screw cap (C), 1700×g, 5 minutes

Cleanup

　Weak anion exchange polymer cartridge column
　(Wash with about 5 mL of ammonia solution (28% (mass fraction))-
　methanol (1+100), about 5 mL of methanol, and then about 5 mL of
　methanol-water (1+1) in advance)

← Wash twice with 5 mL of methanol

Connection of cartridge
columns

　Connect the graphite carbon cartridge column (wash with about 5 mL of
　methanol in advance) under the weak anion exchange polymer cartridge
　column

← 2 mL of ammonia solution (28% (mass fraction))-methanol [1+100] [Discard]
← 4 mL of ammonia solution (28% (mass fraction))-methanol [1+100] [Elute,
　　graduated test tube (D)]

Concentration

Mixing

Centrifugal separation
(If necessary)

　1.5 mL ground-in stopper centrifugal precipitate tube (E),
　7500×g-10 000×g, 5 minutes

Sample solution

Measurement
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Standard solution (20 ng/mL as PFOS)                Sample solution (Composted sludge) 

Fig. 2-1  MRM chromatogram of PFOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
        Standard solution (20 ng/mL as PFOA)               Sample solution (Composted sludge) 

Fig. 2-2  MRM chromatogram of PFOA 
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Table 1-1  Example of parameter of LC system 

 
 

Table 1-2  Parameter of MS/MS 

 

 

Table 1-3  Monitor ion 

 

 

4） 共同試験用試料の均質性確認 
IUPAC/ISO/AOAC の技能試験プロトコル１５)に従い，それぞれの共同試験用試料から 10 試料を抜き取り，各

試料につき 2 点併行で 3）に従って分析した．なお，ねじ口遠心沈殿管にはかり入れる分析試料は 1.8 g とした．

ただし，PFOS の算出は内標準物質に 13C4-PFOS を用い，プロダクトイオン m/z 80 の直鎖体の面積により行っ

た．PFOA の算出は内標準物質に 13C4-PFOA を用い，プロダクトイオン m/z 169 の直鎖体の面積により行った． 
 

5） 共同試験 
試験に参加した 13 試験室と使用した機器及びカラムは Table 2，使用した LC 条件は Table 3 のとおりであり，

それぞれの試験室において送付した 12 試料について 3）に従い令和 3 年 10 月 12 日から 11 月末日まで分析

することとした． 
 
 
 
 

                   Column： Silica gel column (chemically bonded with octadecyl group)
　　　　　　　           （2 mm - 3 mm I.D. , 50 mm - 150 mm L, 1.6 µm - 3.0 µm）

                Flow rate： 0.2 mL/min - 0.5 mL/min
          Mobile phase： A: 10 mmol/L ammonium acetate solution  B: Acetonitrile
    Gradient program 0 min - 1.5 min  A:60 B:40

1.5 min - 10 min  A:60→0 B:40→100
10 min - 12 min  A:0 B:100
12 min - 12.2 min  A:0→60 B:100→40 (%)

Column temperature： 40 °C
      Injection volume： 5 µL

　          Ionaization: Electrospray ionization (ESI)
　                 Mode: Positive

MRM transition （m /z）

Precursor ion Product ion Product ion
Compound (For determination) (for validation)

PFOS 499 80 99
13C4-PFOS 503 80 99
13C8-PFOS 507 80 99

PFOA 413 169 369
13C4-PFOA 417 169 372
13C8-PFOA 421 172 376
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Flow rate Column
temperature

A B (mL/min) Time (min) A:(%) B:(%) ( °C)
A Acetonitrile 0.2 0.0 - 1.5 min A: 60 B: 40 40

1.5 min - 10.0 min A: 60→0 B: 40→100
10.0 min - 12.0 min A: 0 B: 100
12.0 min - 12.2 min A: 0→60 B: 100→40
12.2 min - 20.0 min A: 60 B: 40

B Acetonitrile 0.2 0.0 - 1.5 min A: 60 B: 40 40
1.5 min - 10.0 min A: 60→0 B: 40→100
10.0 min - 12.0 min A: 0 B: 100
12.0 min - 12.2 min A: 0→60 B: 100→40
12.2 min - 20.0 min A: 60 B: 40

C Acetonitrile 0.2 0.0 - 1.5 min A: 60 B: 40 40
1.5 min - 10.0 min A: 60→0 B: 40→100
10.0 min - 12.0 min A: 0 B: 100
12.0 min - 12.2 min A: 0→60 B: 100→40
12.2 min - 18.0 min A: 60 B: 40

D Acetonitrile 0.2 0.0 - 7.0 min A: 70→35 B: 30→65 40
7.0 min - 7.1 min A: 35→5 B: 65→95
7.1 min - 7.5 min A: 5 B: 95

0.35 7.5 min - 10.5 min A: 5 B: 95
10.5 min - 10.6 min A: 5→70 B: 95→30

0.2 10.6 min - 15.0 min A: 70 B: 30
E Acetonitrile 0.2 0.0 - 13.0 min A: 60→5 B: 40→95 40

13.0 min - 18.0 min A: 5 B: 95
18.0 min - 21.0 min A: 5→60 B: 95→40
21.0 min - 25.0 min A: 60 B: 40

F Acetonitrile 0.25 0.0 - 4.8 min A: 70→5 B: 30→95 45
4.8 min - 5.4 min A: 5 B: 95
5.4 min - 5.5 min A: 5→70 B: 95→30

G Acetonitrile 0.2 0.0 - 20.0 min A: 70→10 B: 30→90 40
20.0 min - 25.0 min A: 10 B: 90
25.0 min - 25.1 min A: 10→70 B: 90→30

H Acetonitrile 0.35 0.0 - 1.0 min A: 75 B: 25 40
1.0 min - 16.0 min A: 75→2 B: 25→98
16.0 min - 20.0 min A: 2 B: 98
20.0 min - 20.1 min A: 2→75 B: 98→25
20.1 min - 22.5 min A: 75 B: 25

I Acetonitrile 0.2 0.0 - 20.0 min A: 75→0 B: 25→100 40
20.0 min - 23.0 min A: 0 B: 100
23.0 min - 23.1 min A: 0→75 B: 100→25
23.1 min - 30.0 min A: 75 B: 25

J Acetonitrile 0.2 0.0 - 20.0 min A: 70→5 B: 30→95 40
20.0 min - 23.0 min A: 5 B: 95
23.0 min - 23.1 min A: 5→70 B: 95→30
23.1 min - 25.0 min A: 70 B: 30

K Methanol 0.3 0.0 - 3.0 min A: 70 B: 30 40
3.0 min - 10.0 min A: 70→0 B: 30→100
10.0 min - 15.0 min A: 0 B: 100
15.0 min A: 0→70 B: 100→30
15.0 min - 20.1 min A: 70 B: 30

L Acetonitrile 0.3 0.0 - 8.0 min A: 99→5 B: 1→95 40
8.0 min - 9.0 min A: 5 B: 95
9.0 min - 9.1 min A: 5→99 B: 95→1

M Acetonitrile 0.2 0.0 - 1.5 min A: 60 B: 40 40
1.5 min - 10.0 min A: 60→0 B: 40→100
10.0 min - 12.0 min A: 0 B: 100
12.0 min - 12.2 min A: 0→60 B: 100→40
12.2 min - 20.0 min A: 60 B: 40

Labs IDa)               Mobile phase

Table 3   Conditions of LC system used in the collaborative study

Gradient program

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

0.5 mmol/L ammonium
acetate

(0.1 % Formic acid contained)

(0.1 % Formic acid contained)

10 mmol/L ammonium
formate

2 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

5 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate

10 mmol/L ammonium
acetate
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3． 結果及び考察 

 
1） 共同試験用試料の均質性確認 
6 種類の試料を 2 点併行で分析した結果の総平均値（�̿�）及びその成績について一元配置分散分析から得ら

れた統計量を用いて算出した併行標準偏差（𝑠୰），試料間標準偏差（𝑠ୠୠ），併行精度を含む試料間標準偏差

（𝑠ୠା୰）を Table 4-1 及び Table 4-2 に示した．さらに，肥料等試験法１４）附属書 A に示されている室間再現精度

の目安（CRSDR）及びそれらから算出（式 1）した推定室間再現標準偏差（𝜎ො ୖ）を同じく Table 4-1 及び Table 4-2
に示した． 

均質性の判定は，IUPAC/ISO/AOAC の技能試験プロトコル１５）の手順を参考に実施した．まず，分析結果の

等分散性を確認するため，Cochran の検定を実施した．その結果，すべての試料において外れ値は認められな

かったため，これらの結果について一元配置分散分析を実施し，併行標準偏差（𝑠୰）及び試料間標準偏差（𝑠ୠୠ）
を求め，（式 3）により併行標準偏差（𝑠୰）を評価した．次に，IUPAC/ISO/AOAC の技能試験プロトコル１５）の十分

に均質の判定式（式 2）を用いて均質性の判定を行った．その結果，すべての試料で判定式（式 2）を満たして

いたことから，共同試験用試料として妥当な均質性を有していることが確認された．また，（式 4）によって併行精

度を含む試料間標準偏差（𝑠ୠା୰）を算出したところ，いずれの試料も推定室間再現標準偏差（𝜎ො ୖ）と比較して小

さい値であった． 
 𝜎ො ୖ = 𝐶𝑅𝑆𝐷ୖ × �̿� 100⁄   ・・・（式 1）  𝑠ୠୠ < 0.3𝜎 ୮ = 0.3𝜎ො ୖ ・・・（式 2） 𝑠୰ < 0.5𝜎 ୮ = 0.5𝜎ො ୖ                              ・・・（式 3） 𝑠 ୠା୰ = ඥ𝑠 ୰ଶ + 𝑠 ୠୠ2  ・・・（式 4）  

 𝜎ො ୖ ：推定室間再現標準偏差 𝐶𝑅𝑆𝐷 ୖ ：肥料等試験法に示されている室間再現精度（室間再現相対標準偏差（%））の目安 �̿� ：総平均値 𝑠୰ ：併行標準偏差  𝜎 ୮ ：妥当性確認を行う目的に適合した標準偏差 𝑠ୠୠ ：試料間標準偏差 𝑠ୠା୰ ：併行精度を含む試料間標準偏差 
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  2） 共同試験成績及び外れ値検定 

各試験室から報告されたそれぞれの共同試験成績を Table 5-1 及び Table 5-2 に示した．各系列の共同試験

用試料の分析値を IUPAC の共同試験プロトコル１６，１７）に従って統計解析した．外れ値を検出するために

Cochran の検定及び Grubbs の検定を実施した．その結果，13 試験室から報告されたそれぞれの共同試験成

績のうち，13C4-PFOS を内標準物質として分析した PFOS 直鎖体で 2 試験室，13C4-PFOS を内標準物質として分

析した PFOS 合量で 2 試験室，13C8-PFOS を内標準物質として分析した PFOS 直鎖体で 1 試験室，13C8-PFOS
を内標準物質として分析した PFOS 合量で 1 試験室，13C4-PFOA を内標準物質として分析した PFOA 直鎖体で

2 試験室，13C4-PFOA を内標準物質として分析した PFOA 合量で 2 試験室，13C8-PFOA を内標準物質として分

Table 4-1　　Homogeneity test result of PFOS

       b) CRSD R
c) s bb 

e) s r g) s b+r i)

p (q ) (µg/kg) (%) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg)

Composted sludge A 10(0) 12.5 22 2.7 0.4 0.8 0.5 1.4 0.6

Composted sludge B 10(0) 47.5 22 10.4 1.1 3.1 2.7 5.2 2.9
Composted sludge C 10(0) 5.88 22 1.29 0.09 0.39 0.46 0.65 0.47
Composted sludge D 10(0) 17.0 22 3.7 0.6 1.1 1.2 1.9 1.3
Composted sludge E 10(0) 3.42 22 0.75 0.21 0.23 0.29 0.38 0.36

Dried microbes F 10(0) 1.72 22 0.38 0.09 0.11 0.11 0.19 0.14
 a) p =Number of samples after excluding outliers, (q )=Number of samples of outliers
 b) Total mean (Number of samples after excluding outliers×n=2)

 c) Criteria of precision for Reproducibility relative standard deviation in Testing Methods for Fertilizers 2021

 d) The estimated standard deviation of reproducibility calculated based on CRSD R

 e) Standard deviation of sample-to-sample

 f)  The value for the test :
 g) Repeatabiility standard deviation

 h) Parameters for the determination of repeatbility standard deviation (s r)

 i) Standard deviation of sample-to-sample including repeatability :

No. of
samplea)

Sample 𝑥̿ 𝜎ොୖ ሻୢ 0.5𝜎ොୖ୦ሻ0.3𝜎ොୖ୤ሻ

𝑠௕௕  < 0.3𝜎 ௣ = 0.3𝜎ො ோ
𝑠ୠା୰ = 𝑠ୠୠଶ + 𝑠୰ଶ

Table 4-2　　Homogeneity test result of PFOA

         b) CRSD R
c) s bb 

e) s r g) s b+r i)

p (q ) (µg/kg) (%) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg) (µg/kg)

Composted sludge A 10(0) 222 22 49 0 15 9 24 9

Composted sludge B 10(0) 116 22 26 0 8 4 13 4

Composted sludge C 10(0) 48.0 22 10.6 0.0 3.2 2.3 5.3 2.3

Composted sludge D 10(0) 16.9 22 3.7 0.0 1.1 0.4 1.9 0.4

Composted sludge E 10(0) 4.89 22 1.08 0.09 0.32 0.32 0.54 0.33

Dried microbes F 10(0) 1.07 22 0.24 0.02 0.07 0.06 0.12 0.06
 Refer to the footnote Table 4-1

No. of
samplea)

Sample 𝑥̿ 𝜎ොୖୢሻ 0.3𝜎ොୖ୤ሻ 0.5𝜎ොୖ୦ሻ

< 82 >



LC-MS/MSを用いた肥料中のPFOS及びPFOAの分析法の性能評価 
－室間共同試験による妥当性確認－                   77                                                                                                             

析した PFOA 直鎖体で 2 試験室及び 13C8-PFOA を内標準物質として分析した PFOA 合量で 2 試験室が外れ

値として判定された． 
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3） 併行精度及び室間再現精度 

各化合物及び各分析方法について，外れ値を除外した試験結果より算出１６，１７）した平均値，併行標準偏差

（sr），併行相対標準偏差（RSDr）及び肥料等試験法１４）附属書 A における併行相対標準偏差の目安（CRSDr）並

びに室間再現標準偏差（sR），室間再現相対標準偏差（RSDR）及び肥料等試験法附属書 A における室間再現

相対標準偏差の目安（CRSDR）を Table 6-1 及び Table 6-2 に示した．  
13C4-PFOS を内標準物質として分析した PFOS 直鎖体の平均値は 1.56 µg/kg～49.2 µg/kg であり， その併行

標準偏差は 0.17 µg/kg～0.9 µg/kg，併行相対標準偏差は 1.6 %～10.7 %，室間再現標準偏差は 0.28 µg/kg～

2.9 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 6.0 %～20.6 %であった．13C4-PFOS を内標準物質として分析した PFOS
合量の平均値は 2.22 µg/kg～59.8 µg/kg であり， その併行標準偏差は 0.20 µg/kg～1.2 µg/kg，併行相対標準

偏差は 1.8 %～9.0 %，室間再現標準偏差は 0.49 µg/kg～4.0 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 6.7 %～22.1 %
であった．13C8-PFOS を内標準物質として分析した PFOS 直鎖体の平均値は 1.61 µg/kg～49.4 µg/kg であり， 
その併行標準偏差は 0.18 µg/kg～1.1 µg/kg，併行相対標準偏差は 2.2 %～10.9 %，室間再現標準偏差は 0.27 
µg/kg～3.8 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 7.7 %～16.7 %であった．13C8-PFOS を内標準物質として分析し

た PFOS 合量の平均値は 2.28 µg/kg～60.2 µg/kg であり， その併行標準偏差は 0.19 µg/kg～1.7 µg/kg，併行

相対標準偏差は 2.9 %～11.3 %，室間再現標準偏差は 0.47 µg/kg～4.5 µg/kg，室間再現相対標準偏差は

7.5 %～20.6 %であった． 
13C4-PFOA を内標準物質として分析した PFOA 直鎖体の平均値は 1.14 µg/kg～238 µg/kg であり， その併

行標準偏差は 0.11 µg/kg～10 µg/kg，併行相対標準偏差は 2.8 %～9.3 %，室間再現標準偏差は 0.22 µg/kg
～24 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 6.8 %～18.9 %であった．13C4-PFOA を内標準物質として分析した

PFOA 合量の平均値は 1.28 µg/kg～248 µg/kg であり， その併行標準偏差は 0.13 µg/kg～10 µg/kg，併行相

対標準偏差は 2.9 %～10.0 %，室間再現標準偏差は 0.36 µg/kg～25 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 6.7 %
～28.5 %であった．13C8-PFOA を内標準物質として分析した PFOA 直鎖体の平均値は 1.13 µg/kg～236 µg/kg
であり， その併行標準偏差は 0.09 µg/kg～10 µg/kg，併行相対標準偏差は 3.8 %～8.0 %，室間再現標準偏

差は 0.21 µg/kg～19 µg/kg，室間再現相対標準偏差は 7.1 %～18.7 %であった．13C8-PFOA を内標準物質とし

て分析した PFOA 合量の平均値は 1.29 µg/kg～247 µg/kg であり， その併行標準偏差は 0.15 µg/kg～11 µg/kg，

併行相対標準偏差は 3.7 %～11.4 %，室間再現標準偏差は 0.34 µg/kg～19 µg/kg，室間再現相対標準偏差

は 6.4 %～26.6 %であった． 
PFOS 及び PFOA の直鎖体及び合量それぞれについて 2 種類の内標準物質を使用したいずれの方法にお

いても，併行相対標準偏差（RSDr）及び室間再現相対標準偏差（RSDR）は肥料等試験法附属書 A の妥当性確

認の手順に示している各濃度のレベルにおける精度の目安の許容内であったことから，本法の精度は同試験

法の性能評価規準の要求事項に適合していることを確認した． 
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Labs Meanc) s r
d) RSD r

e) 2*CRSD r
f) s R

g) RSD R
h) 2*CRSD R

i)

p (q )b) (μg/kg) (μg/kg) (%) (%) (μg/kg) (%) (%)
 PFOS Linear Composted sludge A 13(0) 12.8 0.6 4.9 22 1.2 9.5 44
chain compound Composted sludge B 12(1) 49.2 0.8 1.6 22 2.9 6.0 44
/ 13C4-PFOS Composted sludge C 13(0) 5.17 0.26 5.0 22 0.73 14.2 44

Composted sludge D 12(1) 16.6 0.9 5.5 22 1.7 10.2 44
Composted sludge E 13(0) 3.81 0.39 10.1 22 0.78 20.6 44

Dried microbes F 13(0) 1.56 0.17 10.7 22 0.28 17.7 44
 PFOS Linear Composted sludge A 13(0) 15.9 0.7 4.5 22 1.3 8.1 44
chain compound Composted sludge B 12(1) 59.8 1.1 1.8 22 4.0 6.7 44
+Branched chain Composted sludge C 13(0) 7.14 0.35 5.0 22 0.74 10.3 44
isomer Composted sludge D 12(1) 23.4 1.2 5.1 22 1.9 8.2 44
/ 13C4-PFOS Composted sludge E 13(0) 4.81 0.28 5.9 22 0.90 18.6 44

Dried microbes F 13(0) 2.22 0.20 9.0 22 0.49 22.1 44
 PFOS Linear Composted sludge A 13(0) 12.8 0.6 5.0 22 1.0 7.8 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 49.4 1.1 2.2 22 3.8 7.7 44
/ 13C8-PFOS Composted sludge C 13(0) 5.26 0.40 7.7 22 0.71 13.5 44

Composted sludge D 13(0) 17.3 0.8 4.5 22 1.9 11.2 44
Composted sludge E 12(1) 3.82 0.23 6.1 22 0.53 13.9 44

Dried microbes F 13(0) 1.61 0.18 10.9 22 0.27 16.7 44
 PFOS Linear Composted sludge A 13(0) 15.8 0.7 4.4 22 1.4 8.6 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 60.2 1.7 2.9 22 4.5 7.5 44
+Branched chain Composted sludge C 13(0) 7.30 0.46 6.3 22 0.95 13.0 44
isomer Composted sludge D 12(1) 23.8 1.1 4.7 22 2.1 8.8 44
/ 13C8-PFOS Composted sludge E 13(0) 4.93 0.19 3.8 22 0.77 15.6 44

Dried microbes F 13(0) 2.28 0.26 11.3 22 0.47 20.6 44
 a) Target substances / internal standard substances
 b) Number of laboratories, where p =number of laboratories retained after outlier removed and (q  )=number of outliers
      (n =The number of laboratories(p  )×The number of repetition(2))

  c) Grand mean value of the results of duplicate sample which were reported from labratories retain after outlier     
 d) Standard deviation of repeatability
 e) Repeatability relative standard deviaton
 f) Criteria of repeatability relative standard deviation in Testing Methods for Fertilizer 2021
 g) Standard deviation of reproducibility

  h) Reproducibility relative standard deviation
 i) Criteria of  reproducibility relative standard deviation in Testing Methods for Fertilizer 2021

 Table 6-1　　Statistical analysis of Collaborative study results for PFOS
Measuring

compoundsa) Sample
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4． まとめ 

  
LC-MS/MS を用いた肥料中の PFOS 及び PFOA の分析法について，共同試験用試料 6 種類（汚泥及び汚

泥に動植物原料（食品残渣，木くず等）を加え，乾燥や発酵の処理を行ったもの）を用いて 13 試験室による共

同試験を実施し，LC-MS/MS を用いた汚泥肥料等中の PFOS 及び PFOA の分析法について室間再現性の評

価を行った．なお，共同試験用試料中の PFOS 及び PFOA 量は，直鎖体及び合量をそれぞれ算出し，PFOS に

ついては 13C4-PFOS 及び 13C8-PFOS を，PFOA については 13C4-PFOA 及び 13C8-PFOA を内標準物質として用

いた．その結果，PFOS 直鎖体については，平均値 1.56 µg/kg～49.4 µg/kg の範囲において室間再現相対標準

偏差（RSDR）は 6.0 %～20.6 %であった．PFOS 合量については，平均値 2.22 µg/kg～60.2 µg/kg の範囲におい

て室間再現相対標準偏差（RSDR）は 6.7 %～22.1 %であった．PFOA 直鎖体については，平均値 1.13 µg/kg～

238 µg/kg の範囲において室間再現相対標準偏差（RSDR）は 6.8 %～18.9 %であった．PFOA 合量については，

平均値 1.28 µg/kg～248 µg/kg の範囲において，室間再現相対標準偏差（RSDR）は 6.4 %～28.5 %であった．

いずれの室間再現相対標準偏差（RSDR）も肥料等試験法１４）附属書 A の妥当性確認の手順に示している各濃

度のレベルにおける精度の目安の許容内であることから，PFOS 及び PFOA の直鎖体及び合量それぞれにつ

いて 2 種類の内標準物質を使用した本法の精度は，いずれの方法においても肥料等試験法の性能評価規準

の要求事項に適合していることが確認された． 
今回検討した分析法はすでに単一試験室による試験法の妥当性確認（SLV）がされており，さらに今回の検

Labs Meanc) s r
d) RSD r

e) 2*CRSD r
f) s R

g) RSD R
h) 2*CRSD R

i)

p (q )b) (μg/kg) (μg/kg) (%) (%) (μg/kg) (%) (%)
 PFOA Linear Composted sludge A 13(0) 238 10 4.3 22 24 9.9 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 139 5 3.7 22 11 7.6 44
/ 13C4-PFOA Composted sludge C 13(0) 53.3 2.1 3.9 22 3.6 6.8 44

Composted sludge D 13(0) 18.9 0.5 2.8 22 2.0 10.4 44
Composted sludge E 13(0) 5.97 0.31 5.2 22 0.74 12.3 44

Dried microbes F 11(2) 1.14 0.11 9.3 22 0.22 18.9 44
 PFOA Linear Composted sludge A 13(0) 248 10 4.2 22 25 9.9 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 151 6 3.8 22 10 6.7 44
+Branched chain Composted sludge C 13(0) 53.6 2.1 3.9 22 3.7 6.8 44
isomer Composted sludge D 13(0) 19.6 0.6 2.9 22 2.1 10.8 44
/ 13C4-PFOA Composted sludge E 13(0) 6.11 0.36 5.8 22 0.75 12.3 44

Dried microbes F 11(2) 1.28 0.13 10.0 22 0.36 28.5 44
 PFOA Linear Composted sludge A 13(0) 236 10 4.3 22 19 7.8 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 137 5 3.8 22 10 7.1 44
/ 13C8-PFOA Composted sludge C 13(0) 53.2 2.9 5.4 22 4.8 9.0 44

Composted sludge D 13(0) 19.0 0.9 4.5 22 2.1 11.1 44
Composted sludge E 13(0) 5.87 0.28 4.8 22 0.77 13.1 44

Dried microbes F 11(2) 1.13 0.09 8.0 22 0.21 18.7 44
 PFOA Linear Composted sludge A 13(0) 247 11 4.3 22 19 7.8 44
chain compound Composted sludge B 13(0) 149 5 3.7 22 10 6.4 44
+Branched chain Composted sludge C 13(0) 53.5 2.8 5.3 22 4.8 8.9 44
isomer Composted sludge D 13(0) 19.6 0.9 4.6 22 2.2 11.3 44
/ 13C8-PFOA Composted sludge E 13(0) 6.03 0.31 5.1 22 0.78 13.0 44

Dried microbes F 11(2) 1.29 0.15 11.4 22 0.34 26.6 44
The foot note is shown in Table 6-1.

 Table 6-2　　Statistical analysis of Collaborative study results for PFOA
Measuring

compoundsa) Sample
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討で国際的に標準とされる室間共同試験による妥当性確認（HCV）が評価されたことから，この分析法の性能は

肥料等試験法における性能規準の Type B（SLV 及び HCV による評価）に適合していることを確認した． 
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Performance Evaluation of Determination Method  
for PFOS and PFOA in Fertilizers  

by Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)  
: Harmonized Collaborative Validation  

 
NUMAZAKI Kanako1 and SHIRAI Yuji1 

 
1 Food and Agricultural Materials Inspection Center, Fertilizer and Feed Inspection Department 

 
We conducted a collaborative study to evaluate performance of testing methods of PFOS and PFOA in fertilizer, 

using LC-MS/MS. PFOS and PFOA was extracted with methanol under acidic condition. The extract was purified 
with a weak anion exchange polymer cartridge column. We analyzed PFOS and PFOA by LC-MS/MS. We sent six 
samples, respectively, to 12 collaborators. They analyzed these samples as blind duplicates. The mean values and 
the reproducibility relative standard deviation (RSDR) for PFOS was 1.56 µg/kg - 60.2 µg/kg and 6.0 % - 22.1 %, 
respectively. The mean values and the reproducibility relative standard deviation (RSDR) for PFOA was 1.13 µg/kg  
- 248 µg/kg and 6.4% - 28.5 %, respectively. These results indicated that this method has an acceptable precision 
for determination of PFOS and PFOA in these concentration ranges. In conclusion, those results demonstrated the 
validity of these methods for PFOS and PFOA using LC-MS/MS. 

 
Key words   PFOS, PFOA, sludge, LC-MS/MS, collaborative study 
 

(Research Report of Fertilizer, 15, 66-86, 2022) 
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