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概要
このアプリケーションノートでは、Agilent 1260 Infinity II LC システムを Agilent Ultivo トリプル四重極  
LC/MS（LC/TQ）と組み合わせることにより、蜂蜜サンプル中に含まれる低ナノグラム量の 2-AFGP を
分析できることを実証します。このメソッドは、コンパクトな形状ながらも、比類ない分析結果が得られる 
Ultivo LC/TQ で開発しました。このメソッドは、食品産業における蜂蜜の製造、加工、および商用試験
時のルーチン分析のほか、学術的研究目的にも最適です。シンプルな液液抽出法（LLE）ベースのサン
プル前処理を用いて、マトリックス中の定量下限（LOQ）の 0.005 mg/kg の 2-AFGP を適切に定量で
きます。

蜂蜜中の米シロップの特別なマーカー
（SMR）の検出と評価

Agilent 1260 Infinity II LC システムおよび  
Ultivo トリプル四重極 LC/MS
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はじめに
蜂蜜はミツバチが採集して貯蔵する香りがよく
栄養価の高い食品であり、抗酸化性、抗菌性、
抗炎症性の特性を持つため、広く消費されて
います。ただし、比較的高価で生産が限定さ
れており組成も複雑であることから、偽和物
混入に対して脆弱であり、結果として消費者
やメーカーに悪影響を与えてしまいます。最も
一般的な蜂蜜への偽和物混入は、純粋蜂蜜
への米シロップの添加など、シュガーシロップ
の添加によるものです。さらに、収量と利益率
を増大させるためにミツバチにシュガーシロッ
プを与えると、間接的に蜂蜜に偽和物が混入
してしまいます。

トリプル四重極 LC/MS システムは、蜂蜜中の
汚染物質および混和物の明確な確認に関して、
米国、EU、FSSAI、およびその他の国のガイ
ドラインに準拠した標準分析法です。Ultivo 
LC/TQ は、このアプリケーションで使用され
ているトリプル四重極 LC/MS システムの画期
的技術であり、得られる感度は食品規制機関
が規定する安全限界を上回っています。

実験条件
今回の実験では、アセトニトリル
（Honeywell、LC/MS 34967）、メタノール 
（Honeywell、LC/MS 34966）、純水
（Millipore）、ギ酸（Honeywell、LC/MS 
56302）、2-アセチルフラン-3-グルコピラノシド 
（TRC Canada、p/n G596874）、および 
Agilent 0.2 µm PVDF シリンジフィルタ 
（p/n 5191-5924）を使用しました。原液は
メタノールで前処理し、2-AFGP の作業希釈
液は純水で前処理しました。

抽出
サンプル前処理では 1 g の蜂蜜を使用しました。
ステップは、希釈液として純水を使用する希
釈、遠心分離、ろ過後の上澄みの LC/MS へ
の注入でした（最小限のコストの抽出を実現
するため）。詳細なプロトコルを図 2 に示して
います。

表 1. HPLC グラジエントメソッド

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 150 mm、4 µm

移動相 水（0.1 % FA）：アセトニトリル（0.1 % FA）、500 µL/min

注入量 2 µL

カラム温度 40 ℃

グラジエント

時間（分） 水（0.1 % FA） アセトニトリル（0.1 % FA） 
0.0 98 2 
5.0 98 2 
8.0 90 10 
10.0 5 95 
12.0 5 95 
12.1 98 2

図 1. 蜂蜜

5 mL の milliQ 純水を加えて、振とう。

5 分間激しくボルテックス。

8,000 rpm で 5 分間遠心分離。

抽出物の上澄み層を採取。

0.22 µm シリンジフィルタでろ過して、注入。

ホモジナイズした蜂蜜 1 ±0.1 g を計量。

図 2. LLE ベースのサンプル前処理

装置構成 
今回の実験で使用した機器は、Agilent 1260 
Infinity II クォータナリポンプ（G7104C）、
Agilent 1260 Infinity II バイアルサンプラ
（G7129C）、Agilent 1260 Infinity II マルチ 
カラムサーモスタット（G7116A）、Ultivo 
LC/TQ と AJS イオン源（G6465B）でした。
LC および MS のパラメータを表 1 と 表 2 に
示します。

AFGP（2-アセチルフラン-3-グルコピラノシド）
は米シロップの特別なマーカーであり、SMR 
とも呼ばれています。このマーカーは他のシュ
ガーマーカーと同様に、安定炭素同位体比、
パルスドアンペロメトリ検出、LC-IRMS（液体
クロマトグラフィー /同位体比質量分析）、赤
外線分光分析（IR）、TLC、GC/MS、および 
NMR を使用して検出できます。ただし、このよ
うな従来のメソッドは時間と労力がかかるか、
または場合によっては矛盾する結果や偽陽性
が生じてしまいます。 
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結果と考察

SMR は、ブランク抽出の蜂蜜と比較した 0.05 
mg/kg（50 ppb）レベルでのプレスパイク 
SMR の MRM で見られるように簡単に検出
される成分です（図 3）。Ultivo LC/TQ を使
用したメソッドの LOQ は、インドの食品安全
性ガイドライン（FSSAI）に従った目的の最
低濃度の検出量として、1 mg/kg に対して 
0.005 mg/kg と特徴づけられました。さらに、
図 4 に示すとおり、蜂蜜にさまざまな濃度の 
SMR を注入した場合に再現可能な溶出プロ
ファイルが得られました。

キャリブレーション、RSD、回収率
定量イオンとして 148.9 および定性イオン
として 185.0 を使用して濃度範囲 0.005 ～ 
0.25 mg/kg において、蜂蜜中の事前抽出 
SMR の検量線の直線性をプロットしました。
堅牢性を評価するために、低および高それぞ
れの QC レベルで 6 回の繰り返し分析を実施
しました。図 5 に示すように、両方の QC レベ
ルでの RSD（%CV）は < 10 % で、回収率は 
70 ～ 120 % の範囲内でした。SANTE2019 
の規制内容に従って、定量イオン、定性イオン、
イオン比を含むキャリブレーションテーブルの
スクリーンショットを図 6 に示します。

表 2. Ultivo LC/TQ の条件

パラメータ 設定値

イオン化モード AJS（+ve）

ネブライザガス 50 psi

乾燥ガス 300 ℃ で 10 L/min

シースガス 300 ℃ で 11 L/min

キャピラリー電圧 4,000 V

ノズル電圧 1,500 V

フラグメンタ電圧 80 V

ドウェルタイム 100 ms

分解能 Unit/Unit

分析対象物 MRM トランジション CE（V）

2-AFGP 311.1/185 9

2-AFGP 311.1/148.9 13

0

+ MRM (311.1 & 148.9)
Noise (peak-to-peak) = 3.5022; S/N (2.8 min) = 530.5

*2.8

0

+ MRM (311.1 & 148.9)
Noise (peak-to-peak) = 2.9366; S/N (2.8 min) = 16.4

*2.8
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図 3. Agilent Ultivo LC/TQ での SMR レスポンス（ブランクと 0.05 mg/kg の比較）
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図 4. 2.9 分でのさまざまな濃度の SMR の重ね表示

サンプル 濃度 サンプル 濃度

LQC 1 6.90 HQC 1 154.95

LQC 2 7.08 HQC 2 156.48

LQC 3 7.24 HQC 3 157.52

LQC 4 6.63 HQC 4 157.46

LQC 5 6.84 HQC 5 156.86

LQC 6 7.16 HQC 6 160.43

平均 6.98 平均 157.28

標準偏差 0.224 標準偏差 1.803

CV 3.209 CV 1.146

回収率 87.25 回収率 104.86
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図 5. 5 ～ 250 ppb の直線性プロット（R2 = 0.9952）および QC レベルでの回収率計算値
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さまざまな蜂蜜サンプル中の SMR の定量
このメソッドではさまざまな蜂蜜サンプルを 
用いました。開発した手法に従って、すべての
サンプルを抽出して分析しました。最初のサン
プルを純水中で 5 回希釈し、希釈係数を 5 と
して得られた値を報告しました。合計 10 種類
のサンプルの中で、3 種類に SMR が含まれて
いることがわかりました。陽性のサンプルのう
ち 2 種類にはキャリブレーション範囲より高い  
SMR が検出されましたが、残りのサンプルで
は SMR が存在しないか、またはキャリブレー
ション範囲より低い値でした。10 種類のサン
プルすべての定量データを図 6 に示します。
図 7 に、ブランクの蜂蜜、SMR スパイクした
蜂蜜、SMR が陰性のサンプル、および SMR 
が陽性のサンプルの定性および定量イオン 
MRM クロマトグラムプロファイルを示します。

図 6. 5 ～ 250 ppb（0.005 ～ 0.25 mg/kg）の蜂蜜中の SMR のキャリブレーションテーブル
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図 7. (A) ブランクマトリックス中の SMR と 25 ng/mL での蜂蜜中の SMR の比較における MRM 定量イオンプロファイル。(B) ブランクマトリックス中の SMR と 
25 ng/mL での蜂蜜中の SMR の比較における MRM 定性イオンプロファイル。(C) 蜂蜜中の SMR の MRM 定量イオン、陽性サンプルと陰性サンプルの MRM 
定量イオンプロファイルの比較。(D) 蜂蜜中の SMR の MRM 定性イオン、陽性サンプルと陰性サンプルの MRM 定量イオンプロファイルの比較。
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結論
厳格なバリデーションアプローチを使用するこ
とにより、このアプリケーションノートで説明し
たメソッドの LOQ は、蜂蜜中の SMR に対して  
FSSAI 規格の 200 分の 1 になっています。
2 つの QC レベルの 6 回の繰り返し分析 
では、%CV 値は 5 % より小さく、QC レベル
での % 回収率は 70 ～ 120 % の範囲内です。

つまり、Ultivo LC/TQ システムを 1260 
Infinity II と組み合わせて使用することにより、
EU 規格に従って実際の蜂蜜サンプル中の 
SMR を適切に分析できます。サンプル前処
理メソッドでは、簡単かつ高速でコスト効率
の高いステップを使用した、希釈－注入の 
LLE ベースのプロトコルを規定しています。
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