
カラムと溶媒の自動選択機能を 
活用した単一 LC システムによる 
複数の食品アプリケーションの分析
Agilent 1260 Infinity II マルチメソッドソリューション

アプリケーションノート

著者
Sonja Krieger 
Agilent Technologies, Inc. 
Waldbronn, Germany

食品試験・農業

概要
Agilent 1260 Infinity II マルチメソッドソリューションでは、1 つの LC システム
において手動でシステムを変更しなくても、複数の LC アプリケーションを実
施できます。通常、最大 15 の異なる移動相を用いた溶媒の自動選択、さら
に最大 4 本のカラムの自動切り替えにより、100 を超える異なる分離条件を
使用できます。カラムと溶媒をメソッドパラメータとして指定し、複数のカラム
と溶媒を使用する複数のメソッドをシーケンスの一部として実施できます。こ
のアプリケーションノートでは、食品管理ラボのアプリケーション例として実
施した酸化防止剤、甘味料、および防腐剤の分析における 1260 Infinity II 
マルチメソッドソリューションの使用方法について説明します。
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ソフトウェア
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
Edition、リビジョン C.01.07 SR 2 [255]

カラム
• Agilent  InfinityLab Poroshell 

120 SB-C18、4.6 × 100 mm、
2.7 µm（p/n 685975-902T）

• Agilent  InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18、4.6 × 100 mm、
2.7 µm（p/n 695975-902T）

• Agilent  InfinityLab Poroshell 
120 EC-C8、4.6 × 100 mm、
2.7 µm（p/n 695975-906T）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しまし
た。アセトニトリルは Merck（ダルムシュ
タット、ドイツ）から購入しました。超純
水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、EMD Millipore、
米国）を備えた Milli-Q Integral システム
で精製しました。リン酸二水素カリウム
は Merck（ダルムシュタット、ドイツ）か
ら購入しました。酢酸、トリフルオロ酢酸、
没食子酸プロピル、tert-ブチルヒドロキノ
ン、ブチルヒドロキシアニソール、ブチル
化ヒドロキシトルエン、アセスルファム K、
サッカリンナトリウム、および安息香酸は、
Sigma-Aldrich（シュタインハイム、ドイ
ツ）から入手しました。アスパルテームとソ
ルビン酸は Supelco（ベルフォント、米国）
から購入しました。サリチル酸と 2� ,4� ,5� -
トリヒドロキシブチロフェノンはそれぞれ、
Fluka（ブフス、スイス）および Synquest 
Laboratories（アラチュア、米国）から購
入しました。

このアプリケーションノートでは、食品管理
ラボのアプリケーション例として実施した
酸化防止剤、甘味料、および防腐剤の分
析における 1260 Infinity II マルチメソッド
ソリューションの使用方法について説明し
ます。

実験方法
装置
Agilent 1260 Infinity II マルチメソッドソ
リューションを、次のモジュールで構成しま
した。

• Agilent 1260 Infinity II  
クォータナリポンプ（G7111B）

• Agilent 1290 Infinity バルブ 
ドライブ（G1170A）、溶媒選択
バルブ（G4235A）を搭載 

• Agilent 1260 Infinity II マルチ 
サンプラ（G7167A）、サンプル
冷却システム（オプション 100）を
搭載

• Agilent 1260 Infinity II マルチ 
カラムサーモスタット（G7116A）、
4 カラム選択バルブ（G4237A）と
キャピラリーキット（オプション 
006）を搭載したカラム識別キットと
バルブドライブ（オプション 058）
付き

• Agilent 1260 Infinity II ダイオード
アレイ検出器 HS（G7117C）、 
光路長 10 mm の Max-Light 
カートリッジセル 
（G4212-60008）を搭載

はじめに
多くのラボでは、複数のカラム、移動相、
その他のクロマトグラフィーパラメータが
必要になる複数のアプリケーションを同
じ LC システムで実施しています。通常、
この場合には、機器を目的のアプリケー
ションに適合させるために、カラムと移
動相を手動で交換する必要があります。
Agilent 1260 Infinity II マルチメソッドソ
リューションでは、通常、最大 15 の異な
る移動相を用いた溶媒の自動選択、さら
に長さが 300 mm 以下の最大 4 本のカ
ラムの自動切り替えが使用できます。こ
の設定により、手動でシステムを変更し
なくても 100 を超える異なる分離条件を
使用できます。さらに多数のカラムと移
動相を切り替える必要がある場合は、以
前のアプリケーションノート 1 で説明した、
Agilent 1290 Infinity II マルチメソッドソ
リューションが最適な機器です。

食品添加物は、栄養価や官能評価値を向
上させるため、または消費期限を延ばすた
めに、食品に添加されている、または食品
の製造、処理、包装、保管に関与している
物質です 2。食品添加物の例として、ビタミ
ン、香気物質、甘味料、着色料、防腐剤、
酸化防止剤などがあります。ほとんどの国
では、食品添加物の使用は規制されてい
ます。欧州連合では、食品添加物として使
用される物質は E 番号でコード分類され
ています。

BHA（E 320）、BHT（E 321）のような酸
化防止剤は、脂質酸化を抑制するために
使用されており、脂質分解生成物による好
ましくない香気物の生成が原因の食品劣
化を回避しています 2。アセスルファム K（E 
950）、サッカリン（E 954）のような甘味
料は甘い感覚を生成する化合物ですが、栄
養価は無視できるほど低いものです 2。防
腐剤や抗菌剤は、物理的方法で微小植物
を除去できない場合に消費期限を延ばす
ために必要です。ソルビン酸（E 200）、安
息香酸（E 210）のような弱酸は、酸性食
品で頻繁に使用されています 2。サリチル
酸は化粧品の抗菌剤として使用されていま
すが、一方で、にきび治療用の角質溶解薬
としても使用されています 3。
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サンプルおよびメソッド
酸化防止剤の分析
標準試料：ブチルヒドロキシアニソール
（BHA、E 320）、ブチル化ヒドロキシトルエン
（BHT、E 321）、没食子酸プロピル（PG、
E 310）、tert-ブチルヒドロキノン（TBHQ、
E 319）、および 2� ,4� ,5� -トリヒドロキシブ
チロフェノン（THBP）の混合物を、PG と 
THBP は濃度 10 µg/mL、BHA と TBHQ 
は濃度 50 µg/mL、BHT は濃度 100 µg/mL 
において、水：アセトニトリル（80：20、v：v）
の溶液で前処理しました。

サンプルとサンプル前処理：チューインガム
を、地域のスーパーマーケット（ドイツ）で
購入しました。1 片のチューインガムを細
断し、超音波洗浄器において 20 mL のア
セトニトリルで抽出しました。分析する前に 
1 mL プラスチックシリンジと Captiva プレ
ミアムシリンジフィルタナイロン、15 mm、
0.45 µm（p/n 5190-5091）を使用して抽
出物をろ過しました。

甘味料の分析

標準試料：アセスルファム K（E 950）、アス
パルテーム（E 951）、およびサッカリンナト
リウム（E 954）の混合物を、各成分の濃
度 10 µg/mL において、水：アセトニトリル
（90：10、v：v）の溶液で前処理しました。

サンプルとサンプル前処理：無糖のスポー
ツドリンクを地域のスーパーマーケット（ド
イツ）で購入しました。サンプルを超音波処
理で脱気し、1 mL プラスチックシリンジと 
Captiva プレミアムシリンジフィルタ再生セル
ロース、15 mm、0.45 µm（p/n 5190-5109）
を使用してろ過しました。分析では、サンプル
を水で 1：10 に希釈して使用しました。

防腐剤の分析

標準試料：安息香酸（E 210）、サリチル酸、
およびソルビン酸（E 200）の混合物を、各
成分の濃度 10 µg/mL において、水：アセ
トニトリル（90：10、v：v）の溶液で前処
理しました。

サンプルとサンプル前処理：フェイシャルト
ニックを地域のスーパーマーケット（ドイ
ツ）で購入しました。1 mL プラスチックシ
リンジと Captiva プレミアムシリンジフィ
ルタ再生セルロース、15 mm、0.45 µm
（p/n 5190-5109）を使用してサンプルを
ろ過しました。分析では、サンプルを水で 
1：1,000 に希釈して使用しました。

表 1. 酸化防止剤の分析のクロマトグラフィー条件

表 2. 甘味料の分析のクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm

溶媒 A) 水 + 0.5 % 酢酸 
B) アセトニトリル

グラジエント 0 分 – 10 %B 
10 分 – 95 %B

ストップタイム 15 分

ポストタイム 10 分

流量 1.000 mL/min

温度 40 ℃

検出 280 nm/4 nm、リファレンス 390 nm/20 nm、20 Hz、スペクトル採取

注入量 10.0 µL

サンプル温度 10 ℃

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm

溶媒 A) 20 mM KH2PO4 水溶液、pH 3 
B) アセトニトリル

グラジエント 0 分 – 15 %B 
10 分 – 80 %B

ストップタイム 10 分

ポストタイム 5 分

流量 1.000 mL/min

温度 30 ℃

検出 214 nm/4 nm、リファレンス 360 nm/100 nm、20 Hz、スペクトル採取

注入量 10.0 µL

サンプル温度 10 ℃

表 3. 防腐剤の分析のクロマトグラフィー条件

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C8、4.6 × 100 mm、2.7 µm

溶媒 A) 水 + 0.05 % トリフルオロ酢酸 
B) アセトニトリル:イソプロパノール（50：50） + 0.05 % トリフルオロ酢酸

グラジエント 0 分 – 15 %B 
10 分 – 40 %B

ストップタイム 10 分

ポストタイム 5 分

流量 1.000 mL/min

温度 40 ℃

検出 235 nm/4 nm、リファレンス 380 nm/40 nm、20 Hz、スペクトル採取

注入量 10.0 µL

サンプル温度 10 ℃
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カラムの寿命を最大限に延ばすために、必
要なカラムを流路に切り替える前に、ポン
プから検出器までのシステムを、バイパス
を通して新しい移動相でフラッシングする
ことを推奨します。これにより、このカラム
で推奨されていない pH 値を持つ溶媒から
カラムを保護します。さらに、使用後にカラ
ムの寿命を最大限に延ばすために最適な
溶媒でカラムをフラッシングすることを推奨
します。これを実行する簡単な方法は、ア
プリケーションごとにマスターシーケンス
を設定することです。ここで、フラッシング、
カラム平衡化、カラム保管を管理します。

［Column Assignment（カラム割り当て）］
画面（図 2）で、4 カラム選択バルブの配
管を定義し、取り付けたカラムをそれぞれ
のポジションに割り当てます。［Column 
Assignment（カラム割り当て）］画面は、
直接 ChemStation カラムテーブルに接続
されます。カラム識別タグを付けて取り付
けたカラムは、自動的に正しい位置に割り
当てられます。

4 カラム選択バルブでは、カラムに接続す
るか、バイパスまたは廃液ポジションとして
使用できる 4 つのポジションが用意されて
います。このアプリケーションノートでは、3 
本のカラムを取り付けて、1 つのポジション
をバイパスポジションとして使用しました。

機器の設定

1260 Infinity II マルチメソッドソリューション
には、カラムと溶媒をメソッドパラメータと
して指定する機能があります。この機能に
より、1 台の機器でユーザーが操作しなくて
も、複数のカラムと溶媒を使用する複数の
メソッドが実施できると同時に、これらの
メソッドをシーケンスの一部として使用で
きます。

機器の構成時に、溶媒選択バルブを Agilent 
1260 Infinity II クォータナリポンプとクラス
タリングして、ポンプとバルブのクラスタを
形成します。溶媒選択バルブとポンプのク
ラスタリングについては、以前のアプリケー
ションノート 4 で説明されています。このア
プリケーションノートでは、溶媒選択バル
ブを 1260 Infinity II クォータナリポンプの
チャネル A に接続して、使用する水系溶媒
を選択できるようにしました。［Pump Valve 
Cluster Configuration（ポンプバルブクラス
タの構成）］メニューで、溶媒選択バルブの
ポジションおよび 1260 Infinity II クォータナ
リポンプのチャネル B、C、D のポジションに
対して、接続されている溶媒を示す名前を
付けます。ポンプとバルブクラスタのメソッド
では、ドロップダウンメニューから名前で溶
媒を選択することができ、溶媒選択バルブは
自動的に対応するポジションに切り替わり
ます。

カラム識別タグリーダー（カラム識別キッ
トの一部）と Agilent 1260 Infinity II マル
チカラムサーモスタットを使用してカラム
の履歴を追跡できます。カラムにカラム識
別タグを取り付けると、説明、形状データ、
pH、圧力、温度制限などのカラム特性が、
ChemStation カラムテーブルで自動的に
使用できるようになります（図 1）。注入回
数、測定最高温度、最初と最新の注入日
付などのカラム履歴が、カラム識別タグで
追跡されます。

図 1. ChemStation カラムテーブル

図 2.［Column Assignment（カラム割り当て）］画面
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酸化防止剤の分析
図 4 に、10 回の連続分析で測定した、酸
化防止剤の PG、THBP、TBHQ、BHA、
BHT の分析結果、およびリテンションタ
イムと面積精度を示します。すべてのピー
クにおいて、きわめて良好なリテンション
タイム精度が得られました。PG、THBP、
TBHQ、および BHT については、標準混
合物中でこれらの化合物が分解したことに
より面積精度が損なわれました。

結果と考察
このアプリケーションノートでは、食品管
理ラボのアプリケーション例として、1260 
Infinity II マルチメソッドソリューションを
使用して酸化防止剤、甘味料、および防腐
剤を分析しました。これらの分析は、カラ
ムと溶媒をメソッドパラメータとして指定し
て、単一のシーケンスで実施できます。

カラムを割り当てたら、1260 Infinity II マ
ルチカラムサーモスタットの［Method（メ
ソッド）］画面のドロップダウンメニューか
ら特定のメソッドで使用するカラムを選択
できます（図 3）。メソッドをロードすると、
4 カラム選択バルブが、選択したカラムに
対応するポジションに自動的に切り替わり
ます。

図 3. Agilent 1260 Infinity II マルチカラムサーモスタットの［Method（メソッド）］内のカラム選択画面
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図 4. 酸化防止剤の分析：標準混合物の 10 回連続分析の重ね表示、およびリテンションタイムと面積精度の測定結果

化合物 RT（分） RT RSD（%） 面積 面積の RSD（%）分離度

PG 4.90 0.09 298.6 0.92 –

THBP 5.70 0.07 302.7 0.67 17.7

TBHQ 6.13 0.05 422.7 0.56 8.9

BHA 8.04 0.03 398.9 0.11 36.1

BHT 11.16 0.03 136.2 2.18 55.9
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実際のサンプル分析例として、チューイン
ガムを分析しました。チューインガムのサ
ンプルでは、リテンションタイムと UV スペ
クトルに基づいて、BHA を同定できました
（図 5）。

甘味料の分析
図 6 に、10 回の連続分析で測定した、甘
味料のアセスルファム、アスパルテーム、
サッカリンの分析結果、およびリテンショ
ンタイムと面積精度を示します。すべての
ピークについて、きわめて良好なリテンショ
ンタイムと面積精度が得られました。
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図 5. 酸化防止剤の分析：チューインガム中の BHA の同定
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化合物 RT（分） RT RSD（%） 面積
面積の 
RSD（%） 分離度

アセスルファム 1.41 0.10 222.4 0.08 –

サッカリン 1.60 0.14 471.0 0.09 4.5

アスパルテーム 3.19 0.12 130.1 0.08 37.2

図 6.甘味料の分析：標準混合物の 10 回連続分析の重ね表示、およびリテンションタイムと面積精度の測
定結果
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実際のサンプル分析例として、無糖のス
ポーツドリンクを分析しました。スポーツ
ドリンクのサンプルでは、リテンションタ
イムと UV スペクトルに基づいてアセスル
ファムとアスパルテームを同定できました
（図 7）。

防腐剤の分析
図 8 に、10 回の連続分析で測定した、防
腐剤のソルビン酸、安息香酸、サリチル酸
の分析結果、およびリテンションタイムと
面積精度を示します。すべてのピークにお
いて、きわめて良好なリテンションタイムと
面積精度が得られました。
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図 7. 甘味料の分析：無糖のスポーツドリンク中のアセスルファムとアスパルテームの同定

図 8. 防腐剤の分析：標準混合物の 10 回連続分析の重ね表示、およびリテンションタイムと面積精度の
測定結果

化合物 RT（分） RT RSD（%） 面積 面積の RSD（%）分離度

ソルビン酸 5.30 0.08 319.2 0.03 –

安息香酸 5.52 0.08 515.6 0.04 2.4

サリチル酸 6.42 0.07 293.8 0.18 9.2
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図 9.防腐剤の分析：フェイシャルトニック中のサリチル酸の同定
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フェイシャルトニック

サリチル酸

実際のサンプル分析例として、フェイシャ
ルトニックを分析しました。フェイシャルト
ニックのサンプルでは、リテンションタイム
と UV スペクトルに基づいてサリチル酸を
同定できました（図 9）。

結論
Agilent 1260 Infinity II マルチメソッドソ
リューションでは、1 つの LC システムにお
いて手動でシステムを変更しなくても、複数
のカラムと移動相を使用する複数の LC ア
プリケーションを実施できます。このアプリ
ケーションノートでは、食品管理ラボのアプ
リケーション例として実施した酸化防止剤、
甘味料、および防腐剤の分析について説明
しています。すべてのアプリケーション例に
ついて、きわめて良好なリテンションタイム
と面積精度が得られました。リテンションタ
イムと UV スペクトルに基づいて、食品お
よび化粧品サンプル中の酸化防止剤、甘味
料、および防腐剤を同定できました。
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