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ACQUITY UPLC H-Classシステム、ACQUITY QDa 検出器による
リンゴジュース中のパツリンの選択的な分析
Brian Tyler and Jennifer A. Burgess
Waters Corporation, Milford, MA, USA

はじめに

パツリンは、リンゴによくみられる数種のペニシリウム属、アスペルギルス属、

バイソクラミス属に属するカビにより産生されるマイコトキシンの 1種です。

加工前に、傷やへこみが生じたリンゴには、パツリンを産生するカビが混入し

やすくなります。

パツリンを産生するカビの成長を防ぐためには、リンゴの適切な取り扱いや保

管が重要です。パツリンに汚染されたリンゴがジュースに加工されると、パツ

リンが高濃度になる可能性が生じます。パツリンは温度安定性が高く、低温殺

菌では分解されません。

ヒトへのパツリンの影響は明らかにされていませんが、マウスやラットでは、腸の

病変や胃の出血が確認されています。このような毒性のため、アメリカ FDA

では、リンゴジュース製品中のパツリンの最大残留基準値（maximum residue 

level, MRL）を 50 µg/kgと定めています。1  また EUでは、リンゴピューレのような

固形製品に対し 25 µg/kg、乳幼児向けの製品については 10 µg/kgとさらに厳し

い規格を設けています。2

生産者と消費者、双方の利益を守り、リンゴジュースへのパツリンの混入を避

けるためには迅速な試験が求められます。一般的にパツリンの試験には LC分析

が用いられ、UV波長 273 nmで検出を行います。しかし、図 1に構造を示した

ように、この波長では、低温殺菌により生じる 5-ヒドロキシメチルフルフラール

（HMF）も検出されます。

ウォーターズのソリューション

ACQUITY QDa 検出器

ACQUITY UPLC ® H-Class システム

MassLynx® ソフトウェア

Target Lynx™ アプリケーションマネージャ

Oasis® HLB 固相抽出製品

キーワード

パツリン、マイコトキシン、ACQUITY QDa 検出器、

食品安全性、リンゴジュース

ソリューションのメリット 

リンゴジュースにおける規制値の 10分の 1、

ベビーフードにおける規制値の 2分の 1の濃度

レベルであっても、確実にパツリンを検出します。

ACQUITY® QDa™ 検出器は UPLC®、HPLCシステム

の検出器として設計されており、頑健性、信頼

性が高く相補的な検出を可能にします。

SIR（Selected Ion Recording）モードでの選択的な

検出による信頼性の高い定量分析が可能となり

ます。また RADAR™ テクノロジーにより、すべ

てのマススペクトルデータを取り込むフルスキャ

ンを同時に行うことが可能で、分析法開発時にも

ルーチン分析時にも多くの情報を得ることができ

ます。

新製品、ACQUITY QDa検出器を既存の液体クロ

マトグラフィーシステムに組み込むことにより、

これまでのワークフローを変えることなく、選

択性を大幅に増大させることが可能です。

パツリン 

5 - ヒドロキシメチルフルフラール 図 1. パツリンおよび 5-ヒドロキシメチル
フルフラールの構造
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UPLC 条件

LC システム： ACQUITY UPLC H-Class 

カラム： ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 

 2.1 × 100 mm、 1.7 µm 

カラム温度： 40 ℃ 

注入量： 10 µL 

流速： 0.60 mL/分

移動相 A： 水＋0.1% 水酸化アンモニウム

移動相 B： アセトニトリル＋0.1% 水酸化

アンモニウム 

パージ液： 水：メタノール　50:50

ニードル洗浄液： 水：メタノール　50:50 

シール洗浄液： 水：アセトニトリル　90:10

　Time Flow rate  %A %B Curve

　(min) (mL/min) 

　Initial 0.60 99 1 6

　1.80　 0.60 99 1 6

　2.30 0.60 10 90 6

　2.80 0.60 10 90 6

　2.81 0.60 99 1 6

　5.00 0.60 99 1 6

MS 条件

MS システム：  ACQUITY QDa 検出器

  （パフォーマンス）

イオン化モード：   ES I ネガティブ 

キャピラリー電圧： 0.8 kV 

脱溶媒温度：  500℃ 

ソース温度：  150℃ 

コーン電圧：  2 V 

パツリン S IR：  152.9 

HMF  S IR：  124.8 

サンプリングレート： 5 Hz

固相抽出3

リンゴジュースは瓶詰前にろ過、低温殺菌を

行った市販品を用い、固相抽出を実施。

固相抽出カートリッジ：Oasis HLB 

  3 cc /60 mg 

コンディショニング： メタノール 3 mL 

  水 3 mL

ロード：  試料 2.5 mL 

洗浄 1：  1% 炭酸水素ナトリウム

  （1 g/100 mL） 3 mL 

洗浄 2：  0.1% 酢酸　1 mL

  真空乾燥

溶出：   酢酸エチル :メチル -t-

ブチルエーテル（MTBE）

＝ 10:90、 2 × 1.5 mL  

再溶解：   水　500 µL

サンプル前処理により、試料は 5倍濃縮され

ているため、検量線作成に用いた標準品はこ

れを考慮して調製しました。（リンゴジュース

中の 5から 200 µg/Lの範囲は、固相抽出試料

中の 25から 1000 µg/Lの範囲に相当します）。

実験方法

表 1. リンゴジュース中のパツリン分析に用いた UPLC
グラジエントメソッド 
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UV による検出では、HMF がパツリン分析を妨害する可能性があります。また、乳幼児が摂取する製品にお

ける最も厳しい濃度については検出が非常に困難です。パツリン分析における選択性を改善し、より低い

定量限界を得るためには、MS検出が望まれます。3しかし、ラボによっては、質量分析計を設置するために、

作業手順の変更、電源工事等のインフラ整備が必要であったり、MSシステムの操作やメンテナンスのため

の人材を確保しなければなりません。ウォーターズは、このような様々な困難に煩わされることなく、多く

のラボが MS検出のメリットを活用できるようにするため、ACQUITY QDa 検出器を開発しました。

本アプリケーションノートでは、この ACQUITY QDa検出器による MS検出を用いた ACQUITY UPLCメソッド

をご紹介します。この新しい ACQUITY QDa 検出器は、クロマトグラフィーシステムのために設計されてい

るため、極めて容易に既存のラボのシステムに組み込むことができ、また、現在ご使用の液体クロマトグ

ラフィーワークフローを変更することなく、これまで LC検出器で得てきた選択性を大幅に増大させます。

結果および考察

検出および定量

パツリン、5-ヒドロキシメチルフルフラール（HMF）のモニタリングには、SI R（Single ion recording）を用い、

同時に RADARテクノロジーによるフルスキャンデータ取り込みを行いました。両化合物共に UV 273 nmで

吸収を持つため、UV検出によるパツリン分析においては、2成分のベースライン分離が要求されます。し

かし、この 2成分は異なる質量（パツリンm/z 153、HMF m/z 125）を持つため、MS検出を用いることによ

りベースライン分離は必須ではなくなります。ここではデータを示しませんが、もちろん、UV検出器と

MS検出器とを接続したシステムを使用し、HMFを分離し、UVデータを使用することも可能ですが、MS検

出によりさらに検出限界を下げることができます。3

図 2に示したように、S IR による MS検出により、リンゴジュース中のパツリンが高感度に検出されまし

た。パツリンを添加した場合 1 µg/Lまで検出することができ、シグナルノイズ（S/N）比 10以上（ピーク間

法を使用）を確保する最少添加量は 5 µg/Lでした。この濃度は EU、FDAが定めるリンゴジュースの基準値

の 1/10、最も厳しい EUのベビーフードに対する基準値の 1/2にあたります。

Peak-to-peak 
S/N = 4 

Peak-to-peak 
S/N = 19 

A. 1 µg/L patulin B. 5 µg/L patulin 

図 2.リンゴジュース固相抽出試料に添加したパツリンの S I R クロマトグラム
A.1 µg / L 添加、  B. 5 µg / L 添加
各クロマトグラムにピーク間法による S/N比を表示



4ACQUITY UPLC H-Class システム、ACQUITY QDa 検出器によるリンゴジュース中のパツリンの選択的な分析

図 3に、固相抽出したリンゴジュースにパツリンを添加して得られた、マトリックス存在下での 5-200 µg/L

における検量線を示しました。この範囲において相関係数（r2）0.999以上を示す良好な直線性が得られました。

図 3. 固相抽出リンゴジュースに添加したパツリンの検量線。5-200 µg / L に相当

マトリックスの影響および RADAR

食品や飲料の分析は、目的成分と共に抽出されてしまうマトリックスの妨害によりしばしば複雑なものと

なります。このためマトリックスに起因する影響を評価することが重要となり、頑健性のある分析法を確

保するためには必要に応じサンプル前処理方法や、クロマトグラフィーによる分析方法の調整が求められ

ます。前述した前処理方法を用い、固相抽出したリンゴジュースにパツリンを添加して得られた結果と、

検量線範囲にわたって水にパツリンを添加して得られた結果を検討するため、双方の検量線の傾きを比較

しました。図 3に示したマトリックス存在下での検量線と同じ濃度範囲でパツリンを水に添加して作成し

た検量線を図 4に示しましたが、リンゴジュースのマトリックスの影響によるシグナルの抑制は約 10%に

留まっており、本分析法の頑健性が示されています。
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MS検出器の SIRを使用することで分析法の選択性が大きく改善され、目的成分と同時に抽出され、UV分析を妨害する可能性がある化

合物の影響が減少しています。質量を検出することによるもう一つの有用な点として、興味があるm/z の範囲全体のスペクトル情報が

得られることが挙げられます。ウォーターズの RADARテクノロジーが、SIR データの取得と同時にフルスキャンによるバックグラウ

ンドデータの取得を可能にします。この技術は、特に食品や飲料など高濃度のマトリックスによる干渉をモニターする際に役立ちます。

今回の実験では、パツリン分析と同じ ESIネガティブイオン化法により、フルスキャンデータを取得しています。得られたバックグラ

ウンドの BPI（base peak intensity）クロマトグラムを、同時に取得したパツリンと HMFの SIR データと共に図 5に示しました。クロマト

グラムに見られるように、パツリンはマトリックス阻害の影響が低い領域で溶出しています。この情報により、分析法の頑健性をさら

に確信することができ、また、本分析法を用いることにより、リンゴジュース中のパツリンに与えるマトリックスの影響が最小限のも

のであることも確認できます。 

図 4.  水に添加した 5 – 200 µg/Lに相当するパツリンの検量線

図 5. （A） フルスキャンで得られた BPI（base peak intensity）クロマトグラム
　　  （B） リンゴジュース中　50 µg/L　パツリンの SI R クロマトグラム
　　  （C） リンゴジュース中 HMF の SI R クロマトグラム
　　  フルスキャンデータの同時取得には RADARテクノロジーを使用

B. パツリン SI R  

A. フルスキャンの BP I  

C. HMF  S IR  

高濃度のマトリックスが見られる領域 

パツリンはマトリックスの影響が少ない領域で溶出
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再現性

再現性を評価するためリンゴジュース中にパツリン 5 µg/Lを添加した試料の 50回繰り返し注入を行いました。

Target Lynx アプリケーションマネージャの自動プロット機能である Trend Plotによる結果を図 6に示しまし

た。面積値再現性は %RSD 9%であり、EU法 2002/657/EC4で定められている 20％の許容範囲を十分充た

す結果となりました。4

50 回注入における再現性 （5 µg/L） 

図 6.  固相抽出リンゴジュース試料 50回注入におけるパツリン 5 µg/Lの面積値再現性
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結論

■■ ACQUITY UPLC H-Classシステム、ACQUITY QDa検出器は、ジュー

ス中の規制値の 1/10、最も厳しい EUのベビーフード中の規制

値の 1/2のレベルでのリンゴジュース中のパツリン定量を可能

にします。

■■ RADARテクノロジーによる高い選択性を有する SIRデータとフ

ルスキャンデータとの同時取得はバックグラウンドによる干渉

を評価できる強力なツールとなります。この機能は分析法開発

の過程や、マトリックス干渉の変化により結果に影響が出る可

能性のある日常的な分析全体にわたって特に有用です。

■■ ACQUITY QDa 検出器はラボの MS検出技術の導入を容易にし

ます。MS検出を加えることにより、化合物同定が確実となり、

食品、飲料分析における検出選択性の増大が可能となります。


