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LC-MS/MSを用いた環境試料中の人工甘味料の分析
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広島県内の環境試料中の人工甘味料の動態を把握するため，アセスルファムカリウム，サッカリン，スクラロ
ース，アスパルテームの4物質を同時分析する方法を確立した．

確立した分析法を用いて，下水処理場の放流水が流入している県内河川水を分析した結果，人工甘味料の存
在が確認された．
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資　料

緒　　　　言

人工甘味料は，砂糖に比べて低カロリーで甘みが強
いため，砂糖の代替品として様々な食品に広く使用さ
れている．その反面，アセスルファムカリウムやスクラ
ロース等一部の人工甘味料は体内で代謝されず，その
ほとんどが体外に排泄される［1］．また，排泄された人
工甘味料は下水処理場で処理されず，環境中へ放出さ
れることが報告されている［2］．国内でも，他の自治体
の河川水等で人工甘味料が検出されている［3, 4］．

一方，人工甘味料は難分解性であり，主に生活排水
由来であることから，化学トレーサーとしての利用も
検討されている［5］．

広島県でも環境試料中の人工甘味料の動態を調査
し，生活排水等の影響を把握するため，人工甘味料の
分析法を検討した．対象とした人工甘味料は，アセス
ルファムカリウム，サッカリン，スクラロース，アス
パルテームの４種類である．これら４物質を同時分析
する方法を確立し，その分析法を用いて県内河川の調
査を試みたので報告する．

方　　　　法

１　試薬及び器材
測定対象とした人工甘味料は，アセスルファムカ

リウム（富士フィルム和光純薬㈱製，HPLC用，以下
ACEという），サッカリンナトリウム二水和物（富士
フィルム和光純薬㈱製，食品分析用），スクラロース

（富士フィルム和光純薬㈱製，HPLC用，以下SUCと
いう）及びアスパルテーム（富士フィルム和光純薬㈱
製，食品分析用，以下APMという）を使用した．超純
水を用いて各物質1000mg/Lの標準原液をそれぞれ
調製し，それらを混合希釈して各100mg/Lの混合標
準原液を調製，適宜希釈して使用した．なお，サッカ
リンナトリウム二水和物についてはサッカリン（以下
SACという）として1000mg/Lとなるよう調製した．

また，SACに対するサロゲートとしてサッカリン
-d4（Toronto Research Chemicals 社製，以下 SAC-d4
という）を使用した．

希釈等に用いた超純水はメルク社製の超純水製造装
置Milli-Qにより精製したものを使用した．

pH調整等に用いたギ酸は富士フィルム和光純薬㈱
製（LC/MS用）を超純水で適宜希釈し使用した．

溶出等に用いたメタノールは関東化学㈱製（LC/MS
用）を，25％アンモニア水は富士フィルム和光純薬㈱
製（和光一級）を使用した．
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固相カートリッジはWaters社製のOasis HLB Plus
（225mg，以 下 HLB と い う ）及 び Sep-Pak PS2 Plus
（300mg，以下PS2という）を使用した．

コンセントレーターはWaters社製を使用した．
遠心機は久保田商事㈱製のS700FRを使用した．

２　分析装置及び測定条件
測 定 は Agilent 社 製 の LC-MS/MS（Agilent 1290 

Infinity II，Agilent 6470 Triple Quad LC/MS）を使用

した．分析条件を表１に，各測定物質のMRM条件を
表２に示す．

３　分析法検討
前処理方法は一般的な固相抽出法とし，固相カート

リッジ及び溶出溶媒について検討するとともに，超純
水を使用した添加回収試験を行った．

表1　分析条件

装置 Agilent 1290 Infinity II, Agilent 6470 Triple Quad LC/MS

LC

カラム ZORBAX Eclipse Plus C18（Agilent, 2.1×100 mm, 3.5µm）
流速 0.2 mL/min

注入量 5µL
カラム温度 40℃

移動相 	 A：0.1％ギ酸水溶液
	 B：メタノール

グラジエント   0→  1 min	 A：B＝90：10
  1→  5 min	 A：90→20　B：10→80
  5→  9 min	 A：B＝20：80
  9→10 min	 A：20→90　B：80→10
 10→15 min	 A：B＝90：10

MS/MS

イオンソース AJS（Agilent Jet Stream, ESI）
乾燥ガス N2, 300℃ ,10 L/min

ネブライザ N2, 50 psi
シースガス N2, 400℃, 12 L/min

キャピラリ電圧 3500 V（ポジティブ）, 3500 V（ネガティブ）
ノズル電圧 0 V（ポジティブ）, 0 V（ネガティブ）

表2　MRM条件
Compound Name MRM Fragmentor Collision Energy Cell Accelerator Voltage Polarity

ACE 162＞82 80 12 4 Negative
SAC 182＞42.1 150 32 4 Negative

SAC-d4 186＞42.1 150 36 4 Negative
SUC 441＞395 100 8 4 Negative
APM 295.1＞120.1 100 28 4 Positive

表3　溶出溶媒の混合比率
混合に使用した

アンモニア水濃度
比　　率 溶出溶媒中の

アンモニア濃度メタノール 超純水 アンモニア水

0％
（アンモニアなし）

100 0 0

0％
87 13 0
75 25 0
63 37 0
50 50 0

2.5％

100 0 4

0.1％
87 9 4
75 21 4
63 33 4
50 46 4

25％

100 0 4

1％
87 9 4
75 21 4
63 33 4
50 46 4
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３－１　固相カートリッジ及び溶出溶媒の検討
固相カートリッジについて，環境分析等で広く用い

られているHLB及びPS２の２種類を検討した．また，
溶出溶媒について，メタノールの混合比率を50-100ま
で５段階，混合するアンモニア水濃度を３段階とした
計15種類の溶出溶媒を調製し検討した．溶出溶媒の
混合比率を表３に示す．

ギ酸を用いてpH3に調整した超純水50mLに対し各
物質5µg/Lを添加し，あらかじめメタノール10mL及
び超純水5mLでコンディショニングを行った固相カ
ートリッジにコンセントレーターを用いて10mL/min
で通水した．固相カートリッジを超純水20mLで洗浄

し，シリンジによる通気及び遠心分離（2000rpm，5 
min）によって脱水後，溶媒4mL（1mL/min）で溶出し
た．対象とする人工甘味料の塩基に対する安定性を考
慮し，溶出溶媒にアンモニア水を混合したものについ
ては溶出液を等量のギ酸により中和した．溶出液を超
純水により5mLに定容後，LC-MS/MSにより測定し
回収率を求めた．図１に分析フローを示す．

３－２　添加回収試験
固相カートリッジにHLB，溶出溶媒に水/メタノー

ル溶液（１：１）を用いて，超純水への添加回収試験
を行った．実験は図１の分析フローに基づいて行い，

図1　分析フロー

図2　採水地点（①〜⑤）

51



広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 30（2022）

各物質の添加量は0.5，5, 20，100µg/Lの４段階とした．

４　河川水測定
３で確立した分析法（固相カートリッジ：HLB，溶

出溶媒：水/メタノール溶液（１：１））を用いて，河
川水の測定及び添加回収試験を行った．また，河川水
中のSACに対しSAC-d4を用いたサロゲート法の検討
を行った．

４－１　試料採取
広島県内の河川において，下水処理場の放流水が流

入している地点及びその上流側，下流側を含む計５地
点で2022年８月に採水した．図２に採水地点の模式

図を示す．

４－２　河川水の測定及び添加回収試験
４－１で示した５地点の河川水を使用し，人工甘味

料の測定及び添加回収試験を行った．添加回収試験で
は，それぞれ濃度が異なると想定される３地点（①，
③，⑤）の河川水を用いた．

ギ酸を用いてpH3に調整した河川水50mLまたは，
pH3に調整済みの河川水50mLに対し各物質5µg/Lと
なるよう添加したものを，図１のフローに基づいて前
処理を行い，LC-MS/MSにより測定した．添加回収試
験については回収率を求めた．

図3　固相抽出条件ごとの人工甘味料の回収率
　　　　　　　　　　バーは標準誤差
　　　　　　　　　　n＝3
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４－３　サロゲート法の検討
SACに対し，SAC-d4を用いてサロゲート法の検討

を行った．実験は地点①，地点③及び地点⑤の３地点
の河川水を使用した．

ギ酸を用いてpH3に調整した河川水50mLに対し，
各物質 5µg/L，SAC-d4 を 2µg/L となるよう添加し，
図１のフローに基づいて前処理を行い，LC-MS/MSに
より測定した．

５　検出下限値・定量下限値の算出
検出下限値及び定量下限値は，各標準物質が1µg/L

となるよう調製したサンプルを７回繰り返し測定し算
出した．

結果及び考察

１　分析法検討
１－１　固相カートリッジ及び溶出溶媒の検討

図３に各条件における回収率の結果を示す．
溶出溶媒のアンモニア濃度が０％のものを用いた場

合（図３（a），（b）），HLBではメタノール比率が100で
ACE，SACの回収率が大きく低下（21,０％）したが，
その他の比率では４物質とも良好な回収率が得られた

（78-102％）．一方，PS２ではACEはどのメタノール
比率でもほとんど回収できなかった（３-４％）が，そ
の他３物質は良好な回収率が得られた（78-102％）．

溶出溶媒のアンモニア濃度が0.1％のものを用いた
場合（図３（c），（d）），HLBでは４物質ともメタノー
ル比率が高くなるに従って回収率が低下する傾向に
あり，４物質とも良好な回収率が得られたのはメタノ
ール比率が50の時のみであった（76-94％）．一方，PS2
ではアンモニア濃度が０％のものを用いた場合と同
様，ACEはどのメタノール比率でもほとんど回収で
きなかった（０-２％）．その他３物質についてはHLB

と同様メタノール比率が高くなるに従い回収率が低下
した．

溶出溶媒のアンモニア濃度が１％のものを用いた場
合（図３（e），（f）），HLBでは全体的にメタノール比率
が低くなるに従って回収率が低下する傾向にあり，良
好な回収率が得られたのはSAC及びSUCのみであっ
た（70-97％）．一方，PS２ではアンモニア濃度が０％
のものを用いた場合と同様，ACEはどのメタノール
比率でもほとんど回収できなかった（２％）．良好な回
収率が得られたのはメタノール比率が63以上のSAC
及びSUCのみであった（71-83％）．

山口らによるとメタノールの比率が50％以上の水/
メタノール溶液で溶出した場合，今回対象とする人工
甘味料はほぼ100％溶出している［4］．また，竹峰らに
よると固相カートリッジにHLBを用いた場合，25％
アンモニア水/メタノール溶液（1：25）を使用すると
ACE及びSACの回収率が向上している［6］．

以上の結果と夾雑物の溶出しにくさを考慮して，固
相カートリッジにHLB，溶出溶媒に水/メタノール溶
液（１：１）を用いることとした．

１－２　添加回収試験
図４に各添加濃度における回収率の結果を示す．
どの濃度においても，４物質とも良好な回収率が得

られた（78-112％）．

２　河川水測定
２－１　河川水の測定及び添加回収試験

表４に各地点における対象物質の測定結果を示す．
ACE，SAC，SUC はほぼすべての地点で検出され

た．一方，APMはどの地点でも検出されなかった．こ
れは分解性の違いによるものと考えられる．APM以
外の３物質は体内で代謝されず，そのほとんどが体外
に排泄されるのに対し，APMは体内で加水分解され

図4　人工甘味料濃度と回収率
　　　　　　　　バーは標準誤差
　　　　　　　　n＝3

表4　広島県内河川における人工甘味料濃度（µg/L）

地点 ACE SAC SUC APM

① 0.20 ＜0.02 0.84 ＜0.01

② 0.86 0.07 2.01 ＜0.01

③ 0.32 0.10 4.95 ＜0.01

④ 0.62 0.09 4.00 ＜0.01

⑤ 0.47 0.08 3.91 ＜0.01

検出下限値 0.02 0.02 0.03 0.01

定量下限値 0.05 0.05 0.10 0.03

① ,③ ,⑤：n＝3,② ,④：n＝1
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てフェニルアラニン，アスパラギン酸及びメタノール
に分解されるため［1］，検出されなかったと考えられ
る．また，検出されたACE，SAC，SUCの濃度は，既
報とほぼ同程度であった［3, 4］．

検出された３物質のうち，SUCが最も濃度が高かっ
た．SUCは下水処理場の放流口である地点③の濃度が
最も高く，そこから下流側に行くに従って薄くなって
おり，既報で報告されているように人工甘味料が下水
処理場から環境中へ放出されていることが示唆され
た．

表５に地点①，③，⑤の河川水を用いて行った添加
回収試験の結果を示す．

ACE，APMについては，超純水の場合と同様，３
地点とも良好な回収率が得られたが，SAC，SUCにつ
いては一部地点で回収率が低下した．特に下水処理場
の放流口である地点③の回収率が大きく低下してお
り，夾雑物の影響が示唆された．この影響を除くため，
SACに対しSAC-d4を用いたサロゲート法の検討を行
った．

２－２　サロゲート法の検討
表６に地点①，③，⑤のSACに対する回収試験の結

果を示す．
絶対検量線法では回収率が50％程度であったが，サ

ロゲート法では95％以上と良好な回収率が得られた．
SAC以外の３物質についても同様にサロゲート法を
用いれば環境試料中の夾雑物の影響を受けず，良好な
回収率が得られることが期待できる．但し，SAC-d4の
回収率が50％未満の検体があったため，イオンサプレ
ッション対策についても検討する必要がある．

ま　と　め

固相カートリッジ２種類，混合比率の異なる溶出溶
媒15種類の計30種類の組み合わせを検討し，ACE，
SAC，SUC，APMの４種類の人工甘味料を同時分析
する方法を確立した．

確立した分析法を用いて，広島県内の河川におい
て，人工甘味料の分析を行った結果，ACE，SAC，
SUCが検出され，特にSUCの濃度が高かった．また，

SUCは下水処理場の放流口が最も濃度が高く，下流側
に行くに従って薄くなっており，未処理のものが環境
中へ放出されている可能性が示唆された．但し，環境
試料では試料の性状によっては回収率が大きく低下
するため，サロゲート法が必要と考えられる．今後，
SAC以外についてもサロゲート法の検討を行い，環境
試料中の人工甘味料の動態をより正確に把握していき
たい．
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表5　河川水を用いた添加回収試験の回収率（％）

地点 ACE SAC SUC APM

① 98 65 87 98

③ 85 45 29 87

⑤ 92 65 34 96

n＝3

表6　SACの定量方法の違いと回収率（％）

地点
SAC

SAC-d4
絶対検量線法 内部標準法

① 44 95 49
③ 53 96 57
⑤ 57 97 62

n＝3
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