
有机酸除了可以作为食品中的酸味成分使用之外，还作为
具有抗氧化作用、抗菌作用的食品添加剂使用。另外，作为有
效成分的反离子包含在药物之中，为测量有效成分的溶解度和
稳定性而进行有机酸分析。在每个领域中，需要处理很多样品
以进行产品质量控制，因此需要一种能够在更短的时间内进行
高重现性有机酸分析的设备。

HPLC的离子排斥模式与柱后 pH缓冲电导率检测方法相结
合，可对有机酸进行高灵敏度和选择性检测。然而，在该方法中，
需要实现高分离度时会使用两根色谱柱，检测需要很长的时间。

Nexera™ 型自动进样器 SIL-40 系列具有重叠进样功能，
进行连续分析时，在分析某个样品期间，可进行下一个样品的
进样。在洗脱目标成分所花的时间内提前进样，缩短连续分析
所需的总时间。本文中介绍利用 SIL-40C的重叠进样功能，缩
短有机酸连续分析时间的案例。

M.Hayashida

■重叠进样功能
图 1所示为典型进样的分析周期和进行重叠进样处理的分

析周期模式图。在本次的分析中，洗脱目标成分需要 10分钟
左右的时间，通过在此期间进样下一个样品，可以缩短分析时
间。

図 1    オーバーラップ処理の模式図
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图 1 重叠进样处理的模式图
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Column :   Shim-packTM SCR-102H
(300 mm × 8.0 mm I.D., 7 µm) × 2

Guard column :   Guard column SCR-102H 
(50 mm × 6.0 mm I.D.)

Mobile phase :   5 mmol/L p-toluenesulfonic acid
Flow rate of mobile :   0.8 mL/min
Phase
pH buffering solution :   5 mmol/L p-toluene sulfonic acid, 

20 mmol/L Bis-Tris and 0.1 mmol/L EDTA
Flow rate of pH :   0.8 mL/min
buffering solution
Column temp. :   45 ℃
Injection Vol. : 10 µL
Detection : Conductivity detector (CDD-10AVP)

No. L565

高速液体クロマトグラフィー

オーバーラップインジェクション機能に
よる有機酸分析の時間短縮

有機酸は食品中の酸味成分として知られているだけでな
く、抗酸化作用、抗菌作用を持つ食品添加物としても使用
されています。また、医薬品では有効成分のカウンターイ
オンとして含まれており、有効成分の溶解度や安定性を測
るために有機酸分析が行われます。いずれの分野でも、製
品の品質管理のために多検体を扱うので、より短時間で再
現性の高い有機酸分析が行える装置が求められています。

HPLCによるイオン排除モードとポストカラムpH緩衝化
電気伝導度検出法を組み合わせた方法では、有機酸を高感
度かつ選択的に検出することができます。その一方で、当
該手法において高分離を達成しようとする場合には、カラ
ムを2本使用するため、検出するまでに時間を要します。

NexeraTM のオートサンプラSIL-40シリーズのオーバー
ラップインジェクション機能は連続分析の際、あるサンプ
ルを分析している間に、次のサンプルの注入を可能にしま
す。目的成分の溶出までにかかる時間分を前もって注入す
ることで、連続分析の総分析時間の短縮を実現します。こ
こでは、SIL-40Cのオーバーラップインジェクション機能を
用いた有機酸の連続分析における分析時間短縮の例をご紹
介します。
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オーバーラップインジェクション機能
図1に、通常の分析サイクルと、オーバーラップ処理によ

る分析サイクルの模式図を示します。今回の分析では、目
的成分の溶出までに約10分程度要することから、その分
オーバーラップして次の試料を注入することで分析時間を
短縮することができます。

標準試料溶液の分析例
表 1 に 分 析 条 件 を 示 し ま す 。 図 4 に 標 準 溶 液 （ 各 2 . 0

mmol/L）を3回繰り返し注入した結果を示します。図4上
側に示す通常の分析では、1回の分析に40分、3回繰り返し
分析で合計120分を要していましたが、図4下側ではSIL-40C
のオーバーラップインジェクション機能を用い、分析時間
を20分短縮することに成功しました。なお、オーバーラッ
プインジェクション機能を使用したクロマトグラムの時間
軸は注入後からの時間が表示されますので、制御ソフト
ウェア上で各成分の保持時間設定を変更する必要はありま
せん。

有機酸分析移動相試薬セット

図 3 有機酸分析移動相試薬セット

表 1    分析条件

図 1    オーバーラップ処理の模式図

＊1： 年間約 7 万円のコスト削減
（当社試算値）
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図 2    NexeraTM有機酸分析システム外観

今回の分析には有機酸分析移動相試薬セットを使用して
います。開封後すぐに使用いただける調製済みの移動相と
pH 緩衝化試薬のセットです。
溶液調製にかかる時間やコス
トを削減＊1 するだけでなく、
調製ミスのリスクを低減し常
に安定した分析ができます。

图 2 Nexera™有机酸分析系统外观

■有机酸分析流动相试剂套装
本次的分析中使用了有机酸分析流动相试剂套装。这是开

封后可以立即使用的已制备好的流动相和pH缓冲化试剂套装。
不仅可以减少溶液制备所需的时间和成本＊ 1，而且还可以降低
制备错误风险，确保分析的稳定性。
*1 ：每年节约 7万日元左右的成本（本公司估算值）
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图 3 有机酸分析流动相试剂套装

■标准样品溶液的分析案例
表１所示为分析条件。图 4所示为对标准溶液（各 2.0 mmol/L）

进行 3次重复进样的结果。在图 4上方所示的典型进样分析中，每次分

析需要 40分钟，3次反复分析合计需要 120分钟，而使用图 4下方所

示的 SIL-40C重叠进样功能，分析时间成功缩短了 20分钟。其中，使

用了重叠进样功能的色谱图的时间轴表示的是进样后开始的时间，因此，

无需通过控制软件变更各成分的保留时间设置。

表 1 分析条件
色谱柱 ： Shim-pack™ SCR-102H

（300 mm × 8.0 mm I.D.，7 μm） × 2
保护柱 ：保护柱 SCR-102H

（50 mm × 6.0 mm I.D.）
流动相 ：5 mmol/L对甲苯磺酸
流动相的流速 ：0.8 mL/min

pH缓冲液 ：5 mmol/L对甲苯磺酸，
20 mmol/L Bis-Tris和 0.1 mmol/L EDTA

pH缓冲液的流速 ：0.8 mL/min

柱温 ：45 ℃
进样量 ：10 μL

检测 ：电导检测器（CDD-10AVP）

高效液相色谱法
 

通过重叠进样功能缩短有机酸分析时间
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図 4 標準溶液のクロマトグラム（各2.0 mmol/L）
(A): 通常の注入(1ー3回目), (B): オーバーラップインジェクション (1 – 3回目)

検量線の直線性と各ピークの再現性
図5に表1の条件でオーバーラップインジェクション機能を使

用して分析した検量線を示します。
2.0 – 20.0 mmol/L  の範囲で検量線を作成しました。各成分

とも、寄与率 r2 = 0.999 以上と良好な直線性が得られました。

ピーク面積値の%RSD (n=3)について、通常の注入とオーバー
ラップインジェクションの比較を表2に示します。両条件とも
に0.5%以下と良好な再現性が得られました。

図 5 検量線の直線性

表 2  標準溶液 各2.0 mmol/Lの ピーク面積の再現性 (n = 3)

Injection

1. Phosphoric acid
2. Succinic acid
3. Lactic acid
4. Formic acid
5. Acetic acid
6. Propionic acid
7. Isobutyric acid
8. Butyric acid

- 20 min

まとめ
Nexera有機酸分析システムに搭載されているオートサン

プラSIL-40Cのオーバーラップインジェクション機能を用い
て標準溶液の連続分析を行いました。3検体の連続分析で分
析時間を20分短縮することができました。多検体の連続分
析、例えば20検体の分析の場合、3時間以上の短縮が可能
となります。同時に、有機酸分析移動相試薬セット1つあた
りの分析可能検体数を増やすことができます。

Succinic acid: 
r2 = 0.999

%RSD of peak area

Compound Typical Overlapped

Phosphoric acid 0.26 0.20

Succinic acid 0.10 0.10

Lactic acid 0.16 0.47

Formic acid 0.16 0.17

Acetic acid 0.20 0.15

Propionic acid 0.22 0.13

Isobutyric acid 0.49 0.48

Butyric acid 0.33 0.18

Injection

NexeraおよびShim-packは、株式会社島津製作所の日本およびその他の国における商標です。
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■标准曲线的线性及各峰的重现性
图 5所示为按照表 1的条件，使用重叠进样功能分析的标

准曲线。
在 2.0–20.0 mmol/L的范围内绘制了标准曲线。各成分均

得到了贡献率 r2 = 0.999以上的理想线性。
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图 5 标准曲线及相关系数

关于峰面积值的%RSD (n=3)，典型进样与重叠进样的比
较结果如表 2所示。在两种条件下，均得到了 0.5%以下的理
想的重现性。

表 2 标准溶液各 2.0 mmol/L的峰面积重现性 (n = 3)

峰面积的%RSD 残留（%）
化合物 典型 重叠
琥珀酸 0.10 0.10
乳酸 0.16 0.47
甲酸 0.16 0.17
乙酸 0.20 0.15
丙酸 0.22 0.13
异丁酸 0.49 0.48
丁酸 0.33 0.18

关于峰面积值的%RSD (n=3)，典型进样与重叠进样的比
较结果如表 2所示。在两种条件下，均得到了 0.5%以下的理
想的重现性。

■总结
使用 Nexera有机酸分析系统中搭载的自动进样器 SIL-40C

的重叠进样功能，进行了标准溶液的连续分析。在 3个样品的
连续分析中，缩短了 20分钟的分析时间。在进行多个样品的
连续分析时，例如分析 20个样品时，可以缩短 3小时以上的
时间。同时，还可以增加每个有机酸分析流动相试剂套装的分
析样品数量。
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图 4 标准溶液的色谱图（各 2.0 mmol/L）
(A)：典型进样 (第 1-3次 ), (B)：重叠进样（第 1-3次）
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