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使用 HPLC-荧光检测器进行氨基酸自动柱前
在线衍生的定量方法
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对用户的好处
◆    氨基酸的定量结果重复性很好。
◆    通过使用 Nexera XR 配置的自动预处理功能，可以简便地分析柱前衍生化氨基酸。
◆    可在一个周期 24 分钟内完成 21 种氨基酸的分析。

■  简介
在食品、制药开发等的各种领域都需要分析氨基酸。因此，

分 析 氨 基 酸 时 采 用 HPLC- 荧 光 检 测 器、HPLC-UV 检 测 器、LC/

MS、GC/MS 等各种方法，各具特色。
在本文中，介绍了使用 HPLC- 荧光检测器进行氨基酸自动柱

前在线衍生的定量方法。
本文介绍将使用该条件的分析方法适用于定量氨基酸的案例。

■  分析条件
本分析中使用分析前已衍生化的氨基酸的柱前衍生方法。同

时使用自动进样器配置的自动预处理功能，在线自动进行衍生化
反应，稳定简便地进行分析。

图 1 所示为，以氨基酸构成蛋白质为中心，共计分析 21 种
组分氨基酸的色谱图，表 1 所示为分析条件的概要。详见前文出
现的应用新闻 L589。

■  线性和重现性
各氨基酸在 100（μmol/L）的浓度范围内的线性（r2, 相关系

数）均为 0.999 以上，结果良好。另外，25μmol/L 浓度标样连续
进样（n=6）的保留时间和峰面积的相对标准偏差如表 2 所示。
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表 1-1 分析条件
系统 : Nexera™ XR

色谱柱 : Shim-pack™ XR-ODSII*1

100 mm x 3.0 mm I.D., 2.2 μm

模式 : 低压梯度

流动相 :

A）20mmol/L（钠）醋酸盐缓冲液（pH 6）
B）水 / 乙腈 = 100：900（v：v）
C）20mmol/L（钠）醋酸盐缓冲液（pH 5） 
      含有 0.5mmol/L EDTA-2Na

流速 : 1.0 mL/min
柱温 : 35 ℃
进样量 : 1 μL
取样冷却器 : 4 ℃
检测 : 荧光检测器（池温度：35℃）

: Ch1) Ex. 350 nm, Em. 450 nm
: Ch2) Ex. 266 nm, Em. 305 nm

*1 ︓ P/N 228-41624-92

表 1-2 梯度洗脱程序

时间（min） A. 浓度 B. 浓度 C. 浓度
0 95 5 0

0.2 93 7 0
1 93 7 0
4 87 13 0
5 0 15 85

7.5 0 30 70
12 0 35 65
14 0 45 55

14.01 0 95 5
16.99 0 95 5

17 5 95 0
18 5 95 0

表 2 保留时间和峰面积结果（%RSD，n=6）

保留时间 面积 保留时间 面积
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)

Asp 0.46 0.55 GABA 0.07 0.73
Glu 0.14 0.57 Met 0.03 0.50
Asn 0.13 0.72 Val 0.04 0.52
Ser 0.11 0.53 Cys 0.03 0.84
Gln 0.08 0.72 Phe 0.03 0.50
His 0.07 2.49 Ile 0.04 0.44
Gly 0.08 0.75 Leu 0.05 0.43
Thr 0.08 0.68 Lys 0.03 3.85
Arg 0.10 3.07 Hy-Pro 0.03 3.13
Ala 0.05 0.77 Pro 0.04 5.09
Tyr 0.05 0.59
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 アミノ酸の定量を再現良く行うことができます。
 Nexera XR搭載の自動前処理機能を用いることで、プレカラム誘導体化アミノ酸分析を簡便に行えます。
 アミノ酸21成分の分析が1サイクル24分で行えます。
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Time (min) A.conc B.conc C.conc
0 95 5 0

0.2 93 7 0
1 93 7 0
4 87 13 0
5 0 15 85

7.5 0 30 70
12 0 35 65
14 0 45 55

14.01 0 95 5
16.99 0 95 5

17 5 95 0
18 5 95 0

はじめに
アミノ酸分析は食品や製薬の開発など、幅広い分野で必

要とされています。そのため、アミノ酸の分析にはHPLC-
蛍光検出器、HPLC-UV検出器、LC/MS 、GC/MSなど様々な
手法が用いられ、それぞれに特色があります。

アプリケーションニュースL589ではHPLC-蛍光検出器に
よる自動前処理機能を用いたプレカラム誘導体化法のアミ
ノ酸分析を紹介しました。

本稿では、その条件を用いた分析方法がアミノ酸の定量
に適している例をご紹介します。

直線性と再現性
各アミノ酸について1-100（µmol/L）の濃度範囲におけ

る直線性（r2, 寄与率）はいずれも0.999以上と良好でした。
また、25 µmol/Lにおける繰り返し分析（n=6）の面積再現
性について評価しました。これらの結果を表2に示します。

表 2 保持時間と面積再現性
System : Nexera™ XR
Column : Shim-pack™ XR-ODSII*1

100 mm ✕ 3.0 mm I.D., 2.2 µm
Mode : Low pressure gradient
Mobile phase : A) 20 mmol/L (sodium) acetate buffer (pH 6)

B) Water/Acetonitrile = 100:900 (v:v)
C) 20 mmol/L (sodium) acetate buffer (pH 5)

containing 0.5 mmol/L EDTA-2Na
Flow rate : 1.0 mL/min
Column temp. : 35 ℃
Injection volume  : 1 µL
Sample cooler      : 4 ℃
Detection : Fluorescence detector(Cell temp. : 35 ℃ )

: Ch1) Ex. 350 nm, Em. 450 nm 
: Ch2) Ex. 266 nm, Em. 305 nm

*1︓P/N 228-41624-92

表 1-1 分析条件

表 1-2 タイムプログラム

分析条件
本分析では予め誘導体化したアミノ酸を分析するプレカ

ラム誘導体化法を使用しています。さらにオートサンプ
ラー搭載の自動前処理機能を用いることで、誘導体化反応
を自動で行う事が可能となり、安定かつ簡便に分析を行な
えます。

タンパク質構成アミノ酸を中心に計21成分のアミノ酸を
分析したクロマトグラムを図1に、分析条件の概略を表1に
示します。詳細は前出のアプリケーションニュースL589を
ご参照ください。

Retention 
Time Area Retention 

Time Area
(%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)

Asp 0.46 0.55 GABA 0.07 0.73
Glu 0.14 0.57 Met 0.03 0.50
Asn 0.13 0.72 Val 0.04 0.52
Ser 0.11 0.53 Cys 0.03 0.84
Gln 0.08 0.72 Phe 0.03 0.50
His 0.07 2.49 Ile 0.04 0.44
Gly 0.08 0.75 Leu 0.05 0.43
Thr 0.08 0.68 Lys 0.03 3.85
Arg 0.10 3.07 Hy-Pro 0.03 3.13
Ala 0.05 0.77 Pro 0.04 5.09
Tyr 0.05 0.59

1, Aspartic Acid 2, Glutamic Acid 3, Asparagine 4, Serine 5, Glutamine 6, Histidine 7, Glycine 8, Threonine 9, Arginine 10, Alanine 11, Tyrosine 12,
GABA 13, Methionine 14, Valine 15, Cystine 16, Phenylalanine 17, Isoleucine 18, Leucine 19, Lysine 20, Hydroxyproline 21, Proline

図 1 アミノ酸21成分の⼀⻫分析(各25 µmol/L ) 上：Ch1（Ex. 350 nm, Em. 450 nm） 下：Ch2（Ex. 266 nm, Em. 305 nm）
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HPLC-蛍光検出器による自動前処理機能を用
いたプレカラム誘導体化アミノ酸の定量

高速液体クロマトグラフ Nexera XR／RF-20AXS

1. 天冬氨酸 2. 谷氨酸 3. 天冬酰胺 4. 丝氨酸 5. 谷氨酰胺 6. 组氨酸 7. 甘氨酸 8. 苏氨酸 9. 精氨酸 10. 丙氨酸 11. 酪氨酸 12.GABA 13. 蛋氨酸 
14. 缬氨酸 15. 胱氨酸 16. 苯丙氨酸 17. 异亮氨酸 18. 亮氨酸 19. 赖氨酸 20. 羟脯氨酸 21. 脯氨酸

图 1 21 种氨基酸组分的同时分析（各 25 μmol/L ) 上：Ch1（Ex. 350 nm, Em. 450 nm） 下：Ch2（Ex. 266 nm, Em. 305 nm）
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■  实际样品的定量结果
应用新闻 M310 中介绍了使用 GCMS-TQ™ 8040 NX 及 Smart 

Metabolites Database™，C238 中介绍了使用 LCMS-8060 NX 及
LC/MS/MS 方法包关于代谢物 ver. 2 的综合性分析食品所含组分
的案例。其旨在区分食品的基础上，探索特殊组分。另一方面，
掌握特殊组分后，使用本文介绍的方法可更加稳定简便地计算该
差异的定量值。

与各条应用新闻相同，对 2 种番茄汁（有 / 无记载使用番茄
的品种）、葡萄酒和无酒精葡萄酒进行了定量，结果如表 3、4

及图 2、3 所示。用水稀释了离心分离番茄汁后的上清液，用水
稀释了葡萄酒和无酒精葡萄酒。

■  结论
本文介绍了将使用 HPLC- 荧光检测器进行氨基酸自动柱前在

线衍生的分析方法适用于定量氨基酸的案例。
本系统在保留时间、峰面积上具有狼嚎的重复性，使您可以

稳定使用。此外，还可以进行氨基酸的自动柱前在线衍生，因此
使用简便。基于这些优点，在通过其他机型综合性地探索组分后，
需要进行定量时，推荐您使用 HPLC- 荧光检测器。

表 3 2 种番茄汁的定量值（mmol/L）

表 4 葡萄酒和无酒精葡萄酒的定量值（mmol/L）

有记载
使用品种

无记载
使用品种

有记载
使用品种

无记载
 使用品种

Asp 11.06 11.74 GABA 12.93 9.97
Glu 17.77 16.66 Met 0.30 0.31
Asn 6.53 6.80 Val 0.64 0.56
Ser 2.55 2.04 Cys - -
Gln 0.06 0.13 Phe 1.80 1.90
His 0.95 0.90 Ile 0.71 0.61
Gly 0.89 0.85 Leu 0.75 0.67
Thr 1.97 1.80 Lys 0.90 0.77
Arg 0.83 0.68 Hy-Pro - -
Ala 7.01 6.91 Pro 0.73 0.47
Tyr 0.46 0.44

葡萄酒 无酒精
葡萄酒 葡萄酒 无酒精

葡萄酒
Asp 0.67 0.56 GABA 1.12 2.69
Glu 0.64 0.86 Met 0.15 0.12
Asn 0.25 0.22 Val 0.43 0.40
Ser 0.43 0.74 Cys - -
Gln 0.00 0.00 Phe 0.34 0.36
His 0.27 0.44 Ile 0.19 0.18
Gly 0.83 0.20 Leu 0.51 0.37
Thr 0.42 0.69 Lys 0.56 0.23
Arg 0.35 6.74 Hy-Pro 0.25 0.05
Ala 1.74 2.20 Pro 41.06 6.77
Tyr 0.18 0.22

各条应用新闻中有特征的组分与其他组分相比，定量值差异
较大。

图 3 葡萄酒和无酒精葡萄酒的色谱图
（上段：各组 100 倍稀释样品在 Ch1 的分析结果、下段：100 倍及 200 倍稀释样品在 Ch2 的分析结果）

图 2 2 种番茄汁的色谱图
（上段：各组 100 倍稀释样品在 Ch1 的分析结果、下段：各组 100 倍稀释样品在 Ch2 的分析结果）
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