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全窒素・全リン測定 
 
 

TNPC-4110 Plus による排水中の 
全窒素・全リン測定 

 

閉鎖性海域の富栄養化の改善を図るため、当該海域へ排出
される有機汚濁物質の総量を基準値以下に削減する目的で、
1979 年から水質総量規制が施行されています。第 5 次水質
総量規制から対象項目に全窒素と全リンが追加指定され、対
象事業所の多くは、自動計測器を用いてこれらを測定してい
ます。第 5 次水質総量規制以来使用されてきたオンライン全
窒素・全リン計 TNPC-4110 シリーズはさらにその性能・機
能を向上させ、TNPC-4110 Plus シリーズとしてモデルチェ
ンジされました。 

全窒素の測定には、これまで同様に高い酸化分解力と干渉
に強い検出力を持つ「熱分解・ケミルミ方式」を採用し、夾
雑物や海水が混入する試料でも干渉影響をほぼ受けること
なく測定することができます。さらに本シリーズでは試薬と
測定シーケンスを改良し、全リンの測定においても夾雑物の
影響をできる限り低減し、高精度で測定することができるよ
うになりました。 

本稿では TNPC-4110 Plus で海水やミネラルを含む試料を
測定した例を紹介します。 

M. Tanaka 
 
 

 
 

 

 全窒素（TN）分析方法 
TNPC-4110Plus の全窒素（TN）測定は、熱分解・ケミルミ

方式を採用しています。この方式は、紫外吸光光度法では干
渉成分となる臭素イオンや金属イオンの影響を受けずに測
定できます。したがって、試料に海水が混入していても、共
存物質の影響を受けることなく測定することができます。 

海水を 2 倍に希釈した溶液に窒素化合物を 0.5 mgN/L（窒
素濃度が 0.5 mg/L）になるように添加したものを試料として、
総和法（手分析）、紫外吸光光度法（手分析）、熱分解・ケ
ミルミ法で測定しました。 

 
表 1 TNPC-4110 Plus 全窒素測定条件 

分析計 : 全窒素・全リン計 TNPC-4110 Plus 
測定項目 : 全窒素（TN） 
測定方法 : 熱分解 - 化学発光法（ケミルミ法） 
校正 : 0-2 mgN/L 硝酸カリウム水溶液による 2 点校正 

（フルスケール(FS)：2 mgN/L） 
試料 : 2 倍に希釈した自然海水に、0.5 mgN/L になるよう

に硝酸カリウムを添加した液 
 

 全窒素（TN）分析結果 
各分析法で測定した結果を表 2 に示します。総和法による

測定値を基準として、紫外吸光光度法および TNPC-4110 Plus
の測定値との差を分析計のフルスケール比として算出した
ものを表の右欄に示しています。紫外吸光光度法では大きな
値になり、海水に含まれる成分による干渉影響が出ているこ
とがわかります。一方、TNPC-4110 Plus では総和法とほぼ同
等の測定値になり、海水成分の影響を受けることなく測定で
きていることがわかります。 

 
表 2 全窒素 測定結果 

分析法 測定原理 測定結果 
（mgN/L） 

総和法との差 
（FS 比） 

手分析 総和法 0.59 ー 
手分析 紫外吸光光度法 0.84 +12.5％ 

TNPC-4110 Plus 熱分解・ケミルミ法 0.54 -2.5％ 

 
 
 

由此，系统负载压力升高，因此本文中使用了具备系统耐压
130 MPa的 Nexera X3。

■  分析条件和自动化讨论
表 1 所示是 37种 D/L氨基酸目标成分（在蛋白氨基酸中，

D/L-脯氨酸除外）。另外，表中的背景色表示衍生化试剂的种类。
也就是说，红色表示 OPA/NAC衍生化的氨基酸，蓝色表示 OPA/

NIBC衍生化的氨基酸。
图 1所示为自动化系统的示意图。在本研究中，使用送液泵

的流动相混合功能自动制备流动相，并且同时自动切换两种分析
条件。此外，使用自动进样器的自动预处理功能进行了 D/L-氨基
酸的衍生化。表 2所示的两种分析条件的不同之处为流动相的有
机溶剂比例和梯度时间程序（粗体部分）。使用上述流动相混合
功能，只需设定有机溶剂的原液即可按照指定的混合比例输送液
体。此功能不仅可用于分析，还可用于切换分析条件时所需的流
动相更换，削减了人力和作业时间。此外，使用自动预处理功能，
只需在自动进样器中设置装有 OPA/NAC溶液、OPA/NIBC溶液
以及样品的小瓶，即可执行在针头内自动混合的预处理程序，因
此，直接将衍生化样品用于分析（表 3、4）。图 2所示为工作
站 LabSolutions™上的预处理程序设置画面。这样，通过使用自
动进样器进行自动的柱前荧光衍生化，不再需要复杂的手动预处
理，可以使从衍生化到开始分析的时间保持恒定。此外，由于不
再需要用于衍生化的小瓶，因此可降低成本。

本次分析了 20个样品，与手动操作相比，可以将总作业时
间和人力减少 1小时以上（表 5）。另外，本文的分析可以通过
图 1所示的简单装置配置来实现。

对用户的好处
◆ 只需简单的操作，即可在短时间内分离和定量 37种组分的 D/L-氨基酸。
◆ 每 20个样品所需的作业时间和人力可以减少 1小时以上。
◆ 使衍生化反应时间保持恒定，由此，可以获得重现性较高的结果。

■  前言
氨基酸具有 L型以及 D型的对映体（但是，分子内不具有不

对称碳原子的甘氨酸除外）。与 L-氨基酸相比，关于 D-氨基酸
的研究很少，D-氨基酸对食品和食材的味道、贮藏和香气等方面
的作用到现在仍是未知数。然而，众所周知发酵食品和生物样品
中除了许多 L-氨基酸以外还含有多种 D-氨基酸。由此，氨基酸
的 D/L分离需求也在增加。此外，与 L-氨基酸相比，D-氨基酸
在食品和体内的含量微乎其微，因此需要与高浓度存在的 L-氨基
酸分离并进行定量。

在本文中，介绍了使用具有手性结构的衍生化试剂以反相模
式分离非对映异构体形态的 D/L-氨基酸并进行荧光检测的结果。
同时，还介绍了关于衍生化和分析自动化相关的内容。

■  手性衍生化
为了进行手性衍生化，使用了 N-乙酰基 -L-半胱氨酸（NAC）

和 N-异丁酰基 -L-半胱氨酸（NIBC）两种类型的手性硫醇。在
NAC或 NIBC存在下，使邻苯二甲醛（OPA）发生反应，对 D/L-

氨基酸进行非对映异构体荧光衍生化。

■  利用 LC进行 D/L-氨基酸分析
通常，利用 HPLC分析 D/L氨基酸时，由于在单一分析条件

下难以分离所有的组分，因此，将使用 LC/MS或二维 LC等。但
是，LC/MS分析易受基质效应的影响，与其他 LC的检测器相比，
具有定量性差的问题。此外，众所周知二维 LC法需要进行长时
间的分析。因此，需要建立一种在短时间内以简单的操作进行分
离和定量的方法。

此外，在分析食品中的 D/L-氨基酸时，为了与高浓度存在的
L-氨基酸和杂质成分进行分离分析，将使用小粒径的色谱柱。

表 1 目标成分

1 D-天冬氨酸 8 D-精胺酸 15 D-异亮氨酸 22 L-丝氨酸 29 L-酪氨酸 36 L-亮氨酸
2 D-谷氨酸 9 D-丙氨酸 16 D-苯丙氨酸 23 L-谷氨酰胺 30 L-缬氨酸 37 L-赖氨酸
3 D-天冬酰胺 10 D-酪氨酸 17 D-亮氨酸 24 L-组氨酸 31 L-蛋氨酸
4 D-丝氨酸 11 D-缬氨酸 18 D-赖氨酸 25 L-苏氨酸 32 L-（半胱氨酸）2

5 D-谷氨酰胺 12 D-蛋氨酸 19 L-天冬氨酸 26 甘氨酸 33 L-色氨酸
6 D-组氨酸 13 D-（半胱氨酸）2 20 L-谷氨酸 27 L-精氨酸 34 L-异亮氨酸
7 D-苏氨酸 14 D-色氨酸 21 L-天冬酰胺 28 L-丙氨酸 35 L-苯丙氨酸

※ 背景颜色（红色：OPA/NAC衍生化、蓝色：OPA/NIBC衍生化）
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表 2 分析条件
系统 ：Nexera X3

<OPA/NAC衍生 > <OPA/NIBC衍生 >

色谱柱 ： Shim-pack Scepter™ 1.9 μm C8*1

（150 mm×3.0 mm内径，1.9 μm）
Shim-pack Scepter 1.9 μm C8
（150 mm×3.0 mm内径，1.9 μm）

流速 ： 0.6 mL/min 0.6 mL/min

流动相 ： <泵 A>
10 mmol/L（钾）磷酸盐缓冲液（pH 7.5）※

<泵 B>
流动相混合
A) 水
B) 乙腈
C) 甲醇
A/B/C=15:10:75

<泵 A>
10 mmol/L（钾）磷酸盐缓冲液（pH 7.5） 
<泵 B>
流动相混合
A) 水
B) 乙腈
C) 甲醇
A/B/C=10:20:70

时间程序 ： 4%B (0-3 min)→ 11%B (13 min)→ 14%B (22 min)→
25%B (30 min)→ 30%B (35 min)→ 41%B (61 min)→
80%B (61.01-63 min)→ 4%B (63.01-67 min)

10%B (0 min)→ 15%B (3-15 min)→ 20%B (25 min)→
52%B (57 min)→ 80%B (57.01-59 min)→ 10%B (59.01-63 min)

柱温 ： 35 ℃ 35 ℃
进样量 ： 1 μL 1 μL

样品瓶 ： SHIMADZU LabTotal™用于 LC 1.5 mL，玻璃 *2 SHIMADZU LabTotal用于 LC 1.5 mL，玻璃
检测波长（FL） ： RF-20AXS，Ex：350 nm，Em：450 nm RF-20AXS，Ex：350 nm，Em：450 nm

*1 P/N：227-31034-04，*2：P/N：227-34001-01
※在 2000 mL超纯水中加入 0.68 g磷酸二氢钾和 2.61 g磷酸氢二钾，并完全溶解。

表 5 自动和手动的比较（20种样品的分析）

自动 手动

流动相制备
缓冲液 5 min

有机溶剂 ○ 0 min
※ 流动相混合功能 × 10 min

用切换分析条件代替流动相 ○ 0 min
※ 流动相混合功能 × 10 min

衍生试剂制备 10 min

衍生 ○ 0 min
※ 自动预柱衍生 × 50 min

总计 ○ 15 min × 85 min

表 3 使用自动进样器进行自动柱前衍生化的概要

<OPA/NAC衍生 > <OPA/NIBC衍生 >

① OPA/NAC溶液 4 μL ① OPA/NIBC溶液 4 μL

② 样品 1 μL ② 样品 1 μL

③ 混合 ③ 混合
④ 进样方式 ④ 进样方式

表 4 衍生化试剂的制备

OPA试剂 将 0.3 mL乙醇加入 10 mg邻苯二甲醛中，并完全溶解。
然后添加 0.7mL的 0.1 mol/L硼酸盐缓冲液和 4 mL的
超纯水。

0.1mol/L硼酸盐
缓冲液

在100 mL超纯水中添加0.62 g硼酸和0.20 g氢氧化钠，
并完全溶解。

NAC溶液 将 20 mg N-乙酰基 -L-半胱氨酸添加到 10 mL 0.1 mol/
L硼酸盐缓冲液中。

NIBC溶液 将 20 mg N-异丁酰基 -L-半胱氨酸加入 10 mL 0.1 mol/
L硼酸盐缓冲液中。

OPA/NAC溶液 混合等体积的 OPA试剂和 NAC溶液。
OPA/NAC溶液 混合等体积的 OPA试剂和 NIBC溶液。

图 1 流动相混合功能和自动柱前衍生化
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反应试剂 样品
衍生

自动预柱衍生
目标
化合物

目标
化合物

衍生试剂

针

泵A

泵B

自动进样器
柱温箱

色谱柱
检测器

（钾）磷酸盐缓冲液
（pH 7.5）

OPA/NAC衍生 OPA/ NIBC衍生

泵B的流动相混合比

CA B D
乙腈

甲醇

乙腈

甲醇

CA B D

75%

10%
15%

0%

CA B D

70%

20%

10% 0%

水 水

乙腈

甲醇
水

流动相混合功能

操作简单，只需设置
有机溶剂和反应试剂

 

混合

図 1 移動相ブレンディング機能と自動プレカラム誘導体化

表 2 分析条件
System : Nexera X3

＞noitazitaviredCBIN/APO＜＞noitazitaviredCAN/APO＜
Column : Shim-pack Scepter™ 1.9 µm C8＊1

(150 mm x 3.0 mm I.D., 1.9 µm)
Shim-pack Scepter 1.9 µm C8
(150 mm x 3.0 mm I.D., 1.9 µm)

nim/Lm 6.0nim/Lm 6.0:etar wolF
Mobile phase : ＜Pump A＞

10 mmol/L (Potassium) phosphate buffer (pH 7.5)※

＜Pump B＞
mobile phase blending
A) Water
B) Acetonitrile
C) Methanol
A/B/C=15:10:75

＜Pump A＞
10 mmol/L (Potassium) phosphate buffer (pH 7.5)
＜Pump B＞
mobile phase blending
A) Water
B) Acetonitrile
C) Methanol
A/B/C=10:20:70

Time program : 4%B (0-3 min)→11%B (13 min)→14%B (22 min)→
25%B (30 min)→30%B (35 min)→41%B (61 min)→
80%B (61.01-63 min)→4%B (63.01-67 min)

10%B (0 min)→15%B (3-15 min)→20%B (25 min)→
52%B (57 min)→80%B (57.01-59 min)→10%B (59.01-63 min)

℃ 53℃ 53:.pmet nmuloC
Lµ 1Lµ 1:emulov noitcejnI

Vial : SHIMADZU LabTotal™ for LC 1.5 mL, Glass＊2 SHIMADZU LabTotal for LC 1.5 mL, Glass
053 :xE ,SXA02-FRmn 054 :mE ,mn 053 :xE ,SXA02-FR:)LF(noitceteD  nm, Em: 450 nm

＊1 P/N: 227-31034-04、＊2 P/N: 227-34001-01
※ Add 0.68 g of potassium dihydrogen phosphate and 2.61 g of dipotassium hydrogen phosphate into 2000 mL of ultrapure water, and dissolve completely.

<OPA/NAC derivatization> <OPA/NIBC derivatization>
① OPA/NAC solution 4 µL ① OPA/NIBC solution 4 µL
② Sample 1 µL ② Sample 1 µL

xiM③xiM③
noitcejnI④noitcejnI④

表 5 自動と手動の比較（20試料の分析）

Automatic Manual

Mobile phase 
preparation

nim 5reffuB

Organic solvent ○ 0 min
※Mobile phase blending function × 10 min

Mobile phase replace with 
switching analytical conditions ○ 0 min

※Mobile phase blending function × 10 min

Derivatizing reagent preparation 10 min

Derivatization ○ 0 min
※Automatic pre-column derivatization × 50 min

Total ○ 15 min × 85 min

OPA reagent Add 0.3 mL of ethanol into 10 mg of o - phthalaldehyde
and dissolve completely. Then add 0.7 mL of 0.1 mol/L 
borate buffer and 4 mL of ultrapure water.

0.1 mol/L borate 
buffer

Add 0.62 g boric acid and 0.20 g of sodium hydroxide 
into 100 mL of ultrapure water, and dissolve 
completely. 

NAC solution Add 20 mg of N-acetyl-L-cysteine into 10 mL of 
0.1 mol/L borate buffer.

NIBC solution Add 20 mg of N-isobutyryl-L-cysteine into 10 mL of 
0.1 mol/L borate buffer.

OPA/NAC solution Mix equal volume of OPA reagent and NAC solution.
OPA/NIBC solution Mix equal volume of OPA reagent and NIBC solution.

表 3 オートサンプラーによる自動プレカラム誘導体化の概要 表 4 誘導体化試薬の調製

衍生试剂
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图 2 预处理程序的设置画面

图 4 标准曲线

图 3 D/L-氨基酸标准溶液（各 5 μmol/L）的色谱图
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D/L-アミノ酸標準溶液の分析
図3にD/L-アミノ酸標準溶液（各5 µmol/L）のクロマトグ

ラムを示します。2種類のキラルチオールを用いることによ
り、合計約120分で37成分を分離できました。

検量線
対象の37成分について検量線を作成したところ、いずれ

の成分においても寄与率r2=0.999以上と良好な直線性が得
られました。図4に検量線の一例を、表7に検量線濃度範囲
と寄与率を示します。

No. L592

図 2 前処理プログラムの設定画面

再現性
各2 µmol/Lの標準溶液について、6回繰り返し分析におけ

る保持時間と面積の再現性（％RSD）を確認しました。保
持時間、面積ともに再現性はそれぞれ0.1%以下、1.5%以下
の結果が得られました（表6）。

D-Asp L-Asp

D-Tyr L-Tyr

0 10 20 30 40 Conc.
0

2.5

5.0

7.5

10.0

面积(×100,000)

0 10 20 30 40 Conc.
0

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
面积(×100,000)

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc.
0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

面积(×100,000)

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc.
0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

15.0
面积(×100,000)

図 4 検量線
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図 3 D/L-アミノ酸標準溶液（各5 µmol/L）のクロマトグラム

Compound Retention time Area Compound Retention time Area Compound Retention time Area
1 D-Asp 0.23 1.50 14 D-Trp 0.05 0.42 27 L-Arg 0.02 0.18
2 D-Glu 0.09 0.47 15 D-Ile 0.02 0.38 28 L-Ala 0.03 0.54
3 D-Asn 0.09 0.29 16 D-Phe 0.06 0.51 29 L-Tyr 0.02 0.28
4 D-Ser 0.10 0.19 17 D-Leu 0.02 0.30 30 L-Val 0.01 0.37
5 D-Gln 0.09 0.26 18 D-Lys 0.02 0.50 31 L-Met 0.01 0.35
6 D-His 0.07 0.40 19 L-Asp 0.35 1.32 32 L-(Cys)2 0.02 0.62
7 D-Thr 0.06 0.25 20 L-Glu 0.09 0.44 33 L-Trp 0.05 0.44
8 D-Arg 0.02 0.19 21 L-Asn 0.09 0.26 34 L-Ile 0.06 0.72
9 D-Ala 0.03 0.49 22 L-Ser 0.10 0.19 35 L-Phe 0.06 0.52
10 D-Tyr 0.01 0.28 23 L-Gln 0.10 0.29 36 L-Leu 0.02 0.31
11 D-Val 0.02 0.62 24 L-His 0.06 0.40 37 L-Lys 0.02 0.43
12 D-Met 0.02 0.35 25 L-Thr 0.07 0.35
13 D-(Cys)2 0.02 0.38 26 Gly 0.07 0.41

表 6 再現性（％RSD、n=6）

※背景色（赤：OPA/NAC誘導体化、青：OPA/NIBC誘導体化）
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図 2 前処理プログラムの設定画面

再現性
各2 µmol/Lの標準溶液について、6回繰り返し分析におけ

る保持時間と面積の再現性（％RSD）を確認しました。保
持時間、面積ともに再現性はそれぞれ0.1%以下、1.5%以下
の結果が得られました（表6）。
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図 3 D/L-アミノ酸標準溶液（各5 µmol/L）のクロマトグラム

Compound Retention time Area Compound Retention time Area Compound Retention time Area
1 D-Asp 0.23 1.50 14 D-Trp 0.05 0.42 27 L-Arg 0.02 0.18
2 D-Glu 0.09 0.47 15 D-Ile 0.02 0.38 28 L-Ala 0.03 0.54
3 D-Asn 0.09 0.29 16 D-Phe 0.06 0.51 29 L-Tyr 0.02 0.28
4 D-Ser 0.10 0.19 17 D-Leu 0.02 0.30 30 L-Val 0.01 0.37
5 D-Gln 0.09 0.26 18 D-Lys 0.02 0.50 31 L-Met 0.01 0.35
6 D-His 0.07 0.40 19 L-Asp 0.35 1.32 32 L-(Cys)2 0.02 0.62
7 D-Thr 0.06 0.25 20 L-Glu 0.09 0.44 33 L-Trp 0.05 0.44
8 D-Arg 0.02 0.19 21 L-Asn 0.09 0.26 34 L-Ile 0.06 0.72
9 D-Ala 0.03 0.49 22 L-Ser 0.10 0.19 35 L-Phe 0.06 0.52
10 D-Tyr 0.01 0.28 23 L-Gln 0.10 0.29 36 L-Leu 0.02 0.31
11 D-Val 0.02 0.62 24 L-His 0.06 0.40 37 L-Lys 0.02 0.43
12 D-Met 0.02 0.35 25 L-Thr 0.07 0.35
13 D-(Cys)2 0.02 0.38 26 Gly 0.07 0.41

表 6 再現性（％RSD、n=6）

※背景色（赤：OPA/NAC誘導体化、青：OPA/NIBC誘導体化）
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D/L-アミノ酸標準溶液の分析
図3にD/L-アミノ酸標準溶液（各5 µmol/L）のクロマトグ

ラムを示します。2種類のキラルチオールを用いることによ
り、合計約120分で37成分を分離できました。

検量線
対象の37成分について検量線を作成したところ、いずれ

の成分においても寄与率r2=0.999以上と良好な直線性が得
られました。図4に検量線の一例を、表7に検量線濃度範囲
と寄与率を示します。
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る保持時間と面積の再現性（％RSD）を確認しました。保
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の結果が得られました（表6）。

D-Asp L-Asp

D-Tyr L-Tyr

0 10 20 30 40 Conc.
0

2.5

5.0

7.5

10.0

面积(×100,000)

0 10 20 30 40 Conc.
0

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
面积(×100,000)

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc.
0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

面积(×100,000)

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 Conc.
0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

15.0
面积(×100,000)

図 4 検量線

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0
min

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

mV

202

1
19

21 3
22

4

23
5

24
25

26

7

6

29
10

30
31

32
13

12
11

36
15 17

37
18

27
8

9
28

33 14 16
34

35

OPA/NAC衍生

OPA/NIBC衍生

図 3 D/L-アミノ酸標準溶液（各5 µmol/L）のクロマトグラム

Compound Retention time Area Compound Retention time Area Compound Retention time Area
1 D-Asp 0.23 1.50 14 D-Trp 0.05 0.42 27 L-Arg 0.02 0.18
2 D-Glu 0.09 0.47 15 D-Ile 0.02 0.38 28 L-Ala 0.03 0.54
3 D-Asn 0.09 0.29 16 D-Phe 0.06 0.51 29 L-Tyr 0.02 0.28
4 D-Ser 0.10 0.19 17 D-Leu 0.02 0.30 30 L-Val 0.01 0.37
5 D-Gln 0.09 0.26 18 D-Lys 0.02 0.50 31 L-Met 0.01 0.35
6 D-His 0.07 0.40 19 L-Asp 0.35 1.32 32 L-(Cys)2 0.02 0.62
7 D-Thr 0.06 0.25 20 L-Glu 0.09 0.44 33 L-Trp 0.05 0.44
8 D-Arg 0.02 0.19 21 L-Asn 0.09 0.26 34 L-Ile 0.06 0.72
9 D-Ala 0.03 0.49 22 L-Ser 0.10 0.19 35 L-Phe 0.06 0.52
10 D-Tyr 0.01 0.28 23 L-Gln 0.10 0.29 36 L-Leu 0.02 0.31
11 D-Val 0.02 0.62 24 L-His 0.06 0.40 37 L-Lys 0.02 0.43
12 D-Met 0.02 0.35 25 L-Thr 0.07 0.35
13 D-(Cys)2 0.02 0.38 26 Gly 0.07 0.41

表 6 再現性（％RSD、n=6）

※背景色（赤：OPA/NAC誘導体化、青：OPA/NIBC誘導体化）

■  D/L-氨基酸标准溶液的分析
图 3所示为 D/L-氨基酸标准溶液（各 5 μmol/L）的色谱图。

使用两种手性硫醇，可在总共约 120分钟内分离 37种组分。

■  重现性
对于各 2 μmol/L的标准溶液，确认了 6次重复分析时的保

留时间和面积重现性（％ RSD）。保留时间和面积重现性的结果
分别为 0.1％以下和 1.5％以下（表 6）。

■  标准曲线
针对 37种目标组分创建标准曲线，所有组分的相关系数均

在 r2=0.999以上，且线性良好。图 4所示为部分化合物的标准曲
线，表 7所示为标准曲线浓度范围和相关系数。

表 6 重现性（％ RSD、n=6）
化合物 保留时间 面积 化合物 保留时间 面积 化合物 保留时间 面积

1 D-天冬氨酸 0.23 1.50 14 D-色氨酸 0.05 0.42 27 L-精氨酸 0.02 0.18

2 D-谷氨酸 0.09 0.47 15 D-异亮氨酸 0.02 0.38 28 L-丙氨酸 0.03 0.54

3 D-天冬酰胺 0.09 0.29 16 D-苯丙氨酸 0.06 0.51 29 L-酪氨酸 0.02 0.28

4 D-丝氨酸 0.10 0.19 17 D-亮氨酸 0.02 0.30 30 L-缬氨酸 0.01 0.37

5 D-谷氨酰胺 0.09 0.26 18 D-赖氨酸 0.02 0.50 31 L-蛋氨酸 0.01 0.35

6 D-组氨酸 0.07 0.40 19 L-天冬氨酸 0.35 1.32 32 L-（半胱氨酸）2 0.02 0.62

7 D-苏氨酸 0.06 0.25 20 L-谷氨酸 0.09 0.44 33 L-色氨酸 0.05 0.44

8 D-精胺酸 0.02 0.19 21 L-天冬酰胺 0.09 0.26 34 L-异亮氨酸 0.06 0.72

9 D-丙氨酸 0.03 0.49 22 L-丝氨酸 0.10 0.19 35 L-苯丙氨酸 0.06 0.52

10 D-酪氨酸 0.01 0.28 23 L-谷氨酰胺 0.10 0.29 36 L-亮氨酸 0.02 0.31

11 D-缬氨酸 0.02 0.62 24 L-组氨酸 0.06 0.40 37 L-赖氨酸 0.02 0.43

12 D-蛋氨酸 0.02 0.35 25 L-苏氨酸 0.07 0.35

13 D-（半胱氨酸）2 0.02 0.38 26 甘氨酸 0.07 0.41

※ 背景颜色（红色：OPA/NAC衍生化、蓝色：OPA/NIBC衍生化）
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表 7 标准曲线浓度范围和相关系数（r2）
化合物 浓度范围（µmol/L） r2 化合物 浓度范围（µmol/L） r2

1 D-天冬氨酸 0.1-5 0.99997 19 L-天冬氨酸 2-50 0.99968

2 D-谷氨酸 0.1-5 0.99986 20 L-谷氨酸 2-50 0.99999

3 D-天冬酰胺 0.1-5 0.99992 21 L-天冬酰胺 2-50 0.99999

4 D-丝氨酸 0.1-5 0.99997 22 L-丝氨酸 0.5-20 0.99996

5 D-谷氨酰胺 0.1-5 0.99997 23 L-谷氨酰胺 0.5-20 0.99995

6 D-组氨酸 0.2-50 0.99995 24 L-组氨酸 0.2-100 0.99991

7 D-苏氨酸 0.1-5 1.00000 25 L-苏氨酸 0.1-10 0.99957

26 甘氨酸 0.5-100 0.99996

8 D-精胺酸 0.1-20 0.99994 27 L-精氨酸 2-100 0.99993

9 D-丙氨酸 0.1-5 0.99997 28 L-丙氨酸 5-100 0.99951

10 D-酪氨酸 0.1-5 0.99993 29 L-酪氨酸 2-50 0.99998

11 D-缬氨酸 0.1-2 1.00000 30 L-缬氨酸 2-50 0.99998

12 D-蛋氨酸 0.1-5 0.99999 31 L-蛋氨酸 0.1-5 0.99999

13 D-（半胱氨酸）2 0.1-5 0.99993 32 L-（半胱氨酸）2 2-50 0.99995

14 D-色氨酸 0.1-5 0.99996 33 L-色氨酸 2-50 0.99994

15 D-异亮氨酸 0.1-5 0.99990 34 L-异亮氨酸 0.5-20 0.99987

16 D-苯丙氨酸 0.1-5 0.99997 35 L-苯丙氨酸 2-50 0.99991

17 D-亮氨酸 0.1-5 0.99996 36 L-亮氨酸 2-50 0.99999

18 D-赖氨酸 0.1-5 0.99996 37 L-赖氨酸 0.5-20 0.99993

※ 背景颜色（红色：OPA/NAC衍生化、蓝色：OPA/NIBC衍生化）

■  应用于酒类
选用了 2种啤酒、清酒和红 /白葡萄酒（共 5种）作为样品。

将啤酒 A以及清酒用 10 mmol/L盐酸水稀释 5倍，将啤酒 B以及
红 /白葡萄酒稀释 10倍，然后使用 0.2 μm膜过滤器进行了过滤。

本次样品中使用的所有五种酒精类中所含的 D-氨基酸为 D-

天冬氨酸、D-谷氨酸、D-丝氨酸、D-组氨酸、D-丙氨酸和 D-

亮氨酸。

 
此外，仅葡萄酒中所含的成分为 D-谷氨酰胺和 D-色氨酸，

仅啤酒中所含的成分为 D-苯丙氨酸（图 5～ 6）。啤酒 A与啤
酒 B相比，D-氨基酸含量相差约 2倍。但是，啤酒 B中 D-氨基
酸与 D/L-氨基酸的比例比啤酒 A高出约两倍。并且，已证实与 L

型相比，D型是微量存在的（图 7～ 8）。
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ンにだけ含まれている成分は、D-グルタミン、D-トリプト
ファンであり、ビールにだけ含まれている成分は、D-フェ
ニルアラニンでした（図5～6）。ビールAはビールBに比べ、
D-アミノ酸の含有量が約2倍異なりました。ところが、ビー
ルBのD/L-アミノ酸に対するD-アミノ酸の比率は、ビールA
に比べ約2倍高い結果となりました。さらに、L体に比べD
体が微量であることも確認できました（図7～8）。

No. L592

酒類への応用
サンプルは、ビール2種、日本酒および赤/白ワイン（計5

種類）を用いました。ビールAおよび日本酒は10 mmol/L塩
酸水で5倍希釈、ビールBおよび赤／白ワインは10倍希釈し
た後、0.2 µmのメンブランフィルターでろ過を行いました。

今回試料に用いた5つの酒類全てに含まれていたD-アミノ
酸は、D-アスパラギン酸、D-グルタミン酸、D-セリン、 D-
ヒスチジン、D-アラニン、D-ロイシンでした。また、ワイ

図 5 酒類のクロマトグラム（OPA/NAC誘導体化）

表 7 検量線濃度範囲と寄与率（r2）

※背景色（赤：OPA/NAC誘導体化、青：OPA/NIBC誘導体化）

Compound Conc. range (µmol/L) r2 Compound Conc. range (µmol/L) r2

99999.005-2ulG-L0268999.05-1.0ulG-D2
99999.005-2nsA-L1229999.05-1.0nsA-D3
69999.002-5.0reS-L2279999.05-1.0reS-D4
59999.002-5.0nlG-L3279999.05-1.0nlG-D5
19999.0001-2.0siH-L4259999.005-2.0siH-D6
75999.001-1.0rhT-L5200000.15-1.0rhT-D7
69999.0001-5.0ylG62
39999.0001-2grA-L7249999.002-1.0grA-D8
15999.0001-5alA-L8279999.05-1.0alA-D9
89999.005-2ryT-L9239999.05-1.0ryT-D01
89999.005-2laV-L0300000.12-1.0laV-D11
99999.05-1.0teM-L1399999.05-1.0teM-D21

13 D-(Cys)2 )syC(-L2339999.05-1.0 2 59999.005-2
49999.005-2prT-L3369999.05-1.0prT-D41
78999.002-5.0elI-L4309999.05-1.0elI-D51
19999.005-2ehP-L5379999.05-1.0ehP-D61
99999.005-2ueL-L6369999.05-1.0ueL-D71
39999.002-5.0syL-L7369999.05-1.0syL-D81
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图 5 酒类的色谱图（OPA/NAC衍生化）
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此外，使用两种手性硫醇，可以分离酒类中的 D/L-氨基酸共

37种组分。发现酒类中 D-氨基酸的种类和含量在不同酒的种类中
也不同。在啤酒中，D-氨基酸的含量根据种类不同而相差约两倍。
并且，可以证实与 L型相比，D型是微量存在的。

■  总结
使用具有手性结构的衍生化试剂，以反相模式分离非对映异

构体形态的 37种组分的 D/L-氨基酸并进行了荧光检测。
使用送液泵的流动相混合功能和自动进样器的自动预处理功

能实现了自动化。通过自动切换并执行两种分析条件，可将流动
相的制备、衍生化反应以及流动相更换所需的时间和人力共减少
1小时以上（分析 20个样品）。同时，能够使从衍生化到开始
分析的时间保持恒定。
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※ 由于高浓度含有一部分L型，因此具有定量范围以外的组分。

まとめ
キラル構造を持つ誘導体化試薬を用いて、ジアステレオ

マーにした37成分のD/L-アミノ酸を逆相モードで分離し、
蛍光検出しました。

送液ポンプの移動相ブレンディング機能とオートサンプ
ラーの自動前処理機能を用いて、自動化を検討しました。
2種類の分析条件を自動で切り換え、実行することで移動相
調製、誘導体化反応および移動相置換にかかる時間や労力
を合計1時間以上（20試料の分析）削減できました。同時に、
誘導体化から分析開始までの時間を一定にできました。

また、2種類のキラルチオールを用いることにより、酒
類中のD/L-アミノ酸37成分の分離が可能となりました。酒
類中のD-アミノ酸の種類、含有量はお酒の種類により異な
り、ビールにおいては種類によってD-アミノ酸の含有量が
約2倍異なることがわかりました。さらに、L体に比べD体
が微量であることも確認できました。

Nexera、LabSolutions、Shim-pack Scepter、SHIMADZU LabTotal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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図 6 酒類のクロマトグラム（OPA/NIBC誘導体化）

図 8 酒類中のD/L-アミノ酸含有量

图 6 酒类的色谱图（OPA/NIBC衍生化）

图 7 酒类中的 D-氨基酸含量

图 8 酒类中的 D/L-氨基酸含量


