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　Anovel 　ion　chromatography 　for　the　determination　of 　amino 　acids 　was 　developed．　 The
eluted 　amino 　acids 　were 　monitored 　by　conductometric −UV 　detectien　using 　coppcr （II）
acetate 　reagent ．　 Amino 　acids 　were 　separated 　on 　a 　reverse −phase　column ，　ODS −80Ts （5
Um ，150　mm × 4．6　mm 　i．d．）with 　water 　as 　the 　eluen し　It　was 　not 　necessary 　to　adj 　ust 　the

pH 　 of 　the　post−column 　Selution　when 　 copper （II）acetate 　 was 　 used ．　Five　amino 　acids

（valine ・
methionine

，　leucine，　tyrosine ，　phcnylalanine）in　soy 　sauce 　werc 　simultaneously

determined．

Keywords： ion　chromatography 　of 　amino 　acids ；conductometric 　detection　of　amino 　acids

　　　　　　using 　coPPer （II＞ion．

1 緒 言

　 ア ミ ノ 酸 は 様 々 な 食品中 に 含 ま れ て お り ， そ れ らの う

ま味は ア ミ ノ酸 の 種類 と量 に微妙 に 影響 さ れ る と言 わ れ

て い る
1］．現 在，食品中に 含 ま れ る 全 ア ミ ノ 酸 は 国 税 庁

所定分 析法 で あ る ホ ル モ
ー

ル 滴 定法
2）

に よ っ て 定 量 さ れ

て い る．一
般 に ， ア ミ ノ酸は こ う配溶離法 に より イオ ン

交換樹脂 カ ラ ム 又 は 逆 相系 カ ラ ム で 分 離 さ れ ，発色 試薬

で あ る ニ ン ヒ ドリ ン
3）

や 蛍光試薬 で あ る フ タ ル ア ル デ ヒ

ドの
，

フ ル オ レ ス カ ミ ン
S）と反応 さ せ る こ と に よ り検 出

さ れ る．こ の よ う な原理 を 用 い た種 々 の ア ミ ノ 酸分析装

置 が市 販 さ れ て い る が，高価で あ る た め安価 な簡易定量

法 の 開 発 が 望 ま れ て い る ．又，食品中の ア ミ ノ 酸 分 析 の

＊

徳 島大 学工学部 ： 770　徳島県徳島市南常三 島 2−1

よ う な，そ れ ほ ど 検出感度 を上 げる 必 要 が な い 場 合 に

は
，

こ れ ら既存 の 方法 は必ず し も最適 な分析方法 で あ る

と は 言 い 難 い．

　ア ミ ノ酸 の な か で 自然界 に 存在 し て い る α
一
ア ミ ノ 酸

は H ＋
を放 っ て 陰 イオ ン と な る ．こ の イオ ン は 二 座配

位子 と して 様 々 な 金属イオ ン に 配位 し て多彩 な 錯体種 を

つ く る．こ の う ち，二 価 の 金属 イオ ン で あ る銅 （II）イ

オ ン と α
一
ア ミ ノ 酸 の 1 ：2 錯体 は 平面 4 配 位 構 造 を 持

つ 中性分子 で あ り電荷は ゼ ロ で あ る．そ して ビス グ リシ

ン 銅 の 水溶液の 電導度 が通常 の 銅塩 に 比 して 異常 に 低 い

こ と が報告 さ れ て い る
6）．又，銅 （II）イオ ン と の キ レ ー

ト生成反応 を 電導度検出 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の バ

ッ ク グ ラ ウ ン ドの 除去 に 利用 し た例 が あ る
7）．Loscombe

ら は ， ア ミ ノ 酸 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー
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（HPLC ） で 分離 し た後，銅 （II）と反 応 させ ， 遊離 の 銅

イ オ ン 活量 の 減少 を 銅（IP イ オ ン 選 択性電極 で 測定 し

て 定量す る方法 を報告 し て い る
B）．

　本研究で は こ の ア ミ ノ酸
一ca　（II）錯体生 成 に よ る電 導

度 の 減 少 と紫 外 吸 収 の 増加を利用 し て ，イ オ ン ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー （IC）に よ る ア ミ ノ 酸の 分 析 法 を検 討 し た．

2　実 験

　2・1 装　置

　IC の 概略図 を Fig．1 に示 す．東 ソ
ー

製 ノ ン サ プ レ ッ

サ
ー型 イオ ン ク ロ マ トグ ラ フ IC −8010 型 （カ ラ ム恒 温

槽
・電 導 度 検 出器 内蔵型） に 同社製逆相系分離 カ ラ ム

TSK −
gel　ODS

−80Ts を装 て ん して 使用 し た．検出 器 に

は IC −80io 内 蔵 の 電 導 度 検 出器 及 び紫 外 検 出器

UV −8011 を 用 い た ，ポ ン プ は 同 社製 コ ン ピュ
ー

タ コ ン

トロ ール マ ル チポ ン プ CCMP を用 い
， 全 シ ス テ ム の コ

ン トロ
ー

ル 及 び データ処 理 に は 同社製 ス
ーパ ー

シ ス テ ム

コ ン トロ ー
ラ
ー SC −8010 を用 い た ．

　2・2　試　薬

　L
一ア ミ ノ 酸標準溶液 は，和光純薬製特級試薬を蒸留水

に 溶解 して leo　mg 　dmr3 に 調製 した．こ れ を冷蔵庫中

で 保存 し．用時，蒸留水 で 希釈して 使用 し た ．L
一
ア ミ ノ

酸分析用移動相 は，蒸留 水 を ア ス ピ レ
ー

タ
ー一

で 減圧 脱気

し た も の を使 用 し た．L
一
ア ミ ノ 酸反応用 en　（m 溶液 は，

和光純薬製特級試 薬 の 酢酸銅 （II）一
水和物 を 0．14g 採

り，蒸留水 1dm
−−

s
に溶解 して

，
ア ス ピ レ

ーターで 減圧

脱気 した も の を使 用 し た ．

　2 ・3　実験方法

　試料溶液 を過塩素酸 で 除 タ ン パ ク した 後，蒸留水 に て

適当 な 濃度 に希 釈 した も の を分 析試料 と し た ．前処 理 カ

ラ ム （東 ソ
ー，Toyopak 　ODS −S） を通 して イン ジ ェ ク

シ ョ ン バ ル ブ よ り 100　tilを 注 入 し ， カ ラ ム に て 分離 し

た，分 離 した 後，反応系 に て 銅 （II）イ オ ン と 反応 させ

て 電導度検出器 及 び紫外検出器 に よ り検出 し た ．電導度

検出器 及 び 紫外検出器 で 得 ら れ た 変化 をデ ータ 処 理 機

（シ ス テ ム コ ン トロ ーラー SC −8010） に 取 り込 み，ク ロ

マ トグ ラ ム を記録 して ピーク 高 さ を測 定 し，絶 対検量 線

法 に よ り定量を行 っ た．

3 結果 と考察

　3 ・1　ア ミノ 酸分析用銅 （II）溶液

　L
一ア ミ ノ 酸 と 反応 させ る 銅 （II）溶液 に 関 し て ，銅 塩

の 種類，濃度及 び pH に つ い て 検討 した．

4

Waste

回

Fig．　 l　Schematlc　d孟agram 　of 　ion　chromatography

1： elucnt ；2： Gu2 ＋
solution ； 3 ： pump ； 4： sample

両 e ・t・・； 5 ： analyti ・ ・1　 c ・ lumn ； 6 ・ reacti ・ n ・・il； 7：

oven ；8 ： conductometric 　detector；9 ： integrater ；10：

UV 　detector

　銅 塩 と し て 酢酸銅 （II）一
水和物，硝 酸 銅 （II）三 水和

物，そ して 硫酸銅 （II）五 水和物の 3 種類 に つ い て ，そ

れ ぞ れ 7× 10L4
’
　mol 　dm

− 3
の 水溶液 に 調製 し，　 Fig．1 に

示 さ れ る IC に 適 用 して そ の 有効性 に つ い て 調 べ た ．サ

ン プル と して 4 種類 の ア ミノ 酸 （バ リン ，メ チ オ ニ ン
，

ロ イ シ ン，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の 混合溶液 を用 い て そ の

ク ロ マ トグ ラ ム を 調 べ た と こ ろ，酢酸銅水溶液 （pH 　6）

の 場合 ， 電導度検出 に よ る も の は原 理 ど お り負の 方向 に

ピー
ク が 確認 さ れ た．一方硝酸銅水溶液 （pH 　6）及 び

硫酸銅水溶液 （pH 　6）の 場合 ， 共 に 正 の 方向 に ピーク

が 生 じ た．又，紫外検出器 （検出波長 225　nm ） に よ る

ク ロ マ トグ ラ ム は酢酸銅水溶液 を用 い た 場合，他 の 2

種類 の も の と比較 して か な り 高 い ピーク が 観察 さ れ た

（Fig．2）．こ れ は 酢酸銅水溶液 で は ア ミ ノ 酸 と銅 （II）イ

オ ン の 2 ： 1錯体 が 形成 さ れ，硝酸銅及 び 硫酸銅水溶液

で は 1 ：1 錯体 が 形成さ れ て い る も の と考 え られ る．な

ぜ な ら 1 ； 1 錯 体 と 比 較 して 2 ： 1 錯体 は 電荷 が な く，

銅 に 対す る配 位数 が 多 い た め に 220nm 付 近 の 吸 収 が 増

加 す る か らで あ る．酢酸銅水溶液 を反応液 と して 用 い る

こ と に よ り安定 な 2 ： 1錯体 を 穏和 な 反 応条件 で 形成 で

き
，

か っ 紫外検出器 に よ る ピー
ク も感 度 が 良 好 で あ る こ

と か ら，本法で は ア ミノ酸反応用銅塩 と して 酢酸銅 （II）

を 使用 す る こ と に した．

　溶 離 液 流 量 が 0．4cm3 　min
− t
，反 応液流量 が 0．5　cm3

mlnrl の 操作条件 の も と で 酢酸銅 （II）溶液 の 濃度 を

10
− − 10

− 3mol 　dm
‘−
3
まで変化 さ せ た と こ ろ，7XIOrr4

mol 　dm
− 3

で 感度 が最 も高 くな っ た （Fig，3＞．又，酢酸

銅 （II）溶液 の pH を酢酸及 び 水 酸化 ナ トリ ウ ム で 調整

して 反応液 pH の 影響 に つ い て 調 べ た．酢酸 銅 水 溶 液

N 工工
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〉
聶
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Fig．2　Effect　ofion −pair　species 　of 　copper （II）
CQIumn ： TSK −gel　ODS −80Ts ； Detector： conducto −
metric −UV ； Flow　rate ： O．4　cm3 　minLt （eluent ），

0．5
・rn3　mi ・

一
’

（C ・
2＋

・・1・・i・ n ）； C ・且・ m ・ temp ・・at ．，e 、

35℃ ； （1）： Cu （CHsCOO ）2； （2）： Cu（NO3 ）2； （3）：

CuSO4 ；a ）conductometric 　detection

　 3 ・2 操作条件

　本法 で は検出器 に 電導度検出器 を使用 す る た め に ，高

濃度の 塩 の 水溶液 を 溶離液 に 使用 す る イ オ ン 交換樹脂 カ

ラ ム で の ア ミ ノ 酸 の 分離 は 不適切 で あ る．Loscombe

ら
e＞は ，移動相 に 水 を用 い て逆 相系 カ ラ ム で ア ミノ 酸を

分 離 して い る．移動相 に 有機溶媒を添加 し た 場 合 の ピー

ク に 及 ぼ す 影響 を検討 した．ア セ トニ トリル ，メ タ ノー

ル （そ れ ぞ れ 10％ 水溶液）， 水 の 順 に ア ミ ノ酸 の 保持

時間 が 長 く な り．分離 が よ く な る 傾向が 見 ら れ た．そ こ

で 本法 で は 水 を移 動 相 に 用 い，流 量 は O．4　cm
コ
　minrm 　

t
と

した．

　カ ラ ム 温度 を 35〜50℃ ま で 変化 させ た とこ ろ，高温

に な る に つ れ て デ
ー

タの 再 現 性 が 乏 し く な っ た．又，室

温 と近 い 温 度 で は 恒温 槽 の 温 度制御 が 不正確 に な る た め

に
， 室温 〔25℃ ）よ り 10℃ 高 い 温 度 （35℃） に 設定 し

て 実験 を行 っ た ，

　銅 （ID イ オ ン と ア ミ ノ 酸の 反応 を 行 う反 応 コ イル の

畏 さを 0．5〜4．0　m ま で 変化 させ た とこ ろ，長 く な る に

つ れ て ベ ー
ス ラ イ ン が 安 定 し再現性 が よ く な っ た．そ こ

で 内径 0．4mm で 長 さ 4．Om の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ コ イル

を用 い た．

〉

日
＼｝
葛回
遷
漏

器
畠
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／

20
　 0　　　0．2　　　0．4　　　0，6　　　0．8　　　1　　　L2

Fig・3Copper

（II）solution ： Cu （CHsCOO ）2　 was 　 dissolved
in　water ．　 Column ： TSK −ge且ODS

−80Ts ； Detector：
・・ nd ・・t・ m ・t・i・ ； Fl・ w ・at・ ・ 0．4 ・ m3

　
mi ・

一］

（・1・・ nt ＞，

O・5 ・m3 　min
−

’

（Cu2
＋

・・1・ti・ nl ； C ・1・ m ・ t・ mp ・ ・a −
ture ：　35

°C

　 　 　 　 　 Cu2Vmmol 　 dm −3

E旺bc［ of 　concentration 　of 　copper （II）ion

そ の も の の pH は 6 で あ り，そ れ よ り高 く な っ て も低

くな っ て も 感度 が 下 が っ た ．よ っ て 反 応 液 の pH 調整

は 行わ な い こ と に した．

　3 。3　ア ミノ 酸 の 分離

　3・2 で 得 ら れ た 実験条件 の も と で L
一ア ミ ノ 酸 を分析

し た とこ ろ ， ア ス パ ラ ギ ン 酸，グ ル タ ミ ン 酸，ヒ ス チ ジ

ン は ピー
ク が ブ ロ ードに な り，ア ル ギニ ン

， リ ジ ン は 感

度 が悪 か っ た．しか し ， そ れ以外 の ア ミ ノ酸 は良 好 な ク

ロ マ トグ ラ ム が 得 ら れ た．保持時間 の
一

覧 を Table　1

に 不 す．こ れ か ら分 か る よ う に グ リ シ ン，ア ラ ニ ン ，ア

ス パ ラ ギ ン ，グル タ ミ ン
，

セ リ ン ，シス テ イン，トレ オ

ニ ン が 同時溶出す る こ と が 分か っ た．今回 はバ リ ン，メ

チオニ ン ，ロ イ シ ン，チ ロ ジ ン ，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に つ

い て ，同 時定 量 を 行 っ た．な お こ れ ら の ア ミ ノ酸標準溶

液 の ク ロ マ トグ ラム を Fig．4 に 示 す．

　 3 ・4　実際試料の 分析

　絶 対 検 量 線 法 を用 い て 実際試料 1し ょ う ゆ ）中の ア ミ

ノ酸の 分 析 を行 っ た，

　分 析 の 対象 と な る ア ミ ノ 酸 の 検 量 線 を 10〜　100　mg

dmU3 の 濃度範 囲 で 作 成 した．い ず れ の ア ミ ノ 酸 に っ い

て も，又電導度，紫外 の い ずれ の 検出器 に つ い て も良好

な直線関係 が得 られ た （相関係数 0．999 以上 ）．

　市販 の し ょ う ゆ は 蒸留水 で 5 倍 に 希 釈 し た．こ の と

き に 得 られ た ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．5 に 示 す．電導度

検出器 で得 られ た もの は妨害 ピー
ク に の み こ まれ て

一部
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Table　 l　 Retention　time 　of 　amino 　acids

Amine 　 Retentien 　time ／　 Amino 　 Retention　 time ／
acid 　　　　　 mln 　　　　　 acid 　　　　　 min

柳

融

恥

衝

漁

魂

 

恥

 

566777884555555556 胤

 

恥

 

距
恥

 

恥

恥

6．87
，98
．89
．410
，613
．418
，337
．4

Amounts 　 of 　amino 　 acids ： 0，1 μmol 　 each 　l　 Detector：
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Time ／min

4 Fig ・5　Chromatogram　of 　free　amlno 　acids 　in　soy

sauceColumn

： TSK −gel　ODS
−80Ts ；Detector； UV ；Fbw

rate ： O．4　cm3 　min
− 1

（eluent ），
0，5　cm3 　min

− 1

（Cu2
＋

s・luti・ n ）； C ・lumn 　 tempe ・atu … 35℃ ； 1： Val ； 2：

Met ；3 ： Leu ；4 ； Tyr ；5 ； Phe

Table　2　Detcrmination　of 　free　amino 　acids 　in　soy

　 　 　 　 sauce

Amlno 　 acidConcentration
／

　 mg 　dm
− s RSD

，
％

0 10Time

／min

20

Fig．4　Chromatogram 　of 　standard 　amino 　acids

Column ： TSK −ge皇ODS −80Ts ；Detector： UV 　I　Flow

・ at ・ ・ O．4 ・m3 　mi ・

一
且

（・1・・nt ），
0．5 ・m3 　mi ・

一
且

（C ・
2 ＋

soiution ）； Co 旦umn 　 temperature ： 35℃ ； 1： Val ； 2 ：

Met ；3： Leu ；4 ： Tyr ；5 ： Phe

ValMetLeuTyrPhe 128912835085

（99†
）

1．94
．12
．47
．94
．2

（3．0）

†Conductometric　detection．　Each　analysis 　was 　rcpe −

ated 　five　times ．　Detecter： UV （220　nm ）

い も の と考え られ る．

し か 定量 で き な か っ た が，紫外検出器 で 得られ た も の は

定 量 可 能 な 5 種 類 の ア ミ ノ 酸 を 確 認 す る こ と が で き た ．

実際試料 の 分析 を分析時間 25分 で 5 回連続操作を行 っ

た が，ベ ー
ス ラ イ ン の 変動 は 見 み ら れ ず ，データの 相対

標準偏差 も良好 な も の で あ っ た．こ の 分析結果 を Table

2 に 示 す．

　本法 は ア ミ ノ 酸分析用試薬 と し て 酢酸銅 （II）溶液 を

用い る こ と に よ り，ア ミ ノ 酸 の 検出 を可能 に し た も の で

既存の 方法 に 比 べ て 反 応 条 件 が穏 和 で か つ 簡単で あ る た

め に
， 特定 の ア ミ ノ

．
酸の 簡易定 量 法 と し て 利用価値 が 高
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要 旨

　ノ ン サ プ レ ッ サ ー型 イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ を用 い た 新規 な ア ミ ノ 酸 の 分析法 を 開発 し た．本法 で は 酢

酸銅 （II）水溶液 を 用 い る ポ ス トカ ラ ム 法 に よ り ア ミ ノ 酸 を電 導度／紫外検出 し た，ア ミ ノ 酸 は，
ODS −SO　Ts （5　yrri）カ ラ ム （150　mm × 4．6　mm 　i．d．） に よ っ て 水 で 逆 相分離 さ れ た．銅 （II）イオ ン と し

て 0、7　mmol 　dm
− 3

の 酢酸銅 （II）水溶液 を用 い る と pH 調整 を必要 と せ ず，又 ポス トカ ラ ム 反応条件 も

穏和 な もの で あ っ た ．本法 に よ り 5 種類の ア ミ ノ 酸 （バ リ ン ，メ チ オ ニ ン ，ロ イ シ ン ，チ ロ ジ ン，フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン ）が 分離さ れ た．上 記 5 種類 の ア ミ ノ 酸 の 検量線 は 10− 100　mg 　drn
− 3

の 範囲 で 優 れ た

直線関係 を示 し た．市販 の し ょ う ゆ 中の 遊離 ア ミ ノ 酸の 分析に 本法 を適用 し た と こ ろ，良好 な結果 が 得

られ た．
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