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　In　chromatographic 　analysis ，　a．　suitable 　derivatization　of 　the　functional　groups 　has　sometimes

becn　used 　to　enhance 　the　sensitiVity 　and 　selcctiVity 　for　detection．　 Transfotming　low　molecular
organic 　acids 　to　the　correspondi 孕g　2−nitrophenylhydrazide 　deriVatives　has　been 　more 　extensively

used 　as 　a　suitable 　derivatization　method 　fbr　Iiquid　chromatographic 　UV −VrS　detection．　 In　the
present　study ，　liquid　chromatography ／mass 　spectrometric （LGMS ）detecdon　with 　electro 　spray

ionization　was 　successfUlly −app 且ied　to　the 　ana1 アsis　of 　low−molecular 　organic 　acids ，　glycolic，
　acetic

，

lactic・ 2−hydroxy−n −but卿 c・propionic　and ？z−but麺 c　acid 　as　their　2−nitrophenylh アdrazide　deriva尸
tives．　 Of 　a   ge　of 　anal 外ical　conditions 　that　were 　tested，山 e 　optimum 　results 　were 　obtained

by　using 　 reversed −pha合e 　 liquid　 chromatography 　 and 　 a　 mixture 　 of 　 methanol ／water 　 or

methano1 ／ammonium 　fbrmate ．．　 The 　I）ositive −and 　negative −ion　spectra 　of 　2−nitrophenylhy −
drazides　of 　the 　org 跏 ic　acids 　showed 　molecular −related 　ions

， ［M ＋ H ］
＋

and ［M − H ］；whose 　ions
w ・・eth ・ m ・ ・t ・bund ・nt ・・e・pectivelア・ Th ・・ effe ・ts ・f　the　ch ・・ m ・t・9職 phic　an 礁i・ ni ・ati ・ n 　para−
meters ，　mobile 　phase，　concentration 　of 　ammonium 　formate ，　pH 　and 　cone 　voltage 　on 　the 　sensi −
tiVity　and 　linearity　were 　examined ・ Lincar 　plots　of　the　peak　area 　v βrsus 　the 　cQncentration 　were

obtained 　f（）r　MS 　detectlon　over 　the 　range 　of　O．05〜10．geM　for　propionic　acid 　and 　O．1〜10 μM
fbr　lacdc　acid ．　 Full−scan 　mass 　spectra 　were 　readily 　obtained 　from 　34　nM 　of 　n−butyric　acid 　deriv−
ative ，．while 　a　limit　of 　detection　of　1．4　nM （signal −t（》 noise 　ratio 　3）was 　attained 　in　the 　selccted −ion
monitoring 　mode ．　 Thcse 　results 　shbwed 　that 　2−nitrophenylhydrazide 　of　low　molecular 　organic

acids 　contributes 　to　the　enhancement 　of 　the 　LC −MS 　detection　compared 　with 　their 　UV −VIS
detection．

Kayzvo，zls ：．　L〔｝MS ；2−nitrophenylhydrazide 　derivative；low−molecular 　organic 　acid ；electrospray ，

1　緒 言

　有 機酸 は，食品中 に 味成分と して多く含 ま れ，品質管理

上重 要 な意 味を 持つ 成分 と して 知 ら れ て きた
1）．ま た近年

で は ， 酸 性 降下 物 な どの 環境 モ ニ タ リ ン グの 対象 と して 有

機酸 の 測 定が 行 わ れ る よ うに な っ た
2，
− 1）．更 に各種疾患時

にお い て，血 中の 有機酸存在比 が平常時とは異 な るパ ター

1
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ン で 現 れ る こ とが分 か っ で お り，有機酸 が体内の コ レ ス テ

ロ・一ル 値を 下 げ る働 きやが ん の 予防 に役立 つ こ と と併 せ

て，保健や 医療面 に お い て もそ の 分 析 の 意 義 は大 きい
5）．

　従来有機酸 の 測 定 に は，イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

や ガ

ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よる 分析法，高速液体 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

（HPLC ）を用 い た 紫外領域 の 直接検 出 法
6）
，ま

た 紫外誘導体 化 や 蛍 光 誘 導体化 と組 み 合 わ せ た HPLC7 ）s）

が用 い られ て きた が ，
い ず れ も分離 や 感度の 面か ら十 分 に

満足 され る もの で は な か っ た．三 輪 らは ，有機酸 を 2一二

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

924 BUNSEKI 　KAGAKU Vol．52　　（2003）

トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ン 塩 酸塩 （2−NPH ・HCi ＞ と 1一エ チ

ル ー3−（3一ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ）カ ル ボ ジ イ ミ ド塩 酸塩

（1−EDC ・HCI ）の 存在下で 反応させ，酸 ヒ ドラ ジ ドと して

紫外 ・可 視領域 に お い て 検出す る HPLC を報告 して い

る
9〕．

　一
方，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
／質量分析法 （LC ／MS ）

は ， 高感度 な分析 が 可 能で あ る こ と と，物質の 同定 に 有効

なマ ス ス ペ ク トル情報が得られ る こ とか ら ， 有力 な分析手

段 と して 非常 に 多くの 分野で 用 い られ て い る．有機酸を酸

ヒ ドラ ジ ドと して LC ／MS を行うこ とは，誘 導体 化 反 応 の

高 い 官能基選択性 に加えて ，マ ス ス ペ ク トル 上誘導体 に特

異 的 な質量 数が 観察 され る と考え られ る こ とか ら，有機酸

の 同定を よ り確実 な もの にする．HPLC に よ っ て 分析 さ れ

て きた 多 くの 物質 に つ い て，LG ／MS の 検討が 十 分 に行 わ

れ て お らず ， 有機酸 の 誘導体 の 分析 に つ い て も LC ／MS を

用 い た例 は ほ とん ど見 られ ない ．こ の 方法が実用的なもの

と な る た め に は，検出感度 の 問題 など基礎的デ
ー

タ の 集積

が必要 で ある．

　本研究で は，有機酸 に 対す る微量分析法 と して ， 酸ヒ ド

ラ ジ ドの 形成 に基 づ くLG ／MS の 有用性 を検討す る 目 的

で ，各々 の 有機酸の 計測 にお け る分析条件 の 最適化を行い ，

定量下限 を求め た．

2　実 験

　 2・1 試 　 薬

　本研究で 誘導体化 の 対象と した 有機酸 は
，

モ ノ カ ル ボ ン

酸で あ る酢酸 （和光純薬製），プ ロ ピ オ ン酸 （SIGMA 製），

n 一酪酸 （SIGMA 製）及び ヒ ドロ キ シ カ ル ボ ン 酸 で あ る グ

リ コ ール酸 （東京化成製）， L−（＋ 〉一乳酸 （SIGMA 製），　 DL −

2一ヒ ドロ キ シーn一酪酸 （和光純薬製〉の 6 種類 で あ り，い ず

れ も市販 の ナ トリ ウ ム 塩 を用 い た．こ れ らの 有機酸 はすべ

て 100mM の 水溶液 と して 調製後， 適宜希釈 して 使用 し

た．誘導体化試薬 で あ る 2−NPH ・HCI （東京化成製）及び

1−EDG ・HCI （SIGMA 製） は，エ タ ノ
ー

ル で 溶解 し，そ れ

ぞ れ 20mM ，250　mM に 調製 し た，ピ リジ ン （和光純薬

製） は 3％ （v ／v ） の エ タ ノール 溶 液 と して 調製 し，水酸化

カ リ ウ ム （和光純薬製） は 15％ （W ／V）の メ タ ノ ール 水溶

液 （80 ：20） と し て 調製 し た．移 動 相 溶媒等，他 の 試薬

は すべ て 市販 の 試薬特級 を 使用 し，純 水 は Milli−（｝シ ス テ

ム に よ り精製 した もの を用い た．

　2・2 装置及び 分 析条 件

　LC の 送液部 に，　 PU −980 （日本分光製）を用 い ，カ ラ ム

と し て 資生 堂 製 Capcell　Pak　Cl8　UG120 （1．5　mm 　i．d．×

250　mml ） を用 い た．カ ラ ム 恒温 槽 と し て NANOSPACE

SI−12004 （資生 堂 製 ） を用 い
，

カ ラ ム 温度を 40℃ に設定

し た ．検 出 器 に は，UV −VIS 検出器 （UV −970 ，セ ル 容量 ：

2．6 μ1，光路 長 ： 5mm ，日本分 光製）及び質量 分析計 （VG

Quattro　II，　 Micromass 製 ） を接 続 して 用 い た．移 動 相 と

して ，LC ／UV （検出波長 230　nm 又 は 400　nm ）分析 に お

い て は，メ タ ノ
ー

ル ／20mM リン酸 二 水素 カ リウ ム 水溶液

（pH 　4，5）（50 ： 50）を用 い
，　 LG ／MS に お い て は ，

メ タ ノ

ー
ル ／20mM ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 （50 ：50）を流 量

O．1　 ml ／min で 用 い た．　 MS 部の イ オ ン 化法 と して エ レ ク ト

ロ ス プレ
ー

イオ ン化 （ESI）法 を用 い ，　 ESI 法 に おける イ

オ ン 源温度 を 100℃，キ ャ ピ ラ リ
ー

電圧を 3．2　kV と し，

コ ーン 電 圧 は各試料 の 最 適値を設 定 した上 で ，正 イ オ ン 及

び負イ オ ン 化 モ ードで マ ス ス ペ ク トル を記録 した．マ ス ス

ペ ク トル の 測定に は 全 イ オ ン モ ニ タ リ ン グ （TIM ）モ ード

を使用 し，その 測定質量 範囲 は mfz 　100〜500 と した．ま

た，定量下 限の 測定は，選択 イオ ン モ ニ タ リン グ （SIM ）

モ ードで行 っ た．

　2・3　誘導体化反応

　誘導体化反応 は 文献
9｝
に 従 っ て ，ピ リジ ン 溶液 200 μ1に

1−EDC ・HC1 溶液 200 μ1を加えた溶液 に対 して ，　 l　mM に

調製 した 有機酸標準試料溶液 100 μ1及 び 2・NPH ・HGI 溶液

200μ1を加 え た．60℃ で 20 分 間加 熱 した 後 ， 水酸化 カ リ

ウ ム 溶液 100 μ1 を加 え，60℃ で 20 分 問 加熱 した ．こ の

反 応液を室温まで 冷却 した 後，リ ン 酸緩衝溶液 （pH 　1．5）

2．4　ml 及 びエ ーテ ル 5ml を加え，3000　r．p．m ．で 5 分間遠

心 分 離を行 っ た 上で，上層を回収し，窒素気流下で エ
ー

テ

ル を蒸 発 させ た 後 ，残 留物 を 100 μ1の メ タ ノ ール で 再溶

解 し，適宜希釈 して 5 μ1を LC／UV 又 は LC ／MS に 導入 し

た．

3 結果及び考察

　3・1 有 機 酸 ヒ ドラ ジ ドの マ ス ス ペ ク トル

　本法 に お い て誘導体化 の 対象と した 有機酸 は，モ ノ カ ル

ボ ン酸及び ヒ ドロ キ シカ ル ボ ン 酸 で あ り，ヒ ドロ キ シ カ ル

ボ ン酸 の ヒ ドラ ジ ド誘導体 の 場合 に は，水 酸 基 を そ の ま ま

残して い る こ とか ら，負イオ ン モ ードの 検出が 有利で あ る

と考え られ る。こ こ で は，対象 とな る有機酸 ヒ ドラ ジ ドが

どの よ うな イオ ン 形 態で検出で きる か とい う基 礎的 な情報

を 収集す る た め に ， 移 動相 として メ タ ノ
ー

ル ／水及 び メ タ

ノ
ー

ル ／ギ 酸ア ン モ ニ ウム を用 い た 場合 につ い て，正 及 び

負 イ オ ン 化 モ ードに よ る マ ス ス ペ ク トル の 記録 を行 っ た．

更 に ， 各条件下 にお ける検出感度 を比 較す る こ とで
， 有機

酸 ヒ ドラ ジ ドの LC ／MS 測定 にお ける 最 も適 した 移動相の

種類 及 び イ オ ン 化モ
ードを決定す る こ と と した．

　6 種類 の 有機酸 ヒ ドラ ジ ドに対 して ， 移 動 相 と し て メ タ

ノ ール ／水を用 い て 測定 した 結 果，すべ て の ヒ ドラ ジ ドに

つ い て 正 及 び負 イ オ ン 化 モ ードに よる 分子 量関連 イ オ ン の

検出が可能で ある こ とが 分 か っ た ．こ の 結果を Table　1 及

N 工工
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Table　l　Relative　in　tensities　of 　the　positive−ions　in　ESI 　mass 　spectra 　of 　2−nitrophenylhydrazidesof 　carboxylic 　acids

Carboxylic　acid
Retention　time ／

　 　 min

m ／z （relative 　intenSity，％ ）

［M ＋H ］
’ 　　　 十

［M ＋ Na 】 ［M ＋ K ］
＋

Acetic　acid

Propienic　acid

η
一Butyric　acid

Glycolic　add
（L）一（＋ ）−Lactic　acid
DL −2−Hydroxy・n・butyric　acid

5．35
．98
．2・

4．95
，66
．7

196 （35）

210 （73）
224（77）
212（23）
226（52）
240（100）

218 （100）
232 （100）
246 （100）
234 （100）
248 （100）
262 （95）

234 （41）

248 （45）
262 （46）
250 （45）
264 （49）
278 （49）

LC ／MS 　conditiOns ： mobile 　phase，　methanol ／w 尹ter （50 ：5  ）；ionization　mode ，ESI−positive；cQne 　voltage ，25　V
．

Table　2　Relative　intensities　of 　the　negative −ions　in　ESI　mass 　spectra 　of 　2−nitrophenylhydrazides 　of 　carbox アlic　acids

Carbos アlic　acid
Retention 　time ／

　 　 min

魏 （relative 　intensity，％ ）

［M
−H ］ ［M ＋ Cl］ ［M ＋ EtOH −H ］　　 ［M ＋ 90−H ］

Acetic　acid
Propionic　acid
n −Butyric　acid
Glycolic　acid

（L）
一
（＋ ）

−Lactic　acid
D レ 2・Hydroxy −n −butyric　acid

Qり
FDQ

σ
炉
D8

戸
0

4宀
PD64

▲
4亠
5

194（100）
208 （100）
222 （100）
210 （100）
224 （IOO）
238 （100）

230（4．2）
244（4．8）
258 （5．4）

246 （2．4）

260 （1，1）
274（2，8）

240 （8，6）
254 （6．7＞
268 （4．8＞
256 （Ll ＞

270 （0．5＞
284 （0，5）

284 （2，9）
298 （2．5）
312 （2ユ）
300 （4，2）
314 （2，4）
328 （L9）

LC ／MS 　conditions ： mobile 　phase，　methano 艮／water （50 ： 50）；ionization　mode ，　ESI−negatlve ；cone 　voltage ，25　V

Table　 3Relative　intensi　ties　of 　the　posi，tive−ions　in　ESI　mass 　spectra 　of 　2−nitrophenylhydrazides 　of 　carboxylic 　acids

Garb・xylic　acid
Retention 　tirhe／

　 　 min

m ／： （relative 　intensity，％ ）

　　　十
［M ＋ H ］ ［MtNH4 ］

＋

［M ＋ K ］
＋

Acetic　acid

Propionic　acid

n −Butyric　acid
G 且y⊂ olic 　acid

（L）一（＋ ）−Lactic　acid
D レ 2−Hydroxy−n−butyric　acid

5．46
．16
．75
．05
．3

ら．4

196 （100）
210（100）

224（100）
212（100）
226（100）
240（100）

213（22）
227（40）
241（25）
229（40）

243（22）
257 （II）

234 （28）
248 （15）
262 （10）
250 （19）
264 （17）
278 （2）

LC ／MS 　conditions ： mobile 　phase，　methanol ／20　mM 　ammonium 　fbrmate （50 ： 50）；ionization　mode ，　ESI−poshive；cone 　vQltage ，20　V

び Table　 2 に ま とめ た が，正 イ オ ン化モ
ー1ドに お い て は

，

すべ て の 有機酸 に つ い て 分子量関連イ オ ン と し て 主 に

［M ＋ Na ］
＋

．の イ オ ン が 強い 強度 で 得 られ，併せ て ［M ＋

H ］
＋

や ［M ＋ K］
＋
の イ オ ン が 観察 さ れ た．こ こ で検出 さ れ

た ［M ＋ Na］
＋

イオ ン は ， 移動相と して用 い た水中の Na
÷

の

影響を受けて い る と考え られ，移動相 を作り替えて 繰 り返

し測定を行 っ た結果 ，
ス ペ ク トル の 再現性 に乏しい こ とが

分 か っ た．一
方， 負イ オ ン化 モ

ードにお い ては，6 種すべ

て の ヒ ドラ ジ ドに つ い て ［M − H ］
一
が 強い 強度で 得 ら れ，

他 に ［M ＋ C1］
一
や ［M ＋ EtOH − H ］

”
カStわずかに 観察され る

程度 の 非常 に シ ン プ ル な マ ス ス ペ ク トル が得 られた．

　次 に ，移動相 をメ タ ノ ール ／ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム と し て

LC ／MS で 測定 し た と こ ろ ， 正 及 び負 ど ち らの イオ ン化 モ

ー
ドに お い て もすべ て の 分子 量 関連 イ オ ン が検 出 され る こ

とが 分か っ た．その 結果を Table　S 及 び Table　4 に ま とめ

た．すな わ ち ， 正 イ オ ン 化 モ ードに お い て は，すべ て の 有

機酸 にお い て プ ロ トン付加 イ オ ン ［M ＋ H ］
＋

が強い 強度 で

観察され，他 に ［M ＋ NH4 ］
＋

や ［M ＋ K ］
＋

の イオ ンが 観察 さ

れ た．こ こ で 得られた正イオシ化モ ードの マ ス ス ペ ク トル

は，移動相 と して メ タ ノ
ー

ル ／水 を用 い た 場合 に比 べ て 再

現性 が 良い こ とが 分か っ た．ま た Table　4 か ら明 らか な よ

うに ， 負イオ ン化 モ 甲ドにお い て は ， 先 の メ タ ノ
ー

ル ／水

の 場合 と同様に シ ン プ ル なマ ス ス ペ ク トル が得 られ る こ と

が 分 か っ た．

　Fig．1 に 6 種の 有機酸 ヒ ドラ ジ ドに対 して ，移動相 とし

て メ タ ノ ール ／水及 び メ タ ノ
ー

ル ／ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム を用

い た 場合 の 正 及 び 負 イ オ ン 化 モ ードで の 感度比 を示す．

Table　 l か ら Table　4 まで の 条件 に お ける 各有機酸 ヒ ドラ

ジ ドの 検出感度 は，メ タ ノ ール ／水を移動相 と して 用 い て

負 イ オ ン 化モ ードで 検 出 す る方 法 が 最 も高 感度 で あ っ た．．
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Table　4　Relative　intensities　of 　the 　negative −ions　in　ESI　mass 　spectra 　of 　2−nitrophenylh アdrazides　of 　carbox アlic　acids

Carboxylic　acid
Retention　time／

　 　 min

m ／z （relatiVe 　intenSity，％）

［M
− H ］

一
［M ＋ Gl］ ［M ＋ EtOH − H ］

一
　 ［M ＋ 90 − H ］

Acetic　acid

Propioni ⊂ acid

n −Butyric　acid
G 且ycohc　acid
（L ）一（＋ ）−Lactic　acid
DL −2−Hydroxy−n −butン  c　acid

870

げ
582

4凡
pD64

丞五
舮
O

194 （100）
208 （100）
222 （100）
210 （10〔1）
224 （100）

238（10  ）

230 （3，9）
244 （5．D258

（5．1）
246 （2．4）
260（1．6）
274（3．9｝

240 （7．4）
254 （6．1）
268 （5．2）
256 （3．5）
270 （3．5）
284 （3，1）

284 （1，6）
298 （1．2）
312 （1，1）
300 （1．8）
314（L8）
328（1．1）

LC ／MS 　conditbns ： mobile 　phase ，　methanol ／20　mM 　ammonium 　forrnate（50 ：50）；ionization　mode ，ESI−negadve ；cone 　voltage ，20　V
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Fig．1　Effects　of 　mobile 　phase　and 　ionization　mode
on 　appearance 　of 　ion　currems 　 of 　 molecuiar −related
ions　of 　2−nitrophenylh アdrazides　of 　each 　carboxylic 　acid

LG ／MS 　conditions ： 圏 ，
Mobile　phase，　methanol −water ；

ioniz飢 ion　 mode ，　 ESI −positive； 羈，　 mobile 　phase，
methanol −20　mM 　ammonium 　 fbrmate ； ionization

mode ，　ESI−positive；圜，mobile 　phase，　methanol −water ；

ionization　 mode ，　ESI−negative ； 翻 ，　 mobile 　phase ，
methanol ／20　mM 　 ammonium 　 fbrmate ； ionization
mode

，
　ESI−negative

LC ／MS に お い て は，移動相成分 や 試料中の 未反応試薬由

来 の イ オ ン が マ ス ス ペ ク トル 上 に 反映 さ れ る 可能性 が あ

り， 定量 の 精度を考慮す る と， シ ン プル なス ペ ク トル を与

える ほ うが 望 ま しい と考え られ る．こ こ まで の 検討 で は，

メ タ ノ
ー

ル ／水 を 移 動相 と した と き の 負 イ オ ン 化 モ ードに

よ る検出方法が，検出感度及び得 られ る ス ペ ク トル の 面か

ら最 も適当で あ る と考 え られ る が，数種の 有機酸 ヒ ドラ ジ

ドの ピー
ク が リー

デ ィ ン グ を起 こ して お り，定 量 精 度 に 問

題 を 残す．こ の 結果 よ り本研 究 で は ， 定量 の 際 に観察す る

基 準 イ オ ン と して ，メ タ ノ ール ／水を移動相 とした負イオ

ン 化 モ ードで の ［M − H ］
一
イ オ ン ，及 び メ タ ノ ール ／ギ 酸

ア ン モ ニ ウ ム を移 動相 と した正 イ オ ン 化 モ
ー

ドで の ［M ＋

H ］
＋

イ オ ン を用 い る方法 に つ い て 最適化 を図る こ と と し

た．

Fig。2　Effects　of 　the　concentration 　 of 　ammonium

formate 　on 　appearance 　of 　ion 　currents 　of 　protonated
molecules 　 of 　2−nitrophenylhydrazides 　 of 　 each 　 car −

boxアlic　acid

盥，Acetic　acid ； 鸚 Propionic　acid ；讎，　Glycolic　acid ；

蠶 ，La α ic　acid ； LC ／MS 　conditions ： Mobile　phase，
methano ］／ammonium 　fbrmate （50 ： 50＞；Ionization
mode ，　ESI −positive

　3・2 塩濃度及 び pH 値 の最適化

　LC ／MS 計測 に お い て，　 LC の 分離 パ ターン を 向上 させ

る た め に 移動相 に緩衝溶液を加える こ とが 多く行 わ れ る

が，一
方 で こ の 移動相 に 加 え る緩衝 溶液の 組成 が 質量分析

計 （MS ）の 検出感度へ も影響 を及 ぼ す．本研究で は移動

相 に加える緩衝溶液 と して ギ酸 ア ン モ ニ ウム を用 い ，その

塩 濃 度 及 び pH が，　 LG の 分離パ タ ーン 及 び MS の 検 出 感

度 に与える影響 を調べ た．その 結果，負 イ オ ン 化 モ ードに

お い て は 既 に Fig．1 に 示 した よ うに，緩衝溶液 を加 え る

こ とで ピーク の リ
ー

デ ィ ン グ は解消 され る もの の 感度の 低

下 が 観察 された．

　Fig．2 に 4 種類の 有機酸 ヒ ドラ ジ ドに対 す る緩衝溶液の

塩 濃度が MS の 検 出 感度 に与 える影響を，　 Fig．3 に緩衝溶

液の pH が MS の 検 出 感 度 に与 え る 影響 を示 し た．こ の 結

果か ら分 か る ように ， 正 イ オ ン化モ
ー

ドに おい て は，ギ酸

ア ン モ ニ ウ ム の 塩濃度及び pH が い ず れ もLC の 分 離パ タ
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Fig．3　EffectS　of 　pH 　in　mobile 　phase　on 　appearance

of 　ion　currents 　of 　protonated　molecules 　of 　2−nitro −

pheny正hydrazides　of 　each 　carbox アlic　acid

驪，Acetic　acid ；1鑿，　Propionic　acid ；讎，　Glγcolic 　acid ；

靆 ， Lactic　acid ；LG ／MS 　conditions ： m6bile 　phase，
methanol ／20　mM 　 ammonium 　fo  ate （50 ：50）；ion−

iz飢 ion　moqe ，　ESI −positive．

Fig．4　Effects　of 　cone 　voltage 　on 　appearance 　of 　posi−

tive　ion 　currents 　of 　protonated　molecules 　of 　2−nitro −

phen ｝
Tlhydrazides

　of 　each 　carboxylic 　acid

驪，Acetic　acid ；羅1，　Propionic　acid ；園，　Glycolic　acid ；

鑼，Lactic　acid ；LC ／MS 　conditions ： mobile 　phase ，
methanol ／20　mM 　 ammonium 　formate （50 ：50）；ieh−
ization　mode ，　ESI−positive

一ン に ほ とん ど影響 を与 えず，MS の 検出 感度 に対 して 大

きな影響 を与 え る こ とが 判明 した．この 結果か ら，正 イ オ

ン化 モ
ー

ドに おい て ，各有機酸 ご とに 個別の 最適な緩衝溶

液 の 塩濃度及び pH が 存在す る こ とが示唆され，定量の 際

に は
一
斉分析を考慮 し，各有機酸に 対 して 平均的高感度を

得 た 20 皿 M ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム （pH 　6．3） を移 動 相 の 緩 衝

溶液 と して 用 い る こ と と した。

　3・3　 コ
ー

ン 電圧 の 最適化

　ESI イ オ ン化 LC −MS に お け る イ オ ン 化効率 の 最適化 に

か か わ る MS 条件 の パ ラ メ ーターは 幾 つ か存在す るが，こ

こ で は イ オ ン 化効率に 最 も影響 を与 え る コ ーン 電圧 につ い

て検討を行 っ た．各有機酸 ヒ ドラ ジ ドにつ い て ，正 及 び負

イ オ ン 化の 両モ
ードに お い て 10〜35V の 間で コ

ー
ン 電圧

を変化 させ ，検出された基準 ピー
クの 面積値をモ ニ ターし

た．Fig．4 は正 イオ ン 化モ
ー

ドに おい て 酢酸 ， プ ロ ピ オ ン

酸 ， グ リ コ ール 酸 及 び L−（＋ ）一乳 酸ヒ ドラ ジ ドの ピーク面

積に コ ーン 電 圧 が与え る影響を示 した もの で あ り，Fig．5

は負 イ オ ン 化 モ ードに お け る 上 記の 酸ヒ ドラ ジ ドの ピー
ク

面積 に コ ーン 電圧 が与 え る 影響 を 示した もの で あ る．その

結果，正 イ オ ン化 モ
ードに おい て は モ ノ カル ボ ン酸の ヒ ド

ラ ジ ドが 25V で ，ヒ ドロ キ シ カ ル ボ ン 酸 の ヒ ドラ ジ ドが

20V で ピーク面積最大 を示 し，負イオ ン化 モ
ー

ドに お い

て は すべ て の 有機酸が 20V で ピー
ク 面積値が最大 とな っ

た．また 40V 以 上 の コ L ン 電 圧 を与 え る こ とで ，酸 ヒ ド

ラ ジ ドに 由来す る フ ラ グ メ ン トイ オ ン が ス ペ ク トル 上 で 確

認 され たが ，
い ずれ も基 準 イ オ ン の 感度を超 え る イ オ ン は

得 る こと が で きなか っ た．

訳、
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Fig・5　Effects　of 　cone 　voltage 　on 　apPearance 　of 　nega −

tive　ion　curTents 　of 　deprotonated　molecules 　of 　2−nitr （ 

phenylhydrazides　of 　carboxyhc 　acids

飃，Acetic　acid ；織 ，　Propionic　acid ；驪，　Glycohc　acid ；

靉，Lactic　acid ； LG ／MS 　conditions ： mobile 　phase，
methanol ／water （50 ；50）；ionization　mode ，　ESI −nega −
tive

　3・4 有機酸 ヒ ドラ ジ ドの定量及 び検出限界

　以上 の 検討結果 よ り，LC ／MS 条件を最適化 し た 上 で 軍
及 び負 イ オ ン 化 両 モ ードを用 い て ，各有機酸 ヒ ドラ ジ ドの

LC ／MS 分析 にお け る検出 限界 を測定 し た．そ の 結果，モ

ノ カ ル ボ ン 酸 の ヒ ドラ ジ ドにつ い て は正 及 び負イ オ ン 化モ

ード共に，TIC モ ードにお い て 有機 酸 濃 度 と して 34〜99

nM の オーダーで ，
　 SIM モ ードに お い て は 1．4〜5，0　nM の

オ
ー

ダ
ー

で 検出す る こ とが 可 能で あ っ た．一
方，ヒ ドロ キ

シ カ ル ボ ン酸 の 検出限界 に つ い て は，正 イ オ ン 化 モ ードに
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Table　 5Limit 　of 　dete α ion （LOD ）of 　2−nitrophen アlhydrazides　of 　carboxylic 　acids 　With　positive　TIM 　and 　SIM　mode

Carboxylic　acid
Monitoring 　ion

　 　（m ／z）

LOD

TIM 　mode ／nM SIM 　mode ／nM

Acetic　acid

Propionic　acid

n −Butyric　acid
Glycolic　aciCl
（L）一（＋ ）−Lactic　acid
DL −2−Hydroxy −n−butyric　acid

196210224212226240 103

　 53

　 401986530199

　 6．1
　 2．4
　 2．21052515

LC ／MS 　conditions ： mobi 監e　phase，　methanol ／20　mM 　arnmonium 　formate（50　r　50）；ionization　mode ，ESI−positive

Table　 6Limit 　of 　detection（LOD ）of 　2−nitrophenylhydrazides 　of 　carboxylic 　acids 　With　negative 　TIM 　and 　SIM 　mode

Carboxy 晝ic　acid
Monitoring 　ion

　 　（m ／z）

LOD

TIM 　mode ／nM SIM 　mode ／nM

Acetic　acid

Propionic　acid

n −Butyric　acid
Glycolic　acid

（L ）
一
（＋ ）

−Lactic　a ⊂id

DL −2−Hydroxy −n −butアric 　acid

194208222210224238 9950842076835 5．02
．31
．49
．73
．11
．4

LC ／MS 　conditions ： mobile 　phase，　methanol ／water （50 ：50）；　ionir．ation 　mode ，　ESI−negative

お い て は モ ノ カ ル ボ ン 酸 の LOD に 対 して 10倍程度低 い

結果で あ っ たが，負 イオ ン化 モ ードに お ける測定で は モ ノ

カ ル ボ ン 酸 と同程度の 検出限界を得た．こ れ らの 酸 ヒ ドラ

ジ ドにつ い て 正 イ オ ン 化 モ ードに お け る検 出 限界 を Table

5 に，負イ オ ン 化モ
ードに お け る検出限界 を Table　6 に 示

した．また，負 イ オ ン化 モ
ー

ドに お い て プ ロ ピ オ ン 酸及び

レ 乳酸 に つ い て 酸 ヒ ドラ ジ ドの 検量線を作成 した と こ ろ
，

そ れ ぞ れ 有機酸濃度 とし て O．05〜10 μM と 02 〜10 μM

の 問 で 直線 性 の 高 い 検量 線 （相 関 係 数 ： 0．998） が 得 られ

た．

　本法 に おい て は 有機酸 の
一一

斉分析が可能で あ り，Fig．6

に 6種 の 有機酸混合試料 を ， 負 イ オ ン化 モ ードを用 い て

測 定 したマ ス ク ロ マ トグ ラ ム を示 す．

　3・5 従来 の検出法との 感度比較

　酸 ヒ ドラ ジ ド誘導体 に おける LC ／MS で の 検出感度 と，

従来の UV400 　nm で の 検出感度を比較 した と こ ろ，負 イ

オ ン 化 モ
ー

ドの SIM モ
ー

ドを用 い た 測定 で は，すべ て の

酸 ヒ ドラ ジ ドに つ い て LC ／MS の ほ うが UV 法 よ りも数倍

か ら数十倍検出感度が 高 い と い う結果を得 た．こ れ は 有機

酸の 種類 に よ っ て 若干差があり，例えば プ ロ ピ オ ン 酸 に お

い て 46 倍，乳酸 に お い て 14 倍 ほ ど の 感度 の 向 上 が 見 ら

れ た．また 同 じ酸 ヒ ドラ ジ ドの UV230 　nm に よ る 検出 限

界 と比 べ て も，LG ／MS に お ける検出感度 は そ ん色 な い も

の で ある こ とが 分か っ た．

　以 上 本研 究 に よ り，有機酸 に 対 す る 2−NPH 誘 導体化法

に よ る LC ／MS が ， 感度及 び定量 性 の 面 か ら実用上 有効で

あ る こ とが 示唆され た．誘導体化法の 適用性か ら考えれ ば

ジ カル ボ ン 酸 も対象 と な り得 る が，今後 よ り広範囲 の 有機

酸 に 対す る LC ／MS の 条件検討を行 い ，有機酸の 定量法と

して 本法の 有効性を追究 して い きた い と考えて い る．

　　　　　　　　　　　　儲 課 蔀騁罐袋）
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Fig．6　Mass　 chromatograms 　 of 　six 　2−nitrophenylhydrazides 　 of 　ca 卜

boxylic　acids 　by　SIM 　mode 　with 　nega 匡ive　ESI

（1）： Glアcolic 　acid ；（2）： Acedc　acid ；（3）： Lactic　acid ；（っ： 2−Hydroxy−n −

buりTic 　acid ； （5）： Propionic　acid ； （6）： n −Butγric　acid ；LC 　conditions ：

mobile 　phase，　methanol ／water （50 ：50）

要 旨

　本研究 で は，低分子有機酸の 定量を目的と して，有機酸 の 2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ド （2−NPH ）誘導体

に著目 し，そ の 液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／質量 分析法 （LC ／MS ）の 有効性 を検討す る た め に，基 礎的なデー

タ の 収集 と高感度検出 の た め の 条件検討 を 行 っ た．モ ノ カル ボ ン酸 で あ る酢酸，プ ロ ピオ ン 酸，及 び n 一酪

酸，ヒ ドロ キ シ カ ル ボ ン酸で ある グ リ コ ー
ル 酸，乳酸，及び 2一ヒ ドロ キ シーn 一酪酸 の 6種 の 有機酸は，い ず

れ もヒ ドラ ジ ド誘導体 を形成 し，正 イ オ ン 化 モ ード及び 負イオ ン 化モ
ー

ドで マ ス ス ペ ク トル を測定 した とこ

ろ，すべ て の 有機酸 ヒ ドラ ジ ドに つ い て ，マ ス ス ペ ク トル 上 ［M ＋ H ］
＋

及び IM− H ］
一
イオ ン が 観察 され た．

移 動 相 の 種 類，塩 濃 度 及 び pH につ い て 検 討 した とこ ろ ，メ タ ノ
ー

ル ／水 を移動相 と して 負 イ オ ン 化モ ード

で測 定す る場 合 に最 も高 感 度 な検 出 が可 能 で あ り，ヒ ドロ キ シ カ ル ボ ン 酸 に お い て は，正 イ オ ン化 モ
ー

ド よ

り負 イ オ ン 化 モ ードに よ る検出が 10 倍程度高感度 で あ る こ とが 分 か っ た．分析条件 を最適化 した 上 で 検出

感度 （SfN ＝3）を求め た とこ ろ，反 応 に 用 い る有機酸濃度 と して 1．4〜9，7　nM とい う結果 を 得た．こ れ は

従来 の 吸光度検出 （UV −VIS　400　nm ） に よ る検出よ り高感度 で あ り，有 機酸 2−NPH 誘導体 の LC ／MS 分析 の

有効性が 示唆 さ れ た．
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