
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

BUNSEKI 　KAGAKU 　Vol、55，　No ．4，　pp ．223−228 （2006）

◎ 2006TheJapan．Society　tbrAllalytical　Chemistry
223

報　　文

2一二 トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラジ ド誘導体化に よ る中鎖脂肪酸の

高速液体クロ マ トグラ フ ィ
ー
／質量分析法

平 田　沙織
1
， 蒲生 　啓司

  1

　本研究で は，中鎖脂肪酸の 定量 を 目的 と して ，有機酸や 短鎖脂肪酸の 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に 用 い

られ て きた 2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ド （2−NPH ）誘導体 を適 用 し，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／質量 分析

（LC ／MS ）法 に よ る 分 析 を検討 し た．こ の 際，反 応 の 収率向上 と操作 の 簡略化 を ね ら っ て ，電 子 レ ン ジ

（600W ，10秒） を用 い た と こ ろ，1．2〜L5 倍 の 収率向上 が 観察され，固相抽出法 との 併用 で 誘導体化が大

幅 に簡略 され た．固相抽出に よ る分析前処理 に つ い て 検討 した と こ ろ ，MS イ オ ン 源を汚染す る と思 わ れ る

成分 を 十分 に排除 し，中鎖脂肪酸 2−NPH を 回収す る条件 を確立 した．こ れ ら 2−NPH 誘導体 を正 イ オ ン化 モ

ード及 び負イ オ ン化 モ
ードで 分析 した とこ ろ，正 イオ ン 化モ

ードで は 明瞭 なマ ス ス ペ ク トル を得 る こ とが で
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 りよ う

き なか っ た が，負イオ ン 化モ
ードで は ［M − H ］

一
イ オ ン を分子関連 イ オ ン と して ，非常 に 明瞭な マ ス ス ペ ク

トル を得 る こ とが で き た．コ
ー

ン 電圧 の 最適化 を 図り，中鎖脂肪酸 2−NPH 混合試料 を分析 した と こ ろ ，鎖

長 ご と に 保持時間の 異 な る マ ス ク ロ マ トグ ラ ム を得 る こ とが で きた．こ れ らの 条件 を用い て 柑橘類の 果皮汁

を分 析 した と こ ろ，Cfi及 び Ci。 の 中鎖脂肪酸の 存在 を確認す る こ とが で きた こ とか ら，中鎖脂肪酸 2−NPH

誘 導体化 法 に よ る LC ／MS 法の 有効性が 示唆 され た．

1 緒 雪
口

　闇

　中鎖脂肪酸 は
，

一
般的 に C5〜Cg程度 の ア ル キ ル 鎖を持

つ カ ル ボ ン 酸で あ る．母乳や 牛乳 ， 乳製品 に数パ ーセ ン ト

含 まれ るほ か，ヤ シ 油や パ ー
ム 核油，エ ゴ マ （しそ）油 等

に も含まれ て い る．近年 は 体脂肪が つ きに くい 特徴を持つ

食油成分として 脚光を浴びて い るが ， そ の 他 に も，大腸菌

に 対す る 殺菌作 用
1）
や 魚類寄生 虫 に対す る 殺 虫作 用

2），植

物の 細胞毒性
1｝
な どが 明 ら か に な っ て お り ， そ れ らの 有用

性 は 大きく，多方面で 注目され て い る．こ の よ うな 中鎖脂

肪酸を天 然資源 や 廃棄物 中 に見 い だ し，有効利 用 で きな い

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 か ん きつ
か と考 え，地元高知県 で 栽培が 盛 ん な柑橘類 に 着 目 した ．

柑橘類 は 食品加工 等 に よ り，果皮や 搾汁か すが 大量 に排出

され，中 には 更 に別 の 食品や 肥 料等 に有効利 用 さ れ て い る

場合もあ る が ，利用 され ず に 廃棄 され る もの もある．そ う

した 果皮廃棄物中の 中鎖脂肪酸存在量を確か め るべ く，よ

り高選択的で 高感度 な分析法を開発す る こ と に した．

　従来の 脂肪酸の 分析法 は
，

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／質

量分析 （GC ／MS ）法 で の 分析 が
一

般的 で あ る が，今 日の

機器の 性能向上 に よ り，紫外可 視 （UV ） や 蛍光 （FL） 誘

導体化 に よ る 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ）

1 ）
− B｝

や 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
／質量分析 （LC ／MS ）法 で の 定

性 ・定量
9）
が 進展 しつ つ あ る．著者 らは こ れ まで，水系で

の 反 応 が 可 能 で カ ル ボ ン 酸 と選 択 的 に 反 応 を す る 2一ニ ト

ロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ン
1U｝

に注 目 し ， 低分 子 有機酸や 短鎖脂

肪酸を分析対象 とする 誘導体化 に 適用 し，生成 した 有機酸

及 び脂肪wa　2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ド （2−NPH ） 誘導体

を LC／MS 法 で 分析 す る方法 を 報告 して き た
ll ｝．2−NPH 誘

導体 として LC ／MS 法 で分析 を行うこ とは，誘導体化反 応

の 官能基選 択 性 の み な らず，マ ス ス ペ ク トル 上 誘導体由来

の 質量数 が観察 され る こ と で
， 有機酸及 び 脂肪酸の 定性を

よ り確実 な もの に する利点が 考えられ，更 に高感度 な検出

が 可能 に な る こ とが示 され た．

　本研究 で は
， 中鎖脂肪 酸 に 焦点 を当 て

， そ れ ら の 2−

NPH 誘導体化法 と LC ／MS 法 に よ る高選択的か つ 高感度

な分 析法 を検討 した．そ の 際，誘導体化反 応 の 収率向上 と

操作簡略化を 目指 して
， 電子 レ ン ジ を用 い た 操作を行 っ た

ほ か ，固 相抽 出 に よ る 分析 試料 の 前 処理 を検 討 し ，

LC ／MS 分析条件 の 最 適化 を行 っ た．また，本 法 の 実試料

へ の 応用 と して
， 柑橘類 の 果 皮汁を用 い て 分析を行 い

， 中

鎖脂肪酸 の 存在を確認 した の で 報告す る．以 下，中鎖脂肪

酸 の 2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ド誘導体 を 中鎖脂肪酸 2−

NPH と略す．
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一

E　　　　　 1・EDC 　soln ．200111

　　　　　 Pyridine　soln ．200pl
　　　　　2・nitrophenylhydrazine 　soln ．
　　　　　200111

Microwave
　 　 　 （600W，　10s）

　　　　　↓
Solid　hase　extraCtion

幽
Fig．1　Flow　diagram　of 　2−NPH 　derivatization　of 　mid

−

dle−chain 　f4tty　acids （MFA ）using 　microwave

2　実 験

　 2・1 試　薬

　本研究 で 対象 と し た 中鎖脂肪酸 は，ペ ン タ ン酸 Gz−Cs），
イ ソ ペ ン タ ン 酸 （tSO−CS），イ ソ ヘ キ サ ン 酸 （iSO−G6），ヘ プ

タ ン酸 （n −C7），オ ク タ ン 酸ナ トリウ ム （n −Cs），ノ ナ ン 酸

（n −Cg） は 和光純薬製，ヘ キ サ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （n −Cf，）及

び デ カ ン酸 ナ トリ ウ ム （n −Clo） は SIGMA 製を用 い た．こ

れ ら をエ タ ノ
ー

ル 又は MilliQ水 に 溶解 して 100　mM の 原

液 と し て 調製 し，適宜混合 して 希釈 し，エ タ ノ
ー

ル 水溶液

と して 用 い た，2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン塩 酸塩 （東京

化成製）及 び 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 （1−EDC ）塩酸塩 （SIGMA 製） は，そ れ ぞ れ

20mM 及 び 250　mM の エ タ ノ
ー

ル 溶液 と し，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 た．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，エ タ ノ
ー

ル ，

メ タ ノ
ー

ル 及 び，移動相溶媒な ど他 の 試薬 は，すべ て 市販

の 試薬特級 を用 い ，水 に つ い て は Milli−Q シ ス テ ム に よ り

精製 した もの を用 い た，固 相抽出用 カ ラ ム は ，2−NPH 誘

導体 の 精製時 に は Waters製 の Sep−Pak   Plus （G18，360

mg ／cartridge ） を用 い ，90 ％ ア セ トニ トリル 水溶液，続

い て 水各 lml を 2 回 ずつ 通 し て コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ を行

い ，中鎖脂肪酸 の 精製時 に は バ リ ア ン 製 の Bond 　ElutO

（C18 ，100 　mg ／catridge ）を用 い ，90％ エ タ ノ
ー

ル 水溶液，

続 い て 水各 1　 ml を 2 回 ずつ 通 して コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ を

行 っ た．

　2・2　誘導体化

　2−NPH 誘導体化法 は既報
ll ♪

に従 い ，反応補助剤 で あ る

1−EDC ・HGI 溶液 と ピ リ ジ ン 溶液各 200 μ1の 存在下 ，適宜

希釈調製 し た 中鎖脂肪酸混合溶液 100 μ1 （各 100 μM ） に

2一ニ トロ フ ェ ニ ル ヒ ドラ ジ ン 塩 酸塩 水溶液 200国 を加 え，

60℃ で 20分間反応 させ た後，反応 停止 剤 で ある 水酸化 カ

リウ ム を IOO　pl加 え，更 に 60℃ で 20分間反応させ た．

室温まで 冷却 し た後，リ ン酸水溶液 （20mM ）2．4m1 とエ

ー
テ ル 5・ ml を加 え て 遠 心 分離 し，上 層 を 4ml 取 っ て エ

ー

テ ル を蒸発させ た．最後 に 残留物 を ア セ トニ トリル lml

に 溶解 し て 固相抽出用試料 と し た．誘導体化後の 試料申に

は 試薬由来 の 不純物が 多 く含 まれ る た め，LC ／MS へ の 注

入煎 に 前処理を 施した．こ こ で は，固相抽出 カ ラム と して

Sep−Pak  
Plus　C18 を用 い ，固相抽出用試料 を水 で 4 倍希釈

した 後，洗浄液及 び 溶 出液 に 40，50，60 及 び 90％ ア セ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 き ± う

トニ ト リル 水溶液 を 用い ，夾雑成分 の 除去 と 中鎖脂肪酸

2−NPH を 回収す る 条件 を検討 した．洗浄後 90％ ア セ トニ

トリ ル 水溶液 （1　m ｝） で 2−NPH 誘導体 を 回収 し，　 LC ／MS

用の 分析試料 と した．その 10 μ1を注入 した．

　更に 本研究で は ，上 記 の 通常操作 に 代 わ る 方法 と して ，

最近 報告 され た 電子 レ ン ジ を用 い る 方法
12｝を適用 した．す

なわ ち，遠沈管 に 中鎖脂肪酸溶液，1−EDG 溶液，ピ リジ

ン 溶液及 び 2一ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 水溶液 を 入れ ，

ラ ッ プ フ ィ ル ム で シ
ー

ル した 後電子 レ ン ジ （600W ） で

10秒間処理 した．以下通常操作 と 同 じく反応停止剤を加

え，エ
ー

テ ル 抽出及び 固 相抽出 を経て 分析試料 を得た ．こ

の 電子 レ ン ジ処 理 を用 い た 試料調製法 を ［マ イ ク ロ 波操

作 1］とす る ．

　
一

方，電子 レ ン ジ処理 を行 っ て 得 られ た 反 応液 に つ い て

は，Fig．1 に 示 した よ うに ，反応停 止 剤や エ
ー

テ ル 抽出を

行 わず，反応液を水 で 4 倍希釈 した 後直接固相抽 出に 供

して 2−NPH 誘導体 を回収 した ．こ の 試料調製法 を ［マ イ

ク ロ 波操作 II｝とする ．

　 2・3LC ／MS 装置及び 分析条件

　送液部 は，日本分光製の PU −980 を 用い ，分離 カ ラ ム と

して 資生堂製の GAPGELL 　PAK 　Cis（UG120A ，5μm ，2．O

mm φ × 250 　mm ）を用い た ．カ ラ ム 恒温槽 と して 資生 堂

製の NANOSPACE 　SI−12004 を用 い ，カ ラ ム 温度 を 55℃

に 設定 した ．検 出器 は Micromass 製 の 質量分析計 VG

Quattro　II を用 い た ．移動相 に は ア セ トニ トリル ／20　mM

ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム （70／30）を流量 0，15ml ／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 ，イ オ ン 源温度 IOO ℃，キ ャ ピラ リ
ー
電圧

3．2kV で
，

コ ーン 電圧 は 各試料 の 最適値を検討 して 設定

し，正及 び負イオ ン化 モ
ー

ドで 分析 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

ドを用 い ，

測定質量範 囲 は m ／z100 〜500 と した ．

2・4　文旦 の 分析試料調製

実試料 と して
，

土 佐文旦 か ら取 り外 した 果皮を用 い ，圧

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table 　 lExamined 　methods 　of 　the　solid 　phase　extraction 　for　2−nitrophenylhydrazides （2−NPHs ）of 　middle −chain 　fatty
acids 　sample 　and 　their　recovery

Me 血 od Cleaning　liquid Solvent　for　elUtion
・Recovery　of 　2−NPHs 　of 　MFA ，％

G5C6C7C8C9ClO

 

 

 

 

40％ CH ヨGN
50％ CH3GN
60％ CH3CN

90％ CHsCN

90％ CH3CN

90％ CH3CN

90％ CHsCN

00706Qゾ
883

99

輯
77

8996 37998897 60967897 77

ハ
O1

6898 39

個
38

5987

縮 して 搾汁 し，50％ エ タ ノール 水溶液 を 同量 加 え て 希釈

し た．遠心分離後，上 澄 み 0．5ml を用 い て Bond 　Elut  に

よ る 固相抽出を行い
， 5％ エ タノー

ル 水溶液 （1ml ） を 通

じて 夾雑成分を除き， 90％ エ タ ノ
ール 水溶 液 （0．5mD で

中鎖脂肪酸 を回 収 した．回 収 した 中鎖 脂 肪 酸 画 分 100 μ1

を用 い て ［マ イ ク ロ 波操作 II］に よ る分析試料の 調製 を施

した．

3　結 果及 び考察 、

　 3・1 分析試料 の前処理

　Sep −Pak カ ートリ ッ ジ に 試 料 液 を通 し，　 Table　 l に 示 し

た方法  か ら  の 洗浄液 を用 い て 洗浄 し，夾雑成分 を 除

い て 中鎖脂肪酸 2−NPH の み を回 収す る検討 を行 っ た．検

討 し た 洗浄液 と 溶出溶 媒 の 組 み 合 わ せ 及 び 中鎖 脂 肪 酸 2−

NPH 回 収率 を Table　1 に示 す．こ の 際，後述 す る が，　 Cn

及 び C6 の イソ 体 は 各 々 分離 し な い の で ，こ こ で の 回 収率

は そ れ ら を併 せ た 値 で あ る，そ の 結 果 ，方法  で 洗浄の

段階を踏 まず に 90％ ア セ トニ トリル 水溶液 で 溶出 させ る

と，夾雑成分 は 当然除け な い が，同等に Cg と CjOの 回 収

率が 極 め て 低 い ．しか しな が ら，洗 浄 操 作 を介 す る と，方

法  以降，夾雑成分 をほ ぼ 排除 で き る こ とが 分か り，中

鎖脂肪酸 2−NPH の 回 収率を見る と，方法  で は各2−NPH

に よ っ て 回 収率 に ば らつ きが あ り，方 法   で は 洗 浄 時の

ア セ トニ トリル 濃度 が 高す ぎる た め に ， Cs〜C7 ま で の 2−

NPH が 同時 に 溶出 して し まうた め に 回収率が 悪 か っ た．

方法  で は ，各 2−NPH が 80％ 以 上 の 回 収 率 で 得 られ，

ほ とん どが 95％ 以上回 収で きる こ とが 分 か っ た．よっ て

分析試料 の 前処理 と して，方法  を用 い る こ と に した．

　3・2　誘導体化操作の 検討

　通常操作 と電子 レ ン ジ処理操作を行 っ た 試料 を分析 し，

得 られ た ク ロ マ トグ ラ ム を比 較 した とこ ろ，電 子 レ ン ジ処

理 で も中鎖脂肪酸 2−NPH が 十分 に生成 して お り ， 通 常操

作 よ りも約 1．2 倍以上 の 生成量 が 認め られ た．こ の こ とよ

り，マ イ ク ロ 波が 2−NPH 誘導体化 の よ うな水 系 の 化 学反

応を促進する 可能性が 明 らか とな っ た．通 常操作 にお ける

反応収率 を算出して い るわけで は な い が，電 子 レ ン ジ処理

に よ っ て 通常操作 よ りも中 鎖脂肪 酸 2−NPH 生 成 量 が 多か

っ た こ と は，熱 よ りもマ イ ク ロ 波 が 反 応 を よ り促 進 して い

る と考 え られ る．更 に 電子 レ ン ジ 処 理 時間を 20秒及 び 30

秒 に 延 ば して 比較 し た と こ ろ，10 秒 で の 中 鎖 脂 肪酸 2−

NPH 生 成率 が 最 も高 く，20 秒 以 上 で 生 成 率 が 20〜30％

程度低 下 する こ とが 分か っ た．こ れ は，い っ た ん生 成 した

2−NPH 誘導体 が 分解 して い る と考え られ るが ，詳細 は不

明で ある ，こ の こ と か ら，電子 レ ン ジ処 理 の 最 適 時 間が 分

か る と と もに，長時 間 の 電 子 レ ン ジ処 理 は 適 さな い こ とが

分か っ た．すなわち， 生成量 の上 昇 が水の 蒸発 に よ る もの

で は な く，明 らか にマ イ ク ロ 波 に よ る反 応 促 進効果で あ る

と い え る．

　更 に ［マ イク ロ 波操作 II］にお い て は，通 常操作 に比 べ

て 2−NPH 生 成量 が 約 2 倍 に な る こ とが 分 か っ た．こ の こ

とは ，マ イ ク ロ 波 に よ る反 応効率の 上 昇 に加 え て ，反応停

止剤や 抽出操作 に よる誘導体 の 損失 を な く した た め と考 え

られ る ．［マ イ ク ロ 波操 作 II］で は，誘 導 体 化 試 薬 由 来 の

成分が 若干出現 す る な ど の 現象も見 られ たが，定量 の 際 に

問題 となる もの で は な か っ た．以上 の ように，電 子 レ ン ジ

処理 と 固 相抽出の 組み 合 わ せ に よ っ て ，2−NPH 誘 導体化

の 反応効率の 上 昇の み な らず誘導体化操作 の 大 幅 な簡略化

が達成された．

　 3・3　イオ ン化 モ ードの 選択 とマ ス ス ペ ク トル

　中鎖脂肪酸 8種 の 2−NPH 誘導体を，前述 の 分 析条件 に

沿 っ て 正 及 び 負両 イ オ ン 化 モ
ー

ドで 分 析 し た．そ の 結 果，

正 イ オ ン化 モ
ー

ド で は ，い ずれ の 試料 か ら も ［M ＋ H ］
＋

の

ス ペ ク トル が得 られた もの の ，フ ラ グ メ ン トイオ ン が 非常

に 多 く，定量 に 適 さ ない こ とが 分 か っ た．一
方，負 イ オ ン

化モ
ードに お い て は，［M

− H ］
一
が ベ ース ピーク と して 得

られ，その 他 の 関連イオ ン が 相対強度数％ ほ ど しか 見 ら

れ ない シ ン プ ル なス ペ ク トル が得 られ た．G5 及 び C6 の イ

ソ 体 は，各々 n 一体 と分離 で きな か っ た の で ，
マ ス ス ペ ク

トル の 測定 に 際 して は 個別 に測定 を行 っ たが ，イ ソ 体 と

n一体 を マ ス ス ペ ク トル 的 に 区 別 で きる も の で は なか っ た．

Fig．2 に n 一体 の み 6 種 の 2−NPH 誘導体 の マ ス ス ペ ク トル

を示 した．
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Fig．2　Mass 　spectra 　of 　six　2−NPHs 　of 　MFA

LC 　conditions ： column ，　GAPCELLPAK 　CI8 ；column 　temperature ，55℃ ； mobile 　phase，　acetoni −

trile／20　mM 　ammonium 　formate （70 ：30）；flow　 rate ，0．15　ml ／min ．　 MS 　conditions ： ESI−MS 　interface

in　the 　negative 　mode ；source 　temperature ，100℃ ；capillary 　voltage ，　9，2　kV ；cone 　voltage ，20　V

　3 ・4 　コ
ー

ン 電圧 の 検討 と検 出 下 限

　イオ ン化効率に かか わ るパ ラ メ
ーター

の うち重 要 な もの

の
一

つ で ある コ
ー

ン 電圧 の 検討 を行 っ た．各中 鎖脂肪酸

2−NPH を負 イ オ ン 化モ
ードに お い て ，　 IO〜4ev の 問 で 10

V ご と に変化 させ，検出され た基 準 イ オ ン ［M − H ］
一
の マ

ス ク ロ マ トグ ラム に お ける ピー
ク の 面積値 を調 べ た。そ の

結果 Fig．3 に 示す よ うに ，各中鎖脂 肪酸 2−NPH にお い て

20 か ら 30V で 最 も感度が良い こ とが 分 か り，ま た鎖長 間

で の 最適電圧 値 に ほ ぼ 差が な い こ と も分か っ た．こ の こ と

か ら ， 中鎖脂肪酸 に お い て は，鎖長 に か か わ らず 同電 圧 で

感度差の ない 分析が 可能 で ある こ とが 分 か っ た．

　負 イ オ ン 化モ
ー

ド，コ ーン 電圧 を 30V に設定し ， 中 鎖

脂肪酸 8 種混合 2−NPH を 分析 した と こ ろ ， 異性体の 分離

に は問 題 が 残 る もの の ，鎖長 ご とに 保持 時間 が異 な るマ ス

ク ロ マ トグ ラ ム が得 られた （Fig．4）．8 種 の 中鎖脂 肪 酸 2−

NPH に つ い て 個別 に 検量線 を作成 し た と こ ろ ， ほ と ん ど

に つ い て O．05 〜10 μM の 間で 直線性 の 高 い 検量線 （相 関

係数 ： O．997 ） が 得 られ た．選択 イ オ ン モ ニ タ リ ン グ

（SIM ）モ
ー

ドで それぞれの 検出限界 （S／N ＝3）を求め た

と こ ろ，反 応 に 用 い る 中鎖脂肪酸濃度 と し て 5．0〜10．5
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Fig．3　Eff
’
ects 　of 　cone 　voltage 　on 　ion　currents 　of 　base　peak　of 　2−NPHs 　of 　MFA

LC 　conditions 　and 　MS 　conditions 　were 　same 　as　Fig，2　except 　for　cone 　voltage ．
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Fig．4 　Mass 　chromatograms 　obtained 　bア
total 　ion

current （TIC ＞prefile　for　the　eight 　2−NPHs　of 　MFA

LC 　conditions 　and 　MS 　cq ηditions　were 　same 　as　Fig．2．

nM の 範囲で ある こ とが分 か っ た．電子 レ ン ジ処理 と 固相

抽出を組 み 合 わ せ た 本誘導体化法の 繰 り返 し 再現性 は 比 較

的高 く，5．0 μM の 中鎖脂肪酸 を用 い た 際の ピー
ク 面積 の

相対標準偏差 （n ≡5） は，C6 で 2．8％，　 ClO で 0．9 ％，

 ．1 μM の C6 で 4．1％，　 ClO で 1．6％ で あっ た．

3 ・5　実試料 の分析

本研究 で 検討 した 2−NPH 誘導体化法及 び LC ／MS 法 を

2．OO 4．OO 6．00 8、00 10、OG

且 g．5　（A ）Total　ion 　chromatogram 　and 　mass 　chro −

matograms 　obtained 　by　TIC　profile　fbr　the　2・NPHs　of

（B ）m ／z250 ，　hexanoic （C6 ）and （C ）m ／z　306 ，　decanoic

（ClO）acids 　in　7b∫α Buntan　peeljuice　extracted 　by　solid
phase　extract 重on

LC 　conditions 　and 　MS 　conditions 　were 　same 　as　Fig．2．

用 い て，土佐文旦 （高知県産〉 の 果皮汁中の 中鎖脂肪酸の

分析 を試 み た．その 結果，ヘ キ サ．ン酸 （C6） とヘ プ タ ン

酸 （C10 ）が 検出 され た （Fig．5）．果皮 か らの 脂肪酸抽 出

に つ い て は い まだ検討段階で あり，中鎖脂肪酸が 十分 に抽

出され て い る とは言えない た め，正確な定量 に は至 っ て い

ない が ，簡単 な抽出操作 で 中鎖脂肪酸の 存在 を確認す る こ

とがで きた こ とは，本誘導体化法が 中鎖脂肪酸の 定量 に 適

用可能で ある こ とを示唆 して い る．誘導体化 を し ない 場合

に 比 べ て ，本誘導体化法に よる 中鎖脂肪酸分析の 選択性及

び感度が どの 程度向上 した かに つ い て は，質量分析的 に は

4 倍 ほ ど検出感度が 高 い と判断で きる．また，選択性 と い

う点 で は ，実試料 に つ い て 顕著で あ る よ うに，中鎖脂肪酸
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の 遊離型，すなわ ち非誘導体 で は夾雑成分が 多 く，マ ス ク

ロ マ トグ ラ ム的 に見 て も定量 は 困難 で ある た め，その 点 で

本誘導体化法 は優れ て い る とい え る ．

　本研究で は，水 を含 ん だ 中鎖脂肪酸 の 試料 に 対 して ，中

鎖脂肪酸 2−NPH 誘導体化法 と組 み 合 わせ た LC ／MS 法 が

有用 で あ る こ と を明 らか に し，土 佐文旦 果皮汁中の 中鎖脂

肪酸の 存在 を確認す る こ とが で きた．また，従来 の 誘導体

化操作の 簡略化 を 図り，そ の 可能性が 高い こ と も明 らか に

し た．今後，本法 に よ る 定量 性 の 確立 や 実試料 か らの 抽 出

法等 の 検討が 必要で あ る が，前報の 2−NPH 誘導体化法 に

よ る低分子有機酸 の 分析結果 と併せ る と，種 々 の 試料中の

中鎖脂 肪酸 の み な らず低分子有機酸 も含 め た一
斉分析法 と

して ，本法 の 有用性 を追求 して い きた い と考えて い る．
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　In　chromatographic 　analysis ，　a　suitable 　derivatization　of 　the 魚 nctional 　groups　has　sometimes
bccn 　used 　to　enhance 　the 　sensitiVity 　and 　selectiVity　for　detection．　 Transforming 　low−molecular
organic 　acids 　to　the　corresponding 　2−nitrophenylhydrazide 　derivatives　has　been　more 　extensively

used 　as　a　suitable 　dcrivatization　mcthod 　fbr　liquid　chromatography ／mass 　 spectrometric

（LC ／MS ）detection．　 In　the 　present　study ，　LG ／MS 　detection　with 　electro 　spray 　ionization （ESI ）

was 　successfU11 アapplicd 　to　thc　analysis 　of　middle −chain 　fatty　acids （MFA ）： pentanoic，　hcxanoic，
heptanoic，　octanoic ，　nonanoic 　and 　decanoic　acid ，　as　their　2−nitrophenylhydrazide 　derivatives（2−
NPHs ）・ At　thc 　point　of 　derivatization，　microwave 　irradiation　was 　successfully 　used 　to　prepare　2−
NPH 　derivatives．　 Of　a　range 　of　ana1 アtical　conditions 　that　wcre 　cxamincd ，　the 　optimum 　results

wcre 　 obtaincd 　by　 using 　reversed −phase　Iiquid　chromatography 　 and 　a　 mixture 　of

acetonitrile ／ammonium 　fbrmate ．　 The 　effects 　of 　the　chromatographic 　and 　ionization　parame −

ters，　ionization   ode 　and 　cone 　voltage 　on 　thc 　sensitivity　of　2−NPHs 　of　MFA 　were 　examincd ．
The 　negativc −ion　spcctra 　of　2−NPHs 　of　MFA 　showed 　molecular −related 　ions，［M − H ］　 ，　whose
ions　were 　the　most 　abundan し　Lincar 　plots　of 　the　peak 　area 　versus 　the　concentration 　were

obtaincd 　f（）r　MS 　dctection　ovcr 　the 　rangc 　O．05〜 10 μM 　fbr　most 　2−NPHs 　of　MFA ．　 The　limits　of
dctcction　of　5．5〜10．5　nM （signal −to−noise 　ratio　3）were 　attained 　in　a　selected −ion　monitoring
（SIM ）mode ．　 Thesc 　 results 　showcd 　that　2−NPHs 　of 　MFA 　contributc 　to　the　 cnhanccment 　 of

LC ／MS 　detection，　and 　the　2−NPH 　dcrivatization　using 　microwavcs 　has　a　potential　to　simplify 　thc

conventional 　analytical 　method 　fbr　MFA ．

KaywQrds ： middle ・chain 　fatty　acid ；2−ni 虻 ophenylhydrazide （2−NPH ）derivatization； microwavc

　　　　　　　　irradiation；LC ／MS ；electro 　spray 　ionization，
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