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艮幸 文

高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ／質量分析法 に よ る

液状食品 中の プ ロ リン の 光学異 性体分 離分析
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　食品添加物 と し て 使用 され て い る L一プ ロ リ ン を キ ラ ル 分離 ・定量す る た め に ，オ ル トフ タ ル ア ル デ ヒ ド

（OPA ） と 9一フ ル オ レ ニ ル メ チ ル ク ロ ロ ホ ル メ ート （FMOG −GD を使 用 した 選択 的 な前処理 法 を検討 し ， 液
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 き± う

体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
／質量分析法 に よ る プ ロ リ ン の 高感度か つ 選 択 的 な 測定法 の 構築を試 み た，夾雑成 分

の 1級 ア ミノ 酸 を OPA 試蓁 に よ り誘導体化 し ， 固 相抽出カートリ ッ ジ を 用 い て 2 級 ア ミ ノ酸 で ある プ ロ リ

ン 及 び ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン と の 分 離 を 行 い
， 続 い て 2 級 ア ミ ノ酸 を FMOC 誘導体と し た．この 2 ス テ ッ プ

誘導体化 法 に よ り試料 の ク リーン ア ッ プ が効果 的 に行 わ れ，2 級 ア ミ ノ酸に選 択 的 な前処 理 が 可能 と なっ た．

また，β
一シ ク ロ デ キ ス トリ ン 系の キ ラ ル カ ラ ム を極性有機相モ

ードで 用 い る こ と に よ り，プ ロ リ ン の 良好な

光 学異性体分離 が 達成 され た．清涼飲 料水，粉 ミ ル ク及 び食酢 を試料 と して 添加回収試験 を行 っ た 結果，平

均 回 収率 は 80〜104％ 以 内 と良 好 で あ っ た ．本法 は 液 状 食 品 中の プ ロ リ ン を 光学分離，測定す る こ とが 可

能で あ り，食品添加物 と して 使用 さ れ る プ ロ リ ン の 安全 性 を確保す る た め の 有効な分析法 の
一

つ に な る もの

と期待 され る ．

1 緒 言

　 ア ミ ノ 酸 は 食 品添加物 と して 調味及 び 栄養強化 の 目的

で ，多 くの 食品 に 使用 され て い る ．その 中で も，光学活性

を有 して い る プ ロ リ ン は，L 体 の み が 既存添加物 と して 指

定
置

娶 れ て お り， 近年 で は
，

L一プ ロ リ ン は 脂肪燃焼作用 や

美肌作用 を目的と して 清涼飲料水 や 健康食品などに多用 さ

れ て い る ．しか し，エ ナ ン チオマ
ー

の D一プ ロ リ ン は 神経

毒性 を有す る と報告 され て い る
2｝．また

， 食品添加物 と し

て輸 入 さ れ る レ ア ス コ ル ビ ン酸，L一グ ル タ ミ ン 酸 ナ トリ ウ

ム ，ア ス パ ル テ
ーム 等 が，成分規格 （比旋光度）不 適合 と

して 問 題 と な っ て い る事例
S）
もあ る ．そ の た め ， 食 品衛生

の 観点 か ら D 体 と L 体 を分離測 定 して 光 学純度 を 評価す

る 必 要 が あ る．

　 プ ロ リ ン の 光学純度測定法 と して，食品添加物 公 定書解

説書 ig　7 版 で は，比 旋光度 に よる純 度試験
1｝や 電位差滴定

法 に よ る 定 量 法
1）
が 規定 され て い る が ，複雑 な マ ト リ ッ ク

ス か ら成 る食品分析へ の 応用 は 困難で あ る．一
方，食品 に

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 き よ う

おける ア ミ ノ 酸 の 分析法 と して ，夾雑成分 との 分離が可能

な高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLG ） を用 い た 方法 が

はん

汎用 され て い る ．また，衛生 試験法等 で は 自動 ア ミ ノ 酸分

析 装 置 を 用い た分析法
4）
が使用され て い る．しか し，こ の

方法 は，ア ミ ノ 酸 を ニ ン ヒ ドリ ン に よ り誘導体化 して い る

た め，光学異性体 の 分析 を行 うこ とが で きな い ．そ の た め ，

HPLC に よ る 光学異性体 の 分析法 と し て，ア ミ ノ 酸を ジァ

ス テ レ オ マ ーに誘導体化 し ， オ ク タ デ シ ル シ リ カ （ODS ）

カ ラ ム を用 い て 分離を行 う方法
5）
−7）

や 9一フ ル オ レニ ル メ チ

ル ク ロ ロ ホ ル メ ート （FMOC −Cl）等 を用 い て 誘導体化 し，

キ ラ ル 固 定相 を用 い て 分 離 を 行 う方法
B｝9）

が 報告 さ れ て い

る．しか し ， プ ロ リ ン は 2 級 ア ミ ノ 酸 で あ る た め ，オ ル

ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド （OPA ） と反 応 しな い と い っ た 問 題

点 や 誘導体化 の 際 に 1 級 ア ミノ 酸 も同時 に 反応 す る の で ，

こ れ らの 存在が 測定に際 して 妨害 と な る こ とや，様 々 な夾

雑成分 を含む食 品 で は プ ロ リ ン の 誘導体化が 不 十 分 と な る
　 　 　 　 ぐ

こ とが 危惧 さ れ る．そ こ で ，本研究 で は プ ロ リン に 選択

的 な前処 理 を行 うた め に，OPA と FMOC −Cl を用 い た 2 ス

テ ッ プ誘導体化法 を考案 した．更 に ，液体 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー

／質量分析法 （LC ／MS ） に よ る プ ロ リ ン の 高感度か つ

選択的なキラ ル 分離
・
定量法 に つ い て 検討 し，液状食品中

の 遊 離 の プ ロ リ ン の 測定 を試 み た ．
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2　実 験

2・1　試料及 び 試薬

試料 は ，市販 され て い る清涼飲料水 6 種類，粉 ミ ル ク 5
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Table　l　LC ／MS 　conditions 　for　proline　and 　hydrox−

　　　　 yproline　analysis

LC 　CQnditions
Mobne 　phase 　A

Mobile 　phase　B

Flow 「ateC

・lumn 　temperature

Injection　volume

0．03％ Acetic　acid −
0，02％ Trieしhylamine 　in　MeOH

O．03％ A ⊂ etic 　acid −
0，02％ Tricthylamine 　in　CHsCN

O．5・mL ・min −1
（A ；B ＝20；80＞

3e℃

lO　FLL

MS 　conditions
Ionization

ModeMonitoring

　ion

Capillary　voltage

Dr
｝通ng 　gas 到QW

Drying　gas　temperature
Nebulizing 　gas　press肛 e

FragmentOrvd ロ ge

EleCtrospray

SIM　negative 　ion

Proline瞬 fz　114＞
ユ3　 　 　 ユうCう，N一レ Proline（m ／z　120）
H アdrox アprolinc（焜 ／z　130 ）

300〔｝VN2

（12Lmin
一1

）

350℃
35psi80V

種類及 び 食酢 6 種類 を 使用 した ．標準品試薬 と し て ，L −

（
一
〉
一プ ロ リ ン （L−Pro） （試蘂特級），　 D −（＋ ）一プ ロ リ ン （D −

Pro） （和光特級），　 trans一ヒ ドロ キ シー
レ プ ロ リ ン （L−Hyp ）

（試薬特級），cis −4一ヒ ドロ キ シーD一プ ロ リ ン （D −H ｝
・p） （＞

98％） は 和光純薬製 を 用 い ，サ ロ ゲ
ー

ト物質 に は
1a’
　Cs，

lSN −L一プ ロ リ ン （＞ 98 ％） （ISOTEC 製〉 を使用 した ．誘導

体化試薬 と して 用 い た オ ル トフ タ ル ア ル デ ヒ ド （OPA ）

（生化学 用 ） は 和 光純薬製 ， 9一フ ル オ レ ニ ル メ チ ル ク ロ ロ

ホ ル メ ート （FMOGCI ）（＞ 98％）は東京化成製 を使 用 し

た．そ の 他 の 試 薬 に は和 光純薬製 を使 用 し た．精製水は

Milli−Q 　Gradient　AIO （日本 ミ リポ ア 製〉に よ り精製 し て

用 い た ．前処理 の 固相抽出法 に は，メ タノ
ール 5mL 及 び

精製水 5mL を用 い て プ レ コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ した GL サ

イ エ ン ス 製 Bond 　Elut　G18 （500　mg ，3mL ），ま た，メ タ

ノ
ール 1mL 及び 精製水 ユmL を用 い て プ レ コ ン デ ィ シ ョ

ニ ン グ し た Waters 製 Oasis　HLB （30 　mg ，　 l　mL ）を使用

した．

　2・2　装置及び測定条件

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ 質量分 析計 に は Agilent製 UOO

series 　 LC ／MSD を 用 い
， 分 析 カ ラ ム に は Astec 製

CYCLOBOND 　I　2000RN （4，6mm 　I．D ．× 250　mm ）を使 用

した．機器 の 分 析条件は Table　 1 に示 した．

　2・3　試験 溶 液の 調 製

　清涼飲料水及 び 食酢 は ，精製水 で 20〜400 倍 に 適宜希

釈 した もの を試料 と し，試料 500 μL に サ ロ ゲ
ー

ト （1 μg）

を 添加 し た後，試験溶液 を 調製 した ．また ，粉 ミ ル ク は ，

精製水 1 皿 L 当た りタ ン パ ク質含量 0．5〜5mg に な る よ う

溶解 し，サ ロ ゲ
ート （1pg ） を添加 した．そ の 後，食 品衛

生 検査指針
1°）

に 準 じて 除 タ ン パ ク操作 を行 っ た．エ タ ノー

ル 3mL を加 え，遠心 分離操作 （5000　rpm ，10　min ）を行

っ た．上 澄 み を分取 し，残留物 は 75％ エ タ ノ
ール 400 μL

に よ り洗浄 を行 い ，遠心分離後，上 澄 み を 分取 した，この

洗浄操作 を 3 回 繰 り返 し た ．上 澄 み を 合 わ せ て 減 圧 乾 固

した 後，精製水 500 μL に再溶解 し，試験溶液 の 調製 を 行

っ た．OPA 誘導体化操作 と して ，試料溶液 に 1M ホ ウ 酸

緩衝液 （pH 　9，5）500 μL 及 び OPA 試薬 （3％ OPA 及 び

1．5％ 2一メ ル カ プ トエ タ ノ
ー

ル ） 250μL を加 え，室温 で 2
　 　 か く は ん

分間撹拌した．その 後，反応液を Bond 　Elut　C18 へ と負荷

し た．流 出 液 を分 取 し，更 に，5％ メ タ ノ ール 水溶液 2

mL で 溶出を行 い
， 流出液 及 び 溶出液 を合 わせ

， 5mL に

定容 した．定容 し た 5mL か ら 200 μL 分取 し，40℃ で 減

圧 下，乾 固 した 後，精 製 水 200 μL で 再 溶 解 し，FMOG −Cl

に よ る誘導体化 を行 っ た．す な わ ち ， 試料溶液 200 μL に

lM ホ ウ 酸緩衝液 （pH 　7，7）50 μL 及 び 15mM 　FMO （｝Cl

250 叫 を加 え，室 温 で 40 秒 間 撹 拌 し た．次 に 過 剰 量 の

FMOC −Cl を 除去す る た め に ペ ン タ ン 2mL で 2 回 洗 浄 し

た．また ，試料中で の 存在が 微 量 な D 体を高感度に測定

す る た め ，Bond 　Elut　Gl8 に よ る ク リーン ア ッ プ処 理 後 に

定容 した試料溶液 か ら別に 4mL 取 り，滅圧乾固 した．そ

の 後，精製水 200 μL で 再溶解 し，FMOC −Cl に よ る 誘導体

化 を行 っ た ．試料溶液 200pL に 2％ ギ 酸 1mL を加 え，

Oasis　HLB へ と負荷 した．洗浄溶媒 と して 精製水 2mL を

流 した後 ， 5％ ア ン モ ニ ア 含有 メ タ ノ
ー

ル を 2mL 流す こ

とで，カ ードリ ッ ジ か らの 溶出 を行 っ た ．溶出液を減圧乾

固 し，溶解液 （メ タ ノ ール ： ア セ トニ ト リ ル ＝20 ： 8  ）

200 μL で 再 溶解 して ，試 験 溶 液 と し た．

　なお，試料中 の 光学純度 の 表記 につ い て は長 田 ら
11 〕

に従

っ て ，％ D
＝

D ／（D ＋ L ＞と した，

3 結果及び考察

　 3 ・1　測定条件 の 検討

　 ア ミ ノ 酸 の 多 くは 紫外 （UV ）吸収 や 発蛍光 性 な どの 物

性 を有 して い な い ため ， UV 吸収 や 発蛍光性 を有す る 物質

へ の 誘導体化など様 々 な方法が用 い られ て い る
12）
−15〕．ま

た ， ア ミ ノ 酸 は 両 極性化合物 で あ る こ とか ら，極性 が 高 く，

汎 用 さ れ て い る逆相系 の ODS カ ラ ム で は保持が困難 で あ

り，極性 を 低 くす る た め に も誘導体化が 行われ て い る ．本

研究 で は，保持 を 改善す る た め に FMOC −Cl に よ る 誘導体

化 を行 っ た 後，キ ラ ル カ ラ ム に よ る光 学分離 を行 っ た．本

研究 で 各種 の キ ラ ル カ ラ ム を検討 した 結 果，R−tl一フ チ ル エ

チ ル カ ル バ メ
ー

ト誘導体化 さ れ た β一シ ク ロ デ キ ス トリ ン

を固定相 と した，GY （〕LOBOND 　I　2000RN が FMOC 誘導

体化 した プ ロ リ ン の キ ラ ル 分離 に 最適 で あっ た．また，検

出 に は 検出感度，選択性 に優 れ た 質量分析計 （MS ） を 用

N 工工
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Fig・1　MS 　spectra 　of 　proline　and 　hydroxyproline

（A ）Proline ，（B ）Hydroxyproline
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Fig．2　SIM 　chromatograms 　ofstandard （750　ng 　mL
−1
）ofprQline 　and 　hydroxyproline

Peak　number ；（ユ）D−proline，（2）レ proline，（3）D−hアdroxyproline，（4＞L−hydroxアproline，
（5）

1
℃，，

15N −L−P ・・ lin・

い る こ とに した．MS を用 い る こ とで ，紫外可視吸光検出

器 で は 測定 が 困 難で あ っ た 食品 に お い て も夾雑成分 の 影響

を あま り受 けずに 測定が 行 える た め
， 食 品 中で の 存在 が微

量な D．体 の 測定が 可能となっ た．

　LG の 移 動相 条件 を 検討 す る た め に，有機溶媒 と して ア

セ トニ トリル ーメ タ ノ ール 混 液 を 用 い
， pH 調 整 の た め の

緩衝液を加えず に測定を行 っ た とこ ろ，保持が 強 く，測定

時 間 が 長 時 間 とな っ た．そ の た め，緩 衝 液 と して 酢酸及 び

トリエ チ ル ア ミ ン を用 い た．そ の 結果，緩衝液の 濃度が 高

くな る につ れ，保 持 時間 は短 く な り，シ ャ
ープ な ピーク が

得 られ る こ とが 分 か っ た．しか し，対 象 物 質 の イ オ ン 化 に

影響 が 生 じ，質量分析計 に よ る 測定 に お い て ピー
ク 面積 と

して は減少 した．逆 に緩衝液 の 濃度 を低 くす る と，保持時

間が 長 くな り，ピー
ク 形 状 は ブ ロ ードに な っ た．こ の 緩衝

液の 濃度 に よる 保持時間へ の 影響 は，固定相 と対象物質の

水素結合
16）］7）

に 対 して 競合 が 生 じた た め で ある と考 え られ

た．種 々 検討 の 結 果，Table　 1 に 示す LG 条 件 を 最適 条件

と して 設定 した．

　MS の 測定条件 と し て ，　 FMOG 誘導体化 した プ ロ リ ン の

イ オ ン化 に つ い て 検討 し た と こ ろ
，

エ レ ク トロ ス プ レ ーイ

オ ン化法 （electrospray 　ionization，　 ESI）を用 い ，ネ ガ テ

ィ ブ イ オ ン モ
ー

ドで プ ロ リ ン 及 び ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン が 良

好 に イ オ ン 化 さ れ る こ と が 分 か っ た．マ ス ス ペ ク トル を測

定 し た 結果 を Fig．1 に，ま た ，プ ロ リ ン （m ／x　114），
1SCs

，
15N −L一プ ロ リ ン （m ／z　l20） 及 び ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン

〔m ／z130 ）の そ れ ぞ れ の 選択 イ オ ン 検 出 （selected 　ion

monitoring ，　 SIM ）ク ロ マ トグ ラ ム　（標準品） を Fig．2 に

示 した．

　濃度 を変 え た標準溶液 を 調製 し，内標準物er　ISCi，，15N −L一

プ ロ リ ン に 対す る 相対面積 比 か ら検 量 線 を作成 した と こ

ろ ，プ ロ リ ン （濃度範囲 ： 25〜1000　ng 　mL
− ］

），ヒ ドロ キ

シ プ ロ リ ン （D −Hyp ： 50〜　1000　ng 　mL

− 1
，　 IrHyp ： 100 〜

1000ngmL
−
1
） は共 に 相関係数 は 0．997 以上 と良好 な直線

性 が 得 られ ，定量 限界 （∫／N ＞ 10） は 25〜100ng 　mL
−1

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

1022 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．56　（2007）

で あ っ た （Table　 2）．

　 3・2　試験溶液 の 調製

　FMOC は 1 級及 び 2級 ア ミ ン と反応す る た め ， プ ロ リ

ン の FMOC 誘導体化 を行 う際，1 級 ア ミノ 酸 をは じめ と

す る ，様 々 な ア ミ ン 類 も同 時 に誘導体化 さ れ る．ま た，中

で も 1 級 ア ミ ノ 酸 で あ る L一ロ イ シ ン （M ．W ．＝131．17）と

L一イ ソ ロ イ シ ン （M ．W ．＝131．17）の FMOC 誘導体 は，保持

時間 が D一ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン （M ．W ．≡131．13） の FMOC

誘導体 の 保持時 間 と近 く， 更 に こ れ らの 分子量 も ほ ぼ等し

い ため ，D一ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 検出に お い て 妨害影響を

与 え る こ とが 懸 念 され た．実 際，ロ イ シ ン ，イ ソ ロ イ シ ン

が 大量 に 含 ま れ た 食 品 を 試料 と して FMOC 誘導体化の み

で 分析した と こ ろ，D一ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 検出 に お い て

L一ロ イ シ ン と L一イ ソ ロ イ シ ン に よ る 妨害影響 が 認 め ら れ

た．ま た，複雑 な マ トリ ッ ク ス か ら構成 され る 食品 に は，

1 級 ア ミ ノ 酸を は じめ ，様 々 な物質 が 含 まれ て い る た め ，

ク リー
ン ア ッ プが 不十分 で あ っ た場合，MS の イ オ ン 化 に

際 して の イオ ン サプ レ ッ シ ョ ン や ，共存物質を原因 とす る

誘導体化効率 の 低 下，更 に，LC カ ラ ム の 劣化促進 な どが

生 じる こ とが 危惧 さ れ た．そ の た め
，

プ ロ リ ン の 十 分 な誘

導体化 を行うため に，1級 ア ミ ン を除去す る必要が あっ た．

そ こ で ，OPA が 1 級 ア ミ ン と の み 反 応す る 性 質を利 用 し

Table　 2　Va1三dation　of 　LG ／MS 　anal アsis

て，1 級 ア ミ ン を OPA 誘導体化 し ， 逆相系 で あ る Bond

Elut　G18 カ ート リ ッ ジ に保持 させ た．　 OPA 誘導体化操作

と して は，Monboisse ら
18
切 方 法 を参考 に した ．分 析対象

で あ る プ ロ リ ン 及 び ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン は 2 級 ア ミ ノ 酸

で あ る た め，OPA で誘導体化 さ れ ず，　 Bond 　Elut　C18 カ ー

トリ ッ ジ に は 保 持 され ない 。そ の 結 果，こ の 前 処 理 に よ り，

1級 ア ミ ノ酸 と 2 級 ア ミノ 酸 で あ る プ ロ リ ン と の 固 相抽 出

法 に よ る 分離が 可 能 とな り，2 級 ア ミ ノ 酸 の 選 択 的 な 前処

理 を行 う こ と が で きた．次 に，Einarsson ら
19 〕

の 方 法 を参

考 に，Bond 　Elut　C18 カートリ ッ ジ で 分画 した 2 級 ア ミノ

酸の FMoc 誘導体化を行 い ，更 に oasis　HLB カ
ートリ ッ

ジ を用 い て ク リ
ーン ア ッ プ を行 っ た．FMOC 誘導体 化 す

る こ と で プ ロ リ ン の 極性 が 低下 し，Oasis　HLB カートリ ッ

ジ 処 理 に お い て ，試料 溶液 中 に 2％ ギ 酸 を 添 加 し て

FMOC 一プ ロ リ ン を分子形 に す る こ と に よ り，カ
ードリ ッ

ジへ の 十分な保持 が得 られ た．Oasis　HLB カー
トリッ ジ を

用 い た 固相抽出を行 うこ とで ，誘導体化 の 際 に 用 い た ホ ウ

酸塩 や 試料中 に 含 まれ る 高極性 の 夾雑成分の 除去 が 可能 と

な っ た．こ の OPA と FMOC −Gl を用 い た 2 ス テ ッ プ誘導

体化法 に よ り 2 級 ア ミ ノ 酸 の 選 択的 な ク リ
ー

ン ア ッ プが

効果的 に達 成 さ れ た ．

LOD ／　 　 LOQ ／
　 　

　
ユ　 　 　 　 　 　 　

ー1
ngmL 　　　 ngmL

Range ／　 　（〕orrelation
　 　 −］

ng 　mL 　　 coe 雌 cient （r ）

D−Pro 　 　 　 10

L−Pro 　 　 　 lO

D−Hyp 　　 20
L−Hyp 　　 40

25255010025〜1eOO

25〜IOOO

5e 〜1000

100 〜1000

0．9990
．9990
．9970
、999

LOD ； Limit　of 　detcction （S／N ＝3），LOQ ： Limit　of　quantifi−
catiQn 　（S／N ＞ 10）D −Pro ； ［ンProline，　L−Pro： L−Proline，　D −Hyp ；

D −Hydrexypreline ，　L−Hyp ： L −Hydroxyproline

　S・3　実 試 料 へ の 応 用

　試料 と して ，清涼飲料水，粉 ミル ク，食酢 を用 い ，添加

回 収試 験 を行 っ た 結果，平 均 回収率 は 80 〜104％ 以 内 と

良好 で あ り，ま た，相対標 準偏差 は 7．0％ 以 内 と高精度 な

測定が達成され た （Table　 S）．特 に ，　 L一プ ロ リ ン は 安定同

位体 を 内標準物質 に用 い て い る た め，良好 な 回収率が 得 ら

れ ， 保持時間が 近 い レ ヒ ドロ キシ プ ロ リ ン も十分 な補正 が

行わ れ た．本法 を用 い て 市販 さ れ て い る 清涼飲料水 6種

類，粉 ミ ル ク 5 種類及 び 食酢 6 種類 に つ い て 遊離 の プ ロ

リ ン 及 び ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 含有量を測定 し た ．そ の 際

の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．3 に 示 す．ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン

につ い て は い ず れ の 検体 か ら も検出 さ れ なか っ た が，ほ ぼ

Table　3　Recoveries　of 　proline　and 　hydroxyproline　from　various 　foods

Recovely，％ （R ．S．D ．，％ ）

Sample 　 D−Pro
　 　 　 　

−1
150ngmL

　 added

　 L−Pro300ngmL一
夏

　 added

　 ｝ Hyp
　 　 　 　 −1
100ngmL
　 added

　 L−Hyp
　 　 　 　

−1
200ngmL
　 added

Soft　drink

Infant　formula

Vinegar

97．3
（2．2）

86．9
（2，5）

104．0
（1．9）

97，7
（2．5）

98．1
（2．1）

99．3
（2．4）

84．5
（5．4＞

80．1
（2．5）

84．9
（3．5）

95．8
（7．e＞

94，7
（2．4＞

98，9
（1，6）

n ；4

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　文　　 小 濱，斉藤，坂 本，岩 崎，伊藤，堀江 ，中澤 ： HPLCfMS に よ る液状 食品 中の プ ロ リ ン の 光学異性体 分離分析 　　1023

18001200600
14

140012001000

5 101520253035 　　 　　40　 　　 mill30

250e1500soe

14001000600

5 1015202530

1015202530

3S　　　 40　　　min20

5 10152   2530

35　 　 　 40　 　 　 min14

3s40mm

Fig．3　Typical　chromatograms 　fbrproline　and 　hアdrox｝proline　in　vinegar

These　chromatograms 　were 　obtained 　f｝om 　vinegar 　3，　 Chromatogram 　D　is　highly−

1婁尹舗鰹摎芦轄 器 軅
n °f　D ’P舳 e   knum 魔 ； （’〉卿 1’ne ・

Tab 置e　 4Concentration 　 of 　proline　and 　hydroxypro −

line　in　food　samples

Sample D−Pro　　 レPro　　 D−H アp　　 L−H アP

Soft　drink

Jnfantformula

Vinegar

1　 　 N ．D ．　 　 598．2
2　 　 ND ，　 　 142、7
3　　 ND ．　　 124．7
4　　　　0．17　　　11．3
5　 　 ND ，　 　 ND ，
6　 　 ND ，　 　 N ．D ，

1　 　 N ．D ．
2　　 N ．D ．
3　　 ND ，
4　 　　 N ．D ．
5　 　　 N ．D ．

31，819
．724
，618
．145
．5

1　　 N ．D ，　　　 12．S
2　 　 N ．D ．　 　 正8．1
8　　　 24．1　　　408．0
4　　　 21．4　　　877．7
513 ．3825 ，3
6　 　 N ．D ．　 　 48．4

DDDDDDDDDDDDDDDDDNNNNNNNNNNNNNNNNNDDDDDDDDDDDDDDDDDNNNNNNNNNNNNNNNNN

も考 え られ た．ま た，食 酢 は 製 造 段 階 に お い て 発酵 の 操

作
2°）

を行 っ て い る た め ，そ の 際 に，D 体 が 生 成 した の で は

な い か と考え られ ，更 に 精査す る 必要があ る と考 え られ

る．

　 　
　1pg

　mL 　 iN ．D ．： not 　detected

すべ て の 検体か ら L一プ ロ リ ン が 検出 され た （Table　 4）．一

方，D一プ ロ リ ン は粉 ミ ル ク か ら は検 出 され な か っ た が ，清

涼飲料水 で は 1 検体 （0．17 μgmL
− 1

），食酢 で は 3 検体

（］3．S 〜24．1 μgmL
−1
） か ら，1．5 〜5．6％ D の 割合 で D一プ

ロ リ ン が 検 出 され た．今 回，D一プ ロ リ ン が 検 出 さ れ た 検体

は ，そ の ほ と ん どが中国産 で あ っ た．特 に，食酢 の 3検

体 か らは L一プ ロ リ ン も多量 に 検出され た こ と か ら，精製 が

不十分 な レ プ ロ リ ン が 添加物 と して 使用 さ れ て い た 可能性

4 　結 言

　 OPA と FMOC −CI を 使用 した 選択的 な 前処 理 操作 を 行

い ，LC ／MS に よ る プ ロ リ ン の 高感度 か つ 選 択的な キ ラ ル

分離
・
定量法の 構築 を 試 み た．2 ス テ ッ プ誘導体 化 法 に よ

り試料 の ク リーン ア ッ プが効果 的 に行 わ れ，LC ／MS 装 置

へ の 汚染も少 な い ，選択的 な前処 理 が 可 能 とな っ た ，ま た，

キ ラル カ ラ ム を 用 い る こ とで，プ ロ リ ン の 良 好 な光 学 異 性

体分 離が 達 成 さ れ た．市販 さ れ て い る清涼飲料水 6 種類，

粉 ミル ク 5 種 類 及 び 食酢 6 種類 につ い て ，プ ロ リ ン の 測

定 に 適 用 し た 結 果，ほ ぼ す べ て の 検体 か ら L一プ ロ リ ン が 検

出 され た．清涼飲料水 は 1検体 ，食酢 は 3検体か ら，1．5
〜5．6％ D の D一プ ロ リ ン が 検出 され た．

　本 法は 液状 食 品 中の プ ロ リ ン を光学分離，測定す る こ と

が 可能で あ り，食品添加物 と して 使用 さ れ る プ ロ リ ン の 安

全 性 を確保す る た め の 有効な分析法の
一

つ に な る もの と期

待 さ れ る ．
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-0824

 For the  chiral  separation  and  quantification of  L-proline  used  as  a  fbod  additive,  a  selective

pretreatment  method  that  uses  o-pthalaldehyde  (OPA) and  9-fiuorenylmethyl chloroformate

(FMOC-Cl) Nvas  examined,  and  HPLC/MS  with high  sensitivity  and  high  selectivity  was  devel-
oped.  ?rimary  amino  acids,  which  exist  in liquid foods  as  impurities, were  derivatized with

O?A,  fbllowed  by separation  from  preline with  a  solid-phase  extraction  cartridge.  The  sec-

ondary  amino  acids  were  converted  into FMOC  derivatives. Sample cleanup  ivas achieved  with
this  two-step  derivatization method,  and  a  selective  pretreatment of  secondary  amino  acids

became  possible. An  excellent  means  to separate  the optical  isomer of  proline was  achieved

using  a chiral  column  made  of  a fi-cyclodextrin phase  in the polar organic  phase  mode.  The
average  recovery  rates  of  proline from  soft drink, infant fbrmula, and  vinegar  were  as  high  as

80%  to 104%. Using this method,  proline in liquid fbod can  be separated  optically  and  deter-
mined.  This method  is expected  to be of  use  in determining of  the  safety  of  proline used  as  a

food additive,

Kaywords  : chiral  separation;proline;derivatization  ; solid  phaseextraction;LC/MS.


