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要約

有機酸（OA）は、⻝品、飲料、動物⽤飼料、および⼈々の健康に関わる多くの業界にと

って重要な化合物群です。ACQUITY UPLC H-Class システムと ACQUITY QDa 質量検出

器を組み合わせて、ミックスモード LC カラム（Atlantis Premier BEH C18 AX カラム）

での 15 種の有機酸の分離の試験を実施しました。有機溶媒⽐率、塩濃度、移動相の pH 

などのイオンクロマトグラフィー条件が、有機酸の保持、選択性に与える影響を調べま

した。有機酸の分析法を開発し、フルーツジュースに適⽤しました。分析法の性能特性

として、定量限界（LOQ）、クロマトグラフィーピーク⾯積と濃度の関係、精度と正確

度を評価しました。この分析アプローチは、OA の保持および分離に優れ、実⾏時間は短

く、⾼い検出感度および選択性を⽰しました。このソリューションは、フルーツジュー

スおよび飲料内の有機酸の測定、およびその他の応⽤分野に適しています。

アプリケーションのメリット

有機酸の分析に Atlantis Premier BEH C18 AX カラムを ACQUITY UPLC H-Class および ACQUITY QDa 質量検出器と組

み合わせることで、以下のメリットが得られます。

優れた保持とクロマトグラフィー分離能■

フルーツジュースおよび飲料の真正性試験に役⽴つ⾼感度検出■

サンプルマトリックス由来の共溶出化合物の⼲渉を受けにくい選択性の⾼い検出■
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実⾏時間 8 分未満の⾼速分析■

はじめに

有機酸（OA）は、⻝品、飲料、動物⽤飼料、および⼈々の健康に関わる多くの業界にと

って重要な化合物群です。有機酸は、フルーツジュースおよび飲料の⾵味や⾹り、安定

性、微⽣物制御に影響を与えます(1)。 有機酸は、様々なフルーツや飲料において異なる

特性プロファイルを⽰すことが多いことから、これを真正性試験のマーカーまたはフィ

ンガープリントとして⽤いることができます(2)。 図 1に、本研究で調査した OA の構造

および pKa 値を⽰します。

図 1.  有機酸の構造および pKa 値

OA の分析は通常、陰イオン交換、逆相、またはミックスモードの分離のいずれかによる液体クロ

マトグラフィー（LC）を⽤いて⾏われます。OA の陰イオン交換クロマトグラフィーの分離は許容

範囲内ですが、通常実⾏時間が⻑くなります。逆相分離では OA の分離が限定されます。ミックス

モードの分離では、OA の分離能が逆相 LC よりも⾼くなり、多くの場合、陰イオン交換クロマト

グラフィーよりも実⾏時間が短くなります。OA 分析でよく使⽤される検出⼿法として、電気伝導

度、UV/Vis、⽰差屈折率（DRI）が挙げられます。これらの検出⼿法は OA に対する選択性が⾼く

なく、そのために OA 分析が共溶出化合物による⼲渉を受けやすくなります。OA 分析のための、

分離能と⼲渉の課題に対処できるソリューションが強く望まれています。

このアプリケーションノートでは、OA 分析の主な課題に対処するための、Waters Atlantis 

2ミックスモード LC カラムと ACQUITY QDa 質量検出器を⽤いた有機酸の分析



Premier C18 AX カラムおよび Waters ACQUITY Qda 質量検出器をベースにした分析ソリューショ

ンの開発について説明しています。Atlantis BEH C18 AX カラムにより、OA 分析において、優れた

保持と分離能が得られます。ACQUITY QDa 質量検出器は OA 分析に適した選択性の⾼い検出器で

す。これら 2 つのテクノロジーを組み合わせることで、困難な OA 分析の課題に対して優れたソリ

ューションが得られます。

実験⽅法

LC 条件

LC システム： ACQUITY UPLC H-Class 

システム

ソフトウェア： Empower 3 CDS

カラム： Atlantis Premier BEH C

18 AX、1.7 μm、2.1 × 

150 mm

カラム温度： 30 ℃

流速： 0.35 mL/分

注⼊量： 1.0 µL

分析時間： 8.0 分

移動相： A：50mM ギ酸アンモニ

ウムおよび 0.9% ギ酸⽔

溶液（pH=2.9）

B：0.9% ギ酸アセトニト

リル溶液

C：0.9% ギ酸⽔溶液
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グラジエント溶出プログラム：

MS 条件

MS システム： ACQUITY QDa 質量検出器（パフォーマ

ンス）

イオン化モード： ESI-

キャピラリー電圧： 0.8 V

コーン電圧： 5.0 V

プローブ温度： 600 ℃

取り込み速度： 1 Hz

SIR 質量： [M-H]-（表 1）
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表 1.  有機酸の化学式、モノアイソトピック質量、分⼦イオンの質量-電荷⽐（

m/z）

標準溶液の調製

個々の OA を MilliQ ⽔に 1.0%（w/v）になるように溶解して、原液としました。フマル酸は、無⽔エタノールに 

1.0%（w/v）で溶解しました。個々の OA 原液を混合して MilliQ ⽔で希釈し、すべての OA を含む溶液（各 600 μ

g/mL（有効数字 3 桁を記録））を調製しました。この OA 混合原液を⽔で連続希釈することにより、低濃度の溶液を

調製しました。

SPE による

リンゴ、ブドウ、ザクロを含むフルーツジュースのサンプルは、地元の店舗で購⼊しました。このジュースを MilliQ 

⽔に 1：10 の⽐率で希釈し（ジュース 1 mL に対して⽔ 9 mL）、0.45 μm ガラスマイクロファイバーメンブレンフィ

ルター（GMF）でろ過しました。ろ過したジュース溶液は、必要に応じて⽔で更に希釈しました。

結果および考察

クロマトグラフィーの最適化
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移動相の組成

Atlantis Premier BEH C18 AX カラムは、ミックスモードカラムです。固定相には C18 基が含まれているだけではなく

、第三級アルキルアミン基が含まれており、約 pH 8 以下で正電荷を持ちます(3)。 移動相の組成（有機溶媒⽐率）が、

OA の保持に重⼤な影響を及ぼすことが分かりました。図 2 に、様々な移動相組成でのアイソクラティック溶出におけ

る OA の保持係数（k’）を⽰します。50mM ギ酸アンモニウムおよび 0.9% ギ酸⽔溶液では、有機酸の k’ 値は 

0.4〜2.5 の範囲でした。有機物含有量（移動相 B、0.9% ギ酸アセトニトリル溶液）を約 50% まで増加させると、これ

らの酸のカラム保持が最⼩になり、すべての k’ 値が 0.5 未満になりました。有機物含有量を更に増加させると、OA 

の k’ 値は再び⾼くなりました。また、OA の溶出順序も、移動相の組成変更により変わりました。 

図 2.  Atlantis Premier BEH C18 AX カラムによる、様々な移動相組成でのアイ

ソクラティック溶出における有機酸の保持係数（k’）。移動相 A：50mM ギ酸

アンモニウムおよび 0.9% ギ酸⽔溶液（pH=2.9）。B：0.9% ギ酸アセトニト

リル溶液。

移動相のバッファー濃度

OA 分析法の最適化において、バッファー濃度はもう 1 つの主要な要素です。図 3 に⽰すように、これは有機酸の保持

および選択性の両⽅に影響を与えます。ギ酸アンモニウムの濃度が 50 mM から 0 mM に減少させると、クエン酸とマ

ロン酸の k’ は⼤幅に上昇しますが、他の OA の k’ の上昇は穏やかでした。クエン酸とマロン酸の k’ が⼤幅に上昇

するのは、他の OA と⽐較して pKa 値が低いことに関連しています（図 3）。OA の溶出順序も、バッファー濃度の変
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更に伴って変わりました。 

図 3.  Atlantis Premier BEH C18 AX カラムにおける、様々なバッファー⽔溶液の濃度（0.9% 

ギ酸含有、pH=2.9）でのアイソクラティック溶出における有機酸の保持係数（k’）。バッフ

ァー：ギ酸アンモニウム。

移動相の pH

移動相の pH も、分析法開発における重要なパラメーターです。移動相の pH は、OA の酸解離のバランスに影響を与

え、これにより保持とピーク形状も影響を受けます。この試験では、良好なピーク形状を得るために pH 2.9 を使⽤し

ました。 

有機酸の分析

グラジエント溶出プログラムを開発し、OA 分析で使⽤しました（「実験⽅法」セクションを参照）。これは主にバイ

ナリーソルベントグラジエントで、アイソクラティック溶出の追加のセグメントがあり、⽔にはバッファーは含まれて

いません（低イオン強度）。グラジエント溶出により、⽔にバッファーが含まれていないアイソクラティック溶出では

、早期溶出する OA で良好な保持が得られ、重要なキナ酸、酒⽯酸、リンゴ酸については、良好な分離も得られました

。
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15 種の有機酸のクロマトグラムを 11 のシングルイオンレコーディング（SIR）チャンネルで収集しました（図 4）。

これらの OA の分⼦イオン[M-H]- の⼤半では、質量電荷⽐（m/z）が異なっていました。これらは別個の SIR チャンネ

ルで検出され、相互⼲渉の可能性が排除されました。図 2 に有機酸 15 種の保持時間、定量限界（LOQ）、キャリブレ

ーション結果を⽰します。溶媒溶液中の有機酸の LOQ は 0.2〜6 ppm の範囲内でした（溶液中では μg/mL）。 

図 4.  11 SIR チャンネルでの 15 種類の有機酸標準試料のクロマトグラム。有機酸濃度：20 ppm。カラム

：Atlantis Premier BEH C18 AX、1.7 μm、2.1 × 100 mm。ピーク ID：1.乳酸、2.リンゴ酸、3.アスコルビ

ン酸、4.キン酸、5.コハク酸、6.酒⽯酸、7.イソクエン酸、8.マロン酸、9.グルタル酸、10.クエン酸、11.

フマル酸、12.cis-アコニチン酸、13.アジピン酸、14.シキミ酸、15.マレイン酸。
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表 2.  有機酸の保持時間、キャリブレーション結果、LOQ、ピーク⾯積の再現性

スパイク試験により、有機酸の定量における正確度を評価しました。リンゴ、ブドウ、ザクロジュース中の主な有機酸 

4 種（キナ酸、酒⽯酸、リンゴ酸、クエン酸）を 0.1 mg/mL および 4 mg/mL の 2 つのレベルでスパイクしました。

AOAC ガイドラインに従って回収率(4)を計算し、表 3 に⽰します。回収率の⼤半が 80〜120% の範囲に収まっていまし

た。スパイク試験には外部較正を使⽤しました。ただし、より正確な結果が必要とされる場合には、内部標準の使⽤を

推奨します。特に、質量分析法を⽤いる場合には、内部標準を使⽤することが、分析の正確度と精度を改善するための

⼀般的な⽅法です。 

表 3.  フルーツジュースに含まれる⼀般的な有機酸の回収率

OA 分析におけるこの分析法の主なメリットを、ザクロジュースの分析で⽰しています。図 5 はザクロジュースの重ね
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描きを⽰しており、挿⼊図にクロマトグラムの重ね描きを拡⼤表⽰しています。ザクロジュースに含まれる 0.007 

mg/mL という低濃度の酒⽯酸の濃度が測定できました（表 3 参照）。図 5 では、酒⽯酸の SIR クロマトグラムにおけ

る平坦なベースラインと、酒⽯酸のピーク付近（RT 1.5 分）に⾒られるピークの数が注⽬に値します。このような低レ

ベルでの酒⽯酸の定量では、多くのピークが近接して溶出し、⾮選択的検出器では定量が⾮常に難しくなります。酒⽯

酸は偽装ザクロジュース⽤のマーカーとして使⽤されました。偽装ザクロジュースの酒⽯酸のレベルは 0.07 mg/mL 以

上であることが分かりました(5)。 フルーツジュースの真正性試験において、この例のザクロジュースの酒⽯酸などの 

OA の⾼感度検出が必要となります。

図 5.  ザクロジュースの SIR クロマトグラムの重ね描き。ジュースは、脱イオン⽔で 10 倍に希釈してから分析しました

。挿⼊図は、検出された OA のクロマトグラムを、ベースラインをオフセットして拡⼤表⽰しています。

結論

OA 分析は、サンプルに存在する可能性のある多数の天然に存在する OA の分離が難しいことから、困難な作業になる

場合があります。Waters UPLC/QDa システムと Atlantis Premier BEH C18 AX カラムにより、OA 分析のための優れた

アプローチを実現できます。この OA 分析アプローチの主なメリット：
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優れた保持と分離能の改善■

特定のアプリケーションにメリットをもたらす⾼感度検出■

サンプルマトリックス中の共溶出化合物の⼲渉を受けにくい⾼選択性検出■

実⾏時間 8 分未満の⾼速分析■
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