
ACQUITY UPLC® を用いた肉中の遊離アミノ酸分析

概要

おいしい肉の客観的な指標として多くの機関において食味成分の分

析が行われています。その一つに肉に含まれる遊離アミノ酸の組成

分析があります。遊離アミノ酸はその呈味によって甘味系、旨み系、

苦味系等に分けられ、肉の風味に主として寄与する旨み系アミノ酸

としてグルタミン酸が良く知られています。

従来はHPLCを用いたアミノ酸の分離・分析に30分以上の分析時

間を要していました。 ACQUITY UPLC® システムを用いたアミノ

酸分析法では10分以内で分離、検出することができます。このアプ

リケーションでは牛肉と鶏肉に含まれる遊離アミノ酸を分析した内容

についてご紹介します。

＜サンプルの準備＞

サンプル：炭火で焼いた牛肉と鶏肉

各試料5gに0.1N-HCl 50mLを加え、

10,000rpmで5分間ホモジナイズ

↓

抽出液を15,000rpmで遠心分離

↓

上澄み液を採取

↓

ヘキサンを加えて脱脂

↓

試料溶液の3倍量のアセトニトリルを加え除タンパク処理

↓

この溶液10μLにホウ酸塩緩衝液70μLと

AQC誘導体化試薬20μLを混合し反応

ACQUITY UPLC ® /AccQ-TagTM Ultra

分析条件

装置 : ACQUITY UPLC® システム TUV検出器
カラム : ACQUITY UPLC AccQ-TagTM Ultra 2.1x100mm
カラム温度 : 60 ℃
流速 : 0.7 mL/min
測定波長 : 260 nm
移動相A : AccQ-TagTM Ultra 溶離液A（濃縮）100mL+水900mL
移動相B : AccQ-TagTM Ultra 溶離液B
グラジエント条件 :

時間（min） %A %B 曲線

0.00 99.9 0.1

0.54 99.9 0.1 6

5.74 90.9 9.1 7

7.74 78.8 21.2 6

8.04 40.4 59.6 6

8.05 10.0 90.0 6

8.64 10.0 90.0 6

8.73 99.9 0.1 6

9.50 99.9 0.1 6

図1. AccQ-TagTM Ultra アミノ酸誘導体化反応プロセス

図1にAccQ-TagTM誘導体化試薬（AQC試薬）の

反応プロセスを示します。AQC試薬は1級、2級アミン

と迅速に反応し、非常に安定した誘導体化アミノ酸を

生成します。その後、過剰な試薬は反応液中の水に

よって速やかに加水分解され、分析を妨害することは

ありません。
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図2. アミノ酸混合標準液のクロマトグラム（100pmol/μL）

＜アミノ酸混合標準液H型＞

・ヒスチジン（His）

・セリン（Ser）
・アルギニン（Arg）

・グリシン（Gly）

・アスパラギン酸（Asp）

・グルタミン酸（Glu）

・スレオニン（Thr）
・アラニン（Ala）

・プロリン（Pro）

・シスチン（Cys）

・リジン（Lys）

・チロシン（Tyr）
・メチオニン（Met）
・バリン（Val）
・イソロイシン（Ile）

・ロイシン（Leu）

・フェニルアラニン（Phe）
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図3. 肉試料のクロマトグラム
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牛肉

鶏肉

図3に牛肉および鶏肉中の遊離アミノ酸を分析したクロマトグラムを示します。

図2にアミノ酸混合標準液のクロマトグラムを示します。分析時間8分で17成分を分離しています。
全てのピークにおいて分離度1.6以上が得られています。AMQ、NH3、Deriv.Peakの3成分は誘
導体化反応の副生成物です。



表1. 肉試料の遊離アミノ酸含有量（mg/100g）

表1に肉試料から検出された１７成分のアミノ酸量を示します。牛肉および鶏肉の遊離アミノ酸として、旨味系アミノ酸であるグルタミン酸
を多く含むことが分かります。また、アラニン、グリシン、セリンといった甘味系アミノ酸も多く、これらが肉のおいしさの基となっていると推察さ
れます。

アミノ酸名 牛肉 鶏肉

ヒスチジン（His） 8.9 10.3
セリン（Ser） 25.9 38.8

アルギニン（Arg） ND 21.0
グリシン（Gly） 20.3 30.8

アスパラギン酸（Asp） 5.1 30.2
グルタミン酸（Glu） 32.3 89.6
スレオニン（Thr） 17.6 20.7
アラニン（Ala） 67.1 44.3
プロリン（Pro） 9.1 13.6
シスチン（Cys） 3.9 1.6
リジン（Lys） 21.6 38.1
チロシン（Tyr） 24.5 16.0

メチオニン（Met） 13.4 6.3
バリン（Val） 23.7 14.0

イソロイシン（Ile） 18.7 10.7
ロイシン（Leu） 32.2 17.9

フェニルアラニン（Phe） 18.6 8.9

従来のHPLCアミノ酸分析法とUPLC®アミノ酸分析法の比較

図4に従来のHPLCを用いたアミノ酸分析とACQUITY UPLC®を
用いたアミノ酸分析で得られたアミノ酸混合標準液のクロマトグラム
を示します。アミノ酸の誘導体化はAccQ-TagTM誘導体化試薬を
用いて行いました。HPLCでは蛍光検出器、ACQUITY UPLC®で
はUV検出器を用いて検出しています。ACQUITY UPLC®を用い
たアミノ酸分析法（AccQ-TagTM Ultra）では、UV、PDA、蛍光
の3種類の検出器がサポートされています。
ACQUITY UPLC®を用いた分析では分析時間がHPLCの約1/5
に短縮されます。例えば32サンプルを処理する場合、表2のように
HPLCでは丸一日かかる分析がACQUITY UPLC®では約5時間
となり、その日のうちに結果を確認することが出来ます。更に使用溶
媒量も約1/7になります。使用する溶媒のコストだけではなく、分析
後の廃液処理コストの削減も可能です。

HPLC分析条件

装置 : 2695 セパレーションモジュール 2475 蛍光検出器
カラム : AccQ-TagTM アミノ酸分析カラム 3.9x150mm
カラム温度 : 35 ℃
流速 : 1.0 mL/min
測定波長 : Ex 250nm Em 395nm
移動相A : AccQ-TagTM 溶離液A（濃縮）100mL+水1000mL
移動相B : アセトニトリル
移動相C : 水
グラジエント条件 :

時間（min） %A %B %C 曲線

0.0 100 0 0

0.5 99 1 0 11

18.0 95 5 0 6

19.0 91 9 0 6

29.5 83 17 0 6

33.0 0 60 40 11

36.0 100 0 0 11

45.0 100 0 0 6



AccQ-TagTM Ultra Solution

AccQ-TagTM Ultraは、既存のアミノ酸分析法には例のない高速で高分離を実現します。前処理から分離までパッケー
ジ化された簡便・迅速な分析メソッドです。

＜ACQUITY UPLC®によるアミノ酸分析法＞
・1サイクル9.5分の高速・高分離
・優れた再現性
・使用溶媒量/廃液量が少ない環境に優しい分析法
・移動相条件の変更なしにLC/MSに使用可能

＜プレカラム誘導体化＞
・1級、2級アミノ酸共に簡便に反応
・誘導体化後も数日間安定
・乾固や抽出などの操作は不要
・過剰な誘導体化試薬は容易に加水分解

表2. 32サンプル処理した場合の分析時間および溶媒使用量の比較

HPLC 
（蛍光検出）

UPLC®

（UV検出）

分析時間 45分

分析時間9.5分
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図4. HPLCとUPLC® クロマトグラムの比較

HPLC UPLC

サイクル時間 45分 9.5分

稼動時間（32サンプル） 約24時間 約5時間

流速 1.0mL/分 0.7mL/分

溶媒消費量（サイクル時間x流速） 1440mL 212.8mL


