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1H quantitative NMR (1H qNMR) is an accurate quantitative analysis method which is used for measuring purity of high purity 

organic materials that contains almost no impurity.  Generally, it is difficult to accurately determine the components of food 
containing large amounts of water and many components by 1H qNMR.  In this study, acetic acid content in four gingers and 
two umeboshis, sucrose, glucose and ethanol contents in four fruit juices were measured by 1H qNMR with water suppression, 
without complex pretreatment during preparations of NMR test sample tubes.  Presaturation method and water suppression 
enhanced through T1 effect (WET) method were used as water suppression, and three certified reference materials (dimethyl 
sulfone, maleic acid and calcium formate) were used as reference standards for qNMR.  1H qNMR with WET showed small 
relative standard deviation (RSD) under 1.1% and a good recovery rate of 97.6-101.4%.  As a result of comparison with 
conventional methods (Acetic acid, sucrose and glucose were measured by HPLC method, ethanol was measured by distillation-
vibration type densitometer method), it was found that measurements by 1H qNMR with WET were basically in agreement with 
measurements by conventional methods. 

 

1. 緒  言 

 
1H 核定量核磁気共鳴分光法（1H qNMR）は，静磁場に置かれた

物質の水素核に特有の周波数を有するラジオ波を照射することで

共鳴（核スピンが低エネルギー状態から高エネルギー状態に遷移

すること）を起こし，それに伴うラジオ波の吸収現象を利用した

定量分析の手法で，2018 年 1 月に日本産業規格の通則（JIS K 0138）
に収載された 1)． 

1H qNMR は，高速液体クロマトグラフ法（HPLC 法）やガスク

ロマトグラフ法（GC 法）等のクロマトグラフ法と比較して，⑴ 
分析対象成分の標準品が不要である，⑵ 検量線の作成が不要な一

次標準比率法（物質量の基準となる別の化学物質を用い，それと

の比較において目的の化学物質の物質量を測る方法）であり迅速

性に優れる，⑶  qNMR 用基準物質に認証標準物質（Certified 
reference material）を用いることで国際単位系（SI）にトレーサブ

ルな信頼性の高い定量が可能である，等の利点がある 2)ため，例

えばクロマトグラフ法で使用する標準物質の純度測定（値付け）

に用いられている． 
一方で，1H qNMR による定量には，⒜ クロマトグラフ法のよ

うにカラムを用いて分析対象成分とそれ以外の成分（夾雑物）を

分離することがないため，定量に用いる信号（以下，「定量用信号」

という）と夾雑物の信号が重なりやすい，⒝ 試料が多量の水を含

有する場合，水由来の巨大な信号（以下，「水信号」という）によ

って定量用信号が覆い隠されることがある，また，⒞ 水信号によ

って定量用信号の増幅が抑制され，定量用信号の S/N 比が低くな

る，等の問題がある 2,3)ため，多くの夾雑物と水を含有する食品試

料の分析に 1H qNMR を用いることは困難である．これらの問題

の対処法として，前処理によって夾雑物及び水を除去するという

方法がある 2)が，通常，このような前処理には多大な労力と時間

を要する上に，分析対象成分の損失や変性の危険も伴う（前処理

としては，例えば，液液抽出により分析対象成分を水系から有機

溶媒系に定量的に移した後に濃縮・乾固する，分配係数が水側に

偏っている分析対象成分であれば水系のまま直接濃縮・乾固する

等がある）． 
前処理の代替方法として，夾雑物由来の信号に対しては減算及

び分割処理によって定量用信号から取り除く方法，水に対しては

パルステクニックにより水信号を選択的に消去する手法（以下，

「水信号消去法」という）が有効と考えられるが，これらにより

信号強度の定量性が損なわれる可能性があり 4,5,10)，また，その程

度も定かではない． 
本研究では，水や夾雑物を除去するための煩雑な前処理を行わ

ない抽出・混合・遠心分離のみの簡単な調製方法を採用し，水信

号消去法を組み込んだ 1H qNMR（以下，「水信号消去-1H qNMR」
という）により，食品成分の定量が可能か検討した．水信号消去

法としては，90°パルスによる励起とその後に続く信号の取り込

みの前に，溶媒信号に対して弱い電磁波を数秒間連続的に照射し

て，溶媒信号を事前に飽和させて観測不能にする手法である

Presaturation4,6,7)と，選択励起パルス（CHESS パルス）と勾配磁場

パルス（PFG）を組み合わせた手法で，CHESS パルスによる溶媒
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信号の選択励起と PFG による位相ずらしを 4 回繰り返すことで

溶媒信号を消去する Water suppression Enhanced through T1 effect 法
（WET6,8)）の二つの手法を検討した（以下，これらの水信号消去

法と 1H qNMRの組み合わせをそれぞれ，「Presaturation-1H qNMR」
及び「WET-1H qNMR」と表記する）．qNMR 用基準物質には 3 種

類の認証標準物質（CRM）を用い，試料調製の簡便化のため，事

前にこれらの重水溶液を調製し，使用した．試料及び分析対象成

分は，塩蔵及び調製野菜（6 種）中の酢酸並びに果汁飲料（4 種）

中のスクロース，グルコース及びエタノールとし，複数調製にお

ける繰返し性，添加回収試験による定量性の確認を行った．また，

HPLC 法等の別の手法による定量も併行して行い，水信号消去-1H 
qNMR による測定値と比較した．これらの試験により，特に WET-
1H qNMR において良好な結果が得られたので報告する． 

 

2. 実  験 

 
2.1 試料 
2.1.1 塩蔵及び調製野菜（酢酸用） 
以下の試料を細断して試験に供した． 
塩蔵しょうが  2 種（輸入品） 
調製しょうが  2 種（市販品） 
調製梅   2 種（市販品） 

2.1.2 果汁飲料（スクロース，グルコース，エタノール用） 
以下の試料にエタノールを約 0.5 %（体積分率）添加したものを

試験に供した． 
グレープジュース  1 種（市販品） 
アップルジュース  1 種（市販品） 
オレンジジュース  1 種（市販品） 
グレープフルーツジュース  1 種（市販品） 

2.2 試薬 
2.2.1 認証標準物質（qNMR 用基準物質） 

SIGMA-ALDRICH 社から 1H qNMR 用の認証標準物質として販

売されている製品群（TraceCERT®）の中から，水に溶解し，かつ

一重線を与える以下の物質を選択して使用した． 
ジメチルスルホン （99.82±0.18 %） 
マレイン酸 （99.98±0.13 %, 99.94±0.15 %） 
ギ酸カルシウム （99.58±0.21 %） 

2.2.2 その他試薬等 
重水（ISOTEC/SIGMA-ALDRICH 社製，重水素化率：99.9 atom %） 
酢酸（純正化学社製，試薬特級） 
エタノール 99.5（関東化学社製，鹿１級，モレキュラーシーブ

を加えて保管し，使用直前に遠心分離して用いた．） 
スクロース（旧和光純薬社製，試薬特級） 
D(+)-グルコース（旧和光純薬社製，試薬特級，40 °C で 4 時間

減圧乾燥して用いた．） 
モレキュラーシーブ 3A 1/16（関東化学社製） 

2.3 測定装置 
2.3.1 NMR 

装置本体：JNM-ECZ400S（日本電子社製，400 MHz） 
プローブ：5 mm FG/RO デジタルオートチューンプローブ（日

本電子社製） 
2.3.2 HPLC 

Agilent 1200 Series（Agilent Technologies 社製） 
2.3.3 振動式密度計 

DMA 4500（Anton Paar 社製） 
 

2.4 水信号消去-1H qNMR の測定条件，解析条件及び計算式 
2.4.1 主な測定条件 

観測スペクトル幅 ：-5-15 ppm を含む 40 ppm 
デジタル分解能 ：0.25 Hz（Presaturation-1H qNMR） 
   0.30 Hz（WET-1H qNMR） 
観測中心 ：4.67 ppm 
試料管スピン ：OFF 
フリップ角 ：90 ° 
取り込み時間 ：4.0 s（Presaturation-1H qNMR） 
   3.2 s（WET-1H qNMR） 
13C デカップリング ：OFF 
ダミースキャン ：2 回 
積算回数 ：8 回 
繰返し待ち時間 ：120 s 
温度  ：20-30 °C（室温．温度調整なし．） 

2.4.2 Presaturation の条件 
照射中心 ：4.67 ppm 
照射時間 ：1.5 s 

2.4.3 WET の条件 
WET パルス波形 ：SEDUCE 
PFG 照射時間 ：2 ms 
PFG 強度 ：0.144 T/m 
PFG 波形 ：SQUARE 
PFG 回復時間 ：0.5 ms 

2.4.4 解析条件 
解析ソフトウェア ：Delta v5.1.3（日本電子社製） 
窓関数処理 ：なし 
ゼロフィリング ：2 倍 
位相補正 ：マニュアル法 
ベースライン補正 ：マニュアル法 
積分  ：マニュアル法 
化学シフト値の基準：ギ酸カルシウム（8.2 ppm） 

2.4.5 計算式 
Pa = (Ia / Irf)×(Hrf / Ha)×(Ma / Mrf)×(Wrf / Wsample)×Prf   (Eq.1) 

ここで， 
P ：含有量（g/100g） 
I ：信号強度 
H ：水素数（官能基の水素の数） 
M ：モル質量（g/mol） 
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W ：質量 
a ：分析対象成分 
sample ：試料 
rf ：qNMR 用基準物質 

を意味する． 
 事前に 3 種類の認証標準物質（rf1, rf2, rf3 とする）の重水溶液

（CRM 溶液）を調製し，定量に用いたため，CRM 溶液の調製時

における質量を w，試料溶液調製時の CRM 溶液の質量を WCRM 溶

液とすると，例えば Wrf1は 
Wrf1= wrf1 / (wrf1 + wrf2+ wrf3+wD2O)×WCRM 溶液 

で算出される．本研究で用いた物質のモル質量，水素数等の情報

を Table1 に示す． 
Table 1 Information about substance for 1H qNMR analysis. 

Substance Formula 
MW 

(g/mol) 
Proton type 

Number 

of H 

Dimethyl sulfone C2H6O2S 94.13 CH3×2 6 

Maleic acid C4H4O4 116.07 HC=CH 2 

Calcium formate C2H2CaO4 130.11 (HCOO)×2 2 

Acetic acid C2H4O2 60.06 CH3 3 

Sucrose C12H22O11 342.30 Anomeric H 1 

Glucose C6H12O6 180.16 Anomeric H 1 

Ethanol C2H6O 46.07 CH3 3 

2.5 認証標準物質の重水溶液（CRM 溶液）の調製 
3 種類の認証標準物質（CRM）の信号強度が概ね揃うように，

ジメチルスルホン約 64 mg，マレイン酸約 118 mg 及びギ酸カルシ

ウム約 131 mg をはかりとり，重水 4 mL に溶解した．冷暗室に保

管し，概ね 2 週間を目途に使い切った． 
 

2.6 塩蔵及び調製野菜中の酢酸 
2.6.1 水信号消去-1H qNMR による酢酸の定量 
2.6.1.1 試料の定量 
試料約 1 g 及び CRM 溶液 160 µL を 15 mL 容遠沈管にはかりと

り，重水 5 mL を加えてよく混合した後，遠心分離して得られた

上澄液 600 µL を 5mm NMR 試料管（シゲミ社製，EC-57）に移し

て密栓した．この調製を 1 試料につき 3 回行った．Presaturation-
1H qNMR 及び WET-1H qNMR ともに，非連続で 3 回繰返し測定を

行った． 
2.6.1.2 添加回収試験 
試料 100 g 当たり約 0.5 g の酢酸を添加したものを添加回収試験

用の検体とし，検体約 0.5 g 及び CRM 溶液 160 µL を 15 mL 容遠

沈管にはかりとり，重水 3 mL を加えてよく混合した後，遠心分

離して得られた上澄液 600 µL を NMR 試料管に移して密栓した．

この調製を 1 検体につき 3 回行った．Presaturation-1H qNMR 及び

WET-1H qNMR ともに，非連続で 3 回繰返し測定を行った後，次

式により回収率（%）を算出した． 
回収率 (%) ＝(試料 100 g 当たりに換算した添加回収試験用検

体中の酢酸含有量－試料 100 g 当たりの試料中の酢酸含有量) / 試
料 100 g 当たりの酢酸添加量×100                   (Eq.2) 

2.6.2 HPLC による酢酸の定量 
2.6.2.1 検液調製と測定 
税関内における常法に準じて調製し，内標準法で定量を行った

（5 点検量）．すなわち，試料 10 -12 g 程度をビーカーにはかりと

り，酒石酸 1 g 及び塩化ナトリウム 40 g の入った 500 mL 容二口

丸底フラスコに水 50 mL で移し入れた．内標準としてこはく酸を

加えた 500 mL 容メスフラスコを受器とし，標線の近くに達する

まで水蒸気蒸留を行った後，水で定容し，フィルターろ過（0.45 
µm）したものを 3 つの HPLC 用バイアルに分注した．この調製を

1 試料につき 3 回行い，検量線用標準液（5 点×4 回）と試料検液

（3 調製×3 回）の測定を行った． 
2.6.2.2 測定条件 
カラム：SecurityGuard AQ C18（内径 3.0 mm×長さ 4.0 mm）+ 

Synergi 4µm Hydro-RP80Å (内径 4.6 mm×長さ 250 mm, 粒径 4 
µm)（いずれも Phenomenex 社製） 
カラム温度 ：40 °C 
移動相  ：20 mM リン酸二水素カリウム水溶液（リ

ン酸二水素カリウム 5.46 g をはかりとり，水で 2000 mL 容メス

フラスコに移し入れ，リン酸 1.2 mL を加えた後に水で定容．） 
流速  ：0.6 mL/min 
注入量  ：20 µL 
検出器  ：DAD（210 nm） 
測定時間 ：60 - 90 min 
 

2.7 果汁飲料中のスクロース，グルコース及びエタノールの定量 
2.7.1 水信号消去-1H qNMR による定量 
2.7.1.1 試料の定量 
試料 640 µL 及び CRM 溶液 160 µL を 1.5 mL エッペンチューブ

にはかりとり，よく混合した後，遠心分離して得られた上澄液 600 
µL を NMR 試料管に移して密栓した．この調製を 1 試料につき 3
回行った．Presaturation-1H qNMR 及び WET-1H qNMR ともに，非

連続で 3 回繰返し測定を行った． 
2.7.1.2 添加回収試験 
試料にスクロース，グルコース及びエタノールを添加したもの

を添加回収試験用の検体とし，検体 640 µL 及び CRM 溶液 160 µL
を 1.5mL エッペンチューブにはかりとり，よく混合した後，遠心

分離して得られた上澄液 600 µL を NMR 試料管に移して密栓し

た．この調製を 1 検体につき 3 回行った．Presaturation-1H qNMR
及びWET-1H qNMRともに，非連続で 3回繰返し測定を行った後，

酢酸の式（Eq.2）と同様に回収率（%）を算出した． 
2.7.2 HPLC によるスクロース及びグルコースの定量 
2.7.2.1 検液調製と測定 
税関分析法 No. 108「菓子類のしょ糖分の定量分析法」に準じて

調製し，絶対検量線法でスクロース及びグルコースの定量を行っ

た（5 点検量）．なお，同分析法にはグルコースの定量法は記載さ

れていないが，糖類の汎用的な分析条件であるため，グルコース

も併せて定量した．すなわち，試料をビーカーにはかりとり，水

で 100 mL 容メスフラスコに移し入れて定容した後，フィルター

ろ過（0.45 µm）したものを 3 つの HPLC 用バイアルに分注した．
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この調製を 1 試料につき 3 回行い，検量線用標準液（5 点×4 回）

と試料検液（3 調製×3 回）の測定を行った． 
2.7.2.2 測定条件 
カラム ：Asahipak NH2P-50G 4A (内径 4.6 mm×長さ 10 mm, 

粒径 5 µm)+Asahipak NH2P-50 4E(内径 4.6 mm×長さ 250 mm, 粒
径 5 µm)（いずれも昭和電工社製） 
カラム温度：35 °C 
移動相 ：アセトニトリル:水 = 75:25 
流速 ：1.0 mL/min 
注入量 ：12 µL 
検出器 ：RID（35 °C） 
測定時間：20 min 

2.7.3 蒸留－振動式密度計法によるアルコール分（vol%）の定量 
関税定率法別表第 22 類注 2 において，同表第 20 類から 22 類

までのアルコール分とは「温度 20 °C におけるアルコールの容量

分」と規定され，酒税法における定義とは温度が異なる．よって，

国税庁所定分析法 3-4-A)-2 の温度を「15 °C」から「20 °C」に，

「第 2 表」を国際アルコール表（OIMIL）の「Table Vb」（Alcoholic 
strength by volume as a function of the density at 20 °C）に読み替え

て，試料中のアルコール分（vol%, 20 °C）を定量した．すなわち，

試料 100 mL を 20 °C においてメスフラスコに精確に採取し，こ

れを 300 mL 容の丸底フラスコに水 30 mL で移し入れた．同じメ

スフラスコを受器として，メスフラスコの首部に達するまで蒸留

した後，20 °C において水で原容に戻した．蒸留は 1 試料につき 1
回行い，留液の密度を振動式密度計により 3 回測定した．国際ア

ルコール表の Table Vb の数値を直線補間して vol%に換算した． 
2.7.4 アルコール濃度（g/100g）の vol%(20°C)への換算（NMR） 
水信号消去-1H qNMR で測定したアルコール濃度（g/100 g）の

vol%へ換算は，試料の密度（20 °C）を振動式密度計により測定し，

次式により行った 9)． 
Palcohol (vol%, 20 °C)= Palcohol (g/100g)×(dsample / 0.78924) (Eq.3) 
ここで， 

Palcohol (vol%, 20 °C)：アルコール分（vol%, 20 °C） 
Palcohol (g/100g)：アルコール濃度（g/100g） 
dsample：試料の密度（20 °C） 
0.78924：エタノールの密度（20 °C，国際アルコール表より） 

 

3. 結果及び考察 

 
3.1 水信号消去-1H qNMR による定量及び添加回収試験の結果 
3.1.1 積分範囲及び減算・分割処理について 

例えば試薬の値付けが目的の 1H qNMR では，試料が高純度で

分析対象成分が 1 物質であるため，定量用信号の化学シフト値の

近くに夾雑物由来の信号が現れて定量が妨害されることは少ない

と考えられる．そのため，例えば 13C サテライトバンドの外側 30 
Hz というように，広い積分範囲を取ることが可能であり，また推

奨もされている 10)．しかしながら本研究で用いた試料は食品であ

り，とりわけ果汁飲料では分析対象成分を 3 つ設定したため，全

ての定量用信号（全ての CRM + 全ての分析対象成分）において

広範囲の積分を共通して取れた試料は皆無であった．特に分析対

象成分の信号については，夾雑物由来の信号がやや重なった試料

が多く，抽出・混合・遠心分離のみの簡易調製による水信号消去

-1H qNMR では精確な定量が困難であることがわかった． 
定量用信号の近傍に夾雑物由来の信号が観測された場合の取り

扱いに関しては，夾雑物の信号の数と重なり度合いがともに小さ

い場合は減算処理，すなわち，13C サテライトバンドを含む信号強

度から夾雑物由来の信号強度を差し引く処理を行った（塩蔵しょ

うが 2 種がこれに該当する．ただし，ジメチルスルホンは糖由来

の信号が近接しており，広範囲の積分が行えなかったため，定量

には用いなかった）．夾雑物由来の信号数が多い，または定量用信

号との重なり度合いが大きい場合は減算処理が困難であるため，

分割処理，すなわち，夾雑物を含む広範囲の積分を行った後に定

量用信号と夾雑物信号の谷間を垂直に切る処理を行い，夾雑物由

来の信号を除去した．この処理により，定量用信号の裾部分が僅

かに除かれることになるため，夾雑物の影響がないその他の信号

についても同様に，信号の裾部分を垂直に分割して取り除いた（塩

蔵しょうが 2 種以外の試料がこれに該当する．この積分処理では，

糖と近接していたジメチルスルホンの信号も定量に使用できた）．

水信号消去-1H qNMR スペクトルと積分範囲について，Fig. 1（減

算処理した塩蔵しょうが A）及び Fig. 2（分割処理したアップルジ

ュース）に例示した． 
3.1.2 水信号消去-1H qNMR による塩蔵及び調製野菜中の酢酸の

定量 
水信号消去-1H qNMR による塩蔵しょうが及び調製野菜中の酢

酸の定量及び添加回収試験の結果の詳細を Table 2 に，回収率を

プロットした図を Fig.3 に示す．前述のとおり，塩蔵しょうが 2 種

ではジメチルスルホンの信号を定量に利用しなかったため，この

組み合わせについては繰返し性及び定量性の評価はできなかった

が，それ以外については，Presaturation-1H qNMR の測定値の相対

標準偏差（n = 3, RSD(%)．以下同じ．）が 0.06-0.63 %，回収率が

98.0-101.8 %，WET-1H qNMR の測定値の相対標準偏差が 0.10-
0.42 %，回収率が 98.1-100.5 %であり，水信号消去-1H qNMR は，

水信号消去法及び qNMR 用基準物質によらず，高い繰返し性と定

量性を示した． 
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Fig.1 Presaturation-1H qNMR spectrum of ginger A. 

(a) Whole spectrum. 
(b) Integration of acetic acid signal. : Blue line shows whole 

integration about acetic acid, red line shows impurity integration for 
subtraction. 
 

 

Fig.2 WET-1H qNMR spectrum of apple juice. 
(a) Whole spectrum. 
(b) Integration of ethanol signal. : Blue line shows whole integration 

about ethanol (1st step), red line shows separation of impurity signal (2nd 
step). 
 
3.1.3 水信号消去-1H qNMR による果汁飲料中のスクロース，グ

ルコース及びエタノールの定量 
3.1.3.1 表，図及びグルコースの測定値の算出について 

水信号消去-1H qNMR による果汁飲料中のスクロース，グルコ

ース及びエタノールの定量及び添加回収試験の結果を Table 3 に

示す．また，分析対象成分毎に回収率をプロットした図を Fig.4-1

～4-4 に示す．なお，グルコースは，分子動力学シミュレーション

により，水溶液中で α-アノマー：β-アノマー＝38：62 の比率で平

衡状態になっている 11)とされ，1H qNMR スペクトルにおいても両

アノマーに由来する信号が検出された．β-アノマーのアノメリッ

クプロトン（4.5 ppm）は水信号（4.7 ppm）に特に近接し，水信号

消去の影響がより大きいことが推定されため，α-アノマーのアノ

メリックプロトン（5.1 ppm）の信号強度のみを定量に用いること

が望ましいと考えらえた．しかしながら，溶液中における実際の

アノマー比が分子動力学に基づく平衡比率（38：62）とは異なる

こともまた考えられた．そこで，グルコースについて，α-アノマ

ーのアノメリックプロトンの信号強度に 100/38(=2.632)を乗じて

算出した値と，α-と β-の両アノマーのアノメリックプロトンの信

号強度の和から算出した値の二つの測定値を比較した結果，前者

の方がやや高い傾向が観察されたが，その差は水信号消去の手法

間の差よりも小さかった．したがって，今後，グルコースの測定

値についてどちらの信号強度を用いて算出した値であるかを分け

て論じることはしない． 
3.1.3.2 Presaturation-1H qNMR の結果 

Presaturaion-1H qNMRは，測定値の相対標準偏差が最大で 1.18 %
であり，複数調製における繰返し性は良好であった． 

回収率については， 100 %を大きく超えた場合も多く，特にグ

ルコースでは 102.1-113.5 %と高い値を示した（Fig.4-3 及び 4-4 の

左半分）．この原因は，前述のとおりアノメリックプロトンの信号

強度が Presaturation の影響を受けたためと考えられる．また，マ

レイン酸の信号強度を用いて定量した場合に，スクロース及びエ

タノールの回収率が 105 %を超えた試料（オレンジジュースとグ

レープフルーツジュース）と，100%付近になった試料（グレープ

ジュースとアップルジュース）とに二分された（Fig.4-1 及び 4-2
の左から 2 列目）．回収率が高くなったオレンジジュースとグレ

ープフルーツジュースでは，qNMR 用基準物質の相互評価におい

て，マレイン酸の純度が認証値を大きく下回っていたことから，

マレイン酸の信号強度が過小であったと考えられる．併行して測

定した WET-1H qNMR ではマレイン酸の純度が認証値よりも大幅

に過小評価されることはなかったことから，Presaturation-1H 
qNMR によるオレンジジュースとグレープフルーツジュースの測

定では，Presaturation の条件設定が不適当であったおそれがある．

今回の研究では，事前飽和時間を 1.5 秒に固定した上で，水信号

が効率よく消えるように照射強度を調整して測定したが，例えば

二元配置の分散分析により，定量用信号の信号強度が最大となる

ような最適化は行わなかった．このため、試料間で Presaturation の

影響の大きな差異が現れたものと考えられる． 
3.1.3.3  WET-1H qNMR の結果 

WET-1H qNMR は，測定値の相対標準偏差が最大で 1.05 %であ

り，Presaturation-1H qNMR と同様に良好な繰返し性を有すること

が確認された． 
回収率については，上記の Presaturation-1H qNMR のように異常

に高い回収率を示すことはなく，全てを含めて 97.6-101.4 %の狭

い範囲に収まった．WET の条件設定は，Presaturation の場合と同

様に水信号が効率よく消えるように選択励起パルスの強度を調整

13C satellite band 

(a) 

(b) 

13C satellite band 
13C satellite band 

(b) 

(a) 

Calcium formate 

Maleic acid Dimethyl sulfone 

Acetic acid 

Acetic acid 
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Impurity 
(Subtracted) 

Sucrose 

α 
β 

Glucose 

(Separated) 

Impurity 
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したのみであるが，試料間で回収率に大きな差異が現れることは

なかった．水信号消去の手法として，WET は Presaturation よりも

選択性が高く水信号以外への影響が小さいため，WET-1H qNMR
は Presaturation-1H qNMR と比較して定量性が高く，安定して

100 %に近い回収率が得られたと考えられる．このことは，測定条

件の設定が容易であるとも言い換えられ，WET-1H qNMR は簡易・

迅速定量により適した手法と考えられる． 
 

3.2 別法との比較 
3.2.1 定量値の比較 
水信号消去-1H qNMR による測定値と，HPLC 法（酢酸，スクロ

ース及びグルコース）及び蒸留-振動式密度計法（エタノール）に

よる測定値の比較を Table 4（酢酸），Table 5（スクロース及びグル

コース）及び Table 6（エタノール）に示す．なお，エタノールは，

蒸留-振動式密度計法と比較するために，水信号消去-1H qNMR の

測定値（g/100g）を vol%（20 °C）へ換算した値を示した．また，

比較を容易にするため，別法の測定値に対する相対値（1H qNMR
による測定値／別法による測定値）の一覧表を Table 7，相対値の

範囲及び中央値をプロットした図を Fig.5 に示す． 
酢酸は，Presaturation-1H qNMR と WET -1H qNMR を合わせて相

対値が 0.97-1.01 であり，測定値が別法と近似していると言えるが，

分割処理によって夾雑物由来の信号を除去した試料においては，

やや低い値を示す傾向が観察された．酢酸のメチル基の信号幅は，

酸の解離状態によって変化し，酸性条件下では広くなるため，夾

雑物の信号の分割処理によって積分範囲が狭くなると，本来信号

強度に含まれるべき裾部分が僅かに除かれることになるため，そ

の分，測定値が小さくなったものと考えられる． 
スクロースは，Presaturation-1H qNMR と WET -1H qNMR を合わ

せて相対値が 0.99-1.03 であり，別法と近似した測定値であること

が確認された． 
グルコースは，Presaturation-1H qNMR では相対値が 1.03-1.12 と

なり，測定値が別法よりも大きくなることがわかった．この原因

は前述のとおりで，グルコースのアノメリックプロトンの信号強

度が Presaturation による影響を受けたためと考えられる．一方で，

WET-1H qNMR では相対値が 0.97-1.03 と別法と近似した結果が得

られた．ただし，今回別法（HPLC 法）で用いたカラムは，官能

基にアミノ基を持ち，親水性相互作用により糖類を分離するカラ

ム（通称アミノカラム）であり，糖類の分析に汎用的に用いられ

るものではあるが，還元糖（グルコース）がカラムのアミノ基と

反応して吸着するという問題が指摘されている 12)ため，今後，酵

素法等の別の手法による測定値とも比較する必要があると考えら

れる． 

エタノールは，Presaturation-1H qNMR と WET -1H qNMR を合わ

せて相対値が 1.01-1.04 であり，別法よりもやや高い値を示す傾向

が観察された．水信号消去-1H qNMR に起因する原因としては，

エタノールと完全に重なっている夾雑物の信号が存在し，アルコ

ール分が過大に評価されている可能性がある．別法（蒸留-振動式

密度計法）に起因する原因としては，蒸留して得られた留液中に

存在しているエタノール及び水以外の成分により，留液の密度が

わずかに大きくなり，アルコール分が過小に評価されたことが考

えられる． 
3.2.2 簡便性・迅速性について 
酢酸における水信号消去-1H qNMR では，手間と時間を要する

水蒸気蒸留がなく，かつ測定時間も短い（水信号消去-1H qNMR：
積算 1 回に約 2 分×ダミースキャンを含めて積算 10 回＝20 分．

HPLC 法：60-90 分）ため，調製及び測定に要する時間が別法より

も大幅に短縮された． 
果汁飲料の水信号消去-1H qNMR では，別法ではそれぞれ行う

必要があった糖類とエタノールの定量が同時に行え，また，エタ

ノールの定量において，蒸留及び 20 °C の定温における定容のい

ずれも不要であるため，別法よりも簡便で迅速性に優れていた． 
 

4. 要  約 

 
本研究では，抽出・混合・遠心分離のみの簡単な調製で，水信

号消去を組み込んだ 1H qNMR（水信号消去-1H qNMR）により，

塩蔵及び調製野菜中の酢酸，果汁飲料中のスクロース，グルコー

ス及びエタノールの定量を行った．その結果，Presaturation-1H 
qNMR では果汁飲料中のグルコースと一部試料中のスクロース及

びエタノールを除き，WET-1H qNMR では全ての試料・分析対象

成分・qNMR 用基準物質において，高い繰返し性と定量性を示し

た．水信号消去法と qNMR 用基準物質の組み合わせに関しては，

「Presaturation 法－マレイン酸」の組み合わせは試料や測定条件

によって回収率が大きくなる場合があり，ずれが生じやすいこと

が示唆された．また別法（酢酸，スクロース及びグルコースは

HPLC 法，エタノールは蒸留-振動式密度計法）との比較では，

Presaturation-1H qNMR による果汁飲料中のグルコースを除き，水

信号消去-1H qNMR は概ね別法と近似した測定値を示し，迅速性

にも優れていた． 
WET -1H qNMR は Presaturation-1H qNMR よりも定量性が高く，

測定条件の設定も容易で速やかに行えるため，定量性と迅速性の

いずれにおいても，WET -1H qNMR の方が Presaturation-1H qNMR
よりも優位であった．  
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Fig.4-1 Plots of recovery of sucrose in four fruit juices by 1H qNMR with water suppression 
 
 
 
 

 
Fig.4-2 Plots of recovery of ethanol in four fruit juices by 1H qNMR with water suppression 
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Fig.4-3 Plots of recovery of glucose calculated by α-anomeric prton in four fruit juices by 1H qNMR with water suppression 
 
 
 
 

 

Fig.4-4 Plots of recovery of glucose calculated by both α- and β-anomeric proton in four fruit juices by 1H qNMR with water suppression 
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Fig 5 Range of relative value of (a) 1H qNMR with presaturation and (b) 1H qNMR with WET against conventional methods 

(DS : Dimethyl sulfone, MA : Maleic acid, CF : Calcium formate) 
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