
イオンクロマトクラフ法によるTRIS
(トリス(ヒトロキシメチル)アミノメ
タン ) の純度定量
 

ノン酸フレッサー型イオンクロマトクラフィーによるロハスト
な分析法

Application Note AN-C-196

トリス(トリス(ヒトロキシメチル)アミノメタン、別
名TRIS、THAM、トロメタミン)は、ライフサイエン
ス分野における緩衝液の一般的な成分てす。pH
7.2〜9.0の範囲て高い緩衝能を持ち、20°Cにおけ
るpKaは8.2てす。また、金属イオンと錯体を形成す
るため、トリスは生化学や分子生物学の用途に最適
て す [ 1 ] 。 ト リ ス 緩 衝 液 は 、 D N A 精 製 、 S D S -
PAGE(トテシル硫酸ナトリウム−ホリアクリルアミ

トケル電気泳動)によるタンハク質分離、またはケル
電気泳動による核酸分離に使用されます[2]。さらに
、トリスは代謝性アシトーシスの治療にも用いられ
、非イオン化形態て細胞膜を透過てきるため、細胞
内緩衝剤としても機能します[3]。これらの理由から
、特に製薬分野ての使用にあたっては、トリスの純
度管理か非常に重要てす。
Metrosep  C  Supp  2  -  250/4.0カラムとメタン酸

www.metrohm.com 1



(MSA)溶離液を用いた堅牢ななアイソクラティック
・イオンクロマトクラフィー(IC)法は、トリスおよ
ひカチオン性不純物の測定に理想的な方法てす。こ
の microbore IC system (MB) は、MSA溶離液に対
して感度か高く安定したIC導電率検出器MBを搭載

しており、低空隙容量、分析システムの長期安定性
、およひトリス定量における高精度な結果をもたら
します。

サンフルは、分析試薬(p.a.)品質のTrizma®ヘース
(TRIS) (CAS番号77-86-1) 粉末から調製しました。
方法評価のため、2種類の異なるTRIS濃度(10.37

mg/Lおよひ103.7  mg/L)を溶離液(0.1%メタン酸
)に溶解しました。

測定
マイクロホアイオンクロマトクラフ 930 コンハク
トIC Flex オーフン/DEG/MBは、メタン酸 (MSA)
に対して安定なIC導電率検出器MBを搭載しており
( 図 1 ) 、 ノ ン サ フ レ ッ サ ー 型 の 測 定 系 と し て 、
0.1%(v/v)(15 mmol/L)のメタン酸(MSA)を含む溶
離液か使用されました  (表1を参照)。サンフルは
Metrosehのインテリシェント部分ルーフ注入技術
(MiPT、図2)を用いて注入されました。この技術て
は、250 μLのサンフルルーフに正確に計量された
、自由に選択可能な体積(本検討ては5〜40 μL)か
充填されます。注入量の精密な制御は、2  mLトー
シンクユニットを備えたDosinoにより行われます
。MiPTにより、単一の標準液から校正を行うこと
か可能てあり、本試験ては5〜140 mg/LのTRIS範
囲て校正か実施されました。
可変注入量の選択は、サンフル注入にも適用可能て
す。そのような場合、例えは高濃度の試料に対して
は、手動による希釈工程を省略するために少注入量
を選択します。
典型的な無機カチオン(リチウム、ナトリウム、カ
リウム、マクネシウム、カルシウム)をMetrosep C
Supp 2カラムに注入し、共溶出の可能性かないか
確認しました。

図 1. IC導電率検出器MBは、セル容量が小さく、メタン酸に対
して不活性です。
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図 2. Metrosehインテリジェント部分ループ注入技術（MiPT）の流路図：Dosinoにより、サンプルはオートサンプラーからバッファー
ループに移送され、これにより汚染やキャリーオーバーを防ぎます。その後、DosinoがμL単位で希望する注入量を正確にサンプルルー
プに充填します

表 1.TRIS中のカチオン性不純物をマイクロホア・イオンクロマトクラフィーて分析する際のIC法ハラメーター

カラム Metrosep C Supp 2 - 250/4.0

溶離液/希釈液 c(MSA) = 0.1 % (v/v)

流量 1.0 mL/min

温度 30 °C

注入量 5–40 μL (MiPT)

検出器 電気伝導度検出器
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結論

測定結果
TRISの定量は、MB ICシステムを用いたアイソクラ
ティック測定により8分未満て行われます。前述の
通り、本手法は主要なカチオンに関して干渉かない
ことか確認されています。
ナトリウムの保持時間は4.1分てした。例えはカラ
ム温度を20°Cに下けるなと、測定条件を変更する
ことて、ナトリウムとTRISの分離能を向上させるこ
とか可能てす。本研究て用いた測定条件(表1)ては
、ヒーク高を評価指標として用いることて、精密な
定量か可能てす。100 mg/LのTRISにおける回収率
は99〜103%て、相対標準偏差は3%未満てあり、
本法の高い精度か示されました。 図 3. 100 mg/L TRISを4 μLの注入量（MiPT）で測定したクロ

マトグラム

医薬品産業て使用される原材料てある溶液やハッフ
ァーは、その正確な濃度およひ純度に関して、最高
水準の品質基準を満たさなけれはなりません。
本応用研究の測定系は、マイクロホアイオンクロマ
トクラフィーシステム、MSAに対して安定な導電率
検出器、およひ単一標準液による自動校正と柔軟な

試料注入量の選択を可能にするMiPTを組み合わせた
ものてす。本手法は、5〜200 mg/Lの範囲てTRISの
定量に適しており、一般的なハッファー成分てある
TRISを簡便かつ精密に、かつ安定して測定すること
を可能にします。
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装置構成

930 Compact IC Flex Oven/SeS/PP/Deg/MB
930 Compact IC Flex Oven/SeS/PP/Deg はカラム
オーフン、連続サフレッション、サフレッサー再生
のためのヘリスタリックホンフ、内蔵式脱気装置を
備えたインテリシェントなコンハクトIC 装置てす。
この装置は任意の分離メソットおよひ検出メソット
によって使用することかてきます。
典型的な使用領域:

電気伝導度検出器による、連続サフレッション
される陰イオンまたは陽イオンの測定

-

マイクロホア (2mm) アフリケーション向けに
最適化、カッフリンク技術 (IC-MS または IC-
ICP/MS)に最適

-

MagIC Net 4.1 以上に対応
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IC Conductivity Detector MB
インテリシェントIC装置のためのコンハクトかつイ
ンテリシェントな高出力電気伝導度検出器。マイク
ロホアカラム向けに最適化。優れた温度安定性、保
護された検出器フロック内の総合的な信号処理、最
新版の DSP (Digital Signal Processing) か高精度の
測定を保証します。稼動範囲かタイナミックなのて
測定範囲の変更は(自動のものも含めて)不必要てす
。
典型的な使用領域:

電気伝導度検出器による、化学的サフレッショ
ンまたは連続的な化学的サフレッションのある
、もしくはサフレッション無しの陰イオンおよ
ひ陽イオンの測定

-

マイクロホア (2mm) アフリケーション向けに
最適化、カッフリンク技術 (IC-MS または IC-
ICP/MS)に最適

-

仕様概要:
0~15000 μS/cm、エリアの切り替えなし-

セル容量: 0.3 μL-

リンク状のステンレス製電極 X2CrNiMo17-
12-2 (316 L)、MSA と互換

-

最大運転圧力: 10.0 MPa (100 ハー)-

セル温度: 20~50°C、5°C刻み-

温度安定性: < 0.001°C-

ヘースラインノイス: < 0.2 nS/cm、連続サフ
レッションの平均値

-

キャヒラリー: ID 0.18 mm-

MagIC Net 4.1以上に対応

Metrosep C Supp 2 - 250/4.0
Metrosep C-Supp-2のシリースて最も長い分離カ
ラムは、Metrosep  C  Supp  2  -  250/4.0てす。
Metrosep C-Supp-2分離材料は、カルホキシル基
を含むホリスチレン・シヒニルヘンセン共重合体を
ヘースとしています。最適化された分離材料のナト
リウム/アンモニウム分離のおかけて、このカラム
は非常に多量のナトリウムに加えて、最も低いアン
モニウム濃度の測定にも非常に良く適しています。
カラムは、連続サフレッションを伴って使用されま
す。従って、特に中程度のμg/L範囲およひそれ以
下の濃度の測定に適しています。
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