
今回は、GL7700高速液体クロマトグラフィー(HPLC-PDA)シリーズを

用いたビタミンCの分析をご紹介します。

ビタミンC活性を持つ物質として、アスコルビン酸(AsA)とデヒドロアスコ

ルビン酸(DHAsA)があります。AsAにはUV吸収がありますが、DHAsA
にはありません。そこで、UV吸収がある形に変化させ、総量を測定する

ことになります。 また、AsAの異性体として食品添加物であるエリソル

ビン酸(ErA)があります。

これらの分析を食品衛生検査指針に準拠した形で行いました。

標準液測定例

HPLC条件①

カラム : Inertsil SIL-100A 
(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)

溶離液 : A) CH3COOC2H5
B) n-Hexane
C) CH3COOH
A/B/C = 50/40/10, v/v/v 

流量 : 1.5 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 495 nm
注入量 : 20 μL

HPLC条件②

カラム : Inertsil NH2
(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)

溶離液 : A) CH3CN
B） CH3OH
C) 0.01M りん酸二水素ナトリウム水溶液
D) 0.03%ホモシステイン
A/B/C/D = 600/30/100/30, v/v/v/v 

流量 : 1.0 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 270 nm
注入量 : 5 μL
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Structures are created using Chemistry 4-D Draw which is provided by ChemInnovation Software, Inc.
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ホモシステイン還元法
食品衛生検査指針の食品添加物試験で採用されています。

DNPH誘導体化法
食品衛生検査指針の食品成分および衛生試験法2005で採用されています。

酸化

還元

概略
DNPH誘導体化法では、総アスコルビン酸の測定が可能です。
一方、ホモシステイン還元法では、エリソルビン酸との同時分析、還元型アスコルビン酸のみの分析が可能です。
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1.エリソルビン酸 5mg/L

2.アスコルビン酸 5mg/L
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－ 5g
－ 5%メタリン酸 30mL
－ 磨砕抽出
－ 5%メタリン酸で50mLに定容

－ 遠心分離 3000rpm, 10min
－ 0.45μmフィルター

－ 2mL分取

－ 5%メタリン酸 1mL
－ 2,6-ジクロロフェノールインドフェノール 3滴程
－ 2%チオ尿素・メタリン酸溶液 2mL
－ 2% 2,4-DNPH・4.5M硫酸溶液 0.5mL
－ 加熱 (50℃, 90min)
－ 水冷

－ 酢酸エチル 2mL
－ 振とう 1hr 

DNPH誘導体化法による測定

前処理例

試料

－ 上層
－ 0.5mL分取
－ ヘキサンで1mLに定容

－ 下層

廃棄

0 2 4 6 8 10
Time (min)

0
20

40
60

80
10

0
12

0
14

0
mA

U

0 2 4 6 8 10
Time (min)

0
20

40
60

80
10

0
12

0
14

0
mA

U

0 2 4 6 8 10
Time (min)

0
20

40
60

80
10

0
12

0
14

0
mA

U

0 2 4 6 8 10
Time (min)

0
20

40
60

80
10

0
12

0
14

0
mA

U

お茶抽出液 ウインナー抽出液

粉ミルク抽出液 冷凍ほうれん草抽出液

測定例 (HPLC条件①)

ろ過

分取

誘導体化

液液抽出

測定用試料

y  = 81185x - 18658
R2 = 1
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検量線※1

※1：アスコルビン酸を段階的に希釈し、それぞれ前処理したもの
を検量線用試料としました。

検量線に表示してある濃度は、希釈直後の濃度です。
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－ 10g
－ 4%メタリン酸 10mL
－ 2%メタリン酸 30mL
－超音波処理 10min
－ 2%メタリン酸で50mLに定容

－ 2mL分取

－ 0.1%ホモシステイン 1mL
－ 10%リン酸水素二ナトリウム 1mL※3

－加温 ( 40℃, 20min )

－ 10g
－ 4%メタリン酸 10mL
－ 2%メタリン酸で50mL

に定容

－ 2mL分取

ホモシステイン還元法による測定

前処理例

測定用試料

固体食品

－遠心分離 3000rpm 10min
－ 0.45μmフィルター

ろ過

総アスコルビン酸

+
総エリソルビン酸

還元型アスコルビン酸

+
還元型エリソルビン酸

1.エリソルビン酸

2.アスコルビン酸
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測定用試料

液状食品

測定例 (HPLC条件②)

y = 15409x - 64559
R2 = 0.998

y = 16986x - 70815
R2 = 0.9974
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検量線※2

※2：アスコルビン酸とエリソルビン酸を2%メタリン酸溶液で
希釈したものを検量線用試料としました。
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デヒドロアスコルビン酸の還元処理効果
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※3：リン酸水路二ナトリウム・１２水和物 1.0gを水10 mLに
溶かしたもの。
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HPLC条件③

カラム : Inertsil NH2
(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)

溶離液 : A) CH3CN
B) H2O
C) CH3COOH
A/B/C = 87/11/2 , v/v/v

流量 : 2.0 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 243 nm
注入量 : 20 μL

ホモシステイン還元法での分析条件変更例

1.エリソルビン酸 5mg/L

2.アスコルビン酸 5mg/L

2

1

ホモシステイン還元法のHPLC分析条件は、つぎの条件も食品衛生検査指針に参考法として記載されています。
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DNPH誘導体化法での分析条件変更例

1

本移動相条件のような順相分析では、移動相の中の含水量の影響を受けやすく、試薬の純度や開封後の保管状態によって、
同じカラムを使用してもピーク形状が崩れる場合があります。
この場合、酢酸エチルの割合を増やし、酢酸とヘキサンの割合を下げることで、ピーク形状の改善を行う方法もあります。

HPLC条件①
カラム : Inertsil SIL-100A 

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : A) CH3COOC2H5

B) n-Hexane
C) CH3COOH
A/B/C = 50/40/10, v/v/v 
(Premix) 

流量 : 1.5 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 495 nm
注入量 : 20 μL

HPLC条件⑤
カラム : Inertsil SIL-100A 

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : A) CH3COOC2H5

B) n-Hexane
C) CH3COOH
A/B/C = 69/30/1, v/v/v
(Premix) 

流量 : 1.5 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 495 nm
注入量 : 20 μL
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HPLC条件④
カラム : Inertsil SIL-100A 

(5μm, 250 x 4.6 mm I.D.)
溶離液 : A) CH3COOC2H5

B) n-Hexane
C) CH3COOH
D) H2O
A/B/C/D = 50/40/10/0.2, v/v/v/v
(Premix) 

流量 : 1.5 mL/min 
カラム温度 : 40 ℃
検出 : PDA 495 nm
注入量 : 20 μL

試験法記載の移動相
（新品の溶媒を使用）

超純水を移動相に添加 超純水を添加せずに、移動相の割合変更


