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InertSphere FA-1を用いた有機酸分析
-BTBを用いたポストカラム法-

有機酸は食品の酸味料や酸化防止剤、また抗菌剤としても使用されており、その性質も注目されています。
今回はInertSphere FA-1を用いて有機酸分析を行いましたので、ご報告します。分離は有機酸分析でもっとも多く使用
されているイオン排除モードを採用しました。主にカラムのスルホン酸基が有機酸をイオン的に反発し、pKaの小さい有
機酸から順に溶出します。

また、検出には夾雑成分の影響を受けにくく、選択性の高いBTBを用いたポストカラム法を採用しました。可視吸収波
長を検出するため、簡便な前処理でも夾雑物による妨害ピークが少なく、精度の高い分析を行うことができます。

(Y. Yui)

標準溶液の測定例
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1. Phosphoric acid（リン酸）
2. Citric acid（クエン酸）
3. Pyruvic acid（ピルビン酸）
4. Malic acid（リンゴ酸）
5. Succinic acid（コハク酸）
6. Lactic acid（乳酸）
7. Formic acid（ギ酸）
8. Acetic acid（酢酸）
9. Levulinic acid（レブリン酸）
10. Pyroglutamic acid（ピログルタミン酸）

（1 mg/mL each）

HPLC条件
装置： GL7700 HPLC System
移動相： 3 mM HClO4
反応液： 0.1 mM BTB + 30 mM Na2HPO4
ガードカラム： InertSphere FA-1 Guard（9 μm, 6.0 mmI.D. × 50 mm）
カラム： InertSphere FA-1（9 μm, 7.8 mmI.D. × 300 mm）×2本連結
移動相流量： 0.5 mL/min
反応液流量： 0.5 mL/min
カラム温度： 35 ℃
検出： VIS 440 nm
注入量： 10 μL
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日本酒中有機酸の前処理および分析例

醤油中有機酸の前処理および分析例
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1. Phosphoric acid
2. Citric acid
3. Pyruvic acid
4. Malic acid
5. Succinic acid
6. Lactic acid
8. Acetic acid
9. Levulinic acid
10. Pyroglutamic acid

50 μL注入
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1. Phosphoric acid
4. Malic acid
5. Succinic acid
6. Lactic acid
7. Formic acid
8. Acetic acid
10. Pyroglutamic acid

醤油 1 mL
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HPLC

H2O 4 mL

GLクロマトディスク
（水系25A 0.45 μm）
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1. Phosphoric acid
2. Citric acid
3. Pyruvic acid
4. Malic acid
5. Succinic acid
6. Lactic acid
8. Acetic acid
10. Pyroglutamic acid

ビール中有機酸の前処理および分析例

50 μL注入
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10 μL注入

※各アプリケーションの分析条件は前ページの標準溶液の分析例と同様で、注入量のみ変更しています。

HPLC
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（水系25A 0.45 μm）
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中性物質 浸透

弱酸性物質 弱反発

強酸性物質 強反発

中性 弱酸 強酸

①

②

③

イオン排除モードとは

BTB（ブロモチモールブルー）法とは

BTB法はVIS440 nmの波長で検出を行うため、夾雑物が多い農作物やドレッシングなどのサンプルでも
選択性が高い分析ができます。（Technical note No.1 参照）

溶出時間の決定要因

1. 「細孔内への浸透」
電荷の大きさ(pKaの大きさ)により、細孔内への
浸透力が決まります。

pKaが大きい＝浸透力が遅い

2. 「充填剤の負電荷による静電的排除」
大きな負電荷をもつ（pKaが小さい）物質が、大き
な静電気排除を受け、早く溶出します。

pKaが小さい＝溶出が早い

イオン強度により分離しているため、
陰イオン強度の強い成分ほど早く溶出します。

（溶出順序③→②→①）

BTB試薬を使用すると、弱アルカリ性の
移動相通過液では440 nmの吸収は低く、
弱酸性の試料検出時では440 nmの吸収
が高くなります。
この差を利用してピークを検出します。
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イオン排除モードは、充填剤のイオン交換基と、目的成分
のイオン間の反発力の強弱により分離する方法です。
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分析装置：GL7700 シリーズ
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① 脱気装置 DG7760

② 送液ポンプ（ユニット付） PU7710

③ オートサンプラー AS7720C

④ UV-VIS検出器 UV7751

⑤ カラムオーブン CO7730C

⑥ 反応液用ポンプ PU7710
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その他の使用製品

GLクロマトディスク：
Cat.No. 5040-28512 水系25A 0.45 μm

オートサンプラーバイアル：
Cat.No. 1030-61022 1.5mLスクリューバイアル（褐色) 9-425 1000本入り
Cat.No. 1030-61222 PTFE/Siセプタム付きスクリューキャップ9-425 1000個入り

カラム

分析カラム： InertSphere FA-1  9 μm, 300 x 7.8 mm I.D.
Cat.No. 5020-11003
ガードカラム: InertSphere FA-1 Guard 9 μm, 50 x 6.0 mmI.D. 
Cat.No. 5020-10998

※カラムオーブンCO7730Cは、カラム収納部の高さが
365 mmあり、温度が85℃まで制御できます。

※今回の分析ではポストカラム法を用いたため、反応
液用には低圧グラジエントユニット無しのポンプ、送液
ポンプにはユニット付きのポンプを使用しています。

l 母体
l 粒子径
l 化学結合基
l カウンターイオン
l 架橋度
l USPコード

： スチレンジビニルベンゼン系ポリマー
： 9 μm
： スルホン酸基
： H+

： 8 %
： L17

UV7751
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