
今回は、安定ラジカルとして知られている1,1-ジフェニ

ル-2-ピクリルヒドラジルフリーラジカル（DPPH）によるポ

ストカラムHPLCを用いた食品の抗酸化能測定の例をご

紹介します。

DPPHは紫色の安定ラジカルとして知られており、抗

酸化物質などにより還元されると無色になります。
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HPLC条件
カラム : InertSustain C18

(5 µm, 150 × 4.6 mm I.D.)
Cat. No. : 5020-07345
溶離液 : A) 0.1% H3PO4 in H2O*

B) CH3OH/CH3CN = 9/1, v/v

流量 : 1.0 mL/min
カラム温度 : 40 ℃
検出 : UV 280 nm (UV)

VIS 520 nm (DAD)
注入量 : 10 μL
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Structures are created using Chemistry 4-D Draw which is provided by ChemInnovation Software, Inc.
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直接検出
UV280 nm

DPPH活性検出
VIS 520 nm

1

2 1. Catechin (500 mg/L)
2. Caffeine (500 mg/L)

1:負のピークとして検出

2:不検出

この反応を利用した抗酸化物質の指標として、DPPHラ

ジカル消去活性が知られています。これを測定すること

により、抗酸化力を相対的に評価が可能になります。今

回はUV直接検出と合わせて測定を行いましたので、ご

紹介します。トロロックス量に換算して算出する方法が

知られていますが、ここでは省略致します。

(K. Suzuki)

カテキンはDPPH活性が見られることが確認できます。一方で、カフェインのピークは、より高いUV吸収を持つ

にもかかわらずDPPH活性がとても低いことが確認できます。

Time(min) A（vol％） B（vol％）

0.0 90 10
15.0 80 20
30.0 60 40
30.1 90 10
40.0 90 10

*超純水1 Lに特級りん酸（85%）1mLを添加したもの

反応液 : 50 mg/L DPPHラジカル in MeOH
反応流量 : 0.5 mL/min
反応温度 : 40 ℃



流路図
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使用装置

●HPLC装置 日立HPLCシステム Primaide

No. 品名 型番

1 オーガナイザー

2 検出器 (DAD) 1430

3 検出器 (UV) 1410

4 カラムオーブン 1310

5 オートサンプラー 1280

6 ポンプ 1110
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お茶A

 バイアル関連製品

• 褐色ポリプロピレンバイアル 1.5 mL 100本

Cat.No.1030-51019

• セプタム付スクリューキャップ

PTFE赤/シリコン白 厚さ1.0 mm

Cat.No.1030-51222

 シリンジフィルター関連製品

• 0.45 μm GLクロマトディスク 25A 100個

Cat.No.5040-28512
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Pump Autosampler

反応液

溶離液

PM1110
（1台目）

デガッサー

PM1280

Column oven

Pump

詳細
反応液 ： 100 μM DPPH in EtOH
反応コイル：0.33 mmI.D. × 1.5 m
カラム出口と反応液との接続 ：ユニオンティー 0.5mm
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お茶B
直接検出
UV280 nm

DPPH活性検出
UV 520 nm

直接検出
UV280 nm

DPPH活性検出
UV 520 nm

PM1110
（2台目）

PM1410

LCテクニカルノートNo.145を参考に、2種類のお茶を0.45 μmのGLクロマトディスクに通液した試料を測定しました。


