
25 

食品中のアスコルビン酸とエリソルビン酸の
高速液体クロマトグラフ法による分離定量

川崎医療短期大学 栄養科

藤井俊子武政睦子

（平成 3年 8月26日受理）

Application of High Performance Liquid Chromatography 
to the Separation of Ascorbic Acid 
from Isoascorbic Acid in Processed Foods 

Toshiko FUJII and Mutsuko TAKEMASA 

Department of Nutrition, Kawasaki College of Allied Health P疇 ssions
Kurashiki, Okayama 701-01, japan 
(Received on Aug. 26, 1991) 

Key Words:食品，アスコルビン酸，ェリソルビン酸，高速液体クロマトグラフ法，

ヒドラジン法瑚層クロマトグラフ法

概要

食品添加物の酸化防止剤として使用されているエリ‘ノルビン酸は，アスコルピン酸の C-5の立体異性体であ

り，両者の分離・定最はシリカ系のアミノカラムによる高速液体クロマトグラフ法によって行われている。 本

研究では，新開発のボリマー系アミノカラムにより，高速液体クロマトグラフ法を実施した。その結果，アスコ

ルピン酸とエリソルビン酸の良好な分離ピークが得られ，また，検査線も直線性を示したので，数種の市販食品

中のアスコルピン酸とエリソルビン酸の分離 ・定屈を実施した。

現行の食品成分表では，ビタミン Cはヒドラジン法で測定されており，測定値に彩靭を与える物質の検索にヒ

ドラジン法薄岡クロマトグラフ法が用いられているので，今回はアスコルピン酸およぴエリソルピン酸のオサゾ

ンについてヒドラジン法前府クロマトグラフ法を実施したところ，この方法では両者の分離・定屈は不可能であ

ることが確認されたので，食品成分表におけるピタミン Cの記載については，今後は高速液体クロマトグラフ法

による測定値を用いることが望ましいことが示唆された。

1.緒 l
[
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エリソルビン酸 (Erythorbicacid, Er Aと省

略する。Isoascorbic acid, D-Araboascorbic 

acid ともいう 。）やエリソルビン酸ナトリウム

(Sodium Erythorbate, Na-Er Aと省略する。）

は，アスコルビン酸（ビタミン C,L-Ascorbic 

acid, 以下， AsAと省略する。） に代わる安価

な酸化防止剤として，種々の加工食品 （食肉製

品，魚介冷凍品，魚介塩蔵品，果菜製品，清涼

飲料水など）に使用されている食品添加物であ

る。一方，AsAは天然の食品中にも含有され，

ビタミン強化剤として，また，ErA等と同様に

酸化防止剤として種々の加工食品に使用されて

いる。

ErAのビタミン C効果（抗壊血病効果）は，

動物では AsAの1/20程度であると認められて

いるが， ヒトでの生理作用等についてはいまだ

不明の部分が多い。 したがって，食品中のこれ

ら酸化防止剤の濃度を把握すること は，食品衛

生上必要である。 しかしながら，現行の食品成

分表ではビタミンCの定量は ヒドラジン法1)によ

って測定されており ，この測定法では AsAと

ErA等は分離定量されていない。
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Fig. 1 Chemical structures of ascorbic acid 
,somers. 

ErAは， AsAのC5位のエピマーで，両者

の物理的・化学的性質はほとんど変わらない(Fig.

1）。 したがって，混合物から両者を分離定量す

ることはかなり困難である。これまでに，ろ紙

クロマトグラフ法',3,41,その他の分離定量法が試

みられ， 最近では，高速液体クロマトグラフ法

(high-performance liquid chromatography, 

HPLCと省略する。） による分離定量が主流とな

り，食品や生体試料からの測定結果等が報告さ

れているs-11)。今回は，新しく開発されたポリマ

ー系アミノカラムを用いた HPLCにより， AsA

とErA等の分離定量をが可能であると認められ

たので，数種の食品の AsAとErA景を測定し

た。なお，同時に， ヒドラジン法誘導体薄層ク

ロマトグラフ法 (thinlayer chromatography, 

TLCと省略する。） によるこれらの物質の分離

定量についての検討を行った。

II．実験方法

1.高速液体クロマトグラフ法

1)分析装置

島津製作所製高速液体クロマトグラフ(LC-6 

A)，検出器：島津： SPD-6 A, 記録計：島津

Chromatopac C-R3A 

2)カラム

ポリマー系アミノカラム (AsahipakNH 2 P 

-50, 4. 6mm I.D. X 250mm L,旭化成工業株式会社

製）

3)測定条件

流速： 1.Om€/min, 測定波長 ： 240nm, 移動

相： 〔lOOmMリン酸緩衝液(pH2.2)：アセト

ニトリル＝ 1: 4〕，試料注入量 ：20凪，カラム

温度 ：室温

4)試薬

AsA, ErA, Na-ErA, メタリン酸リン酸

トリエタノールアンモニウムは，市販試薬特級

を使用し，アセトニトリルは HPLC用を使用し

た。

標準溶液の調製 ：AsAおよび Na-ErA標準

品100mgを精密にはかり， 0.5％メタリン酸溶液

で希釈して，所定濃度の標準溶液とする。用時

調製する。

HPLC用移動相の調製 ：lOOmMリン酸緩衝

液は， リン酸1.36叫とトリエタノールアンモニ

ウム1.492 gを秤取し，水200meで溶解する。こ

の液にアセトニトリルを800叫加えて撹拌し，脱

気して使用する (pH2.2)。

5)試料および試験溶液の調製

試料 ：AsA,ErA等の定量用に，酸化防止剤使

用表示のある市販の魚肉ソーセージ，畜肉ソー

セージ，オレンジジュース，炭酸飲料を，また，

添加回収実験用に酸化防止剤使用表示のない市

販のソーセージと清涼飲料水を使用した。

試験溶液の調製 ：試料が液体の場合はそのま

ま，固体の場合は細切したものを適量 (2-20 

g, AsAまたは ErA等の涙度により異なる。）

を秤取し，乳鉢に入れて一定景の 5％メタリン

酸溶液を加えつつ磨砕し， 100面に定容する。一

定時間 (15分）後に遠心分離し，その上清をと

って試験溶液とする。

6)検量線の作成

AsAおよび NA-ErAの標準溶液 (10,20, 

40, 60, 80, lOOμg/me)について，上記条件で

HPLCを行い，ピーク面租によ って検量線を作

成する。

7)食品中の AsAとErAの定量

試験溶液を上記条件で HPLCにより測定し，

検量線によ って定量する。

8)添加回収実験

酸化防止剤無添加の試料 (10g)に AsAお

よびNa-ErAの一定量 (5および10mg)を加え，

乳鉢に入れて 5％メタ リン酸溶液を加えつつ磨

砕し，一定容量 (lOOme)とする。15分後に遠心

分離し (3,OOOrpm, 5 min)，上清を試験溶液と

して回収率を求める。この際，測定妨害物質除

去のために，市販の前処理カートリ ッジ(Sep-Pak

C1s) の使用の適否について調べる。
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2.薄層クロマトグラフ法12) b 

1)試薬，試料および試験溶液

試薬 ：HPLCに準じる。この他，インドフェ

ノール液 （0.5% 2, 6-ジクロロフェノール

ナトリウム塩の水溶液），10％チオ尿素50％エタ

ノール溶液， ヒドラジン試薬（2% 2, 4-ジ

ニトロフェノールヒドラジンの25％硫酸溶液）

を調製する。

試料およぴ試験溶液は， HPLCに準じる。

2)酸化およびオサゾン生成

常法叫こしたがって，酸化およびオサゾンの生

成を行う 。

3) TLC用試験溶液の調製

オサゾン生成の各試験管に酢酸エチルを 2me 

ずつ加え，激しく振盛したのち遠心分離して水

層を除去する。酢酸エチル層に無水硫酸ナトリ

ウム （芭硝）を加えて脱水を行う 。さらに酢酸

エチルを用いて芭硝が無色になるまで洗浄する。

洗浄液を酢酸エチル層に加えて減圧濃縮する。

これを酢酸エチルで2叫に定容し， TLC用試験

溶液とする。

4) TLC 

市販のシリカゲル薄層 （メルク社製， Kieselgel

60F, 20X 20)の下端から 2cmの位置に試料を100

成塗布し，展開溶媒は， トルエン：アセトン ・

水＝ 2: 1 : 1の上清を用いて約13cm展開する。

5)吸収曲線と検量線の作成

TLC上の AsAまたは ErAに相当する赤色

のスポット (Rf=0.23)の部分をかきとり ，85

％硫酸5mUこ溶解後遠心分離し，上清の可視部

吸収曲線を測定する。

検量線は， Na-ErAの5％メタリン酸溶液(10,

20, 50, 100, 200μg/me)のオサゾンを生成後，

上記TLCを行い， ErA分画を85％硫酸で溶解

し，溶液の520nmにおける吸光度 (O.D.）を測

定して作成する。

6)添加回収実験

HPLCによる添加回収実験の場合と同じ方法

で試料を調製してオサゾンを作り，TLC上のErA

分画溶出液の520nmにおける吸光度を測定し，

検量線にしたがって定量，添加回収率を求める。

10 
Retention time (min) 

Fig. 2 High performance liquid chromatogram of 

the standard solution. 

a : erythorbic acid, b : ascorbic acid 

Ill.結果ならびに考察

1) HPLCクロマトグラム

Fig. 2に， AsAおよびNa-ErA標準溶液 (20

μg/me)のHPLCクロマトグラムを示す。本 HPLC

では， AsAとErAのクロマトグラムはよく分

離しており，リテンションタイムは， ErAか6.7

分， AsAが8.2分であった。ErAのピーク面梢

がAsAより小さいのは， ErA（分子晟176)の

代わりに Na-ErA（分子量216)を用いたためで

ある。Bui-nguyen5)が，シリカ系アミノカラムを

用いた AsAとErAの分離法を報告して以来，

AsAとErAの分離定量等の報告6~ll)か見られる

が，いずれもシリカ系アミノカラムによる分析

であった。今回使用したカラムは，硬質合成ボ

リマーにポリ アミンを化学結合させたもので，

開発直後の製品であるため， さらに詳細な検討

が今後必要である。なお，カラム温度を40℃に

することにより，よりシャープなピークが得ら

れるという情報を得ているので14），カラムオーブ

ンを設覆して検討する予定である。

2)検量線

Fig. 3に， AsAと Na-ErA 標準溶液のピー

ク面稽による検景線を示す。AsAとErAは，

標準溶液の濃度とピーク面租が良好な直線性を

示していることから，本 HPLCによる定量が可

能であると考えられる。
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3)市販食品中の AsAおよび Na-ErAの定

最

試料100g中の含有量は，以下のとおりである。

市販オレンジジュース（濃縮果汁）には AsAが

21mg, 炭酸飲料（商品名，オロナミン C) には

AsAか176mg, 畜肉ソーセージには Na-ErAが

128mg,魚肉ソーセージには AsAとNa-ErAか

それぞれ8mg含有されていた。

3
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Fig. 4 (a)に畜肉ソーセージのクロマトグラ

ムを，（b)に魚肉ソーセージのクロマト グラム

を示す。(a), (b) とも に AsAとErAの 2つ

のピークが認められるか，（a)ではピーク面租

から見て AsAは天然由来のものであり，食品

添加物としては Na-ErAが使用されていると考

えられる。（b)では，AsAと Na-ErA の両方

が酸化防止剤として添加されていると考えられ

る。

前述したように，現在，一般に使用されてい

る食品分析表15)においては，加工食品のビタミン

C欄はスター印 （＊）を付し， 酸化防止剤使用

の注意書を記載している。したがって，本分析

結果に示されるようにオレンジジュース，清涼

飲料水，ソーセージなどにも AsAが使用され

ている実情から見て，今後，食品成分表等にお

けるビタミン Cの記載は，HPLC等の活用によ

ってより明確にすることが可能であり ，それが

実現できることが望ましいと考える。

Fig. 3 Calibration curves of the standard solutions 

-.-: ascorbic acid, ♦ : soduium erythor-
bate 
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High performance liquid chromtograms of 
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extract after C18 Sep-Pak cartridge treat-

ment 

1 : erythorbic acid, 2 : ascorbic acid 

Table 1 Recovery of sodium erythorbate from 
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High performance liquid chromatograms of 

orange juice extract before/after C18 Sep-

Pak cartridge treatment 

(a) : before treatment, (b) 
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4)添加回収率および測定妨害物質についての

検討

Table 1に，酸化防止剤の使用表示のない清

涼飲料水 （商品名 ；ミロ）と市販ソーセージ（商

品名 ；日水シーフードソーセージ）の各10gに

Na-ErA を5および10mg添加した場合の回収率

を示す。

a-ErAの回収率は，試料および添加最によ

るばらつきが見られ，また， カートリ ッジ使用

により回収率の減少も見られたので，例数を増

して検討する予定である。測定妨害物質除去の

ためのカート リッジの使用による効果は，Fig.5 

に示すように妨害物質のピークが測定物質付近

には，見られなかった。図示を省略したが，ソ

ーセージの場合においても妨害物賀のピークが

測定物質付近には見られなかった。したがって，

AsAとNa-ErAの HPLCの試験溶液の前処理

には，カート リッジ使用の必要はないと考える。

5) TLCクロマトグラム

Fig. 6に， AsAとErA標準品オサゾンの TLC

後のクロマトグラムを示す。ヒドラジン法では，

AsAをすべて酸化型として赤色のオサゾンを作

り，この呈色を比色定娼するか，今回の TLCで

は，AsAとErAのオサゾンは展開後 （約40分

後）にRf=O.23付近に赤色のスボットとして現

れた。また，前線に近いところには AsAとErA

のいずれにも黄色のスポッ トがあるが，これは

(Rf) 

0

8

 

l

o

 

し》し）

0.6r -

0.4 

＿ 
0. 2 L ~ <lUZZlZ17D@ 

。
(a) (b) 

Fig. 6 TLC Chromatograms of the colored solu-
tions containing ascorbic acid osazon(a) 
and erythorbic acid osazon(b). 
C二）yellow; - : violet ; @ : red 

過剰のヒドラジンによるものである。これらの

スボットの Rfには AsAとErAでま った〈差

がないために，本方法では両者の分離定屈は不

可能である。しかしながら，空気中で数時間放

置後のプレートには，AsAでは Rf=0.51,ErA 

では Rf=0.57の位置に紫色のスボットが現れ，

Rfに差があるのはこの紫色スボットであるので，

AsAとErA の識別には利用出来ると考えられ

る。

前述のように，現行の食品成分表15)ではビタミ

ンCの定蜀はヒドラジン法によ って行われてお

り，ビタミンCの定量に影靭する化合物の存在

の有無をヒ ドラジン法薄層ク ロマ トグラフ法に

よりチェ ック しているが，本実験結果からみて，

ヒドラジン法蔀層クロマトグラフ法では，ErAか

使用されている時のチェ ックには役にたたない

このが確認出来た。

6) TLCオサゾン溶出液の可視部吸収曲線

ErAオサゾンの TLCの赤色スポットか らの

浴出液の可視部吸収曲 線は，極大波長が

510-520nrnに，極小波長が425nmを示し，AsA

オサゾンの吸収l•ll峰1 線 と相似形を示した 。

7) TLCによる Na-ErA添加回収率

TLCオサゾン溶出液による検最線は直線上に

得られたか（図は省略），添加回収率は， HPLC

に比して低かった （消涼飲料水が約50%，ソー

セージが80-90%）。 したがって，本法での食品

中のAsAとErA等の分離定量は不可能であろ

うと思われた。
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