
A
U

-0.004

-0.002

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

0.012

0.014

0.016

0.018

min
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

A
U

-0.0005

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025

0.0030

min
0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90

ポリフェノール類分析のUHPLCメソッド移管

はじめに

現在の食品成分分析においては、HPLCを用いた分析法が主流となっている。実際に弊社においても、受託分析業務における食品成分分
析のメソッド開発は約8割がHPLCを使用することを条件として依頼を受けている。HPLC分析の場合には、多成分であることや不純物との
分離を達成しようとすると非常に長い分析時間を必要とする。そこで、本研究においては、UHPLCを用いることにより、分析時間の短縮のほ
か、溶媒使用量の節約に加えて、LC/MSでの分析を考慮して、ギ酸およびギ酸アンモニウムの揮発性緩衝液のみでの分析条件を構築し、
これを実サンプルへの定量分析を実施したので報告する。

各種移動相条件にて得られた結果より各化合物のテーリング係数および分離度を示す。当初より懸
念されていたQuercetinのテーリング係数はりん酸を使用することにより1.43→1.12と改善され、よ
りシャープなピーク形状が得られた。また、0.08%HCOOH+0.02%TFAでもりん酸を使用した時とほ
ぼ同等の効果が得られることが分かった。分離度の観点から、BaicalinとResveratrol間の分離が
際どい領域となるが、中でも0.1%HCOOHが最も良い分離度を示した。分離度はグラジエントメソッド
をアレンジすることで解決できる可能性が十分にある。

○堀切 智 １ （ １野村化学株式会社）

Conditions;
Column : Develosil HSR AQ C18, 5µm (4.6x150mm)
   Develosil FlexFire C18, 1.6µm (2.0x50mm)
Mobile phase : A) Water+0.1%H3PO4
   B) Acetonitrile+0.1%H3PO4
   A) Water+0.1%HCOOH
   B) Acetonitrile+0.1%HCOOH
Gradient: HPLC
 :  min mL/min %A %B
   0.00  1.0 80 20 
  12.00 1.0 45 55 
  33.75 1.0 45 55 
  33.84 1.0 80 20 
 UHPLC
 :  min mL/min %A %B
   0.00  0.5 80 20
   1.28 0.5 45 55
   3.60 0.5 45 55
   3.61 0.5 80 20
Temperature : 40℃
Detection : UV260nm
Sample : 1. Puerarin (10.4μg/mL)
   2. Baicalin (10.2μg/mL)
   3. Resveratrol (9.5μg/mL)
   4. Daidzein (11.6μg/mL)
   5. Quercetin (9.0μg/mL)
   6. BiochaninA (9.7μg/mL)
   7. Curcmin (10.0μg/mL)
   8. Ipriflavone (11.4μg/mL)
Injection volume : HPLC/2.0µL
   UHPLC/0.2µL 
System : HPLC/Waters alliance
   UHPLC/Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS

既存のHPLCアプリケーションをUHPLCへ
メソッド移管することにより分析時間は約
90%以上削減され、わずか数分で目的を達
成。また、既存のメソッドはリン酸を移動相に
添加しているが、UHPLCメソッドにおいて
0.1%HCOOHへ変更することによって
LC/MSへの導入も可能となる。

本研究において、HPLCからUHPLCへ移管することにより大幅な時間短
縮が可能であり、その際に生じるカラム長さのロスは1.6µm粒子径のカラ
ムを用いることで分離度を損なうことなく分析を実行することができる。
また、標準品での評価ではなく、実試料を用いた場合においても添加回収
試験の結果から、UHPLCを用いても直線性および回収率は良好な結果が
得られることから、既存のメソッドからUHPLCへ移管は、短時間での分析
で正確さを損なうことなく分析を実施することが可能であることが示唆さ
れた。
低極性から高極性化合物が混在する食品成分の分析にはFlexFire AQ 
C18を選択することで、0.1%ギ酸や低濃度のギ酸アンモニウムの揮発性
緩衝液による分析が可能となるため、LC/MS検出に向けたメソッド開発も
容易に構築できる利点がある。

UHPLCを用いた食品中成分の迅速分析
A

U

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

min
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

UHPLC

A
U

0.000

0.010

0.020

0.030

0.040

0.050

0.060

0.070

0.080

0.090

0.100

0.110

0.120

0.130

min
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

HPLC

わさび中に含まれるシニグリンの分析

おわりに

Conditions;
Column : FlexFireC1, 1.6um (2.0x50mm)
   FlexFireC18, 1.6um (2.0x50mm)
   FlexFireAQC18, 1.6um (2.0x50mm)
   FlexFireC30, 1.6um (2.0x50mm)
Mobilephase : 10mM HCOONH4, pH3.0
Flowrate : 0.5mL/min
Detection : UV240nm
Sample : Sinigrin (1.15mg/mL)
Injectionvolume : 0.2uL
System : Waters ACQUITY UPLCH-Class PLUS

移動相の違いによるケルセチンのピーク形状

上記データのメソッドより添加剤を変更した際
のUSPテーリング係数を示す。比較対象は、
0.1%ギ酸を基準に、0.1%りん酸、(0.08%
ギ酸+0.02% TFA)にて実施しています。
0.1%ギ酸においてはUSPテーリング係数が
1.43と若干のテーリングが認められるが、比
較的良好な範囲といえ、他の2種の移動相に
おいてはさらに良い結果が得られています。
LC/MSへの導入を考慮した場合、0.1%ギ
酸をファーストメソッドとし、より良い結果をだ
すのであれば(0.08%ギ酸＋0.02%TFA)も
試す価値があるが、TFAの使用によるイオン
源の汚染等に注意が必要となってくる。
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※(　)内はUSPテーリング係数を示しています

【各種移動相条件におけるテーリング係数および分離度】

【カラムの選定】
カラムの選定において、4種類のカラムを用いてシニグリンの保持等を
比較した。アルキル鎖によって保持が決まるのではなく、結合密度に
応じて保持が決まる傾向にあり、高極性化合物の保持においては、
結合密度が低いカラムを選定するのが良い傾向にある。FlexFire 
AQ C18は同じC18グループであるFlexFire C18よりも高極性化合
物のトラップに優れ、C30と同等の性能を発揮するよう開発されてい
る。そのため、食品に限らず、C18カラム指定条件化においても結果
に変化を与えるため、非常に有益となる。上記のことより、FlexFire 
AQ C18を用いて定量分析を試みた。

【前処理】
定量分析における試料には2種類のワサビを用意した。いずれも適
量を50mLチューブに採り、水20mLを加えて攪拌した後、さらに水を
加えて25mLに定容した。その後、遠心分離機によって上澄み液を
ACRODISC 0.2µm GHP (Pall Corporation)に通したものを注入
した。

【定性分析】
定性分析においてシニグリンの存在を確認したところ、ワサビBにの
みシニグリンの存在を確認することができた。そのため、以後、ワサビ
Bを使用して定量分析を行った。

【定量分析】
本研究における定量分析は添加回収試験にて行った。
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