
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

Vo星，39　（旦990） T89

技術 報告

高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る市販 の リンゴ 酸及び

ア ッ プル 飲料中の フ マ ル 酸の定量

善木　道雄
 

， 伊藤　利之 ， 桐栄　恭 二
＊

（199  年 1 月 19 日受理）

　市販 の リ ン ゴ 酸及 び ア ッ プル 飲料中 に 含 ま れ る フ マ ル 酸 に つ い て UV 検出器を使用 した HPLC で 定
量 す る 方法 に つ い て 検討 し た，分離 カ ラ ム と して TSK −gel，　ODS 　120A を使用 し，移動相と し て は 0．　l
M 過 塩 素酸 ナ トリ ウ ム ，0．01M リ ン 酸．

．
冰 素ナ トリ ウ ム （pH 　2．6）を用 い ，210nm で 検出 し た．フ

マ ル if　S．OXIO
− 7〜2．OXIO

− 5M
の 範囲 で 検量線 は 直線 を示 し ，

4．0× 10
．−6
，1．0× 10

− 5M
の 5 回繰 り返

し に よ る 相対標準偏差 は ，そ れ ぞ れ O．35，　O．19％ で あ っ た．乂 こ の 方法 に よ る フ マ ル 酸 の 定量限界 （SIN
＝・2）は 2．  × 10

− 7M
程度で あ り ， リ ン ゴ 酸及 び ア ッ プル 飲料 の 回 収率 は 98 ．2〜104．5％ で あ っ た．本

法 を市販 リ ン ゴ 酸及 び ア ッ プル 飲料 18種 の 定量 に 応用 した．

1 緒 言

　 フ マ ル 酸 は 代表的 な不飽和 ジ カ ル ボ ン 酸で あ り，生体

内で の ク エ ン 酸サ イク ル の 中間生産物 と して も知 ら れ て

い る．幾何異性体 の マ レ イ ン酸 は 有害 だ が
，

フ マ ル 酸 の

毒性 は 弱 い と さ れ て お り
1＞，食品添加物 と して 認可 さ れ

て い る．使用基準は設定さ れ て い な い が，フ マ ル 酸 の 分

析法 を確立 す る こ と は ，食品 の 品 質管理 上 か ら も重要 で

あ る と考 え ら れ る．食品 中の フ マ ル 酸定量法 は，トリメ

チ ル シ リル 体 と して 測定 す る GC ，及 び リ ン ゴ 酸脱水素

酵素を 用 い る 酵素法 が 公定法
2｝
と して 採 用 き れ て い る

が ，操 作 が 煩 雑 で あ る ．近 年，HPLC が 急速 に 普 及

し，そ の 応用 が 検討 され て い る．食品中 の フ マ ル 酸 の 定

量 も HPLC を用 い る 方法 が 簡単で 便利で あ る と 考 え ら

れ る が，そ の 定量 に 関 す る 具 体 的 な 報 告 例 は極 め て 少 な

い
3）弔1．カ ル ボ ン 酸類 の HPLC に よ る 分 離法 に は，カ ラ

ム
， 検出方法 な ど に 数 々 の 提案

5）
『

］1）が な さ れ て い る

が
， オ ク タ デ シ ル シ リ カ （ODS ） カ ラ ム を用 い る 吸 光

光度検出逆相 HPLC は 分 離 能，再現性 に 優 れ
，

は ん 用

性 が 高 い．

　今回，著者 ら は こ の 逆相 HPLC を用 い る フ マ ル 酸 の

定量法 に つ い て 検討 し た ．そ し て HPLC 法 が ，市 販 の

リ ン ゴ 酸及 び ア ッ プル 飲料中 の 微量 フ マ ル 酸 の 定量 に 十

分 応 用 で き る こ と を示 し た．

2 実 験

　2。i 装　置

　HPLC 装置 は東 ソ
ーCCPD 型 ポ ン プ シ ス テ ム に 同社

製 CO −8010 型 カ ラ ム オーブ ン 及 び UV −8GOO 型紫外可

視検 出器 を接続 し， シ ッ ク ク ロ マ トコ
ー

ダー 12 型 で

ピー
ク 面積 を記録 した．

　2 ・ 2 試　薬

　標準物質 の フ マ ル 酸は 和光純薬工 業製 特級 を用 い た ．

フ マ ル 酸 は HPLC に よ り純度 を確 認 し，単
一ピー

ク と

し て 溶出す る こ と を確認 し た．そ して
， そ の一定量 を 採

り 水 に 溶 か し て 1．0 × IO
’2M

の 標準溶液を調製 し，適

宜希釈 して 用 い た．そ の 他 の 試薬は ，市販 の 特級 を そ の

ま ま 用 い た．又 ， 市販 の リ ン ゴ 酸や ア ッ プル 飲料 18種
を試料 と した．

　2・3 分 析条件

　カ ラ ム は 東 ソ ー
製 TSKgei

，
　OI）S120A （4．6× 150

mm ）を使用 し，溶離液 は  ．1　M 過塩素酸ナ トリウ ム と

0．01M リ ン 酸 二 水素 ナ トリ ウ ム の 混 合溶液 を 塩酸 で

pH 　2，6 に 調節 した もの を用 い た ．室温 （25℃ ）で 操作

し，流 量 は 0．8　mi ／min ，検 出波長 は 210nm に 設定 し

た．又，試料注入 量 は IOO　Ftlと した ．

＊

岡 山理 科大学理 学部化学科 ： 700　岡 山県 岡山 市理 大 町

　 1−1
2 ・4　定 R 操作

リン ゴ 酸 に つ い て は，市販品 を そ の ま ま 水 に 溶 か し
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て，DL 一体 は 8．0 × IO
一4

　M 溶液 を，　 D一及 び L一体 は そ れ ぞ

れ 5．0× 10
− 3M

，
1．0 × 置O

− 2M
溶液 を 作製 し た．又，ア

ッ プル 飲料 は，0．45 匹m の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

で 瀕過

した 後，い ずれ も 10〜20 倍水 で 希釈 し試料 溶液 と し

た．そ して ，そ の leo　p1を ル
ー

プ イ ン ジ ェ ク ターを 用

い て ク ロ マ トグ ラ フ 装置へ 注入 し た ．得ら れ た ク ロ マ ト

グ ラ ム か ら ピー
ク 面積 を求め，あ ら か じめ作成 した 検量

線 か ら フ マ ル 酸量 を 求め た．

3 結果及び考察
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　3 ・1　HPLC 条件の 検討

　フ マ ル 酸 の HPLC 分 離 に 関 し て は，陰 イ オ ン 交

換
s），イオ ン 排除

”）lo）及び逆相分 配 モ
ード

4）11）
の 報告 が

ある が，分離能，再現性 の 優 れ た 逆相分配 モ
ー

ドを選 ん

だ．カ ラ ム は TSKgel ，　ODS 　120A を 使用 し た．溶離液

は フ マ ル 酸 と他 の カル ボ ン 酸 と の 分離 を考慮 して ，フ マ

ル 酸 が 7− 8 分 で 溶出す る 過 塩素酸ナ トリ ウ ム
ー
リ ン 酸

二 水素ナ トリウ ム 系を選 ん だ．過塩素酸ナ トリウ ム 及 び

リ ン 酸 二 水素ナ トリ ウ ム の 濃度 は フ マ ル 酸の 溶離及 び感

度 に 大 き な影響 は 及 ぼ さ な い が 低濃度 で は 溶離 しな く な

る．ベ ー
ス ラ イ ン の 安定性 を考慮 して 0．lM 過 塩素酸

ナ トリウ ム ー0．OlM リ ン 酸二 水素ナ トリ ウ ム を用 い る こ

と に し た．一
方，溶離液の pH は そ れ ぞ れ の カ ル ボ ン

酸 の 溶離時 間 と感度 に 大 き な 影響 を与 え る ．す な わ ち

pH の 増 加 と 共 に ，感度 は 増大 し 溶離時 間 は 速 く な る．

フ マ ル 酸 と 溶離時間 の 近接す る コ ハ ク 酸，ク エ ン 酸 と の

相互分離 を考慮 して ，pH を 2．6 に 調整 して 使用 した．

こ の 組成の 溶離液 を 用 い ，流 量 0，8ml ／min ，カ ラ ム 温 度

25℃ の 条件 下 で ，リ ン ゴ 酸 は 3．5 分 ，ク エ ン 酸 5．7

分 ，
コ ハ ク 酸 7．0 分 ，

フ マ ル 酸 は 7．8 分 で 溶出す る

（Fig．2）．

一
　 　 　 　 　 10−0 　　　　　 10−t　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10−310−6

　 　 　 　 　 　Concentration1M

Fig．　 l　Comparison　 of 　the　 scnsitivities 　 of 　 several

　　　 carboxylic 　acids

　 　 　 止： male ユc 肌 id；2 ：
　fumaric 　 acld ； 3 ： L−ascorbic

　 　 　 acid ；4 ；oxalic 　acid ； 5 ： taTtaric 　acid ；6 ； citric

　　　 acid ；　7 ； mahc 　acid ； 8 ： m 乱lonic　acid ； 9 ：

　 　 　 succinic 　acid ； 10 ； lactic　ucid ； 11：f（）rmic 　acid ；

　 　 　 12 ：肌 etic　 add ．　 Conditions　 　 　 Golumn ：

　　　 TSK −
gel　120　A 〔ODS ，4．6　mm 　i．　d．× 120　mm ）；

　　　 Mobile　phase ： 0．IMsodium 　perchlorate
一  ．  l

　　　 Msodium 　 dihydrogcnphosphate （pH 　 2．6）；
　　　 Wavelength ・ 210　nm ；　 Tempe ・・tu・e ・25℃ ；

　　　 F且ow 　rate ： 0．8　ml ／min ．； Sample　 v 〔コlume ： 畳00

　　　 叫

Table　 lRecovery 　 of 　fumaric　acid 　in　 malic 　 acids

and 　apple 　drinks

　3。2　感　度

　フ マ ル 酸 は 二 重結合 を持 っ て い るの で ， UV 吸 光光度

法 で の 検出 が 容 易 で 感度 も 高 い ．代表的 な カ ル ボ ン 酸

11種 及 び L 一ア ス コ ル ビ ン 酸を単独 で 注 入 し，検 出波長

210nm で ，そ れ ぞ れ の 検量線 を作成 し，感度 を比 較 し

た 結果 を Fig．1 に 示 す．フ マ ル 酸 及 び マ レ イ ン 酸 は 他

の 飽 和 カ ル ボ ン 類 に 比 べ ，モ ル 濃度 で 約 100 倍以 上 高

感 度 で あ っ た．

　 フ マ ル 酸標準 溶 液 を用 い ，ピーク面積法 に よ っ て フ マ

ル 酸 の 検量線 を作成 し た と こ ろ 5、OXIO
−

7− 2．0× 10
’．JF

M の 範 囲 で 良 好 な 直線 （γ ＝0，9999） に な っ た．検出限

界 （S／N ＝2｝ は 2，0XlO
一

ア M で あ っ た ．又，4．0×

10
− 6M

，及 び 1．O× 10
− SM

フ マ ル 酸標準溶液 の 連続 5

Sa… 魂騨パ飆 剛 攣

D，L−Malic　acid

L −Malic　acid

D −Malic 　acid

Appie　drinkの

　 20％

30％

70％

04

．004

．004

．0DOOOOO

　

2
　

4
　

4馬

4．498
．511
．555
．455
，289
．3410

．8812
．888
．49

量3．059
．3913
．25

0、19

0．40

0．24

0．58

1．460

．32

100．298

．2101

．6

100．0

】04，599

．0

a ）content 　of 　apple 　juicc；b）rclative 　standard 　devia−

tion （n
＝3｝．

回測定 に お け る相対 標準偏 差 は そ れ ぞ れ O．35，0．19％ で

あ っ た．

3・3　添加 回収実験

2・3 に 示 し た HPLC 条件 で 市販 リ ン ゴ 酸及 び ア ッ プ
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Table　2　Determination 　of 　fumaric　acid 　in　malic 　acids

S・ mp 且♂
． GoTlccntration　of 　　 Fumaric　acid

mallc 　acid ／M 　　 fbund／lO
− 6

　M
R ．S．D ．b）

，

　　％

Mole 　rati げ ）

（MA ／FA ）

Fumaric 　acid

・ ・ nt ・ nt ／P99
“

’

DL −Malic　acid 　A
　 　 　 　 　 　 B

　 　 　 　 　 　 E
　 　 　 　 　 　 F

レ Malic　acid 　A

　 　 　 　 　 　 B
　 　 　 　 　 　 C

D−Malic　 acid 　B
　 　 　 　 　 　 G
　 　 　 　 　 　 D

8．0× 10
− 4

8．0 × 10
− 4

8．O× 10
−
4

8．OXIO
− 4

L   〉く10
．−
2

1．0 × ］e
−．2

1．0× 10rr？

5，0× 10
− 3

5．0 × 10
− 3

5．OX10
−
a

4．495
．187
，326
，48L55

査．583
．880
．230
．745
．28

0．440
．560
．410
．132
．531
．540
，630
．28L730

，15

　 178／1

　154／1

　 109／l

　 l23／16450

／16330

／12J
「SO／121700

／ll3500

／1

　947／1

486  

562 

794．07040134137336

　 40

　 64914

。）A − D・・　analyt 三・ al ・e・g・nt　g・ ad ・，　E ＆ Fl ・f・ ・ d ・dditi… ；b）・el ・ ti… t・nd ・・d　d ・vi・ti。・ （・
≡3）；・）MA ： ma ｝ic

acid
，
　FA ：fumaric　acid

（A）

8

1

　（B）
3

6

8

（C）
3

（D）
2

（E）
3

3

1

8 4

8　　 1 67

6 5

o汁
一
片

一
片

一8†
一
け

』一

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Retention　time／min

Fig．2　Typical　HPLG 　 chromatograms 　 of 　samples

　　　 c。 n しaining 　fumaric　acid 　 　 　 　 　 ．

　　　 （A ）： fi匸maric 　ttcid 　standard 　s（，亘ution （LO × 10
−
5

　　　 M ）； （B）： D −malic 　 acid ； （C ）； L−malic 　 acid ；

　　　 （D ）： DL −malic 　acid ； （E ）： applc 　drink （30％ ）．

　 　 　 Pcaks − 1 ： unknown ； 2 ： tartaric： acid ； 3 ；

　　　 malic 　acid ；4 ： L−asc   rbic 　acid ；5 ： maleic 　acidl

　　　 6 ： citric 　acid ； 7 ：succinic 　acid ； 8 ： fumaric

　 　 　 acid ，　Chrematographic　conditions 　are 　thc　samc

　　　 as　those　in　F謳9，1．

Table　3　Determinaしion　 of 　fumaric　 acid 　in　 apple

　 　 　 　 drinks

Sa・ ・1・
・1− D ・L 鱗 ・

民 S
ザ … 騨 ・

20％
AB30

％

cD70

％

EF100

％

GH

1／201

／20

1／10VLe

10．8B4
．35

9q
」

4384
」

1／20　　　　9．39
1／20　　N ．D ．c ）

1／10　　N ．D ．
YIO　　 N ．D ．

5
广
08901

9634
ム

ー

3

0．50

25．2610
．eg

59800ゾ
5

21．78

ル 飲料中 に
一・定

．
量 の フ マ ル 酸 を添 加 し，本法 に よ る 添加

回収実験 を 行 っ た．結 果 を Table 　 l に 示 す．回収率 は

リ ン ゴ酸，ア ッ プ ル 飲料 い ず れ の 場合 も 98．2〜104．5％

で あ り，良好 な 回収率 が 得 ら れ た．

3 ・4　 リン ゴ 酸及 び ア ッ プル 飲料中の フ マ ル 酸の 定量

　リン ゴ酸 は食品添加物 と して 認 可 さ れ て お り，飲料 ，

冷菓，加 工 食 品 な どの 酸 味 料 と し て ，又，色調保持，乳

a）content 　of 　apple 　juice；b）relative 　standard 　devia−

tion （n
＝3）；c）not 　detccted

化安定，pH 調整剤 と し て 広 く利用 さ れ て い る．天 然 か

ら得 ら れ る リ ン ゴ 酸 は L 一体 だ け で あ る が，DL 一リ ン ゴ酸

は，マ レ イ ン 酸 あ る い は フ マ ル 酸 を 160〜200℃ ，加 圧

下 で 水を反応 させ て 作 られ ， 未反応原料 に 由来 す る と 考

え ら れ る 小量 の フ マ ル 酸が 常 に 残存 して い る
12 ）．2・3 に

示 し た HPLG 条件 で 市販 リ ン ゴ 酸巾の フ マ ル 酸 の 分 離

定 量 を 行 っ た．結果 を Table　2 に 示 し，フ マ ル 酸標準

溶液 ， 市販 の D −，レ 及 び D レ リン ゴ 酸 の ク ロ マ トグ ラ ム

を Fig．2 に 示 す．　 nL 一体 の フ マ ル 酸含有量 は ， 他 と 比べ

て 1− 2 け た大 き い ．又，L一リ ン ゴ 酸 は 発酵法 に よ り製

造 さ れ
12）

， 従 っ て フ マ ル 酸 の 含有量 は 極 め て 低 い と 考

え ら れる． しか し実測 し て み る とか な りの 量 の フ マ ル 酸

N 工工
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が 検 出 され た．又 ，
D一体 の フ マ ル 酸含有量 は，メ

ー
カ
ー

に よ っ て か な りの ば らつ き が あ る こ と が分 っ た．

　Table　3 に 本法 に よ る ア ッ プル 飲料中の フ マ ル
「
酸 の 定

量結 果 を 示 した．又 ， 果汁 30％ の 市販 ア ッ プル 飲料 の

ク ロ マ トグ ラ ム を代表例 と し て 同様 に Fig．2 に 示 し

た．フ マ ル 酸 は溶解度が 低 く （0，63g ／IOO　ml ，26℃ ｝食

品添加物 と し て 単独 で 使用 さ れ る こ と は ほ とん ど な い ，
又，食 品 中に 存在 す る 天 然 の フ マ ル 酸 は 非常に微量 で あ

る
2）．こ れ らの こ と と， Table　3 の 結果 か ら，ア ッ プル

飲料中 に 存在す る フ マ ル 酸 は 添 加 さ れ た DL 一リ ン ゴ 酸 の

不純物 と して 混 入 した もの と 推定 して も差 し支え な い と

考 え られ る．
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　D ・teminati ・ n ・ f　fumaric 　acid 　in ・・ r ・mercially

a 冊 i置ab 且e 　 ma 畳ic　 acids 　 and 　 apple 　 drinkS　by　 HPLC ．
Mlchio

　ZF．NKI ，　Toshiyuki　ITDH　and 　Kyoji　T δEI （Depart−
mcnt 　 of 　Chemistry，　Faculty　of 　Sciencc，　Okayama 　Uni−
vers 重ty　of 　Science，　】

一
貫，　Ridai −cho

，　Okayama −shi
，

Okayama 　700）

　 An　application 　of 　 HPLC 　to　thc　 detcrmination　of

fumaric　acid 　in　c   mmcrCially 　available 　 ma 鰔c　acids 　and

apple
　drinks　was 　cxamined 、　The　fumaric　acid 　was 　sepa −

rated 　on 　 a　TSK −
gel　 I20A 　column （ODS 　q8，4．6　mm

l・d・× i50　mm ） with ・ n ・1・・nt ・f
．
0，1M ・・di・ m 　 per−

chlorate −O．OI　M 　sodium 　dihydrogenphosphate （pH 　2．6），
The 　 eluate 　 was 　 monitored 　 with 　 a　UV 　 dctector　 at 　210
nm ，　Thc　senSitivity 　of 　the　fumaric　acid 　was 　quitc　good
and 　su 伍 cicnt 　 separation 　could 　be　 achievcd 　within 　10
min ．　 The 　 calibration 　curve 　betwcen　peak　area 　and

fumaric　acid 　conccntratioll 　was 　linear　up 　to　2．OX10
− s

M ． Recoveries　of 　fumaric　acid 　in　malic 　acids 　and 　apple

drinks　were 　in　 the 　 range 　 Qf 　98 − 105％ with 　good　 re・−

pr  ducibilities（R ，　S．　D ．，　less　than 　L5 ％）．　Fumaric　acid ．
in　eighteen 　cemmercially 　availablc 　samples （D−，　L− and 肌 一
maIic 　acids 　and 　apple 　drinks）were 　determined　success 一
血 lly　by ［he　proposed　mcthod ．

　　　　　　　　　　 （Rcce旦ved 　January　I　9，
1990）
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