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報 文 

反応熱検出自動記録液体クロマトグラフ 

によるショ糖の分離定量 

 

 

出  来  三  男※ 

 

 

 反応熱検出型自動液体クロマトグラフによるショ糖の分離定量について検討し、その結果測定条件を

次のように定めた。すなわち、固定相担体：Dawex l×8（100～200メッシュ）ホウ酸型、分離カラム：

0.8φ×50cm、検出カラム：0.8φ×10cm、展開溶剤：0.04 Mホウ酸カリウムに0.04 Mホウ酸を含む

もの（pH8.8）、流速：0.63ml／min、記録速度 1cm／10min、検出感度：±00１°cfs、分離カラム、

および検出カラムの温度：30℃、室温：20℃±0.1℃ ショ糖濃度と検出ピークの振巾の間に直線関係が

成立した。この方法をはちみつ中のショ糖の定量に応用した。 

 
 

１．緒   言 

 還元性、非還元性あるいはケトースとアルドースな

どのように、僅かに性質の異なる糖類は、化学的な方法に

より分離定量できるが、化学的性質の類似した数種以上の

糖類混合物になるとそれぞれの糖類を分画した後でなけ

れば充分な定量はできない。微量の糖類を分離するのに、

ペーパークロマトグラフイーはすぐれた方法であるが、定

量性に問題があることから専ら定性的方面の利用が多い。

Sweeleyら 1)は、糖類をトリメチルシリル誘導体として

ガスクロマトグラフイーで分離しているが、誘導体の調

製が繁雑であり、且つ色々な糖アノマーが生成するので

定量にあたつては厳密な条件が要求される。 

 これに対して、液体クロマトグラフイーによる分離

は試料調製が容易であり、また多量の試料が使用でき

ることから広く分離手段として用いられてきた。 

 糖類の液体クロマトグラフイーに関する研究は、溶出時

間の短縮や分離性状の向上など、充填剤や展開溶洗剤の 

※ 大蔵省関税中央分析所 千葉県松戸市岩瀬531 

  
改良を中心とした多くの報告がみられる。Khymら 2)

は強塩基性イオン交換樹指を固定相として、ホウ酸塩

を展開溶剤に用いると糖類はホウ酸塩複合体として

分離されることを認めており、Green3)はこの方法を

発展させて15種の糖類混合物を約12時間で分離した

と述べている。 

 最近 Moore ら 4)によつて開発されたアミノ酸分析

の自動化は、自動液体クロマトグラフの改良と共に、

ガスクロマトグラフイーで分析困難な不揮発性物質への

応用を促進し、分離分析に広く利用されるようになった。 

 Samuelson5)は光電比色方式のテクニコン・オート

アナライザーを用いて糖類の分析時間短縮と自動化

について検討しておりさらに Kesler6)はこの自動液体

クロマトグラフによりパルプ分解液中のオリゴ糖類をホ

ウ酸塩を展開溶剤として約4時間で分析している。 

 直野ら 7)は試料成分が固定相を移動していくときにお

こる吸脱着に伴なつておこる熱の交換反応を高感度サー 
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ミスターにより温度変化としてとらえ、これを擬似微

分曲線として記録する方法を開発した。この熱検出方

式は試料成分を処理することなしに検知できるので、

糖類のように紫外領域に吸収を持たず、また発色操作の自

動化の困難なものの分離検出に適した方法である。 

 ここでは、熱検出型自動液体クロマトグラフによる

ショ糖の分離のための基礎条件と、定量への諸条件を

検討し、これを天然はちみつ中のショ糖の定量に応用

し二、三の知見を得たので報告する。 

 

 
２．実験方法 

 
 ２.－１ 試  薬 

  ２.－１－１ 固定相担体：強塩基性イオン交換樹

脂Dowex1×8(100～200)をビーカーにとり、2N水酸化

ナトリウムを加えて攪拌する。漏過、水洗した後 2N

塩酸で再び処理し、塩素イオンがなくなるまで水洗す

る。つぎに 0.5M ホウ酸カリウムで処理してホウ酸型

にかえる。SephadexG10（200メッシュ）は展開溶剤

に予め浸漬して完全に膨潤したものを使用した。活性

炭（セライトを等量混合）は 2N 塩酸で処理した後塩

素イオンがなくなるまで水洗した。 

 ２.－１－２ 展開溶剤：10%エタノール水溶剤液、

或いは各種濃度のホウ酸塩を使用した。展開溶剤を調

製する水は、予め煮沸したものを用いた。 

 ２.－１－３ アンスロン試薬：アンスロン 2g を濃

硫酸 1lに溶解する。この試薬は用時に調製する。 

 ２.－１－４ 糖類：ショ糖、ブドウ糖、麦芽糖、果

糖はいずれも試薬 1級以上を用いた。 

 ２.－２ 装  置 

 液体クロマトグラフは反応熱検出型の日本電子 KK

製 JLC－2A型自動記録装置を用いた。 

 分光光電光度計（日立製 139） 

 ２.－３ 試料の調製 

 標準糖類は展開溶剤に溶解した。はちみつは、その

約 10gを精秤し、展開溶剤に溶解して 50mlに定容し 

 た後漏過或いは遠心に分離して透明液体として用い

た。除蛋白質操作は行わなかった。 

 

 ２.－４ 操  作 

 展開溶剤に分散させた担体を検出カラムと分離カラ

ムに均一に充填する。つぎに定流量ポンプで展開溶剤

を送液しながら、検出カラムの補償側、分離カラムつ

いで検出カラムの試料側と順次連結する。送液パイプ

やカラムのなかに気泡が混入しないように注意しなけ

ればならない。パイプを連結した後圧力調整ベンを加

減してバッフアータンクの圧力を一定にする。カラム

の温度や圧力が一定になると記録計のベースラインは

安定して直線になるので、予め展開溶剤に溶解した試

料を特殊試料注入口より 1ml注入する。 

 

 ２.－５ 測定条件 

 主として次の条件で測定した。 

 検出カラム 0.8φ×10cm 分離カラム 0.8φ×50cm

検出部温度 30℃ 分離カラ温度 30℃感度±0.01°

cfs・記録計感度 10mv フルスケール、試料 5～40mg

室温 20℃±0.1℃ 

３．結果と考察 

 ３.－１ 固定相担体の選択 

 糖類の液体クロマトグラフイーに用いられている充

填剤は、主として活性炭とイオン交換樹脂である。活

性炭はセライトと等量混合したものが使用されてお

り、植物組織、澱粉加水分解物およびはちみつなどの

糖組成の分析に広く使われている。一方イオン交換樹

脂を充填剤としたものでは、中性糖類がそのまゝの形

では吸着されないため 糖類を予めホウ酸塩複合体と

して分離するのが一般的である。反応熱検出型の自動

液体クロマトグラフイーでも、充填剤の良否は､分離能

に影響を及ぼすことが考えられるが、従来のカラム充

填剤がそのまゝ使用できるかの基礎的条件の検討は少

ない。そこで これまで糖類の分離に用いられてきた

二、三の充填剤について検討した。 
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Figure 1.  Detection curves of sucrose 

 

 

 

 

 
 反応熱検出では、成分ピークは対称性の微分曲線と

して記録されるが、Fig・1から判るように活性炭では

検出曲線は非対称性となっている。この現象は充填剤

に対する糖類の吸着が強く、10％エタノール水溶液で

は容易に溶出できないことを示しているものと考え

る。また活性炭粒子は極めて微細なためカラム層が密

になりそのためバツフアータンクの圧力は非常に高く

なり、展開溶剤の送液量を落しても容易に圧力を低下

させることはできなかつた。漏過助剤の混用率を高め

ることにより圧力をさげることができるが、そのため

糖の分離能は低下すると思われる。セフアデックス

G10 では、ショ糖は約 30 分で溶出し、かなりシヤー

プな微分曲線を画くが同じモル濃度の糖類の検出感度に

比較して強度が小さい。分離カラムを Dowex 1×8 にし､

検出カラムをセフアデツクスにした混合カラムを用いる

と、ピーク形状はセフアデツクスのみを用いた場合と同し

であるが、溶出時間は、2 倍近く遅くなり、ショ糖の溶出

に約 60 分を要した。また検出曲線の位相が逆転している

が、これは熱交換反応が逆転していることを示すものである。 

 さらに、Fig・２に示したように、セフアデックスG10

は分子量の異なる糖類の分離はよいが、同じ分子量 

  

 

 

 

 

 

 

 

   Figure 2.Detection curves of each sugars on 

          Column with Sephadex G10 

 

 

 
の糖類相互の分離は不充分であり、セフアデックス 

G10 では分子篩としての効果のみを示すにすぎない。

Kesler9)はpHのことなる緩衝液を段階的に用いて約 6

時間で 17種の糖類を分離している。著者も Dowex 1

×8 のホウ酸塩型の担体を用いて、シヨ糖、マルトー

ス、グルコースおよびフルクトースを約 4 時間で分離

できた。その結果をFig.3に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

   Figure 3.  Separation of sucrose, 

   maltose,glucose and fructose from 

   each other using a borate buffer on 

   the column with Dowex 1x8 in borate 

   form 

 

 

 
 Fig.3で示したように、ショ糖に続いてマルトースが

溶出しており、この両者はほとんど重複しないことは 
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微分曲線を積分曲線に画きなおすと明らかである。グ

ルコースとフラクトースは、二糖類よりかなり遅れて

溶出するので完全に分離できるが、両者の分離はこの

条件では分画できなかつた。しかし、Samuelsonらも

指摘しているように、展開溶剤と展開温度を適当に選

択することにより、グルコースとフラクトースの分画

も可能と考えられるが、この条件において、シヨ糖の

分離に他の糖類の重なりは全くないことがわかつた。 

 

 ３.－２ 展開溶剤の影響  

 糖ホウ酸塩複合体は負に荷電しているので容易にイ

オン交換される。Zillら 8)は、ヂビニールベンゼン系ア

ニオン交換樹脂を充填剤とし濃度や pH の異なるホウ

酸塩緩衝液を段階的に用いて糖類を分離しているが、

糖類の分離溶出に 60時間という長時間を要している。

Keslerこの欠点を改良するため展開溶剤について検討

し、食塩を含んだホウ酸塩を用いて 5 種類のペントー

スとヘキソースを約 5時間で分離している。Fig 1の結

果から、この実験に適しているホウ酸型Dowex1×8を

充填剤として、ショ糖の溶出に対するホウ酸塩濃度の影

響をしらべた。Fig 4にその結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Figure 4.  Influence of the borate buffer 

         concentration upon the separation of 20 

         mg sucrose 

 

 

  Fig. 4から明らかなように、0.005Mから 0.1Mまで

の濃度範囲のホウ酸カリウム(pH10.0～10.4)はシヨ糖

の溶出速度に殆んど影響を及ぼさない。しかし、最終

濃度が 0.04M になるように調製したホウ酸カリウム

とホウ酸混合の緩衝液(pH8.8～9.0)では溶出時間が半

分に短縮され、シヨ糖は 60分で溶出してくる。このこ

とからショ糖の溶出速度はホウ酸塩の濃度より、むし

ろ pH に影響されることがわかる。ホウ酸塩緩衝液

(pH8.8)に１N 食塩を添加したものでは溶出速度はさ

らに早くなり､ショ糖は約 30分で溶出してくる。熱検

出型では展開溶剤を段階的に変えて溶出することは、

切換による機械的ショックや展開溶剤の濃度変化が記

録されたりするので好ましい方法ではない。 

 
 ３.－５ 溶出曲線 

 前述したように、反応熱検出型では、僅かなショッ

クや不純物がすべてピークとして検知されたり、定流

量ポンプによる送液量が変化したりまたバツフアータ

ンクの圧力が変るとピーク出現の時間が変動すること

から、ピークの定性的意味は弱い。そこで、溶出液を

フラクションコレクターで分取し、これをアンスロン

試薬と 15分加熱して発色させ、出現ピークと溶離曲線

との関係をしらべた結果をFig.5に示す。 

 検出カラムの出口から排出口までの容量を補正する

と検知ピークと比色法により求めた糖の溶出曲線はよ

く一致している。Fig・.5からわかるように、ショ糖が

完全に溶出するまでに約 60分を要しており、これは溶

離帯がかなり広い巾をもつて移動していることを示す

もので多数の糖類混合物を分画するためにはできるだ

け狭い分離帯をもつようにしなければならない。この

分離帯の巾は、充填剤の粒度や展開溶剤の流速に関係

するので今後検討したい。 
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Figure 5.  Elution curves of sucrose on 

the column with Dowex 1x8 in borate form 

 

 

 
 ３.－７ 検量線の作成 

 Dowex 1×8（ホウ酸塩型）を充填剤とし、分離カラ

ム：0.8φ×50cm、検出カラム：0.8φ×10cm、展開溶

剤 0.04M ホウ酸カリウムに 0.04M のホウ酸を含む緩

衝液 ( pH8.8 )、カラム温度：30℃展開溶剤の流速：

0.63ml／min、検出感度：±0.01℃fs、記録感度：10V

～20V の条件により展開溶剤に溶解した各種濃度の標

準ショ糖液１mlを注入して展開した。出現した微分曲

線の振巾をピーク高としてショ糖の濃度に対してプロ

ットすると、Fig.6 に示すように原点を通る直線とな

り、ショ糖濃度とピーク振巾の間に比例関係が成り

立つことがわかる。検出限界は記録計の感度に左右

されるが、10mvスケールで 2mgであつた。 

  

 

 

 

 

 

 

 

   Figure 6.   Quantitative calibration 

      curve of sucrose by peak height 

 

  

３.－８ 応  用 

 輸入天然はちみつ 10g を展開溶剤に溶解し、50ml

に定容する。漏過或いは遠心分離して不溶分を除去し

た透明液 1mlを特殊試料注入口より注入し、検量線作

成の条件で展開した。ピークはFig.7に示した。 

 

 

 

 

 

 

   Figure 7.  Separation of various sugars 

          in honey 

  

 

 Fig 7から明らかなように、この濃度のはちみつから

4個のピークを検出した。ピーク 2はシヨ糖、ピーク 3

は麦芽糖、プーク 4 はブドウ糖と果糖が重なつたもの

ある。ピーク 1 については同定していない。ピーク 2

の振巾を測り、前記検量線よりシヨ糖量を求めると、

シヨ糖 4.71％となる。この値は、化学的に測定した値

6.83％より低い値を示している。これは、レイン・エ

イノン法で定量した値が非還元性糖類の総和として求

められるための誤差と考えられる。 
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４．総 括 

 反応熱検出型自動液体クロマトグラフによるシヨ糖

の分離定量について基礎的条件を検討した。カラム充

填剤として活性炭を用いるとベースラインの安定性が

悪く、検出ピークはテーリング現象を起した。分子篩とし

てのセフアデックスG10では、分子量の異なる糖類の分離

は良好であるが、シヨ糖とマルトースのように同じ分子量

をもつものの分離は悪い。Dowex 1×8 はホウ酸塩型に 

 して用いると糖の種類によつて伝異なつた親和性を示

し、糖類混合物からの分離は良好であつた。Dowex 1

×8 を充填剤として、展開溶剤について検討したとこ

ろホウ酸塩の濃度はシヨ糖の溶出に著しい影響を与え

なかつたが、ホウ酸塩緩衝液はこの実験で良好な展開

溶剤であることを知つた。検出ピークの振巾とシヨ糖

の濃度との間に直線関係が認められた。この方法を用

いてはちみつ中のシヨ糖を分離定量することができ

た。 
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Quantitative Determination of Sucr ose by Automaic Recording Liquid 

Chromatograph with Thermal Ditecti on Unit 

Fractionation and determination of sucrose by automatic recording 

liquid chromatograph with thermal detection unit is described. 

A linear function between sucrose concentration and peak height of 

detection curves were obtained by following the analytical conditions 

: adsorbent Dowex 1×8 (100 to 200 mesh ) in the borate form,separation 

column 0.8φ×50cm.,detecti on column 0.8φ×10cm., flow rate 0.63 

ml／min., chart speed 10 ㎜／10 min.,detection sensitvity ±0.01°cfs. 

temperature of separation and detection column 30℃,room temperature 

20℃±0.1℃,concentration range of sucrose 5 to 40 mg per ml. 
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 The efluent buffer were made by mixing with equal volume of 0.08 

M K2B407 and 0.08 M H3BO3 respectively. 

 The method mentioned above was applied to the analysis of sucrose 

in honey, and the sucrose was completely separted from other 

sugars under this experiment which was taken by above conditions. 
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