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ノート 

食品中のニ糖類の分離定量※ 

 
加藤時信，出来三男※※ 

 

 

１．緒  言 

 加工食品のうち一般に栄養食或いは育児用食品と呼

ばれるものにはその原料として乳製品，麦芽エキス，

しょ糖，卵及び天然果汁等を混合して調製したものが

多い。これらの食品に含まれる糖質はでん粉，デキス

トリンなどの多糖類を除いて，一般にしょ糖，乳糖，

麦芽糖，ぶどう糖及び果糖が主体となっていると考え

られる。食品分析において各構成糖の含有量を知るこ

とは加工食品の起源及び素材の混合割合を推定する上

に重要な手掛りを与えてくれる。 
 ところが，食品に含まれる天然糖質には還元性，非

還元性オリゴ糖をはじめとして多種類の糖類が混在し

ているため，これらを一般に行なわれている酸加水分

解による化学的方法１），２，３）で分離定量することは不

可能であり，真の糖組成を知るにはペーパークロマト

グラフィー，カラムクロマトグラフィー１）及びガスク

ロマトグラフィー４）などの分離手段によらねばならな

い。しかしこれらの方法は，微量分離分析法としては

有効な方法であるが，操作が複雑であるうえに定量精

度が比較的悪い欠点がある。また，酵素による糖質の

分離定量法は５），６）混合糖質から特定の糖質を定量する

には優れた方法であるが，多種類の酵素を必要とする

などの欠点をもっている。 
 これに対して，カラムクロマトグラフィーを自動化

した分析法の利用は，これらの欠点を克服できること

が明らかにされ，混合糖質の分離定性分析については

多数の報告がなされている。さらに，臨床医学領域か

らの要求により，血液中のぶどう糖定量にこの自動分

析法が応用されたのをはじめとして，Kesler７），Tohn８）

らによって混合糖質の分離定量が報告されている。千

田ら９）は呈色試薬としてりん酸－アニリン系を用いる

分離定量法を試みている。 
 著者ら１０）はすでに反応熱検出型自動液体クロマトグ

ラフィーによる単糖類及び二糖類の分離定量について

※ このノートを「自動液体クロマトグラフによる糖質の分離

定量(第 3報)」とする。 
※※大蔵省関税中央析所，千葉県松戸市岩瀬 531 

 検討し，ピークの高さ或いはピーク面積と糖濃度との
間に直線関係があることを報告し，さらに，オルシノ

ール－硫酸系呈色試薬を用いて，しょ糖を分離定量す

るための基礎条件を検討１１）してきた。 
 本報では主として食品中に含まれる二糖類相互の分

離定量を目的として，分離条件及び食品中に糖質と共

存する主な成分の定量に対する影響を検討した さら

にこの方法を 2，3の食品に応用し，簡単な操作で，し
かも比較的短時間でしょ糖，乳糖及び麦芽糖を分離定

量することができることを知ったのでその結果を報告

する。 

２実験方法 

 ２・１ 装置 
 液体クロマトグラフは光電比色計を接続した日本電

子KK製 JLC－3C型自動記録装置を用いた。 
 
 ２・２ 試薬及びイオン交換樹脂の調製 
 ２・２・１ 固定相担体 
 前報１１）検討の結果により最も分離能のよかったほ

う酸型塩基性イオン交換樹脂LC－R－3を用いた。樹
脂の調製は前報１１）によった。 
 
 ２・２・２ 展開溶剤 
 展開溶剤としては二糖類相互の分離能が最もよかっ

た pH7.0(0.1M H3BO3)１１）及び単糖類や二糖類以外の
共存成分を速やかに溶出する目的で pH9.5(0.3M 
H3BO3)のほう酸緩衝液を用いた。緩衝液の調製は 
前報１１）によった。 
 
 ２・２・３ 呈色試薬 
 糖質の呈色にはオルシノール－硫酸を用いた。呈色

試薬の調製は前報１１）によった。 
 
 ２・２・４ 標準物質とその調製 
 標準物質としてはしょ糖，麦芽糖，乳糖，マンノー

ス，果糖，ガラクトース，キシロース及びぶどう糖を

用いた。共存成分の影響を検討するために用いた蛋白

質はカゼイン（ミルク），ラクトアルブミン，γ－グロ 
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ブリン(牛血清)，アルブミン(卵)，グリアジン(麦)，大
豆蛋白であり，有機酸として酢酸，乳酸，クエン酸酒

石酸，シュウ酸，りんご酸，コハク酸を用いた。また，

配糖体としてはサポニン，エオシアニンを使用した。

これらの標準物質はいずれも試薬 1 級以上を用い
pH8.0(0.15M H3BO3)のほう酸緩衝液に溶解して調製
した。 
 
 ２・３ 試料の調製 
 実験に使用した食品はいずれもpH8.0のほう酸緩衝
液に溶解し，ろ過して調製した。 
 
 ２・４ 測定条件 
 自動液体クロマトグラフィーの測定条件は Table 1
に示した。 
 

Table 1. Analytical conditions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３結果と考察 

 ３・１ 分離条件の検討 
イオン交換樹脂及び展開溶剤については前報１１）で

検討した結果に基づいて，それぞれ LC－R－3（ほう
酸型）及び pH7.0のほう酸緩衝液を用いた。前報１１）

に示した条件ではしょ糖と他のオリゴ糖類との分離は

良好であったが，二糖類相互の分離，とくに麦芽糖と

乳糖の分離が高濃度において充分でなかった。また乳

糖の前後に近接してラムノース及びリボースが溶出す

るという報告７），９）もあり，そこで，これら糖類の相互

分離を改善するために，展開溶剤の流速を 0.32ml/min
に設定し，カラム温度を種々に変えた場合，各二糖類

の溶出速度がどのような挙動を示すかを検討した。 

 Fig.1に示したようにカラム温度が 20℃～60℃の範囲
では温度が高いほど二糖類相互の分離は良く，50℃以
上では麦芽糖と乳糖の分離も完全であった。しょ糖の

溶出速度はカラムの温度を変えても顕著な変化はなか

った。これはしょ糖がイオン化しないことによるもの

と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 Effect of column temperature on elution rate 

of sugars. 
Analytical conditions are same as cited in 

Table 1. 
Concentration of sugars used are 0.1mg 

per ml, respectively. 
①Sucrose ②Maltose ③Lactose 

 
 ３・２ 検量線の作成 
 Table 1の測定条件により，各種濃度のしょ糖，麦芽
糖及び乳糖を用いて得られたクロマグラムのピークの

高さをそれぞれの糖質の濃度に対してプロットして求

めた検量線は Fig．2 に示した。いずれも各糖質濃度
20～300γの範囲で濃度とピークの高さとの間に直線
関係が成り立つ。 
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Fig.2 Calibration curves of sugars. 
Analytical conditions are same as cited in 
Table 1. 
①Sucrose ②Maltose ③Lactose 
 

 ３・３ 二糖類の溶出ピークに対する共存成分の妨害 
 ３・３・１ 有機酸の影響 
 酢酸，乳酸，クエン酸，酒石酸，シュウ酸，りんご

酸及びコハク酸の各有機酸 0.1mg/ml と，しょ糖，麦
芽糖及び乳糖の各二糖類 0.1mg/ml との混合物につい
て行なった液体クロマトグラムは Fig.3 に示したよう
に各有機酸のピークは pH7.0では溶出速度は遅く，展
開溶剤を pH9.5に変えると約 1時間後に巾広い，弱い
ピークとして現われてくる。したがって有機酸はいず

れも各二糖類の溶出ピークに全く影響を与えないこと

を知った。 
 
 
 

 
 
 
Fig.3 Effect of organic acid on determination of 

sugars. 
Analytical conditions are same as cited 

in Table 1. 

 Concentration of organic acids and sugars 
used are 0.1mg per ml, respectively. 
①Sucrose ②Maltose ③Lactose 
④Organic acid 

 
３・３・２蛋白質の影響 
 グリアジン，カゼイン（ミルク)，アルブミン（卵)，
γ－グロブリン(牛血清)，ラクトアルブミン及び大豆蛋
白質をそれぞれ 0.1mg/ml の濃度にしたものについて
行なった液体クロマグラムはFig.4に示した。 
 これらの蛋白質のうちグリアジン，カゼイン，アル

ブミン(卵)，γ－グロブリンは全くピークとして現われ
なかった。しかしラクトアルブミンは約 3 時間付近に
弱いピークが認められ，大豆蛋白質では約 1時間付近
に弱いピークが現われるほか展開溶剤の pH を 9.5 に
変えてから約 30 分付近に巾広く極めて弱いピークが
認められた。この大豆蛋白質から現われるピークのう

ち，最初に出現するピークは共存するサポニンによる

ものと考えられるが，このことは 3・3・3で検討した
配糖体の影響でのべる結果からも説明できる。しかし，

ここに用いた蛋白質はいずれも二糖類の分離定量を妨

害しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 Effect of proteins on determination of 
sugars. 

Analytical conditions are same as cited 
in Table 1. 

Concentration of proteins injected are 
0.1mg per ml, respectively. 
① Gliadine (wheat), cassein (Milk), 
Album- in (Eggs)and γ-Globulin (Bovine) 
②Lactalbumin ③Soy protein 



50 
 

 

 ３・３・３ 配糖体の影響 
 エノシアニン及びサポニンをそれぞれ 0.1mg/ml の
濃度にしたものについて同様な条件で測定したときの

液体クロマトグラムは Fig.5 に示した。エノシアニン
はこの条件では溶出せず，17時間後でもピークを示さ
なかった。一方サポニンは試料注入後約 1時間で 2コ
のピークとなって溶出し，このピークはしょ糖のピー

クと重複することからサポニンの存在はしょ糖の定量

の障害となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5 Effect of glycosides on determination of 
sugars. 
 Analytical conditions are same as cited in 
Table 1. 
 Concentration of glycosides used are 
0.1mg per ml, respectively. 
①Enocianine ②Saponin 

 
 ３・４ 応用例 
 Table 1に示した測定条件に従って，次の 3種の食品
中のしょ糖，麦芽糖及び乳糖を分離定量した。 
 Sample No.1 Malted milk chocolate flavor 
 Sample No.2 Oval tine 
 Sample No.3 Chocolate flavored marshmallows 
 用いた食品のペーパークロマトグラフによる糖組成

をFig.6に示した。 
 

Table 2. Sugar contents in foods 
 

 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6 Paper chromatograms of sugars in foods. 

Solvent： Butanol/Acetic acid/water(4/1/1) 
Colour reagent： Anilin hydrogen phthalate 
① Fructose ② Glucose ③ Sucrose 
④ Maltose ⑤ Lactose 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flution time (hrs.) 
 

Fig.7 Chromatograms of sugars in foods and 
standard sugars. 

 Analytical conditions are same as cited in 
Table 1. 
(A) Standard sugars (B) Sample No.1 
(C) Sample No.2    (D) Sample No.3 
①Sucrose ②Maltose ③Lactose 
④Mannose ⑤Fructose ⑥Galactose 
⑦Xyrose ⑧Glucose 
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 それぞれの試料及び標準糖質の自動液体クロマトグ

ラムは Fig.7 に示した。これら各糖類のピーク高から
直接しょ糖，麦芽糖及び乳糖を検量線を用いて算出し

た結果はTable 2に示した。Table 2からわかるように
希釈率をかえることにより比較的高濃度の糖を含む試

料についても容易に定量することができ，しかも分析

操作は極めて簡単である。 

４ 総 括 

 食品中のしょ糖，麦芽糖及び乳糖の同時分離定量を

目的として，二糖類相互の分離条件を検討し，また食

品中に共存する主な成分の二糖類定量への影響を検討

した。 
 固定相としてほう酸型塩基性イオン交換樹脂(LC

 －R－3)を用い，展開溶剤としてほう酸緩衝液を用いた
場合，カラム温度は 20～60℃の範囲では，温度が高い
ほど二糖類相互の分離は良好であった。オルシノール

－硫酸を呈色試薬とした場合，しょ糖，麦芽糖及び乳

糖のそれぞれ20～300μg/mlの濃度範囲でピーク高と
の間に直線関係が得られた。食品中に共存する有機酸

及び蛋白質は液体クロマトグラフィーによる二糖類の

分離定量を妨害しなかった。また，配糖体のうちエノ

シアニンは分離定量を妨害しなかったが，サポニンは

しょ糖に近接して溶出するため，食品中に多量にサポ

ニンを含有する場合にはこの条件は不適当であり，さ

らに分離方法を検討する必要がある。 
 この方法を加工食品中のしょ糖，麦芽糖及び乳糖の

同時分離定量に応用し，除蛋白質等の操作のない簡単

な分析操作によって定量できた。 
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