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High performance liquid chromatgrapic method (HPLC) for separation of water－

soluble vitamins； L－ ascorbic acid (vitamin C), pyridoxin HCl (vitamin B6), 

niacinamide, riboflavin (vitamin B2), cyanocobalamin (vitamin B12) and thiamin HCl 
(vitamin B1) was investigated. 

The above six vitamins could be separated by mobile phase；1) 1／15 M－phosphate 

buffer (pH 7.0) －methanol (75：25 V／V), 2) water－methanol (80：20 V／V) containing 
5×10－3 M PIC－A reagent on bonded column, μ－Bondapak C 18. 

It was found that the method was able to apply to anlysis of water soluble vitamin 

products. 
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1 緒  言 

近年，十数種のビタミンを混合した栄養補助食品と

してのビタミン調製剤や数種のビタミンを添加した飼

料等の輸入が増えている。 

関税率表分類上，これらの調製品は，各ビタミンの

分析が必要となってくる場合がある。 

これらのビタミンの分析法は，種々検討され，滴定

法，比色法，蛍光法，微生物法，GC法，TLC法，HPLC

法等多くの報告 1)－4)がなされ，当所や税関においても

様々な試みがなされ，報告 5)－7)がされてきた。 

 ＊大蔵省税関中央分析所 271 千葉県松戸市岩瀬 531 

 

今回，高速液体クロマトグラフィーを用い，数種の

水溶性ビタミンを迅速かつ簡易に分離する方法につ

いて基本的検討をしたので報告する。 

 

２ 実  験 

２．１ 試料及び試薬 

L－アスコルビン酸（ビタミン C）和光純薬工業製，

チアミン塩酸塩（ビタミン B1），ピリドキシン塩酸塩

（ビタミン B6），シアノコバラミン（ビタミン B12）

SIGM 社製，リポフラビン（ビタミン B2），ニコチ 
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ンアミド，東京化成工業社製 

 

２．２ 装置及び測定条件 

液体クロマトグラフは，ウォーターズ社製高速液体

クロマトグラフ Model No. ALC／GPC 244型を用い，

検出は，島津社製紫外検出器 SPD－2Aで 260nm及び

280nmの 2つの検出波長で感度を比較検討した。 

カラムは，内径 7.8mm，長さ 30cm のステンレス管

に固定相としてμ－Bondapak C18（球状シリカゲルに

オクタデシル基を化学結合したもの）を充てんしたも

のを用いた。 

移動相は，メタノール（高速液体クロマトグラフ用）

及びりん酸緩衝液（pH 5.9及び pH 70）の混合溶液，

メタノール／水の混合溶液に PIC－A 試薬（テトラブ

チルアンモニウムフォスフェート，ウォーターズ社製）

を 5×10－3M 濃度になるように調製したものを用い

た。 

移動相の流量は，1.0ml／min に規定した。 

試料及び移動相溶液は，0.45μm、メンブランフィ

ルターでろ過し，ろ液を用いた。 

 ３ 結果及び考察 

３．１ 検出波長 

各ビタミンの吸収極大波長は，Table 18)に示すよう

に 250nm～290nm 付近にあるので各試料について 3

つの異なる濃度のピークの高さを 260nm 及び 280nm

で測定した。(Fig. 1)。 

 

Table 1 Absorpion maximum of water soluble 

vitamins 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Liner dynamic ranges in UV photometer 
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L－アスコルビン酸，ニコチンアミド，チアミン塩酸

塩，リポフラビンは，260nm における感度が高く，ピ

リドキシン塩酸塩及びシアノコバラミンは，280nm の

方がわずかに感度が高いため，検出波長は 260nmとし

た。 

 

３．２ 分離条件の検討 

固定相にμ－Bondapak C16を用い，移動相に 1／

15Mりん酸緩衝液(pH 5.9)：メタノール＝70：30 (V／

V)で混合試料を分離すると，Fig. 2に示すようにニコ

チンアミドとピリドキシン塩酸塩及びリポフラピンと

シアノコバラミンは，完全に分離できなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 HPLC of water－soluble vitamins 

 

mobile phase, 70：30 1／15M phosphate buffer (pH 

5.9) ／methanol；column，μ－Bondapak C18；

columnpressure, 2000psi；detecter, UV photometer 

(×0.0005a. u. full scale) 

 

1-L-ascorbic acid, 2-pyridoxin HCl, 3-niacinamide, 

4-cyanocobalamin, 5-riboflavin , 6-thiamine HCl 

 

そこで移動相を 1／15M りん酸緩衝液（pH 7.0）

メタノール＝75：25（v／v）にすることによってニ

コチンアミドとピリドキシン塩酸塩を完全分離する

ことができた（Fig. 3）。この条件下では，6種の混合

試料中のリポフラビンとシアノコバラミンは，単一  

 ピークとして溶出し，分離されない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 HPLC of pyridoxin HC1 and niacinamide 

 

mobile phase, 75： 25  1／ 15M phosphate buffer 

(pH7.0)／methan1；column, μ－Bondapak C18；

column pressure, 2000 psi；detecter, UV photometer

（×0.0005 a u full scale） 

 

1－pyridoxin HC1, 2－niacinamide , 

 

水：メタノール＝80：20(V／V)に PIC－A試薬を 5

×10－3M濃度になるように調製した移動相で，リボフ

ラビンとシアノコバラミンをほぼ完全分離することが

できた（Fig. 4）。 なお，この条件下では，6種の混合

試料中のニコチンアミドとピリドキシン塩酸塩は，単

一ピークとして溶出し，分離されない。 
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Fig. 4 HPLC of cyanocobalamin and riboflavin 

mobile, phase, 80:20 water ／ methanol 

containing 5×10－3M PIC－A reagent, column, 

μ－Bond－apak C18; column pressure, 2000 

psi；detecter, UV photometer (× 0.0005 a. u. full 

scale) 

 

1－cyanocobalaInm, 2－riboflavin HCl 

 

 したがって，6種の混合水溶性ビタミンは， 

１） 1／15M りん酸緩衝液（pH7.0）：メタノール＝

75：25（V／V） 

２） 5×10－3 M PIC－A試薬を含む，水：メタノー

ル＝80：20（V／V） 

の 2種類の移動相で完全分離することがわかった。 

 

４ 要  約 

高速液体クロマトグラフィーにより，水溶性ビタミ

ンの分離条件について検討した。 

固定相にμ－Bondapak C18を用い，移動相に 

１） 1／15りん酸緩衝液（pH7.0）：メタノール＝75：

25（V／V） 

２） 5×10－3Ｍ PIC－A 試薬を含む，水：メタノー

ル＝80：20（V／V） 

により，L-アスコルビン酸，ピリドキシン塩酸塩，ニ

コチンアミド，リポフラビン，シアノコバラミン，チ

アミン塩酸塩を分離することができた。 

本法は，これらビタミンの調製品の分析に応用でき

ることが判明した。 
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