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報 文 
細管式等速電気泳動法による不揮発性有機酸の分析 

 
 

川 端 省 三＊，出 来 三 男
＊＊ 

 
 

 細管式等速電気泳動法により，不揮発性有機酸の同時分離及び定量の検討を行った。緩衝

剤を加えてpH3.1～8.8に調製した５種の0.01Ｍ塩酸をリーディング溶液として泳動を行い，
有機酸のPU値を求めた。pH3.1の緩衝液で，フマル酸，アスコルビン酸，酒石酸，りんご
酸，こはく酸及び乳酸を同時に分離することができた。他の条件では，pH5.1でフマル酸と
酒石酸，pH6.0 でくえん酸とりんご酸，pH8.0 でりんご酸とこはく酸を分離した。pH8.8
ではフマル酸，酒石酸及びりんご酸は同じ電位勾配を示すため分離できなかった。しゅう酸

と乳酸は，多くの場合，混合ゾーンを作るが，pH8.8で分離できた。 
 有機酸の 0.1％水溶液について，注入量とゾーン幅から検量線の作成を行ったところ，
pH5.1～8.8 の範囲で良好な直線関係が得られた。また，この方法を実際試料に応用し，良
好な結果を得た。 

 
 

１ 緒   言 

 有機酸は多くの食品中に含まれ，重要な味覚を構成

しているが，果実や醗酵生産品にとくに多く含まれて

いる。関税率表では，果汁は第 20・07 号に分類され
るが，天然に存在するよりも多い量の有機酸が添加さ

れたものはこの号から除外する取扱いとなっている。

一般の食品においても，その栄養や風味を増すために

有機酸の添加がしばしば行われ，これらの有機酸の定

性，定量が必要とされる。 
 脂肪酸の分析はガスクロマトグラフィーによって比

較的容易に行うことができるが，植物体中に含まれる

TCAサイクルメンバーのオキシ酸，ジカルボン酸のよ
うな不揮発性有機酸は，ペーパークロマトグラフィー，

薄層クロマトグラフィー，液体クロマトグラフィーに

よる定性分析が行われている。しかしこれらの方法は，

しばしば定性的な判別が困難であったり，取扱いが煩

雑であるなどの難点がある。 
 最近，イオン性物質の新しい分離手段として，細管

式等速電気泳動法（以下CITPと略記）が注目されて 
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 いるが，この方法の利点は，試料の特別な前処理を行
うことなく，分離物質の定性，定量が可能なことであ

る 1),2)。 
 有機酸の CITP による分離については，Everaerts
ら 3)による各種の電解液を用いた場合の分離性状の研

究や，Hoevenら 4），あるいは，Bocekら 5)による酢酸

などの揮発性有機酸及び乳酸の分離及び定量について

の報告がある。また，Bocekら 6)はKrebs cycleの有機
酸類の同時分離を行っているが，その定量については

検討していない。 
 ここでは，CITP 法を用いて，不揮発性有機酸のう
ち，しゅう酸，フマル酸，酒石酸，くえん酸，りんご

酸，こはく酸，乳酸及びアスコルビン酸の分離条件を

検討し，一部の有機酸については，検量線の作成を試

みたので報告する。また，りんご果汁及びみかん果汁

中の有機酸の分離も試みた。 
 

２ 実   験 

 2・1 試 薬 

 しゅう酸，酒石酸，くえん酸，りんご酸，乳酸，ア

スコルビン酸，β－アラニン，L－ヒスチジン，アメジ
オール，トリス，メチルセルロース，グルタミン酸， 
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ＰVA―2000，ε－アミノカプロン酸はいずれも和光純
薬工業製の試薬特級を用いた。フマル酸及びこはく酸

は東京化成工業製のものを用いた。 
 
 2・2 装 置 

 島津細管式等速電気泳動装置：IP―1B型（島津製作
所製） 
 電位こう配検出器：PGD―１型（同上） 
 カウンターフロー装置：CTF―１型（同上） 
 
 2・3 分析条件 

 泳動管：内径 0.57㎜×長さ 20㎝（PTFE製） 

  泳動電流：25～100μA 
 恒温そう温度：20℃ 
 
 2・4 電解液 

 使用した電解液を Table１に示す。リーディング溶
液には 0.01Ｍの塩酸を用いたが，有機酸の移動度はリ
ーディング溶液の pH によって変化するので 6)，グル

タミン酸やアラニンなどの緩衝剤を加え，pH3.1から
pH8.8までの５種の pHの溶液を調製した。ターミナ
ルイオンには易動度の遅いものを選び，一部のものは

pHを調節した。これらの電解液の選択にあたっては，
Everaertsらの報告 7),8)を参考にした。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1 Electropherogram of a mixture of some acids 



51 
報 文 細管式等速電気泳動法による不揮発性有機酸の分析 

Table 1 Electrolyte systems used in this study 

 
 

Triton X―100（0.1％)，PVA―2000（0.5％)，メチ
ルセルロース（0.5％）などの水溶性高分子は分離ゾー
ンをシャープにする目的で添加した 9)。 

３ 結果及び考察 

 3・1 標準有機酸の分離 

 Fig.１にフマル酸，酒石酸，くえん酸，りんご酸，
乳酸，こはく酸及びアスコルビン酸の 0.014％水溶液
を 10μl 注入したときの分離図を示す。Fig.１では，
pH3.1のリーディング溶液を用いているが，この条件
では，各有機酸はそれぞれ異なった電位こう配（以下

PGと略記）を示し，その微分線（以下 diff.PGと略記）
も明瞭である。 
 しゅう酸を含む標準混合溶液では，しゅう酸を単独

で注入したときの PGゾーンを示さず，乳酸が混在す
る場合には，乳酸に相当する PG線が乱れを示すこと
から，しゅう酸と乳酸は混合ゾーンを作ることがわか

った 2)。この現象は電解液２，３及び４を用いたとき

にも認められたが，電解液５を用いて泳動した場合に

は，Fig.２に示したように，しゅう酸及び乳酸を相互
に分離することができた。 
 また，Fig.１ではカウンターフローを用いているが，
フマル酸と酒石酸，くえん酸とりんご酸の PG値は互
いに接近しており，カウンターフローを用いない場合

や，泳動電流 100μA以上では，分離ゾーンが明瞭に
現われなかった。 
 Table２に，Table１の電解液を用い，各有機酸を単
独で注入したときの PU値 10)を示す。PU値は，分離
イオンの易動度の相対的大きさを，リーディングイオ

ンとターミナルイオンを内部標準として表わしたも

のであり，分離したイオンの定性的指標となるもの 

 Table 2 PU values obtained under various  
conditions 

である。 
 Table２から分るように，PU値はアルカリ側で非常
に小さい値を示し，弱電解質である有機酸の特徴を示

している。また，前述のように，PU値が 0.01程度の
差のものは泳動条件によっては明瞭な分離ゾーンを示

さない場合がある。アスコルビン酸は，電解液２，３

及び４を用いた場合，ターミナルイオンより易動度が

小さく，ゾーンを全く示さなかった。 
 
 3・2 検量線 

 しゅう酸，フマル酸，酒石酸，りんご酸，アスコル

ビン酸及びこはく酸について，Table１の電解液を用い
て検量線の作成を試みた。 
 各有機酸の 0.1％水溶液を調製し，マイクロシリン
ジを用いて，１，２，３，４及び５μlを３回ずつ注入
して，100μAで泳動させ，ゾーンの長さを測定した。
ゾーンの長さは，チャート上の微分ピーク間距離をノ 
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Fig. 2 Electropherograms of a mixture of some acids 
 
 
 
 
 
 
 
ギスを用いて測定した。ゾーンの長さと注入量から作

成した検量線をFig.３に示した。 
 CITP 法では試料の注入量及び試料の濃度にかかわ
らず，試料イオンは一定濃度に濃縮されることが，

Kohlraushの式によって示され 2)，ゾーンの長さは試

料イオン量に比例するものと考えられている。 
 注入量とゾーンの長さとの関係を，各回帰直線につ

いて一元配置法による分散分析法を行って検討し，切

片についても検定を行って Table３に示した。いずれ
の場合もＦ検定値は，５％有意水準におけるＦ値より

も小さく，注入量とゾーンの長さとの間には直線関係

があるものと認められた。切片のｔ検定値は，電解液

１を用いた pH3.1の条件では，５％有意水準のｔ値よ
り大きく，検量線は原点を通らない傾向がみられたが，

他の条件では，原点を通る直線関係が得られた。 
 pH3.1で原点を通る直線関係が得られないことの原
因は明らかでないが，pH3.1のように pHの低い溶液 

 中では，有機酸の解離が抑えられ，注入した有機酸の
すべてがイオンとして挙動しないことが考えられる。 
 一方，回帰からの偏差は，注入量３μg に対して，
変動係数として３～５％であり，同じ注入量における

繰り返し精度の変動係数は１～２％であった。 
 以上の結果から，リーディング溶液が pH3.1の条件
では，良好な検量線は得られないが，他の条件では，

原点を通る検量線を得ることができた。 
 
 3・3 果汁の分析 

 Fig.４及び Fig.５に，みかん果汁及びりんご果汁の
有機酸を分離した図を示した。それぞれの果汁は市販

の果実の果汁を，遠心分離してパルプ質を除去したの

ち，水で４倍に希釈して検体とした。 
みかん果汁の有機酸は 10本のゾーン，りんごの場合
は７本のゾーンが観察される。多量成分は，みかんで

は，くえん酸，りんごではりんご酸であり，これらの 



53 
報 文 細管式等速電気泳動法による不揮発性有機酸の分析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
Fig. 3 Calibration curves 
 
 
 
 
 
ゾーンの長さは，それぞれ，全体の 76％，70％を占め
ている。そのほか，分離ゾーンの PU値及び標準添加
法により，みかん果汁より，りんご酸，こはく酸，酒

石酸及びアスコルビン酸を同定し，りんご果汁より，

しゅう酸，酒石酸，乳酸，こはく酸及びアスコルビン

酸を同定した。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Electropherogram of apple juice 
 
 
 
 

Table 3 Test of regression lines 
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Fig. 5 Electropherogram of orange (unshu) juice 

Fresh orange juice was diluted four times with 
water. 

 

  等速電気泳動図のゾーン幅から，検量線を用いて，
各有機酸の含有量を知ることができるが，泳動図のパ

ターンを比較することによって，未知果汁の原料の推

定，あるいは，醗酵を行った果汁か否かの判別の可能

性もある。 

４ 総   括 

 等速電気泳動法を用いて，不揮発性有機酸の分離条

件，定量条件の検討を行った。混合有機酸の同時分離

には，リーディング溶液として 0.01Ｍ塩酸（pH3.1），
ターミナル溶液として 0.01Ｍカプロン酸を用いて，良
好な分離を行うことができた。各種の電解液を用いて，

注入量とゾーン幅から検量線を作成し，一部のものを

除いて，良好な直線関係が得られ，実際試料の分離定

量に応用できることを示した。 
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Analysis of Unvolatile Organic Acids by Capillary Tube Isotachophoresis 
 

 Shozo KAWABATA＊ and Mitsuo DEKI＊＊ 
＊  Central Customs Labolatory, Ministry of Finance, 

531, Iwase, Matsudo－shi, Chiba－ken, 271 Japan 
＊＊ Planning and Duty Section of Customs and Tariff Bureau, Ministry of Finance, 

3－1－1, Kasumigaseki, Chiyoda－ku, Tokyo, 100 Japan 
 
 By the technique of capillary tube isotachophoresis, the simultaneous separation of unvolatile organic 
acids was investigated. 
 The apparatus used in this investigation was the Shimadzu IP－1B isotachophoretic analyser, equipped 
with a PGD－1 potential gradient detector and a counter flow attachment. The analysis was performed in a 
20㎝ Teflon tube with 0.57㎜ I.D. The tube was kept at a constant temperature of 20℃. 
 The leading electrolytes used were five solutions of 0.01M－HC1 buffered at pH 3.1, 5.0, 6.0, 8.0 and 8.8. 
The terminal electrolytes used were 0.01M－caproic acid, 0.01M－glutamic acid. 0.01M－β－alanine and 
0.01M－ε－aminocaproic acid. Triton X－100 (0.1%), PVA－200, or methyl cellulose were added to the 
leading electrolyte to sharpen zone boundaries.  
 The PU values of eight unvolatile acids, namely, fumalic acid, oxalic acid, ascorbic acid, tartaric acid, 
malic acid, succinic acid, citric acid and lactic acid, were measured under the various conditions of the 
above electrolytes.  
 These acids were separated simul taneously by the use of pH 3.1 leading electrolyte, except oxalic acid 
and lactic acid could not be separated by the use of pH 3.1 leading electrolyte. However, oxalic acid and 
lactic acid could be separated by the use of pH 8.8 leading electrolyte. 
 The calibration lines for amount of acid vs. the lengths their zones were examined. The lines were 
satisfactorily linear. The deviation in the slope of the lines was less than 5 %. 
 The acids in the lemon juice and the orange juice were analysed satisfactorily.  
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