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は じ め に 

 大村湾沿岸に繁茂するアナアオサを有効利用するた

め、鶏の飼料に添加する実験を行い、アオサを添加す

ることによる卵質の付加価値を期待し、卵黄の成分検

査を行った。α-カロテン、β-カロテン、クリプトキサ
ンチン、ルテイン、ゼアキサンチンは、カロテノイド

に分類される。カロテノイドの中には、α-カロテン、
β-カロテン、クリプトキサンチンのように、体内でレ
チノール（ビタミン A）に変換されるものもある。ま
た、ルテイン、ゼアキサンチンは眼病予防に効果があ

ると言われている。特に、ルテインは強い抗酸化作用

があり、がんの予防に関与しているとして注目されて

いる成分である。今回、これらカロテノイドとレチノ

ール、トコフェロール（ビタミン E）について、分析
を行ったので、その分析法について報告する。 
 
  実 験 方 法 
１．標準品及び試薬 
 標準品：パルミチン酸レチノール標準品（高速液体

クロマトグラフ用）は和光純薬製、カロテン（α，β

混合）は SIGMA 社製、トコフェロールは CALBIO 
CHEM社製、ルテイン、ゼアキサンチン、クリプトキ
サンチンはDHI社製を用いた。 
 試薬：ピロガロール、水酸化カリウム、塩化ナトリ

ウム、酢酸エチル、n-ヘキサン、エタノール、酢酸、
2-プロパノールは特級を用いた。また、移動相に用い
る蒸留水、メタノール、クロロホルム、n-ヘキサンは
HPLC用を用いた。 
 
２．標準溶液の調整 
（１）パルミチン酸レチノール約400mgを試料と同様
にけん化し、抽出した。溶媒留去後、レチノールを  

2-プロパノール100mlに溶解して標準原液とした。標
準原液を 2-プロパノールで適宜希釈し、レチノール濃
度で 2~3μg/mlとし、この液について 325nmの吸光
度を測定した。次式で希釈標準液のレチノール濃度を

求めた。 
 
 
 
 
 E：希釈標準溶液の325nmにおける吸光度 
  （対照：2-プロパノール・1cmセル）      
 
（２）ルテイン、ゼアキサンチンの標準品は、エタノ

ール溶液であったため、そのまま希釈して用いた。ま

た、クリプトキサンチンついては、ヘキサン溶液であ

ったため、エタノールに置換し、希釈して用いた。 
 
（３）（α-，β-）カロテン混合標準品（α1：β2）3mg
を少量のクロロホルムに溶解し、エタノールで 50ml
とし、標準原液とした。 
 
（４）（α-，β-，γ-，δ-）トコフェロールをそれぞ
れ 10mg ずつ量り、ヘキサンを加えて溶解して 50ml
とし、標準原液とした。 
 
２．試験溶液の調製 
 レチノール、ルテイン、ゼアキサンチンの操作フロ

ーを図１に示す。また、α-カロテン，β-カロテン、ク
リプトキサンチンの操作フローを図 2に、（α-，β-，
γ-，δ-）トコフェロールの操作フローを図３に示す。 
 
 

E×549 
レチノール濃度(μg/ml)＝ 100 
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試料採取0.5ｇ 
 
   ←3％ﾋﾟﾛｶﾞﾛｰﾙ－ｴﾀﾉｰﾙ溶液10ml 
   ←1％塩化ﾅﾄﾘｳﾑ溶液0.5ml 
   ←60％水酸化ｶﾘｳﾑ溶液1ml 
 
加熱けん化（70℃水浴、30分間） 
 
冷却 
 
   ←1％塩化ﾅﾄﾘｳﾑ 22.5ml 
   ←酢酸ｴﾁﾙ－ﾍｷｻﾝ（1:9）15ml 
 
振とう（5分間） 
 
 
溶媒層  水層              
        ←酢酸ｴﾁﾙ－ﾍｷｻﾝ(1:9)    ×２ 

15ml 
     振とう 
 
 
     溶媒層  水層  
 
 
 
溶媒留去（エバポレータ） 
       
窒素パージ、乾固 
 
   ←エタノール10ml 
 
試験溶液 
 
HPLC 
 
図１ レチノール、ルテイン、ゼアキサンチンの操作

フロー 
 
 
 
 

 
 
 
試料採取2.0ｇ 
 
   ←3％ﾋﾟﾛｶﾞﾛｰﾙ－ｴﾀﾉｰﾙ溶液10ml 
   ←60％水酸化ｶﾘｳﾑ溶液1ml 
   ←水酸化ｶﾘｳﾑ粒 1.8g 
 
加熱けん化（56℃水浴、20分間） 
 
冷却 
    ←2-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉｰﾙ 6ml 
   ←1％塩化ﾅﾄﾘｳﾑ 23ml 
   ←酢酸ｴﾁﾙ－ﾍｷｻﾝ（1:9）15ml 
 
振とう（5分間） 
 
 
溶媒層  水層            
        ←酢酸ｴﾁﾙ－ﾍｷｻﾝ(1:9)    ×2 

15ml 
     振とう 
 
 
     溶媒層   水層  
 
 
 
溶媒留去（エバポレータ） 
       
窒素パージ、乾固 
 
   ←エタノール1ml 
 
試験溶液（ｸﾘﾌﾟﾄｷｻﾝﾁﾝはさらに5倍希釈） 
 
HPLC 
 
図２ α-カロテン，β-カロテン、クリプトキサンチン

の操作フロー 
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試料採取2.0g 
 
   Na2SO4（適量） 
   ｸﾛﾛﾎﾙﾑ：ﾒﾀﾉｰﾙ（2：1）25ml×２ 
 
ホモジナイズ抽出 
 
遠心分離 
 
濃縮 

 
   10%食塩水 50ml 
   ﾍｷｻﾝ抽出 50ml×２ 
 
脱水・濃縮 
 
ヘキサンで10mlメスアップ 
 
図３ トコフェロールの操作フロー 

 

 
図４ 卵黄サンプル 

１．レチノール  ２．ルテイン 
３．ゼアキサンチン 

 

３．装置及び測定条件 
 表１に示す。 
 
 
結 果 及 び 考 察 

１．レチノール、ルテイン、ゼアキサンチン 
 けん化、抽出の操作は、「五訂 日本食品標準成分表

分析マニュアルの解説」のレチノールの項に準じて行

った。この操作により、レチノールと同時にルテイン

とゼアキサンチンも抽出することができた。HPLCの
測定条件は、測定時間が長くなるとピークがブロード

になることや、ルテインとゼアキサンチンの保持時間

が近いことを考慮して、移動相を水：メタノール（２：

９８）とし、流量を 0.5ml/minとした。また、レチノ
ールはUV 325nmでも確認ができた。 
 
２．α-カロテン，β-カロテン、クリプトキサンチン 
 けん化、抽出の操作は、「五訂 日本食品標準成分表

分析マニュアルの解説」のα-カロテン及びβ-カロテン
の項に準じて行った。α-カロテン，β-カロテンと同時
にクリプトキサンチンも抽出することができた。卵黄

中のα-カロテン，β-カロテンの濃度が低かったため、
クリプトキサンチンと同時に測定することが出来なか

った。そのため、クリプトキサンチンは、α-カロテン，
β-カロテンを測定した試験溶液を5倍希釈して測定し
た。HPLCの測定条件は、サンプルの測定時に455nm
では妨害ピークと重なっていたため、490nmで測定す
ることとした。 
 
 

 
図５ レチノール標準品0.5ppm 

（励起波長340nm、蛍光波長460nm） 
 
 

１

３２



長崎県衛生公害研究所報 49、（2003）資料 

 103

表 1 装置および測定条件 
 ﾚﾁﾉｰﾙ、ﾙﾃｲﾝ、ｾﾞｱｷｻﾝﾁﾝ α-ｶﾛﾃﾝ，β-ｶﾛﾃﾝ、 

ｸﾘﾌﾟﾄｷｻﾝﾁﾝ 
（α-，β-，γ-，δ-） 

ﾄｺﾌｪﾛｰﾙ 
HPLC装置 
 

㈱島津製作所製 
 LC-10ADvp 

㈱島津製作所製 
 LC-10ADvp 

㈱島津製作所製 
 LC-10ATvp 

カラム 
 

Inertsil ODS-3V 
（4.6×150mm） 

Inertsil ODS-3V 
（4.6×150mm） 

Finepak SIL NH2-10 
（4.6×250mm） 

移動相 水：ﾒﾀﾉｰﾙ  
（2：98） 

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ：ﾒﾀﾉｰﾙ 
（4：96） 
50μg/ml のﾊﾟﾙﾐﾁﾝ酸ｱｽｺﾙﾋﾞ
ﾙ含有 

n-ﾍｷｻﾝ：2-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉｰﾙ：酢酸 
（1000：6：5） 

カラム温度 40℃ 40℃ 40℃ 

流速 0.5ml/min 1.0ml/min 1.2ml/min 

測定波長 
 

ﾚﾁﾉｰﾙ：F 340/460nm 
ﾙﾃｲﾝ、ｾﾞｱｷｻﾝﾁﾝ 

：UV 455nm 

UV 490nm F 298/325nm 

 
 

 
図６ α-カロテン2ppm、β-カロテン4ppm 

標準品 
 

 

 
 
３．トコフェロール 
 卵黄からクロロホルム・メタノール混液で脂質を抽

出し、けん化をせずに直接HPLCで測定した。 
また、これによる卵黄成分からの妨害はなかった。 
 
４．添加回収試験 
 添加回収試験の結果を表 2に示す。ルテイン、ゼア
キサンチン、クリプトキサンチンについては、標準品

の量が少なく高価であったためn=1しか行えなかった。 
レチノールとルテインの回収率が 100%を超えて高め
に出たが、その他のものは良好な結果であった。 
 

表２ 添加回収試験結果 

 

図７ クリプトキサンチン標準品0.85ppm  
 

 回収率（％） 
レチノール 120%（n=3） 
ルテイン 118%（n=1） 
ゼアキサンチン 90%（n=1） 
クリプトキサンチン 86%（n=1） 
α-カロテン 91%（n=3） 
β-カロテン 85%（n=3） 
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図８ トコフェロール標準品 各10ppm 

 
 
  ま と め 
今回、卵黄の成分検査を行うため、レチノール、ル

テイン、ゼアキサンチン、クリプトキサンチン、α-カ
ロテン、β-カロテン、（α-、β-、γ-、δ-）トコフェ
ロールについて測定を行った。卵黄は比較的操作しや

すかったが、測定する食品によっては、精製操作が必

要となってくる。最近、ビタミン類等と強化した機能

性食品が多く、いろいろな種類の食品が出回っている。

今後、そのような食品を検査する際に、今回検討した

分析法を活用できると思われる。 
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