
分析条件

ACQUITY UPLCTM/TUVによる

ベリー類中のアントシアニジンの高速分析

Application Note No. 720001870J

概要

アントシアニンは果実、ジュース、ワインなどに青色と赤色

を与える植物由来の色素で、抗酸化作用が高いことが報
告されています。1)600種以上のアントシアニン化合物が

ベリー類などの食品中に存在し同定されていますが、そ

のすべてを直接的に分析することはとても困難です。しか
しながら、試料の酸加水分解によるアグリコン型(アントシ

アニジン)への変換によって、アントシアニン化合物類の分

析はシンプルなものになります。酸加水分解はこの600以
上にもなるアントシアニン化合物を6種のアントシアニジン

化合物(デルフィニジン・シアニジン・ペツニジン・ペラルゴ

ニジン・ペオニジン・アルビジン)に変換します。つまりアン

トシアニジンをの定量によって、アントシアニン類の量を概

算することができます。
従来法でのアントシアニジンの分析は34分～55分程度

の分析時間を要しました。2)3)Waters ACQUITY UPLCTMシ

ステムを用いた分析条件の最適化により、分析時間は2.1
分と大幅に短縮され、約20倍高速化されました。

このアプリケーションノートではこれらアントシアニジン化
合物6種の分析手法と実サンプルの分析結果について説

明します。

化合物名称
アントシアニジン化合物
※( )内は図、表中の表記

デルフィニジン(Delphinidin)
シアニジン(Cyanidin)
ペツニジン(Petunidin)
ペラルゴニジン(Pelargonidin)
ペオニジン(Peonidin)
マルビジン(Malvidin)

実サンプル
生・冷凍・乾燥したベリー類各種
ブルーベリー
ブラックベリー
ラズベリー
ストロベリー
クランベリー

装置
Waters ACQUITY UPLCTM/TUV
ソフトウエア Empower2
カラム：Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18

2.1×50 mm , 1.7 μm
カラム温度：40℃
移動相：A）0.3 % リン酸/水

B）アセトニトリル

グラジェント：
%A %B        Curve

0 min 90 10 6
2 min 80 20 6
2.1 min 90 10 6

流速 ：1.0 ml/min
注入量：2 μl
弱洗浄溶媒：水/アセトニトリル 95/5
強洗浄溶媒：アセトニトリル/IPA/水 70/20/10
検出波長：525nm
サンプリングレート：20ポイント/秒



図1. アントシアニジン標準品のUPLCTMクロマトグラム

表1. 標準品検量線のR2値

サンプルの準備
各ベリー25+/-0.3gを100mLのメスシリンダーに入

れ30mLの抽出溶媒(アセトニトリル/0.3％リン酸水

=80/20)を添加しました。その後1.5分間ホモジナ

イズし、溶液部を遠心管に移し2500rpmで10分間

遠心分離しました。

酸加水分解
2mLの抽出液を4mLのバイアルに移し、濃塩酸

200μLを添加しました。バイアルはキャップを閉め

5秒間ボルテックスミキサーにかけた後、150±2℃
のケミカルオーブンに30分間入れました。30分後、

加水分解反応を止めるためにバイアルを0℃のフ

リーザーの中に10分間保存しました。取り出した後

室温に戻し、0.45μmのフィルターでろ過した後

2mLのバイアルに入れ分析しました。

検量線

シアニジン・ペツニジン・ペラゴニジン・ペオニジン
デルフィニジンについては0.1-0.001mg/mLの7点
検 量 線を 作成 しま した 。 マルビ ジンは 0.3-
0.001mg/mLの5点検量線を作成しました。

図1はアントシアニジン6化合物標準品のUPLCTMク

ロマトグラムです。

a デルフィニジン (Delphinidin)
b シアニジン (Cyanidin)
c ペツニジン (Petunidin)
d ペラルゴニジン (Pelargonidin)
e ペオニジン (Peonidin)
f マルビジン (Malvidin)

分析時間2分で6成分が分離されています。

表1は上記標準品検量線のR2値を求めた結果です。

いずれも直線性は良好です。



図2に実サンプルのUPLCTMクロマトグラムを示しま

す。

A.ローブッシュブルーベリー

B.ワイルドローブッシュブルーベリー

C.冷凍ブラックベリー

D.冷凍ラズベリー

E.冷凍ストロベリー

F.冷凍クランベリー

を表します。ブルーベリーが高い濃度のアントシア
ニジン化合物を含むことがわかります。種類も5あ
るいは6化合物を含みます。他のベリー類は1～4
種のいずれかを含んでいます。

ブルーベリー中にはマルビジンが他の成分に比べ
2倍量存在しています。また、マルビジンはブルー

ベリーのみに含まれています。

図2. 実サンプルのUPLCTMクロマトグラム
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表2. アントシアニジン化合物の定量結果

図3. ベリーサンプル中の総アントシアニジン量

表2は各ベリー中のアントシアニジン量の定量結果

のまとめです。各3回ずつ試験を行った平均値を

標準偏差とともに示しています。

図3に表2中の総アントシアニジン量のグラフを示し

ます。図中の番号は下記の種類を表します。

1.有機栽培ワイルドブルーベリー

2.有機栽培ハイブッシュブルーベリー

3.ローブッシュブルーベリー

4.ワイルドローブッシュブルーベリー

5.生ブルーベリー

6.乾燥ブルーベリー

7.冷凍ブラックベリー

8.生ブラックベリー

9.冷凍ラズベリー

10.生ラズベリー

11.冷凍ストロベリー

12.冷凍クランベリー

ローブッシュブルーベリーのアントシアニジン量が

最も高く、購入品である乾燥ブルーベリーのアント

シアニジン量が最も低い結果となりました。これは

Ｗｕらによって報告4)された結果とよく一致していま

す。
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