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高速液体クロマトバラフィ 一による食品中の 

ステビア甘味成分の 分析法 
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KAZUO@NAKAJIMA* ， KEISUKE@KIMURA*@and@KAZUo@YASUDA* 

A simple and efficient method for detecting and determining stevioside and rebaudioside A for 

sweeteners@ in@beverages@ and@foods@ is@described ． Stevioside@ and@ rebaudioside@ A@were@ extracted@with@ water 

from‖《ample｜y‥ialyzing’or》wo‥ays ， The‘xtract『as…leaned「p『ith‖。ond・lut，ig…artridge ． Clean-up 

was@ performed@by@washing@the@ cartridge@ with@ 20@%@ acetonitrile ， and@ the@ eluate@by@80@%@ acetonitrile@was 

collected@and@analyzed@by@high@performance@liquid@chromatography@(HPLC) ， Recoveries@of@stevioside@and 

rebaudioside、（n《amples《piked‖t・ / ， g/g『ere・ ， respectively ・ Relative 

standard@deviations@of@samples@(CV@value)@were@0.1@-@3.9@% ． The@proposed@method@was@applied@to@analysis@of 

18@comercially@available@ samples@with@ indication@of@stevia ， Stevioside@or@ rebaudioside@A@was@ detected@ in@all 

these@samples@except@FURIKAKE@(Japanese@rice@seasoning) ， at@levels@of@2.2-179.0@ p ・ g/g@and@3.1-101.7@fi@g/g ， 

respec Ⅰ     vCy   

Keywords  : 天然甘味料 naturalsweetener,  ステビオシド stevioside, レバウディオシド A  rebaudiosideA,  固相 

抽出 so Ⅱ md-phaseextraction,  透析 法 dialysis,  高速液体クロマトバラフィー HPLC 

緒 百 トバラフィー (TLC ド ，ガスクロマトバラフィー (GC) 刀 ， 

ステビア抽出物は Stevia  の 砺 udi 切切 Bertomi の葉より キヤピ ラリー電気泳動 (CE) 紺 ，高速液体クロマトバラ 

抽出され，ステビオシド ( 以下 Stev   と略す ) を主成分 フィー (HPLC)5" 等を用いた報告があ る．今回，著者 

とする天然甘味料で ，その甘味 度は ショ糖の約 300 倍 と らは食品中のステビオシド 分析法として ，その簡易さ ， 

高く， 低 カロリコ 非ぅ蝕性 等の性質を有することから 精度等の点から 汎用性の高い HPLC 法を用い，また ，試 

清涼飲料，乳飲料，漬け 物，冷菓等の 食品に幅広く 用い 料溶液の双処理には 食品中のマトリックスの 除去に有効 

られている・ で，多くの食品への 適用可能な透析 法 " を 用いて，簡便 

現在，大炊甘味料として 食品に使用されるステビア 抽 かっ精度の高い 分析を確立したので 報告する   

出物は食品衛生法でその 表示が義務づけられているた 実験方法 

め ，その使用実態を 把握するためにはステビア 抽出物の l . 試料 

主成分であ る Stev. とレ バウディオシド A (Reb. A) に ステビアの表示のあ る清涼飲料水，漬け 物，菓子類等 

対する汎用性の 高 い 簡易分析法を 確立しておくことは 必 を都内の販売店で 購入したものを 試料とした． 

要 であ る   2. 試薬 

これまでに，ステビオシド 分析法として ， 薄層 クロマ 田 Stev. 及び Reb. A 混合標準原液 : Stev. 標準 品 ( オロ 
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光純薬 工業㈱ 製 (Stev. 定量用 ) 及び Reb.A 標準 品 

( 和光 純薬 工業㈱ 製 (Stev. 定量用 ) 各 20mS を 50% 

メタノール溶液に 溶解して全量を 1 ㏄ 血 とした． 

(2) 透析 膜 : 透析用セルロースチューブ (36-32-500 ， 

Ⅵ skasesales 社製 ) を使用した． 

(3) 固相抽出力 一 トリッジ : Bond Ⅲ utJ 「． C,8 (500 

Ing, バリアン社製 ) を使用した・リザーバー ( ㏄ 血 ， 

日本ウォーターズ 社製 ) を連結した Bond 団 utJ 「． 

C, 。 を，予めメタノール 5 血 次いで 水 5 血でコンデ 

ィショニンバを 行った後，試料溶液を 負荷した． 

(4) アセト ニトリル及びメタノールは 和光 純薬 工業㈱ 

製 HPLC 用を用いた． 

(5) アジ化ナトリウム (NaN,) は和光 純薬 工業㈱ 製 

試薬特級を用いた． 

3. 装置 

高速液体クロマトバラフ (HPLC) : 日本分光工業㈱ 

製 PU-1580 型ポンプ， UV-1570 型紫竹 / 可視部吸収検出 

器 ， AS-950-10 型インジェク タ Ⅰ CO-965 型カラム恒温 

槽及び DGU-l2A 型 デガソサ 一に   り 構成したものを 用 

いた．データ 処理には JASCOBORWIN-NT クロマ トデ 

一タ処理プロバラム ( 日本分光工業㈱ ， ver.1.5) を用い 

た @. 

4. HPLC 分析条件 

カ ラム :CapcellPAK  UG  80  NH2  ( 粒径 5  パ m,  4.6 

mmi.d.x2 ㏄ mm. ㈱資生堂 製 ), 移動 相 : アセト ニトリ 

ル ・ 水 (80  : 20),  流速 ' 1.2ml/min,  ヵ ラム温度     

45 で，検出波長 : 案外部吸収 (UV2l0nm), 注入 量     

20/l. 

5. 試験溶液の試製 

液体試料はそのままを ，固体試料は 細切したものを 

209 秤り ，大約 40mn で透析 膜 に充填し上端を 密封した． 

これをメスシリンダ 一中に入れ，アジ 化ナトリウム 溶液 

(20mg/ml) lm 吸び 水とで全量を 200ml としときと。 

き 揺らしながら 室温で 48 時間透析を行った．透析終了後， 

透析丹波 50ml を BondElutJ 「． C,, カートリッジに 負荷し 

水 5m@ いで 20% アセト 一 ト リⅠ L72 0 ml で洗浄した   そ 

の後に 80% アセト ニトリ ル 約 4.  A5ml で ?Stev ． 及び Reb  ． を 

溶出させ，全量を 5 血 と し 犬 こ もの を HPLC 用の試験 溶 液 

とした ( 円 9.1). 

6. 検 Ⅰ 線 

Stev. 及び 沢 eb.A 混合標準原液を 80% アセト ニトリル溶 

液で希釈し 6.25.12.5,25, ㏄ ， 1 ㏄及び 2 ㏄が 9/ 血の混合 

Sa Ⅱ lpIe20 ・ 0 色 
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( ぬ Ⅱ W 仙碇 :2 ㏄ ml) f ㏄ 48 Ⅰ   

軸
 
．
 

 
 
 
 
 
 
 
 

㎞
Ⅱ
 

ゆ
困
 
%
 

・
 
0
 
4
 

 
 

 
 

 
 

 
 

O
.
O
 

 
 

 
 

，
姑
 

Ⅲ
 

 
 

 
 

Fig.l   f
  
 
 
 
u
r
 

e
d
 

o
c
 

P
r
 

 
  
 
 
 

 
 
A
n
a
l
 

れ
 
s
i
d
e
A
.
 

 
 
o
i
 
f
d
 

g
r
a
m
 

R
e
b
a
u
 

田
 d
 

D
 
皿
 

●
 
c
e
 

+
.
 

I
 
」
 d
 

c
h
e
m
a
 

t
e
v
i
o
S
 

S
S
 

結果及び考察 

1 . クリーンアップ 条件の検討 

Stev. 及び Reb.A の混合標準原液 1 血 (Stev.200pg, 

Reb.A200 パ 9) を 水 50 血にて希釈した 溶液を Bond 団 ut 

Jr. C,, カートリッジに 負荷し 5m@ の水，及び 20 血の 

20 % アセト ニトリルにてカートリッジを 洗浄した後， 

溶出液に 80% アセト ニトリルを用いて ，その量を 1 ～ 5 

血の範囲で変化させ ，溶出された Stev. 及び Reb. A を 

HPLC を用いて定量した・その 結果， 円 9.2 に示すよう 

に Stev. 及び Reb.A は 4 血の 80% アセト ニトリルで定量 

的に回収できることが 分かった．さらに ，あ んず ( 乾燥 

実 ) の 透析丹波 50 血に混合標準原液 250 円 (Stev. 及び 

Reb. ん客 50aS) を添加して Bond 団 utJ 「・ C" カートリ 
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ッジ 負荷し同様な 操作を行ったところ ，十分なクリーン 

アップ効果が 得られることが 分かった   

2. 透析時間の検討 

サッ か Ⅰ ン などの抽出には 簡便な 透析 '  渋川 が 。 用 い ら れ 

ているがステビア 成分に適用された 報ロ 生はな い   そこで， 

ウスターソース 209 に混合標準原液 1 血 (Stev.:200 ダ 9, 

Reb.A:200pg) を添加し透析時間による 回収率への 

影響を調べた．その 結果， 24 時間の透析では Stev. 及び 

R 由 ． A の回収率は 74.2% 及び 69.8% と低かったが ， 48 時間 

以上の透析では 90% 以上の回収率が 得られることが 分か 

った ( 円 9.3). したがって，以後の 操作では透析時間を 

48 時間とした   
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3. 検 Ⅰ 線 

Stev. 及び Reb.A の 6.25 一 200 ダ g/ml の混合標準溶液を 

調製し， 検量 線の直線性について 検討したところ ，良好 

な直線性を示した (Stev.:r 二 0 ． 9994,R 嶺 ． A シ二 0 ． 9998) 

(Fig.4). 

4. 添加回収実検 

あ らかじめ Stev. 及び Reb.A が検出されないことを 確 

認した市販食品口を 用いて添加回収試験を 行った．試料 20 

9 に対し StfeV. 及び Reb.A を l0 『 K ノ Eg になるように 混合標 

準原液を添加しよく 混和した，これを 室温で 15 分以上 

放置した後， 円 9. 1 に従って操作して 回収率を求めた． 

その結果を円 9. 5 及びて able l に示した．いずれの 試料 の 
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Table・ ・ andヽeb ， A’rom〃arious：oods《piked‖t・   

Recovery・ ，   
Samples 

Stev.   Reb.A 

Soft‥rinks Sports‥rink 96.8 土 2.2 96.6%  1.4 

Pickles Pum・   ot) 80 ・ 9 士 2.9 89.0%  0 ・ 1 

Rak ㎏ o(sha Ⅱ ot) 91.1 土 1.3 81.1 士 0 ・ 9 

Sauces Worcestershre 93.7 千 1% 90 ． 3%  3.5 

Vegeta5e@&@FF Ⅰ     t@(se Ⅲ     -sweet) 89.4 土 1 ゐ 桝 ・ 4 士 1.4 

Vegetable@&@Fruit@(semi-sweet) 91.5 士 1.2 89.2%  1.6 

Vegetable・ 88.2%  L.g 85.4 土 1.0 

Sweets Fruit]elly 92.3+  1.6 95.0%  1.1 

Dairy｝roducts Yogu 珪 92.2 土 4.3 95.3%  2.5 

Dw  Fru 辻 s S0%  Aphcot 93.7%  1.0 90.3%  0.6 

Rice@seasoning Furikake@(dried@bonito)21 74.3 土 2.2 69.0 土 1.0 

1)@ Average@of@three@experiments@(Mean@@SD) ，   

2)  10g  of  sample  was  used.   

場合にも， RPLC クロマトバラム 上には Stev. 及び 浪 eb.A  が存在したが ， 10 ダ g/g 添加持での定量値への 影響は 

に対する妨害ピークは 認められなかった．また ，回収率 1% 程度と少なかった． 

は ふりかけで Stev. 74.3%, Reb.A  69.0%  と低い値であ っ 5. 市販食品における 分析結果 

たが，その他の 食品では Stev.80.9@  96.8%, Reb,A  81.1 ステビア抽出物の 添加表示があ る市販食品 18 検体の・ 測 

-96.6% と高い値が得られた． CV 値についても 3 回の分 定結果を Table2 に示した．分析した 18 検体中ふりかけ 

析で 0.1 一 4.3% と良好な結果が 得られた． ソースでは， 以外の食品すべてからステビアを 検出した． 

HPLC クロマトバラム 上において Stev. に近接するピーク 清涼飲料水では 甘味質の良いとされる Reb.A が 40 パ 

Table2. ㎞ alysisofStev.andReb.AinVariousFoods. 

Samples 
( 月 g ノ g) 

Stev/Reb ・ A〉atio 
Stev.   Reh.A 

Sports‥rink ND 40.3   

Soft‥rinks Soft‥rink 4.9 33.6 0.15 

Spo てた sd て lnk 2.2 ND   

Rakkyo@(shallot) 52.2 21.6 2.42 

Plum；apanese‖p Ⅱ     cot) 179.0 101.7 1.76 

Pickles Plum・ 3.9 3.5 1.11 

Bettara@(Japanese@radish) 55.9 51,3 1.09 

Takuan@(Japanese@radish) 104.1 47.8 2.18 

Worcestershre 17 ユ 7.l 2.41 

Sauce Vegeta5e@&@FFut@(se Ⅲ     -sweet) 16.7 6.9 2.42 

Vegeta5e@&@FFut@ (Tonkatsu) 18.8 7.7 2.44 

Dressing J apaneset 叩 e 6.5 3.1 2.10 

Sweets Fruit@jelly 4.2 29.2 0 ・ 14 

Dai y@product Yogu 珪 3.7 76.0 0.05 

Dry’ruit So れ aphc0t 39.2 17.7 2.21 

Squid 57.1 27.2 2, Ⅰ 0 

Dry@marine@products@ Squid 39.0 18.6 2.10 

Furikake@(Rice@seasoning) ND ND   

ND:］ot‥etected 
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e/.9 程度使用されているものがあ った．漬け物ではらっ 

きょう，梅干しべったら 漬け，たくあ ん漬けを分析し 

た結果， Stev. は 3.9 ～ 179.0ug/g, Rev.A は 3.5-101.7 ダ 

&/.9 が検出された・ 中でも，梅干しで Stev.179.0 ダ e/;9, 

Reb.Al01,7 円 W/l9 と 高濃度に検出されるものがあ った・ 

ソースは同一メーカー 製のウスターソース ，中波ソース 

及びとんかつソースを 分析したが，いずれも Stev. は 18 

ダ g/g 程度， Reb.A  は 7  戸 9/g 程度検出された・その 他 

の食品では，和風タイプのドレッシンバで Stev.6.5p 

g/g,Reb.A  3.1 ダ g/g,  フルーツゼリ 一で Stev.4.2 ダ 9/g, 

Reb.A  29.2 『 9/g,  ヨーグルトで Stev.3.7 『 9/g,Reb.A 

76.0pg/g, あ んず ( 乾燥果実 ) で Stev.39.2 が 9/g,Reb. 

A17.7pg/g, さきいかで Stev. が 57.1 及び 39.0 ダ g/g, 

Reb.A が 27,2 及び 18.6pg/g 検出された・ 

ステビアの葉の 中の Stev, 及び Reb. A の存在比率は 

Stev ソ Reb.A 比 1.4-4.0 という報告があ るが (9,, 今回の 

分析結果から ，現在使用されているステビア 抽出物の甘 

味 製剤は 3 種類に大別できることがわかった．すなわち ， 

清涼飲料や菓子類に 用いられる 味 質の優れた Reb.A の比 

率を高めた Stev./Reb.A 比が 0.2 以下の製剤，べったら 

漬け等漬け物で 使用されていた Stev./Reb.A 比が 1 程度 

の製剤， 及び 18 検体中 9 検体で使用されていた 

Stev,/Reb.A 比が 2 程度の製剤であ る．このことから ， 

食品の種類によって 甘味の質を変えるため Stev.   Reb.A 

比が異なる製剤を 使用していることがわかった． 

ま と め 

HPLC によるステビア 甘味成分の Stev. 及び 沢 eb   A の公 

離 定量法を検討した．試料溶液の 前処理に透析 法 を用い ， 

C,8 カートリッジでのクリーンアップを 行うことにより ， 

多くの食品。 に適用でき，操作が 簡便な分析法を 確立した． 

添加回 4x 試験の結果，回収率はふりかけを 除き Stev. 

80 ． 9-96.8%, Reb.A81 ユ - ㏄． 6%, 3 回の繰り返し 実験 

での CV 値は 5% 以下と良好な 結果が得られた．本法を 

ステビア抽出物の 添加表示のあ る市販食品 18 検体に適用 

したところ， Stev. が 2.2-179.0 ダ g/g, Reb.A が 3.1- 

101.7 ダ 9/g 検出された・ふりかけ 1 検体は Stev. 及び Reb. 

A いずれも検出されなかった． 

ステビア抽出物はその 味質を変化させるため 甘草 ( グ 

リチルリチン ) と併用されることもあ る． またアセスル 

ファム K 等の他の低 ヵ ロリー甘味料と 併用される可能，性 

もあ ることから，それらを 含めた新たな 甘味料の一斉分 

析法の検討が 必要であ ると考える． 
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