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要旨

ビタミン B1（チアミン）は水溶性ビタミンの一種で、体内で合成できないため、食事から摂取する必要
がある必須栄養素です。代謝過程では、中間体としてヒドロキシエチルチアミンの形でも存在しており、
本成分もチアミンと同様にビタミン B1 量として合算して評価することができます。

本報では、消費者庁が示す「別添 栄養成分等の表示等」に準拠した高速液体クロマトグラフ法
（HPLC 法）によるビタミン B1 の分析について紹介します。

ポストカラム誘導体化法を用いた 
ビタミン B1 の分析
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測定システム

Agilent 1260 Infinity III LC System

G7111B クオータナリポンプ 
G7129A バイアルサンプラ 
G7116B マルチカラムサーモスタット 
G5654A バイオイナートポンプ（post pump） 
G7123B 蛍光検出器 (13 μL セル)

5022-2144 T コネクタ PEEK 
0890-1915 PEEK チューブ 0.12×1500 mm 
 （ポンプ背圧用） 
5042-6463 PEEK チューブ 0.25×5000 mm 
 （反応コイル）

表 1. 分析条件

LC

カラム
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 4.6*150 mm, 5 μm , 
PN:959993-902 

移動相 
0.01 mol/L リン酸二水素ナトリウム-0.15 mol/L 過塩素酸 
ナトリウム水溶液（過塩素酸を滴下し pH 2.2 に調製）: 
メタノール=9/1,v/v 

流量 0.8 mL/min

カラム・反応温度 40 ℃

ポストカラム反応溶液
15 % NaOH, 0.01 % ヘキサシアニド鉄（III）酸カリウム 
水溶液*1

ポストカラム反応溶液流速 0.4 mL/min

注入量 20 μL

蛍光波長 Ex 375 nm, Em 440 nm

図 1. LC 構成

標準品調製
チアミンおよびヒドロキシエチルチアミン標準品は 0.1 mol/L 塩酸で溶
解させた後、25 % 塩化カリウム-0.1 mol/L 塩酸溶液で各濃度に調製し
ました。

Note
高塩濃度かつ高 pH の溶液を使用するため、分析終了後は塩を含まない
溶媒を用いて、すべてのシステムを 30 分以上洗浄した後、カラムを置換
溶媒に変更して分析を終了してください。

また、高塩濃度の移動相を使用するため、有機溶媒からの置換時には析
出が生じる可能性があります。十分にご注意ください。
*1 安定した感度を得るため、反応溶液は必ず用時調製してください。調
製後は樹脂製ボトルに入れ、アルミホイルで遮光した状態で HPLC にセッ
トしました。

結果
標準品 10－100 μg/L におけるクロマトグラムを図 1 に示します。クロ
マトグラムが良好に分離・検出されていることを確認しました。

10-100 μg/L における直線性を図 3 に示します。いずれも良好な直線
性を示しました。

図 2. 標準品 10 – 100 μg/L におけるクロマトグラム

Column

Reaction coil
PN:5042-6463

PEEK tube
PN:0890-1915

分析条件
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図 6. 標準品 0.1,1,5,10,20,50,100,1000,10000 μg/L における検量線 
（上：チアミン、下：ヒドロキシエチルチアミン）

10 μg/L における 6 回繰り返し分析の結果を図 4 に示します。保持時間
の相対標準偏差は 0.11 % 以下、面積相対標準偏差は 1.0 % 以下と良
好な再現性を示しました。

さらに低濃度となる、0.1 μg/L におけるクロマトグラムを図 5 に示しま
す。S/N 10 程度でそれぞれの検出が可能でした。また、0.1－10,000 
μg/L における直線性を図 6 に示します。決定係数 1.000 と非常に良好
な直線性を示し、幅広いダイナミックレンジを有することが示されました。

図 3. 標準品 10 – 100 μg/L における検量線 
（上：チアミン、下：ヒドロキシエチルチアミン）

図 4. 10 μg/L における重ね書きクロマトグラム（n=6）

図 5. 標準品 0.1 μg/L におけるクロマトグラム
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チアミン  (FLD2A)、3.000 min
式 : y = 16.6070 x + 3.1758
r : 0.99999
R² : 0.99998

残差標準偏差 : 3.58522
原点 : 含む
重み付け : なし
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ヒドロキシエチルチアミン  (FLD2A)、3.800 min
式 : y = 14.2836 x + 2.1285
r : 0.99999
R² : 0.99999

残差標準偏差 : 2.11106
原点 : 含む
重み付け : なし

0 2000 4000 6000 8000 10000
アマウント

5x10

0.0

0.5

1.0

面
積

 [カ
ウ
ン
ト

·s
]

チアミン  (FLD2A)、3.000 min
式 : y = 16.5453 x + 7.7968
r : 1.00000
R² : 1.00000

残差標準偏差 : 15.67431
原点 : 含む
重み付け : なし
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チアミン  (FLD2A)、3.000 min
式 : y = 16.5453 x + 7.7968
r : 1.00000
R² : 1.00000

残差標準偏差 : 15.67431
原点 : 含む
重み付け : なし
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ヒドロキシエチルチアミン  (FLD2A)、3.800 min
式 : y = 14.3052 x - 2.2871
r : 1.00000
R² : 1.00000

残差標準偏差 : 12.20336
原点 : 含む
重み付け : なし
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ヒドロキシエチルチアミン  (FLD2A)、3.800 min
式 : y = 14.3052 x - 2.2871
r : 1.00000
R² : 1.00000

残差標準偏差 : 12.20336
原点 : 含む
重み付け : なし

チアミン
低濃度拡大

ヒドロキシエチルチアミン
低濃度拡大
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本製品は一般的な実験用途での使用を想定しており、
医薬品医療機器等法に基づく登録を行っておりません。
本文書に記載の情報、説明、製品仕様等は予告なしに
変更されることがあります。 
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まとめ
Agilent 1260 Infinity III LC システムを用いてビタミン B1 の分析を行い
ました。良好な再現性・直線性を示すことを確認しました。また、非常に
広いダイナミックレンジを有することが明らかになりました。

参考
1. 別添 栄養成分等の分析方法等 消費者庁

本検討は標準溶液を用いた評価であり、実試料への適用にあたっては回
収率やマトリックスの影響を事前に確認することを推奨します。


