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Determinatio  

Acid and  

■■  
テル（PHBA－Et），パラオキシ安息香酸イソプロピ  

ル（PHBA－iso－Pr），パラオキシ安息香酸プロピル  

（PHBA－n－Pr），パラオキシ安息香酸イソプチル  

（PHBA－iso－Bu），パラオキシ安息香酸プチル（PH  

BA－n－Bu）：東京化成工業㈱製，特級   

標準溶液：SA，SOA，BA，DHA，POBA－  

Es頬の各100瑚を精秤し，50mβのメタノールでそれぞれ  

溶解した後水を加えて100mgとした。これを50％メタノー  

ルで用時希釈して標準溶液を作成した。  

クエン酸緩衝液pH4．0：クエン酸（1水和物）7gと  

クエン酸ナトリウム（2水和物）6gを水に溶解し1L  

とし，これを水で10倍希釈して用いた（5mM）。   

塩化セチルトリメチルアンモニウム（CTA）：東京  

化成工業㈱製，特級   

Sep－pak C18 カートリッジ：ウオーターズ社製Sep－  

pak C18 カートリッジをメタノール20mP，水20m2及  

び5mM CTA溶液5m2で順次洗浄して用いた。   

その他の試薬はいずれも試薬特級を用いた。   

3．装置   

高速液体クロマトグラフ：島津製作所製LC－3A   

検出器：島津製作所製紫外部検出器SPD－2A   

4．HPLC条件   

カラム：InertsilODSL2，4．6mm4＞×150mm（ガ  

スクロ工業製）   

SA，SOA，BA，DHA用移動相，検出波長及び  

感度：メタノールークエン酸緩衝液（25：75），230nm，  

0．04AUFS   

PHBA－Es用移動相，検出波長及び感度：メタノー  

ルLクエン酸緩衝液（55：45），254nm，0．08AUFS   

カラム温度：400c   

流 量：0．8mβ／min  

Ⅰ はじめに  

サッカリン（SA）は甘味料として，ソルビン酸（S   

OA），安息香酸（BA），デヒドロ酢酸（DHA）及び   

パラオキシ安息香酸エステル類（PHBA－Es）は保存料  

として種々の食品に使用が許可されている。行政検査にお  

いて，これらの検査の占める割合は非常に大きいことから，   

簡便迅速でかつ精度の良い分析法の開発が望まれている。  

従来，上記の食品添加物の検査には紫外部吸収スペク   

トル1‾3）やガスクロマトグラフィー1，4・5）が用いられてい  

るが，SAが誘導体化を必要とするため操作が煩雑であ  

り，また保存料と同時に分析することは困難である。近   

年，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）の普及に   

伴い，甘味料や保存料のHPLC分析法6‾15）が報告され  

ているが，上記の9種の食品添加物全てについての分析  

例15）はほとんどなく，日常分析法として十分確立されて  

■■いるとはいえない。  

今回，著者らは日常分析に通する甘味料及び保存料9  

種のHPLC分析法について検討し，若干の知見を得た  

ので報告する。  

Ⅱ 実験方法  

1．試料  

合成甘味料及び合成保存料の添加表示のない市販食品   

17種類（農産加工品4種，水産加工品4種，畜産加工品  

4種，油脂及び調味料4種，噂好飲料1種）を用いた。  

2，試薬及び試液  

SA，SOA，BA，DHA，パラオキシ安息香酸エ  

千葉県衛生研究所  
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注入量：20〟β   

5．前処理方法の検討   

次の3種の前処理方法について各食品添加物の添加回  

収率及び食品由来の妨害ピークの有無を検討した。  

1）エーテル抽出法：試料10gを採取し，0．1Mホウ  

酸ナトリウム溶液20mgと水40mgを加え，5分間ホモジナ  

イズした。これに2％リン酸10mgを加え，水で全量100  

mgとした後，遠心分離して上澄液を分取し，Nn5Aのろ  

紙でろ過した。ろ液20mβをとり，これに10％硫酸を加え  

てpHl以下とし，エチルエーテル50mgで2回振とう抽  

出した。エーテル層を合わせ，0．1％硫酸20mgで軽く洗  

浄した後，2％炭酸水素ナトリウム溶液20mgで2回振と  

う抽出し，水層を合わせてこれをA液とし，エーテル層  

をB液とした。   

A液は10％硫酸を加えてpHl以下とし，エチルエー  

テル50mgで2回振とう抽出し，エーテル層を合わせた。  

次にエーテルを無水硫酸ナトリウムで脱水した後，400c  

以下で減圧下で濃縮した。残債を50％メタノール20mβに  

溶解し，これをSA，SOA，BA及びDHA用試験溶  

液とした。   

B液は無水硫酸ナトリウムで脱水した後，400c以下で  

減圧下で濃縮した。残達を50％メタノール2伽ゼに溶解し，  

これをPHBALEs用試験溶液とした。   

2）Sep－pak C18 処理法：試料10gを採取し，  

エーテル抽出法と同様に操作して水で全量を100mβとし  

た後，遠心分離して上澄液を分取し，Nn5Aのろ紙でろ  

過した。ろ液10mゼをとり，これに2N塩酸2mg及び5mM  

CTA溶液0．5m2を加え，Sep－Pak C18カートリッジ  

に負荷した（流速2mβ／min）。次に水10mgでカートt」ッ  

ジを洗浄した後，メタノール10mgで溶出し，溶出液を試  

験溶液とした。   

3）水蒸気蒸留法：試料12．5gを採取し，20％酒石酸  

20mβ，塩化ナトリウム60g及び水100mgを加えた。試料  

をこげつかせない程度に蒸留フラスコを強く加熱しなが  

ら毎分約10mgの留出速度で水蒸気蒸留し，留液500mゼを  

とり，これを試験溶液とした。   

なお，つくだ煮等の高蛋白食品及びマーガリン等の高  

脂肪食品については試料20gに50％メタノールを加えて  

ホモジナイズした後，50％メタノールで全量を200mβと  

した。遠心分離後，上澄液125mβを分取し，これに20％  

酒石酸20mg及び塩化ナトリウム60gを加え，水蒸気蒸留  

した。  

・Ⅲ 結果及び考察  

1．HPLC測定条件の検討  

甘味料や保存料の多成分の測定には同時分析を目的と   

してダラジュント法11・14）あるいはイオンペアー法6・a9・1川）   

が用いられていることが多い。しかし，ダラジュント法   

は分離カラムの再平衡化に時間がかかり，㌧再現性も得に   

くい等の欠点がある。また，イオンペアー法はカラムの   

安定化に時間がかかり，カラムも劣化しやすい等の欠点   

がある。そこで，今回はブラジュントやカウンターイオ   

ンを使用しない測定条件を検討した。   

分離カラムとしてInertsilODS－2とFinepak S  

IL C18を，移動相としてメタノールークエン酸緩衝液  

14）系を用いて検討したところ，両カラムともこの系の移   

動相で9種の食品添加物全てを溶出させることができた。  J■l  

しかし，Finepak SIL C18はいずれの食品添加物も  

ピークがややブロードで，特にDHAはピークが著しく  

テーリングし，十分な検出感度が得られなかった。これ  

に対し，InertsilODS－2はいずれの食品添加物もピー  

クがシャープで，良好な検出感度が得られたことから，  

以下にこれについて検討を加えた。   

9種の食品添加物を短時間で全て溶出できる移動相を  

調べたところ，メタノールークエン酸緩衝液（1：1）  

を用いた時，35分間で全成分が溶出できた。しかし，こ  

の移動相ではSA，SOA，BA及びDHAが早く溶出  

し，保持時間が近接しているため，これらの相互分離が  

困難であった。またPHBA－Es頓については保持時間  

の長いPHBA－isoLBuとPHBA－n－Buの検出感  

度が低くなる欠点が見られた。   

そこで，SA，SOA，BA及びDHAとPHBA－  

Es類を分けて2種の移動相で別々に測定することとし一l  

た。SA，SOA，BA及びDHAについてはメタノT  

ルークエン酸緩衝液（25：75）を用いた時，各成分の相  

互分離が良好で，25分以内に全て溶出した。また，PH  

BA－Es類についてはメタノールークエン酸緩衝液（55：  

45）を用いた時，各成分の相互分離が良好で，20分以内  

に全て溶出した。検出波長はSA，SOA，BA及びD  

HAについてはこれらが同じような感度が得られる230  

nmとし，PHBA－Es類については極大吸収波長がい  

ずれも254nm付近にあるため254nmとした。   

本測定条件における各食品添加物の標準品のクロマト  

グラムをFig．1に示した。   

2．他の甘味料及び保存料の共存の影響   

甘味料及び保存料で紫外部検出器で検出される可能性  

のあるグリチルリチン酸，アスパルテーム，ズルチン，  
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5  

Fig．1Liquid chromatogram of the standard solution containing SA，SOA，BA，DHA，  

and five esters of PHBA  

Peak－1：SA，2：BA，3：DHA，4：SOA，5：PHBA－Et，6：PHBA－iso－Pr，  

7：PHBA－n－Pr，8：PHBA－iso－Bu，9：PHBA－n－Bu  

Operating conditionsLCOlumn：InertsilODS－2（5pm，4．6mmi．d．X150mTn），COlumn  

temperasure：40Oc，mObile phase：Lq）methan01－5 mM citric acid buffer pH4．0  

（25：75）and〔B）methanol－5 mM citric acid buffer pH4．0（55：45），flow rate：0．8  

mC／min，detection：LA）230nm（0．04AUFS）and（B）254nm（0．08AUFS），injection  

volume：20 〟β  

Concentration ofeach standard was5LLg／mP．  

パラオキシ安息香酸，パラオキシ安息香酸メチルについ  

て測定対象とした9種の食品添加物への影響を検討した。  

その結果，アスパルテーム，ズルチン及びパラオキシ安  

′一息香酸はSAとBAの間に溶出した。また，パラオキシ  

安息香酸メチルはSOAの後及びPHBA－Etの前に溶  

出し，グリチルリチン酸はPHBA－n LBuの後に溶出  

した。従って，上記の5種の食品添加物はいずれも測定  

対象の9種の食品添加物と分別でき，共存の影響は見ら  

れなかった。  

3．前処理方法の比較検討  

食品からの甘味料及び保存料の抽出，精製法としては  

エーテル抽出法l‾315・10111） ，Sep－Pak C18処理法6…一3） 及  

び水蒸気蒸留法1・12114）等がある。食品中の甘味料及び保存  

料のHPLC分析での前処理方法についてはこれまで比  

較検討がなされておらず，どの前処理方法が最適か明確  

ではない。そこで，同一試料を用い上記の3種の前処理  

方法について比較検討を行った。  

エーテル抽出法及びSep－pak C18処理法について  

は，油分の混入を避け，9種の食品添加物を分解するこ  

となく抽出できるよう0．1Mホウ酸ナトリウム溶液を用  

いて抽出した後，各々の精製操作を行った。   

水蒸気蒸留法については，PHBA－Es類の回収率が  

食品によって非常に低くなる場合がある16）ため，PHBA－  

Es頬の回収率の向上を目的に従来法1）の試料量，試料の  

処理法及び蒸留条件に一部改良を加えた。Table l  

に示したように改良法は従来法に比べPHBA－Es頬の  

回収率が良好となったことから，比較検討にはこの改良  

した水蒸気蒸留法を用いることとした。  

1）添加回収率の比較   

9種の食品にSA，SOA，BA及びDHAを，5種  

の食品にPHBA－Es額を各々100〟g／gとなるように  

添加し，3種の前処理方法を用いて抽出，精製し，HP  

LC測定を行った。本回収実験に用いた食品は各食品添  

加物に対して妨害ピークの存在しないものを選定した。  

回収実験の結果をTable 2及び3に示した。  
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Tablel．Recoveries of Five Esters of－PHBA from F00ds by Origlnaland  

Modified Steam Distillation Methods  

Recovery（％）  

Sample  PHBA－Et PHBA，iso－Pr PHBA－n－Pr PHBA－iso－Bu PHBA－n－Bu  
08） Ma）  0且） NI且） 0已）  M且）  ○且） M且）  08） M且）  

Tsukudani  
Boiled and dried  
sardine  

55．8  83．4  67．8  99．0  58．5  91．7  60．0  90．3  55．5  88．0  

52．6  96．9  62．8 101．0  49．0  97．9  51．2  97．6  44．6  96．2  

Salad dressing  42．6  91，1 44．0  95．0  30．9  88．6 17．7  75．0 18．9  70．6  

Margarin  29．7  98．1 29．0  96．0 19．7  89．1 16．0  70．9 12，8  67．2  

Each compound was simultaneously added to each sample at theleveloflOOFLg／g．  

a）0：Originalsteam disti11ation method  

M：mOdified steam distillation method  

一ヽ  
Table2．Recoveries of SA，SOA，BA and DHA from F00ds by Three Pretreatment Methods  

Recovery（％）  

Sample  SA  SOA  BA  DHA   

Ⅰ8）  Ⅱ邑） Ⅰ且）  Ⅱ且）  Ⅲ且）  Ⅰ且）   Ⅱ且）  Ⅲ且） Ⅰ8）  Ⅱ且）  Ⅲ且）  

91．7  84．5 100．0  

93．3  80．6 102．2  

89．9  78．1  99．2  

102．0  89．0  92．9  

92．9  81．4  98．1  

99．8  87．5  98．4  

95．7  77．7  89．7  

92．4  85．4  96．7  

93．9  85，8  98．5  

Soy sauce  97．8  99．0  89．0  88．5  96．0  

0rangeJuice  96，2 101．0 100．5  98．0  97．8  

Tsukudani  90．6  92．2  92．6  82．8  96．3  

Margarin  98．3  88．2 101．5  93．8  90．2  

Fermented milk  91．4  94．1  99．8  90．5  93．7  

Sausage  lOO．5  92．1101．0  99，5  97．1  

Cheese  92．2  83．3  98．1  96．2  93．3  

Cream  90．5  85．8  99．3  88．6  96．2  

Kamabok0  98．6  84．8  97．9  87．3  92．7  

96．8  88．0 100．1   

101．6  97．3 108．5  

91．5  83．0  98．1  

97．5  93．5  96．3  

103．1 94．2 107．8  

102．1 100．8  96．4  

96．4 108．5  88．0  

98．5  88．9  94．2  

97．2  86．7  99．7  

Each compound was simultaneously added to each sample at theleveloflOOFLg／g．  

a）Ⅰ：ethereXtraCtion method   

II：Sep－Pak C18method  

Ⅲ：Steam distillation method  

一ヽ   

Table3．Recoveries of Five Esters of PHBA from Foods by Three Pretreatment Methods  

Recovery（％）  

Sample  PHBA－Et  PHBA－iso－Pr PHBA－n－Pr PHBATiso－Bu PHBA－nTBu  
Ⅰ且）  

Ⅱ且） Ⅲ且）Ⅰ且） Ⅱ且） Ⅲa）Ia） Ⅱ8） Ⅲ且）Ⅰ已） Ⅱ良） Ⅲ且）Ⅰ8） Ⅱ8）Ⅲ邑）  

Soy sauce  98．4 78．9 92．0 97．9 82．5 95．8 97．8 81．7 96．5 95．7 84．7 95・8 97・2 87・2 9513  

Worcester sauce 90．8 96．9 94．188．2 97．3 95．8 88．197．3 97．8 85．6 93．6 94．4 85．195．194．2  

0range］uice 98．8 98．196．9 98，0 98．4101．3 97．4 98．4100．9 96．9 97．5101．9 97．0 97・8102・8  

Coffee drink  99．6 95．6 89．8 99．2 92．8 97．9 99．1 92．9 95．6 97．7 93．2 94．0 97．7 93．2 89．7  

Tsukudani  99．3 75．1 87．0100．0 67．0 97．5100．5 60．9 92．7100．0 59．3 90．4 99．1 57．6 89．3  

Each compound was simultaneously added to each sample at theleveloflOOFLg／g．  

a）See Table2．  

－50一  



高速液体クロマトグラフィーによる食品中のサッカリン，ソルビン酸，安息香酸，デヒドロ酢敢及び  
5種輯のパラオキシ安息香酸エステル類の定量   

98．4％，水蒸気蒸留法による回収率は87．0～102．8％で，   

SA，SOA，BA及びDHAの結果と同様，Sep－pak   

C18処理法が他の2法に比べやや低い回収率を示した。  

2）食品由来の妨害ピークの存在状態の比較  

Sepppak CIB処理法で爽雉ピークが多く観察された   

6種の食品について3種の前処理方法で抽出，精製し，   

HPLC測定を行い，各食品添加物に対する妨害ピーク   

の存在の有無を調べた。結果をTable 4及び5に示し   

た。   

Methods for the Effect of Interfering Substances 

SA，SOA，BA及びDHAのエーテル抽出法によ  

る回収率は89．0～103．1％，Sep－pak Clg処理法による  

回収率は77．7～108．5％，SA，BA及びDHAの水蒸  

気蒸留法による回収率は90．2～108．5％であった。エー  

テル抽出法と水蒸気蒸留法は良好な回収率を示したが，  

Sep－Pak C18処理法は他の2法に比べやや低い回収率  

を示した。   

PHBArEs類のエpテル抽出法による回収率は85．1  

～100．5％，Sep－pak C18処理法による回収率は57．6－  

Table4．Comparison of Three Pretreatment  
Origlnated from F00ds on the Determination of SA，SOA，BA and DHA  

SA  SOA  
Sample  Ⅰ8）  Ⅱ且）   Ⅰ且）  Ⅱ且）  Ⅱ
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Ⅰ8）  Ⅱ8）  

0
0
0
0
△
○
 
 

△
△
△
△
 
×
 
 

■■Soy sauce  

Worcester sauce  

Red wine  

Soybean paste  

Peanuts butter  

Peeloflemon  

0
0
0
0
0
△
 
 

0
0
0
0
0
△
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 

0
0
0
0
0
 
×
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 

0
0
0
0
0
 
×
 
 

0
0
0
 
×
 
○
 
×
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 

a）Ⅰ：ether extraction method  

Ⅱ：Sep－Pak C18method  

Ⅲ：Steam distillation method  

b）○：absence of peak originated from f00din the retention time of measuring compound and  

the neighborhood   
△：PreSenCe Of peak originated from foodin the neighborhood of the retention time of measu－  

ring compound  
X：preSenCe Of peak orlglnated from foodin the retention time of measuring compound  

Table5．Comparison of Three Pretreatment Methods for the Effect ofInterferlng Substances  
Originated from F00ds on the Determination of Five Esters of PHBA  

PHBA－Et PHBA－iso－Pr PHBA－n－Pr PHBA－isoTBu PHBA－n－Bu  
JL  Sample  Ⅰ且）Ⅱ且）Ⅲ8）Ⅰ且）Ⅱ且）Ⅲ且）Ⅰ且）Ⅱa）Ⅲ邑）Ⅰ且）Ⅱ且）Ⅲ且）Ⅰ且）Ⅱ且）Ⅲ且）  

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
 
×
 
 
 

0
0
0
0
0
 
×
 
 
 

0
0
0
0
0
 
×
 
 
 

0
0
0
0
0
△
 
 
 

0
0
0
0
0
△
 
 
 

0
0
0
0
0
△
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 
 

△
0
0
×
○
△
 
 
 

0
0
0
0
0
0
 
 

Soy sauce  

Worcester sauce  

Red wine  

Soybean paste  

Peanuts butter  

Peeloflemon  

a）See Table4．  

b）See Table4．   

SA，SOA，BA及びDHAの測定ではエーテル抽  

出法でレモン果皮に，Sep，pak Clg処理法で味噌，ピー  

ナッツバター ，レモン果皮に妨害ピークの存在が認めら  

れた。SOA，BA及びDHAの水蒸気蒸留法での測定で  

は、いずれの食品においても妨害ピークは存在しなかった。   

PHBArEs類の測定ではエーテル抽出法でレモン果  

皮，Sep－pak C18処理法で味噌とレモン果皮，水蒸気  

蒸留法でレモン果皮に妨害ピークの存在が認められた。   

以上の比較検討結果から，HPLC測定に最も適した  

前処理方法は水蒸気蒸留法であり，次がエーテル抽出法，  

SepLpak C18処理法の順であることがわかった。しか  

し，水蒸気蒸留法はSAの抽出ができないことから，9  

－51－   
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種の食品添加物を同時に抽出し測定する時は，エーテル・  

抽出法で行い，SA以外の食品添加物に対し妨害ピーク  

が存在する可能性が高い場合には，水蒸気蒸留を行い，  

再度測定すれば良いものと考えられる。   

なお，エーテル抽出法におけるSAの測定において，  

ピーナッツ バターにSAの保持時間に近接した位置に大  

きな爽雑ピークが存在していたため，過マンガン酸カリ  

ウム処理3）による爽椎ピークの除去も検討した。その結  

果，爽雑ピークのほとんどない良好なクロマトグラムが  

得られ，過マンガン酸カリウム処理の有効性が確認され  

た。エーテル抽出法でSAに対し妨害ピークが存在する  

可能性が高い場合は，過マンガン酸カリウム処理を追加  

し，再度測定すれば良いものと考えられる。  

Ⅳ まとめ  

食品中のSA，SOA，BA，DHA及び5種の  

PHBA－Es類のHPLC分析法について検討し，以下の  

結果を得た。  

1．分離カラムとしてInertsilODS－2を用い，  

SA，SOA，BA及びDHAには移動相としてメタノー  

ルークエン酸緩衝液（25：75）を，PHBA－Es類には  

メタノールークエン酸緩衝液（55：45）を用いることに  

より各食品添加物を25分以内で良好に分離することがで  

きた。   

2．グリチルリチン酸，パラオキシ安息香酸等の5種  

の甘味料及び保存料はいずれも測定対象とした9種の食  

品添加物と分別でき，共存の影響は見られなかった。   

3．3種の前処理方法について各食品添加物の食品  

からの回収率及び食品由来の妨害ピークの存在状態を比  

較した結果，HPLC測定に最も通した方法は水蒸気蒸  

留法であり，次がエーテル抽出法，Sep－Pak C．8処理  

法の順であった。しかし，水蒸気蒸留法はSAの測定が  

困難であるため，9種の食品添加物を同時に抽出，測定  

する時はエーテル抽出法を用い，必要に応じて水蒸気蒸  

留法を用いれば良いものと考えられる。  
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