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本書の概要及び改正の要旨

.本書は,これまでに通知した方法,改正した方法,新たに開発した方法をまとめて収載した 

ものであり,通則27項,一般試料採取法,食品添加物分析法各条113条,参照分析法18条か 

らなり,概要は下記のとおりである.

1. 収載は,まえがき,目次,通則,一般試料採取法,食品添加物分析法各条,参照分析法 

の順となっており,分析法に関する参考文献についても記載した.

2. 通則等は,第7版食品添加物公定書に準じ改正した.単位にPa (パスカル)やmol/1 

(モル每リットル)等を採用し,液性に関する定義を新たに加えた.また,有害試薬の使 

用についてもできる限り使用しない方向で検討した.

3. 食品添加物分析法は,判定を行うための既定の方法である食品添加物分析法各条と現時 

点で他の方法がなく,参考的なものである参照分析法に分けて収載した.

4. 未指定あるいは指定を削除された食品添加物についても,規制の観点から分析法を収載 

した.

5. 原則として,食品添加物を主要用途別に収載し,索引により,個別食品添加物を検索で 

きるようにした.

6. 下記の品目については,試験法を改正し,あるいは新たに開発し収載した.

亜塩素酸ナトリウム,亜硝酸ナトリウム,レアスコルビン酸及びL-アスコルビ 

ン酸ナトリウム,アスパルテーム,アルギン酸及びアルギン酸ナトリウム,エチレ

ンジアミン四酢酸カルシウムニナトリウム及びエチレンジアミン四酢酸ニナトリウ 

ム,オルトフェニルフェノール及びオルトフェニルフェノールナトりウム,過酸化 

水素,キシリトール,クエン酸及びその塩類,クエン酸イソプロピル,グリチルリ 

チン酸ニナトリウム,コウジ酸,コハク酸及びその塩類,サイクラミン酸,サッカ 

リン及びサッカリンナトリウム,ジフェニル,ジブチルヒドロキシトルエン,臭素

酸カリウム,DL-酒石酸,L-酒石酸及びその塩類,硝酸カリウム及び硝酸ナトリウ 

ム,シリコーン樹脂,ステビア,ズルチン,D-ソルビトール,タール色素12品 

目,チアベンダゾール,dl~a -トコフェロール及びd-a-トコフェロール,

TBHQ,乳酸及びその塩類,パラオキシ安息香酸ェステル類,ビタミンA及びビ 

タミンA脂肪酸ェステル,氷酢酸及び酢酸ナトリウム,ブチルヒドロキシアニソ 

ール,フマル酸及びフマル酸ーナトリウム,ヘキサン,ホウ酸,没食子酸プロピ 

ル,ナリンジン及びヘスペリジン,ノルジヒドログアヤレチック酸,未指定タール 

色素(アゾルビン,オレンジRN,キノリンイエロー,パテントブルーV,ファス



IV

トレッドE,ブリリアントブラックBN,ポンソー 6R),ミックストコフェロー 

ル,ミョウバン類,リン酸及びその塩類,ピロリン酸塩類,ポリリン酸塩類及びメ 

タリン酸塩類,DL-リンゴ酸及びDL-リンゴ酸ナトリウム

食品中の食品添加物分析法の検訊こ,ご協力いただいた方々は以下のとおりである.(50音順)
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なお,.:本書については今後とも最新の科学的知見をも:とに改正し,よ:り'よいものにしたいと 
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課までお寄せいただきますようお願い申し上げます.
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通則,一般試料採取法





3

通 則

1. 本書は,食品中に含まれる食品添加物の含量,限度等を試験する際の分析方法を収載した 

ものである.

2. 本書は,通則,一般試料採取法及び食品添加物分析法各条等から構成されており,各章の 

連関によって分析操作が行われるよう構成されている.

3. 本書には,食品添加物分析法各条に掲げる食品添加物分析法(以下,「既定分析法」とい 

う)と参照分析法に掲げる食品添加物分析法がある.

4. 既定分析法及び参照分析法の各条の最初に記載されている名称は,食品に添加された物質 

の名称を示している.

食品添加物は,その使用目的により,最終製品中に残留するものあるいは食品の製造工程 

中で除去されるもの,食品中で変化するもの等があり,また,食品中での食品添加物の存在 

形態は,食品添加物ごとに大きく異なっている.本書に収載した分析法は,食品添加物の化 

学的性質を踏まえて作成しており,必ずしも添加された物質のみを測定対象としていない場 

合がある.

単位及び記号

5. 次の長さ,面積,容量,重量,濃度及び圧力等を表わす単位は,それぞれ右に掲げる略号 

を用いて示す.

メートル m センチメートル cm

ミリメートノレ mm マイクロメ——トル //Hl

ナノメートル nm 平方センチメートル cm2

リットル L ミリリットル ml
マイクロリットル Al キログラム kg

グラム g ミリグラム mg

マイクログラム //g ナノグラム ng

モル毎リットノレ mol/1 キロヘルツ kHz

ミリモル每リットル mmol/1 パスカル Pa

キロパスカル kPa
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6. 重量百分率を示すには％の記号を用いる.液体100ml中の物質含量(g)を示すにはw/v 

%の記号を用いる.液体100mi中の物質含量(ml)又はガス100ml中の物質含量(ml)を 

示すにはvol%の記号を用いる.ただし,別に規定するもののほか,物質含量(g)は,無 

.水物として算定した量を表わす..’.:.

7. 温度の表示はセルシウス法を用い,アラビア数字の右に°Cを付けて示す.

8. 標挙温度は20'C,常温は15~25°C,室温はl~30°C,微温は30~40'Cとする.冷所は, 

別に規定するもののほか,15°C以下の場所とする.冷水は15°C以下,微温湯は30~40°C, 

温湯は60~70°C,熱湯は約100°Cの水とする.加温するとは,通例,60~70°Cに熱すること 

である.

試 験

9. 既定分析法に代わる方法で,それが既定分析法以上の精度がある場合には,その分析法を 

■用いることができる.ただし,その結果について疑いのある場合は,既定分析法を用いて最

終判定を行う.

10. 試験に用いる水は,別に規定するもののほか,精製水とする.

11. デシケーターの乾燥剤は,別に規定するもののほか,シリカゲルとする.

12. 減圧は,別に規定するもののほか,2.0kPa以下とする.

13. 液性を酸性,アルカリ性又は中性として示した場合は,別に規定するもののほか,pH試 

験紙を用いて試験する.液性を詳しく示すにはpH値を用いる.また,微酸性,弱酸性,強 

酸性,微アルカリ性,弱アルカリ性,強アルカリ性等と記載したものは,酸性又はアルカリ 

性の程度の概略を示すものであって,そのpHの範囲は次による.

たものは,別に規定するもののほか,水を用いて希釈したものを示す.

微酸性 約5～約6.5

弱酸性 約3～約5

強酸性 約3以下

微アルカリ性 釣7.5～釣9

弱アルカリ性 約9～約11

強アルカリ性 約11以上

14.溶質名の次に溶液と記載し,特にその溶媒名を示さないものは水溶液を示す.

15. Imol/1塩酸,硫酸(110), 50vol %エタノールなど液状の試薬名に単に濃度を表示し

16.溶液の濃度を(1^5),(1100)等と記載したものは,固形の薬品lg又は液状の薬品 

lmlを溶媒に溶かして全量をそれぞれ5 ml, 100 ml等とする.また,混液を(10:1),(5 :

3 :1)等と記載したものは,液状の薬品の10容量と1容量の混液,5容量と3容量とI容

量の混液等を示す.
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17. 標準液の調製に用いる標準品は,別に規定するもののほか,記載された名称の食品添加物 

規格に適合する食品添加物又は日本工業規格の最高級の規格に適合する化学物質を,試験の 

前少なくとも5時間以上室温でデシケーターに保存しておいたものを用いる.

18. 試験に用いる次の試薬は,別に規定するもののほか,日本工業規格の最高級の規格に適合 

するものを用いる.

塩酸,疏酸,硝酸(比重1.42),氷酢酸［日本工業規格の酢酸］,水酸化ナトリウム,水酸 

化カリウム,アンモニア水(28～30%),.クロロホルム,n-ヘキサン•［日本工業規格のヘキ 

サン］,アセトン,ベンゼン,ェチルェーテル,塩化ナトリウム

19. 試薬•試液等の記載において,［特級］又は［1級］等のように記載したものは,日本エ 

業規格の特級又はA■級等の規格に適合するものを,また［日局］又は［食添］のように記載 

したものは,それぞれ日本薬局方又は食品添加物規格に適合するものを示す.

2〇.重量を•「精密に量る」とは,.化学はかりを用い,0.1mgまで読みとるか,セミミクロ化学 

はかりを用い,O.Olmgまで読みとるか又はミクロ化学はかりを用い,0.001 mgまで読みと 

.ることを意味する.•規格値の桁数を考慮して,化学はかり,セミミクロ化学はかり叉はミク 

'•ロ化学はかりを用いる.

21. 重量を「正確に量る」とは,指示された数値の重量をその桁数まで量ることを意味する.

例えば,0.05Og とは〇 .0495 ～ 0.0504g,2.00g とは1.995~2.004g, 0.1 Og とは〇 .095～0.104g, 

5.0gとは4.95~5.04gを量ることを意味する.

22. 容量を「正確に量る」とは,別に規定するもののほか,•ホールピペット,ピュレット又は 

これらと同程度以上の精度のある容量計を用いて計量することを意味する.•また,「正確に

100m1とする」等と記載した場合は,別に規定するもののほか,.メスフラスコを用いる.

23. 試験の記載において「空試験を行い補正する」とは,別に規定するもののほか,試料を用 

いず,必要があれば試料と同量の水を用いて試料の試験操作と同じ方法で空試験の試料液を 

調製し,測定を行い,試料の測定値を補正することを意味する.

24. 試料の試験,空試験及び標準品の試験等一連の同一試験においては,試験に用いる試薬及 

び試液は,同ーロット又は調製された同一のものを用いて実験を行う.

25. 試験は,別に規定するもののほか,常温で行う.試験操作において「直ちに」とあるの 

は,通例,前の操作の終了から30秒以内に次の操作を開始することを意味する.

26. 記載数値は,別に規定するもののほか,原則として四捨五入してその数値になる量を意味 

する.ただし,1桁の数字のとき,又は約を付して示したときは,記載数値の±10%の範囲

へ.の量を意味する：

27. 本書の方法による測定値は,通例有効数字2桁で示す.この際,実験値は,3桁まで計算 

し,3桁目を四捨五入する.
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-般試料採取法

食品添加物は,食品の製造時又は加工時に添加又は混和等されるものであり,通例,食品全 

体にわたって均一に分布しているものである.しかしながら,実際問題として液体の食品の場 

合は,均一に分布させることは容易であるが,固体又は固体を含む食品中の食品添加物の分布 

は,多少のバラツキが避けられないものである.また,ある場合には,噴霧,塗布,浸漬,接 

触等の特殊な使用方法が用いられ,食品全体からみれば当然均一性を有していない.一方,食 

品によっては,それ自体が複数の原料食品の集合体又は混合物から構成されているものがあ 

り,これらの原料食品の個々において異なった食品添加物が使用されている場合もある.

本書は,食品衛生上の見地から食品中の食品添加物の分析方法を扱ったものである.したが 

って,食品中の食品添加物の分布が不均一であっても,試料採取は,当該食品が1つの単位と 

して喫食される中にどれくらいの率で加わっているかを分析する目的で行われるのが妥当と考 

えることとする.

この観点から,品目别各論で別に記載する場合及び特定の目的をもって検査するような場合 

を除き,試験対象の食品検体からの試料の採取にあたっては,原則として次の諸点を前提とす 

る.

1対象食品は,一般人の購入の対象となる流通食品であること

2 食品検体からの試料の採取量は,可能な限り多く,かつ偏らない箇所から得られている 

ことが望ましいこと ： ■■.■■.ン 人バ

3同一条件下で食品添加物が使用された同一種類の食品の1群(以下,「ロット」とい 

う.)を試験の対象とする場合は,平均的に代表する形で食品添加物の測定値が得られる 

よう試料が採取される必要があること

4 店頭における商品を対象とする場合は,ロットに着目する方法のほか,同一銘柄又は同 

一事業所の同一製品を対象とL,その全体的平均値として食品添加物の測定値が得られる 

よう試料を採取する方法も適当であること

5当該食品が可食部,非可食部から構成されているときは,通例,可食部のみを試験対象 

とすること

以上の諸点を原則として,通例,少なくとも次に示す方法又はより均一な試料が得られる方 

法で試料を調製する.



1.容器又は包装単位の食品

7

(I )内容量が500g又は500ml未満の場合

① 液状又は流動性食品

1容器又は1包装以上を任意に採り,よく振り混ぜて開封し,それぞれの容器又は包装から 

一定量ずつを採取し,ビーカー等に合わせ,よく混和し,試料とする(通例,100～3OOg,以 

下同じ.).試料は,密栓して保管する.分析時に試料を量る際は,再びよく振り混ぜる.

② 固体食品

a食品添加物がほぼ均一に含まれているとみなされる食品の場合

1容器又は1包装以上を任意に採り,開封し,それぞれの容器•包装から,試験に影響を与 

えないナイフ,ハサミ等の用具を用い,食品検体は次のいずれかの方法で一■定量ずつを採取 

し,よく混和し,試料とする.

① 食品の表,裏,両側面又は内部中央等1食品について3～5箇所の一定部分からほぼ

一定量ずつを採る. .

② 食品を均等に輪切りにするか,又は対称形に4等分もしくは8等分し,その1/4-1/2 

を採る.

③ 1容器又は1包装の内容量が小さいときは,全量を採る.

試料は,細切してかき混ぜるか,加熱して溶かすか,.又は,乳鉢もしくはホモジナイ 

ザーを用いて磨砕するなどして均一とし,密栓して保管する.ただし,均一とした試料 

が保管中に分離していくようなものは,用時調製する.

この操作における磨砕の際,試験の際の試料の採取量が対応的に正確に量れる限り, 

少量の水又は品目別各論における最初の抽出溶媒を加えてもよい.

b 食品中の食品添加物の分布が均一でないとみなされる場合及び各種食品の複合体が1食 

品となっている場合

できる限り数多くの容器又は包装を任意に採り,a食品添加物がほぼ均一に含まれていると 

みなされる食品の場合に準じて試料を調製する.ただし,それぞれの容器•包装から採取の際 

には,食品添加物の分布が食品全体として均一に含まれるように磨砕,粉砕をするとか,又は 

試料を構成する各種食品の組成比が食品全体のそれと同じになるように配慮する必要がある.

(2)内容量が500g又は500ml以上,Ikg又は1,000ml以下の場合

上記⑴又は下記⑶の方法による.
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(3)内容量がIkg又は1,000mlを超える場合

① 液状又は流動性食品

1容器又は1包装を任意に採り,よく振り混ぜて開封し,試料の適当量を採取し,試料とす 

る.試料は,密栓して保管する.分析時に試料を量る際は,再びよく振り混ぜる.

② 固体食品

1容器又は1包装,できれば2容器文は2包装を採り,開封し,必要があれば容器等fc取り 

出し,容器又は包装単位につき,試験に影響を与えないナイフ,ハサミ等の用具を用い,食品 

検体は偏らずほぼ全表面からl~3cmの深さで4箇所以上,表面からl~3cm以上内部の部分 

から同様片偏らないように4箇所以上,それぞれほぼ一定量ずつを採り,合わせてよく混和 

し,.試料とする.以下,(1),②,a食品添加物がほぼ均一に含まれているどみなされる食品の 

場合を準用する.

食品添加物の分布が均一でないとみなされるような場合は,上記,表面部分,内部部分の採 

取箇所数を変更し,食品全体として均一に含まれるように配慮し,また,各種食品の複合体の 

場合は,その組成比が食品全体のそれと同じになるように配慮して試料を調製する.

2.非容器又は非包装の食品

食品製造業において,その製造直後に適当にイ、分け又ほ_斷等され,そのまま店韻販売され 

るような場合があり,製造単位が明確ではなかったり,また食品素材を目分量で混合し製造す 

る場合があり,食品添加物の量が常に一定していなかったりするため,食品を代表的な形で把 

握するような採取法を一般的に言及することは困難である.したがって,このような食品検体 

にあっては,1.容器又は包装単位の食品の場合に準じ,通例,3検体以上から,必要があれ 

ば,磨砕,粉砕等をした後,一定量ずつを採取し,よく混和し,試料とする.また,清涼飲料 

水に氷を加えてあるような場合のように時間とともに食品素材の濃度が変わるような場合もあ 

り,検体の採取には時間的間隔も必要である.いずれにしても採取する食品検体は,可能な限 

り多くの検体を対象にし,また採取箇所数を多くすることが望ましい.
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1安息香酸及び安息香酸ナトリウム
Benzoic Acid and Sodium Benzoate

安息香酸. 安息香酸ナトリウム

COOH COONa

A ::::AU
C7H6O2 :122.12 C?H5NaO2 :144.11

1. 試験法の概要

食品中の安息香酸及び安息香酸ナトリウムは,水蒸気蒸留法により抽出精製した後,液体ク 

ロマトグラフィーにより安息香酸として定量する.必要があれば,分子量比を乗じて安息香酸 

ナトリウムの量として求める.食品中には,天然の安息香酸が分布している.したがって,定 

量値は天然由来の安息香酸と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料を細切又はすりつぶした後,その約50gを精密に量り,ビーカーに入れて水100mlを 

加えてかき混ぜ,リトマス試験紙を用いて水酸化ナトリウム溶液(110)又は硫酸(1

10)で中和し,これを500-1,000miの丸底フラスコに移し,これに酒石酸溶液(154100) 

5ml,食塩80g及びシリコーン樹脂1滴を加えた後,全量を水で約200mlとする.これを,毎 

分約10mlの留出速度で水蒸気蒸留に付し,留液を採り,500.0m1とする.この留液を試料液 

とする.

(3) 検量線用標準液の調製

安息香酸0.040gを正確に量り,0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液5mlに溶かした後,水を加 

えて正確に100mlとする.この液5.0mlを採り,水を加えて正確に100mlとし,標準液とす 

る(この液1.0mlは安息香酸20.0/zgを含む).
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標準液〇,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に 

100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1.0ml•は,それぞれ安息香酸〇,2.0, 4.0,

6.0, 8.0/zg 及び10.0/zg を含む).

(4)測定法

① 測定条件

紫外線吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：ステンレススチール製,内径4.6〜6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：40°C

移動相：メタノール■アセトニトリル•5mmol/lクエン酸緩衝液(1：2：7)

流速：1.0ml/分

測定波長：230nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれ20Alずつを正確に量り,液体クロマbグラフに注入し,ピー■ク高 

さ又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量

試料液20Alを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ叉はピーク 

面積と検量線によって試料液中の安息香酸濃度(只g/ml)を求め,次式によって検体中の安息 

香酸含量(g/kg)を計算する.

安息香酸含量(g/kg)=［晶 w

C :試料液中の安息香酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

V :試料液の量(ml)

安息香酸ナトリウム含量(g/kg)=安息香酸含量(g/kg) X1.180

試薬•試液

1•酒石酸：［特級］

2. シリコーン樹脂：(消泡用)［食添］

3. クエン酸.一水塩：［特級］

4. クエン酸三ナトリウム.二水塩：特級］

5. 5mmol/lクエン酸緩衝液(pH4.0):•クエン酸.一水塩7.0gとクエン酸三ナトリウム•二 

水塩6.0gに水を加えて溶かして1,000mlとする.用時10倍に希釈する.
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6. メタノール：「高速液体クロマトグラフ用」

7. アセトニトリル：「高速液体クロマトグラフ用」
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、COOK

CsH7KO2 :150.22

ソ>?レビン酸カリウ厶ソルビン酸

\C〇OH

C6H8O2 :112.13

1. 試験法の概要

食品中のソルビン酸及びソルビン酸カリウムは,水蒸気蒸留法により抽出精製した後,液体 

クロマトグラフィーによりソルビン酸として定量する.必要があれば,分子量比を乗じてソル 

ビン酸カリウムの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取とi式料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4 )測定法1)

上記(1)～⑷については,1安息香酸及び安息香酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし , 

「安息香酸」は,「ソルビン酸」とする.

ソルビン酸カリウム含量(g/kg)=ソルビン酸含量(g/kg)X 1.340

［注］
1)ソルビン酸の吸収極大は260nm付近であるが,安息香酸,デヒドロ酢酸と同じ230nmで測 
定を行うこととした.

2ソルビン酸及びソルビン酸カリウム
Sorbic Acid and Potassium Sorbate

H
I
C

クCI
H
 

/

H
I
C

ク C
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3デヒドロ酢酸ナトリウ厶
Sodium Dehydroacetate

ONa
C8H7NaO4 . H2〇 : 208.15

1. 試験法の概要

食品中のデヒドロ酢酸ナトリウムは,水蒸気蒸留法により抽出精製した後,液体クロマトグ 

ラフィーによりデヒドロ酢酸として定量し,分子量比を乗じてデヒドロ酢酸ナトリウム量を求 

める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)1)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3 )検量線用標準液の調製

(4)測定法

上記の⑴〜⑷については,1安息香酸及び安息香酸ナトリウムの試験法を準用する.ただ 

し,「安息香酸」は「デヒドロ酢酸」とする.

デヒドロ酢酸ナトリウム含量(g/kg)=デヒドロ酢酸含量(g/kg)X 1.238

［注］
1)高速液体クロマトグラフ用カラムは,金属を除く処理をしたカラム.を使わないと,•デヒドロ 
酢酸のピークが出ないことがある.
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4パラオキシ安息香酸エステル類
p-Hydroxybenzoic Acid Esters

パラオキシ安息香酸イソブチル
Isobutyl j?-Hydroxybenzoate

別名：パラヒドロキシ安息香酸イソブ 
チル

OH
CnHI4〇3 :194.23

パラオキシ安息香酸イソプロピル
Isopropyl j?-Hydroxybenzoate

别名てパラヒドロキシ安息香酸イソプロ 
ピル

〇 ch 
!l x3
COCH

OH
C10H12O3 :180.20

パラオキシ安息香酸エチル
Ethyl p-Hydroxybenzoate

別名：パラヒドロキシ安息香酸エチル

〇
H
coc2H5

OH
C9H10O3 :166.18

パラオキシ安息香酸プロピル
Propyl /J-Hydroxybenzoate

別名：パラヒドロキシ安息香酸プロピル

〇

COCH2CH2CH3

OH
CwH12O3 :180.20

パラオキシ安息香酸ブチル
Butyl p-Hydroxybenzoate

別名：パラヒドロキシ安息香酸ブチル

〇
.■ H

COCH2CH2CH2CH3

OH
CnHi4O3 :194.23

1.試験法の概要

食品中のパラオキシ安息香酸エステル類は,氷蒸気蒸留法11により抽出精製した後,パラオ 

キシ安息香酸エステル類の構成成分をそれぞれ測定する液体クロマトグラフィーにより測定  

後,分子量比を乗じて,パラオキシ安息香酸として定量する.
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2.試験法(液体クロマトグラフイー)

(I)検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する■ :

(2 )試料液の調製2)

① しょう油及び酢

試料50mlを正確に採り,500-1,000m1の丸底フラスコに入れ,これに酒石酸溶液(15 — 

100)15ml,食塩80g及びシリコーン樹脂1滴を加えた後,全量を水で約200mlとする.これ 

を,每分約10mlの流出速度で水蒸気蒸留に付し,内容物がこげないように加熱し,留液を採 

り,500mlとする.この留液を試料液とする气

② その他の食品

試料を細切又はすりつぶした後,その約50gを精密に量り,①と同様に操作する.

(3 )検量線用標準液の調製

パラオキシ安息香酸エチル,パラオキシ安息香酸プロピル,パラオキシ安息香酸イソプロピ 

ル,パラオキシ安息香酸ブチル及びパラオキシ安息香酸イソブチル各0.040gを正確に量り, 

それぞれ60 %メタノールに溶解して正確に100mlとする.これらの液5mlずつを正確に採 

り,60% メタノールを加えて正確に100mlとし,混合標準液とする(この液1mlはパラオキ 

シ安息香酸エチル,パラオキシ安息香酸プロピル,パラオキシ安息香酸イソプロピル,パラオ 

キシ安息香酸ブチル及びパラオキシ安息香酸イソブチル各20Agを含む).

混合標準液〇,1,2, 4, 6, 8ml及び10mlを正確に量り,60 %メタノールを加えて正確に 

10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,パラオキシ安息香酸エチル,パラオ 

キシ安息香酸プロピル,パラオキシ安息香酸イソプロピル,パラオキシ安息香酸ブチル及びパ 

ラオキシ安息香酸イソブチルそれぞれ〇, 2, 4, 8,12,16Ag及び20パgを含む).

(4)測定法

①測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：ステンレススチール製,內径4.6—6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：40°C

移動相：メタノール• 5mmol/lクエン酸緩衝液(6 : 4)
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流速：1.0ml/分

測定波長：270nm

② 検量線

それぞれの検量線用標準液20只1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク 

高さ又はピーク面積からそれぞれのパラオキシ安息香酸エステルの検量線を作成する .

③ 定量

試料液20Alを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク 

面積と検量線によって試料液中のそれぞれのパラオキシ安息香酸エステル濃度(zzg/ml)を求 

め,次式によって検体中のそれぞれのパラオキシ安息香酸エステル含量(g/L叉はg/kg)を 

計算する.

しょう油及び酢

パラオキシ安息香酸エステル含量(g/L)=1Q^Wi

その他の食品

パラオキシ安息香酸エステル含量(g/kg)=10(^xw2

C :試料液中のパラオキシ安息香酸エステル濃度(/zg/ml)

W!:試料の採取量(ml)

W2 :試料の採取量(g)

V :試料液の量(ml)

また,それぞれのパラオキシ安息香酸エステル含量からパラオキシ安息香酸含量を求めて合 

計し,検体中の全パラオキシ安息香酸含量(g/L又はg/kg)を計算する45气

しょう油及び酢

パラオキシ安息香酸含量 (g/L)=パラオキシ安息香酸エチル含量(g/L) X0.8311

パラオキシ安息香酸含量(g/L)=パラオキシ安息香酸プロピル含量(g/L) X0.7665 

パラオキシ安息香酸含量(g/L)=パラオキシ安息香酸イソプロピル含量(g/L)

X 0.7665

パラオキシ安息香酸含量(g/L)=パラオキシ安息香酸ブチル含量(g/L) X0.7111

パラオキシ安息香酸含量(g/L)=パラオキシ安息香酸イソブチル含量(g/L) X 0.7111

その他の食品

パラオキシ安息香酸含量 (g/kg)ニパラオキシ安息香酸エチル含量(g/kg) X0.8311

パラオキシ安息香酸含量(g/kg)=パラオキシ安息香酸プロピル含量(g/kg) X0.7665 

パラオキシ安息香酸含量(g/kg)=パラオキシ安息香酸イソプロピル含量(g/kg)

X 0.7665



(1)パラオキシ安息香酸エステル
類標準液(各20/zg/ml)

⑵しょつ油にパ 
(試料中各0.1
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パラオキシ安息香酸含量(g/kg)=パラオキシ安息香酸ブチル含量(g/kg)X0.7lil

パラオキシ安息香酸含量(g/kg)=パラオキシ安息香酸イソブチル含量(g/kg) X0.7111

試薬•試液
1. 酒石酸■.［特級］: :

2. シリコーン樹脂：(消泡用)［食添］

3•クエン酸.一水和物：［特級］

4..クエン酸三ナ！'リウム••二水和物ン■［特級］

5. 5mmol/lクエン酸緩衝液(pH4.0):クエン酸一水和物7.0gとクエン酸三ナトリウム•二 

水和物6.0gに水を加えて溶かして1,000mlとする.用時10倍に希釈する.

6. メタノール：「高速液体クロマトグラフ用」

［注］
1) 安息香酸,ソルビン酸及びデヒF ロ酢ftも同一の留液で,移動相をメタノニル•アセトニト 

リル• 5mmol/lクエン酸緩衝液(1:2:7),測定波長を230nmにすることで分析可能である.

2) :高タンパク食品及び高脂肪食品では回収率が悪い.これらの食品では,.試料20gに水-メタ 
ノール(1:1)混合液150mlを加えてホモジナイズし,同溶液で全量200mlとする.遠心分離 
■して上澄液100mlを採り,水蒸気蒸留を行うこと.により回収率が向上する..

3) 水蒸気蒸留のフラスコ内の液量,流出速度により回収率が異なる.流出速度を'約10mlとし, 
フラスコ内の液纛が增加しないように加熱する.

4) 本法の定量限界は,試料中濃度で0.005g/L又は0.005g/kgである.

5) 本法による液体クロマトグラムの一例を図に示す.

①：

②③

10 (分)〇 5

<測定条件>
/.カラム：Inertsil ODS-2 (内径

4.6mm X 150mm)
カラム温度：40°C
移動相：メタノール-

クエン酸緩衝液¢6 : 4)
流連:LOml/分
測定波長：270nm .
注入量：W1 .

r
〇 5 10 (分)

(D :パラオキシ安息香酸(PHBA)エチル ②：PHBAイソプロピル
③：PHBAプロピル ④：PHBAイソブチル ⑤：PHBAブチル

類ルテスェ酸 香 肩
加 

安
添 

シ
を 

キ)
t

ZL

注図4-1パラオキシ安息香酸エステル類の液体クロマトグラム
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5プロピオン酸及びその塩類
Propionic Acid and Its Salts

プロピオン酸

Propionic Acid 
C2HsCOOH
C3H6O2 : 74.08

プロピオン酸ナトりウ厶 

Sodium Propionate 
C2HgCOONa
C3H5NaO2 : 96.06

プロピオン酸カルシウ厶 

Calcium Propionate 
(C2H5COO-)2Ca2+ • nH2〇 
C6H10CaO4-nH2O(n=l又は 〇) 
(C6HI0CaO4 :186.22)

1. 試験法の概要

食品中のプeピオン酸及びその塩類ほ,ガスクロマトグラフィーによりプ□ピオン酸として 

定量する.必要があれば分子量比を乗じてそれぞれのプロピオン酸塩の量として求める.食品 

中には,天然のプロピオン酸が分布している場合もある.したがって,検体中にこれらの食品 

を素村として含有する場合には,定量値は素村由来のプロピオン酸と添加されたものとの合計 

値である.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

細切した試料約30gを精密に量り,500mlの蒸留フラスコに入れ,水150ml,塩化ナトリウ 

ム50g,リン酸溶液(110)10mln及びシリコーン樹脂2～3滴を加えて水蒸気蒸留を行う. 

あらかじめ水酸化ナトリウム溶液(14100) 20ml__を入れた受器に冷却器の先端を浸し,留液 

が280~290ml2)になったとき蒸留をやめ,水を加えて正確に300mlとする.この液5mlを正 

確に量り,あらかじめ用意した強酸性イオン交換樹脂カラムに静かに注入し,0.5-1ml/分の 

速度で流出させる®.流出液をギ酸溶液(1-» 50)O.5ml4>を入れた1.0mlのメスフラスコに採 

り,カラムを少量の水で洗い,水を加えて正確に10mlとし,試料液とする.
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(3) 検量線用標準液の調製

プロピオン酸l.OOgを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,更にこの液10mlを正確 

に量り,水を加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,プロピオン酸lmgを 

含む).標準液〇,0.5,1,2ml及び3mlを正確に量り,それぞれiOmlのメスフラスコに入 

れ,それぞれ水を加えて正確に10mlとする.この液5mlを正確に量り,ギ酸(W50)

0.5mlを加えた後,水を加えて正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは, 

それぞれプロピオン酸〇,25, 50,lOO^g及び150/zgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用いて,次の条件によって測 

定する,

カラム充てん剤® : 80-100 メッシュのポーラスポリマービーズ

カラム管：ガラス製,内径3nini,長さ3m

カラム温度® :180°C

注入ロ温度7; : 220°C

キャリヤーガス：窒素,40ml/分

② 検量線

検量線用標準液それぞれ2//1を量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたプロピオン酸 

のピーク高さ又はピーク面積から検量線を作成する.
③ 定量S) ■ ■ ■ く ノ ■ ■ノ .■■ ■ ■■■■ ■■ ■■ ■ ■

試料液2#1を量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面積と検

量線から試料液中のプロピオン酸濃度(Ag/ml)を求め,•次式fcよって検体中のプロピオン酸含 

量(g/kg)を計算する.. ....

プロピオン酸含量(g/kg) =11^

C :試料液中のプロピオン酸濃度Qg/ml)

■W:検体の採取量(g)

プロピオン酸カルシウム(無水)含量(g/kg)=プロピオ•ン酸(g/kg) XI.257 

プロピオン酸ナトリウム含量(g/kg)=プロピオン酸含量(g/kg) X1.297

試薬•試液等
1.強酸性イオン交換樹月旨:100-200 メッシュのもの,H型とする9).
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2. 強酸性イオン交換樹脂カラム：強酸性イオン交換樹脂O.lgを内径約10mmのプラスチッ 

ク製クロマトグラフ用ミニカラムに詰め,水洗後少量の海砂を積層し使用する.

3. シリコーン樹脂：(消泡用)［食添］

［注］
1) pHは2～3となる.
2) 最初の100ml中に大部分が留出してくる.
3) ナトリウム塩を遊離のプロピオン酸にする.なお,強酸性イオン交換樹脂カラムを用いて行 

う代りにバッチ法で行う方法もある.すなわち,留液5mlを10mlの共栓試験管に採り,強酸 
性イオン交換樹脂200mgを加え,5分間振とうした後,ろ過する.ろ液をあらかじめギ酸溶液 
(1 — 50) 0.5mlを入れた10mlのメスフラスコに採り,樹脂を少量の水で洗い,洗液をろ液に 

合わせ,水を加えて正確に10mlとし試料液とする.
4) ガスクロマトグラム上,遊離のプロピオン酸のピークは,テーリングがみられるので,より• 

強酸でFID-GCに感度の低いギ酸を添加することにより,テーリングの少ない,よりシャープ 

なピークとなる.
5) 6〇〜80 メッシュのものを用いてもよい.
6) 160-200"Cの範囲で調節してもよい.
7) 200-240°Cの範囲で調節してもよい.
8) 必要があれば内部標準法(内部標準物質：クロトン酸)を用いてもよい.

9) lmol/1塩酸を用いてH_型とし,十分水洗する.更に,メタノールで洗った後,’減圧乾燥し 

たものを用いる.
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6 L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及び
L-アスコルビン酸ステアリン酸エステル

L-Ascorbyl Palmitate and L-Ascorbyl Stearate

L-アスコルビン酸ステアリン酸エステル
別名：ビタミンCステアレート

〇

CH2OC(CH2)16CH3

C24H42O7 : 442.59

1. 試験法の概要

食品中のL-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エス 

テルは,液体クロマトグラフィーにより酸化型を含めた総L-アスコルビン酸パルミチン酸エ 

ステル及び総L-アスコルビン酸ステアリン酸エステルとして定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

試料1>を細切またはすりつぶした後,その約5gを50mlの遠沈管に精密に量り,アスコルビ 

ン»2) 0.5g及びヱタノール20mlを加え,5分間振とう後,遠心分離(5分間,3,00〇回転/分) 

し,上澄液を50mlのメスフラスコに入れる.残留物にエタノール15mlを加え,同様の操作 

を繰り返す.上澄液を先の上澄液と合わせ,0.05mol/l酢酸緩衝液(pH4.0)3!を加えて正確に 

50mlとする.この液をガラス繊維ろ紙4)でろ過する.ろ液2mlを正確に量り,あらかじめメ 

タノール10ml及び0.05mol/l酢酸緩衝液(pH4.0)5mlで洗浄したクリーンアップ用カートリ 

ッジカラム5>に静かに注入し,l~2ml/分の速度で流出させる.流出液は捨て,カラムは水

〇

OH OH

C22H38〇7 : 414.54

L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル 
別名：ビタミンC ノ々レミテート

〇

CH2OC(CH2)14CH3
H>C^OH
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10ml及びエタノール•酢酸緩衝液(pH4.0)混液(1:1)5mlを流して洗浄した後,共栓付試 

験管にメタノ ール4mlで溶出する0.溶出液に1% DL-ホモシステイン溶液7>lmlを力nえ, 

40°Cで15分間加温した後,1%アスコルビン酸•メタノール溶液®lm ］を加え,メタノールを 

加えて正確に10mlとし,メンブランフィルター(0.45Am)を用いてろ過し9\試科-液とする.

(3)検量線用標準液の調製

L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エステル各 

O.OlOgを正確に量り,1%アスコルビン酸•メタノール溶液®10mlを加え,メタノールを加え 

て溶かして正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,L-アスコルビン酸パルミチン 

酸エステル及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エステルそれぞれ100//gを含む).

標準液〇,1,2.5ml及び5mlをそれぞれ正確に鼉り,1%アスコルビン酸•メタノール溶 

液85 5mlをそれぞれに加え,メタノールを加えてそれぞれ正確に50mlとし,検量線用標準液 

とする(これらの液lmlは,L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びしアスコルビン酸 

ステアリン酸エステルそれぞれ〇,2, 5Ag及び10站を含む).

(4 )測定法

①測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリ•ル化シリカゲル

カラム管：ステンレススチール製,内ft4.6-6.0mm,長さ150~250mm

カラム温度：35°C

移動相：メタノール-〇.〇5鵬1/1リン酸二水素ナトリウム溶液(pH2.0)(85 :15)

流速:1.0ml/分

測定波長：254nm

•②検量線

検量線用標準液それぞれ20/Hずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高

さから検量線を作成する.

③定量

試料液20只1を正確に量り,'•液体クロマ｝グラフ•に注入：し/得られたピーク高さと検量線に 

よって,試料液中のL-アスコルビン酸パルミチン酸エステル濃度(/zg/ml)及びレアスコル 

ビン酸ステアリン酸エステル濃度(Ag/ml)を求め厂次式によって検体中のアスコルビン 

酸パルミチン酸エステル含量(g/kg)及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エステル含量(g/ 

kg)を計算する11).
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総じアスコルビン酸パルミチン酸エステル含量(g/kg) =

総tアスコルビン酸ステアリン酸エステル含量(g/kg)
4U人W

Cp :試料液中のL-アスコルビン酸パルミチン酸エステル濃度(/Zg/ml)

Cs :試料液中のL-アスコルビン酸ステアリン酸エステル濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

V :試料液の量(ml)

試薬•試液

1. メタノール：［残留農薬試験用］

2. リン酸二水素ナトリウム：［特級］ペ ノ

3. 0.05mol/lリン酸二水素ナトリウム溶液(pH2.0):リン酸二水素ナトリウム7.80gを水 

900m1に溶かし,リン酸でpHを2.0に調整し,水を加えて1,000m1とする.

4. 'アスコルビン酸：［特級］

5.1%アスコルビン酸•メタノール溶液：アスコルビン酸lgを採り,水10mlで溶解し, 

メタノ～ルを加えて100mlとする.

6. エタノール：［残留農薬試験用］

7. 酢酸：［特級］

8. 酢酸ナ！'リウム：［特級］ て：

9. 0.05mol/l酢酸緩衝液(pH4.0): 0.05mol/l酢酸ナトリウム溶液に0.05mol/l酢酸溶液を 

注加し,pH 4.0に調整する.

10. DL-ホモシステイン：［特級］

11.1%DL-ホモシステイン溶液:DL-ホモシステイン100mgを水10mlに溶かす.

［注］ ぐ:： 心 ヘ ン： ：:

1) 液体試料の場合,そのまま約5gを遠沈管に採る.:て :：に： ::

2) 抽出効率を上げるために加える.通常0.5~lgの添加量で効果を示す.
3) アスコルビン酸ノ々レミチン酸エステル及びアスコルビン酸ステアリン酸エステルのクリーン 

アップ用カートリッジカラムへの保持力は,酸性側で強くなる傾向にあるため,溶液をクリ"-
•..ンアップ用カートリッジカラムに通す前に,pH4.0の酢酸緩衝液で酸性とする.

4) ワットマン社製,GF/Aなどが使用できる.
5) 市販のカートリッジカラム,例えばSEP-PAK C18 (ウォーターズ社製)などが使用できる. 

妨害物の少ないときは,この操作は省略できる.
6) アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びアスコルビン酸ステアリン酸エステルは,メタノ 

ール量3mlでほぼ100 %溶出する.
7) アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びアスコルビン酸ステアリン馥エステルは,酸化型
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では紫外部に吸収を持たないため,•還元剤としてホモシステインを加え•て酸化型のものを還元 

型にする.
8) アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びアスコルビン酸ステアリン酸エステルの分解を防  

ぐために加える,
9) 遠心分離して試料液を調製する方法もある.

10) ワットマン社製Partisil ODS~3,ナーゲル社製NucleosilODSなどがこの条件で使用できる.
11) L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エステルの混合 

液を分離した液体クロマトグラムを注図6-1に示す.検量線は0.2~I0Ag/miの範囲で直線関 
係があり,食品5gを採取し,本法に従ったときの定量限界は,L-アスコルビン酸パルミチン 
酸エステル及びL-アスコルビン酸ステアリン酸エステルそれぞれ0.01 g/kgである.

また,種々の食品についてのL-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びL-アスコルビン 
酸ステアりン酸エステルの添加回収率を注表6ィに,液体クロマトグラムを注図6-2に示す.

カラム温度：353C 注入量：20バ1
移動相：メタノール.0.05mol/lリン酸二水素

ナトリウム(pH 2.0) (85 :15)

注図6-1いアスコルビン酸パルミチン酸エステル,L-アスコルビン酸 
ステアリン酸エステル混合液の液体クロマトグラム

⑷植物油+じアスコルビン酸パルミチン酸エステル+ L-アスコルビン酸ステアリン酸エステル

§
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注表6-1 L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル及びL-アスコルビン酸 
ステアリン酸エステルの各種食品での添加回収率(％)

食 品
添加量 
(g/kg)

回 収 率(％)

L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル L-アスコルビン酸ステアリン酸エステル

食用植物油
0.02 95,100,100 90,100,100

1.50 102,101,103 100, 99,101

牛脂
0.02 100,100,100 90, 95, 95

1.50 91,101,104 99,105,104

ポテトチップス
0.02 105,100,100 95,100, 95

0.50 105, 99,104 105,103,105
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7エチレンジアミン四酢酸カルシウムニナトリウム 
及びエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム

Calcium Disodium Ethylenediaminetetraacetate and
Disodium Ethylenediaminetetraacetate

エチレンジアミン四酢酸カルシウ厶ニナトリウム 
別名：EDTAカルシウムニナトリウム

NaOOCH2C CH2COONa
I CH2CH2 I

H2c \ / CH2 - 2H2〇
I I
co。/ 、〇oc

CI0H12CaN2Na2O8.2H2〇 : 410.30

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウ厶 
別名：EDTAニナトリウム

HOOCH2C>NCH2CH2N<rCH2COOH
NaOOCH2C/ ^CH2COONa

-2H2O

CwH14N2Na2O8 . 2H2〇 : 372.24

1. 試験法の概要

食品中のEDTAカルシウムニナトリウム及びEDTAニナトリウムは,透析により抽出し, 

カラムクロマトグラフィーによりキレート型EDTAと遊離型EDTAを分離後,Cu-EDTA 

とし,それぞれを液体クロマ！'グラフィーによりキレート型EDTAはEDTAカルシウムニナ 

トリウムとして,遊離型EDTAはEDTAニナトリウムとして定量する.ただし,Fe-EDTA 

が存在する場合は遊離型EDTAの画分に混入し,かつFe-EDTAのまま定量されるので,そ 

の量をキレート型EDTAの量に加える.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.



32 第2章酸化防止剤

(2) 試料原液の調製

試料約10gを精密に量り,0.2mol/lトリス•塩酸緩衝液15mlを加え,テフロンホモジナイ 

ザ—nで磨砕する.更に0.2mol/lトリス,塩酸緩衝液10mlを用いて洗い込み2\セロファン 

チューブ3>に詰めて透析内液とし,外液に0.02mol/1トリス•塩酸緩衝液175mlを用い,室温 

(20°〇 で24時間透析する4\この透析外液を試料原液とする.

(3) 試料溶液の調製

試料原液40mlを正確に量り,あらかじめコンディショニングした分画用イオン交換カラ 

ム5>に流し,次に0.05mol/lトリス•'塩酸緩衝液60mlを流してカラムを洗浄し®,両液を合わ 

せ,キレート型EDTA7)用試料溶液とする.更に先のカラムに吸着しているEDTAニナトリ 

ウムを0.2mol/l塩酸20mlで溶出し,遊離型EDTA用試料溶液8>とする.

(4) 試料液の調製

キレート型及び遊離型EDTA用試料溶液を,それぞれlmol/1水酸化ナトリウム溶液又は 

1mol/1塩酸でpH2.5に調整し,それぞれに硫酸銅溶液2mlずつを加えた後,室温で5分間放 

置し,キレート型EDTA用試料溶液はlmol/1水酸化ナトリウム溶液で中和し,遊離型 

EDTA用試料溶液は0.2mol/lトリス,塩酸緩衝液で中和し95,それぞれ陰イオン交換樹脂力 

ラムに流し气水10mlずつを流してそれぞれのカラムを洗浄した後,0.2mol/l塩酸20mlず 

つをそれぞれのカラムに流し,溶出液をそれぞれエバポレータにより濃縮乾固し,水5mrに 

溶かしてlmol/1及び0.1mol/1水酸化ナトリウム溶液でpH4.0とし11\水を加えて10mlとし 

てキレート型及び遊離型EDTA用試料液とする.

(5) 検量線用標準液の調製

① EDTA銅ナトリウム検量線用標準液の調製

エチレンジアミン四酢酸銅ニナトリウム• 4水塩0,5905gを正確に量り,水を加えて溶かし, 

正確に100mlとする.この液1mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,EDTA銅二 

ナトリウム標準液とする(この液lmlは,EDTA銅ニナトリウムとして50Agを含む). 

EDTA銅ニナトリウム標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,水を加えて 

10mlとしEDTA銅ニナトリウム検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ 

EDTA銅ニナトリウムとして5,10,15, 20/zg及び25/zgを含む).

② EDTA鉄ナトリウム検量線用標準液の調製

エチレンジアミン四酢酸鉄ナトリウム• 3水塩0.5735gを正確に量り,水を加えて溶かし〆 

正確に100mlとする.この液lmlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,EDTA鉄ナ
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トリウム標準液とする(この液lmlは,EDTA鉄ナトリウムとして50卵 を含む).EDTA鉄 

ナトリウム標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量•り,.'.水を加えて10mlとし 

EDTA鉄ナhリウム検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれEDTA鉄ナトリウ 

ムとして5,10,15, 20Ag及び25Agを含む).

(6 )測定法

① 測定条件

紫外線検出器付液体クロマトグラフを用ぃ,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：ステンレススチル製,内径4.6mm,長さ150mm

カラム温度：40°C

移動相：0.01mol/lTBA-Brを含む0.03mol/1酢酸緩衝液(pH4.0)/アセトニトリル(8 : 2)

流速：1.0ml/分

測定波長：254nm

② 検量線

EDTA銅ニナトリウム検量線扇標準液,EDTA鉄ナトリウム検量線用標準液20//1ずつをそ 

れぞれ正確に量り,液体.クロマトグラフに注入し,ピーク高さ又はピーク面積からEDTA銅 

用又はEDTA鉄用検量線を作成する.
③ 定量12)～14) : / ■ ■ : ■ ■ ■ ' ■

a キレート型EDTA

キレート型EDTA用試料液20//1を正確に量り,液体クロマトグラ'7に注入し,得られたピ 

ーク高さ又はピーク面積とEDTA銅用検量線から試料液中のEDTA銅濃度(Ag/ml)を求 

め,次式によって検体中のEDTAカルシウムニナトリウム含量(g/kg)を計算する.

EDTAカルシウムニナトリウム含量(g/kg) 一™-
W a ZU

C :キレート型EDTA用試料液中のEDTA銅の濃度(/zg/ml)

a : 0.941(換算係数)

W :試料の採取量(g)

b遊離型EDTA

遊離型EDTA用試料液20//1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク 

高さ又はピーク面積とEDTA銅用検量線から試料液中のEDTA銅濃度(Ag/ml)を求め,次 

式によって検体中のEDTAニナトリウム含量(g/kg)を計算する.

EDTAニナトリウム含量(g/kg)
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C :遊離型EDTA用試料液中のEDTA銅の濃度(^g/ml)

a : 0.845 (換算係数)

W :試料の採取量(g)

なお,EDTA鉄ナトリウムのピークが認められた場合には,次式によって検体中のEDTA 

鉄ナトリウム含量(g/kg)を計算し,それをEDTAカルシウムニナトリウム量に換算するた 

め1,020を乗じて,キレート型EDTAの含量に加える.

EDTA鉄ナトリウム含量(g/kg)=者為

C :遊離型EDTA用試料液中のキレート型EDTA鉄ナトリウム濃度(/zg/ml) 

a : 0.845 (換算係数)

W :試料の採取量(g) -

試薬.試液等

1. エチレンジアミン四酢酸銅ニナトリウム水塩：市販品を用いる.

2. エチレンジアミン四酢酸鉄ナトリウム• 3水塩：市販品を用いる.

3. 硫酸銅：［特級］

4. トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン：［特級］

5. 臭化テトラ-«-ブチルアンモニウム(TBA-Br):［特級］

6. 硫酸銅溶液:硫酸銅0.25gを量り,水を加えて100mlとする.

7. トリス•塩酸緩衝液：トリス(ヒドロキシメチル)アミノ メタン24.2gを量り,水 

500m1を加えて溶かし,2mol/l塩酸でpH8.5に調整した後,水を加えて1,000mlとする 

(0.2mol/l).この液100ml又は250mlを量り,水を加えて1,000mlとする(0.02mol/l又は 

0.05mol/l).

8. HPLC用移動相：0.03mol/lの酢酸ナトリウム溶液と0.03mol/lの酢酸溶液を混合し 

pH4.0とし,臭化テトラブチルアンモニウム(TBA-Br)を0.01mol/lになるように溶 

解する.更に本液とアセトニトリルを8 : 2に混合する.

9. 透析チューブ：市販の透析用セロファンチューブを用いる.

10. 分画用イオン交換型カラム：カートリッジタイプの第四級アミン型を用いる(l,000mg/ 

6ml).あらかじめメタノール,水,0.05mol/lトリス.塩酸緩衝液各5mlでコンディショ 

ニングして使用する.

11. 陰イオン交換樹脂カラム：市販の陰イオン交換樹脂を1mol/1塩酸に懸濁し,中性になる 

まで水洗した後,内径lcmのコック付ガラスカラムに5cmの高さに詰める.
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［注］

1) 金属との接触を防止する目的でテフロンのホモジナイザーを用いる.ステンレス製の万能ホ 
モジナイザーでは,操作中に金属と接触することにより遊離型EDTAがキレート型EDTAに 
変化するおそれがある.

2) 透析法による抽出操作をpH10以上の強アルカリ性で行うと,Fe-EDTAが解離し遊離型 
EDTAとして回収されるおそれがあるので,抽出操作はpH8.5村近で行う必要がある.

3) 透析用セロファンチューブには数種の規格品がある.透析膜の厚みにより透析効率が悪くな 

る可能性が考えられるので,次のセロファンチューブ(36/32インチ,30m : Viskase Sales 
Corp.)がよい.

4) 38°C,15時間でも透析効率は同じ結果が得られる.

5) カラムは,カートリッジタイプの第四級アミン型陰イオン交換カラム(Mega Bond Elut SAX 
1,000mg/6ml,Varian社製)又は,同等のカラムを用いる.

6) カラムの洗浄に用いるトリス■塩酸緩衝液の濃度を高めたり,容量を増すと遊離型EDTAの 
一部が溶出するおそれがある.

7) 試料中には種々の金属とキレート化したEDTAの存在が考えられ,これらはFe-EDTA以 
•外はEDTAカルシウムニナトリウムと同一挙動を示す.

8) キレート型EDTAのうちFe-EDTAのみは分画用イオン交換カラムに吸着され,塩酸で溶 

出されるので,遊離型EDTAの画分に混入する.しかし,硫酸銅を用いて遊離型EDTAを 
Cu-EDTAとして定量するとき,Fe-EDTAはCu-EDTAに変換されないので,両者は分别す 
ることができる.

9) 遊離型EDTA試料溶液を中和するとき,lmol/1水酸化ナトリウムで行うと沈殿が生じ,■次 

の陰イオン交換樹脂カラム処理の際目詰まりを生じる.遊離型EDTA試料溶液を中和する際に 
•は〇 ,2mol/lトリス■塩酸緩衝液(pH8.5)を用いることにより沈殿は生成しない.

10) すべてのEDTAを樹脂に吸着させ,過剰の硫酸銅を洗浄除去する(過剰の硫酸銅が混在する 
試験液を高速液体クロマトグラフに注入するとカラム劣化の原因となる).

11) pH調整を行わないとCu-EDTAのHPLCの保持時間にズレを生じる.
12) 市販食品についてのEDTA-Ca-Na2とEDTA_Na2の添加回収試験の結果を,注表7_1,7-2 

に示した.添加したEDTA-Na2は遊離型EDTAとしてではなく,全てキレート型EDTAとし 

て回収された.

13) 定量限界は,試料中濃度で EDTA-Ca-Na2 は(2.5AgX0.941)/(10gX20) =0.012g/kg, 
EDTA - Na2は(2.5/zgX0.845)/(10gX20)=0.01 lg/kg, EDTA - Fe - Na は 2.5Agバ10gX20)= 
0.013g/kgである.なお,EDTA銅ナトリウム及びEDTA鉄ナトリウム検量線用標準液の最小

.濃度(5Ag/ml)の1/2(2.5Ag/ml)をクロマト上の最小ピークとし計算した.

14) 本法による液体クロマトグラムの一例を注図7-1に示す.

注表7-1エチレンジアミン四酢酸カルシウムニナトリウムの 
各種食品での添加回収率

食品 試料量(g) 添加量(mg) 検出量(mg) 回収率(%)

マヨネーズ 10 2.5 2.04 81.5

サラダドレッシング 10 2.5 2.14 85.4

かに缶詰 10 2.5 2.24 89.8

たけのこ缶詰 10 ■2.5 1.56 62.5
オレンジジュース 10 2.5 2.27 90.7
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注表7-2エチレンジアミン四酢酸ニナトリウ厶め各種食品での添加回収率

食品 試料量(g) 添力!］里.(mg)
検出量(mg) 回収率(％)

遊離型 キレート型 遊離型 キレート型

マヨネーズ 10 2.5 〇 2,12 : 〇 87.9

サラダドレッシング 10 2.5 〇 2.42 〇 96.7

かに缶詰 10 2.5 〇 2.37 〇 94.9

たけのこ缶詰 10 2.5 ■ 〇 1.65 〇 65.9

オレンジジュース 10 2.5 ■ u 〇 2.49 〇 99.7

⑴標準溶液
各10/zg/ml

(2)マヨネーズ
キレート型画分

(3)マヨネーズ
遊離型画分

EDTA-Fe く測定条件>.. :バぺノンン:■、
カラム：Inertsil ODS-2 (内径 4.6mm XI 50mm)
カラム温度：40°C
移動相：〇.OImol/1 TBA-Br+G.03mol/i 酵酸緩衝液

■ (pH4■〇)/アセトニトげル(8 : 2)
i速：l.Omi/分
測定波長：254nm :
■注■入量：20/zl

EDTA-Cu EDTA-Cu

〇 5 10 15 〇 5 10 15 〇 5 10 15(分)

注図7-1 EDTAの液体クロマトグラム
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8エリソルビン酸及びエリソルビン酸ナトリウム
Erythorbic Acid and Sodium Erythorbate

エリソルビン酸
別名：イソアスコルビン酸 

ch2oh

HO 婣 H

OH OH
C6H8O6 :176.13

エリソルビン酸ナトリウム
別名：イソアスコルビン酸ナトリウム 

ch2oh

HO^C^H

NaO OH
C6H7NaO6 . H2O : 216.12

1. 試験法の概要

食品中のエリソルビン酸及びエリソルビン酸ナトリウムは,液体クロマトグラフィーにより 

還元型エリソルビン酸として,また,その酸化型であるデヒドロエリソルビン酸を還元して, 

液体クロマトグラフィーにより総エリソルビン酸15として定量する.必要があれば分子量比を 

乗じてエリソルビン酸ナトリウムの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する气

(2)試料液の調製

① 液状及び半流動状食品

試料約10gを精密に量り,50mlの褐色メスフラスコ3>に入れ,試料と同量の4% メタリン酸 

溶液10を加えた後,2 %メタリン酸溶液を加えて50mlに定容する.次に,メンブランフィルタ 

一(0.45/zm)でろ過し,ろ液を還元型エリソルビン酸測定用試料液とする.

また,ろ液2mlを採り,0.1%ホモシステイン瀋液lml及び10%リン酸水素ニナトリウム 

溶液lmlを加えて混合後5\ 40'Cで20分間加温し®,総エリソルビン酸測定用試料液とする.

② 粉体及び固体食品n

試料約10gを精密に量り,100mlの褐色抽出管3>に入れ,試料と同量の4%メタリン酸溶
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液4ネ加えた後,2%メタリン酸溶液30m1を加え,5分間振とうする.更に超音波を用いて10 

分間抽出を行った後,2 %メタ,リン酸溶液を加えて50mlに定容する.次にメンブランフィル 

ター(O.45Am)でろ過し,ろ液を還元型エリソルビン酸測定用試料液とする.

また,ろ液2mlを採り,0.1%ホモシステイン溶液iml及び10%リン酸水素ニナトリウム 

溶液1mlを加えて混合後5),40°Cで20分間加温し®,総エリソルビン酸測定用試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

エリソルビン酸0.050gを正確に量り气100mlの褐色メスフラスコに入れ,2% メタリン酸 

溶液を加えて溶かして正確に100mlとし,標準原液とする(この液lmlは,エリソルビン酸 

500/zgを含む).標準原液5mlを正確に量り,50mlの褐色メスフラスコに入れ,2% メタリン 

酸溶液を加えて正確に50mlとし,標準液とする(この液lmlは,エリソルビン酸50/zgを含 

む).標準液1,5,10ml及び20mlをそれぞれ正確に量り,50mlの褐色メスフラスコに入れ,

2 %メタリン酸溶液を加えて正確に50mlとし,検量線用標準液とする9> (これらの液lmlは, 

エリソルビン酸1,5,10/zg及び20バgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外線吸収検出器イ寸液体クロマトグラフ1®を用い,次の条件によって測定する. 

カラム充てん剤：アミノプロピル基を化学結合したシリカゲル113

カラム管：ステンレススチール製,内径4.6～ 6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：室温

移動相：アセトニトリル.0.01mol/1リン酸二水素ナトリウム溶液• 0.03 %DL～ホモシス 

テイン• メタノール(600 :100 : 30 : 30)

流速：1.0ml/分

測定波長：270nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれ5A1ずつを正確に量り,液体クロマトグ'ラフに注入し,ピーグ高さ 

又はピーク面積から検量線を作成する. 了 ：
③ 定量12) : ::

試料液5A1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中のエ'リ•ソルビン酸濃度(/zg/ml)•を求め,次式によって検体中の還元 

型又は総エリソルビン酸含量(g/kg)を計算する.また,両者の差から酸化型エリソルビン 

酸含量(g/kg)を求める.
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還元型エリソルビン酸含量(g/kg)=7^7

総エリソルビン酸含量(g/kg)=1O^.2W

酸化型エリソルビン酸含量(g/kg)=総エリソルビン酸含量(g/kg)-還元型エリソル 

ビン酸含量(g/kg)

Cx :試料液中の還元型エリソルビン酸濃度(Ag/ml)

C2 :試料液中の総エリソルビン酸濃度(xzg/ml)

W :試料の採取量(g)

エリソルビン酸ナトリウム含量(g/kg)=エリソルビン酸含量(g/kg) XI.227

試薬•試液

1. アセトニトリル：［残留農薬試験用］

2. メタノール：［残留農薬試験用］

3. DL-ホモシステイン：［特級］

4. リン酸二水素ナトリウムニ水和物：［特級］

5. Uン酸水素ニナトリウム(12水塩)：［特級］

6. メタリン酸：［特級］

7. 4% メタリン酸溶液：メタリン酸40gに水を加えて溶かして1,000mlとする.冷所に保

存する.

8. 2 %メタリン酸溶液：メタリン酸20gに水を加えて溶かして1,000m1とする.冷•所に保

存する.

9. 0.1%ホモシステイン溶液:DL-ホモシステイン10mgを水10mlに溶かす.

10.10%リン酸水素ニナトリウム溶液：リン酸水素ニナトリウム(12水塩)lgに水を加え 

て溶かして10mlとする.

［注］
1) エリソルビン酸の残留量を調べるには,還元型のみの測定でよいが,使用の状況を調べるに 

は,酸化型のデヒドロエリソルビン酸を含めた総エリソルビン酸を測定する必要がある.
2) エリソルビン酸は酸化されやすいので,試料の調製には包丁,ハサミ等を用いて細切するか, 
乳鉢で粗粉辞し,長時間空気と接触させないようにする.

3) 50ml及び100mlの標線付きの褐色遠心管などが使用できる.
4) エリソルビン酸の酸化防止のため,メタリン酸溶液を用いる.抽出液中のメタリン酸の終濃 
度を2%としたのは,.タンパク質の除去ができ,かつ,カラムの劣化防止のためである.

5) 0.1%ホモシステイン溶液は,酸化型のデヒドロエリソルビン酸の還元のために用いる.この 

反応は中性で進むため,中和の目的で10%リン酸水素ニナトリウム溶液を加える.
6) 40°Cに加温することにより,還元反応を促進する.20°C前後の温度では60-90分を要する.
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7) パン粉,小麦粉などの乾燥した吸水性の高い試料で,本法による抽出が困難な場合,..次のよ 
うに抽出するとよい.試料約10gを精密に量り,100mlの褐色抽出管に入れ,.2 % メタリン酸 
溶液70mlを加え,5分間振とうする.更に超音波を用いて10分間抽出を行った後,100mlの 
褐色メスフラスコを受器として綿栓ろ過(漏斗に脱脂綿を軽く詰めて,•ろ過する)し,’抽出管 
及び残留物は,2 % メタリン酸溶液10mlずつで2回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,2 % メタリ 
ン酸溶液を加えて100mlに定容する.次に,メンブランフィルター (O.45Am)でろ過し,ろ液 

を還元型エリソルビン酸測定用試料液とする.また,ろ液2mlを採り,0.1%ホモシステイン 
溶液1ml及び10 %リン酸水素ニナトリウム溶液1mlを加えて混合後,40°Cで20分加温し,総 

エリソルビン酸測定用試料液とする.

8) 標準溶液にアスコルビン酸を加えておくことにより,エリソルビン酸とアスコルビン酸の同
時分析が可能である.

9) カラムへの吸着があるため,原点を通る直線とはならない•が,l-20/zg/ml¢0濃度範囲では• 

直線関係が得られる.試料液の濃度が検量線の濃度範囲を超える場合は,試料液を2% メタリ 
ン酸溶液を用いて適宜希釈するか,試料採取量を減らして試験する.

10) 還元型のエリソルビン酸は,本移動相条件下で270nm付近に吸収極大を示すことから,\紫外 
線吸収検出器により測定可能であるが,電気化学検出器を用いることにより,より高感度で選 
択的に測定できる(加電S:700mV).また,電気化学検出器を用いた場合,高感度となる分, 
検量線の直線領域が低濃度側へ移動することがあるので注意を要する.

11) 液体クロマトグラフのカラムとしては,Lichrosorb NH2, UnisilQ NH2> TSkgel NH2-60, 
'Finepak SIL NH2, Zorbax NH2などの市販品がある.また,移動相としてはアセトニトリル-
酢酸■水(87 ： 2 ：11)なども使用可能である.

12) ■エリソルビン酸,アスコルビン酸混合液を分離した液体クロマトグラムを注図8-1に示す/ 

■検量線は,l~20Ag/mlの範囲で直線関係がある.また,食品10gを採取し,本法に従ったと 
::••きの定量限界は,還元型エリソルビン酸で0.005g/kg,総エリソルビン酸で〇 .Olg/kgである.

種々の食品についての総エリソルビン酸の添加回収率を注表8-1に,.液体クロマトグラムを注 
図8-2に示す.

エリソルビン酸

L-アスコルビン酸 総;エリソ/レビン酸

注図8-1エリソルビン酸,アスコルビン酸 
混合液の液体クロマトグラム

注図8-2ハムの添加回収の
液体クロマトグラム
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注表8-丨総エリソルビン酸の各種食品での添加回収率(％)

食 品 添加量(g/kg) 回収率(%)

サラミソーセージ 1.0 98.1
ウインナーソーセージ 1.0 99.8
ノヽム 1.0 100.6
ゆでだこ 1.0 104.1
ンュース 0.2 106.5
パン粉 0.2 97.2
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9クエン酸イソプロピル
Isopropyl Citrate

ch2coor

HO-C-COOR
! 

ch2coor

R : CH(CH3)2 or H

クエン酸モノイソプロピル 

C9H14O7 : 234.21

クエン酸ジイソプロピル 

C12H20O7 : 276.29

クエン酸トリイソプロピル 

CI5H26O7 : 318.37

1. 試験法の概要

食品中のクエン酸イソプロピル1'は,クエン酸モノ及びジイソプロピルをメチル化体にした 

後,またクエン酸トリイソプロピルは直接,ガスクロマトグラフィーにより測定し,クエン酸 

モノイソプロピルとして求める.

2. 試験法(ガスクロマトグラフィー)

(I)検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

① 食用油

試料約20gを精密に量り,77-ヘキサン100mlを加えて溶かす气 この液を定量的に分液漏斗 

に入れ,ヘキサン飽和アセトニトリル50mlを加えて振り混ぜ,アセトニトリル層を分取す 

る.更に/^ヘキサン飽和アセトニ！'リル50mlを用い,同様の搡作を繰り返す.全アセトニト 

リル層を合わせ,減圧乾固した後,ジアゾメタン試液2mlを加えてメチル化し气 減圧下で乾 

固した後,残留物をアセトン4mlに溶かし試料液とする.

② バター及びその他の食品

試料釣20gを精密に量り,飽和食塩水10ml又は20ml以下4\ 5mol/I硫酸2ml及び酢酸エ 

チル75mlを加えてホモジナイズした後,ろ過する.残留物は酢酸エチル50mlずつを用いて2 

回ホモジナイズした後,ろ過する.全ろ液を合わせ3無水硫酸ナトリウムを加えて脱水し,ろ 

過した後,減圧乾固する®.残留物に扩へキサン100mlを加えて溶かし,この液を定量的に



9クエン酸イソプロピル 43

分液漏斗に入れる.更に残留物にヘキサン飽和アセトニトリル50mlを加えて溶かし75,こ 

の液を定量的に先の分液漏斗に合わせて振り混ぜ,アセトニトリル層を分取する.更に/r■へ 

キサン飽和アセトニトリル50mlを用い,同様の操作を繰り返す.全アセトニトリル層を合わ 

せ,減圧乾固した後,ジアゾメタン試薬2mlを加えてメチル化し,溶媒を留去する.残留物 

をa-ヘキサン2mlに溶解した後,フロリジルカラムに負荷しn-ヘキサン•エチルエーテル混 

液(4 :1)80ml(流速2ml/分)で洗浄する.次いでヘキサン•エチルエーテル混液(1: 

1)100ml(流速2ml/分)で溶出し,減圧乾固後アセトン4mlに溶かし試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製81

クエン酸2-モノイソプロピル(クエン酸モノイソプロピルa)及び1-モノイゾプロピル 

(クエン酸モノイソプロピルb)气クエン酸1,2-ジイソプロピル(クエン酸ジイソプロピル 

a)及び1,3-ジイソプロピル(クエン酸ジイソプロピルb),及びクエン酸トリイソプロピル 

0.100gずっを正確に量り,合わせてアセトンを加えて溶かし,正確に100mlとし,標準液と 

する(この液lmlは,クエン酸モノイソプロピルa及びb,クエン酸ジイソプロピルa及び 

b,及びクエン酸トリイソプロピルそれぞれlmgずっを含む).標準液〇,0.25, 0.5, 1.0,

1.5ml及び2mlを正確に量り,それぞれにジアゾメタン試液2mlずっを加えてメチル化し,減 

圧乾固した後アセトンを加えてそれぞれ正確に4mlずっとし,検量線用標準液とする(これ 

らの液lmlは,それぞれクエン酸モノイソプロピルa及びb,クエン酸ジイソプロピルa及び 

b,及びクエン醆トリイソプロピルをそれぞれ〇, 62.5,125,250,375只g及び500/zgずっを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマ!'グラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：6〇〜80 メッシュのガスクロマ！'グラフィー用ケイソウ土をシラン処理 

■した担体にシリコーン〇 V-33Oを1%の割合でコーティングしたもの.

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ3m

カラム温度：160°C

注入ロ温度：210°C

検出器温度：210°C

キャリヤーガス：窒素ガス,30ml/分

② 検量線

検量線用標準液5//1ずっをそれぞれ正確に量り,ガスクロマFグラフに注入し,得られたそ 

れぞれの成分のピーク面積からクエン酸モノイソプロピルa及びb用,クエン酸ジイソプロ
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ピルa及びb用及びクエン酸トリイソプロピル用検量線を作成する.

③定量1® ■ : : :

試料液5/4を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたそれぞれの成分のピーク 

面積と対応する検量線から試料液中のクエン酸モノイソプロピルa及びb,クエン酸ジイソプ

ロピルa及びb,及びクエン酸トリイソプロピル濃度それぞれAal, Abl, Aa2, Ab2及びA3 

(Ag/ml)を求め,次式によって試料中のクエン酸イソプロピル含量C (g/kg)をクエン酸モ 

ノイソプロピルとして計算する.

クエン酸イソプロピルc(g/kg) Aal+Abl+0.8477(Aa2 + Ab2)+0.7357A3
250 XW

Aal:試料液中のクエン酸モノイソプロピルa濃度(Ag/ml) 

Abl:試料液中のクエン酸モノイソプロピルb濃度(Ag/ml) 

Aa2 :試料液中のクエン酸ジイソプロピルa濃度(/zg/ml)

Ab2 :試料液中のクエン酸ジイソプロピルb濃度(/zg/ml) 

A3 :試料液中のクエン酸トリイソプロピル濃度(/zg/ml) 

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1. «-ヘキサン飽和アセトニトリル：アセトニトリル1,000mlに,n-へキサン200mlを加

え,よく振り混ぜた後静置し,アセトニトリル層を分取する.

2. ジアゾメタン試液11! : -メチル-N-ニトロソ了-トルエンスルホンアミド4.3gをエチル 

エーテル26mlに溶かし,あらかじめ水酸化カリウムlgを水1.6ml及びエタノール5mlに 

溶かした溶液を入れたフラスコ中に注意して加え,水浴上65°Cにおいて蒸留して留液約 

20mlを採る.ただし,受器にはエチルエーテル5mlを入れた共栓フラスコを用い,冷却器 

の先端は受器のエチルエーテルの液面下に浸し,受器は氷水中に浸して冷却する.ドラフ 

卜内で操作する.用時調製する.

3. 7V-メチルニトロソ-p-トルエンスルホンアミド：［特級］

4. 飽和食塩水：水100mlを量り,食塩40gを加え,よく振り混ぜた後静置し,上澄液を用 

いる,

5. フロリジルカラム：130'Cで15時間活性化したフロリジルをデシケーター中で放冷後, 

共栓フラスコに移し,含水率15 %になるよう水を加えて密栓し激しく振り混ぜた後,1時 

間放置する.この5gを内径10mm,長さ30mmのクロマト管にヘキサンを用いて湿式 

充てんし,更に無水硫酸ナトリウム2gを積層する.

6. クエン酸モノイソプロピルa及びb,クエン酸ジイソプロピルa及びb,クエン酸トリ

イソプロピルは次の合成法によってそれぞれ単品を得る1气
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(i) クエン酸+リイソプロ ■ピル：無水クエン酸10gを量り,イソプロピルアルコール' 

100mlを加えて溶かし,無水硫酸ナトリ•ウム15g及び硫酸2mlを加え,氷浴上で3時間 

還流した後,温時ろ紙でろ過する.ろ紙を水酸化ナトリウム溶液(3->10)約8mlで中 

和した後,減圧下でイソプロピルアルコールを留去する.残留物に炭酸水素ナトリウム 

溶液(1^20)50ml及びw-ヘキサン100mlを加えて溶かして分液漏斗に入れ,10分間 

振とうした後,n-へキサン層を分取する.水層に再度ヘキサン.100mlを加えて振と 

うし,ヘキサン層を分取する.水層は(ii)の操作に用いる.分取し両有機層を合わせ, 

水50mlで洗い,無水硫酸ナトリウムで脱水した後,溶媒を減圧下で留去し,クエン酸 

'トリイソプロピルの液体を得る.

(ii) クエン酸ジイソプロピルb :⑴の-ヘキサン分配後の水層を塩酸で中和する.更に 

lmol/l塩酸でpHを約4に調整した後,酢酸エチル• ヘキサン混液(1:1)200mlを

■加え,10分間振とうし,有機層を分取する.水層は⑽の操作に用いる.分取した有機層 

を水50mlで洗い,無水硫酸ナトリウムで脱水した後,溶媒を減圧下で留去し,残留物 

をエーテル-n-へキサン混液(1:2)から結晶化させ,クエン酸ジイソプロピルbを得る.

⑽ クエン酸モノイソプロピルb :⑹の酢酸エチル.72キサン混液(1:1)分配後の水 

層を,酢酸エチル./?-ヘキサン混液(1:1)50mlを加えて洗う.更に酢酸エチル■«- 

ヘキサン混液(1:1)50mlでクエン酸ジイソプロピルがなくなるまで洗う1气 水層に塩 

酸を加え,pHを約1に調整し,酢酸エチル200mlを加え,10分間振とうし,有機層を 

分取する.分取した有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水した後,溶媒を減圧下で留去し 

残留物をエーテル• ヘキサン混液(1:2)から結晶化させ,クエン酸モノイソプロピ 

ルbを得る.

¢4クエン酸ジイソプロピルa :⑴で得られたクエン酸トリイソプロピル100mgをイソプ 

ロピルアルコール100mlに溶解し,0°Cで60 %水酸化カリウム溶液lmlを加え,ときど 

き振とうし,30分後,濃硫酸約0.3mlを加えてpH1に調整する.これを30%水酸化ナ 

トリウム溶液で中和後,減圧下でイソプロピルアルコールを留去する.残留物に炭酸水 

素ナトリウム溶液(5べ100)50mlを加えて溶かし,この液を順次ヘキサン100ml及 

び50mlで洗う.水層はlmol/l塩酸でpHを4に調整後,酢酸エチル•ヘキサン混液 

(1:3) 200mlを加え,10分間振とうし,有機層を分取する.水層は(v)の操作に用いる. 

分取した有機層を水25mlで洗い,無水硫酸ナトリウムで脫水した後,溶媒を減圧下で 

留去し,残留物をエチルエーテル• -ハキサン混液(1:2)から結晶化させ,クエン酸 

.ジイソプロピルaを得■る.

(V)クエン酸モノイソプロピルa : (iv)の酢酿エチル.nキサン混液(1:3)分配後の水 

層を酢酸エチル• tヘキサン混液(1:3) 50mlを加えて洗う.■更に酢酸エチル• n-へ 

キサン混液(1:3)50mlでクエン酸ジイソプロピルがなくなるまで数回洗う.水層を濃
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5 10 (分)二 .

注図9-1クエン酸イソプロピルのガスクロマトグラム

11) ジアゾメタン(CH2N2)は黄色のガス侓(沸点一23°〇 でエーテルに溶け,溶液は低温でも 
徐々に分解する.鮮黄色を呈する溶液は密栓して冷蔵庫に保存すれば1～2週間は使用できる. 
激しい反応性を有する有毒なガスであるので取り扱いには注意を要する.廃棄するときには, 

酢酸中に少量ずつ加えて,消費させた後廃棄する.
12) この合成法でクエン酸モノイソプロピルa及びb,クエン酸ジイソプロピルa及びb,クエ 

ン酸トリイソプロピルがそれぞれ単品として得られる.
13) ジアゾメタン試液でメチル化して,ガスクロマトグラフィーを用いて確認する.

塩酸でpH約2に調整し,酢酸エチル200mlを加え,10分間振とうし,有機層を分取す 

る.分取した有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水した後,溶媒を減圧下で留去し,残留 

物をエチルエーテルヘキサン混液(1:2)から結晶化させ,クエン酸モノイソプロ 

ピルaを得る.

［注］ ::::

1) 食品添力口物のクエン酸イソプロピルには,クエン酸も混入している.
2) 水洗するとクエン酸モノ及びジイソプロピルがすべて損失するので,水洗をしてはならない.'
3) 室温でジアゾメタンを加えるだけで,短時間でメチル化される.この条件下ではクエン酸卜 

リイソプロピルはメチル化されない.

4) .■食塩水は,クリーム状になるまで飽和食塩水を加える.ソフトマーカ''リンのようなクリーム状'  

のものには加えない.液状食品の場合は,食塩水を加えないで酢酸エチルを用いて抽出を行う.

5) 水洗するとクエン酸モノ及びジイソプロピルがそれぞれ79.5 %, 11.4%を損失するので,水 

洗してはならない.
6) 酢酸エチルが微量でも残ると行-ヘキサン,アセトニトりル分配率が異なる.
7) .クエン酸モノ及びジイソプロピルは,w-ヘキサンに溶けにくいのでこの操作を行う.：

8) 標準品として,組成のわかっている市販クエン酸イソプロピルを用いてもよい.
9) クエン酸モノイソプロピルには,1-モノイソプロピルエステル及び2-モノイソプロピルエス 

テルの2種の異性体がある.このガスクロマトグラフィー条件では保持時間の短いaが2-モノ 
イソプロピルエステルであり,長いbがトモノイソプロピルエステルである.

10)本法によるガスクロマトグラフの一例を図に示す.

) ①：クエン酸のメチル抹
② ：クエン酸モノイソプロピルaのメチル体
③ ：クエン酸モノイソプロピルbのメチノレ本
④ ：クエン酸ジイソプロピルaのメチ/^
⑤ ：クエン酸ジイソプロピルbのメチル体 ：
@:クエン酸トリイソプロピル

く測定条件>
:カラム充てん剤：1%OV-330 :ン

@ 门 カラム管：直径3mm,長さ3m
布販クエン酸イソプロピル：クエン醆モノイソプロピルとしてlmg/ml

伸

1.■
— 
〇
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10 L-システイン塩酸塩
L-Cystein Monohydrochloride

H

HSCH2- C-COOH ■ HC1■ H2〇
nh2

C3H7NO2S • HC1-H2O :175.64

1. 試験法の概要

食品中のL_システイン塩酸塩は,システィン酸にした後,液体クロマトグラフイーにより 

L-システインとして定量する.必要があれば分子量比を乗じてL-システイン塩酸塩の量とし 

て求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する15.

(2) 試料液の調製

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの⑵試料液の調製を準用する.ただし,「しアスパラギン 

酸」は「L-システイン塩酸塩」とする.

(3) 標準液の調製

L-システイン塩酸塩144.9mgを正確に量り,水を加えて溶かして正確に100mlとし,標準 

液とする(この液1mlは,L-システインlmgを含む).

(4 )測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17#m,架橋度8 % 

カラム管：内径9mm,長さ500mm

カラム温度：55°C
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移動相：クエン酸緩衝液(pH3.25), 0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98'C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

注入量：500/zl

② 測定

試料液4mlを正確に量り,ナス型フラスコに入れ,氷水中で冷却しながらあらかじめ氷水 

中で冷却した過ギ酸溶液4mlを加える.室温で1時間放置した後,臭化水素酸1.2mlを加え, 

臭素が発生しなくなるまで約40°Cの水浴上で減圧濃縮を行う.この液をクエン酸緩衝液 

(pH2.2)nを用いて100mlのメスフラスコに移し,クエン酸緩衝液(pH2.2)を加えて正確に 

100mlとする.この液につき570nmの吸光度としてのクロマトグラムを得る.

③ 定量 ：•

標準液4mlを正確に量り,②測定と同様に操作し,得られたクロマトグラムと試料液で得 

られたクロマトグラムとの面積比例計算で定量する气

,…ニノ、人z Zl、200XSXAWL-ンスアイノ含s ^g/kg)= 5t¥XAs— ■ ■■ : ■ ■■■.ノ . .. ■

S :.標準液中の•レシステイン濃度(mg/ml):

W :試料の採取量(g) -

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-システインピーク面積 .

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-システインのピーク面積

L-システイン塩酸塩含量(g/kg)=いシスティン含量(g/kg)x 1.449

試薬•試液

48いアスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,次の試薬•試液を加える.

19.過ギ酸溶液：ギ酸9mlに過酸化水素1mlを加えて室温に1時間放置したものを使用す 

る.

2〇.過酸化水素:［30%,特級］

21. ギ酸：［99%以上,特級］

22. 奥化水素酸：〇級］

［注］

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.た•だし,10)は次のとおりとする.
10) L-システイン含量(g/kg)= . :

s (mg/ml)x盖X念XザX200XW (g)
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11 ジブチルヒドロキシトルエン
Butylated Hydroxytoluene

略名：BHT

OH

CH3

CI5H24O : 220.35

1. 試験法の概要

食品中のジブチルヒドロキシトルエンをアセトニトリルく2-プロパノール■•エタノール混液 

(2 ：1：1)で抽出する.抽出溶液は一2O~_5°Cに冷却し,油脂分と分離した後,液体クロマ 

トグラフイーにより定量する.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフイー)11'2)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試験採取法に準ずる•

(2 )検液の調製

① 植物油

試料約5gを精密に量り,.混合溶媒50mlを加えてよく振り混ぜた後,一20～ — 5°Cの冷凍庫 

で1時間以上冷却する.冷却後,上層を分取し検液とする.

② バター,魚介類製品及び魚介冷凍品

バターは40°Cで加温融解し,魚介乾製品及び魚介冷凍品は粉砕し,その約5gを精密に量り 

•ホモジナイザーのカップに採る.これに無水硫酸ナトリウム10g及び混合溶媒3) 50mlを加え, 

10分間ホモジナイズする.一 20～ — 5°Cの冷凍庫で1時間以上冷却した後,すばやくろ紙でろ 

過する.残渣はあらかじめ冷蔵庫で冷却した混合溶媒15mlで洗い洗液をろ過する.ろ液は合 

わせ,検液とする.
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(3) 試料液の調製

検液を減圧濃縮しl~2mlとした後,混合溶媒を加え正確に5mlとする.これを0.45Amの 

メンブランフィルターでろ過し,試料液とする.

(4) 検量線用標準液の調製

ジブチルヒドロキシトルエンO.lOOgを正確に量り,メタノールを加えて溶かし正確に 

100mlとし標準液とする(この液1mlはジブチルヒドロキシトルエン1,000/igを含む).標準 

液10mlを正確に採り,メタノールを加えて正確に100mlとし,標準溶液とする(この液1ml 

は,ジブチルヒドロキシトルエン1OO/zgを含む).

標準溶液〇,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り混合液を加えてそれぞれ正確に 

5mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれジブチルヒドロキシトルエン 

〇, 20, 40, 60, 80Ag 及び1 OO/zg を含む).

(5 )測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管4):内径4.6~6.0mm,長さ150~250mm

移動相が：A液 アセトニトリル•メタノール混液(1'1)

B液5 %酢酸溶液

A液• B液混液(7 : 3)

流速：1.0ml/分

測定波長：280nm
② 検量線 人ノぐ へ

検量線用標準液10/Jを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積か

ら検量線を作成する.

③ 定量® :

試料液10/4を正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のジブチルヒドロキシト•ルエン含量(g/kg)を算出する7\

ジブチルヒドロキシトルエン含量(g/MこWX1,〇ぶ075〇…
C :試料液中のジブチルヒドロキシトルエン濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)
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試薬•試液

1. 無水硫酸ナトリウム：［特級］

2. メタノール：［特級］及び［高速液体クロマトグラフ用］

3. アセ！'ニトリル：［高速液体クロマトグラフ用］

4. 酢酸：［特級］

5. 2-プロパノール：［特級］

6. ェタノール：［特級］

7. 混合溶媒：アセトニトリル.2-プロパノール.ェタノール混液(2 ：1：1)

［注］

1)本法は液体クロマトグラフにグラジェント装置を装備することにより,ジブチルヒドロキシ 
トルェンのほかにブチルヒドロキシアニ、ノール及び没食子酸プロピルの同時分析が可能である. 

.2) •本法は植物油,バター,魚介乾製品,魚介冷凍品等に使用できる.
3) 抽出溶媒としてメタノールも使用できるが,煮干しの場合には抽出物が多く試験溶液に濁り 

を生ずる.

4) 市販の充塡カラムとして Wakosil II-5C18HG, Inertsil ODS-2, TSKgel ODS づ 20T 及び 
NOVA-PAK C18いずれも内径4~6mm,長さ15O~25Omm等が使用できる.

5) .グラジェント装置付液体クロマトグラフの場合は,次の条件によりジブチルヒドロキシトル 
ェン,ブチルヒドロキシアニソール及び没食子酸プロピルを同時に測定できる.

カラム管：内径4.6mm,長さ150mm
移動相：A液アセトニトリル•メタノール混液(1:1)

B液5%酢酸溶液
A液の割合を15分間で40-90 %まで変化させ,以後90 %の割合で30分間保持する.

6) 各試料を分析終了後ごとに移動相Aのみを約30分間流すことにより,ほとんどの油脂成分 
を溶出することができる.

7) 本法の添加回収率はジブチルヒドロキシトルェンをO.lg/kg添加した場合,煮干しで約75% 
であるが,食用油,バター,冷凍ェビなどでは80 %以上である.なお,定量限界は約0.005g/ 
kgである.
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12 dl-a-トコフェロール及びd-a-トコフェロ ール

(i/-a_Tocopherol and d~a~^ocopherol

CH.

CH3
C29H50O2 : 430.71

1. 試験法の概要

食品中のdl- a～トコフェロ～ル及びd^a^Yコフェロールは,液体クロマトグラフィーによ 

り定量する.天然にはトコフェロールが分布している.したがって,定量値は,食品由 

来のd~a -トコフェロールと添加されたdha～トコフェロール及びd-a -トコフェロールの合 

計値である•

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)1>

(1) 検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

① 動.植物性油脂25

試料約0.5gを精密に量り,2, 2, 5, 7, 8-ペンタメチル-6-クロマノール(PMC)- n-ヘキサン 

溶液lmlを正確に量って加え,更にヘキサンを加えて溶かし正確に10mlとし,有機溶媒 

用メンブランフィルター(0.45/zm)を用いてろ過し,ろ液を試料液とする.

② その他の食品

試料をあらかじめ粉砕し,約0.5gを精密に量り,60ml容の共栓付き遠沈管に入れる.これ 

に,塩化ナトリウム溶液(14100)1.0mlを加えて軽く振り混ぜる.更にピロガロール•エ 

タノール溶液(6—100) 7ml,水酸化カリウム溶液(60-M00) lmlをカロえて栓をし,70°Cの 

水浴中でときどき振り混ぜながら30分間加温する.氷水中で冷却した後,塩化ナトリウム溶 

液(1-*100)15ml及び酢酸ェチルヘキサン混液(1:9)15mlを加えて5分間激しく振 

とうし,再度氷水中で冷却した後,遠心分離(5分間,3,000回転/分)する.有機層をナス型
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フラスコに移し,更に水層に酢酸エチル•『ヘキサン混液(1•. 9)15mlを加えて同様の操作 

を2個繰り返し,先のフラスコに有機層を合わせる.全有機層を減圧下,4CTCで溶媒を留去す 

る.•残留物にPMC -ヘキサン溶液lmlを正確に量って加え,更に/?-ヘキサンを加えて溶か 

して正確に10mlとする.この液を有機溶媒用メンブランフィルター(O.45Am)を用いてろ過 

し,ろ液を試料液とする,

(3) 検量線用標準液の調製

定量用dl-a-トコフェロール3】又はd~a～トコフェロール0.100gを正確に量り,nキサン 

を加えて溶かし正確に50mlとし,保存用標準原液4化する.その5mlを正確に量り,n_ペキ 

サンを加えて正確に50mlとし,更にこの液5mlを正確に量り,ヘキサンを加えて正確に 

50mlとし,標準液とする(この液1mlは,dl~a -トコフェロール又はd~a -トコフヱロール 

20.0/zgを含む).標準液〇,2, 4, 6ml及び8mlをそれぞれ正確に量り,それぞれにPMC •へ 

キサン溶液lmlを正確に量って加え,rヘキサンを加えてそれぞれ正確に10mlとし,検量線 

用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ边-〇;-トコフェロール又はゴ-a-トコフヱロー 

ル 〇,4.0, 8.0, 12.0/zg 及び16.0/zg を含む).

(4) 測定法

① 測定条件9

けい光光度検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム管：シリカゲルカラム6\内径糸勺4.6mm,長さ約250mm

カラム温度：3(rc

'移動相：ヘキサン■イソプロパノール•酢酸混液(1,000 : 6 5)

流速：1.0ml/分

測定波長：励起波長298nm,蛍光波長325nm

試料注入量：4//17) .. : : . . / .. へ...

② ’■検量線 ：:V ヘへ

検量線用標準液それぞれ4〆ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,それぞれの 

边-〇-トコフヱロール及びPMCのピーク面積を測定し,:Hコフヱロ•ール又はゴ-a-トコ 

フェロールとPMCのピーク面積比を算出し,dl-a-トコフェロール又はd-a-トコフヱロー 

ルの検量線を作成する. -

③ 定量8)

試料液4#1を正確に量り,液抹クロマトグラフに注入し,. h トコフヱロール又:は士 f 

トコフヱロール及びPMCのピ•ーク面積を測定し,dl-a -トコフヱロール又はcba-トコフヱ 

ロールとPMCのピーク面積比を算出する.得られたピーク面積比及び検量線によって試料液
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中のdl-a～トコフヱロール又はd~a -トコフヱロール濃度(〆g/ml)を求め,次式によって検 

俅中の 诏-a-トコフェロール又はd~a~ bコフヱロ ール含量C (g/kg)を計算する.

 c(s/ks)=Wi5o

A :試料液中の边-トコフェロール又は 心〇-トコフェロール濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液
1.イソプロパノール：「高速液体クロマトグラフ用」

2.. ■エタノール■:..ゾ［特級］''..■.二 ： ：

3.酢酸：［特級］有機溶媒用メンブランフィルター(0.45パm)を用いてろ過する.

4.. .酢酸ェチル：［特級］

5.. 水酸化カリウム：：.［特級］

:6.■ピロガロール：［特級］ .; ?

7. -ヘキサン：「高速液体クロマトグラフ用」 ノ ：

8. 2, 2, 5, 7, 8-ペンタメチル-6-クロマノール(PMC): 「ビタミンE定量用」

9. PMC •ヘキサン溶液：PMC 50.0mgを正確に量り,«-ヘキサンを加えて溶かして正確に

50mlとし,保存用内部標準原液とする.その5mlを正確に量り,ヘキサンを加えて正 

確に100mlとする(この液1mlは,PMC50.0/zgを含む).

［注］ :: 入::.:■ -L ::

1) 本法は,セザモール等舫害物質を含む試料では分析が困難な場合があり,フロリジルカラム 
等の固相抽出法による精製処理が必要である.なお,使用する容器は褐色容器を用いる.

2) .固形油脂の場合は一度低温で遠心分離した後,メンブランフィルターを用いてろ過した方が
■よい. ■■ …■ ■ ■■ ■…■ ■ ■ :'、■■ン

3) 定量用dl-a～トコフェロールには,d-a-Yコフェロ ール標準品,又は日本薬局方標準品トコ 

フェロールあるいはビタミンE定量用d-a_トコフェロールを用いることができる.
4) 保存用標準dl-a～トコフヱロール又はd-a-トコフェロール及び保存用内部標準原液は,''遮 

.光してへッドスペースを窒素ガスで置換して冷蔵保存すれば約1力月は安定である..
5) 移動相の組成及び流速は,カラムの状態等により適宜変更する.
6) ジオール系シリカゲルあるいはアミノ系シリカゲルも用いられる.：

7) 試験液に油脂が混入するので,注入量は少ない方がカラムの劣化を防ぐ.: 卜
8) 本法による定量限界は,0.00025g/kgである.

9) 本法による液体クロマトグラムの一例を図に示す.
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く測定条件>
カラム充てん剤：WAKOUSIL 5SIL(5Am)
'カラム管：内径4.6mm,長さ250mm
各トコフェロール標準品：10相/ml
PMC内部標準品：5Ag/ml

注図12-1トコフI ロール同族体標準品の液体クロマトグラム
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ブチル匕ドロキシアニソール

略名:BHA

OH OH

V^c(ch3)3
och3 och3

CnHlsO2 :180.25

1. 試験法の概要

'•食品中のブチルヒド•ロキシアニソールをアセ'トニトリル.2-プロパノール•エタノール混液 

(2 ：1：1)で抽出する.抽出溶液は一20~-5°Cに冷却し,油脂分と分離した後,液体クロマ 

トグラフにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)15～3)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検量線用標準液の調製

上記の⑴および⑵については,nジブチルヒドロキシトルエンを準用する.ただし,「ジブ 

チルヒドロキシトルエン」は「ブチルヒドロキシアニソール」とする. . ..

(3) 測定法

'①’測定条件 ..ノ.’.:ン ■/

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件Kよづて測定する. 

•.カラム充てん剤4>：オクタデシルシリル化シリガゲル

カラム管：内径4.6〜6.0mm,長さ150～250mm

移動相5) : A液 アセトニトリル•メタノール混液(1:1)

B液5 %酢酸溶液

A液..B液混液(9 ：1)

流速：1.0ml/分

測定波長：280nm
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② •検量線•

検量線用標準液10/4を正確に採り,液体クロマトグラブに注入し,得られたピーク面積か

ら検量線を作成する.

③ 定量6) :/

試料液10/zlを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のブチルヒドロキシアニソール含量(g/kg)を算出する.

ブチルヒドロキシアニソール含量(g/kg)=Wx笠0(g)
C :試料液中のブチルヒドロキシアニソール濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1. 無水硫酸ナト.リウム：［特級］

2. メタノール：［特級］及び［高速液体クロマトグラフ用］

3. アセトニトリル：［高速液体クロマトグラフ用］

4. 酢酸：［特級］

5.. 2-プロパノール：［特級］

6. エタノール:［特級］

7. 混合溶媒：アセトニトリル.2-プロパノール.エタノール混液(2 :1:1)

［注］

.1)本法は液体クロマトグラフにグラジェント裝置を装備することにより,.ジプチルヒPロキシ 
トルエンのほかにブチルヒドロキシアニソール及び没食子酸プロピルの同時分析が可能である.

2) 本法は植物油,バター,魚介乾製品,魚介冷凍品等に使用できる.

3) 抽出溶媒としてメタノールも使用でき.るが,煮干しの場合には抽出物が多•く試験溶液に濁り 
を生ずる.

4) 市販の充塡カラムとして Wakosil I 卜 5C18HG, Inertsil ODS-2, TSKgel ODS-120T 及び 
NOVA-PAK Cl8いずれも内径4~6mm,長さ150~250mm等が使用できる.次の条件により 
ジブチルヒドロキシトルェン,ブチルヒドロキシアニソール及び没食子酸プロピルを同時に測 

定できる.

カラム管：内径4.6mm,長さ150mm
移動相：A液アセトニトリル.メタノール混液(1:1) ゾ

: B液5%酢酸溶液 ：
Aの割合を15分間で40- 90 %まで変化させ,.以後90%の割合で_30分間保持する..

5) 各試料を分析終了後ごとに移動相Aのみを約30分間流すことにより,ほとんどの油脂成分 
を溶出することができる.

.6)本法の添加回収率はジブチルヒドロキシトルェンをO.lg/kg添加した場合,.煮干しで釣75 % 
であるが,食用油,バター,冷凍ェビ等では80%以上.なお,定量限界は約0.005g/kgである.



58 第2章酸化防止剤

14没食子酸プロピル
Propyl Gallate

略名:PG

HO
CI0Hi2O5 : 212.20

1. 試験法の概要

食品中の没食子酸プロピルはアセトニトリル.2-プロパノール•エタノール(2 ：1：1)混 

液で抽出する.抽出溶液は一20 5°Cに冷却し,油脂分と分離した後,液体クロマトグラフ 

ィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)1

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3 )試料液の調製

(4) 検量線用標準液の調製

上記の(1)～⑷については,11ジブチルヒドロキシトルエンを準用する.ただし「ジブチル 

ヒドロキシトルエン」を「没食子酸プロピル」とする.

(5) 測定法

①測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管:内径4.6-6.0mm,長さ150~250mm
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移動相4)'5) : A液 アセトニトリル•メタノール混液(1：1)

B液5%酢酸溶液

A液• B液混液(1:1)

流速：1.0ml/分

1 測定波長：280nm

② 検量線

検量線用標準液10//1を正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積か

ら検量線を作成する.

③ 定量6)

試料液10/zlを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中の没食子酸プロピル含量(g/kg)を算出する.

没食子酸プロピル含量(g/kg) =wxl,0(^(g)/5(g)

C :試料液中の没食子酸プロピル濃度(Ag/ml)

W ：試料の採取量(g)

試薬•試液等

11ジブチルヒドロキシトルェンの試薬•試液等を準用する.、..

［注］ :
1) 本法は液体クロマトグラフにグラジェント装置を装備することによ：り,没食子酸プロピルの 

ほかにジブチルヒドロキシトルェン及びブチルヒドロキシアニソールの同時分析が可能である.

2) 本法は植物油,バター,魚介乾製品,魚介冷凍品等に使用できる.
3) 市販の充てんカラムとしてWakosil1卜5C18HG, Inertsil ODS-2, TSKgel ODS-120T及び 

NOVA-PAK C18いずれも内径4〜6mm,長さ15〇〜250mm等が使用できる.
4) グラジェント装置付き液体クロマトグラフの場合は,次の条件により没食子酸プロピル,ジ 

ブチルヒドロキシトルェン及びブチルヒドロキシアニソールを同時に測定できる.
移動相：A液 アセトニトリル•メタノール混液(1：1)

B液5%酢酸溶液
A液の割合を15分間で40- 90%まで変化させ,.以後90 %の割合で30分間保持する.

5) 各試料を分析終了後ごとに移動相Aのみを約30分間流すことにより,ほとんどの油脂成分 

を溶出することができる.
6) 本法の添加回収率は没食子酸プロピルをO.lg/kg添加した場合,煮干しで70%程度である 

が,■•そのほかはいずれも85%以上である.なお,定量限界は約0.005g/kgである.
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殺菌料



62 第3章殺菌料

15過酸化水素
Hydrogen Peroxide

H2O2 : 34.01

1. 試験法の概要

食品中の過酸化水素は,水抽出あるいは希釈した後,カタラーゼ分解で生成する酸素を,酸 

素電極装置により測定する1\

2. 試験法(酸素電極法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を睾用する'

(2 )試料液の調製

① 固体食品

試料約5gを精密に量り,ホモジナイザー用カップに入れ,リン酸緩衝浸出液40mlを加え, 

外槽を氷水で冷却しながら約2～3分間ホモジナイズする气 シリコーン樹脂1滴を加え, 

50mlのネスラー管に移し,リン酸緩衝浸出液を用いて正確に50mlとし,軽く振り混ぜ,速や 

かにひだ折りろ紙4)で受器を氷冷しながらろ過する.ろ液の最初の数滴は捨て,その後のろ液 

を試料液とする.試料液は直ちに測定に供する.

② 液体食品5>

開封前に,1時間以上氷冷する.

(3)検量線用標準液の調製

過酸化水素水1mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとして過酸化水素溶液とし,次 

のとおり標定する.本液はたびたび標定し直す.

過酸化水素溶液1mlを正確に量り,100mlの共栓フラスコに入れ,水20ml,硫酸(1

10)及びヨウ化カリウム溶液(110)10mlを加え,10分間暗所に放置した後,遊離したヨ 

ウ素を20mmol/lチオ硫酸ナトリウム溶液で滴定する(指示薬：デンプン試液1ml).このと 

きの値をV (ml)とし,別に空試験を行ったときの滴定値をV。(ml)として,次式より過酸



15過酸化水素 63

化水素溶液中の過酸化水素濃度H (mg/ml)を求める.

H(mg/ml)=(V-Vo) X0.3401

標定後,1時間以上氷冷した過酸化水素溶液10mlを正確に量り,更にリン酸緩衝浸出液 

10X(H-1.0)mlを正確に量って加え,過酸化水素標準原液とし(この液1mlは,過酸化水素 

l.Omgを含む),冷*蔵する.

用時,過酸化水素標準原液10mlを正確に量り,リン酸緩衝浸出液を加えて正確に100mlと 

し,更にこの液1mlを正確に量り,リン酸緩衝浸出液を加えて正確に100mlとし,過酸化水 

素標準液とする(この液lmlは過酸化水素1.0/zgを含む)®.

過酸化水素標準液〇,2, 4, 6, 8ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,それぞれにリン酸緩 

衝浸出液を加えてそれぞれ正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,そ 

れぞれ過酸化水素〇,0.2, 0.4, 0.6, 0.8/zg及び1.0Agを含む)久

(4)測定法

①測定

a固体食品

図15-1に示すような酸素電極装置を用い,次の操作手順によって測定する.

試料液2mlを正確に量り,図15-1の試料セル®内に入れ,ごく少量のシリコーン樹脂を力口 

えた後,密栓する.スターラーでセル内をかき混ぜながらAより窒素ガスを流し,試料液中 

の溶存酸素を追い出す.コックを切り換え,窒素ガスをBよりセルのヘッドスペースに流し 

ながら,酸素電極による電位の変化を記録計上で読み取り,安定した時点で〇調整を行う.あ 

らかじめ窒素置換したカタラーゼ溶液20a19)をセル内に注入して,試料液中の過酸化水素の 

分解により生じた酸素による電位をピーク高さ1wとして測定する.なお,ジャケット内には 

30°Cの恒温水を循環させる11>.

窒素

図！ 5-1酸素電極装置の概略
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b液侔食品

リン酸緩衝浸出液lmlを正確に量り,図15-1の試料セル内に入れた後,密栓する.スター 

ラーでセル内をかき混ぜながらAより窒素ガスを流し,リン酸緩衝浸出液中の溶存酸素を追 

い出す.コックを切り換え,窒素ガスをBよりセルのヘッドスペースに流しながら,酸素電 

極の電位の変化を記録計上で読み取り,安定した時点で〇調整を行う.コックを再度Aに切 

り換え,栓を開け,開封直後の試料1mlを正確に量り,試料セル内に入れた後,再度密栓す 

る.スターラーでセル内をかき混ぜながらAより窒素ガスを流し,試料中の溶存酸素を追い 

出す.コックを切り換え,窒素ガスをBよりセルのヘッドスペースに流しながら,酸素電極 

の電位の変化が〇点近くを示したとき1»,あらかじめ窒素置換したカタラーゼ溶液20/zlをセ 

ル内に注入して,試料液中の過酸化水素の分解により生じた酸素による電位をピーク高さどし 

て測定する. ン:：へ ：へ：:
②検量線 ： ： ::：

検量線用標準液それぞれ21111を正確に量り,酸素電極装置に入れ,①測定の項に従って得 

られたピーク高さから検量線を作成する.

:.③■定量 .ぐ： ノ'::：：::：〆::::

a固体食品

試料液について得られたピーク高さと検量線によって試料液中の過酸化水素濃度A (Ag/ 

ml)を求め,次式によって検体中の過酸化水素含量C (g/kg)を計算する1气

c 關=15^

A :試料液中の過酸化水素濃度(/zg/ml)
W：試料の採取量(g),:: 人 : ：

b液体食品

試料液について得られたピーク高さと検量線によって試料液中の過酸化水素濃度A ("g/ 

ml)を求め,検体中の過酸化水素含量2A (g/L)とする145.

試薬•試液

1. 過酸化水素水：［30%,特級］

2. カタラーゼ(EC1.11.1.6):市販品を用いる.

3. カタラーゼ溶液：カタラーゼを水に溶かして5,000U/mlとなるように調製する.

4. 臭素酸カリウム：［特級］

5•シリコーン樹脂：(消泡用)［食添］

6. リン酸ーカリウム：リン酸二水素ーカ•リウム［特級］'

7. リン酸ニナトリウム：リン酸水素ニナトリウム•12水［特級］
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8.リン酸緩衝浸出液:リン酸ーカリウム27.2gを量り,水を加えて溶かして1,000mlとし 

'.たものを第1液とし,リン酸ニナトリウム71.6gを量り,水を加え'て溶かし1,000mlとし 

たものを第2液とする.第1液3容量と第2液5容量とを混和し,両液を用いてpHを7.0 

に調整1®した混液1,000mlに,臭素酸カリウム5gを溶かす1®.氷冷下で1時間以上窒素を 

通気しながら17使用する.保存は冷蔵する.

［注］■■ : ■ ノ ■■ ■ ■ ■■:、ン■■ ■ : ■■:■:…■ ■ ■ ■ ■ ■ / ■ ■■ ■ ■ ■ ■ ■ 、■■■■': ノ ■ ■

1) 酸素電極装置が無い場合は,次の方法でも測定することができる.じかし,これらの定量法 
は酸素電極法に比し,感度及び再現性の点で劣る.

ヨウ素滴定法：山本ら,食品衛生学雑誌,22, 60 (1981)
4-アミノアンチピリン比色法：宮本ら,衛生化学,22, 76 (1976)
改良4-アミノアンチピリン比色法：伊藤ら,J. Assoc. Off. Anal. Chem., 64,1,448(1981)

2) 過酸化水素は酸化分解されやすいので,検体は長時間空気と接触させないように.して冷蔵保 

存し,必要量を包丁,ハサミなどで細切する.
3) ホモジナイズは激しすぎると過酸化水素が分解するので,過度な回転及び時間は避ける.
4) 迅速に行うため,たとえばNo.5A相当品を用いる.
5) 牛乳のような中性液体食品の場合はそのまま試料液とすることができるが,..通常i時間以上 
..氷冷したリン酸緩衝浸出液を用いて試料セル内で2倍希釈する.

6) 過酸化水素の希釈溶液はきわめて不安定であるから,測定直前に調製する.また調製に用い 
るガラス器具は傷のない新しい器具を使用する.長時間を経過したものは調製しなおす方がよ

,い.
7) 定量限界付近の測定では,過酸化水素標準液〇, I, 2, 3, 4ml及び5ml_をそれぞれ正確に量 

り,それぞれにリン酸緩衝浸出液を加えて正確に50mlとし,それぞれを検量線用標準液とす 
る(これらの液lmlは,それぞれ過酸化水素〇,0.02, 0.04, 0.06, 0.08Ag及び0.1/zgを含む). 

ただし,検量線の直線性は10倍濃度のものに比し,若干悪ぐなる.
8) .セル内は,水で4～5回洗浄した方がよい.気泡が壁に付着しやすくなった場合には,通常の 
•器具洗浄剤で数回洗い,更にろ紙で内部をぬぐった後,水でよく洗浄する.そのときは電極の 

膜も交換した方がよい.
9) 過酸化水素1郎/mlに対し,カタラーゼは30U以上あれば十分であるが,食品成分による妨 

.害等を考慮し,100U用いている.また注入量は少ないほど測定に対する影響が少ないので,
できるだけ濃厚なカタラーゼ溶液を用いることが望ましい.

10) 過酸化水素o.l/zg/mi溶液の典型的なチャートを注図15-1に示す.
11) 本法は酵素反応を用いているため,一定の温度条件下で測定する必要があり/常温より若干 
高いMTCとしたが,20~30°Cの間の任意の温度を用いてもよい.しかし,氷冷した液体試料を 

試料内希釈するため,30°Cの方が望ましい.
!2)溶存酸素を含まない液体試料の場合,測定中の溶存酸素の影響で過酸化水素を生成する場合 

がある.そこで,あらかじめ試料セル内のリン酸緩衝浸出液中の溶存酸素を除き,電位の安定 
•した時点で〇点調整を行った後,試料を入れる.そのとき,微少の電位変化を生じるが,なる 
ベく早くカタラーゼ溶液を加える方がよいので,〇点近くなったらカタラーゼ溶液を加える. 

試料を加えてカタラーゼ溶液を加えるまでの時間は1分以内に収まるように,迅速に行う.こ 
の操作により,中性溶液中溶存酸素の影響で過酸化水素を生成する液体試料について,分析操 

作中の人為的過酸化水素の生成を抑えることができる.
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13) 本法による固体試料での定量限界は,O.l/zg/gである.

14) 本法による液体試料での定量限界は,O.Ol/zg/gである.
15) カタラーゼの至適pHは6.0-8.0の間でほぼ一定であるから,ここでは中間のpH7. 〇を用い

■た. ■、■■ ■■ ■ ■ : :: : ■ ■ブ ：ノ ■ ■ : ■ : ■ン \ ■
16) 臭素酸カリウムは,：食品中の還元物質の作用を抑制することにより過酸化水素の分解を防止 

する.臭素酸カリウムの濃度は0.5 %以上で良好な回収率を示す.

17) 約1時間窒素ガスを通気することにより,リン酸緩衝浸出液中の溶存酸素量は0.3ppm位に 

なる.しかし,密栓保存することにより,約10倍に上昇するため,分析中,窒素ガスの通気は 
常時行う.この操作により,リン酸緩衝浸出液中の溶存酸素量を低く抑え,,分析搡作を迅速に 

行えるようになる.

■
ピI
ク
高
さ.

A

注図15-1過酸^:水素の測定パターン
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16亜塩素酸ナトリウム
Sodium Chlorite

NaClO2 : 90.44

1. 試験法の概要

食品に付着しでいる亜塩素酸ナトリウムは,水により浸出し亜塩素酸ナトリウムとしてイオ 

ンクロマトグラフィーにより測定する.

2. 試験法(イオンクロマトグラフィー)1)

(1) 検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を用いる. ： ： ヘ '

(2) 試料液の調製

試料25.0gを芷確に量り,水75mlを加え,軽く振り混ぜながら10分間放置する.次に浸出 

液をろ紙でろ過する..ろ液を5ml分取してクリーンアップ用カートリッジカラムaに通し,そ 

の液を試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

80 %亜塩素酸ナトリウム水溶液約1.25gを精密に量り3\水を加えて溶かし正確に100mlど 

する.この液Im］を正確に量り,水を加えて正確に100mlとしたものを標準液とする(この 

液1mlは亜塩素酸ナトリウム約1OO/zgを含む).標準液〇,1,5,10, 25ml及び50mlを正確 

に採り,それぞれ水を加えて正確に100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは 

それぞれ亜塩素酸ナトリウム約〇,1,5,10, 25Ag及び50Agを含む).

(4) 測定法

①測定条件

紫外線吸収検出器付イオンクロマトグラフを用い,次の条件によって測定する. 

充てん剤4> :ポリアクリレート系強酸性陰イオン交換樹脂

カラム管：耐アルカリ性ポリアクリレート製,内径4,6~6.0mm,長さ150～250mm
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カラム温度：40°C

溶離液：lmmol/lホウ酸塩緩衡液

流速：l.Oml/分

測定波長：260nm u

② 検量線

検量線用標準液それぞれ正確に10//1ずつを採り,イオンクロマトグラフに注入し,得られ 

たピーク面積から亜塩素酸ナトリウムの検量線を作成する.

③ 定量 _

試料液10Alを正確に量り,イオンクロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線 

によって試料液中の亜塩素酸ナトリウム濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中の亜塩素 

酸ナトリウム含量C (Ag/g)を計算する5).

試料中の亜塩素酸ナトリウム含量(mg/kg) = A^,75 XF

A :試料液中の亜塩素酸ナトリウムの濃度Qzg/ml)

• F :注3)によって標定したファクター

.W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1.3 %硫酸：濃硫酸3mlを水95mlに加えたもの.

2.lmmol/lホウ酸塩緩衝液：0.01mol/lホウ酸塩緩衝液.(pH標準液,pH9.18を水で10倍 

に希釈したもの.

3...超純水：比抵抗値17MU - cm以上のもの.

4.クリーンアップ用カートリッジカラム8 : メタノール5ml,続いて水10mlでコンディシ 

ョニングしたもの■

［注］
1) 電気伝導度検出器でも測定可能であるが,UV検出器を用いるとC1-ピークが出現しないた 

め良好なクロマトグラムが得られる.
2) クリーンアップ用カートリッジカラムとしてはSep-Pak Plus C18などがある.
3) 亜塩素酸ナトリウムの標定は標定用標準溶液lmiを正確に量り,ヨウ素瓶に入れ,3 %硫酸

12ml,水40ml及びヨウ化カリウム4gを加え,直ちに密栓して暗所に15分間放置し,遊離し 
たヨウ素を〇 .lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液で滴定する(指示薬：デンプン溶液).別に空試 

験を行い補正する. .
O.lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液lml= 2.261 mg亜塩素酸ナトリウム

4) カラムとしては,TSKgel IC-AnionゴWXLPEEK (東ソー(株)製),又は同等のものを用い 

■ ■る,
5) 本法の添加圏収率は90-100%, CV値5%である.また,確認R度ほ試料濃度としてImg/
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kgである.
6)亜塩素酸のイオンクロマ1グラム_の一例を示す.

2 5 10 15 20(分)

注図4-!亜塩素酸のイオンクロマトグラム



17二酸化硫黄及び亜硫酸塩類 71

17二酸化硫黄及び亜硫酸塩類
Sulfur Dioxide and Sulfites

Na2S2O5 :190.11

亜硫酸水素カリウム
Potassium Hydrogen Sulfite 
KHSOs :120.17

亜硫酸水素ナトリウム

Sodium Hydrogen Sulfite 
NaHSO3 :104.06

亜硫酸ナトリウム(結晶) 亜硫酸ナトリウム(無水)
Sodium Sulfite (crystal) Sodium Sulfite (anhydride)
別名：亜硫酸ソーダ(結晶) L別名：亜硫酸ソーダ(無水)

Na2SO3 . 7H2O : 252.15 Na2SO3 :126.04

次亜硫酸ナトリウム 二酸化硫黄
Sodium Hydrosulfite Sulfur Dioxide
別名：ハイドロサルファイト 別名：無水亜硫酸
Na2S2O4 :174.11 SO2 : 64.06

ピロ亜硫酸カリウム ピロ亜硫酸ナトリウム
Potassium Pyrosulfite Sodium Pyrosulfite
別名：メタ重亜®酸カリウム 別名:メタ重亜硫酸ナトリウム,
K2S2O5 : 222.33 酸性亜硫酸ソーダ

1.試験法の概要

食品中の二酸化硫黄及び亜硫酸塩類は,アルカリ滴定法(試験法A)又は比色法(試験法 

B)により二酸化硫黄として定量する.必要があれば分子量比を乗じて,亜硫酸ナトリウム, 

次亜硫酸ナトリウム,又はピロ亜硫酸カリウムの量として求める.通常,試験法Aは二酸化 

硫黄として約O.lg/kg以上の食品に,試験法Bは約O.lg/kg以下の食品の分析に用いる.二酸 

化硫黄の含有量が全く未知の検体では,まず試験法Aで測定し,アルカリ滴定量が0.1ml以 

下のものについては,試験法Bを用いるとよい.

本試験において試料液並びに標準液の調製に用いる水は,用時,精製水を煮沸し,冷却した 

ものを使用する1).
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(〇
二重冷却管

(G).
流量計

⑻ ' D ノ''C

50ml
ナシ型フラスコ

2.試験法

試験法A (アルカリ滴定法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する2り

(2)試料液の調製

あらかじめ図17-1の通気蒸留装置を組み立て,フラスコ(A)に0.3 %過酸化水素溶液10ml 

を入れ,メチルレッド• メチレンブルー試液3滴を加える.次に〇 .01mol/l水酸化ナトリウム 

溶液1〜2滴を加え3\装置に取り付ける.フラスコ(B)には試料の一定量41を精密に量って加 

え,エタノール2ml5),液体食品以外の場合は水20ml®,更に消泡用シリコーン油2滴7>及び 

リン酸溶液(l-~>4)10ml«を加え,速やかに装置に取り付ける.窒素ガスを流量計(G)を通 

じて,O.5~O.6L/分9'*の速度で通気しながら,ミクロバーナ—(D)10)の炎の高さを4~5cmと 

し,.フラスコ(B)を約10分間加熱111する..次にフラスコ(A)を'はずし,•試料液とする.

luuIQ
N

g

-------.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

丄 

lulu
。2—

—

窒
素
ガ
ス

図け-!通気蒸留装置
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(3) 空試料液の調製

⑵試料液の調製における試料の代わりに水20mlを用い,词様に操作して空試料液とする.

(4) 測定法

試料液及び空試料液を0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液で液の色がオリーブグリーンになる 

まで滴定し,次式によって検体中の二酸化硫黄含量(g/kg)を計算するン

二酸化硫黄含量(g/kg) = (a-b) XFX0.32X^-

a :試料液の滴定量(ml)

b ：空試料液の滴定量(ml)

W :試料の採取量(g)

F : 0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液のファクター

0.32 : 0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液1mlはSO2 O.32mgに相当する.

試験法B (比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

あらかじめ図17-1の通気蒸留装置を組みたて,フラスコ(A)に〇 .lmol/1水酸化ナトリウム 

溶液12! 20mlを入れ,装置に取り付ける.次にフラスコ(B)に蒸留水20ml,5%ジメドンエタ 

ノール溶液lml131,アジ化ナトリウム溶液(1100)1ml14),エタノール2ml5),消泡用シ 

リコーン油2滴7)及びリン酸溶液(1—4) 10ml8)を入れ,装置に取り付ける.窒素ガスを流 

量計(G)を通じて0.5-0.6L/分の速度で5分間通気する1气 次にフラスコ(B)をはずし,試料 

2g4Sを正確に量り,速やかに入れ,再び装置に取り付け,窒素ガスをO.5-O.6L/分の速度で 

流しながら,ミクロバーナー1®の高さを4~5cmとし,フラスコ(B)を約10分間加熱する11 

フラスコ(A)をはずし,試料液とする.

(3 )空試料液の調製

⑵試料液の調製における試料の代わりに水20mlを用い,同様に操作して空試料液とする.
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(4) 検量線用標準液の調製

亜硫酸水素ナトリウム(NaHSO3)162.5mg(S02100mgに相当する)を正確に量り,

O.lmol/1水酸化ナトリウム溶液に溶かして100mlとし,標準原液とする.標準原液lmlを正 

確に採り,0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液に溶かして500mlとし,標準液とする(この液lml 

は,二酸化硫黄(SO2) 2/zgを含む).標準液は氷室に保存し,2～3 H使用できる.

標準液〇1®,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,それぞれに0.1mol/l水酸化ナ 

トリウム溶液を加えてそれぞれ正確に5mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは, 

それぞれ SO2 〇, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6Ag 及び 2//g を含む).

(5) 測定法

① ■測定 へて’'ン \人_八.:：

試料液5mlを正確に量り,蒸留水0.1mlを加えたものを(A)とし,新しく,試料液5mlを正 

確に量り,0.3%過酸化水素溶液0.1mlを加えたものを(B)とする1久(A)及び(B)のそれぞれ 

にパラロザニリン■ホルムアルデヒド混液lmlずつを正確に加え,よ•く振り混ぜ,室温で15 

分間放置した後,それぞれの液につき,試薬ブランクを対照とし,波長580nmにおける吸光 

度を測定する1®.

② 検量線

検量線用標準液5mlずつをそれぞれ正確に量り,それぞれにつぃて①測定と同様に操作し, 

吸光度を測定した後,検量線を作成する.

二③定量 'ン,ン::ペ：:：、

試料液の呈色反応後の吸光度〔(A)の吸光度一(B)の吸光度〕を算出し,検量線より,試料 

後中の二酸化硫黄濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中の二酸化硫黄含量(g/kg)を計 

算する.

二酸化硫黄含量(g/kg)=T^|^X5X^

C :試料液中の二酸化硫黄濃度(/zg/ml)

て：J ■バへ；/:Wン試料の採取量(g) • く ；

亜穂酸ナトリウム(無水)含量(g/kg) 土二酸化硫黄含量(g/kg) X1.968

亜硫酸ナトリウム(結晶)含量(g/kg)=二酸化硫黄含量(g/kg) X 3.936

次亜硫酸ナトリウム含量(g/kg)=二酸化硫黄含量(g/kg)X2.718

/•ピロ亜硫酸カリウム含量(g/kg)=二酸化硫黄含量(g/kg)X3.471
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試薬•試液
1. アジ化ナトリウム：市販品を用いる.

2. エタノール：［99.5v/v%高速液体クロマトグラフ用］遮光して保存する.

3. 塩酸パラロザニリン：［特級］

4. 過酸化水素水：［30%,特級］

5. 0.3 %過酸化水素溶液：過酸化水素水1mlに水を加えて100mlとする.用時調製する.

6. ジメドン：［特級］

7. 5 %ジメドンエタノール溶液：ジメドン5gを量り,エタノールを加えて溶かして100ml

とする.用時調製する135.

8. 消泡用シリコーン油：［食添］

9‘パラロザニリン溶液：塩酸パラロザニリン40mgに塩酸20mlを加えて溶かし,水を加え 

て100mlとする.

10. パラロザニリン•ホルムアルデヒド混液：パラロザニリン溶液と0.2%ホルムアルデヒ

ド溶液の等量を混和する.

11. ホルマリン：［日本薬局方医薬品各条］

12. 0.2%ホルムアルデヒド溶液：ホルマリン3gを量り,水を加えて500m1とする1气 用時

調製する.

13. メチルレッド•メチレンブルー試液20>： メチルレッド0.2g及びメチレンブルーO.lg \こエ 

タノールを加えて溶かして100mlとする.

14. リン酸溶液(W4):リン酸100mlに水240mlを加える.

15. 亜硫酸水素ナトリウム：［特級］

■［注］:.■,■■- ■ンマンペ'■ン ■:八■ \广■ ■■■リ■:ぐ■てンン：■ ■ゾ■'ン：ご■ : ■ ノ
1) .'蒸留水中の溶存酸素によって微量の亜硫酸が硫酸に酸化されるので,.本操作に用い••る水は脱 
気したものを用いる-

2) 固体食品は,ばらつきが多ぐ,とくに乾燥果実は個体差が大きいので均一-化に注意する.
3) 番液の色調は紫色からオリーブグリーンに変わる.捕集液をあらかじめ中性とするための操 

作である.
4) 各試料の採取量は, •ぶ•どう酒,天然果汁及びしょ•う抽等の液体食品でほ20g,ねり'わさび,' 

糖蜜,水あめ,キャンデッKチヱリー及び乾燥果実では5g,こんにゃく粉,切9干し大根,甘
二納豆,煮豆,みそ,チョコレート,にんにく,冷凍むきえび及びゼラチン等では.lg,かんぴょ 

..うでは〇 ,l~0.2gが適当である.試料の採取量が多すぎると膨潤や気泡を生じ,•亜硫酸の測定値 
■が低くなったり,測定不能になることがある.また,•かんぴょう等では試料の採取量が少なく, 
SO2の含有量が不均一である場合があるので,試行数を増し,同一検体について3試行の平均 
値を求めると比較的正確な値が得られる.

5) .膨潤し,流動性が失われるのを防ぐ目的で用いる.比色法1試験法B)では,エタノール中 
の不純物が定量の妨害となるので,高純度(高速液体クロマトグラフ用)のものを使用する.
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6) 液量調整の百的で加える.液体食品では加える必要はない. ：
7) •気泡止めの目的で用いる..多量のホルマリンが混在する市販品があり,これちを用いると定 

量妨害となる.
8) SO2tしてlmgに対応する亜_酸水素ナドリウ厶を氷20mlに添加し,これに5,1〇,15, 

20,25, 30, 40vol%及び50vol%のリン酸溶液それぞれ10mlずつを加え,本操作によるSO2
•の回収率実験を行った結果では,リン酸溶液(1->20)の場合は65.2%と低いが,(1^10) 
.•以上ではいずれも99 %以上であった.

9) 102としてlmgに対応する亜硫酸水素ナ4ザウムを水20mHこ添加L,'•窒素ガス流量を0.1,
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,1,1.2, 1.5L及び2L/分としてSO2の回収率を測定した.と 

:こ.ろ,•,.窒素ガス流量が0.1,0.2, 0.3L/分での回収率は,.それぞれ15.2 %, 65.9 %, 92.5 %と低 
/いが,0.4-2L/分ではいずれも99 %以上の回収率であった.しかし,有機酸含量の多いぶどう 

.酒等の場合,窒素ガス流量が1.2L/分以上では有機酸の影響が大き.くな'り,• ；S02の見かけ上の数 
値が高くなる..これらの実験結果より,窒素ガス流量を〇_5~0.6L/分とした.本法では窒素ガ 

•ンスの代わりに空気を用いてもよい. ：.

10) .普通のガスバーナーの外側をはずしたものを用いてもよい.. . .
11) /炎の強度によるso2の回収率を求めたところ,炎の強度はほとん•ど関係ないがン試料が乾固

しないように注意する. .. . .
SO2としてlmgに対応する亜硫酸水素ナトリウムを添加した試料を用いた場合,:5分間加熱 

で97.3-98.7%のS02が回収され,10分間加熱では99.4-100%のS02が回収された.しかし, 
.'.••実験条件’(炎の強さ,流速等)によっては,10-20分間加熱部分に1.5-3.5 %程度の微量の 

•7:''SO2が残存することがある..また,キクラゲ等では,〇～10分間加熱ではまったく.SO2は検出さ 
:れず,10-20分間加熱部分に検出されるものがあるが,■これはSO2ではなく,キクラゲ中の含 

.硫成分によるものと考えられる. .... . ....
12) .放置中に空気中のS02ガスを吸収するので,.調製後密栓しヤ保存する.. く ..

13) .検体中にホルムアルデヒド,アセトアルデヒド等が存在すると,パラロザニリ'ン•ホルムア 

ルデヒド混液による亜硫酸の呈色が妨害されるので,これを防止する目的で用いる.■•アセトア 

ルデヒド2.5gが存在してもその妨害は認められない.ジメドンは,逝'ず高速液体クロマトグラ
'フ用エタノールに溶かすこと.この溶液は放置すると',so2の回収率が低下するので,用時調 

製したものを用いる.
14) ,亜硝酸による影響を•除く百的で用いる,亜硫酸lmgに対し•て亜硝酸0.05mgでは,•ほどん•ど 

.影響し•ないが,:.•それ以上では妨害のおそれがある.•アジ化ナト：リウム•溶液(1^100)1mlの添 
加により,..亜硝酸lmgまでの影響を除くことができる.アルカリ滴定法は亜硫酸含量の高い検 

体に適用さ'れるので,■亜硝酸の影響•はほとん••ど認められ'ない•が,'•■アジ化ナ•卜•リウム溶液(1
100)を加えて■もよい. ノ… ヘ ぐ： :： :

15) アルカリ滴定法に比べて微量の亜硫酸を定1するため,試液及び装置中に酸素があると亜硫 
酸は硫酸に酸化されるので,置換の目的でこの搡作を加えた.SO2としてWAg添加の際,この 
操作を省略すると回収率は1〇〜20 %程度減少する■

.また,窒素ガスの代わり•に空気を用いると空気中め酸素によって30-40%減少するので必ず 
:ノ ：:窒素ガスを用いる.,乂 ノ：…： ペ.ノ ：■ン.. .乂 ペ
.16)試薬ブランクである.比色定量の際の文寸照として用いる,,"...j ■:... .:ペ 

17) 0.3 % H2O2を加えるこ•とにより,.■亜硫酸は硫酸に酸化され呈色•••し•な'ぐな•る•.ビこの操作を行う
ことにより,亜硫酸以外の呈色物の影響を削除できる.： ：



18) 本法の原理は次のとおりである.
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19) ホルマ•リン(日局)は,新しいものはホルムアルデヒド35.0-38.0%を含むので,.この調製 

法により0.21-0.23%溶液が得られる.ホルマリンは劣化が激しいので注意を要する..
20) 長期間保存して沈殿が生じたり,色調が変化する場合は,メチルレッド〇.2gにエタノール 

50mlを加えて溶かしたもの及びメチレンブルーO.lgにエタノール50mlを加えて溶かしたもの 

をそれぞれ別々に保存し,用時等量混和するとよい.





弟5早
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18イマザリル
Imazalil

Cl

C14Hi4Cl2N2〇 : 297.18

1. 試験法の概要1)

食品中のイマザリルは,.ブルカ'リ性下に'酢酸エチルで抽出後,：硫酸溶液及び酢酸エチルによ 

る液液分配により精製し,液体クロマトグラフィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

①かんきつ類

検体5〜10個を選び,8分割法2>により平均的に検体250~300gを採り,ホモジナイズして

試料とする.

® バナナ

1-2房のバナナから3-4本を任意に採取し,先端及び果柄部を可食部の近くで切断する. 

果肉を果皮ごと約1cmずつの輪切りにしたものを交互に,各検体についてほぼ均等に約200g 

採取し’ホモジナイズして試料とする.

(2)試料液の調製

試料約10gを精密に量り,5mol/l水酸化ナトリウム溶液2mL及び無水硫酸ナ］' リウム®を 

20~40g加えて十分にかくはんし,酢酸エチル50mlを加え,3分間ホモジナイズする.遠心 

分離(3分間,3,000回転/分)した後,上澄液を分取する.残留物に酢酸エチル50mlを加え, 

同様に操作する.全上澄液を分液漏斗に合わせ,5 %炭酸ナトリウム溶液50ml,水50mlで順 

次洗浄した後水層を捨てる.次いで酢酸エチルに〇  ,0025mol/l硫酸溶液50mlを加え,振り混
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ぜた後,水層を分取し,この操作を更に1回繰り返し,全氷層を分液漏斗に合わせる.氷層に 

5mol/l水酸化ナトリウム溶液5mlを加えた後,酢酸エチル25mlを加えよく振り混ぜる.この 

操作を更に1回繰り返し,酢酸エチル層を分取し45,無水硫酸ナトリウム10gで脱水後,減圧 

乾固する.残留物はメタノール•水混液(75 : 25)5mlを加えて溶解し,試料液とする.

(3)検量線用標準液の調製

イマザリル50mgをメタノールに溶かし正確に100mlとし,標準原液とする(この液1ml 

はイマザリル500^gを含む).標準原液をメタノール•水(75 : 25)で適宜希釈し,1ml中に 

イマザリルが1,2, 3, 4パg及び5Agを含むように標準液を調製する5\

(4 )測定法

①測定条件

紫外線吸収検出器付液体クロマトグラフ(HPLC)を用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル6)

カラム管：内径4.6mm,長さ150～250mm

カラム温度：40°C

移動相：メタノール•水混液(7 5 : 25)

流速:1ml/分

測定波長：230nm

② 検量線

検量線用標準液20Alずつをそれぞれ量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高さ又は 

ピーク面積から検量線を作成する...

③ 定量7)’8) ::

試料液20Alを液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面積と検量線 

から,試料液中のイマザリル含量(g/kg)を計算する.

イマザリル含量(g/kg)= CA
1,000XW

C :試料液中のイマザリル(/zg/ml)

A :試料液の量(ml)

W:試料の採取量(g)

試薬

1. イマザリル標準品：［残留農薬試験用］

2. 水酸化ナトリウム：［特級］
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3. 硫酸：［特級］

4. 炭酸ナトリウム：炭酸ナトリウム(無水)［特級］

5. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［残留農薬試験用］

6. 酢酸エチル：［残留農薬試験用］

7. メタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

［注］

1) 農薬としでイマザリルが使用される場合の残留基準は,食品添加 
物として使用される場合(みかんを除くかんきつ類に5.0ppm,バナ 
ナに2.0ppm)よりも著しく低いもの(小麦に0.01ppm,米などに0.05 
ppm)もある.したがって農薬としてのイマザリルの分析法は高感 
度が要求され,•食品添加物としてのイマザリルの分析法よりも煩雑 

になっている.食品添加物としてのイマザリルを分析するには,こ 

こに記載した方法で十分対応できる.
2) 箱又はロットの各段から,平均的な大きさのもの5〜10個を選び, 

それぞれについて注図18-1のように分割し,これらのうち図中の斜
線部分にあたる部位2〇〜40片を検体のそれぞれから均等に採り,ホ 注図|8-|試料採取法 

モジナイズして試料とする.水分の少ないかんきつ類の場合,果皮
と果肉を分離し,果肉をホモジナイズした後,細断した果皮を少量ずつ加えながらホモジナイ 
ズすると均質な試料になりやすい.レモン,ネーブル等の果皮の硬いかんきつ類では,同重量 
の水を正確に量って加え,ホモジナイズし,その約100gを正確に量って試料としてもよい.こ 

の場合フラスコへの水の添加量は150mlである.

3) かんきつ類のジュースには使用しなくてよい. •/
4) 塩化ナトリウムを飽和させると回収率が向上する.
5) 試料液中の濃度が低濃度の場合は,検量線を0.5Ag/ml~5；zg/mlになるように標準原液を適

宜希釈して検量線を作成する. .
6) Inertsil ODS-2, Zorbax BP-ODS, Wakosi卜 II 5C18HG, Finepack C18-S, Nucleosil 5C18, 

Shim-pack CLC-ODS などがある.
7) 本法による液体クロマトグラムの一例を示す.

試料：オレンジ

イマザりルバ.66 バ

. く剷定条袢>.ン.... . ..に....
カラム：Inertsil ODS 2 ¢4.6X 150mm) 
カラム温度：40で :
移動相：メタノール•水混液(75 : 25) 

: 流速:1ml/分
測定波長:230nm

注図18-2イマザリルの液体クロマトグラム

8)本法による添加回収試験結果は,次のとおりである.
① 試料.添加量：レモン5/zg/lOg,回収率(%) : 79.2, 77.7, 78.9,平均値(%) : 78.6
② 試料•添加量：レモン25パg/lOg,回収率(％) : 72.8, 74.4, 73.2, ¥均値(％) : 73.5
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19オルトフェニルフェノール及び
オルトフェニルフェノールナトリウ厶

o-Phenylphenol and Sodium 〇-Phenylphenate

オルトフiニルフエノール 
略名：OPP

オルトフIニルフエノールナトリウム 

略名：OPP-Na

•4H2〇

C12H10〇 :170.21 CI2H9NaO • 4H2O : 264.25

1. 試験法の概要

食品中のオルトフヱニルフヱノール及びオルトフ1ニルフヱノールナトリウムは,液体クロ 

マ'トグラフによりオルトフヱニルフヱノールとして定量する.必要があれば分子量比を乗じ 

て,オルトフヱニルフェノールナトリウムの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)15

(I )検体の採取と試料の調製

検体5～10個を選び,8分割法25により平均的に検体250~300gを採り,3分間ホモジナイ

ズして試料とする.加工食品はそのまま試料とする.

(2 )試料液の調製

試料約20gを精密に量り,ブレンダーカップに入れる.次に無水酢酸ナトリウムl~2g气 

無水硫酸ナトリウム30g4Sを加えてよく混和した後,酢酸エチル80mlを加え5分間ホモジナ 

イズし,これを遠心分離®して酢酸エチル層を分取する.残渣には更に酢酸エチル80mlを加 

えて同様に操作し,得られた酢酸エチル層を合わせ,トブタノール5mlを加えて40°C以下で 

減圧下で濃縮65する.これに液体クロマトグラフ用の移動相を加えて全量を正確に20mlとし,

0.45パmのメンブランフィルターでろ過し,試料液7>とする.

(3)検量線用標準液の調製

オルトフヱニルフヱノール〇 .lOOgを正確に量り,メタノール50mlを加えて溶解した後,移
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動相を加えて正確に100mlとする.この液10mlを正確に量り,トブタノール25mlを加え, 

次いで移動相を加えて正確に100m1とし,標準液とする(この液\lrnlはオルトフヱニルフヱ 

ノール10/zgを含む).標準液〇, 2, 4, 6ml及び8mlを正確に採り,それぞれに移動相を加え 

て正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液'lmlは,.•それぞれオルトフヱニルフ 

ェノール〇,2, 4, 6；<g及び8/zgを含む).

(4)測定法

① .測定条件 : ■」:：■ご: ■ ■ ■ .■.ン■ ■: ■: "■ ■ ■ ■ ■ ■ .■

蛍光検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤が：オクタデシルシリル化シリカゲル ’ ：

カラム管：内径4.6〜6.0mm,長さ150~250mm

カラム温度：40°C

移動相® :アセトニトリル•メタノール、水混液(5 : 60 : 35)に10mmol/lになるように 

ドデシル硫酸ナト'リウムを加えた後,•リン酸でpHを2.3-2.5とする. 

流速：1ml/分

.ナ測定波長：励起波長285nm,:奮光波長325nm .こ ./ ' :.:ン て

② 検量線

検量線用標準液10Alずつをそれぞれ正確に採り,液休クロマトグラフに注入し,ピーク面 

積から検量線を作成する.

:③ 定量1® : : '乂 : 6
試料液ioAiを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線115 

によって試料液中のオルトフヱニルフヱノール濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の 

オルトフ•ェニルフェノール含量(g/kg)を算出する.^：. • -

オルトフヱニルフヱノール含量(g/kg) =35^

C : 液中のオルトフェニルフェノール濃度(Ag/ml)

:: 7 :W:試料の採取量(g) リ へ ： ハ:::'：::

:.オルトフェニルフェノールナ•卜/リウム含量(g/kg)-オルトフェニルフェノール含量 

(g/kg) X 1.129

試薬•試液

1. 無水酢酸ナトリウム：酢酸ナトリウム(無水)［特級］

2. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

3. 酢酸エチル：［特級］
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4. トブタノール：［特級］

5. リン酸二水素カリウム：［特級］

6. メタノール12):［液体クロマトグラフ用］

［注］ . .
1) 本法は,かんきつ類及びその加工品中のオルトフヱニルフヱノールの分析に適用できる..ま 

た,オルトフェニルフヱノール及びオルトフェニルフェノ～ルナトリウムのほかにジフェニル,
.チアベンダゾールの同時分析が可能である.

本法による定量限界は,オルトフェニルフェノールが0.001 g/kg,ジフェニルが0.002g/kg, 
チアベンダゾールが0.001 g/kgである.

2) 8分割法については,18イマザリルの［注］2)を参照のこと.

3) 無水酢酸ナトリウムはpHを調整するために用いる.レモンの場合は2g,グレープフルー 
ツ,オレンジ等についてはlgを加える.

4) 無水硫酸ナトリウムの添加量はマーマレード,ジャム等の加工品では60g,ジュース等では 
90g程度を添加するとよい.

5) 試料に酢酸ナトリウムを添加し,■ホモジナイズ後,酢酸ェチルを分取する場合,分液漏斗に 
移して静置する方法,あるいはろ過をする方法があるが,いずれも長時間を要するため遠心分 
離を行うとよい.

6) 減圧濃縮する場合トブタノールを添加してあるため乾固することはない.通常,酢酸ェチル 
の臭いがしなくなる程度に濃縮するとよい.

7) 試料液のpHが1～8のと•き,蛍光強度が最も強い.
8) ODS の充てん剤としては Finepak SIL C18, WakosiMI C18HG, Inertsil ODS-2, LiChrosorb 

C18, Nucleosil C18 などがある.
9) 移動相はアセトニトリル.メタノール.水混液(40 : 25 : 35)に10mmol/lとなるよ'うにド 

デシル毓酸ナトリウムを加えた後,リン酸でpHを2.3～2.5としたもの,アセトニトリル.0,1 
%リン酸混液(65 : 35)に10mmol/lとなるようにドデシル硫酸ナトリウムを加えたもの,あ 

るいは0.01niol/1リン酸二水素カリウム.メタノール混液(2 : 3)でも良好なクロマト.グラム 

が得られる.
10) かんきつ類20gに〇 ,5mg,かんきつ類加工品20gに0.2mg添加した場合の回収率はそれぞれ 

90-100%である.

11) 検量線用標準溶液を更に移動相でW倍希釈し,検量線を作成しても直線性が得られる.な 
お,この場合の確認限度はオルトフェニルフェノールとして0.0001g/kgである.

12) 使用するメタノール等の試薬類はクロマトグラム上に妨害ピークが出ないことを確認すれば, 
試薬特級や残留農薬用を用いることができる.
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20 ジフIニル
Diphenyl

.別名：ビフヱニル

CI2H10 ：154.21

1. 試験法の概要

.食品中のジフェニルは,酢酸ェチルで抽出した後,液体クロマトグラフイーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)15

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製2>

(4) 測定法3)

上記の⑴〜⑷については,19オルトフヱニルフェノール及びオルトフェニルフェノールナ 

:卜,.リウムを準用する..ただし,ペ「オルトフェニルフヱノール及びオルトフェニルフェノールナ 

トリウム」は,「ジフェ•ニル」とする.

試薬•試液
19オルトフェニルフェノ ール及びオルトフェニルフェノールナトリウムを準用する.

［注］ く：：:::

1) 本法はグレープフルーツ,レモン,オレンジ類及びその加工品中のジフェニルの分析に適用

できる. .. .
2) .検量線用標準液を移動相で10倍に希釈し,•検量線を作成しても直線性が得られる.なお,こ

の場合の定量限界は0.0002g/kgである.
3) 試料液のpHが1〜10のとき,堂光強度が最も強い.
4) かんきつ類に0.5mg,かんきつ類加工品に0.2mg添加した場合の回觀率は82-96%である.
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21チアベンダゾール
Thiabendazole

略名：TBZ

C10H7N3S : 201.25

1. 試験法の概要

食品中のチアベンダゾールは,液体クロマトグラフィーにより定量する.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)1),2)

(I )検体の採取と試料の調製

(2)試料液の調製

(3 )検量線用標準液の調製

(4)測定法35ズ'

上記の⑴一⑷については,19オルトフ■ェニルフェノール及びオルトフェニルフヱノールナ 

トリウムを準用する.ただし,「オルトフ1ニルフェノール及びオルトフェニルフェノールナ 

トリウム」は,「チアベンダゾール」とする.

試薬•試液

19オルトフェニルフェノール及びオルトフェニルフI ノールナトリウムを準用する.

［注］

1) 本法はかんきつ類及びその加工品,バナナ中のチアベンダゾールの分析に適用できる.
2) 検量線用標準液を更に液体クロマトグラフ用の移動相で10倍に希釈し,検量線を作成しても 

直線性が得られる.なお,この場合の定量限界は0.0001g/kgである.
3) 試料液のpHが1～2.7のとき,蛍光強度は最も強いがpH2.7以上では蛍光は急激に減少する.
4) かんきつ類20gに0.5mg,かんきつ類加工品及びバナナ20gにそれぞれ0.2mg添加した場合 

の回収率は88-92 %である.
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22アルギン酸及びアルギン酸ナトリウム
Alginic Acid and Sodium Alginate

1. 試験法の概要

食品中のアルギン酸及びアルギン酸ナトリウムは希硫酸,1%炭酸水素ナトリウム溶液,硫 

酸マグネシウム-硫酸ナトリウム溶液で抽出,精製し,ウロン酸をナフ,トレゾルシンで呈色さ 

せ,比色法により定量する.. . ....

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製1>

試料約2gを精密に量り,試料が固形物であれば乳鉢等で粉砕し,水2mlを加えよく混和 

後,液体の場合はそのままアセトン40mlを加えて脂肪分を溶かす.必要があれば更に1回繰 

り返す气 遠心し,アセトン層を除く.沈殿に1%炭酸水素ナトリウム溶液20mlを加え,

60°C水浴中で加温し,かくはん,振とうする.遠心後,上清を別の容器に移し,同様の操作を 

繰り返す.上清を集めlmol/1塩酸でpH2~3に調整し,水20mlを加えて1時間静置する.遠 

心し,上清を除く3沈殿に1.5mol/l硫酸40mlを加えて3分間振とうし,遠心し,硫酸層を 

除去する' この操作を更に1回繰り返す.沈殿に3mol/l水酸化ナトリウム溶液を加え溶解 

又は懸濁させ,pH9~10に調整する.これにlmol/1硫酸マグネシウム-2.2mol/l硫酸ナトリ 

ウム試液lmlを加え,80°C水浴中で10分間加温し,冷後,遠心分離する9.必要があれば, 

ろ紙No.5Aで上清をろ過する.沈殿に2.5mol/l硫酸ナトリウム溶液2mlを加えてよく振り混 

ぜた後,遠心分離し上清を先の上清に合わせる.上清をlmol/1塩酸でpH3~4に調整し,10 

%硫酸銅溶液3ml及び水を加えて全量を20mlとする.1時間静置後,遠心し,上清を除去す 

る.沈殿をあらかじめpH4に調整した水10mlで洗浄後,lmol/1アンモニア水lmlに溶解し, 

水で5~50ml6)の定容とし試験溶液とする.なお,遠心はすべて,3,50〇回転/分で10分間行う.

(3) 検量線用標準液の調製

アルギン酸ナトリウム7>を減圧下,デシケーター中で5時間乾燥し,その200mgを正確に量
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り,水を加えて溶かし,正確に100mlとする.この液5mlを正確に量り,水を加えて正確に 

100mlとし,標準液とする(この液lmlはアルギン酸ナトリウム1〇〇/zgを含む).標準液〇, 

1,2, 4ml及び6mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に10mlとし,検量線用 

標準液とする(これらの液lmlはアルギン酸ナトリウムそれぞれ〇,10, 20, 40Ag及び60Ag 

を含む).

(4)測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長566nmにおける吸光度を測定する.

② 測定液の調製

試験溶液をスクリューキャップ付き試験管にlml採り,鋼-塩酸試液2ml及びナフトレゾル 

シノール試液lmlを加え,沸騰水浴中で65分間加熱8>する.氷水中で冷却後,酢酸ブチル 

4mlを加え,よく振とうし,遠心する.酢酸ブチル層をろ紙No.5Cでろ過し,測定液とする.

③ 検量線

検量線用標準液をスクリューキャップ付きの試験管にlml採り,試験溶液と同様に②測定 

液の調製を行い,波長566nmにおける吸光度を測定し,アルギン酸ナトリウムの検量線を作 

成する91.

④ 定量11

測定液の波長566nmにおける吸光度を測定し,検量線より,測定液中のアルギン酸ナトリ 

ウム量を求め(/zg),次式によって検体中のアルギン酸ナトリウムの含量(g/kg)を計算す 

る讪.

アルギン酸ナhリウムの含量(g/kg) =

A :測定液中のアルギン酸ナ十リウム量(Ag)

V:試験溶液の容量

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1.アルギン酸ナトリウム［試薬又は食品添加物用］

2.lmol/1硫酸マグネシウム-2.2mol/l硫酸ナトリウム試液：硫酸マグネシウム7水和物 

24.6gを2.5mol/l硫酸ナトリウム溶液に溶解し100mlにする.

3. ナフトレゾルシノール試液：1,3-ジヒ•ドロキシナフタレン(特級)18lOOmgを使用直前 

に水25mlに溶解する.

4. 銅-塩酸試液：濃塩酸40mlに2.5 %硫酸銅溶液lml及び水9mlを加える.
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［注］ : :

1) 食品中の成分に応じ適宜,簡略化できる.
2) 脱脂のために行う.脂肪分を含まない食品でも脂溶性の色素成分を含むものは,アセ！'ンで 

M / •除去する•

3) 水に不溶性のプロトペクチンを含まない食品では,1%炭酸水素ナトリウム溶液による抽出 
は省略できる.

4) 水溶性のペクチンの除去のため.

5) 除タンパクする目的.
6) アルギン酸ナトリウムの量により調整する.アルギン酸ナトリウムの量が極めて少ない場合 

は,全量を試験溶液とする.
7) 市販試薬及び食品添加物純度のアルギン酸ナトリウムの呈色度'•に差は無い.
8) ナフトレゾルシノール反応における発色は60分間の加熱時間で最高値に達し,以後120分間 

まで一定であるため,若干の余裕を含め65分間とする.
9) アルギン酸ナトリウムは60Ag/mlまで原点を通る良好な直線性を示す.

10) '本法での定量限界は0.020g/kgである.
11) 本法による添加回収試験の結果を注表22-1,22-2に示す.
12) 和光純薬工業(株)(和光一級),関東化学(株)(鹿特級),片山工業(株),Sigma, Aldrichか 

ら市販されている.

注表22-1アルギン酸ナトリウムの各種食品での 
添加回収率

アルギン酸ナトりウム0.1%添加

食品 回収率
(平均士標準偏差％,n = 3)

しょう油 101.1±3,4
トマトヶチャップ 74.9±4.0
カレールー 89.3 + 5.0
フレンチドレッシング ,74.9 + 6.3
うどん . 79.2+1.8
ラーメン 81.5±0.8

みそ .75.4+7.5

ココ了 . 81.8±3.4
きな翰 . 54.6+1.2
ハンバーグ 86.1 ±3.8
ハム 84.6 ±3.7

はんぺん 82.9±3.2

アイスクリーム 95.6±3,フ
ヨーグルト 88.2 + 2.7
牛孚L . 88.5±2.2 . ■
イチゴジャム 75.6±1.0
フルーツゼリー 88.6±2.8
ようかん ...:83.0±2.8 :.

注表22-2食品中のアルギン酸 
.. ナトリウム含量

定量限界(N.D.<0.020g/kg)

含量
(g/kg)

しょう油 N.D.
トマトケチャップ N.D.
カレーノレー N.D.
フレンチドレッシング N.D.
うどん N.D.
ラーメン N.D.

そば 2.90

みそ N.D.
ココア N.D.
きな殺' . : N.D.
ハンバ-グ 、 ■ N.D.
ハム N.D.

はんぺん N.D.

アイスクリーム N.D.
ヨーグルト N.D.

牛乳 . N.D.
イチゴジャム. N.D.
フルーツゼリー N.D.
ようかん N.D.
プリン 1.12

ホイップクリーム 2.80
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23カゼイン及びカゼインナトリウム
Casein and Sodium Caseinate

1. 試験法の概要

食品中のカゼイン及びカゼインナFリウムは比色法によりリンの量として定量する.カゼイ 

ン中には,ほぼ一定の割合でリンが含まれているので係数を乗じてカゼインの量とする..•動物 

乳中には天然のカゼインが分布している.またタンパク性食品には天然のカゼイン様物質も分  

布している.したがって,検体中にこれらの食品を素材として含有する場合には,定量値は素 

材由来のカゼイン及びカゼイン様物質と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(比色法)1>

(I )検体の採取と試fl■の調製

一般試料採取法を準用する.ただし検体は十分にホモジナイズして検体を微細均一化して試 

料とする.二酸化炭素を含む試料はあらかじめガスを追い出す.

(2)試料液の調製

試料約lgを精密に量り,遠心管に入れ,エタノール20mlを加え,よくかき混ぜて15分間 

放置した後,遠心分離し,エタノール層を除去し,次にエタノール•クロロホルム混液(3 '

1)20mlを加え,よくかき混ぜて15分間放置し,遠心分離して液層を除去する.この混液に 

よる洗浄を3〜5回繰り返した後,最後にエタノール20mlで最初と同じ条件で1回残留物を 

洗浄する21.次に,あらかじめ4°C以下に冷却した過塩素酸溶液(W6) 20mlを加え,遠心 

管を氷水中に30分間保った後,20分間遠心分離を行い,液層を除去する.残留物に過塩素酸 

溶液(112)20mlを加え,水浴中で加温し,よくかき混ぜ,遠心分離し,液層を再び除去 

する.

遠心管内の残留物をできるだけ少量の水及び過塩素酸2mlでケルダールフラスコへ定量的 

に移し,沸石を入れ,必要あれば過酸化水素5滴を加え,セラミック板上で注意して加熱す 

る.内容物の泡だちが消えた後は炎を小さくし,5～7時間加熱する气冷後,■水で全量25ml 

とし,これを試料液とする.
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(3) 検量線用標準液の調製

リン酸ーカリウムを105°Cで3時間乾燥した後,その439.3mgを正確に量り,水を加えて溶 

かし,正確に1,000mlとする.この液5mlを正確に量り,水を加えて正確に50mlとし,標準 

液とする(この液lmlは,リン10パgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長720nmで吸光度を測定する.

② 検量線

25mlのメスフラスコ6本に標準液0.5,1,2, 4, 8ml及び15mlずつをそれぞれ正確に量 

り,それぞれに過塩素酸2mlと水を加えて約20mlとする.次にアミドール液2ml及びモリブ 

デン酸アンモニウム溶液lmlを加え,更に水を加えて正確に25mlとし(これらの液lmlは, 

それぞれリン0.2,0.4, 0.8, 1.6, 3.2吨餅 6收を含む),よく混和した後,5～30分間の間 

に波長720nmで吸光度を測定する.ただし,対照液は水20ml,過塩素酸2ml,アミドール液 

2ml及びモリブデン睃アンモニウム溶液lmlの混液を使用する.横軸にリンの含量,縦軸に吸 

光度をとり,検量線を作成する.

⑤定量 "：■.ノ ペ

25mlのメスフラスコに試料液20mlを正確に採り,アミドール液2ml及びモリブデン酸ア 

ンモニウム溶液lmlを加えた後,水を加えて正確に25mlとする.よく混和した後,5～30分 

間の間にこの液につき,波長720nmで検量線の作成で用いた対照液を対照として吸光度を測 

定し,得られた吸光度と検量線から試料液中のリン濃度(卵/ml)を求め,次式4>によって検 

体中のカゼイン含量(g/kg)を求める.

ヵゼィン含量(*>吾x25xf|xg^xf

C :試料液中のリン濃度(Ag/ml)

■ W :試料の採取量(g) T

1〇^〇° :カゼイン中のリン含有量は0.65%であるので,リン含有量からカゼイン 

•含有量への換算値

試薬•試液

1. アミドール：市販品を用いる.

2. アミ■ドール液：アミドールl.Og及びメタ重亜硫酸ナトリウム18.3gに水を加えて溶かし,
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1,000m1とする.褐色瓶に保存し,4日間は使用可能である.

3. エタノール：［95v/v %,特級］

4. 過塩素酸：［60%,特級］

5. 過酸化水素水：［30%,特級］

6. クロロホルム：［特級］

7. メタ重亜硫酸ナトリウム：市販品を用いる

8 .モリブデン酸アンモニウム：［特級］

9.モリブデン酸アンモニウム溶液：モリブデン醆アンモニウム8.3gを量り,水を加えて溶 

かし,100mlとする.

10.リン酸ーカリウム：［特級］

［注］
1) エタノール及びエタノール-クロロホルム混液でリン脂質を反復抽出した後,酸可溶性のリ 

ン酸結合物を過塩素酸溶液(1^6)で冷却抽出する.次に90°Cの過塩素酸溶液(112)で 
核酸類を抽出する.ここで残った不溶性物質は動物繊維及びリンタンパク質(カゼイン)のみ 

を含む.両者を過塩素酸で灰化し,灰化物中のリン含量をAllen法で測定する.リンタンパク 
質の定量には,水酸化ナトリウム溶液処理によるリン酸結合の開裂を避け,過塩素酸分解を採 

用した.
2) 非常に脂肪の多い試料,たとえばレバーや脳みそを使った食肉加工品では,リン脂質の量が 
多いので5～6回アルコールで抽出する.

3) 分解灰化は通常5～6時間で終了する.分解がどうしてもうまく進まない場合には,更に促進 
剤として4～6滴の過酸イ匕水素水を追加してもよい.この際にはいったん,フラスコをセラミッ 
ク板より持ち上げ,約2分後に器壁に沿って過酸化水素水を添加し,更に加熱する.

4) 試料液のリン濃度が6Ag/ml(カゼインとして2.3%)以上になるときは,試料液の残り 

(5ml)の2mlを正確に量り,定量に用い,得られた結果を12.5倍にしてリン含量とする.な 

お,この方法は食肉製品等では類似物質のために0.1-0.23 %のブランク値を示す.
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24亜硝酸ナトリウム
Sodium Nitrate

NaNO2 : 69.00

1. 試験法の概要

食品中の亜硝酸ナトリウムは,ジアゾ化法による発色を測定する比色法により亜硝酸根とし 

て定量する.必要があれば分子量比を乗じて亜硝酸ナトリウムの量として求める.食品中に 

は,微生物により硝酸塩が亜硝酸塩に還元されて分布している場合もある.したがって,検体 

中にこれらの食品が素材として含有されている場合には,定量値は素材由来の亜硝酸塩と添加 

されたものとの合計値である.

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料1> 約10gを精密に量り,約80°Cの水80ml25及び0.5mol/l水酸化ナトリウム溶液12ml3) 

を加え,ホモジナイズした後,容量200m1のフラスコに移す.容器は温水10mlずつで5回洗 

浄し,洗液はフラスコに加える.これに更に0.5mol/l水酸化ナトリウム溶液20ml3)及び酢酸 

亜鉛溶液(9^100) 20ml»を加えてよく振り混ぜた後,ときどき振り混ぜながら80°Cの水浴 

中で20分間加温する.次に,冷水中で室温まで冷却した後,水を加えて正確に200mlとす 

る.内容をよく混和し,乾燥ろ紙を用いて共栓フラスコへろ過する.最初のろ液約20mlを捨 

て,澄明なろ液を試料液とする.

(3) 空試験液の調製

水10mlを容量200mlのフラスコに採り,⑵試料液の調製と同様に操作し,空試料液とする.

(4) 検量線用標準液の調製

亜硝酸ナトリウム0.150gを正確に量り,1,000mlのメスフラスコに入れ,水を加えて溶かし
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て正確に1,000mlとし,標準原液とする.標準原液10mlを正確に量り,100mlのメスフラス 

コに入れ,水を加えて正確に100mlとし,その4mlを正確に量り,水を加えて正確に100ml 

とし,標準液とする(この液1mlは,亜硝酸根0.4^ gを含む).標準液2.5,5,10,15ml及び 

20mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ水を加えて正確に20mlとし,それぞれを検量線用標 

準液とする(これらの液lml中には,それぞれ亜硝酸根0.05, 0.1, 0.2, 0.3；zg及び0.4Agを 

含む).

(5 )測定法

①測定条件

分光光度計を用い,波長540nmの吸光度を測定する.

.②測定4)

試料液及び空試料液それぞれ5ml5)を正確に量り,それぞれ10mlのメスフラスコに入れ, 

それぞれに,スルファニルアミド溶液1mlを加え振り混ぜ,更にナフチルエチレンジアミン 

溶液1mlを加え振り混ぜた後®,水を加えてそれぞれを正確に10mlとし,よく振り混ぜ,20 

分間放置し7\測定液及び空測定液とする.水5mlを用いて同様に操作したものを対照として 

540nmにおける測定液及び空測定液の吸光度を測定し,それぞれEA,EBとする.試料液が着 

色しているときは試料液5mlを正確に量り,塩酸(1->2)1ml及び水を加えて正確に10ml 

としたものを,水を対照として吸光度を測定し,Ecとする.

吸光度差Ea-Eb,又は試料液が着色した場合は吸光度差Ea-(Eb + Ec)を求め,測定液の 

吸光度差JEとする®.

③ 検量線

検量線用標準液5mlずつを正確に量り,それぞれ.10mlのメスフラスコに入れ,②測定にお 

ける試料液と同様に操作し,それぞれの吸光度を測定しES1,ES2-…•-,ES5とする.吸光度差 

ES1-EB, ES2 —Eb……,ES5-Ebを求め,標準液の吸光度差JESI, JES2……,JESSとして, 

検量線を作成する.

④ 定量

測定液の吸光度差ZJEと検量線から試料液中の亜硝酸根含量A (Ag/ml)を求め,次式によ 

って検体■中の亜硝酸根含量C (g/kg)を計算する.

亜硝酸根含量 C (g/kg) =Ax^Fx7ooo=yxw

A :試料液中の亜硝酸根含量レg/ml)

W ：試料の採取量(g)

亜硝酸ナトリウム含量(g/kg)=亜硝酸根含m (g/kg) XI.500
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試薬•試液
1. スルファニルアミドン［特級］

2. スルファニルアミド溶液:スルファニルア$ E'O.SOgを塩酸’(I -> 2)100mlに加温しな 

がら溶かす.

3. N十ナフチルエチレンジアミンニ塩酸塩•ン［特級］••••.

4. ナフチルエチレンジアミン溶液：2V-1-ナフチルエチレ•ンジアミンニ塩酸塩0.12gを氷 

100mlに溶かす.

5. 酢酸亜鉛二水和物：［特級］

［注］ 二：::：：::: ：

1) 食肉及び魚肉製品,.魚卵(すじこ,い•くら')など.
2) 試料中の酵素作用を停止又は破壊する'ため.
3) 次式に示すZn(OH)2のコロイド性沈殿形成により除タンパクを行う.

2NaOH + Zn(OAc)2^Zn(OH)2i +2NaOAc
:.この条件下で液性がpH9,5付近となり,添加したZn2+のほとんどすべてがZn(OH)2の形で 

沈殿する.Zn(OH)Ui液中の微粒子をよく吸着するので,清澄なろ液が得られる.以前は 
ZnSO4を用いて,水酸化ナトリウム溶液でpH9.5に調整していたが,pH調整が難しかった. 
そこで,水酸化ナトりウム溶液及びZn (OAc)2の一定量を加えることにした.いくらなど生の 

.魚卵では可溶性タンパク質及びリポプロティンが多く,アルカリ抽出時にかなりの量の脂質, 
タンパク質などが溶解し,以前の0.5mol/l水酸化ナトリウム溶液10mlではろ過速度が遅くな 
る場合があり,水酸化ナトリウム溶液及び酢酸亜鉛溶液を以前の倍量を加えることにより,ろ 
過速度を速くする.他の食品種の定量値には影響を及ぼさない.

4) '•本法の原理を次に示す.

SO2NH2

スルファニルアミド

hno2
N=N

Cl

nhc2h4nh2

ナフチルエチレン
ジアミン

アゾ色素

5) 使用基準0.0050g/kg以下の魚卵では操作法どおりでよいが,肉,魚肉製品な•ど亜硝酸根濃度 

の高い場合は,検量範囲(O.O5~O.4Ag/ml)に入るよう試料液を希釈する.
6) 発色時に塩酸酸性下でスルファニルアミドを加えると亜硝酸根はスルファニルア'ミ卞•と食品
成分由来の-NH2及び-〇H等との競合反応が行われる.したがって,塩酸濃度が低いと亜硝酸 
根は食品成分との反応に消費され,スルファニルアミドとのジアゾ化反応の比率が低ぐなり, 
食品種によっては呈色度が低くなる場合がある.そこで,各操作毎に振り混ぜる..また,.抽出 
時のアルカリ性が強く,発色時には酸性を強くしなければならないので,試料液と呈色試薬の 

量比を小さくする.
7)呈色は反応時間10分間から2時間程度まで安定であるが,試料液の場合ば少し反応が遅くな 

るので20分間ぐらい放置した方がよい.
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8)試料中にアスコルビン酸などの還元物質が含まれている場合は定量妨害となり,.亜硝酸の測 
定値は低くなる.そのときは試料量の10gを5g又は2gに減らすか,試料液の5mrを2.5ml又 

は1ml減らすことにより,その測定値の低下をい く ぶん防止す石ことがで•きる.
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25硝酸カリウム及び硝酸ナトリウ厶
Potassium Nitrate and Sodium Nitrate

硝酸カリウム 硝酸ナトリウム
KNO3 :101.10 NaNO3 : 84.99

1. 試験法の概要

食品中の硝酸カリウム及び硝酸ナトリウムはイオンクロマトグラフィーにより硝酸根として 

定量する.必要があれば分子量比を乗じて硝酸カリウム又は硝酸ナトリウムの量として求め 

る.食品中,とくに植物体中には天然の硝酸塩が広く分布している.したがって,定量値は食 

品由来の硝酸塩と添加された硝酸塩との合計値である.

2. 試 験 法(イオンクロマトグラフイー)1),2)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 空試験液の調製

上記の⑴〜⑶については,24亜硝酸ナトリウムの試験法を準用する.

(4) 検量線用標準液の調製

硝酸カリウム1.631gを正確に量り,1,000mlのメスフラスコに入れ,滅菌水を加えて溶かし 

て正確に1,000mlとし標準原液とする(この液lmlは,硝酸根l.OOOmgを含む).この液は褐 

色瓶に保存する.用時,標準原液10mlを正確に量り,水を加えて正確に1,000mlとする.次 

にこの液10mlを正確に量り,水を加えて正確に'100mlとし標準液とする(この液lmlは,硝 

酸根100Agを含む).標準液1,5,10, 20ml及び50mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ水を 

加えて正確に100mlとし,それぞれを検量線用標準液とする(これらの液lml中には,/それ 

ぞれ硝酸根1,5,10, 20/zg及び50/zgを含む).



25硝酸カリウム及び硝酸ナトリウム103

(5)測定法

① 測定条件

紫外部吸光検出器付イオンクロマトグラフを用い,次の条件によって測定する. 

分離カラム：陰イオン交換カラム

溶離液：炭酸ナトリウム溶液及び炭酸水素ナトリウム溶液の混液(前者が2~4mmol/lの 

濃度,後者が0.75～4mmol/lになるように混合したもの).これを0.22/zm以下のフ 
ィルターでろ過して使用する.

カラム温度：40°C

紫外部検出器：波長210nm3)

流速：L5ml/分

② 検量線の作成

検量線用標準液それぞれ50//1ずつを正確に量り,イオンクロマトグラフに注入し,それぞ 

れのピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量 .胃 ■.'.胃：胃■ ' ■ ■ .

試料液50//1を正確に量り,イオンクロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線

によって試料液中の硝酸根濃度A (Ag/ml)を求め,次式によって試料中の硝酸根含量を計算

する.

硝酸根含量(g/kg)=AX^

A :試料液中の硝酸根濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

硝酸カリウム含量(g/kg)=硝酸根含量(g/kg) X1.631

硝酸ナトリウム含量(g/kg)=硝酸根含量(g/kg) X1.371

試薬•試液等

1. 陰イオン交換カラム：ポリスチレン表層皮覆を行った陰イオン交換樹脂(10～15パ!11)を 

カラム(直径4~4.6mmX長さ25 ～ 50cm)に充てんしたもの.他に陰イオン交換用官能基 

を表面処理した多孔性のポリアクリレート(10~12.5Am)又は多孔性シリカゲル(6- 

10/zm)をカラム(直径4~4.6mmX長さ25 ～ 50cm)に充てんしたものも利用できるが, 

それぞれに適した溶離液を調製する必要がある.

2. 炭酸ナトリウム,炭酸水素ナトリウム,酢酸亜鉛：［特級］

3. 水：イオン交換水を蒸留したもの.
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［注］ :-J'：'--'
1) 還元カラム.(銅処理カドミウムカ•ラム)を用'いな'いように,•.イオンクロマトグラフ•イー•を採
用し,亜硝酸ナトリウムと同じ試料液調製法を用いる.液体クロマトグラフィーを用いること  
もできる. ンン？:?'ノ：:

2) 'カラムは陰イ'オン交換力•ラムのみ•どし,:'イ•オンペア-又は間接吸光度型液体'ク•ロ'マ':卜::グラ：フィ'

.—は特殊使用法であるため用いない. ■ .バ:.へ.,.ノ. .... .... . ■-

.3)検出器には電気伝導度検出器より感度のよい紫外部吸収検出器(210nm)を用いる.:？
食品中には各種有機酸(酢酸,シュウ酸,安息香酸他)''が存在し,上述の分析条件で硝酸よ 

9早•く溶出する.’通常用いら れる電気伝導度検出器では,,•脂肪酸の大き:い：•ピーグほ箱酸のピー 
クを妨害するが,これら飽和脂肪酸は紫外部吸収を示さず,-•多量に含ま.れ•ていても硝酸の定量 

.に影響を及ぼさない. .... ..... . : くへ■■ペ..■■
人また,紫外部吸収検出器'(210nm).を用いる本法の検量線は0,1～50Ag/ml•の範囲で直線性が 

得られる.使用基準は100Ag/g以下であるため,検量線範囲を1〜50Ag/mlとする.
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色調安定剤
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26グルコン酸第一鉄
Ferrous Gluconate

别名：グルコン酸鉄

_ OH OHH OH 

HOH2C —C —C — C_C_COCT Fe2+ - nH2O
L H H OH H

CI2H22FeOI4 • nH2O (n=2 又は 〇)
(C12H22FeOi4 : 446.15)

1. 試験法の概要

グルコン酸第一鉄15の構成成分である鉄を原子吸光法により定量し,分子量比を乗じてグル 

コン酸第一鉄の量として求める2\食品中には天然の鉄が分布している.したがって,定量値 

は食品由来の鉄と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料約5gを精密に量り,100mlの灰化容器3>に入れ,熱板上又は赤外線ランプで加熱4>して 

炭化させた後,電気炉へ入れて45〇〜500'Cで灰白色の灰分が得られるまで灰化を続ける.も 

し灰が黒いとき5>は,硝酸(W2)で湿らし,150°C以下65で蒸発乾固した後,電気炉へ入れ 

る.

灰化後,これに塩酸(1->3)約10mlを加え,150'C以下で蒸発乾固させる.蒸発残留物に 

塩酸(1^4)釣10ml及び水約10mlを加え加温して溶かした後' ろ紙を用いてろ過する. 

灰化容器及びろ紙を水を用いてよく洗い,ろ液及び洗液をメスフラスコに合わせ,水を加えて 

正確に50mlとし,試料液85とする.

また,試料を用いず同様に操作して,空試料液とする.
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(3) 検暈線用標準液の調製

原子吸光分析用鉄標準液5mlを正確に採り,100mlのメスフラスコに入れ,lmol/1塩酸で 

正確に100mlとし,標準液とす'る(この液lmlは,鉄50Agを含む).標準液2, 4, 6, 8ml 

及び10mlを正確に量1,それぞれにlmol/1塩酸を加えて正確に100mlずっとし,•検量線用 

標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ鉄1,2, 3, 4Ag及び5Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する.
.光源：鉄中空陰極ランプ ...ン..... ：.....

測定波長：248.3nm

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム.

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.両者の吸光度の差を求め,その値と検 

量線から,試料液中の鉄濃度(/zg/ml)を求め,次式により検体中の鉄含量(g/kg)を計算す 

る.

鉄含量(g/kg)= CD
L000XW

C :試料液中の鉄濃度(/zg/ml) 

D :試料液の量(ml)

W :試料の採取量(g)

グルコン酸第一鉄含量(g/kg)二鉄含量(g/kg) X8.633

試薬•試液

原子吸光分析用鉄標準液：市販の鉄濃度1,000ppmの溶液を用いる.

［注］
1) グルコン酸第一鉄の構成成分であるグルコン酸は,水溶液の状態で光により分解する.した 

がって,食品中のグルコン酸は一部分解していると考えられる.したがって,一般に鉄からの 
■グルコン酸第一鉄の定量値は,グルコン酸からのそれよりも高いと考えられる.

2) .現在,色調安定剤として,その使用が許可されているのはオリーブのみであり,鉄と■して使 

用量が決められているので,鉄による定量法とした.



108 第8章 色調安定剤

食品由来め鉄含有量の少ない才1厂ーブ等では本法により定量できるが,食品由来め鉄含有量 
の多い,母乳代替食品,離乳食品,•妊産婦授乳用粉乳等では,•グルコン酸め定量も同時に行い 
総合的に判断する必要がある.

3) ふた付き超硬質ガラスビーカー叉は磁製ルツボが適当である. ： ■

4) オリーブの場合は水分及び油を含み,不用意に加熱すると油が飛散する•めで,'：口付き灰化容 
多に試料を入れ,図のように無灰ろ紙を灰化容器の内側に入るように4つ折*)にし,試料の上
にかぶせるとよい.

注図26-1灰化法

5) 不完全灰化によって残存する炭素は,活性炭よ'りも鉄に対しての吸着力が*きいので,試料 
を完全に灰化することが必'要である.

6) 150°Cを超えると乾固直前に塩類が飛散するめで,水浴を用いる場合はよ•いが,：熱板上で行兮 
、.と•きは注意する.

7) 器壁に不溶物があるどきは,溶液を5ml以下に濃縮した後,濃縮液で器壁をぬらしながらガ 
ラス棒でこするとよい.

8) 試料液の鉄の濃度は〇.5 6 7 8 6 7 8-5坤/mlが適し弋い基.•••5Ag/ml•以上め場合ほ氷を加'えX i ¢0範囲 
リまで希釈する.
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27冷-カロテン
/^-Carotene

1. 試験法の概要

食品中の冷-カロテンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には天然の/?-力 

ロテンが広く分布している.また,この分析法では食品中のa-,冷-,y-及びfT-カロテンは 

分離できない.したがって,定量値は食品由来のa-,P-,ア-及びd-カロテンと添加された 

点-カロテンの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I)検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

① 油脂食品 . ....: ... . .

冷-カロテンとして4〇〜200Agに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量り,50ml 

の褐色共栓遠心管に入れ,ヘキサン液25mlを加えて激しく振り混ぜた後,遠心分離(10分 

間,3,000回転/分)し,ヘキサン液層を分取する.残留物にヘキサン液10mlを加えて 

同様に操作し,72-ヘキサン液層を分取する.全ヘキサン液層を合わせ,ヘキサン液を加 

えて正確に40mlとする.この液をメンブランフィルター(孔径0.45/zm)でろ過し,ろ液を 

試料液とする.

② 水分の多い食品

ルカロテンとして10~50Agに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量り,50mlの 

褐色共栓遠心管に入れ,水10~15ml,エタノール液10ml及び«-ヘキサン液10mlを加え,激 

しく振り混ぜた後,遠心分離(10分間,3,000回転/分)し,ヘキサン液層を分取し,濃縮
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器に入れる.遠心管の残留物にヘキサン液10mlを加え,同様に操作し,ヘキサン液層 

を分取し,濃縮器に合わせる.この液を減圧濃縮し,ヘキサン液を加えて液量を正確に 

10mlとする.この液をメンブランフィルター(孔径0.45/zm)でろ過し,ろ液を試料液とす 

る.

③水分の少ない食品

カロテンとして5～25邱に対応する,通常,5g以下の試料の量を精密に量り,50mlの褐 

色共栓遠心管に入れ,水20mlu,エタノール液10ml,ヘキサン液10ml及び少量の塩化ナ 

トリウム2｝を加え,激しく振り混ぜた後,遠心分離(10分間,3,000回転/分)し,n～ヘキサン 

液層を分取し,濃縮器に入れる.遠心管の残留物にヘキサン液10mlを加え,同様に操作 

し,ヘキサン液層を分取し,濃縮器に合わせる.この液を減圧濃縮し,ヘキサン液を加 

えて液量を正確に5mlとする.この液をメンブランフィルタ'—(孔径0.45パm)でろ過し,ろ 

液を試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

冷-カロテン3) 0.010gを正確に量り,100mlの褐色メスフラスコに入れ,少量のクロロホルム 

を加えて溶かした後,ヘキサン液を加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lml 

は,カロテン100Agを含む).標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,100 

mlの褐色メスフラスコにそれぞれ入れ,ヘキサン液を加えてそれぞれ正確に100mlとし, 

検量線用標準液とする/ (これらの液1mlは,それぞれ冷-カロテン1,2, 3, 4バg及び5Agを 

含む).

(4) 測定法

① 測定条件

可視分光検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

充てん剤：ポーラスポリマー

カラム管：内径約2.1mm,長さ約500 mm4)

カラム温度：40°C»

移動相：メタノール.クロロホルム• ヘキサン混液(10 ： 7 ： 3), 0.5ml/分

測定波長：453nm

② 検量線

検量線用標準液20Alずつをそれぞれ正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高 

さ又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量 ：■

試料液20//1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピ™ク
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面積と検量線から試料液中の,力でテン濃度(砧/ml)を求め,次式｝ごよって検体中め冷-为 

〇テン含量(g/kg)を計算する■ :

冷-カロテン含量(g/kg) =］T5otxw"

C :試料液中の冷-カロテン濃度(/zg/ml)

V :試料液の量(ml)

W ：試料の採取量(g) 、

試薬•試液等
1. エタノール：［95v/v %,特級］

2. エタノール液6>:エタノール1,000mlにBHTlgを加えて溶かす.

■.3.クロロホルム：［高速液体クロマトグラフ用］

4. ジブチルヒドロキシトルエン(BHT):［特級］

5. n-ヘキサン：［高速液体クロ Vトグラフ用］ -■ ■ ； ■ ' 7 ： ■

6. n-ヘキサン液® : «-ヘキサン1,000mlにBHTlgを加えて溶かす.

..7.メタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

:［注］ ノ : :： ： ノ ：： ： ：：、 ：:

1) 加水量が少ないと,エタノールが??-ヘキザン層へ移行するので注意する;
2) 塩化ナトリウムを添加すると,懸濁によるw-ヘキサン層への/?-カロテン•め抽出率め低下を 
防ぐことができる.なお,この際エタノールがヘキサン層へ移行するのを最小限にするた 

め,塩化ナトリウムの添加量は試料量及び溶解に用いる水の量により加減する.
3) 冷-カロテンは,未開封のまま冷凍庫に保存しても劣化しやすいので,長期間置かないこ•と.'.

4) *ラムは内径を細く,長さはやや長くした方が分離がよくなる.

5) カラム温度を上げた方が分離がよくなる.
6) 酸化防止剤BHTを0.1%濃度添加することにより,窒素ガス置換を行わなくても,p-カロ 
.••テンは25°Cで3日間,5°Cで1週間ほ変化しない.
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28食用赤色2号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Red No. 2 and Its Aluminium Lake

別名：アマランス

C20H„N2Na3O10S3 : 604.48

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色2号及びそのアル•ミニウムレーキは食用赤色2号として,.•薄層クロマ•トグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.ただし,部分的に着色された検体は着色部位を採取する.

(2)検液の調製

① 液状食品

試料10mlを量り1>,氷5mlを加えて混和した後,遠心分離(5分間,3,500個転/分,以下 

同じ)して不溶物を除き,水を加えて20mlとし,検液とする.アルコールを含有する試料の 

場合は中和した後,水浴上でアルコールを蒸発させ8,残留物に氷を加えて減量を補った液を 

試料として,上記の場合と同様に操作し,検液を調製する.
② 固形食品 リ： ：： に、入

試料10gを量り35,2～10倍量の水,50-80 vol%エタノール又はアンモニア•エタノール 

溶液を加え4\ときどき振り混ぜながら2～3時間室温に放置するか,又は水浴上で1〇〜30分 

間加温する.冷後,この液を遠心分離して固形物を除き,水層をとる.残留物がなお着色して 

いる場合は,同様の操作を繰り返し,全水層を合わせる.アンモニアを含む場合は酢酸(3-^ 

50)で中和した後,::氷浴上でエタノールを蒸発させ,.濃縮して20mlとし,•検液とする.

以上の操作を行った後の残留物が,なお着色している場合は,アンモニアを揮散させた後,
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残留物にlmol/1塩酸5)10〇11を加え,色素を溶出させ,遠心分離して上層を集め,水酸化ナト 

リウム溶液(4-M00)で中和した後,先の検液に加え,濃縮して20mlとする.

③油脂食品

試料10gを量り,3～5倍量の石油エーテル又はエチルエーテル•石油エーテル混液(1: 

1)を加え®,ときどきかき混ぜながら30分間放置した後,石油エーテル又はエチルエーテ 

ル•石油エーテル混液(1:1)をろ過して除く«.この操作を更に2回繰り返す.次いで,2- 

10倍量のアセトンを加え,ときどきかき混ぜながら2～3時間放置した後,アセトン抽出液を 

分取する.この操作を更に2回繰り返し,全アセトン抽出液を合わせる.残留物は2～10倍量 

のアンモニア•エタノール溶液を用いて,アセトンの場合と同様の操作を繰り返し,アンモニ 

ア•エタノール抽出液をアセトン抽出液に合わせ,酢酸(3 50)を加えて中和した後,ロー

タリーエバポレーターでアセトン及びエタノールを除き,濃縮して20mlとし,検液とする.

以上の操作でもなお,残留物が着色する場合は,アンモニアを揮散させた後,残留物に 

lmol/1塩酸10mlを加え,色素を溶出させ9,遠心分離して上層を集め,水酸化ナトリウム溶 

液(4 100)で中和した後,先の検液に加え,濃縮して20mlとする.

(3)試料液の調製

検液81に酢酸を加えて酸性とした後,分離用カラムに静かに流し込み®,液を流出させた後, 

カラムを酢酸(1 — 100)で洗液がほとんど無色となるまで洗い,酢酸液は捨てる.カラムは 

更に水20mlを流して洗った後,次いでエタノール•アンモニア混液を加え,溶出してくる着 

色液を集め,酢酸(3 50)で中和した後,ロータリーエバポレーターで濃縮乾固する.残留

物に水lmlを加えて溶かし,試料液とする1O)1n>.

(4 )標準液の調製

① 薄層クロマトグラフィー用

食用赤色2号標準品1OOmgを正確に量り,水を加えて溶かし,100mlとし,薄層クロマト 

グラフィー用標準液とする.

② 液体クロマトグラフィー用

薄層クロマトグラフィー用標準液10mlを正確に量り,水を加えて100mlとし,液体クロマ 

トグラフィー用標準液どする.. / : 卜:へ.,：.

(5)測定法

①薄層クロマトグラフィー

試料液12>と薄層クロマトグラフィー用標準液2A1ずつを量り,次に示す条件で薄層ク〇マト 

グラフィーを行う.標準品の値と比較するとともに,色調も観察し,試料中の食用赤色2
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号を定性する1®.

•薄層板14):シリカゲル薄層板及びオグタデシルシ'リル化シリカゲル薄層板155

展開距離：15cm

'シリカゲル薄層板用展開溶媒：酢酸エチル.メタノール.28%アンモニア混液(3 :1:1)16) 

オクタデシルシリル化シリカゲル薄層板展開溶媒：メタノール•アセトニトリル• 5 %硫 

酸ナトりウム混液(3 ： 3 ：10)17)及びメチルエチルケトン• メタノール.5%硫酸ナ 

トリウム混液(1：1：1)18)

②液体クロマトグラフィー

試料液12>と液体クロマトグラフィー用標準液1A1ずつを量り,次に示す条件で液体クロマト

グラフィーを行う.標準品の保持時間と比較し,試料中の食用赤色2号を定性する1气

紫外可視検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：ステンレススチ™ル製,内径4.6mm,長さ150mm

カラム温度：■室温

移動相：0.01mol/l酢酸アンモニウム溶液•アセトニトリル混液(95 : 5)から(1:1)ま 

での直線濃度勾配を30分間行い,溶出させる.

流速:1ml/分

測定波長：520nm

試薬•試液

1. アセトニトリル：［特級］及び高速液体クロマトグラフ用

2. アセトン：［特級］ :

3. 28 %アンモニア：［特級］

4. アンモニア.エタノール溶液：アンモニア水3.5ml,エタノール50ml及び水を加えて 

100ml'とする.

5. エタノール：［特級］

6. エタノール.アンモニア混液：アンモニア水lmlに水を加えて28mlとした液にエタノ 

■—ル28mlを混和する,

•7::エチルエーテル：［特級］く

8.塩酸:［特級］ :

9.lmol/1塩酸:塩酸95mlを量り,水を加えて1,000mlとする.

10. 酢酸：［特級］

11. 酢酸アンモニウム:：［特級］

12. 酢酸エチル：［特級］
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13. 石油エーテル：［特級］ : ' /ゾ：/

14. ポリアミド：カラムクロマトグラフ用,6〇〜80 メッシュを用いる.

15. 分離用カラム：ポリアミドを水に懸濁し,よくかき混ぜて空気を除き,垂直に保持した

ガラス管(内径10mm,長さ200mm)に約5cmの高さとなるように充てんする.吸着柱の 

上部まで水を流出させた後,酢酸(14100)約20mlを流出させる.

16 .無水硫酸ナトリウム：［特級］ : :

17. メチルエチルケトン：［特級］ バ:. ：

18. 硫酸ナ十リウム溶液::無水硫酸ナトリウム5gに水［を加:え•る. ■ ■

［注］ヘン 」/:つへ：…くへ:ベ ；::ニペ：:フ

1) 試料がタール色素で着色さ•れているか否かを試験する場合は,、...①液状食品,..,②周型食品,::•③•• 
油脂食品の試料採取量はI00gどし,使用基準のある食品に準じ,適宜抽出用溶媒を選び操作す 
る.しょう油は10ml,ソースは10gを採取する.

2) .:アルコールの存在はポリア.ミ•ドに対する色素の吸着を低下させる•ため,••あ•ら•か七め除去する.
3) マーマレ"-ドは100g,カステラ,スポンジケーキは30gを採取する..こんぶ類は乾燥検体に.. 

•■乂っいて10g,わかめ類は乾燥検体にっいて5g採取する.野菜は"50gを採取し,表皮のみが有色
の場合は,皮を削ぎ,その部分を細切し試料とする.食肉,鲸肉,鮮魚介類,めん類ほ20gを 

■採取する.なお,めん類にっいては即席めんのように,ヽめんを油で処理し.てあ石場合は脱脂す 
る必要がある. . . .. .. : : ■

4) :キャンデーなどの飴菓子,ジャ•ムなどは水を加えて温める:と色素が溶出•してくるか',あんな 
..どはエタノール溶液又はアン•モニアを含むエタノール溶液を用いた方が色素の溶出がよ•い.一

般にデンプン,タンパク質の溶出を避けるためにエタノールを用いるが,食品表面が凝固する 

.:•ようなときは,アルコール濃度を60-70 %に下げる.マーマレードは水10)-200 ml,こんぶ類, 
わかめ類は水300ml,野菜は水50m!を用い,カステラ,スポンジケーキは石？由エーテル200m】 
音加えて脱脂した後,'.•約r%アンモニアを含むエダノール溶液(80vol %) 200mlを用いる. 

:めん類は石油エーテル100mlを用いて脱脂した後,エタノール溶液:.:(70.vol %) 150mlを加え 
::'る.食肉,鯨肉,鮮魚介類は約1%アンモニアを含むエタノール溶液170VO1%) 50mlを加える.

5) アルミニウムレーキを溶出させる.:
6) エチルエーテル•石油エーテル混液を用いるとエマルジョンを防止できる. ...
7) ••エチルエーテル：石油エーテル混液で3回趣理しても,なお脱脂が十分でない場合は人更に

操作を繰り返す. .ノ ...：. . ：え：..:....パ.
8) し.ょ■.う油,ソース等のように不溶物が生じ•る食品は試料液をそのま•ま..ポ•リアミ：ドカラム•に加 

えると,カラムの上部に不溶物が沈着し,カラムの流速を低下させるので,ポりアミドカラム
法を行うまえに,以下のポリアミドバッチ法を用いて食品成分と色素•との分離を行う••. 

くポリアミドバッチ法>検液を遠心管に採り,酢酸(3 ->50)を加えて酸性とし,よく瘟和す 
る.次にポリアミK0.5gを加え,釣1分間よく振り混ぜた後3,00〇〜3,500回転/分で釣5分間 
''遠心分離する.上澄液は捨て,残留物を酢酸(3 50) 5mlずっで洗液がほとんど無色となる

まで洗い,洗液は捨てる.更に残留物を水5mlずっで2回浼った後,浚液は捨てる.次に残留 
物にエタノール•アンモニア混液を5ml加え,よく振り混ぜ遠心分離する.この操作をエタノ 
ール。アンモニア水溶液混液が着色しなくなるまで繰り返す.全エタノール-アンモニア混液  

■を合わせ,酢酸(3-^50)で中和した後,水浴上でエタノールをほとんど除く.この液に酢酸
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(3 - 50)を加えて十分酸性とし,試料液とする.食品本来の色素,カラメルなどが試料液中に 
移行するような場合は更にポリアミドバッチ法による分離を繰り返す.

9)本操作における試料液及び溶媒の流出速度は約2ml/分となるように調整する.

10) 通常色素濃度が約0.1%となるように調整して,次の測定を行う.ただし,使用基準のある
.カステラ等の食品の場には溶出液につき,再度ポリアミドカラムによるクリーンアップ搡作 

を繰り返す.また,残留物の溶解には水又は50 vol%エタノール0.5mlを加える.

11) 試料液の調製法は,本法のほか毛糸染色法がある.毛糸染色法は多種類の食品に適用でき, 
操作も簡便で,かつ安価に分析できる優れた方法であるが,酸性タール色素の吸着,溶出に加 

•熱操作が必要であるため加熱操作で分解しやすい色素(食用青色2号等)の分析には不適当で 
ある.また色素濃度が薄く,塩類や糖類を多く含む食品では分析が困難な場合もある.

.く毛糸染色法>検液に酢酸を加えて酸性とした後,脫脂羋毛O.lgを入れ,よく振り混ぜ,水浴 
中で30分間加温し,羊毛を取り出し,よく水洗する.この染色羊毛を1%アンモニア水5ml 
中に入れ,水浴中で30分間加温した後,羊毛を取り除き,酢酸を用いて中和した後,約0.1% 

.の濃度に調整して試料液とする. .
12) 使用基準のあるカステラ等の食品の場合は試料液50a1を用いる.
13) .参考として値を注表28-1に示す.
14) 市販の薄層板は同一の展開溶媒を用いても薄層板のメーカーあるいはロットにより,馬値や 

•相互分離が異なることがあるため,あらかじめ使用する薄層板を用いて確認しておくとよい.

15) 120°C,15分間加熱した後に用いる.
16) •酢酸エチルの混合比を増加させるにつれて,各色素の/M直は相対的に低下するので標準品を 
用いてあらかじめ分離条件を選定するとよい.酢酸エチルの混^'比4.5のときはキサンテン系 

色素の分離がよく,混合比が2のときは原点近くの色素の分離がよい.
17) .主として,キサンテン系以外の色素の分離に用いる.5 %硫酸ナトリウムの混合比を増加さ 

せるにつれて,各色素の氏値は相対的に低下するので標準品を甩いてあらかじめ分離条件を選 
定するとよい.

18) 主として,キサンテン系色素の分離に用いる.3種の溶媒を混合すると白濁するが,ろ紙を 
用いてろ過するか,静置後上澄を使用する.

19) 参考としてクロマトグラムを図に示す,

B2
Y4 ：食用黄色4号
B2:食用青色2号
Y5:食用黄色5号 
G3 :食用緑色3号 
R3 :食用赤色3号 
R106 :食用赤色106号

R2 :食用赤色2号
R102 :食,用赤色102号 
R40 :食用赤色40号 
B1：食用青色1号 
R104：食用赤色104号 
R105 :食用赤色W5号

カラム管：TSKgel ODS-80Ts (5/zm, 150X 内径 
4.6mm, トーンー-)

移動相：O.Olmol/1酢酸アンモニウム溶液-アセ
トニトリル混液(95 : 5)から(1:1)までの

• 直線濃度勾配を30分間行い,溶出させる.
流速：1ml/分
測定波長：254nm

5 10 1.5 20 25 30 (分)

注図28-1食用色素(タール色素)の液体クロマトグラム
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注表28-1タール色素の ル値

1)分離条件A
薄層プレ™ 卜：Kieselgel 60 F254(E. Merck 5747)

''展開溶媒：酢酸エチル.メタノール.28 %アンモニア'混液：(3 :1:1)

タール色素 

(Color Index)

馬値
.タール色素 .

(Color Index)

値

分離条件
A1!

分離条件
b2)

分離条件
C3)

分離条件

A1)

分離条件
B2)

分離条件

C3)

食用赤色2号 ¢16185) 0.07 0.84 1.0 ポンソー 3R (16155) 0.38 0.16 0.77

食用赤色3号 (45430) 0.77 〇 0.35 ポンソー SX (14700) 0.26 0.19 0.81

食用冻色40号 (16035) 0.39 0.37 1.0 ポンソー 6R (16290) 0.02 1.0 1.0

食用赤色102号 (16255) 0.14 0.64 1.0 ファースI■レッドE (16045) 0.29 0.20 0.93

食用赤色104号 (45410) 0.80 〇 0.11 オレンジI (14600) 0.42 0.14 0.64

食用赤色105号 (45440) 0.86 〇 0.20 オレンジn (15510) 0.65 0.05 0.51

食用赤色106号 (45100) 0.54 0.04 0.73 オレンジRN (15970) 0.64 0.04 0.50

食用黄色4号 (19140) 0.06 0.93 1.0 オレンジG (16230) 0.30 0.47 1.0

食用黄色5号 (15985) 0.30 0.52 1.0 キノリンエロ■""め (47005) 0.62 0.12 0.68

食用緑色3号 (42053) 0.13 0.16 1.0 ナフトールエローs ¢10316) 0.45 0.47 0.86

食用青色1号 (42090) 0.23 0.11 1.0 グリーンS (44090) 0.17 0.14 0.88

食用青色2号 (73015) 0.23 0.79 1.0 ラ仆グリーンSF黄口(42095) 0.20 0.07 1.0
アゾフロキシン (18050) 0.26 0.44 1,0 ギネアグリーンB (42085) 0.51 〇 0.72

アゾルビン (14720) 0.18 0.08 0.80 パテントブルー V ¢42051) 0.10 0.05 0.73

エオシン (45380) 0.53 〇 0.37 アシッドバイオレット6B(42640) 0.51 〇 0.63

ポンソー R (16150) 0.36 0.22 0.84 ブリリアン！'ブラックBN (28440) 0.07 0.49 1.0-

2) 分離条件B

薄層プレート:RP-18 F254s (E. Merck 1,15389)
'展開溶媒：メタノール.アセトニトリル.5%硫酸ナトサウム混液(3:3:10)'

3) 分離条件C

薄層プレート：RP-18 F254s (E. Merck 1,15389)
展開溶媒：メチルエチルケトン•メタノール.5%硫酸ナト:リウム混液(1：1：1)

4) :標準品の種類によっては,あるいは食品から抽出した場合には,複数のスポットを示すことがある•.
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29食用赤色3号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Red No. 3 and Its Aluminium Lake

別名：エリスロシン

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色3号及びそのアルミニウムレーキは食用赤色3号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試 験 法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2)検液の調製

(3 )試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～⑷については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ

し,「食用赤色2号」を「食用赤色3号」とする.

(5) 測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は526nmとする.
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30食用赤色40号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Red No. 40 and Aluminium Lake

別名：アルラレッFAC

SO3Na
. ■ ■■ CiSH.14N2Na2O8S2 ： 496.43 ■ ■ . ■

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色40号及びそのアルミニウム■レ•ーキは食用赤色40号とI.て,薄層クロマト 

グラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフイー,液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と言式料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の⑴〜⑷については,.28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.••ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用赤色40号」とする.

(5) 測定法

① .薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウ么レーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を聿用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する.

ただし,測定波長は498nmとする.
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31 食用赤色102号
Food Red No.102

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色102号は,薄層クロマトグラフィーあるいは液体クロマトグラフィーによ

り定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～⑷については,’28食用赤色2号及びそのアル•ミニウムレーキを準用する.’ただ 

し,.丁食用赤色2号」を•「食用赤色102号」とする.

(5) 測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマト.グラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトク''ラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は508nmとする.
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32食用赤色104号
Food Red No.104

C20H2Br4Cl4Na2O5 : 829.64

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色104号は,薄層クロマトグラフィーあるいは液体クロマトグラフィーによ

り定性する. 

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～(4)については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用赤色104号」とする.

(5) 測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は538nmとする.
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33食用赤色105号
Food Red No.105

C2OH2C1山Na2O5 :1017.64

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色105号は,薄層クロマトグラフィーあるいは液体クロマトグラフィーによ

り定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の⑴〜⑷については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用赤色105号」とする.

(5) 測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマ'トグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は548nmとする.
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34食用赤色106号
Food Red No.106

別名：アシッドレッE

1. 試験法の概要

食品中の食用赤色106号は,薄層クロマトグラフィーあるいは液体クロマトグラフィーによ

り定性する.

2. 試 験 法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

:上記〇(1)～⑷については,.28食用赤色2•号及びそめアルミ■ニウムレーキを準用する.•ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用赤色106号」とする.：

(5) 測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は566nmとする.
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35食用黄色4号及びそのアルミニウ厶レー■キ
Food Yellow No. 4 and Its Aluminium Lake

別名：ターhラジン

NaOOCx
.■ ■ ■■ /)~\\ ■

| N イ VSO3Na 
’ NaO3 S ]OH

CiSH9N4Na3O9S2 : 534.37

1. 試験法の概要

食品中の食用黄色4号及びそのアルミニウムレーキは食用黄色4号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の⑴〜⑷については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ

し,「食用赤色2号」を「食用黄色4号」とする.

(5 )測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体グロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は428nmとする.
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36食用黄色5号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Yellow No. 5 and Its Aluminium Lake

別名：サンセットイエロ -FCF

NaO3S

C*6HwN2Na2O7S2 : 452.88

1.試験法の概要

食品中の食用黄色5号及びそのアルミニウムレーキは食用黄色5号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

(I ) 検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～⑷については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用黄色5号」とする.

(5)測定法

① 薄層クロマトグラフイー

28

液体クロマトグラフイ

28

2.試 験 法(薄層クロマトグラフイー,液体クロマトグラフイー)

食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する.

食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

ただし,測定波長は482nmとする.
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37食用緑色3号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Green No. 3 and Its Aluminium Lake

別名：ファストグリーンFCF

C37H34N2Na2O10S3 : 808.86

1. 試験法の概要

食品中の食用緑色3号及びそのアルミニウムレーキは食用緑色3号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～(4)については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用緑色3号」とする.

(5) 測定法

①薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィー■の項を準用する.
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②液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は624nmとする.
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38食用青色1号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Blue No.1 and Its Aluminium Lake

別名：ブリリアントブルーFCF

C37H34N2Na2O9S3 : 792.86

1. 試験法の概要

食品中の食用青色1号及びそのアルミニウムレーキは食用青色1号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試 験 法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )検液の調製

(3 )試料液の調製

(4) 標準液の調製

上記の(1)～⑷についてほ,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ

し,「食用赤色2号」を「食用青色1号」とする.

(5) 測定法

①薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.
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②液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフイーの項を準用する. 

ただし,測定波長は630nmとする.
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39食用青色2号及びそのアルミニウ厶レーキ
Food Blue No. 2 and Its Aluminium Lake

別名：インジゴカルミン

〇 H

C16H8N2Na2O8S2 : 466.36

1. 試験法の概要

食品中の食用青色2号及びそのアルミニウムレーキは食用青色2号として,薄層クロマトグ 

ラフィーあるいは液体クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試 験 法(薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4 )標準液の調製

上記の⑴〜⑷については,28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキを準用する.ただ 

し,「食用赤色2号」を「食用青色2号」とする.

(5 )測定法

① 薄層クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,①薄層クロマトグラフィーの項を準用する.

② 液体クロマトグラフィー

28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ,②液体クロマトグラフィーの項を準用する. 

ただし,測定波長は612nmとする.
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40鉄クロロフィリンナトリウム
Sodium Iron Chlorophyllin

1. 試験法の概要

'食品中の鉄クロロフィリンナトリウムは,•原子啜光法により求めた鉄の濃度に分子量比を乗 

じて鉄クロロフィリンナトリウムとして定量する.

2. 試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する,

(2 )試料液の調製

鉄として40Agに対応する,通常,20g以下の試料の量を精密に量り,ブレンダー容器に入 

れ,水80ml,lmol/1塩酸10mlu及び酢酸ェチル40mlを加え,ホモジナイズする.この液を 

水を用いて遠心管に移し,遠心分離(10分間,3,000回転/分,以下同じ)する.酢酸ェチル 

層はナス型フラスコに分取し,水層には酢酸ェチル40miを加えてよくかき混ぜ遠心分離し, 

酢酸ェチル層を分取し,先の酢酸ェチル層と合わせる,水層に酢酸ェチル40ml.を加えて同様 

の操作を繰り返す.全酢酸ェチル層を水浴上で減圧濃縮し,残留物を酢酸ェチルを用いて磁製 

るつぼに移す.水浴上で磁製るつぼの中の酢酸ェチルを揮散させ,電気炉に移し,450-500 

°Caで加熱して灰化する.24時間を過ぎても灰化が十分でないときは,硝酸(1^2)2mlを 

加えて水浴上で蒸発乾固し,次いで電気炉で再び灰化する.灰分は少量の水で潤し,塩酸(1

2)10miを加えて水浴上で蒸発乾固した後,残留物に3mol/l塩酸10mlを加えて加温して 

溶かす.冷後,クェン酸ニアンモニウム溶液(W4)10ml及びブロムチモールブルー試液2 

摘を加えて,溶液の色が緑色になるまでアンモニア水を加え,中和する.この液を300m1の 

分液漏斗に移し,•水を加えて釣100mlとし,硫酸アンモニウム溶液(2—.5)10ml及びジェチ 

ルジチオカルバミン酸ナトリウム溶液(110)10mlを加えて振り混ぜる.数分間放置した 

後,メチルイソブチルケトン20mlを正確に量って加え,激しく振り混ぜ,乂チルイソブチル 

ケトン層を分取し,試料液とする.
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(3) 検量線用標準液の調製

硫酸第一鉄アンモニウム7.022gを正確'に量り,■10 %塩酸10ml及び水500ml•を加えて溶か 

し,水を加えて正確に1,000mlとする.この液1mlを正確に量り,水を加えて正確に100ml 

とし,標準液とする(この液lmlは,鉄10/zgを含む).標準液〇,2, 4ml及び6mlをそれぞ 

れ正確に量り,クエン酸ニアンモニウム溶液(1^4) 10ml及びブロムチ•モールブルー試液2 

滴をそれぞれ加えて溶液の色が緑色になるまでアンモニア水•を加え,申和す:るンこの液を 

300mlの分液漏斗に移し,水を加えて約100mlとし,硫酸アンモニウム溶液(2 -> 5)10ml及 

びジエチルジチオカルバミン酸ナトリウム溶液(1410)10mlを加えて振り混ぜる.数分間 

放置した後,メチルイソブチルケトン20mlを正確に量って加え,激しく振り混ぜ,メチルイ 

ソブチルケトン層を分取し,検量線用標準液とする(これらの液1mlはそれぞれ鉄〇,1, 

2Ag及び3/zgを含む).

(4) 空試料液の調製

試料採取量と同量の氷を用い,⑵試料液の調製と词様に操作し,空試料液とする.

(5) 測定法

① 測定条件

:原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する. 

バーナ—：iocmスりッh型

:燃料ガス：アセチレン-空気,.アセチレン317分,空気13L/分’

測定波長：248.3nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき原子吸光度を測定し,得られた値から検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき原子吸光度を測定する.得られた両者の吸光度の差と検量線から 

試料液中の鉄濃度Qzg/ml)を求め,次式によって検体中の鉄クロロフィリンナトリウム含量 

(g/kg)を求める.

鉄クロロフィリンナトリウム含量(g/kg) 12.19®

C•:•試料液中の鉄濃度Ug/ml)

W :試料の採取量(g)
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試薬•試液

1. クエン酸ニアンモニウム：.［特級］

2. ジエチルジチオカルバミン酸ナトリウム：［特級］

3. 硝酸:有害金属用,市販品を用いる. ペ

4. ■ブロムチモー■ルブル—：■:■:［特級］.-/ ■■■■/■■■■■；：■■?■■.- ■- ■■■■-■■■ .：■■.■■■■■：：■■ - ■■■■ ■: .■ヘ/ ■ノ

5. ブロムチモールブルー試液：ブロムチモールブルー 〇,lgにエタノール•水混液(1:1)

100mlを加えて溶かし,.必要があればろ過する.

6. メチルイソブチルケトン：［特級］

7. ::硫酸アンモニウムペ：:［特級］パ::：：：:卜 厂パ：::：：： ： ：

8. :硫酸第一■鉄アン■モニウム,ぐ：［特級］ン..:？,：ン

［注］■. - ■. ■ ■ ノ ... ' ,ぐ へ’、：’■ ■ン.ヘ.：.ン.■■■ .. -:へ■二.■ \ ■ ■■ ■■厂 ノ ： ■リ■.:: ■ ■:ヘ■■- ■ - ■
1) 水層め酸性度が強すぎる•と,ノ鉄ク•ロロフィサンナト')ウム分子中の鉄が離脱するおそれがあ 
1ので,弱酸性になるようにこの量を調整する方がよい.'

2) 55O°C以上になると他の元素と融合反応を起こすことがある.
3) 鉄クロロフィリンaナトリウムと鉄クロロフィリンbナトリウムの平均分子量679.96を鉄の 
原子量55,8で割った値である■
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41銅クロロフィル及び銅クロロフィリン 
ナトリウム

Copper Chlorophyll and Sodium Copper Chlorophyllin

1. 試験法の概要

食品中の銅クロロフィル及び銅クロロフィリンナトリウムは,原子吸光法に/より銅として定 

量する.必要があれば分子量比を乗じて銅クロロフィルもしくは銅クロロフィリンナトリウム 

の量として求める.

2. 試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

銅として40Agに対応する,通常20g以下の試料の量を精密に量り,ブレンダー容器に入 

れ,水80mlを加え,ホモジナイズした後,0.5%水酸化ナトリウム溶液を加えて弱アルカリ 

性とし,酢酸エチル50mlを加えて振り混ぜる.静置後へ 上層の酢酸エチル層を分取し,下 

層は更に酢酸エチル50m1を加え,同様の操作を2回繰り返す.水層は別に保存する.酢酸エ 

チル層を合わせ,水30mlずつで3回洗浄した後,酢酸ヱチル層に無水硫酸ナトリウム10g2) 

を加え,ときどき振り混ぜながら約1時間放置する.次いで,酢酸エチル層をロータリーエバ 

ポレーターで濃縮乾固する.残留物にクロロホルム5mlを加え混和した後,更に«-へキサン 

45mlを加えて混和する.この液をシリカゲルカラムに加え,液を流下させた後,n-ヘキサン- 

クロロホルム(9:1) 200m1を加え,洗浄する.次いで,メチルエチルケトン•メタノール混 

液(3:2) 120mlを加え,溶出液を集める.溶出液はロータリーエバポレーターで濃縮乾固す 

る.残留物にメチルイソブチルケトンを加え,溶解した後,正確に20mlとし,銅クロロフィ 

ル用試料液とする.

先に保存した水層は,5 %塩酸を加えて弱酸性とし,ブタノール50mlを加えて振り混ぜ 

る1\静置後,だ-ブタノール層を分取する.水層に更に,rt-ブタノール50mlを加え,同様の 

操作を2回繰り返す.ブタノール層を合わせ,水30mlずつで3回洗浄した後,tブタノー
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ル層をロータリーェバポレーターで濃縮乾固した後,残留物をメタノールを用いて磁製るつぼ 

に移す.水浴上で磁製るつぼの中のメタノールを揮散させ,電気炉に移し,450～500で3)で加 

熱して灰化する.庆分は少量の水で潤し,塩_ (142)10mlを加えそ水浴上で蒸発させた 

後,3mol/l塩酸10mlを加えて加温して溶かす.冷後,クェン酸ニアンモニウム溶液(1 

4).10ml及びブロムチモールブノレー試液2滴•を加えて,溶液の色が緑色になるまでアンモニア 

水を加え,中和する.この液に水を加えて約100mlとし,硫酸アンモニウム溶液(2^5) 

10ml及びジェチルジチオカルバミン酸ナトリウム溶液(110)10mlを加えて振り混ぜる. 

数分間放置した後,メチルイソブチルケトン20mlを正確に量って加え,激しく振り混ぜ,メ 

チルイ•ソブチルケトン層を分取し,銅クロ•ロフイリンナトリウム用試料液とする.'"::

(3) 検量線用標準液の調製

硫酸銅3.925gを正確に量り,10 %硫酸10ml及び水200mlを加えて溶かし,水を加えて正 

確に1,000m1とする.この液lmlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,標準液とす 

る(この液lmlは,銅10/zgを含む).標準液〇,2, 4ml及び6mlをそれぞれ正確に量り,ク 

ェン酸ニアンモニウム溶液(14)10ml及びブロムチモールブルー試液2滴をそれぞれ加え 

て溶液の色が緑色になるまでアンモニア水を加え,中和する.この液を300mlの分液漏斗に 

移し,水を加えて約100mlとし,硫酸アンモニウム溶液(2^5) 10ml及びジェチルジチオカ 

ルバミン酸ナトリウム溶液(1410)10mlを加えて振り混ぜる.数分間放置した後,メチル 

イソブチルケトン20mlを正確に量って加え,激しく振り混ぜ,メチルイソブチルケトン層を 

分取し,検量線用標準液とする(これらの液lmlはそれぞれ銅〇,1,2Ag及び3/zgを含む).

(4) 空試料液の調製

試料採取量ど苘量の氷を用い,(2)試料被め調製と筒様に操作じ/空試料液とする.

(5) 測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する.

バーナー：10cmスリット型

■ン>燃料ガスンアセチレン-空気,■アセチVツ4L/分,、空気23.L/分へ ：::ンゾ：:.バ:ム:/ :ンニ

:/測定波長:324.7nm ベ％ .つ…リ :: -

② ,検量線 ： ：: ：く :：:二：：ウ？::十こ^

検量線用標準液それぞれにつき原子吸光度を測定し,得られた値から検■線を作成する.

(3)■定量：、 二 ::へ?ぐへ：:/ く

試料液及び空試料液につき原子吸光度を測定する.得られた両者の吸光度の差ど検量線から



41銅クロロフィル及び銅クロロフィ.リンナトリウ:ム137

試料液中の銅濃度Qzg/ml)を求め,次式によって検体中の銅クロロフィル又は銅クロロフィ. 

リンナトリウム含量(g/kg)を求める. ..' ..... .

.銅含量(g/kg) = ^y x50 .二

C :試料液中の銅濃度Cug/ml)

W :試料の採取量(g)

銅クロロ'7ィル含量(g/kg)—銅含量(g/kg) X14.75 4) '

.銅クロロフィリンナトリウム含量(g/kg)=銅含量(g/kg) x10.834)

試薬•試液等
1. クエン酸ニアンモニウムペ［特級］

2. ジエチルジチオカルバミン酸ナトリウム：［特級］

3. 硝酸：有害金属用,市販品を用いる.

4. シリカゲルカラム：内径1.5cmのガラスカラムに,シリカゲル6gを/^ヘキサン•クロ 

ロホルム混液(9 :1)で湿式充てんする.

5. ブロムチモールブルー：［特級］

6. ブロムチモールブルー試液：ブロムチモールブルー O.lg•にエタノール•水混液(1：1)

100mlを加えて溶かし,必要があればろ過する.

,7.,メチルイソブチルケトン：［特級］

.8.硫酸アンモニウム：［特級］

9.硫酸銅：(結晶)［特級］

［注］ :: :
1) エマルジョンを生じた場合は遠心分離 く10•分間,3,0000転/分)：し,/.酢酸エチル層を分取す 

る.
2) 脫水の目的で加える.適宜追加する. ： ン
3) 550°C以上になると他の元素と融合反応を起こすこ2がある.
4) '銅含量から銅クロロフィル又は銅クロロフィリンナトリウム含有量を算出する場合は,.前者 

は本式に14.75 (銅クロロフィルaどbの平均分子量936.25を銅の原子量63+5で割った値)を
::乗じ,後者は本式に10.83 (銅クロロフィリンaナトリウムと銅クロロフィリンbナトリウム 

の平均分子量687.67を銅の原子量63.5で割った値)を乗じ,それぞれ算出する.
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42二酸化チタン
Titanium Dioxide

TiO2 : 79.88

1. 試験法の概要

食品中の二酸化チタンは,灰化後,硫酸に溶かし,過酸化水素を作用させて生ずる黄色を測 

定する比色法により定量する.

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する1く

(2) 試料液の調製

試料約10gを精密に量り,100mlの磁製るつぼに入れ,徐々に加熱して炭化させる.次いで 

残留物がほとんど白色となるまで550~650°Cに強熱して灰化させる气 冷後,無水硫酸ナトリ 

ウム1.5g及び硫酸10mlを加え,注意しながら徐々に加熱して残留物を溶かす.冷後,残留物 

を水約30mlを入れた100mlのメスフラスコに徐々に加え®,更に,るつぼを水約10mlずつで 

3回洗い,洗液はメスフラスコに加え,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3) 標準液の調製

二酸化チタン25mgを正確に量り,100mlの磁製るつぼに入れ,無水硫酸ナトリウム7.5g及 

び硫酸25mlを加え,注意しながら徐々に加熱して溶かす.冷後,内容物をあらかじめ水約 

100mlを入れた250mlのメスフラスコに徐々に加え®,更にるつぼを水約20mlずつで3回洗 

い,洗液はメスフラスコに加え,水を加えて正確に250mlとし,標準液とする(この液lml 

は,二酸化チタン100；zgを含む).

(4) 測定法

①測定条件

分光光度計を用い,波長408nmにおける吸光度を測定する•
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②測定 -

試料液卜8mlの適当量を正確に量り,10mlのメスフラスコに入れ,過酸化水素水0.2mlを 

加え,よく振り混ぜた後,硫酸(110)を加えて正確に10mltし,測定液とする.測定液 

につき,過酸化水素水0.2mlに硫酸(110)を加えて10mlとした液を対照として,吸光度 

を測定する.

(3)検量線

標準液2,4, 6ml及び8mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ10mlのメスフラスコに入れ,

②測定における試料液と同様に操作し,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞ 

れ二酸化チタン20,40, 60邱 及び80/zgを含む).検量線用標準液それぞれにつき,測定液と 

同様に吸光度を測定し,検量線を作成する.

④定量 ■■广’バ■ ::::

測定液の吸光度と検量線から測定液中の二酸化チタン濃度(^g/ml)を求め,次式によって 

検体中の二酸化チタン含量(g/kg)を計算する.

二酸化チタン含量(g/kg) =-^7

C :測定液中の二酸化チタン濃度Cug/ml)

A :測定液調製に用いた試料液の採取量(ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1.過酸化水素水：［特級］

'2.'無水硫酸ナトリウム：［特級］

3.二酸化チタン：［食添］

［注］
1) ホワイトチーズ,ホワイトチョコシート,糖衣菓子は,可能な限り細切して試料とする.
2) 電気炉で一夜加熱すると,ほとんどの場合,白色の灰分が得られる.
3) 発熱するのでメスフラスコを冷やしながら注意して操作する.
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43アスパルテーム
Aspartame

別名：じび-アスパルチル-L-フェニルアラニンメチルエステル

ch2H

HOOCCH2 -C-CONH-C-COOCH3

nh2 h

CI4Hi8N2O5 : 294.31

1. 試験法の概要

食品中のアスパルテームは,透析法により抽出した後,オクタデシルシリル化シリカゲルカ 

ートリッジカラムでクリーンアップし,液体クロマトグラフイーにより測定する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I)検体の採取とi式fl•の調製

一般試料採取法を準用する. ：ゾニ 八

(2 )試料液の調製

① 液状試料

試料約20gを精密に量り,透析内液用溶液1»20mlを用いてセロハンチューブ25に移した後, 

セロハンチューブの上端を密封し,200mlのメスシリンダーに入れる.次いで透析外液用簿 

液«で全量を200mlとする.ときどき揺り動かしながら室温で24時間透析3sを行う.透析液 

10mlを正確に採り,オクタデシルシリル化シリカゲルカートリッジカラム4!に負荷し,水 

5ml,次いでメタノール•水混液(2 : 8)10mlを通し幻て洗浄する.メタノール.1%リン酸 

混液(3:7)で溶出し,全量を正確に10mlとし,メンブランフィルター(0.45パm)を用いて 

ろ過し,ろ液を試料液とする.

② 固形試料

試料を細切した後,約20gを精密に量り,1%リン酸20mlを用いてセロハンチューブに移

した後,液状試料と同様に操作する.



43アスパルテーム143

(3) 検量線用標準液の調製

アスパルテームO.lOOgを正確に量り,水に溶解して正確に100mlとする.その10mlを正確 

に採り,水を加えて正確に100mlとしたものを標準液とする(本液1mlはアスパルテーム 

100/zgを含む).標準液〇,1,2, 4, 6ml及び10mlを正確に採り,水を加えてそれぞれ正確 

に10mlとし,検量線用標準液とする.(これらの液lmlは,それぞれアスパルテーム〇,10,

20, 40, 60/zg 及び1 〇〇/zg を含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフにより,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル®

カラム管：内径4.6〜6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：40°C

移動相n : メタノール.0.02mol/lリン酸塩緩衝液(pH4.0)混液(1:3)

流速：1.0ml/分

測定波長：210nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれ10//1ずつを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク面 

積からアスパルテームの検量線を作成する.

'■③定量 -

試料液10//1を正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のアスパルテーム濃度(//g/ml)を求め,次式によって検体中のアスパルテー 

ム含量C (g/kg)を計算する8)～气

C (g/kg) - X

A :試料中のアスパルテーム濃度(/zg/ml)

B :試料液の容量(ml)

W :試料の採取量(g)

1/1,000 : kg当たりのg数への換算係数

20 :透析液量(ml)/透析外液分取量(ml)

試薬•試液

1.透析内液用溶液：塩化ナトリウム100gをO.Olmol/1塩酸に溶解して1,000mlとする.
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2. 透析外液用溶液：0.01mol/l塩酸

3. 'メタノール'：［特級］

4.1%リン酸：85 %リン酸11.8gに水を加えて1,000mlとする.

5. オクタデシルシリル化シリカゲルカートリッジカラム：使用前にメタノール5ml,次い 

で水5mlで順次洗浄する.

6. セロハンチューブ：透析用セルロースチューブ

7. 0.02mol/lリン酸緩衝液：0.2mol/lリン酸水素ニナトリウム500mlと0.2mol/lリン酸

470mlを混和する.これを用時10倍量に希釈してpH4.〇の緩衝液を作成する.

［注］ / ノ.：八：人. ■ノ’

1) アスパルテームはpH6以上では不安定である•こと,pH3以上では微生物が繁殖ずる可能性が 
•あるため,透析液のpHは2～3がよい.本条件下ではアスパルテームは安定であるが,48時 
間を過ぎるとわずかに減少する傾向が見られるため,試料液の長期間保存は好ましくない.

2) 透析用セロハンチューブとしては36/32 (平面幅43mm,直径27mm,膜厚0.0203mm) Vis- 
kase sales社製などがある.

3) ..本透析液はサッカリン及びアセスルファムKの•分祈に•も便用できる..これちを同時に測定す 

る場合は,それらの透析時間を考慮して24-48時間程度透析するとよい.
4) オクタデシルシリル化シリカゲルカ'—トリッジカラムとしてはSep-Pac Vac C18 (逆相系, 

充てん量l.OOOmg Millipore社製)などがある.
5) :オクタデシルシリル化シリカゲルカートリッジカラムは毎分3~4m1'の流速で流す..:••へ::•:：
6) オクタデシ'ルシリル化シリカゲルカラムとしてはInertsil ODS-2 (ジーエルサイエンス㈱ 

製),Cosmosil 5C18-AR (ナカライテスク㈱製),L-column ODS (化学品検査協会製)等が使
■し用できる. ：■ ■ ■ ■■ン■、ペ ン、..し.人 バ.■ヘ■■.ふ■ヘ/

7) 移動相のpHによ•りアズパルテームの保持時簡が大きく変動する.pH5に調整'したとき夾雑 
ピークとの分離が最もよい.

く8) •:•アスパルテームの液体クロマ4グラムを図に宗す.

:: .(a)アスパルテーム⑸たくあん漬 :
標準品 APM無添加 APM添加

ノ (200/zg/g)

く測定条件>カラム管：内径4.6mm,長さ250mm 注入量：20/zl

洤図43-丨 アスパルテーム(APM)の液体クロマトグラム

(C)さきいか :'
APM無添加 APM添加

(200^gZg)
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9)本法による添加回収率は,94-100.5 %である.
10)本法による定量限界は,試料中0.01g/kgである.
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44キシリトール
Xylitol

別名：キシリット

OH H OH

HOH2C-C-C-C-CH2OH

H OH H
C5H12O5 :152.15

1. 試験法の概要

食品中のキシリトールは,アセチル体とし,ガスクロマトグラフイーにより定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

① 糖質食品,タンパク食品,油脂食品

一般試料採取法を準用する.

② チューインガム

数枚を細片し,混ぜ合わせて均一試料とする.

(2)試料溶液の調製

① 糖質食品

キシリトールとして〇 .2〜0.8gに対応する,通常,20g以下の細切した試料の量を精密に量 

り,水50mlを加え,一夜放置した後,ろ過する.残留物に温水50mlを加え,加熱しながら 

かき混ぜた後,ろ過する.全ろ液を合わせ,水を加えて正確に200mlとしw,試料溶液とす 

る.

② タンパク食品

キシリトールとして〇 ,2~0.8gに対応する,通常,20g以下の細切した試料の量を精密に量 

り,80%エタノール50mlを加え,冷却器を付け,還流加熱を行った後,ろ過する.残留物に 

80%エタノール50mlを加え,同様に操作した後,ろ過する.全ろ液を合わせ,80%エタノ 

ールを加えて正確に200mlとし1>,試料溶液とする.
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③ 油脂食品

キシリトールとして〇 ,2~O.8gに対応する,通常,20g以下の細切した試料の量を精密に量 

り,7T■ヘキサン100mlを加えて激しく振り混ぜ,ヘキサン層を傾斜法(デカンテーション) 

で除く.残留物にヘキサン100mlを加えて同様の操作を繰り返す.残留物を水浴上で加熱 

してヘキサンを除いた後,②タンパク食品と同様に操作し,試料溶液とする.

④ チューインガム

試料約2gを精密に量り,100mlの三角フラスコに入れ,水2> 50mlを加え,一夜放置する. 

この液をろ過し,残留物に水25mlを加え,60'Cの水浴上で1時間加温した後,ガラス棒で不 

溶物を圧縮し,ろ過する.容器及びろ過器を水で洗浄し,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて 

正確に100mlとし,試料溶液3)とする.

(3 )試料液の調製

① 糖質食品,タンパク食品,油脂食品

試料溶液10mlを正確に量り,50mlの濃縮器に入れ,内部標準液5mlを正確に量って加え 

た後,60°Cの水浴上で減圧濃縮を行い,水分を除く.次に60°Cの水浴上で30- 60分間減圧乾 

燥を行った後,無水ピリジン14ml及び無水酢酸7ml4)を加え,60~70°Cの水浴上で激しく振 

り混ぜて残留物を溶かし,一夜放置する.水20mlを加えた後,水10mlを用いて分液漏斗に 

移し,エチルエーテル50,30ml及び30mlで3回抽出する.全エチルエーテル層を合わせ,

O.lmol/1硫酸20mlずつで2回及び水20mlで1回洗った後,エチルエーテル層に無水硫酸ナ 

トリウムを加えて1時間放置する.この液をろ過し,残留物はエチルエーテル50mlで数回洗 

い,./ろ液及び洗液を合わせてナス型フラスコに入れ,減圧濃縮してエチルエーテルを留去す 

る.残留物にアセトンを加えて溶かして正確に10mlとし,試料液とする.

② チューインガム

試料溶液40mlを正確に量り气 濃縮器に入れ,内部標準液5mlを正確に量って加えた後, 

60°Cの水浴上で減圧濃縮を行い,水分を除く.次に60°Cの水浴上で30-60分間減圧乾燥を行 

った後,無水ピリジン14ml及び無水酢酸7ml4)を加え,60~70°Cの水浴上で激しく振り混ぜ 

て残留物を溶かし,一夜放置する.水20mlを加えた後,水10mlを用いて分液漏斗に移し, 

エチルエーテル50,30ml及び30mlで3回抽出する.全エチルエーテル層を合わせ,

0.05mol/l硫酸20mlで2回及び水20mlで1回洗った後,エチルエーテル層に無水硫酸ナトリ 

ウムを加えて1時間放置する.この液をろ過し,残留物はエチルエーテル50mlで数回洗い, 

ろ液及び洗液を合わせてナス型フラスコに入れ,.■減圧濃縮してエチルエーテルを留去する.残 

留物にアセトンを加えて溶かして正確に10mlとし,試料液とする.
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(4) 検量線用標準液の調製

キシリトールを60°Cで減圧乾燥した後,O.4OOgを正確に量り,水を加えて溶かして正確に 

100mlとし,標準液とする(この液lmlは,キシリトール4mgを含む).標準液〇,2.5, 5,

7,5ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,50mlの濃縮器に入れ,それぞれに内部標準液5mlを 

正確に量って加え,以下⑵試料液の調製と同様に操作して検量線用標章液とする(これらの液 

lmlは,キシリトールとしてそれぞれ〇,1,2, 3mg及び4mgを含む).

(5) 測定法

①,測定条件 ■■.,八：：ノノ’,::: 了？:：,て： -；C-• ■

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(F1D-GC)を用い,次の条件により測定 

する., .... ... . .,..

カラム充てん剤：60-80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体にXE-6 〇を含むアセトンを加え,アセトンを蒸発し,乾燥し,3%となるように 

したもの.

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ2m

カラム温度：150°Cから220°Cまで6°C/分の昇温を行う.

検出器温度：250°C

キャリヤーガス：窒素,40ml/分

::②検量線 ： • へ ヘ： バ ：：；':：-^

検量線用標準液2//1ずつを,それぞれガスクロマトグラフに注入し,ピーク面積比から検量 

線を作成する6). : ：• ■ ： ： く ■:：：：:

、③ 定量 ペ:：:：:：：：.:ン’ ノ"：ゞ：：

試料液2只1を量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク面積比から検量線によっ 

て試料液中のキシリトール濃度(mg/ml)を求め,次式によって検体中のキシリトール含量 

(g/kg)を計算する气■バブ：：■■■■■：■■■ . ■■■■ ■ .: ノ し■へ：■■ヘ：■■■■■ン：.：■ ■■■■ ■■■■■ ■ ■■ :" ■■ノ ン /:■ ■■■

キシリトール含量(g/kg)

C :試料液中のキシリトール濃度(mg/ml)
ゾ:八へ、ハW :試料の採取量(g) ； ■ぐ：ン：：、■.へ八し//:广バ：..ン:ノ

試薬•試液

1. アセトン：［残留農薬試験用］

2. エチルエー•テル：［残留農薬試験用］
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3. エリスリトール：市販品を用いる.

4. 内部標準液：エリスリトール約400mgを精密に量り,水を加えて溶かし100mlとす

る8).

5. ピリジン：［特級］

6. 無水ピリジン：ピリジンに水酸化ナトリウム(ペレット状)/を入れる.

7. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

［注］

1) 必ずしも200m1にこだわらない.キシリトールとして0.1~0.4g/100mlの一定量の溶液とす 

ることが目的.
2) 熱アルコールで抽出する方法があるが,ガムベース'及び香料等の溶出によるガスクロマトグ 

ラフィーの妨害ピークを少なくするため,水で抽出する方法を採用した.この方法で良好な回 
収率が得られる.

3) CV値(％) 0.57で完全な溶出糖液が得られる.
4) トリメチルシリル化されたキシリトールとD-マンニトールの誘導体はガス■クロマトグラフイ 

—では分離がうまくいかない.
5) キシリトールとして40mg以下になるようにする.必ずしも40mlにする必要はない. ’ 

.6).直線性を示す.

7) 本法によるキシリトールの定量限界は,lg/kgである.
8) あらかじめ,試料にエ_リスリトールが含まれていないことを確認してから内部標準液を加え 

る.エリスリトールが含まれていた場合は,D-マンニト™ル,D-ソルビトールのうち,含まれ 
ていないものを内部標準とする.
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45グリチルリチン酸ニナトリウ厶
Disodium Glycyrrhizinate

C42H60Na2Ols : 866.91

1. 試験法の概要

食品中のグリチルリチン酸ニナトリウムはアンモニア水■メタノール溶液で抽出後アルミナ 

カートリッジカラムでクリーンアップし,液体クロマトグラフでグリチルリチン酸として測定 

する.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

① 液状食品

試料約10gを精密に量り,1%アンモニア水• メタノール溶液を加えて正確に100mlとす 

る.よく振とうした後,3,000回転/分で10分間遠心分離する.上清液20mlを正確に分取し, 

あらかじめメタノール10mlで洗浄した後アルミナカートリッジ15に約2ml/分で負荷し,1% 

アンモニア水•.メタノール溶液aで洗浄後カートリッジに空気を通し残留するメタノールを除 

去する.次いで水10mlを正確に量り,これを用いて溶出し,溶出液を試料液とする®.

② 固形食品

細切した試料約10gを精密に量り,1%アンモニア水を10ml加えて1分間ホモジナイズし, 

これに1%アンモニア水• メタノール溶液40mlを加えて3分間ホモジナイズする.
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さらに1%アンモニア水• メタノール溶液を加えて正確に100mlとする.よく振とうした 

後,3,000回転/分で10分間遠心分離する.上清液を正確に20ml分取し,以下①液状食品と 

■同様にアルミナカートリッジ処理し,得られた溶出液を試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

グリチルリチン酸0.1oogを正確に量り,50 %メタノールに溶解して正確に100mlとする. 

この液10mlを正確に採り,水を加えて正確に100mlとする.(この液lmlはグリチルリチン 

酸1OO/zgを含む).標準液〇,0.5,1,5ml及び10mlをそれぞれ正確に採り,水を加えてそれ 

ぞれ正確に100mlとし,検量線用の標準液とする(これらの液1mlは,それぞれグリチルリ 

チン酸〇, 0.5,1,5//g及び10バgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリ•カゲル4)

カラム管：内径4.6~6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：40°C

移動相：アセトニトリル•メタノール.2%酢酸混液(12:5:15)

流速:1.0ml/分

測定波長：254nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれ10/zlずつを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られた 

ピーク面積からグリチルリチン酸の検量線を作成する.

③ 定量

試料液10/zlを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のグリチルリチン酸濃度(/zg/ml)を求め,次式によって試料中のグリチルリ 

チン酸含量C (g/kg)を計算する5),®.

C (g/kg) =- w -X * ふ〇

A :試料液中のグリチルリチン酸濃度(/zg/ml)

B :試料液の容量(ml)

W :試料の採取量(g)
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試薬.試液

1. アルミナカートリッジカラム：市販品を用いる.

2. アンモニア水：■［特級］

3. メタノール：［特級］

4. アセトニトリル：［特級］

5. 氷酢酸：［特級］

6.1%アンモニア水•メタノ ール溶液：28%アンモニア水［特級］10mlにメタノール

270mlを力Dえる.

［注］ ' 广:

1) Sep-Pak Almina Nが回収率や夾雑物の除去効果の点でよい結果が得られる.
2) ソースやみそなどの固形及び半固形試料は,1%アンモニア水でホモジナイズした後1%7 

ンモニア水• メタノール溶液で抽出することにより回収率が向上する.

3) 本法は塩化ナトリウムや保存料,サッカリンナトリウムなどの妨害はない.
4) 市販のカラム充てん剤としてはCresuto Pak Ci8S, WakosiFII CISHG, Inertsil ODS-2及び 

Cosumosil 5C1S AR などがある.
5) グリチルリチン酸の液体クロマトグラムを_に示す.

福神漬抽出物

GA

〇 5 10 15(分) 〇 5 10 け(分)

カラム管：•内径4.6mm,長さ150mm 
測定渡長：254nm

注図45-1グリチルリチン酸の液体クロマトグラム

6)本法の添加回収率は90 %以上(魚肉ねり製品は87%)である.なお,定量限界は0.0025g/ 
kgである.
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46サッカリン及びサッカリンナトリウ厶
Saccharin and Sodium Saccharin

サッカリン サッカリンナトリウ厶 
別名：溶性サッカリン

NH
SO2

C7H5NO3S :183.19 C7H4NNaO3S • nH2O (n二2 又は 〇) 
(C7H4NNaO3S : 205.17)

1. 試験法の概要

食品中のサッカリン及びサッカリンナトリウムは,透析抽出法又は溶媒抽出法により抽出精 

製し,液体クロマトグラフィーによりサッカリンナトリウムとして定量する.必要があれば,

子量比を乗じて,サッカリンの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

① 透析抽出法1),21

試料約10gを精密に量り,試料が炭酸又はエタノールを多く含む場合は,試料を直接又は必 

要があれば少量の水を加えて加温し,その大部分を除去する._また,脂肪分を多く含む試料の 

場合は-ヘキサン約20mlずつで2〜3回洗浄した後,ヘキサン臭がなくなるまで放置又は加 

温する.次に透析補助液»20mlを用いて試料を透析膜に移した後,透析膜の上端を密封し, 

250mlのメスシリンダーに入れ,メスシリンダーに水を入れて200mlとする.ときどき揺り動 

かしながら室温で16-24時間透析を行う.この透析外液をメンブランフィルター (0.45/zm) 

を用いてろ過し,ろ液を試料液とする.

② 溶媒抽出法4} .

試料約2gを精密に量り,飽和硫酸ナトリウム溶液15ml5i,硫酸(1410) 5ml,エチルエ

ーテル80mlを加えてホモジナイズして抽出する.エチルエーテル層を分取し,水層にエチル
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エーテル•50mlを加え,同様の操作を2回繰り返す.全エチルエーテルを分液漏斗に合わせ,..: 

1%炭酸水素ナトリウム溶液20mlを加えて5分間振とうし,水層を別の分液漏斗に入れる. 

更に1%炭酸水素ナトリウム溶液20mlを用いて同様の操作を繰り返し,先の分液漏斗に水層 

を合わせる.次に水層に硫酸(110)7mlを加えて酸性とし,塩化ナトリウム5g,エチル 

エーテル50mlを加えて激しく振り混ぜた後,水層を別の分液漏斗に移す.水層にエチルエー 

テル50mlを加えて同様の操作を行う.全エチルエーテル層を合わせ,脱水後濃縮乾固する. 

残留物に10 %メタノールを加えて全量を正確に20mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の作成

サッカリンナトリウムを12013で4時間乾燥し,その0.040gを正確に量り,水を加えて溶か 

し正確に100mlとする.この液5mlを正確に量り,水を加えて溶かし正確に100mlとし,標 

準液とする(この液lmlはサッカリンナトリウム20/zgを含む).標準溶液〇,1,2, 3ml及び 

4mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に10mlとし,検量線用標準液とする 

(これらの液1.Omlは,それぞれサッカリンナトリウム〇,2.0, 4.0, 6.0/zg及び8.0Agを含 

む).■■ご■ ■ ■ ■ ■ ■■■ ■ ■ : ■■- ぐ■ ■ ■ ■ ■ ■

(4) 測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクチルシリル化シリカゲル

カラム管：内径4.6—6.0mm,長さ150mm

カラム温度：40°C

移動相：5mmol/lCTA含有10mmol/lリン酸緩衝液(pH2.5)•アセトニトリル混液(4 : 3) 

流速：1.0ml/分

測定波長：230nm

② 検量線

それぞれの検量線用標準液20a1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク 

高さ又はピーク面積からサッカリンナトリウムの検量線を作成する®.

'③定量• / •,ン

試科液20/zrを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

より試料液のサッカリンナトリウム濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のサッカリン 

ナトリウム含量(g/kg)を計算する7).
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検体中のサッカリンナトリウム濃度(g/kg)二wx丨000
C :試料液のサッカリンナトリウム濃度(/Zg/ml)

W :試料の採取量(g)

V :試料液の全量(ml)

試薬•試液

1. 透析膜：直径2〜3cmのセロファン膜を長さ約15cmに切断して水に浸した後,一端を細

いひもで縛り,袋状として使用する..

2. 透析補助液：0.1mmol/l塩酸を用いる.

3. CTA :塩化セチルトリメチルアンモニウム

4. 5mmol/l CTA含有10mmol/lリン酸緩衝液(pH2.5): CTA 1.60g及びリン酸二水素カリ 

ウム1.36gを水に溶かして1,000mlとし,リン酸でpHを2.5に調整し,メンブランフィル 

ター (O.45#m)でろ過する(用時調製).

5. メタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

［注］ :

1) 本法により,保存料も同時に抽出,測定が可能である.
2) 透析抽出法は,透析に時間がかかるが,一度に多数の試料を処理できる点が特徴である.有 
機溶媒で乳化しやすい食品(しょう油,みそ,マヨネーズ,ビーナッツバター,清涼飲料水な 
ど)にも適用できる.

3) 透析補助液には0.1mol/l塩酸を使用する.ただし,魚介乾製品などのようにタンパク質の多 
い試料の場合には,0.01~0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液を用いた方が,よい回収率が得られ 

る,
4) 溶媒抽出法は,•操作が煩雑であるが,透析法と比較して短時間で試料液が調製でき,クロマト 

グラム上の妨害ピークが少ない.

5) 試料の含水量によって,加える飽和硫酸ナトリウム溶液の量を調整する.飽和硫酸ナトりウ 
ム溶液を少量ずつ加え,エチルエーテルを加えてホモジナイズしたとき,試料がかゆ状になる 
まで加える.飽和硫酸ナトリウム溶液の添加量が少ないと,乳化することがある.

6) 本法によるサッカリンナトリウムのクロマトグラムと,サッカリンナトリウムと保存料が共 

存するときのクロマトグラムを注図46-1, 46-2に示した.
7) 本法による定量限界は,0.010g/kgである.
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⑴サッカリンナトリウム標準溶液(8/zg/mi)

<溺定条件>
検出器：UV検出器(230nm),カラム管：InertsilCs (内径4.6mm X150mm),カラム温度：
40°C,移動相：5mmol/lCTA含有10mmol/lリン酸緩衝液(pH2.5) •アセトニトリル混液 
(4 : 3),流速：LOml/分

注図46-1サッカリンナトリウムの液体クロマトグラム

〇

液体クロマトグラフィーの条件：上図に同じ.
① ：ソルビン酸2ppm
② ：安息香酸2ppm ■
③ ：デヒドロ酢酸2ppm ...
④ ：パラオキシ安息香酸エチル1Oppm
⑤ ：パラオキシ安息香酸イソプロピルlOppm
⑥ ：パラオキシ安息香酸广プロピルlOppm
⑦ ：サッカリンナbリウム8ppm
⑧ ：パラオキシ安息香酸イソブチルlOppm
⑨ ：パラオキシ安息香酸/2-ブチルI Oppm

5 10 ⑼

注図46-2サッカリンナトリウムと保存•の液体クロマトグラム
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47 d-ソルビトール
D-Sorbitol

別名：D_ソルビット

OH OH H OH

HOH2C-c-c-c-c-ch2oh

H H OH H
C6H14O6 :182.17

1. 試験法の概要

食品中のD_ソルビトールは,ガスクロマトグラフイーにより定量する.

植物中には,天然のD-ソルビトールが広く分布している.したがって,検体中にこれらの 

食品を素材として含有する場合には,定量値は素材由来のD-ソルビトールと添加されたもの 

との合計値である.

2. 試 験 法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料溶液の調製

(3 )試料液の調製

(4) 検量線用標準液の調製

(5) 測定法

上記の⑴〜⑸については,44キシリトールのガスクロマトグラフイーによる試験法を準用 

する.ただし,「キシリトール」を「D-ソルビトール」とする.また,内部標準液を,試薬、 

試液記載のものに変更する.
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試薬.試液
1. アセトン：.［残留農薬試験用］

2. エチルエーテル：［残留農薬試験用］

3. キシリI—ル：市販品を用いる.

4. 内部標準液：キシリトールを60でで減圧乾燥した後,400mgを量り,蒸留水を加えて溶

かして100mlとする1と

5. ピリジン：［特級］

6. 無水ピリジン：ピリジンに水酸化ナトリウム結晶.(ペレット状)を入れる.

7. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

［注］ : ::

1)あらかじめ,試料にキシリトールが含まれていないこどを確認してから内部標準液を加える. 
キシりトールが含まれていた場合は,エリスリトールを内部標準とする.
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48 L-アスパラギン酸ナトリウ厶
Monosodium L-Aspartate

NaOOCCH2-C-COOH . H2〇
nh2

C4HsNNaO4 • H2O :173.10

1. 試験法の概要

食品中のL_アスパラギン酸ナトリウムは,液体クロマトグラフィーによりアスパラギン酸 

として定量する.必要があれば分量比を乗じてL-アスパラギン酸ナトリウムの量として求め 

る.食品中には天然の遊離のL-アスパラギン酸が分布している.したがって,定量値は食品 

由来の遊離アスパラギン酸と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する1.

(2)試料液の調製

① 水溶性食品

L-アスパラギン酸として5〇〜100mgに対応する試料の量を精密に量り,水を用いて分散又 

は溶かして正確に200m1とし,試料溶液とする.

この液約2mlを採り,ピクリン酸溶液(1 — 100) 10mlを加えるとき»,液が懸濁した場合 

は,次の除タンパク搡作を行い,懸濁しない場合はそのまま試料液とする.

除タンパク操作

試料溶液50mlを正確に量り,エタノール150mlを加え,振り混ぜた後,ろ過する气 残留 

物は,エタノール(3^4)20mlずつで3回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,50~60°Cで減圧濃 

縮して約40~45mlとした後,水を加えて正確に50mlとし,試料液とする.

② タンパク食品

L-アスパラギン酸として50~100mgに対応する試料の量を精密に量り,遠心管に入れ,試 

料約lgについて約100°Cの水を約5mlの割合で加え,水浴中で15分間加熱4>した後,冷後,
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冷凍遠心分離(約10分間,約5,000回転/分)し,分離液を別に分ける.遠心管の残留物に最 

初に加えた水の量の約2/3量ずつの約100°Cの水を加え,同様な操作を3回繰り返す.全分離 

液を合わせ,水を加えて正確に200m1とし,必要があればろ過し,試料溶液とする.この際 

全分離液量が200mlを超えるときは,約180～190mlになるまで減圧濃縮した後,正確に 

200mlとし,必要があればろ過し,試料溶液とする.

試料溶液約2mlにピクリン酸溶液(1—100)10mlを加えるとき9,液が懸濁した場合は① 

水溶性食品の除タンパク操作を行い,試料液とし,懸濁しない場合はそのまま試料液とする.

③油脂食品

通常,②タンパク食品の場合と同様に操作し,試料液を調製する.ただし,遠心分離した 

際,分離液が油層と水層の2層に分かれたり,分離液の乳濁が著しい場合は,次の脱脂操作を 

行った後,試料液とする.

脱脂操作®

全分離液を分液漏斗に入れ,エチルエーテル又はエチルエーテル■ ヘキサン混液(2 :

1)50mlずつを用い,振り混ぜて脱脂を2回繰り返し,水層を分取した後,水浴上でエチルエ 

ーテル及びヘキサンのにおいがなくなるまで加熱し,水を加えて正確に200mlとし,必要 

があればろ過する.

(3) 標準液の調製

L-アスパラギン酸ナトリウム130.1mgを正確に量り,水を加えて溶かして正確に100mlと 

した後,その2mlを正確に量り,クエン酸緩衝液(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,標 

準液とする(この液lmlは,レアスパラギン酸20Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®.

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17/zm,架橋度8 %

カラム管：内径9mm,長さ500mm

カラム温度：55'C

移動相：クエン酸緩衝液(pH3.25),0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

② 測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(1^6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液
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(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

:③ 定量 八 八.：ハん：■■く..:.へノ.：ベ：ン：

測定液及び標準液それぞれ500//1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと,標準液のクロマトグラムとの面積 

比例計算で定量する9).

L-アスパラギン酸含量(g/kg) = 2^SXA..1O)

S :標準液中のL-アスパラギン酸濃度Gzg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-アスパラギン酸ピーク面積 

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-アスパラギン酸ピーク面積

L-アスパラギン酸ナトリウム含量(g/kg)=L-アスパラギン酸含量(g/kg) X1.301

試薬•試液
1. エタノール：［99.5v/v%,特級］

2. エチレングリコールモノ メチルエーテル：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

3. 塩酸：市販の35 %精密分析用を用いる.

4. -カプリル酸：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

5. クエン酸■一水塩：市販のアミノ酸自動分析用を用いる. •

6. クエン酸緩衝液(pH2.2):クエン酸ナトリウム•二水塩19.6g,塩酸16.5ml,カプリ 

ル酸0.1ml,チオジグリコール20mlu)及びBRIJ-35溶液(1—4) 4mlに水を加えて溶か 

して1,000mlとする.

7. クエン酸緩衝液(pH3.25):クエン酸ナトリウム.二水塩7.7g,クエン酸• 一水塩

17.9g,塩化ナトリウム7.1g, カプリル酸0.1ml,チオジグリコール5ml11), BRI卜35溶

液(1^4)4ml及びエタノール80mlに水を加えて溶かして1,000m1とする.

8. クエン酸ナトリウム.二水塩:市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

9. 酢酸：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

10. 酢酸ナbリウム■三水塩：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

11. 三塩化チタン溶液：市販品のニンヒドリン試液用を用いる.

12. チオジグリコール：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

13. 窒素：高純度の市販品を用いる.

14. ニンヒドリン：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

15. ニンヒドリン液12> :使用する分析計に付属の耐圧容器を用い,酢酸ナトリウム’三水塩 

136g及び氷酢酸25mlに水を加えて溶かして250mlとする.これにエチレングリコールモ
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ノメチルエーテル750mlを加え,かき混ぜながら20分間窒素を通気した後,ニンヒドリ 

ン20gを加え,更に15分間窒素を通気し,かき混ぜてニンヒドリンを完全に溶解させる. 

その後,三塩化チタン溶液1.7mlを加え,更に10分間窒素を通気し,かき混ぜて完全に溶 

解混合させ,調圧器で0.28kg/cm2に加圧し,保存する.

16. ピクリン酸：［特級］

17. BRIJ-35 :市販品を用いる.

18. ベンジルアルコール：［特級］

［注］ : ::::

1) 試料が調製機器に付着し,その後の操作が困難となる検像については包丁又はハサミ等で, 
できる限り細切して試料とする.

2) 検体の組成によっては試料液中に可溶性タンパクが混入することがあり,これが分析計の力 
ラムの汚染又は反応コイルの詰まり等の原因となる.したがって,除タンパク操作の必要の有 
無を調べる.

3) ろ過にはガラスろ過器11G 4又はろ紙No.5B相当品を用いる.ろ過が著しく困難な場合は遠 
心分離によって分離してもよい.

4) .食品に含まれる遊離L-アスパラギン酸は水溶性であり/水又は熱水により容易に抽出され 
る.したがって,熱水抽出によって試料液を調製することが一般的である.

5) 試料溶液調製時の冷凍遠心分離操作により,食品素材のタンパク質はほとんど除かれるが,
2)と同じ理由により可溶性タンパクの混入を調べる.

6) L-アスパラギン酸は油には溶解しない.試料を熱水抽出及び冷凍遠心分離するとき/通常, 
油脂分は固化し,抽出液と分離して取り除きやすいが,油脂含量がきわめて多い試料で固化し 
ない油等が存在するときには,ここで脫脂搡作が必要である.

7) 使用する分析計の機種によっては希釈液は塩酸(1 — 600)等を用いるものがある.また適正 
濃度の異なるものもあり,それぞれの機種の定めに従って調製する.

8) 使用する分析計により測定条件が異なるときはその分析計に指定された条件により行う.
9) 面積計算は半値幅法,積分計又はコンピューター等いずれを用いてもよい.

10) L-アスパラギン酸含量(g/kg) =

11) ■チオジグリコールはメチオニンの酸化を防止するために作用するので,メチオニン以外のア 
ミノ酸を測定するときは省略して差し支えない.

12) ニンヒドリン液の調製にあたっては,空気との接触を極力防ぐよう注意する.■
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49 DL-アラニン
DL-Alanine

ch3chcooh
I

nh2

C3H7NO2 : 89.09

1. 試験法の概要

食品中のDL-アラニンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には天然の遊 

離のL-アラニンが分布している.したがって,定量値は食品由来の遊離のL-アラニンと添加 

されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2)試料液の調製

(3)標準液の調製

(4)測定法

上記の(1)～(4)については,48 L-アスパラギン酸ナト:リウムの試験法を草用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「DL-アラニン」とし,夕)標準液•の調製中の「レアスパラギン酸ナト ■ 

リウム13O.lmgJは「DL-アラニン1OO.OmgJとし,⑷測定法,③定量中の計算式は,次のと 

おりとする.

Dレアラニン含量(g/kg) 2XSXA
WXAS

S :標準液中のOL-アラニン?農度(只g/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのDL-アラニンピーク面積 

A :測定液で得られたクロマhグラムのDL-アラニンピーク面積
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50 L-アルギニンL-グルタミン酸塩
L-Arginine t-Glutamate

H H
HN シ/、 sT1 XI /CNH(CH2) 3- C -COOH • HOOC(CH2)2-C-COOH

H2in j :
NH2 nh2

CuH23N5O6： 321.33

1. 試験法の概要

食品中のL_アルギニンL-グルタミン酸塩は,液体クロマ！'グラフイーにより,それぞれ構 

成するL-アルギニン及びL-グルタミン酸として定量する.食品中には,天然の遊離のアミノ 

酸が分布している.特にL-グルタミン酸は種々の食品に広く分布している.したがって,定 

量値は食品由来の遊離のL-アルギニン及びL-グルタミン酸と添加されたものとの合計値であ 

る.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の⑴一⑶については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は’「L-アルギニンあるいはL-グルタミン酸」とし,⑶標準液の調製中の 

「じアスパラギン酸ナトリウム130.1mgjは「L-アルギニン塩酸塩119.6mg及びグルタミン 

酸ナトリウム127.2mgjとする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤

L-アルギニン用：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径15.5/zm,柒橋度10%
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L-グルタミン酸用：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17^m,架橋度8 % 

カラム管

しアルギニン用：内径9mm,長さ100mm

L-グルタミン酸用：内S 9mm,長さ500mm

カラム温度

L-アルギニン用：55°C

L-グルタミン酸用：55°C

移動相 . ... .. ..■ ... ■ . . ■フ.：.

L-アルギニン用：クエン酸緩衝液(pH5.28), 0.6ml/分

L-グルタミン酸用：クエン酸緩衝液(pH3.25), 0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98 °C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

②測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(W6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

® 定量 ... \

測定液及び標準液それぞれ500Alずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で,それぞれ定量する®.

各アミノ酸含量(g/kg) = wxa^1C>

S :標準液中のL-アルギニン塩酸塩又はL-グルタミン酸ナトリウムそれぞれの濃 

度("g/ml)

W :試料の採取量(g)

As :榡準液で得られたクロマトグラムのレアルギニン又はL-グルタミン酸それぞ 

れのピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-アルギニン又はL-グルタミン酸それぞ 

れのピーク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬を準用する.ただし,7.クエン酸緩衝液(pH3.25) 

は,次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH3.25):クエン酸ナトリウム■二水塩7.7g,クエン酸•一水塩
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17.9g,塩化ナトリウム7.1g,『カプリル酸O.lml,チオジグリコール5ml11), BRIJ-35溶 

液(1^4)4ml及びエタノール80mlに水を加えて溶かして1,000m1とする.

クエン酸緩衝液(PH5.28):クエン酸ナトリウム.二水塩26.8g,クエン酸.一水塩

6.1g,塩化ナトリウム4.5g,カプリル酸0.1ml, BRIJ-35溶液(14)4ml及びベンジ 

ルアルコール5mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］
48レアスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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51グリシン
Glycine

H2NCH2COOH 
C2H5NO2 : 75.07

1. 試験法の概要

食品中のグリシンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には,天然の遊離の 

グリシンが分布している.したがって,定量値は食品由来の遊離のグリシンと添加されたもの 

との合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I)検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 標準液の調製

(4) 測定法

上記の⑴〜⑷については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「いアスパラギン酸」は「グリシン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナトリウ 

ム130.1mgjは「グリシン1OO.OmgJとし,⑷測定法,③定量中の計算式は,次のとおりとす 

る.

グリシン含量(g/kg)二导！y
S :標準液中のグリシン濃度Qzg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのグリシンピーク面積

A :測定液で得られたクロマhグラムのグリシンピーク面積
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hoocch2ch2- COOH

C5H9NO4 :147.13

レグルタミン酸

L~Glutamic Acid

L-グルタミン酸カルシウム
Monocalcium Di-L-Glutamate

HOOC-

Ca2+ ■ 4H2O

L-グルタミン酸マグネシウム
Monomagnesium Di-L-Glutamate

.…2
C10Hi5N2CaO8 . 4H2O : 404.38

CH2CH2C〇〇-

グルタミン酸カリウ厶
Monopotassium L-Glutamate

H

KOOCH2CH2O-C - COOH . H2〇

nh2

C5HsNKO4 • H2〇 : 203.24

L-グルタミン酸ナトリウム
Monosodium L~Glutamate
別名：グルタミン酸ソーダ

H

NaOOCCH2CH2 ～ C - COOH • H2〇

nh2

C5HsNNaO. • H2O :187.13

1. 試験法の概要

食品中のL_グルタミン酸及びその塩類は,液体クロマトグラフイーによりL-グルタミン酸 

として定量する.必要があれば分子量比を乗じてじグルタミン酸塩の量として求める.食品 

中には,天然の遊離のL-グルタミン酸が広く分布している.したがって,定量値は食品由来 

の遊離のL-グルタミン酸と添加されたものとの合計値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフイー)

Mg2+ . 4H2O

2
CI0HigN2MgO8 . 4H2〇 : 388.61

52 L-グルタミン酸及びその塩類
L-Glutamic Acid and Its Salts

NH2

HOOC-c — CH2CH2COO-

H

H -:c ---N

c;
’
H

H2
N
,‘-

(I)検体の採取と試料の調製
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(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製

(4)測定法

上記の⑴〜⑷については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「レアスパラギン酸」は「レグルタミン酸」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナ 

トリウム130.1 mg」は「L-グルタミン酸ナトリウム127.2mgjとL,⑷測定法,③定量中の計 

算式は次のとおりとする.

L-グルタミン酸含量(g/kg) =

S :標準液中のL-グルタミン酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-グルタミン酸ピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-グルタミン酸ピーク面積

L-グルタミン酸カリウム含量(g/kg)二L-グルタミン酸(g/kg) X1.381

L_グルタミン酸カルシウム含量(g/kg) =L-グルタミン酸(g/kg) XI.374

L-グルタミン酸ナトリウム含量(g/kg) =L-グルタミン酸(g/kg) X1.272 

L-グルタミン酸マグネシウム含量(g/kg) =L-グルタミン酸(g/kg) X1,319
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53 l-テアニン
L~Theanine

〇 H
C2H3NHCCH2CH2-C -COOH

nh2

C7Hi4N2O3 :174.20

1. 試験法の概要
食品中のL-テアニンは,液体クロマトグラフィー(試験法A)叉はトリメチルシリル体と 

してガスクロマトグラフィー(試験法B)により定量する.緑茶には,天然の遊離のレテア 

ニンが分布している.したがって,検体中にこれらの食品を素材として含有する場合には,定 

量値は素材由来の遊離のL-テアニンと添加されたものとの合計値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー,ガスクロマトグラフィー)

試験法A (液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

上記の⑴〜⑶については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「L-テアニン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナトリ 

ウム130.1mgjは「L-テアニンlOOmg」とする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径5-6/zm,架橋度10-12%
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カラム管：内径2.6mm,長さ250mm

カラム温度：初期34°C, 32分間後43°Cに設定

移動相：クエン酸緩衝液(Li 0.155mol/l, pH3.0〇), 0.275ml/分

反応コイル：内径0.25mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

② 測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(W6)を加えてpH2.2に調整した後,塩酸(1^600) 

を加えて正確に100mlとし,測定液とする1®.

③ 定量 ■ ■ ■ / ン ■ : . ■■バ：.■, . ■

測定液及び標準液それぞれ500//1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比

例計算で定量する气

L-テアニン含量(g/kg) = A

S :標準液中のレテアニン濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-テアニンピーク面積.

A.:測定液で得られたクロマトグラムのL-テアニンピーク面積.：

試薬•試液
48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)」の代わりに次の試薬•試液を用いる.

塩化リチウム：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

クエン酸リチウム•四水塩：市販のアミノ酸自動分析用を用いる.

クエン酸緩衝液(Li 0.155mol/1, pH3.00):クエン酸リチウム•四水塩9.80g,塩化リチ 

ウム2.12g,クエン酸.一水塩34.00g,エタノール40ml,チオジグリコール5mln),

BRIJ-35溶液(1-*4)4ml及びカプリル酸0.1mlを水に溶かして1,000mlとする.

［注］ :;

48 L-アスパラギン酸ナ'トリウムの’［注］を準用する.ただし,13)は次のとおり•とする.

13)ここで濁りを生じた場合は,ろ紙No.5Bでろ過し,ろ液を測定液とする.
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試験法B (ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

—般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料約5gを精密に量り,温湯50mlを加えて5分間振り混ぜ,ろ紙(No.5C)でろ過す 

る«.残留物に温湯20mlずつを加え,先のろ紙を用いて同様の操作を2回繰り返す.全ろ液 

を合わせて水を力口え,正確に100mlとし,試料溶液とする.この液8mlを正確に量り,イオ 

ン交換カラムを通過させ,次に水10mlを通過させ,流出した液は捨てる.更に,lmol/1アン 

モニア水の溶液2ml及び水1mlを順に通過させて両流出液を25mlの共栓ナス型フラスコに合 

わせ,減圧下濃縮乾固する气 残留物にTSIM液200/zlを正確に量って加え,残留物が溶ける 

まで激しく振り混ぜた後,15分間静置する®.次に”-ヘキサン1.8mlを正確に量って加え, 

よく振り混ぜ,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

レテアニン20mgを正確に量り,0.5mol/lアンモニア水の溶液45を加えて溶かして正確に 

100mlとし,標準液とする(この液lmlは,L-テアニン200/zgを含む).標準液2, 3, 4ml及 

び5mlをそれぞれ正確に量り,25mlの共栓ナス型フラスコにそれぞれ入れ,減圧下濃縮乾固 

する3.以下⑵試料液の調製と同様に操作してトリメチルシリル化し,それぞれを検量線用標 

準液とする(これらの液lmlは,それぞれL-テアニンとして20〇,300, 400Ag及び500/zgを 

含む).

(4 )測定法

①測定条件5)

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FH>GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤:60-80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフィー用ケイソ 

ウ土担体に,シリコーンOV-101を4 %の割合にコーティングしたもの.

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ2m

カラム温度：160°C

キャリヤーガス：窒素 ,



174 第11章調味料

② 検量線

検量線用標準液2A1ずつを正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,ピーク面積から検量

線を作成する.

③ 定量

試料液2A1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線によ 

って試料液中のL-テアニン濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のレテアニン含量 

(g/kg)を計算する.

L-テアニン含量(g/kg)

C :試料液中のL-テアニン濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬.試液等

1. イオン交換カラム：パスツールピペットにガラスウールを詰め,カラムとして使用する. 

強酸性陽イオン交換樹脂lmlを水を用いて湿式法でカラム管に誌め,2mol/lアンモニア水 

の溶液5ml,水10ml, 2mol/l塩酸5mlを流し,更に,水10mlでよく洗浄する.

2. 強酸性陽イオン交換樹脂:市販品を用いる.

3. トリメチルクロルシラン：市販のガスクロマトシリル化用.

4. N-(トリメチルシリル)イミダゾール：市販のガスクロマトシリル化用.

5. トリメチルシリルイミダゾール(TSIM)液® : N, 〇 -ビス(トリメチルシリル)アセト 

アミド,N-(トリメチルシリル)イミダゾール及びトリメチルクロルシランを2 :1:1の 

割合で混合する.

6. N,〇-ヒフ、(トリメチルシリル)アセトアミド：市販のガスクロマトシリルイ匕用.

7. n-ヘキサン:［残留農薬分析用］

［注］
1) 抹茶等の粉末状のものは,遠心分離操作(10分間,3,000回転/分)を行った後,又はNo.5A 

のろ紙でろ過した後,No.5Cのろ紙でろ過する.
2) •水分があると反応が妨害されるので,完全に水分を除去する.ン'濃縮乾固後,微量の氷分がナ 

ス型フラスコの壁面に付着しているときは,過塩素酸マグネシウムをトラップにして真空ポン 

プで2分間吸引する.

3) TSIM液によりL-テアニンがトリメチルシリル(TMS)化されるが,この反応は室温5～15
分で十分に進行する.

4) ユ-テアニンは水でもよく溶けるが,0.5mol/lアンモニア水の溶液を用いた方が濃縮乾固のと 
きに水分が完全に除去できる.

5) ガスクロマトグラ'7ィーの測定条件は次のように行ってもよい.

カラム充てん剤：5%SE-30 (ケイソウ土)
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カラム温度：240°C
キャリヤーガス：窒素

6) N,〇-ビ又(トリメチルシリル)アセトアミドの代わりに,N, O-Eス(トリメチルシリル) 
トリフルオロアミドを用いてもよい.
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54 5'-イノシン酸ニナトリウム
Disodium 5'-Inosinate

别名：5しイノ'シン酸ナトリウム

1. 試験法の概要

食品中の5'-イノシン酸ニナトリウムは,液体クロマトグラフィーにより定量する.獸鳥肉 

や魚肉中には,天然の5'-イノシン酸が分布している.したがって,検体中にこれらの食品を 

素材として含有する場合には,定量値は素材由来の5'-イノシン酸と添加されたものとの合計 

値である.

2. 試験 法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する1し

(2 )試料溶液の調製

① 水溶性食品

5'-イノシン酸ニナトリウムとして1～5mgに対応する,通常,20g以下の試料の量を精密に 

量り,水を加えて約90mlとし,塩酸(19～»200)を加えてpHを約2 2)に調整した後,水を 

加えて正確に100mlとし,試料溶液とする.

② 水不溶性食品

5'-イノシン酸ニナトリウムとして1～5mgに対応する,通常,20g以下の試料の量を精密に 

量り,過塩素酸溶液(2425)»30mlを加えてホモジナイズした後,遠心管に入れ,遠心分離
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(冷却下,10分間,10,000回転/分)して上澄液を分取する4\残留物に過塩素酸溶液(2^ 

25)30mlずつを加えて同様の操作を2回繰り返し,全上澄液を合わせ,過塩素酸溶液(2^ 

25)を加えて正確に100mlとし,試料溶液とする3.

(3) 試料液の調製

試料溶液Vml®を正確に量り,あらかじめ用意した活性炭カラムを通過させ,更に水約 

20mlを通過させて洗浄する7\次にアンモニア水の溶液(I10)®20mlを流速約0.5ml/分で 

通過させ,流出液を集め,水浴上で蒸発乾固する*.これに水10mlを正確に量って加え,振 

り混ぜた後,活性炭処理液とする.

活性炭処理液lmlずつを正確に量り,それぞれ2本の試験管に入れ,一方に酵素液0.2ml, 

他方に硫酸マグネシウム•トリス緩衝液0.2mlをそれぞれ正確に量って加え,37°Cの恒温水槽 

中で60分間保つ助.この液を常温まで冷却し,それぞれ試料液A, Bとする.

(4) 標準液の調製

5'-イノシン酸ニナトリウム0.250gを正確に量り,水を加えて溶かして正確に100mlとす 

る.この液2mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,標準液とする11> (この液lml 

は,5しイノシン酸ニナトリウム50#gを含む).標準液lmlずつを正確に量り,それぞれ2本 

の試験管に入れ,⑶試料液の調製における活性炭処理液と同様に以下の操作を行い,それぞれ 

標準測定液As, Bsとする.

(5) 測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：多孔性強塩基性陰イオン交換樹脂

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

カラム温度：60°C

移動相：1.5mol/l酢酸•酢酸アンモニウム緩衝液(pH3.4)

流速及び压力：1.5ml/分,釣70kg/cm2

測定波長：254nm

② 定量

標準測定液As, Bs及び試料液A,B 5//1ずつをそれぞれ正確に量り,それぞれを液体クロ 

マトグラフに注入し12)'13),得られたそれぞれのクロマトグラムからそれぞれのピーク高さ14> 

を求め,次式によって検体中の5しイノシン酸ニナトリウム含量.(g/kg)を求める15\
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y-イノシン酸ニナトリヴム含量(g/kg)

S :標準液中の5'-イノシン酸ニナトリウム濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

V :試料溶液の採取量(ml)

As :標準測定液Asで得られたクロマトグラムの5'-イノシン酸のピーク高さ 

Bs :標準測定液Bsで得られたクロマトグラムの5'-イノシン酸のピーク高さ 

A :試料液Aで得られたクロマトグラムの5'-イノシン酸のピーク高さ

B :試料液Bで得られたクロマトグラムの5'-イノシン酸のピーク高さ

試薬•試液等

1. アデノシンづ'-ーリン酸ニナトリウム：市販品を用いる.

2. エチレンジアミン四酢酸ニナトリウム：［特級］

3. 過塩素酸：［60%,特級］

4. 活性炭175 :市販のクロマトグラフ用を次の方法で精製して用いる.標準網フルイ105～

250/zmの粒度のもの200gを採り,塩酸(19^200) 1,500m1を加えて30分間かき混ぜた 

後,ろ過する.次に水1,000mlを加えて30分間かき混ぜた後,ろ過する.これにアンモニ 

ア•エタノール混液(アンモニア水•水•エタノール(1:9:10))1,500mlをカロえ,、30分 

間かき混ぜた後,ろ過する.更に水1,000mlずっとアンモニア•エタノール混液1,500ml 

ずっを用い,上記の操作を2回繰り返す.これにエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム溶 

液(0.372 1,00〇)1,000mlを加え,30分間かき混ぜた後,ろ過し,更に水を加えて洗液 

が中性になるまで洗浄を繰り返す.風乾して保存する.

5.活性炭カラム：ガラス製カラム(図54-1)の下端に少量の脱脂綿を詰め,カラムの半分

ぐらいまで水を溜めておき,10倍量の水に懸濁した活性炭約300mgをカラムに注入し,

活性炭が沈降してから少量の脱脂綿で上部を軽く押さえ,水を 

流出させ,更に塩酸(11,000)約30mlを通過させた後,用 

いる•

6. 酵素(5'_ヌクレオチダーゼ)：市販品として,蛇毒由来のも 

のが入手できる.また,Brevibacterium,Streptomyces等の微 

生物の5'-ヌクレオチダーゼが簡単な精製操作によって得られ, 

本法に使用できる.

7. 酵素液：酵素(5'-ヌクレオチダーゼ)1.0-1.25単位(I. U. 

B.酵素委員会による単位,1単位：基質アデノシン-5'-—リン酸 

ニナトリウム,pH7.5で37°C,1分間に1バmolの無機リン酸を

40mm
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生ずる酵素量)及び硫酸マグネシウム123.2mgに0,5mol/lトリス緩衝液(pH7.5) 5mlを

加えて溶かす.

8.酢酸アンモニウム［特級］

9.1.5mol/l酢酸•酢酸アンモニウム緩衝液(pH3.4):氷酢酸90.Ogを正確に量り,水を加 

えて溶かして正確に1,000mlとし,A液とする.酢酸アンモニウム115.5gを正確に量り, 

水を加えて溶かして正確に1,000mlとし,B液とする.A液1,000m1にB液を加え,pHを

3.4に調整し,メンブランフィルター(孔径0.45Am)でろ過する18\

10. 0.5mol/lトリス緩衝液(pH7.5):トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン60.6gに水 

約500mlを加えて溶かし,塩酸を用いてpHを7.5に調整した後,水を加えて1,000m1と 

する.

11. 硫酸マグネシウム•トリス緩衝液：硫酸マグネシウム123.2mgに0.5mol/lトリス緩衝液 

(pH7.5)5mlを加えて溶かす.

12. トリス(ヒドロキシメチル)アミノ メタン：市販の特級品.

13. 硫酸マグネシウム：［特級］

［注］

1) 試料が調製機器に付着し,その後の搡作が困難となる検体については包丁又はハサミ等でで
きる限り細切して試料とする. ：

2) 5'-イノシン酸はpH2~4で活性炭に吸着されやすい性質がある.
3) 試料中のタンパク質等の分離をよくする目的で過塩素酸溶液を用いる.ホモジナイザー等は 

ステンレス製を用いる.

4) 油脂含量の多い食品では遠心分離したとき油脂が遠心管の上層部に分離してくるので,上澄 
液に油脂が混入しないように駒込ピペット等で上澄液を取り出す.必要に応じてセライト層で 

ろ過する.
5) 水不溶性食品から5'-イノシン酸ニナトリウムを抽出するために熱水を用いてもよい.

6) 通常は10mlを用いるが,5しイノシン酸ニナトリウムとして〇  ,25~O.5mgを含むように試料 
溶液量を増減させることが望ましい.

7) 洗浄液のpHが中性付近になるように,必要により更に水で洗浄してもよい.
8) 活性炭からの5'-イノシン酸の流出液としてはアンモニア水の溶液(1 — 20),アンモニア. 

エタノール混液,アンモニア• 72-ブタノール■エタノール混液(アンモニア水：水：«-ブタノ 
ール：エタノール(7 ： 43 ： 5 ： 45))等も用いられる.アンモニア水の溶液に比較してアンモニ 

ア■アルコール系混液では活牲炭に吸着された食品の褐変物が5'-イノシン酸と共に溶出され 
やすい.

9) 水浴上で蒸発乾固する方法又はロータ•リーエバポレーターを使用する方法いずれを用いても 
よい.この搡作では硬質ガラス製の器具を用いる.

10)この条件での酵素反応は30分間でほぼ終了する.酵素量は一般にはここで用いた量の1/5〜 

1/10でも十分であるが,酵素量が少ないと,アデノシン-5しニリン酸(ADP)等が共存する試 
料では,酵素反応が阻害されて反応が完全に行われないことがある.ここで用いている酵素量 
では,ADPが5'-イノシン酸と同程度又は若干多くても問題はない.
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11) 冷蔵庫で1週間程度保存できる..
12) .標準測定液Bsのクロマトグラムでは,5'-イノシン酸_がピークとして得られる.：しかし,標 

準測定液Asでは,5'-イノシン酸のピークは消失する.試料液Bのクロマトグラムでは,5'-イ 
ノシン酸のピークのほかに多数の妨害ピークが出現する.試料液Aのクロマトグラムでは,

••5しイノシン酸及び他のヌクレオチドに相当するピ～•クが消失する.標準測定液Bsとピークの 

:保持時間が一致し,かつ試料液Aで消失したピークを5'-イノシン酸のピークとする.•.なお, 

目的とするピークが小さすぎる場合には,試料液注入量を100/zlまで増量する.
13) 妨害物質が少ない試料の場合には,酵素反応を省略して活性炭腿理液をそのまま試料液とす

ることができる.この場合は標準測定液には標準液を用いる. .
妨害物質がとくに存在しない場合には,熱水で抽出した抽出液をそのまま試料液とすること 

もできる.この場合も標準測定液には標準液を用いる.
14) クロマトグラムは鋭いピークとして得られるので,通常_ピーク高さ'を求めるが,_面積法でも

よい.
15) 12)に述べたように,.標準測定液Asのクロマトグラムでは5'-イノシン酸のピークは完全に 
消失するので,通常,Asの値はゼロである.また,試料液Aでも妨害ピークが少ないとAの 
値はゼロになる.

16) 検体中の5'-イノシン酸ニナトリウム含量(g/kg)=

17)
1,000 X 100

V X10X^-Xw
B-A

Bs —As
活性炭の精製法として,活性化して吸着能を上げるよ•りも观着能を低下させ,いったん吸着 

した5’-イノシン酸が定量的に脱離,溶出されるようにしてある.
18)液体クロマトグラフィーで使用される充てん剤は微粒子であるため,液中の微細な浮遊物で 
目詰まりを起こす.それを防土する目的でフィルターを通してろ過する.
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55 5'-ウリジル酸ニナトリウ厶
Disodium 5Z-Uridylate

別名ペ5しウリジル酸ナトリウム

1. 試験法の概要

食品中の5'-ウリジル酸ニナトリウムは,液体クロマトグラフイーにより定量する.食品中 

には天然の5'-ウリジル酸が分布している場合もある..したがって,検体中にこれらの食品を 

素材として含有する場合には,定量値は素材由来の5'-ウリジル酸と添加されたものとの合計 

値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料溶液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

(5) 測定法

上記の⑴一⑸については,54 5'-イノシン酸ニナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「5'-イノシン酸ニナトリウム」は「5しウリジル酸ニナトリウム」とし,「5しイノシン酸」は 

「5しウリジル酸」とする,
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56 5'-グアニル酸ニナトリウ厶
Disodium 5'-Guanylate

別名：5'-グアニル酸ナトリウム

〇

OH OH

C10HI2NgNa2O8P : 407.19

1. 試験法の概要

食品中の5しグアニル酸ニナトリウムは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中 

には天然の5'-グアニル酸が分布している場合もある.したがって,検体中にこれらの食品を 

素材として含有する場合には,定量値は素材由来のy-グアニル酸と添加されたものとの合計 

値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と言式料の調製

(2) 試料溶液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

(5) 測定法

上記の(1)～⑸については,54 5'-イノシン酸ニナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「5'-イノシン酸ニナトリウム」は「5'-グアニル酸ニナトリウム」とし,「5'-イノシン酸」は 

「5しグアニル酸」とする.
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57 5しシチジル酸ニナトリウム
Disodium 5Z-Cytidylate

別名：5しシチジル酸ナトリウム

1. 試験法の概要

食品中の5'-シチジル酸ニナトリウムは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中 

には天然の5'-シチジル酸が分布している場合もある.したがって,検体中にこれらの食品を 

素材として含有する場合には,定量値は素材由来の5'-シチジル酸と添加されたものとの合計 

値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料溶液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

(5) 測定法

上記の⑴一⑸については,54 5'-イノシン酸ニナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

■「5しイノシン酸ニナトリウム」は「5'-シチジル酸ニナトリウム」とし,「5'-イノシン酸」は 

「5'-シチジル酸」とする.
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58 5'-リボヌクレオチドニナトリウム及び 
5'-リボヌクレオチドカルシウム

Disodium 5Z-Ribonucleotide and Calcium S'-Ribonucleotide

■別名：5しリボヌクレオ’タイド’ナトリウム叉は’5'-リボヌクレオチ■ド 

ナトリウム及び5'-リボヌクレオタイドカルシウム

1. 試験法の概要

食品中の5しリボヌクレオチドニナトリウム及び5しリボヌクレオチドカルシウムは,5しリ 

ボヌクレオチドの構成成分である5しイノシン酸,5'-グアニル酸,5'-シチジル酸及び5しウリ 

ジル酸をそれぞれ測定する液体クロマトグラフィーにより,5'-リボヌクレオチドナトリウム 

として定量する.必要があれば分子量比を乗じて5しリボヌクレオチドカルシウムの量として 

求める.食品中には天然の5'-リボヌクレオチドが分布している場合もある.したがって,検 

体中にこれらの食品を素材として含有する場合には,定量値は素材由来の5'-リボヌクレオチ 

ドと添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料溶液の調製

① 水溶性食品

5'-リボヌクレオチドニナトリウム及び5'-リボヌクレオチドカルシウムとして2~10mgに 

対応する,通常,20g以下の試料の量を精密に量り,水を加えて約90mlとし,塩酸(19～* 

200)を加えてpHを約2 に調整した後,水を加えて正確に100mlとし,試料溶液とする.

② 水不溶性食品

5'-リボヌクレオチドニナトリウム及び5'-リボヌクレオチドカルシウムとして2~10mgに 

対応する,通常,20g以下の試料の量を精密に量り,過塩素酸溶液(2^25)a30mlを加えて 

ホモジナイズした後,遠心管に入れ,遠心分離(冷却下,10分間,10,000回転/分)して上澄 

液を分取する®.残留物に過塩素酸溶液(2 25)30mlずつを加えて同様の操作を2回繰り返
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L,全上澄液を合わせ/過塩素酸溶液(2 25).を加えて.正確に100mlと.し,試料溶液とす

るA 、 ■ ■ , ■■ . .■ ■

(3) 試料液の調製

試料溶液Vml5iを正確に量り,あらかじめ用意した活性炭カラムを通過させ,更に水約 

20mlを通過させて洗浄する®.次にアンモニア水の溶液(11〇)7) 20mlを流速約0.5ml/分 

で通過させ,流出液を集め,水浴上で蒸発乾固する®.これに水30ml9)を正確に量って加え, 

振り混ぜた後,活性炭処理液とする.

活性炭処理液1mlずつを正確に量り,それぞれ2本の試験管に入れ,一方に酵素液0.2ml, 

他方に硫酸マグネシウム,トリス緩衝液0.2mlをそれぞれ正確に量って加え,37°Cの恒温水槽 

中で60分間保つ助.この液を常温まで冷却し,それぞれ試料液A, Bとする.

(4) 標準液の調製

5しイノシン酸ニナトリウム(I)及び5しグアニル酸ニナトリウム(G)それぞれ0.250gず 

つを正確に量り,合わせ,水を加えて溶かして正確に100mlとし,IG液とする.

別に,5'-シチジル酸ニナトリウム(C)及び5'-ウリジル酸ニナ•トリウム(U)それぞれ 

0.250gずつを正確に量り,合わせ,水を加えて溶かして正確に100mlとし,この液10mlを正 

確に量り,水を加えて正確に100mlとし,CU液とする.

IG液及びCU液それぞれ2mlずつを正確に量って合わせ,水を加えて正確に100mlとし, 

標準液115とする(この液lmlは,I及びGを50パgずつ,C及びUを5Agずつ含む).

標準液lmlずつを正確に量り,それぞれ2本の試験管に入れ,⑶試料液の調製における活 

性炭処理液と同様に以下の操作を行い,それぞれ標準測定液As,Bsとする.

(5) 測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：多孔性強塩基性陰イオン交換樹脂

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

カラム温度：60°C

移動相：1.5mol/l酢酸■酢酸アンモニウム緩衝液(pH3,4)

流速及び圧力：1.5ml/分,釣70kg/cm2

測定波長：254nm12)

② '定量1®加 ペ へ：； ：：' : :

標準測定液As, Bs及び試料液A, Bそれぞれ5//1ずつを正確に量り,それぞれを液体クロ



186 第11章調味料

マトグラフに注入し,得られたそれぞれのクロマトグラムからI,G, C及びUのピーク高

さ®を求め,次式によって検体中のI,G, C及びU含量(g/kg)を求める1®.

5'-イノシン酸ニナトリウム含量 (g/kg) : 1 = WV(BS1-ASI)

5しグアニル酸ニナトリウム含量 (g/kg) : G=
3Sg (Bg-Ag) 

wv(bsg-asg)

5'-シチジル酸ニナトリウム含量 (g/kg) : C =
3SC (Bc-Ac)

WV(BSC-ASC)

5'-ウリジル酸ニナトリウム含量 (g/kg) : U = 3Su ～～ノ
WV(BSU-ASU)

SI； SG, Sc, S„ :標準液中のI,G, C, Uそれぞれの濃度Cug/ml)

W :試料の採取量(g)

V :試料溶液の採取量(ml)

ASI, Asg, Asc, Asu :標準測定液Asで得られたクロマトグラムのI, G, C, U 

それぞれのピーク高さ

BSI, Bsg, Bsc, Bsu :標準測定液Bsで得られたクロマトグラムのI,G, C, Uそ 

れぞれのピーク高さ

A„ Ag, Ac, Au :試料液Aで得られたクロマトグラムのI, G, C, Uそれぞれ 

のピーク高さ

B„ Bc, Bc, Bu :試料液Bで得られたクロマトグラムのI,G, C, Uそれぞれの 

ピーク高さ

5'-リボヌクレオチドニナトリウム含量(g/kg)=I+G + C + U

5'-リボヌクレオチドカルシウム含量(g/kg)=5'_リボヌクレオチドニナトリウム 

含量(g/kg) XO.98517)

試薬•試液等
1. アデノシン-y■■—リン酸ニナトリウム：市販品を用いる.

2. アンモニア水：［比重約〇.90,特級］

3. エタノール：［99.5v/v %,特級］

4. エチレンジアミン四酢酸ニナトリウム：［特級］

5. 過塩素酸：［60%,特級］

6. 活性炭：市販のクロマトグラフ用を次の方法で精製して用いる1®.標準網フルイ105-

25O^mの粒度のもの200gを採り,塩酸溶液(19 — 200) 1,500mlを加えて30分間かき混 

ぜた後,ろ過する.次に水1,000mlを加えて30分間かき混ぜた後,ろ過する.これにアン 

モニア•エタノール混液(アンモニア水•水■エタノール(1：9 ：10))1,500mlを加え,
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30分間かき混ぜた後,ろ過する.更に水1,000mlずっとアンモニア•エタノール混液1, 

500mlずっを用い,上記の操作を2回繰り返す.これにエチレンジアミン四酢酸ニナトリ 

ウム溶液(0.372 —1,000)1,000m1を加え,30分間かき混ぜた後,ろ過し,更に水を加え 

て洗液が中性になるまで洗浄を繰り返す.風乾して保存する.

7. 活性炭カラム：ガラス製カラム(図54-1)の下端に少量の脱脂綿を詰め,カラムの半分 

くらいまで水を溜めておき,10倍量の水に懸濁した活性炭約300mg19)をカラムに注入し, 

活性炭が沈降してから少量の脱脂綿で上部を軽く押さえ,水を流出させ,更に塩酸(1^> 

1,000)約30mlを通過させた後,用いる.

8. 酵素(5しヌクレオチダーゼ)：市販品として,蛇毒由来のものが入手できる.また,

Brevibacterium,Streptomyces等の微生物の5しヌクレオチダーゼが簡単な精製操作によっ 

て得られ,本法に使用できる.

9. 酵素液：酵素(5'_ヌクレオチダーゼ)1.0～1.25単位(I.U.B.酵素委員会による単位,1 

単位：基質アデノシン-5'-—リン酸ニナトリウム,pH7.5で37°C,1分間に1/zmolの無機 

リン酸を生ずる酵素量)及び硫酸マグネシウム123.2mgに〇 ,5mol/lトリス緩衝液(pH7.5) 

5mlを加えて溶かす.

10. 0.5mol/lトリス緩衝液(pH7.5):トリス(ヒドロキシメチル)アミノ メタン60.6gに水 

約500mlを加えて溶かし,塩酸を用いてpHを7.5に調整した後,水を加えて全量を

1,000mlとする.

11. 硫酸マグネシウム•トリス緩衝液：硫酸マグネシウム123.2mgに0.5mol/lトリス緩衝液 

(pH7.5)5mlを加えて溶かす.

12. トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン：市販の特級品を用いる.

13. 硫酸マグネシウム：［特級］

14. 酢酸アンモニウム：［特級］

15.1.5mol/l酢酸•酢酸アンモニウム緩衝液(pH3.4):氷酢酸90.Ogを正確に量り,水を加 

えて正確に1,000m1とし,A液とする.酢酸アンモニウム115.5gを正確に量り,水を加え 

て溶かして正確に1,000m1とし,B液とする.A液1,000mlにB液を加えてpHを3.4に調 

整し,メンブランフィルター(孔径0.45Am)でろ過する20\

［注］
1) 5'-リボヌクレオチドはpH2付近で活性炭に最も吸着されやすい.
2) 試料中のタンパク質等の分解をよくする目的で過塩素酸溶液を用いる.ホモジナイザー等は 

ステンレス製を用いる.

3) 油脂含量の多い食品では,遠心分離したとき,油脂が遠心管の上層部に分離してくるので, 
上澄液に油脂が混入しないように駒込ピペットなどで上澄液を取り出す.必要に応じてセライ 
卜層でろ過する.
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4) 水不溶性食品から5しリボヌクレオチドニナトりウムを抽出するために/熱氷を用いてもよ

い. .ノ ■ ■ ■ ■ ■ ■ . ■ . . ...： ' . .... , .. ■
5) 通常は10mlを用いるが,5しリボヌクレオチドニナトリウム及び5'-リボヌクレオチドカルシ 

ウムとして0.5〜Imgを含むように試料溶液量を増減させることが望ましい.
6) 洗浄液のpHが中性什近になるように必要により更に水で洗浄してもよい.:： 广
7) 活性炭からの5'-リボヌクレオチドの流出液としては,アンモニア水の溶液(1^20),アン 

モニア•エタノール混液,アンモニア• n-ブタノール•エタノール混液(アンモニア水•水.

ブタノール.エタノール(7 ： 43 ： 5 ： 45))等も用いられる.アンモニア水の溶液に比較し 
てアンモニア•アルコール系混液では活性炭に吸着された食品の褐変物が5'-リボヌクレオチ 

ドと共に溶出されやすい.. ......,......：. .....：..
8) 水浴上で蒸発乾固する方法又はロータリーエバポレーターを使用する方法いずれを用いても

よい.この操作では硬質ガラス製の器具を用いる. ：
9) 5しリボヌクレオチドニナトリウム含量が少なければ,水10mlを用いてもよい.その場合に 

は,定量の計算式で3を掛けない.
10) この条件での酵素反応は30分間でほぼ終了する.酵素量は一般にはここで用いた量の1/5～ 

1/10でも十分であるが,酵素量が少ないと,アデノシンづしニリン酸(ADP)等が共存する試

.料では,.酵素反応が阻害されることがある.ここで用いられる酵素量では,ADPが5'-リボヌ 
づレオチドと同程度又は若干多く含まれても問題はない.

11) 5しリボヌクレオチドニナトリウム及び5しリボヌクレオチドカルシウムはI, G, C, :U_の4 
成分の混合物であるが,I, G含量に比較してC, U含量は非常に少ないので,本液の組成を標 

•準液とした.本液は冷蔵庫で1週間程度保存できる.
12) 5'-シチジル酸ニナhリウムの場合には,280nmの測定波長を用いると約2倍の感度が得られ 

る.
13) 5'-リボヌクレオチ'ドニナトリウム及び5'-リボヌクレオチドカルシウムの各成分は,C, U,

I及びGの順で溶出する.標準液Bsのクロマトグラムでは上記4成分がピークとして得られ 
.る.しかし標準液Asでは4成分のピークが消失する.
試料液Bでは,C, U, I及びGのピークのほかに多数の妨害ピークが,とくにCの溶出位 
置付近に出現する.標準液Bsとピークの保持時間が一致し,かつ試料液Aで消失したピーク 

をそれぞれC, U, I及びGのピークとする.なお,目的とするピークが小さすぎる場合には, 

サンプル注入量を100Alまで増量する.
14) 妨害物質が少ない試料の場合には,酵素反応を省略して活性炭処理液をそのまま試料液とす 

ることができる.この場合も標準測定液には標準液を用いる.
妨害物質がとくに存在しない場合には,熱水で抽出した抽出液をそのまま試料液とすること 

1できる.この場合も標準測定液には標準液を用いる.
15) クロマトグラムは鋭いピー•クとして得られるので,.通常,•ピーク高さを求めるが,面積法で 

■ ■もよい.
16) 13)でも述べたように,標準測定液_ASのグロ•マトグラムでは\1,G, C及びUのピークは完 

全に消失するので,通常As,,Asg, Asc及びAsuの値はゼロとなる.また,試料液Aでも妨害 
ピークが少ないとA,,Ag, Ac及びAuの値はゼロとなる.

17) 無水の5しリボヌクレオチドカルシウムと無水の5'-リボヌクレオチドニナトリウムの分子量 

比である.5'-リボヌクレオチドニナトリウム及び5'-リボヌクレオチドカルシウムにはイノシ
ンン酸,グアニル酸,シチジル酸,ウリジル酸のナトリウム又はカルシウム塩が含まれているが, 

このうち,イノシン酸及びグアニル酸で95%以上を占めることになっている.無水の5しイノ 
シン酸ニナトリウムと5しイノシン酸カルシウムの分子量比,無水の5'-グアニル酸ニナトリウ
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ムと5'-グアニル酸カルシウムの分子量比は共に0.985となる.
18) 活性炭の精製法として,活性化して趿着能を上げるよりも吸着能を低下させ,いったん吸着 

した5'-リボヌクレオチドが定量的に脱離,溶出されるようにしてある.
19) しょう油のように褐変物質の多い検体の場合には,活性炭を400~600mgに増量する.
20) 液体クロマトグラフィーで使用される充てん剤は微粒子であるため,液中の微細な浮遊物で 
目詰まりを起こす.それを防止する目的でフィルターを通してろ過する.
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59アジピン酸
Adipic Acid

hooc(ch2)4cooh 

C6HI0O4 :146.14

1. 試験法の概要

食品中のアジピン酸は,アジピン酸をメチル化体とし,ガスクロマトグラフィーにより定量

する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

① 液状食品

試料約5gを精密に量り,メタノールを加えて正確に50mlとする.この液10mlをナス型フ 

ラスコに採り,エバポレーターで溶媒を蒸発させる1\次いで,残留物にメタノールト21111 

を加えて溶かし0,次にアセトン約20mlを加え,析出物及び水分を除去する目的で乾燥ろ紙 

でろ過する.ろ液をナス型フラスコに入れ,エバポレーターで約3mlに濃縮する.濃縮液に 

ジアゾメタン試液31を加え,室温で約10分間放置した後,溶媒を留去し45,アセトンを加 

えて正確に10mlとし,試料液とする.

② 固体食品51

試料約5gを精密に量り,150mlのホモジナイザー用カップに入れ,0.5mol/l硫酸を加え 

pH2以下とし®,混和する.次にメタノール約20mlを加え約3分間ホモジナイズし,ろ過す 

る.この操作を更に1回繰り返し,先のろ液と合わせた後,lmol/1水酸化ナトリウム溶液で 

pH5とする7\この液にメタノールを加えて正確に50mlとし,この液10m1をナス型フラスコ 

に採り,以下,①液状食品の場合と同様に操作し,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

アジピン酸O.lOOgを正確に量り,アセトンを加えて正確に100mlとし,標準液とする(こ
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の液lmlは,アジピン酸Imgを含む).標準液〇,0.5,1,2ml及び3mlを正確に量り,それ 

ぞれアセトンを加えて約3mlとし,ジアゾメタン試液2mlを加え,室温で約10分間放置した 

後,溶媒を留去し4アセトンを加えて正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの 

液lmlは,それぞれアジピン酸〇,50,100, 200/zg及び300Agを含む).

(4)測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤:80-100 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフィー用ケイソ 

ウ土担体に,アルキレングリコールフタル酸エステルを5%の割合で含ませたも 

の8). .

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さlm

カラム温度：140°C

注入ロ温度：200°C

キャリヤーガス：窒素,30ml/分

② 検量線

検量線用標準液2//1ずつをそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,ピーク高さ 

又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量 . •

試料液2/4を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中のアジピン酸濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中のアジピン 

酸含量(g/kg)を計算する.

アジピン酸含量(g/kg) = WX l;000Xl,000 X 1,〇〇°

C :試料液中のアジピン酸濃度(/Zg/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液
1.ジアゾメタン試液9> :況-メチル-2V-ニトロソ-p-トルエンスルホンアミド4.3gをエチル 

エーテル26mlに溶かし,あらかじめKOHlgを水1.6ml及びエタノール5mlに溶かした 

溶液を入れたフラスコ中に注意して加え,水浴上65°Cにおいて蒸留して留液約20mlを採 

る.ただし,受器にはエチルエーテル5mlを入れた共栓フラスコを用い,冷却器の先端は 

受器のエチルエーテルの液面下に浸し,受器は氷水中に浸して冷却する.ドラフト内で操
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作する.用時調製する.

2. N-メ牛)V-N-ニトロソ-p-トルエンスルホンアミド：市販の特級品を用いる.

［注］

1) 乾固しないように注意する.
2) チーズでは不溶物の残る場合がある.
3) 反応後の試料液に微黄色が残らないときは,ジアゾメタン試液を追加する.
4) ジアゾメタン試液中のエチルエーテルを除去する.

5) チーズ,ゼリー,プリン等の軟試料は,細切又はホモジナイズカップ中でガラス棒等により 
細砕してもよい.

キャンディーは少量の水に溶解し,以後①液牧食品の方法に従って题理するとよい.

6) チーズで約5ml,ゼリー,プリン等では1～2mlでpH2以下となる.
7) にごりを生ずる場合があるが差し支えない.
脂肪を多く含む試料の場合は,pHを調整したろ液を分液漏斗に入れ,同量のヘキサンで 
洗浄し,ヘキサン層を捨てる.

8) 5 % Thermon-3,000として市販されている.
9) ジアゾメタン(CH2N2)は黄色のガス体(bp. —23'C)'でエチルエーテルに溶け,番液は低 

温でも徐々に分解する.ここには市販試薬を用いた一般的調製法を採用したが,より簡便な方 
法としてニトロソメチル尿素を合成しておいて用時その少量にエチルエーテルとNaOH溶液を 
加えて生ずる黄色のエチルエーテル層を使用する方法もある(日本化学会編：実験化学講座 
20,p.373(1963)).鮮黄色を呈する溶液は密栓して冷蔵庫に保存すれば1～2週間は使用でき 
る.激しい反応性を有する有毒なガスであるから取り扱いには注意を要する.過剰な溶液を処 
理するには,このエチルエーテル溶液は使用後酢酸中に少量ずつ加えて廃棄する.
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60クエン酸及びその塩類
Citric Acid and Its Salts

クエン酸(結晶)
Citric Acid (crystal)

ch2cooh
i

HO-C-COOH • H,〇 
! - 

ch2cooh

C5H8O7 ■ H2〇 : 210.14

クエン酸ーカリウ厶
Monopotassium Citrate

ch2cooh
!

HO-C-COOK 
i 

ch2cooh

CsH7KO7 : 230.22

クエン酸カルシウム
Calcium Citrate

CH2COO- 
I

HO-C-COO- 
I

CH2COO-

3Ca2+ ■ 4H2O

2
C12HI0Ca3OI4 . 4H2O : 570.50

クエン酸三ナトリウム(無水)
Trisodium Citrate (anhydride)

CH2COONa
I

HO-C-COONa
I 
CH2COONa

C6H5Na3O7 : 258.07

クエン酸第一鉄ナトリウム*

Sodium Ferrous Citrate
別名：クエン酸鉄ナトリウム

クエン酸(無水)
Citric Acid (anhydride)

ch2cooh
!

HO-C-COOH
I

ch2cooh

C6H8O7 :192.13

クエン酸三カリウム
Tripotassium Citrate

ch2cook
I

HO-C-COOK - H2O
I

CH2C00K
C6H5K3O7 : 324.41

クエン酸三ナトリウム(結晶)
Trisodium Citrate (crystal)
別名:クエン酸ナトリウム

CH2C〇ONa 
I

HO-C-COONa • 2H2〇
I

CH2COONa
CsH5Na3O7 ■ 2H2〇 : 294.10

クエン酸鉄*

Ferric Citrate

クエン酸鉄アンモニウム*
Ferric Ammonium Citrate

* :化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.
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1. 試験法の概要
食品中のクエン酸及びその塩類«は,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフィーによりク 

エン酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてそれぞれの塩類の量として求める.食 

品中には,天然のクエン酸が分布している.したがって,定量値は,,食品由来のクエン酸と添 

加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

試料約5gを精密に量り,5 %過塩素酸溶液5ml及び水30mlを加え,10分間振とう抽出又 

はホモジナイズ抽出2»した後,水を加えて正確に50mlとする.これをろ過3>し,ろ液を試料液 

とする.

(3) 検量線用標準液の調製

クエン酸三ナトリウム.二水和物153.1mgを正確に量り,水を加えて溶かし,正確に200ml 

とし,標準液とする(この液lmlは,クエン酸500Agを含む).標準液〇,1,5,10ml及び 

20mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に50mlとし,検量線用標準液とする 

(これらの液lmlは,それぞれクエン酸〇,10, 50,100/zg及び200卵 を含む).

(4) 測定法4)

① 測定条件55

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：スルホン化スチレン-ジビニルベンゼン(有機酸分析専用カラム6り 

カラム管：内径6.0-8.0mm,長さ300-500mm

カラム温度：40°C

移動相:3mmol/l過塩素酸

流速:1.0ml/分

測定波長：220nm

注入量：10//1

② 検量線7>
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検量線用標準液それぞれ1OA1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク面 

積からクエン酸の検量線を作成する.

③定量 I •

試料液10//1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のクエン酸濃度(Ag/ml)を求め,次式によって試料中のクエン酸含量C 

(%)を計算する®,9).

C = WX200

A :試料液中のクエン酸濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

クエン酸(結晶)含量(％) =クヱン酸含量(%) X1.094

クエン酸ーカリウム含量(％) =クエン酸含量(%) XI.198

クエン酸三カリウム含量(％) =クエン酸含量(%) X1.688

クエン酸カルシウム含量(％) =クエン酸含量(%) XI.485

クエン酸三ナトリウム(無水)含量(％) =クエン酸含量(%) X1.343

クエン酸三ナトリウム(結晶)含量(％) =クエン酸含量(%) X1.531

試薬•試液

1. 過塩素酸：［特級,60 %］

2. クエン酸三ナトリウム.二水和物：［特級］

3. ブロムチモールブルー：［特級］

4. <)ン酸水素ニナトリウム：［特級］

5. 5 %過塩素酸溶液：過塩素酸8.3mlを量り,水を加えて100mlとする.

［注］
1)クエン酸は,かんきつ類などをはじめとして多くの食品に存在する代表的な食用の有機酸で, 

さわやかな強い酸味がある.普通の酸味を付ける目的で使用される「酸味料」としては一番多 
く使われる酸である.工業的には,デンプン類を原料として発酵法によって作られたクエン酸を 
精製して作られる.食品添加物としては,菓子類や乳製品などにも酸味を付けたり,酸度を調整 

...する目的で使用されるが,その使用の主体は,清涼飲料水をはじめとする飲料での酸味-酸度の 
■■調整目的になっている.また,酸化防止剤や保存料と併用すると,酸化防止の効果や保存性を強 

くする作用があるため,これらの食品添加物の補助剤(シネルギスト)としても使われている. 
■•2) _試料が肉,魚及び野菜などの場合は,ホモジナイザーを用いて粉砕抽出する.

3) 例えば,ろ紙ADVANTEC No.5Bなどが使用できる.
4) 他の測定法としてカラム溶出液と反応液とをミキシングモジュールで混合し,有機酸(酸性 
物質)が溶出するときに示す発色を珂視部吸収検出器で検出するポストカラム誘導体化検出法 
がある.試料中の有機酸成分は,過塩素酸溶液を移動相とした有機酸専用分析カラムにより分
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離され溶出する.
一方,反応液中のpH指示薬は塩基性の状態,すなわち解離状態(I-+H+) •に調整し•てお 

く .この反応液とカラム溶出液とをミキシングモジュールで混合させると酸性成分は,解離状 

態(AH4A- + H+)となる.このとき,溶液のpHは,酸性側にかたより,pH指示薬はT + 
H+^ IHの反応により発色する.

(ミキシングモジュー7レ) .
試料導入 分 離 混合 検出： ：

過塩素酸溶液-£ ]～-£2有機酸分析専用カラム ]—一 ——|

■ . . ■反応液 ■ / .

ポストカラム誘導体化検出法の測定条件を下記に示す.
カラム管：Shodex Rspak 0811,内径8mm,長さ500mm 移動相：3mmol/l過塩素酸
反応液：0.2mmol/lブロムチモールブルー含有15mmol/Iリン酸木素ニナトリウム 
流速：移動相l.Omi/分,反応液1.4ml/分 カラム温度：40°C
ミキシングモジュール温度：室温 測定波長：445nm 注入量:10Al

5) 他の測定条件として下記の条件も使用できる.
① カラム管：TSKgel Oapak,内径7.8mm,長さ300mm カラム温度：40°C
移動相：0.751nmol/1硫酸 流速:0.8ml/分 測定波長：220nm 注入量：10/zl

② カラム管：Inertsil ODS 2,内径4.6mm,長さ250mm カラム温度：40°C
移動相：0.1%リン酸 流速：0+7m!/分 測定波長：220nm 注入量：10Al

6) H型の強陽イオン交換カラムであり,イオン排除,サイズ分離,分配•吸着の混合分離モー 
ドにより分離する.移動相には,過塩素酸のような酸性溶液を用いると,有機酸は解離が抑制 

され,相対的に親水性が低くなるため,逆相的にカラムに保持される.
7) クエン酸のほか,各種酸味料の標準液を用いれば,同時分析も可能である.
8) クエン酸のほか,各種酸味料の標準液の液体クロマhグラムを図に示す.

クエン酸

〇 10

コハク酸

20

く測定条侔>
カラム管：Shodex RSpak C-811(内径 6.0mmX 500mm) 
カラム温度：40°C
移動相:3mmol/l過塩素酸
流速:1.0ml/分
測定波長：220nm
注入量：10/H

注図60-1 混合標準液(クエン酸,コハク酸,酢酸)の液体クロマトグラム

9)本法によるクエン酸の定量限界は,〇.01%である.
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61 グルコン酸及びその化合物
Gluconic Acid and Its Compounds

グルコノデルタラクトン

Glucono-J-Lactone
別名：グルコノラクトン

グルコン酸

Gluconic Acid 
C6H12O7 :196.16

CH2OH

H OH
CsHi0〇s :178.14

グルコン酸亜鉛*

Zinc Gluconate
グルコン酸カルシウム*

Calcium Gluconate

グルコン酸第一鉄*
Ferrous Gluconate

グルコン駿銅*

Copper Gluconate
別名：グルコン酸鉄

*:化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1. 試験法の概要
食品中のグルコン酸及びぞの化合物は,グル••コン酸キナーゼ及び_6-ホスホグルコン酸脱水 

素酵素を用いる酵素法によりグルコン酸とじて定量する.必要があれば分子量比を乗じて,そ 

れぞれの化合物の量として求める.食品中には天然のグルコン酸は通常存在しない.したがっ  

て,定量値は食品に添加された値である.

2. 試験法(酵素法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

①液状食品

グルコン酸として3~100mgfc対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量る..•'試料が 

澄明で着色していないか,•着色していても薄い場合は,水70 ～ 80m1を加えて試料溶液とす 

る.試料が懸濁している場合は,水を加えて約50 ～ 70mlとし,ろ過する.容器及び残留物は
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水20~30mlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,試料溶液とする.試料の着色の著し 

い場合は,試料の量の約1/10量のポリアミド末又はポリビニルピロリドンを加え,必要があ 

れば水2〇〜30m1を加え,激しく振り混ぜ,ろ過する.容器及び残留物は,水40-50m1を用 

いて数回洗い,ろ液及び洗液を令わせ,試料溶液とする.

それぞれの方法で得た試料溶液に2mol/l水酸化カリウム溶液を加えてpH10に調整し,5 

分間放置した後1>,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

②固体食品

グルコン酸として3~100mgに対応する,通常,10g以下の試料25の量を精密に量る.試料 

が脂肪又はタンパクを含まないかほとんど含まない場合は,ブレンダー容器に入れ,水1〇〜 

30mlを加えて5分間ホモジナイズした後,ろ過する.容器及び残留物は,水5〇〜60m1を用い 

て数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,2mol/l水酸化カリウム溶液でpH10に調整した後,5分 

間放置し,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.試料が脂肪又はタンパク3>を含む場 

合は,ブレンダー容器に入れ,氷冷した0.4mol/l過塩素酸溶液lOralを加えて5分間ホモジナ 

イズした後,ろ過する.容器及び残留物は,水50~70mlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を 

合わせ,2mol/l水酸化カリウム溶液でpH10に調整した後,冷蔵庫中に20分間放置する4\ 

この液をろ過し,更に水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3)検量線用標準液の調製

グルコン酸液約4gを精密に量り,水60mlと混和した後,水を加えて正確に200mlとし, 

グルコン酸原液とする.この原液50mlを正確に量り,2mol/l水酸化カリウム溶液でpH10に 

調整する.5分間放置した後,水を加えて正確に250mlとし,標準液とする(この液lmlはグ 

ルコン酸4XFmgを含む).

別に,グルコン酸原液15mlを正確に量り,200mlの三角フラスコに入れ,O.lmol/1水酸化 

ナトリウム溶液40mlを正確に量って加え,振り混ぜ,20分間放置した後,0.05mol/l硫酸で 

過剰のアルカリを滴定する(指示薬フヱノールフタレイン試液3滴).別に同様の方法で空試 

験を行う.

本試験の滴定値と空試験のそれとの差から標準液のファクター(F)を算出する®.

O.lmol/1水酸化ナトリウム溶液lml=19.62mg C6H12〇7

用時,標準液10mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,この液lmlずつを正確に 

量り,それぞれに水を加えて正確に5,10, 20, 50ml及び100mlとし,検量線用標準液とす 

る(これらの液lmlは,それぞれグルコン酸80 XF, 40 XF, 20 XF, 8XFAg及び4XFAg 

を含む).
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(4)測定法

① 測定条件®

分光光度計を用い,波長340nmにおける吸光度を測定する.

② 測定7>

2本のセルを用い,それぞれA及びBとする.A, Bそれぞれにグリシルグリシン緩衝液 

lml, NADP溶液0.1ml及びATP溶液0.1mlずつをそれぞれ正確に量って加える.次いでA 

には試料液1,5ml8)を,Bには水1.5mlを正確に量って加える.A, Bそれぞれに6-ホスホグ 

ルコン酸脱水素酵素懸濁液0.05mlずつを正確に量って加え,混和して5分間放置し,Aを試 

料測定液,Bを空試料測定液とする.

試料測定液及び空試料測定液は,それぞれ水を対照として,波長340nmにおける吸光度, 

EA及びEBを測定する.次に,A, Bのセルそれぞれにグルコン酸キナーゼ懸濁液0.01mlずつ 

を正確に量って加え,混和して10～15分間放置した後9に再び同条件で吸光度を測定し,E'a 

及びE'bとする.

EAとE'Aの差JEa, EbとE'bの差JEbを求め,更にZ/EAとzJEBの差ZJETを計算する.

③ 検量線

検量線用標準液1.5mlずつをそれぞれ正確に量り,②測定における試料液の代わりに,この 

液を用い,それぞれセルSn S2,……S5に入れ,②測定と同様に操作し,それぞれJES1,

2fES2,  ..... Z/ES5を求め,検量線を作成する.

④ 定量

試料液の/!ETと検量線から試料液中のグルコン酸濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体 

中のグルコン酸含量(g/kg)を計算する1®.

グルコン酸含量(g/kg)

C :試料液中のグルコン酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

グルコノデルタラクトン含量(g/kg)=グルコン酸含量(g/kg) X 0.9081

グルコン酸カルシウム含量(g/kg)=グルコン酸含量(g/kg) X2.285

試薬•試液
1. アデノシンう'-三リン酸(ATP):市販品を用いる11し

2. 塩化マグネシウム：(六水塩)［特級］

3. グリシルグリシン：［特級］

4. グリシルグリシン緩衝液：グリシルグリシン0.25mol/l, Mg2+0.017mol/l, pH8.0の溶液
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である.すなわちグリシルグリシン1.98g及び塩化マグネシウム0.21gに再蒸留水50mlを 

加えて溶かし,2mol/l水酸イ匕カリウム溶液約3.5mlを加えてpH8.0に調整し,水を加えて 

正確に60mlとする.この液は4°Cで保存するとき,少なくとも4週間は安定である.

5. グルコン酸キナーゼ懸濁液：市販品1»を希釈せずにそのまま用いる.本懸濁液は4°Cで

保存するとき,少なくとも1年間は安定である.

6. ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸塩(NADP-Na2H):市販品を用いる13).

7. 6-ホスホグルコン酸脱水素酵素懸濁液：市販品14>を希釈せずにそのまま用いる.本懸濁 

液は4'Cで保存ずるとき,少なくとも1年間は安定である.

8. ATP溶液：アデノシン-5し三リン酸(ATP)の約〇 ,081mol/lの溶液である.すなわち 

ATP-Na2H2 • 3H20 250mg及び炭酸水素ナトリウム250mgに再蒸留水5mlを加えて溶か 

す.この液は4°Cで保存するとき,少なくとも4週間は安定である.

9. NADP溶液：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸塩(NADP-Na2H)の

0.0115mol/1の溶液である.すなわちNADP-Na2H • 3H2O 50mgに再蒸留水5mlを加えて 

溶かす.この液は4°Cで保存するとき,少なくとも4週間は安定である.

Di] : 卜へ
1) この操作で,5分以内にグルコノデルタラクトンはグルコン酸に変換される.卜 へ
2) シャーベット,ゼリー,ビスケット,パン等.酸味料,膨脹剤原料として添加ざれる.
3) 大豆タンパク,牛乳タンパクの凝固剤としてグルコノデルタラクトンが用いられることがある.

畜肉製品については除タンパク搡作を行わずに,次の搡作法を用いる. ：
試料約2gを精密に量り,250mlのビーカーに入れ,水70m1と混和した後,2mol/l水酸化 

"カリウム溶液を用いてpH10に調整し10分間放置する.水を加えて正確に100mlとし,ろ過す 
る.ろ液の最初の10mlは捨て,あとのろ液を試料液とする.必要があればグルコン酸として 
0.03~1.0g/Lに希釈する.

.4ン過塩素酸の結晶等が分離する.
5) 標準液のファクターは次式より求める. / / ■ - " - " ：'■"- :

標準液のファクター(F)=fX^^X^^ 
b 5X4 

f : 0.05mol/l硫酸溶液のファクター 
aB :空試験での0.05mol/l硫酸消費量(ml) 
as :グルコン酸原液の場合の0.05mol/l硫酸漕費量(ml) .......
b :グルコン酸原液の採取量(ml)

上記計算式で5で割ってあるのは,最初のグルコン酸原液(鈞2 %)を5倍希釈して標準液 
としたためである.

6) グルコン酸測定招キットが市販されている.
7) 本法の原理を次式に示す.

① D-グルコン酸+ ATP--------一-----------> グルコン酸6-リン酸+ADP .
② グルコン酸6-リン酸+NADP+

.. | 6-ホスホグルコン酸脫束素酵素
リブロース5-リン酸+NADPH + CO2 + H+



61グルコン酸及びその化合物 201

生成したNADPHの量はグルコン酸塩の量と等量関係にあるので,NADPHの波長340nm 
における吸光度を利用してグルコン酸量を定量する.本法の反応系はグルコン酸のみに対して 
きわめて特異的であり,他の物質はほとんど基質として利用されない.

8) 試料液中のグルコン酸量を推定し,セル中のグルコン酸量が約20~40Agとなるような量と 
して0.1-1.5mlの範囲で正確に量って加える.なお,1.5ml以下の採取量の場合は,水を加え

.て正確に1.5mlがセルに加えられるようにする.
9) もし吸光度の漸増がグルコン酸キナーゼ添加15分間後でもみられるようであったら,2分間 

ごとに吸光度を測定し,それらの吸光度を外挿してE2を求める.
②測定において試料液1.5ml以下を採取(tml)した場合は,Cを求める際1.5/tを乗じる. 
結晶,ニナトリウム三水塩.

大腸菌由来のもの.約40U/mg. 3.2mol/l硫酸アンモニウム溶液に懸濁したもの. 
結晶,ニナトリウム三水塩.

14)酵母由来のもの.約12U/mg.

〇 
1
 
2
 
3
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62コハク酸及びその塩類
Succinic Acid and Its Salts

コハク酸

Succinic Acid

ch2cooh
I 

ch2cooh

C4H6O4 :118.09

コハク酸ニナトリウム(結晶) 
Disodium Succinate (crystal)

CH2C00Na
i . 6H2〇

CH2C〇ONa
C4H4Na2O4 . 6H2O : 270.14

コハク酸—ナhリウ厶

Monosodium Succinate

CH2COONa
I 

ch2cooh

C4H5NaO4 :140.07

コハク酸ニナトリウム(無水)
Disodium Succinate (anhydride)

CH2C00Na
I

CH2COONa
C4H4Na2O4 :162.05

1. 試験法の概要

食品中のコハク酸及びその塩類«は,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフイーによりコ 

ハク酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてそれぞれの塩類の量として求める.食 

品中には,天然のコハク酸が分布している.したがって,定量値は,食品由来のコハク酸と添 

加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)8

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」は「コハク酸」とし,⑶検量線用標準液の調製中の「クエン酸三ナトリウム•二水和物 

153.1mgjは「コハク酸1OO.OmgJとし,⑷測定法,③定量中の計算式は,次のとおりとする.
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試料中のコハク酸含量(%) 念而
A :試料液中のコハク酸濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

コハク酸ーナトリウム含量(％)=コハク酸含量(%) XI.186

コハク酸ニナトリウム(無水)含量(％) =コハク酸含量(%) X1.372

コハク酸ニナトリウム(結晶)含量(％)=コハク酸含量(%) X 2.288

試薬•試液

60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］
1) コハク酸は,•貝類の旨味成分の酸としてよく知られてい'る有機酸で,貝類をはじめ•とする動 
植物に広く存在しているものである.食品添加物のコハク酸は,通常/マレイン酸などを原料 

とする化学的な合成によって得られており,独特な酸味と旨味がある.清酒や合成酒,みそ, 
しょう油などの味(酸味•旨味)の調整に使われているが,独特な味の'ために,酸味料として 

の使用より,酸味をもつ調味料として使われることが多いことが特徴である.■

2) 本法によるコハク酸の定量限界は,〇.01%である.
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63 DL-酒石酸,L-酒石酸及びその塩類
DL-Tartaric Acid,L-Tartaric Acid and Its Salts

DL-酒石酸
DL-Tartaric Acid
別名'：边-酒石酸

COOH
I

CHOH
I

CHOH
I

COOH
C4H5Os :150.09

DL-酒石酸水素カリウ厶
Potassium DL~Bitartrate
別名：酉石酸水素カリウム,

DL-重酒石酸カリウム

COOK
I

CHOH
I

CHOH
I

COOH
C4H5KOs :188.18

DL-酒石酸ナトリウム
Disodium DL-Tartrate
別名：くzz-酒石酸ナトリウム

COONa
■ I
CHOH

I
CHOH

!
COONa
C4H4Na2O6 :194.05

L-酒石酸
L-Tartaric Acid
別名：酒石酸

COOH
I

H ^C^OH
: !

HO ►c^ H
. I ■■ ■ ■

COOH
C4H5O6 :150.09

L-酒石酸水素カリウ厶

Potassium L~Bitartrate
別名:酒石酸水素カリウム,

L-重酒石酸カリウム,

COOK
I

H OH
I

HO 蝎 H
■ I ■

COOH
C4H5KO6 :188.18

酒石酸ナトリウム
Disodium L-Tartrate
別名：酒石酸ナトリウム

COONa
H OH

}
HO_C_ H

I
COONa

.2H2〇

C4H4Na2O6 . 2H2〇 : 230.08

1.試験法の概要

食品中の酒石酸及びその塩類15は,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフィーにより酒石 

酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてそれぞれの塩類の量として求める.食品中 

には,天然の酒石酸が分布している.したがって,定量値は,食品由来の酒石酸と添加された 

ものとの合計値である.
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2.試験法(液体クロマトグラフィー)25

(I )検体採取と試料の調製

(2)試料液の調製

(3 )検量線用標準液の調製

(4)測定法

上記の⑴〜⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」は「酒石酸」とし,⑶検量線用標準液の調製中の「クエン酸三ナトリウム•二水和物 

153.1mgjは,「酒石酸ナトリウム•二水和物153.3mg」とし,⑷測定法,③定量中の計算式 

は,次のとおりとする.

試料中の酒石酸含量(%) = A

A :試料液中の酒石酸濃度(Ag/ml)

W:試料の採取量(g)

酒石酸水素カリウム含量(％)=酒石酸含量(%) X1.254

酒石酸ナトリウム含量(％)=酒石酸含量(%) X1.293

酒石酸ナトリウム•二水和物含量(％)=酒石酸含量(%) X1.533

試薬•試液
60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］
1) 酒石酸は,代表的な食品用の有機酸の一つで,やや渋味を伴った酸味がある...••自然界では, 

ブドウなどの植物を中心に広く常在している.食品では,ワインの中に多く含まれており,と 
きにはそのカリウム塩が酒石として沈殿を生じることがよく知られている.食品には,単独又 

はその塩類と併用されて酸味の付与や酸度■ pHの調整の目的で使用され,また食品の風味の 
調整にも使用される.

2) 本法による酒石酸の定量限界は,0.01%である.
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64乳酸及びその塩類
Lactic Acid and Its Salts

乳酸
Lactic Acid

乳酸カルシウ厶
Calcium Lactate

ch3chcooh

OH
C3H6O3 : 90.08

乳酸ナトリウム
Sodium Lactate

CH3CHCOO-
I Ca2+• nH2O(n=5 又は 〇)

OH J2

CeH10CaO6*0~5H2〇
(C6H10CaO6 : 218.22)

CH3CHCOONa
OH

C3H5NaO3 :112.06
乳酸鉄* .
Iron Lactate

* :化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1. 試験法の概要

食品中の乳酸及びその塩類13は,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフィーにより乳酸と 

して定量する.必要があれば分子量比を乗じてそれぞれの塩類の量として求める.食品中に  

は,天然の乳酸が分布している.したがって,定量値は,食品由来の乳酸と添加されたものと 

の合計値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)2>

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」は「乳酸」とし,⑶検量線用標準液の調製中の「クエン酸三ナトリウム■二水和物 

153.1mg Jは,「乳酸リチウム(105°Cで4時間乾燥したもの)106,6mg」とし,⑷測定法,③
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試料中の乳酸含量(%)=^^〇

A :試料液中の乳酸濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

乳酸ナトリウム含量(％)=乳酸含量(％) x1.244

乳酸カルシウム(無水)含量(％)=乳酸含量(%) X1.211

試薬•試液
60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］
1) 乳酸は,.多くの動物,イネなどの植物の組織に存在する酸で,ヨーグルトや乳酸飲料などの 
乳の発酵物に多量に含まれるなど自然界に広く常在する有機酸である.食品添加物としては, 

主に酸味をつけたり,酸度• pHを調整する目的で清涼飲料水や漬物をはじめ,さまざまな食
/品に使用されている.とくに清酒の製造では,主要な原材料の一つとして,明治時代から使わ 

れてきている.

2) 本法による乳酸の定量限界は,0.01%である.
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65氷酢酸及び酢酸ナトリウム
Acetic Acid Glacial and Sodium Acetate

氷酢酸 
ch3cooh

C2H4O2 : 60.05

酢酸ナトリウム(結晶)
Sodium Acetate (crystal)
CH3C00Na.3H2〇
C2H3NaO2-3H2O :136.08

酢酸ナトリウム(無水)
Sodium Acetate (anhydride)
CH3C〇ONa
C2H3NaO2 : 82.03

1. 試験法の概要
食品中の氷酢酸及び酢酸ナトリウム15は,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフィーによ 

り酢酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じて酢酸ナトリウムの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)2)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の⑴〜⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」は「酢酸」とし,⑶検量線用標準液の調製中の「クエン酸三ナトリウム-二水和物 

153.1mgjは,「酢酸ナトリウム(無水物)136.6mg」とし,⑷測定法,③定量中の計算式は, 

次のとおりとする.

試料中の酢酸含量(%)
W ス 2UU

A :試料液中の酢酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)
酢酸ナトリウム(無水)含量(％)=酢酸含量(%) X1.366

酢酸ナトリウム(結晶)含量(％)=酢酸含量(%) X 2.266
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試薬•試液
60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］ : /ペ ：

1) 氷酢酸及び酢酸ナ■トリウムは,食品に対してほ,酸味■酸度の調整の目的でソース類,マヨ 
ネーズなどの酸性調味料食品,酢漬け,水産ねり製品,パンなどに使用される.また,氷酢酸 
と酢酸ナトリウムは,併用して酢酸の味をまろやかにしたり,日持ちを向上させる目的などに 

も使用されている.日持ち向上の目的では,ねり製品やパンなどに使用されている.
2) 本法による酢酸の定量限界は,0.01%である.
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66フマル酸及びフマル酸ーナトリウ厶
Fumaric Acid and Monosodium Fumarate

フマル酸ーナトリウム
別名:フマル酸ナトリウム

HCCOONa::N : :
HOOCCH
C4H3NaO4 :138.06

1. 試験法の概要

食品中のフマル酸及びフマル酸ーナトリウムは,過塩素酸で抽出し,液体クロマトグラフ 

ィーによりフマル酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてフマル酸ーナトリウムの 

量として求める.食品中には,少量ではあるが天然のフマル酸が分布している.したがって, 

定量値は,食品由来のフマル酸と添加されたものとの舍計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)a

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」は「フマル酸」とし,⑶検量線用標準液の「クエン酸三ナトリウム•二水和物153.11ngj 

は「フマル酸1OO.OmgJとし,⑷測定法,③定量中の計算式は,次のとおりとする.

試料中のフマル酸含量(%)= Wx200

A :試料液中のフマル酸濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

フマル酸ーナトリウム含量(％)=フマル酸含量(%) X1.190

フマル酸

HCCOOH
HOOCCH
C4H4O4 :116.07



66フマル酸及びフマル酸ーナトリウム 211

試薬•試液
60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］

1) フマル酸は,クエン酸などの他の有機酸類と併用して酸味の調整に使われることがほとんど 

であり,また,水溶性のナトリウム塩が使われることが一般的である.ジュース類や清涼飲料 
水などの飲料,玲菜やゼリー菓子,漬物などに酸味料として他の有機酸類との併用などで使用 
され,洋酒類での酸味•酸度の調整にも使用されている.

2) 本法によるフマル酸の定量限界は,0.01%である.
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67 DL-リンゴ酸及びDL-リンゴ酸ナトリウム
DL-Malic Acid and Sodium DL_Malate

DL～リンゴ酸 
別名：dl-リンゴ酸

DL-リンゴ酸ナトリウム 
別名：边-リンゴ酸ナトリウム

COOH COONa

CHOH
! ■ ■ ■ ■■ ■

CHOH
1 • nH2O

ch2

COOH
C4H5O5 :134.09

CH.
!-

COONa
C4H4Na2O5 • 3H2〇 : 232.10
C4H4Na2O5 • I/2H2O : 187.06

1. 試験法の概要

食品中のDL-リンゴ酸及びDL-リンゴ酸ナトリウム«は,過塩素酸で抽出し,液体クロマ！' 

グラフィーによりリンゴ酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてリンゴ酸ナトリウ 

ムの量として求める.食品中には,天然のリンゴ酸が分布している.したがって,定量値は, 

食品由来のリンゴ酸と添加されたものとの合計値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)2)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～⑷については,60クエン酸及びその塩類の試験法を準用する.ただし,「クエン 

酸」はrリンゴ酸」とし,⑶検量線用標準液の調製中の「クエン酸三ナトリウム.二水和物 

153.1mgjは,「リンゴ酸100.0mg」とし,⑷測定法,③定量中の計算式は,次のとおりとする.

試料中のリンゴ酸含量(％) =^^5〇
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A :試料液中のリンゴ酸濃度(/zg/ml)

W'試料の採取量(g)

リンゴ酸ナトリウム•1/2水和物含量(％)=リンゴ酸含量(%) X1.395

リンゴ酸ナトリウム•三水和物含量(%)=リンゴ酸含量(%) X1.731

試薬•試液
60クエン酸及びその塩類の試薬•試液を準用する.

［注］
1) •リンゴ酸は,•リンゴをはじめとするいろいろな果実類を中心に,動植物に広く存在する有機' 

酸の一つである.食品添加物のリンゴ酸は,マレイン酸を原料とする化学的な合成方法でつく 
られている.通常は,特有の酸味がある白色の粉末又は結晶となっている.天然系と称するL- 
リンゴ酸は,発酵法や酵素法で作り得るが,既存添加物名簿に驭載されておらず,食品添加物 
としては使用できない.リンゴ酸及びリンゴ酸ナトリウムは,いずれも水に溶けるため,求め

'■る効果を発揮しやすい方が選ばれて使われている.リンゴ酸は,いろいろなリンゴ加工食品を 

.はじめとして清涼飲料水や飴菓子,マーガリン,マヨネーズなどの酸味や酸度の調整の目的で 

使用されている.
2) 本法によるリンゴ酸の定量限界は,0.01%である.
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68シリコーン翻旨
Silicone Resin

.ふ■,名ンボ:11ジ:メチルシロキサン.？

1. 試験法の概要

食品中のシリコーン樹脂15は,主成分であるポリジメチルシロキサンを有機溶媒抽出し,活 

性炭カラムで精製後,原子吸光法により,ポリジメチルシロキサン中のケイ素を測定し,ポリ 

•ジメチルシロキサンとして求める.

2. 試験法(原子吸光法)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する. :ノ ン:

(2) 試料液の調製

① 脂肪を含まない食品2>

試料約5gを精密に量り,ホモジナイザー用カップに入れ气 飽和塩化ナトリウム溶液 

10ml4)及びジェチルェーテル70mlを加え,外槽を氷冷しながら約5分間ホモジナイズする. 

次にジェチルェーテルを傾斜法で分取し5\水層にジェチルェーテル50mlずつを加え,同様 

の操作を2回繰り返す.全ジェチルェーテル層を分液漏斗に合わせ,飽和塩化ナトリウム溶液 

20mlを加え,軽く振り混ぜた後,水層を捨てる.

ジェチルェーテル層©に無水磕酸ナトリウム約'10gを加え,約30分間室温に放置•し,'••'濃縮 

器中にろ過する.少量のジェチルェーテルで残留物を诜い,洗液をろ液に合わせ,液量が釣 

.lOmHこなるまで約40°Cの水浴上で減圧濃縮する7).

..•この液をあらかじめ活性炭10gを充てんしたカラム®に流し,続いてジェチルエ•一'•テル 

100mlを3ml/分の流速で流す.全溶出液を合わせ,40'Cの水浴上で減圧乾固75する.残留物に 

メチルイソブチルケトン9>を加えて溶かし,正確に25mlとし,試料液とする.

② 脂肪を含む食品1«

試料約5gを精密に量り,200mlのビーカーに入れ,w-ヘキサン40ml及びDEAEセルロース25g 

を加え,よく混和したものを,あらかじめDEAEセルロース5gを充てんしたカラムに流し込む1u.
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カラムを図68-1に示したように,ドライアイス•アセトンの寒剤中に一70 °C125で約30分 

間放置した後,あらかじめ一70°Cに冷却したヘキサン400mlをカラムに流し,溶出液は吸 

引しながら捕集する.

溶出液は40°Cの水浴上で減圧乾固し,残留物をジエチルエーテル10mlに溶かす..

この液をあらかじめ活性炭10gを充てん■したカラム8)a3))Jこ流し,•続いてジエチルエーテル 

100mlを3ml/分の流速で流す.全溶出液を合わせ,40'Cの水浴上で減圧乾固7>する.残留物(こ 

メチルイソブチルケトン9を加えて溶かし,正確に25mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

ポリジメチルシロキサン0.200gを正確に量り,メチルイソブチルケトンを加えて溶かし, 

正確に100mlとする.その1mlを正確に量り,メチルイソブチルケトンを加えて正確に100ml 

とし,標準液とする(この液lmlは,ポリジメチルシロキサン20/zgを含む).標準液〇,1,

2, 5,10,15ml及び20mlをそれぞれ正確に量り,メチルイソブチルケトンを加えてそれぞれ 

正確に20mlと.し,検量線用標準液とする(これらの液lmlは/それぞれポリジメチルシロキ 

サン 〇,1,2, 5,10,15/zg 及び20^g を含む).

(4) 測定法14)

① 測定条件 /

原子吸光光度計を用い,次の条件によって測定する.

光源：ケイ素中空陰極ランプ

高温バーナー：亜酸化窒素バーナー

屬料ガス：亜酸化窒素-アセチレン15)

測定波長：251.6nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにっいて251.6誦における原子吸光度を測定し,波高から検量線

を作成する.

-③ 定量16) ■ - ノ ■ / ■:へ二/ ■■■ノ - ■:つ■:ン ' ■ ■■■-ど 7 ン■ブ■■■ ■ - - ■■ ノ ■:-

試料液にっき原子吸光度を測定する.得ちれた波高と検量線から試料液中のポリジメチルシ  

ロキサン濃度Qzg/ml)を求め,次式によって検体中のポリジメチルシロキサン含量(g/kg) 

を計算する.

ポリジメチルシロキサン含量(g/kg) = ミボ___
C :試料液中のポリジメチルシロキサン濃度(/zg/ml)'..:ヘ、ぐ.ぐ

W :試料の採取量(g) h - くふ ■ \ ::’ ■:
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試薬•試液

1. ポリジメチルシロキサン：市販品を用いる(オイル型,食品工業用).

2. 活性炭：粒状のものをジェチルェーテルでよく洗浄して用いる.

3. カラム管：ガラス製(15mm,長さ300mm)

4. 低温カラムクロマトグラフィー甩装置：図68-1のような装置を用いる.

5. DEAEセルロース：ジェチルェーテルでよく洗浄したもの.

6. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

7. メチルイソブチルケトン：［特級］

A :ドライアイス•アセトン
B:化ヘキサン
c:ガラスウール
D : DEAE セルロース(5g)
E :試料とDEAEセルロースの混合物

図68-1低温カラ厶クロマトグラフイー用装置

［注］

1) 食品添加物として使用を認められているシリコーン樹脂は,ポりジメチルシロキサンを主成 
分とし,二酸化ケイ素を〇-15%含むものである.

2) しょう油,ソース,ビール,脱脂乳,乳酸菌飲料,ケチャップ,ジャム,砂糖などにこの方 

法を用いる.
3) ビールなどの水食品はホモジナイズせず,直接分液漏斗を用いて抽出してもよい.
4) 含水量の多い試料は,飽和塩化ナトリウム溶液量を適当に減らすことにより,ホモジナイズ, 

後の？L化現象を防土することができる.
5) ほとんどすべての食品で乳イ匕現象は起こさず,簡単に傾斜法でジェチルェーテル層を取るこ 

とができる.分離が悪い場合は,飽和塩化ナトリウム溶液量が多いためであり,そのときには 
飽和塩化ナトりウム溶液量を減らし,もう一度はじめからやりなおした方がよい.

6) シリコーン樹脂中の二酸化ケイ素や各種食品が含有する無機のケイ素類は,ジェチルェーテ 
ル層に抽出されないで水層に残る.

7) Kuderna-Danish濃縮器,ロータリーェバポレ-■ター,その他減圧吸引による濃縮器のいず 

れを用いてもよい.
8) 天然色素などが混入していると,原子吸光光度計による測定の妨害となるので,活性炭カラ 

ムにより天然色素などを吸着させ,ジェチルェーテルで目的物を溶出させる操作である.

9) たとえ,残留物に無機ケイ素が混入していても,それらはメチルイソブチルケトンに溶けな • 
いので,原子吸光光度計での定量の際,影響しない.
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10) 動物性の各種の食用油やケーキミックスなどにこの方法を用いる.
11) 無機ケイ素化合物が試料中に混在していても,カラムに吸着されてしまい,77-ヘキサンでは 

溶出しない.
12) •ポリジメチルシロキサンと食用油の凝固点の差を利用して両者を分離する方法である.-70°C 

では食用油は凝固して,固体としてDEAEセルロースカラム内にとどまるのに対して,ポリジ 
メチルシロキサンは液状で,n-ハキサンによりカラムから溶出される.

13) 食用油のDEAEセルロースの低温カラムクロマトグラフィーによる溶出液中には,原子吸光 
光度計によるポリジメチルシロキサン定量の際に,〇～20%程度の増感現象を生じる物質が含 
まれている.そこで活性炭カラムにより,それらの物質を除去する.

14) ICP (誘導結合プラズマ)発光分光分析法を用いて測定することもできる.試料液の調製操 

作で得られた残留物をメチルイソブチルケトンに代えてケロシンに溶かし,試料液とする.ポ

リジメチルシロキサンにケロシンを加えて溶かし,検量線用標準液とし,試料液と共にICP発 

光分光分析装置により,測定波長251.61lnmで測定する.

15) 測定条件の一例を示すと次のとおりである.
ランプ電流40mA, N2O13.0L/分,アセチレン8.517分

16) 本法による定量限界は,ポリジメチルシロキサンとして0.005g/kgである.
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69アンモニア及びその塩類
Ammonia and Its Salts

塩化アンモニウム
Ammonium Chloride
NH4C1:53.49

炭酸ァンモニウム
Ammonium Carbonate

炭酸水素アンモニウム 
Ammonium Bicarbonate 
別名：重炭酸アンモニウム 
NH4HCO3 : 79.06

硫酸アルミニウ厶アンモニウム 
Aluminium Ammonium Sulfate 
別名：アンモニウムミョウバン 
AlNH4(SO4)2H2H2O : 453.33

硫酸アルミニウ厶アンモニウム 
(乾燥)
Aluminium Ammonium Sulfate (dry) 
'别名：焼アンモニウムミョウバン 
A1NH4(SO4)2 : 237.15

SK酸アンモニウム
Ammonium Sulfate 
(NH4)2SO4 :132.14

.アンモニア* ■ ■ く ■ペ■ペ’,….：/ ■■ ’

Ammonia
NH3 :17,03

クエン酸鉄アンモニウムキ’ ：

Ferric Ammonium Citrate

過硫酸アンモニウム*
Ammonium Persulfate 
(NH4)2S2O8 : 228.20

:リン酸氷素ニアンモニウム* 
Diammonium Hydrogen Phosphate 
別名：リン酸ニアンモニウム,

\ ■:ン：. 广..：.乂 / .: :. 第ニリン酸アンモニウム
(NH4)2HPO4 :132.06

リン酸二水素アンモニウム*' ' ■■■"" :こ：…/ . ノ .

Ammonium Dihydrogen Phosphate
别名：リン酸ーアンモニウム’

酸性リン酸アンモニウム ：
NH4H2PO4 :115.03

* :化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1.試験法の概要

食品中のアンモニア及びその塩類は,グルタミン酸脱水素酵素を用いる酵素法によりアンモ 

ニアとして定量する.必要があれば分子量比を乗じて各アンモニウム塩の量として求める.食 

品中には,食品成分の分解により生ずる天然のアンモニアが分布している場合もある.したが 

って,検体中にこれらの食品が素材として含有されている場合には,定量値は素材由来のアン 

モニアと添加されたものとの合計値である.
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2.試験法(酵素法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

① 液状食品

アンモニアとして1～10mgに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量る.試料が 

澄明で着色していないか,着色していても薄い場合は,水を加えて正確に100mlとし,試料 

液とする.試料が懸濁している場合は,水を加えて約50~70m1とし,ろ過する.容器及び残 

留物は水20~30mlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて正確に100mlと 

し,試料液とする.試料の着色の著しい場合は,試料の量の約1/10量のポリアミド末又はポ 

リビニルピロリドンを加え,必要があれば水20 ～ 30mlを加え,激しく振り混ぜ,ろ過する. 

容器及び残留物を水4〇〜50mlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて正確に 

100mlとし,試料液とする.

② 固体食品

アンモニアとして1～10mgに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量る.試料が 

脂肪及びタンパクを含まないか,ほとんど含まない場合は,ブレンダー容器に入れ,水1〇〜 

30mlを加えて5分間ホモジナイズした後,ろ過する.容器及び残留物は水5〇〜60mlを用いて 

数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,必要があれば2鵬1/］水酸化カリウム溶液で中和した後, 

水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.試料が脂肪又はタンパクに富む場合15は,ブレ 

ンダー容器に入れ,氷冷した0.4mol/l過塩素酸溶液10mlを加えて5分間ホモジナイズした 

後,ろ過する.容器及び残留物は水50～70mlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ, 

2mol/l水酸化カリウム溶液で中和25した後,冷蔵庫中に10分間放置する气 この液をろ過し, 

水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

130°Cで3時間乾燥した硫酸アンモニウム388mgを正確に量り,水を加えて溶かして正確に 

1,000mlとし,標準液とする(この液lmlは,アンモニア100Agを含む).標準液1,3, 5, 

8ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,それぞれに水を加えて正確に100mlとし,検量線用標 

準液とする(これらの液lmlは,それぞれアンモニア1,3, 5, 8パg及び10Agを含む).
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(4 )測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長340nmで吸光度を測定する.

② 測定4:

光路幅lcmのキュベット2本を用意し,A, Bとする.A, Bそれぞれにトリエタノールア 

ミン緩衝液1mlずつ,NADH液0.1mlずつを正確に量って加え混和する.Aには試料液を, 

試料液中のアンモニア量を推定し,キュベット中のアンモニア量が約2~8"gと目されるよう 

な量として0.1-lmlの範囲で正確に量って入れ,更に水を加えて正確に2.6m1とし,3分間放 

置し,試料測定液とする.Bには水1.5mlを正確に量って加え,3分間放置し,空測定液とす 

る.

試料測定液及び空測定液につき,それぞれ水を対照として波長340nmにおける吸光度EA及 

びEBを測定する.次にA, Bのキュベットそれぞれにグルタミン酸脱水素酵素液0.02mlずつ 

を正確に量って加え,混和じ,15分間放置した後,再び同条件で吸光度を侧定し5),Ea,及び 

EB,とする.

EaとEa,の差zJEa,EbとEb,の差zJEbを求め,更にz!EAとZlEBの差」Etを計算する.

③検量線

各検量線用標準液lmlずつをそれぞれ正確に量り,②測定における試料液の代わりにそれ 

ぞれキュベットSn S2, S5に入れ,②測定と同様に操作し,それぞれzJEsl, JES2, 

JESSを求め,検量線を作成する.

® 定量 八： 八ン / ■：い'ントペ;

試料液のZ/Etと検量線から,②測定において用いた試料液の量t (ml)に応じ1/tを乗じて

試料中のアンモニア濃度Q/g/ml)を求め,次式によって検体中のアンモニア含量(g/kg)を

計算する.必要があれば分子量比から特定アンモニウム塩の含量に換算する.

アンモニア含量(g/kg) C
10XW

C :試料液中のアンモニア濃度(/zg/ml)
W:試料の採取量(g) ； ? •

疏酸アルミニウムアンモニウム(結晶)'含量(g/kg)=アンモニア含量''(g/kg) X 26.62 
硫酸アルミニウムアンモニウム：(乾燥).含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg) X13.93 
塩化アンモニウム含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg) X3.141
過硫酸アンモニウム含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg) X6.700
硫酸アンモニウム含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg) X3.880
リン酸水素ニアンモニウム含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg)X3.877
リン酸二水素アンモニウム含量(g/kg)=アンモニア含量(g/kg)X6.755
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試薬•試液

1. 過塩素酸：［特級］

2. 還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NADH_Na2):市販品を用いる.

3. グルタミン酸脱水素酵素液：市販のグルタミン酸脱水素酵素のグリセリン液«を希釈せ 

ずそのまま用いる.この液は4°Cで保存するとき,1年間は安定である.

4. a～ケトグルタール酸ニナトリウム：［特級］

5. 卜■リエタノールアミン塩酸塩：.：［特級］

6. トリエタノールアミン緩衝液：トリエタノールアミン塩酸塩9.3g及びa-ケトグルター 

ル酸ニナトリウム670mgに約70mlの水を加えて溶かし,5mol/l水酸化ナトリウム溶液で 

pH8.6に調整した後,水を加えて100mlとする.この液は4°Cで保存するとき,4週間は安 

定である.

7. NADH液：還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド30mg及び炭酸水素ナトリウ 

ム60mgに水6mlを加えて溶かす.この液は4°Cで保存するとき,4週間は安定である.

［注］::::::::::::: :::: : :":
1) ソーセージ等.

2) .中和に用いた2mol/l水酸化カリウム溶液の液量を記録しておく.この液量は測定の際に必要 
な試料液中のアンモニア含量の推定に必要なデータである.

3) 沈殿は主として過塩素酸カリウム及びタンパク質よりなる.
4) 本法の原理は次のようである.

a-ケトグルタール酸+ NADH+NH.J"
. |グルタミン酸隄水素酵素 ....シ ■ ■■

L-グルタミン醆+ NAD+ + H2〇
上式の反応で酸化されて減量するNADHの量はアンモニアの量と定量的に対応するので , 

NADHの波長340nmにおける吸光度の変化を利用してアンモニア量を測定する.
5) グルタミン酸脱水素酵素液添加後15分間経過しても反応が完了しない場合,2分間ごとに吸 

光度を測定してほぼ一定値を.とるまで続ける.
6) ウシ肝朦由来,10mmol/lリン酸カリウム緩衝液に透析し,50 %の割合にグリセリンを加え

■ ■■たもの. へ. . ■ ■ . .. .. ..
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70ミョウバン類
Alum group

硫酸アルミニウムアンモニウム

Aluminium Ammonium Sulfate 
別名：アンモニウムミョウバン 
A1NH4(SO4)2*12H2O : 453.33

硫酸アルミニウムカリウム 

Aluminium Potassium Sulfate 
別名：カリミョウバン,ミョウバン 
AIK(SO4)2.12H2〇 : 474.39

硫酸アルミニウムアンモニウム(乾燥)
Aluminium Ammonium Sulfate (dry) 
別名：焼アンモニウムミョウバン 
A1NH4(SO4)2 ： 237.15

硫酸アルミニウムカリウム(乾燥)

Aluminium Potassium Sulfate (dry) 
别名：焼ミョウバン 
AIK(SO4)2 : 258.21

1. 試験法の概要

食品中のミョウバン類は,原子吸光法によりアルミニウムとして定量する.食品中には天然 

のアルミニウムが分布している.したがって,定量値は食品由来のアルミニウムと添加された 

ものとの合計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(I)検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.■' ■■■■■■■■■ ■■ :: :

(2 )試料液の調製

試料約5gを精密に量り,250-300m1の分解フラスコ11に入れ,必要があれば少量の水を加 

え,硝酸20mlを加えて穏やかに加熱する.最初の激しい反応が弱まるにつれ,加熱を強めて 

均一な黄色液状となるまで加熱する.次に過塩素酸5mlを加えて穏やかに加熱し,二酸化窒 

素の発生が終わり,発泡が激しく,液が濃褐色になったとき,加熱を止め8,硝酸約2mlを静 

かに加えて再び加熱する.液が濃褐色を呈したならば,同様に硝酸の追加と加熱を繰り返し, 

過塩素酸の白煙が生じ,液が微黄色～無色になったとき,加熱を止める.冷後,分解液を水を 

用いて定量的に100mlのメスフラスコに移し,水を加えて正確に100mlとする.この液10～ 

20mlを正確に量り,lmol/1水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを123)に調整した後,分液漏 

斗に入れ,水20~30mlを加える.次にアセチルアセ！'ン•酢酸ブチル混液10mlを正確に量 

って加え,振とう機で10分間激しく振り混ぜた後,水層を除き,アセチルアセトン•酢酸ブ
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チル層を分取し,ろ紙でろ過した後,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

硫酸アルミニウムカリウム(無水)0.957gを正確に量り,lmol/1硝酸を加えて溶かし, 

lmol/1硝酸を加えて正確に100mlとする.この液lmlを正確に量り,0.5mol/l硝酸を加えて, 

正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,アルミニウム10Agを含む).標準液〇,

1,2, 5,10ml及び15mlをそれぞれ正確に量り,それぞれをlmol/1水酸化ナトリウム溶液を 

用いてpHを12に調整した後,分液漏斗に入れ,水2〇〜30mlを加える.以下,アセチルアセ 

トン•酢酸ブチル混液10mlを正確に量って加えるところから試料液と同様に操作して,検量 

線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれアルミニウム〇,1,2, 5,10パg及び15邱 

•を含む).

(4) 空試料液の調製

水5mlを用い,⑵試料液の調製と同様に操作し,空試料液とする.

(5 )測定法4)

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件によって測定する.

光源：アルミニウム中空陰極ランプ

バーナー：亜酸化窒素高温バーナー

燃料ガス：亜酸化窒素ーアセチレンs

測定波長：309.3nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

■③定量 ■ ■卜■ ■ .. ... .. ■ ■ ■

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.両者の吸光度の差を求め,その値と検 

量線から試料液中のアルミニウム濃度(ftg/ml)を求め,次式によって検体中のアルミニウム 

含量(g/kg)を計算する.

アルミニウム含量(g/kg) = ^v

C :試料液中のアルミニウム濃度(/zg/ml)

V:試料を酸分解した後,水で100ml定容とした分解液からの採取量(ml) 

W :試料の採取量(g)
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試薬•試液
1. アセチルアセトン•酢酸ブチル混液：アセチルアセトン10mlに酢酸ブチルを加えて 

100mlとする.

2. 過塩素酸:市販の有害金属用. ヽ + >

3. 硝酸：市販の有害金属用.

［注］ペ乂 ：、 ■くぐ,ぺぺペペ;ノへ：■シトン--ノ:.'ンニン’’ ■卜’マゴ■へ:::ノ ■ ■ン:
1) ..試験に用いるガラス器具は,しすべて4吏用前に.硝酸(1^3) t浸漬して加温す：るか,:.又ば硝酸

へ(13)に一夜つけておく. ； 乂

2) 乾固すると爆発の產険があるので,自を離さないよケに十分注意して搡作する崧要がある.
3) .:アルミニウムイオンのアセ'チルアセトン•酢酸ブチル混液による抽出率は,pHl 1-13 0® 
•囲でほぼ一定し,抽出率もよい.

4) ICP(誘導結合プラズマ)発光分光法を用いて測定することができる.,この場合/分解液に 

水を加えて正確に100mlとし,必要があればろ過した後,ICP発光分光分析装置により,測定 
波長309.271nmで測定する.

5) 測定条件の一例を示すと次のとおりである::い...■し:...へン：:.：ンノニ：

ランプ電流9mA, N2O 7,017分,アセチレン6.317分
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C14HI0O4 : 242.23

1. 試験法の概要
食品中の過酸化ベンゾイルは,安息香酸にしてガスクロマトグラフィーにより定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料溶液の調製

試料約10gを精密に量り,ホモジナイザー用カップに入れ,飽和塩化ナトリウム溶液1～ 

10ml15及びエチルエーテル100mlを加え,氷水で冷却しながら2～3分間ホモジナイズした 

後,エチルエーテル層を分取し,残留物にはエチルエーテル100mlずつを加えて同様に2回 

操作する.全エチルエーテル層を合わせ,無水硫酸ナトリウム10gを加えてよく振り混ぜ,ろ 

過して濃縮器2>に移し,残留物はエチルエーテル10mlずつで2回洗い,洗液は先のろ液に合 

わせる.40°Cでエチルエーテル液を5mlになるまで減圧濃縮し,あらかじめ用意したシリカ 

ゲルカラムにエチルエーテルを用いて注入し,液面がカラム層の上面にくるまで流出させる. 

受器として300mlのナス型フラスコを置き,エチルエーテル• n-ヘキサン混液(1:9)100ml 

を注ぎ,流速5ml/分で通過させ3>,流出液を捕集し,試料溶液とする.

(3) 試料液の調製

試料溶液にメタノール20ml4>,クエン酸lml5)及びヨウ化カリウム溶液2mlを順に加え,と 

きどき振り混ぜながら室温で10分間放置®する.次にナス型フラスコをロータリーエバポレ 

ーターに取り付け,60'Cで減圧下濃縮し,約10mlnとした後,水40mlを用いて200mlの分液 

漏斗に移す.次にチオ硫酸ナトリウム溶液(110)2ml®を加えて振り混ぜ,硫酸(1

10)を用いて強酸性9»とし,塩化ナトリウムを加えて飽和した後,エチルエーテル50mlを力U

71過酸化ベンゾイル
Benzoyl Peroxide
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えて激しく振り混ぜ1»,水層を別の分液漏斗に移し,ェチルェーテル層を分取し分液漏斗は少 

量のェチルェーテルを用いて洗う.水層にェチルェーテル50mlずつを加え,同様の操作を2 

回繰り返し,ェチルェーテル層は先のェチルェーテル液に合わせる.ェチルェーテル液に無水 

硫酸ナトリウム5gを加えて脱水し,濃縮器中にろ過する.残留物を少量のェチルェーテルで 

洗い,洗液をろ液に合わせ,40°Cで乾固しない程度に減圧濃縮し,アセトンを加えて正確に 

5mlとし,試料液とする.

(4) 検量線用標準液の調製

過酸化ベンゾイル0.100gを正確に量り,アセトンを加えて溶かして正確に100mlとする. 

この液10mlを正確に量り,アセトンを加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lml 

は,過酸化ベンゾイル100Agを含む).標準液1,2.5,5, 7.5ml及び10mlをそれぞれ正確に 

量り,それぞれ300mlのナス型フラスコに入れ,それぞれにェチルェーテルヘキサン混 

液(1:9) 100mlを加えて振り混ぜ,以下(3)試料液の調製と同様に操作し,検量線用標準液と 

する(これらの液lmlは,それぞれ過酸化ベンゾイル20,50,100,150Ag及び200Agを含 

む).

(5) 測定法

① 測定条件w

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体に,ジェチレングリコールサクシネート及びリン酸をそれぞれ5%及び1%の割 

合で含ませたもの.

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ2m

カラム温度：160°C

注入ロ及び検出器温度：240°C

キャリヤーガス：窒素,安息香酸のピークが約5～10分間後に現われるよう流速を調整す 

る.

② 検量線1a r ご ■

検量線用標準液5//1を正確に量り,それぞれガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク 

高さ又はピーク面積から検量線を作成する.

(3)定量 ■

試料液5がを正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中の過酸化ベンゾイル濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の過
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酸化ベンゾイル含量(g/kg)を計算する.

過酸化ベンゾイル含量(g/kg)

C :試料液中の過酸化ベンゾイル濃度(/zg/ml)

:.W:試料の採取量,:(g):っ:

試薬•試液等
1. クエン酸：［特級］ : ツ：： ン:::门

2. クエン酸液：クエン酸10gにメタノールを加えて溶かして100mlとする.

3. シリカゲル：市販のカラムクロマトグラフ用のもの.70-23〇メッシュ.活性化せずそ 

のまま用いる.

4. シリカゲルカラム：止め栓付ガラス製カラム(内径1.5cm,長さ40cm)の下端に少量の 

脱脂綿を詰め,カラムの半分くらいまでエチルエーテル• w-ヘキサン混液(1:9)を入 

れ,：エチルエーテル.ヘキサン混液(1:9)•に懸濁したシリカゲルをカラムに注入し, 

カラム床高さが約10cmになるよう湿式充てんする.溶媒を通過させ,カラム床の上端に 

達するまで流出させた後用いる.

5. チォ硫酸ナトリウム：(五水塩)［特級］

6. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］ ::二

■ 7.メタノール：.［特級］ / ； j \ ；

8:ヨウ化力•リウム：［特級p ノ.

9.ヨウ化カリウム溶液：ヨウ化カリウム50gに水を加えて溶かして100mlとする.用時調

製する.

［注］
1) 過酸化ベンゾイルは•中性下でエチルエーテル層に抽•出される.:..酸性下での抽出は過酸化ベン

:: ゾイルが一部分解して安息香酸を生成するので好ましくない. リ
飽和食塩水量は試料中の含水量に応じてl~10mlを加える. .

2) Kuderna - Danish濃縮器,ロータリーエバポレー•ター,そのほか減圧吸引による濃縮装置の 
..いずれを用いてもよい.いずれの場合にも乾固すると0收率が低く •なるので,.必ず乾固する少

L前に濃縮をやめる：
3) この条件で過酸化ベンゾイルのみカラムか'•ら蕃出す■?>.•安息香酸はカラムに••と•どま:•り/過酸 

化ベンゾイルと分離される.
4) …有機溶媒層と水層の混合を補助し,•'•反応が進みやす'くする目的で加える..し

5) ヨウ化カリウムと過酸化ベンゾイルの反応を補助する•目'的で加える.
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6) :過酸化ベンゾイルはヨウ化カリウムと次式のように反応し,■安息香酸を定量的に生成する.

〇

O-0 ハ
+ 2KI^ 2 4 JbCOOK + I2

〇^。 :

〇

7) 乾固すると回収率が低くなる.:•また濃縮が不足でメタノールが多量に残存する•と次のエチル 

エーテル抽出の際,抽出率が低くなるので,必ず約10mlIこなったら濃縮をやめる.
8) 過酸化ベンゾイルとヨウ化カリウムとの反応により生成した12は,残存するとFID-GCの検 
出器等をいためる原因となるので還元して分解する目的で加える.

9) PH1~2とする.

10) 抽出の際,振り混ぜると水層が白濁することがあ.るが,•これはチオ硫酸ナトリウム_に由来す 
.る硫黄の析出によるものであり操作上差し支えはない.

11) '過酸化ベンゾイルは,本法では最終的に安息香酸に転換して定量するため,安息香酸の分離 
定量に適した測定条件を設定する.

12) 本検量線は,過酸化ベンゾイルを⑶試料液の調製の操作に従って,定量的に安息香酸に転換 
させて作成するものである.なお,安息香酸の標準品を用いた簡便法について以下に示す.

安息香酸0.100gを正確に量り,アセトンを加えて溶かして正確に100mlとし,標準液とする 
(この液1mlは,安息香酸1,000Agを含む).標準液1,2.5, 5, 7.5ml及び10mlを正確に採り, 
アセトンを加えて正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれ安 

息香酸100,250, 500, 750Ag及び1,000Agを含む),検量線用標準液の5/Hずつをそれぞれ正 
確に量り,ガスクUマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面積から検量線を作 

成する.過酸化ベンゾイル濃度は,安息香酸濃度に換算係数(0.992)を乗じて算出する.
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72オレイン酸ナトリウム
Sodium Oleate

CH3(CH2)7\ =〆(CH2)7COONa
が \H

C13H33NaO2 : 304.45

1. 試験法の概要
食品中のオレイン酸ナトリウムは,メチル化後ガスクロマトグラフィーによりオレイン酸メ 

チルとして定量し,分子量比を乗じてオレイン酸ナトリウムの量として求める.

2. 試験法(ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する1!,

(2) 試料液の調製

試料約10g»を精密に量り,300mlの分液漏斗に入れる.これに飽和硫酸ナトリウム溶液 

25mlをカロえ,硫酸(110)を用いて酸性3»とし,エチルエーテル100mlを加え,約5分間 

激しく振り混ぜる.エチルエーテル層を分取しめ,水層にエチルエーテル70mlずつを加え, 

同様の操作を更に2回繰り返す.全エチルエーテル層を500mlの分液漏斗に合わせ,飽和硫 

酸ナトリウム溶液30mlを加え,軽く振り混ぜた後,水層を捨てる.エチルエーテル層を 

300mlの三角フラスコに移し,無水硫酸ナトリウム約15gを加え,約30分間室温に放置し, 

濃縮器中にろ過する.少量のエチルエーテルで残留物を洗い,洗液をろ液に合わせ,約40で 

の水浴中で,液量が2~3mlになるまで減圧濃縮する55.濃縮液にジアゾメタン試液2mlを加 

え®,室温で約10分間放置した後,溶媒を留去し7>,アセトンを加えて正確に5mlとし,試料 

液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

オレイン酸〇 ,100gを正確に量り,アセトンを加えて正確に100mlとし,標準液とする(こ 

の液lmlは,オレイン酸1,000/zgを含む).標準液〇,2, 4, 6, 8ml及び10mlをそれぞれ正 

確に量り,液量の多いものは,約40°Cの水浴中で,液量が2~3mlになるまで濃縮し,濃縮液
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にジアゾメタン試液2mlを加え®,室温で約10分間放置した後,溶媒を留去し71,アセトンを 

加えて正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれオレイン酸 

〇, 200, 400, 600, 800/zg 及び1,000/zg を含む).

(4)測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件により測定す 

る.

カラム充てん剤：80-100 メッシュのシラン®理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体に,ジェチレングリコールサクシネート及びリン酸をそれぞれ5 %及び1%コー 

ティングしたもの.

カラム管：ガラス製,内怪3mm,長さlm

カラム温度：150°C

注入ロ及び検出器温度：215°C

キャリヤーガス：窒素,50ml/分

② 検量線

検量線用標準液5//1ずつをそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し®,ピーク高 

さ又はピーク面積から検量線を作成する.

•'③定量

試料液5A1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し®,得られたピーク高さ又はピーク 

面積と検量線から試料液中のオレイン酸濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のオレイ 

ン酸ナトリウム含量(g/kg)を計算する.

オレイン酸ナトリウム含量(g/kg) =^x 5 x7^5o x1-〇78®

C :試料液中のオレイン酸濃度(/zg/ml)

W:試料の採取量(g)

試薬•試液
1. オレイン酸：市販のガスクロマトグラフ用標準試料1⑴を用いる.

2. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

3. 硫酸ナトリウム：［特級］

［注］
1)かんきつ類の場合は,検体5叫.〇個を選び,8分割法により平均的に250~300gを採り,種
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子があれば除去してホモジナイズしたものを試料とする.8分割法については,18イマザリル 

.の［注］2)を参照のこと：
2) オレイン酸ナトリウムとしてl~4mg含まれていることか望ましい.
3) pHl~2とする.
4) 分離しにくいときは遠心分離する. ベ/...二.：..ご....ペ.:.ン.....■
5) オレイン酸の分解を防止するため,操作は窒素気流中で行う.

6) 反応後の試料液に微黄色が残らないときは,ジアゾメタン試液を追加する.
7) ジアゾメタン試液中のエーテルを除去する.

8) '検量線用標準液及び試料液は,/調製後速やかに測定に供するごとか望まし•い/
9) オレイン酸ナトリウムとオレイン酸の分子量比は304.45/282.46である.

10)純度 99 %.



' - I 顆、1'[二
71■,'1] I ^3 : •111,111111』

防虫剤
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73ピペロニルブトキシド
Piperonyl Butoxide

別名：ピペロニルブトキサイド

|X-°\<；?:\^CH2OCH2CH2OCH2CH2O (ch2) 3ch3

° CH2CH2CH3

Ci9H30O5 : 338.44

1. 試験法の概要
食品中のピペロニルブトキシドは,ガスクロマトグラフイーにより定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料約10gを精密に量り,水20mlを加え,ホモジナイズした後,水20mlを用いて100ml 

の分液漏斗に入れ,ヘキサン40mlを加えて10分間激しく振り混ぜた後,ヘキサン層を 

分取し,水層にw-ヘキサン40mlを加え,同様の操作を更に2回繰り返す.すべてのヘキ 

サン層を合わせ,無水硫酸ナトリウム2gを加えて脱水し,減圧濃縮し15,約2mlとする.こ 

の液をヘキサン少量を用いてあらかじめ用意した合成ケイ酸マグネシウムカラムに注入し , 

次にヘキサン■エチルエーテル混液(1:1)100mlを流速1～1.5ml/分で流し洗浄する.次 

に受器として濃縮器を置きnキサン•アセトン.エチルエーテル混液(3:3:1) 150mlを 

通過させ,流出液を集める.この液を減圧乾固後,ヘキサン液を加えて溶かして正確に2ml 

とし,試料液8とする.

(3 )検量線用標準液の調製

ピペロニルブトキシド〇 ,ioogを正確に量り,«-ヘキサンを加えて溶かして正確に100mlと 

する.この液20mlを正確に量り,ヘキサンを加えて正確に100mlとし,標準液とする(こ 

の液lmlは,ピペロニルブトキシド200/zgを含む).

標準液0.25, 0.5,1,1.5ml及び2mlをそれぞれ正確に量り,ヘキサン液を加えてそれぞ
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れ正確に2mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれピペロニルブトキ 

シド 25,50,100,150Ag 及び 200/zg を含む).

(4 )測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体にシリコーンOV-1を2 %コーテイングしたもの.

カラム管：ガラス製,内径3~4mm,長さ2m

カラム温度：210~230°C

キャリヤーガス：窒素,上記の条件でピペロニルブトキシドが約10分間後に現われるよ

う流速を調整する.

② 検量線

検量線用標準液5//1ずつをそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピ 

ーク高さ又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量.

試料液5A1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピペロニルブトキシドの 

ピーク高さ又はピーク面積と検量線から試料液中のピペロニルブトキシド濃度(/zg/ml)を求 

め,次式によって検体中のピペロニルブトキシド含量(g/kg)を計算する.

ピペロニルブトキシド含量(g/kg) =-^-x-j-55o

C :試料液中のピペロニルブトキシド濃度(Ag/ml)

W:試料の採取量(g)

試薬•試液等

1. カラムクロマトグラフ用合成ケイ酸マグネシウム：66-100 メッシュのクロマトグラフ 

用合成ケイ酸マグネシウムを130°Cで15時間活性化する.

2. 合成ケイ酸マグネシウムカラム：内径20mm,長さ30cmのカラム管に,あらかじめ 

ヘキサンに懸濁したカラムクロマトグラフ用合成ケイ酸マグネシウム20gを入れ,その上 

に,同様にヘキサンに懸濁した無水硫酸ナトリウム約5gを重層させる.カラムの上端

/に少量のn-ヘキサンが残る程度までIヘキサンを毎分1～1.5mlの流速で流出させた後用 

いる.

3. '無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム’(無水)［特級］
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［注］
1) ロータリーエバポレーターを用いる.

2) 試料液のガスクロマトグラム上に妨害ピークがみられた場合は,次の精製を行う.
試料液をあらかじめ用意したシリカゲルカラムに入れ,1～1.5ml/分の流速(以下同)で通過 

させる.更に,ヘキサン•アセトン混液(10 :1)30mlを通過させ,最初の流出液10mlは 

捨て,次の20mlを分取し,濃縮装置に入れ蒸発乾固した後,«■■ヘキサン液を加えて溶かして 

正確に2mlとし,試料液とする.
ここで用いるシリカゲルカラムは内径12mm,長さ30cmのカラム管にあらかじめn_ヘキサ 

ンに懸濁した30-70 メッシュのカラムクロマトグラフ用シリカゲル(130°Cで3時間活性化し 

たもの)5gを入れ,カラムの上端に少量のn-ヘキサンが残る程度までヘキサンを流出させ 

たものを用いる.
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74 L-イソロイシン
L-Isoleucine

H H

CH3CH2-C-~C-COOH

h3c nh2 

C6H13NO2 :131.17

1. 試験法の概要
食品中のじイソロイシンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には,天然 

の遊離のレイソロイシンがわずかであるが分布している.したがって,定量値は食品由来の 

遊離のL-イソロイシンと添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製.

上記の(1)～(3)については,48レアスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「L-イソロイシン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナ 

トリウム130.1mgJは「しイソロイシン1OOmgJとする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17Am,架橋度8 %

カラム管：内径9mm,長さ500mm

カラム温度：55 °C

移動相：クエン酸緩衝液(pH4.25),0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m
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反応槽温度：98 °C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

② 測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩(1^ 6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

③ 定量

測定液及び標準液それぞれ500//1ずつを正確に量り,液体クロマbグラフに注入し570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で定量する气

じイソロイシン含量(g/kg) 1〇く

S :標準液中のレイソロイシン濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-イソロイシンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-イソロイシンピーク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)Jは次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH4.25):クエン酸ナトリウム•こ水塩14.7g,クエン酸•一水塩10.5g, 

塩化ナトリウム1.92g, カプリル酸0.1ml,チオジグリコール5mln)及びBRIJ-35溶液 

(1^4)4mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］ ■. .. :
48 L-アスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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75 DL-トリプトファン及びL -トリプトファン
DL-Tryptophan and fTryptophan

L-トリプトフアンDL-トリプトファン

H

CH2-C-COOH
nh2

: 204.23

1. 試験法の概要

食品中のDL-トリプトファン及びL-トリプトファンは,液体クロマトグラフイーにより定 

量する.食品中には,天然の遊離のレトリプトファンはほとんど存在しない.したがって, 

定量値は食品に添加されたトリプトファンのみの値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の⑴〜⑶については,48 tアスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「トリプトファン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナ 

トリウム130.1mgJは「L-トリプトファン1OOmgJとする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する8). 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径15.5Am,架橋度10 % 

カラム管：内搔9mm,長さ500mm

カラム温度：55°C
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移動相：’クエン酸緩衝液(pH5.28), 0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

② 測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(W6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)nを加えて正確に100mlとし,測定液とする.

③ 定量

測定液及び標準液それぞれ500/Hずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で定量する'

DL-トリプトファン及びじトリプトファン含量(g/kg) = WXA

S :標準液中のL_トリプトファン濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのトリプトファンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのトリプトファンピーク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)」は次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH5.28):クエン酸ナトリウム.二水塩26.76&クエン酸.一水塩6.1& 

塩化ナトリウム4.5g, カプリル酸0.1ml, BRIJ-35溶液(1^4)4ml及びベンジルアル

コール5mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］
48 L-アスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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76 DL-トレオニン及びL-トレオニン
DL-Threonine and fThreonine

dl-トレオニン
別名：DL-スレオニン

レトレオニン

別名：L-スレオニン

ch3ch-chcooh

OH NH2
C4H9NO3 : 119.12

h3c-c-c-cooh

H NH2
C4H9NO3 :119.12

1. 試験法の概要
食品中のDL-トレオニン及び!^トレオニンは,液体クロマトグラフイーにより定量する. 

食品中には,天然の遊離のL-トレオニンがわずかであるが分布している.したがって,定量 

値は食品由来の遊離のL-トレオニンと添加•されたも:のどの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～(4)については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「トレオニン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナトリ 

ウム130.1mg Jは「L-トレオニンlOOmgJとし,⑷測定法,③定量中の計算式は次のとおりと 

する.

DL-トレオニン及びL-トレオニン含量(g/kg) -

S :標準液中のL-トレオニン濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)
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As :標準液で得られたクロマトグラムのトレオニンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのトレオニンピーク面積 

［注］ :M : ,
48じアスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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77 L-バリン
L~ Valine

h3c h
\ : i
XH-C-COOH
/ ■

h3c nh2 

C5HnNO2 :117.15

1.試験法の概要
食品中のL-バリンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には,天然の遊離 

のL-バリンが分布している.したがって,定量値は食品由来の遊離のL-バリンと添加された 

ものとの合計値である.

2.試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3)標準液の調製

(4 )測定法

上記の(1)～⑷については,48いアスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「L-バリン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナトリウ 

ム130.1mg」は「L-バリンlOOmg」とし,U)測定法,③定量中の計算式は次のとおりとする.

>バリン含量(g/kg) =<Kf°y

S :標準液中のL-バリン濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのレバリンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-バリンピーク面積

［注］
48 L-アスパラギン酸ナトリウムの［注］•を準用する.
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78 l-ヒスチジン塩酸塩
L~Histidine Monohydrochloride

H

H

CH2-C-COOH ■ HC1• H2〇

nh2

C6H9N3O2 . HC1 ' H2O : 209.63

1. 試験法の概要

食品中のL-ヒスチジン塩酸塩は,液体クロマKグラフイーにより.レヒスチジンとして定量 

する.必要があれば分子量比を乗じてL-ヒスチジン塩酸塩の量として求める.赤身の魚等に 

は,天然の遊離のじヒスチジンが分布している.したがって,検体中にこれらの食品を素材 

として含有する場合には,定量値は素材由来の遊離のL-ヒスチジンと添加されたものとの合 

計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の⑴〜⑶については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は「L-ヒスチジン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン酸ナト 

リウム130.1 mg」は「L-ヒスチジン塩酸塩135.1mg」とする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する8し 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径15.5/zm,架橋度10% 

カラム管：内径9mm,長さ100mm
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カラム温度：55°C

移動相：クエン酸緩衝液(pH5.28),0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速:0.3ml/分

② 測定液め調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(1^6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

③ 定量

測定液及び標準液それぞれ500Alずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で定量する9).

L-ヒスチジン含量(g/kg)= 命/、
S :標準液中のL-ヒスチジン濃度Qzg/ml)

Wン試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-ヒスチジンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-ヒスチジンピーク面積

L-ヒスチジン塩酸塩含量(g/kg)=L-ヒスチジン含量(g/kg) XI.351

試薬•試液
48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬-試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)Jは次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH5.28):クエン酸ナトリウム-二水塩26.76g,クエン酸.一水塩6.1g, 

塩化ナトリウム4.5g, n-カプリル酸0.1ml, BRIJ-35溶液(1^4)4ml及びベンジルアル 

コール5mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの':［注］'を準用す
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79 l-フェニルアラニン
L_Phenylalanine

NH2

C9HnNO2 :165.19

1. 試験法の概要
食品中のじフヱニルアラニンは,液体クロマトグラフィーにより定量する.食品中には, 

天然の遊離のレフヱニルアラニンはほとんど存在しない.したがって,定量値は食品に添加 

されたL-フェニルアラニンのみの値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の(1)～⑶(こついては,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「じアスパラギン酸」は「じフヱニルアラニン」とし,⑶標準液の調製中の「L-アスパラギン 

酸ナトリウム130.1mg Jは「l-フェニルアラニン100mg」とする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17/zm,架橋度8 % 

カラム管：内径9mm,長さ500mm

カラム温度:55 °C

移動相：クェン酸緩衝液(pH4.25), 0.6ml/分

反応コイル：内径〇,5mm,長さ20m
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反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

②測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(1^6)を加えてpH2.2に調整した後,クェン酸緩衝液 

(pH2.2)7'を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

@定量 ..’ヘン •ペペン

測定液及び標準液それぞれ500Alずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で定量する气

Vフェニルアラニン含量(g/kg)=_^g^

S :標準液中のL-フェニルアラニン濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのじフヱニルアラニンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-フェニルアラニンピーク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)Jは次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH4.25):クエン酸ナトリウム.二水塩14.7&クエン酸.一水塩10.5g, 

塩化ナトリウム1.92g, カプリル酸0.1ml,チオジグリコール5ml11)及びBRLF35溶液

(1^4)4mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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ch3sch2ch2 COOH

nh2

C5HnNO2S :149.21

L-メチオニンDL-メチオニン

CH3SCH2CH2CHCOOH
I 

nh2

C5H„NO2S :149.21

1.試験法の概要
食品中のDL-メチオニン及びL-メチオニンは,液体クロマトグラフイー■により定量する.食 

品中には,天然の遊離のメチオニンはほとんど存在しない.したがって,定量値は食品に添加 

されたメチオニンのみの値である.

2.試験法(液体クロマトグラフイー)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の⑴〜⑶については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし, 

「L-アスパラギン酸」は’「メチオニン」とし,⑶標準液の調製中の「いアスパラギン酸ナトリ 

ウム130.1mgJは「L-メチオニンlOOmgJとする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®,

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径17/zm,架橋度8 % 

カラム管：内径9mm,長さ500mm

カラム温度：55°C

移動相：クエン酸緩衝液(pH4.25), 0.6ml/分

80 DL-メチオニン及びL-メチオニン
DL-Methionine and L~Methionine

H
---C

 ---
I
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反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

②測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(1->6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

@定量

測定液及び標準液それぞれ500/Hずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算で定量する气

DL-メチオニン及びL-メチオニン含量(g/kg) 1〇；

S :標準液中のL-メチオニンの濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g) ::ソン

As :標準液で得られたクロマトグラムのメチオニンピーク面積

A:測定液で得られたクロマトグラムのメチオニンピーク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)Jは次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH4.25):クエン酸ナトリウム■二水塩14.7g,クエン酸•一水塩10.5g, 

塩化ナトリウム1.92g, n-カプル酸0.1ml,チオジグリコール5ml11)及びBRIJ-35溶液 

(1^4)4mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

［注］ : に ぐ:ババト

48 L-アスバラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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81L-リシンL-アスパラギン酸塩及び 
L-リシンL-グルタミン酸塩

L-Lysine L-Aspartate and し-Lysine L-GIutamate

L-リシンL_アスパラギン酸塩
別名：L-リジンL-アスパラギン酸塩

H H

h2n(ch2)4-c-cooh ■ hoocch2-c-cooh

nh2 nh2

C10H21N3O6 : 279.29

L_リシン：し-グルタミン酸塩
別名：L-リジンL-グルタミン酸塩

H H
H2N(CH2)4 - t -COOH - HOOC(CH2)2 - C-COOH • n H2O

NH2 nh2

CuH23N3O6 . nH2O (n = 2 又は 〇) 
(C„H23N3O6 : 293.32)

1. 試験法の概要

食品中のL_リシンL-アスパラギン酸塩及びL-リシンL-グルタミン酸塩は,液体クロマトグ 

ラフィーによりそれぞれ構成するレリシン,レアスパラギン酸又はL-グルタミン酸として定 

量する.食品中には,天然の遊離のアミノ酸が広く分布しており,とくにL-グルタミン酸に 

次いでいアスパラギン酸も多い.したがって,定量値は食品由来の遊離のアミノ酸と添加さ 

れたものとの合計値である.

2. 試 験 法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2)試料液の調製

(3 )標準液の調製

上記の(1)～(3)については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし,
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「L-アスパラギン酸」は「L-リシン,L-アスパラギン酸又はL-グルタミン酸」とし,⑶標準液 

の調製中の「L-アスパラギン酸ナトリウム13O.lmg」は「L-リシン塩酸塩124.9mg,じアスパ 

ラギン酸ナトリウム130.1 mg及びL-グルタミン酸ナトリウム127.2mgjとする.

(4 )測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する®. 

カラム充てん剤

L-リシン用：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径15.5/zm,架橋度10 %

L-アスパラギン酸及びL-グルタミン酸用：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径 

17Am,架橋度8 %
-カラム管 ■■ ■■ ■ ■ .. : \ - - ■. ■乂 ■ペ：：’：■へ ■ ■■ ■-

レリシン用：内径9mm,長さ100mm

L-アスパラギン酸及びL-グルタミン酸用：内径9mm,長さ500mm

カラム温度：55'C

移動相

L-リシン用：クエン酸緩衝液(pH5.28), 0.6ml/分

L-アスパラギン酸及びL-グルタミン酸用：クエン酸緩衝液(pH3.25), 0.6ml/分

反応コイル：内径0.5mm,長さ20m

反応槽温度：98 °C

ニンヒドリン液の流速：0.3ml/分

② 測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(1^6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

:(3)定量 ■ ノ ■ : ■■■.ン:■, ■■ / …■:广■ノ ペ

測定液及び標準液それぞれ500Alずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比 

例計算でそれぞれ定量する气

各アミノ酸含量(g/kg)

S :標準液中のレリシン,L-アスパラギン酸及びL-グルタミン酸それぞれの濃度 

(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-リシン,L-アスパラギン酸及びレグル
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タミン酸それぞれのピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-リシン,L-アスパラギン酸及びじグル 

タミン酸それぞれのピー■ク面積

試薬•試液

48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)Jは次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH3.25):クエン酸ナトリウム■二水塩7.7g,クエン酸•一水塩 

17.9g,塩化ナトリウム7.1g,カプリル酸0.1ml,チオジグリコール5ml115, BRIJ-35溶 

液(1^4)4ml及びエタノール80mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

クエン酸緩衝液(pH5.28):クエン酸ナトリウム•二水塩26.76g,クエン酸• 一水塩6.1g, 

塩化ナトリウム4,5g, カプリル酸0.1ml, BRIJ-35溶液(1^4)4ml及びベンジルアル 

コール5mlに水を加えて溶かし,1,000mlとする.

［注］
48じアスパラギン酸ナトリ•ウムの［注］を準用する.•
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82 L-リシン塩酸塩
L-Lysine Monohydrochloride

:■ ■■ ' ' …別名：しリジン塩酸塩 ■■ ■广 ■■ : \

H
h2n(ch2)4-c-COOH ■ HC1

nh2

C6H14N2O2 • HC1:182.65

1. 試験法の概要
食品中のレリシン塩酸塩は,液体クロマトグラフィーによりL-リシンとして定量する.必 

要があれば分子量比を乗じてL-リシン塩酸塩の量として求める.食品中には,天然の遊離の 

いリシンはほとんど存在しない.したがって,定量値は食品に添加されたL-リシンのみの値 

である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 標準液の調製

上記の(1卜(3)については,48 L-アスパラギン酸ナトリウムの試験法を準用する.ただし , 

「レアスパラギン酸」は「L-リシン」とし,⑶標準液の調製中の「レアスパラギン酸ナトリウ 

ム130.1mgjは「L-リシン塩酸塩124.9mg」とする.

(4) 測定法

①測定条件

液体クロマトグラフとしてアミノ酸分析計を用い,次の条件によって測定する«. 

カラム充てん剤：ゲル型強酸性陽イオン交換樹脂,平均粒径15.5/zm,架橋度10% 

カラム管：内径9mm,長さ100mm

•カラム温度：55°C
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溶離液：クエン酸緩衝液(pH5.28), 0.6ml/分 

反応コイル：内径〇.5mm,長さ20m

反応槽温度：98°C

ニンヒドリン液の流速:0.3ml/分

②測定液の調製

試料液10mlを正確に量り,塩酸(W6)を加えてpH2.2に調整した後,クエン酸緩衝液 

(pH2.2)7)を加えて正確に100mlとし,測定液とする.

■:③定量 ■ン/

測定液及び標準液それぞれ500//1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,570nm 

における吸光度として得られた測定液のクロマトグラムと標準液のクロマトグラムとの面積比

例計算で定量する9\

リシン含量 (g/kg)= 2XSXA
WXAS

io)

S :標準液中のL-リシン濃度(/Zg/ml)

W :試料の採取量(g)

As :標準液で得られたクロマトグラムのL-リシンピーク面積

A :測定液で得られたクロマトグラムのL-リシンピーク面積

L-リシン塩酸塩含量(g/kg) =L-リシン含量(g/kg) x1.249

試薬•試液
48じアスパラギン酸ナトリウムの試薬•試液を準用する.•ただし,「7.クエン酸緩衝液 

(pH3.25)」は次のとおりとする.

7.クエン酸緩衝液(pH5.28):クエン酸ナトリウム.二水塩26.76g,クエン酸• 一水塩6.1g, 

塩化ナトリウム4.5g, n-カプリル酸0.1ml, BRIJ-35溶液(1—4) 4ml及びベンジルアル 

コール5mlに水を加えて溶かして1,000mlとする.

｛注］

48じアスパラギン酸ナトリウムの［注］を準用する.
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83 L-アスコルビン酸及びL-アスコルビン酸ナトリウム
L-Ascorbic Acid and Its Compounds

L-アスコルビン酸
L-Ascorbic Acid
別名：ビタミンc

ch2oh
I

H^C^OH

OH OH
C6H8O6 :176.13

アスコルビン酸ナトリ'ウム
Sodium L-Ascorbate
別名：ビタミンCナトリウム 

ch2oh

H^C^OH

NaO OH
C6H7NaO6 :198.11

1. 試験法の概要
食品中のアスコルビン酸及びアスコルビン酸ナトリウムは,液体クロマ十グラフィーにより 

還元型アスコルビン酸として,また,その酸化型であるデヒドロアスコルビン酸を還元して, 

液体クロマトグラフィーにより総アスコルビン酸1)として定量する.必要があれば分子量比を 

乗じてアスコルビン酸ナトリウムの量として求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する25.

(2) 試料液の調製

①液状及び半流動状食品

試料約10gを精密に量り,50mlの褐色メスフラスコ®に入れ,試料と同量の4% メタリン酸 

溶液4>を加えた後,2 %メタリン酸溶液を加えて50mlに定容する.次に,メンブランフィルタ 

一(0.45Am)でろ過し,ろ液を還元型アスコルビン酸測定用試料液とする.また,ろ液2ml 

を採り,0.1%ホモシステイン溶液lml及び10 %リン酸水素ニナトリウム溶液1mlを力Dえて 

混合後540'Cで20分間加温し6\総アスコルビン酸測定用試料液とする.
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②粉体及び固体食品7>

試料約10gを精密に量り,100mlの褐色抽出管3sに入れ,試料と同量の4%メタリン酸溶 

液45を加えた後,2 %メタリン酸溶液30m1を加え,5分間振とうする.更に,超音波を用いて 

10分間抽出を行った後,2 %メタリン酸溶液を加えて50mlに定容する.次に,メンブランフ 

ィルター(0.45Am)でろ過し,ろ液を還元型アスコルビン酸測定用試料液とする.また,ろ 

液2mlを採り,0.1%ホモシステイン溶液1ml及び10%リン酸水素ニナトリウム溶液1mlを 

加えて混合後8,40°Cで20分間加温し®,総アスコルビン酸測定用試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

アスコルビン醭0.050gを正確に量り®,100mlの褐色メスフラスコに入れ,2% メタリン酸 

溶液を加えて溶かして正確に100mlとし,標準原液とする(この液lmlは,アスコルビン酸 

500/zgを含む).標準原液5mlを正確に量り,50mlの褐色メスフラスコに入れ,2%メタリン 

酸溶液を加えて正確に50mlとし,標準液とする(この液lmlは,アスコルビン酸50/zgを含 

む).標準液1,5,10ml及び20mlをそれぞれ正確に量り,50mlの褐色メスフラスコに入れ,

2 %メタリン酸溶液を加えて正確に50mlとし,検量線用標準液とする9> (これらの液lmlは, 

アスコルビン酸1,5,10/zg及び20Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外線吸収検出器付液体クロマトグラフ1®を用い,次の条件によって測定する. 

カラム充てん剤：アミノプロピル基を化学結合したシリカゲルu)

カラム管：ステンレススチール製,内®4.6~6.0mm,長さ150～250mm

カラム温度：室温 :........... ... . . ..... -.. - ■ ■

移動相：アセトニトリル•0.01mol/lリン酸二水素ナトリウム•0.03%ホモシステイン溶 

液• メ タノール混液(600 :100 : 30 : 30)

流速：1.0ml/分

測定波長：270nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれ5只1ずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ビーク高さ 

又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量12) ■ ■■ ■ . ■ .. ■ . .. . .. . ■ ■

試料液5^1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面

積と検量線か'ら試料液中のアスコルビン酸濃度(/zg/ml)を求め,"次式によって検体中の還元 

型又は総アスコルビン酸含量(g/kg)を計算する.また,両者の差から酸化型アスコルビン
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酸含量(g/kg)を求める. 、：::：て：フ：:

還元型アスコノレビン酸含量(g/kg)=远^ ? hン

総アスコルビン酸含量(g/kg)=1〇^

酸化型アスコルビン酸含量(g/kg)二総アスコルビン酸含量(g/kg)-盪元型アスコル

E'ン酸含> (g/kg) / ； ' ■へ/ '/へ； "

C::試料液中の還元型アスゴルピン酸濃度(/zg/ml)

C2ン試料液中の総アスコルビン酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量,｛g)

■アスコルビン酸ナト■リウム(g/kg) =7Xi?ルビン酸含量(g/kg) X1.125

試薬•試液
1. ア七トニトリル：［残曾農薬試験用］: ご:

2. メタノール：［残留農寨試験用］ :

3. DL-ホモシステイン：［特級］

4...リン酸二水素ナトリウムニ水和物':'［特級］

5. リン酸水素ニナトリウム(12水塩)：［特級］

6. メタリン酸：［特級］

7. 4% メタリン酸溶液：メタリン酸40.0gに水を加えて溶かして1,000mlとする.冷所に保
:存する. ； ' : 二 ： ：:：

8. 2% メタリン酸溶液：メタリン酸20,0gに水を加えて溶かして1,000mlとする.冷所に保

存する.

9. 0.1%ホモシステイン溶液：DL-ホモシステイン10.0mgを水に溶かして10mlとする.

10. 0.03 %ホモシステイン溶液：DL-ホモシステイン30.0mgを水に溶かして100mlとする.

11.10%リン酸水素ニナトリウム溶液：リン酸水素ニナトリウム(12水塩)l.Ogに水を加え 

て溶かして10mlとする.

［注］
:1)アスコルビン酸の残留を調べるにほ,還元型の為の測定でよいが,ft用の牧況を調べるには, 

.酸化型のデヒドロアスコルビン酸を含めた総アスコルビン酸を測定する必要がある...

2) .アスコルビン酸は酸化されやすいので,試料の調製には包丁,ハサミなどを用いて細切す•る 
ノ.か,'.乳鉢で粗粉砕し,長時間空気と接触させないようにするン

3) 50ml及び100mlの標線付きの褐色遠心管などが使用できる. -
4) .ペアスコルビン酸の酸化防止のため,メタリン酸溶液を用いる.••.抽•出液の終濃度を:2 %とした 

のは,タンパク質の除去ができ,かつ,カラムの劣化防止のためである.
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5) 0.1%ホモシズテイン溶液は,.酸化型めデヒKロ'アスゴルビン酸の還元のために用いる.こめ 
,反応は,中性で進むため,中和の目的で10%リン酸水素ニナトリウム溶液を加える.
6) 40°Cに加温することによ9,還元反応を促進才る,.20°C前後の温度では60-90分を要する.

7) パン粉,小麦粉などの乾燥した吸水性の高い試料で,本法による抽出が困難な場合,次のよ 
うに抽出するとよい.試fl•約10gを精密に量り,100mlの褐色抽出管に入れ,2% メタリン酸 
溶液80mlを加え,5分間振とうする.更に超音波を用いて10分間抽出を行った後,100mlの 
褐色メスフラスコを受器として綿栓ろ過(漏斗に脱脂綿を軽く詰めて,ろ過する)し,抽出管 

及び残留物は,2 %メタリン酸溶液10mlずつで2回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,2 %メタリ 
ン酸溶液を加えて100mlIこ定容する.次に,メンブランフィルター (O.45Am)でろ過し,ろ液 
を還元型アスコルビン酸測定用試料液とする.また,ろ液2mlを採り,0.1%ホモシステイン 

溶液lml及び10 %リン酸水素ニナトリウム溶液lmlを加えて混合後,40°Cで20分加温し,総
.■アスコルビン酸測定用試料液とする.

8) 標準溶液にエリソルビン酸を加えておくことにより,アスコルビン酸とiリソルビン酸め同

時分析が可能である.
9) カラムへの吸着があるため,原点を通る直線とはならないが,•l~20Ag/mlの濃度範囲でほ, 

直線関係が得られる.試料液の濃度が,検量線の濃度範囲を超える場合,試料液を2% メタリ 
ン酸溶液を用いて適宜希釈するか,試料採取量を減らして試験する.

10) 還元型のアスコルビン酸は,本移動相条件下で270nm付近に吸収極大を示すことから/紫外 
線検出器によ•り測定可能であるが,電気化学検出器を用いることにより,より高感度で選択的 

に測定できる(加電圧：70mV).また,電気化学検出器を用いた場合,高感度となるぶん,検 
量線の直線領域が低濃度側へ移動することがあるので注意を要する..

11) 液体クロマトグラフィーのカラムとしては,Lichrosorb NH2, UnisilQ NH2, TSKgel-NH2" 
60, Finepak SIL NH2, Zorbax NH2などの市販品がある.また,移動相としては,アセトニト 
リル•酢酸•水混液(87 ： 2 ：11)なども使用可能である.

12) 本法による定量限界は,還元型アスコルビン酸で0.005g/kg,総アスコ•ルビン酸で〇.Olg/kg 
■であ
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84エルゴカルシフェロール及び 
コレカルシフェロール

Ergocalciferol and Cholecalciferol

エルゴカルシフェロール 
別名：カルシフェロール,ビタミンD2

C28H44O : 396.66

コレカルシフェロ--ル 
別名：ビタミンd3

C27H44O : 384.65

1. 試験法の概要

食品中のエルゴカルシフェロール及びコレカルシフェロールは,液体クロマトグラフィーに 

より定量する.食品中にはとくにコレカルシフェロールが存在していることがある.また,こ 

の定量法ではエルゴカルシフェロールとコレカルシフヱロールの分離定量1｝ができない.した 

がって,定量値:は食品由来のエルゴカルシフェロール及びコレカルシフェロールと添加された 

ものとの舍計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

ビタミンDとして2-10IUに対応する,通常,2g以下の試料の量を精密に量り,100mlの 

褐色ナス型フラスコに入れ,ピロガロール0.5g及び温湯5mlを加える.エタノール製5%水 

酸化カリウム溶液30mlを加え,還流冷却管を付け,沸騰水浴上でときどき振り混ぜながら20 

分間還流を行う.次に冷水中で速やかに室温まで冷却し,必要があればろ過し,分液漏斗に移
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す.ナス型フラスコは,水50ml及びエチルエーテル50mlで洗い,洗液は分液漏斗に合わせ, 

激しく振り混ぜる.水層は第2の分液漏斗に移し,エチルェーテル50mlを加えて激しく振り 

混ぜ,水層は第3の分液漏斗に移し,ェチルエーテル50mlを加え同様の操作を行う.全エチ 

ルエーテル層を合わせ,洗液がアルカリ性2>を示さなくなるまで水を用いて洗った後,無水硫 

酸ナトリウム5gを加える.脱水した後,200mlの褐色ナス型フラスコを受器としてろ過し, 

残留物は少量のエチルエーテルで洗い,洗液はろ液に合わせ,減圧下でエチルエーテルを留 

去4】する.エチルエーテルを留去した後,エタノール5mlを加えて減圧下で共沸留去を行い, 

更に窒素をフラスコに直接吹き込み,エタノールを完全に蒸発させる.少量のエチルエーテル 

を用いて濃縮器8に移し,減圧乾固し,残留物にイソプロピルアルコールを加えて溶かして正 

確に0.2mlとし,試料液とする.

(3 )標準液の調製

エルゴカルシフェロールe 0.010g(400,000 IU)を正確に量り,エタノールを加えて溶かし 

て正確に1,000mlとする.この液lmlを正確に量り,エタノールを加えて正確に100mlとし, 

標準原液とする(この液1mlは,エルゴカルシフヱロール0.1Ag(4IU)を含む).標準原液 

lmlを正確に量り,100mlの褐色ナス型フラスコに入れ,ピロガロール0.5g及び温湯5mlを 

加え,以下⑵試料液の調製と同様に操作し,標準液とする(この液lmlは,エルゴカルシフ 

ェロール0.5パg(20IU)を含む).

(4)測定法

①測定条件

紫外分光検出器付液体クロマトグラフを用い,次の2つの条件で処理し測定する.

a分取用

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内径10mm 7),長さ250mm

カラム温度：室温

移動相：アセトニトリル•メタノール混液(1:1),3ml/分

測定波長：254nm

b測定用

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

カラム温度：室温 卜

移動相：イソプロピルアルコール,ヘキサン混液(0.4 : 99.6), lml/分

測定波長：254nm
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② 測定

試料液100/Hを正確に量り,分取用の条件の液体クロマトグラフに注入し,ビタミンD画 

分を濃縮器®を受器として分取8>する.次に,減圧乾固9>し,イソプロピルアルコールヘキ 

サン混液(0.4 : 99.6)を加えて溶かして正確に0.2mlとし,この液50/4を正確に量り,測定 

用の条件の液体クロマ!'グラフに注入する.

③ 定量

標準液100//1を正確に量り,②測定と同様に操作し,得られたピーク高さ又はピーク面積と 

試料液のピーク高さ又はピーク面積より,次式から検体中のエルゴカルシフヱロール及びコレ 

カルシフヱロール含量(IU/kg)を求める.

エルゴカルシフヱロール及びコレカルシフェロール含量(IU/kg) = 20?X^C 
As入W

A :試料液から得られたクロマトグラムのピーク高さ又はピーク面積

As :標準液から得られたクロマトグラムのピーク高さ又はピーク面積 

標準液中のエルゴカルシフヱロール濃度(IU/ml)

； W :検体の採取量(g): : ' : ::こ

試薬•試液

1.アセトニトリル：［液体クロマトグラフ用］

2..イソプロゼルアルコ■ール：’［液体クロマトグラフ用］

3. ェチルェーテル：過酸化物を含まないもの.ェチルェーテルを蒸留して用いる(初留, 

後留の10%を除く).

4. エタノール：［99.5v/v %,特級］

5. ェタノール製5 %水酸化カリウム溶液：水酸化カリウム25gを500mlメスフラスコに入 

れ,少量の水で溶かし,ェタノールを加えて500mlとする.

■ 6.■ピロガロール：■［特級］

7. n-へキサン：［液体クロマトグラフ用］

8. 無水硫酸ナトリウム：疏酸ナトリウム(無水)［特級］ L :

9. メタノール：［液体クロマトグラフ用］

■［注］ :-■ ■ : - ■■ ■.ハ/ 二■■ - ■ ■ハ■ ノ ノ ■バ■■ ■二■广へ.■ J / ン
1) 力•ラム及び移動相の条件によっては分離の可能性も.ある..’
2) 洗液にフェノールフタレイン試液を加えて紫色にな•らないことを確かめS.'
3) 無水硫酸ナトリウムの代わりに,液相分離ろ紙を用いてもよい. ：
4) 減圧下で留去のときは40°C以下で行う(以下同じ).
5) Kuderna-Danish濃縮器等を羯いる.
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6) 現在,わが国で市販されている調製粉乳めようなビタミンD強化食品には主としてエルゴカ 
ルシフヱロールが辩加されているので,この場合の標準液にはエルゴカルシフヱロールを用い 

る.一方,天然中のビタミンDはコレカルシフヱロールとして存在している場合が多いので, 

その場合はコレカルシフヱロール10mgを標準液に用いる.
7) カラム内径を大きくすると,カラムへのサンプル負荷が少なくてすみ,分取カラムに適当で 

ぁる.
8) 常にビタミンD2又はD3の標準品を用いて溶出位置を確認しておくことが必要である.この 
条件で,ビタミンD2, D3は保持時間17-18分に溶出するので,16-19分をD画分とする.
ミニフラクションコレクター'を用いるときは,2,50〇〜2,85 〇滴の画分を分取するとよい.大半 

の妨害ピークは,ビタミンD2画分よりも前の方に溶出する.
9) 分取したビタミンD画分のアセトニトリル•メタノール混液は,突沸させないようできるだ 

け低温で減圧乾固する.
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85チアミン塩類
Thiamine Salts

チアミン塩酸塩
Thiamine Hydrochloride
別名：ビタミンBi塩酸塩

h3c nh2

ch2

C12H17C1N4OS • HC1:337.27

チアミン硝酸塩
Thiamine Mononitrate
別名：ビタミン硝酸塩

h3c ch2ch2oh 

ch3

C12H17N5O4S : 327.36

チアミンセチル硫酸塩
Thiamine Dicetylsulfate
別名：ビタミンB!セチル硫酿塩

h3c ch2ch2oh 

ch3

C44H84N4〇9S3 • H2〇 : 927.39

チアミンチオシアン酸塩 
Thiamine Thiocyanate 
別名：ビタミンB! ロダン酸塩

C1--HC1

Nor

c16H33osor
* CI6H33OSO3H . H2〇

h3c VN^NH2 ,S^CH2CH2OH
H I n |TCH2 / n+4 ch3

SCN- • H2O

C!3HI7N5OS2 . H2〇 : 341.46
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チアミンナフタレン-1,5-ジスルホン酸塩 
Thiamine Naphthalene-1,5-Disulfonate 
別名:チアミンナフタリン-1,5■'ジスルホン酸塩, 

ビタミン坧ナフタレン-1,5-ジスルホン酸塩

C22H24N4O7S3 * H2〇 : 570.67

SO7

SO3H

チアミンラウリル硫酸塩 
Thiamine Dilaurylsulfate 
別名：ビタミンB：ラウリル硫酸塩

C35H6SN4O9S3'H2O： 815.17

C12H25OSO3
• C12H25OSO3H * H2〇

1. 試験法の概要

食品中のチアミン塩類は,チオクローム蛍光法によりチアミン塩酸塩として定量する.必要 

があれば定数を乗じて各チアミン塩の量として求める.食品中には天然のチアミンが分布して 

いる.したがって,定量値は食品由来のチアミンと添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(チオクローム蛍光法)

(I )検体の採取1> と試料の調製

一般試料採取法を準用する. バ

(2)試料液の調製

チアミン塩酸塩として約20Agに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量り,

0.1mol/l塩酸60mlaを加えてよく混和3>した後4>,4mol/l酢酸ナトリウム溶液を加えてpH4.0 

-5.0に調整する气 これにジアスターゼ溶液(14 20) 5mlを加えてよく混和し,トルエン0 

5滴を加えた後,38~40°Cで一夜75放置する.冷後,水を加えて正確に100mlとする.これを 

乾燥ひだ折りろ紙8>を用いてろ過し®,試料溶液1«とする.

ン試料溶液25mlを正確に量り,パーム乎ットカラムに静かに注ぐ11y.試料溶液がカラム中の 

パームチット層の上面にくるまT, 3>'に1滴の速度125で流出させた後,•：塩酸(1100,00〇)
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約5mlでカラムのR部の内面を洗い流す.次に熱湯5〇-100m1を注ぎ,熱湯がカラム中のパ 

ームチット層の上面にくるまで,1秒に1滴の速度13>で流出させた後14\カラムのコックを閉 

める.

カラムが温かいうちに1气 受器として25mlのメスフラスコを用い,沸騰した塩化カリウ 

ム•塩酸溶液10mlをカラムに注ぎ,1秒に1滴の速度で流出させ,更に沸騰した塩化カリウ 

ム•塩酸溶液8ml及び7mlをそれぞれカラムに注ぎ,同様に流出させ,冷後,水を加えて正 

確に25mlとし,試料液とする.

(3)標準液の調製

チアミン塩酸塩を105°Cで2時間乾燥した後,そのO.lOOgを正確に量り,0.1mol/l塩酸2ml 

を加えて溶かし,水を加えて正確に100mlとし,標準原液16>とする(この液lmlは,チアミ 

ン塩酸塩Imgを含む).用時標準原液10mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,こ 

の液10mlを正確に量り,水を加えて正確に1,000m1とし,標準液とする(この液lmlは,チ 

アミン塩酸塩1パgを含む).

(4 )測定法

① 測定条件

蛍光光度計を用い,励起波長370nm,測定波長440nm,液層10mmの条件によって測定す 

る.

② 測定液の調製

。次のいずれかの方法により調製する.

aフェリシアン化カリウム溶液を用いる方法

試料液5mlずつを正確に量り,それぞれ3本の共栓試験管A, B, C17)に入れる.Aには 

標準液lmlを正確に量って加え,B, Cには水lmlずつを正確に量って加える.更にA, Bに 

フェリシアン化カリウム溶液18)(I100)0.5mlずつを,Cには水0,5mlを正確に量って加 

え,よく振り混ぜる.次にA, B, Cに水酸化ナトリウム溶液(3 10)3mlずつを正確に量

って加え,30秒間振り混ぜた後,イソブチルアルコール10mlずつを正確に量って加え,密栓 

して/2分間激しく振り混ぜる.イソブチルアルコール層が分離するまで静置19»した後,イソブ、 

チルアルコール層7~8mlを駒込ピペットで別の試験管にそれぞれ分取し,無水硫酸ナhリウ 

ム2gずつを少量ずつ加えて振り混ぜ,イソブチルアルコール層が澄明になるまで静Sし, 

測定液とする.

b臭化シアン溶液を用いる方法

試料液5mlずつを正確に量り,それぞれ3本の共栓試験管A, B, C17)に入れる.Aには 

標準液lmlを正確に量って加え,B, Cには水lmlずつを正確に量って加える.更にA, Bに
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臭化シアン溶液3mlずつを,Cには水酸化ナトリウム溶液(3 ->10)3mlを正確に量って加 

え,よく振り混ぜ,次にA,Bに水酸化ナトリウム溶液(3—10) 3mlずつ,Cに臭化シアン 

溶液3mlを正確に量って加え,よく振り混ぜた後,イソブチルアルコール10mlずつを正確に 

量って加え,密栓して1分間激しぐ振り混ぜる.イソブチルアルコール層が分離するまで静 

置195した後,イソブチルアルコール層7~8mlを駒込ピペットで別の試験管にそれぞれ分取 

し,無水硫酸ナ•トリウム2gずつを少量ずつ加えて2振'り混ぜ,•.イソブチルアルコール層が澄 

明になるまで静置し,測定液とする.

③ 定量 ノ 卜■ :ペ .：

測定液を蛍光光度計用セルに入れ,蛍光強度を測定する.Aの蛍光強度を100 %に合わせ,

B, Cの蛍光強度を測定する.

検体中のチアミン塩酸塩の含量(g/kg)は,次式によって求める21\

チアミン塩酸塩含量(g/kg)二三ox (川fg) xw

A :標準液中のチアミン塩酸塩濃度(Ag/ml)

B : Bの蛍光強度(％)

C : Cの蛍光強度(％)

■.ノニW :試料の採取量(g)

T ：試料液の希釈倍数1®

チアミン硝酸塩含量(g/kg)=チアミン塩酸塩含量(g/kg) x0.9706

チアミンセチル硫酸塩含量(g/kg)=チアミン塩酸塩含量(g/kg) X2.750 

.チアミンチオシアン酸塩含量(g/kg)=チアミン塩酸塩含量(g/kg) x1.012 

チアミンナフタレン-1,5-ジスルホン酸塩含量(g/kg)

=チアミン塩酸塩含量(g/kg) X1.692

チアミンラウリル硫酸塩含量(g/kg)=チアミン塩酸塩含量(g/kg) X2.417

試薬•試液等
:1.•イソブチルアルコール：［特級］堂光がないことを確かめる.ンイ••

2. 塩化カリウム：［特級］

3. 0.1mol/l塩酸：塩酸9.5mlに水を加えて1,000mlとする.

4. 塩化カリウム■塩酸溶液：塩化カリウム250gに〇.lmol/1塩酸.を加'えて溶かして1,000ml

どする22). :: : 八：：:

5. 酢酸ナトリウム：［特級］ く / バ ヘ：：

6. 4mol/l酢酸ナトリウム溶液:酢酸ナトリウム544gに氷を加えて溶かして1,000mlとす 

る.



274 第n章強化剤

7. ジアスターゼ：市販品を用いる.

8. 臭素：［特級］

9. チオシアン酸カリウム：［特級］

10. 臭化シアン溶液：氷冷した水100mlに臭素2mlを加え,激し 

く振り混ぜた後,氷冷したチオシアン酸カリウム溶液(1 — 10) 

を臭素の色がまさに脱色するまで滴加する.この溶液はドラフ 

卜中で調製し,冷所に保存する.調製後1力月以内に用いる.

11. ソトルエン：［特級］

12. パームチット：市販のビタミンB!定量用を用いる气

13. パームチットカラム：図85-1に示すカラムを用い,次の方法 

によりパームチットを充てんする.コックの咅5分に薄くシリコ 

ーン樹脂を塗り,コックを閉じて水を注ぎ,カラムの下端に少 

量のガラスウールを詰める.ビーカーにパームチット1.3~1.5g 

を採り,水20～30m1を加え,カラム中に空気が残らないよう

単位- mm (直径ほすべて 
内径を示す)

図85-1パームチット 
カラム

に流し込む245.水がカラム中のパームチット層の上面にくるまで流出させた後,酢酸(3

->100)約10mlを加え,酢酸がカラム中のパームチット層の上面にくるまで3秒に1滴の 

速度で流出させる.更に水20mlを加えて同様に流出させる®.

14. フェリシアン化カリウム：［特級］

15. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］蛍光のないことを確かめる.

［注］:: ::: :：::::
1) 栄養改善法(昭和27年7月31日 法第248号)第12条に基づく特殊栄養食品の標準成分基 
準イ昭和46年4月8日 衛発第222号)では,検体は5包装以上から無作為に採ることになっ 
ている.:.また,..1包装では任意の5箇所の部分から試料の採取量以上の量を採るこ.とになって 

いる.栄養改善法では試料の採取量は次のようになっている.米3g,押し麦,小麦粉,ゆでめ
■'ん,乾めん,即席めん及びみそいずれも5g,食パン10g.また試料液としては適宜希釈してチ 

アミン塩酸塩含量20/zg/WOmlとしている.
2) 0.1mol/l硫酸60mlを使用してもよい.
3) 均質になりにくい場合は,十分にかくはんする. ：：： ：

4) 続いて沸騰氷浴中で30分間加熱抽出してもよい. ：
5) 後に加えるジアスターゼの至適pHが4.0-5.0である.
6) 防腐の目的で添加する. ......-..'■..：
フ)45〜50dCで2時間から3時間放置してもよい.そのときはトルエンを加えなくてよい.

8) ろ紙は蛍光のないものを使用する.
9) 遠心分離(15分間,3,000回転/分)して上澄液を使用してもよい. :

10) :この試料溶液には,チアミン塩酸塩としてJml中に約0.2Ag含まれる■よう•にする.••チアミン 
..塩酸塩の含量が多い場合は適宜希釈する.この際の希釈倍数をTとする.

11) チアミン以外の物質に起因する蛍光(盲蛍光)が非常に少ない試料の場合には,•パームチッ
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洗液に盲蛍光がなくなるまで繰り返す.
温度が下がると流出中に塩化カリウムの結晶がカラムの _中で析出する.

16) 標準原液は遮光して冷暗所に保存する.数力月は保存できる.
17) '試験管Aは添加試験用,Bは主試験用,Cは空試験用である.

18) .遮光して冷暗所に保存する.
19) 遠心分離(2分間,1,000-1,500回転/分)する方法もある.又は40°Cに加温してもよい.
20) イソブチルアルコール層に水がわずかに含まれていると濁るので加える.
21) 各チアミン塩類よりチアミン塩酸塩への換算係数は以下のとおりである.

チアミン硝酸塩:1.030
チアミンセチル硫酸塩：〇.3637 :八,:：了,：/

チアミンチオシアン酸塩:0.9878
チアミンナフタレン-1,5-ジスルホン酸塩：0.5910

ニチアミンラウリル硫酸塩：0.4137
22) もし結晶が析出したら,加温して完全に海かして使用ずる.
23) 試薬は前処理する必要がなく,そのまま使用できる. ■
24) 空気が入ると吸着が十分に行われない.また,流出速度が遅くなる.

25) パームチットの上端に水を少量残しておき,乾燥させないようにする.

:卜処理をせずに,次の②測定液の調製に進んでよい.
12) 1分間にlmlとなる.
13) 1分間に3~4mlとなる.

4
 
5
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86チアミン誘導体
Thiamine Derivatives

ジベンゾイルチアミン
Dibenzoyl Thiamine 
略名:DBT

C2SH26N4O4S : 490.58

ジベンゾイルチアミン塩酸塩
Dihenzoyl Thiamine Hydrochloride

〇

C26H26N4O4S . HCI • 3H2〇 : 581.09

ビスベンチアミン
Bisbentiamine
別名：ベンゾイルチアミンジスルフイド

H3CyNyNH2

C38H42N8〇sS2 : 770.93

1.試験法の概要
食品中のジベンゾイルチアミン,ジベンゾイルチアミン塩酸塩及びビスベンチアミンは,チ 

オクローム蛍光法により定量する.食品中には天然のチアミンが分布している.したがって, 

定量値は食品由来のチアミンと添加されたものとの合計値である.
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2.試験法(チォクローム蛍光法)

(I )検体の採取1>と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

チアミン誘導体として約20/zgに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量り, 

O.lmol/1塩酸•エタノール混液70mlを加えて軽く振り混ぜた後,還流冷却管を付けて8〇- 

90°Cの水浴中でときどき軽く振り混ぜながら30分間加温する.冷後,0.1mol/l塩酸•エタノ 

ール混液を加えて正確に100mlとする.これを乾燥ひだ折りろ紙2'を用いてろ過3>し,試料液45 

とする.

(3) 標準液の調製

ジベンゾイルチアミン(又はビスベンチアミン)100mgを正確に量り,O.lmol/1塩酸•エ 

タノール混液を加えて溶かして正確に100mlとし,標準原液とする.用時標準原液10mlを正 

確に量り,O.lmol/1塩酸•エタノール混液を加えて正確に100mlとし,この液10mlを正確に 

量り,O.lmol/1塩酸•エタノール混液を加えて正確に1,000mlとし,標準液とする(この液 

lmlは,チアミン誘導体lAgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

蛍光光度計を用い,励起波長370nm,測定波長440nm,液層10mmの条件によって測定す 

る.

② 測定液の調製

次のいずれかの方法により調製する.

aフェリシアン化カリウム溶液を用いる方法

試料液5mlずつを正確に量り,それぞれ3本の共栓試験管A, B, Cに入れる.Aには標準 

液lmlを正確に量って加え,B, CにはO.lmol/1塩酸•エタノール混液lmlずつを正確に量 

って加える.よく振り混ぜた後,A, B, Cにシステイン塩酸塩溶液(1^50)0.1mlずつを 

それぞれ正確に量って加え,次にlmol/1水酸化ナ'卜•リウム溶液ImLずつを正確に量って加え 

る.よく振り混ぜ,正確に20分間放置した後,lmol/1塩酸lmlずつを正確に鼉って加えて微 

•酸性とする.更にA, Bにフェリシアン化カリウム溶液5)(1^*100) 0.5 mlずつを,Cには水 

0.5mlを正確に量って加えてよく振り混ぜる.次にA, B, Cに水酸化ナトリウム溶液(3 —
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10)3mlずつを正確に量って加え,30秒間振り混ぜた後,イソブチルアルコール10mlずつを 

正確に量って加え,密栓して2分間激しく振り混ぜる.イソブチルアルコール層が分離するま 

で静置®した後,イソブチルアルコール層7~8mlを駒込ピペットで別の試験管にそれぞれ分 

取し,無水硫酸ナトリウム2gずつを少量ずつ加えて7〗振り混ぜ,イソブチルアルコール層が 

澄明になるまで静置し,測定液とする.

b臭化シアン溶液を用いる方法

試料液5mlずつを正確に量り,3本の共栓試験管A,B, Cに入れる.Aには標準液lmlを 

正確に量って加え,B, Cには0.1mol/l塩酸•エタノール混液lmlずつを正確に量って加え 

る.よく振り混ぜた後,A, B, Cにシステイン塩酸塩溶液(W50)0.1mlずつを正確に量 

って力Dえ,次にlmol/1水酸化ナトリウム溶液lmlずつを正確に量って加える.よく振り混 

ぜ,正確に20分間放置した後,lmol/1塩酸lmlずつを正確に量って加えて微酸性とする.更 

にA, Bに臭化シアン溶液3mlずつを,Cには水酸化ナトリウム溶液(3 10)3mlを正確に

量って加え,よく振り混ぜる.次に,A, Bに水酸化ナトリウム溶液(3 10)3mlずつを,

Cに臭化シアン溶液3mlを正確に量って加え,よく振り混ぜた後,イソブチルアルコール 

10mlずつを正確に量って加え,密栓して1分間激しく振り混ぜる.イソブチルアルコ'-ル層 

が分離するまで静置0した後,イソブチルアルコール層7~8mlを駒込ピペットで別の試験管 

にそれぞれ分取し,無水硫酸ナトリウム2gずつを少量ずつ加えて«振り混ぜ,イソブチルア 

ルコール層が澄明になるまで静置し,測定液とする.

③定量

測定液を蛍光光度計用セルに移し,蛍光強度を測定する.Aの蛍光強度を100 %に合わせ, 

B, Cの蛍光強度を測定する.検体中のジベンゾイルチアミン,ジベンゾイルチアミン塩酸塩 

及びビスベンチアミンの含量(g/kg)は次式によって求める8!.

«ジベンゾィルチアミン含量Wkg) = 5品^)品
ジベンソイルチ了ミン塩酸塩含量(g/kg) = (1〇〇—B)x^W X U84

ビスベンチアミン含量 / /. A ax(b-c)xt (g/kg) — 5OX (100_B) xw

A :標準液中のチアミン誘導体濃度(Ag/nil)

B : Bの蛍光強度(％)

C : Cの蛍光強度(％)

W :試料の採取量(g)

T :試料液の希釈倍数4)
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試薬•試液
1. イソブチルアルコール：［特級］蛍光がないことを確かめる.

2. エタノール：［95v/v%,特級］

3. O.lmol/1塩酸•エタノール混液：lmol/1塩酸10mlを採り,エタノール74ml及び水を加 

えて100mlとする.

4. L-システイン塩酸塩：［特級］

5. 臭素：［特級］

6. チオシアン酸カリウム：［特級］

7. 臭化シアン溶液：氷冷した水100mlに臭素2mlを加え,激しく振り混ぜた後,氷冷した 

チオシアン酸カリウム溶液(1->10)を臭素の色がまさに脱色するまで滴加する.この溶 

液はドラフト中で調製し,冷所に保存する.調製後1力月以内に用いる.

8. フヱリシアン化カリウム：［特級］

9. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］蛍光がないことを確かめる.

［注］:
1) 栄養改善法(昭和27年7月31日 法第248号)第12条に基づく特殊栄養食品の標準成分基 

準(昭和46年4月8日 衛発第222号)では,検体は5包装以上から無作為に採ることになっ 
ている.また,1包装では任意の5箇所の部分から試料の採取量以上の量を採ることになって 

いる.栄養改善法では試料の採取量は次のようになっている.米3g,押し麦,小麦粉,ゆでめ 
ん,乾めん,即席めん及びみそいずれも5g,食パン10g.また試料液としては適宜希釈してチ 

アミン誘導体含量20Ag/100mlとしている.
2) ろ紙は蛍光のないものを使用する.

3) 遠心分離して上澄液を使用してもよい.
4) この試料液にはチアミン誘導体が1ml中に約0.2/zg含まれるようにする.チアミン誘導休の 
含量が多い場合は適宜希觀する.この際の希釈倍数をTとする.

5) 遮光して冷暗所に保存する.
6) 遠心分離(2分間,1,000-1,500回転/分)する方法もある.
7) /ソブチルアルコール層に水がわずかに含まれると濁るので加える.
8) ジベンゾイルチアミン,ジベンゾイルチアミン塩酸塩及びビスベンチアミンよりチアミン塩 

酸塩への換算係数は,それぞれ0.6875, 0.5804, 0.8748である.
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87ニコチン酸及びニコチン酸アミド
Nicotinic Acid and Nicotinamide

ニコチン酸
別名：ナイアシン

ニコチン酸アミド
別名：ナイアシンアミド

conh2

C6H5NO2 :123.11 C6H6N2O : 122.13

1. 試験法の概要
食品中のニコチン酸及びニコチン酸アミドは,液体クロマトグラフィーにより定量する乂食 

品中には天然のニコチン酸及びニコチン酸アミドが分布している.したがって,定量値は食品 

由来の遊離のニコチン酸及びニコチン酸アミ•ドど添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する. :-■ ■

(2) 試料液の調製

試料約10gを精密に量り,水30mlを加えてホモジナイズし,遠心分離(10分間,3,000回 

転/分)し,上澄液を分取する.沈澱物は水20mlずつを用いて更に2回同様に操作し,上澄 

液を分取する.全上澄液を100mlのメスフラスコに合わせ,水を加えて正確に100mlとし, 

綿栓ろ過する.このろ液10mlを正確に量り,硫酸亜鉛飽和溶液lml, lmol/1水酸化ナトリウ 

ム溶液0.5ml及び水を加えて正確に25mlとし,30分間放置した後,ろ紙でろ過し,更にメン 

ブランフィルター(孔径0.45Am)でろ過して,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

ニコチン酸(叉はニコチン酸ア'ミド)O.OlOgを正確に量り,水を加えて溶かして正確に 

100mlとし,標準液とする(この液1mlは,ニコチン酸(又はニコチン酸アミド)100パgを含 

む).標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ水を加えて正確に50ml
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ずつとし,検量線用標準液とする(これらの液は,それぞれニコチン酸(又はニコチン酸アミ 

ド)2, 4, 6, 8Ag及び10パgを含む).

(4)測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

カラム温度：室温

移動相：水•メタノール.リン酸ーカリウム混液(224 : 25 :1),1.0ml/分

測定波長：254nm

② 検量線

検量線用標準液10//1ずつをそれぞれ正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高 

さ又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量 .ノ..、：：

試料液10Alを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク 

面積と検量線によって試料液中のニコチン酸(又はニコチン酸アミド)濃度(^g/ml)を求 

.め,次式によって検体中のニコチン酸■(又はニコチン酸アミド)含量(g/kg)を求める.

ニコチン酸(又はニコチン酸アミド)含量(g/kg) =～^～

C :試料液中のニコチン酸(又はニコチン酸アミド)濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液
1. メタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

2. リン酸ーカリウム：リン酸二水素カリウム［特級］

3. 硫酸亜鉛：硫酸亜鉛七水和物［特級］

4. 水酸化ナトリウム：［特級］
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88パントテン酸カルシウム及び 
パントテン酸ナトリウム

Calcium Pantothenate and Sodium Pantothenate

バントテン酸カルシウム

_ CH3OH _
:: i • : :'バ：: バ

HOCH2C -C - C -CONHCH2CH2COO- Ca2+
CH3H 」2

Ci8H32CaN2〇i0 : 476.54

パントテン酸ナトリウム

ch3oh
ノ ペ：：I ; :::;

HOCH2C-C-C -CONHCH2CH2C00Na
■ i ■

ch3h

C9HISNNaO5 : 241.22

1. 試験法の概要
食品中のパントテン酸カルシウム及びパントテン酸ナトリウムは,液体クロマトグラフイー 

(試験法A)又はLactbacillus plantarum ATCC 8014を用いる微生物定量法(試験法B)によ 

りパントテン酸として定量する.必要があれば分子量比を乗じてパントテン酸カルシウム叉は 

パントテン酸ナトリウムの量として求める.

2. 試験法

試験法A (液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料を細切し,その約10g_を精密に量り,水60ml及びシリコーン樹脂1滴を加えて,5分 

間ホモジナイズする1く これを遠心管に少量の水を用いて移し,O.lmol/1塩酸でpH4~5に調 

整する.次に硫酸亜鉛溶液(3 20)10mlを加えてよく混和し,遠心分離を行う.上澄液は
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ろ紙でろ過し,ろ液は100mlのメスフラスコに受ける.遠心管の残留物は少量の水で先のろ 

紙に流し込み,少量の水で洗い,洗液は先のメスフラスコに合わせる.水を加えて正確に 

100mlとし,この液をメンブランフィルター(孔径1.0パm)2)でろ過し,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

デシケーター(五酸化リン)中で乾燥したパントテン酸カルシウム3)1.0918gを正確に量り, 

水を加えて溶かして正確に1,000m1とし,標準液とする(この液lmlは,パントテン酸lmg 

を含む).標準液.1,2, 4, 8ml及び12mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に 

100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれパントテン酸10,20,

40, 80Ag及び120Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外分光光度計検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件で測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内径6.2mm,長さ250mm4)

移動相：アセトニトリル.リン酸ーカリウム溶液の混液(1:9)5),lml/分5)

測定波長：200nm ®

② 検量線の作成

検量線用標準液10/zl7)をそれぞれ正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高さ 

又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量

試料液10/zlを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク 

面積と検量線から試料液中のパントテン酸濃度(/zg/ml)を求め,次式によって試料中のパン 

トテン酸含量(g/kg)を計算する.

パントテン酸含量(g/kg) =W^1()

C :試料液中のパントテン酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

パントテン酸カルシウム含量(g/kg)=パントテン酸含量(g/kg) XI.087

パントテン酸ナトリウム含量(g/kg)=パントテン酸含量(g/kg) x1.100

試薬•試液
1.アセトニトリル：［残留農薬試験用］
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2. アセトニトリル.リン酸ーカリウム溶液の混液(1：9)：アセトニトリル1容量にリン酸 

ーカリウム溶液9容量を加え,塩酸でpH3に調整する.

3. シリ:コーン樹脂：［食添］ ； :

4. :硫酸亜鉛：［特級］'

5. リン酸ーカリウム：［特級］

6. リン酸ーカリウム溶液：リン酸ーカリウム2,72gに水を加えて溶かして1,000mlとする 

(0.02mol/l).

■［注］ :ペ■■■ぐ::■■■■■ ■■ノ:■て:：：厂 : ン：：：ふ 二人 :乂 ■ハ: > : : ■■■■ ;■■
ン1)粉砕ど_出を同時に行う.ノ::../人： し' ■:.ン.7.::し::":ノ,..：.:.:：ペ

2) 液体クロマ•トグラフのカラムに'百誌ま _りがなければ必要としない.•/.

3) USPのReference Standard又はこれに準ずるもの.
4) カラムの長さ,内径は自由に選ぶ.
5) 移動相組成比及び流速はカラムの状態等によ.り一律に規制ができないため適宜変更し,''パン 

•:トテン酸の保持時間が8～12分になるように設定する.
6) 移動相でのパントテン酸の吸収極大が194nm近くにあるが,'移動相の吸収も•去る•ため,潮定 

波長を200nmとした.
7) .注入量は,検出感度,液体クロマト•グラフの注入方式に■も関係するのでン3～2〇//1の一定量' 

に変更できる.

試験法B (微生物定量法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.:■..了.：：ンノて..:：：■■:■ゾ:,ノノン■.ツ:：■■ノペ：：■■:ノ「:ゾノ：：’

(2)試料液の調製

粉砕した試料約lgを精密に量り,30mlの水を加え,よく混和しながら0.2mol/l酢酸及び 

酢酸ナトリウム溶液(150)を加えてpHを5.6～5.7に調整する11.次に,オートクレーブ 

に入れ,lkg/cm2で約5分間2>加熱した後,冷却する.必要があれば,lmoi/1塩酸を加えて 

pHを4.0-4.5に調整した後,ろ過し,容器及び残留物を少量の水で洗い,ろ液及び洗液を合 

わせ,水を加えて正確に50mlとする.この液25mlを正確に量り,O.lmol/1水酸化ナトリウ 

ム溶液を加えてpHを6.8に調整し,水を加えて正確に50mlにする.この液10mlを正確に量 

り,溶液のlmlがパントテン酸約50ng程度含むように水で希釈し,試料液とする.
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(3) 標準液の調製

デシケーター(五酸化リン)中で乾燥させたパントテン酸カルシウム54.4mgを正確に量 

り,1,000mlのメスフラスコに入れ,水約500m1を加えて溶かす.この液に〇 ,2mol/l酢酸 

10ml,酢酸ナトリウム溶液(1-*50)100mlを加え,水を加えて正確に1,000mlとし,標準原 

液とする(この液lmlは,パントテン酸50Agを含む).この液はトルエン少量を加えて冷所 

に保存する.

標準原液10mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,更にこの液lmlを正確に量 

り,水を加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,パントテン酸50ngを含 

:む). . ン

(4) 定量用培地の調製

カゼイン酸分解液3)10ml,シスチン•トリプトファン溶液10ml,アデニン•グアニン•ウ 

ラシル溶液2ml,ビタミン液2ml,アミノ安息香酸•ニコチン酸•ビタミンBs液2ml,塩類 

溶液A 2ml及び塩類溶液B 2mlを混和し,これにブドウ糖4g及び酢酸ナトリウム2gを加え 

て溶かし,水酸化ナトリウム溶液(1 — 10)でpHを6,8に調整し,更に水を加えて全量を 

100mlとし,定量用培地とする.必要があればろ過する.

(5) 接種菌液の調製

使用菌株としてLactobacillus plantarum ATCC 80144)を用いる.保存されていた菌株保存 

用培地から増菌用培地10mlに接種し,37°Cで16-24時間培養する.培養後,菌浮遊液をよ 

く振り混ぜた後,そのまま接種菌液3とする.

(6) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,540~660nmの一定波長における吸光度を測定する.

② 測定

試料液0.5,1.0ml及び1.5mlを2回ずつ正確に量り,2系列の試験管T(O.5-1.5), T'(0.5- 

1.5)に入れ,それぞれに定量用培地2ml及び水を加えて正確に4mlとし,よく混和する.

各試験管は綿栓をした後,lkg/cm2で5分間高圧蒸気滅菌し»,冷却した後,各試験管に接 

種菌液1滴ずつを無菌的に接種し,37°C, 20-24時間ふ卵器6に入れて培養後,内容物をよく 

振り混ぜて試料測定液とする.水2mlと定量用培地2mlを合わせて正確に4mlとし,接種せ 

ずに試料測定液と同様に操作した液を対照として波長540~660nmの一定波長における試料測 

定液の吸光度At(0.5-1.5), At (0.5-1.5)を測定する.
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③検量線

標準液〇, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75ml及び2.0mlを2回ずつ正確に量り,2系 

列の試験管S (〇～2.〇), S' (〇～2.〇)に入れ,②測定と同様に操作し,標準液による吸光度 

AS。とAS、。,As0.25とAs\25, AS2.0とAs、のそれぞれ平均値を求め,濃度を横軸に,吸 

光度を縦軸にとって検量線を作成する.ただし標準液による各吸光度が,全体的比例曲線の値 

からみて±10 %以上かけはなれている場合,この吸光度の数値は除外する.

へ@定量 ん厂.ノ ■ン .ノバ へへ：一.

検量線を用いて試料測定液による吸光度At0.5, At0.5,Ate〇, ATj.o,ATi.5,AT\.Sから, 

6本の試験管中のパントテン酸含量(ng)を求め,試料液1ml当たりの含量(ng/ ml)に換算 

してこの平均値をaとする.

ただし各含量値(ng/ml)が,平均値aから±10%以上かけはなれているとき,その数値は 

計算から除外する.この除外した数値が3個以上ある場合は試験をやり直す.次式によって検 

体中のパントテン酸含量(g/kg)を計算する.

パントテン酸含量(g/kg) ___a X b_ __
WX 100,000

a :試料液！ml中のパントテン酸量(ng/ml) 

b :試料液の量(ml)

W :試料の採取量(g):: : :

パントテン酸カルシウム含量(g/kg)=パントテン酸含量(g/kg) XI.087 

パントテン酸ナトリウム含量(g/kg)=パントテン酸含量(g/kg) X1.100

試薬.試液

1. アデニン■グアニン•ウラシル溶液：硫酸アデニン,塩酸グアニン及びウラシル各O.lg 

を塩酸(1^2)5mlに加熱しながら溶かし,冷後,水を加えて100mlとし,トルエン少量 

を加えて約10'Cで保存する.

2. すアミノ安息香酸：［特級］ :::::::：■ く ■ :人 二:：て::::：:

3. p-アミノ安息香酸•ニコチン酸•ビタミンBs液：p-Tミノ安息香酸10.0mg,ニコチン 

酸20.0mg及びピリドキシン塩酸塩40.0mgをエタノール溶液(1-»4)に溶かして全量を

1,000mlとし,冷所に保存する.

4. ウラシル：市販の特級品を用いる.

5. エタノール：［95v/v %,特級］

6. 塩酸グアニン：市販の特級品を用いる.

7. 塩酸チアミン：市販の特級品を用いる.

8. 塩類溶液A :リン酸ーカリウム及びリン酸ニカリウム各5gを水に溶かして全量を100ml



88パントテン酸カルシウム及びパントテン酸ナトリウム 287

とし,塩酸1滴及びトルエン少量を加えて保存する.

9.塩類溶液B :硫酸マグネシウム2g,塩化ナトリウム0.1g,硫酸第一鉄O.lg及び硫酸マン 

ガンO.lgを水に溶かして全量を100mlとし,塩酸1滴及びトルエン少量を加えて保存す 

る.

10. カゼイン：［食添］あらかじめパントテン酸を含有していないことを確かめる.

11. カゼイン酸分解液3>：カゼイン100gをエタノールで2回洗浄し,5倍量の塩酸(W2) 

を加え,還流冷却器を付けて8～12時間加熱する.この操作はオートクレーブ中,121～ 

123°Cで8〜12時間加熱する操作でもよい.次に減圧下濃い親状となるまで濃縮し,更に水 

200mlを加えて同榛濃縮する.残留物を水に溶かし,水酸化ナトリウム溶液(110)で 

pHを3.5 (±0.1)に調整し,水を加えて1,000m1とする.次に活性炭20gを加えてかき混 

ぜた後,ろ過する.ろ液が淡黄～無色となるまでこの操作を繰り返し,トルエン少量を加 

えて冷蔵庫に保存する.保存中,沈殿が生ずればろ過して用いる.

12. 寒天：市販品を用いる.

13. 菌株保存用培地及び保存方法：水］00mlに酵母エキス2gを溶かし,ブドウ糖0.5g,酢 

酸ナトリウム0.5gを加え,0.1mol/l酢酸でpHを6.8に調整し,水浴上で10-20分間加熱 

し,ろ過後,寒天1.5gを加え,加熱しながら溶かす.この液約10mlずつをあらかじめ綿 

栓をして乾熱滅菌75を行った試験管に分注し,綿栓をしてlkg/cm2で10分間高圧蒸気滅菌 

し,試験管を垂直にして冷却し,菌株保存用培地とする.Lactobacillus plantarum ATCC 

8014の保存菌株から菌株保存用培地に移植する.37°Cで16-24時間培養し,冷所に保存 

する.保存菌株は毎週新たに調製し,1週間を超したものは使用してはならない.

14. 酢酸ナトリウム：(無水)［特級］

15. L-シスチン：［特級］

16. シスチン.トリプトファン溶液:L-シスチン2g及びL-トリプトファン0.5gを水35〇- 

400mlに懸濁し,7O~8O°Cに加熱し,固形物が溶けてしまうまで塩酸(1^2)を加える. 

冷後,水を加えて全量を500mlとし,トルエン少量を加えて約10°Cで保存する.

17. 増菌用培地：定量用培地5ml及びパントテン酸カルシウム溶液5mlを,あらかじめ綿栓 

をして乾熱滅菌7>を行った試験管に分注し,綿栓をし,lkg/cm2で10分間高圧滅菌し,直 

ちに冷却し,冷所に保存する.

18. L-トリプトファン：［特級］

19. ニコチン酸：市販の特級品を用いる.

2〇.パントテン酸カルシウム溶液：パントテン酸カルシウム4mgに水を加えて溶かして

1,000mlとする.この液10mlを正確に量り,水を加えて正確に1,000mlとする.

21. ビオチン：市販品を用いる.

22. ビタミン液：塩酸チアミンlg,リボフラビン2g及びビオチン4mgを0.02mol/1酢酸に
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溶かして100mlとし,保存溶液とする.保存溶液lmlを採り,0.021nol/1酢酸を加えて

1,000mlとする.この溶液はトルエン少量を加え,光を遮って冷所に保存する.

23. ピリドキシン塩酸塩：［食添］

24. ブドウ糖：［特級］

25. リボフラビン：市販品を用いる.

26. 硫酸アデニン：市販の特級品を用いる.

27. 硫酸マグネシウム：［特級］

28. 硫酸マンガン：［特級］

29. リン酸ーカリウム：［特級］

3〇.リン酸ニカリウム：［特級］

［注］ :バ： ：:::ぐ: ：：：：：：/ :

1) 分解を防ぐために,操作中の液のpHを常に7以下に保つ必要がある.

2) ビタミン定量用の基礎培地は,通常,半合成培地であり,天然培地と異なり不用意に長時間 
肩庄蒸気滅菌処理を行うと,成分の一部が分解するおそれがあるので,定められた時間を守る

必要がある.
3) 市販のビタミン不含カザミノ酸粉末lgを使用した方が簡便である.
4) その他のパントテン酸定量用菌株として,L. casei E ATCC 769, L. fermenti 36 ATCC 9338, 

Str. faecalis ATCC 8043, Leuc. mesenteloides P-60 ATCC 8042, Pediococcus acidilactici NCIB 
6990等がある.

5) 通常接種菌液を調製するには,前培養した菌を滅菌生理食塩水で数回洗浄後,5-100倍に希 
釈して招いるが,少なくとも本法に限り結果に大差なく,上記の搡作は不必要である.

6) 37°Cで72時間培養した後,’酸度滴定による定量を行ってもよい.
7) ガラス器具類の滅菌に使用し,_16〇〜170°Cで30～60分間加熱する.ピペットや注射筒は硫酸 
.紙で包み,金属製の缶に入れて滅菌するが,硫酸紙や綿栓がキツネ色に蛮色すれば滅菌は完全

である.
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89ビタミンA及びビタミンA月旨肪酸エステル
Vitamin A and Vitamin A Fatty Acid Ester

別名：レチノール及びレチノール脂肪酸エステル

ch3

R : H ビタミンA
R:脂肪酸 ビタミンA脂肪酸エステル ：

1. 試験法の概要
食品中のビタミンAはけん化後抽出する.必要に応じカラムクロマトグラフィーによって 

クリーンアップした後,液体クロマトグラフィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を用いる. ッ

(2) 試料液の調製

① けん化

試料O.5~1.5gの一定量を容量60mlの褐色共栓試験管に精密に量り,1%塩化ナトリウム溶 

液0.5ml,3%ピロガロール•エタノール溶液10ml及び60%水酸化カリウム溶液lmlを加 

え,70°Cの水浴中でガラス棒でかき混ぜながら30分間加熱する.

② 抽出

けん化後,冷水中で速やかに室温まで冷却し,1%塩化ナトリウム溶液22.5mlを加えた後, 

酢酸エチル•ヘキサン混液(1:9)15mlをカロえる.振とう器で5分間振とうし,遠心分離後, 

上清液を分取する.水層は酢酸エチル•ヘキサン混液(1:9)15mlで更に2回,同様に処理 

して抽出する.抽出液を合わせ,40°Cで溶媒を減圧留去する.残留物に石油エーテルを加えて 

溶かし正確に2mlとしたものを試験液とする.
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なお,試料が加工品等でクロマトグラム上に妨害ピークが出現した場合は,試験液を減庄蒸
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留して溶媒を留去した後,石油エーテル5mlを加えて溶かしカラム用試験液とする.

③カラムクロマトグラフイー1)

内径lcmのクロマト管に,あらかじめ弱活性化したアルミナを石油エーテルにけん濁させ 

て,約7cmの高さまで充てんする.これにカラム用試験液を静かに流し入れ,約lml/分の速 

さで流出する.カラム上部の液がなくなる直前に石油エーテル5mlを加え,更に3回繰り返 

す.次いでエーテル•石油エーテル混液(5 : 95)で洗浄後,エーテル•石油エ™テル混液 

(1:9)を加えて溶出する.その溶出液を40°Cで減圧留去した後,残留物にエタノールを加え 

て溶解し,一定量としたものを試験液とする.

(3)検量線用標準液2>の調製

パルミチン酸レチノール® 400gを正確に量り試料と同様にけん化し,不けん化物を抽出す 

る.溶媒留去後,残留物に2-プロパノールを加えて正確に100mlとし標準原液とする.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2~3Ag/mlとし,この液について 

325nmの吸光度を測定する.次式によって希釈液のレチノール濃度を求める.

レチノール濃度(/zg/ml) = E^9

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•lcmセル) 

標準原液をエタノールで希釈し,レチノール濃度で約0.07, 0.175, 0,35及び

0.7/zg/mlに調製し,検量線用標準溶液とする.

(4)測定法

① 測定条件

紫外部検出器付液体クロマトグラフを用いて,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化.シリカゲル

カラム温度：35°C

カラム管：内径4.6-6.0mm,長さ150~250mm

移動相：水•メタノール混液(8 : 92)

流速：1.0ml/分

測定波長：325nm

② 検量線

検量線用標準溶液をそれぞれ10Alずつを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,ピー 

ク面積からレチノールの検量線を作成する.

③ 定量

試料液10Alを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積45を検量線



89ビタミンA及びビタミンA脂肪酸ェステル 291

によって試料液中のレチノール濃度(Ag/ml)を求め,次式によって食品中のレチノール含量

を計算する®.

レチノール含量(^g/lOOg) = AX^XN X 100

A :検量線より求めた試験液中のレチノール濃度(/zg/^l)

V :試験液量(ml)

N :希釈倍率

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1. ピロガロール：［特級］

2. 水酸化カリウム：’.［特級］

3. 塩イ匕ナトリウム：［特級］

4. 活性アルミナ：(Merck, Art.1097)アルミナの弱活性化は水約10 %を加え,よく振と 

うして混合し,乾燥剤を入れないデシケーター中で一晩放置し,平衡状態にしてから用い 

る.

5. 酢酸ェチル：［特級］

6. 77-ヘキサン：［特級］

7. 石油ェーテル：［特級］

8:ジェチルェーテル：［特級］

9.ェタノール：［特級］

10. メタノール：［特級］

11.2-プロパノール：［特級］

［注］
1) アルミナカラムクロマトグラフィーは,予試験で妨害ピークを認めない場合は省略すること 

ができる.
2) 標準液は冷蔵庫中で保存すれば,4力月は使用可能である. ：
3) パルミチン酸レチノールは0.550/zgが1国際単位(IU)に相当する.
4) レチノールの液体クロマトグラムを注図89-1に汞す.
5) 0.5gを採取し,試験液を2mlにした場合の定量限界は2~5^g/l00gである.牛乳などのよう 

に含量の少ない試料は採取量を1.5g程度まで増やすことで,検出感度,再現性を向上させるこ 
とができる.
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レチノール

カラム管：内径4.6mm,長さ150mm 
.測定渡長：325nm ....

11
1 ... 1 ' 1 ' ■ ■ ■ 1 ■ ■ ' • 1

〇 10 15 (分)

注図89-丨 レチノールのクロマトグラム
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90ピリドキシン塩酸塩
Pyridoxine Hydrochloride

別名：ビタミンb6

H3C^N
:ン ペ ：：I I -HC1ソ ノバ

HO^Y^CH2OH 
ch2oh

C8H„NOs ■ HC1:205.64

1. 試験法の概要
食品中のピリドキシンはSaccharomyces carlsbergensis 4228を招いる微生物定量法により, 

ど'リドキシン塩酸塩として定量する.食品中にはピ:•リドキシン,:'ピリドキサール,■ピリド'キサ 

ミンが分布している....したがって/定量値は食品由来のものと添加されたものとの合計値であ 

る.

2. 試験法(微生物定量法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

ゝ.;ピ•リ_ドキジン塩酸塩どじて約5Ag t対応する,パ通常,"5g_以下の試料の量そ精密に量•り,

0.055mol/1塩酸180mlを加え,オートクレーブ中121°Cで4時間加熱溶解する.冷却した後, 

lmol/1水酸化ナトリウム溶液でpH4.5~5.0nに調整し,生じた沈殿をろ過し,残留物を水で 

洗浄し,洗液は先のろ液に合わせる.この液を0.lmol/1水酸化ナトリウム溶液でpH5.0~5.2 

に再調整し,水を加えて正確に250mlとする.この液10mlを正確に量り,水を加えて正確に 

50mlとし,試料液とする.

(3) 標準液の調製

ピリドキシン塩酸塩〇.lOOgを正確に量り,lmol/1塩酸を加えて溶かして正確に100mlとす 

•.る.''.用時,この液:5mrを正確に量>,..•冰••を'加え•て1E確•に1,000mlとする.:••更に,この液2ml 

'を正確に量り,•氷を加えて正確に1,000mlと•.し,••標準液とする/ (この液1mlは,/ピリ.ドキシン,
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塩酸塩longを含む).

(4)定量用培地の調製

カゼイン酸分解液10ml,ビタミンB!溶液5ml,イノシトール溶液5ml,ビオチン溶液 

2ml,,パントテン酸カルシウム溶液2.5ml,ニコチン酸溶液〇 .5ml,塩類溶液50ml及びクエン 

酸緩衝液10mlを採り,混和し,これにブドウ糖10gを加えて溶かす.lmol/1水酸化ナトリウ 

ム溶液でpHを5.0-5.2に調整し,更に水を加えて100mlとし,必要があればろ過し,定量用 

培地とする.

(5 )接種菌液の調製

使用菌抹としてSaccharomyces carlsbergenis 4228 (ATCC 9080)を用いる.その純粋培養 

菌を用いて酵母用寒天斜面培地に接種し,30-Cで16-24時間培養し,冷所に保存して保存菌 

株をつぐ石,保存菌株は2週間ごとに新たに調製する.

保存菌株より菌体を採り,滅菌生理食塩水を加え,分光光度計を用い,波長600nmでの透 

過率が80-85 %になるように滅菌生理食塩水で希釈し,接種菌液とする.

(6 )測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長600nmにおける吸光度を測定する.

② 測定

試料液0.5,1.0ml及び2.0mlをそれぞれ2回ずつ正確に量り,2系列の試験管T(0.5-2.0), 

T'(0.5-2.0)に入れ,それぞれの試験管に定量用培地2.5ml及び水を加えて正確に5mlとし, 

よく混和する.

各試験管に綿栓をした後,121°Cで5分間高圧蒸気滅菌し,冷却した後,各試験管に接種菌 

液1滴ずつを無菌的に接種し,30°Cで20-24時間振とう培養する.培養後,直ちに全試験管 

を同時に121°Cで5分間高圧蒸気滅菌し,試料測定液とする.

試料測定液につき,水を対照として波長600nmにおける吸光度At(0.5-2.0), Ar(0.5- 

2.0)を測定する.

③ 検量線

標準液〇25,0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, 1.0ml及び1.5mlをそれぞれ2回ずつ正確に量 

り,2系列の試験管S (0-1.5), S'(0-1.5)に入れ,②測定と同様に操作し,標準液による 

吸光度AS。とAS、。,As(mとAS'",-…•- ASj.5とAs\.sのそれぞれ平均値を求め,濃度を横軸 

に,吸光度を縦軸にとって検量線を作成する.ただし標準液による各吸光度が,全体的比例曲 

線の値からみて±10 %以上かけはなれている場合,この吸光度の数値は除外する.
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ン.：④■■.定量..

検量線を用いて,試料測定液®による吸光度at0.5, at'0.5,Atl〇, At-j.〇, at2.0, at'2.0か 

ら6本の試験管中のピリドキシン塩酸塩含量(ng)を求め,試料液lml当たりの含量(ng/ 

ml)に換算してこの平均値をcとする.

ただし各含量値(ng/ml)が,平均値cから±10%以上かけはなれているとき,その数値は 

計算から除外する.この除外した数値が3個以上ある場合,試験はやり直す.次式によって検 

体中のピリドキシン塩酸塩含量(g/kg)を計算する.

ピリドキシン塩酸塩含量(g/kg)

C :試料液中のピリドキシン塩酸塩含量(ng/ml)

W ：試料の採取量(g)

試薬•試液
1. イノシトール：［特級］

2. イノシトール溶液：イノシトール1OOmgに水を加えて溶かして100mlとする.

3. エタノール：［95v/v %,特級］

4. 塩化カリウム：.［特級］

5. ■塩イ匕カルシウム：■へ［特級］.ノ•

6. 塩化第二鉄：［特級］

7. 塩類溶液：リン酸ーカリウム2.2g,塩化カリウム1.7g,塩化カルシウム0.5g,硫酸マグ 

ネシウムO.5g,硫酸マンガン〇.Olg及び塩化第二鉄〇.Olgに水を加えて溶かして1,000mlと 

する.トルエン3滴を加えて保存する.

8. カゼイン：［食添］あらかじめピリドキシンを含有していないことを確かめる.

9. カゼイン酸分解液：カゼイン100gをエタノールで2回洗浄し,5倍量の塩酸(1^2) 

を加え,還流冷却器を付け,8～12時間加熱する.この操作はオートクレーブ中,121～ 

123°Cで8～12時間加熱としてもよい.次に減圧下濃い糊状となるまで濃縮し,更に水 

200m1を加えて同様濃縮する.残留物を水に溶かし,水酸化ナトリウム溶液(110)で 

pHを3.5 (±0.1)に調整し,水を加えて1,000m1とする.次に活性炭20gを加えてかき混 

ぜた後,ろ過する.ろ液が淡黄～無色となるまでこの操作を繰り返し,トルエン少量を加 

えて冷蔵庫に保存する.保存中沈殿が生ずればろ過して用いる.

10. ■寒天：［日局］

11. クエン酸：［特級］

12. クエン酸カリウム：［特級］

13. クエン酸緩衝液：クエン酸カリウム10g及びクエン酸2gに水を加えて溶かして100ml
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とする. ： ：:::：？

14. 酵母エキス：市販品を用いる.

15. 酵母用寒天斜面培地：寒天20g,酵母エキス3g,麦芽エキス3g,ペプトン5g及びブド 

ウ糖10gに水を加えて溶かし,必要があればpHを5.0-5.2に調整し,更に水を加えて

1,000mlとする.あらかじめ綿栓をして乾熱滅菌を行った試験管に10mlずつ分注し,

12VCで5分間高圧蒸気滅菌を行う.滅菌後直ちに冷却し(斜面とする),冷所に保存する.

16. 生理食塩水：［日局］ .. バ:：へ：.：:：乂:.ゾ：.く

17. チアミン塩酸塩：［食二 心:；: ; し：：ヘ

18. ニコチン酸:［食添］

19. ニコチン酸溶液：ニコチン酸100mgに水を加えて溶かして100mlとする.

2〇.麦芽エキス：市販品を用いる.

21. パントテン酸カルシウム：［食添］ ..

22. パントテン酸カルシウム溶液：パントテン輳カルシウム20mgに水を加えて溶かして

100m1とする.

23. D-ビオチン：市販品を用いる.

24. ビオチン溶液：D-ビオチン25mgに水を加えて溶かして1,000mlとした後,その40mlを 

採り,更に水を加えて1,000mlとする.

25. ビタミンB!溶液：チアミン塩酸塩10mgに水を加えて溶かして1,000mlとする.

26. ブドウ糖：［日局］ : 了 ：

27. ペプトン：市販品を用いる.
28ン硫酸マグネシウムン［特級］'：

29•'硫酸マンガン：［特級］

3〇.::リン酸ーカリウム：［特級ノフ/フ.:：：： く ゾ.：厂'?

［注］
1) 粉乳等では沈殿を生じる場合が多いため,pH4.5〜5.0であらかじめ除タンパク操作をする.
2) .::〇の場合でも菌が多少増殖する.この量が多いどき•は失敗であ:り,::再度検量線を作る.

3) :試料液0.5, 1.0ml及び2.0mlと濃度に比例_して菌が増殖するが,：検量線と比べ,傾きが異な' 
る場合(±10%以上)ほ苒度試料測定液を調製する.
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91葉 酸
Folic Acid

H

:_ザ:厂Y HてノN CH2NH CONH - c - CH2CH2COOH

° COOH

Ci9HI9N7O6 : 441.40

1. 試験法の概要
食品中の葉酸は,Lactobacillus casei ATCC 7469を用いる微生物定量法により定量する.

食品中には,葉酸及びその関連化合物が分布している場合もある.したがって,検体中にこれ 

らの食品を素材として含有する場合には,定量値は素材由来の葉酸及びその関連化合物と添加 

されたものとの合計値である.

2. 試験法(微生物定量法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

葉酸として約lAgに対応する,通常,10g以下の試料の量1>を精密に量り,水約10ml,アン 

モニア水の溶液(2^5)2mlを加え,よくかき混ぜ,綿栓をほどこし,オートクレーブに入 

れ,12VCで15分間加熱した後,冷却する.冷後,澄明な抽出液が得られるような方法aでろ 

過又は遠心分離し,更に水70~80m1を用いてろ液又は分離液を集め,塩酸(0.1~lmol/l)又 

は水酸化ナトリウム溶液(0.1~lmol/l)でpHを6.8に調整3sした後,水を加えて正確に 

200mlとする.この液20mlを正確に量り,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3)標準液の調製

葉酸0.010gを正確に量り,500mlのメスフラスコに入れ,0.01mol/l水酸化ナ｝'リウム溶液 

約30mlを加えて溶かし,水約300mlを加え,更に塩酸(1120)を加え.てpHを7～8に•調 

整した後,水を加えて正確に500mlとし,標準原液とする(この液lmlは,葉酸20卵を含
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む).この液はトルエン1滴を加え,遮光した冷所に保存する.標準原液5mlを正確に量り, 

水を加えて正確に1,000mlとし,更にこの液10mlを正確に量り,水を加えて正確に1,000ml 

とし,標準液とする(この液lmlは,葉酸Ingを含む).

(4 )定量用培地の調製

ビタミン不含カザミノ酸2.5g,アスパラギン溶液15ml,トリプトファン溶液12.5ml,アデ 

ニン•グアニン•ウラシル溶液2.5ml,ビタミン液50ml,塩類溶液A 5ml,塩類溶液B 5ml,L_ 

システイン塩酸塩一水和物0.125g,ブドウ糖10g,無水酢酸ナトリウム10g,キサンチン溶液 

5mlをそれぞれ300mlの三角フラスコに入れ,よく振り混ぜて溶かし,塩酸(〇.1～lmol/1) 

又は水酸化ナトリウム溶液(0.1~lmol/1)を加えてpHを6,8に調整する.次に,ポリソルベ 

ート80•エタノ ール液0.25mlを加え,沸騰水浴中で5分間加熱した後,流水中で冷却し, 

ルタチオン溶液lmlを加え,よく振り混ぜた後,ろ過し,ろ液に水を加えて250mlとし,定 

量用培地とする.

(5 )接種菌液の調製

使用菌株としてLactobacillus casei ATCC 7469を用いる.その保存された菌株保存用培地 

から増菌用培地に移植し,37°Cで16-24時間培養する.この培養液5mlを採り,増殖した菌 

体を無菌的に遠心分離し,滅菌生理食塩水で3回洗う.接種菌液の濃度は,分光光度計を用 

い,滅菌生理食塩水を対照とし,波長550nmにおける透過率が75-85 %になるように滅菌生 

理食塩水で希釈し,接種菌液とする.

(6)測定法

①菌の接種と培養

標準液〇,0.5,1,1.5, 2, 2.5, 3, 4ml及び5mlを2回ずつ正確に量り,それぞれ2系列の 

試験管(20X150mm) SA (〇～5), SB (〇～5)に入れる.別に試料液の1.5, 2, 2.5, 3ml及び 

4mlを2回ずつ正確に量り,それぞれ別の2系列の試験管Ta(1.5-4), TE(1.5-4)に入れ 

る.次にすべての試験管に水を加えて正確に5mlとする.更に別に対照液用として,2本の試 

験管に水5mlずつをそれぞれ正確に量って入れる.

これら全試験管に定量用培地5mlずつを正確に量って加え,全試験管をアルミ製キャップ 

でふたをし,121°Cで5分間高圧蒸気滅菌を行う.冷後,対照液用試験管を除き,他のすべて 

の試験管に接種菌液を丨滴ずつ無菌的に接種した後,対照液用試験管を含め,全試験管を 

37±0.5°Cの温度で16-24時間培養する.培養後,直ちに全試験管同時に115°Cで5分間高圧 

蒸気滅菌し,培養液とする.
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②測定

各試験管の培養液につき,分光光度計を用い,それぞれ液層10mm,波長550麵における 

透過率を,それぞれ対照液を対照として測定する.標準液によるものをSa (〇～5)及びSb (〇～5) 

とし,試料液によるものをTa(1.5-4)及びTb(1.5-4)とする.

® 定量4) ■ご：f :リ .：二 し

それぞれ対応する標準液の透過率Sa0とSb0, Sa0.5とSb0.5,……Sa5とSb5のそれぞれの平均 

値を求め,検量線を作成する.試料液の透過率Ta(1.5-4)及びTb(1.5-4)についてもそ 

れぞれ同様に対応する平均値を求め,このそれぞれの平均値について検量線からそれぞれの試 

験管の中の葉酸濃度(ng/ml)を求め,更に試料液lml当たりの含量を求めて,これらの平均 

値をc (ng/ml)とし,次式によって検体中の葉酸含量(g/kg)を計算する.ただし,標準液 

及び試料液の各吸光度がそれぞれの濃度系列の値の傾向からみて±io%以上かけはなれてい 

る場合はこの透過率はないものとみなす.また試料液の培養液10本中6本以上の透過率がな 

いものとみなされたときは試験をやり直す.

葉酸の含量(g/kg) C
WX1,000

c :試料觀中の平均葉酸濃度(ng/ml) 

W :試料の採取量(g) '

試薬•試液
1. L-アスパラギン水和物：［特級］

2. アスパラギン溶液：じアスパラギン水和物8.0gに水800mlを加えて溶かす.トルエン1

滴を加えて保存する. .八

3. アデニン•グアニン•ウラシル溶液：硫酸アデニン,•塩酸グアニン及びヴラシルそれぞ 

れ0.500gに,塩酸(1^2)25mlを加え,水浴中で加熱して溶かす.冷後,水を加えて全 

量を500mlとする.トルエン1滴を加えて冷所に保存する.

4. アンモニア水：［25～28%,特級］

5. ウラシル：市販の特級品を用いる.

6. エタノール：［95v/v %特級］

7. 塩酸グアニン：市販の特級品を用いる.

8. 塩酸チアミン：市販の特級品を用いる.

9. 塩酸ピリドキシン：市販の特級品を用いる.

10. 塩類溶液A ：リン酸ーカリウム25g及びリン酸ニカリウム25gに水を加えて溶かして 

500mlとする.塩酸5滴及びトルエン1滴を加えて保存する.

11. 塩類溶液B :硫酸マグネシウム20g,塩化ナトリウムl.Og,硫酸第一鉄l.Og及び硫酸マ
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ンガンl.Ogに水を加えて溶かして1,000mlとする.塩酸10滴及びトルエン2滴を加えて

保存する.

12. 寒天末：市販品を用いる.

13. キサンチン：［1級］ - ;J :

14. キサンチン溶液：キサンチン0.400gに水約80ml加え,振り混ぜながら水浴中で70～ 

80'Cに加温し,アンモニア水の溶液(2—5) 12mlを加え,振り混ぜて溶かす.冷後,水 

を加えて400mlとし,トルエン1滴を加えて冷所に保存する.

15. 菌株保存用培地及び保存方法：ペプトナイズドミルク15g,酵母エキス粉末10g,ブドウ

糖10g,リン酸ーカリウム2gに約600m1の水を加えて溶かし,これにトマトジュースのろ 

液100mlを加え,lmol/1水酸化ナトリウム溶液でpHを6.5～6.8に調整した後,ポリソル 

ベート80 •エタノール液10mlを加え,水を加えて1,000mlとする.この液に寒天末10～ 

15gを加え,加温して溶かし,温時10mlずつ,あらかじめ綿栓をして乾熱滅菌を行った試 

験管に分注し,121°Cで20分間高圧蒸気滅菌を行う.滅菌後,直ちに冷却し,固化させ 

る气 ： ： ン:： ヘ:：：::へ：

Lactobacillus casei ATCC 7469の純粋培養から菌株保存用培地に移植する.移植された 

菌株保存用培地は,37°Cで16-24時間培養し,冷所に保存する®.

16. グルタチオン溶液：グルタチオン(還元型)0.125gに水100mlを加えて溶かす.凍結し 

て保存する.

17. グルタチオン(還元型)：［特級へ リ

18. 酵母エキス粉末：市販品を用いる.

19. L-システイン塩酸塩一水和物：［特級］

2〇.増菌用培地：菌株保存用培地と同一組成で,寒天末を加えない培地を調製し,あらかじ 

め綿栓をし,乾熱滅菌(170°C,2時間)を行った試験管に10mlずつ分注し,121'Cで10 

分間高圧蒸気滅菌を行う.滅菌後,直ちに冷却し,冷所に保存する.

21. し-トリプトファン：［特級］ ■ :： ■ ■ ■ \

22. トリプトファン溶液：L-トリプトファン2gに水700-800mlを加えて懸濁する.7〇- 

80°Cに加熱し,振り混ぜながら塩酸をL-トリプトファンの結晶が溶けるまで滴加する.冷 

後,水を加えて1,000mlとする.トルエン1滴を加えて常温で保存する.

23. トルエン：［特級］

24. ニコチン酸：市販の特級品を用いる.

25. パラアミノ安息香酸：［特級］

26. パントテン酸カルシウム：市販の1級品を用いる.

27. D-ビオチン：市販品を用いる.

28. ビタミン液：パラアミノ安息香酸20.0mg,塩酸ピリドキシン40.0mg,塩酸チアミン
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4.0mg,パントテン酸カルシウム8.0mg,ニコチン酸8.0mg及びD“ビオチン溶液(1—

100,00〇) 20mlを約300mlの水に溶かし,これにリボフラビン10,0mgに酢酸(3 2,500) 

200mlを加えて溶かした液を加える.次に無水酢酸ナトリウム1.9g及び酢酸1.6mlに水を 

加えて40mlとした液を加え,更に水を加えて2,000mlとする.トルエン1滴を加え,遮光 

して冷所に保存する-

29.ビタミン不含カザミノ酸：市販品を用いる.

3〇.ブドウ糖：［特級］

31. ペプトナイズドミルク：市販品を用いる.

32. ポリソルベート80:市販品を用いる.

33. ポリソルベート80 -エタノール液：ポリソルベート80 25gにエタノールを加えて溶か 

して250mlとする.

34. 無水酢酸ナトリウム：酢酸ナトリウム(無水)［特級］

35. 滅菌生理食塩水：塩化ナトリウム9gに水1,000m iを加えて溶かし,あらかじめ綿栓をし

て乾熱滅菌を行った試験管に約10mlずつ分注し,121°Cで20分間高圧蒸気滅菌を行う.

36. リボフラビン：市販の1級品を用いる.

37. 硫酸アデニン：市販の特級品を用いる. ぐ:/ :

38. 硫酸第一鉄：［特級］

39. 硫酸マグネシウム：［特級］

4〇. ■硫酸マンガン：［特級］

41.リン酸ーカリウム：［特級］■

42...リン酸ニカリウム：［特級］

［注］
1) 調製粉乳のように試料の量が少なく水に溶ける場合は10倍量•(葉酸として10Agに対応する 
量)を採取して水に溶かし,2)の操作後,正確に100mlとし,その10mlを正確に量って試料 
液の調製に用いてもよい.

2) 本法は,菌の増殖度を濁度により測定するので,.試料液は完全に澄明でなければならない. 
調製粉乳のように,カゼインを含むものにあっては,.薄めた塩酸でpHを約4.5に調整して力 
ゼインを沈殿させた後,ろ過又は遠心分離して沈殿を除くと澄明な液が得られる.

3) 塩酸,水酸化ナトリウム溶液等のように,測定液の調製に際して微生物の生育に妨げとなら 
ない種類の酸,アルカリを用いて調製する.

4) 標準液の場合の透過率の平均値は,75%を超えることが望ましい.
5) .培地の上面に凝固水がたまることがあるが,この場合は,ふ卵器(37ty:に入れて一夜放置 

し,.■凝固水を蒸発された後用いる.遮光して冷所に保存し,調製後1か月以内に用いる.•
6) .保存菌棣は毎週新たに調製し,：1週間を超えたものは,接種菌液の調製に使用してはならな

い
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92リボフラビン及びその誘_体
Riboflavin and Its Derivatives

リボフラビン
Riboflavin 
別名：ビタミンb2

リボフラビン酪酸エステル
Riboflavin Tetrabutyrate 
別名：ビタミンB2酪酸エステル

ch2oh
I

HO^C^ H
I

HO>C^H 
I

HO ◄ H 
!

CH2 
I

〇

C!7H20N4Oe : 376.37

ch3(ch2)2coo —ch2

ch3(ch2)2coo>c^h
! 

ch3(ch2)2coo>c-< h

CH3(CH2)2COO^C^ H
!

CH2
■I

〇

C33H44N4〇I0 : 656.73

リボフラビン5'-リン酸エステルナトリウム 
Rivoflavin 5'~Phosphate Sodium
•別名：リボフラビンリン酸エステルナトリウム, 

ビタミンB2リン酸エステルナトリウム

H3c

h3c

ch2〇
I .

HOX4 H 
I

HO ►C^H 
I

HO^C^ H
ch2

p-ONa
I \OH 
〇

.nH2O

CI7H20N4NaO9P . nH2O (n = 2 又は 〇) 
(C17H20N4NaO9P : 478.33)

1.試験法の概要
食品中のリボフラビン,リボフラビン酪酸エステル及びリボフラビン5'-リン酸エステルナ 

トリウムは,ルミフラビン蛍光法により,リボフラビンとして定量する.必要があれば分子量 

比を乗じて,リボフラビン酪酸エステル又はリボフラビン5'-リン酸エステルナトリウムの量 

として求める.食品中には,天然のリボフラビン,フラビンアデニンジヌクレオチドなどリボ
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フラビンのエステル型が広く分布している.したがって,定量植は食品由来のリボフラビンと 

添加されたものとの合計値である.

2.試験法(ルミフラビン蛍光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料溶液の調製1>

① 一般的方法

通常,試料l~10gを精密に量り,少量の水とともに乳鉢又はホモジナイザーを用いて磨砕 

する.次に水5 ～ 50mlを用いて三角フラスコに移し,約20-30分間水浴中でしばしば振り混 

ぜながら加熱抽出する.冷後,ろ過又は遠心分離し,ろ液又は上澄液を分取する.残留物は少 

量の水を用いて数回洗浄又は遠心分離を行い,洗液又は上澄液は先のろ液又は上澄液に合わせ 

る.水を加えて正確に50ml又は100mlとし,試料溶液とする气

② 高タンパク性食品

通常,試料l~10gを精密に量り,少量の水とともに乳鉢又はホモジナイザーを用いて磨砕 

する.次に水5 ～ 50mlを用いて三角フラスコに移し,約20-30分間水浴中でしばしば振り混 

ぜながら加熱抽出する.冷後,抽出液に対し10 %トリクロル酢酸溶液1/4容量を少量ずつ加 

え,ろ過又は遠心分離し,ろ液又は上澄液を分取する.残留物は少量の水を用いて数回洗浄又 

は遠心分離を行い,洗液又は上澄液は先のろ液又は上澄液に合わせる.水を加えて正確に 

50ml又は100mlとし,試料溶液とする气

③ 高デンプン性食品

通常,試料l~10gを精密に量り,少量の水とともに乳鉢又はホモジナイザーを用いて磨砕 

する.次に水5 ～ 50mlを用いて三角フラスコに移し,三角フラスコの液に,必要があれば 

lmol/1塩酸又はlmol/1水酸化ナトリウム溶液を加え,pHを4.5-5.0に調整した後,その 

1/10容量のジアスターゼ溶液(1^20)を力！!え,37〜40'Cで約24時間保つ.冷後,ろ過又は 

遠心分離し,ろ液又は上澄液を分取する.残留物は少量の水を用いて数回洗浄又は遠心分離を 

行い,洗液又は上澄液は先のろ液又は上澄液に合わせる.水を加えて正確に50ml又は100ml 

とし,試料溶液とする气
④ 油脂性食品3) ン

通常,試料l~10gを精密に量り,塩酸•エタノール混液約10mlを加え,ブレンダー用力 

ップに入れ,ホモジナイズする.塩酸•エタノール混液約25 ～ 30mlを用いて共栓遠心管に移 

し,37°Cで一昼夜保つ.次にlmol/1水酸化ナトリウム溶液でpHを4.5に調整し,遠心分離



304 第17章強化割 

する.分離液を分取し,残留物は少量の水で洗い,洗液はろ過し,分離液に洗液を合わせ,水 

を加えて正確に50ml又は100mlとし,試料溶液とする.

(3) 試料液の調製

試料溶液に盲蛍光物質が多い場合には,試料溶液25mlを50ml共栓遠心管に採り,クロロ 

ホルム25mlを加え,激しく振とうする.これを遠心分離し,下層のクロロホルム層を取り除 

き,再びクロロホルム25mlを加え,同様に操作する.この操作をクロロホルム層に蛍光が認 

められなくなるまで繰り返し4>,試料液とする.

(4) 標準液の調製

リボフラビンを105°Cで2時間乾燥した後,その0.020gを正確に量1),酢酸(1->400) 

800m1を加え,加温して溶かし,冷後,水を加えて正確に1,000mlとする.この液は褐色びん 

に入れ,冷蔵庫に保管する.用時,この液5mlを正確に量り,酢酸(1—400)を加えて正確 

に200m1とし,標準液とする(この液1mlは,リボフラビン〇 .5卵 を含む).

(5 )測定法

:①:測定条件 ：：：：::：：：:::：:ン:::：::ブン ハ：:と：：：：:：

蛍光光度計を用い,励起波長436nm,蛍光波長530nm,液層10mmの条件によって測定す

る.

②測定液の調製

試料液2〜4mlの一定量ずつを正確に量り,それぞれ3本の共栓試験管A,B, Cに入れ, 

Aには標準液1mlを正確に量って加え,B, Cには水1mlずつを加える.この液と同容量の 

lmol/1水酸化ナトリウム溶液をそれぞれA, B, Cに加え,混和した後,A, Bを光分解装 

置8に1時間入れ,Cは1時間暗所に放置する.次にA, B, Cそれぞれに,その内容量と同 

容量の酢酸を加え,A, B, Cに4%過マンガン酸カリウム溶液0.5mlを加え,混和して1分 

間放置した後,過酸化水素水の溶液(1 — 10) 0.5m1を加える.次にクロロホルム10mlずつ 

を正確に量り,A, B, Cそれぞれに加え,2分間激しく振り混ぜた後,静置し®,下層のクロ 

ロホルム層を分取し,測定液A, B, Cとする7と

® 定量：:： リ へ 二,…ぐて:：：:::•:':'ヘ？ニゾ、く：:/ ::： く :ンノ

測定液A, B, Cを蛍光光度計用セルに入れ,蛍光強度を測定する.Aの蛍光強度を100% 

に合わせ,B, Cの蛍光強度を測定する.

次式によって検体中のリボフラビン含量(g/kg)を計算する.

リボフラビン含量(g/M =T155-iJxv7xw$1,000
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D:測定液Aに添加した標準リボフラビン量(/zg)

b :測定液Bの蛍光強度

c :測定液Cの蛍光強度

V':試料液の調製に用いた試料液の採取量(ml)

V :試料の溶液量(ml)

W:試料の採取量(g)

リボフラビン酪酸エステル含量(g/kg) =リボフラビン含量(g/kg)

X 1,745

リボフラビン5'-リン酸エステル含量(g/kg)ニリボフラビン含量(g/kg)

X 1.271

試薬•試液
1. エタノール：［95vル％,特級］

2. 塩酸•エタノール混液:塩酸190mlにエタノール700mlを加え,更に水を加えて

1,000mlとする.

3. 過酸化水素水：［30%,特級］

4. 過マンガン酸カリウム：［特級］

5. クロロホルム•：［特級］,蛍光のないことを確かめ,•水を飽和させて用いる.この液は冷

暗所に保存する-

6. ジアスターゼ：市販品を用いる.

7. トリクロル酢酸：［特級］

［注］ :
1) リボフラビンは光により分解されやすいため,試料溶液の調製には褐色のガラス容器を用い 

る.
2) 試料溶液:1ml•中に•リボフラビ> 0.1-1.0Ag含有するよう•に'する.••必要があれば水で主確'に希
人釈する. ■ /. ■ ■■ . . ノ. ■■ ノ

3) ■油脂性食品には主にリボフ•ラビン酪酸エステルが添加されており,.:エステルの加水分解典理
を酸性下で行う.

4) 通常3～4回繰り返す. r :て 二 ■ ツ / ペ ■ \

5) 蛍光灯に反射鏡を付けてa験管の両側面から蛍光灯を照射し,:試験管のほぼ全面から:光分解 
...できるような装置.

6) 1,500回転/分で遠心分離してもよい.
7) .少量の無水硫酸ナトリウムを加えてもよい.
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93亜鉛塩類
Zinc Salts

グルコン酸亜鉛
Zinc Gluconate

OH OH H OH -

HOH2C-C-C-C-C-coo-

H H OH H J 2

CI2H22〇14Zn ■ nH2O (n = 3 又は 〇) 
(C12H22〇14Zn : 455.69)

硫酸亟鉛
Zinc Sulfate
ZnSO4 • 7H2〇 : 287.56

Zn2+ • nH2O

1. 試験法の概要

食品中の亜鉛塩類は,原子吸光法により亜鉛として定量する.必要があれば,分子量比を乗 

じて亜鉛塩類それぞれの量として求める.食品中には,天然の亜鉛が分布している.したがっ 

て,定量値は食品由来の亜鉛と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(I)検体の採取と言i料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

試料約4gを精密に量り,灰化容器に入れ,赤外線ランプで加熱して炭化させた後,電気炉 

へ入れて450~550°Cで淡色の灰が得られるまで灰化を続ける.灰化後,これに塩酸5mlを加 

え,蒸発乾固するまで赤外線ランプで加熱する.残留物に硝酸(1^5)5mlを加えて溶かし, 

100mlのメスフラスコに移し,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.別に,試料を用 

いず同様に操作し,空試料液とする.

(3).検量線用標準液の調製

金属亜鉛1.00gを正確に量り,lmol/1硝酸を加えて溶かして正確に1,000m1とし,標準原液 

とする.用時,標準原液2mlを正確に量り,0.lmol/1硝酸を加えて正確に1,000mlとし,標準 

液とする(この液lmlは,亜鉛2Agを含む).標準液〇,1,2, 3.5, 5ml及び7mlをそれぞれ
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正確に量り,それぞれに硝酸(W5)3mlを加えた後,更に水を加えて正確に10mlとし,検 

量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ亜鉛〇,0.2, 0.4, 0.7,1.0パg及び1.4/zg 

を含む).

(4 )測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件によって測定する.

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム

測定波長：213.8nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

③ 定量 ■ノ ： .へ：ン

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.得られた波高の差を求め,その値と検 

量線から試料液中の亜鉛濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の亜鉛含量(g/kg)を計 

算する.

亜鉛含量(g/kg):10$w

C:試料液中の亜鉛濃度(/Zg/ml)

W:試料の採取量(g)

.グルコ:ン酸亜鉛(無水物)含量(g/kg)=亜鉛含量(g/kg)'X6.969

硫酸亜鉛(七水塩)含量(g/kg)=亜鉛含量(g/kg) X 4.398
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94カルシウ厶塩类頁
Calcium Salts

塩化カルシウム
Calcium Chloride 
CaCl2 • 0~2H2O 
(CaCl2 :110.98)

グリセロりン酸カルシウ厶
Calcium Glycerophosphate
C3H7CaO6P : 210.14

水酸化カルシウム
Calcium Hydroxide
別名：消石灰
Ca(OH)2 : 74.09

乳酸カルシウム
Calcium Lactate

～ CHgCHCOO-"
I Ca2+ • nH2O

OH J2

C6HwCaOs - nH2O (n = 5, 3,1又は 〇) 
(C6H10CaO6 : 218.22)

クエン酸カルシウム
Calcium Citrate

_ CH2COO~ '
■ 'I
HO —C — COO- 3Ca2+ • 4H2〇

CH2C〇〇- ]2
C12H10Ca3OI4.4H2O : 570.50

グルコン酸カルシウ厶
Calcium Gluconate

OH OH H OH

HOH2C —C —C —C —C —COO-

H H OHH
Ca2+ • H2O

2

C!2H22CaOi4 . H2O : 448.39

炭酸カルシウ厶
Calcium Carbonate
CaCO3 :100.09

パントテン酸カルシウム
Calcium Pantothenate

ch3oh
I ; ■ ■;

hoh2c-c - C-CONHCH2CH2COO-
I i

ch3h

Ca2+

2

CI8H32CaN2〇i0 : 476.54

ピロリン酸二水棄カルシウム 

Calcium Dihydrogen Pyrophosphate 
別名：酸性ピロリン酸カルシウム 
CaH2P2O7 : 216.04

リン酸三カルシウム
Tricalcium Phosphate
別名：第三リン酸カルシウム
Ca3 (PO4)2 : 310.18

硫酸カルシウム
Calcium Sulfate
CaSO4 • 2H2O :172.17

リン酸一水素カルシウム
Calcium Monohydrogen Phosphate
別名：第ニリン酸カルシウム,

リン酸水素カルシウム
CaHPO4-nH2〇 tn-2,14,1,1/2 又は 〇) 
(CaHPO4 :136.06)
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リン酸二水素カルシウム 

Calcium Dihydrogen Phosphate 
別名：第ーリン酸カルシウム,

酸性リン酸カルシウム 
Ca(H2PO4)2•〇〜1H2〇 
[Ca(H2PO4)2 : 234.05]

エチレンジアミン四酢酸カルシウムニナトリウム* 
Calcium Disodium Ethylenediaminetetraacetate 
別名：EDTAカルシウムニナトリウム

カルボキシメチルセルロースカルシウム*
Calcium Carboxymethlcellulose
別名：織維素グリコール酸カルシウム

高度サラシ粉* 
High-Test Hypochlorite

ステアロイル乳酸カルシウム*
Calcium Stearoyl Lactylate 
别名：ステアリル乳酸カルシウム

プロピオン酸カルシウム* .
Calcium Propionate

5しリボヌクレオチドカルシウム*
Calcium 5'-Ribonucleotide
別名：5'-リボヌクレオタイドガルシウム

* :化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1. 試験法の概要

食品中のカルシウム塩類は,原子吸光法により,カルシウムとして定量する.必要があれば 

分子量比を乗じて,カルシウム塩類それぞれの量として求める.食品中には,天然のカルシウ 

ムが広く分布している.したがって,定量値は食品由来のカルシウムと添加されたものとの合 

計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料約2gを精密に量り,250-300m1の分解フラスコ1 2)に入れ,硝酸20mlを加えて穏やか 

に加熱する气 最初の激しい反応が弱まるにつれ,加熱を強めて均一な黄色液体となるまで加 

熱する.次に過塩素酸5mlを加えて穏やかに加熱して,二酸化窒素の発生が終わり,発泡が 

激しく,液が濃褐色になったときに加熱を止め,硝酸約2mlをきわめて静かに加えて再び加 

熱する®.液が濃褐色を呈したならば,以下同様に硝酸の添加と加熱とを繰り返し41,過塩素
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酸の白煙が生じ,液がほとんど無色になったとき,加熱を止める.冷後,少量の水を用いて磁 

製蒸発皿9に移し,これをホットプレート上で蒸発乾固する®.残留物に塩酸(W4)10ml 

をカロえ,加温してかき混ぜ,100mlのメスフラスコに移し,水を加えて正確に100mlとする.

この液lmlを正確に量り,塩化ランタン溶液7>lml及び塩酸(W40)を加えて正確に10ml 

とし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

炭酸カルシウム2.497gを正確に量り,塩酸(W4)100mlを加えて溶かし,水を加えて正 

確に1,000mlとする.この液2mlを正確に量り,塩酸(1^40)を加えて正確に100mlとし, 

標準液とする(この液lmlは,カルシウム20/zgを含む).標準液〇,1,2, 3, 5ml及び7ml 

をそれぞれ正確に量り,10mlのメスフラスコに入れ,それぞれに塩化ランタン溶液lmlずつ 

を加え,更にそれぞれに塩酸(W40)を加えて正確に10mlとし,検量線用標準液とする 

(これらの液lmlは,それぞれカルシウム〇,2, 4, 6,10卵及びM/zgを含む).

(4) 空試料液の調製

水2mlを用い,⑵試料液の調製と同様に操作し,空試料液とする.

(5 )測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件によって測定する.

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム® (アセチレン2~3L/分,空気14L/分)

測定波長：422.7nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.得られた波高の差を求め,その値と検 

量線から試料液中のカルシウム濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中のカルシウム含量 

(%)を計算する.

ヵルシゥム含量

C :試料液中のカルシウム濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

塩化カルシウム含量(％)=カルシウム含量(%) X 2.769

クエン酸カルシウム含量(％)=カルシウム含量(％)X4.745
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グリセロリン酸カルシウム含量(％)ニカルシウム含量(%) X 5.243

グルコン酸カルシウム含量(％)=カルシウム含量(%) X11.188

水酸化カルシウム含量(％) =カルシウム含量(%) X1,849

炭酸カルシウム含量(％)=カルシウム含量(%) X 2.497

乳酸カルシウム含量(％)ニカルシウム含量(%) X 5.445

パントテン酸カルシウム含量(％) =カルシウム含量(%) XI1.890

ピロリン酸二水素カルシウム含量(％)=カルシウム含量(%) X 5.390

硫酸カルシウム含量(％)=カルシウム含量(%) X4.296

リン酸二水素カルシウム含量(％)ニカルシウム含量(%) X 5.840

リン酸一水素カルシウム含量(％)ニカルシウム含量(%) X 3.395

リン酸三カルシウム含量(％)==カルシウム含量(％)X2.580

試薬•試液

1. 塩酸：市販の有害金属用を用いる.

2. 塩イ匕ランタン：(七水塩)［1級］

3. 塩化ランタン溶液：塩化ランタン26.7gに水100mlを加えて溶かす.

4. 過塩素酸：市販の有害金属用を用いる.

5. 硝酸：市販の有害金属用を用いる.

［注］

1) 試験に用いるガラス器具はすべて,.使用前に硝酸(1^3) T十分洗うか,又はこの硝酸に一 
夜つけておく ■

2) 必要があれば,少量の水を加える■
3) .硝酸を加えずに加熱を続けると爆発することがあるので,’:十分注意する..
4) クッキーのような脂肪含有食品では,この操作を2～3回要する.その他の食品では硝酸の追 

加はほとんど必要ない.
5) .•使用する前に塩酸(1^2)で煮沸洗浄しておく.

6) 過塩素酸除去の操作は省略しても差し支えない.その場合,反応液中の硝酸を完全に除くた 
め,次の操作を行う.無色になった液を放冷した後,水約30mlを加えて熱し,過塩素酸の白 

煙が生じてから更に20-30分間加熱を続ける.

7) 原子吸光分析用として市販されている.
8) アセチレン流量を増減することにより,検量線濃度範囲を変えることができる.たとえばア 

セチレン2L/分のときカルシウム1〜15/z g/ml,アセチレン3L/分のときカルシウム1〜7/zg/ml 
である.
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95鉄化合物
Iron Compounds

塩化第二鉄’/.
Ferric Chloride
FeCl3 • 6H2〇 : 270.30

クエン酸鉄
Ferric Citrate

グルコン酸第一鉄
Ferrous Gluconate 
別名：グルコン酸鉄 

' OH OH H OH

H H OH H

C12H22FeO14 • nH2O (n=2 又は 〇) 
(C12H22FeO14 : 446.15)

乳酸鉄
Iron Lactate
C6H10FeO6 . 3H2O : 288.04

ピロリン酸第二鉄
Ferric Pyrophosphate
Fe4(P2O7)3 : 745.22

硫酸第一鉄(結晶) 二人
Ferrous Sulfate (crystal)
FeSO4 • 7H2〇 : 278.02

三二酸化鉄* .ノンン■ぐ....,厂：:.
Iron Sesquioxide
別名：ベンガラ

クエン酸第一鉄ナトリウ厶 

Sodium Ferrous Citrate 
別名：クエン酸鉄ナトリウム

クエン酸鉄アンモニウム

Ferric Ammonium Citrate

Fe2+ • nH2O

2 ■ ■ ■ ■ ■.

ピロリン酸第一鉄 
Ferrous Pyrophosphate
Fe2P2〇7 : 285.64

硫酸第一鉄(乾燥) 
Ferrous Sulfate (dry) 
FeSO4 •1~1.5H2O 
(FeSO4 :151.91)

鉄クロロフイりンナトリウム*
Sodium Iron Chlorophyllin

hoh2c -c-c-c-c-coo-

*:化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1.試験法の概要

食品中の鉄化合物は,原子吸光法により鉄として定量する.必要があれば分子量比を乗じ

て,鉄化合物それぞれの量として求める.食品中には天然の鉄化合物が広く分布している.し 

たがって,定量値は食品由来の鉄と添加されたものとの合計値である.
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2.試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

次のいずれかの方法1により試料液を調製する.

① 湿式灰化法25

試料約10gを精密に量り,250-500mlの分解フラスコ®に入れ,液体食品以外には水約 

30mlを力Uえる.次に硝酸30mlを加えて振り混ぜ,放置した後,穏やかに加熱し,激しい反応 

がおさまれば,冷後,硫酸10mlを加え,再び穏やかに加熱する.加熱のはじめに発泡が激し 

い場合には,カプリノレアルコール2～3滴を加える.液が暗色になりはじめたら硝酸2~3ml 

ずつを追加し,加熱を続ける.無水硫酸の白煙が生じ,液が微黄～無色になったとき,加熱を 

止める.冷後,少量の水を用いて磁製蒸発皿に移し,これをホットプレート上で蒸発乾固す 

る.残留物に塩酸(1->4)10mlを加え,加温してかき混ぜ,水を用いて100mlのメスフラス 

コに移し,塩酸(W40)を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

② 乾式灰化法4>

試料約10gを精密に量り,石英又は磁製るつぼに入れ,ホットプレート又は弱熱用のヒータ 

一上で加熱乾燥し,更に加熱を続けて炭化する.次に電気炉に入れ,温度を上げて500-550 

で5>とし,灰化するまで加熱する.24時間加熱しても灰化しない場合は,硝酸マグネシウム溶 

液(50%)又は,硝酸(1^2)2~5mlを加えて潤し,乾燥した後,灰化を続ける.灰化不 

十分のときは硝酸(W2)2~5mlずつを加え,同様の操作を完全に灰化するまで繰り返す. 

冷後,残留物に塩酸(1^4)10mlを加え,加温してかき混ぜ,水を用いて100mlのメスフラ 

スコに移し,塩酸(1^40)を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

鉄1.00gを正確に量り,硝酸(1-^4)100mlを加えて溶かし,煮沸して二酸化窒素を追い 

出し,冷後,1,000m1のメスフラスコに移し,水を加えて正確に1,000m1とする.この液1ml 

を正確に量り,100mlのメスフラスコに入れ,塩酸(1440)を加えて正確に100mlとし,標 

準液とする(この液lmlは,鉄1.0/zgを含む).：:標準液1,2, 5, .8ml及び10mlをそれぞれ正 

確に量り,塩酸(1-*40)を加えてそれぞれ正確に10mlとし,検量線用標準液とする(これ 

らの液lmlは,それぞれ鉄1,2, 5, 8郎及び10パgを含む).
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(4)測定法

①測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する.

光源：鉄中空陰極ランプ

ノく—— り、ソ ト ノ'^——

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム 

測定波長：248.3nm

②検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

③定量

試料液につき,原子吸光度を測定する.得られた波高から検量線により試料液中の鉄濃度 

(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の鉄含量(g/kg)を計算する.

鉄含量(g/kg) C 
10XW

C :試料液中の鉄濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

塩化第二鉄(六水塩)含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X 4.840 

グルコン酸第一鉄(無水物)含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X7.989 

乳酸鉄(三水塩)含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X 5.158 

ピロリン酸第一鉄含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X 2.557

ピロリン酸第二鉄含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X 3.336

硫酸第一鉄(結晶)含量(g/kg)=鉄含量(g/kg) X 4.978

試薬•試液
1. カプリルアルコール：■カプリルアルコール［特級］

2. 硝酸：市販の有害金属測定用を用いる.

3. 硝酸マグネシウム：(六水塩)［特級］

4. 硫酸：市販の有害金属測定用を用いる.

［注］

1) これら2法の他に,低温灰化装值を用い減圧下高周波エネルギーによって低温で試料を酸化 
する方法もある.

2) 湿式灰化法は硝酸,硫酸,過塩素酸,.過酸化水素等の酸化剤を適宜配合して用い,、比較的低 
温で酸化分解する方法である.本法は試薬による汚染が第一の欠点である.また,脂肪性の検
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体は分解しがたい：
3) .試験に用いるガラス器具はすべて使用前に硝酸(1 — 3).で十分洗うか,又はこの硝酸に一夜 

つけておく.
4) 乾式灰化法は試料を強熱して有機物を空気酸化し,揮発させる方法である.本法は,操作の 
管理が湿式灰化法のように煩雑でないので,比較的多数の試料を同時に操作できるし,大量の 
試料を逐次追加して灰化することもできる.更に酸化物(分解剤)を用いないでも行えるので, 

これら試薬からの汚染の危険が少ない.

5) 湿式法に比べて灰化温度が高いので,ほとんどすべての元素について揮散のおそれがある. 
Hgは完全に揮散し,Cd, Pb, Zn, Sn, As, Ca等は500°C以上で揮散する.とくにハロゲン 
が存在するとZn,Sn, Sb, As等が揮散しやすい.しかし,550°C以下の灰化ではFeに関して 
は心配ない.
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96銅塩類
Copper Salts

グルコン酸銅
Copper Gluconate

_ OH OH H OH

HOH2C-C-C-C-C-COO- Cu れ

H H OH H |2

C12H22Cuo14 : 453.84

銅クロロフィリンナトリウム* 
Sodium Copper Chlorophyllin

硫酸銅
Cupric Sulfate
CuSO4 . 5H2〇 : 249.69

銅クロロフィル*

Copper Chlorophyll

* :化学構造が類似している他の用途の食品添加物も,本法の測定対象に含まれる.

1. 試験法の概要

食品中の銅塩類は,原子吸光法により,銅として定量する.必要があれば分子量比を乗じて 

銅塩類それぞれの量として求める.食品中には天然の銅が分布している.したがって,定量値 

は食品由来の銅と添加されたものとの合計"(直である.

2. 試験法(原子吸光法)

(D 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料約4gを精密に量り,100mlの灰化容器15に入れ,赤外線ランプで加熱して炭化させた 

後,電気炉へ入れて500°Cで淡色の灰が得られるまで灰化を続ける25.灰化後,これに硝酸(1 

->2)5mlを力Bえ,蒸発乾固するまで赤外線ランプで加熱する.残留物に硝酸(1->5)5mlを 

加えて溶かし,100mlのメスフラスコに移し,水を加えて正確に100mlとする.この液50ml 

を正確に量り,100mlのスキーブ形分液漏斗に入れ,クエン酸ニアンモニウム溶液(1^20)

5mlを加えた後,BTB試液2滴を加え,液の色が黄色から青色に変化するまでアンモニア水 

(13)を滴加する.次に,DDTC溶液(1^50) 5mlを加えて5分間放置し,MIBKを正 

確に10ml加えて3分間振とう抽出する.静置後,MIBK層を分取し,試料液とする.別に,
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(3)検量線用標準液の調製

硫酸銅(CuSO4-5H2〇) 3.929gを正確に量り,lmol/1硝酸に溶かして正確に1,000m1とし, 

保存溶液とする气 用時,この液を0.1mol/l硝酸で正確に1,000倍に希釈し,標準液とする 

(この液lmlは,銅lAgを含む).標準液〇,2, 4, 6, 8ml及び10mlをそれぞれ正確に量り, 

100mlのスキーブ形分液漏斗に入れ,それぞれ硝酸(15)3mlを加えた後,更に水を加え 

て50mlとし,以下,クエン酸ニアンモニウム溶液(1420) 5mlを加えるところから⑵試料 

液の調製と同様に操作し,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ銅〇, 0.2, 0.4,

0.6,0.8//g及び1.0パgを含む).

(4 )測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する.

光源：銅中空陰極ランプ

測定波長：324.8nm
バ〜十一；10cmフ、リットノベー十一

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.得られた波高の差を求め,その値と検 

量線から試料液中の銅濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の銅含量(/zg/lOOg)を計 

算する.

銅含量(/zg/lOOg) = CX為000
C :試料液中の銅濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

グルコン酸銅含量(/zg/lOOg)=銅含量(卵/lOOg) X7.142

硫酸銅含量(パg/lOOg)=銅含量(/zg/lOOg) X3.929

試薬•試液

1. 硝酸：［特級］

2. クエン酸ニアンモニウム：［特級］
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3. BTB :ブロムチモールブルー［特級］

4. エタノール：［特級］

5. BTB試液：BTBO.lgにエタノール100mlを加えて溶かし,必要があればろ過する.

6. アンモニア水：［特級］

7. DDTC :ジエチルジチオカルバミン酸［原子吸光分析用］

8. MIBK : メチルイソブチルケトン［原子吸光分析用］

［注］
1) ふた付き超硬質ガラスビーカーが適当である.
2) 灰化時間は,•たいていの場合一夜(約15時間广で十分である.
3) この液lmlは銅lmgを含む.この液の代わりに,市販されている同濃度の原子吸光分析用標 

.準液を用いても差し支えない.
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97臭素酸カリウム
Potassium Bromate

KBrO3 :167.00

1. 試験法の概要

パン中の臭素酸カリウムは,臭素酸イオンを液体クロマトグラフィーにより分離後,ポスト 

カラム法により〇-ジアニシジンと反応発色させ定量する1\必要があれば分子量比を乗じて臭 

素酸カリウムとしての量を求める.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料を粉砕してその10,0gを正確に量り,水50mlを加えて30分間かくはんする.約5分間 

静置後,その上清を5°Cで約10,000Xgで30分間遠沈する.上清をろ紙(No.5A)でろ過後, 

その5mlをディスポ_ザブルフィルター,固相抽出カートリッジカラム,銀カートリッジカ 

ラム3をこの順番で直列に接続したものに負荷する.初流液約lmlを捨て,その後の流出液約 

3mlを限外ろ過カートリッジカラムに負荷し,流出液を陽イオン交換カートリッジカラムに負 

荷する.流出液約lmlを捨て,その後の流出液を液体クロマトグラフィー用試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

臭素酸カリウム129.5mgを正確に量り,水を加えて溶かし正確に100mlとする.この液 

lmlを採り,水を加えて100mlとする.更に,この希釈した液10mlを採り,水を加えて 

100mlとする.この液0.1~10m1を採り,水を加えて100mlとし検量線用標準液とする(この 

液lmlは臭素酸l~100ngを含む).

(4) 測定法

①測定条件
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ポストカラム反応装置を備えた可視部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件に 

よって測定する.

検出器：紫外部吸収検出器

カラム充てん剤3>：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

カラム温度：40°C

移動相4> :水700mlにメタノール100ml,酢酸2.0g,テトラブチルアンモニウムヒドロキ 

シド(TBAH)19gを加えて混和し,TBAHでpH6,3~ 6.5に調整し,水で正確に

1,000mlとしたもの.

流速：1ml/分

反応液の流速:0.3ml/分

反応温度：60°C

反応カラムの長さ：3m

測定波長：450nm

注入量：200/H

脱気用ガス：高純度窒素

②検量線

それぞれの検量線用標準液それぞれ200/Hずつを正確に量り,液体クロマトグラフに注入 

し,ピーク高さから臭素酸の検量線を作成する..

(3)定量a,®

試料液200/Jを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さと検量線に 

よって試料液中の臭素酸濃度A (ng/ml)を求め,次式によって検体中の臭素酸濃度(ng/ 

ml)を求め,次式によって検体中の臭素酸含量C (jug/kg)を計算する.

C ("g/kg) = w

A :試料液中の臭素酸濃度(ng/ml)

W :試料の採取量(g)

く使い捨てカラム> ：

1. ディスポーザブルフィルター：孔径0.45Am,直径25mm,水系

2. 陽イオン交換カートリッジカラム：BondElutPRS, 3cc/500mg相当品

3. 固相抽出カートリッジカラム：Sep^Pak Plus tC18 Environmental相当品.使用前にメ 

タノール10ml,続いて水10mlでコンディショニングする.

4. 銀カートリッジカラム：OnGuard TM - Ag相当品

5. 限外ろ過カートリッジカラム：Molcut L相当品
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試薬•試液

1. 臭素酸カリウム：［特級］

2. メタノール：［液体クロマトグラフ用］

3. 〇-ジアニシジン•二■塩酸塩

4. 硝酸：精密分析用,70 %

5. テトラブチルアンモニウムヒドロキシド(TBAH):40%溶液

6. 臭化カリウム：光学分析用

7. 水：水道水を超純粋製造装置で処理した水

8. ポストカラム用反応試薬7)：水700m1に硝酸60ml及び臭化カリウム10,0gを加える.更 

に,〇-ジアニシジン•二塩酸塩500mgをメタノール200m1で溶解した液を加え,水で

1,000m1とする.

［注］

1) ,臭素酸カリウムは,パン以外の食品には使用できないので,パンからの定量法を記載してあ 
る.パン以外の食品の場合は,クリーンアップの方法が異なることが考えられる.

2) 負荷する溶液の量が多すぎてC1イオンが混入すると発色を妨害するので注意する.TOYOPAK 
IC-SP-Mを0.1mol/l硝酸銀溶液10ml,次いで水10mlで洗浄し,Ag型としても使用できる.

3) カラムは,ガードカラムを装着して使用する.測定終了後,TBAHを除去するため20% メ 
タノ ールで洗浄する.

4) 移動相の脫気を十分に行わないと,ベースラインが安定しない.

5) 本法による定量限界は,10/zg/kgである.
6) 臭素酸カリウムを15mg/kg加えて試作したパンから抽出したもののクロマトグラムを示す.

注図97-1臭素酸カリウムをI5mg/kg加えてi式作したパンから
抽岀したものの液体クロマトグラム

7) 〇-ジアニシジンが完全に溶けていないと液が着色することがあるので,以下のようにすると 

よい.〇-ジアニシジン■二塩酸塩500mgを20mlのスクリューキャップ付きバイアル瓶に入 
れ,メタノール約15mlを加えて溶かし,上澄液を臭化カリウム■硝酸溶液に合わせる.バイ 
アル瓶中に残った〇-ジアニシジンは,更にメタノールを加え,ガラス棒で砕いて溶かす.〇-ジ 
アニシジンが完全に溶けるまで,この操作を繰り返す.
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98グリセリン
Glycerol

別名：グりセロール

ch2oh
:I : : :

CHOH
: 」 : : :

ch2oh

C3H8O3 : 92.09

1. 試験法の概要
食品中のグリセリンは,グリセリンをトリメチルシリル体としてガスクロマトグラフイーに

より定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料溶液の調製

① 液体食品

グリセリンとして500/zgに対応する,通常,5g以下の試料の量を精密に量り,水を加えて 

正確に100mlとし,試料溶液1> とする.

② 固体食品

グリセリンとして50(^gに対応する,通常,5g以下の試料の量を精密に量り,ブレンダー 

容器に入れ,エタノール30mlを加えてホモジナイズ2>した後,少量のエタノールを用いて定 

量的に遠心管に移す.遠心分離(10分間,3,500回転/分,以下同じ)を行い,上澄液は 

100mlのメスフラスコに分取する.残留物にエタノール30mlを加えてよくかき混ぜ,遠心分 

離を行い/上澄液は先のメスフラスコに合わせる.残留物にエタノール30mlを加えて同様の 

操作を繰り返す.全エタノール液にエタノールを加えて正確に100mlとし,試料溶液とする.

③ 油脂性食品

グリセリンとして500/zgに対応する,通常,5g以下の試料の量を精密に量り,ブレンダー 

容器に入れ,/T■ヘキサン30mlを加えてホモジナイズした後,少量のヘキサンを用いて定
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量的に遠心管に移す.遠心分離を行い,ヘキサン層は捨てる.残留物をブレンダー容器に移 

し,遠心管はエタノール30mlで洗い,洗液は残留物に合わせる.以下,②固体食品と同様に 

操作する.

(3 )試料液の調製

試料溶液10mlを正確に量り,25mlのナス型フラスコに入れ,55°C以下の水浴上で減圧乾固 

する.残留物にTMS化試液imlを正確に量って加え,栓をしてときどき振り混ぜながら 

60°Cで10分間加温する.冷後,反応液の一部を遠心管に移し,遠心分離を行い,上澄液を試 

料液とする.

(4) 検量線用標準液の調製

グリセリンl.OOgを正確に量り,水を加えて正確に100mlとする.この液10mlを正確に量 

り,水を加えて正確に1,000mlとし,標準液とする(この液lmlは,グリセリン100Agを含 

む).標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,25mlのナス型フラスコに入れ, 

55°C以下の水浴上で減圧乾固する.残留物にTMS化試液lmlを正確に量って加え,栓をして 

どきどき振り混ぜながら60°Cで10分間加温する.冷後,4mlのピリジンをそれぞれ正確に量 

って加え,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれグリセリン20, 40, 60, 

80Ag及び100/zgを含む).

(5) 測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：80-100 メッシュのガスクロマトグラフ用ケイソウ土担体にシリコーン 

GE-SEづ2を10 %の割合で含ませたもの,又は60-80 メッシュのガスクロマトグラ 

フ用ケイソウ土担体にジキシル300を5 %の割合で含ませたもの3

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ1.5m

カラム温度：100~110°Cの間の一定温度又は80~150°Cの間を丨分間に4°Cの割合で昇温 

させる'

注入ロ温度：200°C

キャUヤーガス：窒素,グリセリンのトリメチルシリル誘導体のピークが約7分後に現わ 

れるようにカラム温度及びキャリヤーガスの流速を調整する.

② 検量線の作成

検量線用標準液3/4をそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,ピーク高さ又は
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ピーク面積から検量線を作成する.

③定量

試料液3//1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中のグリセリン濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のグ1)セリ 

ン含量(mg/g)を計算する.

グリセリン含量(mg/g) =7o^W

C :試料液中のグリセリン濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1. エタノール：［95v/v %,特級］

2. トリメチルクロルシラン：市販のガスクロマトグラフ用を用いる.

3. ピリジン：市販のシリル化用を用いる.あるいは,市販特級品1Lに対し乾燥用合成ゼ 

オライト(0.4A)糸勺10g加え,一夜放置し脱水したものを用いる.

4. ヘキサメチルジシラザン：市販のガスクロマトグラフ用を用いる.

5. TMS化試液：トリメチルクロルシラン,ヘキサメチルジシラザン及びピリジンを1:

3 : 9の割合で混合し,バイアル瓶に保存する.

［注］
1) 混濁しているものは遠心分離して上澄液を試料溶液とする.
2) 遠心管内でホモジナイズできるホモジナイザーを用いると便利であるノ : ：

3) •その他の充てん剤としてシリコーンSE-30 (5%).も使用できる.

4) 昇温した方が溶媒とグリセリン-TMS誘導体の分離が良好となる..
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99プロピレングリコール
Propylene Glycol

CH3
CHOH

ch2oh

C3H8O2 : 76.10

1. 試験法の概要
食品中のプロピレングリコールはガスクロマトグラフィーによって定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

① 一般食品

試料5~10gを精密に量り,ブレンダー容器に入れ,ほぼ2倍量のメタノールを加え,ホモ 

ジナイズした後,メタノール約20mlを用いて定量的に100mlのフラスコに移ず.フラスコに 

還流冷却器を付け,70'Cの水浴上で約30分間還流加熱し1\ メタノール液を傾斜して遠心管 

に入れる.フラスコの残留物にメタノール20mlずつを加え,同様の還流加熱操作を2回行 

い,それぞれメタノール液を先の遠心管に合わせ,更にメタノール10miを用い,フラスコの 

残留物を先の遠心管に洗い込み,遠心分離(10分間,3,500回転/分)する.油脂分の多い試 

料の場舍は,冷凍遠心分離(-5°〇 する.メタノール層を分取し,濃縮器に入れる.遠心管 

及び残留物はメタノール10mlずつで2回洗い,ろ過して濃縮器に合わせる.次に,メタノー 

ル液を50mlになるまで濃縮し,水を用いて定量的に100mlのメスフラスコに移し,水を加え 

て正確に100mlとし,試料液とする.

② めん類

試料約5gを精密に量り,ブレンダー容器に入れ,メタノール20mlをカロえ,ホモジナイズ 

した後,メタノール20 ～ 25mlを用いて定量的に共栓遠心管に移し,3時間放置する.この液 

を遠心分離(10分間,3,500回転/分)し,メタノール液を200m1のメスフラスコに分取し,
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遠心管の残留物にはメタノール20mlを加え,かき混ぜた後,よく振り混ぜ,再び遠心分離す 

る.メタノール液を先のメスフラスコに合わせ,遠心管にはメタノール10mlずつを2回加 

え,よくかき混ぜ,それぞれろ過して先のメスフラスコに合わせ,メタノールを加えて100ml 

とした後,水を加えて正確に200mlとし,’試料液とする.

(3)検量線用標準液の調製

.プロピレングリコール0.100gを正確に量り,メタノール溶液(1^2)を加えて正確に 

100mlとし,標準液Aとする.標準液AlOmlを正確に量り,メタノール溶液(1—2)を加 

えて正確に100mlとし,標準液Bとする.

標準液A又はBにつき,0.5,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,メタノール 

溶液(1-^2)を加えてそれぞれ正確に5mlとし,検量線用標準液A (これらの液lmlは,そ 

れぞれプロピレングリコール100,200, 400, 600, 800Ag及び1,000/zgを含む)又は検量線 

用標準液B (これらの液lmlは,それぞれプロピレングリコール,10, 20, 40, 60, 80Ag及 

び100Agを含む)とする.

(4 )内部標準液の調製

トリメチレングリコール〇  ,500gを正確に量り,メタノール溶液(1^2)を加えて正確に 

100mlとし,内部標準液Aとする.内部標準液AlOmlを正確に量り,メタノール溶液(1^ 

2)を加えて正確に100mlとし,内部標準液Bとする.

(5)測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのポーラスポリマ™ビーズ

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ2m

カラム温度：170~200°Cの一定温度

注入ロ温度：25O°C

注入量：1〜3バ1

キャリヤーガス：窒素,トリメチレングリコールのピークが約7分間後に現われるよう力

ラム温度と流速を調整する.

② 検量線
試料液lml中のプロピレングリコ™ルが1OO/zg以上と目される場合は,検量線用標準液A 

を用い,100Ag未満と目される場合には検量線用標準液Bを用いる.



328 第18章製造用剤等

検量線用標準液Aを用いる場合は,それぞれに内部標準液A0.5mlずつをそれぞれ正確に量 

って加え,よく混和し,それぞれにつき,ガスクロマトグラフで測定し,プロピレングリコー 

ルとトリメチレングリコールのピーク高さ比叉はピーク面積比から検量線Aを作成する.検 

量線用標準液Bを用いる場合には,それぞれ内部標準液B0.5mlずつを,それぞれ正確に量っ 

て加え,よく混和し,ガスクロマトグラフで測定し,プロピレングリコールとトリメチレング 

リコールのピーク高さ比又はピーク面積比から検量線Bを作成する.ただし,縦軸にはピー 

ク高さ比又はピーク面積比,横軸には標準液の濃度をとる.

::③:定量■ ::■■に：:■ノ ■ ：：：；■ ■- .■■■,た:ン：,ン■..■■■ ■；' '■ ■■' ■■- .■く■■■■7 ■-

検量線の濃度領域を勘案し,試料液2U~5mlを正確に量り,メタノール溶液(W2)を加 

え正確に5mlとし,測定液とする.この液に検量線Aを用いる場合は内部標準液A 0.5ml4-, 

検量線Bを用いる場合には内部標準液B 0.5mlを正確に量って加え,混和した後,ガスクロマ 

トグラフで測定し,得られたピーク高さ比又はピーク面積比と検量線A又は検量線Bから測 

定液中のプロピレングリコール濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のプロピレングリ 

コール含量(％)を計算する.

プロピレングリコール含量(%) CV,
2,000 XV2W

C :測定液中のプロピレングリコール濃度(/Zg/ml)

Vi :試料液全量(mD

V2 :定量の際用いた試料液量(ml)

W :試料の採取量(g)

(6)水分含量

試料約5gを精密に量り,ハサミで約60個程度に分割する.これをあらかじめ重量(Wx) 

を精密に量った秤量皿に入れ：試料を均一に広げ,この総重量(W2)を精密に量る.次に温 

度を130°Cに上昇させておいた乾燥器の中に,すばやく秤量皿を入れる.その際ふたははず 

し,皿の下に置く.乾燥器の温度を130°Cに保ち,3時間乾燥する.秤量皿を取り出し,直ち 

にふたをし,デシケーター中で室溫まで放冷した後,重量(w3)を精密に量る.試料の水分 

含量は次式によって算出する.

試料の水分含量(%)=な三さX100W 2 Wj

めん類においてはプロピレングリコール含量を次式によって水分含量30 %の場合に換算し,

使用基準値と比較する.

プロピレングリコール換算含量(％)二 ご：100—b

a :検体中のプロピレングリコール実測値(％)



b :試料の水分含量(%)
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試薬•試液等

1. アルミニウム製秤量皿：上径55mm,下径50mm,深さ25mm

2. トリメチレングリコール：［特級］

［注］ :へ - ン' :バ

1) 抽出温度70°C以上,抽出時間60分以上の抽出操作で,プロピレングリコールは定量的に抽 
出される.記述は抽出困難な場合を想定しており,適宜簡略化できる.分離がしやすいときは 
遠心分離せず,還流加熱液をろ過してメタノール抽出液を得てもよい.

2) 試料液中のプロピレングリコール濃度が1,000Ag/ml以上になる場合には1mlを用いる.
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100ヘキサン

Hexane

1. 試験法の概要
植物油脂中のヘキサンは,ヘッドスペース法(標準添加法)を用い,ガスクロマトグラフイ 

一により測定する.

2. 試 験 法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を用いる.

(2) 標準溶液の調製

ヘキサン約0,5gを精密に量り,エタノールを加えて正確に50mlとする.そのlmlを正 

確に採り,エタノールを加えて正確に25mlとし,標準原液とする(本液lmlは？?-ヘキサン 

400/zgを含む).標準原液1mlずつを正確に採り,エタノールで正確に10ml及び20mlとし, 

標準溶液①及び②とする(それぞれの標準溶液lmlはn-ヘキサン40Ag及び20Agを含む). 

標準溶液②を2mlずつを正確に採り,エタノールを加えて正確に5,10ml及び20mlとし,そ 

れぞれ標準溶液③,④及び⑤とする(それぞれの標準溶液lmlはヘキサン8, 4Ag及び 

2Agを含む).

(3) 試料気相の調製1)

ヘッドスペース用バイアル瓶(内容量6ml)7本に試料l.OOgずつを正確に量る.試料を採 

取したバイアル瓶のうち2本にはエタノール0.25mlを,残りの5本のバイアル瓶には⑵で調 

製した標準溶液①〜⑤を,それぞれO.25ml2>正確に添加する.バイアル瓶に小攪拌子を入れ, 

密栓した後,5分間かくはんする.50°Cの恒温水槽中で10分間静置した後,気相を採取しガ 

スクロマトグラフに注入する.

(4) 測定法

①測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定
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する.

カラム充てん剤：スチレンジビニノレベンゼン重合体のPLOT (型)キャピラリーカラム®

カラム管：内径0.25mm,長さ10m,膜厚10//m

注入ロ温度：180°C

検出器温度：250°C

昇温条件：120°C (3 分)—(20°C/分)4 240°C (2 分)4>

注入方法：スプリット注入,スプリット比：1:15

カラムへッド圧：50kpa

②定量

試料及びそれぞれの標準溶液を添加したバイアル瓶の気相500Alをガスタイトシリンジ55を 

用いて正確に採り,ガスクロマトグラフに注入しピーク高さ,又はピーク面積によって試料中 

のヘキサン含量を計算する.

試料中のヘキサン含量は,横軸に試料作当たり添加したヘキサン量を,縦軸にそれぞれ 

のクロマトグラムから得られたヘキサンのピーク面積を縦軸にプロットする.最小二乗法によ 

り検量線Y = a+bXを作成するとき,この検量線の横軸との接点の絶対値®を試料中のヘキサ 

ン含量とする7)ぶ.

試薬•試液
1. エタノール［特級］

2. n-ヘキサン［特級］

［注］
1) 試料とほぼ同等のマトリックスを持ち,ヘキ•サンが含有されていないことを確認できた油が 
得られれば,検量線は標準添加法を用いずに作成することができる.

2) 試料lg当た9の77-ヘキサンの添加量は標準溶液1ml中に含まれる量の4分の1に相当する.
3) Poraplot Q (Chrompack(社)製)などがある.
4) 初期カラムへッド圧：50kpa,カラム流量：2.4ml/分,(コンスタントフローモード)で,へ 

キサンは約5.3分で溶出する.
5厂ガスタイトシリンジをあらかじめ50°C程度に加温しておくとよい.

6) 検量線Y=a+bXでY=0となるときのXの値がヘキサン含量となる.

7) 食用油(なたね•大豆混合油)にヘキサンを初めとする溶剤を添加したへッドスペースガ 
スクロマトグラムを注図100-1に示す.ここに示したほかに,シクロヘキサンはトリクロロエ 

チレンと同じ保持時間に溶出する.また,純度の低い/?-ヘキサン中の不純物が1,2-ジクロロエ 
タンと同じ保持時間に溶出する.

•8)検量線は試料当たり1～10mg/kgの間で直線性を示す.定量限界は約lmg/kgである,
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⑦a

①:メタノールゾ,

④：ジクロロメタン
⑦：ジェチルェーテル
⑯:1,2-ジクロロェタン

:③：了セトン:■■ ■:
⑥：酢酸メチル
⑨:酢酸エチル
© :トリクロロエチレン

■■②■エタノール ノ ：■ ■■■
:⑤:イソプロパノール
⑧：メチルエチルケトン 
⑰:ヘキサン

③ヴ
④⑤

项®⑪(ヘキ相

2 3 4 5 6 (分)
く測定条件> ..............ン.：:ノ ：.
ヘ方ラム充て:ん■剤"Poraplot Q'キャ■ピラリ/—ガラ■ム：(Chrompack 

カラム管：内径0.25mm,長さ10m,膜厚10；zm
:注入口温度：180で ：. . ....
検出器温度：250°C ■■ : ノ ：へ バ ン ぐ：ご：ノ 4
昇温条件：120°C (3分)一 ｛恕で/分)一240°C (2分)5)

::注入方法：スプリット注入,スプリッド比:I :.15

注図100-1 ヘキサンのガスクロマトグラム
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101 マグネシウム塩類

塩化マグネシウム
Magnesium Chloride
MgCl2-6H2〇 : 203.30

酸化マグネシウム
Magnesium Oxide
MgO : 40.30

炭酸マグネシウム
Magnesium Carbonate

硫酸マグネシウム(結晶)
Magnesium Sulfate (crystal) 
MgSO4-7H2O : 246.48

硫酸マグネシウム(乾燥)

Magnesium Sulfate (dry) 
MgSO4-3H2〇 :174.41

1. 試験法の概要

食品中のマグネシウム塩類は,原子吸光法によりマグネシウムとして定量する.必要があれ 

ば分子量比を乗じてそれぞれのマグネシウム塩類の量として求める.食品中には天然のマグネ 

シウムが広く分布している.したがって,定量値は食品由来のマグネシウムと添加されたもの 

との合計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料約2gを精密に量り,250-300mlの分解フラスコ11に入れ,硝酸20mlを加えて穏やか 

に加熱するa.最初の激しい反応が弱まるにつれ,加熱を強めて均一な黄色液体とな.るまで加 

熱する.次に過塩素酸5mlを加えて穏やかに加熱して3V .二酸化窒素の発生が終わり,発泡が 

激しく,液が濃褐色になったとき,加熱を止め,硝酸約21111をきわめて静かに加えて再び加 

熱する4\液が濃褐色を呈したならば,以下同様に硝酸の添加と加熱とを繰り返し5),過塩素 

酸の白煙が生じて液がほとんど無色•になったとき,加熱を止める.冷後,少量の水を角いて定 

量的に磁製蒸発皿®に移し,これをホットプレート上で蒸発乾固する残留物に塩酸(1— 

4)10mlをカロえ,加温してかき混ぜ,100mlのメスフラス:に移し,水を加えて正確に100ml
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とする.この液lmlを正確に量り,塩酸(1-^40)を加えて正確に50mlとし,試料液とす 

る.

(3) 検量線用標準液の調製

塩化マグネシウム8.363gを正確に量り,塩酸(1^4) 100mlを加えて溶かし,水を加えて 

正確に1,000m1とする®.この液1mlを正確に量り,塩酸(1-> 40)を加えて正確に200mlと 

し,標準液とする(この液lmlは,マグネシウム5//gを含む).

標準液〇,0.5, 1.0, 1.5, 2.0ml及び3.0mlをそれぞれ正確に量り,50mlのメスフラスコに 

入れ,それぞれに塩酸(1^40)を加えて正確に50mlとし,検量線用標準液とする(これら 

の液lmlは,それぞれマグネシウム〇,0.05, 0.10, 0.15, 0.20Ag及び0.30Agを含む).

(4) 空試料液の調製

水2mlを用い⑵と同様に操作し,空試料液とする.

(5) 測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件によって測定する.

光源：マグネシウム中空陰極ランプ

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム(アセチレン2.0~2.5L/分,空気14L/分)

測定波長：285.2nm

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき原子吸光度を測定し,波高から検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.両者の吸光度の差を求め,その値と検 

量線から試料液中のマグネシウム濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中の含量(%)を 

計算する.

マグネシウム含量

C :試料液中のマグネシウム濃度(Ag/ml)
二.：ン.ベ w :試料の採取量:.(g) ■: 乂■ん:/ン ；.；:ン,ン:/、.ンニ：バ :/ご 

塩化マグネシウム含量(％)=マグネシウム含量(%) X 8.365

酸化マグネシウム含量(％)=マグネシウム含量(%) X1.658

硫酸マグネシウム(結晶)含量(％)=マグネシウム含量(%) X10.14

硫酸マグネシウム(乾燥)含量(％)=マグネシウム含量(%)X7.176
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試薬

1. 塩酸：市販の有害金属用を用いる,

2. 過塩素酸：市販の有害金属用を用いる.

3. 硝酸：市販の有害金属用を用いる.

［注］:::::ノ
1) 試験に用いるガラス器具は,’すべて使用前に硝酸(i^3) r十分洗うか,又はこの硝酸に一 
夜つけておく.

2) 必要があれば,少量の水を加える.
3) 過塩素酸添加後の加熱が強すぎるとヤグ'ネシウムの損失があるので,■•静かに沸騰さ'せる.
4) 硝酸を加えずに加熱を続けると爆発することがあるので十分注意する.
5) クッキーのような脂肪含有食品では,この操作を2～3回必要とする.その他の食品では硝酸 

の追加はほとんど必要としない.
6) 使用する前に塩酸(1^2)で煮沸洗浄しておく.
7) 過塩素酸除去の操作は省略しても差し支えない.その場合,反応液中の硝酸を完全に除くた 

め,次の操作を行う.無色になった液を放冷した後,水約30mlを加えて熱し,過塩素酸の白 
煙が生じてから更に20-30分間加熱を続ける.

8) この液lmlは,マグネシウムlmgを含む.この濃度の標準液は市販されている.
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102 d-マンニトール
D 国 Mannitol

別名：D-マンニット

OH OHH H
HOH2C — C — C — C — 0 —CH20H

H H OH OH
CsH14O6 :182.17

1. 試験法の概要

食品中のD-マンニトールは,アセチル体とし,ガスクロマトグラフィ'-により定量する.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)1)

(I )検体の採取と試料の調製

① チューインガム

数枚を細片にし,混ぜ合わせて均一試料とす恙. /'

② あめ

任意に数個を採り,粉砕して均一試料とする.

(2) 試料溶液の調製

① チューインガム

試料約2gを精密に量り,100mlの三角フラスコに入れ,水a50m1を加え,一夜放置する. 

この液をろ過し,残留物に水25mlを加え,60°Cの水浴上で1時間加温した後,ガラス棒で不 

溶物を圧縮し,ろ過する.容器及びろ過器を水で洗浄し,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて 

正確に100mlとし,試料溶液®とする.

② あめ

試料約2gを精密に量り,水5〇〜70mlを加えて溶かし,必要があればろ過し,残留物を水 

で洗い,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて正確に100mlとし,試料溶液とする.

(3) 試料液の調製4)

試料溶液401111を正確に量り5»,濃縮器に入れ,内部標準液5mlを正確に量って加えた後,
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6(TCの水浴上で減圧濃縮を行い,水分を除く.次に6O'Cの水浴上で30-60分間減圧乾燥を行 

った後,無水ピリジン14ml及び無水酢酸7mlを加え,60~70°Cの水浴上で激しく振1)混ぜて 

残留物を溶かし,一夜放置する.水20mlを加えた後,水10mlを用いて分液漏斗に移し,エ 

チルエーテル50,30ml及び30mlで3回抽出する.全エチルエーテル層を合わせ,0.05mol/l 

硫酸20mlで2回及び水20mlで1回洗った後,エチルエーテル層に無水硫酸ナトリウムを加 

えて1時間放置する.この液をろ過し,残留物はエチルエーテル50mlで数回洗い,ろ液及び 

洗液を合わせてナス型フラスコに入れ,減圧濃縮してエチルエーテルを留去する.残留物にア 

セトンを加えて溶かして正確に10mlとし,試料液とする.

(4) 検量線用標準液の調製

D-マンニトールを60°Cで減圧乾燥した後,0.400gを正確に量り,水を加えて溶かして正確 

に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,D-マンニトール4mgを含む).標準液〇,2.5, 

5, 7.5ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,濃縮器に入れ,それぞれに内部標準液6> 5mlを正 

確に量って加え,以下,⑶試料液の調製と同様に操作して検量線用標準液とする(これらの液 

1mlは,それぞれD-マンニ ルとして〇,1,2, 3mg及び4mgを含む).

(5) 測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体にXE-60(3%)を含むアセトンを加え,アセトンを蒸発し,乾燥したもの. 

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ2m

カラム温度：150°Cから220°Cまで6°C/分の昇温を行う.

検出器温度：250°C

キャリヤーガス：窒素,40ml/分

② 検量線

検量線用標準液2//1ずつをそれぞれ量り,それぞれガスクロマトグラフに注入し,ピーク高 

さ比又はピーク面積比から検量線nを作成する.

'③.定量

測定液2//1を量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ比又はピーク面積比 

から検量線によって試料液中のD-マンニトール濃度(mg/ml)を求め,次式によって検体中 

のrrマンニトール含量(g/kg)を計算する. ：
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D-マンニトール含量(g/kg)二 沢
C :試料液中のD-マンニトール濃度(mg/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬.試液

1. アセトン：［残留農薬試験用］

2. キシリトール：市販品を用いる.

3. エチルエーテル：［残留農薬試験用］

4. 内部標準液：キシリトールを60°Cで減圧乾燥した後,0.400gを量り,蒸留水を加えて溶 

かして100mlとする.

5. :ピリジン：［特級］ : く、:: こゾ ：ペ：：

6. 無水ピリジン：ピリジンに水酸化ナトリウム結晶(ペレット状)を入れる.

7. く無水硫酸ナトリウムバ硫酸ナトリウム(無水)£特級］:

［注］
1) チューインガム,あめ以外の食品からD-マンニトールを分析,定量する場合には,44キシ 
...リ•トールの試験法を準用することができる.’ただし,,キシリトール」を「D-マンニトール」

とする.
2) 熱アルコールで抽出する方法があるが,ガムベース及び香料等の溶出によるGCの妨害ピー 

クを少なくするため,水で抽出する方法を採用した.この方法で良好な回収率が得られる.

3) ..CV値(％) 0.57で完全な溶出糖液が得られる....
4) トリメチルシリル化されたD-マンニトールとD-ソルビトールの誘導体はGCでは分離がうま 

くいかない.
5) D-マンニトールとして40mg以下になるようにする.必ずしも40mlにする必要はない.
6) あらかじめ検体にキシリトールが含まれていないことを確認する.キシリトールが含まれて 

いる場合は,エリスリトールが使用できる.
.7)直線性を示す. ン:.:,■.つ …へ：バ：…ヘ
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103リン酸及びその塩類,ピロリン酸塩類,
ポリリン酸塩類及びメタリン酸塩類

Phosphoric Acid and Its Salts, Pyrophosphates, 
Polyphosphates and Metaphosphates

リン酸及びその塩類

リン酸
Phosphoric Acid
H3PO4 : 98.00

リン酸三カリウム
Tripotassium Phosphate
別名：第三リン酸カリウム
K3PO4 • nH2O (n = 3,1 K 1又は 〇) 
(K3PO4 ： 212.27)

リン酸水素ニアンモニウム

Diammonium Hydrogen Phosphate
別名：.リン酸ニアンモニウム,

第ニリン酸アンモニウム
(NH4)2HPO4 :132.06

リン酸水素ニカリウム
Dipotassium Hydrogen Phosphate
別名：リン酸ニカリウム,

第ニリン酸カリウム
K2HPO4 :174.18

リン酸一水素カルシウ厶
Calcium Monohydrogen Phosphate
別名：第ニリン酸カルシウム,

リン酸水素カルシウム :
CaHPO4 • nH2〇 (n=2,1,1/2 又は 〇) 
(CaHPO4 •:130.06)

リン酸水素ニナトリウム(結晶)
Disodium Hydrogen Phosphate (crystal)
別名：リン酸ニナトリウム(結晶),

第ニリン酸ナトリウム(結晶)
Na2HPO4 - nH2O (n = 12,10, 8, 7, 5, 2 又は 〇)

コリンリン酸塩
Choline Phosphate
~H3C\ +
h3c-nch2ch2oh
h3cz

C5H1sNO5P : 201.16

H2PO4~

リン酸三カルシウム 
Tricalcium Phosphate 
別名：第三リン酸カルシウム 
Cas(PO4)2 : 310.18

リン酸二水素アンモニウム
Ammonium Dihydrogen Phosphate
別名：リン酸ーアンモニウム,

酸性リン酸アンモニウム
NH4H2PO4 :115.03

リン酸二水素カリウ厶
Potassium Dihydrogen Phosphate
別名：リン酸ーカリウム,

酸性リン酸カリウム
KH2PO4 :136.09

リン酸二水素カルシウム
Calcium Dihydrogen Phosphate
別名：第ーリン酸カルシウム,

酸性リン酸カルシウム
Ca(H2PO4)2 ■ nH2O (n=l又は 〇) 
(Ca(H2PO4)2 : 234.05)

リン酸水素ニナトリウム(無水)
Disodium Hydrogen Phosphate (anhydride)
別名：リン酸ニナトリ•ウム(無水),

第ニリン酸ナトリウム(無水)
Na2HPO4 :141.96
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リン酸二水素ナトリウム(結晶)
Sodium Dihydrogen Phosphate (crystal)
別名:リン酸ーナトリ•ウム■(結晶),

第ーリン酸ナトリウム(結晶)
NaH2PO4 • 2H2O :156.10

リン酸三ナトリウム(結晶)
Trisodium Phosphate (crystal)
別名：第三リン酸ナトリウム(結晶)
Na3PO4 •12H2〇 : 380.14

リン酸二水素ナトリウム(無水)
Sodium Dihydrogen Phosphate (anhydride) 
别名::: >)ン:酸ーナトリウム(無水), 
...。..ノ、:.第ーリン酸ナトリウム(無水) 
NaH2PO4 :119.98

リン酸三ナトリウム(無水)
Trisodium Phosphate (anhydride)
別名：第三リン酸ナトリウム(無水)
Na3PO4 :163.94

ピロリン酸塩類

ピロりン酸四カリウ厶
Potassium Pyrophosphate
规名：ピロリン酸カリウム
K4P2O7 : 330.34

ピロリン酸二水素ニナトリウム 
Disodium Dihydrogen Pyrophosphate 
別名：酸性ピロリン酸ナトリウム 
Na2H2P2O7 : 221.94

ピロリン酸第二鉄
Ferric Pyrophosphate
Fe4(P2〇7)3 : 745.22

ピロリン酸四ナトリウム(無水) 
Sodium Pyrophosphate (anhydride) 
別名：ピロリン酸ナトリウム(無水) 
Na4P2〇7 : 265.90

ピロリン酸二水素カルシウム 
Calcium Dihydrogen Pyrophosphate 
別名：酸性ピロリン酸カルシウム 
CaH2P2〇7 : 216.04

ピロリン酸第一鉄 ン.:.

Ferrous Pyrophosphate
Fe2P2〇7 : 285.64

ピロリン酸四ナトリウム(結晶) 
Sodium Pyrophosphate (crystal) 
別名：ピロリン酸ナトリウム(結晶) 
Na4P2O7'10H2O : 446.05

ポリリン酸塩類

ポリリン酸カリウム ポリリン酸ナトリウム
Potassium Polyphosphate Sodium Polyphosphate

メタリン酸塩類

メタリン酸カリウム
Potassium Metaphosphate

メタリン酸ナトリウ厶
Sodium Metaphosphate
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1. 試験法の概要

食品中のリン酸及びその塩類,ピロリン酸塩類,ポリリン酸塩類及びメタリン酸塩類は,加 

水分解後,モリブデン酸アンモニウムによる呈色物を比色により定量する.必要があれば分子 

量比を乗じてそれぞれのリン酸塩の量として求める.食品中には天然のリン酸,リン酸塩及び 

リン酸化合物が分布している.したがって,定量値は食品由来のリン酸塩と添加されたものと 

の合計値である.

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する•

(2) 試料溶液の調製

① 液状食品

試料約10gを精密に量り,トリクロロ酢酸溶液(1^10) 50mlを加えてよくかき混ぜ,液 

が澄明で着色していないか,又は着色していても薄い場合は,そのまま試料溶液とする.液が 

懸濁している場合は,ろ過し,容器及び残留物はトリクロ ロ酢酸溶液(1-M0) 40mlで洗う. 

ろ液及び洗液を合わせ,試料溶液とする.液の着色が著しい場合は,0.1~0.5gをカロ 

えてよくかき混ぜ,ろ過し,容器及び残留物はトリクロロ酢酸溶液(110)40mlで洗う. 

ろ液及び洗液を合わせ,試料溶液とする.

② 固体食品2>

試料約10gを精密に量り,トリクロロ酢酸溶液(1410) 50mlを加えてホモジナイズする. 

液が澄明で着色していないか,又は着色していても薄い場合はろ過し,容器及び残留物はトリ 

クロロ酢酸溶液(11〇) 40mlで洗う.ろ液及び洗液を合わせ,試料溶液とする.液の着色 

が著しい場合は,活性0.1~0.5gを加えてよくかき混ぜ,ろ過し,容器及び残留物はトリ 

クロロ酢酸溶液(1^10) 40mlで洗う.ろ液及び洗液を合わせ,試料溶液とする.

(3) 試料液の調製

試料溶液にアンモニア水を加えてpH9.3に調整し,あらかじめ用意したイオン交換カラム 

に注入し,流速1ml/分(以下同じ)で通過させた後,アンモニア緩衝液100ml,次いで6mol/l 

塩酸100mlを通過させる®. 6mol/l塩酸流出液を集め,この5mlを50ml比色管に採り,水 

5ml, 2mol/l硫酸5ml及びモリブデン酸アンモニウム溶液5mlを加えて混和し,水浴中20分 

間加熱後,直ちに混合試薬4mlを加え,20分間室温に放置後水で30mlとし,試料液とする.
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(4) 検量線用標準液の調製

110°Cで乾燥したリン酸二水素カリウム2.195gを正確に量り,水に溶かして正確に1,000ml 

とする.この液10mlを採り,水を加えて正確に1,000m1とし,標準液とする(この液lml 

は,リンとして5Agを含む).標準液1,2, 4, 6ml及び10mlをそれぞれ正確に比色管に採 

り,それぞれに水を加えて正確に10mlとし,2mol/l硫酸5ml及びモリブデン酸アンモニウム 

溶液5mlを加えて混和し,水浴中20分間加熱後,直ちに混合試薬4mlを加え,20分間室温に 

放置後水を加えて30mlとし,検量線用標準液とする(これらの液中には,それぞれリンとし 

て 5,10, 20, 30//g及び50Ag を含む).

(5) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長880nm,液層1cmで測定する.

② 検董線

検量線用標準液につき吸光度を測定し,検量線を作成する.

¢3) 定量 ■:… : / ■厂,: ■■へ： ■

試料液につき吸光度を測定し,得られた吸光度と検量線によりリン濃度を求め,次式によっ 

て試料中のリン含量(g/kg)を計算する'

リン含量(g/kg)二CX 5 (が)-X 士 X !ふ〇 = 5〇 旧 w

C :試料液中のリン含量(Ag)

W :試料の採取量(g)

リン酸含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X3.164

コリンリン酸塩含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 6.495

リン酸三カルシウム含量(g/kg) ～リン含量(g/kg) X 6.854

リン酸水素ニアンモニウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 4.264 

リン酸二水素アンモニウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 3.714 

リン酸水素ニカリウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X4.458 

リン酸二水素カリウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 4.394 

リン酸水素ニナトリウム(無水)含量(g/kg)=リン含量(g/kg)X4.584 

リン酸二水素ナトリウム(結晶)含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 5.037 

リン酸二水素ナトリウム(無水)含量(g/kg)ニリン含量(g/kg) X3.874

Uン酸三ナトリウム•(結晶)含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X12.274 

リン酸三ナトリウム(無水)含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X5.294
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ピロリン酸四カリウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X10.665

ピロリン酸二水素カルシウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 6.975

ピロリン酸二水素ニナトリウム含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X7.165

ピロリン酸第一鉄含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 9.222

ピロリン酸第二鉄含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X24.06

ピロリン酸四ナトリウム(結晶)含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X14.401

ピロリン酸四ナトリウム(無水)含量(g/kg)=リン含量(g/kg) X 8.585

試薬•試液

i■塩化アンモニウム：［特級］

2. 0.01mol/l塩化アンモニウム溶液：塩化アンモニウム535mgに水を加えて溶かし,

1,000mlとする.

3. アンモニア緩衝液：O.Olmol/1アンモニア溶液と0.01ml/l塩化アンモニウム溶液とを混 

合してpH9.3に調整する.

4. イオン交換カラム：陰イオン交換樹脂40gを湿式法でカラム(内径1.2cm,長さ60cm) 

に詰める.

5. 陰イオン交換樹脂：市販のリン酸測定用を用いる.

6. 塩化カリウム：［特級］

7. 塩化カリウム.アンモニア緩衝液：塩化カリウム15gにアンモニア緩衝液を加えて

1,000mlとする.

8. L-アスコルビン酸：［特級］

9. アスコルビン酸溶液：L-アスコルビン醆10gを水に溶かして100mlとする.

10. 酒石酸アンチモニルカリウム：［特級］

11. 酒石酸アンチモニルカリウム溶液：酒石酸アンチモニルカリウム267mgを水に溶かして 

100mlとする.

12. 混合試薬：アスコルビン酸溶液と酒石酸アンチモニルカリウム溶液の等量混合液

13. トリクロロ酢酸：［特級］

14. モリブデン酸アンモニウム：［特級］

15. モリブデン酸アンモニウム溶液：モリブデン酸アンモニウム5gを水に溶かして100ml

とする.

［注］

1)着色物が多量に存在する試料については,リン酸イオンの樹脂からの流出を妨害することが 
あるのであらかじめ活性炭で脱色する.
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2) 生鮮野菜の化粧にリン酸塩を使ったか否かの判定のためには,ホモジナイズせずに抽出する.
3) リン酸塩,ピロリン酸塩,ポリリン酸塩,メタリン酸塩を分離して定量する必'要がある場合 

は以下のように操作する.リン酸塩は,アンモニア緩衝液iOOmlでカラムを洗浄後,更に塩化 
カリウム.アンモニア緩衝液200mlを通過させ,この流出液を集め,その10mlを50mlの比色 
管に採り,2mol/l硫酸5mlを加えて以下同様に操作する.ピロリン酸塩は,アンモニア緩衝液 
100mlで洗浄後,塩化カリウム•アンモニア緩衝液200m1を通過させて洗浄し,更に塩化カリ 

ウム•アンモニア緩衝液200mlを連続して通過させる.最後の流出液200m1を集め,その 
10mlを50mlの比色管に採り,2mol/l硫酸5mlを加えて以下同様に操作する.ポリリン酸塩, 
メタリン酸塩は,カラムにアンモニア緩衝液100ml,塩化カリウム■アンモニア緩衝液400ml 
の順で通過させて浼浄し,更に6mol/l塩酸100m1を通過させる.6mol/l塩酸流出液を集め, 
その5mlを50ml比色管に採り,水5ml,2mol/l硫酸5mlを加えて同様に操作する.

4) 本法による定量限界は,リンとして10只g/g試料である.
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104コウジ酸
Kojic Acid

〇

C6Hi0O4

1. 試験法の概要
食品中のコウジ酸1>は,酸性下ジェチルェ'-テルで抽出し,液体クロマトグラフイーにより

定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

① 液状食品

試料約2gを精密に量り,9mol/l硫酸0.7ml,セライト5ga及び無水硫酸ナトリウム5g2)を 

加えた後,ジェチルェーテル100ml3)を加え,20分間振とうする.

遠心分離(5分間,3,000回転/分)した後,ジェチルェーテル層を分取し,水層にジェチル 

ェーテル100m1ずつを加え,同様の操作を更に3回4>繰り返す.全ジェチルェーテル層を舍わ 

せ,減圧下濃縮乾固する.残留物に水10mlを加えて溶かし,試料液とする.

② 固体食品

試料約10gを精密に量り,水30mlを加えてホモジナイズした後,内容物を水を用いて50ml 

のメスフラスコに移し入れる.

水を用いて定容した後,遠心分離(5分間,3,000回転/分)を行う.上清液5mlを正確に採 

り,9mol/l硫酸0.7ml,セライト5g2)及び無水硫酸ナトリウム5g2)を加えた後,ジェチルェ 

ーテル100ml3)を加え,20分間振とうする.

遠心分離(5分間,3,000回転/分)した後,ジェチルェーテル層を分取し,水層にジェチル 

ェーテル100mlずつを加え,同様の操作を更に3回45繰り返す.全ジェチルェーテル層を合わ 

せ,減圧下濃縮乾固する.残留物に水5mlを加えて溶かし,試料液55とする.



104コウジ酸 347

(3 )検量線用標準液の調製

コウジ酸0.10Ogを正確に量り,水を加えて溶かして100mlとする.この液10mlを正確に量 

り,水を加えて正確に100mlとし,標準溶液とする(この液1mlは,コウジ酸100Agを含 

む).標準溶液1,5,10, 20ml及び50mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に 

100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれコウジ酸1,5,10, 20卵 

及び50Agを含む).

(4)測定法

①測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用ぃ,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管6> :ステンレススチール製,内径4.6~6.0mm,長さ150~250mm

移動相® : 0.05mol/l過塩素酸

流速：1.0/分

測定波長：270nm

'②検量線

検量線用標準液それぞれ20^1ずつを正確に量り,液体クロマドグラフに注入し,得られた 

ピーク高さ又はピーク面積から検量線を作成する.

③定量7) : ■■ ■ ■ . .. ■

試料液20Alを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク 

面積と検量線によって試料液中のコウジ酸濃度(Ag/ml)を求め,次式に:よって試料中のコウ 

ジ酸含量(g/kg)を計算する.

［液状食品］

コゥジ酸含量(g/kg),品

［固体食品］

コウジ酸含量(g/kg) exyxT
1,000 xw

C :試料液中のコウジ酸濃度(Ag/ml)

V :試料液の量(ml)

W :試料の採取量(g)

T:希釈倍率
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試薬•試液

1. コウジ酸：［特級］

2. 無水硫酸ナトリウム：［特級］

3. 9mol/l硫酸：硫酸(96.0 %,特級)5.0mlを水10mlに注意しながら加え,冷後,水を加 

えて20mlとする.

4. セライト8)

5. 0.05mol/l過塩素酸：過塩素酸(60 %,特級)5.5mlに水を加えて1,000mlとする.

［注］

1)コウジは,古くからみそ,しょう油,日本酒などの醸造に用いられている.このコウジの中 

から分離同定されたピロン系化合物の一種がコウジ酸であり,現在,食品には抽脂類の酸化K 
止,めん類の変質防土,甲殻類の黒変防止,畜肉の退色防止,野菜類の鮮度保持,米飯の日持 
ち向上や魚卵の退色防止などに用いられている.

• 2)\抽出助剤として加えている.
3) J酢酸ェチルを用いた方がコウジ酸は効率的に抽出されるが,••'分析妨'害物質も同時に多量に抽 

出され,分析が困難となる.そこでコウジ酸の抽出効率は低いが,同時に抽出される分析妨害 
物質の少ないジェチルェーテルを用いている.

4) 第1回目の抽出で添加したコウジ酸の50-60 %,第2回目に20%前後,第3回目に10%前 
後,第4回目に数％抽出回収され,第5回目の抽出液にはコウジ酸は認められない

5) たらこや蒲鉢などタンパク質が多く含まれる食品や,米飯やうどんなどデンプンが多く含ま 
れる食品で,本法による抽出が困難な場合,次のように抽出するとよい.

試料を乳鉢でよくすりつぶした後,その約lgを精密に量り,水5ml, 9mol/l硫酸0.7ml,セ 
ライト5g,無水硫酸ナトリウム5g,ジェチルェーテル100mlを加え,ホモジナイズ抽出を行 
う.遠心分離(5分間,3,000回転/分)した後,ジェチルェーテル層を分取し,水層にジェチ 
ルェーテル100mlずつを加え,同様の搡作を更に3回繰り返す.全ジェチルェーテル層を合わ 

■せ,減圧下濃縮乾固する.残留物に水5mlを加えて溶かし,試料液とする.
6) カラムには,YMC-PackODS AM - 312,TSK-gel ODS 80Ts, Mightysil RP-18 などが使用で 

きる.移動相としては,0.051nol/1過塩素酸のほかに1%プロピオン酸,0.1mol/lクェン酸,
0.1mol/lリン酸二水素ナトリウム(pH3.0)• メタノール混液(99:1)などが使用できる.

7) 本法による定量限界は,0.005g/kgである.
8) セライト545 (和光純薬)などが使用できる.
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105ステビア抽出物,a-グルコシルトランス 
フェラーゼ処理ステビア及びフルクトシル 
トランスフェラーゼ処理ステビア
Stevia Extract, a-Glucosyl Transferase~treated Stevia and 

Fructosyl Transferase-treated Stevia

1. 試験法の概要

食品中のステビア抽出物,a-グルコシルトランスフェラ～ゼ処理ステビア及びフルクトシ 

ルトランスフェラーゼ処理ステビアは,抽出後,クリーンアップ用カートリッジカラムを用い 

て精製し,薄層クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試 験 法(薄層クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料を細切又はすりつぶした後,その約2.5gを量り,水10mlを加え,10分間振とう後, 

遠心分離(10分間,3,000回転/分)し,上澄液を25mlのメスフラスコに入れる.残留物に水 

10mlを加え,同様の操作を繰り返す.上澄液を先の上澄液と合わせ,水を加えて正確に25ml 

とする.この液5mlを正確に量り,あらかじめアセトニトリル3ml及び水3mlで洗浄したク 

リーンアップ用カートリッジカラム11に静かに注入し,l~2ml/分の速度で流出させる.流出 

液は捨て,カラムは20 %アセトニトリル水溶液3mlを流して洗浄した後,40 %アセトニトリ 

ル水溶液2.5ml及び70 %アセトニトリル水溶液2.5mlで溶出する.メンブランフィルター 

(O.45Am)を用いてろ過し,試料液とする.

(3 )測定法

①測定条件

次の条件によって測定する.

薄層板：シリカゲルプレ-^2)

展開溶媒：クロロホルム•メタノール•水混液(65 : 35 :10)(下層)

検出：5%硫酸を噴霧後,加熱
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②定性

試料液を薄層板にスポットする.得られた試料液のスポットとステビア抽出物あるいは酵素 

処理ステビアのスポットが一致するかどうか確認する.

試薬•試液

1. クロロホルム：［特級］

2. メタノール：［特級］

［注］

1) クリーンアップ用カートリッジカラムはBond Elut Jr® C18 (Varian社製)等が使用でき 
る.ステビア抽出物及び酵素処理ステビアは20%アセトニトリル水溶液3mlではまったく溶 
出されないが,40%アセトニトリル水溶液で酵素処理ステビアが,70%アセトニトリル水溶液 
でステビア抽出物がほぼ100%溶出する.

2) 薄層板：ANALTECH社製UNIPLATE ™ SILICA GEL GF等が用いられる.
薄層クロマトグラフの一•列を図に示す. ン ノ

馬
〇 0.22 0.28 0.5 1.0

薄層极：ANALTECH 社製,UNIPLATE™ SILICA GEL GF 
展開相：クロロホルム• メタノール•水(65 : 35 :10)(下層) 
検出：5 %硫酸を噴霧後,加熱

ステビオシ卞 黍

レバウディオシK A 番

ステビア抽出物 • • 1 1 1參1 參

酵素翅理ステビア • • H •

(グルコース型)

清遠飲料水 • •

ピクルス ハ 1 • 〇 ■ ： 0 •

クラッカー 1 〇 •

注図105-!ステビアの薄層クロマトグラフ
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106 ノルジヒドログアヤレチック酸
Nordihydroguaiaretic Acid

ch3 ch3
HCH^^CH2-CH-ch -CH2 -^y~OH

HO OH

1. 試験法の概要

食品中のノルジヒドログアヤレチック酸は,アセトニトリル.2-プロパノール.エタノール 

混液(2 ：1：1)で抽出する.抽出溶液は一20～ — 5°Cに冷却し,油脂分と分離した後,液体ク 

ロマトグラフィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)1)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

① 植物性油脂食品

試料約5gを精密に量り,混合溶媒50mlを加えてよく振り混ぜた後,一20～ — 5'Cの冷凍庫 

で1時間以上冷却する.冷却後,上層を分取する.下層は混合溶媒50mlを加え,同様に操作 

する.上清液を合わせ,減圧濃縮してl~2mlとした後,混合溶媒を加えて正確に5mlとす 

る.これを0.45Amのメンブランフィルターでろ過し,ろ液を試料液とする.

② 動物性油脂食品

試料を40°Cで加温融解した後,約5gを精密に量り,混合溶媒50mlを加えて一20~-5tの 

冷凍庫で1時間以上冷却して,すばやくろ紙でろ過する.残渣はあらかじめ冷•蔵庫で冷却した 

混合溶媒15mlで洗い,ろ過する.ろ液は合わせた後,減圧濃縮して1～2mlとし,混合溶媒 

を力!］えて正確に5irdとする.これを0.45パmのメンブランフィルターでろ過し,ろ液を試料液 

とする.

③ 固体食品

粉砕あるいは細切した試料約5gを精密に量り,ボモジナイザー用カップに採る.これに無 

水硫酸ナトリウム10g及び混合溶媒50mlを加え,10分間ホモジナイズする.-20~-5°Cの冷
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凍庫でI時間以上冷却した後,すばやくろ紙でろ過する.残渣はあらかじめ冷蔵庫で冷却した 

混合溶媒15mlで洗い洗液をろ過する.ろ液は合わせ,減圧濃縮してl~2mlとした後,混合 

溶媒を加えて正確に5mlとする.これを0.45Amのメンブランフィルターでろ過し,ろ液を試 

料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

ノルジヒドログアヤレチック酸〇 .lOOgを正確に量り,メタノールを加えて溶かし正確に 

100mlとする.この液10mlを正確に採り,メタノールを加えて正確に_100mlとしたものを標 

準溶液とする(この液1mlはノルジヒドログアヤレチック酸100Agを含む).

標準溶液〇,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り混合液を加えてそれぞれ正確に 

5mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれノルジヒドログアヤレチック 

酸 〇,20, 40, 60, 80Ag 及び100Ag を含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル2>

カラム管：内径4.6-6.0mm,長さ150～250mm

移動相3>： A液 アセトニトリル•メタノール混液(1'1)

B液5%酢酸溶液

A液• B液混液(7:3)

流速：1.0ml/分

測定波長：280nm
② ：検量線： ： ： ：:：：■ > / ; :::

検量線用標準液10/Hを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積か

ら検量線を作成する.

/③ 定量4) - ■ く ： ： ： /• ? ' ： .二::::ン

試料液10Alを正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のノルジヒドログアヤレチック酸含量(g/kg)を算出する.

ノルジヒドログアヤレチック酸含量(g/kg) = Wx^000

C :試料液中のノルジヒドログアヤレチック酸濃度(^g/ml)

W ：試料の採取量(g)

V :試料液の量(ml)
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試薬•試液

1. 無水硫酸ナトリウム：［特級］

2. メタノール：［特級］及び［液体クロマトグラフ用］

3. アセトニトリル：［液体クロマトグラフ用］

4. 酢酸：［特級］

5. 2-プロパノール：［特級］■

6. ェタノール：［特級］

7. 混合溶媒："アセトニトリル2-プロパノール•エタノール混液(2 ：1：1)

［注］
1) 本法は植物油,バター,魚介乾製品,■■魚介冷凍品等に使用できる. ’

2) 市販の充てんカラムとして Wakosil II-5C18HG, Inertsil ODS-2, TSKgel, ODS-120T 及 
びNOVA-PAK C18いずれも内径4〜6mm,長さ15〇〜250mm等が使用できる.

3) グラジェント装置付液体クロマトグラフの場合は,次の条件によりノルジヒドログアヤレチ 
ック酸,ジブチルヒドロキシトルエン,ブチルヒドロキシアニソール及び没食子酸プロピルを 

同時に測定できる.
移動相：A液 アセトニトリル■メタノール混液(1：1)

B液5 %酢酸溶液
移動相A液の割合を15分間で40-90 %まで変化させ,以後90 %の割合で30分間保持する.

4) ノルジヒドログアヤレチック酸は油脂,バターにそれぞれO.lg/kg以下の基準値で許可され 

ているが,食用油脂及びバターにそれぞれノルジヒドログアヤレチック酸をO.lg/kg添加し, 
本法に従ったときの回収率は93 %以上である.煮干し,冷凍ェビにO.lg/kg添加したときの回 
収率は70 %以上である.
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107ナリンジン及びヘスペリジン
Naringin and Hesperidin

ナリンゲニンR : H 
ナリ ンジン R : neohesperidose

ヘスペリジン

OH

ペスペレチン R : H
ヘスペリジン R : rutinose
ネオヘスペリジンR - neohesperidose

1. 試験法の概要

食品中のナリンジン及びヘスペリジンは,希釈叉は固相抽出法により精製し,液体クロマト 

グラフィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)

(I)検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製1)

① かんきつ類

試料2~4gを精密に量り,50%エタノール約50mlを加え,超音波で2分間抽出する.50 

%エタノールで約80mliこして,ときどき振とうしながら20分間超音波抽出した後,50%エ 

タノ ールで正確に100mlとする.上清を〇 ,45/zmのメンブランフィルターでろ過し,試料液と 

する.

② 液状食品

試料約lgを精密に量り,メタノールを加えて2mlとし,遠心して上清を〇 ,45/zmのメンブ 

ランフィルターでろ過し,試料液とする.

③ 固形食品(固相抽出法)2

試料卜5gを精密に量り,10倍量の水を加えて3>加温溶解する.チューインガムなど溶けな
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いものは,加温下で超音波抽出する.油状物質がある場合は添加した水と同量のヘキサンで洗 

浄する.固相カートリッジをメタノール10ml,続いて水10mlでコンディショニングし,試料 

抽出液を負荷する.カートリッジを水5mlで水洗した後,メタノール10mlで溶出する.溶出 

液を濃縮し,濃縮物に移動相A液を加え溶解し正確に2mlとし,これをO^mのメンブラ 

ンフィルターでろ過し,試料液とする4\

(3) 検量線用標準液の作成

ナリンジン及びヘスペリジン0.010gを正確に量り,メタノールを加えて溶かし正確に20ml 

とし,標準原液とする.それぞれの標準原液10mlを正確に採り,メタノールを加えて正確に 

50mlとし,標準溶液とする(この液lmlはナリンジン及びへスペリジン1OO/zgを含む).

標準溶液〇,1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,移動相A液を加えてそれぞれ 

正確に10.0mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれナリンジン及びへ 

スペリジン〇,10,20, 30, 40Ag及び50Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル5)

カラム管：内径4.6mm,長さ150mm

カラム温度：40'C

移動相：A液 10mmol/lTFA含有アセトニトリル•水混液(20 : 80)

B液 10mmol/l TFA含有アセトニトリル•水混液(40 : 60)

リニアグラジェントの条件(測定後A液で10分洗浄)

A (%) :〇 分100,10 分100,20 分 〇,30 分 〇

B (%) :〇分 〇,10 分 〇,20 分100, 30 分100

流速：1.0ml/分

測定波長：285nm

② 検量線

検量線甩標準液20Alを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク面積からナりン 

ジン及びヘスペりジンの検量線を作成する.

③ 定量 .ン■ン:：/:二.ノ…ノンマ

試料液20//1を正確に量り,液体クロマhグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

より試料液中のナリンジン及びヘスペリジンの濃度(/zg/ml).を求め,次式によって検体中の 

ナリンジン及びヘスペリジン含量C (g/kg)を計算する®.
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AXV
WX 1,000

A :試料液中のナリンジン及びヘスペリジン濃度(/zg/ml) 

W :試料の採取量(g)

V :試料液の全量(ml) ノ . . ノ . . : . . .. ■.人

試薬•試液等

1. エタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

2. メタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

3. n-ヘキサン：［高速液体クロマトグラフ用］

4. トブタノール：［高速液体クロマトグラフ用］

5. 固相カートリッジ：CIS

6. TFA :トリフルオロ酢酸［特級］

7.10mmol/l TFA含有アセトニトリル：アセトニトリル1LにTFA 770^1を添加し,メン

ブランフィルター(0.45/zm)でろ過する(用時調製).

［注］
1)本法は果実類,清涼飲料水,キャンデー,ゼリーに適用できる.また,本法によりナリンジ 

ン及びヘスペリジンのほか,ネオヘスペリジン,ナリンゲニン,ヘスペレチンも測定できる. 
クロマトグラムを図に示した.

〇 5 10 15 20 (分)

注図107-1ナリンジン,ヘスペリジン類の液俸クロマトグラム

2) H相抽出法による精製はメーカーやロットにより,溶出条件が異なるため,あらか•じめ溶出
:量をチェックしておく必要がある. ■

3) ゼリーは目詰まりを起こしやすいため,100倍量の水に溶解するとよい.：
4) '固相抽出法のほか,トブタノールによる抽出法でも精製できる.試料抽出液を同量の1-ブタ 

ノールで2回抽出する.抽出液を合わせ,減圧下に溶媒を留去し,濃縮物にメタノール2mlを
.加え,溶解して試料液とする.
5) 市販の充てんカラムとして Inertsil ODS-2,Wakosil II-5C18HG, TSKgel ODS-120T 及び 

NOVA-PAK C1Sいずれも内径4~6mm,長さ150~250mm等が使用できる.
6) 本法による定量限界は,0.010g/kgである.
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108 ミックストコフェロール
Mixed Tocopherols

別名：ミックスビタミンE

1. 試験法の概要
食品中のミックストコフェロールは,主成分であるd~a～トコフェロー'ル,d~/3~～トコフェ 

ロール,d-y-トコフェロール及びd-d-トコフヱロールを液体クロマトグラフィーにより定量 

する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)15

(I )検体の採取と試料の調製

(2 )試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

(4) 測定法

上記の(1)～⑷については,12 dl-a- bコフェロール及びrf-a-トコフヱロールの試験法を準 

用する..ただし,-トコフェロール及びd~a～トコフヱロール」は,「rf-a -トコフェロー 

ル,d_/3-トコフェロール,d-y-トコフェロール及びd_卷-トコフェロール」とする.

［注］\ :

1)本法は,d~orトコフェロール及びdl-a-Yコフェロールとの分離定量はできない.
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109タール色素

アゾルビン
Azorubine

別名:カルモイシン(Carmoisine)

C20Hi2N2Na2O7S2 : 502.44 
(C.1.14720)

キノリンイエロー

Quinolline Yellow

CI8H5NNa2OsS2 : 477.38 
(主色素廣分として) 

(C.I.47005)

オレンジRN
Orange RN

別名：クロセインオレンジ(Crocein Orange)

CI6HnN2NaO4S : 350.33 
(C.1.15970)

パテントブルーV
Patent Blue V

n(c2hs)2

n(c2h5)2

C27H31N2NaO7S2 : 582.67

又は C27H3IN2〇7S2yCa : 579.72 

(C.1.42051)

HO

NaO3S-
NaO3S

SO3Na

C20HI2N2Na3〇7S2-：
(C.1.16045)

ファストレッドE
Fast Red E

ブりリアントブラックBN 
Brilliant Black BN 

別名：ブラックPN (Black PN)

HO NH.C0.CH3f Vn=n

SO3Na
502.44

ポンソ～6R
Ponceau 6R

N:Nデ^^
NaO3sAj<^

SO3Na
C28H17N5Na4O14S4 : 867.69 

(C.1.28440)

C20HI0N2Na4O13S4 : 706.53 
(C.1.16290)
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1. 試験法の概要
食品中のタール色素は,薄層クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

(2) 検液の調製

(3) 試料液の調製

(4) 標準液の調製

(5 )測定法

上記の⑴〜⑸については,食品添加物分析法各条,第9章,28食用赤色2号及びそのアル 

ミニウムレーキを準用する.た■だし,「食用赤色2号」を,それぞれ:「アゾルビン」,：「オレン 

ジRN」,「キノ.リンイエロ ー」,•「パテントブルー V」,「ファストレッドE」,「ブリリアントブ 

ラックBNJ, 「ポンソー 6R」とする.
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110サイクラミン酸
Cyclamic Acid

く >-nh-so3h

C5HI3NO3S :179.24

1. 試験法の概要
食品中のサイクラミン酸1»は,水で抽出した後,強酸性溶液中で塩素と反応させ,N,N」ジ 

クロロシクロヘキシルアミンに変換し,液体クロマトグラフイーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.■ へ 人 ：:: ： て

(2) 試料液の調製

① 液体試料

試料約10gを精密に量り,水を加えて正確に100mlとし,抽出液とする.

② 半固形及び固形試料

試料約10gを精密に量り,水30~40mlを加えて沸騰水浴上で15分間加温する.冷却し, 

水を加えて正確に100mlとした後,遠心分離して上澄液を分取し,抽出液とする.なお,上 

澄液に浮遊物がある場合は,ろ紙でろ過する.

③ 反応操作2)

抽出液10mlを正確に採り,これに硫酸溶液2ml及びヘキサン5mlを加えた後®,次亜塩 

素酸ナトリウム試液lmlを加えて1分間激しく振とうする.水層を除去した後,ヘキサン層 

に5 %炭酸水素ナトリウム溶液25mlを加えて1分間振とうする45.水層を除去した後,ヘキ 

サン層を分取し,試料液とする3’®. '

(3) 検量線用標準液の調製

サイクラミン酸ナトリウム(シクロヘキシルアミドスルホン酸ナトリウム)112.3mgを正確 

に量り,水を加えて溶かし正確に］00mlとする.この液10mlを量り,水を加えて溶かし,正
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確に100mlとし,標準液とする(この液1mlは,サイクラミン酸1〇〇/zgを含む).標準液〇,

1,2,10, 20ml及び50mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に100mlとし, 

検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれサイクラミン酸〇,1,2,10, 20/zg及 

び50Agを含む).

(4 )測定法

① 測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：內径4.〇〜6.0mm,長さ15〇〜250mm

カラム温度：40°C

移動相7):アセトニトリル•水混液(70 : 30)

流速：1.0ml/分

測定波長® : 314nm

注入量：10/J

② 検量線

検量線用標準液それぞれ10mlを反応操作の項に従って操作した後,それぞれ10/zlずつを 

正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク面積からサイクラミン酸の検量線を作成す 

る.

③ :.定量■ ,ンへ：： ：ン

試料液10#1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積と検量線に 

よって試料液中のサイクラミン酸濃度(/Zg/ml)を求め,次式によって試料中のサイクラミン 

酸含量C Qzg/g)を計算する9)～气

、 AX100
C Wg) = w

A :試料液中のサイクラミン酸濃度Ug/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬.試液

1. アセトニトリル：［残留農薬試験用］

2. 炭酸水素ナトリウム：［特級］ :

3. 5 %炭酸水素ナトリウム溶液：炭酸水素ナトリウム5.0gを水に溶かして100mlとする.

4. 硫酸:［特級］

5. 硫酸溶液：硫酸10mlを水10mlに注意しながら加える.
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6. 次亜塩素酸ナトリウム溶液：［化学用,有効塩素5.0%以上］

7. 次亜塩素酸ナトリウム試液：次亜塩素酸ナトリウム溶液を水で2倍に希釈したものを用

いる.

［注］
1) サイクラミン酸のナトリウム塩及びカルシウム塩は,わが国では1956年がら:甘味料と:して用 

いられてきたが,米国でラットに膀胱ガンを発生させる疑いがあるとのデータが公表されたこ

'とから,1969年にわが国での使用が禁止され,以来現在も使用は認められてい'なVvが,ヽ中国,' 

台湾及びヨーロッが諸国などで認められている：
2) ••••サイクラミン酸をジクロロシクロヘキシルアミンに蚕換する反応操作であ.る•反応機
■構は,■以下のとおりである. 、..へぐ.：. ノ .ゾ：.：..： .へ:バ..

ン：' ■ ノ 〆： ■バ >- NHSO3H+2C12+H2〇 ——- く 卜 NC12 + 2HC直+ H2SO4 :' :

ノ ■.ぐ/ ::バ■サイクラミン酸 . ..■ N,N-ジクロロシクロヘキシルアミン ::二..:.：■:■:

3) 生成ずるN, ジクロロシクロヘキシルアミンは,’■揮発性があるため/'反応前にあら•か•じ• 
め,77-ヘキサンを加えておき,反応と同時に反応生成物をヘキサンに吸収させる.てツ

4) 過剰の塩素を除去するための搡作である. : ぐ:L
5) :2V,7V-ジクロロシクロヘキシルアミンほ,揮発性があるのでヘキサン抽出後は,：直ちに定量

を行う方がよい.•したがって保存する場合は/密封して冷蔵する.

6) 八キサン層を直接,液体クロマトグラフに注入する.20検俸の試料を連続して注入しても保
ン持時間の変動は,..ほとんど認められない.：：：：....ノ 乂, . . :.
7) 移動相としてメタノール•水(80:20)混液も使用できる.
8) ジクロロシクロヘキシルアミンは,210nm付近に極めて強い吸収を有しているため, 

検出波長を210nmに設定して検討したところ,ベースラインの変動が大きく,また爽雑ピーク
バの数が多い.一方,314nmに設定した場合には,検出器の感度を上げてもベースラすンは安定 

しており,また夾雑ピークも極めて少ない.したがって,210nmで測定した場合と314nmで更 
に検出器の感度を上げて測定した場合とを比較しても,両者の定量限界はほとんど同じである 

ことから,検出波長は夾雑ピークのより少ない314nmとする.
9) サイクラミン酸を本法で処理した際のクロマトグラムの例を注図110-1に示す.

10) 本法によるサイクラミン酸の回収率を注表110Hに示す.
11) 本法の定量踉界は,試料中濃度として10/zg/gである. ：::：

注表！ 10-1各種食品からのサイクラミン酸の
回収率

韻料
添カロ量
(ZZg/g)

回収率
(平均士 SD).

りんごジュ～～ス 500 94.0±3.1
ケチャップ 500 92.9±3.2

しば漬け 500 .95.8 + 2.4

たくあん漬け 500 90.8 ±4.6

しょう油 500 88.5 士 3.1
ソフトさきいか 500 90.8±3.9
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(標準品)

⑵：ケチャップ(サイクラミン酸無添加)

°r ____________ _______
5- f—

10 -
15し

§

(3):ケチャップ(サイクラミン酸添力n)

く測定条件>
カラム：YMC~Pack ODS AM^3i2

(5パm,内径 6.0mm,長さ150mm) 
移動相：アセトニトリル| ‘水混液(7 :3) 
流速：1.0ml/分

.…検出波長：314nm
カラム温度：〇で
往入量：10/J

°r し_________ :
1 〇 -'二

15L / ■ ■ ■.ヘム.

分 .
注図H0-Iサイクラミン酸を添加したi式料からの 

抽出物のクロマトグラム
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111ズルチン
Dulcin

C2H5CH^2^NHCONH2

C9H12N2O2 :180.20

1. 試験法の概要

食品中のズルチンは,薄層クロマトグラフィーにより定性する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

① 液状試料

試料約20mlを分液漏斗に採り,水30mlを加える.ただし,炭酸又はアルコールを含む試 

料は水浴で加熱し炭酸又はアルコールを除き,冷後分液漏斗に移し,水を加えて約50mlとす 

る.これを10%塩酸を用いて酸性とし,酢酸エチル50mlで2回抽出する.抽出液を合わせ, 

飽和塩化ナトリウム溶液5mlずつで4回洗った後,無水硫酸ナトリウムを加えて脱水し溶媒 

を留去する.得られた残留物に0.5g無水硫酸ナトリウム及び酢酸エチル20mlを加えて振り混 

ぜる.ここに得られた酢酸エチル溶液をあらかじめ酢酸エチルを用いて湿式法により調製した 

カラム(IX 5cm上部に無水硫酸ナトリウムlcm積層する)にのせて流出させ試験溶液とす 

る.

② 半流動状又は固体試料

試料約20gを採り,よくすりつぶした後,水30mlを加えて分液漏斗に移し,10 %塩酸を用 

いて酸性とし,以下,液状試料と同様に操作する.

③ 油脂を含む試料

試料約20gを分液漏斗に入れ,n-ヘキサン50ml及び1%水酸化ナトリウムを用いて微アル 

カリ性にした水100mlを加えて振り混ぜ,静置して下層を別の分液漏斗に移し,10%塩酸を 

用いて酸性とし,以下,液状試料と同様に操作する.
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(3)定性法

シリカゲル薄層板に各標準溶液及び試験溶液をスポットする.展開後,溶媒を完全に揮散さ 

せ,薄層板を紫外線ランプ下で観察した後,発色液を噴霧する.両検出法により試料から得ら 

れるスポットをズルチン標準溶液のそれと比較し判定する1\

試薬•試液
1. シリカゲル薄層板

2. ズルチン標準溶液：ズルチン10mgをエタノール5mlに溶かす.

-3.展開溶媒2):酢酸エチル

5. p-ジメチルアミノベンズアルデヒド：市販の特級品を用いる.

6. 発色液：p-ジメチル了ミノベンズアルデヒElgを10 %塩酸10mlに溶かしこれにエタ 

ノール10mlを加!える.

［注］
1) 本法による検出限界は,0.05Agである.
2) ポリアミド薄層板を用い/ベンゼン■酢酸エチル■99.5%ギ酸混液(5 ：10： 2)を展開溶媒 

としても良好なクロマトグラムが得られるが,ベンゼンを使用するのは好ましくないので採用 
していない.
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112ホウ
Boric Acid

酸

H3BO4 : 77.83

1. 試験法の概要1)
食品中のホウ酸は,試料を直接トエチル-1,3-ヘキサンジオール(以下EHDという)でキ 

レート抽出した後,非水条件下でプロトン化クルクミン発色を行い比色法で定量する.

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する. ： /ぐ ノ 八 ん:： バ

(2) 試料液の調製

試料約10gを精密に量り,水3mlを加えた後,濃塩酸lml,5 % EHD溶液30mlを加えホ 

モジナイザーで2分間磨砕する.次いで無水硫酸ナトリウム»20gを加え再び軽くホモジナイ 

ズした後,上澄液を分取する.残留物は5%EHD溶液30mlずつで2回同様にホモジナイズ 

し,上澄液を分取し,はじめの液に合わせ,5%EHD溶液を加えて全量を正確に100mlと 

し,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

ホウ酸EHD標準溶液を〇,0.5,1,1.5, 2, 2.5ml及び3mlをそれぞれ25miの目盛り付き 

ポリプロピレン製試験管3>に正確に量り,5%EHD溶液を加えてそれぞれ正確に3mlとし, 

検量線用標準液とする(これらの試験管はそれぞれホウ酸として〇,1,2, 3, 4, 5/zg及び 

6/zgを含む).

(4) 測定法

①発色条件

試料液3mlを25mlの目盛り付きポリプロピレン製試,験管に正確に採り,クルクミン試液 

1ml及び濃硫酸0.5mlをそれぞれ正確に加え,栓をしてよく混合する.ときどき混合しながら
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室温で30分間放置した後,水3ml4)を加えて振り混ぜ,次いでアセトンで全量25mlとして 

発色させる.
② ：検量線 シ：：：：：：：：： ：:：ン：：：::八： ：

検量線用標準液を上記の条件で発色させ,波長550nmにおける吸光度を測定し,検量線を 

作成する.

③ 定量条件

対照として,5 % EHD »» 3mlを用いて上記と同様に操作し空試験液を用い,①の操作で 

発色した液の波長550nmにおける吸光度を測定し,別に作成した検量線によって試料液中の 

ホウ酸濃度A (/zg/ml)を求める.

(5)試料中の含有率の計算式

検量線から,試料液3mlの試験管中のホウ酸含有量(A)を求め,次式から試料中のホウ酸 

濃度(g/kg)を求めるs~7>.

試料中のホウ酸濃度(mg/g) = 3xl^w

W ： の採取量(g) :

試薬•試液
1.2-エチル-1,3-ヘキサンジオール(EHD):［1級］

2. ■:クルクミンン•［特級］

3. ホウ酸：特級品を'デシケーター'(硫酸)中で5時間乾燥した/ものを用いる.

4. 5 % EHD溶液：EHD50mlを«_ヘキサン•酢酸ブチル混液(4 :1)に溶かし,全量

1,000mlとする®.

5. クルクミン試薬：クルクミン375mgを酢酸に溶かし,全量100mlとする.

6. ホウ酸標準原液(ホウ酸lmg/ml):ホウ酸1OOmgを水に溶かし全量を100mlとする.,

7. ホウ酸標準溶液(ホウ酸1OO/zg/ml):ホウ酸標準原液10mlに水を加え全量を100mlと 

する.

8. ホウ酸EHD標準原液(ホウ験10/zg/ml):ホウ酸標準溶液10mlを分液漏斗に採り,濃 

塩酸lmlを加え,5%EHD溶液30mlずつで3回抽出し,二層分離後有機層を分取し合わ 

せる.’有機層に無水硫酸ナトリウム少量を加え脱水した後ろ過し,ろ液に5% EHD溶液 

を加えて全量100mlとする.

9. ホウ酸EHD標準溶液(ホウ酸2卵/ml):•ホウ酸EHD標準原液20ml•に5 % EHD溶液 

を加えて全量100mlとする,
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［注］

1) 灰化操作がないため,一度に多数の試料を処理でき,簡易で迅速な方法である.
2) プロトン化クルクミン発色法における,水分による影響を検討した結果を注図112-1に示し 

た.試験溶液中に水分を5 %以上含むと,呈色度が減少することが明らかになった.したがっ 
て,試験溶液は無水硫酸ナトリウムで脱水し,非水条件下での発色を行う.

3) ガラス器具からはホウ素を溶出するためポリプロピレン製試験管を用いる.
4) プロトン化クルクミンの分解剤として水3mlを用いる.

5) 添加回収実験の結果を注表112-1に示す.
6) 本法の定量限界は,0.3/ig/gである.
7) 20検体の定量に要する時間は約3時間であった.
8) ZT■ヘキサン•酢酸ブチル混液(4 :1)の方がクロロホルムより層分離が良好である.

水分0～50 %及ぴホウ酸3Agを含む5 % EHD溶液 
lmlを用いた.
水分〇%の反応液での呈色強度を10〇%とした.

注図I 12-1発色に及ぼす水分の影響

注表I 12-1ホウ酸の食品からの 
添加回収率

いずれも3試行の平均値

' ?検体

ホワ酸
回収率
(%)添加量

(Ag/g)
検出量
Wg)

殼付き冷凍エビ 〇 2.9 —
10 12.7 98.0

100 102.2 99.3

塩蔵くらげ 〇 40.5 —
10 50.3 98.0

100 139.5 99.0

寒天 〇 864.9 —
500 1,360.9 99.2

牛乳 〇 1.0 —

10 10.7 97.0
100 99.3 98.3

豆乳 〇 9.6 —
10 19.3 97.0

100 108.2 98.6

赤ワイン 〇 23.8 —
10 33.5 97.0

100 122.6 98.8

呈
色
強
度(％)
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113 TBHQ (tert-ブチルヒドロキノン)
Tertiary Butylhydroquinone

別名：ターシャリーブチルヒドロキノン

OH

OH
C10H14O2 :166.22

1. 試験法の概要
食品中のTBHQは,アセトニトリル.2-プロパノール•エタノール混液(2 ：1：1)を加え 

て抽出し,冷凍庫で冷却した後,溶媒を分取し,液体クロマトグラフィーにより定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフィー)1)

(1) 検体の採取と試料の調製

(2) 試料液の調製

(3) 検量線用標準液の調製

上記の(1)～(3)については,食品添加物分析法各条,第2章,11ジブチルヒドロキシトルエ 

ンを準用する.ただし,「ジブチルヒドロキシトルエン」を「TBHQ」とする.

(4) 測定法

①測定条件

紫外部吸収検出器付液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤8 :オクタデシルシリル化シリカゲル

カラム管：内徑4.6—6.0mm,長さ15〇〜250mm

移動相：アセトニトリル•メタノール■ 5 %酢酸混液(1:1:2)

流速：1.0ml/分

測定波長：280nm

②検量線
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検量線用標準液10//1を正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積か 

ら検量線を作成する.：......ヘ .\ J： v
(3)定量 ：: ン：：二。 ン/：: ン ,ツ // ■:

試料液IOA1を正確に採り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク面積から検量線 

によって試料液中のTBHQ濃度Qzg/ml)を求め,次式によって食品中のTBHQの含量を計 

算する3)■«. : :: : 广

TBHQ 含量(g/kg)

A :試料液中のTBHQ濃度(パg/ml)

B :試料液の容量(ml)

W :試料の採取量(g)

試薬.試液
'..1ン無水硫酸ナトリ'ウム.ン.［特級］.:.,:.. ぐ,.マリッ:...：:、

2. メタノール：［特級］及び［液体クロマトグラフ用］
3. アセトニトリル：［液体クロマトグラフ用］ :j バン

4. 酢酸：［特級］

5. 2-プロパノール：1特級］’ ■ ■ ■ ' ■■ ?' ： ■ ：•■■：;--

6. エタノール：［特級］ ■': :人

7. ■混合溶媒:ア'セトニトリル.:2-プロパノール•エタノール混液(2 ：:：'1：1)二•

［注］
1) 本法はTBHQのほかに没食子酸プロピル(PG),2,4,5- b 1)ヒK ロキシブチロフェノン 

■(THBP), ノルジヒドログアヤレチック•酸(NDGA), 7*チル：ヒ卞ロキシア•ニソール(BHA)
八：•'：：等についても同時分析が可能である. ■.ン, •：...：.、 - ; -

2) 市販のカラム充てん剤として Inertsil ODS-II, TSKgel ODS-I20T, Wakosil IF5C18HG 及 

V'NOVA-PAK C18 (いずれも内径4.0-6.0mm,長さ150~250mm)等が使用できる.
3) TBHQの液体クロマトグラムを注図113～1に示す. .:. .
4) '各食品からの定量限界は10mg/kgである.なお,添加回収率はバター及び植物油№ 90%以

±,煮干し及びえびは65-70%である. ン/..■.■.ン：へ.:..フくペン..：ンマ.:.:フ:へ.
TBHQ

〇 5 10 15¢ 分)
カラム管：内径4.6mm,長さ150mm

注図113-1 TBHQの液体クロマトグラム
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20—30cm

試料液の調製には,図卜1のような蒸留装置を用

いる•

試料約10gを精密に量り,蒸留フラスコに入れ,

2, 2, 4-トリメチルペンタン11mlを加え,マントル 

ヒーターで加熱して直ちに蒸留する.留液約9ml 

を,あらかじめ氷水浴中で冷却した10mlのメスフ 

ラスコに捕集し,室温にもどしてから2, 2, 4-トリ 

メチルペンタンを加えて正確に10mlとし,試料液 

とする.

(3)検量線用標準液の調製

1アセトン
［製造用剤］

Acetone

CH3COCH3
C3H6〇 : 58.08

1. 試験法の概要
食品中のアセトンは,蒸留によりアセトンを分離した後,ガスクロマトグラフイーで定量す 

る.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

検体は気密容器にほぼいっぱいになるように入れ,保存する.容器の検体は,容器の気密性 

を確認し,試験直前まで開封しない1>.

(2)試料液の調製

〇
"'

1

订
メ
ス
フ
ラ
ス
コ

冷
却
管

氷
才
浴

アセトンl.OOgを正確に量り,2, 2, 4-トリメチル 

ペンタンを加えて正確に50mlとし,標準原液とす 

る.用時,標準原液5mlを正確に量り,2, 2,4-卜

図卜I蒸留装置
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リメチルペンタンを加えて正確に100mlとし,更にその10mlを正確に量り,2, 2,4-トリメチ 

ルペンタンを加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlはアセトン100卵を含む). 

標準液2,4, 6, 8ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,2, 2,4-トリメチルペンタンを加え 

てそれぞれ正確に100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlはそれぞれアセトン

2, 4, 6, 8Ag及び.10パgを含む).

(4 )測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-DG)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのポーラスポリマービーズ

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ1.5~2m

カラム温度：170~190°C

注入ロ温度：230°C

キャリヤーガス：窒素30~60ml/分.カラム温度及びキャリヤーガス流量によりアセトン 

のピークが約3分前後に現れるように調整する.

② 検量線
龙量線用標準液5〆ずつをそれぞれ正確に量り,ガズクトグラブに注入じ,ピーク蒿さ 

又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量

試料液5//1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中のアセトン濃度(/zg/ml)を求め,’次式によって検体中のアセトン含 

量(mg/kg)を求める.

アセトン含量(mg/kg)

: C :試料液中のアセトン濃度(パg/ml)

:ハW:試料の採取量(g) イ:へ： ： バ ：厂:バ：ノ ：

試薬•試液
■■ 2,2,4-トリメチルペンタン:：’［特級］2)

［注］ ペ ： ぐ: バ ：：

i)空気酸化によるアセトンの生旗と疑似ピークの出現を防止する. ン ：
: 2) 上記ガスクロマトグラフの条件でアセトンの位置にピークが出現しないものを用いる.
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2 アルギン酸プロピレングリコールエステル

吖糊料］

Propylene Glycol Alginate

1. 試験法の概要
食品中のアルギン酸プロピレングリコールエステルは,酵素でタンパク質及びペクチンを分 

解して除いた後,.硫酸銅を加え,..アルギン酸及びアルギン酸ナトリウムをアルギン酸銅として 

沈殿させて除去する.上澄液に残存するアルギン酸プロピレングリコールエステルをナフトレ 

ゾルシンで発色させ,液体クロマトグラフイーで定量する.

2. 試験法(液体クロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用す石.' ::

(2) 試料液の調製

試料1> 約2gを精密に量り,ホモジナイザー用カップに入れ,水10 mlを加え,約2-3分間 

ホモジナイズする2\ 0.1mol/l塩酸及び0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを7.0に 

調整し,プロテアーゼ溶液3> 3mlを加え,40°Cで1時間,ときどき振とうしながら加温する. 

次に,0.1mol/l塩酸を用いてpHを4.0に調整し,ペクチナーゼ溶液4>20#1を加え,40°Cで1 

時間,ときどき振とうしながら加温する.次に,lmol/1アンモニア水でpHを8.0に調整し, 

70°Cに加温し十分に溶解した後,2,000回転/分で10分間遠心分離し不溶物を除去する.

上澄液に10 %硫酸銅溶液55 3mlを加え,lmol/1塩酸でpHを4.0に調整し,1時間室温に放 

置する.析出した沈殿を3,000回転/分で10分間遠心分離し,上澄液と沈殿に分離し,上澄液 

•は減圧濃縮®し,水で正確に全量10mlとし,試料液とする.

(3) 標準液の調製

アルギン•酸プロピレングリコールエステ/U0.060gを正確に量り,.:水で全*100ml とし/'標 

•準液とする(この液lmlは,アルギン酸プロピレングリコールエステル600郎を含む).
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(4)測定法

① 測定条件

液体クロマトグラフを用い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：オクタデシルシリル匕シリカゲル

カラム管：内径4.6mm,長さ250mm

移動相：アセトニトリル•水.酢酸ブチル混液(75 ： 20 ： 5)

流速：1.2ml/分

測定波長：565nm

② 測定液の調製

試料液1mlに,銅•塩酸溶液75 2ml及びナフトレゾルシノール試薬1mlを力0え,沸騰水浴中 

で40分間加熱後,氷水中で冷却し,酢酸ブチル4mlを加え,10分間振とう後,酢酸ブチルし 

を採り,20%食塩水3mlを加え,軽く振とうした後水層を捨てる.この酢酸ブチル層を測定 

液s)とする. ： ：

③ 検量線

アルギン酸プロピレングリコールエステルの各標準液を別々の試験管に正確に0.25,0.5, 〇. 

75ml及びlmlを採り,水でそれぞれ正確に1mlとした後,試料液と同様にして②測定液の調 

製の操作を行い,検量線用標準液とする.それぞれ20//1ずっを量り,液体クロマトグラフに 

注入し,得られたピーク高さ又はピーク面積から,アルギン酸プロピレングリコールエステル 

の検量線を作成する9\

ノ④ノ:定量 ：へ：■ン:ノ ■:::つヤ：ゾント〆ソプ:'へ;：ンリ:つへ、— く

測定液20/zlを量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク高さ又はピーク面積を求め,検 

量線より測定液中のアルギン酸プロピレングリコールエステルの濃度(只g/ml)を求め,次式 

によって検体中のアルギン酸プロピレングリコールエステル含量(g/kg)を計算する1®.

アルギン酸プロピレングリコールエステル含量(g/kg) =wxt>ooo

C :測定液中のアルギン酸プロピレングリコールエステル濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液

1. プロテアーゼ溶液：プロテアーゼ(市販品)500mgを採り,水に溶かして全量50mlと

する.用時調製する.

2. ペクチナーゼ溶液：ペクチナーゼ(市販品)500mgを採り,水に溶かして全量50mlと

する.20/中には2単位以上とする.用時調製する.
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3. アルギン酸プロピレングリコールエステル：食品添加物純度のもの.

4. 銅•塩酸溶液：濃塩酸40mlに2.5 %硫酸銅溶液1ml及び水9mlを加える.

5. ナフトレゾルシノール試薬：1,3-ジヒドロキシナフタレン100mgを水25mlに溶かす.

用時調製する.

6. 酢酸ブチル：［特級］

7. 硫酸銅：(五水塩)［特級］

:［注］ :
1) 脂肪を多く含む食品では,：試料約2g_にアセト•ン80mlを加えてホモジナイズし,.遠心分離 

(10分間,3,000回転/分)し,アセトン層を除去し,脱脂を行う.
2) アルギン酸プロピレングリコールエステルのアルギン酸総量を測定したいときには,•この操 

作後,lmol/1水酸化ナトリウム溶液1mlを加え,よくかくはん後,沸騰水浴中で10分間加熱 
し,アルギン酸プロピレングリコールエステルを加水分解して,アルギン酸にする.

3) 除タンパクする目的.至適pHは7.〇.
4) ペクチンの除去のため.至適pHは4.〇.
5) ••アルギン酸は銅塩となり沈殿し,アルギン酸プロ:ピレシグ•リコールエステルは,上澄液中に 

....存在するので,両者の分離ができる.
6) •..減圧濃縮する際,気泡等が生じ濃縮が困難なものは,：正確に20ml又は30mlに調製する.そ 

のときは計算式の10の代わりに20又は30を使用する.
7_)\呈色強度を高め,呈色物を安定化するために用いる. -
8) 徘酸ブチル中の呈色物は,室温で4時間までは100 %安定である.
9) .アルギン酸プロピレングリコールエステルは,25~150Ag/mlの範囲内で良好な直線性を示 

す.保持時間は,7-8分である.
10)本法での定量限界は,試料当たり釣〇  .Olg/kgである.•
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3ガ厶ベース
［ガムベース］

Gum Bases

エステルガ厶
Ester Gum

ポリイソブチレン 
別名:..ブチルゴム
Polyisobutylene

酢酸ビニル横脂
Polyvinyl Acetate

ポリブテン
别名：ポリブチレン 
Polybutene

1. 試験法の概要

ガム中のガムベースは,糖分を除去した乾燥ガムベースを,ヘキサン,アセ！'ン及び二塩 

化ェチレンを用いて分画し,各分画について定性試験によって各ガムベースめ存在を確認した 

後,ェステルガムはガスクロマトグラフィー(試験法A),酢酸ビニル樹脂は重量分析法(試 

験法B),.ポリイソブチレン及びポリブテンはゲ'ルパーミ■ェーションクロマトグラフィー.(試 

験法C)によりそれぞれのガムベースどして定量す石.：：：：:：

2. 試験法

試験法A (ガスクロマトグラフィー)

(I)検体の採取と試料の調製

① 板ガム

検体5包装(1包装が6～7枚)から2枚ずつ計10枚(約30g)を採取し,細切して試料と 

する.

② 加エガム

検体5包装から無作為に複数個以上を抽出し,それぞれのキャンディー,クリーム,ジャム 

等の什加物を除き,ガム部のみの約20gを採取し,細切して試料とする.

(2 )試料液の調製

試料を板ガムについては30g,加エガムについては20g正確に量り,200m1のビーカーに入 

れ,水200mlを加えて12-16時間浸漬する.水層を傾斜して捨て,残留物に水200m1を加え
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乾燥ガムベース5g

扩ヘキサンで抽出

ヘキサン溶液|

アセトンで抽出アセトンで抽出

［残留物⑵I戸留物⑶］什セ！'ン溶き! ［｝■セトン溶液I

-溶媒留去•

［分画C | 分画D分画A 分画B

承ガムベース

図3～!ガムベースの分画操作

I
I

二塩化エチレン
で抽出

*エステルガム
レジン
乳化剤
ワックス

天然ゴム
ワックス

エチレンジク□リ卞'溶液］1残留物(4］

*ポリイソブチレン *酢酸ビニル樹脂 炭酸カルシウム
*ポリブテン タルク
ツックス ニ::

てかぎ混ぜ,この水層も傾斜じて捨てる.次に残留物に微温湯200mlを加え,微温水浴中で 

加温しつつ,ガラス棒を用いて残留物を圧羅した後水層を傾斜して捨てる.残留物をシャーレ 

に採り,薄く展延し,60°Cで8時間真空乾燥し,乾燥ガムベースとする.

乾燥ガムベース約5gを精密に量り,ソックスレー抽出器に入れ,tヘキサンを用いて40 

時間抽出操作を行った後,ヘキサン液と残留物⑴について,ヘキサン液はn-ヘキサンを 

用いて別のソックスレー抽出器に入れ蒸発乾固後,アセトンを用いて40時間抽出操作を行う. 

ここで得られたアセトン液は残留物⑶と分別し,分画Aとする.残留物⑶は更に二塩化エチ 

レンを用いて40時間抽出操作を行い,二塩化エチレン液は残留物⑷と分別し,分画Bとす 

る.残留物⑷は分画Cとする.一方,残留物⑴はアセトンで40時間抽出操作を行い,アセト 

ン液は残留物⑵と分別して分画Dとする.残留物⑵は分画Eとする.これら分画のうち,分 

画Aはエステルガム,分画Dは酢酸ビニル樹脂,分画Cはポリイソブチレンとポリブテンの 

試験にそれぞれ溶媒を留去した後に用いる.操作の概要及び得られる分画中の主成分を図3-1 

に示す. . .. ... :: :.

(3)定性試験

分画A'lOOmgを量り,ベンゼンを加えて溶かし1mlとし,定性分析用試料液Aとする. 

この液及びエステルガム100mgを同様に操作して調製した標準液を,シリカゲルを癒布した 

•薄層板(20 cm X 20 cm)にそれぞれスポッbし,ベンゼンを•用い•て約:10 cm展開した後50 % 

硫酸により発色を行い,得られた爲値を比較して確認する.
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別に定性分析用試料液Aを同様の薄層板に帯状に塗布し,ベンゼンを用いて約10cm展開 

した後,エステルガムに相当する部分をかきとり,エチルエーテルを加えて振り混ぜ,ろ過 

し,ろ液を濃縮し,残留物をKBr錠剤法又は薄膜法により赤外分光光度計で測定し,エステ 

ルガムの赤外吸収スペクトルと比較して確認する.

(4)定量試験

① 試料液Aの調製

分画Au約200mgを精密に量り,内部標準液を加えて溶かし,正確に2mlとする.この液 

200//1を正確に量り,ミクロ試験管に入れ,窒素気流中で溶媒を揮散させた後,トリメチルシ 

リル化試液200//1を正確に量って加え,90°Cで10分間加温し,試料液Aとする.

② 検量線用標準液Aの調製

エステルガム10.0gを正確に量り,テトラヒドロフランを加えて溶かし,正確に100mlと 

し,標準液Aとする(この液lmlはエステルガム1OOmgを含有する).

標準液〇, 0.5,1,1.5ml及び2mlをそれぞれ正確に量り,試験管に入れ,窒素気流中で溶 

媒を揮散させる.各試験管中の残留物にそれぞれ内部標準液21111を正確に量って加えて溶か 

し,以下は①試料液Aの調製と同様に操作し,検量線用標準液Aとする(これらの液lml 

は,それぞれエステルガム〇,25, 50, 70mg及び100mgを含む).

(5 )測定法

① 測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定 

する.

カラム充てん剤：8〇-100 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土 

担体にシリコーンOVイを1%含ませたもの.

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ400mm

カラム温度：100'Cから360°Cまで5°C/分の昇温を行う.

注入ロ及び検出器温度:360°C

キャリヤーガス：窒素ガス,40ml/分

② 検量線

検量線用標準液A2A1ずつを量り,それぞれガスクロマトグラフに注入し,エステルガム 

に相当するピーク面積の和21とノナデカンのピーク面積との比率から検量線を作成する.

③ 定量

試料液A2/Jを量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたエステルガムに相当するピ 

ーク面積の和とノナデカンのピーク面積との比率と検量線から試料液A中のエステルガム濃
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度(mg/ml)を求め,次式によって検体中のエステルガム含量(g/kg)を計算する.

ェステルガム含量(_ =4^

CA :試料液A中のエステルガム濃度(mg/ml)

W :試料の採取量(g)

W':乾燥ガムベースの重量(g)

caA :分画Aの重量(g)

試薬•試液

1. 二塩化エチレン：［特級］

2. シリカゲル：［薄層クロマトグラフ用］結着剤5%, 325 メッシュ以下を75 %以上含有 

のものを用いる.

3. テトラヒドロフラン：［クロマトグラフ用］

4. トリメチルクロルシラン：［ガスクロマトグラフ用］

5. トリメチルシリル化試液：トリメチルクロルシラン,ヘキサメチルジシラザン及びピリ 

ジンを1:3 ： 9の割合で混合し,密封して保存する.

6. ノナデカン：市販のガスクロマトグラフ用標準試料を用いる.

7. ピリジン：市販のシリル化用を用いる.あるいは,市販特級品1Lに対し乾燥用合成ゼ 

オライト(0.4A)釣10gを加え,一夜放置し脱水したものを用いる.

8. ヘキサメチルジシラザン：［ガスクロマトグラフ用］

［注］
1) 分画Aにはエステルガムのほかに,.樹脂類.(チクル,ジェルトン等に由来するトリテルペン 
•アルコールのカルボン酸エステル類),乳化剤(グリセリン脂肪酸エステル,■ソルビタン脂肪酸
エステル等),ワックス等が含まれている.

2) 内部標準物質ノナデカンのピークに続いて標準物質由来の遊離樹脂酸,•'•樹艏醆モノグリ_セり 
■ド,同ジグリセリド,エステルガム(樹脂酸トリグリセリド)の順に溶出がみられる.これら 
すべてのピーク面積の和を求める.

試験法B (重量分析法)

(I )検体の採取と試料の調製

試験法Aを準用する.
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(2) 試料液の調製

試験法Aを準用する. ： し: ：:バ

(3) 定性試験

分画を薄膜法により赤外分光光度計で測定し,酢酸ビニル樹脂の赤外スペクトルと比 

較して確認する. シぐ_ ' -

(4) 定量試験

分画D15の重量を測定し,次式によって検体中の酢酸ビニル樹脂含量(g/kg)を計算する. 

酢酸ビニル旨含量(g/kg) =^0XW^D><10

W :試料の採取量(g)

W :乾燥ガムベースの重量(g) - - ■■.ンペ:二:：ン：リ：ノ ：

69D . 分画 D の重量(g) ： •:ぐン:/ :::■ノ.：： ノ、

■■［注］ バ ：■’ ： ■ ■ ::. ■: ■: ■■ン ■ .■ ン::..■■ ノ ■ ■ン…：バ■ . ■ン ノ ■ン乂
1) 分画Dには酢酸ビニル樹脂のみが含まれ,夾雑物はきわめて少ない.

試験法C (ゲルバーミエーションクロマトグラフィー)

(1) 検体の採取と言式料の調製

試験法Aを準用する.

(2) 試料液の調製

試験法Aを準用する.

(3) 定性試験

分画Cを薄膜法により赤外分光光度計で測定し,ポリイソブチレン又はポリブテンの赤外 

スペクトルと比較して確認する1\

(4) 定量試験a

①試料液Cの調製

分画C5.0mgを正確に量り,テトラヒドロフラン約5mlを加えて溶かした後,テトラヒド



3 •ガムベース 385

ロフランを更に加えて正確に10mlとする.この液をメンブランフィルター(孔径1OA)でろ 

過し,ろ液を試験液Cとする.

② 検量線用標準液Cの調製

ポリイソブチレン又はポリブテンO.lOOgを正確に量り,テトラヒドロフランを加えて溶か 

し,正確に100mlとし,標準液Cとする(この液lmlは,ポリイソブチレン又はポリブテン 

lmgを含む).

標準液C0,1,3, 5ml及び10mlをそれぞれ正確に量り,10mlのメスフラスコに入れ,テ 

トラヒドロフランを加えて正確に10mlとし,それぞれをメンブランフィルター(孔径10#) 

でろ過し,ろ液を検量線用標準液Cとする(これらの液1mlは,それぞれポリイソブチレン 

又はポリブテン〇,0.1, 0.3, 0.5mg及びlmgを含む).

(5 )測定法

① 測定条件

ゲルパーミエーションクロマトグラフィーとして屈折率検出器付液体クロマトグラフを用  

い,次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：排除限界分子量が5 X107である®ポリスチレン系ゲル

カラム管：内径0.8mm,長さ300 mmのカラムを2本直結する.

移動相：テトラヒドロフラン

流速：lml/分

検出器：屈折率検出器

② 検量線

検量線用標準液C 500^1ずつをそれぞれ正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,ピーク 

面積からポリイソブチレン又はポリブテンそれぞれの検量線を作成する.

2)定量

試料液C 500^1を正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたポリイソブチレン及 

びポリブテンそれぞれのピーク面積とそれぞれの検量線から試料液C中のポリイソブチレン 

又はポリブテン濃度(mg/ml)を求め,次式によって検体中のポリイソブチレン又はポリブテ 

ン含量(g/kg)を計算する.

ポリイソブチレン又はポリブテン含量(g/kg) =400X『'衿：

Cc :試料液C中のポリイソブチレン又はポリブテン濃度(mg/ml)

W :試料の採取量(g)

:乾燥ガムベー■スの重景(g)

缺:分画Cの重量(g)
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［注］::: へ：:: ：::,:::? 丁 ： : ：ノ:: ：:

1) ポリイソブチレンとポリブテンの赤外吸収スペクトルほきわめて類似しているので,試料中 
にポリイソブチレンとポリブテンとが混在するときは,赤外分光分析法によるそれぞれの同定 

はできない.その場合には,液体クロマトグラフィー(定量法)による分離分析に頼ることに 
なる.

2) ポリイソブチレンとポリブテンの定量操作は同じなのでどちらでも利用可能な文章形態とな 
っている.標準物質は定量対象とした方を用いること.

3) ポリイソブチレンはきわめて広い分子量分布を有するので,分子量1,000から1,000万までの 
分離が可能なゲルパーミエーションクロマトグラフィー (GPC)用充てん剤の利用が望まし

/い.このようなカラムに適用可能な溶離液溶媒としてクロロホルムとテトラヒドロフランがあ 
げられている.ポリイソブチレンはテトラヒドロフランでないと溶けにくいので,テトラヒド 
ロフランを溶離液に用いた.
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4グリセリン脂肪酸エステル
［乳化剤］

Glycerin Esters of Fatty Acids

1. 試験法の概要

食品中のグリセリン脂肪酸エステルは,その主成分のモノグリセリドをトリメチルシリル体 

として,測定するガスクロマトグラフィーによりモノグリセリドとして定量する1\食品中に 

はモノグリセリドは油脂(脂質)成分として広く分布している.したがって,定量値は食品由 

来のモノグリセリドと添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2 )試料液の調製

試料a約10g®を精密に量り,ホモジナイザー用カップに入れ,飽和食塩水10ml及び酢酸 

エチノレ450mlを加え,約2～3分間ホモジナイズする.•次•に酢酸エチル層を分取し55,下層に 

酢酸エチル50mLを加え,同様の操作を繰り返す.酢酸エチル層を合わせ,無水硫酸ナトリウ 

ムを加えて脱水後,40°C以下の水浴中で減圧乾固する.残渣をクロロホルムに溶かして正確に 

10mlとする®.この液0.5mlを小型シリカゲルカラムに入れ,クロロホルム3mlで洗浄後,メ 

ダノール3mlで溶出し,これを試料液とする.

(3) 標準液の調製

パルミチン酸モノグリセリド及びステアリン酸モノグリセリドそれぞれ0.100gを正確に量 

り,合わせ,クロロホルムを加えて溶かして正確に100mlとする.この液5mlを正確に量り, 

クロロホルムを加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,パルミチン酸モノ 

グリセリド及びステアリン酸モノグリセリドそれぞれ50パgを含む).

(4) 測定法

①測定条件
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水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：80-100 メッシュのガスクロマトグラフ用ケイソウ土担体に,シリコー 

ンOV勺7を0.5 %の割合で含ませたもの.

カラム管：ステンレス製,内径3mm,長さ500mm

カラム温度：185で

注入ロ及び検出器温度：230°C

キャリヤーガス：窒素,20～40ml/分

②測定液の調製

試料液7>を濃縮器に入れ,約40°Cの氷番中で減庄下蒸発乾固する.これにピリジン0.5mlを 

加えて溶かし,TMS試薬8) 0.5mlを加え,よく振り混ぜ,10分間放置したものを測定液とす 

る.

'③検量fe : : ：

標準液0.5,1,1.5ml及び2mlをそれぞれ正確｝こ量り,それぞれ濃縮器に入れ,以下,②測 

定液の調製と同様に操作し,検量線用標準測定液とする(これらの液lmlは,パルミチン酸 

モノグリセリド及びステアリン酸モノグリセリドそれぞれ25, 50, 75/zg及び1〇〇/zgを含む). 

検量線用標準測定液5^1ずつをそれぞれ量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたパル 

ミチン酸モノグリセリド及びステアリン酸モノグリセリドそれぞれのピーク高さ又はピーク面 

積の和から検量線を作成する.

@ 定量 /バノ ソ八：ヘマ ヘノン:フフ■んW ノ '人:,:バ, ,：、マス:？ン

測定液5/Jを量り,ガスクロ々トグラフに注入し,得られたパルミチン酸モノグリセリド及 

びステアリン酸モノグリセリドそれぞれのピーク高さ又はピーク面積の和を計算し検量線から 

測定液中のモノグリセ•リ•ド濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のモノグリセリド含量 

(g/kg)を計算する.

c 10 1
しノ'リセリ 皇(g/kg) li000

C ：測定液中のモノグ'リセリド濃度(/Zg/ml)

八:ン::：':ノW:試料の採取量ベg) :. ■.ベノ.：し二とバ,人 ■: ：:

試薬•試液
1. 小型シリカゲルカラム：使い捨てのディスポーザブルミニカラム(内径10mm,高さ 

20mm).

2. ピリジン：市販のシリル化用を用いる.あるいは,市販特級品1Lに対し乾燥用合成ゼ 

オライト(0.4A)釣10g加え,一夜放置し脱水したものを用いる.
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3.パルミチン酸モノグリセリド及びステアリン酸モノグリセ•リ•ド：市販のパルミチン酸モ 

ノグリセリド及びステアリン酸モノグリセリドを用いるか,あるいは市販の高純度飽和モ 

ノグリセリドをエタノールで2回再結晶し純度を測定した後®用いる.

［注］

1) グリセ•リン脂肪酸エステルはモノ、.ジ-,トリグリ•セリドを含む混合物であるが,ここでは 
その主成分である飽和モノグリセリドとしてパルミチン酸モノグリセリド及びステアリン酸モ 
ノグりセリドの合計量のみを定量対象としており,これ以外のモノグリセリドは定量できない.

2) マーガリン,ショートニング等の油性食品やアイスクリーム等ほとんどすべての食品に適用

.できる. .
3) 試料採取量は食品のモノグリセリド含量により調整することが必要である.多ければ試料の 
採取量を少なくした方がよい.

4) 抽出効果を高めるために酢酸エチルを用いた.
5) 酢酸エチル層の分離が悪いときには,遠心分離(10分間,:.5,000回転/分)を行う.:ン:.二

6) 油性及びタンパク食品以外の食品の場合は,シリカゲル精製工程を省略して,この液0.5ml 
をそのまま試料液としてもよい.

7) 試料液中のモノグリセリド含量に応じて,試料液の採取量は変えてもよV\
8) トリメチルシリル化のほかに,無水酢酸-ピリジンによるアセチル化による方法でも可能であ 

る,
9) •飽和モノグリセリドの純度測定は次のように行う.
試料約0.15gを精密に量り,100ml.の三角•フラスコに入れ,•クロロホルム20mlを加えて溶か 

した後,クロロホルムを用いて分液漏斗に移す.先の三角フラスコを6〇〜70mlの水で3回洗 

い,洗液を分液漏斗に合わせ,分液漏斗を激しく振り混ぜて放置する..クロロホルム層を別の 
.分液漏斗に移し,水層を少量のクロロホルムで洗い,洗液をクロロホルム層に合わせ,水又は 

10 %食塩水を加えて激しく振9混ぜて放置する.クロロホルム層を500mlの共栓付三角フラス 
コに移し,水層は少量のクロロホルムで淥い,洗液をクロロホルム層に合わせ,O.lmol/1過ヨ 

ウ酸素液50mlを正確に量って加え,更に60 %過塩素酸溶液0.1mlを正確に量って加え,振り 

混ぜた後30分間放置する.次に20%ヨウ化カリウム溶液15mlを加え,激しく振り混ぜた後1 
分間放置し,水100mlを加えて振り混ぜ,O.lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液で滴定する(指示 
薬1%デンプン溶液),別にクロロホルム50mlを用い,O.lmol/1過ヨウ素酸液50mlを正確に 
量って加え,以下同様に操作して空試験を行う.モノグリセリドの純度(ステアリン酸モノグ 
リセリドとして求めた値)は次式により求められる.

モノグリセリドの純度(%) = (A-B)xojxfxlT927

.A:空試験のO.lmoi/1チオ硫酸ナ!'リウム溶液の使用量(ml) 
B :本試験のO..lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液の使用量(ml) 
f: O.lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液のファクター ：

S :試料の採取量(g)
ただし試薬は特級品を用い,O.lmol/1過ヨウ素酸液は次のように調製する.
O.lmol/1過ヨウ素酸液：過ヨウ素酸5.4gを量り,氷酢酸500mlを加え,1～2_日間ときどき 
振り混ぜながら溶かし,更に氷酢酸を加えて2,000mlとする.
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5三二酸化鉄
［着色料］

Iron Sesquioxide

別名::三釀化二鉄, 
ベンガラ 

Fe2O3 :159.69

1. 試験法の概要
食品中の三二酸化鉄ほ,原子吸光法により鉄として定量する.必要があれば分子量比を乗じ 

て三二酸化鉄の量として求める.食品中には天然の鉄が広く分布している.したがって,定量 

値は食品由来の鉄と添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(原子吸光法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料約2gを精密に量り,250-300mlの分解フラスコ1>に入れ,硝酸20mlを加えて振り混 

ぜ,放置した後,穏やかに加熱する.最初の激しい反応がおさまれば,加熱を強めて均一な黄 

色液体とする.次に,過塩素酸5mlを加えて振り混ぜ,穏やかに加熱して二酸化窒素の発生 

が終わり,発泡が激しくなり,液が黄～黄褐色になったとき加熱を止め,硝酸約2mlをきわ 

めて静かに加えて,..再び加熱する气 過塩素酸の白煙が生じ,液が微黄色～黄色になったと 

き,加熱を止める.冷後,水30mlを加え,再び加熱し,過塩素酸の白煙が生じてから更に2〇〜 

30分間加熱を続ける3).

冷後,分解液を100mlのメスフラスコに移し,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

塩化第二鉄4.838gを正確に量り,塩酸(19^200) 100mlを加えて溶かし,水を加えて正 

確に1,000mlとする.この液20mlを正確に量り,塩酸(19 — 2,〇00)を加えて正確に200ml 

とし,標準液4)とする(この液1mlは,鉄100/zgを含む).
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標準液〇,1,5,10, 30ml及び50mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に

100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ鉄〇,1,5,10, 30/zg及 

び50Agを含む).

(4)空試料液の調製

水2mlを用い,⑵試料液の調製と同様に操作し,空試料液とする.

(5 )測定法

① 測定条件

原子吸光光度計を用い,次の条件で測定する.

燃料ガス：アセチレン-空気フレーム,アセチレン317分,空気1317分

測定波長：371.99nm 9

② 検量線

検量線用標準液それぞれにつき,原子吸光度を測定し,得られた値から検量線を作成する.

③ 定量

試料液及び空試料液につき,原子吸光度を測定する.得られた両者の吸光度の差と検量線に 

より試料液中の鉄濃度(/zg/mlh:を求め,次式によって検体中の鉄含量(g/kg)を計算する.

C
鉄含量(g/kg)=］oxw

C :試料液中の鉄濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

三二酸化鉄含量(g/kg)二鉄含量(g/kg) X1.430

試薬•試液

1. 塩化第二鉄：(六水化物)［特級］

2. 過塩素酸：市販の有害金属測定用を用いる•

3. 硫酸：市販の有害金属測定用を用いる.

［注］
1) 試験に用いるガラス器具は,' すべて使用前に温硝酸(1—3)_で十分洗うか,•又はこの硝酸溶 

液"(1-» 3)に一夜つけておく...：
2) 乾固すると爆発の危険がある.

3) 反応液中の硝酸を完全に除くための操作である. ：
4) .遮光して保存する.
5) 248.33nmでも測定可能である.
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6次亜塩素酸塩類
［殺菌料］

Hypochloric Acid and Its Salts

高度サラシ粉
High-Test Hypochlorite

亜塩素醆ナトリウム* 
Sodium Chlorite

次亜塩素酸ナトリウム 
Sodium Hypochlorite 
別名：次亜塩素酸ソーダ 
NaClO : 74.44

*:化学構造が類似している他の用途の食品添加物も, 
本法の測定対衆に含まれる.

1. 試験法の概要
食品中の次亜塩素酸塩類は,有効塩素をシアンと反応させ,クロルシアンとし,ガスクロマ 

トグラフイーにより塩素の量として定量する.水道水は有効塩素を含有する.したがって,検 

体中に水道水が含まれる場合,定量値は食品由来の塩素と水道水に添加されたものとの合計値 

である.

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用ずる.ただし,次亜塩素酸塩類は分解しやすぃので手早く処理しt試 

料を調製し,速やかに分析用の試料1)とする.

(2)試料ガス2uの調製

あらかじめヘッドスペース用三角フラスコにリン酸塩緩衝液20ml及びシアン化カリウム 

溶液1mlを入れ,これに試料約2gを精密に量って加え,密栓して30分間放置し,発生した 

ガスを試料ガスとする.

(3 )標準液の調製

次亜塩素酸ナトリウム釣3gを精密に量り,水50mlを加え,ヨウ化カリウム2g及び酢酸 

lOnilを加え,遊離したヨウ素を0.1mol/lチオ硫酸ナトリウム溶液で滴定する(指示薬：デン
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プン試液).別に同様の方法で空試験を行い補正する.O.lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液 

lml = 3.545mg Clとして,用いた次亜塩素酸ナトリウムの有効塩素量T (%)を求める.次 

に,この次亜塩素酸ナトリウムl~2gを正確に量り,A (mg)とする.次の式により,加える 

水の量V(ml)を求め,A (mg)に正確にV(ml)の水を加えて溶かして標準原液とする(この液 

lmlは,有効塩素〇,5mgを含む).この液は冷暗所に保存する.

V(秦A(mg)x普X忐

用時,標準原液5mlを正確に量り,水を加えて正確に5OOmlとし,標準液とする(この液 

lmlは,有効塩素5卵を含む55).

(4 )測定法

① 測定条件

電子捕獲型検出器付ガスクロマトグラフ(ECDH3C)を用い,次の条件によって測定する. 

カラム充てん剤：60-80 メッシュのポーラスポリマービーズ

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さlm

カラム温度：80°C

注入ロ及び検出器温度：150°C

キャリヤーガス：窒素,20ml/分

② 検量線 ～ : : '

あらかじめ5個のヘッドスペース用三角フラスコにリン酸塩緩衝液20ml及びシアン化カリ 

ウム溶液lmlを入れ,それぞれに標準液〇,0.5,1,1.5ml及び2ml®をそれぞれ正確に量っ 

て加え,30分間放置した後,ガスタイトシリンジを用いてへッドスペース用三角フラスコ中 

のガス10//1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,ピーク高さ又はピーク面積から検 

量線を作成する-

③ 定量 ノ/

ガスタイトシリンジを用いて試料ガス10只1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入する. 

得られたピーク高さ又はピーク面積と検量線によって試料ガス中の塩素量(Ag)を求め,次 

式によって検体中の残留塩素量(mg/kg)を計算する7)’85.

残留塩素量(mg/kg)

C :試料ガズ牛の塩素量■■(パgr

W :試料の採取量(g)
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試薬•試液

1. シアン化カリウム：［特級］

2. シアン化カリウム溶液：シアン化カリウム1OOmgに水を加えて100mlとし,原液を調製 

する.原液10mlを採り,水を加えて100mlとする(この液lmlは,KCNとして100Ag 

を含む).

3. O.lmol/1チオ硫酸ナトリウム溶液：［容量分析用標準液］

4. リン酸ーナトリウム：［特級］ ン:

5. リン酸緩衝液:0.2mol/lリン酸ニナトリウム溶液305mlと0.2mol/lリン酸ーナトリウム 

溶液195mlを混和し,水を加えて1,000m1とする.この液のpHは7である.

6. リン酸ニナトリウム：(結晶)［特級］

［注］

1) 分解しやすいので,測定用試料ガスを調整する直前に手早 

く検体を処理する.
2) 四塩化炭素は電子捕獲型検出器の感度を低下させるので , 

これらの搡作中に同一室内で四塩化炭素を使用しないように 

注意する.
3) .器具は必ずイオン交換水で洗浄して用い_る..水道水で洗浄 
後,直ちに用いると水道水中の残留塩素によって影響を受け 

る.
4) 200mlの共通すり合わせ三角フラスコを用い(注図6-1参 
照),これに共通すり合わせ連結管(ゴム止付)の上部を切 
断してシ••リコン栓(ガスクロマトグラフ装置の注入ロ用のも

注図6-1ヘッドスペ～ス用 
三角フラスコ

の)を付したもので内部のガスが漏れないようにふたをする.ふたの部分は乾燥して使用する.'

5)本品は分解しやすいので,有効塩素量約500mg/Lの標準原液を調製しておき,用時,標定し 
てその係数Fを乗じてもよい.
標定法：標準原液20mlを正確に量って三角フラスコに入れ,’ヨウ化ガリウム:lg及び酢酸 

:5mlを加え,遊離したヨウ素を.0,025mol/lチオ硫酸ナ•トリウム液で滴定する•(指示薬：デン
プン試液). ：

0.025mol/1チオ硫酸ナトリウム溶液lml = 0.886mg Cl

F二aXfXO.886X 去

a : 0.025mol/1チオ硫酸ナトリウム溶液の滴定量(ml)
: f ： 0.025mol/1チオ硫酸ナトリウム溶液のファクター

6) .有効塩素として 〇, 2.5 (XF), 5(XF), 7.5(XF), 10(XF)Ag を含む.

7) たとえば次亜塩素酸ナトリウムとしての値を出すときは,.分子量比から試料中の残留塩素量
に2.］を乗ずればよい. ：

8) 本法による定量限界は,0.5mg/kgである.
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7シュウ酸
［製造用剤］

Oxalic Acid

COOH
I . 2H2〇

COOH
C2H2O4-2H2O :126.07

1. 試験法の概要

食品中のシュウ酸は,シュウ酸脱炭酸酵素及びギ酸脱水素酵素を用いる酵素法に_より定量す 

る人食品中には天然のシュウ酸が分布している.したがって,定量値は食品由来のシュウ酸と 

添加されたものとの合計値である.

2. 試験法(酵素法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

① 液状食品

シュウ酸として2.5~25mgに対応する,通常,10g以下の試料の量を精密に量る.lmol/1 

塩酸又は'lmol/1水酸化ナトリウム溶液を用いてpH5.0に調整し1:1,アスコルビン酸オキシダ 

ーゼ1Uを加えて8振り混ぜ,10分間放置する.試料が澄明で着色していないか,着色してい 

ても薄い場合は,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.試料が懸濁している場合は,. 

水を加えて約5〇〜60mlとし,ろ過する.容器及び残留物は水2〇〜30mlを用いて数回洗い, 

ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.試料の着色の著しい 

場合は,試料の量の1/10量のポリアミド末又はポリビニルピロリドンを力！!え,必要があれ 

ば水20~30mlを加え,激しく振り混ぜ,ろ過する.容器及び残留物を水40 ～ 50mlを用いて 

数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

② 固体食品

シュウ酸として2.5〜25mgに対応する,通.常,10g以Tの試料の量を精密に量る.試料が脂 

肪又はタンパクを含まないかほとんど含まない場合は,ブレンダー容器に入れ,水50 ～ 60ml
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を加えて60°Cに加温し,5分間ホモジナイズした後,ろ過する.容器及び残留物は水2〇〜 

3Omlを用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,lmol/1塩酸又はlmol/1水酸化ナトリウム 

溶液を用いてpH5.0に調整し,アスコルビン酸オキシダーゼ1Uを加えて振り混ぜ,10分間 

放置した後,水を加えて正確に100mlとし,_試料液•とする.試料が脂肪性又はタンパク性の 

場合は,ブレンダー容器に入れ,水30 ～ 40m1を加えて60°Cに加温し,5分間ホモジナイズし 

た後,6CTCで15分間加温し,冷後,冷蒇庫中に20分間放置し,ろ過する.容器及び残留物 

は,水20～30m1を用いて数回洗い,ろ液及び洗液を合わせ,0.4mol/l過塩素酸溶液10mlを 

•加えてよくかき混ぜ,2mol/l水酸化ナトリウム•溶液を加えてpH5.0に調整し,.アスコルビン 

酸オキシダーゼ1Uを加えて振り混ぜ,10分間放置した後,.水を加えて正確に100mlとし, 

冷蔵庫中に15分間放置する.この液を必要があればろ過し,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

シュウ叢ナト.リウムを1WVで恒量になるまで乾燥し,その37.2mgを正確に量り,.水を加 

えて溶かして正確に100mlとし,標準液とする(この液1mlは,シュウ酸0.25mgを含む). 

標準液2,4, 8,16ml及び20mlをそれぞれ正確に量り,水を加えてそれぞれ正確に20mlと 

し,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれシュウ酸25,50,100, 200Ag及び 

250バgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長340nmにおける吸光度を測定する.

② 測定

光路幅lcmのキュベッF 2本を用意し,A, Bとする.A, Bそれぞれにリン酸•クエン酸 

緩衝液0.2ml及び試料液0.1ml•を•それぞれ正確に量って加え,A tはシュウ酸脱炭酸酵素液 

0.02m1を,Bには水0.02mlをそれぞれ正確に量って加えた後,混和し,常温に10分間放置す 

る.次にA, Bそれぞれにリン酸緩衝液lml3), NAD溶液lml及び水0.5mlをそれぞれ正確 

に量って加え,混和し,3分間放置し,Aを試料測定液,及を空測定液とする.

試料測定液及び空測定液につき,それぞれ水を対照として波長340nmにおける吸光度EA及 

びEBを測定する.次にA, Bのそれぞれにギ酸脱水素酵素液0.05mlずつをそれぞれ正確に量 

って加え,混和し,常温に20分間放置した後,再び同条件で吸光度を測定し,E'A及びE'Bと 

する.

EAとE'Aの差JEa, EbとE'bの差zJEbを求め,更にZ?EAとZ?Ebの差z!ETを計算する.

③ ■検量線

検量線用標準液0.1mlTつをそれぞれ正確に量り,②測定における試料液の代わりにそれぞ
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れキュベヅbs：,S2,……S5に入れ,②測定と同様に操作し,それぞれJES1, JES2,……4ES5 

を求め,検量線を作成する.

④定量

試料液のZJETと検量線から試料液中のシュウ酸濃度(/zg/ml)■を求め,•次式によつT検体中 

のシュウ酸含量(g/kg)を計算する. -

シュウ酸含量(g/kg)

C :試料液中のシュウ酸濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

試薬•試液
1. アスコルビン酸オキシダーゼ：市販品を用いる.

2. ギ酸脱水素酵素：市販品を用いる.

3. ギ酸脱水素酵素液：ギ酸脱水素酵素(0.4U/mg) 500mgに水2.5mlを加えて溶かす.

4. クエン酸：［特級］

5. シュウ酸脱炭酸酵素液：市販品のシュウ酸脱炭酸酵素の硫酸アンモニウム懸濁液(40U/

ml)を希釈せずに用いる.

6. ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド’(冷-NAD. H2〇):市販品を用いる.

7. リン酸緩衝液：リン酸ニカリウム2.6lgに水を加えて溶かして100mlとする.pHは約 

9.5になる.

8. リン酸.クエン酸緩衝液：クエン酸0.712g及びリン酸ニカリウム1.152gに水を加えて溶 

かして50mlとする.pHは約5.0となる.

9. ’ン酸ニカリウム：［特級］

10. NAD溶液：/3-NAD-H20904mgに水45mlを加えて溶かす(約30mol/l).

,［注］ :: ::

1) ギ酸脱水素酵素の活性はp_H4~6領域で示されるが,至適pHは5.0である.
2) •アスコルビン酸の共存下では,シュウ酸の回収率は10-70%にとどまる.アスコルビン酸才 

キシダーゼで趣理してアスコルビン酸を除く.
3) この操作でキュベット内の溶液のpHは7.5となる.ギ酸脫水素酵素の至適pHは7.5であ 

る.なお多数のキュベットを必要とするので,安価なプラスチック製を用いるとよい.
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8ショ糖脂肪酸エステル
［乳化剤］

Sucrose Esters of Fatty Acids

1. 試験法の概要

食品中のショ•糖脂肪酸エステルは,イソブタノールにより抽出■し,薄層クロマトグラフィー 

によりモノ-,ジ-及びトリエステルを分離し,比色法により定量する.

2. 試験法(薄層クロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する. パ

(2)試料液の調製

試料約20gを精密に量り,500mlの共栓三角フラスコに入れ,イソブタノール200mlと塩 

化ナトリウム溶液(1—10)200mlを力Uえ,60~80°Cの水浴中に保持しながら10分間振り混 

せる.次に遠心分離(10分間,3,000回転/分)を行いイソブタノール層を分取する.水層に 

イソブタノール200mlを加え,同様の操作を繰り返した後,水層を捨てる.イソブタノール 

層を合わせ,塩化ナトリウム溶液(1一10) 200mlを力！］え,60~80°Cの水浴中で10分間振り 

混ぜ,水層を捨てる.イソブタノール層に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水後,ろ紙を通じて 

濃縮器に移し,/約70°Cで減圧濃縮し,イソブタノールを除去する.残留物はクロロホルム 

20mlを加えて溶解し,25mlのメスフラスコに移し,濃縮器はクロロホルム少量ずつで2回洗 

い,それぞれの洗液をメスフラスコに入れ,クロロホルムを加えて正確に25mlとし,試料溶 

液とする.試料溶液20//1をマイクロシリンジを用いて正確に量り,薄層板の下端より2cmの 

位置にスポットする.

薄層板をあらかじめ第一次展開溶媒を入れた第一次展開檜に入れ,スポット位置より12cm 

の高さまで展開する3.薄層板を引き上げ,60°Cで30分間乾燥させた後,放冷し,あらかじ 

め第二次展開溶媒を入れた第二次展開槽に入れ,スポット位置より10cmの高さまで展開す 

る.薄層板を引き上げ,ドラフト中で溶媒を蒸散させた後,更に100°Cの乾燥器に約20分間 

入れて完全に溶媒を蒸散させる.

各スポットを確認するため,薄層板にモリン液を噴霧し,暗室でUVランプを用い,ショ
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糖モノ、ジ-及びトリエステルの境界を確認し,線を引く气

モノ-,ジ-及びトリエステルの区分をかき取り,それぞれ試験管Tm,Td,Ttに入れる.エ 

タノ ール溶液をTMに4ml,TD及びTtにそれぞれ2mlずつ正確に量って加え,それぞれを試 

料液とする.また,試料溶液をスポットしていない部分の各成分相当位置の薄層をかき取り , 

それぞれ試験管T腿,Tbd, Tbtに入れ,エタノール溶液をTBMには4ml,TBD及びTbtにはそ 

れぞれ2mlずつ正確に量って加え,それぞれを空試料液とする.

(3)標準液の調製

硫酸真空デシケーター中で乾燥したショ糖0.200gを正確に量り,硫酸1ml及びエタノール 

溶液を加えて正確に200mlとする.この液10mlを正確に量り,エタノール溶液を加えて正確 

に200m1とし,標準液とする(この液lmlは,ショ糖50/zgを含む).

(4 )測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長620nmにおける吸光度を測定する.

② 測定液の調製

試料液の入った試験管Tm, Td, Ttぞれぞれを流水中で冷却しながら,アンスロン試薬を 

TMには20ml,TD及びTtにはそれぞれ10mlずつ正確に量ってそれぞれに加える.TM, TD, 

Ttの3本の試験管をそれぞれを60°Cの水浴中に30分間浸漬し,途中2～3回振り混ぜた後, 

冷水中で冷却し室温に戻す.

試験管中のこれらの液をそれぞれ遠心管に移し,遠心分離’(約5分間,’約4,000回転/分) 

を行い,上澄液をそれぞれ測定液とする.

また,モノ-,ジ-及びトリエステルそれぞれの試料液に対応する空試料液を'それぞれの試料 

液と同様に操作してそれぞれに対応する空測定液とする.

③ 検量線

標準液〇,lml及び2mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ試験管Tb,Tsl,TS2に入れる. 

エタノール溶液をTBには2ml,TS1にはlml正確に量って加えた後,3本の試験管TB,Tsl,

TS2をそれぞれ流水中で冷却しながら,アンスロン試薬1Omlずつを正確に量ってそれぞれに 

加え,以下,②測定液の調製と同様に操作し,それぞれを検量線用空測定液及び検量線用標準 

測定液とする.

検量線用標準測定液及び検量線用空測定液につき,それぞれエタノール溶液を対照として波 

長620nmにおける吸光度ESI,ES2及びEBを測定し,Esl,ES2とEBの差ZJEn Z?E2を計算し, 

検量線を作成する.

④ 定量 ノ .•バ:’ •ン



400 参照分析法

各測定液につき,ェタノール溶液を対照として波長620nmにおける吸光度EAM, EAD, EAT 

を測定し,これらとそれぞれに対応する空測定液の吸光度Ebm,Ebd, Ebtとの差JEm> JEd, 

及び/?Etを計算し,検量線から各測定液中の各ェステルの結合糖濃度(^g/ml)を求め,次式 

によって検体中のショ糖脂肪酸ェステル含量(g/kg)を計算する.

ショ糖脂肪酸ェステル含量(g/kg) = mCmVm+D»Vd + TCtVt せズ志

CM :測定液中のモノェステルの結合糖濃度(Ag/ml)

CD :測定液中のジェステルの結合糖濃度(Ag/ml)

CT :測定液中の卜りェステルの結合糖濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

M, D, T :ショ糖脂肪酸ェステルの種類により,次表の係数を用いる.

VM :モノェステルの測定液量(ml)

VD :ジェステルの測定液量(ml)

VT :トリェステルの測定液量(ml)

表8-1ショ糖脂肪酸エステルの係数

ショ糖脂肪酸
エステル名

ステアレート 
/ステアレート70% 
'■パルミテート30%

ノ«ノレミテ'—卜 
/ステアレート30% 
t■パルミテート70%

オレート ラウレート

係数M 1.753 1.720 1.749 1.556

係数D 2.507 2.440 2.497 2.111

係数T 3.260 3.160 3.246 2.667

試薬•試液等
1. アンスロン：■［特級］ -■ - ■' - ンぐノンペ

2. アンスロン試薬：硫酸100ml,水60ml及びメタノール15mlの混合液にあらかじめ硫酸

25mlに溶かした0.4gのアンスロンを加え,硫酸75mlで洗い込む.冷暗所に保存し,20

以内に使用する.

3. エタノール溶液：エタノール4容に水1容を加えて混和する.

4. 第一次展開溶剤2> :石油エーテル.エチルエーテル混液(1:1).

5. 第二次展開溶剤：クロロホルム■ メタノール.酢酸•水混液(40 ： 5 ： 4 ：1).

6. 薄層板：市販のシリカゲル薄層板を110°Cで1.5時間活性化し用いる.2日以内に使用す

る.

7. モリン：市販の特級品を用いる.

8. モリン液：モリン50mgにメタノール100mlを加えて溶かす.
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［注］
1) ショ糖月旨肪酸エステルとして約100mgに対応する量.通常20g以下を試料量とする.

2) '油脂をまったく含まないか,もしくはごくわずか.しか含まない試料の場合には,•’第一次展開 

を省略してもよい.
3) モノ-,ジ-及びトリエステルのモデルパターンは•図のようになるので,境界線を破線のよう 

に引く.

トリエステル .

ジェズテル ■

モノェズテル

原点(スポット位置)

注図8-1モノ、ジ-,トリ-ショ糖脂肪酸エステル 
のモデルパターン
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9水溶性アナトー
［着色料］

Annatto, Water-soluble

1. 試験法の概要

食品中の水溶性アナトーは,吸収スペクトル法及び薄層クロマトグラフィーにより定性し, 

必要があれば液体クロマトグラフィーによりノルビキシンとして定量する.

2. 試 験 法(吸収スペクトル法,薄層クロマトグラフィー,液体クロマトグラ 

フィー)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料3~10gを精密に量り,50mlの遠心管に採り,ヘキサン40mlを加え1>,かき混ぜた 

後,遠心分離(5分間,3,500回転/分)する.上層のヘキサン層を捨て,残留物にrヘキ 

サン20mlを加えて同様の操作を2回繰り返し,n-ヘキサン層は捨てる.次いで,残留物を加 

温し25,冷後,O.lmol/I水酸化ナトリウム溶液•エタノール混液(1:1)40mlを加え,ホモジ 

ナイズした後,遠心分離し,0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液•エタノール混液(1:1)を分取 

する.残留物はO.lmol/l水酸化ナトリウム溶液•エタノール混液(1:1)20mlずつを用いて 

同様に2回操作し,0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液•エタノール混液(1:1)を合わせ,更に 

水を加えて正確に100mlとし,試料液とする.

(3) 標準液の調製

水溶性アナトー約lgを精密に量り,0.01mol/1水酸化ナトリウム溶液を加えて溶かして正確 

に100mlとし,標準原液とする.この液1mlを正確に量り0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液を 

加えて100mlとし,標準液とする*.

(4) 測定法

①定性
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a吸収スペクトル法

試料液10mlを正確に量り,分液漏斗に入れ,塩化ナトリウム溶液(1^10)10ml及び水 

を加えて50mlとした後,硫酸(1420) 2mlを加えてよく混和する.次いで,この液にベン 

ゼン10mlを加え,激しく振り混ぜ,ベンゼン抽出液を分取する4\水層はベンゼン10mlずつ 

を用いてベンゼン抽出液が着色しなくなるまで抽出を繰り返す.全ベンゼン抽出液を合わせ, 

水5mlずつで3回洗い,水層を完全に除いてから,ベンゼン抽出液を別の分液漏斗に移し, 

先の分液漏斗はベンゼン2mlずつを用いて3回洗い,洗液をベンゼン抽出液に合わせる.こ 

のベンゼン抽出液に等容量の石油ベンジンを加え,振り混ぜた後,0.01mol/l水酸化ナトリウ 

ム溶液3mlずつを用いて,水酸化ナトリウム溶液が着色しなくなるまで抽出を繰り返し,抽 

出液を合わせる.この抽出液は吸光度が0.2-0.7を示す濃度に調整した後,波長340~600nm 

のスペクトルを測定する.SIJに,標準原液lmlを用いて同様に搡作して得たスペクトルと試 

料液のスペクトルを比較し,吸収極大が同じであり5),吸収曲線が相似であることを確かめ, 

試料中の水溶性アナトーを判定する.

b薄層クロマトグラフィー

試料液10mlを正確に量り,以下,a吸収スペクトル法に準じて操作して得たベンゼン抽出 

液につき,シリカゲル薄層板,クロロホルム•アセ•トン•酢酸混液(50 ： 50 ：1)を展開溶媒 

として,薄層クロマトグラフィーを行う.なお,標準液は標準原液lmlを用いて,a吸収スペ 

クトル法で得たベンゼン抽出液を用いる.展開後の薄層板上のそれぞれのはん点の位置と色と 

を比較観察し,試料中の水溶性アナトーを定性する.

②定量

a検量線用標準液の調製 ’

水溶性アナトー約lgを精密に量り,0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液を加えて溶かして正確 

に100m］とし,標準原液とする.この液1mlを正確に量り,分液漏斗に入れ,塩化ナトリウ 

ム溶液(141〇)10mlを加え,更に水を加えて50mlとした後,lmol/l硫酸2mlを加えてよ 

く振り混ぜる.次にベンゼン10mlずつを用いて,ベンゼン抽出液が着色しなくなるまで抽出 

を繰り返す.全ベンゼン抽出液を合わせ,水5mlずつで3回洗い,水層を完全に除いてから 

ベンゼン抽出液を別の分液漏斗に移し,先の分液漏斗はベンゼン2mlずつを用いて3回洗い, 

洗液をベンゼン抽出液に合わせる.このベンゼン抽出液に等容量の石油ベンジンを加え,振り 

混ぜた後,0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液5mlずつを用いて,水酸化ナトリウム溶液が着色 

しなくなるまで抽出を繰り返し,抽出液を合わせ,0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液を加えて 

正確に100mlとする.この液の波長454nmにおける吸光度Eを測定する.次に標準原液lml 

に対して0.0lmol/l水酸化ナトリウム溶液を加えて3,473/Emlとなるように希釈し®,標準液 

とする(この液lmlは,ノルビキシン1OO/zgを含む).

標準液1,3, 5, 7ml及び10mlを正確に量り,0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液を加えて正
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確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれノルビキシン10, 30,

50, 70/zg及び100Agを含む).

b測定法

1)測定条件

紫外線検出器付液体クロマトグラフを用ぃ,次の条件によって測定する.

•カラム充てん剤：オクタデシルシリル^［匕シリカゲル

カラム管：ステンレススチール製,内径4mm,長さ250mm

:カラム温度：室温

移動相：メタノール■水•酢酸混液(85 ：14：1)

流速：lml/分

測定波長：454nm

.2)■■.積量線..■ヘ.: ■ノ ■■ ■- / ■ ■ ■■■ ■■ ■ . . ■ ■■ ■ ■ ■ .. ■■ ■■■

検量線用標準液5A1ずつをそれぞれ正確に量り,液体クロ々ドグラフに注入じ,ピーク高さ 

又はピーク面積から検量線を作成する.

3)测定 ：■

①定性,a吸収スペクトル法の0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液を正確に10mlとし,定量 

用試料液とし,その5/zlを正確に量り,液体クロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又 

はピーク面積と検量線から試料液中のノルビキシン濃度(zzg/ml)を求め,次式によって検体 

中のノルビキシン含量(g/kg)を計算する.

ノルビキシン含量(g/kg)

:じ：定量用試料液中のノルビキシン濃度(/Zg/ml)

試料の採取量(g)

試薬•試液
1.アセトン：■:［特級］ …ペ .：.ノ ■ン ノ：. く

:2ン:エタノール’：....［特級］:.'

3 .塩化ナトリウム：［特級］

4■クロロホルム::：.:［特級］

5. 酢酸：CH3COOH ［特級］

6. 0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液：水酸化ナトリウム4.0gを水に溶かして1,000mlとす

る.

7. 0.01mol/l水酸化ナトリウム溶液：0.1mol/l水酸化ナトリウム溶液に水を加えて10倍容

量に薄める. . ..... ... .. .. ......
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■8■石油ベンジン：［特級］

9. n-へキサン:［特級］

10. ベンゼン:［特級］

11. メタノール：［液体クロマ！'グラフ用］

［注］
1) 脱脂の目的のほか,.天然由来又は着色料として使用された/?-カロ•テンなどがヘキサン層 

へ移行し,除去される.
2) 残留する『ヘキサンを加溫して除く.
3) 食品添加物規格の水溶性アナトーは色素含量が1%前後であるが,'•濃度が一定していないた 

め,吸光度が〇.2-0.7となるように調整する.

4) 二層に分離しにくい場合は,3,500回転/分で約5分間遠心分離するとよい.
5) 吸収極大波長は524,454及び460nmにある.
6) ノルビキシンの波長454nmにおける比吸光度E•ほ= 3,473である.したがって標準原液中の 

ノルビキシンの濃度(mg/ml)=y^jX 100X100
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1〇ステアロイル学L酸カルシウム
［乳化剤］

Calcium Stearoyl Lactylate

/.別名:：ステア•リル乳酸カルシウム

1. 試験法の概要

食品中15のステアロイル乳酸カルシウムは,けん化じて得られる乳酸を乳酸脱水素酵素を用 

いて定量し,分子量比を乗じてステアロイル乳酸カルシウムの量として求める.

2. 試験法(酵素法)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する气

(2) 1¢料液の調製

試料約10gを精密に量り,200m1の三角フラスコに入れ,トリス緩衝液70ml及びrアミラ 

ーゼ1OOmgを加えてかき混ぜ,70°Cの水浴中で1時間加温する.次に分液漏斗に移し,三角 

フラスコは飽和塩化ナトリウム溶液30mlで洗い,洗液を分液漏斗に合わせる.放冷後,塩化 

ナトリウム30gを加えてかき混ぜ气 クロロホルム70mlを加えて5分間振り混ぜ,クロロホ 

ルム層4>を分取する.水層にはクロロホルム50mlずつを加えて同様の操作を2回繰9返す. 

全クロロホルム層を合わせ,飽和塩化ナトリウム溶液20mlずつで2回洗い,洗液は捨てる.

クロロホルム層をガラスろ過器(SG-4)を通して濃縮器にろ過し8,ろ液を乾固するまで減 

圧濃縮する.油状の残留物にエタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液10ml及び水10mlを 

加えた後,還流冷却管を付け,45分間加熱する65.次に濃縮器及び還流冷却管を水約40mlで 

洗い,洗液を濃縮器に合わせ,濃縮器を水蒸気浴中に放置してエタノールを完全に揮散させ 

る.放冷後,硫酸(W2)6mlを加え,遊離した脂肪酸が溶けるまで加熱する.次に約60°C 

まで冷やし,石油エーテル25mlを加え,穏やかに振り混ぜ,水を用いて分液漏斗に移す.水 

層は100mlのメスフラスコに分取し,石油エーテル層は水20mlずつで2回诜い,洗液を先の 

メスフラスコに合わせる7水を加えて正確に100mlとし,この液10mlを正確に量って 

100mlのメスフラスコに入れ,5mol/l水酸化ナトリウム溶液を用いて中和した後,水を加え
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(3) 検量線用標準液の調製

乳酸リチウムを105°Cで4時間乾燥し,その0.1066gを正確に量り,水を加えて溶かして正 

確に1,000mlとし,標準液とする(この液lmlは,L-及びD-乳酸の混合物O.lmgを含む). 

標準液2,5,10, 20ml及び35mlをそれぞれ正確に量り,それぞれに水を加えて正確に

100mlとし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれ乳酸として2, 5,10,

20#g及び35Agを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長340nmの吸光度を測定する.

② •測定

光路幅1cmのキュベヅト2本を用意し,A, Bとする.A, .Bそれぞれにグリシルグリシン 

緩衝液lml, NAD液0.2ml,GPT液0.02ml及び水0.5mlをそれぞれ正確に量って加え,Aに 

は試料液1.0ml,Bには水1.0mlをそれぞれ正確に量って混和し,5分間放置し,Aを試料測 

定液,Bを空測定液とする.

試料測定液及び空測定液につき,それぞれ水を対照として波長340nmにおける吸光度EA及 

びEBを測定する.次にA, BそれぞれにL-LDH液及びD-LDH液をそれぞれ0.02mlずつ正 

確に量って加え,混和し,10分間放置後,再び同条件で吸光度を測定し,E'A及びE'Bとする. 

EAとE'Aの差JEa, EbとE'Bの差dEBを求め,更にZlEAとz!EBの差zJETを計算する.

③ 検量線

検量線用標準液lmlずつをそれぞれ正確に量り,②測定における試料液の代わりにそれぞ 

れキュベットSl,s2, Ssに入れ,②測定と同様に操作し,それぞれ4ESI, JES2, --zJ 

£S5を求め,検量線を作成する.

@定量 ：

試料液のzJETと検量線から試料液中の結合乳酸濃度(パg/ml)•を'求め,次式®によって検体 

中のステアロイル乳酸カルシウム含量(％)を計算する.

ステアロイル乳酸カルシウム含量(%)=25Qxw

C :試料液中の乳酸濃度(/zg/ml)

V ：試料液の量(ml)

W:試料の採取量(g)
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試薬•試液

1. アミラーゼ：市販の細菌性a-アミラーゼを用いる.

2. グリシルグリシン：［特級］

3. グリシルグリシン緩衝液：グリシルグリシン4.75g及びL-グルタミン酸0.88gに約50ml 

の水を加えて溶かし,10mol/l水酸化ナトリウム溶液を用いてpH10に調整する.次に水 

を加えて60mlとする.

4. L-グルタミン酸：［特級］

5. グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ(GPT):市販品を用いる.

6. エタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液：水酸化カリウム35gを量り,水20mlを加 

えて溶かした後,エタノールを加えて1,000m1とする.密栓保存する.

7. 石油エーテル：［特級］

8. トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン：市販の特級品を用いる.

9. トリス緩衝液：トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン24.2gとマレイン酸23.2gを量 

り,水を加えて溶かして1,000mlとする.この液50mlを量り,0.2鵬1/1水酸化ナトリウム 

溶液37.0mlを加えてpHを6.4に調整し,更に水を加えて200mlとする.

10. ルニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(酵母製)：市販の生化学用を用いる.

11. マレイン酸：［特級］

12. GPT液：GPTの懸濁液(10mg/ml)の2mlを遠心分離(10分間,4,000回転/分)し,

上清lmlを吸い取って捨てる.この懸濁液を4°Cで保存するとき,少なくとも1年間は安 

定である.

13. D-乳酸脱水素酵素(D-LDH液)：市販品(d^LDH活性1,500U/ml)を用いる.代で 

保存して1年以内に使用する.

14. じ乳酸脫水素酵素(L-LDH液)：市販品(LHLDH活性2,250U/ml)を用いる.4'Cで保 

存して1年以内に使用する.

15. NAD液：/?-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(酵母製)900mgを水30mlに溶 

かす.4'Cで保存して3週間以内に使用する.

［注］ '

1) ここでの対象食品はパン,.菓子パン等のパン部分のみに限定する.
2) ジャム,あん,クリーム,外皮等を取り除いたパン部分のみを採る.
3) 塩化ナトリウム飽和により,引き続くアシル乳酸塩の抽出操作において,.クロロホルム層の 

分離を容易にする.クロロホルム層の分離に時間がかかるときは遠心分離してもよい.

4) これまでの操作によ9,パン生地にステアロイル乳酸塩を添加して焙焼したパン試料から, 
アシル乳酸塩88～95%が回収される.

5) 洗浄後のクロロホルム層はやや白濁•している.この白濁物質は未消化のパン粉末に由来する
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もので,ガラスろ過器でろ過すれば,ろ液はほぼ澄明となる.なお,飽和塩化ナトリウム溶液 
で浼浄しているので,クロロホルム層中の水含有量はわずかであり,無水硫酸ナトリウム等に 
よる乾燥操作は不要である.

6) ステアロイル乳酸カルシウムをけん化し,ステアリン酸,乳酸の構成分子に分解する操作で 

ぁる.
7) ステアリン酸等の高級脂肪酸を除去し,乳酸や低級脂肪酸のみを水層に採る操作である.

8) けん化により生成した結合型乳酸由来の乳酸濃度を求める.ステアロイル乳酸カルシウム中 
の結合乳酸残基(ステアロイル乳酸類及びラクトイル乳酸類を構成する乳酸)は,その全量の 

.約25 %とされているので,CV/(0.1)(10,000)Wより得た検体中の結合乳酸含量(％)に1/ 
0.25 = 4を乗じて検体中のステアロイル乳酸カルシウム含量(%)とする.

なお,本品及び食品由来の遊離乳酸はクロロホルムに難溶なので抽出されず,本定量法で妨 
害を示さない.
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11セルロース及びデンプンのグリコール酸誘導体
［糊料］ :

Carboxymethyl Derivatives of Cellulose and Starch

カルボキシメチルセルロ-™スカルシウ厶 
Calcium Carboxymethylcel1 ulose 
:別名：繊維素グリコール酸カルシウム

カルボキシメチルセルロースナトリウム 
Sodium Carboxymethylcellulose
別名:繊維素グリコール酸ナトリウム

デンプングリコール酸ナトリウム 
Sodium Carboxymethylstarch

1. 試験法の概要

.食品中のセルロース及びデンプンのグリコール酸誘導体は,•ナフタレンジオールを用いる比 

色法によ■り,カルボキシメチルセルロースナトリウムあるいは•デンプングリコール酸ナトリウ 

ムとして定量する.必要があれば,分子量比を乗じてカルボキシメチルセルロースカルシウム 

の量として求める.

2. 試験法(比色法)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料約10gを精密に量り,50mlの共栓付遠心管に入れ,沸騰水浴中で5分間加熱しながら 

ガラス棒でかき混ぜるu. 50°C以下に冷却した後,テトラヒドロフラン40mlを加えて激しく 

振り混ぜ气遠心分離(5分間,2,000回転/分)し,上澄液を傾斜して捨てる.残留物中のテ 

4ラヒドロフランを加温しながら窒素ガスを吹きつけてできるだけ除去する®.次に水10ml 

を加え,遠心管を60°Cの超音波浴槽に浸漬しながらガラス棒を用いて残留物を完全に溶解又 

は分散させる.酵素溶液451mlを加えて振り混ぜ,約37°Cの恒温槽に2～3時間放置する.沸 

騰水浴中で10分間加熱した後冷却し,水を用いてセルロースチューブに入れ,1,000mlの水 

に浸漬して15~25°Cで12～16時間透析を行う.次に透析内液を水を用いて150mlの遠心管に 

移し,4倍量のテトラヒドロフランを加えて振り_混ぜ,遠心分離(5分間,2,000回転/分)し 

た後,上澄液を傾斜して捨てる.残留物に2mol/l水酸化ナトリウム溶液20mlを加え,沸騰
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水浴中で加熱して完全に溶かし,水を加えて正確に200mlとし,試料液とする.

(3) 検量線用標準液の調製

.カルボキシメチルセルロースナトリウム又はデンプングリコール酸ナト■リウム55 0.100gを正 

確に量り,水を加えて溶かし,正確に100mlとし,標準液とする(この液'1mlは,カルボキ 

シメチルセルロースナトリウム又はデンプングリコール酸ナトリウムlmgを^•む).

標準液1,2, 3, 4ml及び5mlをそれぞれ正確に量り,それぞれに水を加えて正確に20ml 

とし,検量線用標準液とする(これらの液lmlは,それぞれカルボキシメチルセルロースナ 

トリウム又はデンプングリコール酸ナトリウム50,100,150, 200/zg及び250/zgを含む).

(4) 測定法

① 測定条件

分光光度計を用い,波長540nmにおける吸光度を測定する.

② 測定

試料液lmlを正確に量り,ネスラー管に入れる.ナフタレンジオール液20mlを加え,水浴 

中で3時間加熱した後冷却する.この液を50mlのメスフラスコに移し,ネスラー管は50% 

硫酸で洗い,洗液を先のメスフラスコに合わせ,冷却しながら50 %硫酸を加えて正確に50ml 

とする.この液について50%硫酸を対照として波長540nmにおける吸光度を測定する.

③ 検量線

検量線用標準液lmlずつを正確に量り,それぞれネスラー管に入れ,以下,②測定と同様 

の操作をして吸光度を測定し,検量線を作成する.

④ 定量 ；

試料液について得られた吸光度と検量線から試料液中のカルボキシメチルセルロースナトリ 

ウム又はデンプングリコール酸ナトリウム濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中のカル 

ボキシメチルセルロースナトリウム又はデンプングリコール酸ナトリウム含量(g/kg)を計 

算する.

カルボキシメチルセルロースナトリウム又はデンプングリール酸ナトリウム含量

(g/kg)二ix 200 ■:
ぼ/以 W 1,000

c:試料液中のカルボキシメチルセルロースナトリウム又はデンプングリコール酸  

ナトリウム濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

カルボキシメチルセルロースカルシウム含量(g/kg)

=カルボキシメチルセルロースナトリウム含量(g/kg) X 0.99 61
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試薬-試液

1. 酵素溶液：プロテアーゼ500mgを量り,水を加えて溶かし,10mlとする.

2. テトラヒドロフラン：市販の特級品を用いる.

3. 2, 7-ナフタレンジオール：市販の特級品を用いる.

4. ナフタレンジオール液：2,7-ナフタレンジオールO.lgを量り,硫酸100mlを加えて溶か 

し,液の黄色が微黄色になるまで水浴中で加熱する.冷却し暗所に保存する.このとき黄 

色は完全に消失している.用時,硫酸で10倍に希釈する.

5. プロテアー■ゼ：市販品を用いる.

［注］

1) 沸騰水浴中で加熱混合することにより,不溶化していた物質を均一に溶解,分散する.
2) テトラヒドロフランを約80 %濃度として,脱脂と高分子物質の凝集沈殿を同時に行う.なお 

脂肪含量の多い試料の場合は,更に残留物をテトラヒドロフラン3〇〜40mlで洗った方がよい.
3) テトラヒドロフランが酵素反応を妨害することのないよう,できるだけ除去する...;：..

4) 定量に影響するタンパク質を酵素で分解する.
5) 分析の対象としている化合物と同一のものを用いるのが最適であるが,異なっていても分析 
.値に大きな差は出ない.

6) ■カルシウム塩,ナトリウム塩ともにエーテル化度を1とし,■すべてのカルボン酸が塩に•なづ 

ていると仮定して分子量比を求めた.
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12ソルビタン脂肪酸エステル
［乳化剤］

Sorbitan Esters of Fatty Acids

1. 試験法の概要

ソルビタン脂肪酸エステルは,ソルビトール,ソルビタン及びソルバイドの各種脂肪酸エス 

テルの混合物である.食品中のソルビタン脂肪酸エステルは,けん化分解後,得られたソルビ 

トール,ソルビタン及びソルバイドをトリメチルシリル体とし,ガスクロマトグラフイーによ 

りソルビタンモノ脂肪酸エステルとして定量する.

2. 試 験 法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

試料約20g«を精密に量り2),クロロホルム20mlを加え,還流冷却器を付け,温浴中で1 

時間加熱還流した後,ろ過し,残留物にクロロホルム20mlを加えて同様の操作を繰り返し, 

全ろ液を合わせて試料液とする.

(3) 標準液の調製

〇-(D)ソルビトール,1,4-ソルビタン,及び1,4, 3, 6-ソルバイド0.100gずつをそれぞれ正 

確に量り,合わせ,クロロホルムを加えて正確に100mlとする.この液2mlを正確に量り, 

クロロホルムを加えて正確に100mlとし,標準液とする(この液lmlは,a-(D)ソルビトー 

ル,1,4-ソルビタン及び1,4, 3, 6-ソルバイドそれぞれ20/zgずつを含む).

(4) 測定法

①測定条件

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い/•次の条件によって測定 

する. ：.

カラム充てん剤：6〇〜80 メッシュのシラン処理されたガスクロマトグラフ用ケイソウ土
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担体に,JXRシリコンを3 %の割合で含ませたもの.

ヵラム管：内径3mm,長さIm

ヵラム温度：120~220°Cまで10°C/分で昇温を行う.

注入ロ及び検出器温度：300で

キャリヤーガス：ヘリウム,50ml/分

② 測定液の調製

'試料液を濃縮器に入れ,：滅圧濃縮してクロロホルムを留丢'し,：エタノール製0.5mol/l水酸 

化ヵリウム試液100mlを加えて1時間加熱還流し,減圧濃縮した後,0.5mol/l塩酸120mlを 

加えて1時間加熱還流する.冷後,分液漏斗に移し,tヘキサン25mlずつで,2回水層を洗 

い,それぞれ洗液は捨て,水層を濃縮器に入れ,エタノール製0.5mol/1水酸化ヵリウム試液 

で中和し,減圧濃縮した後,無水硫酸ナトリウム3g及び/2-ブタノール25mlを加えてよく振 

り混ぜ,ろ過する.残留物をガ-ブタノール25mlで洗い,ろ液及び洗液を合わせ3\減圧濃縮 

してブタノールを留去する.これにピリジン3ml及びTMS試液3mlをそれぞれ正確に量 

って加え,30分間振り混ぜ,測定液とする.

③ 検量線 」こく ん

標準液0.1,0.5ml及びlmrをそれぞれ正確に量り,濃縮器に入れ气 減圧濃縮してクロロホ 

ルムを留去する.次にピリジン3mlずつ及びTMS試液3mlずつをそれぞれ正確に量ってそれ 

ぞれに加え,それぞれを30分間振り混ぜ,検量線用標準液とする.

検量線用標準液5A1ずつを量り,それぞれガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高 

さ比又はピーク面積比から«-(D)ソルビトール,1,4-ソルビタン及び1,4, 3, 6-ソルバイドそ 

れぞれの検量線を作成する.

乂④定量 - ::::へノ ：、

測定液5/zlを量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られた〇-(D)ソルビトール,1,4-ソ 

ルビタン及び1,4, 3, 6-ソルバイドそれぞれのピーク高さ比又はピーク面積比とそれぞれの検 

量線によって測定液中のそれぞれの濃度(Ag/ml)を求め,次式によって検体中のソルビタン 

脂肪酸エステル含量(g/kg)を計算する.

ソルビタン脂肪酸エステル含量(g/kg)=(ラ:三2：2)V
1,りりり人W.1

C；:測定液中のソルビトール濃度(Ag/ml)

C2 :測定液中の1,4-ソルビタン濃度(Ag/ml)

C3 :測定液中の1,4, 3,6-ソルバイド濃度(/zg/ml)

V :測定液量(ml)

/ W :試料の採取量(g)

..f ソルビタンモノステアレー•卜として換算する場合f=0.27 4)を用いる.
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試薬•試液
1.エタノール：［95v/v %, ■特級］

2•キシレン：市販の特級品を用いる.•：

3.シリカゲル：市販の100～200 メッシュのカラムクロマトグラフ用を用いる.

4.1,4, 3, 6-ソルバイド：ソルビトール20gと/^トルエンスルホン酸5gをキシレン60mlに 

懸濁し,かくはんしながら135~140°Cで4時間還流し,冷後,キシレンを除き,残留物に 

希エタノールを加えて溶かし,中和後,ろ過し,ろ液を減圧濃縮し,得られたシロップ状 

物質をメタノールに溶解し,シリカゲル約5gを加え,メタノールを留去する.次に,あら 

かじめシリカゲル約30gをクロロホルムに分散させて充てんしたカラムに上記残留物を加 

え,クロロホルム200mlにメタノール40mlを混合した混液をカラムに加えて溶出させ, 

溶出液を減圧濃縮して1,4, 3,6-ソルバイドを得る.

5.1,4-ソルビタン：ソルビトール20gに濃硫酸,水をそれぞれ3滴ずつ加え,減圧下で 

140°C, 30分間加熱し,水を加えた後活性炭で脱色する.硫酸をバリウム塩として除いた 

後,減圧濃縮し,得られたシロップ状物質をメタノールに溶解し,シリカゲル約5gを加 

え,メタノールを留去する.次に,あらかじめシリカゲル約30gをクロロホルムに分散さ 

せで充てんしたカラムに上記残留物を加え,クロロホルム200mlにメタノール60mlを混 

:合した混液をカラムに加えて溶出させ,溶出液を減圧濃縮して1,4-ソルビタンを得る.

6. a-(D)ソルビトール：市販の特級品を用いる.

7. トリメチルクロルシラン：市販のTMS化用を用いる•.

8. p-トルエンスルホン酸：［1級］

9. ピリジン：市販のシリル化用を用いる.あるいは,市販特級品1Lに対し乾燥用合成ゼ 

オライト(0.4 A)約10gを加え,一夜放置し脱水したものを用いる.

10/ n-ブタノール：［特級］

1L1,1, 1,3, 3, 3-ヘキサメチルジシラザン：市販のTMS化用を用いる.

12. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナトリウム(無水)［特級］

13. TMS試液:1,1,1,3, 3, 3-ヘキサメチルジシラザン2ml及びトリメチルクロルシラン1ml 

をピリジン10mlに加える.

14. エタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液•：水酸化•カリウム35gを量り,水20mlを加 

'えて溶かした後,エタノールを加えて1,000mliする.密栓保存する.

［注］
1) ソルビタン脂肪酸エステルとして約50mgに対応する量が適当である.
2) 水性食品では,試料量を量った後,凍結乾燥することにより,クロロホルムによる抽出効率 

を高めることができる.

3) 内部標準を使用する際には,f メチル。D(+)グルコシド(市販特級)が適当である.l.Omg
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を量り,クロロホルムに溶かし,全量100mlとし,そのlmlを用いる.

4)ソルビタン脂肪酸エステルをソルビタンモノステアレートとして換算した場合,その中に占 
めるソルビ■トール等のポリオール部分の割合は,市販品では25-29 %の範囲であるので,平均 
の27 %を計算に用いた.
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13ナトリウ厶メトキシド
［製造用剤］

Sodium Methoxide

別名：ナトリウムメチラート 

CH3ONa : 54.02

1. 試験法の概要
食品中のナトリウムメトキシドは,ガスクロマトグラフィーによりメタノールとして定量す 

る.

2. 試験法(ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製

あらかじめ図13-1の発生管を組み立て,試料約10gを精密に量り,発生管に入れる.2本 

の吸収管には氷冷した再蒸留水5mlずつを正確に量って入れ,図のように発生管及び2本の 

吸収管を直列につなぎ,吸収管をジュワー瓶に入れ,氷水で冷却する.発生管をあらかじめ約 

150 °Cnに加熱したオイルバス中に約3分間浸した後,そのまま窒素ガスを約200ml/分の速 

度8で,通気ガスが吸収管中の水の中で導かれるようにして通気する.約10分間通気を行っ 

た後,吸収管の吸収液を20mlのメスフラスコに入れる.吸収管をそれぞれ再蒸留水2mlずつ 

で2回洗い,洗液をメスフラスコに入れ,再蒸留水を加えて正確に20mlとし,試料液とす 

る.

(3) 検量線用標準液の調製

メタノール126^1をマイクロシリンジを用いて正確に量り,あらかじめ再蒸留水80mlを入 

れた100mlのメスフラスコに入れ,再蒸留水を加えて正確に100mlとする.この液10mlを正 

確に量り,再蒸留水を加えて正確に100mレとし,標準液とする(この液:lnilは,メタノール 

100/zgを含む).
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図 13-!

ジュワーびん
ノ

フローメーター

(単位：mm)

メタノール捕集装置

窒素ガス

標準液〇,0.25, 0.5,1ml及び2mlをそれぞれ正確に量り,それぞれに再蒸留水を加えて正 

確に10mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれメタノール〇,2.5,

5,10Ag及び20/zgを含む).

(4)測定法

® •測定条件 っ -■ ■

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定

する.

カラム充てん剤：50-80 メッシュのポーラスポリマービーズ

カラム管：ガラス又はステンレス製,内径3~4mm,長さ2m

注入ロ温度：約200°C

カラム温度：約180°C

キャリヤーガス：窒素,メタノールのピークが約1.5分間後に現れるよう流速を調節す 

る.

② 検量線：： ： ： ：： Jバ：:：パノ

検量線用標準液2/zlずつをそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,ピーク高さ

又はピーク面積から検量線を作成する.

③ 定量 ：

試料液2^1を正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面 

積と検量線から試料液中のメタノール濃度(/zg/ml)を求め,次式によって検体中のメタノー 

ル含量(g/kg)を計算する.

発
生
管

n2
窒
素
ガ
ス
ボ
ン
ベ
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—---------- e
150ml/分 〇

ノ’ 100ml/分

5 10 !5 20
'窒素ガス通気時間(分)

オイルバス温度：150で

120 150 180
オイルバス温度(で)
窒素ガス流量：200ml/分 
通気時間：10分間

注図13勺 メタノールSOO ygを含む食用 
油脂丨Ogからのメタノ ール回 
収率とオイルバス温度の関係

注図!3-2 メタノール100/zgを含む食用 
油脂10 gからのメタノ ール回 
収率と窒素ガス流量の関係

メタノール含量(g/kg)=^^~

C :試料液中のメタノール濃度(/zg/ml)

W :試料の採取量(g)

［注］

1) オイルバスによる加熱温度と回収率の関係は注図13-1に示すように150でで回収率が最高に 
達したので,150°Cとした.それ以上の加熱温度は油脂の分解による揮発性成分がガスクロマト 
グラムを妨害する可能性がある.

2) •通気速度と回収率の関係を注図13-2に示す.図の条件では200ml/分の窒素流量で回収率が 

10分間で最高に達したので,本文においては通気の条件を200ml/分で通気時間10分間とし 

た.
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14二酸化ケイ素
［製造用剤］

Silicon Dioxide

別名：シリ•カゲル’:： 

SiO2 : 60.08

1. 試験法の概要
食品中の二磯化ケイ素は,無氷炭酸カリウムと融解後,/ケイモリブデン酸黄法により定性す 

る.また,必要ならば同法により定量する.

食品中には天然の二酸化ケイ素が広く分布している.また,本法では,ケイソウ土等の不溶 

性鉱物に由来する二酸化ケイ素も共に定性される.なお,定量値は,原料由来の二酸化ケイ素 

と食品添加物として使用されたものとの合計値である.

2. 試験法(比色法)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

試料約100gを精密に量り,あらかじめメンブランフィルター(孔径0.45/zm)を装着したフ 

ィルターホルダーを用いて吸収ろ過する.フィルター上の残留物は水50mlずつで3回,吸引 

しながら洗浄した後,メンブランフィルターを白金製るつぼに入れ,120°Cで乾燥した後,無 

水炭酸カリウム0.2gを加え,フィルターが燃えないように徐々に加熱し,ついで1,000°Cで10 

分間加熱融解する.

冷後,内容物に水約10mlを加え,必要ならば加温して溶かした後,水を加えて正確に 

100mlとし,試料液とする.

(3)標準液の調製

二酸化ケイ素(SiO2) 0.200gを正確に量り,白金るつぼに入れ,無水炭酸カリウム3gを加 
え,十分混合した後,30分間加熱融解する.冷後,熔融物を水に溶かし,必要ならばろ過し/
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ろ液を200mlのメスフラスコに移し,るつぼ及びろ紙を水10mlずつで3回洗い,洗液をろ液 

に合わせ,水を加えて正確に200m1とし,原液とする.原液10mlを正確に量り,200mlのメ 

スフラスコに採り,水を加えて正確に200mlとし,標準液とする(この液lmlは二酸化ケイ 

素50只gを含む).

(4 )測定法

① 定性 ン• / _ /

試料液10mlを採り,1.5mol/l硫酸2mlを混和して放置した後,モリブデン酸アンモニウム

溶液(10-100) 2mlを加え,水を加えて正確に40mlとし,混和した後,5分間放置すると

き,二酸化ケイ素が存在すれば黄色を呈する.

② ■定量 ■■’ベ/

a測定条件

分光光度計を用い,波長400nmの吸光度を測定する.

b検量線 .. .

標準液1,3. 5,10ml及び15mlをそれぞれ正確に量り,それぞれ50mlのメスフラスコに 

入れ,水約20mlを加えて混和し,次いで1.5mol/l硫酸2mlをそれぞれに加え,混和して放置 

した後,モリブデン酸アンモニウム溶液(10^100)2mlを加え,更に水を加えて正確に 

50mlとし,検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれ二酸化ケイ素1,3, 5,

10/zg及び15Agを含む).検量線用標準液それぞれにつき,5分間放置した後,波長400麵に 

おける吸光度を測定する.ただし,対照液は1.5mol/l硫酸2ml及びモリブデン酸アンモニウ 

ム溶液(10～～>100) 2mlを混和し,水で50mlとした液を用いる.

C ,測定

試料液10mlを正確に量り,50mlのメスフラスコに入れ,1.5mol/l硫酸2mlをカロえ,混和 

して放置した後,：モリブデン酸アンモニウム溶液(10—100) 2mlを加え,更に水を加えて正 

'確に50mlとし,測定液とする.この液を5分間放置した後,検量線用標準液の測定に準じ 

て,吸光度を測定し,得られた吸光度と検量線から測定液中の二酸化ケイ素濃度(Ag/ml)を 

求め,次式によって検体中の二酸化ケイ素含量(g/kg)を計算する.

c
二酸化ケイ素含量(g/kg)

C :測定液中の二酸化ケイ素濃度(Ag/ml)

W :試料の採取量(g)

忒薬•或放

1.無水炭酸カリウム：［特級］
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2.,モリサデン酸アンモ土'ウム：乂特級］： ご:' : .::」：：つ：つ

3.1,5mol/l硫酸：水約500mlを採り,かき混ぜながら硫酸80mlを徐々に加え,約20°Cに 

なるまで放冷した後,水を加えて1,000mlとする.
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15二酸化炭素
［製造用剤］

Carbon Dioxide

八 ：別名：炭酸ガス

CO2 : 44.01

1. 試験法の概要

食品中の二酸化炭素は,酸性下加熱してアルカリ溶液に捕集し,滴定により定量する1\

2. 試験法(滴定法)

(I )試料の前処理

•検体25tt,0°Cで.30～60•分間冷却した後,：開栓し,直ちに水酸化ナトリウム溶液(1-^2) 

'を検体100mlにつき1.5mlの割合で正確に量り加える.再び密栓し,•振とうした後,室温にな 

るまで放置し,試料とする.

。(2)試料液の調製

試料50ml3)を正確に量り,容量500mlの蒸留フラスコに入れ,10 %過酸化水素溶液4> 3ml 

及び沸石を加えて図15-1の吸収管55に連結する.その際,滴下漏斗を蒸留フラスコに接続し, 

空気漏れのないようにする.あらかじめ第一と第二の吸収管にはそれぞれ0.25mol/l水酸化ナ 

トリウム溶液20mlずつを正確に量って加え,第三の吸収管には0.25mol/l水酸化ナトリウム 

溶液10mlと塩化バリウム溶液10mlをそれぞれ正確に量って加_え,これらを直列に連結して 

おく.第三の吸収管の端を減圧装置65に接続し,徐々に減圧コックを開拴し,発泡しなくなっ 

たら全開する.次に酸性リン酸液35mlを滴下漏斗に入れ,その約30mlを蒸留フラスコに滴 

下した後,かくはんする.次にフラスコを緩やかに加熱し,,二酸化炭素が発泡しは•じめたら強 

く加熱する.留液が2~3ml留出し,第一の吸収管が温まったち滴下漏斗のコックを開き,•各 

減圧系を常圧に戻して加熱を止める.’

第一と第二の吸収管の水酸化ナトリウム溶液を摘定フラズコに移し,それぞれの趿収管は  

3m［ずつの水でそれぞれ2回洗い,洗液を滴定フラスコに合わせる.第三の吸収管に炭酸バリ 

ウムの沈殿が生じている場合は,この吸収管の液も合わせ,吸収管は3mlずつの水で2回洗
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い,洗液を滴定フラスコに合わせる.この液に塩化バリゥム審液7) 50mlを加え,試料液とする. 

(3 )測定法

試料液にフュノールフタレイン試液3滴を加え,0.25mol/l塩酸で滴定し,次式によって検

体中の二酸化炭素含量(w/v%)を計算する.

二酸化炭素含量(w/v %) =(50XfX0.25-aXrx0.25) b

f : 0.25mol/l水酸化ナトリウム溶液のファクター

f : 0.25mol/l塩酸のファクター

a : 0.25mol/l塩酸の滴定量(ml)

b :試料の採取量(ml)'

試薬•試液
1. エタノール：［95v/v %,特級］

2. 塩化バリウム：(二水塩)［特級］

3. 塩化バリウム溶液：塩化バリウム65gを水1,000mlに溶かし,フヱノールフタレイン試 

液を指示薬として0.1mol/l NaOHで中和する.

4. 過酸化水素水：［30%,特級］

減
圧
装
置



15二酸化炭素 425

5.10 %過酸化水素溶液：過酸化水素水10mlに水20mlを加える.

6.酸性リン酸液：リン酸ーナトリウム20gを水に溶かし,リン酸3mlを加えて水で］00ml

にする.

フェノールフタレイン•：［特級］

8. フェノールフタレイン試液：フェノールフタレインlgをエタノール100mlに溶かす.

9. リン酸：［特級］

10. ■リン酸ーナトリウム':"［特級卜

［注］ ?: :ン 八 心 ノ

1)本法はAOAC法を骨子と_した.定量法め原理は,：あらか•じめアルカリ処理した試料を酸性 

条件で加熱して,二酸化炭素を追い出し,これを水酸化ナトリウム液に通じて炭酸塩として吸 
取させ,この炭酸塩を塩化バリウムで沈殿させて,化学的に系外に除き,過剰の水酸化ナトリ 
ウムを塩酸で滴定して,二酸化炭素を定量する.

2厂’食品としては炭酸飲料,発泡ワイン等の瓶詰及び缶詰がある.

3) ワインの場合,酒税法上0.05 % (w/w)が含量測定の目安になる./この場合二酸化炭素による 
アルカリ消費量は約5mlとなる.

4) 亜硫酸が共存すると酸性で亜硫酸ガスとして追い出され,水酸化ナト•リウム_を消費するため, 
.あらかじめ亜硫酸を酸化して硫酸にしてお く.

5) 図15-1はAOAC法14版(1984)による.なお,15版(1990):以降は,他の装置となって 

いる.
6) 減圧度は13.3-26.7 kPaがよい.
7) 炭酸バリウムの沈殿は滴定終点の観察をほとんど肪害しないが,.多少過剰滴定に•'なる.
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16プロピレングリコール脂肪酸エステル
/ ［増粘剤］ バ

Propylene Glycol Esters of Fatty Acids

1. 試験法の概要
ブロ•ピレングリ•コール脂肪酸ェス•テル•は,••種々の脂肪酸とプロ•ピレッ•グリコールとのモノ- 

••及びジェステル休の混合物である..,.食品中•のプロピレングリコール脂肪酸ェステルは,：けん化 

分解後,.得られたプロ ■ピレングリ•コールをアセチル体とし,：.ガス•クロマト：グラフイーによ'りプ 

ロ •ピレング•リコールモノステアレートとして定量する.人:'•'•.•••'ニバ..：’.：：•:••バ

2. 試験法(ガスクロマトグラフイー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.： ■

(2) 試料液の調製

試料約20gn’aを精密に量り,無水硫酸ナ！'リウム約30gを加えてよぐ混合し,ソックスレ 

一抽出器を用いてェチルェーテル100mlで1時間加熱還流抽出後,ろ過し,そのろ液を試料 

液とする... . . ■ . . ...... ... . ■ .... .

(3) 標準液の調製

プロピレッグ•リコール0,200g••を正確に量り,無水ェタノ。ルを加えて正確に100ml•と•し, 

標準液とす•る(この液1mlはプロピレングリコール2mgを含む)..

(4) 測定法

穴①測定条件 /

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FID-GC)を用い,次の条件によって測定 

する.■ ■ ■ .人..■ ■ ノ

カラム充てん剤：6〇～8〇 メッシュ•のガズグロマ•トグラ•フ用ケイソウ土担体に,•.シリコー 

ンSE-30を5 %の割合で含ませたもの.

カラム管：内径3mm,長さ750mm
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カラム温度：100°C

注入ロ及び検出器温度：200-C

キャリヤーガス：窒素又はヘリウム,30ml/分

② 測定液の調製

試料液を分液漏斗に移し,水50mlずつで2回洗い3>,それぞれの洗液は捨てる.エチルエ 

—テル層を濃縮器に入れ,減圧濃縮し,エタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液1〇0ml4) 

を加え,1時間加熱還流する气 減圧濃縮し®,0.5mol/l塩酸120mlを加えて1時間加熱還流 

する.冷後,分液漏斗に移し,ヘキサン25mlずつで2回水層を洗い,それぞれ洗液は捨 

て,水層を濃縮器に入れ,エタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液で中和した後,減圧濃 

縮し®,無水硫酸ナトリウム10g及び無水エタノール25mlを加えてよ.く振り混ぜ,ろ過する. 

残留物を無水エタノー•ル2_5mlで洗い,ろ液及び洗液を合わせ,：減圧濃縮®する.•こ_れに無水 

酢酸20mlを正確に量って加え,r時間加熱還流を行い,測定液とする.

③ 検量線

標準液2,5ml及び10mlを正確に量り5\減圧濃縮し®,無水酢酸20mlを正確に量って加 

え,1時間加熱還流を行い,検量線用標準液とする.検量線用標準液5〆ずつを量り,それぞ 

れガスクロマトグラフに注入し,得られたピーク高さ又はピーク面積からプロピレングリコー 

ルの検量線を作成する.

④ 定量 • ■ ン ン:. ■ ノ ■ ■ ■ . ■ ■

測定液5A1ずつを量り,ガスクロマトグラヴに注入し,得られたクロマ1、グラムのプロピレ 

ングリコールのピークの高さ又はピーク面積を求め,検量線より測定液中のプロピレングリコ 

■"ル濃度(mg/ml)を求め,次式によって検体中のプロピレングリコール脂肪酸エステル含量 

(g/kg)をプロピレングリコールモノステアレートとして計算する.

プロピレングリコール脂肪酸エステル含量(g/kg) = —4.732

W :試料の採取量(g)

C :測定液中のプロピレングリ•コール濃度(mg/ml)

V:測定液量

_プロピレングリコールモノステアレートの分子量(360.06)
プロピレングリコールの分子量(76.09)

試薬-試液

1.1,3-ブチレングリコール：市販品を用いる.

2. 無水エタノール：［99.5v/v%,特級］

3. 無水酢酸：［特級］
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4. 無水硫酸ナトリウム：硫酸ナ！'リウム(無水)［特級］

5. エタノール製0.5mol/l水酸化カリウム試薬：水酸化カリウム35gを量り,水20mlを加 

えて溶かした後,エタノールを加えて1,000mlとする.密栓保存する.

［注］::: 二 ：:つ:

1) 試料量20g以下とす'る'..■プロピレングリ•コール脂肪酸エステルと'して釣〇.Iglこ対応する量

が適当である.. ：..:.ノ:.:：ペ/ :’ ン：,ニニ:ン.
2) 試料が完全にエーテルに溶解する油性食品等の場合は,試料をエーテル50mlに溶かし,そ

ペ..のまま試料液とする.へ..ぐ..ン..：:：■■.■■■ .■ :■ン乂 ■■: .■々：■: .■二：
3) 遊離のプロピレングリコールを除ぐ.目的である.,へ > ハ./」.ハ::.:::ム.■.八
4) .•試料液中の蒸発残留物が多い場合(10g以上)はエ•タノール製0.5mol/l水酸化カリウム試液 

を多く用いる.その場合0.5mol/l塩酸も多く用いる.
•5)■••.■内部標準が必要なと■きは,1,.3-ブチレングリコールを内部標準物質どし,.'.その200mg.を•量 

り,無水エタノールに溶かし全量100mlとし,その10mlを用いる.

6)過度の減圧を行うとプロピレングリコールも留出する可能性があるので乾固してはならない.
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17ポリアクリル酸ナトリウ厶
.［糊料］

Sodium Polyacrylate

----- CH2CH---------

COONa
、 J n .

1. 試験法の概要

食品中のポリアク_リル酸ナトリウムを水抽出し,硫酸マグネシウムを加え,ポリアク•リル酸 

マグネシウムの沈殿を生成させた後,硫酸を加え加熱灰化することにより生じた硫酸マグネシ 

ウムを重量分析法により定量する.

2. 試験法(重量分析法)

(1) 検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製1

試料約25gを精密に量り,水50mlを加えてホモジナイズ2>した後,水100mlを用いて 

200mlのビーカーに入れる.この液に0.5mol/l水酸化ナトリウム溶液又は0.5mol/l塩酸を加 

え,pHを9～12に調整した後3：>,少量の水を用いて共栓遠心管に移し,振とう機を用いて1 

時間振とうする.次に遠心分離(10分間,10,000回転/分)し,分離液を分取する.遠心管の 

残留物に水50mlを加えてかき混ぜ,0.5mol/l水酸化ナトリウム溶液又は0.5mol/l塩酸を加 

え,pHを9～12に調整し,同様の条件で振とうし,遠心分離する.この操作を更に2回繰り 

返し41,全分離液を合わせ,試料液とする.

(3) 測定法

試料液のpH 'を0.5mol/1:塩酸で7.6~7.8aに調整し,これに硫酸マグネシウム溶液(5

8)100mlを加え,60'Cで1時間加温Lた後,12時間放置する.この液を少量の水を用いて定 

量的に遠心管に入れ,遠心分離する.分離液を捨て,残留物に50-60-Cの水50mlを加えて再
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び遠心分離を行い® 分離液を捨てる.更に50~60°Cの水50mlを加え,遠心分離を行い,分 

離液を捨てた後,残留物を少量の水を用いて重量既知のるつぼに移す.疏酸2mlを加え, 

徐々に加熱して炭化した後,600'Cで強熱灰化する久 るつぼ中の灰分重量(mg)を求め,次 

式によって検体中のポリアクリル酸ナトリウム含量(g/kg)を計算する8\

ポリアクリル酸ナトリウム含量(g/kg)

:：人 A :灰分重量(mg) ::: ::: : ペ::::::

W:試料の採取量(g)入::::ニ ゾ

94,1X2 .アクリル酸ナ卞ンリウムの分子量X2■分子■バ
120.4 ' 硫酸マグネシウムの分子量

.•ン硫酸マグネシウム［特級］'

［连］:.■ ■ ■ ■■■ " ノ■:■ ’ ： ： :： ■ ノ： ：:’ ■ ’ ■’ ■■ ニン:：：？フニ：■.ン：:: :■ ■ .:：ン
1) オレンジジュース,：酒,ンビール,食酢等の液体食品の場合•は,•^⑵試料液の調製操作を省略し 

て,.試料をそのまま試料液として(3)測定法の操作に移れる.本法は,ほとんどすべての食品に
:適用できる. .:::へ..：.バ：：：：.

2) 分析精度は主として抽出の搡作の良し悪しにより左右されるものであり,抽出を完全に行う 
ためできるだけ微細な乳濁牧にホモジナイズする必、要がある.

3) 'pHの調整はタンパク質とポリアクリル酸ナトリウムとの静電的結合を分離するために必要 

,な操作である.pH領域は食品の種類,状態,その他の条件により異なり,例えば生めんの場 
合には9～1〇が最適である.

4) 抽出を完全にするため合計す回抽出を行う. .....ニン:_三」.ン、：
5) /食品中に共存するリン酸塩の影響を防ぐためpHW^7.6~7.8に調整tなけれぼな:ら:ない.'.. 

'.■.•人•.たとえば中華めんはピロリン酸ナトリウム,リン酸三ナトリウム等を成分とするかん水が含ま
れており,本分析法のこの後に続く硫酸マグネシウム添加においてpHが8～11の場合は'リン 

: 遷マグネシウムの沈殿を生じ,またpHll以上でほ水酸化マグネシウムの沈殿が生ずる.:

6) 沈殿したポリアク.リル酸マグネシウムから低分子量マグネシウム塩を十分洗浄除去する目的 

であり,スパーテル等により残留物を微細化しながら水中に浼い出す.
7) 洗浄を繰り返したポリアクリル發マグネシウムの沈殿中にはなお,タンパク質とポリアク•リ 

ル酸マグネシウムの結合物が含有され,::ゲル状を呈しているので,有機物を灰化して硫酸マグ

'•.人ペネシウムとし,..これより•ポリアクリル酸含量を求める.:::.ジュ•ース等の沈殿物も灰化することに 
..より除去できる.。/:..へ........ムン/ .

8) アクリル酸ナト'リ••ウムど硫酸マグネシウムの反応式は次式のとおりであり•,■アク'リル酸ナト 

リウム2molと硫酸マグネシウムImolが反応する.
2(CH2CHCOONa)+MgSO4-^(CH2CHCOO)2Mg+Na2SO4

上記に従って生成したアクリル酸マグネシウムの沈殿に,..■硫酸を加え,..加熱灰化生成し' 
た硫酸マグネシウム量を重量分析法で測定し,計算式よりポリアクリル酸ナトリウム含量を測 

疋す〇.
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18 メチルセルロース
［糊料］

Methyl Cellulose

1. 試験法の概要
食品中のメチルセルロースは,水抽出し精製後,ヨウ化水素酸と反応させ,生成したヨウ化 

メチルをZeisel反応を用い,ガスクロマトグラフィーにより定量する.

食品中にはメトキシル基を有する物質が分布している.したがって,定量値は食品由来のメ

トキシル基を有する物質の影響を受ける.

2. 試 験 法(ガスクロマトグラフィー)

(I )検体の採取と試料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2) 試料液の調製1s

試料約lgを精密に量り,.ホモジナイザー用カップに入れ,水5ml及びヘキサン50mlを 

加え,氷水で冷却しながら約2～3分間ホモジナイズする.次にヘキサン層を除去し2\下 

層に7?-ヘキサン50mlを加え,同様の操作を行う.下層に冷却水30mlを加え,氷水で冷却し 

ながら,約2～3分間ホモジナイズし,2,500回転/分で10分間遠心分離を行い,上澄液を分取 

する.上澄液をガラスフィルターを用いて吸引ろ過し,ろ液を約2~3mlまで減圧濃縮し,活 

性炭カラム®に入れ,水50mlで溶出し,溶出液を減圧濃縮して2~3mlとする.この液をポリ 

ビニル系ゲルろ過クロマトグラフ用充てん剤カラム4>に入れ,水で溶出し,溶出液の15～ 

45ml5!の部分を集め,減圧濃縮してlml®とし,これを試料液とする.

(3) 測定法

①測定条件 /二

水素炎イオン化型検出器付ガスクロマトグラフ(FIDH3C)又は熱伝導度型検出器付ガスク 

ロマトグラフ(TCD-GC)を用いて次の条件によって測定する.

カラム充てん剤：60-80 メッシュのガスクロマトグラフ用ポーラスポリマービーズ 

カラム管：ガラス製,内径3mm,長さ1.5m
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カラム温度：130aC

注入ロ及び検出器温度：200°C
キャリヤ—ガス：窒素,流量3〇〜50ml/分

②測定液の調製

試料液をセミミクロ Zeisel分解装置75 (図18づ参照)の分解フラスコに入れる.ガス洗浄 

器に容量の約半分まで赤リン懸濁溶液を入れ,また吸収管には酢酸エチル®吸収液8mlを正確 

に量って入れる.分解フラスコには数個の沸石とヨウ化水素酸10ml9)を入れる.連結部は1 

滴のヨウ化水素酸でぬらした後,空冷管と連結し,更に吸収管と連結して装置を組み立てる. 

吸収管をドライアイス-メタノールで～60～-70 °C1®に冷却し,窒素導入管から窒素ガスを通 

じて,適当な調圧器を用い,流速を約10ml/分に調整する.速やかに分解フラスコを約160°C 

の油浴に浸し,約1分間加熱乾留する11\吸収管を連結部からはずし吸収管を常温になるまで 

放置し,均一12)にし,測定液とする.

@ 検量線 ’し： 二ぐ/.,/ン./ン./：八,：こてノ’

メチルセルロース0.5,1.0, 2.0mg及び3.0mgを正確に量り,それぞれをセミミクロ Zeisel 

分解装置の分解フラスコに入れ,それぞれ水lmlを加え,以下,②測定液の調製と同様の操 

作を行い,その吸収液を検量線用標準液とする(これらの液1mlは,それぞれメチルセルロ 

ース62.5,125, 250^g及び375Agに対応するヨウ化メチルを含む).

検量線用標準液5がをそれぞれ正確に量り,ガスクロマトグラフに注入し,メチルセルロー 

スとヨウ化メチルのピーク高さ又はピーク面積から検量線を作成する.

6

空
冷
管

吸
収
管

排
ガ
ス
管

-0K

図18-1セミミクロ Zeisel分解装置
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@ ■定量ゾ：:シ,ノ くノてノ' •- バシ ゾ

測定液5A1を正確に量り,ガスクロマドグラフに注入し,得られたビーク高さ又はピーク面 

積と検量線から測定液中のメチルセルロース濃度(/zg/ml).を求め,.次式によって検体中のメ 

チルセル口ース含量(g/kg)を計算する•

メチルセルロース含量(g/kg)=吾

C :測定液中のメチルセルロース基濃度(Ag/ml)

W :検体の採取量(g)

試薬•試液

1.ガラスフィルター：G-2,40～50^のものを用いる.

2:活性炭:［クロマトグラフ用］活性炭63~297Aのものを用いる.

3. 活性炭カラム：内径10mm,長さ50mmになるように活性炭を湿式法で充てんする.

4. ポリビニル系ゲルろ過クロマトグラフ用充てん剤：粒径3O~6O/zmの親水性ビニルポリ 

マ——

5. ポリビニル系ゲルろ過クロマトグラフ用充てん剤カラム41:内径15mm,長さ約100mm

になるように湿式法で充てんする.

6. 赤リン：市販のI級品を用いる.

7. 赤リン懸濁溶液：赤リンlgに水100mlを加えて懸濁させる.

8. ヨウ化水素酸：［特級］

9. メチルセルロース：食品添加物純度のもの..メトキシル基27.5-31.5%のものを用いる.

［注］: :::
1) 本法はみかんの缶詰のほか,.•ほとんどすべての食品に適用できる.また,ジュ.ース等の液体 
食品の場合は,試料液の調製工程を省略して,試料をそのまま試料液として測定液の調製に進

/むことができる.

2) ヘキサン層と水層との分離が悪いと•きは,遠心分離(10分間,3,000回転/分)を行う.
3) '減圧濃縮液が着色していないときは,この工程を省略できる.

4) 高速で高分離,耐圧性を有する.排除限界分子量はタンパク質でi X10\デキストランでは 

3XI06である.分子量分別用カラムである.
5) 1フラクション3.3mlの受器で,7～9番目のフラクンョンを集めるとよい.
6) 水量が多いと,次の操作でヨウ化メチルの生成率が悪ぐなるのでIm】とする,濃縮器から, 

セミミクロ Zeisel分解装置の分解フラスコへ試料液を移し替えるときは,ヨウ化水素酸を用い 
るとよい.

7) この装置は特殊で高価であるので,亜硫酸の定量に用いる通気蒸留装置(食品添加物分析法 
各条,第4章の17二酸化硫黄及び亜硫酸塩類参照)を用い,丸底フラスコ(B)を160°Cの油浴 

につけ,ナシ型フラスコ(A)をドライアイス•メタノールで冷却することにより代替できる.
8) 測定の際,エチルエーテル,アセトン,ヘキサンの溶媒ピークはヨウ化メチルのピークと重
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なり,酢酸ブチル及びトルエンでは溶媒ピークがテーリングして定量に30分以上を要する.

9)試料液が1ml以下に濃縮できない場合,又は試料中1こ酸と反応する無機物が存在する場合, 
その量を考慮し,ヨウ化水素酸量を多くする.また試料がヨウ化水素酸(こ溶けない場合には酢 

酸,フェノール,プロピオン酸等を-加えてもよい. ： ペ ン
メタノール中の水分が増加すると,一60°C以下に冷却できないことがあるので,確認する. 
メチルセルロースにヨウ化水素酸を反応させて,ヨウ化メチルを生成させる.

吸収管を一60～ —70°Cに冷却するのでガス導管の上部にヨウ化メチルが凝結するため,トル 
エンを常温に戻し,.ガス導管内のトルエ•ンを上下させて溶解させるとともに導管内の液を数回 

排出させるなどの搡作を行い,均一化する. ：

0
 
1
2
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19流動パラフィン
［製造用剤］

Liquid Paraffin

别名：ミネラルオイルホワイト :

1. 試験法の概要

食品中の流動パラフィンは,重量分析法により定量する.

2. 試験法(重量分析法)

(I )検体の採取と言式料の調製

一般試料採取法を準用する.

(2)試料液の調製

乾燥重量として約200gに対応する試料15の量を精密に量り,乾燥器に入れ,60~70°Cで8 

時間乾燥させ2>,乾燥試料とし,重量を測定する.乾燥試料を乳鉢に入れ,約20-50 メッシ 

ュ(840~297/zm)程度に細砕し,粉体試料とする.粉体試料約150gを精密に量り,円筒ろ紙 

に入れ,脱脂綿で表面を覆い,ソックスレー抽出器に入れる.あらかじめ沸石とヘキサン35 

500mlを入れた1,000mlのナス型フラスコ及び冷却器をソックスレー抽出器と接続する.マン 

トルヒーターを用い,5時間4〗加熱還流を行う.還流終了後,ヘキサン液は減圧濃縮し,重 

量既知のビーカーに汽-ヘキサンを用いて定量的に移す.n-へキサン液を水浴上で濃縮した後, 

105-110°Cの乾燥器中で30分間乾燥し,冷却した後,残留物の重量(g)5>を精密に測定する. 

ビーカーにn-へキサン10mlを加えて残留物を溶かし,ヘキサン少量で定量的にアルミナ 

カラムに注入する.3~4ml/分(以下同じ)で通過させ,ナス型フラスコを受器として石油エ 

ーテル•ベンゼン混液(9:1)6)(残留物の重量(g) X60)mlを通過させる.流出液を水浴上で 

減圧濃縮し,試料液とする.

(3 )測定法

試料液をtへキサンを用いて定量的に重量贼知めビー■カーに移し,水浴上で/^ヘキサン液 

を濃縮した後,105~110°Cの乾燥器中で30分間乾燥し,冷却した後/試料液中の流動パラフ
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ィンnの重量(g)を精密に測定し,次式によって検体中の流動パラフィン含量(％)を求め 

る.

流動パラフィン含量(％)

A :試料液中の流動パラフィン重量(g)

.. ..a :試料の採取量(g) .. .. . . : . . . ノ .
乾燥試料重量(g) こご J ,

C :粉体試料の採取量(g)

試薬•試液
1. アルミナカラム：クロマト管(内径25mm,長さ400mm)の底部に脱脂綿を詰め,(残 

留物の重量X20)g'の活性アルミナ•を少量ずつ,•十分にタッピングしながら加える.ノアル

ミナの上面には適当な大きさのろ紙を置き,使用したアルミナと同量の石油エーテルで洗 

くう®:コックはテフロン製を用いる.

2. 活性アルミナ：80-200 メッシュのクロマトグラフ用,塩基性で水分は1%以内のもの.

3. 石油エーテル：使用前に蒸留したものを用いる.

4. 脱脂綿：あらかじめだ-ヘキサンで洗い,乾燥させたものを用いる.

5. ヘキサン：使用前に蒸留したものを用いる.

6. ベンゼン：使用前に蒸留したものを用いる.

［注］
1) 'パン類を対象•どし:た試験法である.•菓子パンの場合は具の部分を除い'て試料とする..

2) この条件では水分含量は35 %程度となる.
:3)エーテル,石浦エーテルは沸点が低いため抽出時間が長くかかる.:::

4) 3時間の還流で98～99 %抽出される.
5) .藏常,5g程度である.ノ .. . ■ノニん..… ノヘ つ：ン■ニハ ：ノ .■へ

6) /石油エーテル(AOAC粗.め*でほ溶•出が不十分であ'る•.••油脂と■流動パラフィ'ンを分離する•
目的であるから,油脂が溶出しない極性のある溶剤を用いる. ：

7) Wられた流動パラフィ:ンは,次の定性試験で同定する
..1.薄層クnマトグラフィーによる確認 ン ヘ ヘン.バ：.バ ン ペ/ /

試料：得られた流動パラフィン少量にグロロボルム数濡を加えて溶かす.対照に流 

動パラフィン1mlをクロロホルム500mlに溶かした液を用いる.

'薄層板：薄層ク•ロマトグラフ用シリカゲルを用い,厚さ0.25mmのもの.• ： / 
/展開液：rヘキサン(残留農薬用又は発煙硫酸処理し分留したもの) 

発色：リンモリブデン酸5gをエタノール100gに加えて溶かした液を噴霧し,110°C 
で20分間加熱し,0.6付近の暗緑青色の単ースポットを確認する.原点が発 

色したら,それは油脂か不けん化物である.
2.•赤外吸収スペクトル法による確認
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得られた流動パラフィン_を塩化ナトリウム板につけ,赤外吸収スペクト/ルを測定し 
3.4, 6.82, 7.26/zm及び13.89//mの吸収を確認する.対照として,流動パラフィン 
［食添］の吸収を測定する.

8)カラム管のコックを開いてから石油エーテルを流す.逆にするとカラム中に気泡ができる. 
石油エーテルがカラムの上面約kmまで流下したとき,コックを閉じる.
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