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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.
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(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
 

/
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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.
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(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
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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.
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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
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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
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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/



70 第4章漂白剤

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
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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

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

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

防かび剤
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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



100 7章発色剤

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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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.
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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.



笛Q吾弟y早

众 ik'L



110 第9章.着色料

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.



28食用赤色2号及びそのアルミニウムレーキ113

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



118 第9章着色料

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
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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.
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(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)


