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要約 

福岡市保健環境研究所では，食品中のフェノール系酸化防止剤 9 項目について，高速液体クロマ

トグラフ法による一斉分析を行っている．酸化防止剤は一般的に不安定な化合物であるため，標準

原液及び混合標準溶液は用時調製としているが，これらの保存条件，使用期限等に定めはなく，各

試験所で定める必要がある．そこで，検査の信頼性確保を目的として，フェノール系酸化防止剤の

混合標準溶液について，濃度，温度及び他の酸化防止剤の有無が各々異なる条件において長期間保

存し，経時的に安定性を確認した．試験方法は，100 μg/mL 及び 10 μg/mL の混合標準溶液を調製

後に 4℃及び-30℃で保存し，経時的に高速液体クロマトグラフで測定した．また，保存安定性の

向上を期待し，フェノール系酸化防止剤以外の酸化防止剤として L-アスコルビン酸パルミチン酸

エステルを添加した場合の安定性についても検討した．その結果，フェノール系酸化防止剤の種類

により保存安定性に差はあったものの，いずれの酸化防止剤も 100 μg/mL の混合標準溶液中で，-30
℃の保存では少なくとも 3 か月間は安定であることが分かった．また，L-アスコルビン酸パルミチ

ン酸エステルの添加によるフェノール系酸化防止剤の安定性の向上は認められなかった．

Key Words：フェノール系酸化防止剤 phenolic antioxidants， 混合標準溶液 standard mixture， 
長期安定性 long-term stability，L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル L-ascorbyl palmitate

１ はじめに 

フェノール系酸化防止剤は，食品に含まれる油脂の酸

化防止を目的として広く使用されている食品添加物であ

る．福岡市保健環境研究所では，食品中のフェノール系

酸化防止剤 9 種について，第 2 版 食品中の食品添加物分

析法等１～３）に準じて高速液体クロマトグラフ（以下，

「HPLC」とする．）による一斉分析を行っている．当

所で分析を行っているフェノール系酸化防止剤は，指定

添加物 3 項目（没食子酸プロピル（以下，「PG」とする．），

ブチルヒドロキシアニソール（以下，「BHA」とする．），

ジブチルヒドロキシトルエン（以下，「BHT」とする．））

及び指定外添加物 6 項目（2,4,5-トリヒドロキシブチロフ

ェノン（以下，「THBP」とする．），tert-ブチルヒドロ

キノン（以下，「TBHQ」とする．），ノルジヒドログ

アヤレチック酸（以下，「NDGA」とする．），4-ヒド

ロキシメチル -2,6-di-tert-ブチルフェノール（以下，

「HMBP」とする．），没食子酸オクチル（以下，「OG」

とする．），没食子酸ラウリル（以下，「DG」とする．））

である．酸化防止剤は一般的に不安定な化合物であり，

当所では，これら 9 種のフェノール系酸化防止剤の標準

原液及び混合標準溶液を用時調製して検査を実施してい

る．標準原液及び混合標準溶液の保存条件，使用期限等

に定めはなく１～５），各試験所で定める必要がある．

当所では，これまでにフェノール系酸化防止剤の混合

標準溶液の長期安定性については確認したことがなかっ

た．また，一部のフェノール系酸化防止剤の標準溶液や

BHT，BHA 及び TBHQ の混合標準溶液については，既

に報告があるものの６～８），9 種のフェノール系酸化防止

剤の混合標準溶液について長期安定性を確認した報告は

これまでになかった．そこで，検査の信頼性確保を目的

として，9 種のフェノール系酸化防止剤の混合標準溶液

の濃度，温度及び他の酸化防止剤の有無が各々異なる条

件下における長期安定性を評価した．他の酸化防止剤と
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して，L-アスコルビン酸パルミチン酸エステル（以下，

「AP」とする．）の添加を検討した．AP は，脂溶性の

酸化防止剤として食品への使用が認められている食品添

加物である．L-アスコルビン酸（以下，「AA」とする．）

の添加により，TBHQ，NDGA 及び PG の分析中の分解

を抑制する効果が報告されており７，８），TBHQ 試験法５）

においては，分析操作中の TBHQ の酸化による減少を防

止するために抽出溶媒に 0.01 w/v％となるよう AP を添

加することとされている．そこで今回は，TBHQ 試験法

５）を参考として，フェノール系酸化防止剤の分解を抑制

する効果を期待して AP の添加を検討した． 
なお，HPLC 測定時の検出感度誤差を補正することを

目的とし，フェノール系酸化防止剤の HPLC 分析におい

て内部標準物質として使用実績がある９）2,4,6-トリメチ

ルフェノール（以下，「TMP」とする．）を並行して測

定した．

２ 実験方法 

2.1 標準品・試薬等 

各標準原液：PG，BHA，BHT，TBHQ 及び DG は関東

化学（株）製，THBP は Fluka Co. 製，NDGA は富士フ

イルム和光純薬（株）製，HMBP 及び OG は東京化成工

業（株）製を用いた．各々100 mg をエタノールに溶解し

て正確に 100 mL とした．

AP 無添加混合標準溶液：各標準原液を混合溶媒で 100 
μg/mL 及び 10 μg/mL となるよう調製した． 

AP 添加混合標準溶液：各標準原液を 1 w/v％ AP 溶液， 
0.01 w/v％ AP 溶液及び混合溶媒を用いて，100 μg/mL 及

び 10 μg/mL となるよう調製した．いずれも AP の終濃度

は TBHQ 試験法５）に従い 0.01 w/v％となるように調製し

た．

混合溶媒：アセトニトリル，2-プロパノール及びエタ

ノールを 2：1：1 で混合した．

AP 溶液：AP は MP Biomedicals, LLC 製を用いた．AP
1 mg を混合溶媒で溶解し，正確に 100 mL とし 1 w/v％
AP 溶液とした．これを混合溶媒で希釈し 0.01 w/v％ AP
溶液を調製した．

TMP 溶液：TMP は東京化成工業（株）製を用いた．

TMP 100 mgを混合溶媒で溶解し，正確に 100 mLとした．

これを混合溶媒で 200 μg/mL及び 20 μg/mLとなるよう調

製した．

酢酸：富士フイルム和光純薬（株）製試薬特級を用い

た．

メタノール，アセトニトリル及びエタノール：関東化

学（株）製高速液体クロマトグラフィー用を用いた．

2-プロパノール：富士フイルム社和光純薬（株）製高

速液体クロマトグラフ用を用いた．

水：水道水を超純水製造装置で処理した水（比抵抗 18.2 
MΩ，TOC＜2 ppb）を用いた． 

2.2 装置・器具 

HPLC：（株）島津製作所製 ポンプ；LC-20ADXR，蛍

光検出器（FLD）；RF-20ADXR，ダイオードアレイ検出

器（DAD）；SPD-M30A 
超純水製造装置：オルガノ（株）製 PURELAB flex-UV 
カラム：GL サイエンス（株）製 Inertsil ODS-SP 2.1×

150 mm，5 μm 
冷蔵庫：PHC（株）製 MPR-N450FH 
冷凍庫：PHC（株）製 MDF-MU500H-PJ 
褐色ガラス製バイアル：サーモフィッシャーサイエン

ティフィック（株）製

2.3 測定条件 

HPLC の測定条件を表 1 に示す．TBHQ は FLD で，そ

の他のフェノール系酸化防止剤はDADで測定した．TMP
は，FLD 及び DAD で測定した． 

表 1 HPLC の測定条件 

分析カラム

カラム温度

移動相 A
移動相 B

グラジエント条件

ポストラン

流量

注入量

測定波長（DAD） 
測定波長（FLD） 

Inertsil ODS-SP 2.1×150 mm， 5 
μm（GL サイエンス（株）製） 
40℃ 
5％酢酸 
アセトニトリル：メタノール＝

（1：1） 
B：30％（0 分）-75％（15 分）- 
75％（30 分） 
15 分 
0.3 mL/min 
4 μL 
280 nm 
励起波長 275 nm，測定波長 365 
nm 

2.4 保存安定性の評価方法 

2.4.1 保存条件 

2.1 のとおり調製した AP 無添加及び AP 添加の各混合

標準溶液について，保存安定性を評価した．一般的に市

販されている標準溶液の多くは室温又は冷蔵保存とされ

ていることが多いが１０～１５），フェノール系酸化防止剤

の標準溶液については，冷凍保存を検討した例もある６，

７）．本検討では，フェノール系酸化防止剤が一般的な化

合物よりも不安定であること及び混合溶媒は冷凍でも凍
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結せず，密閉した容器内では標準品の濃度変化を引き起

こす可能性は低いと考えられたことから，4℃（冷蔵庫）

での保存に加えて-30℃（冷凍庫）において遮光条件下で

保存した（表 2）．また，試験期間中に複数回開閉及び

採取を繰り返すことによる温度，酸素及び光による酸化

の影響を排除するため，各混合標準溶液はその 1.5 mL を

15 本の 2 mL 容褐色ガラス製バイアルに予め採取した上

で，フリーザーラックに入れ，各温度条件下で測定まで

保存した．なお，冷蔵庫及び冷凍庫は当所の機器保守標

準作業書に基づいて管理しているものを用いた．

表 2 各混合標準溶液の濃度，AP 添加の有無 
及び保存温度

No. 
濃度

（μg/mL） 
AP 添加の 

有無

保存温度

（℃）

（1） 100 無 4 
（2） 100 無 -30
（3） 100 有 4
（4） 100 有 -30

（5） 10 無 4 
（6） 10 無 -30
（7） 10 有 4
（8） 10 有 -30

2.4.2 保存期間及び測定時期 

各混合標準溶液の保存期間は 12 か月間とした．測定時

期は，調製から 1，2，3 及び 4 週間後並びに 2，3，4，6，
8，10 及び 12 か月後とし，混合標準溶液（1）～（8）を

各 1 本冷蔵庫及び冷凍庫から取り出し測定した． 

2.4.3 保存安定性評価 

TMP 溶液の保存期間中における安定性が良好である

ことを確認した上で次のとおり評価した．

各混合標準溶液中のフェノール系酸化防止剤の面積値

を同一日に同一検出器で測定した TMP の面積値で除し，

面積比を求めた．なお，100 μg/mL の混合標準溶液は 200 
μg/mLの TMP溶液，10 μg/mLの混合標準溶液は 20 μg/mL
の TMP 溶液との面積比とした．調製直後の面積比を 100
％とし，過去の報告を参考に調製直後から 5％の減少を

許容誤差として設定し１５），保存安定性を評価した．

３ 実験結果及び考察 

3.1 TMP 溶液の保存期間中における安定性 

TMP は，フェノール系酸化防止剤の HPLC 分析におい

て，抽出溶媒に内部標準物質として添加した報告があり

９），フェノール系酸化防止剤と同条件で測定が可能であ

ると考えられる．また，TMP は水溶液中で光酸化を受け

るとの報告はあるものの１６），フェノール系酸化防止剤

と比較した場合には化学的に安定であると考えられる．

そこで，TMP 溶液の安定性を確認するとともに，当所の

測定条件下でフェノール系酸化防止剤の内部標準物質と

して適用可能か確認した．

TMP は 2.3 に示した測定条件での保持時間は約 9.4 分

で，最も保持時間の近い NDGA（保持時間約 10.3 分）と

の分離度はいずれの検出器においても 1.5 以上であり，

ベースライン分離していた．また，TMP 溶液を-30℃で

12 か月間遮光保存した際の面積値の経時的な変動を図 2
に示す．TMP の 12 か月間の面積値の変動は 5％以内で

あり，安定して測定可能であることが分かった．

以上から，TMP 溶液は安定であることが確認された．

しかし，TMP を混合標準溶液中に予め添加した場合，

TMP とフェノール系酸化防止剤が相互に作用し，フェノ

ール系酸化防止剤の安定性を純粋に評価できない可能性

がある．さらに，保存期間中に生じるフェノール系酸化

防止剤の分解物等のピークと TMP のピークが適切に分

離しない可能性がある．そのため，TMP を混合標準溶液

と同一のバイアル中に添加して内部標準として使用する

ことは適切ではないと判断した．そこで，TMP は各混合

標準溶液へ内部標準としては添加せず，各混合標準溶液

とは別に TMP 溶液を並行して測定し，TMP とフェノー

ル系酸化防止剤の面積比を求めることで保存期間中の

HPLC の検出感度誤差を補正することとした．

図 2 TMP 溶液の調製直後と比較した面積比の推移 

3.2 混合標準溶液の保存安定性 

AP 無添加（混合標準溶液（1），（2），（5）及び（6））

及び AP 添加（混合標準溶液（3），（4），（7）及び（8））
混合標準溶液中の各フェノール系酸化防止剤の保存期間

における面積比の推移を図 3 及び図 4 に，12 か月後の面

積比を表 3 に示す． 
なお，-30℃で保存した各混合標準溶液は，保存期間中， 

凍結，内容物の凝集等の性状の変化は認められなかった． 
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（A）PG （B）BHA

（C）BHT （D）THBP

（E）TBHQ （F）NDGA

（G）HMBP （H）OG

（I）DG

図 3 AP 無添加混合標準溶液の面積比の推移 
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（A）PG （B）BHA

（C）BHT （D）THBP

（E）TBHQ （F）NDGA

（G）HMBP （H）OG

（I）DG

図 4 AP 添加混合標準溶液の面積比の推移 
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表 3 各混合標準溶液の 12 か月後の面積比 

No. 
濃度 

（μg/mL） 

AP 添加

の有無 

保存温度 

（℃） 

12 か月後の面積比（％） 

PG BHA BHT THBP TBHQ NDGA HMBP OG DG 

（1） 100  無 4 101 101 99 82 62 101 96 101 102 

（2） 100 無 -30 101 101 99 100 75 101 99 101 101 

（3） 100 有 4 101 100 97 73 56 99 95 101 102 

（4） 100 有 -30 101 100 97 96 69 99 99 101 102 

（5） 10 無 4 101 103 100 16 3 98 101 102 101 

（6） 10 無 -30 102 101 99 71 54 103 100 103 102 

（7） 10 有 4 95 103 102 0 1 81 101 95 95 

（8） 10 有 -30 102 101 99 78 57 103 101 103 103 

※塗りつぶしセルは，AP 添加混合標準溶液

3.2.1 AP無添加混合標準溶液の保存安定性 

保存期間中，PG，BHA，BHT，NDGA，HMBP，OG
及び DG はいずれの保存条件でも面積比の減少が 5％以

内であり，安定であった．一方，TBHQ は，いずれの保 
存条件でも保存期間中に 5％を超える面積比の減少が認

められ，THBP は，-30℃保存した 100 μg/mL の混合標準

溶液を除き，5％を超える面積比の減少が認められた． 
9 種のフェノール系酸化防止剤の中では，TBHQ の面

積比の減少が最も大きい傾向であった．4℃保存では， 
100 μg/mL 及び 10 μg/mL の混合標準溶液において，面積

比は，それぞれ 1 週間後に調製直後の 63％及び 72％まで

減少し，許容誤差の範囲を超えた．-30℃保存での面積比

は 10 μg/mL の混合標準溶液において，調製 3 か月後に

91％まで減少し，100 μg/mL の混合標準溶液においては

調製 4 か月後に 92％まで減少し，いずれも許容誤差の範

囲を超えた．一般的な化合物同様，濃度が低い方が安定

性は低く，4℃保存した 10 μg/mL の混合標準溶液中の

TBHQ の面積比は，調製 3 か月後には調製直後の 5％未

満まで減少した．THBP は 4℃保存では，100 μg/mL 及び

10 μg/mL の混合標準溶液において，面積比は，それぞれ

1 週間後に調製直後の 92％及び 69％まで減少し，許容誤

差の範囲を超えた．-30℃保存での面積比は 10 μg/mL の

混合標準溶液においては調製 2か月後に 83％まで減少し

たが，100 μg/mL の混合標準溶液においては調製 12 か月

後でもその変動が許容誤差の範囲内であった．なお，当

所の測定条件下では TBHQ及び THBP の面積値の減少に

伴い，同程度の面積のフェノール系酸化防止剤以外のピ

ークの増加は認められなかった．ただし，調製直後を除

き，NDGA に近接した保持時間にフェノール系酸化防止

剤以外の微小な不明ピークが認められた．NDGA の面積

比の減少は許容誤差の範囲内であったが，NDGA の面積

値の減少に伴い，微小な不明ピークの面積値が増加して

いる傾向があったため，NDGA の分解物等が検出された

可能性が考えられた．

以上から，最も安定性の低い TBHQ でも，-30℃で保

存した 100 μg/mL の AP 無添加混合標準溶液においては，

3 か月後の面積比が 97％と許容誤差の範囲内であったこ

とから，-30℃の保存条件下では 100 μg/mL の AP 無添加

混合標準溶液中で 9 種のフェノール系酸化防止剤は少な

くとも 3 か月間は安定であることが分かった．また，AP
無添加混合標準溶液の保存試験では，9 種のフェノール

系酸化防止剤で各々保存安定性が異なることが判明し

た．特に TBHQ の安定性が低く，これは既報の結果と同

様の傾向であった６，７）．また，TBHQ に次いで THBP
の安定性が低いことが分かった．また，4℃保存の場合は

いずれの濃度でも，調製後1週間以内でTBHQ及びTHBP
の面積比の減少が許容誤差の範囲を超えた．一方，-30
℃保存の場合は 10 μg/mL では調製 2 か月後まで，100 
μg/mL では調製 3 か月後まで 9 種のフェノール系酸化防

止剤の面積比の減少が許容誤差の範囲内であった．

3.2.2 AP添加混合標準溶液の保存安定性 

3.2.1 で 4℃保存において調製 1 週間後に面積比の減少

が許容誤差の範囲を超えた TBHQ 及び THBP について

は，AP を添加したことによる安定性の向上は認められ

なかった．その他のフェノール系酸化防止剤についても，

3.2.1 と比較して，安定性の向上は認められなかった．

TBHQ は，4℃保存では，100 μg/mL 及び 10 μg/mL の混

合標準溶液において，面積比が，1 週間後に調製直後の

63％及び 72％まで減少し，いずれも許容誤差の範囲を超

えた．-30℃保存での面積比は 10 μg/mL は調製 3 か月後

に 93％まで減少し，100 μg/mL は調製 2 か月後に 94％ま

で減少し，いずれも許容誤差の範囲を超えた．3.2.1 と比

較すると，-30℃保存した 10 μg/mL の混合標準溶液を除

き，AP 添加混合標準溶液の方が AP 無添加混合標準溶液

よりも安定性は若干低い傾向であった．4℃保存の 10 
μg/mL の混合標準溶液の面積比は，3.2.1 と同様に調製 3
か月後には調製直後の 5％未満まで減少した．THBP は，

4℃保存での 10 μg/mL 及び 100 μg/mL の混合標準溶液に
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おいて，面積比は，1 週間後に調製直後の 70％及び 94％
まで減少し，いずれも許容誤差の範囲を超えた．-30℃保

存での面積比は 10 μg/mL の混合標準溶液においては調

製 3 か月後に 91％まで減少したが，100 μg/mL の混合標

準溶液においては調製 12 か月後でもその変動は許容誤

差の範囲内であった．3.2.1 と比較すると，THBP も TBHQ
と同様に，-30℃保存した 10 μg/mL の混合標準溶液を除

き，AP 添加混合標準溶液の方が AP 無添加混合標準溶液

よりも安定性は若干低い傾向があった．その他，PG，OG，

DG の没食子酸類に加えて，NDGA についても，4℃保存

した 10 μg/mL の混合標準溶液において，AP 添加混合標

準溶液の方が AP 無添加混合標準溶液よりも安定性は低

い傾向が認められた．AP は，AA にパルミチン酸が結合

したエステルであり，AA 同様，酸化防止剤としての性

質を有する１７，１８）．AA の酸化還元反応は可逆的であり，

周囲の環境や共存化合物との相対的な酸化還元電位の差

により，酸化防止剤にも酸化促進剤にもなり得る．AA
は，酸素等により可逆的に酸化されて酸化型 AA となる

が，AA より相対的に酸化されやすい化合物の共存下で

は，酸化型 AA は，AA に再生される．そのため，今回

の AP 添加混合標準溶液の保存試験条件下においては，

AP よりも酸化されやすいフェノール系酸化防止剤が共

存することで，酸化型に変化した AP が酸化促進剤とし

て作用した可能性がある．過去の報告では，AA よりも

BHAの方が酸化されやすいこと１９）やAAの添加により，

BHT の酸化が促進されたこと７）を示唆する報告がある

が，今回の保存試験条件下では，BHA 及び BHT につい

ては，AP による酸化促進の影響はなく，溶解している

溶媒や共存するその他のフェノール系酸化防止剤等の差

によるものと考えられる．また，TBHQ に AP５）や AA７）

を添加することで，酸化防止できるとの報告や，BHT，
BHA，TBHQ，NDGA，PG に AA を添加することで，50
時間安定して保存できたとの報告８）があるが，今回の保

存条件においては，AP の添加による，フェノール系酸

化防止剤の保存安定性の向上は認められなかった．

TBHQ 及び THBP については，4℃保存した AP 添加混

合標準溶液について，フェノール系酸化防止剤の濃度が

100 μg/mL のものについては，調製 3 か月後に一時的に

面積比が大きく減少したものの，その後また面積比が増

加する現象が認められた．その他，PG，OG，DG の没食

子酸類に加えて，NDGA については，4℃保存した AP
添加混合標準溶液について，フェノール系酸化防止剤の

濃度が 10 μg/mL のものは，調製 6 か月後に一時的に面積

比が大きく減少したものの，その後また面積比が増加す

る現象が認められた．一時的に面積比が減少した調製 6
か月後のクロマトグラムには，複数の微小な不明ピーク

が認められており，それらのピークは調製 8 か月後以降

には認められなかった．一方，BHA 及び BHT について

は，保存期間中に同様の現象は認められなかった．本検

討では，AP 及び酸化型 AP の定量は行っていないため，

AP に起こった反応は不明であり，一時的にフェノール

系酸化防止剤の面積比が減少した詳細な原因は不明であ

る．しかし，-30℃保存では同様の現象が認められなかっ

たことから，-30℃よりも反応性が高いと思われる 4℃保

存の条件下では，各フェノール系酸化防止剤と AP が可

逆的に反応した可能性がある．全ての化合物で一律に同

じ現象は認められなかったことから，同じフェノール系

酸化防止剤でも構造等の違いにより，AP との反応性が

異なるものと考えられた．

以上から，AP 添加混合標準溶液では，-30℃保存の場

合は 10 μg/mL では調製 2 か月後まで，100 μg/mL では調

製 1 か月後まで 9 種のフェノール系酸化防止剤の面積比

の減少が許容誤差の範囲内であった．3.2.1 の結果と比較

してフェノール系酸化防止剤の安定性の向上は認められ

ず，AP の添加は，本検討における冷蔵及び冷凍保存条

件下における 9 種のフェノール系酸化防止剤の長期安定

性の向上には寄与しないことが明らかとなった．

４ まとめ 

検査の信頼性確保を目的として，当所で一斉分析を行

っているフェノール系酸化防止剤 9 項目について，混合

標準溶液の長期安定性を評価した．濃度，温度及び他の

酸化防止剤の有無が各々異なる条件において長期保存

し，経時的に安定性を確認した．100 μg/mL 及び 10 μg/mL
の混合標準溶液を調製後に 4℃及び-30℃で 12 か月間保

存した．また，保存安定性の向上を期待し，AP を添加

した場合の保存安定性についても検討した．

その結果，AP 無添加の場合，いずれのフェノール系

酸化防止剤も 100 μg/mL の混合標準溶液中で，-30℃の保

存条件下では少なくとも 3 か月間は安定であることが分

かった．また，フェノール系酸化防止剤の種類により保

存安定性に差があり，特に TBHQ 及び THBP の保存安定

性が低いことが明らかとなった．当初期待した AP 添加

によるフェノール系酸化防止剤の長期安定性の向上は認

められなかったものの，9 種のフェノール系酸化防止剤

について，濃度及び保存温度が各々異なる条件下におけ

る混合標準溶液中の安定性が明らかとなった．
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