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要約 

 福岡市保健環境研究所では,食品中の保存料（ソルビン酸,安息香酸及びデヒドロ酢酸）について，

主な食品はカレーヅ抽出，一部の食品は水蒸気蒸留により抽出後，フォトダイオードアレイ検出器

付き高速液体クロマトグラフを用いて測定し，一斉分析を行っている．二種類の抽出法それぞれで

添加回収試験を行ったところ，水蒸気蒸留にて抽出する方法の結果にばらつきを認めた事例があっ

た．カレーヅ抽出による一斉分析では，エタノールで調製した標準溶液を用いているが，水蒸気蒸

留による一斉分析では，「第 2版 食品中の食品添加物分析法」に従いメタノールで調製した標準

溶液を用いている．そのため，調製溶媒の違いを評価した．2016 年の牟田らの報告からエタノー
ルを用いて 1000 μg/mLに調製した混合標準溶液は 180 日間安定していたため，調製溶媒の違いに
よる経時的な安定性は低濃度の方が評価しやすいと考え，10 μg/mL に調製した標準溶液の経時的
な安定性を評価した．10 μg/mLに調製後 4℃で保存し，調製から 0，1，2，3，4，8，12，16，20，
24，36及び 48週後にフォトダイオードアレイ検出器付き高速液体クロマトグラフで測定した．そ
の結果，メタノールで調製した標準溶液及びエタノールで調製した標準溶液の間で大きな差は認め

られなかった． 
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１ はじめに 

 

ソルビン酸，安息香酸及びデヒドロ酢酸は，微生物の

増殖を抑制し，保存性を高めることを目的に広く使用さ

れている食品添加物である．福岡市保健環境研究所では,

食品中のソルビン酸,安息香酸及びデヒドロ酢酸につい

て，主な食品についてはカレーヅ抽出１）にて，一部の食

品については水蒸気蒸留にて抽出後，フォトダイオード

アレイ検出器付き高速液体クロマトグラフ（以下，

「HPLC-PDA」とする．）を用いて測定し，一斉分析を

行っている．二種類の抽出法それぞれで添加回収試験を

行ったところ，水蒸気蒸留にて抽出する方法の結果にば

らつきを認めた事例があった．カレーヅ抽出による一斉

分析では，エタノールで調製した標準溶液を用いている

が，水蒸気蒸留による一斉分析では，「第 2版 食品中

の食品添加物分析法」２）に従いメタノールで調製した標

準溶液を用いている．そのため，調製溶媒の違いを評価

した．エタノールを用いて 1000 μg/mLに調製した混合標
準溶液は 180 日間安定していた３）ため，調製溶媒の違い
による経時的な安定性は低濃度の方が評価しやすいと考
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え，10 μg/mLに調製した標準溶液の経時的な安定性を評
価した．

２ 方法 

2.1 標準品及び試薬等 

ソルビン酸標準品：関東化学（株）鹿特級を用いた．

 安息香酸標準品：富士フイルム和光純薬（株）和光特

級を用いた．

デヒドロ酢酸標準品：富士フイルム和光純薬（株）和

光特級を用いた．

メタノール：富士フイルム和光純薬（株）高速液体ク

ロマトグラフ用を用いた．

エタノール：富士フイルム和光純薬（株）高速液体ク

ロマトグラフ用を用いた．

アセトニトリル：富士フイルム和光純薬（株）高速液体

クロマトグラフ用を用いた．

各メタノール調製標準原液：ソルビン酸，安息香酸又

はデヒドロ酢酸それぞれの標準品を 100 mg 精秤し，メ
タノールで溶解後正確に 100 mLとした．
（1000 μg/mL）
 各エタノール調製標準原液：ソルビン酸，安息香酸又

はデヒドロ酢酸それぞれの標準品を 100 mg 精秤し，エ
タノールで溶解後正確に 100 mLとした．
（1000 μg/mL）

2.2 試験溶液の調製 

試験溶液の調製溶媒及び標準品を表 1に示す．

表 1 試験溶液中の調製溶媒及び標準品

試験溶液 No. 調製溶媒 標準品

（1） メタノール ソルビン酸

（2） メタノール 安息香酸

（3） メタノール デヒドロ酢酸

（4） エタノール ソルビン酸

（5） エタノール 安息香酸

（6） エタノール デヒドロ酢酸

（7） メタノール ソルビン酸，安息香酸

及びデヒドロ酢酸

（8） エタノール ソルビン酸，安息香酸

及びデヒドロ酢酸

試験溶液 No.（1）～（3）：各メタノール調製標準原
液を正確に 1 mLとり，メタノールで 100 mLに定容した．
（各 10 μg/mL）

試験溶液 No.（4）～（6）：各エタノール調製標準原
液を正確に 1 mLとり，エタノールで 100 mLに定容した．
（各 10 μg/mL）
試験溶液 No.（7）：ソルビン酸，安息香酸及びデヒド
ロ酢酸のメタノール調製標準原液をそれぞれ正確に 1
mLずつ混合し，メタノールで 100 mLに定容した．（各
10 μg/mL）
試験溶液 No.（8）：ソルビン酸，安息香酸及びデヒド
ロ酢酸のエタノール調製標準原液をそれぞれ正確に 1
mLずつ混合し，エタノールで 100 mLに定容した．（各
10 μg/mL）

2.3 装置及び測定条件 

HPLC-PDAは，溶媒脱気装置：DGU-20A5R，送液ポン

プ：LC-30AD，オートサンプラー：CBM-20A，フォトダ
イオードアレイ検出器：SPD-M30A，カラム恒温槽及び
システムコントローラー：CTO-20AC（以上，全て島津
製作所製）を使用した．HPLC-PDAの測定条件を表 2に
示す．

表 2 HPLC-PDAの測定条件

カラム Inertsil Ph 2.1×150 mm, 5 m
カラム温度 25℃
移動相 A 2 mmol/Lリン酸緩衝液（pH3.0）
移動相 B アセトニトリル

移動相混合比率 A液：B液＝9：1 （Isocratic）
流速 0.2 mL/min

注入量 4 μL
サンプル温度 4℃
測定波長 230 nm

2.4 安定性の評価方法 

2.4.1 保存条件 

2.2のとおり調製した各試験溶液を 4℃（冷蔵庫）で保
存した．試験期間中に複数回開閉及び採取を繰り返すこ

とによる温度の影響を排除するため，各試験溶液は 1.5
mLずつ 2 mL容褐色ガラス製バイアルに予め採取した上
で，バイアルラックに立て保存した．なお，冷蔵庫は当

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．

2.4.2 保存期間及び測定時期 

各試験溶液の保存期間は 48週間とした．測定時期は，
調製日，調製日から約 1，2，3，4，8，12，16，20，24，
36及び 48週後とし，試験溶液 No.（1）～（8）（以下，
「（1）～（8）」とする．）の各試験溶液について 3バ
イアルずつを冷蔵庫から取り出し測定した．
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2.4.3 保存安定性評価 

各試験溶液中のピーク面積値を測定日毎に，調製日の

ピーク面積値で除し面積比を求めた．調製日の面積比を

100％とし，過去の報告２，４）を参考に調製日から 5％の
減少を許容誤差として設定し，安定性を評価した． 

３ 実験結果及び考察 

 

各標準品の単一溶液である（1）～（6）におけるソル
ビン酸，安息香酸及びデヒドロ酢酸の面積比を調製溶媒

ごとに比較した．メタノールで調製した（1）～（3）の
面積比を表 3に，エタノールで調製した（4）～（6）の
面積比を表 4に示す．1つずつメタノールで調製した（1）
～（3）は，ソルビン酸の面積比は 20週後まで，安息香
酸の面積比は 48週後まで，デヒドロ酢酸の面積比は 12
週後まで 95％以上であった．1つずつエタノールで調製
した（4）～（6）は，ソルビン酸の面積比は 36週まで，
安息香酸の面積は 48週後まで，デヒドロ酢酸の面積比は
12週後まで 95％以上であった．ソルビン酸及び安息香酸
標準溶液の面積比はメタノール及びエタノールで 2％を
超える大きな差はなかった． 

次に，標準品の混合溶液である（7）及び（8）におけ
るソルビン酸，安息香酸及びデヒドロ酢酸の面積比を調

製溶媒ごとに比較した．メタノールで調製した（7）の面
積比を表 5に，エタノールで調製した（8）の面積比を表
6に示す．3つを混合してメタノールで調製した（7）は，
ソルビン酸及び安息香酸の面積比は 48週後まで，デヒド
ロ酢酸の面積比は 12週後まで 95％以上であった．3つを
混合してエタノールで調製した（8）は，ソルビン酸の面
積比は 36週後まで，安息香酸の面積比は 48週後まで，
デヒドロ酢酸の面積比は 16週後まで 95％以上であった．
（7）及び（8）の混合溶液の場合，36週後までソルビン
酸及び安息香酸の面積比はメタノール及びエタノールで

大きな差はなかったが，48週後ではメタノールで調製し
た方が面積比は大きかった．48週後のデヒドロ酢酸の面
積比は，メタノールで調製した方が面積比は 10％高かっ
た． 

以上の結果から，ソルビン酸，安息香酸及びデヒドロ

酢酸標準溶液を調製する際の溶媒として，メタノール及

びエタノールの 36週後までの面積比は 3％以内の差であ
った．また，今回の条件下ではメタノール及びエタノー

ルのどちらにおいても，デヒドロ酢酸は単一溶液よりも

混合溶液として保存した方が，安定性が高かった． 

 

 

表 3 メタノールを用いて調製した試験溶液 No.（1）～（3）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（1） ソルビン酸 100 97 96 95 97 95 96 95 95 94 96 94

（2） 安息香酸 100 98 98 97 98 97 98 97 97 96 97 96

（3） デヒドロ酢酸 100 98 98 97 96 96 95 92 93 89 85 84

                                             95％未満の面積比 

 

表 4 エタノールを用いて調製した試験溶液 No.（4）～（6）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（4） ソルビン酸 100 97 97 97 97 96 96 96 96 95 96 94

（5） 安息香酸 100 99 98 99 99 98 98 98 97 97 97 95

（6） デヒドロ酢酸 100 98 97 97 97 96 95 94 91 89 86 80

                                             95％未満の面積比 
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混合溶液として保存した方が，安定性が高かった． 

 

 

表 3 メタノールを用いて調製した試験溶液 No.（1）～（3）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（1） ソルビン酸 100 97 96 95 97 95 96 95 95 94 96 94

（2） 安息香酸 100 98 98 97 98 97 98 97 97 96 97 96

（3） デヒドロ酢酸 100 98 98 97 96 96 95 92 93 89 85 84

                                             95％未満の面積比 

 

表 4 エタノールを用いて調製した試験溶液 No.（4）～（6）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（4） ソルビン酸 100 97 97 97 97 96 96 96 96 95 96 94

（5） 安息香酸 100 99 98 99 99 98 98 98 97 97 97 95

（6） デヒドロ酢酸 100 98 97 97 97 96 95 94 91 89 86 80

                                             95％未満の面積比 
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表 5 メタノールを用いて調製した試験溶液 No.（7）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（7） 

ソルビン酸 100 97 97 97 98 97 96 96 96 95 97 95

安息香酸 100 99 98 99 100 99 98 98 97 97 98 97

デヒドロ酢酸 100 99 98 98 99 96 96 94 93 94 92 91

95％未満の面積比 

表 6 エタノールを用いて調製した試験溶液 No.（8）の面積比 

試験溶液 No. 測定ピーク 
経過週数毎の面積比（％） 

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24 36 48

（8） 

ソルビン酸 100 97 97 97 97 96 96 96 96 95 96 92

安息香酸 100 99 98 99 98 99 98 97 98 98 98 95

デヒドロ酢酸 100 99 98 99 98 98 97 95 93 91 89 82

95％未満の面積比

４ まとめ 

ソルビン酸，安息香酸及びデヒドロ酢酸の一斉分析で

用いているメタノール及びエタノールで調製した標準溶

液の安定性を比較した．10 μg/mLの標準溶液をメタノー
ル及びエタノールを用いて調製した後，4℃にて保存し，
調製から 0，1，2，3，4，8，12，16，20，24，36及び
48週後に HPLC-PDAにて測定した．また，混合溶液も
同様に測定した．

その結果，調製溶媒としてメタノール及びエタノール

のどちらを用いても，36週後までは安定性に大きな差は
認められなかった．また，今回の条件下では，メタノー

ル及びエタノールのどちらの溶媒を用いても，混合溶液

の方が単一溶液よりも安定性が高かった． 
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