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目的
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本研究では前処理操作の時間短縮と簡便化を目的として多検体自動固相
抽出装置及び極小固相を用いた手法を開発した。

【本研究の目的】

【経緯】

食品添加物の保存料は表示も義務付けられており、安全性確保の観点か
ら使用基準が設定されている。そのため食品の品質管理や行政監視のた
め食品中の保存料の分析法が必要である。

【従来法の課題】

食品中の保存料（安息香酸、ソルビン酸、デヒドロ酢酸、パラオキシ安
息香酸エステル類）の分析法には水蒸気蒸留法が用いられているが、操
作が煩雑で時間もかかるといった課題があり、多検体の分析には労力を
要する。



分析対象成分
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成分名 安息香酸 ソルビン酸 デヒドロ酢酸

構造式

物性
LogP:1.83

pKa：4.21

LogP：1.33

pKa：4.76

LogP：0.78

pKa：5.3

成分名
パラオキシ安息香酸

エチル

パラオキシ安息香酸

イソプロピル

パラオキシ安息香酸

プロピル

パラオキシ安息香酸

イソブチル

パラオキシ安息香酸

ブチル

構造式

物性
LogP：1.96

pKa：8.31±0.13

LogP：2.34

pKa：-

LogP：-

pKa：8.4

LogP：3.4

pKa：-

LogP：3.6

pKa：8.47



方法：HPLC 測定条件

HPLC ：Prominence-i (島津製作所)

カラム ：Inertsil ODS-3 （内径4.6 mm×長さ150 ｍｍ×粒径5 µｍ）GLサイエンス

移動相 ：

A) 5 mM クエン酸緩衝液(pH4.0)/アセトニトリル/メタノール混液（7：2：1）

B) 5 mM クエン酸緩衝液(pH4.0)/アセトニトリル/メタノール混液（11：4：5）

グラジエント条件：B.Conc 0 %(0-10 min)→100 ％(15‐27 min)→０ ％(27‐30 min)

カラム温度 ：40 ℃

流速 ：1.0 mL/min

検出器 ：UV

測定波長 ：230 nm , 260 nm

注入量 ：20 μL
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方法：装置・器具
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多検体自動固相抽出装置 : ST-R100（株式会社アイスティサイエンス製）

固相抽出カラム： Smash-SPE PBX※ （株式会社アイスティサイエンス製）

※ポリマーベース：無極性相互作用（HLB相当）

多検体自動固相抽出装置

ST-R100

固相抽出カラム

Smash-SPE



結果：検討内容
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溶出

固相：Smash-SPE PBX

負荷[保持]：試験溶液

洗浄：水

測定(HPLC)

液体試料

希釈液

試験溶液

試料の希釈

自動処理

検討C：溶出溶媒量の検討

検討D：溶出溶媒比の検討

←検討A

←検討B

←検討C、検討D

検討A：希釈液の選定

検討B：固相への負荷量の検討

前処理フローの概略
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安息香酸 ソルビン酸 デヒドロ酢酸

ヒドロキシ安息香酸エチル ヒドロキシ安息香酸イソプロピル ヒドロキシ安息香酸プロピル

ヒドロキシ安息香酸イソブチル ヒドロキシ安息香酸ブチル

結果：検討A 希釈液の選定
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溶出：メタノール 100 µL

Smash-SPE PBX

負荷[保持]：試験溶液 20 µL

洗浄：水 100 µL

測定(HPLC)

標準液100 µL

希釈液 900 µL

試験溶液

試料の希釈

自動処理

【希釈液】
①10 ％ギ酸 (pH1.5)
②5 mMクエン酸 (pH4.0) 
③0.2 Mリン酸 (pH4.0) 
④超純水

希釈液の違いによる各成分の挙動

移動相に用いている
②5 mMクエン酸 (pH4.0)を選択
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安息香酸 ソルビン酸 デヒドロ酢酸

ヒドロキシ安息香酸エチル ヒドロキシ安息香酸イソプロピル ヒドロキシ安息香酸プロピル

ヒドロキシ安息香酸イソブチル ヒドロキシ安息香酸ブチル

結果：検討B 固相負荷量の検討
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【負荷量】
① 10 µL
② 20 µL
③ 50 µL
④ 100 µL

負荷量の違いによる各成分の回収率

マトリクス量に左右されないように

②20 µLを選択

溶出：メタノール 100 µL

Smash-SPE PBX

負荷[保持]：試験溶液

洗浄：水 100 µL

測定(HPLC)

標準液100 µL

５ｍMクエン酸(pH4.0) 900 µL

試験溶液

試料の希釈

自動処理
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安息香酸 ソルビン酸 デヒドロ酢酸

ヒドロキシ安息香酸エチル ヒドロキシ安息香酸イソプロピル ヒドロキシ安息香酸プロピル

ヒドロキシ安息香酸イソブチル ヒドロキシ安息香酸ブチル

結果：検討C溶媒溶出量の検討
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【溶出量】
① 50 µL
② 75 µL
③ 100 µL
④ 125 µL
⑤ 150 µL

溶出溶媒量の違いによる各成分の回収率

全量溶出可能で濃度計算が容易な

③100 µLを選択

溶出：メタノール

Smash-SPE PBX

負荷[保持]：試験溶液 20 µL

洗浄：水 100 µL

測定(HPLC)

標準液100 µL

５ｍMクエン酸(pH4.0) 900 µL

試験溶液

試料の希釈

自動処理
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(6/4)
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安息香酸 ソルビン酸 ﾃﾞﾋﾄﾞﾛ酢酸

ヒドロキシ安息香酸エチル ヒドロキシ安息香酸イソプロピル ヒドロキシ安息香酸プロピル

ヒドロキシ安息香酸イソブチル ヒドロキシ安息香酸ブチル

結果：検討D 溶媒溶出比の検討
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【溶出溶媒】
①メタノール‐水(6/4)
②メタノール‐水(8/2)
③メタノール‐水(9/1)
④メタノール‐水(10/0)

メタノール‐水(10/0)に対する他の溶媒の面積値の比率

夾雑物の溶出抑制を期待して

③メタノール‐水(9/1)を選択

溶出：溶出溶媒 100 µL

Smash-SPE PBX

負荷[保持]：試験溶液 20 µL

洗浄：水 100 µL

測定(HPLC)

標準液100 µL

５ｍMクエン酸(pH4.0) 900 µL

試験溶液

試料の希釈

自動処理



結果：添加回収試験
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溶出：メタノール‐水(9/1) 100 µL

固相：Smash-SPE PBX‐2 mg

負荷[保持]：試験溶液 20 µL

洗浄：水 100 µL

測定(HPLC)

試料

希釈:5 mMクエン酸緩衝液(pH4.0)

試験溶液(10倍希釈液)

試料の希釈

自動処理

添加濃度：試料中0.01 g/kg※

ST-R100 約20分/８検体

多検体自動固相抽出装置

ST-R100

固相抽出カラム
Smash-SPE

工程①
コンディショニング

工程②
試料吸引

工程③
負荷・洗浄

工程④
溶出

多検体自動固相抽出装置 ST-R100の分析イメージ

試料：スポーツドリンク、ジュース、ガムシロップ、ケーキシロップ

※通知試験法定量限界

安息香酸、ソルビン酸、デヒドロ酢酸：0.01 g/kg

パラオキシ安息香酸エステル類：0.005 g/kg



結果：スポーツドリンク中の保存料分析のクロマトグラム
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1.安息香酸
2.ソルビン酸
3.デヒドロ酢酸
4.パラオキシ安息香酸エチル
5.パラオキシ安息香酸イソプロピル
6.パラオキシ安息香酸プロピル
7.パラオキシ安息香酸イソブチル
8.パラオキシ安息香酸ブチル

今回試験した試料において妨害ピークはみられず良好なクロマトグラムが得られた。



結果：添加回収試験結果
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添加濃度：試料中10ppm、併行数：ｎ=8

成分名 RT(min)
波長

(nm)

平均

回収率(%)

RSD

(%)

平均

回収率(%)

RSD

(%)

平均

回収率(%)

RSD

(%)

平均

回収率(%)

RSD

(%)

1 安息香酸 6.1 230 93 4.6 118 4.1 115 2.8 105 4.0

2 ソルビン酸 6.9 260 103 2.7 110 3.7 107 3.1 99 2.7

3 デヒドロ酢酸 8.9 230 97 4.5 105 3.8 102 3.3 94 3.3

4 ヒドロキシ安息香酸エチル 14.5 260 100 2.1 108 4.2 104 3.1 97 2.7

5 ヒドロキシ安息香酸イソプロピル 18.6 260 104 2.3 106 4.5 103 3.1 97 3.3

6 ヒドロキシ安息香酸プロピル 19.4 260 93 2.3 105 4.6 102 3.0 97 4.1

7 ヒドロキシ安息香酸イソブチル 25.5 260 98 2.9 100 5.9 97 3.2 93 3.7

8 ヒドロキシ安息香酸ブチル 26.3 260 92 3.6 96 8.8 92 3.3 89 4.0

ひやしあめ ガムシロップ ケーキシロップスポーツドリンク

４食品の添加回収試験において保存料８成分すべて真度、精度ともに良好であった。



まとめ

➢今回用いた試料では妨害ピークはみられず良好なクロマトグラムが得ら
れた。

➢通知試験法に示されている定量限界0.01 g/kgで添加回収試験を実施し
たところ真度（回収率）、精度ともに良好であった

➢８検体の前処理時間は約20分であった。

➢多検体自動固相抽出装置を使用することで水蒸気蒸留法を用いることな
く簡便・迅速に保存料の前処理を行うことができた。

➢今後は他の食品試料を含めた妥当性評価を行う予定である。
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