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食品中の保存料に関する研究
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             1 Determination of DHA
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1 ま え が き

 現在わが国て食品の添加物として使用することが法

的にみとめ られている殺菌剤,保 存料 としては,過 酸

1ヒ水素,次 亜塩素酸,2-(2一 フリル)-3-(5一 ニ

トロー2一 フ リル)ア クリル酸ア ミド,安 息香酸,サ リ

チル酸,ジ フェニール,ソ ルピン酸,デ ヒドロ酢酸,

パラオキシ安息香酸エステル類,プ ロピオン酸塩,ラ

ウリル トリメチルアンモニウムー2,4,5一 トリクロ

ルフェノキサイ ド,サ ラシ粉などとな っている。これ

らのうち2,3を 除 きそれぞれ健康上の安全性を確保

するための量的規制が法的拘束力をもった所謂使用基

準 として定め られているが,現 実社会の実態は,今 日

までの多数の実例が示す如 く,こ の基準が守 られない

場合が多い。特に殺菌剤や保存料のなかには,健 康上

の安全性に関し問題点を有するものが少な くない。

 そこで食品中の これ らの物質につ き,よ り適確な,

より迅速な検 出方法,定 性定量試験方法の開発が必要

である。著者 らは,食 品添加物の うち特に安全性に関

す る問題点が多い と思われ る殺菌剤,保 存料について,

より有効な試験法に関する研究を行なっているが,こ

こに,Dehydroacetic Acid(以 下DHAと 記す)の 新

定量法に関す る実験結果について報告する。
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して使用することが認め

られた ものである。
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 現在定め られている使用基準に よれば,「DHAお よ

びこれを含む製剤は,チ ーズ,バ ター,マ ーガリンお

よびあん類以外の食品に使用 してはならない」とされ

ている。又その使用量は 「DHAと してチーズ,パ タ

ーお よび7 ガ リンにあ ってはその1kgに つき0 .5g

以下,あ ん類にあ ってはその1kgに つき0.2g以 下でな

ければな らない」 と規定 されている。DHAの 抗菌作

用は糸状菌,酵 母および大部分の細菌に対 して有効で

あ る。 またその作用は,p且,熱 および 光線Y'対 して

安定であるとい う。
             1J

 DHAは 多 くの無機化合物 と塩を作ることが知 られ
              2」
ているが,そ れ らのなかで銅塩は定性反応に利用され

ている。DHAは 反応性に富んでお り各種の誘導体が

知 られている。 またDHAは 酸には比較的安定であ る

といわれているが,ク エン酸溶液中では次第に変化し
                   3)

て2,6-dimethyl--4--pyroneを 生 成す る とい う報 告

があ る。 アル カ リで加水 分解 す る と酢酸,ア セ トン,

二 酸化炭素 な どが生 成 され る。

 試 験法 と しては,DHAの 構 造中 の メチ ル ケ トン基

を利用す る ものが 多 く,こ の もの の検 出に は多 くの方
                      4」

法があるが,芳 香属 アルデヒ ドの作用によるもの,次
     2)J)

亜臭素酸反応,な どが知 られてい る。又無機塩の生成
                 s)

反応を利用する方法も報告 されている。この場合銅塩
                       6」

生成反応が よく用い られ るが他に鉄塩を生成する反応

を利用するものもある。 この うち芳香族アルデヒドに
         7)         8」
よる反応は,チ ーズ,魚 肉ね り製品などの食品中か ら

の検 出定量に関す る報告があ り広 く用い られている方

法である。

 薬学会協定衛生試験法では,チ ーズ,パ ター,マ ー

ガ リンおよび 清涼飲料水などのなかに含まれるDHA

の定性定量試験法 として,ポ ーラログラフ ィ_yこよる

ものおよびサ リチルアルデヒ ドと反応 して生ずる色調



- 20-

を利用する比色定量法ーなどがあげられている。現在一

般に後者の方法が広く用いられているようである。又

AOAC協定試験法としては，定性試験法として，サリ

チルアルデヒドによる法を， 又定量法として 307mμ

における吸光度測定法を採用している。

目実 験

食品中の DHAの比色定量法として今日広く採用さ

れているサリチルアルデヒドによる呈色は， DHAの

構造中のメチルケトン基を目的としたものである。こ

の点から考えれば種々の成分を含む食品の中には，

DHAを添加しなくてもこの反応を呈する場合が予想

される。又実際に醤油中サリチルアルデ、ヒド呈色反応

陽性物質の確認の報告がみられる。又この方法は980C

~1000C の水浴中で20分間加熱後水浴から取り出し，

更に20分間室温に放置するなど試験方法としても改良

の余地があるものと認められる。

著者らは，本品のアルコール溶液に酒石酸カリウム

ナトリウム試液および強酢酸第二銅試液を加えて生ず

る帯白紫色の沈殿がクロロホルムに澄明に溶解しクロ

ロホルム層が宥色を呈することを確認し得たので，こ

の呈色液の吸光度を測する方法により DHAの新定量

法を設定することを試み次の実験を行ない良好な結果

を得ることができた。

IH-1 呈色液の吸収スベクトル

〔試液〕

(1) 酒石酸カリウムナトリウム試液

酒石酸カリウムナトリウム14.1gを水100mlに溶かす。

(の強酢酸第二銅試液

酢酸第二銅 13.3gに酢酸 5mlおよひ水 195mlを加え

て溶かす。

DHA-Naの水溶液 (1→100)1mlに水 1ml，酒石

酸カリウムナトリウム試液0.5mlおよび強酢酸第二銅

試液0.3mlを加えて振り混ぜ、帯白紫色の沈でんを生じ

た液にクロロホノレム 12mlおよびエタノール 3mlを加

えてよく振り混ぜ、静置して得られた宥色透明のクロロ

ホルム層の呈色の吸収極大を知るため可視部における

吸収スベクトルを，空試験で得たクロロホルムを対照

として，分光光度計により調べた。その結果は Fig.1

に示すとおりであり， 640mμにおける吸収が最高であ

ることを示している。 そこで以後の測定には 640mμ

の波長を用いることとした。
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国一2 呈色の安定性

上記IH-1の試験操作を室温において行ない，発色

直後から一定時間毎に吸光度を測定した結果，測定値

がかなり移動することがわかったので，反応促進の目

的で加熱することとした。即ち上記の帯白紫色の沈で

んを生じたものを800Cの水浴中で5分間， 10分間， 15 

分間加熱したものにつき，冷後IH-1に示す方法によ

りクロロホルムで抽出し，各クロロホルム層の吸光度

を測定しその経時変化をしらベた結果は Table1の

とおりである。

Table 1 

I 5分間浸漬!10分間浸漬 115分間浸漬

5分後 - 0.22 

10分 O.24 o. 24 O. 22 

15分 0.24 0240.22  

20分 I 0.24 I 024I 0.22 

25分 0.24 0.24 0.22 

30分 0.24 0.24 0.22 

40分 0.25 0.24 

45分 0.25 0.24 

また沸騰水浴中で0分間， 3分間， 5分間， 10分間，

15分間加熱し，上と同様に各クロロホルム層の吸光度

を測定した結果はTable2のとおりである。又加熱温



度については，800Cおよび 1000Cに加熱したものをそ

れぞれ試薬を加えて呈色せしめクロロホルム層の吸光

度を測定することにより調査した結果沸騰水浴中加熱

の方が適当であることでFわかった。又呈色の経時安定

性はTable3のとおりである。

Table 2 

沸騰水浴中加熱ω| 吸光度
o 0.20 

3 0.20 

5 0.24 

100.22  

15 0.22 

Table 3 

経過時間ω[品水浴車5分詰熱)
50，16 

10 I 0.16 

150.16  

20¥  0.16 

25 0.16 

300.16  

4o 0.16 

以上の結果から呈色の安定性については，帯白紫色

の沈でんを生じたものを加熱することにより呈色の安

定化傾向が認められる。加熱の方法については沸騰水

浴中で5分間加熱が最も適当な加熱方法と認められる。

m-3 DHAと呈色試薬の量的関係

上記の呈色反応が十分に進行するためには一定量の

DHAに対し， 酒石酸カリウムナトリウム試液および

強酢酸第二銅試液の添加適量がどれだけであるかを知

る目的で，試薬の添加量を段階的に変えて呈色せしめ

吸光度を測定した結果はTable4に示すとおりである。 I主
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Table 4 

l1 2I 3 I 4 ， 5 
酒石酸 K.Na I 1¥ "". I 1¥ 11¥ I 1¥ "'1¥ I 1¥ r-I¥ I 

〈~ì) 1O. 05 1 O. 10 1 O.30 I 0.50I 0.70 

銅試液 (mI)¥ 0.03¥0ω(O. 20 ! O. 33 1 O. 46 

吸光度 I O. 06 i O. 07 . O. 32 I 0必 [0必

この結果によれば呈色反応が十分に行なわれるため
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には， DHA-Na 50mgに対して，酒石酸カリウムナ

トリウム試液 0.5ml，強酢酸第二銅試液 0.33mlを用

いるのが最も適当であると認められる。

自-4 本試験法による反応の鋭敏度

上記のとおり DHA の使用基準として，法IY~に定め

られている使用量は，チーズ，パター，マーガリンで

は，それぞれ 1kg中 0.5g以下，あん類では， 1kg中

0.2g以下でなければならないと規定されている。 実

際市販の食品中にはその最高量に近い量が添加されて

いる場合が多いものと推定すれば，食品中からの抽出

操作中におけるロスを考慮に入れたとしても，市販食

品中からの DHAの試験法として，衛生上の安全性と

いう立場からの実用的なものとしては，要求される鋭

敏度はあまり高くないものであるということができる

と思われる。本定量法が鋭敏度においてこの実用法と

しての目的に適するか否かをみるために，その鋭敏度

を測定したところ Table5のとおりである。

Table 5 

1 i 2 1 3 1 4 I 5 I 6 

DH地 o I O. 1 1 o. 5 I 1. 0 I 5 1 10 

透過率 100I 99.9 I 99.8 I 99.6 I 95.0 I 87.7 

上の表から本法は一般市販食品中の DHAの定量法

として十分使用できるものと思われる。

目-5 検量線

Fig.2 険 11f 紙!
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上記の各条件を考慮に入れて操作を行ない DHAの

各含量毎の呈色クロロホルムについて， 640mμ にお

ける吸光度を測定することにより検量線を作製すれl工

Fig. 2のとおりとなり， DHAの量において 5mgか

ら30mgの聞においては直線関係となり， Beerのj去

則に従うことがわかる。

目-6 反応防害物質

lii]一食品に食品添加物として化学的合成品が数種類

同時に添加されることはあり得ることである。従って

DHAの試験の際その抽出操作中において， DHAと他

の化学的合成品が同時に混合されて抽出される場合も

あり得るわけである。そこで DHAと同時に使用され

る可能性があると思われる食品添加物が共存した場合，

この試験法の測定値に影響が現れるかどうかをみるた

め次の実験を行なった。 DHA-Naを含む検液に対し

ソルビン酸，パラオキシ安息香酸のエチル，ブ、チル，

プロピルの各エステノレ，サッカリン，サリチノレ酸をそ

れぞれ10mgずつ添加して発色せしめ，クロロホルム

層の吸光度を測定したところ， ソルピン酸，サリチル

酸およびサッカリンは反応を防害しないものと思われ

るが，安息香酸とパラオキシ安，息呑酸のエステル類は

ある程度反応を妨害するものと思われる。

W 総 宇古

上記の各実験の結果を総合して考察すれば，本法は

DHAの新定量法として適当なものと認められるので，

次のように試験法を設定した。

試液

(1) 酒石酸カリウムナトリウム試液

酒石酸カリウムナトリウム 14.1gを水 100mlに溶

かす

(め強酢酸第二銅試液

酢酸第二銅13.3gに酢酸 5mlおよび水 195mlを加え

て溶かす

試験操作

食物学会誌・第2.8号

水溶液とした試料 3mlを共栓試験管又は共栓小三角

フラスコにとり，蒸留水 3ml，酒石酸カリウムナトリ

ウム試液 0.5ml，強酢酸第二銅試液 0.3mlを加えよく

ふり混ぜ，帯白紫色の沈肢を生じたものを，沸騰水浴

中で 5分間加熱し，冷後これにクロロホノレム 12mlお

よびエタノール3mlを加えよくふり混ぜ、て沈殿を溶か

し，宥色に着色したクロロホルム層を分光光度計用の

セルにとり，空試験で得たクロロホルム層を対照とし

て， 640mμ における吸光度を測定する。別にDHA純

品を用い各濃度の水溶液を数種類作り，上記のとおり

操作して，クロロホルム層をとり， 640mpにおける吸

光度を測定し検量線を作っておき，これにあてはめて

DHAの量を求め，検体中の DHAの含量を算出する。

考察

本法は操作簡単であり，呈色が安定である点および

DHAの法定使用基準の量からみた場合その鋭敏度が

十分である点などからみて，市販食品の検査にあたり，

多数の検体を短時間に処理しなければならない場合な

どに，十分実用に供し得るものと思われる。
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