
緒 言

食品添加物は、原則として食品衛生法に基づき安全性と
有効性が確認され、指定された添加物のみの使用が認めら
れている。また、各添加物を使用可能な食品の種類や使用
限度量は「食品、添加物等の規格基準」（昭和３４年厚生省
告示第３７０号）により定められており、これらの基準は国
産及び輸入品を問わず、国内に流通するすべての食品に対
して適用される。一方、外国の食品添加物に関する規制は
日本のものと異なるため、輸入食品においては、指定添加
物の使用基準超過や対象外食品への使用、日本では使用が
認められていない指定外添加物の検出など、食品添加物に
関わる食品衛生法違反がたびたび判明している１）。
食品添加物の甘味料及び保存料は加工食品への使用頻度

が高く、同時に使用されることも多い。一方、食品中の甘
味料及び保存料の多成分を測定する場合には、厚生労働省
通知の食品中の食品添加物分析法２―６）や「衛生試験法・注
解」７）に収載されている分析法を複数組み合わせる必要が
あり、検査が非常に煩雑となる。そのため、これまでにも
甘味料及び保存料の多成分を対象とした一斉分析法の開発
が検討されてきた８，９）。今回、著者らは、これら報告を参
考に、輸入食品から検出された事例のある指定外添加物を
含む甘味料８種及び保存料９種を LC−MS/MSを用いて迅
速かつ省力的に一斉分析する方法を開発した。開発した分
析法について、厚生労働省通知の「食品中に残留する農薬
等に関する試験法の妥当性評価ガイドライン」１０）（以下妥
当性評価ガイドラインとする）を準用し、５種類の加工食
品に対する妥当性評価を実施したところ、良好な結果が得
られたので報告する。

方 法

１．分析対象物質

分析対象物質１７種は、表１に示した甘味料８種及び保

存料９種（以下、各物質名は略記を用いる）とした。
２．試料

アイスクリーム、ウインナーソーセージ、しょうゆ、清
涼飲料水及びたくあん漬けは道内小売店で購入した。アイ
スクリーム、しょうゆ及び清涼飲料水はそのまま、ウイン
ナーソーセージ及びたくあん漬けはフードプロセッサーで
細切均一化したものを試料とした。
３．試薬・試液

標準品は、次の１７種を用いた。AD（食品分析用）、AK

（高速液体クロマトグラフ用）、ASP（食品添加物試験用）、
BA（試薬特級）、CYC（和光特級）、DHA（和光特級）、DU

（食品分析用）、PHBA−Bu（和光特級）、PHBA−Et（和光
特級）、PHBA−Me（和光特級）、SAC・二水和物（和光特

略記 分析対象物質 用途

AD アドバンテーム 甘
AK アセスルファムカリウム 甘
ASP アスパルテーム 甘
CYC サイクラミン酸ナトリウム 甘＊

DU ズルチン 甘＊

NEO ネオテーム 甘
SAC サッカリンナトリウム 甘
SUC スクラロース 甘
BA 安息香酸 保
DHA デヒドロ酢酸 保
PHBA−Bu パラオキシ安息香酸ブチル 保
PHBA−Et パラオキシ安息香酸エチル 保
PHBA−iBu パラオキシ安息香酸イソブチル 保
PHBA−iPr パラオキシ安息香酸イソプロピル 保
PHBA−Me パラオキシ安息香酸メチル 保＊

PHBA−Pr パラオキシ安息香酸プロピル 保
SOA ソルビン酸 保
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表１ 甘味料８種及び保存料９種

甘：甘味料
保：保存料
＊ ：指定外添加物
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級）、SOA（和光特級）及び SUC（高速液体クロマトグラ
フ用）は富士フイルム和光純薬（株）製を用いた。PHBA−iBu

（食品分析用）、PHBA−iPr（食品分析用）及び PHBA−Pr

（鹿特級）は関東化学（株）製を用いた。NEO（純度９８％
以上）は東京化成工業（株）製を用いた。
標準原液（４０g/L）は各標準品をひょう量し、AD、BA、

DHA、DU、PHBA−Bu、PHBA−Et、PHBA−iBu、PHBA−iPr、
PHBA−Me、PHBA−Pr及び SOA はメタノール、AK、CYC、
SUC、SAC・二水和物及びNEOは５０vol％メタノール、ASP

は３vol％ギ酸に溶解して調製した。なお、SACの標準原
液は溶液１mL あたりに４０mgの SACが含まれるように、
４７mgの SAC・二水和物をひょう量して調製した。
添加用混合標準溶液は、各標準原液、または各標準原液

を５０vol％メタノールで適宜希釈して調製した標準溶液を
混合し、５０vol％メタノールで希釈して調製した。
検量線用混合標準溶液は、添加用混合標準溶液を後述の

希釈用溶媒または０．２５vol％ギ酸含有０．１mol/L 酢酸アン
モニウム・７０vol％メタノール溶液で適宜希釈して調製し
た。
アセトニトリル及び n−ヘキサンは関東化学（株）製の残

留農薬試験・PCB試験用を、メタノールは関東化学（株）
製の LC/MS用を、水は関東化学（株）製の高速液体クロマ
トグラフ用または LC/MS用を、ギ酸は富士フイルム和光
純薬（株）製の試薬特級を、酢酸アンモニウムは純正化学
（株）製の試薬特級を、硫酸マグネシウム・七水和物は関東
化学（株）製の試薬特級を用いた。フィルター（０．２０μm、
親水性）は東洋濾紙（株）製 DISMIC−１３HPを用い、精製
用固相ミニカラムは Agilent Technologies社製MEGA BE−

C１８（１０００mg、６mL）（以下 C１８ミニカラムとする）及
び Agilent Technologies社製 Bond Elut Jr−PSA（５００mg）

（以下 PSA ミニカラムとする）をメタノール５mL 及び水
５mL でコンディショニングし、用いた。希釈用溶媒は、
０．４vol％ギ酸・アセトニトリル－水（２：１）混液４０mL

に０．２５vol％ギ酸を加えて１００mL として調製した。
４．装置

振とう機はタイテック（株）製レシプロシェーカー SR−２w

を、遠心分離機は久保田商事（株）製ユニバーサル冷却遠心
機５９３０を、LC−MS/MSの LC部は（株）島津製作所製
Prominence高圧グラジエントシステムを、MS/MS部は
（株）島津製作所製 LCMS−８０５０を用いた。
５．LC-MS/MSの測定条件

１）LC条件

カラムはジーエルサイエンス（株）製 Inertsil ODS−４（２．１
×１５０mm、３μm）を用いた。カラム温度は４０℃、移動相
は５mmol/L酢酸アンモニウム溶液（A液）及び５mmol/L

酢酸アンモニウム・メタノール溶液（B液）、流量は０．２
mL/min、グラジエント条件は B液５％（０分）→B液６５％
（１３分）→B液６５％（２５分）→B液９５％（２５．０１分）→B

液９５％（３５分）→B液５％（３５．０１分）→B液５％（４５
分）、注入量は２μ L とした。
２）MS/MS条件

イオン化法は electrospray ionization（ESI）、測定モー
ドはmultiple reaction monitoring（MRM）とした。脱溶
媒管（DL）温度は２５０℃、ヒートブロック温度は４００℃、
ネブライザーガス流量は３．０L/min、ドライガス流量は１０．０L

/min、ヒーティングガス流量は１０．０L/min、インターフェ
イス温度は３００℃、インターフェイス電圧は６kVに設定
した。また、各対象物質の定量イオン及び定性イオンを表
２に示した。

分析対象物質 ＋/－＊ プリカーサーイオン
（m/z）

プロダクトイオン
定量イオン 定性イオン

m/z CE m/z CE
AD ＋ ４５９．０ １０２．１ －２８ ２５２．１ －２０
AK － １６１．８ ８２．０ １５ ７８．０ ３２
ASP － ２９３．１ ２６１．１ １１ ２００．１ １５
CYC － １７８．１ ８０．０ ２５
DU － １７９．０ １０７．２ ２０ １５０．２ １４
NEO － ３７７．２ ２００．２ ２０ ３４５．３ １５
SAC － １８２．０ １０６．０ １９ ４２．１ ２９
SUC ＋ ４１５．９ ２０１．０ －１６ ８５．１ －３１
BA － １２１．１ ７７．２ １４
DHA － １６６．９ ８３．０ １６ １２３．１ １３
PHBA−Bu － １９３．１ ９２．２ ２４ ９３．１ ２３
PHBA−Et － １６５．２ ９２．１ ２３ ９３．２ ２２
PHBA−iBu － １９３．１ ９２．２ ２４ １３６．２ １９
PHBA−iPr － １７９．１ ９３．２ ２３ ９２．１ ２４
PHBA−Me － １５１．３ ９２．１ ２２ １３６．１ １９
PHBA−Pr － １７９．１ ９２．１ ２３ ９３．１ ２２
SOA － １１１．１ ６７．１ １３

表２ 分析対象物質１７種のMS/MS測定イオン

＊：positive mode（＋）/negative mode（－）
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６．試験溶液調製法

１）脂質の少ない試料（しょうゆ、清涼飲料水及びたくあ

ん漬け）

試料５gをガラス製遠沈管に量り採り、０．４vol％ギ酸・
アセトニトリル－水（２：１）混液４５mL 及び硫酸マグネ
シウム・七水和物４gを加えた。５分間激しく振とうした
後、遠心分離（３，０００rpm、５分間）し、アセトニトリル
層を採った。水層及び残留物に０．４vol％ギ酸・アセトニ
トリル－水（２：１）混液４５mL を加え、５分間激しく振と
うした後、遠心分離（３，０００rpm、５分間）し、アセトニ
トリル層を採った。得られたアセトニトリル層を合わせ、
０．４vol％ギ酸・アセトニトリル－水（２：１）混液を加えて
正確に１００mL とし、抽出液とした。
清涼飲料水及びたくあん漬けについては、抽出液を０．２５

vol％ギ酸で２．５倍希釈した後、フィルターでろ過し、試
験溶液とした。
しょうゆについては、以下の操作を行った。抽出液８mL

を採り、減圧濃縮して約１．５mL とした後、水９mL を加
えた。この液を、C１８ミニカラムの下に PSA ミニカラム
を連結したもの（以下 C１８＋PSA ミニカラムとする）に
負荷した後、１０vol％メタノール１０mL を注入し、流出液
は捨てた。次いで、０．２５vol％ギ酸含有０．１mol/L 酢酸ア
ンモニウム・７０vol％メタノール溶液２０mL を注入し、全
溶出液を採り、０．２５vol％ギ酸含有０．１mol/L 酢酸アンモ
ニウム・７０vol％メタノール溶液で正確に２０mL とし、試
験溶液とした。
２）脂質の多い試料（ウインナーソーセージ及びアイスク

リーム）

試料５gをガラス製遠沈管に量り採り、０．４vol％ギ酸・
アセトニトリル－水（２：１）混液４５mL 及び硫酸マグネ
シウム・七水和物４gを加えて混和した後、n−ヘキサン
２５mL を加えた。５分間激しく振とうした後、遠心分離
（３，０００rpm、５分間）し、アセトニトリル層を採った。n−

ヘキサン層、水層及び残留物に０．４vol％ギ酸・アセトニ
トリル－水（２：１）混液４５mL を加え、５分間激しく振と
うした後、遠心分離（３，０００rpm、５分間）し、アセトニ
トリル層を採った。得られたアセトニトリル層を合わせ、
０．４vol％ギ酸・アセトニトリル－水（２：１）混液を加えて
正確に１００mL とし、抽出液とした。抽出液を０．２５vol％
ギ酸で２．５倍希釈した後、フィルターでろ過し、試験溶液
とした。
７．試料マトリックスの測定への影響

ブランク試料を方法６．試験溶液調製法に従って操作
し、しょうゆを除く４食品では、抽出液を０．２５vol％ギ酸
で希釈する際に、しょうゆでは溶出液を２０mL に定容す
る際に標準溶液を適宜添加し、定量下限値濃度（表５）の
回収率１００％相当となるようにマトリックス添加標準溶液
を調製した。同濃度の溶媒標準溶液に対するマトリックス
添加標準溶液のピーク面積比（各２回測定の平均値）を求
めて試料マトリックスの測定への影響を検討した。

８．定量

検量線は、各対象物質の添加回収試験における回収率
５０％、７５％、１００％、１２５％、１５０％相当の検量線用混合標
準溶液２μ L を LC−MS/MSに注入し、ピーク面積により
作成した。試験溶液についても同様に操作し、得られたピー
ク面積を用いて絶対検量線法により各対象物質を定量した。
なお、検量線用混合標準溶液は、アイスクリーム、ウイン
ナーソーセージ、清涼飲料水及びたくあん漬けでは希釈用
溶媒、しょうゆでは０．２５vol％ギ酸含有０．１mol/L 酢酸ア
ンモニウム・７０vol％メタノール溶液を用いて添加用混合
標準溶液を希釈して調製した。
９．添加回収試験（妥当性評価）

対象物質１７種を含まないブランク試料に添加用混合標
準溶液を０．２g/kgまたは定量下限値濃度（表５）で添加
し、室温で３０分間放置したものを添加試料とした。添加
試料を方法６．試験溶液調製法に従って操作し、試験溶
液を調製した。添加回収試験は妥当性評価ガイドラインの
実施方法を参考に、実施者１名で１日２併行を５日間行い、
選択性、真度、精度（併行精度及び室内精度）及び定量限
界について評価を行った。

結果及び考察

１．LC-MS/MS条件の検討

LCの分析カラム及び移動相については、当所が開発し
た残留農薬一斉分析法１１）において多成分分析に実績のある
分析カラム（Inertsil ODS−４）及び移動相（A 液：５mmol

/L 酢酸アンモニウム溶液、B液：５mmol/L 酢酸アンモニ
ウム・メタノール溶液）を用いることとした。
上述した移動相を用いて、対象物質１７種についてMRM

の最適化を行った。その結果から、AD及び SUCはポジ
ティブモード、その他の対象物質１５種はネガティブモー
ドで得られたプリカーサーイオンに対し、最も高い強度で
得られたプロダクトイオンを定量イオンとし、次に高い強
度で得られたプロダクトイオンを定性イオンとした（表２）。
なお、BA、CYC及び SOA はプロダクトイオンが１つし
か得られなかったため、定量イオンのみとした。
グラジエント条件として、残留農薬一斉分析法１１）で採用

されている A 液及び B液（９０：１０）から（５：９５）までの
２０分間のグラジエントを用いたところ、定量イオン及び
定性イオンが共通している PHBA−Buと PHBA−iBuのピー
クの分離が不十分であり、それぞれの同定が困難であった。
そこで、これらのピークの分離を改善するために、種々の
グラジエント条件について検討した。その結果、A 液及び
B液（９５：５）から（３５：６５）までの１３分間のグラジエン
ト後、（３５：６５）で１２分間保持する条件において、PHBA−

Buと PHBA−iBuのピークが十分に分離したことから、本
グラジエント条件を用いることとした。以上の条件で得ら
れた対象物質１７種のクロマトグラムを図１に示した。
２．定量範囲の確認

対象物質１７種について、表２に示した定量イオンを用
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いて検量線を作成した。表３に示したとおり、対象物質
１７種において、それぞれの濃度範囲で得られた相関係数
は０．９９５以上であり、良好な直線性を示した。
３．抽出の検討

甘味料及び保存料の多成分を同時に抽出する方法として、
透析法１２）やホモジナイズ法８，９，１３，１４）、振とう法１５）が報告され
ている。今回開発する分析法では、迅速性に優れ、多検体
同時処理も可能な振とう法を採用し、抽出溶媒は残留農薬
一斉分析法１１）において多成分抽出に実績のあるアセトニト
リルを使用することとした。
アセトニトリルによる振とう抽出について、対象物質

１７種を添加したウインナーソーセージを用いて検討した。
その結果、アセトニトリルのみで振とう抽出を行った場合
に比べて、水も加えた方が ASP及び CYCの回収率が高い
傾向が認められた。そのため、振とう抽出時においては試

料に対する加水が必要であると考えた。一方、清涼飲料水
を試料とした場合、アセトニトリル及び水を加えて振とう
しても、試料と抽出溶媒が均一に混和するのみであり、試
料夾雑成分との分離効果は期待できなかった。そこで、塩
析剤を加えたところ、アセトニトリル層と分離した水層へ
着色成分が移行し、着色成分を効果的に除去することが可
能となった。これらの結果から、今回開発する分析法では、
試料にアセトニトリル、水及び塩析剤を加えて振とうし、
抽出と同時に液－液分配による精製を行う抽出法を選択し、
最適な抽出条件を検討することとした。
使用する塩析剤について、残留農薬一斉分析法１１）の塩析

操作で用いられている硫酸マグネシウム・七水和物及び塩
化ナトリウムの適用性を検討した。対象物質１７種を添加
した水に対して、アセトニトリル及び各塩析剤を加えて塩
析したところ、塩化ナトリウムを加えた場合には、甘味料
である AK、ASP、CYC及び SAC、保存料である BA、DHA

及び SOA の回収率が低下する傾向が認められた。そのた
め、塩析剤として硫酸マグネシウム・七水和物のみを用い
ることとした。
塩析において発生する水層の量を十分に確保するために、

試料５gに対して水１５mL 及び硫酸マグネシウム・七水
和物４gを加えることとし、水に対するアセトニトリルの
量（比率）について検討した。対象物質１７種を添加した
水５gに対し水１５mL 及び硫酸マグネシウム・七水和物４
gを加えた後、アセトニトリル１５mL または３０mL を加
えて振とうし、遠心分離した後、アセトニトリル層を採り、
回収率を求めた。その結果、３０mL の方が１５mL に比べ
て対象物質１７種の回収率が１～１３％高い値となったこと
から、水１５mL に対して２倍量のアセトニトリル３０mL

を加えることとした。
酸性の対象物質の回収率向上と、中性～アルカリ性で不

安定な ASP１４，１６）の分解抑制のために、アセトニトリルへの
ギ酸添加について検討した。上述した水を試料とした添加
回収試験において、アセトニトリルの代わりに０．０５vol％

分析対象物質 濃度範囲（mg/L） 相関係数

AD ０．０００２ ～ １ ０．９９８
AK ０．００１ ～ １ ０．９９５
ASP ０．０２ ～ ５ ０．９９７
CYC ０．００２ ～ １ ０．９９７
DU ０．０５ ～ ５ １．０００
NEO ０．０１ ～ ５ ０．９９７
SAC ０．０２ ～ ０．６ ０．９９７
SUC ０．０１ ～ ５ １．０００
BA ０．１ ～ ５ １．０００
DHA ０．１ ～ ５ １．０００
PHBA−Bu ０．００５ ～ ５ ０．９９９
PHBA−Et ０．００５ ～ ５ ０．９９８
PHBA−iBu ０．００５ ～ ５ ０．９９８
PHBA−iPr ０．００５ ～ ５ ０．９９９
PHBA−Me ０．００５ ～ ５ ０．９９８
PHBA−Pr ０．００５ ～ ５ ０．９９９
SOA ０．１ ～ ５ １．０００

図１ 分析対象物質１７種のクロマトグラム（定量イオン）
定量下限値濃度の回収率１００％相当（mg/L）
BA、DHA、SOA：０．２、DU：０．１、ASP、SAC：０．０５、NEO、SUC：０．０２
PHBA−Bu、Et、iBu、iPr、Me、Pr：０．０１、CYC：０．００５、AK：０．００２、AD：０．０００５

表３ 分析対象物質１７種の定量範囲

―４０―



ギ酸・アセトニトリル溶液、０．２vol％ギ酸・アセトニトリ
ル溶液または０．４vol％ギ酸・アセトニトリル溶液を各３０
mL 加えて振とうし、遠心分離した後、アセトニトリル層
を採り、回収率を求めた。その結果、表４に示したとおり、
ギ酸濃度を増やすことにより、ASPをはじめとして、対
象物質１７種の回収率が向上する傾向が認められた。検討
したギ酸濃度の中で、０．４vol％ギ酸・アセトニトリル溶液
を用いた場合に、対象物質１７種の回収率が９６～１０２％と
最も良好であったことから、試料５gに対して水１５mL

及び０．４vol％ギ酸・アセトニトリル溶液３０mL を加える
こととした。なお、操作を簡易化するために、これらの溶
媒をあらかじめ混合した抽出溶媒、すなわち０．４vol％ギ
酸・アセトニトリル－水（２：１）混液４５mL を用いるこ
ととした。
本抽出溶媒を用いて、脂質の少ない試料として、しょう

ゆからの回収状況を確認した。すなわち、対象物質１７種
を添加したしょうゆ５gに抽出溶媒４５mL 及び硫酸マグ
ネシウム・七水和物４gを加えて振とうし、遠心分離した
後、アセトニトリル層を採った。水層及び残留物に抽出溶
媒４５mL を加えて振とうし、遠心分離した後、アセトニ
トリル層を採り、先のアセトニトリル層と合わせた。マト
リックス添加標準溶液により対象物質１７種の回収率を求
めたところ、CYCでは約８０％、他の対象物質では９０％以
上の良好な回収率が得られたことから、本法を脂質の少な
い試料、すなわち、しょうゆ、清涼飲料水及びたくあん漬
けを対象とした抽出方法として採用することとした。
ウインナーソーセージ及びアイスクリームについては、

脂質からの抽出効率向上と脂質の除去を目的として、n−

ヘキサン２５mL も加えることとし、方法６．試験溶液調
製法２）脂質の多い試料（ウインナーソーセージ及びア
イスクリーム）に示した方法により抽出を行うこととした。
対象物質１７種を添加したウインナーソーセージを用いて、
本法による回収状況を確認したところ、マトリックス添加
標準溶液により求めた回収率はすべての対象物質において
９０％以上と良好であった。また、本法による実試料から
の抽出効率を確認するために、SOA 使用の表示があるウ
インナーソーセージを試料として抽出を行った。比較のた
めに、厚生労働省から通知試験法として示されている高タ
ンパク食品及び高脂肪食品からの保存料の抽出法３）、すな
わち、試料５gに対して９５vol％メタノール２０mL で２回
ホモジナイズする方法（以下通知試験法とする）でも抽出

を行った（n＝２）。その結果、今回開発した方法では１．５
g/kg、通知試験法では１．４g/kgの定量値が得られたこと
から、今回開発した方法による実試料からの抽出効率は通
知試験法と同等であることが確認できた。
４．精製の検討

アイスクリーム、ウインナーソーセージ、しょうゆ、清
涼飲料水及びたくあん漬けのブランク試料５gを方法６．
試験溶液調製法に従って操作し、各ブランク抽出液を得た。
各ブランク抽出液を０．２５vol％ギ酸で２．５倍に希釈した溶
液を用いて、定量下限値濃度（表５）の添加回収試験にお
ける回収率１００％相当となるようにマトリックス添加標準
溶液を調製し、同濃度の溶媒標準溶液とピーク面積を比較
した。その結果、しょうゆ以外の試料では、すべての対象
物質において顕著なイオン化抑制は認められなかったが、
しょうゆでは SACにおいて約４０％のイオン化抑制が認め
られた。そこで、C１８ミニカラム及び PSA ミニカラムを
併用した精製について検討した。
ミニカラムからの溶出状況を確認するため、水で調製し

た対象物質１７種の混合標準溶液を C１８ミニカラム及び PSA

ミニカラムにそれぞれ負荷し、５～７０vol％メタノール各
１０mL を順次通液した。その結果、C１８ミニカラムにお
いて、１０vol％メタノールまでに AK、BA、CYC、SAC及
び SOA（以下 AK 等とする）が、１５vol％メタノールから
残りの対象物質１２種が溶出し始め、７０vol％メタノールま
でに対象物質１７種のほぼ全量が溶出した。一方、PSA ミ
ニカラムにおいては、１０vol％メタノールまでに AK 等以
外の対象物質１２種は溶出したが、５～７０vol％メタノール
では酸性物質である AK 等の溶出は認められなかった。そ
こで、PSA ミニカラムから AK 等を溶出させるために、
鶴田らの方法９）を参考として、揮発性塩である酢酸アンモ
ニウムによる溶出を検討した。その結果、０．１mol/L 酢酸
アンモニウム・７０vol％メタノール溶液１５mL により AK

等を含む対象物質１７種をほぼ全量溶出させることができ
た。しかし、PSA ミニカラムからの溶出液を２０mL に定
容した後、そのまま LC−MS/MSに注入すると、ミニカラ
ム精製していないしょうゆ以外の試料に比べて、LC−MS/

MS測定における BA、DHA 及び SOA の保持時間にずれ
が認められた。この原因として、PSA ミニカラム精製後
の溶液は中性であるのに対し、しょうゆ以外の試料の試験
溶液はギ酸を含む酸性溶液であることが考えられた。その
ため、同程度のギ酸濃度となるように、あらかじめギ酸を
０．２５vol％の濃度で０．１mol/L 酢酸アンモニウム・７０vol

％メタノール溶液に加えることとしたところ、保持時間の
ずれは解消された。なお、ギ酸を加えたことによる溶出へ
の影響は認められなかった。
各ミニカラムの溶出状況が確認できたことから、次にC１８

ミニカラムの下に PSA ミニカラムを連結した C１８＋PSA

ミニカラムでの溶出状況を確認した。０．２５vol％ギ酸で調
製した対象物質１７種の混合標準溶液を C１８＋PSA ミニカ
ラムに負荷し、１０vol％メタノール１０mL を注入したとこ

ギ酸濃度
回収率（％）

対象物質１７種
ASP

最小値 最大値 平均値
ギ酸添加無し＊ ７８ ９１ ８７ ７８
０．０５％ ８４ ９６ ９３ ８４
０．２％ ９２ １０１ ９７ ９２
０．４％ ９６ １０２ １００ ９６

表４ ギ酸・アセトニトリル溶液による抽出結果

＊：アセトニトリル３０mL による抽出
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分析
対象
物質

添加濃度
（g/kg）＊

アイスクリーム ウインナーソーセージ しょうゆ 清涼飲料水 たくあん漬け

真度
％

併行
精度
RSD％

室内
精度
RSD％

真度
％

併行
精度
RSD％

室内
精度
RSD％

真度
％

併行
精度
RSD％

室内
精度
RSD％

真度
％

併行
精度
RSD％

室内
精度
RSD％

真度
％

併行
精度
RSD％

室内
精度
RSD％

AD ０．００００２５ １０２．４ ７．１ ７．１ ９８．９ ３．４ ６．３ ９４．８ ２．２ ５．１ ９８．６ ５．５ ５．５ ９５．８ ９．９ ９．９
０．２ ９８．２ １．０ ４．１ ９９．０ ４．２ ４．２ ９９．６ １．３ １．７ ９７．９ １．６ ２．９ ９２．７ ２．４ ５．１

AK ０．０００１ ８７．２ ２．６ ４．１ ９１．７ ２．８ ４．３ ８１．１ ３．１ ３．６ ９０．０ １．５ ３．８ ８６．４ ４．０ ４．９

０．２ ８８．９ １．３ ３．８ ９３．７ １．５ ２．３ ９５．４ ２．０ ２．３ ９６．４ １．８ ３．１ ９４．３ ２．３ ４．９

ASP ０．００２５ ８９．０ ３．７ ４．５ ９３．１ ４．１ ４．１ ９３．９ ３．６ ４．９ ９６．７ ３．８ ４．２ ９３．２ ２．１ ３．６

０．２ ８５．３ １．８ ６．３ ９２．６ １．９ ２．７ ８９．２ ０．９ ４．０ ９６．７ １．５ ２．０ ８８．１ ２．５ ４．９

CYC ０．０００２５ ８２．４ ２．８ ５．０ ８４．７ １．８ ６．２ ７８．７ ２．１ ３．５ ９８．１ ２．７ ３．９ ９３．６ ３．６ ４．３

０．２ ８５．１ １．０ ４．１ ９０．６ １．３ ２．１ ８０．４ ２．６ ３．１ ９８．６ ２．０ ２．３ ９５．６ ３．０ ５．３

DU ０．００５ ９８．３ ５．９ ６．３ １０２．５ ６．６ ６．６ ９２．４ ７．２ ７．２ １０１．８ ５．１ ５．４ ９７．０ ４．９ ５．２

０．２ ９３．７ １．９ ５．３ ９６．７ ２．６ ２．９ ９７．３ １．５ ２．７ ９８．１ ２．９ ２．９ ９４．７ ２．６ ３．４

NEO ０．００１ ９６．９ ２．５ ４．０ ９９．７ ２．２ ３．９ ９４．１ ２．９ ４．３ ９６．９ ２．０ ２．５ ９０．０ ２．１ ３．９

０．２ ９３．５ １．１ ３．７ ９６．８ ２．５ ２．５ ９７．２ ２．３ ２．３ ９８．８ １．２ １．４ ８９．４ １．８ ３．０

SAC ０．００２５ ８７．９ ３．１ ５．４ ９３．５ ４．９ ４．９ ８５．２ ５．４ ８．１ ９４．４ ２．８ ５．３ ９３．０ ２．８ ２．８

０．２ ８６．３ １．５ ５．２ ９１．７ ２．７ ５．９ ９２．１ ３．６ ３．６ ９４．６ １．８ ４．１ ９５．０ ２．１ ７．７

SUC ０．００１ ９７．５ ６．４ ６．４ ９９．５ ５．２ ６．５ ７９．６ ２．７ ２．７ ９８．２ ５．６ ５．６ ９０．５ ２．３ ２．９

０．２ ９６．６ １．６ ４．６ ９８．４ ３．４ ３．４ ９２．８ １．６ １．６ ９８．３ １．３ ３．５ ９４．８ ２．８ ４．１

BA ０．０１ １０１．６ ４．４ ５．７ １１０．１ １．７ ３．０ １０８．６ ２．７ ２．７ １００．３ ６．８ ６．８ ９９．８ ６．２ ６．８

０．２ ９３．２ ３．８ ３．９ ９９．７ ２．７ ２．７ ９８．１ ４．９ ４．９ ９８．１ ３．０ ３．０ ９７．２ ４．０ ４．０

DHA ０．０１ ９７．４ ３．５ ３．５ ９７．７ ４．６ ４．６ ８７．０ ２．４ ８．０ ９７．８ １．４ ２．５ ９４．３ ５．４ ５．４

０．２ ９１．０ ４．２ ４．９ ９７．５ ２．７ ２．８ ９１．８ １．５ １．９ ９８．８ ２．９ ２．９ ９５．０ ４．０ ４．０

PHBA−Bu ０．０００５ ９８．７ ２．６ ４．１ ９８．２ ４．０ ４．６ ９８．０ ２．５ ４．８ ９９．１ ２．５ ３．０ ９１．０ ２．８ ２．８

０．２ ９３．６ １．５ ２．２ ９８．２ ２．０ ４．１ ９９．２ ３．１ ３．１ ９８．２ １．６ １．７ ９２．４ １．８ １．８

PHBA−Et ０．０００５ ９８．６ ２．３ ２．５ １０１．４ １．８ ４．１ １０８．５ ２．１ ２．９ ９９．３ ２．４ ２．９ ９６．２ ２．７ ３．２

０．２ ９５．９ ０．７ ２．４ ９９．０ １．０ １．３ ９９．５ １．３ １．３ １００．０ １．２ １．５ ９５．０ ２．４ ２．４

PHBA−iBu０．０００５ １００．３ ３．２ ３．２ ９９．９ ２．３ ３．９ ９７．０ １．８ ２．９ １００．０ １．３ ２．２ ９２．４ １．８ ２．２

０．２ ９４．８ ２．２ ２．７ ９７．２ １．０ １．３ ９９．４ １．７ １．７ ９８．６ １．４ ２．４ ９２．６ ２．８ ２．８

PHBA−iPr０．０００５ ９８．６ ３．２ ３．４ ９９．１ １．９ ３．３ ９６．７ １．５ ３．４ ９９．１ １．９ １．９ ９３．７ ２．５ ２．５

０．２ ９５．５ ０．８ １．７ ９８．８ ０．８ １．２ ９９．１ １．２ １．２ ９８．８ ０．９ １．６ ９４．０ ２．２ ２．３

PHBA−Me０．０００５ １０１．０ ２．４ ２．９ １０１．５ ２．３ ２．６ ９８．７ ２．４ ２．９ １００．２ ２．４ ３．３ ９５．２ ２．６ ３．１

０．２ ９６．１ ０．８ ２．５ ９９．０ １．０ １．５ ９９．６ １．４ １．４ ９９．７ １．５ １．６ ９６．３ ２．３ ２．３

PHBA−Pr ０．０００５ ９９．８ １．９ ３．０ １００．６ ２．３ ２．８ ９７．５ ０．７ ２．４ １００．４ ４．０ ４．０ ９３．１ ２．４ ２．４

０．２ ９４．７ １．６ ３．０ ９８．４ ２．０ ２．０ ９８．５ １．３ １．３ ９９．５ １．２ １．４ ９４．２ ２．１ ２．３

SOA ０．０１ ９８．５ ５．４ ６．４ １０１．４ ７．７ ７．７ ９６．６ ５．４ ５．５ １０１．８ ５．７ ５．７ ９４．３ ６．７ ９．８

０．２ ９２．４ ４．３ ４．６ ９６．２ ４．１ ５．２ ９６．９ ３．５ ４．３ ９７．３ ４．８ ４．８ ９６．０ ４．８ ４．８

表５ 妥当性評価の結果

＊：上段が定量下限値濃度（g/kg）
妥当性評価ガイドラインの目標値
０．０００１ ＜添加濃度（g/kg） …真度７０～１２０％，併行精度＜１０ RSD％，室内精度＜１５ RSD％
０．００００１＜添加濃度（g/kg）≦０．０００１…真度７０～１２０％，併行精度＜１５ RSD％，室内精度＜２０ RSD％

―４２―



ろ、各物質の溶出は認められなかった。引き続き、０．２５vol

％ギ酸含有０．１mol/L酢酸アンモニウム・７０vol％メタノー
ル溶液２０mL を注入したところ、対象物質がすべて回収
された。
上述した C１８＋PSA ミニカラムを用いた精製条件によ

り、しょうゆ抽出液を精製したところ、対象物質１７種す
べてで良好な回収率が得られ、イオン化抑制の低減効果も
認められたことから、しょうゆについては本ミニカラム精
製を行うこととした。
５．試料マトリックスの測定への影響

マトリックス添加標準溶液と溶媒標準溶液のピーク面積
比は、アイスクリームでは０．９４～１．０７、ウインナーソー
セージでは０．９４～１．１０、清涼飲料水では０．８９～１．０７、しょ
うゆでは０．８１～１．１０、たくあん漬けでは０．９１～１．０５であっ
た。これらの結果から、各対象物質に対する試料マトリッ
クスの測定への影響は少ないと考え、マトリックス添加標
準溶液ではなく、溶媒標準溶液で定量を行うこととした。
６．妥当性評価

開発した分析法を用いて妥当性評価を行った結果を表５
に示した。添加濃度は０．２g/kg及び定量下限値濃度の２
濃度とした。なお、添加濃度０．２g/kgでは、AD、AK、CYC

及び SACの検量線において良好な直線性が得られなかっ
たため、試験溶液を１０倍希釈して定量した。アイスクリー
ム、ウインナーソーセージ、しょうゆ、清涼飲料水及びた
くあん漬けの５食品において、対象物質１７種の真度は７８．７
～１１０．１％、併行精度は０．７～９．９％、室内精度は１．２～９．９％
であり、妥当性評価ガイドラインの目標値（表５）を満た
した。各食品のブランク試験溶液において、定量を妨害す
るピークは認められず、選択性は良好であった。また、本
法の定量下限値（S/N≧１０）は０．００００２５g/kg～０．０１g/kg

であり、十分な検出感度が得られた。

以上の検討結果から、今回開発した分析法は、食品中の
甘味料８種及び保存料９種の一斉分析法として十分な性能
を有していると考える。また、抽出操作が簡便であり、当
所の設備を用いた場合には、最大６検体の同時処理も可能
であることから、食品添加物検査の迅速化及び省力化に寄
与すると考える。
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