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　Asimple 　alld 　rapid 且ow 　injection　analysis （FIA）with 且uorescence 　deteα ion　was 　developed　for　the

determination　 of 　 nitriしe　 in　 meat 　 alld 　 fis．　h　 products （e．8．，　 ham 　 and 　 sausages ）．ユ2−Diamino−4，
5−

d  eしhoxybenzene （DDB ）was 　used 　as　the 且uorogenic 　reagent ，　and 　the　 carrier 　 soluUoll 　 was 　O．051nM
DDB 　in　O．5　M　 sulfurtc 　 aci ‘l　 which 　ret 組Iled 　its　availability 　for　 at　least．48　h　after　preparation．　The 　DDB
derivative照 s　monit 〔〕red 　at　402　nm （ex 、　at 　311　nm ）、　The 　calibra しjon　curve 　for　standard 　nitrite 　ranging

from　O．23　to　4．60yg ！ml 　shou ’ed 　good　linearity（厂
＝0．998）between　t．he　 cuncentration 　of 　nltrite 　aIld しhe

nuorescellce　intensity．　The 　lirnit　for　the 　detecti  110f 　nitrite 　was 　51　ng ！ml 　at　a 　signal噛to−noise 　ratio 　of 　3，
The　amolmt   f　nitrite 　in　rneat 　and 　fish　prDdしlcしs　ranged 　from　7．8　to　24．1μg／g．　G 〔〕od 　correlation （厂

a

O．991〕was 　obtained 　between　the　proposed 　method 　and 　spectrophDto “ 1etry 　by　using 　 a 　fish　prodnct
spil（ed 　witll　a　known 　concentra しion　of 　standard 　nitrite ．

　　　　　　　　　　　　 〔Reeeived　May　21，1999；Ac て
・
epted 　in　revised 　form　November 　4，1999 ）

Key − rords ： fiow　injection　analysis （FIA〕　フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 ，
　 nitrite 　亜 硝酸 イオ ン ，　 fluo−

rescence 　detection 　蛍 光検 出，1，2−diantino−4，5−dirnethoxybenzelle　L　2一ジ ア ミノー4，5一ジ メ トキ シ ベ

ン ゼ ン，food　 additive 　食品添加物，

　L 緒　　言

　順硝酸塩は，食肉製 品お よ び 魚肉 ハ ム ・ソ
ー

セ
ー

ジ

に 発色剤 と して 添加され る．食物 とともに人体に摂取

された範硝酸塩は，生体中の 主 に aSr．級ア ミ ン と反応

し，発癌性を有す る ニ トロ ソ ア ミ ン を生成する ．こ の

ニ トロ ソ ア ミ ン は 胎盤 を通過 し， 胎児 に 催奇形性を示

すこ とが 知ら れ て い る．また亜硝酸塩はオキ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン に作用 して メ トヘ モ グ ロ ビ ン を生成 した り，あ

るい は 還元酵素 の 作用 に より，　
・
酸化窒素に変換 さ れ

る と，そ の 強 い 親和性 に よりヘ モ グ ロ ビ ン をニ トロ ソ

ヘ モ グ ロ ビ ン へ と変換す る こ とが 知ら れ て い る．こ の

ような背景か ら食品中の 亜硝酸塩を精度よ く簡便 か つ

迅速に定量す る方法を開発す る こ とは 大変重要で あ る

と考える．

　現 在 ま で に 亜硝 酸塩 の 測定法 と し て 吸光光度法

（Green 　et・al．1982），蛍光法 （Wheeler　and 　Lott　1974）
お よ び化学発光法 （Cox　l980）が報告 され て い る，

ス ル フ ァ ミ ドと亜硝酸の 反応に よ るジ ア ゾ化反応 お よ

び そ れ に 続 くジ エ チ ル ア ミ ノ ナ フ タ レ ン との カ ッ プ リ

ン グ 反応 を利用 して ，生成物 の 吸光度を測定す る吸光

光度法 （グ リ
ー

ス 法） は，最 も よ く用 い ら れ る 方法 で

ある．しか しなが ら，吸光光度法は 亜 硝酸塩に対す る
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　 Fig．1、　 FIA　system 　for　the　measur ｛∋ment 　of　nitrite

P，pし1mpi 正，injector；FLD ，冂uurescence 　detector；Rec，　recorder ．

選択性お よ び感度 が 低 い た め
， 試料 の 煩雑 な前処 理 や

濃縮が必要で あ る．

　亜 硝酸塩 の 蛍光検出法は，吸 光光度法 に 比 べ て 感度

も高 く，近年 よく用 い られ る よ うに な っ て きた方法で

ある．蛍 光誘導体 化試薬 と して 知ら れ る 2，3一ジ ア ミ

ノ ナ フ タ レ ン （DAN ） は ，酸 性条件
．
ドで 亜硝酸塩と

反応 し， トリア ゾ ール環を持 つ 蛍光物質を生 じる．ま

た DAN は 亜硝 酸塩 の 他 に ，
一

酸化窒 素とも反応す る

こ とが 知ら れ て い る．特に 中性条件 に お い て
一酸 化窒

素と選択 的に 反応す る こ と （櫻井等 1996）か ら，こ

れ を利用 して
， 著者等は DAN を用 い る

一
酸化窒素の

HPLC 一蛍光定量法を開発 して い る （Wada 　et 　at ．ユ998）．
一

方，ル ミ ノ
ー

ル を用 い る化学発光定量法は，非常に

高感度な方法で ある が ，同 じ く亜硝酸塩 と一
酸化窒素

の 両者が反応 して ，発光する こ とか ら，選択性が問題

とな る．

　1，2一ジ ア ミ ノー4，5一ジ メ トキ シ ベ ン ゼ ン （DDB ） は
，

酸性条件下，芳香族 ア ル デ ヒ ド と反応 し，蛍 光性 の 化

合物 を生 じる こ とが，Nakamura 〔1982）に よ っ て 報

告 され て い る．著者等は こ の DDB が亜硝酸塩と も反

応 し， 蛍光物質を生成す る こ とを見出 した．そ こ で ，

こ の 蛍光物質の フ ロ ー
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （FIA ）一蛍光

検出法を検討 し，迅速 ・簡便な亜硝酸塩 の 定量法を開

発 した．さらに本法 を加工 食肉製品中の 亜硝酸塩 の 定

量 に 適用 し，そ の 実用性を検討 した．

　2，実験方法

　（1） 試　　薬

　亜 硝 酸 ナ トリ ウ ム ，硫酸，N −1一ナ フ チ ル エ チ レ ン

ジ ア ミ ン ニ 塩酸塩は和光純薬製を用 い た．DDB は同

仁化学研 究所製 を ，
ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ドはキ シ ダ化学

製 をそれ ぞ れ用 い た ．メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ーに は

Millex−HA （O．45μm ， ミ リポ ア ） を用 い た．水は ピ

ュ ア ラ イ ン WL 　21　P （ヤ マ ト科学）で 処理 した もの を

用 い た ．その 他の 試薬は い ずれ も特級品を用 い た ．亜

硝酸塩標準溶液は，
一定濃度 の 亜硝酸ナ トリ ウ ム 水溶

液を用時調製 し，水で 適宜希釈 して 用 い た ．

　  　装　　置

　亜硝酸塩 の 測 定 に 用 い た FIA シ ス テ ム は 島津製作

所製 LC −6　A 型 ポ ン プ ，
レ オ ダ イ ン 製 7125型 イ ン ジ

ェ ク タ
ー
，CTO −6　A 型 カ ラ ム オ

ー
ブ ン （島津），日立

製作所製 FlOOO 蛍光検出器お よび東 ソ
ー

製 FBR −1 型

記録計か らなる．シ ス テ ム の 概略図 を Fig．1 に示す ．

反応 コ イ ル に は テ フ ロ ン 製 コ イ ル （500× 0．5mm ，

i，d，，ジーエ ル サ イ エ ン ス ）を用 い た．キ ャ リヤ
ー溶

液に は O．　05　IUM 　DDB の O．5M 硫酸溶液を用 い ，こ れ

を 0．511U／min で 送 液 し た ．試料注入 量 は 10μ1 と し

た．吸光光度法 に よる亜硝酸塩 の 測定 に は，IJV−265

FS 型吸光光度計 （島津）を用 い た．

　（3＞ 試料 溶液の 調製

　試料の 前処理 は，食品添加物試験法 （日本薬学会

1995）に，若干 の 改良を加え て 行 っ た．す な わ ち細切

りした試料 10g をと り，約 80℃ の 温湯 を適 量加 えて

ホ モ ジ ナ イズする．こ れ に 0．5M 水酸化ナ トリウ ム 溶

液を 10　ml 加 え て よ く振 り混 ぜ
， さ ら に 12％硫酸亜

鉛溶液 10ml を加え て振 とう後，80℃ で 20分 間加熱

す る．冷水 で 冷却後 ， 水 を加え 100m1 に す る．こ れ

を 1ml と り，水あ る い は既 知濃度 の 亜硝酸塩標準液

を 0．2　ml 加え る．　 FIA 一蛍 光検出法に 用 い る 試料に は

O．1M トリ スー塩酸緩衝液 （pH 　9，0） を，吸光 光度 法

に は 1，3M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム緩衝液 （pH 　9．0）0．2ml

をそれぞれ加 え，遠心後 ，
上 清 をろ 過す る．ろ 液 を

0．7ml と り，水を加 え て lml と した後，　 FIA一蛍光検

出法ある い は吸光光度法 に供す る．

　 （4） 吸 光光度法

　 食品 中の 亜硝酸塩の 測定は，衛生試験法中 の 食品添

加物試験法 （日本薬学会 1995＞に準 じて 行 っ た ．
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N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

DDB を用 い る食肉製 品 お よ び 魚肉ハ ム
・

ソ
ー

セ
ージ中 の 亜 硝酸塩の フ ロ

ー
イ ン ジェ ク シ ョ ン分析

　
　

　

　

　
　

（
溜

塁
曽
霑
蓋
』

ε

h⇔個
9駐

自

O
“

段唱
OO

目
O
り
田

9
』

O
昌
昌

O
＞偏

一

照一
〇

N9 ．2．

125100

75

50

2s

A
5
　
　
　
　

0
　
　
　
　

5
　
　
　
　

0
　

　

　
　

5
　

　

　

　

0

2
　
　

　　
0
　

　
　
　

7
　

　
　
　

5
　
　
　　
2

1
　
　

　
　
　

1

　
　
　

　

　
（

茗
昌

費
霍

渥
鵠

）

昏嘱
旨
3
』
 

昌
8
旨
ヒ

02

馴
o

邑
醸
。

　
　
　

　

　

　
o
＝

呂

ζ
の

B

oO

　　　O．1　　0，2　　0．3 　　0．4 　　　　　　　　　20　 30　40　50　 60　 70　80

　　　 DDB （mM ｝　　　　　　　　　　　 Reaction　te皿 peratu［℃ （℃ ）

Effects　of　DDB 　concentration 〔A ）and 　reaction 　temperature （B）

on 　the　relative　fluorescence　intensity

（］urve 　 a
，
4．60 μg／mi 　of　NO2 　；curve 　b，1．15μg／m ］of 　NO2 　；the　FIA　c   ndition ＄

are 　shown 　in　the　text．

　

　
　
　

　
　

◎嘱
昌
ヒ
曽

圭
詰

）

岔
圏
。

冒旧
85

冨

害
。

暑
睾
＝

詈
配

12S

100

75

50

25

Oo
　　 　e．s　 　　1　 　　 1．5　 　　2

　　 Sulfuric　acid （M ）

Fig．3，　Effect　of　sulfurlc 　acid 　concentration 　 oll　the

　　 　 relative 　fluorescence　intensity
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4．60 μg！ml 　of 　NO2

−
；curve 　b ，1．15　Xtg！lld　of　NO2

−
；

the　FIA　 cond 虻ions　 are 　showrl 　in　the　texL．

　3．結果お よ び考察

　（1） FIA条件の 最適化

　FIA 条件 の 最適化 を行 っ た．検討 に は L15 お よび

4．60μg／m1 の 亜硝酸塩標準溶液 を用い ，そ れ ぞ れ を

3 回注 入 した と きの平均相対蛍光強度 （RFI） を求め

た，まずキ ャ リヤ
ー溶液に含 まれ る DDB 濃度の検討

を行 っ た （Fig．2−A ）．　 DDB 濃 度 の 増 加 に伴 い
，
　 RFI

も増加 した．しか し同時 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの ノ イ ズ

レ ベ ル も増加 し た た め， こ こ で は最大 の シ グナ ル ／ノ

イズ比 （S／N ） を与・えた O．　05　mM を用 い る こ とに した．

反応温 度 に つ い て 30〜70℃の 範囲で検討を行 っ た と

こ ろ ，50℃以 上 で 最 大 か つ ．一定 の RFI が 得 ら れ た

（Fig．2−B ）．そ こ で 以 後 の 検討 に は 60℃ を用 い る こ と

に した．次に キ ャ リヤ
ー
溶液 の 流速お よ び反応 コ イル

の 長 さの RFI に 対する 影響を検討 した、よ り低 流速
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the　FIA　conditions 　are 　showrl 　in　the　text．

で キ ャ リヤ
ー
溶液を送液 した 場合に ，RFI は 増加 した

が
，

そ れ に伴 い 1検体 の 測定 に 要す る 時間 も増加 し，

MA の 特長で ある 迅速性が損なわれた．こ こ で は 0．5

ml ／min を選択 した．反応 コ イ ル の 長さに つ い て 50〜

200cm の 範囲 で 検討 を行 っ たが ，コ イ ル の 長 さの 延

長 に伴 う RFI の 増加は見 ら れなか っ た こ とか ら，以

後 の 検討で は 50cm を用 い る こ と に し た．最後に キ

ャ リヤ
ー

溶 液の 硫酸濃度 を検討 した と こ ろ ，0．5M 硫

酸溶液を用 い た場 合 に最大 の RFIが得 ら れ た の で
，

こ れ を用い る こ とに し た （Fig．3＞．

　今回用 い た キ ャ リ ヤ
ー
溶液を，調製後の 時間経過に

対す る 試薬 の 有効性 を検討す る ため に 亜 硝酸塩 の

RFI を経時的 に 測定 した （Fig．4）．有効性は ，調製 し

た直後の キ ャ リヤ
ー溶液で 得 ら れ た 4，6μg／m1 亜硝酸

塩 溶液 の RFI を 100 と して 評価 した ．そ の 結果 ，亜
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Table 　1．　Effect　of 　coexisting 　i（）ns 　on 　the　relative

　　　　 flUOreSCenCe　intenSity

Table　 2．　 Effecし of　carbonyl 　 compounds 　 on

　　　 　 the　relative 皿uOreSCence 　intensity

Ion Added 　aHK ，11nt 　（μg）
＊

　　 RFIゆ 串ホ Gompound （1μg！ml ｝ RFI

Gゼ
＋

Zn ： ト

Fei］＋

NH
，

’

FClI

．

NO ／s

既Olf

CH3COO

Aseorbic 　acid

0

0000000005QOQOOOO100010005010010101111

　

　
11111

　

　
11

　

　
1
　

　
1

108104101102104981052D5

｝79135101N

，D ．°申

N ．D ．

100101N

．D，

6996

Nit．riteAcetaldehydc

Acetylacetone

Malondia］deh．yde

GluLaraldchyde

Benzaldehyde

100．0 ’

　 1．8

　 2．0

　 4，0

　 1，1246

．5

庫Amount 　 added 　to　1．0μg！ml 　 of 　 NO2 ．桝 Not

detected，桝 掌 Relative　fluorescence　i【1tensity （RFI）

obtailled 　uith 　l．〔｝A9／lnl　of　nitriしe　is　Laken 　as 　IDO・

硝酸塩 の RFI は
， 調製後 48 時問経過 し て も最初 の 強

度の 90％ 以上 が保 たれ て お り，今 回用 い た キ ャ リ ヤ

ー
溶液 が

，
こ の 時間内で 十分使用 可 能 で あ る こ と が 分

か っ た．

　次に，共存イオ ン の 影響 を検討 した結呆を Table　l

に示す．イ オ ン の 影響は，亜硝酸塩 1，0，tt9 ／ml に対 し

て それぞれ の イオ ン を添加 し，何 も添加 しない 場合 の

1．0μg／ml の 亜硝酸塩標準溶液 の RFI を 100と した と

きの 相対値と して表 して い る．そ の 結果，ヨ ウ素 イオ

ン を加えた 場合 に 正 の 誤差を，ア ス コ ル ビ ン 酸お よ び

チ オ硫酸イオ ン の 共存で 負 の 誤差を与えた．こ の 理 由

に つ い て は，現在不明 で あ るが，負の 誤差に つ い て は

試料 の 亜 硝酸 が ，
一・

酸化窒 素 に 還元 さ れ た こ とが 原因

の
一つ で は な い か と考え ら れ る．

　次に DDB と反応する 可能性が考えられ る カ ル ボ ニ

ル 化合物 の RFI に 与 え る影響 を検討し た．（Table　2）、

5 種類 の カ ル ボ ニ ル 化合物 につ い て検討を行 っ た と こ

ろ ，亜硝酸塩 と同濃度で は ベ ン ズ ア ル デ ヒ ドが正 の誤

差を与え た が ，そ の 他 の 化合物 は 蛍光性 の 化合物を生

じな か っ た．

・ Relative　fluorescenee　 intensity　（RFI）obtained

with 　1．O　tig！ml 　of　nitrite 　is　t，akeii 　as　lOD．

　（2） 検量線 ・検出下限

　条件検討 に よ っ て 得 られた最適 FIA 条件 を用 い て

亜硝酸塩 の 標準 溶液 の 検 量線 を作成 した．検量線は

0，23〜4．6Xt9／ml の濃度範囲で 良好 な直線関係 を示 し

た （r ＝O．998）．∫／N ニ 3 の 場合 の 検出下 限 は 5111g／

ml と高感度 で あ っ た．本法 の ア ッ セ イ あた りの 感度

は吸光光度法 と比較 して 20 倍，2，3一ジ ア ミ ノ ナ フ タ

レ ン を ラ ベ ル 化剤 と し て 用 い る 蛍光光度法と 同程度 で

あ っ た．

　（3）　日内お よ び 日間 の 測定精度

　 3種類の 加 L食肉製 品 に 46 μg／g と な る よ うに 亜硝

酸塩標準溶液を添加した試料を用 い て
， 口内お よ び 日

間の 測定精度に つ い て検討 した．結果を Table　3 に示

す．同
一

試料 を 1 日に 3回定量をして得 ら れ た 日内の

精度 は R．SD ．で O．6〜3．1％ で あ っ た．また添加回収

率は 96．5〜ユOl．5％ と良好で あ っ た．同 試 料 を 1 週

間の うち 5 日につ い て測定 し た場合の 目間の 精度は

R．S，D．で 1．6〜5．5％ で あ っ た，

　（4） 食品中 の 亜硝酸塩 の 定量

　 市販 の 食肉製品お よ び魚肉ハ ム ・ソ
ー

セ
ー

ジ 5種類

に つ い て，そ の 中に 含まれ る 亜 硝酸 塩 濃度を測定し た

（Table　4），測定 は標準 添加法 で 行 い
， 定量値は 1検

体に つ き3 回の 測定を行 い その 平均値 を用 い た．そ の

結果，7．8〜24．1μg／g の 亜 硝酸塩 が 検出 され た ，今

回加 1食 肉製 品か ら 検出 さ れ た濃度は，い ず れ も使用

基準の 範囲内 で あ っ た ．魚肉ハ ム を測定し た際の レ コ

ーダ ーレス ボ ン ス を Flg．5 に 示す。

　（5） 他法 との比較

　魚 肉ソ
ーセ ージ に 異 な る 濃度 の 亜硝酸塩を添加 し，

こ れ を試 料 と し て 本法 と衛生 試験 法 （凵 本薬 学 会

1995） に 記載 され て い る吸光光度法 とで得られた定量

値 を比較 した （Fig．6）．そ の 結果，　 y＝ 1．09　x ＋0．99
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Table　3．　 Within−day　and 　between−day　precision　of　the　proposed　method

Addedam

〔｝unt9

・9！9）

Within −day （n ＝3） Between −day　〔n ＝＝ 5）

Sampte Mean ± S，D．　 Relative　standard 　 Recevery　 Mean ± S．D ．　 Relative　standard

　 （μ919）　　　　　deviation　（％ ）　　　　　　（％ ）　　　　　　Cu919）　　　　　deviation　（％ ）

Fish　product　B

Pork　ham 　D

Fish　sausage 　E

0
α
UO60fO4

　

4

　

4

9．6± 0．3

54．0± 0．3

8．0± 0，ユ

54．7± L2

7．8± O．2

53．0± O．3

3．10

．61
．32

．22

．60

．6

96．5

101．5

97．4

9，1± 0．5

53．5± 1．1

8．4± 0．3

56，7± 2．2

7．0± 0．2

54．3± 0．8

5，52

，03

．63

．92

．91

，6

Table　 4．　 Amount 　 of　nitrite　 in　 meat 　 and

　　　　　fish　products　by　the　standard

　 　 　 　 　 addition 　methodMean

±S．D．（μ9／9）
’

4．60μ8／ml

Fish　product　A

Fish　product　B

Pork　sausage 　G

Pork　ham 　D

Fish　sausage 　E

ll．6± 0．4

9，6± 0．3

24．1± 0．1

8．O± 0．1

7，8土 0．2

’Mean 　c）f　tripLicate　measurements ，

100y

＝　1．09x ＋ D，99　r ＝　0．991

δ

智
§
日

35
り

窘
。

三
函

75

50

25

n ＝ 9

Fig．6． Correlation

proposed
colorimetric 　method

00
　　 25　　50　　75　　100

　　　Co量o 「imet【V　｛pgt9）

　　 between　血 e 　 results 　 of 　the
　　me むhod　and 　the　conventional

blank

5．3

03幺

29α

640　

3

　

2

　

0

磁

Fig．5，　Recorder 　 response 　 of　a　fish　product　spiked
　 　 　 　 with 　standard 　nitrite

Nllmbers　oll　signals 　show 　the　final　concentration 　of 　nitrite

in　sp 正ked　fish　product．　The 　FIA　 c 〔mditions 　are 　 shown 　in
the　text．．

（x ：吸光光度法，μg／g ；y ：FIA一蛍光検 出法，μg／g）
で 表 され る 回帰直線式が得 ら れ，その 相関係数 は r・＝

0．991 と極め て良好で あっ た ．以上 の 結果か ら本法で

得ら れ た 測定値 は 衛生 試験法で 得 られ た値と同等で あ

る こ とが 確認 され た ．

　4．結　 語

　今回開発 した 方法 は，加工食 肉製品中 の 亜硝酸塩 を

精度 よ く簡便 か つ 迅速に測定す る こ とが 可能で ある．

衛生試験法に記載され て い る吸光光度法は
， 測定の た

め に 20分 の 反応時間を必要 とす る が，本法は オ ン ラ

イ ン で 反応 を行 うた め に 約 10 検体／30min と 非常 に

迅速な測定が 可能で ある ．よ っ て 多数 の 検体 を測定す
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る必 要の あ る 食品管理 の ため の 日常分析に お い て 大変

有効で ある と考えられ る．本法は 原理 的に は環境水 中

の 亜硝酸塩 の 測定な どへ の応用も可能で ある が，こ の

場合さらに検出感度 を ヒげ る 必要 が あ る、シ ス テ ム の

ダ ウ ン サ イジ ン グを試みるな どして ， 今後 さらに感度

の 向上 を目指 して い きた い ．
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