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セ ライ トカラム 法 に よる食品中の 合成及 び
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（1982　年　7　月　26　日 受 理 ）

　多 種 類 の 合 成 着色料 ，天 然 着色料 及 び 食 品 に適用 で き る 統 一的 か つ 系 統 的 な 定 性，定 量法 と し て ，

セ ラ イ ト 545 を 用 い る カ ラ ム 法 を 検 討 し た ．試 料を セ ラ イ ト 545 と 混 和 し カ ラ ム に 充 て ん し ， タ ール

色素 の 場合 は ヘキ サ ン ，
3％ 酢 酸含有 酢 酸 エ チ ル ，

5 ％ ア ン バ ーラ イ 1・LA −2 含有 酢酸 エ チ ル で 順次

溶 出 し，油 溶 性 ，塩 基 性 ，酸 性 第 1 群 ， 酸 性第 2 群 色棄 に 分画 し た ．天 然 色素 の 場合 は
，

よ り穏 や か な

条件 と し て ，
ヘキ サ ン ， 酢酸 エ チ ル ，メ タ ノ ール ・水 （1 ： 1）混 液 で 順 次 溶 出1 し，油溶 性 及 び 水溶性色

素 に 分 画 し た ．各 分 画 は 簡 単 な 後 処 理 を し た 後 ， 薄層 及 び ペ ーパ ー
ク 巨 マ F グ ラ フ ィ

ー
に よ り定 性 試 験

を，高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーに よ り定 量試験 を 行 っ た ・食 品 か ら の 添加 回 収率 は 一部 の 色 素 を 除 き

良好 で ， 特 に 天 然色素 に も 良 い 結 果 が 得 ら れ た ．

1 緒 鬲

　食品中の 合成着色料及 び 天然着色料 の 分析法 に つ い て

は 従来 よ り種 々 の 報告があ る が，こ れ らは 対象色索が 限

られ て い た り ， 食 品 の 種類 に よ っ て 自if処 理 法 が そ れ ぞ れ

異 な る 場合 が 多 く， す べ て の 色素及 び食品 に つ い て統
一

的 な方法 は まだ 確立 され て い な い ．そ こ で 著者 ら は，多

種類 の 食品を 対象 と し て 前処理法 の 統
一

を試 み ， 又 ， 多

種類 の 許可 ， 不許可 を 含 め た タ
ール 色 素 及 び 天 然 色素 に

つ い て系統的に 分画 し ， 分画 した 色素を 薄層 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（TLC ）及び べ 一パ ーク Pt マ ト グ ラ フ a
−

（PC ） に よ り定 性試験 を ， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ） に よ り 定 量試 験 を 行 う系統的試験法 の 確立 を

検 討して きた．

　先 に ，液体陰イ オ ソ 交換樹脂 ア ン バ ーラ イ ト LA −2

を用 い る液
・
液分 配法 に よ る系統的試験法を 報告

1） した
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　　　 市豊津 町 3−・1

が ，特に 天然 色 素 の 中 に は酸，ア ル カ リ，熱 な どに 不 安

定 で 分解す る も の が 認 め られ た．そ こ で ， 本報 で は よ り

分析条件 の 穏や か な セ ラ イ ト 545 を 用 い る セ ラ イ ト カ ラ

ム 法に つ い て 検討 した ．

　 セ ラ イ ト 545 を 用 い る 方法 と し て は，Dolinsky ら
2）

，

や Graichen ら
s） の 方法 が あ る が ， 適用 可能な色素及 び

食品 が 限 られ て い る ． こ れ ｝こ 対 し 本 法 で は ，多種 類 の 食

品 に 適用で きか つ タ
ール 色素及び天然色素 に つ い て 良好

な 結果が得 られ た の で 報告す る．

2　試料 ， 試薬及 び装置

　2・1 試 　料

　市 販 の み か ん 果 汁入 り 清涼飲料水 　（ソ フ ト ド リ ソ ク

ス ）， フ ル ーツ キ ャ ン デ ィ ， ラ ク ト ア イ ス ， フ ル ーツ ゼ

リー
， い ち ご ジ ャ ム ， た く あ ん 漬 ， 焼 き か ま ぼ こ

，
マ

ー

ガ リ ソ 及 び バ タ
ー

ク ッ キ ーを 用 い た ．

　2・2 試 　薬

　 ア ン バ ーラ ・イ ト LA −2 ： 前 報
1） に 同 じ．

　色素標 準品 ： 前報 D に 同 じ．

　 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ゥ ム （EDTA ） ： 片

山 化 学 工 業 製特級 品 を 用 い た ・

　5 ％ LA −2 含有酢酸 エ チ ル 溶 離 液 ： ア ン バ ーラ イ ト

LA −225 　ml を 酢 酸 z チ ル 475　ml に 溶 か し ，
こ れ に

3 ％ 酢酸 200　m 【 及 び 飽 和硫 酸 ア ン モ ； ウ ム 溶液 15ml

を 加 え て 振 り混 ぜ，放 置 後 分 離 し た 有 機 溶 剤 層 を 炉 取 し
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て 使 用 す る．

　 セ ラ イ ト 545 ： 和光純薬製 の も の を 用 い ， そ の 200g

に 塩 酸 200m1 及 び 水 500　ml を 加 え 1時 間 加 熱 し ， 冷

却後 泝紙 （東洋 No ．5A ） を 用 い て 吸引源 過 し ， 泝紙 上

の セ ラ イ ト 545 を 泝液 が 中性 に な る ま で 水 洗す る．次 に

110 °G で 10 時 間 以 上 加 熱 し て 乾 燥 し た 後 ， 粉砕 し て

使 用 す る．

　そ の 他 の 試 薬 は 市 販 特級 品 を 用 い た ．

2・3　器具及び装置

　 ク P マ ト管 ： 内径 2 ．Ocm
， 長 さ 30cm の 活 栓 付 き ガ

ラ ス 管 を 用 い た ．

　そ の 他 の 器 具 及 び 装置 は 前 報
1） に 同 じ．

3 実 験 操 作

　3・ 1　カ ラ ム の 作製

　固体試料 ：細切 り した試料 5g に セ ラ イ ト 54520 　g

及び水 5m1 を加 え ， 乳鉢 で 均
一

に な る よ うよ く混和 し

た 後 ， カ ラ ム 床高 さ が 約 20cm に な る よ う乾式充 て ん

す る．

　液体試料 ： 水 5ml の 代わ りに試料 5g を 用 い
， 以下

固体試料 と同様 に 操作す る．

　 3 ・2 　色 素の系統 的分画法

　3・2 ・ 1　タ
ール 色素の 場合 　　 3・1 の カ ラ ム に ヘ キ サ

ン 50 皿 1を流 し，溶 出液を分取 し画分 1 とす る．次 い で

3 ％ 酢酸含有酢酸 エ チ ル 100ml を流 し ， 溶 出液を分取

し ，
ロ
ー

タ リー
エ パ ボ レ

ー
タ
ーで 約 10m1 に濃縮 し た

後 ，
ヘ キ サ ソ 15ml を 加 え ，水 21nl ず つ で 3 回 抽出

し ， 水層を合わ せ 画分 II とす る．残 っ た有機溶剤層 は

2％ ア ソ モ ニ ア 水 3m1 ずつ で 4 回 抽 出 し ， 水層を 合 わ

せ 画分 III−1 とす る．有機溶剤 層は 捨 て る． カ ラ ム に 5

％ LA −−2 含 有酢 酸 エ チ ル 溶離液 100　ml を 流し ， 溶出液

を 分取 し画分 III−2 とする．

　3 ・2 ・2 天然色素 の場 合　 　3・1 の カ ラ ム に ヘ キ サ ン

100 皿 1 を流 し ， 溶 出液を分取 し画分 A とす る．次 い で

酢酸 エ チ ル 100ml を 流 し ， 溶 出液を分 取 し 画分B とす

る．カ ラ ム を メ タ ノ ール 30ml で 洗浄 し ，洗浄液 は 捨

て る．次 い で 水
・メ タ ノ

ール （1 ： 1）混液 100ml を 流

し ， 溶出液を 分取 し画分 C とする．

　3 ・ 3　各 画 分 の 精 製 及 び試 験 溶 液 の 調 製

　 3 ・3 ・ 1　 タ
ー

ル 色 素の画分 に つ いて

　画分 1 ： 減圧下濃縮乾固 し た 後 ， 残 さを ヘ キ サ ン 15

ml に 溶か し ，
ヘキ サ ソ 飽和 N

，
　N 一ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ

ド （DMF ）15　ml ず つ で S 回 抽 出 す る．　 DMF 層 を 合 わ

せ ，
DMF 飽和 ヘ キ サ ソ 20　m1 で 2 回洗 浄 した後 ，

2 ％

塩 化ナ ト リウ ム 溶液 300ml を 加 え， ヘ キ サ ソ 30　ml ず

つ で 2 回再 抽出す る t ヘ キ サ ソ 層を合わ せ ， 減圧下 で 濃

縮乾固 し た後，残 さ を ア セ ト ニ ト リ ル に 溶か し 10・ml と

して 試験溶液 とす る．

　画分 II ： ヘ キ サ ソ 10皿 1 で 洗 浄 し た 後，減圧濃縮 し ，

残 さを メ タ ノ
ー

ル に 溶 か し 10ml として 試 験溶液 とす

る．

　画分 III−1 ： ヘ キ サ ソ 15　m1 で洗浄 し た 後 ，減圧濃縮

し，残 さ を 水
・メ タ ノ

ール （1 ： 1）混液 に 溶解 し 10m1

と し て試験溶液 とする．

　画分 III−2　
； 減圧 下約 10m1 ま で 濃縮 し ，

ヘ キ サ ソ 10

1nl を 加 え た後，飽和硫酸 ア ソ モ ニ ウ ム 溶液 20　ml ず つ

で 2 回洗浄 し，次い で 0・5％ EDTA 含有 3％ ア ソ モ

ニ ア 水 3ml ず つ で 4 回 抽出する，水層を 合わ せ ，
エ ー

テ ル 15ml ず つ で 2 回 洗浄 し た 後，減 圧 下濃縮 し，残 さ

を 水 ・メ タ ノ
ール （！： 1）混液に溶か し 10ml と して 試

験溶液 とす る．

　3。3 ・2　天然色素の 画 分に つ い て

　画分 A ：3・3・1 の 画分 1 の 処理法 に 同 じ

　画分 B ： 減圧下濃縮 した 後 ， 酢酸 エ チ ル で 10皿 1 と し

て 試験溶液 とす る．

　画分 C ： G4 の グ ラ ス フ ィ ル タ
ーで演過 した後 ， 減圧

下濃縮 し ， 残 さを水
・

メ タ ノ
ー

ル （1 ： 1）混 液に 溶 か し

10ml と し て 試験 溶液 と す る ．

　3・4　定性，定 量 試験

　各試 験溶液中 の 色素 の TLC 及び PC に よ る 定性試

験及 び HPLC に よ る 定量 試験 は 前報
’）に 従い 行 っ た ．

4 結果及 び 考察

　4・1　セ ライ トカラ 厶 の 調製

　 セ ラ イ ト カ ラ ム か ら の 色 素 の 溶 出 パ タ
ーン は ，セ ラ イ

ト 545 量，試 料採 取量 ， 試 料 の 水分含量及 び 試 料 の pH

に よ り変動す る こ とが 観察 され た ， そ こ で
，

セ ラ イ ト

545 量 を 20g
， 試 料採取量 を 5g と定 め た ．固体試料 で

は ， 試料 を 湿潤 さ せ 色素 の 溶 出 を 容 易 に す る た め ，水 を

加え る 必要があ っ た の で ，種 々 の 水量 を検討 し た 結果，

5m1 が 適当 で あ る こ とが 分 か っ た ，従 っ て ， 液体試 料

で は 試料 の み 5g （水約 5m1 相当）を用 い る こ とに し

た ．

　カ ラ ム 溶 出時 の pH は，試 料中 に 酸 性及 び 塩基性色素

が 共存する可能性が ある の で ， 酸性又 は 塩基性 に 固定す

る こ とは 溶出 の 点 で 好 ま し くな か っ た．そ こ で ， 中性 で

行 う こ と と し，試料 は 必要 に 応 じ酸 又 は ア ル カ リ で 中性

と し て か らカ ラ ム に 充 て ん す る こ とに し た ．
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　 4・2　溶 出条件 の検 討

　 4・ 2 ・1　 タ ー
ル 色 素 に つ い て 　 溶 出 は 色 素 と 溶離液 の

極性 の 関係を考慮 して ，油溶性，塩基 性， 酸性 色素 と極

性の 低 い 順 に 行 うこ と を 計画 し，各 々 の 最 適溶 出条件を

検討した ．

　油溶性 色素 ： オ イ ル レ
ッ

ド XO 及 び ス ダ ソ III を マ

ー
カ
ー
色 素 とし ， イ ソ オ ク タ ン ，

ペ ン タ ン ，
ヘ キ サ ソ 及

び シ ク ロ ヘ キ サ ン の 各 50 皿 1を 用 い て カ ラ ム か らの 色素

の 回収率を み た ．そ の 結果 ， い ずれ の 溶剤 を用 い て も両

色素の 回 収率は 93・8 ％ 以上 と良好で あ っ た の で ，ヘ キ

サ ン を用 い る こ と に し た ．

　塩基性色素 ： ロ
ーダ ミ ン B ，オ

ー
ラ ミ ン ，

フ ク シ ン 及

び メ チ ル バ イ オ レ
ッ トを マ ーカ ー色素と し て 用 い ，

ヘキ

サ ン ，ペ ソ ゼ ソ ，ジ ク ロ ロ メ タ ソ ，エ ーテ ル 及 び酢酸 エ

チ ル の 各 100m1 で 溶 出 し た と こ ろ ，
メ チ ル バ イ オ レ

ッ

トを除 ぎ外 の 色素 は 酢酸 エ チ ル で 84・9 ％ 以上 溶出す る

こ とが 分 か っ た． メ チ ル パ イオ レ
ッ トの み は 38・4 ％ と

不良で あ っ た の で ，溶出を助け る 目的 で酢酸 の 添加を検

討し た．Table 　 l に 示 し た よ うに，酢酸 エ チ ル ｝こ 酢 酸を

2％ 以上 添加す る こ とに よ り メ チ ル パ ィ オ レ
ッ トの 回 収

率は 93・1％ と改善さ れ ， 又 ， 他 の 色 素もい ずれ も 92 ・5

％ 以 上 と良好 な 回収率 が 得 られた． 従 っ て ， 塩基性色

素は 3 ％ 酢酸含有 の 酢酸 エ チ ル 100m1 で溶出す る こ

と に し た ．

Table　 l　 Effect　 of 　 concentration 　 of 　 acetic 　 acid 　in

　　　　 ethyl 　 acetatc 　 on 　 recovery 　 of 　basic　 coal −

　　　　 tar　dyes

（画分 II），　 次 い で ア ン モ ニ ア 水 で キ サ ソ テ ソ 系 の 酸性

色素 を 抽 出 （画分 III−1） した ． 又 ，こ の 操作 に よ り，

試料由来の 油脂分は 有機溶剤 層に とどまる の で ， 色素の

精製もで きた ．

　酸性色素第 2群 ： 他 の酸性色素は ，ヘ キ サ ソ ，3 ％ 酢

酸含有酢 酸 エ チ ル で は カ ラ ム か ら溶 出 し な か っ た の で ，

こ れ らは LA −2 を含 む有機溶剤 で溶出す る こ と に し た ．

　 マ ーカ ー色素 と して フ ァ
ース ト グ リーン FCF （食用

緑色 3 号）， ニ
ュ
ーコ ク シ ン （食用赤色 102 号）及 び ア

シ
ッ

ド レ ッ ド （食用 赤色 106 号）を用 い ， 前報
1） に 従

っ て 5 ％ LA −2 を含む ベ ソ ゼ ソ
， ジ ク ロ ロ メ タ ン ，

エ

ー
テ ル ，酢酸 エ チ ル 及 び ペ ソ ゼ ソ

・1一ブ タ ノ
ール （7 ：3）

混液 の 各 々 100ml を用 い て 溶出 した ．そ の 結果 ，　Tablc

2 に 示す よ うに ， い ずれ の 色素も 5％ LA −2 含有の 酢

酸 エ チ ル 又 は ベ ン ゼ ソ ・1一プ タ ノ ール （7 ： 3）混 液 に よ

り 95　％ 以上 が 回 収 され た ．一方 ， 両者 の 溶出時間は ，

ベ ン ゼ ソ ・1一ブ タ ノ
ール （7 ： 3）混液が約 4 時間を 要 す

る の に 対 し ， 酢酸 エ チ ル で は 約 1時間と短時間ですむ こ

とか らt 最終 的 に 5 ％aLA
−2 含有 の 酢酸 エ チ ル 100ml

を 用 い る こ と に し た ．

Table 　2　E 正ution 　 of 　 acidic 　 coal −tar　dyes　by　various

　　　　 organic 　solvents 　containing 　5 ％ 　Amberlite
　 　 　 　 LA −2

Organlc 　solvcnt

　 　 　 　 Recoveiy （％）
一

一
一

Fast　Grcen 　FCF 　 New 　Coccine 　 Aeid 　Red

Dye

　 　 　 Recoccry （％）

CQnc ¢ ntration 　of 　ac じ亡lc　acid （％）
　 ロ
0　　　　1　　　 23 45

Benzene 　　　　　　　　　　　　　　　 68 ，8　　　　　　　　97 ．0　　　　　　 96 ．8
Dichlorornethane 　 　 　 　 　 　 89 ，3　 　 　 　 　 75．1　 　 　 　 82 ．O
Ether　　　　　　　　　　　　　　 76 ，4　　　　　　 98．3　　　　　 81．7
Ethyl　ace 【ate 　　　　　　　　　 95．6　　　　　　 98．7　　　　　98．1
Benzene ： 1−Buta ロ 01 （7　r　3）　　95 、1　　　　　　　9B．1　　　　　　98 ・8

Each ！eOO 　pg　of 　dye　was 　eluted 　fr。m 　thc 　Gclite　 colu   wi 【h　100

m 艮 of 　organic 　solvents 　containing 　5 ％   f　Amberlite 　LA −2．
Rhodamine 　B 　 　96．2
Auramine 　　 　　 M ．9
Fuchsine 　　　　　　　 84．9
Methyl 　Vielet　 　 38．4

99．390
．787
、389
，3

100．O　　LOO．O　　IOO，0　　！OO．0
92．5　　 94，2　　 94．2　　94．2
94，9　　　96．0　　　96，0　　　96．5
93．1　　　93，5　　　93．7　　　93．3

Each 　1000　pg 　of 　dye　was 　eluted 　from 　the　Celite 　celurma 　with 　lOO

IIIt　of 　ethyl 　acetate 　containing 　acetic 　acid 　of 　var 正ous 　conccn −
tra重ions．

　酸性色素第 1 群 ： 塩基性色素 の 溶 出条件を用 い る と，

酸性色素 の うち キ サ ン テ ソ 系色素の エ リ ス 卩 シ ソ （食用

赤色 3 号），
フ ロ キ シ ソ （食用赤色 104 号）， ロ

ーズ ベ ソ

ガ ル （食用 赤色 105 号） 及 び エ オ シ ソ を 同時 に 溶 出 で

ぎ る こ とが分か っ た ．そ こ で ， こ れ らの 色 素 は 塩基性 色

素 と同時に 溶出さ せ た 後 ， 液 ・液抽出 に よ り分離す る こ

と に し た．すな わ ち 溶 出液を濃縮 し ，
ヘ キ サ ン を 加 え て

溶剤極性を下げ た 後 ， 水 で まず塩基性色素 を 抽出分離 し

　4 ・2・2　タ
ール 色素の 標準系に お ける添加回収実験

4・2・1 で 検討 した 溶出条件に つ い て ，油溶 性色素 6 種，

塩 基性色素 7種 ，酸性色 素第 1 群 4 種，同第 2 群 22 種

及 び 酸性色素の ア ル ミ ニ ウ ム レ ーキ 2 種の計 41 種類 の

色素 に つ い て ， 試 料 の 代わ りに 水 を 使用 した 標準系 に よ

る 全 行程 の 添 加回収実験を行 っ た，Table　3 に 示す よ う

に ，メ チ レ ソ ブ ル ー，オ レ ソ ジ 1
， オ レ ソ ジ II の み や

や 低 い 回収 率 とな っ た外 は ， ほ とん どの 色素 に つ い て

90 ％ 以 上 の 良好な回収率が得 られ ， タ
ール 色素 に つ い

て は溶出条件 が適当 で あ る こ とが 明らか とな っ た ．

　4 ・2・3　天然色素の溶 出条件に つ いて　 タ
ー

ル 色 素 の

溶出条件を ， 天然色素 の 　β一カ ロ チ ソ
，

モ ナ ス コ ル ブ リ

ン ，リ ボ フ ラ ビ ン ，カ ル ミ ン 酸，ラ ッ
カ イ ン 酸及び ベ タ
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Table 　3Recovery 　 of 　standard 　 cDal −tar 〔lyes
without 　food　 samples

FraCtion

　 No ． Dye Amount 　 added 　　 Recevery

　 　 （P9 ）　 　　 　　 （％）

Table 　4　Comparison　 of 　rccovcries 　of 　natural 　dyes

　　　　 between　 original 　 method 　 and 　improved
　 　 　 　 method

1

1［

III−1

III−2

Oil　80 正口bl巳 dye

　 Oil　 Red 　 XO

　 On 　Orange 　SS

　 OII　Ydlow 　AB
　 Sudan 　III

　 Sudan 　G

　 Sudan 　I

Basic　dyc

　 Crystal　 Viulじ t

　 Methylene 　 Blue

　 Rhodamlne 　B

　 F 且tchs ｛ne

　 Malachite 　 GrCc 】l

　 Auramine

　 Methyl 　Violet

Acidic　dye （tst　 gr ◎ up ）

　 Ery 山 rosinc

　 Ph ［oxine

　 Rose　Bengale

　 EosincAeid

匸c 　dye　（2nd　group）
　 Tartrazine

　 Sunset　Yellow　FCF
　 Amaranth

　 Ncw 　Coccine

　 Acid 　Rcd

　 Brillia皿t　Blue 　FCF

　 FaSt　Gree ロ rCF

　 Indigo　Carmine

　 Ponc 曜 au 　6R

　 Ponccau 　 SX

　，dLZOTubin
　 Al【ura　Red 　AC
　 Orange 　GGN

　Naphthol 　Yel］ow 　S

　 A 跏 rc 　 Blue 　VX

　 Acld 　 Violct 　 6B

　 WODI 　GreeH 　S
　 Orangc 　1

　 0range 　II

　Chryseine

　 Orange 　 G

　 Acid 　Fast　 Red 　 3G

AIuminum　lake
　 Tartrazine．　 lake
　 Brllliant 　Bluc　 FG ｝

11ake

跚

跚

獅

獅

跚

踟

5050UU50505050

500500500

 

 

 

鋤

獅

跚

脚

 

跚

踟

踟

跚

謝

踟

跚

 

跚

鵬

跚

 

 

 

鵬

 

 

94，393
．695
．斗

92．6101
．333
．7

Dyc

　 　 　 　 　 　 Recovcry （％）
fL 　　　　　　　　　　　　　　　

（1） Original 　 methed 　 （11）lmprovcd 　meth ・d
−
− JLU −

X 　　 　　 −
L−一 ・

F−I　 　 F−2　 　 F −3　 　 　 F−A 　 　 F−B　 　 F−C

9［．935
．593
．Dgo
，194
．置

95．493
．1

β一Carotene　　　　　42、0　　　39．5
Mena8coTubrin 　　 − 　　　　31．1
Riboflavin

Carminic 　 acld

Laccaic 　aclCl
Bctaninc

17．24
．452
．フ

35．Oo
．o

74．4

97．193
．893
．596
．9

66753149233422796

−

0643

99929297949303919695

躑

9589989693031358479790

Y5．293
．8

ニ ソ に 適用 し て み た と こ ろ，Table 　4 の （1） に 示 す よ う

に ， β一カ ロ チ ソ 及び モ ナ ス コ ル ブ リ ソ で は 分画割 れが ，

リ ボ フ ラ ビ ソ ，カ ル ミ ン 酸 ， ラ ッ カ イ ン 酸及 び ベ タ ； ン

で は 回収率 の 低下 が見ら れ，条件と し て 好 ま し くな か っ

た ．天然 色 素 は タ
ール 色素 に 比 し酸 ， ア ル カ リ ， 熱 な ど

に 対 し不安定 で 分 解 しやす い もの も少な くな い の で，よ

り穏や か な溶 出条件が必要 と考 え られ た．そ こ で ，天然

色素 で は 酢酸 や LA −2 を用 い ず ， 溶剤 の 極 性 の 変化の

み で 溶離 ， 分画す る こ とを 試み た ．

go．978
．489
．792
，077
．0

Each 　I（翻〕Fg 　of 　dyo 　was 　added ；　　　 ：Fracti匸，n ；　 （1）　Or ；ginal
method ：EaGh 　dyc　was 　eLu しじd　rrom 　Celite　QDLumn 　with 　501n ［ of

hexan じ（F−1），100　ml 　 of ししhyl 　 acet 昌に cQntail1 五ng 　3 ％ acetic 　acid

（F−2），and 】00　ml 　 of　ethyl　 acetate 　containing 　 5 ％　LA −2 （F−3）；
（II）　Improved 　m ¢ thod ； Each 　dyc　 was 　 elu 【cd 　with 　IOO　ml 　 of

hoxane （F−A），100　ml 　 Q 「 ethyl 　 aceLate （F−B ），　 and 　 lOO　ml 　 of 　 a

water ・methanDL （1 ：1） 皿 ixtUr℃ （F −G ）．

　種 々 の 有機溶剤 を再 検討 し た 結果 ， 油溶性色素 は ヘ キ

サ ン を 倍量 の 100　ml と酢酸 エ チ ル 100　m1 とを 用 い て

溶出 さ せ ，各 々 画分 A ，B　 と し ， 次 い で メ タ ノ
ール で

洗浄 し た 後 ， 水溶性色素を 水
・メ タ ノ

ール （1 ： 1）混液

で 溶 出 （画 分 C ） させ る こ と に した ，　 本溶出条件 に よ

り， Table 　4 の （II） に 示す よ うに 色 素 の 分画 割れ は な

くな り， 回収率 もい ずれ も （74〜92）％ と良好 な結果を

得た ．

　 1・ 3　食品 で の 添加回収 実験

　4 ・3・ 1　タ ール 色 素に つ い て 　　タ
ール 色素 27 種類を

（100〜1500）ppm ， み か ん 果汁入 り清涼飲料水 （ソ フ ト

ド リ ソ ク ス ），　フ ル ーツ キ ャ
γ デ n ，　ラ ク トア イ ス ，い

ち ご ジ ャ ム 及び た くあ ん 漬 に 添加 し，タ ール 色素 の 溶出

条件 で 分析 し た 結果を Table 　5 に ま とめ た ．

　 ほ と ん ど の 色素は各食品 に つ い て ほ ぼ満足 の い く回収

率が得 られ た ． ク リ ス タ ル バ イ オ レ
ッ ト及 び メ チ レ ソ ブ

ル ーは 回収率 が 悪 か っ た が ， こ れ ら の 色素は食品 へ の 染

着性が極 め て高い た め と考え られ る．又 ，
ブ ル

ー
ツ キ ャ

ン デ ィ ，フ ル ーツ ゼ リー
及 び ラ ク トア イ ス で は ，

ス ダ ン

III
，

エ リ ス 卩 シ ソ ，
フ ロ キ シ ソ 及 び ロ

ー
ズ ベ ソ カ

’
ル の 回

収 率 が 若干 低 くな る 傾 向が み られ た ，オ レ ン ジ 1 及 び オ

レ ソ ジ II で は ，漂準系で み られ な か っ た 色素 の 分 画割

れ が み られ た ．

　4 ・3 ・2　天然色棄 につ いて　 油溶性色素 2種，水溶性

色 素 11 種 の 計 13 種類を各 5000ppm
， み か ん果汁入

り清涼飲料水 ，パ タ
ーク

ッ キ
ー

，
マ
ー

ガ リ ン ， 焼 きか ま

ぼ こ，い ち ご ジ ャ
ム 及 び た くあん 潰に 添加 し ， 天然 色素

の 溶 出条件 で 分 析し た 結果を Table 　6 に ま と め た ，
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Table　5Recovery 　of 　coa レtar　dyes　added 　to　several 　k三nds 　of 　fbods

ReCOVery （％〉

Dye
Added

（F9 ）

FraCtion
　 No ． Orange 　soft

　　drink
Fruitcandy Lacto

　 lce

FruitjcllyStrawbヒrry 　　 Pickl巳d　radish

　　jam　　 　
‘‘TAKUAN −ZUKE ”

Oil　 solub 正e 　dye

　 OiL　Red 　XQ
　 Oil 　 Orange 　SS

　 〔｝UYe1 工QW 　AB

　 Sudan 　 III

Ba5ic 　dye

　 Cr ）rstal 　Violet

　 Methy 正じn じ Blue

　 Rhodaminc 　B

Acidic　dye−1
　Erythr・sine

　 PhIoxi皿 c

　 Roso　Bcngale

Acidic　dyc−2
　 Tartrazine

　 S岨 set 　 Ye110w 　FCF

　 Amaran 山

　 New 　C   cine

　 Acld 　Red
　 Bril旺ant 　Blue　 FGF

　 Fast　 Green 　FCF

　　Ponccau 　 6R

　 Ponccau　SX
　 Azorubin

　 AllUra　Red 　AC
　Orang ヒ GGN

　Naphtho 監Ydlow 　S
　 AZUrc 　Blue　VX

　 Acid 　 Viole16BN

　　Orange 　 IOrange

　II

5〔H，

．馴 x｝

［5005

‘x）

505000

珊

獅

勸

 

 

鋤

跚

踟

踟

 

踟

跚

 

畿
踟

跚

跚

 

500

｛

｛

III

ー

Il1111

”
　’
　一

III111111

222222222222Z2222一
　一
　一
　一
　一
　r
　一
　一
　一
　一
　一
　一
　一
　一
　一
　

一
　

一

IIIIIIIIIIIIIII

　

I

　

I

IIII11

−

111111

ー

且

匸

ー

ー

I

III111111

璽

IIII11111

Io8．5
携2．9103
．597
，9

4L60

．096
．2

94．J「

96，187
．9

9788007450793679243959289960391

％

960161

旺

9599979523713751

　

　

　

　

　

　

　

　

1　
　
　
1

92 ．87
ア，R83
．68
・卜．7

且斗．416
．07

斗．3

81．6B7
．oB

］．7

99674

β

2516249740

且

81

788585727274

別

827981846552857347217

田

9に〕．2
佃 ．797
．390
．；

22．9
斗9．994
．7

77．271
．764
．5

8571937365645052597UO938400

叫

圏

距

8380859285

刀

儡

72277

器

−
　
　
　
　
　
塵

71．577
，6go
．677
．j

11．40
．094
．4

95．593
．69i
．L

2BBDlB6B6267606

】

526

909388

田

9D899192918693959496003

乃

884

69。376
．075
，974
．6

5．50
．OB6
．8

BO．6
フ4，971
．】

35831667045105150138678808603

刀

麗

8079

墨

脱

刀

鋭

叫

η

誌
9G6

76．074
．080
．9B6
．9

0．O
　l．990
．7

76．775
．870
．6

9345992

且

フ

057

旦

13

−

886

ロ
　コ
　
ロ
　

ロ
　

ロ
　
ロ
　

コ
　

　
　

ロ
　
ロ
　

コ
　

ロ
　
ロ
　
　
　

コ
　

　
　ロ
　

　
　　

册

B9

η

B6867178869

 

838590948178

％

624342

Table　6Recovery 　of 　natural 　dyes　 added 　to　several 　kinds　of 　food　by　the 　procedure　for　 natural 　dycs

Recover γ （％）

Dye
FraCtion
　 NQ ，

　 　 　．．

窰叢
e

畿 Σ ・ ・・ ・…  
。灘黼 器宝。

．．
St・

盤
c・ ・ 　　Pickled　radish

” TAKUAN −ZUKE ，，

β
一CaT・ tenc

BixinGurcuminBeta

口ineCaramclGrapcskin

　cxtraCt

CamineCarminic
　 acid

Laccaic　 acid

Monasoorubrin

NorbixinQecinRibo

且avin

　

　

1

−

IIIIIIIII

III1111111111　

　

11111

−

IIIII

79 ，794
，982
．586
．585
．置

85．786
．9a7
．595
．092
．789
．510L699

．8

79．184
．2

ア8．08S
，575
．13L377

，874
．185
．2103
．285
．198
．08B
．7

57．15
斗．957
．281
．48L620

．072
．9R4
．093
．476
．091
．694
．IB9
．5

70．986
．074
．977
．574
．580
．465
．855
．4S7
．564
．764
．079
．657
．0

66．586
．078
．883
．982
．484
，964
．576
．992
．192
．683
．686
，493
．9

71．575
，476
．875
．084
．930
．176
．066
．187
．288
．089
，489
．695
，2

Each　5000　pg　of 　natural 　dye　was 　adde 【t，

　　マ ーガ リ ン で は一部の 色素の 回収率が や や 低 く，又 ，

焼 きか ま ぼ こ で は 染 着性が強 い こ と か ら他 の 食 品 に 比 し

色素の 回 収率が若 干低 くな る 傾 向が み られた，ぶ どう果

皮抽 出色素は ，
パ タ

ーク
ッ キ ー，マ ーガ リ ン 及 び た くあ

ん 潰 で の 回収率が 良 くな か っ た が ，こ れ は 色素 が 不安定

な た め分解 した た め と思われ る．そ の 他 の ほ と ん ど の 色
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素 に つ い て は ，ほ ぼ満足 の い く回収率が得 られ た．

5 結 語

　食品中 の 合成着色料及 び 天然着色料 の 系統的分析法 と

し て セ ラ イ F545 を 用 い た カ ラ ム に よ る 系統的 な 分 画

法 と ， PC ，　 TLC 及び HPLC を組 み 合わ せ た 定性，

定量法 を検討 し た．

　 タ
ール 色素に つ い て は ，ヘ キ サ ン ，3 ％ 酢酸含有酢酸

エ チ ル 及 び 5 ％ LA −2 含 有酢 酸 エ チ ル で 順次溶 出す る

こ とに よ り， 油溶性 ， 塩基性 ， 酸性第 1 群及 び 酸性第 2

群 に 各 々 分 画す る こ とが で き ， 簡単 な後処 理 を した 後 ，

定性，定量試験を 行 うこ と が で きた ．食品 か らの 回収率

は
一部 の 色素を 除き70 ％ 以 上 とほ ぼ満足 の い くもの で

あ っ た ．

　天 然 色素 に つ い て は ，不 安定 で 分 解 しや す い もの も少

な くな い こ とか ら ， タ ール 色素 に 比 し よ り穏や か な条件

と し て酸や LA −2 を用 い ず に ，
ヘ キ サ ン

， 酢酸 エ チ ル ，

メ タ ノ ール 及び 水 ・メ タ ノ ール 混液 （1 ： 1） で 順次溶出

させ ， 油溶性及 び 水溶性 色素 に 分画 す る こ とが で きた ．

食品 か らの 回収率 は
一

部 の 色素を除 きほ ぼ満 足 の い くも

の で あ っ た ．

　本法 は ほ とん どすべ て の 食品中の タ ール 色素及 び 天然

色素 の 定性 ， 定量分析 に 適用 で き る と期待 さ れ る．
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　Celitc　545 −column 　 chromatography 　 was 　 applied 　 to
the 　 systematic 　determination 　 of 　 artificial 　 and 　 natural

dyes　in　foods．　 A 　sample 　 was 　ground 　weIl 　in　a 　mortar

with 　Celite　545　to　yield　 a 　dry　product 　 and 　 then 　 the

  xture 　was 　transferred 　into　a 　glass　tube ．　Coal −tar

dyes　were 　elutcd 　out 　 using 　hexane ，
3 ％　acetic 　acid 　in

ethyl 　acetate
，　 and 　5 ％ Amberlite　LA −2 （LA −2

，
　liquid

anion 　excbange 　resin ）　三n 　 ethyl 　acetate 　三n 　th三s　order ．
The 　2nd　fraction　was 　then　separated 三nto 　2　fractions　by
liquid−liquid　partitioning　with 　watcr 　and 　2 ％ ammonia

water ．　 By 　these 　procedures ，　 coa 置一tar 　dycs　 were 　frac．
tionated 　into　 oil　soluble

，　basic，　group 　l　acidic
，　and

group 　2　acidic 　dyes、　 Natural　dyε s　were 　eluted 　out 　using

hexane，　 ethyl 　 acetate
，
　and 　a 　water ・methanol 　mixture

（1 ： 1）．　They 　 were 　fractionatcd　into　 oil　solub 置e 　and

water −solub 星e　dyes，　 After　simplc 　 clean −up 　 applied 　to

each 　fraction
，
　dyes　in　 each 　 fraction　 were 　 determined

qualitatively　by　 either 　paper 　or　 thin 　 layer　 chromato ・

graphy ，　
and 　 q 岨 ntitatively 　by 　high−performance 　liquid

chromatography ．　 The 　rccoveries 　when 　27　coal −tar　dyes
and 　13　 natural 　dycs　were 　 added 　to　several 　foods　 were

not 　less　than 　70 ％ ，　 resu 且ts　being　satiS 丘ed 　especially 　for
natural 　dyes．

　　　　　　　　　　　　 （Received 　July　26，
1982）

　　 Keywonl 　phrxzses

syste 皿 atic 　determillation　 of 　 coloring 　 matters 　in　foods；
　 column 　 chromatography 　 us 洫 g　 Gelite　 545 ； coa レtar

　 dyes； natural 　dyes； Amber 五te　LA −2．
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