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はじめに

化学的合成品の食品添加物は安全性確保の観点からそ
の成分規格を定め，また，特定の添加物については使用
基準を設けて使用されている．添加物の使用基準の設定
に関する検討の一環として，海苔中のパラオキシ安息香
酸エステル（PHBA－Es）類の分析を行った．

5種のPHBA－Es類すなわちエチル（PHBA－Et），イ
ソプロピル（PHBA－ isoPr），プロピル（PHBA－Pr），イ
ソブチル（PHBA－ isoBu），ブチル（PHBA－Bu）はしょ
う油，果実ソース，清涼飲料水，シロップ，酢，果実又
は果菜に対し許可されている保存料であるが，海苔には
使用が認められていない．従って，使用が認められる食
品からの分析例 1～ 4）はあるものの海苔中からの分析法
は確立されていない．そこで，わが国では不許可添加物
であるパラオキシ安息香酸メチルエステル（PHBA－Me）
を含めた6種類のPHBA－Es類の海苔中からの一斉分析
法を検討し，市販海苔中のPHBA－Es類の測定を行った．

実験方法

1．試　料

都内のスーパーマーケットで購入した焼き海苔 4検
体，味付け海苔1検体を用いた．

2．試薬・試液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

PHBA －Me，PHBA －Et，PHBA －Bu（和光特級），

PHBA－Pr（和光一級），PHBA－ isoBu，PHBA－ isoPr
（東京化成特級）．
クエン酸緩衝液：クエン酸一水和物 7.0 g及びクエン

酸三ナトリウム二水和物 6.0 gを水に溶かし，1,000 ml
とし用時水で10倍に希釈して用いた．

n－ヘキサン/酢酸エチル混液：n－ヘキサン（試薬特級）
及び酢酸エチル（試薬特級）を等容量混合した．
メタノール：HPLC用メタノール
その他の試薬は市販の試薬特級品を用いた．

3．HPLC装置及び測定条件

HPLC装置：LC－10A㈱島津製作所製
カラム：TOSOH TSK－GEL ODS－100S 4.6 i.d.×250
mm，5 mm 
カラム温度：35℃
移動相：メタノール/5 mmol/l クエン酸緩衝液（6：4）
流速：0.7 ml/分.
注入量：10 ml
検出波長：254 nm

4．試験溶液の調製

試料を粉砕機で粉砕後，1.0 gを採取し，n－ヘキサン/
酢酸エチル混液 20 mlを加え，1分間超音波で抽出した．
静置後，上清をろ紙（5C）でろ過した．残渣にn－ヘキ
サン/酢酸エチル混液 10 mlを加えよく振り混ぜろ過し
た．更に同じ操作を繰り返し，ろ液を集め，溶媒を減圧
留去した．残留物にメタノールを加えて溶解し，必要な
らろ紙（5A）でろ過後，メタノールで10 mlの定容とし，
HPLC用試験溶液とした．
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Key Words: p-hydroxybenzoic acid esters (PHBA-Es), HPLC, laver

#To whom correspondence should be addressed: Yoko Kawasaki ;
Kamiyoga 1-18-1, Setagaya, Tokyo 158-8501 Japan : 
Tel; 03-3700-1141 ext. 267 Fax:03-3700-9403
E-mail: yoko@ nihs.go.jp



海苔中のパラオキシ安息香酸エステル類の分析 49

結果及び考察

1．HPLC分析条件の検討

分析カラムに汎用性の高い逆相分配系の YMC J’
sphere ODS－H80，YMC ODS－Ph，TOSOH TSK－GEL
ODS－100Sを用いてPHBA－Es類の分離を検討した．移
動相に粘度が比較的低いアセトニトリル/水混液（6：4）
を用い，カラム温度 40℃，流速 0.7 ml/分の条件では，
いずれのカラムもPHBA－Es類の分離が不十分であり，
特に PHBA － isoPrと PHBA-Pr及び PHBA － isoBuと
PHBA－Buは全く分離しなかった．
移動相にメタノールを使用したところ，YMC ODS－

Phではクロマトグラムに変化は見られなかったが，
YMC J’ sphere ODS－H80ではPHBA－MeとPHBA－Etは
良好に分離した．しかし，PHBA－ isoPrとPHBA－Pr及
びPHBA－ isoBuとPHBA－Buの分離が不十分であり，ま
たカラム圧が高かった．TOSOH TSK－GEL ODS－100S
では，PHBA － isoPrと PHBA －Pr及び PHBA isoBuと
PHBA－Buの分離は完全では無かったが，カラム圧も低
く，検討したカラムの中では最も良い分離が得られた．
次に，TOSOH TSK－GEL ODS－100Sを用い，カラム

温度及び移動相について検討した．その結果，カラム温
度35℃，移動相に メタノール/5 mmol/lクエン酸緩衝
液（6： 4）を使用し，流速0.7 ml/分の場合が 6種類の
PHBA－Es類を分離するのに最適条件であった（Fig.1）．

2．試料溶液の調製

「食品中の食品添加物分析法」1）では食品中のPHBA－
Es類は試料を水蒸気蒸留し，HPLCで測定する方法であ
るが，試料の採取量は50 gと多く，嵩高い海苔には不向

きであると考えられた．海苔は脂肪やタンパクが非常に
少ない食品であり，簡便な溶媒抽出法 2）を検討した．
試料1 gから80％メタノールを用いて抽出したところ，
抽出液は濃い緑色であり，海苔の原料である海草中のク
ロロフィル等が溶出されたと考えられた．OASIS HLB
カートリッジ，カーボンカートリッジでクリーンアップ
を検討したが，HPLCでのPHBA－Me，PHBA－Etの保
持時間付近に多くの夾雑物と思われるピークが出現し，
PHBA－Me並びにPHBA－Etとの分離は困難であった．

Maedaら 5）は化粧品中のPHBA－Es類の分析にフロリ
ジルカートリッジを用い，n－ヘキサン/酢酸エチル混液
で溶出を行い，HPLCで測定し良好な結果を報告してい
る．そこで，n－ヘキサン/酢酸エチル混液（1：1）を抽
出溶媒として検討した.
抽出液の溶媒を減圧留去後，残留物をメタノールに溶

解し，HPLCを行ったところ，PHBA－Es類の保持時間
に妨害ピークは観察されなかった．また，カートリッジ
カラムによるクリーンアップ操作の必要は無いと考えら
れた．

3．検量線

各種濃度のPHBA－Es類の標準液を調製し，検量線を
作製したところ，0.5－5ppmの範囲で良好な直線性が得
られた．

4．添加回収実験

PHBA－Es類の保持時間にピークの見られなかった海
苔に2 mg/g濃度にPHBA-Es類を添加し，本法に従って
n＝5で添加回収実験を行ったところ，回収率は 93.6％

Fig.1 HPLC chromatograms of PHBA-Es

Column: TOSOH TSK-GEL ODS 100S (4.6 i.d.×250 mm, 5 mm)

Mobil phase: A; acetonitorile/water (6:4), B; methanol/water (6:4), C; methanol/5 mmol citric buffer (6:4).

Flow rate: 0.7 ml/min.

Column temp: A, B; 40℃, C; 35℃.

1: PHBA-Me 2: PHBA-Et 3: PHBA-isoPr 4: PHBA-Pr 5:PHBA-isoBu 6: PHBA-Bu
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から 101.2％であり，変動係数（CV％）も 4.4％から
4.9％と良好な結果が得られた．なお，検出限界は1 m/g
であった（Table.1）．

5．市販海苔中のPHBA－Es類の測定

本法に従い，市販品の焼き海苔4検体及び味付け海苔
1検体に付きPHBA－Es類の測定を行ったところ不許可
添加物であるPHBA－Meを含め，いずれの製品からも
検出されなかった．

まとめ

海苔中の不許可添加物のPHBA－Meを含むPHBA－Es

類のHPLCによる一斉分析法を確立した．
本法は溶媒抽出による簡便で迅速な分析法であり，添

加回収率，変動係数ともに良好であった．
本法を用いて，市販の海苔中のPHBA－Es類の分析を

行ったところ，PHBA－Es類は検出されなかった．
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Table１．Recoveries of PHBA-Es in laver


