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１．諸言

食品中には種々の着色剤や保存料が添加されている')。近年，消費者の間で食品の安全性，なかでも食品
に添加されている色素は容易に視覚的に完治できるために発ガン性等の関心が高い。食品中の着色剤もター

ル系色素から天然色素に変わりつつある。天然着色料の分析法は薄相クロマトグラフィー2)，液一液抽出3）
や高速液体クロマトグラフィー`-5)が報告されている。近年，包接現象のクロマトグラフィーへの応用が報

告されている6-9)また，β一シクロデキストリンによるフェノールフタレインの包接体の生成'０)やビタミ

ンＫ３の吸光光度定量が報告'1）されている。

本研究では，食品中の天然色素，クチナシ黄色素の分析を目的にβ－シクロデキストリンとの包接現象に

ついて，できるだけ天然の試薬をもちいた環境に優しい定量法について検討した。

２．実験

２．１試薬

クチナシ黄色素は，和光純薬製食品添加物試験用ガーデイニアイエローを用いた。α_シクロデキストリ

ン（α-ＣＤ)，β一シクロデキストリン（β-CD)，およびｙ－シクロデキストリン（ｙ－ＣＤ）はナカライテ

スク製を使用し，その他の試薬はすべて特級品を使用した。また，メンプランフィルターはアドバンテック

製セルロースアセテート（孔径０．４５ノリ、)，純水はイオン交換水をMilli-Qに通したものを使用した。

２．２装置

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)の装置は，日立製作所製Ｌ-6000システムを用い，検出器は同社製の

L-4000紫外検出器，カラムオープンは655A-52,データー処理にはＤ-2500データー処理機を用いた。また，

HPLC分析条件はTablc-1に示した。吸光度の測定は日立製作所製Ｕ-2000分光光度計に光路長１ｃｍ石英セル

を用い，ｐＨの測定には日立製作所製ガラス電極ｐＨメーターＭ－８を使用した。

２．３クチナシ色素の分析

はじめに，２５ppmガーデイニアイエロー（GY）の２０％(v/v)メタノールリン酸緩衝水溶液の吸収スペクト
ルを測定し，紫外域では239,ｍに極大吸収があることからＨPLCの検出波長は239,ｍとした。ＧＹのＨＰＬＣ

分析は，ｐＨ５．０，１，Ｍβ-ＣＤを含む０１Ｍリン酸緩衝溶液／メタノール混合溶液（60:40）を移動相として用
いた。

３．結果と考察

３．１シクロデキストリンの選択

３種類のαＣＤ，β-ＣＤ，およびγ-ＣＤを移動相に添加したときのＧＹのピークに及ぼす影響について調

べた。はじめに，ｐＨ５０の２０％メタノール／リン酸緩衝溶液を用いβ-ＣＤの添加濃度について検討した。移

動相への添加量を0.1,0.25,050,および１，Ｍと変えて検討した結果，１，Ｍで安定したＧＹのクロマトグ

ラムが得られた。また，ＣＤを含まない時には，はっきりしたピークは見られなかった。１，Ｍのα-ＣＤの場

合,保持時間37.64min，β-ＣＤでは24.63ｍｍ，またｙ－ＣＤでは42.55ｍｉｎに明確な大きなピークが見られた。ＧＹ

は色素クロシン，クロセチンと非色素としてゲニポサイドからなることが知られており，この大きなピーク
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はクロセチンと見られる5)。その結果をFig.１に示した。ＣＤのなかでβ-ＣＤを含まない移動相に比べ約２０
倍の感度の増大が見られた。

３．２ｐＨの影響

移動相として用いた１，Ｍのβ‐ＣＤを含むリン酸緩衝溶液を用い，ｐＨのＧＹのピークに及ぼす影響につい

て検討し，その結果をFig.２に示した。ＧＹの保持時間は大きく変化したが，ピークの高さはpH5.0で大きい
ことを示した。

３．３移動相中のメタノール組成の影響

移動相，リン酸緩衝溶液のｐＨを５０，β-ＣＤの濃度を１，Ｍにしてメタノール濃度のＧＹの保持時間，ピ

ークの高さに及ぼす影響について検討した。その結果をTable-2に示した。移動相中のメタノールの割合の

増大と共にＧＹの保持時間は小さくなり，ピークの高さは大きくなった。メタノールの割合が５０％(v/v)を

超えるとクロマトグラムのベースラインが不安定になり，またクロマトグラムの再現性が低下する傾向にな

った。そこで，メタノールの割合は４０％とした。食品添加物試験用ＧＹから標準溶液を調製しクロマトグラ

ムの高さから検量線を作成した。検量線は５０ppmまで相関係数(r)0.997の原点を通る直線が得られた。本法

は包接現象を利用した増感作用を見いだし，食品中の天然色素の高感度I亜ＬＣへの応用が分析期待される。

参考文献

１）厚生省環境衛生局食品化学課遍：“食品中の食品添加物分析法，'，（1998)，（講談社)．

２）伊藤誉志男，外海泰英，三ツ橋幸正，浜野孝，松本幸夫，加藤太郎，藤原孝行，小川俊次郎，豊田正武，慶田雅

洋：分析化学（BunsekiKagaku)，３２，４７(1983)．

３）宮本文夫,佐伯政信,上条昌弥,神田宏，中岡正吉，西島基弘,伊藤誉志男，竹下隆三：衛生化学(EiseiKagalm），３７，５４２
（1911)． 

４）市隆人，東村豊，片山豪，香田隆俊，多田幹朗：食品衛生誌（ShokuhinnEeiseshi)，３６，４８２（1995)．

５）山田貞二，大島晴美，斉藤勲，早川順子：食品衛生誌（ShokuhinnEeiseshi)，３７，３７２(1996)．

６）田伏岩夫，新海英孝：ぶんせき（Bunseki)，１６２（1985)．

７）渋川明正，中川照眞：ぶんせき（Bunseki)，849(1986)．

８）Ｔ・mkcuchiandT・Miwa:Anal､ChimActa,292,275(1994)．

９）ＨＷ､Hijlink:J､Chromatog.，415,325(1987)． 

10）ABuvariandL・BaIcza:Ｊ・Ｃｈｅｍ､ＳＯＣ､PerkinTrans.,1687(1988)．

11）Ｊ､』.Ｂ,Nevado,』.Ａ・MPulgaIin,ａｎｄＭ.Ａ､Ｃ､LagUna:Talanta,53,951(2000)．



β－シクロデキストリン包接現象を利用したクチナシ色素のＨＰＬＣ分析 3７ 

TablelOpcmtingcondjtionSofanalyticalSySm 
onColumnLichlosorbRP18(５〃ｍ,250ｍｍ×４mmid）

MObnePhasc:PhoSphatebuffer(pH5.0):Melhanol6:４ 
（containinglmMβ-cyclodextrin） 

Flowrate:1.0ｍl／mm 

Detector:ＵＶ２３９ｎｍ,ＡＴＴ:Z 

Columnoven:２５℃ 

Injectionsize:づり２

Table2EffectofcontentofmelhanolinphoSphatebuffer 
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Peakheight 
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Injectionvolume：５匹limobilcphase：phosphalebufYbr

containinglmMβ-cyclodelmin-meUuanol(60/40,ＷV)iflow 

mte：1.0ｍl/minitempeTam1℃：Z5qCidetector:UVat231nmi 

gaudeniayelIow:２５ppm 
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Injectionvolume：salimobilephase：phosphatebuffbr 

(pH5.0)containixlglmMcyclodeomins-methanol(80/20,ＶＭ； 

flowrate:ＬＯｍｌ/minitemperBmre：Z5oC5detector：ＵＶａｔ 
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Theeffbctofcyclodextrin(ＣＤ)asmobilephaseadditiveontheabsorbanceofgardeniayellow 
wereexaminedintlleHPLOSignalenhancementwasobservedfbra-，Ｂ‐ａｎｄγ‐ＣＤ・Ｔｈｅ
measurementswereperfbrmedatpH5・OadjustedbyaddingO・lMphosphatebufYbrsolutionand

lmMI3-CDasmobilephase・Ｔｈｅworkmgcurvewaslinearovertherange2to50ppmwitha
repeatabnityof2.7％． 
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