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食用タール色素はさまざまな食品の着色料として

使用されており、食品衛生法で12種類の使用が許可

されている。当所では、食品に含まれる食用タール

色素の定性試験をルーチン検査として行っており、

「第２版食品中の食品添加物分析法」１）に準じた方

法で実施している。すなわち、食品から抽出したタ

ール色素を高速液体クロマトグラフィーで測定する

方法であるが、検出目的とする食用タール色素の種

類によっては検出され難かったり、再現性の得られ

難いことがあった。この要因として、食品試料から

タール色素を抽出・精製する検体前処理の影響が考

えられたので、若干の検討を行った。 

 

検査方法 

 

１．検体前処理法（公定法） 

「第２版食品中の食品添加物分析法」に準じた検

体前処理法であるポリアミド固相カラム精製法を公

定法とした。すなわち、試料 10g に４倍量の溶出液

を加えて色素を抽出した。抽出液を遠心、ろ過し、

酢酸もしくは水酸化ナトリウムで中和した後、温浴

（40℃）でアンモニア、エタノールを蒸発させて水

で20mlとした。これを酢酸で酸性としてポリアミド

固相カラムに負荷し、エタノール・アンモニア混液

で溶出した。酢酸で中和した後、エバポレーターで

濃縮乾固（40℃）し、蒸留水10mlで溶解したものを

試料液とした。 

 

※：現 山梨県立中央病院 

２．高速液体クロマトグラフィー 

 得られた試料液 10μl をフォトダイオードアレイ

検出器SPD（島津）付高速液体クロマトグラフLC10 

AD（島津）で測定した。分析カラムはTSKgel ODS 8

0-Tm（東ソー）を用い、カラム温度は 40℃とした。

移動相はＡ液を 0.01M 酢酸アンモニウム、Ｂ液をア

セトニトリルとし、Ａ液：Ｂ液(95：5)から(50：50)

までの直線濃度勾配を30分行った。 

 測定波長は食用黄色４号(Y4)は 428nm、食用黄色

５号(Y5)は 482nm、食用青色１号(B1)、食用青色２

号(B2)、食用緑色３号(G3)は630nm、食用赤色２号(R

2)、食用赤色３号(R3)は526nm、食用赤色40号(R40)、

食用赤色102号(R102)は508nm、食用赤色104号(R1

04)は 538nm、食用赤色105 号(R105)は 548nm、食用

赤色106号(R106)は566nmとした。 

３．回収率の算出法 

食用タール色素12色の各標準液(1000μg/ml)を0.

5mlずつ混合して水で10mlとしたものを混合標準液

(各50μg/ml)とした。混合標準液を測定して得られ

た各色素のピーク面積に対する試料液で得られた各

色素のピーク面積の割合を回収率（％）とした。 

 

検討事項と結果 

 

１．溶出液の比較 

公定法では溶出液として①水、②50％エタノール、

③アンモニア・エタノール混液を食品試料の種類に

よって使い分けることとなっているが、測定対象と

するタール色素の種類ごとによる指定はない。 
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表１  溶出液別の回収率 

 溶出液 

     ①    ②    ③ 

Y4 91.0  98.7  92.3  

R2 88.4  97.7  95.7  

B2 59.0  100.4 110.4  

R102 97.3  98.8  97.2  

Y5 84.0  96.3  95.6  

R40 97.8  99.6  98.5  

G3 89.9  94.1  99.7  

B1 95.3  97.3  93.2  

R3 71.6  78.7  72.6  

R106 90.7  95.3  96.1  

R104 73.9  76.6  77.7  

R105 38.8  59.1  52.1  

①アンモニア・エタノール混液  

②水・エタノール混液（50%エタノール）   

③水    

 

 

しかし、用いる溶出液とタール色素の組み合わせ

によっては回収率に差が生じるのではないかと考え、

混合標準液を試料に、①から③の各溶出液を用いて

測定し、回収率を比較した。 

その結果、溶出液としてアンモニア・エタノール

混液を用いたときの回収率は、水、50％エタノール

を用いた場合よりも全ての色素で低く、特にB2で顕

著であった。水、50％エタノールでは、それぞれ回 

収率に大きな差は認められなかった（表１）。インジ

ゴイド系色素である B2 は耐アルカリ性の低いこと

が知られており２）、B2 を含む食品試料の場合には抽

出液としてアンモニア・エタノール混液は適してい

ないことが示唆された。 

 

２．ポリアミド固相カラムからの溶出順 

筆者らは、ポリアミド固相カラムから色素を溶出

させた後に、ポリアミドに若干の着色が残っている

ことを経験していた。このように、タール色素がカ

ラムへ残存すれば回収率が低下すると考えられるこ

とから、食用タール色素12色の溶出順を調べて、最

後までカラムに残存する色素を特定することとした。

そこで、混合標準液をポリアミド固相カラムに負荷

してエタノール・アンモニア混液約30mlで溶出した。

溶出液を溶出順に約2mlずつ採取して全14分画とし、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１  検体前処理法 

 

 

それぞれの分画についてタール色素を測定した。 

その結果、Y4,Y5,R2,R40,R106,R102,G3,B1,B2 は

分画 1～6に検出された。R104 は分画 1～9、R3,R10

5 は分画 2～10 に検出された。キサンテン系色素で

ある R3,R104,R105 は他のタール色素よりもポリア

ミド固相カラムからの溶出が遅く、ポリアミド固相

カラムに残存してしまう可能性のあることが示唆さ

れた。 

 

３．ポリアミド固相カラム精製を省略した方法（対

照法） 

公定法では夾雑物を取り除くために試験液をポリ

アミド固相カラムによって精製する工程がある。こ

れが、回収率を左右する要因の一つではないかと考

え、検体前処理法としてポリアミド精製を省略した

方法（対照法）を行って、公定法と結果を比較した。 

対照法は図1に示したとおり、試料10g に４倍量

の溶出液を加えて色素を抽出し、遠心、ろ過して酢

酸もしくは水酸化ナトリウムで中和した。エバポレ

ーターで濃縮乾固（40℃）して蒸留水10mlで溶解し

たものを試料液とした。 

ポリアミド固相カラム精製によって回収率の低下

する色素を特定するため、試料には混合標準液を用

い、溶出液は水・エタノール混液とした。 
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その結果、公定法ではキサンテン系色素であるR3, 

R104,R105 の回収率が特に低かったが、対照法では

どの色素もほぼ同等で良好な回収率であった（表２）。

公定法ではポリアミド固相カラムに負荷する前に検

液を酸性化するが、キサンテン系色素は酸性溶液中

では不溶化して沈殿を生じることが知られている２）。

このため、公定法では回収率が低かったものと思わ

れ、キサンテン系色素を検出対象とする際には、対 

象法や既報３）など液性を酸性化しない方法を併行し

て実施することが必要であろうと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まとめ 

 食品からタール色素を抽出する際の溶出液として

は、B2を測定対象とする際にはアンモニアを含まな

い溶出液が適していることが示唆された。 

キサンテン系色素である R3,R104,R105 はポリア

ミド固相カラム精製を行うことで回収率が低下した

ことから、対照法などを併せて実施することが必要

と思われた。 

今回の結果は混合標準液を試料としたことから、

食品成分による影響は考慮されていない。今後は食

品を試料とした場合について比較検討していくこと

が課題である。 
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表２  公定法と対象法との回収率の比較 

   SOP法 対象法 

Y4 98.7    98.1 

R2 97.7    98.1 

B2 100.4   93.7 

R102 98.8    98.4 

Y5 96.3    98.0 

R40 99.6    97.9 

G3 94.1    98.8 

B1 97.3    98.4 

R3 78.7    98.7 

R106 95.3    98.7 

R104 76.6    98.5 

R105 59.1    98.0 

 


