
セファデックスによる食用色素の分離分析法について
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ま え が さ

4)があるが,多 くの場合数種の方

法を併用 して実施されている｡色素定量のためには複雑な抽出,分離などの前処理は実験精度を低

下させることになり,できるだけ簡単に, しかも多崖の試料が得 られる抽出,分離法 がのぞまれ

る｡
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著者 らは架橋度の密なセファデ ックスがタール色素と特異的な吸着を示すことを知り,その性質

を利用すれば食品中のタール色素を分離できることを認めた｡

一般的にセファデ ックスは分子ふるい効果として用いられるが,本法では一種の吸着効果を利用

する方法で,その吸着は芳香族,異項環化合物の吸着と類似 6)のものと考えられる｡ 

)(

ARRIH5)らはセファデ ックス G 5による食用色素の分析を報告 しているが,吸着の

弱い色素はテー リングが生 じ,多種類色素の混合物の分離には適さない｡

本実験はリン酸塩の低電解質溶液を溶離剤とし,交換体として水溶液に適するG-10と有機溶剤
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-
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LH 0に適する の二種のセファデ ックスを供試 してカラムクロマ トグラフィーを行ない,タール

色素の分離,分析への応用とその精度について検討 した｡

材 料 お よ び 試 薬 

材 料Ⅰ

0

0

食用色素は現在使用されているタール系水溶性色素 12種を用い,それぞれ 1 M に調製 した｡ 
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なお,食品からの回収を検討するため,とくに色素無添加のアラレに使用されている製菓用 しょ

う油を供試 した｡ しょう紬の主な成分分析値は次の通りである｡
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全窒素 : 5%,アミノ態等累 : 1%,塩化ナ トリウム :1 1%,還元糖 : %,砂糖カ

ラメル : H:

M,0 7M, 5M 各

Ⅱ 試 薬 

2
0.1)溶 離 液 :リン酸二ナ トリウム (無水)和光純薬の 0･006M,0

水溶液および 50%エタノール溶液を調製 した｡
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実 験 お よ び 結 果 

色素の R値測定

のガラス管の一端にガラスウールをつめ,溶離液で 24時間膨潤 したセ

にな るよ うに均一に充填 してカラムを作成す

層の上面からbcm までの距離を移動 したときの比 

た ｡

0%エチルアルコールに比 して リン酸

,G-10とも電解質濃度に比例 して吸着力が増加することを認め

oo 

る｡その後色素溶液 05mlをカラム上部に加え,溶離液で展開溶離さす｡室温 ,流速 5 

- 7ml で 1時間展開後,溶離剤の液面が acm 下降 したときに色素帯の中心がセファデ ックス

･ 

hr/

a/b=(R )で R値を求め,色素吸着を表わし

0)0(約 2

0

その結果は Ta

二ナ トリウム溶液では吸着が著 しく増加 し,R値は小さくなった｡吸着は LH-20よりも G-1
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ファデ ックスG-10および LH-20を厚さ 20cm

0cm 06cm.

htograpyrolou1-hdepaee

0

laue

の方がいくぶん強いが, LH-2

た.またアルコール存在下では吸着力は多少減少する傾向を示 した｡ 
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Ⅰ


41

laues 

31
2
1
1

RVheer

hlaogenr

Numb soft

linCalda

c
can

furac
y

luan

h htospa

h htospa

h htospa

htospa

ClStan
CtanlS

ter 

lu

iu

lu

lu

trav


do

do

do

do

tra


e
S

00.

0.

1.

lau


l:DItllldWa

2:0.006M S m P eS

3: 2M S m P eS

4:0 7M S m P eS

5:0 5M S m Ph eS
RV e 

elld eOfdeb d(m) 
velld eOfe ts e(m) 

fDyes 

)4C

l lecu

lc
)4

,(4

each mo eo

(4), (4 )

】 Br( 】( 

r '4) 

Onlltou

ionltou

lO】tou n 

い5)10-

巨 

)5-YCF (

1)-ⅤloelcA dVi t6B (
)210-RineN w Cocc e(

1)-B

Ye(

u

R

tuans 

an

e

ltarrazn

l

T

Brllll tBleFCF (

AcdRd(

El

el･lT ba

)2-

)410-

)3-

R

R

lenga

l loxn

eB e(Ros

hP e(

R

o

h irosn

E iosn

try

Sunse

E

e(

e(

tYellw F

)310-R

)2-R

Bn

trn

igocaIdn

Ama h(

mle(

)610-

4)-

Onlltou

R=



1971

xLH

) 

20-

(4号近 畿 大 学 農 学 部 紀 要 第 

e2 R V sofDysonS

mnCh ma

hdepae

htograpy 
e

ro

laue

Clou

.lT ba

1C

V

d dtanaro

no

e

tt

es 

.

PP..

tengv

Curv

.

h irosne

lT ba

iEE tosnry

Ⅱ セファデックスからの色素の回収率測定 

R値を測定 した色素嵩をガラス管を切断してセファデックス層から分離 し,吸着の弱い色素は水 

e3 WaeL hUsdfrS

eofDy

Wa

i p OOHHP ,,,EE

e ,,EEttOH 558

㈹

015

200 

02

m 
5

は

07

0

3

捌

19

811

抑

3 

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0 

5

8

7

1

4

3

0

認

5

6
朗

9

3

0 

0

0

1

0

4

詔

8

2

錦

肥 
11

鳩

3
6

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

htengLmJeL

ionltouh htospa
h htospa

h htospa

h htospa

hlcoo 

lu
iu

lun

iu

do
do

do

do

hty

00.

00.

01.

2:0006M S m P eS
3: 2M S m P eS

4: 2M S lp eS

50% E lAl

5: 5M S m P eS

lltonanng 
0n1

lO

ltou

ltou nC

00 

126 

5554

ionltou

l 

Sl tovens
J
 

1 166

t6

tBleFCF 

hlcoo 

3 

El

l:50% E lAlhty

B 

ine 

u

loe

occ

tuans 

de

an

1222Z;
30 
0 

486≡
4

63

nol".PPPP..

P.

l p EE,,EEEtttttOOOOHHHH 50i:

eB lengae 
l ioxne 

Ros
hP

h irosne
 

E losne 

try
E


mi
AcdVi

neCarlOgIdn
l

P.

u

itarrazne

ian

T

Brill tBleFCF

Dy

l ioxnee

es

一 lgaeRoshP eB l

BionneheetranocariiⅠnSunseNemadViltY Hoocc w Fedgw C mi CFAAc t6

tYell

Ama

o

htran

Sunse

w C

illl

AcdR

ltarrazne 
Ne

T

Br

i

w FCF 

ionltou

Sl tovens 

h htospaiudo

E

P.:0.006M S m P eS

lllOcohtytOH :50% E lAI

8



0

901

′または 50%エタノールで,吸着の強い色素は 1% アンモニア水を含む エタノールで 3-4回抽出
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3の条件

,LH-20とも溶離液濃度の低下とともに

し,抽出液を定容後,各色素の極大吸収波長域にて 

△- △ Y-4,B-1 

多種類色素混合物の分離

で求めた検量線より色素量を算出して回収率を求めた｡

6000.200.501.

lebセルで吸光度を測定 し,Ta1cm

その結果は Fi･1,F ･2のようであった｡ G-1

回収率も好結果を示 したが'全般的には吸着のやや弱い LH-20の方が良好であったo 
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･Fig･1

08cm.

Ⅲ


0cm00cm
0
長さ 1 ,内径 のガラス管に,セファデ ックス G-1および LH-20を厚さ 8

になるように充填 し,カラムを作成する｡前記 12種の色素液 5mlづつを混合 してその 2mlをカ

2M リン酸二ナ

トリウムの水溶液 および 50%アルコール溶彼を溶離剤として 分離能の比較検討を行なった｡一番

･リン酸ニナ トリウム水溶液, LH-20では 0M20･ラム上部に加え, G-10は 0
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Fig･2･ RelatlOnOfeluantsconcentrationandrecoveryratlOfrom SephadexLH-20 
El t:Sdlm PbospbateSolutlOn 
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u
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(2) ○- ○ Y-5,R-2
●-●B-2 
△-△V-1,R-102,Y-4 
▲- ▲ B-1,R-106

移動の速い色素が下端に達したとき展開を終了し,その後分離色素帯付近からガラス管を切断して

色素帯を分別し,抽出して可視部吸収スペクトルを測定 し,色素の確認を行なった｡

その結果, リン酸二ナ トリウム水溶液では Fi. 0ではA,B, C, D, E,g 3のように, G-1

F,Gの 7グループに, LH-20ではA,B, C, D, E,Fの 6グループに分離することがで

きた.一方, リン酸二ナ トリウム 50%アルコール溶液により, LH-20で実施したが テ-リング

が強く有効な分離を示さなかった｡ しかし,電解質濃度を高 くすることで水溶液同様の分離かえら

れた｡ 

Ⅳ しょう油中の色素分離と回収率の測定

食品からの分離,回収を検討するため,アラレに使用されている製菓用しょう油に大別したグル

ープから 8種の色素 (R-104,R-2,Y-5,B-2,R1102,Y14,B-1,R-106)を選び,そ
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の一定量を添加 し,その混合溶液 2mlを 1IIと同様に作成 した G-10および LH-20のカラムに

加え, クロマ トグラフィーを行な った｡ 
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カラム寸lの色素帯を前記同様に分離,抽出し,回収率を求めた｡検量線作成,色素確認には日立自

記分光光度計 EPS-3T型を用いた｡

その結果は Table4に示した｡8種類の色素分離にはしょう油の影響はなかった｡ 色素分離を

完全にし,展開時間を短縮するために展開途中で溶離剤濃度および種類を変えることが有効であっ

た｡色素F.lll又は G-10よりも LH-20の方が容易で,回収率も好結果を示した｡

考 察

セファデックスとタ-ル色素の吸着はセファデックスによって異り,G-1Oに比べて架橋度のや

や粗である LH-20では減少し,一万,-ロゲン基をもつ色素 (R-105,良-104,R-103,R-3)

が顕著な吸着を示すことから,セファデックス巾に微量存在するカルボキシル基とのイオン交換的

な吸着が考えられる｡ しかし,-ロゲンjL_をもたない色素間でも明らかな吸差異があるところか.E

ら,そこには色素間の構造効果による吸着の強弱が存在するものと想定 した｡

色素の R値は溶離剤濃度によっても異なり,正確な再現性はのぞめないが,カラム内での定性確

認にはさしつかえない｡一方セファデックスからの色素回収は吸着力により大きく左右される｡そ

のため回収操作は吸着の弱いLH-20の方が容易である｡ しかし,B-2では回収操作中分解退色

がみられ,他に比して回収率が低下 した｡

多種類色素混合物の分離能は LH-20よりも G-10の方が優れているが,混合色素が数種のと

きは LH-20の方が有効である｡また分離能をより向上さすためには展開途中の溶離剤交換が必要

で,LH-20ではアルコールなどの有機溶媒系の溶離剤の使用で分離能を高め,展開時間を短縮す

ることができたO

要 約

タール色素とセファデックスとの特異的吸着を利用してカラクロマトグラフィーを実施 し,ター

ル色素の分離,分析に応用することを試みた｡ 

(1) 本法では薄層クロマ トグラフィーやロ紙クロマ トグラフィーのどとく毛糸染色法などの食

用色素の柚出前処理操作を必要とせず,直接試料添加することにより,色素の分離,抽出ができる｡ 

(2) カラムの長さ,径を変えることで,ある程度多種類の色素混合物でも完全に分離でき,一

度に多量の色素溶液がえられるので,定量に都合がよい｡ 

(3) ほぼ一定のR値を示すのでカラム内での色素確認が可能であるo 

(4) 精度の高い定量値をえるためには｢叫又容易な LH-20が適する｡これはまた,有機溶媒系

溶離剤の使用が可能なため,粉末,岡里試射 qlの色素の直接分離分析に応用できる｡
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以上のことより本方法は食用色素の分離分析に十分使用できることを認めた｡

本研究を行なうに当たり,試料提供のお世話になった トヨス製菓株式会社研究室坂下晴彦氏に感

謝いたします｡

本研究の一部は食品衛生学会第 17回学術講演会で発表 した｡
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