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1　緒 言

　食品中の多環芳香族炭化水素（Polycyclic　Aromatic

Hydrocarbons以下PAHと略す）の定量に，今までは

蛍光々度計を用いてきたが，近年，試料溶液が微量で定

量できる高速液体クロマトグラフィー（High　Performance

I．iquid　Chromatography以下HPLCと略す）を用

いることが一般的になってきた．

　食品中のBenzo（a）pyrene（以下B（a）Pと略す）及び

PAHのHPLC測定はC．　Hischenhuberら1〕辻ら2〕，

玉川ら3｝及び衛生試験法注解4｝等数多く行なわれてい

る．

　従来からの食品中のB（a）Pを始めとする舘野ら5）～n）

のPAHの分析方法は，試料をソツクスレー抽出→液々

抽出→カラムクロマトグラフィー（シリカゲル→1％含

水アルミナカラム→7％含水アルミナカラム）により分

離後蛍光々度計による蛍光測定法であって一試料の分析

時間に3～4日間必要である．そこで，まず同一試験溶

液について，従来法（蛍光々度計法）とHPLC法との

比較実験を行い，ついでHPLC法を用いることによる

分析時間の短縮を目的とし，上記3種類のカラムクロマ

トグラフィーの分離操作をどの程度省略できるものか，

検討を行なった．その結果を報告する．

2　分　析　方　法

試　　料

試料のサツマイモ，タマネギ及びナスは，平成2年10

月都内で購入した市販品を用いた．

試　　薬

食品衛生学第1研究室

　　・アセトニトリル：高速液体クロマト用

　　・水：高速液体クロマト用

　上記以外の試薬は前報10）に準じて行なった．

　装置・器具

　　゜HPLC：日立L－6000型

　　。検出器：日立F－1050型（蛍光々度計）

　　oカラム：Lichrosorb　R　P－18（5μの

ドイツMERK社製（250ππ×4．　0　mm）

　上記以外の装置・器具は前報10｝に準じて行なった．

　実験操作

①試料溶液の調整

　試料のサツマイモ，タマネギ及びナスは，皮，へた等

を取り除き可食部をそれぞれ2009取り，細切したもの，

また，サツマイモは輪切りにし，フライパン焼きにした

ものを，乾燥器中（60～70℃）で5～6時間乾燥し分析

用試料とした．以下ソクスレー抽出，液々抽出及びカラ

ムクロマトグラフィー（シリカゲル，7％含水アルミナ

及び1％含水アルミナ）は前報10｝に準じて行なった．

　。従来の蛍光々度計法とHPLC法との比較のための

試験溶液

　試料にサツマイモ（フライパン焼）を用い，シリカゲ

ル，7％含水アルミナ及び1％含水アルミナを行なう3

段階のカラムクロマトグラフィーを従来の操作5｝　”v　ll）

によって行ない，0～SOm£，50～100me……とSom£づ、13

フラクションに分取したそれぞれの濃縮液をn一ヘキサ

ンで4m£とし，蛍光々度計法によるPAH測定用溶液と

し，測定後この溶液を完全に濃縮し，それぞれアセトニ

トリル：水（9：1，V／〉）で1　meとし，　HPLCに

よるPAH測定用溶液とした．測定後各フラクションを

一っにまとめ濃縮し，アセトニトリル：水（9：1，V
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／V）で1　m2とし，　HPLCによるPAH測定溶液とし

た．

　。シリカゲル及びアルミナカラムクロマトグラフィー

処理の比較のための試験溶液

　試料にサツマイモ（生），タマネギ（生）及びナス

（生）を用い，シリカゲル，7％含水アルミナ及び1％

含水アルミナの3段階のカラムクロマトグラフィb・一・一での

HPLC測定値を比較するため次のように試料溶液を分

取した．

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーを行ない濃縮液

をn一ヘキサンで9　m£とし，その3　m2をHPLC用とし，

残り6m尼について前報10｝に準じて7％含水アルミナカ

ラムクロマトグラフィーを行い濃縮液を6　meとし，その

3謡をHPLC用とする．さらに残り3　meについて前報10）

に準じて1％含水アルミナカラムクロマトグラフィーを

行ない，0～SOme，50・・一　100　m2………と50m尼づs分取し

た13フラクションをそれぞれ濃縮し，濃縮液をHPLC

測定用溶液とする。

　各3段階のカラムクロマトグラフィーの完全に濃縮し

たHPLC用溶出液にマイクロピペットを用いてアセト

ニトリル：水（9：1，V／V）で1　meにし，　HPLC

測定用溶液とした。

　②HPLCによる分離及び定量

　充填剤：Lichrosorb　R　P－18，移動相：アセト

ニトリル：水（9：1，V／V）超音波発生装置内に約

10分間放置後使用した．流量：1，0　me／lnin．

　表1に示す通り，それぞれの測定時のPAH励起波長

及び蛍光波長でまず標準PAHの保持時間を調べ，さら

に蛍光強度を測定した．

　次に試料中のPAHの保持時間を同様にそれぞれのP

AHの励起波長及び蛍光波長で調べ，標準のPAHと比

較し，同じ保持時間に検出したものについて蛍光強度を

測定した．

　PAHの定量は，　HPLCに付属の日立P－2500型
クロマトデータ処理装置を用い，ヒ』ク面積法（n法）12）13｝

により行なった．

表1．液体クロマトグラフィーに於ける標準Polycyclic　Aromaちic　HydrocarbonsのRetention　Timeと

　　　測定蛍光波長

PAH
Retention　Time　　Excitation
　　（minit）　　　（nm）

Fluorescence

　（nm）

Pyrene 5，84 319 392

Benzo〔a〕anthracene 6．72 287 386

Fluoranthene 5．07 286 443

1，12－Benzoperylene 14，55 382 418

Benzo〔a〕pyrene 10．31 384 405

Anthracene 4．94 376 400

Dibenz〔a，h〕anthracene 11，58 297 395

Phenanthrene 4．77 291 345

Benzo〔e〕pyrene 9．67 330 388

Fluorene 4．36 278 302

2，3－Benzofluorene 6，20 315 340

1－Methlphenanthrene 5．67 256 368

Perylene 9．80 407 438

Dibenz〔a，c〕anthracene　． 10．28 285 376

9，10－Dimethylbenzo〔a〕anthracene 9．18 296 409

9－Methlanthracene 5．68 347 389

5，12－Dihydronaphthacene 5．38 231 327

Benzo〔k〕fluoranthene 9．12 306 409

Acenaphthene 4．55 306 321

・カラム：Lichrosorb　RP－18（25mm　×4，0mm）

・溶媒：アセトニトリル：水（9：1．V／V）
・流速：1．0謡／min．
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3．結果及び考察

　1）標準PAH溶液についてのHPLC測定

　表1には，それぞれ19種類の標準PAHの保持時間と

その励起及び蛍光のピークを示した．

　表1に示す通り，19種類の標準PAHは全部保持時間

が異なっている．

　しかし，保持時間が近すぎ，測定に影響する可能性も

考えられるので，今後の検討が必要と思われる．

　2）注入容量と定量性

　HPLCにB（a）P標準液（20μ4／me）アセトニトリル

：水（9：1，V／V）溶液を注入した場合の注入量

（7～50μのとピーク面積との間に直線性が得られた

（図1）．

面

積

　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40　　　　　50

　　　　　　　　　　　μ¢　（PPb／injection）

図1，Benzo（a｝　pyreneの注入容量と定量

↓

口’t　；｝口’9 凵f田ポ（mm） 口口 `置11’ ¥9口’i’（mi。）

　　さっまいも（生）から検出された　　　　　　　　　　　　　　さつまいも（生）に

　　1－Methlphenanthrene　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－Methlphenanthrene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を添加したもの

図2．さつまいも（生）における1－Methlphenanthreneの無添加及び添加の

　　　High　Performance　Liquid　Chromatography
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　また，図2に，サツマイモ（生）から検出された，1

－Methlphenanthreneと，これに標準1－Methlph－

enanthreneを添加した際のHPLCによる検出状況を

示した，

3）従来用いた蛍光々度計測定法5）～111！・H・P・LC測

定法との比較
　　　　　　　　　　　　　　　　　　④
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を試料とし，　表2は，サッマイモ（フライパン焼）

得られた同一の0・…　SOme，50～10qπ6……とSOmeつつの

各フラクションについての蛍光々度計の測定値とHPLC

測定値及び各フラクション全部を混合したHPLC測定

値の3種の測定結果を示した．

　検出されたPAHの値はAcenaphthene以外はほぼ

一致した結果が得られた．

　すなわち，従来の蛍光々度計による測定値とHPLC

による測定値には，ほとんど差がないといえよう．

　4）HPLCにおける3種のカラムクロマトによるク

リンアップ状況

　図3は，タマネギのシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー，7％含水アルミナカラムクロマトグラフィー及び

1％含水アルミナカラムクロマトグラフィーの3段階に

おけるHPLCによる5，12－Dihydronaphthacene

の蛍光ピークを例として示した・

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーのみで測定した

ものは，ピークも高く，不純物の影響が見られる．さら

に7％含水アルミナカラムクロマトグラフィーを加えて

HPLC測定を行なったものは，ピー．クも小さく，5，12

－Dihydronaphthacene前後の他の蛍光物質の影響

が少なくなってきている．さらに3番めの1％含水アル

ミナカラムクロマトグラフィーを加えてHPLC測定を

行なったものは，5，12－Dihydronaphthaceneの

ピークはより一層はっきりしている．

　このように，カラムクロマトグラフィー3種によるク

表2．サツマイモ（フライパン焼）の蛍光光度計及びHigh　Perf・・mance　Liq・id　Ch・・m…9・aph・潰11定による

　　　Polycyclic　Aromatic　Hydrocarbons定量値の比較

蛍光光度計 HPLC

PAH
1％含水アルミナカ
宴?Nロマトグラフ
Bー各フラクション
ﾊ　　　（ppb）

1％含水アルミナカ
宴?Nロマトグラフ
Bー各フラクション
ﾊ　　　　（ppb）

1％含水アルミナカ　　　　　　“ラムクロマトクラフ

Bー各フラクション
�ﾜとめた物（ppb）

Pyrene ND※　　　　　　　ND　　　　　　　　ND

Benzo〔a〕anthracene 0，03 0．02 0．02

Fluoranthene 0．32 0．30 0．36

1，12－Benzoperylene ND ND ND
Benzo〔a〕pyrene 0．03 0．01 0．01

Anthracene ND ND ND
Dibenz〔a，h〕anthracene ND ND ND
Phenanthrene ND ND ND
Benzo〔e〕pyrene 0．27 0．22 0．22

Fluorene ND ND ND

2，3－Benzofluorene 0．07 0．10 0．04

1－Methlphenanthrene ND ND ND
Perylene 0．01 ND 0．02

Dibenz〔a，c〕anthracene ND ND ND
9，10’－Dimethylbenzo〔a〕anthracene ND ND ND

9－Methlanthracene ND ND ND

5，12－Dihydronaphthacene ND ND ND

Benzo〔k〕fluQranthene 0．07 O．06 0．05

Acenaphthene 1．58 0．04 0，94

PAH総量 2．60 0．75 1．66

※　ND：Not　detected＜0．01　ppb
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・標準5，12－Dihydrona・　phtacene　　　　・タ7ネギ（生）　　　　　　　　・タ7ネギ（生）

　　　　　　　　　　　　　・シリカゲルカラムを行ったもの　　・シリカゲルカラム，7％含水アルミナカラム

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を行ったもの

　　　　　　　　　。カラム：Lichrosorb　R　P－18（250　mm×4．0皿m）

　　　　　　　　　。溶媒：アセトニトリル：水（9：1，V／V）

　　　　　　　　　・流速：1．0認／min
　　　　　　　　　。5．12－Dihydronaphthacene（47．5ppb）　Ex　229，　Em　327

8あ口1’と1川占重16（m・・）

・タマネギ’（‘E）

・シリカゲルカラム，7％含水アルミナカラム，

1％含水アルミナカラムを行ったもの

図3，タマネギ（生）における5，12－Dihydronaphthaceneの3種類のカラムクロマトグラフィーによる

　　　Cleam－up

リンアップを比較すると，図3に示す通り顕著であった．

　5）表3は，従来のPAH分析に用いた3種のカラム

クロマトのクリンアップ法によるHPLC測定値の比較

である．

　試料には，サツマイモ，タマネギ及びナスを用いた．

　シリカゲルカラムクロマトグラフィー，7％含水アル

ミナカラムクロマトグラフィー及び1％含水アルミナカ

ラムクロマトグラフィーそれぞれの段階におけるHPL

Cの測定結果である。

　クリンアップがシリカゲルカラムクロマトグラフィーのみの

場合，Phenanthrene，　Fluorene，1－Methylphenan－

threne及び5，12－Dihydronaphthaceneの4種類

は図2に示した通り，精製不十分のために測定値が高い．

測定値を最終カラムの1％含水アルミナカラムクロマト

グラフィー測定値と比較すると，約27～1400倍と極端に

高くなっている．このことは，それぞれのPAH個有の

蛍光ピークだけでなく，保持時間が非常に近い蛍光物質

をもだきこんでしまったものと思われる．

　また，7％含水アルミナカラムクロマトグラフィーと

1％含水アルミナカラムクロマトグラフィーの測定値を

比較すると，タマネギのPyrene，　Fluoranthene及び

Phenanthrene以外は，ほとんど両者とも差異が見られ

なかった。

　以上のことから，HPLC測定では，食品の種類によ

（35）
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表3．Polycyclic　Aromatic　Hydrocarbonsのカラムクロマトグラフィー各段階に於ける

　　　High　Performance　Liquid　Chromatography測定の比較

サッマイモ（生） タマネギ（生） ナ　　ス（生）

PAH ※1　　※2　　※3　　※1　　※2　　※3　　※1　　※2　　※3
（ppb）　　　（ppb）　　　（ppb）　　　（ppb）　　　（ppb）　　　（ppb）　　　（ppb＞　　　（ppb≧　　　（ppb）

Pyrene 0．24　　　　0．ll 0．14 0．77　　　　1．52 0．18 1．16　　　 0．21 0．23

Benzo〔a〕anthracene 0．08　　0．03 0．01 0．03　　　　0．04 0．01 0．10　　Trace　　O．01

Fluoranthene 1．47　　　　0．32 0．30 1．87　　　　2．68 0．68 0．91　　　　0．60 0．51

1．12－Benzoperylene 0．02　　0．Ol　　ND馴　　　O．03　　0．02 0．01 0，02　　　　0．01 ND
Benzo〔a〕pyrene 0．01　　0．Ol ND 0．05　　　　0．04 0．03 0．03　　　　0．03 0．01

Anthracene 20．71　　0．03　　Trace　　O．05　　0．01 0．OI 8．89　　0．05　　Trace

Dibenz〔a，h〕anthracene　　Trace　is　Trace　Trace　Trace　　O．01　　Trace　Trace　Trace　Trace

Phenanthrene 56．49　　　0．02 0．04 2．44　　　　0．38 0．07 1．94　　　　0．05 0．03

Benzo〔e〕pyrene 0．09　　　　0．10 0．07 0．15　　　　0．16 0．11 3．30　　　 0．12 0．12

Fluorene 27．91　　ND ND 6．23　　0，05　　Trace　　6．45 ND　　Trace

2，3－Benzofluorene 1．04　　　　0．10 O．02 0．08　　　　0．07 0．05 0．01　　　　0．02 0．04

1－Methlphenanthrene 4．37　　　0．25 0．16 6．08　　　0．72 0．65 2．01　　　0．36 0．21

Perylene Trace　　Trace　Trace　　O．02　　0．02 O．Ol　　Trace　Trace　Trace

Dibenz〔a，c〕anthracene 0．04　　0．02　　Trace　　O．04　　0．03　　Trace　　O．02　　0．03 0．02

9・10－thmeth｝・1　benzo〔a〕anthracene 0．10　　0．04　　Trace　　O．07　　0．11 0．Ol 0．03　　　　0．05 0．01

9－Methlanthracene 1．04　　0．02　　Trace　　O．15　　0．02 O．Ol 0．52　　　0．Ol　　　Trace

5，12－［fihydronaphthacene 5．72　　　0．03 0．02 0．88　　　　0．03 0．05 1．17　　　 0．06 O．O・a

Benzo〔k〕fluoranthene　　O．03　　0．01　　Trace　　O．03　　0．03　　Trace　　O．04　　0．03　　Trace

Acenaphthene 39．45　　　　0．03 0．01 0，16　　　0．23 0．Ol 0．40　　　　0．08 0．Ol

PAH総量 158．83　　　　1．13 0．77　　　19．14　　　6．18 1．90　　　　27．Ol 1．71 1．2；1

※1　シリカゲルカラムクロマトグラフィー

※2　シリカゲルカラムクロマトグラフィー、

※3　シリカゲルカラムクロマトグラフィー、

　　　ナカラムクロマトグラフィー

※4　ND：Not　detected

※5　Trace：〈0．01ppb

7％含水アルミナカラムクロマトグラフィー

7％含水アルミナカラムクロマトグラフィー、 10／6k）水アルミ

っては測定値に多少の違いは見られるが，1％含水アル

ミナカラムクロマトグラフィーは，実用上省略できるこ

とがわかった．

　すなわち，これによって分析時間は6時間前後短縮さ

れる結果となる．

ま と め

①館野ら5）～11あ従来からの野菜類を試料とした

PAH分析方法を用いて野菜類のHPLC測定を行なう

場合，1％含水アルミナカラムクロマトグラフィーを行

なう必要のないことを認めた．その結果，分析時間がH

PLC測定の方が6時間前後短縮できることがわかった．

　②HPLCを行なう際保持時間が測定時に多少異

なるPAHがある．そのために，測定時に常に標準PA

Hを測定し，保持時間を確認する必要があった．
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