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研 究 報 文

食品中の酸化防止剤に関す る研究

3,5-di-tert.-butye 4-hydroxy-tolueneの 定 量 法 に つ い て

安 井 市 治* 霊 山 満佐子**

    Studies on the Antioxidant in the Foods. 

On the determination of 3,5-di-tert. -butyl 4-hydroxy-toluene.

Ichiji Yasui Masako Yoshiyama

1 緒 言

 一般に食品が酸化する原因は酸素,酵 素,日 光,熱,

その他 β線やy のような放射線のもとに起 こるもの

であ り,酸 化には種 々の型があ ると考えられ る。いず

れ の原因に しても食品の酸化は好ましくない現象であ

り,食 品の色,味,香 り,栄 養価な どの点でいち じる

しく食品を劣化 させ るものである。その意味で食品の

酸化を防止す ることは食品の品質の保持,流 通のため

の保存,そ の他多様化した現代の食生活にみあ う食品

とい う観点か らも必要不可欠なことで あろ う。 酸 化

防止剤のみな らず これ ら食品添加物が人体にとって無

害であることは,添 加物本来の目的と相倹 って必須の

条件である。食品添加物公害が社会問題 として云々さ

れている昨今,使 用 され る添加物の種類および添加量

にす るどい視線をあてる必要があると考えるものであ

る。

 3,5‐di‐tent.-butyl 4-hydroxy-toluene(BHT)は 酸

化防止剤 として数種の食品に一定量の添加が許可 され

ている物質であ り,元 来,石 油製品や ゴム製品の合成

酸化防止剤として開発 された ものであ る。同 じような

目的で開発 された酸化防止剤にBHA(3-tert.-tutyl

4-hydroxy-anisolま たは2‐tort.-butyl-4-hydroxy-

anisolお よび二者 の混合物)が ある。 BHTはBI{A

とのシナジス ト効果が高いため実際にはBHAと 併用

されているのが現状であ る。

Hlf'1'2-F311A3-B}IA

 毒性の点で問題 となるBHTの フェノール性は,オ

ル ト位にあるか さの高い第三 ブチル基や,パ ラ位のメ

チル基 の存在でかな り弱め られ ているものと考えられ

る。 また熱に対す る安定性がたか く,加 熱加工 しても

効力の低下の少ないこと,安 価 であることな どの理由

に より消費量はかな り大 きく,現 在添加を許されてい

る食品 と添加量は次のとお りである。

表1 BHTの 使用規準

魚介冷凍品および鯨冷凍品の浸漬液 ……1kgに つき

                  19以 下

油脂,バ ター,魚 介乾製品,魚

介塩蔵品,乾 燥 うらこしい も

・1kgに つ き0 .2g以 下

チs一 イ ン ガ ム1kgに つ き0.759以 下

*本学食品衛生学研究室 **本学栄養指導研究室

                 1)

 な お 毒 性 に つ い てはW.B. Deichmanお よびJ. J.   
2)                   3)        4}    5)            6)

CIE mme「,1. K. Ka「Plyuk, Brown,青 木, J. C. Dacre,

らの 研 究 が み られ るが 定 見 は な い よ うで あ り,一 般 に

は 急 性 毒 性 は マ ウス に 経 口投 与 し た 場 合LD 50は

1.39g/kg,慢 性 毒 性 に つ い て は 本 品0.2～1%配 合 飼

料 で ラ ッ トを105日 間 飼 育 した 結 果 変 化 を 認 め てい な

い 。FAO/WHOはBHTの 許 容 一一 日摂 取 量 を0～0.5

mg/kgと し て い る 。 トコ フ ェ ロー ル(ビ タ ミ ンE)
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やセサモール(ゴマ油中に存在する〉などの天然酸化

防止剤は使用規準はない(合成品である dL-，α トコ

フエローノレは酸化防止以外の目的に使用しではならな

しつが過量を用いるとかえって酸化を促進したり有害

であったりする。現在，酸化防止剤としてほとんど市

場を独占しているBHT，BHAについては過剰添加に

よる効果の減少は知られていないが，正しい使用法お

よび品質管理という観点から食品中の酸化防止剤の把

握が必要とされるわけである。 BHTの分離，定性，

定量については種々の研究がなされているが決定的な

方法はないといってよい。一般的には有機溶媒による

抽弘水蒸気蒸留法によるぷ鉱)紫ぷ可視，赤外等

光学的方法，薄層クロマトグラフィー，ガスクロマト

グラフィー，カラムクロマトグラフィーによる定量な

どが行なわれている。そこでこれらの分析法を参考と

しながら簡便な分析法について検討を行なったので報

告する。

1. n BHTの酸化防止機構について

自動酸化反応は通常つぎのような素反応にわけられ

る。

自動酸化連鎖の開始

R・または R02・の生成 (1) 

連鎖の進行

R.+Oz一一→R02・ (2) 

R02+RH一一→ROOH十R・ (3) 

R02・+RH一一→ROORH (3)' 

連鎖の分枝

ROOH一一→RO・+OH 但)

連鎖の停止

R02・+R02・一一→非ラジカル (5) 

すなわち開始段階ではラジカルまたはパーオキシラ

ジカルが生成する。つぎの(3)' の段階で、は生成したパ

ーオキシラジカルが末反応の不飽和脂質RHにはたら

いて水素をひきぬき，みずからはハイドロパーオキサ

イドとなるとともに新しいフリーラジカルを作る。こ

のR・は(2)に示されるようにさらにO2と結びついてパ

ーオキシラジカルを生成するゆえ，この反応は連鎖反

応となる。酸化防止剤は水素ひきぬきの段階で連鎖を

切断する役目を果すものである。すなわち連鎖反応に

おける RO・2に水素または電子を与え比較的安定な中

間体とすることである。もし抗酸化分子AHが水素供

与体としてはたらくならば

R02・+AH一一→ROOH+A・ (6) 

となりこれを実際にBHT のはたらきとして考えると

第三ブチル基をBであらわすとき，

食物学会誌・第27号

ルハ
Y
B
十B

 山ひ仇
の如く反応すると考えられA.は共鳴によって安定化

されているので，連鎖移動により新しいラジカルを生

成することはむづかしし、。特に BHTのごとく OH基

がかさばった置換基によって保護されているときにこ

の傾向は大きい。

(6)に示す反応により生じたA・はもう一つのラジカ

ルと反応して非ラジカルとなる。

A.+R02 •一一→ROOA (7) 

0・ o 0 

B-vr)r-B tf 、 B..，( 'rrB 

I "ー~" " +B0
2・ー→ " " 

CH3 cflイ}九COOB 

通常，フェノール系酸化防止剤1モルは200---300

モルのパーオキサイドの生成を妨げると云われている。

E実験および結果

n. I.油脂および水溶液中の BHTの分離と TLC

による定量

大豆油に 200mg/kgの割合で BHTを添加しこれを

検体とする。検体 50gを蒸留フラスコに採り，飽和

塩化マグネシウム溶液 30m1を加えて 160---1700Cの

油浴に浸し 8---10ml/minの速度で水蒸気蒸留を行な

い留液 500m1を得る。 これを分液ロトにとり四塩化

炭素各 5m1， 3 m1， 2 m1で三回抽出し，留出液を合

わせて正確に 10m1となるようさらに四塩化炭素を加

えて検液とする。薄層プレート(メルクのシリカゲル

0.25阻の吸着層を作り 1300C，1hr加熱活性化した

もの〉の下端より 2佃のところに検液10μlを添付し，

つぎの六種の展開溶媒を用いてそれぞれ原点から10佃

の距離まで室温で展開した。

展開条件決定のため用いた溶媒

①ベンゼン

②クロロホルム

③四塩化炭素

④ nーヘキサン

⑤ n ーヘキサン:四塩化炭素 (3: 1) 

⑥シクロヘキサン
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表 2 各展開溶媒による BHTのRf値とスポットの形状

1_< '/ ，-"，/1クロロ|四塩化 1_-1-_......，/1ヘキサン:クロロi
溶媒|ベンゼン|ホルム i炭素|ヘキサオホ/レムe3:'1).-'-1シクロヘキサン

Rf値 I O. 91 I O. 99 I 0鉛 I 0.38 I 055 0.44 

形状|扇平|扇平|楕円|円形ω|やや扇平な楕円|ほぼ完全な円形

展開終了後， リンモリブデン酸溶液(リンモリブデ

γ酸の 20%アルコール溶液〉を噴霧し約800Cの乾燥

器中で10分間加熱する。発色した青紫色のスポットを

ノギスを用いて 0.01阻まで正確に測り，円型または

楕円形の面積を算出す号。スポットの面積と BHT濃

度は比例関係にあるので検量線の作成を行なった。ま

た展開溶媒の種類によるスポットの形状(まとまりの

良さ〉の判定も同時に行ない，溶媒の適否を決定した。

検量線作成については，四塩化炭素 1m1中に BHT

各 0.25n払 0.5n払1.0昭， 1. 5昭， 2.0略を溶かしこ

の 10μlをとり前記条件で薄層クロマトグラフィーを

行なった。溶媒は上記の六種をそれぞれ用い結果は表

2，図4v:こ示すごとくである。

E 
E 

1.0 

0.5 

一→ 0.5 1.0 

Hexane-CCl4mixture 
〆

ノ
ノ

/ .; 

d 

/ 
〆

〆 Crclo
//_/Hexane 

2.0 BHT (mg/ml) 

各展開溶媒については表2のとおりであるが，ベン

ゼγでは横に長く肩平なスポットを見，面積の算出は

困難である。クロロホルムは六種の溶媒中もっとも悪

く，溶媒の上端にそって横にひろがりスポットの形状

をなさない。四塩化炭素では扇平な楕円形でノギスに

よる測定可能，ヘキサγでは良好なスポットながら小

さくまとまってしまい，ノギスでの測定に誤差をもた

らす率が大きいと考えられる。ヘキサン:クロロホル

ムではやや扇平ながら良好にまとまっている。シクロ

ヘキサンはほぼ完全な円形でよくまとまり良好なスポ

ットが得られた。

この結果よりつぎに水溶液から分離した BHTにつ

いて検討を行なった。 BHTを定量的に溶かしたエタ

ノーノレの一定量を水500m1に加える。白濁した BHT

水溶液を四塩化炭素各 5m!，3m!， 2m!で三回抽出し

抽出液を合して，さらに四塩化炭素を加え正確に 10m!

とする。これを検液として前記大豆油と同条件でTLC

セ行なっ士。

表3. 各展開溶媒による BHTの Rf値とスポットの

形状

|四塩化 1_-1-_""" Jヘキサン :.1
溶媒|炭素|ヘキサン1235Tペヘキサン

Rf fj I~o 判。叫-f竺竺39
一一一 1"，，; "，， 1_ rnl _ rn ほぼ完全な
形状|扇平|楕円|楕円| 円形

n， n油脂および水溶液中の BHTのUVによる定量

10mgの BHTを添加した大豆油 50gを蒸留フラス

コに採り， 飽和塩化マグネシウム液 30m1を加えて

160"-' 1700Cの油浴に浸し 8"-'10 m1/minの速度で水

蒸気蒸留を行ない留液 500mlを得る。これを分液ロ

トに移し四塩化炭素各 5m!， 3 m1， 2 mlで三回抽出，

抽出液を合してさらに四塩化炭素で正確に 10m!とし

これを検液⑥とする。

エタノール 10m1に BHT10 昭を溶かした液を水

500 m!によく混和し白濁した水溶液を分液ロトに移

す。四塩化炭素を用いて前記油脂と同様の抽出を行な

い，ここに得た四塩化炭素 10m!を検液⑮とする。検

液@，⑮について，いずれも 1m1中に 50μgの BHT

を含むよう四塩化炭素でさらに稀釈し 278mμ におけ

る吸光度を測定した。回収率は表4に示すとおりであ

り，これを展開溶媒シクロヘキサンによる TLCの回

収率と比較してみた。

表 4.油脂および水溶液から分離した BHTの回収率

⑧大豆油から分離 | ⑮水溶液から分離

T氏による IUVv::. J:る ITLCによる iwによる

97.1% I 92.5% I 96 8.% I 98.0.% 

この結果より上記分離法による回収はかなり効率よ
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く行なわれると思われる。なお油脂の水蒸気蒸留につ

いては留液が 500mlを超えても回収率は向上しなか

った。上記分離法を市販食品の BHT定量に用いるに

ついて天野， )11田，川城らによれば， BHT以外の酸

化防止剤の影響について没食子酸エステル類は水蒸気

蒸留で留出せず，また他のフェノール，クレゾールは

留出しでも薄層プレートに展開することにより影響は

まったくなくなると述べている。

H. m乾燥食品中の BHTの分離定量

H. m. 1検体の作成

馬令薯の可食部をスライスし水洗してあくぬきを行

ない，さらにエーテルで脱脂したのち蒸煮する。これ

にエタノールに溶かした BHTをふりかけてよく混和

し， 70
0
Cで通風乾燥，粉末としてこれを検体とする。

なお BHT添加量は乾燥粉末製品としたとき 1kgに対

して 200昭となるように加える。

H. m. 2溶媒による抽出と TLCによる定量

検体10gをとり乳鉢でさらによく細砕し，これにヘ

キサン，エタノール，エーテル，四塩化炭素をそれぞ

れ加えて 1hr撹持抽出を行ない炉過する。抽出液は

それぞれ減圧濃縮し正確に 10mlとする。その 10μを

とって TLCを行なった。条件は前記同様，溶媒シク

ロヘキサンによる。結果，各抽出溶媒別による回収率

と Rf値を表5に示す。

表 5.各抽出溶媒による回収率

ヘキサン|エタノール!エーテル|1- ::f--iT ';/I~ j1 / -，vl 竺空
Rf値 IO. 43 I O. 48 I O. 95 I 0.86 

回収率ωI61. 4 I 88. 0 I 79. 3 I 100. 4 

前処理段階で脱脂の操作が不完全であると脂肪の妨

害により展開は行なわれず原点に止まったままか，あ

るいは長いテーリングを見るのみであった。したがっ

て市販ポテトフレークについて直接溶媒抽出法による

BHTの分離および TLCによる定量は不適当であるo

H. m. 3 水蒸気蒸留による分離と可視部吸光度に

よる定量

蒸気発生器に純水 1500mlを入れる。検体 0.5gを

さらに細砕して蒸留フラスコに入れ，イソプロパノー

ル 50ml，水 200ml，消泡剤一滴を加えて検体とよく

ふりまぜる。 BHTの呈色反応を妨害するほかのフェ

ノール性物質や酸性化合物を除くため， 2%酸化マグ

ネシウムサスベンジョン 500mlを受器との中間のト

ラップに入れ蒸留フラスコに連結する。 市販食品の

場合とくに漂白した食品は亜硫酸塩を含んでし、ると考
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えられ発色を妨害するのでこの操作は必要である。す

べての継ぎ目をたしかめてから予熱した水蒸気を通じ

る。約 15minで 100mlの留液を得る。留液 50mlを

100mlの分液ロトに採り， ジアニシジン溶液 (3，3'ー

ジメトキシベンシジン 0.5g と活性炭 0.5gをイソプ

ロパノール 100ml中でよく振りまぜ、てから炉過し，

P液 40mlを 100mlフラスコに採り 1N塩酸で 100

mlとする。 この液は用時調製する。)100mlおよび

0.2%亜硝酸ナトリウム溶液(用時調製)5mlを加え

てふりまぜ、る。正確に 10min後にクロロホルム 20

mlを加え約 30secふりまぜ， 1min放置後クロロホ

ルム層を 50ml容フラスコに移し無水硫酸ナトリウ

ム 7'"'-'8gで脱水し直ちに 520mμ における吸光度を

よみとる。対照液はイソプロパノール 50mlを用い試

料と同様に処理したものを用いる。

つぎに 50%イソプロパノール 1ml中に 10μgの

BHTを含む液の 2，4， 6， 8， 10mlをそれぞれ50ml

容のフラスコに採り，さらに50%イソプロパノールを

加えて 50mlとする。これを前記試料と同様の発色と

抽出を行なったのち 520mμ の吸光度を読みとり検量

線を作成する。

包J
巳J

語1.0
..0 
L 。
"' ..0 
〈

(). " 

。一→ 20 40 60 80 100 BHTμg/ml 

BHTの ppmは次式により計算する。

BHT (ppm) = ~×試料吸光度
(50/100)言

ただし F=BHTμg/標準溶液の吸光度

この方法によれば検体からの BHT回収率は平均

94.1%であった。

n. IV市販食品中の BHTの定量

n. IV. 1市販ポテトフレークをさらに細砕しn.

m. 3の水蒸気蒸留法にしたがし、 BHTの分離と発色

の操作を行なったのち 520mμ における吸光度を測定

する。前記計算式にしたがえば市販ポテトフレーク中

のBHTは 79昭/同であった。
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n. N. 2市販ポテトフレーク 50gを蒸留フラスコ

にとり水 200mlおよび飽和塩化マグネシウム 30ml 

を加えよくふりまぜ、る。これを沸謄しない程度の水浴

に浸し蒸気発生器から蒸気をおくって 8~10 ml/min 

の速さで留液 500mlを得る。留液を分液ロトに移し

四塩化炭素各 5ml，3ml， 2mlで三回抽出し抽出液を

合してさらに四塩化炭素を加えて正確に 10mlとする。

この液の 10μlを用いて展開溶媒シクロヘキサンによ

る前記条件の TLCを行なった。結果三個のスポット

を得， それぞれ 2-BHA，3-BHA， BHTのスポット

と合致した。 BHTの含量は前記検量線によれば 76昭

/見であった。

表 6.市販ポテトフレークの TLC

サンフツレ(Rf値)I 

対照(Rf値)I 

BHT 

0.52 

0.52 

I 2-BHA 

0.28 

0.28 

市販ポテトフレーク中の BHT含量は上記二方法と

もほぼ合致し許可量の半分以下である。

n.v市販油脂中の BHTの定量

n. V. 1バター，食用油の TLCによる BHTの

定量

市販パター 50gを石油エーテル 100mlに溶かす。

これを分液ロトに移し 72%エタノール 100mlを加え

てよく振る。エタノール層を採り乾燥炉紙で炉過した

のち 400C減圧下で 5mlまで濃縮する。これを酢酸

エチル各 50mlで二回抽出し抽出液を合して無水硫

酸ナトリウムで乾燥させる。 1p過したのち再び 400C

減圧下で 5ml以下となるまで濃縮しベンゼンを加え

て正確に 5mlとする。 この液 10μlをとり TLCを

行なった。展開プレートは前記シリカゲル薄層，溶媒

シクロヘキサン，発色剤20%リンモリブデン酸アルコ

ール溶液，室温で原点から 10個展開を行なった。市

販バターA，Bの二種について定量を行なったが，

BHTの含量は前記検量線によればサンフ。/レAで 92昭

/1沼，サンプルBでは 38昭/見であった。

表 7.市販バターの TLC

BHT I2占 HA I 3-BHT 

サンプルARf値 I 0.53 I 0.23 0.47 

サンプゆ Rf値 I 053 I 021 0.45 

対照! 0.53 I 0.20 I 0.45 
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市販天ふ・ら油およびサラダ油についても，それぞれ

50gをとり 72%エタノールと共に分液ロト中でよく振

るo 以下上記パターと同様に抽出濃縮の操作を行ない

検液を得る。この検液 10μlについてバター匠様 TLC

を行なったが天ぷら油，サラ夕、、油ともにそれぞれ二個

のスポットを得， 2-BHA， 3-BHAに対応した。 BHT

は含有されていないものと思われる。

n. V. 2 バターの可視部吸光度による BHT の

定量

パター 50gを石油エーテルに溶かしたのち乾燥P紙

で炉過する。これを蒸留フラスコに移しイソプロパノ

ール 50ml，水 200ml，消泡剤一滴を加えて検体とよ

く混和する。 20%酸化マグネシウムサスベンジョン

50mlを入れたトラップを受器との聞に連結し水蒸気

を通じ， 約 15minで 100mlの留液を得る。留液の

50mlを 100mlの分液ロトに採り，ジアニシジン溶液

(前記)10mlおよび 0.2%亜硝酸ナトリウム液(前

記)5mlを加えてふりまぜ、正確に 10min後にクロロ

ホルム 20mlを加えて再びふりまぜ、て 1min放置す

る。のち， クロロホノレム層を 50ml容フラスコに移し

無水硫酸ナトリウム 7，，-，8gで乾燥， 直ちに 520mμ

における吸光度を読みとる。その結果前記計算式によ

れば， BHTの含量はサンプノレAで 89時/kg，サンプ

ル B40時/同であり許可量の%ないし%以下であっ

た。また，この結果はn. V. 1の TLCによる結果

とほぼ合致する。

E 要 約

1. 大豆油および水溶液中の BHTを水蒸気蒸留法，

溶媒抽出法で分離し TLCによる定量を行なうとき，

スポットの面積と BHT濃度は比例関係にあり，し

たがってスポットの形状がよく面積の算出が容易で

ある展開溶媒はベンゼン， クロロホルム，四塩化炭

素，ヘキサン， ヘキサン:四塩化炭素 (3: 1)， シ

クロヘキサンの六種のうちシグロヘキサンが最も良

好であった。

2. 大豆油および水溶液中の BHTを分離し， TLC 

により定量したところ回収率は約97%UVによる定

量では平均95%の回収率をみた。

3. 馬令薯に BHTを添加，乾燥粉末とした製品から

四塩化炭素で抽出， TLCにより定量したところ回

収率は 100%であった。また，同検体より水蒸気蒸

留でBHTを分離し， 520mμ の吸光度による定量で

は回収率は94%であった。

4. 市販食品中(バター，ポテトフレーク等〉の BHT
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の定量の結果は TLC，UV，可視部吸光度ともにほ

ぼ一致する。

なお， IR， NMRによる検索に到らなかったことを

残念に思う。
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