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サイクラミン酸及びその塩類 

Cyclamic Acid and Its Salts 

 

サイクラミン酸 

Cyclamic Acid 

 

Ｃ6Ｈ13ＮＯ3Ｓ：179.24 

１．分析法の概要 

食品中のサイクラミン酸及びその塩類は、透析法又は水抽出法で抽出した後、強酸性溶液

中で次亜塩素酸ナトリウムと反応させ、Ｎ, Ｎ─ジクロロシクロへキシルアミンに変換し、

液体クロマトグラフィーにより定量する。（2003年改正、2023年改正）  

 

２．分析法（液体クロマトグラフィー） 

（１）検体の採取と試料の調製  

一般試料採取法を準用する。    

 

（２）試験溶液の調製 

① 抽出 

a 透析法  

試料約 20g1)を精密に量る 2)。次に約 20mL3)の透析内液と混和して流動状とし、少量の透析

内液を用いて透析膜チューブ内に移した後、空気を追い出してからチューブの上端を密封し、

200mL容の目盛り付き容器 4)に入れる。次いでこの目盛り付き容器に透析外液を加えて全量 5)

を正確に 200mL とする。時々、密栓又はフィルム等で覆って目盛り付き容器を転倒混和しな

がら室温で24～48時間透析 6)し、透析終了後の透析外液を抽出液とする。 

b 水抽出法 7) 

試料約 10ｇを精密に量り、水40mLを加えて沸騰水浴中で15分間加熱する。冷却後、水を

加えて正確に100mLとした後、遠心し、上清を分取する。上清10mLを正確に量り、逆相固相

抽出カラムの下に強陰イオン交換固相抽出カラムを接続したものに負荷する 8)。流下後、水

10mL を通して洗浄後、逆相固相抽出カラムを除去する。強陰イオン交換固相抽出カラムに塩

酸（１→100）10mLを通し 9)、流出した液を溶出液とする。 

② 反応操作  

NH・SO3H 



①のaで得られた抽出液10mL又は①のbで得られた溶出液全容量を正確にとり、これに硫

酸試液２mL 及びヘキサン５mL を加えた後、次亜塩素酸ナトリウム試液１mL を加えて１分間

激しく振とうする。水層を除去した後、ヘキサン層に５ｗ／ｖ％炭酸水素ナトリウム溶液25mL

を加えて１分間振とうする。ヘキサン層を分取し、試験溶液とする 10)。 

 

（３）検量線用標準溶液の調製 11)  

サイクラミン酸ナトリウム112.0mgを量り、水を加えて正確に100mLとする。その10mLを

正確にとり、水を加えて正確に 100mL としたものを標準溶液とする（濃度 100µg／mL）。標準

溶液0.5、１、２、10、20及び50mLを正確にとり、水を加えてそれぞれ正確に100mLとし（濃

度 0.5～50µg／mL）、それぞれ 10mLを（２）試験溶液の調製②反応操作の項に従って操作し、

検量線用標準溶液とする。 

 

（４）測定法 

① 測定条件 12)   

紫外可視吸光光度検出器付液体クロマトグラフを用い、次の条件によって測定する。 

カラム充塡剤：オクタデシルシリル化シリカゲル（粒径５µm）  

カラム管：内径4.6mm、長さ150～250mm   

カラム温度：40℃  

移動相：アセトニトリル／水混液（７：３） 

流速：1.0mL／分  

測定波長：314nm 

注入量：20µL 

② 検量線 13)  

検量線用標準溶液を液体クロマトグラフに注入し、ピーク面積から検量線を作成する。 

③ 定量 14～17) 

試験溶液を液体クロマトグラフに注入し、得られたピーク面積と検量線によって試験溶液

中のサイクラミン酸濃度（µg／mL）を求め、次式によって試料中のサイクラミン酸含量（ｇ／

kg）を計算する。 

Ｃ×200 

サイクラミン酸含量（ｇ／kg）＝   （透析法） 

Ｗ×1000 

Ｃ×100 

サイクラミン酸含量（ｇ／kg）＝   （水抽出法） 

Ｗ×1000 

 

Ｃ：試験溶液中のサイクラミン酸濃度（µg／mL） 



Ｗ：試料の採取量（ｇ） 

④ 定量限界 0.005ｇ／kg 

 

試薬・試液等 

１. サイクラミン酸ナトリウム：［特級］（シクロヘキシルアミドスルホン酸ナトリウム） 

２. 塩酸：［特級］ 

３. 塩化ナトリウム：［特級］ 

４. 透析内液：塩化ナトリウム100gを 0.01mol／Ｌ塩酸に溶解して1000mLとする。 

５. 透析外液：0.01mol／Ｌ塩酸 

６. 透析膜チューブ：透析用セルロース製チューブ（平面幅44mm、直径28mm、膜厚0.0203mm）

を適当な長さに切ったものを水で洗浄して片端を結んで閉じる。 

７. 逆相固相抽出カラム（900mg）：オクタデシルシリル化シリカゲル固相抽出カラム

（900mg）。あらかじめメタノール10mL、水10mLを順次通してコンディショニングしたも

のを用いる。 

８. 強陰イオン交換型固相抽出カラム：トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲル固

相抽出カラム（500mg）、アクリルアミド共重合体結合グリセリルプロピルシリル化シリ

カゲル固相抽出カラム（360mg）等。カラムの交換容量が0.1mEq相当のもの。あらかじめ

メタノール10mL、水10mLを順次通してコンディショニングしたものを用いる。 

９. 硫酸：［特級］ 

10. 硫酸試液：硫酸50mLを水50mLに、冷却、かくはんしながら少しずつ加える 18)。 

11. ヘキサン：［高速液体クロマトグラフィー用］又は［特級］ 

12. 次亜塩素酸ナトリウム溶液：［化学用、有効塩素5.0％以上］ 

13. 次亜塩素酸ナトリウム試液：次亜塩素酸ナトリウム溶液を水で２倍に希釈する。 

14. 炭酸水素ナトリウム：［特級］ 

15. ５％炭酸水素ナトリウム溶液：炭酸水素ナトリウム5gを水に溶かして100mLとする。 

16. アセトニトリル：［高速液体クロマトグラフィー用］ 

 

［注］ 

１) 試料のかさが大きいもの、水分を含むと膨張する場合は、試料採取量を５～10ｇに減

らす。 

２) 試料を秤量後に、試料が炭酸又はエタノールを多く含む場合は少量の水を加え加温し

てその大部分を除去する。また、脂肪分を多く含む試料の場合はヘキサン約20mLずつで

２～３回洗浄した後、ヘキサン臭がなくなるまで放置又は加温する。乳化した食品（ピー

ナッツバター、マヨネーズ等）は脱脂操作を省略できる。 

３) 試料と混和して流動状にならない場合は、透析内液を適宜追加する。 

４) 正確に 200mL を量ることができる目盛精度を有する容器。透析チューブの実効長が



15cmの場合は直径（内径）４cm以下がよい。 

５) 試料、透析内液、透析外液の合計量。 

６) 透析膜チューブの実効長約15cmの場合、サイクラミン酸は水分含量の高い食品では24

時間で十分透析されるが、穀類の調製品や魚介乾製品等の水分含量の低い食品及びはっ

酵乳等の乳製品では透析率が低下する傾向があるため、48 時間透析を行う。また、透析

膜チューブとして実効長55cmのものを用いて、密栓できる目盛り付き容器に入れ、チュ

ーブを吊るさずに、30 分毎に容器を転倒する方法では、４時間の透析で、上記の方法と

同等以上の回収率が得られる（注表１）。 

注表１ サイクラミン酸の各種食品での添加回収率＊1 

試料 

透析法１＊2 透析法２＊3 

0.005ｇ／kg添加 0.020ｇ／kg添加 0.005ｇ／kg添加 0.020ｇ／kg添加 

回収率 

（%） 

RSD＊4 

（%） 

回収率 

（%） 

RSD＊4 

（%） 

回収率 

（%） 

RSD＊4 

（%） 

回収率 

（%） 

RSD＊4 

（%） 

たくあん漬け 101.0 3.8 97.7 1.6 101.6 3.2 97.8 0.7 

オレンジジュース 103.1 2.5 98.3 1.7 100.6 4.0 104.1 3.2 

クッキー 104.9 2.8 101.5 3.0 112.7 2.1 106.3 3.8 

ヨーグルト 98.0 3.6 97.4 1.7 95.9 5.3 100.3 5.4 

米酢 94.9 4.1 92.8 1.2 94.4 4.5 95.3 1.8 

＊1  ５試行の平均値、＊2 透析時間４時間、チューブ実効長 約55 cm、 

＊3 透析時間48時間、チューブ実効長 約15cm、＊4 相対標準偏差 

 

７) 澄明な抽出液が得られる試料については、水抽出法を用いることができる。スクリー

ニング試験として、反応操作に抽出液を用い、液体クロマトグラフィーを実施し、検出し

ない場合はこれを分析結果とすることもできる。サイクラミン酸の保持時間にピークが

認められた場合は、カラムによる精製操作を実施する。なお、食酢等のpHの低い食品は、

水抽出法で、固相抽出で回収率が低下する事例が報告されている文献 1、文献 2)。固相抽出カ

ラム負荷前の液のpHを５～７に調整することで回収率が向上する可能性がある文献3)。 

８) タール色素等、比較的極性の高い化合物が多く含まれている場合、強陰イオン交換固

相抽出カラムの交換能力を超えてしまうことがある。このようなときは、抽出液を適時

希釈してからカラムに負荷させるようにする。なお、定量計算の際は希釈倍率を乗じて

含量を求める。 

９) カラム内に空気が入らないように注意する。 

10) エマルジョン生成により試験溶液を採取できない場合は、エマルジョン部分を遠心管

に採取し、必要な場合は適量の硫酸ナトリウムを添加し、遠心後、上清液を採取する。ま

た、エマルジョンを含む全液を、シリンジを用いて加圧してフィルターでろ過すること

により、エマルジョンを取り除くことができる。ヘキサン溶液なので、減圧ろ過するとヘ



キサンが揮発して、濃度が変化するおそれがあるため、減圧ろ過は望ましくない。 

11）検量線用標準溶液の濃度及び数は、必要があれば、直線性が確保できる範囲で、適宜、

変更してもよい。 

12) 測定条件は例示である。分析の際は、サイクラミン酸のピークが妨害ピークの影響を

受けないことを確認する。妨害ピークが認められる場合は、カラムを変更したり、参考法

に示すサイクラミン酸確認分析法や既報文献1、文献4、文献5)の分析法等を参照したりすること

で、できるだけ影響を除いて測定できる分析法を適用する。ただし、希釈して測定する方

法では、導入量を増やさない場合、定量限界濃度が高くなる点に留意が必要である。 

13）必要に応じて、検量線用標準溶液の調製に用いた溶媒を分析し、溶媒由来の夾雑物のな

いことを確認する。 

14) 精度管理では0.020ｇ／kgでの添加回収率を求めることとする。 

15) 本法では、操作の煩雑さ軽減のため、試料体積を含めて定容し、その定容量を含量計

算で乗じている。そのため、固体試料等では試料体積を含めない液量を乗じた値より数％

～10％程度高い定量値となる場合があり、添加回収率が100％を越えて高い場合には、こ

の点が要因の一つとして考えられる。 

16) 本法による添加回収試験の結果を注表２に示す。   

        注表２ サイクラミン酸の各種食品での添加回収率＊1 

試料 

透析法＊2 水抽出法 

0.010ｇ／kg添加 0.010ｇ／kg添加 

回収率 

（%） 

RSD＊3 

（%） 

回収率 

（%） 

RSD＊3 

（%） 

たけのこ水煮 85.3 1.8 97.7 2.4 

チョコチップクッキー 95.1 1.3 95.0 1.6 

ジャム 98.3 1.8 103.8 2.3 

ヨーグルト 91.2 6.0 ─＊4 ─ 

紹興酒 92.6 1.2 ─ ─ 

＊1５試行の平均値、＊2透析時間30時間、チューブ実効長 約15 cm、 

＊3相対標準偏差、＊4─：実施していない 

17) 茶からの抽出物を粉末化した製品等では、（２）②の反応が上手くいかず、本法による

検出が困難であることが報告されている文献4)。こうした試料では、既報文献2、文献4～文献7)の

分析法等を参照し、添加試験でできるだけ回収可能な分析法を適用する。ただし、希釈し

て測定する方法では、導入量を増やさない場合、定量限界濃度が高くなる点に留意が必

要である。 

18) 水に硫酸を入れると激しく反応して発熱して突沸する場合もあるので、氷水等で冷却

し、かくはんしながら少しずつ硫酸を加えることにより、発熱を抑え、突沸しないように

する。 
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参考 

サイクラミン酸確認分析法 

 

１．分析法の概要 

食品中のサイクラミン酸は、液体クロマトグラフィー質量分析又は液体クロマトグラフィ

ータンデム型質量分析により確認を行う。（2023年設定） 

 

２．分析法（液体クロマトグラフィー質量分析又は液体クロマトグラフィータンデム質量

分析） 

（１）検体の採取と試料の調製 

一般試料採取法を準用する。 

 

（２）試験溶液の調製 1) 

サイクラミン酸及びその塩類分析法（２）試験溶液の調製 ①抽出を準用して調製し、a 透

析法で得られる抽出液又はb 水抽出法で得られる溶出液を試験溶液とする。 

 

（３）標準溶液の調製 1) 

サイクラミン酸ナトリウム112.0mg を量り、水を加えて正確に100mLとする（濃度1000µg

／mL）。この液を水で適宜希釈し、定性に適した濃度の標準溶液を調製する。 

 

（４）測定法 

① 測定条件 2､3) 

液体クロマトグラフ質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）又は液体クロマトグラフタンデム質量分析

計（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を用い、次の条件によって測定する。 

カラム充塡剤：オクタデシルシリル化シリカゲル（粒径５µm） 

カラム管：内径2.1mm、長さ150mm 

カラム温度：40℃ 

移動相：メタノール／0.1 vol％ギ酸混液（３：２） 

流速：0.2mL／分 

イオン化モード：ＥＳＩ（－） 

検出法：スキャン（m／z 50～200）、 

選択イオンモニタリング（ＳＩＭ）（モニターイオン：m／z 178） 

選択反応モニタリング（ＳＲＭ） 

（モニターイオン：プリカーサーイオンm／z 178、プロダクトイオンm／z 80） 

注入量：10µL 

② 定性 4) 



試験溶液及び標準溶液をＬＣ－ＭＳ又はＬＣ－ＭＳ／ＭＳに注入し、試験溶液のクロマト

グラム上で、標準溶液で検出されたピークと同じ保持時間にピークが検出されることを確認

する。また、ＬＣ－ＭＳを用いる場合は、このピークのスキャン検出で得られるマススペクト

ルの主なイオンのm／zが標準溶液の主ピークのそれと一致することを確認する。 

 

試薬・試液等 

１. サイクラミン酸及びその塩類分析法の試薬・試液等を準用する 

２. メタノール：［高速液体クロマトグラフィー用］ 

３. ギ酸：［98％、特級］ 

４. 0.1 vol％ギ酸：ギ酸１mLに水を加えて1000mLとする。 

 

［注］ 

１) 質量分析計の感度に応じて適宜希釈又は注入量を減らすこと。 

２) 測定条件は例示である。他のカラム、条件を用いる場合は、サイクラミン酸のピーク

が妨害ピークの影響を受けないことを確認する。 

３) その他の測定条件は各測定機器に従い、標準溶液の強度が最大になるように、あらか

じめ最適化を行う。  

４) 食品中の夾雑物によるマトリックス効果により 確認を見誤るおそれがあるため、別途、

対象試料の試験溶液に検量線用標準溶液を添加し、ピークが検出されることを確認する。 

 

 


