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問題発生時の試験法導入（１）－レトルトカレー中の

ポリソルベート試験法
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ポリソルベートは，食品添加物として国内で使用が認められていない化学物質である．これが

県内事業者が輸入したレトルトカレーから検出された．そのため緊急にポリソルベートを検査す

ることが求められた．そこで試験法を検討し，併せてＧＬＰに対応したＳＯＰの作成及び実検体

への適用を行ったところ，次のような知見を得た．

１）公定法の導入とそれ以外の試験法の導入に至る手法の違いが明らかとなった．

２）薄層クロマトグラフを用いた限度試験としてのポリソルベート定性試験法が確立できた．

３）チオシアン酸コバルト発色による吸光度を測定する定量試験法が確立できた．

４）これらの試験法の限界を明確にし，精度管理を行うことで，ＧＬＰに適合したＳＯＰを作成できた．

以上のことから，緊急に試験法を導入する場合のモデル化を行うことができた．

キーワード：ポリソルベート（ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル ，食品添加物，ＧＬＰ，）

ＳＯＰ（標準作業書）

はじめに

ポリソルベート（ポリオキシエチレンソルビタン

脂肪酸エステル）は，食品添加物として国内では使用

が認められていない．が，海外では食品添加物として

認めている国もあり，また，国内でも化粧品の乳化剤

等での使用が認められている化学物質である．平成１

３年７月，タイで製造され輸入されたレトルトカレー

から，このポリソルベートが検出された．この商品は

三重県に本社をもつ事業者により輸入されており，県

． ，はこの商品の回収を命令した これにあわせて緊急に

行政として対象商品を含む類似食品のポリソルベート

含有の有無の確認を行う必要がでてきた．しかし，こ

れまで当部ではポリソルベートを測定することはな

く，ＧＬＰ（Good Laboratory Practice :食品衛生検

査における信頼性を確保するための業務管理） に対１）

（ ） ．応できるＳＯＰ 標準作業書 を持ってはいなかった

そこで著者らは緊急に試験法を検討し，試験法の導入

とＧＬＰに適合したＳＯＰの作成及び実検体への適用

を行うにあたり検討した結果，若干の知見を得たので

報告する．

材料と方法

１．試料

試料には，とうがらし成分を含む又は含まないレト

ルトカレー及びカレールーを用いた．

２．標準試薬等

， ，各ポリソルベート標準品：ポリソルベート 20 40
， （ ， ， ， ）は和光純薬工業㈱製60 80 Tween20 40 60 80
化学用を，ポリソルベート （ ）は㈱ナカラ85 Tween85
イテスク社製を，ポリソルベート （ ）はシ65 Tween65
グマアルドリッチ社㈱製を用いた．

類縁物標準品：ポリオキシエチレンセチルエーテル

（ ）は和光純薬工業㈱製化学用を，ポリエチレBrij58
ングリコールモノオレイルエーテルは東京化成工業㈱

製（ｎ≒ ）を用いた．20
ポリソルベート，ポリオキシエチレンセチルエーテ

ル及びポリエチレングリコールモノオレイルエーテル

標準溶液：ポリソルベート ，ポリオキシエチレン80
セチルエーテル又はポリエチレングリコールモノオレ

イルエーテル を，それぞれジクロロメタン100mg
に溶かしたもの（各 ）100mL 1mg/mL

チオシアン酸コバルト試薬： 定量用）チオシアン（



酸アンモニウム ｇ，硝酸コバルト６水塩 ｇ及び50 15
．塩化ナトリウム ｇを水に加え としたもの25 250mL

（定性用）チオシアン酸アンモニウム ｇ，硝酸コ3.5
バルト６水塩 ｇを水に加え としたもの．0.56 20mL
ドラーゲンドルフ試薬：塩基性硝酸ビスマス ｇ1.7

を ％酢酸に加えて としたものから を20 100mL 10mL
40 10mL 40mLとり， ％ヨウ化カリウム試液 及び酢酸

を水に加え としたもの．250mL
ＴＬＣ展開溶媒：①ジクロロメタン ，メタ110mL

ノール ，アセトン 及び水８ を混合し40mL 30mL mL
たもの．②クロロホルム ，イソプロパノール160mL
20mL 20mL 28 mL，メタノール 及び ％アンモニア４

を混合したもの．③ プロパノール ，クロロn- 100mL
ホルム ，メタノール 及び ％アンモニ100mL 30mL 28
ア を混合したもの．④クロロホルム ，10mL 220mL
メタノール ，酢酸 及び水６ を混合し24mL 24mL mL
たもの．

ＴＬＣ洗浄溶媒：ジクロロメタン ，及びア200mL

セトン を混合したもの．100mL

60シリカゲル薄層板：メルク社製キーゼルゲル

（ × ．使用前にジエチルエーテルで上端200 200mm）
まで展開し乾燥させる．

カラムクロマトグラフィー用アルミナ：メルク社製

90アルミナ

アルミナカラム： ℃で 活性化したアルミ135 12hr

ナ ｇをガラスカラム（ × ）に酢酸10 20mmi.d. 300mm

エチルで湿式充填し，無水硫酸ナトリウム ｇを層10

積したもの．

３．分光光度計および測定条件

装置：㈱島津製作所製ＵＶ１６００ＰＣ

光源：タングステンハロゲンランプ

測定モード：ＡＢＳ

nm測定波長：６２４

対照液：ジクロロメタン

４．試験溶液の調製方法

) 試験溶液の調製1
試料 ｇに無水硫酸ナトリウム ｇ，５％メタノ10 25

ール酢酸エチル溶液 を加え，ホモジナイズ50mL

（ ） ， （ ） ，5000rpm,5min 3000rpm,10min後 遠心分離 し

上澄液を分取する．この残さに５％メタノール酢酸エ

チル溶液 を加え再度抽出を行う．これを２度行50mL

う．分取した上澄液をあわせ，無水硫酸ナトリウムに

n- 30mL n-よる脱水後濃縮乾固し ヘキサン に溶解し， ，

ヘキサン飽和アセトニトリル による抽出を２度30mL

行う．アセトニトリルをあわせて濃縮乾固し，酢酸エ

チル５ に溶解し，これを酢酸エチル で洗mL 100mL

100mL浄したアルミナカラムに添加し，酢酸エチル

1+1 150mLで洗浄した後，酢酸エチル・メタノール( )

で溶出させる．この流出液を濃縮乾固し，ジクロロメ

タンで１ としたものを試験溶液とする．mL

) 吸光度用試験溶液の調製2
0.5mL 10mL試験溶液 を採り，ジクロロメタンで

とした後５ を分取し，チオシアン酸コバルト試液mL

（定量用）５ を加え，５分振とうし，静置後ジクmL

ロロメタン層を分取し試験溶液とする．このとき試験

溶液が清澄でない場合はフィルターろ過する．

) 吸光度検量線用標準液の調製3
ポリソルベート標準溶液を０～ を分取しジ2.5mL

クロロメタンで５ とした後吸光度試験溶液の調製mL

と同様に処理する．

) ＴＬＣ定性試験4
ＴＬＣ薄層板にポリソルベート，ポリオキシエチレ

ンセチルエーテル及びポリエチレングリコールモノオ

20レイルエーテル標準溶液 及び試験溶液をそれぞれ，

スポットしＴＬＣ展開溶媒で 以上展開をμ L 130mm

行った後乾燥させる．発色は，ドラーゲンドルフ試薬

を噴霧してスポット確認し，その後，チオシアン酸コ

（ ） ．バルト試液 定性用 を噴霧してスポットを確認する

実験結果および考察

１．ＧＬＰ／ＩＳＯ９００２が求める試験法の条件

及びその他の条件

試験方法を検討するに当たって考慮すべき，食品衛

生法に基づくＧＬＰ基準は表１＊１に示す①から③の

法令であり，ＩＳＯ９００２のそれは「ＩＳＯ９００

２に基づいて作成された」品質マニュアル以下の文書

である．

また，これら以外に考慮すべきは，対象物質の基準の

有無及び基準値である（これは，ＩＳＯ９００２では

データの利用者（顧客）の要求事項に該当する ．こ）

れらを整理したものを表１に示す．これを，今回のポ

リソルベート試験法で具体的に表現すると，１）検査

実施までに試験法が作成され承認を受けていること．

２）対象試験品に「カレー」を含むこと．３）作成し

た試験法で添加回収試験（ｎ＝５以上）を行うこと．

４）定量法にあっては ～ ％の範囲に極力ある70 120

こと．５）不許可添加物であるため同定性に優れてい

ること．６）試験に用いる機械器具（測定機器や前処

理に用いる精製カラム等）の条件が明確であること．

６）検出限界が より優れていること（顧客0.1mg/mL

の要求事項 ．７）２週間以内に実施可能となること）

（顧客の要求事項 ．となる．）

これらを踏まえて試験法の検討を行った．



項 目 内 容  根拠規格 根拠規格の種類
＊１

１ 文 書 化
＊２ 試験法標準作業書（ＳＯＰ）の作成 ＧＬＰ／ＩＳＯ ①，④

試験品受入れの文書化 ＧＬＰ／ＩＳＯ ①，②，④

記録の様式（作成方法） ＧＬＰ／ＩＳＯ ①，④

ＳＯＰ構成要件の記載方法 ＩＳＯ ④

２ 審査・承認 試験法の審査承認 ＩＳＯ ④

３ 精度管理 添加回収試験 ＧＬＰ ③

４ 通知書記載事項 検出限界又は定量限界 ＧＬＰ／ＩＳＯ ②，⑤

５ 適用範囲 対象試験品 ＧＬＰ ①

６ ＳＯＰ構成要件 試薬等の選択及び調製の方法 ＧＬＰ ①

試料の調製方法 ＧＬＰ ①

機械器具の測定条件（操作方法） ＧＬＰ ①

検査の実施方法 ＧＬＰ ①

７ 統計的手法 Ｚスコア ＧＬＰ／ＩＳＯ ③，④

標準偏差 ＧＬＰ／ＩＳＯ ③，④
＊１ ①食品衛生法施行規則第１８条の２の２

②食品衛生検査施設における検査等の業務管理について（平成９年１月１６日衛食第８号）
③食品衛生検査施設等における検査等の業務の管理の実施について（平成９年４月１日衛食第117号）
④ＩＳＯ９００２：１９９４に基づく三重県科学技術振興センター保健環境研究部品質マニュアル
⑤本試験法による結果を利用する顧客の要求事項（ＩＳＯ９００２：１９９４による）

＊２ その他の文書は既存のもの併用        

表 １ ＧＬＰ／ＩＳＯ９００２等が試験法に求める内容

２．試験法の検討経過

， ，ポリソルベート試験法を検討するにあたって まず

過去の文献を検索した．幸いにもポリソルベートは，

過去の「激辛ブーム」のとき，同様の問題を発生させ

ていたため，当時の論文 を容易に入手できた．ま２）３）

た近年でも，いくつかの発表 が行われている．４）

これらを踏まえポリソルベート試験法を検討する場

合注意すべき事項としては１）公定法はない，２）不

許可添加物であるため検出されれば，法的処置が必要

になる，３）ポリソルベートは１種類ではなく，結合

数及び脂肪酸の種類により多くの種類がある，４）そ

れぞれの標準品にも，副生成物として脂肪酸エステル

（ ）を含む，５）類縁物質が多く，それらのなかSpan

には海外で食品添加物として使用されているものもあ

る．という点である．これらの問題に対応するため，

ａ）ポリソルベートの１つの標準品に対する「当量」

を考える，ｂ）個別のポリソルベートを測定して総和

を出すのではなく，反応基（ポリオキシエチレン基）

の反応を測定することで総和とする，３）類縁物質の

区別のため薄層クロマトグラフィーを利用する，４）

そのため定性試験法及び定量試験法の２つを考える，

５）同定性の信頼度を高めるため複数の確認手法を実

施できるようにする，６）定性試験法と定量試験法の

検出限界は同一とする，７）期限内に作成するため．

， ．文献を重視し対象試験品も目的のものに限る とした

図１には，一般的な試験法検討の流れを示す．今回

もこれに従い検討を行った．

３．標準添加限度試験（定性法）

ポリソルベート ，類縁物質のポリオキシエチレ80

ンセチルエーテル（ ）及びポリエチレングリコBrij58

ールモノオレイルエーテルをそれぞれ とな0.2mg/mL

10 20 30 Lるようジクロロメタンで調製したものを ， ， μ

， ， ，スポットし あわせて標準溶液( )を1.0mg/mL 10 20

， ， スポットし，ＴＬＣ展開溶媒①を用50 100 200 Lμ

いて薄層クロマトグラフを行い，これをチオシアン酸

コバルト試薬（定性用）及びドラーゲンドルフ試薬に

よる発色を行った．

発色は，いずれも類縁物質のほうが良好であった．

ポリソルベート の発色は，ドラーゲンドルフ試薬80

では標準溶液 で定常的に発色が確認できた．10 Lμ

ただ，チオシアン酸コバルト試薬を用いた発色は，判

定するのに困難であった．そこで （ ） を20 L 2.0mgμ

検出限度とした．

これは，図１中の試験方法の検討（２）及び（８）に



（＊は公定法の場合に不要となる検討部分）
試験法に求める条件の確認

既存文献の検索及び入手 文献が公定法にあたるかどうかが重要

通例，標準品の入手には時間がかかるため
標準品の入手 可能な限り，早急入手手続きを行う．

この時点では，ＳＯＰの体裁は不要だが，
試験方法の検討（試験法標準作業書原案の作成） 後の利便性を考え準用可能な体裁がよい．

検討で用いる分を含めて準備．また，試薬
必要試薬等の入手・調製 有効期間設定のため調製試薬等は使い切ら

ないほうがよい．

公定法では指定された条件で（７）を実施
試験方法の検討（１）測定条件の設定（機器や定性法）＊ 定性法では（４）同定性にも注意する

公定法では指定された値で（８）を実施
（２）定量限界・検出限界の設定＊ 標準品による設定

公定法では指定された範囲
（３）検量線範囲の確認（定量法）＊ 標準品による確認

公定法では標準添加回収試験で代用
（４）妨害成分の確認＊ 「試験品成分」と「類縁物質等の類似反応

物」の両者を検討する．
公定法では指定されている．

（５）精製方法及び条件の設定＊ 分画範囲や抽出回数含む．
部分回収率等を利用するとよい．
分離出来ない場合は「適用条件」として除

（６）妨害成分との分離方法の確定＊ 外規定を定める．

妨害成分の分離の程度も勘案して決定す
（７）測定条件の確定（機器や定性法） る．

（８）定量限界・検出限界の確定 妨害成分の影響も勘案して決定する．

検討した試験品から合理的に推定．
（９）適用範囲の確定

規定された書式に従い，記録様式を含めて
試験法標準作業書案の作成 作成

定量法の場合ｎ＝５以上実施する．
標準添加回収試験の実施 （統計処理に利用するため）

定性法では，同定妨害物質との分離状況を
確認する．
評価を含む．

標準添加回収試験結果の処理 定量法の場合，統計処理を実施

規定された手続きによる．
試験法標準作業書の承認 記載漏れ，誤解を生じる表現も確認

図 １ 試験法検討の手順



該当する．

４．薄層クロマトグラフにおける分離

ポリソルベートとして主に流通しているポリソルベ

ート 類縁物質のポリオキシエチレン20,40,60,65,80,85,

セチルエーテル（ ）及びポリエチレングリコーBrij58

ルモノオレイルエーテルの分離条件を検討した．すな

わちＴＬＣ展開溶媒①から④及びＴＬＣ洗浄溶媒でポ

リソルベートと類縁物質とのＲｆを比較した．その結

果 ， 展 開 溶 媒 の す べ て で ポ リ ソ ル ベ ー ト

のＲｆは，ほぼ同一であった．ＴＬ20,40,60,65,80,85

Ｃ洗浄溶媒ではポリソルベート，類縁物質ともにほと

んど移動しなかった．ポリソルベートと類縁物質との

分離は，展開長を長くすれば展開溶媒①から④で可能

であったが展開溶媒①で最も良好であった．このこと

から展開溶媒①及び他の展開溶媒を用いることにより

複数の薄層クロマトグラフによる定性が可能であっ

た．ポリソルベート，類縁物質を展開後，ドラーゲン

ドルフ試薬で発色させたクロマトグラムを図２に示

． ， （ ），（ ），（ ）す これは 図１中の試験方法の検討 ４ ５ ６

及び（７）に該当する． 図 ２ 薄層クロマトグラフィー
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薄層：キーゼルゲル60(200×200mm)
展開溶媒：ジクロロメタン：メタノール：アセトン：水
                   (110:40:30:8)
1:ポリソルベート20 (Tween20)
2:ポリソルベート40 (Tween40)
3:ポリソルベート60 (Tween60) 
4:ポリソルベート65 (Tween65)
5:ポリソルベート80 (Tween80)
6:ポリソルベート85 (Tween85)
7:ポリオキシエチレンセチルエーテル(Brij58)
8:ポリエチレングリコールモノオレイルエーテル

9:カレー（対照品）
10:タイカレー（対照品）

５．チオシアン酸コバルトによる吸光度曲線及び検量

線

ポリソルベートの吸収波長をみると，表２に示すと

623.50おりチオシアン酸コバルト試液による場合は

－ に極大吸収波長が，ドラーゲンドルフ試624.00nm

薬では － にあり，ややドラーゲンド494.00 497.50nm

ルフ試薬のばらつきが大きかった．また，吸光度はド

ラーゲンドルフ試薬が，チオシアン酸コバルト試液に

よる方法より良好であったが，試料によっては試験溶

液が黄色のものがあるため，吸光度はチオシアン酸コ

バルト試液によるものとした．類縁物質は，定性法に

よる場合と同じくポリソルベートより高感度であっ

． ， ，た － の範囲でポリソルベート0.1 0.5mg/mL 80 85

類縁物質の検量線を作成したところ表３に示すとおり

良好な直線関係が得られた．これは，図１中の試験方

法の検討（１ （２）及び（３）に該当する．），

測定波長(nm) 吸光度(ABS) 測定波長(nm) 吸光度(ABS)

ポリソルベート８０ 624.00 0.959 494.00 3.612

ポリソルベート６０ 623.50 0.948 496.00 3.010

ポリソルベート４０ 623.50 0.963 496.50 3.010

ポリソルベート２０ 623.50 0.993 496.50 2.737

ポリソルベート８５ 624.00 0.547 497.50 1.327

＜類縁物質＞
ポリオキシエチレン
セチルエーテル

623.00 1.945

ポリエチレングリコール
モノオレイルエーテル

624.00 1.962

表 ２ ポリソルベート等の吸光度

標準試薬

チオシアン酸コバルト試薬
による発色

DD試薬による発色（参考値）



測定波長(nm) 相関係数(r=) 測定波長(nm) 相関係数(r=)

ポリソルベート８０ 624.00 1.000 496.00 0.998

ポリソルベート８５ 624.00 1.000 496.00 0.995

＜類縁物質＞
ポリオキシエチレン
セチルエーテル

624.00 1.000

ポリエチレングリコール
モノオレイルエーテル

624.00 1.000

表 ３ ポリソルベート等の検量腺

標準試薬

チオシアン酸コバルト試薬
による発色

DD試薬による発色（参考値）

６．アルミナカラムの溶出画分及び回収率

文献 から，シリカゲルカラムよりアルミナカラ２）３）

ムで良好な分離結果が得られるとのことであったので

前処理にはアルミナカラムを用いることとした．この

カラムの溶出画分及び回収率について検討を加えた．

ポリソルベート ポリオキシエチレン20,40,60,65,80,85,

セチルエーテル及びポリエチレングリコールモノオレ

イルエーテルの溶出画分とポリソルベート の回65,80

収率を表４に示す．酢酸エチル ではいずれの100mL

物質も溶出されなかった 酢酸エチル：メタノール １． （

100mL：１）では標準によりやや違いはあるものの

， ．までにすべてが溶出し 回収率も良好な結果であった

ただ，ポリソルベートと類縁物質の分離はできなかっ

た．前述のとおり薄層クロマトグラフによる定性では

分離が可能であったが，比色法による定量では分離で

きないことから，定量法の適用には定性法の実施が必

要となった．

， （ ），（ ） （ ）これは 図１中の試験方法の検討 ５ ６ 及び ９

に該当する．

酢酸エチル 回収率

100mL 40mL 40mL 20mL 20mL 20mL (%)
ポリソルベート８０ × 92.5 5.0 2.5 × － 96.0
ポリソルベート６０ × 97.4 2.6 ＋ × － －
ポリソルベート４０ × 100 ＋ ＋ × － －
ポリソルベート２０ × 90.4 6.4 3.2 × － －
ポリソルベート８５ × 100 ＋ ＋ × － －
ポリソルベート６５ × 100 ＋ ＋ × － 94.3

＜類縁物質＞
ポリオキシエチレン

セチルエーテル
× 100 ＋ ＋ × × －

ポリエチレングリコール
モノオレイルエーテル

× 100 ＋ ＋ × × －

注） ＋：0.1%以下で検出， ×：不検出， －：測定せず

酢酸エチル：メタノール（１：１）

表 ４ アルミナカラムの溶出条件

溶出試薬

７．定量法の検出限界

比色法の検出限界は，試験溶液の状態を含めて検討

する必要がある．そこでカレー及びカレーペーストの

妨害の確認を行った．その結果を表５に示す．その結

果から表５の注２の式 を用いて検出限界を５ ）

とした．この検出限界濃度を添加した結果0.05mg/mL

も良好であった．この吸光度曲線を図３に示す．

これは，図１中の試験方法の検討（４）及び（８）に

該当する．

８．標準添加回収試験（定量法）

ここまでの結果から「試験法標準作業書案」を作成

し，これにあわせて標準添加回収試験をおこなった．

ここでは試験法標準作業書の記入不足や誤記入を確認

する意味もある．

実施した標準添加回収試験は，試料 ｇにポリソ10

ルベート 標準溶液を４ ( ) 添加し十分に80 mL 0.4mg/g

溶媒を揮散させた後，４．試験溶液の調製方法に従っ

て処理し，比色法によって測定した( )． その平n=6

均値は 標準偏差は ％で良好な結果が得ら93.36% 5.57



発色処理前 発色処理後 試験溶液
ポリソルベー

ト
換算値発色

ブランク補正
(abs) (abs) (abs) (mg/mL) (mg/mL)

１ カレー 国内産 0.002 0.026 0.108 0.058 0.044
２ カレー 国内産 0.002 0.010 0.095 0.051 0.046
３ カレー タイ 0.002 0.016 0.095 0.051 0.043
４ カレー タイ 0.001 0.024 0.113 0.061 0.048
５ カレー タイ 0.001 0.025 0.114 0.062 0.048
６ カレーペーストマレーシア 0.005 0.022 0.111 0.060 0.048
７ カレーペーストマレーシア 0.005 0.011 0.096 0.052 0.046
注１）対象：ジクロロメタン
注２）検出限界：0.026＊2√3=0.0901(ABS)≒0.0474(mg/mL)≒0.05(mg/mL)

吸光度 検出限界濃度添加(0.05mg/mL)

表 ５ カレー（ペースト）の妨害の確認

原産国サンプル

れた．これらの結果から，Ｚスコア 演算式を設定す６）

ると，

93.4 5.57ｚ＝｜ｘ－ ｜／

となる．これは，試料の種類や繰返し回数が少ないた

め，以後に修正する必要はあるが，だいたいの目安と

しては十分な式である．

これは，図１中の「試験法標準作業書案の作成」から

「標準添加回収試験結果の処理」に該当する．

３から８までの事項が，試験法を具体化するのに必

要な検討内容である．ポリソルベート試験法では，こ

れを２週間で行う必要があった．今回，最も時間的に

大きかったのは，標準品の入手であった．そのため他

の項目の検討期間が短くなった．このことは，緊急的

な試験法導入の問題点と言える．しかしながら，その



時間を利用して導入計画や文書化の準備等を行うこと

で，最終的な時間の短縮が可能であった．

９．実検体への適用

本法をレトルトカレー８件，カレーペースト２件及

びポリソルベートが添加されていることが既知のカレ

ー５件に適用したところ，レトルトカレー及びカレー

ペーストからポリソルベートは検出されなかった．ま

た，ポリソルベートが添加されていることが既知のカ

レーのすべてからポリソルベートが検出された．その

値は，製造レシピから求めたポリソルベート含量と，

ほぼ一致した．なお，ポリソルベートは原料のパプリ

カ色素に添加されていたとのことであった．

まとめ

ポリソルベートの試験法を検討し，併せてＧＬＰに

対応したＳＯＰの作成及び実検体への適用を行ったと

ころ，次のような結果を得た．

１）公定法の導入とそれ以外の試験法の導入に至る手

法の違いが明らかとなった．

２）薄層クロマトグラフを用いた限度試験としてのポ

リソルベート定性試験法が確立できた．

３）チオシアン酸コバルト発色による吸光度を測定す

る定量試験法が確立できた．

４）これらの試験法の限界を明確にし，精度管理を行

， ．うことで ＧＬＰに適合したＳＯＰを作成できた
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