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報 文

清 酒 中 の 安 息 香 酸 の 分 析

北 田 善 三*・ 蓮 池 秋 一*・ 佐 々 木 美 智 子*・ 谷 川 薫*

Analysis of Benzoic Acid in Sake
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and Kaoru TANIGAWA*
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Benzoic acid was detected by ten ppb level in sake and identified using a gas chromatograph-
mass spectrometer. A method for measuring the benzoic acid content of sake and raw materials was

investigated. This method was based on liquid-liquid extraction with ether, cleaning up by silica

gel column chromatography and gas chromatographic analysis with Thermon 1000-H3PO4(5+0.5%)
glass column. The origin of benzoic acid in sake was investigated through the manufacturing process.
It was suggested that the greater amount of benzoic acid came from polished rice as raw material,
but a small part of benzoic acid might be produced by microbe in koji and moromi. Benzoic acid

in whole rice extremely decreased in proportion to the increase of polishing of rice and the decrease
of crude lipid.

(Received Jun. 25, 1981)

食品添加物の合成保存料の一つであ る安息香酸(BA)

は,食 品中に広 く分布 し て いる。す な わ ち,発 酵乳に

5～20ppm1),脱 脂粉乳 に1～60 ppm2),チ ーズに1.6～

40.6ppm3),み そに0.35～11.6ppm,し ょう油 に4.30

ppm,大 豆に0.81～2.00ppm,,米 に0.3ppm4)そ れ ぞ

れ含まれている。著者 らも食品中のBAの 分布を調べて

い く過程で,清 酒 にBAの 含有 を認 めた。清酒か らBA

を検出 した報告 はまだない。そ こで,清 酒 中のBAを ガ

スクロマ トグラフィー-マススペ ク トル(GC-MS)で 同定

し,分 析法を検討 し,BA含 量 を調査する とともに,その

由来についても,原 料および製造過程での生成 の両方に

ついて検討 した。 また,米 中のBAに ついても若干の知

見を得たので 報告する。なお,食 品中に分布す るBAと

して,従 来 よ り遊離型 のBAを 対象 としてお り,今 回,

著者らも金属塩を含 めた遊離 型BAを 調査対 象と した。

実 験 方 法

1. 試 料

試 料 と して,清 酒 お よ びそ の中 間 製 品 な らび に原 料 の

米 と種 麹 を 用 い た。 原 料 米 は 一般 米 と して奈 良 県 産 の秋

津 穂 を,酒 造 好 適米 と して 兵 庫 県 産 の 山 田錦 を用 い た。

2. 装 置

ホ モ ジ ナ イザ ー:(株)日 本 精 機 製 作 所 製AM-7型

ガ ス ク ロマ トグ ラフ:(株)島 津 製 作所 製GC-4CM型

(FID検 出 器付)

ガ ス ク ロマ トグ ラフ ィー質 量 分 析 装 置:(株)島 津 製 作

所 製7000型 お よび6020型(SCAP 1123デ ー タ処 理 機

付)

3. GC条 件

カ ラム:Thermon 1000-H3PO4(5+0.5%)Chromo-

sorbW(AW/DMCS) 60～80メ ッシ ュ,3mm×2m

ガ ラ ス製,カ ラム温 度:210℃,注 入 口温度:250℃,キ

ャ リヤ ー ガス(N2)流 速:50ml/min, Sensitivity: 102

MΩ, Range: 0.01V,注 入 量:4μl

4. GC-MS条 件

(1) 原 料米 抽 出物 の場 合
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装 置:7000型,カ ラ ム:DEGS-H3PO4 (2+0.5%)

Chromosorb W (AW/DMCS), 80～100メ ッシ ュ,3

mm×3mガ ラ ス製,カ ラム 温 度:170℃.注 入 口温 度:

250℃,セ パ レー タ ー温 度:270℃,キ ャ リヤ ー ガ ス(He)

流 速:30ml/min,イ オ ン化 エ ネル ギ ー:20/70eV,イ

オ ン化 電 流:60μA

(2) 清 酒 抽 出 物 の 場 合

装 置:6020型,カ ラ ム:Thermon 1000-H3PO4(5+

0.5%)Chromosorb W (AW/DMCS), 80～100メ ッシ

ュ,2mm×2mガ ラ ス製,カ ラ ム温 度:180℃,注 入 口

温度:250℃,セ パ レー タ ー温 度:300℃,キ ャ リヤ ー ガ

ス(He)流 速:25ml/min,イ オ ン化 エ ネル ギー:20/70

eV,イ オ ン化電 流:60μA

5. BAの 分 析 方 法

試 料 を ホ モ ジ ナ イザ ー カ ップ に と り,必 要 に 応 じ等 量

～2倍 量 の 水 を 加 え,ホ モ ジ ナ イザ ー で 均 質 化 した の

ち,ホ モ ジ ネー トを10%塩 酸 で 酸性 と し,ホ モ ジ ネ ー

トと 同量 の エ ーテル で3回 抽 出,各 回 に遠 心 分 離 を行 な

った 。 集 め た エ ー テル 層 を1%炭 酸水 素 ナ トリウム溶 液

で3回 抽 出,中 性 脂 肪や 長 鎖 の 脂 肪 酸 を除 い た 。水 層 は

10%塩 酸 で 酸 性 と し,食 塩 を飽 和 した の ち,エ ーテル で

3回 抽 出,集 めた エ ー テル 層 を 無 水 硫 酸 ナ トリウム で脱

水,減 圧下 エ ーテ ル を留 去 した 。 次 に,残 渣 を2～3ml

の ベ ンゼ ン に溶 解 し,シ リ カ ゲ ル カ ラム(15mm×30

cmに15gの ヤ トロン社 製,イ ヤ トロ ピ ー ズ6RS80100

を ベ ンゼ ン で充 て ん)に 通 し,ベ ンゼ ン100mlで 洗 浄

した の ち,ベ ンぜ ン-メ タ ノール(95/5)で 溶 出,最 初 の

80mlを 拾 て,次 の40mlを と った。 こ のフ ラク シ ョン

を 減 圧 下 溶 媒 留去 し,ア セ トンに 溶解,こ れ を試 験溶 液

と した 。 定 量 はGCで 行 な った。 この 方 法 に よ る 定量 限

界 は0.01ppmで あ った 。

6. 清 酒 にお け るBAの 由 来 の検 討

清 酒 原 料 と して の米,種 麹 お よび 清酒 製造 行 程 で の 中

間物 質 中 のBA量 を調 べ る こ とに よ り,清 酒 中 のBAの

由来 を検 討 した 。 ま た,一 般 米 の 場 合,「ふ くれ 」か ら「休」

お よ び 「留 」 か ら 「留後10日 目」 にか け て,多 少 のBA

の増 加 傾 向 が み られ た こ とか ら,製 造 中 の新 た な生 成 も

考 え られ る た め,「 〓」 と 「添 」 を 用 い,BA量 の 変 化

を調 べ た 。 な お,「 〓 」 で は最 初 の6日 間 を12℃,そ の

後15℃ で,「 添 」 で は最 初 の4日 間 を12℃,そ の後15℃

で そ れ ぞ れ 発 酵 させ た。

実 験 結 果 お よ び 考 察

1. BAの 分 析 方 法

食品中のBA抽 出法 として,衛 生試験法5)は,水 蒸気

蒸留法 と溶媒抽 出法を定めているが,水 蒸気蒸留法では

金属塩を含めた遊離型BAの 他 に,結 合型BAも 同時

に測定され る ことが知 られ ている6)。今回,著 者らは遊

離型BAの 測定を 目的 と し,溶 媒抽出法を用いた。ま

た,今 回 対象 とした試料中のBAは 微量であ り,定 量に

際 し,数 十～数百倍 の濃縮が必要 となる。 しか し,濃 縮

に伴ない,共 存成分によるGCで の妨害 も大きくなる。

そ こで,試 料か らの抽 出物の精製法を検討 した。精製法

としては,ポ リア ミ ドカラム7),イオン交換樹脂 カラム1),

シ リカゲル カラム8)9),フ ロ リジル カラム3)等がある。著

者 らは,シ リカゲ ル カ ラムを用い,ベ ンゼ ン-メタノー

ル(95/5)を 溶離液 として,妨 害物質の除去を行なった。

図1に 「留後10日 目」を用いたカラムの精製効果を示し

た。

図1 シ リカ ゲル カ ラム を 用 い た も ろみ の精製効 果

GCカ ラム は,DEGS-H3PO4(5+1%)を 用 いた時,

清 酒製 造 中 に 生 成 す る コハ ク酸 モ ノエ チル の ピークが

BAの ピー ク と重 な る。 そ こで,Thermon 1000-H3PO4

(5+0.5%)を 用 い た と こ ろ,こ の 問題 は解 決 した。 こ

の 方 法 で,清 酒 お よび 麹 に0.5μg/g濃 度 とな るよ うに

BAを 添 加 して 回 収率 を求 め た と こ ろ,そ れぞ れ98.8

と98.4%で あ った。
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2. 原 料米 お よ び清 酒 中 のBAの 同定

米 お よび清 酒 抽 出物 中 のBAをGC-MSで 同 定 した 。

結 果を図2お よび 図3に 示 した。 米 で は,分 子 イ オ ン ピ

ークm/z122の ほか,M+-OHm/z105, M+-COOH

のm/z77の 代 表 的 な フ ラグ メ ン トピー ク が 得 られ,

BAが 確 認 され た 。清 酒 で は,共 存成 分 に よ るバ ック グ

ラン ウン ド値 があ ま りに も大 きい た め,マ ス ク ロマ トグ

ラフ ィーを検 討 した。 す なわ ち,BAの 分子 イオ ン ピー

図2 GC-MSに よ る米抽出物中の安息香酸 の同定

図3 GC-マ ス ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ る清 酒 抽 出

物 中の 安 息香 酸 の同 定

クm/z122,m/z105,m/z77の 各 フ ラ グ メ ン トピ ーク

に着 目 し,マ ス ク ロマ トグ ラ ムを 求 め た と こ ろ,BAが

確 認 され た 。

3. 清 酒 中 のBA量

市販 清 酒5点 につ い て測 定 した と ころ,0.02ppmが

1件,0.01ppmが2件,0.01ppm未 満 が2件 で あ っ

た。

4. 清 酒中 のBAの 由来

原料 中 のBA量 を 表1に,製 造 行 程 で のBA量 の 変

化 お よび 単 位 米 重量 当 りに換 算 したBA量 の 変化 を図4

表1 原料中に含まれ る安息香酸

図4 製造行 程中の安息香酸 の変化

に示 した。その結果,各 行程 につ いて,原 料配合割 合よ

りその行程での米の重量を求め,米 重量単位当 りに換算

した ときのBA量 を比較 した とき,大 部分が原料 の米 に

由来 していることが うかがえる。 しか し,一 般米の 「ふ

くれ 」から 「休」お よび 「留 」か ら 「留後10日 目」に

かけてみられた増加傾向を追試 した ところ,図5に 示 し

た ように 「〓」 を用いた実験でBAの 緩やかな増加がみ

られた。 また,表1で 種麹 が 異状に 高 い値を 示 した た

め,当 所で一般家庭用米を用い,こ れ に1/500の 麹菌を

均一に混合 し,種 麹 を作製 した ところ,3週 間で6.5倍

のBAが 検出された。 しか し,種 麹の使用量 は精 白米 に

比べ極端に少な く,種 麹か らの由来は問題 にならなか っ
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表2 米 の精 白度 に伴な う安息香酸量お よび粗脂肪 の変化

図5 〓 および添中の安息香酸量の変化

た。以上2つ の実験 よ り,そ の量 はわずかであるが,製

造過程での微生物 による と思 われ る新たな産生 も考え ら

れるため,現 在 さらに検討中で ある。なお,BAの 微生

物に よ る産生 と し て は,脱 脂粉乳中,乳 酸菌による報

告2)等 がある。

5. 米 中のBA

酒造 りには,一般 に70～75%歩 留 りの精白米が用いら

れ る。その理 由の1つ として,酒 造上好 ましくない脂肪

の除去があげられ る。 ここで,BAは 脂肪 と同 じよ うに

玄米の表層に分布 してい ると考 えた場合,精 白によ り粗

脂肪 とともにBAも 急激に減少すると思われる。今 回,

一般 米の秋津穂 を用 い
,精 白度 に伴な うBAお よび粗 脂

肪の 変化 を 調べた。そ の結果,表2に 示 した ように,

BAと 粗脂肪 は ほぼ同 じ挙動 を示 し,72%精 白米 中の

BAは 玄米の7～8%に な っていた。 この ことか ら,BA

が粗脂肪 と同様に 玄米粒の 表層 に存在す ることを 認 め

た。なお,粗 脂肪お よび乾燥減量 の測定はそれぞれ衛生

試験 法10)11)によった。

要 約

清酒 中に10ppb前 後のBAが 含まれ ることを確認 し

た。その大部分が原料 の精 白米 に由来 している ことが う

か が え た 。 しか し,一 部 製 造 中 の生 成 の 可能 性 もあるた

め,現 在 検 討 中 で あ る。 また,米 中 のBAを 調 べた とこ

ろ,精 白 に よ り極 端 に減 少 し,こ れ は粗 脂肪 の 減少 とよ

く一 致 した 。

終 りに,GC-MS分 析 に協 力い た だ いた(株)島 津製作

所 大 西 氏,清 酒 試 料 の 提供 をい ただ い た(株)今 西清兵衛

商 店 今 西 氏,貴 重 な 助 言 を い た だい た 奈良 文化女 子短大

奥井 氏 な らび に奈 良 県 工 業試 験 所 食 品 課の 方 々に深謝い

た します 。
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