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食品中の有機酸分析法の検討

バイオ系チーム　　田中　秀典，清野　珠美，和田　　潤，廣岡　青央

要　　旨

　有機酸は，食品の風味や保存性に大きく影響を与える成分であり，その種類と含有量を迅速に測定することは食品の

開発や品質管理において大変重要である。本研究では，液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS）を用いた前処理無し

の有機酸一斉分析法を検討した。検討の結果，標準有機酸だけでなく，他の様々な物質を含有している実試料において

も試料の特別な前処理無く簡便，迅速，一斉に有機酸の定量分析を行うことが可能となった。本分析法が食品等に含ま

れる有機酸を簡便に分析・評価する方法として有用であることが示唆された。

１．はじめに

　有機酸は，食品において主に酸味を示す有機化合物で

あるが，リンゴ酸は爽やかな酸味を，酒石酸は渋みの

ある刺激的な酸味を呈するなど，有機酸の種類によっ

て味に特性がある1,2）。そのため，例えば清酒において

酸度が同じであっても有機酸組成が異なると風味が大き

く異なってくる。また，有機酸は抗菌作用を示し食品の

保存性に大きく寄与するが，その種類によって作用を示

すpHや濃度が異なってくる3,4）。したがって，清酒を始

めとする食品全般において，有機酸の種類，および含有

量や比率を分析することは製品開発や品質管理において

大変重要である。また，食品は状態も常に一定，均一で

ないものも多く，品質変化が早いため，製造および品質

管理において，分析時間が短く，一度に多数の成分を分

析できることは重要である。中でも，発酵食品は製造中

に刻々と品質が変化するため，その発酵を制御し一定の

製品を作るには，分析結果を製造工程に迅速にフィード

バックすることが特に求められる。

　一般的な有機酸の分析方法として酵素法が挙げられる

が，一斉分析ができないデメリットがある。研究所保有

技術であるガスクロマトグラフィ（GC）による有機酸分

析では，清酒中に含まれるピルビン酸，乳酸，コハク酸，

リンゴ酸，クエン酸，フマル酸の一斉分析が可能である。

また，GCは装置が安価であることや，分解能が極めて

高いことがメリットとして挙げられる。しかし，前処理

の工程が複数存在すること，それに伴って時間がかかる

ことや回収効率に影響が出ることなどのデメリットが

ある。近年の高速液体クロマトグラフィ（HPLC）では，

前処理無しに分離・一斉検出できるが，一部分離できな

い有機酸やアミノ酸等の夾雑物によって，また移動相に

よるバックグラウンドの上昇によって定量できない成分

が存在する。

　液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS）は，HPLC

部分で分離した物質をMS部分でイオン化し，質量電荷

比（m/z）を検出する装置である。そのため，成分の分

離が不十分で保持時間が同じであったとしても，目的成

分のm/zを追跡することによって個々の有機酸を分離し

て定量することが可能となる。LC-MSはデメリットと

して装置が高価であるが，メリットとして前処理無しに

目的成分を選択性高く高感度に一斉分析が可能である
5）。また，前処理無しに分析を行うため，測定試料中に

存在する有機酸以外のアミノ酸や核酸等の有用物質の一

斉分析にも期待ができる。そこで，今回は，従来の有機

酸分析法の問題点を改善する方法としてLC-MSを用い

た分析法を検討したので報告する。

２．実験方法

2.1　標準有機酸混合溶液の調製

　酒石酸，リンゴ酸，コハク酸，マレイン酸は，各種

有機酸を蒸留水に溶解させて1,000 ppm溶液を調製し

た。ピルビン酸，乳酸，クエン酸，フマル酸は，それぞ

れピルビン酸ナトリウム，乳酸リチウム，クエン酸三

ナトリウム・二水和物，フマル酸二ナトリウムを用い

て1,000 ppm溶液を調製した。各種溶液は４℃で保存し

た。使用時はギ酸（終濃度0.1％）を用いて希釈し，0.1，

0.5，1，5，10，100 ppmの標準有機酸混合溶液をそれ

ぞれ調製した。この溶液に内部標準としてメチルコハク

酸溶液（終濃度10 ppm）を加えて分析に供した。

2.2　実試料の調製

　実試料として，乳酸菌培養液上清試料，酵母培養液上

清試料，及び清酒試料を用いた。乳酸菌培養液上清試料
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は，研究所が保有する乳酸菌ライブラリー6,7）の中から，

予備試験によって特徴的な性質を示した乳酸菌３株を

MRS培地（Difco）で培養して調製した。乳酸菌の培養は，

１mL MRS培地に乳酸菌を１白金耳植菌し，３日間

30℃で静置培養した。培養液を遠心分離して得た培養液

上清を0.1％ギ酸で100倍および200倍に希釈し，0.45 µm

のフィルターによりろ過したものを試料とした。酵母培

養液上清試料は，研究所が酒造会社に分譲している清酒

酵母である「京の琴」をYPD培地で培養して調製した。

酵母の植菌及びそれに続く操作は，乳酸菌培養上清試料

の調製と同様に行った。清酒試料は，市販の清酒２つを

0.1％ギ酸で200倍希釈し，0.45 µmのフィルターにより

ろ過した。これらの溶液に内部標準としてメチルコハク

酸溶液（終濃度10 ppm）を加えて分析に供した。

2.3　LC-MSによる有機酸定量

　LC-MSはACQUITY TQD（Waters）を用いた。各有機

酸のm/zとそのプロダクトイオンのm/zの組み合わせ

（MRMトランジション）の決定には，Masslynxソフトウェ

ア（Waters）のIntelliStart機能を用いた。その際のMS検

出はエレクトロスプレーイオン化（ESI），Negativeモー

ドで行った。各有機酸は，Discovery HS F5カラム（100

×4.6 mm，５µm，Supelco）で成分分離後5），MRMモー

ドにより検出し，ピーク面積を求めた。分析条件を表１

に示す。

　実試料中の有機酸の定量は，標準有機酸のピーク面積

から求めた検量線を基に算出した。

３．結果と考察

3.1　標準有機酸の検量線の作成

　本実験で用いた有機酸８種はDiscovery HS F5カラ

ムとLC-MSシステムを用いることで，全て分離検出で

きた（図１）。フマル酸とマレイン酸はシス-トランス異

性体であり，本システムにおけるMRMトランジション

が同値になった（表２）。そのため，LCでの分離により

ピークは２つに分かれているが，MSでのMRMモード

による測定において同一のチャンネルでの検出になった

と考えられる。

　表２に示す通り，検量線の決定係数（相関係数の２乗，

r2）は，酒石酸，リンゴ酸，ピルビン酸，乳酸，クエン

酸において0.1-100 ppmの濃度範囲で，マレイン酸にお

いて0.1-10 ppmの範囲で，コハク酸，フマル酸におい

て0.1-5 ppmの範囲で0.995以上であった。なお，酒石酸，

リンゴ酸，ピルビン酸，乳酸，クエン酸は0.1-10 ppm

の範囲では0.999以上であった。したがって，これらの

濃度範囲において，有機酸８種の検量線作成と精密な定

表１　LC-MS分析条件

表２　各有機酸のMRMトランジションと検量線の直線性
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量分析が可能であることが示された。

3.2　実試料の有機酸定量分析

　実試料として乳酸菌培養液上清試料，酵母培養液上清

試料，及び清酒試料を用い，有機酸の定量分析を行った

結果を表３に示す。いずれの試料も定量を行うことがで

きた。

　乳酸菌培養液上清試料では，用いた菌株によって各有

機酸の量が顕著に異なることがわかった。菌株の特徴を

評価するにあたって，クエン酸についてはMRS培地含

有量からの減少量を分解能力とし，他の有機酸はMRS

培地含有量からの増加量を生成能力とする。F307株は，

リンゴ酸，ピルビン酸，コハク酸の生成能力とクエン酸

分解能力は低く，MRS培地中の量とあまり差はない一

方，F2103株はクエン酸分解能力が極めて高く，検出が

できない量まで減少していた。F2803株はクエン酸の大

半を分解し，リンゴ酸，ピルビン酸，乳酸，コハク酸の

生成能力は極めて高かった。３株に共通して，乳酸の生

成能力は極めて高く，酒石酸，フマル酸，マレイン酸の

生成は見られなかった。

　次に，酵母培養液上清試料では，「京の琴」の特性で

ある，リンゴ酸と比べてコハク酸を極めて多く生成する

という特徴を確認することができた。なお，酒石酸，フ

マル酸，マレイン酸は検出されなかった。

　清酒試料においても有機酸の組成，含有量が大きく異

なることがわかった。清酒①はリンゴ酸よりコハク酸が

多く，清酒②はリンゴ酸とコハク酸は同程度の量であっ

た。また，ピルビン酸は清酒①で検出されなかったが，

清酒②では検出された。どちらの清酒においても，クエ

ン酸の量に大きな差は無く，酒石酸，フマル酸，マレイ

ン酸は検出されなかった。この清酒①は，「京の琴」が

使用されたものであり，前述の酵母の特徴が清酒に反映

されていることが確認できた。今回全ての試料で検出さ

れなかった酒石酸は，ブドウに多く含まれる有機酸であ

るため，今後ワイン等を分析する際には本定量法が活用

できるものと考えられる。

　研究所では，昭和30年代より分譲している清酒酵母

を，また分譲酵母以外にも香気生成や有機酸生成に特性

を有する酵母を多数保有し，保管している8）。この保管

菌株を基に特徴的な新酵母を開発する際，特性把握のた

図１　有機酸混合標準溶液のマスクロマトグラム（10 ppm）

表３　実試料の有機酸分析結果（単位：ppm）

※n.d.：not detected
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めに数多くの菌株が生成する様々な有機酸を分析する必

要性がある。その際，簡便，迅速，一斉に定量分析が行

えることが求められる。また，このことは酵母だけに

留まらず，近年重点的に収集した500株以上もの乳酸菌

で構成される研究所保有の乳酸菌ライブラリー9）にも当

てはまる。京都市の事業所に乳酸菌ライブラリーを提供

し，発酵食品製造に利用いただく際，食品の風味や保存

性に大きく関わる有機酸の生成能力の特徴は極めて重要

な因子になると考えられる。また，清酒や乳酸発酵食品

に限らず，食品全般においても，製品開発や品質管理の

ために有機酸の種類，および含有量や比率を迅速に把握

することは大変重要である。以上より，食品などに含ま

れる様々な有機酸を簡便に，迅速に，一斉に定量分析可

能な本分析法は大変有意義な方法であると言える。

４．まとめ

　今回検討したLC-MSを用いた分析法により，標準有

機酸だけでなく，他の様々な物質を含有している実試料

においても試料の特別な前処理無く簡便に，迅速に，有

機酸の一斉定量分析を行うことが可能となった。また，

GCを用いた方法では分析できなかった酒石酸やマレイ

ン酸についてもLC-MSを用いることで分析可能となっ

た。食品には様々な有機酸が含まれており，その種類に

よって風味や保存性を大きく左右するため，製品開発や

品質管理の観点から食品中の有機酸の種類，および含有

量や比率を迅速に把握することは大変重要である。今

後，より多くの種類の有機酸や，有機酸以外にも機能性

アミノ酸等の有用物質をも一斉に分析できるように検討

を進める予定である。
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