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電位差滴定 に基づ く醸造酢の酸度測定法の

室 間共同試験に よる妥当性確認
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　日本 農林 規 格 （JAS規格） の 見直 しに係 る 醸造 酢の 酸 度 の 測 定方法の 検討 を行い ，次い で ，検討 した 方法

の 妥当 性 確認の た め 室問共同試験 を実施 した．JAS分析法で は フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イ ン を指示薬 と した水酸化

ナ トリウ ム 溶液に よる滴定法を規定 して い る が，醸造酢の 種類 に よっ て は フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イ ン で の 終 点 が

判 断 しづ らい 場合が あ る た め，試料の 採取方法等 も含め て pH 計及 び電位差滴定装置 を 用 い た 方 法 を検 刮 し

た，pH 計 と電位差滴定装 置 の 比 較 試 験 で は．醸 造 酢 8 試 料 を 用い 各 5 点併行 で 測 定 した．そ の 結果，　 F 検

定で は 有意差 が 認め られ なか っ たが，t検 定 で は 有意 差 が 認め られ る 試料 が あ っ た，しか しな が ら，その 試

料 の 平均値 の 差 は 酸度で  ，oユ
〜o．03％ で あり，JAS規格検査 の 分析 に は問題 は な い と判断 され る こ とか ら

14試験所 で 6 種類 の 試料 を用 い て 共同試験を 実施した．なお，pH 計を用 い た試 験 所 は 9 箇所，電位差滴定

装置を用い た試験所 は 5 箇所 と した．そ の 結果，併行相対標準偏差 （RSD ，％）は O．10〜O．17％ と な り，室

問再現相対標準偏差 （RSDR ％）は O：32〜O．48 ％ と な っ た．また，　 HorRat は 0．ll〜0．ユ5 と な り，電位差滴

定 に基づ く醸造酢 の 酸度 測定法 の 妥当性が 確認された．

1 緒
一
言

　農林物資の 規 格化及 び 品質表示 の 適正化 に 関す る 法律
1〕

（JAS法） に お い て，食品等 の 品質 の 改善，生産の 合理化，

取引の 単純公正 化及 び使 用 又 は 消 費の 合理 化 を 図 り，も っ

て 公 共の 福祉の 増 進 に寄与す る こ と を 日的 と して 日本農林

規格 （JAS規格）が 定め られ て い る．平成 19 年 7 月現在，

72 品日 220 規格が 定 め られ，そ の うち 飲 食料品及 び 油脂

に つ い て は 39 品 目 169 規格 が 定め られ て い る．JAS規格 は，

平成 12年度か ら社会情 勢 の 変 化，国際規格の 動向を考慮

する こ と とな り，少な くと も 5 年に
一

度は 規格見直 し を行

うこ と とな っ た ．更 に，平 成 17 年度 か ら始ま っ た 2 巡 目

の 見直しに おい て は，規格 基 準値の 分析法に つ い て ，技術

の 進 歩に 対応 した新 た な 分析法の 検討及 び 分析法 の 妥当性

確認等 を行 う方針 と な っ た．

　通常，分析法の 妥 当性 確 認 に は，  試験室間の 共同試

験 　  標準物質 の 利 用，  標準添加 回 収試験 の 実施

  公 定法ある い は 標 準的 方法 を用 い て 得 られた 結果 との

比 較，  合成試料 の 利 用等の 方法が あ り，そ の うち
一

つ

あ る い は幾 つ か の 組 み 合 わ せ に よ り行デ
，．JAS規格 に 規
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定 され て い る分 析 法 （JAs分析法） は 規格適合性 の 判 断 の

ため の もの で あ る こ と か ら，分析法 の 性能特性 の
一

つ で あ

る室 問再現精度 を求め る 必要がある．その た め，特 に新規

の 分析法 の 場合，試験室間の 共 同試験 に よ り妥 当性 確 認 試

験 を行 わ な けれ ば な ら な い ．

　 平 成 20年度 ま で の 見直 しの 対象 とな っ て い る 品 目 に醸

造酢が あ り，そ の 規 格項 目 に 酸度，全 窒素分及 び 無塩可 溶

性固 形 分 等 が 定 め られ て い る
3）．そ の うち酸度の 測定方法

は，指示 薬 に フ ェ ノー
ル フ タ レ イ ン を用い た 滴定を採用 し

て い る が，器 具，試 薬及び手川頁の 詳細が 記載 さ れ て い な い ．

また，例 えば 原 料 由 来の 色 を帯び て い る 果実酢の 場合，終

点の 判 断 に熟 練 を要 す る こ とが あ り，従来の 測定方法 を改

良する 必 要 が あ る ．一
方，現在 で は 酸

・塩 基滴定 には 迅 速

な 電位 差滴 定 装 置 に よ る 自動滴定法
4 丿

も ある．

　 した が っ て，醸造酢の 酸度測定の 見直しは，従来の 滴定

法を改良す る と と もに ，新 た に 自動滴定法を検 討 し，次 い

で室 間 共 回 試験 に よ り妥当性確認試験 を行 うこ とを 目的 と

した．な お，全 般 的な 試験 室 間の 共同試験 の 考え方等は 食

品総 合研 究所 ホーム ペ ージ
5）
を参考 に した ．

2　実 験

　2・1 試　薬

　水 は 日本一1二業 規 格 （JIs規 格） で 規 定 さ れ て い る A ．gti
〕

に

準拠 して い る もの （純水製造装 i．Elix，　 MILLIPoRE 製）

を用 い た．O．5　 mol ／L 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液に は 滴定用 溶
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液 （和 光 純 薬 製 又 は 関 東化 学 製）を用 い ，pH 標準液 に は

中性 リ ン 酸塩 pH 標 準液 及 び ホ ウ酸塩 pH 標準液 （和光純

薬製）を用 い た．ま た，ア ミ ド硫酸 に は容量分析用標準物

質 （関 東 化 学 製 ） を用 い た．0．1％ プ ロ モ チ モ
ー

ル ブ ル
ー

溶液及び 1．0％ フ ェ ノール フ タ レ イ ン 溶 液 は 滴定用 （和光

純薬製） を 用い た，

　水 は 1．5 分間煮沸 し，空 気 を遮 断 した 状 態 で 室 温 に して

用 い た．0、5mol 〆L 水酸化ナ トリウ ム 溶液 は ア ミ ド硫 酸 を

用 い 標定
7｝
した．

　2・2　器具及び装置

　 ビー
カ
ー

（容量 ： 20〔｝ mL ）及 び 三 角 フ ラ ス コ （容量 ：

200111L）に は Jls規 格 に 規定 され て い る もの
s）
を用 い た，

自動 ビ ュ レ ッ ト （容量 ： 25mL ），全量 ピペ ッ ト （容量 ：

3，10，251nL ），全量 フ ラ ス コ （容量 ： 250　mL ）及 び メ

ス シ リ ン ダー （容量 ： 100　 mL ）に はJIs規格 に 規定 され

て い る ク ラ ス AU）
の も の を 用 い た．電 子 て ん び ん に は

AX504 （最 小表示 0．l　mg ，メ トラ
ー・トレ ド製）を用 い た．

pH 計に は F−22 （HORIBA 製）を用 い た，電 位差滴定装置

に は ATslO （付 属 ビ ュ レ ッ ト 20　mL ，京都電 子 工 業製）

を用い た．

　2・3　検討用試料

　東京近 郊で 販売され て い る醸造酢を購入 した．

　こ の 論文で の 醸造酢 の 名称 は JAS規 格 の 定義
3〕
に 基 づ い

て お り，「米酢」及び 「米黒 酢 」以 外の 穀物酢を 「穀物酢」

と し，「りん ご 酢」及 び 「ぶ ど う酢」 以 外 の 果実酢を 「果

実酢」 と し，穀物酢及 び果実酢以 外 の 醸造 酢 を 「醸造酢」

と して い る．た だ し，こ れ らの 醸 造 酢 の 中 で希釈 して使用

す る もの は 「高酸 度酢」 と して い る．

　2・4　測 定方法
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 か く は ん

　200111L ビ ーカーに水 100　mL と撹拌 子 を入 れ た 後，試

料 1〔［mL を全 量 ピ ペ ッ トで 加 え た （試験 液）．酸度 の 高い

試料に あ っ て は，滴定量 が 10〜20mL とな る よ うに試料

を採取 した．pH 計 を用 い た場 合 は，25　mL ビ ュ レ ッ トを

用 い O．5mo レL 水 酸化ナ ト リ ウ ム 溶液 で 滴定し，　 plI　8，2

土 （1．3 の 範囲 に 30秒 以 上 入 っ た と こ ろ を終 点 と した 〔手

滴定法），電 位 差 滴定装置 を用 い た場合 は，終点を pH 　8．2

に 設定 し．｛〕．5mo レL 水 酸 化 ナ トリ ウ ム 溶 液 で 滴定 し た

（自動 滴定法）．な お，滴 定時 に か き混ぜ る こ とに よ り発生

す る 渦の 深 さ は，試 験 液 の 液面 か ら 8 ± ユ mIn とした．ま

た，滴定 は試料採取後 30分 以 内 に行 うこ と と した．空 試

験 は．水 100mL の み を用 い 試験 液 と同様 の 操作 を行 っ た．

滴定量 は小 数 第 2 位 まで 記 録 した．

　酸度は，試料中に 含 まれ る 有機酸等を酢酸含量 と して 下

記 の 計 算 式 に よ り算 出 した．

酸度 （％ ）
≡1（71− B）× ／× 3．00XlO2 レ∫ × 100

　T ： 試料 に お ける 0，5mol ／L 水酸化 ナ トリウ ム 溶液の 滴

定量 （mL ），　 B ： 空 試験 に お け る 滴定 量 （mL ），ノ： 0．5

mol ／L 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液の フ ァ ク ター，3．00　X 　lO
−2

：

0，5mol／L 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 lInL に相当す る酢酸の

質量 （g），∫ ： 試料採取 量 （mL ）、

3 共 同 試 験

　3・1 共 同試 験 材 料 （マ テ リア ル ）

　共同試験 には，次 の 試 料 をマ テ リア ル と し て 用い た．マ

テ リア ル 1 ； りん ご 酢．マ テ リア ル 2 ： 米酢，マ テ リア ル

3 ： 穀 物 酢，マ テ リア ル 4 ： 米 黒 酢，マ テ リア ル 5 ： ぶ ど

う酢，マ テ リア ル 6 ： 高酸度 酢．

　マ テ リア ル ユ
〜5 は，東京近 郊 で 販 売 さ れ て い る 醸造酢

を購入 した，マ テ リ ア ル 6 は  ミ ツ カ ン か ら提 供 して い た

だ い た．

　3・2　マ テ リア ル の 準備 と均
一
性確 認 試験

　試料 を よ く振 り混ぜ，マ テ リ ア ル 1〜5 は 13〜14mL

ずつ ，マ テ リア ル 6 は 4・ml ，ず つ ，そ れ ぞ れ 50 瓶 に 小 分

け し，栓をして パ ラ フ ィ ル ム を巻 い た．試料名及 び酸 度 を

非明 示と し，マ テ リア ル 1 か ら 6 まで 重複の ない ラ ン ダ ム

な番号 を付 した．マ テ リア ル の 均
一

性は IUPAC の 技能試

験 プ ロ トコ ル の 均
一

性試験
［o）

に 基 づ き行 っ た．小 分 け した

各マ テ リ ア ル 5  瓶 の 中か ら．そ れ ぞ れ ラ ン ダ ム に 10 瓶

ず つ 取 り出 し，各瓶 か ら 2 回採取 し 自動滴 定法で 測 定 し

た，なお ，マ テ リ ア ル 1〜5 は 1瓶 につ き 5mL ず つ 採 取 し，

マ テ リア ル 6 は 1 瓶に つ き 1．5mL ずつ 採取 した，均
一

性

試験結果 は コ ク ラ ン検定 で 外 れ値 を 除い た後，均
一

性 判 定

式 に よ り統計量 を算 出 し判定基 準 と比 較 した．

　3 ・3　共同試験の 実施及び 評価

　試験室 問の 共同試験 は IUPAC の 共 同 試 験 プ ロ トコ ル
11 〕

に基 づ き，〔独農 林水産消費技術 セ ン ター （現 在 ： 1狐 農林

水産消費安全 技術 セ ン ター
）分析調査 課 （事務 局 ）で作成

した 実施要領 （報告期限，実施期 間 等 を記 載 ）及 び 測 定手

順書 に従 い 14試験所 で 実施 した．そ の うち 9 試 験 所 は 手

滴定法，他 の 5 試験所 は 自動滴 定 法 に よ り実施 した．各試

験所 に は 1 〜6 の マ テ リ ア ル を各 2瓶 ず つ 配 付 した，ま た，

マ テ リ ア ル 1〜5 は 1 瓶 に つ き 10mL ，マ テ リア ル 6 は 1

瓶に つ き 3mL 採取す る ように指示 した．

　各試験所の 共 同 試 験 結 果 を コ ク ラ ン 検 定，シ ン グ ル グ ラ

ブ ス 検定，ペ ア
ーグ ラ ブ ス 検定の 順 に外れ 値検定を行 っ た

後，併行相対標準偏差 （RSD ．％），室 問 再 現 相対標準偏差

（RSDR ％ 〉等 を求 め た．ま た，　 RSDR ％ と予 測 RSDR （修正

Horwitz 式
11〕

を使用）か ら HorRat を 算 出 した ．
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Table 　 lEffccts 　of 　standing 　peri｛〕d　from　sampling 　to　titration 　and 　time 　of 　addition 　of 　waler 　o1ユ determina−
tion　of 　t｛〕tal　acid （n

＝4）

Gontrol Condi 匸ion　1 Condition 　2 COiiditlon　3 GondiLion　4
Sanlple

Mcan ± SD ，％ Mean ± SD，％ Mcan ± SD ，％ Mean ± SD ，％ Mean ± SD ，％

Grainvinegar 　 4．30SO ± O．0040 　 4．2662± e．OO9．・O
（：idervincgar　　　　5．0857 ± 0，0012　　　　5．0497 ± 0．00294

．209 ± 0，012　　　　　4．2977± 0．0050 　　　　4．2910± 0．｛〕040
5．0257 ± 0，0072 　　　　5、0782 ± 0．0064 　　　　5．0707 ± 0．0029

Condi ［ion　1 ： Stood 氏br　30　minlltcs 　after 　sampling ．　 Thcn 　titrated　a 丘er 　addition 　of 、〜ater ，
Cond 虻ion　2 ： Stood 　tbr　60　minules 　after 　sampling ．　Tllen　tit【ated 　affter 　addition 　ofwateL

Gondjtion 　3 ： Added 　water 　after　sa正nphng ，　Then 　titrated　af しer 　standing 　tbr　30　minutes ．
Condition 　4 ： Added 　water 　afしer　salnpting ．　Then 　titratcd　after 　standing 　for　60 【nhlutes ．

4　結果及 び考察

　 4・1　測定方法の 検討

　4・1・1　試料採取 量 　　ビ ュ レ ッ トは，通常．精度面及

び 実用性から容量 25mL の もの が 用い られ て い る．また，

電位差滴定装置 に付 属 した ビ ュ レ ッ トユ ニ ッ トに は
一

般的

に 容量 20　 mL の も の が 用 い られ て い る．した が っ て，本

法で は 手滴定法 の ビ ュ レ ッ ト容量 を 25mL と し．自動滴

定法の ビ ュ レ ッ トユ ニ ッ トを 20mL と し た．

　滴定用 溶液 の 濃度は，実用面か ら市販 され て い る フ ァ ク

ターが 既 知 の 0，1．0．5，lmol 〆L か ら選択す る こ とに し，

試料 採 取 量 は，滴定量 が 10〜20mL に な る ように決定 し

た．滴定量 の 下限値 は ビ ュ レ ッ トの 精度の 面か ら，上 限値

は ビ ュ レ ッ トユ ニ ッ トの 容量から決定 した．

　JAS規 格 値 を確実 に 網羅す る 酸度範 囲 〔3．5〜5、o％ ）で ，

滴定量 が 10〜20mL の 範 囲 に 収 ま る の は，水酸化ナ トリ

ウ ム 溶 液 の 濃度 と試料採取量 の 組 み 合 わせ が，0．lm   レL

と 2mL 及 び 0．5　mol ／L と 10mL の 2 通 りで あ り，滴定量

は 12〜17mL で あ っ た．しか し，0，1　mo レL で は 高酸 度

酢 にお ける滴定量 が ビ ュ レ ッ ト容量を超過す る た め，水酸

化 ナ トリ ウ ム 溶 液 の 濃度 は 0，5mol ／L と した．そ れ に伴 い

採取 量 を 10mL と し，高酸度酢 にお い て は滴定量 が 10〜

20　mL とな る よ うに採取量 を 選択す る こ と とし，今 回用 い

た 高 酸度 酢 （酸 度 ： 15％ 〉の 採取量は 3mL に設 定 した．

　4・1・2　空 気中の 二 酸化炭素 の影響　　本法で は滴定 の

際，マ グ ネ チ ッ ク ス ター
ラ
ー

を用 い 試験液をか き混 ぜ る

が，か き混 ぜ る 速 さ を統
一

し ない と，空気 中の 二 酸 化炭素

の 影響で 測定値が ば らつ く可能性が あ る．マ グ ネチ ッ ク ス

タ
ー

ラーの 装 置本 体の 目盛 に よ る 統
一

で は 機種 に よ りか き

混ぜ る速 さが 異 な るた め，か き混ぜ る 際 に 生 じる渦の 深 さ

で 定め る こ と に し，その 深さを 8 ± lmm とした．

　4・1・3　試料採 取 の 方法　　醸造酢 の 酸性物質 に は揮 発

性成分 が 含 まれ て い る．そ の た め ，試料採取 か ら滴定 まで

に 時間 を 要 した場合，酸度が低 くなる と考え られ，試料採

取 か ら滴定 まで の 方法及び 経過時間に よ る 影響を 明確 に す

る 必 要 が あ る．した が っ て ，試料採取 か ら 滴定 まで の 経過

時間及 び 水の 添加時期 を 次の 5 つ に 分類 し，比較実験 を行

っ た，試料 には 穀物酢 と りん ご 酢の 2 種 類 を用 い 各 4 点併

行で 行 っ た．

　  試料採取直後 に水 を加 え 速 や か に滴定す る （コ ン ト

　　 ロ ール ），

　  試料採取後，30 分 問放置 した後 に 水を加え滴定す る ．

　  試 料採取後，60 分間放置 した後 に 水を加え滴定す る．

　  試料採取後 速 や か に水 を加 え，30 分間放置 し滴定

　 　 す る．

　  試料採取後，速 や か に 水を加え，60分 間 放置 し滴 定

　 　 す る．

　 そ の 結果 を Table 　 l に 示す．試料採取 後 30 分 間放 置 し

た 後 水を加 えた もの は，コ ン トロ ール よ り 0，04％ 低 い

値 と なっ た．また，試料採取後 60 分 間放置 し た後，水を

加 え た もの は コ ン トロ ール よ り 0．06〜O．09％ 低 い 値 とな

っ た．一
方，採取後 に速 や か に水 を加 え 30 分間放置 した

もの は コ ン トロ
ー

ル よ りO．Ol％ 低 い 値 と な っ た，また．

採取後 に 速 や か に 水 を加 え 60分 間 放 置 した もの は コ ン ト

ロ ール よ り0．Ol 〜0．02％ 低 い 値 とな っ た．以 上 の よ うに

水 を加えず に 試料を採取 した場合，時間 が経 過 す る ほ ど酸

度へ の 影響 が 顕著 とな っ た．よ っ て，揮 発 に よる測 定値 へ

の 影響を低 くす る ため ，容器 に水を人 れ た後 に 試料 を加 え

る こ と と し，更 に 採取後 30 分以 内 に滴定す る こ と と した．

　4・1・4　滴定方法の 比較　　JAS規 格 及 び AOAG で は フ

ェ ノ ール フ タ レ イ ン 溶液 を用 い た 滴定 が 規 定 さ れ て お

り
／1〕ISIi

，試験液が薄紅色 （pH 　8，2）
14〕

に着色す る付近 を終点

と して い る．し か し，米黒酢等 の よ うに色 が 濃 い もの や ，

りん ご酢や ぶ どう酢等の よ うに滴定の 際 の pH の 変 化 に よ

り試料自体が 変色す る もの は，正確な終点 の 色 の 判 別 に 熟

練 を要 す る こ とが あ る，その た め ，終点の 判 断 に は，試 料

の 色 に 左右され る こ との ない pH を指標 と して 採用 す る こ

と と し．装置と して は pH 計又 は 電位差滴定装置 を用 い る

こ と と した，そ の 際，JAS規格や AOAC の 測 定 方 法
3〕且s：1

と

の 終点検知 の 違 い に よ る差 が生 じな い よ うに，終 点 pH を

フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イン が薄紅色となる pH 　8．2L｛
，
と した．

　醸造酢 2 試料，穀物酢 1 試 料 ，米 黒 酢 1 試 料，りん ご

酢 2試料，ぶ ど う酢 2 試料を用 い ，pH 計 に よ る 手滴定法

と電位差滴定装置に よ る 自動滴定法 に よ りそ れ ぞ れ 5 点併
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Table　 2　 Comparison 　of 　ti［ration 　with 　pH 　meter 　and 　potentioinetric　titrator （n
≡5）

Sample

Titration　with

　pH 　meter

POtcndon1C 【ric

　 titlation

　 F−test
（two

−sided ＞

　 t−tesし
（tWO 唱ided）

Mean ± SD ，％ Mean ± SD ，％ P−valuc P−value

Vinegar

Grah1 、吐negar

Komckuro −zしL

Gidcr 　vincgar

Wine 、inegar

6．312 ± 0、U15
4．69SLt± 0ρ049

4．30C｝8 ± 0．0031

4．467 ± 0．015

5，0751 ± 0．〔｝OS6
3．4998 ± 0．OOS1

5．0762 ± ｛］．0038
5、圭420 ± 0．0050

6．3037 ± 0．0075
4．7074 ± 0、0061

4．2750± 0．0067

4．4・764 ± 0．0050

5．0683± 0，0046
3，4899 ± 0．0033

5．0598± 0．0〔〕32
5．1119 ± 0．0021

O．230
．680

．160

．0580

．650
．870

．760
．］2

　 〔｝．347
．lXlO

−S

　 　 　
−4

1．lXlO

　 0，28

　 0，048
　 　 　

一
ヨ

2．5xIO
　 　 　

一
要

1．8 × 10
　 　 　

−6
4．1 × lo

Signi重icant　di正1／erences ．； p ＜ 0．05

行 で 測定 し比 較検討 した．そ の 結果 （Table　 2），　 F 検定

（両側，有意水準 5％ ）で は 有意 差 は認 め られ な か っ た が，

し検定 （両側，有意水準 5％ ）で は 6 試料 で 有意差 が 認 め

られ，それぞ れ の 平均値 の 差 は O．Ol 〜0．03％ と な っ た，

しか し，酸度の JAS規格値 は 小数第 1位 まで とな っ て い る

た め，そ れ ぞ れ の 差 は規格値 に影響 しない と判断 し，両法

と も同じ共同試験 で 妥当性を確認す る こ とに した．

　4 ・1・5 　指示 薬添加 に よ る 影響　　試料 に よ っ て は終点

付近で pH が 急激に 変動す る ため，未知試料 を手滴定法で

測定す る際 に は，慎重な操作が 求 め られ，時間を要す る．

そ こ で ，試験液 に フ ェ ノ ール フ タ レ イ ン 指示薬 を 加 え て，

終点判断の 目安 と なる か 調べ た．指示薬 を入 れ 過ぎる と，

試験液 の pH が 変化す る 可能性が あ る の で 添加量 は 2〜

3 滴 と した ．通常の 醸造酢 の 場合に は，フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ

イ ン の 添加 が終点判断の 目安 となる こ とが 明 らか で あ っ た

た め，今回，滴定時に 試験液の 変色 が 特 に顕著で あ っ た り

ん ご酢 とぶ ど う酢 に も適用可能か ，試験液 に 指示薬 を加え

て滴定 した．

　ある りん ご 酢 の 場合，水酸化 ナ トリウ ム 溶液の 滴下 ご と

に 試験液 が 徐 々 に 黄色 に 変色す る た め ，pH　8．2 付近 で は

指 示薬 の 薄紅色と混 ざり，こ の 試料独 自の 終点の 判別が 必

要 とな っ た．また，ある ぶ ど う酢の 場合 は赤紫色 か ら薄 こ

げ茶色 （約 pH 　7）．黄黒色 （約 pH　8） と試験液が 変 色 し

て い くた め，りん ご酢 と同様 に こ の 試料独自の 終点判別が

必要で あ っ た．しか しなが ら，水酸化ナ トリウ ム 溶液の 滴

下 直後に お け る 指示 薬の 変色度合い は 終点判断の 目安 とな

り，滴定操作 の 迅速化 に つ なが る と考 え られ た．

　次 に フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イ ン 指示薬 を添加す る こ と に よ

り，結果 に 影響 を及 ぼ すか 調べ る た め ，試験液の み と試験

液 に指示薬 2 滴を加えた もの を自動滴定法 で 測定 した．試

料 は りん ご酢及び ぶ どう酢 を用い 各 5 点併行 で 行 っ た．そ

の 結果，F 検定 （両側 有意水準 5％ ） で は，そ れ ぞ れ

p値 が O．09．　2，0．46 と な り，有意差 は 認め ら れ な か っ た，

t検定 （両側，有意水準 5％ ） に お い て は，そ れ ぞ れ p値

が 0．52，0．061 と なり有意差 は 認 め られ なか っ た．以 上 の

こ とか ら，滴定の 際 に フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イ ン 指示薬 を加 え

て も よ い こ と と した ．

　4・2 共 同試験

　4・2・1 マ テ リア ル の 選 択　 」AS 規格 の 酸度規格値 は

醸造酢で 4．O％ 以 E，穀物酢で 4．2％ 以 上，果実酢で 4．5％

以 上 と定 め られ て い る
S）．した が っ て，マ テ リア ル に は酸

度 4，0％ 以 下 の もの ，4．0〜4．5％ の もの ，4．5 ％ 以 上 の も

の を含 め る こ とに し た．ま た，そ の 種類 と して は穀物酢，

米黒 酢，米酢　りん ご 酢，ぶ どう酢を用い る こ と に した．

　マ テ リ ア ル とす る試 料 の 選 択 は 市販 品の 調 査 に よ り決定

した，市 販 され て い る醸造酢 S9 試料 を自動滴定法に よ り

2 点併行 で 測定 した 結果 38 試料が 3．5〜5．1％ の 範囲 に

入 っ た （Table　 8）．した が っ て，マ テ リ ア ル 1〜5 に つ い

て は上 述 した 5 種類を含 み，か つ JAS規格値を担保 し市販

品 もほ ぼ網羅す る酸度範 囲 となる よ うに，そ の 市販品の 中

か ら試 料 （Table　 3 の No ．5，6，28，35 ，38） を 選択 し，

こ れ ら を再 度 購 入 してマ テ リ ァ ル と した．史に，業務用 と

して 高酸度酢が あ る こ とか ら，マ テ リア ル に 高酸度酢 （マ

テ リ ア ル 6）を加えた．

　4・2・2 試 料 の 安定性　　共同試験中 に試料 の 酸度が 変

化す る こ とが 考え られ る ため，一
定期間保存後 酸度 が 変

化す る か調 べ た．試 料 に は 穀物酢 と りん ご 酢 を用 い，開栓

後 ポ リプ ロ ピ レ ン製広 口瓶 に入 れ，栓をした後パ ラ フ ィ ル

ム を巻 い て 冷蔵で 3 か 月間保存 した，開栓直後 の 試料 と 3

か 月経 過 した 試料 を 自動滴定法 に よ り5 点併行 で 測 定 した

結果，穀 物 酢 は 開栓 直後で 4．2750 ± 0．0075％，3か 月経過

で 4．29．9　±　O．Ol8％ と な っ た．有意差検定 を 行 っ た 結果，

F 検 定 （両 側，有 意水準 5 ％ ） で は p値 は 0．ll と な り，

t検定 （両 側，有意水準 5％） で は 汐値 は 0．082 と な り有

意差 は認 め られ なか っ た．

　 …方 ，りん ご 酢 で は 開栓直後で 5．0683 ± 0．OO51％ ，3 か

月経 過 で 5．084 土 0．021％ とな っ た．有意差検定を行 っ た
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Table　 3Total 　acid 　of 　commerci 乱lly　available 　vinegars

（n
＝2＞

No， Item Standard Total　acid ，％

1234 Vinegar 3．844
．684
．696
．80

一
bGrain 　vinegar JAS 4，27

67890123　

　

　

1111

Rice　vinega ・
』

OrganicJAS

　 JAS
　 JAs
　 JASOrganicjAS

4．Ol4
．264
．454
．544
，554
，584
，644
．69

4567890123456789012311111122222222223333Komekuro −zu OrganicjAS

　 JAS
　 JAS
　 JAsOrganic

．IAS

　 JAS

　 JAS
　 亅ASc

）【9田 1icJAs

JAs

4112412289456667726823333444445

う

55555680

44444444444444444445

34Fruit 　vinegar 3．58

5670D33

Cider 、ineg．　ar

JAS

3，494
．GO5
．07

8Q
》

003

Wh ・c ・4negar JAs
ρ
OiO155

Noni 　AS 　ur 　non −Organic ．JAS

結 果 F 検 定 （両 側，有意 水準 5％ ） で は p 値 は 0．019 と

なり，有意差 が 認め られた．t 検定 （両側，有意水準 5％）

で は p値 は O．17 と な り有意差 は 認 め ら れ な か っ た．りん

ご 酢で は，F 検 定 で 有意差が 認 め ら れ た が，標準偏 差 を確

認す る と 3 か 月経過 した試料 に おい て も0，021％ と非常 に

小 さい た め，結 果 に 影響 を及 ぼ さ な い ．よ っ て ．ふ た を し

て パ ラ フ ィ ル ム を巻 き冷 蔵 保 存 を行 え ば，3 か 月程度 まで

は 酸度へ の 影響 を及 ぼ さ ない こ と を確認 した．し た が っ

て ，共同試験 は試料開栓後 3 か 月以 内 に 終了 する こ と に し

た ．

　4・2・3　測 定方 法　　今回，測定方法の 標準化 を
一

つ の

目的 と して い る た め，共同試験 を実施する に 当た り，測 定

手順書を作成 し，試薬，器 具 及 び 装 置 につ い て
一

定の 基 準

を設けた．試薬 は Jls焜格 で 規 定 され て い る もの ，又 は そ

れ と 同 等の もの を用 い る こ と，ガ ラ ス 製体積計に お い て は

」IS規格で 規定され て い る ク ラ ス AID，又は それ と同等以上

の 精度 を有 する もの を 用い る こ と等 と した ．更に ，pH 計，

電 位 差 滴 定 装 置 に つ い て もJls規 格 に 適合す る もの
且5 ）16 ）

を

用 い る こ と と した．実際に 各試験所 で 使用 した 装置は，次

の とお りで あ る．pH 計は F−12，　F−2L　F−22，　F−24 （IIORIBA 製 ）

の い ずれ か を用 い た．電位差滴定装置 は，GOM −1600 （平

沼産 業製），AT−400，　 AT．510 （京都電子」：業製），　 AUT −301，

AUTL501 （東亜 デ ィ
ー

ケ
ー

ケ
ー

製）の い ず れ か を用 い た．

　4・2・4　マ テ リ ア ル の 均一性 評価　　マ テ リア ル の 均
一

性試験 の 結果を Table　 4 に示 した．す べ て の マ テ リア ル に

お い て．コ ク ラ ン 検 定 に よる外 れ値 は生 じな か っ た．よ っ

て す べ て の データ を用 い て，IU　PAC の 技能試験 プ ロ トコ

ル
1
暁こ従 い 均

一
性 を 評 価 した 結果，すべ て の マ テ リア ル の

均
一

性が 確認 され た．

　 4・2・5　共 同 試験結果　　各試験所 か ら報告され た共 同

試験結果 を Table　5 に示 した．試験所 n に つ い て は実施要

領 違 反 が あ っ た た め，試験所 1の マ テ リ ア ル 3，5 と 試 験

所 g の マ テ リ ア ル 4 の デ
ー

タ に つ い て は 于順書違反 が あっ

た た め，外れ 値検定 を行う前 に デ
ー

タ か ら除い た．

　次 に コ ク ラ ン 検定 に よ る 外れ 値検定を行 っ た と こ ろ，マ

テ リ ア ル 3 で 試験所 a，マ テ リ ア ル 5 で 試験所 e，マ テ リ

ア ル 6 で 試験所 g が 外れ値 と な っ た．シ ン グル グ ラ ブ ス 及

び ペ ア
ー

グ ラ ブ ス検定 に よ る 外れ 値は 生 じ なか っ た．

　た だ し，マ テ リア ル 6 の 高酸度酢 に つ い て は，手 順 書 で

終点範囲 を pH 　8．2 ± O．S と して い る が，こ の 範囲 に入 ら な

か っ た デ
ー

タ も用 い た．こ れ は 高酸度酢の 場 合，終点 の 前

後 で の pH の 変化が大きく，こ の 範囲に 入 らな い 場合が あ

っ た か らで ある．した が っ て ，高酸度酢の 場合の み，終点

で あ る pH 　8．2 前後 の デ
ー

タ で よ り終点 に 近 い 値 を用 い た．

　4・2・6　測定方法の 精度評価　　外 れ 値を除 い た 報 告 デ

ータ を基 に統計解析 を行 っ た．そ の 結果 をTab 】e　 6 に示 す．

す べ て の マ テ リ ア ル の RSD ．％ は 0．10 〜O．17％ と な り，

R／SDi，％ は 0．32〜O．48％ とな っ た．こ の 結果 に よ り，J．ms
規 格値 に お ける小数第 1 位まで の 精度を担保 で きる こ とが

確 認 さ れ た．ま た，IlorRatは 0」 1 〜0，15 の 範囲 と な り，

Godcx の 基準 で は H 〔〕rRat は 2 以 内
17）

で あ る こ とが よい と

さ れ て い る こ とか ら，本法 は 室間共同試験 に よ り，酸度

3，55〜15．12％ の 範囲 で 妥当性が 確認 され た．

5　 ま　 と　 め

　現 行の JAS規格の 醸造酢 の 酸度測定法 は，フ ェ ノール フ

タ レ イ ン を指示薬 と した手滴定が 規定 され て い る，こ の 方

法 は，色 を呈 して い る 果実酢や 米黒酢等の 滴定の 終点判 断

に 熟練 を要 する 場合が あ る．そ こ で ，今回，終点判 断 を指
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1lable4 Tbtal acid  ofvinegars  determined  by proposcd methodin  the  homogeneib,  test for interlaborutory study

Sample  No.pt,Iaterial1,
 
"/oMuterial

 2, 96rvIaterial  3, 96Materiat  4, 96rvIaterial  5, 96Muterial  6, 96

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1

1234

 i)678910Grandmean,%

SrasD.
 %S?t-ltCriticalvalue

2

3.54S.54S,54S,54S,54S,543,54S.54S,55SS4

4.8×

S.55S.54S.548.553,543,543.5SS.543,553,54S.54

    -s
  10O.IB5.9XIO4.7XIO-e-s

4.014.024.014.004.02･1.024.0S4.024.024.0t4,Ol4D2･a･.ol4.024.014.U24.044.034.034.01

  4.02
      -ll
8.1× 10

  O,202Sxlo-S

      -s
5,8xlD

4.254.244.254,244.264.254.254.244.254.25

  4.254.5
×

  O.1110

5.7× 106.SX10

4.244.254.254.244,254,Lt54.244.254,254,25-s

-o-/l

4.404,S94,404.･{O4.404.404･.414,414.414.424.404,414.40aj.404.414Al4.4e4.4U4.404.404.41

      
-3

6,Ox10

  O,14

      
-a

Lex].o60
× lo-3

5.04i).025.045,e35.0S5.0S5.035.0S5.0S5.0S5.055.0S5,025,OS5,OS5,OS5.02sn.os5,025.02

  5.03
      

-s
6.8X1O

  O.l42.3

× le'J
      

-ll
8.4× IU

15,1315.1]15.1515.1315.10IS.11l5.I215.1215.i2IS.1215.0815.08IS.1015.1115.l2l5.1215.IS15.IS15.I5I5.18

 15.I2L9
× 10 

!

  O,18
      ,1,OXIO
      

-Lt
5S × 10

s2.. : Bets-,een stt]nple  variance  ; SLsam< Critical value  :Thc  material  issuencientlyhomogeneous,

'fable5
 Tbtal acid  of  vinegars delermined  by  proposed  method  in interlaboratory study

rvIaterialL%Material  2, % "･Iaterial 3, % Material 4. % Material 5, % Material 6. %
Laborator}'1

2 1 2 1 2 I 2 1 2 1 2

abcdefghijkImn S.563.548.568.568,54B.54B.S6S,54S,543S3S.5i)S.57S.52S.ssb)S.55S.54S.56SS68.568.54S.553,543,543.58S.553,56S,53S.7]h,4.024.01.l･.05d.og4.044.004.054.024.024.014.024,O･l3.994.o3h,4.024.024.084.03･1.034.004.e44.024.004.014.024.044.004.02li)4.26a)4,254,274.274,294.264.284.264.254.24.l.244.slb)4.214.26b)4,S4A)4.264.26･d.?74.2.

 94.264.264,264,254.284.264,284,224,27h,

4.434.424.444.4S4.424.414.4s")4.434.414.414,424..464.40aj.42b,4.434.424.444.434.444.404.444.434.434.404.424.454.404.42b)5.045,04S,055,065.o7n)5.04.5.0S5,04S.025.025.045.o6b)5.015.osh)5.075.035.055.0.1]5.37")5.04r).o65,04･5,OOS.02s.os5.06h)5.015.o7h,15.15IS.0715.2B15.10l5.14l5.15]5,24z}15.1115.0915.0815.0915.1815.09lr).glb)15,1015.e515,2215,ISIS,1215.14･IS.lsH,15.12li-,.o7IS.08lt"].10l5.l815.0815,lsh)

a)Cochranoutlier;b)Invaliddatat.hat.wcrcremoved  prior te statistica] arial},sis.

thble6  Results ofinterlaborator),  study  for determination of  total  acid  of  vinegars by proposed  method

)vlaLerialNo.No.ofLab
 (outlier)

l23456

Meun,  %Sral SRb)

IS (O)IS
 <O)11
 (1)t2
 (O)11
 (1)12
 (1>

RSD,",%  RSDRd),%2,8xs,C,2.8xS.OPredictedRSD.,
 %HerRat

S.5474.0224.2564.424s.og7]S.!20O.O055U.e068O.O074O.O068O.O088O.O15U.OISO.O16O.020O,Oi6O,O18O.048O.16O,17O.17O.15O.17O.10O.36e.41O.4SO.S7O,B6O,32O.O16O.O19O.021O.O19O.025O.041O.036O.046O.057O.046O.05IO.I8s.sS.2S.28,2S.12.6O.11O,ISO.15O.12O.l2O.I2

a)  Repeatability standard  dcviatien ; b) Repreducibilit}' stai]dard  deviation ; c)  Repeatability relative  standard  dci,iation ;

d) Reproducibility relative  standard  deviation ; e)  Repeauibility to]erance ; D Reproducibility tolerance  ; HorRat  
=
 RSI)KfPredicted

RSDR
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示 薬 の 色 か ら pH に 変 更 す る 等 の 改良 を行 っ た こ と に よ

り，こ れ らの 測定が 容易 とな っ た．また，電位差滴定装置

に よ る 白動滴定法 に よ り，酸度測定を迅速 に行える よ うに

な っ た．

　 なお，規格値付近 の 試料の 場合 に は，今 回 の 室 間共 1司試

験 に よ り求 め た測定精度を考慮 して 規格適合 の 可 否を判断

す る こ とが 必 要 と考え ら れ る．

　本研究 は 農林水 産省 の 平成 18 年 度．IAS規格等検査 ・分析手法

妥当性確 認事業 の
一

環 と して 実施 しま し た．共 同試 験 に よる 測 定

方法 の 設 計及 び結果 の 評価 は，JAS分析手法 妥当性確認検討委 員

会で 行 い ま した．検 討委 員 として 協力い た だ い た，信 州大 学農学

部応用 生 命科 学科教授 後藤哲久 博十，1独 農 業 ・食 品 産 業 技 術 総

合研 究機構食 品総合 研究所食品分析鯡究領域 品質情 報解析 ユ ニ ッ

ト主任研 究 員 内藤 成 弘博 士，噺 日本冷凍食 品検査 協会 試験事業本

部試．験技術部上 席専門役森曜子氏，助 日本穀物検 定協会連 絡調整

グル ー
プ長 川瀬 高 明 氏，勘 日本食品分析 セ ン ターテ ク ニ カ ル サー

ビス 部JAS審査課 長齋藤紀 子氏，昭和産業  生 産 セ ン ター糖 質技

術 部 長 弥 武 経 也 氏 に感 謝 し ます．また，試料 を提供 して い た だ い

た  ミ ッ カ ン グ ル ー
プ本 社，共同試．験 に ご協力 い ただい た タ マ ノ

イ酢   ，マ ル カ ン
．
酢  ，  ミ ツ カ ン グ ル ープ本社，  半田 ミ ツ カ

ン ，  ミ ツ カ ン サ ン ミ委託 管理 セ ン ター，闘 全 国調 味料 ・野菜飲

料 検査協会 （東京検査 所，大阪検査所），融 ：農 林水産消費技術 セ
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　Amntcrlabora ω ry 　study 　was 　pcrfbrmed　to　evalllate 　a　mcthod 　fbr　deternlining　total　acid 　in

Jozo−su （vinegar ），
fbr　rcvisiom ）f　thc　Japancse　Agricultural　Standard （JAS）．　 Mcthods 　using

Utration　with 　a　pH 　metcr 　or 　a　potentiometric　titrator　werc 　optimized 　bascd 　on 　theJAS 　ana1 アsis

mcthod ．　Thc 　optilllum 　conditkms 　were 　sampling 　a 　tcst　portiQn艮fter　putting　100111L　of　watcr

into　a 　200　mL 　beaker，　and 　titrating　with 　O．5　mol ／L　NaOH 　lmtil 　pH 　8．2，　ushlg 　a　pH 　mctcr 　or 　a

potendome 乢ric　titratoL　Then ，　fburteen 　laboratories（pH 　mete 蔦 91abs ；potentiometric　1itratoち
51abs）participated　and 　analyzcd 　6　tcst　matcrials 　as　blind　duplicatcs　with 　this　method ．　 After
removing 　outliers 　statistically，　thc　repcatabilit ｝《 RSD ，）and 　the 　reproducibility （RSDR ）of 　this

mcthod 　were 　O．10 〜0．17％ and 　O．32 〜0．48％ ，rcspectively ．　 HorRat （RSDR ／predicted　RSDk ）
f（）rthe 　rcproducibility 　showcd 　O．11to　O．15．　This　method 　was 　shown 　to　have 　an 　acceptable 　prc−
cision 　by　the 　prcsent　study ．

Kaywords ； method 　validation ；interlaboratory　study ；total　acid ；vincgar ；potentiometric　titra−
　　　 　　　 tion ．
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