
Nippon Shokuhin Kagaku Kogaku Kaishi, 67（12）, 493-498, 2020

Copyright© 2020, Japanese Society for Food Science and Technology

doi : 10.3136/nskkk.67.493 https : //jsfst.smoosy.atlas.jp

技術論文

酢酸エチル抽出を用いたガスクロマトグラフィー

によるワイン中酢酸の定量法
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�Geographical Indication (GI) Hokkaido¢ has been operating since 2018 with the aim of ensuring the quality and
branding of wine produced in Hokkaido. The amount of volatile acid, mostly acetic acid, should be regulated for GI
certification since excessive amounts contribute to objectionable off-flavors of wine. In this study, a new application
of gas chromatography (GC) followed by ethyl acetate extraction was examined as a simple and reliable method of
measuring acetic acid in wine. Higher reproducibility (RSD: 2.1% to 4.4%) was observed in three types of wine
samples with different acetic acid concentrations (254 to 756µg/mL), accompanied by satisfactory recoveries (98%
to 102%). The determination range was 254 to 1 236µg/mL, well covering the required criterion (<1 000µg/mL).
Significant correlations were recognized between the GC method and high-performance liquid chromatography
(HPLC), which has been approved as a screening method for measuring volatile acid in GI wine (r=0.993, p<0.0001,
n=22), and also the distilled-titration method (r=0.974, p<0.0001, n=19). Thus, the proposed GC method for the
determination of acetic acid in wine samples is simple and reliable; furthermore, it will be useful as an alternative
reference based on a different principle to the traditional titration method or the prevalent HPLC method.
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近年，国内原料を使用した日本ワインの中でも北海道産

ワインが大きな注目を集めている．池田町で 1960 年代よ

り本格的なブドウ栽培および醸造が始まって以来1），ワイナ

リー数は漸増で推移していたが，2000 年以降急激に増加

し2），2019 年 10 月現在，北海道には 41 か所のワイナリーが

存在する．冷涼な気候を活かし，ドイツ系品種や生食用ブ

ドウを使用したワインづくりが道内各地で行われている

が，温暖化の影響によって，これまで栽培が難しかったピ

ノ・ノワール等の Vitis vinifera系品種の栽培も盛んとなり

つつある3）．特に近年は小，中規模ワイナリーが多く設立さ

れており，世界的に消費者の関心を大きく集めている自然

派ワイン4）のように，自然に逆らわない栽培および醸造を

行う生産者もいる．

こうした状況の中，2018 年 6 月，ワインとしては山梨に

次いで国内 2例目となるワインの産地として，国税庁から

地域のブランドを保護する地理的表示（GI）制度の指定を

受けた．この制度に基づきワインに「北海道」を表示する

ためには，指定品種の道内産原材料のみを使用し，製造工
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程もすべて北海道で行われていることが条件となる．ま

た，大学などで構成される地理的表示「北海道」管理委員

会（以下 GI 北海道）の官能試験と理化学分析を受け，品質

の基準を満たす必要があるⅰ）．この理化学分析の評価項目

の 1つである揮発酸は，ワインの官能に関わる重要な成分

であり，その 95% 近くを占めているのが酢酸である5）．ワ

インのスタイルによって，揮発酸の感じ方は異なり5）∼7），10

% エタノール混合液における酢酸臭の閾値は 200∼300

µg/mL8）∼10）とされている．酢酸 700∼1 100µg/mL付近の

濃度で，酢酸特有の鼻につく刺激臭を感じ，ワインに不快

なニュアンスを与えると言われている6）．一方で，ワインの

テイストにおける酢酸の役割は悪いものばかりではなく，

一定量存在すべきという研究も存在する5）．しかし，過剰に

存在すると酸化臭と表現され，オフフレーバーとして扱わ

れることが多いため11），酢酸生成を抑えるための研究もな

されており12），国際ブドウ・ワイン機構（OIV）は揮発酸の

上限値を 1200µg/mL（酢酸値）と設定している13）．

GI 北海道では，公定法の水蒸気蒸留滴定法14）による総

揮発酸の基準値を 1500µg/mL 以下と設定しているⅰ）．ま

た，公定法の水蒸気蒸留滴定法では一度に多数の試料を測

定することが困難であるため，簡易検定法として，ポスト

カラム pH緩衝化法と電気伝導度検出器を組み合わせた高

速液体クロマトグラフィー（HPLC法）15）を利用できるとし

ており，基準値をより厳しく 1000µg/mL未満と定めてい

る．したがって，HPLC による酢酸測定値が 1000µg/mL

を超えた場合は，公定法である水蒸気蒸留滴定法により再

度，揮発酸を測定し値を確定させる運用となっている．本

研究では，GI 北海道認証の理化学分析において揮発酸の

簡易検定法として採用されている HPLC 法とは原理的に

異なる酢酸エチル抽出を用いたガスクロマトグラフィー

（GC）によるワイン中の酢酸定量法の開発を検討した．

なお，HPLC 法については特殊な検出系が必要であり，

ワインのような複雑なマトリックス試料の場合，夾雑物の

影響を受ける危険性もあることから，多種多様なワインの

品質管理に貢献できる新たな手法としての GC法の可能性

を併せて検証した．

実 験 方 法

1． 試 薬

塩化ナトリウム（関東化学社製），酢酸エチル（ナカライ

テスク社製），10mg/mL 2-プロパノール，0.1mol/L塩酸，

無水硫酸ナトリウムおよび容量分析用酢酸（f=1.000）（い

ずれも和光純薬社製）を用いた．

2． ワイン試料

GI 北海道の認証を 2019 年 6 月までに受けたワイン 35

種，ワインビネガー添加前後のワイン 6種および，スパー

クリングワインを含む国内産 3種，国外産 7種のワインを

試料とした．この内，酢酸濃度が低い白ワインW1，中程

度の赤ワイン R1 および高い赤ワイン R2 の 3 種を条件検

討に使用した．

3． 測定用ワイン試料液の調製

共栓ガラス試験管（5mL）にワイン試料 250µL，0.1

mol/L塩酸 50µL，蒸留水 680µL，塩化ナトリウム約 0.5

g，内部標準物質として 10mg/mL 2-プロパノール 20µL

および酢酸エチル 1 000µL を加え，かくはん機（ダイレク

トミックスTS-50，サーマル化学産業社製）を用いて激し

く 5分振とうし，1460 g，10分，25℃の条件で遠心分離し

た．酢酸エチル層を，無水硫酸ナトリウム約 1 g を含む新

しい共栓ガラス試験管に採り，10分静置後，2mLバイア

ル瓶（Thermo scientific社製）に移した．

4． 検量線用酢酸標準溶液の調製

容量分析用酢酸を用い，12mg/mL 酢酸標準溶液を調製

した．共栓ガラス試験管に蒸留水 920，910 および 890µL

を採り，12mg/mL酢酸標準溶液をそれぞれ 10，20 および

40µL 加えた後，試料液の調製手順にしたがい同様に抽出

した．これらの酢酸標準溶液はワイン試料 250µL 中の酢

酸濃度として，480，960 および 1920µg/mL に相当する．

なお，実際のワイン試料測定においては，酢酸 480µg/mL

濃度の一点検量線により定量した．

5． ワインへの酢酸添加回収試験

ワイン試料 3種（W1, R1, R2）につき，試料液の調製手順

において，蒸留水 680µL の内，250µL を 480µg/mL 酢酸

溶液に置き換えた添加試料を調製し，同様の抽出操作を

行った．

6． GC法による酢酸測定

ガスクロマトグラフ（GC353B），オートサンプラー（ASI-

240），高極性カラム InertCap WAX-HT（0.25mm i.d.×30

m, df=50µm, いずれもジーエルサイエンス社製）を用い

てGC分析を行った．試料液注入量は 1µL（スプリット比

1：10），キャリアガスはヘリウムを流速 1.4mL/分で使用

した．注入口温度および検出器温度は共に 240℃とし，昇

温プログラムは，40℃を 10 分保持後，16℃/分で上昇，

220℃に達した時点で冷却を開始した．再び 40℃となっ

てから 10分以上経過した後，次の測定を行った．検出器

は水素炎イオン化検出器（FID）を使用し，1サイクルを

40 分とした．測定後のデータ処理には Chromato-PRO

（ランタイムインスツルメンツ社製）を使用した．

7． HPLC法による酢酸測定

HPLC 法による酢酸測定は，GI 北海道認証ワイン 22試

料および国産 2試料，国外産 6試料について，ポストカラ

ム pH緩衝化電気伝導度検出法15）により行った．カラムは

Shim-pack SCR-102H（300mm×8mm I.D., 島津製作所社

製），移動相は 5mmol/L p-トルエンスルホン酸水溶液，

検出試薬は 100µmol/L EDTAおよび 20mmol/L Bis-Tris

を含む 5mmol/L p-トルエンスルホン酸水溶液を用いた．

試料は遠心分離（9170 g, 5分）上清を水で 20倍に希釈し，
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フィルター（0.45µm）ろ過後，10µL を注入した．

8． 水蒸気蒸留滴定法による酢酸測定

水蒸気蒸留滴定法による揮発酸の分析は，GI 北海道認

証ワイン 19試料を用い，公定法14）にしたがった．試料 10

mLを水蒸気蒸留後，留液約 100mL をとり，フェノールフ

タレイン指示薬を加え，0.1mol/L水酸化ナトリウム溶液

を用いて滴定した．

9． 統計処理

統計処理には Prism 6（Graph Pad Software社製）を用

いた．

実 験 結 果

1． 酢酸検量線

GC測定によって得られたクロマトグラム（Fig. 1）の

ピーク高と面積値それぞれについて内部標準物質である

2-プロパノールとの比をとり，検量線を作成した（Fig. 2）．

ピーク高および面積値双方において良好な比例関係が見ら

れ，相関係数はともに 0.999 と高く，p値は 0.0001 以下で

あった．定量範囲は下限 100µg/mL（S/N=2.5）∼上限

1 920µg/mL であった．以降の測定には面積値を用いた．

2． 酢酸添加回収率および同時再現性

酢酸濃度が低い白ワイン（W1），中程度の赤ワイン（R1）

および高濃度の赤ワイン（R2）を使用し，それぞれ 480

µg/mL の酢酸を添加した試料とともに GC 測定した

（Table 1）．このとき，1種類につき 3つの測定試料を調製

して測定を行った．添加回収率は 98∼102%，再現性は

髙橋・他：ワイン中酢酸の溶媒抽出 GC定量 495（ 37 ）

Fig. 1 Typical chromatograms of wine sample, standard

and blank

Ethyl acetate as solvent front, and 2-Propanol as internal

standard are observed all chromatograms, while Ethanol is

detected from only wine sample.

Fig. 2 Calibration curves using peak area and height values

Data represent mean±SD (n=3). Both calibration curves show highly significant correlation (r=0.999, p<0.0001).

Table 1 Recovery and reproducibility of acetic acid

measured in wine samples by GC method

Wine sample
Spiked

（µg/mL）
Found

（µg/mL）
RSD（%）
（n=3）

Recovery
（%）

W1 0 254 4.4 −

480 730 2.7 101

R1 0 471 2.1 −

480 951 3.8 98

R2 0 756 3.5 −

480 1 236 4.3 102

Data represent mean of three independent runs.



RSD 2.1∼4.4% と，ともに良好であった．

3． HPLC法との相関

GI 北海道認証を受けた 22 種および国内産 2種，国外産

6種のワイン試料について，今回のGC法による測定値と，

HPLC法による測定値（ともに 1回測定）との相関を調べ

た（Fig. 3）．一次回帰式はY=1.202X+29.93 であり，相関

係数は 0.987，p値は 0.0001 以下と，有意な相関関係が認

められた．

4． 蒸留滴定法との相関

GI 認証を受けた北海道産ワイン 19 試料の GC 測定値

と，公定法に指定されている蒸留滴定法により測定した値

（ともに 1回測定）との相関を調べた（Fig. 4）．一次回帰式

は Y=1.252X-146.6 であり，相関係数は 0.974，p 値は

0.0001 以下と，有意な相関関係を示した．

考 察

ワインの品質評価に関連して，揮発酸を含めたワイン中

の数百の香気成分の測定が様々な手法で行われてきた16）．

本研究においても，酢酸エチル抽出の検討に先駆け，当初，

GCへ直接注入するDirect Injection 法17）や，一般的にタン

パク除去の目的で使用されるアセトンを加え，−30℃で 1

時間凍結させる冷アセトン法を検討した．しかし，Direct

Injection 法においては，酢酸ピークが突然半減する現象が

度々見られ安定した測定ができなかった．一方，冷アセト

ン法においても，ある程度の測定精度は得られたたものの，

HPLC 法との相関は r=0.359 と低く定量法としての課題

が多かった．マイクロシリンジのプランジャやカラム注入

口への水溶性成分の残存に加え，ガラス容器への酢酸の吸

着ロスが変動要因と考えられた．
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Fig. 3 Correlation between the concentrations of acetic acid measured by HPLC and GC

Fig. 4 Correlation between the concentrations of volatile acid and acetic acid measured by distilled-titration

and GC, respectively



酢酸エチル抽出を検討するにあたり，塩化ナトリウム，

無水硫酸ナトリウム，0.1mol/L塩酸を加える操作を取り

入れた．塩化ナトリウムは飽和状態にすることにより塩析

効果で酢酸の抽出効率を上げるとともに，エマルジョン形

成を予防し18），実際に 2-プロパノールと酢酸の抽出量が増

大した．無水硫酸ナトリウムは酢酸エチル層に残存する水

溶性成分を除くために加えており19），冷アセトン法で問題

となっていた水溶性成分のシリンジへの吸着も大きく改善

した．また，使用後にはプランジャを抜き，完全に乾燥さ

せることで，プランジャのさびつきを効果的に防ぐことが

できた．0.1mol/L塩酸は，ワインの pHに依存し酸型とイ

オン型で存在する酢酸（酸解離定数 4.8）を，ワイン自体の

pHに左右されず確実に pH<2 とすることで定量性を確保

するために加えたものである．新たに加えたこれらの操作

により測定精度が向上し，良好な再現性と回収率（Table

1）に加え，HPLC法および蒸留滴定法との高度に有意な相

関（Fig. 3, 4）が認められるようになった．なお，一般的に，

色素成分を除去するために活性炭が用いられるが20），活性

炭の微粉末を加えたところ，遠心後の水層と溶媒層の中間

に残存し上清分取の妨げとなり，かつ，色素除去の効果も

あまり見られなかったため，加えないこととした．これま

で本法により約 20 種類の赤ワイン試料の測定を計 60回以

上行ってきたが，酢酸測定への影響は認められなかった．

こうした，塩酸酸性とすることで酢酸抽出率が向上するこ

と，および活性炭による色素除去操作が不要であることは，

本研究において得られた新たな知見である．測定作業の簡

便化は，多数試料に対して迅速な結果報告が求められる簡

易検定法において特に重要である．

ワイン試料中の酢酸量を定量するにあたり，面積値と

ピーク高それぞれを用いて濃度計算を行ったとき，ピーク

高から算出した値の方が，面積値を用いた値より高くなる

傾向にあった．これは，内部標準物質 2-プロパノールの保

持時間が，ワイン中に大量に存在するエタノールと近いこ

とで，より鋭敏に動くピーク高は影響を受け易いためと考

えられた．実際，2-プロパノールを除いて酢酸量を算出す

ると，面積値との差はほとんどなくなった．2-プロパノー

ルはワイン中には自然に存在しない物質であり，GC を使

用したエタノール測定の公定法においても内部標準物質と

して用いられている14）．

本 GCによる簡易検定法においては一点検量線を採用し

ている．これは，GI 北海道の採否に関わる揮発酸 1500

µg/mL を確実に担保できる 1000µg/mL を簡易検定にお

ける基準値に設定していること，および 3点検量線の濃度

範囲にわたる十分な直線性（Fig. 2），良好な再現性および

添加回収率（Table 1）が確認できていることに加え，基準

値を超えた際には公定法による再測定を要するため，より

迅速な結果が得られることを優先したものである．した

がって，より正確な測定値を求める場合は，3点検量線の

使用が望ましい．

本GC法とHPLC法（Fig. 4）および公定法の蒸留滴定法

（Fig. 5）との間には有意な相関が認められたものの，回帰

式の傾きが示すように，GC 法による測定値はこれらの手

法に比べて系統的に高値となる傾向にあった．HPLC法の

前処理は希釈のみであるが，GC 法では酢酸エチル抽出を

行っていることが測定値に影響を与えていると考えられ

る．実際，酢酸エチルブランクにおいても，わずかながら

酢酸ピークが確認されており，試薬あるいは作業環境由来

の一定量の酢酸混入の可能性が示唆されている．一方，蒸

留滴定法については，水蒸気蒸留の段階における一定の損

失と，滴定時の変動が定量精度に影響し，特に低濃度域で

は相関が劣ることとなったと考えられる．ただ，GC 法が

他の手法よりも高値を示す傾向にあることは，公定法に先

立つ簡易検定法として運用するにあたって，偽陰性を確実

に避けることに繋がると考えられる．

これまで GI 北海道の認証を受けたワインの揮発酸量は

100µg/mL 程度のものから 1 000µg/mL を超えるものま

で様々であった．これは多種多様な各国のワインにおいて

も酢酸値には大幅な開きが認められていることと共通す

る6）10）16）19）21）．野生酵母による自発的発酵を行う生産者が世

界的に増えている中，国内においても同様の傾向が見られ，

それに伴い酢酸濃度の範囲はより広がってきている．酢酸

は酢酸菌による汚染だけではなく，野生酵母や乳酸菌によ

り生成されることもあり，市販の培養酵母を使用しない醸

造においては，酢酸濃度が高くなるリスクが付きまとう22）．

また，エタノール産生を担う酵母である Saccharomyces

cerevisiaeの発酵による副産物としても酢酸は知られてお

り5），特に高糖度条件下で発酵が行われることによって，多

量に生成されることが分かっている23）24）．国内においても，

収穫時期を冬まで遅らせ，ブドウの糖度を上げてつくられ

るアイスワインが製造されており，実際にこうしたアイス

ワインでは酢酸濃度が高くなる傾向にある．このように北

海道をはじめ全国的にも，ワイナリーごとに様々な製法で

ワインが醸造されており，酢酸が高濃度になるリスクが少

なくないことから，品質管理として簡便に揮発酸量をモニ

タリングする必要性も高まってきている．

以上，本 GC法は，様々なワインの酢酸濃度を多数試料

においても簡便に測定可能であることから，GI認証にお

ける簡易検定法として，あるいは様々なスタイルのワイン

に対する品質管理法の 1つとして適した手法であると考え

られる．

要 約

酢酸エチル抽出を用いた GCによるワイン中酢酸の定量

方法を検討した．その結果，酢酸濃度 254∼756µg/mL の

様々な種類のワインにおいて，再現性（RSD 2.1∼4.4%）お

よび回収率（98∼102%）ともに良好な結果を示した．本

髙橋・他：ワイン中酢酸の溶媒抽出 GC定量 497（ 39 ）



GC 法により測定した北海道産ワイン試料の酢酸値は，GI

北海道認証の公定法となっている蒸留滴定法および簡易検

定法として採用されている HPLC 法による測定値と有意

な相関が認められた．本 GC法は異なる測定原理に基づく

新たな酢酸の定量法として有用な手法であると言える．

本研究を進めるにあたり貴重なご助言をいただきまし

た，札幌国税局 課税第二部 鑑定官室 橋口知一室長，北山

賀隆主任鑑定官，酒税課 団体企業係 神高章弘係長，北海

道ワイン株式会社 製造本部 河西由喜部長に心より感謝を

申し上げます．
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