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果 実 中 の 残 存 亜 硫 酸 の 測 定

大 村 浩 久 ・副枝紘一郎*・山 藤 一 雄

Determination of sulfite remaining in  friuts 

  H. Omura, K. Soeda and K. Yamafuji

前報3・4)に示 したように亜硫酸塩はリンゴ,馬 鈴轡

あるいはエビなどの褐変を防ぎ,ま た柿の渋味を除 く

ことも出来る.こ のほか味噌などの漂白剤や酸味をも

つ野菜,果 実などの防腐剤としても利用されている.こ

のように亜硫酸塩は各種の食品に添加 されて種々の効

果を発揮するが,た とえば大気汚染の問題などから明

らかなように衛生上問題があつて食品への添加 も避け

ることが望ましいのは当然である.し か し普通に使用

される量では毒性は殆んどr忍められないといわれてお

り現在では食品への添加量が法律によつて制限されて

いるに過ぎない.従 つて亜硫酸塩がどんなにすぐれた

効果を示すとしても少な くもこれを無制限に食品に用

いることは許されずその残存量を測定 して常に規定量

以下に保二持 しなければならない.そ こで我々はSP処

理を試みた リンゴおよび渋柿について残存亜硫酸の測

定法を検討 した.

実 験 お よ び 結 果

亜硫酸の比色定量法

亜硫酸の測定法についてはこれまで滴定法,比 色法

など種々の方法が提案されているが,食 品には少量の

添加 しか許されておらず しかも果実表面あるいは果汁

の中ではさらに分解される可能性 も考えられ,微 肚の

亜硫酸を対象とす るので 比色法の利用を先ず検討し

た.そ こで 我々はfuchsin-aldehyde試 薬 を用いる

Westら5)の 方法を試験 した.こ れはtriphenylmeth-

ane系 の色素であるfuchsinが 亜硫酸で 還元されて

無色のleucosulfonicacidに なる.こ れとaldehyde

とが反応 して生ずる色素は はじめのfuchsinそ のも

のではなくて色調は異なつており亜硫酸陽性反応では

生 じた色素は赤味ないし青味を帯びた紫色である.

0.04%rosanilin・HCI溶 液:原 報に従つ てrosa-

nilin・IICI塩1%水 溶 液4m1と 濃HCI6mlと を 混

合 しH20を 加 えて100mlと した.こ の試 薬 はH20

に比 較的 とけ に くい ので0.049のrosanilin・HC1塩

を 適 当量 のII20に とか し,こ れ に濃HCI6mlを 加

え最 後 にII20で 全容 量 を100mlと した方 が よい.

Rosanilin・HC1塩 の 水溶 液 は鮮 紅 色 で あ るが濃HCI

を 加 え ると黄 色 にな る.調 製 後 少 な くも数 時間 放 置 し

て か ら 使用 す る こ とが 望 ま しい.Westら に よ ると

rosanilinに つ い て は0.02%な い し1%,HCIに つ

いて は6%な い し12%が 適 当で あ るが前 者 で は0.04

%,後 者 で は6%が 最 も望 ま しい の で我 々 も この条 件

に従 つ た.

0.2%formaldehyde:原 報 に よ ると0.1%な い し

1%の 範 囲 で利 用 され,と くに0.2%が 最 もよ い とい

われ て い るの で これ に 従 う こと と し 市販 試 薬forma-

linを 適 当 にH20で 稀釈 して 調 製 した.

試 料10mlにrosanilin・HCI溶 液1mlお よ び

formaldehyde溶 液1m1を 加 え て 放 置 す る と鮮 や か

な赤 紫 色 を呈 した.Westら は この着 色 液 を560mμ

で 測 定 して い るが そ の 吸 収 ス ペ ク トル は は第1図 に示

す よ うに580mμ に 最 大 吸収 が あ るの で この波 長 で 測

定 した.

発 色 は比 較 的 にす み や か で あつ て 試 薬添 加 後5分 で

既 に一 定 の 値 に達 しか な りの期間 安 定 で あ る.し か し

*勤 務先:明 治乳業株式会社 Fig. 1. Absorption spectrum of color.



Fig. 2. Change of color intensity at various 
     temperature. Optical density (— log 

     T) was estimated at  580  m,t.

発色は少な くも室温以下で行 うべきであつて,第2図

から明らかなように37℃ ではかなりすみやかに腿色

する.

そ こで10-6Mな い し4×10-5Mの 範囲に亘つて

10mlNa2SO3溶 液 にrosanilin・HCI溶 液 お よび

formaldehyde溶 液 それぞれ1mlを 加え室温で発色

させ,30分 後その吸光値を 日立分光光度計EPU-2型

10mmセ ルを用い580mμ で 測定 した.測 定の対照

としてはNa2SO3の 代 りにH2010mlに 同様に試薬

を添加 したものを用いた.第3図 から明らかなように

この範囲に亘つて呈色の強さはNa2SO3の 濃度と直線

関係を示した.4×10-5M以 上でも引続いて直線関係

を保つことが推定されるが 吸光値が高いので 試料を

H20で 適 当に稀釈 したのちに発色しな けれ ば な ら

ない.

リンゴの褐変防止あるいは渋柿の処理には我々も藤

井1)に よつて開発されたいわゆるSP剤 を使用した.

これはNa2SO3水 溶液にオルソ燐酸を加えてそのpH

を5.5に 調節 したものであ る.発色 試薬は6%HC1

酸性であるので燐酸による酸度の影響は殆どないもの

考えられるが念のために試験 した.10-3MSPを 種 々

の量にとりそれぞれ25mlにH20で 稀釈 しそ の10

m1に ついて発色させた.一 方対照として同じ濃度の

Na2SO3水 溶液を同様に発色させてその吸光度を比較

したが第4図 からみられるように燐酸の影響は殆ど認

められなかつた.従 つて リンゴあ るい は渋柿の処理

にSPを 用 い て も残存亜硫酸の測定には別に支障は

ない.

リンゴ果汁中の亜硫酸の比色定量

リンゴの果実に附着している亜硫酸の量を比色法に

Fig. 3. Coloration of Na2 SO3 solution and 
 SP in apple juice. 

Na2S03 (-0-0—) : 10m1 Na2S03 solution 
+1m1 rosanilin•IIC1+1ml formaldehyde 

SP±juice(—X—X—) : 10m1 SP containing 
1 ml apple juice -I- lml rosanilin • HC1-{-

   1 ml formaldehyde.

  Fig. 4. Coloration of Na2S03 and SP. 

 An aliquot of 10-3M Na2S03 or SP solution 
cited was diluted to 25 ml with H20. Into 
10 ml of the solution, 1 ml rosanilin•IIC1 and 
1 ml formaldehyde were added.



よつて定騒するには先づこれを適当にH20で 抽 出し

それについて発色させなければならない.従 つてこの

ような呈色にリンゴの抽出果汁が影響しない場合にの

み測定に利用出来る筈である一 般にリンゴ果汁巾の

諸成分を比色法で測定する場合には果汁の褐変にもと

つ く吸光度の測定誤差も考慮されなければならない.

しかし亜硫酸の場合には前報のように亜硫酸によつて

褐変は抑制され,さ らにrosanilin・HCI溶 液は強酸

性であるので果汁調製後すみやかに試薬を添加すれば

これによつても褐変は防止されるので問題とするには

及ばない.

素早 く剥皮したリンゴの果肉109をWaringblen-

derを 用いて40mlH20に30秒 間磨砕懸濁しすみや

かに 吸引濾過 して 抽出液 を 調製した.種 々の量の

10-4MSPに この抽出果汁1m1宛 を 添加 しさ らに

H20で 全量10m1と し 室温に約60分 間放 置 した

のち試薬を添加して発色させた.リ ンゴ果汁へのSP

の添加景と発色度との関係を純溶液での もの と比較

する ため に 同じく第3図 に示したが,SPの 添加量

4.4×10"'s以 上では580mμ で の 吸光度はSPの 量

と直線関係を示し,し か も この直線はリンゴ果汁を

加えないNa2SO3溶 液 で の標準直線と平行関係 に

あつた.し かし前報に示したようにSPは リンゴの果

実巾に含まれているphenol性 物質等と反応すること

が推定されるのでリンゴ果汁巾に検出される亜硫酸の

量は添加した量よりも減少していることは当然考えら

れる.従 つて リンゴ果汁中に残存する亜硫酸の量は呈

色液の吸光値に対応する純溶液での標準直線から求め

られ,標 準ならびに果汁含有両直線の間隔はSPと 反

応する諸成分の量を示 しリンゴの種題,状 態あるいは

果汁の濃度などに影響されるものと推定される.い ず

れにしてもこの両直線が平行関係にあることはリンゴ

果汁にSPを 添加 した場合,充 分に反応すれば残存す

る亜硫酸は果汁中の他の成分によつてもはや妨害され

ることなくrosanilin・HC1-farmaldehyde試 薬によ

つて発色することを示す.

異つた個体から別々に調製 したSP合 有 リンゴ果汁

についてその1m1お よび2mlを それぞれ10m1に

H20で 稀釈 し常法通 り発色させてその吸光度を測定

した.

第1表 に示すように各発色液の580mμ の吸光度は

リンゴ果汁の濃度に関係なく亜硫酸の残存量とほぼ比

例関係をもつことも確められた.

柿の抽出液とrosanilin・HCI-fornialdehyde試 薬

渋柿をSPで 処理すればtanninが 不溶性となるの

Table 1. Coloration apple juice containing 
 SP.

 Each 1m1 or 2 ml of different apple juice 
containing SP was filled up to 10m1 with 
H20. Into the diluted juice, 1m1 of rosanilin• 
HC1 and 1m1 of formaldehyde were added to 
coloration.

で渋抜きが可能となるが亜硫酸の残存量は許容量以下

でなければならないことは当然である.そ のため亜硫

酸の残存量を 測定する必要か らrosanilin,HCI-for-

maldehyde試 薬による比色法が柿にも適用されるか

どうかを検討 した.

皮 を剥いだ渋柿の果実を4分 しその1つ を10-2M

SPに30分 問浸漬したのち水洗し,100mlH20に 常法

通 りWaringblenderで 磨砕懸濁 した.液 は リンゴ

に比べて粘稠であつて濾過が困難であるので5,000～

6,000r.P.m.で20～30分 問 遠心分離 して抽出果汁を

調製 した.こ の抽出液を常法通りrosanilin・HCI-for-

maldehyde試 薬で発色させたところNa2SO3溶 液 あ

るいはSP含 有 リンゴ果汁の場合とは異つて青紫色を

呈 した.そ の吸収 スペクトルは第5図 に示すように

590mμ に最大値を示した.し かもしばらく放置する

と沈澱を析出しさらに加熱によりこの沈澱の生成は促

進されることが観察された.

また念のために同一の渋柿果実からSP処 理をせず

に調製した水抽出液に呈色試験を加えたところ同じよ

うに青紫色に発色 し590mμ に極大値をもつ類似のス

ペク トルが観察された.こ のことは渋柿の抽出果汁自

身がrosanilin・HCI-formaldehyde試 薬 と反応して

青紫色を呈することを示すものであつてSP処 理によ

つて吸収の値は多少増大するけれども,吸 収スペクト

ルから明らかなように亜硫酸による発色は渋柿の成分

によつて妨害される.

この場合亜硫酸の含有量が少ないためにその発色が

現われにくいことも考えられる.そ こで渋柿の水抽出

液を常法通 り調製し,こ の25m1に10-3Mお よび

10-4Mと なるようにSP加 をえ40倍 に稀釈したのち

発色したが勿論いずれも青紫色を星 した.し かしその

吸収スペク トルは第6図 に示す ように10-4Mで は

580mμ,10-3Mで は570mμ とSPの 量に応 じて吸

収極大の位置は短波長の側に移動 した.

一方甘柿をSP処 理 した場合その抽出液では リンゴ

の場合と同様にrosanilin・HCI-formaldehyde試 薬に



Fig. 5. Coloration of kaki juice with  rosanili.n•HC1-formaldehyde reagent.

Fig. 6. Coloration of mixture of SP and kaki juice with 
rosanilin•HC1-formaldehyde reagent.

よつて赤紫色を呈 した.従 つてrosanilin・HC1-form-

aldehyde試 薬による青紫色の県色は渋柿に特有のも

のと思われるのでこのような試薬の影響をさらに検討

した,

剥皮 した渋柿および 甘柿それぞれ半個約759か ら

100m1宛H20で 抽出液 を 調製 しrosanilin・HCI-

formaldehyde試 薬を第2表 に示すように添加 しその

色の変化および沈澱の生成等を観察 した,

渋柿の抽出液は灰自色をしているが甘柿のものは黄

鐙色であつて粘度も高かつた.Rosanilin・HCIあ るい

はformaldehyde溶 液 をそれぞれ 単独に加えると渋

柿甘柿の区別はなくともに赤燈色または黄澄色を示す

が両試薬を加えると上述のように渋柿では青紫色を呈

し甘柿では赤紫色に発色 した.甘 柿でもSP処 理をし

ていないにも拘らず亜硫酸と同様に赤紫色を呈しさら

にtannicacidも 全 く同様に赤紫を呈することが確



Table 2. Effect of kaki juice on  rosanilin•HC1-formaldehyde reagent.

められた.

5%tannicacid水 溶液を種々の量にとりII20を

加えて10mlと し これに 発色試薬を加え生じた赤紫

色の強さを亜硫酸の 場合と 同様に580mμ で 測定 し

た.

Table 3. Coloration of tannic acid with 

 rosanilin•HCI-formaldehyde reagent.

 Into 10 ml of tannic acid, lml of rosanilin• 

HCt and 1m1 formaldehyde were added. In-

tensity of red-violet color developed was 

estimated at 580 m,a.

こうしてrosanilin・HCI-formaldehyde試 薬 によ

る亜硫酸の比色定量は渋柿だけでな く甘柿の抽出液に

よつても妨害されることが明らかになつたが,こ の試

薬によつて渋柿では青紫色,甘 柿では赤紫色を呈する

ことは興味深い.そ こで種々の状態の脱渋過程にある

渋柿について発色試薬との挙動を試験した自然

に熟 した渋柿の果実,alcohol処 理によつて脱

渋途中のものおよび剥皮 して約10日 間常法によつて

干柿を作りかけているものからそれぞれH20で 抽出

液を調製したところ,渋 柿の新鮮果実から得た灰白色

のものとは異つていずれも黄燈色であつて甘柿の抽出

液の色に類似 して いる.さ らにこれらの 抽出果汁に

rosanilin・HCIformaldehyde試 薬を加えると甘柿の

場合と同様に皆赤紫仏を㍗した.し か し脱渋は充分で

はなく果汁はまだかなりの渋味を残 していた.

Polarographyに よ る亜 硫酸 の定 量

上 述 の よ うにrosanilin・HC1-formaldehyde試 薬

に よ る亜 硫 酸 の比 色 定 量 法 は リン ゴにつ い て は 利用 出

来 る が柿 には適 用 出来 ない こと は 明 白で あ る.こ の よ

う に柿 果 実 の成 分 によ つ て類 似 の発 色 が 起 りあ るい は

発 色 が 阻 止 され るな ど測 定 が妨 害 され る場 合 に は他 の

方 法 を 検 討 しな けれ ば な らな い.

そ の1つ と してpolarographyが 考 え られ る.測

定 の条 件 を適 当 に選 べ ば 物質 に特 有 のpalarogramが

得 られ 不 純 物 の妨 害 か ら免 れ る可 能 性 が あ る.さ らに

Kolthoff,Miller2)が 亜 硫 酸 は 強 酸性 で は 典 型 的 な

polarogramを 与 え 拡 散 電 流 は そ の 濃 度 に 比 例 す る

と報 告 し て い る よ うに定 量 の 可能 性 も期 待 され る.

そ こ で 我 々は 柳 本交 直polarographPA102型 を 用

い て 亜硫 酸 の定 量 につ い て 検 討 した.

10一3MNa2SO36mlま た は3mlをpH3のMc-

11vaine緩 衝 液(10-iMcitricacid～2×10-iMNa2

11PO4)5mlに 加 え さ らにH20で 全 量15m1と して

測 定 に用 い た.あ らか じめ3分 間N2gasを 通 じ水 銀

は3秒 に1滴 程 度 滴 下 した.こ の 条 件 で第7図 に示 す

よ うにNa2SO3の 典 型 的 なpolarogramが 得 られ,

-0.7volt附 近 に 半波 電 位 が 観 測 されNa2SO3の 濃

度 に応 じて波 高 は 高 くなつ た.

亜 硫 酸処 理 に はSPと してH3PO4でpHを5.5に

調 節 したNa2SO3溶 液 を 用 いて い る.そ こで 電解 液

のpHをMcIlvaine緩 衝 液 の代 りにH3PO4で 調 節

し た.即 ちH3PO4でpHを3に 調節 し 終 濃 度 を

10-2Mお よ び10』3Mと したNa2SO3溶 液 に つ い て

そ のpolarogramを 測 定 し 第8図 に 示 した.こ の場

合 に も-0.67～-0.70volt附 近 に 半 波電 位 を もつ

Table 4. Coloration of astringent kaki juice of various states with 
 rosanilin•HC1-formaldehyde reagent.



Fig. 7. Polarogram of  Na2SO3 acidified with McIlvaine buffer. 

   (1) 10-3M Na2SO3 6 ml, McIlvaine buffer (pH 3) 5 ml, H2O 4 ml. 
   (2) 10-3M Na2SO3 3 ml, McIlvaine buffer (pH 3) 5 ml, 1-120 7 ml.

polarogramが 得 られ た が 電解 液 に支 持 電 解質 を殆 ど

加 え て い ない た め かpolarogramは-0.7valtを 僅

か に 越 え た と ころ に極 大 波 が 認 め られ た.さ らに波 高

も濃 度 に応 じて 大 き くな る傾 向 は あ るが完全 な比 例 関

係 を 保 持 す る には 至 つて い な い.

従 つ て次 に種 々のNa2SO3濃 度 でMcIlvaine緩 衝

液5m1に よつ てpHを3に 定 めた15mlの 電 解 液

を 調 製 してpalarogramを 測定 した.第9図 に示 す

polarogramの 測 定 は 大 部分sensitivityO.004で 行

なつ た が 一 部 は0.002で 行 なつ た.そ の た め波 高 と

濃 度 との 関係 を 求 め る に際 し使用 した 機 器 につ いて 実

測 によ り補 正値 を 求 め た.第9図 のpolarogramか

ら求 めたNa2SO3と 波 高 との 関係 を 第5表 お よび 第

10図 に示 す.

こ う して 第10図 に 示 す よ うにNa2SO3の 濃 度 と

polarogramの 波 高 と は殆 ん ど直線 関 係 に あ る こ とが

明 らか に な つ た.従 つ て 測 定 され たpolarogramか

ら波 高 を 求 めれ ば それ に 応 じてNa2SO3の 濃 度 を 求

め る こ とが 可能 とな りそ の検 出最 低 限 界 は こ の測 定条

件 で10-4M程 度 に あつ た.

渋 柿 抽 出 果汁 中の 亜 硫 酸 のpolarogram

この よ うに亜 硫 酸 はpH3の 酸 性 で 明瞭 なpolaro一



Fig. 8. Polarogram of Na2 SO3 acidified with phosphoric acid. 

    (1)  10-2  M Na2 SO3 adjusted to pH 3 with phosphoric acid. 
    (2) 10-3 M Na2 SO3 adjusted to pH 3 with phosphoric acid.

Table 5. Relation wave height of polarogram and concentration of Na2SO3

sensitivity factor estimated : 0.004 : 0.002-1 : 1. 93

gramを 与 え る が 渋柿 抽 出 液 のpo1arogramが 亜 硫

酸 の もの と はつ き り異 なつ て お れ ば抽 出液 巾の 亜 硫 酸

の 検 出 さ らに その 測 定 が 可能 に な る.

剥 皮 した渋 柿 半個 約75gか ら常 法 通 り100mlI・120

で 抽 出 果汁 を調 製 し 酸 性,中 性 お よび ア ル カ リ性 で

Polarogramを 測 定 した.電 解 液 は 果 汁10ml,6.7×

10-2M緩 衝 液4ml,2×10-2MNa2SO3ま た はH20

1mlよ りな り,McIlvaine緩 衝 液 でpH3,燐 酸 緩 衝

液 でplI6お よ び8に 調 節 した.P.c.25,sensitivity

O.06で 測定 した 各polarogramを 第11図 に示 した.

策11-a図 はpH3で のpolarogramで あ つ て 渋 柿

果?1・llI身種 々 の諸 成 分 を含 む に も拘 らず 殆 ん ど明 瞭 な

還 元 波 は 認 め られ ず-0.3voltお よび 一1.1～-1.3

volt付 近に非常に弱いものが 観察されるに過ぎなか

つた.こ れに対して亜硫酸の波は-0.7volt付 近に極

めて明瞭にあらわれた.こ の場合果汁成分によるもの

も-0.15voltな らび に-1.1volt付 近 に見られる

が対照の果汁自身のpolarogramと 同様に極めて微

弱であつた.

それに対してpH6で は亜硫酸の顕著な還元波は認

められずわずかに-0.57,-0.92お よび-1.25volt

付近 に識別されるに過ぎなかつた.ま たpH8で も勿

論亜硫酸のpolarogramは 求 められなかつた,し か

し果汁成分の還元波は却つてアルカリ側でとくに-0.

9～-1.Ovolt付 近に明瞭なものが 観察され亜硫酸含

有果汁では-1.35volt付 近に還元波があらわれた.



Fig. 9-a. Estimation of standard wave hei-

   ght of  Na2SO3 (1). 
Na2SO34-H2O 10ml, Mcllvaine buffer(pIi 

   3) 5 m1. (2X 10-3 M Na2 S03: (1) 10 ml, 

   (2) 9 ml, (3) 7. 5 ml, (4) 6 ml, (5) 5 ml.)

Fig. 9-b. Estimation of standard wave hei-

   ght of Na2SO3 (2). 
   Na2 SO3 + H2O 10 ml, Mcllvaine buffer 

(pII 3) 5 m1. C10-3 M Na2 S03: (1) 10 ml, 
  (2) 8 ml, (3) 6 ml, (4) 5 ml, (5) 4 ml, (6) 
  3 ml, (7) 2 ml, (8) 1 ml.)

これらの実験から亜硫酸は渋柿のH20抽出 果汁中

でもpH3で は果汁成分に妨害されることな く明瞭な

還元波を示すがpH6あ るいは8で は認められないこ

とが明らかにされた.

これに関連 して渋柿果汁成分によつても微弱な還元

波が測定された.そ の濃度がさらに高 くなれば還元波

も明瞭になるものと思われるが柿抽出果汁の粘度は高

くこれ 以上 果汁濃度を高めることは調製上むつかし

い.し かし測定条件を変えればより明瞭な果汁固有の

polarogramを 求めることは可能になるわけであつて

第12図 はその1例 である.即 ち果汁10ml,2×10-2M

Na2SO35ml,緩 衝液5mlの 電解液で 常法通 り測定

すれば顕著な亜硫酸の還元波の前に わ ずか に識別出

来る還元波がみられるに過ぎなかつたが機器の感度を

高めると-0.25volt附 近に半 波電位を もつpolaro-

gramが 明瞭に測定された.勿 論これらが柿の成分の

どれにもとつ くかは現在のところ明らかでない.

これらの測定は渋柿果汁にNa2SO3を 加えたものに

ついて行なつたものであるが次にこれを実際に適用 し

た.渋 柿1ケ 約1509を 剥皮 しそのまま10-iMSP



Fig. 10. Relation of wave height of polarogram and concentration of  Na2S0s.

に数日浸漬し渋抜き処理を試みた.前 報4)の よ うに柿

果実の表面に自仏沈澱を生 じたがこれを水洗除去し常

法通りH20抽 出果汁を調廷塁し酸性でpolarogramを

測定 した.第13図 に 示すように 明瞭な還元波があら

われ亜硫酸が残存 していることを示したが半波電位は-0

・55volt付 近にあつた.こ れとともに従来わずか

ながら認められていた-0。2volt付 近の還元波はSP

処理によつてかさらに明瞭になつた.

またこれらの測定との比較のために自然に熟 して甘

くなつた渋柿果実の抽出果汁について同一条件で測定

し同 じく第13図 に示 した.柿 が熟すとSP処 理の場

合と同様に-0.2volt付 近 の還元波は 明瞭 に な り-0

,9volt付 近のほかに 一1.25volt附 近にもはつき

りあらわれた.

いずれに しても柿の果汁のpolarogramは2～3

の微弱な還元波を示すが酸性で測定すれば亜硫酸の還

元波があらわれる-0.7voltをli!心 に-0.3voltな

い し-0,8volt付 近にかけて これを妨害する還元波

は殆ど認められなかつた.同 様に リンゴ果汁について

も第14図 に示すように種々のpHで 測定したpolaro-

gramに は還元波は全 く認められなかつた.

このようにpolarographyに よつて柿の果汁中の

亜硫酸の検出が可能になつた ので一定昂二の果汁に種

々の量にNa2SO3を 添加 してpolarogramを 測定 し亜

硫酸の濃度と波高との関係を求めた.渋 柿半個759を

100mlH20に 磨砕懸濁 し3,000r.P.m,で30分 間遠

心分離 して抽出液を調製した.こ の果汁10m1にpH

3のMcIlvaine緩 衝液8m1お よび種々の量の10-2M

Na2SO3を 加えさらにH20で 全量20mlと し,po-

1arogramを 測定 した.第15図 に示す各polarogram

か ら波高を求め第16図 および 第6表 に示 した.

リンゴの場合と同様に亜硫酸は渋柿果実の成分と反

し添加量よりもかなり減少 している ことが考えられ

るので 第16図 は 柿果汁中の亜硫酸の検量線という

ことは出来ない.し かも電解液が果汁を 含むために

Table 6. Relation of wave height of  po-
      larogram and concentration of Na2 

SO3 in kaki juice.

PC 25, sensitivity 0.01



Fig.  11-a. Polarogram of kaki juice at pH 3. 

 (1) kaki juice 10 ml, 2X 10-3M Na2 SO3 1 ml, McIlvaine buffer (pH 3) 4 m1. 
 (2) kaki juice 10m1, H2O 1 ml, McIlvaine buffer (p11 3) 4m1.



Fig. 11-b. Polarogram of kaki juice at pH 6. 

   Same with Fig. 11-a, except that phosphate buffer (pH 6) was used.



Fig.  11-c. Polarogram of kaki juice at pH 8. 

 Same with Fig. 11-a, except that phosphate buffer (pII 8) was used.



Fig. 12. Polarogram of mixture of kaki juice and  Na2S03. 

   Kaki juice 10 ml, 2X 10-2 M Na2 SO3 5 m1, Mclivaine buffer 5 m1. 
   Polarograms were estimated at different sensitivity.



Fig. 13. Polarogram of juice of kaki which had been immersed into 
  SP (1) and of matured kaki (2).



Fig. 14. Polarogram of apple juice at various pH.



Fig. 15. Estimation of wave height of polarogram of SP in kaki juice. 

 Kaki juice 10 ml, 10-2 M  SP+II2O 2 ml, Mcllvaine buffer (pII 3) 8 ml.



Fig. 16. Relation of wave height of polaro-

   gram and concentration of SP.

polarogramの 測定条件が異るのでさらに詳細な検討

を要するが少な くも亜硫酸が果汁成分と充分に反応す

ればその残存量がpolarographyに よつて定量出来る

ことは第16図 に示す ようにNa2SO3の 添加量5×

10-4M付 近 までは濃度とpolarogramの 波高との間

にかなり正確な比例関係が認められることから明白で

ある.

考 察

Rosanilin・IICI-formaldehyde試 薬 によ る亜硫酸

の呈色反応はWest等 に よつて大気中の亜硫酸ガス

の測定法として検討され た が リンゴ果実ないし果汁

中に含まれる亜硫酸塩の測定にも利用されることが確

められた.し かし亜硫酸がリンゴ果実成分と反応する

ので,と くに果実表面に付着 しているものを測定する

場合呈色液を調製するため果実を磨砕抽出する操作中

にさらに反応 して減少することを考慮しなければなら

ない.し かし第3図 に示すように亜硫酸ソーダ水溶液

での標準直線とリンゴ果汁を含んだ亜硫酸ソーダ溶液

の皇色度とが平行関係を示すのでこの両直線の間隔で

果汁中に含まれている亜硫酸塩と反応する成分の量が

推定出来る.こ うしてこの点を充分に考慮すればかな

り少量の亜硫酸まで測定することが出来る.こ れは食

品への添加が法的に認められている量よりも低く従つ

て リンゴ果実中 の亜硫酸の残存量をそのまま測定して

制限量以下のものを追及出来ることは前報3)に 既に示

した通りである.

一般にたとえば食品中の添加物を測定する場合その

食品成分が影響 しない定量法を用いることが大切であ

る.リ ンゴの場合rosanilin・HCI-formaldehyde試 薬

での比仏法はこの要求を満足するが柿では状況が異な

る.渋 柿果実抽出液もこの試薬によつて青紫に発色 し

しかもその吸収極大は590mμ にある.亜 硫酸塩での

呈色が赤紫であつて580mμ に吸収極大があることか

ら渋柿の場合rosanilin・HCI-formaldehyde試 薬は殆

ど利用出来ない.さ らにこの試薬に含まれているHCI-

formaldehydeはtanninの 縮合剤として用いられて

いるが,事 実rosanilin・HCI-formaldehyde試 薬 に

よつて渋柿果実抽出液は沈澱も生ずる.こ のように渋

柿果実成分はこの試薬による亜硫酸の比色定量を完全

に妨害するが,そ の上に2-3の 興味ある事実も観察

された.すなわち甘柿果実成分あるいはtannicacidも

この試薬によつて亜硫酸と同様赤紫に発色するが渋柿

と異なつて沈澱は生じない.し かも渋柿の果実でもこ

の試薬による青紫呈色および沈澱生成は新鮮なものに

特有であつて,自然に熟したもの,alCQhol処 理 によつ

て脱渋途中のもの,剥 皮 して常法通 り干柿を作りつつ

あるものなどは,ま だかなりの渋味を残しているにも

拘 らず甘柿と同様に赤紫色を呈 し沈澱の生成は認めら

れなかつた.こ うしてrosanilin・HCI-formaldehyde

試薬による亜硫酸の比色定量法は渋柿,甘 柿いずれ

にしても適用出来ないことは 明らかで あ る.し かし

polarographyを 用いれば,亜 硫酸の 測定が可能と

なる.

亜硫酸ソーダ溶液をMcllvaine緩 衝液でpH3に

調節した電解液について測定すれば-0.7volt付 近

に半波電位をもつ典型的な亜硫酸のpolarogramが

得 られ その 波高は亜硫酸の濃度に比例する.燐 酸で

pHを 調節 しても,か なり明瞭なpolarogramを 得 る

ことが出来るが,McIlvaine緩 衝液を用いる方が望

ましい.

こ れ に対 して 柿果実抽出液のpolarogramは 酸

性,中 性,ア ルカリ性いずれの条件でも極めて弱い還

元波を示すに過ぎず,従 つて 酸性でpolarogramを

測定すれば果汁成分に妨害されることなく亜硫酸の還

元波が明瞭に認められる.リ ンゴの抽出液の場合にも

殆ど還元波が認められないので亜硫酸の検出に適用出

来 る.

こうして柿果汁中の 亜硫酸 の濃度は測定され た

polarogramの 波高に比例することも確められ,定 量

に利用出来る可能性を示した.し かし柿果汁の場合の

測定条件は亜硫酸ソーダ溶液のみの測定条件とかなり

異なるので濃度と波高との関係をそのまま適用するこ



とは出来ない.さ らに リンゴの場合と同様に亜硫酸塩

が柿果実成分と反応 して減少する可能性もあるので標

準直線の調製には さ らに詳細な検討を行う必要があ

る.し か し亜硫酸の検出にはpolarographyは 有 力

な手段となるものであつて 第13図 に示すように剥皮

した果実をSPに 浸漬 した場合充分に水洗 しても多少

の亜硫酸が残存 していることは認められる.

総 括

(1)Rosanilin・HCI-formaldehyde試 薬 による亜

硫酸の比色定量法を検討 し,リ ンゴの場合に適用出来

ることを確めた.

(2)Rosanilin・HC1-formaldehyde試 薬 は渋柿成

分では青紫色に呈色 し沈澱を生じた.こ れに対して甘

柿抽出液およびtannicacidで は 亜硫酸と同様赤紫

に発色 した.さ らに渋柿でも成熟,alcohol処 理,干柿

等脱渋過程のものは甘柿同様に赤紫色を呈 した.い ず

れに してもrosanilin・HC1-formaldehyde試 薬は柿

には利用出来なかつた.

(3)亜 硫酸のpolarographyに つ い て 検討し,

McIlvaine緩 衝 液 でpH3に 調 節 して 測 定 す れ ば 典

型 的 な亜 硫 酸 のpolarogramが 得 られ,そ の 波 高 は

亜 硫 酸 の濃 度 に比 例 す る こ とを確 めた.

(4)柿 お よび リン ゴ 果 実 の 抽 出 液 は 亜 硫 酸 の

polarogramの 測 定 を妨 害 しな い こと が 認 め られ た.

本 研 究 は 昭和39年 度 文 部 省 試 験 研 究 費(代 表 者 山

藤 一 雄)で 行 つ た もの で あ り,研 究 に 際 し種 々御 助 言

を 賜 つ た水 産 大 学 校 藤 井 実教授 深 謝 す る.

(食 糧 化 学 教 室)
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                                     Summary 

   In order to estimate amounts of remaining sulfite in fruits after treatment with  SP (sodium sulfite 
solution adjusted its pH to 5.5 with ortho phosphoric acid), colorimetric method with rosanilin• 
HC1-formaldehyde reagent was investigated. 

   Into 10 ml sample solution, 1 ml 0.04 % rosanilin dissolved in 6 % HC1 and 1 ml 0.2 % formal-
dehyde were added to develop red-violet color. Intensity of color was estimated by determining 
optical density of the solution at 580 ma. Color development is rapid and reaches to constant 
value in a few minutes. However, this should be carried out at least at room temperature, since 
color intensity was decreased at 37°C. Usually SP had been employed for treatment of fruits with 
sulfite. Phosphoric acid had not notable influence on color development. Thus, as indicated in 
Fig. 3, proportionality of optical density at 580 mu to concentration of sulfite was established. In 
addition, it was observed that apple juice does not disturb the estimation of sulfite, except that 
color intensity of sulfite added into apple juice is decreased as judged from standard curve with 
Na2S03 solution. This decrease might be attributed to the reaction of sulfite with some native 
substances in apple, as supposed from protection of brownning of apple with SP. Thus, rosanilin• 
HC1-formaldehyde reagent was proved to be useful for the determination of sulfite in fruit and 

juice of apple. 
   On the other hand, juice of astringent variety of kaki (Japanese persimmon), even without 

sulfite, developed blue-violet color having the absorption maximum at 590 mu and produced precipi-
tate. However, the juice of sweet variety of kaki as well as tannic acid developed red-violet 
color as with sulfite, but not produced precipitate. Owing to these coloration, it was concluded 
that kaki disturbed the colorimetric method of estimating sulfite with rosanilin•HC1-formaldehyde 
reagent. 

   In addition, it was observed that blue-violet coloration and precipitation were brought about 
only with flesh astringent kaki. When fruit of astringent variety was naturally matured, the 
color developed was red-violet as with sweet variety. Similar red-violet coloration was also 
recognized with astringent kaki which had been treated with alcohol or dried to remove astrin-

gency.



   Then, polarography of sulfite was investigated to find out the suitable method estimating 
sulfite in kaki. A mixture of 6 or 3 ml  10-3M Na2SO3, 5 ml McIlvaine buffer (10-1M citric acid.' 
2X10-1M Na2HPO4) of pH 3 and 4 ml or 7 ml H2O was employed for estimation of polarogram and 
the typical one of sulfite having half-wave potential at —0.7 volt was determined. Furthermore, 
it was observed that wave height has the direct relationship with concentration of sulfite. As 
shown in Fig. 10, the standard calibration curve of sulfite was obtained from wave height of pola-
rograms with various concentrations of sulfite. When the mixture was acidified with phosphoric 
acid in stead of McIlvaine buffer, polarogram of sulfite was also determined. However, a maximum 
wave was detected in the polarogram, although it has half-wave potential at —0.67--0.70 volt. 

   Using the condition just established, at pH 3 with McIlvaine buffer, the distinct reduction 
wave of sulfite in juice of kaki was estimated, while definite polarogram could not be determined 
when it was estimated at pH 6 or 8. Some weak reduction waves of constituents in kaki were 
checked, whereas no waves were recognized in polarogram of apple juice. At any rate, it was 
established that juice of fruits of kaki and apple does not disturb the polarographic estimation of 
sulfite which should be carried out at pH 3 adjusted with McIlvaine buffer. 
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                                         Department of Food Science and Technology, 

                                           Kyushu University.


