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The simple determination of urea in sake using 

a commercial assay kit. 
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Urea in sake was measured using the com-

mercial measurement kit, DetectX Urea Nitro-

gen Colorimetric Detection Kit (Arbor Assays). 

The measurements taken correlated well with 

those taken by the conventional method, that is, 

diacetyl monoxime method (r = 0.9595). The re-

action was possible at room temperature, and 

the reaction time could be shortened by raising 

the reaction temperature. Furthermore, this as-

say allows instant determination of urea concen-

tration in sake through visual inspection. These 

data show that this kit is very rapid, simple, and 

did does require expensive equipment. Hence, 

this method can be applied for risk management 

of ethyl carbamate in sake breweries. 

緒言

清酒を含む発酵食品に存在するカルバミン酸エチル

(ECA)は，平成 19年に国際がん研究機関 (IARC)

において，グループ2A(ヒトに対して，おそらく発

がん性がある）に分類され，健康への影響が指摘され

ている°。そのため，清酒の安全性を担保するために

清酒中の ECA低減は必須である。既に，カナダやチ

ェコといった国では，清酒中の ECAの濃度に規制値

が設けられており 2)' 清酒の海外輸出においては

ECAのリスクマネジメントは不可欠である。

清酒の ECAは，酵母が生産する尿素とエタノール

から化学的に生成され，火入れや貯蔵で増加し，清酒

中の尿素濃度が高いほどECAが生成されやすいこと

が知られている 3)。現在まで，清酒中 ECAの効率的

な除去方法は開発されていないため， ECA生成反応

の律速物質の尿素を低減し，生成を抑制することが一

般的である。代表的な尿素低減方法としては非尿素

生産性酵母の使用 4,5), 製成酒のウレアーゼ処理叫

火入れ後の速やかな冷却 3)' 貯蔵温度の管理 3)が報告

されている。これらの方法を行った際は，その有効性

の確認のため，清酒中の尿素を測定する必要がある。

尿素の代表的な定量方法としては，尿素とジアセチ

ルモノオキシムの呈色反応を比色するジアセチルモノ

オキシム法 (DAMO法）や 7,8)' 尿素とウレアーゼを

反応させる酵素法 9)が挙げられ，清酒中の尿素の定量

には， DAMO法 8)や酵素法に基づいた測定キット 10-13)

が広く用いられている。この 2つの従来法のメリット

は清酒中の尿素を正確に定量可能であることで，デメ

リットは分析操作が複雑であることと，高価な測定機

器が必要なことである。 DAMO法のデメリットは，

遮光条件での煮沸と冷却操作が必要であるため，操作

が複雑である。さらに，測定試薬に強い特異臭があり，

清酒製造工程での官能検査を妨げる恐れがある。酵素

法および酵素法に基づいた測定キットのデメリットは，

測定原理上，試料中のアンモニアの影響を受けるため，

試料の前処理が必要でありまた測定試薬の調製と測

定のための分析機器が必要となることである。これら

Keywords: 清酒，尿素，簡易定量分析， Sake,Urea, のデメリットが要因となり，実際の酒造現場でば清酒

Simple determination の尿素の測定はあまり行われていない。また過去には，

第 115巻第 2号

吉沢と高橋が，当時3社から販売されていた酵素法に

基づいた尿素測定キット 3種類を用いで清酒中尿素の測
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Detectx Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit 

50μL sake 

l戸三ロI Add 75μL of color reagent B I 

Reaction mixture 

1, ••~bao a room mm,.,raWra ro, <O m;o 

Production of color in reaction mixture 

I Read the optical density at 450 nm I 

Diacetyl monoxime method 

0.5 ml sake 

↓ □竺三竺"'""".. 
Reaction mixture 

↓ピ竺~
1~ Cool to room temr:ierature for 1 h 
(shading condition) 

Production of color in reaction mixture 

I Read the optical density at 530 nm I 

*Color reagent -Dissolve 588 g of phosphoric acid, 60.2 mg 
of thiosemicarbazide, and 25.0 mg of ferric chloride and dilute 
to 1 L with water. Carefully add 200 ml of 0.6% (w/v) diacetyl 
monoxime aqueous solution. 

Fig. 1 Summery procedure for determination of urea in sake. Left panel; DetectX Urea Nitrogen Colorimetric 

Detection Kit, Right panel; diacetyl monoxime method. 

定値の比較を報告し良好な定最結果を示しているが 14)'

従来の報告で用いられてきた酵素法に基づいたキット

に比べ，①操作が簡便で操作性に優れる，②分析時間

が短縮できる，③清酒中のアンモニアの影響を受けな

い，④吸光度の測定により定量可能であるとともに，

マイクロプレートリーダーなどの高価な装置を用いな

い場合でも目視による簡易判別が可能である， といっ

た様々な優れたメリットを持つ生体試料分析用の尿素

窒素キットが近年発売されている。

そこで本研究では，清酒中のカルバミン酸エチルの

リスク管理として重要な指標となる尿素の分析方法に

ついて検討し，従来の報告で用いられてきた DAMO

法や酵素法に基づくキットに比べ優れた操作性等，

様々なメリットを持つ生体試料分析用の尿素窒素分析

キットを清酒中の尿素分析に適応したところ，定量性

に優れていたとともに目視による簡易判別も可能であ

り広く酒造現場で利用可能であると考えられること

から報告する。

実験方法

1. 測定キット

清酒中の尿素の測定には， ArborAssays社製の

11 0 

DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit 

（以下，本キット）を用いた。なお，キット附属のマ

ニュアルに、本キットは試料中のアンモニア含量が

81.9 mM以下である場合，アンモニアの影響を受け

ず測定が可能であると書かれている。清酒のアンモニ

ア含最は平均 1.2mMと報告されているため 15)' 本キ

ットを使用するに当たり，清酒の希釈やアンモニア除

去等の前処理は行わず測定した。

2. 尿素の測定方法

本キットの具体的な測定方法については Fig.1 (上

部パネル）に示す。清酒（測定試料） 50μL, 本キッ

トの呈色試薬AB各75μLを， 96ウェルマイクロ

プレート上で混和後室温で40分間静置した。キッ

ト付属のマニュアルに記載されている測定方法では室

温で30分間静置とされていたが，この条件では結果

の判定が難しかったため，反応時間を延長した。反応

後マイクロプレートリーダーで450nmにおける吸

光度を測定した。

なお，従来法として DAMO法を採用し，具体的な

測定方法については Fig.1 (下部パネル）に示す。は

じめに， A試薬（無機リン酸588g, チオセミカルバ

醸協 (2020)
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ジド 60.2mg, 塩化第二鉄25.0mg, 以上を水1Lで

溶解したもの）と， B試薬（ジアセチルモノオキシム

6 gを水1Lで溶解したもの）を， 5対 1の比率で混

和し，発色試薬を用事調製した。清酒（測定試料）

0.5 mLと発色試薬5.0mLを混和，遮光条件下で25

分間煮沸後，室温まで冷却し，分光光度計で530nm 

における吸光度を測定した。

3. 尿素添加モデル清酒の調製

モデル清酒は島津らの報告と同様に調製した 16)。

15.5% (v/v)エタノール水溶液に乳酸1.1g/L, コハク

酸 0.7g/L, リンゴ酸0.6g/L, グルコース 2%(v/v) 

となるように溶解し， 15度モデル清酒とした。また

同様に， 20.5%(v/v)エタノール水溶液を用いて 20

度モデル清酒を調製した。

調製した 15度と 20度モデル清酒に尿素を 10,20, 

30, 40, 50 mg/Lとなるように溶解し，各尿素添加

モデル清酒を調製した。

4. 尿素測定への清酒成分の影響の検討

Fig. 1 (上部パネル）によって各尿素添加モデル清

酒を発色させ，マイクロプレートリーダーで450nm 

における吸光度を測定し，検量線を作成した。これら

の測定は 3回行い平均値を分析値とした。

5. 測定精度の検証と添加回収試験

15度モデル清酒を Fig.1 (上部パネル）によって

10回繰り返し測定した場合の標準偏差を求めた。こ

の標準偏差の 3倍に相当する値に，先に求めた 15度

の尿素添加モデル清酒の検量線の傾きを割った値を検

出限界とし，標準偏差の 10倍に相当する値に，同様

に検量線の傾きを割った値を定量下限とした 17)。

15度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度10mg/L)を

10回繰り返し測定した場合の標準偏差と平均値を求め，

標準偏差を平均値で割った値を変動係数とした18¥
15度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度20mg/L) 

を5回繰り返し測定し，実測値と理論値から回収率を

求めた。

6. 清酒試料

測定試料としての消酒は，古酒や長期貯蔵の表示が

ないものを賭入した。国内産33点（純米大吟醸2点，

第 115巻 第 2号

大吟醸1点，純米吟醸13点，純米7点，本醸造2点，

特定名称以外8点），アメリカ産6点（純米吟醸4点、

純米2点）、オーストラリア産純米吟醸1点、ベトナ

ム産純米1点、ノルウェー産2点（純米吟醸1点、純

米1点）、韓国産純米2点、カナダ産純米大吟醸1点

の計46点である。

7. 清酒のウレアーゼ処理

清酒のウレアーゼ処理は，タケメイト-AU(キリン

協和フーズ株式会社）を使用し，製品に添付された手

順書に従い， 10kLの清酒を処理した。すなわち，

100 gのタケメイト-AUを10kLの清酒に添加し， 4

℃から 10℃で 10日間貯蔵した。その後常法に従っ

て，酵素を添加した清酒のオリ下げおよびろ過を行い，

ウレアーゼ処理清酒を得た。

実験結果および考察

1. 尿素測定への清酒成分の影響

本キットに対するエタノールや有機酸の影響を検討

し，清酒に適用できるかを調べるため，モデル清酒に

所定の濃度で尿素を加えた各尿素添加モデル清酒を測

定した。その結果を Fig.2に示す。各尿素添加モデル

清酒において， 10mg/Lから 50mg/Lの間で十分な

直進性と，高い相関性 (15度モデル清酒R2= 0.9978, 

20度モデル清酒R2= 0.9982)が認められ，エタノー

ルおよび有機酸の影響は見られなかった。よって，本

キットは，これらの物質の影響を受けることなく分析

できることが確認できた。

2. 測定精度の検証と添加回収試験

次に 15度モデル清酒を用いて，本キットの検出限

界と定量下限および変動係数を調べた。その結果，検

出限界 1.2mg/L, 定量下限3.9mg/L, 変動係数3.6%

(10 mg, n=lO)であり，簡易定量分析法としては十

分な値を示した。

また， 15度の尿素添加モデル清酒（尿素濃度20

mg/L) を用いて，回収率を測定したところ，理論値

に対する実測値が99.6%(n=5)の回収率となり，良

好な回収結果を示した。

3. 従来法 (DAMO法）との比較

市販清酒46点を用いて， DAMO法の定量値と本
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Fig. 2 Calibration curve for urea in model sake obtained using the DetectX Urea Nitrogen Colorimet-

ric Detection Kit. A: model sake containing 15% ethanol; B: model sake containing 20% ethanol. 
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Fig. 4 Urea content in sake before/after urease 

treatment (upper row ; urea standard sam-

pies, lower row; sake with (+) and without 

(-) urease treatment) 

キットの定羅値との比較を行った。その結果を Fig.3 

に示す。両者の間には良好な相関関係 （相関係数r=

0 9595)が認められたことから， 本キ ットによる測定

は，清酒中の尿素の簡易定量分析法として十分活用で

きることがわかった。

4. 目視による尿素量の簡易判定

ウレアーゼ処理前後の消酒を本キ ットで測定した。

その結果を Fig.4に示す。処理前の清酒に比べ，ウレ

112 

アーゼ処理を施した清酒は，その尿素濃度に依存して

明確な濃淡変化が観察され， ウレアーゼ処理の有無を

明確に判別できた。さらに，標準試料と比較すること

で，目視により尿素濃度を簡易的に判定することがで

きた。従って，本キ ットを用いることにより，清酒の

ウレアーゼ処理の成否を簡便に確認できることがわか

った。

5. 反応時間と反応温度の検討

本キ ット付属の手順書では，測定試料と呈色試薬混

和後の反応温度と反応時間を，室温で 30分間と規定

醸 協 (2020)
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Fig. 5 Effect of reaction temperature and reaction time on the process of determination of urea in sake while 

using the DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit. 

している。 しかし，酒造現場の室温は，外気温に左右

され，季節によって大きく変動する場合が多いことか

ら，本キットの適用可能な反応温度と反応時間を検討

した。

ウレアーゼ処理した清酒と，未処理の清酒に本キッ

トの呈色試薬を派加した後，それぞれを 4℃, 12℃, 

27℃, 40℃で反応させ経時的観察した。その結果を

Fig. 5に示す。40℃は 10分間，27℃は 40分間 12℃

は4時間， 4℃は 15時間で，発色が確認できた。また，

12℃, 27℃, 40℃で反応させた試料は，発色後に反応

を継続させると退色した。これらの結果から，呈色に

要する時間は異なるが， 40℃から 12℃の範囲で呈色

することが確認できた。この方法を製造現場で使用す

る場合室温が高い麹室等で反応させることにより，

短時間で測定結果を得られ， また反応液を加温する設

備がなくとも，反応時間を延長することによって分析

が可能であると考えられる。 しかし，呈色後放置する

ことで退色するため，呈色による判定は，注意が必要

である。

6. 本法の有効性

清酒中の尿素を定量し把握することは， ECAのリ

スク管理上不可欠であり，その定量には酵素法や酵素

法に基づいた従来の測定キット， また DAMO法が用

いられている。 しかしながら，酵素法と従来の測定キ

ットは試料の前処理や高価な分析機器を必要とし，

DAMO法は遮光条件での煮沸および冷却操作と，測

定試薬の用事調製が必要である。また， この 2つの方

法は分析に 1時間以上も要してしまう 。本キットによ

る尿素定量は，これらの従来法とは異なり，試薬の調

製や試料の前処理，煮沸といった煩雑な操作がない。

また， Fig.lに示したように DAMO法での分析は l

時間以上要するが，本法では少量の消酒とキット付属

の試薬を混和し，その反応液を室湿に 40分間静置す

るのみで分析が完了する。さらに分析機器を必要と

せず，目視による箇易判定も可能であることから，本

キットは清酒の製造現場における日常的な尿素の分

析法として非常に有効な方法であり， ECAのリス

ク管理に向けて，製造現場への普及が期待される。

要 約

DetectX Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit 

(Arbor Assays社）を用いた清酒中の尿素定星につ

いて検討した。このキットは清酒中に含まれるエタ

ノールや有機酸の影嬰を受けずに尿素の定量が可能で

あり，測定精度も良好であった。市販清酒中の尿素を

測定した結果ジアセチルモノオキシム (DAMO)

法と比較して相関性のある結果が得られ，簡便かつ迅

速な尿素の定量分析法として確立できた。さらに，本

キットを用いて，ウレアーゼによる清酒の尿素低減処

理の成否を目視で確認できることがわかった。また，

適切な反応時間の検討が必要だが，様々な温度で呈色

することを確認した。これらの結果から，本キットに

よる分析は，清酒製造に適した尿素分析法であり， 日

常的な分析法として実用性の高い手法である。
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