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coppers'altmicromethodforthedeterminationofpeptidesinjuicesandwines･*

KoKIYoJ(OTSUKA,TosIHIDEAIHARA, and TADAEKUsHIDA

Peptidesinfruitjuices,vegetablejuices,andwiれesweredeterminedbyamethod

includingtreatmentwithDowex50-x2(charcoal),CuZ十 chelation,and ion･exehange

chromatography.

AfterremovalofpolyphenolsandorganicacidsbytreatmentwithDowex 50･x2

(cha7rcoal),thesamplewasshakenatpH8.0withCuCO3･Cu(OH)2.Thecoppersalts

forinedwereseparatedintoanaminoacidfractionandapeptidefractionbyDEAE･

Sephaderx,A-25chromatography.Thepeptidefractionwas collectedand adjusted to

pH6.5.Theabsorbancyofthefractionwasmeasuredat250nm.

Thedeterminationwasnotaffectedbyvariousjuiceorwinecomponentsincluding

glucose,polyphenols,organicacids,metalsalts,andethanol.Sometimes,thismethod,

however,CouldnotbeappliedtothesamplescontainingalargeamouTltOfacidic

aminoacidsandverybasicoraromaticpeptides.

ワイン中のペプチ ドやタンパク質は,ワインの呈味,

濁り,緩衝能などに深く関与しているが,それらの存

在丑は少ない.たとえば,甲州白ワイン12中には,

アミノ酸が約 1g存在するのに対し,ペ7oチ ドは約100

mg,タンパク質は数mg存在している1,2).筆者らは先に,
¥
ワインやジュース中のタンパク質を色素法を用いて微

左と定量する方法を報告したが 3),多量のアミノ酸と微

mlLiの低分子ペプチ ドが含まれる試料中のペプチ ドを簡

便かつ微量で定量できる方法は知られていない.

Spiesは,アミノ酸鋼塩の紫外部吸収極大が230nm

にあることを利用し,ペ70チ ド銅塩を同じ波長で測定

してペプチ ドを定量する方法を報告したが4),ペプチ

ドと共にアミノ酸が存在したり,230nmに吸収がある

物質が共存する試料には適用できない.アミノ酸鋼塩

*日本産ぶどうとワインの色調と呈味成分に関する化

学的研究 ･第11報

Chemicalstudiesoncoloringand鮎voringsub-

stancesinJapanesegrapeandwines(Xl).

J

とペ7｡チ ド鋼塩の分離には,DEAE-cellulose5-8)

TEAE･celluloseS･6),DEAE-Sephadex9)などを用い

たカラムクロマ トグラフィーが用いられているが,い

づれもペプチ ドの分離,精製を目的としたものが多く,

操作も複雑である.

本研究では,ワインやぶどう果汁中のアミノ酸とペ

プチ ドを銅塩 とした後,イオン交換クロマ トグラフィ

ーで両者を分け,得られたペプチ ド溶出液を直接紫外

部吸収で測定して,微量かつ迅速にペプチ ドを定量す

ることを試みた.

実 験 方 法

供試合成ペプチ ド 標準ペプチ ド銅塩の調製には,

株式会社ペプチ ド研究所製 Glu･Glu,Gly･Pro,Gly･

P九e,Gly-Leu,Leu･Gly,Gly･Gly,His･Leu,Leu･

Gly･Gly,Gtly-Gly･Gly,Gly-Gly･His及びシグマ社製

Lys･Lysを用いた.

供拭ワイン 各年度に山梨県あるいは当研究施設
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育種試験地で収穣したぶどうを原料とし,付属試験工

場で試較した8種の白ワイン, 4種の赤ワインを試料

とした.

供諌果汁 1978年,当育種試験地で収穫した6種

のぶどうをガーゼに包んで圧搾し,得られた果汁を

18,000rpm,20min達心して得られた上清をぶどう果汁

とした.また,市販のバナナ,なし, りんご及びみか

んをワ- 1)ングブレンダーで処理し,18,000rpm,20

min遠心して得られた上清も試料とした.

供試野菜ジュース 8種の野菜 (ほうれん草,に

んじん,じゃがいも,さつまいも,だいこん,きゅう

り,たまねぎ, トマ ト)を-包丁で細かく切 り,適当量

の脱イオン水と共にワ-リング7●レイダーで処理し,

プフナ一口斗でロ過した.ロ液を18,000rpm,20min

遠心し,得られた上清を野菜ジュースとした.

アミノ酸と合成ペプチ ドの鍋キレー ト化 アミノ

酸鋼塩およびペプチ ド鋼塩の調竜削ま,Tommelらの方

法5)に嘩じて行った.アミノ酸あるいはペプチ ド3mg

を005Mホウ酸緩衝液 (pH80)3m且に溶かし.希

NaOHでpH8.0に調盤した.これに塩基性炭酸銅

CuCO3･Cu(OH)2･H20約 5mgを加え.室温で30min

挺拝し鋼キレー ト化後,3,500rpm.10min遠心して過

剰の炭酸銅を除いた.

各種ワインおよびジュース中のペプチ ドの鍋キレー

ト化 試料 3mgを希HClまたは希NaOHでpH3に調

生後,Dowex501x2カラム (H凱 07×9.0cm)に10mE/

hrの流速でつけ,脱イオン水15meで洗浄後,同量の30

%ピリジンー4%酢酸でアミノ酸とペプチ ドを溶出し

た･溶出液は減圧下40℃で乾固し,0.05Mホウ酸按繊

港 (pH80)3mRに溶かし,前述の方法で銅キレー ト

化 した.赤ワインの場合には, 1-2%となるように

活性炭を加え,撒梓後口過し,ロ液を試料として上記

の推作を行なった.

DEAE-SephadexA-25クE3マ トグラフイーに

よるアミノ酸頚塩とペプチ ド銀塩の分研 0.05Mホ

ウ酸技術紙 (pH8.0)で平衡化したDEAEISephadex

A･25カラム (0.7×9.0cm)にアミノ酸鋼塩とペ78チ ド

朗唱を含fJ･試料をつけ,15mEの上記緩衝液で洗浄後,

ldJiiの0.5M NaClを含む005Mホウ酸緩衝液,pH8.0

(以後.0.5M NaCト pH8.0緩衝液とする)で溶出し

た溶出液を希HCIまたは希NaOHでpH6.5に調整し,

005Mホウ酸緩衝液 (phs.0)て一定量とした後 250

nmの吸光度を測定し,Gly-Letl謝塩の検立松からペ70

チ ド且を算出した.I

実験冶果および考蕪

合成ペプチ ド鶴亀の分光学的性賞 Tablelに10

種のペプチ ド銅塩の0.05Mホウ酸緩衝液 (pH8.0)中

の可視部及び紫外部収極大を,Fig.1にGly･Leu鋼塩の

吸収スペクトルを示した.可視部ではペプチ ド銅塩の

Amaxは620nm付近に,紫外部では195nm付近に見ら

れた.ワイン成分の影響が少ないペプチ ド銅塩の測定

波長としては620mm付近が最適であるが,その吸光度

は紫外部波長で測定した時の数十分の-であり(Fig.

1),微量定量を目的とするには不適当である.しか

し,ワインの主成分であるフェノールカルボン酸やタ

ンニンは270-320mmに吸収を持ち10,ll), また 190-

220nmには有機酸に由来する吸収が存在する.そこで,

これらの成分の影響が比較的少ない250mmを測定波長

とした.

各ペ70チ ド鋼塩の250mmにおける吸光度とpH との

関係を示したのがFig.2である.ペプチ ド銅塩の吸光度

はpH4-6で急激に増加し,またGly･Pro銅塩を除い

た他のペプチ ド鋼塩は,pH6-7.5で吸光度の増加は

ゆるやかであった.そこで,ペプチ ド銅塩溶液の pH

を希HClでpH6.5とし250nmで測定することとした.

しかし,各ペプチ ド銅塩の分子吸光係数∈250は非常に

異なり,たとえば,Gly･Gly186×103,Gly･Leu2.54

×103,Gly-Pro0.42×103,Gly-Phe2.20×103,Glu-

Glu2.48×103,His-Leu1.87×103,Leu-Gly-Gly1.49

×103,Gly･Gly･His3.93×103,であった.

Table1. Wavelengthsatmaximum absorbancy

ofcoppersaltsofdipeptidesandtripep-

tidesin0.05M potassium boratebu任er,

pH 8.0.

Peptldes UltravlOlet Visible
nm nm

Gly-Gly

GIy･Leu

Leu･Gly

Gly･Pro

Glu･Glu

His-Leu

Gly-Gly･Gly

Len-Gly-Gly

Glu-Cyt-Gly'

Gly-GIy･His

8

3

3

8

1

6

6

4

2

7

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

5

7

0

0

2

4

4

7

0

4

3

2

4

6

3

1

1

5

2

ウ
】

6

6

6

6

6

6

6

5

6

5

*Cyt:Cystine
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Fig.1. AbsorptionspectraofcoppersaltofGly･Leuin0.05M potassium borate-buffer,

pH8.0.

TheconcentrationofthecoppersaltofGAY-Leuwas 12.5FLg/mlasGly･Leuin

a)and250〃ginら).

0,I

pll

Fig.2. EffectofpHonabsorbancy(at250

nm)ofcoppersaltsofpeptides.

Afterchelation,thesolutiL)nOfthe

coppersaltofeachpeptidewasadjusted

topH 3.0-pH 9.5withdilute NaOH or

diluteHCl.Theconcentrationofthecop-

persaltofeachpeptidewas50jLg/mlas

freepeptide.

ペプチ ド銅塩形成に及ぼすワイン成分の影響 ペ

プチド銅塩形成に及ぼす主要なワイン成分の影響を調

べた (Table2).各成分はワイン中に含まれる量に近

い浪度で加えられている.グルコース,ペブチン,

KCl,NaCl,酢酸及びエタノールはほとんど影響しない

が.カテキン,コーヒー軌 酒石酸及びリンゴ酸を添

加した場合には一定の値が得られなかった.これは,

添加物質自体250mmに吸収があったり,酒石酸,リン

ゴ酸は銅と複塩を形成するためと考えられ,これらの

物質を何らかの手段で除いてから銅塩を形成させる必

要がある.

試料の前処理 ポリフェノール及び有機酸を除去

するため,試料をDowex50･x2で前処理後,銅キレー

ト化を行なった結果をTable3に示した.酒石酸, リン

ゴ酸.カテキンはDowex50処理によって除去されたが

コーヒー酸はペプチ ドと挙動を共にした.しかし,コ

ーヒー酸は後述したDEAEISephadexAl26クロマ トグ

ラフィーでアミノ酸鋼塩とペプチ ド鋼塩を分離する際,

ペプチ ド区分には溶出せずゲルに吸着したまま残った.

以上の結果から,白ワイン用ぶどう果汁や白ワインを

試料とする場合には,Dowex50を用いて前処理をすれ

ば再現性の良い測定値が得られることがホ唆された.

DEAE-SephadexA-25クロマトグラフィーにおけ

るアミノ酸銅塩とペプチ ド銅塩の挙動 Fig.3は,

アミノ酸銅塩とペプチ ド銅塩の混合物のDEAE･Sep-

hadexA･25クロマ トグラフィーにおける挙動をホして

いる.Gluを除いた他のアミノ酸鋼塩は,0.05Mホウ酸

緩衝液 (pH8.0)で溶出した. 塩基性ペプチ ドHis･

Leu銅塩はアミノ酸と分離して溶出したが,これより

塩基性の強いペプチ ドはアミノ酸に近い位置に溶出さ

れると考えられる. 用いた合成ペプチ ドの中では毅

も酸性のGlu･Glu鋼塩は,NaCl感度0.3M程度で溶出L

ていることから,0.5MNaCl･pf18.0緩衝液で大部分の

ペプチ ド銅塩は溶出できると思われる.また.0.5M

NaClを含む緩衝液のpHを6-8に変化させて用いたが,
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Table2. EだectsofvariouswiJleCOmpOnentSOntheformationofcoppersaltsof

dipeptidesandtripeptides･

CompoJlentS Final Relativeabsorbance (% )

added concentration Gly-Leu Gly･Pro Glu･Glu His･Leu Leu･Gly･Gly

None

Glucose

Pectin

KCI

NaCI

Catechin

Caだeicacid

Tartaricacid

Malica(:id

Aceticacid

Ethanol

%

H
H

3

1

2

2

0

0

0

0

0

0

10
10
0
0

0

0

1

1
1

31

0

6

0

5

0

3

0

7

5

3

4

0

8

1

9

9

7

4

1

3

1

8

1

1

3

2

2

2

1

-

●

0

9

8

1

1

8

6

1

0

2

8

0

9

7

9

0

4

9

8

3

0

9

1

1

1

l
1

0

7
2
2
4

8

5

8

0

4

9

0

0
1
1

0

8

3

2

2

8

0

1

1
1
1

1

1

2

3

1

一

〇

5
2
3
1

4
3

3
6

2
0

0

0
0
0
0
9
3

6

6
0

0

0

5

9

4

8

8

6

8

1

8

0

0

9

0

0

0

0

6

8

9

0

1

1

1

1

1

1

2

9

1

Eachpeptide(1･5′上mOles)wasdissolvedin3mlof0.05M potassitJmboratebuffer

(pH8.0),containingeachwinecomponentatthesamecocentrationindicatedinthis

table.Tothesolution, anexcessofCuCO3･Cu(OH)2WaSadded. Themixturewas

mechanicallystirredatroomtemperaturefor30minandcentrifugedat 3,000rpmfor

lOmin･ThesupernatantwasadjustedtopH6,5anditsabsorbancywasmeasuredat
250mm.

Pectinwaspreparedfrom Koshugrapesaccordingtoapreviouspaper3).

Table3. Treatmentofthesamplesolusionscontainingpolyphenolsandorganic
acidswithDowex50･x2,

Components Final Relativeabsorbance (% )

added concentration Gly-Leu Gly･Pro Glu･Glu His-Leu Leu･Gly･Gly

None

Tartaricacid

Malicacid

Catechin

CaHeicacid

0

7

1

4

4

0

0

0

1

9

1

1

1

1

1

0

4

0

1

0

0

9

1

0

6

0

6

3

5

4

0

8

0

7

2

0

7

5

9

3

0

0

8

0

7

0

6

1

1

1

0

0

0

0

1

ThesamplesolutionswerethesameasinTable2.

Thesamplesolution (3ml)wasappliedtoasmallcolumnofDowex50･x2 (0.7×

9cm)ataflowrateoflOml/min.Thecolumnwaswashedwith15mlofdistilledwater

andpeptideswereelutedwith15mlof40% pyridine･4% aceticacid.Theeluatewas

evaporatedtodrynessandtheresiduewasdissolvedin0.05M potassiumboratebuff-

er(pH8.0).TheCue+ chelationwascarriedoutasshowninTable2.
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ig.3. Chromatographicbehaviourofcopper

saltsofaminoacidsandpeptidesonDEAE･

SephadexA-25.

Fouramino acidsand five peptides

weredissolved,ataconcentrationof0.5mg

/ml,ln3mlof 0.05M potasslumboratebuf-

fer,pH8.0.Theconstituentsinthesolution

wereconvertedIntothecorresponding coP-

Persaltsasdescribedinthe assayproce･

dure.Thesolutionofthe coppersaltswas

appliedtoacolumnofDEAE-SephadexA-25

(1･6X 7･5cm),equilibrated,withO･05Mpotas･
siumboratebuffer, pH8.0, ataflowrate

of12.5ml/hr. Thecoppersaltswereeluted

fromthecolumn at room temperaturewith

thesamebuffer(30ml)andwithlineargra･

dientelutionfrom thepH8.0buffer(120ml).

Theabsorbancyoftheeluate wasread at
250mm.

7oチ ド鋼塩の溶出位置にはほとんど変化が認められ

かった.

韻塩法によるペプチ ド走t法の要約と信頼性

!.4は,銅塩法によるペプチ ド定量の要約を示したも

である.ベ79チ ド量は,各種濃度のGly･Leu溶液を

生した定量操作の全てを行って得られた測定値より

乾した検量線 (Fig.5)に基づいて算出した.

｢able4は,Gly･Leu溶液,甲州白ワイン,甲州ぶどう

十及びこれらの混合物を試料とし,本方法によって

られた測定値を示したものである｡Gly-Leu溶液,

(ンあるいはぶどう果汁を試料とした時の各々の吸

芝と,これらの混合物を試料とした時の吸光度を比

｢ると,混合試料の吸光度は,ワインあるいはぶど

毛汁の吸光度に,添加したGly-Leu量の吸光度 をほ

ロえた値となった.また本定量法とア ミノ酸分析法

tTJ定したワイン中のペプチ ド量は一致している.こ

t.250nmで測定した吸光度がペプチ ド鋼塩のみに

Fig.4. Procedurefor thedetermination of

peptidesinwinesandjuicesbythecopper
saltmicromethod.

Sample(3ml)

reatmentwithcharcoal)

romatographyonacolumnofDowex

X2,0.7×9cm,H十form

AdsorbedFraction

Elutionwith30% pyridine･4% acetic
acid

Eluate

~｢vaporationtodryness
Residue

∩

ppersaltformationwithCuCO3･

(OH)2 atpH7.0

Coppersalts

ChromatographyonacolumnofDEAE･

SdphadexA･25,0.7×9cm,borateform

AdsorbedFraction

Elutionwith0.05M boratebuffer

containing0.05M NaCl,pH8.0

Eluate(Coppersaltsofpeptides)

~｢djustmenttopH6.5
Measurementat250mm

LI一

O

L/I

1

1

0

tu
u
O
S
N

T
t2

Lb
u
吋
q
J
O
S
q
V

0 50 100

concentrationofGIP-Leu(pg/ml)

Flg.5. Standardcurveofcoppersaltof

Gly･Leu.
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Table4. DeterminationofpeptidesinKoshuwineandKoshugrapejuice.

Coppersalt 1) Aminoacid 2)

Absorbancy micromethod analysis

at250nm FLg/ml LLg/ml

Gly･Leu (450′瑠)

Wine (3ml)

Juice (3ml)

Wine+Gly･Leu

Juice+Gly･Leu

8

3

0

5

5

3

1

8

9

3

9

8

6

6

5

0

0

1

1

2

65.0 67.2

1)Eachsample (3ml)wasi,eatedwithD.Vex50･x2 (Table3)andtheCu2' chelat･

ionwascarriedoutasdescribedinTable2.Thecoppersaltsofaminoacidand

peptideswereappliedtoasmallcolumn(0.7×9cm)ofDEAE･SephadexA-25equllib･

ratedwith0.05M potassium boratebuffer (pH 8.0).Afterelutionwith15mlofthe

samebuffer,theCoppersaltsofpeptideswere elutedwith 15mlof 0.05M potas-

siumboratebuffer(pH8.0)contairLing0.5M NaCl.Thepeptidefraction (15ml)was

adjustedtopH 6.5andtheabsorbancywasmeasuredat250nm.

2)A partofthepeptidefraction (5ml)wasextractedthreetimeswithanequalvol-

umeof8･hydroxyquinolineinchrloroform(6.5mg/ml).Theaqueous fraction freed

from Cu2+ionswasseparatedtodryness andtheresiduewas hydrolyzedin6N

HClinanevacuated, sealedtubeatlO5℃ for24hr. Thehydrolysatewasevap.

oratedunderreducedpressureat40℃, driedover NaOH pelletsandanalyzed

withaJEOL Model-6AH aminoaccidanalyzer･Thepeptidecontentwasestimated
frbm thesum ofalltheaminoacidsfound.

由来することをホしている.これらのことから,白ワ

インや白ワイン髄造用ぶどう果汁中のペプチ ドは本定

量法によって測定できることが明らかとなったが,赤ワ

インのごとく赤色系色素を多量に含む試料ではDowex

50処理によってアントシアニンを完全に除去できない.

そこで,試料を活性炭処理しアントシアニンを除去し

てから本定量法を適用した.Fig.6はその結果を示して

いる.活性炭量が相加すると吸光度は徐々に変化する

が,その低下の度合は極めてゆるやかで, 1-2%の

活性炭添加が実用的と考えられる.白ワインでは活性

炭処理の効果はほとんどなかった.

本定量法には本質的な3つの欠点がある.第1は,

試料のDowex50処理による強酸性ペプチ ドの損失と樹

脂からの不完全なべ79チ ド回収,また活性炭処理によ

る芳香性ペプチ ドの損失である.第2は.イオン交換

ゲルクロマ トグラフィーによるアミノ酸とペプチ ド区

分との分離において,強塩基性ペプチ ドのアミノ酸区

分-の溶出と,酸性アミノ酸のペプチ ド区分への溶出

である.第3は,ペプチ ドの種類によってe250が非常

に異なり,検量線を作成する際に標準とするペプチ ド

IJ～
-
JIt
I
lI
Iy

i
.Il
l-

の選択が難かしいことである.しかし,この方法は,

ペプチ ド量を純科学的な立場から短めて正確に測定す

ることを目的としたものではない.最新の機器分析に

よる厳密な測定値よりも,一般分析で得られた値がワ

インやぶどう果汁の品質を知る上でむしろ重要である

場合が多いように,ペプチ ドのおよその丑を簡便,迅

速かつ微量に測定できることが本法の第 1の目的であ

り,また利点でもある.

各種ワイン及びジュ-ス中のペプチ ドt 甲州ワ

イン中のペプチ ド量は年度による差がほとんどなくl

E中に100mg程度であるのに対し,赤ワイン中のペフ

ナ ド量は甲州ワインのそれの2-3倍である.ぶどづ

果汁中のペプチ ドはlE中に200-300mg含まれ,ワイ

ンより多い.各種の果汁及び野菜ジュース中のペプ7'･

ドを本走立法とアミノ酸分析法の両者で定量したとこ

ら, 2つの測定値が一致したのは,バナナ,なし,ド

んじん,だいこん.きゅうり, トマ トで,他のジュー

スではかなり違った値 となった.これは,Gly-Leu網

塩の検壷線を全ての試料に適用したこと,また,DoⅥrc;

50処理やDEAEISephadexA･25クロマ トグラフィーて
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Table5. Determinationofpeptidesinwines,fruitjuices,andvegetablejuices.

VinesandJ'uices Coppersalt Aminoacidanalysis1)

mieromethod 十 Dyemethod

Wiれes

1974Koshu

1975

1976

1977

1975Riesling
1977

1976Chardonnay

1975CavernetSauvignon
1977

1975MuscatBaileyA
1977

Fruitjuices
1978Koshu

Riesling
Semillon

Chardonnay

CavernetSauvignon

MuscatBaileyA

Banana

Pear

Apple

Orange

Vegetablejuices

Spinach
Carrot

Potato

Sweetpotato
Radish

Pumpkin
Omion

Tomato

107mg/1
100

92

98

368

116
192

226

180

305

351

8

2

6

6

6

6

2

8

7

3

9

5

2

2

2

1

2

3

5

1

7

5

3

1

6

0

9

7

3
5

1

9

2

6

4

3

7

5

5

4

0
0

6

4

3

6

6

8

0

0

5

5

1
9

1

2

1

5

4

8

5

6

0

5

5

1

9

6

3

4

8

0

1

0

7

7

3

3

7

5

0

1

1

2

1

Thejuiceswereevaporatedtodrynessandthe residues were hydrolyzedin6N

HClatlO5℃ for24hr.Thehydrolysateswereanalyzedwiththeaminoacldanalyzer

asdescribedinTable4.Theaminoacidsfound(totalaminoacids)consistmainlyof

freeaminoacidsandtheaminoacidsderivedfrompeptidesandproteins.Therefore,

thepeptidecontentswereestimatedbysubtractionofthecontentsoffreeaminoacids

andproteinsfrom thetotalaminoacids.

Theproteincontentsweredeterminedaccordingtothedyemethodreportedpre-

viously3).
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0 1 2 3 4 5 6 7

Finalconcentrationofcharcoal(I)

Fig.6. TreatmentofKoshuwineandMuscat

BaileyA winewithcharcoal.

Charcoalwasaddedto Koshu white

wine (1977) orMuscatBailey-A redwine

(1977)atconcentrationsof1t07%. The

mixturewasstirredandfilteredthrough a

ToyoNo･5Cpaper. Thepeptidecontents

inthefiltrates(3ml)Were determined by
thecoppersaltmicromethodasdescribedin
Table4.

除去できないポI)フェノールや他の250nmに吸収のあ

る物質が存在したためと考えられる.

しかし,ペプチ ドのおよその量を迅速,簡便かつ少

量の試料を用いただけで知ることができ,本定量法が

食品学的,醸造学的に十分利用価値があると考えられ

る.

要 約

果汁,野菜ジュースあるいはワイン中のペプチドを

Dowex50･Ⅹ2(活性炭)処理,銅キレー ト化及びイオ

ン交換クロマ トグラフィーを含む方法によって定量し

た.

Dowex50-Ⅹ2(活性炭)の小カラムを用いて前処理

した試料を,pH8.0で過剰の塩基性炭酸銅を加えて反

応させ,生じたア ミノ酸鋼塩とペプチ ド銅塩をDEAE･

SephadexA･25クロマ トグラフィーで分離した.ペプ

チ ド銅塩を含む溶出液をpH6.5にした後,250mmの吸

光度を測定し,Gly･Leu銅塩の検量線か らペプチ ド量

を求めた.

本定量法は,糖,フェノールか レポン酸,タンニン,

アントシアニン,有機酸,金属塩,アルコールなどの

ワインやぶどう果汁成分の影響は受けないが,酸性ア

ミノ軌 強塩基性あるいは芳香性ペプチ ドを多量に含

む試料には通用が難かしい.

本研究は,木口隆生氏.大西由孝氏の協力に進められた.ここ

に深謝します.また本論文の一部は,El本農芸化学会昭和54年度

大全 (東京)で発表した.
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