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紫外吸収検出法を用いた高速液体クロマトログラフイー
による有機酸分析のためのワイン試料の前処理

横塚 弘毅 ･松土 俊秀 ･櫛田 忠衛

PretreatmentofWineswithCharcoalforDeterminationofOrganic
AcidsbyHighPerformanceLiquidChromatography

withUltravioletDetection

KoKIYoKOTSUKA,TosHIHIDEM ATSUDO,andTADAEKUsHIDA

L,aboratoT･yOfWineCheTnistT･y,TheInst血teofEnologyand

Viticulture,YamanashLUn乙UerSity,Kofu400

A methodforpretreatmentofwineswlthcharcoalwasstudiedtodetermlne

organicacldsbyhlghperformanceliquidchromatographywlthultravlOletdetectlOn･

Wineswereadjusted to pH 7.5forcompleterecovery oforganicacldsfrom

charcoal.ThewinesamplesweretreatedwithactlVated,acld-washedcharcoalto

removeultravioletabsorptlOnmaterials,andsub]'ectedtohlghperformancellquld

chromatography.WhenthemethodwasapplledtodetermlnatlOnOforganlCacidsln

whlteandredwlneS,Winecomponentsdldnotaffectthedetermlnation andthe

valuesobtalnedwerereproduclble･

有機酸の分離定量法としては,ガスクロマトグラフィ

ー1･2),シリカゲル分配クロマトグラフィー3･4),陰

イオン交換クロマトグラフィー 5･6)などが用いられて

きた.ガスクロマトグラフィーでは,不揮発性有機酸

を揮発性の誘導体に変えるための処理が必要であり,

シリカゲルクロマトグラフィーでは,1回の分析にか

なりの時間がかかり連続分析も難かしい.陰イオン交

換クロマトグラフィーは,試料の前処理も全く必要と

しないか,非常に簡単な前処理で十分で定量性も良く,

またカルボン酸に特異的に反応する試薬 6,7,8)を用い

たポストラベル法による検出系を組込んだ分析装置,

カルボン酸分析計 (東京理化)や有機酸分析計 (東洋

曹達)が市販され,より正確な分析値が得られるよう

*chemicalStudleSOnColorlngandFlavoring
Substancesin JapaneseGrapesandWlneS

(ⅩⅠⅩ)

になった.しかし,検出系のフローダイアグラムが複

雑で,試薬調製に時間がかかり,保守や操作が複雑で,

その上分析装置が高価である.

一方,ポンプ部,分離カラム,紫外吸収検出器,レ

コーダーよりなる汎用,簡易型の高速液体クロマトグ

ラフは比較的安価で,操作.保守共にし易いため,そ

の普及はめざましく,有機酸分析にもしばしば用いら

れている.しかし紫外吸収検出器による定量は,標準

試料では成功しても,実際の試料,例えばぶどう果汁

や紫外吸収物質を含む試料では適用困難な場合が多い.

そこで,本論文では,紫外吸収法を用いた高速液体

クロマトグラフィーによる有機酸の定量分析を可能に

するためには,有機酸以外の紫外吸収物質を除去する

ことが必要であるので,これを目的とした試料の前処

理を検討したので報告する.
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TableL CompositlOnOfKoshuandRleSllngWhlteWlneS,andMuscatBalley

AandCabernetSauvlgnOnredwlneS(1982).

Wines Extract Alcohol
(%) (%volume)

pH Totalacld Volatlle Reducing Total
(ど/100ml, acld sugar phenol
astartarlC (ど/100m1, (ど/100m1, (mg/1,
acld) asacetlC aSglucose) asgallic

acld) acld)

Koshu 4.8 11.5 309

RleSllng 4.4 11.4 3.30

MuscatBaileyA 3.0 137 3.45

CabernetSauvlgnOn 3.2 11.8 3.71

0,69 0.07 1.22 372

0,71 0.06 1.03 289

0.73 0.02 0.12 944

0.74 0.04 0.10 882

実 験 方 法

標準有機敢溶液 有機酸は全て市販特級試薬を用

いた｡クエン酸,酒石酸各500mg,リンゴ酸,コ-ク

敬,酢酸,乳酸各 1gを水に溶か し11としたものを

標準有機酸溶液とした.

活性炭 活性炭は次のように前処理 して用いた.

クロマ トグラフ用活性炭 (和光)を水洗後,0.1N塩

酸中に懸濁し3時間煮沸 した.室温で冷却 し,ブフナ

一口斗上で水洗,gFj過 した.活性炭は1/1,000M

EI)TA溶液中に懸商し30分間撹拝 しブフナ一口斗上で

水洗,炉過 し,加熱乾燥 して活性化した.

ワイン 当研究施設付属育種試験地で1982年に収

穫 した甲州,リースリング,マスカットベリーA,カ

ベルネソーどこヨンぶどうを用い,ワイン試験工場で

常法通り試蘭 した2種の白ワイン,2種の赤 ワイン

を用いた.ワインの分析は,国税庁所定分析法注解 9)

および MethodSforAnalysiso/Musesand
wineslO) に書かれている方法によった.結 果 は

Talelに示 した.

装置と操作 有機酸の分離定置に用いた装置は.良

津高速液体クロマ トグラフ,ポンプユニットLC-

4A,紫外分光光度計 SPD-2AS,デー タ処理

装置,クロマ トパ ック C-RIA および島津ゲル

SCRIOIHカラム (0,8×30cm)である.試料は ミ

リポアフィルタ- (ゲルマン,0.45/上m)で炉過後,

･Dj液の50FLlを協和精密製オートサ ンプラー KMT

60を用いてカラムに添加 し,カラム温度50℃,流速

0.5ml/min,0.1%リン酸で溶出した.有機酸の検出

は210nmで行った.

結 果 及 び考 察

高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)でぶどう

果汁やワイン中の有機酸を分離定量する際最も問題と

なることは､分離に用いるカラム充填剤の透択と検出

･法である.標準有機酸試料では分離定量に成功 しても,

実際の試料では有機酸以外の多くのワイン成分が存在

するために,分離,定量共に失敗する場合がある.す

なわち, このような試料を HPLC 用イオ ン交換

ゲルやゲル炉過剤を用いて分析 した時,いくつかのワ

イン成分,特にフェノール類がカラムに吸着 し溶離剤

で溶出できずに分離効率を著 しく低下させるだけでな

く,しばしば数十試料を分析 しただけでカラムが劣化

し,分析不能となった.また,フェノールをはじめと

する多くの紫外吸収物質が存在 し,これらの物質が有

機酸と重なって溶出するため,これらの種類と濃度に

よって有機酸の分析値が変化 し,特に赤ワイン中の有

機酸の分析を紫外吸収法で行うことは困難であった.

そこで,フェノール成分を分析試料から除去するこ

とを第 1の目的として活性炭処理を行った.カベルネ

ソーどこヨン赤ワインと甲州白ワインを各々水で1/

10に希釈後,0.2%～2%となるように活性炭を加え,

室温でゆるやかに撹拝 した.これを東洋折紙Nn5Cで

炉過後,炉液のフェノール量を前に述べた方法11)で定

量 した.2つのワイン中のポリフェノールは1%の活

性炭処理で完全に除去された (Flg･1)･

しかし,試料のpHが低いと活性炭処理によって有

機酸はかなり損失 LJこ.標準有機酸溶液の活性炭処理

前後に,試料のpHを 3か ら9まで0.ユNKOHまた

は0.1NHClで調整 した もの を,紫外 吸収検 出法

(210nm)を用いたHPLCで分析 し,各々の有機酸
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Flg･1･ Removalofphenolsfrom Koshuwine

(一〇一〇一)and CabernetSauvlgnOn Wine
(-●-●-)bytreatmentwlthcharcoal.
KoshuandCabernetSauvlgnOn Wines

weredlluted10-foldwlthdlStllled water.

Toeachdllutedwlne,Charcoalwasadded

to glVea finalconcentratlOn OfO･2 %

to2%.ThemlXtureWasgently stirred

for30minand fllteredthrough a Toyo

No.5cfilterpaper.Totalphenolcontent

lnthefiltratewasdetermlnedbythemeth-

oddescribedprevlOuSly･11)

ピークの相対的面積を比較した結果をFig･2に示した･

Flg2(a)では,pHを3から9に調整 した標準有機

敢溶液を活性炭 (1%)処理後,炉過したifj液を試料

とした. (b)ではpH7.5とした標準溶液を活性炭

処理し折過後,炉液をpH3から7としたものを試料

とした.活性炭処理前にpH7以下に調整した標準溶

液は活性炭処理によって有機酸を損失し,特にクエン

殻とコハク酸は著しく回収率が悪い.これに対し,宿

性炭処理前にpH7.5とした有機酸溶液の定足値は,

処理後にpHを酸性としても,pH7.5の有機酸溶液

の定量値とあまり変わらない.活性炭処理をしなけれ

ば有機酸溶液のpHがいくつであっても定量値は一定

であった.これらのことは,活性炭処理の際にpHを

中性とすること,つまり全ての有機教を塩の形にすれ

ば活性炭処理による損失は全くないことが分った.

Fig.3は,甲州ワインと標準有機酸を含む溶液

(pH7.5)に0.5-2.0%となるように活性炭を加え,
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Flg･2･EffectofpH on recovery ofstandard

organ1CaCldsontreatmentwlthcharcoal.

In(a),the standard solutlOnScom_

talnlngCitrlCacid(0･05%),tartaricacld

(0･05% ),malic acld (0.1 % ),acetic

acld(0･1%),succlnlCaCld(0.1%),and

lactlCaCld(0･1%)werepreparedatdlr-

ferentpHsfrom 3･Oto9･0･Tothesample

solutlOn,CharcoalwasaddedtoglVearュnal
concentrationof1%.Themixturewasstir_

redfor30minandfilteredthroughaToyo

No･5cfllterpaper･Organicacidsln the

flltratewasanalyzedbyhighperformance

llquldchromatography.

In (b),the standard solution was

adjustedtopH 7.5andtreatedwlthchar-

coal(1%)asdescrlbedabove.The ∫ll_

trateswereadjustedtopHsfrom 3to9.

Each filtrate was analyzed for organlC

acldsbyhighperformancellquldchromat0-

graphy･

Theprocedurefor hlgh performance

liquldchromatographylSdescribedinFlg･5･

CitrlC aCld. 一〇一〇一; Tartaric acid,
-●-●-;MallC aCld,-△-△-;Acetic
acid,-×-×-;SucclnlC aCld,-令-令-;
Lacticacld,-▲-▲一.
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Fig･3. TreatmentofamixtureofKoshuwine

andastandardsolutionoforganicaclds
wlthcharcoal.

Koshuwine,2.5m1,wasmlXed with

6.5mlofastandardsム1utlOn(Cltricacid,

0.05%,tartaricacid0.05% ,mallCacid,

0.1形,aceticacid,0.1形,succlnlCacid,

0.1% ,and lactic acid,0.1%)and 16

mlofdistilledwater･Tothesample sol

1ution,charcoalwas added to glVe the

flnalconcentrationsfrom 0.2% to2.0%.

Themixture wasgently stirred atroom

temperaturefor30mュnandfilteredthrough

aToyoNo･5cfilterpaper,andthefll-

tratewassubjected to high performance

liquldchromatographydescribedinFig･5･

Citric acld, 一〇一〇一;TartarlC acid,
-● -● -;MallC acid, -△ -△ -; AcetlC

acid,-×-x-,Succinic acid, -0 -0-;

LactlCacid,-▲一▲-.

その折液中の有機酸をHPLCで分析 し,結果を各有

機酸ピークの相対的面積比で示したものである.値は,

ワインと有機酸を含む試料の各有機酸の分析値から,

ワインのみを含む試料の分析値を差し引いたものであ

る.活性炭量が1%までは,活性炭処理をしていない

試料 (活性炭量0%)の各有機酸の定量値とはぼ同一

となったが,1%を越えると徐々に各有機酸の定量値

は減少した.

以上の結果に基づき,以下の操作で標準曲線を作成

した.甲州ワイン2.5mlといろいろな濃度の標準有機

酸溶液を混合し,水で25mlとしたものを試料とした.

これ らを0.1NNaOHでpH7.5とした後, 1% に
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Flg･4･Standardcurvesoforganicaclds.一

Koshuwine,2.5m1,wasmixedwlthvarious

volumesorastandardsolutlOnOforganlC

adids(Citricacid 0.05 % ,tartaric acld

O.05% ,malic acid,0.1% ,acetlCaCld

O.1% ,succlnlC acid 0.1% ,and lactic

acid0.1%)andthemixturewasdiluted

to251mlwlthdistilledwater.

ThedilutedKoshuwlneWasprepared

bymlXlng2･5mlofKoshuwinewlth22.5

mlofdistilledwater.

ThedllutedwlneWasflltered through

amembranefllter(Gelman,0.45 /上m ln

poresIZe)beforechromatography.

Thedilutedwineandtheabovediluted

wlneCOntalnlngStandardorganlCacidsor

variousconcentratlOnSWereSeparatelyana-

1yzedfororganlCaCldsbyhlghperformance

llquldchromatographydescribedinFlg.5･

RelatlVepeak areaofeach organlCaCld

wasestlmatedfrom thedlfferencebetween

thevalueforthedlluted wlneCOntainlng

organlCacidsandtlねtforonlythediluted
Wlne.

CitrlC acid, 一〇一〇一; Tartaric acld一

一●-●-;Malic acid,-△-△ - ;Acehc

acld,-×-×-;Succinic acid,-O -_O -;

Lacticacid,-▲-▲-.
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Table2.OrganicacldanalysュsOfamlXtureOfastandardsolutionoforganlC

acldsandKoshu,RleSllng,MuscatBalleyA,orCabernetSauvlgnOn
Wlne.

Organicacids
Standard A

RelatlVepeakareaoforganlCaClds

B C D

CitrlCaCld

TartarlCaCld

MallCaCld

AcetlCaCld

SucclnlCaCld

LactlCaCld

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

8

0

4

6

9

2

0

0

0

0

9

9

1

1

1

1

0

8

7

6

6

1

0

0

9

nU
0

0

1

1

1

1

1

2

0

9

0

3

4

1

1

0

1

9

9

1

1

1

1

2

8

6

9

7

7

9

9

0

9

0

9

1

1

A standardsolutlOn OforganlCacids (Cl上ricacld 0.05% ,tartarlC

acid0.05%,mallCacid0.1%,aceticaCld0.1%,succlnlCacid0.1%,

andlacticacldO.1%) 6.5m1,wasmlXedwlth2.5mlofeachwine(Koshu,

A;RleSllng,B;MuscatBalleyA,C;orCabernetSauvlgnOn,D)and

16mlofwater.Toeachsamplesolution,CharcoalwasaddedtoglVeafinal

concentratlOnOf1%.ThemlXtureWasgentlystlrredfor30mュnandflltered

throughaToyoNo･5cfilterpaper･

determlnedbyhlghperformancellquld

なるように活性炭を加え30分間ゆるやかに撹拝後東洋

折紙Nu5Cを用いて炉過 した.別に2.5mlの甲州ワイ

ンを水で25mlとし上のようにpH調整,活性炭処理

を行った.これらの試料をHPLCで分析 し,2種の

試料の各有機酸ピークの面積の差を求めた.この差は

分析に供した標準有機酸量を示すと同時に.この条件

下における有機酸の分離定量に及ぼすワイン成分の影

響をも加味した結果である.Flg･4は各々の有機酸量

の相対的ピーク面積と有機酸量との関係と示したもの

である.6種の有機酸について,有機酸量とピーク面

積との間には直線関係があった.

Table2はFlg.4と同様な分析を4種のワイン,

甲州ワイン,リースリングワイン,マスカットベリー

Aワイン,カベルネソーどこヨンワインの各々と標準

有機酸溶液とを混合した試料について行ったものであ

る.混合試料をpH7.5に調整後,1%活性炭処理を

したものをHPLCで分析して得た値から,同様な前

処理をした標準有機酸を含まない各々のワイン中の有

機酸分析値を引いた差,すなわち,混合した標準有機

酸の測定値が Table2に示されている.混合した

各々の有機酸の相対量を100とした時,4種の混合試

料中の有機酸の相対量はいづれも100に近い値となり,

Organicacldslntheflltratewere

chromatographydescrlbedlnFlg,5･

赤ワインでも上のような試料の前処理を行えば,紫外

吸収法を用いたHPLCで十分に有機酸分析が可能と

なった.

Fig.5は,甲州ワイン,マスカットベリーAワイ

ン及び標準有機酸溶液をpH7.5に0.1NNaOHで

調整し,1%活性炭処理した試料を島津ゲルSCR

IOlで分離し,210nmで検出した有機酸のクロマ トグ

ラフである.ワインを試料とした時,活性炭処理をし

ないと有機酸以外のワイン成分が有機酸のピークと重

なって溶出し,特に赤ワインでは,クエン酸,酒石酸

及びクエン駿の前に溶出するフェノールと考えられる

大きなピークが存在するため,実際上これらの有機酸

の定量は困難である.しかし,ワインをpH調整後に

活性炭処理をすれば,ベースラインも一定となり,ま

た隣り合っている有機酸ピークの分離度や分離効率が

著しく向上し,かつこの前処理による有機酸の損失は

全く認められない.

従って,本法によって分析試料を前処理すれば,育

機酸のカルボキシル基の紫外吸収を検出に利用した

HPLCによって,ぶどう果汁やワインのどとく多量

の複雑な有機酸以外の成分を含むジュースや醸造品の

有機酸分析が可能となっただけでなく.また他の検出
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Fig･5･Chromatograms of organlC acids in

Koshuwlne(a),Muscat主alley A wlne

(b),andastandardsolution(C).

ThecurvesrepresentedbydottedllneS

arethechromatogramsoforganlCacidsln

KoshuandMuscatBaileyA wlneSWhich

werenottreatedwlthcharcoal･Theywere
diluted5-foldwithdlStilledwaterand一il_

teredthroughamembranefllter(Gelman,

0･45ILm lnporeSIZe),

Thecurvesrepresented bysolld llneS

arethechromatogramsofKoshuwineand

MuscatBaileyA wine,whichwereadjusted

topH 7･5andtreatedwlth charcoal,and

astandardsolutionoforganlCacids(1:citric

thatofacldO.05%,2:tartarlCaCldO.05%,3:

malicacld0.1%,6:acetlCaCld0.1%,4:succlnlC

acld0.1%,and5:lacticacld0.1%)

Koshuwlne(MuscatBailey A wlne)

wasdiluted5-foldwithdlStllledwaterand

thedilutedwlneWasadjustedtopH7･5wlth

O.1 N NaOH. To thlS, Charcoal was

addcd to glVea finalconcantrationof1
%.The mixture was stlrred atroom

temperaturefor30mln With a magnetlC

stirrerand filtered through a Toyo No.

5cfilter.Eachfiltrate(50〝1)wasapplト

edtoacolumnofShlmadzuGelSCR IOI

H (0.8Ⅹ 30 cm).Organic acids were

elutedwlth0.1% phosphorlCacid solutlOn
ataflow rateof0.5ml/mln at50℃.

FordetectlOnOforganicaClds,theabsorb-
anceoftheeffluentwasreadat210nm.

法を利用したHPLCでの有機酸分析をする際の試料

の前処理法としても有効であると考えられる.

要 約

有機酸の検出に210nmでの紫外吸収を,分離にゲル

iFj過剤を利用した高速液体クロマトグラフィーによっ

てワイン中の有機酸を分析するために次のようなワイ

ンの前処理を行った.ワインのpHを7.5とし,1%
となるように活性炭を加えて撹拝後,折紙で炉過 し.

得られた炉液を試料とすれば,ワイン中の有機酸を最

も簡単な分離法 ,検出法を用いた高速液体クロマトグ

ラフィーで分析できた,
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