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紫外吸収法と指示薬発色法の同時検出を用いた高速液

体 クロマ トグラフィーによるワイ ン中の有機酸分析*

横塚弘毅 ･松土俊秀 ･西野なか子

AnalysisofOrganicAcidsinWinesbyHighPerformance

LiquidChromatography using aContinuous-Flow,Dual

SpectrophotometricDetectionSystem
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Laboratoryof WineChemistry,Instituteof Enologyand

ViticulEur･e,YamanaShiUniversity,Kofu,Yamanashi400

OrganicacidsinllKoshuwhitewinesandllMuscatBaileyA redwinesproducedin

differentyearswereanalyzedbycontinuous-flowhighperformanceliquid chromatography

(HPLC). Two spectrophotometric detection methodswereused in sequence,thefirst

measurillg ultravioletabsorbanceat 210nm and thesecond, after developmentwith

bromocresolpurple,measuringvisibleabsorbanceat430nm.Thewinesweretreatedwith

1%charcoalatpH 7.5priortoHPLC.

Itwasnotpossibletoanalyzesuccinicacid using ultravioletabsorptionat210nm as

thedetection method.Thiswasduetothepresenceofunknown substancesin thewine

whichwerealsoabsorbed at210nm and elutedin thesameposition assuccinicacid.

Similarly,using bromocresolpurple,experimentalvaluesformalicacidwerealsofairly

loweredduetounknownsubstancesin thewinewhichwereelutedinthesamepositionas

malicacidandmayhaveinterferedwithcolordevelopmentwiththemalicacid.However,

theexperimentalvaluesobtainedbythesetwodetection methodsfororganicacidsother

thansuccinicacidandmalicacidwerenotconsiderablydifferent.

ワインのフレーバー,安定性あるいは品質に影響す

る最も重要な成分の一つは有機酸である.有機酸はブ

ドウの熱度を示す一つの因子であり,またワインの酸

咲,タンパク質の安定性,酒石酸カリウムの沈澱,赤

ワインの色素安定性などに深く関連している.従って

ブドウやワイン中の有機酸を定量する多くの方法が報

告され,最近では,クロマ トグラフィー,特に高速液

*ChemicalStudiesonColoringandFlavoring

Substancesin Japanese Grapesand Wines

(ⅩⅩⅠⅠⅩ)

体クロマ トグラフィー (HPLC)による方法が,有機

酸を微量で,簡便にかつ正確に定量できる有力な手段

として注目されている.

HPLCによって有機酸を分析する時,210nm付近

のカルボキシル基の吸収1)を利用するか,あるいは反

応系などを応用した選択的 検出法2･3)(ポス トカラム

紘)で検出することが行われている.前者は爽雑物に

よって検出が妨害されることが多く,後者は有機酸の

みに選択的に反応する発色試薬がなく,また分析装置

が複雑で操作に困難を伴うことが多い,
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著者らは,先に紫外吸収法を用いたワイン中の有機

酸分析について報告したが1),この分析結果と先に述

べた反応系などを応用した選択的検出法を用いて得ら

れた結果とを比較するには,比軟すべき2種の検出シ

ステムを同一のクロマ ト系内に組み込み,同時に有機

酸を定量する必要がある.そこで,こ こでは紫外吸収

法で分離カラムから溶出した有機酸を定量すると同時

に,指示薬発色法による検出を試み,両検出法を比較

した.

実 験 方 法

装置 本実験で使用した装置の概要をFig.1に 示

すクロマ トグラフィーは,島津 SCRIOIHゲルを充填

した0.8Ⅹ30cmのステンレススチールカラム (Fig.

1中(6))を用い,このカラムを53oCの恒温槽 (島

津 CTO-2A,(5))に置いた.試料 20FLlは オー ト

サンプラー (協和KSST-60,Fig.1中(4))を用い

て添加した.溶出液用ポンプ (0.4ml/min,Fig.1中

(2))は 島津 LC-3A,反応試薬 送鞭用 ポンプ (0.4

ml/min,Fig.1中(9))は島津 LC4Aを用いた.育

機酸は 島津SPD2AS紫外部吸収検出器 (210nm),

(Fig.1中(7)と島津SPD-1可視部吸収検出器 (430

nm),(Fig.1中(8))を用いて検出し,溶出図の作

成及び出現した各ピークの面積の辞出は島津クロマ ト

パックCR2AX(INP-R2A)(Fig.1中(15))で行っ

た.反応管と送液管は内径 0.5mm,ダンパーは0.1

mm,また ミキシング用には0.3mmのステンレスス

チール管を使用した.

溶出と反応試薬 有機酸のSCRIOlカラムからの

溶出には0.02%過塩素酸を用いた,指示薬発色法を

用いた分析 に おいては ブロムクレゾール パ ープル

(BCP)指示薬 (BCPO.0002モルと酸性亜 リン酸ナ ト

リウム0.008モルを含む水溶液)3)と反応後,430nm

の吸光度を測定することにより有機酸を検出した.

ワインの前処理 ワインの活性炭による前処理は前

報1)と同様に行った.

結 果 及 び 考 察

Tablelは6種の標準有機酸,各20FLgをHPLCで分

離し210nmで検出後 (UV法),更に BCPで発色し,

430nmで検出 (指示薬発色法)することによって 得ら

れるクロマトグラム上の各有機酸のピーク面群を比校

したものである.またFig.2は これらの標準 有機酸

のクロマトグラムの一例を示したものである.Fig.3

の6種の有機酸の検虫線に見られるように,各有機酸

40〃gまでは原点を通る良好な直線性が得られた.

Tablellでは,酒石酸25〃gを含む水溶液を前処理

なしでHPLCで分析し,得られた ピーク面積を1と

した時の相対値として表 してある.UV法で測定した

時には,酒石酸のピーク面積と比べると,他の五つの

有機酸の相対ピーク面積はかなり低いが,指示薬発色

法で測定すると,乳酸を除いては,酒石酸のピーク面

積と他の有機酸のそれらとは,ほぼ等しい.この標準

有機酸混合液をpH7.5とした後に,活性炭 (1%添

那)で処理した時と,pH無調進で活性炭処理した時と

では,どちらの検出法で測定しても,pHを調盤しな

いと,ピーク面積は著 しく小さくなった.これらのこ

とから,以後は,ワイン試料をpH7.5に0.1N水酸

化ナトリウムで調節し,1%になるように活性炭を加

えて混合後,ろ過し,その ろ液をHPLC用 試料とし

た.Table2ほ標準有機酸とワインを混合した試料を

HPLCで分析し,UV法と指示薬発色法を比敬検討

した結果である.表中,混合液 (各標準有機酸(A)と

ワイン中の各有機酸(B)より成る)の各有機酸の分析

値(C)から各標準有機酸の分析値(A)を差 し弓lいた値

(C-A)は,ワイン中の各有機酸の分析値と一致する

はずである.しかし,UV法では,コハク酸,乳酸,

酢酸の分析値,特にコハク酸の値が非常に異なり,一

万指示薬発色法では,リンゴ酸と乳酸の分析値が異な

っている.

Table3と Table4は, それぞれ 1975年から1985

年の甲州白テーブルワインとマスカットベリーA赤テ

ーブルワインの有機酸分析をUV法と指示薬発色法を

用いたHPCL法で行った結果である.甲州ワインの有

機酸を指示薬発色法で検出するとクエン酸と酒石酸の

ピークが重なった多くのクロマ トグラムが得られた.

しかし,UV法では,何れの有機酸のピークも重なら

なかった.酒石酸の値は,UV法と指示薬発色法の何

れの方法で測定しても大きな差はないが,リンゴ酸と

コハク酸の値には非常に大きな差が見られた.また,

乳酸と酢酸にも大きな差が認められた (Table3).

白ワインで得られたと同様な傾向が赤ワインの有機

酸を分析した結果にも認められた (Table4).

Table5は,上記の白及び赤ワインのpHと滴定酸

皮 (仝酸)を示したものである.既に知られているよ

うに各ワインのpHと滴定酸度あるいはこれらの値と ー
ーー.巨

｣
.･r
-LJ
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Waste

Fig.1. Flow diagram ofthesystem fororgnicacid〇hromatography.

1) eluentreservoir(0.02% perchrolicacid, 2)eluentpump

(flow rate,0.4mg/min), 3) pulsedamper, 4)autosampler,

5)oolumnoven(53cc), 6) chromatographiccolumn(4mm X15

cm,shimadzugelSCR IOIH), 7) spectrophotometer(210nm),

8)spectrophotometer(430mm), 9) mixingcoil(0.3mm X lm),

10)backpressingcoil(0.1mm X 2m), ll)pulsedamper,

12)reagentpump (flow rate,0.4ml/min), 13) reagentl'eSerVOlr

(aqueoussolutioncontaining 0.0002M bromocresolpurpleand 0.008

M acidsodium phosphite), 14) recordingcomputer.
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Fig.2. Typicalchromatogram ofastandardmixtureoforganicacids

(25〃g ofeach organicacid).Chromatographicconditionsare

giveninFig.1 andtext.
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Table1. Charcoaltreatmentofstandardorganicacidsolution.

Control pH whentreatedwithcharcoal
Standardorganicacids (Notreatmentcharcoal)

(Expressedastartaricacid)
NopH adjustment pH 7.5

Ultraviolet(210nm)

Tartaricacid

Malicacid

Citricacid

Lacticacid

Aceticacid

Succinicacid

o

4

8

5

7

7

00

48

53

29

34

33

1

0

0

o

0

0

7

5

2

5

6

5

7

1

7

1

2

1

8

4

2

2

3

2

0

0

0

0

0

0

Developmentwithbromocresolpurple(430nm)

Tartaricacid

Malicacid

Citricacid

Lacticacid

Aceticacid

Succinicacid

000

016

867

570

214

093

1

1

0
4

0

1

1

835

857

419

540

196

755

0

0

0

0

1

0

6

3

6

7

8

4

3

0

5

8

6

4

0

5

5

2

3

3

1

0

0

0

0

0

1

2

1

3

7

6

01

叱

86

55

24

1

1

1

0

0

1

1

A standardmixtureof20′唱 Ofeachorganicacidwastreatedwithcharcoalatpli7.5according

tothemethoddescribedbyYokotsukaetall). Thevaluesareexpressedasrelativepeakareaswhere

thepeakareafor20FLgtartaricacidissetati.0.

Table2. AnalysisoforganicacidsinKoshuwhitewineasdetectedbyultravioletabsorption

and,afterdevelopmentwithbromocresolpurple,visibleabsorption.

Peakarea(Arbitraryunits)

A B C C-A

Standardorganic acids Wine A+ち
(10pgeach) (10ill)

Ultraviolet(210nm)

Citricacid

Tartaricacid

Malicacid

Succinicacid

Lacticacid

Aceticacid

116

216

105

72

62

84

22

05

42

96

6

19

6

2

(×1000)

137

822

336

98

65

97

1

6

1

6

3

3

2

0

3

2

1

6

2

Developmentwith

bromocresolpurple(430nm)

Citricacid

Tartaricacid

Malicacid

Succinicacid

Lacticacid

Aceticacid

162

191

193

212

104

235

43

619

453

60

17

64

(×1000)

3

3

nO
3

3

6

0

0

1

7

1

0

2

8

6

2

1

3

1⊥
2

5

1

9

7

4

1

2

6

1

6

.4
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Table3. AnalysisoforganicacidsinwhitetableVinesfrom Koshugrapes.

Citricacid Tartaric Malicacid aScuiCdClnic Lacticacid Aceticacid Totalacid
Yearof
production

Ultraviolet(210nm)
(g/100ml)

08602012053579cO9629246177656767671000000000037636320825144354347340000000000000000000000

5

6

5

3

7

8

6

4

6

5

2

03

ol

o3

02

02

00

ol

ol

o3

00

01

0

o

o

o

O

O

O

O

O

O

O

450

149

196

142

146

122

118

121

117

109

140

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

9

9

3

9

5

8

6

0

4

7

0

33

25

24

17

15

24

24

21

19

14

27

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

9

1

5

1

1

1

6

9

5

6

6

9

2

5

5

3

3

9

6

5

1

4

1

2

2

2

2

2

2

2

2

3

2

0

0

0

0

O

0

0

0

0

0

0

4

6

1

2

7

8

3

8

0

6

0

7

3

4

4

0

0

1

3

4

3

.4

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

(U
0

0

0

0

0

0

0

0

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

7

7

7

7

7

8

8

8

8

8

8

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

Developmentwithdromocresolpurple(430nm)

(g/looml)

01462717816469257073584444446555400000000000477cIJ395169COo20202020403030406020200000000000

033

005

013

006

016

009

007

016

031

007

006

0

0

0

nu
o

o

o

O

O

O

O

45

65

71

46

54

39

30

38

77

37

56

0

o

0

0

0

O

(U
O

2

0

0

0

0

0

o

o

o

o

O

O

O

O

111

140

140

088

107

148

214

205

177

149

144

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

*

*
*

*

*

250

200

208

228

233

242

285

277

257

299

221

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1
0-9

0-5

警

l
苧

0

0

0

0

0
.
030

0
.
031567890123457777788888899999990999

辛Thesevaluesalsoincluedcitricacid.
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Table4. Analysisoforganicacidr,in redtadlewinesfrom MuscatBaileyA grapes.

諾 言u:tfi｡n Citricacid Tartaric Malicacid aScTdCinic Lacticacid Aceticacid Total

Ultraviolet(210nm)
(g/100ml)

0

5

4

2

9

0

2

4

4

5

5

5

3

6

4

7

8

2

1

1

4

3

1

1

9

9

QU
9

0

9

9

1

9

1

1

0

0

0

0

1

0

0

1

0

13

15

13

18

44

17

32

10

23

18

40

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

75

62

55

24

43

42

59

37

78

74

m

0

0

1

0

3

0

3

0

0

0

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

4

3

6

9

0

1

1

8

8

0

45

55

44

37

28

44

41

34

34

42

33

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

339

436

181

304

051

312

067

320

241

325

068

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

9

3

8

0

0

2

6

7

7

1

7

9

0

6

8

4

5

4

8

9

2

2

1

2

1

1

1

1

1

1

1

2

2

0

0

0

0

O

0

0

0

0

o

0

4

0

7

0

2

7

7

9

7

9

0

7

8

4

4

1

4

3

4

2

7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

O

0

0

0

0

0

0

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

7

7

7

7

7

8

8

8

只U
8

8

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Developmentwithbromocresolpurple(430nm)
(g/100ml)

1

8

3

5

1

2

8

5

8

2

0

66

68

65

67

73

72

73

69

67

68

00

0

0

0

0

0

0

0

0

o

o

O

021

020

021

026

は

024

035

017

030

029

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

59

38

60

38

55

43

82

誠

73

46

50

0

0

1

0

3

0

3

0

0

0

2

0

0

0

0

o

o

o

O

o

o

O

95

74

91

82

17

10

90

59

73

21

74

0

0

0

0

1

1

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

o

O

O

o

O

O

41

12

胡

65

12

89

20

03

14

22

0

2

3

1

2

0

2

0

3

2

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

6

0

8

1

9

6

4

4

3

3

8

7

8

9

0

9

6

2

2

9

3

1

1

1

1

2

1

1

2

2

1

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

6

8

1

6

6

7

5

4

4

1

0

6

6

6

.4

0

5

4

5

3

7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

O

o

0

0

0

o

0

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

7

7

7

7

7

8

8

8

8

8

8

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
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Table5. TitratableacldityandpH ofwhitetablewinesfrom Koshu

grapesandredtableVinesfrom MuscatBaileyA grapes.

Wh itewines

Titratableacidity
(astartaricacid)

RedVines

Titratableacidity
(astartaricacid)

(g/looml)
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3
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各有機酸量との間には有意の関連性は見られなかった.

以上の結果, このSCRIOlカラムで ワイン中の有

機酸を分離すると,リンゴ酸とコハク酸の溶出ピーク

と同じ位置に有機酸以外のワイン成分が溶出し,指示

薬発色法を用いた時には リンゴ酸の発色を妨害し,

UV法を用いた時にはコハク酸と共に検出され,コハ

ク酸量を著 しく高めることが明らかとなった.従って

ワイン有機酸の分析に関する限りどちらの検出方法も

満足いくものでなく,2つの検出法で同時に定量し,

2種のデータを組み合わせて有機酸を定量すれば,よ

り一層信頼性の高い分析値を得ることができる.単一

の検出方法で有機酸を分析するためには,有機酸と選

択的に反応する新しい試薬を兄い出すかあるいはより

分離に優れたカラム担体を開発する必要があると思わ

れる.

要 約

11年間にわたって製造した甲州白ワインとマスカッ

ト･ベリーA赤ワイン,計22点の有機酸を高速液体ク

ロマトグラフィーによって分析した.2種の有機酸検

出法が同じクロマ十系内で連続して用いられた.すな

わち,有機酸は,初めに紫外部吸収法 (210nm)によ

り,次いでブロムクレゾールパープルを用いた指示薬

発色法 (430nm)で定量した.ワインは高速液体クロ

マトグラフィーの前に,pH7.5に調整後,活性炭 (1

%)処理した.

検出法として,紫外吸収法を用いた時には,コハク

酸を定量することはできなかった,これはコハク酸と

同じ位置に溶出する他のワイン成分が 210nmの高い

吸収を持つからであると推定された.同様に,指示薬

発色法を用いた時には,リンゴ酸がかなり低く定量ざ

れた.これは リンゴ酸と同じ位置に溶出する他のワイ

ン成分がブロムクレゾ ールパープルとリンゴ酸との反

応を妨げるためと考えられた.しかし,コハク酸とリ

ンゴ酸以外の有機酸の分析値の間には大きな相違は認

められなかった.
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