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緒 言

魚皮の繰剤に対する,性質，煉製品の足と結締組織の関係，其の他の問題を究明する目的

からゼラチンの定量を必要とすることが多い．

従来の定量法は主としてタンニン酸，ピクリン酸等による沈澱の窒素を測定する方法によ

っているから，定量には相当時間と熟練を要する．のみならず分析対象となる試料中には

多くの場合特に蛋白，ペプトン等の窒素化合物が共存しているので，之等の試料からゼラ

チンのみを分離定量することは甚だ困難である．筆者等はその分離定量を試みるため種麦

先覚】)2)3）の設定条件方法を検討し，坂口反応を適用して短時間に精度よく比色定量し

得る方法を得たので，その概要を以下に報告する。

Ｉ試薬類及装置

ゼラチン標準液：医薬用ゼラチンを用いる．予め全窒素を測定してその濃度を決定せる

ゼラチン液を稀釈してその１cc.は500γのゼラチンに相当する如く調製した．（清水製

薬滅菌ゼラチンを用いた）

苛性ソーダ溶液：５％（ｗ/v）

αーナフトール溶液：1％αーナフトールアルコール溶液10ccを水で100ccとする.(0.1％）

次亜臭素酸ソーダ溶液：５％苛性ソーダ100ｃｃを予め氷冷し，之に臭素0.64ｃｃを加え

て溶解する．（－４～０°Ｃに貯蔵すれば１ヶ月間充分使用し得る．）

尿素溶液：４０％（ｗ/v）

タングステン酸ソーダ溶液：１０％（ｗ/v）

硫酸：２Ｎ

燐酸ソーダ（二水素）溶液：１０％（ｗ/v）

除蛋白用混合液：２０％（ｗ/ｖ）三塩化酢酸１容：２５％（ｗ/v）酢酸鉛１容）

硝酸カリ溶液：１５％（ｗ/v）

光電比色計：日立製ＥＰＯ一Ａ型

フィルターはＢＧ（500ｍの，キユーベツトは10ｍｍのものを用いた。

Ｉ基礎実験

１．ゼラチンのアルギニン含量

本比色定量法はゼラチン分子中のグアニジン基に対する坂口反応を応用するものである

から，原料の異なるゼラチンでもそのアルギニン含量が一定でなければ定量値も亦精確

に求め難い．サメ皮ゼラチン，牛皮ゼラチン，鯨皮ゼラチンを高橋4）の方法で調製し，
之等を２５％塩酸で20時間加水分解してテルギニンを比色定量した結果が第１表である・

＊1954年１０月３日日本水産学会水産食品分科会（清水〕にて講演
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Ｔａｂｌｅ１．Argininecontentofgelatine．

〔Estimatedbycolorimetricmethod〕

Ｋｉｎｄｓｏｆｇｅｌａｔｉｎｅ

Cowhide-gelatine

Sharkskin-〃

Ｗｈａｌｅｈｉｄｅ－〃

Argininecontent〔％）

8.50

8.40

8.52

表示のようにゼラチン中のアルギニン含量は８．４８±0.04％であり，原料別による含量

差は先ずないものと思われる。

２．ゼラチン沈澱分離法の検討

ａ・試料の調製

動物組織等の熱水処理液ならばよいが，時には乾燥製品中ゼラチンの定量を必要とす

ることがある．斯様な試料からゼラチンを抽出するには結締組織中のコラーケンのゼラ

チン化を防ぎつ』､之を溶出しなければならない．之等のことを検討した結果，乾燥粉末

1～２９に水100cc・を加えて２５。Ｃの水浴中で処理すると約２時間でゼラチンは完全に

抽出し得ることを認めた。

ｂ・Folin-Wu試薬によるゼラチンの沈澱分離

ＦＯｌｉｎ－Ｗｕ試薬のゼラチン沈澱性については既に柏田．柿本'）等によって提案さ』!'し
ているが，筆者等は更に操作の簡易迅速化を企る目的から一段と詳細に検討した．

先ず;種麦濃度のゼラチン液５cc､に10％タングステン酸ソーダ１cc･を加えて混和し更

に２Ｎ硫酸0.5～1.5cc・を加えたが沈澱は容易に穂紙を通過し遠心分離も出来ない乳波

状液となることを知った．（尤も長時間の後には沈澱分離が可能となったが本定量法の

目的には合致しない）この傾向はゼラチン濃度の低い程著しかった。

そこで沈澱生成促進のため以後の操作を妨害しない性質の電解質添加により凝集沈澱せ

しめる方法について種麦検討し，結局Folin-Wu試薬左加える前に１０％第一燐酸ソ

ーダ１cc・を加えると著しい効果を示すことが認めら>fした．斯くすれば沈澱の生成は容

易に且つ完全になされ，漁過及遠心分離可能となる。

ｃ・共存蛋白等の除去

Ｆｏｌｉｎ－Ｗｕ試薬はゼラチンのみに特異的な沈澱反応を示すものではないから，予め

ゼラチンを沈澱しない除蛋白剤で試料中の共存蛋白等を除去』)する必要がある．

数種の除蛋白剤のゼラチン沈澱能は第２表の如くであり，之から比色に影響しない前処

理用の沈澱剤は三塩化酢酸及酢酸鉛が適当と思われた．そこで之等両除蛋白剤による共

存蛋白の除去について種を検討を加えたが，結局次の如く処理することが最も適当であ

ることを知った．即ち試料液20cc・に２０％三塩化酢酸１容と２５％酢酸鉛１容の混合

液５ｃｃを加え更に１５％硝酸カリ５cc・を加えて穂過し，浦液15cc・に２Ｎ硫酸5cc・を

加えて鉛を沈澱させ再び漁過する（添加硫酸量は精麦過剰であるがＦｏｌｉｎ－Ｗｕ試薬の

一部としてその主ム利用するためである）・かくす虹ぱゼラチンを損失することなく共

存蛋白を完全に除去し得るか若くはゼラチン以外のＦｏｌｉｎ－Ｗｕ試薬沈澱態物質を完全

に除去し得，且つその後に行うＦｏｌｉｎ－Ｗｕ試薬によるゼラチン沈澱操作に全く影響を

及ぼさないことを認めた．



越智通秋・大城善太郎一ゼラチンの比色定量 7３

Positive

〃

〃

〃

次亜臭素酸ソーダの添加量によ

っても第２図の如く吸光値の変化

が見られ，アルカリの場合と同様

添加量の少ないときには勿論発色

が弱く叉過多の場合には再び発色

度が減少する．その最適量は０．２

ｃｃ.であった．

Proteinprecipitant

Ｔａｂｌｅ２．Precipitativeactivityofvariousproteinprecipitantforgelatine．

０．８

１２３４５６７８９１０％
ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＯＨ・

Ｆｉｇ．１．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｌｋａｌｉｎｉｔｙｏｎｃｏｌｏｒdevelopment．

c・次亜臭素酸ソーダ溶液の所要量
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3．比色方法の検討

上記実験の如く操作して得たゼラチンの沈澱をアルカワに溶解し之に直接坂口反応を

適用して比色定量するためその発色条件を検討した。

ａ・比色操,作

標準ゼﾗﾁﾝ液300γ/ccのものを調製する.その5cc､を目盛付遠心沈殿管(15cc､容）
に採り之に１０％第一燐酸ソーダ１ｃｃ・を加えて混和更に１０％タングステン酸ソーダ

1cc・を加え再び混和し，２Ｎ硫酸１cc､を加えて混和してゼラチンを沈澱させる・５分放

置して遠心（２分）して上澄液を吸引除去する．この沈澱に苛性ソーダ溶液を加えてよ

く之を溶解し６cc.となす．之を氷冷し，予め氷冷しあるα一ナフトール１cc､を加え次

亜臭素酸ソーダ溶液０．２cc・を加えて発色せしむ．１５～20秒後尿素液1cc､を加え１分後

に比色する．

ｂ・発色時のアルカリ度の影響

種ﾉﾐ『のアルカリ度で発色させた結果を第１図で示した．図示のようにアルカリ度低き

場合には勿論完全には発色しないが，夫が高くなると再び吸光値の減少が認められた．

その最適濃度は４～５％の範囲である．

０．１０．２０．３０．４０．５ＣＣ

ＮＫｌＢｒＯ

Ｐｉｃｒｉｃａｃｉｄ

Ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ

Ｐｈｏｓｐｈｏｔｕｎｇｓｔｉｃａｃｉｄ

Ｆｏｌｉｎ－Ｗｕｒｅａｇｅｎｔ

Ｍｅｔａｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ

ＨａｓｉｃＰｂ－ａｃｅｔate

Pb-acetate

Trichloraceticaci。
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４１ ２

0.835

0.880

0.918

0.961

0.959

0.959

．．α一ナフトール溶液の所要量

０．１％溶液１cc画で充分であり，之による影響は上記のものに比して少なかった．

ｅ・呈色の安定度

之については種奏報告5)6)ｱ)s)があるが，筆者等の結果では氷冷してあれば’～'０分
に亘るも充分安定であった．

ｆ・測定時におけるキユーベツトの曇り防止

比色時の試料は氷冷されているため，測定中（特に夏季において）キユーベツトの表

面に発露して曇り吸光値に著しい誤差を与えることがある．之を防止するためキユーベ

ツトの透光部雨外面に石鹸液を塗り乾燥し脱脂綿等で之を充分拭い去り，使用前にその

面を蒸溜水で一様に湿らせた．

ｇ･比色値に及ぼす沈澱剤の影響

比色‘値に影響する沈澱剤はＦｏｌｉｎ－Ｗｕ試薬のみと考えてよいから之を確めるため次

の如く比較した．即ち各種濃度のゼラチン液５cc・に上記の如くFolin-Wu試薬を加え

て之を沈澱せしめ，その沈澱に５％苛性ソーダを加へて６cc､としたものと，全上ゼラ

チン液５cc･に３０％苛性ソーダ１cc.（結果として５％苛性ソーダに相当する）を加え，

以後の操作は両者全く同様に行い比色した．その結果沈澱剤による影響は全く認めらjrし

たかった．（従って後述の検量線の作製には，沈澱操作を省いてもよい．）

ｈ・比色,値に及ぼす沈澱洗准剤の影響

沈澱洗潅剤')を求めるため，水，硫酸，食塩加硫酸を用い各液５cc.宛で洗准を繰返
し，それ等の効果を第３表に示した．

Table、３．Influet1ceofwashingsolutionollcolorvalue．

0.880

0.885

0.915

0.955

0.961

0.958

7４
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0.961
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Ｑ
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Ｑ
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●
●
●
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●

ｎ
Ｕ
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Ｕ
ｎ
Ｕ
〈
Ｕ
〈
Ｕ
ｎ
》

Wasl1ingfrequencyＷａｓｈｉｎｇｓｏｌ．

Ｗate１．

N/,OH2SO4

N/１０H2SO4
(containing5％NaCl）

N/５H2SO4

N/耐H2SO4
(containing5％ＮａＣｌ）

N/２H2SO4

０

１．００

0.920

0.920

0.960

0.960

0.960

これで明らかなように水は沈澱を溶解損失するが，硫酸は溶解を阻止する．筆者等は

5％量の食塩を含むN/5硫酸が最適と認たので，以下之を洗漉液とした．

ｉ・共存物質の比色値に及ぼす影響並に洗漉効果

本法はゼラチンの沈澱を得て後比色定量するのであるから，溶液のまＬ呈色させる場

合に比べ共存物質の影響は遥かに少ない．しかしゼラチン量（沈澱量）が多くなるとそ

の影響も亦大きくなろう．試料ゼラチン液に予め呈色影響物質を含有させて操作した場

合の之等共存物質の影響と洗潅効果は第４表の通りである．
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Ⅲ 、定量操作

以上の実験から定量法を次の如く設定した．

検液20cc・に除蛋白用混合液（20％三塩化酢酸１容：２５％酢酸鉛１容）５cc・を加え

てよく混和し更に１５％硝酸カワ５cc・を加えて再び混和して共存蛋白等左沈澱させ，

５分放置後漁過する．漁液１５cc・に２Ｎ硫酸５cc・を加えて鉛を沈澱させ５分後浦過す

る．この漁液は原検液の２倍稀釈となる．

漁液５cc.（ゼラチン含量の多いときには適宜稀釈したもの５cc・をとればよい．但し

２倍以上稀釈したときは之に2Ｎ硫酸１cc・を加える．）を目盛付遠心沈澱管（１５cc・容）

にとり，１０％第一燐酸ソーダ１cc・を加えて混合し次に１０％タングステン酸ソーダ1cc･

を加えて混和するとゼラチンが沈澱する．５:分間放置後２分間遠心（2000Ｒ､ＰＭ）して

１

Table、４．Removalofinterferingsubstancesｏｎｃｏｌｏｒｖａｌｕｅｂｙｗａｓｈｉｎｇ

弓に呈色影響物質は３回の洗瀧で充分除去し得ることが判った。

1.03

９ｍ

５
５
０
０
０
５
０

ぬ
●
●
●
●
●
●

２
０
１
２
２
０
１

ＷａｓｈｉｎｇｆｒｅｑｕｅｎｃｙＳｕｂｓｔａｎｃｅｓａｄｄｅｄ

一一

３

３
２
３
３
２
２
３
５

０
０
０
０
０
０
０
２

●
●
●
●
●
●
●
●

１
１
１
１
１
１
１
１

２０

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＮＨ４Ｃｌ

Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

Ｕｒｅａ

Ｃｒｅａｔｉｎｅ

Ｔｙｒｏsｉｎｅ

ＴｒｙｐｔｏｐｌｌａＩｌｅ

Ａｒｇｉｎｉｎｅ

１００２００３００４００

Gelatiner/ｃｃ

Ｆｉｇ．３．Calibrationcurveofgelatine．

これ､で明らかなように呈色影響物賢

９．ゼラチン量と呈色との関係

種麦濃度のゼラチン液5cc．１．３

（１００，２００，３００，４００，５００１．２

r/cc）に前記ｂの如くFolin‐１．１

Ｗｕ試薬を加えて沈澱させ， １．０

氷中ﾌkで操作して発色さす。 ０.９

その呈色度とゼラチン量との－０．８

関係は第３図の如くゼラチン：０．７
･

濃度が500r/ccまではLamb・骨０．６
ertBeerの法則に従うものと国０．５
考えられた．尚ゼラチンに直０．４

接呈色させて得られる定量値０．３
は，之を完全加水分解して得０．２
られ‘るアルギニン絶対量の約０.’
50％に相当する呈色値しか得

られない．
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上澄液を吸引除去し，Ｎ/扇硫酸（５％量の食塩を含む）約5cc・を加え，ガラス棒で沈澱

をよく撹枠して再び遠心し上澄液を除去する．この洗瀧操作を後２回行う．沈澱に５％

苛性ソーダを加えて溶解し６cc、とする．之に０．１％α一ナフトール溶液1cc・を加え氷

水中にて冷却する．５～10分で１～2.ｃとなるから，予め氷冷の次亜臭素酸ソーダ液０．２

ｃｃ・を加え発色さす．１５～20秒後40％尿素溶液１cc.を加えてよく混和し氷水中に１分

放置後１０ｍｍのキユーベツ1､に移し500ｍj“のフィルターを用いて吸光度を測定する．

Ⅳ、実鹸結果

上記実験方法を検討するため卵アルブミン，市販ペプトン（ミクニ製），サバ及カツ

オ熱水処理エキスに一定量のゼラチンを加えて上記の如く操作しゼラチンを定量した．

その結果は第５表の如くであり，定量法として充分用い得られるものと考えられた．こ

の場合の添加ゼラチンの回収率は９６～104％であった．

Ｔａｂｌｅ５．Recoveryofgelatineaddedtovariousmatter．

Ｍａｔｔｅｒ

Ｅｇｇａｌｂｕｍｉｌｌ

Ｐｅｐｔｏｎｅ

〔ＭＩＫＵＮＩ〕

Ｅｘｔｒａｃｔｏｆ

ｍａｃｋｅｒｅｌｍｅａｔ

Extractof

skipjackmeat

Gelatine

addedr/cｃ

０

５０

２００

０

５０

２００

０

５０

２００

０

５０

２００

Gelatine

foundr/cｃ

０

４８

１９３

０

５１

２０３

601

653

807

450

502

645

Gelatine

recoveredr/cｃ

４８

１９３

５１

２０３

５２

２０６

５２

１９５

Recovery
％

96.0

96.5

102.0

101.5

104.0

103.0

104.0

９７．５

総 括

ゼラチンの定量方法として：坂口反応を適用する簡易迅速なる比色法を研究した．

１．ゼラチンのアルギニン含量は原料によらず略一定であることを認めた．

2．乾燥試料中のゼラチンは25.ｃの水で処理すれば約２時間で殆ど完全に抽出し得る．

3．Folin-Wu試薬によるゼラチンの沈澱分離には相当時間を要するが，予め試料液に燐

酸ソーダ（第一）を添加すれば沈澱生成時間を短縮し得る．

４６共存蛋白質等は除蛋白用混液(三塩化酢酸一酢酸鉛）及硝酸カリで完全に除去し得る．

5．比色に適当な苛性ソーダの濃度は４～5％である．

6．比色時のキユーベツトの曇りは簡単な処理で防止し得る．

7．呈色の極大吸収は500ｍ〃附近にあり，ゼラチン濃度500γ/ccまではＢｅｅｒの法則に

従う．

８．本定量法は短時間に而も微量のゼラチンを定量し得る．回収率は９６～104％であり



越智通秋・大城善太郎一ゼラチンの比色定量 7７

充分利用し得るものと考えられる．

終りに臨み本実験の遂行に当り終始援助を得た当教室永吉秀夫氏に対し厚く感謝する．

Ｒ６ｓｕｍｅ

Simplifiedmethodforcolorimetriｃｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｌａｔｉｎｅｉｎｆｏｏｄａｎｄｎｏｎ‐

foodｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｗｅｌｌ－ｋｎｏｗｎＳａｋａｇｕｃｈｉ，sreactionwasinvestigated・

Ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｌａｔｉｎｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔ

ｏｆｏｔｈｅｒｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｎｉｔｒｏｇｅｎｏｕｓｃｏｍｐｏｕｎｄｗａｓａＣｈｉｅｖｅｄｐｒｏｍｐtｌｙｂｙｔｈｅ

followingprocedure：

Ｔｏ２０ｃｃ・ｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓａｄｄｅｄ５ｃｃｏｆｐｒｅcipitantmixture（２０％trichlo‐

raceticacidl：２５％Pb-acetatel），ａｎｄ５ｃｃ・ｏｆ１５％potassiumnitrate，andits

solutionwasfilteredafterｂｅｉｎｇａｌｌｏｗｅｄｔｏｓｔａｎｄｆｏｒ５ｍｉｎｕｔｅｓ・

Ｔｈｅｎ，５ｃｃ・ｏｆ２Ｎｓｕｌｆｕｒｉｃａｃｉｄｗａｓａｄｄｅｄｔｏｌ５ｃｃ・ｏｆｔｈｅｆｉｌｔｒａｔｅｔｏｒｅｍｏｖｅ

Ｐｂ..，ａｎｄｉｔｗａｓｆｉｌｔｅｒｅｄａｆｔｅｒ５ｍｉｎｕｔｅｓ･

Ｆｉｖｅｃｃｏｆｔｈｅｆｉｌｔｒａｔｅｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏｌ５ｃｃ、ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｔｕｂｅ，ａｎｄａｄｄｅｄ

ｌｃｃｏｆ１０％sodiumorthophosphatediH（ＮａＨ２ＰＯ４、２Ｈ２０）ａｎｄｌｃｃｏｆｌＯ％

Na-tungstatetoprecipitategelatine，ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｗａｓａｌｌｏｗｅｄｔｏｓｔａｎｄｆｏｒ５

ｍｉｎｕｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｎｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄｆｏｒ５ｍｉｎｕｔｅｓａｔ２０００Ｒ.Ｐ､Ｍ，ａｎｄｔｈｉｓｓｕｐｅｒｎａ‐

ｔａｎｔｌｉｇｕｉｄｗａｓｓｉｐｈｏｎｅｄｏｆｆ・

Theprecipitatewaswashed3timeswｉｔｈ５ｃｃ・ｏｆＮ/５sulfuricacidcontaining

５％sodiumchloride・Theprecipitatewasdissolvedin6ｃｃｏｆ５％ｓｏｄｉｕｍｈｙ－

ｄｒｏｘｉｄｅ，ａｎｄｗａｓｃｏｏｌｅｄｉｎａｉｃｅ－ｂａｔｈｆｏｒｌ５minutes･Ｔｈｅｎ，１ｃＣｏｆｉｃｅ－ｃｏｌｄ

ａ－ｎａｐｈｔｏｌａｎｄＯ､２ｃｃｏｆｉｃｅ－ｃｏｌｄｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｂｒｏｍｉｔｅｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅａｂｏｖｅ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ・Ａｆｔｅｒｌ５ｔｏ２０ｓｅｃｏｎｄｓ，１ｃｃｏｆ４０％ｕｒｅａｗａｓａｄｄｅｄ・Ｔｈｅｃｏｌｏｒｄｅｖｅ‐

lｏｐｅｄａlmostimmediately，ｂｕｔａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙｌｍｉｎｕｔｅｗａｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｍａｘｉ‐

ｍｕｍｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ・

Ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｗａｔｅｒｗａｓｒｅａｄａｔ５００ｍ〃・

Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｅｌａｔｉｎｅｉｎcertainmaterialsbythismethodwaspossi‐

ｂｌｅｔｏｂｅｍａｄｅｉｎ４０ｔｏ６０ｍｉｎｕｔｅｓ．
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