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ニンヒドリン酸化法によるアミノ態窒素の定量(1)(2)

柿　本　大　宅,山　崎　利　盛

Study on the Determination of Amino Acids

by the Ninhydrin Reaction

Daiichi KAKIMOTO, Toshimori YAMASAKI

貯'i質の加水分解によって生するアミノ酸の総量を知るにはS6rensenのフォルモ-ル

滴定･法-･ Willstatter-Waldschmidt･Leitzのアルカ.)による滴定法, Linderstrom･Lang

の酸による滴定漆等滴定による定量法とvan Slykeの瓦斯分析等があり一般に後者が広

く用いられて居る,叉最近Abelin氏等はPope-Stevensの加銅鏡を利用した沃素法(3)

によるアミノ態窒素の定量法を報告している.著者等の研究室に於て先にカツオの生化学
●

的研究の一部としてカツオ幽門垂の中に含まれる諸成分を追及し,特に窒素化合物として

多量のアミノ酸が存在して居る事を知つ如ミ(4)此の種の臓器は多量に酵素を含み内容物が

実験に併せられる以師乞分解作朋を受けるので他の組織に於ける如く蛋白質のみを分離し

てから加水分解せしめてアミノ酸を定量する事が困難であり,斯様な侠件の下でアミノ酸

の検量を比較的正確に定量する為には前記の数多くの方法では何れも満足な結果を期し難

いと思われる. van Slyke法ではプロリン,オキシプロリンは全く定量されないが　Mc

Fadyen, Christensen氏等(5)によって報告された-ンヒドリン酸化旗によるとこれらの

アミノ酸も定量せられ,特にポリペプチツドは-ンヒドリン酸化に関与せず遊離のα-ア

ミノ酸のみを定量し得る利点があるので著者等は此等の方法に従い装置の一部を変更し,

特に普通実験室で用いられているガラス資材を利月ルて装置を組立て個々のアミノ酸に就

いて定量すると共に蛋r'=1'f'筈の加水分解物のアミノ酸総量を定量してみた.以･下本法の原理

と実験装置及び操作の概略を説明する.

原　理: -ンヒドリンはアミノ酸に対し次の反応式に示す如く酸化的に作用してアミノ

酸より衆酸ガスを発生せしめる(6).
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此の衆酸ガスを水酸化バリウムの規定液に吸収せしめて滴定定量し,その儀からアミノ

酸量を計第によって求めるのである.

試　薬;

1) Ba(OH)., :0.05Nの水酸化バ1)ウムを調製, (飽和バリク溶液1窄+水9容)

2) HCl :0.03Nの塩硬,あらかじめNaOHにて規定度を定める.

3)指示薬:T･Bi(チモール,ブリュ-)

C･R･(クt'1}+ル, t'ツド)

クラーク及びラブスの指示薬を用う.

4)ワ　セ　リ　-/

5)昌ンヒドリ-/溶液: 1cc.の蒸溜水にニンヒドリン4mgを含むもの.

6) KH2POl飽和溶液.

装置及び操作: Christensen氏等の執告した装置に準じ第千変更して行った. Fig l及

び3は著者等の組立てた装置で,比較のためChristepsen氏等のものをFig2に示した.

Fig 1. Apparatus used by authors.　　　　　Fig 2. Chrisfensen's apparatus･

A '. reaction I/eSSeL

･B : ah50rPtiOTl fIaSた

a& bこ&u鞄S岬･COC色S

A : reaction I/eSSe.

B': absorptiO,リIaS尾

久'db : 2叫Stol>COC鳥S

装置操作共にChristensen氏等のものと殆んど相違しないので著者等の用いた装置及

び操作を説明し若干変更した箇所に就いては説明の折に氏等のものを附け加える事にす

る.予め1ccの蒸溜水をU字管に入れる.チモールブルー(T.B) 1滴,クレゾールレ

ッド(C.R) 2滴を衆酸ガス吸収管Bフラスコにとり減圧にするため三方折栓をFig3に

示し如ロく取付け水流ポ-/プに連結し30mmの減圧にする, Bフラスコ内にある茎気が

吸引排除されたら三方.if.･栓を廻してソーダポ衣塔に油ずるようにすれば葬酸ガスを含まぬ

基気がBフラスコに充満される.此の操作が終った後直ちにBフラスコを装置から外し迅

速にFig4に示すミクtlビ--レツーのゴム栓にはめ込む,此の場合外部からの衆酸ガス

の傑人を防ぐため嘩やかに嘩作する革がダ要で参る･琴に三方帝樫を水韓ポンプに韓ず
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Fig 3. Complete view of apparatus
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Fig 4. Micro Burette.
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る. Christensen氏等はB′フラスコに一定容のバ.)クを茨酸ガス不合の状態で入れる為

の特別の装置を考案(2'し如ミ著者等はFig4に示した如くミクtlビ--I,ツTに粁l二の装

置をほどこして満足な結果を得た.此のど--レツTから0･05 N-Ba(OH):を2･5cc正

確にとったBフラスコは水流ポンプで引きながら再び前の装置にもどしゴム栓部にはワセ

1)ンを塗和して完全に壷気の侵入を防ぎBフラスコを30mmの減圧にする･マノメ-ク

ーが30mmを示したならば剰:_%bを慨じBフラスコを外気と遮断すると共に三方活栓を

ソーダ石衣塔に通じBフラスコを取外してU手管部とゴム管によって連結し三方tifI栓は水

流ポンプに通じゴム栓部はワセリンにて外気の侵入を防ぐ･以上の挽作が終ってから反応

管Aに0.5-2mg/ccのアミノ酸溶液2cc　をとりaの析栓を閉じて後A管をゴム栓部に

装賢しワセ.)ンを用いて前述の如く外気を防ぐ･ -ンヒドリン溶液2ccとKH2POjlcc

をCに採り此の部分とソ-ダイ裸塔を連結する(Fig3),反応管AはChristensenの装

置ではFig2に示す如く反応試薬が毛細管を通りA管の底部に入り込むが著者等のものは

細管がA管の底部にまで達しその発端より試薬が絶入する様にした･ A管は塩化カルシウ

ム牛飽和溶液の湯煎に浸し110㌦115'Cに於て15分間加熱する,但し此の場合湯煎の

温度が約90,Cに達した時にコックbを少しく開き反応管AとBフラスコを連結すると気

圧の差により気流がAからBの方向に流れ110つCに達する頃aの榊全を少しく開けば?

の中の反応試薬はA内の減圧の為に容易に注入出来る･注入された試薬はA内に於てアミ

ノ酸と作用し衆酸ガスを発生するが此の茨酸ガスはAとBの圧力差によりU字管を通りB

フラスコ内に流れる.此の時ガスの流れはU字管内の気泡の動きによって初案する事が出

来る,斯くして15分間加熱を続ける･加熱し終ってもBフラスコは常圧には達しないの

でbコックを閉ぢaコックを全開し反応管Aから湯煎を外し反応管Aに起る気泡を緩和せ

レ吟や,ー此の操作に約5分を要し気泡の動草が窄まってからりコックを調節して芦フヲう
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コ円を常圧にすると僻残朝すると思われるガスは全て吸牧管Bフラスコに送り込まれる･

U字管の気泡が動かなくなったら茨酸ガスが全てBフラスコに透り込まれたものとし此の

装置よりBフラスコを外すが,此の閥に更に10分間を要し,反応試薬がA管内に托入さ

れてBフラスコを外すに到るまで約30分を費す事になる･次にBフラスコを外し辿やか

にゴム栓を施し時々ゆり動かし乍ら15分聞放置する.比の問に第2向日の巽験が始めら

れる様にCをソ-ダ石衣塔の連結から外し,反応管Aをゴム栓から取はり三方if'･栓とb

字管とを継ぎ大気中の茨酸ガスをU字管に送る.此の場合U手管の水は取り代える必要な

く,爾今そのまま使用に供する事が出来る.斯様に第2回目の準備が完了したならば兜に

密栓を施したBフラスコにアセTl/ 3ccを加え塩酸の入って居るミクflビュ-レツTに

連結し規定塩吸により滴定する.斯くしてバリクに吸収された茨酸ガスの量を求め,その

量より官試験値を減じ直ちにアミノ態窒素量を知る事が出来る･

実験結果:著者等の組立てた装置の

性能を確める為に茨酸かレシウムを用

いて衆酸ガスを生ぜしめ上記の装置に

ょりCO空量を測定した結果純家酸カ

'L'シウム4mgにNJIOHC12ccを作

用せしめて得られた茨酸ガス量から盲

試験による借を減じた結果1･7588mg

で之を茨酸カルシウム昌換算すると,

4.0001mgとなりその回収率100.00/0

になる事を知つ･jE.上記r)結果から装

置の完全なる事を確め得たので次に

個々のアミノ酸に就いてアミノ態窒素

の回収率を検べた結果は笥1表の通り

であり,これを　Christensen氏等の

行った結果と比較したところ第2表の

如き結果を得た.

個々のアミノ酸に就いては上表の結

果に示された如く良好なる測定値を得

たので,次に常法に従い250/0.HClで

24時間加熱した了,レブミ-/の加水分解

液をvan Slykeの窒素区分放吟より

分割しモノアミノ区のアミノ態窒素を

各々ニンヒドリン法とvanSlyke法

により定量し,ヂアミノ区は(燐タン

グステン酸沈澱部)シスチンをヂ昌ス

法により定量し,ヒスチヂ-/はPH7･3

に於で銀塩として分離した後銀塩を硫

作水素で分解して後岩-/ヒドリ-/串隼

Table 1. Comparison of Results by

Ninhydrin and Kjeldahl Method.

weight of l per cent recovery

Amino acid fsa詣Ige)

glycine
cysteine

leucine

phenyl alanine

glutamic acid
valine

Serlne

alaniIIe

tyros ine

histidine

proline
lysine

arglnlne

ninhydrinl Kjeldahl
l

Table2. Comparison of Results by

Christensens'and auti10rS'experiment.

percent recovery

Amino acid

glycine
aspertic cid

cysteine

leucine

phenyl alanine

glutaTnic acid
valine

Serlne

alanine

tyrosine

hist idine

prol ine
lysine

argLnlne
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より定量し,リヂン,フルギ-ンは上

記ヒスチヂンを除去した漉液の仝窒素

並びに-ンヒドリン法によるアミノ態

窒素畳から次に示す方程式を用いて算

出した.即ち燐タングステン酸沈澱部

のシスチンの量をC,リヂンをⅩ,ア

ルギ-ンをyとし,リヂン,アルギニ

ン区の仝窒素,並に-ンヒドリン酸化

による窒素を夫々T, nとすれば

i

1/4y+1/2Ⅹ+C-n

X十y十C　　　-T

Table3. Analytical Results ot

Albumin Hydrolysate

Fraction of

amino acid

vAnetShl.ydkelNiinehtyhd.rdinF tota. N

となり,アルギニン, l)ヂンを求める事が出来る.本法によって求めた結果は第3表の如

くである.

然し乍ら上述のヂアミノ酸の定量法は純粋な蛋l'i質の加水分解液に裁て得られ喪定量値

で,序文にも記した如くアミノ酸以外の窒素化合物を含有する天然物に就てアミノ酸のみ

を定量するには別にヂアミノ区の何々のアミノ酸を分離して定量しなければならない.著

者等は本研究に於てモノアミノ酸はvan Slyke淡より高い値を示し,仝窒素に対し近似

値を得k.ヂアミノ区に於てはvan Slyke法と同一の結果を得-A.然し乍らフエニール

アラ-ン等も燐タングステン酸により若干沈澱される事も知られて居るので本法によって

も佃ヂアミノ区は正確に定量する事は出来ない.

要　　　　　　約

十教程のアミノ酸及び亘封'i'f'i-の加水分解物につきニンヒドリン酸化法によるアミノ酸の

定量方法を実験した. -ンヒドリン酸化法を用うれば普通の化学実験室で自ら容易に組立

て得る簡革な装置によ1),偶々のアミノ酸では殆んどlCOo/a lこ近い回収率を以て定量せら

れ,蛋白質の加水分解物に於てvan Slykeの瓦斯法に比べ理論値に近いと思われる値が

得られた.

終りに臨み終始御懇篤なる御教示と本報告の御校閲を賜わった本学柏的教授に深甚なる

謝意を表する.
R i s u m i

For the quantitative determination of amino acids, the ninhydrin method

gave better result than van･Slyke.

To do this experiment authors set up a simple and cheap apparatus which

was commonly obtained in the usual laboratory.
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