
ビューレット試薬による魚肉蛋白質の迅速定量－１

呈色反応の促進と発色液の濁りの除去※
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Ａｒａｐｉｄｍｅｔｈｏｄｏｆｔｈｅｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｃstimationofthemodicumofproteininfishmuscleunder

theuseofbiuretreagcnt(modiiicdSol'sreagent).wasputundcrexamination,withthefollowing
procedureascertained・

Aftertaking5ml･ｏｆｓａｍｐｌｅｉｎｔｏａｃｏｌｏｒｉｍｅｔｅｒｔｕｂｅｉｎｗｈｉｃｈ０．５ｔｏ４．５ｍｇ・protein-nitogen

wascontained，５，１．ofbiuretreagentwasadded・Then,ａｆｔｅｒａｗｅｌｌｍｉｘｉｎｇ，ｉｔｗａｓｈｅａｔｅｄｆｏｒｌ

ｍｍｕｔｅａｔｌＯＯｏＣｏｎａｗａｔｅｒｂａｔｈ,toacceleratethecolordevelopment・AIthough,ｔｈｅｍａｘｉｍｕｍ

ｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｒｅｑｕiredlminute，thedevelopmentitselfoccurredalmostimmediately・Ｔｈｅｎ，
ｔｈｅｃｏｌｏｒｉｍｅｔｅｒｔｕｂｅｗａｓｃｏｏｌｅｄｉｎａｒｕｎｎｉｎｇｗａｔｅｒｆｏｒａｂｏｕｔｌｍｉｎｕｔｅ・

Andwiththepurpo3eofremovingtheturbidsubstancesyielded，lmlofrcagentmixture(20％

MgSO4o7H2O-35％ZnSO4o7H2O)wasaddedtotheabovementionedcoloredsolution・

Ｔｈｅｎ，thosesubstanceswereadsorbedbythecolloidalmagnesiumhydroxidepreparedwith

magnesiumsulfateandsodiumhydroxideinbiuretcoloredsolution，ｉｎｔｈｉｓｃａｓｅｔｈｅｆｏｒｍｅｒｗａｓ

ａｄｄｅｄａｆｔeｒｂｅｉｎｇｗｅｌｌｍｉｘｅｄｂｙｔｈｅｖigorousshakingforaspellofseveralseconds・Themixed
solutionwasfiltercdafter2minutesstanding．

、Theopticaldensityofthefltratewａｓｒｅａｄａｔｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ５３０ｍｌｕ･

Ｂｙｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｍｅｔｈｏｄ，thedeterminationofproteinwastoｂｅｄｏｎｅｗｉｔｈｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙｃｏｒ－

ｒｅｃtaccuracy,theerror,comparedwiththatofKjeldahlvalue,beingtobekeptwithintherange
of± ２％．．．

Ｉ緒・言

ビューレット反応を利用して蛋白質を定量する試みは甚だ多い｡､その根拠はこの呈色反

応が他の数多くの呈色反応のように蛋白質中の特殊なアミノ酸に対する反応であることと

は本質的に異なり，蛋白質中のペプチド結合に由来するために蛋白質の種類による発色率

も略一定していると云う大きな特色があるからである。魚肉蛋白質の定量にこの反応を適

用した代表的研究はＳＮＯＷ,１)松本等2）であろう。殊に松本等は魚肉抽出液に多く見られ

る発色液の濁りを除去することについて研究している。

筆者は皇伝Ｉ反応の加熱促進と濁り成分の吸着除去法について検討し，迅速定量法を確立

し得たので，弦にその概要を報告する。

実験並びに考察

Ｉ試薬及装置

１．ビューレット試薬

１０％Ｎａ○Ｈ,０．４％ＣｕS○4.5Ｈ２○,０．２％グリセリン

調製法；予め20％Ｎａ○Ｈ,０．８％OuSQLo5H2○を調製しておく。２０％Ｎａ○Ｈ５０ｍｌにグ

※日本水産学会秋期大会（長崎,1955）にて発表
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リセリン0.2ｍlを撹枠し乍ら徐々 に滴加する。次に0.8％OuS○4.5Ｈ２○５０ｍlを擬拝し

つつ加える。この試薬は室温に放置しても，かなり長期間安定である。

２．硫酸マグネシゥムー硫酸亜鉛混合溶液

209r､のMgSO4o7H2○と359r・のZnSO4o7H2Oを蒸溜水で溶解しｌＯＯｍｌとする。

3．光電比色計

島津製ＡＫＡ型，フィルター530ｍ/仏，キューベット１０ｍｍ

皿定量操作

検液５ｍlを試験管にとりビューレット試薬５ｍlを加えてよく混和し，沸騰水浴中に１

分,保ち，後水道水で冷却する.之に硫酸マグネシウムー硫酸亜鉛混合液ｌｍｌを加えて数秒

間はげしく振盟混和してから２分放置する｡No.2(9cm)漉紙で浦過して清澄透明な呈色液

を得る。之を１０ｍｍのキューベットに移し530ｍ/必で比色する。

I皿定量法の 吟 味

１．ビューレット試薬の安定度

呈色反応を加熱促進するには試薬がその処理温度で安定であることが先決である。松

本2)は発色液を沸騰水浴中で加熱し得ることを述べ，太田3）もその可能なことを実験して

いる。周知のように多くのビューレット試薬は加熱操作に対して比較的不安定であり，場

合によっては簡単に水酸化第二銅の沈澱を生ずるものである。既知のビューレット試薬中

で後述の濁り除去操作を妨げず,而も加熱に対して安定なものはSOLS4)の試薬であろう。

そこでこのＳＯＬｓの試薬について安定度を吟味して見た。一般に試薬中のＮａ○Ｈの濃度

が高くなる程安定化することを認めたので,ＮａＯＨの濃度を8％（原法の濃度),１０％,15％

となるようにビューレット試薬を調製し，之に同容の蒸溜水を加えてよく混和し〔定量時

のBlanktestに相当する),沸騰水浴中に保ち，水酸化第二銅の沈澱し始める迄の時間によ

って安定度を比較した。結果は第１表の通りで原法の8％Ｎａ○Ｈ一試薬では30秒‘位で既に

沈澱し始め定鼠には使用出来ないものと思われた。１０％ＮａｏＨ－試薬は少なくとも３分間

は安定であり，後述の発色の完結が１分でなされることからこの程度の濃度で充分と考え

た。

第１表沸騰水浴中での加熱処理に対するビューレット試錐の安定度に及ぼす

，ＮａＯＨ濃度の影響

８
０
５

１
１

±十＋＋
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＋
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○安定度は水酸化第二銅の沈澱生成の有無で表示す。（－，±,＋）

一：水酸化第二銅の沈澱全くなし。試薬安定

±：〃沈澱生成す？定量的使用の限界

十：〃沈澱生成す。試薬は定量目的には使用出来ない。

○操作は，ビユーレツト試薬(ＮａＯＨ８,１０，１５％）に同容の蒸溜水を加えて行なった

ものである。
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２．発色に及ぼす煮沸時間の影響

蛋白質溶液に等容の１０％Ｎａ○Ｈ－ＳＯＬＳのビューレット試薬(以下単にビューレット試薬

と記す）を加えて沸騰水浴中で発色させると，第２表のように１分で完結し，それ以上５

分の加職でも呈色値には変動がなく呈色物も全く安定である。

第２表発色に及ぼす加熱時間の影響
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ＭｇＳＯ４添加処理(Ｍｇ(○Ｈ)２による吸着）
した減液の状態

３．発色液の濁りの除去

ａ・Ｍｇ(○Ｈ)2-修状沈澱の吸着能を活用して濁り成分を吸着除去する

魚肉抽出液殊にＮａCl若くはKQl抽出液は多くの場合濁って居り，之にビューレット

試薬を加えて反応させると一層濁るようになる。濁った発色液の呈色値を比色計で測定し

て，定量することは精度の上から殆んど不可能に近いことである。濁り成分については松

本の研究があり，少なくともＮ化合物ではなく，Phosphatideであろうと考えられている。

濁りの程度は同一魚肉の抽出液でも呈角漏度及び時間によっても異なって来るから，その

除去はこの定量方法を確立する上からも極めて重要なことである。松本2)は呈色液を一夜

放置後遠心して除去するとか，呈色して３時間後にNo.３ガラスフィルターで猫過して濁

りを除去することに成功したと報告している。この方法は極めて簡単であるが，濁りを完

全に除去し得ない例も出て居り，定量の迅速性と云う面から見れば尚満足すべき方法とは

云い難い。

筆者は濁り成分を吸着によって即座に且つ完全に吸着除去する方法について検討し，呈

色液（5％ＮａＯＨ相当溶液）にMgSO4溶液を加えてＭｇ(○Ｈ)2の惨状沈澱を生成させ，

その有する吸着能を活用して濁り成分を吸着させ之を猫過することによって全く清澄透明

な呈色液を得ることが出来た。

この方法は甚だ興味あるもので，他にも応用し得るものと信じている。尚MgS○4の外

に之と類似した豚状の水酸化物を与えるＺｎ,Ｍｎ,Ａｌ等の塩類についても実験したが，何

れも効果はなかった。

ｂ・MgSO4の添加量

サバ肉のｌＭ－ＫＣｌ抽出液５ｍlにBiuret試薬5ｍlを加えて沸騰水浴中で1分反応後冷却

し，２０％MgS○4.7Ｈ２○を種々 量加えて振漫混和して猫過し，浦液の透濁を検した。第３

表はその結果で反応液lOmlに２０％MgSO4o7H2○lml加えれば濁りは完全に吸着除去し

得ることがわかった。

第３表発色液の濁りの除去とＭｇＳＯ４の添加量

20％MgS○4.7Ｈ２○添加量
、１．
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Ｃ、吸光値に及ぼすMgSO4添加量の影響

Ｍｇ(○Ｈ)2の惨状沈澱は濁りを吸着除去するから，ビユーレツト呈色物を吸着すること

も考えられる。卵アルブミン溶液〔発色液は濁らないから結果の解析が容易である〕につ

いて前述の如く呈色させ，各濃度のMgSO4溶液をＩｍｌ宛加えて振漫混和し，２分後猫過

して流液の吸光度を測定した。その結果は第４表に示す如く，MgS○４の濃度(添加量〕が

増大するに従い吸光値は急減し，明らかにビューレット呈色物が吸着されたことを示して

いる。このことはビューレット反応の献点とも目すべき低感度を一層助長することになり，

仮令濁りは完全に除去し得ても定量方法としては満足すべきものとはならない。

第４表吸光値に及ぼすMgSO4添加量(Ｍｇ(○Ｈ)２による吸着)の影響

MgSO,o7H,Oの濃度|(ColRr.,)５１０咽２０ユ５３０４０（妬）

吸光値’０．４１２０．４０５０．３５５０．３０２０．２６００.2450.2320.200

備考：ＭｇＳＯ４の添加量はビユーレット呈色液ｌＯｍｌに各濃度のＭｇＳＯ４１ｍｌ

加える方法で比較してある。

ｄ・MgSO4-ZnSO,↓混合液を用いると吸光値の低下なしに濁りのみを除く事が出来る

Ｍｇ(○Ｈ)2の濁り成分吸着能を阻害せず，ビユーレツト呈色物の吸着作用のみを選択的

に遮蔽（マスキング）する方法について種々検討した結果，MgS○4-ZnSO‘の混合液で除

濁操作することによって上記の目的が完全に達成し得られることを見出した｡（との興味あ

る事実の解明も必要であるが，ここでは之れ以上立入らないことにする｡）

即ち20％MgSO4o7H20に種々 濃度になる様にZnSO4o7H2○を加えた混合液をサバの

lM-KOl抽出液のビューレット呈色液に加えて除濁操作を行い，ＺｎＳＯ４の濃度の増加に

伴う吸光値の変化を求めて見た。之等の結果は第５表の通りである。

第５表修状Ｍｇ(○Ｈ)２によるビユーレツト皇色物の吸着に対するＺｎ十十の阻止効果

20％MgSO4o7H2Oに含まれる
ZnS○4.7Ｈ２○の挫度

（％）

０１０２０２５３０３５４０

吸 光 値’０．３１００．４１５０．５３１０．５５５０．５８３０．６１５‐０．６１５

これで明らかなようにＺｎＳＯ４の添加によって吸光値の低下が抑制され，３５％以上の時

には完全に阻止される。得られる呈色櫨液も全く透明であることからＺｎ÷÷はＭｇ(○Ｈ)２

の濁り吸着作用を全く妨害しないことも理解される。

以上のことから呈色液ｌＯｍｌに２０％MgSOlo7H2○一３５％ＺｎS○4.7Ｈ２○混合液ｌｍｌを

加えて除濁操作することが最適と思われた。

ｅ・呈色反応後の過剰のＣｕはＭｇ(○Ｈ)2処理と浦過時に完全に吸着除去される

ビユーレツト反応後，未反応(過剰）のＣｕ(正確には錯イオン）はＭｇ(○Ｈ)2で除濁す

る際に吸着されて殆んど除かれる。而して僅かに残ったＣｕは後に行う漁過の際に浦紙に

吸着されてしまう。従って本法によると蛋白質の種類によって異るといわれる呈色調も判

別出来る利点がある。
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４．共存物質の影響

ビューレット反応は純蛋白のみでなくPeptideも之に参加することは既に明らかな事実

である。又ＳＮＯＷﾕ)は呈色に影響する低分子のものとして,ＮＨ４,Urea,Histidine,Serine，

Threonine等を挙げているが，之等のものが実際に定量値にどの程度影響するかを確かめ

て見た。即ちサバのlM-KCl抽出液(1.74mg-protein/ｍｌ)5ｍlに表示の如き厳を添加し

て蛋白質を定量しそれ等による定量値の誤差を求めた。

第６表から明らかなように，従来よく云われている呈色影響物質はそれ程大きな影響を

示さず,実験誤差の中

魚

に含まれてしまう程度度であることが明らかとなった｡而し特にビュ一

斗はトリクロール酢酸等で一度蛋白質のみを沈澱卜反応陽性物質を多く含むよう な試ポレツ

してから呈色させればよい。

．．一、第６表共存物質の呈色値に及ぼす影響

０
２
３
２
７
８

０
０
０
０
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０
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３
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３
２
３

●
■
■
●
も
●

Serine

５．各種魚肉蛋白質並卵アルブミンの吸光係数について

ビユーレット反応が魚種或は蛋白質の種類によらず一定の吸光係数を与えるならば》操

作の簡易迅速性と相侯って甚だ．優れた定量方法となり得る。

タイ，アジ，サバ，イワシ，サメ肉の５％ＮａCl(0.02ＭＮａＨＣ○3)抽出液，並に卵白

アルブミン等をトリクロール酢酸で純蛋白のみを沈澱させて精製した後キールダール法で

窒素を求め，之に６．２５を乗ずる慣例に従い蛋白質を定量し,それぞれの試料蛋白溶液を稀

釈して５ｍ'中に１０ｍｇの蛋白質を含有するようにして呈色反応を行い吸光係数を求めた。

第７表から単位蛋白量当りの吸光係数は魚種に関係なく略一定である。又卵白アルブミ

ンも魚肉の抽出液の場合と殆んど一致した値を示した。

＋２．０8．９０

添 加 物
(ｍＲ.）

吸光値 蛋白質定量値
（ｍ9.）

誤 差
(％）
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．２６３

．２６４
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＋
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対 照 ､２６３ 8．７

Ｕｒｅａ

＋２．０8．８９.２６５
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0.5

8．７

８．７５

８．７５

第７表各種魚肉蛋白質のピューレット試薬による発色の吸光係数

8.65
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8.75

－０．７

０

＋１．０

タ イ

アジ

ヨシキリザメ

マイワシ

サ（

卵白アルブ ミン

吸光値
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６．蛋白量と皇角度との関係

予めキールダール法で蛋白濃度を決定

した新鮮なサバ肉の５％ＮａCl抽出液に

ついて前述の如く操作して呈色せしめ，

530ｍ/u,で比色し,呈色度と蛋白質の濃度

の関係を求めた。

第１図の如く蛋白濃度が0.9ｍｇ-Ｎ/ｍｌ

まではLambert-Beerの法則に従う。
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魚肉蛋白質をビューレット試薬Iこよっ魚肉蛍日貿をビューレット試薬によっ．０，１０．２０．３０．４０．５０．６０．７０．８０.９１．０

て迅速に比色定量するための条件を検討 蛋白一Ｎ、9./ｍｌ・

し次の事を明らかにした。 第一図魚肉蛋白質の検量曲線

１．呈色反応を加温促進するための，加熱に対し安定なビューレット試薬を調製した。
２．沸騰水浴中で発色させると反応は１分で完結する。

３．魚肉抽出液にビューレット反応を行うと例外なく濁り，比色定量が不可能に近くな
る。

４．発色液にMgSO4溶液を加えて生ずるＭｇ(○Ｈ)2の有する吸着能を活用して完全に
濁り成分を吸着除去することが出来る。

５．Ｍg(○Ｈ)２の腰状沈澱は濁り成分を吸着すると共にビューレット呈色物をも吸着す
るが，反応液にｚ古÷を共存せしめることによって後者の吸着が完全に抑止される。

６．呈色の極大吸牧は580mju1附近にあり，蛋白濃度０．９ｍｇ-Ｎ/ｍｌまではLambert‐
Beerの法則に従う。

７．ビューレット試薬による発色率は魚種に関係なく略一定である。

終りに臨み御指導を賜った本学高田教授並びに越智教授に謹んで感謝の意を表する。な

お本実験の遂行上有益な御助言を戴いた太田助教授にも深謝する。
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