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況 ほ ， 間に 示 す通 りで あ ろ．citric 　acid
，
　nialic 　acid 及 び其箏 の 安門鹽 な添加せ る もの は何れ も緩衝能を増大し

て い る．而 して こ の 程 度 の 有機酸 の 添 加 は 蒼 昧 の 李 衡を tk
　
P
｝ こ と な く寧 ろ 改善 し て い る ．清 酒 の pH 緩衝 鮨が 合

成酒 の 共 よ り大 で あ る原 因 と して は 勿 論，看機酸 以 外の ア ミ ノ 酸，無 機鹽，等 の 影響 もあ るが こ S で は 有機酸 の

み に就て 簡單 に 述 べ た．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 要 　 　 　 　 　 旨

　清酒中 の 有機酸 の 定 量 法 と して ， Silica　gel　Column 　Chromatography に よ りて 溶媒 の 極性 を増加す る こ と

に よ り分別 定 覺 を行つ た．こ の 場合 S：恥 age1 の 調製條件 に よ りて 有機酸 の 溶出然況が異 な る．乳 酸 と琥珀酸 の

分別 は KMnO4 法 に よ り て 乳 酸 を 酸化 し た 後， 琥珀 酸 を定 量 した．香 昧 液 の 乳 酸 ，琥珀酸，林褸酸 ， 枸櫞酸薩

酸 ，Pyruvic 　acid を檢 出定 蠻 し た ．又 有機酸 と綏衝能に就て 實験 を行い 枸櫞酸，林檎酸 の 添加 は 合成酒の pH

綏衝能 を増加す る の を認 め た，
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ナ イ ト ロ フ ラ ン 誘導體に關す る 研 究　ナ 1b 　 Pt フ ラ ン 誘導體 の 定量

芝　　崎 勳 ・照 井 堯 造 （大 阪 大 學工 學部 醸 酵 工 學歡室）

　或種 ナ イ ト 卩 フ ラ ン 誘導體 の 食 品 へ の 應用 が 近年活濃化 し，特に 最近 で は ， 鮮魚 の 鮮度保持 に 對 し楕當規模の

睡用も行 われ て い る が ， 之等 の 定量 法 を確 立 す ろ こ とは 研究上 の みならず食 品 衛生 の 見地 よ り も軍要 で ある．

　 ナ ィ ；・ロ フ ラ ン 誘導體 の 定量 法 に關 して は 從來 カ ツ プ 法 に依る微生物學的方法
】）b

， ア IL カ リ 呈色反應 を利用

す る方 法
3）並 び に 物 理 的 方 法 （Spectrophotometry4 ），　Polarography5 ）） が 報告 され て い るが ， 何れも留際の 試

料 か ら來 る影響物質に 對 し特定 の 處置 を講ず る必 要 が あ る．こ の 報 告 は既往の 主な定量法に つ き二 ， 三 の 臉討 を

行つ た もの で あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．供　試　藥　晶

　本實驗 に 供試 した ナ イ ト 卩 フ ラ ン 誘導疆は次表 の 如 くで あ る．

Abbrev ・・ti・n 　l ・・ m ・… ・… ・・… d

FZ 1・・Ni・ra ・・furfuraエsemicarb ・ z ・n ・

15Ni・r・
−2−f・・y1 ・c ・yl ・mid ・

Remarks

MP 　240℃ （decomp．），　 the 　product 　 of　Ueno 　Pharm ．　Co．
MP 　226℃ （decomp ．），

　the 　product 　 of 　Ueno 　Pharm ．　Co ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　 1．ナ イ トロ 7 ラ ゾーンの 定量

　 ナ イ ト 卩 ア ラ ン 誘導攪 の 内 F は 最 もよ く研究 せ られて い る が ， 3 種宗量 法 を比較繊討 した 結果 は 次 の 樣 で あ る．

　 a ） 微生物學的定量 法

　F の カ ツ プ 法 に つ い て は ，宮村
1）は 常法 に 依 ら ない で 寒 天暦を薄 くして 2．5γ1m置迄檢出出來 る と云 い ， 菅沼

2）

は 軍暦法 を探用 して 15rfml 迄定量可能 で ある と述べ て い る。こ の 方法 は 抗菌性 に 饗 す る拮抗物質や そ の 他 の 影

響物質 を 充 分除去 しな い 限 り結 果 は あ ま り信繽出來ない ， 又感度 もア ル カ リ呈 色 に 依 る比色法 に 比 し可成 り低い

（約 ろ
’

lo ） の で 良法 とは 云 え な い ．著者 等 の 行 つ た 實 驗條 件 で も大體 5r！ml が限度 で あつ た （Fig．1 參照）．

　拮 抗 物質の 影響 に つ い て は 既 往 の 報告 よ り も類推 さ れ る 事 で あ る が，茲 に 興 味 ある 1 例を舉げ ると， 魚體 （マ

グ rJ ．イ ウ シ 等） 中 の F 定量 に 際 し，　 F を次項 に 述べ る 方 法 で 瀦 酸 エ チ ル 抽 出 し水 轉溶減 壓濃縮 の 後 カ ツ プ 法 に

かけ たeqXS，不賞に 高 い 痺が與 え られ る．　 F 不 含 の 對 照魚骨罩に つ い て 同様 に 操隼し た もの も前と回程 度 の 阻4L興
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が與え られ ， 定 量不 可能 とな る．遊離 不 飽 和 脂肋酸 等

の 影響が 考 え られ る．

　 b）　 ア ル カ リ呈色反應 を利用す る方法

　 F の ア ル カ リ呈色反應 に 依 る比色定量 につ い て は 既

に 高木等
3）が 報告 し て い るが ， こ れ も實 際えの 應 用に

當 つ て は 干渉物質 の 影響 をで きるだけ取除 く必 要 が あ

る．著者 懲 は こ れ を 用い て F處理鮮魚體中の 漫透度測

定 法 を設定 して い る の ． こ S で は 其 の 後行つ た 圓 收實

驗 並 びに數種 の 適用例 を示 す．

　（1） 囘　牧 　實 　驗

　既報O に準 じ，そ の 要 蠍 を表示 すれ ば 次の 樣 で あろ．

　　　　魚　　肉（100g）　　　　 F　溶 液

　　　　　　［　 一一　　　　　 1

　　　　　　　　　　↓・ ・ ヂ ・ ・ザ ー

肬 水 芒硝（30Ug）　 混 　和
』

　　　 ［一　　　　　 ｝
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

　　　　　　　　　混　合

　　　　　　　　　　↓
　　　　酷酸 エ チ ル 逹 續抽 出 （ソ ツ ク ス レ ー・抽 出 器 ）

　　　　　　　　　　↓・一・黼

　　水 （50m1 ）　 抽 出 液　　ベ ン ゾ ール （10ml）

　　 ↓　　　　　　　 1　　　　　　 ↓
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　 ベ ン ゾ・一　，L・CWth分 の 多 い 場 合 の み に 使用 し ， 水 に て

抽出を 行 う場合は 加熱す る．
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Fig．1．　 Microbiological　 assly 　 of 　nitrefuran ・

　 　 　 　 derivatives。

　Astra ｛n　of　B．　subtilis 　was 　employed 　for　the
cup 　method 。CZAPEK ・DOX −agar 　added 　with 　O．01
〜0．05％ 　peptone 　was 　inoculated　with 　the

o 壊 aロi3m ，
　and 　the 　dlameter　of 　 inhibition　zone

was 　 measured 　 after 　20　hr．　incubation　at　33℃ ．

、0．6
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　　　 C ・ncent ・ati ・ n （mg ％ ）　 　 　 　 　 ．　 　 　 C ・ncent ・ ・ti・n （mg ％ ）

　　　　 Fig．2．　 Standard 　curves 　for　the 　colorimetric 　determination　of　F　and 　Z．

ユ、O

’1　he　method 　is　based　on 　the 　color 　reaction 　of 　nitrofurazone 　with 　alkali ，　originally 　found　by 　Takagi 。
ω・・− 9ml 　of 　F　solu 亡量on 　was 　qdded 　with 　l　ml 　of 　N・NaOH ，　and 　the 　color 　devebped　was

　　　compared 　by　means 　of　electric 　tube 　pho 亡ometer 　 using 　420　mpt 丑Iter．
（2〕……With 　Z−furan 　solution ．　Reaction 　 mixture 　was 　heated　for　5　miputes 　at 　100℃ for　the
　　　 color 　development ．

（3〕・一 ・W 孟th 　F 　so 互ution 　co ！or　was 　intensified　by　the 　addit ｛on 　 of 　acetone （30％ in　reaction
　 　 　 mixture ）．

　こ れ と併行 して F 不 含魚肉を 上遞と同 蟻處理 して 樹照 とす る．比 色用試料 は 苛性 ソーダ溶液 を加 え （最終濃度

N ！1eとな る如 く）t 呈色度 を光電 光麿計に て 420　mPt の フ ィル タ ーを 用い て 測定す る．對 照に よ る吸 光 が 著 しい 時

橘 F の蕭留水溶液に つ い て求嶺た 標準曲謙にそ の ま X．使用できず，對照軸胆液に龍知量ep　F を加えて檎討する
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必 璽 があ る．比 色用試 料 に ア セ ト ン を30％加 え る と

鏡敏度 は大 と なるが，こ の 場合 に は ア セ ト ン 加用標

準曲線 を用い る，

　 以 上 の 關係 を 後述 の Z の 場 合 と對比 して 衷わせ ば

Fig．2 の 如 くで ある．　 F 處理鮮 魚 よりの 回收成檀 は

Table 　1 に 未す如 くで ， 90％以上 となつ て い る．

　醋酸 エ チ ル に 依 る 抽出法 の 代 りに ス ル フ オ サ ル チ

ル 酸 に依 る 除蛋 白法 が あ るが乃
， こ の 場合は 圃收率

が 70％以 下 で 前者 に 劣 る ．

　賢驗 例 ： 魚 肉 （マ グ ロ ） に F1 定 量 加 え，ホ モ ヂ

ナ イ ザ 冖に て 充 分混和 後，約 2倍量 の 10％ ス ル フ オ

y ル チ ル 酸 を加 え，更 に 混 和 す る．固 形分 を遠 心 分

離 に て 除き， 上 澄液 を中和 し， ア ル カ リを添加 して

比 色 す る．1 回の 處 理 で 約45％回收 せ られ，

Table ユ．　 Recovery　 of 　 added 　F 　by
　 　 　 　 　 colorimetric 　 method ．

　 　 Fish

Mackere1 −pike
　 　

』
〃

　 　 　 ノ！

Sea甲breanl
　 　 　 ’！

　 Tunny

　 　 　 lt

　 　 　 ／t

　 　 　 〃

〆’

Sample
　（9）
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．520100

ノ！

5030303030

聖畠甥 IReε鍔「y

0．25
．02

．01

．00
，10

．10
．50

．360

．180

．08

95．01el
，094

．087

，264

．090

．075
．091

，294

．5101

．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2 回 の 磁理 で 約20％ 回収 され る．

吹 に牛乳 中の F の 臉出定量法を 上邇 の 醋 酸 エ チ ル 抽 出法 を適用 した が，Fe ，25〜1．Omg ％添加の 場 合90％以上

の 回收率が得 られた．

　2） 適　　用　　例

Tale　2．に は F 處理 鮮魚 に樹 し て この 定量 法 を 適用 した例 を示 した，

Table 　2．　 Qua 皿tity　of 　n 童trofurazone 　absorbed 　by 丘3h 　bodies　when 　treated　with 　the 　drug．

Fishes　 and 　 treatments

Tun 罰 y，　preserved 　for　about 　38〜50　days 洫 contact 　with 　ice　contg ．3mg ％ F，
Sea・bream ，　preserved 　for　about 　10　days　in　contact 　with 　ice　contg ．3nlg ％ F ．
Sardine

，　bQiied　in　F−contg ．　brine （4nlg％） and 　dr至ed

Sardine
，
　boiled　 in　 F・coutg ．　brine（2mg ％ ） and 　dried

Sardine，　boiled 量n 　F ℃ ontg ．　brine （3mg ％ ） and 　drled
Sardine

，　boiled　i皿 F −contg ．　brine（2rng％） and 　dried
Sardine

，
　boiled 萓n 　F・contg ．　brine （1．5mg ％） and 　dried

SamPle
　 （9）

200〜4001

〔，01
〔〕0100505050

Fconcent ・
　 ration

（）。04−yO．060

．070
．100

．060

．080

．070

．07

　以 上 の 外 ， 後逋 の 如 き細菌 の 代謝液 中 の F の 殘存量測定 に も利用出來 る こ と を認 め て い る．（賓驗結果 省 略 ）

　 c ） Polarographyに 依る 方法

　BENDER 及 び PAUL 等
4）は Spectrophotometry に 依 り生體 組織中で の F の 變化 を測定 し て お り，

　CRAMERs ）

は Polarography に 依 り StaPh．　aureus 代謝液内で の F の 邏 元 不 活性化 を 測 定 して い る．館
s）は F ，　furfural

semicarbazone
， 2−amino −5rnitro　 pyridine ，　 nitrebenzol の Polarogram を比 較 し，　 MCILVAINE の 緩衝液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 i

（N ！lo　KCI，ア ル ：1 一ル 10％ 含有） を用い た 場 合，　 F の 牛波電位 は pH 　4，0で 一〇242V ，
’− 1．235V ； pH 　

・t
　8 で

一〇．450V ，
− 1．SOOV の 2 段 の 邃 元波を示 して い る ．

　著者等 は 島津製MR − 1型裝置 を用い
， 館と同

一
條件 で F の Polarogram を描 い た．邸 ち MC 芝LvAINE 綏衝

液 （pH 　6．0，　N ！10　KCI ， 試 料 10m1 に 1％ ゲ ラ チ ン 1滴添加 ） 中 で 憑 々 の F 濃 度 の Polarogram は Fig，3 の 如 く

で ， ナ イ ト 卩 基 に 起因す る第 1段 の 遯元波の 牛波電位 （0．1N 甘汞 電 極 基 準 ） は 一〇．3938V （一（，．385〜− 0．395
V ） で ．フ ル 7 ラ ール に 起 因 す る第 2 段 の 還元 波の 牟波電位 は 一1．295〜− 1．325V を示ナ Table　3．よ り明か な

如 くF 濃鹿と ナ イ ト 卩 基 に依る還 元波々 高 （蟹散電流） と は直線騨係 に あ る ．こ の 鹽係 は 加糖 ブ イ ヨ ン の 場 合に

も認 め ら泊 F の 定量に 利 用出來 る．

　
一．一・meに 被還 元 性 有機 化 合 物 は 溶液 の pH に 依 り孚波電 位及 び鏤散電 流 が 變化す るが ，

　 Mc1LVAINE 綾衝液の 場

合 ， Table 　4 の 如 く第 1段 還元 波 々 高 ｛ま pH 上 昇 と共 に 減少 し，4ミ波電 位 もよ り負 に 傾 く．第 2 段 波波高は 遨に

pH 上昇 と共 に堰 大 し牛波電 位は よ り負 とな る．綏騨 濃璋も
一
般 に 影響 が あ る と云 わ れ るが，

　 F ，
　MC 几 VAI 珊
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Table 　3．　 Diffusion　 current 　and 　half・wave 　potential
　 　 　 　 　 measured 　 at 　 various 　 F・concentratio 船 ．

　　 1．2 × 10
−
9A

！mm ； Sensivity　1／20；pH 　6．0； 9℃．

1st　 reductio ロ waVe2nd
　 reduction

　　 　　 wave
Concent−
ration 　of
nitrofura

zone 　mg ％

Heightof
　wave

（lnm ）

△ id
（μA ⊃

π 櫨

（V ）

Heightof
　wave

（Inm ）

π 施

（V ）

10 ．02

，01

．00

．5

244．0　　5．856

49．5 　　1．
’
90

25．0　　　0．600

14．5　 　 0．謎 8

一〇，395　　 −

− 0．385　78．0許　　　一1．325
− 0 ．390　45．5許　　　一1。295
− 0．395　　44．O牲　　　一1、305

200

一〇．5　　　− 1．O
　Vo ！tage

許 1．heSe　are 　the 　highes
’
t　valne 　observed ．

　　　　　　　　T 耳ble　4．　 Effeet　of 　pH 　on 　the 　pglarographic 　values 　of 　F．
＿1．5　　 − 2．O　　 Flmg ％ ；1．2　x 　10

』
g
　 A ！mm ；Sensitivity　1！20 …9℃ ．

　 Fig ．3．　 Polarogram 　 of 　 nitrofurazone ．
　MCILVAINE ’

s　buffer　s 〔｝lution　（pH 　6．0）
contg ．　N ！10　KC 罵，

　galv ．　sensitivity 　lf20
，
9℃ ．

　〔1）・…「−Buffer　solution 　 alone

　  ……Nitrofurazone ，
　O．5mg ％

　〔3）・・・…　　　　　　 尸！　　　　　　1．0　　〃

　
．
｛41……　　　　 〃　　　　2．0　〃

綏衝液 の 場 合第 1 段 の 遼元波 々 高は 若干影響 せ

られ るが 牛 波電位 は羨 に 示す様 に

　　　　　　　　　
’
MC 　ILVAINE 緩衝液

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〃

1St 　 reduction 　 wave2nd 　 reduction 　 wave

P正｛ Heightof
　wave

くmm ）

△ id
（μA ）

π 施

（v）

Hejghtof
　wave

（mm ）

△ id
（μA ）

π
施

（V ）

2．6　 　 34．5

3 ．8　　 29 ．5

5．8　　 28．5

6 ．4　　 24．0

7．9　 　 23．9

0 ．828　
− 0．245　　33．5

0 ．708　
− 0．305　　43．5

0 ．685　 − 0．377　　48．0

0．576 　− 0．427　　47 ．0

0 。565　 − 0，452　　49．5

0．805　− 1．115

1．044　− 1．199

1．152　− 1．296

1．128　−1．298

1．188　 − ：．272

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 29．Omm

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2 倍濃度）　　　 26．OtnTn

　　　　　　　　　　　　　　　 〃 　 　 （ヰ含濃 度 ）　 　 26．Om 血

殆 ん ど影響 を受 け ない ．（F 濃度 1mg ％ N！10　KCI，ガ ル バ 感度 ろ飾 ）

一〇．394V

一〇．380V

一〇．385V

　CRAMER 　et　StaPh ．　aureus 代謝液 中 の F の 還 元 を 測定す る 際，何等豫備慮理する こ となくその 壗定量 して い

るが，こ の 様な場 合測定時 の 電解質濃度或は pH を一定 に 保つ こ と が 困難 で あ る．依つ て 之等 還元 波 R 高 に 及 ぼ

す條件 の 影響 を可 及的に 少 くす る爲 ， 著春等 は次の 二，三 の 實驗例 の 如 く代謝液 よ り酷酸 エ チ ル で F を抽出 して

後 ，
一定 pH の 緩衝液に溶解 して F 濃度 を求 め た．

　實驗例 1 ： pH 　7．0の 加 糖 ブ イ ヨ ン IJTPs ．　fuorescensを37℃ ，
15時間培養 し，これ をF 含有加 糖 ブ イ ヨ ン に

Y20量接種 ， 37℃ に て 靜置培 養 す る． 1定 時 聞毎に 試料を と b光電光度計 （フ ィ ル タ ー 600m μ冫に て發育を測

定 し ，
F 濃 度 は代 謝液一定量を施乃至 等 量 の 醋 酸 エ チ ル に て 3 回抽 出 し ， 抽出液 は 減壓 下 に 蒸發乾洞 する．痩渣

を pH 　6．oの MclLvAINE 綾衝液 （N ！lo とな る如 く KC 工を添 加 ） に 丁 加 熟溶解 し て一定量 とな し 1％ ゲ ラ チ ン

溶 液 を 10m1 當 b1 滴加　　　　Table 　5．　Reduction 　of 　F　added 　in　the 　culture 　of 　P5 ．］ruorescens．

え Polarogramを 描 く．　 、　 　　　 Sensivity　1120，9℃ ，　the　organism 　was 　cultivated 　in

Fee 度 を T 。bl。3 よ り得 　 　 　 　 9！uc ・・ e−b・ ui11 ・ n ・t　37℃・

た 標 準 曲線 よ り求 め る と

結果は 工 able 与の 如 くな

る．

　實駿 例 2 ： Es ．　coli を

供試菌 となし ， 例 1 と同

一
條件 で 處 理 し た場 合 は

Table　6 の 知 くで あ る．

1ime
（hr）

o
．

2施

6Yl2D

種

　 GrOWth
（−log　P／Po）

0．19380

．24410

．30981

．2596

Sample 　　 Final　 solUti ）n

（m 】）　 　 　 （m1 ）

102e30100 20201525

Height 　of

wave （mm ）

118．5179

．0134

．0聾

13．0

Kesidual
F （mg ％）

9．757

．3〔》

6 ．810

．41惴

弉Sensitivity　1！50

儲 1he 　 value 　was 　 corrected 　 by　 standard 　 addition 　 method ．
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1able 　6．　Reducticn 　of 　F　added 　in　the 　culture 　of　Es．　coli ．　Sengivity　li20
， 9℃ 」

Time

（hr）

　　Growth

（−1Gg　P！Po ）

Sample

（mD

　FinalSolution

　　（m1 ）

Heightof
　 wave

（m 田 ）

ResiduaI
　　　F
（mg ％）

Height 　of 　 wave

directIy　meaS 」red

with 　 broth （n ：m ）

05

脇

823

0 ．13970

．16120

．17070

．4089

202020100 202020

豹

52．034

．026

．010

．0＞

2．051

．651
．050

．15＞

48．031
、022

．50

　測 定 條 件 ： ブ イル タ ー，420m μ ； Z 溶液9rn1十 N −・NaOH
lml

　 c） Polarography に 依 る 方法

　 Z の Polarogτ aphy に 闘 して は 未だ發表 を み な い が ，
　 F

の 場合と尚一一條件で 得 られた Polarogram は Fig．4 の 如

くで，ナ イ ト卩 基 に起因 す る第 1 段 の 還元 波 と フ ル フ ラ 冖

ル に 依 る 第 2 段 の邏 元波が現われ る．牟波電位 （0．1N 甘

汞電極を基準とす る） は 前者で は 一〇．371〜− 0．391V，後

者 で tt − 1．186〜− 1．191V とな る．　 pH 　6．0 に於け る牛波

電 位 及 び 鑽散 電 流 の 關係は Table 　 7｝＝示す如 くZ 濃度は 第

1段邏元波波高 （箇散電流） と直線關係 に あ り，こ れに依

りZ の 定量 力珂 能 で あ る．

　Table 　8 は MCILVAINE 綾衝液 に 於 て pH の 變化 に依

る牛波 電位 及 び波高の 變化 を示す．印 ち pH の 上 昇 と共に

第 1 段 波波高 及 び牟 波電 位は 直線的 に 減 少 し ， 第 2 段波は

ue　pH で 現われず ，　 pH 　5．0附近 よ り現われ る．

　加糖 ブ イ ヨ ン の 場 合もZ 濃度
一

第 1段波 ・セ高は 直線踊係

に あ る．

佝 參 考迄 に ，
ZF

行 i度驗 に 於 い
’
C ， 代 謝 液 に緩衝劑 （pH 　6．1）及び KCI を加 え 丁 直接測定 し た 波 高を記載 し た．

職 よ 朔 か な奴 ， reen液 に綏麟 及 び KCI を臓 鵬 合 は還厳 ・ 高1戴 く現わ れ，且 つ ・．5m 。％以下

の 測定が困難 と なる．從つ て F の 高濃度 （1mg ％以 上 ） の 場合は 抽出法 を用 い ない で そ の rk　s 測定可能 で あ るが ，

⊂，，5mg ％以下の 低濃度 の場 合 は 抽出法 に依 らなければならない ．

　又細菌 が 充分發育 した 代謝液 で は抽出法 に依つ て もTable　3 の 標準曲 線 の 波高 よ り相當低 く現われ る の で 添加

法 に依 り補正 す る必 要 があ る ．F の 微生物 に依 る邏 元 淌 失 に つ い て は，後迚 の Z と共 に 後報 に譲る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1．Z フ ラン の 定量

　Z の 定 量 に 關 して 宮村 り は 薄暦寒天 を用い た カ ツ プ 法 につ い て 報告して お り ， こ の 場 ftFに 比 し ， よ り低濃度

（O．125γ！ml ） の 定量 が 可能で ある と云 つ て い る．著者等 は F 同 樣三 方 法 を檢討 した ．

　a ） 微生物學的方法

　F と同様 の 條件 で カ ッ プ 法 に 依 る Z 濃慶一
阻止 匱徑 の 闘係は Fig ．1の 如 くで あ り， 0．11rg ％程度迄定量可能

で あ る．濾紙法 に 依 る場合 も同
一

條件 に て e．1：mg ％ 程 度迄定 量出來 る．（賓驗結果省略） しか し適用に 當 りて は

Z の 發育阻止作用に謝する混在物質の 影響 を充分考慮すべ きで あ る．

　b） ア ル カ リ呈色反應 を利用す る方 法

　Z の ア ル カ リ 呈 色反應の 銃敏度 は r に 比 し低 く， 常温 で は 發色す る迄長時間を要する．100℃ ，5分間加熱 に依

る條件 で は F と筒 様 に 赤色の 呈色を 示 し （F の 場 合 に比 し呈色は安窟 で あ る），Z 濃度 一吸光度 は 直線豐係 に あ

る が ， （Flg ．2）2．5mg ％以 下 で は 鐓弱 で ある．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2018
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　 　 Fig；4．
MCILVAINE ’

s　 buffer　 so 且ution （pH 　6．0）
cont ．　 N ！lo　KcI ；galv．　sensitivity 　1120 ；
9℃．
ユ： Zfuran

，
2．Omg ％．2 ： Zturan

， 1．Omg ％
3 ：Zfuran ，e．5mg ％．4 ；Z．　furan

，
　O．33nig

％．

O．5　　　　　1．0　　　　　15 　　　　　2．O

　 Voltage
Polarogram 　of　Z・furan ．

IIE・　！7ecorescenff，

，
　E5．　coli の 代諢灌中の Z の 渾鴻隅 を煎述Fの場倉と同機に して檎討した積呆は Table　9

晃
　lq
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Table 　7．・．D 童ffugion　 curr

　 　 　 　 　Z・co 苅 centratio 凸

　 　 　 　 　6．0； 9℃ ．

ン 誘 導 體 に 關 す る 石チf究

轟 嬲 畿翻 二翻
・

號

1gt　reduction 　 wave 2nd 　 reduction 　 wave
once 皿 tra ・
tio臨 of 　Z

，繼 ） 廳 セ謡、
… （・A ・

π
％ （V ）

Height　 of

wave （mm ）

π
施 （V ）

（331）

2．01

．00

．50

．3

53．028

．514

．512

．0

1 ．2740

．6840

．3480

．288

一〇。391
− 0．381
− 0．386
− 0．371

23．513

．0

一1．191
− 1，186

Tab苴e　8．　 Effect　of　pH 　on 　polarographic 　 values 　 of 　Z．

　　　　　Z2 。0血g％ ；Sen8itivity　1！20 ； 1。2　x 　1『 9　A ／mm ； 9℃．

pH2

．83

．85

．06

．67

．9

醜 瀦 ）i△ ・・（・A ）

67，564
．062

，555
．550

．0

1．6201
。5351

．5001
．芻 21

。200
．

π
施 （V）

一〇．249
− 0。309
− 0．352
− 0。402
− 0．447

藷膿謡）
1△ ・・（・A ）

．no 　 wave

no 　 W 毳 ve

　 27．5
　 32 ．5

　 33．0

0．6600

．7800

．792

π 施 （V）

一1．218
− L197

− 1．207

Xable 　9． Reduction　of 　Z　 added 　in　 the　culture 　of　P5．ノiuores‘ens．
Co ロd 託ions　 are 　 analogous 　to 　Table 　5．

tl
　ime
（hr）

　

　

　

覧

058

認

← ，謬跳 ト・ mp1 ・ （m ・）i　F’na

黜
Ut’°n

O．17070

．17390

．21611

．2596

202020100 2020

別

20

Height　 of

wave （mm ）

97．091

．591
．019

．0

Res 三dua1　Z
　（mg ％）

3．803

．553
．500

．13

工 able 　10．　Reduction 　of　Z　 added 　i皿 the 　 culture 　 of 五5．‘o ’ゴ．

　　　　　 Conditio罰 s　 are 　 analogous 　to 「1　able 　5．

Iime
（h・r ） （

GrOWth
−log　 P／Po）1・・m ・1・（ml ）

F’na
（諧

t’°n
謬翻 〜

R
豊賜

Z

00V 0，16620

。3872

3000　

1

5012 34．08

．5

1．250

．10

の 如 くで ， F 同様抽出法

に て 測定 で きる．然 しこ

の 場 合 も pH 及 び影響物

質 の 考蘆力泌 要 で あ り添

加回 牧實 驗が望 ま しい ．

　 Z に て 處 理 せ る魚騰 中

の Z 湲 透度 に つ い て は 次

の 如 き方 法 を 探罵 し ，

Polarography に 依 り求

め た．

　 Z 慮理魚體を細片 と な

し ，こ れに 4 倍量以 上 の

95％ ア ル コ 帥ル に て 溟 漬

後濾過 し，殘渣は約 2 倍

暈 の ア ル コ ール に て 2 回

抽 出，洗 滌す る．抽 出 液

及 び洗滌液 を 集め ， 40℃

以 下 で ア ル コ 　・一・IL を減壓

蒸溜 し，残 液 は 中和 し て

後 （試 料 の 駈 o 程 度 と な

す）， 1！，　ttの 酷酸 エ チ ル

で 3 回抽出 し ， 抽出液 は

滅壓蒸發 し，殘渣を多量

の 熱水 で 3 圃 以 上 抽 出す

る．水溶液は 減壓蒸發 し

て 一
・定容 （試料 の 駈o

〜

％ o）と な し Polarogram

を描 く．こ の 際緩衝 劑 と

して MCILVAINE の 處方

を適用し pH を一旋 iとな

し ， 更 に N ／10 と な る 樣

に KCI を加える． こ れ

と同 時 に對照試料 （魚體）に既蜘量 の Z を 加え上邇と同樣處理す る．

　 Z 威理 魚體 の Z 滲逶度は 普通0．1mg ％ 以 下 で あ る の で，魚 體試料 は 500g以 上 用 い ねは な ら ない ．

　以上 の 方法に て 得た Z 回收實驗成積並び に 適用例は Table　11 の 機で あ る．以 上 の 如く魚體 よ りの Z 回牧傘は

60〜70％ で あ るが，回 牧質驗値 に よつ て補正 すれ ば，角體中の 徼量 Z を大遏な く定量出來 る．

Table　11．（a ）Recovery 　of 　added 　Z　by　po 艮arography

Fish

Sardi皿e （boi置ed 　 and 　 dried）
　 　 　 　 　 　 〃

Sea・bream
Cuttlefish

Samp 置e （9）

50400

脚

300

・ ・dd ・d （m ・％ ）I　Rec ・ve ・・ （％ ）

1．00
．10

．20
ユ

63．559

．270
．075

．0
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（b）　Quantity　of　Z　absorbed 　by　fish　bodies　when 　treated 　 with 　the 　dr．ug ．

Fish

Cutt置efish

Treatment 　with 　drug

十
w

・ ・ dd・d （m ・％） 1… ncen ・… i・n （・ ・％）

0．20 0．130

．07鞘

貨
8 ）aked 　 in　3％ brine　 s 〕1ution　 conta 量ning 　5mg ％ Zand 　O．5％ acetic 　acid ．

瞽 薹
ご orrected 　by　a　fユctor 　deduced 　from 　the 　recovery 　experinlents ，

　 こ れ に よ りF 對 Z の 比率
19i 〜駈o の 間 に て ， 標準誤差約 6 ・

％ に て 各 々 の 定量が 出來 る．

　賓驗 方 法 ： 各 種 比 奉 （F 　／z　＝＝ 　
1
　
o
，i，駈，駈 ， 駈 ， 騒 ， 殆，駈 o ）

の 混合物を調整 し，これ を MCILVAINE の 緩衝液 （N！lO　KCI

含 有 ） に溶 か し て Polarogram を描 き， 蒸 溜 水 に とか して F

濃 度 を ア ル カ リ呈 色 法 で 測 定 す る．
’　　　　　　　 v．考察及び要約

　ナ イ ト 卩 フ ラ ン 誘導壁 の 中，現 に 食 品 添加物 と して 坂上げ

られ て い る ナ イ ト 卩 フ ラ ゾ ーン （F）並 び に 5一ニ ト 卩 フ リ ル ァ

ク リル ア マ イ ド（Z ）の 定 量 法 に つ い て ， 〔1｝微生物學的方 法

（2）ア ル カ リ 呈色反應 を 利用す る方 法 及 び 〔3）Polarography

を比較檢討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IV．　 F・Z 混合 物 の 定畳

　 Z は F に 比 し ア ル カ リ呈色反騾が 鏡敏 で な く， F − Z 混合物 の ア ）L カ リ呈 色反隲は Z 含有量2mg ％ 以 下 で は 殆

ん ど影響がない ． F − Z 混合物 の Polarogram の ＝ト 卩 基 の 盪 元 波 々 高 は 兩者 の 和 と して 表わ れ る．例 え ば

McILVAINE 綏衝液 （pH 　6 ・0） 1：： N110 　KCI を加 えた溶液 で は （ガ ・レ’憾 度 ％ 。）茨 の様に なる．
’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 從 つ て 次の 如 く して 兩者混合物の 定量が出來 る．即 1ち 混合物を
’

　 F2 ．Omg ％　　　　　　 48．5mm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 MCILVAINE 緩 衝 液 （pH 　6．0，

　 N ！10　KCI 加用）に溶解し濃度 を
　 Z ユ．Omg ％　　　　　　26．5mm

F2m 。％ 。 Z ・m 。％ 75．。mm 　
°・5’”2・°mg ％ と な し ・ 縦 の 如 く Pbl ・「・9 … を描 く・得 ら れた

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ナ イ ト卩 基 の 遐元 波 々 高 よ りア ル カ リ法 で 求 め た F 濃度樌當 の 波高

讖 鸞鷲 灘 瓣 纛 廳稟漿 一

謡 飜 譜
め る．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Conditions 　are 　analogous ・．to　Flg．2

　各種混合比 の F − Z 混合物 につ い て 行 つ た 實驗例 は Table 　　　 即 d ．珂＆ 3・　　　　 、　 ．．　 ．
veに 甜

　 　 　 　 　 　 rD 遇墅 綴 黝 勲r器 濃 禁
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・ lz ［ ・ ｛ ・

　 　 1．0

　 　 1 ．0

　 　 1．0

　 　 1．0

　 　 0．5

　 　 0．2ttt
』−r’
q．；，

　 　 1．0

　 　 0．25

0．10

．50

．51

．01

．01

．0
’
1．02

．00

．5

0．94
’

oig60

，960
．980

．500

．220

．12、

1．000
．26

0．090

．190

．470

．991

．050

．97
’
OL’98．
L970

．51．．

　何れ の 方法に よる も不純物の 影響を で きる だけ除く樣 に前處 理する 必嬰があ るl

　Cl｝ は 寒天 上 の 鑪散並 びに 抗菌作用 の 點 よ りペ ニ シ リ ン 等 に比 し，發育組止 圓の 直徑 が 小 さい の で 寒天暦 を薄

くした り，培地pH を低 くし た 6，或 い は榮養物 の 少 い 合 成 培 地 を 用い ね ば感 度 か 眠い ．著者 等 は 本法 を 湧體 の

醋酸 エ チ ル 抽 出法 に依 り得 られ た F 含有溶液に 適用した が，抽出液中に 他 の 抗菌作用を示す物質 が 混在し ， 結果 ・

が 不明瞭 と な り， 且つ 定量限界 が ‘2〕に 比 し10倍 も高濃度 で あ る の で 本 法 は 適用出來 な い ．併 し抗菌力 の 高 い Z

の 場 合 は 適用可 能 と 思 われ る．

　  　は F の 場 合既に 報 告 した 様 に適當 な抽出法 を探用す る こ とに 依 り0 ．1mg ％以 下 の 含有量 の 試料に も適用出

來 る が發 色不 純 物 の 除 去 が 下充 分 な場 合 に は 當然信績度 力羝 下 す る ．Z に 對 して は 本法 は 殆 ど適用不 能 で あ る．

　〔3） の 方法 は何れ も ニ ト 卩 基 に 起因す る還 元 波 々 高に 依 りO．3−−O．5mg ％迄測定 可能 で ある．こ の 場合は 電 解

質濃麌，pH 等 の 影響 の み ならず他 の 影響物質 を も考 慮 し．有機溶瀏 に よ る抽 出 法 を 適用す べ き で あ り，CRAMER

の 行つ た 機な細 菌代謝液呉儘 の 適用 で は 著 し く不 正 確 と なる．

　場上の 諸結果 を 魚職 綿菌代謝液等 の 試料へ の 適用例と共 に 寵載 し， 倫     兩洗を 組倉 せ て碑る軍一Z 灘金
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　 ビ タ ミン Bt2 含有飼料に っ い て

　　
「HESTER ．　A ：S．　 and 　WARD ，

　GE ．：亘血d。　Eng ．

　　Chem ．461238 （1954）

　本 報 告 は ビ タ ミ ン Blb （以 下B12 ）含有飼料製逍 に 關

す る米 園 の 現 況 を解説 し て い る．米 國 で は 現在10數 祗

に よ bBt2が生 産 され て お り， B12單獨の 製 造 の 場合 と

抗 生 物 質 の 副 産 の 場 合 とが あ る．使用 薦 種 は放線菌 ，

細菌 で ， Sewage　s｝udge よ b の B12製逍 も工 業 化 試驗

が 行 わ れ て い る．

　Davve，s　Lrboratories ，
　lnc．に 於け る StrePtomyces

olivaceus を用 い た B12含有飼料製 造 工 場操作を詳蓮

し て い るが （5200 ガ ロ ン タ ン ク 使用）， 基本 培地 とし て

は Distillers　 sol 　ub1 　e．s　4．0％ ，
　Dext τ ose 　O．5−−1．0％，

CaCOs 　O．5 ％，　 CoCl2 ・6H201 ．5〜 1．O　ppm カ；
用い ら

れ ， Broth 中 の B ：s 生 産量 は 大 體 1．Ony2．Omcg ！ml で

あ る．醸酵 絡了液 （固形物 3 ％ ） は 眞空濃 縮 し て 固 形

物 15− 20％の シ ラ ッ プ とな し ， 次 に 2 重 円筒型 乾燥 機

に て 水 分 約5 ％遖乾燥する。粉 碎 され た製品は ボ ン ド

あた りBls　10−”30mg 含有す る外種 々 の 榮養物 （蛋 白

質約35％，ナ イ ア シ ン
，

パ ン トテ ン 酸，ビ リ ドキ シ ン
，

チ ア ミ ン ， リ ボ フ ラ ビ ン ） を含有 す る．そ の 他 賓 驗室

的 な間題 ， 飼料 の 將來性 に つ い て も論 じτ い る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（芝崎）

　T7eoeldln ● A の 構造

　　PALADINT ，
　A　and 　CRAIG ，　L ．C ．：J．A ．C．S．．

　
』『76

，

1688
　（1954）

　CRAIG ’
等
「
（J．A ．C．S．，74，

4019 （195Z）） は B ．　 brevis

の 生 産 す る航 菌性 ボ リ ペ プ チ ツ ド TYrocidine の 純化

並 に その 性質を研 究 し て い るが t こ tS で は その 中 の 1

成 分 た る Tyrocidine　A の 構 造を決定 し た．皀卩ち

Tyrociqine 　A 中 の ア ミ ノ 酸 の 配列を決定す る爲 に部

分 的 加 水 分解 を行 い ，生 球物を Countercurrent　di−

stributien
，
　Ion　 exchange ，

　Paper　chromatography

に 俵 b匿分 し た．各區 分 よ b多 くの ペ プチ ツ ドが 單離

せ られ ． その ア ミ ノ 酸酣列 が 決定 され Tyrocidine 　A

の 構 遒 式 とし て 次 式 が提案 され て い る．

　 　 　 　 　 　 L一オ ル ニチ ン

　　　　　／
　 L 一ヴ ア リ ン

　 ／
L 一チ ロ シ ン

　 1L
−一グ ル タ ミ ン 酸

　 l
　 L −一ア ス パ ラ ギ ン 酸
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　フ ラ シ ン に よ る動 物組織 の ク エ ン 饑 生成の 阻 害

　　PAuLE ，
　MR

，
　 et 　 al ： J．　B三〇L　Chem

り
206，

　　491〈1954）

　既 に フ ラ シ ン は動物組 織 で の 焦 1生ブ ド尸酸 の 酸化反

應 を阻 害す る こ とが 認 め られ て い る が ， 筆者等は 同 じ

く勸 物組 織 を用 い ．そ の ク エ ン 酸生 成 反應 に 對す る影

響 を檢討 し て い る．

　無酸 素的條件下 で tes 二is　tissae に 於 け る オ キ ザ 冖

ル 酷酸 （OAA ） よ b ク x ン 酸 の 生 成 に i對し種 々 の ナ イ

ト ロ フ ラ ン ，SH 阻害劑 ， 抗 生 物質 ， 芳香族 ナ イ ト P

化 合 物 の 彰響を比較 し た．その 結果 7 ラ シ ン 等 の ナ イ

ト ロ フ ラ ン は0．05− O．1mg11 の 低濃度 で 特異的 に 阻 害

し且つ こ の 阻害作用は 可邂的で あ る こ とを認 め た．

　鄭 こ 7 ラ シ ン 等の ナ イ ト ロ フ ラ ン は次 に 示 す（A ）の

反應を阻 害す るが （B ）の 反 應 並 に Acetyl　CoA よ リ

ス ル フ ア 昌 ル ア ミ ド或 は OAA えの ア セ チ ル 基 轉 移は

阻 害 さ れ ない こ とが 示 された．

　以 上 の 諸結果 よ リフ ラ シ ン は 魚 性 ブ ド 尸酸 よ b

Acetyl　CoA の 無酸 素的 生 成 に 勢 し阻害作用を示 す と

結 論 し て い る．

　（A ）　Pyruvate＋ CoA ＋ DPNZAcetyl 　CoA

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十 DPNH 十 CO2

（B ）　Acetate 十C 〕A 十ATP こ Acetyl 　CoA

　　　　　　　　　　十 AMT 十 Pyrophosphate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （芝崎）
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