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　6 ．Acetic　acid の H 原子 を G1 で 置換 し た酸 は分子申に C 正原子 の 多い 程 ， 赤色度大 で あ つ た．

　7 ．Ascorbic　acid は濃度大 なる程 ，　 Callistephinを 還元 脱色せ しめ たが ，
　 N ！500で は比較的安定 で あつ た．

　本実験で は 引続 き 兵庫県中央 工 業試験所 の 光電 比 色 計 を 借用 レ た ．萩野 無 機化学 課 長 に 感 謝 の 意 を 表 す る．
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清酒醸造 中に お け る ア ミ ノ 酸 類及 び ア ミ ン 類の 消長 に つ い て

（第 1報 ） Photodensity　method に よ るア ミ ノ 酸の 定量

梅 津 雅 裕　　（鳥取 大 学学芸 学部 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　暫

　最 近 に お け る著しい 分析技術 の 進 歩発達 に伴 い ，こ こ数 年 の 間 に 従来知 られて い な か つ た清酒の 成牙が 多数発

見 され て い る．清酒申の ア ミ ノ 酸に つ い て も大高
D

， 田村等
2）
に よ り18種類存在す る こ とが 確 認 されて い るが，ア

ミ ン 類 で は 古 く黒野
S）

， 山田
4）

， 西田
5’
に よ り僅 か数種類確認 され て い るの み で そ の 後 報告 を見 な い ．又 それ 等の

個 々 の 成 分 の 清 酒醸 造 中 に お け る消長 に つ い て も未 だ充分に は 調 べ られ て い な い ．ア ミ ノ 酸の 消長 に 関す る研究

と して は 寺本等
6）

， 橋田等
7）

， 伊藤等
S）

の 研究があり， 又著者
9

・
10）

も先 に酒 母 申の ア ミ ノ 酸 の 消長 に つ い て報告 し

て い る が ， ア ミ ン 類 の 消長に 関 して は 未 だ 曽つ て報告 を見 な い ．そ こ で 著者 は ア ミ ノ 酸及 び ア ミ ン 類個 々 の 成分

の 清酒醸造過程 に お け る 消長 を追及 し ， 更に 進んで こ れ等成分の 成因並 び に 清酒及 び 清酒醸造 上 に お け る意義 を

探究す る 目的 を以 つ て本研 究 に着手した．

　先づ 清酒醸造中に お け るア ミ ノ 酸 の 消長 を追及す るに 当 つ て 最 も考慮 され な けれ ば な らな い こ と は ア ミ ノ 酸の

定量法 で あ る． ア ミ ノ 酸 の 定量法 に は優 れ た 方法 と して 乳 酸 菌 を利 用 す る微生 物定量 法
11〜13丿 とか イ オ ン 交換樹

脂を利用す る定量法
14〜16）等が 知 られ て い るが ， これ 等 の 定量 法 は分析結果 は精密で はあ るが ， 操作が 複雑で 且

熟練 を要 し比較的長時間を 要す るな ど色 々 不便 な点が 多い ．本研究 に 於い て は 研究 の 性質 上，多 数の 分 析 試 料 を

比較的短時 日 の 間に 取扱わな けれ ばな らな い 関係上，此 目的 に合 致 す る もの と して 多少精密度 は 劣 るが 比 較的簡

単 に 多 くの 試料中の ア ミ ノ 酸 を 同時に比較定量 し得る Maximum 　color 　density　methOd （Photodepsity 皿 ethod ）

17−−M ）を 採用す る こ と と し た，本報告に於 て は Maximum 　color 　density　method に よ る ア ミ ノ 酸定量法 に つ い て

考究 検討 した 結果に つ い て 報 告 す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 実　験 　の 　部

　 1．◎ne ・DimensionaT　paper 　 chromatogr 叩 hy に よる ア ミ ノ酸 の 分 離

　 （1｝ 標準溶液の 作製

　Tryptophane を 除 く全 ア ミ ノ 酸 を少量 の 6NHcl に 溶解 し， 10％ Isopropanel 溶液 で 個 々 の ア ミ ノ 酸濃度が

！・Omg α NH2 −Nf2 ・5ml に な る 様 に 調製 し ，　 Tryptophane は 10％ Isoprepanol 溶 液 で 同 様に 1．Omg α NH2 −

N ！2・5ml 濃度 に した，此等 の 標準溶液 を適
”K 　le％ Isopropanol 溶液 で 稀釈 して o．75mg α NH3 −N12 ．5ml

，
　o．50

mg α NH2 −Nf2 ．5ml
，
0 ．25mg 　a 　NH2 ・N ／2．5ml の 各 Leve1の ア ミノ 酸濃度の 標準溶液 （Subdilutiens）を調製

し た．

　（2｝ 標準溶液及 び 試料の 塗布

　東洋濾紙 No ・50 （40　x 　40cm）の 下端 よ り 5　cm ，右端 よ り2・5cm の 間隔で 左端 に 向つ て 交 互 に 各 Levcl の 標準

溶液 と試料溶液 を順 次 に 2・5μ星宛塗 布 して 行 く， こ の 際試料溶液は試料 の ア ミ ノ 酸濃度に よ り適 宜倍数 稀釈 液例

え ば 死 臨 覧 濃度稀釈 液 を 作 り塗布す るか夊 は試料原液を同一 Spot 上 に 反復塗布例えば 2
，

3
，

4回塗布し

た．

　〔3） Paper 　Chromatography

　今迄 に 発表され て い る多数 の 各種組成 の 展開溶媒 を 用い 上 昇法
一

次元展開を 行つ て 各種 ア ミ ノ 酸 の 分離 を試 み ，

検討 し た結果 BLOCK の 例
IT）に 做 い 分離され る ア ミ ノ酸 の 種類及 び 展開要領 の 相 違 に よ り全 ア ミ ノ 酸 を 次の 5
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b

群 に 分けて 操作す るの が 適当で あ る と考 え．た．此 方法に よれ ば 全 ア ミ ノ 酸を
一

次元展開に よ り充分 に 分離す る こ

とが 出来 る．即 ち各 群 の Paper　 chromatography の 要領 を示す と次 の 通 りで あ る，

　Group 　I．　 Aspartic　 acid
，
　Glutamic　 acid

，
　Serine

，
　Glycine

，
　Threonine

，
　Alanine

　SolventM， 16）
：Phenol：Buffer（pH 　12．0） ： α

一Benzo三noximc 　＝・　80 ：20 ：0．1．

　pH 　12・0 の Buffer は O ・OSアM 　NaL・HPO4 と O・067M 　NaOH を 同容混合して 調製す る．

　 Paper ： 予め pH 　 l2．0 の Buffer に 浸 し風乾 し た もの を使用す る．

　Running 　t三me 　and 　 temperature ；24　hrs， 27℃ ，

　Development 　of 　color ：0 ．4 ％ Ninhydrine −Butanol 溶液 （4 ％ Acetic　acid 添加 ） を濾紙 に Spray後定温乾

燥器中で 60℃ ， 15min 加 温 す る．　 Spray の 要領は発色試薬 を な るべ く濾紙全 面に均等に Sprayす る様 IC注re
して 濾 紙 の 左右ic　3 回，上 下 に 3 回 宛，濾 紙 の 表裏 に 同 様 に 操 作 す る．

　 Amino 　 acids 　 separated ：

　　　　　Aspartic　 acid 　Rf 　O，18　　　　　　　　 Glycine　 Rf 　O．38

　 　 　 　 　 Glutamic　 acid ノ！ O．24　 　 　 　 　 　 　 　 Threonine 　 rt　 O．48

　 　 　 　 　 Serine　 　 　 　 　 〃　0 ．32　 　 　 　 　 　 　 　 Ahmine 　 　 lt・0．58

　Group　IL　Gystine，　Lysine，　Histidinc，　Arginine，　Tyrosine，　Leucine，　Isoleuc三ne ，　Phenylalanine

　 Ila．　 Solvent17， 2D
；　 n −Butanol： Acetic　 acid ：Water ＝ 4 ： 1 ： 5，

　Length 　 of 　run ： 23cm ．
，
　dry

，
　 and 　re −run 　three 　times 　 for　23c皿 ．

　Development 　 of 　color ： Group 　I に 準ず る．

　 Amino 　acids 　 separated ：

　　　　　Cystine　　Rf 　O．18　　　　　　　　 Tyrosine　　　 Rf 　O ．65

　　　　　 （Lysine）　　 1／　0 ．29　　　　　　　　　　　Phenylalanine　t／　O．80

　　　　　 （Histidine） 」t　 O．32　　　　　　　　 1soleucine　　 ノ！ O ．84

　　　　　 （Arginine）　 〃　0．36　　　　　　　　　Leucine　　　 〃 　0 ．87

　　　　　 （Alanine）　 tt　 O．54

　（ ） を施 した ア ミ ノ 酸 は 本展開溶媒で も分離可能 で あ るが ， 他 の 展開溶媒 を 用い た 方が一般的 に緕果が良 い

こ と を示す もの で ある ．

　Ilb．　 Solvcht吻 ：Ethanol 　：　Methylethylketone ：　Water ：Dicyclohexylamine　＝・　10　： 10 ： 5 ：2．

　Running 　time 　 and 　temperature ： 24　hrs，27℃ ．

　Development 　of 。 Dlor ： Group 　I に 準 ず る．

　Amino 　 acids 　separated ：

　　　　　1」ys玉nc 　Rf　O．17　　　　　　　　　　　　　　Arginine　Rf　O．08

　 11c．　 Solvent　 m −Butanol　
：Acetic　 acid ： Water　・＝ 　4　 ： 1 ：5．

　Length 　of 　run ： 25c皿 ．

　Dcvelop皿 ent 　of 　color17 ）
； 王 ％ Sulfanila皿 idcの 10％ HG 且溶液 5ml ， 5 ％ NaNOL ， 5ml を 100ml 容メ ス

シ リ ン ダーに 取 り 1分 間 よ く 混 合 した後，50ml の 擦 線 ま で n −Butanol を 加 えて 1分 間 振盪 ， 4 分 間 静 置後，

Butanol層 を傾斜 して 取 り， 之 に 展開 した濾紙を浸 して 後取出 し 気流中に て 5分間乾燥後 ， 脇飽和の Na2Gq

溶液 を Spray す れ ば Histidine は 橙黄 色 に，　Tyrosine は 赤 色 に 発色 す る （PAULY
’
s　 reaction ）．

　Amino 　 acid 　 separated ：

　　　　　 Histidine　Rf 　O．18　　　　　　　　 （TyrQsine） Rf　O．47

　11d．＆）lvent ： n −Butanol ：　Mcthylethylketone ： Water ；　Dicyclohexylamine 　＝ 　10 ： 10 ：5 ：2。

　Running 　time 　and 　te皿 perature ： 24　hrs，27℃ 。

　Devclopment 　of 　 color ： Group 　I　lt準ずる．

　Amino 　acids 　 separated ：

　　　　　 （Hist三dine） Rf 　O ．25　　　　　　　　 （Phenylalanine） Rf　O ．60

　　　　　 （Valinc）　　 tt　 O．38　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
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　Ile．　 Solvent17）： tert−Butanol　：　McthyTethylketone ： Formic　acid ： Watcr ＝ 　160　
： 160 ： 1 ： 39．

　Running 　time 　and 　temperature ： 48　hrs， 27℃ ．

　Development 　 of 　color ：Gr ・ up 　I　IC準ずる．

　 Amillo 　acids 　 separated ：

　　　 　　（Phenylalanine）Rf 　O．工5　　　　　　　　　 （Leucine）Rf 　O．22

　　　　　（lsoleucine）　　　　〃 　0▼19

　Group 　IIL　Methionine
，
　Valine．

　 IIIa．　 Solvent17， 23） ： iso−Amylalcohol 　： Pyridine ： Water 　：　Diethylamine 　1 ・　SO　；　50 ： 35 ： 2．

　 1％ NaCN と含水 Phenol 各 5ml 宛入 れ た ビーカ ーを展開容器内に 入 れ て 展開す る．

　 Length 　 of 　run ： 23cm 。
，
　dry

，
　and 　 re −run 　twice 　fbr　23cm ．

　Development　of 　color ：Group　I に準ずる．

　 Amino 　 acids 　 separated ：

　　　　　（Alanine）　　Rf 　O．44　　　　　　　　 （lsoleucine）　　 Rf 　O．75

　　　　 Valine　　　　 〃　O．52　　　　　　　　　（Phenylalanine） r／ O．77

　　　 　 （Methionine） ノ！ O．57　　　　　　　 （Leucine）　　　 〃 0．81

　　　 　　（Tyrosinc）　　 〃　0．70

　 111b．　 Solvent　m −Butano1 ： Acetic　 acid ： Water ＝4 ： 1 ： 5．

　 Length 　 of 　run ： 25cm ．

　Development 　of 　 coLori7 ・a4） ： 0．002M 　PtCle
−”4ml

，　INKI 　O　25ml ，
2NHCI 　O．4ml，　Acetone　76ml を 混合し ，

此 の 試薬中に 風乾 した Chromatogram を 浸す と Mcthionine，　 Cystine は 桃色 の 地 （background ）に 白い Spot

として 発現す る．

　A 皿 ino　acids 　separated ：

　　　 　 （Gystine） Rf 　O．18　　　　　　　 Methionine 　Rf 　O．46

　Group 　IV．　 Proline
，
　Hydroxyproline ．

　 Solrent ： n −Butanol ： Acetic　 acid ： Water＝4 ： 1 ：5．

　 Length 　of 　run ： 25cm ．

　Development 　of 　 color17 ）　
： O・2％ Isatin−Acetone 溶液を Spray し風乾後 ， 水蒸気 を飽和 し た 定温 器中に70〜

76℃
，

IO分間加熱す れ ば Proline
，
　Hydroxyproline は青色 を呈 す る．

　 Amino 　acids 　separated ：

　　　　 Hydroxyproline 　Rf 　O．23　　　　　　　　 Prol三ne 　Rf 　O ．31

　 Group　V ．　 Tryptophane，

　Va ．　 Solventl7）：　iso−Propanol　：　NH40H ：Water ＝ 80 ： 5 ： 15．

　 Length 　 of 　run ： 25cm ．

　Dcvel・pment 　of
　 color17 ）

： Conc ．　HGI 　lOml ，　 Acetone　90m1 の 混合液 に P−Dimethylaminobenzaldehyde 塁9

を溶 解す る （EHRLICH
’
s　 reagent ）．

　此発色液は使用直前 に調製 し ， 風 乾 した Chromat。gram を此 液申に 浸 して 風乾すれ ば Tryptophanc は 暗橙

黄色 に 発色す る．此 の Tryptophane の 呈色は 最初黄色で あ る が時聞の 経過 と共 に 変色 して紫色 とな り最後に 暗

橙 黄 色 とな る．

　Amino 　 acid 　 separated ：

　　　　 Tryptophane 　Rf 　O．60

　Vb ．　Solvent「c） ：Collidine （buffered），　saturated 　with 　pH 　9．O　buffer．

　pH 　9・0 の Buffer は 0・〔峪7M 　KGI に 溶解 した 0 ．067M 　Boric　acid 　50ml に 対 して 0．067M　NaOH 　21．30ml

の 割合 で 混合 して 調製す る．

　 Running 　time 　 and 　temperature ；48　hrs，27℃ ．

　Development 　of 　color ：、　Group 　I に 準ず る．　　　　　　　　　　　　　
’
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l7・Oxyproline

3，Serinc
6．Alanine
9．Histidinc
12．Phenyla正anine

ユ5．Va1三no
l8．　Proline

　 Amino 　acids 　separated ：

　　　　　　 （Tryptophane ）Rf　O．26

　　　　　　（Valine）　　　　 〃　0．075

　上述の 要領 で 展開 され た Chromatogram の

主な模型図 を示す と Fig．　i の 通 りで あ る．

　2。ア ミ ノ酸 の 定畳

　（1｝ Maximum 　color　densityの 測定及 び ア

　　　 ミ ノ 酸 の 定量

　前 述 し た要領で 展 開，発 色 した Chromatogr ’

am を2 ・5 × 20cm の 短冊型 に 切 り取 り， こ れを

a −Bromnaphthaleineと 流動 ParaMne の 混合

溶液 （1 ： 4）25）中に 浸 して 減圧 の 下ic　Chroma ・

togra 皿 を半透明に し た後 ， 濾紙枠に挾み De−

nsitometcr26 ） （夏目製作所製 ， 小林式濾紙光電

光度計） を 使用 して 570m μの 波長の ブ イ ル ター

を通 して，Chromatogram 上 に 分離され た ア ミ

ノ 酸 の Spot の Maximum 　 color 　density を測

定す る．但し Group　Ilc の Histidine，　Group

Va の Tryptophane の Spot は櫨黄色 を 呈す るの で460mμの 波長 の フ ィル ターを通 し て Maximu 皿 color 　d。ロ
・

Sltア を測定 した ．

　最初に 既知濃度の 各 Level の 標準溶液の Spot の Maximum ◎olor 　density を測定し 半対数 グ ラ フ 用紙 の 横

軸に Maxi皿 um 　color 　density，縦軸 に ア ミ ノ 酸濃度を対数目盛 で とつ て 標準曲線を求 め る．次に 未知濃度 の ア

ミ ノ 酸 の Spot の Maximum 　color 　densky を 測 定 して 標 準曲 線 よ り求 め る ア ミ ノ 酸量を算出す る ．

　次に 此様に して 測定 した数種の ア ミ ノ 酸の 標

準曲線 の例 を示す と Fig．2 の 通 りで あ る．

　 図 の 中 で Aspartic　acid ，　Glutarnic　 acid ，翫 ・

rinc
，
　Glycin ¢ ，　Threonine ，

　Alanine の 標準曲線

は Group　I の 要領に よ り展開 した もの を 570

m μ の 波長の ブ イ ル ターを通 して 求め た もの で

あ り，Histidine の 標準曲線は Group　Ilcの 要

領 に よ り展開 した もの を460m μの 波長 の フ ィル

ター
を通 して 求 め た もの で あ る．

　   　本定量法 の 精度 の 検討

　本定量 法 の 精 度 を検 討 す るた め Aspartic

acid
，　Glutamic 　acid ，　Serine，　Glycinc，　 Threo ・

　

μ

　
僧
｛
’

」

4

頑

圃

　
遥

事
＝

塾
7．’
冷

茎判
5
蕁・
3

　　　　　　　　　 Color　Dens三ty

Fig．2．　 Typica 五sta 皿dard　curves 　 of 　several 　amino 　 acids

　　bア thc　maximum 　oolor 　density皿 ethOd

nine 及 び Alaninc の 6種の ア ミ ノ 酸 を α NHs −N として 各 々 7
・ μg12・5Pt1宛含む混合溶液を作製 し ， 之を 基準

として 更 ICこ の 施， 施 ，　 Ys稀釈液 を調製し，前述 した要領に よ り標準溶液 と此 の 混合溶液 を Spot し ，
　 Group 　I

の 展開 要領 に よ り Papcr　chromatography を 行 い 上 述 した 定 量 法で そ れ 等 の ア ミ ノ 酸 の 定量 を行 い 回収率を 求

め た．その 結果 を示す と Tabie　1．の 通 りで あ る．

　Tablc　L　ICよオ1ば平均回収率は96〜108％で 誤差 は 8 ％ 以 内で あ る こ とを 示 し て い る．しか し各稀釈率に 応 じ

た個 々の 回収率 は89〜117％ の 範囲を示 し， 誤差 も18％ に も及んで い る．

　次 に 下記の 方法 で 予備処邏 した 消酒 に Aspartic　ac 三d
，
　 Glutamic 　acid を添加し清酒自身 tC含まれ て い る As −

partic　acid ，　Glutamic　acid 以外に 更 に 各 々 0．25μg α NHs −N／2．5μ1， 0．50μg α NHs −N12．5μ1， 0．75μg　a 　NH2 −

N／2・5μ1 の 濃度 の Aspartic　acid ，　 Glutamic 　acid を含む如 き混合溶液を調製 し， 之を試料として 上述 の 如 く

Group 　I の 展開要領 に よ り Paper　chmmatography を行 い ア ミ ノ 酸 を 定量して 回収率 を 求 め た，その 結果は
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Table　 LRecoveries　of 　several 　amino 　ac 三ds　by　the　maximum 　color 　density　method ．（1）

Unknown
ldilution
2

　　　lculated　　　　　　　　「
concentratlon

　　μ912，5μ1Teoretical

　　　　　　　　甲
concentrat 夏on

　　μ912．5μ1

Recovery
　　　％

　 ean 　o

「ecove 「y
　　 ％

Aspartic　Acid

Glutamic 　Acid

Serine

Glyc 玉ne

Threonine

Alanine

1

％

％

砥

7．414

．282
．662

．00

8 ，314

．162

．772

，08

89，2102

．896
．096

．3

96．1

1

施

協

8 ．405

．353

．572

．42

9，194

，603

，062
．30

91．4116

．4116
．7105

．3

107．5

1

協

施

匁

6．613

．152

．401

．58

6．573

．282

．191

．64

100．695

．9109

．596

．2

100．6

1

施

隔

磁

4．932

．25L66

4．692

，35L57

105．195

．9105
．7

102，2

1

碗

嘱

慨

7．653
．492

．38

7．443

．722

．48

102，893
．895

．9
97．5

1

施

懿

覧

6 ．232

。802

．13L27

5 ．572

．781

．861
．39

lll．8100

．8114

．591
．2

104．6

Table　2．　 ReQoveries　 of 　several 　 amino 　 acids 　by　the

　　 maximum 　color 　dc1ユsity ロ 1ethQd ．（2）
lAmmo 　Acid
　　added ．
　 窪 NH2 −N
　μ912．5μ1

Amino 　 Acid
　recovcred ．
　配 NH2 −N
　μ 9！2．5μ1Recovery

　　％

Mean 　 of

「  Qve 「y
　　％

Aspartic　Acid
O．250

．500
．75

0．2350

．470
，85

94．094
．0113

．3

100．4

Glutam 三c　Acid

0．250

，500

．75

0 ．240

．5350

、855

96．0107

．0114

、O

亙05．7

Table　2 に 示す通 りで ある．

　試料 に 用 い た 清 酒 の 予備処 理

a7・17丿で あ るが 清酒申の 蛋白 とか

澱粉等 の 高分 子 化合物及び それ

らの 高級分解物を 除去す る た め

に 無水 ア ル コ
ール を添加 して 清

酒中の 最終濃度が 80％ とな る如

くす る．そ して 不溶解性 の 沈 澱

物 を濾過後80％ア ル コ ール で 洗

滌 し，そ れ らの 濾洗液 を減圧濃

縮 して こ の 濃縮液 を 分液濾斗 に

入れて 3倍量 の ク ロ ロ フ ォ ル ム

を 添 加 し，充分振盟 して 1〜2 日 静置後 上 層の 水層 部を取 つ て 試料 と した．

　Table　2 に 依れ ば 平均圓収率は IOO−i106％の 範囲で あ り， 個 々 の 回 収 率 も94〜U4 ％で 前述 の 回 収率測定の 場

合 と大差 が な い ．

　以上 の 結果よ り判定するな らば本定量法に 於 て は約 8 ％ 以内の 誤差 で ア ミ ノ 酸の 定量が 可能 で あ る と考 え て 良
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い ．但 し個 々 の 定量値に つ い て は誤差が18％ に も及 ぶ もの があるこ とか ら考えて 測定値 に かな りの ふ れがあるこ

とが 判 る．

　（3） 面積法に よる Methionine の 定量 と精度の 検討

　Group　IIIb の 要領 に 従つ て Methion三ne を 定量す る場合に は沃化白金 の 発色試薬 の た め に Ghromatogram 全

体が桃色とな り Methionine の 存在部位 の み が 白色 の Spot と して 発現す る た め Maximum 　color 　density を測

定す る こ とが 出来ない の で 面積法蹣 29）に よつ て 測 定す るの が良い ．即ち前述 した 方法 に 従つ て Methio 皿 ine の

標準 溶液 の 作 製及 び 試料の 塗 布を 行い ，Group　IIIbの 要領 に よ り展開発色すれば Methionine は桃色の Back−

grol皿 d に 白 色の Spot として 現れ るか ら先づ 標準溶液 の Spot の 面積 を Planimeter を 用 い て 測定 し ， 半対 数

グ ラ フ 用紙 の 横軸 に Spot の 面積を， 縦軸 に Mcthienine の濃度を対 数 目盛で とつ て標準曲 線 を求 め る．次 IC求

め ん とす る試 料 の Spot の 面 積 を 同様 に 測定 し標準 曲 線 よ り求 め る試 料中の Methionineの 量 を算出す る，　 Me ・

thionine の標準曲線 の 1例 を示す と Fig．3 の 通 りで あ る．

　Fig．S よ り明 か な 様に Spot の 面積 とア ミ ノ 酸 の 濃度の 対数とは直線関係を示 して い る こ とが判 る．面積法 に

よつ て Methionine を定 量 す る場合の 精度 を検討す る た め に 前節 2 の 〔2）｝（ 準 じて Methionineの 回収率 を求 め た

結果 は Table　3 の 通 りで あ る，　 Table 　3 に 依 れ ば平均回収率は97・6％を示し誤差は 3．5％以内で あ る，但 し個 々

の 回 収 率に つ い て は 92−−IO3％ の 範囲 を示 し誤差 も8 ％ に 及 ん で い る．

蔘

1：

齢
↑

例

　 　 　 ＿→　A 广‘ 蔓．　 ξm

Fig．3．　Typical　 standard

　 　 curve 　 of 　 methionine

　　by　 area 　 method ・

Table　 3．　 Recovery 　 Qf 皿 eth 忌onine 　by　area 　 method ．

lst

2nb

Unknown
Dilution1

施

殆

1

施

嬉

甎 lculated
concentratlon

　μ9！2，5μ18

．884

．493

．109

．314

，822

．89

Theoretical
concentratlon

　μ912，5μ 1Recovery　 　％

9 ．364

．683
．129

．364

．683

．12

94．995

．999
．399

．5103

．092

．6

Mean 　 of

recoveTy

　 ％

96 ．7

98．4

97，6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 考 　　　　　察

　MC 　FARREN30 ）に ょれ ば Maximum 　color 　density　method に よ り 1 −− 5 ％ の 誤 差で 定量可能 で あ る と述 べ ，

ROLAND19）に よれ ば Lysine
，
　 Glutamic 　acid ，　Glycine 以 外 の ア ミ ノ 酸 は 信頼限界 P篇0．95 以内で 測定可能で あ

る と述 べ て い るが 本実験 に 於い て は 0．4〜8 ％の 誤差 を示 し MC 　FARREN や ROLAND の 結果に 比較すれ ば若

干誤差が 大きい が ，本定量法は測定操作が簡便 で あ る の で 同一
試料に 対 して 更 に 定量回数 を増 加す るな らば 誤 差

が 更 に減少す るで あろ うと考え られ る．

　BLOCK2s ）に よれ ば 面積 法 に よ る 定量誤差は 5 ％ で あ る と述べ ，　 FISCHER29冫 に よれ ば 2 ％ の 誤差で 測 定可能 で

あ る と述 べ て お り，市川
31）は 2 次元展開の 場合 で あ るが 9 ％ の 誤 差 で 定量可能 で あ る と述べ て い るが，本 実験 で

は 3．5％以 内 の 誤差で 定量可能 で あ る こ とを示 し た，

　Maximum 　color 　density　rnethOd に 於い て も， 面積法 に於 い て も 定量誤差 を 最小 に 止 め る た め に は PaPer

chromatography に よ る ア ミ ノ 酸 の 分離方法 が 最 も重 要 で あ り，展開 され た Ghromatogram もな るべ く次 の 如

き条件を 満足す る 必要があ る，

　｛1｝　 1次元展開に 於 い て ア ミ ノ 酸 の 柑 彑：分離 が 完全 に行わわ る こ と．

　（2） 分離 され た ア ミ ノ酸 の Spot が な るべ く小 さ くF］形内至隋 円 形 を 呈 して Ta 三ling を起 さな い こ と．即 ち分

離 され た ア ミ ノ 酸 の Spot の 形が概 して
一一

定 して い る こ と．

　（3） 分離され た ア ミ ノ 酸 の Rf が大 き くな い こ と．即 ち定量 し よ うとす る ア ミ ノ 酸 の Rf の 大 き くな らな い 展

開溶媒 を使用す る こ と．

　Group 　IIIb の Histidinc及 び Group 　Va の Tryptophane の Spot は 橙黄色に 呈 色す るの で 360m μ内 至420
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（228） （梅津）　清 酒 醸 造 中 に お け る ア ミ ノ 酸類及 び ア ミ ン 類の 消長に つ い て　（第 1 報）

m μの 波長 の フ ィ ル タ ーを使 用 した 万が 良結果が 得 られ る と考 え られ るが ，該当す る波 長 の フ ィ ル タ
ー
が得 られ

な か つ た の
．
で 460m μの 波長 の フ ィ ル タ

ー
を 使用 して 測定 し たが 充分定 量可能 で あつ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　 　　 約

　 1．Maximu 皿 co1or 　density　method （Photodensity　mcthod ） に よ る ア ミ ノ酸 の 定量に つ い て 検討し た結果，

本定量法に よれば 8 ％ 以内の 誤差 で ア ミ ノ 酸の 定量が 可能で ある こ とを認め た．

　 2 ．面積法 に よ る Mcthi ・ nine の 定量 の 精度を検討 した結果 ，
3．5％ 以内の 誤差 で 定量可能 で あ る，

　 3 ．Maximum 　color 　density　method に 於 い て も，面積法 に 於 い て も ア ミ ノ 酸 の 定量誤差 をな るべ く少 くす

るた め に は 1次元 Paper　chromatography に よ る ア ミノ 酸 の分離が 充分 に 行われ る こ とと同
一

試料につ い て 多数

回の 展開及 び測定を行 うこ とが最 も重要 で ある，又比較的簡便迅 速 に 定量出来 る こ とが 本法 の 特黴 で もあ るの で

多数回 の 展開及 び 測定 を 行 うこ と が 必 要 で あ る ．

　 4 ． 1 次元 Paper　chromatography に よ る ア ミ ノ 酸 の 分ZZIC於い て 分離 され る ア ミ ノ酸 の 種類及 び展 開 要領の

相違に よつ て 全 ア ミ ノ 酸を操作上 5 群に 大別 した．此万法に よれ ば 全 ア ミ ノ 酸 を 1次元展 開 に よ り充 分 分 離す る

こ とが 出来 る．

　 本研究 を 行 うに 当 つ て 種 々 御 指 導 を賜 つ た 恩 師 阪 大 教 授 寺本四 郎先生及び 実験に 御協力 を賜 わ つ た 本学 の 田中

洋美氏 に 謹ん で 感 謝 の 意 を 表 し ま す ，

　　（本 研 究 は 大 阪 醸 造 学 会 第 8 回 講 演 会 tC於 い て 厂清 酒 醸 造 中に お け る ア ミ ノ 酸 類 及 び 有機 塩 基 類 の 消 長 に つ い

て 」 と題 し て 発 表 し た もの で あ るが 都 合に よ り表 記 の 如 く 厂清酒醸造中に お け る ア ミ ノ 酸 類 及 び ア ミ ン 類 の 消 長

に つ い て 」 と改 題 した の で 悪 し か らず 御了 承 を乞 う次 第で あ る．）
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