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（68） （鯤 ・轍 ） 汽 ハ ル 疏 酸灘 よ る炭水勧 の比色定量齣 検討（A）

フ 。
ノ ； ル ・硫酸法 に よ る炭水 化物 の 比色定量法 の 検討（1）

キ シ n ・・一ズ の比色定量並 び に混合物中の キ シ ロ ーズ とグ ノva − 一
’
の 迅速分析

松　尾　義　之 ・南　波 章　（広 島大学工 学部醗酵工 学科 ）

　著者等は前報 O におい て フ エ ノ ール ・硫酸法に よる グル コ ーズ 及び 澱粉の比色定量法を設定 し ア ン ス ロ ン 法よ

り環れ て い る点 を挙げたが，本報で は キ シ ロ ーズ の 比色 定 量条件を新 し く設定 しtc．更 に こ の キ シ ロ ーズ 定量法

と煎の グル コ ーズ 定量法を組合せ て 混合物申の キ シ ロ ー一ズ と グル コ ーズ の迅速分析を試験 したの で これ らの 結果
を報告する．

　器具 ；試験管， 湯煎及び金網か ご ， プ ル フ リツ ヒ 光度計 ， 島津光電分光光度計その 他。
譲 ・ 5 ％ フ エ ・ 一・ 溶液は市販フ エ ノ・一ル を醐 して勧 硫酸は

一
級試薬， 標準糖液 は グ ル コ ＿ズ （炉 ル

バ ウ ム 製， 水分なし， 純度 100％）， キ シ ロ ーズ （片山製晶を再結 ，
ペ ル トラ ン 法 に よる純度 97．88％ ） を安息 香酸

飽和液を用 い て 1，000％ （v ！w ）濃度 に 調 製 し低温 に 保存 し， 使用 の度 に 稀釈して 用 い た，

　方法 ：糖液 （0・Ol％以下の もの．　e・OO4％以下で BEER の 法則 に 従 う）2　rnl
， 及 び 5 ％ フ エ ノ ール 水溶液を試

験讐 に とり充分混合し ， 冷水を入 れ た器 中に 傾けて 静置 し硫酸 5ml を盟壁に 沿 うて 静か に注入 す る．こ れを流水

中で冷却 し な が らで きる だ け徐 々 に振 盪し， 長時閥か けて 充分に 混合し， は げ し く振 盈 して も発熱しな くな る と

沸騰湯煎申に一
定時間加熱反応 せ しめ て 後速 か に流水中で 冷却しlcm の 比色用液槽に 入れ光電分光光変計 （夂 は

プ ル フ リツ ヒ 光度計）に より吸光蜜を 測 定す る．
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　 A ，キ シ ロ ーズ 定澱条件 の 決 定

　 1．測定波長の 選択

　前報
1） で 決定 し た グル コ ーズ 及び 澱粉の 定量条件 に も

とづ き，
プ ル フ リツ ヒ 光度計を用 い 0．008％ の キ シ ロ ー

ズ の 吸収曲線を と る と， 最大吸収 は 濾光板 S．47の 吸 収波

長範囲に あ るの で 更 に光電 分 光光度計 に よ り再検討 を行

い ，
0．0005％，

O．001％ ，
0．002％キ シ ロ ーズ溶液に つ い

て 最大吸収位置 は 480mμ で ある事 を認 め た．　 F三gl に 示

す．

　 2 ，5 ％ フ ェ ノ ール 溶液添加量の 影響

　プ ル フ リツ ヒ 光度計 に よ る試験後分光光度計を用 い て

O・002％ キ シ Pt・一ズ 2ml，96％硫 酸 5ml
，

100℃ 2皿 in加

熱の 条件 で 5％ フ エ ノ ー
ル 添加量と吸光度 の 関係を再検

討 して ， プ ル フ リツ ヒ 光度計で S47 を用 い る 時及び光

電分光光度醗で 480m
μで 測 定す る場合共 ic　S ％ フ ヱ ノ ー

　　　　　　　　　　　　 ル 溶液0。Iml で 吸光度は最

r 蕭 ．

　　　　　　 5r■　？hexo」　　　e，1　帆 し

　 　 　 　 　 　 『‘r．Hrsa‘　　　s 嶽

　 　 　 　 　 　 teo
’
e
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　 Fig・3・Opt三cal 　dcnsity　ve ・・us

　　　　　heating　time ．

高 値を示 した．その 前後 に お

い て 吸光度 は急 に下る の で こ

の 条件は厳密 に守 る必要があ

る．Fig・2 に 示す．

　 3．加熱時間の 影響

　 プ ル フ リツ ヒ 光度計に よ り

酸濃度， 加熱温度及び時間と

吸光度 との 関 係 を試験 し ， そ

れ ぞれ に つ い て検量線をつ く

り， キ シ ロ ーズ 溶液 2mi
， 5
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（松尾 ， 南波） ツ 。 ノー
・レ硫酸法に よる炭水化物の 比色定量法の 検討〈1 ＞ （69）
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Fig・4・　Sta刄dard　curves 　Qf 　xylosc 　a 皿d　glucosc．

DUBOIS ’
s　 method

The 　present　methOd

％ フ エ ノ ール 溶液0．1ml，96％硫酸5mi，100°C

が最もよ い と云 う結果を得たの で光電分光光度

計を用 い て 加熱時闇 の 影響を謁 べ た 結果は S．5

min が最 も適 当で あつ た．　 Fig・3に 示す。

　 4 ．検量線

　0．OOO5％か ら O．004％までの キ シ n 一ズ 溶液

2血 1
，

5 ％ フ エ ノ ール 溶液0。lml
，
96％ 硫酸 5

ml
，

100℃ 3．5min ．加熱し急 冷後 1cm の 液 槽

に 入れ光 電分光光度計に よ り48Dmμ で 吸光度を

測定 し ， 別 に 盲験を行つ て こ れ との 差 を求め 検

量線を作 つ k ．Fig・4 申実線で 示す．

　5．DUBOIS 呈色法 と本呈色法 の標準偏差の

　　　比較

　この 実験の 終了に 近 い こ ろ DUBOIS 等
su

の 研

究発表 を 見た の で ， 彼等の 方法 と本法 に つ い て

　　　　　　　　　　　　同程度の 吸光ntE｝C

乱ド望サf器汐
皿 lE（：：1：n 　3貯謝ト

tan

　
「

　”

evlano

『μ／E × 100

0．002 ％

0．・0013％

0．4130
．431

0，00860
．Olll

2．10％
2，55％

お け る標準偏差を比

較し た結果は 下表に

示す様tc　DUBO ：srk

の方が 僅か に標準偏

差 で 小で あつ た．しか し呈色の 感度は本法 の方が 大 きい，

　B．キシ ロ ーズ
， グ ル コ ーズ 混液中 の キ シ ローズ ， グル コ ーズ の 迅遠分祈

　一般的に言つ て ペ ン トーズ とヘ キ ソ ーズ の 正確 な分別定量に は， 塩酸蒸溜法 か 酵母 に よ る選 択醸酵法が応用さ

れ るが 何れ も長時間を要す る欠点がある．又最近籔 ん に行われ る ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ 法 に よ る定量 も十分精

確を期し難 い．著者等 は キ シ ロ ーズ と グル コ ーズ の 混液を フ エ ノ ール ・硫酸反応を用い 異つ た条件で 呈色せ しめ ，

その ス ペ ク ト ラ ム の 差 に 従い 480m μ 及 び 490m μ に お い て 吸光度 を 測定 し ， 計算に よ り夫 々 をきわ め て 迅速に 分

別定童 し た．し か も分析 に用 い る試料の 髭は 少量 で 足 りる，

　方Ut　： 前報D に おけるグル コ ーズ の定量条件を分光光度計を用い て 再検討し， グル コ ーズ溶液 2m1
・

5 ％フ エ

ノ ール 溶液 0・7ml （前報で は O．6ml で あっ た），
96％硫酸5ml，100℃ 5皿 1

， 加熱して 490rnptで 吸光度を 測定す

る こ と と し ， （検量線 は Fig．4 申破線 で示 した．な お プ ル フ リッ ヒ光度計を用 い る場合は S．SOの 濾光板 を用 い た）

これと本報の 前記 A に おけるキ シ ロ ーズ の 定量条件との 2つ の条件 （前者を定蠹条件 2 と し後者を定量条件 1 と，

す る）に 従つ て吸光度を測 り， そ れ ぞれ の 吸光係数 に よ り下記 の 如 くして 導 い た（1）， （2｝式か らキ シ ロ ・・一ズ及 び グ

ル コ ーズ の 量を算出す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 今キ シ ロ ーズの濃度を X％，

　　　　Table　L　Determining　conditiens 　 and 　 ext   ion　 coe 田 cients 。

一 一 ｛翫 一

Wavc　length　of　5pectrophotolncter

・盆｛驚

グ ル コ ーズ の 濃度を g ％ とし，

定量条件 1 に よつ て 得 た吸光

度をE1
， 定量条件 2 の それ を

Ea とすれば

　　E1＝352x十55g

　　Ea　・・　1779 十 140x

　従 つ て この 聯立方程式をと

きキ シ a ・一ズ 及び グル コ ーズ

の 濃度は次式 に よ り算出で き

る，
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（70） （松尾 南波〉 フ ェ ノー
・レ硫酸法 に よる炭永化物の比色定量法の検討（1）

　キ シ ロ ーズ の mg ％ ＝ 3，24El − 1．OIEs ・・”……・・ω

　グル コ ー女の mg ％＝6．45Ea − 2．57El ・＿…．…．（2）

2 っ の 定量条件 と吸光係数 は 第 1表 に まとめ t ．

結果 ； 標準糖液を種 々 の 割合に稀釈混合して （全糖は何れ も4mg ％）実験し た結果は第 2表に示す．

Tablc　2．　Rapid 　a 旦 aly 鵬 s　of　xyl σse　and 　gIucose　iロ　mixtures ・

Sample　taken Observed CalCU】ated

E2
Xyl 鯛 e Gluoo 肥 Tota1Xylo記

，％．
L口 孤 1x．

Xy 三〇自c
，

mg ％

GlucOS馬

1コ 9 ％
E コ

・ ・刎紬 。

m ・ ％ 1紬 。

・ ・ ％ 1‘籔
10％　　 0．4

Avcrage

　 　 　 0．344　　　0。693　　　0，41

3。6 　　　0。360　　0．703　　0．45

　 　 　 0．348　　　0。683　　　0．44

15％ 0．6

Avcrage

　 　 　 0．4｛》5　　 0．683　　 0．62

3．4　　　　0．426　　　0．687　　　0．68

　 　 　 0．401　　 0．681　　 0，6星

20％ 0．8

Average

　 　 　 0 ．472　　　0．676　　　0，85

3．2　　　　0．422　　　0．681　　 0，68

　 　 　 0．459　　　0．665　　　0．81

102　 　 3．59

1工2　　 3．60

118　 　 3．51

108103

　　 3、36

113　　 3・34

102　　 3．36
106106

　 　 3，15

85　　 3．31

101　 　 3．11

97

99．5　　 4．oo　　 loo
100　　　　　4．05　　　　101

97，5　　　 3．95　　　　99
99　 　 　 　 　　 　 　 100

99．0　　　　3．98　　　　99．5
98．3　　　4．02　　　100．5

9990　　　3響97　　　　99．4

98．7　　　 　　　 　 夏00

1：1：？｝1：：ll99，

97．3　　　3r92　　　　98
99．6　　　　　　　　99

　第 2 表に 見る様に 同一試料で もかなり大 きい ふ れ が あ るが ， キ シ ロ ー・ズ は 0・4−vO ・Smg ％ の 濃度 に お い て 平均

8 ％の 誤差範囲内で ， グル コ P ・ズ は3．2−−3・6mg ％ の濃度に お い て 1・3％の 誤差範囲内で 迅速 に 定量 で きる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　 約

　1） フ エ ノ ール ・硫酸反応 を キ シ ロ ーズ に応用すれば ， 着色物 の 最大吸収 は 480m μで あ る．

　フ エ ノ ール ・硫酸法 に よるキ シ ロ ーズ定量の最適条件は 次 の 如 くで あ る．キ シ ロ
ーズ溶液 2mlと5 ％ フ エ ノ F−・

ル 溶液O．1ml　te試験管申で 混 合 し ， 次 に 96％硫 酸 5m 匡を管壁 に 沿 うて 温度上 昇 を さ け るた め 冷水中で 注意深 く

振 盈 しなが ら徐 々 に 加えその 後沸騰湯煎中 で 3 ・5min 加熱する，颪ちに 冷却後溶液 の 吸 光度を 光電分光光度計 で

lcm の 液槽 で 波長480叫 礑で 測定す る。

　キ シ ロ ーズ に つ い て lrkO・004％以下 で BEER の 法則 に 従い ， 本呈色法 の標準偏差は 2・5％ で あ る．

　2）　 フ エ ノ ール ・硫酸反応 を用 い キ シ ロ ーズ とグル コ ーズ の 混液を迅速簡単 に分別定量した．

　キ シ ロ ーズ は 0・4− O・8mg ％の 濃度 に お い て 平均 8 ％ の誤差範囲内で ， グ ル コ
ーズ は 3・2−−3・6mg ％ の濃度 に

おい て 1・3％ の 誤差範囲内で定量 で きる．

　 （本稿 は 松尾 ： 糖 の 定量 に 関す る 第 12報 とす る．昭和31年10月大阪醸造学会 で 発 表 し た ）．

　御指導 を賜 つ た 佐課静
…

教授 に 感謝致 しま す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 丈 　　　　　献

t）松尾 ， 南波 ： 広大 工 研究報告 ，
5

，
19−24 （1956）．　　　 2）DUBQrS　et 　al：Anal ．　Chem ，

，
28

，
350 （ig56）．
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，
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，
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