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Bioassayに よ る ア ミ ノ 酸 の 定 量
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 生命のあ るところには,必 ず蛋白質が存在する。蛋

白質は,炭 水化物及び脂肪 と共に三大栄養素の一つと

して7我 々の生活に不可欠の物質であるだけでなく,

動物の筋肉,臓 器,皮 膚,毛 髪,爪 等を構成 し,又 生

物体の原形質の主成分 として,直 接生活現象に関与す

る極めて重要な物質である。 この蛋白質を構成 してい

るものが ア ミノ酸であ り,こ のアミノ酸には,必 須ア

ミノ酸 と,必 須でないア ミノ酸がある。19世 紀に入つ

た頃 より,ア ミノ酸化学が発展 し始め,次 々と新 しい

ア ミノ酸の発見,そ れに対す るいろいろの疑問,改 訂

な ど多 くの学者によつて研究がなされ今 日に至つたの

であるが,発 見されたア ミノ酸の数 も,現 在では20数

種 にわたつている。そ して,蛋 白質中の アミノ酸分析

もいろいろと研究 されてきたが,最 近の10年 間には著

しくその正確度が上昇 してきたといわれ る。 これはい

ろいろの新法が発達 してきた為であ るが,殊 にBioa-

ssay即 ち微生物定量法によ り,ア ミノ酸の割合が明

らかになつた。微生物 といつても種々あ るが,定 量用

菌株としては,乳 酸菌類,酵 母類,原 虫類,変 異株等

があ り,ア ミノ酸定量には主 として乳酸菌を使 う場合

が多い。

 微生物定量法の研究は,1943年Kuiken氏 等により

始め られ,数 種食fltiのア ミノ酸の定量が行なわれ,以

来,純 蛋白,食 品,血 液,尿,汗,脊 髄液,ホ ルモン

酵素,バ イラス,細 菌,細 菌毒素,徽,植 物代謝生産

物,そ の他生物に関す る物質中のア ミノ酸の定量が報

告された。 このようにして,生 物学,医 学の分野にお

けるアミノ酸 と蛋白質の知見に大いなる進 歩 を与 え

た。我が国でも,学 者や研究生等か らなるMicrobio-

assayの 会があ り, 活発に 研究が 進められているの

で,今 後も益 々発展す る事 と思われ るが,ま だ新 しい

研究部門に属す るもので,十 分検討す る必要があると

思われる。

 微生物定量法の特徴の うち,長 所 としては,試 料が

少量でよいとい う事,L一 ア ミノ酸の定量にとどまらず

D一ア ミノ酸のr lあ るいは,ア ミノ酸のmetabolism

の研究へ と進み,更 にChromatographyを 併用した

Bioautography によるペ プチ ドその他の研究も行な

われつつあ る。又,化 学的比色法では,一 般に特有の

radicalを もつ物質すべてが呈色す るが,微 生物定量

法ば更に特殊性が高いから,目 的物だけが定量できる

と同時に,比 色法等の併用によつて,同 族体との分別

定量ができ,又 更に,未 知同族体の存在が予想でき

る。精密度も,注 意 して行なえば,多 くの場合,化 学

的方法の うちの精度の高いものと比べて遜色ない。微

生物定量法は,ど の種類の アミノ酸にも適用できるか

ら,特 有な呈色反応のないVaiine, Leucine, Isoleu

cine等 にあつては,特 にその特徴が発揮 される。

 反面,微 生物を使 うのであ るから,微 生物 自身の調

子のよい時でなければ よい結果を得る事ができない為

条件をよくして,常 に気を配 らなければならない。又

培地の成分試薬が多種類で,操 作も手落ちのないよう

にし,特 に大切な事は,使 用菌株以外の菌株その他の

雑菌が入らないように注意を要するなど欠点もある。

 微生物によるアミノ酸の定量のねらいは,微 生物の

栄養要求を基 として,ア ミノ酸を定量する方法で,定

量 しよ うとす るア ミノ酸を特異的に要求す る乳酸菌を

選ぶのであ り,そ の原理は,「 微生物の増殖に必要な

すべての栄養素を含む培地か ら,定 量 しよ うとす るア

ミノ酸を除 くと,そ れを合成 し得ない微生物即ち特異

的に要求する菌株は増殖 しない。 この培地に,除 いた

ア ミノ酸をいろいろの濃度に加えた時,一 ・定濃度範囲

での増殖度が,加 えたア ミノ酸の濃度に比例し,又 他

の ビタ ミンやア ミノ酸が,必 要以上にあつても増殖が

影響 されない時は,増 殖度をはかつてア ミノ酸の定量

ができる。

 以上のよ うな事を考慮 した上で,我 々は この微生物

定量法により2,3蛋 白質中のL-Lysine, L-Leucine,

L-Valineの 定量を試みた。

丁昭和35年 度本学卒業生(平 教授指導)
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実 験 の 部

  〔微 生 物 定 量 法 の 準 備 及 び 操 作〕

1.使 用 菌 株 に つ い て

 定 量 用 菌 株 は,そ の 菌 抹 が 定 互 しよ う とす る ア ミノ

酸 を厳 密 に 要 求 し,培 地 中 の 物 質 か ら,こ の ア ミノ酸

を合 成 す る能 力が な く,又 試 料 中 の 未 知 囚 す に よつ て

増 殖 が 促 進 或 いは 抑 制 され な い 事が 巫 要 で あ る。

 本 実 験 に お い て,Lysine定IifL:に よLeu{ono3toc

lnesenteroides P-60, Leucille Val量neの 定 」止には

Lactobacillus arabi=L70:;1.1a Zr-5を 使 用 した,,こ れ ら

の 菌 は,合 成 培 地 に よ く生 育 し,他 の 生 育 促 進 物 質 に

よ る影 響 が 少 な く,生 げ量 多 く,垢 ∫曳に 便 朝 で あ る、.

両,rlIlは 日1-.研 究 所 よ り分 与 を うけ た。

2.保 存 培 養 基 の 調 製 と菌 株 の 保 存

 使 川苗 株 の 保 存 を 行 な う為 に,fl産 ω院 所 の ア ミノ

酸 保 存 川培 地 に炭 酸 カル シ ウ ムを 入 れ た もの を 保 存 寒

天 培 養 基 と した 。 炭 酸 カ ル シ ウ ムを 入 れ るの は,唄 、酸

阿 自 らが 出 す 酸 に て菌 が 死 減 す るの を防 ぐ為 で あ る。

堵 地 組 成 は 嬉1表 の 如 くで あ る、,

第1表 一 般 乳 酸+rl保 存 川 垢 」也 「ニ ノサ ン」成 分 表

    60g(11分)中
                       "

成 分

酵 母 エ キ ス

ペ プ トン

ブ ドウ糖

KHPO↓

K2HPO.L

分 量

5.Og

10.Og

10.Og

O,25g

a.25g

成
  i

分1分 量

酢 酸 ソ ー ダ

MgSq・iHsO

lVlnSO_E・4HBO

FeSO.1.7HsO

粉 末 寒 天

10.Og

O.19

5mg

5mg

20,0g

    pH6.8土0.1

 上記培地に所定の割合の,累溜水を加え,湯 浴中でよ
       ぷ

く溶 か し試 験 管 に10Lc宛 分・注 し, Koch燕 気,、父!ll:F凱に

て,J分 宛3i胴,』j伽 戎国 し#後 ・ ～鵠 川 イヒさ せ 保

          うをうき        t!¥'p

存 して お く。 苗 を 無 圃 笛 の 中 で一一一自 く＼ll・卜接 種 し,瓢}柱

を して32QC24時mj塔 薫 をそ=テな つ た、 試 験 管 に1ぜj株名,

植 え つ ぎの 月 日を 記 入 した ラベ ル を は つ て お き,綿 怜

1(分:淵 流酸 紙 で 蔽 つ て ゴム1倫で とめ ,冷 威 庫 中 で 保

存,萬 株 の 植 えつ ぎ1。.1週 問 毎 にわ なつ たJ

(注);寺 よ く洗1條乾 燥 した 武 験 管 に綿 栓 を して,120。C

  I時 同 乾 熱 減 菌 した もの を 使 用 した,,

 締 無 菌 箱 は,0.1%の 昇 求 水 を使 川 の 鄭皮lgll房した,

浩 ハ白 金 線 は
,火 焔 減 菌 して 使 川 した 。

3.前 培 養 培 地 及 び 接 種 菌 液 の 調 製

 定 塾 操 作 の 場 合 は,保 存 菌 を 直依 接 種 ろ;るわ け に に

いか な い の で,保 存 菌 を一一一度 液 状 堵'し乳に 恒 たつ い で 増

殖 させ る必 要 が あ り,そ れ を 前培 養 とい う。
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 Lysine並 び にLeucine定 量ltJの 前 培 養 培 地 と し

て は,日 産 の … 般 乳1腐 ■蕨 種 川培 地 を 使 つ た 。 そ の 組

成 は 保 存 川 培 地 か ら粉 末 基 天 の み を 除 い た も の で あ

る。 しか し培 地 に す る時40g/llの 割 合 で 溶 解 す るの で

保 存 川培 地 よ り栄 養 量 が 少 な い 。 この 培 地 を5cc宛 武

験'ドに 分 注 し,3i」 間,間 歌 滅 菌 後 保 存 した。

 Vali三}e定 量 川 の 前 垢 山」匹∫地 は,後 述 の基 礎 培 地 と同

… の 汀1態源 の 合1火培!也を 使 川 した 。

 こ れ ら前 培 式培 地 に 前 培 養 し て接 種 丙 液 を作 るの で

あ るが,定 量 甲分1ヒの3日 前,/8、、1字菌 を 無 歯箱 中 で,

L記 の 前 培 養/1池 に 移植 し恒 温 器 に て32"L2蝸 同 培

劉,こ れ を く り返 し菌 を 朱 褒源 の 少 な い 液 状 培 地 に 慣

ら した,つ い で,口 体 の 増 殖 した 液 状/C'u`地1ccを ピ ペ

ッ トで遠 沈 管 に と り遠 心 分 離 に3000Dl転5分 か け,上

澄 液 をす て,0.9%NaCi水 で 菌 体 を 洗 い, この 操 作

を2, 3回 く り返 し行 なつ た 後,Lysine矩 冤 に は

Lcucon)stoc InesonterQides i'-60を1:50の 割 で生 理

介 塩 水 に 懸 濁 せ しめ た もの を接 種菌 液 と し,Leucine

矩 一量 に そ=,_,Lactabaciilus raUinosus 17-5を1:?oに

し,Valine定 量 に は, Lactobzcillus arabinosus 17-5

を1:10に し てそ れ ぞ れ 接 種 菌 液 と した 。 尚,こ の 接

種 菌 液 作成 は,全 操 作 を 通 じて 無 扇 的 に 行 つ た 。

::..〉共 に1時 間 以 上 乾 熱 滅 園 した も の を使 川 した 。

4.定 量 用 試 料 の 調 製

 試 料 に は,Casein・Gelatin・Albumin(from Eggs)

の3蛋 自 質 を 川 い た 。 いず れ も 半 井 化 学 薬 品 株 式 会 社

の もの を使 川 した 。

 蛋 山質 の ア ミノ酸 量 を 定 主 す るi.t.if合は,加 水 分 解 し

て 遊 離 の ア ミノ紘 液 とす るが,そ の 条 件 と して は,加

水 分 解 が 土分 に進 み11つ ア ミノ 酸 の/)x1,s'が起 ら な い 」i:

が 重 要 で あ る.

 加 水 分 解 の 方 法 に は,酸 分 解,ア ル カ リ分 解,酵 素

分 解 等が あ るが,本 定 愈 に(v,3蛋 自 質 共 酸 分 解 を 行

なつ た。 各 試料0.19を 正 確 に 秤 り,ユ0%HCI 2 ccを 加

え 硝 子 ボ ンベ に封 入 し120QC10時 間Oil bath I・戸で

分 解 した 。 後 開 管 し分 解 液 を と り出 し,活 性 炭 少量 を

加 え が 過 し,熱 水 で ,,f)一'rtJ-L附=1物を よ く洗 い シi液 と合 す

る。 活 性 炭 を 加 え71'過 す る のは,分 解 液 の=1毛 及 び フ

ミン質 を 除 く為 で あ る,,検 液 の 塩 類 濃 度が 両 くな るの

=xliiぐ た め 減 圧 に てIlt;1を 除 した 。

 定 量 に 際 して,Standard Curveに 挿 入 して そ れ

ぞ れ の 含有 γ数 を 求 め る時 に 定 五碗 囲(⊥ 〔編 ㍗1く分)に

当て11一め られ る よ うに大 体 の 見 当 を つ け る為 に,既 に

化J'』的 方 法 に よ り定 量 され てい る値,即 ち 竹2表 を参
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考に各試料の稀釈を行なった。

   第2表 各種蛋白質のア ミノ酸組成

蛋白質名

Casein

Gelatin

Albumin

Lysine

含 有 率(%)

5.9

4.6

5.fl

撚 裂e%)隠零繋%)
 14.8  1  5.2

  3.3  !  2.3

 13.6  1  4.5

第3表 三試料稀釈濃度

蛋頷 名1碧 撫1
.

Casein

Uelatin

Albumin

700倍

550倍

600倍

Leucine

定 量 週

2000倍

500倍

2000倍

Valine

定 量 用

500倍

200倍

400倍

 試料はその都度調製 し,Lysine定 量用にはpH6.4

に,Leucine定 量用にはpH 6に, Valine定 量用には

pH5.9に したものを使用した。

5.基 礎培地の作成

 基礎培地としては,定 量すべきア ミノ酸を除いて,

使用菌の栄養要求を完全に充し,定 量 ア ミノ酸以外の

栄養素の影響を消却 し且つ該ア ミノ酸を含まず,試 料

中の定量 ア ミノ酸量に対応 して,特 異的に一定の生育

を増す必要があ る。この為に,各 種 アミノ酸,ビ タ ミ

ン類,プ リン塩基,無 機塩類及び糖 より成 るHende-

rson-Sne11の ア ミノ酸定量用基礎培地を合成 して使

用 した。 この培地は,比 較的新 しく工夫 された もので

あ り,培 地組成は第4表 の如 くである。

第4表 Henderson-Snellの ア ミノ酸 用 量 用 培 地

       (double strength)

試     薬

ブ  ド  ウ  糖

クエ ン酸 ナ トリウ ム

無 水 酢 酸 ナ ト リウ ム

K;;HPO,}

塩 類 溶 液 C畳

ア デ ニ ン 硫 酸 塩

グ ア ニ ン 塩 酸 塩

Uracil

Thiamine

12iUofLavin

Pantothenic acid Ca

Nicfltinic acid

ピ リ ド キ ザ ー ル

パ ラ ァ ミ ノ安 息 香 酸

Biotin

N'olic acid

   i

分 量 使 用 メ ー カ ー 名
   1

49

49

a.29

1.Og

4cc

2mg

2mg

2mg

auor

zoor

200T

200

40r

40r

 2r

 2r

半井化学薬品

  〃

  〃

  〃

   ●

半井化学薬品

東 京 化 成

林 純 薬

半井化学薬品

  〃

  〃

  〃

  〃

  〃

  //

  〃

L-Tyrosine

L-Cystine

HCI-Histidine

DレIsoleucine

DL-Lc;ucine

L-methionine

L-Phenylalanine

L-Proline

DL-Threonine

L-Lysine

L-Tryptophan

L-Serine

Glycocoll

DレAlanine

DL-Aspartic acid

レGlutamic acid

レArginine HCl

L-Vaiine
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20mg

20mg

20mg

40mg

40mg

20mg

20mg

20mg

20mg

40mg

20mg

20mg

20mg

200mg

200mg

200mg

40mg

20mg

味 の 素

ミノファーゲン

半井化学薬品

   //

東 京 化 成

ミノファーゲン

味 の 素

   〃

半井化学薬品

ミノファーゲン

半井化学薬品

味 の 素

半井化学薬品

   〃

   〃

ミノ フ ァ ー ゲ ン

   ク

半井化学薬品

※ 塩 類 溶 液C

   MgSO4・7H:;0 109 富 田 製薬

 {
   FeSO4・7H:;00,5g 半 井 化 学

   NaCI     O.5g

   MnSO4・4H2029

 以 上4種 を250ccの 水 に 溶 か した も の。

 以 上 蒸 溜 水 で100ccと す る。

 Henderson-Snellの 培 地 か らLysineの み を 除 け

ばLysine 定 量 用 培 地 に, Leucineの み を 除 け ば

Leucine定 量 用 培 地 に,又 Valine の み を除 け ば

Valine定 量 用 培 地 とな る。 培 地 は 必 ず 用 時 調 整 と し,

い つ も新 鮮 な もの を使 用 し た。

 各 試 薬 を 正 確 に秤 り取 り,ま ず ア ミノ酸 の 中 で 難 溶

で あ るCystineとTyrosineを マ イヤ ー 中 で とか し

Conc HCI1滴 を 加 え,全 ア ミ ノ酸 を 溶 か し終 え,ブ

ドウ糖,ク エ ン酸Na, 無 水 酢 酸Na, K2HPO4,

vitamin,プ リン類 の 順 に 加 え,最 後 に塩 類 溶 液 を 加

え た 後,沸 騰 湯 浴 中 で 撹 伴 し よ く とか し,が 過 した 後

5%HCIでLysine定 量 用 基 礎 培 地 はpH6.4に,

Leucine定 量 用基 礎 培 地 はpH 6に, Valine定 量 用

基 礎 培 地 はpH5.9に 調 製 し分 注 に そ な え た 。 な お培

地 の 色 は 透 明 淡 黄 色 で あ つ た 。

6.標 準 溶 液 の 作 成

 標 準 曲線 を 作 る 為 に 標 準 溶 液 が 必 要 で あ る。Lysine

の 標 準 溶 液 作 成 は,ま ず 十 分乾 燥 させ た リジ ン モ ノ塩

酸 塩12.5mgを は か り,水10ccに 溶 か し これ を 原 液

と した 。 この 液 の遊 離 のLysine濃 度は,1000〃ccで

これ を冷 蔵 庫 に 保 存 した 。 つ い で,こ の 原 液 を12.5倍
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に 稀 め た 液 と,50倍 に 稀 め た 液 と2種 作 り分 注 に 備 え

た 。Leucine, Valineの 標 準 溶 液 作 成 は, L-Leucine,

L-Valineを10mgず つ 秤 り,そ れ ぞ れ 水]Occに とか し

原 液 と した 。 こ れ を そ れ ぞ れ20倍,50倍,100倍 に 稀

釈 し て,同 様 に 分 注 に 備 えた 。

7.分 注操作

 本実験においては,す べて2cc培 養を実施 した。分

注はまず内径15mm,外 径17mmの 試験管 に番号を書

いた ラベルをは り,番 号順に並べる。先に調製 した標

準溶液を用いて分注を行な うが,こ の際増殖度の平均

値をとつて測定誤差を少な くする為に同番号のものを

それぞれ3本 ずつ用意 し,そ の他に濁度濃度の コント

ローワレとして,0番 と同様のものを2本 用意 したが,

この2本 には菌は接種 しない。

    第5表 標準系列

試験管番号

各ア ミノ酸濃度(γ)

10r/cc溶 液(cc)

20γ/cc 〃

100γ/cc  〃

蒸 溜 水(cc)

01234 56789

0124812162040＄0

0.10.20.40.8

0.60.81.0

i 1:

1 0.90.80.60.20.40.2 0 0.60.2

培 地(2倍 濃 度cc)1・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ …

計  (cc) 2222222222

 以 上 の よ うに 分 注 が 終 つ た ら ア ル ミキ ャ ッ プを か ぶ

せ て お く。

 次 に 検 液 系 列 の 分 注 を 行 な う。 標 準 曲 線 の 直線 部 分

に 挿 入 で き る よ うに,Lysineと 工eucineはU.2.5,0.5

1ccの3段 階 に, Valineは0.2,0.4,0.8ccの3段 階 に

分 注 した 。 標 準 系 列 と同様 に 各 試 験 管 番 号 に 対 し3本

ず つ 川 意 した 。

    第6表 検 液 系 列一
casein(cc) 10.250.51.O

gelatin  (cc)           0250.51.O

albumin(cc■   0.250.5・.0

蒸 溜 水(cc)0.i50.5α75α50.'150,5

魎(2倍 濃 度cc)1・ … 、 ・ 、 、 、
        1

計(cc)}222222222

更に,試 料の測定値が他の要素,例 えば他の物質に

一一33一

よる生酸の促進又は阻害などによつて影響 されていな

いかを確かめる意味で,又Bioassayの 精度 る知る土

において も,各 試料に添加 したそれぞれのア ミノ酸の

回収率を測定する為に,2段 階について3本 ずつ分注

した。

第7表 回収用系列

 試 験 管 番号

casein(cc)

   20  21

i
O.25a.5

]9 22 23 24

gelatin  (cc)            0。250.5

albumin(cc)↑    砿25住5

アミ噸ll齪1444444

蒸 溜 水(cc)
")
.35 0.1 0.35 0.1 U.35  0.1

培地(2倍 濃度cc)

計(cc)12

1  1  1  ユ  1  1

  2  2  2  Z  2

以上の ように,す べて分注が終つた ら,

ップをかぶせて滅菌を行な う。

8.滅 菌操作

ア ル ミキ ャ

 Koch蒸 気 釜 に て, Lysir_eは ユ00。C"1分 間, Valine

Leucineは5分 間 滅 菌 し,急 冷 した 。 滅 菌 の 際 長 時 間

加 熱 す る と,培 地 中 の 糖 が カ ラ ミル化 す る お そ れが あ

る。

9.定 量用菌株の接種及び培養

 前 述 の接 種 菌 液 を,煮 沸 消 毒 済 み の 注 射 器 で,無 菌

箱 中 で1滴 ず つ 接 種 した 。 但 し コ ン トロ ー ル 用 の2本

に は 接 種 しな い 。

 接 種 が 終 つ た ら,35。 土10Cの 恒 温 器 中 で,菌 が 十

分 増 殖 した とみ られ る時 間,即 ちLysineは45時 間,

Leucineは20時 間, Valineは39時 間 培 養 した 。

10.測  定

 以上のように して培養した ものを測定す る方法 とし

ては,濁 度法,酸 滴定,重 量法等による場合があるが,

本定量に際 しては濁度法で行ない,コ タキ製AKA

光電比色計を使用 した。基礎培地の色は500～700mμ

の可視部の波長を最 もよく透過す るので,波 長570rnμ

で測定 した。

 まず接種 していないconstantの 液 に100°o光を透

過 させ,試 料及び標準溶液の比濁を行なつた結果,第

8,9,10表 のような値を得た。
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第8表 標準系列測定結果

試験管番号

各 アミノ酸濃
度(γ)
  「

の平

均透
過率
Coo;

3本'Lysine

;
Leucine

Valinei

0123456789

0   1   2   4   8  12  16  20  40  80

94.2＄9.0＄3.672.05＄.54＄.040.535.524.521.2

92  81  70  59  45  37  32  27  14  4

1008979E342272U1463

第9表 検液系列測定結果

試験管番一号 10  11  12  13  14  15 16 1i 18

試  料

分 注(cc)数

名   Casein

  .0.250.51.O
  I

gelatin  albumin

_   一 一 一 一      一一 →

Q.250.51,0EU.250.51.0

輔 畿 ♂ 器:器 諜1:058041羅量:::0.00.0

分 注(cc)数

Valine平 均 透 過 率

   (00)

0,20.40,8'0.20.40.810.20.40.8
76.059.036.571.054.733.3

第10表 回収用系列測定結果

71.554.032.0

試 験 管 番 号
1

19 20 21  22 23  24

試  料  名 casein gelatin albumin

各ア ミノ酸添加濃度
    Cr)

分 注(cc)数

平均透過
率 (%)

Lysine

Lcucine

4 414 4 4 4

0.25 0,5 0.25 0.5 0.25 0.5

72.0  56.5
     ド
74.・59・516a556,5

49.0  45.0 45.0  36.0 JO,・48.・
1

分 注(cc)数 0.20.4`0.20.4 0.2 0.4

Valine潮 透*a 46
.333.74乳334.7 44.2  34.8

11.標 準曲線作成及び試料の分析

 上述の方法によつて得た透過率の値を縦軸 に,標 準ア ミノ酸

溶液の γ数を横軸にとつて標準山線をかき,検 体について得た

透過率を挿入して,検 体中の定量 しようとするア ミノ酸の含有

γ数を求めると第11表 の如 くであつた。

    第11表 分 析 γ 数

試料矧 ・asein gelatin album;n

分 注(cc)数0.25 0,5・.・0.25α5・ .・

Lysine   2.2γ4.8γ9.0γ 1.7γ4.0γ8.2γ

Leucine 2.23.66.・}3.・4,89・6

0,250,5 1.0

1.91'4.1Y7.

2.2 4.0 6.4

                                

分 注(cc遡0・2(1.40.8              U.ZO.40.810.20.40.8

V。lin∴5.8755.8755.7512.92.7252,512i 5.75.555.2

食 物 学 会 誌 ・第10'号
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12.含 有 量 算 出

 例 と してcasein中 のLysineの 算 出 法 をあ げ る。

Lysineの 平 均 γ数 は9.137'と な る,,こ れ ば100mg

のcaseinを700倍 した もの で あ るか ら, caseinlQOmg

中 のLysineのri数 は9.13Y×700=63911rと な る・

Lysineは モ ノ 塩 酸 塩 と して!含 まれ て い る と し て,

1.25mgの 中 に1000γ 含 まれ て い る。 従 つ て6391)'i

何rngか を 計 算 す る と,

   125mg:xing=boor:639!1'

       a:m;=7.98875mg

          7,99mg

 試 料 と して 用 い たcasein 100mg中 に は7.99mg含

ま れ て い た 亨 に な り,百 分 率 で 表 わす と7.990/と な

る.同 様 に し てgelatin・albumin中 の 各 ア ミノ酸 を

算 出 した 結 栗,第12表 の 如 くで あ る。 但 し計 算 の 際

LeucineとValineに お い てd.p,1mg中 にloon含

有 され て い る もの と して 計 算 し た。

  第12表 試 料100mg中 の各 ア ミノ酸 含 有 量

＼ アミノ酸名

試料客＼＼ 」Lysine(mg)

casein
^r
.99

Leucine I Valine

 (mg) (mg)
    L-一_

i2,0

gelatin

albumin

5,27 ` 5.O
    l

5.83    1  12.0[
-一一一「

 i

5.83

2.71

5,48

岡様に して回収用系列の分析並びに回収率の算出を
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行なつた結果,第 ユ3表の ように なつた。回収率の算出

は,理 論値をli}0°oと して実測値が何%で あるかを計

算 した。

    第13表 平均回収率

＼ ア ミノ酸 名

   ＼＼＼ 、   Lysine  Leucine  Valine試 料 名

.___=三 、__「_「 一.   _一 一

・asein 185.・6%1・ ・9%1・ ・0.%,o

gelatin

albumin

86.35い …5【 凪8

    j
99・7019＆0 100,5
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9

        考    察

 微生物定量法においては,定 量条件を一定にす る事

が困難な為,1つ の検量 曲線を他 日の定量の時に使用

する事はできない。従つて定量のたび ごとに必ず同一

の条件下で標濫系列を調製しstandard curveを 作

成 した後,挿 入しなければならない。条件 としては,

例えば使用菌株 自身の調子の如何(繁 殖が盛んである

か ど うか 等),恒 温 器 の 温 度,培 地 のpH,そ の 他 目に

見 え ぬ 微 妙 な る変 化 に 対 して であ る。pHの 問 題 に 関

して は, 培 地 を 酸 性 に 傾 け れ ば, Lactobacillus

arabinosus Y7-5, Leuconostoc mesenteroides P-60

共 に 増 殖 が は や く,中 性 や ア ル カ リ性 に した 場 合は 遅

か つ た 。 しか し増 殖 が は や い か ら とい つ て も著 し く酸

性 に 傾 い た 時 は,測 定 の 結 果 その 値 は 必 ず し も理 想 的



昭和36年7月(1961)

な もの では な く,ア ミ ノ酸 の 低 濃 度 に 比 べ て 高 濃 度 の

部 分 の 繁 殖 が 伸 び て い な か つ た。 培 地 が アル カ リ性 に

傾 く と,ビ タ ミン類 を 破 壊 す る お そ れ が あ る の で,結

局pH6.0前 後 で 行 な つ た の が よい とい う結 果 で あ つ

た 。 又,Valine定 量 に お い て は,前 培 養 の 際 に 使 用菌

株 を何 回 も植 え つ い で,培 地 に よ く慣 ら した も の で な

け れ ば,良 い 結 果 が 得 られ なか つ た。

 定 量 範 囲 と して は,2Qr以}ト とか30γ 以 下 な ど とそ の

説 は い ろ い ろ あ るが,本 定 量 に際 して は それ ぞ れ10γ

以 下 を そ の範 囲 と した 。

 定 量 結 果 と し ては 化 学 的 方 法 に よ る定 量 値 に 比 し て

Lysine, Leucineは 幾 分 高 く, Valineは 幾 分 低 い 値

を 得 た 。 又 回収 率 につ い て は,Leucine, Valineは

Casein, Gelatin, Albuminに 対 して そ れ ぞ れ(100±

10)%o程 度 の も のが 得 られ た が,Lysineに あ つ て は

Albuminは よか つ た が, CaseinとGelati11の 分 注

濃 度 の低 い もの即 ち0,25ccの ものが 悪 く,0.5ccの

もの は 良 か つ た 。

 Bioassayは,慣 れ れ ば 非 常 に 簡 単 で しか も精 度 も

高 く定 量 で き る が,不 慣 れ の 為 に い ろ い ろ 困 難 も生 じ

最 後 に な つ て い ろ い ろ検 討 した い事 も多 か つ た が,十

分 に満 足 せ ず して 終 つ た 事 を 残念 に 思 う。
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 終 りに臨んで,今 後の Bioassayに 関す る研究の

発展を祈 りなが ら,終 始御懇切な る御指導を賜 りま し

た平教授を始め,諸 先生並びに先輩諸姉に深 く感謝致

します。
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