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Bioassayに よ る必 須 ア ミノ酸 の 定 量

第一・報三 蛋 白質 の必 須 ア ミノ酸 の定 量

高 橋 沢

井 口 和 代

勢
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 微生物定量法のす ぐれた特徴は感度の高いことと,

微量の試料で も出来,又 試料中の微量のアミノ酸をも

定量することが出来るのである。

 先ず定量 しようとするア ミノ酸が,必 須栄養素 とし

て要求する菌株を選択 し,こ の菌株の完全合成培地か

ら定量 しようとす るア ミノ酸を除いた培地を基礎培地

とした。これに各 アミノ酸の標準液を数段階に亘 り添

加培養 して,添 加量に:対応する菌の増殖度を 測定 し

標準曲線を作製 した。次に基礎培地に一定量の試料を

添加培養 しその増殖度を測定Standard Curveを 用

い該試料中のア ミノ酸を定 量 した。 結 果 三 蛋 白質

Albumin, Gelatin, Casein,中11種 の必須ア ミノ

酸の含有量を測定 した。

実 験 方 法

1 定量用菌株

 一般にア ミノ酸定量には乳酸菌が使用され る。そ

こで 日水製薬株式会社 より分 与を受けた以下第1表

.の三種の乳酸菌を使用 した。

〔第 1 表〕

  乳酸菌の保存を行うために 日水製薬の酵母エキス

 を主成分 とした一般乳酸菌保存用培地に炭酸カルシ

 ュウムを1%加 えたものを使 用 した。菌株の保存方
       11

 法は高橋,松 本に準じた。

皿 前培養培地及び接種菌液の調製

  前培養培地 として同じく日水製薬の一般乳酸菌接

 種用培地を使用 した。その組成は保存培地か ら寒天

 のみを除いた もの,又 接種菌体量(inoculum size)

 はすべて(1:10)の 菌体懸濁液を用いた。

IV 基礎培地と試料分解

  基麟 地はH・nders・n-Snellの 馳 を難 調製
し常に新鰍 ものを使用 した.組 成は第2表 樋 り

                     ;.: である
。      -  ..

  試料分解には酸分解を用い・Tryptophan rのみ

 アルカ リ分解を使用 した。それぞれ ⑫OIC101時 間

分解,尚Tryptophanの 分鰍 こは40%あ ρy銭ein

塩酸塩を加えた。 試料はすべ てPH 6.7に 調製 し

 た。
             2」

 〔第2表 〕Henderson-Snellの 培 地 組 成

Amino acid

レArgini血e

L-lsoleucine

L-Lysine

L-Histidine

L-Methionine

L-Vaユine

L-Tyrosine

DL-Tryptophan

L-Phenylaianine

L-Leucine

L-Threonine

菌   株 名

Leuconostoc mesenteroides

            P-60

     〃

     〃

     〃

     〃

     〃

     〃

Lactobacillus arabinosus 17-5

     〃

     〃

Streptococcus faecalis R

皿 保存培地と菌株の保存

榮本学助手 締本学教務員

  試  薬   分量

雌 ナ 4g
無 水 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 0.2g

NH¢Cl      IO,6g

K2HPO4      1.Og

Thiamine    I 200r

Riboflavin     I 200r

Pantotenic acid-cal 200r

ピ リ ドキ ザ ー ル   40r

パ ラ ァ ミ ノ 安 息 香 酸  40r

Nicotinic acid   I 200r

Biotin       1 2r

Fotic acid      i  2r

L-Tyrosine    20mg

L-Cystine      20mg

HC1-Histidine    20mg

DL-lsoleucine   40mg

DL-Leucine   IZOmg

試  薬 障

筆饗 硫酸塩1
グ ア ニ ン 塩 酸 塩

Uracil

L-Proline

DL-Threonine

L-Lysine

L-Tryptophan

L-Serine

Glycocoll

DL-Ala,nine  ',

DL-Aspartic acid

L-Gulutamic acid

L-Arginine

L-Valine

L-Methionine

L-Phenylalanine

 4cc

 2mg

 2mg

 2mg

20mg

20mg

40mg

20xng

2pmg

20mg
 ユ

20pmg

200mg

200mg

40mg

20mg

20mg

20mg
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第1図L-Leucine Standard Curve 第4図L-Tyrosine Standard Curve

第2図L-Tryptophan Standard Curve
第5図L-Asparatic acid Standard Curve

第3図L-Valine Standard Curve
第6図L-lsoleucine Standard Curve
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第7図L-Glycine Standard Curve 第10図  L-Lysine Standard Curve

第8図L-ArginineStandard Curve

第11図 L-Threonine Standard Curve

第9図L-Phenylalanine Standard Curve
V 接種と培養
            3)

 分注の操作は高橋,松 本 と同様培養液量は内経内

則14土1.3mmの 試験管を使 用,全 量2mlと し

37。C土1QC24時 間 ～43時 間培養 した。接種 してい

ないConstantの 液に100%光 を透過させ,増 殖度

をAKA光 電管比色計(F=1X)を 用い比濁,測 定

を行 った。又測定誤差を少な くす るために三本つつ

用意 し更に試料の測定値が他の要素に影響 されてい

なか,又 実験の精度を確かめ るために各試料のアミ

 ノ酸の回収率を求めた。

W 標準曲線の作製
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〔第 3 表〕 2)回 収 率

ア ミ ノ 酸 1糧 鯛 陪 欝 間
L-Arginine

L-lsoleucine

L-Lysine

L-Histidine

L-Methionine

L-Valine

L-Tyrosine

DL-Tryptophan

L-Phenylalanine

L-Leucine

L-Threonine

0^-60

0～40

0～20

0～30

0^-10

i :!

1 :1

0～6

0-v20

0^-20

0^-40

Arnin・a・id iAlbuminelCa・eine l G・latin

20

24

43

43

40

14

Y5

22

24

24

19

L-Arginine

L-lsoleucine

L-Lysine

IイーHistidine

L-Methionine

L-Valine

レTyros量n

DL-Tryptophan

L-Phenylalanine

L-Leucine

L-Threonine

103.9°0

91.5

102.0

99.6

93.0

98.3

113.4

102.5

102,0

77,Q

100,0

95.9°0

99.5

ユ04.0

103.0

111.0

101.0

92.5

101.0

・・i

99.5

90.4

108.9%

101.5

99.3

94.0

98.7

98,5

115.4

98.3

col,o

・・i

97.0

結 果 と 考 察

1)(三 蛋 白 質Albumin, Casein, Gelatin)の 分

析(含 有 量),〔 第4表 〕

Amino acid lAIUuminlCaseinGelatin

要 約

      4)

L-Arginine

       5)
L-lsoleucine

L-Lysine

L-Histidine

L-Methionine

     G)

L-Valine
      7)

L-Tyrosine
          ラ

DL-Tryptophan

L-Phenylalanine

L-Leucine

レThreonine

3.75mg

s.z5

0.063

2.29

0.034

8.20

1.95

1.05

0,019

0,054

Q.082

3.00

6,75

11

2.84

0,009

12.79

3.20

1.15

0,025

0.054

0.076

5.0

1.66

0.047

0.7s

o,ols

 !'

0.117

0.98

0,036

0.039

0.026

1)Bioassayに より蛋白質Cacein, Gelatin, Albu

minの11種 の必須 アミノ酸値を明 らかに した。

2)定 量範囲は平均10～50rを 範囲 として定量を行

 なった。

3)回 収率は100±10%の ものが得 られた。

 終 りにこの研究のために種 々御助言,御 指導を賜 り

ました平先生並びに,後 藤文子,林 照子,藤 沢伸江,

山本尚子嬢の御協力に感謝致 します。
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