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近時化学的な方法と平L酸菌を利用する微生物的な方法との,両面からのプえ

ノ酸定量法が確立するにしたがって,各種蛋白質のアモノ酸の含有量は勿論の

こと,更に栄養化学の立場からも各種食品の栄養価の判定に大いに用いられて

来た。即ち以前は試験動物に飼料 として与えて得られた体重増加量によって ,

食品中の蛋白質の栄養fllliイ正「が論ぜられた。

1950年に Rose l)が人体に必須のアミノ酸を決定して以後は, 蛋白質の質

についてそのアtノ 酸組成より検討せられるようになった。 例えば OSer(19

51)2)は 卵黄蛋白質が最も優れた蛋白質であることから, その必須 アモノ酸組

成と次のように比較することにより,各種食品中の蛋白質の栄養評価を Egg
lndexと して言己載 lンている。
EIssential amino acid lndex ヌぃま Egg lndex

=//半だ L×半… …Ⅸ半
a,b,c……… j=評価しようとする食品中の10種の必須 ア tノ 酸の

含有量 (%)
ae,be,ce… …・je=卵黄中の 10種の必須 アtノ 酸の含有量 (%)

また田村,角 田 (1951)3)は 或る種の乳酸菌のアミノ酸要求が人間のア tノ

酸要求とよく類似していることから,各種蛋白質の酸分解液培地における乳酸

菌の繁殖の度合によって蛋白質の栄養価を測定する方法について報告してい

る。同様な報告は HOrn M.J.(1952)4)も 行っている。

蛋白質のアミノ酸組成を測定する場合に一番理想的な方法は蛋白質そのまヽ

の形で,即ち酸叉はアルカリによって加水分解することなく,結合状態のまゝ

で ア tノ 酸を定量することが最 も望ましいのである。然し現在のとこ′1)では次

の Lう な方法は不可能でル)ろ。従って通常な蛋自質を酸又はプルカリ11,加水

分解してイロ の々構成プ tノ 酸まで完全に分解してし得らオじる,蛋白質加水分解

液について目的とするアtノ 酸を定量して,その値を蛋白質のアtノ 酸の合有
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量と帰納 している。

然しこの場合に蛋白質が他の成分例えば炭水化物,脂肪等と共存するような

不純な蛋白質の場合には加水分解中に生じたァ tノ 酸と,共存物質の間に複雑
な変化が起って多量のア tノ 酸が破壊される。その為にアえノ酸定量結果に大

きな誤差を生ずる事は 周矢||の事実である。 Patton A.R。 (1950)5)に よると

この場合に最 4)影響を受け易い アtノ 酸は lySine,arginine,tryptophan,

histidine等 でま)ろ と述べている。また HOrn M.J.(1955)6)は 酸分解後の

微生物定量法によるプミノ酸測定値の誤差について,種々の原因を報告してい

'3。
    o

また一r方こオtメ )a訂 (差を生ずろ酸力‖水分解を行 う代 りに,蛋白質分解酵素を

用いて常‖11で ブ tノ 酸 111まで分解し,その分解液のアtノ 酸を定量する方法 1)

行わオt′ている。 tt lノ この方法での難′11は酵素を用いるためにア tノ 酸の放出が

1,ヒイ、に1行オ)オ tオにヽ こヽ 1■ でま)ろ。

ま)メ ,t〉 ろ食「早lには蛋白質のみならず炭水化物,脂肪等が大なり少なり含まオ(′

ているのが普通でま)ろ。蛋「`l質 中の
ア tノ 酸を11量する時に誤差を生ぜしめろ

物質とlノては澱粉質と脂肪を挙げろことが出来ろ。これ等のなかで脂肪はエー

テルのような有機溶剤4f用 いて他の成分を害 うことなく容易に分離することが

出来ろ。 tt lノ穀粒の ]こ うな場合には 80%に 1)及 _ボ澱粉質がま)る ために穀粒を

その J〔 酸ゝ
‐
/Jll水分解 1/た ような場合に11,その時に副Lkされる

'五

元糖のために

夕千角遊向住したアtノ 酸の球
:f十カミ破壊さオt′てしまう。従ってこのような方法でア

tノ 酸写II量を行ったのでは,必 ギゞ幾パーセントかの言りl差を生じ,ひ いては食評l

の蛋白質の栄養111iの 評角|||に |:J(差を生ずるので表)ろ。このために従来は穀粒のよ

うな食‖デ:中 θD蛋白質のプ tノ 酸を■三量する場合に(11,・■
y)その中の蛋白質を或

ろ種の1lfylな 溶斉J。 例え|ゴ食塩水成は苛lJギノータ
レ゙ご才由1l lす ることにより,ブキ存

する澱粉質と分離 してその蛋自質試料についてプ tノ 酸を定量して,その結果

と蛋白質試料の収量とか r)t)と の食古11の プミノ酸量にll・iF納 している。この方法

の欠′ttは一つの食「Flに含まれていろ蛋自質にも,単に一種或は二種の溶剤で完

全に抽出することは不可能でま)ろ ことでま)ろ 。従って抽出された蛋白質が完全

に 1,と の食品の蛋自質を代表し得る 1)の でないので,それからイllられる定量値

には色々の要因が含まオtて くる。

_11述ク):方法は蛋自質 7セ予さム抽出することで表)っ たカミ, 逆に穀粒の′」こう′貞食 J舌

かド)蛋白質うftt 1/て ,澱粉質津 う
~)lflR去 ろう′ヒい°う実験 1、行わltて いる。

Doty Do M.(1941)7)は I蜀黍中の蛋白質の [Fロ デン, トリブ トファンを
′′|三量~j~ろ に当って 5gの 扮イ綺Чした¬こ蜀黍彩Mこを,先づ ソックスレー月旨肪オ由出イ十
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1穀本Ji食品中の蛋白質試料の二三調製汐世こf)いて

で脂肪を完全に抽出した後に水と共に加熱 して, 澱粉質を糊化せしめてから

pH 70に調節して,llr液 アtラ ーゼを 72時間作用せしめて玉蜀黍粉末中の澱

粉を分解溶解させた後に,濾別し残澄を蛋白質試料 としてア tノ 酸を定量 して

いる。Dotyに よれば蛋白質含有 7%の王蜀黍から,45%の蛋白質含有の試料

を得。そして原玉蜀黍中の92%の蛋白質が試料中に移行したと述べている。

Flynn Lo M。 (1954)8)1)同 じ方法でもって玉蜀黍のアミノ酸定量をしてい

また B10Ck(1951)9)は小麦,I蜀黍,米,燕麦等の蛋白質のアモノ酸組成

を定量する場合の試料調製法に唾液 アモデー 1ゴを用いている。その大略は次の

如 くである。

充分粉末にした穀粒をエーテルで完全に脱脂 し,それを 8～ 9倍容■の熱水

で塊が残らないように糊状にし,そオĺ′に酷酸を力日えて pHを 4.5に i声1節十る。

その懸濁液を沸騰水中で時々攪拌しながら1時間加熱 して,穀粒中の澱粉,lf完

全に糊化すると同時に蛋白質を熱凝問させる。内容が約 37°Cに冷却 してから

苛性 ソーダで唾液 アミラー・ビの最適 pHである pH 7。 0に調節する。そオtに逮

心分離して爽雑物を除いた新鮮な唾液 アえラー・ビを過乗|に加えて 37°Cで 7日

間,澱粉の消化を行わせる。この時に防腐のために トルゴ■ンとクロロホルヱ、を

添力日して置 く。 7日 後に熱凝固した不溶性の蛋白質を濾別し,水でよく洗い乾

燥したものをア tノ 酸分析用試料 として酸加水分解に供十ろ。

B10Ckに よるとこの方法で穀物の蛋白質含有量は約 8～ 15%でま)ろ が,最

後の分析用試料には蛋白質含有 65～ 75%に まで |★:め ることが出来る。即ち澱

粉質の大部分を取り去ることが可能で表)り , 然も窒素の 90%は最後の分析用

試料に残ると報告している。

以_[1に述べた実験は何れ′も食品中のプこノ酸定量に誤差を生ぜしめる炭水化

物を唾液 ア tラ ー‐ビを用いて行ったものでま)る。酵素を利用する場合にはその

内に仮令微量でも, 蛋白質分解酵素を含まないことが必要で友)っ て,Dotyゃ

Blockヵ狐 液 ア芝ラー‐ビを利用したのは, 唾液中にはプチアリンと称する澱

粉分解酵素のみであり,蛋白質分解酵素を含まないことと,そオtが比較的容易

に入手出来るためであった 1)の と思わオtろ。然 lン ながら唾液中には種々雑多の

口隆細菌が含まれ,て いることは充分考えらオtる と1■ ろでま)っ ¬́,こ れ等の細菌

が澱粉を糖化中の 7日 間に増殖をして,蛋白質に作用し何等かの望ましくない

変質の原因を作る可能
l1/111)当然考えらオtろ。

従って酵素を禾J用づ
~る
場合 |ま出

'そ

るスシナ過乗llr/)酵素をf/1イ用させて, 出来るスゞ

け短時間に澱粉質を除去することが望ましいのである。
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近年に至って各種の酵素の結品化が行わオt, アミラー
‐ビにおいても狛菌の生

ノ11づ
~ろ タカ, アミラー ビヽ。半円菌のJij)IJ― るバクテリヤ, アミラー‐ビ等が, 比較

的容易に結品化することが出来るようになった。しか 1)こ オt等の桁li品 アtラ ー

ビには,蛋白質分解酵素は全然含まオtて いない。

著者は特にタカ, アtラ ー ビ
｀
の結品を用いることに 1り ,唾液 ア tラ ーゼグ)

J場合 より1)更 に短時間に,然 1)プ えノ酸与|三景用試料 として,更に,殿粉質の少い

迪デ1な試料を調製出来るでま)イ)う との考脂1の 1)と に実験を行つた。また薄象と

した穀物は我が国における主食でま)1),近年その強化方法について色々と考夕́

r)ォ lて ぃる米粒を使用した。

使用した米粒

全窒素 より測11した粗蛋自質

水分含有量

結晶タカ :ア ミラー‐ビ

三共製のタカ・ デアスター ビヽ原末を用い,赤堀の方法によって結晶化した。

一度再結晶したものをアセトン中に懸濁せしめて,冷蔵庫中に保存した。使

用に当っては M/200酷酸カルシューヱヽ液中にアセトン′ヒ共に結晶アtラ ー

ビを分解溶解せしめたものを酵素液として使用した。

結晶バクテリヤ・ アミラーゼ

これ′は長瀬産業株式会製のものを用いた。使用に際しては結晶を M/10ア ン

モニヤ (pH 10に 調製)に一滴 Vτド)落 してi]「定量の結晶を溶解 して酵素液と

して使用した。然しパクテリヤ・ プえラー
‐ビを用いた実験結果はタカ・ ア t

ラービを用いた実験結果と同一でまりつたのでその結果については省略する。

I アミノ酸定量用蛋白質試料調製方法

り1電製方法は次の如 くであって凡そ B10Ck σ)方法に準 lじ た。先づ米粒を約 60

メッシュの細かい粉末にした後にソックスレー氏脂肪抽 111器 で,エ ーテルを用

いて約 40時間脂肪を完全に抽出した後に 60～ 70°Cで ェーテルを蒸発させて脱

1旨米粉とする。かくして得た1見 1旨米粉 15g(全窒素 140.7mg)を採って M/50

酷酸緩衝液 pH 4。 5に懸濁せしめて,ホ モゲサイザーで更に微粉状にする。そ

れに澱粉濃度が約 3～ 4%になるように蒸溜水を加えた後に約 120° C。 1時間 ,

す― トクレイブして澱粉質を完全に糊化せしν)る と共に,米粉中の蛋自質を完

験実

5。 8676

14。 37ろ
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質試量Ω三     二

全に熱凝固せしめる。約 40°Cに冷去口した後に予め溶解 lノておいたタカ・ ア t
ラー‐ビ溶液を力Ⅱえ,更に防腐のために トルオール及びクロロホルノ、を数滴宛力日

え,25° Cに保持 lノて米粉中の澱粉質の大部分が糖化溶解されるまで

“

:用 させ

る。この所要時間は添加する結晶タカ・ ア芝ラー・ビ
｀
の量により異るが,4率菌の

混入を防く
゛
意財lから出来るだけ短時間で歩)る のがよい。この点に関しては後に

検討する。一定時間の後に 401)Or.p.m20 minで 遠心分離 して熱凝問 lノてあ

る蛋白質部分と,可溶性の_L澄液 とに分離 し蛋白質部分を水, アルコール,エ

ーテルで洗った後に真空デシケーター中で乾燥する。この方法によって得らオt

る蛋白質試料について 次の二′点について調べた。 (1)蛋白質試料の中に原料の

米粒の蛋白質の幾パーセントが保留さノtて いるか。 (2)蛋白質試料中に澱粉質

が幾パーセント残存しているか。

(2)に関してはタカ・ アミラー‐ビを用いたために完全に澱粉が除かブt'1)と は考

えられない。分解中間産物或は限界デキストリン等の水に,不溶性′)1)のが残

ることは当然考えらオ
′
1るが,そオt́が作用時間とどんな関係で減少すて,か t(1つ い

て実験を行った。

Ⅱ 調製した蛋白質試料中の直接還元糖及び残全糖について

(1)直接還元糖について

予め粉砕した調製蛋自質試料 lgに蒸溜水 50 ccを 加えて時々攪拌しながら

室温に 3時間放置し,次に除蛋自のために 20%ト リクロール酷酸を 10%の濃

度になるように力Πえて沈澱する蛋白質を濾別。 残澄を 10%ト リクロール酷酸
で洗った後に,濾液と洗液を合せて苛性 ソーダで中和した後に 100CCにする。
その液の一定量 (通常 2 CC)を とって, ソモギー試業によって還元力を測定し

た。測定は比色法で日立製光電光度計により,グルコースとして比色した。
此の結果は還元力を示さなかった。即ち調製した蛋白質試料中には水溶性の

比較的グルコース重合度の低いデキス トリンのような分解中間物は含有さオ1′て

居らないことを示している。

llI 蛋白質試料中の残全糖について

従って次に問題になるのは蛋白質試料中の残全粘iである。こオl′はタカ・ アミ

ラーゼの作用を受けなかった澱粉ないし相当重合度の大きい水に不溶性デキス

トリンである。寧ろ限界デキストリンに相当するものでま)る。従って添加すイ)

タカ・ アtラ ー「ビを多くすることにより,或る程度は少 くすることが出来:ろ。
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モグ)ち li軍:方法 I卜次グ)如 (でま)イ)。 商む〕」、の直接
'I二

元糖を除いた残流を 2%塩酸で
2.5時間。 水溶上で酸力|1水分角ギして残存十ろだキストリンをグルI]― スまで分

解するoそ lノて直接 j量元オギiの場合と同様 1■ トリク11-ル酷酸で除蛋 /1し た液に
し)いて尚T′ヒ同様にその

'壁

元力を測定してグルコース′ヒlノて大し残全糖とした。

残全糖 111タ カ・ アミラー ビヽの作用時間が長い千L:減少す )31)のでま)イ)が ,或る

111度 J｀ノL11(t限 界デキストリンヒなって残:る のであ )Ъ 。 ‐Iた B10CIく 等は活ヤトの

:男 tヽ唾液アミラー l」 を 7日 間

“

:用 さllて いるが,結晶タカ・ プtラ ービスf使用

する場合に(11,何 日間作用させるのが適当かということをその残企糖から調べ

た。過剰のタカ・ プミラービ4F作用せしさ/)た時の作用時間と,そ の時の蛋白質

it料「liの残全糖との関係は,下の図′)如 (でま)る。

図 [ 作用時間と残全糎との関係

残釧%=T嘉}蓄″7通∞

- 4た
用皓向

図の如 く過剰のタカ・ アえラー 1ゴを40時間タリ、ll作 用させてもそ才l以上は残全

湘liには,変化がないことが判ろ。 この時 (11残 っているの(1l α 限界デキストリ
ンと考えられるもので,それ以 11は分解が,Ittt 1/な いのは当然である。

従ってタカ・ ア tラ ービを使用すイリ時 (11作用を,40～ 50時間で停_LLす るのが

適当であイ)こ とが判ろ。そしてその日寺グ)4%の残全糖(Iタ カ・ ア tラ ービを用

'了 るヽ「時|こ (ま避け瑛化いものでま)ろ う。

然し結晶アえラービを使丹lす イ)こ とに jIり 蛋白質 5。 86%,澱粉 78.50%の

米111よ り蛋白質 84%, デキストリン (1殿十分質)4%の 蛋白質試料を 40～ 50時

間で調製することが出来る。

Ⅲ 蛋白質試料中の窒素回収率について

イた用皓向
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穀粒食品中の蛋自質試料の一調製法について

料をi詢 1製 した時に原料である米粒中の蛋白質のすべてが,その中に移行 lノてい
ることが望ましいこと|ょ勿論でま)ろ。:然 し溶斉」によって蛋白質

‐
を抽出ずる場合

′こもそうでま)ィ)ょ うに完全にオ由|II(千多牢1)さ オtノ ること11lИく百「育ヒでま)る。イ違って

出Jtイ)だけナ多くの蛋 rl質 が,蛋白質 i卜‐ヽ米〕[||:に移行さオtイ l卜るように実1険が行わオし́
なけね′|ゴならない。

普〕己のオ由出法では 70～ 75%の蛋:白質が才由111さ オじるが, ;残 りはその操 f/1三 中に
グこわれてしまう。従ってその蛋白質試料から得らオ1た アミノ酸分析結果は,可

成り実際とは異っているものと考へなけれ′ばならない。

著者の方法による場合の窒素 FI収率を次のように lノて測tlノたo

釜姜転|ヨ耳又率く(2び)=房
研斗fiFllξ吉撃LIえ3こ蘇れオち,輩≧素Ing  10°

f旦。し窒素の測定はミクロキェールダール法の水蒸気蒸溜法によって行った。

また結晶酵素を多量に使用するので酵素蛋自の窒素 もFr15題になるが,蛋白質
試料調製法の最後の段階で,水洗いを充分することにより,蛋白質試料中には
酵素蛋自は残らないものと考えた。

作用時間を異にした蛋白質試料の窒素回収率を図|で表わすと,次の如くで友)
イ)。

図Ⅲ 作用時間と窒素回収率

奪 剛 膵 %一     x硼

上の図に示す如 くタカ・ アミラー・ビ作用時間が長 くなっても,窒素回収率は

'0～
85%で 変化な く一定であった。 このことは米粒中の蛋白質の熱凝間は不

可逆的で時間によらず可溶性にならないことを示 している。

以 _卜1の如き方法で米粉 15gか ら調製 した蛋白質試料の分析結果は次の如 くで

力)っ ま1。
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(1)原料の米粉

“

)15gを 使用

o 粗蛋白質    5。 86%
|う 澱 粉 /11Tli   78。 50%
0 水  分   14。 3)%

こォ1′ |■ 40時間タカ・ アえラービ4r“ :用せしV)て調整した蛋白質試料の分析

絆f果は

(2)蛋白質試料

(イ)=巨   清証    !)16 mg
(→  オ〔R西蟹ド1ケT         8(;。 27み

をう 死姥全 料i    4。 0%

結  論

食品等の蛋白質中の アモノ酸を定量する場合に酸力Π水分解において起 る糖一

ア tノ 酸の反応を防 ぎために結晶 タカ・ プミラー
‐ビを用いて澱粉質の分離につ

いて実験を行 った。

結晶 タカ・ プ電ラー ビを過剰に作用 させることに より40時間で残全料iを 4%

まで減少することが出来た。その時の窒素の |ヨ収率は約 90%で あった。

御指導を賜った阪大産研二国教授,原田助教1受に感謝致します。
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