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グリコーグンの各種方法に依る定量について

フじ 虞 輝 重 〈水産食品製澄単数安〉

ESTIMATION 01" GLYCOGEN BY V AIUOU同五lETHODS.

Te1'usllige MOTOHIRO 

(Faculty of Fisheries， Hokkaido UniHrsity・)

The write1' has estirr叫 eclもhcquantities of glycogen in the so:ution8 of glycogen (fo1' 1 

example 0.025%， 0.05%， 0.10，%) by the G1'avimetric me七hocl，the Bert1'alld'白 audHagedorn-J ens-

en's methods. The resu1ts obtained by method日 asabove sbted， were compared and discu~sed 

wi仏側hother. For the precipitation of g!y吋叫 S仰 I川 ts'meもhod-was 附【1.

1) In the case of additioll of錨 turatedsodium ch10ride 80!ution， the va!ues of gIycogen 

e5timated by Gravimetric metbod have a 1085 of 3.25%， of the sample whenもhecOncθntratioll 1 

of the 田町lewas 0.025%， a 10自由 of 1.泊ガ a七0.0切 concentrati:仙 of the sa九L机叩山叫m珂1守ple，aド吋I
0.45タ%at 色 0.1叩O~μ彰 c∞oncωent甘ra叫E叫tiぬ011of the 5鈎f描川叩ゐ抗山I在m工n守plere倒sp戸ecti討ve叫Iy. But in the case oI nOn-以1ditioll
of 5aturated sodium chloride 50IutioIl，七heresults showed the rate of七he l08s of 3.64% a七

0.025% concentmtioll of the 5o!utioll of七hesa.mple， 1.32% at 0.05% conc.， a.nd 0.74%川 0.10
% conC. respectively. The results hyもheaddition of satu1'n.ted sodiulD chioride soltltion 日ho・

wed leS5 105s tha.n the result wiも1.1outthe additioll of sa.turated sりdiumchlorid<.! solution. 

The grel'<ぬrthe COllcentraもionof the帥 mp1e，ぬelower was the 108S according to組egravim-

etric method. 

2) Tlle re5ults of七heestim泊ionof glycogen by Bertraud's method shows th九七 theraもeof 

increase obtaiued is 0.04% a'七0.03ガ cOneenもrationof七hesamplefllld the 1'ate of loss is 0.07% 

at 0.10% conceutril.tion respec七ively.

The distribution of those e1'1'o1's al'C 2.54% at 0.05% couceutraもioaof the s!lmple and 

1.0 % at 0.10% concentmtion of the sample. 

3) The results of the e~timation of glyeogen by HagedornJensc~l's method shows th柿

the rate of 108S Is 0.19%前 0.023%COJ1centration of the samp1e and tb.e rate of 105$ is 0.07% 

at 0.10% cOllcentration of the sample. 

There WftS little e1'ror in 10w concent1'ation and in high cotJceutr叫ionof thu s!lmple， I1n<1 

もheaccuracy of七hismdhocl was very high. 

4) F1'om thosc f::cts， the writer has recognized that Hl¥gedornJensell's mc七hodWas 

mo1'e suitab1e th!¥ll the Gravimet1'ic I1nd Be1'trancl's methods fo1'ぬeestimatiOll of glycogen 

fromも11elow concentratioll to high concentraぬ，nof the smnple. Gravimetric meもhodis next 

best to the Hagedoru. Jenscn'8 method， andもheBert1'and's methocl is the 1e九S七accura七e.

I n proportion to the incr巴九日。 in七heconceutratioll of the s:tmple， the 1'11.もcof the l08s of 
the sample obtained inもueS!・r!:vim
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緒

ち 4従来クリコーグンの定量法には Pfliig町 110 macro法があり Sahyun2;によって micro法にま℃・

醸用せられたが、此の方法はグリコー-グンを吸着沈澱さ‘せるのに動物茨を使用するために沈i殿の県失

を来し、質験値として可成り低い{直しか得られないととを Simoll.ovi七日りによって認められた而し

て〆Simonovitsは組織を漫苛性カ明中で煮沸溶解し、次いで食瞳と酒精を以てグリコーグンを沈澱せ

しめた。叉 Th.v. Brnnd恥は塩酸でi容解せしめ、アルカリ及び酒精に依つでグFコーグンを沈澱さ
せる方法を考案し?と。叉 S.Seifter')等は nnthroneを用い比色法ir:よ Pてグ qコーグンD定量を行

っている。生成したグリコ{グンは之を再三同一操作者と反覆するととにより精製し最後に鏡設を以て

加水分解しク河りコ戸グンを葡萄糖に饗化せしめ、とD倍の量を各種方法によ P定量する。

而して糖の定量法としては Soxhelt法、 Berもrnnd法、 Lane-EYl1on法、 Mun日on-Wnlker法、

Sclloar-Rengenbogen法、 Hagedorn-J..llSe'l法、 Povy法、 Kolthoff法、 BogerトKolthoH等白

容量法があり叉 Allihn法、 Munson-¥V I1lker法、 Herzfcld法等の重量法がまうげられ，るが著者は此

の中一般に虞く用いられる BertrrmCP宮及び H吊gedorn-Jensen9)川川 D方法により糖D量を求め、

叉直接に酒精に依って沈澱し?とゲリコーグンを秤量して定量を行う重量法12)の 3方訟を比較し?とDで、

F その結果についてと、に報告する。

2 賓験の部

( 1 )試料。調製

精製せるグザコーダンを 90
0Cの水浴乾燥拝中において5時間乾燥し、と白もの一定量を正確に秤

量して温湯に溶解せしめ一定量に稀樫して約 0.5%，の溶液としたものを試料に供し?と。

(2) 重量法に依るグリコ戸クンの定量結果並びにその考察

グFコーグシを沈澱せしめるには Simo九ovits法に工った♂即ち上記の試料 5c・c.tL 96%アルコー

ル 15c・c.，飽和食塩水2c・c.，60%苛性カリ液 5cふを3本宛50c・C・容の硬質遠心沈澱管に探りグ Fコ

{グンを沈澱せしめ、後30分間遠心沈澱撚 (3500r. p. m)にかけてグリコーグンを沈澱管底部に固

着せしめ傾斜法により上澄液を去 p、再'o!'同一操作を繰返して後強め秤量してあるク'ーチ均禍に沈澱

を移しアルコールT洗糠し、 95
0

C乾燥野内に於いて約8時間乾燥し乾燥後デシタークー中に放冷し秤

量して沈澱の恒量値を常法により求めた J その結果は第1表の如くである。

Table 1. Ann，lyticr.l T6snltl of Glycogen by Gmvimetric me'.:1IOO 
(Added with 日九七ulatedNaCl 自01.)

Oη0∞吻n喰吻物??寝湯常常γγ2z宏すrr;???円ra川附吋a吋叫ti出iおon什IE翫恥z却Pド N'SI旬叩叫B飢I
1 0.0249 0.025珂84 一0.00∞0944 
[ 0.0252 0.02584 ー0.00064
lU 0.0250 0.02584 -0.00084 

(}.025 

Average: 0.0250 0.02584 -0.00084 

1 00508 0.05168 -0.00088 
11 0.0510 0.05168 -0.00068 
m 0.0ラ12 0心事168 -0.00048 

0.05 

Avernge: 0.0510 0.05168 -0.00068 

1 0.1028 0.10336 -0.00056 
0・10 I 1!. 01028 0.10336 -0.00056 

lJl 0.1030. I 0.10336 -0.00036 
A附叩 0.1029 0.10336ω州 6

I註〕鎮失百分率 (B-A)B ハ00の数値のーは理論値より小なることを示すe

一(45)ー

B-AjBxIOO. 

一3.677 
2.48 
一3.2釘5 
一3.2お5 
一1.70
一132
一0.9切3 
一0.32

一0
一0仏.5堅H4 
一0.3ラ
一0.45



第 1表よ Pみるに濃度0.05，%の場合は理論値0.0258igmに封して 0.0249~0.C232gmでæ， þ 相営量

の減少を示している.今賞験値及び理論値0差即ち沈澱の損失量をま里論値で除し?と損失百分率をみれ

ば、約 3，%前後である。叉 0.05% 濃度の供試溶液に於いては理論値 0.03163gm に封して 0.0508~

0.0512gmでるってその損失百分率は約 1.3，%である。 0.10%の供試液に就いても血諭他 0.10336gm

に劃して質測位は 0.1028-0.1030gmでありその損失百分率は約 0.5%である。此の三者を比較した

場合、質験操作中に於ける沈澱の損失は各溶液に就いて大瞳同一であるしそれ故高濃度になるにつれ

損失百分率は減少するコ 0.025%漉度c溶液中損失互容が約3%もおるととはグリコーダンの定量法と

しては決して好ましいものとは，lJJはれ歩、叉0.05%濃度の場合に就いても同様である。 0.10%の場合

は損失率は0.45%で遣うるから可成b良好なのであるが、之も許容誤差 (0.2，%)の範圏を超過して居

担、グFコーダンの定量としては重量法は不適営であるか、若しくは0.10%より以上の濃度を有する

試料に就いて適用しなければな‘らないと考えられる。

共に Galn.chowno)及び Gentin7)等はグリコーグンの定量に営って食塩水及び硫酸カリ等の塩類添

加の影響を検しているが著者もさを然飽和食塩水をと添加せぬ場合のグリコーグンの沈澱の歌態を検し重

量法に依って定量した。その結果は第2表の如くである。

Table 2. Analytical results of G1ycogen by Gravimeteric meth吋

(Added wi出 noNaCl 801.) 

'仇コ芳子町Ex:p.附ults(gm) A I T刊誌1iirutsl A-B A-BjBx100. 

0.0250 0.02584 -0.00084 -3.25 

0.025 0.0248 0.02584 -000104 -4.02 
0.0248 0.02584 -0.00104 -4.02 
0.0249 0.02584 -0.00094 -3.64 

I 0.0506 0.05168 -0.00008 -2.09 
E 0.0508 0.05168 -0.00088 -1.70 
E 0.05"9 005168 -0.00078 -1.51 0.05 

Aversge 0.0508 0.05168 -0.00088 -1.70 

I 0.1026 0.01336 -0.00076 ー工0.74
E 0.1025 0.01336 -0.00086 -0.83 
m 0.1026 0.01336 -0.00076 -0.74 0.10 
Average 0.1026 0.01336 -0.00076 -0.74 
オ

但しーは理論値iり小7よるととか示す。

第2表をみるに濃度 0.025%の場合は理論値 0.02584gm11: fl!fして質il\IJfJ立は 0.0248~0.0250gm で

あり、平均損失卒は 3.64%である。又0.05%([)場合は理論値 0.05168gmに封して 0.0.506-0.050gm

でるP、千均損失率は1.70劣‘εある。 0.10%の濃度の溶液に於いては理論値 0.lC336gmに到して賓
測{直は 0.1025~0.1026gm であ P千均鼠失率は 0.74% である。飽和食塩水を添加しない場合に於いて

も添加時とi司録時々同量臼損失量を示しているが、食塩水添加の方が若干多量に沈澱するととが認め

られ、従って損失率も第2表にみる如く増加している。

即ちtfn表及び第2表を比較してみるに稀薄溶液 0.025%のものにあっては飽和食塩水を添加した
時D方が不添加時に比べて平均損失率は 0.39%培加している。叉 0.05%の溶液で、は0.38%、0.10%

に於いては同様に前者は0.29%t走者・より増加し℃いる。之等よ P明か君主如く低f世度より高濃度になる

につれて平均損失率は増加し、その範園は 0.1%であり飽F日食塩水を添加したい場合にあっては添加

したもりに比ぺて高濃度になるにつれて雨者の損失率の差が増加ナる。叉逆i乙低濃度に於いては雨'K"

の差が減少するととが判った。

C 3) Bertmnd法によるグリコーグンの定量五びその考察
此の方法は重量法の場合と同じくSimonovits法によってクーリコ戸グシを沈澱させ、その後2N-B2S04

ーく46)ー
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を添加し錫箔を以って容器の口を覆い重湯煎中l乙2時間浸潰し、放置して加水分解を行い、冷却して

2N-NaOHで中和してメスフラスコに移して→定量となし、此の溶液を使用して糖の分析を賞施し

売。即ち 20c・C.のFehling solution A液 (CUS04溶液)と 20c・C.(D B液 (RochelleSalも溶液〉を加

え、そC混合液をアスベスト付金網上で加熱し3分間正確に掛騰した後、静置して酸化銅を沈澱せし

め上澄液をアリン管を用い傾斜し、次いでフラスコ中の沈澱に水を加え洗糠し、そり洗液をアりン管

中に傾斜して吸引鴻過する。洗糠後フラスコ及びアリン管中に附着している亙酸イ強司の沈澱を溶解す

るために20c心の酸性硫酸第二銭溶液をアリン管中に加え石和ii上に沈積している亙酸化銅を溶解せし

める。乙の操作を反覆し最後にとa:;t容解液を KMn04(D液〉の 1滴で似紅色となるまで滴定ずる。

その結果は第3表の如くである。

Table 3. Analytical l'esults of Glycogen by Rertrand'自 method
"ー， 

む記E面白a山川 Ezpresults(m}A| TKore出 alresults 
(%) 1-"''''1' 邑山 (gm) B. 

I 0.05077 0.05168 

0.05 E 0.05260 0.05168 
m 005174 0.05168 
Aversge 005170 0.05168 

I 0.10342 0.10336 

0.10 E 0.10248 0.10336 
E 0.10~33 0.10336 
Aversge 0.10274 0.10336 

[註) +I't理論億より大なる乙とか示す。

A-B 

-0.00091 
+0.00092 
+0.00006 
+ 0.00002 

+000006 
-0.00088 
-0.00103 
-0.00072 

A~B/B ん100.

-1.76 
十1.78
+0.12 
+0.04 

+0.06 
-0.85 
-1.00 
-0.70 

第3表をみるに 0.05，%eJ潰度の供試液にるつては、第1回目の霊験では1.76，%の損失率を示し、第

2回目の質験では 1.78，%v増加率を、叉第3回目の賓験では0.12，%の増加率を示した.之等3聞の結
果を平均すれば賓験値は 0.05170gmとなP理論値 0.10336gmに封して 0.00OO2gmの増加であって

0.04%の増加率を示している。此の千均よ P見?と結果は相営に良い値であるが、分不15の献態を検討し

てみる'と 0.00183gmの相差があ.t3.54，%ものひるがPを有している。とcととは Bertra.nd法自身

部既に多くの研究によ D指摘された如く、貫験的に非常に多くの録件を持って居 P、従って誤差の生

じ易いととに起因するものであり、例えば時間的費化に伴う亜酸化銅の生成量の相違等があげられる

が、 0.05%程度の議度の溶液に於いてクリコ戸グンの定量法として Berむrand法を使用するととは遁

営でないと思はれる。叉0.10%の濃度を有ナる溶液に就いての質験結果は第1回目に於いては埼加率

は0.0.1%である。叉第2回目は0.85，%(D損失率を示し、第3回目は 1.00，%の損失率である。之等3

回の賓験の平均をとれば理論値0.10336gmに劃して賞験値0.10274gma:得、その損失量は0.000i2gm

であって損失率は0.70%となった。此の濃度に於ける誤差D分布をみるに 0.00109gmで 1.06μ であ

る。而して 0.05%及び0.10%の濃度をもっ溶液に就いて誤差の範園よ Pみ?と場合 Bertrand法は高濃

度の方が低濃度よ Pも著しくその範圏を狭少にしているから一般的に低濃度よ P高濃度になるに従っ

て理論値に接近するものと息はれ，る。然し乍ら以上の結果よりしても 0.10μ 程度の濃度に於いては

Be吋rand法もグPコーダンの定量にはさして有効な方法であるとは思はれない。

( 4) Hll.gedorn-Jen自信n法によるグFコ戸グンの定量及びその考察

Ban~S) の方法は今迄蹟く用いられて生物盟内に於ける塘の代謝研究等に大いに貢献をたしたが、
之等の方法を詳細に検討すると倫幾多の歓陥を有しているととが判明した。アルカ P性銅溶液が糖に

依って還元せられて生成する亙酸化銅を一定量P沃素酸の過剰を定量するに際しで密集中の酸素によ

る酸化作用を防止ずるために蒸気で煮沸しながら硫捜を注加する。此の際先に糖浸出液として使用し

一(47)ー



た聾化カリが多量に存在している故、同時に掛捜が生成する。.lttむものが高温度に於いては蔑存する

沃素酸カリを分・解するととは容易に詮明せられ、とれに伴う誤差は加熱時聞の長い程顕著である。而

して:!tの誤差が僅少?あっても是等の置験上に於ける理論的紋陥は看過し難い。 9)，10)，11'

Hagedoru-Jensen v方法は糖0還元怜を利用するとと及び最後に沃度滴度法?と依る思は B!l.ng法

と襲りないが、一度糖に上って還元されてしまえば昼気中に放置してあっても酸化するととのない赤

血塩を使用するものである。即ち K3Fe (CN)6の己主知量とアルカリ搭液中に於いて栖と共に加熱す

れば其ω一部は糖が存症する限り還元されて貧血1塩となる。過剰の Ferri-ionは酷酸酸性格液中に於

いて沃度滴定法により定量するととが出来る故、 Jtの差によって葡萄糖の量を知り得るDである。
2Ka Fe CCN)o +2K1=2K4Fe CCN)6 +12 

市して之等の反躍を定量的に進行せしめる矯めに硫酸亜鉛を加え、 K4Fe(CN)6 を K2Zn3CFe 

(CN)6~2 として沈澱せしめる。

2K4Fe CCN)o +3Zn804 =3K2S04十K2Zn3CFe (CN)6J2 

叉硫酸mi:鉛の添売日によって添度滴定法に支障を来すととはな〈、と正ミ際生やる黄血塩のまを色がe;ld-

poinを不明瞭にするととはない。

3H2S04 +K103十5K1=3H20+3K2E04 +312 

12十2Na2S2o.， =2Na1十Na2S406
以上の原理に従い定量した結果を示せば第4表。如くである。

Table 4. Analyt.i伺 1re3u1旬 ofGiycogell by Hagedorn-Jensen's method. 

Concerltration 1....__ _____，._ ，___， . i Theoretical results 
{%)n iEzpmsnIts(gm}A i， (gm)B 1A-B  A-BjBx I00. 

I 0.02ラ77
0.025 E 0.02579 

E 0.02580 
Average 0.02579 

I 0.10330 
0.10 E 0.10330 
E 0.10325 
Averagel 0.10329 

ー

0.02584 -0.30007 
0.02584 -0.00005 
0.02号84 -0.00004 
_ 002584 -0.00005 

0.10336 -0.00006 
0.10336 -0.00006 
0.10336 -0.00011 
0.10336 -0目00007

-0 
-0 
.27 
.19 
-0 
-0 

-0 
-0 
一O
一O

11 
.19 

.06 

.06 

.11 
心7

第4表主りみる1'<:.0.025%の濃度を有する溶液に就いては第1岡田は0.7%の損失率であり、第2回

目の賓験に於いては 0.19%の損失事を示し、更に第3回目に於いて損失率は0.11%で、あった。之等8

回の賓E患を平均すると理論値 0.02584gmに封して賓験は0.02579gmであり千均損失置は 0.C0006gm

で損失率は0.19%‘であった。叉0.10μの濃度を有ナる場合の賓験結果は第1回目にあっては損失率は

0.06%であった。

第2回目。寅験に於いても第1回目と全く同僚主主結果を牧め?と。第3回目の賓験は干t千培加し0.11μ
の損失奉とたっている。之等の平均をとってみると理論舵 0.10336gmに劃して賓験他は 0.10329gm

で損失量は O.OOOOigm .であP、損失率は 0.07μ であった。叉誤差。介布よりみると 0.025%の静液

にあっては0.6%であり、 0.10%の溶液では0.05%に過ぎない。而して濃度の賓化による賀験誤差の

範圏も極めて狭少でbるととより、容量法によるグリコーグンの定量には Hagelorn-Jellsen法が遁

営であると思はれる。

(5) 各種方法に依るグリコーグンD定量結果並に比較

以上の如き定量結果よ D得られた損失率(又は増加率〉の讃度による費化を弐心第1闘に示したが

とれより明らかた如く濃度による増加率の費化の最も少たいものは Hl1gedbrn-Jensen法・εあり、次
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Fig. I ~ela.tion between 
the concentratio岨
of glycogen a~d 
the -loss by va:'iou弓
methods. 

いで、重量法.:B日比r:l.Ud 法D~固となっている。とれを同一漉令c場合につJ

き比較してみれば、 0.02:3%の濃度を有ナる供試液に就いては重量法の場

合、飽和食彊7Kを添加したもD はB.25%の損失、飽和食纏7kを添加しない

時は3.64%の損失、叉 Hagcdor・nーJensen法の場合には0.19%の損失で

三573訟と あって3必%前後の相齢認められ、後者D方がはるかに優れているとと

...-.，~.(" が判明する。 0.05%。濃度を有γる供試液の場合は重量法で飽和食塩水を

部加した時は1.32%、飽和食塩水を添加しない場合は 1.70%の損失、 Bert-

raud法では0.04%の増加を認めたが、 3回の賓験の結果の損失率の差か

らみれば前2者が 0.408，....，0.77%であるに反し、後者は2.54%であり、此の

事は Berもrand法が貫験操作上頗る不定た結果を興えるととが判る。然し

乍ら困者共に此の濃度に於けるク'リヨ戸グン定量の場合、誼営t:J..方法であ

るとは思はれない。 0.10%の濃度に於ける場合は飽和食塩水を添加したも

のの重量法は0.45%、添加したい時は 0.74%q:;減少、 Bertrand法では

0.70%の減少、 Hagedorn-Jellsen法では0.07%の減少となっている。而Lて0.10%，の濃度にBさいて

もHagedorn-Jensen法が最も正確であり、重量法及び Ber七rand法の順と友っている 3 叉高濃度

になるに従ってク'リコーダンD沈澱も多量に析出する故、重量法も比較的誤差が少なくなるととが認

められ，る。

3 要 がJ

以上を要約すれば弐の如〈友る。

0.025%，、 0.05%、0.10%の濃度を有するグヲコーグン溶液の試料i亡。いて重量法、 Berもrand法、及

び Hag巴doru-Jensenの方法によりクaリコ{グンの定量を行い、そむ結果を比較検討した。ク'lJコー

グンの沈澱生成には Simonovitsの方法によった。

(1) 重量法によるクリコーグンの定量を行った結果、飽和食聾lKを添加したものは 0.025%。濃

度では 3.25%、0.05%0濃度では1.32%、0.10%。濃度では 0.45%。損失率を示し、飽和食盟水を

添加せぬものは0.025%の濃度では3.64%、0.05%の濃度では1.70%，、 0.10%，の濃度では0.74%の損

失率を示した。市して飽和食.l!a7Kを添加したもC は添加せぬものよりよい結果を牧めた。叉試料の低

濃度主り高叢度になるに従って損失率が減少するのを認めた。

(2) Berもrand法によりグリコ戸グシの定量を行った結果、 0.05%([)濃度では0.04%， rD増加、

0;10%の濃度では 0.70%の損失往認めた。叉その誤差の分布祇態を検した結果は 0.05%濃度では

2.54%，、 0.10%の濃度では 1.06，%であP、極めて不定な結果が得られた。

(3) Hagedorn-Jensen法による場合は 0.025%の濃度で、は 0.19，%、 0.10%，の濃度では0.07，%([) 

損失率を示し、低i震度及び高護度に依る誤差は左程認められす言、叉正確度も高いととを認めた。

凶以上の結果を比較して各議度を通じて H乱gedorn-Jenscn法がク'9コーグン定量に際して最

も誼営主主方法であり、号たいで重量法及び Bertrand法の順とt.l:t、叉重量法は高濃度になれば可成P
E確度を増加ずるととを認めた。

絡に臨み本賓験を遂行するに営り、終始御懇篤なる御指導を賜った本事部谷川教授、 7K専秋場;1);教

授、並びi'r五伊勢室諸氏に封し深茜の謝i意を表ずる。
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