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αーァ iノ酸定量法としてのNinhydrin法に於げる
toluene及ぴthYlnolに依る阻害について

長 尾 清 〈水産細菌学教室〕

STUDIESON THE INlUBITORY OF TOLUENE AND THYMOL UPON THEDETERMIN.ATION 

OF α-AMINO ACIDS BY THE NINHYDRIN METHOD 

Kiyoshi NAGAO 

C4aboratory of Bacteriology， Faculty of Fisheries， -Hokkaido・University)

The conditions for determiningαamino acids by the ninhydrin method were studied. 

The following condition gave satisfactory r田111ts. Twenty mg. ninhydrin was used for 

1-4 IDg. amino acids， for 10 min. at 1l0-1l5'C. When ninhydrin method was adopted for 

the deぬrminationofα-amino acids， toluene and thymol in sample were記rvedto inhibit the 

evolu説onof CO2• 

絵、アミノ酸定量法としては.ブォJi--'-'E:-l!.-滴定法，アセトシ滴定法，氷酷法等の滴定法の他.Folin 

の比色法.IDi硝酸ソーダによる VanSlyke法及び ninhydrin法等をあげる事が出来る。

フUレモール滴定法ではガラス電極を用いて電圧滴定(1)ナればー呑よく .0.1%位の誤差範囲で5.......15r

のアミノ酸量でも可能である。アセト V滴定法，氷酷法は0.1.......0.2g程度のアミノ酸で行うのが普議

である。 Folinの比作法は鋭敏で迅速でよいが，アミノ酸以外の物質例えば芳香属の一級アミシは

プミノ酸よ同極度に墨色し，アンモ=ア，ー・二級の脂肪属のアミシ等に依り阻害される。 Van-

Slyke法も簡単であるが proline，oxyprolineの全窒素は VanSlyke法に依つては反応しないq

Van Slyke検圧法でほ一般に1-2%の誤差がある。

αーアミノ酸を ninhydrinの過剰と水溶液中で煮沸ナると夫々のアミノ酸に対応ナるプノlデヒドを

生じ乙の際定量的に炭酸ガスを生やる(旬。 この際θ反応式は Ruhemann'円 Gra踊mann及び Von

Arnim(~). Mac Fadyenl8λ9)に依り戎の様に示されている。
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-COOHに対してα{立の NH宮及びNH(CH)が反応ナる仰ので.proline， oxy戸olineも定量的に反

応ナる。 β位の NH2は反応がおさえられるので glutamicacidからは1分子の茨酸ガスが出るのみ

で.cystineは -COOHに対レて α位の-NH2基を 2個もっているので2分子の茨酸ガスを出す、的。

aspartic acidの場合は ninhydrinに依り酸化されて malonylaldehydeを生じ、之が直ちに分解

され脆炭酸されるので結局2分子の茨酸ガスを出ナ d!u peptideは反応しないイ6}から滋離のアミノ酸

だけ区別出来る点、で現ずt::最も便利で鋭敏な方法であるコ最近 Moubasher及び Sina'7'は ninhydrin
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の代りにPeri-Naphthindan2.3.4 trione hydrateを用いαーアミノ般と反応して定量的に茨酸ガス

を生成ナる事を報告している，この方法では士4%程度の誤差がある。
著者は細書E菌体より蛋白質分解酵素液を調製し.乙の酵素θ活性を測定ナる為に〈基質+絞衝液+

酵素液+防腐剤〉の混液を'恒温に置き， α アミノ酸量の変化を ninhydrin法に依り測定した〉防腐

剤として toluene及びthymolを使用したが，試料中に toluene及び thymolが入っていると茨酸

ガスD発生を阻害ナる事を知ったコ以下著者は Christen田n，WI田t及びDiniick氏の測定法官}に基

いて測定条件を検討しや L改良を加えたっ又と越の如く ninhydrin法に於ける toluene及び thymol

に依る問書について実験結果を報告ナる。

1. ninhydrin訟の測定傑件の検討

(1) 測定装置 Christensen氏等の報告した装置(2;，10)に準じ之を五千改良した3 吸収管は Fig.1

の虫nく改良したっ即ち活栓a都を吸収管より取り外ナ事なく .b部
のゴム栓をはやし，こ LよりミクロピユーレヅトにてO.03N.HCI

により滴定し，大気中の茨酸ガスの吸収を出事:るだけ防止したコ

又 Christen配n氏等は吸収管に一定容の BaくOH)2静液をCO!

fr，田の状態で入れる為に特別の装逗を考案したが著者は自動ミク

ロピユーレヅトを使用したコ

(2) ninhydrin の使用量;Christen関n氏等はアミノ酸1-4

mgに対して 1cc中に ninhydrin80mgを含む溶液1cc使用して

いる oninhydrinは割合に高価な薬品であるし，又lcc中に

b ninhydrin 30mgを含む溶液は常温に於て過飽和の状態であるの

で.ninhydrinの使用量を出来るだけ節約しようとの意図のもと

に ninhydrin の使用量を比較検討したコ即ち上記の装置を使用

し.Christensen氏等の方法に依P測定したコ 1-4mgのアミノ
酸〈水2cc中に溶解〉に対レ ninhydrinは1cc中に1omg.20mg

及び30mgを合む溶液犬.k1 cc使用したコ反応温度llo.C.反応時

間10分，実験結果は Table1に示ナ通りである。
Fig. 1， Absorption fIask. 

Table 1， The effect of quantity of ninhydrin upon 

All1ino acid 

glycine 
valine 
り官tine
methionine 

the detぽminationof αamino acids by the 
ninhydrin reaction 

加凶m1g伊Fltzetdyl|llB凶m1O5Eh附umyndRdYrm品川|ll mI副勾nhu川F百開lir1瓜白In石l掴nh凶y叫d町凶r・m 

3.41 89.2 98.8 99.2 
1.35 83.5 99.7 99.7 
2.73 83.4 1∞.9 1叩.5
2.25 49.2 102.7 102.7 

tryptophane 3.25 印 .6 関.2 開 .2
ai'ginine 2.85 87.1 開 .8 99.8 
histidine 4.15 92.3 1∞.0 1凶 .0
pl'o1ine 2.55 88.7 102.3 102.3 
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(3) 反応〉国度と反応時間:

Christensen 氏等は反応管に試

料 (2cc中に1--4mgのアミノ酸

を含む溶液〉とninhydrin溶液1cc

と飽和KH2P04溶液 1ccを加え燐

酸浴上で110-1150C.15分間反応

させている。この反応温度と反応

時聞を検討して見たっ実験結果

はTable2に示ナ通りである。但

しninhydrinは1cc中に20mgを

含む溶液1ccを使用し?とコ



Table 2. The effect of the陀 actiontemperature and 
t加leupon the determ.ination of αamino 
acids by the ninhydrin reaction 
I--Q瓦ふitfty-lR山元証言ilfCiilat嗣一市mO扇面高司扇

Amino acid I analysed I 70-8500 I 85-11500 I 110-1150C I 
mg. 10 min. I 10 min. I 10 min. 

glycine 3.41 :62.5 97.2 剖.8

valine 1.35 88.3 89.5 鈎 .7

戸tine 2.73 70.8 乃.8 1:∞.9 
methionine 

2.73 

2.25 95.8 

3.25 92.6 
2.85 68.5 

4.15 90.7 

2.55 95.2 

102.7 

99.2 

99.8 

1∞.0 
102.3 

94.4 

92.6 

78.5 

92.9 

97.5 
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Table 3. The inhibitory action of toluene upon the 
determ.ination ofα-amino acids by the 
ninhydrin reaction 

Amino acid r制uttうdy |「Q恥伽叩uan叩初a加制叫n川MtCe ene YJrZJ→ azfzs 
cysteine 1.92 0.05 59.4 
metbionine 2.25 0.1 55.2 
tryptophane 3.25 0.1 76.8 
cy百tine 2.73 0.1 94.6 
arglnlne 2.85 0.1 102.4 
Iy沼ine 3.15 0.1 却 .5
glutamic acid 2.55 0.1 82.9 
glycine 3.41 0.1 

嗣 ?1ー」| valine 1.35 0.1 87. 

histidine 4.15 0.1 76. 

Tab le 4. The inhibitory action of thymol upon the 
determ.ination ofα-amino acids by the 
ninhydrin reaction 
Quantity 

Amino acid analysed 
mg. 

cy脚 ine 1.92 

l-tfF函二可辺
向 ;Fom∞2evolv吋
0.1 47.7 

methionine 

tryptophane 

cystine 

arglnme 

lysine 

glutamic acid 

glycine 

5

5

3

5

5

5

1

5

5

 

2

2

7

8

1

5

4

a

2

 

•.•.••.•• 9
白

9
d
9
G
9
a
Q
d
q
h
H
Q
d

唱・
4
4
a
z

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.Q 

1.0 

1.0 

1.0 

3

A

S

F心
。
心

9

8

0

4

日

mm
白

日

必

缶

四

町

路

加valine 

histidine 

以上の実験結果より .ninhydr~n

の使用量は1-4mgVアミノ酸に

対して 1∞中に ninhydrin20mg 

を含む溶液1ccにて足りる。勿論

試料アミノ酸の含有量が多い時は

反応を完全に行わせる議には

ninhydrin量も多くし.BaくOH)2
溶液も多く必要であるが，遁宜試

料を稀釈して用いればよい。反応

・温度110-11o
O
C.反応時間10分が

趨当である。

JI. ninhydrin法に於ける

toluene及びthymolに

依る阻害についτ

αーアミノ酸をninhydrin法に依

p測定ナる際に試料中に toluene

及び thymolが入ヲていると吸

収管中のパ Fグに吸収される炭酸

ガスの量は理論値よりも小なる値

となる。即ちこの様な場合は定量

的に茨酸ガスが生成されない。

ninhydrin f支応がいかなる理由

によりtoluene及びthymolにて阻

害されるか不明であるが，恐らく

benzene援についている-CH3基の

行動が主な原因になっているもの

と考察される。実験結果はTable

8及び Table4 に示ナ通りであ

る。

要 約

1. ninhydrin法に依るαーアミ

ノ酸の測定条件を検討した結果1

-4mgのアミノ酸に対してninhy-

drin 20mgを用い.110-l1o"C.10 

分の反応が適当である。

2. αーアミノ酸を ninhydrin法に依b測定ナる際，試料中に toluene及び thymolが入っている
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と炭酸ガスの発生を阻害ナるO
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