
ニンヒドリン発色に及ぼす糖類，酢酸，

　　　およびシリカゲルーGの影響※

江川宏燃・山田尊士※※・古川雅教燃・山本広基※※・達山和紀※※

Hlrosh1EGAwA，Takash1YAMADA，Masanor1FURUKAwA，
　　H1rolk1YAM1AM0T0，and．Kadzunor1TATsUYAMA
　　　　　Effect　of　Sugars，Acet1c　Ac1d一，aIld．S111ca

　　　　　Ge1－G　on　the　Co1oration　of　Ninhydrin

　　　　　　　　　　　Butano1So1ut1on

た．

緒　　　　　言
実験方法および結果

　さきに筆者らは薄層クロマトグラフィーによってシリ

カゲル上で展開されたフラクトースなどの糖類が酢酸酸

性条件でニンヒドリンによって発色することを報告し
1
）

た．

　今回はニンヒドリンによる糖類の発色がブタノール溶

液中でも，薄層クロマトグラフィーでのシリヵゲル上で

の発色と同様に発色することが明らかになったので，ニ

ンヒドリンの発色に関係する糖類，酢酸，シリカゲルー

Gの影響を定量的に把握する目的で，ブタノール溶液中

でのニンヒドリン，糖類，酢酸，　シリカゲルーGの反応

による発色を検討したところ，興味ある2，3の結果が

得られたのでこ㌧に報告する．

実　験　材　料

　供試したニンヒドリン，酢酸，硫酸カルシウム，フラ

クトース，グルコース，イノシトール，マンニトール，

キシロース，塩酸などは市販特級品（半井化学製）を使

用した．シリカゲルーGはメルク杜製薄層クロマトグラ

フィー用のものを，フロリジールは血清トリグリセライ

ド定量用試薬（半井化学製）を，セルロース粉末はCar1

Ch1elcher＆Seh竈11杜製を，珪酸はMa11mckrodt杜

製Si1icic　acidを使用した．セライトは市販品（半井化

学製）をアセトン，メタノール，水などで洗浄して用い

＊　Stud－es　on　the　nltrogen　ut111zatlon　by　p1ant　pathogemc

　fungi（15）．

柵島根大学農学部，Fac　of　Agrlc，Shmane　Umv，Matsue
　690，JAPAN．

　ニンヒドリンーブタノール溶液に糖類，酢酸，シリカ

ゲルーGを加え，オイルバス中で120oC，10分間加熱発

色させ，濾紙で濾遇してから発色の程度をスペクトロフ

ォトメーター（日立製，100－10型）を用いて，505nm

における透遇率（％）を測定した．

　1．ニンヒドリンの発色に及ぼすフラクトース，酢

　　　酸，シリカゲルーGの影響

　ニンヒドリンの発色に及ぽすフラクトース，酢酸，シ

リカゲルーGの影響を調査する目的で，O．2％ニンヒドリ

ノーフタノール溶液5m1　フラクトース5mg　酢酸O02

m1，ソリカゲルーG160mgの混合物の8種の組合せ

（第1図）についてその発色の程度を比較した．

　第1図にその結果を示したが，フラクトース，酢酸，

シリカゲルーGが存在するとニンヒドリンの発色はもっ

とも良く，つづいて，フラクトース，シリヵゲルーGの

存在する場合も良かった．しかしフラクトースが存在し

ても，シリカゲルーGが同時に存在しないと発色が認め

られなかった．又，フラクトースが存在しなくても，酢

酸とシリカゲルーG，シリカゲルーGだけ存在する場合も

発色が認められた．

　2．ニンヒドリンの発色に及ぽすシリカゲルーGの影

　　　響

　O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液5m1にフラク

トース5mg，酢酸O02m1を加用し，これにソリカゲ

ルーG5，10，20，40，80，160mgをそれぞれ加え，加熱

発色させて調査した．この結果を第2図に示した．シリ
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カゲルーGの加用量が増加するにつれて

発色の程度が高くなった．

　3．ニンヒドリンの発色に及ぽすフラ

　　　クトースの影響

　O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液

5m1に酢酸002㎜1　ノリカゲ1レーG

160mgを加え，更にこれにフラクトー

ス5，10，20，40，80mgをそれぞれ加え

て加熱発色させた（第3図）．この実験

の範囲内では，5㎜gの加用区がもっと

も発色の程度が高く，5mgよりも多量

のフラクトースの加用で発色の程度が低

くなった．

　4．ニンヒドリンの発色に及ぼす酢酸

　　　の影響

　O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液
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F1gure1Co1orat1on　of　m1xture　of5m1mnhydr1n－butano1＊，
　5mg　fructose，O．02m1acetic　acid　and160㎜g　si1ica　ge1－

　Gmvar1ouscombmat1ons
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F1gure2Re1atlonshlp　between　co1oratlon
　of　the　m1xture　and　amount　of　s111ca　ge1－

　G　m　the　m1xture　The㎜1xture　was

　composed　of5m1mnhydrm－butano1，5
　mg　fructose，O．02m1acetic　acid　and

　s111ca　ge1＿G
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F1gure3　Re1at1onsh1p　between　co1orat1on

　of　the　m1xture　and　amount　of　fructose　m

　the　mlxture　The　m1xture　was　composed

　of5m1mnhydrm－butano1fructose，O02
　ml　acetic　acid　and160mg　si1ica　ge1＿G．

5m1に，フラクトース5mg，シリカゲルーG160mgを

加え，さらに酢酸O．02，O．04，O．08，0．15，O．30m1を

それぞれ加え加熱発色させた．この結果を第4図に示し

た　この実験の範囲では酢酸O02m1加用区がもっと
も発色が良く，酢酸の加用量が多くな一ると発色の程度も

低くなった．

　5．ニンヒドリンの発色に及ぽすニンヒドリン濃度の

　　　影響

　O．025，O．05，O．1，O．2，O．4，O．8％のニンヒドリンー

ブタノール溶液5m1のそれぞれに，フラクトース5

㎜g，酢酸O02m1　ソリカゲルーG160mgを加え加熱

発色させて，ニンヒドリンの濃度と発色の良否にっいて

検討した結果が第5図である．ニンヒドリンの濃度が高

くなるにつれて発色の程度も高くなった．

　6．ニンヒドリンの発色に及ぽす糖の種類の影響

　O．2％ニンヒドリンーブタノール溶液5m1に，酢酸

002m1　ノリカゲルーG160mgを加え，更にフラクト

ース，グルコース，イノシトール，ラクトース，マンニ

トール，キシロース各5mgをそれぞれに加用し加熱発

色させた．この結栗を第6図に示した．フラクトース，

グルコース，ラクトース，キシロースでの発色は良く，

イノシトール，マ．ンニトールでも淡い発色が認められ
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Flgure5　Re1at1cnsh1p　between　co1orat1on　of

　the　m1xture　and　concentrat1on　of　n1nhydr1n

　m　butano1The　m1xture　was　composed

　of5m1nmhydrm－butano1，5皿g　fructose，
　O02m1acetlc　acld，and160mg　s111ca
　ge1－G．

F1gure6　Re1at1onsh1p　between　co1orat1on

　of　the　m1xture　and　kmds　of　sugar　used

　The　m1xture　was　co皿posed　of5m1
　n1nhydrln－butano1，O02In1acet1c　ac1d，

　160mg　si1ica　ge1＿G　and5mg　sugar．

た．

　7．ニンヒドリンの発色に及ぽす硫酸カルシウムの影

　　　響

　第1図に示すとおり，ニンヒドリンの発色にシリカゲ

ルーGが関与することが明らかになったので，　シリカゲ．

ルーGに含まれる硫酸カルシウムが関係するのか，　シリ

カゲルそのも’のが関係するのかを検討する目的で，シリ

カゲルーGを4Nの塩酸で充分洗浄し，その後流水水洗

してから加熱乾燥したシリカゲルを用いてニンヒドリン

発色の実験を行った．0．2％ニンヒドリンーブタノール

溶液5m1　フラクトース5mg，酢酸002m1に上記の

シリカゲルを160mg加用して発色させたが発色は認め

られなかった．

　更に市販の硫酸カルシウム5，10，20，40，80mgを

0．2％ニンヒドリンーブタノール溶液5m1，酢酸O．02

m1，フラクトース5mgにそれぞれ加え発色させたが，

いずれの場合も発色が認められなかった．

　8．ニンヒドリンの発色に及ぽすセライト，セルロー

　　　ス，フロリジール，珪酸の影響

　シリカゲルーGがニンヒドリンの発色に関係している

ことが明らかにされたので，　シリカゲルーGと同様にカ

ラムクロマトブラフィー，薄層クロマトグラフィーでよ

く用いられているセライト，セルロース，フロリジール，

珪酸を用いてシリカゲルーGと同様にニンヒドリンの発

色に関係しているかどうかを検討した．O．2％ニンヒド

リンーブタノール溶液5m1，フラクトース5mg，酢酸

O02m1にセライト，セルロース，フロリソール，珪酸

の各々160mgを加えて加熱発色させたが，フロリジー

ル加用区のみわずかな発色が認められた以外の区はすべ

て発色が認められなかった．

考　　　　　察

　天然物などからの糖類やアミノ酸などの分離は比較的

困難な場合が多く，とくに薄層クロマトグラフィー，ぺ

一パークロマトグラフィーなどによる分離においては

Rf値が近似する場合が多い．一方，ニンヒドリン試薬

ではアミノ酸の発色は認められるが，糖類は発色しない

とされており，アミノ酸と糖との分離の検出に利用さ
　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
れ，その発色の機構も明らかにされている．しかし，す

でに報告したように，アミノ酸の場合と比較して発色の
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感度は良くないが，フラクトース，グルコースなどが二
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
ンヒドリンによって発色することが明らかになった．

　従って，薄層クロマトグラフィーやぺ一パークロマト

グラフィーなどでのニンヒドリンの発色によるアミノ酸

の同定において，とくにアミノ酸量が微量で糖類が比較

的多い場合，糖類の発色をアミノ酸の発色と誤ることも

考えられる．

　今回は前回の薄層クロマトグラフィーでの発色がブタ

ノール溶液申でも同様に認められることが明らかになっ

たので，ブタノール溶液中でのニンヒドリンの発色に関

係する糖類，酢酸，シリカゲルーGの影響を定量的に調

査した．

　前回の実験では，薄層クロマトグラフィーのシリカゲ

ルーG上において糖類のニンヒドリンによる発色にとく

に酢酸が影響していることを報告したが，今回の実験で

は，糖類，酢酸，シリカゲルーGのうちシリカゲルーGの

影響がもっとも高く，フラクトースと酢酸はある範囲内

の量の時にのみ発色の程度が高くなった．又，ニンヒド

リンーブタノール溶液中のニンヒドリンの濃度が高い程

発色が良かった．しかし，フラクトースも酢酸もニンヒ

ドリンの発色には関係していることは明らかであった．

　シリカゲルーGがニンヒドリンの発色に関与している

からシリカゲルそのものか，又はシリカゲルーGに含ま

れている硫酸カルシウムによって発色されるのかどうか

を検討したが，硫酸カルシウムをとり去ったシリカゲル

も市販の硫酸カルシウムもシリカゲルーGのようにニン

ヒドリン発色に影響しなかった．したがってシリカゲル

ーGに含まれるものは硫酸カルシウムだけではなく，別

の発色に関係する微量要素の存在も考えられる．

　更にシリカゲルと同様に薄層クロマトグラフィーやカ

ラムクロマトグラフィーに用いられるセライト，セルロ

ース，フロリジール，珪酸などもニンヒドリンの発色に

関与するかどうか検討したが，フロリジールのみによっ

てわずかな発色が認められた．

　以上の今回の実験の結果から，ニンヒドリンーブタノ

ール溶液，糖類，酢酸，シリカゲルーGの混合物が加熟

するとどうして発色するのか今回も明確な結論を出すこ

とは出来なかった．

摘　　　　　要

　ブタノール申におけるニンヒドリンの発色に関係する

糖類，酢酸，シリカゲルーGの影響について検討した．

0．2％ニンヒドリンーブタノール溶液5m1にフラクト

ース5～80mg加用した実験の範囲内では5mgの加用

区がもっとも発色がよく，フラクトース量が増加すると

かえって発色がよくなかった．同様の傾向は酢酸の加用

によっても認められ，O02m1の加用区でもっとも発色

がよかった。　シリカゲルーGは加用量が多い程発色が良

くなり，ニンヒドリンもその濃度が高くなる程発色が良

くなった．フラクトース以外の糖類，グルコース，キシ

ロース，ラクトースなどもニンヒドリンの発色に関係す

ることも明らかになった．結局ニンヒドリンの発色には

糖類，酢酸，シリカゲルーGが関与し，　とくにシリカゲ

1レーGの影響が大きく，糖類や酢酸も或る加用量の範囲

内で影響を与えることが明らかになった．
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　Effect　of　fructose，acet1c　ac1d，and　s111ca　ge1－G　on　the　co1orat1on　of　nmhydrm

butano1so1ut1on　was　tested．us1ng　the皿1xture　of　these　components　There　was　the

opt1mu皿amount　of　fructose　or　acet1c　ac1d．m　the　m1xture　for　the　co1orat1on　The

a血ount　of　fructose　was5mg　Per5m1of　the　m1xture　and－acet1c　ac1d．was　O02m1

per　the＝m1xture　G1ucose，xy1ose，or1actose　used－m　p1ace　of　fructose　gaマe　the

co1or，too　On　the　contrary，the　co1orat1on　of　the　m1xture　was　deマe1oped－w1th　the

amount　of　s111ca　ge1－G　Judgmg　from　these　exper1menta1resu1ts，1t1s11ke1y　that

the　co1orat1on1s　c1ose1y　connected．w1th　s111ca　ge1－G1n　the　m1xture　over　others


