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              緒        言

 Sterolsの 定量法 としてはLiebermann及 びBurchardの 比色法及びWindausのDigitonin

法をその主なるもの として學 げることが出來る・D三9itonin法 は1910年Windaus1)の 創案以來

幾多の改良法が案出せられ て居るが原理的には何等攣るところな く二十数年來の常法 とせられ

て居る.こ の方法はStero1とDigitoninと によつて生す るDigitonideを 秤量 する方法である
                                      

が,Digitonideの 微 量 を秤 量 す る場 合 に は定 量結 果 の 不 正 確 な る こ と と,沈 澱 生 成 の 緩 な るが

た め に定 量 を迅 速 に行 ひ難 い歓顯 が あ る.然 るにB!oor2)は 氏 の 創 案 せ る脂 質 の 酸 化 定 量 法 と

Digiton量n法 と を組 合 せ微 量 のCholesterolを 正 確 に定 量 す る方 法 を提 出 した ・Bloorの 方 法

と はCholesterol digitonideを 規 定 ク ロム酸 の過 剰 を加 へ て完 全 に酸 化 分 解 せ しめ,反 慮 後 残

飴 の ク ロム酸 を滴 定 に よ り定 量 し酸 化 に要 した ク ロム酸 の 量 よ りCholestero1の 量 を算 出 す る

方 法 で あ る.

 Bloorの 方 法 は近 年 同氏 の指 示 の下 にOkey,3)Yasuda4)等 が 改 良 を加 へ現 在Cholesterolの

微 量 定 量 法 と し て は最 も完 全 に近 き方 法 と思 はれ る・

 SitQstero1, Stigmastero1, Ergosterol等 のPhytosterolが 難 溶 性 のDigitonideを 生 成 す る こ

と は既 知 の こ とで あ り,亦 從 來 その 定 量 に もDigitonin法 が 用 ひ・られ て居 る ・ けれ ど も此 の方

法 に よ る時 は常 に必 す し も満 足 な る結 果 を得 られ なV・こ とは 想 像 す るに難 くなVb・ 然 る に筆 者

はPhytosterolの 定 量 にBloor法 を慮 用 して微 量 を も正 確 迅 速 に定 量 し得 る こ とを誰 明 し得 た

の で あ る.以 下,實 験 成 績 を記 して 同學 の 士 の参 考 に供 しや う と思 ふ

              實  験  成  績

   1)定 量 方 法

 定 量 方 法 の原 理 はSterolにDigitoninを 作 用 せ しめ た 時 に生 す る難 溶 性 のDigitonideを 分

離 して之 に ク ロム酸 を作 用 せ しめ酸 化 に要 した ク ロム酸 の量 よ りSterolの 量 を算 出 す る の で あ

る・ 今定 量 に 用 ふ る試 藥 を記 せ ば 次 の 通 りで あ る ・

                   (34)



          森:Sterolの 定 量 に 就 て

 (a)試 藥:一 試 藥 は 下 記 の如 き ものでOkey5)叉 はYasuda6)の 用 ひ た る もの と大 艦 同 様 で

あ る.

   (1) Abso!ute Ethyl alcohol

   (2) Petroleum ether(b. P.40--60。)

   (3) 1nPotassium bichromate

   (4) 0.1nSodium thiosulphate

   (5) 10%Potassium iodide

   (6) 1%澱  粉  液

   (7)N三cloux試 藥lAgNO359をH,・025 ccに 溶 解 し, K2Cr20τ59をH2050 cc

     に溶 解 し,爾 液 を混 合 し てSilver bichromateを 沈澱 せ しめ,之 を遠 心分 離 し水

     に て2回 洗 潅 し乾 燥 せ す して500ccのconc・H2SO4を 加 へ て 溶 解 した る も の

   (8)Sodium ethylate:Metallic Sodium 2.59をabsol. alcohol 100 ccに 溶 解 せ る

     もの

   (9) 10%H2SO些 水 溶 液

   (10)洗 海 せ る炭 酸 瓦 斯

   (11)0.5%Digitonin酒 精 溶 液

   (12) Acetone

   (13) Ether

   (14)標 準Sitostero1溶 液:大 豆 油 津 よ り分 離 せ るSitosterol-d-9!ucoside7)を 加 水 分

     解 して調 製 せ るSitosterol(m. P.138。C)0.l gを90%酒 精100 ccに 溶 解 した る

     もの で,こ の 溶 液1ccはSitosterol l mgを 含 有 す.

   (15)標 準Sitosterol stearate l容液:Ritter8)の 方法 に よ り大 豆SitosterolとStearic

     acidと を200。Cに 於 て反 磨 せ しめ,調 製 せ る純Sitosterol stearate(m. P.95-一 一

     100。C)0.19をEther, alcohol、(1:1)混 液100 ccに 溶 解 した る もの で この溶 液

     1 ccはEster lmgを 含 有 す.

 (b)計 算 法=一 有 機 化 合 物 を適 當 の 條 件 の 下 に て ク ・ム酸 を作 用 せ しめれ ば 完全 に酸 化 せ

られ てCO・}とH20と に 分 解 す る.

   K2Cr207十4H2SO4=K2SO4十Cr2(SO4)3十4H20十30

EPち 上 式 に よ りK2Cr2071分 子 の 中30だ け酸 化 に あつ か る わ けで あ る ・

 今 例 へ ばStearic acid(C・8H3GO・))が 完全 に酸 化 分 解 す る とき の 反慮 式 を示 せ ぼ 下 式 の 如

                   (35)
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くで あ る ・

   CisH3eO2十2602=18CO2十18H20

この 關 係 に よ りStearic acid l mgを 完 全 に 酸 化 す る に 要 す る0.1 n K2Cr207液 の 量(cc)は

下 の 如 くに し て 算 出 し得 る.

 Stearic acid(分 子 量284.29)1分 子 を 酸 化 す る に 要 す る0・1 n K2Cr20Tは26×4×IO×

1000cc,さ す れ ばStearic acid O.0019を 酸 化 す る に 要 す る0.lnK2Cr207の 量 は

     26×4×10×1000

     284,29×1000 =3・66cc .

 同 様 に し てSitosterol, Sitosterol stearate, Sitosterol digitonide等 が 完 全 に 酸 化 せ られ る 場

合 の 反 慮 式 は 夫 々 下 の 如 くで

   C2gH500十4102=29CO2十25H20

   C47H8402十6702十47CO2十42H20        -

   C8sH142030十105.502=85CO2十71H20

これ よ り各1mgを 酸 化 広 る に 要 す る0.1nK2Cr20了 の 量 を 算 出 す れ ば 夫 々 下 表 の 如 く で

あ る.

                  分 子 式      分 子 量    0.lnK2Cr207

     Stosterol         C2gHr、eO      414.50      3.96 cc

     Stosterol stearate     Cl了H8402      680.84      3.94

     Stosterol digitonide"    C85H142030      1643.4      10.18

 今Sitosterol digitonideを 定 量 す る場 合Sitosterol(digitonideと し て)1mgを 完 全 酸 化 す

る場 合,所 要 の0.1nK2Cr・ ・07は10.18 ccで あ る.さ す れ ば

    ccofO・1n職03(封 鱒 誌cc ofO・1nN融S203㈱)== m・S・ …ter・1

 (e)操 作 法:一 別 項(d,e)の 如 き方 法 に て分 離 したDigitonideを150 cc容 硬 質 ヱ氏 フ

ラス コ中 に集 めconc. H2SO d cc, Nicloux試 藥5 cc,1nK2Cr2073ccを 加 へ電 熱 器 に て加

熱 せ る砂 浴 中 に 入 れ 温 度130つCに20分 間 保 ち,次 に水50ccを 加 へ 放 冷 後10%KI液 を 加 へ
           '

12を 游 離 せ し めO.1 nNa・ ・S・・O,・液 に て1%澱 粉 液 を 指 示 藥 と し て 滴 定 し た.

 (d)灘 離Stero1の 定 量 法:一 松 液 一 定 量(Stero1含 量1mg以 下)を 探 取 し0.5% Digitonin

酒 精 液3ccを 加 へ 湯 煎 上 に て 蒸 獲 乾 洞 し,次 に 過 剰 のDigiton量nを 除 去 す る た め にH・010cc

 ac sit6sero1及 びDigitoninの 分子 式 は

  H.Lettr'e&H. H. Inhoffe,:Ober Sterine, Gallensauren umd verwandte Naurstoffe,

  Ferdinand Enke, Stuttgart(1936)所 載 の式 に ょつ た.

                    (36)
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を加 へ て1分 間 煮 沸 し直 に豫 め濃 厚 硫酸 一 重 ク ロム酸 液 に て 煮沸 後 よ く水 洗 せ る微 細 ア スベ ス

トを充 填 せ るAllihn管 に て濾 過 し,吹 に 温Acetone 20 ccに て洗 潅 し更 にEther 5 ccに て

2回 洗 潅 し,次 に20cc沸 騰 純 酒 精 に て残 留 せ るDigitonideを 溶 解,濾 過 し之 を150 cc容 ヱ

氏 フ ラ ス コ 中 に集 め,湯 煎 上 に て酒 精 を蒸 獲 し最 後 にCO2を 通 じて完 全 に酒 精 を放 逐 し前 記

(c)の 方 法 に よ り酸 化 滴 定 す る・

 (e)全Sterolの 定 量 法:一 槍 液 一・定 量(Stero1含 量 重mg以 下)を 採 り, Ester l伏Stero1

を加 水分 解 し游 離Sterolと す るた め に2cc Sodium ethylateを 加 へ,湯 煎 上 に て加 温 し最 後
   ヒ

に蒸稜乾洞 し,10%H2SO4数 滴を加へて中和 しPetrol. etherに て抽出 し,抽 出液を水洗後蒸

嚢せしめ,0・5%Digitonin酒 精溶液3ccを 加へて蒸護乾1固し,游 離Sterolの 場合と同様に酸

化滴定する・              1

   (ll)Sitostero1の 定量

 (a)豫 備試験:一 標準Sitosterol溶 液1ccを 探 り乾燥後,前 記の酸化試藥を加へ電熱器に

て加熱せる砂浴中に静置 し,砂 浴の温度を1300Cに 保ち一定時間後酸化 し,滴 定した・加熱は

10分間及び20分 間行U`そ の結果を比較 したるに20分 間にて十分なることを確めた,

                 第  1 表

   130。Cに て10分間加熱 したる場合      130。Cにて20分間加熱 したる場合

S,、,臨1・ ・1・N・S… S鳥,t畿1 S、,欝 。1・.1・n・N・S… S島,t路1

  mg      CC       %        mg      CC       % 
・   1          3。90          98.48             1          3 .92           98.89

   1           3.83          96.72              1          3.93           99.24

   1          3.88          97.98             1          3.94           99.50

 (b)游 離Sitostero1:一 標 準Sitosterol l ccを 採 り之 にO.5% Digitonin酒 精 溶 液3ccを 加

へ 蒸 嚢 乾1固 せ し め前 記(1,d)の 方 法 に よ りD丑gitonideを 分 離 し,試i藥 を 加 へ130。Cに て20

分 間 加 熱 し酸 化 し滴 定 し た る結 果 は 下 表 の 通 りで この 操 作 に よ つ てSitosterolは 殆 ど全 く損 失

す る こ と な く定 量 し得 る ・

            」 '

                 第  2 表

              供  試                回  牧      實 験 番 號     Si
to§terol    O.1 n Na2S203    Sitosterol

               mg            CC            mg        1          
1           10.10           0。992

        2               1                10.09                0.991

        3               1                10.13                0.995

        41 10.22 1.004

        5              置               10.11               0.993

                   (37)
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(c)全 Sitosterol:_標ge Sitosterol stearate溶 液1ccにSodium ethylate 2 ccを 加 へ 湯

煎 上 に て 約20分 聞 加 温 水 解 し てSterolを 全 部 游 離 の 形 態 と な した る 後Digitonideを 分 離 し 酸

化,滴 定 し た る 結 果 は 下 の 如 くで あ る ・

                  第  3  表

              供  試                回  牧      實 験 番 號   Si
tosterol stearate   O.1 n Na2S203   Sitosterol stearate

               mg            CC            mg

        1              1                6。00               0.969

        2              1                6.03               0。974

        3              1                5.94               0.960

        41 5.96 0.963

 以 上 の實 験 結 果 に よれ ばBloor法 はSitostero1の 定 量 に 慮 用 して 十 分 な る結 果 を示 す ～二とが

明 瞭 で あ る ・是 に於 て一 般Phytosterolの 定 量 に も慮 用 を試 み や う と思 ひ 茱 種,棉 實,大 豆 よ

り採 油 し その 中 のSterolを 定 量 した.二 種 の茱 種 米(近 畿 一 號,京 都 吾 妻)は 京都 府 立 農 事 試

験 場 所 産(1935年 牧 獲),二 種 の 棉實ee(關 農 一 號, King's Improved)は 京 大,高 槻 農 場 産(1935

年 牧 獲)こ 種 の 大 豆 は大 阪 府 下 高槻 町 産(1936年 牧 獲 直後)の もの を選 び種 子(棉 實 の場 合 の

み 外殻 を除 去 し)2-39倍 量 の無 水Na2・SO4と 混和 して粉 砕 しEtherに て抽 出 し,抽 出 せ る

脂 油 をEther-Alcoho1(1:3)混 液 に 溶 解 し,一 定 容 とな し その 一 部 分 を採 取 し て灘 離Sterol

及 び全Stero1を 定 量 し, Ester状Sterolを 算 出 した ・(第5表)叉 各 種 種 子 の 脂 油 含 量 は 第4

表 の如 くで あつ た.        ・

                  第  4  表

      試 料  種,子 脂 。肪 脂%肪
   1 菓  種 (近 畿一號)       2     0.691     34.55

  皿 茶  種 (京都吾妻)       2      0.863     43.13

  皿 棉 實(King,s Improved)  2   0,770  38.50

  1V 棉  實 (關農一號)       2      0.793      39.63

  V大 豆(赤)     3   0.371  12.37

  、1大 豆(黄)     3   0.450   15。00

                  第  5  表

             供 試 料  全一Stero1  游 離Sterol

  試 料 at燦 隙o巳 ・・1・N盛 α ・・1・・N・L・S…S E翻 丸
            50ccと なす     cc  %     cc   %     %
               9

   1英 種(近 畿一・bl)   0.691     5.23 0.74    4。23  0.60   0.14

  1菓 種(京 都吾妻)   O.863     7.50 0.85    4.45  0.51   0.34

  菅 茱種及 び棉實 は京大,高 槻 農場笹川八 男三氏 の配意に より入手 した.
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  1棉 實(K.1)     0.770     6.tO O.82    4.71  0.60   0.22

  1V棉 實(闘 農一號)   0.793     6.44 0.80    5.68  0.70   0。10

  V大 豆(赤)      0.371     2.84x O.38    4.83。 0.32   0・06

  、1大 豆(黄)      O.450     5。55菅 0・61   10.03。 0.54   0・07

          eeは 検 液10cc,。 は検液20 ccに 封 す る滴 定 値

 以 上 はBloorが 創 案 しOkey, Yasuda等 が 改 良 したCholesterolの 定 量 法 をPhgtostero1に

癒 用 せ ん と して,ま つSitostero1を 用 ひ て吟 味 した る結 果 で あ る・ 試 験 の 結 果 は前 掲 の 如 くで

前 記 諸 氏 がCholesterO1に 就 て行 ひた る結 果 と比 較 して,筆 者 の 實 験 値 が 更 に よ く計 算 値 と一致

し,こ の 方 法 がSitosterolの 定 量 法 と して十分 な る こ とを確 め た. Sitosterol以 外 のPhytostero1

に 以 上 の 方法 を鷹 用 し 同 様 に 的 確 の 数 値 を得 るや 否 や は未 知 で あ る.け れ ど も一般 の 他 の

PhytosterolがSitosterolと 同檬 に難 溶性Digionideを 作 り,而 も諸 種 の 試 藥 に樹 す る反慮 に

於 て 大 差 な き こ と を考 へ れ ぼ,本 法 をPhytosterolの 定 量 に慮 用 して好 結 果 を期 待 し得 る こ と

と信 す る の で あ る・

                要       約

 1・Cholesterolの 定 量iC用 ひ られ て居 るBloor法 をPhytostero1の 定 量 に慮 用 せ ん と欲 して

Sitosterol及 びSitosterol stearateの 爾液 を調 製 し,そ の うちのSterolをBloor法 に よつ て 十

分 正 確 に定 量 し得 る こ とを實 誰 した ・

 2.其 の結 果 と して 茱種 油,棉 實 油及 び大 豆 油 中の 游 離 せ るStero1及 びEster状 のSterolを

Bloor法 に よ つ て定 量 して見 た.
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