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    There are various method hitherto employed to determine the 
contents of succinic acid in the tissue of aquatic animals, but the 
methods are troublesome. So far as we know, no reports have been 
made as to the gaschromatographic determination method for the 
succinic acid and other di-basic acids. But the authors have found out 
a method to determine these acids by the gaschromatography, in 
which the succinic acid contained in the tissue and other acids are 

changed into those dimethyl esters and dissolved in methanol, thus 
butanediol succinate polyester to serve as column. 

    By this method we could obtained the graph of oxalic, malonic, 
succinic, glutaric and adipic acids as shown in fig. 4. This method gives 
very reliable quantitative results without being disturbed by other 
substances when it was applied to the components of the tissue. 
Baby clams and oysters contained 0.354 and 0.096 per cent succinic 
acid respectively, but no oxalic, malonic, glutaric and adipic acid 
could be  detected.

緒 言

水産物の中には コハ ク酸 を含 んでいる ものが少な くない.コ ハ ク酸 の定量法 としては,

従 来,い ろいろの方法 があるが,い ずれ も比較的はん雑で手間がかか り,そ のために測定

誤差が大 き くな ることも考 え られ る.そ れ でガスクロマ トグラフ ィーに よって,コ ハ ク酸

の簡単な定量法 を確立 しようとす るのを本研究の 目的 とす るが,同 時に コハ ク酸 に類似す

る二塩基性 カル ボ ン酸 の分離 ・定量 も同時に行 なった.

二塩基性酸 のガス クロマ トグラフ ィーについ て は,NOWAKOWSKAら1)が は じめて報

告 して以来,JAMESら2),TEPEら3)そ の他4,5)の 報 告 がある が,こ れ らは 定性 を主

とした ものであった り,あ るいは 固定相の性能に関す る ものであって,動 物体成分へ の応

用 は まだ行 なわれていない よ うであ る.

筆 者 らは前記 の研 究者 らが用 いたカ ラム,お よびポ リエステル系のカ ラムについて検討

した結果,ブ タンジオ ール コハ ク酸 ポ リエステルをカ ラムとし,二 塩基性酸 はジメチルエ

ステル として分離す る方法が最 もよい ことがわか ったので ここに報告す る.
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実 験

　1．ガスクロマトグラフィーg）条件

　CRAIG6）の方法によって，合成したブタンジオールコハク酸ポリエステル（平均：重合度

約800）をシマライトCに10％coatingし，長さ2m，内径4mmのカラムとした。

キャリヤーガスはヘリウムを用い，流速は毎分36ccとし，水素焔式検出器　（柳本製

GCG－500型）を用いたので，同時に水素の流速は毎分60ccとした．カラム温度は220。C

（検出器温度2500C）で分離を行なった．

　2．二塩基性酸ジメチルエステルのガスクロマトグラフィー

　標準物質としてのシュウ酸，マロン酸，コハク酸，グルタル酸およびアジピン酸の計5

種の二塩基性酸のジメチルエステルを各々10μmolずっとり，上記のカラムで分離を行

なうとFig．1のようなクロマトグラムが得られる．

　このときの各ピー・クの，Rvと二塩基性酸の炭素数との関係を示すと：Fig．2のように

なる．
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　Fig．　1．

Number　of　carbon　atoms

　　　Fig．　2．

Fig．　1．　Separation　of　mixture　of　di－basic　acid　dimethylesters．

　　　Identification　：　C2　oxalic　acid，　C3　malonic　acid，　C4　succinic　acid，　Cs

　　　glutaric　acid，　C6　adipic　acid．

　　　Conditions　：　Column　2m　butanediol　succinate　polyester，　temp．　2200C，

　　　carrier　gas　Helium，　flow　rate　36cc／min．，　detector　H2　flame　type，　detector

　　　temp．　2500C，　flow　rate　of　H2　60cc／min．

Fig．　2．　Relation　between　retention　volume　（Rv）　and　number　of　carbon　atoms

　　　of　di－basic　acid　dimethyl　esters．

3．生体成分への応用，コハク酸のジメチルエステル化および回収率

　カイ類〔アサリ丁砂6sブ砂。痂‘α（高脂肪0．54％oを含む）およびマガキCrassostreα

gigas（粗脂肪1．55％を含む）〕の一定量をとり，細切し，水で5分間振とうして抽出し，

更に残さを沸とう水で5分間抽出して両抽出液を一緒にし（抽出液Aとする），それを蒸

発乾固して無水メタノールと少量の濃硫酸を加えて30分加熱し，冷却後ナトリウムメトキ
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サイドで硫酸を中和し，メタノ・・一fルで一定容にメスアッフ．したものをガスクロ、マトグラフ

の試料として分離を行なうとFig．3のようになり，Fig．1のコハク酸のジメチルエス

テルに相当する位置にピークが出る．
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Fig．　3．　Chromatograms　of　succinic　acid

　　　　　　　dimethyl　ester　converted　from

　　　　　　　succinic　acid　in　baby　clam　and

　　　　　　　oyster．

　　　　　　　Conditions　as　in　Fig．　1．

　　　　　　Lower　：　Solution　extracted　with

　　　　　　water　of　baby　clam　（TaPes　7’aPo－

　　　　　　nzca，　contained　O．54％　crude
　　　　　　fat）．

　　　　　　Upper　：　Solution　extracted

　　　　　　with　water　of　oyster　（Crasso

　　　　　　strea　gis’as，　contained　1，55％

　　　　　　cgude　fat）．
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Chromatograms　of　succinic　acid　in　tissue　ofshell－fishes，　and

of　added　di－basic　acids　to　extracted　solution　of　shell－fish．

Conditions　and　peak　identification　as　in　Fig．　1．

一”tm・@Solution　extracted　with　water　of　oyster．

　　　　Solution　extracted　with　water　of　baby　clam．

　　　　Solution　added　each　of　5g　of　di－basic　acids　to　solution－

　　　　of　baby　clam．

一一一一一一@Solution　more’ ≠рр?п@each　of　5　g　of’ @di－basic　acids　to

　　　　upper　solution．
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Table　1．　Recovery　of　dimethyl　esters　on　the　esterification　of

　　　　　　di－basic　acids　adding　into　shell－fish　extracts，

Di－basic　acid

C2　Oxalic

C3　Malonic

C4　Succinic

Cs　Glutaric

C6　Adipic

　Peak　area　（mm2）　and　recovery　（brackets）

10tmol　20　ptmo1 40ノ’mo1

24．ユ

40．5

37．2

35．9

26．5

47．5　（　98．55）

82．1　（101．36）

75．8　（101．88）

71．9　（100，14）

52．1　（　98．30）

，98．9　（102．59）

164．ユ　〔101．30〕

153．0　（102．82）

145．2　（100．97）

107．2　（101．13）
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Fig．　5．　Calibration　curves　for　the

　　　　estimation　of　di－basic　acid

　　　　dimethyl　esters．

　　　　Identification　as　in　Fjg．　1．

　次に抽出液Aに5種類の二塩基性酸を

それぞれ一定量ずつ加えたものを蒸発乾

固し，メタノールと濃硫酸を加え30分間

加熱し，冷却後ナトリウムメトキサイド

で中和したもの，および更に一定量の5

種類の二塩基性酸を加えて，同様に処理

したものとをガスクロマトグラフにかけ

ると：Fig．4のようにな：る．

　これらの場合，加熱後の中和の操作を

行なわない場合でも，全く同様のガスク

ロマトグラムが得られる．

　このFig．4の二つの曲線が表わすピ

ーク面積，およびFig．1のピーク面積

から，5種類の二塩基性酸ジメチルエス

テルの回収率と検量線とを同時にもとめ

ることが出来る．

　回収率はTable　1に検量線はFig．5

に示す．

　またFig．3からアサリ中には。．354

％，マガキ中には0．096％のコハク酸を

含むことが計算される。なお，シュウ酸

マロン酸，グルタル酸，アジピン酸は含

まれていない．

　4，脂肪酸メチルエステルの分離に及ぼす：影響

　5種類の二塩基性酸ジメチルエステル各10μmolと，50μ1のサバ油脂肪酸メチルエ

ステルとの混合物のガスク戸マトグラムはFig、6の通りである．

　次にアサリ肉10gからの水抽出液の乾固物に，別途に抽出したアサリ油（予めC、c），

C、8，C、5一，　C、8こ，　C22一を含むことを確認したもの）1．09を加え，かつ，コハク酸をも

0．039加えて前記2および3と同様にメチルエステル化し，そのガスクロマトグラムをと

るとFig．7のようになる．
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　いずれの場合もコハク酸ジメチルエス．テルは1他のエステル類から完全に分離すること

が出来る．
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Fig．　6．

　　　5　lo　ls　20　　　　　　　　　Time　（min．）

Chromatogram　of　mono－basic　and　di－basic　acids．

Conditions　as　in　Fig．　1．

Identification　：　C2tvC6　di－basic　acid，　10・N・22’　mono－bailsic　acid．
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Chromatogram　of　esterified　mixture　of　baby　clam　extract，

oil　and　succinic　acid．

Conditions　as　in　Fig．　1．

Identification：　C4　succinic　acid，16～22’mono－basic　acid．



要 約

1.シ ュ ウ酸,マ ロン酸,コ ハ ク酸,グ ル タル酸お よびアジピン酸を ジメチルエ ステル

に変え ブ タンジオール コハ ク酸 ポ リエステルを固定相 とす るガスクロ マ トグラフ ィーに よ

って分離,定 量す る ことができた．



2.こ の方 法を生体成分中 の二塩基性酸に応用 する場合,回 収率 は充分 に良 く,ジ メチ

ルエステル化す る ことが 出来 る.

3.生 体 中 の他 の物質は この方法に何 ら影響 を与 えない.ま た定性 ・定量 の場合,エ ス

テル化に要 した硫酸 も何 ら影響を与 えない.

4.こ の方法に よって アサ リ中に0.354%,マ ガキ中に0.096%,の コハ ク酸 が含 まれ る

ことがわか った.な お シュ ウ酸,マ ロン酸,グ ル タル酸,ア ジ ピン酸 は含 まれ ていない.


