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報文 

尿素－硫酸試液による果糖の比色定量法 

 
出 来 三 男※・ 入 江 隆 夫※ 

 
ケトヘキソースを尿素を含む硫酸試液と加熱すると青色を呈する。この呈色反応を利用して果糖の定量法を検討

した。試料 2ml（0.4mg果糖）に 40％の尿素を含む 40％硫酸水溶液 5mlを加えて振盪しよく混合した後，沸騰
水溶中で15分間加熱後冷却して90分室温に放置した後605mμで吸光度を測定した。果糖0.4mg／2ml，或はシ
ョ糖0.8mg／2mlの範囲においては直線となり，糖量と吸光度との間の回帰は5％水準において直線関係が成立し
た。ブドウ糖，麦茅糖，乳糖は20倍の存在で呈色に影響を与えなかった。 

 

１ 緒   言 

 
ぶどう糖のようなアルドヘキソースの共存下におけ

る果糖の定量法は，Willstáter－Schudel法に代表され
るように，アルドースとケトースの試薬に対する反応速

度の遅速を利用して定量するものが多い。そのため，

反応条件の設定に厳密さが要求されている。Hadi１）

および松尾ら２）はCamphor－硫酸により果糖を定量し
ているが，呈色試薬に対する反応速度は，果糖の場合が

ぶどう糖より速いことから両者の分離定量の可能性を報

告している。しかし，反応条件として加熱温度と硫酸

濃度にきびしい制限が定められている。 
 輸入天然はちみつに含まれる果糖の定量として，従来

各税関で行なっているレゾルシン－塩酸による比色法

は，微量定量法として優れた方法であるが，この場合も，

反応条件の僅かの相違により吸光度が著しく変動し，結

果の再現性に乏しい欠点がある。 
 Foulger３）は，ケトヘキソースを塩化第一錫を含む尿
素－硫酸試液と加熱すると青色に呈色し，アルドヘキソ

ースに対しては長時間の加熱の場合にのみ赤色を呈す

ることを報告している。Feigle４）は，この方法をケトヘ
キソースとアルドヘキソースの定性分析に応用してい

る。最近，前田５）は尿素－硫酸試液を用いて果糖とぶど

う糖の同時定量を試みているが詳細な報告はない。 
 筆者らは，ある条件のもとで尿素を含む硫酸試液と果

糖を加熱すると青色を呈するが，果糖の数倍量のぶどう

糖では全く呈色しないことを知ったので，この呈色反応

をアルドヘキソースの存在下における果糖の定量に利用

するため，定量に対する諸因子について検討した。 

※大蔵省関税中央分析所 千葉県松戸市岩瀬 531 

 
２ 実験および結果 

 
2.1 試薬および装置 

 硫酸（特級，比重 1.84），尿素，塩化第一錫，果糖，
ぶどう糖，乳糖および麦芽糖はいずれも特級品を使用し，

しょ糖は精製したものを用いた。 
 呈色試薬の調整：各濃度の硫酸水溶液に所定の濃度に

なるように尿素を加えて調整した。 
 吸光度の測定：日立分光光電光度計 139により 10 
mmのセルを用いて測定した。 
 
2.2 測定波長の選定 

 測定波長を選定するために，果糖 0.2mg／mlを含む
標準糖液 2ml を試験管にとり，40％の尿素を含む
40％硫酸試液 5ml を加えてよく混合し，15分間沸
騰水浴中で加熱後流水で冷却し，90分間室温（24℃）
に放置して，各波長に対して吸光度を測定して吸収曲線

を画いた。その結果を Fig.1 に示した。Fig.1 から
わかるように，可視領域における極大吸収は 605mμに
ある｡465mμの吸収極大は 605mμと比較して著しく
弱い。呈色試液の硫酸濃度を 60％として尿素添加量を
10％にした呈色試液を用いると青色の呈色は全くみら
れず，反応液は淡褐色を呈してくる。この呈色の吸収曲

線を求めると 605mμの吸収極大は全く現われず，これ
に対して 465mμの吸収のみが現われる。尿素と硫酸の
濃度を共に高くすると，反応液は青緑色に呈色し，605m
μの吸収に対して465mμの吸収が相対的に大きくなっ
ている。 
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Figure 1.  Absorption curves 

Reaction condition : heat in boiling water for 15 minutes 

Absorption with reagent of 40% urea－40% H2SO4(a) 

60% urea－60% H2SO4(b) and 10% urea－60% H2SO4(c) solution 

respectively. 

 
2.3 呈色に対する尿素含量と硫酸濃度の相関 

 2.2で明らかにしたように，呈色試液の硫酸濃度と尿素
の含有量が呈色の色調にかなり影響を与えるのでこの点

についてさらに検討した。反応条件は2.2に従った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Effect of concentration of sulfuric 

acid and urea. 

Reaction condition : legend to under the figure 1. 

Absorbance at 605mμ with reagent containing 

40% urea(a),50% urea(b),30% urea(c),and 10% urea(d) in respected 

sulfuric acid concentration. 
Fig.2は硫酸濃度と尿素含量の色々な組合せによる吸
光度の変動を示したものである。Fig.2から，硫酸の濃
度が 10％以下ではほとんど呈色せず，またこの条件で
は尿素量を多くしても吸光度は増加しない。しかし，硫

酸の濃度を高めていくと，吸光度は次第に増加し，40％
の硫酸を用いた場合吸光度は最高となる。ところが

50％以上の硫酸を用いると吸光度は却って減少してく
る。この減少割合は尿素含量が少ない場合に顕著であり，

しかも尿素含量が20％以下では反応液は淡褐色となり 

 青色の呈色は認められない。さらに，尿素含量と硫酸濃
度が共に高くなると反応液は緑色を帯びた青色になり，

605mμにおける吸光度も僅かに減少する傾向がみられ
る。 

 
2.4 加熱温度及び加熱時間による呈色の変化 

 ケトヘキソースを高濃度の硫酸中で反応させるため，

加熱温度と時間は呈色に影響を与えると考えられる。そ

こで，まず加熱温度の相違による呈色の変化を調べた。

反応条件は 22で述べた方法に従い，加熱温度を 70℃，
80℃，90℃ および沸騰水浴中の4種について検討した。
その結果，70℃ 15 分間の加熱では全く発色せず，加熱
温度を80℃にして15分間加熱すると僅かに呈色が認め
られた。さらに反応温度を高くして 90℃で加熱しても
沸騰水浴中で15分間加熱した場合の約80％の吸光度を
示すにすぎない。そこで，沸騰水浴中で加熱時間を変え

た場合の吸光度の強さを比較した。Fig.3 に加熱時間に
よる吸光度の変化を示す。Fig.3に示したように 5分間
の加熱では呈色が充分でなく，また 20分以上の加熱は
呈色の色調が緑色を帯びて吸光度は減少する結果を得

た。これらの結果から，沸騰水浴中で 15分間加熱する
方法が最も適していると云える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Effect of heating time. 

Reaction conditions ; legend to under the 

Figure 4. 

2.5 呈色の安定性 

2.1に述べた反応条件に従って呈色させた反応液につ
いて，経時的な吸光度の変化をしらべた。Fig.4 に示
したように，15分間加熱後室温に放置すると，吸光度
は徐々に増加し，60分後には最大の呈色を示し，この
呈色は 60分間ほとんど変化しない。また，140 分後
の褪色は極めて僅少であり，呈色は非常に安定であるこ

とを知った。Feigle は，尿素－硫酸試液によるケト
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ヘキソースの定性分析において塩化第一錫を添加して

いるが，呈色試液に3％までの濃度範囲で塩化第一錫を
加えた試液を用いて加熱しても，呈色に影響はみられな

かった。塩化第一錫の効果については，呈色に影響する

金属イオンの妨害を排徐するためと考えられるがこれ

については検討しなかった。 
 
2.6 アルドヘキソースの影響 

 ケトヘキソースに種々の濃度のアルドヘキソースを加

えてその呈色に及ぼす影響を調べた。ぶどう糖，麦芽糖，

乳糖のいづれも 10mg／2ml の濃度までは果糖の呈色
に影響を与えなかつた。アルドヘキソースのみを，この

呈色試薬と長時間加熱すると淡褐色を呈するが，この呈

色は 465mμに極大吸収を示すので上記濃度範囲にお
いてはこれらの糖類は果糖の定量を妨害しない。 
 
2.7 定量操作 

 以上の実験結果から，ケトヘキソースの定量法を次の

ように定めた。すなわち，呈色試薬として40％の硫酸水
溶液に尿素を溶解して尿素含量が40％になるように調整
したものを使用した。試料2mlを試験管にとり，5mlの
尿素－硫酸試液を加えて振盪してよく混和し，試験管口

に小型ロートをはめて液の蒸発を防ぎ沸騰水浴中で正確

に 15分間加熱する。反応液は流水で急冷後室温に90分
間放置して充分に発色させ，試料の代りに水を用いて同

様に処理したものを対照として 605mμで吸光度を測定
する。測定セルは10mmのものを使用した。 
 
2.8 検量線 

 果糖およびしょ糖の一定量を秤量して標準糖液を調

整する。すなわち，試料 2ml中に果糖 1.0mg（しょ糖
の場合は2.0mg）までの範囲に含まれるように各種の糖
標準液を調整する。この標準液を用いて2.7の方法に従
って検量線を作成した。Fig.5にその結果を示す。 
 Fig.5 で明らかなように，果糖 0.4mg までは吸光
度と糖濃度との間には直線関係がみられ，ベールの法則

によく従っている。これは，しょ糖を標準糖液として用

いた場合も全く同様な結果を与え，しょ糖 0.8mgまで
の範囲で直線関係が成立した。 

  
 
 
 
 
 

 
Figure 4. Color stability. 

Reacting condition legend to under Figure 5. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. Calibration vurves for fructose and sucrose. 

Reagent 5ml + Sample 2ml ; heat in boiling water for 15 minutes , 

after standing for 90 minutes , measure at 605mμ. 

これらの直線について回帰による分析を行なった。その

結果をTable 1および2に示した。すなわち，この実験に
おいて，七種の異なった糖量について三回の繰返し測定に

より独立に得られた値をもとに分散分析表を作り，更に三

つの測定値の平均値について回帰を求め，吸光度と糖量の

二変量間の直線性を検定した。平均値の回帰直線からのず

れに対してδ2d＝0の帰無仮説をたてＦ検定した。第二種の
誤差を避けるため 5％の有意水準における F 値を求める
と，果糖でF＝2.99，しょ糖でF＝1.51となり，これらの
値は F分布表の値 F310＝3.71（P＝0.05）より小さく有意
性が認められないことから，吸光度と糖濃度との間には，

果糖0.4mg／2mlまでの範囲において直線関係が成立する
ことが明らかにされた。果糖が0.5mg以上の濃度範囲では
F の値は著しく大きくなり，果糖で F＝210，しょ糖で F
＝36 という値となり明らかに有意性が認められ直線関係
は得られないことを知った。 
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Tabl e  1 .  Re gress i on  f or  Ca l ib ra ti on  Ca rv e  o f   
Fru c tose  

 
 
 
 
 
 
Tabl e  2 .  Re gress i on  f or  Ca l ib ra ti on  Cu rve  o f   

Sue r ere  

 
 
 
 
 
 
2.9 応用 

 この定量法を輸入天然はちみつ中の果糖の定量に応

用した。Table 3にその結果を示す。 
 
Tabl e  3 .  Ana ly ti ca l  Re sul ts  o f  Fructo se  in  h one y  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
はちみつ中の糖類は，果糖とぶどう糖が主な成分であ 

 り，その含有量は両者ともほぼ同量で約 40％程度であ
る。しょ糖の含有量は少なく約 2～3％であるがこの定
量法ではしょ糖も同時に定量されるので，結果は総果糖

分として算出したものである。Table 3から，定量値の
標準偏差は 0.92 となり，注意深く行なったレゾルシン
－塩酸法で得られた値との間には有意の差はない。 

３ 総  括 

1． 尿素－硫酸試液を用いて果糖およびしょ糖の定量
におよぼす諸因子について検討した。 
2． 605mμを測定波長として，0.4mg／2mlまでの
果糖および 0.8mg／2mlまでのしょ糖を定量すること
ができる。 
3． 回帰分析により検量線の直線性をＦ検定した。 
4． アルドヘキソースの共存は 20 倍まで呈色に影響
を与えなかった。 
5． この方法を天然はちみつ中の果糖定量に応用しよ
い精度で定量できた。 
 
 本実験にあたり種々御鞭撻を賜わった木谷所長並び

に終始御指導を戴いた天満分析官に深謝する。 
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M I TS U O  DE K I  a nd  TA K A O  I RI E  
C e nt r a l  L a bo r at o r y  o f  C u s t o ms  
( I w a s e－5 3 1 , M at s ud o  C i t y  C h i b a  Pr e f . )  

 
 A me t h o d  w as  d e s c r i be d  f o r  t he  c o l o r im e t r i c  d e t e r m i n at i o n  b y  t he  us e   
o f  t he  c o l o r  r e ac t i o n  f o r  k e t o he xo s e  w i t h  ur e a－ s u l f ur i c  r e a ge nt . T he   
p r o c e d ur e  w as  as  f o l l o ws  :  me as ur e d  2 m l  o f  a  s o l u t i o n  c o nt a i n i n g  0  t o  
0 . 2 m g  o f  f r uc t o s e  p e r  ml . i n t o  a  t e s t  t u be . 5m l  o f  4 0% s u l f ur i c  ac i d  
c o nt a i n i n g  4 0 % ur e a  w as  ad d e d  t o  a  s a mp le  s o lu t i o n . A f t e r  t he  m i x t ur e  
w a s  s h ak e n  v i go r o us l y, a n d  he a t e d  i n  b o i l i n g  wa t e r  f o r  1 5 m i n ut e s .  
C o o l i ng  in  r u n n in g  w at e r, t he  a bs o r b a nc e  w a s  m e as ur e d  a t  6 0 5 m µ us e d  
1 0 m m  c e l l .  
I n  t he  c o nc e nt r a t i o n  r an g e  o f  0  t o  0 . 4m g  o f  f r uc t o s e  i n  2 m l  , t he  c a l i－  
b r a t i o n  c u r ve  o be ye d  t he  Be e r ' s  l a w. 2 0t ime s  o f  g l u c o s e , m a l t o s e  a nd  
l a c t o s e  d i d  no t  a f f e c t  t h e  c o l o r  r e ac t i o n , r e s p e c t i v e l y.  
F r uc t o s e  i n  n at ur a l  ho ne y  w as  d e t e r m i ne d  b y  t h i s  me t ho d , a nd  t he   
s t a nd ar d  d e v i a t i o n  w as  0 . 5 1 .  
 

( Re c e i ve d  Fe b . 1 , 1 9 6 7 )  
 


