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食品 の 褐変に 関する研究
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　 緒 　 　 言

　 野菜 や 果実類 は 調理や貯蔵 の 際 に 褐変現象 が お こ り，

外観を損うばか りで な く，栄養価 の 低下を もた らす こ と

が 知られ て い る 。
こ とに つ くね い もを生 の ま ます りお ろ

した り，春菊な どを 繊切 りに して 調理 す る場合や ，りん

ご ・バ ナ ナ な どを 剥皮す る と，そ の 部分が 次第に 褐変し，

食味 も劣る こ とは 日常経験する と こ ろであ る e

　 こ の よ うな生鮮食品の 褐変現象に つ い て は ，古 くか ら

多 くの 観 察 ・研究が 行 わ れ て お り，とくに ，甘藷，ばれ

い し ょ ，茶葉など農産加工 の 分野で の 研究に は見 る べ ぎ
’
もの が多く．福変成分 も分離され，変 色 を 防止す る方法
が実用化 され て い る もの も多 い

。

　しか t，wa 変色 の 脳 と な る ポ リ フ 。ノ ー
，噸 は 一

般 に 不安定 で ，容易 に酸化重合 しや す く，個 々 に 単離す

る こ とが 困難で あ るた め，未だ こ の 現象 に つ い て は 全貌

が明らか に な っ た とは 言い が た く，褐変防止剤の 作用 機

作 に つ い て も不明の 点が多い 。

　著者 らは 褐変反応を酵素の 面か ら究明する た め に ，変
色 の 速や か な数種 の 野菜 ・果実 に つ い て ，ポ リ フ ェ ノ ー

ル 成分を検索したエ）
上で ．各種褐変防止剤の 作用 機作に

つ い て 推論 し た
2）

。 さらに ，褐変過程 の 吸収 ・
反射ス ペ

ク トル ，褐変反応 の 中間生成物 の 検索を通 じて 各 フ ェ ノ

ール 成分が どの 程度褐変に 関与 して い る か を 推 論 し S），
褐変反応 に お い て 酵素作用が 果たす役割 に つ い て 考察を

加 えた 。こ れ らを中心 に著者 らの 実験 ，検討 し た もの を

ま とめ て 報告す る。

試料および実験 方 法

1． 試　　料

＊

奈良女子大 学
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　 市販の つ くね い も（京都大山産），中葉春菊（奈良 県産），

　りん ご （長野県産，ス タ
ーキ ン グ）の い ずれも可食部を

用 い た。

　 2．　 フ ェ ノール 成分 の 検索

　 東野 D の 方法 に よ り温 ア ル コ ール 抽出後減圧濃縮 し，

そ の ま まお よび イ オ ン 交換樹脂 を 用 い て 分画後，東洋ろ

紙No ．50を用い ，ぺ ・・一パ ー
ク P マ トグ ラ フ d

一
を行 っ た 。

展 開溶媒 は n一ブ タ ノ ール ：酢酸 ； 水＝4 ： 1 ；2 を用 い ，

検出に は 紫外線照射 パ ラ ニ tl　 Pt ア ニ リ ン 試薬，フ ェ V

シ ア ソ カ リー・enミ
ョ ウ バ ン 試薬を使用 した。

　 3． 酵素液の 調製

　 つ くね い も，りん ごに つ い て は 剥皮後．常法 に よ りア

』

セ ト ン パ ウ ダ L を調整し ，
こ の ア セ トン パ ウ ダー

を各至

paliHの 0．2M 　Mcllvaine緩衝液に 懸濁，60分室温 に て 攪

拌抽出後・10・OOOXg ，ユ0分間遠 心 分 離 した 上清 を粗 酵

素液と した 。 春菊に つ い て は 粗酵素液を熱処理 （60
°C，

1 分間）後 ，
65％飽和 に な る よ うに 硫安を 加 え，遠心分

離 した沈渣を riH6．　0 の Mcllvaine 緩衝液に て 溶解 し．セ

フ
ァ デ ヅ ク ス （｝−200に よ る ゲ ル 炉過法 に よ り得 られ た活

性 の あ る画分を集め ，こ れを DEAE セ ル Pt・一一ス ヵ ラ ム

（2・5 ・ 40 ・m ）に か tt，
・O・・005M・M ・ll・・ in・ 緩衝液（IH6．0）

を用 い
，
0〜0．5M 食臨 で グ ラ ジ エ ン ト法に よ り溶出 した 。

活性 ピ ー
ク 旦，皿 に つ い て は DEAE セ ル Pt　一　Jk カ ラ ム

を 用 い ，同様 の 条件に て 再 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 っ た。

　 4． 酵素活性 の測定

　1）　ワー
ル プル グ検圧法 ：　容器 の 主室に は0．2MMc

Ii・・三・・ 緩衝液 （di6・5）1ml ．基質 （終濃度 5 ・ 10−・M ）

1ml ，副室に は 2 ％ KOH ．側室をこ は 酵素液 0．5m ♂を 入

れ ，30°C，1 分間振盪 した後 ， 反応を開始 させ ，

一一・定時
間毎 の 酸素吸収量を測定 した 。

（216 ）
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　2） 比色法 ； Fox と Burnett5） の 方法に 準 じ400n皿

に お け る反応 初 速 度 を 測定 した 。

　 3） Chronometric 法 ： M ．　A ．　EL −Bayoumi の 方

法
s）

に 準じ，0．2M 　Mcllvaine緩衡液 （liH6．5），　 EDTA

（／0−SM
），ア ス コ ル ビ ン 酸（4．2 × 10−5M ），ドーパ ミ ン （5

x10
”4M

），酵素 を 加えて全量を 3，em9 と し，25
°C に お

け る 反応液の 265nm に お け る吸光度 の 減少を 日立 自記

記録計 に よ り記録 した 。 吸光度の 変化 が 0．02〜0，20／分

の 範囲で 酵索濃度に比例 した 。

　 5． 反射ならび に 吸収ス ペ ク トル の 測定

　反射ス ペ ク 1・ル の 測定に は ，つ くね い もを 3 × 3cm ，

厚さ0，8cm に 切 っ た 切片をサ ラ ン ラ ッ プで 表面を 覆 い 試

料 と し た 。吸収ス ペ ク トル の 測 定 に は ，つ くね い も水 抽

出液，すなわ ち，つ くね い も 10g をす りお ろした の ち，

20ml の 水を加え て 攪伴 ，遠心分離 した上 清を用 い た。

モ デ ル 実験反応系 として は ，酵素液に 各基質 （つ くね い

もの 酵素 に は 3× 10”4M ．春菊の 酵素 に は 1．25 × 10−5M ）

を 1m ♂，0．2M 　Mcllvaine 緩 衝 液 （pH6 ．5） Lsml を 加

え，全量 を3．Omlと し，30°C で 反応させ ，経時的 に ス ペ

ク トル を測定した。ス ペ ク トル の 測定 は ，日立自記分光

光度計 EPS −3T 型 を用 い ，液層 1cm の セ ル で 透明試料

は その ま ま，半透明試料 に つ い て は 透過光を積分球 で 集

め ，可視部お よび 紫外部 に おい て 自記 させ た 。 走査時間

は 通常の 透過光の 場合は 1 分，積分球を用 い た 場合 は 3

分 と した。

　 6． 中 間 物質 の 検 索

　Forsyth の 方法7） に準じ，上 記水抽出液また は モ デル

反応系を イ ン キ ＝
ベ ートし，適宣塩酸 で 反応を止め た の

ち，酢酸 ；Z チ ル を加えた 上層を用い て
・〈　一パ ー

ク ロ マ ト

グ ラ フ ny
’
　・・一し，二 次 展開を 行 っ た 。

　展開に は，（1）中林らの 方法，（2）Forsyth ら の 方法7＞を

多少変更 して ，一次元 に は 2 ％酢酸，二 次元 に は ベ ン ゼ

ン ： 酢酸 ：水 r＝2 ： 4 ； 1 の 上 層を 用 い た。

実験結果および考察

　1． フ ェ ノ ール 成分 の 検索

　食品の 褐変 に 関与す る ポ リフ ェ ノ ール 類は ，植物の 種

類が 異 な ればその 挫質も異 り， また ，同
一植物 の 同

一
部

位に お い て も種 々 の 異 っ た ポ リ フ ェ ノ
ー

ル が 多数混在す

る こ とが明 らか に され て い る。本実験 に 用 い た つ くね い

も，春菊，りん ごの 褐変に 関与す る物質が ど の よ うな も

の で あ るか を知る た め ，各 々 の 試料 に つ い て フ ェ ノ ール

成分をペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り検索 し た結果，

つ くね い もに は ，D 一
カ テ キ ン ，ピ ロ カ テ コ

ール な ど の

カ テ キ ン 類，ドーパ ミ ン ． ドーパ ，チ ロ シ ン お よ び フ ラ

バ ノ ール 型タ ン ニン が 検出され た 。 ま た，春菊に は ク ロ

ロ ゲ ン 酸，カ テ キ ン 類，カ フ ェ イ ン 酸，りん ごに は カ テ

キ ン 類 お よび ク ロ 卩 ゲ ン 酸 の 存在 が認 め られ た 。 最 的 に

み る と ， つ くね い もに は ピ ロ カ テ コ ール を主体 とす る カ

テ キ ン 類が，春菊に は ク ロ ロ ゲ ン 酸が 多い こ とが 明 らか

で あ っ た。

　2．　ポ リフ ェ ノール 酸化酵 素の一般的性質

　 ポ リ フ ェノ ール 酸化酵素は 植物界に 広く分布して お り，

植物 の 呼吸に 箪要な役割 を果 して い る と考え られ て い る

が ，
‘
切 る

’‘
する

’‘
お ろ ず ，な どの 調理 操作 に よ り細胞

破壊を生 じる と，ポ リ フ ェ ノ ール とその 酸化酵索が容易

に 接触 して ，ポ リ フ ェ ノ ール が酸化され着色物質を 生成

する。本酵素に つ い て ， つ くね い も，りん ご の 粗酵索お

よ び 春菊か ら分離 し た 精製酵素を 用 い て 酵素的性質 を調

べ た。とくに 断 らな い か ぎ り ，
つ くね い も，りん ご の 酵

素に は カ テ コ ール を，春菊の 酵素に は ク ロ ロ ゲ ン 酸を基

質と して ，ワ ール ブル グ検圧法 に よ り測定した。第 1 図，

第 1 表 に 春菊か ら本酵素 の 精製過程 を 示 した 。 春菊は 野

菜類 の 中で は ，ポ リ フ ェ ノ
ー

ル 酸化酵素活性が著し く高

い た め ，580〜830倍に 精製され ，収量 は 約21％ で あ っ た。

また 本酵素 は ク 卩 マ トグ ラ フ n
一
的 に 4 つ の 酵素に 分離

され，溶出 されやす い 順 に 1，1 ，皿，N とす る と，各 々

電気泳動 パ タ ーン に 差 が 認め られ ，か つ 単
一な バ ソ ドを

示 した
2 ）

。
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第 1図　ポ リフ ェノ ー
ル 酸化酵素の DEAE セ ル 卩 一ス カ ラ ム

　 　 　 ク ロ マ トグラ ム

第 1表 春菊 ポ リフ ェノ ール 酸化酵素 の 精製

精 製 過 程
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　1） pH に よる活性の 比較 ：　 第2 図に pH活性曲線を

示 した。つ くねい もで は 揖6．6 付近 に 主 た る ピー
ク と1沮

5．0 に 低 い ピーク がみ られ た こ とか ら，至適pHの 異なる

2 種以上の ポ リ フ ＝ノ ール 酸化酵素の 存在が 推定 され る 。

りん ごの 酵素 の 至 適1沮 は 4．2〜5．8で あっ た。春菊 の 酵素

1は頑 5，0〜6．0，Hは 殫 5．0 付近 に 高い 活性を示 した が ，

皿 と N は 頭6．0 付近に 至適副を もつ よ く似 た 曲線を示 し，

い ずれ もその 食品自体の iiHとほ ぼ一致 して い た。
　 　 ユ，0

50

（
ミ
）

吁

酬

藝
躱
戀

4

第 2図
2）　　基質特異

」
性 ；

5 6H　

P

ゴ は岬5・0 の Mcllvaine緩衝液中に各々 粗酵素を 50〜90

℃ の 各温度で 1 分間加熱後，直ち に 氷冷 し て 残存活性

を 測定 し．そ の 結果を第 3表 に 示 した。つ くね い も，り

ん ご の酵素は熱に比較的安定 で あるが，春菊の 酵素は 70
°C で 急速 に 失活 した 。 ま た ，つ くね い もと春菊で は 耐

熱性に お よ ぼ すpHの 影響に も違い が み られ ， 春菊 の 酵素

は pH5 以下 の酸性域で は 急速 に 失活 した の に 対 し，つ く

ね い もの 酵素は函間に お け る有意の 差は み られ なか っ た。

　　　　　　 第3表 酵 素 の 耐 熱 性

（加響
間
）

対　照

50°C60
°
C70
°
C80
°
CgO
°
C

残 　 　存 　 　活　 　性

7

つ くね い も 巨 ん ご 春 菊

8

ポ リフ ェノ ール 酸化酵素活 性に お よぼす西の 影響

第 2 表 に み られ る よ うに ，つ くね

い もの ポ リフ ェ ノ ール 酸化酵素は ドーパ ミ ン の 活性が 著

し く高 い が，チ ロ シ ン な どの モ ノ フ ェ ノ ール に は活性を

示 さな い
。 春菊 の 酵素 は 1 と 1．皿 と N の 特異性 が 各 々

類似して い る の で ，贋と皿 に つ い て み る と，1は ピ ロ カ

テ コ ール ，D 一
カ テ キ ン ，猛は ク P ロ ゲ ン 酸 に 高い 活 性

を 示 し ， 前者 は つ くね い も ， りん ごなどの 酵素 と同様に

モ ノ フ ェ ノ ール お よ び ドーパ ミ ン に 活性を示 さな い が，

後者は カ テ コ ラ
ーゼ ，ク レ ゾ ラ ーゼ 活性をあわ せ もつ 酵

素で あ る とい え よ う。

　3） 耐熱性 ： つ くね い もは pH6．5，春 菊 は pH6．0，リン

　　　　第 2 表　ワ ール ブル グ法に よ る基質特異性

100857358220 1QO1001007820

　 0

100827S17

　 60

　4） 阻害剤 の 影 響 ：　 次に ポ リフ ェノ ール 酸化酵素活

性 に対す る各種化合物 の 影響 に つ い て 調べ た 結果を第 4

表 に 示 した。い ずれも．ジ チ オ カ ル バ ミ ン 酸，チ オ 尿素

に よ る 阻害が 大 きく．一種 の 鋼酵素で あ る と考えられ る 。

また．つ くね い も， 春菊 の 酵素 は 食堪 に 対す る抵抗性が

強 い が，りん ごの 酵素は 食塩 の 濃度に 依存して 活 性 が 阻

害 され ，褐変 も防止 され る こ とか ら，リン ゴ の 褐変 に 対

す る食塩 の 効果 は 食塩に よ るポ リ7 エ ノ ール オ キ シ ダー

ゼ の 阻害に 基 くもの と 思わ れ る。グ ル タ チ オ ン ．シ ス テ

イ ン お よび ア ス コ ル ビ ン 酸 に よ っ ては 褐変が 著 しく抑制

され る に もか か わ らず，酵素活性 の阻害は 比較的少ない 。

　　　　　　 第 4 表 各種 阻害剤 の影響

　　　　　　　　　　　　 相　　対 　　活　 性
　 阻 　　 害　　 剤

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 春 　　菊　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 つ くね
　（終濃度 5×10

−3M
）　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 りん ご

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 い も
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　 　　 皿

基 質

（5 × 10『3M ）
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　3．　各種 褐 変阻害剤の 作用 機構につ い て
2）

　春菊 の 精製酵素（1）を用い て，ク 卩 ロ ゲ ン 酸を基質と

し．こ れ らの 阻害剤が どの よ うな作用機構で 酸化酵素を

阻害 し，褐変 を 防止す る の か をペ ーパ ータ 卩 マ トグ ラ フ
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第 3図

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 260　　　　　　　　　　　　　　　 300

　　　　　　　　　　　　　　　 波 長 （nrn ）

ク 卩 卩 ゲ ン 酸の 酵素的酸化生成物の 紫外部吸収ス ペ ク トル に お よぼす各種阻害剤の 影響

340

イ
ー

お よび紫外吸収 ス ペ ク トル に よ り検索 した。

　 1）　紫外部吸 収 ス ペ ク トル に よ る褐変反応中間生成物

の 検索 ：　 酵素活性測定の 場合 と同 じ反応系を 用 い て，

そ の ま ま褐変させ た 場合お よび阻害剤を 加 え て 褐変を防

止 した 易合の お の お の に つ い て，経時的 に 紫外部吸収ス

ペ ク トル を測定 した。第 3 図は 反応 20分経過後 の 吸収ス

ペ ク トル を お の お の 0 分 との 差 ス ペ ク トル で 示 した もの

で あ る 。
ア ス コ ル ビ ン 酸 を 加 えた 系 で は 羯変 と と もに ，

ク ロ ロ ゲ ソ酸 の 減少が み られた が ，シ ス テ イ ン や グ ル タ

チ オ ン の 場合 は ク ロ 卩 ゲ ン 酸 の ピー
ク、が 消失 して シ ス テ

ィ ン で は 226nm ．グル タ チ オ ン で は 223nm に 新 しい ピー

ク の 出現がみ られ た 。 こ れ ら の SH 化合物は 酵素に ょ り

生 成 した キ ノ ソ を 単に 還元す る の で は な く，こ れを何ら

か の 形 で 除去す る こ とに よ り碣変を阻止す る もの と推定

され る。SH 基をもた ない ア ミ ノ 酸で あ る グ リシ ン ，ア

ラ ニ ソ に よ っ て は褐変 の 隘害 は み られなか っ た。食膿 で

は 253n・n 付近 に ピーク を有す る対照系 に 近 い 曲線を示 し

た 。 亜硫酸水素ナ ト リウ ム で は か な りの ク ロ ロ ゲ ン 酸 の

残存 が み られ ，酵素作用を 阻 害 した もの と思われ る。

　2）　シス テ イ ン ・ゲル タチオン による反応中間生成物

につ い て ：　 さ らに 上 記阻害剤 の 作用機構を明 らか に す

るた め ，ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り反応生成物

を検索 した結果を第 4 図 に示 した e グル タ チ オ ン ・シ ス

Rf値
　 o．7

　 　 ユ．
　 　 2．
　 　 3．
　 　 4．
　 　 5．
　 　 6．
　 　 7，
　 　 8，

第 4図
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．3e
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04

　 　 12345678

蛍光 （O 紫 　　● 黄 白　　の 茶 　　 0 白）

ク ロ ロ ゲ ソ 酸 ＋ 熱失 活酵 素

ノ

ノ

’

ノ

ノ

”

”
ノ

！

ノ

ノ

ノ

＋酵　素

十熱失活酵素十 L 一ア ス コ ル ビ ン 酸

十酵素十 L 一ア ス コ ル ビン 酸

＋熱失活酵素＋ グ ル タ チ オ ソ

ー
ト酵素＋ グ ル タ チ オ V

十 熱失活酵索十 シ ス テ イ ソ

十 酵素十 シ ス テ ィ ソ

各種阻害剤 の 反応生 成物の ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム

テ イ ン を加えた系 で は ，こ の 条件下 で ク ロ ロ ゲ ン 酸 は 消

失 し，新 しい 黄白色の 螢光 を もつ ス ポ ッ トを生 じた 。
こ

れ らの 螢光をもつ 物質は 塩化第二 鉄反応，ニ ン ヒ ド リ ン
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　反応陽性で SH 検出試薬 に も反応 し，か つ こ の 時 ク ロ ロ

　ゲ ン 酸 の ス ポ ッ トが み られな い こ と よ り，シ ス テ イ ン あ

　る い は グル タ チ オ ソ と ク ロ 卩 ゲ ン 酸の 複合体あ るい は そ

の 中間体で あろ うと考えられ る 。
こ れ ら の こ とは SH 化

合物が in　vitro で は 酵素 に よ り生 じた キ ノ ン 以 降 の 段

階で 褐変化を防止 し て い る こ と を示唆し て い る 。 ア ス コ

ル ビン 酸 で は 黄白色の 螢光をもつ ス ポ
ッ トは み られない ．

そ こ で ，SH 複合体と考え られ る物質 が 第 3 図 の 吸収ス

ペ ク トル に お い て 出現 した 新 しい ピー
ク を示す物質で あ

る か ど うか を確認す る た め ，螢光をもつ ス ポ ッ トの 部分

を エ チ ル ア ル コ ール で 抽 出 し，紫外部 に お け る 吸収 ス ペ

　ク トル を測定した 結果，グ ル タチ オ ソ 系 の RfO ．09の 部

分は 223nm ， シ ス テ イ ン 系 の Rf　O．12 の 部分 は 226nm

に ピー
ク を 有す る こ とが観察さ れ，これ らの 物質 は SH 一

ク Pt μ ゲ ン 酸複合体を形成す る こ とに よ っ て ，褐変防止

作用を 示 す もの と推定 された 。

　 4，　 酵素的褐変機構

　 先 に 検出された フ ェ ノール 成分が各々 の 褐変の 原因物

質 と な り うる か ど うか を推 定す るた め に ，ペ ーパ ーク ロ

マ トグ ラ フ
ィ
ーに よ り展開後 ． 各酵素液を噴霧 し，30°C

に お い て 呈色状態 を み た結果，チ ロ シ ン に 着色が み られ

な か っ た 以外 は い ずれ の フ ェノ ール 成分も着色 し，酵素

的褐変に 関与し うる こ とが わか っ た が ， こ れ らの うち ど

の フ ＝ ノ ール 成分が 個 々 の 褐変に お い て 最も重要な役割

を 果 して い る か を 明 らか にす るに は 至 らなか っ た 。 そ こ

で ，
つ くね い もを試料 と して褐変現象 に 伴 うポ リ フ ェ ノ

ール 類 の 変化の 過程 を推定す る こ とに よ り．褐変に 主 と

し て 関与する フ ヱノ ール 成分に つ い て検討を 加えた。

　 1）　褐変反応中間生成物
s）

：

　 （i）　つ くね い もの 反 射 な らび に 吸収ス ペ ク トル

　 剥皮後 た だ ち に調製 した つ くねい も切片の 反射ス ペ ク

トル の 経時変化を第 5 図に 示 した。15分後に は 3 つ の 吸

収極大 （A ，B ，C ）が 観察され，その 後120 分 まで は 大

きな変化は認め られな い こ とか ら短時間で 褐変 の 初期反

応が完了する こ とが 推定 され る。ま た，つ くね い もの 水

抽 出液を 調製 し，吸 収 ス ペ ク トル を経時的に 測定 した と

こ ろ ， 第 6 図に み られ る よ うに ，濃度的差 はあっ て も質
的 に は 切片 に お け る の と同様の 変化 を生 じて い る と考え

られ る 。 抽出液を さ らに 長 時間放置す る と黄変し，可視

部全域に わた っ て 吸収 レ ベ ル は 上昇 した。

　（ii）　モ デ ル 反応系に お け る 吸収ス ペ ク トル

　つ くね い も中に 存在す る こ とが 確 認 され た ドーパ ミ ン
，

ドーパ ，ピ 卩 カ テ コ ール お よび カ テ キ ン に つ くね い もの

粗酵素液 を作用 させ て 福変反応系を つ くり，反応過 程 で

の 吸収 ス ペ ク トル の 経時変化を 測定 し，つ くねい も本来

28
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400　 　　 　　 　　 　　 　　 　　 500

　 　 　 　 　 　 　 　 波　長 （nm ）

　 第 5図 つ くねい も切片の 反射ス ペ ク トル
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第 6−1図

O

堀 O／

隶
蜜 O，

0．

o．

　 　 　 　 　 　 　 500　 　　 　　　 　　 　　 　　 　 tioO

　 　 　 　 　 波 長 （nm ）

つ くね い も抽出液の 可視部吸収 ス ペ ク トル の

経時変化

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　260　　　　　　280　　　　　　300

　　　　　　　　　　　　 波 長 （nn ］）

　　第 6−2図　つ くねい も抽出液の紫外 部吸収 ス ペ ク トル の

　 　 　 　 　 　 経時 変化

の もの と比 較 した。ドーパ ミ ン に 酵素を作用 させ た 場合

は 反応開始か ら 5 分に か け て ，470nm に 吸収極大を もつ

ピ ー
クが み られ，こ の ピー

ク は 漸次減少して 最終的に 黒

味が か っ た灰 色 の 沈澱を生 じた 。 紫外部 で は 300nm 付

近 に 肩が 現 わ れ，時間 とと もに 平滑化 したス ペ ク トル が

観察 され た 。 ドーパ を基質と した 場合も可視部に お い て

は ドーパ ミ ン と よ く似た 傾向が み られ た。 ピ n カ テ コ ー

ル を基質と した 場合 は 10分 で 黄色，30分で 淡褐色，60分

以降で は 褐色とな っ たが ， そ の 吸収ス ペ ク トル は 60分 ま

で は 410nm 付近 に ゆ る い 吸収極 大 が観察され た
。
　D一ヵ
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テ キ ン を基 質と した 場合 は 第 7 図に 示 し た よ うに ，きわ

め て特徴ある吸収ス ペ ク トル の 変化が 観察され，24時間

後に は 400nm の ピーク が 大 とな り擾色に な っ た 。

　以上 の こ とか ら，少な くと も反 応 初期 の 可視部吸収 ス

ペ ク トル に 関す る 限 りつ くね い も水 抽 出液の 吸 収ス ペ ク

トル の 経時変化 は カ テ キ ン の 場合 とか な り よ く一致した 。

0．6

調一Ao ．4
冬

O．2

4811諦 1亅

24時間

60分

4分

熱失 活酵 素 「
400

波　長 い m ）

500

第 7−1図 D 一カ テ キ ン の 酵 素的酸化 に よ る可視部 吸収

O．4

モ乂 O．3
桑
憲 0．2O

．1

ス ペ ク トル の 経 時変化

40分
　 　 20 分

熱 失 活酵集

2「貯Il｝J　24［i・〕／陸1

260　　　　　280 　　　　　　300

　　　波　長 （mn ）

320

D 一
カテ キ ン の 酵素的酸化 に よ る紫外部吸収

ス ペ ク トル の 経時変化

モ デル 反応系 に お い て，反応の ご く初 め に それぞれ特定

の 波長 に ピーク を もつ ス ペ ク トル が 認 め られ た が，こ れ

らは酵素の 作用 に よ る生成物，お そ らくキ ノ ン 類であろ

うと推定され る。

　 （iii）　ペ ーパ ーク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

　つ くね い も水抽出液また は各 モ デ ル 反応系 に よ る 中間

生成物を 反応時間別 に ペ ーパ ク ロ マ トグ ラ 7 イ
ー

に よ り

検索 した （第 8 図 お よ び 第 9 図）。 両 ク ロ マ トグ ラ ム を

比較す る と ， つ くね い も反応液 の ス ポ ヅ トA ，B は D 一

カ テ キ ン の 中間生成物の ス ポ ヅ トに ほ ぼ一致した。以上

の 結果 か ら．つ くね い もの 褐変 の 原因物質と して．カ テ

キ ン が とくに 重要 な 地位を 占め てい る こ とは 確 か で あ ろ

う。

　2） 褐変と酵素作用 との 関係 1） ；

　羯変と酵素作用 との 関係を解 明す る 手掛 りをうる た め

に ，原理 の 異な る 2 ，3 の 方法 に よ る酸化反応速度を 比

較 した。基質 と して は 中間機構に つ い て 若干知見の ある

ドーパ ミン を用い た 。
つ くね い もの 酵素で ドーパ ミン を

Bf
　 工．0

第 7−−2図

ttfRf

撃［罫
　 O　 　　　　　　 l．o　　 o一 2 ％Piff酸

　 2時 聞後

BOOoAO

　 　 　 　 1．0
6 ，　24i1，S「N言受

！
−

　 　 0　 　　　　　　 1．O
48時 間後

発 色剤（フ ェ リシア ン カ リ
ー
塩 化 第二 鉄溶液）

咽 ．
°q

昌

；、
“ソ
胃

鰹．
崔」
”
ミ
ー

丶

ヘ

ト

看

i） ドーパ ミ ン

第 8図 つ くね い も杣出 液の 酸化反応生成物 の二 次元
ペ ーパ ー

ク n マ トグ ラ ム

ii）DL 一
ド
ー

パ

　

Oq

「
一、
目
UUU

自
臼

O

iii）ピ ロ カ テ コ
ー

ル

　 　 　 　 o

00
o

o
　 一レ 2 ％ 　酢 酸

iv）D一カ テ キ ン

・Q。 ．

o
o

第 9図　各基質の酵 素に よ る酸化反応生 成物 の 二 次元

　 　 　 ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム
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第10図　ポ リフ ェノ
ー

ル 酸化酵素に よ る ドーパ ミ ソ の 酸化反応機構
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第 5表 ポ リフ ェノ ール 酸化酵素 の V 、na 、

測 定　 　 　法 酸 素吸収量 　 　　生成物

　μ〆分　　　　μmo1 ノ分

　 ワ ール ブル グ法　　　　　　　　　22．2

　 比 色 法 （470nm ） 　 　 　 　 　 23．9
　 Chronometric法 （265nm ）．　 ユ86．0　　　　　 16．6

酸化させ た場合の 吸収ス ペ ク トル の 変化 は Palmerの報

告
S）

とほ ぼ一
致するの で ，本酵素に よ る ドーパ ミ ン の 酸

化は Palmer の 提案 す る反 応式 （第10図）に 従う と考え

られ る。した が っ て ， 実験方法 の 項 に 記載した 3 つ の 活

性測定法 に よ り本酵素活性を測定す る こ とは 妥 当 で あ る

と考え られ る が ，各 測 定値 を 直接比較で きない の で ，各

々 Vma ー を 求め ，単位酵素量 あた りの Vmax を算出 した

結果を ま とめ た もの を第 5 表 に 示 した。Chronometric法
で は第10図中A の 反応 の 初速度 を，比色法で は A 十 B の

反応 の 初速度を，ワ ール ブ ル グ法 は それ以後の段階を含

ん だ 反応 の 速度を測定して い る こ とに な る 。 第 5 表の よ

うに ，chrQn 。lnetric 法 と比色法 とで 生成速度が ほ ぼ近似

す る こ とか ら ， B の 反応 は 瞬間的に進行す る もの で あ り，

少な くと も碣変 の 初期反応 の 律速 段 階は A の 酵素反癒で

あ る と考え られ る
。 ま た ，

chronometric 法 に よ り算出し

た 酸素吸収速度 と ワ ール ブ ル グ法に よ る酸素吸収速度の

実測値 とが こ の よ うに 大 ぎく異 な る の は ，ワ ール ブ ル グ

法 の 場合に は B の 反応以降 の 中間生成物カミ蓄積し それ

に よっ て A の 反応 が 阻害 され た た め に 酸素吸収量が 低 下

し た こ とに よ る と推論す る こ とがで ぎ る 。

　以上 ，酵素的羯変に つ い て，そ の 性質 ・機構を検討す

る と ともに，褐変防止剤の 作用機構に つ い て も検索した

が ，福変物質が 不安定で 酸化重合 しや すい た め ．褐変 の

初期 の 変化 な らび に中間生成物を正確に 測定す る こ とが

困難 で あり．こ れを解決す る 技術的な 進歩 が ま たれ る。
また ，褐変防止法 につ い て も，栄養素の 損失をもた らす

こ とな く，個 々 の 食品 ・調理 に 適 した有効 な方法 を 実用

化 して い くこ とが 今後 の 課題 で あ ろ う。

要 　　約

1． つ くね い も 。春菊 。りん ご を用 い ，褐変成分，褐

変酵素 の 性質に つ い て検討した結果．ポ リ フ ェノ ール 酸

化酵素 の 至適頭 は 試料に よ り差異 が み られ，つ くね い も

は pH6 ．6．りん ご は pH4 ．0〜5，8 で あ っ た 。 春菊に は 本酵

素が少な くと も 4 種類存在 し，こ の うち 2 種 は 殫5．0 付

近で o一ジ フ ェ ノ ール に 特異的で あ り， 他は 至適 pH6．0

で チ ロ シ ン に も活性を示 した 。つ くね い も．春菊の 酵素

は 食塩に 対し抵抗性が み られた が ，りん ご の 酵素 は食塩

に よ り阻害され た。い ずれ もジチ オ カ ル パ ミ ン 酸，チ オ

尿素 に よ り隕害され
一

種 の 銅酵素 と考 え られ る。

　2． 春菊の 精製酵素を 用 い て，各種阻害剤 の 作用機構
に つ い て 検索 した 結果．グル タチ オ ン

， シ ス テ イ ン に よ

る楊変 の 阻害は ア ス コ ル ビ ン 酸 と異 な り，基 質 で あ る ク

ロ ロ ゲ ン 酸と黄白 色 の 螢光をもつ 複合体を 形成す る こ と

に よ る と推定され た p

　3、 羯変機構に つ い て 検討 し，キ ノ ン まで の 反応 に 酵

素 が 関与す る こ と．2
，
3一デ ハ イ ド Pt イ ン ドール ー5

，
6 キ

ノ ン か らメ ラ ニ ン へ 至 る反応生成物に よ っ て，酵素 が阻

害 され るこ とが示唆され た。

　お わ りに ，本 稿の 御校閲 を賜わ りま した ， 元本学長谷

川于鵡教授 ， ならび に 本実験 に 御協力下 さい ま した 方 々

に 心 か ら感謝 申 し上 げ ます 。
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