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　吸光分析試薬 Ti −TPyP 試薬を 用 い る
， 糖類 の フ ロ

ー
イン ジ tt一ク シ ョ ン 分 析 法 （FIA ） を確 立 した．

Ti−TPyP 試 薬 は過 酸 化 水素 と反応 し，450 　nm に 吸 収極大を持 つ ペ ル オ キソ 錯体 を生 成 す る．こ の 吸 光

度 は 過 酸化水素濃 度 に 比 例 す る．ス ク ロ ース ，マ ル トース 及 び ラ ク ト
ー

ス の 加水分解酵素 リ ア ク タ
ーと

グル コ
ー

ス オキ シ ダ
ー

ゼ （GOD 〕 リア ク ター
を流路 に 組 み 込 み，各糖か ら 生成し た過酸化水素を

Ti−TPyP 試薬 に よ り測定 した．各酵素 リア ク ターへ の 流路 を バ ル ブ に よ っ て 切 り替え て
，

3 種 の 2 糖

類 と グル コ ース を 段 階的 に 定 量 し た．検量線 は グル コ
ー

ス で は 0．J「　− SOO 　pM （1  〜IO〔〕oe　pmol／test），
ス ク ロ ー

ス ，マ ル トース 及 び ラ ク トース で は 1〜10〔〕OpM （20− 20000　pmol／test ＞の 範囲 に お い て 良 い

直 線 性 が 得 られ た ．2nmol ／test に お け る 相 対標準偏差 （n ＝10）は ，4 種 の 糖 い ずれ に つ い て も O．8％

以 ドで あ っ た，一
つ の 試 料 に つ い て 4 種の 糖 を検 出す る 場合，1 時間当 た り 5 試料 の 測定 が可能 で あ っ

た．本 法 を食晶中糖類 の 定 景 に 応 用 し，良 い 結 果 が 得 られ た．

1 緒 己

　食品 の 品質管理 や製 造 工 程 管 理 に お い て，糖類 の 分析

は 欠か せ な い もの と な っ て い る．特 に 発酵食品中の 糖類

の 定景 は ， 製造工 程．L の 発酵の 程度 を把 握 す る た め に も

重要 で あ る，糖類 の 分 析 法 と して は ，ガ ス ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー（GC ）

1），高速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー一

（HPLC ）
2 ｝

な ど が 用 い られ て い る ．し か し
，

こ れ ら の 方 法 は そ の 選

択性 が 低 い こ と，又 測定 に 長時間 を必 要 と す る な ど の 問

題 点 が あ る，最 近 ， 基質 に 対 diる 特異性が高く，短時間

に 多数の 試料の 分 柝 が で き る と い う 利点 か ら 酵素法 が 注

圏 され て き た．

　現 在，酵素反応 に よ っ て 糖 を 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ドア

デ ニ ン ジ ヌ ク レ チ オ ド （NADH ）に 導 き，そ の 濃度 を測

定す る食岨中糖の 分析用キ ッ トも市販 され て い る．又 ，

酸化酵素の 存在下 に 糖か ら生成 した過酸化水素 を，ペ ル

オ キ シ ダーゼ法 に よ っ て 吸光度 を 測定 す る 糖 の 定 量 法 も

繁用 さ れ て い る
／S》．しか し，こ れ ら の 方法で は測 定対象

の 化学種 の モ ル 吸光係数 が 小 さ い の で 感 度 が低 く， 測定
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値 は 試 料中 の 還 元 性 物質の 影響 を受 け や す い こ とが 指摘

され て い る．又 ， 操作 が 煩雑 な の で 連 続 測定が 困 難 な こ

と，高価 な 酵素 を 使 い 捨 て に す る た め 1 検体当 た り の

分析 コ ス トが 高い こ と な ど ， 日常分析 に 適 し た方法 と は

い え な い ，そ こ で ，食品分 析 分 野 で は ，固 定化酵素を カ

ラ ム と し て 流路 に 組 み 込 み ， 流 れ の 中 で 反応 を行 う フ

ロ
ー

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分 析法 （FIA ）が 試 み ら れ て い

る
4 ）S ）．酵 素 は 固 定 化 に よ り安定性 が 増 し，繰 り 返 し 使

用 で き る と い う利点 が あ る．又，FIA は 試料 の 注 入 か

ら 検出ま で の 条件 を厳密 に 制御で き る の で ， 精度 が 高

く，し か も迅 速 な 分析 を11∫能 に す る． しか し，流れ の 中

に 酵 素カ ラ ム を 組 み 込 ん だ FIA は ， 簡 易 迅 速 な 分析法

で あ る
一・

方，多成分 を区別 して 連続的 に 分析す る こ と は

困 難 で あ る．

　本報 で は こ の よ う な 悶題点 を 克 服 す る た め に ，FIA

の 流路 に 固定化酵素リア ク タ
ー

を並列 に 維 み 込 み ，バ ル

ブに よ っ て 流路 を切 り替 え て 数種 の 糖 を 運 続 定景 す る こ

と を可能に し た．

　 グ ル コ
ー

ス は グル コ ース オ キ シ ダ…
ゼ （GOD ）の 存

在下で 酸 化 され て過酸化水素 を定 量 的 に 生 じる．又 ，

一一t
．

糖類 は そ れ ぞ れ の 加水分解酵素に よ っ て グ ル コ
ー

ス を 生

成する．従 っ て ，グル コ ース か ら 生 成 し た 過 酸 化 水素を

測 定 す る こ と に よ っ て 二 糖類 と グ ル コ ース の 定量 が 卩」
．
能
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で あ る．そ こ で ， 加水 分 解酵素， GOD 及 び過 酸化水素

の 高感度試薬で ある Ti−TPyP 試薬を組 み 合 わ せ た グル

コ ース ，ス ク ロ ース ，マ ル トース 及 び ラ ク トース の 連 続

FIA を 考案した．

　Ti −TPyP 試薬 は オ キ ソ （5，10，15，20一テ トラー4一ピリ ジル ー

ポ ル フ ィ リ ン ）チ タ ン 〔IV）錯 体 ITio（tpypH ．】）
什 i の 酸

性水溶液で あ り，過酸化水素 と 反応 し，ペ ル オ キ ソ 錯体

iTio2〔tpypH4 ）
4＋ 1を生成 して 発色 す る

〔i）．著者 らは本

試 薬 を用 い る 高感度 な 過酸化水素 の FIA を既 に 報告 し

たη．こ の 流路 に ，3 種 の 糖 の 加水 分 解酵素及 び グ ル

コ ース の 酸 化 酵 素を 固 定化 した カ ラ ム （固定化 リア ク

ター一
） を組 み 込 み ，生成 し た過 酸 化 水素を 測 定 し て 4・

種 の 糖類 を定量 し た．

2 実 験

　 2 ・1 試　薬

　Ti−TPyP 試薬 〔3  μM ）： オ キ ソ （5，10，15，20一テ トラー4一

ピ リ ジ ル ーポ ル フ ィ リ ン ）チ タ ン ｛IV ）（朿京化成 王 業

製 ）20　mg を 5M 塩酸 2ml に 溶解 し
，
　 LO　M 硫酸 を加

え て 全 量 1000　ml と しt 、

　 グ ル コ ース 標 準溶液 （1〔〕．｛〕mM ）： D 一グ ル コ
ー

ス （特

級，和光純薬製 11．802g を 蒸 留 水 に 溶解 し，全量 10〔，

m1 と し た．

　 ス ク ロ ー
ス 標準溶液 “o，omM ）： ス ク ロ

ー
ス 〔特級，

和光純薬製）3．423g を 蒸留 水 に 溶 解 し，全 量 100　ml と

した，

　 マ ル トース 標準溶液 （10．OmM ）： マ ル ト
ー．一

ス （特級，

和光純薬製 ）3，603g を蒸 留水 に 溶解 し，全 量 100　ml と

した ．

　 ラ ク トース標準溶液 （10．OmM ）： ラ ク ト
ー一

ス 〔特級，

和光純薬製 ）3．603g を蒸留水 に 溶解 し，全量 100　ml と

し た ．

　酵素 カ ラ ム 作製時の 酵素溶液 と して ，グル コ ー
ス オ キ

シ ダーゼ （E ．C ．Li．2．4，シ グ マ 製 〕は 24 OU を，β一ガ

ラ ク トシ ダ
ー

ゼ （E．C ．3．2．1．23，べ 一
リ ン ガー

マ ン ハ イ

ム 製）は 300　U を，マ ル タ
ー

ゼ （E．C．3、2．1．20，シ グマ

製）は 30（）U を 0」 M リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．0 〕2m 且に

そ れ ぞ れ 1容解 して 調製 した，

　β一フ ル ク トシ ダー
ゼ 及 び ム タ ロ ターゼ混 合固定化 カ ラ

ム 作製 に は，β一フ ル ク トシ ダーゼ 〔E ，C．3．2．1．26，ベ ー

リ ン ガー
マ ン ハ イ ム 製 ） 及 び ム タ ロ タ

… ゼ

（E．C ．5．L3．3，べ 一リ ン ガー
マ ン ハ イム 製 ） そ れ ぞ れ

3000U 及 び 2500　U を  ．1M リ ン 酸 緩衝液 （pH 　7．0）2
m 屋に 溶解 して 用 い た．

　 グ ル コ
ース オ キ シ ダー

ゼ ，ム タ ロ タ
ー

ゼ 及 び カ タ ラ
ー

ゼ 〔E．C ．1．tl．L6 ，シ グマ 製 ）混 合 固 定 化 カ ラ ム 作製 に

は，各酵素 そ れ ぞ れ 2400　U ，2500U 及 び 25000U を

O．iM リ ン 酸 緩 衝 液 （pH7 ，0）2m1 に 溶解 し て 用 い

た．

　 ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ
ー

ゼ 溶液 は ア ス コ ル ビ ン 酸 オ

キ シ ダーゼ （E、C ．1．1．2．4，シ グ マ 製 ）2400U を 0，IM

リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．0）2ml に 溶解 した．

　グル タ ル ア ル デ ヒ ド溶液 （2．5 ％ ）： 25％ グル タル ア ル

デ ヒ ド溶液 （
一

級，和光純薬製）lml を 0．lM リ ン 酸

緩衝液 （pH 　7，0〕10ml に 溶解 した．

　 2・2　酵素 リア ク ターの 作 製

　 グ ル コ ー
ス オキシダ

ー
ゼ ，

マ ル タ
ー

ゼ ， β一ガ ラ ク トシ

ダ
ー

ゼ 及 び β一フ ル ク トシ ダーゼ と ム タ ロ ターゼ の 各酵

素 カ ラ ム は，上 記酵素溶液 を 用 い て ，van 　Zoonen ら の

方法 に よ りそ れ ぞ れ 固定化 して 作製 した
8〕．す な わ ち ，

ア ミ ノ プ ロ ビ ル 化 し た 多孔性 ガ ラ ス ビーズ 0．1g に

2．5％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド溶液 5ml を 加 え て，減 圧 下

30 分間振り混 ぜ た後，常温常圧 で 1 時間振 り混 ぜ た．

水及 び 0．2M リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．0）で 洗浄 し た 後，

各々 の 酵素溶液 2ml を 加 え，氷冷 し な が ら減圧 下 1 時

間 振 り混 ぜ た．更 に 4℃ に 12 時閥保 っ た後，0．2M リ

ン 酸緩衝液 で 洗浄 し，キ ャ リヤ
ー
溶液中 に 保存 した，酵

素 を固定化 した ガ ラ ス ビーズ をテ フ ロ ン チ ュ
ーブ 〔グル

コ
ー

ス リ ア ク ターで は 3cm 長 さ ，
ス ク ロ ース ，マ ル

トース 及 び ラ ク ト
ー

ス リ ア ク タ
ー

で は 9cm 長 さ，lmm

内径 ）に 充 て ん して 酵素 リア ク タ
ーと した．

　 グ ル コ ー一ス 除 去 リア ク ター
は，グ ル コ

ー
ス オ キ シ ダー

ゼ
，

ム タ ロ タ ーゼ 及 び カ タ ラーゼ を ， 又 ア ス コ ル ビ ン 酸

除去 リア ク ターは，ア ス コ ル ビ ン 酸オ キ シ ダーゼ を

Matsumoto ら の 方 法 に よ り 次 の よ う に 固定化 し て 作製

し た
91．CNBr 活 性化セ フ ァ ロ ース 4B　O、2g を 1mM 塩

酸 に 10 分間 浸 し た 後，0」 M リ ン 酸 緩 衝 液 （pH 　7．0）

で 洗浄 す る．グ ル コ
ー一

ス オ キ シ ダー
ゼ ，ム タ ロ タ

ー
ゼ 及

び カ タ ラーゼ の 混 合 溶液，あ る い は ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ

シ ダーゼ 溶液 を加 え て ，4℃ で 24 時間反応 させ た．得

ら れ た 固 定 化 酵 素 を グ ル コ
ー

ス 除去 リ ア ク タ
ー

で は 7

cm 長 さ，ア ス コ ル ビ ン 酸除 去 リア ク ター
で は 5cm 長

さ （2mmi 、d．｝の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ に 充 て ん して ，そ

れ ぞ れ 酵 素 リ ア ク ターと した．

　2 。3　装置及び 測定法

　検 出 器 は 日 本 分 光 製 UV −970 型 分光光度計 を，ポ ン

プは サ ヌ キ工 業製 DMX −2000　FrA 用 ダブル プラ ン ジ

ャ
ーポ ン プ を用 い た．サ ン プ ル イ ン ジ ェ ク ターに は レ オ
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Fig ．1　F 正ow 　diagram　of 　the 　FIA　system 　fbr　sugar

determination　using 　immobilized 　enzyme 　reactors

Rl ： pH 　 6．6，0．05　M 　phosphate　 buffcr　 contai 血 g　 l

mM 　MgCl2 ； R2 ： 3e 叫M 　 Ti−TPyP 　 reagent ； Et：

glucose　 climinating 　 rcactor 　 （glucose　 oxidasc ，
catalase ）；　 E2 ： sucrose 　　reactor 　　（β一fructosidasc，
mu しarQtase ）； E3： maltose 　rcactor 　（maltase ）； E1 ：

lactose　reactor 　（β一galactosidase）； Ef，； 9且uc 〔♪se 　reac −

tor （glucose　oxidase ｝；Vl，　V2 ： switching 　valve ；S ：

sample 　leop （20　pl）；mixing 　coil ：　 15mlong
，
0．5　mm

i．d．

ダ イ ン 8125，バ ル ブ に は ス ーパ ー
セ ラ ミ ッ ク バ ル ブ

を，流路 は 内径 0．5mm の テ フ ロ ン チ ュ
ーブ を用 い た．

　FIA シ ス テ ム は Fig．1 に示す よ う な 2 流路系と し

た．キ ャ リ ヤー
溶 液 と し て 0．05M リ ン 酸 緩 衝 液 （pH

6、6｝を，試薬溶液と して 30　pM
「ri−TPyP 試薬 を そ れ ぞ

れ 0．4　ml ／min の 流量 で 送液 した．グ ル コ
ー

ス の 定量 で

は ，キ ャ リ ヤ
ー

溶液中 に 注 人 さ れ た 試料溶液 （20pl ）

をバ ル ブ V
？

に よ り 切 り 替 え て
，

グ ル コ ース リア ク ター

（Er））を 通 過 させ た．そ の 間 に 試料中 グ ル コ
ー

ス は 酸化

さ れ て 過 酸化水素 を 生成 し た．又，ス ク ロ ース ，マ ル

トース 及び ラ ク トース を定 量 す る 場 合 に は，試 料 中 の グ

ル コ
ー

ス が 測定値 に 正 の 誤 差 を も た らす ため ， あ ら か じ

めパ ル プ VT に よ っ て 流路 をグ ル コ
ー

ス 除
．
去 リア ク ター

へ
．
切 り替え て ，試料溶液中 の グル コ ース を分解除去 し

た、バ ル ブ V2 に よ っ て グル コ
ー

ス を除 い た 溶液 を，そ

れ ぞ れ 測定対象 と な る 糖 の 加水分解 リア ク ター
に 流 し，

試料溶液中 2 糖類 を β一D一グル コ
ー

ス に 変換 した．生成

した β一D 一グ ル コ
ース を グ ル コ ース リア ク ター

（E ， 〕で 酸

化 し過酸化水素 と した．過酸化水素は ミキ シ ン グ コ イル

（15m ，75℃ ）中 で Ti−TPyP 試薬 と 反応 し，生成 し た

Tio2 （tpypH4 ）
4 ＋

錯体 の 吸光度 （450 　nm ）を ピーク 高 さ

と して 検出 し た．

　2・4　試料 の 前処理

　12種 の 市販食品 を試料 と し て，糖類濃度を測定 し

た．試料 は 適宜 希釈 （50− leOO 倍 1 し，メ ン ブ ラ ン フ

イ ル ター （孔 径 O．45pm ） で 滔 過 し た もの を 試料溶液 と

して 注入 した．

3 結果及 び考察

　3・ 1　定量条件の 検討

　3 ・1・1Ti −TPyP 試薬 に よ る 発色反応
6）
　 Ti−TPyP

試薬 は ，1．OM 硫酸中で ，次式 に 示 す よ う に ペ ル オキ ソ

錯体 を生成 す る．

TiQ （tpypH4 ）
4 ＋

十 H202 −一一TiO2 〔tpypH ，）
4 ＋

十 H20

こ の 錯体の 1．OM 硫酸水溶液 は 450　nm に 吸収極大 を持

ち ， そ の 吸 光度 は 過酸化水素濃度 に 比 例 す る．モ ル 吸 光

係数 （ε ）は Ll × IOsM
− 1cm ’

］
で あ り，ポル フ ィ リ ン

骨格 に 由来 す る 大 き な値 を示 し，過 酸 化 水素の 高感度定

．
量 を可能 に す る．又 ， 本 発 色 反応 は 錯体生 成 反 応 で あ る

た め，酸化還元性物質共存の 影響 を受 け 難 い 利点 が あ

り
， 食品や ．生 体成 分 関連 の 分 析 に 適 して い る．しか し，

本錯体 は 生 成反応速度が や や 小 さ い の で
， 反応 促 進 の た

め に ，本法 で は プロ トン （LOM 硫
．
酸）溶液中 で 反応 を

行 わ せ ，反 応 コ イル を 75℃ に 加温 し た
7）．

　3 ・1。2　酵素反応　　3 穂 の ．：．糖類 は そ れ ぞ れ の 酵素

リア ク ターに よ っ て β一D 一グ ル コ ー
ス に変換 し， 次 い で

GOD リ ア ク タ
ー

内 で 酸 化 し過 酸 化 水．素 と し た ．マ ル

トース は マ ル トース リ ア ク ターに よ り α 一1）一グル コ
ー

ス

と β一〇
一グル コ ース に 分解 し ， ラ ク ト

ー
ス は ラ ク トース

リア ク タ
ー

に よ り β一D一グ ル コ
ー

ス と ガ ラ ク トース に 変

換 し た．又 ス ク ロ
ー

ス は β一フ ル ク トシ ダーゼ に よ り α ・

D一グル コ ー
ス と フ ル ク ト

ー
ス と に 分解 した が，GOD は

β・r｝・グ ル コ
ー

ス の み に 作用す る の で ，ム タ ロ ターゼ に よ

っ て α 一D一グ ル コ
ー

ス を β体 へ と異性化 した．よ っ て ，

β一フ ル ク トシ ダーゼ と ム タ ロ ターゼ を組 み 合 わ せ て
，

ス

ク ロ ース リア ク ターと し た．こ れ らの 酵素反応式 を次 に

示す．

Maltosc　 rcactor ：

　 　 　 　 　 　 　 maltaslt

　Maltose＋ H20 − 一一一
α 一1］−gluc ・ se ＋ β一D −9且uc ・ se

Lactose　reactor ：

　　　　　　 β一galactosiduse
　　　　　　　　

−一．一．
　一β一D −giucose＋ 1）−fructoscLactose 十 H20

Sucr  sc 　 reactor ；

　 　 　 　 　 　 　 β一f｝ucLosidase
　Sucrose十H20 　　

−一．．
　

．一帰
α
一D −glucose 十 圏】

−galactose

　 　 　 　 　 　 mutarotase

　α 一D −glUCOS亡 一一　
．・．一　　β一1｝−glucose

Glucose　reactor ：
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Figt　2　Effect　 of 　pH 　or 　carrier 　so 】ution 　on 　pcak
height

口 ： sucrose 　by　sucrose 　reactur ；● ： ma 且tosc　by　mal −

Iose　reactor ；　◇ ： lac重osc 　by　lactose　reactor ；　▲ ：

glu 〔二〇 se 　by　glucose 　 re εしctor ・　Concentration　 or 　sugar

solution ： 1．OOXIO
− 3

　M

β一・一、lu。 。 、 ， ＋ ・
，
＋ H

，
・ 鯉 呈掣

xi

撃。
−
gl＿ 、， 。。、d

　　　　　　　　　　　　　　 十 II202

　 3 ・1・3　FIA 系の設定　　一般に 酵累 は 固定化 す る

こ と に よ り安定性 が 増 し，反応 の 至適条件 も 溶液 の 場 合

と は 異 な る．そ こ で
， 各酵 素 カ ラ ム の 性能 に 対 す る キ ャ

リ ヤー
溶液 の pH の 影響 を 調 べ た．と こ ろ で，経済性

及 び簡便性 の 点か ら，よ り 簡 学 な FIA 系 が 望 ま れ る ．

そ こ で ，酵 素 リア ク ターご と に キ ャ リ ヤ ー溶 液 を替 え ず

に
， 】種類の pH 緩衝液 を用 い る こ と と し，そ の pH が

酵素反応 に 及 ぼ す 影響 を検討 し た．Fig．2 に 示 す よ う

に，ス ク ロ
ー

ス 及 び マ ル トース リ ア ク タ ーは 共 に pH 　6

付近 で 最 人の 活
．
性 を 示 し，ラ ク トース リ ア ク ター

で は

pH 　7．S 付近 で 最大 ピー
ク 値が 得 られ た．又 ，グ ル コ

ー

ス リア ク ター
は pH　5．2〜8．6 の 範囲 で ，ほ ぼ．・

定 の ピー

ク が 得 ら れ た．従 っ て
， キ ャ リヤ ー

溶液 は，すべ て の 酵

素 リア ク ターが 検出 に 十分 な 活性 を 示 す pH 　6．6 の 0．05

M リ ン 酸緩衝 液 を 用 い る こ と と し た ．ラ ク トース リア

ク タ ーに 固 定 化 さ れ た β一ガ ラ ク トシ ダー
ゼ は

， 反 応溶

液 中 に Mg2 ｝
．
が 存在 しな い 場 合 に は，そ の 活性 は 非可

逆的に急激 に 誠少する
10 ｝．そ こ で ，β一ガ ラ ク トシ ダ

ー

ゼ の 活性 を 保つ た め に 必 要 な Mg2
＋

濃 度 を検討 し た．

キ ャ リ ヤ
ー

溶液中 に 添加 さ れ た Mg2 ＋
．
濃度 が，β一ガ ラ

ク トシ ダーゼ 活性，す な わ ち過酸化水素生成 量 に 及 ぼ す

Fig・3　EH ヒct 　of
−
　MgCl2 　concentration 　on 　β一

galactosidasc　activily ，　i，e．，　peak　height　of 　lactose

Conccntration　of ［ac10se ： 1．00XIO
『

卜M

影響 を F正g．3 に 示 す．〔1．5mM 以 卜：の 塩化 マ グネシ ウ

ム 濃度範 囲 に お い て は，ピー
ク 高 さ は 塩化 マ グ ネ シウ ム

が 不在時 の そ れ の 約 4 倍 の 一
定値 を保 っ た ．従 っ て ，

キ ャ リヤ ー溶液 に は 塩化 マ グ ネ シ ウ ム を lmM とな る

よ う に 添加 し た ．各々 の 酵素 リア ク ターの 長 さが ピー
ク

高さ に 与え る 影響を検討 し た 〔Fig．4）．リ ア ク ターが

短 す ぎ る と酵素反 応時間が 短 くな to　，酵素反応率が 低 ド

した．又，長 い は ど酵素反応率 は高 くな るが，試料 の 拡

散 の た め に ピー
ク 幅 は 広 が り，ピー

ク 高 さの 減 少 を 招 く

と と も に 単位時間当 た り に 測定 で き る 検体 数 が 減少 し

た ．そ こ で ，
ピーク高さ が最大か つ

．一
定 と な る よ う に ス

ク ロ
ー

ス ，マ ル トース 及 び ラ ク ト
ー

ス リ ア ク ターは 9

cnl ．長 さ に ，又，グ ル コ ー一
ス リ ア ク タ ーは 3cm に 定 め

た．な お ， 固 定化 リ ア ク ター
の 耐久性 に つ い て は

，
マ ル

トー一ス リア ク タ
ー

で は 2 週 間，ス ク ロ
ー

ス 及 び ラ ク

トース リ ア ク タ
ー

で は 1 か 月，そ して グ ル コ ース リ ア

ク ター
に つ い て は 6 か 月以上 の 使用 が 可能 で あ っ た．

以上 の 条件検討の 結 果，Fig．1 に 示 す FIA 系 を構築 し

た ．

　3 ・2　検量線及 び精 度

　本 法 に よ っ て 得 ら れ た 定量 範囲 及 び精 度 を Table 且に

示 す．　グ ル コ
ー

ス で は 0．5〜500 μM （10〜10 00

pmolftcst），ス ク ロ
ー

ス ，マ ル トース 及 び ラ ク トース で

は 1− 1000 叫M （20− 20eOO　pmol／tcst）の 範 囲 に お い

て ，い ずれ も 良 い 直線 性 （r＝0．999）が 得 ら れ た ．一例
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Fig．4　Effect　o ｛
’
enzyme 　re肌 tor　lcngth　on 　peak 　height　of 　sugars

（A ＞： sucrose 　reactor 　l （B）： maltosc 　reactor ；（C ）： Iactosc　reactor ・
solutions ： 1．00 × 10

一
斗 M

6　 　 フ　 　 8　 　 9

Conccntration・f　sugar

e

Table　 l　Linear　 range 　 and 　 accuracy 　f‘）r　thc　deter−

　　　　 mina ヒi・ n ・ f　glus・ se ，　 sacr ・ se，　 malt ・se 　 a・d

　 　 　 　 iactose

Linear 　range ／

⊥
　pmd ／testCorrclation

　　 R．S．D ，，％

cocfiicient 　（10  μM ，　n 二1  ）

A …

’

・ban・ e　・… 3　1）
GlucoseSucroseMaltose

0，5− 500

監O− 10000
1〜1000

0．999

20− 2eOOO
1〜1000

D．999

20〜20000
1− 1000

Lactose
　 　 　 　 　 20〜2000 

0，9990

．999

O．740

．75

0．490

．84

と し て，本法 に よ っ て得 られ た グル コ
ー

ス 標準溶液 の

FIA シ グナ ル を Fig．5 に 示 す ．又，100 μM 標準溶液 を

用 い た と き の 繰 り返 し 実 験 に よ る 相 対 標 準 偏 差 Cn二10〕

は，4 種 の 糖 い ずれ に お い て も 1％ 以下 で あ り，本法 の

高 い 信頼性 が 示 され た （Table　D ．

　3 。3　共 存物質の 影響

　実際試料 へ の 応 用 に 先 立 ち，食品 中 に 存在が 予想 され

る 共存物質 に つ い て 測 定値 へ の 影響 を検討 し た ．グ ル

コ
ー

ス 及 び ス ク ロ ース に つ い て の 結果 を Table　2 に ，マ

ル トース 及 び ラ ク トース の 場 合 を Tab 且e 　3 に そ れ ぞ れ 爪

す，4 種 の 糖 い ず れ に お い て も，Na ＋

，　 K
＋

，　 Ca
’2 ＋

な

ど の 無機 イオ ン は 糖濃 度 の 100 倍 以 上 ，又 ，酢 酸 ，リ

ン ゴ 酸，ク エ ン 酸 な ど有機物 の ほ と ん ど が 糖濃度の 100

倍以土 の 共存 で も測定値に 影響 を与 え なか っ た．しか

し，マ ル トース の 定量 に お い て そ の 1／10 濃度以上 の ス

a

b

c

d

elO
　rn　in

Fig．5　
「rypical　F【A 　signals 　ff）r　standard 　solution 　of

9旦ucoseGlucose

　concentration （pM ）： a，20 ；b，40； c，60；d ，

80；e
，
100

ク ロ ース の 共存 は ，明 ら か に 正 の 誤差 を もた ら した．こ

れ は，マ ル タ
ーゼ の 基質特異性 が 乏 し い た め に

，
ス ク

ロ ース に 対 して も約 35％ ．の 割合で 反応 し た．そ こ で ，

実 際 試料 の マ ル ト
ー

ス 定量 に お い て は，マ ル トース リ ア

ク タ
ー

経路 に ス ク ロ ース 標 準 溶 液 を 注 人
．
し，得 ら れ た

ピーク高 さか ら グ ル コ ース の 反応率 を 求め た，そ の 値か

ら試料中に 存在 し て い る ス ク ロ ース に よ っ て生 じる ピー
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Table　2　Effect　of 　fbreign　substances 　on 　the　determination　uf 　glucose 　and 　sucrose

Substance
Glucose

一

Sucrose

Conc．　 added

in　samPle ／M
Glucosc　found，
　　　％†

一

Conc ，　addcd
in　sampLe ／M

Sucrose　found，
　　　％††

NaC 且

K 〔〕1MgCl
・aCaCl2FeC13SucroseMaltoseLactoseFructoscAcetic

　acid

Matic　 acid

Citric　acid

Form 重c　acid

Ta 「taric　acid

Malonic　acid

Ascorbic　acid

Ribofrav三n

5．0 ＞＜1 
’−1

5．0× lO
．

1

5．〔〕× 且0
．1

5．0× 10
’．l

LOXlor ／s

LOXIO
一2

5．0× 10
一

斗

1．OXIO
− 2

LO × 10
一2

5．OX10
一’2

5．0× 10
−

　

’
2

LOXIO
− 2

5，0＞〈10r ♀

2．5XlO
一2

5．0＞〈10
ゴー2

1．0× 10
　〕

LO × 1｛厂
．
s

10L6100

，0101
．4．

101，099
，298
．9

互OO．5101
，4101
．196
．4102
．4101
，410

斗．6
垂03．6100

．4102
．195
．2

5．OXIO
− L」

5．0× 10
−
2

5．OXIO
．−2

1．0× 10
−−
u

l．〔〕× 10
− 3

1．O× 10
− P

5，  × 1 
一．．2

5．O＞く10
− 2

5．0 × 10
− 2

5．OXIO
−
2

5．0× 10
− 2

5．0× 1 
　2

5．0× 1〔〕
一．2

5，0XlO 　
−
2

1．0× 1 
一〇

1．0× IO
−

」

96 、396
．499
．099
．096
．7

95．8104
．396
．498
，699
，097
．799
．8102
．7100
． 

10L810L4

†Glucose　added ： LOi〕× rO
−4

　M ；††Sucrose　adeed ： 1．00× 10
−’t

　M

Tablc　3　Effect　of 　f｛）rcign 　substances 　on 　thc 　determination　of 　maltog ．　c　and 　lactosc

Substance
Maltose

一

COnc ．　added
in　sample ．／M

Pt｛altose 　found，
　　　％t

　 　 　 L 往ctOSC

一

C 〔〕nc ．　addcd
ln　sample ／M

Lactose　found，
　　　％††

NaClKCIMgC12CaCl2FcCl3SucroseMaltoseI

」actOSCFructoseAcetic

　 acid

Malic　acid

Citric　 aCid

Formic 　acid

Tartaric　acid

Malonic　 acid
Ascorbic　acid
Ribofravin

5．0× 10
− 2

5，0× 10
”a

5．0× 10
．’2

LO × 10
−
　
L，

LO × 藍0
− 3

LO× 10
．．
5

5．O× 10
　2

5．〔）XIO
．
2

5．D × 10
− 2

5，0× 10
．’t

5．o × 1 
一2

5．0 × 10
−
2

2．5× iO
　2

5．0× 10
−
2

1，D× lo
−

「）

1、D× 10
−Lレ

98．299
．4m3
．596
．596
．7102
，2

103．5102
．9101
，正

lo5．〔〕
105．OlO2

．5
夏03．810

 ．9102
．7101
．2

5．  × 10
− 2

5．0× 10
− 2

LO × 1〔〕
− 2

LO × 10
− 4

1．OX10
−
4

1．0× 10
一

斗

1．O × 10
−

：1

5．0× 置0
−’t

5．0× 10
．−L“

5．0 × 10
− 2

5．OXIO
−
2

1．0× 10
− 2

5．OXIO
− 2

5．0× 10
．6

Lo × 1〔〕
一

「t

99．7100
．8

103．297
．399
．2104
．2

101．497
．497
．5101
．7101
．299
．397
．695
．7102
、9．

†Maltose　added ； 1．00× 10
．．
iM

；††Ltしctose 　adeed ： LOO × 1『 斗 M

ク高 さ分 を求 め，こ の 値 を マ ル トース 測定値か ら．差 し 引

い て 補正 した．こ の 場 合，当該 系で の ス ク ロ
ー

ス の 反応

率 を求 め て 補 IF．して い る の で ，そ の 誤差 は 0．5％ 以下 と

考
’
え ら れ ，ス ク ロ ース 含 量 が マ ル トース の 20 倍以下 で

あ る な ら ば，本 法に よ っ て 信頼 性の 高 い 値 が得 られ る．

　ア ス コ ル ビ ン 酸 は，あ る
．
槿 の 金 属 錯 体 に よ り酸 化 さ
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Table　4　Glucose
，
　sucrose

，
　ma 且tose　and 　iact  sc　con −

　　　　 centrations 　in　milk ，　drinks，　 and 　alcohoh し

　　　　 beverages

Tablc 　5　Rccovery　 of 　added 　glucose ，　 sucrose ，　 m 乱卜

　 　　　 t・ sc　and 　lact・ se　in　samples

Recovery
， ％

Sample
Found （9／IOO　9

−．1
） Sample

　　　　　Glucos♂） Sucrosch〕 Maltosec，　Lactosed，

G 且ucose 　 Sucrose　 Mahose 　 Lactose

．MilkCream

　powderLactobaci
旦1弖

　beverage　l
Lactobaci且1孟

　beverage　2
Milky

　 beverage
So正l　drink
Fruitjuice
Malt 　 teaWineSakeBeer

　lBeer
　2

0．00785　 0．002斗3　 N ．D ．
1．44　　　　　0．589　　　　0．137

〔｝．645　　　 7．56

4．203

．62L302

．310
．OO9．　710
．8正8L420

．Ol33
α00775

6．33

　

0
　

　

　鹽
　゜
　°
　°
　・

881073bD

つ

DO

2

α

LNNNNN

0、931

．620

，7490

、05480
，09510
．OO667N
，D ．

o．〔〕8830
」950
．171

5 ．4046
，13

．752

．4071DDgDgDO

aNNNNNNN

MilkCrcampowderI

．actobacilli
bcverage　l
Lactobacilli
beverage　2
So丘 drink
Fruitjuice
Malt 　teaWineSakeBeer

　lBeer
　2

102．9　　　　99．6
99，7　　　　100．4

9フ．7　　　 105．i

95 ．1　　　　101．9

io3．8　　　　1〔〕2．8
96，2　　　　100．7
99，0　 　

−

97．5102
．399
．298
．2

一
　 　 　97．3

95．l　　　　lO2．6

且01．2　　　 100，6

103，5　　　　107，6

95，395
．299
．5

−

98．5106
．9108
．7

れ ，過 酸化 水素を 生成 す る こ と が 知 ら れ て い る
H ）．

Ti−TPyP 試薬 も，高温 に お い て 過酸化水素生成反応 を

促進 す る の で ，高濃度 に ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含む 試料 で は

測定値 に 正 の 誤差 を も た ら した．そ こ で ，プ レ カ ラ ム と

して ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダーゼ 固 定化 カ ラ ム を設 置

し，そ の 影響 を除去 し た，リボ フ ラ ビン は食品中の 含 量

が 非常 に 少な く，本法 で は測 定 時 に 5e− 1000倍 希 釈 す

る の で ， 測定時の リボ フ ラ ビン 濃度が 1× IO
．−
5M

以上

に な る こ と は ま れ で あ る．従 っ て ，特 に 除去操作 の 必要

は な い と 考 え ら れ る．

　3 ・4　実際試料 へ の応 用

　本法 に よ っ て ，牛乳，乳酸菌飲料，麦芽 飲 料 な ど 8

種 の 市販食品，及 び 4 種 の ア ル コ
ー

ル 飲料中 に 含 ま れ

る糖類濃度 を測定 した．そ の 結果 を Tab 且e 　4 に示 す．酒

類中 に 含 ま れ る 糖類含量 は 0．1ppm オ
ーダーま で ，簡

易迅 速 に定量 可能で あ っ た，又 ， そ れ ぞ れ の 試料 に
，

グ

ル コ
ー

ス ，ス ク ロ ース
，

マ ル ト
ー

ス 及 びラ ク ト
ー

ス の 標

準溶液を各 々 IOO　uM 濃度 と な る よ う に 添加 し た と きの

回 収率 を 求 め た ．Table　5 に 示 す よ う に ，二 ，三 の 例 を．

除 い て ，い ず れ の 場合 も 95− 105％ の 範 閉 の 回 収 率 が

得 られ，本法の 信頼性が確認 され た．な お Table　4及 び

5 の 定 量 値 と 回収率 の 値 は，4 回 の 繰 り返 し測 定 の 平 均

値 で あ り，そ の ば ら つ き は 大 部 分 の 試 料 に お い て 3％

以内で あっ た．

　本法 は ，基質 に 対 し て 特異的 に 作用 し て 過酸化水素 を

生 成 す る 酵 素 反 応 と，過 酸 化 水 素 の 高 感 度 試 薬 Ti −T −

PyP 試薬 を 組 み 合 わ せ た FIA で あ り，バ ル ブの 切 り替

Concentr 飢 ion　 of 　sugars 　 addcd ： a ＞ LOO × iO
−

「i
　M ；

b）　LO   × 10
−
4M

； c）　1．ee× 10
−
n
〜1；d）　LOO× 10

一
斗

M

え に よ っ て， 4 種 の 糖 を高感度 に 測定 で き た．本法

は ，種 々 の 酵素 カ ラ ム 系 を 設置 す る こ と に よ り 多種類成

分 の 測定 を可能 に す る の で ，食品分 析 や 臨 床分 析分 野 へ

の 応 用 が 期待 さ れ る．

　　　　　　　　　（
1994年 10月，II本 分析 化学 会

第 43 年会 に お い て 一部 発表 ）
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Flow  irljection analysis  fbr sugars  in fbods using  Titanium(IV)-porphyrin reagent,

Yuta  YoKoT*,  Chiyo MA'rsuBARtN**  and  Kiyoko  T,tK,NMuRA*  (*School of  Pharmacy,              '
Tokyo University of  Pharmacy  and  Life Science, 1432'1, Horinouchi, HachiQii-shi, Tokyo
        **
192-03;          School of  Life Scicnce, Tokyo University of' I'harmacy  and  Life Science,

1432-1, Horinouchi, Hachioji-shi, Tokyo  192-03)

  A  rapid  and  sensitive  flow in,jection analysis  (FIA) with  spectrophotometric  detection
by  a  titanium(IV)-porphyrin  rcagcnt  was  cxarnincd  for thc  continuous  determinatien  of

glucosc, sucrosc,  maltosc  and  lactose in foods using  immobilized enzyme  reactors  to yield
hydrogen peroxide. A samp]e  solution  is carried  by valve  to three hydrolysis enzyme

reactors  in the flow system.  The reagent  is an  aqueous  selution  of  oxo[5,le,15,20-

tetra(4-pyridyl)porphyrinatoltitanium<IV),  TiO(tpypH4)"+, which  reacts  with  hydrogen

peroxide tu form a monoperoxo  cernplex,  Ti02(tpypH4)4+, having an  absorption  peak at
450nm.  The  hydrogen  peroxide produced {fom  each  sugar  was  determined  by  combin-

ing the reactions  with  giucose oxidase  (GOD) and  hydrolytic enzyme  reac.ters  corrcspond-

ing to each  sugar.  Linear relations  were  observed  between the  peak heights and  sugar

concentrations  in samples  containing  O.5N500  pM  (10NleeOepmolltcst) glucose, and

1 N1000
 yM  {2QN200eO prnul/test) sucrosc,  maltose  and  lactosc, Thc  rclativc  standard

dcviations fbr tcn  replicatc  dctcrminations  of  glucose, sucrose,  maltose  and  lactose were

O.74, O.75, O,84 ancl O.49%, respectively,  for each  standard  soluLion  of  100pM.  The
methed  permitted unalysis  of  20 kinds ofsugar  in samples  per hour. This  method  was

applicd  to dctcrmining thcsc fbur sugars  in foods such  as  milk,  soft  drinks and  wine  with

satisfactory  results.

                                                   {Received December  l5, 1994)

                                                    (AcceptedJanuary 24, 1995)
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Ti(IV)-porphyrin rcagcnti  dctermination of  glucose, sucrose,  maltose  and  lactose; im-
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