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グル コース とゼ ラチ ンの反 応 に よ るゼ ラチ ン

  中の有 効性 リジ ンの減 少 につい て
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 たんば く質を糖 とともに加熱した り,長 時間放置 し

た りすると,た んぱ く質構成成分であるア ミノ酸残基

と糖 との間に反応が起 り,褐 変化 ・その他のたんば く

質の変性が起 ることが知 られている。そ してこれにと

もなってたんば く質 の栄養価の低下が起 る。ア ミノ酸

と還元糖 の反 応による褐 変 化を最初に報 告 したのは
    1J
Maillardで,こ の反 応は メイ ラー ド反 応 または ア ミ

ノカルボ ニル反応 と して広 く知 られ てお り,乳 製 品,
                   2)3)

製菓,果 実,醤 油,味 噌などに多くみ られる。 このさ

い種々のアミノ酸 の中でとくに リジンがアルギニン,

ヒスチジ ンとともにもっとも著 しい褐変を示 し,こ れ
                      2}3}

らのア ミノ酸は糖 との反 応 に よる損 失 が大 き い。
    4J
Carpenterに よるとたんぱ く質分子中の リジンは ε一

ア ミノ基 の遊離のものと,そ れが他の物質 と結合 した

ものがあ って,ε 一 アミノ基が結合型になると栄養的

に リジンとして働かず,ε 一 アミノ基の修飾によって

トリプシンのようにこ塩基性 アミノ酸残基のところで働

く消化酵素が働かな くなるため消化吸収が悪 くなると

されてい る。それで栄養的に リジンとして働 くE一 ア

ミノ基 の遊 離の状 態 にあるものを有効性 リジンとよ

び,こ の ε一 アミノ基が糖と反応 したとす るとそれ1,r

ともな って当然栄養価が低下す るわけである。

 われわれは食品の調理 ・加工 ・貯蔵 などに ともな う

たんぽ く質の栄養価の変化を研究するに当 って,ま ず

この糖 との反応に よる問題をと りあげた。たんば く質

材料 としては比較的純粋で,そ の他の有機物,無 機質

の含有量が少な く,か つ リジン含量の多い単純たんば

く質であるゼラチンを選び,糖 としてはブ ドウ糖を使

用した。食品の調理 ・加工の条件お よびア ミノカルボ

ニル反応に影響をおよぼす といわれている因子を考慮

して,糖 とゼ ラチンの比,反 応時間,温 度,pH,水

分含量,塩 濃度などを変化 させた場合Yyゼ ラチ ン中の

有効性 リジン含量がどのように変化す るかを調べてみ

た。

1.実 験 の 部

*本学栄養化学研究室

1-1.試 料

 ゼ ラチ ンは新 田ゼラチ ン株式会社製のゼラチン「雪」

を,グ ル コースは試薬特級を使用 した。

1-∬.ア ミノ酸窒素の定量

 ミクロケルダール法によった。窒素量にゼ ラチンの
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蛋白係数5.62を 乗 じたものを蛋白質量とした。

1一 斑.i総 リジンの定量

 試料igを 共沸塩酸5miと ともにガラス製加水分

解管に入れ,脱 気,封 管後11◎ 。C恒 温加水分解炉中

で2◎時間加水分解する。冷却後加水分解液を減圧濃縮

して壌酸をできるだげ除き,検 液 のpHが ほぼ5に な

るように水酸化ナ トジウム溶液を加えて調節しっつ適

当な濃度に稀釈 し,定 容とす る。
                5)

 この検液の一定量について追田らのリジンをあらか

じめ臭素化 したのち フエノール試薬で発色させて比色

定量す る方法によって リジンの定量を した。 ジジンの

検量線は唱市販特級 リジンti酸臨を用いて作成 した。

1一騨.有 効性 リジンの定量
         4)

 Carpenterら の方法に より有効性 リジンの定量を行

なった。

 A.試 料のDNP化 お よび加水分解

 試料(1.1gを5prnl容 の丸底フラスコ中で約2,7ml

のIU°a NaHCOs溶 液に分散させ,4.1rnlのDNFB液

(エ タノール4雛 に2。4-Dinitr・flu◎robe数ze捻eα1繍

を溶か したもの)を 加えて暗所で2時 問振とうする。

次にエ タノールを減圧留去 したのち,gmlの 共沸膓酸

とともにガラス管に入れ,ガ ラス管中の空気をできる

だけ除いて封管 したのち11◎ 。C恒 温加水分解伊中で

24時間加水分解す る。冷却後内容物を騨過 し,騨 液 と

洗液を合せて5◎mlの 定容とした。この うちの2◎ml

についてケルダール法で窒素を定量した。

 B.比 色によるε一D賛Pリ ジンの定量

 Aの 実験でえられた5◎mlの 分解液の うち3◎m1を

とり,25謡 のエチルエーテルで2回,憩 撫1で5回 抽

出する。 全拙 出液を合し,水1pml(あ らか じめ6N

塩酸1滴 を加えてお く)で3回 抽出し,抽 出液を先の

水枳と合せて100屈 の定容 とした。 その10m1を さ

らに100m1に 稀 釈 したのち島津 ボッシユRム スペク

トロニック30回析格子型光電比色計を用い,波 長360

mμ での吸光度を測定し,あ らか じめs-DNPリ ジ

ンを用いて作成 した検髭線を用いて ε一DNPリ ジン

含量を求めた。検量線の作成に用いた ε一DNPリ ジ

ンは.Porter, Sangerら の リジンを 銅 塩 に した の ち
        s)

DNP化 す る方 法に よ り調製 し,精 製 して 分析値 が

C12 H 1606NぺHC 1・x20に な る よ うに した ものを

用 いた。

 原 料 ゼ ラチ ンにつ いて測定す ると,ゼ ラチ ン1g中

の ε一DNP化 す る リジ ンは0.325 mmolr総 リジ ン

量 はfl.338mma1と な り,ゼ ラチ ン中の リジ ンの96.2

%が 有 効 性 リジ ンで あ った。
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i-V.反 応におよぼすグル 捻一スとゼラチンの比お

 よび温度の影響

 ゼラチン2gに,そ の中に含 まれ る リジン1モ ル

に対 しグルニースをそれぞれ1,3,6,1◎ モルに稲

当す る量を10m王 の水に溶かして加え,温 めてよ く混

合溶解させたのち,つ ぎの 条 件 で放 置 して反応 させ

た。

 〈1)冷 蔵庫(約 5。C)中 で1ヵ 月。

 (2> 37。C(恒 温 器)中 で1週 間。

 ③ 60。C(恒 温 槽)中 で2蹟 聞。

 (4)ioo°c(沸 騰湯煎)中 で2時 間。

 反応終了後糖質を除 くため50%ユ タノールで洗濃を

繰返 したのち,減 圧 デシケーター中で充分乾燥 した も

のを試料とした。

 この試料を加水分解してゼラチンlg当 りの有効性

リジンの変化を調べ ると第1図 および第1表 の ように

なる。

第1図 添加糖量および温度変化が有効性

    リジン含量にお よぼす影響

(1>冷 蔵庫中1カ 月 (2)37QC 7a

(3)6◎ 。C2田   (4)1◎ ◎。C2時 間

第1表 添加糖量および温度変化が有効性リジン

    含量におよぼす影響
ゼラチンlg中 の有効性 リジン量(ミ 夢モル)

融 鯖 趣 量1・}3}6{・ ・
        

冷 灘(1ヵ 月)10.3・8!0.2890.277a. as2

37°L(・ 週 間)}0.3180.3・6}0.3・ ・}0.287

6ぴC(2日 剛0.3・ ◎ 1fl.302α283iO.272

           i            i            i

・◎・GC(2日 剛0.306jO.28'7咽8iO.253
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 以上の結果 よりゼ ラチ ンのグルコースに対する比お

よび反応温度が リジン残基の ε一ア ミノ基とグル コー

スの反応1/YY`.影響す る大 きな要因であることが明 らかで

ある。高温度で長時間反応 させれば有効性 リジンの損

失が著 しいのは当然であ るが,冷 蔵庫に保存 しても糖

が10モ ルの場合は1ヵ 月で20%の 有効1生リジンの失な

われることは注 目され る。

 また時間の経過に よる影響 を37。Cで グルコース10

モル添加で15日 間調べたのが第2図 である。最初の1

     第3図 pHの 影響(1)

        60。C,48時 間

第2表 pHの 変化が有効性 リジン含量におよぽ

    す影響(1)
ゼラチ ン1g中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)

護11 3 6 10

P且4.・lo.asp O.2850.26・iO.259

PH 6.8

PH 11.0

0.310

0.202

a.sot 0.28310.272
0.192 1 0.181 0.167

  第2図 時 間 的 変 化

添加 グル コース 10モル(モ ル比)

    pH 7.0,370C

日では有効性 リジンの損失は少ないが2日 目以後かな

りの速度で反応が起 り15日間に20%以 上の有効性 リジ

ンが失なわれた。

1-V[.pHの 影響

 ゼラチ ンとグル コースの割合はVと 同様に し,水 の

代 りにIOmlの 緩衝液を加え,溶 解後0.1N塩 酸あ

るいは0.1N水 酸化ナ トリウムを用いてpHを 調整

した。緩衝液 としては酸性側,ク エン酸ナ トリウムー

塩酸,ア ルカリ性側,棚 酸ナ トリウムー水酸化ナ トリ

ウムの緩衝液を使用 した。

 pH 4.0, pH 6.8お よびpH 11.0で60。C,2日

間反応 させた場合の有効性 リジンの変化は第3図 お よ

び第2表 の通 りであ る。

 またグルコースの添加量を リジン残基当 り6モ ルと

し,p且4.0～12.2を10段 階に分けて反応させたとこ

ろ第4図 お よび第3表 のようになった。

  第4図 pHの 影響(皿)

添加グル コース 6モ ル(モ ル比)

    60。C,48時 間
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第3表 pHの 変化が有効性 リジン含量におよぼ

    す影響(皿)

ゼラチ ン1g中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)

PH 4.0 PH 4.5 pH 4.8 pH 5.81pH 6.4

0.z64α2840.292[0.295iO.297

PH 9.4 pH10.OiPH10.4iPH11.4iPH12.2
o.・990.・8・o.・750.・2710.・8・

 以上のようにゼラチ ンをグルコース と加熱 す る場

合,液 のp且 が酸性あ るいはアルカリ性側 とも中性 よ

りはなれ るにつれて有効性 リジンの損失が増加す る。

とくにアル カリ性が増す と有効性 リジンのi損失は半分

以上にもな り,褐 変化が起 る。一方酸性では褐変化は

ほとんどみ られない。pH 11以 上では福変化はと くに

著 しくな り,悪 臭を発生する。そ してこれにともなっ

て熱水不溶 とな り,膨 潤性 も減少 した。pH 12.2以 上

で反応 させ ると溶液からゼラチ ンと糖の反応生成物が

分離 して くる。pH 12.2で は 液 の分 離 はみ られない

が,液 中にゼラチンの凝固した斑点状のものがみ られ

た。pH 9.5～12.0で は反 応 後均一に固まったままで

熱水不溶のゲルにな り,pH 8～9で は熱水可溶の不

安定なゲル とな り,pH 7.5以 下では水溶性に 変化は

み られなか った。

 第2表,第3表 より酸性側ではアルカリ側より少な

いがかな りの有効性 リジンが損失す ることは,ゼ ラチ

ンを食用にす る場合,酸 性で用いることが多いので,

注意す る必要があると思われ る。

1-～ 皿.水 分含量が リジン残基 とグルコースの反応に

 およぼす影響

第5図 水分含量の影響(1)
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 アミノ酸 と糖 との反応が水分含量に より影響 され る

といわれているので,Vの 条件で作ったゼラチ ンとグ

ルコースの混合液を凍結乾燥 して水分含量をゼ ラチ ン

に対 し16～18%に したものを作 り,ガ ラス管に封入 し

たのち2ヵ 月間(7月 ～8月)室 温 に 放 置 した もの

と,脱 水す ることな く370C恒 温器中で1週 間放置 し

た ものとについて有効性 リジンを測定した結果が第5

図お よび第4表 となる。

第4表 脱水 した場合の有効性 リジンの変化
ゼラチ ン1g中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)
一＼
＼_ 糖量
   _` 1 3    6 10

37。(1週 間) 0.318 0.306iO.300jO.287

脱水した試料 0・300iO・2860・277 0.274

 このように水分含量を少な くしてもリジン残基 とグ

ルコース間に反応が起 ることが明らかであ り,水 分含

量が少いとかえ って反応が促進 されると考え られたの

で,グ ルコースの添加量を リジン残基1モ ル当 り6モ

ルとして,添 加水量をゼラチン2g当 り2,5,10,

20rn1と 変え,60QCの 恒 温 槽 中で2日 間 反応 させ

た。 この試料について有効性 リジン量を測定 した結果

が第6図 および第5表 となる。

第6図 水分含量の影響(Il)

添加グルコース 6モ ル(モ ル比)

    60。C,48時 間
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第5表 水分量がゼラチンとゲルコースの反応に

    およぼす影響

ゼ ラチ ン1g中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)

一27一

第6表 食塩の添加がゼラチンとグルコースの反

    応におよぼす影響(1)
ゼラチ ン1g中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)

＼鐸mli 2
      -、1

5 10 20

有 効 性 リ ジ ンa.2240.a770.28711:・
      i                                       i

一璽1塑L但 ・
5i・ ・{・5 20

慰1釧 α283α28giα297【 α3・・1α3・70.3・2

 以上の結果 より水量は少ないほどリジンとグル コー

スの反応が促進 され,こ れと平行 して褐変化が進む。

ことに第4表 に示され るように,あ らかじめグル コー

スと充分混合 したのち脱水 した試料は室温に放置 した

だけで有効性 リジンがかな り減少した。 リジン残基当

り10モルのグルコースは,ゼ ラチンたんば く質19当

り約0.6gで ある。 この ような日常使用 される程度の

グル コースの添加で,水 分量の少ない ときはかな りの

有効性 リジンの損失がみ られ る。このことは調味され

たインスタン ト食品は貯蔵中にかな りの速度で有効性

リジンが減少することを示すもので,グ ルコースの使

用に当 っては注意すべきである。

  {i.食塩 の添加がゼ ラチンとグル コースの反応に

 およぼす影響

 食品の調味には糖 とともに食塩が通常使用され るの

で,食 塩添加の影響を調べた。グル コース添加量は リ

ジン残基1モ ル当 り6モ ルとし,水 のかわ りに1%,

5%,10%,15%お よび20°oの食塩水をゼラチ ン2g

当 り10m1加 え,60。 Cで2日 間反応させたのち前同

様に処理 した。この場合の有効性 リジンの変化は第7

図および第6表 の通 りである。

 つ ぎに食塩 の添加量 を15%と し,グ ル コー スの添加

量を前 と同L'く ゼ ラチ ン中の ε一ア ミノ基 に対 し1,

3,6,10と 変 えて反応 させた結 果が第7表 であ る。

第7表 食塩の添加がゼラチンとグルコースの反

    応におよぼす影響(皿)

ゼ ラチ ン19中 の有効性 リジン含量(ミ リモル)

＼ グル コース

     ＼
1 3 6 10

r5%N∬ 「0.31010.3・60.3・7tO.274

水 0.310
1・.3・21α28314.272

 これを図にすると第8図 となる。食塩無添加の場合

も示 してある。

第8図 食塩添加の影響(Q)

第7図 食塩添加の影響(1)

添加グルコース 6モ ル(モ ル比)

    6Q。C,48時 間

 以上の結果は食塩の添加はゼ ラチン中の ε一ア ミノ

基 とグル コースの反応を阻害 し,有 効性 リジンの減少

をふせ ぐことを示 してい る。食塩 の添加は0～20°oの

間では添加量が多いほどリジンの損失が少な く,第6

表の場合20°oの食塩添加で無添 加の場合の13ioの 損失

を4%ま で減少 させた。 しか し第7表 の10モ ルのグル

コースを添加 した場合には食塩15%を 添加 しても有効
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性 リジンの減少をほとんど防止す ることができなか っ

た。 これ らの結果 より塩蔵食品を除き,通 常の食品加

工中の食塩添加ではグル コースと食品たんば く中の遊

離ア ミノ基 との反応を防止す ることは期待で きない。

皿.総 括

 食品たんば く質の調理,加 工中におけ る有効性 リジ

ンの損失についての基礎的研究として,ゼ ラチンとグ

ルコースを種 々の条件で反応 させ,有 効性 リジン含量

の変化を調べ次の結果をえた。

 1,グ ル コースとゼ ラチンの反応にp且 が非常に関

係 し,中 性でもっとも反応がおそ く,酸 性あ るいはア

ルカリ性が増す と反応速度が増して有効性 リジンの損

失が増大す る。 しかし酸性側では損 失 は比 較 的 少な

く,褐 変化はほ とんど起 らないが,ア ルカ リ性では

pHの 増加につれて急 速 に有効 性 リジンの損失が 増

し,ゼ ラチ ンは褐変化 し,熱 水不溶 となる。

 2.反 応液の水分含量は反応速度に大 き く影 響 す

る。本実験 の範囲では水分含量が少ないほ ど反応速度

が大 とな り,有 効性 リジンの損失が大 きい。すなわち

実際の貯蔵食品やゼ リー,ジ ャム類の水分含量である

16～50°o位 の水分では,室 温,中 性～弱酸性 の条件で

もかな りの有効性 リジンの損失がみ られたことは注 目

される。

 3.反 応温度が 高いほ ど有効性 リジンの損 失 が 大

で,100。Cで は1～2時 間の加熱でかなりの有効性 リ

ジンが損失す る。一方冷蔵庫に貯えて も1カ 月でグル

コース添加量の多い場合では20°oもの有効性 リジ ンが

損失 した。

 以上 の結果はゼ ラチンに限らず食品たんぱ く質に共

通す ると考えられるので,水 分含量が少な く,貯 蔵期

間 もかな り長い と考えられるゼ リ0そ の他の菓子類や
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イ ンスタント食品中のたんぱ く質の有効性 リジンはか

な り減少 しているものと思われる。 しか もこれ らの食

品は リジンの必要量の大きい成長期の子供によって多

く摂取 され,生 活程度の向上につれて間食 としての菓

子の摂取量および加工食品の使用は増加すると考え ら

れ るので,こ の点 よりもさらVT研 究する必要があると

思われる。

 現在のと二ろ リジンと糖の反応物が吸収されても体

内で リジンとして用いられ ることがないとされている

が,こ の反応物が体内でいかに利用され るか,ま た有

害作用はないかにこついては知 られていない。

 なおグル コースと反応 させたゼラチンについて人工

消化試験を行なったところ,い ずれ も消化性が低下 し

ていた。消化率の低下は反応時のpHが 酸性お よび ア

ルカ リ性を増すにつれて大 となるが,こ とにアルカ リ

性で反応 させたものは溶解性の低下 とともに消化率 の

低下は著 しか った。 またシロネズ ミを用いて飼育実験

を行なった結果 も消化吸収率の低下な らびにたんば く

質の栄養価 ことに リジンの利用率の低下がみられたが

これについては後に報告す る。
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