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動 物 性 食 品 中 の ヘ ム鉄 及 び非 ヘ ム鉄 の分 別 定 量 法
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A new method for selective determination of heme and nonheme iron has been

developped. Heme iron in animal foods was extracted with 80% acetone (acidified with

hydrochloric acid below pH1.0). Nonheme iron in animal foods was extracted with 1%

hydrochloric acid at 80℃. After adjusting acetone concentration of extracts to 40％, solutions

were passed through Sep-Pak C18 cartridge column. Heme was adsorbed on the column,

while nonheme iron was passed through the column. Heme was eluated out from the column

with acidified 80% acetone. Eluates containing heme iron or filtrates containing nonheme

iron were evaporated, then wet digested with nitric acid and perchloric acid. Residues after

wet digestion were solubilized in 1% hydrochloric acid and iron in solutions was determined

by AAS. This method showed that the sum of heme and nonheme iron content of various

animal foods was the same to as total iron content determined by the wet digestion-AAS

method. The ratio of heme iron to total in processed animal foods were almost same rate in

the raw material meat.(Received Apr.22, 1992)

食品 中の金属元素 は様々な化学形態 で存在 してお り,

生体 に対 する影響力 はそれぞれ大 きく異 なって いること

が多い.鉄 は摂取量が不足 しがちな金属元素の一つ であ

り,ヘ モグロ ビンや ミオグロビンに由来す るヘ ム鉄 とフ

ェリチ ン等 に由来す る非ヘ ム鉄 とに大別で きる.ヘ ム鉄

は非ヘム鉄 の約5倍 吸収率がよい と言 われて いるがl)-4),

非 ヘム鉄 にお いて も共存物 質によ って生体への吸収率 が

極 端 に変 わ る ことが報 告 されて いる2)5).したが って鉄

の吸収量を検討す るため には全鉄量 は もちろん,形 態別

の分別定量が極めて重要 とな る.分 別定量の方法 として

は,湿 式分解後定量 した全鉄量か ら,ト リクロル酢酸で

抽 出 した非 ヘ ム鉄 量 を差 し引いて ヘム鉄量 を求め る方

法6)7),有 機溶媒 で ヘムを抽 出 し,吸 光度か らヘム量を

求め る方法8),光 の反射率 か らヘム量を測定 する方法9),

ゲル クロマ トによ る方法10)等 が ある.し か しなが ら,

あ る形態 の鉄量を全鉄量 か ら差 し引いて別の形態の鉄量

を算出 した方法が多いため,正 確 に分別定量 が行われ た

か どうかが不明であ った.

今回は希塩酸を用いた加温抽 出による非ヘム鉄 の定量

と有機溶媒抽出 によるヘム鉄 の定量 とを行い,湿 式分解
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で得た全鉄量の値 と比較 したところ,良 好な結果 を得 た.

また本法を用 いて市販 の各種食肉及 び加工品の鉄 の分別

定量を行 ったので報告 する.

実 験 方 法

ｌ． 装置及び器具

原子 吸光 分光光 度計:日 本 ジ ャー レル アッシュ社製

AA-781 型 を用 いた.バ ーナーは水冷式10cmス リッ

トバー ナー(SA-62)を 用 い た.ア セチ レンと空気 の流

量 に つ い て は, 1.5l/min(ア セ チ レン)-8.5l/min

(空気)と した.光 源 は浜松 テ レビ社製鉄用ホ ローカソ

ー ドランプを248 .3nmの 波長で用 いた.

分光光度計:島 津製 UV-210 A

2． 試薬 及び標 準溶液

塩酸:20%塩 酸(精 密 分析 用)を 用 い,必 要 に応 じ

て水で希釈 した.

アセ トン:試 薬特級 を用 いた.

硝酸:原 子吸光分析用試薬 を用 いた.

過塩素酸:原 子吸光分析用試薬を用いた.

ヘモ グロビン:和 光純薬製(牛 血 液製)を 用 いた.

フェ リチ ン:和 光純薬製 を用いた.

前処理 用カ ラム: Waters社 製 Sep-Pak C18を あ

らか じめ1N塩 酸 5ml で洗浄 して用いた.

限外〓 過膜:日 本 ミリポア社製 モルカ ットII(分 画

分子量10000) の限外〓 過用ユニ ッ トを用 いた.

3. 試 料

市販 の食肉及 び食肉加工品を購入 して実験 に共 した.

4. 試料溶液の調製

(1) 試料の前処理

従 来 の報 告 で は3),試 料肉 の均一 化及 び80%ア セ ト

ンによるヘムの抽出 はホモ ジナイザーを用 いて2回 行 っ

ている.し か しなが らホモ ジナイザーか らの鉄の溶 出が

見 られたので,セ ラミックの包丁 による均一化 を行 った.

また抽 出 は1回 目の抽出で93～95%の 抽出がなされる

との報告があ ることか ら3), 1 回 にとどめた,

(2) 全鉄の定 量

セ ラ ミック製の包丁 で細切 りした試料をよ く混合 し,

約2gを コニ カル ビー カーに取 った,硝 酸約10mlを

加 え家庭 用ホ ッ トプ レー ト上で加熱 し,初 期 の激 しい反

応が お さま った ら過塩素酸約2mlを 加えて更 に加熱分

解 を行 った.分 解終了 後1%塩 酸で定容 して原子吸光分

析 用試料溶 液と した.

(3) ヘム鉄 の定量

ヘムの抽 出方法 は後述のヘ ム鉄の抽 出方法 の検討結果

に基 づ き, Fig.1の よ うに定 めた.こ の抽 出液 を家庭

用 ホ ッ トプ レー ト上 で ア セ トンを蒸 発 させ,硝 酸約

3mlと 過塩素酸約0.5mlと を用 いて湿式分解 を行 い,

1%塩 酸 で25mlに 定 容 して原子 吸光 分析用試料溶液

とした.

(4) 非 ヘム鉄の定量

非 ヘム鉄の抽出方法は後述 の非 ヘム鉄の抽出方法 の検

討 結果 に基づ き, Fig.2 の よ うに定めた. 〓 過液 全量

をホットプレー ト上で加熱 して アセ トンを蒸発させた後,

硝 酸約3mlと 過塩素酸約0.5mlで 湿式分解 を行 った

後1%塩 酸で定容 し,原 子吸光分析用試料溶液 とした.

5. 原子吸光法 による測定

鉄 の定量 は鉄 の標準溶液 によ り作成 した検量線を用い

ピークの高 さか ら求 めた.

実 験 結 果 及 び考 察

1. ヘ ム鉄 の抽 出 方 法 の検 討

(1）Sep-Pak C18に よ る ク リー ンア ップ

動 物 の組 織 に お け るヘ ム鉄 は ヘ モ グ ロ ビン,ミ オ グ ロ

ビ ン由 来 の ものが ほ とん どで あ る.文 献 によ れ ば これ ら

の ヘ ムは,塩 酸 でpHを1以 下 に調 整(ア セ トン:水,

75～80:25～20V/V%)し た,ア セ ト ンで効 率 良 く抽

出 さ れ る と され て い る3)8).酸 性 条 件 下 で は非 ヘ ム鉄 の

抽 出 もあ る程 度 行 わ れ て い る と考 え られ るが,文 献 で は

ヘ ム量 を吸 光 度 か ら求 め て い る た め,試 料 溶 液 中 の非 へ

Fig.1 Determination method of heme iron

in animal foods
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Fig.2 Determination method of nonheme

iron in animal foods

ム鉄 量 につ い て は不 明 で あ る.今 回,ヘ ムの抽 出 を行 っ

た試 料 液 をSep-Pak C18処 理 す る こ とで ヘ ム の ク リ

ー ン ア ッ プ を 試 み た .文 献 で は,塩 酸 濃 度0.7%の75

～80% ア セ ト ン に よ る抽 出 液 が最 も吸 光 度 が 安 定 して

い た と さ れ て い る の で3)8),塩 酸 を約 0.7% 含 有 す る ア

セ ト ンを 調 製 し(以 下 塩 酸 酸性 ア セ トンと記 す),ヘ ム

の抽 出 に当 た って は,ア セ トン濃 度 が試 料 中の 水 分 と合

わ せ て お よ そ80%と な るよ うに 調製 して用 い た.

ま ず0.2gの ヘ モ グ ロ ビ ンを50ml容 量 の メ ス フ ラ

ス コ に量 り取 り,水 で定容 した.こ の2mlを と り,塩

酸 酸 性 ア セ ト ンを 加 え80%溶 液 と した 後,0℃ で1時

間 放 置 して ヘ ム の抽 出 を 行 った.次 にSep-Pak C18

にヘ ム を吸 着 させ る た め の条 件 検 討 を 行 った.上 記 の ヘ

モ グ ロ ビ ンの80%ア セ ト ン溶 液1mlに 水 を0～4ml

加 え てSep-Pak C18を 通 して ヘ ム をSep-Pak C18

に吸着 させ た.次 に ア セ トン濃 度 が80%,  40%, 33%,

25%, 20% の 塩 酸 酸 性 ア セ トン5mlでSep-Pak C

18を 洗 って ヘ ム を 溶 出 さ せ て〓 過 液 を 集 め, 10mlと

した.ヘ ム は ポ ル フ ィ リン環 に起 因 す る ソー レ帯 と呼 ば

れ る 極 大 吸 収 波 長 域 を400nm付 近 に持 ち,こ の吸 収

帯 はpHが 低 くな る につ れ て 短 波 長 側 に移動 して来 る

こ とが 知 られ て い る3)l1).得 られ た試 料 液 の 吸光 度 を測

定 した と ころ, 80% アセ トン溶 液 の 通 過 液 で は390 nm

付 近 に若 干 の 吸収 が み られ, Sep-Pak C18に ヘ ムが 全

量 は吸 着 して い な か った が,ア セ トン濃 度 が40%以 下

の試 料 で は,ヘ ム に起 因 す る吸収 は見 られ な くな り,ヘ

ム はす べ てSep-Pakに 吸 着 す る ことが わ か った.そ こ

で ヘ ム を 抽 出 した80%ア セ トン溶 液 及 び 同 量 の 水 を

Sep-Pak C18 に 通 し,そ の 後40%の 塩 酸 酸性 ア セ ト

ン5mlと1%HC1 5mlの 順 にSep-Pak C18 を洗 う

こ と と し た,な おSep-Pak C18 に吸 着 した ヘ ム を溶

出 さ せ る た め に は80%の 塩 酸 酸 性 ア セ ト ン5mlを 用

い た.ま た, Sep-Pak C18 及 び シ リ ンジか ら無 機鉄 の

溶 出 が 見 ら れ た た め,こ れ ら の 器 具 は あ ら か じ め

1N HClで 洗 浄 した もの を用 いた.

(2) ヘ モ グ ロ ビン標準 品 の純 度 検 定及 び ヘ ム鉄 の非 ヘ

ム鉄 化 の有 無 の 確認

実 験 に 用 い る ヘ モ グ ロ ビ ン標 準 品 の純 度 を確 認 す るた

め に,ヘ モ グロ ビ ン標準 液 の ゲ ル ク ロマ トグ ラフ ィ ーを

行 って 鉄 量 の 測 定 を 行 った と ころ, Fig.3の 様 に約 15

%の 鉄 がvoidの 位 置 に 出 現 した.次 に この標 準 液 中

の ヘ ム をFig.1の 方 法 に した が って 抽 出 し,定 量 を行

った と こ ろ,総 鉄 量 の85.3% が ヘ ム鉄 で あ り, 14.7%

が非 ヘ ム鉄 で あ った.ゲ ル ク ロマ トグ ラ フ ィー で得 られ

た ヘ モ グ ロ ビ ン以 外 の 分 画 の鉄 量 とSep-Pak C18 を

用 い た分 別 定 量 の結 果 得 られ た 非 ヘ ム鉄 の比 率 は一 致 し

た.ま た,分 別 定 量 で得 られ た ヘ ム鉄 と非 ヘ ム鉄 との合

計 値 は湿 式 分 解 に よ って得 られ た 総鉄 量 と一 致 した.

Fig.3 Chromatogram of standard Hemo-

globin solution

TOYOPEARL HW-55_??_2.6cm×37cm

O.4M Boric acid-Phosphoric acid-Acetic

acid buffer: pH4.5.
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次 にSep-Pak C18に ヘ ム を 吸 着 さ せ た後1%塩 酸

でSep-Pak C18を 洗 い,洗 液 中 の鉄 を 測 定 したが,

鉄 は検 出 さ れ な か っ た.以 上 の こ とか ら,実 験 に用 いた

ヘ モ グ ロ ビ ン中 の ヘ ム鉄 は総 鉄 量 の85 .3%と して 扱 っ

た.ま た,ポ ル フ ィ リ ン環 中 の鉄 は塩 酸 酸性 ア セ トンを

用 いた 抽 出 方 法 で は非 ヘ ム鉄 化 せず,ま た1%塩 酸 で は

非 ヘ ム鉄 化 しな い こ とが 確認 さ れ た.

2. 非 ヘ ム 鉄 の 抽 出 方 法 の検 討

(1) Sep-Pak C18に よ る ク リー ンア ップ

動 物 組 織 で は,鉄 貯 蔵 タ ンパ ク質 で あ る フ ェ リチ ンに

最 も多 くの非 ヘ ム鉄 が含 有 され て い る.フ ェ リチ ンを形

成 す るア ポ フ ェ リチ ン と鉄 と の結 合 方 式 の詳 細 は不 明 で

あ る が, [(Fe3+O.OH)8・(Fe3+0・PO3H2)]の 形 で 強

く結 び付 いて い る と考 え られ て い る12).フ ェ リチ ンか ら

鉄 を遊 離 して ア ポ フ ェ リチ ンを精 製 す るた め に は,亜 ニ

チ オ ン酸 ナ トリウ ム に よ る方 法 が あ るが12),今 回 は鉄 の

抽 出の み を 目的 と し,塩 酸 抽 出法 に よ る簡 便 な方 法 につ

い て検 討 した.

ま ずpHの 変 化 と フ ェ リチ ンか らの 鉄 の 溶 出 との関

係 を み る た め に,フ ェ リチ ン原 液0.10gを,水 及 び

pH2～6 の0.04Mの ホ ウ酸 ・ リ ン酸 ・酢 酸 緩 衝 液 で

25mlと し て 試 験 溶 液 と し た.ま た フェ リチ ン0.10g

を0.1MのNaClで20mlと して フ ェ リチ ン標 準原

液 と し,こ の1mlを0.1MのNaClで25mlと し

て フ ェ リチ ン標 準 液 と した.

フ ェ リチ ンの分 子 量 は400000以 上 と非 常 に大 きい た

め,遊 離 した 鉄 は 分 画 分 子 量10000の 限外〓 過 用 ユ ニ

ッ トで〓 過 して こ の 分 画 の 鉄 を 定 量 した.そ の結 果,

Fig.4 に示 し た よ う にpH2及 び3で 若 干 の鉄の 溶 出

が 見 られ た の み で あ った.こ の こ と は フ ェ リチ ン自体 が

Fig.4 1ron (molecular weight: not more

than 10000) extraction rate from

Ferritin

*At room temperature

**At 80℃

pH4～10で 安 定 であ ると して いる従来の記載 と一致 し

た12).

次 に フェ リチ ン標準原液1mlを1%及 び3%塩 酸 で

25mlと し,室 温及 び80℃ で1時間 の抽出を行 った.

Fig.4 に示 したよ うに,室 温抽出で は1%塩 酸 で39%

の鉄 が分 子量10000 以 下 となったのに対 して, 80℃ の

加温抽 出で は100%の 抽 出がで きた.そ こで実際の試料

か ら非 ヘム鉄を抽出する条件 は1%塩 酸, 80℃1時 間 と

した.ヘ ムタンパ クは水溶性で あるたあ,一 部分が塩酸

溶液 中 に移行 した.そ こで Fig.1の 操作を行 って抽 出

液中のヘムを分離 し除去 した.

(2) フェリチ ン標準品の純度検定

フェリチン標準液 に,塩 酸酸性 アセ トンを加えて0℃,

1時 間の抽 出を行 った.そ の結果 ア セ トン濃度が80%

以上で大部分のフェ リチ ンが沈澱 した.上 澄み液には ソ

ー レ帯は見 られず,ヘ ムの存在 は認 め られ なか ったので,

フェ リチン溶液中の鉄 は全量非 ヘム鉄 と して扱 った.た

だ し上澄 み液 も,フ ェ リチ ン標準液 と同様 に450nm

以下 の波長で急激に増大す る吸収域を もつためアセ トン

抽 出したヘムの定量を吸光度のみで行 う従来 の方法で は,

場合によって はヘ ムの値が高 く求め られ る危険性が考え

られた

.3. フ ェ リチ ン及びヘモグロビンの混合溶液からの分

別定量

(1) 抽 出時間の検討

Sep-Pak C18へ のヘ ムの吸着 と溶出の方法を用いて

フェ リチ ン標準液 を処理 した ところ大部分の フェ リチ ン

はSep-Pak C18に 吸着 したま まで あ り,お よそ1%

程度 の鉄の溶出が見 られ たに過 ぎなか ったが,調 製直後

にSep-Pak C18に よる処理 を行 うと, 80%の 塩酸酸

性 アセ トンで溶出する際 に,約30%の 鉄 がSep-Pak C

18に 保持 されずに溶 出 した.文 献で は3),ヘ ムの抽 出時

間 を30分間 と して いるが,フ ェ リチ ンの凝固を完全 な

もの とするため に,抽 出時間 は1時 間 とした.

両 者 の混 合溶液 か らの分別 定量 の結果 は, Table 1

に示 したよ うに良好であ った.

(2) 添加 回収試験

ヘム鉄の多い試料 と して牛肉を,ま た非 ヘム鉄の多い

試料 と して豚 レバーを用 いて添加 回収試験 を行 った.ヘ

ム鉄 と してはヘモグロ ビンを,非 ヘ ム鉄 としてはフェ リ

チ ン及 び原子吸光分析用 の鉄標準溶液を用いた.非 ヘム

鉄 の回収率の計算には,ヘ モグロ ビン標準品に含 まれる

不 純物 由来の非ヘム鉄 を含 めた数値 を用いた. Table 1

に示 したように,結 果 は良好 であった.
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Table l Results of recovery test

Table 2 Heme iron and nonheme iron in some fresh meat (on wet basis)

4. 獣 鳥 魚 肉 試 料 を 用 い た鉄 の形 態 別 の 分 別 定 量

(1) 食 肉 の 鉄 の 分 別 定量

前 述 の 方 法 に した が って市 販試 料 の鉄 の分 別 定 量 を行

い,結 果 をTable 2に 示 し た.食 肉中 の鉄 量 は部 位 や

年 齢,餌 料 等 で 著 し く異 な り,牛 肉 で1.2～3mg/100

g,豚 肉 で0.8～1.8mg/100g,豚 レバ ーで13mg/100

gと 報 告 され8),ヘ ム鉄 量 で は 牛 肉 で0.3～0.8mg/100

g,豚 肉 で0.7～2.4mg/100gと い う文 献 値 が あ る13).

魚類 で は多 くの種 類について ミオ グ ロ ビ ン量 が 報 告 され,

そ れ か らヘ ム鉄 量 を計 算 す る と赤 身 魚 の キ ハ ダ マ グ ロで

0.11～0.5mg/100g,白 身 魚 の マ ダ イ で0.02mg/100

g程 度 とな り,種 類 に よ ってか な りの 差 が あ る ことが 知

られ て い る14)-16).し か しな が ら,い ず れ も総 鉄 量 を測

定 した試 料 とヘ ム鉄 量 を 測定 した試 料 が 同一 の もので は

ないた あ,総 鉄量 に対 す るヘ ム鉄 量 の比 率 は不 明 で あ る.

今 回 の 分 析 結 果 はTable 2に 示 した よ うに,こ れ らの

文 献 値 と ほぼ 同様 な値 で あ った.

総 鉄 量 に対 す る ヘ ム鉄 量 の比 率 につ いて は,獣 肉,肝

臓,鳥 肉,魚 肉 の い ず れ も40%程 度 で あ る と して い る

例 や2),牛 肉 で40.7%,七 面 鳥 で39.3%,マ グ ロで33.3
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Table 3 Heme iron and nonheme iron in some processed food (on wet basis)

%の 例が あ る17)が報 告例 は少な い.今 回の分析で は,

筋肉部 分 は牛 肉で67.4～81.8%,豚 肉で55.7～78.9%,

鶏 モモ肉 で34.8～50.2%,マ グロで66.1%と 赤身肉が

いずれ も高い比 率を示 し,逆 に白身の肉は鶏 ササ身肉で

34.8%.カ レイ肉で24.9%と 低 い比率であ った.豚 レ

バ ーは14 .7及 び18.8%と 低 い比率であ った.こ れ は,

特 に赤身の筋 肉 は ミオ グロ ビンの含有率が高 く,残 留す

る血液の存在 も考 え られることか ら,ヘ ム鉄 が多 いのに

対 し,レ バーでは貯蔵鉄が高 い比率を占め るためと考え

られた.

また,分 別定量 で得 られ たヘム鉄量 と非 ヘム鉄量 との

合計値 は湿式分解 による全鉄量 と一致 した.こ のことか

ら,本 報によ る鉄 の形態別 の分別定量方法 は両形態 の鉄

を損失な く定量 した ものと考 えられた.

(2) 食肉加工 品の鉄 の分別定量

Table 3に 市販 の食 肉加工 品 の鉄 の分 別定量結果を

示 した.総 鉄量 に対す るヘム鉄量の比率は,豚 肉 を主原

料 とし,ま た製造時 に比較的低温で加熱される,ロ ース

ハ ムや ウイ ンナー ソーセージ,ボ ロニア ンソーセージで

は,い ずれ も38.1～57.2%で あ り,豚 肉における比率

とほぼ等 しい結果が得 られ た.牛 肉を主原料 と した製品

で は,コ ー ンビー フが38.1%及 び64.4%,大 和煮 は

21.1%で あ った.後 者 の試料 で は,両 形態 の鉄量の合

計 値 は湿式 分解 で得 られ た値の約50%と 低 く,ヘ ムの

抽 出率 の低 さが示唆 された.そ の原 因が製造時の加熱温

度 による ものか,使 用 されて いる調 味液その他 によるも

のかは不明で ある.こ れ以外の試料 では,ヘ ム鉄 と非ヘ

ム鉄 との合計値 は湿式分解に よる全鉄 の値 と良 く一致 し

た.

以上 のことか ら一部の加工食品を除 き,多 くの動物性

食 品につ き,鉄 の形態別 の正確 な分別定量が可能 であ っ

た.

要 約

1.動 物 性食 品中 のヘ ム鉄 は,塩 酸酸性 の80%ア セ

トン抽 出で,ま た,非 ヘム鉄 は1%塩 酸80℃ 加温抽出

の後,そ れぞれSep-Pak C18 に よ るク リー ンア ップ

を併用 し,原 子吸光分析法で測定す る分別定量法 を確立

した.

2. ヘム鉄の総鉄量 に対す る比率は,各 種食肉の筋肉

部 分 では,鶏 肉 や カ レイで50%以 下 と低 か ったが,豚

肉や牛肉 は55～82%と 高か った.ま た豚 レバーで は15

～19%と 低 い比率 で あ った.本 法で求 めた形態別の鉄

量 の合計値 は,湿 式分解 による全鉄量 と一致 し,損 失な

く分別定量で きることが確認 された.

3. 食肉加工品では一部の製品を除 き,形 態別の分別

定量 がで き,総 鉄量 に対す るヘ ム鉄の比率 は原料肉 とほ

ぼ同 じ値であ った.

本 研究 は 日本食 品工業学会第38回 大会(平 成3年3

月,広 島)に おいて発表 した.
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