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報 文

褐 変 物 質 に 関 す る 研 究

― グルコサミン褐変物質の抗酸化性について―

小　柳　津　周

武蔵野栄養専門学校

Studies on Products of Browning Reaction

Antioxidative Activities of Products of Browning Reaction Prepared from Glucosamine

Makoto Oyaizu

Musashino Nutrition College

Products of browning reaction of glucosamine were prepared from glucosamine-HC1 by incubat-

ing it at 37•Ž for 0•`30 days, and the antioxidative activity, reducing power, degree of browning,

aminosugar contents, pH, moisture and total nitrogen contents of the products were measured. In

addition, the brown products prepared from glucosamine by incubation at 37•Ž for 0, 15 and 30 days

were fractionated by gel filtration using Sephadex G-15, and the antioxidative activity, reducing power,

degree of browning and pH of each fraction were also measured.

The results obtained were as follows:

1) When white powder of free glucosamine was allowed to stand for 3 days at 37•Ž, it

transformed to a brown paste.

2) The strongest antioxidative activity was observed in the product obtained after incubation

between 20 and 30 days.

3) The increase in antioxidative activity of the products of browning reaction was accompanied

by the increase in the degree of browning.

4) The brown products prepared from glucosamine by long incubation were fractionated into

fractions according to their molecular weights.

Antioxidative activity was detected in the fractions corresponding to intermediate molecular

weight.

Jpn. J. Nutr., 44 (6) 307•`315 (1986)

緒　 言

褐変物質に関する研究は,古 くから多くの報告がなされている1)～3)。その多くは化学的性状や油脂に対する

抗酸化作用であり,特 に抗酸化作用については桐ケ谷,加 藤 ら4)～7)が還元力 と抗酸化作用,褐 変度と抗酸化作

用の関係を報告 している。

褐変物質の多 くは糖 とアミノ酸を用いた もので,こ の反応は複雑な反応経過をたどるため,反 応生成物の性

状や作用についてはまだ十分に解明されていない。本報では,1分 子中にア ミノ基 とカルボニル基をもったグ

ルコサ ミンを用い,こ れを遊離形にすることに より容易に褐変をする性質を利用 し,そ の生成物である褐変物
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質を リノール酸に添加 してワールブルグ検圧装置により抗酸化性を測定した。

実 験 方 法

1.遊 離グルコサミンの調製

グルコサ ミン塩酸塩(シ グマ社製)25gを300 ml三 角 フラスコに入れ,メ チルアル コール(無 水)100 ml

を加 えた。この溶液中に金属ナトリウムを加え,冷

却 しながら激 しく振盪反応させ,生 成 した食塩を濾

過し,そ の濾液にエチルアル コール(無 水)10mZ

を加 えて,白 色沈澱物 として遊離グルコサ ミンを得

た。 さらにこれを減圧下で乾燥し,白 色の粉末状と

した。調製の操作をFig.1に 示す。

2.遊 離 グルコサミンからの褐変物質の調製

遊離 グルコサ ミンは褐色ガラス容器に入れ,37℃

でインキュベーター中に放置し,褐 変グルコサ ミン

(Browning Products of glucosamine:以 下, BGA

と略す)を 得た。BGAは 測定の都度同一容 器か ら

計 りとり,放 置0日 から5日 間は毎日,以 後は5日

の間隔で30日 問経時的に性状の変化を測定した。

3.　 褐変物質の物理的,化 学的性質の測定

(1)還 元力の測定

還元力の測定は,足 立8)の 方法により行った。す

なわち,BGA 0.039を 蒸留水に溶解 し,100mlと

した。 この溶液5m1に1/15 Mリ ン酸 緩 衝液(pH

Fig. 1 Flow sheet illustrating preparation of

free-glucosamine

6.6)5mlを 加 え,50℃ で20分 間 反 応 後 冷 却 し,10%ト リク ロ ロ酢 酸 溶 液5m1を 加 えた 。 この 溶 液5mlに 蒸

留 水5rnlと0.1%塩 化 第二 鉄 溶 液1mlを 加 え て発 色 させ,日 立 分 光 光 度 計 を 用 い700 nmで 吸 光 度 を測 定 し

た 。

(2)ア ミノ糖 の測 定

グ ル コサ ミン残 存 量 の測 定 は,Elson-Morgan法 の変 法 で あ るBlix法9)に よ り 行 っ た。 す な わ ち, BGA

0.019を 蒸 留 水 で100mlと し,こ の溶 液0.5m1に ア セ チ ル ア セ トン1mlを 加 え,90℃ で1時 間 反 応 後 冷 却

し,さ らに96%エ チ ル ア ル コー ル10mlと エ ール リ ッヒ試 液1mlを 加 え発 色 させ,530 nmで 吸 光 度 を 測 定 し

た 。

(3)全 窒 素 量,お よび水 分 量 の測 定

全 窒 素 量 の 測 定 は ミク ロケ ル ダー ル法10)に よっ た。 ま た,水 分 量 の測 定 は ケ ッ ト水 分 計 を 用 い,乾 燥 温 度

105℃ で測 定 した。

(4)褐 変 度,お よびpHの 測 定

褐 変 度 お よびpHの 測 定 は, BGA 0.039を 蒸 留水 に溶 解 し,100 mlと して 用 い た。 す な わ ち,褐 変 度 は

450nm3)で 吸 光 度 を 測 定 す る こ とに よ り, pHはpHメ ー タ ー(堀 場 社製)を 用 い て測 定 した 。
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Fig. 2 Procedure for linoleic acid purification

Fig. 3 Warburg flask

4.　 抗 酸 化 性 の 測 定

(1)基 質 リノ ー ル酸 の調 製

基 質 リノ ー ル酸 は リノ ー ル酸 メ

チ ルエ ス テル(東 京 化 成 工 業 社 製)

を 用 い,Duganら11)の 方 法 に よ

りカ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーを 行

い,過 酸 化物 を 除 い た。 カ ラ ムは

ガ ラス カ ラ ム(2.4cm×40cm),

充 填 剤 は ワ コー ゲル(シ リカ ゲル)

C・200,展 開溶 媒 と し て はn-ヘ

キ サ ン:メ チ ル ア ル コー ル(3:

1)を 用 い溶 出 した 。 溶 出 した リ

ノー ル酸 メチ ル エ ス テ ル を,常

法12)に よ りケ ン化,加 水 分 解 後,

溶 媒 を 窒 素 ガ ス気 流 下 で 濃 縮 し,

過 酸 化 物 を 除 去 した リ ノ ー ル 酸

(POV=0)を 得 た。 リノ ール酸 は

リノ ール酸 メチ ル エ ス テ ル と比 較

して酸 化反 応 性13)が 速 い の で基 質

と して用 い た。 カ ラム ク ロマ トグ

ラフ ィー の操 作 をFig.2に 示 す 。

(2)ワ ー ル ブ ル グ検 圧 装 置 に よ

る抗酸 化 性 の 測 定

抗 酸 化 性 の 測 定 は ワ ー ル ブル グ

検 圧 装 置14)15)に よ り行 い,酸 素 吸

収量(μ1)で 求 めた。すなわち,BGAを 基質 リノール酸に対 し,10%(w/w)量 添加 し,乳 化剤(ツ ウィー

ン20を2g計 り,1/15Mリ ン酸緩衝液, pH 7.3に 溶解 し,100 mlと したもの)10 mlを 加 え,ホ モジナイザ

ーで3,000回/分 で3分 間乳化 した。 この乳化液1.5mlをFig.3に 示す反応フラスコの主室に入れた。また,

酸化促進剤として0.05%ヘ モグロビン溶液(市 販の粉末 ヘ モグロビン0.059を,1/15Mリ ン酸緩衝液, pH

7.3に 溶解し,100mlに したもの)0.5mlと,炭 酸ガス吸収溶液 として10%KOH溶 液0.2mlを,そ れぞれ,

Fig.3に 示 した側室 と副室に入れた。一方,対 照区にはBGA無 添加のものを用いた。

酸素吸収量の補正 として副室に10%KOH溶 液0.2mlと 主室に蒸留水2m1を 入れ,補 正係数を測定 した。

測定は37℃ 恒温水槽中に測定用マノメーターを接続 したFig.3の 反応フラスコを入れ,10分 間の予備振盪を

行い,そ の後,側 室のヘモグロビン溶液を主室に混合し,42回/分 の振盪回数により,開 始10分 間は毎分,そ

れ以後5分 間隔で酸素吸収量を測定 し,抗 酸化性を求めた。なお,基 質濃度は予備実験により決定した。
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5. Sephadex G-15に よ る褐 変 物 質 の 分 画 お よ び 化 学 的 性 質 の 測 定

(1)Sephadex G-15に よ る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー

Sephadex G-15(ガ ラス カ ラム:2.5cm×45 cm;以 下,セ フ ァデ ック スG-15と 略 す)を 用 い,カ ラ ム ク

ロマ トグ ラ フ ィ ーを 行 った。 フ ラ ク シ ョンの 分取 は フ ラ クシ ョ ン コ レ ク タ ー(東 洋 科 学 産業 社 製 ・SF-160K)

に よ り,1フ ラ クシ ョ ン7m∠/10分 で 分 取 した。 す な わ ち, BGA 0.29を 計 りと り,こ れ を2mlの 蒸 留 水 で

溶 解 して カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に供 した。 展 開液 は蒸 留 水 を 用 い て溶 出 した 。 試 料 は 褐 変 前 の遊 離 グル コ

サ ミン(0日 間放置と略す),15日 間37℃

に放置調製 したBGA(15日 間放置 と略す),

お よび30日 間37℃ に放 置 調製 したBGA

(30日間放置 と略す)を 用いた。分取 した

フラクションは凍結乾燥(ヤ マ ト科学㈱製,

MODEL・DC-35を 用いた)し た。

(2)分 画 したフラクションの抗酸化性の

測定

分画したフラクションの抗酸化性はワー

ルブルグ検圧装置を用い,前 述の方法によ

り測定 した。なお,凍 結乾燥した各フラク

ションのBGAは,基 質油脂に対して10%

(w/w)の 割合で添加 して測定を行った。

(3)分 画 したフラクションの化学的性質

の測定

分画 したフラクションの化学的性質は,

Fig. 4 Changes in reducing power, aminosugar,

browning and moisture content in products

of browning reaction

a : Reducing power (at 700 nm), b :

Aminosugar (at 530 nm), c : Browning

(at 450 nm), d : Moisture content (%)

Table 1 Changes in reducing power, browning, aminosugar, pH, moisture and total

nitrogen content of products of browning reaction

*1 Optical density at 700nm

*2 Optical density at 450 nm

(20)
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褐 変 度,還 元 力,pHに つ い て 測 定 を 行 った 。 測 定 方 法 は 前 述 の 方 法 に よ り行 った 。

実　験　結　果

1.　グルコサミン褐変物質の物理的,化 学的性質の経時変化について

放置褐変したグルコサ ミン褐変物質の物

理的,化 学的性質の測定結果 を,Table 1

に示 し,そ のうちの代表的なものをFig.4

に示す。

還元力は測定開始0日 から5日 間まで増

加し,10日 目以降は減少した。還元力の最

高値は5日 目で認められた。褐変度は長く

放置するほど増大 した。放置期間中色調は

白色から黄色,さ らに褐色に変化した。ア

ミノ糖の残存量は測定開始から減少を続け,

5日 目でほとんど消失 した。pHは 測定開

始から3日 間上昇 し,4日 目以降,下 降 し

た。水分量は測定開始から4日 まで増加 し,

以降大きな変動は示さなかった。全窒素量

は測定開始から3日 間わずかながら増加 し,

Fig. 5 Changes of antioxidative activities in

products of browning reaction

a: Control, b: 0 day, c: 1 day,

d : 3 days, e : 10 days, f : 20 days,

g : 30 days

Table 2 Antioxidative activities in products of browning reaction

*1 Reaction time (minute)

*2 Oxygen uptake (ul)

(21)
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以降わずかに減少した。また,物 理的性状

は粉末状からペース ト状に変化 した。

2.　 グルコサミン褐変物質の抗酸化性に

ついて

結果をTable 2に 示 し,そ のうちの代表

的なものをFig・5に 示す｡

抗酸化性は長 く放置し,強 く褐変 した も

のほど強かった。特に25日 間および30日 間

放置 したものに強い抗酸化性が認められた。

また,測 定開始0日,1日 お よび2日 間放

置 したものではわずか,/T酸素吸収が促進し

たが,3日 間以降はこの現象はみられなか

った。

3.　 セファデックスG-15に よ る分画 と

分画液の褐変度,お よびpHに ついて

結果をTable 3 に示 し,そ の うちの代表

的なものをFig.6に 示す。

セファデックスG-15で 分 画して得たフ

Fig. 6 Changes in antioxidative activities, browning

and pH in fractions

Table 3 Changes in browning and pH of fraction by Sephadex G-15

* Optical density at 40U nm

(22)
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ラ クシ ョンの 数 は,0日 間 放 置 で12フ ラ ク シ ョン,15日 間 放 置 で20フ ラ クシ ョ ン,30日 間 放 置 で21フ ラ ク シ ョ

ンで あ る。

0日 間 放 置 の フ ラ クシ ョ ンで ほ とん ど着 色 を 示 さな か った が,15日 間 放 置 の フ ラ クシ ョ ンで は フ ラ クシ ョ ン

No.11とNo.21に 褐 変 の ピー クを 示 し,30日 間 放置 の フ ラ クシ ョ ンで は フ ラ ク シ ョンNo.11, No.16, No.

20に ピ ー クを 示 した 。 放 置 日数 が長 くな る と分 子量 分 布 が広 範 囲 に な り,分 子 量 の 比 較 的 高 い画 分 に 褐 変 度 の

増 加 が み られ た 。pHは,0日 間 放 置 の フ ラ ク シ ョンNo.15か らNo.21ま で上 昇 し,以 降 ほぼ 一 定 の値 を 示

した 。15日 間 放 置 で は フ ラ クシ ョンNo.15か らNo.19ま で上 昇 した後,フ ラ ク シ ョンNo.21以 降 ほ ぼ 一 定

の値 を 示 した 。30日 間 放 置 の フ ラ ク シ ョ ンで はNo.17か らNo.24ま でpHが 上 昇 し,以 降 徐 々に 下 降 した 。

4.　 分 画 液 の 抗 酸 化 性,お よ び 還 元 力 に つ い て

結 果 をTable 4に 示 し,そ の うち の代 表 的 な も のをFig.6に 示 す。

抗酸 化 性 は,0日 間 放 置 に つ い ては ほ とん ど の フ ラ ク シ ョンに 認 め られ なか っ た が,フ ラ ク シ ョ ンNo.22に

わ ず か なが ら認 め られ た 。15日 間 放 置 の フ ラ クシ ョ ンでは,No.17に 抗 酸 化性 が 認 め られ,さ らにNo.16,

No.18に も弱 い抗 酸 化 性 を 示 した。 ま た,30日 間放 置 の フ ラ ク シ ョ ンで は,No.17,　 No.18に 強 い抗 酸 化 性

Table 4 Changes in reducing power and antioxidative activities of fractions by Sephadex G-15

*1 Reducing power (Optical density at 700 nm)

*2 Antioxidative activities (Oxygen uptake (ul) J

*3 See Table 2

(23)
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が,No.15, No.16, No.19, No.20に は弱い抗酸化性が認められた。長 く放置し,強 く褐変 したBGAの フ

ラクションほど抗酸化性を示すものが多く,抗 酸化性も強かった。一方,還 元力は,0日 間放置のフラクショ

ンNo.22で 最 高値を示 した。15日 間放置のフラクションではNo.11, No.18で 高い値を示し,30日 間 放 置

のフラクションではNo.11, No.19で 高い値を示 した。

考 　 察

37℃ に放置 した遊離 グルコサ ミンは,白 色の粉末状から次第に着色,褐 変化 した。

水分量は,放 置褐変中に17%か ら30%へ 増加し,特 に3日 間放置ごろより粉末状からペース ト状へ急激に変

化 した。 この水分量の変化が,ア ミノ・カルボニル基の分子内,分 子間反応か,遊 離グルコサ ミンがもつ強い

吸湿性に よるものか,あ るいは両者によるものかは明らかでない。その後,水 分量は31%を 最高に安定 した。

アミノ糖の残存量は5日 間の放置でほとんど消失 し,そ の時,還 元力は最高値を示した。褐変度も放置後5

日間まで徐々に増大 し,そ の後 も次第に着色,褐 変化が進行 した。初期の酸素吸収量は,放 置2日 目までわず

かながら対照区よりも増加 したが,3日 間放置以降,こ の現象はみられなかった。その原因については不明で

ある。

抗酸化性は放置期間が長 くなるほど強くな り,特 に25日 間 と30日 間放置で顕著であった。この期間,還 元力

は増加 し,遊 離のグルコサ ミソは消失し,褐 変化 も進行 した。

Table 1,2に 示 したように,褐 変度が増加すると抗酸化性も増強 したことから,両 者 には深い関係がある

と思われ,こ の結果は着色度と抗酸化性に相関関係を示すとしたKirigayaら7)の 報告と一致した。また,桐 ケ

谷ら4)はpHが 高いほど抗酸化性も強く,ア ルカリ性において生成する褐変物質の中間生成物は酸性側で生成

するものよりもより強い抗酸化性を示すと報告している。本実験では強いアルカ リ性で生成 したBGAよ りも,

弱いアルカリ性で生成 したBGAが 強い抗酸化性を示 した。

一方
,セ ファデックスG-15を 用い,0,15,30日 間放置褐変 したBGAを 分画 した結果,長 期間放置褐変 し

たBGAほ ど多 くのフラクションを得た。すなわち,15日 間 と30日 間 放 置のBGAで は,低 分子量の褐変生成

物 と高分子量の褐変生成物とのピーク3)が認められ,長 く放置褐変したBGAに は分子 量が比較的高い物質か

ら低い物質 までが広範囲に存在することが示された。 このことから褐変中に重合,縮 合反応16)が進行し,褐 変

化するものと考えられる。抗酸化性については,0日 間放置では分子量の低い領域に弱い効果を,15日 間およ

び30日 間放置では分子量の低い領域の褐変生成物と,分 子量が比較的高い領域の褐変生成物の中間フラクショ

ンに強い抗酸化性を認めた。山口ら3)は,着 色物質の抗酸化性は,酸 化促進物質 と抗酸化性物質のバランスの

上 より成 り立つ と報告 している。遊離グルコサ ミンが重合,縮 合し,褐 変する過程で,抗 酸化性を示すフラク

ションと酸化促進を示すフラクションを分画したことは山口ら3)の報告を支持する結果であるが,:量 的なバラ

ンスについては明らかにすることができなかった。

pHの 影響について岡田ら17)は,高 分子化はpHが 低い場合に起きやすいと報告しているが,本 実験ではpH

は0日 間,15日 間および30日 間放置褐変 したフラクションの前半で低い値を示 し,フ ラクションの半ばから後

半にかけて高い値を示 した。15日 間と30日 間放置で,pHが 上昇する付近のフラクショソが抗酸 化性を示 した

ことは,桐 ヶ谷ら4)の 報告を支持する結果である。

重合,縮 合することに より,生 成する褐変物質では抗酸化性,褐 変度,還 元 力,水 分量が増強,増 加 し,一

方,遊 離のグルコサ ミンではこれらが低い。 このことが遊離 グルコサ ミンのもつ激 しい吸湿性による反応か,

(24)
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分子 内,分 子 間 に よ る反 応 か,あ るい は 両 者 が 複 雑 に か か わ って 褐 変 を 促 進 した 効 果 を 示 す も のか は 本 実 験 に

お いて は 不 明 で あ る。

要 　 約

グル コサ ミン塩 酸 塩 を 遊 離 形 に し,37℃ イ ンキ ュベ ー タ ーで0日 か ら30日 間 放 置 褐 変 した 褐 変 グル コサ ミ

ン(BGA)の 抗酸 化 性,還 元 力,褐 変 度,ア ミノ糖 の 残 存量,　 pH,水 分 量,全 窒 素量 を,放 置0日 か ら5日

間 は 毎 日,以 後5日 間 の間 隔 で30日 間 測定 した。 一 方,0,15,30日 間 放 置褐 変 したBGAを セ フ ァ デ ッ クス

G-15で 分 画 し,抗 酸 化 性,還 元 力,褐 変 度,pHに つ い て測 定 して,次 の よ うな 結 果 を得 た。

1)遊 離 グ ル コサ ミ ンは,3日 間 放 置 後 よ り白 色粉 末 状 か ら褐 色 ペ ー ス ト状 に 急 激 な 変 化 を示 した。

2)最 も強 い 抗 酸 化 性 は,25日 間 と30日 間放 置 褐 変 したBGAで 認 め られ た。

3)BGAの リノ ール酸 に 対 す る抗酸 化 性 は,褐 変 度 と深 い 関 係 を 示 した 。

4)長 く放 置褐 変 したBGAは,分 子 量 が比 較 的 高 い領 域 の褐 変 生 成 物 質 と,比 較 的低 い領 域 の褐 変生 成 物

質 に分 画 さ れ た。

5)長 く放 置褐 変 したBGAで は,高 分 子 の褐 変 生 成 物 質 の フ ラ ク シ ョ ン と,低 分 子 の褐 変 生 成 物 質 の フ ラ

ク シ ョ ンの 中 間 フ ラ ク シ ョンに 抗酸 化 性 を 認 め た。
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