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緒　　　　　言

食品タンパク質の栄養評価は,一般にその生物価あるいは,正味タンパク賀利用率をもって

されているが,その外にタンパク質を構成しているアミノ酸組成から栄養価を判定する化学的

方法の改善にも努力がはらわれている。後者の場合,基準とされるアミノ酸組成は生の食品に

ついて分析されたものが大部分であって,食品の調理加工の処理によって一部アミノ酸の損失

がある事を考えると,この食品分析値を実際に摂取する食物の栄養価判定の基準とすること

紘,食晶の種類やその状態によっては必ずしも適当ではない。

食晶の加工・調理などの処理中アミノ酸の安定性にもっとも大きい影響を与えるものとして

加熱処理がある。加熱によって多くのアミノ酸が破壊を受けることはよく知られている。たと

えば,パンに強化されたリジンは製パン工程中にその10-24%が破壊され,さらに喫食前の加
(1)

熱によっても5-10%が分解を受けるといわれている。牛乳については121℃で20分冊加熱

すると塩基性アミノ酸の減少が著しく,アルギニンの70%,リジンの50%が分解したという報
(2)

告がある。大豆の加熱処理は,大豆油抽出の前処理としても重要であるし,大豆そのものを食

物として利用する際には,その消化率を高める上で必須の処理であるが,一方ではアミノ酸が
(3-6)

かなり破壊されることが　Evans　らによって明らかにされている。これらの報告によれば大豆

の加熱によって損失の著しいのは,リジン・アルギニン・ヒスチジン・シスチン・トリプトフ

ァンなどのアミノ酸である。

上記の報告からも分かるように,リジンはヒトの必須アミノ酸中とくに加熱破壊を受けやす

いものの一つである。リジンが加熱によって栄養価を失なうには二つの型があるといわれてい

る。一つは,食晶中または調理加工の条件によって共存する糖類などと反応して分解する場合

で,いわゆるMaillard反応としてよく知られているものである。この場合は,リジンの定量

を酸加水分解と酵素加水分解との両者について行なうとその結果はよく一致する。他の一つ

紘,タンパク貿分子中のリジン側鎖が他の官能基または溶液中の他の分子と相互作用をして,
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いわゆる"マスクされた"状態となり,タン/くク質分解酵素の作用を受け難い場合である。こ

の時は,酸で加水分解すると,リジソ側鎖はもとの状態に戻るので,リジソの定量値は酵素加

水分解後のそれと一致しない。しかし酵素による作用を受けないのであるからt)ジソの栄養的
(8)

価値は損われたと考えるべきであろう。 Carpenterは…有効性リジv" (available lysine)と

いう考え方を提案し,上記の二つのタイプのリジンの損失をあわせて定量することを考えた。

すなわち,タンパク質分子中その〔-アミノ基が遊離状態にあるリジソを栄養的に有効である
(9)

とみなす考え方である。有効性リジソの定量には, Sangerらの開発したDNP法を適用して,

トアミノ基を　DNP化して有効性1)ジンを(-DNPリジソとして分離する方法が提案されてい
(10-12)

る。
(13)　　　(14)　　　　　　(15)

食品の有効性リジンの加熱安定性に関しては,大豆・鶏卵卵白・牛血清アルブミンなどにつ

いての報告があり,いずれも加熱によって有効性リジンの損失の大きいことが述べられてい

る。食品にはタソバク質の外に種々の成分が存在し,これらが加熱に際して,相互に複雑な反

応をするものと思われる。従って加熱によるリジソの有効性の低下の機構を詳細に検討するた

めには反応系をできるだけ単純化しなければならない。このため著者らは試料として結晶卵白

アルブミンを用い,中性緩衝液中で加熱処理を実施して,その有効性リジンの安定性について

検討した。その結果,糖類存在下はもちろん,糖類のない条件でも,かなりの有効性リジンが

減少することを認めたので,以下これについて報告する。

試　　　　　料

1.結晶卵白アルブミソ
(16)

鶏卵卵白より硫安法により調製し,これを3回再結晶して精製した。その後,透析により硫

安を除去し凍結乾燥して粉末とした。

2.糖類

使用した糖類は次に掲げるものである。いずれも半井化学製特級試薬である。

D(+)サッカロース, D(+)グルコ-ス, D(-)フルクト-ス, DC+)ガラクトース, β-

D(+)ラクトース。

3.　-イフロス-パーセル

クロマトグラフ分析に使用した-イフロスーパ-セルは市販のものを次のように精製して用
(10)

いた。ノ、イフロス-パーセル100gに3N塩酸500mlを加え30分間擾拝した後,塩酸をグラス

フィルタ-で炉別する。塩酸が無色となるまでこの操作をくりかえし,次いで蒸留水で中性と

なるまで洗浄し105-Cで一昼夜乾燥後粉砕して, 100メッシュ以下の粉末とした。

実　験　方　法

1.卵白アルブミソのDNP化
(9)

卵白アルブミンの加熱処理後のDNP化は常法に準じて実施した。試料溶液は結晶卵白アル

ブミソを1/15Mリソ酸塩緩衝液(pH 7.38)を5倍に希釈したものに溶解して,濃度1%とし

たものである。卵白アルブミンの濃度(%)は　280mμでの吸光度に0.1393を乗じて算出し

た。この溶液2mlを共栓付試験管にとり,後述する加熱処理を行なった後,水酸化ナトリウ

ムでpH9に調整し,重炭酸ナトリウム20mg, 1-フルオロー2, 4-ジニトロペソゼソ20mg,
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エタノール4mlを加え,暗所で2時間振とう挽拝し,その後約20時間室温で放置反応せしめ

た。塩酸で酸性として反応を停止後　DNP卵白アルブミンの沈殿を水,ユタノ-ル,ついで

エ-テルで順次洗浄してデシケーターrilで乾燥した。

2. DNP卵白アルブミンの加水分解ならびに酸可溶DNP-アミノ酸区分の分離
(9)

加水分解およびDNP-アミノ酸の抽出はすべで.骨法に従った.すなわちDNP卵白アルブミ

ンをその100倍迫の定沸点塩酸とともに減圧封管中で110-C, 12時間加水分解した。加水分解

液に5倍量の蒸留水を加えて希釈後,エーテルで数回抽出し,その残縫(水層)と, --テル

抽出液を水洗した洗液とを合併した。この水層には(-DNP-リジンの外にDNP七スチジソ,
(9)

DNP-アルギニン,0-DNP-チロシンならびに遊離のアミノ酸がふくまれる。この区分を基空デ

シケータ-中でシl)カゲルおよび粒状水酸化ナトリウム上で減圧乾固して試料とした。

3. 〔-DNP-yジンの定主産
、】い

e-DNP-1;ジンの定量はMatheson　らの方法に従ってカラムクロマトグラフィ-で実施し

た。

○　展開溶媒　　メチルエチルケトン120ml,酢酸エチル　ml,0.2Mトリスグリシソ緩

衝液(pH 9.1) 40mlを分液折斗に入れ,振とう混和しその上層を展開溶媒とする。この下層

はカラムの調製の際に用いる。

○　カラムの調整　　精製した-イフロス-パーセル6 gに展閲溶媒50mlと下層の溶液を

加えて粥状とし,これを径1.5cmのカラムに均一に充填してコンプレッサ- (約1.5kg/cm2)

で加圧して高さ11cmのカラムを調製した。

○　展開　　卵白アルブミン1-2mg　に相当する試料をlmlの展閲溶媒にとかしてカラ

ムに添加し展聞溶出する。溶出は1時間20mlとしフラクションコレクターで2-4mlずつ

分取した。この溶出液の吸光度を日立101型分光光度計で390mμで測定した。

4.加熱処理

試料の加熱処理は次のようにして実施した。 1%卵白アルブミン溶液2ml (糖添加の際は

2%卵白アルブミン溶液lmlと20%糖溶液lmlを混合したもの)を共栓つき遠沈管にとり

加熱した。いずれも溶媒はpH　7.4のリン酸塩緩衝液である。加熱は100-Cの場合は沸騰湯

浴中で,それ以上の温度の場合はオ-トクレ-ブ中で実施した。

実験および実験結果

1. e-DNP-1)ジソの吸光係数

標準e-DNP-リジン　28.8mgを展開溶媒に溶解して　25mlとした。さらにこれを種々な此

度に希釈して,日立101塑分光光度計で390mμにおける吸光度を測定した。濃度と吸光度と

の関係は　Fig. 1に示すとおりで,これより分子吸光係数を　6.728×103　とした。以後この吸

光係数を用いて(-DNP-リジンの濃度を算出した。

2.加熱による有効性リジソの損失

卵白アルブミン中の有効性リジソが加熱によりどのように変化するかについて検討した。す

なわちpli7.4の1%卵白アルブミソ溶液を前述のようにして加熱しその後有効性l)ジンを

DNP法により定量した。その結果をFig. 2に示す。これによれば,温度100-C-115-Cの周

では4時間の加熱でも,それほどの損失がみられないが, 126oCでは4時間の加熱で有効性リ
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Fig. 1. Relationship between the Concentration of c-DNP-

Lysine and the Optical Density at 390van

1　　　2　　　3　　　4'

Heoiing Time (hr)

Fig. 2. Available Lysine in Heat

treated Egg Albumin

ジソの損失は約32.5%に達した。

3,糖叛添加の影響

一般の調理加工の際に添加される物質中,または食品

中に共存している物質中でアミノ酸の加熱安定性にもっ

とも影響の大きいと思われる糖類を添加して実験した。添加した糖は非還元糖としてショ糖,

還元糖としてブドウ糖,果糖,ガラクト-スおよび乳糖である。添加量は調理加工の条件を考

慮してタソバク質の10倍星とした。なお予備実験で,この程鹿の糖存在下では　e-DNP-yジソ

の定量には何ら妨I-l"とならないことを確かめた。糖添加実験の結果をFig. 3に示す。予期さ

Fig. 3. Available Lysine in Egg Albumin heated with Sugars
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れたどとくいずれもタソバク質単独で加熱した場合に比べて著しいリジソの破壊がみられた。

特に還元糖の場合は,その損失が78-97%に達した。これに対しショ糖の場合の損失率は108

'C, 4時間で17%, 126oCで50%であった。

考　　　　　察

未変性卵白アルブミンの有効性リジンとして定立されたのは1分子中18.5個であった。結晶
(17)

卵白アルブミソほその分子量を46,000として1分子中20個のl)ジンを含む。またN末端アミノ
(18)

基は遊離ではないから完全にリジソのアミノ基が　FDNBに対して反応すれば1分子当り20個

の有効性リジンが検出されなければならない。実験値との差が,アミノ基が何らかの理由でマ

スクされて試薬と反応し難い状況にあったためか,あるいは単なる実験上の誤差であるのかは
(ト0

不明である。これについては,石原らの凍結乾燥卵白についての実験によると,未処理卵白で

有効性リジンは全リジソ中83.6%であるとの報告がある。また結晶卵白アルブミソのアミノ基

はFDNBに対する反応からみて3種あり, 20個のうち3個は末変性状態で容易にDNP化さ

れるが, 9個はやや変性が進んだ状態でDNP化され,残りの8個は完全に変性するに至って
(19)

はじめてDNP化されるという　Steven　らの報告もある。

糖類の存在下で加熱すると試料溶液は茶褐色に着色するとともに有効性リジソは著しく減少

した。これはおそらく糖とアミノ基との間のMaillard反応によるものであろう。一方,鋸を
(3)

加えない条件でも高温ではかなりの量の有効性リジソが減少した。これが　Evans　らの提案に

よる"他の成分との閲に生成した酵素に対する抵抗性のある結合"によるものかも知れない。

これは炭水化物の存否にかかわらず生成するといわれているが,本実験の場合がこれに該当す

るかどうかは,なお酸加水分解,酵素加水分解等の処理を実施してみなければ結論できない。

要　　　　　約

卵白アルブミンの有効性1)ジンの加熱安定性について実験した。その結果,タン/くク質を単

独で中性溶液中で加熱処理した場合は115oC　まではかなり安定であるが, 126oCでは4時間

の加熱でその33%が有効性を失なった。糖類の存在下ではリジソの破壊は著しく,特にブドウ

糖,巣糖,ガラクトースなどの還元糖とともに加熱すると108oCで75-92%, 126oCでは85-

97%が損失した。

終わりに臨み本実験に御協力下さいました多嶋由里,加納佳代子,家村道子の昔氏に厚く御礼申上げま

す。
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Summary

Available lysine in heated egg albumin was estimated by chromatography after dinitrophenylation

of its free amino groups and acidic hydrolysis.

When albumin was heated at 100°, 108°, 115° or 126°, respectively for 0.5~4 hours at pH 7.4;

available lysine was diminished to varying extent. However at the temperature below 115° the
losses were negligible, at 126° 33 per cent of available lysine were lost for 4hours.

When heat treatment was carried with sugars, the losses were remarkable. To the albumin

solutions glucose, fructose, galactose, succharose or lactose was added at ten times concentration

of protein. In the presence of reducing sugars, the losses were reached to 75-97 per cent, but

with nonreducing sugar, they were 50 per cent after 4hours of heating at 126°.


