
魚肉の月旨質過酸化に及ぼす煉液添加の影響

第1章 壌液添加実験1回目

且血
魚肉の脂質過酸化におよぼす煉液の影響を明らかにするため､MDA､HHE､CPを測定
する｡

宝鹸方法

1)試薬
(1)MDA.CP,HHE鄭定用試薬
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Laboratoriesより購入した｡なおこのPAKは標
下野T)は,東京化成工業より購入した｡
ヨの溶媒放､すべてHPLC用の試薬を用い
を用いた｡
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燥液は日本女子大学､グユニン･ヴァン･チュエン先生から研究煉液として頂いた
寓有栄養株式会社の億液を使用した｡

2)試料
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OLの試料を三等分し､何も加えないものをcontrolとし､あとの2つを､試料 対に

液濃度が0.1%､0.5%となるように調製した後､それぞれをポリエチレンバックに
いれて4℃で貯蔵したo以上の条件で貯蔵した試料のMDA､CP､HHEを0､3､7日目に謝定
した｡

3)加DAの測定法
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液 (pH3,0.4%sDS,10m比DETBA,4m拭BHTを含む)を3.5m1加えた｡100℃の
ヒーターブロックで150分間反応させた｡反応後､水中で冷却しながら酢酸エチル
を4ml加え､激しく振塗した｡2500
を共栓付試験管に採取し､エバポレ男 三1-

itg三協 累蒜

5分間遠心分離を行い､その上清0.5m1
で濃縮乾固した｡これを200〝1のメタノー

ルで再溶解し､その20FLlをHPLCに注入し測定した.分析用のポンプにはBZp-I
pump(日本分光工業)を､インジェクターには7725工njector(島津製作所)､
カラムにはZnertsi10DS
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出器にはRF-10A分光蛍光検出器 (島津製作所)を用いた｡展開溶媒は､アセ トニ ト
リル :0.1HNaCl溶液=3:1を用いた｡なお溶出量は､1m1/minとした｡
4)cpの測定法
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2N-HClを5m1ずつ加え､15℃に調整した恒温槽で5-10分おきに授拝しながら1時
間反序させた｡反応後､2_500rpmで15分間遠心分離を行い､_上清を除去したoその
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沈殿物に､エタノール :酢酸土チル-1:1混合液を5ml加え洗浄し､25
遠心分離を行い､上清を除去した｡この操作を3回繰り返して行っ分
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質に､8托尿素を3.5m1加え､再溶解させた｡吸光度は､tJV-1200分光光度計 (島
作所)で測■定した｡カルボニル残基含量は360nmの吸光度より22000~1のモル吸
係数を用いて､rmol/mgproteinで算出した.protein量はpAKを使用して測
た｡

HHE測定法



試料を三角フラスコに1gずつ正確に秤量t､哉料に対して0.5_%のBI甲を添加し
角フラスコに∴DNPH 2.5znMを含んだ1N-HClを20m1加

諒雛 遍霊芝(笥遅応させ､抽出と誘導化を同時に行った｡反応後､
た｡この三≠
所で2時間反
のジクロロメタンを加えて､分液漏斗を用いて激しく授拝し､HHE-DNPH誘導体を
含む下層を500m1容なす型フラスコに採取した｡この操作を2回繰り返した去その後､
エバポレーターを用いて､濃縮乾固した｡得られた残液を2mlのクロロホルムで溶
解し､あらかじめヘキサン :クロロホルム-2:1混合液3mlで洗浄したS土1土caGel
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バンドを分離させた｡分離したバンドをクロロホルム6mlで溶解させ､溶出液を
10ml容共栓付試験管に採取し､濃縮乾固した｡これをメタノール500〟1で再溶解
し,HPLC用プレフイルタ-で波過後.20LL1をHPLCに注入し漸定した｡分析用のボ

>(詣 造48f8B35)pYSum,pLftBtiFufteafsfh)erke､(f5慧 76霊で ii.77B2e5clkIa3ecktir
れぞれ用いた｡検出波長は365nmで､検出器にはspD一班10AV雷紫外可視検出器 (良
津製作所)を用いた｡展開溶媒は､30m比 sodium citrate/27.7mHacetate
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図111は､MDA量の測定を行った結果である｡controlは3日目までゆるやかに増加
し､7日目まで増加した｡0.1%は､3日目までゆるやかに減少し､7日目まで増加した｡3
日目の段階では0.5%がcontrolを上回ったが､7日目には､contro1､0.5%､0.1%の
順に値が大きかった｡図1-2はcp量の測定を行った結果である｡controlは7日目ま
で､ゆるやかに減少を続け､0.1%は3日目まで減少､7日目までは増加した｡0.5%は､3
日目までに著しく減少し､7日目までに増加､最終的には､他の2つと同じ位の値になっ
た｡図1-3はHHE含量の測定を行った結果である.contro1､0.1%､0
で増加し､7日目までにcontrolは減少､0.1%はゆるやかに増加し
加した｡

量塞
MDA謝定実験7日目の結果から､魚肉-の燥液添加は､脂質過酸化の抑制に何らかの
影響をおよぼすと考えられるが､煉液の濃度差に比例する効果は見られなかった｡

HHEの測定結果についても､7日目になると､HHEが大量に検出されているので食品
の安全性上､非常に重要な問産と考えられる｡

第2章 燦液添加実験2回目

且血
第1章の結果を基に､新たに煉液を1.0%添加する試料を加え､魚肉の脂質過酸化に
及ぼす壌液の影響を明かにする｡

受験方法

1)試薬
試薬は､第1章で述べた試薬を使用した｡

2)試料

戯 晶
四等分し､何も加えないものをcontrolとし､あとの3つを､試料に対し､煉波浪度が
0.1%､0.5%､1.0%となるように調製した後､それぞれをポリエチレンバックにい
れて4℃で貯蔵した｡以上の条件で貯蔵した試料のmA､CP､HHE含量を0､3､7日目に測
定した｡

3)MDA､CP､HHEの測定法
沌臥､CP､班正含量の汲瞳:は､第1章で述べた方法にしたがって行った.
I.王墓
図2-1はMDA量の測定を行った結果である｡実験時のミスで､3日目のControlの結果が
得られていないが､0.1%､0.5%､1.0%とも､3日目まで減少し､7日目までは増加した｡
7日目は､contro1､1.0%､0.1%､0.5%の順に値が大きかった｡
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0日目 3日目 7日目

-+ コントロール 2.27 2.196 1.035

ー 燥液0.1% 2.27 3.561 1.934

▲ 燥液0.5% 2.27 4.023 2.601

図2-2 燥液2回目 CP
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