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はしがき

魚肉の貯蔵 ･加工過程で脂質過酸化により生じる 4-ヒドロキシ-キセナ-ル (HHE)は

強い発ガンおよび細胞毒性を持つと共に,反応性に富み,タンパク質と反応 して変性 させ,

栄養価を低下させる｡ したがって,その生成機構を解明し,生成を抑制することは水産食

品学および衛生学上重要である｡そこで,ブリ,マダイ,イワシ,サンマ,カツオを冷蔵 ･

冷凍貯蔵 した時の HHE含量の変動および他の脂質過酸化の指標 (マロンアルデヒド (MA)

やカルボニル修飾タンパク質(cp)測定し,魚種によりHHEの生成機構に差があるかどうか

を明らかにするとともに,脂質過酸化の進行との関わり合いを詳細に調べた｡さらに,水

産加工技術上重要なす り身を考慮して,NaCl添加がHHE生成に及ぼす影響を詳細に調べる｡

NaClは脂質過酸化を進行するので,他の指標の変動とHHE生成の変動との関係を検討 した｡

さらに,α-トコフェロール,カテキン等の抗酸化物質の添加がその生成に及ぼす影響を調

べた｡以上の結果を元に､HHEを生じない安全で栄養価の低下しない魚肉および加工食品

を供給するための貯蔵 ･加工条件を明らかにしたo以上の結果についてのとりまとめたも

のが､この報告書である｡
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1.魚肉保存 ･加工中における4-ヒドロキシ-キセナ-ルの生成と抑制

食品や生体組織に多く存在する高度不飽和脂肪酸 (以下PUFA)はその構造上､酸化を受

けやすい｡PUFAの酸化反応によって生成される過酸化脂質は､食品の味､栄養､安全性に

悪影響をおよぼす｡細胞膜などの生体膜に存在するリン脂質は､生体膜の流動安定性を保

つために､リノール酸やアラキドン酸などのPUFAが存在するため､活性酸素種により酸化

されやすい｡そのため､膜構造が変化 し細胞や組織に障害を起こす｡また､老化をはじめ

とするガンや､アルツハイマー病､パーキンソン病､動脈硬化などのいろいろな疾病 と過

酸化脂質が関連 していることを示す結果も数多く報告されている｡

過酸化脂質の問題点は､過酸化脂質それ自身に毒性をもつものが多数存在するところに

ある｡このことから､過酸化脂質の生体に与える影響は非常に大きいと考えられる｡近年､

活性酸素種の研究の発展にはめざましいものがあるが､その成果には生体内脂質過酸化の

抑制が疾病の予防につながることを示 したものが数多く含まれている｡また過酸化脂質は､

我々が日々摂取する食物中の脂質の過酸化により生体内で常時生成する点で､生活と密接

な関係にあることは非常に重要な問題である｡

脂質過酸化に関連する物質としていくつかの化合物が知られているが､特に HHEに注目

して研究を行った｡HHEはn-3系脂肪酸の過酸化によって生じる不飽和アルデヒドである｡

これらの不飽和アルデヒドは多くの種類が存在することが確認されているが､中でもこの

HHEは非常に強い細胞毒性を有することが知られており最近特に注目されているアルデヒ

ドである｡HHEはまた､さまざまな疾病と密接に関わっていることも明らかになっている｡

しかしながら､魚肉中の WEに関する研究はほとんど行われていないのが現状である｡魚

肉は､日本人にとって馴染みの深い食品であると同時に動物性蛋白質の重要な源である｡

しかも､魚類を多く摂取するグリーンランド先住民は魚類を摂取しない人々に比べ血清中

にn-3系 PUFAの保有率が低く動脈硬化の発症例が極めて少ない事が知られており､n-3系

由来の成分が動脈硬化や心筋梗塞等の疾病予防に関連するとも報告されている｡しかしな

がら､魚肉は畜肉に比べ味､風味､香 り､及び栄養面での劣化が激しく加工処理や貯蔵が

困難である｡これは畜肉に比べ魚肉の水分含量が多いこと､ミオシン､アクトミオシン等

のタンパク質がかなり不安定で変性 しやすいこと､酸化されやすいPUFAを豊富に含むため

である｡酸化された魚油は毒性を持つという報告もあるので､PUFAの酸化を防ぐことは食

品安全上重要であり､魚の HHEについて研究することは食品衛生の見地から見ても非常に

有意義なことである｡
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1.1.ブリ肉中の4-ヒドロキシ-キセナ-ル生成

1.1.1.NaCl添加冷凍保存実験

日的

出世魚としてもよく知られるブリは､富山県の氷見や新潟県の佐渡､石川県の能登など

主に北陸地域で水揚げされ地方に輸送される｡刺身としてだけでなく照り焼きや煮物など

様々な調理法で食される人気の高い食材であり､地域によっては郷土料理としてブリを食

材に用い重宝されている｡ブリは栄養の面でも優れており､脂質､タンパク質､ビタミン

が豊富である｡また､鉄分も多く含むために鉄分不足に陥りやすい人には血合い肉が薦め

られている｡このように､私たち日本人にとって馴染みが深く人気も高いブリ肉のf廿把の

生成機構についての基本的なデータを得るために本研究を行ったO

食品を塩漬けにして保存するという手法は古くから行われてきた｡魚類を塩蔵すると食

塩によって魚肉中の水分が溶出 ･除去され肉中の含水量が減少し､防腐効果を発揮する｡

これは食塩が食品に入り込むことで､有害な微生物の繁殖を抑え､腐るのを防ぎ､浸透圧

による脱水作用などの塩の持っ性質を上手く利用したものだと考えられている｡ (21)しかし

ながら､NaClには保存食品中の脂質過酸化を促進することも知られている｡そこで､NaCl

の添加がブリ肉のHHEの生成に与える影響を明らかにするために､まず最初に冷凍貯蔵し

たブリ肉中のmE含量の変動を測定した｡なお,脂質過酸化の指標としてMAの含量の変動

を測定した｡

実験方法

1)測定用試薬

1,3-diethy卜2-thiobarbiturlcacid(以下DETBA)は､AldrichChemicalsより購入した｡

抗酸化剤ButylHydroxyToluene(以下BHT)は､東京化成工業より購入したoBAKERBONDspeTM

SilicaGeユDisposableExtractionColumnは､ADlvislonofMallinckrodtBaker,fnc.

より購入した｡2,41Dinitrophenyl-hydrazine(以下DNPH)､高速液体クロマ トグラフィー(以

下HPLC)用の溶媒は､すべて､HPLC用の試薬を用いた｡添加物質であるNaClは和光純薬よ

り購入した｡他の試薬については､できうる限り特級を用いた｡

2)試料調製

試料 (ブリ)は､魚市場で購入したQ皮および血合筋は取り除き､筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をControlと0.3MNaCl､0.6MNaCl､0.9MNaCl

を添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアルミホイルで遮光した｡その

後ポリエチレンバックにいれて-20℃で冷凍保存した｡以上の条件で貯蔵した試料のMA､

什lE含量を0日目､4週目､8週目､12週目､16週目､20週目に測定した｡

3)MA含量の測定法
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試料をテフロンホモジナイザーに 1gずつ正確に秤量し､0.85% NaClを 19ml加えホモ

ジネー トを作成した｡それを0.5ml栓付試験管に採取 し､0.125Mリン酸バッファー (pH

3､0.4% SDS､10mMDETBA､4mMBHTを含む)を3.5ml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｡2500rpmで 15分間遠心分離を行い､その上清 0.5mlを共栓付試験管に採取し､

エバポレーターで濃縮乾固した｡これを 200〃1のメタノールで再溶解し､その 20〃1を

HPLCに注入 し､測定した｡カラムにはInertsilODS(5〃mparticleslze250×4.6mmi.d∴GL

science)を用いた｡検出波長は､Ex515nm-Em555nmの条件で行い､展開溶媒は､アセ ト

ニ トリル :0.1MNaCl溶液=3:1(Ⅴ/V)を用いた｡なお溶出量は､1ml/mlnとした｡MA倉

量は､〃mol/gtissueで示した｡

4)HHE含量の測定法

試料を三角フラスコに 1.5gずつ正確に秤量し､試料に対 して0.5%BHTを添加 した｡この

三角フラスコに2.5mMDNPHを含んだ 1M-HClを20ml加え､低温(4℃)暗所で 2時間放置

し､抽出と誘導化を同時に行った｡反応後､櫨紙で櫨過し3倍量のジクロロメタンを加え

て激しく撹幹､分液漏斗を用いて､HHE-DNPH誘導体を含む下層を､なす型フラスコに採

取した｡この操作を2回繰 り返 し､そのなす型フラスコをエバポレーターで濃縮乾固した｡

得られた残漆を2mlのクロロホルムで溶解 し､あらかじめ 3mlの-キサン :クロロホル

ム-2:1(Ⅴ/V)で洗浄 したSilicaGelDisposableExtractionColumnに注入した｡注入後､

-キサン :クロロホルム-2:1(Ⅴ/V)混合液 3mlを 2回カラムに注入し試料を展開させ

HHE-DNPH誘導体を含む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容共栓付褐色試験管に採取し濃縮乾固した｡これを500〃1のメタノ

ールで再溶解 LHPLC用プレフィルターで液過後その20〃1をHPLCに注入 し測定 した｡分

析用のポンプには､880-PUpump(日本分光工業)を､インジェクターには77251lnjector(良

津製作所)､カラムにはUltrasphereC18(25cmX4.6m i.d.Beckman)をそれぞれ用いた｡

検出波長は 365nmで､検出器にはSPD-MIOAVP紫外可視検出器(島津製作所)を用いた｡展

開溶媒は､30mMSODiumcitrate/27.7rrAIasetatebuffer(pH4.75):methanol=35:65(Ⅴ/V)

を用いた.なお溶出量は 1ml/minとした｡fiHE含量はnmol/gtissueで示 した｡

5)統計処理

結果はStudentTestとDuncan-MultipleRangeTestにておこなった｡すべての実験結

果は平均値±SE(p<0.05)で表 した｡

結果

tiHEとMAの測定結果をTable1-1-1.に示 した｡

NaCl添加区では､対照区に比べ 16週目にHHE含量が有意に増加 した｡中でも0.9MNaCl

添加区では､他のNaCl添加区と比べ 8週 目にHHE含量が有意に増加 した｡
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Table1-卜1冷凍保存プリ中の脂質過酸化におけるNaClの影響

Odays 4weeks 8weeks 12weeks 16weeks 20weeks

MDA(〝mol/gtissue)

Control 1.84±0.12

a~Ⅹ

0.3M 0.89±0.02

a~y

O.6M 2.19±0.03

ab-z

O.9M 1.08±0.13

1.07±0.06

a~Ⅹ

2.68±0.ll

bc-y

2.07±0.ll

a~Z

1.57±0.23

1.53±0.08

a~Ⅹ

2.46±0.29

b-yz

3.01±0.42

b-y

1.86±0.16

1.65±0.20

a~Ⅹ

3.22±0.07

C~y

2.72±0.09

ab-y

9.40±0.20

2.91=ヒ0.04

a~Ⅹ

5.03±0.23

d-y

5.31±0.30

C~y

9.04±0.30

2.95±0.ll

a~Ⅹ

5.59±0.20

e~y

9.72±0.41

d-Z

8.42±0.08

a-v ab-w b-zx c-y A-z e-w

HHE(nmol/gtissue)

Control 0.62±0.23

a~Ⅹ

0.3M 0.14±0.05

a~y

O.6M 0.12±0.05

aーy

O.9M 0.16±0.03

ab-y

0.09±0.03

b-Ⅹ

0.03±0.01

a-Ⅹ

0.02±0.00

a~Ⅹ

0.05:±0.02

a~Ⅹ

0.02±0.00

C~Ⅹ

0.02±0.00

a~Ⅹ

0.04±0.00

a~Ⅹ

0.11±0.03

ab-y

0.16±

0.01C-Ⅹ

0.17±0.06

a~Ⅹ

0.15±0.02

a~Ⅹ

0.15±0.17

ab-Ⅹ

0.10±

0.01C-Ⅹ

0.52±0.06

b-y

0.49±0.02

ab-y

0.56j=0.17

b-y

0.16±0.04

C~Ⅹ

0.59±0.06

b-Ⅹ

0.79±0.38

b-Ⅹ

0.51±0.31

ab-x

平均 値 ±SE(n=4)､ a-e添加量における有意差､W-Z保存日数における有意差 (p<0.05)

考察

NaCl添加区では､対照区に比べ 16週目にHHE含量が有意に増加 した｡中でも0.9MNaCl

添加区では､他のNaCl添加区に比べ 8週目にHHE含量が有意に増加 した｡このことから､

NaClの添加は､冷凍保存条件下でもブリ肉中の脂質過酸化を促進し､その傾向は NaCl添

加量が増加するほど顕著に表れることが明らかになった｡今後､添加濃度の条件を変更 し､

冷凍保存中のブリ肉におけるNaCl添加の影響をさらに詳しく検討する必要がある｡

MA含量の変動から見て､NaClの添加はこれまでに報告されてきた冷蔵保存(23)だけでな

く､冷凍保存の条件下でもブリ肉の脂質過酸化を促進 した｡

一般に食品の冷凍保存は食品の寿命､色､味､栄養価の劣化を防ぐと言われている｡そ

のため､冒頭でも述べたように遠隔地-の輸送などに頻繁に用いられてお り､中には半年

間保存可能と示されているものも存在する｡ しかしながら､食品の物理的変性を引き起こ

す事も知られているために過度の長期保存を危倶する声も多い｡今回の結果からブリ肉の
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冷凍保存は 12週～16週までに留めておくことが望ましいと言える｡



1.1.2.NaCl添加冷蔵保存実験

日的

1.1.1ではNaCl添加後､冷凍保存したブリ肉の月旨質過酸化について観察した｡ここではブ

リ肉にNaClを添加 した後､家庭でよく用いられる保存法である冷蔵保存を施しHHEとMDA

の変化を測定した｡

実験方法

1)測定用試薬

添加物質は 1.1.1.と同じ物を使用した｡その他の試薬についても 1.1.1.と同じ物を使用し

た｡

2)試料調製

試料 (ブリ)は､魚市場で購入した｡皮および血合筋は取 り除き､筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をControlと0.3MNaCl､0.6hDJaCl､0.9MNaClを

添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアルミホイルで遮光したOその後

ポリエチレンバックにいれて4℃で冷蔵貯蔵 した｡以上の条件で貯蔵した試料のMDA､ruiE

含量を0日目､3日目､7日目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1.に述べた方法に従って行った｡

結果

HHEとMAの測定結果をTable卜1-2.に示した｡HHE含量は対照区に比べ保存 3日目から

有意に増加 した｡MA含量も拙IEと同じく､対照区に比べ保存 3日目から有意に増加 した｡
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Tableトト2. 冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化におけるNaClの影響

Days O 3 7

Control 0.34±0.17a-Ⅹ 0.23士0.lla-Ⅹ 0.39±0.19a-Ⅹ

MDA 0.3M 0.33±0.16a-Ⅹ 0.85±0.42a-Ⅹ 0.85±0.42a-x

(FLmOl/どtlSSue) 0.6M 0.22±0.ll-Ⅹ 0.90±0.45-x 0.71±0.35-Ⅹ

0.9M 0.24±0.12a-Ⅹ 0.94±0,47a-Ⅹ 0.73±0.36a-x

Control 0.04±0.02a-Ⅹ 0.02±0.01a-Ⅹy 0.03±0.01a-Ⅹ

HHE 0.3M 0.05±0.02a-y 0.00±0.00a-Ⅹ 0.03±0.02a-Ⅹ

(nmol/gtissue) 0,6M 0.08±0,04-y 0,00±0.00-冗 0.00±0.00-Ⅹ

0.9M 0.10±0.05a-y 0.08±0.04a-y 0.22±0.lla-Ⅹ

平均値±SE(n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 目数における有意差 (p<0.05)

考察

NaCl添加区では､特にNaC10.9M添加区において対照区に比べ 3日目からHHEが有意に

増加 した｡これまでにも報告されている通り､ここでもNaClの添加がブリ肉の脂質過酸化

を促進した｡

NaClの添加は食品を腐敗から守る重要な働きをする｡しかしながら､NaClには食品中の

脂質過酸化を濃度に比例 して促進する作用もある｡これは､NaClがタンパク質と結合 して

いる Feを遊離させ､Feイオンが触媒となり､活性酸素種が生成されるためであると考え

られている｡ブリ肉には鉄分が多く含まれるため､NaCl添加区において対照区に比べ脂質

過酸化の影響が顕著に表れたのだと考えている｡

HHEの生成が n-3系月旨肪酸に由来していることはすでに報告されている｡(24)多価不飽和

脂肪酸である n-3系脂肪酸､n-6系脂肪酸には必須脂肪酸が含まれ多くの生理活性物質の

原料となるため､身体の維持のために決 して欠かすことができない｡さらに､近年多価不

飽和脂肪酸の生理活性機能に注目が集まり､過剰に摂取する傾向にある｡n-3系脂肪酸で

あるエイコサペンタエン酸(EPA)や ドコサ-キサエン酸(DHA)が魚油に多く存在することは

周知の事実で､今後､HHEの生成に関して､ブリ以外の魚類でもさらに検討していく必要

がある｡
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1. 1. 3.NaCl-EDTA添加､冷蔵保存実験

日的

1.1.1および 1.1.2の結果より､NaClの添加がブリ肉の脂質過酸化を促進することが分

かった｡ここでは､NaClの添加によって遊離 したFeイオンをEDTAのキレー ト作用で取り

込み､ブリ肉の脂質過酸化を抑制することができるかどうかについて検討するため､HHE

とMAの変化を測定した｡EDTAの効果をより明確にするため､NaCl添加区､NaC卜EDTA添

加区の測定も行った｡

実験方法

1)測定用試薬

添加物質であるEDTAは和光純薬より購入 した｡その他の試薬は1.1.1と同じ物を使用した｡

2)試料調製

試料 (ブリ)は､魚市場で購入した｡皮および血合筋は取 り除き､筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をControlと0.6MNaCl､1mMEDTA､0.6MNaClと

ImMEDTAの混合物を添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイル

で遮光した｡その後ポリエチレンバックにいれて4℃で冷蔵貯蔵した｡以上の条件で保存

した試料のMA,HHE含量を0日目､3日目､7日目に測定した.

3)MA含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1に述べた方法に従って行った｡

結果

Ⅰ淵EとMAの測定結果をTable1-i-3に示したO ′

0,6MNaCl添加区､1mMEDTA添加区､並びに 0.6MNaCl･ln加EDTA混合物添加区では対照区

と比べ 3日目に HHE含量が有意に増加 した｡0.6MNaCl添加区､1mMEDTA添加区､並びに

0.6MNaCl･1mMEDTA混合物添加区間にはHHE含量の有意差が見られなかった｡

NaCl添加区では､対照区と lmMEDTA添加区､NaCl･1mMEDTA添加区に比べMA含量が有意

に増加 し脂質過酸化を促進 した｡1mMEDTA添加l区､NaCl･1mMEDTA添加区では対照区､NaCl

添加区と比較して脂質過酸化が抑制された｡
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Table1-1-3 冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化におけるEDTAの影響

Days O 3 7

Control 0,53±0,03a-Ⅹ 0.64±0.03b-Ⅹ 0.79±0.06C一Ⅹ

MDA 0.6MNaCI 0.59±0.02a-Ⅹ 1.25±0.00b-y 1.65±0.09b-Ⅹ

(LLmOl/どtissue) 1mMEDTA 0.12±0.00a-Ⅹ 0.10±0_00b-Xy 0.12±0.00b-x

O.6MNaCl+1mMEDTA 0.10±0.01a-x 0,09±0.00とry 0.14±0.01c-Ⅹ

Control 0.04±0.02a-Ⅹ 0.03±0.Ota-Ⅹ 0.07±0.03a-X

HnE 0.6MNaC1 0.06±0.03a-Ⅹ 0.10±0.05a-Ⅹ 0.18±0.09a-Ⅹ

(nmol/g tissue) 1mMEDTA 0.10±0.05a-Ⅹ 0.08±0.04a-Ⅹ 0.17±0.08a一Ⅹ

0.6MiVaCl+1mMEDTA 0.07±0.03a-Ⅹ 0.12±0.06a-Ⅹ 0.23±0.lla-x

平均値±SE(n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 目数における有意差 (p<0.05)

考察

o_6MNaCl･1mMEDTA混合物添加区では対照区と比較して 3日目にHHE含量が有意に増加

した｡また､0.6MNaCl添加区､ImMEDTA添加区でも同じ傾向が表れた｡今回の条件におい

て､EDTAの添加はブリ肉におけるfmEの生成を抑制することが確認できなかった｡脂質過

酸化が進行した理由として､EDTA添加濃度が高すぎた､EDTAが遊離した Feイオンとうま

く錯体を形成できなかったなど様々な理由が考えられるが､現段階ではっきりとした原因

を挙げることはできない｡

一方､NaCl添加区では､対照区と1mMEDTA添加区､NaCl･1mMEDTA添加区に比べMA含量

が有意に増加 し脂質過酸化を促進 した｡1mMEDTA添加区､NaCl･1mMEDTA添加区では対照区､

NaCl添加区と比較して脂質過酸化が抑制された｡このことから､EDTAの添加がブリ肉にお

けるMAの生成を抑制することが分かった｡HHEの分析では EDTAの影響を確認することが

できず MAの分析でのみ確認された理由として､MAが脂肪酸酸化の最終産物であり､安定

であることが考えられる｡

EDTAの抗酸化作用に関する研究は多く行われてお り､食品中の成分を取り込むのに有用

な報告がされている｡そのため､今後も添加濃度を変え､同様の実験を繰 り返し､EDTAの

添加が魚肉に与える影響を検討する必要がある｡
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1.1.4. 冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化に対するα-トコフェロールの影響

目的

脂質過酸化を抑制することが知られているα-トコフェロール添加がプリ肉貯蔵中におけ

る脂質過酸化に及ぼす影響を調べた｡ ､

実験方法

1)試薬

α-トコフェロールは和光純薬製のものを用いた｡他の試薬は 1.1.1.で用いたものを使用

した｡

2)試料

試料 (ブリ)は,魚市場で購入した｡皮および血合筋は取り除き,筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolと0.01,0.05,0.1%α-トコフェロー

ル(和光純薬)を添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアルミホイルで遮

光 した後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,HNEおよびCP含量を0,2,4,6日目に測定した｡

3)MA含量の測定方法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)cp含量の測定方法

試料をテフロンホモジナイザーに1gずつ正確に秤量し､50mMTris-HCl(1mMEDTAを含む)

を20ml加えホモジネー トを作成し､4℃､10000rpmで 10分間遠心分離を行った｡上清を

栓付試験管 2本に3.5mlずつ採取し､10%トリクロロ酢酸を3.5ml加え､2000rpmで 15分

間遠心分離を行い､蛋白質を沈殿させ上清を除去した｡一方の栓付試験管には､2N-HClの

みを､もう一方には 10mMDNPHを含んだ2N-HClを5mlずつ加え､L5℃に調整 した恒温槽で

5-10分おきに撹拝しながら1時間反応させた｡反応後､2000rpmで 15分間遠心分離を行

い､上清を除去した.その沈殿物にエタノールー酢酸エチル(1:1)混合液を5ml加え洗浄 し､

2000rpmで分間遠心分離を行い､上清を除去した｡この操作を3回繰 り返して行った｡沈

殿 した蛋白質に8M尿素を3.5ml加え､再溶解させたQ吸光度はUV-1200分光光度計(島津

製作所)で測定した｡カルボニル残基含量は､ガラスセルを用いて360nmで測定した｡そし
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て､22000~1のモル吸光度係数を用いて､nmol/mgprotelnで算出した｡Protein量はプラ

スチックセルを用い､595nmでPAKを使用して測定した0

5)HHE含量の測定方法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

結果

結果をTable1-1-4に示した｡MDAの測定結果は0.1%α-トコフェロールを添加 したもの

が2,4,6日目においてcontrolと比較 して有意に高い値を示した｡CPの測定結果はどれも

有意差が見られなかった｡HHEの測定結果は0.05%α-トコフェロールを添加 したものが2

日目､0.1%α-トコフェロールを添加 したものが2,4日目 にcontrolと比較して有意に高

い値を示した｡さらに､MDAは2日目以降､HHEは4日目以降減少傾向が見られた｡

Table1-1-4冷蔵保存ブリの脂質酸化におけるα-トコフェロールの影響

Days O 2 4 6

Contro1 5.14±0.11a･x 6.55±0.64a･Y 4.81±0.14a･x 4.54±0.35a･x

MA 0.01% 5.14±0.11a･x 7.30±0.26a･y 4.54±0_58a,x 4.66±0.21ab･x

(pmol/gtlSSue) 0.05% 5.14±0.11a･x 7.48±0.11a･y 5,73±0.50ab･Ⅹ 3.96±0.40a･乞

0.1% 5.14±0.11a･x ll.81±0.34b,y 6.85±0,20b･Z 5.65±0.31b･x

control 1.08±0.04a･x 1.36±0.15a･R 1.32±0.06ab･x 1.64±0.34a･x

CP 0.01% 1.08±0.04a,Ⅹ 1.39±0.07a･Ⅹ 1.13工0.31a･Ⅹ 1.07±0.24a･Ⅹ

(nmol/mgprotein) 0.05% 1,08±0,04a,xy 1.97±0.34arX 2.16±0_43brx o.79±0.33a-y

o.1% 1.08±0.04a･x 1.38±0.12a,x 1.80±0.20ab･x 1.82±0.858,X

ControI NDa,x 0.02±0.01a･x 0.04±0.01a･x 0.13±0.02a･y

HHE 0.01% ND a,又 0.03±0.01aly 0.07±0.01a･z 0.09士0.01ab･Z

(nmol/gtlSSue) 0.05% NDa･R 0.12±0.04b･y o.15±0.03a･y 0.08±0.01b.xy

o.1% NDa,x 0.21±0.03C･yz 0.28±0.06b･y o.10±0.01ab･Z

平均値±SE (n=3),a-d添加量における有意差,Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (P〈O.05)

考察

α-トコフェロールは生体内で脂質過酸化を予防し,動脈硬化や細月包膜の酸化を防いでい

るビタミンである｡ したがって､本研究においてもそのような結果が見られると思われた

が､実際にはMAおよび 朋Eの測定結果からみて,脂質過酸化を促進 した｡生体内でα-ト

コフェロールは自身が酸化されて安定なラジカルになることで脂質過酸化を抑えている｡
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さらに酸化されたα-トコフェロールラジカルをアスコル ビン酸が還元することで脂質過

酸化を抑制するサイクルを形成している｡したがって,安定なα-トコフェロールラジカル

が何らかの理由で活性化されて脂質過酸化が進行したと考えられる｡今後はα-トコフェロ

ールとアスコルビン酸両方を添加 した実験系で脂質過酸化を抑えるかどうかを検証する必

要がある｡

MAおよびHHEが一度増加してその後減少したことについては,時間の経過により分解さ

れて減少したためと考えられる｡
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1. 1.5. 冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化に及ぼす NaClおよび天然塩の影響

目的

食品加工や保存においてなくてはならないNaClおよび天然塩を添加 したブリ肉を保存 し

たときの脂質過酸化の変動について明らかにする｡

実験方法

1)試薬

1.1.1.と同様の試薬を用いた｡

2)試料

試料 (ブリ)は,魚市場で購入 した｡皮および血合筋は取り除き,筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolと0.6MNaCl(和光純薬)と0.6M天然塩

を添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアルミホイルで遮光した後ポリ

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MA,fiNEおよび CP

含量を0,3,7,10日目に測定した｡

3)MA含量の測定方法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)cp含量の測定方法

1.1.4に述べた方法に従って実験を行った｡

5)HHE含量の測定方法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

結果

結果をTableトト5に示 した｡MAの測定結果は0.6MNaClを添加 したものが 10日目､

0.6M天然塩を添加 したものでは3,7,10日目においてcontrolと比較して有意に高い値を

示したoまた0.6M天然塩を添加 したものは0.6MNaClを添加 したものよりも有意に高い

値を示した｡CPの測定結果は0.6MNaClを添加 したものが 10日目､0.6M天然塩を添加 し

たものでは7,10日目においてcontrolと比較して有意に高い値を示した｡また､10日目

において0.6M天然塩を添加 したものは0.6MNaClを添加 したものよりも有意に高い値を
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示した｡HHEの測定結果は0.6MNaClを添加 したものが 10日目､0.6M天然塩を添加 した

ものでは7,10日目においてcontrolと比較 して有意に高い値を示した｡また､7,10日目

において0.6M天然塩を添加 したものは0.6MNaClを添加 したものよりも有意に高い値を

示したQ

考察

NaClによる脂質過酸化の増加は以前からよく報告されていることであり､-ムタンパク

質などの金属を含む生体内物質から金属イオンを遊離させることでその金属イオンが脂質

過酸化を促進する｡本研究で天然塩が脂質過酸化を促進した｡この天然塩には硫化イオウ,

カルシウム,マグネシウム,カリウムがふくまれている｡KClは脂質過酸化を促進する報告

があるためNaClよりも天然塩のほうが脂質過酸化を促進 したのではないかと考えられる｡

Tableト1-5.冷蔵保存ブリの脂質酸化におけるNaClの影響

Day5 0 3 7 10

MA Control 1,56±0028･x 2.20±0.098･Y

(〃mol/gtissue) 0.6MNaCl 1.42±0.07a･x 1,97±0.09a･y

o.6M天然塩 1.81±0.054･X 2-69±0.07b･ツ

1.58±0.12a･x 2.40±0.04a･y

1.79±0.028b･y 2-81±0.07D,Z

2.06±0.14わーX 3.62±0.10C･L

CP CDntrO1 0.43=ヒ0.04arx 0.89±0.05a･1

(nmol/mgproteln) 0.6MNaCI 0.49±0.03a･x 0.80±0.09a,I

o.6M天然塩 0.63±0.01b･x o.81±0,12a･x

0.48±0.05a,i 0.35±0,018,X

0.58±0.02ab,A o.58±0.04blX

0.67±0.04b,y o.69±001C･x

tlHE Control 0.20±0.09a･x 0.69±0.13alr

(nmol/gtissue) 0.6MNaCI 0.79±0.12hlX 0.86±0.09alX

o,6M天然塩 0,93±0.11b･xy o.72±0.07a･又

0.54±0,098･y 0.62±0,09a･y

o.79±0068LX 1,20±0.10b▲y

1.05±0.07bry 1.70±0.06C･Z

平均値±SE(n=3),a-d添加量における有意差,W-Z保存 日数における有意差 (P〈O.05)
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1.1.6.カテキン添加､冷蔵保存実験

日的

ポリフェノール とは植物が光合成を行 うときに作られる物質の総称で､これまでにおよ

そ 5,000種類が知られている｡ほとんどの植物に含まれておりカテキン(catechin)もポリ

フェノールの一種である｡カテキンの研究も多く行われてお り､抗酸化作用やなど多くの

機能を持つことが知られている｡さらに近年ではカテキンが動脈硬化の防止にもつながる

ことが報告されている｡

そこで､カテキンの添加がブリ肉の脂質過酸化に与える影響を明らかにするために 柑iE

とMAの変化を測定した｡カテキン混合物を添加 した時の結果と､カテキンの成分でもある

エビガロカテキンガレー トを添加 した時の結果から､その効果を比較した｡

実験方法

1)測定用試薬

添加物質は和光純薬より購入した｡その他の試薬は 1.1.1と同じ物を使用した｡

カテキン混合物の内容量は下記の通 りである｡

エビカテキン､エビガロカテキン､エビカテキンガレー ト､エビガロカテキンガレー ト混

合物で85%以上を占め､混合物の内訳はエビガロカテキンガレー ト 70.4%､エビカテキン

ガレー ト21.9%､エビカテキン5.6%､エビガロカテキン1.1%である｡

2)試料調製

試料 (ブリ)は､魚市場で購入 した｡皮および血合筋は取り除き､筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolと0.1%添加区､0.2%添加区､0.5%

添加区とに分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイルで遮光した｡その後ポリエ

チレンバックにいれて4℃で冷蔵貯蔵 した｡以上の条件で保存した試料のMDA,HHE含量を

0日目､3日目､7日目に測定した｡

エビガロカテキンガレー トを添加 したときは､試料をフー ドプロセッサーで細かく刻んだ

あと､control区と0.5%添加区に分けあとは同様に行った｡

3)MA含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1に述べた方法に従って行った｡
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結果

カテキン混合物を添加 したときのHHEとMAの測定結果をTableトト6に示 した｡HHE含

量は各試験区で有意差が認められなかったc0.2%カテキン添加区では､対照区､0.1%添

加区､0.5%添加区と比較 して3日目にMA含量が有意に低下したc

Tablel一卜6.冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化におけるカテキン混合物の影響

Days 0

Control 0.45±0.05a-Ⅹ 0.70±0.07b-Ⅹ 0.88±0.03b-Ⅹ

MA 0.10/0 0.68±0.04a-y 0.62±0.03a-x 0.90±0.05b-Ⅹ

(〃mol/gtissue) 0.2% 0.59±0.06a-y 0.37±0.07b-y 0.40±0.02ab-y

O.5% 0.74±0.06ab-y 0.58±0.02a-Ⅹ 0.85±0.06b-Ⅹ

Control 0.02±0.01a-Ⅹ 0.21±0.10a-x 0.08±0.04a-Ⅹ

Ⅰ湖E 0.1% 0.06±0.03a-Ⅹ 0.13±0.06a-Ⅹ 0.05±0.02a-x

(nmol/冒tissue) 0.2% 0.19±0.09a-Ⅹ 0.07±0.03a-Ⅹ 0.08±0.04a-Ⅹ

0.5% 0.14±0.07a-x 0.08±0.04a-Ⅹ 0.04±0.02a-x

平均値 ±SE (n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (P<

0.05)

エビガロカテキンガレー トを添加 したときのHHEとMAの測定結果をTableトト7.に示し

た｡対照区と比べてエビガロカテキンガレー ト添加区のHHE含量が 7日目に有意に低下し

た｡対照区と比べてエビガロカテキンガレー ト添加区のMA含量が7日目に有意に低下した｡

Table1-1-7.冷蔵保存ブリ中の脂質過酸化におけるエビガロカテキンガレー ト標品の影響

Days 0

MA Control 3.71±1.85a 3.12±1.56a 12.5±6.26a

(〝mol/gtissue) 0.5% 3.71±1.85a 3.48±1.74a 3.71±1.85a

HflE Control 0.00±0.00a 0.01±0.00a 0.20±0.01b

(nmol/gtissue) 0.5% 0.00±0.00a 0.00±0.00a 0.12±0.06b

平均値±sE(n=4)､ a-C添加量における有意差 (P<0.05)

考察

合成酸化剤の毒性が認められ使用禁止となったために､これらの抗酸化剤に代わる､優

れた天然抗酸化剤の研究が多く行われている｡カテキン類もその一種で､抗酸化作用など

多くの機能を持つことが既に知られている｡

今回､カテキン混合物の添加では脂質過酸化に与える影響を観察することができなかっ

た｡しかし一方で､エビガロカテキンガレー トの添加では脂質過酸化を抑制することが分
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かった｡カテキン類には多くの種類が存在し､隣あう3つのフェノール性水酸基からなる

トリオール構造を有する化合物の方が､o→位に存在する2つのフェノ-ル性水酸基からな

るO-ジオール構造を有する化合物より抗酸化作用が強いことが知られている｡今回用いた

エビガロカテキンガレー トは化合物内にトリオール構造を 2つ有しており､その強い抗酸

化力で脂質過酸化を抑制し､カテキン混合物の添加では見られなかった効果を示したと考

えられる｡
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1.2.タイ肉中の4-ヒドロキシ-キセナ-ル生成

1.2.1.NaCl添加冷蔵保存実験

日的

タイは鮮やかな体色､見た目のよさ､上品な味などどれをとっても他の魚より優れてい

るため､日本では古く江戸時代から高級魚として大切にされてきた｡脂質が少ないうえに

アミノ酸がバランスよく含まれており､分解されにくいイノシン酸を含むため鮮度が落ち

ても味は変わりにくいのが特徴である｡タイの調理はその美 しい色と姿形を生かした調理

法が多いのが有名だが､それだけでなく煮物､焼き物､蒸 し物､鍋物､など多彩な料理に

使われている｡このように私たち日本人にとって馴染みが深く人気も高いタイ内地E生成

機構について基本的なデータを得るために本研究を行った｡

ここでは1.1.1と同じようにNaClの添加がタイ肉のHHE生成に与える影響を明らかにす

るためにHHE含量の変動を経時的に測定した｡なお､脂質過酸化の指標としてMA含量の変

化も測定した｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1と同じ物を使用 した｡

2)試料調製

試料 (タイ)は､魚市場で購入した｡皮および血合筋は取 り除き､筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだOその試料をcontrolと0.3MNaCl､0.6MNaC1､0.9MNaClを

添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイルで遮光した｡その後

ポリエチレンバックにいれて4℃で冷蔵保存した｡以上の条件で貯蔵した試料のMA､HHE

含量を0日目､3日目､7日目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

結果

HHEとMAの漸定結果をTablell2-1.に示 した｡いずれのNaCl添加区も対照区に比べ有意

差は見られなかった｡
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Tablell2-1.冷蔵保存タイ中の脂質過酸化におけるNaClの影響

Days O 3 7

Contro1 3.92±1.96a-Ⅹ 5.03±2.51a-Ⅹ 6.41±3.20a-Ⅹ

MA 0.3M 3.83±1.91a-Ⅹ 7.72±3.86a-Ⅹ 6.27±3.13a-Ⅹ

(〃mol/gtissue) 0.6M 6.14±3.07a-Ⅹ 4.91±2.45a-Ⅹ 6.05±3.02a-Ⅹ

0.9M 6.81±3.40a-x 4.69±2.34a-Ⅹ 6.01±3.05a-Ⅹ

Control 0.00±0.00a-x O二08±0.04a-Ⅹ 0.07±0.04a-Ⅹ

IIHE 0.3M 0.00±0.00a-Ⅹ 0.13±0.06a-Ⅹ 0.14±0.06a-Ⅹ

(nmol/gtissue) 0.6M 0.00±0.00a-Ⅹ 0.36±0.18a-Ⅹ 0.29±0.10a-Ⅹ

0.9M 0.00±0.00a-Ⅹ 0.27±0.13a-Ⅹ 0.23±0.09a-Ⅹ

平均値±SE (n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (p<

0.05)

考察

今回､タイ肉におけるNaCl添加の影響を確認することができなかった｡これはタイ肉に

脂質が少ないことが原因ではないかと考えており､今後､添加濃度を変えてさらに分析を

行 う必要がある｡
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1.2.2.NaCl添加冷凍保存実験

日的

NaClの添加によって食肉中の脂質過酸化が促進されることは良く知られている｡Kanner

らは七面鳥筋肉組織-のNaCl添加実験の結果から､NaClがタンパク質とキレー ト結合 し

ているFeを遊離させ､Feイオンが生じ､これが触媒となって､ラジカルが生成すると報

告している｡また､魚肉組織においてもNaClを加えると脂質過酸化が促進され､Feを加

えた場合にも同様の結果が得られることが確認されている｡そこで､NaClを添加 した加工

食品に多く利用されるタイについて､NaClが脂質過酸化に与える影響を調査することを目

的として本実験を行なった｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じ物を使用 した｡

2)試料

試料 (タイ)は,魚市場で購入 した｡皮および血合筋は取り除き,筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolとNaCL(和光純薬)を添加 したものとに

分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイルで遮光した後ポリエチレンバックにい

れて冷凍保存したO以上の条件で保存した試料のMDAおよびHHE含量を0,4,8,12,16,20

週目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1,に述べた方法に従って実験を行った｡

結果

結果をTablei-2-2に示した0

0.6および 0.9M添加区において､MA含量は 12昌6週目に増加 し､20週目に減少 した｡

HHE含量は8週目で減少したが0.6および0.9M添加区において､20週目に再び増加 した｡
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Table1-2-2.冷凍保存タイ中の脂質過酸化におけるNaClの影響

Weeks O 4 8 12 16 20

MA contro1

O.3M

NaCI

O.6M

NaCI

O.9M

NaCI

HHE contro1

O.3M

NaC1

0.6M

NaCI

O.9M

NaCl

0.40士0.23 0.07士0.02 0.04土0.02 0.88土0.44 0.31±0.15 0.41±0.21

0.08土0.04 0.16±0.08

0.31土0.17 0.18土0.09

0.33士0.19 0.03土0,02

0.lo主o.05 0,44士0.02

0.42j=0.01 0.34士0.04

0.23±0.03 0.49±0.10

0.55土0.03 0.54土0.13

0.17±0.08 0.50土0.25 0.20±0.10 0.23±0.12

0.22土0.11 0.75土0.38 0.59土0,29 0.22土0.11

0.08土0.04 0.28土0.14 0.30±0.15 0.69土0.34

0.03土0.01 n.d. n.d. 0.07土0.02

0.0士0.01 n.d. 0.01土0.01 0.03土0.02

0.03士0.0] n.d. 0.01j=0,.01 0.25主0.01

0.03±0.02 m.d. 0.01土0.01 0.34±0,13

考察

以上の結果により､0.6および0.9M添加区ではMA､HHEおよびCPの生成に影響を与え

ていると考えられる｡NaClは鉄イオンをミオグロビンなどの鉄と結合しているタンパク質

から解離させることで脂質過酸化を促進するという研究が報告されている｡イワシやカツ

オなどの赤身魚が普通肉に占める-ム色素の含量は 100□あたり140□170EI□であるのに

対し､タイが普通肉に占める-ム色素の含量は 100□あたり6mgであった｡-ム色素の活

性のためには鉄が必要である｡タイは-ム色素をあまりもたない白身魚であると同時に､

不安定な脂質である不飽和脂肪酸も少ないので､NaCl添加による脂質過酸化がみられなか

ったのだろう｡

I湖Eは 8週目に著しい減少がみられたが､20週目には再び増加 した｡これはHHEが非常

に不安定で反応性が高い物質であるために､酸化が進み､他のアルデヒドに変化し減少 し､

さらにMDA､CPがふたたびHHEに変化 したため増加 したと考えられる｡
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1.2.3.タイ肉の脂質過酸化に及ぼすα-トコフェロール添加の影響

目的

食品中における脂質過酸化は味､栄養､安全性に悪影響を与える｡ビタミンEが食用油の

過酸化による変敗を防ぐことは古くから知られており､また生体内においても脂質､特に

膜脂質の抗酸化が第 1義的な作用とされている｡タイ肉の脂質過酸化に及ぼす抗酸化物質

であるα-トコフェロール添加の影響を明らかにするために､貯蔵中のマロンジアルデヒト

(MDA)､4-ヒドロキシ2--キセナ-ル (HHE)およびカルボニル修飾プロテイン (CP)

含量を経時的に測定したQ

実験方法

1)試薬

α-トコフェロールは和光純薬製のものを用いた｡その他の試薬は 1.1.1.と同じ物を使用

した｡

2)試料

試料 (タイ)は,魚市場で購入 した｡皮および血合筋は取 り除き,筋肉組織のみをフー ド

プロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolとα-トコフェロール(和光純薬)を添加

したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイルで遮光した後ポリエチレ

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MDA,HHEおよびCP含量を

0,3,7日目に測定した｡

3)MA含量の測定方法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)CP含量の測定方法

1.1.4.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)HflE含量の測定方法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

結果

1)MA

各サンプルを保存 日数ごとで比較すると､保存 0日目はそれぞればらついた値を示した｡
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保存 3日目では0.03%､0.05%α-トコフェロール添加区がコン トロール区､0.1%α-ト

コフェロール添加区に対 して有意に低い値を示 した｡保存 7日目には有意な差は見られな

かった｡次にα-トコ添加濃度ごとに比較すると0.1%α-トコフェロール添加区ではMDA

含量が低下しているが､有意差は見られなかった｡0.03%α-トコフェロール添加区では7

日目にMDA含量の有意な増加は見られたが､その他添加区ではMDA含量の有意な増減は見

られなかった｡

保存 0日目では各区間に有意な差は見られなかった､保存 3､7日目では0.1%α-トコ

フェロール添加区がコン トロール区､0.03%α-トコフェロール添加区に比べ､有意に低い

値を示した｡また0.1%α-トコフェロール添加区では HHE含量の有意な増減は見られなか

ったが､control､0.03%α-トコフェロール添加区､0.05%α-トコフェロール添加区では

保存 7日目が保存 0､3日目に比べ HHE含量の有意な増加が見られた｡

3)cp

保存 0日目のCP含量を比較するとそれぞれ大きなばらつきが見られた｡コン トロール区で

は保存 0､7日目に有意差はないが､保存 3日目は保存 0､7日目に対して有意な減少が見

られた｡0.03%､0.1%α-トコフェロール添加区では保存 0､3日目に対して保存 7日目は

cp含量の有意な増加が見 られた.0.05%α-トコフェロール添加区では保存 0日目から保

存 7日目まで有意なcp含量の増加が見られた｡

考察

コン トロール区と各α- トコフェロール添加区でMDA含量の有意な増減は見られないこ

とから､α- トコフェロール添加は保存中のタイ肉のMDA生成に大きな影響を与えないと

考えられる｡

低濃度 (0.03%､0.05%)のα-トコフェロール添加はHHEの生成を有意に抑制 しなかっ

たが､高濃度 (0.1%)のα-トコフェロール添加によりHHEの生成は抑制された｡他の指標

の生成には有意な抑制は見られなかった｡CPはコン トロール区で CP含量の有意な増減が

見られ､保存中にCPの分解 と生成が行われていると考えられる｡ しかしα-トコ添加区で

はCP含量の有意な増加は見られるが､有意な低下は見られないことから､CPの分解は抑

制されるが､cpの生成は抑制されていない､またはCPの分解は抑制されてないが､ cpの

生成が促進されていると考えられる｡

24



タイはもともと脂質の少ない魚である｡そのためα-トコフェロール添加はタイ肉の脂質

過酸化に及ぼす影響が小さいと考えられる｡そのためα-トコフェロール添加がタイ肉の脂

質過酸化に及ぼす影響についてより詳細な研究が必要と考えられた｡

Table'1-213.冷蔵保存タイ中の脂質過酸化におけるα-トコフェロール添加の影響

Day O 3 7

MA

control

O.03%

0.05号

0.10!

1.00±

0.90±

0.73±0.09

1.17±0.03

1.01‡0.04

0.87±0.03

0.81±0.04

1.05±0.03

1.11±0.03

1.08±0.03

0.91±0.13

1.03±0.07

HHE

control

0.03亀

0.05%

0. 10%

0.09±0.07

nd.

nd.

nd

0.07±0.02

0.16±0.05

0.72:±0.35

0.63±0.23

0.14±0,05

0.02±0.01

0.50±0.27

0.10±0.03

CP

control

0.03%

0.05篭

0.10%

0.60±0.20

0.54±0.20

0.62±0.04

0.49±0.15

0.68±0.28

0.78±0.20

1.00±0.40

0.54±0.09

0.81±0.08

4.07±2.14

1.52±0.39

0.79±0.13
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1.3.サンマ肉中の4-ヒドロキシ-キセナ-ル生成

1.3.1.NaCl添加冷蔵保存実験

日的

秋の味覚として人気が高いサンマは､EPAや DrLlの脂肪分を多く含むことでもまた知 ら

れている｡それだけでなくタンパク質やビタミンも豊富に存在するため､旬の季節になる

と多くの人が口にする人気の食材である｡サンマもまた刺身やタタキなどさまざまな調理

法が存在するが､最も有名なのはやはり塩焼きである｡最近では､直接市場で食材を手に

することができない消費者のためにあらかじめ調理されたサンマを提供するサービスも存

在する｡このように私たちにとって馴染みが深く人気も高いサンマ肉の HHE生成機構につ

いて基本的なデータを得るために本研究を行った｡

ここでは第 1章 ･第 1節と同じように､HHE生成に与える影響を明らかにするために HHE

含量の変動を経時的に測定した｡なお､脂質過酸化の指標としてMA含量の変化も測定した｡

実験方法

1)測定用試薬

試薬は 1.1.1.と同じ物を使用した｡

2)試料調製

試料 (サンマ)は､魚市場で購入した｡皮および血合筋は取 り除き､筋肉組織のみをフー

ドプロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をcontrolと0.3MNaCl､0.6MNaC1､0.9MNaCl

を添加 したものとに分け､それぞれをサランラップに包みアルミホイルで遮光 した｡その

後ポリエチレンバックにいれて4℃で冷蔵保存 した｡以上の条件で貯蔵した試料のMA､HHE

含量を0日目､3日目､7日目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1.に述べた方法に従って分析した｡

結果

HJIEとMAの測定結果をTable1-3.に示した｡いずれのNaClも対照区に比べ有意差は見ら

れなかった｡
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Table 1-3. 冷蔵保存サンマ中の脂質過酸化におけるNaClの影響

Days O 3 7

MDA

(pmol/gtissue)

HHE

(nnol/g tissue)

Control o.24±0.12 a-Ⅹ

0.3M 0.26±0.13 a-Ⅹ

0.6M 0.17±0.08 a_Ⅹ

0.9M 0.28±0.14 a_Ⅹ

Control 0.00±0.00 a_Ⅹ

0.3M 0.00±0.00 a_Ⅹ

0.6M 0.00±0.00 a-Ⅹ

0.9M 0.00±0.00 a_Ⅹ

0.26±0.13 a-Ⅹ

0.43±0.21a-Ⅹ

0.37±0.18 a-Ⅹ

0.54土0.27 a-x

0.01±0.00b-Ⅹ

0,01±0.00 a-Ⅹ

0.00=ヒ0.00 ab-Ⅹ

0.00士0.00 ab-Ⅹ

0.44±0.22 a-Ⅹ

1.18±0.59 a-Ⅹ

0.72±0.36 a-Ⅹ

0.74±0.37 a-Ⅹ

0.00±0.00 a-Ⅹ

0.01±0.00 a-Ⅹy

0.02±0.01 a-Ⅹy

0.05±0･02 b-y

平均値±SE(n=4)､a-C添加量における有意差､Ⅹ･Z保存 日数における有意差 (P<0.05)

考察

サンマにおいてもNaCl添加の影響は明らかではなかった｡

今回はいずれも秋頃に実験を行った｡旬 のサンマは､脂肪が約 16%と他の魚よりが多く､

酸化されやすい｡また､取れた時期､場所､群れによって脂肪の含有量が異なり､味に差

が出る｡そのため､今回安定した結果を得る事ができなかったのはこうした不安定な要因

が原因ではないかと考えている｡また､サンマは 8月頃から水揚げが解禁され餌を食べな

がら南下するため､主要な水揚げ漁港は北海道□花咲 (根室)､釧路､厚岸､三陸など北国

が多い｡そのため､宮崎の漁港には一度冷凍し輸送されている｡近年､冷凍保存技術が向

上していると言われるが､第 1章第 1節でも述べた通り､魚類の冷凍保存は脂質過酸化に

影響を与えることが示唆されている｡サンマに関しても冷凍保存条件が与える影響を検討

する必要がある｡
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1.4.総括

魚肉は､その栄養価の高さと相まって様々な加工を施され 日本人の食生活に密着 してき

た｡また､冷凍技術や輸送技術が向上し､遠隔地で水揚げされた魚でもよい状態で口にす

ることが可能となり､海沿い､内陸を問わず 日本全国であらゆる魚が流通するようになっ

た｡これまで､魚の入手が難 しかった地域では､食塩を用いる塩蔵法が食品の保存法とし

て伝統的に重宝されてきたO輸送技術の向上により内陸の地域でも新鮮な魚を入手するこ

とができるようになったが､食品を腐敗から守る塩蔵法は今でも身近な食品の保存法とし

て利用されているDしかしながら､塩蔵法は､腐敗を防ぐ一方で､食塩の主成分であるNaCl

が脂質過酸化を促進するとい うことが報告されている｡

ブリ肉にNaClを添加 したところ､冷凍条件下でも冷蔵条件下でもHHEの生成 とMAの生

成が確認 され､NaClの添力摘ミブリ肉の脂質過酸化を促進することが分かったO冷凍保存条

件下では NaCl添加区で､対照区に比べ 16週 目に HHE含量が有意に増加 した｡中でも

0.9MNaCl添加区では､他の NaCl添加区に比べ 8週目に nHE含量が有意に増加 し､添加量

の増加により月旨質過酸化が促進されることが分かった｡今回の結果から､ブリ肉の脂質過

酸化は保存期間と添加量の増加に比例 し促進すると考えられる｡今後､添加濃度の条件を

変更し､冷凍保存中のブリ肉におけるNaCl添加の影響をさらに詳 しく検討する必要がある｡

冷蔵保存条件下ではNaCl添加区で､特に NaC10.9M添加区において対照区に比べ 3日目

からHHEが有意に増加 した｡これまでにも報告されている通 り､冷蔵保存条件下でもNaCl

の添加がブリ肉の脂質過酸化を促進 した｡冷凍保存条件のときと同じく､ブリ肉の脂質過

酸化は保存期間と添加量の増加に比例 し促進すると考えられる｡

NaClの添加によって遊離したFeイオンをEDTAのキレー ト作用で取 り込み､ブリ肉の脂

質過酸化を抑制することができるかどうかについて検討するため､HHEとMAの変化を測定

した結果､今回の条件では EDTAの添加がブリ肉における什IEの生成を抑制することが確認

できなかった｡しかしながら､EDTAの添加はMAの生成を抑制することが確認 された｡HHE

の生成が促進された理由として､EDTA添加濃度が高すぎた､EDTAが遊離 した Feイオンと

うまく錯体を形成できなかったなど様々な理由が考えられるが､現段階ではっきりとした

原因を挙げることはできない｡HHEの分析では EDTAの影響を確認することができず MAの

分析でのみ確認された理由として､MAが脂肪酸酸化の最終産物であり､安定であることが

考えられる｡EDTAの抗酸化作用に関する研究は魚肉以外の食品を用いて多く行われてお り､

強い作用があるという報告がされている｡そのため､魚肉に関しても同様の効果がある可

能性は充分考えられる｡今後も添加濃度を変え､同様の実験を繰 り返 し､EDTAの添加が魚

肉に与える影響を検討する必要があるO

強い抗酸化活性を持っているα-トコフェロールをブリおよびタイ肉にα-トコフェロー

ルを添加 した実験において,その添加はタイ肉の脂質過酸化に添加 した実験において,そ
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の添加は両魚種の筋肉のMAおよびHHE生成を促進する傾向が認められたが,明確ではなか

ったo α-トコフェロールを添加 した餌料により飼育 した動物の肉において,α-トコフェ

ロールは強い抗酸化活性をもつが,屠殺後に添加 しても抗酸化活性があまり期待出来ない

ことが知られているoLたがって,今回の実験結果,すなわちα-トコフェロール添加が貯

蔵中の両魚種筋肉の脂質過酸化をほとんど抑制しなかったことは, 屠殺後に添加 したこと

によると考えられる｡しかしながら,屠殺後にα-トコフェロールを添加 しても脂質過酸化

の進行を抑制するとの報告があるので,α-トコフェロールの添加量等を変化させたさらな

る詳細な実験を行 う必要があるQ

強い抗酸化力を持つことで知 られるカテキン類の一種､エビガロカテキンガレー ト

(EGCg)はブリ肉の脂質過酸化を抑制した｡ しかし､カテキン混合物の添加では脂質過酸化

に与える影響を観察することができなかった｡エビガロカテキンガレー トは､既に強い抗

酸化作用が報告されている トリオール構造を 2つ有している｡そのため､強い抗酸化力で

脂質過酸化を抑制 し､カテキン混合物の添加では見られなかった効果を示した考えられる｡

しかしながら､高濃度のEGCgの添加が食品に与える影響はいまだ不明である｡今後は､EGCg

の添加濃度の条件を変え､さらに詳しく見ていく必要がある｡また､EGCg以外のカテキン

類が与える影響も検討する必要がある｡

今回､タイ肉､サンマ肉におけるNaCl添加が及ぼすHHE生成および脂質過酸化-の影響

を確認することはできなかった｡これまでに行ってきた実験結果により､ HHEは脂質過酸

化の進行する条件下でその生成が抑制される可能性があるということが示唆されている｡

そのことと今回得られた結果とを考え合わせると､魚肉中の HHE生成に関しては､条件を

変え､同様の実験を繰 り返し､詳細に検討する必要がある｡mEの毒性は 4-ヒドロキシノ

ネナ-ル (畜肉､特にブタ肉中の脂質に多く含まれているリノ丁ル酸等の n-6脂肪酸より

生じる)よりも強いことが明らかになっている｡ したがって､魚肉の食品としての安全性

を考慮すると､今回調べた魚種だけではなく､それ以外の魚肉中の fiHEの生成機構につい

ても詳細に検討する必要がある｡
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2.水産練 り製品中の脂質過酸化に関する研究

2.1.市販練 り製品中の脂質過酸化

目的

一般に､魚肉に食塩を加えて練 り､加熱により凝固させた製品を ｢水産練り製品｣と称

している｡食品は加熱により脂質過酸化が促進されるといわれている｡これは､細胞が熱

により破壊されるので脂質と酸素とが接触しやすくなり酸化反応が急速に進行 してしまう

ためであり､水産練 り製品は加工や貯蔵中に脂質過酸化物や各種酸化生成物が混在 してい

ることが推測される｡さらに､市販されている水産練 り製品には､弾力を形成するために

も､ほとんどすべての商品に NaClが加えられている｡NaCユは食品を保存する上でも重要

な成分ではあるが､脂質過酸化を促進する要因であると考えられている｡

現在､食品の加工は保存性を増し､さらに利用価値を高め､調理の手間を省 くという目

的まで加味されたものになっている｡ しかし､食品保存 ･加工の主たる意義は食品の生産

から消費に至る間における品質の制御にあるといえる｡そこで､市販されている水産練 り

製品の脂質過酸化の程度を明らかにするために､MDAおよび肝IE含量を測定した｡

実験方法

1)試薬

1.1.1.と試薬はじ物を使用した｡

2)試料調整

蒸 しかまぼこ､鯛入 り高級かまぼこ､はんぺん､焼きちくわ､飲肥天 (プレーン)､飲肥

天 (ェビ入り)の 6種類の練 り製品を一般市場で購入 した｡それぞれの試料を 1分間フー

ドプロセッサーで細かく刻み､MAおよびnHE含量を測定したo

試料として用いた市販ねり製品の原材料をそれぞれ下記に示す｡

<蒸しかまぼこ>

魚肉(いとより､かます)､◆砂糖､でん粉(ばれいしょ､小麦)､食塩､イソマル トオ リゴ

糖､みりん､調味料(アミノ酸､核酸)

<鯛入 り高級かまぼこ (鯛かまぼこ)>
魚肉 (たら､いとより､れんこだい､その他)､塩､大豆たん白､砂糖､でん粉､発酵調

味料､酒､乳糖､調味料(アミノ酸等､小麦､牛肉､豚肉､ゼラチンを含む)､貝カルシウ

ム

<はんぺん>

魚肉､卵白､でん粉 (ばれいしょ､とうもろこし)､発酵調味料､植物油(なたね油､コー

ン油)､砂糖､食塩､やまいも､えびェキス､ソル ビット､調味料 (アミノ酸等)､増粘多

糖類､(原材料の一部に小麦､大豆を含む)

<焼きちくわ>
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魚肉 (たら､いとよりだい､その他)､大豆油､でん粉､食塩､砂糖､魚肉エキス､ソル

ビット､調味料 (アミノ酸等)､乳化剤

<飲肥天>

魚､ トーフ､豆腐用凝固剤､卵､調味料(アミノ酸)､保存料 (ソルビン酸)

3)MA含量の測定法

1.1.1,に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1.に述べた方法に従って分析 した｡

結果および考察

MAとHHEの測定結果は､Table2-1に示 した｡

MA含量にかんしてはんぺん､ちくわ､蒸 しかまぼこ､鯛かまぼこの間に有意差は見られ

なかった｡ちくわ､飲肥天 (ェビ入 り)の間にも有意差は見られなかった｡鉄肥天 (プレ

ーン)は6種類の中では最もMDA含量が多かった｡続いて飲肥天 (エビ入 り)が多かった｡

HHE含量について,はんぺん､蒸 しかまぼこ､鯛かまぼこ､飲肥天 (プレーン)､鉄肥天

(ェビ入 り)の間に有意差は見られなかった｡ちくわは 6種類の中で最もHHE含量が有意

に多かった｡

Table.2-1. 水産練 り製品中のMAとHHE含量

はんぺん ちくわ 蒸しかまぼこ 鯛かまぼこ 飲肥天 (プレーン) 飲肥天 (エビ入 り)

MA 1.70土0.66a 3.84土0.88ac 1.20士0.15a 2,14土0.79a 9.62土1.90b 8.24士3.22bc

HHE n.d a 0.13士0.09b 0.03土0.03ab 0.06土0.03ab n.d.a n.d.a

平均値±SE (n=6),a-C各製品ごとの有意差(pく0.05)

n.d∴ 検出限界以下

一般的に市販のはんぺん､ちくわ､蒸しかまぼこは 90℃□95℃で､飲肥天は約 180℃で

加熱が行われている｡本実験においてプレーンとエビ入 りの飲肥天は共にMDA含量が最も

多かったことから､高温で加熱すると脂質過酸化が促進されることが確認された｡ 白身魚

を原料としているはんぺん､ちくわ､蒸しカマボコ､鯛カマボコは､脂質の含量が低いう

えに脂質の酸化触媒である-ム色素をほとんど含まないので､脂質酸化が起こりにくいと

考えられえる｡一方､イワシなどの赤身魚を主原料とした鉄肥天は脂質含量が比較的高いo

さらに､製造過程において揚げ油として用いる植物油の吸収､酸化などにより脂質過酸化

が促進されたものと考えられるQ
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2.2.1.イワシの脂質過酸化に対するNaClの影響について (1)

目的

NaClの添加によって食肉中の脂質過酸化が促進されることは良く知られている｡Kannerら

は七面鳥筋肉組織-の NaCl添加実験の結果から､NaClがタンパク質とキレー ト結合して

いる Feを遊離させ､Feイオンが生じ､これが触媒となって､ラジカルが生成すると報告

している｡また､魚肉組織においても NaClを加えると脂質過酸化が促進され､Feを加え

た場合にも同様の結果が得 られることが確認 されている｡そこで､幅広い方法で食されて

いるが､保存期間が短いことからNaClの添加が免れないイワシについて､NaClが脂質過

酸化に与える影響を調査することを目的として本実験を行なった｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じものを使用した0

2)試料

試料 (イワシ)は,魚市場で購入した｡皮および血合筋は取 り除き,筋肉組織のみをフー

ドプロセッサーで細かく刻んだ｡その試料をControlとNaCL(和光純薬)を添加 したものと

に分け､それぞれをサランラップに包みアル ミホイルで遮光 した後ポリエチレンバ 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,HHEおよび cp含量を 0,2,4日

目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)CP含量の測定方法

1.1.4.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)HHE含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

6)統計処理

1.1.1に述べた方法に従って分析を行った｡
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結果

MA,CPおよびⅠ刊E含量の変動の結果をTable2-2-1に示 したoMA含量は,0日目のコン

トロール区と1%､2%区にはなんら変わりはないが､1日目正 目目になると20/.区のものが

有意に高く､3日目には1%区のものも､コン トロール区よりも有意に高い値を示 した｡

CP含量は 1%区のものが 1日目に減って､また高くなっている｡他区は有意な差は見られな

かった｡HHE含量は 0日目口】日日では 1%田0/.添加のものがコントロールよりも有意に高い

値を示した0 2日目､3日目ではコン トロール区と1%区が増加 し､三つの区に差がなく

なった｡

Table2-2-1イワシの脂質過酸化に対するNaClの影響

日数 0 1 2 3

MA

contro1 4.77±0.82a･x

1% 5.51±i.08a･x□

(JLmO)/gtissue) 2% 6.47±0.84ihX

3.86±0.32a,□

4.97±0.34a･□□

6.49±0.50ロ･口

3.72±0.37a,x 3.86±0.65a･□

3.72±0.32alX 6.89±0,67口,C]

6.01±0.4l口,X 6.94±0.22口,□

Ct}

cotltrOl 1.33±0.18a,x

l% 1.53±0.16a,x

(nmol/mgproteh) 2% l.68±0.078･x

1.23±0.15a,x

1.34±0.09a,x[コ

1.57±0.26a,x

0.91±0.3la,A 1.26±0.15a,x

1.06±0.09且,y l.43±0.13a･xy

1.19±0.18a,A i.22±0.18a,A

Contro1 0.09±0.04a･x

HHE I% 0.26±0.04Ob,xy

(nmol/gtissue) 2% 0.29±0.08b,x

0.01±0.01a･x

o.15±0.07ab,x

o.22±0.07b･x

0.42±0.06a,y 0.74±0.04alZ

0.55±0.12a,yZ o.75±0.15a,y

o.61±0.08a-x 0.40±0,2la,A

平均値±sE(n=4),a-b添加量における有意差,Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (pく0.05)
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2.2.2.イワシの脂質過酸化に対するNaClの影響について (2)

目的

前節での実験では､NaCl添加によるMAの増加､つまり脂質過酸化の促進が見られた｡ま

た､過酸化生成物のHHEについてもわずかながら増加が見られ､Cロは変化がなかったO

そこで､再び同様の結果が得られるかを確かめるために､前節と同様の条件下で､C口､

MA､HHE含量の変動を測定した｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じものを使用 した｡

2)試料

試料は2.1.1.同じものを使用した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

4)CP含量の測定方法

1.1.4.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)HHE含量の測定法

1.1.1に述べた方法に従って実験を行った｡

6)統計処理

1.1.1に述べた方法に従って分析を行った｡

結果

MA,CPおよびfiHE含量の変動の結果をTable2-2-2に示した｡MA含量は0日目､1日目

では1%､2%区がコン トロール区よりも値が高い｡ 2日目には2%区が減少 し､3日目

に再び増加 している｡ 1%区は1日目から減少 しており､コントロール区においては日に

よる変動は見られなかった｡cp含量は1日目に1%､2%区のものがコン トロール区より

も値が低いこと以外､変化はなかった｡HHE含量は2%区が 1日目にわずかに増加 し､2

日目に減少､3日目に再び増加 した｡ 1日目では2%区が有意に高かったが､0日目､2

日目､3日目ではそれぞれの区の差は見られなかった｡
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Table2-2-2 イワシの脂質過酸化に対するNaClの影響

日数 0 1 2 3

1ヽDA

COJ)trO1 5.42±0.35a,x 4.51±0.49aT□

1% 8,15±0,45ロ,x 7.01三1.23a□･□□

(LLmOl/gtissue) 2% 7.76±0.25□･x 9.23±1.04□･□

3.60±0.73a□･x 4.59±0.70a,□

5.37±0.65a,口 5.17±0,35a,□

3.31±0.37Ej･□ 8.40±0.54ロ,□

CP

Control 1.75±0.20a･Xy 2.55±0.28alX

1% 2.07±0.15a,i 1.77±0.08mx□

(TlmOUmgprotein) 2% 1.61±016もX 1.45±0.08b･x

1.42±0.27a,y 2.23±0.46a,xy

1.55±0.30叫y 1.29±0.28a,y

1.27二0.32a･x 1.49±0.13a､x

lH獅

Control 0.50±0.01a･x 0.22±0.11a･y

1% 0.51±0.05a,x 0.46工0.23a･x

(nJnOJ/冒tis5tle) 2% 0.69±0.20叩 1.08±0,lob,x

0.08±0.05aly 0.61±0.07a･x

o.30±0.06a,x 0.64±0.07a,x

0.32±0.15a･y 0.59±0.07a･xy

平均値±SE(n-4),a-b添加量における有意差,Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (p<0.05)

2.2.1.および2.2.2.の総合考察

2.2,1.の結果より､脂質過酸化の指標であるMA含量はコン トロール区に比べ 1%､2%

区の方が経時的に有意に増加 していることからNaClが脂質の酸化を促進していることが

分かる｡また､HHE含量においては0日目からコントロール区に比べ､1%､2%区が

有意に高く､NaCl添加直後からHHEの生成が始まった可能性がある｡C□含量において

は変動が見られないことから､C口はアルデヒド類とよりも生成速度が遅いため､4 日目

以降に含量が増加するかもしれない｡

2.2.1.同様に2.2.2.においても､MA含量はコントロール区よりも1%､2%区が有意に

高い｡MAは脂質酸化の指標であることから､□□C□添加によって脂質の酸化は促進さ

れたことが確認できたQHHE含量は2%区のものが1日目に増加 して､2日目に減少 して

いる｡MA でもその傾向は見られることから2%区のこれらアルデヒドはタンパク質など

と反応 して他の物質になった可能性も考えられる｡CP含量は2.2.1.と同様に､変動は見ら

れなかったcCPの生成はアルデヒドより遅れておこるため､2.2.1.と同様に､これから増

加する可能性が高い｡ しかし､4日目には生イワシは腐敗臭を発生し､食品としての価値
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がなくなっていたために､3日目以降の実験は行なわなかった｡NaCl添加により,MA､

HHEおよびC□含量が増加することは食品の安全上ばかりでなく栄養学的にも大きな問

題である｡
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2.3. 1.いわしのさつま揚げ貯蔵実験 (1)

目的

2. 1. 1.の実験で､鉄肥天の MDA含量がほかの練 り製品と比較して多かったことか

ら､高温で加熱することのほかに､植物油の吸収､酸化も加工における脂質過酸化を促進

するのではないかと考えられる｡そこで､飲肥天の貯蔵実験を行い､MDAおよび HHE含量

の変動を測定する必要がある｡しかし市販の水産練 り製品には調味料や配合材料が含まれ

ていたり､-つの製品に複数の魚肉が使用されていたり､加工条件が統一されていないの

で正確な判断が不可能である｡そこで､飲肥天の材料にも用いられているいわしを使って､

日常的に簡単に作ることができるいわしのさつま揚げを作成することにした｡いわしは血

合肉の割合が大きく､この部分にエイコサペンタエン酸､ ドコサ-キサェン酸および鉄イ

オンを多く含むといわれていることから､脂質過酸化が著しく促進されるのではないかと

考えられる｡そこで 1%NaClをす り身に添加 し､いわしのさつま揚げのMDAおよびHHE含

量の変動を測定 した｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じものを使用した｡

2)試料調整､貯蔵条件

試料 (いわし)は､一般の市場で購入した｡頭 と骨､内臓はあらかじめ市場で除去 して

もらったOその後でき得る限り皮を取 り除き､血合肉と普通肉を1分間フー ドプロセ ッサ

ーで細かく刻んだ｡その試料に1%になるようにNaClを添加 し､す り鉢でよく混合した後､

同じ重量の団子をつくった｡0日目に､油で揚げる前の試料､揚げた後の試料をそれぞれ

測定した｡(180℃のサラダ油で 1分 30秒間揚げる)油で揚げた試料はラップおよびアル ミ

ホイルで包み､ポリエチレンパックに入れて4℃で貯蔵 した｡それぞれ測定する直前に包

丁で細かく刻みMDA､tiHE含量を1, 2,3日目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1.1.に述べた方法に従って分析した｡

結果および考察

MAとHHEの測定結果は､Table2-3-1に示した｡

MA含量は0日目の揚げる前､揚げた後の HHE含量を比較すると変動は見られなかった｡
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1日目に有意に増加後､さらに3日目に有意に増加 した｡HHE含量は0日目の揚げる前と

比較して､揚げた後は減少の傾向があった｡そして､揚げた後から3日目まで増加する傾

向があった｡

貯蔵 日数が経過するにつれてHHE生成を促進する傾向を示 し､MA生成を顕著に促進 し

たことから､1%NaCl添加のいわしさつま揚げの中では､経時的に脂質過酸化が促進する

ことが確認された｡食品-のNaCl添加が脂質過酸化の進行に影響を及ぼすという報告もさ

れていることから､NaClを添加 しない試料を用いて対照実験を行 う必要がある｡

Table.2-3-i 4℃貯蔵中におけるフライしたイワシ内申のMAおよびHHE含量の変動

Days 0(before斤ying) 0(af[erfrying) 1 2 3

MA 1%NaC1 4.18 ± 0.3 a 5.93 ± 0.54 a 17.17 ± 1.58 も 17.18 ± 3.03 b 42.84 ± 3.06 c

HHE 1%NaCI 0.06 ± 0.03 ac 0.01 ± 0.01 a 0.06 ± 0.01 ac 0.14 ± 0.06 bc 0.18 ± 0.02 b

平均値±SE (n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (P<

0.05)
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2.3.2.いわしのさつま揚げ貯蔵実験 (2)

目的

2.3.1.の実験で1%NaCl添加のいわしさっま揚げは､経時的に脂質過酸化を促進するこ

とが確認された｡前述の通 り､一般的にNaClは脂質過酸化を促進するとされているOそこ

で､いわしのさつま揚げの脂質過酸化に及ぼすNaClの影響を明らかにするため､1%NaCl

を添加 したものと添加 しないものを試験区として調整 し､前回と同様の条件で経時的にMDA

およびHHE含量の変動を測定した｡

実験方法

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じものを使用 した｡

2)試料調整､貯蔵条件

試料 (いわし)は､一般の市場で購入 した｡頭と骨､内臓はあらかじめ市場で除去 して

もらったOその後でき得る限り皮を取 り除き､血合肉と普通肉を1分間フー ドプロセッサ

ーで細かく刻んだ｡その試料を二等分し､何も加えない Contro1(Control区)と 1%にな

るようにNaClを添加 した区 (1%区)の計 2試験区に調整し､す り鉢でよく混合した後､そ

れぞれの区で､同じ重量の団子をつくった｡ 0日目に､油で揚げる前の試料､揚げた後の

試料をそれぞれ測定した｡(180℃のサラダ油で 1分 30秒間揚げる)油で揚げた試料はラッ

プおよびアル ミホイルで包み､ポリエチレンパックに入れて4℃で貯蔵 した｡それぞれ測

定する直前に包丁で細かく刻みMDA､汁lE含量を1,2,3日目に測定した｡

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)HHE含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1.1,1.に述べた方法に従って分析した｡

結果および考察

MAとHHEの測定結果は､Table2-3-2に示 した｡

MA含量はControl区においては､1日目から3日目までに有意に増加 した｡1%区にお

いては､1日目と2日目に有意に増加 した｡0日目の揚げる前において､Control区と比較

して､1%区は有意に多かった｡HHE含量は Control区においては､ 1日目と3日目に有

意に増加 した｡1%区においては､1日目と2日目に有意に増加 した｡1日目から3日目に

おいて､Control区と比較して､1%区は有意に多かった｡

MAおよび HHE含量において 1%区は Control区より有意に増加 したことから､ 1%
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NaCl添加によりいわしのさつま揚げの脂質過酸化を促進することが確認された｡NaClは

たんぱく質中の鉄イオンを遊離するという報告がある｡鉄イオンのような遷移金属イオン

は脂質の自動酸化反応を進行させるため､MAおよび HHE生成が促進された可能性があ

る｡

Table.2-3-2 4℃貯蔵中におけるフライしたイワシ肉中のMAおよびHHE含量の変動

o(before

J)ays frying) 0(afterfrying) 1 2

colltrO1 12.71土l.24a,x 14.86j=1.49a"x 40.90土1.14b"x 52.34土4.93C"x

MA 1%NaC] 26.08j=2.26a,y 21.08j=232aHx 39.61j=2.89b"Ⅹ 65.00土2.10C,Ⅹ

comtrO1 0.16士0,08a"Ⅹ 0.15士0.02a"x 0.38士0.07ら"x 0.28土0.07ab"x

HIIE l%NaCI O･24j=0.04a"x 0.16士0･05a"x 0.80土0･06bHy 1･01士0･i2bc"y

平均値 ±SE (n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (P<

0.05)

n.d∴ 検出限界以下
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2.3,3,いわしのさつま揚げ貯蔵実験 (3)

目的

魚類筋肉の脂質含量は畜肉等とは異なり栄養状態､年齢､季節などによって著しく変動

する｡一般的にいわしの脂質含量は 1月が最も高く(18%)､5月が最も低い(2%)とされてい

る0 47 また､飲肥天の原材料には一年中新鮮ないわしが使用されている｡第 3章は1月に

実験を行った｡そこで､今回は5月に前回と同様の条件下で経時的にMDAおよび IEiE含量

の変動を測定してみた｡

実験方法

1)試薬

1)試薬

試薬は 1.1.1.と同じものを使用した｡

2)試料調整､貯蔵条件

試料 (いわし)は､魚市場で購入 した｡0℃で運搬後､すばやく頭と骨､内臓を取 り除

いた｡その後でき得る限り皮を取り除き､血合肉と普通肉を1分間フー ドプロセッサーで

細かく刻んだ｡その試料を三等分し､何も加えないものをControl(Control区)とし､残

りの試料に濃度が 1%NaCl添加区 (1%区)と2%NaCl添加区 (2%区)になるようにNaClを

添加した｡1%､2%NaCl添加区をす り鉢でよく混合した後､それぞれの区で､同じ重量の団

子をつくった｡0日目に､油で揚げる前の試料､揚げた後の試料をそれぞれ測定した｡(180℃

のサラダ油で 1分 30秒間揚げる)油で揚げた試料はラップおよびアルミホイルで包み､ポ

リエチレンパックに入れて4℃で貯蔵 した｡それぞれ測定する直前に包丁で細かく刻みMDA､

HHE含量を1,2,3日目に測定した0

3)MA含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

4)Ⅰ刊E含量の測定法

1.1.1.に述べた方法に従って実験を行った｡

5)統計処理

1,1.1.に述べた方法に従って分析 した｡

結果および考察

MAとHHEの測定結果をTable2-3-3に示した｡

MDA含量は Control区と 1%区において､2日目に有意に増加 した｡2%区においては､0

日目の揚げる前と比較すると､揚げた後は有意に減少 した｡その後､2日目に有意に増加

した｡2日目と3日目において､Control区と比較 して､1%区と2%区は有意に多かった｡

HHE含量はControl区においては､1日目と2日目に有意に増加 し､3日目に有意に減少 し
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た｡1%区においては､1日目に有意に増加 し､3日目に有意に減少した｡2%区においては､

0日目の揚げた後のものは揚げる前のものに比べて減少の傾向があった｡その後､1日目と

2 日目に有意に増加 し､3日目に有意に減少した｡0日目の揚げた後と 2 日目において､

Control区と比較 して､1%区と2%区は有意に多かった｡

MAおよびHHE含量において1%および2%区はControl区より有意に減少したことから､

1%および 2%NaCl添加によりいわしのさつま揚げの脂質過酸化を抑制することが確認さ

れたoNaClの添加により脂質過酸化が抑制されたという報告はあまりない｡今後､サンプ

ルであるいわしの脂肪酸組成､油で揚げることによる脂肪酸組成 ･NaCl含量 ･Feおよび

cu含量 48の変化等を詳細に分析 し､この原因を解明する必要がある｡

Table.2-3-34℃貯蔵中におけるフライしたイワシ肉中のMAおよびHHE含量の変動

Days 0(beforefrying) 0(afterfrying) 1 2 3

Contro1 12.09土084a"x

MA 1%NaCl 1131±081a,x

2%NaC] 13.16土･1.1Ia,x

10.85±2.21a,x 19.21土4.8la"x 37,55土3.23b"x 40.77土2.98b"x

6.66j=0.22a,x 9.49j=1.3a,x 22.15土1.54b,y 21,13土2.50b,y

8.67土0,4b,x 10.33士1.63ab,x 22.45j=2.02C,y 20.55士 0.87C,y

corLtr01 0.15土0.07a,x

1%NaCI 0.05土0.02a,x

HXE 2%NaCI 0.05土0.02ab,x

0.03±0.00a,x 0.38土0.05b,x 0,61±0.06C,x 0.02土0.02a,x

n,d,a,x 0.31土0.03b,Ⅹ 0.31土0.09b,y 0.02土0.01a,x

n.a,a,x 0.17j=0.09b,x 0.34土0.06C,y n.d,a,x

平均値±sE(n=4)､ a-C添加量における有意差､Ⅹ-Z保存 日数における有意差 (p<

0.05)

n.d.:検出限界以下
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