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殺線虫剤によるジャガイモ塊茎の褐変に関する研究(第 3報) 

DBCP剤の処理により形成 される褐変色素について 

* *
駒井功一･郎 ,佐藤庄太郎 
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Ⅰ 緒 言 0も組織中の細胞膜などに沈着 1

ジャガイモ塊茎組織の傷害に伴 なう褐変は,チロ 在 しているため,その単離が困難とされている.そのた

)して複雑を形態で存

シン, ドーパ ( 

びクロロゲン酸頬 

4･3)nel･2･jh l】penyaanhdyroxyid )ぉよ め,塊茎褐変の主な基質であるチロシンおよびクロ

51が酵素的または非酵素的を酸化

をうけ,重合,縮合あるいは窒素化合物の関与6)に ぞれの褐変色素の性状,構造,生成機構あるいは存

より,無定形のメラニン成分が形成 されるために起 在形態をどについて不明な点が多い.

ロゲン酸の両物質から酸化,重合 して生成するそれ

21.るとされている. 本報では,殺線虫剤 DBCP( -lorohc-3-bromoid-

2

)propaneの処理で発現するジャガイモ塊茎褐変の要

ジャガイモ塊茎の褐変も殺線虫剤により塊茎組織が 因である褐変色素の分離を試み,分離 した褐変色素

, 

一方,著者らは殺線虫剤の処理によって発現する

破壊 され,チロシンやクロロゲン酸がポリフェノール の性状などについて検討 した.ここに得られた 

オキシダーゼと接触することにより酸化 され,褐変 3の知見について報告する.

色素に変わることに起因すると報告 した7･8).メラニン 実 験 方 法 

様物質は動植物組織に広 く存在 し,生体内においては 1.ジャガイモ塊茎からチロシンおよびクロロゲ

蛋白質などと結合 した9) 高分子量の難溶性物質であ ン酸の分離

るため,組織からの単離,精製が困難を物質とされて 供試ジャガイモ塊茎 (品種 :ダンシャク)中のチ

いる.ジャガイモ塊茎組織中で生成 したメラニン成分 ロシンおよびクロロゲン酸の存在確認とこれらの物

knry.SeChu uralrl Ds ep. tofAg tChmlt K】 ■U*農芸化孝科.農射 ヒ宇研究室 ceturalrcu.aL( b oIAg lChmta kaa.k■osaa.hgasV■n .H■ Os )'anJla7.75
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質の単離操作過程での褐変化への程度を観察する目 破砕 し,ろ過する.ろ液は炭酸ガス気流中で減圧濃

的で実施 した. 縮 し,2%塩基性酢酸鉛水溶液を加えて生 じた黄色

沈殿 を遠心分離で集め,8%メチルアルコールに懸

濁する.懸濁液中の鉛 を除去 し,ろ液を再び減圧濃
0

0

a)チロシン:小幡 らの方法5)に従って実施 した

ジャガイモ塊茎 5 を 1% トリクロル酢酸 5eとと

もに破砕 し,ろ過 して残液を除 く.ろ液は減圧濃縮 縮する.濃縮液に 5倍量のアセ トンを加えて析出す

し,ろ液中の トリクロル酢酸をエーテルで抽出除去 る淡黄色の沈殿 をろ別 し,ろ液を減圧濃縮 して酢酸

する.抽出残部を放冷 し,生 じた結晶性沈殿物 をろ エチルで繰返 し抽出する.酢酸エチルを減圧留ま し,

kg

を

得た.この結晶の IRスペク トルはチロシン標品と

13g.集して温水より再結晶を行か ､,細針状結晶 放冷 して析出する淡黄色沈殿 をろ集 し,温水に溶解

2g.後放冷 して再沈殿 させる｡0 の淡黄色沈殿物 を得

た.この沈殿物の UVスペクトルはクロロゲン酸標一致 した. (Fig.1)操作過程中での褐変現象は全く

g.観察 されなかった. 品のものと近似であった. (Fi 2) 

2.ジャガイモ塊茎から褐変色素の分離

3g.ジャガイモ塊茎組織の褐変色素は,Fi に示す

方法に従って分離 した.外皮 を除去 したジャガイモ

kg塊茎 2 をハンドスライサーで厚 さ約 2mの輪切り

切片とし,布で水分をふき取 った後, DBCP原体

4
5
を均一にスプレーし,2℃で2時間放置 して褐変を

発現 させた.黒褐色化 した塊茎切片は,メチルアル

コールで洗浄 して DBCPを除 き,再び 2eの メチ

ルアルコールと共にワーリングブレンダーで破砕 し,

吸引ろ過で黒色残液 と褐色ろ液に分別 した.残液は

水に懸濁後,数枚重ねたガーゼでろ過 し,ろ液につ

分間遠心分離 した.沈殿物は

白色の下層 (主に殿粉)と黒色の上層に分離 した.

黒色上層を集め,水に懸濁 して再び遠心分離 し,微
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~(cmer 量混入する殿粉を分別 した.遠心分離を数回繰返す

ことで殿粉をほとんど除 くことができた.ここで得

た黒色色素を検鏡 したところ,多量の繊維成分や細buersttoaroiltsoae
:
i Bc,
h ten
tau
A: df mp ot

胞膜の存在が認められたので 6〃-塩酸で 5時間煮沸

分解 した.煮沸に伴 をって黒色 が増力ロしたが,色調

には変化は認められなかった.煮沸後黒色沈殿物 を

集め,水,エチルアルコールで十分洗浄後 ,減圧乾

燥 して粉末黒色色素25g. を得た.一方,先に得たメ

チルアルコールろ滴は減圧濃縮後 ,2倍畳のアセ ト

0mンを添加 して濃褐色下層を分取 し,水 2 Cに溶解

した.水溶滴は塩酸酸性 とし,5倍丘のアセ トンを

加え,生成する沈殿物ろ別 し,ろ娘を減圧濃縮後, 

5%炭酸ナ トリウムで中和 した.濃縮液に再び 5倍

量のアセ トンを加え,沈殿物 をろ別 し,ろ液を減圧

濃縮,乾固 して,枯調性暗褐色色素 5gを得た. 04
3
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3
.チロシン, ドーパおよびクロロゲン酸から褐

変色素の調製

山lveengWa

tpecrai 2g..
Au

F UVS
A: 仙e 

dAicl iorogenchCfo
ジャガイモ塊茎から分離 した L-チロシン,クロロbuersttoaOII ∫epae
P
:i Btnc, dr mP oT

5.
ゲン酸および市販 し ドーパを pH5 のリン酸緩衝液

kg

b)クロロゲン酸 :堀川 らの方法 Il に溶解 し,それにジャガイモ塊茎のアセ トンパウダ)に従って実施

した.ジャガイモ塊茎 5 を無水アセ トンとともに ーから常法 13)により調製 したポリフェノールオキシ
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52-

ダーゼ酵素液を100 eあたり2 e量添加 し ℃, ディスク電気泳動

時間反応 させることでし チロシン ドーパは黒 セファデックス G カラムクロマ トグラフィーで

色,クロロゲン酸からは褐色の色素がそれぞれ生成 得 られた各フラクションの褐変色素のポリアクリル

した.反応液にはペクチン様物質が析出するので除 アミドゲルディスク電気泳動を トリスー塩酸緩衝液, 

H83.

5.

p

03,

L-, 

0mm

42

を用いる永井らの方法12)で行在った.泳動は 

lroi褐変色素とチロシンおよびクロロゲン酸を m v

出させた.溶出液は 4mgごとに分取 し,それぞれに で褐変化させることで得た褐変色素の諸性質につい

つき45nm0

-

7.炭素,窒素の分析

褐変色素の幸乞燥粉末試料について柳本製MT500

5.A/Cnで1 分間行ない, 0 %7ミドブラック0025m.

r3

Bで3分間染色後,水洗脱色 し,泳動バンドを得

チルアルコール,熱水で洗浄後減圧乾燥 して粉末状 た. 

の黒色色素を得た.クロロゲン酸からの場合は,戻 6.IRスペクトル,UVスペクトル 

0

IR EPトG ,KBは日立 を用い 錠剤法によって

3-測定 し,UVは日立 EPS T自記分光光度計によ

酢酸エチルを加えて未反応のクロロゲン酸を除去 し った. 

ジャガイモ塊茎から分離 した黒色および暗褐色の
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型 CNコーダーで測定 した. 
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去 し,I/チロシン,I/ ドーパからの黒色色素につい

ては遠心分離により黒色沈殿物 を集め,再び水に懸

濁 して遠心分離を行か ,ゝ得られた黒色沈殿物をエ

応液を減圧濃縮によりシラップ状とし,それに 2倍

量のアセ トンを加えて暗褐色下層を分取 し,これに

た.残部の褐色部分を減圧車乞固し枯調性褐色色素を

のD及光度を測定 した. て検討した. 
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1.定性試験

54

離 した色素の うち,暗褐色色素はこれらの吸収 スペ

ク トルと類似であった. しかし,黒色色素の吸収ス溶解性および酸化剤,ジアゾ試薬 ( % p-ニ ト

ロアニリン 2N塩酸液 5meに 5%亜硝 酸ナ トリウ ペク トルは異なった.

05.

-

6g.各色素の UVスペク トルは Fi に示 したように,

いずれの色素も 2 付近に吸収極大 をもつスペク73nm

トルを示 した. 

ム液数滴を加えてジアゾ化 したのち,使用直前に 2

%酢酸ナ トリウム 2 eを混合する｡ ),エーリッヒ

0

0m

試薬 ( ジメチルアミノベ ンズアルデヒドの 1%濃塩

酸溶液 ) ,F ｡試薬 1 の各試薬に対する定性試験 を

0

)4ilo


-
p

行ない,その結果は lに示 した.leTba

2-4.セファデックス G 5カラムクロマ トグラフィ

ーとディスク電気泳動

ジャガイモ塊茎より分離 した粉末黒色色素は水酸

化ナ トリウム,硫酸には徐々に溶解するが,水およ

びその他有機溶剤 に対 して不溶であった.粘調性暗

褐色色素も有機溶剤 には不溶であるが,水酸化ナ ト

リウム水溶液,硫酸および水に易潜であった.また,

調製,分離 した色素の うち,塊茎から分離 した水

溶性暗褐色色素とクロロゲン酸から調製 した色素に

ついてカラムクロマ トグラフィーを行なった.塊茎

からの暗褐色色素は 3つの色素帯に,クロロゲ ン酸

からの色素は 4つの色素帯にそれぞれ分離 した. 

粉末黒色色素はチロシンから生成 した色素に,粘鯛 g.(Fi 7)

性暗褐色色素はクロロゲン酸からの色素にそれぞれ 次に得 られた色素帯についてディスク電気泳動 を

類似の溶解性 を示 した.酸化剤 に対 しては過酸化水 行 なった.泳動開始 とともに褐色色素は陰極 から陽

素水ではいずれも淡色化 し,アルカリ性硝酸銀溶液 極へ泳動 し ,泳動終 了時 には一部の褐色色素は分離

ではいずれも白濁 し,銀の遊離が観察 された.また 用ゲル層 を泳動 しきっていた.その後,ア ミドブラ

ック 10Bの染色で強 く染色する泳動帯が得 られた. 5各色素のアルカリ溶液は,エーリッヒ試薬 1)ぉよび 

ジ7ゾ試薬に対試薬に対 して陽性であるが,inFlo g.(Fi

しては陰性であった. 大半の褐色色素は染色帯よりも移動度が大であった. 

8)大部分の染色帯 には褐色色素は観察 されず,

炭素量 と窒素量

各色素の炭素および窒素含有量は 

2.

lTba e2に示 し

たように,クロロゲン酸および L一ドーパより調製 し

た褐変色素に比較 してジャガイモ塊茎より調製 した

色素はいずれも窒素含有量が大であった. しかし炭

素量では大差なかった. 

3. IRスペク トル ,UVスペク トル

Ⅳ 考 察

殺線虫剤 DBCPで ジャガイモ塊茎 を処理 して褐変

を発現 させ,その褐変組織 から褐変色素の分離 を試

みた.その結果,性状の異なった 2種類の褐変物質

を分離 した.破砕処理後の残液から得た粉末黒色色

素は水不溶性であるため以後の精製が困難であった.

5g.4g.各色素の IRスペク トルは Fi ,Fl にそれ

ぞれ示 した｡し ドーパ ,L-チロシンより調製 した黒 では塩酸加熱処理 という強制的条件下で行なった.

色色素は,クロロゲ ン酸から得た褐色色素 と類似の そのため塩酸による色素の影響は無視で きないが,

吸収スペク トルを示 し,またジャガイモ塊茎から分 処理後の定性試験,色調に著 しい変化が見られか 1 

この色素中に含有 している繊維成分の除去 を本実験
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近 孟堕 大 要

ところから本色素は相当安定な形態を成 していると

考えられる.一方,ろ液から得た粘調性暗褐色色素

は水溶性で,それぞれの性状の差異が観察 された.

oで調製 したチロシン,ド-パからの黒

色色素は前者の溶解性に,クロロゲン酸からの褐色 形態で存在することが推察される.また各色素とも 
色素は後者の溶解性に類似 した.ジャガイモ塊茎の IRスペクトル, UVスペクトルが類似で,その定

褐変はチロシンおよびクロロゲン酸が褐変基質であ 性試験はキノノイ ドとしての一般的性質を示 し,そ

るとされているが,両基質から生成した褐変色素の の7ルカリ溶滴はエーリッヒ反応が陽性であること

存在形態の差異については不明な点が多い.本実験 より,インドールキノン,フランあるいはそれらの

操作で得た 2種類の色素がそれぞれ異なった基質か 類縁化合物が主な構成園子と在った重合体であると

ら生ずるものであればおそらくチロシンあるいはク 推察する. しかしながらチロシン由来の褐変色素の

ロロゲン酸頬であろうし,褐変組織中では異なった 構成園子はインドールキノン類であることが知られ
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動の結果からも推察 された.水溶性暗褐色色素はカ

4の色素帯に分離 しラムクロマ トグラフィーで 3-

た.また各色素帯には致種の泳動帯 (アミドプラ ノ

ク18で染色する)が認められることより,これら

の色素は分子量の異なった数種の色素複合体で,各色

素には数種頬の蛋白質成分が存在していることが考

えられるが.電気泳動により褐色色素の多くは染色

泳動帯よりも移動度が大であることからして,色素

と蛋白質との結合は強くか ､と考えられる.消寺ら 

0

811 によれば,噛乳類テロシナ-ゼの失活は.メラ9

ブミンを加えた場合,反応に関係のか ､アルフ ミン

1 )

ニンがチロシナーゼと結合体を形成することにより

L起り,またチロシナーゼと 一トーパの反応系にアル
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もまたメラニンとともに沈殿するとの報告を考え合

せると,塊茎組織から得た褐変色素もポリフェノー

ルオキシダーゼおよび組織蛋白質との結合体として

存在していることも考えられる. 

Ⅴ 要 約

殺線虫剤 DBCPの処理で褐変化させたジャガイモ

塊茎から粉末黒色色素と柏調性暗褐色色素の 2種類

の色素を分離 した.前者はチロシン. ドーパ系から,

後者はクロロゲン酸から生成した褐変色素にそれぞ

れ頬似 した性質であった｡粘欄性暗褐色色素は七フ
I.

2-アデ ソクスG 5カラムクロマトグラフィーで 4つの

色素帯に分離 した.またこれらの色素帯には電気泳
･--1瑞 i 

動により泳動,分離する数種の蛋白質が認められた.ug 

しかし,褐変色素中に存在する蛋白質は電気泳動の

結果からして褐色色素とさほど強い結合をもってい

るとは考 えられない.
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