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　　AbrowDing　phenomenon　of　apple　fruit　is　mainly　due　to　chlorogenic　acid．

Therefore，　enzymatic　oxidation　of　chlorogenic　acid　and　its　related　compounds　was

carried　out　and　the　chemical　properties　of　oxidation　products　were　examined．

　リンゴ果肉（国光）の褐変現象に関与するポリフェノール物質の抽出・分離を行ない，クロロゲ

゜ン酸と得た（1）。この物質が酵素ポリフェノールオキシダーぜによって酸化され，褐色物質を生じる

・ことは，すでに中林によって明らかにされているが（2）・（3），褐色物質の生成機構，化学構造はまだ明

ちかでない，しかしながら，リンゴ果肉の褐変現象におよぼすクロロゲン酸の役割は大きい。従っ

て，この褐色物質の生成機構および化学構造を知ることは，リンゴ果肉の褐変現象を解明するうえ

iに重要である。

　本報ではクロロゲン酸およびその構成成分とL一エピカテキンの立体異性体である（＋）一カテキ

’ンにつて酵素酸化反応を行ない，クロPゲン酸から生じる褐色物質との比較検討を行なったので報

’告する。

実　験　方　法

1・実　験　材　料

　（1）　ポリフェノールオキシダーゼ標品

　中林の方法（2’に従い，新鮮リンゴ（国光）を剥皮・除芯後，ブレソダーを用い“（i，直ちに冷アセ

1トン中で処理し，真空乾燥してえた白色粉末を酵素標品とした。

　（2）　クロロゲン酸．

　前報で報告した方法（1、によってえたクロロゲソ酸を再結晶して用いた。

　（3）　カフェイン酸，キナ酸

　市販品（東京化成）を用いた。

　（4）　カフェイン酸エチルエステル　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　t

　瓜谷の方法（4）に準じて調製した。すなわち，カフェイン酸100mgをエタノール（99．5％）5ml

nに溶解し濃硫酸5mlを加えて70～80°Cで3時間エステル化を行なう。反応終了後，エタノール

・を留去し，水溶液を炭酸ナトリウムで中性～微アルカリ性になし，ソックスレー抽出器を用いエチ

ルエーテルで10時間抽出する。エーテル抽出液を芒硝で脱水後，エーテルを留去するとカフェイソ
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酸エチルエステルの粗結晶がえられる。これをアルコt・・一一ルから再結晶して用いた。

　（5）　（十）一カテキン

　阿仙薬（市販品）から抽出・分離して用いた。すなわち，阿仙薬を70～80°Cで十分に乾燥後無

水酢酸エチルを軽く沸騰させながら抽出する。抽出液を減圧濃縮して酢酸エチルを留去し，残留液

に少量の蒸留水を加え，酢酸エチルを完全に留去すると（＋）一カテキンの粗結晶が析出する。これ

を熱水から再結晶して用いた。

　2．反　応　条　件
　基質10－4モルをMcIlvaine緩衝液（pH　4．0）10　mlに溶解し（基質が難溶または不溶の場合に

は，ごく少量のメタノールに溶解した後，緩衝液を加える），酵素標品40mgを添加後，直ちに空

気を送入しながら30°Cで30分間反応させる。

　なお，至適pHおよび温度はっぎのようにして決定した。

　（1）至適pH
　クPロゲン酸10－4モルを各pH（3．5，4．0，4．　5，5．0）のMcIlvaine緩衝液10　mlに溶解し・

酵素標品40mgを添加後，空気を送入しながら30°Cで反応を行なう。30分後，反応液を湧過し，

炉液について420　mPtの吸収を測定した（日立139型分光光電光度計を使用），その結果を第1図

に示した。

　（2）至適温度
　クロロゲン酸10－4モルをpHの緩衝液に溶解し，酵素標品を添加後，5°C間隔で15～45°Cの温

度で反応を行ない，炉液について420　mPtの吸収を測定した。その結果を第2図に示した・

　（3）　ペーパークロマトグラフィー

　一次元上昇法，東洋瀕紙No．51，展開剤：n一ブタノー一ル・氷酢酸・水（4：1：5），2％酢酸

発色剤：0．5％鉄ミョウバンと0．5％赤血塩の等量混合液
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図2　ポリフェノールオキシダーゼの温度曲線

実験結果および考察

1．　クロロゲン酸の酸化反応

　酵素標品添加と同時に，反応液は酵素標品とともに淡黄色となり・30分後には淡黄褐色を経て赤

褐色を呈した。この色はリンゴ果肉が褐変して呈する色調ときわめて似ている。溶液中の褐色色素

および酵素標品表面上の褐色色素の有機溶媒に対する溶解性はほとんどなく，n一ブタノールにわ

ずかに溶解する程度である。図3には反応中におけるクPロゲン酸と生成する褐色色素の消長を
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示すペーパークロマトグラムを示した。．

2．　カテキンの酸化反応果

　肉中にクPロゲン酸と同様多く存在するL

ゴ果肉の褐変現象におよぼすL一エピカテキ

ンの影響を推測した。その結果は，溶液が淡

い燈色を呈するにとどまり，褐変することは
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　褐色色素
なかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（：）　　0

3．　クロロゲン酸と（十）一カテキン混合液の　　　　　　　　　　　10

　　酸化反応　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　反応時間（分）

　リンゴ果肉（国光）中には，クロロゲン酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3　クロPtゲン酸の酵素酸化反応液ペーパークロマト
とL一エピカテキンがほぼ同じ割合で存在し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グラム
ており（2），この両物質がポリフェノール物質　　　　展開剤，n一ブタノール：氷酢酸：水（4：1：5）

の大部分を占めているものと思われる。そこで，（十）一カテキンとクロロゲン酸の等モル混合液を

酸化し，着色状態を調べた。

　酵素添加と同時に反応液は酸い赤榿色を呈し，次第にその濃さを増しながら，30分後には赤燈色

となった。この色調はクロロゲン酸単独の場合とは明らかに異っている。従って，種々のポリフェ

ノール物質の共存する果肉中の褐変反応はきわめて複雑なことを示している。図4，図5には反応

過程のぺP－一パークロマトグラムを示した。
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図4クPロゲン酸と（＋）一カテキン混合液酵素酸化

　　反応液ペーパークロマトグラム
　　展開剤，n一ブタノ・一ル：氷酢酸：水（4：1：5）
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図5　クロロゲン酸と（＋）一カテキン混合液の酵素酸

　　化反応液ペーパークPマトグラム
　　展開剤，2％酢酸

　以上の結果から，リンゴ果肉の褐変現象においては，クロロゲン酸が大きな役割をしていると考

えることができる。そこでさらにっぎのことを検討した。クロロゲソ酸はカフェイン酸とキナ酸が

エステル結合した化合物であるので，クロロゲン酸が酵素によって褐色物質を生成する場合，クロ
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ロゲン酸がエステル結合の形で褐色物質に変化するのか，カフェイン酸とキナ酸に加水分解されて

後，両成分またはいずれか一っが褐色物質に変化するのかを検討した。　　　　　　－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO＞COOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／＼
　　　　　　　　　　　　畷｝CH－CH－C献メ・H

　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　HO　　　　　　　　　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　　一　㌔一一一’Y’一一一一ノ
　　　　　　　　　　　　　　　カフェイン酸　　　　キナ酸

　4．　カフェイン酸の酸化反応

　反応液は全く変化せず，酵素標品の表面だけが変化した。すなわち，酵素標品表面は少しずっ褐

色を呈し30分後にはかなり濃い褐色を呈した。この褐色物質は，アセトンおよびエt－一’テルで溶出す

ることができ，水に不溶であって，クロロゲン酸の生成物とは異なる。

　5．　カフェイン酸エチルエステル酸反応

　酵素の作用を受ける場合，エステル結合を有する基質が酸化されやすいことも考えられるので，

カフェイン酸のエチルエステルを酸化し，生成物を調べた。その結果はカフェイン酸の場合とは若

干異なり，反応液は淡褐色，酵素標品表面は黒褐色を呈した。反応液中の褐色はブタノールで完全

に抽出され，一方，酵素表面上の黒褐色色素はアセトンおよびエーテルで完全に溶出される。　（カ

フェイン酸の生成物より易溶）

　6．　キナ酸の酸化反応

　反応液，酵素標品表面ともに全く変化しない。

　　　　　　　表1クPt　Pゲン酸，カフェイン酸，カフェイン酸エチルエステルおよび

　　　　　　　　　キナ酸の酵素酸化生成物の比較
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　7．キナ酸とカフェイン酸混合液の酸化反応

　カフェイン酸の酸化反応の場合と全く同じであった。

　8．　リンゴ国光果肉の褐変

　リンゴ果肉をジュt・－H一サーで磨砕し空気中に放置すると次第に褐色を呈してくる。この褐色色素の

有機溶媒に対する溶解性は，ブタノールにわずかに溶けるだけである。

　以上の実験（1～8）の結果を表1に示した。

　表から明らかなように，クロロゲン酸から生じる褐色物質だけが反応液中に容易にとけるが（水

易溶性），カフェイン酸およびカフェイン酸エチルエステルから生じる褐色物質は，水不溶性で，

アセトン・エーテルに可溶である。カフェイン酸およびそのエチルエステルは，分子中に占める親

水性原子団の割合が小さいために水に難溶性であり，したがってその酸化生成物である褐色物質も

難溶性または不溶性の性質をもつとも考えられる。一方，ク冒ロゲン酸は，水易溶のキナ酸を分子

中にもっために水に対する溶解性は大きい。このクロロゲン酸の酸化生成物が水易溶であること

は，酵素酸化反応によって，クロPゲン酸は加水分解されずに褐色物質に変化しているためとも考

えられる。クロロゲン酸，カフェイン酸エチルエステルから生じる褐色物質はそれぞれBPB指示

薬に対して酸性を示さないがカフェイン酸から生じる褐色物質は酸性を示すことは上記の推定に合

致している。

要 約

　クロロゲン酸およびその構成成分，L－一一エピカテキンの立体異性体の（＋）一カテキンについて酵

素酸化反応を行ない，クロロゲン酸から生じる褐色がリンゴ果肉の褐色色調に似ていること，溶媒

に対する溶解性が似ていること，さらに，クロロゲン酸の構成成分の酸化生成物の溶媒に対する溶

解性などから，クロ　Ptゲン酸はカフェイン酸とキナ酸に加水分解されずに褐色物質に変化すると推

定した。
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