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肉類の鮮度は官能評価，微生物数計測，微生物代謝

産物の化学的測定などに基づいて評価されている.微

生物数計測は長時間を要し，官能的評価は経験や主観

にたよる要素が多いため，これらに代わる方法として

化学的評価法が種々検討されている.なかでも，肉類

の品質指標としてポリアミン類やアミン類を用いる方

法が，官能的評価や微生物類と良い相関を示すとして

推奨されている (Mietzand Karmas， 1977， 1978; 

Slemr， 1981; Edwards et al.， 1985). Daherら(1985)

は，牛肉保蔵の際にプトレシンや 1，3ージアミノプロパ

ンが最も初期に増加を示し，次いでカダペリン，チラ

ミン，スペルミジン，スペルミン等の増加を認めてい

る.一方， Yamanakaら(1986，1989 a)は，イワシ，

カマス，マサノ~，及びサンマの保蔵初期段階において

カダペリン，チラミン及びプトレシンの増大を認めて

いる.更に，彼らは食肉の鮮度判定指標としてのポリ

アミン類，モノアミン類の消長を詳細に追究している

(山中ら， 1989 b). このように，ポリアミン類，アミ

ン類を迅速に定量することは鮮度判定に重要と考えら

れる.これらの物質の定量には，クロマトブラフィー
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(山中ら， 1989 a， 1989 b)を主体とする各種の方法が

あるが，迅速性の観点からは酵素法が有効と考えられ

る.Todorikiら(1988)はプトレシンオキシダーゼと

酸素電極を組み合わせた方法により，プトレシン，カ

ダペリン，スペルミジン等を定量し，鮮度判定に有効

であると述べている.著者らは，チラミン及びその類

縁化合物の迅速定量法として，固定化チラミンオキシ

ダーゼを用いるフローインジェクション分析システム

を構築し，これを牛肉の保蔵における鮮度劣化判定に

応用することを試みた.

材料及び方法

試薬:チラミンオキシダーゼ (EC 1.4.3.4; 3 U/ 

mg-solid， From Arthrobacter sp.)及び多孔性ガラス

担体 (aminopropyl-controlledpore glass， 700A， 80/ 

120 mesh)はSigma社製を用いた.グルタルアルデヒ

ド(25%水溶液)，チラミンはナカライテスク社製を用

い，その他の試薬はすべて市販の特級試薬をそのまま

用いた.

装置:クラーク型酸素電極は Yellow Springs 

Instrument社製ModelNo. 5331を用いた.ポテン

ショスタットは柳本製作所製ポーラログラフ P8-CV
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型を，又，記録計は島津製作所製R-231型を用いた.

酵素固定化リアクターの作製:アミノプロピル化多

孔性ガラス担体を乾燥状態でガラスカラム (10cmX2

mm i.d.)に充填した.リン酸塩緩衝液(0.05M，pH7.0)

で調製した 2.5%グルタルアルデヒド溶液をマイクロ

チューブポンプにて 0.2ml/minの速度で約1時間循

環し，脱イオン水にて十分送液洗浄した.続いて，チ

ラミンオキシダーゼ溶液4ml (5 U/0.05 M リン酸塩

緩衝液， pH 7.0)を40Cの低温下， 0.2ml/minの流速

で18.5時間循環し，酵素を固定化した.反応後， 0.1 

M リン酸塩緩衝液 (pH7.0)をカラムに流して洗浄し

た後測定に供した.使用しない時には固定化に用いた

同じ緩衝液中に浸して，冷蔵庫内で50Cにて保存した.

フローインジェクション分析(FIA)システムと測定

原理:チラミン測定用 FIAシステムの概略を Fig.1

に示した.キャリヤー溶液 (O.lMリン酸塩緩衝液，

pH 7.0)はマイクロチューブポンプ(東京理化器械製

MP-3型)により，吸引，送液され，エアーダンパー中

で無脈流化されたのち，インジェンクションバルブ(同

立K-1600型)に送られるように構成されている.イン

ジェクションパルプを通過したキャリヤー溶液はチラ

ミンオキシダーゼ固定化リアクターに送られ，フロー

スルーセルへと到達する.一方，試料はインジェクショ

ンバルブのサンプルループ(140μ 1)に別のポンプに

より充填された.インジェクションパルプを回転させ

ることにより試料はキャリヤー溶液の流れに割り込む

形で注入され，酵素固定化リアクターにて反応を受け，

その際の溶存酸素の減少量が酸素電極によってモニ

ターされた.フロースルーセルは既報(受田ら， 1989) 

のものを使用し，セ1レ後方にはもう 1台のペリスタ型

マイクロチューブポンプを設置し，出液側の送液速度

を入液側よりも高くした差動送液によりセル内の液面

は一定のレベルに保たれた.

SL 

Fig.1. Schematic diagram of FIA system 
P" P2 : micro-tube pump， AD : air 
damper， IV : injection valve， SL : 
sample loop， E : oxygen e!ectrode， 
C f!ow-through cell， POT 
potentiostat， REC : recorder 
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牛肉の性状及び保存法:雄牛(去勢和牛，生後4才

令)のと殺日を指定し，と殺後ただちにその外モモ部

(2 Kg)を切り出し， OOCに保存したものを入手した.

入手後， 20Cの冷蔵庫に保存し，適宜その一部を取り出

し実験に供した.

牛肉からの肉汁抽出法と添加回収法:細断した牛肉

(100 g)をワーリングブレンダーにて均質化した後，

4等分(各25g) し以下の実験に供した.(1)トリクロ

ロ酢酸抽出法:均質化した牛肉 (25g)に10%トリク

ロロ酢酸25mlを加え，ポリトロンにより最大出力で

10分間ホモジナイズし， 5 M NaOH約7.5m!を加

えて中和した後， O.lMリン酸塩緩衝液 (pH7.0)で

100m!に定容した.この試料を 6500rpmで20分間

(O"C)遠心分離し，上澄液をADVANTECNO.2ろ紙

にてろ過し分析試料とした.また，添加回収実験につ

いては，均質化した牛肉 (25g)に10mMチラミンを

4 ml添加し，以下同様の操作を行った.(2)熱緩衝液抽

出法:均質化した牛肉 (25g)に0.9%食塩を含む0.1

M リン酸塩緩衝液 (pH7.0) 25mlを加え，沸騰湯浴

中で5分間加熱した後，ポリトロンにより最大出力で

10分間ホモジナイズし，0.lMリン酸塩緩衝液(pH7.0)

により 100m!に定容した.この試料を 6500rpmで20

分間 (OT)遠心分離し，上澄液を ADVANTEC N o. 

2ろ紙にてろ過し分析試料とした.また，添加回収実験

については，均質化した牛肉 (25g)に10mMチラミ

ンを 4ml添加し，以下同様の操作を行った.

結果及び考察

1.チラミン定量の最適条件の検察

キャリヤー溶液の種類として， 0.05Mトリス・塩酸

緩衝液 (pH7.3)とO.lMリン酸塩緩衝液 (pH7.3) 

を比較したところ，チラミンの応答には全く差が認め

られなかった.そこで，キャリヤー溶液の最適pHを求

めるため， O.lMリン酸塩緩衝液を用い， pH6.0-8.0 

における 1mMチラミンの応答値を比較した.pH変

化に対する応答の変化は実験した範囲では全く認めら

れず，pH6.0-8.0に亘って同じ応答を示した.遊離の

チラミンオキシダーゼの至適pHは7.5であることか

ら，固定化チラミンオキシダーゼの至適pH範囲はこ

の値を含み，固定化により至適域が若干広がったもの

と考えられる.従って，以後の実験ではO.lMリン酸

塩緩衝液 (pH7.0)をキャリヤー溶液として用いた.

キャリヤー溶液の流量に対する応答依存性は1.0

ml/min付近にピークを持つ曲線を示したが， 0.7 ml/ 

minから1.65ml/minの範囲では流量の影響はさほ
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ど大きなものではなかった(Fig.2).そこで，以後の実

験では流量l.0ml/minを採用することとした.
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Fig.2. Effect of the flow rate on the peak 
current 

2.選択性

Table 1は，種々のアミン類及びアミノ酸に対する

本システムの選択性を示したものである.チラミン

(l.OmM)の応答を 100とした場合，トリプトファン

及びフェニルアラニンの脱炭酸生成物であるトリプタ

ミン，フェネチルアミンは当然のことながら，チラミ

ンと同等あるいはそれ以上の応答値を示した.また，

生鮮物の腐敗と密接に関係するヒスタミンも約57%

の応答を示した.本研究では，チラミンそのものの選

択的定量ではなく，生鮮肉の鮮度低下に伴う第一アミ

ン類の生成初期を捉えることを目的としたので，上記

物質群の高い応答性はむしろ好ましいと考えた.アミ

ノ酸類については，チロシン，プロリン，ヒスチジン

等がわずかな応答を示したが，鮮度判断の妨害になる

程度ではなかった.ジメチルアミン， トリメチルアミ

ン，ヘキサメチレンジアミン等は応答を示さなかった.

これらの物質は鮮度低下の初期と言うよりもむしろ腐

敗が始まってから現れる物質と考えられる.一方，

Todorikiら(1988)はプトレシン，カタペリン及びス

ペルミジン等ポリアミン類を酵素法により測定し，肉

類の鮮度判定に有効であることを報告している.

Daherら (1985)は牛肉の鮮度低下に伴う各種アミン

類の消長と徴生物相を追跡し，プトザシン.1. 3ージ

アミノプロパンが鮮度低下の最も初期に増加すると述

べている.彼らのデータによるとチラミンの増加は，

これらの物質より 2-3日遅れて増加し始めるが，チ

ラミンも有効な鮮度判定物質である.本センサーはポ

リアミンを追跡するものではないが，鮮度劣化を捉え

得るものも考えられた.

Table 1. Relative responses for amines and 

amino acids (tyramine = 100) 

Tyramine 100 

Tryptamine 110.2 

Phenethy lamine 108.1 

Histamine 56.8 

Tyrosine 2.2 

Proline 2.2 

Histidine l.5 

Tryptophan l.1 

Lysine l.l 

Asparagine 。
Glutamic acid 。
Phenylalanine 。
Dimethylamine 。
Trimethylamine 。
Hexamethylenediamine 。

3.安定性

チラミンオキシダーゼ固定化カラムの安定性を検討

するため. l.OmMチラミンを約2ヶ月に亘って測定

した.なお，使用しないときは O.lMリン酸塩緩衝液

中で5'Cで保存した.チラミンに対する応答は，作製

後2日で約90%に低下するが，その後約2ヶ月間ほぽ

同等の応答を示した.約11週間で初期の応答の 79%

にまで減少したが，各測定ごとにl.OmMチラミン標

準液によって補正すれば約3ヶ月に亘って測定可能で

あった.

4.検量線，再現性及び応答曲線

検量線は0.05mM-l.O mMの濃度範囲で直線を

示した.なお，検出下限は0.02mMであった.0.5mM

における 10回の繰り返し測定の相対標準偏差はl.

8%であった.典型的な応答曲線を Fig.3に示した.図

から明らかなように，応答ピークは試料注入後速やか

に上昇し，約2分後にペースラインに復帰した.従っ

て，本システムでは 1時間に 30検体分析可能と考えら

れた.
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5.鮮度劣化判定の試み

(1) 抽出法による回収率の比較

均質化した牛肉に既知量のチラミンを添加し， トリ

クロロ酢酸抽出法と熱緩衝液抽出法による回収率の比

較を行った.両試料とも実験方法に記載した手順によ

り分析試料を調製した後，各試料に対して標準添加法

を行い試料中のチラミン量を算出した.回収率はトリ

クロロ百十酸抽出法，熱緩衝液抽出法ともに 94%を示し

た.大橋ら (1985)によれば，魚肉からの ATPの抽出

に際して， トリクロロ酢酸法と熱緩衝液抽出法につい

て差がなかったという報告もあり，本結果は妥当なも

のと思われる.操作の観点から言えば，熱緩衝液抽出

法の方が簡便であることから，以後の測定では熱緩衝

液抽出法を採用することとした.

(2) 牛肉貯蔵におけるチラミン相当量の変化

冷蔵庫 (2T) に貯蔵中の牛肉を一定期間ごとに取

り出し測定に供した.本センサーはチラミンのみなら

ずトリプタミン，フェネチルアミンにも応答するが，

チラミンを基準物質として応答値をチラミン相当量と

して表示した.貯蔵日数に対するチラミン相当量の変

化を Fig.4に示した.図から明らかなように， 8日目か

ら12日固まではほとんど第一アミンの増加は認めら

れないが，その後指数関数的に増大し， 18日目では

0.2mMを越え，同時に腐敗臭が感じられた(図中矢

印):この図において，チラミン相当量O.lmM付近が

鮮度劣化判定の境界を示しているものと考えられた.

豊・松本 清
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要 約

チラミンオキシダーゼを多孔性ガラス担体に固定化

したリアクターを用いて，牛肉の鮮度劣化をモニター

する FIAシステムを構築した.キャリヤー溶液に 0.1

M リン酸塩緩衝液 (pH7.0)を用い，チラミンオキシ

ダーゼの酵素反応に伴う酸素減少量をモニターした.

チラミンの検出限界は0.02mM，定量範囲は0.05

l.OmM，相対標準偏差はl.8%(0.5mM， n二 10)

であり， 1時間当り 30検体の測定が可能であった.本

酵素カラムはトリプタミン，フェネチルアミンにも応

答するが，ジメチルアミン， トリメチルアミン，ヘキ

サメチレンジアミンには応答を示さなかった.本シス

テムを貯蔵牛肉 (2T)の鮮度劣化判定に適用したと

ころ， 12日目から 18日目までに急激な応答の増大が

認められ，鮮度劣化判定に利用できるものと考えられ

た.
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Summary 

A flow injection analytical system for monitoring the decomposition of beef was devel 

oped. The system included an immobilized enzyme reactor， in which tyramine oxidase was 
immobilized on controlled pore glass supports. Uxygen consumption involved in tyramine 

oxidase enzyme reaction was monitored. The carrier solution used was 0.1 M phosphate 

buffer (pH7.0). The detection limit was 0.02 mM， and the range for determination was 0.05 
1.0 mM. The relative standard deviation was 1.8% for 10 successive determinations at 0.5 

mM  level. The determination frequency was 30 tests per hour. The immobilized enzyme also 

responded to tryptamine and phenethylamine， but did not show any reaction to dimeth-

ylamine， trimethylamine and hexamethylenediamine. When the system was applied to 

monitoring of the decomposition of beef， a steep increase of the response was observed 

between the storage period (2'C) of 12 days and 18 days. The system appeared to be useful 

for monitoring the decomposition of beef meat目


