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ホウレンソウに含まれる s-カロテンの分光光度計を用いた簡便定量法f

永田雅靖

(平成20年9月2日受理)

A Simple Spectrophotometric Method for the Estimation of 。-CaroteneContent in Spinach Acetone Extracts 
Masayasu Nagata 

I 緒 広謂

野菜には3嗣カロテンをはじめとするカロテノイドが

豊富に含まれている.近年，カロテノイドが生活習慎病

の予関など多聞的な健康維持機能を示すことが明らかに

なり，社会的な関心も高い (WorldCancer Research 

Fund / American Institute for Cancer Research 

Food， 2007). これらカロテノイド類縁体の分析には，

高速液体クロマトグラフィー・質量分析計 (LC-MS)

など高精度，高感度な間定・定量法が用いられるように

なってきた(Matsumotoら， 2007). その一方で，野菜

の品種育成や栽培管理，品質評価など，短時龍に多点数

を処理可能なカロテノイドの簡便定量法の開発が望まれ

てきた.

著者らは，クロロフィル aとクロロフィル bの可視吸

収スベクトルの違いを利用して，色素抽出液の特定波長

の吸光度から，それぞれの濃度を算出するクロロフィル

定量法 (Arnon，1949)の原理を拡張，高精度化して，

トマト果実のクロロフィルとリコベン濃度の同時街便定

量法(永田ら， 1992)および，ニンジンに含まれる αーカ

ロテン， 。ーカロテンおよびリコベンの簡便定量法を開

発してきた(永田ら， 2007). これらの方法は，一般的

な分光光度計を用い，分析試料として高速液体クロマト

グラフィー (HPLC)分析用に調製した色素抽出液が利

用可能で，短時間に多点数の分析が可能で、ある 永田ら

(1992)のリコベン定量法は，色素高含有トマト系統

の育成(石井ら， 1999)や，栽培時の果実品質の評価

(Sakamotoら， 1999)等に用いられている.
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吸光度を用いたクロロフィルの定量法に関しては，テ

れまでにも様々な報告がなされてきた(Arnon，1949; 

Inskeepら， 1985; Porraら， 1989) が，これらの方法

をホウレンソウの s-カロテン濃度の簡便定量に適用し

た報告はない.従来，ホウレンソウの s-カロテン濃度

合求めるためにはHPLCを用いて 1検体に20~40分の分

析時間が必要であったが，今回，分光光度計を用いて I

分程度で徳便定量できる方法を開発したので報告する.

E 材料および方法

ホウレンソウ(命ulacea01.θrac，θ'a L.，品種。アイクル'

(協和穏苗)， IおかめI (タキイ種百))は，野菜茶業研究

所(安濃)の圃場で，慣行条件により栽培した.ホウレン

ソウは，秋から泰にかけて順次播種し 3月18日から

5月26日まで収穫持期を変えて葉稔の異なる試料を得

た.分析試料は，根および基部を除去した可食部全体お

よび，茎のみ，葉のみの尽を設け 5mm程度に細切し

てよく混合し， 3gを50mLのプラスチック遠心管に秤

取して，分析まで-30
0

Cで保存した(n=28).車素の抽

出は， 3gの試料からアセトンを用いて残j査に色が無く

なるまで繰り返し行い(満田ら， 2002)， 100mLfこ定容

した.抽出液の遠心上清をHPLC(Shimadzu LC胸10A，

東ソ-TSKgel ODS 120T (4.6mm ID x 250mm)， 

メタノール1.0mLlmin，目立ハイテクノロジーズ

DiodeArrayDetector L-7455， 350-750nm)によりクロ

ロフィルとカロテノイドの濃震を測定した(永田ら，

2007) . また，分光光度計(日立計測器サービス
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GeneSpec III)により 350~750nmの可視吸収スベクト

ルを概定し，s崎カロテン濃度推定式の検討に用いた.

アセトンおよびメタノールは，和光純薬の試薬特級を

用いた.色素標品は，s-カロテン，クロロフィノレa(ク

ロレラ由来)とクロロフィルb(クロレラ由来)のいず

れも和光純薬のものを用いた.

単居帰分析は， Excel 2003 (マイクロソフト)の分

析ツール(回帰分析)で、行った.

皿結果

HPLCによる予備的な分析により，ホウレンソウに含

まれる主な色素は，クロロフィルムクロロフィノレb，

O“カロテン，ノレテインであることが判明した.そこで，

クロロフィノレはaとb，カロテノイドはs-カロテンを代

表として， 3成分系に単純化したモデルにより推定式を

した.即ち 3つのf3素標品の可視吸収スベクトル

を測定し (Fig.l)，クロロフィノレaの吸収極大波長にお

ける吸奴係数(1 %， 1 cm)を1020，クロロフィノレbの吸

収極大波長における吸収係数を575と置き (Anonymous，

1984)， さらに， s-カロテンの453nmにおける吸収係

数2592(大谷ら， 1980)から，クロロフィルとの重なり

が少ない極大吸収波長479nmの吸収係数2306を算出し

た.Table 1に示すそれぞれの色素に特徴的な極大吸収

波長 (479n瓜 645nm，663nm)における標準化した吸

収係数(1%， 1 cm)を用いて，各波長における吸光度と

色素濃度(%)の関係式 (Eq.(1) ~ (3))を導いた.

A巾=33 CChla + 206 CCh礼、 +2306CβCa，" Eq. (1) 
A645ニ 218CChla + 575 CChlb + 3 C1lCa，" Eq. (2) 
A附=1020CCh1a十 85CCh1b+ 4CβCa，"Eq. (3) 
ただし， A479 ， A645， A聞はそれぞれ479，645， 663nm 

における吸光度である CChla， CChlb， Cβωはそれぞれク
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Fig.1 Calculated absorption spectra (1%， 1cm) of 
chlorophyll a， chlorophyll b and s -carotene 
in acetone. 

Table.1 Absorption coefficients of three pigments. 

Absorption coefficient (E時 1cm) 
Pigments 

479 nma 645 nma 663 nma 

Chlorophyll a 

Chlorophyll b 

s-Carotene 

33 218 1020 

206 575 85 

2306 3 4 

a s-Carotene， chlorophyll b and chlorophyll a have 
absorption maxima at 479. 645 and 663円m

ロロフィルムクロロフィノレb，。拘カロテンの濃度(%)で

ある.

これらの式をs-カロテンのj農度について整理・変形

し，濃度の単位をmg/Uこそろえると， 。ーカロテン濃度

の理論値はEq. (4)により求めることができる.

s-カロテン(mg/L)= 4.338Am-1.5835A645+ 0.1980A6田

，，'Eq.(4) 

この式に，実際のアセトン抽出物(n=28)の吸光度を

代入して計算するとともに，同じ試料のHPLC分析値と

の関係をプロットするとFig.2のようになった. Eq. (4) 

で計算される s-カロテン濃度の理論値には， 。田カロテ

ン以外にもルテインやフラボノイド等の色素が含まれて

いるために，実j擦のs-カロテン濃度よりも高い{直になっ

たと考えられた.ただし，相関係数がrニ0.992と非常に

高いため， Eq. (4)を傾きと切片で補正することにより，

精度の高いs-カロテン濃度推定式を得ることが可能と

推察し，補正係数を加味したEq.(5)を導いた

s-カロテン(mg/L)=0.854A479- 0.312A附

+ 0.039A663一0.005・.Eq. (5) 

1.2 •• ../ r = 0.992 
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Fig. 2 Scatter plots and correlation of calculated 

3司caroteneconcentration with the Eq.(4) 
versus measured concentration by HPLC. 

e， Leaf;③， Stem; 0， Whole plant (edible 
part). 
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この式で推定した s.カロテン濃度とHPLC分析値と

の関係をFig.3{こ示す.実測値と推定値の単匝帰分析に

よる相関係数は r=0.992でLあった.回帰の標準誤差， IlP 

ち二乗平均平方根誤差 (RootMean Square Error; 

RMSE)は0.0096mg/Lで、あり，簡便定量法の推定式とし

ては十分な精度を持つものと考えられた

IV 考 察

この式を作成するために 2品種のホウレンソウの葉，

茎および可食部全体を縮分した試料を用いた. s.カロ

テン含量は，業で高く，次いで全体，茎で、少なかった

(Fig.3) .異なる部伎の試料を用いることで，幅広い濃

度の母集団が得られた この母集屈では部伎が異なって

も，推定式で良い直線関係が得られたことから，他のホ

ウレンソウ品種や部位にも適用可能と考えられるが，夏

季に栽培した場合など，品質特性が大きく異なる試料で

は，推定式への適用度を別途確認しておく必要がある.

さらに，今回分析したホウレンソウでは，縁色の濃い

試料ほどs.カロテン含量も高い傾向が認められたこと

から，クロロフィル a， bとs.カロテン，ノレテイン含

量の相関性を調べると，それぞれ非常に高いことがわかっ

た(Table2). このことは， s.カロテンやルテインなど

のカロテノイドが，(1)クロロフィルの付随的な光捕集

血素として働し、ていることや， (2)光摘集複合体の会合

に重要な役割を果たしていること， さらに， (3) 

光酸化障害から光合成装置を保護する働きをしているこ

となど(推計kinら，2005)，葉緑体中のクロロフィルと

の存在比率が生理的に制御されていることが背景にある

ものと推察される.ホウレンソウの貯蔵に伴うビタミン
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Fig.3 Scatter plots and correlation of calculated 
s .carotene concentration with the Eq.(5) 
versus measured concentration by HPLC. 
4D， Leaf;③， Stem; 0， Whole plant (edible 
part). 

Table.2 Correlation factor (r) of each pigment 
concentrations 

Chlorophyll b s-Carotene Lutein 

Chlorophyll a 0.984 0.993 0.997 

Chlorophyll b 0.975 0.988 

s-Carotene 0.988 

C含量の変化については， 日坂らをはじめとする多数の

報告があるが(s坂ら， 1991)，カロテノイド含量の変
化については，減少するという報告(広部ら， 1956; 

Pandrangiら， 2004) と，ホウレンソウのベビーリー

フではほとんど減少しなかった (Bergquistら， 2007) 

とする報告など数が少ない.今後は，貯蔵に伴うクロロ

フィルの分解と Sーカロテン含量等の変化を調べること

で，鮮度評価指標としての応用も期待できる.

今回開発した方法では，色素抽出液における特定波長

の吸光度から計算したクロロフィルの寄与分を可視吸収

スベクトルから差し引し、て，残りの部分からカロテンの

寄与分を計算することで。ーカロテン含量を高い精度で

推測することができた.今回，クロロフィノレ含量とト

カロテンの含量が高い相聞にあることが明らかになった

ことから，今後は，クロロフィノレ含量の非破壊測定値か

らs.カロテン含量の推定も百]能になるものと推察され

た.

その一方で， クロロフィノレa，b， s.カロテンにノレテ

インを加えた4成分系で同様の濃度推定式を作成した場

合には， 。“カロテン濃震の推定精度が高くならなかっ

た(データ省略)• このことは，実際の色素溶液と数式

手法としての限界を示すものとモデ、ルとの事離を示し，

考えられた.

V ;高 要

クロロフィルとカロテノイドの可視吸収スベクトルの

違いを 用して，ホウレンソウのアセ 出液の

479， 645， 663nmにおける吸光度から s.カロテン濃度

を精度良く推定する簡便定量法を開発した. 。“カロテ

ン濃度の推定式， HPLC分析値との相関係数(r)および

標準誤差(SE)は，以下のとおりである.

。ーカロテン(mg/L)=0.854A479- 0.312A645 

十0.039A6田一0.005

(r = 0.992， SE = 0.0096mg/L) 
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A Simple Spectrophotometric Method for the Estimation of 。-CaroteneContent in Spinach Acetone Extracts 
11asayasu ~agata 

Summary 

O 

A simple method for the estimation of s-carotene concentration in acetone extracts of spinach 

was newly developed. The principle of this method depended on the difference in visible 

absorption spectra of chlorophylls and carotenoids. The concentration of 白血carotenecan be 

obtained through the calculation with the absorbances at 479， 645 and 663 nm. The equation， 

the correlation coefficient between prediction and measurement (r)， and the standard error (SE) 

are as follows. 

。例Carotene(mg/L) = 0.854A479-O.312A645十0.039A663-0.005 

(r =0.992， SEニ 0.0096mg/L)

Only an ordinary spectrophotometer is necessary to use this method， and it is easy enough to 

be used for many samples. 
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