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Summary  

l．A method of preventing the appearance of the white turbidityin canned mandarin   

Orange by means of the action of hesperidinaseis presented．  

2．The enzymic method was shown to be extremely effective when the enzyme acted   

either prior to（soaking method）or after（filling method）processing．   

Howeverthe】atteris preferredin commercialcanning because of the simplicity．  

3．Sufficientreduction of the turbiditywas demonstrated when only the first step of the   

two of the enzymatic decomposition（hesperidin……‥・ →hesperetin－7一glucoside…………→   

hesperetin）proceeded．The enzymic method was more effective than the addition of   

methylcellulose．  

Ⅰ 緒  Fコ   

我々は数年前よりかん詰工業えの酵素の応用を研究してきた．そして既に夏みかんの苦味抜きに  
14，15）  

ナリソギナーゼを応用し充分な効果が得られることを認め報告したが，今回はみかんかん詰の白濁  

防止にヘスペリジナーゼを応用することを試みた．  
5）   

このみかんかん語液汁の白濁現象については古くから研究きれており，その本体ほ果肉中に含ま  
4） 131  

れているフラバノン物質ヘスペリジンであることは既に岩崎及び杉本，ならびに志賀により明らか  
6・－9，16～17）  

にきれている．一方この白濁の防止法についても種々研究きれており（即ちCMC，MC，水飴等  

の粘質物の添加，剥皮時のアルカリ濃度の影響等であるが）現在の所でほMC（メチルセルローズ）  

の添加が最も効果的であることが認められ内販用かん詰の一部に用いられている．   

しかしながらこのMCは輸出かん詰には使用出来ず，又最近問題になっている早生温州の様なヘ  

スベリジン含量の比較的多い原料の場合にほ若干問題があるようにも考えられ，他の白濁防止法の  

研究が必要となって釆た．  

串 本論文は園芸学会誌に投稿中  
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そこで白濁防止に白濁物質ヘスペリジンの分解酵素であるヘスペリソナーゼの応用を試みた．酵  
10－12）  

素剤は大阪市立工業研究所の福本等により開発きれた耐酸耐熱性のヘスペリジナーゼを用いた．   

この酵素をかん詰に使用することにより，ヘスベリジンほ分解きれ生成物であるヘスベレチソー  

7－グルコシッドはシラップ中に溶解して白濁ほ生じないことが認められたので以下報告する．   

Ⅰ 実験材料及び方法  

1）酵  素  剤   

大阪市立工業研究所で開発きれた耐酸耐熱性のヘスペリジナーゼ剤を用いた．  

2）原料みかん   

静岡地方のもので12月上旬，1月下旬の2回に分けて試験を行なった，  

3）糖度 pHおよび透明度   

糖度 pH 透明度（シリソダー法）はそれぞれ常法通り測定した．  

4）ヘスペリジン関連物質の薄層クロマトグラフィ   

かん詰を開かんし液汁と果肉に分ける．液汁は更に折紙（東洋折紙NO5C）で炉過し沈澱と透  

明液汁に分ける．沈澱は50％エタノールで15分煮沸溶解きせた後減圧濃縮してク 

した．一方透明液汁はアンバ，ライトIRC－CG50II型（以下CG50）カラム（H型）に吸着させ  

水洗後95％エタノールで溶出減圧濃給してスポットした．   

果肉は蒸留水で数回水塊し附著している液汁を充分除いた後，等量の0．2M NaOHと共にミキ  

サーにかけ充分摩砕した後折紙で折過する，炉液をCG50－H型カラムに吸着，水洗し95％ユタ  

ノ－ルで溶出，減圧濃縮してクロマトにかけた．   

薄層クロマトグラフィーは吸着剤にシリカゲルG（厚さ0．25mm）を，展開剤には水飽和酢酸エ  

チルを用いた，検出法は1％AIC18のメタノール磨液を噴霧した後，生じた蛍光物質を紫外線ラソ  
1－）  

プ下で同定した．  

5）試験かん詰の製造法   

イ）浸 演 法   

常法通り酸アルカリ剥反した果肉を0．1，0．2％の酵素液（果肉の1．5倍量）に350cで30分浸  

漬処理後充分水洗し肉話した．この場合対照区は350Cの温水に浸漬した．  

ロ）投 入 法   

常法通り肉話したかんにあらかじめ一定量の酵素液を添加したシラップを注入し，常法通り巻締  

め殺菌を行なった．殺菌は飢～820cで10分（4～5rpmの回転殺菌機使用）行なった．  

6）試験かん詰の運搬保管   

製造は静岡県興津のS工場で行い，製造後10日以内に兵庫県州西前の当研究所までトラック便で  

輸送し，以後室温に保管し，経時変化を見た．  
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Ⅱ 実 鹸 結 果   

第1図にヘスペリジナーゼの作用機作を示す．  
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ヘスペリジナ＿ゼもナリソギナーゼと同様に二段階の分解反応を受仇それぞれ別の酵素ヘスペ  

リジナ＿ゼとフラボノイドグルコシダーゼにより触媒されることが認められている・  

第2図に使用したヘスペリジナーゼ剤のp＝曲線を示す・この酵素剤の最適pHは3・5附近でみ  

かんかん詰のpHである3．4～3．5前後では充分な活性を有することがわかった・  
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第3図にこの酵素剤の耐熱性を示す・この図に示きれる様に■750C5分の処理で60％の活性が  

残ることから実際のかん詰殺菌条件（80～82。ClO分）でほ充分な活性の残ることが予想きれたの  

で投入法も試みることにした．何故ならばこの処理は酵素をバッファー溶液中で正確に各温度で5  

分間保つという非常に激しい条件が要求されており・かん詰殺菌の場合には基質・糖の共存等の影  

響も加わって酵素の安定性はもっと増加することは既にナリンギナーゼの場合に証明きれているか  
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14，15） らである．  

第1表に浸漬法の開かん結果を示す．筒製造ほ39年12月11日に行なった．  

TableI．Analysis of canned mandarin orange treated by√′soaking method”．  
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この裏より明らかな様に果肉を0．2％または0．1％酵素液に短時間浸漬処理することにより，糖  

度，pH及び固型量にほ変化なしに，透明度のみを増加きせることができた．即ち6ケ月後の開かん  

結果では酵素区は両区とも対照区の5倍前後の透明度を示し充分な白濁防止の効果が認められた．   

第2衰にほ第一回目の投入法の開かん結果を示す 個製造ほ39年12月11日に行なった．  

TableI［・Analysis ofcanned mandarin orange treatedby什filling method”（Runl）．  
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この場合も酵素の添加はやほり糖度，pH固型畳にほ影響せず透明度のみを増加させていた．  
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そして第3図の酵素の耐熱性について推定した如く，この酵素剤は通常のみかんかん詰の殺菌条件  

程度の加熱にほ充分耐えることが認められた．向この試験に於ては酵素区の方がMC添加区よりも  

白濁防止効果ほ明らかに大きかった．MCは総量に対して10ppmの割合で添加した．   

第3表に第二回の投入法の開かん結果を示す．製造は40年1月26日に行なった．  

TableⅢ．Analysis of canned mandarin orange treated by′rfilling method”（Run2）．  

第二回の投入法の結果も同様に酵素  

の添加は透明度のみを増大きせ他の変  

化は見られなかった．そして酵素の添  

加量も5u程度で充分効果があること  

が判った．   

第4図に6ケ月後のシラップの状態  

を示す．第4図aは浸漬法，第4図b  

は投入法の結果である．浸墳法では酵  

素処理区の透明度が，明らかに優れて  

おり，又投入法でも明らかに対照区の  

透明度が低く，次いでMC区の順とな  

り，酵素区は両区とも充分な透明度を  

示していた．   

Fig．4．a Appearance of syrup from enzyme－treated  
Canned mandarin orange after 6－mOnths storage  
at room temperature．（Soaking method）  

0．2％……Soaked with O．2％enzyme solution．  
0．1％…・・・Soakedwith o．1％cnzyme solution．  

C ……Control．  

シラップの透明度の経時的な変化を示したのが第5～7囲である．   

シラップの透明度は製造後15日目で各区とも可成り低下することが認められた．酵素処理区は何  

れもその後若干増加する様な傾向が見られた．又MC区ほ15日目に可成り低下し以後は漸減する儀  
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向にある様である．一方対照区は15日か  

ら30日迄の間に50mm以下迄大きく透明  

度が低下し，その後は略々∴定の値を示  

す様である．   

浸墳法，投入法の何れにしろ酵素処理  

を行なうことにより透明度は対照区に比  

べ3倍から5倍程度の高い値を示し，又  

MC沫加よりも大きい白濁防止の効果が  

認められた．  

以上の様に浸演法，投入法の何れにせ  

よ酵素処理を行なうことにより充分な白  

濁防止効果が得られた．然しながら，こ  

の防止効果は実際にヘスペリジンが分解  

きれたために生じたのか，更にヘスペリ  

ジンほ完全にヘスベレチンに迄分解きれ  

ているのか，或いほ中間生成物ヘスベレ  

チン㌧－7－・グルコシツドで止っているの  

かほ判らない．そこでこの点を明らかに  

するために以下ヘスペリジン関連物質の  

薄層クロマトグラフィーを行なった．   

第8図に透明液汁の蒔層クロマトグラ  

ムを示す．   

この固より明らかな様に投入法，浸潰  

法とも酵素処理したものほヘスペリジン  

は殆んどヘスベレチノー7－グルコシッ  

ドに迄分解されていた．又ヘスベレチソ  

ほ90日以後のシラップ中に僅かに認めら  

れて来た．MC区，対照区は何れもヘス  

ペリジンのみが認められた．   

第9図に沈澱物の薄層クロマトの結果  

を示す．   

この図に見られる様に沈澱物中には何  

れもヘスペリジソのみが見出きれ，しか  

も酵素処理区はともにその畳も極めて僅  

かであった．   

Fig．4b Appearance of syrup from enzyme－treated  
mandarin orange after6－mOnths storage at  
room temperature．（Fi11ing method）  

50u……50u／can enzyme was added．  
10u…‥・10u／can enzyme was added．   
C …・・・Control．  

MC……10ppm／totalcan content of methylce11ulose  
was added．  
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第10図に果肉中のクロマト結果を示  

す．   

この場合も時々シラップ中と同様の  

結果が得られ，果肉中に残っている↑  

スペリジンも可成り酵素によりヘスベ  

レチンー7－グルコシヅド迄分解きれ  

ていることが推察きれた．   

以上の薄層クロマトグラフィーの結  

果より白濁の本体ほやはりヘスペリジ  

ンであり，酵素処理することはこの難  

溶性のヘスペリジンを比枚的可溶性の  

／  ヱ  5  ヰ  ぎ   、6   

肋甘地  

Fig．7 Changesintransparency during storage at  

room temperature．（Filling method．Run2）  

ヘスベレチソー7－グルコシッドに迄分解して結晶の析出を抑制することによって白濁防止効果を  

0  0  0  

Fig．8 Thinlayer chromatogram of   
hesperidin arLdits derivatives from   
Clear syrup of canned mandarin   
Orange StOred for6months．  
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Fig．10 Thin】ayer cIlrOmatOgram Of   

hesperidin andits derivatives from   
Canned mandarin orange segments  

．stored for6months．  

Fig．9 Thinlayer chromatogram of hesperidin  
andits derivatives fro叫insoluble matter  

of syrup of canned mandarin orange stored 
for6montbs．  
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示すのだということが結論きれた．  

Ⅳ 考   

先にも述べた如く，みかんかん詰の白濁現象ほもともと果肉中に含まれているヘスペリジンがか  

ん詰の殺菌過程中に高温，糖度，及びpH等の影響でシラップ中に溶解移行し，それが冷却，保存  

きれる間に温度，糖度，pHの低’Fに伴い過飽和の状態になり，次第にヘスペリジンが結晶析出し  

て白濁を生ずるのである．そしてこの結晶の析出は適当な結晶母核（蛋白質，ペクチン質等）の存  
7）  

在，又はかん詰製品の輸送等による動榊こより促進きれることは既に報告されている．   

従って白濁の防1L法ほもともとヘスペリジン含量の少い原料（品種，産地，熟度）を撰んで製造  

するか，又はヘスペリジ・ソの析出を防ぐような処理をとるかの何れかである．しかし実際の工場操  

業上特別の品種，産地又は最適熟度の原料のみを横沢製造することほ不可能であり，矢張りヘスペ  

リジンの析出を防ぐ方法を誹ずること以外に方策がない．そしてこの方法として現在のところ可能  

と考えられるものにMC等の添加法とヘスペリジナーゼの応用の二つがある．   

この中MCほ先にも述べた如く，日本国内でほ広く使用されているが，このMCの自衛防止効果  

の機構の詳細については現在未だ不明のところもあるれ一応シラップ中でのヘスベリジンの析出  

を抑制する働らきに帰すべきであると考えられる．然しヘスペリジンの果肉からシラップへの溶出  

を若干抑える効果もあるかも知れない．しかしながら，このMCの効果はやはり相対的なものであ  

り，MCの添加効果ほシラップの白濁を或る程度抑制し得るにとどまり，常に完全に透明に保持す  

るわけでほない．そのためヘスペリジン含量，かん詰内容物の状態如何等により突発的に白濁生成  

の起り得る可能性が充分に考えられる．   

一方ヘスペリジナーゼの作用は白濁の本体である難溶性のヘスペリジンを分解して比較的可溶性  

のヘスベレチソー7－グルコシッド（又ほヘスベレテンア）にすることにより白濁防止の効果を示  

す．ここに生じたヘスベレチソー7－グルコシッドについてはその詳細な化学的性質について報告  

ほ未だ得られておらず，その溶解性も不明の点が多い．然しながら第6～7図，第8～9図に示し  

た如く我々の得た実験結果でほこのヘスベレチソー7－グルコシッドほヘスペリジンより明らかに  

溶解性が高く，少なくともみかんかん語シラップ中では完全に溶解していて結晶の析出することは  

ない様である．こういう点が我々の実験結果（第6～7図）に示された様にヘスペリジナーゼの効  

果がMCのそれより大きかった理由であろう．   

尚ヘスベレチソ迄完全に分解した場合透明度がどの様に変化するかは6ケ月目迄の開かん結果で  

は，みかんかん話中で第二段の酵素フラボノイドグルコシダーゼ活性が糖阻害を受けるためか，ヘ  

スベレチソの生硬量が非常に少ないので現在の所では断定しがたい．このぺスベレチン守こついては  

2，31 稲垣等がヘスペリジン→ヘスベレチソ＋ルチノースの一段分解を触媒する酵素（いわばルチノシダ  

ーゼ？）を用いて試験し，白濁防止効果があると報告されているので或程度の溶解性があるものと   

も考えられる．  
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Ⅴ 要  

1）ヘスペリジナーゼをみかんかん詰の白濁防止に応用した．  

2）浸潰法，投入法ともに結果ほ良好であったが，実際の工場操業上からほ投入法を採用するのが   

望ましいと考えられる．  

3）ヘスペリジナーゼによりヘスペリジンをヘスベレチソー7－グルコシッドに分解することによ   

り充分な白濁防止効果が得られた．そしてこの効果ほMCの添加よりも大きかった．  

4）6ケ月日迄の結果でほ、未だヘスベレチンの生成量は極めて小量であった．然しこの状態でもそ   

の透明度は充分に保たれたものとみなきれるので，ヘスベレチン迄完全に分解する必要性はない   

とも考えられるが，この点更に今後の開かん結果によって考慮したい．   

終りに本実験を行なうにあたり種々御指導頂いた大阪市立大学福本寿一郎教授，大阪市立工研岡  

田茂孝氏，ヘスペリジン及びその関連物質の標品を分与して頂いた武田薬品工業株式会社，光工場  

崎浴幾雄氏，ヘスペリジナーゼを提供して頂いた田辺製薬株式会社に深甚の謝意を表する．   
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