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The present paper dealswith the application of be3peridinase to thepreventionof  

muddiness of canned citrus products caused by precipitation of hesperidin．  

1．By the addition of a hesperid；nase preparation either by means of the soaking  

method，in which the product was soakedin the he3Peridinase solution before fi11ing  

inthe can，Or Of the filling TTlethod．in which the enzyLT：e WaS added to the can con・  

taining the product and syrup before sealing，it was found thattheproductofsuperior  

qualitywith sufficiently transparent syrupis obtained．   

The effect of the addition of hesperidinase was found to be much greater than that 

Of methylcellulose（Fig．1－4）．   

2．ThemaJOrpart Of hesperidin was foundto bedecomposed to hesperetin－7－gluco・  

Side．whichissoluble and gradually deconposed to hesperet；n．The product was foumd  

to be clean even after2－year StOrage（TableⅧ－Ⅹ）．   

3．When the enzymeis used for the artificially sweetened product．the condition  

for sterilizationis somewhat reduced，and50％or rnore of cyclamateis substituted  

by the equivalent sweetness of saccharin．   

われわれは前額】）でミカン缶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．十分な  

防止効果が得られることを認め，その6カ月目迄の閑缶結果につき報告した．   

しかし・普通市販のミカン缶詰の商品価値は製造後2年位が限度とされている．したがってヘ  

スペリジナーゼを応用したミカン缶詰も最低2年は繹時的変化を調べる必要があると考えられる  

ので，引続き2年間の貯蔵試験を行なってみた．   

また前報では薄層クロマトにより，ヘスペリジンの分解生成物の大部分はヘスベレチンー7－グ  

ルコシッドであり，ヘスベレテンは趣く少敬しか生成しないことを確かめたが，本朝ではこれら  

三つの成分の分離定量を行なってみた．   

さらに現在内販用のミカン缶詰として，かなりの量の人甘併用品が製造されているので，この  

場合におけるヘスペリジナーゼの応用についても検討してみた．  

－130－   



t 実験材料および方法   

l．ヘスペリジナーゼ剤  

前報と同様に田辺製薬lくKより提供を受けた耐酸耐熱性の帝薬剤ヘスペリジナーゼ（タナペ）を  

使用した．   

なお，この市販の酵素剤は1g当り100uのヘスペリジナーゼ活牲を有しているので．卓の10％  

溶液1 mlは10uの酵素所性を含むことになる．以下本簸では先ず10％溶液盲作り，これを適当に  

稀釈して使用した．  

2．原料 ミ カ ン  

静岡地方のもので12月．1月の原料を使用した．  

3．pⅡ，糖度，固型王および透明度  

前報に準じそれぞれ常法通り測定した．  

4．ヘスベリジン関連物質の定量法  

缶詰を開由・液汁と果肉に分け，液汁はさらにろ紙（束洋ろ紙No．5C）で炉過，眈渡と透明  

液詔・に分ける・沈澱は風乾後50％EtOHで15分贅許容解させた後，冷却，㌍過して一定量にす  

る・透明液汁は霞炭駿ソーダを加えpH8．0付近まで小知後．水を加えて稀釈して一定量にする．   

これらの試料につきql林2）の方法に準じて（pH8．2のKolthoff－Vleeschhat．werのbuffer3）  

使用）インドフェノール反比こ法を用いて発色●620m／くで比色定宜した．  

5．ヘスベリジン．ヘスベレテンー7－グルコシッドおよぴヘスベレテンの分離定士  

分縦走蜃は酵素剤を使用したものの透明液汁についてのみ行なった．すなわち透明痕汁をアン  

バーライトIRC－CG5（川型カラム（H型）を通し，ヘスペリジンなどを吸着させる．よく水洗後  

95％EtOHで溶出，減圧下で乾田させる・これを20％ビリジン5Jnl・に溶解し、その一定量をスポ  

ットし，薄屑クロマトで展開（水飽和酪酸エチル）．風乾後各部柾をかき落し．20％ビリジン5ml  

を加え30分間振返溶出した後遠心分乾する・得られた上静液につきインドフェノール反応法で比  

色定量した．  

6．試験缶詰の製造法  

試験缶嶺はいずれも前報1）通り静岡県興梓のS工場で製造した．なお人甘併用昂のみほ4～5  

rpmの回転殺菌稔を使用して800cで10分間殺萌した．  

7．試験缶詰の運搬保管  

前報1）通り製造後10口以内に当大学までトラック便で輸送し，以後室温で貯蔵した．  
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1†実 験 結 果   

1）浸兼法開缶結果  

Tnblelに淫縞法の24カ月迄の開缶鶴果をホす‘ 

Tilblelにも明らかなように，24カ月穐でもヘスペリジナーゼ剤の添加による同型遍の減少ほ  

全然認められず，また果肉の軟化．興味異臭の発牡もなく良好な状態を保っていた．透明度の経  

略変化をFig．1に示す．Fig．1に見られるように．帝素処理を行なったものは．2年経でも200mm  

TableI Analysis of canned mandarin orange treated by’’soaking method／  

寸  

1  3  6  9  12  

SIwogelhl亡  

2㌔。仙！  

Fig．1Char）geS Of transpareney during storage at room temperature・  

（■’Soaking methodり   

以上の透明度を示し，十分な自淘防止の効果が得られていた・  

2◆）投入法関缶結果   

Tabl。l～Ⅳにそれぞれ評1～3回の投入法のl舶子紆県キ▼示す．これらの表より明ちかなよう  

にト投入法の場合でも浸清法と同様に．随素剤を添加しても24カ月後ま▲でさHt 糖度，同型罷に  

ほ変化がなくて．透明度のみが高く英好な状憩が保たれていた・またこれらの製品は・いずれも  

1年半あるいは2年後でも果肉の軟化崩壊等の惑影熟ま全然認められず，これはこのヘスペリジ  
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Table山 Analysis ofeanned mandarinorange treated by■’fillingmethodJ（Run L）  

Tab）e m Analysis of由nnedIムandarin or云nge treatedby′’fillinginethodJ（Run2）  

Afterlday l  After12months I After24mOnths  

亨■  

TableⅣ Analysis ofcanned mandarin orange treate（lby’’fillingmethod∴（Run3）  

After18mOnths  

Cont・iM・C・  10 u15 u llu   

3．303，303．30  pH  

Sugar  ％  

Solid早  g  

Transparency mm  

16・8・16・9†16・916・8  
194・8195・6197・一1195・6  

20n．8188．076．O38．2  

ナーゼ剤がほとんどペクテナーゼ活性を含んでいないためと考えられる‘   

F；g．2～4隼透明度の繹時変化を示す．これらの図からも明らかなごとく，酵素を1缶当り5u  

以上使用したものの透明度は，いずれもMC添加区よりも高く十分な白濁防止鱒果が得られてい  

た．巨缶当りIuの使用量でほFig．4に示すごとく若干の効果は認められたが．白濁防止の点でちま  

まだ十分でほぢいと考えられた．  

3．．ヘスベリジン関連物質の定tおよび分離定量結果   

Tablり▼～＼Ⅶにミカン廿詰液汁坤のヘスベリジン関連物質の定量結果を示す・これらの表にみ  

られるごとく浸論法，投入法のtr、ずれの場合にも酵素剤を使用したものほ沈澱中にはほとんどへ  
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I  3  6  9  ほ  

S†9r8ge†ime  

241nO【†h5  

Fig．2 Changes†Of transparellCy during storage at room temperature．  

（’■Fillimg method”，Runり   

1  3  6  9  12  18  
24m8n伽  

SIorqg81ime  

Fig．3 Changes of transparency during storage at room temperature．  

（’PFilling method”，Run2）  

スペリジンが認められずに， その大部分が透明液汁申に含まれてLL、た．この事実は酵素剤の添加  

により発溶性のヘスペリジンがなんらかの反応を受けて可溶性になり，透明液汁中に溶解したこ  

とを示している．一方対照区では液汁［llのヘスペリジン含量は酵素処理したものよりかなり低く．  

逆に沈殿qlにはより多く含まれ，貯蔵期間とともに憎かに増加する傾向が見られた．   

一方MC区では液汁，沈贋物It】ともに酵素区と対照区の小間の値を示している．またMC区の  

場合は常に沈澱物と透明液汁とに含まれている品の合計が対照区より若干少ない傾向が認められ  

たが．これはMCの添加効果が液汁中でのヘスペリジンの沈澱析出を防ぐとともに，やはり果肉  
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1   3  6  9  12  

S†or8ge†ime  

Fig．」Changes of transparency during storage at ropm temperature．  

ぐ‘Filling metbodけ，Rねn3）  

】8mo【†h5  

Table V Variationin contents ofhesperidin and related substancesin syrup  
during storage of canned mandarin orange．（t’Soaking method：’）  

Table VI Variationin contents of hesperidin and related substancesin syrup  

during＿StOrage Of canned mandarin orange．（●’Filling method’’，Runl）  

ControI  M． C．  Enzyme（10u）  

Storedfor   

豊串霊   Total短諾   ppt．in Syrup  Total  Filtered Syrup  ppt．im Syrup  Total   
15 days  q mg％：mg％   mg％  m   mg％  mg％  mg免，  mg％  mg％   26．0 0．8   26．8   19，     26．5  26．0  2．Jl  箪8・4   
1mOntb   29．3  0．7  30，0      25．1  23，0   2．6  25．6   

さ months   80．8  0．9  31．7      25．2  19．0   4．8  23．8   
6   ′′   30．5  0．7  31．2      －27．l  18．5   6．1  24．6   

9   〝   30．0  0．7  30．了      26．8  18．3   ＄．2  24．5   

12   ノ′   36．0  0．7  36．7  ‖．5  12．2  26．7  16．8   6．う  23．3   

21  ′′   36．0  0．ら  36．う  13．5  14．4  27．9  16．5   8．2  24．7   
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Tこ1blel≠ Variationin contents of hesperidin and related substancesin syrup  

during storage of canned mandarin orange．（●一FilliIlg method”，Run2）  

Control 
！  

M・C・   
Enzyme（10u）】  

芸dtal   Storedfor 

l   n   u  Filtered Syrup  ppt．in Syrup  Total  悟諾 H  駄頼tal函駄頼   
mg％  

】5 days   mg男う 22．3・  mg％ 1．0  mg％ 23．3  mg％ mg％mg％  14．4 8．4 22．8 24．3   mg％ 1．3  血g 
1InOntb   26．0  0．9  空6．9  17．3   8．0  25．3   19．0   2．2  21．2   

3 montllS   a3．8  0．8  34．6   

6   ′／   ：；：…】：：：：i…：：；…：：；   2．1  22．4       3．l．3  0．8  35．1    2．8  21．7   
9   ′′   

12   ′′   32．5  l．1  a3．6  14．8  11．5  26．3   ほ．8   3．6    19．j   

24   ′′   3．l．0  0．7  34．7  l富．0  1し7  2一」．7  1軋8   2．1    18．9   30．5  l．3  31．8  13・5llO・9l飢・4 16・‘1   3．0  19．‘l  
Tablel肥 Changein contents oE hesperidin and related substances．  

（Analyzedwith TLC）  

（”Soaking methodり  

≠ Calculated as hesperidin．  

TableⅨ Changein contents of hes匝ridin and related substances．  

（Analyzedwith TLC）  

（●tFilling method－’，Runl）  

＊ Calculated as hesperiぷn．   

から液汁へのヘスペリジンの溶揖を抑㈲する作用も存しているためと考えられる．   

TableⅧ～Ⅹ に酵素処理区の透明液汁のヘスペリジン関連物質の分離定恩給果を示す．これら  
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の塞からも明らかに酵素を別口することにより．へズペリニジンの大部分がヘスペヘテンー7－グル  

コシフドおよぴヘスベレテンに分騨されていることが謹められた・しかもこの分解産物であるヘ  

スベレテンー7－グルコシッド，ヘスぺレ，ナンは明らかにヘスペリジンと異なり・ミカン缶詰の液  

汁に可溶性で沈渡析出することがなく．その結果白濁が防止されたこと・が認められた・  

Table X Changein contentsof hesperidin and related亭ubstanccs・  

（AnaIyzed with TLC）  

（モーFil】ing metb∝l・’’Rum2）  

竜 Calculated as hesperidin．  

4．人甘併用品に対する効果  

髄述のごとく現在内販用としてかなりの蔓の人甘併用品が製造されている・そこで人甘併用品  

にヘスペリジナーゼを応用した場合の効米について検討してみた・   

まず人工甘味料としてサイクラミン較ソーダ75ち．サッカリン12．5％・ズルチン12．5％（それ  

ぞれ甘味庇として）を混合したシラップを調竃し．それを用いて人スペリジナーゼを添加した缶  

詰を製造した．この場合殺菌条件ほ全能品と同様4～5rpmの殺組織を使用して820cで10分おこ  

なった二結果をFig．5に示す．   

この図に見られることく・酵素剤を1缶当リ10u添加してもMC区よりも透明度がかなり低く十  

分寧白濁防止の効果は得られなかった・この  

原因としては全糖品と同じ条件で殺菌したた  

めに，殺薗過度になったためか（実際に820  

ClO分では船中心温度は750c以上で全憶品  

の71Dcよりかなり高かった）またはサイクーラ  

ミン鼓ソ「ダの阻害効果のためではないかと  

考えられる．これらの点については，先にナ  

リンギナーゼの実簸でも同様の現象が得られ  

ており．ナリンギナーゼの場合には殺曲集件  

の低減とサッカリンの併用で．この間題が解  

決している1）．  
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Fig．5 Change of tramsparency of syrup  

Of canned mandarin orange con－  

tainingcyclamate during storage  

at r9Om temperatlJre・   



Table X［Effectsofhesperidinase oncanned mandarin orangeCOntaining  

artificialsweetening agents．  

互垂F顧  

＊1qO．75，50，25，0：Sweetness percentag号Ofcyclamateinmixed artificial   

SWeetening agents．（CyClamate and saccharin）   

そこで次に人工甘味料として．それぞれ甘  

味歴とし士サイタラミン較ソーダとサッカリ  

ンを適当な割合で混合した区をつくり，実缶  

製造試験を行なった．この場合殺〔削ま4～5  

rpmの回転数薗機を佐川して・800cで10分  

間行なった．結果をTable刃，Fig．6に示す．   

これらの結果にみられるように，サイクラ  

ミン酸ソーダにサッカリンを甘味度として等  

量以上旋用したものほ，全糖品の場合と同様  

に十分な白濁防止効果が得られたが，岨昧の  

点を考慮すればサイクラミン酸ソーダとサッ  

カリンを等遣使用したものが望ましいと考え  

られた．  

一  つ  も  9一頭鳩  

S！野口与亡Iinモ  

Fig．6 Change of transparency of syrup  
Of canned mandarin orange con・  
tainiT）gCyClamate dhringstorage  
at room temperature．  

＊ 0．25，50．75．100：Sweetness  
PerCentageOfcyc）amatein mixed  
？rtificialsweet鱒ing agents．  
（CyClamate and saccbarin）   

Ⅲ 考  察  

以上ミカン缶詰にヘスベリジナーゼ剤を応用した結果につき述べたが，浸漕法．投入法ともに  

2年後でもMC添加区より高い十分な透明度を保ち，白歯を完全に防止することが出来た．しか  

もこれらの缶詰は塊肉の崩壊などの悪影響は認められなかった．さらに対照区やMC添加区の製  

品でほ，6カ月以上貯蔵すれば果肉表面にヘスペリジンの析出によってかなり頻著な白いはん点  

の生成が認められるのに対して∵ヘスペリジナーゼを添加したものにほ．この現象は全然みられ  

ず，外観上も優れた良好な製品が得られた．   

浸療法の効果については今回の試験に用いた酵素剤が耐熱性の標品であったためF；g．1に見ら  
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れるように，浸漬処理の効果だけでなく，缶詰殺菌改も酵素作mが継続しているものと考えられ  

こ】 る．いずれにしろ疫駿法は事由もかかり．ブロータンの発生も多く，稟藤の工場操業上不可能で  
あり，没入法を周いるのがよいと考えられる．   

ヘスペリジナーゼの白濁防止効果が蔑溶性のヘスペリジシをヘスベレテンー7－グルコシッドま  

たは，ヘスベレチンに分解して可溶化することにあるのは前報の薄層クロマトの鷹巣よりも明ら  

かであるが，本朝ではさらに定義を行なって確認した．TableⅨ，Ⅹに示したごとく酵素添加に  

より液汁中のヘスペリ．ジン野木部分は，，l5日場内に，へ不ベレチ．ンー7－グルコシッドに分解される・               ：トl l l－二I ll；妄「巨t ′ll iト ーl▲  
そしてそれが1年あるいは2年と貯蔵声れる問に徐々！；↑ス．づレテンに分解されていくことが認                  l ト1－       1         1  
められた・このヘスベレチンの席解性に？りては，前鞄の培果（6カ月臼迄）ではその生成遥が ’r‘1 

I、 ’「†：∴ノ＝l－iJ 

少なく疑問が残っていたが．Fig．3およぴTabl主文の結果から，ミカン缶詰液汁坤では十分可溶  

性であること廊わか三た▲；〔なおとの人文ペレサンめ生肢ががなてり遅く1‘掛こ1年以後に増加する  

ことから、ミカン缶詰中で酵素活性か1年以上も残存す右よう漉考えちれる．   

次に人甘併用品について試験した結果ヘスペリジナーゼの場合もナリンギナーゼと同様に．サ  
い■l’＋」」‥斗l＝ト．り  

．i．  

みられた．しかしヘスペリジナーゼの場合，ミカン船話のpHが3．3～3．5で酵素の最適pH付近で  

あることから卜p甘の影響はあまり考えられず，一この場合には殺菌時の高温によって影響きれてい  

るもめと思われる．  

Ⅳ 要  約  

ヘスペリジナーゼをミカ▲ン缶詰の白濁防止に応用して，次のような結果を得た二．  

1）最適法，投入法のいずれにしろヘスペリジナーゼ剤を使用することにより，2年後でも十  

分透明度が高くそしそ品喪め点でも獲れた製品が得ら＝れる・またとの人ズペリブナーゼめ自滅防  

止効果は，MCよりも人きい．  

Z）ヘスペリジナーゼの添加によりt ミカン缶詰液汁中の 「スプリジン！ま15甲場叩こ， 

部分がヘネベレチ／－7－グルコニ㌢・？ド・に分解芦れ可溶性となり，，。白琴が串止され屋，そしてざ申子  

ヘスベレテンー7－グルコシッドは．その後徐々■にヘスベレテン（∈分鮮されてし1く1，   

3）人け併用品に応用する場合にほ．全権品よ1り殺菌条件を若干低くする．そして人工甘味料  

としてiサイケラミン酸ゾ」ダ単独では十分な効果が得ちれず，■lJt味変として50％またはそれ以 

上のサッカリンを併用する必要がある．  

終りに本実験を行なうに当り，種々初指導を頂いた大阪市立大学福本教授，酵素剤を提供していただいた   

阻辺製薬ⅩⅩ．実缶製造に触協力して頂いた清水食品ⅩⅩに凍薗致します・  
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