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Studies were made on the application of naringinase．anenzyme（Oren2；ymeS）known  

to decompose naringin and remove the bitterTleSS Of ca71ned citrus products・tO the  

eanned natsudaidai（grapefruit variety）sweetenedpこIrth11ybytheadditionofaTtificial  

SWeetening agents．Results ol）tained are as fo1lows：  

1．Thecanned productscontainingbothsugarandcyclamate（’’artiEiciallysweetcned  

products’’，hereafter）was found to besterilized moreeasilythan thosesweetenedonly  

byaddingsugar（’’sugar－SWeetenedproducts’’．hereafter・）．Temperatureatthecenterof  

theartificiallysweetenedcanned product risesfaster・than that of the sugar－SWeetened  

product．   

2．Thedebittering effect ofnaringinase was found to be poorer on the artificially  

SWeetened product，eVenWhenthetimeand／ortemperatureforsterilizationarereduced■   

3，Cyclamate was found to actinhibitorily on naringinase act；vity u71der some  

Circumstances（atlower pH or higher ternperature）（Fig．5－7）．Thelostenzymeactivi－  

ty was not restored by dialysis or byincubationoftheenzymesolutioninthemoderate  

COnditions（Fig．8），hdicat；ngthattheenzymewasirreversiblyinactivatedwithcyclamate．  

1．Other artifieia）sweeterling agents．saccharin and dulc；n．do not sign；ficantly  

inhibit the narlnglnaSeaCtiv；ty．   

5．A sufficiently debittered productis obtained by substituting50％ormore of the  

SWeetneSSOfcyclamatewiththatofsaccharin．AcombinationoftheequlValentsweetness  

Of saccharin and sodium cyclamate seems to result；n products satisfiedin respeCt  
to the flavor arLd qual；ty．   

別報りに報告した如く麦ミカンシラップ漬缶盈の脱苦味にナリンギナーゼ剤を応用した場合全  

階製品についてほいずれもl・分な腹背昧効果が得られたが，人甘併用品（サイクラミン酸ソーダ  

使用）についてはまだ十分な効果が得られていなかった．この頃閃について検討する場合先ず考  

えられるのほ次の二点である．  
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第一は致菌条件である．一般に人甘併用品は全倍晶に比べて殺菌中の熱伝導がよく．したがっ  

て殺菌条件も全糖晶より低くてよいと言われている．これほ人甘併用品が全槍品に比べてかなり  

級濃度の糖液を使用するため液汁の枯度が低く熱伝導がよくなるためと考えられる．ところが前  

額では人甘併用品と全粁品の殺菌条件を等しくしたために人甘併用晶は殺菌が過度となり酵素が  

失活したのではないかとも思われる．   

第二の点はサイタラミン酸ソーダがナリンギナーゼに対して阻害的な作用を有するのでほない  

かと言うことである．もし実際にサイクラミン該塩がナリンギナーゼに対し阻害作用を有するな  

らばサイクラミン穀塩の使用鼠を減少させるかまたは他の人工甘味料例えばサッカリン等を使用  

することによりこの阻害作用を防ぐことが出来るかどうかを確かめる必要がある・特にサッカリ  

ンについては甘味度がサイクラミン酸塩の10恰も高いので（据膳の300～500倍と言われる）実際  

の使用畳も与i。ですみこの点有利なものと考えられる．しかしサッカリンは風味の点でサイクラ  

ミン穀塩よりもかなり劣る点に問題がある．本戦ではこれらの点を検討する目的で実験を行って  

みた．なお本報では前に報告2）した如く夏ミカンの脱苦味に際しては第一段の反臥すなわちナ  

リンギンーーー→プルニンヘの分解が起れば十分なことから主としてナリンギナーゼ活性についての  

み検討した．  

Ⅰ 実験材料および方法   

1．ナリンギナーゼ剤   

前額1）と同様田辺製薬KIくより授供を受けた市販のクミタナーゼ剤を使用した・   

2．貫 ミ カ ン   

和歌山産のもので2～一1月の原料を任用した．   

3．ナリンギンの定量およぴナリンギン．プルニンの分離定量法   

いずれも前報l）通り行った．   

4．缶詰製品の分析法   

前額l）に準じて行った．   

5．夏ミカン缶詰の製造法   

全階品についてほ前報1）通り一段殺菌法により製造，酵素は1缶当り50u使用した・   

人甘併用品は常法通り肉話し酵素液（50u」／can）を添加疲シラップ（pH調節剤として0．15％ク  

エン酸ソーダを含む）を乱入，バキュームパックして20rpmの回奉殺菌穫を紋用し750cでg  

分殺菌（缶中心温度7l．60c）．冷却した．  

Ⅶ 実 験 結 果   

1．殺菌条件の検討   

最初に殺菌条件を検討するために殺菌中の液汁のl）H，鰭度の変化、拒中心温度の測定を行っ  

た．缶中心温度の測定は各時間毎に取り出し直ちに蓋中心に穴をあけ，温度計を缶中心まで挿入  
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し測定した．なお各々の測定値は全て5缶宛の平均値で示した．結果をFig・1～3に示す・  
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Fig．1Changein sugar contentirlSyrup during processing．  

A：’－Sugar－SWeetened’’．B：’’Artifieially sweetened”．  
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Fig．3 Change of temperature at the  

Centralpoint of the canduring  

pr∝eSSing．  

r’Sugar－SWeやtened’’．  

▼－－－  t’Artificially sweetened’’   

Fig．2 Variationin pHin syrup during  

pro⊂eSSing．  

×－×：■一Sugar－SWeetened－’，With o．1％  
sodium citrate．initial  

p－ ：－rArtificiallysweetend”  

SOdium citrate，initial  
O－0：’′Artificiallysweetend’’  

SOdium citrate，initial  
△－△：”Artificia11ysweetend’’  

sodium citrate．it】itia】  

pH7．52．  
Witb o．1％  
pH7．32．  
．withlI．2％  
pH7．45．  
．with o．3先  
pH7．52．  

F；g．1に殺菌吋の液汁の糖度の変化．Fig．2にpHの変化を示す．F；g．2に見られるように殺  

菌中に液汁のpHほかなり低下する．そして人什併用品の場合にほpHの低下の割合が全糖品に  
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比べ若干大きく，全癒品に0．1％クエン酸ソーダを添加したものと同二じ程度の緩衝力を持たせる  

ためにはクエン蕨ソーダの添加量を0．15％拉にする必要があると考えられる・   

Fig．3に殺菌時の缶中心温度の上昇曲線を示す．この固から明らかなように人首併用品は仝糖  

品に比べてかなり温度上昇が速い．これは人甘併用晶では液汁の粘度が低いので熱伝導が速いた  

めと考えられるが，いずれにしろ人甘併用品の場合には全能品よりも菌殺条件は若干緩やかでよ  

いことが認められた．すなわち20rpmの廻転菌殺粍を使用するならば750cで8分（全抵品では  

10分）で十分と考えられた．この点前報でほ全階晶と同様の奉件で殺菌したため殺菌が過度とな  

り酵素の失活が起った可能性があるので再度実転読験を行ってみた．   

2．実缶製造試験絵果  

J  

上述のように人廿併用品を全癒品と同じ条件で殺菌すると殺菌が適度になる 

ので人と卜併用品のみは殺菌条件を20rpmで750c、8分（缶中止、温度71Dc以上）に短縮して実  

缶製造を行なった・同時に対照として常法造りの金指品および全階品のシラップ笹更に人甘併用  

晶に鮫用しただけのサイクラミン酸ソーダを添加したものも製造した．pll調節用のクエン酸ソー  

ダは全階品には0．1％．人廿併用品には0．1指それぞれ使用した．結果をFig．Jtに示す．  

1  7  14  21  28  35  42  
d8yS  

Stor叩eIime  

Fig．4 Changein naringine contentin canned natsudaidaiduring storage at37CC．  

Fig．4に見られる’ごとく，殺菌条件を全能品より低くした人目‘併用品でも酵素の添加効果は著  

じるしく低く．また全階品にサイタラミン蕨ソーダを添加したものの脱苦味効果も相当低下して  

いることが認められた．   

これらの事実からサイクラミン磯塩が何か酵素活性に阻雷的に作用するのでは－ないかと考えら  

れるので，この点を検討するため以下の実験を行なってみた．  
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3．ナリンギナーゼ活性に対するサイクラミン酸塩の影響   

夏ミカン缶詰の殺菌時のplrIほF；g．2に見られるように大体pHd．0～3．5の間である．そこ  

でまずpH3J5のMcIIYi；neのクエン酸bufferを用いナリンギナーゼの安定性とこ，れに対する  

サイクラミン酸塩の影響を詞ペてみた．結果をFig．5に示す．  

t5 う0 45 60  【90  
120  

15 50 45 GO  90  120  
爪れ  

ReqcIi011Iim亡   

Fig・5 Effect of preincubationwith cyc）amate on naringinaseactivity．  

Naringinase andcyclamatewerepreincubatedin citrate buffer，PH3．5，at40nC for  

20min．（A）．at65¢C for5min．（B）．  

ThepreincubationmiⅩture COntainedlnl）．enzyme soluti9n and9m】．of McTIvain．s  

Citrate buffer containing o．5％cyclamate．For control，lml．enzyme solution and9  

ml．citrate buffer wereincubated．  

After preiT）Cubation，the mixturewascooled to400，and LImi．of50mg％naringin  

SOlution wa＄added for theassayoftheremainingenzymeactivity．  

Fig・5に見られるようにpH3．5では400c20分の熱処理ではサイクラミン酸ソーダの添加に  

よりわずかに酵素病性の低下が認められたのみである．また600c 5分の熱処理ではサイクラミ  

ン酸塩の添加によりそ元よりも若干大きな酵素活性の低下が認められたが，それでもこの程度の  

活性低下ではFig・4に見られた実缶製造時の腹背味効果の減少は説明できず他の要因を考慮する  

必要があろ．   

そこでわれわれは夏ミカン缶詰製品のpI寸が3．（ト3．1にあることから種々のpHにおける同様  

の試験を行なった．結果をFig．1＝こ示す．   

Fig・6に見られるように400c20分の前処理でもサイクラミン酸塩の阻害効果はpHの低下と  

ともに増大しpH3．1では60％以上の失所が認められた．この60％阻害に缶詰殺菌時【rこおける  

サイタラミン酸塩による部分的突活を加えjlぱFig．⊥lに見られた人甘併用品での不十分な腐苦  
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効果がほぼ満足に説明されるのではないかと考  

えられる．   

次にこの隠審効果がサイクラミン穀塩が酵素  

または基質のいずれと反応して生ずるかを確認  

するために次ゐ実験を行なった．   

Fig．7に前処理条件を変えた場合のサイタラ  

ミン穀塩の酵素活性におよぽす野草を示す．   

Fig．7に見られるごとくサイタラミン酸塩と  

酵素を予熱した場合にはサイタラ▼ミン酸塩と基  

質を前処理したものに比べて著しく辞粟活性が  

低下することが示された．こ町事実から底pH  

におけるサイクラミン酸塩と酵素との結合が酵  

素の欠席に関与するのでほないかと考えられる．   

次にこの阻笥効果が可逆的な反応か否かを確  

2j lO    35  40    ■▲5   

pH  

Fig．6 Effect of preincubationwith cycla・  

mate at various pI寸 on naringlnaSe  

activity．  

Naringinaseandcyctamatewerepre－  

incuもatedillCitrat色buffer ofvary・  

ing pH at 400C for20min．The  

remaining activity was assayed as  

d甲CribedinFig・5・  
ーー Inbibition per仁entage．  

Fig．7 Effectofpreincubationofcyc）amatew王ththeenzyme（A）1and☆iththesubstrate（B）・  

Sodiumcyclamatewasadded tonaringinasesolution（A）ortonaringinsolution（B）  
in citrate buffer ptI3．0，and keptfor20min．at40OC．  

The remaining enzymeactivity wasassayed asdescribedin Fig・5・   

かめる目的で次の実験を行った．すなわち酵素とサイクラミン酸塩を種々のpHのbuffer溶液中  

で400c20分前処理した後，溶液のpHをナリンギナーゼの超過pHである4．5に調節してから  

基質を加え400cで30分反応させて残存酵糸活性を測定した・結果をFig・8に示す・   

Fig．8にも見られるごとくpI寸3．0以下で前処理したものはサイクラミン酸塩の存在で著しく清  
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性を失ないその阻審効果はp！1を最適pHに戻  

しても減少せずこの阻害が不可逆的であること  

を示している．東にpH3．1のbu汀er溶液巾  

で酵素とサイタラミン酸塩を400cで20分前処  

理したものを冷蔵庫巾で一夜蒸留水に対し透析  

を行なったがこの場合も酵素癌性の回復ほ諌め  

られなかった．   

以上の実験結果よりサイタラミン酸塩は夏ミ  

カン缶詰のpHであるpH3．1以下では明らか  

に酵素の失活を促がし、この阻害効果はサイク  

ラミン酸塩が酵素と不可逆的I〔結合することに  

より生ずるものと考えられる．  

4．各種人工甘味料のナリンギナーゼ活性に  

対する影響   

以上の結果より明らかにサイクラミン蕨塩が  

ナリンギナーゼ活性を阻害する傾向が認められ  

2．5   3・0   3，う   ヰ．0   －I．う  

pH o†p怜了ncリb（相On  

Fig・8 Etfectofprein叩bationofcyclamate  

at various pI！withnarl皿ginase on  

the enzyme activity畠ss岳yed atits  

Opt坤alpH（頭JJ・5）・  

Ther叩ポn享ng串¢ivitywasassayed  

as describedin Fig，5except that  

pH was adjusted to4．5．  

たので他の人工甘味料およぴ・サイタラミン顧塩の分解物3・1・S）として戯告さ咋ているもののナリ  

ンギナーゼ感性に対する影響を調べてみた．   

サイクラミン磨塩の分解生成物として報告されているものにはシクロヘネシルアミンニ，シクロ  

ヘキサノール，シクロへキセン等があるがこれらを用いて実験した結果をTablelに示す．  

Tablel EffectsofCyclamate andItsPossible DecompositionIntermediat9亭  

On NaringlnaSe Activity．  

Naringln  

IhitialF Fina－   desappeared   

m〟J¢Jg   m椚〃Jg  

Naringln   Inもibition   

m〝J〃J～  ％  
Control  1・37   0，32  l．05  0   

Na－CyClamate   l．00  0．37 6上1．7   

Na－CyClamate＋Cyclohexylamine  0．46   5G．7   

Na－CyClamate＋Cyclohexanol  0．81   70．3   

Na－CyCl叫声te十Gyclohex甲e   〝  】7：≡三   0．箪9   71．4   

1、able【からも認められるようにこれら三種の分解物でほl明確な阻害亮生ぜず，むしろ阻害を  

抑制している傾向さえ見られた・なおここではこれら三種の分解物ほ使用サイタラミン酸ソーダ  

の与io量使用したが∴実際の毎儲で▼10％もこれらの物質が生ずれば風味等の点で商品価値はなく  

なり，従って実際上はこれら生成しても数％にも達しないものと考えられるからである．   

次に数種の人工▲Il■味料についてナリンギナーゼ活性に対する影替を調べて見た．なお実用化の  

面を考慮して各々の潰変は甘味度を等しくするようにして使用した．籍果をTable‡に示す．  
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TableⅡ Effects■of ArtificialSweetening Agen！s On・Naringinase Activity．   

Table 皿 に見られるごとくサイクラミン酸ソーダと等しい甘味度を示す濃度で使用した場合・  

サッカリン，ズルチンはともにナリンギナーゼ碍性に対してほとんど阻害効果を示さずこれらを  

サイタラミン駿塩の代り特使用すれぼ人甘併用缶詰でも十分脱苦味できるものと男■えられた・   

5．サッカリンとサイクラミン酸塩の併用による美缶製造試験結果   

Table丑 の結果よりサッカリン，もしくはズルチンを使用した缶詰を製造すればナキリンギナー  

ゼの添加により十分脱苦味ができるのではないかと考えられたので以下実缶製造試験を行なって  

Table Ⅶ Analy＄is ofcannednatsudaidaicontaining artificial軍Weetening agents  

after debitteringtreatment with naringinase enzymes．（Storedat37GC）  

After 1 day After7days  After21days  

PH  Sugar  盟㌘暦n一pHSuga稗i締 Ⅶ              in・     pHSu野手 u   悠どs匪一   

％  ％  m塵％I   ％i ％   血g％   ％  ．％  mg％  
Comtrol  3．00  ・3．00  

12．3  2．48  49．33，001l．0  2i54  49．6   10．0  2．38  60．0  100＊  3．00  12．2  2．47  50．0  3．0111こ2  2．⊥10  」‖．】  3i00  10．2  2．43  44．1   
50＊  3．00  12．2  2．56  48．23．011l．0  2．51  a8．∠l  3．00  11．0  2．55  2⊥1．6   

25＊  2．95  12．2  2．41  ‘17．▲1 8．00 ‖．6  2．48  a2．8  2．98  11．0  2．51  18．5   

0＊  3．02  12．3  2．41  d3．9 3．0111．8  

43．2 2．9⊥123．2   

＊100，50，25，0：Sweetness percentage ofcyclamateinmiⅩed artificialsw寧eteni皿g agentS   

（cyclamate and saccharin）・  

＊＊‾Sugar－SWeetened productt了（SWeetenedonly t）yadding sugar）・   

TableⅣ AnalysisofcannednatsudaidaicontainingartificialSWCeteningagentsafter  

debittering treatmentwith naringinase eDZy血es・（Storedat37OC）・  

砦．＊＊Same as Table皿・  
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みた．なお最近ズルチンの旋用が禁止されたのでサッカリンのみ使用することにした．しかしな  

がらサイクラミン駿塩使用の製品に比べサッカリンのみを使用した場合には風味の点で著しく劣  

ることを考慮してサッカリンとサイクラミン酸ソーダを適当に混合した区を設けて試験してみ  

た．結果をTable 灯．n∴Fig．10に示す．  
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Fig．9 Cha皿gein naringin contentin canned natsdaidaicontaining artificiilsweetening  

agents during storage time at37’C．  

＊IOO．50．25，0：Sweetness percentage of cyclanlatein mixed artificialsweetening  

agents（cycla皿ate and saccharin）．  
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Fig．10 Changein naringin contentin canJled natsudaidaicontaining artificialsweetening  

agents during storage at37□C．  

示，毒手Same as Fig．9．  
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これらの結果に見られるごとく．サイクラミ／鼓塩の半墓患たはそれ以上をサッカリンで置き  

換えたシラップを使用したものでは全糖品の場合と同僅に十分な脱苦味効果が得られた．また風  

味の点でもサッカリンとサイタラミン酸塩を等甘味度量使用したものは十分満足出来ることが認  

められた．したがって今政人甘併用品にナリンギナーゼの応用を試みる場合にはサッカリンとサ  

イタラミン敢塩を甘味度として等巌使用すれば十分に脱苦味され風味の点でも良好な缶詰製品が  

得られることが認められた．  

Ⅱ 考  察  

人甘併用品に対する有効なナリンギナーゼ剤の応用法について瞼討した．そして人甘併用品ほ  

殺菌中の液汁のpHの変化および熱伝導の速変が速く．したがって殺菌条件ほ全階品よりも若干  

低減できることが確認された．   

しかしながら人甘併用古占の場・合には殺由灸件を低下せしめただけでは十分な脱苦効果ほ得られ  

ず．また全階品に更にサイクラミン酸ソーダを添加した場合にも脱苦味効果が著しく低下するこ  

とからサイタラミン酸塩がナリンギナーゼ活性を阻害する幌向を有することカざ考えられた・   

そこでナリンギナーゼ活性に対するサイタラミン転塩の影響につき種々検討した態果，ある条  

件（特にpH3．1以下またほ高温下）のもとでほ明らかにサイタラミン煎塩はナリンギナーゼ活性  

を阻害することが認められた．   

サイクラミン強が確かにナリンギナーゼ活性そのものの阻害剤としそ作用するのかどうか．ま  

たその反応持作はどのようなものかという点に関しては．今回使用した酵兵が市販の阻酵素剤座  

そのまま使用したことも考慮すれば．上述の実験のみで結論づけることは当然不可能である．し  

かしながら実鯨工場で菱ミカン缶詰に市噸ナリンギナーゼ剤を応用する酎こほこの阻害的反応が  

起るのは事実でありそのノ黒ま十分注患する必要がある．   

次に他の人工甘味料．特にサッカリンについてナリンギナーゼ活性に対する影菅を調べたとこ  

ろ．サイタラミン酸塩と等しt・、甘味度を示す遠を蛙用すればほとんど阻害的幼児は認められず更  

に実缶製造鼓験の結果でも十分な脱苦味効果が得られた．   

更にサイタラミン酸塩とサッカリンを等養鯉用した場合には脱＃昧の点でも風味の点でも十分  

艮好な結果が得られたが．この場合にサイタラミン酸塩の濃度がシちになったため阻書効果が無く  

なったのか．あるいはサ・ソカリンとの併用により何か抑制的な作用を生じたのかは．今後更に検  

討を要する問題である．  

Ⅳ 要  約  

人Ⅷ・併用品にナリンギナーゼ剤を応用した場創こ全糖晶と同坤こ十分脱苦味セきる条件を遥ぶ  

目的で試験した紘果次のことが認められた．  

1．人甘併用品でほ全階品に比べ奥歯車の液汁のpHの変化，缶中心温度の上昇の遠変が大き  

く殺菌条件は全糖晶よりも若干低減できる．  
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2．サイクラミン酸塩のみを使用した人甘併用品では殺菌条件を若干低減しても十分な脱苦味  

効果は得ちれない・   

3．サイタラミン敢垣はある条件下（像pH域または高温時）ではナリンギナーゼ活性に対し  

何か阻害的効果を示し、そ申効果は不可逆的な反応らい、．   

ヰ．サイクラミン簡塩以外の人工甘味料であるサッカリン．ズルナγはナリンギナーゼ活性に  

峰とんど影懲しない．   

5．サッカリンを甘味度としてサイタラミン酸塩の等鼠以上使用して缶詰を製造すれば十分に  

■ 脱苦味された製品が得られる．ただし風味の点を考慮すればサッカリゾとサイクラミシ酸塩を等  

畢使周するのが粟も好ましいと考えられる．  

1  

文  献  

1）下臥莫，森，沢山：本誌，8，（投稿中）  

2）下臥奥，沢山，松本：缶詰時観山，No．1，100（1965）   

3）丸山川翁：食栃誌∴ 4，265（1963）   

4）董臥末永，長Ⅲ：衛生化孝，4，33（1965）   

5）嘩ロこ」、艶沢山．下l月：食術語，6，；148（1965）  

ヽ  

ー158－・   




