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　日本国内において，PET ボトル販売が 1996 年以降大き
く増加しており，他の容器から PET ボトルへ代替が進ん
でいる．容器リサイクル法（容器包装に係る分別収集およ
び再商品化の促進等に関する法律）が制定され，業界では
500 mL 容量以下の小型 PET ボトル販売を自主的に規制
していたが，1996 年に自主規制を撤廃した．小型 PET ボ
トルはその利便性が消費者に受け入れられたことが背景に
あり急速に普及している．しかし透明容器を用いた飲料で
は，光劣化による異臭例が報告されている．食品から金属
様臭が生成する例として乳製品で報告が見られるほか，リ
ンゴ およびグレープフルーツ果汁飲料などでの報告がな
されている1）-5）．一部の PET ボトル詰柑橘果汁飲料にお
いて，日光または蛍光灯照射 1 日で異臭が生成する事例が
生じた．著者らはこの異臭は金属様臭または油の酸化臭と
表現できる香調を有し，シトラールやテルペン類の酸化劣
化臭とは異なるものであること6）-13），１日の光照射で強烈
な異臭を生成し，商品価値が完全に失われるほど急速な光
劣化であることを報告した14）．この報告の中では，1- オ
クテン -3- オンなどのカルボニル化合物が異臭を付与す
るとともに，テルペン類が酸化されて柑橘特有の香りが弱
まっていること，異臭生成抑制にはビタミン C の添加や
酸素バリア性ボトルの使用など酸化対策が有効であること
を報告した14）．
　本報告では，柑橘果汁における異臭成分であるカルボニ
ル化合物を測定することにより，クロロフィルの光増感作

用と pH の影響について研究し，異臭生成機構の解明を試
みた結果を報告する．

実験方法

１．試料・試薬
　当所研究農場（兵庫県川西市）にて栽培しているカボス
を 9 月下旬に収穫し，果皮が緑色の状態を保つため冷凍保
存し，使用する当日に適宜自然解凍して使用した．レモン
は市販品を用いた．試験に用いた香酸柑橘（レモン，カボ
ス，スダチなど果汁の酸性が特に強い柑橘類）果汁飲料製
品は市販のものを用い，購入後すぐに冷蔵保存して試験時
に室温に戻して試験に供した．
　有機溶媒，各成分の標準物質およびその他の一般試薬
は，和光純薬工業株式会社製あるいは東京化成工業株式
会社製を用いた．超純水は超純水製造システム（Milli-Q 
gradient A-10，Millipore corp. 製）を用いて製造した． 

２．揮発性成分の分析
　揮発性成分の分析には大容量静的ヘッドスペースガス分
析法（Large Volume Static Head Space 法，LVSHS 法）
を用いた．ヘッドスペースガス捕集瓶内に試料を封入して
27℃に空調された室内にて 15 分間気液平衡時間を設け，
ヘッドスペースガス 100 mL をガス自動濃縮装置で冷却捕
集し，GC-MS に導入した．ガス自動濃縮装置は Entech 
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7100 A（Entech Instruments Inc. 製），GC に Agilent 6890
お よ び MS に Agilent 5973（Agilent Technologies Inc. 
製）を使用した．自動濃縮装置のガス捕集モードは
MPT（Microscale Purge and Trap）モードとした．カ
ラムは J&W DB-Wax（60 m×0.25 mm i.d.，膜厚 0.25 µm，
Agilent Technologies Inc. 製），キャリアガスはヘリウ
ム（毎分 2.1 mL）を用いてカラム出口で MS および匂い
嗅ぎ装置に 1：1 の比率でスプリットした．注入口温度は
220℃，オーブン昇温条件は初期温度 60℃で 4 分間保持，
毎分 6℃で 140℃まで昇温，続いて毎分 30℃で 220℃まで
昇温，5 分間保持した．MS の測定条件はイオン化電圧
70 eV（EI），トランスファライン温度 150℃，イオン源温
度 230℃，走査範囲 m/z（質量電荷比）＝29-350 に設定し
た．著者らは柑橘果汁の光劣化異臭の匂い嗅ぎ分析結果か
ら n- ヘキサナール，1- オクテン -3- オン，（E）-2- ヘプ
テナール，（E）-2- オクテナールが検出され，これらの成
分が異臭を特徴付ける成分であり，いずれも同様な挙動を
示すことを報告した14）．そのため光劣化異臭の劣化指標成
分として最も異臭への寄与度が高いと考えられる不飽和ケ
トンである 1- オクテン -3- オンを選定した．この成分は 
m/z＝97 の特徴的なフラグメントイオンを生成する．そこ
で光劣化異臭に柑橘果汁の光劣化異臭の強度比較には，全
イオンモニタリング分析して得られた分析結果から 1- オ
クテン -3- オンの保持時間に検出される m/z＝97 のイオ
ン強度（面積値）を算出し評価した．なお，いずれの試験
においても N＝2 の分析を行い，平均値を算出して評価し
ている．

３．光照射方法
　容器には 55 mL 容のネジ口試験管（24 口径，平均外
径 23.0 mm，平均肉厚 1.5 mm，平均フタ下高さ 13.5 mm，
イワキ株式会社製）を使用した．このネジ口試験管は
300 nm 以上の波長の光は 80% 以上の透過率を有するが，
270 nm 以下の波長の光は 1% 以下の透過率のものであっ
た．また，蛍光灯として白色蛍光灯（FL40SSW/37-B，
株式会社日立製作所製）を用いた．この蛍光灯は主に 350
〜 700 nm の波長の光を発するものであった． 
　各種の試料溶液に対する光照射試験は全てネジ口試験管
に 50 mL を充填・密封し，試験管立てに直立させた状態
で試験管側面より 25℃の室温下 10,000 ルクスの照度（約
6.7 mW/cm2 の放射照度）で白色蛍光灯を 42 時間照射し，
それを明所試料とした．一方，比較対照として同室内で段
ボール箱詰めにして光を遮断し，それを暗所試料とした．
なお，照度はデジタル照度計 TMS-870H（タスコジャパ
ン株式会社製）で測定し，蛍光灯の放射照度は太陽光分光
放射計 SS-01（株式会社マキ製作所製）で測定した．光透
過率は UV スペクトロフォトメーター UV-1800（株式会社
島津製作所製）で 200-1100 nm の波長の透過率を測定した．

４．レモン果汁への果皮添加試験
　レモン果実を半割し，砂じょうのみを圧搾して 10℃冷

却下 8,000 g で 20 分間遠心分離を行って淡黄色透明のレモ
ン果汁を得た．残ったレモン果皮（フラベドおよびアルベ
ド）を 50% 重量の超純水と混合しホモジナイザーを用い
て懸濁し，続いてサラシによりろ過することによりレモン
果皮懸濁液を得た．レモン果皮とは別に，同様な操作をカ
ボス果皮に行い，カボス果皮懸濁液を得た．レモンまたは
カボスの果皮懸濁液にそれぞれ同重量のレモン果汁を加え
て超純水により 10 倍に希釈した．こうして得られた試験
液に各々クエン酸を添加して pH 3.30 に調整して光照射を
行い，揮発性成分の分析を行った．

５．クロロフィルの影響
　レモン果実からヘタのみを取り除いたほかには処理せ
ず，50% 重量の超純水と混合してホモジナイザーにより懸
濁した．得られた懸濁液をサラシで濾過して，続いて超純
水を用いて 10 倍に希釈してレモン懸濁液を調製した．レ
モン懸濁液に水溶性クロロフィルとして銅クロロフィリン
ナトリウムを無添加，1 ppm，10 ppm の 3 種類の濃度で
添加した試料を調製した．このとき pH は 3.45 であった．
これらの溶液に各々光照射を行った後，揮発性成分を分析
した．

６．クロロフィル類の HPLC 分析
（１）市販飲料中に含まれるクロロフィル量
　市販製品中に含まれるクロロフィル類の量を分析した．
分析対象はクロロフィル類 4 種（クロロフィル a および b，
フェオフィチン a および b）とした．試料として以下の 2
点を分析した．
　　Ａ．190 g 金属缶詰 10% スダチ果汁飲料
　　Ｂ．500 mL PET ボトル詰 10% カボス果汁飲料
　飲料 100 mL に酢酸エチル 30 mL を加えて 15 分間激し
く振とうし，10℃冷却下 6,000 g で 10 分間遠心分離を行っ
て液相を分離し，有機相を回収した．水相に再度酢酸エチ
ル 30 mL を加えて操作を繰り返し，有機相は合わせて無
水硫酸ナトリウムを加えて脱水した．無水硫酸ナトリウム
を濾去し，エバポレーターにより濃縮した後 1 mL に定容
して，その 10 µL を HPLC により分析した．装置は LC-
20 A（株式会社島津製作所製）を用い，カラムは Zorbax 
SB-C18（4.6 × 150 mm, 5 µm，Agilent Technologies Inc. 
製），移動相は A 液：酢酸エチル／メタノール／超純水
＝ 15 ／ 65 ／ 20，B 液：酢酸エチル／メタノール／超純
水＝ 60 ／ 30 ／ 10 を用いて 70%B（0 分）-95%B（25 分）
-95%B（30 分）-70%B（35 分）のグラジエント分析を行っ
た．カラム温度は 40℃，流速毎分 0.6 mL で，UV/Vis 検
出器の測定波長は 658 nm を用いた．各クロロフィル類の
標品を 0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 ppm 濃度で酢酸エチルに
溶解した標準液を分析して 658 nm におけるピーク面積か
ら検量線を作成し，定量を行った．分析は N=2 で行い，
数値は平均値を算出して評価した．

（２）HPLC 分析の妥当性
　分析の妥当性を確認するため添加回収試験として製品
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B の 100 mL にクロロフィル類 4 種をそれぞれ 0.03 ppm，
0.2 ppm になるように添加し，（1）と同様の抽出操作，
HPLC 分析を行った．分析は N＝3 で行った．
　検出限界の計算は 0.01 ppm 濃度の標準物質の分析にお
いてクロマトグラムのピーク高さおよびノイズ幅を測定
し，S/N＝3 を使用して算出した．同様に定量限界は S/N
＝10 を使用して算出した．

（３）市販製品の光照射試験
　製品 A および B を各々ガラス試験管にリパックして光
照射し，官能的に異臭が感知されるかどうか判断した．

７．pH の影響
　前節 5. と同様にして得たレモン懸濁液に重曹およびク
エン酸を添加して pH を 8 段階（2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 
6.0）に調整した．次に各溶液に銅クロロフィリンナトリ

ウムを 5 段階濃度（無添加，0.5, 1.0, 5.0, 10.0 ppm）で添
加した．これらの試料に各々光照射を行った後，揮発性成
分を分析した．

実験結果および考察

１．レモン果汁への果皮添加試験
　レモン果汁に対してカボス果皮懸濁液を添加し，光照射
試験を行った試料の揮発性成分を分析した GC-MS 全イオ
ンクロマトグラムから m/z＝97 のマスクロマトグラムを
作成し図 1 に示した．同定は標準物質との GC 分析におけ
る保持時間および質量スペクトルの比較（図 2）により行っ
た．レモン果汁にカボス果皮懸濁液を添加した試料の暗所
条件では劣化指標成分である 1- オクテン -3- オンは検出
されないのに対し，明所条件では検出された．レモン果汁

図 1　レモン果汁に対するカボス果皮添加試料の光照射試験結果
揮発性成分分析における m/z＝97 のマスクロマトグラム．A＝1- オクテン -3- オン，

B＝（E）-2- ヘプテナール．上：暗所保存，A，B ともに不検出．下：明所 A，B を検出．
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図 2　劣化指標成分のマススペクトル
　　　　　　　　　　　　　　　　　　上段：該当するリテンションタイムに得られたマススペクトル，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　下段：標準物質を測定したライブラリのマススペクトル
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にレモン果皮懸濁液を添加した試料からは暗所条件および
明所条件ともに劣化指標成分を検出しなかった．また明所
条件のカボス果皮添加試料は官能的にも光劣化異臭を感知
したがレモン果皮添加試料は感知しなかった．暗所条件で
はいずれの試料からも光劣化異臭を感知しなかった．
　以前著者らは市販柑橘飲料を用いて光劣化異臭に関する
調査を行い，スダチ果汁飲料では異臭が確認できたがレモ
ン果汁飲料では確認できなかったことを報告している14）．
一方食用油脂においてクロロフィルの光増感作用により脂
質の酸化が促進されることが知られている12）．果皮が青色
のカボスやスダチの未熟果は独特の風味が好まれるため，
果皮や種子由来のクロロフィルが果汁中に入ることが推測
される．

２．クロロフィルの影響
　暗所条件ではいずれの試料も劣化指標成分を検出しな
かった．明所条件においてはクロロフィル無添加（ピー
ク面積 16,393）に対し，1 ppm 添加（同 121,414，7.4 倍），
10 ppm 添加（同 277,092，16.9 倍）と添加量に応じて劣化
指標成分が増加した．クロロフィルの光増感作用により光
劣化が促進されていると考えられ，光増感作用は濃度依存
性を示した．特に 1 ppm までの濃度で顕著な増加が見ら
れ，その変曲点は 0.3 〜 0.8 ppm の間に存在することが示
唆された．このことからクロロフィルの光増感作用により
光劣化が促進され，極微量のクロロフィルの存在でも，柑
橘果汁飲料の光劣化異臭生成リスクが高まると考えられる．

３．クロロフィル類の HPLC 分析
（１）市販飲料中に含まれるクロロフィル量
　市販香酸柑橘果汁飲料中のクロロフィル類の含有量を
分析した結果，スダチ飲料においてクロロフィルは a お
よび b ともに不検出であったが，フェオフィチン a を
0.24 ppm，b を 0.19 ppm 検出した．カボス飲料からはク
ロロフィル類 4 種全てにおいて不検出であった．

（２）HPLC 分析の妥当性
　クロロフィル類 4 種の標準物質を HPLC 分析した結果，
クロロフィル類を良好に分離でき，0.01 ppm 〜 10 ppm
の範囲で良好な直線性（R2＝0.9999）が得られた．この
HPLC 分析の妥当性を確認するため検出限界，定量限界を
求め，クロロフィル類の検出されなかった製品 B を用い
て添加回収試験を行い，結果を表 1 にまとめた．添加回
収試験においてクロロフィル a および b は，クロロフィ
ルとしては検出されず，それぞれフェオフィチン a および
b として検出された．クロロフィルは酸によりフェオフィ
チンに変化することが知られている15）．酸性の柑橘果汁に
添加したことにより，抽出するまでの間にフェオフィチン
に変化したと考えられる．クロロフィルを添加して回収さ
れたフェオフィチンの濃度を算出し，表 1 にはその回収
率を示した．フェオフィチンの添加回収率は概ね良好であっ
た．
　市販柑橘飲料中ではクロロフィルはフェオフィチンに変
化していると考えられ，本法を用いて変化したフェオフィ
チンを抽出・測定するには妥当であると考えられた．

（３）市販製品の光照射試験
　製品 A および B に光照射したところ，フェオフィチン
を含むスダチ飲料 A から異臭を感知し，カボス飲料 B か
らは異臭を感知しなかった．このことよりクロロフィル類
の存在が光劣化異臭の生成に重要な役割を果たしているこ
とが確認されたほか，サブ ppm オーダーの混入でもリス
クがあることが分かった．
　クロロフィル類は未熟柑橘果実の果皮に含まれるほか，
柑橘の種子にも含まれる．よって未熟果実から搾汁する際
にはクロロフィル類が混入するリスクが高い．実際市販製
品よりクロロフィル類が検出されたことから，搾汁方法に
よっては混入しうることが確認された．PET ボトルなど
透明容器を使用する場合，柑橘果汁中にクロロフィル類が
存在すると光劣化リスクが高まることから，搾汁時にクロロ
フィル類を除去するような工夫が必要であると考えられる． 

表 1　クロロフィル類の HPLC 分析の妥当性
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４．pH の影響
　酸性条件下で pH とクロロフィル量を調整したレモン試
料に光照射を行い，劣化指標成分の生成量を比較した結果
を図 3 に示した．クロロフィルを 10 ppm 濃度で添加した
結果より強酸性領域で劣化指標成分量が多く，クロロフィ
ルの光増感作用は強酸性領域で強くなることが示された．
逆に，弱酸性領域ではクロロフィル量を増加させても劣化
指標成分増加量は小さく，クロロフィルの光増感作用は弱
いことが分かった．つまりクロロフィルの光増感作用は
pH 依存性があることが示された．
　従って強酸性領域ではクロロフィルの影響を強く受けて
光劣化反応が進行しやすく，逆に弱酸性領域では光劣化に
対して安定であるといえる．
　クロロフィルは光のない暗所では逆に抗酸化作用を示す
ことが知られるが12），柑橘果汁の光劣化防止の観点から言
えば，光が照射される条件下でも暗所下でも保存時には
pH を高めにしておくことが良いと考えられる．

要　約

　レモンやカボスなどの香酸柑橘果汁飲料において生じた
急速に進行する光劣化異臭の生成機構を解明するため試験
を行った．クロロフィル類の存在により光劣化異臭の生成
が促進されたことより，クロロフィルが光増感物質として
促進作用を示していることが分かった．クロロフィルの

光増感作用は濃度依存性があり，柑橘果汁中にサブ ppm
オーダーでも存在すると光劣化異臭生成リスクが高まると
考えられた．酸性条件下で pH の影響を調べたところ，ク
ロロフィルの光増感作用は pH 依存性があり，強酸性領域
でクロロフィルの光増感作用は強くなり，弱酸性領域では
光増感作用は非常に弱いことを示した． 
　以上のことから，柑橘果汁製品に透明容器を使用する場
合クロロフィルの混入をできるだけ避けることが望まし
く， pH が低めに設定される製品ではクロロフィル濃度を
減らす方法を検討しなければならない．また，クロロフィ
ルが存在しても酸化に対して安定な領域も存在し，光劣化
防止のためには柑橘果汁の pH を高くして保存することが
有効であると認められた．以上より光劣化異臭を防止する
ために，製造時に果汁中のクロロフィル類の量と pH を厳
格に管理することが求められる．
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