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亜 硫 酸 塩 に よ る リ ン ゴ の 褐 変 防 止

大 村 浩 久 ・副枝紘一郎*・山 藤 一 雄

Prevention of brownning of apple with sulfite 

   H. Omura, K. Soeda  and K. Yamafuji

剥 皮 した リン ゴの 果実 を 空 気 中 に放 置す る と果 肉 は

間 もな く褐 色を 呈 す るよ うに な る こと は よ く知 られ て

い るが,こ れ は リン ゴのphenol性 物 質 が共 存す る酸

化 酵 素 の作 用 に よ つて 酸 化 重合 し褐 色色 素 を 生 ず るた

め で あ る と考 え られて い る.リ ン ゴのpheno1性 物 質

と して は古 くSandoli)に よつ てquercetin,hyperin

お よ びideinが 分 離 され,そ の後Bradfield等1)に

よ りL-epi-catechin,Hulme6)に よ りchlorogenic

acidが 存 在 す る と報 告 され た.さ らに 中林8・9)も リ

ン ゴ 果 肉 のpelypheno1類 の 主成 分 はchlorogenic

acidお よ びL-epi-catechinで あ る ことを 確 め ると

と もに そ の酸 化 酵 素 につ い て詳細 に 検 討 し,こ の両 物

質 と くにchlorogenicacidが 酵 素 の 基質 と して よ く

酸 化 され,そ れ とと も に反 応 系 は 顕著 に褐 変 す る こと

を 確 め た,ま たterminaloxidaseと の 関係 や 若 干 の

阻 害 剤や 無 機 塩 類 の影 響 も試 験 し,リ ン ゴ果 肉の 褐変

は そ の 呼 吸 とは 無 関係 にPolyphenoloxidase壱 こよつ

てchlorogenicacidやcatechin類 が 酸 化 され るた

め に お こ る もの で あ り,一 般 に 云 われ て い る食 塩 に よ

る褐 変 防止 は これ がpolyphenoloxidaseを 阻 害 す る

た め で あ る と結 論 した.

この よ う な褐 変 は そ の他 種 々の 食 品 につ い て も認 め

られ てい る.た と えば馬鈴薯 の 褐 変 はtyrosinaseの

作 用 に 基 くもの とい わ れ て お り,柿 本 等7)も エ ビの

tyrosinaseの 分 布 と黒 変 との 関係 を 追 及 した.ま た

藤 井 等4)も 同 様 に エ ビの 黒 変 現 象 はtyrosinaseに

よ つ てtyrosineが 酸 化 され るた めで あ る と し,こ れ

に 関連 して リン ゴ も類 似 した 機 構 に よつ て 褐 変 す る も

の と推 定 した.

リン ゴの 褐 変 が 藤 井等 の 主 張 す るtyrosinaseも

関 与 す る も の か 中林 が 証 明 した よ うにpolyphenol

oxidaseの 作 用 に よつ てchlorogenicacidやcate-

chinの 酸化 にの み もとつ くもの で あ るか は 別 と し,

いずれ に して もphenol性 物質 が酵素的に酸化 されて

色素を形成す るとい う共通の機構にもとつ くものであ

ろう.従 つてその防止策 と しては一般 に酵素の作用を

抑制する手段が採 られ る.そ のため酵素を直接失活 さ

せ るか,ま たは何 等かの阻害剤を加え,あ るい は酸素

との接触を遮断 して反応の進行 を妨 げればよい わけで

あつて,中 林によつて報告 された食塩の酵 素阻害効果

や リンゴは剥皮 しなければ褐変 しない ことは これを示

している.

最 近藤 井等3)は 亜硫酸 ソーダ と オルソ燐酸 とを 混

合 して 調製 した試薬(SP)を 用いて フグ毒tetrodo・

toxinの 解毒に成 功 した.こ れ はtetrodotoxin分 子

内のOH基 がSPに より還元 され また ラク トン環に

スルホン基が付加 して構造が変化す るためにその毒性

が失われ ると推定 した.さ らに上述の エビの褐変 も亜

硫酸 ソーダに よつて防止 されることが認め られていた

が藤井等4)は その機作を 探究 し亜硫酸はtyrosinase

活性 を直接阻害す るのではな くてフグ毒の場合 と同様

にtyrosineのpheno1性OHを 還元す る結果tyro-

sinaseの 基質 と して 利用 されえな くなるためで ある

と主張 した.そ の上 この原理に もとついて リンゴおよ

び馬鈴薯 の 褐変 もSPに よつて 防止出来ることを示

した.

このように果実中に含まれているphenol性 物質を

化学 的に変化 させて酵素の作用 する余地をな くし色素

の生成 を防止 しようとす る試 みは従来の研究方 向とは

異なつた褐変防止 策と して原理的にも興味深 く有効な

丁・段 である,さ らに食品中には種 々のpheno1性 物質

が含まれていて色 や味 など食品の品質に密接 な関係を

もつ てい るので藤 井等 によつて開発 されたSP剤 は こ

れ らの食品に も適用 されて種 々の効果を発揮す るもの

と期待 され る.そ こで先ず代 表的なものと して リンゴ

の褐変について試験 した.

*勤 務先:明 治乳業株式会社



実 験 お よ び 結 果

SP剤

藤井等3)の 処方に従つて調製 した.即 ち亜硫酸 ソー

ダを水 にとか しこれにオルソ燐酸 を加えてそのpHを

5.5に 調節 したものであつてその濃度 は亜硫酸 ソーダ

の濃度で示 した.安 定性 にかんがみ通常使用前に調整

す ることが望 ましく10-1な い し10}2M溶 液を作 り必

要に応 じて適当に稀釈す ることが便利であ る.

Tyrosineの 測定

tyrosineの 測定法 と してはMillonの 反応を利5月

す る比色法があるが,こ れはtryptophanお よび 一

般にphenol基 を もつ 化合物 に陽性 で あ るので その

特異性は低 い.こ れに対 してα-nitroso-β-naphtho1

と硝酸とによる呈色反応 はtyrosineとtyramineに

のみ特有な ものであつて,組 織などにはtyramineは

殆ん ど含まれていないのでtyrosineに 特異的な もの

     Fig. 1. Coloration of tyrosine by 
 a-nitroso-p-naphthol. 

Omura et al.: 3 ml sample, 5 ml a-nitroso-f-
           naphthol, 2 ml 2.5 N HNO3, 3 ml 

20 % HC1, 2 ml H20. 
    Heating at 90°C for 2 min., fill up to 

     20 ml., estimation at 517 mu. 
Fujii et al. : 15 ml sample, 8 ml a-nitroso-

            fl-naphthol, 4 ml 2.5 N HNO3, 
6 m1 20 % HC1. 

    Heating at 90°C for 2 min., fill up to 
     50 ml., estimation at 500 m,u.

だ と云つて よ く生物組織のよ うな複雑 な物質の混合物

中のtyrosineの 測定に適 して い る.藤 井等2)は こ

の方法について検討 を行 ない測定法と して次の条件を

設定 した.即 ち15m1の 試料 に8m1のα-nitroso-β-

naphthol飽 和水溶液,つ いで4m12.5NHNO3な

らびに6m120%HCIを 加え,こ れ を加熱す る.内

部液温が9O℃ に達 してか ら正確に2分 間 加 熱発色 さ

せた後流水で冷却 し,さ らに全量を水で50mlに した

のち500mμ でその透過率を測定 し,こ れを片対数で

調製1した検量線か らtyrosine含 量を求 める,こ の方

法によると試料中のtyrosineが0.9mgま ではその

濃度と透過率 とが比例関係にあ ることが認め られ,リ

ンゴ,馬 鈴薯,エ ビ等のtyroisne含 量の 測定に利用

された.

しか し我 々は測定 に必吸な呈色液 は少量で足 りるの

で次の条件に改めて操作を行なつ た.

試料3m1に5mlα-nitroso一 β-naphtho1,2ml

2.5NHNO3,3m120%IIC1,2mlH20を 加 えて全

量 を15m1と し90℃ で正確 に2分 澗加熱 して発色 さ

せ た後冷却 し,さ らにH20を 加えて正確に20m1と

した.こ の 呈色液に つ いて 日立分光光度計EPU-2

型,光 路10mmの セルを用い517mμ でその吸光度

(-logT)を 測定 した.

この両法 による標準曲線 を第1図 に示すが吸 光度は

原法同様 に約0.9mgま で は直線関係を示すが操作は

簡便であつて しか もその精度 は上昇 した.

藤井等 は一定のtyrosine及 びtyrosinase溶 液に

種 々の 旦のSPを 加 え40℃ に1時 間 反応 させ た

後,残 存するtyrosineの 量を本法で測定 したがSP

の添加量が多 くな る に つ れ て そ の発色度 は逆 に減

少 し,同 一量のtyrosinaseを 添加 してい る に もか

かわ らずSPの 添加量 が多 くなるに つ れ て あたか も

tyrosinase活 性が 促進され るような 現 象を 認めた.

藤井等はこれに対 して 基質であ るtyrosineとSPと

が化学 的に反応するために反応液 中のtyrosineの 量

が減少するためであると解釈 した.さ らに これを裏付

ける為にtyrosinaseを 加 える ことな くtyrosine溶

液にSPを 添加 しα-nitroso-β-naphtho1を 加えて発

色 させ,同 様にSPの 添加量が多 くなるに ともない発

色度が低下す ることを認めた.

この解釈 も あ る程度 の 可能性 が 考え られ るがも し

SPがtyrosineに 対 して それだけの反応性を示すな

らば発色試薬であ るα-nitroso-β-naphtholに 対 して

も作用 しこれにともなつてtyrosineの 呈色 を阻害す

ること も考え られ,SP添 加 量の増加 とと もに発色度が



Fig. 2. Effect of  Na2S03 on an absorption spectrum of a-nitroso-19-naphthol.

低下す る とい う藤 井等 の 観 察 も合理 的 に 理解 出来 る.

一方 我 々 はtyrosineとSPと の 混液 を常 法 に従 つ て

90℃2分 間 加 熱 した場 合 に は 殆 ん ど}=色 しなか つ た

が,加 熱 を さ らに続 け る と弱 く 呈色 す るよ うに な る こ

と を 認め た.し か し藤 井 等 が 述 べて い るよ うにtyro-

sineとSPと の 化学 反 応 が 瞬 間 的 に 迅速 に 行 な われ る

な らば 発色 試 験 に よつ て この どち らかを 確 か め る こと

は む つ か しい.そ こで;1と色試 薬α-nitroso-β-naphthol

に対 す るSPの 作 用 を試 験 した.第2図 に 示 す よ う に

α-nitroso-β-naphthollま380mμ に 顕 著 な 吸収 の極

大を 示 す.し か しこれ に 亜硫 酸 ソー ダ を添 加 す ると こ

の吸 収 は 完全 に消 失 した.こ の こ とは少 な くも亜 硫 酸

がα-nitroso一 βnaphtholと 反 応 す るた め ににtyro-

sineの 呈色 を 痔 し く 阻害 す る こ とを 示 唆 して い る.

従つ て 亜硫酸 を 含む 溶 液 中 のtyrosineを このα-ni-

troso-β-naphthol法 で 比 色 定 量 す るに は 発 色 に 先 立

つ て 予 か じめ 亜硫 酸 を 除 か な けれ ば な らな い.こ の 事

実 は藤 井5)に よ つ て も 承 認 され,さ らにformalde-

hydeに よ つて 亜硫 酸 を 除 け ば 適 切 で あ る こ とが 確 め

られ た.

SPの リン ゴ褐 変 防 止 効 果

iii販 リン ゴ(国 光)を 剥 皮 し2×10-2MSPに 室 温

で10分 間 浸 漬 し,水 洗 して空気中 に放 置 した が第3-

a図 に示 す よ うに数 時間 な い し翌 日に な る ま で も 褐

変 しなか つ た.こ れ に 対 してH20お よび2×10}2M

NaClで も比 較 の た め に 同 様 に処 理 したが 短 時 間 で 強

く褐 変 した.

この リンゴの褐変あるい はSPに よる褐変防止 は空

気 と接触する リンゴ果肉の表面でだけ起 るものであつ

て室温に1晩 放置 した後 に果 肉の表面を数mmの 厚 さ

にうす く除 くと第3-b図 に 示すよ うに 褐色を示 して

いた対照のH20お よびNaCl区 の ものもSP区 の も

のと同様に着色 しない果肉を現わ した.し か しこれを

さ らに放置すると 第3-c図 のように再 び褐変 したが

この場合はSP処 理区の もの も同様 に着色 した.こ う

して リンゴの褐変 は果 肉のご く表面で起るとこは明 ら

かであつてSP剤 は 顕著な 褐変防止能 を持つてい る

が,そ の効力 も褐変が起 る果肉の表面に とどまる.こ

れに対 して一般 に云われているNaClの 防止 効果 は試

験 した2×10-2M程 度では殆 んど認め られなかつた.

リンゴ果汁の褐変

リンゴの褐変あるいはSPの 褐変防止効果について

外観的にその色の変化 を観察 して表現す ることは出来

るが,そ の程度をはつ きり示 すことはむつか しい.従

つて このような着色 の程度を数値 で示す ことが出来れ

ば研究上 にも好ま しい.そ のたあには比色計などの利

用が考 え られ,そ れとともに果実そのものよ りは果汁

についての取扱いが容易で ある.し か し果汁その もの

の濁 りなどにもとつ く固有の吸収 があるので この値を

控除 しなければな らない.し か も リンゴは剥皮すると

ともに褐 変を始め るので褐変 しない対照果汁を調製 す

ることが困難であつて,控 除 しなければならない固有

の吸収値は調製操作な どによつて もかな り変動す る.

しか し上述のようにSPが リンゴの褐変 を防 止す るの



a) One hour after immersion

b) Rinded surface of apple thin after 18 hours

c) One hour after b) 

               Fig. 3. Brownning of rinded apple.

で これを用いて果汁を調製すれば着色 しない ものが得

られ,こ れを比色の対照 に用い ることによつて果汁 の

褐変度を比色計で測定することが出来 ると思われる.

約2009の リンゴ(国 光)を 素早 く剥皮 し果肉259

を採 る.こ れを50m1のH20でWaringblenderを

用いて30秒 磨砕懸濁 した後 吸 引濾過 して果汁を 調製

した.一 方 同 じリンゴか ら類似の部分の果 肉259を

採 りH20の かわ りに10-2MSPを 用 いて対照果汁を

調製 した.こ れを対照 として着色果汁の吸収 スペ ク ト

ルを測定 したが褐変 してい るにも拘 らず特有 の吸収極

大を認め ることは出来なかつた.そ こで一般 的に吸光

値 を測定す ることと し日立光電比色計EPO-A型 を用

い種 々のフ ィルターで果汁の吸光値 を求めた.

Table 1. Effect of filter on extinction 
      value of discolored apple juice.

Electric colorimeter : Hitachi  EPO-A. 

Cell : 10 mm light path.

こうして果汁の吸光値 を青色 フィル ターを用い 光竃

比色計で測定すれば果汁 の褐変度を示 すことが出来る

筈で ある.そ こで先ずその褐変の進行度を測定 した.

剥皮 した リンゴの果肉259か ら75mlのH20で 常

法通 りすみやか に果汁を調製 した,ま た同一果実か ら

10-2MSPで 同様 に対照液を調製 し比色計 のセ ルに入



れ室温 に放置 して一定時間毎にその吸収の値 を測定 し

た.

第4図 に示すように この 条件で リンゴ果汁 は 約30

分間にわた りほぼ直線的に吸収 の値を増加 し褐変が直

線的に進行す ることを示すがそれ以 後は徐 々にその増

加度を減 じ約60分 で 概ね一定の値 に達 した.勿 論こ

の速度は果汁の質 や濃度即 ち リンゴに含 まれている固

有基質 の量や酸化 酵素の活性などに依存す るものであ

つて供試 した リンゴの種類や状態に も丈配 される,さ

らに果汁の調製は出来 るだけ迅速に行い,ま た対照果

汁 は同一個体の しかも類似の部分か ら調製す ることが

望 ましい.

SPの 褐変果汁に対する漂 白効果

亜硫酸 はしば しば食品 の漂白に も使われ る.リ ンゴ

について も褐変 した果 肉を比較/白初 期にSPに 浸漬 し

あるい は褐色になつた果汁にSPを 添加するとその仏

の強さは低下することが外観的に観察 されたが完全 に

漂白することは認め られ なかつた.こ の ことは次の実

験 か らも示 され る.

褐変 した果汁 それぞれ10mlに 種 々の量にSPを 添

加 すると着仏の程 度は低下 しその吸光値を減少 したが

褐色であることには変 りはなかつた.

なるが褐仏に着仏 したままで あつた.こ の ことは リン

ゴの褐変化反応 は多 くの段階を経て行 なわれ,初 期の

物 はSPに よ り腿色す るがある時期を越えれば もはや

脱色 は不可能 となるためであると推定 され る.

SPに よる リンゴ果汁 の褐変防止

リンゴの果汁を調製す る場合あ らか じめSPを 添加

すればその褐変を防 ぐことがで きる纂 は褐変度の測定

に使用す る対照液か ら明 らかであ る.

それぞれ109の 剥皮 した リンゴ果 肉を 種 々の濃度

のSP40m1で 磨砕抽出 し濾過果汁を室 温に放 置し15

分及び30分 後のその色の外観を 第3表 に示す.

このSPの 褐変防止効果を数量的に表現 し防止 効果

を もつSPの 量 の 限界についての1例 を 第4表 に 示

す.予 備試験 と 同様に剥皮 した リンゴ果 肉10gか ら

40mlSPで 果汁を調製 し約1時 間室温 に放置後その

Table 2. Decrease of color intensity of 
      brown apple juice by SP.

第2表 に示す ように褐変 した リンゴの果汁にSPを

加え るとその添加量を増加す るにともなつて果汁の吸

光値は減少 したがあ る一定の仙(こ の場・合10-1MSP

O.8m1,0D}、tu。0.290)に 達 しそれ 以上SPの 添加

量を増 して も吸光値 は誠少せず果汁 の色 も多少薄 くは

Fig. 4. Increase of optical density of 
     apple juice. 

  Optical density (—log T) of apple 
juice was estimated using a Hitachi 
electric colorimeter, EPO-A, with blue 
filter. Apple juice containing SP was 
employed as control for estimation.

Table 3. Brownning of apple juice prepared with  SP

 From 10 g rinded apple, juice was prepared with 40 ml of SP by homogenizing in a 
Waring blender and filtering. Brownning of juice prepared was checked after stand-
ing at room temperature for 15 minutes and 30 minutes. 

f : juice became brown. 
  — : appreciable brownning of juice was not observed.



Table 4. Extinction value of apple juice prepared with SP (1).

 Apple juice was prepared from 10 g of rinded apple with 40 ml of SP as above. 
Extinction value  (ODblue) was estimated after standing at room temperature 
for 60 minutes. At the same time, brownning of juice was checked.

吸光値を測定 した.比 色 の対照 は10-3MSPで 調製

した果汁を用 いた.尚 同時に果汁 の外観的褐変の有無

を識別 した.

第4表 の条件では外観的 に褐変 してい ない リンゴの

果汁 を得 るためには3～4×10-4M付 近にSPの 限 界

があ ることを示す.し か しこのよ うに外観的には褐変

していない果汁で もその吸光値は対 照のものに比べて

高 く吸光値0.1付 近になつて果汁 の着色 が識別 され る

ようになる.

この果汁 の褐変を防止す るSPの 限界量 は リンゴの

種類,使 用量 その他の 諸条件 に よつて 異 なる筈であ

る.例 えば209即 ち2倍 量の リンゴ果肉を用い40ml

のSPで 果汁を調製すると磨砕 もやや困難であつて時

間 も要す る.し か し着色限界の吸光値 には顕著な相違

は認め られないが吸光値 はか なり高い.

Table 5. Extinction value of apple juice 
     prepared with SP (2).

 Apple juice was prepared from 20 g of 
rinded apple with 40m1 of SP as above.

SPの 残存量

亜硫酸塩は主に漂 白剤あ るいは酸味を もつ果 実や野

菜 の防腐剤な どと して 食品に も添加利用 されてい る

が,そ の使用量は法律 によつて制限 されてい る.そ の

用 量は食品の種類によつてかな り変動す るが最 も厳 し

い ものでkg当 り30mg以 下でなければならない.

従つてSPが リンゴの褐変防止 に顕著な効力をもつて

いて も使用に際 して はその残 存量が許容範囲を越えて

はな らないことは当然である.

素早 く剥皮 した2009の リンゴ果 肉を200mlH20

で常法通 り 磨砕 抽出 した。 この果汁50mlに 直ちに

10-4MSP50mlを 混合 し室温に放置,一 定時間毎に

10ml宛 採 り出 し,後述す る方法10)に従つてrosanilin-

HC1溶 液およびformaldehyde溶 液 それぞれ1ml宛

を加 えて発色 させ580mμ の 吸光値を 測定 して 亜 硫

酸の残存量を求めた(第6表).

SPを 果汁 と混合 すれば後述ユo)するよ うに果汁中の

pheno1性 物質 その他の ものと反応 してSPの 童はか

な り誠少す るが さらに時間の経過 とともに漸減 した.

一方剥皮 した リンゴ果実をSPに 浸漬 して褐変を防

止 する場合どの稚度 のSPが 付着 し残留す るかを測定

する事は褐変防止効果 の検討 と関連 して望 ましい.

2009の 剥皮 した リンゴを等分 し各 々259の 果実片

を10-2MSPに1時 間浸漬 した後 室温空気中に放 置

した.一 定時間後 に各果実を それぞれ25mlH20で

常法通 り磨砕抽出 し その1m1を10倍 に稀釈 して発

色 させSPの 量 を比仏定量 した(第7表).

SP処 理を した リンゴを空気illに放 置す るとそれ だ

けでか なり迅速にSPは 減少す るがどの果肉 も,ま た

それか ら調製 したどの果汁 も褐変 しなかつた.

次 に同 じく10-3MSPに 種 々の時間浸漬 した後100

m1H20で 磨砕抽 出 しその1mlに ついて 残 存す る

SPを 測定 した.

第8表 の結果 は常識どお り浸漬時間が長いほど残存

す るSPの 量は多い ことを示す.

また リンゴをSPで 処理 しついでH20で 洗諜すれ

Table 6. Decrease of SP in apple juice.

 Juice was prepared quickly from 200 g rinded apple with 200 ml H20. Then, 50 ml of 
juice were mixed 50 ml of  10-4M SP . An aliquot of 10 ml of the mixture was taken 
out at definite interval and mixed with 1 ml of rosanilin-HC1 and 1 ml formaldelyde 
for estimating remaining sulfite. Color intensity was determined at 580 m,. .



Table 7. Decrease of SP on piece of rinded apple.

 Pieces of rinded apple of 25 g each were immersed in  10-2M SP for 60 minutes. After 

standing at room temperature, sulfite in piece of apple was estimated colorimetrically 

using 1 ml of extract. 

          Table 8. Effect of immersion time on amounts of remaining sulfite.

 Pieces of rinded apple of 25 g each were immersed in 10-3 M SP for different time and 

remaining sulfite in piece of apple was estimated using 1 ml of extract. 

     Table 9. Effect of washing with water on amounts of remaining sulfite.

 The same as Table 8, except that pieces of apple were immersed for 90 minutes and 

washed them by immersing into H2O for different time. 

     Table 10. Effect of concentration of SP on amounts of remaining sulfite.

The same as Table 9, except that pieces of apple were immersed for 30 minutes in 

SP of different concentration.

ばSPの 量が減少す る事は当然考 えられ ることで あつ

て第9表 は こ れ を 示す.各259の リンゴ片を10-3

MSPに90分 間浸漬 した後大量のH20に それぞれ

の時間浸漬洗溝 しこれを100mlH20で 磨砕抽 出 しそ

の1m1に ついて呈色 しSPの 量 を求めた.

浸漬す るSPの 濃度が変れば残 存するSPの 量 も異

なる事はこれ らの実験か らも推 定 され るが,同 一 リン

ゴについて試験 した.259宛 浸漬SPの 濃度をかえ

てそれ ぞれ200m1に30分間 浸漬 し水洗後50mlH20

で磨砕抽出,そ の2m1に ついてSPを 比色定量 した

(第10表).

このような リンゴのSP処 理 は短時間で行 なうこと

が望ま しい.し か し褐変を防止す るた め に は それに

応 じて比較的に高い濃度のSPを 用 いなければならな

い.従 つてそのよ うな条件でのSPの 残存量 も検討 さ

れなければ ならない.

259の 剥皮 した果実を2×10-2MSPに 一定時間浸

漬 したのち5分 閥水洗50mlH20で 磨砕抽 出 し3倍

稀釈液10mlに ついて発色 させた(第11表).

さらに短時間処理す るため10一iMSPに25gリ ン

ゴ果肉を1分 問浸漬 し直 ちに水洗または濾紙で付着水

分を除 き50mlH20で 磨砕抽出 し残存SPを 測定 し

た.他 方同一条件で処理 した リンゴを固形のまま1日

放置後同 じく50mlH20で 抽 出 しSPの 量を求めた

(第12表).

高濃度のSPに 浸浸すれば1分 間でも褐変防止 に有

効であ る.こ の場合濾紙で附着す る水分を除 く程度で

はSPの 残存量は著 しく多 くて充分で はな く水洗 しな



Table 11. Effect of immersion in higher concentration of SP 
       on amounts of remaining sulfite.

The same as Table 8, except that pieces of apple were immersed in  2X  10-2 M SP . 

   Table 12. Immersion of pieces of rinded apple into 10-1 M SP for 1 minute.

 Pieces of rinded apple of 25 g were immersed into 10-1M SP for 1 minute and pieces 
were washed with H2O or adsorbed by filter paper. Two pieces in Exp. 1 were homo-
genized with 50 ml H2O and filtered. Sulfite remainning in the apple juice prepared 
was estimated. Another 2 pieces in Exp. 2 and apple juice in Exp. 1 were left at room 
temperature over night and brownning of juice and fruit was checked. Sulfite in apple 
juice in Exp. 1 was again estimated. Pieces in Exp. 2 were also homogenized with 
50 ml H2O, filtered and sulfite in the juice was estimated.

Fig. 5. Illustration of part of apple fruit.

ければ ならない.こ うして調製 した果汁 を放置 し翌 日

再 びそのSP合 量を測定 したところかな り誠少 してい

る事が認め られ たが褐変は起 らなかつた.之 に対 して

SP処 理果実を同様に 洗諜 し固形のまま放 置すれば翌

日には相 当量のSPが 消失 していた.し か しこのよう

な状態の リンゴをH20で 磨砕抽出すれば 果実は外観

上褐変 していない にも拘 らず得 られた果汁 は多少着色

した.

これまでは果汁あ るいは通常8っ 切 りした果づ訓'に

ついてSPの 褐変防止効 果を検討 して きたが最後に果

実そのままについて 試験 した.直 径約8cm,重 量約

2009の リンゴ(国 光)を 剥皮 し直 ちに2×10-3M

SPに2時間 浸漬 した.こ れによつてたびたび示 した

よ うに褐変 は勿論起 らなかつた.さ らにこの リンゴを

濾紙で拭つ たの ち切断 し第5図 に示す ように果実 の表

面側の外部,芯 を中心 とす る内部およびその間の中間

部に3分 し,そ れぞれ 約259を100mlH20で 迅速

に磨砕抽 出 しその2mlに ついて発色 しSP含 量を測

定 した.

初 めにSPに よる リンゴの褐変防止が果実の表面で

起 る事を 第3図 に示すよ うに観察 した.第13表 の結

果はこの ことをよ く支持 してお り,SP含 量 は表面 に

近い外部で最 も高かつた.し か しSPは 内部にも滲透

す ることを示 したが,そ の量は充分ではな く調製 した

果汁 は間 もな く褐変 した.こ のこともSPで 褐変防止

した果実の表面 を除 くと,新 しく現われ る表面 は褐変



Table 13. Penetration of SP into whole apple fruit.

 A rinded apple was immersed into  2X10-3M SP for 2 hrs. and waiped with filter 
paper. Each 25 g of inner, middle and outer part of the apple were homogenized with 
100 ml H2O and filtered. Brownning of the juices were checked and their SP content 
was determnied. 

        Table 14. Effect of washing on amounts of SP in whole apple.

 The same as Table 13 except that the apple was washed with water after SP treat-

ment and that outer part was further divided into outer-i and outer-o.

す る上述 の観察 とも一致する.内 部 と中部とのSP含

量は前者 が却て多少高い値 を示 した.之 は リンゴの中

央部の凹みか らの滲入 が果 肉を通 しての滲入 よりも能

率的勺なためと推定 され る.

これ らの数値 は勿論概略を示すにす ぎないがSP量

は この場 合 リンゴ1ケ について約4mgに 達す る.従

つて1kg当 り20mgに 達 し,法 的許容昼以下ではあ

るが,こ の値 は平均値であつて表面 部はかなり高い値

とな る.従 つて洗滌 によつてSPの 附着量を 出来 るだ

け低下 させなければな らない.そ こでSP処 理を行つ

た 果実その ものに対す る水洗 の効果を試験 した.前 回

同様に2×10-3MSPに2時間 浸漬,充 分 に水洗 した

の ちSPの 強存旦を測定 した.SPの 残存が と くに表

面で顕著であるので第13表 における外部 をさらに2分

し,各 区それぞれ259宛 採 り100mlH20で 磨砕抽

出 し同様 に2mlに ついてSPの 含量を比色測定 した.

SPが リンゴの表面 で多い事 は第14表 でも明白であ

り洗滌によつて外部および 内部のSP量 は減少 した.

然 し中間部のSP量 には大差 な く洗漁効果 は認め られ

ない.こ う して洗滌 によつて と くに外部のSP量 は減

少 し残 存量は殆ん ど半減 した.

考 察

リンゴの果汁 あるいは剥皮 した果実をSPで 処理す

れ ばその褐変を完全に防 止することができる.こ の効

果は亜硫酸の作用1こよるものであつて必ず しも燐 酸を

加 える必1夏はない.リ ンゴの褐変はpolyphenol類 あ

るいはtyrosineの いずれにせよこれ らのphenol性

物質が酵素的に酸化 を受 けて重合 し色素を形成す るこ

とによることはよ く知 られて お り,SPの 褐変防止効

果が 藤 井等の主張 す る よ うに基質のphenol性OH

がSPに よつて還元 され る た め で あるとういには実

験的根拠が充分であ るとは必ず しも思われない.し か

しNaC1が リンゴの褐変を 防 ぐことは 経験 されてお

り,さ らに リンゴのpolyphenol酸 化酵素を阻害す る

ことは中林 によつて も確 められているにも拘 らず,剥

皮 した リンゴを処理 した場合SPは 完全 に褐変を防止

す るのに対 しNaClは 同一濃度で 殆ん ど 効果 がなか

つた.こ のことは果肉内に自然の状態であ る酵素 に対

す る阻害作用は試験管内でのモデル実験ほど充分 でな

い こと も推定 させ る.

TyrosineとSPと の化学反応によつてα-nitroso一

β-naphtholに より測定 され るtyrosineの 量が誠少す

るという事実は藤井等 の主張の根拠 の1つ となつてい

るが,我 々が明 らかに したように発色試薬であるα-

nitroso-β-naphtho1がSPと 反応す るためにtyrosine

の呈色 が妨害 され るためであ ると考 えられ るので この

点について はさらに検討 しなければならない.し か し

藤井等はペーパーおよび薄層 クロマ トグラフィーによ

つてtyrosineをSPで 処理 した場合そのRfが 若干

変動することを認 めている.し か しこれ もphenylala-

nineの ものとは 全 く異つてお り,我 々もtyrosine

の紫外部 吸収 スペ ク トルの変動を試験す ることによつ

てほぼ類似の傾向を認め,少 くも初 めに考 え られたよ

うな単なるphenol性OHの 還元だけとは 思われな

い.

いずれ にして も酵素の基質 を化学的に変化 させて酵

素の作用す る余地をな くして褐変を防止 しよ うとす る



研究方向は従来あま りおこなわれてお らず新 しい解決

の道への手段を提供す るもの と思 われ る.こ の考え方

は褐 変防止だけではな く種 々の食品加工において多 く

の道を開 くもの と期待 され る.

原理的 には尚多少 の解決すべき問題をの こしてい る

がSPが リンゴの褐変 を防止する ことは明白なことで

あつて一般 に云われてい るNaC1に 比べてその効果は

薯 しく大 きい.こ のSPを 利用 することによつて褐変

を防いだ リンゴの果汁 を作 ることがlil来る.従 つて こ

れを比色計 の対照液 として用い ることによつて リンゴ

果汁 の褐変を定量的に追及す ることが可能となつた,

SPは リンゴの褐変を防止す るだけで な く一 部漂 白さ

せ得 ることも明 らかになつたが完全に脱色 することは

できない.こ のような微妙な変化 は外槻的視覚 によつ

て表現す ることはむつか しく光学的手段によつて初め

て数 量的に示 され るものであつて,実 験に使用 した条

件で は吸光度0.1付 近に視覚 の限界があ り,こ れ以上

では じめて褐 変を認め ることが 出来た.SP処 理果汁

はさらに褐変による妨害を防ぎまた リンゴ抽 出液固有

の吸収を求めて測定値の補正 に供す る等種 々の比色定

量にも有効である.

中林 に よ る とNaC1は1Mで73%,5×10-IM

で44%,2.5×10-iMで44%,2.5×10-1Mで33%

程度 にpolyphenol酸 化酵素を阻害 しさらにMgC12,

KCI,Na2SO4,K2SO4,KBr,MgSO4等 の 無 機塩類

も程度 の差はあ るが酵素の作用 を抑制す る,従 つて リ

ンゴの褐変を完全 に阻止す るためには相当高い濃度の

NaClな い し他の塩類を用いなければな らない.試 験

管内でのモデル酵素実験と果実 についての褐変試験と

の相違 はあるが2×10-2MNaC1に 剥皮 した リンゴを

浸漬 した場合褐変を防 ぐことがで きなかつ たことは上

記酵素の阻害度か らも首 肯され る.

それ に対 してSPの 褐変防止能が著 しく高い ことは

明白であ る.リ ンゴ果汁の場合我 々が試験 した条件で

は2～4×10『4M程 度 で有効であ り固形果実の場合1

MSPに 数分,1～2×10-2MSPに5分間 程度 浸漬 す

ればその後水洗 して も褐変防止には差支 えないよ うで

ある.浸 漬時間をさらに長 くす れ ば10-3M程 度 に

SPの 濃度を低下 させて も有効であ る.勿 論 これが リ

ンゴの種類,状 態あ るい は果汁の濃度等 によつて多少

の変動があ ることは当然である.

リンゴの褐変あ るいはSPに よるその防止が果実 の

表面でお こなわれ ることは褐変 した リンゴの表面 をう

す く除けば着色 しない果 肉があ らわれ,ま たSPで 褐

変を防止 した無色の果肉表面を同様に除 くとその リン

ゴは間 もな く褐変を起すことか ら明白であり,こ の事

実 はSPに 浸 漬 した リンゴ果実 内SP含 肚が果実表面

部で と くに高 いことか らも確 められた.こ れ とともに

SPは リンゴの内部に も滲透す ることが 認め られた.

しか しその量 は少 く果汁を調製 して も褐変 を防 ぐこと

は出来ない.

さらにSPは 比較的に分解 されやす く,と くに果実

の 表面で顕著 であ る.し かもSP処 理 を した 果実を水

洗すれば褐変 を防 止したまま残存す るSPを かな りの

程度除 くことが出来 る.食 品に1匝硫酸を使用す ること

は法律的に制限 されているので,使 用に際 しては とく

に慎 重でなければな らず残存量が許可限界以下である

ことを常に確 めな ければならない.亜 硫酸の限界量は

食品の種類 によつて 異なるが 最 も厳格 なもので1kg

あた り30mgで ある.我 々が試験 した 範囲内ではい

ずれ もSPの 残存量は この限界 内であつて この点に関

す る限 り差支えない.し か しSP処 理 が色調だけでな

くビタ ミン等仙の有効成分や味覚等食品の品質に対す

る影響を検討す る必要があることは当然で ある。

総 括

1)α-nitroso-β-naphtho1に よ るtyrosineの 定

景法について検討 し藤井の方法を さ ら に 改良 した.

これとともにSPがα-nitroso-β-naphtho1と 反応 し

tyrosineの 測定を妨害することを認めた.

2)剥 皮 した リンゴを2×10-2MSPに 浸漬 しその

褐変を防止出来たが同 じ濃度のNaClで は効果はなか

つた.こ の リンゴの褐変およびSPの 褐変防止 は果実

の表面 でおこるものであつて褐変 リンゴの表面 を うす

く除 くと着色 しない果 肉があ らわれ,ま たSPで 褐変

防止 した果実の表面を同様に除 くと果肉は間 もな く褐

変 した.

3)リ ンゴをSPで 抽出することによつて褐 変 しな

い果汁を調製す ることが 出来た.さ らに これを対照液

として用い ることによつて リンゴ果汁の褐変度 を比色

計によ り定量的に測定す ることができた.こ うして リ

ンゴ果汁の褐変が初 期には直線的に進行す ることを認

めた.

4)褐 変 した果汁 はSPの 添加 によつて多少漂 自さ

れたが,完 全に脱色す ることはできなかつた.

5)果 汁の褐変を防止するSPの 量は我 々が試験 し

た条件では2～4×10-4Mで あつて比仏計による吸光

値0.1付 近以下 では 外観上褐変は認め られない.一 方

固形果実の場合1MSPに 数分,1～2×10-2MSPに

5分 間程度浸漬すれば充分であ り浸漬時間を長 くすれ



ばSPの 濃度 は更に低 くすることがで きる.

6)果 汁 あるいは果実表面 に残存す るSPは 比較的

に分解 され 易い ことが認め られた.ま た種 々のSP処

理条件のSP残 存量に対する影響を試験 した.

7)SP浸 漬 によるSPの リンゴ内部への滲入を測

定 し主と して果実の表面 部に多 いことを認めた.

木研究は 昭和39年 度文部省 試験研究費(代 表:者山

藤 一雄)で 行なつた ものであ り,研 究に際 し種 々御助

言を賜つた水産大学校藤i井実教授 に深謝す る.

(食糧化学 教室)
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                                     Summary 

   It is well known that brownning of rinded apple is brought about by the action of phenol 
oxidase upon some phenolic substances, precursors of colored substances, in fruit. Some procedures 
of prevention for brownning of apple were so far studied through inhibiting the activity of 
enzymes with several inhibitors or by losing touch with air. However, another procedure will be 

possible. If natural substrates of phenol oxidase are chemically modified, they can not be oxidized, 
preventing the formation of brown color. SP (a mixture of sodium sulfite and ortho phosphoric 
acid adjusted to pH 5. 5) was examined to prevent brownning of rinded apple, since it was esta-
blished to counteract with tetrodotoxin by reducing OH group in a molecule. 

   Fujii's method for estimation of tyrosine with a-nitroso-p-naphthol was modified. The procedure 
was as follows. Into 3 to 5 ml of sample solution, 5 ml of saturated a-nitroso-p-naphthol solution, 
2 ml of 2.5 N IINO3, 3 ml of 20 % HC1 and H2O were added to a total volume of 15 ml. The 
mixture was heated at 90°C for exact 2 minutes and rapidly cooled with running tap water. A 
colored solution was filled up to 20 ml with H2O. The optical density was estimated at 517 mu 
using a Hitachi spectrophotometer EPU- 2 with cells of 10 mm light pass. As shown in Fig. 1, 
optical density is proportional to the amounts of tyrosine until 0.9 mg with higher accuracy com-
pared with Fujii's method. However, it was found that the estimation of tyrosine with a-nitroso-
p-naphthol was disturbed by SP. This interference was attributed to the action of SP upon the 
reagent, as presumed from an observation that the maximum peak of spectrum of a-nitroso-p-
naphthol at 380 mu was diminished by addition of SP. 

   An apple was rinded and cut into a several pieces. They were immersed in 2 X10-2 M SP 
for 10 minutes at room temperature and washed with water. Two pieces of apple which had 
been immersed into H2O or 2 X10-2M NaC1 became brown within a hour, while SP-treated piece 
of apple did not discolor, as shown in Fig. 3. However, non-discolored pieces were obtained, if 
surface of pieces was rinded thin. Finally new surface of all three pieces became again brown 
on standing for a while. These observations indicate that brownning of rinded apple and its 

prevention by SP take place on surface of apple. 
   A piece of rinded apple was quickly homogenized with H2O in a Waring blender for 30 seconds 

and filtered by suction. Apple juice obtained became brown soon. However, non-discolored juice 
was obtained if apple was extracted with SP. Using this colorless juice with SP as control 
for colorimetry, a rate of brownning of apple juice could be quantitatively estimated by Hitachi 
electric colorimeter with blue filter. Thus, it was fonud that the intensity of color of apple juice 
increased proportionally to time for 30 minutes and reached to approximately constant value after 
60 minutes. 

   By means of the procedure established, some bleaching of brown juice of apple with SP was



estimated. When brown  apple juice was mixed with SP, its optical density was decreased, although 
extinctive alteration of color could not be established by viewing the juice. Furthermore, 
bleaching of juice by SP was not complete. 

   Brownning of apple juice was prevented by SP in a final concentration of 2-4X10-4M under 
the condition examined. On the other hand, prevention of discoloration of rinded apple fruit was 
attained by immersing it into 1 M SP for a few minutes or into 1-2X10-2M SP for 5 minutes, 
even it was washed with water after immersion. Prolonged immersion of apple rendered to 
reduce the concentration of SP employed. 

   Using our colorimetric method for estimating sulfite, remaining amounts of SP in juice or 
fruit was examined. SP was decreased within apple juice or more quickly on surface of apple. 
Amounts of SP remained was reduced by decreasing immersion time or concentration of SP and 
by washing fruit. Whole apple was immersed into SP and amounts of SP within a fruit was 
also estimated. It was found that most of SP were estimated in outer part of apple and the mini-
mal amounts were detected in middle part. At any rate, amounts of SP remainded in juice or 
fruit was established to be less than limited amounts permitted of addition into food by the Low 
in Japan, 30 mg per kg, after treatment with SP for prevention of brownning of apple. 
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