
氷冷操作がリンゴ果汁の褐変および
ラジカル消去活性に及ぼす影響
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1．はじめに
これまでに，野菜や果物の摂取が癌1）や循
環器疾患2'3）のリスクを下げることが多く報
告されている。これらの疾病の発症に関与す
る要因のひとつとして，活性酸素やフリーラ
ジカルによる生体の酸化的障害が挙げられる
が，野菜や果物をはじめとする様々な食品に
はその障害を抑制する抗酸化作用をもつ成分
が含まれている4）。本邦においても，厚生労
働省は国民に対し，野菜と果物の摂取量の増
加を推奨しており，健康日本215）では1日の
野菜摂取量の平均値350 �，および果物摂取
量100 �未満の者の割合を30％にすることを
目標として掲げている。しかし，国民健康・
栄養調査結果6）によると，野菜類摂取量の平
均値はどの年齢階級においても350 �に達し
ておらず，また，20 ‒ 40歳代では100 �以上
の果物類を摂取していない。
本邦において，リンゴは一般的に広く流通
している食品であり，プロシアニジンを主要
成分としたポリフェノールを含む7'8）。リンゴ
に含まれるポリフェノールに関しては，食後
の脂質吸収抑制作用7），抗酸化作用8），血中
(�(	コレステロール値低下作用9'10），内臓脂
肪量低下作用11）などの様々な生理機能を示

すことが明らかにされている。また，リンゴ
に含まれるポリフェノールの投与による副作
用はなく，長期にわたって多量に摂取しても
毒性を示さないことが報告されており，ヒト
にとって有益な物質であると考えられる11'12）。
しかし，リンゴに限らず多くの食品にはポリ
フェノールオキシダーゼが存在し，ポリフェ
ノール類を酸化してキノン様物質を生成し，
それが重合することで褐色色素を生ずる13）。
この酵素的褐変反応により生じる色調の変化
は食品の外観を悪化させるだけでなく，栄養
価値の低下も伴うため一般に好ましくないも
のとされており，食品の加工・流通の面でも
問題視される14）。現在では，食塩等の阻害剤
の添加によりポリフェノールオキシダーゼ活性
が抑制されることが明らかにされており13），ま
た，一般に酵素にはそれぞれ至適��および
至適温度が存在しているため15），それ以外の
範囲では酵素活性が抑制されることが予想さ
れる。
本研究では，家庭においても提供できるす
りおろしリンゴ果汁に含まれるポリフェノー
ルとその抗酸化機能に関して，食塩の添加お
よび低温条件における経時変化を明らかにす
ることを目的として分析を行った。
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2．方法
1）試験溶液の調製
リンゴ（青森県産・ジョナゴールド）を
スーパーマーケットで購入した。購入したリ
ンゴを試験前に水道水で洗浄し，水分を拭き
取って切断した後，おろし器で擦りおろした。
このとき試料はピューレ状であったので，リ
ンゴ重量と等倍容の蒸留水を加えて混和し，
残渣を除去するために水切りネットで濾し，
試験溶液（無処理群）とした。蒸留水を0)2�
塩化ナトリウム溶液に置き換えたものを試験
溶液（塩化ナトリウム群*最終濃度0)1�）と
し，氷冷蒸留水に置き換えたものを試験溶液
（氷冷群）とした。この時点を0分とし，10，
30，60分経過後の各試験溶液について以下に
示す測定を行った。なお，氷冷群サンプルの
放置は氷中で行った。

2）物理化学的特性
試験溶液の+��,値（-）をデジタル屈折計

�$-100（アタゴ株式会社）を用いて測定した。
ナトリウム（-）をデジタル塩分計��(-� 
（アタゴ株式会社）を用いて測定した。��は
��メーター .-21（�"$#+�）を用いて測定
した。

3）ポリフェノール量の測定
各試験溶液に50-メタノール溶液を等倍

容添加し，不溶物を除去するために遠心分
離（10'000 ���'�室温'� 1 分間）を行った。
フォーリン・チオカルト法16）に準じ，前述
の溶液500 μ(にフェノール試薬200 μ(，飽
和炭酸ナトリウム溶液500 μ(および蒸留水
4)3 �(を加えて混和し，室温で 1時間放置後，
765 ��における吸光度を測定した。フェノー

ル試薬を加えないものを/
���とし，吸光度
を測定してデータの補正を行った。これとは
別に，没食子酸を標準物質として検量線を作
成し，ポリフェノール量（没食子酸相当量）
を算出した。

4）DPPHラジカル消去活性の測定
各試験溶液に50-メタノール溶液を等倍
容添加し，不溶物を除去するために遠心分離
（10'000 ���，室温，1分間）を行った。%��
らの方法17）に準じ，前述の溶液200 μ(に
80-エタノールで溶解した0)1 �������溶
液800 μ(加えて混和し，暗所で10分間放置
後，517 ��における吸光度（ ）を測定した。
0)1 �������溶液を蒸留水に置き換えたもの
を/
���（+）とし，吸光度を測定してデータ
の補正を行った。また，蒸留水を対照として
用いた（0）。以下に示す式を用いてラジカ
ル消去活性（-）を算出した。

5）色の変化の記録
デジタルカメラ��0-.�10（パナソニック）

を用いて色調の変化を記録した。

6）450nmにおける吸光度（褐変度）の測定
山王丸らの報告14）に準じ，450 ��の波長

における吸光度を褐変度とした。各試験溶液
を遠心分離（10'000 ���'�室温'� 1 分間）して
不溶物を除去し，得られた清澄な溶液を試料
として用いた。

7）分光色差計による色調の変化の測定
分光色差計1-$����$�20020（エックスラ

イト株式会社）を用いて各試験溶液の色の経
時的な変化を測定し，(値（明度），�値（赤

����ラジカル消去活性（-）��3
� 40の吸光度 -（ の吸光度	+の吸光度）5

� 0の吸光度
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み），/値（黄み），⊿�値（色差）として示した。
また，試験溶液に充分量のアスコルビン酸を
添加し，酸化反応による褐変を阻害したもの
を基準溶液として測定に用いた。得られた⊿
�値を，表 1に準じて評価した18'19）。

表1 ⊿E値（色差）の評価
⊿E値 Critical remarks of color diff erence

0)0 - 0)5 �����

0)5 - 1)5  
��&�

1)5 - 3)0 !������/
�

3)0 - 6)0 ��������/
�

6)0 - 12)0 ���&

6�12)0 7�������&
18'19）より引用改変�

8）統計処理
　数値データはすべて平均±標準偏差で示
した。無処理群と塩化ナトリウム群および氷
冷群との比較には�������法を用いた。同様
に，各群において 0分と各経過時間との比較
にも�������法を用いた。相関関係は����
��
の相関係数検定を用いて評価した。これら
の解析には
�����
 3 ソフトウェアを用いた。
�80)05を統計学的に有意と評価した。

3．結果
1）物理化学的特性
+��,値（-），ナトリウム（-），��の測定
結果を表 2に示した。無処理群，塩化ナトリ
ウム群，氷冷群の+��,値はそれぞれ，4)3±0)3，
5)7±0)4，4)8±0)2であり，塩化ナトリウム群
は無処理と比較して有意に高値を示した。無
処理群，塩化ナトリウム群，氷冷群のナトリ
ウムはそれぞれ，0)06±0)01，0)56±0)03，0)05
±0)01であり，塩化ナトリウム群は無処理群
と比較して有意に高値を示した。無処理群，
塩化ナトリウム群，氷冷群の��はそれぞれ
3)94±0)14，3)74±0)14，4)03±0)11であり塩
化ナトリウム群および氷冷群とも無処理群と

の間に有意な差は検出されなかった。

表2 各試験溶液の物理化学的特性

無処理群 塩化
ナトリウム群 氷冷群

+��,�（-） 4)3�±�0)3 5)7�±�0)49 4)8�±�0)2

ナトリウム�（-） 0)06�±�0)01 0)56�±�0)039 0)05�±�0)01

�� 3)94�±�0)14 3)74�±�0)14 4)03�±�0)11

9��無処理群と比較した際に有意差あり（�8 0)05）

2）ポリフェノール量の経時変化
それぞれの試験溶液に含まれるポリフェ
ノール量の経時的な変化の割合を図 1に示し
た。試験溶液調製後 0分時点のポリフェノー
ル量を100-としたとき，無処理群では時間
の経過に伴ってポリフェノール量が減少し，
30および60分後にはそれぞれ68)8±11)0％，
55)4±12)2-となり， 0分と比較して有意な
差が検出された。それとは対照的に，塩化ナ
トリウム群および氷冷群ではどの時点におい
てもポリフェノール量は減少せず， 0分との
差は検出されなかった。また，どちらの試験

図1 ポリフェノール量の変化率の経時変化
（●）無処理群，（△）塩化ナトリウム群，
（○）氷冷群
9�各群において， 0分と比較して有意差あり
（� 8 0)05），§�無処理群の同じ経過時間のもの
と比較して有意差あり（� 8 0)05）
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溶液においても，30および60分後の値が無処
理群よりも有意に高かった。

3）DPPHラジカル消去活性の経時変化
それぞれの試験溶液におけるラジカル消去
活性の経時的な変化の割合を図 2に示した。
ポリフェノール量の変化と同様に，無処理群
では時間の経過に伴ってラジカル消去活性が
低下し，10，30，60分後における値は 0分と
比較して有意に低かった。一方，塩化ナトリ
ウム群および氷冷群では，どの時点において
もラジカル消去活性は低下せず， 0分との差
は検出されなかった。また，塩化ナトリウム
群では30および60分後，氷冷群では10，30，
60分後の値が無処理群よりも有意に高かっ
た。

図2 DPPHラジカル消去活性の変化率の経時変化
（●）無処理群，（△）塩化ナトリウム群，
（○）氷冷群
9�各群において， 0分と比較して有意差あり
（� 8 0)05），§無処理群の同じ経過時間のものと
比較して有意差あり（� 8 0)05）

4）ポリフェノール量とラジカル消去活性と
の相関
時間の経過に伴い，ポリフェノール量およ

図3 ポリフェノール量とDPPHラジカル消去活性
との関係

びラジカル消去活性の値に変化が観察された
無処理群に関して，両者の値の相関を図 3に
示した。ポリフェノール量とラジカル消去活
性との間には正の相関関係があることが確認
され，その相関係数は0)95（� 8 0)01）であった。

5）色調の変化と450 nmにおける吸光度（褐
変度）
肉眼的な色調の変化を図 4に示した。無処
理群では時間の経過に伴って褐変したが，塩
化ナトリウム群および氷冷群では褐変が抑制
された。450 ��における吸光度の経時的な変
化の割合を図 5に示した。無処理群では時間
の経過に伴って吸光度が上昇し，30および60
分の値は 0分と比較して有意に高かった。塩
化ナトリウム群ではどの時点においても吸光
度の変化はなかった。氷冷群では無処理群と
同様の傾向を示し，30および60分の値が0分
と比較して有意に高かった。

6）分光色差計による測定値
分光色差計による測定値の経時的な変化を
図 6に示した。無処理群ではどの時点におい
ても，(値は変化せず，塩化ナトリウム群の
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10，30，60分後における測定値との間に有意
な差が検出された。無処理群において，�値
および/値が経時的に著しく上昇し，赤みお
よび黄みが時間の経過とともに強くなること
が示された。塩化ナトリウム群では，どちら
の値も 0分から有意な上昇は認められず，ど
の時点においても無処理よりも有意に低かっ
た。氷冷群では，�および/値の両者とも時間
の経過とともに 0分時点の値よりも上昇した
が，30および60分後において無処理群より
も有意に低かった。無処理群の⊿�値は時間
ともに上昇し，60分時点における値は14)7±

2)4となった。表 1で示すように，基準溶液
からの変化は7�������&と評価された。塩化
ナトリウム群および氷冷群では，30および60
分時点における⊿�値が無処理群の値よりも
有意に低く，どちらも基準溶液からの変化は
���&と評価された。

7）450 nmにおける吸光度（褐変度）および
分光色差計による測定値とラジカル消去活
性との相関
450 ��における吸光度とラジカル消去活

性との相関を図7�に示した。相関係数は-
0)79（� 8 0)01）であった。また，分光色差
計による測定値とラジカル消去活性との相関
を図7+に示した。⊿�値との相関係数は-0)96
（� 8 0)01）であった。

4. 考察
本研究では，家庭で比較的手軽に提供でき
るすりおろしリンゴ果汁に含まれるポリフェ
ノール量とその抗酸化活性の関連，また，時
間の経過に伴って生じる様々な変化とその抑
制効果に関して分析を行った。それにより，
塩化ナトリウムの添加および氷冷操作が，す
りおろしリンゴ果汁調製後に生じる望ましく
ない変化を抑制することが示された。
一般に，リンゴの切断面の褐変抑制のため
には，食塩水に浸漬させることが効果的であ
ることはよく知られているが，これは食塩が
ポリフェノールオキシダーゼの活性を阻害す
るためであり，0)1�食塩水への浸漬は酵素
活性を80-程度阻害するとされている13）。今
回の研究において，リンゴと同量の0)2�塩
化ナトリウム溶液の添加（最終濃度0)1�）
はすりおろしリンゴ果汁調製後に生じる経
時的なポリフェノールの酸化とそれに伴う
����ラジカル消去活性の低下をともに抑制
し，肉眼的な色調の変化も軽微なものに留め

図5 450 nmにおける吸光度の変化率の経時変化 
（●）無処理群，（△）塩化ナトリウム群，
（○）氷冷群
9�各群において， 0分と比較して有意差あり
（� 8 0)05），§�無処理群の同じ経過時間のもの
と比較して有意差あり（� 8 0)05）

図4 各試験溶液の褐変の経時的変化
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た。従来から調理過程において行われている
食塩水への浸漬が，リンゴ切断面の褐変やそ
れに伴う生理活性物質の酸化に対して有効で
あることは予想されているが，すりおろし操
作によって得られたリンゴ果汁にも有効であ
ることが示された。しかし，0)1�という塩
化ナトリウム濃度はおよそ0)6-程度に相当

し，生理食塩水が0)9-であることを考慮し
ても，飲料として用いるには現実的ではない。
今回はリンゴの切断面ではなくすりおろし操
作による破砕処理を行ったリンゴ果汁に対す
る塩化ナトリウム溶液添加の効果に関する分
析であるので，効果的な塩化ナトリウム溶液
の濃度に関しては，今後さらに検討の余地が

図6 ⊿E，L，a，b値の経時変化 
（●）無処理群，（△）塩化ナトリウム群，（○）氷冷群
9�各群において， 0分と比較して有意差あり（� 8 0)05），§�無処理群の同じ経過時間のも
のと比較して有意差あり（� 8 0)05）
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あるかもしれない。
食塩の添加と同様に，ポリフェノールオキ
シダーゼの活性を抑制する条件として低温
（氷冷）処理が挙げられる。ポリフェノール
オキシダーゼの至適温度は，種類により異な
るがおよそ25-40℃と報告されており20），今
回行った氷冷処理は酵素活性を抑制すると予
想できる。実際に，ポリフェノール含量お
よび����ラジカル消去活性の低下が抑制さ
れ，肉眼的な色調の変化も無処理群と比較し
て少なく，氷冷処理が有効であることが示さ
れた。一般的なチルド室は-5:5℃に制御さ
れていることが多いが13），今回の氷冷処理を
行ったすりおろしリンゴ果汁の温度はおよそ
0℃付近まで低下しており，チルド室内の環
境に相当すると考えられる。すなわち，すり
おろしリンゴ果汁を速やかにチルド室内で保
存すれば，食塩等の阻害剤を添加しなくても
すりおろし操作後に生じる望ましくない変化
を抑制することが期待できる。
食品のポリフェノール含有量と����ラジ
カル消去活性の間に相関関係があることはす

でに報告されているが21），今回の研究におい
ても同様の結果が得られた。ポリフェノール
と同様に生体内において抗酸化作用が期待さ
れる果物中の物質としてビタミン0が挙げら
れるが，今回用いたリンゴ果汁には100 �あ
たり3 ��程度しか含まれておらず22），一般的
にビタミンＣを多く含む果物とされるレモン
果汁（50 ��;100�）と比較して非常に少ない
ため，その効果はあまり期待できないと推測
される。ゆえに，リンゴ果汁摂取後の生体内
における抗酸化作用を保持するためには，ポ
リフェノールの酸化を抑制し，ポリフェノー
ル量を保持することが不可欠であり，そのた
めには調理操作後速やかにその温度を下げ
ることが効果的であると考えられる。また，
����ラジカル消去活性により表される抗酸
化作用は，色調の変化と負の相関関係にある
ため，すりおろしリンゴ果汁調製後の抗酸化
作用の変化の目安となることが示された。

5. まとめ
すりおろしリンゴ果汁への食塩の添加およ

図7 色調の変化とラジカル消去活性との関係
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び氷冷操作はポリフェノールオキシダーゼに
よるポリフェノールの酸化とそれに伴う褐変
および抗酸化活性の低下を抑えることが明ら
かとなった。また，この氷冷操作がもたらす
効果は，各家庭においてはすりおろしリンゴ
調製後速やかにチルド室内へ保管することで
発揮されるということが示された。
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