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SUllllnary 

The pcel (p巴ricarp)of satsuma mandarin was mace1'ated with several comme1'cial en-

zyme p1でpa1'ationswith the intention of isolating p1'otopectin. When the p巴elwas macer-

ated fo1' 3~4 hou1's at 500C and pH 3.5~4.5 ， the alcohol insoluble solid (AIS) of the peel 

was highly digested and the amount of dissolved pectic substances was 35~45% pe1' 

AIS with the enzyme p1'epa1'ations. The hyd1'olyzate obtaincd by the treatment with a 

commercial preparation (Macerozyme， Yakuruto Biochem. Co.) was more viscous than 
those obtained with the other enzyme preparations. 

Two peaks were shown in the Sephad巴xG-200 column chromato炉、amof the hydro-
lyzate obtain巴dwilh the Macerozyme; one was eluted immediately after the void volume 

of the column and the other at the volume of about three times as much as the void volume. 

The elution pattern was similar to that of commercial high methoxyl pectin. 

The pectin separated from the pcel by thc Macerozyme-treatment was higher both in 

the apparent molecular weight and in the content of methoxyl group than pectin pre-

pared with the other enzymes and with hydrochloric acid. 

緒言

近年，ミカンの加工品なかんずく栄子トの急激な生産増加に伴い，副生する搾汁i'lj等の溌楽物も

年々ばく大な最に迷し，今や，その有効な利用体制を確立することが，我が国カンキツ泉汁工業

の体質強化のための緊急な課題となっている.このような情勢から，ミカン搾tI拍手自より有用成分

例えばベクチン，糠分，色素ミ与を回収不IJfflしようとする研究や提案がなされてきた1，2) その中

でベクチンはゲ、ノレ化剤，増粘荊，乳化剤等として食品加工上その需要が増大しているが，ミカン

のペクチンの回収利用については，樽谷・真部3，4) の低メトキシノレ・ベクチンの製造に泌する研

究報告がみられるにすぎない.また，現在，市販されている粉末ベクチンの多くは，オレンジ等

の来皮を原料として製造された外国製品で-あり，わが国内でのベクチン生産は全く行われていな

一般に絞物級織中I乙含まれるべクチン質ーは，可溶性のペクチニン酸と多価|湯イオンまたは多糖

類と結合した不溶性のベクチニン酸に区分されるが，後者の不溶性ベクチン質が量的にも多いこ
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とから，これを可溶化し毘収することがペクチン製造のかぎであるといっても過言ではないであ

ろう.しかし，通常の市販ベクチンは駿抽出法によって製造されているため，その際，ベクチン

分子の重合度低下は免れず，とくに，来皮の薄い滋チトiミカンではその影響も大きいものと忠われ

る.そこで，本5経験では，これに代わる方法として隊素的処理によるベクチンの分離，調製の条

件について検討し，さらに，符られたペクチンの性状を調べたので報告する.

実験材料および方法

1. 試料の調製

材料lとは本学農学部附属鹿j易果樹磁の松国系普通説ナ1・iを用い， ζれをフラベド，アルベド，

ジョウノウJj丸サノウの各部位K分け，それぞれ磨砕後， 7096エチルアノレコールで加熱拙出し，

さらに， 90必， 9996エチノレアルコーノレで主11出後アセトンで洗浄し，いわゆるアルコール不溶性問

形物 (AIS)を調製し試料とした. また，金泉皮から同様lとして AISを調製し，際業処理の実

験に供した.

2. ペクチンの分別抽出

試料中のベクチンは三浦らる)の方法KtW.じて抽出し，次のような3可溶性随分に分別した.

(a) 水溶性画分 (WP) 試料 4g!乙200mlの水を加え室槌に一夜放置して抽出し，抽出液を

WPとし7こ.

(b) ヘキサメタリン酸可法性関分 (PP) (a)の残澄l乙0.4必ヘキサメタリン酸ナトリウム200

mlを加え室温で2時賠抽出し，抽出液を PPとした.

(c) 塩酸可溶性関分 (HP) (b)の残澄に 0.05N HCl 200 mlを加え 850Cで2時間抽出し，

抽出液を HPとした.

WP，PPおよび HPの合計を TPとして表わした.

3. 酵素剤およびペクチン

市販酵素剤としては， El (セノレラーゼ、 AP3;天野製薬K.K.)， E2 (ベクチナーゼ;剖辺製薬

K. K.)， E3および E4(マセロチーム Sおよびセノレラーゼ・オノズカ 3S;ヤクルト生化学K.K.)

を供試した.これら際素剤はいずれも 0.196水溶液とし，それを隊素液として使用した.また，

比較として用いた市販の粉末ベクチンは， P1 (カンキツベクチン;片山化学K.K.)， P2 (low 

methoxyl pectin; Sunkist Growers， Inc.“Exchange")である.

4. 分析方法

反応液中の波出ベクチン還はカノレパゾーノレ・硫酸法6) により定jまし， 11lf水 Dーガラクツロン酸

(AGA)壁として表わした. なお， ゲノレ泌過の際の各フラクションのベクチン濃度は Lawrence

とGroves7)の方法iとより求めた.すなわち，i容出液の 0.5mlK8496硫酸 4.5mlを加え15分開設

沸して Dーガラクツロン酸を生成させた後， 295nmにおける吸光度を測定し，その備でペクチ

ンの謎j立を示した.反応液中の還元性物質の;量は3，6-ジニトロフタル殺を用いる百瀬法的 iとより

求めたグルコース震で表わした.また，ベクチンのメトキシノレ含量は WoodとSiddiqui9)の方

法によって測定し，それよりエステノレ化!皮を露出した.
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5. 酵素処理および趨酸抽出

隣友処現および比較としての塩酸抽出は次のように行った.すなわち，試料(会果皮の AIS)

0.1 g Iζ民主索液と 0.1M McIlvaine緩衝液 (p狂 2.5-5.5)の合計 20mlを添加し，綴滋しながら

反fZさせた.塩酸抑仕iの場合は 0.05Nまたは 1NHClの 20mlを使用した.

6. ゲル滅過および粘度測定

反応淡の一宮15をセファデックス G-200のカラム (3.8x40cm)に添加し， O.lM NaClで展開

した容出淡はプラクションコレクターを用いて 5mlずつ分取し汲光度を測定した.反応液

の粘度はオストワノレド・キャノン・フェンスケ粘度計を沼いて 250C で測定した.反応液の流下

i待問より次に示す Kimら10)の計算式を用い ApparentMolecular Weightを計算した.

A榊p即pa訂悶吋…r問m吋e叩削n此t羽刷陥d白枇e叩cu叫山lぬ川a

ζ こlκζ，ts，ベクチン溶液の流下時間(秒); to， 196NaClの流下時間(秒); C，ペクチン試料

の濃度 (g/100ml). 

実験結果

1. ミカン各部伎のペクチン含盤

果実の会 AISrc:対する各部伎の AISおよびベクチンの割合を Table1 Iこ示した.各部伎のベ

クチン母 (TP)はフラベドが最も多く全ベクチンの約半荒をihめ，アノレベ F，ジョウノウ膜，サ
ノウのJI釦ζ少なくなった.各 TPについては， WP，PPおよび HP爾分の割合にかなり籾:i1sがみ

られた.すなわち，フラベドでは各回分の合:抵翠があまりみられなかったのに対して，アルベ!ど

では PP，HP間分が多く，ジョウノウ肢とサノウでは HP-2;"1誌が他閥分に比べて向かった.

Tablc 1. Composition 01' thc pcctic substance of satsuma mandal'in 

AIS WP PP HP TP 
一一一一一一一一円

Pecl 

Flavcdo 48.04 4.33 5.46 6.70 16.49 

Albedo 24'.7+ 0.93 3.40 3.91 8.24 

Scgmcnt 

iYlembrane 16.91 0.62 0.93 5.67 7.22 

Juice sac 10.31 0.31 0.62 2.16 3.09 

Total 100.00 6.19 10.41 18.44 35.04 

AIS， alcohol insolublc solid; ¥'¥'P， watel' solublc pectin; PP， 0.4% sodium hexametaphos-

phate solublc pectin; 狂P，0.05 N HCl solublc pectin; TP， total pcctic substancc. 
All values werc exprcsscd as pcrccnt of the total amount of AIS. 

2. 欝素処理条件の検討

2.1 反応温度

試料の来皮 AISを喜子由来濃度o. 0596， pH 4.5において，温度 30-600C の範問でいずれも 4時
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部処理し，結果を Fig.lrc示した. 各酵素剤によるベクチンの溶出量は 500C 付近が最大で
あった.同温度でのベクチン溶出量は El処理の場合が最も高く， E4処理ーの場合が最も低かった.
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Relationship between the dissolution of pectic substance and the rcaction temperature. 

The reaction mixtur・ewas composed of 10 ml of 0.1 M McIlvaine buffer (pH 4.5)， 100 mg of 
AIS and 10 ml of 0.1 wJv% enzymc solution. Thc reaction was carried out for 4 hours. 

九 (-0-)，Cellulase AP3 (Amano Pharm. Co・); E2 (…@一)， Pectinase (Tanabe Pharm. Co.); 

E3 (ームー)， Macerozyme S (Yakuruto Biochem. Co・); E， (-A.…)， Celh山se ONOZUKA 3S 
(Yakuruto Biochem. Co.). 

AGA， anhydrogalacturonic acid determined by carbazo1e-sulfuric acid method6}. 
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Fig. 2. Re1ationship between the dissolution of pectic substance and pH of the reaction 

口llxture.

The reaction mixture and the abbreviations were the same as in Fig. 1. 

reaction was carried out at 500C. 
The 

5.5 3.5 4.5 
pH 

2.5 



2.2 反応:伎の pH

i鯵素濃度0.0596，50
0
C Kおいて， pH2.5-5.5の範囲でいずれも 411寺閥処捜し，結果を Fig.2

lζ示した.ベクチンの溶出塁は El処理では pH3.5，その他の際232処理では pH4.5にその最大伎

がみられた. pH4.5におけるべクチンの溶出議は五処理の場合が最も蒔く， E2' E3， E4のI1阪に

f尽くなった. Er， Ez処理の場合は pH2.5-3.5においてもかなりおい接出涯を示したが， E3， E4 
処理の場合は溶出議は低かった.

2.3 酵繁濃度

反応液 pH4.5，50
0

Cにおいて，酵素濃度0.01-0.596の範閤で 4時間処理し，結果を Fig.3

lζ示した.各自主索処援とも，ベクチン溶出1ftは酵素濃度0.01-0.051ぎにおいて悲しく地大し，そ

れより高い濃度では大きな変化はみられなかった.各濃度におけるべクチン溶出量は高い方から

Er， E2， E3および E4処理のI1闘であった.
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The reaction mixture and the abbrevia幽

tions were the same as in Fig. 1. The 

reaction was carried out at 500C in Mひ

Ilvaine buffcr (pH 4，5). 
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The reaction. mixture and the 

abbreviations were the same as in 

Fig. 1. Reducing substance was 

巴valuatedwith the glucose content 

determined by the method of 

Momose8l • 
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Time (hr) 

2.4反応時間

酵素濃度0.0596，pH 4.5， 500C において， 1-411寺閥処

理し， ta酸抽出の場合と比較した.取酸主IIt1:lは0.05N
および 1NHClを用いて 850Cで同様の時間処理した.

それらの結来を Fig.4!乙示した.酵素処理の場合は，

ベク王子ンj容出量はいずれも3-4f時間でほぼ最大債に逮

したが，反応速度は El'Eおおおよび E4処理の If民lζ

遅くなるようであった. これに対して，塩酸抽出の

場合は 0.05Nおよび 1NHCl処理とも El処理とほ

ぼ同様の速度で反応は進行した.一方，反応中の還元

性物質の生成遣は Fig.51乙示したように， 1 NHClの

場合が最も高くお， Er， E4処理の)1阪でこれに続いたが，

E3処理の場合は若しく低かった.
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3. 溶出液の粘度およびゲル漉過

酵素濃度0.0596，pH4ム 500C において 1-4時間処理し，その間の各溶出液の粘度変化を測

定した.その結来は Fig.6!と示したように， E3処理による溶出液が最も高い粘皮をを示し，処

理1時間後で最高値に逮した.払処理による溶出液

の粘皮もこれに続き商く，処理2時間後に最高依にjさ

した.これに対して， Elおよび Ez処理による溶出液

の粘皮は著しく低かった.

そこで， これら溶出液のうち E2および E3によ

る4時間処理後の溶出液の一部をセブァデックス

G-200のカラム (3.8x 40 cm) rc添加し， O.lMNaCI 
で展開したときのゲノレ滅過ノfターンを示すと Fig.7(a)

および (b)のようであった.比較として市販ベクチン

(Pl)および Pーヵーラクツロン酸溶液のパターンを Fig.

8 (c)および(むに示した. これらの紡糸から切ら

かなように，む処理による溶出液の場合には void

volume (Vo)産後よりフラグション No.50にわた

るピークと No.75-90における低いピークとが認め

(a) 
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~ 1.0 
0cUq 3 、
4柑d 

O 0.5 

o 20 40 60 80 100 
Fraction number (5 m1/t口be)

Fig.7. Gel filtration ofhydrolyzates (a) and 

(b) on a Sephadex G-200 column. 

Hydrolyzates (a) and (b) obtain吋 by

E2 (Pectinase)・andE3 (Macerozym巴)帽

treatment， rcsp色ctiv巴ly，were app1ied 
to a Sephadex G-200 column (3.8 x 40 

cm). E1ution was carried out with 

0.1 M NaCl at a fIow rate of 15 mlfhr. 

The concentration of p巴cticsubstance 

was exprcssed with OD at 295 nm. 
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られた (b). これに対して Ez処理による溶出液の場合は Vo直後のピークはみられず，No. 

70-90 におけるピークのみが認められた (a). 市販のカンキツベクチン (P1) 溶液のゲノレ泌過パ

ターンにおいては， Vo誼後l乙シャープなピークと No.85付近に低いピークがみられ (c)，また，

Dーガラクツロン酸淡淡のそれは No.70-90にのみピークが認められた (d). ペーパークロマト

グラフィーによりこれら溶出液中に含まれる生成糖の検索を行ったと ζろ， E2処理による溶出
液の場合には，者議の Dーガラクツロン酸と微量の低分子;監のオリゴウロニドが検出されたが，

L処理による溶出淡の場合にはオリゴウロニドしか検出されなかった.

4. ペクチンの分子盤およびヱステル化度

試料のよ長皮 AISlOg I乙0.196酵素液 (E3)100 mlおよび 0.2M McIvaine緩衝液 100mlを添

加し， 1iijf，1己(Fig.6)の処理条件で反応させた. 処理 11則前後漆出液をil怒紙でi1主過し， i慮、液lζエ

チノレアルコーノレを6096濃度となるように添加してベクチンを沈殺させ，遠心分離 (3，000rpm)し

た.このベクチンの沈殺を約 100mlの水に議解し，再びアノレコーノレ沈殿処理を繰返した. この

ようにして得られたベクチンの水溶液を脱気処理した後，凍結乾燥し筏封保存した.これをベク

チン試料 MEPとした.比較として，果皮 AISの 0.05NHCI:Ji!J出液より何様にしてベクチン試

料 HCPを鋼製した.また，市販ベクチン P1および Pzについてもアルコーノレ沈殿，凍結乾燥

処理を行い，それぞれ HMPおよび LMPとした. これらベクチン試料の各 19を196NaCl 

100ml に溶解し，それぞれ粘度，無7J(Dーガラクツロン酸およびメトキシル含;監を測定し， これ

らの値より ApparentMolecular Weightおよびエステル化度を求め比較した. それらの実験結

果を Table2 !ζ示した.ベクチン溶液の分子量は MEPが最も大きく， HMPがこれに続いた.

これに対して， HCPは他の試料lζ比べてやや小さかった. また， メトキシノレ含量においても

MEPが最もwiく，それより計算したエステノレ化度は5996と HCPおよび市販ベクチンに比べて

かなり高い伎を示した.なお，ベクチン含量は無7l<Dーガラクツロン酸としていずれも7096前後
でやや低い1lliiであった.

Table 2. Some properties of satsuma mandarin pectins and commercial pcctins 

Methoxyト
Sample content 

(%) 

MEP 9.65 

HCP 9.00 

HMP 7.98 

L孔1P 4.90 

Anhydrogalacturonic 
乱cidcontent 
(%) 

72.0 

67.6 

74.7 

69.5 

Degree of 
esterification 
(%) 

59.1 

55.1 

48.9 

30.0 

Apparent 
molecular weight 
(Kgmol-1) 

72 

55 

68 

63 

MEP， pectin prepared by E" (Macerozyme)-treatment; HCP， pectin prepared by 0.05 N 
HCl-treatment; HMP， high methoxyl pectin (Katayama Chem. Co.); LMP， low methoxyl 
pcctin (Sunkist Growers Inc.). 

考察

供試した視州ミカンの場合も他のカンキツ類と同様3)，PP， HPなど不溶性ベクチンの踊分が

多く，とくに，ジョウノウ践とサノウでは臼P含量が高かった (Table1).ζの HP，ま多糖類と

ベクチニン酸とが結合したいわゆるプロトベクチンに相当する画分と考えられており，これを

nativeな状態で拙出するためには植物組織におけるこの多糖類との結合を選択的に切断し，可
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溶化させるような方法の開発が望ましい.しかし，現在のと ζろ，そのような効果的方法は見出

されていない. 例えば，市販の粉末ベクチンの製造l乙通常用いられている坂酸抽出法の条件

(pH 1.9~2.2，約 800C) では，溶出したペクチン自体もかなり分解され低分子化されることが予

想される.そ ζで， ζれにかわる方法として，酵素的処理によるベクチンの調製方法について検

討した。これまでに，来尖力nIにおいて稼素剤が利用された研究報告としては，果実の剥皮11，12)
搾汁13)或いは来汁のiilt澄化14-16)などがみられるが，その際法出すると思われるべクチンの性状

についてはほとんど知られていない.本実験では，それらの研究に使用されたペクチナーゼ，セ

ノレラーゼ、および maceratingenzymeなど市販酵素剤のうちから 4穏を遊び， それらによるミカ

ンベクチンの溶出条件を検討した.すなわち，まず，試料よりベクチンを最も多く溶出する酵素

処理の条件を調べたと ζろ，各酵素郊とも反応温度は 500C，pH は3.5~4.5が好適であり， j彩素

濃度は0.0596程度でト分であることが認められた (Fig.1~4). ζれらの条件下における各酵素

処理によるベクチンの溶出速度を比較すると， E1処瑳の場合が最も速度が大で，続酸総仕lの場

合とほとんど変らなかったが，E3， E4処理の場合はやや遅いようであった.一方，溶出液中の還

元性物質の生成f査を比較すると， E3処理の場合が他の際議処理区l乙比べて者:しく低かった.また，

各溶I:Hr夜の粘皮については， E3 と払処理の場合が他の酵素処理のものより 2~3 僚主主い値を示

した.このように， E3処理による溶出液においては，還元性物質の生成裁が低く，かつ高粘皮

である ζ とから，他の酵素処理や塩酸抽出のものに比べて応分子量のベクチンが溶出した ζ とを

意味するものと思われる. ζのことは， ζれら溶出液およびm販ペクチンのセファデックス G-
200ゲ、ノレ総過のパターンからも容易に理解される. すなわち E3処理による溶出液のパターン

は市販のカンキツベクチン (P1)のそれと類玖して，大部分のベクチンが Vo直後に溶出し比較

的高分子量であることが考えられた.これに対して E2処理の場合は， ベクチンの分解が著し

く進行し，ほとんどが Dーガラクツロン殺にまで分解されているように思われた (Fig.7，8). 

最近，飯野・小段戸17) は搾汁法の招迷によるトマト果汁中のベクチンのゲノレ泌過パターンを

調べ報告しているが，それによると， cold break process果汁の水漆伎のベクチンは， トマトの

ペクチン分解酵素lとより分解されて，本実験における E2処:tm.の場合と類以した溶出パターンを

示している. そζで，本実験で使用した市販酸素剤の pectinesterase(PE) および exo-poly-

galacturonase (PG)活性を測定したところ， E1とE2とはともに両活性が著しく高く， それら

の作用によりむは試料中のペクチン質を速やかに分解するであろう.これに対して，E3と E4

の PE，PGljlij活性は極めて低いようであった.EsはRhizopus属起源の maceratingenzymeで

あり， endo綱polygalacturonase，hemicellulaseおよび cellulase等の活性を有し，それらの共同作

用により植物組織を崩嬢ずることが知られている.したがって，そのような活性を;有する際業剤

E3により， j割安的 nativeな状態でプロトベクチンが可溶化され，総出したペクチンが他の簿素

剤処理や塩酸抽出法によって調製されたものよりお分子設で かつ尚メトキシノレのベクチンであ

ることが理解されるであろう (Table2). 以上のことから， macerating enzymeの処理によるベ

クチンの抽出法は，ミカン果皮などの材料からの nativeなベクチンの分離，調製法として有効

な一方法であろうと思われる.

摘 饗

温1+1ミカンの果皮よりベクチンを nativeな状態で分離することを目的として，種々市販酵素

剤iとより果皮の AISを処理した. 各酵素郊による処政条件は隣家濃度0.0596で， pH 3.5~4.5 ， 

50
0
C， 3~4 時間処理の場合が好適であり，ベクチンの溶出;監は AIS ぎi り 35~4596 であった.そ
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れら市販酵素剤のうちで， macerating enzyme (マセロチーム S，ヤクルト生化学K.K.) による

溶出液は他の醇素剤処理のものより高粘度で・あり，また，セファデックス G-200によるゲノレ総

過では二つのどークが認められた.その 4 つは Vo誼後K，他は Voの約3倍の位置に溶出し，
市販のカンキツベクチンと類以した治Iflパターンであった. macerating enzyme処理した後，ア
ノレコーノレ沈般によって分隊したミカン果皮のベクチンは，塩竣抽出によって得られたものおよび

市販のベクチンより，分子長まおよびメトキシノレ含笈ともに高い依を示した.
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