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生鮮野菜に対する浸透圧脱水凍結法の効果の検討
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Osmotic dehydrofreezing has been proposed as an excellent freezing technique for fresh vegetables 

because the texture after freezing-thawing can be kept in better condition. However, this mechanism 

has not yet been clearly understood. Thus we investigated in detail the osmotic dehydrofreezing 

mechanism through comparative measurements of water permeability using PFG-NMR (Pulsed filed 

gradient Nuclear magnetic resonance) spectroscopy and of texture using texture analyzer for carrot 

and onion tissues before and after freezing. In particular, texture was evaluated using two parameters, 

namely fracture stress and instantaneous elasticity, related to the strengths of the cell wall and cell 

membrane in the tissues, respectively. The results suggested that although the strength of the cell 

wall of cells in the carrot and onion tissues was maintained by osmotic dehydrofreezing, the elasticity 

in texture and the water permeability due to the damage of the cell membrane markedly changed. 

Moreover, from this study it was found that some damage was inflicted on the cell membrane by 

only osmotic dehydration without freezing. In conclusion, it can be said that the osmotic 

dehydrofreezing technique is suitable for protecting the cell "wall", but cannot maintain the texture of 

the tissue the same as that of fresh tissue owing the damage to cell membrane. 
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生鮮野菜組織は凍結によってダメージを受け,品 質が

低下 してしまう。特に,凍 結 ・解凍後の組織軟化は著し

く,独 特の"シ ャキッ"と した食感が大 きく変化する。

このような野菜組織の凍結 ・解凍後の軟化 は,顕 微鏡観

察1),2),テクスチ ャーの測定3)～5)・ドリップ量測定6),7)など

行われてきたが,そ の原因は未だ明確に示 されていない。

しか し,近 年,生 鮮植物のプロ トプラス トを使った研究

により,生 鮮組織の細胞膜は水透過性が低 く8)～10),凍結

・解凍後に細胞膜の水透過性が変化 してしまうことが明

らかにされた11)。また,粘 弾性の測定によって,凍 結 ・

解凍後の細胞膜の水透過性の変化 と組織テクスチ ャーの

変化 に関連性があることが示唆されている12)。これ ら既

往の研究結果 を踏まえ,こ れまで私たちは,生 鮮野菜組

織の凍結 ・解凍後の軟化メカニズムの解明を目的に,細

胞膜の水透過性の変化を非破壊で測定する方法を模索 し

て き た。そ の 結 果,PFG-NMR (Plus Filed Gradient

Nuclear Magnetic Resonance)に よる組織 内の水 の拡

散係数の測定 と光学顕微鏡 による組織構造の観察を合わ

せて行うことで,凍 結 ・解凍後の細胞膜の水透過性の変

化 を組織状態で定量的に評価する方法を見いだ した13),14)。

生鮮野菜は,動 物性の食品よりも多 く水分 を含むため,

凍結 による氷結晶生成に伴い,組 織が著 しいダメージを

受ける。特に,激 しい細胞膜の損傷によって生鮮野菜組

織独特のテクスチャーは失われてしまう。そのため,予
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め凍結可能な水分を減 らす脱水凍結15),16)は,組織への凍

結 ダメージを軽減させ,解 凍後の農産物の品質を向上さ

せる有効な方法である と考 えられて きた17),18)。脱水の方

法にはエアー ドライのような乾燥法19)～21)が使用されて き

たが,急 激な水分移動により細胞膜が損傷を受けるとさ

れ,近 年では浸透圧を利用 した浸透圧脱水凍結法の研究

が盛んに行われている15),22)。この浸透圧脱水凍結法は,

すでに,リ ンゴ21),キ ュウイ15),パパイヤ7),ニ ンジン4),

ブロッコリー4)など多 くの生鮮農産物で検討 され,レ オ

メータ測定により凍結 ・解凍後のテクスチャーの保持効

果15)が観測されている。しか し,必 ず しもすべ ての農産

物 に効果があるわけではな く4),物理的な測定ではテク

スチャー保持の効果が観測 された農産物においても,官

能検査3),15)ではその効果が認め られないな ど,浸 透圧脱

水凍結法の効果やそのメカニズムはまだまだ不明な点が

多い。

そこで,本 研究では浸透圧脱水凍結法のテクスチャー

保持効果を明らかにするために,PFG-NMRを 用いた細

胞膜の水透過性の測定 とレオメータを用いたテクスチャ

ーの測定より,詳 細に検討することを目的 とした。特に,

テクスチャーは,こ れまでよく評価 されて きた破断強度

と共 に初期弾性値を検討することで,細 胞壁 と細胞膜の

2つ の側面から検討された。試料には,冷 凍保存 に関す

る実験でよく使用されるニンジン組織 と,生 物学的な実

験でよく使用 されるタマネギ組織を用いることとした。

試 料 と実験 方 法

1.　試料の調製

北海道産ニ ンジン(Daucus crta L.)と,北 海道産

タマネギ(Allium cepa L.)を 購 入後,ニ ンジンは,中

心部 と外皮 を切 除し,約1cm角 に,タ マネギは0.5cm幅

のスライスに切 り出 し,生 鮮試料 とした。切 り出した生

鮮試料 を,下 記の様に処理 し,凍 結 ・解凍後試料,浸 透

圧脱水凍結後試料を調製 した。

(1)　凍結 ・解凍処理518℃ 雰囲気温度の冷凍庫に

1週 間入れ,凍 結後,室 温で解凍 した。

(2)　浸透圧脱水凍結処理4)切 り出した生鮮組織 を

50%(W/W)ス クロース水溶液に5時 間浸漬 ・脱水 し

た。 これを,-18℃ 雰囲気の冷凍庫に1週 間静置した。

その後,各 試料 を室温(25℃)で1時 間解凍 し,0.9%

(W/W)NaCl水 溶液に5時 間浸漬 し,復 水 した。ただ

し,脱 水および復水は約10℃ で攪拌 ・振動させながら行

った。

2.　実 験 方 法

(1)　 PFG-NMRを 用い た水透過係数 の測 定NMR

装 置 はパ ル ス磁 場 勾 配 ア ク セサ リー を 装 着 した

Bruker AM200WB(4.7 Tesla)を 使 用 し た。パ ル ス

シー ケ ンス は,3つ の90°RFパ ルス を組 み合 わせ た

Stimulated echo法 を用いた。1回 目の90°パルスの直後

と3回 目の90°パルスの直後にそれぞれ磁場勾配強度g

[Gauss/cm],パ ルス幅 δ[ms]の 磁場勾配パ ルス を挿

入 した。2つ の磁場勾配パルスの間隔Δ[ms]が,拡

散観測時間である。δとΔを一定 に保 ちなが ら磁場勾配

強度(g)を 変化 させエコーシグナルを観察すると,シ

グナル強度Eは 式(1)に 従って減衰する。

(1)

こ こ でγは水 素 原 子1Hの 磁 気 回 転 比 で4258Hz/Gaussで

あ る。(γδg)2(Δ-δ/3)に 対 し てln(E)を プ ロ ッ ト し て

得 られ る 直 線 の 傾 きか ら拡 散 観 測 時 間Δに お け る見 か け

の 拡 散 係 数D[cm2/s]を 求 め た。 本 研 究 で は,拡 散 観 測

時 間(Δ)を19.5～1,210msの 範 囲 と し,磁 場 勾 配 強 度

gを3.0～37.8 Gauss/cm,測 定 温 度 は 約20℃ で 測 定 を 行

っ た。PFG-NMR測 定 よ り得 られ た拡 散 係 数 を基 に,細

胞 膜 水 透 過 係 数P[m/s]の 算 出 を行 っ た13),14)。詳 し い

計 算 方 法 に 関 して は 参 考 文 献13)と14)を 参 照 され た い 。

(2)　 テ ク ス チ ャ ー の 測 定 レ オ メ ー タ(RE-3305,

Yamaden Co., LTD., Tokyo, Japan)を 用 い,試 料 に一

定 の 変 形 を与 え た と きの 応 力 の 時 間 的変 化 を記 録 計(DR

1100, Yamaden Co., LTD., Tokyo, Japan)の チ ャ ー ト

紙 に記 録 して 応 力 を 求 め た。 本 研 究 で は,ク サ ビ形 プ ラ

ン ジ ャ ー(Fig.1)を 用 い,感 受 電 圧 は50mV～2,000mV,

変 形 量 を最 大50%ま で と し,プ ラ ン ジ ャー 押 し込 み 速 度

は1mm/secと した 。 ま た,測 定 は室 温 にて 行 っ た 。 測 定

よ り得 られ た 応 力-ひ ず み 曲線 を用 い て,破 断 強 度 と初

期 弾 性 値 を求 め た。 本研 究 で は,プ ラ ン ジ ャ ー を 試 料 の

厚 さ の50%ま で 押 し込 む 途 中 に,組 織 が破 断 を起 こす こ

と を確 認 して お り,生 じる ピ ー クの 試 料 面 積 あ た りの 応

力 を破 断 強 度[N/m2]と し た 。 ま た,応 力 ーひ ず み 曲

線 よ り得 られ た ひず み が 限 りな くゼ ロ に 近 い と きの 傾 き

を初 期 弾 性 値[N/m2]と した 。

Fig. 1 Wedge-shaped plunger for measuring 

vegetable texture
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結 果 と考察

1.　組織体における細胞膜水透過性の評価

PFG-NMRに よる拡散係数の測定の結果 をFig.2に 示

した。既往の研究において,PFG-NMRに よる拡散係数

の測定では,細 胞などの閉鎖的系で,拡 散観測時間の増

加に伴 って見かけの拡散係数が減少する制限拡散現象が

観察 されている23)。本研究においても,生 鮮ニ ンジン ・

タマネギ両組織(■)に 典型的な制限拡散現象が観測 さ

れた。一方,凍 結 ・解凍後の組織(□)で は,拡 散観測

時間が増加 しても見かけの拡散係数の変化は小 さく,制

限拡散現象が弱 まることが確認された。さらに,浸 透圧

脱水凍結後の組織(△)に おいても,凍 結 ・解凍後の組

織 と同程度,制 限拡散現象が弱 まることが示 された。こ

れまでにも私たちは,凍 結 ・解凍後の生鮮野菜組織の変

化を制限拡散現象の観察より検討 して きてきた。その結

果,本 研究同様,凍 結 ・解凍後の組織では制限拡散現象

が観測 されにくくなることを確認 している。 また,こ の

制限拡散程度の変化は,組 織内の細胞膜の変化 に関係 し

ていることを明らかに している13)。これ らの結果 を考慮

すると,凍 結 ・解凍後の細胞膜の変化を防ぐと考えられ

てきた浸透圧脱水凍結法においても,細 胞膜の変化を防

ぐことができない と考えられる。

PFG-NMR測 定によって得 られた拡散係数 と光学顕微

鏡観察より得 られる細胞サイズを用いることで細胞膜の

水透過係数の算 出が可能であ り14),本研究 において も,

この手法を用いて水透過係数の算出を行った。その結果

をFig.3に 示 した。生鮮状態の細胞膜の水透過係数は,

ニンジン組織で1.1×10-5m/s,タ マネギ組織で0.6×10-5`

m/sで あった。既往の研究によって植物の細胞膜の水透

過係数 は約1×10-5～10-6m/s24),25)で ある ことが示 され

てお り,本 測定で得 られた水透過係数 もこの範囲にあっ

た。一方,無 処理で凍結 ・解凍を行 った組織の細胞膜の

水透過係数 は,ニ ンジン組織で10.6×10-5m/s,タ マネ

ギ組織で2.8×10-5m/sで あ り,生 鮮組織 と比較 して,

水透過性が著 しく増大することがわかった。そ して,浸

透圧脱水凍結後の水透過係数は,ニ ンジン ・タマネギ組

織共 に6.2×10-5m/sで あった。浸透圧脱水凍結法の効

果 を組織別にみてみると,ニ ンジン組織では,水 透過性

の増大を若干抑えるものの,タ マネギ組織では,浸 透圧

脱水凍結において も水透過性は著 しく増大 してお り,水

透過係数から検討 しても浸透圧脱水凍結法の効果はみら

れなかった。従来,浸 透圧脱水凍結法は,細 胞膜に対す

る凍結ダメージを和 らげると考えられてきた。実際,誘

電率測定において,細 胞膜が存在することで観測される

Cole-Colеの円は,凍 結 ・解凍処理に よって消失す るが,

浸透圧脱水凍結法を施すことで凍結 ・解凍後 も小さいな

が ら観察されることが報告されている4)。本研究はNMR

を用いた測定であ り,組 織内の細胞膜の平均的な水透過

性 を評価 しているといえる。そのため,誘 電率測定のよ

[A] Carrot [B] Onion

うに微量の健全な水透過性をもつ細胞膜 を識別すること

ができなかったと考えられる。 しか し,本 研究の結果は

浸透圧脱水凍結法において,組 織内のほとんどの細胞膜

の水透過性が増大 して しまったことを示 していると考え

られ,浸 透圧脱水凍結法には細胞膜に対する凍結ダメー

ジを和 らげる効果がほとんどないことが推察 された。

ニンジン組織 とタマネギ組織を比較 した場合,浸 透圧

脱水凍結法の効果に差がみられた。ニンジン組織では細

胞膜水透過性の変化 を若干防いでいるものの,タ マネギ

組織では無処理で凍結 した組織よりも水透過性 を増大さ

せてしまった。 このように,浸 透圧脱水凍結法の効果に

は差があ り,凍 結によるダメージとは別に浸透圧脱水に

よる細胞膜へのダメージも検討する必要があると考えら

れた。しか し,既 往の研究では,浸 透圧脱水そのものの

細胞膜 に対するダメージの評価はほとんどされていない。

Fig . 2 Comparison of restricted diffusion phenomenon 

between [A] carrot and [B] onion tissues before and after 

freezing-thawing byPFG-NMR spectroscopy

Fig. 3 Water perm abilities of [A] carrot and [B] onion 

tissues before and after freezing-thawing
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そこで,本 研究では浸透圧脱水のみを行った組織の水透

過係数について も測定 を行った。その結果(Fig.3),脱

水 ダメージが比較的少 ない と考えられていた浸透圧脱水

によっても,細 胞膜の水透過性は増大 してしまうことが

確認された(脱 水後,復 水 してお り,水 分含量は同程度

である)。特 に,タ マネギ組織の水透過性は,浸 透圧脱

水 をしただけで,凍 結 ・解凍後 よりも増大 して しまった。

このタマネギ組織の水透過性が著 しく増大 してしまった

原因は,生 鮮時の細胞膜の水透過性の差にあると考えら

れる。そもそも植物細胞膜よりも水透過性のよい細胞膜

をもつ動物組織は,冷 凍保存後 も生鮮時の品質を保つ こ

とが可能 とされている。既往の研究において,動 物性食

品であるマグロ組織は,凍 結前後の水透過性変化をPFG

-NMR測 定 によって検討 されている14)。その結果,凍 結

前の細胞膜水透過係数は,約30×10-5m/sで あるとされ,

さらに,こ のマグロの細胞膜水透過性は,凍 結 ・解凍を

行 って も変わらないことが報告 されている14)。これ らの

結果と本研究結果を併せて考えると,凍 結前の細胞膜水

透過性の差は,解 凍後のダメージ程度の差を生む大 きな

要因であると考えられる。マグロ組織ほど顕著にみ られ

ないものの,タ マネギ組織の水透過係数はニンジン組織

の約半分であるため,ニ ンジン組織 と同条件の浸透圧脱

水では水ス トレスが大 きく,無 処理で凍結 したときより

も水透過性が増大 してしまったと考 えられる。

以上の結果より,浸 透圧脱水凍結法は,凍 結による細

胞膜の水透過性の変化 を防 ぐ効果はほとんどないことが

示唆された。そればか りか,浸 透圧脱水処理 自体が,凍

結前の組織の水透過性 を増加させてしまい,特 に,生 鮮

状態の細胞膜の水透過性が低い組織 には適 した凍結前処

理でないと考えられた。

2.　細胞壁,細 胞膜のテクスチャー

レオメータを用いたテクスチャー測定の結果をFig.4

に示 した。浸透圧脱水凍結後のテクスチャーは,多 くの

場合,破 断強度のみから評価されてきた。 しかし,従 来,

植物組織のテクスチャーは,破 断強度は細胞壁,初 期弾

性値 は細胞膜に由来 した変化 と考えられており,本 研究

では両パラメータを測定することで,よ り詳細にテクス

チャーの変化 を観測できると考えた。

生鮮組織の破断強度をみてみると,ニ ンジン組織 ・タ

マネギ組織共に9.5×106N/m2で あった。そ して,無 処理

で凍結 した組織の破断強度は,生 鮮組織と比較 して,ニ

ンジン組織で約40%,タ マネギ組織で約90%減 少した。

生鮮時のテクスチャーは個体によって差があるものの,

凍結 ・解凍後のニ ンジン組織のテクスチャーは,生 鮮組

織 と比較 して約50%減 少することが示されてお り5), 24), 26),

本研究で測定された破断強度の変化は妥当であると考え

られた。一方,浸 透圧脱水凍結後の組織の破断強度は,

無処理で凍結 ・解凍を行った組織 よりも,生 鮮組織と近

い値であった。特に,ニ ンジン組織の破断強度は生鮮組

織に等しく,テ クスチ ャーの保持効果が認められた。ま

[A] Carrot [B] Onion

た,Fig.5よ り,浸 透圧脱水凍結後のタマネギ組織は生

鮮組織 と遜色ない外観を保っていることが示された。ニ

ンジン組織では若干の変色はみられたものの,無 処理で

凍結 した組織よりも生鮮組織の外観 と近 く,浸 透圧脱水

凍結法に凍結による外観の劣化 を抑制する効果があるこ

とが示 された。一方,細 胞膜のテクスチャーを示す初期

弾性値においては,浸 透圧脱水凍結法の明確な効果は観

察されなかった(Fig.6)。 これらの結果 と先に述べた細

Fig. 4 Fracture stresses of [A] carrot and [B] onion 

tissues before and after freezing-thawing

Fig. 5 Photographs of carrot and onion tissues after [A] 

 freezing and [B] osmotic dehydrofreezing
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[A] Carrot [B] Onion

胞膜の水透過性の結果を踏 まえると,浸 透圧脱水凍結法

は凍結 ・解凍による破断強度,す なわち,細 胞壁に関す

るテクスチャーの変化を防ぐ効果は高いが,細 胞膜 に対

するダメージを防ぐ効果は少ない と考えられた。

ニ ンジン組織の破断強度で非常に高いテクスチャー保

持効果がみられた理由は,組 織 に占める細胞壁の割合が

高いためと考えられる。既往の研究においてZDUNE Kand

UMEDA27)は,細 胞サイズの大きさと組織の硬さの関係 を

検討 した。その結果,細 胞サイズが小 さい組織,す なわ

ち,細 胞壁の割合のより多い組織は,よ り硬いことを明

らかにした。本研究でも光学顕微鏡観察の結果,タ マネ

ギの細胞サイズは約150μmであ り,ニ ンジン組織の細胞

サイズは約100μmと小 さかった。そのため,ニ ンジン組

織 はテクスチャーに対する細胞壁の影響が大きく,浸 透

圧脱水凍結法の効果が十分に発揮 されたと考えられる。

浸透圧脱水凍結後の組織テクスチャーの変化は,レ オ

メータによる物理的な測定以外 にも,官 能検査によって

検討 されている3),15)。詳細 を省いたが,本 研究で も官能

検査を実施 してお り,そ の結果,浸 透圧脱水凍結後の組

織は,硬 さは残っているものの生鮮組織 とは明 らかに異

なる食感に変化 していることが確認された。この官能検

査の結果を考慮すると,硬 さとは異なる生鮮野菜組織の

独特な食感は,細 胞膜 に由来すところが大 きい と考えら

れ,凍 結 ・解凍後の軟化を完全に防 ぐためには,細 胞膜

の変化をも抑 えることので きる凍結法を検討する必要が

あると考えられた。

以上のことより,浸 透圧脱水凍結法は,細 胞壁に関す

るテクスチャーの保持 には有効であるが,細 胞膜に関す

るテクスチャーや水透過性の変化 を抑える効果はほとん

どない という結論を得た。 しかし,細 胞壁の多い農産物

の凍結 ・解凍 によるテクスチャー変化を抑えることは事

実であ り,今 後,野 菜種別に適 した脱水条件 を模索する

必要があると考えられる。

要 約

ニ ンジン ・タマネギ組織に対する浸透圧脱水凍結法の

効果 を,NMRを 用いた細胞膜の水透過性測定 とレオメ
ータを用いたテクスチャーの測定より検討 した。

その結果,破 断強度,す なわち,細 胞壁に関するテク

スチャーの変化が抑制されることが示された。 しかし,

細胞膜に関係する初期弾性値や水透過性の変化は著 しく,

浸透圧脱水凍結法に細胞膜の変化 を防 ぐ効果はほとんど

ない と考えられた。 さらに,従 来行われている浸透圧脱

水凍結条件では,浸 透圧脱水のみによって,細 胞膜の水

透過性が増大してしまうことが観測された。これ らの結

果より,浸 透圧脱水凍結法は,凍 結 ・解凍後の軟化 を完

全 に防 ぐ方法ではないと考えられた。 しかし,浸 透圧脱

水凍結法において,解 凍後のテクスチャーの変化をある

程度防止することは可能であるため,今 後,さ らに詳細

な脱水条件 を検討することで,凍 結 ・解凍後の軟化を防

ぐ凍結法が見いだされると考えられた。
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