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生乳乳質の凍結保存中における変化水

三河勝彦

(北海道大学農学部畜産食品製造学教室)

有馬俊六郎

(北海道大学農学部酪農科学研究施設)

(昭和54年3月26日受理)

Changes in Raw Milk Quality During Frozen Storage 

(Studies on the e丘ectsof psychrotrophic 

bacteria on milk quality part III) 

Katsuhiko MIKAWA and Shunrokuro ARIMA林

(Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University; 料 Instituteof Dairy Science， 
Faculty of Agriculture， Hokkaido University， 

Sapporo， 060 Japan) 

生乳を凍結保存すると，物理的変化に加え亡フレー

ノミーの変化することが知られており 1)，これは濃縮乳で

も広く認められているト4)0 DOAN and WARREN5) 

によれば，濃縮脱脂乳を -WOF(-23.30C)で24時間

凍結の後，これを +50F (-150C)またはー10~-150F

(-26.10C)で保存した場合には pH，酸度， アルコール

テストの成績には変化が認められないとしづ。これに対

しSAITOand HASHIMOT06)は生乳および生脱脂乳を

-100Cで70日間保存すると，酸度がわずかに低下すると

報告している。同様な結果は RAVENELら7)によって

-90Cで生手しを200日余り保存した場合に得られている。

しかしこの保存温度がさらに上昇して OOC近くになれ

ば，保存中に酸度の増加が起るのはさけられない7-9)。

牛乳中の窒素区分については YAMAUCHIら10)が生

脱脂乳をー70Cとー200Cに120日まで保存し， NPNや

非カゼイン態Nの量は変化しないけれども，遊離チロシ

ンがわずかに増加すると発表している。温度がOOCにな

ると 160日聞の貯蔵によって窒素の72%が可溶性にな
るともいわれている7)。

本報は凍結した生乳について細菌数の変化を観察した

前報11)と同一試料の乳質変化を，夕、ノパク質および脂肪

の分解度を中心にして調べ，同時に酸度の変化をも測定
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した結果である。

実験材料および実験方法

生乳は前報11)と同ーの試料で，北海道大学附属農場生

産の新鮮混合乳である。この生乳は無菌的に滅菌三角フ

ラスコに 100mOずつ分注し，最高50日まで各種温度で

保存した。試料は分析時点ごとに各温度から 1個すeっと

り出して各種測定に供した。

保存温度は前報11)と同じくー250C，-20C， +20C， 

-250C 5時間後 20C， +20C 5日間後一250C，+20C 10 

日間後 -250C，および +20C15日間後一250Cの7種類

である。 なお乳質測定時には300Cのウォーターパスを

用いて解凍を行った。

滴定酸度は試料に加水せずに N/10カセイソーダで滴

定し，乳酸酸度 (W/V%)で表示した。

乳タンパク質の分解を検出する方法は，試料に20%ト

リクロル酢酸 (TCA)を等量加え，その漉液をアルカリ

性にして 1/3希釈 Folin試薬で発色させ， 660nmの波

長を用いて光電比色計でその吸光度 (A師0)を測定した。

タンパク質分解が進み，小分子の窒素化合物になる程度

を知るためには揮発性塩基態窒素 (VBN)を， CONWAY 

の徴量拡散法12)で定量した。この試料には A田o測定に
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用いた TCA漉液を使い， 5%ホウ酸に拡散吸収させた

VBNをN/50硫酸で滴定した結果を mg%で表示した。

パクテリアの生産するリパーゼによって脂肪の分解さ

れる割合は， FRANKEL and T ARASSUK13)の方法によ

る遊離脂肪酸(FFA)の定量から判定した。試料はlOmf

をフタ付遠沈管にとり， これに 10mfの95%エタノー

ルを加えて撹伴し， さらに 15mfの石油エーテノレ・エチ

ルエーテル6:4混合物を加えて振とうの後， 1，500 rpm 

で3分間遠沈した。続いてその上澄5mf ~こフェノール

フタレンを含むエタノーノレ 15mfを加え， N/40の KOH

エタノール溶液で滴定した。滴定に際しては終点の赤色

が総色しやすいので，次のような補正を行なった。

徳色の度合いを光電比色計(波長550nm)で読みとる

と，時間に対しでほぼ直線的に吸光度が減少する。一方，

ーたん色の消えたものに再び KOHの0.14mfを加え

ると，操作中に再槌色する割合を計算に入れて吸光度が

0.030増加する。この着色関係が正比例であるとすれば

次の式が成立する。

A
 
X
 

A-z

一qO

1
4

一AU

nv
古
り一一Y 

(1 ) 

ここで Yは KOHの mf数，Aは吸光度の読みである。

上の吸光度の時間に対する減少の割合は60秒間に0.013

であるので，この数値を(1)式の A に代入すると y=

0.06067となり， 10秒間では約0.010となる。つまり滴定

に要する時間が 10秒異なる毎に滴定値に0.01mfの差

が生じることになる。実施にあたっては，滴定時間の標

準を30秒間と見なし，実際に滴定に要した時間との差を

5秒単位で測り，上の値を用いて滴定値の補正を行なっ

た。なお，結果は 100gの脂肪を含む牛乳のエーテル層

の滴定に必要な 1Nの KOHェタノール溶液の mf数

で表わした。

結果および考察

酸度は乳質の判定にしばしば利用されるけれども，牛

乳中で主として低温菌が繁殖する場合には一般に酸度の

上昇は少なく，このため菌数の増大と酸度の増加との聞

にはあまり関係がないとされている14)。

生乳を -25
0
Cまたはー20Cで保存した本実験の結果

は， +20Cで15日間保存後にー250Cに移した試料を除

き，いずれも厚生省令におけるボーダーライン0.18%を

越えなかった(Table1)。中でも -20Cの40日目， +20C 

10日間後 -250Cで凍結した15，20および30日目の試料

では低温菌数11)がし、ずれも 107/mfを越えているにもか

かわらず， その酸度はゼロ日試料が0.135%であるのに

対し，それぞれ0.126%，0.144%，0.143%，および0.131%

とあまり変化を示さなかった。 Table1のデータを全体

で見ると酸度が増加しないというばかりでなく，むしろ

僅かながら低下が認められ，こうした傾向は前野15)や

SAITO and HASHIMOT06)や RAVENELら7)の結果と

よく一致している o +2
0
Cで連続保存した生乳の場合は，

10日目までは殆んど酸度が増えないのに対し， 20日目を

過ぎると 0.2%を越えており，0.18%を越えるのは+20C

15日保存後一25
0
Cで凍結した試料からも判るように，

保存15日目前後であろうと推察される。酸度の上昇は

菌叢に大きく左右されるものであるが 0.18%以上にな

るのは前報11)と対応させてみると低温菌数または標準

平板菌数lOS/mf以上となる。

牛乳タンパク質の分解度を調べるために測定した，

TCA i慮液-Folin呈色の吸光度 (A660)および揮発性塩

基態窒素 (VBN)を Table2と3に示した。 +20Cに

保存した生乳で・は 10日間で A同oが0.2を越え， VBN 

が0.8mg%を上廻っている。 この値は著者が続報16)で

Table 1. Acidity of frozen stored raw milk (70) 

Days of 
storage 

+20C 

Storage temperature 

5h ， nO 5d ， no 10d ， no 15d 
-20C -25'C -250一一→-2OC +2ー→-25

0C +2一一→-250C +20一'::':::'-25
0C

o 0.135 
5 0.135 0.131 0.124 

10 0.140 0.120 0.126 

15 

20 0.243 0.134 0.131 

30 0.292 0.124 0.130 

40 0.378 0.126 0.127 

0.122 

0.122 0.126 

0.144 

0.126 0.134 0.143 0.191 

0.112 0.124 0.131 0.166 

0.125 0.126 0.138 0.179 

0.122 0.131 0.183 50 0.348 0.130 
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Table 2. Colorimetric analyアsisof proteolysis in frozen stored 

raw milk (A脚)

Days of 
Storage temperature 

storage 
+20C -20C -250C -25。ー5→hー20C ~-250C +20~-250C +:の20ー

1
ー
5
ー
d
→ +2。一一今一250C 十2'一一→ 250C 十 一250C

O 0.163 

5 0.175 0.162 0.146 0.152 

10 0.212 0.163 0.158 0.178 0.179 

15 0.225 

20 0.474 0.163 0.150 0.157 0.162 0.219 0.694 

30 2.068 0.177 0.153 0.179 0.163 0.200 0.565 

40 3.750 0.171 0.157 0.169 0.180 0.223 0.643 

50 7.536 0.155 0.l63 0.161 0.540 

Table 3. Volatile basic nitrogen (VBN) of frozen stored raw 

milk (mg %) 

Days of 
Storage temperature 

storage 
十2'C -20C -250C -250一

5
一
h
→ 2
0C 十20ー

5
→
d
ー25
0C +20一

1
一Od→ 25
0C 千20一

1
一
5
→
d
ー250C

。 0.66 

5 0.72 0.62 0.47 0.56 

10 0.87 0.75 0.59 0.69 0.66 

15 1.06 

20 3.44 0.56 0.62 0.50 0.59 0.91 1.66 

30 9.46 0.72 0.62 0.84 0.72 1.00 1.91 

40 17.02 0.94 0.72 0.75 0.75 1.25 2.16 

50 13.74 0.81 0.81 0.66 1.56 

示す生乳における風味変化の推定限界値 A田0・0.25お 立った増加を示さなかった。これに対し VBNでは，

よび VBN:0目60~0.75mg %に近い値である。 +20Cで +20C 1O~15 日間の保存後に凍結した試料はもちろん，

5日間保存後一250Cで凍結した試料では，ほぼ最初の さらに _20C40日間，-250C 50日間，-250C凍結後

A醐レベノレが持続している。一方，同じく +20Cで10日 _2
0
C保持で30日間，および +20C5日間後一250C凍

閉または 15日間保存後に 250Cへ移した試料の A660 結で40日間，最初からそれぞれ経過した試料が，いずれ

はすべて 0.2を越えているが， このうち前者の場合は も0.75mg%以上の値を示した。なお，一2
0

C10日間

0.200~0.225 と上述の推定限界値よりも低い。 しかし同 の試料にも 0.75mg%の VBNが認められた。凍結乳

試料の VBN(Table 3)を見ると，いずれも推定値上限 でアンモニアが増加する現象は矢野ら19)も発表してお

の0.75mg%を上廻っている。従って本実験条件にお り，これがカゼインフラクション由来のものであろうと

いては，+20Cで風味変化を起さずに生乳を保存するこ 推定している。タンパク質分解過程において，その分解

との可能な保存期間は 5~1O日の問であると推察でき 産物のうち，高分子フラクションよりも VBNで代表さ

る。本試料のゼロ日の菌数11)は低温菌17)で15x104/mO れる低分子区分の方が，低温保存中の生乳に早くから見

であるから，最初の菌数がこれよりも多い;場合には，保 出され"，:/!/ーパーとの関係で求められた推定限界値16)

存性がより悪くなるものと考えられる問。 に達していることは， A660よりも VBNを測定すること

凍結保存試料の場合，+20C で1O~15 日間保存の後 によって乳質の変化をより敏感に捕捉できることを示唆

-250Cで凍結したものを除き， A佃の値はいずれも目 するものである。これと類似の結果は，保存温度の違い
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Table 4. Free fatty acidity (FFA) of frozen stored raw milk 

(m(J alkali/l00 g fat) 

Days of 
Storage temperature 

storage 
+20C 一20C -250C ー250一

5
一
h
→-2

0C +2。一5一d→一250C +20一
l
一Od→-25

0C 十2015→d ー250C

O 0.53 

5 1.51 1.41 1.32 1.28 

10 1.15 1.45 1.63 1.89 1.70 

15 

20 9.80 0.49 0.44 1.02 0.69 0.74 1.67 

30 10.51 0.53 0.61 1.61 0.82 0.88 2.05 

40 19.18 1.69 1.08 1.95 1.04 1.48 1.32 

50 21.45 0.67 0.98 0.89 1.07 

はありながらポーランドの KACZOREKら20)によって は VBNが最も敏感であると言えよう。この観点から

も得られ， 5
0
Cで生乳を保存する場合，その biological 本実験の結果を眺めると (Table3)，十20Cでは5日間，

ageを表わすには，種々のテストのうちで NH3含量が ー2
0Cでは30日間， -250Cでは40日間，ー250C5時間

最もょいという。プロテアーゼが氷点下の温度において 凍結後一20C保存の試料では20日間，また +20C5日

も作用することはよく知られているが21，22)，上の事実は 間保存後一250Cで凍結したものでは30日間まで，それ

endopeptidase よりも exopeptidaseや deaminase， ぞれ風味変化を推定させる限界値以下の VBNレベル

aminohydrolyase， amidohydrolyaseの類が凍結温度 に保たれた。なお， +20Cで10または 15日間保存後に

で活性が低?下じ難く， -25
0C においても長期保存の場合 一25

0Cで凍結した試料では， A660および VBNのいず

には酵素作用の行なわれることを示唆している。 れの場合も凍結直前の値が実験終了までつづいた。

脂肪分解の度合を示す遊離脂肪酸 (FFA)は +20Cで

20日間以主保存した場合に急激な増加を見せたが，それ

以外の試料では多いものでも最初の 3~4倍に留まった

(Table 4)。 リパーゼが氷点下の温度で活性を示すのは

プロテアーゼと同様，よく知られた事実である21-23)0 

ALFORD and PIERCE24)は Ps.ρ"agiなど細菌やカビ，
コウボから調製した粗リパーゼが -290Cの低温でもラ

ード，コーンオイル，ココナッツオイノレを加水分解するこ

とを報告している。今回の実験で:'Vl:.低温における脂肪分

解により FFAが増加することは明らかではあるけれど

も，その値は +2
0Cで20日間以上保存した試料を除き，

殆んどが 2(msアノLカリ/100g脂肪)以下であり，しか

も測定値のばらつきが多い傾向を示した。 A日oや VBN

の測定値がそれぞれの風味変化に対応する推定限界値を

越えている試料においても， FFAの値はなお低く，その

推定限界値問 3.3~3.7 には達していない (Table 4)。こ

のことは即ち，凍結乳の場合には FFAの測定値から乳

質の変化やプレーバーの変化を推測することが不可能で

あるのを意味している。

同様な傾向は酸度についても認められた (Table1)。

全体でみると本実験で行なった4種類のテストのうちで

要 約

凍結条件下における生乳の乳質変化を調べるため，生

化学的観点から酸度，タンパク質分解度 (A660)，揮発性

塩基態窒素 (VBN)，および遊離脂肪酸 (FFA)を測定し
た。保存条件はー250C，-20C， +20C， -250Cで5時間

凍結後一2
0C，+20Cで5，10， 15日間保存後一250C凍

結の以上7通りで，最終保存期間はすべて50日間である。

その結果，酸度および FFAは +20Cで20日間以上

保存した際に急激な憎加を示したが，他の保存条件では

顕著な変化は認められなかった。 A660は +2
0Cで20日

間保存した時点および +20Cで15日間保存後に -250C

で凍結した試料において，プレーパ一変化に対応する推

定限界値16)を越えたが，他の保存条件では吸光度の増加

は殆んど観察されなかった。

一方， VBNは4種類の乳質検査法のうち最も敏感で，

フレーパ一変化の推定限界値に最も短時間で到達した。

VBNの測定結果によれば， +20Cでは5日間， _20Cで

は30日間， -250Cでは40日間， -250C 5時間凍結後

-2
0C保存では20日間， +20C 5日間保存後一250Cで

凍結保存した試料では30日閉まで，それぞれ限界値以下
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のレベルを保つことができた。 なお +20Cで10または

15日間保存後にー250Cで凍結した試料では A刷およ

び VBNのいずれの場合も凍結直前の値が実験終了ま

でつついた。

本研究を行なうにあたり有益なご指導，ご助言をいた

だし、た安井勉教授に感謝の辞を表します。
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increase of A660 was observed under the other 

storage conditions. On the other hand， the VBN 

Changes in raw milk qua1ity during frozen stor- test was found to be the most sensitive among 4 

age were estimated by measuring acidity， proteo- tests used in this experiment， and its value incre-

lysis (A660)， volatile basic nitrogen content (VBN) ased at the fastest rate to the critical level for off-

and free fatty acidity (FFA). Raw milk samples fiavor. VBN data showed that VBN of raw milk 

were stored for 50 days under 7 temperature con- samples could remain at lower levels than the 

ditions as described below: at -250C， -20C，十20C， critical one for off-f!avor under the following stor-

-20C after 5 hr-storage at -250C; and at -250C age conditions: 5 day-storage at +2'C， 30 day-stor-

after 5 day-， 10 day-， or 15 daチstorageat +20C. age at -20C， 40 day-storage at -250C， 20 day-storage 

The results indicated that the signi五cantincrease at -20C after 5 hr-storage atー 250C，and 30 day-

in acidity and FF A was observed only on the storage at -25'C after 5 day-storage at +20C. 

samples stored at +20C for longer than 20 days. Freezing the samples at -250C after 10 day-and 

However， in the case of porteolysis， A田oof the sam- 15 day-storage at +20C kept A660 or VBN value 

ple stored at十20Cexceeded the critical value16l， unchanged over the rest of the storage period of 

which may refiect the fiavor deterioration， at the time. 

20 th-day storage and increased thereafter. No 


