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は し が き

大豆は良質のたん白質や脂肪を含み､ 栄養的に優れていることか ら､ 中国､ 日

本､ その他のアジア地域で古 くから豆腐及びその関連製品､ 味噌､ 醤油､ 納豆､

テンペなどの伝統食品に利用されてきた｡ 今 日では､ 大豆は､ これ らの伝統的な

利用法以外にも､ 大豆たん白質の有するゲル形成性､ 保水性､ 起油性､ 脂肪分散

性などの機能特性が注目され､ 組立食品を始めとする数多 くの食品製造に利用さ

れている｡

近年､ 食生浦の洋風化に伴い､ 肉食化が進行 し､ 食肉のたん白質に伴 う脂肪が

健康に悪影響を与えつつある｡ すなわち､ 脂肪はたん白質や糖質に比べて単位あ

たりのカロリーが高いばか りでなく､ 特に､ 動物性の脂肪はコ レステロールを多

く含み､ かつ飽和脂肪酸で構成されているカロリー過剰摂取による肥満､ 高血圧､

動脈硬化､ 心臓病などの成人病を引 き起こし､ 社会問題化 しつつある｡ このよう

な背景か ら､ コレステロールフリーの食品開発が必要 とされ､ 植物たん白や植物

油などを用いた組立食品の製造が種々試みられている｡ しかしなが ら､ 微生物の

機能を利用した植物たん白の組立食品に関する知見は少ない｡ その中でも大豆た

ん白を主体としたチーズ様食品の開発も検討されているが､ 未だ実用に耐え得る

ものには至っていないようである｡

植物性チーズ (vegetablecheese)に相当する伝統食品に "豆腐よう''がある｡

豆腐ようは､ 麹と泡盛を含むもろみに乾燥処理を施した木綿豆腐を漬け込んで熟

成させた沖縄独特の発酵食品である｡ このものは､ 塩あじが薄 く､ ソフ トチーズ

の食感を呈するユニークな噂好食品として今後発展する可能性を大 きく秘めてい

る｡ しかしながら､ 豆腐ようは門外不出の秘伝として特定の家庭で細々と継承さ

れてきたために､ 一般的な食品として普及されておらず､ その食品製造に関する

科学的な知見もほとんど得 られていなかった｡ 本研究代表者は､ 豆腐よう製造の

振興を図るために､ 原料の調製法､ 仕込､ 茅集成条件等の検討を行い､ その技術的

特徴を科学的に明 らかにしてきた｡

伝統的な豆腐よう製造では､ 原料に用いる豆腐の製造法が煩雑で､ しかも均質

な製品が得 られ難いという欠点を有 しており､ 新 しい製造技術の確立が必要 とさ
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れている｡ 本研究代表者 らは､ この欠点をク リアーす るために大豆 たん自賛の有

するゲル化能 に着 目し､ 豆腐の代わ りに､ 大豆 たん白貫一食用油一水系ゲルを用

いた新 しい発酵食品を作 り出す ことに思 い至 った｡ 本研究の特色は､ 沖縄の豆腐

ようを出発点 として､ 大豆 たん白を用い､ 組立法 と発酵法 による新 しい技術展開

を図 ろうとす るところにあ る｡

このよ うな研究の背景か ら､ 本研究では､ 大豆 たん白貫のゲルを用いた ｢豆腐

よう｣類似の新 しい発酵食品の熟成機構 を食品化学､ 食品工学及び微生物生化学

的に総合的に解析 を試み たのである｡

研 究 組 織

研究代表者 :安 田 正 昭 (琉球 大学農学部 )

研究分担者 :屋 宏 典 (琉球大学農学部 )

研究分担者 :和 田 浩 二 (琉球大学農学部 )
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500 千円
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研 究 の 成 果

研 究 の 概 要

大豆たん白質､ 大豆油､ 水などを主成分とした身近なゲル状食品に豆腐がある｡

豆腐に麹菌を作用させ た "豆腐よう''はチーズ様風味を有する､ 沖縄独特の発酵

食品である｡ 本研究代表者は､ これまで､ 秘伝として細々と継承されてきた豆腐

よう製造技法の特徴を科学的に解明 した｡ また､ 豆腐ようの製造原理を基に､ 分

離大豆たん白､ 食用油及び水か ら形成 したゲルに微生物 (紅麹菌､ Monascus属菌)

を作用させると豆腐よう類似の新しい発酵食品が得られることを見出し､ その製

造条件を検討 してきた｡

本研究は大豆たん白による新 しい発酵食品の熟成機構を明 らかにすることを目

的とし､ 以下の成果を得た｡

本発酵食品の熟成機構を明らかにするために､ 先ず､ 紅麹菌を用いた製品の熟

成過程におけるたん白質及び窒素成分の変化について調べた｡ 本発酵食品のたん

白質量は熟成時間の経過に伴い減少 し､ 大豆たん白質が分解を受けていることが

明らかとなった｡ そこで､ 熟成過程におけるたん白質の分解についてSDS-ス

ラブポ リアクリルアミ ド電気泳動法 (SDS-PAGE)により詳 しく調べた.

大豆たん白質の水不溶性試料に現れる熟成0日目におけるバン ドは βコング リシ

ニンのα'､ α及び βサブユニッ ト､ グ リシニンの酸性及び塩基性サブユニッ ト

に対応するものが主成分をなしていた｡ 熟成 60日目においては､ βコング リシ

ニンのα'､ α及び βサブユニッ トならびにグ リシニ ンの酸性サブユニッ トに対

応するバ ンドが消失した｡ 一方､ 塩基性サブユニッ トや分子量が 30KDa､ 1

2KDa付近に位置するバ ンドが存在 した｡ 本発酵食品のたん自責水溶化率 (水

溶性窒素量の総窒素量に対する割合 )は熟成時間の経過に伴い増大 し､ 熟成 60

日目では52. 4%の値を示 した｡ また､ 非たん白憩室素量の指標される､ トリ

クロロ酢酸 (TCA)可溶性窒素量の総窒素量に対する比率は熟成時間の経過に

伴い増大し､ 熟成 60日目では46. 6%の値を示 した｡

次に､ 熟成過程における本発酵食品の物性変化について訴べた｡ テクスチャー
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試験 (硬 さ､ 凝集性､ 破断強度等 )を行ったところ､ これ らの数値はいづれも煎

成時間の経過に伴い減少 した｡ 製品の硬 さや凝集性が熟成時間の経過に伴い減少

した原因 として､ 大豆たん白質がもろみ中のプロテアーゼ により分解を受けたこ

とによるもの と考えられる｡ 熟成過程における製品のクリープ解析を行ったとこ

ろ､ 熟成 0日目では､ 変形の主成分はフックの弾性変形であり､ ニュー トンの粘

性はわずかであった｡ しか し､ 燕成時間の経過に伴い､ 全変形に占める弾性変形

の削合は減少 し､ 逆に､ フォーク ト体の粘弾性変形の削合が増大した｡

紅麹菌のプロテイナーゼは本発酵食品の熟成で鍵酵素としての役刑を果たして

いるものと考えられる｡ そこで､ 本酵素の大豆たん白貫の分解様式について検討

した｡ まず､ 紅麹菌を蒸米に固体培養をして得 られる紅麹から本酵素を抽出し､

各種のカラムクロマ トグラフィーを行い､ 電気泳動的に均一な酵素標品を得た｡

本精製酵素を用いて各種の研究を行 った｡ 本酵素活性に及ぼすエチルアルコール

濃度の影響を調べ たところ､ 酵素活性はエチルアルコール洩度が高 くなるに従い

減少 した｡ 本酵素による大豆たん白質加水分解に及ぼすエチルアルコール洩度の

影響について調べたところ､ TCA可溶性窒素圭はエチルアルコール漉度が低い

ほど増大したが､ TCA不溶性宝素量は逆に､ エチルアルコール洩度が低い程減

少 した｡ 本酵素による大豆たん白質の分解についてSDS-PAGE法により調

べた｡ 本酵素による大豆たん白質の分解は先ず､ βコング リシニンのα'､ α及

び βサブユニッ トが､ 続いてグ リシニンの酸性サブユニッ トが分解を受けるが､

グ リシニンの塩基性サブユニッ トは分解を受けずにそのまま残存すること及び酵

素反応液中に 10KDa前後に分子量を有するポ リペプチ ドを生成することがわ

かった｡ 本酵素による大豆たん白質の分解速度は反応系にエチルアルコールを添

加することにより抑制された｡ 以上の結果は､ 本発酵食品の熱成過程におけるS

DS-PAGEの場合 とよく一致 した｡
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大豆たん白質一油一水系ゲルを用いた発酵食品の

熟成過程におけるたん白質及び窒素成分の変化

琉球大学農学部

屋 宏典､ 安田 正昭

1. はじめに

大豆は栄養的に優れていることか ら､ 中国､ 日本その他のアジア地域で古 くか

ら豆腐及びその関連製品､ 味噌､ 醤油､ 納豆､ テンペなどの伝統食品に利用 され

てきた｡

今 日では､ 大豆は､ これ らの伝統的な利用法以外に､ 大豆たん白質の有するゲ

ル形成性､ 保水性､ 起油性､ 脂肪分散性などの機能特性が注目され､ 組立食品を

始めとする数多くの食品製造に利用されている｡ しか し微生物を利用したそれに

関する知見は少ない｡ その中でも､ 大豆たん白質を主体としたチーズ様食品の開

発も検討されているが､ 兼だ実用化には至っていないようである｡

著者らは､ 大豆たん白質のゲル形成性に着目し､ 分散大豆たん白､ 食用油及び

水などか ら形成 したゲルに微生物を作用させると豆腐ようl･2)類似の新 しい発酵

食品が得 られることを見出した｡ 本研究は大豆たん白質のゲルを用いた新 しいた

ん白質発酵食品の熟成機構を食品化学的に明 らかにすることを目的 とし､ 本報告

では､ 熟成過程における各種の成分変化等について検討 した｡

2.実験方法

(1)大豆たん白ゲルの調製

大豆たん白ゲルの調製は次の とうり行った｡ 分離大豆たん白54. 3g､ 格物

油脂 37. 2g､ 蒸留水 208. 5g､ 硫酸カルシウム2. 0gをよく混練 し､

脱気した｡ この混練物を塩化ビニ リデン製のチューブにケーシング したのち80

oCで60min加熱 した｡ 得 られたゲルは流水で冷却 し､ さらに4oCで 12hr

放置した｡

(2)紅麹の製麺

紅麹菌 (叶onascussp.No.3403)を蒸米に生育させた米麹の粥製は既報 3'の方
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法に従って行 った｡

(3)豆腐よう類似発酵食品の調製

豆腐よう類似発酵食品の調製は既報 4)の方法に従い､ 紅麹によるもろみに乾燥

豆腐の代わりに上表己で得た大豆 たん白貫のゲルを漬け込み､ 30℃で60日間熱

成させることにより行 った｡ なお今回使用 した泡盛はアルコール濃度が 30%の

ものであった｡

(4)分析試料の調製

成分分析に供する試料の調製は製品ともろみとに分社 し､ 各々凍結乾燥を行っ

たのち粉砕､ 綜別 (20/ 30メッシュ)することにより行った｡ なお､ pH及

びプロテアーゼ活性の滴定 に用いる試料 (もろみ )は凍結乾燥を行 う前のものと

した｡

(5)試料の分析

(i)もろみのpH

水素イオン洩度は試料 10g水 20m lを加えてよく撹押､ 洩過 した溶液のp

HをpHメータ- (堀場 pHメータ-､ F-8)で測定することにより求めた｡

(ii)もろみ中のプロテアーゼ滴性

酵素液の調製は､ もろみ 10gに0. 01Mクエ ン酸-0. 02Mリン酸塩練

衝液 (pH5. 0)10mlを加えて室温 (25pC)で60min抽出を行った｡

抽出後の溶液 または遠心分般後の上澄液を岡上後衛液にて一夜透析 したものを酵

素液 として用 いた｡ プロテアーゼ活性の測定は既報5)の方法に従った｡

(iii)窒素分析

(∋総窒素

試料中の稔窒素量の測定は 『食品分析法 』 6)に準 じ､ セミミクロケルダール法

により行 った｡

②純たん白憩窒素

純 たん白燈窒素量の沸定は 『改訂食品分析ハ ン ドブ ックJ7 )に準 じて行い､ ト

リクロル酢酸 (TCA )沈澱区分の窒素量を総窒素と同様の方法により測定 した｡

③水溶性窒素

水溶性窒素量の測定 に用 いる浸出液は 『基準味噌分析法 』 8'に準 じて調製 した｡

浸出液の一部をとりセミミクロケルダール法により水溶性窒素量を測定 した｡
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④ TCA可溶性窒素

4%TCA可溶性窒素量の湘定は松岡 ら9･18)の方法 に準 じ､ 既報 4)に従った｡

上述の水溶性窒素試料 をTCAで処理 し､ 溶液の一部をとり､ 水溶性窒素 と同様

の方法により窒素量を測定 した｡

⑤アミノ態窒素

アミノ憩室素量の測定は 『基準味噌分析法 』8)に準 じて行 った｡

(6)SDSポ リアクリルアミ ド電気泳動

電気泳動に用いる試料の調製は､ 既報いの方法 に従 い､ 試料の各黙成時間 (0､

1､ 5､ 10､ 15､ 30､ 60日間 )における水不溶性画分をSDS､ 2-メ

ルカプ トエタノール存在下､ 100oCで 3分間加熱 した｡ スラブ電気泳動はLaem

山liの方法 に準 じて行 った｡ 標準 たん白質はオ リエ ンタル酵母社製分子量キッ ト (

ウマ心筋チ トクローム )を用い､ 大豆たん白質 β-コ ング リシニ ン及びグ リシニ

ンの調製はKitamuraら12)の方法 を参考に し､ ConASepharose及びSephadexG-

200のカラムクロマ トグラフ ィによりそれぞれ糟黙 した｡

3.結果及び考察

(1)黙成過程におけるもろみ中の pH及び酵素活性の変化

本発酵食品の熟成環境を知るために熟成過程におけるもろみの pHを調べ､ そ

の結果をFig.1に示 した｡ もろみの pHは熟成 0日目で 5. 9であったが熟成 60

日目で 5. 5に低下し､ 製品の熟成が pH 6. 0- 5. 5付近の微酸性のもろみ

中で行われていることがわかった｡ 製品の熟成に最も重要な役割を演 じているプ

ロテ イナーゼ活性の変化を調べ､ その結果をFig.2に示 した｡ もろみのプロテイ

ナーゼ活性は熟成 15日までに急激 に低下 (残存描性:37%)したが､ それ以

降 60日までほぼ同様の値 を示 した｡ 本酵素括性はもろみ中の泡盛 に由来す るエ

チルアルコール濃度の影響を受 けて抑制 され る3)が､ それが ために大豆 たん白質

の分解も抑制 される｡ その結果 として製品の好 ましい物性が形成 されたもの と思

われる｡

(2)熱成過程における大豆たん白質の変化

本発酵食品の熟成過程におけるたん白質の変化を調べ､ その結果 をFig.3に示

した｡ 熟成 0日目 (たん白質ゲル)にお ける純 たん白質量は47. 2%の値を示
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したが､ 熟成 15日目で27. 6%に低下した｡ それ以降燕成 60日目まで低下

し大豆たん白質が熟成時間の経過に伴い分解を受けていることが明 らかとなった｡

そこで､ 熟成過程における大豆たん白質分解の様子をSDS-PAGEにより

観察 した｡ 熟成過程における水不溶性試料の電気泳動パターンをFig.4に示 した｡

大豆 たん白質ゲルの水不溶性試料に現れるバ ンドはβ-コング リシニンのα'､

α､ βサブユニッ ト､ グ リシニ ンの酸性及び塩基性サブユニッ トが主成分をなし

ており､ それ以外にも61,54,39,27.5,22.8,16.5KDaの位鷹に明確なバ ンド

が､ 12.5KDa付近の位置では薄いバ ンドが見 られた｡ 熟成 1日目で､ 分子量が43

.5KDaの位置にバ ンドが新たに出現 した｡ 熟成 15日目では､ 分子量が12.5KDa

付近に位置するバ ンドの洩度が増大した｡ 熟成 60日目においては､ β-コング

リシニンのα'､ α､ 及び βサブユニッ ト､ ならびにグリシニンの酸性サブユニ

ッ トは消失したものの､ グ リシニンの塩基性サブニッ トは残存 した｡ その時､ 分

子量30,13.5KDaに位置するバ ンドのほか､ 10KDa前後の比較的低分子量のバン

ドもブロー ドに存在することがわかった｡ 従って､ 紅麹菌を用いて大豆たん白賞

のゲルより調製 した発酵食品のボデ ィーを構成している主要成分は､ グ リシニン

の塩基性サブユニッ ト及び分子量10-12KDa前後のポ リペプチ ドで､ それ以外に

も30KDa付近に分子量を有するものの存在が明 らかとなった｡ なお､ 大豆乳から調

製 したチーズ様食品9)や豆腐よう4)においてもグ リシニンの塩基性サブユニッ ト

の存在が確認されている｡

以上のことから､ 本発酵食品の勲成はもろみ中のプロテイナーゼの作用で大豆

たん白質が限定分解を受けることにより行われることが明 らかとなった｡

(3)熟成過程における窒素成分の変化

水溶性窒素量の総窒素量に対する比率で表される数値は味噌やチーズの熟成を

知る上で重要な指標 とされ､ たん白黄の水溶化率 または熱成季 とも呼ばれている｡

熱成過程における本発酵食品の熟成率の経時的変化について調べ､ その結果をFi

g.5に示 した｡ 熱成率は熟成時間の変化に伴い増大した｡ ,g成 60日目における

試料の黙成率は52. 4%を示 した｡ 一般に､ 大豆発酵食品の熟成率は白味噌 13

'で39%､ 赤味噌 13)で6 1%､ 豆味噌 13)で 66%､ 納豆 14)で55%であるこ

とが知られている｡ また､ 熟成 3カ月日における豆腐ようJ)の燕成季は36. 3

%､ 熟成 3週間目における丸大豆利用チーズ様食品川)の熟成率は約 60%､ テン
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ペ 15)では 19%と報告されている｡ 本発酵食品の燕成季は豆腐ようや白味噂のそ

れより高 く納豆のそれに類似した値を示 した｡

4%TCA可溶性窒素量の総窒素量に対する比率で表される数値は非たん白態

窒素量の指標 として重要である｡ そこで､ 本発酵食品についてその経時的変化を

調べた (Fig.6)｡ この数値は熟成時間の経過に伴い増大 した｡ 熟成 60日目に

おける本試料のTCA可溶性窒素量の総窒素量に対する比率は46. 6%を示し､

豆腐ようりのそれ (35.0%)に比べて高い値を示 した｡ TCA可溶性窒素量

の水溶性窒素量に対する比率は､ 熱成 60日目で 88. 9%の値を示 し､ 水溶性

窒素成分中､ ペプチ ドやアミノ酸などが約90%生成 されたものと考えられる｡

図には示さなかったが､ 本発酵食品の熟成過程 におけるアミノ憩室素量の水溶

性窒素量に対する比率の変化を調べたところ､ 黙成時間の経過に伴い増大した｡

熟成60日目では､ 約 30%の値を示 した｡ 熟成 60日目における本試料の遊離

アミノ酸について調べ たところ､ グルタミン酸､ アスパラギン酸､ ロイシン､ ア

ラニン､ セリンなどの臓で多く含有 していた｡ 特に､ グルタミン酸､ アスパラギ

ン酸の含有量が高いことは､ 本発酵食品の呈味性を特徴づける大きな要因と思わ

れる｡
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ABC D E F G H I J

Fig. 4 Slab SDS-polyacrylamide gel electrophoretic pattern of water­
insoluble fraction of the fermented soybean protein-gel-food
at various ripening stages

Molecular weights were estimated by mobilities of cytochrome c
for horse heart and crossed-linked cytochrome c (cytochrome c
monomer, dimer, trimer and hexamer). A: Standard proteins
described above, B: /3 -Conglycinin, C: Glycinin, D: Soybean protein
gel, E: I-day, F: 5-day, G: IO-day, H: 15-day, I: 30-day, J: 60-day.
Numerous values in the lane A showed each molecular weight. a',
a, /3: a', a and /3 -subunits in /3 -conglycinin; A, B: Acidic and
basic subunits in glycinin.
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Fig. 5 Changes in protein solubility ratio of the fermented soybean
protein-gel-food during a ripening period

Protein solubility ratio was expressed with a water soluble
nitrogen content per the total nitrogen content. These nitrogen
contents were shown as oven dried basis.
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大豆たん白質一油一水系ゲルを用 いた発酵食品の

熟成過程における物性変化

琉球大学農学部

和田 浩二, 安田 正昭

1. はじめに

近年､ 食生滴が豊になるにつれ､ 成人病対策が重要な課題 とな り､ コレステロ

ールフリー食品の開発が必要とされ､ 植物たん白を用いた組立食品の繋道が種々

試み られている｡ しか し､ 微生物の機能を利用 した植物たん白組立食品に関する

知見は少ない｡ その中でも大豆たん白を主体 としたチーズ様食品の開発 も検討さ

れているが､ 未だ実用に耐 え得 るものには至っていないようである｡

著者らは､ 大豆 たん白質のゲル形成性に着 目し､ 分離大豆たん白､ 食用油及び

水などか ら形成 したゲルに微生物を作用 させ ると､ ソフ トチーズの食感を呈 した

豆腐ようl･2)類似の新 しい発酵食品が得 られることを見出 した｡ 本研究の目的は

大豆たん白質のゲルを用いた新 しい発酵食品の熟成機構を解明することであり､

前章で､ 熟成過程 における製品のたん白質及び窒素成分の変化等について調べた｡

本発酵食品の熟成機構を解明するためには､ 製品の化学成分の変化以外にも物理

的性質の変化についても調べる必要がある｡ そこで､ 本報告においては､ 熟成過

程における製品の物性変化について検討 した｡

2.実験方法

(1)豆腐よう類似発酵食品の製造

① 大豆 たん自ゲルの調製

大豆たん白ゲルの調製は前章で述べた方法 に従 って行った｡

② 紅麹の製麺

紅麹菌 (Monascussp.No.3403)を蒸米に生育 させ た米麹の調製は既報 3)の方

法に従って行 った｡

③ 黄麹の製麹

黄麹 (Aspergillusoryzae)を煮米に生育 させ た米麹の調製は既報 4'の方法に
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従って行 った｡

④ 豆腐よう類似発酵食品の調製

豆腐よう類似発酵食品の調製は前章の方法に従い､ 紅麹､ 煮麺および両者の混

合麹による諸味に①で得た大豆たん白ゲルを沸け込み､ 30oCで 60日間熱成さ

せることにより行った｡

(2)製品の物性測定

① テクスチャー試験

テクスチャー測定は､ 試料台の上下運動により､ 試料の変形による応力のテク

スチャー曲線を求め､ 製品の官能的な評価を解析する方法である｡

各期間熟成させた試料 (試料の形状:≠20×20mm､ 黙成期間:0, 5,

15, 30, 60日)5個づつの物性値をレオナー (山電 (株 )製､ RE-3305)で

測定 し､ その平均値で表 した｡ 硬さ､ 凝集性､ 付着性､ ガム性､ もろさの測定条

件は下記の通 りである｡

プランジャーの材質:ポ リアセタール樹脂､ プランジャーの形:直径40mmの

円板状､ 圧縮率: 10%､ 荷重回数:2回､ 試料台速度: 1mm/sec､ チャー

トスピー ド:240mm/min､ 感度電圧 1Vで､ 得 られたテクスチャー曲線

から､ 各パラメータの値を常法により求めた｡

(診 破断強度

各熟成期間の試料 (試料の形状:¢20×20mm､ 熟成期間:0, 5, 15,

30, 60日)5個づつの破断強度を レオナー (山電 (樵 )製､ RE-3305)で測定

し､ その平均値で表 した｡

破断強度の測定条件は次の通 りである｡ プランジャーの形:直径5mmの円

筒形､ クリアランス:5mm､ 試料台速度: 1mm/sec､ なお､ プランジャー

の材質､ チャー トスピードについては､ テクスチャー試験 (硬さ､ 凝集性､ 付着

性､ ガム性等 )の場合 と同様である｡ 得 られた破断曲線から､ 破断 した時の荷重

量 (F)を読み取 り､ 下記の式より破断強度を求めた｡

破断強度 (dyne/cm2)=Fx980/ S

但し､ Sはプランジャーの断面積 (cm2)､ 980は重力の加速度である｡

③ クリープ測定

クリープ測定は､ 試料を一定荷重で圧縮変形させ､ 一定時間後に除去 した時の
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変形量をチャー ト紙に記録 させ､ 解析する方法である｡

各熱成期間の試料 (試料の形状:¢20×20mm､ 熟成期間:0, 5, 15,

30, 60日)5個づつの物性値を20oCで､ レオナー (山電 (珠 )製､ RE-330

5)で測定 し､ その平均値で表 した｡

プランジャーの形:直径 40mmの円板状､ 荷重:300g､ 試料台上昇速度

:5mm/sec､ 荷重時間:5 min､ チャー トスピード:20mm/mi

n､ 感度電圧:0. 4Vで､ 得 られたクリープ曲線および除垂後の クリープ回復

曲線を 1個の弾性模型､ 2個のフォーク ト体模型および 1個の粘性横型 とを直列

に連結 した6要素横型で解析 した｡

3.実験結果および考察

(1)テクスチャー試験

最終製品の試料がソフ トゲルであることか ら､ 破断強度を起こさない程度でテ

クスチャー試験を行った｡

① 熟成過程 における製品の硬 さの変化

硬 さは本発酵食品を口の中に入れたとき､ 舌 と上顎の間で押 しつぶすのに必要

な力の度合を表 したものである｡ 熟成過程における本発辞食品の硬 さの変化を調

べ､ その結果をFig. 1に示 した｡ 製品の硬さは熟成 5日目まで増大 し､ 5日日以

降では低下し､ 熱成30-60日目でほぼ一定の億を示 した｡ 熟成 60El日にお

ける製品の硬 さは紅麹の製品で 555g､ 混合麹で368g､ 黄麹で343gで

あった｡ 混合麹による製品は､ 紅麹 と車軸による製品の中間に位置 していた｡

② 熟成過程における製品の凝集性の変化

凝集性は､ 本発酵食品の形態を形成している内部結合の強さを表 した数値で示

される｡ 熱成過程における製品の凝集性の変化を調べ､ その結果をFig.2に示 した｡

製品の凝集性は紅麹､ 混合麹､ 糞塊 区のいずれの場合もほぼ同様の傾向で変化

し､ その億はそれぞれ熟成の進行に伴い低下 した｡ この現象は前章で述べた熟成

過程における製品の純 たん白質の分解パターンとよく一致 していた｡ 従 って､ 大

豆たん白質は麹に由来するもろみ中のプロテアーゼの作用により､ 分解を受け､

特はS-S結合が切断されることにより､ この数値が低下 したもの と推定される｡

熟成 60日めにおける製品の凝集性は紅麹の製品で0. 84､ 混合麹で0. 78､
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黄麹で0. 77であり､ いずれも0. 8前後の値を示 した｡

(診 熟成過程 における製品のもろさの変化

もろさは､ 本発酵食品を口に入れ､ 舌 と上顎で押 しつぶ し､ その崩れ易さの度

合いを表 したものである｡ 熟成過程 における製品のもろさの変化を調べ､ その結

果をFig.3に示 した｡ 紅麹､ 混合麹､ 黄麹 による製品のもろさの変化は､ 熟成初期

には､ 硬 さの変化の場合 とよく似た傾向を示 し､ 熟成後期では､ 類纂性の場合と

同様の変化を示 した｡

④ 熱成過程 における製品の付着性の変化

付着性は本発酵食品の表面と口の中で､ 舌､ 歯､ 唇などの表面に付着 した状態

を引 き離すのに必要な力を表される数値である｡ 熟成過程における製品の付着性

の変化を調べ､ その結果をFig.4に示 した｡ 紅麹､ 混合麹､ 車軸いずれの区におい

ても熟成 15日目まで増大 し､ それ以降は低下した｡ 各製品の付着性は紅麹､ 混

合麹､ 黄麹間で顕著な差異は見 られなかった｡

⑤ 熟成過程における製品のガム性の変化

ガム性は本発酵食品が飲み込める状態 にまで崩壊させるのに必要な力で､ 硬さ

と凝集性 との積で表される数億である｡ 黙成過程 における製品のガム性の変化を

調べ､ その結果をFig.5に示 した｡ 製品のガム性の変化は5日目まで増大 し､ 5日

目以降では低下した｡ 熟成 60日目における製品のガム性は紅麹､ 混合麹､ 貴地

の順であった｡

(2)破断強度

食品にある力を加えて変形を続けると､ ついには破壊する現象が見られ､ これ

を破断といい､ 破断を引き起こすのに必要な力を破断強度 と呼んでいる｡ 熟成過

程における製品の破断強度の変化を調べ､ その結果をFig.6に示 した｡ 製品の破断

強度は硬 さの場合 とほぼ同様の変化 (Fig.1)を示 し､ 熟成 5日目に増大したが､

それ以降は熟成の進行に伴い低下した｡ なお､ 図には示されていないが､ 製品の

断面積は熟成 5日目に減少 し､ それ以降は若干回復する傾向が見られた｡ また､

製品の水分含量も熟成 5日目で減少 した｡ これらの事実か ら､ 熟成初期で､ 大豆

たん白ゲルは諸味の浸透圧 との関係で離水を起こし､ ゲル自体 に収縮が起こった

もの と思 われる｡ その結果､ 製品の硬さ (Fig.1)､ もろさ (Fig.3)､ ガム性 (

Fig.5)および破断強度の値が熟成初期 (5日目)に増大したものと思われる｡ 熱
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成 5日目以降では､ 大豆たん白ゲルは諸味の浸透圧に十分なじみ､ 諸味中のプロ

テアーゼの作用を受け､ 製品の物性が変化したものと思われる｡

熟成 60日E]における製品の破断強度は紅麹区で13.7､ 混合地区で8.7､ 責麹区

で6.6×106 dyne/C血2の順であった｡ 紅麹区と黄麹区の間では､ 製品の特性値に差

異のあることが観察された｡

(3)クリープ解析

① 熟成過程における製品のクリープ曲線の変化

本発酵食品の熟成過程におけるクリープ曲線の変化を調べ､ その結果をFig.7に

示した｡ 紅麹による製品のコンプライアンスは熟成0日目から5日目にかけて減

少した｡ しか し､ 5日目以降60日目まで､ この値に顕著な変化は見られなかっ

た｡ これに対 して混合麹による製品のコンプライアンスは熟成 0日目か ら5日目

にかけて減少 し､ 無成時間の進行に伴い増大 した｡ 熟成 60日目におけるコンプ

ライアンスは熟成0日目に比べて増大した｡ 黄麹 による製品のコンプライアンス

は熟成 5日目で減少したが､ それ以降 60日目にかけて増大した｡ 熟成 30日日

以降は0日目に比べて増大 した｡ 以上の事実から､ 紅麹と黄麹による本発酵食品

の一定荷重における変形は紅麹区に比べて黄麹区のものの方が大きいこと､ そし

て責麹区の製品はその中間型であることが分かった｡

(卦 熟成過程における製品の粘弾性変化

クリープ曲線から求めたフックの弾性変形をSl､ 2つのフォーク ト体の粘弾性

変形をS2およびS3､ ニュー トン粘性変形をS4とし､ 熟成過程における製品のこ

れらの構成成分の変化を求め､ Fig.8に示 した｡ 紅麹区においては､ St､ S2+S

3は減少 したがそれ以降はわずかに減少したにすぎなかった｡ S lは熟成期間を通

してほとんど変化は見 られなかった｡ 熟成0日目における製品のコンプライアン

スを比較すると､ Slによる変形は全体の 50. 2%､ S2+S3で44. 2%､ S

4で5. 6%であった｡ このことから､ 熟成0日目における製品の変形はフックの

弾性変形に大きく依存 していることがわかった｡ KaDataら5･6'はいくつかの食品

たん白か ら加熱ゲルを調製 し､ その物性を調べている｡ それによれば､ 大豆たん

白ゲル変形の主成分は弾性変形であり､ ニュートンの粘性はわずかであることが

報告され､ 著者らの結果ともよく一致 した｡ しか し､ SPIのゲルを発酵させた

製品の物性に関する報告は見られない｡ 熱成 60日目における製品のコンプライ
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アンスを比較すると､ Slによる変形は全体の 57. 9%､ S2+S3で37. 9%､

S4で4. 8%であり､ この場合にも製品の変形はフックの弾性変形に大きく依存

していることが わかった｡

混合麹区においては､ 熟成5日目までSl､ S2+S3は急激に減少 したが､ それ

以降は熟成 60日目まで徐々に増大 した｡ S 4は熟成期間を通してほとんど変化が

見られなかった｡ 熟成 60日目における製品のコンプライアンスを比較すると､

Slによる変形は全体の49, 8%､ S2+S3で46. 4%､ S Aで3. 8%であ

った｡ このことか ら､ 製品の変形はフックの弾性変形 とフォーク ト体の粘弾性変

形にほぼ等しく依存していることがわかった｡

黄麹区においては､ 熟成 5日目まではSl､ S2+S3が急激に減少 した｡ それ以

降は熟成 60日日まで穏やかに増大 した｡ S 4は熱成 5日目以降綾やかに増大した｡

熟成 60日目におけるSlによる変形は全体の 42. 5%､ S2+S3で53. 0%､

S Jでは4. 5%であった｡ このことから､ 製品の変形はフォーク ト体粘弾性変形

に最も大きく依存 していることが分かった｡

熟成過程における製品の､ フックの弾性率､ 遅延粘弾性部のフォーク ト体の弾

性率､ その粘性率､ 定常粘性部におけるニュートン体の粘性率を調べたところ､

いずれも､ 紅麹による製品は黄麹による製品に比べてその億が大きく､ 混合租に

よる製品のそれらの値は両者の中間に位置 していた｡ 従って､ 紅麹による試料は

黄麹によるものに比べて強いスプ リングをもち､ 流動変形も起こし難い構造を有

していることが分かった｡ 混合麹区による製品の変形は紅麹区と黄地区によるも

のの中間型であった｡

本発酵食品の物性はその製造に用いる微生物 (紅麹菌 3･7'､ 黄麹菌4') の特性

と密接な関係があり､ 特に､ 丙麹菌の生産するプロテアーゼの基賞特異性等の酵

素化学的性質の差異が製品の物性に影響を与えたものと思われる｡
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紅麹菌プロテイナーゼによる大豆 たん白井の分解

琉球大学農学部

安田 正昭

1. はじめに

近年, 健康志向を反映 したコ レステロールフリー食品に対する人々の関心が高

まり, 植物たん白を用いた組立食品の製造が種々試み られている｡ しか しなが ら,

微生物の機能を利用 した植物たん白の組立食品に関する知見は少ない｡ その中で

も, 大豆たん白を主体 としたチーズ様食品の開発 も検討されているが, 兼だ実用

に耐えるものには至っていないようである｡

著者らは, 伝統的な大豆 たん白質の発酵食品である沖縄の豆腐よう日に着 日し,

分離大豆 たん白, 食用油及び水から形成 したゲルに紅麹菌 (Honascus属菌 )を作

用させることにより, 大豆 たん白を主体 とした新 しい発酵食品を作 り出すことに

成功 した｡ 本研究の目的は, この発酵食品の熟成機構を解析することであり, 前

章において熟成過程における製品のたん白質, 窒素成分の変化及びその物性変化

等について述べた｡ 本発酵食品の熟成機構を明らかにするためには, 本番の生産

する酵素の諸性質についても明 らかにする必要がある｡

紅麹菌プロテイナーゼは本発酵食品の熟成 に関与する鍵酵素 としての役割を担

っていると考えられ, これ までに本酵素の精製を行い, その基礎的性質 について

調べてきた2･3'｡ 本報 においては, 紅麹菌プロテイナーゼ による大豆たん白質の

分解様式について調べ たので報告する｡

2.実験方法

(1)供試菌株 と培養

供試菌株としてMonascussp.No.3403を使用 した｡ 本菌株の噂糞は既報いの方

法に従い, 固体培養法 により行った｡

(2)試薬

実験に供する試薬 として, ハ ンマーステンミルクカゼインはメル ク社, 分触大

豆たん白 (SPI)は不二製油 (株 )社製, DEAE-セルロース, DEAF-セファデッ
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クスA-50,QAE-セファデックスA-50及びセファデックスG-75はフアルマシア社製

を使用 した｡ その他の試薬は試薬特級を使用 した｡

(3)酵素描性の測定 と酵素の精製

プロテイナーゼ涌性の測定は既報 5)の方法に従 い, ハ ンマーステンミルクカゼ

インあるいはSPIを基質に用いて酵素反応を行い, 反応で生成するチロシン量

をFolin法5)で測定することにより求めた｡ SPIを基質に用いた時の本酵素滴性

に及ぼすエチルアルコール濃度の影響を調べ るための反応液配合削合は, 次の通

りとした｡ 0. 4M乳酸接衝液 (pH3. 0)0. 20 m1, 2%SPI溶液

0. 25m1, 酵素液 (15. 6〟g/ml)0. 50m1, エチルアルコール

及び水で,総量 2. 0mlとし, 37oCで 60分間酵素反応を行い, 0. 4M ト

リクロル酢醗 (TCA )溶液 1. 0ml加えて辞素反応を停止 した｡

本酵素の精製は既報 2)の方法に従 った｡ すなわち,紅麹 (2kg)より本酵素

を抽出し, DEAE-セルロース, DEAE-セファデックスA-50, QAE-セファデックスA-

50及びセファデックスG-75のカラムクロマ トグラフィーを組み合わせて行った｡

本精製酵素はディスク電気泳動的に均一であることが確かめ られた｡

(4)窒素量の測定

① 総窒素量

酵素反応液中の総窒素量の測定は 『食品分析法 』 6)に準 じてミクロケルダール

法により行った｡

(塾 TCA可溶性窒素量とTCA不溶性窒素量

酵素反応で生成 したTCA可溶性窒素量あるいはその不溶性窒素量は次の方法

で測定 した｡ 酵素反応液の配合削合は, 2%SPI溶液 5. 0m1, 0. 4M乳

酸績衝液 (pH3. 0)5. 0ml, 酵素液 (15. 6/Jg/ml)10. 0m

1, 合計 30mlに トルエ ンを添加 した｡ 37oCで振 とうしなか ら, 各時間酵素

反応を行 った｡ 各時間反応 させ た酵素反応液 1. 5mlに0. 4MTCA溶液を

1ml添加 して酵素反応を停止 した｡ 東洋ろLNo.5Bでろか し, ろ液中の窒

素量 (TCA可溶性窒素 )あるいは残漬部の窒素量 (TCA不溶性窒素 )をそれ

ぞれミクロケルダール法により定量 した｡

(5)ポ リアクリルアミ ドスラブゲル電気泳動

電気泳動に用いる試料の調製は, (4), ②の方法で各時間酵素反応を行 った
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反応液 1mlをとり, SDS, 2メルカプ トエタノール存在下で 2分間加熱 した

のち, 凍結乾燥を行った｡

スラブ電気泳動はLaemmliT)の方法 に従 って行 った｡ ゲルはポ リアク リルアミ ド

のSDSゲル (10×14×0. 2 cm)とし, 泳動は, SDSを含む トリス

ーグ リシン後衛液 (pH8. 3)を使用 し, 15mAで 14時間行 った｡ 標準た

ん白質には馬心筋チ トクロームCの分子量キ ッ ト (オ リエ ンタル酵母社製 )を用

いた｡ 染色には, 0. 25%コオマジーブ リリア ン トブルーR溶液 (酢酸 :メタ

ノール:水=10:50:43)を用いた｡

3.結果及び考察

(1)プロテイナーゼ描性に及ぼすエチルアルコール洩度の影響

本発酵食品は泡盛存在下で, 紅麹菌のプロテイナーゼの作用 により熟成が進行

するので, 本酵素描性 に及ぼすエチルアルコール洩度の影響について調べ, その

結果 をFig.1に示 した｡ 本酵素活性は, エチルアルコール洩度の増大に伴い減少

した｡ 反応液 にエチルアルコールを 10, 20及び 30%添加 した時の本酵素の

相対活性は無添加のそれに比べ て, それぞれ, 70, 25及び 3%の値を示 し,

本酵素涌性は反応液中のエチルアルコール洩度の影響を受 けることが判明 した｡

(2)プロテイナーゼによるSPIの加水分解 に及ぼすエチルアルコール沸度

の影響

① TCA可溶性窒素量の変化

本酵素 によるSPIの加水分解の程度を知 るために, 反応液 にエチアルコール

を0, 10及び 20%を含む系を設定 し, 酵素反応をおこなった｡ 酵素反応にお

けるTCA可溶性窒素量の総窒素量 に対する割合の変化を調べ た結果をFig.2に

示 した｡ TCA可溶性窒素成分は本発酵食品の低分子成分, 特 に, ペプチ ドやア

ミノ酸に相当する成分である｡ TCA可溶性窒素量の総窒素量 に対する削合で表

される数値は, いづれの場合にも反応時間の経過 に伴 い増大 した｡ エチルアルコ

ール無添加区では, 反応 24時間目で75. 4%, 反応72時間目で82. 1%

の値を示 した｡ 一方, 反応液にエチルアルコール 10及び 20%を添加 した区に

おける反応72時間におけるTCA可溶性窒素量の鴇窒素量に対す る削合の値は

それぞれ 61. 5及び 42. 0%であった｡ これ らの ことか ら, 反応液中のエチ

- 31-



ルアルコールの濃度の影響を受けるものの, 本酵素の作用により大豆たん白質は,

TCA可溶性窒素成分に変換されたことがわかった｡

(9TCA不溶性窒素量の変化

①の場合と同様に, 本酵素によるSPIの不溶性窒素量の変化について調べ,

その結果をFig.3に示 した｡ TCA不溶性窒素成分は ｢とうふよう｣のボディー

を構成するポ リペプチ ドに相当する成分である｡ TCA不溶性窒素量に対する揺

窒素量の割合で表される数値はいづれの場合にも反応 1時間目までに急激に減少

したが, その後,酵素反応時間の経過に伴い徐々に減少 した｡ 本酵素反応を72

時間行ったあとで, TCA不溶性窒素量の総窒素量に対する割合を調べたところ,

エチルアルコールを0, 10及び 20%存在する区では, それぞれ, 17. 9,

38. 5及び 58. 0%の億をそれぞれ示 した｡ この事実は,エチルアルコール

濃度が高 くなるにつれてTCA不溶性窒素成分すなわち,兼分解のたん自貫含量

が高いことを示している｡ 以上の結果か ら, 本酵素による大豆たん白質の分解は

反応液中のエチルアルコール洩度の影響を受けていることが明 らかとなった｡

(3)プロテイナーゼによる大豆たん自責の分解

反応液にエチルアルコールを0, 10及び 20%含む系を設定し, 0から24

時間本酵素反応を行った後, 大豆たん白質分解の様子をスラブゲル電気泳動法に

より観察 した｡ 図には示さなかったが,エチルアルコール無添加の場合には,戻

応0分では, 大豆グロブ リンの典型的な成分であるβコング リシニンの α', α

及び βサブユニッ ト, グリシニ ンの酸性及び塩基性サブユニッ トがそれぞれ観察

された｡ 反応 5分間では, 10- 15KDaの範囲に教本のポ リペプチ ドバ ンド

が出現 した｡ 反応 10分間では, β-コング リシニンのα', α及び βサブユニ

ッ ト､ グ リシニンの酸性サブニッ トに対応するバ ンドが消失した｡ 反応 24時間

では, 13- 15KDa付近のポ リペプチ ドバン ドが薄 くなった｡ 一方, グ リシ

ニンの塩基性サブユニッ トのポ リペプチ ドバ ンドは反応 24時間でも存在し, 本

酵素による加水分解が きわめて受けにくいことが判明 した｡ また, 分子量の比較

的小さなポ リペプチ ドバンド (10KDa前後 )は反応 24時間経過しても存在

した｡ エチルアルコール 10%含む系においては, 反応 5分で, 10- 15KD

aの範囲に教本のポ リペプチ ドバンドが出現 した｡ 反応 15分でβ-コング リシ

ニンのα', α及び βサブユニッ トのポ リペプチ ドバ ンドが, 反応 2時間で, グ
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リシニンの酸性サブユニッ トのポリペプチ ドバン ドがそれぞれ消失 した｡ 反応 2

4時間では,分子量の比較的小 さなポ リペプチ ドバン ド (10KDa前後 )やグ

リシニンの塩基性サブニッ トのポリペプチ ドバン ドが存在 した｡ エチルアルコー

ル20%を含む系におけるスラブゲル電気泳動のパターンをFig.4 に示 した｡ 反

応30分以降に, 10- 12KDa付近のポ リペプチ ドバ ンドが増大した｡ 反応

6時間で､ βコングリシニ ンの α', α及び βサブユニッ トのポ リペプチ ドバン

ドが消失 した｡ 一方, グリシニンの酸性サブユニッ トや塩基性サブユニッ トのポ

リペプチ ドバンド及び分子量の比較的小 さなポ リペプチ ドバ ン ド (10KDa前

徳)は反応 24時間においても確認された｡

以上の結果から, 本酵素によるSPIの分解は先ず, βコング リシニンの各サ

ブユニッ トが,続いて, グ リシニンの酸性サブユニッ トが分解を受 けるが､ グ リ

シニンの塩基性サブユニッ トは本酵素により分解を受けず, そのまま残存するこ

と及び酵素反応中に, 10KDa前後に分子量を有する数種のポリペプチ ドを生

成することがわかった｡ 本酵素によるSPIの分解速度は反応系にエチルアルコ

ールを添加することにより抑制された｡ 一方, 本発酵食品の燕成過程における水

不溶性フラクションの電気泳動パターンは, 熟成過程で, βコング リシニンやグ

リシニンの酸性サブユニッ トが分解を受けるが, 塩基性サブユニッ トはほとんど

分解を受けないこと,分子量 1万前後のポ リペプチ ド成分が生成することが前章

で確かめられてお り, 精製酵素を用いた実験結果 とよく一致 した｡ これ らの事実

から,紅麹菌プロテイナーゼはもろみ中の泡盛 (エチルアルコール)存在下で,

大豆たん白質を限定分解し, 本発酵食品の燕成に大きく責献 していることが明ら

かとなった｡ 本酵素活性は, もろみ中の泡盛のエチルアルコール渦度の影響を受

けて抑制されたが, そのことが,製品の物性形成や保蔵性に大 きく寄与 している

ものと思われる｡ 今後, 熟成時間の短縮化法及び製品の保蔵方法などの適性化技

術の確立を図 りたい｡
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Fig. 1 Effect of ethyl alcohol on the activity of acid proteinase
from Monascus fungus
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Fig. 2 Changes in the ratio of TCA soluble nitrogen to total
nitrogen of soy protein isolate during the enzyme reaction
o ;0% of ethyl alcohol, t6,; 10% of ethyl alcohol,
D ; 20% of ethyl alcohol

- 34-



r"',

?R 100'-../

c:::>
c:::>
.........

X

Z

f--<
50----....

z
~

C
:.fJ
C

« au
f--< 0 24 48 72

Reuc t lon time (hr)
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Fig. 4 Slab SDS-polyacrylamide gel electrophoretic pattern of soy
protein isolate at various enzyme reaction stages

The enzyme reaction was carried out under presense of 20% of
ethyl alcohol. Molecular weights were estimated by mobilities of
cytochrome c from horse heart and crossed-liked cytochrome c
(cytochrome c monomer, dimer, trimer, tetramer and hexamer). A:
Standard proteins described above. B: 0 min, C: 5 min, D: 10 min,
E: 15 min, F: 20 min, G: 30 min, H: 1 hr, I: 2 hr, J: 4 hr, K: 8 hr,
L: 24 hr. Numerical values in the lane A showed each molecular
weight. a " a, {3: a', a and {3 -subunits in {:3 -conglycinin; A,
B: Acidic and basic subunits in glycinin
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