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1.は じ め に

リポキシゲナーゼは,1z-4z一 ペンタジエン構

造を有する不飽和脂肪酸あるいは脂質に分子状酸

素を添加 して過酸化物(以 下,ヒ ドロペルオキシ

ド)を 生成させる。この酵素は一般に食品のOff

且avorの原因を誘発することはもちろんのこと,

様々な悪影響を引き起こすことは既知の事実であ

るr。 さらにヒドロペルオキシドの分解物であ

る様々な二次生成物は,食 品分野あるいは生化学

分野においてもヒ ドロペルオキシドと同様,デ メ

リッ トを与える事実は古 くか ら報告されてい

る1、81。このように脂質過酸化反応により生成さ

れる様々な過酸化脂質はデメリットを与えること

のみ取 り扱われてきたのが現状である。しかし,

古来より知られている伝統的な食品の中には脂質

過酸化を誘発させることで美味さを引き出してい

る食品,例 えばソーメン,干 物などがあることか

ら,脂 質過酸化反応により生成される過酸化脂質

は食品分野においてはメリットとして作用してい

る場合もあると考えられる。

著者は過酸化脂質がもつ性質を上手く利用する

ことにより,食 品のもつ性質をメリットに変える

ことができるものと考えた。今回はパン生地の発

酵時にリポキシゲナーゼを添加すると,生 地の発

酵が促進される興味ある知見を得た。この現象

は,脂 質過酸化反応によって生成されるヒドロペ

ルオキシドが発酵促進の引き金 として作用するこ

とで,生 地の発酵が促進されたものと考えられ

た。脂質過酸化反応により生成されるヒドロペル

オキシドによってパン生地の発酵が促進された現

象は,栄 養学的に評価すると決して良いとは考え

られないが,食 品学的立場からこの現象を評価す

ると非常に好ましいものであると考える。そこ

で,本 研究は脂質過酸化反応により生成されたヒ

ドロペルオキシドによりパ ン生地の発酵促進作用

について詳細に検討し,併 せこの現象がどのよう

な機序で誘発されたものかを検討した結果,興 味

ある事実が得られたので報告する。

2.実 験 方 法

2.1パ ンの調整

パ ン生地の調整に用いた小麦粉(強 力粉)は 市

販されているものを用いた。また,添 加した脂質

はリノール酸(純 度95%以 上)を3%の 割合で添

加した。その他のパ ン製造に必要な材料はすべて

市販されているものを用いた。リポキシゲナーゼ

はパン生地調整の最後に添加 し,37℃,湿 度75-

80%で の恒温装置内で一次発酵させた。発酵後,

ガス抜 きをし,10分 のベンチタイム,90分 の最終

発酵後,200℃ で12分焼成した。

2.2グ ルテンとリノール酸とのモデル系の調整

一定量の市販グルテンとリノール酸を3%の 割

合で混合したモデル系を作成 し,実 験試料 とし

た。この試料についてリポキシゲナーゼ誘発によ

る発酵現象の実験を行った。

2.3生 地および焼成パン中のヒドロペルオキ

シドの測定
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生地および焼成パン中のヒドロペルオキシドは

Mercierら の方法'"に 準じて測定した。

2.4AffinityChromatographyに よるグルテン

の分離 ・精製

生 地 か ら の グ ル テ ン 画 分 をAffinity

Chromatographyを 利用して分離 ・精製した。

2.5タ ンパク質量の測定

AffinityChromatographyに よって分画 された

試料のタンパク質量はLowry法"に よって測定し

た。

2.6SDS一 ポリアクリルアミドケル電気泳動

Laemmliの 方法1°bに準じて測定した。すなわち

Mini-ProteinIIEIectrophoresisCell(バ イオラッ

ド社製)を 用いて,ゲ ル濃度の異なるレディーゲ

ルJ18mAゲ ルで電気泳動を行った。泳動後,

クマシーブリリアントブルーR250を 用いて染色

した。また,PhastSystem全 自動電気泳動装置を

利用 した。

2.7焼 成パンの物性試験

焼成パンの物性試験はレオメーターを用いて測

定した。測定項目は硬さ,粘 着性および付着性を

測定した。

2.8生 地の膨張率の測定

発酵にともなう生地の膨張率はメスシリンダー

に一定量の生地を入れ,恒 温庫内(温 度30℃,湿

度75%)で 発酵させ,一 定時間の膨張率を測定し

た。

2.9官 能検査

焼成したパンの官能検査を行った。方法はオー

プン法を利用し,パ ネリス ト(女 子学生)50名 で

行った。項目としては外観の良さ,香 りの良さ,

味の良さ,塩 味の良さ,テ クスチャーの良さ,硬

さの良さおよび総合評価を行った。官能検査に関

しては,パ ネリス トの総合評価について試料間お

よびパネル間の判定に有意差があるかを二次元配

置の分散分析法で検定した。

3.結 果および考察

3.1発 酵時おける脂質過酸化 とそれにともな

う膨張率の変化

パ ン調整材料の他に3%の リノール酸を添加 し

た後,リ ポキシゲナーゼを添加 した生地と無添加

生地のそれぞれをミキサーで一定時間混合した。

その後,恒 温装置内で90分間一次発酵させ,経 時

的にヒドロペルオキシドの生成量を測定した。そ

の結果を図1に 示した。 リポキシゲナーゼ誘発に

よる脂質過酸化は発酵時間の進行とともに増加し

た。いっぽう,リ ポキシゲナーゼ無添加生地では

ヒドロペルオキシドの生成量はほとんど増加傾向

を示さなかった。その時の膨張率の割合を測定し

た結果を図2に 示した。リポキシゲナーゼを添加

した生地の場合,発 酵開始から40分までは急激に

膨張したが,そ の後膨張は急激に低下する傾向が

確認された。いっぽう,リ ポキシゲナーゼ無添加

の生地は発酵開始30分で最大の膨張率が確認さ

れ,そ の後,徐 々に低下傾向が確認された。また

図1リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地の発酵時にともなう
ヒドロペルオキシド生成量の変化
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図2リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地の発酵時にともなう
生地の膨張率の変化

単位時間内での膨張率の変化はリポキシゲナーゼ

添加生地に比較して少なかった。これらの現象変

化は,脂 質過酸化により生成されたヒドロペルオ

キシドが発酵段階で何らかの影響を及ぼしている

可能性が高いものと推察された。

3.2膨 張率とヒドロペルオキシドとの関係

グルテンとリノール酸 とのモデル系を作成 し

て,生 成されたヒドロペルオキシ ドが生地の発酵

に関与しているものかを検討した。その結果を図

3に 示した。生地の膨張率はヒドロペルオキシ ド

の濃度に影響され,本 実験ではヒドロペルオキシ

ド濃度30-40mMで 膨張率が最大になった。この

結果から,生 成されるヒドロペルオキシドの濃度

の高低により生地の発酵が左右されるものと推察

された。

3.3発 酵時におけるイーストおよびグルテン

の影響

生地の発酵は添加するイーストにより左右され

ることから,本 実験でも添加するイース トの影響

について検討した。図4に 示 したように,リ ポキ

シゲナーゼを添加 した生地と無添加の場合とを比

較すると,い ずれもイース ト2.0%までは発酵時間

図3リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地の膨張率に及ぼすヒ
ドロペルオキシド量の影響

とともに膨張率も増加傾向を示したが,2.5%以 上

での膨張率の割合はほとんど変化なく,む しろ減

少する傾向を示した。ただ,リ ポキシゲナーゼを

添加 した生地の膨張率は無添加生地よりも膨張率

が増加傾向を示した。イーストと生成されたヒド

ロペルオキシドとの関係については詳細に検討し

なかったことから今後検討する必要がある。

次にヒドロペルオキシド量の変化について検討

し,そ の結果を図5に 示した。リポキシゲナーゼ

を添加した生地の場合,イ ース ト添加濃度1%で

最大 となり,イ ースト添加濃度が高くなるととも

に,生 成されるヒドロペルオキシド量も低下する

傾向が観察された。この結果を図4の 結果 と照ら

し合わせて考察すると,生 成されたヒドロペルオ

キシドとイース トとの問に何らかの関係があるも

のと推察されるが,詳 しいことは今後の課題とし

たい。いっぽう,リ ポキシゲナーゼ無添加の場

合,ヒ ドロペルオキシ ドはほとんど生成されてい

ないが,図4の 結果から,生 成されるヒドロペル

オキシドのみが生地の発酵に関与するものではな
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図4リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地の膨張率に及ぼすイ
ースト量の影響

いと考えられることから,生 成されるヒドロペル

オキシドはおそらくイース トの発酵機構に相乗的

に関与しているものと推察される。

次にグルテン含有量の差が生地の発酵に関与し

ているものかを検討した。その結果を図6に 示し

た。グルテン含有量40%か ら生地の膨張が始ま

り,60%濃 度のグルテン含有量で膨張率は最大と

なった。その後,徐 々に膨張率は減少する傾向を

示した。リポキシゲナーゼを添加 した生地の場

合,60%の グルテン含有量で膨張率は約35%で あ

るが,リ ポキシゲナーゼ無添加の場合15%で あっ

たことか ら,ヒ ドロペルオキシドの存在の有無が

膨張率に影響を及ぼしているものと推察された。

このことは生成されたヒドロペルオキシ ドが発酵

促進的に作用しているものと考えられる。

3.4グ ルテンとヒドロペルオキシドとの関係

生地の発酵にヒドロペルオキシ ドが促進的に関

与することで,結 果として生地の膨張率が増加

し,こ の現象が生地を焼成した場合に結果として

プラスに作用したものと考えられる。生地の発酵

図5リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地中に生成されるヒド
ロペルオキシド箪:に及ぼすイースト量の影響

図6リ ポキシゲナーゼ添加の有無による生地の膨張率に及ぼすグ
ルテン含有最の影響

時に生成されたヒドロペルオキシドがグルテンに

対してどのような効果を有 しているのかを検討す

る ために,発 酵終 了後 にグル テ ンをAmity

Chromatographyを 利用 して分離・精製を行い,最
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図7リ ポキシゲナーゼ添加の有無による発酵生地から分離・精製したグルテンの分了量の変化

終的にグルテン画分を得た。それらのグルテン画

分についてSDS一 ゲル電気泳動を行い,発 酵段階

でのグルテンとヒドロペルオキシドとの関係につ

いて検討した結果を図7に 示した。リポキシゲナ

ーゼ無添加生地の場合,発 酵時間100分 間でのグ

ルテンの分子量はほとんど変化は確認されなかっ

た。いっぽう,リ ポキシゲナーゼ添加生地の場

合,発 酵 とともにグルテンの分子量に変化が現

れ,発 酵とともにグルテンの高分子化が確認され

た。この現象は生成されたヒドロペルオキシドが

グルテンに作用することで,変 性を誘発している

可能性が考えられる。図4お よび図5の 結果と照

らし合わせて考察すると,リ ポキシゲナーゼ添加

により誘発されたヒ ドロペルオキシドがグルテン

を変性させることで,グ ルテンのネットワークが

強化 され,そ の結果生地の膨張が増加 したものと

推察される。

3.5物 性試験と官能検査

発酵,膨 潤させた生地を焼成したものについて

様々な物性試験を試みた。本実験ではパ ンの堅

さ,粘 着性および付着性について測定した(Data

notshown)。 パンの堅さについては,ヒ ドロペル

オキシド量の増加 とともに柔らかくなる傾向を示

した。粘着性については,ヒ ドロペルオキシド量

の増加とともに高くなった。また,付 着性につい

ても粘着性と同様な結果が得 られた。官能検査の

結果,外 観の良さ,香 りの良さおよびテクスチャ

ーの良さについて,脂 質過酸化を誘発させたパン

に高い有意差(p<0.01)が 確認された。総合評

価でも脂質過酸化を誘発させたパンに高い有意差

(p<0.05)が 確認された(Datanotshown)。

3.6ヒ ドロペルオキシ ドによる発酵促進の作

用機序

これまでに得られた様々な実験結果を総合的に

解析 し,ヒ ドロペルオキシドによる発酵促進の作

用機序をスキーム1に 示した。グルテン形成には

グリアジンとグルテリンにより網目構造をとるこ

とで形成される。この際,ヒ ドロペルオキシド存

在下ではグルテンとの架橋をとることで分子その

ものが巨大化する。その結果,生 地の発酵時に生

成される炭酸ガスを多く取 り込むことで膨張が促

進されるものと考えられる。この現象が最終的に

生地を焼成する際にメリットとして働き,テ クス

チャーを良 くするものと考えられる。いっぽう,

脂質過酸化がほとんど誘発されない場合,未 酸化

リノール酸はグルテンとの相互作用がなく,そ の
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スキーム1脂 質過酸化物による発酵促進の作用機序

結果としてグルテンとの架橋が形成されず,焼 成

したパンのテクスチャーが悪 くなるものと推察さ

れる。

4.ま と め

今回の研究で明らかとなったことは,少 なくと

も生地の発酵を行う場合,脂 質過酸化を誘発させ

ることで発酵状態のよい生地を作り出すことがで

きることである。脂質過酸化の誘発については,

今回はリポキシゲナーゼ誘発を利用 して行った

が,他 の方法で脂質過酸化を誘発させることでも

同じような現象が起こるものと考えられる。いず

れにしてもこの現象はパン製造におけるメリット

として考えられることができ,パ ン製造において

は有効 な手段 として利用できるもの と考えられ

る。また,焼 成したパンの美味しさについては,

今回の物性試験結果をもとにさらに詳細に検討す

る必要がある。
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ReactionoftheFermentationonDoughwithLipidPeroxidesandIts

Mechanism

ToshiyukiToyosaki

(DepartmentofFoodsandNutrition,KoranWomen'sJuniorCollege)

Lipoxgenase(linoleate:oxygenoxydoreductase,EC1.13.11.12)iswidelydistributedin

plantsandanimals,andcatalyzesthedioxygenationofthecis,cis-1.4-penta-dimestructurein

fattyacids(eglinoleicandlinolenicacids)andfattyacidestersbymolecularoxygen.This

enzymehasnegativeandpositiveeffectsonthequalityofproductsfromplantandanimals

origins.Thelipoxygenase-mediatedreactioncontributestotheformationofoff-flavorand

decreasesinnutritionalvalueoffood.

Bytheway,Lipidperoxidegivesademeritinafoodfieldandabiochemistryfield.

However,lipidperoxideisconsideredthatitmaygiveamerit.Forexample,therearesomen

andadriedfoods.Innutritionalscience,itisademerit.However,infoodstudy,itisamerit.

Theauthorcheckedthephenomenoninwhichthefermentationofdoughwaspromotedby

hydroperoxidegeneratedbyinductionoflipoxygenase.Theobjectofthecurrentstudywas

toinvestigatereactionofthefermentationondoughwithlipidperoxidesanditsmechanism.

Theresultsobtainedwereasfollows;thefermentationofdoughwaspromotedby

lipoxygenaseaddition.Theconcentrationofhydroperoxidemadetherateofexpansionthe

maximumby30-40mM.Therateofexpansionwasmadeintothemaximumat1%of

concentrationofyeastatthedoughwithlipidperoxies.Therateofexpansionbecamethe

maximuma60%ofglutencontentsatthedoughwithlipidperoxides.Lipidperoxidesina

fermentationstagedenaturedgluten.Therateofexpansionbecamehighbecausegluten

denatured.Therheologicalpropertiesandorganolepticevaluationweremeasured.

Fermentationofdoughwithlipidperoxidesshowedhardlychangeinhardnessandadhesion.

Incontrast,thefermntationofdoughwithoutlipidperoxidesincreaseddrasticallyahardness

ofthebreadanddecreasedanadhesionofthebread(datanotshown).Organoleptic

evaluationwereshowedhighofomprehensiveevaluationonthefermentationofdoughwith

lipidperoxides(datanotshown).

Mechanismoffermentationofdoughwithlipidperoxideswasdiscussed.Glutenisformed

ofgliadinandglutelin.Glutenweredenaturatdbyhydoroperoxide,whichglutenmolecule

growslarge.Fermentationispromotedbythisphenomenon.

Havingbeenclarifiedbythisresearchisthatthefermentationofclothwaspromotedby

hydroerpoxie.Ithinkthatthisphenomenonismadeasforabigcontributiontoafoodfield.


