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Abstract
　We examined how a combination of ethanol and heat treatment affects lipoxygenase-1 and 
lipoxygenase-2 activities and browning index in soybean flour. Lipoxygenase-1 and 
lipoxygenase-2 activities in soybean flour did not decrease during heating at 120 ℃ for 10 min 
with not ethanol. However, lipoxygenase activities and the level of n-hexanal decreased with 
increasing ethanol concentration under the combinational effects of ethanol and heat treatment. 
The composition of the soluble protein fraction in soybean flour was analyzed using sodium 
dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. A band corresponding to lipoxygenase was 
observed in the all samples, and the intensity of this band decreased with increasing ethanol 
concentrations under heating. The decrease in lipoxygenase activity might be caused by the 
insolubilization of lipoxygenase, owing to the denaturation of proteins under heating. Color index 
and browning index in soybean flour changed with heat treatment. However, browning index in 
soybean flour was no difference between difference ethanol concentrations under the heat 
treatment. In conclusion, the proposed method is capable of decreasing the lipoxygenase 
activities and inhibiting browning of soybean flour.
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Ⅰ．緒言
　大豆には様々な栄養素や生理活性物質が含ま
れている。これらの成分は、肥満、骨粗しょう

症、がんなどの疾病リスクを低減する可能性が
示されている［1-3］。したがって、日々の健康
維持増進のために、食事における大豆のさらな
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る消費が望まれる。伝統的に、大豆は豆腐や納
豆などに加工して食されてきたが、最近では大
豆粉を用いた新たな加工食品も広まりつつある。
大豆粉は他の食材と混ぜるだけで様々な加工食
品を作ることができるため、大豆粉の活用によ
り大豆の消費拡大が期待できる。
　しかし、大豆粉には抗栄養因子や特有の青臭
みが存在するため、加工食品への利用が制限さ
れている。抗栄養因子として知られるトリプシ
ンインヒビターは、摂取により膵臓の肥大や過
形成を引き起こすことが報告されており、その
安全性が懸念されている。また、大豆特有の青
臭みは、国内外を問わず大豆食への抵抗の一因
となっている。この青臭みは、大豆子実中に含
まれるリポキシゲナーゼ（LOX）の作用に基
づいて発生する。LOX は、不飽和脂肪酸を酸
化する酵素である［4］。大豆には３つの異なる
アイソザイム（LOX-1、-2、-3）が存在しており、
特に、LOX-2は青臭みの主成分である n- ヘキ
サナールの生成に深く関わっている［5］。さら
に、LOX は酸化反応中にビタミンやカロテノ
イドなども一緒に酸化する性質があるため、大
豆加工時の栄養損失にも関わっている［6］。
　トリプシンインヒビターや LOX の活性を低
減する有効な手段として、一般的に加熱処理が
用いられる。Osman ら［7］は、121 ℃、60分
の加熱処理で、大豆に含まれるトリプシンイン
ヒビターの活性が低減することを報告している。
また Zhu ら［8］は、107 ℃、30分のエクストルー
ダー処理によって、LOX の活性が低減するこ
とを報告している。しかし、加熱による大豆粉
の褐変も、加工食品への利用を限定する原因と
なりうる。例えば、小麦粉や牛乳といった白色
の食品に褐変した大豆粉を混ぜて加工すると、
本来の色が失われ大豆粉の褐変を反映した色合
いとなる。したがって、様々な加工食品への利
用を考えると、褐変を抑えた大豆粉も価値があ

ると言える。
　大豆粉の褐変を抑制しつつ LOX 活性を低減
する方法として、我々は過去に報告したエタ
ノールと加熱の併用処理法［9］が有用である
と考えた。この報告［9］では、エタノールと
加熱を併用して処理することで、大豆粉中の抗
栄養因子の活性を低減できることを示した。し
かしながら、本法が大豆粉の LOX 活性と褐変
度に及ぼす影響は検討していない。LOX の耐
熱性は抗栄養因子よりも低いため、本法であれ
ば大豆粉の LOX 活性も低減できると考えられ
る。さらに、大豆粉を密閉した状態で加熱する
ため、褐変反応の抑制も期待できる。
　本研究では、エタノールと加熱の併用処理が、
大豆粉の LOX 活性および褐変度に及ぼす影響
を検討した。今回は、加熱温度を120℃で一定
とし、エタノール濃度の違いによる影響を評価
した。また、本法を用いた加熱大豆粉の工業生
産を視野に入れ、大豆粉を耐圧缶に少量いれた
後処理するという既報の方法［9］から、耐圧
袋に多量の大豆粉を入れ密閉した後に処理する
という方法に変更し検討した。

Ⅱ．方法
（１）材料
　大豆粉（粒径中央値：21.075 μm）は、ミナ
ミ産業株式会社から提供されたものを用いた。

（２）試料作製
　大豆粉を耐圧袋に入れた後，99.5% エタノー
ルを加えて密封した。エタノールは大豆粉の重
量を基準にして２、５、７％の量を添加した。
また、エタノール無処理のもの（０%）も作製
した。これらの袋をアルミ容器に収容して密閉
し、オートクレーブ（ES-315、トミー精工）を
用いて120℃で10分間加熱したものを試料とし
た。試料は、各エタノール濃度で３つずつ作製
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した。

（３）LOX 活性測定
　Suda ら［10］の方法を改変して LOX 活性
を測定した。50 mg の試料を0.5 mL の水に加
えた後室温で10分間静置した。この混合物に
2 mL の検出液１（200 mM ホウ酸緩衝液（pH 
9.0）、100 μM メチレンブルー、10 mM リノー
ル酸）を加え、35℃で30分間反応させた後、溶
液 の 吸 光 度（660 nm） を 測 定 す る こ と で
LOX-1活性を評価した。LOX-2活性の測定には、
検 出 液 ２（0.1 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル、
200 mM リン酸緩衝液（pH 6.0）、100 μM メチ
レンブルー、10 mM リノール酸）を用いた。

（４）n- ヘキサナール分析
　試料中の n- ヘキサナール量の測定は（一財）
食品分析開発センター SUNATEC に依頼した。
分析は、各エタノール濃度の３つの試料のうち
１つの試料のみ依頼した。分析はヘッドスペー
ス - ガスクロマトグラフ - 質量分析計にて行わ
れた。なお、検出限界は１ppm 未満であった。

（５）ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）分析
　 大 豆 粉 末 か ら の 可 溶 性 画 分 の 抽 出 は、
Mizutani らの方法［11］を改変して行った。
各試料1.0 g に40 mL の精製水を加え１時間抽
出した。その際、20分ごとに激しく攪拌した。
抽出液を遠心分離（7,000 rpm、５分）し、得
られた上清を可溶性画分とした。各試料の可溶
性画分をタンパク質量が一定となるように調整
した後、2- メルカプトエタノール（2-ME）を
含むサンプルバッファーを加え電気泳動用試料
とした。調製した試料を、ゲル濃度10% のポ
リアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE 分
析 に 供 し た。 泳 動 後 の ゲ ル は Coomassie 

Brilliant Blue 染色液（EzStain AQua、アトー）
で染色した。大豆に含まれる LOX の分子量は
94-97 kDa であるため、94-97 KDa 付近のバン
ド強度を各試料間で比較した。

（６）色差および褐変度の測定
　L*、a*、b* 値は、カラーアナライザー色差計

（TES-135A plus、サトー）を用いて測定した。
色 の 変 化（ΔE 値 ） は、ΔE 値 ＝［（ΔL*）2＋

（Δa*）2＋（Δb*）2］1/2の 式 で 算 出 し た。ΔL*、
Δa*、Δb* は、生の大豆粉の値を各試料の値か
ら差し引くことで求めた。褐変度は、次式を用
い て 算 出 し た。 褐 変 度 =［100（x －0.31）］
/0.17、x ＝（a* ＋1.75 L*）/（5.645 L* ＋ a* －0.3012 
b*）

（７）データ解析
　データは平均値±標準偏差（SD）で表した。
グループ間の差は、Tukey 検定により評価した。
p ＜0.05の場合、有意差があると判断した。

Ⅲ．結果と考察
（１）エタノールと加熱の併用が LOX-1および
LOX-2活性に及ぼす影響
　大豆の LOX 活性は、加熱処理によって低減
することが報告されている［12、13］。また、我々
はエタノールを処理せずとも、120℃、10分間
の加熱により大豆粉中の抗栄養因子活性が低減
することを報告している［9］。LOX は抗栄養
因子よりも易熱性の酵素であるため、エタノー
ルを処理せずとも120℃、10分間の加熱によっ
て LOX 活性は低減すると予想したが、予想に
反して０％群の LOX-1および LOX-2活性に変
化はなかった（図１）。これは、先行研究に比べ、
本研究で処理した大豆粉の量が多かったことが
理由の１つとして考えられる。多量の大豆粉は、
粉末内に空気を保持するため不良導体となりう
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る。したがって、粉末内部まで熱が伝わりづら
くなり、LOX 活性が低減するほど加熱できな
かった可能性がある。
　一方、エタノールを添加して加熱した試料（２
%、５% および７% 群）では、加熱時のエタノー
ル濃度の増加に伴って LOX-1および LOX-2活
性が低減していた（図１）。大豆粉の量が多く
とも、エタノールを添加すると LOX 活性が低
減した理由として、加熱によって気化したエタ
ノール蒸気が大豆粉を内部から加熱したためと
考えられる。先行研究［9］では、処理温度や
処理時間を下げても、エタノールの添加濃度を
高めれば大豆粉の抗栄養因子活性を低減できる
ことが示されている。したがって、さらに低温
かつ短時間でも LOX 活性を低減できる可能性
がある。
　処理温度と処理時間を下げる利点の１つは、
加熱による栄養素の破壊を抑えられることであ
る。Kilshaw ら［14］の報告では、121℃、20

分のオートクレーブ処理により、脱脂粉乳に含
まれるビタミン B1量が60% 減少していたが、
100℃、30分のスチーム処理では25% しか減少
していなかった。大豆が持つ一次機能（栄養機
能）を維持するためにも、処理温度と処理時間
は今後検討する必要がある。
　また、本研究における加熱処理方法は、先に
報告した手法［9］を改変して行っている。し
たがって、本法が大豆粉の抗栄養因子活性に及
ぼす影響も検討課題となる。

（２）エタノールと加熱の併用が n- ヘキサナー
ル量に及ぼす影響
　エタノール無処理で加熱した大豆粉（０% 群）
の n- ヘキサナール量は、生の大豆粉（Raw 群）
に比べてわずかに減少した（Raw 群：17、０
% 群：12）。エタノール処理では、加熱時のエ
タノール濃度が高くなるにつれて n- ヘキサ
ナール量が低下し、５% および７% のエタノー
ル処理を行った大豆粉では n- ヘキサナールが
検出されなかった（２% 群：６、５% 群およ
び７% 群：Not Detected）。この結果から、本
法が大豆粉の青臭み低減に効果的であることが
示唆された。一方、本研究における n- ヘキサ
ナールの検出限界は１ppm 未満であるため、
本法が n- ヘキサナールを嗅覚閾値である0.35 
ppm 以下［15］まで低下させたかどうかは不
明である。この点については、官能評価によっ
て明らかになると思われる。

（３）エタノールと加熱の併用が大豆粉中の可
溶性画分の組成に及ぼす影響
　大豆粉から抽出した可溶性画分のタンパク質
組成を SDS-PAGE により分析した（図２）。す
べての試料の可溶性画分で LOX のバンドが観
察されたが、加熱時のエタノール濃度の増加に
伴いバンドの強度は低下した。Mizutani ら［11］

図１：エタノールと加熱の併用が大豆
粉の LOX活性に及ぼす影響
平均値± SD，n ＝3，p ＜0.05，異符号
間に有意差あり
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は、大豆子実中の LOX は加熱処理によって不
溶化することを示唆している。したがって、本
法による LOX 活性の低下（図１）は、加熱によっ
て LOX が変性し、不溶化したことに起因する
ものと考えられる。

（４）エタノールと加熱の併用が大豆粉の色差
および褐変度に及ぼす影響
　L* 値およびΔE 値は、Raw 群よりも０% 群
で高かった。さらに、加熱時のエタノール濃度
の増加に伴い、L* 値とΔE 値は上昇していた

（表１）。一方、a* 値と b* 値は、Raw 群よりも
０% 群で高かったが、加熱時のエタノール濃

度の違いによる差はなかった（表１）。色差値
から算出した褐変度は、Raw 群よりも０% 群
で高かった。しかし、加熱時のエタノール濃度
の違いによる差は認められなかった（図３）。
以上の結果から、エタノール濃度の違いは加熱
による褐変に大きくは影響しないものと考えら
れる。
　さらに、各試料を肉眼で観察したところ、加
熱処理した試料間で顕著な色調変化は認められ
なかった（図３）。したがって、本法は加熱に
よる褐変を最小限に抑えることができると考え
られる。加熱による大豆粉の褐変には、糖とア
ミノ酸の非酵素的な反応であるアミノカルボニ
ル反応が関わっている。本法は大豆粉を袋に入

図２：エタノールと加熱の併用が大豆粉のタンパ
ク質組成に及ぼす影響
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表１　エタノールと加熱の併用が大豆粉の色差に及ぼす影響

エタノール濃度

Raw 0% 2% 5% 7%

L* 97.5±1.5a 95.0±1.2ab 95.1±0.8ab 94.6±1.0b 93.2±0.5b

a* 1.8±0.4a 3.3±0.4b 3.2±0.2b 3.0±0.6b 3.0±0.1b

b* 10.6±0.2a 14.1±0.6b 14.5±0.4b 15.4±1.1b 15.5±0.2b

ΔE -a 4.7±0.6b 4.9±0.4b 5.8±0.8bc 6.8±0.9c

平均値±SD，n =3，p<0.05，異符号間に有意差あり
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れ、空気を抜き密閉した状態で加熱しているた
め、この反応の促進因子の一つである酸素が少
なく、反応の進行が抑えられたものと考えられ
る。
　本法は加熱による大豆粉の褐変を抑制できる
という利点があるが、その一方でいくつかの欠
点も考えられる。アミノカルボニル反応によっ
て生成される褐変色素メラノイジンは、油脂に
対して抗酸化作用を示すことが報告されている

［16］。また、加熱した大豆からは様々な香気成
分が同定されるが、これらもアミノカルボニル
反応によって生成される。したがって、本法で
処理した大豆粉は、１）十分に焙煎した大豆粉
よりも酸化しやすく保存性に劣る、２）加熱大
豆特有の香ばしさが少なく嗜好性に劣る。とい
う可能性がある。

Ⅳ．結論
　本研究の結果から、本法は大豆粉に含まれる
LOX 活性を低下でき、かつ加熱による褐変へ
の影響は小さいことが明らかとなった。

Ⅴ．要約
　本研究では、エタノールと加熱の併用処理が、
大豆粉の LOX 活性および褐変度に及ぼす影響
を検討した。
　１）加熱時のエタノール濃度の増加に伴い、
LOX-1および LOX-2活性は低下した。一方、エ
タノールを添加せずに加熱すると、LOX 活性
は低下できなかった。
　２）加熱時のエタノール濃度の増加に伴い
n- ヘキサナール量も低下した。また、５% と
７% のエタノール処理では n- ヘキサナール量
が検出されなかった。
　３）大豆粉から抽出した可溶性画分のタンパ
ク質組成を SDS-PAGE により分析したところ、
加熱時のエタノール濃度の増加に伴い LOX の

バンド強度は低下した。したがって、本法によ
る LOX 活性の低下は、LOX が変性し不溶化
したことに起因するものと考えられる。
　４）大豆粉の色差値（L*、a*、b*）およびΔE
値は、加熱時のエタノール濃度の増加に伴い有
意に変化した。褐変度は、加熱時のエタノール
濃度の違いによる差は認められなかった。また、
各試料の色調を肉眼で比較したところ、顕著な
違いは認められなかった。したがって、本法は
加熱による褐変を最小限に抑えることができる
と考えられる。
　本研究の結果から、本法は大豆粉に含まれる
LOX 活性を低下でき、かつ加熱による褐変へ
の影響は小さいことが明らかとなった。

Ⅵ．利益相反
　相当する事項はない。
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