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抄録

生もとより取得した乳酸菌でおからを処理し、その抗酸化性及び血圧降下作用が期待さ

れるアンジオテンシン変換酵素阻害活性を測定し、 株を選抜し、その同定を分子生物学3

的手法により行った。分離した乳酸菌は大豆蒸煮液、豆乳中で良く生育した。クエン酸の

資化性が異なる菌株が見られ、乳酸、酢酸の生成経過、ｐＨ経過が異なった。大豆蒸煮液

を前培養液として使用すると大豆由来成分のみからヨーグルト風豆乳を製造できることが

示された。
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豆乳

１ はじめに

食品製造残渣にも有用成分が含まれており、そ

の有効利用が求められている。食品残渣を主要原

料として用い、微生物利用により新規機能性食品

や食品素材の開発を目的として本研究を実施し

た。

豆腐製造時には栄養豊富なおからが副生し、食

、 。用にもなるが 腐敗し易く利用が限られてきた１）

本研究では、植物性の環境であり、古くから使わ

れてきたので安全性も確認されている、清酒の生

もとから得た乳酸菌によっておからを処理し、有

用な物質を生産させることを試みた。

また、大豆蒸煮液は、味噌、醤油、納豆等の製

造において大豆を蒸煮する際に副生する。大豆蒸
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煮液は栄養成分を豊富に含んでいるため利用法の

検討が進められてきているが、未だ利用される例

は少ない 。本年度は、清酒生もとから分離２）～４）

した乳酸菌の培養液として使用し、豆乳の乳酸菌

発酵への利用を検討した。

２ 実験方法

2.1 供試菌株

清酒の生もとから得た乳酸菌については、前回

報告した 株 より、生育性の悪いものを除い50 ５)

た 株について、試験を行った。27

また、以下の微生物を使用した。

Lactobacillus casei Lactococcus lactisJCM1134、

JCM5805

2.2 おからの乳酸菌処理

乾燥おから に水 を加え、脱気、混0.5g 10mL

合後、ＭＲＳ液体培地による乳酸菌の前培養液

を添加し、 ℃で培養した。これをろ過し1mL 28
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たろ液を以下の試験に供した。

2.3 抗酸化性の測定

1,1-diphe-カロチン退色法による抗酸化能及び

（ＤＰＰＨ）ラジカル消去能nyl-2-picrylhydrazyl

を、前報 と同様に測定した。５)

2.4 アンジオテンシン変換酵素（ＡＣＥ）

阻害活性の測定

Trinity Biotech ACE REA-セミミクロセルに 製

GENT 1mL 0.02mL Trinity、 （ ） 、試料 ブランクは水

製 を入れてよくBiotech ACE CONTROL-N 0.1mL

混ぜ、 ℃で 分後と 分後の の吸光37 30 60 340nm

度の差をとった。これは [ ( ) ]N- 3- 2-furyl acryloyl

のＡＣＥによる加水-L-phenylalanylglycylglycine

分解を の吸光度変化で追ったもので、こ340nm

の変化が小さいほど、血圧上昇作用のあるＡＣＥ

を阻害したことになる。試料添加時の吸光度減少

をΔＡ、ブランクをΔＡ と表した場合、ΔＡ／b

ΔＡ をＡＣＥ阻害能として、これが小さいほどb

ＡＣＥ阻害活性が大きいものとした。

2.5 乳酸菌の分子生物学的手法による同定

の配列をデーターバンクで相同性検16S rRNA

索を行った 。６)

2.6 乳酸菌の培養及び菌数測定

（ ） 、大豆蒸煮液は限外ろ過 分画分子量 し20000

加熱滅菌したものを使用した。対照としてＭＲＳ

培地を使用した。どちらの場合も前培養液0.1mL

を加え、30℃、16時間培養した。生菌数の測定に

はＭＲＳ培地を使用した。

2.7 豆乳の乳酸発酵

14% 50mLレトルトパックされた豆乳 固形分（ ）

を滅菌した ビーカーに取り、各乳酸菌の100mL

大豆蒸煮液培養液 を加え ℃で培養し0.5mL 30

た。

2.8 有機酸の分析

昭和電工製有機酸分析システムを使用し行っ

た。

３ 結果及び考察

3.1 抗酸化性、ＡＣＥ阻害活性による乳酸

菌の選抜

生育性の良い乳酸菌全 株について、 日間27 3

おからを処理したろ液の、カロチン退色法による

抗酸化能、ＤＰＰＨラジカル消去能、ＡＣＥ阻害

能を図１～３に示した。それぞれ活性の高い株と

して、 、 、 を選択した。No.10 21 17

図１ カロチン退色法による抗酸化能

図２ ＤＰＰＨラジカル消去能

図３ ＡＣＥ阻害能

3.2 各活性の経時変化

で選択した 株について、乳酸菌処理時間3.1 3

2を変えた場合の各活性を測定した（図４～６ 。）

～ 日の処理で活性が高くなった。3

3.3 乳酸菌の同定結果

Lactobacillus相同性検索の結果、 はNo.10

curvatus Leuconostoc citreum（ ）、相同性 は100% 17
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Leuconostoc citreum（相同性 、 も同じく100% 21）

（相同性 ～ ）であった。99 100%

図４ カロチン退色法による抗酸化能の経時変化

図５ ＤＰＰＨラジカル消去能の経時変化

図６ ＡＣＥ阻害能の経時変化

3.4 大豆蒸煮液、豆乳での乳酸菌の生育

清酒生もとから分離した乳酸菌のうち、15株は

大豆蒸煮液に良好に生育した。その中で抗酸化性

に優れていた 、 について、ＭＲＳ培地、No.21 26

Lactobacillus casei大豆蒸煮液、豆乳中での生育を

、 と比較しJCM1134 JCM5805Lactococcus lactis

た。対照とした乳酸菌はＭＲＳ培地に比べ豆乳中

での生育が少なかったが、生もと乳酸菌２株は比

較的良好であった（図７ 。）

3.5 分離乳酸菌の有機酸生成
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大豆蒸煮液で生育の良好であった生 由来乳酉元

酸菌の有機酸生成経過をみた結果、クエン酸を資

化する菌（11株）と資化しない菌（4株）とが見

られた。代表例を図８に示す。また、乳酸と酢酸

の比率も異なった。

3.6 豆乳の乳酸発酵

豆乳の乳酸発酵中の有機酸生成、ｐＨの経過

を図９、１０に示す。図９はクエン酸を資化する

図７　乳酸菌の生育に対する培地の影響

生菌数（ｌｏｇ/ｍｌ）

豆乳（固形分５．５％）

大豆蒸煮液（固形分５．５％）

ＭＲＳ培地

 4  8

Lb.casei

Lc.lactis

kimoto

No.21

kimoto

No.26

埼玉県産業技術総合センター研究報告 第３巻（2005）

図８　大豆蒸煮液での乳酸菌の有
機酸生成
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株の結果でクエン酸の減少に伴い乳酸、酢No.21

酸が生成するが 株に比べ酢酸の比率が大No.18

No.18きくｐＨの低下が緩慢である。図１０は

No.21株の結果でクエン酸はほとんど減少せず、

株に比べ酢酸の比率が小さく、ｐＨの低下が急で

ある。

培養 時間前後から粘性が増加し、その後ヨー6
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図９　kimoto No.21株の豆乳
中での有機酸生成、ｐＨ経過
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図10　kimoto No.18株の豆乳中で
の有機酸生成、ｐH経過
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No.18グルトのような状態となる。官能的には

株の方が、酸味が強いものの好まれ、ヨーグルト

風豆乳の製造への可能性が示された。

分離した乳酸菌は大豆蒸煮液での生育が良好

で、これを前培養液として使用すると基本的には

他の栄養成分を添加することなく大豆由来成分の

みから製造できることになる。

また、豆乳にショ糖を添加し、乳酸菌を培養し

た場合は、その生育に伴いショ糖は減少し、果糖

が増加（検出されず→3.5%(No.18株 、3.8%(No.2）

1株 ）した。この結果は荒等 が報告した現象と） ７)

同一と思われ、 株はショ糖を分解してブNo.18,21

ドウ糖を生育に利用するため、果糖が蓄積された

ものと推定された。

４ まとめ

（１）生もとから得られた乳酸菌でおからを処理

し、その抗酸化性とＡＣＥ阻害性から 株を選択3

した。

（２）これらの菌株により生体機能調節物質の生

産が可能であることが示された。

（３）選択した 株について、分子生物学的手法3

1による同定を行った。 がLactobacillus curvatus

株と が 株であった。Leuconostoc citreum 2

（４）また、分離した乳酸菌は大豆蒸煮液、豆乳

中で良く生育した。クエン酸の資化性が異なる菌

株が見られ、乳酸、酢酸の生成経過、ｐＨ経過が

異なった。

（５）大豆蒸煮液を前培養液として使用すると大

豆由来成分のみからヨーグルト風豆乳を製造でき

ることが示された。
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