
三盆大水鹿研報  

第11骨：207－218  

1984年10月1日  

酵素による血合肉の液化に関する研究  

高橋 喬・森下達雄・富田和明＊  

三盈 大学水産 学部  

Solubili三ation of Fish Red Muscle with Proteolytic Enzymes  

TakashiTAKAHASHI，Tatsuo MoRISHIm and KazuakiToMほTA  

Faeulty of Fisheries．Mie University  

This paper describes the hydrolyses of the redmuscle ofskipjack withitspyloric  

caeca and three eommercia】proteolytic enzyme5Denapsin（a protease of A叩eアgf抽ぶ  

呼．），Papain and Amanひ－p（a protease ofノi叩即gig！混β呼．），tO uti】ize fi＄h red musele  

whichis discardedin the processing of marine products．Thehomogenates of the red  

muscle wereincubated with those enzymes under5uitab】e conditions．Aftel・ineubation，  

the enzymatic react；on mixtures were boiled礼nd theれfiltered．The fiitrate5（hydroト  

y5ate＄）obtained were subjected to determination of nitro卵n，SpeCtralanalysisand  

gelfi】tration．The hydrolysate produced with the py】oric eaeea contained a conside・  

rable amount of ammonia which was released during the】lydro】ysis． Among three  

commerciaienzymes tested，Denapsin showed the highest ratio of solubilized nitrogen  

to the pro七色in nitrogen of red musele． The hydroly＄ateprOduced w圧h Denapsin was  

a pale ycJlow and contair）ed mainlylower pcptides．The results obtained stlggeSted  

tllat Denapsinis one of the most suitab】e enzymes for the solubilization of fish red  

muscle．  

Key wo「ds：fish red mu＄Cle，SOlub描zation  

血合肉は特有のにおいと漉い色を有するために，加工利卿こ際し廃案されることが多い。穀近，  

多攫性赤身魚の高度利用技術の開発に関して行なわれた研究でほ，血合肉の多いイワシ，サバな  

どの合理的な利開法ほ，普通肉と血合肉とを分離し，それぞれ別放で開発すべきことが指摘され  

ている（椅本ら，1982）。   

著者らの一人は数年前からカツオの新しい加工法の開発について検討してきたが，血合肉の混  

入率が高くなるにしたがい，稜々の．軋 特に色調の点で間過となることが多く，血合肉の利相法  

を開発することは，資源を有効に利用するうえで濃紫なことと考えてきた。  

1ftl．食肉からにおいや色を除去する際，即杉の血合肉に対して処理を施すよりも，血合肉を液化  

させた状態にしてから処理するほうが，除去しやすいように考えられるので，血合肉を液化し，  

＊ 数倍地味式台枚   
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精製した液化物から調味料琴の加工素材を得る目的で，まず血合肉の酵素による液化を検討した。  

次にその結果を報告する。  

爽 験 方 法  

血合肉及び酵素   

血合肉ほ凍結かソオの血合劇を使用した。   

酵紫はカツオ幽門垂のたんぽく繋分解酵素，市販のたんば〈繋分解酵デナプシン拍叩叩摘録  

gpリ長瀬鹿薬製，1×104pu），パパイン（長瀬産米製，1×104pu），アマノ州P（Agpeγg肋ぶ  

叩り 天野製薬製，1×104pu）を用い，市販品は所定巌を1％食塩水にとかして催用した。幽  

門垂のたんばく磐分解酵楽ほ次のように調整した。液化条件を検討する際には，幽門垂を野鼠の  

海砂とともに乳鉢中でよく磨押し，4倍蕊の1％食塩水を加えて300cに30分間放置後，10，000  

rpm15分間遼心分離して得られた上澄液を酵素液とした。実際に則した液化では幽門垂を細朝  

したものをそのまま使用した。  

血食肉の液化   

液化条件を検討する際には，ハサミで細切した血合肉に10倍魔の1％食塩水を加えてホモジナイ  

ズし，得られた懸濁液2都に0．2M MacIIvaineあるいほAtkins－Pantin緩衝液3部を加えpH  

を調節後酵素を作用させた。所産時間後にトリタロル酢酸を加えて反応を停止させ，生成された  

たんばく分解物鼠をフォリン墨色法あるいはニンヒドIjン里色故により測定した。   

実際に糾した液化では，血合肉に少数の水を加えてホモジナイズしたのち，酵素液を含めて水  

盛が血合肉の2倍畿となるように水を加え，塩酸溶液または水酸化ナトリウム溶液でpHを綱節  

後酵紫を作用させた。所憩時間後に反応液を東郷し，未分解のたんばく繋をろ別して液化物を得  

た。酵素分解前の試料について金堂紫螢（a％）及びトリタロル酢酸可溶性の窒衆愚（b％）を，酵  

素分解後の紙料について仝盤紫蕊（c％）及びトリグロル酢酸可溶性の窒紫盈（d％）をそれぞれミ  

クロケルグル法により測定し，次式により液化率を奔出した。  

d／c －b／a  
液化率ニ  ×100   

1鵬b／a  

液化物の色調の検討   

液化物の金堂素浪度が0．5％となるように水で稀釈後，日立330製自記分光光度計により吸収  

スペクトルを測定し，各液化物の色調を比収した。また，吸光曲線とグラフの横軸及び縦軸とに  

閉まれた部分の南棟から色の浪さを比較した。   

液化物のペプチド構成の検討   

液化物1mlをあらかじめ0．2M酢酸水溶液で平衡化したBio－GelP－2カラム（15×900nm）に  

注入後，0．2M酢酸水溶液を7．1mlルrで流し，溶出液を3mlずつ分取してニンヒドリン鼠色値  

及びフォリン墨色健を測定した。次に，得られた画分のピークの溶出液0，1miあるいは0．2ml  

に，6N塩酸を1ml加えて1100Cで24時間加水分解し，分解前彼のこンヒドリン里色低を測定  

した。なお，塩酸分解ほ減圧した密封紙数管内で行なった。  

実験結果ならびに考察   

血合肉の液化   
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1．幽門垂による液化  幽門垂中にはたんばく繋やペプチドを分解する種々の妙薬が含まれ  

ているので，これら酵素により生成された分解生成物を測窪するには，フォリン里色法により行  

なうよりもニンヒドリン里色法によるほうが過当であると考え，ニンヒドリン巌色法によって液  

化条件を検討した。  
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F；g．1．Effect of prlon the proteolysis of skipiaek red muscle withits py王oric caeca．  

Two m】oflO％（w／v）suspension of the red muscleinl％NaCIsoltltion were  
ad（主ed to3mlof O．2M McILVA王NE bu〃er50Iutiom or A′l、KINS－PAN－r王N buffer solution，  

and hydrolyzed withlmlof the extract of the pyIoric caeca， Hydrolysis wa  

carried out at various pHs and300c払r20min．AInOuntOfnoれprOteinous compound  

produced was measure（lby the ninhydrin colorimetric汀把thd and expressed as optical  

density at570n肌   

Fig．1ほ基質血合肉に幽門垂摘出酒を種々のpHにおいて300c，20分間作用させたときの結果  

である。この図から明らかなように，血合肉の分解はp‡19．2～9．8で螢もよく進む。次にpH8．0  

8．6，9．2において幽門重油銀波を様々の温度で3時間基繋に作用させ，血合肉の液化に及ぼすpH  

と温度の彫儲を調べた。Fig．2はその綾灘である。この固からもわかるようにpH8．0，8．6，9．2  

における至適温度はいずれも500cにみられたが，液化が食もよく進むのはpH8．0～臥6，温度50  

0C付近であることがわかった。   

以上の結果に基づき，次に実際に則した液化を拭みた。幽門垂にはたんばく繋分解酵紫のほか  

に，エキス分やビタミン等の有効成分が多厳に含まれているので，これらの有効成分をも利用す  

るために，血合肉に等温の幽門垂を紬切して加え，若干の水を加えてpIiを8．5に調節後，50白C  

で3時間摂津しながら液化した（液化終了時のpH8．13）。液化終了時に酵素反応懸濁物を煮沸し，   
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Fig．2．Effeet of temperature orlthe proteolysi＄Of skipjaek red muscle withits pyloric  

Cae（：a．  

Proteolysis was carr主ed out at various pHs（臥0，8．6and9．2）for3hours．  

ろ過したところ，ろ過はきわめて国難であり，ようやく得られた液化物ほ披い綴ずんだ褐色を帯  

び，強いアンモニア奥と内臓特有のにおいとが混じったきわめて不快な奥気を有していた。   

カツオ幽門喪中には，魚肉からアンモニアを生成するたんばく繋分解酵儲が存在し，カツオ肉  

からは他の魚肉からよりも多数のアンモニアが生成されることが既に報告されている（柏臥1955  

a，1955b，1958）。また一方では，幽門垂はカツオ塩辛の製造には不可欠なもので，星味成分  

の生成には蕊寮な役割を果していることも古くから知られている。里味成分の増強からも幽門垂  

による血合肉の液化を考えたのであるが，予想以上に著鼠のアンモニアが生成され，においが悲  

くなることを知った。アンモニアの生成は液化中にも感知され，爽際のエ場生産でほ種々問題が  

あると考えられたので，これ以上の検討ほ行なわなかった。   

2．市販の酵素による液化  使用した3税源の酵素のうち，デナプシンおよぴパパインによ  

る魚肉の液化条件については，サメ肉のほかに既にアジ肉を用いた実験においてもサメ肉と同様  

の結果を得ているので，ここでほまずアマノ…Pによる血合肉の液化条件を調べた。   

Fi臥3は種々のpHにおいて300C，20分間反応させた時の結果である。血合肉のアマノーPに  

よる加水分解はpHlO付近で救も進むことがわかった。   

次に加水分解に及ぼすpHと温度の影響を調べた。アマノーPグ）説明番によると至適温度は45  

0cといわれているので，念のため450cと500cでpH6．4～9．9において酵素を3時間反応させた。  

結果はF短．4に示すとおりで，アマノ…PはpH7．5付近，450cで殴もよく作用するが，7．0～  

6．4のpH城でもかなり作用することがわかった。   
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F隠3．Erfect of pH（川the proteolysis of skipjack red mus℃le with Amaれ0－P．  

Proteolysis was carried out at various p‡is and 300c for20min．Amount of  

nonproteinous eompoud producedwa＄meaSured by the Foiin co】orimetric method  

and expre5Sed as optica】density at660nm．  
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以上の結果と既に検討されたテナプシン及びパパインによる液化条件とに基づき，次のような  

条件下で実際に則した液化を試みた。すなわち，デナプシンではpH3．0，500C，パパイン でほ  

p‡i7．0，700C，アマノーPではpH7．4，450cでそれぞれ3時間酵素を作用させた。酵素の添加  

盈は血合肉に対して0．5％である。酵素反応懸濁液のpHは液化中にも調節して所窺のpHを保  

つようにした。   

液化終了後，酵素反応懸濁液を蕃沸しろ過したところ，パパイン及びアマノーPの懸濁物はろ  

過が困難であり，ようやく得られたろ液（液化物）は血合肉特有の脹奥が強く，漉い褐色を帯び，  

その昧は苦味があり旨味に乏しかった。これらに対しヂナプシンの懸濁物はろ過が非常に容易で，  

得られた液化物のにおいは若干の酸奥を感じさせるが不快奥でほなく，その色ほ蛍光を帯びた淡  

発色で，血合肉から得られたものとほ考えられない程の淡色であった。また味は前二者と同様に  

苦味が感ぜられるが，旨味がありpHが低いだけに酸味も感ぜられた。   

同じ食品の抽出液でも抽出液のpHによって，その色調やにおいの興なることがしばしばみら  

れる。パパインやアマノ…Pの液化物の色調やにおいを改脅し，酵紫反応懸濁物のろ過を容易に  

するために様々検討した結果，反応懸濁物のろ過はp‡iが6．5ぐらいまで下がってくると容易に  

なること，液化開始時にpHを6．5に調節し途中でpHの再開節を行なわなければ，液化の終り  

にはpHは6．15～6．25になること，6．0～6．5のpH放でパパインを作用させた場合，反応温度を  

650cとしてもあるいは700cとしても血合肉の液化率はほとんど変らないこと，及び液化時のpH  

が低〈なるにしたがい，液化物の色やにおいが改沓されることがわかった。   

既に述べたようにアマノーPほ温度450cでpH6．4～7．0でもよく作用し，また前轍（商凝ら，  

1979）のように，パパインはpIi6．0～6．5でもかなりよく作用するので，至適pHからややはず  

れるが，6．ト6．5のpH城でこれら酵素を作用させることにした。また，液化の途中でpHを再  

開節することば，実際に工場で行なう場合には煩雑であり，上記程度のpHの移動は酵素活性に  

それ程膨蘭せ与えるとは考えられないので，途中でpHの再開節を行なわないこととし，Table  

lに示すような条件下で爽際に則した液化を行なった。酵紫使用蕊は血合肉に対して0．5％であ  

る。Tablelには血合肉たんばく貿の液化率をも併せ示した。  

Tablel．Hydrolyses of skipjack red muscIe with three commercia；proteolytic enzymes  

ConditioIIS Of hydro】y5is  Ratio or nitrogen  
solub；】izeda  Enzyme  

pII Temerature（qC） Time（hr）  （％）  

73．9  
82－8  Denap扇血  3．0  50  

6．5  f.5 
67．5  
70．6  

56．8  
71．1  

Amano－P  6．5  45  

a：Raとio of the nitrogen solubilized to the protein nitrogen or red muscle．  

One pnrt of the red muscle was suspendedin two parts of disti＝ed water and subjected to  

the aetion or eaeh enzy汀把（ratio of enzyme to red muscle（w／w），1：200）．  

これらの酵紫のなかではデナプシンが駿もよくたんばく繋を分解し，その液化率ほ3時間の液  

化では約74％，6時間では約63％であった。アマノ…Pほ3時間の液化では液化率が絞も低く約  

57％にすぎないが，6時間液化すると71％まで向上する。これらに対し，パパインは3時間の液   
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化で約68％，6時間でも約70％と液化時間が長くなっても液化率にほほとんど差興がみられなか  

った。液化時間を延長してもその効果が認められないのはサメ肉をパパインで液化した場合と同  
様である 

。   

前に報告したサメ肉の液化（高橋ら，1979）ではデナプシンとパパインを使用したのであるが，  

たんばく繋の液化率をくらべてみると，デナプシンによる6時間の液化では，サメ普通肉が76～  

79％，カツオ血合肉が約83％で，両者の間にほ大きな差異がみられず，カツオ血合肉の液化率が  

高くなる傾向がみられるのに対し，パパインによる3時間の液化では，サメ普通肉が85～88％，  

カツオ血合肉が約68％で，カツオ血合肉の液化率が20％程低くなっている。至適pHをややはな  

れたpH城でカツオ血合肉を液化させたのであるから，至過pHにおけるサメ普通肉の液化にく  

らペて，液化率が低くなるのは当然のことと考えられるが，そのことを考慮に入れても差異が大  

きすぎるように思われる。SYROVY e～αg．（1970）はコイの血合肉ミオシンは普通肉ミオシンよ†）  

もトリプシンの作用を受けにくく，その分解速度は普通肉ミオシンの％であることを報告してい  

る。カツオ血合肉の液化率が低くなる原因ほいろいろあろうが，血合肉はパパインの作用を受け  

嫌いのでほないかと思われる。   

デナプシン液化物のにおいと色については上述のとおりである。パパイン液化物のにおいと色  

はアマノーP液化物のそれらとほとんど同じであり，これら液化物のにおいと色ほデナプシン液  

化物には及ばはいが，pH7．0（パパイン）あるいは7．4（アマノ…P）で液化させたものよりも  

魚脱臭がうすれ，包も黒みがとれてかなり淡色となった。Fig．5はデナプシン，パパイン，アマ  

ノ】P，各液化物の380～700nmにおける吸収スペクトルを示したものである。パパイン液化物  

の吸光側線ほアマノーP液化物の吸光曲線とほとんど同じである。これらにくらべるとテナプシ  

Fig．5．Absortionspectra of Denap5in，PaPain  

and Amano－P hyrolysates．  

The hydro】ysates were those from  

the experiments describe（董in Tablel．  

The 主Iy（】rolysates were di王uted with  

distjlled water to be a O．5％ soIution  

of totalnitrogen，and subjected to the  

spectralanalysis，  

1：Denap5in hydrolysate，  

2：Papain hydrolysate．  

3：Amano－P hydrolysate．  

り．い   

400  500  600  700  

Wave】8ngth  
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ン液化物の吸光曲線は395－405nmにかけて曲線の形が異なるが，総体的にみると似たような形  

の曲線とみることができる。デナプシン液化物は若干蛍光を帯びているが，これらの吸収スペク  

トルから上記3液化物の色調はほぼ同じと考えられる。またこの間から，液化物の色の漉きほ吸  

光曲線とグラフの縦軸及び株制‖こよって閉まれる南棟をもってあらわすことが適当と考え，南極  

比を求めた結果，パパイン液化物及びアマノ十P液化物の色の浪さは，デナプシン液化物の約2  

倍であった。   

血合肉液化物のペプチド構成   

爽l祭に則した液化で得られた血合肉液化物のペプチド構成を知るために，液化物をBio－Gel  

P－2カラムに注入しゲルろ過を行なった。Fig．6はデナプシン，パパイン及びアマノ十Pの各液  

化物をゲルろ過したときの結果である。ニンヒドリン墨色佃から，デナプシン液化物はTube  

No．28，30，35，43，50をピークとするⅠからⅤまでの5つの蘭分にわけられる。パパイン液化  
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Fig．6Chromatogrphy of cnzymatic hydrolysates from skipjaek red mu5Cle on Bio－GelP－2．  

T】le hydrolysates are those from the experiment5 deseridedin Tab】el．One mlof  

hydrolysate was added to a clotlmn Of Bio－GelP－2（1．5×90cm）and eluted with O．2M  
acetic acid（7．1ml／hr）．Three mlfractions were collected and the absorbancc at570  

nm（ninhy（lrin eolor）and660nm（Folin eolor）was determined．  

Vo：Void volume，Try三Tryptophan．   
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物は3つの画分にわけられ，これらはデナプシン液化物のⅠ，Ⅰ‡，Ⅲに相当する。アマノ＋P液  

化物ほ2つの画分にわけられ，これらの画分のピータはTube No．30と35でデナプシン液化物の  

Ⅰ‡及びIlIの各ピークと一致する。それでアマノ＋㌢液化物の画分をIi及び111と表示したが，この  

画分ⅠⅠで墨おTube No．28付近に屑がみられるので，これほデナプシン液化物のⅠとⅠⅠの画分が  

一緒になったものに相当する。デナプシン液化物にみられるⅣ，Ⅴの画分に相当するものは，パ  

パイン液化物にはみられず，アマノーP液化物でほⅤに相当するものがごくわずかにみられるに  

すぎない。   

フォリン巌色値を測定して得られた各液化物の豊色曲線をくらペてみると，デナプシン液化物  

とアマノーP液化物とは総体的に似た傾向を示し，Tube No．50に螢も大きなピークがあり一 次  

いで62，さらに小さいものが28～30にあるのに対し，パパイン液化物では28～30にかけて餃も大  

きなピークがあl），50，62はいずれも小さい。フォリン墨色はサロシン，トリプトファンによる  

里色である。梗聯アミノ酸混合物をゲルろ過すると，テロシンは中，敵性アミノ酸よりもおくれ  

て溶出され，トリプトファンほざらにおくれて溶出きれることが報告されている（杉井ら，1973）。  

実際にトリプトファンをゲルろ過してみるとTube No．60付近に溶出してくる。したがってTube  

No．50付近にみられるピータにはトリプトファンやテロシンを椛成アミノ酸中にもつペプチドが  

かなり多く含まれるものと考えられる。   

次にデナプシン液化物のピーク，Tube No．28，30，35，43及び50の一窟厳を塩酸分解してニ  

ンヒドリン里色低を測定し，塩酸分解前のそれと比較した。その結果と，画分ⅠからⅤまでのこ  

ンヒドリン鼠色檎の合計に対する各画分ニンヒドIjン藍色條の比率とをTable 2に示した。ま  

たTable 2には，パパイン液化物及びアマノ十P液化物についても，画分ニンヒドリン里色他  

の合計に対する各両分ニンヒドリン里色倦の比率を併せ示した。  

T8bl¢2．Ninhydrin anaiysis of the fraetions from Bio－GelP－2gel川tl・ation of skipjack  

red muscle hydl・01y58teS  
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The hydrolysates are those from tlle eXperiments describedin Tab王el．  

a：rrhe ratio of nin】1y（1l・in color before and a如1・a巌＝】ydro主ysisin tl】epe戒of each fraction；  

smallaliquots of tlle peaklVere hydro王yzedin6N HCIso】ution atllOOc for24hours．  

and the hydrolysate obtained was sul）jected to nin】1ydrin coIorimetric analysis．  

b：1’he ratio of eaeh fraction to the totalof the fraeもionsin ninhydrin eolor．  

それぞれの画分に含まれるペプチドを柵成するアミノ弛の平均個数は，画分Ⅰでは2－4，画  

分ⅠⅠでほ2－3，画分【Ilでは約1，画分Ⅳでは1…3，阿分Ⅴでは2…4と考えられる。ゲルろ  

過では分子彙が大きいものほど早く溶出するはずであるが，画分Ⅶにくらペて漸分Ⅳ及びⅤでは   
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分子盈の大きいものが溶出している。これについては次のように考えられる。   

トリプトファン及びテロシンは他のアミノ酸よりもおくれて溶出してくるので，トリプトファ  

ンやテロシンを含むペプチドも，これらのアミノ酸を含まない同じ分子数のペプチドよりもお〈  

れて溶出してくるものと考えられる。既に述べたようにトリプトファンはTube No．60付近に溶  

出してくるから，Tube No．43イ寸近，50付近に溶出しているフォリン鼠色物はフォリン里色アミノ  

酸を構成アミノ酸中にもつオリゴペプチドと考えられる。一方，フォリン試薬で里色しない低分  

子のペ70サド及びアミノ酸はTubeⅣ0．40以降でほ溶出の終了期にあたり，漸減しながら溶出す  

るものと思われる。したがって，フオ】ノン豊色オリブペプチドが溶出し始める画分Ⅳでは溶出物  

の構成アミノ酸平均個数は画分mよりも多くなり，フォリン鼠色オ1トゴペプチドの溶出が穀商に  

適する画分Ⅴではアミノ酸平均個数がさらに多くなるものと考えられる。   

液化物の画分構成割合（ニンヒドリン里色條）ほ使用酵素によって異なる。大まかに習ってア  

ミノ酸平均個数3以下のペプチド及びアミノ酸は，ヂナプシン液化物では金堂紫化合物の約66％，  

パパイン液化物でほ約70％で，これらのうち遊離アミノ酸は両液化合物とも35－40％と思われる。  

アマノーP液化物は画分Ⅰと汀の分離が不充分なので，デナプシン液化物やパパイン液化物と比  

較することばできないが，遊離アミノ酸を主体とする画分1ⅠⅠ（平均個数1．22）だけについて習う  

とデナプシン液化物及びパパイン液化物では，全体の約25％を画分mが占めるのに射し，アマノ  

ーP液化物でほ20％であった。  

要  約   

カツオ幽門垂及び3穫腰の市販のたんばく繋分解酵素を用いてカツオ血合肉の液化を検肘した。  

その結束を要約すると次のようである。   

カツオ幽門垂による血食肉の液化では，液化中に幽門垂の酵素によって多鼠のアンモニアが生  

成され，そのために得られた液化物のにおいはきわめてわるく，また液化物は浪い黒褐色を幣び  

ていた。用いた市版酵素のなかではヂナプシンが敢も高い液化率を示し，デナプシン液化物は淡  

い発色で，その窒紫化合物は低分子のペプチドが主体であり，デナプシンほ血合肉の液化に殴も  

適した酵素の一つであることを示唆する結果を得た。  

本研究の一部は昭和58年皮三愛県受託研究饗により行なった。記して謝意を資します。  
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