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リ ジ ン 強 化 食 品 の 製 造 に 関 す る 研 究

1.添 加 リジンの損失と食品の着色およびその防止法*

稲 神 馨 ・古 賀 民 穂

      Studies on the lysine-rich  food 

I. Loss of lysine, and browning and its prevention 

    Kaoru Inagami and Tamiho Koga

穀類蛋白質が 肉類蛋白質 に比 して栄養的に劣 るのは

リジン,ス レオニンの合量が少ないためと されてい る.

特 に リジンは生長期 の了・供 に多量 に要求 されるため,

すでに米 国などでは穀類系食 品に リジンを添加 した リ

ジン強化食品が造 られており,ロ 木で も一部 の食品で

リジンの添加が試み られている.

しか し,リ ジンをt-tl111に添加 して加工 または保存す

ると,リ ジンの損 失がみ られ るばか りでな く,食 品の

褐変 化がお こる.甚 だしい 時には ニガ味が生 じて く

る.こ れ は他のア ミノ酸に比 して リジンはaア ミノ

基のほか に反応性に富むE一ア ミノ基を持つためで,こ

のア ミノ基に糖 類,カ ルボニール化合物な どが反応す

るいわゆ るメイ ラー ド反応によるものであ る.こ の反

応生成物のあ るものはカラメルに似たニガ味を持つて

お り,甚 だ しく食 品の品質を悪 くす る.例 えば現在学

童用 の給食パンに リジンを添加 することが考 え られて

いるが,リ ジン添加量が少ないときは着色 もそれほ ど

問題にな らないが,添 加量が栄 養的に好ま しいと考え

られ る量ではパ ン表皮の'(3色が甚だし く,時 にはニガ

味 さえ感 じて くる.こ のため リジン強化パンの製造を

困難 にしている.

既に これ らの'f態 を追求 した研究は数多 くみ られ,

リジンと糖 の反応性11・16・21,27)やパ ンの着色5・22・23,24)に

ついての報告 がみられ る.ま た前田ら15)は リジン強

化 クラッカー,冷 麦での リジン損 失量を調べてい る.

このように食品の着色 についてはよ く調べ られてい

るが,リ ジンの損失 と着色 との関係 につ いての研究 は

少 な く,ま たそれ らの防止法につ いての研究は全 くみ

られない.わ れわれ は リジンと糖 およびカルボニール

化 合物 との反応条件 の検討か ら,着 色 を少な くし,リ

ジン減少 を防 ぐよ うな リジン強化食品の製造 法を見 出
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す 目的で この研究を行なつた.そ して着色 のす くない

リジン強化パ ンの製法な どを児 出したので,こ こに報

告す る.

実 験 材 料 お よ び 方 法

i.リ ジ ン塩酸塩:定量 のための検量 線の作成 には

GeneralBiochemica1社 婁建のものを用 いたが,他 の実

験には協和醗酵K。K.製 のものを用 いた.

グルコース,そ の他糖類:石 津製薬製.パ ン焙焼 は

実験室用小型焙焼器および西 口本製パ ンK.K.の 重油

加熱 ベル ト式焙焼炉 を用いた.

2.遊 離 リジンの定量法

遊離 リジンの定 量はワールブルグ検圧計を用 いて,

リジン脱炭 酸酵素 によ り,リ ジンを脱炭酸 して その と

き発生す る炭酸 ガスのr.r-r+を測定 するGaleの 方法i,2a)を

一部簡易化 したものによつ た.リ ジン脱炭酸酵 素は

Bacteriumcadaverisのacetonepowderを 用いた.

ワールブルグの主室には,試 料を0.5～2m1,緩 衝

液を2・0～0.5ml入 れ,側 室には酵 素液0.3m1入 れ,

常に全液量を2・8mlと した.酵素液は上記 の酵素の30

mg/ml液 を用 い,緩 衝液にはcitrate-Na2HPO¢ 系 で

pH5.2の ものを使用 した.Galeら は反応後に液中に

溶存する炭酸 ガスを追 い出すため硫酸 を加え る方 法を

用いて いるが,実 験 の結果では緩 衝液のpHを5.2位

にすると溶存す る炭酸 ガスの量 は無視 出来 る位 の蚤で

あ ることを知つたので,こ の簡易法を この実験で は用

いた.反 応温度は37.2℃ とした.

試 験 結 果 お よ び 考 察

1.遊 離 リジン定量法の検討

1)検 量 線

リジン塩酸塩 の結晶を用いて酵素法による検量線を

求 めた結果は第1図 のよ うである.



Table 1. Substrate specificity of L-lysine 

       decarboxylase.

Fig. 1. Correlation of liberated CO2 with 

    lysine concentration by the L lysine de-

    carboxylase method. 

    Main chamber : 1 ml, lysine solution,  2.0 

    ml pH 5. 2, 0. 1 M citrate buffer solution. 

    Sidearm : 0.3 ml, enzyme solution. 

     Temp. 37.2'C.

この結果をみるに,検 量線は リジン濃度が0,5～2.O

mg/mlの 問ではよ く直線をなす ことがわかつた。また

Galeが 示 した炭酸 ガスの100μ1は リジンの0.652mg

に相 当す るとい う報告値1)と もよ く一致 していた.こ

のよ うに簡易化 した方法で も十分定 量の 目的に合致す

ることがわかつた.

2)酵 素の特異性

上記 の脱炭酸酵素を用い ると発生炭酸 ガス量 はよ く

リジン量 に比例することがわかつ たが,ア ミノ酸混合

液に使用す るとき他 のア ミノ酸の脱炭酸をお こさない

か どうかが問題 になつて くる.そ こで類似ア ミノ酸へ

の作用 および リジン誘導体に対 して脱炭酸作用が ある

か どうかを調べた(第1表).最 も リジンに類 似 してい

る アルギニ ンと リジン誘導休 の ε-N-acetyl-L-1ysine

について木酵 素を働かせて脱炭酸量 を測定 したが,炭

酸ガスの発生は全 然み られなかつた.従 つて この酵素

の特 異 性 は高 い も の と考 え た.

3)リ ジン の再 検 出試験

リジ ンを 市販 の し よ う油 お よび 乳 酸 発 酵飲 料 に加 え

て再 検 出の 状態 を調 べ た.そ の結 果 は第2表 の とお り

で あ る.回 収率 は次 のよ うに な る.

しよ う油:L3G4mg(3区)-0.404mg(2区)

-0.960mg

1・ ・!×100 二96%
0.999

乳1唆 発酵 飲 料:1.007mg(5区)-0.027mg(4区)

一-0.980mg

1・:1Y100 -9800
0.999

以上 の よ うに か な り複 雑 な 食 品 で あ る しよ う油,乳

酸 発酵 飲 料 に リジ ンを加 えて も回 収率 は良 か つ た.多

種 の ア ミノ酸 を 含む しよ う油 で 回収 率 が 良 か つ た こと

は,こ の酵 素 が リジ ンi外 のア ミノ酸 に働 い て い な い

こと を示 して い る.

2.リ ジ ン と糖 との反 応

食 品 中 の リジ ンの損 失 は 主 と して共 存 す る糖 と反 応

す る,い わ ゆ るア ミノカ ル ボニ ー ル反 応 によ つ て い る

こ とが 既 に知 られ て い る.11,25)し か し両 者 の反 応 条 件

につ い て総 合的 に 研 究 され た もの は 少 な い ので,こ れ

らに つ い て調 べ た.

1)ア ミノ酸 の 種 類 と着 色

ア ミノ酸 溶 液 を 糖 と加 熱 す る と着 色 す るが,こ の さ

い リジン と他 のア ミノ酸で は着 色 の程 度 が どの 程 度異

な るか を1凋べ た.,

各 ア ミノ酸 を10-4Mと り 各 々に グ ル コー ス10-3M

を 加 え,prl7.0の0.05Mリ ン酸 緩 衝 液20mlを 加 え て,

Table 2. Recovery of lysine from various foods 

       by the L lysine decarboxylase method.

 0.5 ml of lysine solution (2 mg/ml) 
1 ml of 10 times diluted soya souse 

Mixture(O. 5 ml of 5 times diluted soy souse 0. 5 ml of lysine solution (2 mg/ml) 
1 ml of 8 times diluted fermented milk 

Mixture(0.5 ml of 4 times diluted fermented milk        0.5 ml of lysine solution (2 mg/ml)



Table  3. Effect of various amino acids on 

      the color developed in a dilute glu-

       cose solution. 10-3 M of glucose 

      were heated with 10—' M of amino 

      acid in 20 ml of pH 7. 0, 0. 05M 

      phosphate buffer solution at 110°C 

      for 1 hr.

Non added 
Lysine 
Gl ycine 
Alanine 
Serine 
Threonine 
Cystine 
Glutamic acid 
IIistidine 
Tyrosine 
Tryptophan

110。C,60分 加 熱 した.反 応 後 の着 色 度 は9.30muで

の 吸 光 度 を測 定 して 求 め た(第3表).

リジ ン区 が 最 も嘘 く着 色 し,糖 単独 加 熱 の もの に比

し着 色 度 は約4倍 に なつ て いた.次 に トリプ トフ ァン,

グ リシ ン,チ ロ シン の順 に着 色 が 弱 くなつ て い た.シ

スチ ン,グ ル タ ミン 酸 はT'iiを 抑 え る作用 が み られ た.

この結 果 は従 来 の 報告11,16,27)と大体 一致 して い る.こ

の よ うに リジ ンは ア ミノ酸 の 中 で最 も強 く糖 と反応 し

食 品 を着 色 させ るの で,食 品 へ の リジ ン添 加 は この問

題 の解 決 な くして は困 難 な こ とが うか が わ れ る.

2)リ ジ ンと各 種 の 糖 との反 応

リジ ン と糖 の反 応 は,糖 の種 類 に よ り異.な る こ とが

r;え られ るの で,こ れ に つ いて 試 験 した.リ ジ ン1.37

×10-4Mに 糖 を2.74×10-4M加 えて,各 々にpH6.2の

0.05Mリ ン酸 緩 衝 液20mlを 加 え,110℃,60分 加 熱

した.そ して残 存 リジ ン量 お よ び着 色 度 を測 定 した.

そ のis果 は第4表 の とお りで,Pomeranzら21・23)が

述 べたようにキシ ロースが最 も強 く反応 していた.そ

して二糖類では着色 が少 なかつた.要 するにペ ン トー

ス,ヘ キ ソーズ,二 糖類の順に着色が少な くなつてい

た.リ ジンの誠少 もこの順に少な くなつていた.リ ジ

ン添加食品の着色を少 な くす るには糖 として単糖類 を

加 えるより二糖 類を加え る方が好ま しいことが うかが

われ た.

3)糖 濃度の影響

リジンー糖反応 に糖の濃度がどのように関係す るか

を調べた.リ ジンに対 してグルコースの量を変えて加

え,pH7・0の0.05Mリ ン酸緩衝液 巾で1!0℃,60分

間処理 した.糖 の量が増すにつれて リジンの減少度は

大 き くな り着色 も強 くなつた(第5表).な お試験 した

糖の濃度範囲(0～10モ ル比)で は リジン減少度が一

定になる点 はみ られなかつ た.

4)pHの 影響

リジンと糖の反応には多分 にpHの 影響が大 きい こ

とを考 え試験 した.な お以下の実験 には糖 としてグル

コースを主 として用いた.

リジン20mg,グ ルコース50mg,そ れ にpHの 異 な

る緩衝液 を各14m1加 えて,110℃,60分 加熱 した.

処理液をpH5・2に 調整 して のち液量を20mlと し,残

存 リジン量を測定 した.

緩衝液 には リン酸系 のものを用いた.こ の結果 は第

2図 のとお りで,リ ジンの減少 は酸性で少な く,ア ル

カ リ性にな るほど多 くなつた.着 色 も液のpHが 高 く

なるほど強 くなつ た.こ れはア ミノ ・カルボニール反

応 の特性 とよ く一致す るものである.11・14)

次に強.酸性側 に お い て 調べた.加 藤 ら9)は クエン

酸酸性ではア ミノ酸 と糖 の反応が促進 され着色がお こ

ると述 べてい る.そ こで クエン酸系溶液 中で反応 させ

た.各 々のpH液 はクエン酸の10『3M液 にNaOH液 を

加えて調整 した ものである.

Table 4. Effect of various sugars on the lysine inactivation and the browning. 

      1.  37X 10-4 M of lysine were heated with 2. 74X 10-4 M of sugar in 20 ml 

      of pH 6. 2, 0.05 M phosphate buffer solution at 110°C for 1 hr.



Table 5. Effect of glucose concentration on the lysine inactivation.  1.  39X 10-4 M 

      of lysine were heated with 1. 37X 10-4 M, 2. 74X 10-4 M, 5.47X 10-4 M, 8.22 

X10-4 M, 1.09X 10-3 M and 1. 37X 10-3 M of glucose in 20 ml of 0.05 M 

      phosphate buffer solution at 110-C for 1 hr.

Fig. 2. Effect of pI1 on the lysine inacti-

     vation in a dilute glucose solution. 

20 mg of lysine and 50 mg of glucose 

    were heated in 20 ml of buffer solu-

     tion at 110°C for 1 hr. pH 3.8-0.05 

     M acetate buffer, pH 4.6-7.6-0.05 

     M phosphate buffer, pH 8.3-0.05 M 

     phosphate-NaOH buffer.

その結果(第6表)を み るに,着 色は全 くみ られ な

いが,リ ジンは誠少 していた.リ ジンの減少 がありな

が ら着色 がないことは,こ の反応 はアルカ リ側でお こ

る反応とは異 なるのか も知れ ない.す なわちメラノイ

ジンまで達 しないよ うな反応によつて リジンが減少 し

てい るものと考え られ る.

更 にクエ ン酸の量が リジン一糖 反応 にお よぼす影響

を調べた(第7表).各 々のクエ ン酸溶液 はNaOH液

によつてpH3.0に 調整 しpllに よる影響を 少 な く

した.即 ち水素イオン濃度は同 じに して測定 した.加熱

された液は全 く着色 しなかつたが,ク エン酸量が増 す

につれて リジンは減少 していた.リ ジンが66%に まで

減少 して もなお着色 しない ことは中性,微 アル カ リ側

でおこる リジンー糖反応 とは異 なる ものと考 えた.な

お加藤 ら9)は酸性 で糖 は5-ヒ ドロキシメチル フルフ

ラール(HMF)に 変化 し,これ がア ミノ酸 と反応 し,

このときクエン酸 〔H+〕 は前反応を促進 す ると述べ

てい るが,同 時 にクエン酸 も誠 少す ることを測定 して

い る.第7表 最一ド段の反応系 でみられ るよ うに糖を含

Table 6. Effect of pH on the lysine inactivation and the browning in lysine-glucose-

      citric acid system. 20 mg of lysine and 200 mg of glucose were heated in 20 

      ml of  1.0X  10-3M citrate solution at 110°C for 1 hr.



Table 7. Effect of concentration of citric acid on the lysine inactivation and the 

      browning in lysine-glucose system. 20 mg of lysine and 200 mg of glucose 

      were heated in 20 ml of citrate solution at  110°C for 1 hr.

Table 8. Effect of various buffers on the lysine inactivation in a dilute glucose 

      solution. 20 mg of lysine were heated with 200 mg of glucose in 20 ml of 

0.05 M buffer solution at 110°C for 1 hr.

まない リジンー クエン酸系 のみで も リジンが減少 して

い ること,pHは3・0で 同 じで もクエン酸量を増す と リ

ジン誠少は増す こと,な どか らみて リジンはクエ ン酸

とも反応す るのではなか ろうか.加 藤 らは室温に長時

間放 置した ものであり,わ れわれ のは110℃,60分 加

熱 という過激な条件 なので前者の反応機構 と共 に他の

反応 もお きているのか も知れない.

5)緩 衝液の種類 と濃度の影響

上記のpHに よ る影 響を試験 していた ら,使 用す る

緩衝液の種類 と濃度によつて リジン一糖反応 はかな り

の影響を受 けることがわかつ たので,こ れ について調

べた.

a)緩 衝液の種類による影響

リジン20mg,グ ルコー ス200m9を 種 々の緩衝 液20

m1に とか して,1100C,60分 加熱 して残存 リジン量を

求 めた.そ の結果 は第8表 の とお りであ る.

使用 した緩衝液 の種類で リジン減少量および液 の着

色 は異な り,ク エン酸一 リン酸塩系で最 も リジンが減

少 してお り,つ いで リン酸塩系で減少 してい た.反 対

に トリス緩衝液 では リジンの減少および着色 は弱かつ

た.ま た リジンの誠少 と液の着色 と比例 しない ものが

あつた.こ れ は リジンに糖が反応 しても着色物質の生

成まで反応が進まないで,中 間物で反応が止つたため

と考 え られ る(ベ ロナー ル緩 衝液).

b)リ ン酸緩衝液の種 類による影響

リン酸塩で もオルソ,メ タ,ピ ロ リン酸でどのよう

に異な るかを調べた.測 定方法 は前と同 じであるが,

pHは 全て7,0で 行 なつ た.

その結果は第9表 の とお りで,オ ル ソリン酸で リジ

ンの減少は著 し く促進 され,メ タ リン酸、 ピロ リン酸

が これに次 いでいた.着 色 も リジ ンの誠少 に比例 して

いた.永 山17)の成績 と多少異 なる点はあ るが,リ ン酸

塩がこの反応を強 く促進す る点では一致 してい る.

何故 リン酸が リジンー糖反応 を促進す るかは明 らか

でない.す でに リン酸 は糖液の着色を促進す ることが

知 られてい るので,17)リ ン酸 は リジンー糖反応で糖の

活性化を促す ものと考え られる。例えば リン酸が グル

コー スか ら5一 ヒ ドロキ シメチルフルフラー ルに 変 わ

る反応を促進 し,こ れが リジンと反応 することが考 え

られ る.

c)リ ン酸緩 衝液の濃度 によ る影響

リン酸塩の存在は リジンと糖 の反応を促進 させ るこ



Table 9. Effect of various phosphates on the lysine inactivation and the browning in 

      the glucose-lysine system. 20 mg of lysine were heated with 200 mg of glucose 

      in 20 ml of  0.05 M phosphate solution at 110°C for 1 hr.

Table 10. Effect of the concentration of phosphate buffer solution on the lysine inactiva-

       tion and the browning in a dilute glucose solution. 20 mg of lysine were heated 

       with 200 mg of glucose in 20 ml of each buffer solution at 110°C for 1 hr.

とがわかつたので,次 に濃度 との関係 を調べた,反 応

条件 は前の実験 と同 じで,た だ リン酸緩衝液の濃度を

種々変えて反応 させ た。その結果は第10表 の とお りで

リン酸塩の濃度が濃 くなるほど リジンの減少は大 き く

な り,液 の着色 も強 くなつた.リ ン酸塩の濃度を10倍

濃 くす ると着色は約4倍 に増 した.

6)加 熱温度の影響

加熱温度によつ て,リ ジ ンの減少 および着色 にどの

程度 の差がみ られるか を調べた.

リジン20mg,グ ルコース200mgをpH6.2,pH7.0

の0.05Mリ ン酸緩衝液にとか し各温度で60分 加熱 し

て,残 存 リジン量 を調べた.そ の結果は第3図 のよう

である.

pH7で は50℃,60分 処理 ですでに リジンの減少が

み られ,80℃,100℃ と加熱温度が上 るにつれて リジ

ンの減少が著 しくな り,120℃ では40%以 上の リジン

が損失 していた.

着色 も加 熱温度 が上 るにつれて強 くなつており,特

に100℃ 以上の処理で急激に着色が強 くなつた.pH

6.2に おいて,100℃ 以下の処理では リジンの減少はほ

とん どみ られないが,100℃ 以上に処理 すると リジン

の減少がみ られ た.

7)リ ジンー グルコース反応への他 のア ミノ酸の影

響

リジンとグルコース の反応 に他のア ミノ酸の共存が

どの よ うに影 響 す るか を調 べ た.

リジ ン1.37×10-4M,グ ル コー ス1.37×10-3Mに 他

の ア ミノ酸 を リジ ン と等 モ ル加 えて,20m1のpH7.0,

0.05Mリ ン峻緩 衝 液 に と か し て,110℃,60分加 熱

した.

そ の結 果 は 第11表 の とお りで,リ ジ ンー グ ル コー ス

反 応 に対 して他 の ア ミノ酸 の共 存 は可 成 り影 響 して お

り,ト リプ トフ ア ン,セ リン,チ ロ シ ンが反 応 を促 進

して お り,反 対 に シ ス チ ン,グ ル タ ミン酸 が抑 制 して

い た.特 に ト リプ トフア ン の促 進,シ スチ ン の抑 制 が

顕 著 で あ つ た.シ スチ ンの存 在 は液 の 着 色 を 半分以下

にす るの で,食 品 に リジ ンを 添 加 す る さい シ ス チ ンを

一 緒 に加 え て着 色 を 防 止 す る方 法 も考 え られ るが,加

熱 加 工 す る食 品 で は香 りを悪 くし た.

8)金 属 イ オ ンの 影響

この よ うな反 応 に は 金属 イ オ ンの影 響 が考 え られ る

ので,こ れ につ い て 調 べ た.

リジ ン20mg,グ ル コー ス200mgをpH7の0.05M

リン酸 緩 衝 液20m1に とか し,そ れ に各 種 の金 属 塩 を

10-4M加 え て,1100C,60分 加 熱 した.こ の結 果 は 第

12表 の と お りで あ る.Fe+++は リジ ン の減少 を 多少

促 進 した が,Ca++,Mg++は 抑 制 した.な おMg,

Ca,Fe,Znを 反 応 系 に加 え た ら沈 澱 が生 じた.

Mg,Caが どの よ うな機 構 で この反 応 を抑 制 す るの



  Fig. 3. Effect of heating temperature on the lysine inactivation in a dilute glucose 

       solution. 20 mg of lysine were heated with 200 mg of glucose in 20 ml of 

 p'I 7. 0, 0.05 M phosphate buffer solution for 1 hr. 

Table 11. Effect of various amino acids on the lysine-glucose reaction and the browning. 

1. 37X 10 3 M of glucose and 1. 37X 10 4 M of lysine were heated with 1. 37X 10-4 

       M of various amino acids in 20 ml of 0.05 M phosphate buffer solution at 110°C 

       for 1 hr.

かを調べ る た め,Mgを 多量 に反応系 に加えてみた

(第13表).そ して多量に加え るときは完全に リジンの

減少 を抑え ることを知つた.永 山17)が すで にCaは ア

ミノ酸一糖一 リン酸緩衝液系の着色 を抑え ると報 告 し

ているが,こ の原因 をpHの 低下で考 えてい る,こ の

実験で はpHの 低下 はみ られなかつ たので,Ca,Mg

が リン酸 と反応 して不溶性の リン酸塩(白 色沈澱の出

現)を つ くり,反 応促進作用を持つ リン酸を系外に除

去す るため この よ うな 現象がおきたのでは なかろう

か.し か しTris緩 衝 液中で も多少着色 を抑 えてい た

ので,他 の作用 も少 しは考え られ る.

3.リ ジンと食品中に含 ま れ る 糖以外の物質 との

友応

リジンと反応 して リジ ンの損失 を促す ものは糖ばか

りでな く,食品中に含 まれ るカルボニール化合物,お よ

び食品加工の さい発生す る物質,特 にアルデ ヒ ド類が



Table 12. Effect of various metals on the lysine-glucose reaction and the browning. 

       20 mg of lysine and  200 mg of glucose were heated with 10-4 M of various 

       metal salts in 20 ml of 0.05 M phosphate buffer solution at 110°C for 1 hr.

* Adjusted with NaOH solution . 

   Table 13. Effect of MgCl2 at various levels of concentration on the lysine-glucose 
          reaction. 20 mg of lysine and 200 mg of glucose were heated with MgC12 

          in 20 ml of 0.05 M phosphate buffer solution at 110°C for 1 hr.

* Mol ratio per lysine . t Adjusted with NaOH solution.

Fig. 4. Effect of ascorbic acid, acetaldehyde and furfural on the lysine inactivation 

     and the browning. 1. 37X 10-4 M of lysine were heated with 2. 74X 10-4M of 
    carbonyl compounds at 110°C for 1 hr. in 20 ml of phosphate buffer solution at 

     various levels of pH.



考 え られ る.鎌 田 ら7)は ミソの着 色 が フ ル フ ラー ル と

ア ミノ酸 に よ る もの で あ る こと を明 らか に して お り,

Linko12)は パ ン焙 焼 中に カル ボ ニー ル化 合物 が相 当量

生 成 す る と述 べて い る.そ こで食 品 に含 ま れ て い るア

ス コ ル ビ ン酸,加 .工中発 生 す ると思 われ るア セ トア ル

デ ヒ ド,フ ル フ ラー ルに つ い て試 験 した.

リジ ン10-4Mに これ らの物 質 を2倍 相 当 モ ル加 え,

これ にpHを 変 え た0.05Mリ ン酸緩 衝 液20mlを 加

えて,110℃,60分IJII熱 した.

そ の 結 果 は第4図 の とお りで,3物 質 と もpH6.2

以 下 で は さ して リジ ン と反応 しない よ うで あ る が,

pHが 高 くな るに つ れ て リジ ンの 減 少 は 階二し くな り,

液 のfl色 も強 くな つ た.リ ジ ンー フル フ ラー ル液 を

pH7.0以 上 で 加 熱 す ると 強 い着 色 が お こつ たが,こ

れ は フル フ ラー ルの み を加 熱 して も着 色 が 強 い こ とか

らみて,全 ての着色が リジ ンー フルフラール反応 によ

るもの とは言えない.

フルフラールはパ ン焙焼の さいペ ンFス などか ら

発生す ることがすでに知 られて いるが,12)後 述す る リ

ジン強化パ ンの褐変化 は リジンと糖 との反応 ばか りで

な くフル フラールな どとの反応 の関 与も考 え られ る.

4.リ ジンの損失 と着色 防止 の試み

以上の実験 で,リ ジ ンと糖 およびアルデ ヒ ド類 との

反応の諸条件が明 らかになつたので,次 に リジンの損

失 と着色の防止法 について試験 した,

1)ポ リリン酸塩の添加 による着色防止 の試み

さきに リン酸塩 は リジンー糖反応を促進 することが

わかつたが,蛋 白質にポ リリン酸塩を加 えてお くと蛋

白質中の有効性 リジンの損 失が防止 出来 ることもわか

Table 14. Attempts to prevent from the browning of lysine-glucose solution by the 
       addition of polyphosphate. 18 mg of lysine and 200 mg of glucose were heated 

       with 5, 10, 25, 50, 80, and 100 mg of polyphosphate in 20 ml of  0.05 M phos-

       phate buffer solution at 110°C for 1 hr. 
         Polyphosphate added : Mixture of sodium polyphosphate 29 %, sodium meta-

       phosphate 55 96, sodium pyrophosphate 3 %, and sodium phosphate mono 
       basic 13 96.

Table 15. Attempts to prevent from the browning of lysine-glucose solution by addition 

       of various polyphosphates. 18 mg of lysine and 200 mg of glucose were heated 

       with 20 mg of polyphosphate in 20 ml of 0.05 M phosphate buffer solution at 

110°C for 1 hr. Polyphosphate 1-A, 1-B, 1-E, 2-A, 2-C and Menlite were the 

       mixture of three or four kinds of polyphosphates, given from Takeda Co. Ade-

       carin was cyclohexaphosphate, given from Tokai Busan Co.



つていたので,3)蛋白質中の有効性 リジンと遊離の リジ

ンで どのように異な るか を調べた.そ の結果 はrf;;14,

15表 のとおりであ る.第14表 の試験に使用 したポ リリ

ン酸塩 は武 田製薬製"メ ン ライ ト"で 小麦粉製品 用に

造 られたもの。 第15表 のポ リリン酸塩の1-A(食 品一

般 用),1-B(味 噌用),1-E(合 成酒用),2-A(ね り

製品用),2-C(ね り製品用),メ ンライ ト(めん類用)

は武田製,ア デ カ リンはcyclohexaphosphateで 東海

物 産製 のNo.7の ものを用いた.

これ らの結果をみると,陰 イオ ン性 の基 を持つポ リ

リン酸が リジンのア ミノ基 に何等かの作用 を及ぼ して

リジ ンの損失を防ぎ,着 色防止の効果があるのではな

いか と考 えたが,蛋 白質 中の リジンの場 合と異 なり,

遊 離の リジンではその効果 はみ られなかつ た.

この場合 リン酸緩衝 液を用いてい るので,こ れを用

いないでポ リリン酸塩液中で反応 させてみたが,反 応

を促進 するものはみ られ たが,抑 制する ものはみ られ

なかつた。

2)界 面活性剤による着色防 止の試 み

陰イオン性界面活性剤は リジンのe一ア ミノ基に 作

用 することが考 え られ るので,こ れ らの物質の添加に

よ る着色防止の効果を調べ た,そ の結果 は,!6表 の と

お りで,試 験 した範囲内で は有効な ものは見 出せなか

つた.

5.リ ジ ン強化飲料 での リジンの損失 とその防止 に

ついて

最近 ヨー グル ト,乳 酸発酵飲料および果汁類 に リジ

ンを添加す ることが行 われ始めてい るが,添 加 した リ

ジンが変化 して時には飲料が褐変す ることが問題 にな

つてい る.こ れ らの飲料のほとん どの ものが多量の糖

分を含むので当然考え られ ることであ る.そ こで これ

について試験 し,リ ジンの減少 と褐変を防 ぐ方 法につ

いて試験 した.

供試材米斗

乳酸発酵飲料:カ ルピス(カ ルピス社製)

濃縮 オレンヂジュー ス:リ ボンジュース(サ ッポロ

ビール社製)

乳酸発酵飲料およびオ レンヂジ ュースに リジンを添

加 して保存 した場 合の リジン誠少量お よび着色の状態

を調べ た(第5,6図).

これ らに リジンを加えて5℃ に保存す ると きは リジ

ンは殆ん ど変化 しないが,オ レンヂジュースの色調 は

多少変化 していた.し か し30℃ に保存 した ものでは リ

ジンは次第に誠少 してお り,オ レンヂジュー スの仏 調

は変化 し,H淋昌色をおびて きた.す なわち480mμ での

吸収が少な くな り430mμ以下 の吸収が増加 した(第

6図).乳 酸発酵飲料 はもともと多少着 色 してお り濁

つてい るので仏 調変化 ははつ きり判 らなかつ た.な お

第5図 の試 験開始直 後にみ られ る リジン含量の上昇は

添加 リジンの溶解度 に関係す るもので はないか と考え

たが はつ きりしたことは判 らなかつ た.数 回の実験 で

毎回 みられた現 象である.

桜井 ら9)は果汁 の若色 はクエン酸が糖 ア ミノ酸反応

を促進す るためであると述べているが,果7!'か らクエ

ン酸を除 くことは困難 なので,保 俘方 法に柵意す るし

か着色を防 ぐ方 法はない.し か しあとで述べ る リジン

誘導体を添加 する方法で着色は相当防止 出来 る,

Table 16. Attempts to prevent from the browning of lysine-glucose solution by addi-

       tion of anionic surfactants. 18 mg of lysine and 200 mg of glucose were heated 

       with 50 mg of various  surfactants in 20 ml of 0.05 M. phosphate buffer solution at 

110°C for 1 hr.



Fig. 5. Destruction of lysine in fermented milk and orange juice during the storage 
     at  5°C and 30°C. 0.8 g of lysine-HC1 were added to 100 ml of solution.

Fig. 6. Spectrum of the lysine-rich orange juice stored for 70 days at 5°C and 30°C.



6.リ ジン強化パ ンの着色防止について

小麦蛋白質には リジンが少 ない ことか ら,栄 養上 リ

ジン強化 は大切な問題になつてい る.し か し,パ ンに

リジンを添加 すると着色が強 く,加 えた リジンもかな

り損失す ることが知 られてい る.2・4・5・13・22,23,24,:'6)甚だ し

い時には苦 味さえ感 じて くるので,こ の闇題の解決な

くしては高含量の リジン強化パ ンの製造 は困難 となつ

ている.そ こでパン焙焼時の リジ ンの損失 と着色の状

態 を調 べ,そ の防止法 について試験 した.

1)リ ジン強化パンの リジ ンの損失 と着色パ ン

原料 の配合 は次の とおりである.

小麦粉1,0009シ ョー トニングオイル409

食塩20イ ース ト25

砂糖40水565ml

o.2.o.3,0.4,0.s(以 下添加量は全て対小麦粉

量で示す)相 当量の リジン塩酸塩を予め仕込水の一部

にとか しておき,小 麦粉,食 塩 砂糖,油,水 を混合

した ものに加 えて よ く混和させ る.あ と直捏法で ドウ

(dough)を 造 り,180℃ で20分 間小型焼 器で 焼いた.

そ してパ ンの残存 リジン量およびパ ン皮部の着色状況

を調べた.

パンの リジン測定法:パ ンの中央部か ら59を とり,

これに水35m1を 加 え,α-ア ミラーゼ液4m1を 加えて

40℃ で2時 間振盪 してパ ンを とか した.こ れを遠心分

離 して上澄液1mlを とり酵素法で リジン量を求めた。

なお用 いたア ミラーゼ酵素 には リジン脱炭酸酵素を含

まない ことを前 もつて確めた,そ の結果 は第17表 のと

おりで,リ ジン損失度 は添加量で異 なつていたが,15～

Table 17. Lysine destruction and browning 

       in the lysine-rich bread.

Table 18. Lysine destruction in crumb and 

       crust of the lysine-rich bread.

24,%の リジンが損失 していた.着 色度(十 十)は 肉眼

検査の結果 か らみてかな り着色 してい るが市販には差

支えない程度で,(十 十十)は 耐汲出来 ない程度の もの

であ る.

リジン塩酸塩を仕込 水にとか して ドウに加え る従来

の リジン添加法では添加量が0.3%位 が限度で これ以

上 になると着色の点か ら問題があ る.

ベル ト式大型焙焼器で 焼いたパ ンの皮部(crust)と

内部(crumb)の リジン減少量は第18表 のよ うで,内 部

で17～30%の 誠 少がみ られ,皮 部で70%位 の減少が

み られ た.

2)パ ンの着色 を少な くする リジン強化パンの製造

試験

〔実験1〕 界面 活性剤 との共用によ る方法

界面 活性 剤を共用す るとパ ンの蔚色が少 な くなるの

ではないかと考え,前 試験 の 配合以外 に第16表 の試

験に用 いた界面活性剤を小麦粉に対 しそれぞれ0.5%

加え,これ に リジン塩 酸塩 を0.5%加 えて ドウを造 り,

200℃ で10分間 焼 いて,パ ン の 着色防止 の効果を調

べた.

その結果は,リ ジン無添加パ ンの着色度を(十)と

すると,リ ジ ン0.5%添 加(十 十十十),リ ジン0.5%十

ソルボンT40,0.5%(十 十十),リ ジン0.5%十 ソルボ

ンT60,0.5%(十 十十),リ ジン0.5%十 ニ ッ トエステ

ル0.5%(十 十十),他 の ものは対照 と全 く変 らないか

または着色を強 くす るもの も見 られ た.

上記の3種 の界面活性剤 の添加 は リジン添加 によ る

パ ンの着色 を多少防いでいたが,そ れ程 強いものでは

ない.

〔実験2〕 リジンの添加方法の改良による着色防止

従来 は リジン塩酸塩を仕込水に とか してか らドウに

加 える方法が とられていたが,こ の方法で は リジンと

糖 の接触がよ く,そ れ だけ反応 し易 いことが考え られ

るので,な るべ くリジンと糖 および焙焼時 に発生する

フルフラールなどと接触 しないよ うな添加の方法を考

えた.リ ジン塩酸塩の添加量は全 て0.5%と した.試

験の結果は第19表 のとお りで,各 試験区の内容は次

のようであ る.

1区:リ ジン無添加の もの,

2区 ～5区:リ ジン塩酸塩を仕込水に とか して加え

る従来の方法 で,0。2,0.3,0.4,0.50a加 えた.

6区:リ ジン塩酸塩の徴粉末をパ ン製法に用い るシ

3一 トニングオイルに前 もつて懸濁 しておいて加える

方法.

7区:同 様にマーガ リンに懸濁 してか ら加える方法



Table 19. Attempts to prevent from the browning of the 

       lysine-rich bread by the improved method on lysine 

       addition.

  Method of lysine addition 
         in dough 

1. Non added 
2. Disolved in water 

 3. 
 4. 
 5. 
6. Suspended in shortening oil 
7. Suspended in margarine 
8. Powder of lysine-HC1 
9. Coated with hardened oil 

10. Lysine-glutamate 
11.  e-N-Acetyl-L-lysine 

   * Calculated amount

Fig. 7. Change of color of milk powder which was added lysine-HC1 and e-N-acetyl-
     L-lysine, stored for 63 days at room temperature (15-.25°C). Spectrum was de-

     termined with Multipurpose Spectrophotometer, Shimazu Co. No. 1 and 4: Non 
added. No. 2 : L-Lysine-HC1 0. 5 %. No. 3: L-Lysine-HC1 1. 0 %. No. 5 : e-N-

     Acetyl-L-lysine 0. 5 %. No. 6 : e-N-Acetyl-L-lysine 1. 0%.



8区:ド ウの最後の攪拌 の直前に リジン塩酸塩の微

粉末 をそのまま ドウに加え る方法.

9区:固 型油脂およびその他 の物質で リジン塩酸塩

をコーティング した ものを ドウに加え る方法.な お こ

れ は硬化油を加温液化 させてか らリジン粉末 を加え,

概伴 しなが ら冷却固化 させ,の ち細片化 して造つ た.

工業的には噴霧固化法で造れ る.

その他のパ ンの製造法は前 の試験 と同 じで,焙 焼は

200℃,10分 間行 なつた.

この結果をみるに優劣順位 は次のよ うであつ た.

9区>7区>6区>8区

9区 の コーティング法が最 も優れてお り,パ ンの素

地 も優れていた.リ ジン添加量が著 しく多い時 はこの

方法によつ ても着色を防 ぐことは 出来ない が,0.4～

0.5%添 加位 までは この方法で優れた リジン強化パン

を造 ることが 出来た.な おコー ティングに用い る物質

および粒子 の大 きさも着色 に関係を持つようであ る.

リジンを油 に懸濁 して らドウに加 える方法は完全な

もので は な い が,水 にとか して加 えるよりも良いの

で,0.2ま たは0.3%添 加量の ときに利用 出来 るもの

であ る.

〔実験3〕 リジン誘導体の添加 による リジ ン強化

食 品について

リジン強化パ ンについては コーティングされた リジ

ンの添加によ る方法であ る程 度問題 は解決 されたが,

液体食 品または粉乳 などには この方法 は適 さないので

リジン誘導体の添加 を考えた.リ ジンのα-ア ミノ墓誘

導体 は栄養的に無価値 なことが既に知 られてい るので

ε-ア ミノ基 の誘導体を考 えた.こ の誘導体にはいろい

ろあるが生体内でアシラーゼの作用で リジ ンになる可

能性のあるe-N-acetyl-L-lysineを 合成 し,こ れにつ

いて試験 した.な お この物質 は栄養的 に リジンに代わ

り得 ることが既 に数氏によ り報告 されてい る18,19・20)

他 に食品添加が許可 されているlysine-91utamateの

市販品 も供 試 した.

これ らの添加 によ る リジン強化パンの製造試験の結

果 は第19表 のとお りで,E-N-acetyl-L-lysineを 添加

した ものでは殆ん ど着色がみ られず良好 な成績が得 ら

れ た.

しか しlysine-glutamateの 添加では着色が強 くて,

着色防止の効果 はみ られ なかつた.

〔実験4〕ε-N-acetyl-L-lysine添 加粉乳につい

て

市販 粉乳 に リジン塩酸塩およびアセチル リジンを添

加 して,室 温(9月 ～10月)で 開封のまま63日 間放置

して,の ち粉乳 の着仏状態を島津製 マルチパーパス自

記吸光計で調べた.そ の結果は第7図 のようで,ア セ

チル リジンを添加 したものは リジン塩酸塩を加えたも

のほど着色 していなかつた.そ の違いは肉眼的に もは

つ きり判別出来た.

最近,植 物性食品を栄養的に向上 させ る目的で食 品

に リジンを添加 することが試み られ てい るが,食品 が

強 く着色 し,と きにはニガ味さえ生 じてその実施 を困

難 にしていた.

リジンは最 近発酵法で比較的安価 に造 られ るよ うに

なり,リ ジン強化食品 の製造 は経済的 にも引合 う状態

になつたが,未 だこの着色 の問題で製造が行 きづ まつ

てい る.

われわれ は これ を解決す る目的で,リ ジンが糖 およ

び数種の物質 と反応 して着色 する条件を検討 して,こ

れを防 ぐ方途 を見 出す研 究を行つ た.リ ジ ンは主 とし

て食品中に合 まれ る糖類,ア ルデヒ ド系物 質と反応 し

ていわゆ るア ミノカルボニール反応 によ り着色 をお こ

す ことを 知 り,そ の条件はpH,糖 濃度,処 理条件

などで左右 され ることを知つ た.食 品をなるべ く酸性

に保 ち,加 熱 などの条件を 与えず,保 存期問を少な く

し,ま た糖および カルボニール系物質の添 加,発 生を

少な くすれば良い ことが わかつた.し か し例を リジ ン

強化パンの製造に とつてみて も上記の条件 に従 うこと

は実際上 困難で ある.

そ こで別に着色抑制物質(界 面活性剤 など)を 加 え

ることで,着 色を少 な くす ることを考 えたが,こ の方

法によつて も実用的に価値のあ るものは見 出し得 なか

つた.

添加 され る食品 の側の条件でな くて,添 加す る リジ

ンが食品中の反応性 を持つ物質,例 えば糖 などとなる

べ く接触 しないよ うな方法を とることが好 ましい こと

を知つた.そ して固形食品 には油脂などで コーティン

グ され た リジンを添加 して加工 すると着色が少ない こ

とがわかつた.例 えば リジ ン強化パ ンの製造の さい,リ

ジン添加量が0.3%以 下の時は リジン塩酸塩をシ ヨー

トニングオイルに懸濁 して加 えるとより着色 を少 な く

し,0.3%以 上 の時は固形 油脂などで コーティングさ

れ た リジンを加 えて焙焼 すると着色が少ない ことがわ

かつた.こ のように色 および味を悪 くしない リジン強

化パ ンの製造法を確立 した.

液体食 品および少 しの着色 も許 されない粉乳などで

は,食 下 されたのち酵素 で分解 されて リジンにな ると

考え られ るε-N-acety1-L-1ysilleの7i)/11が好ま しいこ

とを知つた.な おこの誘導休については栄養試験が必



要 である.

摘 要

1.食 品の栄養価値向上 のため リジ ン強化食品の製

造が試み られてい るが,添 加 され る リジンが食品 中に

合まれる糖 などと反応 して褐変化をお こし,時 にはニ

ガ味を生 じ,ま た添加 され た リジンが損失す るので,

これの製造を困難に している.こ の リジンの減少 と褐

変化 の条件を検討 し,さ らに これの防止法について研

究 した.

2.ほ とんどのア ミノ酸は糖 と反応 して褐変化 をお

こすが,特 に リジンにおいて著 しい.こ れ は リジンが

mア ミノ基 のほか に 反応性 に富むe一ア ミノ基を持つ

ためと考え られ る.

リジンと糖の反応の状態 は次のよ うであつた.

糖 の種類 との関係:5炭 糖が最 も強 くリジンと反応

し,次 に6炭 糖,2炭 糖 の順であつた.

糖の濃度:糖 の濃度が濃 くな るほど着色 は強 くなつ

た(1～10M相 当量).ま た リジ ンの減 少もそれに従つ

た.

pHと の関係:ク エン酸系緩衝液(pH1.8～5.0)で は

リジンの減少はみ られ るが,全 く着色せず,リ ン酸緩

衝液(pH3,8～8.6)で は アルカ リ性にな るほど着色

が強 くなり,リ ジンの誠少度 もそれに比例 していた.

酸性 とアルカ リ性でお こる リジンー糖反応 は異 なる機

構によるものと考 えた.

緩衝液によ る影響:使 用 した緩衝 液の種類および濃

度 によつて リジン減少度および着色度が異つた.リ ン

酸系,ク エ ン酸 系は反応を促進 し,ト リス系では反応

力弱易力)つオこ.

加熱条件 との関係:!00℃ までの加熱で は着色はそ

れ程強 くないが,こ れを越 すと急 に強 く着色 し,リ ジ

ンも減少 した.

共存す る他 のア ミノ酸 との関係:リ ジンー グル コー

ス系に トリプ トフアン,セ リン,チ ロシン,が 共存 す

ると反応 は促進 され,シ スチン,グ ルタ ミン酸が共存

す ると抑 制 された.

金属 イオンとの関係:Fe+++イ オンの共存 は反応 を

促 進 し,Ca++Mg++イ オンは反応を抑制 した.

3.リ ジンは糖 ばか りで な く,食 品加工 中に発生す

ると考え られ るアセ トアルデ ヒ ド,フ ル フラールなど

のカルボニール化合物 と強 く反応 して,褐 変化 がお こ

つ た.そ れは酸性で弱 くアルカ リ性で強かつた.

4.リ ジンの損失 と褐変化 を防 ぐ目的で,リ ジンの

ア ミノ基に何 らかの影響をおよぼす と考 え られ るポ リ

リン酸塩,陰 イオン性界面 活性剤を リジン と一緒 に加

えることを試 みたが,着 色 防止 の効果 はみ られ な か

つ た.

5.乳 酸発酵飲料 およびオ レンヂ ジュースなどの酸

性飲料に リジンを加えて5℃ に保存す ると着色 はお こ

らないが,室 温(30℃)に1ヶ月 以上お くと リジンの

減少および液 の着色がみ られ た.

6.従 来の リジ ン強化パ ンの製造法によると,添 加

された リジンの20～3000は 損失 し,リジンを0.3%La

上加 えると市販 出来ない 位に 着色 することが わ かつ

た.そ こで着色 しない リジ ン強化パ ンの製造法につい

て研究 した.

従来法では リジン塩酸塩を仕込水 にとか してか らパ

ン生地に加 えていたが,こ れを改良 し リジンを前 もつ

て生地に加 えるシ ョー トニングオイルに懸濁 してか ら

加え ると着色が少 な く,パ ンの他の性 質 も良好であつ

た.ま た リジン塩酸 塩を固形油脂な どで コーティ ング

してか らパ ン生地に加 えると着色がよ り少 なかつた.

また リジンのε-ア ミノ基誘導体であ るε-N-acetyl-

L-1ysineを 添加す るリジン 強化食品の製造法を見 出

した.

本研究を行な うにあた り種々御指導 いただいた和 田

教授ならびに実験 に協力 された西 日本製パ ンKKに 対

し深 く感謝いた します.
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                                     Summary 

   In order to heighten the nutritional value of  foo, the lysine-rich food has been made. How-
ever, added lysine reacts on sugar in food and results in loss of lysine, browning of food arid fur-
ther bitterness. The condition which causes the loss of lysine and the browning has been exam-
ined and the method for preventing it has been studied. 

   1. Most of amino acids react on sugar and result in the browning, especially in case of addi-
tion of lysine it is remarkable. It has been considered that this is due to the fact that lysine has 
a reactive e-amino group. The conditions of lysine-sugar reaction were as follows : a) Effect 
of the kind of sugar : Pentose reacted most strongly on lysine and hexose and disaccharide followed. 
b) Effect of the concentration of sugar : As the concentration of sugar increased, the browning 
became stronger. c) Effect of pH : The loss of lysine and the browning were weak in acidic so-
lution, but strong in alkaline. d) Effect of buffer solution : According to the kind of buffer solu-
tion used and its concentration, the loss of lysine was different. In phosphate buffer solution, the 
reaction was accelerated but in Tris buffer solution , it was not. 
e) Effect of heat treatment : In heating up to 100°C, the loss of lysine was not so strong, but over 
100°C became strong. f) Effect of other kinds of amino acids : Cystine, glutamic acid and histi-
dine inhibited the lysine-sugar reaction, but tryptophan and tyrosine accelerated it. g) Effect of 
metal : In the existence of Fe+++ion, the reaction was accelerated, but Ca++ and Mg++ ion inhi-
bited the reaction. 

   2. Lysine reacted strongly on not only sugar, but also aldehyde which produced when treat-
ing food and resulted in the browning. 

   3. In order to prevent the loss of lysine and the browning, several surfactants which seemed 
to give any effect on the amino group of lysine were added to the solution of lysine and sugar , 
which, afterwards, were heated, but the loss of lysine could not be prevented. 

4. The decrease of lysine and the browning on the liquid food added lysine were examined. 
Adding lysine to fermented milk or orange juice and stored at 5° C, the browning has hardly ca-
used, but at 30°C for more than one month, the decrease of lysine and the browning of liquid 
have been observed. 

   5. On the lysine-rich bread made by the usual method which lysine was added to dough with 
water, 20 to 30 per cent of lysine added was lost and adding 0.3 per cent of lysine to bread, the 
browning caused up to such a grade that it could not be sold in market. Therefore, the manu-
facturing method for lysine-rich bread which does not cause the browning has been studied. So 
far, lysine was dissolved in water and then it was added to dough, however, adding lysine to dough 
after having suspended it in shortening oil, little browning has been observed. Further, adding 
it to dough after having coated lysine with hard oil, the browning has been prevented. 

   6. The manufaturing method for lysine-rich food adding e--N-acetyl-L lysine instead of lysine 
has been found, and the browning has been perfectly prevented by this method. 
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