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緒 仁ゴ

テンペは主にインドネシア，マレーシアにおいて，

たん白質およびビタミン類の給源として数世紀にわた

り食用に供されている大豆発酵食品 (Winarno，

1979 :村田， 1971: Saono et al.， 1982 and 1986)で

ある.最近では先進国においても中高年層の成人病予

防の為に効果のあるたん白質給源として見直されつつ

ある.テンぺに関しては発酵微生物 (Sorenson and 

Hesseltine， 1966; Saono， et al.， 1982 and 1986)，栄

養価値 (Murata，et al.， 1970 :村田， 1971: Kao and 

Robinson， 1978; Saono， et al.， 1982; Wang， 1984)， 

抗酸化物質 Okehata，et al.， 1968; Packett， et al.， 

1971 :杉本・村田， 1972: Gyorgy， et al.， 1974 ; Stahl 

and Sims， 1986)，ビタミン (Truesdell， el al.， 

1987) ，についての研究がなされてきた.テンぺに含ま

れる酵素類に関しては，わずかに β.glucosidase(江幡

ら， 1972)， phytase (Sudarmadji and Markakis， 1977) 

に関する研究がみられるのみである.テンペ発酵が原

料大豆たん白質の栄養的性質を改善し，大豆臭を消失

させ好ましい香気を生成する事実はよく知られており，

これらは発酵菌の酵素作用によるものと考えてよい.

しかしながら，テンぺ発酵菌と発酵テンペに存在する

酵素類との関係に関しては，これまで殆ど知られてい

ない

本研究は，まずテンペ発酵スタータ種により菌体外

酵素の検出とその種類，発酵中の可溶性大豆たん白質

の変化について知見を得ることを目的とした.

材料と方法

原料大豆:1988年度日本九州|産の大豆 (Glycinemax， 

乾物基準粗たん白質含量， 42%)を使用した.

スタータ:インドネシア産，ラギ 1，ラギ 2，ラギ 3

(Ragi，種麹)とラギから分離した典型菌，Rhizopus sp 

UQM 186F (Sukara and Doelle， 1989)および R

javanicus IFO 5442を使用した. これらのうちラギ l

(Tanuwidjaja and Roestamsjah， 1985)はR.oli 

gosporus ITB L 36を主要菌として調製したもので，

基準となるスタータである.

テンぺの調製:原料大豆200gを沸騰水中で20分間煮

沸した後，大豆表面の薄皮を取り去り，十分に水を切

る.この脱皮大豆を121Tで20分間オートクレーブし

た.十分冷却して水を切った後，適当なプラスチック

袋に入れ， 0.2 gのラギ，または 3mlの胞子懸濁液を添

加して十分撹はんした後，平板状にして30~350Cで

24~30時間発酵させテンペとした.

酵素抽出液の調製:酵素抽出液は原料大豆，オートク

レーブ大豆，テンペについて調製した.まず，それぞ

れの試料を微粉砕し，凍結乾燥する.凍結乾燥物 2g 

を10mlの蒸留水に懸濁し，撹はんしながら30'Cで30分

抽出した.遠心分離で図形分を除去した上澄液を酵素

液とした.
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発酵テンぺに検出される酵素

スタータ種によって 5種類のテンペを調製し，それ

ぞれのテンペより検出された酵素スペク卜ルを原料大

豆，オートクレーブし薄皮を除去した大豆とともに第

一表に示した. API-ZYM法 (Sharpet al.， 1980) は

本来細菌分類のため，その構成酵素を検出する方法と

して開発された. この方法で19種の酵素が検出可能で，

同時に酵素活性の強さが o(活性なし) ~5 (強い活

性)まで酵素反応による発色の程度に従って 6段階で

表示出来る.全試料の酵素スペク卜ルを比較すると，

まず，原料大豆からは13種の酵素が検出された.その

殆どは加水分解酵素群で，検出された中でも特にフオ

スファターゼ関連酵素の活性が強しついでたん白質

分解酵素活性が強い.これら原料大豆で認められた酵

素群は，当然ではあるが，すべてオートクレーブ大豆

では消失した.R. sp UQM 186F. R. javanicu5 IFO 

5442. ラギ 1. ラギ 2をスタータとした 4種のテンべ

では，多少活性の強さに相異が認められるものの.12 

種の同一酵素が検出された.ラギ 3テンペは他のテン

ペと異なり，たん白質分解酵素系は弱く，他のテンペ

には検出されなかった庄一および β ガラクトトダーゼ、

の強い活性が認められた.この事実はラギ 3がパクテ

り

酵素の検出:API-ZYMシステム (APIZYM System， 

La Ba1me 1es grottes 38390 montalieu vercieu， 

France)を酵素の検出に使用した. API-ZYMは19種

類、の酵素の検出が可能で，酵素活性の強さも大略値が

判定できる.

考察と結果
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たん白質とアミノ酸の定量:固体試料はケルダール法

(Barker， 1961)による窒素量に換算係数5.71を乗じた

値とした.可溶性たん白質は凍結乾燥した試料 1gを

15m1のリン酸緩衝液 (0.5M.pH7.6)に懸濁し. 30'C 

で24時間撹はんしながら抽出した.遠心分離の後，上

澄液に大豆油分が含まれている際には 5 の割合で

クロロホルムを添加し，数分間よく撹はんした後，遠

心分離して脱脂した. この上澄液に終濃度が 5%とな

るように TCAを添加し，生成した沈澱を遠心分離で

除去した上澄液をアミノ酸画分とし，沈j澱をさらにリ

ン酸緩衝液に溶解し，これを可溶性たん白質圃分とし

た.可溶性たん白質はビュレツ卜法 (Gornell，et al.， 

1949) により牛血清アルブミンを基準として定量し，

アミノ酸画分はニンヒドリン法 (Moor ancl Stein， 

1954)でグリシンを基準として定量した.結果はそれ

ぞれ凍結乾燥試料基準重量%に換算した.

Enzymes cletectecl in Tempeh 

Auto Soy 
clave bean 

Table 1. 
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1) Phosphatase a1kaline 

2) Esterase (C4) 

3) Esterase Lipase (C8) 

4) Lipase (C14) 

5) Leucine ary1amiclase 

6ω) 九アalinearηy1;訂mほclas託E 

il Cyアsteinarylamiclase 

8ω) Trηyア下ps臼111n 

9) Chymotrpsin 

10) Phosphatase acicl 

11) Phosphoamiclase 

12) a -ga1actosiclase 

13)βgalactosiclase 

14)β-glucroniclase 

15) a -glucosiclase 

16)βglucosiclase 

lil ;.; -acetylβgll1cosaminiclase 

18) a -mannosiclase 

19) a -fl1cosiclase 
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Table 2. Protein and Amino Acids Before and After Tempeh Fermantation 

Protein/ Amino Raw Autoclaved Rhizo戸us
Acids soybe呂n sovbean IFO 5442 

Crude Prorein I 41.9 45.0 44.8 

Soluble protein' 10.4 10.4 4.2 

Amino acids3 0.5 0.4 5.2 

Rh1i8z6dF ptts Ragi 1 

44.5 44.6 

3.4 6.3 

5.6 7.0 

Ragi 2 

45.:5 

4.6 

4.3 

Ragi 3 

.15.8 

5.0 

4.2 

l¥;umerals in table were grams per 100grams of freeze dried so}ァbean(w/w). 

1) Crude nitrogen was determined by Kjeldahl method with a conv巴rsionfactor of 5.71 

2) Soluble protein was ditermined by Biuret method ¥¥ァitha standard of BSA. 

3) Amino acid including oligopeptide was determined by Ninhydrin method based on glycine standard. 

リア，酵母を含む特殊用途のスタータであることに由

来するものと考えられる.原料大豆に存在するトリプ

シンの強い活性はテンペには認められなかった.いず

れにしても，原料大豆成分からするとテンペ発酵では，

最終品質に拘わる主要酵素はエステラーゼ，プロテア

ーゼ， リバーゼと考えてよい.多糖分解酵素では原料

大豆に検出されない βーグルコシダーゼが発酵により

生成するが，aグルコシダーゼは 5種のテンペいず

れにも検出されなかった.これは原料大豆に含まれる

多糖成分によるものと考えられる.

テンベ発酵による原料大豆可溶性たん白質の変化

それぞれの試料について，粗たん白質，可溶性たん

白質，アミノ酸(5% TCAで沈澱しないオリゴペプチ

ドを含む)の分析値を第二表に示した.基準となるテ

ンペ発酵前の分析値はオートクレーブ大豆が相当する.

原料大豆とオートクレーブ大豆とを比較すると，粗た

ん白質量がオートクレーブ大豆で増加しているが，こ

れは凍結乾燥物を基準としたため，剥皮による原料大

豆重量の減量効果と，オートクレーブによって原料大

立に含まれる糖質の溶出(浅野ら， 1989) によるもの

である.テンペ発酵により，オートクレーフ会大豆に含

まれる不溶性たん白質量に変化が認められないが，可

溶性たん白質はその半量程度がアミノ酸画分へ変化し

ていることが明らかとなった.この変化は発酵によっ

て生成するプロテアーゼ、によって可溶性たん臼質が加

水分解されて生じると考えてよい.このアミノ酸画分

は第ー表のキモトリプシン活性の強さに相当している.

アミノ酸画分はテンベの食味に関係するものと考えら

れる.特にラギ lでは第ー表に示されるように，キモ

トリプシン活性が強くアミノ酸画分の量が多い.ラギ

1が食味のよいテンぺ製造のスタータとしてインドネ

シアで広く使用されている理由であろう.テンぺの食

味はほとんどこの画分に依存しているものと推察され

る.一方，特に注目されるのは，不溶性たん肉質量が

発酵前後で殆ど変化しな()点にある.つまり， 24日寺問

のテンペ発酵では不溶性たん白質は可溶化しないこと

を意味している.不溶性たん白質の適切な構造分析法

が見当たらないので，このたん白質が改質，変化して

いるか否かは不明である.

要 約

大豆テンペの酵素系を AP].ZYM法で19種の酵素

について明らかにした.その結果，ラギをスタータと

したテンべでは， 12~15種の酵素が生成していること

が判明した.また， リゾプス典型菌 2種をスタータと

したテンべでは， 12種の酵素が検出された.これら検

出された酵素はいずれも加水分解酵素をミ主体とするも

のであった.

テンぺ発酵によって，原料大豆たん白質の可溶性画

分のうち，約半量がアミノ酸画分に変化した.このア

ミノ酸画分の量はテンぺに含まれるプロテアーゼ活性

の強さに相当する傾向を示した.一方，不溶性たん白

質画分はテンぺ発酵によっても変化しないことが示さ

れた.大豆のテンペ化による大豆食味の改善は，発酵

によって生成するプロテアーゼによって可溶性たん白

質が低分子化する三とによるものと推察きれた.
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Summary 

Roughly 12 to 15 kinds of enzymes， most of which belong to hydrolase， can be detected 

in soybean tempeh by API ZYM system. The formation of these enzymes and their activities 

are dependent on the type of tempeh starter， such as Rhizotus strain and Ragi， used for the 

fermentation. Among the commonly used starters， Ragi 1， 2， and 3， which are lndonesian 

tempeh starters， produce a higher protease activity compared to the Rhizotus strain. 

Although soluble protein content in an autoclaved soybean (starting material) decreases to 

about one half of the initial value during the tempeh fermentation， free amino acids increases 

by about 10 folds compared to th巴initialvalue. It has been determined that the free amino 
acids can be produced by the hyclrolysis of soluble proteins contained in the autoclaved 

soybean under the existence of the protease formed in the tempeh. 


