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高圧処理による酸化酵素の失括一加熱との比較  
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hactivation of Oxidative Enzymes  
by HighPressure Treatment  

Yoshio Aoyama，MasashiAsaka，  

Ritsuko Nakanishiand Keiko Murai   

Effect of high pressure treatment on some oxidative enzymes，lipoxygenase，Catalase  

and peroxidase wasinvestigatedin comparison with that of thermaltreatment．  

Lipoxygenase and catalase wereinactivated at400to700MPa．Inactivation kinetics of  

these enzymes followed first order reaction．Activation volumes of theirinactivation  

reaction were calculated from the slope ofcurves plotted withinactivation velocity  

COnStant VerSuS preSSure．Peroxidase was notinactivated even at700MPa．   

The relationship between thermal stability and pressure stability of some oxidative 

enzymes was discussed，in which the results on enzymeS describedin the previous  

paper wereincluded．  

Key words：oxidative enzyme，high pressure thermaltreatment，inactivation，aCtivation  

volume．1ipoxygenase，Catalase peroxidase．   

高圧処理は加熱処理と異なり，食品の品質への悪影響が少ないことから，さまざまな食品への  

応用が検討されてきた．しかし食品加工の技術としてはいくつかの問題点が指摘されている．酵  

素活性残存も，その一つである卜4）．   

高圧処理の酵素活性への影響を調べた報告ほ多いが，その多くは加水分解酵素に関するもので  

あり，酸化酵素に関するものは比較的少ない。Lかしながら多くの酸化酵素が食品甲フレー′く一  

や色などの劣化に深く関連しており，食品中に残存すると問題になる場合が多い5）．前簸で4つ  

の酸化酵素について調べ，2つの酵素について高圧での失清孝動を明らかにすることができた6）．  

この研究では，さらに3つの酸化酵素について加熱処理との比較に主眼をおいて，高圧処理によ  

る酵素失活のキネティツクスを調べた．調べた酵素の中には耐圧性が高くデータがとれないもの  

もあった．ここでは前報での結果と合わせて4種煩の酸化酵素についての高圧処理，加熱処理で  

の矢岳に関するデータから，酸化酵素の耐圧性と耐熱性との関係について考察Lた．  

実 験 方 法  

1．酵  素   

試験に用いた酵素は7種類（グルコースオキシターゼ，アスコルビソ酸オキシダーゼ，スーパー  

オキサイドディスムターゼ，テロシナーゼ，リポキシゲナーゼ，カタラーゼ，ペルオキシターゼ）  

で，すべて和光純薬より入手した．これらの酵素の諸性質についてはTablelにまとめた7・8）．ま   
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た試験に用いた試薬はすべて特級で，和光純薬から入手した．  

Tablel．Some oxjdativeenzymeS teStCdin this sludy  

Enzyme  Origin  Assay  
（Code numtnr）  M．W．，Subunit  

Tyrosinase  Mushroom  Colorimetry with 

（ECl．14．18．1）  119kDA，α2  L－tyrOSlne  

Lipoxygenase  Soy tnan  Oxygen uptake  
（ECl．13．11．12）  1（氾kDa，α2  

Catalase  Bovine lever Oxgen generation  
（ECl．11．1．6）  251kDa，a．  with hydrogen peroxide  

Peroxidasc  Horse radish  G）lorimetrywiLh  
（ECl．11．1．7）  40kDa，a  guayaCOl  

Glucose oxidase  Aspergi11us niger  Colorimetry with 
（ECl．1．3．4）  182kDa，α2  0Jianisijine  

A父Orbate oxidase  Cucumtnr  Oxygen uptake  
（ECl．10．3．3）  132kDa，α，  

Superoxide dismutase  Bovine erythrocyte  Colorimetry with 

（ECl．15．1．1）  32kDa，a2  CytOChrome C  

2．高圧処理   

酵来は10－7～10－SMの浪度で0．05M HEPES援衝液（pH7．0）に溶解し，0．5mけラスチック  

容器（ポリプロビレソ製）にとり，密栓した．さらに水の入った小袋に入れ，高圧処理装置で加  

圧した．一定の加圧処理の後取り出し残存酵素活性を調べた．高圧処理襲躍は三菱重工業高圧処  

理試験機MFP7000で，処理条件は圧力300－700MPa，温度20℃，昇圧速度8MPa／sec，昇圧後，  

所定時間保持後陣圧した．昇圧時に断熱圧縮のため2℃／100MPaの温度上昇がみられた．  

3．加熱処理   

辞素の加熱処理は以下のようにして行った．試験管に加圧処理で用いたものと同一の緩衝液9  

嘘を用意し，恒温水槽に浸潰しておき，あらかじめ所定温度にしておいた後10倍濃度の酵素液1  

嘘を注入し，その時点から一定時間経過ごとにピペットでサソプルを採取し氷水で冷却した．  

4．酵素活性の測定   

各酵素活性の測定方法は以下の通りである．  

（1）グルコースオキシダーゼ：酵素反応で生じる過酸化水素による○－ジアニシジソの酸化によ  

るキノソ色素を436nm の吸光度の増大で測定した．反応は0．56Mグルコース水溶液0．5Ⅰ嘘，  

0．2mMo－ジアニシジソ（0．1Mリソ酸緩衝液pH7．0）2．4鵬，1．25×10－一Mバーオキシダーゼ  
（0．1Mリソ酸緩衝液pH7．0）0．1鵬，8．6×10．8Mグルコースオキシダーゼ（50mM HEPES緩  

衝液pH7．0）で行った．  

（2）アスコルビソ酸オキシターゼ：アスコルビソ酸を基質として消費される酸素を酸素電掻で追  

跡した．反応混液は0．5mM L－アスコルビソ蕨（104mMリソ酸緩衝液（0．5mMEDTA）pH  

5．6））1．0姐1．9×10．6Mアスコルビソ酸オキシターゼ（50mM HEPES緩衝液pH7．0）0．1鵬  
を混合し25℃で行った．  

（3）スーパーオキサイドディスムターゼ ：活性酸素の生成系としてキサソチソーキサソチソオキ   
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シダーゼを，検出系としてチトクロムCを用いてスーパーオキサイドディスムターゼの活性によ  

りチトクロムCの還元が阻害され，吸光度（550nm）が減少することにより測定した．反応は  

0．05Mリソ酸緩衝液（0．1mMEDTA含有，pH7．8）2．6鵬，0．3mMチトクロムC（0．05Mリ  

ソ酸緩衝液（0．1mMEDTA含有，pH7．8）0．1鵬，1．5mMキサソチソ（0．05Mリソ酸緩衝液  

（0．1mMEDTA含有，pH7．8）0．1鵬，1．8×10－’Mキサソチソオキシダーゼ（0．05Mリソ酸  

衝液（0．1mMEDTA含有．pH7，8）0．h吼 9．4×10－8Mスーパーオキサイドディスムターゼ  

（50mM HEPES緩衝液pH7．0）0．1嘘を混合し25℃で行った．  

（4）テロシナーゼ：L一チロシソを基質として生成する01一幸ノソによる280nmでの吸光度の  

増加を追跡した．反応は1mM L－チロシソ（0．05Mリソ酸緩衝液pH7．0）2．7姐7．8×10－‘  

Mチロシナーゼ（50mM HEPES緩衝液pH7．0）0．3鵬を混合し，25℃で行った．  

（5）リポキシゲナーゼ：リノール酸を基質として酸素の消費速度を酸素電極で測定した。反応は  

7．5×10－3Mリノール酸溶液（0．05Mリソ酸緩衝液pH7．0）1．25鵬と2．0×10－SMリポキシゲナー  

ゼ（50mMI一正PES緩衝液pH7．0）0．25血と混合し，25℃で行ったJ2）．  

（6）カタラーゼ：過酸化水素の分解iこより発生する酸素の増加を酸素電榛により測定した．反応  

は0．08％過酸化水素（0．05Mリソ酸緩衝液pH7．0）1，5戒，5．0×10‾7Mカタラーゼ（50mM  

HEPES緩衝液pH7．0）0．1畑を混合し，25℃で行った．  

（7）ベルオキシダーゼ：水素受容体としてグアヤコールを用い，生成するテトラグアヤコールの  

470nmでの吸光度の増大を測定した．反応は0．D5Mリソ酸緩衝液（pH7．0）2．0鵬．20mMグ  

アヤコール（0．05Mリソ酸緩衝液pH7．0）0．2鵬，0．08％過酸化水素（0．05Mリソ酸緩衝液  

pH7．0）0．2m匹，2．0×10‾7Mペルオキシダーゼ（50mMHEPES緩衝液pH7．0）0．1鵬を混合L，  

25℃で行った．   

吸光度の測定には島津製作所の可視紫外分光光度計UV160A（電子冷熱式恒温セルホルダー，  

ⅩYプロッター）を使用Lた．また酸素電極は飯島電子工業生化学用DO測定装羅MDlOOOを  

用いた．   

高圧処理，加熱処理彼の酵素活性の未処理の酵素活性に対する比率（百分率）を求めて残存活  

性とした．  

結  果  

1．高圧処理による酸化酵素の失活   

本試験装置で処理可能な上限圧力の700MPaまでの高圧処理で失活した酵素はグルコースオ  

キシダーゼ，アスコルビソ酸オキシダーゼ，リポキシゲナーゼ，カタラーゼである．これらは耐  

圧性濫相違があるが．各圧力での失活曲線は片対数グラフ上で直線となり，一次反応に従ってい  

た．これらの酵素は各圧力での失活曲線の焼きから失活反応の反応速度定数を求めることができ，  

圧力と反応速度定数の対数をプロットしたところ直線となり，活性化体積を求めることができた  

（Table2）．例としてリポキシゲナーゼの失活曲線をRg．1に示す．耐圧性は異なっているが，  

他の辞素についても同様な曲線が得られた．   

スーパーオキサイドディスムターゼ，ベルオキシダーゼは20℃，700MPa，20分の高圧処理で  

はほとんど失活しなかった（残存活性は90％以上であった）．チロシナーゼは20℃では700MPa，  

30分処理でも失活せず，逆に活性の増加がみられた．加圧時の温度が30，40℃の場合酵素活性は  

減少した．しかし他の酵素と異なり，一次反応には従わなかった．温度が高いほど，活性は低下  

した．   

データが得られた4橙の酵素について耐圧性を表現するために，圧力とtl／2（未処理の酵素   
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Tabre2． Activation volume and activation cncrgy of  
inactivation of some oxidative enzymeS  

Enzyme  Activation volume  Activation cnergy  

（嘘／mog）  （kcag／mog）  

Tyrosinase  

Lipoxygenase  

Catalase  

Glucose oxidase  

Ascorbate oxidase  
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F7g．1．Pressureinactivation ofhpoxygenase at20℃．  

●：450MPa，○：500MPa，◆：550MPa，◇：6（氾MPa，  
■：650MPa，［コ：7（氾MPa．  

活性の知％を失うのに必要な時間（分））の関係を図示Lた（Fig．2）．  

2．加熱による酸化酵素の失語   

グルコースオキシダーゼ，アスコルビソ酸オキシダーゼ，リポキシゲナーゼ，カタラーゼ，チ  

ロシナーゼは比較的耐熱性は弱く，50℃から75℃の温度範囲で加熱失活曲線が得られた．これら  

の曲線は片対数グラフ上で直線となり，一次反応に従っていた．例としてリポキシゲナーゼの加  

熱失括曲線をF旭．3に示す．これらのデータのアルレニウスプロットから活性化エネルギーが  

奔出された．他の酵素についても同様な曲線が得られた，   

スーパーオキサイドディスムターゼ．ペルオキシダーゼは耐熱性が強く，80℃，20分の処理で  

もほとんど失活しなかった．耐圧性との比較のための試験であり．これらの酵素は耐圧性が強く  

データがとれなかったため，80℃，20分以」ニの処理での失活試験は行わなかった．   
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Fig．2．Pressure stability ofsome oxydative enzymes  

－tl／2’represents pressurizingtime（min）for which  
resultsin the half－loss of originalenzyme acLivity，  

●：Catalasc．0：Lipoxygenase，◆：Ascorbate oxidase，  
◇：Glucosc oxidaLSe．  
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Fig．3．Thermalinactivation oflipoxygenasc at O．1MPa．  

●：67．5℃．0：70．0℃，◆：72．5℃，◇：75．0℃．   



62   

5穫の酵素について耐圧性を表現するために，温度とtl／2（未処理の酵素活性の50％を失うの  

に必要な時間（分））の関係を図示した（Fig．4）．  
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F7g．4．Thermalstability ofsome oxidative enzymes．  

“tl／2”represents heating time（min）for which  
resultsin the half－loss of origonalenzyme activity．  

●：Catalase，○：Lipoxygenase，◆：Ascorbate oxidase．  
◇：Glucose oxidase，■：TyTOSinasc．  

考  察  

l．高圧の酸化酵素への影響   

タソバク質のような高分子は，その高次梼造を形成している水素結合などの弱い結合が  

300MPa以上の圧力で変性すること，酵素の種炉によって，変性に必要な圧力が異なることが知  

られている．これはタソバク質でも複雑な高次構造をもつものほど，高圧処理により影響を受け  

やすいと考えられ 分子量の小さい酵素ほど耐圧性が高いことも報告されている．また比較的低  

い圧力では酵素の変性は可逆的であることが知られている．本研究でも酵素の種類により耐圧性  

が異なることが分かった．調べた酵素については定量的なものではないが，比較的分子量の小さ  

いスーパーオキサイドディスムターゼ，ペルオキシダーゼは耐圧性が強く，分子量の比較的大き  

いグルコースオキシダーゼやアスコルビソ酸オキシダーゼは耐圧性が小さい傾向があった．また  

本研究では高圧処理後の酵素活性を測定してし・るため，高圧下での酵素の状態については不明で  

あり，高圧処理で失活Lなかった酵素が高圧下で可逆的な変性を起していたかどうかは明らかで  

ない．高圧処理した酵素の活性は直後と数日放置したものについても測定Lたが差がないため，  

不可逆的変性と考えられる．   
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酸化酵素の高圧での失活挙動から活性化体着が得られた．活性化体積が負である場合ほ，活性  

化状態で初期状態より体積が減少し，反応の速度定数が圧力とともに増すことを意味Lている9J．  

負の値が大きいほど圧力の増加に伴い失活反応がより促進されること，失活に対する圧力の効果  

が大きいことを示している．ここでは圧力により失活がもっとも促進されるのはグルコースオキ  

シダーゼで 次にアスコルビソ酸オキシダーゼ，リポキシゲナーゼではぼ同レベル，カタラーゼ  

はあまり圧力の増大によって失活が促進されなかった．  

2．酸化酵素の耐圧性と耐熱性   

多くの酵素で耐圧性と耐熱性の関連性は高いが，中にはチロシナーゼのように比較的耐熱性が  

弱いにもかかわらず，耐圧性は強いものがあった．またわずかであるが，活性化のような現象が  

起こっていた．西洋ナシポリフェノールオキシターゼでは明らかに高圧による活性化が起こって  
おり10） ，これらポリフェノールオキシダーゼ系の酵素は高j王による構造変化の観点から興味深い  

と考えられる．   

調べられた酵素は耐圧性，耐熱性の相対的な鼓さカ・ら，次のように3つのグループに分けられ  

た．  

（1）耐圧性が非常に強い（耐熱性も強い）  

スーパーオキサイドディスムターゼ，ペルオキシダーゼ  

（2）耐圧性が比較的強い（耐熱性も強い）  

カタラーゼ，リポキシゲナーゼ，グルコースオキシダーゼ，アスコルビソ酸オキシダーゼ  

（3）耐圧性が強いが，耐熱性が弱いもの  

テロシナーゼ  

3．酵素失語における高圧処理と加熱処理の比較   

酵素活性に対する高圧処理と加熱処理の影響を調べた結果，酵素を失活させる温度と圧力の関  

係については温度60～70℃が圧力500～600MPaに相当していることが分かった．通常食晶原料  

の内在酵素を不活性化するためのブランチソグとして90～100℃の熱水に40秒から5分程度浸潰  

する加熱処理が行われている．本実験の結果から温度が10℃上昇したときと同等の失活効果を酵  

素に与えるために必要とされる圧力の上昇は200～400MPaであった．加熱処理で100℃まで上昇  

させることは設備や経済性の面でそれほど高いコストではないが，酵素を失括させるために要す  

る高圧処理には加熱に比較できないほど高いコストがかかる．このことは酵素失活の面では高圧  

処理は加熱処理濫比べて不利なことを示している．加熱との併用などで酵素失活をはかることや  

食品中の酵素の除去を併用するなどの工夫が必要であると考えられる．  

要  約   

酸化酵素の高圧処理による失活を加熱処理と比較して調べた結果，次のような結果が得られた．  

（l）リポキシゲナーゼとカタラーゼは400から700MPaで失活した．その失活は一次反応であっ   

た．失活速度と圧力のプロットから活性化体積が求められた：リポキシゲナーゼ：－39鵬！／mog，   

カタラーゼ：－18鵬／moゼ．ペルオキシダーゼは700MPaでも失活しなかった．  

（2）前報で調べた4つの酸化酵素の括果も含めて，7つの酸化酵素が耐圧性，耐熱性の相対的な   

鼓さから3つのグループに分けられた．耐熱性の強い酵素は耐圧性も強い煩向があった．グル   

コースオキシダーゼ，アスコルビソ酸オキシターゼ，リポキシゲナーゼ，カタラーゼの4つの   

酵素について，酵素活性が50％低下するために必要な圧力一時間および温度一時間の関係を求   
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め，耐圧性，耐熱性をグラフに図示することができた．  

（3）60～70℃の加熱と同等の酵素失活を与える圧力は500－600MPaであった．また温度が10℃   

上昇Lたときと同等の失活効果を酵素に与えるために必要とされる圧力の上昇は200←400MPa   

であった．これらのことは酵素失活の面で高圧処理iま加熱処理に比べて不利なことを示Lてい   

る．  
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