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緒 論

　大豆を利用した日本古来の発酵調味料として味噌と醤油がある。味噌は大別

すると、原料の麹の種類からは、米麹味噌（例としては信州、越後味噌）、豆

麹味噌（八丁味噌）、麦麹味噌（田舎味噌）に分類される。また、味の面から

は、麹歩合と食塩量によって、甘味噌（西京味噌）、甘辛味噌（相白味噌）、

辛味噌（信州、越後味噌）に、更に、色からは白味噌（西京味噌）、淡色味噌

（信州味噌）、赤味噌（越後、仙台味噌）に分けられる。このうち85％近くを

占めるのが米麹味噌である。その米麹味噌（以下、味噌）は蒸煮大豆と蒸米に

麹菌を増殖させた米麹及び食塩を原料とし、発酵・熟成して製造する。この発

酵・熟成の過程で、麹菌由来の酵素のほかに、酵母や乳酸菌などの発酵微生物

が関与して味噌特有の風味が醸成される。なお、味噌熟成に関与する酵母や乳

酸菌は、味噌という高濃度食塩含有培地に生育可能な耐塩性のあるものに限ら

れる。一方、醤油は通常、加熱処理した脱脂大豆と小麦で製麹し、食塩を加え

て、その熟成に味噌と同じ種類の耐塩性酵母や乳酸菌が関与して出来上がる。

　味噌の全国工業出荷量は、昭和48年（1973）の58万トンをピークに年々減る

傾向にあり、その一方で市場は寡占化が次第に進行している。味噌製造の寡占

化は味噌の品質を画一的にするおそれがあり、そして、画一化された味噌の品

質が、消費減少の新たなる一因になると考えられる。味噌の消費減少に歯止め

をかけ、少しでもその消費を回復させるには、差別化された品質の味噌や高品

質の味噌造りが要求される。また、近年、明らかにされっっある、味噌の抗腫

瘍性や血圧調節機能のほか、抗酸化性、乳化性、香気吸着性等の種々の機能性

を前面に押し出すことや、更に、醤油のごとく世界の調味料の域までに発展さ

せることなどが考えられる。

　醤油は平成5年度では世界60ヶ国に輸出され、輸出高も22億円となったが（し

ょうゆ輸出実績　ユ994）、味噌の輸出は38ヶ国で、その輸出高は8億円であり

（味噌輸出通関実績　1994）、醤油の域までに達していない。その原因として、

醤油は液体、味噌は半固体という大きな違いの他に、香気の違いがあげられる。

醤油の香気は万人に受け入れられる傾向にあるが、味噌の香気はその強い個性
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故に、好悪両面を持ち合わせている。そこで、味噌の香気成分及びその生成メ

カニズムを解明することは重要な意義があると考え、種々検討し報告してきた

（本間ら　　1970；　本間と石原　1977a；　本間と石原　1978a、1978b；　本

間と石原　　1979；　本間と石原　1987a；　本間と石原　1989）。

　その結果、味噌の香気は、（1）大豆や米などの原料に由来する香気成分、

（2）－gzrusz．eeの麹菌酵素による原料の分解により生成される香気成分、

（3）耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌などの発酵微生物により生成される香気成分、

（4）原料成分の熟成中及び加熱処理に伴って化学的反応により生成される香気

成分などから成りたっていることが解り、更に、これら要因のうち、発酵微生

物、特に耐塩性酵母の関与が味噌の香気付与あるいは矯正に不可欠であること

なども解った。しかし、その耐塩性酵母の香気付与のメカニズムはいまだ詳細

には解明されていない。

　耐塩性酵母による味噌香気付与のメカニズム究明の方法としては、味噌仕添

時に酵母を添加し熟成された味噌の香気を研究する方法がある（安平と望月

1969a）。更に、麹菌のみが味噌の熟成に関与する、いわゆる無菌醸造味噌と麹

菌の他に発酵微生物がその熟成に関与する普通醸造味噌との比較による研究方

法などがある（本間と今井　1965a；　本間と石原　1978a、1978b；　本間　1

982；　望月　1962）。しかしながら、これらの方法では原料よりの麹菌酵素や

酵母以外の微生物による香気生成や、非生物的化学反応によって香気が生成さ

れるため解析を複雑にしている。そこで、著者はこれらの方法に加えて合成培

地の使用などにより耐塩性酵母の香気付与のメカニズムの究明も必要と考え、

種々検討を加えてきた（石原ら　1970；　石原と本間　1983；　石原と本間

1985a；　石原ら　1985b；　石原ら　1995）。なお、合成培地使用による、耐

塩性酵母の香気生成に関する研究は、アルコール類（安平ら　1968）、有機酸

類（森ら　1980）及び含硫化合物のメチオノール（AOKI　and　UCHIDA　1991；

林部ら　1970）等に関しての報告はあるが、いまだ系統的な研究はみあたらな

い。

　本研究においては、食品香気を構成する揮発性成分の分析法を確立するとと

もに（ISHIHARA　and　HONMA　1992）、味噌の原料配合をもとに案出した合成培地

を使用して、合成培地の加熱処理や耐塩性酵母により生成されたり減少された
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りする揮発性成分について分析した。すなわち・合成培地における揮発性成分

の消長に対する耐塩性酵母の役割について検討した。揮発性成分としては、主

に、食品香気の好悪両面に著しい影響を及ぼす揮発性含硫化合物と揮発性有機

酸を対象とした。更に、耐塩性酵母や乳酸菌等の発酵微生物を関与させないで、

麹菌のみで製造した、いわゆる無菌醸造味噌をはじめとして、種々の味噌中の

香気成分を分析することによって、味噌の香気成分と耐塩性酵母との関連にっ

いて究明した。

　以下、これらの結果にっいて詳細に論述する。
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第1章　耐塩性酵母の培養法及び揮発性成分分析法の確立

第1節　緒言

　味噌の原料は清酒などのアルコール発酵飲料と異なり、大豆と米のほかにか

なりの食塩が使用されることに特徴がある。そこで、耐塩性酵母が食塩存在下

で生成する揮発性成分の究明にあたり、まず、培養期間の検討が必要であった。

なぜならば、耐塩性酵母は10～20％の食塩存在下ではその生育がかなり遅く、

更に、耐塩性酵母の菌株間にその生育の違いが認められるためである。

　また、耐塩性酵母培養液や味噌中の揮発性成分の分析にはガスクロマトグラ

フィーやマススペクトロメトリーなどが利用される。そのためには試料の前処

理、特に揮発性成分濃縮物の調製が必要であった。揮発性成分濃縮物の調製法

としては、ポーラスポリマー吸着剤による吸着法や減圧蒸留法などがあり、、こ

れらの実験法の検討も必要であった。そこで、本章では耐塩性酵母の培養法と

揮発性成分分析法の確立を行った。

第2節　耐塩性酵母とその培養期間の設定

　耐塩性酵母の生成する揮発性成分の究明にあたり、ある1時点を取り上げて

論ずる場合、菌株間の生育度の違いなど考慮せずに培養期間を決定するには問

題がある。そこで耐塩性酵母により生成される主なる揮発性成分量の経時変化

を調べ、最適な培養期間を求めた。

2－1　実験材料及び方法

　2－1－1　供試菌株

　実験には、味噌熟成の主要酵母で、赤色辛口米味噌より分離されたaZ　XgE9ニ

ーrouxii　S84（以下、孟rouxii　S84）　（松本と今井1973）とCan一

塑yersatilis　D－5（以下、」匹versatilis　D－5）（今井と松本　1975a、197

5b）の2株を用いた。いずれも0～12％の食塩存在下で良く生育し、24％の食塩
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存在下でも生育可能な耐塩性酵母であり、新潟県食品研究所より分譲していた

だいた。

　なお、1　0saeeharom　eθS　rouxiiは味噌熟成の全期間にわたり常駐し、増殖

する主酵母であり、発酵型の味噌の香味形成には不可欠とされている。一方、

Can　di　da　versatilisは長期熟成の後期にみられ、後熟型酵母と呼ばれ、アルコ

ール発酵の他に、味噌や醤油の特徴香の一つである4－ethylguaiaco1等を生成す

る（海老根　1994）。また、Z　osaeeharom　ees　rouxiiとCan　di　da　versati－

1isは、味噌と同様、醤油熟成の主酵母であり、後熟型酵母でもある。

　2－1－2　培地及び培養方法

　保存培地、前培養培地、本培養培地の組成をTable　1－1に示した。

　前培養はガラス製遠沈管を利用し、保存培養したものより数白金耳接種し、

30℃で3日間静置培養した。前培養したものから無菌的遠心分離により菌体のみ

を捕集し、滅菌12．5％食塩水で2回洗浄し、この食塩水1mlに生菌数約5×107に

なるように懸濁させた。本培養培地調製にあたっては加熱滅菌時におけるアミ

ノ・カルボニル反応などの影響をさけるため、グルコース溶液とその他の成分

溶液を別々に120℃で10分間高圧滅菌した。そして、接種時IZの三角フラスコに

酵母懸濁液と本培養培地が600mlになるように調整した。なお、酵母の接種菌数

は600ml当り3×108とした。培養は30℃で1日、3日、5日、7日、10日の各期間、

そしてC．versatilis　D－5に関しては、更に15日間と20日間静置培養を行った。

　2－1－3　香気の官能評価、生育度及びpHの測定

　各期間培養後、培養に伴う揮発水分量を補充し、香気（立ちばな）の官能評

価を行った。生育度はエルマ光電比色計を使用し、660nmにおける吸光度（OD）

で示した。ただし、対照として無接種培地を用いた。pHは培養液について直接

pHメーター（日立堀場製）で測定した。

　2－1－4　一般成分量の測定

　培養液を3，500rpmで10分間遠心分離し、その上澄液についてグルコース量は

フェノールー硫酸法（DUBOISら1956）、全窒素量はケルダール法で測定した。
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また、無接種培地のグルコース量と全窒素量を測定し、それをもとにグルコー．一一

ス及び窒素の消費率を求めた。

　2－1－5　揮発性成分の捕集とその定量法

　YAMANISHIら（1970）に準じて組み立てた減圧蒸留装置（Fig．1－1）を用いて、

培養液中の揮発性成分を水とともに蒸留し、水溶液として捕集した。

　まず・減圧蒸留装置左のフリーザーでメタノールを冷却し、それを循環ポン

プでトラヅプAの槽へ送り、トラップAを冷却するとともにコンデンサーも冷却

する。トラップBとCは右のフリーザーで一80℃まで冷却しておく。留液の調製

は培養液200m1をpH　2あるいはpH　7に調整しFig．1－1のコルベンに入れ、10mm－

H9以下で培養液が乾固するまで減圧蒸留を行った。更に、乾固された残渣に少

量の蒸留水を添加し懸濁液とした後、減圧蒸留を繰り返し、留液を合わせ250

mlの定容とした。なお、留液はほとんどトラップAに捕集され、トラップBには

少量の氷結、トラップCには極めてわずかな氷結が認められた。トラップBとCの

氷結を解凍後、留液をすべて合わせて分析に供した。

R°ｰP。rate「

　　竪

Freezep
NC－BDII

’；1＞

MeOH　　　Trap
30C　　　　A
　　Cire．pump

TrdP
B

F「eezePcc。s。

Vac．　pump

Trap
C

MeOH
－80°C

Fig．　1－1．　ApParatus　for　isolation　of　volatiles．

　　　　　　　　－7一



　総アルコールはCe（NO3）4NH4NO3用いる比色法（船久保　1967）で測定しeth－

anolとして示し、フーゼル油はバニリンー硫酸法（日本分析化学会編　1971）

により3－methylbutanolとして求めた。総アルデヒドは3－methyl－2－benzothia－

zolinehydrazoneとして比色法（SAWICKIら　1961）により測定し、　ethanalとし

て求めた。ethanal自身もR－Hydroxybipheny1を用いる比色法（DAWESら1971）

により定量した。揮発性有機酸はアルカリ滴定法で酢酸として求めた。

2－2　実験結果及び考察

　2－2－1　香気の官能評価

　孟rouxii　S84と込versatilis　D－5の培養液の香気を比較したところ、前者

にはさわやかな、軽い清酒様香気と甘い果実様香気が認められ、後者には重い

感じの清酒様香気と弱い醤油様の香気が認められた。両菌株とも培養期間の経

過に伴い香気は強くなり、培養初期に認められたさわやかさと軽い感じが減り、

重い感じの香気に変化した。また、培養終期にはエタノール様の刺激臭や自己

消化様の臭気も認められた。なお、両菌株の留液にっいても香気を官能評価し

たところ、培養液をpH　2に調整し得られた留液の香気はほぼ培養液の香気を再

現していたが、pH　7に調整し得られた留液からは土臭さやアルカリ臭が認めら

れた。このことから、耐塩性酵母の培養液の香気において酸性物質やエステル

類の重要性が考えられた。

　2－2－2　生育曲線、グルコース及び窒素の消費率の変化

　孟rouxii　s84と」匹versatiiis　D－5の生育曲線と培養経過に伴うグルコース

及び窒素の消費率の変化をFig．1－2に示した。

　この図の生育曲線からは孟rouxii　s84の生育誘導期が認められないが・誘導

期は非常に短いものと考えられる。孟rouxii　s84の生育は1日目～3日目の生育

が急速であり、7日目を最高に10日目には減少した。このことから7日目以降に

自己消化の進行があると考えた。一方、込versatilis　D－5の生育は孟rouxii

S84の生育に比べかなり遅く、孟rouxii　s84の5日目の生育度に達したのは20

日目であった。また、」匹yersatilis　D－5には1日間の生育誘導期が認められ、
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対数期の生育も孟rouxii　S84に比べゆるやかであったが、7日目から10日目に

かけ比較的急速な生育が認められた。

両菌株の培養経過に伴うグルコースの消費率の変化は、ほとんど生育度の増加

傾向に対応していた。すなわち、孟rouxii　S84のグルコースの消費は7日目ま

で急速に行われ、7日目に97．5％、10日目には98．8％の消費率を示した。また、

グルコースの40％近くは1日目～3日目の間に消費され、急速な生育が認められ

た期間に一致した。血versatilis　D－5のグルコース消費は、生育と同様、ム

rouxii　S84に比べかなり遅いことが認められた。　C．　versatilis　D－5の7日目及

び10日目のグルコース消費率はそれぞれ48．5％、88．3％であり、グルコース消

費率が98．5％に達するのは15日目であった。20日目のグルコース消費率は98．3

％と15日目とほとんど変化なく、グルコースは15日間でほとんど消費しっくさ

れたことが認められた。また、C。　versatilis　D－5の生育の1日目ではほとんど

グルコースの消費がないことと、グルコース40％近くが7日目～10日目にかけて

消費されたことは生育度の増加の傾向と一致した。一方、窒素の消費はグルコ

ースの消費に比べ少なく、Z．　rouxii　S84が7日目に消費率24．9％に達したのが

最高値であった。Z．　rouxii　s84の5日目～7日目にかけて比較的急速な窒素の消

費が認められるものの、両菌株とも全期間を通じて、ゆるやかに窒素を消費し

た。窒素の消費傾向はおおむね生育曲線やグルコースの消費傾向に似ているが、

対数期における急速な生育の増加やグルコースの消費に対応しての急速な窒素

の消費は認められなかった。Z．　rouxii　S84の10日目の残存窒素量は7日目のそ

れよりも多く、このことは前述の7日目以降に自己消化の進行があるとしたこと

を支持しているように考えられる。

　2－2－3　揮発性成分量の変化

　前述のごとく、培養液をpH　2で調整し得られた留液がほぼ培養液の香気を再

現していたので、この留液について揮発性成分の定量を行い、その変化をFig．

1－3に示した。
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　（1）　総アルコール及びフーゼル油

　総アルコール及びフーゼル油の生成量の変化はほぼグルコースや窒素の消費

の傾向に対応していた。すなわち、孟rouxii　s84の総アルコール及びフーゼル

油の生成は1日目より認められ、両成分は更に5日目まで急速に増加し、7日目に

は最高量に達した。7日目はグルコース消費率が97．5％とグルコースがほとんど

消費しっくされた期間であり、且っ、窒素の消費率が最高に達した期間でもあ

った。グルコースの消費率は10日目まで更に1％近く伸びるが総アルコール量は

逆に少し減少した。これはグルコースからアルコール以外の成分への変換や培

養期間中の香気の飛散などが考えられる。しかし、香気の飛散に関しては、

孟rouxii　S84より培養期間の長い童versatilis　D－5に両成分の減少がほとん

ど認められないことから検討を要する。また、10日目には窒素消費率が10％近

くも低下するが、アミノ酸より生成されると考えられるフーゼル油の減少はわ

ずかであった。C．　versatilis　D－5の総アルコール及びフーゼル油の生成速度は

Z。rouxii　S84に比べかなり遅く最高量に達したのは総アルコールが15日目、フ

ーゼル油が20日目であり、これはグルコースや窒素の消費傾向に一致していた。

また、量的には両成分とも孟rouxii　S84の方が」匹yersatilis　D－5よりも少し

多いことが認められた。最高値での総アルコール中のフーゼル油の占める割合

は両菌株とも2％弱であった。

　（2）　総アルデヒド及びethanal

　総アルデヒドとethanalの生成量はともに生yersatilis　D－5の方が孟rou－

xii　S84よりかなり多く、最高値での比較でほぼ2倍であることが認められた。

これら両成分量の差が両菌株の香気の違いの一因になっていると考えられる。

両成分の最高量に達する期間は孟rouxii　S84が5日目～7日目、」匹vθrsatilis

D－5が10日目であり、これ以降わずかながら減少の傾向にあった。これら減少

傾向はアルコール類に認められないことから飛散によるとは考えられず、アル

コール類などへの変換が考えられる。また、これら最高量に達する期間は、グ

ルコースの消費率やアルコール類の生成量が最高に達する日よりも2～5日間速

いことが認められた。総アルデヒド中のethanalの占める割合を最高値で計算す

ると、両菌株ともかなり大きく約39％であった。
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　（3）　揮発性有機酸

　色versatilis　D－5の揮発性有機酸の生成量は孟rouxii　S84のそれに比べか

なり多く、最高値での比較でほぼ10倍であることが認められ、アルデヒド類と

同じく両菌株の香気の差の一因になっていると考えた。前述の香気に対する酸

性物質の重要性からも生yers∂tilis　D－5の揮発性有機酸に関して更に詳細な検

討を要すると考えられる。」匹versatilis　D－5の揮発性有機酸量はグルコースの

消費率が最高に達する15日目が最高値であった。また、20日目には揮発性有機

酸量の減少が認められるが、生育度は逆に増加していることから、ほとんど消

費しっくされたグルコースに代わり炭素源として利用された可能性が考えられ

る。生versatilis　D－5の培養液のpH変化は揮発性有機酸の生成量に対応し、生

成量が多くなればpHも低下した。一方、孟rouxii　S84の揮発性有機酸の生成量

はC．yersatilis　D－5に比べわずかであり、培養経過に伴う顕著な増加も認めら

れなかった。また、pHの変化も揮発性有機酸の生成量の変化に対応しなかった。

　以上の結果から、耐塩性酵母の生成する香気にっいて研究を進めるにあたり、

培養期間を設定する場合、炭素源がほぼ消費しっくされた期間にすることが、

使用菌株に対し一律に規定することよりもより妥当と考察した。ただし、各耐

塩性酵母の生育度も含めた研究目的の場合には、当然、培養期間を一律に規定

することも必要と考えられる。

第3節　耐塩性酵母の培養容器の改良

　第2節で、耐塩性酵母の培養期間の設定にっいて検討した。その際、耐塩性

酵母の培養に伴い培養溶液の減少が認められ、その減少量分は実験条件を一定

にするため、蒸留水で補った。第2節の結果から、耐塩性酵母の培養期間を炭

素源がほぼ消費しっくされた期間にした場合、耐塩性酵母の菌株によってその

培養期間が異なるため、それらの培養溶液の減少量分も異なることになる。ま

た、培養溶液が減少するということは、耐塩性酵母が生成した香気成分も減少

していることが考えられる。この培養溶液の減少は、実験に使用した綿栓付き

の三角フラスコに原因があり、培養期間に伴う培養溶液の減少を防止するには、

培養容器の改良が必要であった。改良した培養容器をFig．1－4に示した。
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　改良型培養容器は1Zの三角フラスコとシリコンゴム栓に長さ40cmの冷却管を

付属させたものから成り立ち、冷却管は、更に、樹脂製の保温剤で包んだ。冷

却管には、シャープ製の冷却水循環装置を用い、10℃以下の冷却水を循環させ

た。なお、培養のための加温は艀卵器に替え、恒温槽を用いた。

　この改良型培養容器を使用することにより、培養期間が長期にわたっても、

培養溶液の減少はほとんど認められなかった。ただ、この改良型培養容器を使

用して、培養経過に伴う揮発性成分の飛散っいても検討しなければならないが

省略した。なぜならば、培養溶液の減少がほとんど認められなかったので、揮

発性成分の飛散があってもごくわずかであろうと推察した。また、実際の味噌

製造容器も完全密閉型ではないので、表題の研究を遂行するにあたって揮発性

成分飛散の検討は必要ないと考えた。

Thermoelect「i　c

circulating　bath

Cooled　water
　　10°C

Cotton　stoPPer

Tygon　tubi　ng

Conden＄er

Lagging

Si　l　icon　rubber

stopper

Water　bath
　30°C

Flask　l　OOOml

Fig．　1－4．　ApParatus　for　culture　of　yeasts．
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第4節　揮発性成分の捕集装置の組立とその分析法の確立

　本研究を遂行するにあたって、培養法の検討とともに揮発性成分の捕集装置

の組立とその分析法の検討が必要であった。

　揮発性成分の分析法には、試料から揮発する成分を直接分析するheadspace

volatiles（以下、　HSV）法、試料の減圧蒸留により揮発性成分を水とともに捕集

する方法（第2節参照）や、試料中の揮発性成分を有機溶媒で抽出する方法な

どがある。このうちHSV法で得られた揮発性成分は、人の嗅覚に作用する香気組

成と極めて類似するので、官能検査との関連および香気成分の定量を目的とし

た場合、HSV法は他の方法よりもすぐれた方法である。しかし、　HSV法は一般に

濃度が低く、特にシリンジを用いる直接採取方法では捕集量が限られるため濃

縮する必要があり、捕集剤としてTenax　GC　（2，6－diphenyl－2－phenyleneoxide

polymer）などを用いる濃縮方法が多数報告されている（AISHIMA　1982；

BARNESら　　1981；　BOYKOら　　1978；　IOFFEら　　1984；　KUOら　　1977；

LEAHYとREINECCIUS　1984；　OLAFSDOTTIRら　　1985；　SHIMODAら」1984；

TSUGITAら　1979）。本節では、著者独自の揮発性成分捕集装置を組み立て、

Tenax　GCより高純度のTenax　TAを使用して、モデル試料溶液を用い、量的に再

現精度の高い香気捕集条件を確立した。

4－1　実験材料及び方法

　4－1－1　試料溶液

　実験に使用した試料溶液中の揮発性化合物の種類と濃度をTable　1－2に示した。

なお、揮発性化合物として、アルコール類を主体に選んだが、これは、耐塩性

酵母の主な作用がアルコール発酵であることに基づいた。また、2，3－xylenolは

内部標準物質として選んだ化合物である。実験にはこれら化合物をADVANTEC東

洋（株）製の　Automatic　water　distillation　apparatusを用い、蒸留水をイ

オン交換樹脂及びメンブランフィルターを通して採取した蒸留純水（以下、高

純水）に溶解させ試料溶液とした。
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Table　1－2．　Volatile　compouds　solution．

GC　peak

　　no．a Compound μg／100mL

Ethyl　acetate
Ethano　l

1－Propano1

2－Methyl－1－proPano1

1－Butanol

3－Methy1－1－1〕utano1

1－Hexano　l

Benzyl　alcoho1

2－Phenylethano　1

2，3－Xyleno1

49

47

57

56

51

57

53

60

53

250

aNumber　refers　to　Fig．　1－6　and　Fig．　1－8．

4－1－2　HSV（headspace　volatiles）の捕集

HSV捕集のためFig．1－5の装置を製作した。

2N 1

24

2

23

3

4

』 20

4

21

22 19

↑

18

8

5

6

16

o■　●
13　　：i：i：i：：15：：i：二：i：i：i

fi

♂％9

1
1 14

17

10

　Fig。　1－5。　Headspace　volatiles　trapPing　apParatus．

1・　reducing　valve；　2，　needle　valve；　3，　auto皿atic　temperature　regu　lator；

4・　connector　for　different　diameters；　5，　gas　washing　bottle；　6，　ball

filter；　7・　sample　solution；　8，　water　bath　made　of　plastic　sheet；

9・　magnetic　stirring　bar；　10，　magnetic　stirrer；　11，　stainless　side　port

needle；　12・　GC　injection　rubber　plug；　13，　trapPing　column；　14，　quartz

woo1；　15・　Tenax　TA；　16，　91ass　heating　tube；　17，　rubber　tubing；　18，　flow

meter；　19・　constant　te皿perature　water　circulator；　20，　heating　cable；

21・　ther皿o－regulator；　22，　air　circulator；　23，　rubber　stoPPer；

24，　　　　thermometer．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－16一



　試料溶液100ml（食塩0～309含）を250ml容量のガス洗浄瓶（試料容器）に

入れ、その試料容器に耐熱ガラス製ガス捕集管　　（Tenax　TA管：60～80　mesh

のTenax　TA　100～300mg含，4mm　i．d．　X　17cm）を装備し、45℃の恒温槽中に設

置した。Tenax　TA管を一定温度に保持するため恒温水を循環させたガラス製外

套管（Fig．1－5　no．16）でTenax　TA管部を包んだ。また、試料容器上端部も一定

温度に保っため、ヒーテイングケーブル付きの箱型の蓋で覆い、更に短時間の

うちに所定の温度に到達するように、ゴム栓口（Fig．1－5　no．23）よりヘアー

ドライヤーを使用して温風を送った。続いて、マグネチックスタラーを用いて

試料溶液を撹拝しながら高純度窒素ガス（純度99．999％）1．5～4．5Z（50ml／

min）を通気することにより、試料溶液中のHsvを捕集した。以上のごとく、こ

の装置の使用により、試料溶液部と試料容器上端部及びTenax　TA管部の三箇所

の温度調節が可能になった。

　4－1－3　ガスクロマトグラフィー（GC）

　GCはPEG　20Mに相当する　Shimadzu　fused　silica　capillary　column

（CBP20－M25－025）を用いて、島津GC－4CPF（検出器：水素炎イオン化ディテク

タ；FID）により行った。　Tenax　TAに捕集されたHSVのGCカラムへの注入には

捕集管加熱炉を備えた加熱導入装置（島津FLS－1）を用いた。また、ガスクロマ

トグラム及びピーク面積は島津クロマトパックC－RIBを用いて、自動的に処理さ

せ、積分感度1μV・secを面積1digitとして示した。その他の条件について

はFig．1－6に示した。　HSV捕集及びGCは1実験にっき、4回（n＝4）繰り返し、

各化合物のピーク面積を統計学的処理により、変動係数CV＝s／xx100

（s：標準偏差，x：平均値）を求め、その再現精度を調べた。なお、　HSV化合物

のガスクロマトグラフィー一マススペクトロメトリー（GC－MS）による同定は同

一条件で行った標準物質のMSデータとの比較及び文献値（The　Mass　Spectro－

metry　Data　Centre　1983）をもとに行った。　GC－MS分析条件は、第2章に記述

した条件に準じた。
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4－2　実験結果及び考察

　4－2－1　HSVのガスクロマトグラム

　試料溶液100ml（食塩109含）を試料容器に入れ、恒温槽温度を45℃に調節し、

試料容器上端部及びTenax　TA管部の温度は無調節の室温（約20℃）とした。つ

いで試料溶液中に高純度窒素ガスを50ml／minの流速で30分間通気し、試料溶液

中のHSVをTenax　TA　200mgに捕集した。加熱導入装置を使用して、　Tenax　TA管を

240℃に加熱し、窒素ガスをTenax　TA管経由で30秒間通気することにより、　Te－

nax　TAに捕集されたHSVをGCカラムへ注入した。これらの条件下で得られたガス

クロマトグラムがFig．1－6である。試料容器上端部及びTenax　TA管部温度は試

料溶液部よりも約25℃低いため、両部には試料溶液由来のかなりの水蒸気凝縮

が認められた。凝縮水はそのまま加熱導入装置でGCカラムへ注入されることに

なる。このガスクロマトグラムでは、親水性化合物のethano1のピークは小さく、

ピークno．8のbenzyl　alcoho1及びピークno．9の2－phenylethanolのピ・・…クは認め

られなかった。また、2，3－xylenolのピークも小さく、しかも4回繰り返し実験

のうち、2回は検出されなかった。

　　100
　＄
　ぎ
　肝
　2
　　50
　お

　E
　8
　2
　　　0
　　　0　　　　　　　　　　　　10　　　　　15　　　　　20　　　　　25　　　　　30

　　　　　　　　　　　Retention　time　（mi　n》

Fig．　1－6．　　Gas　chromatogram　of　headspace　volatiles　（HSV）　collected

　　　　from　the　sa皿ple　solution．

　Column：　　Shimadzu　fused　silica　capillary　coIumn　（CBP20－M25－025），　CBP

　　　　20　corresponding　to　polyethylene　glyco1　20M，　0．2mm　i．d．　x　25m．

　Colu皿n　temp．：　60℃一（4℃／皿in）－200℃．

　Detector：　fla」ne　ionization　detector　（FID），250℃．

　Carrier　gas：　　N2，　1mL／min．　　Split　ratio：　　1：50．

　HSV　collection　conditions　refer　to　A　in　Table　1－3．

　Peak　no．：

　1：　ethyl　acetate，　2：　ethano1，　3：　1－P　ro　pano1，　4：　2－methy1－1－propano1，

　5：　1－butanol，　6：　3－methy1－1－butano1，　7：　1－hexano1，　10：　2，3－xyleno1．
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　4－2－2　HSV捕集のための温度条件

　試料溶液部を45℃の一定温度に保持し、試料溶液上端部及びTenax　TA管部の

温度を、室温（約20℃）、45℃及び50℃の三段階にっいて検討した。各揮発性

化合物のピーク面積の変動係数と平均値及びHSV捕集条件をTable　1－3に示した。

　benzyl　alcoho1と2－phenylethanolのピークは室温では認められなかったが、

45℃または50℃に保持することにより、ピークの出現を認めた。室温の場合、

試料溶液上端部及びTenax　TA管部の温度が試料溶液部よりも低いため、両化合

物が試料容器上端部に凝縮したと考えられる。これら温度条件のうち、香気捕

集装置の三部を45℃に統一した場合、ピーク面積の変動が比較的小さく、また、

この温度条件下ではTenax　TA管部における試料溶液由来の水蒸気凝縮はほとん

ど認められなかったので、最適条件とした。一方、試料容器上端部50℃、Te－

nax　TA管部45℃と温度差をっけた場合、ピーク面積の変動は小さかったが、

Tenax　TA管部への水蒸気凝縮が認められた。また、両部を50℃に統一した場合、

水蒸気の凝縮は認められなかったものの、ピーク面積が比較的小さく出現した。

これは、Tenax　TA管部の温度を高く保持すると、　Tenax　TAに一担捕集された化

合物のTenax　TAからの離脱の割合が高くなるのではないかと考えた。なお、

SHIMODAら（1984）もエアーバス（試料容器上端部及びTenax　TA管部に相当）の

温度を45℃以上にすると低沸点成分の回収率が低下すると報告している。この

装置の各部の温度を個別に容易に調節できることは、低沸点化合物あるいは高

沸点化合物に焦点を合わせての検討も可能にすると考えられる。

　試料溶液由来の水はGC及びGC－MS分析にとって有害であり、一般には香気成分

を吸着させたTenax管をGCに接続する前に、　Tenax管中の水除去のため、あらた

めて窒素ガスあるいはヘリウムガス（He）の通気を行っている（AISHIMA　1982；

　BARNESら　 1981；　BOYKOら　 1978；　KUOら　 1977；　OLAFSDOTTIRら　 1985；

　箴島　1988；　SHIMODAら　1984）。それによって、　BOYKOら（1978）は、55

℃で、窒素ガスを30ml／minの流速で通気しながら20分間の水除去を行うと低沸

点化合物の損失が認められたと言っている。このことは、Tenax管中の水除去の

ための操作が省略できれば望ましいことを示唆している。
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　Tenax　TAへの水の捕集程度を調べるため、試料溶液を食塩無添加の高純水

100皿1に替え、試料溶液の場合と同様、揮発性成分捕集装置の各部の温度を45℃

に統一し、高純水由来のHSVをTenax　TAに捕集させた。　GCの結果、16の小さなピ

ークが認められ、それをFig．1－7に示した。ただし、　Fig．1－7の感度はFig．

1－6の二倍の感度で示してある。GC－MSの結果、　m／z18（100％）、　m／z17（10％）のイオ

ンをもつ水のピークが認められた。The　Mass　Spectrometry　Data　Centre（19

83）によれば水のMSデータはm／z18（100％）、　m／z17（21％）と報告されている。　MS分

析での総イオン量に対する水ピークのイオン量の割合は2．9％であった。本法で

は、このように水が存在しても、m／zが18と17のごとく、1質量差まで正確に識

別できたので、この程度の水の存在はGC－MSにとって支障ないと考えた。

①50
窪

8
器

臼

の

825
き

8
属

O
o 5 10 15　　　　20　　　　25　　　　30

Retention　time　（min）

35

Fig・　1－7．　　Gas　chromatogram　of　headspace　volatiles　（HSV）　collected

　　　　fro皿　distilled　pure　water．

40

See　GC　conditions　except　for　the　column　temperature　in　Fig．　1－6．

After　the　column　temperature　was　held　for　5　min　at　60℃，　it　was　pror

grammed　fro皿　60℃to　200℃　at　5℃per　min　and　held　for　7　min．

HSV　collection　conditions　refer　to　A　in　Table　1－6．

　4－2－3　HSVの捕集時間

　試料溶液中に高純度窒素ガスを50m1／minの流速で0．5時間、1時間及び1．5時間

通気することにより捕集した各揮発性化合物のピーク面積平均値と変動係数の

結果をTable　1－－4に示した。
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　HSV捕集時間を1時間にした場合、他の捕集時間に比べ、揮発性化合物捕集の

変動が比較的小さく、且っ、高沸点化合物の捕集量が比較的大きかったので、

最適捕集時間とした。HSV捕集時間が長くなるにっれ3－methy1－1－butanol以上の

高沸点化合物のピーク面積が大きくなることから、0．5時間のHSV捕集時間では

時間不足であり、逆に、0．5時間以上では2－methyl－1－propano1以下の低沸点化

合物のピーク面積が小さくなることが認められた。これは、これら化合物が

Tenax　TAに一旦捕集された後離脱されたためと考えられる。　LEAHYとREINECCI－

US（1984）はHEWLETT　PACKARD社（アメリカ）のPurge　and　Trap　Sample　Co－

llection　Systemを用いた実験で、窒素ガス通気時間を30分から1時間にすると

アルコールやエステルはTenax管に捕集されないで通過する傾向があるが、その

通過量はわずかであったと報告している。このことは、前述の試料溶液由来の

水除去のため窒素ガスやHeガスをあらためて通気することにより、特に、低沸

点化合物のTenax　TAからの離脱を促すことを示唆している。そこで、本法では

Tenax　TAへの水の捕集量が少なかったので、水除去のためのプロセスを省略し

た。1．5時間のHSV捕集時間では高純度窒素ガス通気口のボールフイルター中に

試料溶液由来の食塩の結晶が生じ始めた。それに伴い高純度窒素ガスの流速が

乱れ始め、このことが原因でbenzyl　alcohol以上の高沸点化合物の変動係数が

大きくなったと考えられる。なお、高純度窒素ガス通気口のボールフイルター

を内径4mmのガラス管に替えるならば、1．5時間以上のHSV捕集も可能であった。

　HSV捕集時間に関するこれらの結果は、　HSV捕集時間をある一定時間に設定し、

低、中、高沸点化合物で構成される食品香気の各成分の絶対量を一度に定量す

ることの難しさを示唆している。このため食品香気の各成分の絶対量を定量す

るような場合には、各成分に対する最適な捕集時間の設定が必要になると考え

られ、今後の検討課題である。

　4－2－4　捕集HSVのGCカラムへの注入条件

　加熱導入装置の加熱炉にTenax　TA管を組み込んでGC注入口・へ接続し、窒素ガ

スをTenax　TA管経由で送気し、　Tenax　TAに捕集されたHSVをGCカラムへ注入した。

その注入時間、0．5、ユ、及び2分間の三段階にっいて、加熱炉温度240℃で検討

した結果、ピーク面積変動が小さかったのは、注入時間を2分間にした場合であ
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った。その結果をTable　1。5に示した。
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　4－2－5　HSV捕集に対する食塩添加の影響

　試料中の目的成分を抽出する際、食塩などの塩析剤を加えて、その抽出率を

高めることが一般に行われるが、HSV法における食塩濃度に関する詳細なデータ

は見あたらない。その食塩濃度（0～309／100ml）のピーク面積変動に及ぼす影

響を検討し、その結果をTable　1－6に示した。

　ethyl　acetateとethano1を除く各化合物は溶液中の食塩濃度が高くなるにっ

れ、確実にその捕集率も高くなった。食塩濃度20％と30％の場合を比較すると、

食塩10％増えることにより、沸点の高い2－phenylethanolと2，3－xylenolではそ

れぞれ2．1倍、2．4倍捕集率が高まり、他の化合物では捕集率が1．7～1．9倍増加

し、食塩影響の大なることを認めた。なお、ethanolや1－propanolのピーク面積

値の小さいのは、これら化合物の極性に起因して、やS疎水的表面構造を持つ

Tenax　TAへの吸着が非常に小さいためであり、また、これら化合物と水との会

合により、蒸気圧が小さくなるためと考えられる（KUOら　1977）。また、　be－

nzyl　alcoholや2－phenylethanolのピーク面積値の小さいのも、これら化合物と

水との会合により、蒸気圧が小さくなるためと考えられる（TSUGITAら1979）。

このように揮発性成分捕集に対する食塩濃度の影響が大きいので、食塩含有量

の異なる試料では、あらかじめ試料中の食塩を定量のうえ、一定濃度に調整す

る必要がある。更に、飽和に近い30％程度の食塩濃度は香り立ちを促進し、

HSVの平衡化も速めると考えられる。

　4－2－6　Tenax　TA量

　Tenax　TA量を100mg、200mg、及び300mgに替えて、各化合物のピーク面積変動

に与える影響を検討した。ethanolを除く、　ethyl　acetateから3－methyl－1－bu－

tanolに至る低、中沸点化合物はTenax　TA量の増加と共にそのピーク面積も増加

したが、1－hexanolより高沸点の化合物に関してはTenax　TA量の影響は認められ

なかった。一方、Tenax　TA量とピーク面積変動との関連性は認められなかった

が、供試した揮発性化合物全般にわたり比較的変動の小さかったのが、Tenax

TA量が200mgの場合であった（Table　1－6、　Table　1－7）。
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　以上の実験で得られた試料溶液のHSVをTenax　TAに捕集するための最適条件は

っぎのごとくであった。　（1）香気捕集装置の各部の温度を試料溶液部の温度

である45℃に統一した。　（2）HSVの捕集は窒素ガス流速50m1／minで1時間行っ

た。　（3）捕集HSVのGCへの注入は、加熱導入装置を使用して、加熱炉温度240

℃、窒素ガスをTenax　TA管経由で2分間通気した。　（4）試料溶液への30％の

食塩添加はHSV量を増大させ、特に高沸点化合物の捕集に効果があった。　（5）

Tenax　TA量は200mgとした。この結果、　ethanolを除く化合物のGCピーク面積の

変動係数は1．9～15％であった。また、そのガスクロマトグラムをFig．1－－8に示

した。

　100
＄

ぎ

曾

2
　50お
E
8
2
　　0
　　　0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　20　　　　25　　　　30　　　　35

　　　　　　　　　　　Retention　time　（min）

Fig．　1－8．　　Gas　chromatogram　of　headspace　volatiles　（HSV）　collected

　　　　from　the　sample　solution　under　the　optimal　conditions．

　HSV　collection　conditions　refer　to　C　in　Table　1－6．

　See　GC　conditions　in　Fig．　1－6．

　Peak　no．：

　1：　ethyl　acetate，　2：　ethanol，　3：　1－propanol，　4：　2－methyl－1－propanol，

　5：　1－butanol，　6：　3－methyl－1－butano1，　7：　1－hexanol，　8：　benzyl　alcohol，

　9：　2－phenylethano1，　10：　2，3－xyleno1．

1 6 7　　　　　　　　　　　　　　89 10
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第5節　要約

5－1　培養期間の設定と培養容器の改良

　赤色辛口米味噌より分離された耐塩性酵母のZ　osaeeharom　cθs　rouxii　s84

（孟rouxii　S84）とCandida　versatillis　D－5（」匹versatilis　D－5）の培養経過

に伴う生育とグルコース及び窒素の消費にっいて調べた。更に、培養液香気の

官能評価と揮発性成分量の変化について検討し、最適な培養期間の設定を行っ

た。

　（1）孟rouxii　S84は1日目から3日目にかけ急速に生育し、7日目に生育度

が最高に達した。生yersatilis　D－5は7日目から10日目にかけて比較的急速な

生育が認められるものの、生育の速度は1．ro齪hS84よりかなり遅く、20日目

まで徐々に生育しっづけた。最終的には1．rouxii　S84の生育度にほぼ近づいた。

グルコース及び窒素の消費率の変化はほとんど生育曲線に対応し、Z．　rouxii

S84と」匹yersatilis　D－5のグルコース消費率はそれぞれ7日目と15日目に98％近

くに達した。窒素の消費に関してはグルコースのように急速な消費は認められ

なかったが、生育の増加にほぼ対応していた。

　（2）培養液香気の官能評価の結果、Z．　rouxii　S84にはさわやかな、軽い清

酒様香気と甘い果実様香気が認められ、C．　versatilis　D－5には重い感じの清酒

様香気と弱い醤油様および漬物様の香気が認められた。両菌株とも培養期間に

伴い香気が強くなり、次第に重い感じの香気に変化した。また、培養後期には

エタノール様の刺激臭や自己消化様の臭気も認められた。なお、培養液をpH　2

に調整し得られた留液の方がpH　7で得られた留液よりも培養液の香気を再現し

ていたので、酸性物質およびエステル類の培養液の香気に対する重要性を考察

した。

　（3）揮発性成分は培養液をpH　2に調整し、減圧蒸留により水とともに捕集

した。定量を試みたのは総アルコール、フーゼル油、総アルデヒド、ethanal及

び揮発性有機酸で、これら成分量の培養経過に伴う変化はグルコースや窒素の

消費傾向にほぼ対応していた。すなわち、グルコースや窒素の消費率が最高に

達した期間が揮発性成分量も最も多い傾向にあった。ただ、アルデヒド類は他
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の成分に比べ、やや早い期間で最高値に達した。

　以上のことから、耐塩性酵母の生成する香気について研究を進めるにあたり、

培養期間を設定する場合、炭素源がほぼ消費しっくされた期間にすることが、

使用菌株に対し一律に規定するよりもより妥当と考えた。

　なお、耐塩性酵母の培養期間を炭素源がほぼ消費しっくされた期間にした場

合、耐塩性酵母の菌株によってその培養期間が異なるため、培養容器の綿栓口

からの培養溶液の減少量も異なることになる。また、培養溶液が減少するとい

うことは、耐塩性酵母が生成した香気成分も減少していることが考えられる。

そこで、11の三角フラスコの綿栓に替えてシリコンゴム栓を用い、長さ40cmの

保温剤で包んだ冷却管を付属させた培養容器を作製した。そして、培養のため

の加温は贈卵器に替え、恒温槽を用いた。この改良型培養容器を使用すること

により、培養期間が長期にわたっても、培養溶液の減少はほとんど認められな

かった。

5－2　揮発性成分捕集法の確立

　酵母培養液の揮発性成分や食品香気の定量的分析にTenax　TA捕集法を応用す

るため、試料溶液部、試料容器上端部及びTenax　TA管部の三箇所の温度調節が

容易に出来る揮発性成分捕集装置を組み立て、モデル溶液を用いて量的に再現

精度の高いheadspace　volatiles（HSV）捕集条件を求めた。試料として、　ethyl

acetate、8種類のアルコール及び2，3－xylenolからなる水溶液を用いた。

　試料溶液のHSVをTenax　TAに捕集するための最適条件はっぎのごとくであった。

（1）香気捕集装置の各部の温度を試料溶液部の温度である45℃に統一した。

（2）HSVの捕集は窒素ガス流速50ml／minで1時間行った。

く3）捕集HSVのGCへの注入は、加熱導入装置を使用して、加熱炉温度240℃、

窒素ガスをTenax　TA管経由で2分間通気した。

（4）試料溶液への30％の食塩添加はHSV量を増大させ、特に高沸点化合物の捕

集に効果があった。

（5）Tenax　TA量は200mgとした。

この結果、ethanolを除く化合物のGCピーク面積の変動係数は1．9～15％であっ
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た。

　また、この揮発性成分捕集装置の特徴として、試料容器上端部及びTenax　TA

管部の温度を試料溶液部と同じか、少し高めに設定することにより、両部にお

ける試料溶液由来の水蒸気凝縮が防止でき、且っ、Tenax　TAへの水の捕集量は

少なくGC－MS分析に支障がなかった。この結果、　GC及びGC－MS分析時に、従来法

で行われていたところの、Tenax　TAに捕集された水除去のための窒素ガス通気

プロセスが省略できた。
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第2章　耐塩性酵母の生成する揮発性成分

第1節　緒言

　味噌は、大豆、米、食塩を原料として、麹菌のほかに、耐塩性の酵母や乳酸

菌などの発酵微生物が関与して醸造される。一一方、日本の伝統的なアルコール

発酵飲料である清酒の発酵には、米を原料として、麹菌、非耐塩性の酵母や乳

酸菌などが関与する。この味噌と清酒を原料成分から比較した場合、味噌は高

濃度のタンパク質を含有する大豆を主原料とするため、耐塩性酵母などが生息

し、活動する場はタンパク質、すなわち、窒素含有量が格段に高く、しかも、

かなりの食塩を含む培養基となる。本章では、味噌の原料配合より案出した窒

素含有量の高い合成培地を使用して、合成培地の加熱殺菌や耐塩性酵母及びそ

の対照酵母としての清酒酵母によって生成される総揮発性成分にっいて検討し

た。

第2節　実験材料及び方法

2－1　供試酵母

　耐塩性酵母として第1章・第2節で使用した1　0saeeha1°om　ees　1°ouxii　S84

（以下、1、rouxii　s84）とCan　di　da　versatilis　D－5（以下、　C．　versatilis　D

－5）の他に、対照として非耐塩性である清酒酵母の2S1agcaiu！z1！1，z1zeh　s　eθre　yisiaθ

RIB　6002　（協会7号）（以下、　S．　eerevisiae）を使用した。

2－2　培地及び培養方法

　保存培地、前培養培地、本培養培地の組成をTable　2－1に示した。ただし、非

耐塩性であるS。eerevisiaeも供試したので、　S．　eerθvisiaeの保存培地及び前

培養培地は米麹汁（Ba119．10°）とし、更に本培養培地にはTable　2－1に示し

た組成のうち食塩無添加のものも用いた。
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　前培養は保存培養菌体を数白金耳接種し、30℃で3日間静置培養した。前培養

菌体を遠心分離し、滅菌12，5％食塩水（S．eerevisiaeには滅菌生理食塩水）

で洗浄後、酵母懸濁液を調製した。

　本培養培地は炭素源としてグルコース、窒素源としては、第1章・第2節で

は大豆アミノ酸組成に基づいて調製したが、本章では7割麹米味噌を参考にした。

すなわち、大豆：精白米（100：70）のアミノ酸組成量に基づいて18種類のアミ

ノ酸混合物を使用した。なお、大豆及び精白米の18種類アミノ酸の種類（Tab一

ユe2－1）とその組成量は改訂日本食品アミノ酸組成表（科学技術庁資源調査会

・資源調査所編　1986）に基づいた。グルコース量と窒素量は、高濃度のタン

パク質を含有する味噌の場を再現するため、中野（1966）の方法に準じて決定

した。すなわち、味噌原料の浸漬・蒸煮・製麹などに伴う吸水、損失などを考

慮のうえ、原料より由来する糖質（すべてデンプンとみなす）とタンパク質を、

それぞれグルコース量と総窒素量に換算した。その結果、グルコース量と総窒

素量は15．6％と1．86％となった。最終的にはグルコース量を15％にし、総窒素

量はアミノ酸の溶解度を考慮して0．937％に減じた。ただし、シスチンとチロシ

ンは溶解度がより小さいため過飽和の状態になった。なお、このグルコース量

と窒素量の算出方法を味噌以外の発酵食品に適用したところ、グルコース量と

総窒素量の比（glucose／N）は、清酒（精白歩合50％）90、ビール150、ワイン

1200となり、これに対し、味噌と醤油はそれぞれ8と9であった。このことから、

味噌や醤油の場はアルコール発酵飲料に比べ、格段に窒素量の多いことが明ら

かとなった。

　合成培地を120℃、10分間加熱殺菌し、モデル培地とした。なお、第1章・第

2節では実験結果の解析をより容易にするため、アミノ・カルボニル反応が起

こらないようにグルコースとアミノ酸類を別々に加熱殺菌した。一方、実際の

味噌製造では味噌原材料中の糖質とタンパク質を分離することなく加熱処理し、

且っ、味噌熟成を行っている。本章ではこのことを考慮し、培地組成成分を一

括して加熱殺菌した。

　酵母接種時、11の三角フラスコに、酵母懸濁液と本培養培地が600mlになるよ

うに調製し混合した。酵母の接種菌数は600ml当り5×107とし、30℃の温浴中で

炭素源であるグルコースの消費の伸びがほぼ停止するまで静置培養を行った。
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なお、この培養期間の間に生成揮発性成分の飛散を抑制するため、第1章・第

3節で記述した10℃の水を循環させた冷却管（40cm）を、三角フラスコの上部

に付属させた。

　酵母培養液の対照として、酵母無接種培地（合成培地そのもの）も調製し、

酵母接種培地と同じ30℃の温浴中で保持した。

2－3　グルコース、エタノール及び褐変度の測定

　酵母無接種培地及び酵母培養液中のグルコース量、エタノール量及び褐変度

はそれぞれ次の方法で測定した。グルコース量は91ucose　oxidaseとper－

oxidaseを用いる酵素法（福井　1969）。エタノール量はガスクロマトグラフィ

ーによる安平と望月（1969b＞の方法。褐変度はNAMIKIとHAYASHI（1975）によ

って報告された方法で測定した。

2－4　揮発性成分の捕集

　酵母無接種培地及び培養液中の揮発性成分の捕集には、第1章・第4節で記

述したheadspace　volatiles（以下、　HSV）捕集装置を用いた。すなわち、酵母

無接種培地50ml又は酵母培養液50ml、内部標準物質としての2，3一キシレノール

0．05μg／0．1ml水、シリコーン消泡剤（0．02m1）及び食塩（最終濃度：30％）

を含む試料溶液100mlを250ml容量のガス洗気瓶（試料瓶）に入れ、その試料瓶

に揮発性成分捕集剤としてのTenax　TA　200mgを含哲Tenax　TA管（4　mm　i．d．　x

17cm）を連結した。試料瓶を恒温槽に設置し、　Tenax　TA管は恒温水を循環させ

たガラス外套管で包んだ。更に、試料瓶は加熱ヒーターを備えた蓋でおおった。

　試料中の揮発性成分をTenax　TAに捕集するため、試料を撹搾しながら超高純

度窒素ガス（純度：99．999％）を1分間当り50m1の流速で1時間通気した。

　供試試料部、試料瓶上端部及びTenax　TA管部は、すべて45℃に保持した。

2－5　ガスクロマトグラフィー（GC）

　揮発性成分のGCは島津GC－4CPF（検出器：水素炎イオン化デイテクタ；FID）

を用いて行った。注入部と検出器の温度は共に250℃とした。カラムはPEG　20M

に相当するShimadzu　fused　silica　capillary　column（CBP20－－M25－025，0．2mm
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i．d．　x　25　m）を使用し、カラム温度は60℃で5分間保った後、1分間当たり5℃

の昇温で60℃から200℃までとし、更に200℃で7分間保った。キャリヤーガスと

して窒素を用い、1分間当たり1mlの流速で、スピリット比は1：50であった。

　Tenax　TAに捕集された試料中の揮発性成分は加熱導入装置（島津FLS－3）を

用い、加熱炉温度240℃とし、キャリヤーガス流路をTenax　TA管経由に切り替え

た後、窒素ガスを6分間送気し、GCへ注入した。

　試料中の揮発性成分の捕集及びGCは1試料にっき、2回繰り返し、定量には島

津クロマトパックC－RsAを用いた。

2－6　ガスクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）

　GC－MSはHitachi　M－5201ガスクロマトグラフとHitachi　M－60マススペクトロメ

ーターを連結したものにより、イオン化電圧20eV、イオン源温度180℃の条件で

行った。カラムはGC分析に使用したCBP20－M25－025を用い、カラム温度60℃一、（　5

min）－60℃一（5℃／min）－200℃、注入部温度250℃、キャリヤーガス（He）流速

1m1／min、スプリット比1：3．4であった。

　Tenax　TAに捕集された試料中の揮発性成分のGCへの注入は、加熱導入装置

（ガスクロ工業（株）製〉を用い、加熱炉温度250℃とし、キャリヤーガス流路

をTenax　TA管経由に切り替えた後、　Heガスを8分間送気した。

　なお、試料中の揮発性成分の同定は同一条件で行った標準物質のGC－MSデータ、

MSスペクトルの文献値（M．　C．　ten　NOEVER　de　BRAUWら　1979；　The　Mass

Spectrometry　Data　Centre　1983）及び標準物質のGCのRetention　timeをもと

に行った。

第3節　実験結果及び考察

3－1　酵母培養液中のグルコースの消費率及び官能評価

　酵母培養液中のグルコース消費の伸びがほぼ停止した期間を培養期間とした。

その結果、耐塩性酵母では18日間、清酒酵母では15日間であった。なお、対照

としての酵母無接種培地の30℃での保持は、食塩：添加の場合、18日間、食塩無

添加の場合、15日間とした。これら酵母無接種培地を基準にして、酵母培養液
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　培地中のグルコース及び窒素量が高濃度にもかかわらず、清酒酵母の」匹鋤

revisiaeはグルコースをほぼ100％消費した。一方、耐塩性酵母のグルコース消

費率はかなり低く、特に、食塩添加培地でのC．versatilis　D－5のグルコース消

費率は約2％であった。

　童eere　vi　siae培養液の褐変度は酵母無接種培地及び耐塩性酵母培養液の約半

分であり、褐変物質の減少に対するS．eerθvisiaeの関与が認められた。そして、

逸eereyisiaeの生成エタノール量と総揮発性成分量を示すGCのピーク総面積値

はともに最大であった。

　各試料の香気を4人のパネルメンバーで調べてみると、酵母無接種培地では、

焦げ臭や甘酸っぱい臭いが認められ、パネルメンバー全員が好ましくない香気

と答えた。Z。　rouxii　s84培養液の香気は、酵母無接種培地で認められた好まし

くない臭いがかなり改善された。高級アルコール臭や果実様香気が新たに認め

られ・また・すっきりした感じも与えた。生versatilis　D－5では酵母無接種培

地臭が穏やかになり、香気の改善も認められるが、他の酵母に比べ香気は弱か

った。また、このものは酵母無接種培地の残り香も認められた。S．　eere・vi　si－

aeでは清酒様香気が強く、それに甘酸っさも加わり、耐塩性酵母の生成香気に

比べ特異的であった。

3－2　揮発性成分

　酵母無接種培地及び酵母培養液中で、加熱殺菌、30℃の温浴中での保持及び

酵母の培養によって生成された揮発性成分のガスクロマトグラムをFig．2－1と

Fig．2－2に示した。なお、　Fig．2－2はGcとGc－Ms分析により同定されたピークの

揮発性成分を示すガスクロマトグラムで、ピーク総面積値が最も大きかった

S．eθreyisiaeの結果を代表させた。また、同定された揮発性成分の定量及び

GC－MS分析の結果をTabユe　2－3に示した。
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Left：　　NaCI　l2．5％　in　media

　　　　　　　　　　　　　　　　　　I．S．

Non－inocula

Right： NaC　l　O％　in　皿edia

　　　　　　　　　　　　I．S．

1．S．

1．π7齪ゴ ■

1．S．

工．S．

αソθ∬8ご

　　20

Rt．　（min）

1．S．

0 10 30 40

s．　cere　visiae

1．S．

0 10 　　20

Rt．　（皿in）

Fig．　2－1．　Gas　chro皿atogra皿s　of　volatile　compounds　in　cultured　media．

Colu皿n：　Shimadzu　fused　silica　capillary　colu皿n　（CBP20－M25－025），

　　　　　　　to　polyethylene　glyco120M，　0．2mm　i．d．　x　25m．

Column　temp．：60℃－5皿in－60℃一（5℃／min）－20㏄一7min－200℃．

Detector：　Flame　ionization　detector　（FID），250℃．
Carrier　gas：　　N2，　1mLlmin．　　Split　ratio：　　1：50．

1．S．：　Peak　of　2，3－xylenol　as　intemal　standard．

30

CBP20　corresponding

40
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　GC分析により、供試試料から81～102種類のピークが得られ、供試試料のうち、

食塩0％の酵母無接種培地でもっともピーク数が多かった。これは、培地の加熱

殺菌とその後の30℃の温浴中での保持によって、培地成分のアミノ・カルボニ

ル反応などの化学的反応により生成されたものと考えられる。このことは、味

噌の原材料の加熱処理や熟成期間中に、同様のことが起こりうることを示唆し

ている。

　GC及びGC－MS分析によって、同定された揮発性化合物は39種類であり、その内

訳はっぎのごとくであった。アルコール類（9種）、エステル類（9種）、アルデヒ

ド類（5種）、ケトン類（1種）、　有機酸類（7種）、フラン類（1種）、ピラジン類（1種）、

含窒素複素環化合物（1種）、含硫化合物（5種）。

　なお、GC分析の結果、複数の揮発性化合物からなるピークが多く、また、酵

母無接種培地を中心として、未同定の揮発性化合物も多かった。そこで、この

HSV法による分析に加え、各揮発性化合物群を分画する方法や、　GC分析におい1

は目的の揮発性化合物群に適した検出器、例えば、揮発性含硫化合物にはフレ

ームホトメトリックディテクタ（FPD）を使用するなどの必要性を認めた。

　同定された揮発性化合物のうち、量的にもっとも多かったのが、ethanol、

3－methyl－1－butanol、2－methyl－1－butanol、2－phenylethanol等を主体とするア

ルコール類であり、これらアルコール類はいずれも酵母培養液中でその生成が

認められた。また、これらアルコール類は味噌や醤油及び清酒の揮発性成分で

もあり（日本醸造協会編　1977）、味噌中での耐塩性酵母によるこれらアルコ

ール類の生成に関しては第5章で述べる。一方、合成培地を使用しての耐塩性

酵母によるこれらアルコール類の生成に関しては、既に安平ら（1968）によっ

て報告されている。

　アルデヒド類として、ethanal、2－methylpropanal、2－methylbutanal、

3－methylbutanal、　phenylacetaldehyde等が酵母無接種培地及び酵母培養液中

で同定されたが、ethanalを除く他のアルデヒド類の生成には耐塩性酵母の関与

は小さいと推察され（石原と本間　1985a）、また、量的には酵母無接種培地中

で比較的多いことから、主に、培地組成中のグルコースとアミノ酸類によるア

ミノ・カルボニル反応によって生成されたものと考えられる（HURRELL　1982）。

一44一



　揮発性含硫化合物として、酵母無接種培地及び酵母培養液中でdimethyl　di－

sulfide、　dimethyl　trisulfide、　3－（methylthio）propionaldehyde　（methional）

が同定され、更に、酵母培養液中ではこれらに加え、3－（methylthio）propyl

acetate、3－（methylthio）－1－propanol（methiono1）の生成が認められた。耐塩

性酵母によるmethionolの生成は林部ら（1970）やAOKIとUCHIDA（1991）よって

既に報告されたが、3－（methylthio）propyl　acetateの生成に関する報告はみあ

たらない。また、これらのうち、dimethyl　disulfide、　methional、　methionol

は味噌の香気成分として報告されているが（本間　1987b）、dimethyl　trisu－

1fideと3－（methylthio）propyl　acetateに関しての報告はみあたらない。味噌中

での揮発性含硫化合物の存在は微量であるが、その特徴ある香気故に、好悪両

面に関わる重要な化合物群である。そのi揮発性含硫化合物と耐塩性酵母との関

わり及びこれら化合物の起源にっいては、第3章において詳細に論述する。

　揮発性有機酸として、acetic　acidが全供試菌株により生成されることを認め

た。　また、　2－methylpropanoic　acid、2－methylbutanoic　acid、3－methylbuta－

noic　acid等の分岐有機酸が酵母無接種培地及び酵母培養液中で同定された。更

に、供試菌株の中でグルコース消費量の少なかったC．versatilis　D－5がこれら

分岐有機酸を比較的多く生成することも認められた。一方、S．　ee　re　yi　siaeでは、

耐塩性酵母では検出されなかったn－hexanoic　acid、　n－octanoic　acid、　n－de－

canoic　acidとこれらのエステル及びethyl　dodecanoate等の生成が認められ、

これら化合物の生成に対する耐塩性酵母と清酒酵母との差異として興味がもた

れた。これら揮発性有機酸に関しては、本章でのHSV法による分析に加え、揮発

性有機酸類を分画する方法を用いて詳細に検討し、第4章で論述する。

第4節　要約

　味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸及び食塩からなる合成

培地を使用して、耐塩性酵母と清酒酵母によって生成される揮発性成分につい

て検討した。なお、合成培地中のグルコース量の総窒素量に対する比を16とし、

窒素含有割合の高い培地を調製した。供試菌として、赤色辛口米味噌より分離

された耐塩性酵母の10saeeharom　ees　rouxii　s84（孟rouxii　s84）、Can一

一45一



djda　versatilis　D－5（C．　versatilis　D－5）及び非耐塩性の清酒酵母・Saeeh－

gr！g1ngszgfio　e　s　e　erθ　vi　s　i　a　e　R　I　B　6002　（協会7号）　（逸eerevisiae）が用いられた。

これら酵母は炭素源であるグルコースの消費の伸びがほぼ停止するまで、30℃

で静置培養された。酵母無接種培地及び培養液中の揮発性成分の同定は、揮発

性成分をheadspace　volatile（HSV）捕集装置を用いてTenax　TAに吸着させた後、

GC及びGC－MS分析で行った。

　培地中のグルコース及び窒素量が高濃度にもかかわらず、清酒酵母の逸里

reyisiaeは培養期間15日間でグルコースをほぼ100％消費した。一方、耐塩性酵

母の培養期間18日間におけるグルコース消費率はかなり低くかった（1．7～

77．7％）。特に、C。　versatilis　D－5の食塩添加培地でのグルコース消費率が最

低の1、7％であった。

　童eerevisiae培養液の褐変度は酵母無接種培地及び耐塩性酵母培養液の約半

分であり、褐変物質の減少に対する逸cerevisiaeの関与が認められた。そしで、

S．eerevisiaeの生成エタノール量と総揮発性成分量を示すGCのピーク総面積値

はともに最大であった。

　各試料の官能評価の結果、酵母無接種培地では、焦げ臭や甘酸っぱい臭いが

認められ、パネル全員好ましくない香気と答えた。孟rouxii　s84培養液の香気

は、酵母無接種培地で認められた好ましくない臭いがかなり改善された。更に、

高級アルコール臭や果実様香気が新たに認められ、また、すっきりした感じも

与えた。C．　versatilis　D－5では酵母無接種培地臭が穏やかになり、香気の改善

も認められるが、他の酵母に比べ香気は弱かった。また、このものは酵母無接

種培地の残り香も認められた。S．　cereyisiaeでは清酒様香気が強く、それに甘

酸っさも加わり、耐塩性酵母の生成香気に比べ特異的であった。

　GC分析により、供試試料から81～102種類のピークが得られ、供試試料のうち、

食塩0％の酵母無接種培地でもっともピーク数が多かった。これは、培地の加熱

殺菌とその後の30℃の温浴中での保持によって、培地成分のアミノ・カルボニ

ル反応などの化学的反応により生成されたものと考えた。そして、味噌の原材

料の加熱処理や熟成期間中に、同様のことが起こり得ることを推察した。

　GC及びGC－MS分析によって、同定された揮発性化合物は39種類であり、その内

訳はっぎのごとくであった。アルコール類（9種）、エステル類（9種）、アルデヒ
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ド類（5種）、ケトン類（1種）、　有機酸類（7種）、フラン類（1種）、ピラジン類（1種）、

含窒素複素環化合物（1種）、含硫化合物（5種）。

　同定された揮発性化合物のうち、量的にもっとも多かったのが、ethanol、

3－methyl－1－butanol、2－methyl－1－butanol、2－phenylethanol等を主体とするア

ルコール類であり、これらアルコール類はいずれも酵母培養液中でその生成が

認められた。アルデヒド類として、ethanal、2－methylpropanal、2－methyl－

butanal、3－methylbutanal、　phenylacetaldehyde等が酵母無接種培地及び酵母

培養液中で同定され、これらは主に、培地組成中のグルコースとアミノ酸類に

よるアミノ・カルボニル反応によって生成されたものと考察した。dimethyl

disulfide、　dimethyl　trisulfide、　3－（methylthio）propionaldehyde　（methi－

onal）等の揮発性含硫化合物が、酵母無接種培地及び酵母培養液中で同定され、

更に、酵母培養液中ではこれらに加え、3－（methylthio）propyl　acetate、

3－（methylthio）一一　1－propanol（methionol）の生成が認められた。揮発性有機酸と

して、acetic　acidが全供試菌株により生成された。また、2－methylpropanoic

acid、2－methylbutanoic　acid、3－methylbutanoic　acid等の分岐有機酸が酵母

無接種培地及び酵母培養液中で同定された。更に、供試菌株の中でグルコース

消費量の少なかったC．versatilis　D－5がこれら分岐有機酸を比較的多く生成す

ることも認めた。一方、S．　cerevisiaθでは、耐塩性酵母では検出されなかった

n－hexanoic　acid、　n－oc七anoic　acid、　n－decanoic　acidとこれらのエステル及

びethyl　dodecanoate等の生成が認められ、これら化合物の生成に対する耐塩性

酵母と清酒酵母との差異に興味がもたれた。

　本章で論述した揮発性成分のうち、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸に関し

ては更に詳細に検討し、それぞれ、第3章と第4章で論述する。
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第3章　耐塩性酵母による揮発性含硫化合物の生成と減少

第1節　緒言

　味噌香気成分のうち、揮発性含硫化合物は味噌中では微量の存在ではあるが

（本間　1987b）、一般に感覚閾値が低く、特徴ある香気を有することから味噌

の品質に重要な役割を果たすと考えられる。第2章では、GC分析のFID検出器

（水素炎イオン化ディテクタ）を使用して、耐塩性酵母の生成する揮発性成分

としての含硫化合物にっいて述べた。本章では、GC分析のFID検出器を含硫化合

物検出用のFPD検出器（フレームホトメトリヅクディテクタ）に替え、揮発性含

硫化合物と耐塩性酵母との関わりにっいて検討したところ新しい知見が得られ

た。その結果にっいて論述する。

第2節　18種アミノ酸培地及び酵母培養液中の揮発性含硫化合物に対する酵母

　　　の関与

　本節では、第2章で調製したグルコースと18種アミノ酸混合物及び食塩から

なる合成培地を使用して、合成培地及び酵母培養液中の揮発性含硫化合物と酵

母との関係にっいて検討した。

2－1　実験材料及び方法

　第2章で調製した試料を供試したので、実験材料及び方法にっいては、ガス

クロマトグラフィーを除いて要点のみ記述した。

　2－1－1　供試酵母

　耐塩性酵母として赤色辛口米味噌より分離されたZ　osaeeharom　ees　rouxii

　S84（以下、　Z．　ro雌jj　s84）、Can　di　da　versatilis　D－5（以下、　C．　versa－

tilis　D－5）及び対照として、非耐塩性である清酒酵母のsS1g．！zszL！a，esz1ngggh　s　eere－

visiae　RIB　6002　（協会7号）　（以下、　S．　eerθvisiae）を使用した。
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　2－1－2　培地及び培養方法

　使用した培地組成は第2章のTable　2－1に示した。すなわち、本培養培地は窒

素源として18種アミノ酸混合物を用い、グルコース15％、総窒素量0．937％、食

塩12．5％、その他無機質、ビタミン類からなる。ただし、非耐塩性であるS。

eerevisiaeも供試したので、食塩無添加の本培養培地も使用した。これらの培

地を120℃、10分間加熱殺菌し、モデル培地とした。

　酵母接種時、11の三角フラスコに、酵母懸濁液と本培養培地が600mlになるよ

うに調製し混合した。酵母の接種菌数は600ml当り5×107とし、30℃の温浴中で

炭素源であるグルコースの消費の伸びがほぼ停止するまで静置培養を行った。

なお、この培養期間中に生成揮発性成分の飛散を抑制するため、11の三角フラ

スコの上部に10℃の水を循環させた冷却管（40cm）を付属させた。

　酵母培養液の対照として、酵母無接種培地（合成培地そのもの）も調製し、

酵母接種培地と同じ30℃の温浴中で保持した。

　2－1－3　揮発性成分の捕集

　酵母無接種培地及び培養液中の揮発性成分の捕集には、前述のheadspace

volatiles（HSV）捕集装置を用いた。すなわち、酵母無接種培地50ml又は酵母

培養液50ml、内部標準物質としての2，3一キシレノール0．05μg／0．1ml水、シリ

コーン消泡剤（0．02ml）及び食塩（最終濃度：30％）を含む試料溶液100ml中の

揮発性成分をTenax　TA　200mgに捕集するため、試料溶液を撹絆しながら超高純

度窒素ガス（純度：99．999％）を1分間当り50mlの流速で1時間通気した。供試

試料部、試料瓶上端部及びTenax　TA管部は、すべて45℃に保持した。

　2－1－4　ガスクロマトグラフィー（GC）

　GCは揮発性含硫化合物検出用の島津GC－8A（検出器：フレームホトメトリック

ディテクタ；FPD）を用いて行った。注入部と検出器の温度は共に250℃とした。

カラムはPEG　20Mに相当するShimadzu　fused　silica　capillary　column（CBP

20－M25－025、　0．2mmi．d．x25m）を使用し、カラム温度は60℃で5分間保った

後、1分間当たり5℃の昇温で60℃から200℃までとし、更に200℃で7分間保った。

キャリヤーガスとして窒素を用い、1分間当たり3mlの流速で、スピリット比は
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1：9．5であった。

　Tenax　TAに捕集された試料中の揮発性成分は加熱導入装置（島津FLS－3）を

用い、加熱炉温度240℃とし、キャリヤーガス流路をTenax　TA管経由に切り替え

た後、窒素ガスを6分間送気し、GCへ注入した。

　試料中の揮発性成分の捕集及びGCは1試料にっき、2回繰り返し、定量には島

津クロマトパックC－R5Aを用いた。また、　Retention　index　（Kovats　Index）を

自動的に算出するため、杉沢ら（1988）のBASICプログラムを同クロマトパヅク

に組み込んだ。更に、FPD検出器での分析の他に、　GCのFID　monitorも使用した。

　2－1－5　ガスクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）

　GC－MSは第2章で詳述した。第2章の試料と本節の試料が同一なので、第2章

でのGC－MSの結果をもとに揮発性含硫化合物の同定を行った。

　なお、試料中の揮発性成分の同定は同一条件で行った標準物質のGC－MSデータ・

MSスペクトルの文献値（M．　C．　ten　NOEVER　de　BRAUWら　1979；　The　Mass

Spectrometry　Data　Centre　1983）及び標準物質のGCのRetention　timeと

Kovats　Indexをもとに行った。

2－2　実験結果及び考察

　2－2－1　酵母培養液中のグルコースの消費率

　耐塩性酵母の培養期間は18日間、清酒酵母では15日間とし、対照としての酵

母無接種培地の30℃での保持は、食塩添加の場合、18日間、食塩無添加の場合、

15日間とした。培地中のグルコース及び窒素量が高濃度にもかかわらず、清酒

酵母のS．eere・vi・siaeはグルコースをほぼ100％消費した。一方、耐塩性酵母の

グルコース消費率はかなり低く、食塩添加培地でのムrouxii　s84と童vθrsa－

tilis　D－5のグルコース消費率はそれぞれ14．8％、1．7％、食塩無添加培地では

Z。rouxii　S84が77．7％、　C。　versatilis　D－5が10．4％であった。

　これらグルコースの消費率をはじめとして、培養液の褐変度、生成エタノー

ル量、ガスクロマトグラムのピーク総面積値（検出器：FID）を第2章のTable

2－2に示した。また、各試料の官能評価の結果も第2章に記述した。
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　　2－2－2　揮発性含硫化合物

　　酵母の無接種培地及び培養液中の揮発性含硫化合物のガスクロマトグラムを

Fig．3－1に示した。また、同定された化合物の定量結果をTable　3－1に示した。

Lett：　　NaCl　12，5X　in　media

A　　　　B　C

Non－h1Non－inoculation

Right：　　NaCI　O瓢　in　media

A　　　　　B　C

ation

B DB

「ourii

B DB

A B　C 9

7θ’84tZ／t8

A B　C E

0 01 　　20

翼t，　　1厘iぬ｝

30 40

Se　eerθ　nゴsl8θノ8θ

A

C　DE

0 01 　　20

Rt●　　‘厘in｝

30 40

Fi9．　3－1．　　Gas　ehrcuatograms　o

　　　　Colu皿n：　　Shi皿adzu　fused　silica　capillary　eolumn　（CBP20－M25－025），　CBP20

　　　　　　　　　　to　po　lyethylene　glyco120M，0．2㎜i．d．　x　25ロ・

　　　　Colum　te叩．：60℃－5min－60℃一（5℃／min）－200℃－7皿in－200℃．

　　　　Detector：fla皿e　photo皿etric　detector（FPD），250℃．
　　　　S　compounds：　A，　di皿ethyl　disulfide；　B，　di皿ethyl　trisulfide；　C，　皿ethiona1；

　　　　　　　　　　　　　　　　　D，　3－（methylthio）propyl　acetate；　E，　皿ethiono1・

fvolatile　sulfur－containi㎎compOunds　in　cultured　media．

corresponding
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　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性含硫化合

物は、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　3－（methylthio）propi－

onaldehyde（methional）であった。更に、酵母培養液ではこれら化合物に加え、

3－（methylthio）propyl　acetate、　3－（methylthio）－1－propanol（methionol）の

生成が認められた。なお、これら5化合物は第2章でGC分析のFID検出器でも同

定された。dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methionalは、供試酵

母間に程度の差はあるものの、全ての酵母培養液中で減少した。これら化合物

の減少率は、供試酵母のうち、Z．　rouxii　S84で大きかった。特に、食塩含有培

養液中で、グルコースの消費率が低く、生育がかなり悪いにもかかわらず、Z．

ro醍1js84はこれらの化合物を55．2～99．4％消滅させた。

　dimethyl　disulfideとdimethyl　trisulfideの急激な減少は、　WILLIAMSと

GRACEY（1982）がCanadian　beersの熟成過程でも認め、その原因を「酵母の資

化作用によると考えられるが、まだ、解明されていない」と報告した。酵母培

養液中でのこれら両化合物とmethional減少の原因も、酵母によって資化された

のか、あるいは他の化合物へ変換されたのかは興味ある問題である。methion－

01は酵母無接種培地では同定されず、明らかに酵母によって生成され、その生

成量は孟rouxii　S84の培養液中で最も高かった。また、生育の最も悪いL

yθrsatilis　D－5培養液（食塩非含有）でのmethionol生成量もS。　eerevisiaeの

それよりも多く、methionol生成能に対する耐塩性酵母と清酒酵母の違いが推察

された。3－（methylthio）propyl　acetateもmethionol同様酵母によって生成され、

その生成量は」亀cerθvisiae培養液中で最も多かった。

第3節　単一アミノ酸培地及び酵母培養液中の揮発性含硫化合物と耐塩性酵母

　　　　との関係

　18種アミノ酸混合物を窒素源にした合成培地中で、揮発性含硫化合物の生成

と減少に対する耐塩性酵母の強い関与が認められた。その18種アミノ酸混合物

を窒素源にした酵母無接種培地及び培養液中に同定された揮発性含硫化合物の

起源について検討するため、単一アミノ酸を窒素源とする合成培地を使用した。

単一アミノ酸として、シスチン、メチオニンの含硫アミノ酸の他に、アミノ酸
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の構造をもとに選んだ、アラニン（中性アミノ酸）、ロイシン（分岐アミノ酸）、

トレオニン（オキシアミノ酸）、フェニルアラニン（芳香族アミノ酸）、グル

タミン酸（酸性アミノ酸）及びアルギニン（塩基性アミノ酸）の8種類のアミノ

酸を供試した。ただし、単一アミノ酸を窒素源にした場合、生育がかなり遅く

なるのではないかと考えられたので、18種アミノ酸混合物を窒素源にした培地

組成（第2章Table　2－1）のうち、グルコース量を15％から2％へ、各アミノ酸

の総窒素量を0．937％から0．04％に変更した。そして、Z。　ro朋jj　S84について

のみ、30℃で10日間培養した。なお、培地には食塩12．5％含み、培養方法を始

めとする実験方法は第2節の18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合に準じた。

3－1　実験結果及び考察

　3－1－1　i揮発性含硫化合物

　メチオニン、シスチン、フェニルアラニンの各アミノ酸を窒素源としたZ．

rouxii　s84の無接種培地と培養液中の揮発性含硫化合物のガスクロマトグラム

をFig．3－2に示した。なお、これらアミノ酸以外のガスクロマトグラムは、フ

ェニルアラニンの結果とほぼ同じであったので省略した。そして、同定された

揮発性含硫化合物の構造式をTable　3－2に示し、定量結果はTable　3－3にまとめ

た。また、GC－MS分析の結果得られたマスクロマトグラムの例をFig．3－3に示し

た。

　培地の加熱殺菌による着色と加熱臭はほとんど認められなかった。ただし、

シスチン及びメチオニンを窒素源とする培地では非嗜好的な香気が認められる

が、それは孟rouxii　s84の培養によりかなり改善された。なお、　孟rouxii

S84によるグルコースの消費率は、メチオニンとシスチンを窒素源にした場合、

それぞれ、97．2％と53．4％であり、他は71．6－99．9％であった。
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atOC

dρU34

Di皿ethyl　disulfide

Di皿ethyl　trisulfide

3－（Methylthio）propionaldehyde

　　（Methional）

Ehtyl　3－（Methylthio）propanoate

3－（Methylthio）propyl　acetate

3－（Methylthio）－1－propanol

　　（Methionol）

CH，－S　一一　S－CH3

CH3－S－S－S－CH3
CH3－S－CH2－CH2－CHO

CH3－S－CH，－CH，－COO－CH2－CH3
CH3－COO－CH2－CH2－CH2－S－CH3
CH3－S－CH2－CH2－CH20H
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　前述の揮発性含硫化合物のすべてが窒素源メチオニンの孟rouxii　S84無接

種培地及び／あるいは培養液中で同定された。更に、これら化合物に加え、孟

rouxii　S84の培養液中でethyl　3・・一（methylthio）propanoateが同定された。この

化合物が窒素源18アミノ酸混合物中で同定されなかったのは、培地中のメチオ

ニン量の違いが一因ではないかと考えられる。すなわち、培地100mlにっき、

18種アミノ酸混合物中のメチオニン量は110mg、メチオニン単一培地では426mg

で、前者の3．9倍である。メチオニン以外の窒素源では、シスチン、フェニルア

ラニン、グルタミン酸及びアルギニンの孟rouxii　S84培養液中で微量のme－

thionolのみが認められた。

　WAINWRIGHT（1971）はビール中の非嗜好性含硫化合物の研究で、メチオニン

がカルボニル化合物との加熱、銅などの金属イオンによる触媒作用、日光の作

用、sulphiteとの反応等により化学的に分解されて、　methional、　methanethi－

ol及びmethyl　sulfidesが生じると報告した。　methionalに関しては・FUJIMAKI，

ら（1969）によってもメチオニンの熱分解で生じることが報告されている。著

者らの結果からも、酵母無接種培地に認められたdimethyl　disulfide、　di－

methyl　trisulfide及びmethionalは培地の加熱殺菌や、更に、その加熱殺菌培

地を酵母培養液の対照として酵母無接種のまま、30℃で一定期間保持する間に

化学的に生成されたものと考えられる。ただし、WAINWRIGHT（1971）はmetha－

nethiolが酵母によってメチオニンから生成される結果をもとに、　methional及

びmethyl　sulfidesも酵母によって生成される可能性があるとして、　methio－

nine－＞2－oxo－4－（methylthio）butanoic　acid一今methional－＞　methanethiol、

dimethyl　sulfide、　dimethyl　disulfideの経路も示した。そして、著者らはこ

のようにメチオニンより化学的に生成されたと考えられるdimethyl　disu1－

fide、　dimethyl　trisulfide及びmethionalが酵母によって減少されることを

明らかにしたが、そのメカニズムにっいての解明は今後の課題と考えている。

　methionolはメチオニン以外のアミノ酸培地からもZ。　rouxii　S84により生成

されることが認められたが、量的にはメチオニンを窒素源にした培養液中で圧

倒的に多かった。メチオニンからのmethionol生成経路は、酵母によるEhrlich

経路と考えられる。そして、窒素源がメチオニン以外の場合は、酵母のアミノ

酸合成経路でメチオニンが合成された後、あるいは、既に酵母細胞内に蓄積さ
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れていたアミノ酸プール中のメチオニンからmethionolが生成されるのではな

いかと推察される。一方、AOKIとUCHIDA（1991）は、　Z　osaeeharom　eθs

　rouxii　MAR1のethionine抵抗性変異株のmethiono1生成に関する研究で、この

変異株のmethionol高生産はメチオニンの蓄積がなくても生じることから、この

methionol生成はEhrlich経路によらないことを指摘した。更に、単一窒素源と

してグルタミン酸やプロリンを使用した培地でも同じようにmethionolが生成さ

れることを報告した。このことから、著者らのメチオニン以外の培地で　　Z．

rouxii　S84によって生成されるmethionolは両者によって指摘された生成経路に

よる可能性も考えられる。また、FUJIMAKIら（1969）はシスチンの熱分解でメ

チオニンが生成されることを報告したが、シスチンを窒素源にした　Z．rou一

亜S84の無接種培地では、揮発性含硫化合物の生成は認められなかった。なお、

メチオニンを単一窒素源としてのmethiono1の生成に関しては、林部ら（1970）

が醤油酵母や清酒酵母を含む種々の酵母を使用して研究し、酵母の種と株によ

ってmethionol生成量の異なる結果を報告した。林部らの使用酵母のうち、最高

のmethionol生成量を示したのは、　Shoyu　yeast　No．6であり、培地中のメチオ

ニン量に対して23．1％であった。これに対して著者らが使用したZ．rouxii

S84のmethionol生成量は5．4％であった。

　ethyl　3－（methylthio）propanoateと3－（methylthio）propyl　acetateもメチオ

ニンを単一一窒素源とする孟rouxii　s84培養液中で同定された。両化合物はビ

ール、ワイン、蒸留酒などの酒類（NYKANENとSUOMALAINEN　1983）の香気成分

として、更に、後者は味噌と同じ耐塩性酵母のZ　osaeeharom　ees　rouxiiや

Can　di　da　yersatilisなどがその熟成に関与する醤油（NUNOMURAら　1984）の香

気成分としても報告されている。しかしながら、Zygosaeeharomyees　rouxiiに

よる両化合物の生成にっいての報告は見あたらない。

　以上の研究で同定された揮発性含硫化合物のうち、dimethyl　disulfide、

methional、　methionolが味噌の香気成分として報告されている（本間　1987b）。

これらの化合物のうち、dimethyl　disulfideとmethionalは味噌原材料の加熱

処理，熟成及び貯蔵中にメチオニンより化学的に生成されると考えられるが、

これら化合物は不快臭を呈するので、酵母によって減少されることは望ましい

と考えられる。更に、味噌懸濁液の加熱でmethionalが生成されたり（熊谷と菅
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原1994）、生醤油の加熱でdimethyl　sulfide、　dimethyl　disulfide、　methi－

onalなどが増加することから（NUNOMURAとSASAKI　1992）、味噌や醤油を使用

しての加熱調理の際、これら揮発性含硫化合物が再び増加することが推測され

る。また、著者らも生醤油の加熱でmethionalの増加することを確認している

（ISHIHARA　et　al．　印刷中）。これらのことから、味噌や醤油の熟成時に耐塩

性酵母がこれら揮発性含硫化合物を減少させることは一層重要であると考えら

れる。

　methionolは味噌（菅原ら　1992）や醤油（森ら　1983）の重要な香気成分の

一っであり、更に、耐塩性酵母によって生成される揮発性含硫化合物の主体を

なすことから、味噌熟成に関与する耐塩性酵母の役割として重要である。

第4節　要約

　味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸混合物及び食塩からな

る合成培地を使用して、耐塩性酵母と清酒酵母によって生成されたり、減少さ

れたりする揮発性含硫化合物にっいて検討した。供試菌として、赤色辛口米味

噌より分離された耐塩性酵母の　　Z　osaeeharom　ees　rouxii　S84（Z．　rouxii

S84）、Can　di　da　versatilis　D－5（C。　yersatilis　D－5）及び非耐塩性のSaee－

！hzace！ngge，fis　eere　vi　si　ae　RIB　6002　（協会7号）　（逸eerevisiae）が用いられた。

これら酵母は炭素源であるグルコースの消費の伸びがほぼ停止するまで、30℃

で静置培養された。酵母無接種培地及び培養液中の揮発性含硫化合物の同定は、

これらの化合物をheadspace　volatiles（HSV）捕集装置を用いてTenax　TAに吸着

させた後、GC（検出器：FPD）及びGC－MS分析で行なった。

　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性含硫化合

物は、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、3－（methylthio）propion－

aldehyde（methional）であった。更に、酵母培養液ではこれら化合物に加え、

3－（methylthio）propyl　acetate、3－（methylthio）－1－propanol（methionol）の生

成が認められた。dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methionalは、

供試酵母間に程度の差はあるものの、全ての酵母培養液中で減少した。これら

化合物の減少率は、供試酵母のうち、Z。　rouxii　S84で大きかった。特に、食塩
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含有培養液中で、グルコースの消費率が低く、生育がかなり悪いにもかかわら

ず、1．rouxii　S84はこれらの化合物を55．2～99．4％消滅させた。

　このように18種アミノ酸混合物を窒素源にした合成培地中で、揮発性含硫化

合物の生成と減少に対する耐塩性酵母の強い関与が認められた。そこで、それ

らの揮発性含硫化合物の起源にっいて検討するため、シスチン、メチオニンの

含硫アミノ酸の他に、アラニン、ロイシン、トレオニン、フェニルアラニン、

グルタミン酸及びアルギニンの各アミノ酸を単一窒素源として、Z。　rouxii

S84にっいてのみ実験を行った。

　18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合に認められた揮発性含硫化合物のす

べてが、窒素源メチオニンのZ。rouxii　S84無接種培地及び／あるいは培養液

中で同定された。更に、前述の揮発性含硫化合物に加え、1。rouxii　S84による

ethyl　3－（methylthio）propanoateの生成も認められた。また、　methionolに関し

ては、メチオニン以外のアミノ酸培地からもZ．rouxii　s84により生成されるこ

とが認められたが、量的にはメチオニンを窒素源にした培養液中で圧倒的に多

かった。

　以上のごとく、本章では、耐塩性酵母と揮発性含硫化合物の生成と減少に対

する深い関わりにっいて論述した。
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第4章　耐塩性酵母の生成する揮発性有機酸

第1節　緒言

　味噌の熟成過程において、耐塩性酵母は味噌香気成分としての酸性物質の生

成にあまり関与しないとされている（好井　1966）。しかし、第1章・第2節

において合成培地を使用して耐塩性酵母培養液の香気を官能的に調べたところ、

培養液をpH　2に調整し、得られた減圧蒸留液の香気はほぼ培養液の香気を再現

したが、pH　7に調整し得られた留液からは土臭さやアルカリ臭が認められた。

これらのことから、耐塩性酵母培養液の香気において酸性物質の重要性が考え

られた。また、第2章で耐塩性酵母の生成する総揮発性成分にっいて検討した

際、耐塩性酵母の対照株として使用した清酒酵母が、耐塩性酵母と異なり、

2hexanoic　acid、4－octanoic　acid、2decanoic　acid及びこれらのエステル類

などを生成することが判明した。本章ではこれらのことをふまえ、第2章、第

3章で実験法として使用したheadspace　volatiles（HSV）法に替え、総揮発性成

分から揮発性有機酸画分を分画する方法を用いて、耐塩性酵母の生成する揮発

性有機酸（以下、揮発性酸）にっいて検討した。

第2節　18種類アミノ酸混合物を窒素源とする培地を使用した場合

2－1　実験材料及び方法

　2－1－1　供試酵母

　耐塩性酵母として第1章から使用してきたZ　osaeeharom　eθs　rouxii　s84

（以下、孟rouxii　S84）、Candida　vθrsatilis　D－5（以下、」匹versatilis

D－5）に加え、両株と同じく赤色辛口米味噌より分離されたCan　di　da　etehell一

旦互F－8（以下、童etehellsii　F－8）（今井と松本　1975a、1975b）も供試し

た。また、対照として非耐塩性である清酒酵母の2S2aggag1a1h　s　eerevisiae

RIB　6002（協会7号）　（以下、　S．　eere　visiae）も使用した。なお、　C．　etehe－

11sii　F－8は」匹vθrsatilis　D－5と同様、味噌熟成の後期にみられ、後熟型酵母
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と呼ばれる。

　2－1－2　培地及び培養方法

　第2章、第3章で使用した合成培地はグルコース及び窒素量が多く、しかも、

その比は16でかなり窒素含有割合の高い培地であった。その結果、耐塩性酵母

の生育が悪く、本節ではその生育を考慮して、第1章・第2節で使用した培地

（Table　1－1）を用い、培養方法も準じた。すなわち、本培養培地は炭素源とし

てグルコース2％、窒素源としては、大豆のアミノ酸組成（科学技術庁資源調査

会編　1966）に基づいて18種類のアミノ酸混合物（総窒素量として0．04％）を

使用した。ただし、シスチンとチロシンは溶解度が小さいため過飽和の状態に

なった。グルコース量と総窒素量の比（glucose／N）は50に相当する。本培養培

地調製にあたっては、加熱滅菌時におけるアミノ・カルボニル反応の影響をさ

け、考察を容易にするため、グルコース溶液とその他の成分溶液を別々に120℃

で10分間高圧滅菌した。そして、接種時11の三角フラスコに、酵母懸濁液と本

培養培地が600mlになるように調整し混合した。酵母の接種菌数は600ml当り3×

108とし、30℃で炭素源であるグルコースがほぼ消費しっくされた時期まで静置

培養を行った。なお、この培養期間の設定は、第1章・第2節の結果によった。

　2－1－3　揮発性酸の分離とそのブチルエステル化

　揮発性酸の分析にあたって、その分画とエステル化が必要であった。そこで、

第1章・第2節のFig．1－1に示した減圧蒸留装置を用いて、各酵母培養液6∠中

の揮発性成分を水溶液として捕集した。

　揮発性酸の分画方法をFig．4－1に示し、得られた揮発性酸のアンモニウム塩

は山下ら（1973）の方法でn一ブチルエステル化した。
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Aqueous　layer

Cultured　media，　61
　　　1　　　　　　　Adjusted　to　pH　2．O　with　10N　H，　SO，

　　　　　　　Distilled　in　vaeuo　at　50℃

Distillate，　about　71
　　　　　　　Adjusted　to　pH　10．O　with　ION　NaOH　　　l

　　　　　　　Concentrated　in　vaeuo　at　55℃

Concentrate
　　　　　　　Dissolved　in　distilled　water　（about　100m1）

　　　　　　　Adjusted　to　pH　2．O　with　10N　H2　SO，

　　　　　　　Saturated　with　NaCl

　　　　　　　Extracted　with　Pentane－Ether（1：2），　200m1×3

Pentane－Ether　layer

Pentane－Ether　layer

Aqueous　layer

Pentane－Ether　layer

Extracted　with　5％　NaHCO3，　50ml×3

Aqueous　layer
　　　　　　　Adjusted　to　pH　2．O　with　ION　H2SO4

　　　　　　　Saturated　with　NaCl

　　　　　　　Extracted　with　Pentane－Ether（1：2），　50mlx4

Pentane－Ether　layer

Extracted　with　2N　NH，　OH，　50mlx4

Aqueous　layer

IC・ncentrated　i－t・5・ml

Volatile　organic　acid　fraction

Fig．　4－1．　Sehene　of　preparation　for　fractionation　of　volatile　organic　acids．
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　2－1－4　揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラフィー（GC）及びガ

　　　　　　　スクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）

　GCは20％Silicone　DC－550、1．5％Silicone　OV－17、5％PEG－20M－Pめ3種類のパ

ヅクドカラムとPEG－20Mのキャピラリーカラムによって行った。装置は水素炎イ

オン化検出器（FID）を備えた島津GC－4APFを使用した。その他の操作条件は各

実験結果において示した。各ピークに相当する化合物の推定は標準物質のRtと

の比較、標準物質の添加試験により行った。また、ピー一ク面積はインテグレー

ター（Disc　Co．263－D）により求め、　Disc　integrater　unitで示した。　GC－MSは

データ処理用のコンピューター（Hitachi　OO2B　8DK）を付属したHitachi　M－

5201とHitachi　M－60を連結したものにより、電子衝撃イオン化法（EI法）で行

った。カラムは3％Silicone　DC－550のパックドカラムとPE　G－20Mのキャピラウー

カラムを使用した。3％Silicone　DC－550を充てんしたガラスカラムは内径3mm×

2mで、カラム温度80℃→（5℃／min））→210℃、キャリヤーガス（He）0．4Kg／

c㎡、注入部温度225℃、インターフェイス235℃の条件で行った。一方、PEG－

20Mのキャピラリーカラムはガラス製SCOTカラムで、操作条件は実験結果にお

いて示した。質量分析は両カラムともイオン化電圧20eV、イオン源温度180℃で

行い、同定は同一条件で行った標準物質のスペクトルとの比較によった。

　2－1－5　生育度、pH及び培養液成分の測定

　第1章・第2節に準じて、生育度は660nmにおける液層の長さ10mmの吸光度で

示し、pHは直接pHメーターで測定した。っぎに試料溶液を3，500rpmで10分間遠

心分離し、得られた上澄液についてグルコース量はフェノールー硫酸法、全窒

素量はケルダール法で測定した。また、試料溶液を10NH2SO4でpH2に調整し、

減圧蒸留装置で蒸留液を得、その留液中の総アルコールは硝酸セリウム・アン

モニウムを用いる比色法（船久保　1967）で測定し、エタノールとして示した。

留液中の揮発性酸はアルカリ滴定法で酸量を求め、酢酸として算出した。総有

機酸は試料溶液中の菌体を遠心分離及び東洋ろ紙no．101で除去後、10NH2SO4で

pH　2に調整し、液・液連続抽出器を使用して50℃で96時間工一テル抽出を行っ

た。なお、受器には0．1N　NaOH　80mlを入れ、すべての有機酸を捕捉し、逆滴定

法により総有機酸量を求め、コハク酸として算出した。

一65一



実験結果及び考察2－2

2－2－1培養液中の成分量の比較

炭素源を消費しっくした時期での培養液成分をTable　4－1に示した。
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　味噌熟成の主要酵母である孟rouxii　s84と後熟型酵母である込yersatilis

D－5、生θtehellsii　F－8の培養期間にはほとんど差がなく、12日間で培地組成

の2％を占めるグルコースをほぼ完全に消費しっくした。これに対し、食塩無添

加培地の清酒酵母逸eerθ　vi　siaeは4日間で培地中のグルコースのほぼすべてと

総窒素量の40％近くを消費した。耐塩性酵母の窒素消費率はS．eerevisiaeのそ

れよりも低く、また生育度も低かった。揮発性アルコール量は最高がS．eere－

visiaeであり、耐塩性酵母ではCandida属の生成量がZ、　rouxii　s84のそれより

も多かった。しかし、第1章・第2節の結果では、Z．　rouxii　S84のアルコール

生成量が生versatilis　D－5の生成量よりも多かったことから、耐塩性酵母間の

アルコール生成量にはほとんど差がないものと考えられる。揮発性アルコール

生成のために消費されたグルコース量を、豊沢ら（1960）の換算係数を用し｛て

算出したところ、逸eθrθvisiaeは89％、耐塩性酵母は64～74％を占め、消費さ

れたグルコースの主たる行方はアルコールであることが認められた。

　童eerevisiaθのpH　4．40は培養初発時とほとんど変化がなく、有機酸量も供

試菌中最低であった。一方、約1のpH低下が認められた孟rouxii　s84とC．　ve－

rsatilis　D－5の有機酸量はC．　eteh　el　lsii　F－8のそれよりも多く、しかもこの両

菌株の有機酸量をアルコールと同様にコハク酸としてグルコースへ換算したと

ころ、両菌株はそれぞれ培養によって消費されたグルコースの約4％を占めてい

た。

　培養液100m1中の揮発性酸量を酢酸として示すと、色yθrsatilis　D－5が27・O

mg、　童　etehellsii　F－8カs’11．7mg、　∠Z二　rouxii　S84カs2．5mg、　」二」　eθre　vi　siaθカs

1・6m9で、　C．　yersatilis　D－5の揮発性酸量はZ．　rouxii　S84の約11倍量であった。

生yersatilis　D－5の揮発性酸量をグルコースへ換算したところ、培養期間中に

消費されたグルコースの約2％に相当した。また、Can　di　da属の生成する揮発性

酸量は総有機酸量の60％近く占めたが、1．rouxii　S84では約5％であった。こ

のことから、Z．　rouxii　S84により生成される有機酸の大部分が不揮発性酸であ

ると考えられる。なお、第2章の結果では、』匹eθrevisiaθの生成揮発性酸量は

耐塩性酵母のそれに比べ比較的多く、本節の結果と異なった。この違いは、第

2章と本節における耐塩性酵母の生育度に原因があると考えられる。なぜなら

ば、第2章で使用した合成培地はグルコース及び窒素量が多く、その結果、耐
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塩性酵母の生育が悪かった。そこで、本章ではその生育を考慮した合成培地を

使用したため、結果として、耐塩性酵母と童ee　re　vi　siaeのグルコースの消費に

は差がなく、耐塩性酵母の生育もかなり改善された。

　各培養液の香気を調べたところ、孟rouxii　s84ではアルコール発酵臭の他に、

っんとした刺激臭と果実様のエステル香が認められた。童vθrsatilis　D－5では

アルコール発酵臭、エステル香の他に強い刺激臭と弱い醤油様及び漬物様の香

気が認められ、C．　eteh　ellsii　F－8ではアルコール発酵臭と刺激臭及び弱い不快

臭が認められた。S．　eθ　re　yi　siaeでは清酒様香気の他に強い刺激臭と弱い硫黄化

合物様のにおいが認められた。

　2－2－2　揮発性酸の同定

　揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラムをFig．4－2、4－3に示し、各ピ

ークの推定、ピーク面積の比率をTable　4－2にまとめて示した。

　ガスクロマトグラムのピーク総面積値の大きさは、童yersatilis　D－5、

C．etehellsii　F－8、　Z．　rouxii　S84、　S．　ee・rθ・vi・siaeの順であり、アルカリ滴定

によって求められた揮発性酸量の順序に一致した。全供試菌株に共通して、

acetic、　propionic、　isobutyric、　n－butyric　acidの生成が認められた。ブチル

エステルのGCによる分離には20％Silicone　DC－550が適しているが、枝わかれし

た位置異性体の分離には不適当であった。これに対してPEG－20Mではpropionic、

isobutyric　acidの位置にブチルエステル化時に使用した試薬のブタノールのピ

ークが検出される欠点はあるものの、2－methylbutanoicと3－methylbutanoic

acid（以下、　isovaleric　acid）を分離することができた。これら両酸は全供試

菌株により生成が確認された。全供試菌株により生成が確認された炭素数2～5

の直鎖及び分岐した6種類の揮発性酸は味噌の有機酸（本間と石原　1981；　日

本醸造協会編　1977；　柴崎と後藤　1964；　豊島と上田　1959a、1959b；

豊島ら　1961）、あるいは味噌の香気成分（本間　1982；　伊藤ら　1971；

岩渕と柴崎　1973；　安平と望月　1977）として既に報告され、なかでも2－

methylbutanoic　acidは本間（1982）により味噌の香気成分として初めて報告さ

れた。また、2－methylbutanoic　acidを除く5化合物は清酒の有機酸（日本醸造

協会編　1977）として報告されており、2－methylbutanoic　acidに関しても
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童eerevisiaeで生成が認められたので清酒中の存在が示唆される。

oo
1

　　o　●y．ro鵬脇

3

0 5

2　4

0

0 5 10 15 25　　　30
Rt．‘mi　n⊃ Rt．⊂mi　n⊃

Fig．　4－2．　Gas　ehromatograns　of　n－butyl　esters　of　volatile　Organic　acids　in　cultured　media．

　　　　　Column：　Left：　20％　Silicone　DC－550，　3mm　i．d．x3m，　Stainless　steel．

　　　　　　　　　　　　Right：1．5％silicone　Ov－17，3m　i．d．x2m，　Glass．

　　　　Column　temp．：　60°C㌣（6℃ノmin）－240℃．　　Carrier　gaS：　N2，・50m1！min．

　　　　Injection　temp．：　270℃」　　Detector：　FI1），　300℃．

　　　　D：　Peak　of　dibutyl　ether．
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Fig・　4－3・　　Gas　chromatograms　of　n－butyl　esters　of　volati．le　organic　acids．in　cultured　皿edia．

Left：

Right：

1）：

Column：　5％PE〔｝－20M－P，　3皿m　i．d．x2m，　Glass．

Column　te叩．：．6㏄一（6℃／min）－210℃．　Carrier　gas：．N2，50ml／min．

Injection　temp．：27㏄．　Detector：FID，30㏄．
COluun：PBG・－20M，0．3m皿・i．d．x2〔汕，　Glass　SCOT．

Colunn　temp．：6㏄一（5min）－6㏄一（5℃／min）－17㏄．

Carrier　gas：　N2，　1．1m11皿in．　　Scanvenger’gas：．N2，　36．6ml／min．

Split　ratio：　1！33．　　Injection　temp．：　270℃．　1）etector：　FID，　30㏄．

Peak　of　dibutyl　ether．　　B：　Peak　of刀一butyl　alcohol　etc．
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　C、vθrsatilis　D－5、　C．θtehellsii　F－8の両菌株からは2－oxo－3－methylbu－

tanoic、2－oxo－3－methylpentanoic、2－oxo－4－methylpentanoic　acidのオキソ酸

と2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidのヒドロ

キシ酸の生成を認めた。これら化合物のマススペクトルは標準物質のそれに一

致した。また、Fig．4－3において、2－oxo－3－methylpentanoateのピークが

2－oxo－4－methylpentanoateのピークの直前にある位置関係から、標準物質の入

手ができなかったが、2－hydroxy－4－methylpentanoateの直前にあるピークを

2－hydroxy－3－methylpentanoateと推定し、この化合物のGC－MSの結果もFig．

4－4に示した。そのマススペクトルは2－hydroxy－4－methylpentanoateのそれに類

似していた。また、この化合物は次節で孟rouxii　S84と」匹versatilis　D－5に

より、窒素源をイソロイシン単独にした場合に生成されることを確認している。

2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidを除くオキソ酸とヒドロキシ酸のメチル、

あるいはエチルエステルのマススペクトルデータに関しては既に報告されてい

る（The　Mass　Spectrometry　Data　Centre　1983）が、ブチルエステルとしての

データは見当たらず、ここにはじめて報告した。

　2－oxo－4－methylpentanoic　acidは生大豆のフレーバー成分（藤巻と荒井　19

76）として報告されているが、大豆を原料とする味噌中には、この化合物を含

めいずれのオキソ酸もヒドロキシ酸もその存在は報告されていない。また、味

噌と同じく大豆を原料とし、同種の耐塩性酵母がその熟成に関与する醤油中に

も、これら化合物の存在は報告されていない。しかし、本研究でCandida属から

これら化合物の生成が認められたことは、味噌、醤油中での存在が示唆される。

また、次節で窒素源に分岐アミノ酸のバリン、ロイシン、イソロイシンを単独

に用いた場合、Candida属のみに限らず孟rouxii　S84によっても、これら分岐

オキソ酸とヒドロキシ酸の生成を認めている。一方、清酒では2－oxo－3－methy－

1butanoic、　2－oxo－4－methylpentanoic、　2－hydroxy－3－methylbutanoic、　2－hy－

droxy－4－methylpentanoic　acidのいずれもエチルエステルではあるが、清酒の

重要な香気成分として報告されている（山本　1961a、1961b）。しかし、本研

究では清酒酵母逸eerθ　vi　siaeによるこれら化合物の生成は認められなかった。

清酒のこれら化合物のうち、2－hydroxy－4－methylpentanoic　aeidは鯉＝

迦90Lzaaer　eによって生成され、清酒酵母自身はそのエチルエステル化のみに関
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与していると報告されている（鈴木ら　1982；　植村　1939）。これに対し、

本研究での2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidはCandida属自身により生成が

認められたので、酵母菌種間の差異として興味ある結果である。なお、分岐オ

キソ酸に関しては、パン酵母による生成の報告がある（SUOMALAINENとKERANEN

1967）。

1

n－Butyl　2。oxo－3－methylbutanoate

n－Buty1　2。oxo－3－methyl　pentanoate

雛一Buty1　2－oxo－4－methylpentanoate

85

2941

娼
犀186

0
0 50 100　　　　　150　　　　　200〃7

00

1co

50

100

n－Butyl　2●hydroxyo3騨rnethylbutanoate

”－Buty1　2。hydroxy－3。methyl　peりtanoate★

n－Buty1　2－hydroxy。4－methylpentanoate

0

43

50 100 150 200m／z

Fig．　4－4．　Mass　spectra　of　oxo　carboxylie　acids　and　hydroxy　carboxylic　acids　identified

　　in　cultured　media．

6C－MS・－COM：　Instrument：　Hitachi　M－5201－Hitachi　M－60－Hitachi　OO2B●81）K‘

　　　　Conditions：
　　　　　Co1㎜：　PEG－20M，　0．3mm　i．d．x20m，　Glass　SCOT。

　　　　　Colum　temp．：6〔rC－（3℃1min）－170℃．　Injection　temp・：25㏄・

　　　　　Interface　temp．：220℃．　Carrier　gas：He，0．4㎏／cm2．

　　　　　Split　ratio：　1120．　　Ionization：　EI・
　　　　　Ionization　electron　energy：20eV．　Ion　source　te叩．：180℃．

　　　写Tentatively　identified．
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　S。eereyisiaeからは耐塩性酵母で検出されなかったn－hexanoic、　n－octa－

noic、2decanoic　acidの生成が認められ、なかでも垂一〇ctanoic　acidの生成割

合はacetic　acidについで高かった。このn－octanoic　acidの生成割合の高いこ

とと、これら揮発性酸が耐塩性酵母で検出されなかったことは、第2章の結果

と同じであった。更に、C．　versatiiis　D－5によりbenzoic、　phenylacetic　ac－

idの生成も認められた。両化合物は既に味噌香気成分（本間　1982；　日本醸

造協会編　1977）として報告されており、また、benzoic　acidとphenylacetic

acidはそれぞれ、醤油産膜性酵母（今原と中浜　1968）や一型仁

躍（YUASAら　1976）によるフェニルアラニンの代謝産物としても報告されて

いる。著者もまた、次節でフェニルアラニンを単独窒素源にした場合、Z．　ro一

厘S84と込versatilis　D－5によりbenzoic　acidとphenylacetic　acidが生成

されることを認めている。

　供試酵母により生成が確認された揮発性酸の大部分がacetic　acidで約26％～

76％を占め、ついで量的に多かったのが、isobutyric、2－methylbutanoic、

isovaleric　acidなどであった。松本と今井（1974）は本研究に供試した1．

rouxii　S84と同系統の孟rouxii　S96、孟rouxii　Y712を使用して、味噌への添

加実験を行い、acetic　acidの増加を認めている。

　以上の結果から、合成培地を使用して耐塩性酵母により、味噌香気成分であ

る炭素数2～5の直鎖及び分岐した揮発性酸、更にbenzoic　acidとphenylacetic

acidの生成が認められたので、味噌中でのこれらの揮発性酸の生成に対する耐

塩性酵母の関与が推察された。また、味噌の後熟型酵母のCandida属により炭素

数5、6の分岐オキソ酸やヒドロキシ酸の生成が認められたことは、味噌主要酵

母である孟rouxii　S84や非耐塩性酵母である清酒酵母との大きな差異であった。
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第3節　各アミノ酸を単一窒素源とする培地を使用した場合

3－1　実験材料及び方法

　本節では、第2節で同定された揮発性酸のうち、主に、分岐オキソ酸とヒド

ロキシ酸及び芳香族有機酸の起源を検討するため、分岐アミノ酸としてバリン、

ロイシン、イソロイシン及び芳香族アミノ酸としてフェニルアラニンの各アミ

ノ酸を単一窒素源にして実験を行った。供試菌株としては、孟rouxii　S84と

C。versatilis　D－5の2菌株に限定した。これら以外の実験条件にっいては、窒

素濃度（0．04％）も含め、すべて第2節に準じた。

3－2　実験結果及び考察

　3－2－1　培養液中の成分量の比較

　炭素源であるグルコースを消費しっくした時期での培養液成分をTable　4－3に

示した。

Table　4－3．　Analytical　results　of　cultured　media　in　whieh　various　a皿ino　acids　were　used

　　　　as　a　source　of　nitrogen．

Strain

Nitro　en　source

Z　　osaeeharan　ees　rouxi　i　S84

L－Va1　　正一Leu　　L－11e　　L－Phe

　6勧7dida　versatilis　D－5

1、－Val　　I、一正eu　　L－I　le　　I、－Phe

Period　of　fementation　（day）

Glucose　consu皿ption　（％）

Nitrogen　consumPtion　（％）

OD　（660皿m，　10mm）

pH

Volatile　alcohols
as　ethano　l　（mg／dl）

Total　organic　acids

as　succinic　acid　（mg／d1）

Volatile　organic　acids

as　acetic　acid　（mg！d1）

VOA＊x100／TOA＊＊

11

99．3

24．0

0．40

3．52

627

42．4

5．0

11．7

537

4
●

84

η82004【り

11

99．1

22．4

0．37

3．40

759

48．3

2．8

5．7

12

99．0

17．9

0．34

3．39

739

37．6

4．4

11．6

24

99．2

12．7

0．17

3．39

372

46．4

38．3

82．5

24

99．3

13．0

0．20

3．49

261

38．1

32．5

85．4

50

98．9

15．9

0．24

3．50

270

39．5

28．6

72．5

50

96．1

9．8

0．21

3．59

346

37．4

23．9

63．9

＊Volatile　organic　acids　　　　寧寧Total　organic　acids
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　糖消費率は供試酵母及び窒素源の間にはほとんど差が認められず2％を占める

グルコースをほぼ完全に消費しっくした。しかし、そのグルコースを消費しっ

くすには、C、　versatili’s　D－5の方が2「．　rouxii　S84に比べ2～4倍長い期間が必

要であった。

　窒素消費率は窒素源の間には差は認められないが、1．rouxii　S84のそれは

童versatilis　D－5に比べ1．4～1．9倍高く、生育度も同じ傾向にあった。

　揮発性アルコールの生成量は、前節で18種類アミノ酸混合物を窒素源にした

場合、Z．　rouxii　S84とC．　versatUis　D－5の間にはほとんど差は認められなか

った。しかし、単一アミノ酸を窒素源にしたところ、その窒素源の違いに関わ

りなく、Z、　rouxii　S84の揮発性アルコール生成量はC．　yersatilis　D－5のそれ

の2～3倍量であった。なお、揮発性アルコール生成のために消費されたグルコ

ース量を、豊沢ら（1960）の換算係数を用いて算出したところ、Z。　rouxii

S84は62～75％、　C．　versatilis　D－5は26～37％と見積もられた。

　一方、C。　versatilis　D－5の生成揮発性酸量はZ．　rouxii　S84のそれの5～12

倍量であった。C、　yersatilis　D－5の揮発性酸量をグルコースへ換算したところ、

培養期間中に消費されたグルコースの2～3％に相当した。また、総有機酸量中

の揮発性酸量は、窒素源の違いにかかわりなく、C．　versatilis　D－5で60～80％

を占めたが、Z．　rouxii　s84では5～11％であった。総有機酸量に関しては供試

酵母間に差がないので、Z．　rouxii　S84が生成する有機酸の大部分が不揮発性酸

であると考えられる。これらの有機酸生成量に関する結果は、前節で18種類ア

ミノ酸混合物を窒素源にした場合とほS’同じであった。

　各培養液の香気を調べたところ、Z．　rouxii　s84では用いた窒素源由来と考え

られる高級アルコール臭が強く認められた。また、っんとした刺激臭や果実様

のエステル香も認められた。一方、C。　versatilis　D－5ではZ、　rouxii　s84と同

様、高級アルコール臭や刺激臭も認められるが、果実様香気が主体を占めた。

なお、前節で18種類のアミノ酸混合物を窒素源にした場合、C．　yersatilis　D－

5で弱い醤油様及び漬物様香気が認められたが本実験では認められなかった。こ

のことは、本実験で使用した窒素源以外のアミノ酸からの醤油様及び漬物様香

気の生成が推定された。
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　3－2－2　揮発性酸の同定

　揮発性酸のブチルエステルのガスクロマトグラムをFig．4－5、4－6に示した。

また、同定または推定された揮発性酸の定量結果をTable　4－4に示した。ただし、

標準化合物の入手ができなかった2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidの定量値

は、その定量にあたって、メチル基の枝分かれ位置だけが異なる2　一・　hydroxy－4－

methylpentanoic　acidを利用したので参考値とした。また、同定または推定さ

れた揮発性酸の構造式をTable　4－5にまとめた。

001

100

100・

10

10

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　15　　　　　　25
　　　　　　　　　　　　　　Rt．（mfn｝　　　　　　　　　　　　　Rt．（ml　n⊃

Fig．　4－5．　Gas　ehromatograns　of　n－butyl　esters　of　volatile　organic　acids　in　cultured田edia

　　　　in　which　various　a皿ino　acids　were　used　as　a　sou1℃e　of　nitrogen．

　　Co1㎜：3％Silicone　I）C－550，3m　i．d．×2m，　Glass．　Colmn　temp．：6㏄一（6℃／min）－210℃．

　　〔泡rrier　gas：N2，50皿1！min．　Injection　temp．：270℃．　Detector：FID，300℃．

　　Peak　no．：　　See　Table　4－4．　　D：　Peak　of　dibutyl　ether．
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Fig．　4－6．　Gas　ehromatograns　of　n－butyl　esters　of　volatile　organic　acids　in

　　　　　　　　　　in　which　various　amino　acids　were　used　as　a　source　of　nitrogen．

cultured　media

Colum：　5％　PEG－20M－P，3m　i．d．　x　2m，　Glass．　Colum　te皿p．：60℃一（㏄1min）－210℃．

〔泡rrier　gas：N2，50mllmin．　Injection　temp．：270℃．　Detector：FID，300℃．

Peak　no．：　　See　Table　4－4．　　1）：　Peak　of　dibutyl　ether．　　B：　Peak　of　刀一butyl　alcohol　etc．
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Table　4－5．　Structural　fomulas　of　volatile　organic　acids．

1：Acetic　acid

2：Pmpionic　acid

3：　Isobutyric　acid

4：　n－Butyric　acid

5：　2－Methylbutanoic　ac　id

6：　Isovaleric　acid

　　（3≒Methylbutanoic　acid）

7：　2rOxo－3－methylbutanoie　acid

8：　2。Hydroxy－3－methylbutano　ic　ac　id

9：　2－Oxo－3－methylpentano　ic　ac　id

10：　2－Oxor4一皿ethylpentanoic　ac　id

11：　2－Hydroxy－3rnethylpentano　i　c　ac　id

12：　2－Hydroxy－4一皿ethylpentano　i　c　ac　id

13：　benz・ic　acid @　O－C・・H
14：　Phenylacetic　acid @σC恥一C・・H

15：　n－Hexanoic　acid

16：　」口卜Octanoic　acid

17：　〃－b短canoic　acid

CH3－COOH

CH，－CH，－COOH

CH3－CH－COOH
　　　　I

　　　CH3

CH3－CH2－CH2－COOH

CH3－CH2－CH－COOH
　　　　　　　l

　　　　　　　CH3

CH3－CH－CH2－COOH
　　　　I

　　　CH3

CH3－CH－CO－COOH
　　　　l

　　　CH3

CH，－CH－CH－COOH
　　　　I　　l

　　　CH30H

CH，－CH，－CH－CO－COOH
　　　　　　　i

　　　　　　　CH3

CH3－CH－CH2－CO－COOH
　　　　l

　　　CH3

CH3－CH2－CH－－CH－COOH
　　　　　　　l　l
　　　　　　　CH30H

CH3－CH－CH2－CH－COOH
　　　　l　　　　l

　　　CH3　　　0H

CH3－CH2－CH，－CH2－CH2－COOH

CH3－CH2－CH2－CH2－CH2－CH2－CH2－COOH

CH3－CH2－CH2－CH，－CH2　・一　CH，－CH2－CH，　一一　CH，－COOH
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　使用した窒素源の種類にか〉，わらず、Z．　rouxii　s84とC、　versatilis　D－5の

両株によって生成が認められた揮発性酸は、acetic、　propionic、　isobutyric、

2butyric　acidであった。2－methylbutanoieと3－methylbutanoic　acid（iso－

valeric　acid）はバリンを窒素源にした場合、両菌株により生成された。また、

ロイシン及びイソロイシンを窒素源にした場合、それぞれisovarelic　acid、

2－methylbutanoic　acidの生成が認められた。更に、フェニルアラニンを窒素源

にした場合にも、会yersatilis　D－5はこれら両酸を生成した。」≧vθrsatilis

D－5によるイソロイシンからの2－methylbutanoic、ロイシンからのisovaleric

acidの生成量が大きく、味噌香気成分中のこれら両酸はCan　di　da　yersatilis

により味噌原料中の大豆や米のイソロイシン及びロイシンからの生成が示唆さ

れる。

　バリンを窒素源にした場合、両供試菌株により2－oxo－3－methylbutanoic、2－

hydroxy－3－methylbutanoic　acidの生成が認められた。また、ロイシンを窒素源

にした場合、2－oxo－3－methylbutanoic、2－oxo－3－methylpentanoic、2－oxo－4－

methylpentanoic、2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidの生成が認められたが、

これらオキソ酸とヒドロキシ酸のうちで主体を占めたのが2－oxo－4－methylpen－

tanoic　acidであった。イソロイシンを窒素源にした場合、2－oxo－3－methyl－

pentanoic　acidの生成を認め、マススペクトルの結果から、2－hydroxy－3－me－

thylpentanoic　acidの生成を推定した。2－oxo－3－methylpentanoic　acidは

孟rouxii　S84がイソロイシンを窒素源にして生成し同定された揮発性酸のうち

生成量が一番多く、46．8％も占めた。一方、C．　versatilis　D－5では2　一一　oxo－3－

methylpentanoic　acidの生成量は2．2％であり、　C．　versatilis　D－5の生成揮発

性酸のうち生成量が一番多かったのが2－methylbutanoic　acid（49．8％）であっ

たので、両菌株の違いがここに認められた。また、Z．　rouxii　s84ではイソロイ

シンを窒素源にした場合、2－oxo－3－methylbutanoic　acidの生成も認められた。

これらオキソ酸とヒドロキシ酸が生yθrsatilis　D－5のみならず孟rouxii　s84

によっても生成されたことは、前節の結果と大きく異なった。なぜならば、前

節で18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合、これらオキソ酸とヒドロキシ酸

の生成は∠Lrouxii　S84では認められなかった。これは、窒素量を前節と同じく

0．4g／2にしたまs、各アミノ酸を単一窒素源にしたため、各アミノ酸の絶対量
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が増え、その結果、孟rouxii　s84のピルビン酸からα一アセト乳酸への経路が

阻害されたと推察される。すなわち、培地中に充分添加された分岐アミノ酸に

より、いわゆるnegative　feedback　inhibitionが起こり、これらオキソ酸と

ヒドロキシ酸が生成されたと考えられる。そして、前述の揮発性アルコールの

生成量増加にも結び付いたのではないかと推定される（吉沢　1975）。これら

オキソ酸とヒドロキシ酸のマススペクトルは前節と同じく標準物質のマススペ

クトルに一致した。なお、標準物質の入手ができなかった2－hydroxy－3－methy－

lpentanoateに関しては、その構造式を考慮するとイソロイシンが起源であるこ

とが推定され、実際にイソロイシンを窒素源にして生成されていること、また、

そのマススペクトルが2－hydroxy－4－methylpentanoateと類似していることから、

この化合物と推定した。

　フェニルアラニンを窒素源にした場合、両菌株によりbenzoic、　phenylace－

tic　acidの生成が認められた。

　これらの結果から、耐塩性酵母により生成が認められた揮発性酸の起源が推

定できた。

第4節　要約

　合成培地を使用して、耐塩性酵母及び清酒酵母により生成される揮発性酸に

っいて検討した。

　合成培地はグルコース（2％）、大豆のアミノ酸組成に基づく18種類のアミノ

酸混合物（窒素として0．04％）、食塩（12．5％）、ビタミン8種類、無機塩6種

類、pH　4．5よりなり、供試酵母として赤色辛口米味噌より分離された耐塩性の

Z．rouxii　s84、　C．　versatilis　D－5、　C．　etehellsii　F－8の3株を使用した。ま

た、これら耐塩性酵母に加え、非耐塩性の清酒酵母盈eereyisiae　RIB　6002

（協会7号）も用い、前述の培地組成のうち食塩を含まない培地にっいても検討

した。これらの酵母が、炭素源であるグルコースをほぼ完全に消費しっくす時

期まで30℃で静置培養を行った。培養液はpH　2で減圧蒸留を行い、得られた蒸

留液はpH　10で濃縮後、常法により揮発性酸画分を調整した。揮発性酸の同定は

揮発性酸のn一ブチルエステル化したものにっいて、GC及びGC－MSにより行った。
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　その結果、供試酵母に共通して生成が認められた揮発性酸は、acetic、　pro－

pionic、　isobutyric、　a－butyric、　2－methylbutanoic、　3－methyll〕utanoic（iso－

valeric）acidであった。更に生yersatilis　D－5、血eteheilsii　F－8の両株か

らは2－oxo－3－methyll）utanoic、2－oxo－3－methylpentanoic、2－oxo－4－methylpe－

ntanoic、2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidの

生成を認めた。また、2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidの生成も推定した。

更に、C．　yersatilis　D－5によりbenzoic　acidとphenylacetic　acid、清酒酵母

によりn－hexanoic、刀一〇ctanoic、　n－decanoic　acidの生成も認められた。

　揮発性酸量は培養液の減圧蒸留液についてアルカリ滴定により培養液100m1中

の酢酸として求めたが、それは込versatilis　D－5が27．Omg、込etehellsii

F－8が11．7mg、孟rouxii　S84が2．5mg、清酒酵母が1．6mgであった。　L　versa－

tilis　D－5の揮発性酸量は酢酸として培養期間中に消費されたグルコースの約

2％に相当した。揮発性酸の大部分がacetic　acidで約26～76％を占め、ついで

量的に多かったのが、isobutyric、2－methylbutanoic、　isovaleric　acidなどで

あった。

　以上の結果から、味噌の香気成分として報告されている炭素数2～5の直鎖及

び分岐した揮発性酸やbenzoic、　phenylacetic　acidの生成に対する耐塩性酵母

群の関与を考察した。また、炭素数5、6の分岐オキソ酸やヒドロキシ酸、ben－

zoic、　phenylacetic　acid、炭素数6、8、10の直鎖の揮発性酸などの生成に対し

て、供試酵母間の差異を認めた。

　っぎに、上記で耐塩性酵母により生成が認められた分岐オキソ酸やヒドロキ

シ酸及び芳香族有機酸の起源を考察するため、バリン、nイシン、イソロイシ

ン、及びフェニルアラニンの各アミノ酸を単一窒素源とする合成培地を用いて

検討した。供試酵母として、孟rouxii　s84と生versatilis　D－5を用いた。他

の実験条件については、18種類アミノ酸混合物を窒素源にした場合に準じた。

　両菌株の各窒素源の培養液に共通して、acetic、　propionic、　isobutyric、

n－butyric　acidsの生成が認められた。その他、両菌株に共通して、ロイシン及

びイソロイシン培養液より、それぞれisovaleric　acid、2－methylbutanoic

acidの生成が認められ、更に、バリンの培養液からは炭素数5、ロイシン及び

イソロイシンの培養液からは炭素数6の分岐オキソ酸やヒドロキシ酸の生成を認
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めた。また、フェニルアラニンの培養液からはbenzoic　acidやphenylacetic

acidの生成が認められた。」匹yθrsatilis　D－5による揮発性酸の生成量は一部を

除き、孟rouxii　s84のそれよりも多いこことが認められた。また、両菌株の

各窒素源の培養液に共通して多かったのがacetic　acidであり、その他、バリ

ン培地からのisobutyric　acid、ロイシン培地からの2－oxo－4－methyl－pentano－

ic　acidやisovaleric　acid、更に、イソロイシン培地からの2－methyl－butano－

ic　acidなどが量的に多かった。

　これらの結果から、耐塩性酵母により生成が認められた揮発性酸の起源が推

定できた。
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第5章　味噌の揮発性含硫化合物及び揮発性有機酸に対する耐塩性酵母の関与

第1節　緒言

　第3章、第4章の合成培地を使用した実験で、揮発性含硫化合物及び揮発性

有機酸の生成に対する耐塩性酵母の重要な役割を明らかにした。本章では種々

の味噌を用いて、味噌香気成分の分析を行い、味噌中に含まれる揮発性含硫化

合物や揮発性有機酸の生成に対する耐塩性酵母の役割にっいて検討した。

第2節　味噌の香気とヘッドガス成分

　揮発性含硫化合物や揮発性有機酸（以下、揮発性酸）を含む味噌香気成分の

生成に対する耐塩性酵母の関わりを解明するため、まず、麹菌以外の微生物が

熟成に関与しないいわゆる無菌醸造味噌（以下、無菌味噌）と麹菌の他に耐塩

性酵母や耐塩性乳酸菌がその熟成に関与する普通醸造味噌（以下、普通味噌）

を製造し、これら味噌の香気とヘッドガス成分にっいて比較検討した。

　なお、本章でのヘッドガスとは、静置された味噌懸濁液のヘヅドガスを意味

し、第1章～第4章で、試料中に窒素ガスを吹き込むことによって得られた

headspace　volatiles（HSV）とは異なる。

2－1　実験材料及び方法

　2－1－1　未熟成無菌味噌、無菌味噌及び普通味噌の製造

　無菌味噌（aseptic　miso）とは麹菌由来の酵素は存在するが、生菌としての

耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌などの発酵微生物が存在しない味噌のことである。

ただし、微生物として麹菌が関与しているので、完全な無菌ではなく便宜的な

呼称である。その無菌味噌は本間と今井（1965b）によって案出された方法に準

じて温醸4ヶ月（30℃－20日、36℃－20日、30℃－40日、20℃－40日）で製造した。

普通味噌（conventional坐ρ）は種味噌として天然熟成味噌を仕込み時に5％

添加し、熟成に酵母などの麹菌以外の微生物の関与を期待するものであり、他
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の製造条件は無菌味噌と全く同一にした。両味噌共、赤色辛口米味噌（米／大

豆＝0．6、食塩13．2％）に分類される。また、これら味噌は熟成後、密閉ガラス

容器に移し替え一15℃で分析まで保存した。なお、無菌味噌を仕込混合直後、直

ちに密閉ガラス容器に入れ一15℃で分析まで保存したものを未熟成無菌味噌

（unmaturated　aseptic坐ρ、以下、仕込み直後味噌）とした。

　2－1－2　生菌数測定及び耐塩性酵母群の種の同定

　生菌数は本間と今井（1965c）が使用した分別培地を用いて、10菌群にわけて

測定した。耐塩性酵母群にっいては茂木ら（1968）の方法により、アルコール

発酵性Z　osaeeharom　ees属酵母群、後熱型Candida属酵母群、雑酵母群の3群に

わけて生菌数を求めた。更に耐塩性酵母群分別用平板培地上のコロニーから、

任意に分離した酵母にっいて、糖発酵性、糖及び硝酸塩資化性テストを行い、

Lodder（1970）、飯塚と後藤（1973）に従って菌種を同定し、その存在頻度も

求めた。

　2－1－3　一般成分量、不揮発性成分量及び表面色の測定

　成分の分析は主として基準法（全国味噌技術会　1968）によった。ただし

91ycerolはNEISH（1971）の方法に従って定量し、不揮発性有機酸は水抽出物を

pH　2となし、液・液連続抽出器でもって200時間工一テルで抽出した。その抽出

物を真空デシケーター中で減圧乾燥させた後、水にて一定容とし、更に沸騰水

中で10時間加熱してlactideを加水分解してからアルカリ滴定を行って乳酸量と

して表示した。また、その一部をとってBAKERとSUMMERSON（1941）の方法で乳

酸量を求めた。表面色は、東京電色製TR－1000測色計により測定し、　CIE表色法

で表示した。

　2－1－4　揮発性成分量の測定

　揮発性成分のうち、Table　5－6の成分1、3、4、5、1ヱ、12の分析は、第1章・

第2節のFig．1－1に示した減圧蒸留装置を用いて水とともに蒸留して得られる

留液にっいて行った。分析方法はTable　5－6に示した。留液の調製は、味噌300

gを塩化ナトリウム150g、水200mlとともに磨砕しFig．1－1のコルベンに入れ、
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10mmHg以下で減圧蒸留を味噌が乾固するまで行った。更に2回繰り返し、留液を

合わせ1Zの定容とした。普通味噌の場合、トラヅプAにはやや重い味噌らしい香

気を有する留液が、トラヅプBには蒸留酒様の芳香を有する留液が少量得られた。

トラップCで得られる留液は極めてわずかであり、その香気はBのものと同一で

あった。留液をすべて合わせて分析に供したが、その留液の香気はほぼ味噌の

香気を再現していた。

　他の成分にっいては、ethanolは安平と望月（1969b）の方法で、エステル類

は味噌の懸濁液を炭酸カルシウムで中和後、常圧水蒸気蒸留し得られた留液か

らhexaneで振とう抽出し、有機層についてhydroxylamine一塩化鉄（III）比色法

（GODDUら　1955）で、高級脂肪酸エステルはmethano1－chloroform（1：2）抽

出物について薄層クロマトグラフィー・ガスクロマトグラフィーの組み合わせ

で、揮発性酸は味噌懸濁液をそのまま（遊離）あるいはpH　2において（遊離及

び結合）常圧水蒸気蒸留して得られる留液にっいてアルカリ滴定法で、揮発性

塩基の総量は微量拡散分析法・アルカリ滴定法（石坂　1969）により、総カル

ボニルは既報（本間ら　1973a）に従って2，4－dinitrophenyl－hydrazoneとして

比色法により定量した。

　2－1－5　ヘヅドガス成分の分析

　味噌のヘッドガスは先に報告（本間ら　1973b）した方法に準じて、　Fig．5－

1に示す装置を用いて調製し、その成分をガスクロマトグラフィー（GC）により

分析した。なお、本節でのヘヅドガス成分分析法は、第1章・第4節で記述し

たheadspace　volatiles（HSV）法と異なり、ヘヅドガス成分捕集のための窒素ガ

スは使用しないで、試料から揮発する成分をガスタイトシリンジ（Precision

Sampling　Co．）を用いて直接採取する方法である。

　GC装置は島津GC－4APF、水素炎イオン化検出器（FID）、キャリヤーガス（窒

素）50ml／min、注入部温度200℃、検出器温度250℃とし、カラム条件は各実験

結果において示した。ピーク面積はインテグレーター（Disc　Co．）により求め、

disc　integrater　unitで示した。ヘヅドガスの分析には、　MOSHONASとLUND

（1971）の方法を改善した方法（本間ら　1974）によるサンプル濃縮法を用い

た。すなわち、冷却装置（Cryocool－60）で一60℃に冷却したCelite　545充てん
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の内径3mm、長さ15cmのU字形ステンレスカラムを分析用カラムの前に連結し、

そのU字形ステンレスカラムにガスタイトシリンジでもってヘッドガス60m1を注

入して吸着させた後、このカラムを200℃に加熱して香気成分を揮発させ分析用

カラムに導いた。各ピークに相当する化合物の同定は、標準物質のRetention

timeとの比較及び添加テスト、各種試薬によるシリンジ反応（HOFFとFEIT　19

64）による官能基の推定、ほう酸補助カラム（IKEDAら　1964）によるアルコー

ル化合物の推定などによった。また分析用カラムと検出器の間に分流比1：3

（検出側に1／4）のスプリットをっけ、分離してくる各ピーク成分の香気を嗅ぎ

化合物同定の一助とするとともに、各成分の味噌香気に対する役割も検討した。

Stiπer
Septum　for　GLC

Water　bath
40士0．05rC

S川con
rubber
stopper

HSV

Flask
1000ml

Miso 1009
Miso suspension NaCl 509

Water3009

Fig．　5－－1．　　ApParatus　for　preparation　of　headspace　volatile　（HSV）．
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　2－1－6　香気にっいての官能検査法

　パネルは本学食物科学生39名及び食品学、調理学の教官6名。無菌味噌及び普

通味噌を7・79／100m1の味噌汁とし50℃に保ってその香気（立ちばな）を3点識

別法・3点嗜好法によって比較し、更にプロフィールも求めた。なお両味噌の味

噌汁の色は差が無く、外観による識別は全く不可能であった。

2－2　実験結果及び考察

　2－2－1　供試味噌の微生物一特に耐塩性酵母

　無菌味噌ではその全熟成期間を通じて、麹菌を除く微生物は検出されなかっ

た。対照となる普通味噌中の各微生物群の生菌数の変化をFig．5－2に示した。

赤色辛口米味噌における微生物分布の変化の一般的傾向（好井ら　1976）とよ

く類似しており、普通味噌は正常な発酵熟成が行われたことを示している。

501

　210

0 30 60 90　　　　120
Treme。　days

Fig．5－2．　Changes　of　viable　cells　of　microorganis皿s　in幽duri㎎

　　　　the　conventional皿aturation　process　with　warming．

　　　■3Ycast．
　　　●3Halotolerant　yeast．
　　　03Aerobic　halotolerant　bacteria．
　　　口：Anaerobic　halotolerant　bacteria．
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　熟成味噌中の微生物分布を検討した結果をTable　5－1に示した。無菌味噌はす

べての菌群において生菌数はゼロであり、普通味噌の細菌群のうち胞子形成細

菌は好気性菌のみが認められ、他の3群は存在しなかった。普通味噌に用いた種

味噌は本間と今井（1965c）が使用した味噌と同一起源であるので、主要な細菌

々種はBaeillUS　subtilis、　MieroeoeeUS　varians及びPedioeoeeus互幽

と考えられる。耐塩性酵母にっいてはアルコール発酵性Z　osaeeharom　ces属酵

母が圧倒的に多く、Table　5－2の結果からこの菌群の主要菌種はZ　osaeeharo－

ULzge；S　rouxiiであり、醤油もろみに見出された1　0saeeharom　eθS　aci　di　faei－

ens（ONISHI　1957）とsynonymである1　0saeeharom　ees　baeilliの存在も認め

られた。後熟型Candida属酵母群もかなり存在し、　Can　di　da　Vθrsatilis、　Cand－

ida　etehellsiiが3～4：1の比率で分離される。今井と松本（1975a、1975b）は

この両菌種の味噌における存在、生育条件を検討し、その応用（松本と今井

1977）を報告している。味噌の香気成分の1っとして4－ethylguiacolが見出され

ている（本間と石原　1976）ので、醤油（浅尾ら　1967）の場合と同じくこの

後熟型Can　di　da酵母群は長期熟成型味噌において複雑な香味を形成するに役立っ

ているものと考えられる。試料がかなり熟成しているためか、仕込み初期に多

く存在すると考えられるいわゆる雑酵母の存在割合は低かった。

Table　5－1．　Microflora　in　the　皿aturated　miso．

Viable　cells／9　miso

Type　of　microorganism
（A）掌 （B）’＊

Aerobic　bacteria

Aerobic　spore－for皿ing　bacteria

Aerobic　halotole1・ant　bacteria

Aerobic　halotolerant　spore－for皿ing　bacteria

Anaerobic　bacteria

Anaerobic　spore・－forming　bacteria

Anaerobic　halotolerant　bacteria

Anaerobic　halotolerant　spore－forming　bacteria

Yeasts

Halotolerant　yeasts

　H－1　Zygosaeeharomyces　rouxi　i　etc．

　H－2　Candida　ver。sa　tilis　etc．

　H－3　Micellaneous　yeasts

4．5x105

4．9x103

3．Ox104

　0
7．2x103

　0
8．5x102

　0
4．9x104

8．8x103

6．6x103

1．8x103

0．4x103

寧　κ」50made　by　aseptic　process．　　＊＊　〃f50皿ade　by　conventional　process．
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　2－2－2　香気についての官能検査

　結果をTable　5－3に示した。無菌味噌は普通味噌に対しその香気の差は著しく、

完全に識別されている。嗜好テストの結果は、無菌味噌よりも普通味噌が好ま

れることを示しているが、学生の場合には無菌味噌を好む集団も有意に存在し

ていることを示している。予想外の結果であるが、嗜好の変化を知る上で興味

ある結果である。

　プロフィールについては次のごとき表現が多かった。無菌味噌を好なパネル

メンバーは無菌味噌にっいて、その香気が甘い、まろやか、ソフトであるとし、

普通味噌の香気にっいては刺戟的であると表現した。普通味噌を好むメンバー

は無菌味噌にっいて、味噌らしくなくて好ましくない、大豆の勾いがあるとし、

普通味噌にっいては、味噌らしくて好ましい、発酵の香気があるとした。また

無菌味噌にっいては香気が低く、普通味噌が高いことは、無菌味噌を好むメン

バー及び普通味噌を好むメンバー共通に指摘された。このプロフィールの詳細

にっいては別途報告した（本間と石原　1979）。

Table　5－3．　Sensory　tests　of　the　aroma　of　miso－soup．

　　　Pane1
（number　of　members）

Triangle　test
Students（39）　　　Teachers（6）

Discrimination Correct　answer

　　P
　39
〈0．001

　6
〈0．001

Preference

Prefer（A）累

　P
Prefer（B）家寧

　P

　13
〈0．01

　26
〈0．001

　1
＞0．05

　5
〈0．01

＊　　Miso　made　by　aseptic　process．

＊＊@　Miso　made　by　conventional　process．
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　2－2－3　一般成分量、不揮発性成分量及び表面色の比較

　一般成分量をTable　5－4に示した。この数値を仕込み直後味噌と比較すると、

無菌味噌ではほとんど差がないが、普通味噌では著しく変化しており、特に炭

水化物の減少が著しい。この結果から、無菌的熟成による成分の欠減はほとん

どないが、微生物が活動している通常の熟成においては主として炭水化物の減

少による欠減があり、それに応じて他成分の相対的増加が認められる。減少が

糖質にだけ起こると仮定した場合、普通味噌における欠減は計算上約3．5％とな

る。また、脂肪はこの相対的増加以上の増加が認められ、脂質以外のエーテル

可溶性物質の蓄積が考えられる。

Table　5－4．　Components　of　miso．

Miso

Component

Aseptic　　　　Conventional　　　Unmaturated

　　　　　　　　　　　　aseptic
　（％）　　　　（％）　　　　　（％）

Water

Protein

Carbohydrate

　saccharide

　fiber
Fat

Ash

49．02

11．56

18．74

1．50

5．06

14．12

50．78

12．14

15．16

1．64

6．12

14．16．

49．62

11．40

18．15

1．72

5．25

13．86
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　不揮発性成分量及び表面色の比較の結果をTable　5－5に示した。　pH、酸度2、

窒素成分、表面色にはほとんど差がない。普通味噌の酸度1は小さいが、この酸

度1に関与する遊離リン酸（松木ら　1968）が酵母等によってリン酸エステル化

されるのが一因と考えられる。普通味噌では低分子の糖類が少なく、逆にgly－

cerolと乳酸などの有機酸類が多くなっており、更に次表に示すごとく、アルコ

ール類，エステル類が多くなっていることから、普通味噌では炭水化物を基質

として、アルコール発酵や有機酸発酵が行われていることが認められる。91y－

cero1は麹菌1ipaseによって原料の脂質から生成されるものの他に、普通味噌で

はその倍量が蓄積されており、耐塩性酵母による生成（大西　1967）のためと

考えられる。

Table　5－5．　Non－volatile　components　and　color　of　maturated　miso．

Miso
Component

（A）＊ （B）＊＊

pH
Acidity　1　（0．1N　NaOH，　m1）

Acidity　2　（0．IN　NaOH，　m1）

Nitrogen
　tota1　（TN，　％）

　soluble　（SN，　％）

　formol　（FN，　％）

　100xSN／TN
　100xFN／TN
Sugar　as　glucose
　total　（TS，　％）

　soluble　（SS，　％）

　reducing　（RS，　％）

　insoluble　（％）

　100xSS／TS
　100xRS！TS
Glycerol　（％）

Non－volatile　organic　acid　as　lactic　acid
　tota1　（TA，　％）

　1actic　acid　（LA，　％）

　100xLA！TA
Surface　color
　Y（％）

　X
　y

4．96

16．58

11．14

2．02

1．32

0．41

65．32

20．30

18．74

17．40

17．00

1．34

92．85

90．72

0．354

0．424

0．014

3．30

18．9

0．433

0．405

4．95

14．40

11．75

2．12

1．34

0．42

63．21

19．81

14．74

12．70

12．30

1．40

86．30

83．45

1．140

0．558

0．088

15．77

18．9

0．430

0．406

軍　〃2’so　made　by　aseptic　process．　　寧累　、肌f50　made　by　conventional　process．
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　2－2－4　揮発性成分量の比較

　結果をTable　5－6に示した。供試した3種類の味噌に著しい差が認められる。

仕込み直後味噌と無菌味噌との差は、発酵微生物が関与しない状態での熟成に

よって生成した揮発性成分量である。すなわち、主として麹菌諸酵素の作用に

よって生成した化合物間の非生物的化学反応によって生成した成分を示すもの

である。この他、たんぱく質などの高分子化合物に吸着されていた揮発性成分

が、高分子化合物の分解により吸着より解放（本間ら　1977b）されて加わるも

のと考えられる。普通味噌と仕込み直後味噌との差は発酵微生物が関与した状

態での熟成により生成した揮発性成分量を示し、普通味噌と無菌味噌との差は、

そのうち特に発酵微生物が関与した部分を抜き出したものである。各成分量の

大部分は、普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であるが、ethanalを除く

カルボニル量は無菌味噌〉普通味噌〉仕込み直後味噌の順であり、発酵微生物

による生成の抑制または他成分への変化が考えられる。普通味噌と無菌味噌の

差の大きな成分は発酵によって生成したものであり、アルコール類、エステル

類、フェノール類及びethanalがこれに属する。特に、普通味噌のethanolと脂

肪酸エステルは高濃度である。無菌味噌と仕込み直後味噌の差の大きな成分は、

カルボニル類、アルデヒド類、フェノール類、揮発性酸、揮発性塩基である。

アルデヒド類は主としてアミノ酸のStrecker分解により生成し、これに脂肪酸

の分解によるものと、更に、原料中にすでに存在していたものが吸着より解放

されて加わるものと考えられる。フェノール類のうち4－amino－antipyrine試薬

陽性の化合物は、フェノール性水酸基のパラ位にアルキルまたはアリル基を持

たない構造である必要があるので、広範囲の化合物が陽性のFolin・Ciocalteu

試薬による定量値よりはるかに少ない。無菌味噌の揮発性酸は脂肪酸の分解に

より生成したものと吸着よりの解放が考えられる。普通味噌の揮発性酸は、無

菌味噌に比して5mg％程度多いことが認められたが、アルコール類、エステル類、

フェノール類及びびethanal等に比べ、発酵による生成は多くなかった。無菌味

噌と普通味噌の揮発性塩基は、たんぱく質の加水分解に伴って生成するアンモ

ニアが主体であり、両者の差の少ないことから、発酵微生物による揮発性塩基

の生成は少ない。
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　2－2－5　ヘヅドガス成分の比較

　ヘッドガスのガスクロマトグラムをFig．5－3に、各ピ「クの同定、香気特性、

ピーク面積などをまとめてTable　5－7、5－8、5－9に示した。

100

50

0

010

｛A｝

100

50

（B⊃

O
o 5 10 15 ，智m，

100いD

50

oo
@　　　50

1

100（，C）

60

o 6 12　　　　　　1e　　　　　　24　　　　　　30

　　　　　　　　RtXm1

Fig・　5－3・　　Gas　chromatograms　of　headspace　volatile　components　of　血f50－suspensions．

　Left：　　Colu皿n：　　PEelOOO，　3皿m　i．d．　x　3m，　Stainless　stee1．

　　　　Colmn　te叩．：60℃一（2℃！皿in）－100℃．

　　　　Condensi㎎colum：Celite　545，3m　i．d．　x　15cm，－60℃．
　　　　Detector：　　fla皿e　ionization　detector　（FID）．

　　　　Sa皿Ple，　（A）：　▲septic　miso，　（B）：　Conventional　m」f50，　（C）：　Unmaturated　aseptic　皿f50．

　　　　Peak　no．：　　See　Table　5－7，　5－8，　5－9．

Right：　Colu皿n：　Tenax　6C，　3m皿　i．d．　x　lm，　Stainless　stee1．

　　　　Colum　temp．：60℃一（4℃！皿in）－200℃．

　　　　Condensi㎎colu㎜：Celite　545，3㎜i．d．　x　15㎝，－60℃．
　　　　Detector：　　fla皿e　ionization　detector　（FID》．

　　　　Sample，　（A）：Aseptic　miso，　（B）：　Conventional　miso，　（C）：　Unmaturated　aseptic　miso．

　　　　Peak　no．：　　See　Table　5－7，　5－8，　5－9．

一97一



僧娼

賛曇

o　頃N卜00　G降　K岬　oo　o－　　　▼剛　　　　　　　　 一▼■司　　　 ▼－G Or申　 u論▼■岡▼國周　　一

（°う゜。一）

網臥
　㎝゜°

…　刑

　　

@　
@　
W繍纐％巴

嘉罷鶴聯灘…響

（雪゜。）

一餌
nO餓　、出国

　　　　　ぎ餓　　　　出8彪　　　　　ぎ出

隅国
nO国．＝O出

　　　　』8国　　　　』8国　　　　　　＝国　　　　琵8餓　　　　　　国属　　　　　　国国　　　　　　＝国

嶋oo●◎卜oりσ●
　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　り

oo一一一NN
】臨Moリ　　ロ　　　

NrψLの
sり　ONoo　■一　一N
　　　　　　り　　　　　　　．　　

頃o卜000N　のト　　　　▼一艦▼－1　　マー4rF喝

ワ■c6『MrゆLのo醒ト ●ooro　　－NO◎r申ρO　卜0◎　　一　　一一FO一一一　一呵一

　　．O唱糞蒼着£

　　着£も“①』＜

眉口50α目OO

　　　　q50』bo

→の（
Ω謡目

　）

榊鶯£

一98一



口雨

誓暑

o①寸r申o璽一4ワー哩7→－N
Nc9
一一Or申Lρ00000　一一一　　▼一司N

r中6りoつ
　マー引り■司

甲輔lo
r一司層■→Rm卜mco　一9

（O雲〇一）

　00マー引N十l

　N　 Lの
N－NN甲一1α⊃
　　　　　ca

゜o
｡゜。雲N卜「＋1＋1自N舘N9

朧…嘱朧臨…帯瞥

　　

@　
@　
@　
@ω編瀾％巴

gε8崩弱謡躬讐

暑“爺織鰍羅｝

①唱d図①＝

①着一堀訓－論糊留

①着爬制N耽瑞姻一

（目5◎陰）

　国O国』8麟　国O儲

＝O国

“出

nO国　、＝国

　　＝O国』8冨

“き冨　国O餓

●国

nO配　駒国O国

』8国

のき8国

“国

W国

　　国国“国

W属
富：ヨ躍ヨ巨：

国⊆昌国

O．9N．＝N．雲O．コト．雲゜う
D雪0⇔Or卓OOO◎OO●　●　●　●　●　…

論o卜卜OOON　　　　　▼■4¶■唱一

eo●　　●
rl申」の

Lのo
●　　●

Mr申
mOOMOoつo●　　●　　●　　●　　●　　●　　●

oo▽－1¶■4－NO◎

OF噸Noつr申L轟
NNNNN6『

N　c◎　・e，LΩ　e．　tS　e◎〇

一一一一一一一一
Or唄▼■●一●om▼■IN6◎rゆmoP

　　．O口曇誉着£

　　図娼ω山蝋Odω』《

唱目50q日OO

→→A
Ω3日
　）

　．O口誉着£

一99一



●

疑鱒

ONr畔1．no一卜卜o◎oo e◎oN一噌一1一

十1十1雪十1－十1－　　十1－N

　　　　　　　　　e一㌦　　　　　r幽一一一「

　　　　　　　　　　一（こ
一N ¥1十1一一　　　　　　　　　　　5
　　　　　　　〔

　　

@　
@　　

W瀾編％曽

嘉爺騰瓢…椚　｝

①

M●冒■引
一I
o
唱
M‘
ω
唱
一
く

o
M●1司
一I
o
眉
h躍
o
唱
一
く

①

M・一
一1
ω
℃
h‘
①
唱
一
く

①
超
●膠■●

一1
ω
噂
h‘
ω
唱
一
《

（雪゜。）

】鵠OOM卜NOの　　　　　■　　　　　　　　　　　　

oo一一一●NM
oNN　　　　　　■Nr串u騒 oommoN　 m　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

OO卜●000N　
卜噛

　　　　璽■→r■司　　7－・G

一NO◎r申mo卜■ 00aO　　一 一NO⇔r噌●Lのo　 ト隔

F1一層一彊胴→一り一引　　一

　　．O昌畳糞鶯£

　　着£も田』＜

唱唱50q目OO

　　　　戯50』bo

4の（
β昌目
）

』d畠

ロO

一100一



　ピーク総面積は普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であり、圧倒的に

多量に含まれる普通味噌のethanolのピーク面積を除いた場合でも、普通味噌〉

無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。この結果は、普通味噌が無菌味噌よ

りも香気が強いという官能検査の結果と一致する。

　ヘヅドガス成分は主として低沸点化合物よりなり、炭素数6程度までの脂肪族

アルコールとカルボニル、脂肪酸エステルなどが主として検出される。これら

ヘッドガス中に存在の推定された化合物の大部分はすでに報告（日本醸造協会

編　1971）されている。

　これら化合物のうち、無菌的熟成により増加する化合物はethanal及び2－me－

thylpropanal、2－（and／or　3→methylbutana1などのアルデヒド’であり、褐変

反応に伴って、味噌の中に高濃度に存在するアミノ酸からStrecker分解により

生成したものと考えられる。アルコール類、エステル類は無菌的熟成によって

は全然増加していない。発酵微生物が関与する熟成においては、前記ethana1と

分岐アルデヒドの他に、各種アルコール、エステルが増加している。アルコー

ルとしては圧倒的多量のethanolの他に、フーゼル油を構成する1－butanol、

2－methylpropanol、2－（and／or　3－）methylbutanolなど高級アルコA・…一一ルが量的

に多い。高級アルコール類は、味噌の中に高濃度に存在するアミノ酸から酵母

の作用によって主としてEhrlich経路（清酒酵母研究会　1972）を経て生成した

ものと考えられるが、更に検討を必要とする。これら高級アルコール類は独得

の香気を有しており、味噌の香気に重要な働きを果たしている（安平ら　1973）。

エステル類としては、ethyl　acetateがかなりの量存在しており、その他ethyl

formate、　ethyl　butyrate、　ethyl　hexanoate、　isopentyl　acetateなどの

acetate類、　ethyl　ester類の生成が認められる。これらエステル類は、一般に

香気が強いので、味噌の香気において重要な役割を果たしているものと考えら

れる。Table　5－6で普通味噌に高級脂肪酸エステルがかなりの量存在しているこ

とを示したが、ヘッドガス中には揮発性の関係で認めることができなかった。

なお、揮発性含硫化合物や揮発性酸に関しては、本節の実験では検出できなか

った。しかし、これら化合物群は味噌の香気成分として既に報告（日本醸造協

会編　1977）されているので、本実験ではヘヅドガス中での濃度が低いため、

検出されなかったと考えた。
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　以上のごとく、無菌味噌のヘヅドガス中にはアルコール類、エステル類がほ

とんどなく、大部分が原料由来またはStrecker分解により生成したカルボニル

類であり、芳香とはいい難い香気となっている。しかし、Table　5－3に示したご

とく、逆に無菌味噌を好むパネルメンバーが有意に存在するほどであるから、

無菌味噌の香気化合物は味噌の香気形成にかなりの役割を果たしており、これ

をベースとして発酵微生物の生成したアルコール類、エステル類、フェノール

類などの香気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考えた。

第3節　味噌の揮発性含硫化合物

3－1　実験材料及び方法

　3－1－1　供試味噌

　第2節で製造した仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌の3種類の他に、

（社）中央味噌研究所（東京）提供の白甘味噌、江戸味噌及び山田醸造（株）

（新潟県豊栄市）製造の温醸した越後味噌と天然熟成の越後味噌を供試した。

　白甘味噌は米麹を多く用い、発酵香が少なく色調の淡い甘味噌である。白甘

味噌の熟成は、仕込み混合時に加熱殺菌などで酵母の増殖を防止し、麹菌の酵

素で甘味と旨味を醸成する。江戸味噌は江戸甘味噌ともいい、京都の西京白味

噌とともに米の甘味噌の代表的な銘柄である。白甘味噌と異なり茶褐色あるい

は赤褐色を呈し、とろりとした甘味を有する。白甘味噌と江戸味噌はいずれも

その熟成に酵母がほとんど関与していないと判断される味噌である。

　一方、越後味噌は米味噌の赤色辛口味噌に分類され、耐塩性の酵母や乳酸菌

などがその熟成に関与し、発酵香が強く、赤褐色を呈した塩分の多い味噌であ

る。なお、温醸の越後味噌（以下、越後温醸味噌）は、第1章～第4章の実験

に供試してきた孟rouxii　s84と同じ系統に分類されるZ　osaeeharom　ees竺

塑S96（以下、孟rouxii　S96）（松本と今井　1973、1974）を味噌原材料

1g当たり106添加し、32℃～33℃で3ヶ月間、また、天然醸造の越後味噌（以下、

越後天然味噌）は温醸味噌と同じくZ．rouxii　s96を106／gを添加のうえ、自然

の環境下で約1年間発酵・熟成させたものである。
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　3－1－2　味噌の揮発性含硫化合物の分析

　第2節で、味噌懸濁液のヘッドガス60mlを用いて、味噌香気成分の分析を行

ったが、揮発性含硫化合物は検出されなかった。これは、ヘヅドガス量が少な

いためと考え、第1章・第4節で確立した窒素ガスを用いるheadspace　vola－

tiles（HSV）法に替えた。しかし、味噌懸濁液中の味噌濃度を30％以上にする

と、味噌の粘性のためHSV法による揮発性成分の捕集量に変動が認められた。そ

のため、HSV法の前処理として味噌懸濁液の減圧蒸留を行った。すなわち、供試

味噌200gに食塩100gと高純水200m1を加え、ホモゲナイザーを使用して5分間、

撹i絆・混合し味噌懸濁液を調製した。その後、味噌中の揮発性成分の遺失がな

いように第1章・第2節Fig．1－1の減圧蒸留装置を用いて、味噌懸濁液が乾固

するまで減圧蒸留を行った。更に、100mlの高純水を加えて減圧蒸留を繰り返し

た後、蒸留液は500mlの一定量にした。各減圧i蒸留液中の揮発性含硫化合物の分

析は、ガスクロマトグラフィー・質量分析を除いて、第3章の耐塩性酵母培養

液の場合に準じた。すなわち、150m1の減圧蒸留液を用い、　HSV法で減圧蒸留液

中の揮発性成分をTenax　TAに捕集した後、揮発性含硫化合物検出用の島津GC－

8A（検出器：FPD）を用いてガスクロマトグラフィー（GC）を行った。

　3－1－3　ガスクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）

　GC－MSは、第2章～第4章まではHitachi　M－5201ガスクロマトグラフとHita－

chiM－60マススペクトロメーターを連結したものによって行ったが、本章では

日本電子製のJMS－SX102Aを使用して、イオン化電圧70eV、イオン源温度180℃の

条件で行った。カラムはJ＆WScientific社のDB－WAX（0．32mm　i．d．　x　30m）を用

い、カラム温度60℃一（5min）－60℃一（5℃／min）－200℃、注入部温度250℃、キャリ

ヤーガス（He）流速は1m1／minであった。

　Tenax　TAに捕集された試料中の揮発性成分のGCへの注入は、加熱導入装置

（ガスクロ工業（株）製）を用い、加熱炉温度250℃とし、キャリヤーガス流路

をTenax　TA管経由に切り替えた後、　Heガスを5分間送気した。

　なお、試料中の揮発性成分の同定は同一条件で行った標準物質のGC－MSデータ、

GC－MS装置に付属したMass　library（public／NIST）spectra、　MSスペクトルの文

献値（M．C．　ten　NOEVER　de　BRAUWら　1979；　The　Mass　Spectrometry　Data
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Centre　1983）及び標準物質のGCのRetention　timeをもとに行った。

3－2　実験結果及び考察

　3－2－1　味噌の揮発性含硫化合物

　第3章で味噌原料配合より案出したグルコースと18種アミノ酸混合物または

各種アミノ酸単独と食塩からなる合成培地を使用して、耐塩性酵母によって生

成されたり、減少されたりする揮発性含硫化合物にっいて詳述した。その結果、

酵母無接種培地や酵母培養液中で同定された揮発性含硫化合物は、dimethyl

disulfide、　dimethyl　trisulfide、　3－（methylthio）propionaldehyde　（methio－

nal）、　ethyl　3－（methylthio）propanoate、　3－（methylthio）propyl　acetate、　3－

（methylthio）－1－propanoi（methionol）等であった。これら化合物の味噌中での

存在結果をFig．5－4及びTable　5－10に示した。

　大豆加熱処理物と麹及び食塩の混合物である仕込み直後味噌では、微量の

methionalとethyl　3－（methylthio）propanoateの生成が認められた。このme－

thionalは原料の加熱処理により生成され、また、　ethyl　3－（methylthio）pro－

panoateは麹に由来するものと考えられる。この仕込み直後味噌を麹菌のみで熟

成させた、いわゆる無菌味噌では、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfi－

de、　methional及びethyl　3－（methylthio）propanoateの生成が認められた。　e－

thyl　3－（methylthio）propanoateは仕込み直後味噌の場合と同様、麹に由来する

ものと推察されるが、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methional、

は第3章で考察したごとく、無菌味噌の熟成期間中にStrecker分解などにより

化学的に味噌中のメチオニンから生成されたものと考えられる。そして、これ

ら3化合物は、無菌味噌に比べ耐塩性酵母がその熟成に関与している普通味噌中

で少ない傾向にあったが、第3章の耐塩性酵母培養液での結果のごとく急激な

減少は認められなかった。これら化合物は不快臭を呈するので、少しでも減少

されることは望ましいと考えられる。また、味噌懸濁液の加熱でmethionalが生

成されたり（熊谷と菅原　1994）、生醤油の加熱でdimethyl　sulfide、　dime－

thyl　disulfide、　methionalなどが増加することから（NUNOMURAとSASAKI　199

2）、味噌や醤油を使用しての加熱調理の際、これら揮発性含硫化合物が再び増

加することが推測されるので、味噌や醤油中の存在量の少ないことが望まれる。
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Fig・5－4・6as　chromatogra皿s　of　volat　ile　sulfur－containing　compounds

Column：　　Shimadzu　fused　silica　capilltiry　colu皿n　（CBP20－M25－025），

　　　　　to　polyethylene　glyco120M，　0．2mm　i．d．　x　25m；

Colu皿n　te皿P．：

Detector：

S　compounds：
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ln　varIOUS　MISO．

CBP20　corresponding

　　　60℃－5皿in－60℃一（5℃！min）－200℃－7皿in－200℃．

Fla皿e　photometric　detector（FPD），250℃．

　　A，　dimethyl　disulfide；　B，　dimethyl　trisulfide；　C，　皿ethiona1；

　　D，　ethy1　3－（皿ethylthio）propanoate；　E，　3－（皿ethylthio）propyl　acetate；

　　F，　唾ethienol．
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　白甘味噌と江戸味噌は、無菌味噌と同様いずれもその熟成に麹菌以外の発酵

微生物はほとんど関与しないと判断される味噌であるが、その白甘味噌では、

微量のmethiona1が検出されるもののdimethyl　disulfide、　dimethyl　trisul－

fideの生成は認められなかった。白甘味噌に不快臭を呈するこれらの揮発性含

硫化合物が少ないことは、色の淡いことと相まって、他の味噌に比べ加工適性

に優れていると考えられる。この白甘味噌及び上記の仕込み直後味噌の結果か

ら、麹菌はmethional、　dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfideの生成には

ほとんど関与しないものと考えられる。

　一方、江戸味噌では、これら3化合物の量が供試味噌中最も多かrった。白甘味

噌と江戸味噌の表面色を比較してみると、それぞれのY％は、36．8、9．2で、江戸

味噌の表面色は供試味噌中最も濃く、赤褐色～黒褐色を呈していた。この江戸

味噌の表面色は、原料大豆の蒸煮や熟成に比較的高い温度が用いられることで

呈してくるので、原料成分間の化学的反応も高く、これが一因で上記3化合物の

量が多いのではないかと考えた。なお、仕込み直後及び無菌味噌で検出された

ethyl　3－（methylthio）propanoateは、白甘味噌及び江戸味噌では検出されなか

った。これは麹菌の違いによるのではないかと推察した。

　江戸味噌に次いで表面色の濃い（Y％13．1）越後天然味噌中のmethionaユ量は、

江戸味噌とほぼ同じで、しかも越後温醸味噌の1．4倍量であった。これは越後天

然味噌は越後温醸味噌に比べ、熟成期間が9ヶ月余り長く、この間にアミノ・カ

ルボニル反応により表面色が濃くなり、且っ、メチオニンのStrecker分解によ

りmethionalが増加したものと考えた。

　第3章で、耐塩性酵母によって生成される揮発性含硫化合物として、ethyユ

3－（methylthio）propanoate、3－（methylthio）propyl　acetate、　methionolを認め

た。これら3化合物は、普通味噌、越後温醸味噌及び越後天然味噌中の揮発性含

硫化合物としても認められた。特に、methionolは味噌（菅原ら　1992）や醤油

（森ら　1983）の重要な香気成分として報告されている化合物である。普通味

噌、越後温醸味噌及び越後天然味噌はいずれもその熟成に麹菌や耐塩性酵母の

他に耐塩性乳酸菌等が関与している。そのため、耐塩性乳酸菌等の細菌類のこ

れら3化合物の生成に対する検討も必要であるが、第3章の結果から、普通味噌、

越後温醸味噌及び越後天然味噌中のこれら3化合物の生成には、少なくとも耐塩
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性酵母の関与があるものと推察した。なお、江戸味噌中でも少量の3－（methyl－

thio）propyl　acetateやmethiono1の生成が認められたので、微弱ながら発酵微

生物の関与があるのではないかと推察した。そして、dimethyl　trisulfideと

ethy13－（methylthio）propanoateを味噌中ではじめて同定した。

第4節　味噌の揮発性酸

4－1　実験材料及び方法

　4－1－1　供試味噌

　第3節で揮発性含硫化合物の分析に供試した味噌のうち、越後温醸味噌を試

料とした。なお、越後温醸味噌は仕込の際、耐塩性酵母の孟rouxii　S96を味噌

原材料1g当たり106添加し、32℃～33℃で3ヶ月間熟成させたものである。

　4－1－2　揮発性酸の分析

　第3節の方法で味噌懸濁液を調製後、減圧蒸留を行い揮発性酸分析のための

試料溶液とした。すなわち、供試味噌200gに食塩100gと高純水200m1を加え、ホ

モゲナイザーを使用して5分間、撹拝・混合し味噌懸濁液を調製した。この味噌

懸濁液を10N　H2SO4でpH2に調整後、味噌中の揮発性成分の遺失がないように第

1章・第2節Fig．1－1の減圧蒸留装置を用いて、味噌懸濁液が乾固するまで減

圧蒸留を行い、更に、100mlの高純水を加えて減圧蒸留を繰り返した。この操作

を再度繰り返し、400gの越後温醸味噌から約11の蒸留液を調製した。

　揮発性酸の分画と互一ブチルエステル化は第4章の方法に準じて行い、揮発性

酸ブチルエステルのヘキサン溶液10mlを調製した。

　揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラフィー（GC）は第4章の方法に準

じて行い、GC条件はFig．5－5に示した。また、ガスクロマトグラフィー・質量

分析（GC－MS）は第3節の方法に準じて行った。ただし、揮発性酸ブチルエステル

のガスクロマトグラフへの注入は、GCおよびGC－MSともマイクロシリンジを用い

て直接行った。また、GC－MS分析用のカラムはHEWLETT　PACKARD社のHP－5（0．32

mmi．d．x30m）を使用した。
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4－2　実験結果及び考察

4－2－1　味噌中の揮発性酸の同定

　越後温醸味噌減圧蒸留液中の揮発性酸は、味噌懸濁液をpH　2に調整して得ら

れたものなので、遊離型と結合型の両者を含むと考えられる。この揮発性酸量

をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出したところ、味噌1009中44．Omgで

あった。第2節の普通味噌の揮発性酸量と比較すると、約15％多かった。

揮発性酸ブチルエステルのガスクロマトグラムをFig．5－5に示し、各ピーク

の同定及びピーク面積の比率をTable　5－11に示した。

D1
001

05

0

10　　　　15　　　20　　　　25　　　30

Retention　tiロe　（min）

Fig．　5－5．　Gas　c正lromatogram　of　n－butyl　esters　of　volatile　organic　acids

　　　　in　Ec加go　warmed－brewing　mi50．

Instrument：　Shimadzu　GC－4A　PTF．

Colu㎜：3X　Silicone　DC－550，3㎜i．d．×2m，　Glass．
Colum　te叩．：60℃一（4℃／min）－200℃．　Carrier　gas：N2，50ml／皿in・

Injection　te叩．：250℃．　Detector：FID，250℃．
Compound　s：　　1：　thblltyl　acetate．　D：　dibutyl　ethe　r．

　　　　　2：　n－butyl　propionate．　3：　刀一butyl　isobutyrate・

　　　　　4：　刀卜butyl　刀ltbutyrate．　5：　n－butyl　2－methylbutanoate・

　　　　　　刀pbutyl　isovalerate．　6：　n－butyl　benzoate・
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Table　5－11．　Volatile　organic　acids　in　Eehigo　wamed－brewing　miso．

Peak　no．a Com　ound　η・－but　l　ester GC－MSb　　　Peak　area　％d

Acetate

Propionate

Isobutyrate

刀」－Butyrate

2－Methylbutanoate
Isovalerate

Benzoate

m㎞om

C 81．36

　0．95

8：器

」2・60

十

13．44

a　on　3％　Silicone　DC－550．　See　Fig．　5－5．　b　Identification　carried　out　by　comparing

　the　mass　library　（public／NIST）　speetra　on　JEOL　I、TD．　JMS－SXIO2A　and　the　reference

　spectra　（M．　C．　ten　NOEVER　de　BRAUW　et　a1　1979；　The　Mass　Spectrometry　Data　Centre　1983）．

c　positive　identification．　d　Relative　area　％　to　total　area　except　solvent　and

　dibutyl　ether　on　3％　Silicone　l）C－550．

　越後温醸味噌の揮発性酸として、acetic、　propionic、　isobutyric、　g－buty－

ric、2－methylbutanoic、　isovaleric、　benzoic　acid等が同定され、量的には、

acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。これら揮発性酸は、第4章で耐

塩性酵母によって生成されることを認め、また、味噌の有機酸（本間と石原

1981；　日本醸造協会編　1977；　柴崎と後藤　1964；　豊島と上田　1959a、

1959b；　豊島ら　1961）、あるいは味噌の香気成分（本間　1982；　伊藤ら

1971；　岩渕と柴崎　1973；　安平と望月　1977）として既に報告されている

化合物である。また、著者らはacetic　acidに関して、孟rouxii　S84と色L＝t－

rsatilis　D－5のそれぞれの単独添加味噌を調製し、無菌味噌と比較したところ、

Z、rouxii　S84添加味噌では45％、生versatilis　D－5添加味噌では80％増加す

ることを確認している（本間と石原　1989）。

　第4章では、耐塩性酵母のLversatilis　D－5、込etehellsii　F－8の両菌株

から2－oxo－3－methylbutanoic、2－oxo－3－methylpentanoic、2－oxo－4－methyl－

pentanoic　acidのオキソ酸と2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－3－

methylpentanoic、2－hydroxy4－methylpentanoic　acidのヒドロキシ酸の生成さ
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れることを推定または確認した。これら分岐オキソ酸とヒドロキシ酸のうち、

2－oxo－4－methylpentanoic　acidは生大豆のフレーバー成分（藤巻と荒井　1976）

として報告されているが、大豆を原料とする味噌中には、この化合物を含めい

ずれのオキソ酸もヒドロキシ酸もその存在は報告されていない。そして、本節

の実験でも、分岐オキソ酸やヒドロキシ酸の存在は確認できなかった。また、

第4章では、童versatilis　D－5、逸eteh　ellsii　F－8のCandida属のみに限らず

Z二rouxii　S84によっても、これら分岐オキソ酸とヒドロキシ酸の生成されるこ

とを認めたが、量的にはCan　di　da属の生成量が格段に多かった。そして、供試し

た越後温醸味噌は、仕込みの際、孟rouxii　s96は添加されるものの後熟型の

Can　di　da属酵母は添加されていない。このことが一因で分岐オキソ酸やヒドロキ

シ酸が検出されないのではないかと考えた。っまり、味噌熟成期間中に自然に

棲みっくCandida属では生菌数や活動量が少なく、分岐オキソ酸やヒドロキシ酸

が生成されにくいか、生成されたとしても極微量と考えられる。今井と松本

（1975a）は、温醸味噌におけるCandida属の存在と生育条件を検討し、その生

菌数は、105／g以下での範囲に分布し、しかも、供試味噌の40％は102／g以下で

あったと報告した。また、Z　osaeeharom　ees　rouxiiとの比較で、　LZzggE1｛zg：1z：h－

2a4，nggesir　s　rouxiiよりCan　di　da属の存在頻度が低いことも報告した。味噌醸造に

おいては、一般にCa　n　di　da　ncの添加は行われないとされる。なぜならば、　Can－

sZtLg！ada属の添加の効果を得るためには、　Candi　da　yersatilisを利用した場合、そ

の添加量をZ　osaeeharom　ees　rouxiiよりも10倍以上多く添加する必要があり、

また、Can　di　da　versatiiisが添加された味噌は、従来の味噌にない、　Candida

vθrsatilis特有の香味を持った製品になるためである（松本と今井　1977）。

このことは、逆に、Can　di　da　versati！isを積極的に添加することで、著者らの

Can　di　da属が分岐オキソ酸やヒドロキシ酸を生成しやすいという結果や、また、

これら化合物のエチルエステルが清酒の重要な香気成分として報告されている

（山本　196ユa、1961b）ことなどをふまえ、味噌の香味を多様化させることが

できるのではないかと考えられる。

一一一一@111一



第5節　要約

5－1　味噌の香気成分

　麹菌のみが熟成に関与する、いわゆる無菌味噌と熟成に麹菌の他に、耐塩性

酵母や耐塩性乳酸菌等も関与する普通味噌及び加熱処理した原材料を混合した

仕込み直後味噌を調製し、香気、揮発性成分量、静置した味噌懸濁液のヘッド

ガス中の香気化合物などを比較した。更に、普通味噌に存在する微生物、特に

耐塩性酵母群にっいて検索することにより、香気生成に対する麹菌酵素、非生

物的化学反応、発酵微生物などの役割を検討した。

　普通味噌に見られる微生物群は熟成中に正常に経過し、耐塩性酵母群の主要

菌種は孟rouxiiであり、後熟型Candida属酵母して童versatilis、込etehe－

11siiもかなり存在した。

　香気の官能検査では無菌味噌と普通味噌は完全に識別され、普通味噌の方が

より好まれたが、無菌味噌を好む集団も有意に存在した。揮発性成分量は大部

分が普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。無菌味噌と仕込み直

後味噌との差が特に大きいのはethanal、2－methylpropana1、2－（and／or　3－）

methylbutanalなどのアルデヒド類であり、普通味噌と無菌味噌との差の大きい

のはアルコール類、エステル類一特に脂肪酸エステル、フェノール類、etha－

nalであった。ヘヅドガス分析によっても同一の傾向を認め、特に耐塩性酵母の

作用によって生成したと考えられる種々の香気化合物が普通味噌にかなりの量

が含有されていた。しかし、揮発性含硫化合物と揮発性酸に関しては、この実

験では検出されなかった。これは、静置された味噌懸濁液ののヘヅドガス中で

はこれら化合物は濃度的に低いためと考えた。以上のことから、無菌的熟成に

より生成した香気化合物に、酵母を中心とした発酵微生物の作用で生成した香

気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考察した。
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5－2　味噌の揮発性含硫化合物

　仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌を使用して、これら味噌中の揮発性

含硫化合物にっいて検討した。仕込み直後味噌で認められた揮発性含硫化合物

はmethiona1及びethy13－（methylthio）propanoateであり、無菌味噌及び普通味

噌ではこれら化合物に加え、dimethyユdisulfide、　dimethyl　trisulfideも検出

され、更に、普通味噌では3－（methylthio）propyl　acetate及びmethionolも同定

された。これら化合物のうち、methiona1、　dimethyユdisu！fide、　dimethyl

trisulfideは、　Strecker分解などの化学的反応により生成され、　ethyl　3－（皿e－

thylthio）propanoateは麹や酵母、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethio－

nolは酵母の関与で生成されると考察した。また、　dimethyl　disulfide、　dime－

thyl　trisu！fide及びmethionalの3化合物は、無菌味噌に比べ普通味噌に少ない

傾向にあり、これら化合物の減少に対する味噌酵母群の関与が示唆された。

　無菌味噌と同様、麹菌以外の発酵微生物がほとんど熟成に関与しないと判断

される白甘味噌や江戸味噌、更に、耐塩性酵母を添加して製造される越後温醸

味噌及び越後天然味噌中の揮発性含硫化合物についても検討し、dimethyl　di－

sulfide、　dimethyl　trisuユfide及びmethiona1は化学的に生成され、　ethyl　3－

（methylthio＞propanoate、3－（皿ethyユthio）propyl　acetate及びnethionolは耐塩

性酵母の関与で生成されることを考察した。

　なお、味噌の揮発性含硫化合物として、dimethyl　trisulfideとethy13－

（methylthio）propanoateをは『じめて同定した。

5－3　味噌の揮発性酸

　越後温醸味噌の揮発性酸量をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出した

ところ、味噌1009中44．Omgであった。揮発性酸として、　acetic、　propionic、

isobutyric、丑一butyric、2一皿ethylbutanoic、　isovaleric、　benzoie　acid等が同

定され、量的には、acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。これら揮発

性酸は、第4章で耐塩性酵母により生成されることを論述した。更に、第4章

では耐塩性酵母、特に、Candid∂属によって、炭素数5、6の分岐オキソ酸やヒド
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ロキシ酸が生成されることを報告したが、越後温醸味噌中では検出されなかっ

た。これは、供試味噌中のCan　di　da属の生菌数や活動量が少なく、分岐オキソ酸

やヒドロキシ酸が生成されにくいか、生成されたとしても極微量と考えた。

　そして、これら分岐オキソ酸やヒドロキシ酸は、食品の香気成分として重要

と考えられるので、Z　osaeeharom　ees　rouxiiと同様、　Can　di　da属の味噌製造へ

の積極的な利用を提案した。
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第6章　総括及び結論

　本論文は、味噌の香気成分、特に、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸の生成

に対する耐塩性酵母の関与に関する研究の成果をまとめたものであり、緒論並

びに本編5章と総括・結論から構成されている。

　緒論において、本研究を進めるに至った背景と目的にっいて述べた。大豆を

利用した日本古来の発酵調味料として味噌と醤油がある。醤油は今や世界の調

味料と言われるが、味噌はその域までに達していない。その原因の一っとして

香気の違いがあり、味噌の香気成分及びその生成メカニズムを解明することは

重要な意義があると考え、種々検討し報告してきた。その結果、発酵微生物、

特に耐塩性酵母の関与が味噌の香気付与あるいは矯正に不可欠であることが解

った。しかし、その耐塩性酵母の香気付与のメカニズムはいまだ詳細には解明

されていない。そこで、著者は食品香気を構成する揮発性成分の分析法を確立

するとともに、味噌の原料配合をもとに案出した合成培地を使用して、合成培

地の加熱処理や耐塩性酵母により生成されたり減少されたりする揮発性成分に

っいて分析した。すなわち、合成培地における揮発性成分の消長に対する耐塩

性酵母の役割にっいて検討した。揮発性成分としては、主に、食品香気の好悪

両面に著しい影響を及ぼす揮発性含硫化合物と揮発性有機酸を対象とした。更

に、耐塩性酵母や乳酸菌等の発酵微生物を関与させないで、麹菌のみで製造し

た、いわゆる無菌醸造味噌をはじめとして、種々の味噌中の香気成分を分析す

ることによって、味噌の香気成分と耐塩性酵母との関連にっいて究明し、以下

の研究成果を得た。

　第1章では、耐塩性酵母の培養法と揮発性成分分析法を確立した。味噌の原

料は清酒などのアルコール発酵飲料と異なり、大豆や米のほかにかなりの食塩

が使用されることに特徴がある。耐塩性酵母は10～20％の食塩存在下ではその

生育がかなり遅く、更に、耐塩性酵母の菌株間にその生育の違いが認められる

ため、培養期間の検討が必要であった。そこで、合成培地を使用して、赤色辛

口米味噌より分離された耐塩性酵母の2　0saeeharom　ces　rouxii　S84（孟超＝

uxii　S84）とCan　di　da　vers∂ti11ゴs　D－5（C．　versatilis　D－5）の培養経過に伴う

生育と合成培地中のグルコース及び窒素の消費にっいて調べた。更に、香気の
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官能評価と揮発性成分量の変化にっいて検討し、最適な培養期間の設定を行っ

た。なお、Z　osaeeharom　ees　rouxiiは味噌熟成の全期間にわたり常駐し、増

殖する主酵母であり、発酵型の味噌の香味形成には不可欠とされている。一方、

Can　di　da　versatilisは長期熟成の後期にみられ、後熟型酵母と呼ばれ、アルコ

ール発酵の他に、味噌や醤油の特徴香の一っである4－ethylguaiacol等を生成す

る。

　総アルコール、フーゼル油、総アルデヒド、ethanal及び揮発性有機酸などの

揮発性成分量の培養経過に伴う変化はグルコースや窒素の消費傾向にほぼ対応

していた。すなわち、グルコースや窒素の消費率が最高に達した期間がこれら

揮発性成分量も最も多い傾向にあった。この結果から、耐塩性酵母の培養期間

は、炭素源であるグルコースがほぼ消費しっくされた期間、またはグルコース

消費の伸びがほぼ停止した期間にすることが、使用菌株に対し一律に規定する

よりもより妥当と考察した。なお、耐塩性酵母の培養期間を炭素源がほぼ消費

しっくされた期間にした場合、耐塩性酵母の菌株によってその培養期間が異な

る。その培養期間中の揮発性成分を含む培養溶液の減少を防止するため、培養

器である1Z三角フラスコと綿栓の間に、長さ40cmの保温剤で包んだ冷却管を付

属させた。この改良型培養容器を使用することにより、培養期間が長期にわた

っても、培養溶液の減少はほとんど認められなかった。

　一方、揮発性成分の分析にはガスクロマトグラフィー（GC）やガスクロマト

グラフィー・質量分析（GC－MS）などが利用される。そのためには試料の前処理、

特に揮発性成分濃縮物の調製が必要であった。揮発性成分濃縮物の調製法とし

ては、ポーラスポリマー吸着剤による吸着法や減圧蒸留法などがあり、これら

の実験法にっいて検討した。著者は、揮発性成分の定量的分析にTenax　TA捕集

法を応用するため、試料溶液部、試料容器上端部及びTenax　TA管部の三箇所の

温度調節が容易に出来る揮発性成分捕集装置を組み立てた。そして、モデル溶

液を用いて量的に再現精度の高いheadspace　volatiles（HSV）捕集条件を求めた。

耐塩性酵母の主なる作用がアルコール発酵なので、試料として、ethyl　aceta－

te、8種類のアルコール及び2，3－xylenolからなる水溶液を用いた。そして、

ethano1を除く化合物のGCピーク面積の変動係数が1．9～15％の範囲にある揮発

性成分捕集条件を確立した。また、この揮発性成分捕集装置の特徴として、試
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料容器上端部及びTenax　TA管部の温度を試料溶液部と同じか、少し高めに設定

することにより、両部における試料溶液由来の水蒸気凝縮が防止でき、且つ、

Tenax　TAへの水の捕集量は少なくGC－MS分析に支障がなかった。この結果、　GC及

びGC－MS分析時に、従来法で行われていたところの、　Tenax　TAに捕集された水除

去のための窒素ガス通気プロセスが省略できた。

　味噌は高濃度のタンパク質を含有する大豆を主原料とするため、耐塩性酵母

などが生息し、活動する場はタンパク質、すなわち、窒素含有量が格段に高く、

しかも、かなりの食塩を含む培養基となる。第2章では、味噌の原料配合より

案出した窒素含有量の高い合成培地（グルコース量／窒素量が16）を使用して、

合成培地の加熱殺菌や耐塩性酵母及びその対照酵母としての・清酒酵母によって

生成される総揮発性成分にっいて検討した。これら酵母は炭素源であるグルコ

ースの消費の伸びがほぼが停止するまで、30℃で静置培養された。酵母無接種

培地及び培養液中の揮発性成分の同定は、揮発性成分をheadspace　volatiles

（HSV）捕集装置を用いてTenax　TAに吸着させた後、　GC及びGC－MS分析で行った。

　培地中のグルコース及び窒素量が高濃度にもかかわらず、清酒酵母の逸竺

re　visiaeは培養期問15日間でグルコースをほぼ100％消費した。一方、耐塩性酵

母の培養期間18日間におけるグルコース消費率はかなり低く（ユ．7～77．7％）、

特に、童versatilis　D－5の食塩添加培地でのグルコース消費率は最低の1．7％

であった。エタノール及びガスクロマトグラムのピーク総面積値はグルコース

の消費に対応し、逸cere　visiaeのエタノール及びピーク総面積値がともに最大

であった。

　各試料の官能評価の結果、酵母無接種培地では、焦げ臭や甘酸っぱい臭いが

認められ、パネルメンバー全員好ましくない香気と答えた。酵母培養液では、

酵母無接種培地で認められた好ましくない臭いがかなり改善され、更に、高級

アルコール臭、果実様香気、清酒様香気などが新たに認められた。

　GC分析により、供試試料から81～102種類のピークが得られ、供試試料のうち、

食塩0％の酵母無接種培地でもつともピーク数が多かった。これは、培地の加熱

殺菌とその後の30℃の温浴中での保持によって、アミノ・カルボニル反応など

の培地成分の化学的反応により生成されたものと考えた。これらピークのうち、

同定された揮発性化合物は39種類であり、その内訳はっぎのごとくであった。
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アルコール類（9種）、エステル類（9種）、アルデヒド類（5種）、ケトン類（1種）、

有機酸類（7種）、フラン類（1種）、ピラジン類（1種）、含窒素複素環化合物（1種）、

含硫化合物（5種）。

　同定された揮発性化合物のうち、量的にもっとも多かったのが、ethano1、

3¶ethyl－1－butanol、2－methyl－1－butanol、2－phenylethanol等を主体とするア

ルコール類であり、これらアルコール類はいずれも酵母培養液中でその生成が

認められた。アルデヒド類として、ethanal、2－methylpropana1、2－methyl－

butanal、3－methylbutana1、　phenylacetaldehyde等が酵母無接種培地及び酵母

培養液中で同定され、これらは主に、培地組成中のグルコースとアミノ酸類に

よるアミノ・カルボニル反応に伴うStrecker分解などによって生成されたもの

と考察した。含硫化合物、有機酸類に関しては、それぞれ、第3章、第4章で

詳細に検討した。

　第3章では、味噌中では微量の存在ではあるが、一・般に感覚閾値が低く、特

徴ある香気を有することから、味噌の品質に重要な役割を果たすと考えられて

いる揮発性含硫化合物と耐塩性酵母の関わりにっいて論述した。試料は第2章

で使用したものを用い、実験法も第2章に準じた。ただし、第3章のGC分析で

は、含硫化合物専用の検出器フレームホトメトリヅクディテクタ（FPD）を用い

た。

　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して同定された揮発性含硫化合

物は、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、3－（methylthio）propion－

aldehyde（methional）であった。更に、酵母培養液ではこれら化合物に加え、

3－（methylthio）propyl　acetate、3－（methylthio）－1－propanol（methionol）の生

成が認められた。dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide、　methionalの含

有量は、供試酵母間に程度の差はあるものの、全ての酵母培養液中で減少した。

これら化合物の減少率は、供試酵母のうち、Z。　rouxii　S84で大きかった。特に、

食塩含有培養液中で、グルコースの消費率が低く、生育がかなり悪いにもかか

わらず、孟rouxii　s84はこれらの化合物を55．2～99．4％消滅させた。

　このように18種アミノ酸混合物を窒素源にした合成培地中で、揮発性含硫化

合物の生成と減少に対する耐塩性酵母の強い関与が認められたので、これら揮

発性含硫化合物の起源っいても検討した。この場合、窒素源を18種アミノ酸混
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合物から、含硫アミノ酸のメチオニンやシスチンをはじめとする8種類の単一ア

ミノ酸に替え、供試菌としては孟rouxii　S84を用いた。その結果、メチオニン

を窒素源にした場合、18種アミノ酸混合物の場合と同様、Z．　rouxii　s84による

揮発性含硫化合物の生成と減少に対する強い関与が認められた。更に、前述の

揮発性含硫化合物に加え、∠Lrouxii　S84によるethyl　3－（methylthie）propa－

noateの新たな生成も認められた。なお、　methiono1に関しては、メチオニン以

外のアミノ酸培地からも孟rσuxii　S84により生成されることが認められたが、

量的にはメチオニンを窒素源にした培養液中で圧倒的に多かった。

　第4章では、耐塩性酵母の生成する揮発性有機酸にっいて検討した。

　味噌の熟成過程において、耐塩性酵母は味噌香気成分としての酸性物質の生

成にあまり関与しないとされている。しかし、第1章・第2節において合成培

地を使用して耐塩性酵母培養液の香気を官能的に調べたところ、培養液をpH　2

に調整し、得られた減圧蒸留液の香気はほぼ培養液の香気を再現したが、pH　7

に調整し得られた留液からは土臭さやアルカリ臭が認められた。これらのこと

から、耐塩性酵母培養液の香気における酸性物質の重要性を考えた。なお、i揮

発性有機酸の分析は、培養液をpH　2で減圧蒸留を行い、得られた蒸留液から常

法により揮発性有機酸画分を調整し、揮発性有機酸のn一ブチルエステル化した

ものにっいて、GC及びGC－MSにより行った。また、供試菌株として、　Can　di　da

etehellsii　F－8（C．　etchellsii　F－8）を追加した。この菌株はC．　versa　ti　一一

lisD－5と同様の後熟型耐塩性酵母である。

　供試酵母に共通して生成が認められた揮発性有機酸は、aeetic、　propionic、

isobutyric、　垂一butyric、　2－methyユbutanoic、　3－methylbutanoic（isovaleric）

acidであった。更にC．　versatilis　D－5、　C．　etehellsii　F－8の両株からは2－

oxo－3－methylbutanoic、　2－oxo－3－methylpentanoic、　2－oxo－4－methylpentanolc、

2－hydroxy－3－methylbutanoic、2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidの生成を認

めた。また、2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidの生成も推定した。更に、

C．yersatilis　D－5によりbenzoic　acidとphenylacetic　acid、清酒酵母により

刀一hexanoic、　n－octanoic、　n－decanoic　acidの生成も認められた。

　揮発性有機酸量は培養液の減圧蒸留液についてアルカリ滴定により培養液

100ml中の酢酸として求めたが、それは互∴versatilis　D－5が27．Omg、生S2．Et．：一
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ehellsii　F－8が11．7mg、　Z、　rouxii　S84が2．5mg、清酒酵母が1．6mgであった。

この」匹vθrsatilis　D－5の生成揮発性有機酸量は、孟rouxii　s84及び清酒酵母

の約11～17倍量に相当する。また、」匹versatilis　D－5の揮発性有機酸量は酢酸

として培養期間中に消費されたグルコースの約2％に相当した。揮発性有機酸の

大部分がacetic　acidで約26～76％を占め、っいで量的に多かったのが、　iso－

butyric、2－methylbutanoic、　isovaleric　acidなどであった。以上の結果から、

味噌の香気成分として報告されている炭素数2～5の直鎖及び分岐した揮発性有

機酸やbenzoic、　phenylacetic　acidの生成に対する耐塩性酵母群の関与を明ら

かにした。また、炭素数5、6の分岐オキソ酸やヒドロキシ酸、benzoic、　phe－

nylacetic　acid、炭素数6、8、10の直鎖の揮発性有機酸などの生成に対して、

供試酵母間の差異を認めた。更に、各種アミノ酸を単一窒素源とする培地を用

いて、同定された揮発性有機酸の起源にっいても推定した。

　第5章では、種々の味噌を用いて、味噌香気成分の分析を行うとともに、揮

発性含硫化合物や揮発性有機酸の生成に対する耐塩性酵母の関わりについて検

討した。

　麹菌のみが熟成に関与する、いわゆる無菌味噌を製造した。更に、麹菌の他

に、耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌等も熟成に関与する普通味噌と加熱処理した原

材料を混合しただけの仕込み直後味噌を調製した。そして、これら3種類の味噌

中の香気、揮発性成分量及び静置された味噌懸濁液のヘッドガス中の香気化合

物などを比較した。更に、普通味噌に存在する微生物、特に耐塩性酵母群にっ

いて検索し、香気生成に対する麹菌酵素、非生物的化学反応、発酵微生物など

の役割を検討した。

　普通味噌に見られる微生物群は熟成中に正常に経過した。耐塩性酵母群の主

要菌種は孟rouxiiであり、後熟型Can　di　da属酵母して生versatilis、生9Lt二

ehθ11siiもかなり存在した。

　香気の官能検査では無菌味噌と普通味噌は完全に識別され、普通味噌の方が

より好まれたが、無菌味噌を好む集団も有意に存在した。揮発性成分量は大部

分が普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順であった。無菌味噌と仕込み直

後味噌との差が特に大きい香気成分はethanal、2－methylpropana1、2－（and／

or　3－）methylbutanalなどのアルデヒド類であり、普通味噌と無菌味噌との差
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が大きい香気成分はアルコール類、エステル類一特に脂肪酸エステル、フェノ

ール類、ethanalであった。ヘヅドガス分析によっても同一の傾向を認め、特に

耐塩性酵母の作用によって生成したと考えられる種々の香気化合物が普通味噌

にかなりの量が含有されていた。しかし、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸に

関しては、この実験では検出されなかった。これは、静置された味噌懸濁液の

ヘッドガス中ではこれら化合物は濃度的に低いためと考えた。以上のことから、

無菌的熟成により生成した香気化合物に、酵母を中心とした発酵微生物の作用

で生成した香気化合物が加わって味噌の香気が完成するものと考察した。

　味噌中の揮発性含硫化合物と揮発性有機酸に関して、第3章と第4章での実

験方法に準じて、検討した。

　仕込み直後味噌、無菌味噌及び普通味噌を使用して、これら味噌中の揮発性

含硫化合物について検討した。仕込み直後味噌で認められた揮発性含硫化合物

はmethional及びethy13－（methylthio）propanoateであり、無菌味噌及び普通味

噌ではこれら化合物に加え、dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfideも検出、

更に、普通味噌では3－（methyユthio）propyl　acetate及びmethiono1も同定された。

これら化合物のうち、meth⊥onal、　dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide

は、Strecker分解などの化学的反応により生成され、　ethy13－（methylthio）－

propanoateは麹や酵母、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethionolは酵母の

関与で生成されると考察した。また、dimethy！disulfide、　dimethyl　trisuユー

fide及びmethionalの3化合物は、無菌味噌に比べ普通味噌に少ない傾向にあり、

これら化合物の減少あるいは抑制に対する味噌酵母群の関与が示唆された。

　無菌味噌と同様、麹菌以外の発酵微生物がほとんど熟成に関与しないと判断

される白甘味噌や江戸味噌、更に、耐塩性酵母を添加して製造される越後温醸

味噌及び越後天然味噌中の揮発性含硫化合物にっいても検討した。そして、

dimethyl　disulfide、　dimethyl　trisulfide及びmethionalは化学的に生成され、

ethy13－（methylthio）propanoate、3－（methylthio）propyl　acetate及びmethi－

onolは、主に耐塩性酵母の関与で生成されることなどを考察した。なお、味噌

の揮発性含硫化合物として、dimethyl　trisulfideとethyl　3－（methy！thio）pr－

opanoateをは『じめて同定した。

　越後温醸味噌の揮発性有機酸量をアルカリ滴定法で求め、酢酸量として算出
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したところ、味噌100g中44．Omgであった。揮発性有機酸として、　acetic、　pro－

pionic、　isobutyric、　n－butyric、　2－methylbutanoic、　isovaleric、　benzoic

acid等が同定され、量的には、　acetic　acidが圧倒的に多く、約81％を占めた。

これら揮発性有機酸は、第4章で耐塩性酵母により生成されることを論述した。

更に、第4章では耐塩性酵母、特に、Can　di　da属によって、炭素数5、6の分岐オ

キソ酸やヒドロキシ酸が生成されることを論述したが、越後温醸味噌中では検

出されなかった。これは、供試味噌中のC∂ndida属の生菌数や活動量が少なく、

分岐オキソ酸やヒドロキシ酸が生成されにくいか、生成されたとしても極微量

と考えた。また、これら化合物のエチルエステルが清酒の重要な香気成分とさ

れていることから、味噌醸造において、Can　di　da属の積極的利用により、味噌の

香味を多様化させることができるのではないかと提案した。

　味噌は大豆と米を原料とし、麹菌や耐塩性の酵母や乳酸菌などの発酵微生物

の関与で造られる。その味噌は栄養、嗜好、機能面で種々の特性を備え、次世

代に伝えなければならない日本の伝統的発酵調味料の一っである。しかし、近

年の日本の食生活の多様化は、ご飯に味噌汁という形態を崩し味噌の消費を減

少させた。これを打破するには、日本の伝統的発酵調味料の域から、醤油のご

とく世界の調味料への発展や種々の加工用の味噌の開発が考えられる。そのた

めには、より嗜好性の高い香気を備えたものや、逆に、加工用には味噌臭さの

ない味噌等が要求される。これらのことをふまえ、著者は味噌の香気成分及び

その生成メカニズムを解明することは重要な意義があると考え、種々検討し報

告してきた。特に、味噌香気成分のうち、揮発性含硫化合物と揮発性有機酸の

生成と減少に対する耐塩性酵母の関わりにっいて検討し本研究のまとめに至っ

た。これらの研究成果が、味噌ひいては醤油などの大豆発酵食品の発展にいさ

さかでも寄与できれば幸甚である。
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Studies　on　the　Relationship　between
　　the　Volatile　Flavor　Components　in
Miso　and　the　Salt－Tolerant　Yeasts．

Kazuo ISHIHARA

　　The　mjlso（soy　paste）making　Process　is　thne－consuming　and　consists　of

several　steps　such　a，s　steaming　of　raw　materiaユs，1【（）jj　maki皿g，　mixing　with　salt

and　ripening．　Consequently，　the　aromatic　components　of　m　iso　are　formed

through　these　steps．　The　occurrence　of　several　species　of　salt－tolerant　yeasts

have　been　demonstrated　in　the　miso　in　the　ripening　period．　From　the　standpoint

of　forming　aroma　of砿給o，　the　contribution　of　saユt－tolerant　yeasts　is　of　great

importance．　However，　it　has　not　been　clarified　at　what　point　these　salt－tolerant

yeasts　take　their　share　in　the　aroma　formation　of　miso．　Therefore，　this

investigation　established　a皿aユytic　methods　for　volatile　components　which

constitute　the　flavor　of　foods，　and　contrived　the　synthetic　medium　ta㎞g　into

consideration　of　the　field　of　miso，　and　further　examined　the　role　played　by

yeasts　on　the　existence　of且avor　components　on　the　synthetic　media．　As　flavor

components，　volatie　sulfur－containing　compounds　and　volatile　orgεmic　acids

were　mainly　taken　up　as　objects，　and　further　by　the　anaユysis　of　mtso，　the

rela七ionship　between　flavor　components　of　m1Lso　and　salt－tolera　nt　yeasts　was

investigated．

1．Culture　of　salし一tolerant　yeasts

　　The　raw　materiaユof　miso　consists　of　soy　bean，　rice　and　sa比．　Because　the　soy

bean　contains　a　high　density　of　protein，　the　field　where　salt－tolerant　yeasts

grow　a皿d　act　becomes　the　circumstance　of　remarkably　high　concentration　of

nitrogen．　In　consideration　of　the　components　of　mjiso，　we　devised　a　synthetic
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medium　with　18　kinds　of　amino　acids　as　nitrogen　source，　with　the　amount　ratio　of

91ucose（carbon　source）to　total　nitrogen　16，　and　with　12．5％of　saユt．　Because　this

medium　of　high　densiしy　of　nitrogen　and　salt　is　a　very　hard　circumsta皿ce　for　the

salt－tolerant　yeasts，　in　the　experiment，　besides　this　synthetic　m　edium，　the

synthetic　medium　of　the　amount　ratio　of　50：10f　glucose　to　totaユnitrogenεmd

another　medium　wiむhout　salt　were　aユso　used．

　　Zygosaccharom　yces　ro　uxil’S84（Z．　ro　uxii　S　84），　Can　dida　versalZZis　D－5（σ．

versatuEZis　D－5），　andσandida　etchellsti　F－8（σ．　etchellsti　F－8）which　are　a皿

sε己t－tolerant　yeasts　and　isolated　from　red　sa1しy　kome　miso，　and　Saccharomyces

cere　viSiae　RIB　6002（Kyokai　no．7）（8．　cere　visiae），　a　salt－sensiしive　sake　yeast，

were　employed　in　this　study．　These　yeasts　were　cultured士n　a　stationary

manner　at　30℃unt且they　had　consumed　nearlyε皿the　glucose，　the　carbon

source，　since　it　was　indicated　tha七the　volatie　components　formed　by

salし一tolerant　yea£ts　tended　to　be　the　largest　in　amount　at　the　period　when　the

consumption　of　glucose　reached　the　highest．

2．Collection　of　volat丑e　components

　　The　novel　headspace　volatie　trapPing　apParatus　consisting　of　a　heated

sample　solution　container，　a　heated　upper　part　of　the　sample　vesse1，　and　a

heated　Tenax　TA（2，6－dipheny1－p－phenyleneoxide　polymer）tu’be　for　the

collection　of　headspace　volatjユes　from　a　model　solution　was　made．　Vapor　from　the

sample　solution　was　prevented　from　condensing　on　the　interior　surface　of　the

sample　vessel　and　the　Tenax　TA　tube　by　maintaining　the　temperature　of　the

heating　parts　at　45℃，　the　same　as　that　of　the　sample　solution．　Removal　of　the

water　colected　on　Tenax　TA　prior　to　gas　chromatography（GC）was　thus　not

required．　Headspace　volat且es　were　collected　on　the　200　mg　of　Tenax　TA　by

passing　high－purity　nitrogen　through　the　sample　solution　at　a　rate　of　50　m1／1nin

for　l　h．　The　model　sample　solution　contained　ethyl　acetate，　eight　different
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alcoholS，　and　2，3－xylenol．　Da七a　on　the　effect　of　sodium　chlo　ride　concentration　of

the　sample　solution　on　the　co－ection　of　headspace　volatiles　was　presented．　The

coefficients　of　variation　of　the　GC　peak　areas　of　the　compounds　except　for

ethanol　ranged　from　1．9　to　15％．

3．Formation　of　volat且e　components　in　synthetic　media　by　salし一tolerant　yeasts

　　The　main　volat且e　compounds　i皿the　sample　solution　were　alcohols　such　as

ethano1，3－methyl－1－butano1，2－m　ethy1－1－butanol　and　2－phenylethanol　etc．　A－

of　these　compounds　were　formed　in　cultured　yeast　media．　In　add士七ion　to　these

aユcohols，　esters，　volatile　organic　acids，　volat且e　sulfur一containing　compounds，

aユdehydes，　ketones　and　pyrazines　etc．　were　found　both　in　the　non－inocula尤ed

a皿dcultured　yeast　media．

4．Formation　and　reduction　of　volatie　su］fur－contaming　compounds　in

synthetic　media　b　y　salt－tclerant　yeasts

　　By　using　a　synthetic　medium　containing　18　amino　acids　as　a　nitrogen　source，

voユatile　sulfur－contatning　compounds　formed　and　reduced　by　saユt－tolerant

yeasts　and　sake　yeast　were　studied．　As　the　test　yeasts，　Z．　roux五S84，σ．

versatilis　D－5，　and　8．　cereviSiae　w　e　re　employed，　The　volat且e　sul　Eu　r－contair山l　g

compounds　in　the　non－inocUlated　and　cultured　media　were　ident迂ied　by　GC　and

gas　chromatography－lnass　spectrometry（GC－M　S）after　they　had　been　conected

on　a　Tenax　TA　using　an　apparatus　for　trapping　headspace　volatiles．　The　volatile

sulfur－contai血g　compounds　commonly　found　both　in　the　non－inoculated　and

culしured　yeast　medja　were　identified　a£dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide

and　3－（methylしhio）propionaユdehyde（methionaユ）．　Further，　in　the　cu1しured　yeast

media，血addition　to　these　compounds，　the　formation　of　3－（methylしhio）propyl

acetate　and　3－（methylthio）－1－propano1（methiono1）was　ob　s　e　rved．　The　am　ounts

of　dimethyl　dis　Ul　fide，　dimethyl　trisu］【fide　a皿d　m　ethionaユcon七ained　in　the　culしured
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yeast　media　were　found　to　decrease　as　little　as　O．6－85．1％compared　to　those　in

the　non－inoculated　media．　The　rate　of　decrease　of　these　compounds　in　the

cultured　media　was　greatest　in　Z．　roロx五S84　among　the　tested　yeasts．　In　particu－

1ar，　in　the　cu1むured　medium　containing　salt，　in　spite　of　the　fact　that　the

consumption　rate　of　glucose　was　low　and　it　had　poor　development，　Z、　rouxii　S84

eli　ninated　these　compounds　by　as　much　as　55．2－99．4％．　The　formation　and

reduction　of　these　volatie　sulfur－cbntair血ユg　compounds　by　z．　rouxii’s84　were

aユso　observed　both　in　the　non－inocUlated　and　culしured　media　containing

methionine　as　the　sole　nitrogen　source．　In　addiしion　to　these　compounds，　ethyl

3－（methylthio）propanoate　was　formed　b　y　Z．　rouxin’S84．

5．Volatile　organic　acids　formation　by　salし一tolerant　yeasts

　　By　using　a　synthetic　medium　the　vola坦e　organic　acids　formed　by

saユt－tolerant　yeasts　and　sake　yeast　were　studied．　As　the　test　yeasts，　Z．　rouxii’

S84，σ。　versa曲D－5，σ．　e亡cheZZs血F－8　and　8．　cerevisiae　w　ere　employed．

Identification　of　the　volatile　acids　in　the　distMates　of　culture　media　under

reduced　pressure　at　pH　2　was　done　by　GC　and　GC－MS　after　converting　them　to

11－butyl　esters．

　　Ifound　that　acetic，　p　ropionic，　isobutyric，ヱ1－butyric，2－m　ethylbutanoic，　and

isovaユeric　acids　were　formed　by　a皿test　yeasts．　In　addition，　the　formation　of

2－oxo－3－m　ethylb　utanoic，2－oxo－3－m　ethylp　entanoic，2－oxo－4－m　ethylpentanoic，

2－hydroxy－3－・methylbutanoic，　and　2－hydroxy－4－methylpentanoic　acids　were　　　　－

observed　from　both　strε血1s　of　O．　versat　iZis　D－5　andσ．　etcheUsti　F－8．　Form　ation

of　2－hydroxy－3－methylpentanoic　acid　was　aユso　inferred．　It　wa£also　found　that

benzoic　and　phenylacetic　acids　were　formed　by　O。　versatiZis　D－5　andη一hexanoic，

n－octanoic，　and刀一decanoic　acids　by　8．　cerθvゴ5ゴae．　These　results血dicated　that

there　were　some　differences　among　yeasts　tested　for　the　formation　of　branched

cha血oxo　and　hydroxy　acids　with　five　and　six　carbon，　benzoic　acid，　phenylacetic
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acid　and　normal　chain　organic　acids　with　six，　eight　and　ten　carbon，

　　The　amount　of　volatie　acids　formed　was　measured　as　acetic　acid　in　the

dist皿ates　of　culture　media　by　aユkaline　titration，　and　it　decreased　in　the　order　of

σ．versatilis　D－5（27．O　m　g／100　m1），0．　etcheUsti　F－8（11．7mg／100　m1），　Z．　rouni　S84

（2．5mg／100　m1），　and　8．　cere　visiae（1．6　m　g／100　ml）．　The　am　ount　of　volatie　acid　s

formed　by　O．　versat　ilis　D－5　was　about　ll　and　17　times　higher　than　those　formed

by　Z，　ro　zxii’S84　and　S。　cerevおfae，　respectively．　Among　the　volatie　acids，　acetic

acid　wa」s　the　largest　in　quantity（about　26－76％），and　the　other　main　volatile　acids

were　isobutyric，2－m　ethylbutanoic，　and　isovaleric　acids．

6．Aroma　and　headspace　volatjユe　components　of　m．iso　made　by　an　aseptic　process

　　To　study　the　role　of　microorga皿isms　in　flavor　production　in　the　manufacture

of　mjiso，　the　aroma　and　flavor　sub　sta　nces　in　miso　made　by　an　aseptic　process

were　compared　with　those　in　mlso　made　by　the　conventionaユprocess．　In　a

triangle　test，　panel　members　could　detect　differences　in　aroma　betw　een　the

aseptic　and　conventional　misos．　The　aroma　of　the　aseptic　mlso　was　poorer　and

weaker　than　that　of　the　conventionaユm　iso，　and　most　of　the　panel　preferred　the

latter。　Aroma　compounds　in　the　headspace　gas　of　mllso　were　a皿aユyzed　by　GC．

　　Totaユcontents　of　aromatic　components　caユcUlating　from　the　sum　of　GC　peak

areas　were　in　the　order　of　the　conventionaユm．］lso，　the　aseptic　M．j［so　and　the

unmaturated　aseptic　mlso．　The　main　compounds　in　the　headspace　gas　of　the

aseptic　mlso　were　aユdehydes（2－methylpropanaユ，2－and／or　3－methylbutana1），

whereas　those　of　the　conventional　miso　were　aユcohols（ethanol，1－butanol，

2－methylpropano1，2－and／or　3－methylbutanol），　esters（ethyl　acetate，　i60butyl

acetate，　isopentyl　acetate，　ethyl　hexanoate），　ethanal　and　the　aユdehydes　cited

above．　The　carbonyls　except　ethanal　decreased　in　the　order　of　the　aseptic　m　Lso，

the　conventional　mlso　and　the　unmaturated　aseptic　miso．　It　was　suggested　thaし

the　salt－tolerant　microorga　nisms　inhibited　the　form　ation　of　carbonyls，　or
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converted　from　carbony】おto　the　other　compounds．　Thus　the　aユcohols，　esters　and

ethanaユ血the　conventional　mjEso　are　thought　to　be　produced　fermentatively　by

salt－－tOlerant　yeaStS．

7．Volatile　sulfu1触containing　compounds　and　volat且e　orga皿ic　acids　in　misos

　　The　volatie　sulfur－containing　compounds　in　the　dist皿ates　of　misos　under

reduced　pressure　were　identified　by　GC　and　GC－MS　after　they　had　been

co且ected　on　a　Tenax　TA　using　an　apparatus　for　trapping　headspace　volatiles．

　　Methionaユand　ethy13－（methylthio）propanoate　were　identified　in　the

unmaturated　aseptic　m．iso．　In　addition，　dimethyl　disulfide　and　dimethyl

trisulfide　were　observed　in　both　the　maturated　aseptic　miso　and　the

conventional　m．］Eso．　Further，　in　the　conventional　mlso，　in　addition　to　these

compounds，3－（methylthio）propyl　acetate　and　methionol　were　also　identi　fied．

Methionaユ，　dimethyl　disulfide　a皿d　dimethyl　trisu上fide　are　considered　to　be　formed

chemica皿y　from　methionine　due　to　the　chemicaユreactions　such　as　Strecker

degradation　with　amino－carbonyl　reaction．　It　was　also　considered　that　these

compounds　were　reduced　or　inhibited　by　salし一tolerant　yeasts，　because　they

tended　to　be　less　in　the　conyentional　miso．

　　On　the　other　hand，　it　was　suggested　that　ethy13－（methylthio）propanoate　was

formed　by」kω匠and／or　saユt－tole　ra　nt　yeaSts，　and　3－（methylthio）propyl　acetate

and　methionol　by　saユt－tolerant　yeasts，　respectively．

　　Further，　voladie　sulfur－containing　compounds　in　white　sweet刀11so　and　Edo

m．iso　which　are　judged　to　be　taken　almost　no　part　in　ripening　by　microorga　nisms

of　fermentation　except　koji　molds，　as　well　as　aseptic　miso，　and　those　in　Ech啓o

warmed－brewing　mlso　and　Ech　igo　naturaユfermenta廿on　miso　which　are　prepared

wiしh　addition　of　Zygosaccharomyces　rouxii　were　a］so　exam血ed．　It　w　as

considered　that　dimethyl　d　isulfide，　dim　ethyl　trisulfide　and　m　ethionaユare

chemica皿y　p　roduced，　w　hile　ethyl　3－（methy1しhio）propanoate，
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3－（methylしhio）propyl　acetate　and　methionol　are　formed　mainly　by　salt－tolerant

yeasts．　Among　these　volatile　sulfur－－containing　compounds，　methional　and

methionol　were　the　larger　in　quantiしy　in　misos．　Methional　had　an　offensive　odor

in　miso　and　shoyu（soy　sauce）．　It　increased　as　m．iso　and　shoyu　were　ripened　and

heated．　These　suggest　that士しis　desirable　to　reduce　methional　by　saユt－tolerant

yea£ts・On　the　other　hand，　methiono1，　the　important　compound　of　flavor　of　mjlso

and　shoyu，　wa£the　main　compound　in　the　sulfur－containing　compounds　formed

by　the　saユt－tolera　nt　yeasts．　It　suggests　that　the　salt－tolerant　yeasts　play　an

important　role　in　the　ripening　of　miso　and　shoyu．　Dimethyl　trisulfide　and　ethyl

3－（methylthio）propanoate　were　newly　identified　in　miso．

　　Identification　of　the　volatie　acids　in　the　dist皿ates　of　Echigo　warmed－brewing

m1Eso　under　reduced　pressure　at　p且2was　done　by　GC　and　GC－MS　after

converting　them　to　n－butyl　esters．

　　Acetic，　propionic，　isobutyric，刀一butyric，2－methylbutanoic，　isovaleric　and

benzoic　acids　were　identified　as　mlso　volatile　organic　acids．　Among　these

compounds，　acetic　acid　was　the　largest　in　quantity（about　81％）．　However，　the

branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids　with　five　and　six　carbon　formed　by　O．

versatilis　D・－5　andσ．　etcheUsti　F－8　described　above　were　not　detected　in　m．iso．

This　was　considered　to　be　due　to　the　fact　that　the　viable　ce－s　of　Can　dida

versatuiZis　are　few　and　they　are　less　active　in　the　sample　miso，　which　led　to

difficult　formation　of　branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids，　and　even　in　their

presence　their　amount　is　minute．　These　branched　chain　oxo　and　hydroxy　acids

with　five　and　six　carbon　which　are　regarded　to　be　the　important　flavor

components　have　not　been　reporbted血miso　a皿d　shoyu．　Thus　in　the　preparation

of　m．iso，　iヒwa£considered　that　as　wel　as　2ンgosaccharomyces　roαx五，　th6　active

utiliZ　ation　of　Can　dida　versatdis　might　diversify　the　flavor　of　miso．

　　As　a　result　of　above　fact，　the　role　of　saユt－tolerant　yeasts　on　the　existence　of

both　volatile　sUlfur－containing　compounds　and　volatile　orga工江c　acids　was
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clariEied，　and　the　formε比ion　mechεmism　of　these　flavor　components　in　miso　was

proposed．
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