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　The 　potential　of　16　strains　ofblack 　filamentous　fUngi　isolated　fセom 　Chi−chu 　was 　investigated　fbr　use 　as

koli　in　shochu 皿 aking ．　Of 　the　l6　black　filamentous　f  gi　strains 　cultivated 　on 　rice 　solid　culture　koji，5
strains − KNO4 　 and 　KNO9 （belonging　to　the　Aspergillors　niger 　Tiegh．　sp ．）and 　KNOI6 ，　KNO17 ，

　and

KNO 　l　8（belonging　to　the　Asρerg 〃 us 　sp ．）
− exhibited 　high　capabilities 　of 　citric　acid　production　and 　high

enzyme 　activity　compared 　to．4spergillus　awamori 　RIB　2602．　On 　further　screening ，　KNO16and 　KNOl8
were 　selected 　based　on 　their　extemal 　characteristics

，
　production　ofstable 　conidia

，
　and 　high　acid　carboxy −

peptidase　activity 　compared 　to　A．　awamori 　RIB　2602．　Further
，
　unlike 　A，　cm ］amori ，　these　strains 　did　not

produce　2−methylisoborneol 　and 　geosmin，　which 　is　responsible 　fbr　a　high仕agrant 　flavoL　Addition　of
artificial　ash　to　rice　and 　barley　media 　promoted＞80％ ge  ination

，
　and 　the　strains　produced　lOg　g

−l
　of

conidia 　in　the　koji，　Importantly
，
　the　2　selected 　strains　did　not 　produce　afiatoxin　or　ochratoxin 　in　the　k（’ji

solid　culture．　The　acid　carboxypeptidase 　activity　ofKNOl6and 　KNOl8was ＞2．6　fold　that　ofA ，　awamori
RIB 　2602．　The　2　selected 　strains　were 　used 　fbr　alcoholic 　fermentation　tests　of　laboratory　scale　under

optimal 　temperature　conditions 　for　citric　acid　and 　enzyme 　productions　in　the　k〔’ji．　KNO16a 皿d　KNO18had
alcoholic 　ferrnentation　rates 　that　corresponded 　to　that　of　commercial 　strain　A ，　awamori ，　Further，　the
selected　strains　showed 　highly　productivity　of 　isoamyl　alcohol 　with 　commercial 　strain．A．　awamori ．　From
these　results，　it　was 　collcluded　that　the　novel 　strains，　K［NO16 　and　KNO 　l　8，　are　very 　usefUI 　fbr　shochu
making ．

［Key 　words ：black　filamentous　fUngi
，
　enzymatic 　activity

，
　flavor　component ］

　焼酎の 原型 とされる泡盛 に使用され て い る黒麹菌は，

中国大陸南方系の 米の 蒸留酒を醸造 して い る 地域 に由来

して い る，著者らは，その地域の 焼酎醸造環境に着目し，

その 地域で 醸造に使用 され て い る餅麹 （曲）か ら 16株

の恥ρ醐 g躍 鰐 属 に帰属する と推定され る菌株 を取得し

た．こ れ ら の 16株の中か ら標準株の Aspergi
’
ltus　crwaniori

RIB　 2602と比較 して優 れたクエ ン酸生成お よび酸 1生カ

ル ボ キ シペ プ チ ダーゼ などの高 い 酵素活性を示す 5株の

有用菌を選抜で きた 1），本研究の 目的は香味形成，酵素

活性の 増強な どの 酒質向上 に及ぼす新規有用黒色系糸状

菌の選抜にあり，得 られた 5株は優 れた醸造特性を持ち

応用性の 高い 新規有用株の 可能性が示唆された．前報 1＞

では，菌株特性に主体をお き菌株選抜を行い ，製麹 で は

経過時間に よ る製麹管理 を行い
， 菌株選抜 を行 っ た．

　 しか し，焼酎醸造 で は温度 に よる製麹管理が行われ て

い る こ とか ら，取得 した 16株 の 黒色系糸状菌 の 焼酎醸

＊
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造 へ の 応用性を実証するために，ス ケール ア ッ プ した条

件下 で ，温度に よ る製麹管理 を行い ，出麹酸生成および

酵素活性，麹の状貌や香味に与える影響を確認した，製

麹試験の 結果，分生子着生能にすぐれ，異臭の ない 優良

な菌株KNO16 お よび KNO18 の 2菌株 につ い て，主原

料を麦と した 発酵試験を行い ，発酵醪の 経時的ア ル コ ー

ル 濃度や蒸留原酒の 香気成分お よび ア ミ ノ酸分析を行

い ，醸造特性を確認 した．その結果，上記の 2菌株は醪

の 発酵が良好で T すぐれた香気を呈し，高い ア ル コ
ー

ル

生成を示 した．以上 の 醸造特性か ら考察し，従来焼酎醸

造に使用されてい る黒麹菌との差別化が図れ る黒色系糸

状菌の可能性が示唆された の で報告する．

実験方法

　使用菌株 　　前報 1）で 報告 した黒色系糸状菌 16株

（KNO2 〜KNO7 ，
　 KNO9 〜KNO18 ）を実験に供 した，

特 に実用株の 可 能性 が示唆 さ れた KNO4 ，　 KNO9 は

Aspepgillus　niger 　Tiegh．の記載に最も類似 し，　 KNO 　I6
，

KNOI7 お よび KNO18 はAspergillus　sp ．の 記載に最も類

似して い る．また，比較対照菌株は，標準株の A．ewamori

RIB　2602 （ArCC 　14331
，
NBRC 　4388）（以後 標準株と

略す）および市販黒麹菌 （A．awamori ）を用 い た．発酵

試験 は焼酎用協会 2号酵母 （以後 SH4 と略す）を用 い て

行 っ た，

　菌体培養用培地　　糸状菌用培地にはポ テ トデキス ト

ロ ース平板培地 2） （以下 PDA 平板培地と略す）を用い ，

酵母用培地に は YM 液体培地
3）を使用した．

　精白米および精白大麦の α 化　　白米お よび大 麦は

75％精白原料を用 い α 化米 4）の 調製法に準じて行 っ た，

　大型ガラスシ ャ
ー

レを用いた製麹　　直径 20cm の 大

型ガラ ス シ ャ
ーレ に，米および麦の α 化原料400g を秤

取 し，蓋の内側を ろ紙 （No ．5A，　 Advantec製）で覆い ，

95°C で 1時 間乾熱殺菌を行い 室温 まで冷却した，次に，

滅菌済み O．工％ Tween　80溶液 を用 い
， 初発 の 分生子 数

が 5 × los個fgおよび水分量が約36％ となる ように分生

子懸濁液を均一に吸水 させ分生子接種を行 っ た．38°C

で 静置し，品温が 42°C に達した時点で 混合撹拌し，品

温 を36°C に調 温す る工程を 2回繰 り返 した．さらに再

度品温が 42°C に達した時点で混合撹拌し品温を 30°C に

調温 した．蓋 を少 し開け，水分 の 蒸 散を行 い なが ら

30°C で 13時間静置後，混合撹拌 し蓋を全開に して 3時

間後に出麹とした．

　出麹酸度測定　　出麹酸度 の 測定 S）は，国税庁所定分

析法注解に準じて行 っ た．

　酵素活性測定　　酵素溶液の調製お よび酵素活性測定
5）

は，国税庁所定分析法注解に準 じて行 っ た．

　麹のカビ臭測定　　固相マ イク ロ 抽出 （SPME ）ガス
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ク ロ マ トグ ラ フ質量分析器を用い下記の条件で絶対検量

線法に より測定を行 っ た．

　オートサ ン プ ラ
ー ： SPME 用オ

ー トイン ジ ェ ク ター

AOC5000 （島津製作所製），分析装置 ：GCMS −2010　plus

（島津製作所製），フ ァ イバ ー
： 2cm −50130μm 　StableFlex

DVB ！Carboxen！PDMS （Supelco製），加熱温度 ：65eC，

抽出時間 ；30分，注入法 ：ス プリッ トレ ス 1分，気化室

温度 ：230°C，カ ラム ：J＆ W 　Scientific　DB −5MS （Agilent

Technologies製）60　m × 0．25　mm 　Ld，，膜厚O．25　pm ，

キ ャ リ ア ガ ス ： ヘ リウ ム （250kPa），カ ラ ム 温 度 ：

50°C で 5分 保 持 後，230°C まで 4°C！min で 昇 温 さ せ

230DCで 5分保持，イオン化モ ー
ド ；EI，イオン 化電圧 ：

70eV ，イオ ン 源温度 ：200°C，測定モ ード ：SIM ，標

準物質 ： 水質検査用 2−mcthylisoborneol 　standard 　solu −

tion（和光純薬工 業製），水質検査用 2−methylisobomeol −

geosmin　mixture 　standard　solution （和光純薬工業製）

デ ータ解析 ； 島津 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 質量 分析 用

GCMSselution 　Ver．2．53を使用 した，

　分析用試料は，米麹 5g を20　ml 　SPME 用 バ イ ア ル に

秤量 し供試 した．

　分生子着生能確認　　直径 9cm の 滅菌済み プ ラス

チ ッ ク シ ャ
ーレ に米お よび麦の α 化原料 を 15g 秤取 し，

95°C で 1時間乾熱殺菌 を行 い 室温 まで冷却 した．人工

木灰 として 0．3％ KH2PO，，0，1％ MgSO4 を含む滅菌済み

0．1％ Tween　80溶液を用い ，初発の 分生子数が5　x　105個！g
お よび水分量が約40％となる よ うに分生子懸濁液を均

一

に吸水させ分生子接種を行っ た．調湿用 6．5％ NaOH 溶液

が 200ml入 っ た大型 ガ ラ ス シ ャ
ー

レ中に静置 し，35°C

で 24時間，37°Cで 48時間，30°C で 72時間静置培養した，

最終24時間は 調湿水を除去し分生子 を乾燥 させ た，着

生 した分生子を分散させるため麹 lg を 0．1％ Tween 　80

溶液 100　ml に添加し，適宜撹拌 しなが ら 1時間静置後，

ト
ー

マ 氏血球計を用 い 分生子数を算出した
6−9），

　分生子発芽率　　麹に着生した分生子を 150メ ッ シ ュ

の 篩を用い 回収した．滅菌した O．1％ Tween 　80溶液 10ml

に分生子を添加 し，無菌的に約 5 × 102個1mlとな るよ

うに希釈後 IOO　plをPDA 平板培地に塗布 し，30°C で 約

30時間静置培養後に形成され た コ ロ ニ ーを数え発芽率

を算出 した
6．s）．

　 マ イ コ トキシン生成確認 　　製麹 した米麹，麦麹およ

び分生子を十分着生 させた米麹，麦麹を用い ，ベ ラ トッ

ク ス マ イ コ トキ シ ン 検杢 キ ッ ト （Neogen 製）お よびマ

イ クロ プ レー
トリ

ー
ダ
ー Synergy　HT （BioTek製）を使

用し，ア フ ラ トキ シ ン およ びオ ク ラ トキ シ ン の 生成の有

無を確認した．

　発酵試験　　市販黒麹菌と選抜され た KNO16 お よび

KNO 　18は，8i容ガ ラ ス製発酵容器を用 い ，米麹 800　g（原

　 　 　 　 　 　 　 　 　 21
N 工工

一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

料換算），YM 液体培地 で 30°C ，24時間振罍 （100　rpm）

培養した SH4を lxlO6 個1mlとな る よ うに蒸留水で調製

し，汲み水歩合 120％，30°C で 6日間発酵を行い
一次醪

と した．二 次醪 は75％ 精 白大麦 1600　g，汲み 水歩合

160％ の配合で 0°C14 　H間発酵を行 っ た．

　醪分析法　　醪分析は国税庁所定分析法注解 5〕に準 じ

て 行 っ た．また，ア ル コ ール濃度は簡易 アル コ ール分析

器 AL −2 （理研計器製）を用い て定量 した．

　蒸 留 　醪 31 を ロ ータ リ
ーエ バ ボ レ

ー
タ ーRE −

10E− 100 （SIBAIA製）を用 い ，65°C，−680mmHg ，蒸

留歩合 90％で蒸留を行 っ た．

　ア ミノ酸分析　　高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーア ミ ノ

酸分析シ ス テ ム （島津製作所製）を用 い 下記の条件で 絶

対検量線法によ り測定を行 っ た．分離 カラ ム ： Shim−

pack　Amino −Na （島津製作所製）100　mm × 6．0   φ，粒

子径 5 μm ア ン モ ニ ア トラ ッ ブ カ ラム lShim −pack　ISC−

30！SO504　Na　50　mm × 4．O　mm φ， 流速 ：0．6　ml ！min サ

ン プ ル 注入量 ：10 μ1，標 準液 ： ア ミノ酸混合液 （和光

純薬工業製，なか H 型）を使用 した．デ
ー

タ解析 ； 島津

高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ 用LC ワ
ーク ス テ

ーシ ョ ン

LabSolutions1LCsolution　ver ．1．1を使用 した．

　分析用試料は，醪を遠心分離 （3000rpm ，15分）後に

ろ紙 （No5A ，
　Advantec製）ろ過 を行 い ，超音波脱気し，

ろ液 と等量の 特級 995％ エ タ ノ
ー

ル （和光純薬工業製）

を加え，よ く撹拌後 2°Cの恒温
．
ドで一夜静置した．遠心

分離 （3000rpm ，
15分）後 上澄みを回収し，ア ミノ酸分

析用希釈バ ッ フ ァ
ー

［0．2N 　Na3（C ，HsO （COO ）3），　pH2 ．2］

で 5倍希釈後に O．45p　Millex　HP フ ィ ル ター
（Millipore

製）を用 い ，ろ過後に供試 した．

　低沸点香気成分分析　　ヘ ッ ドス ペ ース ガス ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーを用 い 下記の 条件で 内部標準法に より測定

を行っ た，ヘ ッ ドス ペ ー
ス サ ン プラ

ー
： Turbo　Matrix　40

（Perkin　Elmer製），温度条件 ：60°C，30分 ， 分析装置 ：

GC −2010plus （島津製作所製），カ ラ ム ：J＆ WScientific

DB −WAX （Agilent　Technologies製）30　m × 053　mm

i．d．，膜厚 1 μm ，キ ャ リア ガ ス ： ヘ リウ ム （40　kPa），カ

ラ ム 温度 ：35°C で 10分保持後，90°C まで 5°C！min で昇

温 させ 90°C で 10分保持，検出器 ：FID （230°C），標準液 ：

acetaldehyde （和光純薬工業製， 特級），ethyl　acetate （和

光純薬工業製 特級），n−propyl　alcohol （和光純薬工業製

特級），isobuthyl　alcohol （和光純薬工 業製，特級），　 iso−

amyl 　acetate （和光純薬工業製，特級），isoamyl　alcohel （和

光純薬工業製，特級），ethyl 　caproate （和光純薬工業製，

特級）をethanol （和光純薬工 業製，特級）お よび蒸留

水 を用 い 調 製を行 っ た，内部標準物質 ：4−methyl −2−

pentanol（和光純薬工業製 特級）を0．2％となるように

ethanol （和光純薬工 業製，特級）お よ び蒸留水を用い 調
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製を行 っ た．デ
ー

タ解析 ： 島津ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 用

GC ワ
ーク ス テ

ーシ ョ ン GCsolution　ver ．2．3を使用 した．

　分析用試料は，醪を遠心分離 （3000　rpm ，15分）後に

ろ紙 （No ．5A，　 Advantec製〉ろ過を行 い ，超音波脱気

した．蒸留原酒 は，原酒 を0，3F フ ィ ル タ
ー

（Advantec製）

ろ過後，ア ル コ ール分 25％に割 り水を行い ，再度0．3μ

フ ィ ル ター （Advantec製）ろ過後に供試した，

実験結果

　出麹酸度　　焼酎醪の 雑菌汚染防止の ため，酸性条件

で の 発酵が必須であ り，醪の pH を下げるため麹菌 の生

成する出麹酸は重要で ある，

　出麹酸生成能が低 い 菌株 は実用化の 可能性が低 い た

め，ス ケ
ール ア ッ プした条件にお い て も†分 な出麹酸生

成能を有する こ とが重要で ある．一
般的に行われる麹蓋

法の 原料層厚は 1〜2cm であり，大型ガラス シ ャ
ーレを

用い た製麹試験に おい て層厚 1〜2cm を形成 し，原料の

温 度 をで きるだけ均
一

化 し温度調整 を効率よ く行うた

め，400gの α 化原料を用 い ス ケ
ー

ル ア ッ プ した製麹試験

を行 っ た．

　優良菌株として得られた 16株の黒色系糸状菌の 出麹酸

度測定を行っ た結果，KNO2 お よび KNO13 を除く14株

は，米麹で は標準株の 1．0〜L7 倍を示し，麦麹で はO．9〜

1．2倍の 出麹酸度を示 した （Table　D．

　酵素活性　　焼酎醸造に重要である主要 な糖化酵素の

α
一ア ミ ラーゼお よびグ ル コ ア ミ ラ

ーゼ，ペ プチ ドおよ

び ア ミ ノ酸の 生成に 重 要で ある酸性プ ロ テ アーゼおよ

び酸性カ ル ボキ シ ペ プチダ
ーゼ 活性を測定した．取得し

た 16株 の 黒色系糸状菌を用 い た米麹中 の 各酵素活性

を標準株 と比較 した．α
一ア ミ ラ

ーゼお よびグル コ ア ミ

ラ
ーゼ活性に標準株 との 大差は なか っ たが，KNO18 の

酸性プ ロ テ ア
ー

ゼ活性は標準菌の 1．6倍の高い 活性を示

した．酸性 カ ル ボキ シペ プチ ダ
ーゼ 活性で は，KNO9

が 2．3倍，KNOIO およ びKNOI4 が 2．4倍，　KNO 　15が 2，2

倍，KNO16 が 2．6倍，1〈NOI7 お よ び KNO18 が 2．8倍
の 高い 活性 を示 した．原料 タ ン パ ク 由来 の ア ミ ノ 酸が増

加 し，酵母の ア ミ ノ酸代謝によ り焼酎の 香気成分へ 間接

的に影響があ るこ とが知 られて い る高級 ア ル コ ール増加

の 可能性が示唆 された．麦麹では，酸性カル ボキ シペ プ

チ ダ ー ゼ 活 性 は KNO10 が L3 倍，　 KNO11 が1．6倍，

KNO14 およびKNO15 が L4 倍，　 KNO16 ，　 KNOI7 お よ び

KNO18 が 1．7倍 の 高い 活性を示した （Table　l），

　麹の カビ臭　　A．niger に代表され る黒色系糸状菌が

生成する炭臭様 の 異臭 として 知られる 2−MIB （2−methy −

lisoborneol）や geosmin9・
10）は，麹の 香 りに影響を与 え

るだけ で な く，蒸留後 の 製品 へ も炭臭様の異臭を付与し

て し まうた め麹で の 未生成が 重要 で あ る．そ こ で ，固相
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Table　l，　Protease　activities　and 　acidity　in　rice　and 　barley　solid　culture　koji　ofthe 　l6isolated　strains．

Rice　solid　culture　koji Barlay　solid　culture　koji
Strains

A じidity　ofkoji Acidprotease　　 Acid ： arboxypeptidase 　　　Acidity　ofkoji Acid　protease　　　Acid　carboxypeptidase

KNO2KNO3KNO4KNOsKNO6KNO7KNOgKNOIOKNOIlKNO12KNO13KNOI4KNOI5KNOI6KNO17KNO180846249170

 

95273

24423057563345551111111111

　

　

11111

475552D5D15475639123341910932136　

111111

　

　

11

　

　

1
且

lll

64580433277819116996793496632588　

　

　

　

　

12211

　

22222

22615382907831136091110090189111　

1
　

　

11111

　

　

1
　

　

　

　

111

03760454540886610696577089066012 62518674513265426758540351343677

Protease　ac 缸vities 　and 　acidity 　in　A，　aw αmori 　RIB　2602　standard 　strain 　in  ce 　soljd 　culture 　koji　are 　as　fbllows： acidity ，7ml ！g　dry−koji；
acid 　protease， 10，

524　U！g　dry−koji；acid　carboxypeptidase ，
4958U！g　dry−k〔’ji，

In　barley　solid 　culture 　k（’ji：acidity，9．lml！g　dry−kqji；acid　protease，10，581U！g　dry−koji；acid　carboxypeptidase ，6017U！g　dly−koji．

Table　2．　 The　amount 　 of 　2−MIB 　 and 　geosmin　 in　rice 　 solid

culture　kojiof　16isolated　strains 　ofblack 　filamentous　fimgi．

Strains 2−MIB （ng の Geosmin （ng の

Commercia】A
　 KNO2

　 KNO3

　 KNO4

　 KNO5

　 KNO6
　 KNO7
　 KNOg
　 KNOIO
　 KNOIl
　 KNOI2
　 KNOI3
　 KNOI4

　 KNO15

　 KNO16

　 KNO17

　 KNOI8

16．OlO
．377
．822

．5

24921234279592727699

754721

1．7

一，undetected ．

マ イク ロ 抽出 （SPME ）ガス ク ロ マ トグ ラ フ質量分析器

を用い ，取得 した黒色系糸状 菌 16株を用 い て 製麹 した

米麹の 2−MIB お よ びgeosmin を測定 した結果，本実験

条 件 に お い て，KNO16 お よ び KNO18 の 2株 で は，

2−MIB および geosminは検出されなか っ た （Table　2）．

　分生子着生能および発芽率　　ク エ ン酸生成能，酵素

活性お よ び カ ビ 臭測定の 結果，特に KNOI6 お よ び

KNO18 は実用化の 可能性が示唆され る黒色系糸状菌で

ある こ とが確認された，実用化の際，安定 した種麹の 製

造を行うた め に は分生子着生能お よ び発芽率が高い こ と

が重要で ある．そ こで ，種麹菌株 として の特性を評価す

るため に KNOI6 ，　 KNO18 お よび市販黒麹菌の 分生子

着生能お よび発 芽率試験 を行 っ た．KNOI6 お よび

KNO18 は，人工 灰無添加米麹で は 5，7〜6．0 × 10s個1gの

分生子を着生 し，人工灰添加米麹で は 1．2〜1．4 × 109個〆g

の 分生子着生 を示 した，人工灰添加の 影響はな く80％

以上 の高い 発芽率を示 した．人工灰無添加麦麹では 15〜

18 × 109個！gの 分生子を着生し，人工 灰添加麦麹で は 2．3〜

2．9 × 109個〆gの分生子着生を示した．人工 灰添加の 影響

は な く90％ 以上 の 高い 発芽率を示 した （Table　3）．

　市販黒麹菌は，人工灰無添加米麹で は 5．8 × Ios個fgの

分生子を着生し，人工 灰添加米麹で は L2〜L3 × 109個！g
分生子着生を示 した，人工 灰添加の 影響はな く85％以

上 の高い 発芽率を示した．人工灰無添加麦麹で は 1．7x10g

個1gの分生子を着生 し，人工灰添加麦麹で は2．4〜2．5 ×

109個1g分生子着生を示 した．人工 灰添加の 影響はな く，

85％以上の 高い 発芽率を示 した（Table　3）．

　マ イ コ トキ シ ン生成　　Aspergillus　reの 一部の 菌株

はア フ ラ トキシ ン やオク ラ トキシ ン を生成するこ とが報

告 され て い る 11・12｝こ とか ら， 安全性確認 の た め，ア フ ラ

トキ シ ン お よび オ ク ラ トキ シ ン の 生 成確認 を行 っ た．

KNOI6 お よびKNO18 は，本試験条件にお い て 本検出

キ ッ トの 検出限界で ある lppb 以下を示 し，ア フ ラ トキ

シ ン および オ ク ラ トキ シ ン の 生成は確認 されなか っ た．

　発酵試験　　KNOI6 および KNOI8 を用 い た米麹の

発酵へ の影響確認の ため，
一
般的に焼酎醸造で使用され

て い る市販黒麹菌を用 い た米麹を比較対照 とし，発酵試
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Table　3．　 Nu   ber　of　conidia 　and 　ge  ination　rate　in　rice　and 　barley　solid　culture　koji　of 　isolated　strains ，　KNO 　16，　KNO18 　and

COmmercia1 　strain，　A．　aWamOri ．

Rice　solid 　culture　koji Barley 　solid 　cutture 　koji

St「ains 　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Number 　ofoonidia

　 　 　 　 O．3％ KH2PO4 　 0，1％ MgSO4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （individuai〆g−koji）

Gerrnination　rate

　 　 （％）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Number 　ofconldia 　 Germination　raLe
O．3％ KH ユPO4　 0．1％ MgSO4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔individuaレg

−koji）　　　　　　（％）

C。   erciaLA 十

十 十

5．9 × loel

．3Xlogl
．2Xlog

8758

言

S

十

十

1．7 × 10L，

2．4 × loy2

．5 × ley

089988

KNOI6 十

十 十

6，0XIOEl
．3 × 10Pl

．2Xlog

827898

十

十 十

1．8 × 10 ウ

2，3 × IGウ

2．3xIO り

05099

Ω’

KNO18 十

十 ÷

5．7 × 1eS1

．3x10Y1
．4 × 10P

7648S8

十

十 十

1．5xlo925xloo2

、SxIOY

465999

　 20．0
　 18．0
　 16．0
　 14．o
鑿、2．。
210．OE
　8．o

山　6．0
　 4．0
　 2．0
　 0．O1

　 2　 3　 4　 5　 6　　　 2　 3　 4 　5　 6　7　8　9　1011121314

　 Seed　mash 　　 　 　 　 　 　　 　 　 Mainmash

　　 　　　　 Fermentationtime 〔d）

Fig，1，　 Ethanol　 production　in　 shochu 　 mash 　brewed　 with 　 novel

strains，　KNOI6and 　KNOI8 ，　and 　the　commercial 　strain，　A ．　awamori ．
Symbols：● ，

commeTcia ［A；口，KNOI6 ；△ ，KNOI8 ．

験を行 っ た．二 次醪 14日 目の醪ア ル コ ール 濃度は，市

販黒麹菌で 16，8％，KNOl6 で 165％，　 KNOI8 で 17．4％

を示 し，選抜 した KNO16 お よびKNOI8 は市販黒麹菌

と同等に優良な発酵となる こ とが示唆された （Fig，　D．

　KNO16 およびKNOI8 は，醪の 発酵が 良好で，酸臭

や墨汁様の異臭がなく良好な香 りを呈 した．

　ア ミノ酸　　麹菌 の 生成する各種酵素によ りア ミノ酸

が生成され，酵母は焼酎醪中の ア ミノ酸を取り込み，香

気成分生成に 関与 13）する こ とか ら，焼酎醪中の ア ミ ノ

酸分析を行 っ た．KNOI6 お よび KNO18 の
一

次醪お よ

び二 次醪の ア ミ ノ酸濃度は，KNO16 の isoleucineで市

販黒麹菌の 1．6倍の値が見られたが，他の ア ミ ノ酸で は

0．9〜1．3倍 の値を示 した （Table　4）．

　低沸点香気成分　　焼酎の
一般成分 とし て ア セ トア ル

デ ヒ ドお よび主要高級ア ル コ ール の低沸点香気成分分析

を行っ た，一
次醪で は，KNOi6 お よび KNO18 の イ ソ

ア ミル ア ル コ ール濃度が市販黒麹菌と比べ 1．8倍以上 の

高 い 値を示 し，ア セ トア ル デ ヒ ドで 0，8〜LO 倍，酢酸

エ チ ル で 1．2倍，n 一プ ロ ピル ア ル コ
ール で 1．O〜 1．1倍，

イ ソ ブチ ル ア ル コ ール で 0．9〜 L2 倍，酢酸 イ ソ ア ミ ル

で O．8　
一一　1．O倍，カプ ロ ン 酸エ チ ル で Ll〜1．2倍の値を

示した．（Table　5）．二 次醪お よ び蒸留原酒で は，酒母 と

同様の 7成分で KNO 　I　6および KNO18 は，市販黒麹菌

と比べ 0．8〜1．1倍の値を示 した．

考 察

　東南アジア圏は，十分な湿度と温度に恵まれた こ とか

ら，カ ビや酵母 な ど の 成育に適して い る，こ の よ うな条

件を背景に，東南ア ジア圏は カ ビを使っ た酒の醸造が発

達 し，本格焼酎醸造に も受け継がれて い る，わが国の 焼

酎の 原型 は泡盛焼酎であるが，そ の泡盛焼酎が沖縄 で 造

られ始め た の は 15世紀にな っ て か ら と 言 わ れ て お り，

黒麹菌 （A，cmvamori ）が使用されて きた．日本へ の黒麹

菌の伝播に つ い て は諸学説がある が，東南アジァか ら琉

球へ 醸造 ・蒸留技術 と
一

緒に渡来した と考えられ て い る

の が
一
般的で あり，中国大陸南方系の 米の蒸留酒を醸造

して い る地域に由来 して い ると考 えられ る．中国餅麹

（曲）は，微生物の生育環境を自然生態系の 中に求めて

お り，複雑なミ ク ロ フ ロ ー
ラを形成 して い る ため新たな

有用微生物の 発掘原点で ある．筆者 らはその焼酎醸造環

境に着 目した，本研究の 目的は香味形成，酵素活性の増

強等に より酒質向上に及ぼす新規有用黒色系糸状菌の 選

抜にあり，取得 した菌株の焼酎醸造へ の 応用を実証する

ためス ケ
ー

ル ア ッ プし醸造特性 を確認した結果，前報
L）

で 報告 した新規有用株の 可能性が示唆され た 5株中の

KNO4 ，　 KNO9 お よび KNO17 を除 く，　 KNOI6 お よ び

KNOI8 は実用化 の 可能性が示唆される優良菌である こ

とが 明らか になっ た．

　取得 したKNOI6 お よび KNOI8 は安定した焼酎醸造

に重要な出麹酸 （クエ ン 酸）を標準株と比較し，米麹 で

15 倍，麦麹で 1，1倍生成 し，酸性 プ ロ テ ア ーゼ活性で

は KNO18 で 標準株 の 1．6倍，酸性 カル ボキ シベ プチダー

ゼ 活性で は，KNOI6 が 2．6倍，　 KNOI8 が 2。8倍 の 高 い

活性を示 した．小 ス ケ
ー

ル の米麹 で の 酸性 カ ル ボキ シペ
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Table　4．　 The　amount 　ofrelative　amino 　acid　components 　in　seed　and 　rnain　mash 　ofisolated 　strains
，
　KNO16 　and 　KNO18 ．

Amino 　acid （PPm ）
Seed　mash Main　mash

Commercial　A KNO16 KNOI8 Commercial 　A KNOI6 KNO18

Aspartic　acid

Threonine
SerineGlutarnic

　acid

ProlineG
］ycineAlanineCystineValineMethionine

Isoleucine

LeucineTyrosinePhenylalanine

HistidineLysineAmmonla

Arginine

405．034L924LO987

．2262
．7216
，9901
．4

　 50．1328
．7185
．4138

．4824

．1640

．7542

．055355765122

，21632
．3

480．7419
つ

284．713222267

、7230
．51084
，7

　 64．9376
．8221

．0221
，0986

，4691

．0627
，5625

．1581
．312951901

，9

391．2337
，7236

．31098
．4241
，6193
，1856
．4

　 58．9310
．2194
．3124
．1836

．2615

，1561

，7559

．7510

，2110
．21663
．4

6772486640417174689647293384i76274545840107210927932611114125

　

21

　

41223

　

5

9498782221722270757633079711038918817269125252089266671214126

　

21141323

　

5

3802534200491710374834314868726793895941192210837942601114115

　

21

　

41223

　

5

Table　5．　 The　amount 　of 　relative 　volatile 　components 　in　a　rice　solid 　cultUre 　kolj　seed　mash 　of

isolated　strains ，　KNO 　l6and　KNO18 ．

Strains
Flavor　component （PPm）

Commeroial　A KNO16 KNOI9

Acetaldehyde

Ethyl　acetate

n・Propyl　alcohol
Isol〕uty且a且cohol

Isoamyr　acetate

Isoamyl　alcohol

Ethyl　capr 〔｝ate

12．8122

，3864

．9834

．700

．3392
．440
．04

13．1227

．6472
．1340

．82
　0．33169

．28
　0． 4

10．7626

．2263
，7730

，87
　0．26192

．80
　0．04

プ チ ダ
ーゼ 活性が 標準株 の 2．7倍で あっ た こ とか ら 1），

KNO16 および KNO18 は ス ケール ア ッ プ した場合で も

安定した酵素活性を示すこ とが明 らか とな っ た．

　また，
一
般的にA．niger に代表される黒色系糸状菌は

炭臭様の 異臭 として知 られる 2−MIB や geosminを生成

する こ とが知られて い るが，KNO16 お よびKNO18 で は，

2−MIB および geosminの 生成 は確認されなか っ た．

　選抜 した黒色系糸状菌を実用化する ため に は安定した

種麹の供給が必須 で あ る．そ の ため菌株の 分生子着性能

が高い こ とが重要 となる，

　KNO16 お よび KNO18 は，人工灰無添加米麹で は 5．7〜

6．0 × IO8個 1gの分生子を着生 し，人工灰添加米麹で は

1．2〜1．4 × 109個ノgの 分生子着生を示 し，80％以上 の 高

い 発芽率を示 した．

　市販黒麹菌は，人工灰無添加米麹で は 5．8 × 10B個fgの分

生子を着生 し，人工灰添加米麹で は 1．2　
・一

　1．3 × 109個ノg

分生子着生 を示 した．人工灰添加 の 影響はな く85％ 以

上 の 高 い 発 芽率 を示 した こ とか ら，KNOI6 お よび

KNO ユ8は実用化の 可能性が高い こ とが 示唆され た，

　
一

部の Aspergillus属で は肝細 胞がん を引 き起 こす原

因物質と して 知られ るア フ ラ トキ シ ン や腎臓 で の 各種酵

素活性を阻害し腎毒性を示すオ ク ラ トキ シ ンなどの マ イ

コ トキシ ン 生成が報告 11・12）され て い るが，KNOI6 お よ

び KNO18 は ア フ ラ トキ シ ン およ び オ ク ラ トキ シ ン生成

は確認 され なか っ た．

　米 麹 を 用 い た 発 酵 試 験 で は，KNOI6 は 16．5％，

KNOI8 は 17．4％ の ア ル コ ール 生成が確認され，市販黒

麹菌で は 16．8％ の ア ル コ ール 生成が確認された こ とか
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らKNO16 お よ び KNO18 は市販黒麹菌 と同等に優良な

発酵となる こ とが示唆された．

　低沸点香気成分分析を行 っ た結果，焼酎醸造に使用さ

れ る市販黒麹菌に 比 べ ，KNO16 お よび KNO18 で は
一

次醪 に お い て 1．8倍以上 の イ ソ ア ミル ア ル コ ー
ル 生成が

見られた．イ ソ ア ミル ア ル コ
ール は，ア セ チ ル CoA と

酵母菌体内酵素で ある ア ル コ ール ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ

ラーゼ に よ りバ ナナ様の香 りを呈する酒類の 重要な香気

成分 の
一

つ で あ る酢酸イ ソ ア ミ ル が生成される こ とが知

られて い る
B ）．酵母 は培地中の ア ミノ酸を取 り込み炭素

数の
一つ 少な い 高級ア ル コ ール を生成する，ロ イ シ ン か

らイ ソ ア ミル ア ル コ ール，イ ソ ロ イ シ ンか ら活性ア ミル

ア ル コ ール，バ リ ン か らイ ソ ブ タール，フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン か らβフ ェ ネチ ル ア ル コ
ー

ル が生成する こ とが知られ

て い るな ど，酵母 の ア ミ ノ酸代謝に よ り高級ア ル コ ール

が間接的に焼酎の香気成分の 生 成に 関係 して い る 14−16），

ア ン モ ニ ア や メ チオニ ン などの濃度が高 い 場合 に は，ロ

イシ ンの 取 り込み量が低下 し，エ
ー

ル リ ッ ヒ経路に よる，

イ ソ ァ ミ ル ア ル コ ー
ル の 生成が少な くな る が

ls・16），本条

件の一次醪で は，KNO16 お よ び KNO18 の ア ン モ ニ ア，

メ チ オ ニ ン お よ びロ イ シ ン の 濃度は市販黒麹菌と同等な

値 を示した，また，他 にも糖か らア ミノ酸生合成に従い

高級 ア ル コ ー
ル を生成す る場合や酢酸の 縮合 に よ りイ ソ

ア ミル ア ル コ ール やイソ プ ロ パ ノール を生成する経路な

ども報告 13）さ れ て い る こ とか ら，イ ソ ァ ミ ル ア ル コ ー

ル 高生成要因に つ い て は さらに検討が必要で あると考え

られる．

　以上 の 結果から，原料 と酵母との 組み合わせ を検討す

る こ とに よ り，ア ミ ノ酸や香気成分の増強が 図れ，酒質

向上 に つ な が る こ とが 示 唆 さ れ，KNO16 お よ び

KNO18 は，従来焼酎醸造に使用され て い る黒麹菌との

差別化が図れる黒色系糸状菌の 可能性が示唆された．

要 約

　ス ケ
ール ア ッ プした製麹試験で，標準株の Asρergillus

awamori 　RIB　2602 （ArCC 　 l4331，　NBRC4388 ）と比

較 し，良好な出麹酸生成能お よ び高い 酸性 カ ル ボキ シ ペ

プチ ダ
ーゼ 活性 を示 す 黒 色系糸状 菌 KNOI6 お よび

KNO18 を取得した．　 Aspergillus　niger に代表さ れ る黒色

系糸状菌が生成する炭臭様の異臭として 知られる2−MIB

や geosmin の 生成は KNOI6 お よび KNOI8 で は 認め ら

れ なか っ た，KNOI6 およ び KNO18 は，人工 灰を添加

した米麹お よ び麦麹 ともに 109個 fgの分生子着生能お よ

び80％以上 の 発芽率を示 した．また，本試験条件にお

い て ア フ ラ トキ シ ン お よびオク ラ トキ シ ン の 生成は認め

られなか っ た．製麹 した米麹 （800g）を用 い ，麦を主原

26

料 とした発酵試験を行っ た結果，1〈NOI6 お よ び KNO18

は，市販黒麹菌と同様に 16％ 以上 の ア ル コ ール 生成が

見 られ，墨汁様の異臭が な く，芳醇な香 りを呈 した，発

酵試験 の 醪お よび蒸留原酒 の 低沸点香気成分分析を行 っ

た結果，KNO16 お よびKNO18 の
一次醪におけ るイ ソ

ア ミル ア ル コ ール濃度が，市販黒麹菌の 1．8倍以上 の高い

値を示した．本研究で得られた KNO16 お よ び KNOI8 の

2菌株は，出麹酸 （クエ ン 酸）生成，酸性カル ボキシペ

プチダ
ーゼ活1生，イ ソ ァ ミル ァ ル コ

ー
ル 生成および分生

子着生能に優れ，A．　niger などが生成する2−MIB お よび

geosmin生成の な い 優良菌株で ある こ とが認 め られ た．

また，ア フ ラ トキ シ ン およびオ ク ラ トキ シ ンの 生成もな

い こ とが確認 され た．KNO16 お よび KNO18 は，原料

と酵母との 組み合わせを検討する こ とにより，ア ミノ酸

や香気成分の 増強が図れ，酒質向上 に つ なが る こ と が示

唆され，従来焼酎醸造に使用 される黒麹菌 との差別化が

図れ る 黒色系糸状菌で あ る可能性 が明らか とな っ た．

　本研 究 を行 う に あ た り，醸造特性比較 対 照 株 と し て

Aspergiltus　awamori 　RIB　2602 を快 く分与い た だ き ま した独

立行政法人 酒類総合研究所 に深謝い た します．
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