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L は じ め に

　麹は清酒醸造 に限 らず醸造工 業 に重要な役割を果た

して い る．しか し， 固体培地上 に おける麹菌の 増殖を

定量的に扱うこ とが 困難なた め ， 酵素な ど の 生産物を

増殖との 関連 で とらえた研究は少な く， 従 っ て 実際の

製麹管理 に お い て も経験や勘に頼る こ とが多い の が実

状で ある．

　固体培地上 に おける増殖菌体量や培地組成を定量的

に把握す る ため，ア ス ベ ス トを麹材料に用 い る Bindal

ら，1）坂 口 ら
2）の ，ペ ース ト麹法 に よ る Yamamoto ら

3）

の ，ス ポ ン ジ を用い る藤島ら4） の 方法が報告されて い

る．しか し，こ れ らの方法 は著者 らが対照 と して い る

清酒用麹 の 製麹条件の 検討 に は，適 さな い と思われた．

そ の 後，直接麹 の 菌体量を定量する方法と して 照井と

森本
5｝は， 麹 の菌体以外の成分を酵素消化 した後， ろ

別 し，残渣を菌体とす る方法を用い て ，製麹中の 増殖

量 ， 呼吸 ， 生産物の 関係を詳細に 検討 した，また ， 比

較的近年にな っ て麹菌細胞壁 の 構造が明 らか に され ，

そ の 構成成分 で あ るグル コ サ ミ ンを菌体量 の 指標とす

る 方法が Ar …ma と Uozumi6 ｝に よ っ て 開発 さ れ，そ の

後 ， 大内ら，
η Sakurai ら，

8）加藤 ら
9） によ っ て 改良法

が提出された．これ らの方法は実際の麹に適用で きる

とい う大き な メ リ ッ トが あ るが ，清酒麹 の場合，増殖

菌体量が た かだか原料白米 の 2 〜3 ％ に しか達 しな い

の で，特 に増殖の初期の菌体量 の 少な い場合｝こは定量

　 Growth　charactc 趣 tics　of 砌 ゴーmQld 　on 　steamed 　rice

　grains　and 鳶¢ガ喟mak 圭ng 　utilizing 　the　characteristics．

　− A 　monograph 　
一

　SErNosv）　E 　SuGAMA　and 　NAoTo

　OKAZAKI （Natienal　Research　lnstitute　ef 　Br砌 ing
， 2−6

　 Takittogawa，　Kita・ku，　TokJO　II4，　JaPan）

が 困難で ある こ とや ， 分析操作 に多 くの 時間を要す る

欠点が ある．

　清酒醸造 に おい て は昔か ら
“一

麹 ， 二 翫 ， 三造り
”

と言われ る よ うに麹の 果たす役割は大きく， 麹菌の生

産す る酵素の 研究は数多く報告されて い るが，近年，

併行複発酵で ある清酒醪 の 酵素化学的解明がなされ ，

蒸し米の 溶解 ・糖化 ・発酵 に 開連の 深 い酵素およ びそ

の作用が明らか に さ れつ つ ある．1 °
−12 》醪に おける酵素

の大部分 は麹 に由来す るの で ，清酒 醸造 と関連 の 深 い

酵素の 生産条件を麹菌の 増殖との 関連で とらえ る こ と

は意義深 い こ とと思われる．

　著者 らは増殖測定法と して ，製麹 に ともな う呼吸量

が そ の 指標 に な る の で はな い か と考え，ユ3−t5）呼吸量 を

精度よ く， 長時間に わた っ て測定可能な自動増殖測定

装置を考案 した．IG） こ の 装置を用い て 蒸し米上 に お け

る麹菌の 増殖特性 と，酵素生 産 に 及 ぼ す要因を検討 し

た 。

17−19 ）また．増殖特性を利用 したよ り有効な製麹管

理法
20−22〕に つ い て も検討を加えた．

2． 培餐法およ び 呼吸速度の 測定

　麹菌の増殖に は蒸し米水分や胞子接種量などが影響

する と考え られ る し，ま た，無菌的な培養操作が必要

で ある．こ の た め 以下 に述 べ る熱風乾燥 α 米を用 い る

方法「4》 を用い た．す な わ ち，白米 （特に こ とわ らない

限り精米歩合75％）を洗米，浸濱お よ び蒸き ょ う後，

90°G で含水率5 ％以下まで乾燥し α 米と して保存し

た．培養開始にあた っ て，一定量 の a 米を培養容器 に

入れ，90℃ で 約 1時間乾熱殺菌後，一定量 の 麹菌分生

胞子（以後 ，主 に 鋤   覦 皹 oり
2z 瑠 var ．　viride　MuRAKAMT

RIB 　l28 を使用 ）を 懸濁した 蒸留水を計算量添加し，

無菌的 に 混合す る．α 米 100g 当た りに 添加す る胞子
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懸濁液量 X （ml ）は次式で示され る．

　　（S十 R ）（100− A ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 − Ax ＝＝一… 100＿丑

こ こ で

S ・蒸 ・米・krk＄・・蒸 し米
醤韆

米墾
・ …

R ・e米水・〉一沓慧 ・…

A ・ a 米紛 一騾蠶 ・ …

　α 米を用 い て も， 通常の 蒸し米そ の もの を用 い て も，

麹菌の 増殖や酵素生産 にほとん ど違い が 認められない

の で ，実験 の 再現性，無菌操作 の 簡便さな ど の 利点を

生か し，以下 ，
α 米を用 い た．

　増殖 の 指標 として の炭酸ガ ス 発生量ある い は酸素吸

収量の 測定 は Fig・　1〜Fig・3 に示す よ うな培養管法 Jls
｝

シ ャ
ー

レ 法
14 ｝ およびワ

ール ブル グ改良容器法
le ）に よ

り行 っ た．

　培養管法は，あらか じめ炭酸 ガ ス を除い て 調湿 した

空気を 12〜 16ml／g・乾 物 通気 しつ つ 培養する．麹菌の

増殖 に ともな い 発生す る炭酸 ガ ス を苛性ソ
ーダ溶液に

補集 し， 炭酸バ リウム滴定法 に よ っ て定量した．

　 シ ャ
ー

レ 法は， 胞子懸濁水の一定量を添加 した α 米

を ，
Fig．2 に 示すよ う に湿 度調整液を入れた大型 シ ャ

ーレ 中に静置して ，恒湿条件の もとに 培養す る．調湿

液 の NaOH または H2SO4 濃度 に よ っ て 空気の相対

湿度を謁整で き る （Table　1）．ま た調湿液 の苛性 ソ
ー

Fig．1．　 A 　collection　method 　of 　CO2 　evolution 　during
　 　 asol 三d　state 　 cultivation ．13｝

　　1．Air　washer 　containing 　VOO　ml 　of 　rO％ aqueous

　 　 　 NaOH 　soln 、

　　2．PeriStaltic　pump （20　ml 　ah ヲg　dry　steamed 　Iicc ／

　　　 h）

　　3．Relative　humidity　regulator （1．5 × 18cm ）con ・

　　　 taining 　25　ml 　of 　6．5％ aqueous 　NaOH 　so  ，

　　4．夏ncubation 　tube 　（L2 × 25　c皿 ）　fbr　8　g　dry

　　　 steamed 　rice 　grains

　　5．Thc   ostat （30
°C ）

　　6．CO2 　collector （L5 × 18cm ）containlng 　20　ml

　　　 of 　2％ aqueous 　NaOH 　soh1 ・

Fig．2．　 A 　solid 　state 　cUltivation 　controrlable 　of 　atmos ・

　　pheric　hum 三dity．14｝

　　For　huTnidifying　solu 伍on
，
　see 　Table 　I．

ダは炭酸ガ ス を吸収 し，こ れより炭酸ガ ス の 定量も可

能である．

　ワ
ール ブ ル グ改良容器法で 用 い る培養容器は Fig・3

に示す ご とく内部 は 二 分割 されて お り，

一方は 固体培

養 の ため ， 他方は炭酸ガ ス 吸収剤と調湿剤を兼ね た苛

性 ソ
ー

ダを 入れ るよ うに改良 され て い る．こ の 培養容

器 に は通常 α 米を 1〜2g ， 他方は 6・5％の 苛性 ソ
ー
ダ

5m1 を入れ る こ とに よ っ て ，相対湿度を 95％に 保ち ，

静置培養 に よ っ て 酸素吸収量 を 測定す る こ とが可能で

あ る．培養管法とシ ャ
ー

レ法は炭酸ガ ス 発生量を ， ワ

ー
ル ブル グ改良容器法 に よ っ て 酸素吸収量を測定す る

こ とが で き る．測定結果 の
一

例 を Table　2 に示すが，

製麹中 の 呼吸商はほぼ 1で あ り，

16・23）炭酸ガス 発生ま

1

5創

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 圃

Fig．3．　 Improved　Warburg　v 鯔 e1 （45　ml ）蝕 the 　de−

　　term 量nadon 　of　O2　consumption 　during　solid 　st飢 e

　 　 culture 。iG ｝

　　A ＝ alkali （or 　acid ）tray

　　G ＝＝醜oPPer 　with 　gas　vent

　　 1 ＝incubation　chamber

　 　 P 罵partltlon
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Table　L　Equilibrium　rclative 　humidity　a（ljusted

　　with 　NaOH 　or 　H2SO4 　solutions （see 　Fig．2）．

Re 置a 戯ve 　humidity （％）
Concentration （％）

NaOH 　 　 H2SO4

10099989796959492908801

．42

．84
．25

。46
．57

、69
．611

．513

．3

　

098752538

0235791479　

　

　

　

　

　

1111

た は酸素吸収の い ずれか を測定す る こ と に よ っ て培養

経過 に ともな う呼吸活性 を測定 しうる と考えて よ い．

3．　 自動増殖測定装置
ユ6）の 開発

　先に述 べ た 3 種類 の 培養方法 の うち酸素吸収速度を

測定するに は ワ
ー

ル ブ ル グ改良法が簡便で か つ 再現性

も良好で あ るが，こ の 方法の 欠点は培菱容器を密ぺ い

して 測定するた め，培養中に容器内 の 酸素濃度が順次

低下す るこ と， そ の結果長時間後に お ける測定値 の 信

頼度が問題とな る，そ こ で．Fig・4，5 に 示す自動増殖

測定装置を試作した．培養容器 は前述 の ワ
ール ブル グ

｝£1a

　 　 　 　 　 　 OXYGEN
　 　 　 　 　 GENERAr）R
Fig・4・ Equ量pment 正br　oxygen 　supPly 　fbr　solid 　state

　 　 culture ．1  

　　A 冨6．5％ NaOH 　aqueous 　soln ．

　　E ＝electro夏yte （9．5％ H2SO4 　aqueous 　soln ・）
　　M ＝ mercury 　manometer

　　N ＝ cathode

　　 P 磊 anode

　　 S ＝ steamed 　rice 　grains

　　T ＝two −way 　stopcock

改良容器を用い ， 容器を酸素発生装置に連結 し， 呼吸

に よ っ て 消費される酸素を補給す る仕組み と した．す

な わち， 麹菌 の 増殖 に ともな い 発生す る炭酸ガ ス は調

湿液を兼ねた 苛性 ソ
ー
ダ に 吸収され る の で ， 培養容器

Taも1e　2・Respiratory　qu ・tient　of 　A ．　erVzae 　grown ・ n 　the

　　surface 　of 　steamed 　rice　grains．

嬲黜 尹  翻畿購
n

誰認臠 　 RQ．

67RV901211112

ワ郁

2

2212704435036618039462342734035256357629031．061

．010
．911

，040
．960

．950

．95

Average　O．98

1，5　g　of 　inoculated　steamed 　rice 　grains　were   cubated 　in　im−

proved　Warburg　vesse 語 at 　35℃ under 　95％ rela 廿ve 　humidity．
Oxygen　consumption 　was 　est 至mated 　by　addi 垣on 　of6 ．5％ NaOH

in　the 　vessel 　and 　overall 　change 　of 　gas　volume 　 was 　 estimated

by　addition 　of 　9・5％ ｝12SO4 ．
There長》re，　carbondiox 呈de　evo 藍ution 　was 　calculated 　to　substract

the ・ vera 皿 change ・fgas　v 。lume　fr・m 　the ・ xygen 　c ・nsumption ，
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Table　3．　 Effect　of 　culture 　 conditions 　on 　 carbon

　　　　dioXide　 evolution 　per　unit 　mycelium 　of　A ．

　　　　o「7xae・

．lncubation　period （h）
　　　18　　 24　　 36

£
丶
」

 

郭

霍
堂
口

O
、

”

Φ
F5
ω

匚
OO

＝

O
ゆ
あ
XO

一
F一

10

Culture　conditions

A ）On 　rice θour 　mediu 皿
151

　　1）　Strains　used

　　　　　　　　　　　　　　　　　　RIB 　 128　 1．00

　　　　　　　　　　　　　　　　　　R 正B127 　 0．81

　　　　　　　　　　　　　　　　　　RIB 　142　 0．76

　　2）Incubation 亡emperature （℃ ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35

3）Varieties　of 　r三ce 　used

　　　　　　　　　　　　　　Keshiiiwase

　　　　　　　　　　　　　　NihOnbare

　　　　　　　　　　　　　　Shiokari

1．10　　1．15

0．86　　1．07
1．06　　1．15

0．95　 0．95　 1，39

1，08　　1．15　　1．25

0．99　 0．98　 1．04
0。82　　1．09　　1．玉3

0．95　 0．95　 1．39
4）Polishing　rates 　of 　rice （％）

95　 0．89
85　 1．02

75　 0．82
65　 1．19

1．12　　1．53
、0．97　　1．06
1．09　 1．13

1．33　　1．27

B ）On 　steamed 　rice 　grains

　　　　　P・lishing　rates ・f　ricc （％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 95　　 −

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　85　　 −

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 75　 0．94　 1．05

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 65　　 一

1．161

，081

．291

．04

ID

0．t

籌゚
§
慧

萋
8

ー

 

　

 

　

欄

1

Fig・7・　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 en ・yme

　　　　activity 　and 　oxygen 　consumpt 三〇n 　rate 　during　the

　　　　growth　of 　mold ．18）

　　　　　　　　：rice 　gra  s
，

一一一一一　：　wheat 　bran

　　　　△ ：glucosamile 　content ［μglg　d竚 steamed 　rice

　　　　　　　or 　wheat 　bran］
　　　　． ：α

＿amy 垂ase 　activity ［unit ／g　dry　steaned 　rice 　or

　　　　　　　wheat 　bran］
　　　　O ： oxygen 　consumption 　rate ［ml ／9　dry　 steamed

　　　　　　　rice 　or 　wheat 　bran阿

m 　　：

The 　table　shows 　mg 　carbon 　dioxide　evo 玉ved 　per
mg 　dry　mycelial 　weight ・
For　B ，　mycella1 　weightS 　were 　corrected 　by　multi ・

Culture　 condit 三〇 ns 　were 　 as

orvzae　RIB 　128；incubation
atmospheric 　relative 　humidi一

．響　

1

μ

κ

8　　16　　24　　32　 40　　48

　　　　　1ncuba輔on 　period（h）

plication　by　127 ．
｛b睡σws ： strain

，
　 A ．

t  perature，
300C

，

ty，95％…var 三ety （rf　rice，　Koshihikαri；degree　ofpoL
ishing　of 　rice

，
75％・

おKN

菌体量 〔mg ・
乾燥菌体！9一乾物〕

対数期に お ける 比増殖速度定数 〔h
− 1

〕

酸素吸収量 の 菌体増殖蚤換算係数 〔mLO21

mg ・
乾 燥菌 体〕

内生呼吸速度 〔ml ・
．
Oa ／mg 一乾燥菌体 lh〕

菌体増殖量 の 最大値 〔mg 一
乾 燥菌 体tg一乾物〕

とすれば，

Table 　4． Re蝋 iQnship　between　carbon 　dioxide　evolution 　rate 　and 　mycelial 　weight 　grown ．

　　　　　　　　　　　　Wheat
Rice　keji
　　　　　　　　　　　bran 砌 ‘

Maximum 　Oa 　consumption 　rate ［mllg 　dry　stcamOd 　rice　or 　wheat 　branlh］
MaXimum 　CO2 　evolution 　Iate 　［mg ！　　　　　　　 〃　　　　　　　　］
〕Nt［aximum 　glucosarnine　content ［mg ！g　dry　steamed 　rice 　or 　wheat 　bran］
Maximum 　mycel 三al　weight 　　　［mg ノ　　　　　　　　 〃　　　　　　　　］
Max ．02　consumption 　rateiMax ．　mycelial 　weight 　grown

2．OO3
．932

．2329
．70

．0673

11．1021
．8010

．66142

．1
　　0．0781

贓 mum 　oxygen 　consumption 　rate 　and 　maximum 巳1ucosami皿 e 　content 　are 　from　Fig．7．　 MaXimum
carben 　dioxide　ovolution 　rate 　iS　calculated 　from　the　maximum 　exygen 　 consumption 　 rate 　 of 　R （≧鶚 1．0，

and 　maxi 恥 um 　rnycelial 　weight 　is　calculated 　from　maximum 　gluc（rsamine 　contcnt 　usilg 　the　convertion

rate 　of 　O．075．15 ｝
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咢一
d（
告

α）
＋書

d（
 

の
一 K ・薯

da
可

一κ2η乙

対数増殖期 に お い て ，

　 dm
　
−
− t　

＝
”m

　 M ＝＝moeFt

　 dm
　ヨτ

一Ptm・eμ

（1）

（2＞

（3）

（4＞

（5）

（6）

　（1）式およ び（5）式か ら，

　　A − m
・（

　　　 KeK1
十
一

　　　 μ ）（・
P・一一1＞　　　  

　 ert 》 王 の 時

A ・・m （
　 　 K2K

，十
一

　 　 μ ）　 　 　 （・）

　（8）式は対数期 が 十分進行し，かつ 比増殖速度が大

きく異 な らな けれ ば，対数期 に お い て 酸素吸収量 が菌

体増殖量の指標となる こ とを示 して い る．

　次に ，
Logisticな 増殖を仮定する と（4）式は ，

咢一
岬 （

彿

1一
万 ）

（9）式を積分すると，

m ＝

耳 雁 π

（9）

こ こ で

此＝一 一l
　 　 mo

（10）

（ll）

（1），（2）， （3）， （9）およ び（10）式か ら，

誓一轟黔門 纂  ＋ 識轟 （12）

（12）式 を積分 して，

・
「 鴒 ， ＋甼 塾

e

離 甃 （13）

tが十分大 きい 場合（8）式は ，

齟

石
一＝・K21v （14）

　logisticな増殖を仮定 して 導 い た酸素吸収 （（13）式），

お よ び酸素吸収速度 （（12）式）に つ い て の 計算値と実

測値の 比較を Fig・8 に 示す．精白米お よ び麩い ずれ の

場合も両者はよ く
一

致 した。ただ し， 麩 に つ い て は前

述 の とおり最大酸素吸収速度に達 した後，実測値の 低

下 の た め理論値との 間にずれが生ず る．

　（12）式 に おい て ， 右辺の 第 1項は菌体増殖 のた め の

酸素吸収を第 2項は 菌体維持 の た め の 酸素吸収 （内生

呼吸）を表 して お り， 第 2項 は （3）式で 示 され る とお り

時間 t　｝こおける菌体量 に比例する．従 っ て ， 菌体増殖

に ともな う酸素吸収速度の経時変化 は ， （12）式 の 右辺

の 第2 項で 表され る．（12）式の 右 辺 2 項の 理論値 と菌

体増殖経過 （グル コ サ ミ ン 量）を Fig．9 に示した が，

理論値 と各デ ー
タポ イ ン トはよ く

一致した．す な わち，
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Fig．8．　 Oxygen 　consumed 　and 　oxygen 　consumption

　　rate 　during　the　growth 。f　mold ・

　　△ ： oxygen 　censumeCls

　 　O ： oxygen 　consumptLon 　rate ，
Aand 　dAtdt　were 　calculated 　by　Eqs．（13）and

（12）（see 　solid 　Hnes）provided　thatμ
羂0．295，　N ＝

29．7
，

η置o糯0．00909
，
K1 ＝＝O．322　and κ2 ＝0．0673　for

rice 　gra量ns 　and μ
＝0．347

，
　N ＝142・1，　m ・

・＝O・Ol82，

K1＝0，325　and 　K2 　・＝　O。0781　fbr　wheat 　bran．
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Fig．9，　 Calculated　endogenous 　oxygen 　 consumption

　　 rate
，
　glucosamine　content 　and 　enzyme 　activity

　　dur三ng 　the　growth 　of 　mold ．

　　△ ： glucesamine　 content ［μ91g　dry　 steamed 　 rice

　　　 or 　wheat 　bran］

　　O ； a −amylase 　activity 匸unittg 　dry　steamcd 　r 量ce 　Qr

　　　 wheat 　bran］

　　＿ ： calculated 　endogenous 　oxygen 　consumpt 三〇n

　 　 　 rate

　　Sol三d　1ines　were 　calculatcd 　by　the 　seco 皿d　tcrm 　in

　　Eq．12．

Fig．7 で示された酸素吸収速度経過と菌体増殖経過 の

数時間の ずれは ， （12）式右辺 の 第 1項が上乗せ された

結果で あ る．

　増殖 に関する特性値　　前項で得られ た結果か ら，

蒸 し米上 に おける麹菌の 増殖に関する特性値， すな わ

ち対数増殖期 に おける比増殖速度定数 （μ）， 酸素吸収

量 が LOmllg ・乾物 に達す る時間（T ・．・），および最大酸

素吸収速度 （02m 。x ）を算出 した．ζ こ で Tl．o は比増

殖速度が 大きく異な らない 2 つ の酸素吸収経過が あっ

た場合 Tエ．o 値が小 さい ほ ど発芽の 誘導期間が 短 い こ

とを表す．また最大酸素吸収速度，
Oamax は（14）式 で

示 され る よ うに 最大菌体増殖量 の指標とな る．以後 ，

μ，
Ti．e，02m ＃x の 3 つ の 増殖特性値 に 及ぼ す種 々 の 要

因ICつ い て検討を加 え る．こ の 他 （8）式 で 示され るよ

うに ， 対数増殖期の後期に お い て は酸素吸収量が菌体

増殖量 の指標に な る の で，酸素吸収量が 10　mlfg ・乾物

に 達 した時点で 出麹し，各種培養条件下 で の 同
一一ice

体

量 における酵素生産性などの 比較を行 っ た．

5． 増殖と酵素生産
la・19）

　清酒醸造 に 関連の 深 い 酵素と して，α
・amylase ，　glu−

coamylase
，　acid 　proteascお よ び aCid 　carboxypeptidase

を測定 した．布川 ら
1Q−12）は ， 清酒醪 の 溶解に直接関

与す る の は α一amylase で あ るが，　 acid 　proteaseに よ っ

て 米粒へ の a −amylase の 無効吸着が解除され る こ とが

Tab 弖e　5．　 Changes　of 　e且 zyme 　activities 　dur三ng 　the 　growth 　ofA ．　eryzae 　on 　the　steamed

　　 rice 　grains　at　35　and 　400C．

　Oa　consumption 　　　　　　　　　　　　　Enzyme 　act 圭Vities　and 　its　ratio

ml 　O21g　dry　mattcr 　　 α
・Amyl　Glc　APase　ACPase　Glc／APase　GlctACPase

at 　30°C 530

【
000

◎

123344 99011601090123014901330257　　2790　　　13300

334　　　3410　　　14900
362　　3560　　　14700

407　　3610　　　19900
437　　　3870　　　17900

377　　3720　　　14600

0．0920

。0980
。1020

．1130
．1130

．101

0．0190

．0220
．0250

．0200
．0240

，026

at 　40°C 505009阿

3
ハ
」

45

179019302120203025304415164524885523590347036103710416010900102001080011400121000．1230
．1490

．1250

．1320

．133

0．041G

．0500

．0420

．0460

．043

α一amyl ：α一amylase ，
　unittg −dry　matter ；glc：　glucoamylase，　mg ・glucoseth／g−dry　matter

，

APase ； acid 　protease，μg−tyrosine ／hlg−dry　matter ；ACPase； acid 　carboxypept 量dase，
μg−tyrosine／hlg・dry 　matter

，
　DF ：dOferrifenichrome

， μg−DFlg ・dry　matter ．
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必要 で あ り， 醪 にお い て は acid　protease が蒸 し米の

溶解を律速して い る こ と， gluOoamylase が ア ル コ
ー

ル

発酵を律速 して い る こ と．， お よ び acid 　carboxypepti −

dase 活性 が ア ミ ノ 酸 の 生成 に 関係 して い るこ とを明

らか に して い る．

　また ， 清酒の 鉄に よ る着色 に関与す る麹菌に よ っ て

生産され る deferrlferrichro・ne24 〕を定量 した．

　Fig．7 に α一amylase と菌体増殖の 経時変化 を示した

が，a −amylase が増殖と連動して生産され る こ とがわ

かる．こ の傾向は ，
Tablc　5 に示されるように他の酵

素 に つ い て も岡様で ，各酵素間 の 組成比 は培養時間 に

よ っ て ほ とん ど変わ らな い．従 っ て，酵素生産を目的

とする場合は ， 最大増殖量に達 した時点で 出麹 とする

こ とが ，製麹管理 の ポ イ ン トに な る．20》

6． 環 境 要 因 の 影 響

　培養温度の影響塒 　　培養温度が酵素生産に影響を

与え る こ とは すで に報告 さ れ て い る 25）　hS，こ こ で は増

殖 と の 関連で検討を加え た，Fig．101C は，30〜40°G

の一定温度 に保 っ て培養した時の 増殖経過を示す．比

増殖速度は S7・5°G で 最大で ， そ れ 以外で は低下 した．

一
方 ，

Fig．10 に おい て ， 対数期 の 直線部分を培養O時間

に外挿 した酸素吸収量 が ほ ぼ 1 点に収束す る こ とか ら，

発芽に対する温度 の 影響は 少ない と考えられ る．各温

度 に お ける酵素生産 に つ い て ， 同
一

菌体量 お よ び最大

増殖量 に達 した時点 で 比較 し，
Table 　6 に 示す。同

一

菌体量 （酸素吸収量 10　mllg 一
乾物）で比較した場合，

増殖の 最適温度 （37．5
°C）で α

一amylase ，　gluceamylase

お よ び dOferriferrichromeの 生産がよ く，

一
方 acid

proteaseおよ び acid 　carboxypePtidase は 35℃ 以下

で よ く生産され る．最大菌体増殖量 （OSmam ）は 35〜

40℃ で は大差ない の で ， 最大増殖 に おける酵素生産は

同
一

菌体量で 比較した場合と同 じ傾向を示 した．
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Fig．10．　 In且uence 　of　incubation　temperature 　on　the

　　growth 　of 　A．　oワzαs　RIB 　l28．

　　The 　culture 　conditions 　are 　the 　samc 　as 　Fig．6ex−

　　cept 　ft）r　incubation　temperature ・

　蒸し米水分
ZV ）　 蒸 し米水分を調整 し， 増殖 およ び

酵素生産へ の 影響を調 べ た．増殖に 関 して蒸し米吸水

率が 33％を超え る と比増殖速度は変化 しな い が，Tl．。

が 小 さ くな り発芽の誘導期が短縮され る．24％以下 に

な る と，比増殖速度 に影響が現れ る （Tablc　7）．酵素

生産 に 関 して は Table　7 に見られ る よ うに ，水分が少

な い ほ ど単位菌体当 た りの酵素活性が著しく高 くな る

傾向を増 して 最大菌体増殖量は蒸 し米水分が42．2％ま

で は増加したが，そ れ以上で は む しろ低下す る傾向が

認 め られたが ， この 原因は不 明 で ある，

　酸素濺度
1e）　 自動増殖測定装置を用 い れば，常に

初発の酸素濃度で 培養で きるの で，そ の 影響を調べ た

（Fig・ll）．酸素濃度が 1％以下で も比増殖速度は低下

しな い 興味あ る現象が観察された．こ の こ とは密閉容

Table　6．　 Infiuence　of 　incubation　temperature 　on 　the　enzyme 　actiVities ．

Incubation　　　　　　　　　　　　　　　　Enzyme 　actiVitiesa 　　　　　　　　　　　Enzymc 　activiticsb

t  p．
°C　 μ　 02Mua 　 a −Amyl 　 Glc　 A ？ase 　 ACPase 　 DF 　 a −Annyl　 Glc　 APase 　 ACPase

30．032

．535

．037

。540

．0

0．220

．　240

．280

．280

．20

1．52

1．98

2．00

37582285792375010422120723718912902100190016801220324059606410479035201372202582652541360　　　412　　5990　　　17200

1490　　　437　　3870　　　17900

2030 　　 488　　3710　　　11400

aat 　10　ml 　Oa　consumption ・
bat

　rnaximum 　mycelial 　growth ・
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Table　7．　 Influencc　of 　water 　content 　on 　the　growth　and 　enzyme 　activities。i7 ｝

Qu狐 ・i・y ・f照 敝 ；，

’

，2tt。1詫、

a「acte 「−

H2

蟹
iti°n

　
c

踏
nt

・ 乃 ・… …

Enzyme 　actiVitiesa Enzy ・ne ・ activitiesb

α一A 皿 yl　GLc　APase 　AGPase 　DF α 一A 珥 yl　Glc　APase　ACPase　DF

34

尸
D

ρ
07nOO

O
ハ
∪

00001

15。6 　　 0．18　24．3　　−

24．4　　　0．24　21、2　　　− 　　　　845　　244

33．3　　　　0．29　19．0　1．85　　　 920　　198
42．2　　　　0．28　18．1　1．87　　　723　　122

51．1　　　　0．29　16，9　1，77　　　 743　　100
59，9　　　0．29　16．6　1．42

77．6　　 　　　　　 − 　1．27

2440　　　8120　210

1930　　　6040　258

1270　　　4170　227

770　　　4730　 309

1500　　537　5100　　15300　 467

1470　　397　3560　　　9550　443

1060　　241　 2390　　　6310　　563

625　　137　1300　　　4610　　570

329　　　48　　340　　　3020　　299

Ad〔翫ion　of 　water ； The 　de丘nite 　quantity　of 　water （m1 ・H20 ！g　dry　rice ）containing 　spores 　of 　A ．　oryzae 　was

added 　to　one 　g　of 　dry　rice （α一rice ）．　 Water　content 　after 　addition 　was 　calculated 　by　previous　method 　in
chapter 　2　assum 呈ng 　the　rice 　water 　content 　of 玉4．0％．
aa ロ Oml 　O2　cQnsumption ．
bat 　maxi 皿 um 　mycdial 　gr・ wth ．

器中の 酸素が消費 され る まで 増殖が低下 しな か っ た結

果と
一

致 して い る （Fig・　6）．しか し， 酸素濃度が低い

と Ti．o は大 きくな り， 発芽 の 誘導期間は酸素濃度が

高 い ほ ど短縮さ れ る こ と を示す．最大増殖量 と酵素生

産に は ， 酸素濃度 の 影響 は認 め られ な か っ た．

　炭酸ガ ス 濃度
E6 ｝　 自動増殖測定装置の 培養容器申

に は通常 6．5％ の 苛性 ソ
ー

ダが用い られて い るの で ，

容器中の炭酸ガ ス濃度 は ほ とん ど 0 で あ る．そ こ で ，
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F三9．lL　　Effect　of 　oxygen 　concentrat 三〇n

　　growtk 　of 五．　or“ zae 　RIB 　128．

on 　 the

Oxygen　concentration ： 一●一， 20％ ；
＿＜⊃＿，

4％ ；

一 × 一
， 2％；

一△ 一
，
1％ ；

一▽ 一
，
0．2％。　 The

curve 　of 　oxygen 　conccntration 　vs 　ti組 e　requ 量red

fbr　uptake 　of 　l　ml 　of 　oxygen 　is　plotted　as ◎ ．
The 　culture 　conditions 　arc 　the 呂ame 　as　Fig．6cx−

cept 　fbr　oxygen 　concentration ．

増殖 に ともな っ て 発生す る炭酸ガ ス が 貯留しな い こ と

を確認した うえ で ， 苛性 ソ
ー

ダの 代わ りに 炭酸カ リ
ー

炭酸水素カ リ緩衝液を 用い て 容器中の 炭酸ガ ス 濃度を

一
定 に 保 っ て ，炭酸 ガ ス の 影 響を 調 べ た．炭酸 ガ ス 濃

度O
，
O．e4

，
0．14，1．0％に お け る Ti．o の値 は，そ れ

ぞ れ 18．5
，
17．7

， 17・1， 17．1時間とな り，0％に比 し

炭酸ガ ス が O．1％ 程度存在 した 方が 発芽が 促進 され る

こ と が わか る．　 こ の こ とは， Yanagita27） が A ，　 niger

を用 い た 実験結果と一一ikして い る．さ らに 長期間 に わ

た っ て培養を続け る と，容器中の 炭酸 ガ ス 濃度を緩衝

化で きな くな る ので ， 炭酸 ガ ス の 増殖や酵素生産 へ の

影響に つ い て は 今後装置を改良 して 検討 した い．

　胞子接種濃度
2s ）　 製麹に は通常 ， 白米 100　kg 当

た り粒状種麹 loegが使用され る．粒状種麹 ！g 当た

り約 108個 の 分生胞子が含まれ る ので ，白米 1g 当た

り 10s個 ， 白米 1 粒当たり約 2000個が接種 されるこ と

に な る．こ の 胞子接種量 の増殖と酵素生産へ の 影響を

調べ た，一般 に見 られ る よ うに ， 接種量を増すと見掛

けの誘導期の 短縮が観察 され た （Flg．12）．　 Fig．12 に

つ い て 世代時聞は約 2．5時間で ある の で，10倍量 の 胞

子を接種すれば約 8．3時間の lag　time の 短縮があ っ て

よ い こ とに な るが ， 実際 に は 4〜 5 時間の 短縮 しか観

察されない ．こ の こ とは，接種 した 胞子量が 増加す る

ほど蒸 し米上で 発芽 しな い 無効胞子数の 割合が増える

た め と考え て い る．増殖に 関 して は 以上 の こ とが 認 め

られ た が，接 種濃度が 異 な る と，同
一

菌体量 に達 した

時点に おける麹 に肉眼的に著 しい状貌の 違 いが 観察さ

れ る．すなわち。 胞子接種量が 5x102tg一乾物 以下で
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套
1，・

壽
ai

　　　　　 8　唱2　16　2024 　28　323640

　　　　　　　　 houb創   P営 bd 　oo
Fi喧。12．　Influence　of     u1   　』漉 　o 且　thc　mold

　　9… 曲 ・28）

　　瓢 ¢ cUltUre 　corKliticms 　art 　th 。   e 四 F塘．6ex−

　　ccpt 　for　inoculu皿 血 o．

い わ ゆ る突破精型の 麹 に な るこ とが認め られた。吟醸

麹と して は この突破精型が 好まれ ， そ の製造条件とし

て蕉し米水分を少なくし，曲室内で蒸し米を乾燥させ

る とよ い とさ れて い る．しか し検討の結果、突破精麹

にな る最大の婁因が胞子接種量で あり， 蒸 し米水分や

製麹申の相対湿度｝ζはほ とん ど臠係しない ことが明ら

か に な つ た．F越・ISは胞子接種量を 5× 10塾
， 5 × 103，

5xlorl9一乾物 とし， そ れぞ れ酸素吸収量が 5m1 ’9一乾物

の 時点 の麹 の外観写真 （黒 く写 っ て い る部分が麹菌の

繁殖 したい わゆる破精）で ある．い ずれも同一菌体増

殖量に お ける写真で あるの で，衷面にあまり増殖 して

い な い 麹 （胞子接租量 5× 10，）で は蕉 し米の中心部へ

深く増殖 して い る はずであり， 実際に麹を切断して み

ると囲糸が深く入 り込ん で い る様子が観察された．し

か し， 各接租条件に おける同一菌体量で 出麹した麹の

酵素力に つ い て は，大差 は認め られな か っ た．

7・ 自米成分の 影響
19）

　野白らS“） は観け流 しに よ る カ リウ ム の 流出が麹菌

の増殖と酵素生麗を低下させるこ とを認めた．片倉と

畑申so，は精米歩合の 低下 に ともな う て 酵素生産が 低

下するが ，低下の 度合が ア ミラ
ーゼ で は小 さ く， 酸性

プロ テ アーゼ で大きい こ とを指摘して い る．筆者らは ，

精米歩合 の異なる 9品種 ， 20租頻 の白米試料に つ い て

各白米の 化学成分を定量し， 各白米上に おけ る麹菌の

増殖特性値と麹 の酵素力価を測定した．増殖特性値お

Fig・　13・ h漁     or　in  cu1皿 5ize α n　 a葭P  t （rf

　　kOji．xs）

　　The 　edtUre　CGnd 三tions　are 廿1c   c　as　F  ．6．
　　Photograph： upper 　5 × 且08佗 dry　matter

　　　　　　　 mica：0　5×　10819　的 　囮 tter

　　　　　　　 且ower 　5 × 1041g　dry　matter

よ び酵素力価を目的変数 とし， 化学成分分析値を説明

変数とす る重回帰分析を行い，目的変数と関連 の 深い

化学成分を見出し， 見出された成分の水溶液を製麹水

と して 白米 IC添加して そ の 影響を確認 した．増殖およ

び酵素生産へ の影響 が磯認 された成分 とそ の 結果を

Tab 匡e　8 に 示 した．

　増殖に影■する成分　　比増殖速度定数は無機態 ，

有機態を閥わず，窒素成分の 増加に ともな い 増大する．

発芽の 誘導期 （Tl．o》に鬨 して は ， 白米中の ア ミノ態

窒素とカ リウム が多い ほど小さくな り， こ れらの 成分

が発芽を促進 して い る こ とが わか る．最大菌体増殖量

（Os − ・s）は リン 酸とカ リウム が多い ほ ど増大し，白米

中の ζ れらの 成分が菌体増殖量を律速 して い る こ とが
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不経済に なる．そ こ で ，
α
一amylase や glucoamylase活

性の 高い ，acid 　carboxypeptidase 活性の 低い麹を得 る

製麹管理が 経験的 に 行 わ れ て き て お り，こ れ らの 管理

に 対 して 本硬究 によ りある程度の 理論的意味付けがで

きたと考え て い る．今後，さらに酒質 の多様化などに

合わ せ た 製麹管理 や製麹法の 改善，製麹装置 の 改良 な

どに 本研究が少 しで も役立て られれば幸い で ある、

最 後に ， 本研 究の 推進 に 当 た り絶大な ご支擾 とご指導をい た だ い

た 元 国税庁醸造試験所長 野 白喜久雄博 士，前所 長大塚謙一博士，現

所長秋山裕一博士，当所第 4 研究室田 中利雄室長，な らびに ご協力

い た だ い た共同研究者各位 1ζ深甚の 謝意 を表す る。
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