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　　By　using 　 a　synthetic 　medium 　the　volatile 　 organic 　acids 　fbrmed 　by　salt −tolerant

miso 　yeasts　and 　5α綴 yeast　were 　studied ．　As　the　test　yeasts，　Zptgosac‘harenryces　rouxii 　S84，

Candida　uersatiiis　D −5
，
　 and 　Candida　et‘観 醜 F −8，　all　salt．to1erant　and 　isolated　from　red

salty 　konta　miso
，
　 and 　Sacchaアoηり

，ces ‘erevisiae　 RIB 　6002 （Kyokai 　no ．7），　a 　salt −sensitive

sakif　yeast，　we γe　employed ．　 These　yeasts　were 　stationarily 　cultured 　at　30qC 　until 　they

consumcd 　nearIy 　all　the 　glucose ，
　the 　carbQn 　source ．　 Idcntification　of 　the　volatil ε acids

in　the 　distil工ates 　of 　culturc 　sQlutions 　unde ： reduced 　pressure　at 　pH 　2　was 　donc 　by　GLC

and 　GC −MS 　a 食er　convertlng 　tllem 　to η
一butyl　esters ．

　　、Ve　fbund　that　acetic ，　 propionic，　isobutyric，
π一butyr三c ，　2−methylbutanoic ，　 and

孟s・ valeric 　 acids 　were 　f・ rmed 　by　all 　test　yea5ts，　 In　additi ・ n
，
　the・fc｝rmati 。 n 　of 　2−ox ・

−3−

methylbutano 三c，　2−oxo −3・methy ！pentanoic，　2−ox 〔ト 4−methylpentanoic
，　2−hydroxy−3−

methylbutanoic ，　and 　2．hydroxy−4−methylpcntanoic 　aclds 　were 　Qbserv ¢ d　from　both

strains 　 of σ．　 versatitis 　D −5　 and σ．　 etcheUsii 　F−8，　 Formation 　 or 　2−hydroxy−3−methyl −

pentanQic　 acid 　was 　 also 　inferred．　It　 was 　 also 　fbund　that 　benzoic　 and 　 phenylacetic
acids 　were 　fomled　by　C，　versatitis 　D −5　and 　n−hexanoic

，
η
一〇ctanoic ，　and 陀一decanoic　acids

by　S．‘erevisiae 　R 互B 　6002．
　 　 The 　amount 　of 　volat 三le　 acids 　fbrmed 　 was 　 measured 　 as 　 acetic 　 ac 三d　in　the　distiilates
of 　culture 　solutions 　by　alkalinc 廿tration

，
　and 　it　decreased　in　the 　order 　of　C ・versatili∫

D −5 （27．Omg ／100 【n1 ），α etehe 〜lsii　F −8 （11．7　mg1100 　ml ＞，　Z ．　 rouxii 　S84 （2．5　mg1100 　m1 ＞，
and 　S，‘ereviSiae　RIB 　6002 （L6　mg110G 　m1 ）．　 Among 　the 　volatile 　acids ，　 acetic 　acid 　was

thelargest 　in　quantity（about 　26−76％），
and 　the　other 　main 　vQlatile 　acids 　were 　isobutyric，

2−methylbutanoic
，
　 and 　jsovaleric　acid5 ．

　微 生物と して 麹菌の み を利用 し ， 他の 発酵微生物を

関与 させ な い で 醸造 する，い わ ゆ る無菌味噌の 案出
1”3）

は ， 味噌熟成 に 関与する麹菌以外 の 発酵微生物 の 役割

の 解明を可能 に し，多くの 成果 が得 られ た．そ の結果，

味噌の 熟成過程 に お い て 味噌 ら しい 香気付与 あ る い は

矯正に 耐塩性 の 味噛酵母の 存在が不可 欠である こ とが

わ か っ た．輔 ，

しかし， そ の 味噌酵母 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 ．

　味噌酵母 に よ る香気付与 の メ カ ニ ズ ム 究明 の 方法 と

して は，仕込 み時 に 味噌酵母を添加 し， 熟成させ た味

＊
味噌酵母の 生成す る 香気成分 に 関する 研究（第 1 報）

　Studies　on 　 ar 。ma 　 components 　 formation　 by　 salt −

　 tGlerant 　tn 　iso　yeasts　（1）

噌 の 香気を研究す る方法
6｝

や，無菌味噌と普通 味噌と

の 比較 に よ る 研究 の 方法
4’5’718 ，

な ど があ る．しか しな

が ら，
こ れ らの 方法 で は 原料よ りの 麹菌酵素や 味噌酵

母 以 外 の 微生物，また 非酵素的化学反応 に よ り香 気が

生成さ れ る た め解析を複雑 に して い る ．そ こ で ，
こ れ

らの 方法 に加え て ，合 成 培地 の 使用 に よ り味噌酵母自

身 が どの よ うな香気成分を生成 し，そ れが どの よ うに

味噌香気成分 に 移行する か の 解明も必要と考え られ る．

合成培地の 使用 に よ る 味噌酵母 の生成する香気成分の

研究に は，ア ル コ
ール 類

9）

や ， 有機酸類
工O）

の 報告があ

る が
，

い ま だ系統的な 研究 は見あた らな い ，

　味喀 の 熟成過程 に おい て ，味膾酵母は味噌香味成分

と して の酸性物質の生成 に あま り関与 しな い
io

とされ
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て い るが，合成培地を使用 して 味噌酵母培養液 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．12） こ の こ とか ら， 味噌酵母

培養液の 香気 に お い て 酸性物質の 重要性 が 考え られ た

の で ， 本報で は味噌酵母の 生成する揮発性酸に つ い て

検討 し，そ の 結果を報告する．

実　験　方　法

　供試酵母　　耐塩性 の味噌酵母 と して 赤色辛 ロ 味膾

よ り分離 された Zyg ・saCtharamyces 　rbzaxii 　S　8413》 （以

下 ，
Z ．　 rOttxii ），

　 Candida 　wersatilis 　D ・5t4’（以 下，　 C．

膨 厂∫朗 跳 ），
Candidα etchellsii 　F−814， （以下，　 C・　etchel ・

！∫幻 の 3株 と非耐塩性 で ある清酒酵母 の SaccharO・

myces 　 cerevisiae 　 RIB 　 6002 （臨 会 7 号 ） （以 下，　 S ・

eerevisiae ）を使用 した ．

　培地お よ び培 養 方法　　使 用 した 培地 の 組 成 を

Table　1に 示 した ．た だ し， 非耐塩性で あ る S．　cerevi −

siae の 保存培地 お よ び 前培養培地 は 米麹汁 〔Ballg・　IO
°
）

とし，さらに本培養培地 に は Table　1 に示 した組成の

うち食塩無添加 の もの を 用い た．

　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．cere
’
visiae に は滅菌生理食塩水）で

洗浄後， 酵母懸濁液を諞 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，大 豆 の ア ミノ 酸

組 成
L5 ）

に 基 づ い て 18種 類の ア ミ ノ 酸混合物 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．本培養培地調製 に あた っ て は ，

滅菌時に お ける ア ミノ ・カ ル ボ ニ ル 反 応の 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 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 調笹 し混 合 した ・酵母 の 接種菌数 は 600mI

当た り 3Xlos と し，
30℃ で 炭素源で あ る グル コ

ー
ス

が ほ ぼ消費 しつ 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，既 報
12 コ

の 結果 に よ っ た ．

　揮発性酸 の 分離 と その ブチ ル エ ス テ ル 化　　各培養

液 6 〜中 の 揮 発 性成 分 を， Fig．1 に 示 した 装置を 用 い

て 補集 した．装置A は 一5°C
，

B とC は
一80℃ に 冷

却 し， 培養液 を 10N 　H2SO4 で pH 　2 に 調整後，ロ ー

タ リ
ー

エ バ ポ レ ー
タ
ー

に 接続 した フ ラ ス コ に 入れ，10

mmHg 以 下で 培養液が乾固す るまで 減圧蒸留を 行 っ

た、さ らに 少量 の 蒸留水を加えて 減圧蒸留を繰り返 し

た．な お ， 留液 は ほ とん ど A に補集 さ れ ，
B に は少量

の 氷結，C に は極 めて わずかな氷結が認 め られた ．　 B

と C の 氷結を解凍後 ，
A の 留液 と合 わ せ て 揮発性酸分

析の ため の 試料溶液とした ，
’

　 揮発性酸の 分画方法 を Fig．2 に示 し，得 られ た揮

発性酸 の ア ン モ ＝ ウム 塩 は 山下 ら
16］

の 方法で n 一ブ チ

ル エ ス テ ル 化 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
（GLC ）お よび ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ

ー・質 量 分 析

Table　1．　Composition　 of 　media ．a

（／1）

For　 stock 　 cultureb

臨
゜

蠶， ， au ，， 、。8黯
NaC1 　　　　　　　839
Agar 　　　　　　　 22　g

pH 　5．3

F 。 r　precultureb

Glucose　　　　　　 50　g
Raw 　 sov 　 sauce 　 100　ml

NaCl 　　　　　　 125　g

pH 　 4．5

Glucose 209

18Amino 　acidsc 　 as 　 N 　 O．4g

KH2PO ，

Ca σ 2・2H20

MgSO4 ・7H20

FeSO4 ・7H20

MnSO ‘
・7HtO

ZnSO4 ・7H20

　 290

．190

．591Dmg10mg10mg

Biotin　　　　　　　　　O．002　mg

Ca −pantothenate　　　 O．4mg
InQsitol　　　　　　　 2．　O　mg

Nicot三nam 三de　　　　　 O・4mg
p−Aminobenzoic 　 acid 　 O．2mg
Pyridoxine 　HCI 　　　 O．4mg
Thiamin 　HCI 　　　　　O．4mg
Riboflavin　　　　　　O．2mg

NaC ］

pH 　 4．5

ユ259

aThe
　 medium 　 for　 S．‘erevisiae 　 contained 　 no 　 sodium 　 chloride ．

bRice
　 koy

’
i　extract （Ballg．10°）was 　 used 　 as 　 stock 　 and 　preculture　 media 　fbr　S ．‘el

・
evisiae ．

cThe
　 mixture 　 of 　18　amino 　 acids 　 was 　 prepared　 according 　 to　 the 　 amino 　 acid 　 cQmposi しion　 Qf 　soy ・

　beans．15）
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FN

p

　 　
　 　

　 　 　 　 　 　 Circ．ρump
Fig．1，　Apparatus 　for　d｛stillation 　of 　fermented　broth．

（GC −MS ）　 GLC は 20％ Silicone　DC −550，1．　596

Silicone　OV ・17，5彩 PEG ・20M −P の 3 種類 の パ
ッ 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 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

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

002B −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 PEG ・20M の キ ャ ピ ラ リ
ーカ ラ ム を 使

用 した ，3％ Silic。 ne 　 DC −550 を充 て ん した ガ ラ ス カ

ラ ム は内径 3mmX2m で ，カ ラ ム 温度 80℃ → 210℃

（5℃ ／min ），キ ャ リ ヤ
ーガ ス （He ）0・4kg ／cm2

， 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 ラ云ともイ オ ン 化電圧 20　eV
，

イ ォ 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 て 行 っ た．

　生育度 ， pH お よび 培養液成分の 測定　　各供試菌

株 の培養期間 が異 なる の で ，培地 の 減少量 （6001nl

当 た り 2−5ml ） に も差 が 認 め られ た．そ こ で ， 培地量

の 減少をもた らす主 な 原因は 水分 の 揮発 と考 え，培養

後揮発 水分量を補充 して
一

定量 と し，分析用試料溶液

と した．生育度 は 660nm に お け る液層 の 長 さ 10　mm

の 吸光度で 示 し，pH は直 接 pH メ
ー

タ
ー

で 測定 した．

つ ぎ に 試 料溶液を 3
，
500　rpm 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 10N 　H2SO4 で pH 　2 に 調整し，
　 Fig．1 に

示 した 装置で 蒸留液を得 ，そ の 留液中の 総 ア ル コ
ー

ル

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Fermented 　broth，61

　　　　　　　　　　　　　　　　　1 鑞 溜 認 暴認 畿
1°NH2S ° 4

　　　　　　　　　　　　　　　 Disti】late，　 abOut 　7〆

　　　　　　　　　　　　　　　　　1 鵠器 。麟 器 盤 斈亀
NNa °H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Concentrate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Dissolved　in　distilled　 water （about 　100　ml ）　　　　　　　　　　　　　　　　　 l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Adjusted　to　pH 　 2．　O　 with 　 IO　N 　 H2SO4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Saturated　 with 　 NaCl
　　 1

・』一一　　　　　　　　　　　　　　 ．　 Extracted　 with 　 Pentane ・Ether （1 ： 2），
200　m1 × 3

Aqueous 　layer　　　　　　　　　　　P帥 tane −Ether　layer

　　1 　 ．．　 　 判 ・… a… d … h ・％ ・ ・H ・・s ）
・・・ …

Pentane・Ether】ayer 　　　　　　　 Aqueous 　Iayer

　　　　　　　　　　　　　　　　　 l　 Adjusted　 to　 pH 　 2．　O　 with 　10　N　 H2SO4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

1

　 Saturated　 with 　 NaC1

　　 一 　　　　　　　　　
一一一…−

　　　　　 Extracted　wkh 　Pentane−Ether （1 ：2），501nl×4

Aqueous 　layer　　　　　　　　　　 Pentane−Ether　layer

　　， 　 　 　 　 ［ ・… a ・te・ 舳 ・ NNH 朋 ・… 1・・

Pentane−Ether　layer　　　　　　　 Aqueous 　layer

　　　　　　　　　　　　　　　　　iC ・一 ・・… d ゴー 顔 ・ 5°ml

　　　　　　　　　　　　　 VQlatile　 organic 　 acid 　fraction

　　　　Fig，2，　Scheme　of 　preparation 　f（〕r　fractionation　of 　volat 五le　 orgaDic 　ac 五ds．
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は硝酸 セ リウ ム ・
ア ン モ ニ ウム を用 い る比色法

17 ’

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お よ び東洋ろ

ma　no ．　101 で 除去後，10N 　H2SO4 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．IN　NaOH 　80　m1 を

入 れ ， すべ て の 有機酸を補捉 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．

実験結果お よび考察

　培養液中の 成 分 量 の 比較　　炭素源を消費 しつ くし

た 時期で の培養液成分を Table　2 に 示 した ．味噌熟成

の 主 要 酵母で ある Z．rouxii と後熟型酵母 で ある C ．

versatilis ，　C．　etcltellsii 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

ぽ 完全 に消費 しつ くした．こ れ に対 し，非耐塩性 の た

め 培地 に 食塩 無添加の 清酒酵母 S．　 cerevisiae は，4 日

間で 培地 中の グ ル コ
ー

ス の ほ ぼ すべ て と総 窒素 の 40％

近 くを消費 した．味噌酵母 の 窒素消費率は S．cerevi −

siae 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．　cerevisiae で あ り，味噌酵

母で は Candida 属が Z ．　 rouxii よ りも多 い 傾向に あ

っ た が，既鞭
2〕

の 結果で は逆 で あ っ た こ と か らほ 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
le ）

の 換算

係数を用 い て 算出 した とこ ろ，
S．　 cere

’
visiae は89％ ，

味噌酵母 は64〜74％を占め ， 消費さ れ た グル コ ース の

主 た る行方で あ る こ と が認 め られた。

　S．　cerevisl ；ae の pH 　4．40 は培養初発時 と ほ とん ど変

化が な く，有機酸量も供試菌株中最低で あ っ た．こ れ

に 対 し，約 1 の pH 低下 が認め られ た Z ．　rouxii と C ．
−
versatilis の 有機酸量 は C，　etche ” sii 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 は酢酸 と

して C．　versatt7is が 27．　O　mg
，
　 C．　etcliellsii が 11．7mg ，

Z．ア
’ertxii が 2．5mg ，　 S ．　cerevisiae が 1．6mg で ，　 C．

vef
’
saXilis の 揮発性酸量 は Z．　rouxii の 約11倍量 で あ っ

た．C．　versatilis 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 ，
Candida 属 の 生成す る揮発性酸

量 は総有機酸量の 60％近 くを占め た が，Z ，　 rouxii で

は約 5％ で あ っ た．こ の こ とか ら，Zl．　 roux
’ii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．

　各培養液の 香気を 調 べ た とこ ろ，Z ．　 rouxii で は ア

ル コ ール 発酵臭の 他 に，つ ん と した 刺激臭と果実様の

エ ス テ ル 香が認 め られた，C ．　versatilis 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

お よ び 漬物様 の 香 気 が認 め られ ，C ．　etchellsii で は ア ル

コ
ー

ル 発酵臭 と刺激臭 お よ び 弱 い 不快臭 が 認 め られた，

S．ce7
’
evisiae 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．

　 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．3，4 に示 し， 各 ピーク の 推定 ，

ピーク面積の 比率を Table　3 に まとめ て 示 した．ピ
ー

ク 総面 積 の 大きさは C．鰓 γ5σ！沼 ∫，C ．　 etchellsit 　 Z ．

rouxii
，
　S．　cere ”visiae の 1價で あり，ア ル カ リ滴定 に よ る

Table　2．　 Analytical　 results 　of 　fermented　brGしb．

Strain

z ．rouxii 　c ．　 wersatilis 　c ，　 etchellsii 　s ，　 cere
’
visiae

Period　 of 　fermentation（d）
Glucose　 consumption （％）

Nitr・gen　 c・ nsumpti ・n （％）

OD （660　nm ，
10　mm ）

pHVolatile
　 alcohols 　 as 　 ethanol （mg ／100　ml ）

Total　 organic 　 acids 　 as　 succinic 　 acid （mg ／100　ml ）

Volatile　 organic 　 acids 　 as 　 acetic 　 acid （mg ／100　ml ＞

vOA ＊ × 100／TOA ＊＊

1198
，816

．3
　 0．36

　 3．5964654

．4

　 2．5

　 4．6

1298
，4

　9．3
　 0．　22

　 3．6171448

．727

．055

．　4

1299

．416

．3
　 0．38

　 3．9475319

．511

，760

．0

　 499

．　438
．9

　 0．85

　 4．40904

　 9．8
　 1．616

．3

＊Volatile　 organic 　 acids ；　
＊＊Total　 organic 　 acids
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Fig．3．　Gas　 chromatograms 　 ef 　 12−butyl　 esters 　 of 　volati 亅e　Qrganic 　acids 　in　fermented
　 　 broth．

　　Co！umn ： Left： 20％ Silicone　DC −550，3mm ｛．　d．× 3m
，
　 Stainless　 stee1．

　　　　　　 Right ： 1．5％ Silicone　OV −17
，
3mm 　i．　d．　X 　2　m ，　Glass．

　　Column 　temp ．： 60℃ 一（6℃ ノmin ）−240℃ ．　Carrier　gas ： N2，50　ml ／min ．

　　Injectien　temp ．： 270℃ ．　 Detector： HFID
，
300℃ ．

　　D ： Peak　 of 　dibutyl　 ether ．

揮発性酸量 の 傾向に
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 ェ ス テ ル の GLC に は 20％　Si］ic
’
one

DC ・550 が適 して い る
16 》

が ， 枝わかれ位置異性体 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−methylbutan 。ic と 3・methyl ・

butan。ie　acid （以 下，　 is。 valeric 　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 り生成される

こ とを 認 め 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 お よ び枝わか れの 6 種類 の 揮発性

酸 は 味噌の 有機酸
9−23

  あ る い は味噌 の 香気成分
s’24−

26’

と して 既 に 報告 さ れ ， な かで も 2−methylbutanoic

acid は本間
8，

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
23 ，

と して 報告 さ れ て お り，
2・methy1 ・

butanoic　 acid に 関 して も S．　 cerevisiae で 生成が 認 め

られた の で 清酒中の 存在 が示唆される．C．　 versatilis
，

C ．etchellsii の 両菌株 か らは 2−。 x 。
・3−methylbutanoic ，

2・oxo ・3・methylpentanoic ，2−oxo −4−methylpen しanoic 　ac ・

id の オ キ ソ酸 と 2・hydroxy −3・methylbutaneic ，2・hy・

droxy・4・methylpentanoic 〔leucinic）acid の ヒ ド ロ キ シ

酸の 生成を認 あ た．こ れ らオ キ ソ 酸 と ヒ ドロ キ シ 酸の

GC −MS の 結果 を Fig．5 に示 した， 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 に お い て ，
2−oxo ・3・me しhylpentaneate の ピーク

が 2・。 xe ・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 はで き な か っ た が，2・hy−

drexy−4−methylpentanoate の 直前 に あ る e
“一

クを 2−

hydroxy −3−methylpentanoate と推定 し，
こ の 化合物の

GC ・MS の 結果 も Fig．5 に 示 した．そ の マ ス ス ペ ク ト

ル は 2・hydrexy −4−methylpentanoate の そ れ に 類似 し

て い た ．ま た
，

こ の 化合物 は Z ．　rouxii と C ．　ve7 ’satz7is

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．！7＞ 2−hydroxy ・3−methyl ・

pentaneic　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
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Fig．4．　 Gas　 chromatograms 　 of 　 ll・butyl　 esters 　 of 　 volatile 　organic 　 acids 　 in　fermented
　 　 broth．
　　 Left ： Column ： 5％ PEG −20M −P

，
3mln 　i，　d．× 2m

，
　Glass．

　　　　　 Column　temp ．： 60℃ 一
（6cC！min ）

−2ユ0℃ ．　Carrier　gas ： N2 ，50　ml ！min ，
　　　　　 Injectlon　temp ．： 270cC ．　 Detector： HFID

，
300℃ ．

　　Right ： Column ： PEG −20M
，
0．3mm 　 i．　d．× 20　m ，　G 王ass 　 SCOT ．

　　　　　 Column 　temp ．： 60℃ 一
（5　min ）

−60 °C −（5℃ ／min ）
−170℃ ．

　　　　　 Carrier　gas： N ：，1．　l　ml ／min ．　 Scanvenger　gas： N2，36．61nl／min ．
　　　　　 Split　rati ・ ・ 1／33．　 Injecti。 n　temp ．： 270℃ ．
　　　　　 Detector ： HFID

，
300℃ ．

　　　 D ： Peak　of 　d重butアl　 ether ．　B ： Peak　of 　n −butア1　 alcohol 　ex　a 〜，

に 関 して は既 に 報告 されて い る
2S》

が ， ブチ ル ェ ス テ ル の

デ
ータ は 見 当 た らな い．2−oxo −4−methylpentaneic 　acid

は 生大豆 の フ レ
ーバ ー

成分
29 ＞

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
， 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 Z ，

reuxii に よ っ て も， こ れら枝わ か れ の オ キ ソ 酸 と ヒ

ド ロ キ シ 酸 の 生成を認 め て い る．27 ） 一
方，清酒で は 2・

oxo −3・methylbutanoic
，
2−oxo ・4・methylpentanoic ，2−hy −

droxy−3・methylbutanoic
，
2−hydroxy −4−methylpentano −

ic　 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．3°〉

しか し ，

本研 究 で は清酒 酵 母 S・　cerevisiae 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・hydroxy4 ・methylpentanoic 　acid は AspergiUu ∫

or7gae 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 関与 して い る と報 告 されて い

る．　31’32） こ れに対し， 本研究 で の 2・hydroxy ・4・methyl −

pentanoic　 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 ， 枝 わ か れ オ キ ソ 酸 に 関 して は ，
パ ン 酵母

に よ る生成 の 報告が ある．3a ｝ S．　cerevisiae か らは 味噌

酵母で 検出 されな か っ た n −hexanoic
，
　 n・ectanoic ，7、．

decanoic　acid の 生成が 認 め られ ，
な かで も n・octanoic

acid の 生 成割合 は acetic 　 acid に っ い で 高か っ た ．さ

らに，C．　versaxilis に よ り benzoic，　phenylacetie　acid

の 生 成 も認 め られ た．両化合物 は 既 に 味噌香 気成分
s’2s⊃

と して 報告 さ れて お り，また，　 benzoic　acid と
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Table　3，　Volatile　organic 　acids 　in　fermented　broth．

Peak 　 no ．

DCa 　OVb 　PEG （1）c　PEG （2）d

　 　 　 　 　 　 1　　 　　 1

Compound （7z
・butyl　ester ）

GC ．　 Peak　area ％
e
　on 　20％ Sil量cone 　DC −550

MS
　z ・　r ・纏 〜轍 、、∴，、、鋤 毳。珈 e

1　　 12

　 　 23

　　 34
　　 45

　 　 55

　 　 56

　　 66
　　 67

　 　 78

　 　 88

　 　 89

　　 89
　 　 8

工0　　 911

　 ユ012

　　1113

　　ユ2

23469578120453　

　

　

　

　

　

　

　

1

ー

ユ

ユ

ユ

ユ

23469578120453　

　

　

　

　

　

　

111

ー

ユ

ー

AcetatePropionate

Isobutyrate

n −Butyrate
2−Methylbutanoate

Isovalerate

2−Ox。
−3−methylbutan ・ate

2−Hydroxy−3−methylbutanoate
n ・Hexanoate

2−Oxo−3−methylpentanoate
2−Oxo −4−methylpentanoate

2−Hydroxy−3−methylpentanoate9
2−Hydroxy −4−methylpentanoate

n
−Octanoate
Benzoate
Phenylacetate

刀 ・Decanoate

unknown

十

十

十

十

十

⊥−

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

76．112
．2612

．851
．59

68，120
，726

．90e

．32

25．950

．298

．　060

．34

46．931

．8411
．481

．26

｝・… ｝… 34 ｝・2・・38 ｝・・8・

1．　69

｝・ 66 ｝… 29

｝3… 　 ｝・ 94

｝2・・35 ｝・4…

0，091
，06

6．1413 ．45

7．45

18．04

4．203

．98

Total　 areah 2964　　　　13GO2 4775 1907

巳
on 　20％ Silicone　DC ・55α　see 　Fig　3（1ef匡）．　　

bon
　l．5％ SiIicone　OV −17．　 see 　Fig．3（right ）．

col15
％ PEG ・20M −P．　see 　Fig．4（left＞　　　　　　

don
　PEG ・20M 　GIass　SCOT ．　see 　Fig．4（r童ght），

e
「 e】ative 　area ％ tQ　total　area 　except 　so 艮vent 　and 　dibutyl　ether ．

fpositive
　to　authentic 　compound ，　　　9tentatively 　identified．　　　hDisc 　integrater　unit ．

phenylacetic　acid は そ れぞ れ ， 醤油産膜性酵母
s4）

や

Saccharomyces　rouxii35 ）
に よ る フ ェニ ル ァ ラ ニ ン の 代

謝産物として も報告されて い る ．著者 もまた，フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン を 単独窒素源 に した場合 ，
Z ．　rouxii と C ，

versntilis に よ り benzoic　acid と phenylacetic　acid が

生成 され る こ とを認 め て い る．27〕

　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 ，　 isovn］e −

ric 　 acid などで あ っ た．松本 ・今井
36）

は本研究 に 供試

した Z ．rouxii と同 系 統 の Z ．　rouxii 　S　96
，
　Z ．　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 昧唱酵母 に よ

り， 味噌 香 気成分で あ る炭素数 2 〜5 の 直鎖 お よ び枝

わか れ の 揮発性酸， さ らに benzQic　acid と phenylace ・

tic　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 る味 噌酵母 の 関与が 推察 さ れ

た．また，味噌後熟型 酵母
’
Candida 属 に よ り炭素数

5 ，6 の 枝わか れ才 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 z ．　 roubeii 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．

要 約

　合成培地を使用 して ， 耐塩性味噌酵母 お よ び 清酒酵

母 に よ り生成 さ れる揮発性酸 に つ い て 検討 した．

　合成培地 は グ ル コ
ー

ス （2％）J 大豆 の ア ミ ノ 酸組成

に基 づ くユ8種 類 の ア ミ ノ 酸 混合物 （窒素 として O．　04

％），食壇1 （ユ2．5％），
ビタ ミ ン 類 ， 無機塩類，pH4 ．5

よ りな り， 供試酵母と して 赤色辛口 味噌よ り分離 さ れ

た 耐塩性 の Z．rou ＝ ii　S　84，　C．　eversatilis 　D ・5，　C，　etcltel ．

lsii　F−8 の 3 株を使用 した．ま た ， 非耐塩性 の 清酒酵

母 S ・cerevisiae 　RIB 　6002 （協会 7号） を用 い ， 前述 の

培地組成 の うち食塩を含まな い 培地 に つ い て 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 しつ くす時期まで 30℃ で 静置培養を行 っ た ．
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Fig．5，　 Mass 　spectra 　of 　oxo 　carbQxy1 ｛c　acids 　and 　hydroxy　carboxylic 　acids 　identifi・

　 　 ed 　 in　 fermented　 broth．
　　GC −MS −COM ： Instrument ： Hitachi　M ・5201−Hitachi　M ・60−Hitachi　OO2B ・8DK ．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Conditions：

　　　　　　　　　　Column ： PEG ・20M，0．3mm 　i．　d．X20 　m ，　Glass　 SCOT ．

　　　　　　　　　　Column　temp ．： 60℃ 一
（3℃ ／min ）

−170℃ ，　 lnjection　temp ．： 250℃ ．

　　　　　　　　　　Interface　temp ．： 220℃ 。　 Ca 【rier　 gas： He ，0．4kg ／cm2 ．

　　　　　　　　　　Split　ratio ： 1／20．　Ionization： EI．

　　　　　　　　　　Ioni2ation　electron 　energy ： 20　eV ．　Ion　source 　temp ．： 180℃ ，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　＊ Tentativelv　 identi丘ed ．

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 り揮発性酸区分を調製 した．

揮発性酸 の 同定 は揮発性酸 の n・ブ チ ル エ ス テ ル 化 し

た もの に つ い て ，
ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ

ーお よ び ガ ス

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー・質量分析法に よ り行 っ た．

　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 ，　propionic，　isobutyric，　 n −butyric，2・

methylbutanoic ，　isevaleric　acid で あ っ た．さ らに ，　C ・

versatilis 　D −5，　C．　 etcheilsii 　F ・8 の 両株か らは 2−。 xo ・

3・methylbutanoic
，
2・exo ・3・methylpentanoic ，2・oxo −4−

methylpentanoic ，2−hydrexy・3・methylbutanoic ，2・hy・

droxy・4・methylpentanoic 　acid の 生成を 認 め た．また，

2−hydrQxy ・3・methylpentaneic 　 acid の 生成 も推定 した．

さ らに ，
C．　versatilis 　D ・5 に よ り benzoic　acid と phe−

ny ］acetic 　acid ，清酒酵母 に より n −hexanoic，　fz・octanoic ，

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 100ml 中の 酢酸 と して 求め た が．

そ れ は C ，versatilis 　D −5 が 27．　O　mg ，　 C．　etchellsii 　F −8

が 1L7mg ，　 Z．　rou ＝ ii　S　84 が 2．5mg
， 清酒酵母 が

L6mg で あ っ た ．　 C．り 8グ 54 ’z7た 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 ．揮発佐酸の大部分 が acetic 　acid で 約

26％〜76％を占め ，
つ い で 量的に 多 か っ た の が，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 お よ び 枝わ か れ の 揮 発性酸や

benzoic，　phenylaeetic　acid の 生成 に 対す る耐塩性味喉

酵母群の 関与を考察 した．また ， 炭素数 5 ， 6の 枝わ

か れ の オ キ ソ 酸 や ヒ ド ロ キ シ 酸 ，
benzoic，　 phenylace・

tic　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．

　 　 本研究の遂 行に あ た り，供 試菌 株の 分譲 とご指導を い ただ きまし

　 た 新潟 県食品 研 究 所 ・今井誠
一

， 松本伊左尾の 両氏 ならびに 終始 ご

　 指導をい ただ きま した新潟大学農学部 内山武夫助教授 に深謝致 しま

　 す．
　 　 本報告の 概要は 日本醸酵工学会大会（19Bl．11．大阪 ）に て 発表した ．
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