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                    Studies on  Preservation of  Soy Sauce

                   (VI) Enzymic Decomposition of  L-Glutamic

              Acid  and  L-Aspartic  Acid in Soy Sauce by  Lactobacilli

                               Yoshio Hanaoka

             (Central Research  Institute of  Kikkoman  Shoyu  Co., Itd,, Noda)

   The  decreases of  L-glutamie  and  L-aspartic  aeids  in soy  sauce  were  studied  and  it

was  found that  these  decreases were  caused  mainly  by the amino  acids  decomposing

enzymes  produced by hole torelant lactic acid  bacteria grewn  in soy  sauce.

    And  it was  also  found that  the amount  of  these  two  amino  acids  utilized  by

Saccharomyces rotcxii  var.  halomembranis,  a comrnan  yeast of  sey  sauce,  was  found to

be small.  These  conclusions  were  6btained frem the following experimental  results.

  1) Sixty five strains  of  lactic acid  bacteria were  isolated from rancid  soy  sauce

containing  9%  NaCl.

    Ameng  them,  strains  number  2,7  and  17 were  found to be capable  of  decomposing

L-glutamate,  L-aspartate  and  both  amino  acids  respectively.

  2) Four strains  chosen  as  representatives  of  L-glutamate,  L-aspartate,  andboth  amino

acids  decomposing strains  and  non  decomposing strains,  were  studied  taxonomically.  They

were  all J.actobacillus Beijerinck, homofermenter producing  DL-lactic  acid.

  3) The  cell-free  extracts  from these  cells produced C02  ancl L-cx-alanine and  L-r-amino

butyric acid  from  L-aspartate  or  L-glutamate  respectively.  No  liberation of  NH4+  was

detected. These  results  suggested  that the enzyme  catalyzing  the abeve  reactions  are

L-aspartate-4-decarboxylase  or  L-glutarnate-1-decarboxylase.

  4) The  optimum  pH  value  of  these  enzymes  was  5.0, and  they  were  stable  at  30C

in a  pH  5.0 acetate  buffer solution  over  a  period  of  90 days.

  5) These enzyme  reactions  were  inhibited by the presence of  sodium  chloride  in

acetate  buffer solution  and  soy  sauce.

  6) The L-glutamate-1-decarboxylase  was  almost  inactivated by heating at 800C  for

10 minutes and  L-aspartate  4-decarboxylase was  inactivated at 70tv600C  fer 10 minutes.

  7) The  intact-cell of  No. 30 strain  decomposed L-glutamic  and  L-aspartic  acids,  but in

the cell-free  extract  only  of  L-aspartic  acid  decarboxylation activity  was  detected.
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緒 言

　E．colii ），　Ciostridium　wetchii2 ），　Rhodotorula　gltttiniss） な どは L一グ ル タ ミ ン 酸 よ り L一α ア ミノ 酪酸 を，

ま た Clostridium　 welchii2 ），　r“’ocardia 　globeruta
‘
），　PseecdOinycobαurterium5 ），　Pseudomonas 　sp ．　 st．−42s） は

レ ア ス パ ラギ ン 酸 よ り L・α ア ラ ニ ン を 生成 す る脱 炭酸酵素を生産す る こ とが報告されて い る．ま た大山 ら
7−“9）は

醤油微生物 に よ る 醤油中の グ ル タ ミ ン 酸 の 分解，生合成 に つ い て 報告して い る。

　しか し ， い まだ Lactobacillusが グル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラ ギ ン 酸の 脱炭酸酵素を 生産 す る と云 う報告 はな い．

今回低濃度食塩含有醤油に増殖した微生物よ り L α ctDbacillus を分離 し ， 当乳酸 菌 が醤油中の グル タ ミン酸，ア

ス パ ラ ギ ン 酸を酵素的 に 脱炭酸す る こ とな ど，2，3の 知見を え た の で 報告す る．

「

）

）

｛
■

199

爽　験　方　法

各種磐油成分の 定量

ア ミ ノ 酸 　 口立製 KLA 　3 型 ア ミノ 酸自動分析計を用い
， 定量を行 な っ た．

グル タ ミン 酸，ア ス パ ラギ ン 酸 　　グ ル タ ミ ン 酸 は E ．coli ，ア ス パ ラ ギ ン 酸 は Psettdomonas 　 sp ．　 st．−42

の 菌体 よ り それ ぞ れ 抽 出 した脱 炭 酸 酵 素 を 使用 し ，
Warburg 検圧計 に よ り ， 生成す る CO ・ を 常法通 りに測定

し， 両 ア ミ ノ 酸を定 量 し た，

　3） 乳酸　　日野 ら
1°）の 方法を準用 した．

　4）　そ の 他の一般 成 分　　一般醤油分析法 に よ り行な っ た．

　 2． 菌 の 分離，同定

　 酸 敗 し た食 塩 6， 9％醤油 を 希釈 後，平板上 に，ま た重 曹法に よ りつ ぎの 培地を使用 して ，30℃， 4 日間培養

して え た コ ロ ニ ーよ り菌 を分 離 した．培地 は 米麹汁 （Bllg　109） と食塩 4％醤油 （T．　N ，1．6％）を等量混合 し，

pH 　6．0に 調 整後，151b，15分殺 菌 し た もの を 使用 し た ．ま た 希釈 水 と して は ，
ブ ド ウ糖 1 ％ ， 酵母 エ キス 0．1％

お よ び 食塩6，9％各含有 の もの を同様 に 殺菌後使用 した．

　菌の 同定 は前報
正り と同 様 に して 行 な っ た．

　3． グ ル タ ミ ン 酸 ，
ア ス パ ラ ギ ン 酸脱 炭酸酵素溶液 の 調 整

　前，本培養培地 として は，米麹汗 に醤油 （食塩 4 ％，
’r．　N ．1．6％）を10％ ， グル タ ミン 酸 ， ア ス パ ラギ ン 酸

各1 ％を添加 し，pH 　6。0に 調 整殺菌後使用 し た．

　当培地 に 分離保存菌株を 接種 し，30℃，48時閼前培養 し，こ れ を本培養の 際 に 1 ％添加 し ，
30℃ ，

48時間培養

した． こ の培養液を遠沈 し， え た 菌体を生理食塩水にて洗滌後，酢酸緩衝液 （pH 　5．0）に 懸濁させ，超音波

（20KC ） で 10分 処 理 し ， 菌 体 よ り酵 素を 抽出 し た．抽 出液を 遠沈 し，各酵素溶液 と して 使用 した ．な お こ の 操

作 は す べ て 5℃ 以 下 にて 行 な い
， ま た酵素溶液は 3℃に 保存 した，

　 こ の 酵素溶液中の 蛋白は 炭酸 ソーダ
ーFolin呈 色法 に よ り測定 し，通常蛋白含量 を 5mg ／ml に調整 し，これを

酵素溶液 と し た．

　 4． ア ミ ノ 酸 の ペ ーパ ー・ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

溶媒と して te　BuOH ，　Formlc　acid，　Water （75，15， 15） を用 い て 40時問展開 し，0，2％　＝ ン ヒ ドリン溶液

に て ア ミノ 酸の ス ポ ッ トを 検出した ．ア ミ ノ 酸含量 は 5 〜10μg とな る よ うに ス ポ ッ トした．

　 5， 酵 素 反 応

　基質として は グ ル タ ミン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸1mg を 酢酸緩衝 液 （pH 　5．0）2．5ml に とか した 液を ， 酵素

液と して は 上記 の 溶液0，5ml を 使 用 し，酵素 反 応は 37℃，30分行ない ，生成す る CO2 を Warburg 検圧計 に て

測定 し，こ れ よ り各酵素の 脱炭酸能を 測定 し た．

実 験 結 果 と 考 察

　1． 乳酸菌増殖後の 醤油成分変化

　食塩 9 ％醤油に乳酸菌， 白か び すな わ ち産膜酵母 （主 と して Sacchromyces 　rouxii 　var ．　halomembrtVtis ） の

増殖篌 に お け る醤油の 成分変化を Table　1−−a
，
　 b に示した．
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Table 　1．

（a）

Component 　o 士 soy 　sauce 　after 　the 　growth 　of　lactic　acid 　bacteria　and 　S．　rozaxii 　var 、
hatomembranis ．

　　　　　　　　　　　　　　　　 （b）

SampleCQmlDnentA B C

9．35％　　9．45％　　9．30％

4．85　　　5．15　　　4．30

3，84　　　　1．79　　　　ユ．17

1．24　　　1．17　　　3．37

0，13　　 0，10　　 0。18

0，89　　　0．68　　　0．82

0．79　　　　0，79　　　 0，78

1，24　　　 1．15　　　1．22

AminQ 　acid A B C

NaClpHRS

．1）

T ．A ．2）

Vo．A ．3）

EtOHPhenol
り

T ．A ，

）

）

）

）

1234A

：

B ：

C ：

％ of 　 reducing 　sugar 　 as 　glucose

％ of　total　acid　as 　lactic　acid

％ of　volalile 　acid 　as 　acetic 　 acid

mg ／ml 　 as 　vanilin

ControlAfter

　the 　growth 　 of 　S．　 rouxii

var ，　halom θmbrani5

After　the 　growth 　of　lactic　 acid

bacteria

Tryptophan

LysineHistidine

Ammonia

Arginine

Cysteic　 acid

Aspartic　acid

Threonine

SerineGh

ユtalnic　 acid

ProHneGlycineAlanineCysteic

　 ac 董d

ValineMethionine

Isoleucine

Tyrosine
Phenylalanine

Leucine

50500

　

5050500

　

55505

．
5

13509036171650864479　

3

　

3

　

　

3137324

　

2

　

2

　

13

1．5　 0mMo1

32．0　　　　49．0

6．0　 　　 0

35．0　　　　55．0

8．5　　　 0
0　　　　 0

34．5　 　　 0．5

18．0 　 　 22．5

26．5　　　　34．5

77．0　　 　 0

31．0　　 34．5

22．0　　　30．0

32．0　　　　76，0

0　　 　 　 0

24．0　　　32．0

5．0　　 　 6，0

20。5　　 26．5

3，5　　　 0
14．5 　　 18．0

3・・514 ・・5

　こ の 表 よ り 白か び 増殖後 は 醤油巾の 還元糖 の 誡少，CO2 の 生 成 ，　 pH の 変化 が 見 られ るが ， 他 の 成 分 す な わ

ちN 含有成分などの 変化はほ とん ど見 られな い．しか し乳酸菌増殖後 に は還元糖の 減少，CO ， 乳酸の 生成，　pH

の 低下 が見 られ る他 に ， ア ン モ ニ ァ 態 N の 増大 ， ア ミ ノ 酸成分の 変化，と くに グル タ ミン 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸の

減少 と ア ラニ ン の 増加 が 見 られ る．前報
11 ）の 潰物中 に乳酸菌が 増殖 した 場合，液汁中の 両 ア ミ ノ 酸の 減少 は起 ら

な か っ た 。

　つ ぎに こ れ らの 乳酸桿菌群を食塩 6〜18％の 各

醤油 に 5 × 106／m1 接種 し，経時的 に グル タ ミン 酸，

ア ス パ ラギ ン 酸を定量 し，そ の 結果を Fig．1 に

示 し た．こ れ よ り両 ア ミノ 酸 と も食塩濃度の 増加

と と もに 分解率 は 減少 す る．ま た 当乳 酸 菌は 食 塩

15％以上 で は 醤油中に お い て 増殖 しな い に もか か

わ らず，食塩15，18％ の 醤油中の 両 ア ミノ 酸が減

少す る事実 よ り， 菌の生育の た め に両 ア ミノ 酸が

消費 され るの で は な く． 菌体内の 酵素 に よ り分解

され る もの と推測 した．

　2， 乳酸菌 の 分離とその 性質

　 グル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 減少 し た 酸敗

醤油 よ り乳酸桿菌65株を分離 した．こ れ ら菌株 の

うちグル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラギ ン 酸，および両 ア

ミ ノ 酸 を そ れぞ れ分解す る
’
菌7，17，2株をえ た．

他の 31菌株は両 ア ミノ 酸分解は全 く有 しな か っ た．

　 mg ／ml

碧

1二：
　　　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 、
　 　 　 　 」　 ＼ ．　　　　　　　

1丶・、
　 　 　 − ・！　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 へ
　　   く＼ ＼

◎＼＼ −

　 　 　 　 t　　　
 
　　　　　＼ 、

　 　 　 　 、

　 　 　 　 　 　 5　 　 　　 　 10　 　 　 　 ［5　 　 　 　 20

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Dqy5

Fig．1．　 Relation　between　concentration 　of 　NaCl

　　in　gDy 　sauce 　and 　decrease　Gf　glutamic　acid

　　and 　aspartic　ac 孟d　by　lactic　acid 　bacteria
　 　 cells ．

　　一
：　NaC1　18％　　

一 ・・一
：　NaC 上　12％

　　一一
： NaCl　 15％

一一一
： NaCl　9％
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た だ し当試験は分離菌を食塩10％醤油に接種し，
30℃ ，

10日 間培養後分析を行な っ た もの である．分解能を有す

る菌株中 よ り．分解能の 強 い もの ，すなわ ち減少す る ア ミノ 酸を 経時的 に測定し， 短 期間 に 減少させ る菌株を そ

れ ぞ れ 1 株，計 3 株 と分解 能 を有 しな い 菌 1 株に つ い て 以 後 の 各種 試験 を 行 な っ た．菌株の 各 No．は つ ぎの 通

りで あ る．
グル タ ミ ン 酸分解能 を有す る 菌株

ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　　〃

両ア ミノ 酸　　　　　 〃

両 ア ミノ 酸 と も分解能 を有しな い 菌株

No．29N

（｝．51No

，30No

．24

　 こ れ ら菌株 の
一

般的性質 はつ ぎ の 通 りで あ る ．

　Description　of　four　 straiIls ．

　Rods．0．7by 　1．5to 　3．　O　 microns ，　occurring 　singly 　or 　 in　 short 　 chains ．

　Non　motile ．　Gram 　positive．

　Agar　slant ； Growth
，
　faint．　But　Ne．29　did　net 　grow ．

　 Broth： Turbld．

　 Gelatin　 stab ： No ．　liquefaction

　Litmus 　rnilk ： Not　changed ，

　Catalase　 negative ．

　Nitrites　 not 　produced　fro皿 nltrates ．　 Starch　 Ilot　hydrolyzed．　 Pigment
，
　indole

，
　 acetylmethyl −carbinol 　 and

hydrogen　 sul 丘de　 not 　pr  duced．

　Lactic　acid 　produced 　but　CO2 ，　acetic 　acid 　and 　ethanol 　not 　prOduced．

　 Temperature 　 relations ； Opt ．37℃ ，　Max ．42℃ Facultative　 anaerobe ．

　以 上 の 試験 は通常 の 試験用培地 に No．29 菌株が 生育上 必要 とす る heaTt　infusien　br。 th （H ．1．　B．）2％ を 添

加 して 行な っ た．な お No ．29菌株は通 常の 乳 酸菌用培地 に は生育せ ず，　 H ．LB ．また は 5 ％以 上の 醤油を添加す

る こ と が 生育上 必要 で あ る．た だ し他 の 菌株は い ずれ も通 常の 乳 酸菌用培地 に 生育す る が，試験 は すべ て No．

29菌 と 同
一の 培地 を使用 した．

　つ ぎに 醤油 （食塩 4 ％ ，
T ．N ，1．6％）10％，ブ ドウ 糖 7 ％添加の 前報 の 乳酸生成培地

u ）を 用 い ， 30℃，
10日

間培養後 の 消費糖 に 対す る乳酸生成率は No．24 ：81．8％，　No．29 ：80．8％，　No ．30 ：77．2％，
　No ．51 ：Bl ．9％ で あ

り ， ま た 生 成乳 酸 は Zn 塩 の 結晶水 よ りす べ て DL 型で あった．また 培地と し醤油を用 い た場合 ， 生成率は ほ ぼ

同程度で あ っ て も，
No ．24菌株以外は CO2 の 生成 が見られ た．これはグル タ ミ ン 酸 ， ア ス パ ラギ ン 酸を含まな

い培地 よ りは CO2 を生成 しな い こ と か ら両 ア ミノ 酸の 脱炭酸 に よ り生成す る もの で，糖よ り生 成 す る もの で は

ない と推測 され る．

　以上 の 結果 ， 4 菌株とも DL 乳酸を生成す る homo 型の Lact・ bacillus　Beijerinckに 属す るもの で あ る．栄

養要求 ， 糖の 醸酵性 な どよ りさ らに 検討の う え 同 定す る 考 え で あ る．

　 こ れ らの 菌株 は い ず れ も醤油中の 食塩が 15％ 以 上 で は生 育 は 認め られず，死滅の 傾向 に あ っ た．

　3． 分離 4乳酸菌増殖後の讐油成分変化

　食塩5，10，15％ の 各醤油 に 食塩 5 ％醤油 に 30℃，3 日聞 前培養 した 4菌株 を そ れ ぞ れ 5× 106／ml 　Vとなる よ う

に 接種 し，30℃，15 日間培養後各醤油成分の 分析を行 な い，そ の 結果を Table　2 に示 した．

　す な わ ち乳酸 の 生 成 は 低濃度食塩の 場合に 著 し く， 食塩 15％の 場合 に は乳酸 の 生成 は 認 め られな い ．しか し15

％食塩醤油中 で は 4 菌株 と も生 育は 生菌数 よ り認め られ ず，誠少の 傾向 に あ る に もか か わ らず ，グ ル タ ミ ン 酸 ，

ア ス パ ラ ギ ン 酸 と も低濃度食塩の 場合 に比 し，分解率は 低下す るが それ ぞ れ減少が認め られ た．

　 4．　抽出脱炭酸酵素の 性質

　以上 の 試験 よ り No．29，30，51の 各菌 に は そ れ ぞ れグル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラ ギ ン 酸，ま た は 両 ア ミノ 酸 分 解

能 を 有す る 酵索の 存在が推測 され る ため ，
つ ぎ に 培養菌体よ り超音波処理 に より各酵素を 抽出 した．そ の 結果

No．29は グル タ ミン 酸分 解活性，　No．　30
，
51は ア ス パ ラ ギ ン 酸分解活性の 存在を確認 したの で ，つ ぎに こ れ ら酵

累液 の 諸性質を検討 した．た だ し No ．30の 菌株 は intact　cell で は両 ア ミノ 酸分解能を有して い た が，菌体 よ り

え た酵素溶液中に はグル タ ミン 酸分解能は見 出せ ず ， 酵素抽出条件を再検討したが同様 で あ っ た．した が っ て
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Table　 2． Component　of　soy 　sauce 　after 　the 　grQwth 　of 　four　kinds　of 　lactic　acid 　hacteria，

（lncubatlon　time ： 15　days）

StrainsNaCl
％

RS 、
％

pHTitrableacidity
＊

Aceticacid
％

Lacticacid
％

EtOH
％

GL“

靨 盆躑
ic

No．24

　 　 29

　 　 30

　 　 51Cont

．

No．24

　 　 29

　 　 30

　 　 51Cont

．

No．24

　 　 29

　 　 30

　 　 51Cont

．
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〃

〃
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〃
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〃
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〃
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〃

〃

〃
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〃
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〃
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〃
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，

44444

，
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〃

〃

〃

2028G7037732608a738651048199004444134331211226
・
46353

111111

”

000000

　

　

09

　

80

”

”

”

10

”

00

　

　

 

0

　

01

2，77　　　0辱63

3．22　 　 　 〃

3．16　 　 　 〃

2．94　 　 　 〃

S．　SO　 　 O．71

1．80　　　　0．56

2．52　 　　 〃

2．65　　　0．57

2．13　 　 　 〃

1，34　　　　0．63

1．13　　　　0．53

1．09　　　　0．56

1．15　　　 〃

1，00　　　　0．52

1．25　　　0．56

4

　

　

238

　

　

6945542

0000GOOOOOO79901

　

　

111

　

　

11

玉

　

　

　

−

49

　

　

3372

　

842748

870088810888778

＊
：　10ml 　of 　soy 　sauce 　broth　was 　titrated　N ／20　NaOH 　ml
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Fig．2．　 pH 　activity 　curves 　of 　glutamic　acid 　and

　　aspartic 　 ac 玉d　decarl）oxylases ．
一

： No ．29　strain 　glutamic 　acid 　decarboxylase
− 一

： No ．30　 〃　 aspart 孟c　acid 　　 〃

……
： No．51　 〃　　 　 〃　　 　　　　 〃

0

00
画
U

OOO　

O

No．30菌株の 酵素試験は 以後基質と して は ア ス パ

ラ ギ ン 酸の みを使用した．

　1） opt ．　pH ，　pH 安定性　　一般の ア ミノ 酸脱

炭酸酵素とほ ぼ 同様にす べ て opt ．　pH は5．0で あ

っ た・つ ぎに ア ミノ 酸 に対す る脱 ア ミノ 酵素活性

A　　B　　C　　［T　 E　　F　　G

Fig．3．　 Paper−chromatogram 　of 　 amino 　 acids ．

A ： L・Aspartic　 acid

B ： L −Glutamic 　 acid

C 二 L・¢ −Alanine
D ： L学 Amino 　butylic　acid

　　After　 enzy 皿 tic　reaction 　by
E ； No ．29　strain 　extracts （Substrate　G ，A ．）
F ： No．30　　　 〃 　　　　（ 〃 A ．A ．，　G ，A ．）
G ： No ．51　　 〃 　　　 （ 〃 　　　AA ．）
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を pH6 ．5’v8 ．　5問 で 検討 した が これ らい ずれ に もそ の 活性を認め な か っ た．

　まk3 つ の 酵素液は 酢酸緩衝液 （pH 　5，0）中で ，3℃，90 日 間保葎 し たが ，活性の 低下 は起 らな か っ た．

　2） 作用様式　　試験管内に は 基質をグル タ ミ ン 酸，ま た はア ス パ ラ ギ ン 酸 と して 各酵素 液を 37℃， 2時間作

用させ た後，熱処理を行な い，汐過し，沖液に つ い て ペ ーパ ー・ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ り反応生成物を検討 し

た．そ の結果は Fig，3 に示す ご と く，
　 L一グル タ ミン 酸よ り L一γ ア ミノ 酪酸 を ，

レ ア ス パ ラギ ン 酸 よ り L
’
α 一ア ラ

ニ ン を 生 成 す る こ とが 明 らか とな っ た．した が っ て No．29 菌株よ り得 た 酵素は L−glutamate 　1・decarbOxylase で

あり，他 の 2 菌株の 酵索は L−aSpartate 　4−deCarbOXylaSeで ある こ とが 明 らか と な っ た．

　3） 食塩な どの 酵素に お よ ぼ す影響　　脱炭酸酵素 に 対す る 食塩の 反応 阻 害 を pH 　5。0 の 酢 酸緩 衝 液，醤油中

で 検討 し，そ の 結果を Fig．4，　 Table 　4 に そ れぞ れ示 した．

　すな わ ち酢酸緩衝液中に お け る 最終食塩濃度を O〜20％と し，反応は37℃，30分行な い 生成す る CO ・ よ り反

応阻害率を求 め た．また 反応時に お け る酵素 蛋 白は 約O．　8rng／ml で ある．つ ぎに 醤油中 に お け る 場合は ， 各食塩

濃度 3 〜15％の 各醤油に 酵素溶液を酵素蛋白が 約0．8mg／ml な るよ うに 添加し， さ ら に安息香酸を防腐 の 目的 に，

2 × 10” Mol にな る よ う添加 した． こ れ らの 醤油を30℃に 保存し，経時的 に 残存す る両ア ミノ 酸を常法通 りに 定

量 した．

　Klein ら
’2 ）に よれ ば安息香酸 は ア ミノ酸酸化酵素阻害剤で ある と報告 して い る．した が っ て 予備試験として安

息香酸 ， 醤油 の 保存剤で あ る n −buthyl−P−hydroxy −bellzoateに つ い て 阻 害作用を酢酸緩衝液中で 検討 した結果 は

Table　 3 に示す ご と く， 酵素作用 に は影響 を 与 え な い こ と が 判明した．

Table　3．　Effects　of 　benzoic　acid 　and 　n −buthyl　P 膕

　　hydroxy 　benzoic　acid 　on 　the　 amino 　acid 　decar−

　　 bOXylase．

　　　　　Inhibition　 ratlo 　（％）Conc ．
　　　　 substrate 　Glutamic 　Aspartic　 acid

｛
認）
　
》

嵩
）一＋
り

o

Reagents

B．A ．
　 〃

B．H ．B．

Mol ，

2× 10
−s2

× 10
−s2XIO

｝s

No ．29　　　No．30　　　No．51

95．8　　　　94，2　　　　101．4

99．7　　　　98．4　　　　103．3

92．8　　　　98．9　　　　103，5

　Fig．4 で 明 らかな ご とく，食塩濃度 の 増加 と と もに 酵

素作 用 は阻害を受け，Ne．51，　 No．30の 各酵素 は食 塩 15，

20％で 脱 炭 酸 能 は ほ ぼ 完 全 に 消滅す るが，No ．　29の 酵 素 は

食塩20％の 溶液中に お い て も対照 に対し約20％の残存活性

を示 した．

　つ ぎ に 醤油中 に お け る食 塩 に よ る酵 素作用 阻 害 は Table

5 に示 した．こ れより intact　 cel1 を用い た 場合 には 15％

食塩 濃度 の 醤油中 に お い て も，両 ア ミノ 酸 の 分解 が 認 め ら

れ た の に 反 し， 抽出酵素の 場合に は No．　51，30 の 各酵素

O

≧

も一
Φ

径

Fig，4、　 Effects　ef 　NaCl　in　acetate 　buffer　solution

　　（pH 　5。0） on 　glutamlc 　 acid 　 and 　 aspartic

　　 acid 　decarboxylases．

は食塩12％，No．29 の 酵素は 9％ に て 完全に酵素作用 は阻止され た．

　 こ の 試験結果 よ り 2菌株 の ア ス パ ラ ギ ン 酸分解酵素 は ほ ぼ 同
一

の 阻害効果を受け る もの と思 わ れ る．ま teア ス

パ ラ ギ ン 酸分解酵 素 は グル タ ミ ン 酸 分 解 酵素 に比 し，酢酸緩衝液中 で 食塩 に よ り阻害を受ける が ， 醤油中で は逆

の 結果を示 した．

　4） 熱 に よ る 失活　　酵素 蛋 白5mg ／ml の 溶 液 を 試 験管 に て ，50〜80℃ の 各温度 で 10分熱処 理 を行な い ， 残存

活性を測定 した結果を Fig．5 に 示 した．

　すな わ ちグ ル タ ミ ン 酸分解酵素は ア ス パ ラ ギ ン 酸 分解酵素に 比 し ， 熱抵抗性 は大き い が，80℃，10分 の 熱処理

に より失活 した．2菌株の ア ス パ ラギ ン 酸分解酵素は熱処理 に対 しほ ぼ 同様の 傾向を 示 した ．
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Table　4．　 Effects　of 　NaCl　concentration 　in　soy 　sauce 　on 　glutamic　acid 　and 　aspartic 　acid 　decar−

　　　　　boxylase，

NaCl（％）

Strains Subs   te Days
・ 1 ・ 1 ・ ｛・21 ・5

Ne．29

No，30

No，51

Glutamic　 acid

Aspaτtlc　 acid

〃

500500500　

12

　

12

　

12

1，e＊

0
〃

80．240
．70

〃

〃

〃

1．10

〃

98．960

．3040

，10

．90

90．O　　Not

46，1

　 1．0100

．0
ノ’

〃

〃

70．31

．0

decreased
！ノ

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

要 約

　産膜性酵母 の 増殖後 ， 醤油中の グル タ ミ ン 酸，
ア ス パ ラ

ギ ン 酸 の 減 少 は 認 め られ な い が ， 乳酸菌増殖後の 酸敗醤油

中の 両 ア ミノ 酸 は 明 らか に 減 少 す る．こ の 事実 に つ い て 研

究を 行な い つ ぎの 知見を え た．

　1． 酸 敗 した 低濃度醤油中よ り分離 した 乳酸菌65株の中

に グル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラギ ン 酸 お よ び両 ア ミ ノ 酸を分解

する もの をそ れぞれ7， 17お よ び 2 菌株認めた．

　2． 各 ア ミノ 酸分解能 の 強 い 菌株，すなわちグル タ ミ ン

酸分解菌株 No．29，ア ス パ ラ ギ ン 酸分解菌株 No ．51
， 両

ア ミノ酸分解菌株 NQ．30， お よ び分解能を全 く有 しな い

菌株 No ．24 は い ず れも DL 乳酸 を 生 成す る homo 型 の

Lactobacillus　Beijerinck．に 属す る菌 で あ っ た・

　3．　 これ ら4菌株 は食塩 15％以 上の 醤油中で は生育で き

ず ，
．死滅傾向を示す が ， 当醤油 に各乳 酸菌 の intact　cel1 を

添加す る と，グ ル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラ ギ ン 酸，ま た は両 ア

ミノ酸 が 減少す る こ と か ら， 菌の 生育 に よ り各 ア ミノ 酸が

減少す るの で な く， 酵素的 に 分解を受 け ， 当反 応速度 は 醤

油中の食塩濃度の 増大とともに低下す る こ と が 明 らか とな っ た．

　4．　 3 菌株 の 菌体よ り各酵素を抽出 し，

　 i）

（
誤

IOO

05

〉←…
〉［中
o

σ

o

≧申
o］
Φ

肛

ノ
NG．29

， NQ，5L

No．30 ／

L．亠 ．
50　　60 　　7Q 　　80

　　　　　　 Temp ，〔
° C ｝

Fig．5．　 Loss　 in　activity 　 of 　glutamic

　　acid 　 and 　 aspartic　 acid 　decarboxy1・

　 　 ases 　 at 　 var1Qus 　 temperature 阜

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こ の 酵素液につ い て つ ぎの ご とき性質を有す る こ とが確認 され た．

　　　当酵素 は い ず れ も脱炭酸酵素 で あ り，
レ グル タ ミ ン酸 よ り L一γ ア ミ ノ 酪酸 に ，

L・ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り L一α

ア ラ ニ ン に分解 し た．た だ し No ．30 菌株 は intact　cell で は 両 ア ミ ノ 酸 を分解 したが ， 抽出酵素 に は グル タ ミン

酸分解能 は 存在 し な か っ た．

　ii） 当酵素 の 作 用 至 適 pH は 5．oで あ り， 当酵 素 は3℃，　go 日 間の 保存 ｝こよ り活性 の 低下 は見 られな か っ た．

　iii）　当酵素 に は脱 ア ミノ作用は有しなか っ た．

　iv）　当酵 素 は酢酸 緩衝液，醤油 中 の 食塩 に よ り反応 阻 害 を 受 け た．また L・グル タ ミ ン 酸 分解酵素は 80℃，ア

ス パ ラ ギ ン 酸 分解酵素は 70℃ ま た は60℃各10分 の 熱 処理 に よ り失活 した ．

　本報 告を 終了 す る に 当 り，御 指 導 を賜 わ り ま した 当 研究所 長横塚 博士 ， 吉田 次長，本 報告の発 表を許可 され ました 本社取締

役 各 位，ア ミノ酸分 析を行 な っ て 下 さい ま し た 野村 圀 夫君 t な らび に本 実験 に御 協力い ただ きま した 中田 政子 嬢，大 上忠 男君

に 厚 く御 礼申 し上 げ ます．
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