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　　　　　　r．Mediylmer・apt ・pr・PS・i　al・。h・1・
（rnethi ・n ・1），

　whi ・h 臨 b・en ・c。・・i・le・ed・as　 6ne ・f・th・

　　　　fiavor　s ロb6tanees　of 　Shoyu （soy 　sau   ）， was 　prOduced　in　a　culture 　me 〔lium　containing 　not 　only

　　　　the　yeast　strains 　usefUl 　for　Shoyu　fe  tation　but　other 　yeaSt　strains 　when 　 the　medium

　　　　contained 皿 幽 dhine　as　the　sole 　sourbe 　of　nitrogen（Table　1）．　 C璃 1　HgC し salt　was 圃 a艶d

　　　　from 止 e　cdtu 祀 m α玉u 皿 alld　identified　as　rnethionoL （Fig．2）．　 The 　grow廿10f 　yeast　in 註

　　　　mediu 血 containing 　Dレ methion   e　was 蕊o廓er　and 　seemingly 　mord
．
　adaptive 　than　that   a

　　　　medium 　containing （nsarnino　acid 〈Figs．　a　4）．　 As 　the   1ts　of　some 　studies 　on　the　effect　of

　　　　白ロbcriilttire　conditions　（Fig．5）　and 　eXperimentS 　嘱 th　wa 甑 ！　mh 　suspenSi6ns （Fig．6），

「
it　was

　　　　found　that　these　yeast　strains　pcrssessed　a　metllionine 　utilizing　system 　constitzrti▼ely 　but　that

　　　　the 醒1σwer 　gmw 止 was 　due　to　an 　inf面 or 　abMty 　of　the　rnetihionine 　titilization　The 　effects 　of

　　　　・aeratiori （Fig．4），
　types　of　sugar

，
　sugar 　conoentrations

，
　the　propOnion　of　sugar 　to　methionin6

　　　　（Table　2）， 出e　tmperut ロre ，
　d皿d　the　ih

’
tia1　nf【on　the　cロlture　were 　exa 血  ed ．
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1936年 照躙 して 賭 Pく研究嘩 み ・ 対賦 る ア ミノ 酸の

　　
1
赤堀｝ζ よらて ；醤 油香気成分 の一つとじ℃ 醤油諸味

心
みならず ア ミノ 酸生合成の 中間卸質古？蝉 す る9
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名
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こおい て は ・ 翻 囎 な 香気を与え ・ 翻 独特 一t・．
の動讎 撰 するタとも｛酵 咋 騨 lr

？唾
　　　の 香気成分で あると述べ

1・2）
，

一方， 小幡 らは醤油 の悪　　知見を得る目的で ， 酵母によるメ チ オノ ー ル 生成に て
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原因をなすと指摘した 3・側　　　　　　　　　　

’
い て 検討した．本報1ζおい て は ， 醤油酵母を含む各租

　　　
げ

メ チ オ ノ ール の生成経路 に つ いて ， 赤堀 らは フ
ーゼ

∵ 酵母の メでオノ ール 生成能を検索し， 2r　3 の 生成 穿

　　1．ル 油生成と類似経 路 に よ りゾ諸味中に含まれ るメヂ身
／”t−一／’esを検討した結果を述べ る．　　〕　　　
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実 験 方 法

　 L 　供試菌株 　　Table　1 に 示 した多 くの 酵母菌株

を供試 した ・

』

　 2． 培地およ び培養方法　　ll 中に 次の成分を含

む合成培地を pH 　5 に 調整 して供試した．グル コ ース

10g， 窒素源 ，
　NaH2PO ‘

・2HaO 　O．35　g，　MgSO4 ・7H20

0．199 ，
KCI　O．119，　 FeSO4・7H200 ・15皿 9，　 ZnSO4・

7H200 ．4　mg ，　CuSOS　
ny
　sH ，O　O．025　mg ，　thiamine・HC1

1 皿 9，　pyridoxine・HCI　l　mg
，　nicotinic　acid　1   ，

inositol　l　mg ，　Ca　pentothenate　1　mg ，　biotin　O．Ol　mg ，

窒素 源 として は前培養培地 に は，主 として カ ザ ミ ノ 酸

4g ， 本培養培地 ICは， カ ザ ミノ 酸 4g または Dレ メ

チ オ 三 ソ 3．2g を用 い たL
’
保存培養 よ

．
りユ白金耳を前

培養培地に 接種し，30℃ ， 24hl 静置培養した の ち集

菌洗浄し ， 渺 cdls ／m1 とな る よ うに 本培養培地に接

種 し ， 30℃ で ， 静置ま た は振 とう培養を行な っ た．

　 3． 生菌懸濁液によ る メ チ オ ノール 生成 ．t つ ぎに

示す組成 の 反応液を 2 〜 3h ： イ ン キ ュ ベ ートし，遠

心上澄液 に つ い て メ チオノール を定量し

た．グル コ ース 1，000μ moles ，　 L一メ チ

オ ニ ン 100　A　moles
，
0．2M 　 NalLPO4 ・

2H202m1 ，　cdls 　200　mg 　wet 　wt ．，　tota皇　　　　　　 乳5

vol ．8m1．細胞は振とう培養により取得

し， 飢餓細胞は 上記反応液より L一メ チ　　　 P
オ ニ ン を除い た もの で ，

1h ： イ ン キ ュ
ベ

ー トした の ち ， 遠心洗浄して 調製した．

　4． 生育量　　日立光電光度計 EPO −
　　　　tρ

B 型を用 い ， ODe6ekpと して表示した．

　5．　メ チオ ノ ール 定量　　H   1ら
6）に　　　　管

よ るニ トロ プル シ ッ ドナ トリウム を用 い 　　　§
’

る方灘 よ り．D 、
一
メ チ鎚 ン に っ い て 　 8

作製 した 標準曲線か ら．分子吸光を同一
　　　． 05

とみな して メ チオノ r ル の Amoles 数を

求あ た．．培 地中 の メ チオノール は ．
bO

，

wen 　50x8 　H 型 カ ラ ム （1　x 　5　cm ）に よ

り残存メ チ オ ニ ン と分別 した （Fig．1）．

　6． 還元糖定量　　ジニ トロ サ リチル 　　　
・．01

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
酸法t｝に よ っ た　　　　　　　　　
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　　　 ．．契 験 結 果
　 　 　 　 　 ：t　’　　　 も ＃

　1．
．．
培養済液中 の メ チオ ノも ルの定量

　 テム （1× 5卿 ）を通過 させてメチオ 箭 ンを吸着させ ，

　 水洗の の ち，
2N 　HCI で メ チ オ ニ ン を溶出した． 1

　 例を F…g．1 に示す．培養沖液を 水蒸気蒸留 して 得 た

　 メ チオ ノール 含有液および培地中の メチ オ ニ ン に つ い

　 て 同様 の 操作を行な っ た場含 の 回収率は ， それぞ れ

　 102．1％，10L2％ で あ っ た。

　　 2。 酵母 によるメ チオ ノール 生成　　醤漉酵母を中

　 心 とし，多 くの酵母菌株に つ い て ，メ チオ ニ ン を単独

　 窒素源 と し，食塩無添加培地で 培養 した場合の 生育と

　 メ チオ ノー
ル 生成を検索した．結果の一部を Table　1

　 に示す．タチオ ノール 生成率は添加 しtt　m 一
メ チ オ ニ

　 ン に 魁す る百分率 で 示 した．多 くの 属種 に わた る多数

　 の 酵母 に よっ て，メ チ オニ ン が利用され ， その 結果と

　 して メ チ オ ノール が 蓄積し九
…
醤油諸味中に存在す る

　酵母 に つ い て は，主醸酵酵母 Sacchai，onzNces 　r 鱗 露，

　 後熟酵母 Tot’ulopsis 　zvars‘ztilis，　T．　etrheltSii などに

囓
つ い て も， またわれわれが醤油諸味中より， 茂木 らの

　．方法
騒） に よっ て分離 した酵母群 に つ い て もメ チ オ ノ ー

　 ル の蓄積が認められた．後熟酵母 T．’　Versat ”i−5 は ，

　　　　　　　　　　　　　　　・3 ’、
・敷 7
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　　　　　　　　　　　　　　　　 “レ　　＿t

今井 ら
9）

の 報告と多少異なり， カ ザ ミノ 酸 ， メ チ オニ ン

を 窒 素源 とした 供試培地 に お い て も，また これ に O．1

％酵母 エ キス を添加 した培地に おい て も生育を認めず．

5％ 食塩添加培地 に おい て 生育をみた。 T．　 etchellsii

は食塩無添加培地に も生育 した が ，食塩添加時に 生胃

が良好とな り，0．1％ 酵母 エ キ ス 添加で さ らに良好な

生育を示した。 T．　wersatilis
』
に お いて は ， 生育を示

さ ない に もか か わらず 賢 tt菌接種後数 日で 官能的 に メ チ

オ ノ ール 生成を認 め え た．メ チ オ ノ
ール 蓄積量 に は菌

株 に よ っ て 著 しい 差異が 認められ ， 極端な場合 ， メ チ

オ ノ ール の 生成が認 め られな い 場合もあ っ た．食塩存

在下で は， 小幡 らの 指摘する ように ，宮能試験に よ る

臭 に差異が若干認 め られ た
1°）．彳

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　ゆ　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　げ　 ’

　　 Table　1．　 Methlaninc　utilization　and 　methionol 　formatien　by　vario ロ s　yeast　strai 礁

Pre一  Itロ ed 脚 st　w 闘 in  ulat 磁 むD 偲iv・ the 三nitial 。cmcentrati 。n 。f　10’・・elts／ml 血 a ・ynthet量・

medium 　oont ぬ i皿g　D レ methionine 　as　sole　scnsrce 　of 　nitrogeru 　 Cultures　were 　ca ロ iied　ou 之 at　30
°C

for　a　period　ef　iロdicated　time．　 Methionol 　was 　dete觚 iled　by　the 皿 ethod 　described　by　Horn

et 　atG 》 with 　the 　efHuent 　which 　was 　ob 面 ned 　by　p 旦ssi   the 　culture 　fil£盗 e　through　Dowex 　50
面   舳 o   in　Fi些 1．

一一・　　　　 Strain　　　　
』 So肛 ce

CuIturetime

（days）

GTowth

（OD … ． 。）

Methionol
　formed
　 （％）

の

．曜

　 ：

　 茎
　 ．1
　ミ

　 1；
　 ｛
・L， 1

　 き

　 、i

画
一

響
・乳さ

謙
憲
議，

1

豪．

翁、イ武飴 「‘

霧

欝

鼕

豢
1蟲毒

Shqyu　yeastb⊃

　 No．1007

　Na 　4016
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 の

Zygosaech〃 o ηり
尸‘85 凋

’
α广

　z ．∫qノ〆 ｝

　 No ．1の

　No．6の

　 No、12の

Ripe疵 ロg　yeastの　　　　　　　　し
　Tarulopsis　vasatilisn

　T ．etchellsiir｝ も

　 No 。5の

　 No．100　　 　 　
．

　 No ．150 ’

B、k。，
’

，
　yea，t

・淺
　 No．28

　No．35　　　　　、

Wine 　yeast　Y 　35

sak6　yeast　Kyokai 　No．6

Candida　eetitis　　　、

C．tropicalis 　Y 　12
　 　 　 　 　 　 　 　 　 气

C。sp ．　Y 　13

Japan　Shoyu　Research　lnstitute

Isolated　from　Maruya　Brewery，
TSuruoka

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ゆ

Niigata　Prefegtural　lnstitute　for
FOQd　Research

Isolated　from　Maruya　Brewery ，
Tsuruoka

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ▼乙

OrΣental 　Yeast　Industry　C ◎，，
Tokyo 　　　　　 ，

National　ln＄titt・te ｛br　Brewing

IFO　O626
↑
 　

「1

　
−

IFO 　O589　 　
」

Oriental　Yeast　Industry　Co．，
Tokyo

6565666

0σ
OV6

▼
轟
リ

ハ
0

吼

z 「

事「

0．59
心．540

．650
．670

．610

．630

．66

O．200

．710

．570

．44

一・・　　　　 丁　 靴r｝

　　 3　　　　 0．67

　 　 3　　 　　　 0．45

　 　 3　　 　　　 0．40

　 　 3　　 　 　 0．55
害 竜

塾 躍 ’

　
9
　
一’
　e．　13

」

　
：’・

　　 3二…　　　 0．39　
」

『L 　3 ・　 　 0．70

2．815

．75
．8018

．023
，14

．7

十

2．710
．52

．415
．3

12．515
．317

．814

，0
丁3，2

．

15。319
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醐 nyeast 　ih　Shoyu −mash 　fermen鰍 t三（躍L　　　

1
　　　　　　　　　　　　　　　

曳

　　 ‘）　These 　yeasts　I∫】ay　an 洫 pDrtant τole 　in　the 　ripening 　stage 　of 　Shoyu・  h　fer血 e職tatioロ

　　 4） These　na 血 es　were 　1旧sed 　upo 鳥 acust   職 y　UFage ・∫　　
’ 「， ∫

点 　s・：　 tt　 ！

．1◎讌 蠶漂飄 蠶諮 畿鬻鱒 慨
曲 鵬 1霾韆鐡 驚躑蟹 、

　　ノ） 7：モ毫湾 厩”5 配 虹6t　grow 　i駆
』
the　medi

’
幽 ！ i繭 cated 　in　the 襯 【t ◎o面 湿   eithe ご、1兀 蝉 hlbゴh塾e
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駈

雪
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第 1 号，
1 月〕 酵 母 め メ チ

「

　3．　メ チオ ノ ール の 同定　　
’
パ ン 酵母 No・　28，　 No・

35，Ca ，idida　tropicatis　Y　12 の 3 株を ， メ チ オ ニ ン

含有培地 に 30℃，72hr 静置培養 し，そ の 培養沖液よ

り， 赤堀 の 方法 に準 じて Fig・2 の よ うに 処理 し ， メ

チ オ ノール を昇汞複塩 として結聶 に得た
1｝．融点は ，

No．28127℃ ，
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　 　 medim ．

　5． 生菌懸濁液 に よるメ チオ ノー−jy生成　　カ ザ ミ

ノ 酸 ・メ チ オ ニ ン 培地 で 振 とう培養した細胞に よ る メ

チ オ ノール 生成を Fig．　6 に 示す．い ずれの 細胞を用

い た場合に も， メ チ オ ノー
ル 生成に誘導期が 認 あられ

たが ， メ チ オ ニ ン培地で 培養 した 細胞を用 い た場合に

は ， カ ザ ミノ 酸培地 で 培養した細胞 に くらべ
， メ、チ オ

ノール の 生成開始も， 生成速度もわずか に早 か っ た．

しか し，
い ずれの細胞も飢餓操作を行な うと ， こ れ ら

の誘導期は解消した．　　　　　 ’

　6。 メ チ オ ノ
ール 生成条件　　Fig．4 に示した 通気

の彰響の ほ か に ， 糖の種類 ， 糖濃度，温嵐 初発 pH

などの 影響を検討した．．　　　 三

．　　　　 Table幺

　C．職 鈎 滅 5Y12 ，
パ ン 酵母 Ne．35 に つ い て 糖

の 種類の 影響を検索した。い ずれの 菌株 に つ い て も，

グル コ ース ， フ ラ ク トース，マ ン ノース∂シ ュ ク ロ ー

ス は同程度 IC利用 された．パ ン 酵母はマ ル トース ， ガ

ラ ク トース を もよく利用 しg メ チ オ ノール 生成量も比

較的高か っ た ．Y12 で は マ ル トース
， ガ ラ ク トース
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一．、．
　　
’一一．一・ ・一．．マ曇甲・輛

・
第 1 号，　1 月〕 酵 母 の メ ヂ．オ ニ と 代 謝 ．

の ほか キ シ ロ ース ，ア ラ ビノース も利用 したが，メ チ　　牲をもつ こ とを示唆する・しかし・醸造過程の いずれ

　　　　　オ ノール 生成率 は低か っ た．

　　　　　　上詑両菌株に つ い て 糖濃度の 影響を検討した．糖瀧

　　　　　度の みを変化させた場合 、 グル コ ース 濃度3％ まで は
，

　 、i
　　　　　 メ チ オ ノール 生成量が増加した．糖とメ チ オ ニ ン の 添

　　　　　加比 を基礎培地 の 添加比 と伺
一に な る ように して ，両

　　　　　者を ともに 増加させた場合も， ほ ぼ 同様な傾向を 示 し

　　　　　 t ．パ ン 酵母に つ い て 得 られた結果を Table　2 に示

　　　　　 す．　　　　　　　　　
凾

　　　　　　、い ずれあ菌株に つ い て も， 培養温度が 25℃，30℃ ，

　　　　　 35℃ の 場合，メ チ オノ ール 生成量 に大差は な く，
40℃

　　　　　 で は著しく生成量が低下し た．初発 画H は 4
，
5，6 が

　　　　　 メ チ オ ノール 生成に 好条件 で あ っ た．

　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　　　　　　 酵母に よるメ チ オ ニ ン 利用 につ い て は多 くの報告が

　　　　　 あ る．まず．メ チ オ ニ ン を窒素源 と して利用 して生育

　　　　　 す る ほ か に 切
， 増殖に 対す る阻害作用

te｝
， 菌体内に メ

　　　　　 チ オ ニ ン を とりこ み S一ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を蓄積

　　　　　 す る ζ tlS−IS ＞
， また窒素源として 利用 した場合細胞形

　　　　　 に 変化 を与 え る こ とな ど
le ・17 》が述べ られて い る．ま た

　　　　　 微生物に よ る メ チ オ ニ ン の 代謝生産物 につ い て も， 萩

　　　　　 野 ら
iS）lt放線菌に よ る 7一メ チル メ ル カプ トプ ロ ピル

　　　　　 ア ミ ン の 生成を報じ，小幡らは酵母 に よ るメ チ オ ノ ー

　　　　　 ル の 生 成 を推定 した S）．後者 の 場合に は官能試験の み

　　　　　 で生成物の 同定は行な われ て い な い．Table　1，
　Fig．2

　　　　　 に 示 した結果は ， 多くの酵母が窒素源 として メ チオ n

　　　　　　ン をよ く利用で きる ほか ， 菌株に よ っ て は，培地 に メ
　養
　　　　　 チ オ ノ ール を多量 に蓄積す る こ とを示 し， また メ チ オ
　斗
　　　　　 ノ ー

ル 以外 の 生成物 の存在の 可能性をも示 した．菌株

　　　　　 に よ る メ チ オ ノール 生成量の 差異の原因に つ い て は現

　　　　　 在明らか に して い ない．ま た メ チオ ニ ン の 利用は多く

　　　
」
　 の 酵母に っ い て la　L 型 に限 られ ，

　D 型を利用 で きる も

　　　　　 の は 少数 に限 られ た．D 型 の 利用 に関 して は別報する．

　　　　　　
一
方 ，

Fig．亀 4 に示 した結果か ら， メ チオニ ン 利

　　t　　 用が一
見適 応的に行な わ れ る よ うに思 わ れ る．しか し，

　　1：　 前培養の 組合 せ実験 （晦 5）， 生菌懸濁液に よ る実験

　
’i
　　　 〈忘 9・6） の 結果か ら， メ チ オ ニ ン 培地 で 生育が劣 る の

　　　　　 は
， そ の 利用能力が低い こ とに よ る と判断され る．事

』

魘　繁迄証馨画三
・
メチオ ニ ン を ア ミノ 供与体 とす る トラ ン ス ア ミナ

　　　、ぎ鑑
缶 ゼ が 構成的に存在する ζ とを認めて い る （米発表）．

　　ガ
’ ”

葵抽醸造過程 に は ， 大別 して 初期雑酵母 ， 中期醤油

．壽　・1．  酵母 後期熟成酵母が関与し． 複雑な経過をとる こ と「
籌 鰻灘驪 継 れて い る．T 。b1。 ・ le示 し鷹 果 は ． 醤油酵

蔽轡騨糊 警鷲

　の時期に
．

．
い ずれの 酵母がメ チ オ ノ ール 生成 に関与し

　て い るか は明らかで は ない．また ， 主醗酵醤独酵母 に

　 つ い て は，メ チ オノール 生成能 に著しい 差異が認めら

　れたが ， 実際の 醤油の 品質 との 関縣も明らか で な い。

　 さ らに また ，、高濃度の 食塩存在下 に 行なわれ る醗酵過

　程 は，香気 の生成に関して も異な る様相を呈 する こ と

　が指摘されて お り
1°）

， 高濃度食壌の影響を含め ， 醤油

　 醸造過程 に お ける メ チオ ノール 生成 の 動態に っ い て は

　 今後の 課題 で あ る．

　　　　　　　　　 総　　　　 括

　　 醤油の 香気成分の 1 つ と みなされ る γ
一
メ チ ル メ ル

　 カ プ トプ ロ ピル ア ル コ ール （メ チ オノール ）の酵母に

　 よ る生成を検討 した．

　　 王． メ チオ ノール は g 醤油醸造過程に おい て ， 主醸

　 酵 ・熟成過程 に主要な役割を 甫 あ る酵母を 含あ ， 多 く

　 の酵母を ， メ チ オ S ン を窒素源とす る培地に培養した

　場合に，著量に生成された．

　　 2． 培養沖液より， メ チ オ ノール を昇冢複塩 として

　 分離 ・同定 した．

　　 3． メ チ オ ニ ン を 窒素源とする培地 で の 酵母の 生育

　 は，カザ ミノ 酸を窒素源とする培地で の 生育に くらべ

　 て
，

一見適雄的で あり， か つ 生育速度もゆ る や か で あ

　 る が 、 前培養条件の 検討 ， 生菌懸濁液に よる実験に よ

　 う て ，メ チ オ ニ ン 利用系は檮成的 に 存在 し，メ チ オ ニ

　 ン 利用能が劣る e と に よ っ て 上記様棺を呈する ζ とを

　 示した．

　　 4． メ チ オノ ール 生成に及 ぼ す通気効果 ・糖の 種類

　 ・糖濃度
・窒素源 濃度

・温度 ・初発 pH の 影響を検索

　 した．

　　 貴塁 t 菌殊を御 恵与下 さい ま した 新鴻県食 品研究所 今芽

　 誠一氏，諸味 の 採 取 を御群可 下さい ま した 鶴岡市大 出丸谷

　 醸造場 に深甚な る感謝 の 意 を表 します．
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