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（V工）　Sediment−Forming　Activity　in　Fermented 　Raw 　Sゐoyu

Hikotaka　Hashimoto　and 　Tamotsu 　Yokotsuka
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　　 In　the　previous　paper 　it　was 　reported 　that　the　sediment 　formed　in　the　course 　of　heating
fermented　raw 　sho3ttt　was 　mainly 　composed 　of　protein，

　　 In　this　paper，　the　factors　that　accelerate 　thi8　sediment 　 formation　in　 raw 　 shoytc 　 were

studied ．

　　 The　sediment ．forming　activity 　d三sappeared 　 after 　treatment 　of　the　sample 　below　pH 　3．O
or 　 above 　pH 　9．8．　 The　activity 　was 　the　most 　stable 　 at 　pH 　 values 　aromd 　5．8，　 where 　 about

55％　of 　the　orig 量nal 　activity 　 rema 三ned 　after 　incubation　 at 　400C　for　20　hr．

　　 Inactivation　of　the　activity 　began　 with 　incubation　at 　45 °C　for　10　min ； the　activity 　was

completely 　lost　after 　heating　at 　75°C 　for　 10　min 。　 However
，
　 activity 　 was 　 again 　 observed

after 　heating　above 　80°C 　for　10　mln ．

　　The 　sediment ．forming　factors　in　raw 　shoptu 　were 　attributed 　to　three　components 　separated

on 　a　DEAEceUulose　colu   ； these　had　proteolytic　activities．　 A 　similar 　pattem 　on 　a　DEAE 。

ce丑ulose 　oolumn 　was 　observed 　with 蛎 ゴextract 　for　5ゐoyu ．

　　Additian　of　puri丘ed 　alkallne 　protease　from　Aspergt
’
llzes∫q／ae 　greatly　reduoed 　the　time

of 　 sediment 　formation．

　　These　results 　strongly 　 suggest 　 that　 the　 sedi 皿 ent ．forming　 activity 　 hl　 fermented　 raw

5切 π is　caused 　by   rtain 　 of 　proteases　from　Aspm・8illus　sqjae 　whi （tli　 st皿 remain 　in　the

mash 　at　the 丘nal 　stage 　of　fennentation．

緒 言

　 著者 らは前報
1
・
！） に お い て ， 本醸造生醤油は火入れ

に よ り蛋白質を主成分
1）

とす る火入 れ 塹 を 生 ず る が ，

こ の 火入れ塹 量 は火 入 れ 温度 に比例 しない
2）

こ とを報

告した．こ の こ とか ら，火 入 れ 塹の 発生機構は 生醤油

中に 溶存す る 生蛋 白質が ， 火入れ に より熱凝固す る単

純な現象と して は 説明 しきれ ず ， 他 の 要因 の 存在を示

唆 した．2） また生揚醤油中の 火 入 れ 塹 生 成 母体物質 の

分離 精ve4コ，ア ーy バ ー
ラ イ bXE −64 処理をす る と．

塹 生 成母体物質 区分 の 加熱に よ る混 濁の 様相が 変化 し．

濁りは 発生す るが，凝集，沈降 しに くくな る現象
1）が

認 め られ た．こ れ らの こ とよ り．本醸造生醤油は ， 火

入れ塹生成母 体物質の 他 に
， 火 入 れ 塰生成促進物質を

同時 に含有す る こ とを示唆 しうるが ， い まだ こ れ らに

関す る報告 は見 られ な い ．

　本報 で は，本 醸 造 生 醤油 中に，火入 れ塹の 凝集， 沈

降 （量さがり）を促進す る活性を確認 し，
二

， 三 の 性
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質 に つ い て 検討 した の で 報告す る，

実　験　方　法

1． 試料醤油　　　丸大豆使用 また は脱脂大豆 使用 の

濃口本醸造生醤油，お よ び淡 口本醸造生醤油を用 い た．

熟成期間 の こ とな る液汁 は ， 脱 脂 大 豆 使 用 諸味 よ り採

取 した もの を用 い た．

2． 酵素剤　　　脱脂大豆使用生醤油は蒸留水 に一
夜

透析 し た後，冷ア ル コ
ー

ル （
− 15℃）を冷却しつ つ 50

％濃度 ま で 添加 し，冷凍 遠 心 して 得 られ た 沈澱を凍結

乾燥した．凍結乾燥物 の 収量は生醤油 に対 して 1．　56％

で あ っ た．ま た醤油麹を 3 倍量 （v ／w ） の 水 で
一

夜抽

出 後 セ ラ イ F涼過 した 粗酵素液か ら， 同上の 方法に よ

り粗酵素を得 た．収量 は 抽出液 に 対 して 1．　18％で あ っ

た．

AsPergillUS　sOjae の 精製 ア ル カ リプ ロ テ ア
ーゼ は ，

当研究所 ， 林和 也博士 よ り分与い た だ い た．

3． 分析方法　　　醤油 の
一
般 分析は，醤油分析法

3 ）

に よ っ た．ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お け る 蛋 白量 は，

280m μ の 吸光度をも っ て 表わ した．

4． 莖凝集活性の 測定　　　生醤油また は酵素液1 皿 1

に，脱脂大 豆使用 の 本醸造生醤油を TN 　1。60
，
　 NaCl

17．50
， pH 　4．　80 に 調整 し 、

85
°
C3D 分火入 れ ， 急冷 し

た 醤油を 10ml 加 え ，
40℃ で 反応を行な っ た．反応中

の 醤油 に 塹 の フ ロ ッ クが 発生す る まで の 時間（分）を測

定 し，基質で ある 火入れ醤油の み，ま た は 酵素液の か

わ りに緩衝液を用 い た場合の 塹の フ ロ ッ ク発生時間 に

対す る， 短縮率を 求 め た．同条件下 で ， 塹の フ ロ ッ ク

発生 に 要す る 時間を 50％ 短縮 させ る に 要す る 活性を

100単位 と した．

5． プ ロ テ ア
ーゼ 活性の 測定法　　　萩原

4）
の 方法に

従 い
，
0．6％ ミル ク カ ゼ イ ン を 基質に して 30℃ 反 応を

行 な い ，沈澱 試 薬 B （O．　11　M   13COOH，0．22　M

CHsOOONa ，0．33　M 　CH ，COOH ）に よ り反応停止後，

沖液の 275　m μ の 吸光度 の 増加を測定す る方法 に よ っ

た． 三 種類 の プ ロ テア ーゼ の 分別定量法 は，Misaki

ら
5）の 方法 に 準 じた．

a ．酸性 プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性　　　生醤油を 0．05M 酢

酸緩衝液 （pH 　3．0） で 50倍稀 釈 に した 酵素液 1ml に

O．　05M 乳酸を含む0．6％ ミル ク カゼ イ ン 5ml を加 え

30°Cで 60分反応後 ， 沈澱試薬 B を 5ml 加え て反 応 を

停止 させ た．生 じた 沈澱を東洋沸紙 No．5C に て 沖過

し，蒸留水を対照 に して
，

275　m μ で の 吸光度を測定

した．測定試料 の 吸光度か ら，そ れぞ れ の ブ ラ ン クの

吸 光度を 差 し 引い た 値を測定値 と した．

b ．中性 プ ロ テ ア
ーゼ活性　　　　生 醤 油 を 0．05M

Tris−HCI 緩衝液（pH 　7，0）で 50倍稀釈 した もの を酵素

液と し （ク ロ マ トグラ フ ィ
ーで は 適当に 稀釈 した），

0．05M 　Na 、HPO 、 を含む ミル クカ ゼ イ ン　（pH 　7．0）

を 基質に して 測定 した 値か ら，
0．01M 　EDTA で 30℃

15分前処 理 した酵素液で 同様に 測定した値を 差 し引い

た値を中性プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性 とした．

c ．ア ル カ リ性 プ ロ テ ア
ーゼ 活性 　 　 0．01MEDT

A で 前 処 理 し中性 プ ロ テ ア
ーゼ を 失 活 させ た 酵素液を

用 い ， 0．05M 瑚酸を 含む 0．6％ ミル クカ ゼ イ ン （pH

9．5）を基質に して ，前述の 方法と 同様に 測定した．

そ れ ぞ れ の プ ロ テ ア
ーゼ の 活性 の 表示 は ， 本反 応 条 件

下 で 1　min に 1 μg の チ ロ シ ン 相当の 吸光度を増加 さ

す 活 性 を 1 単位とし，〔pu 〕守凝
畑

と して 示 した．

実　験　結　果

1． 生醤油中の 火入れ返凝集作用　　　丸大豆 使用 ，

脱脂大豆使用 の 濃ロ 生揚醤油と淡口 生揚醤油を，セ ラ

イ ト汐過 した三 種類の 生醤油を ，
85
°
C30分火入 れ後 ，

急冷 して まだ 塹 の発 生が認 め られない 火入 れ醤油を作
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Fig．1．　Relationship　between　dle　concentration 　 of

　　Iaw 　sheyu 　added 　to　heated　shoyu 　and 　the　t血 e

　　required 　for　fo皿 ing　sediment 　at　40℃．

　　　Raw 　 shoyu 　 was 　 added 　to　 heated　 sho ッ u 　pre −

　　pared　by　heatin9　at ｛婚℃ for　30　min 血 the　pro−

　　 portion 　 of 　O− 100％ （v ／v ）．　 The　 blended　 5加〕趨

　　was 　in  bated　at 　40℃，　and 　the　time　requh ℃ d　for
　 　 the　 fQ皿 atiOn 　Of　 the　 Sediment 　 WaS 　 meaSUred ．

　　　一▲
− Da正k　colored 　shqytt 　made 　from　defatted

　　　　　　 soybeans

　　　
−

●
− Dark　 col 。 red 　sheyu 　 rmade 　from　 whole

　　　　　　 soybeans

　　　
− Q − Light　 colored 　 shOyu 　 made 　 from 　 de．

　　　　　　 fatted　soybeans
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　っ た．こ れと，三 種類 の 火入 れ醤油に 相 当 す る生醤油

　と を割合 を か え て 混合 し，
40℃ およ び60℃ で火入 れ 塹

　の 発生 に 要す る時間を測定 した．こ の 結果を Fig．1，

　Fig．2 に 示 した．　 Fig．1 よ り40 °c 反応で は ， 生 醤油

　単独で は塹 が 発 生 しな い に もか か わ らず，これ を 火入

　れ醤油に 添加す る と火入れ塰の 発生 が 著 しくはやまっ

　た．30〜40％ の 添加 で
一

定値を 示 した．Fig．2 よ り反

応温度 が60℃ の 場合に は，前報
1） よ りも明 らか なよ う

に ， 生醤油か らも火入れ塰が 発生するの で ，40℃反 応

　よ りも複雑 で は あ るが ， い ずれ の 生醤油も火入 れ 塹 の

凝集作用を 持 っ て い た． Fig．1，　Fig．2 よ りす ると，

反 応温度 は40℃ よ・り60℃ の 方が ， 原料大豆 は丸大豆 の

　もの 牟脱 脂大豆 の もの よ り， 塹発生がはや か っ た．ま

　た 淡 口生醤油が最 も火入れ墮凝集力 が 強か っ た．
2．　盪凝集活性 の 測定方法　　　正 常 に 醸造され た 本
醸造生醤 油 は，原料大豆 の 種類お よ び， 濃口 ， 淡 口 な

ど の 諸味管理 条件の 相違に 関係な く， い ずれ も火入 れ

莖凝集活性を持 っ て い た．こ の 火 入 れ 塗凝集活 性 は ，

生醤油 か らア ル コ ール 沈澱 に よ り調製した 沈澱区 分 に

移行す る こ とが 認 め られ た．沈澱区分の 添加量と，火

入れ塰凝集時間との 関係は，Fig．3 に 示 した．　Fig．3

よ りす る と酵素量 に 比 例 して ，重凝集時間 は急速に 短

か くな った．醤油麹 の 抽出液 か ら調製した沈澱区分 も

同 様 の 作用を持 っ て い るが，生醤油 よ りの 沈澱区分 よ

りも 重量あたりの 塗凝集活性 は 強 い．塹凝集時間 の

短縮率と 沈澱区 分 濃度 を両対数目盛に プ ロ ッ トす る と，

Fig．4 の ご とく短縮率20〜90％の 範囲に お い て 直線関
係 が 得 られ た．生醤油お よ び醤油麹 よ り得 た 沈澱区 分

・

は．重 量あた りに す る と凝集活性 に 差 は あ るが，両直

線の 傾 きは ほ ぼ 同
一

で あ っ た．こ の 結果 は生醤油中の

遞凝集活性 は 醤油 麹 に 由来す る こ とを示 して い る．

3　生醤油中の 盪凝集活性の 性質　　　適当に 稀釈 し

た HCI，　NaOH で 各 pH に 調 整 した 醤油を40℃ で 20

hr 放 置 し ， 塗 凝集活性の pH 安定性を測定 した．そ

の 結果を Fig．5 に 示 した．仕込 み後2 ケ月経過諸味
の 生醤油も， 6 ケ 月経過 の 生醤油の 塹 凝 集 活性 の pH
安定性 は近似 して お り，pH 　5〜6，5 に 安定域が あ っ た．

最 も安定 なの は pH 　5．8 あたりで あり，
　pH 　5．　8 で は

40 “C20 　hr 処理 で 塹凝集活性 は 50〜55％ 残存 した．

pH 　3．0 以下，　 pH 　9，8 以上で は 不 安定 で あ っ た ．つ

ぎ に 2 ケ月 経 過生醤油 （pH 　5．30） と 6 ケ月経過生醤

抽 （pH 　4．90） に っ い て，各温度 で 10分間処理 し，残

存活性を測定 した．そ の 結果を Fig．6 に 示 した ．　Fig．

6 よ り塹 凝 集活性 は，45
°Cあた りか ら失活しは じめ ，

559C処理 で は 約60％ の 活性が残存するが，75°C10分処
理 で 完全 に 失活した．しか し80℃ 以上 の 処 理 で は再び
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　　　To 　10　ml 　of　heated　shoyu 　made 　from　defatted
　　soybeans （TN 　L60，　NaC 童17．5，　pH 　4，8），1．O　m 正

　　・fapP ・・P ・iately・Nuted　 en ・yme 　 s・luti。 n 　was

　　added ，　and 　the　mixture 　was 　in〔皿 bated　at　40℃．
　　　The 　ti皿 e　requ 圃 　for　 the　formation　 of 　the
　　sediment 　was 　 measu エed ．
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　　　Syロ ibOIS 　and 　experimental 　conditions 　were 玉dentical
　　to　those　desα ibed　in　Fig．3．
　　　The 　reduction 　of 血e　time （％）for　 form玉  sedi −

　　ment 　was 　calculated 　fmm 　the 　follewing　equation ・

　 　 　 　 　 　 　 To − T
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 × 100
　 　 　 　 　 　 　 　 T 。

　　　T 。 ： the 　time 　requk α i　for　foming 副 iment　when
　　　　　the　reaction 　mixtu エe　contained 　LO　ml 　of　buffer
　　　　　and 　10 孤 l　of 　heated　sh ・pm
　　　T 二 the　time 正閃 uired 　f・ r　formi  sedi 皿 ent 　 when

　　　　　the 　reaction 　m 血 ture　oontained 　1．O　ml 　of　enzy ・

　　　　　me 　solution 　and 　10　ml 　of 　heated　shaytt

凝集活性が確認され 90℃10分処理後も， 2 ケ月経

過生醤油で 3 ％．6 ケ月経過 生醤油で は 10％の 活

性 が 残存 して い た．

4． 盪凝集活性の 多様性　　 生醤油中に 存在す

る 塹凝集活性 は，そ の pH 安定性 ， 熱安定性など

よ り単一成分 と は考え に くい の で
， 生醤油お よび

醤油麹 よ り調製した粗酵素を用 い て ，塹凝集活性

の 分 画 を行 なっ た．0．05M 　NaC 且を含む 0．005M

TriS−HCI 緩衝液 （pH 　7．0）で 緩衝化 した DEAE
一
セ ル ロ

ー
ス の カ ラ ム （2．Ox42c 皿 ） に粗酵素 1．0

9 を 100ml の 同上 緩衝 液 で 溶解 した もの を 供 し．

同 じ緩衝 液1Z の 混 合容器 に 0．4M 　NaC1 を含む

O．　005M 　Tris−HCI 緩衝液 （pH 　7．0）を連結 し，

grqdient　 elutionを行 な っ た ．生醤油で の 結果を

Fig．7 に．醤油麹 の 粗酵素 の 結果 を Fig．8 に示

した．Fig．7 よ り， 生醤油の持つ 塹凝集活性は ，

0．05M 　NaCl 存在下 で は吸着 しな い 成分と，吸着

して， 0．1へつ．15M 　NaCl で 溶出す る 成分お よ び

0．2〜0．25M 　NaCl で 溶出す る成分 の 少なくとも．

三 成分 に分離 さ れた．ま た 各 フ ラ クシ ョ ン の ，

冨

100

　 80
§｝

ξ

16 °

804

02

一
 

コ

℃

冨
¢

匡

2 4 6H　

P

8 10

Fig．5．　 Ef正ect　of 　pH 　 on 　the　 stab 丑ity　 of　 sediment ・
・　　　　forming　acfivity．

　　　 pH 　 values 　 of 　 raw 　 5ゐoyu 　 were 　 adjusted 　 to

　　 2．0− 10，0with 　 appropriately 　 diluted　 HCI 　 and

　　 NaOH ，　 and 　 the　 prepared　 sheytt 　 incubated　 at

　 　 40℃ for　 20　hr．　 The 　 residual 　 activities 　 were

　　 measured 　by　the　 same 　method 　 as 　in　Fig．4．

　　　 一
●
− 　Raw ∫肋 ッu 　prepared　from　mash 　of 　a

　　　　　　　 2months 　period　 of 　fementatioR

　　　
−

○
−
　Raw ∫ゐの

rtt　prepared　frr）m 　mash 　of 　a

　　　　　　　 6months 　period　of 　femユentation
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Fig．6．　Effect　 of 　 temperatuTe 　on 　the　stabiity 　of

　　sediment ・foロ皿 ing　activity．

　　　Raw 　 she ツ tt　was 　incubated　at　 various 　tempera −

　　tures　for　10　min ，　 and 　the　res 三dual　activities 　we 聡

　　measured 　by　the 　same 　 method 　 as 　ill　Fig．4．

　　　
一

●
−

　Raw 　sho ツ u （pH 　 5．3）prepared 　 fro皿
　　　　　　 mash 　 of 　 a　2　months 　 period　 of　fer一
　 　 　 　 　 　 皿 enta 口0ロ

　　　ーQ − 　Raw 　 sh のyu （pH 　4．9）prepared　from，
　　　　　　 mash 　of 　 a　6　mon 出s　period　of 　fe皿 en −

　 　 　 　 　 　 tatibn
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pH 　7．0 に お ける プ ロ テ ア
ーゼ 活性 も少な くとも三 成

分 に分離 され ， しか も塹凝集活性 の 存在す る フ ラ ク シ

ョ ン と一
致 した．また，F三g．8 の 醤油麹 の ク ロ マ トグ

ラ ム に お い て も，
Fig，7 と同様 の パ タ

ー
ン が得 られ た．

こ れ よ り，生醤油中の 塹凝集活性は，醤油麹に由来す

る こ とが確認で きた．さちに 生醤油および醤油麹 の 持

つ 塹凝集活性は単
一

成分 で は な くて ， 多成分よ りな る

こ と も明 らか に な っ た．Fig．7，
　 Fig．8 の 最初に 流出

す る非吸着区分 の プ ロ テ ア
ーゼ 活性は ， potatO　h】hibi−

tor で は 阻害 され た が ，
0．01M 　EDTA で は失活は認

め られ なか っ た．こ れ らの 結果か ら，こ の 非吸着区分

の プ ロ テ ア
ーゼ は ， 林 ら

6 ）の 結果 か ら判断 して 醤油麹

菌 Asp．　sOjae の ア ル カ リプ ロ テ ア
ーゼ で あ る と考 え

られ た．ま た Asp．5φ砌 の 精製ア ル カ リプ ロ テ ア ー

ゼ は 強 い 塗 凝 集活性 を示 した．Fig．7，　Fig．8 の 吸着

区分 の 二 つ の プ ロ テ ア
ーゼ は ，

A ゆ．5q 加 の 中性 プ ロ

テ ア ーゼ
7・S） と推定され た．以上 よ り生醤油中の 塗凝

集活性 は，醤油麹 菌 の 産 生 した プ ロ テ ア
ーゼ 群の 示す

作用 で あ る と思 わ れ る．

5・　醸造中 の 重凝集活性の消長　　　醸造期間の こ と

な る諸味液汁の 塰 凝 集活性 お よ び 三 種類の プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性を 測定 した． そ の 結果 を Table　11C 示 し た．

Table　1 よ りす る と ， 鏨凝集活性は 2 ケ 月経過液汁を

100％とす る と 4 ケ月 が40％，6 ケ月 は 25．7％ と 醸造期

間中に し だ い に 減少 し た ．一
方 プ ロ テ ア

ーゼ 活性 は，

醸造期間が 長 くな る に つ れて 減少す る が， 酸性 ， 中性，

ア ル カ リ性の 各プ ロ テア
ーゼ間で 減少割合が か な りち

が ？ て い た．ア ル カ リ性プ ロ テ ア
ーゼ は活性 の 絶対量

で は 最も多か っ た が ， 醸造中の 失活 もは げ しか っ た．

三 種類の プ ロ テ ア
ーゼ に対す る， 塹凝集活性 の 比 を

Table　2 に示した．酸性，中性 プ ロ テ ア
ーゼ に対す る

比 は各液汁間で 大き く変化 した が，ア ル カ リ性 プ ロ テ

ア
ーゼ に対す る比はほ ぼ

一
定値を示 した．こ の 結果 か

ら，
40℃ で 測定 した塹凝集活性 は，ア ル カ リ性プ ロ テ

ア
ーゼ 活性との 相関が最も高か っ た．

考 察

　火入 れ直後で ，まだ火入れ重が 発生 して い な い 醤油

に
， 本醸造生醤油を 添加 して ，

如 ℃ に 保 つ と生醤油自

身 か らは ， 塹は 発生 しない に もかかわらず ， 火入れ塹

の 発生が著しく促進 され た．こ れは 60°Cに保っ た場合

に も確 認 され た ．こ の 結果 よ り生醤油は ， 火入 れ塗母

体物質 の 他に 火入れ 塗 の 凝 集沈降を引 き起 こ す物質を

同時 に含有す る こ と が明らか に な っ た．こ の 物 質 は

pH 安定性，熱安定性などか ら酵素 で あ る と考え られ

た．こ の 塹凝集活性は ，
70〜75℃ 近辺 で

一
度完全 に 失

活す る に もか か わ らず ， こ れ よ り高温で は明 らかに 活

性が 認 め られ る とい う興味あ る現象 が 見 られ た．第 1

報
2）に お い て ，火 入 れ 塹 は 60℃ 近 辺 で 発 生 し や す く，

70℃ で は発生 しに く く ，
こ れ 以 上で は ま た 発 生 しや す

くなり，火入れ 温度に比例 しない こ とを報告 した が理

由は 明 らか で は な か っ た．こ の 特異的な 現象 も， 生醤

i

Tahle　1．Change　in　sed 血 ent
‘forming　a（近vity　and 　proteolytic　activity　in　shqyu 　fe皿 entation ・

Fem   tation

peri〔｝d
　　（m 。nth ）

　　　Protease　 activity

［PU ］興夛；
西B
　　　　／mI

Time 隅 uired

f。r　forIn洫9
sedi皿   t

　　（m   ）

Reducing　 rate

of 　time　for
fo皿 ingsedhnent

（％）

Sedl皿 ent

fomhgactivity

　　　（units ）A ・・d　 N   ・・all 曲 1面・

246 71．969

．554
。6

173，6143

．991

．8

U50 。8466

．3292

．7

3075106301700

（B1組 k）

81．970

．062

．9

792．5317

。0203

．8

Table　2．　 Ratio　of 　sedime 【1t−form  g　activity　to　proteolytic　activ 辻y 血 various 　aged 　shめyu 　mashes ，

Fe 皿 （漁 tation　　　　 SFA 串

唱 ・h・ 識 。，

R．V ．＊＊

SFA ＊

R ．V ．＊＊

SFA ＊

Neut囮 lPlotease AlkalineproteaseR ．V ．＊＊

9齧
　

4
　

6

11。024
．563

．73

10041

．433

．9

4．572

．202

．22

10048
．348
．6

0，690

，680

．70

10098
．7101

．0

＊ Sediment　forming　activity
＊＊ Relative　 value
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油が塹母体物質と重凝集活性の 両方を含み ，
70〜75℃

で は 塹 凝集活性が特異的に 不活性化す る とい う本 結

果 よ りすれば理 解で き る．DEAE 一セ ル ロ
」

ス の カ ラ

ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ り，塹凝集活性 は少 な くと

も性質 の 異な る三 成分 に 分離 され，こ の 各成分 の 含有

割合が 生醤油間で 異な る こ と （Tabie　1）な どが，醤

油の 火入 れ 塹下げを非常に 複雑な もの に して い る もの

と思われ る．本報 の 結果 よ り， 生醤油中の 塹凝集作用

は， Asp．50 卿 の 産生した プ ロ テ ア
ーゼ 群 の 示す作

用 で ある こ とが判明 し た．な かで も， 酸性，中性プ ロ

テ ア
ー

ゼ に くらべ
， ア ル カ リ性 プ ロ テア

ーゼ との 相関

が 最 も高い こ ともわ か っ た．こ れは生醤油中で の 残存

量が ア ル カ リ性プ ロ テ アーゼ が 最 も多い ためで あ ろう．

塹凝集活性は 生醤油中に は ，
80℃以上 の 高温処理 で も

失 活 しな い （また は活性化 され る）成分 の存在が 認め

られ るが ， これは通常行なわれ る醤油 の 火入 れ の 際 に

も，こ の 成分が 塹下 がりに 関与 す る こ とを う らづ ける

もの で あ る．松 島ら
9）は

， 麹菌 プ ロ テ ア
ー

ゼ （タ カ ジ

ア ス ターゼ また は ビ オジ ア ス ターゼ ）中に 80℃ 1時間

加熱 で 80％，
100℃ 1 時間 で も約 50％ の 残存を示す耐

熱性中性 プ ロ テ ア ーゼ （Opt．　pH 　5．5〜6。0） の 存在を

報告して い る．また ， 山本 ら
7）は ， ASp．5  8　KS に，

同菌 の生産する不活性体の ア ル カ リ性 プ ロ テ ア ーゼ を

活性化す る， 耐熱性プ ロ テ ア
ーゼ （中性 プ ロ テ ア

ーゼ

H ） の 存在を指摘 して い る．これ らの こ とより， 生醤

油中の 耐熱性塹 凝集活性 は， 麹中に 存在す る耐熱性 プ

ロ テ ア
ー

ゼ が 残存し た もの と推定され る．生醤油中の

多成 分 よ りな る 塹凝集酵素 の 性質や ， 実際 の 火入れ重

さが りへ の 関与割合などにつ い て は ， さらに 今後の 検

討を必要とす る．また， Fig．7，　F玉g．8 の DEAE 一セ

ル ロ
ー

ス の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は，酸性プ ロ

テ ア
ー

ゼ に 起因す る 塹凝集活性は 確認で きなか っ た が ，

こ れは使 用 した粗酵素剤中 に 酸性プ ロ テ ア ーゼ が少な

か っ た た めな の か も しれな い ．しか し ， プ ロ テ ア ーゼ

溏性を持 っ て お れ ば， 起源の こ と なる，動植物， カ ビ
，

バ ク テ リア ， 放線菌な どの 酵素 で もすべ て 醤油 の 火入

れ塹凝集作用 を 示すか どうか は疑問 で あり，今後さ ら

に検討 して ゆ きた い ．

要 約

1． 本醸造生醤油 は ， 原料大豆の 種類 や 諸味管理 の ち

が い に よ り， 量 的に は差はある が ， い ずれ も火 入 れ塰

凝集作用 を持 っ て い た．

2． 生醤油中の 火 入 れ 塹凝集活性は ， pH 　5〜6，5 で 比

較的蜜定で あり， pH 　3．0 以下また は pH 　9．8 以 上 で

は 不安定で あ っ た．45℃か ら失活が 起 こ り，75℃10分
処 理 で は 完全 に 失活 したが ，

こ れ 以上 の 温度で は活性
が 認められ る こ とよ り，耐熱性 の 成分も存在す る もの

と考え られた．

3． 生 醤油お よ び醤油麹 の 水抽 出液中の 塹凝集活性は，
DEAE 一セ ル ロ ース の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
に よ

り， 両者と も三 成分 に 分画 され た．さ らに 塰 凝 集活性

の パ ターン は三 成分とも， pH 　7．0 で 測定 した プ ロ テ

ア
ー

ゼ 活性 の パ ターン と
一

致した．
4． 醸造期間中の 塹凝集活性の 変化を三 種類 の プ ロ テ

ア ーゼ 活性と対比して測定 した と こ ろ ， ア ル カ リ性 プ

ロ テ ア ーゼ 活性 との 相関 が最 も高か っ た．また醤油麹

菌 Asp．　s（廊 θ の精製ア ル カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ は 強 い 火

入れ 盪凝集力を持 っ て い た．

5． 以 上 よ り， 生醤油中の 火入れ重凝集作用 は ， 生醤

油中に 残存す る ， 醤油麹菌の プ ロ テ ア ーゼ 群の 示す作

用 で あ る と考 え られ た ．

　本 報告を終了 す る に あた り，御 助言 ， 御鞭 撻い ただ きま し

た，京 都府立 大学，中浜敏雄教授，今 原広次 助教授，ASP．
εθゴ砌 の 精製プ ロ テ アーゼ を御恵与 くだ さ っ た，当研究所，
林和也博士 な らび に 有益な御 助言をい ただ きま した，当 研 究

所，吉 田広務 氏，岩 浅孝 氏，野 田産 業科 学研究所，関 根広氏

お よ び分 析 の 一
部を担当され た，早 川 とも子嬢，本 報告 の 発

表 を許可 され た，本社役 員の 各位 に 深 謝い た しま す．

　本 報 の 概要 は 昭和46年 4 月 1 日，日本農芸化学 会 大会で 発

表 した．
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