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Mechanlsms 　of 　Sediment　Formation　durlng

the　Heating　of 　Raw 　Shayu （Soy　Sauce）＊
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Central　Research　Laboratories，　Kikkoman 　Shoyu　Co．，　Ltd．，　Noda −shi，　Chiba

　　 The 丘ltrate　of 　aged 　shoyu 　rnash （raw 　shay の 三s　heated　in　order 　to　stop 　thc　greater
P ・ 「t ・ fmi … b｛・1 ・nd ・n ・ymati ・ ・ea ・ti・ n ・・ Aft・・ this　t・ea   ・nt ・ ・edim ・ nt

，
　m ・inly

composed 　of 　protein，　is　gradually　fbrmed ，

　　The　time 　required 　fbr　fbrming　the　sediment 　was 　largely　inHuenced　by　the　temper −
ature

　
ofheating ；heating　at 　70　to　75QC，　but　not 　below　600r 　above 　80℃ ，　ddayed 　sed 量ment

f（｝rmatlQn ．　Protease　which 　st三il　remained 　in　raw 　5加yμ was 　very 　unstable 　at 　70℃ below
pH 　4．8，　and 　at　75℃ above 　pH 　4．8．　 However ，　by　heating　above 　75QC　a 　part　of 　the
activity 　became 　stable 　again ，　showing 　that 　raw 　5ゐq脚‘ contained 　a　thermostable 　protease．

　　Thc
　
addition

　of 　three　k1nds　of 　proteases（i．e．， 詛ka且ine　protease ，　neutra ］ protease
I

，
and 　neutral 　protease 　II）pur三fied肋 m 　raw 　sheLyu　greatly　reduced 　the　time 　of 　sediment

f・・m ・ ti・ n ・ Thi・ ・edi … t　f・・ming ・・ti・ity・f・lk・lin・ and 　n ・ut ・a1　P ・・ t・蹴 ・ di・apPea ，ed

on 　 addit 孟on 　of 　potato　inhibitor　 or 　EDTA ．

　　When 　raw ∫加γμ was 　rapidly 　heated　to　85qC　fbr　30　m 三11　after 　the 　addition 　 of 　EDTA
at 　a 丘nal 　concentration 　of 　3 × 10−3　M ，　then 　coo 置ed 　to　60℃ fbr　3　days，　no 　sedjmentat 三〇 n

occured ．　 The 　exper 三menta1 丘ndings 　concerning 　the 　prevention　of 　the　 sediment 　fbr−
mation 　 could 　be　 reasonably 　 explained 　by　 mechanlsms 　 in　 which 　 chclator 　 sensitive

protcases　and 　other 　 thermolabile 　proteases　affecting 　the　 sedilnent 　fbm ユation 　in　raw

sho］u　were 　inactivated　by　the　treatment 　with 　EDTA 　and 　the 　heating，　respectivel ｝r．

　　It　is　concluded 　that　the　proteases，　espec 三就ly　a 出 e   ostable 　one ，　which 。 riginate

shopa 　keji　mold 　and 　still 　remain …n 　raw 　sherVu
，
　play　an 　i皿 portant　role 　in　the　medlanisms

of 　sediment 　formation　during　the　heatlng　of 　feumented　raw 　shoLyu．

緒 言

　生醤油は 通常 70〜80℃ 1） で 火入れ後塹引きし製品

とな る が，こ の 火入れ 操作 に よ り醸造醤油で は 5〜10

％ （v ’v ）の 火 入 れ 塗 が 発生 す る． 』ψ   ‘∫伽 吻 α 8KS

の 生醤油中に は，こ の 火入れ塗の 発生を促進す る火 入

れ 塹 凝集酵素が存在 した．この酵素 は多様性を示 し，
DEAE セ ル ロ

ーズ の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ

る 分画 の 結果，麹 菌の 産生 した プ ロ テ ァ
ーゼ と一

致 し

た．2〕さらに ，
40℃ に お け る塗 の 凝集速度 に対 して 測

＊

醤油の 塹 に 関す る研究 （第 8報）
＊ Studies　on 　Scdiment 　of 　Sho− u （Soy　Sauce）（VIII）．

定 した 場合 に は 麹菌ア ル カ リプ ロ テ ァ
ーゼ の 関与が 最

も大 きい こ と も報告した、2） 生醤油中の多成分 よ りな

る塹 凝集酵素 の中に は 80℃ で も失活 しな い 耐熱性 に

富ん だ もの が存在 した こ とよ り，実際の 70〜80°C で

行 なわ れ る 火入れ 中の 塹発生 に も生醤油中の プ ロ テ ア

ーゼ が 関与す る もの と推定 した．2｝ 本報で は ， 実際 の

火入 れ過程 で の 塹発 生機構を 検討 し生醤油中に 残存す

る 麹菌 プ ロ テ ア
ー

ゼ の 関与 が 極め て 大 きい こ とを確認

した の で 報告する．

実　験　方　 法

試料醤油　　丸大豆また は脱 脂 大 豆 使用 の 濃 口 本醸
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造生醤油をTN 　1・60％ ，　NaCl　17．50％ に調製後使用 し

た．調製生 醤 油 の pH は 丸大 豆 醤油 4．70，脱脂大 豆

醤油4．80で あ っ た．

　 プ ロ テ ア
ー

ゼ 活 性の 測 定 　　萩 原
3 ）

の 方法 に 従い 前

報
4）で 詳述 した方法に よ り， pH 　3．0

，
　pH 　7．0 お よび

pH 　9．5 に おけ る活性を 測定 した． 醤油中 と近似 した

条件 下 で の プ ロ テ ァ
ー

ゼ 活 性 の 測 定 は，酵素液 1　ml

に 21％ NaC1 含有 0．6％ ミル クカゼ ィ ン の O．05M 　Na2

HPO4 溶液 （pH 　5．0）5m 】を加え，30°C で 反 応 した

（反 応系で NaCl 濃度が 17・5％ に な る）。そ の 後 の 操

作は前報
4）に準 じた．酵素の 活性単位は ， 本反応条件

下 で 1mi11に 1μ9 の チ ロ シ ン 相当の 660　nm の 吸光

度を増加さ す活性を 1単位 とした．

　塹凝集活性 の 測定　　前報
2）と 同様に して ，酵素液

の 醤油 1m1 に 脱脂大 豆 使用 の 本醸造 生 醤油 を 85℃ 30

分火入 れ後，急冷した醤油を 10ml 加 え 40℃ で反 応

した．反 応中の 醤油 に 塗の 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 の 場合

の 塹 の フ ロ ッ ク発生時間 に対す る短縮率 （％）を求め

た．

　 火入れ方法　 　特 に こ とわらない かぎり， 前報
5）に

準 じて 行 な っ た、生醤油 の一部を ミ ニ ポ ン プ を用 い て ，

80℃ の 恒温水槽 につ けた 蛇管 に送 り込 ん で 加熱 した

後 こ れを生醤油 に 戻す方式 に よ り醤油を加温 し， 1時

間後 に 醤油全体 の 温度を 60°C とす新火入れ 方法
6）も

用 い たi また ， 火入れ塗発生所要時間の測定は ， 生醤

油 ま た は，前処理 した醤油を共栓付試験管 IC採り， 所

定 温 度 の 恒 温 槽 に つ けて 火入 れ し， 盪 の フ ロ ッ ク が 発

生 して くるま で の時間を 肉眼で観察する 方法に よ っ た，

　生醤油中の 火 入 れ莖凝集酵 素の 精製　　脱脂大豆 使

用の 本醸造生醤油 1t を 1夜蒸留水で透析後 ， ア ミ コ

ン 濃縮機 にて，UM −10 の メ ン ブ ラ ン を用 い，100　ml

に 濃縮 した，濃縮液 に ，3 倍量 の エ タ ノ
ー

ル （
− 20℃ ）

を 冷却 しつ つ 加え ，
4〜5℃ で 1 夜放置し， 生 じた 沈

澱 を冷凍遠心 機 で 集め， 凍結乾燥 して 粗酵素とした．

前報
2）と同 じ く， 粗酵素 を 0．05M 　NaC1 を含む O．005

M 　Tris・HCI 緩衝液 （pH 　7．0）で 緩衝化 した DEAE 一セ

ル ロ ーズ カ ラ ム （2x42 　cm ）に 供 し，
　 NaCl 濃 度 の

　　　　　　　　　　　　キ
gradient　elution を行な っ た．　 O．05　M 　NaCl 存在下 で

は吸 着 しない ア ル カ リプ ロ テ ァ ーゼ と ， 吸着して 0．1
・”O．15M 　NaC1 で 溶 出する 中性プ ロ テ ア

ー
ゼ 1・お よ

び O，2−−O．25　M 　NaCl で 溶出す る 中性 プ ロ テ ア
ーゼ 皿

の 三 成 分 に 分画 した．こ れ らの 各 プ ロ テ ア
ーゼ は， 同

条件で再ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 後 ， 活性区分をそ れぞ

れ ア ミコ ン 濃縮機にて， UM −10 の メ ン ブ ラ ン を 用 い

濃縮 した．5ml 以下 に した濃縮液を ， それ ぞ れ 0．002

MCaCl2 含有 0・05　M 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液 （pH

6・0）で 緩衝化 した セ フ ァ デ ッ クス G −100 の カ ラ ム （2．6

× 100cm ）に て ゲ ル 炉過 し，そ れ ぞ れ の 活性区分を 集

め 凍結乾燥 し， 精製酵素標品 とした．

実　験　結 果

　火入れによる生醤油中の プ ロ テ ア
ーゼ活性の 変化

　生醤油 を各温度で 10分間火入れ後，氷水中で 急冷し

た醤油 の プ ロ テ ァ
ーゼ 活性を Table　1 に 示 した．

　Table　1 よ りす る と， 丸大豆醤油 と脱脂大豆醤油 で

は ， 含有 プ ロ テ ア
ー

ゼ の 組成 が異 な り，前者 は酸性 側

で の プ ロ テ ァ
ーゼ 活性が高か っ た， また， 酸性 （pH

3・0）の プ ロ テ ア
ーゼ の 熱失活は 火入れ 温度 と比例的で

あ っ た．一
方中性 ， ア ル カ リ性 で の プ ロ テ ア

ーゼ 活性

は丸大豆醤油で は 70°q　 脱脂大豆醤油で は 75°C で

最低 とな り， そ れ以 上 で は，む しろ 増 加 した．火 入 れ

塹凝集活性 は，醤油 に近 い 条件 （pH ，　NaCl）で 測定 し

た プ ロ テ ア
ーゼ 活性と相関

4＞が高か っ た の で ，
17．5％

NaCl 存在下で 0・6％　ミル ク カゼ イ ン （pH 　5・0）を 基

質 に して ， 生醤油中の プ ロ テ ァーゼ の 熱失活 と火入れ

温 度との 関係を 検討 した．（Fig．1）

　 こ の 結果か ら，
Table 　l の pH 　7．O，

　9．5 の 活性と同

様 ， 熱失活は火入れ温度 に 比例的で は なか っ た．70℃

Table　1．　 Effect　of 　heating　temperature 　 on 　the

　　inactivat三〇n 　of 　protcase　in　raw 　shayu ．

Heatingtemperature

for　10　min

　（℃ ）

Protease　activity 　remaining 　in 吻 四

a氏er　the　heat　treatment （unl 的1ml
of 　5切 の

pH 　3．0 pH 　7．0 pH 　9．5
S＊　 D ＊＊　 S＊　 D ＊＊　 S ＊　 D ＊＊

40505560657075809010022．022

．321

．415

．01

．50

．40
．3000

12，812
．813

．110

．82

．30

。80
．3OOO

4578347【

97PD10

FD31

1．71

．7L71

．5

98．289

．153
．017

．16
．42

．31
．17PD8

ワ齟

21

63．6　108．1

48．1　 94．4
22，1　 55．5

8．7　 20．1
1．80

．82
．02
．12

．31

．5

67

・

2519

721221

　1ml　of 　raw 　sho．7u　was 　heated　for　10　min 　at 　different
tempera 加 res

，
　 and 　the　residu 詛 　actM こies　were

measured 　at 　30℃ accord 三ng 　to　the　modified 　Anson
method ．

＊S ；Raw 　shaya 　 made 　from　whole 　soybeans

＊＊D ；Raw 　shayu 　made 　from　defatted　soybeans

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

一一聯 橋本　彦堯 ・横塚　　保 〔醗工　第52巻，1974年

04〔
　

　

　

　

　

り
　

　

　
　
　
　
　

　

　

　

　

　

　

ふ

　
　

　
　

二

三

こ
竃”
）
ぞ
ξ
罷

　

　

　　
　

冊

叫匿
三
矍
ま

　 　 　 　 　 　 　 0　　40 　　　　60 　　　　80 　　　 100
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 T ¢ m

卩eτ蹲 伽 rε （OC ，

Fig・1・ E麁 ct ・f　heating　t・ mpe ・ ature ・n 　th ・ ・tability

　　・fpr ・tease 　in　raw 　sh ・Lpat．　 　 　 ．

　　　Raw 　5ゐ卿 （1　ml ）was 　incubated　fbr　10　min 　at

　　diHbrent　temperatu 祀 s，　and 　the　residual 　activity

　　was 　measured 　at　pH 　5．O　by　using 　milk 　casein （pH
　　5．0）containing 　21％ NaCl 旦 s　substrate ．

　　
一

〇
− Raw 　5勿 μ made 　from　defatted　soybeans

　　　　　 （pH 　4，8）
　　

一●− Raw 　s勿 a　made 仕 om 　soybeans （pH 　4．7）

o．6

： o．4
ミ

蓍
ロリユ

ξ

誓 。

9
蓋
奮
臨

Lo

o．5

0

He綱電i眄 9 　　巳ime 　　（　hr　）

Fig・2・　Change 　in　protease　activity 　in　raw 　sho］a

　　during　the 　heating．

　　　Two 　k三nds 　of 　raw ∫ゐ砂 醒 were 　each 　heated　at　the

　　indicated　te皿 pera加 res （一〇一
，
60 °C ；

一
●一

， 65°C ；

　　
一△一

，
70°〔〕；　

一▲一
，
80°

（】；　
一
ロ
ー

，
1009C ）for　O．5　to

　　3hr ．　 The 　protease　activity 　remaining 　after 　the

　　heating　was 　 measurcd 　by　the　same 　method 　as 　in
　　Fig．1，

　　A ；Raw 　shola 　made 　from　soybeans

　　B ； Raw ∫姥渕 made 肋 m 　de飴tted　soybeans

　（丸大 豆醤油），
75℃ （脱脂大豆醤油） で失活が 最大

で ありそ れ以上 の 温度で は 残存活性 は増加 し， 80℃

以上で も， 両醤油とも 1m1 あた り約 O・5　unit の プ ロ

テ ァ
ー

ゼ 活性 を 含有 して い た．

　火入れ 中の プ ロ テ ア
ーゼ 活性 の 経時的変化を Fig．2

に示 した，

　Fig・2 よ り明 らか な ように ，
100℃ 30分 の火入れ で

もプ ロ テ ァ
ーゼ 活性は残存した．両醤油 とも 60℃ 火

入れで は最大の 残存を示 し，3 時間後 も丸大豆 醤油は

O．2　unit ／ml ， 脱脂大豆醤油 は O・6　unittml 残存した．
Figure　1 よ りも推察さ れるように， 70℃ 火入 れ が プ

ロ テ ア
ーゼ の 失活が最 も激 しか っ た．

　Fig．1 よ りす る と ， 丸大豆醤油 と脱脂大豆醤油で は ，

プ ロ テ ア
ーゼ の 失活が最大と な る 温度 が 異 な っ て い た ，

こ の 相違 の 原因は， 両醤油の pH が 同 じで あれば， 同
一の 最大熱失活温度を示 した こ とに よ り， 原料大豆 の

違 い に 起因す る の で はなく， 生醤油 の pH の 違 い に よ

る こ とが明 らか に な っ た．Fjg・3 に は ， 脱脂大 豆醤油

の プ ロ テ ア
ーゼ の熱失活 にお よ ぼ す pH の 影響を示 し

た．

　Fig・3 は，　 pH 　4・8 近辺 で は 生 醤油 の pH の わず か

な 差 も火入れ中の プ ロ テ ァ
ーゼ の 安定性に大きな影響

を及 ぼ し火入 れ 盪発生を左右す る こ とを示 して い る．

　火入 れ莖発 生 に 及 ぽす火入れ温 度の 影響　　50℃ ，
55℃

，
60℃ ，65℃

，
70°C

， 75
°C ， 80℃ およ び 90℃ に

02

5

0

5賎

へ
一
匸

こ
≡調
）
倉

ξ
冨

叫
呂
口旧
琶

罠

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア0　　　 80 　　　 90 　　　且00

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tempe ・rature でOC
）

Fig．3．　 Effect　of 　pH 　on 　the　inactivat三〇n 　of 　protease

　　in　raw 　she］u　at 　different　heating　tcmperatures ．

　　　pH 　 valucs 　 of 　 raw ∫勿 π were 　 a （ljusted　 to　 4．6

　　（
一
△
一
），

4．8 （一●一
），

and 　5．0 （一〇一
） with 　appro −

　　priately　dlluted　HCI 　and 　NaOH ．　 These　 raw

　　shoLr”s　were 三ncubated 　at　different　temperatUres

　　for　10min ．，　and 　the　residual 　activitywas 　mea8ured

　　by　the 　same 　meth 佩 as 　in　Fig，1．
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Fig．4．　 EHfect　of 　heating　tempcrature 　 on 　 the 　time

　　required 　for｛form三ng 　sediment ，
　　　10ml ・f　each ・ ample ・f　raw 　・h・1 ・　we ・ e 　pipetted

　　into　duplicate　10　ml 　glass−stoppered 　test　tubes ，
　　and 　heated　 tQ　 various 　temperatures ，　 at　which

　　the 　times 　required 　f（）r　sediment 　formation　were

　 　皿 eaSUted ．

　　
＿●− Raw 吻 郷 made ｛｝om 　soybeans

　　
− ○− Raw 　shayu 　made 　from　defatted　soybeans
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Fig・5・　Relat三〇nship 　 between 　protease　 activ 三ty　 re −

　　maining 　in　shopa 　and 　the　time 　required 　fbr　sedi −

　　ment 　f（＞rmation 　at 　dif琵rent 　heating　temperatures ．
　　　Scdlment 　fbrm二ng 　activity 　 whicb 　 remained 　in
　　∫勿 ロ after 　 the 　 heaUreatment　 was 　 measured 　 at

　　40°Caccording　to　the 　text，　and 　expressed 　as　the

　　reduction 　of 　t三me 　for　sediment 　fbrrnation（％）．
　　Other　experimental 　condition5 　were 　identical　 to

　　those　describθd　in　Fig．1and 　Fig，4．

　　
一〇− Sediment 　forming　activity

　　刊 ●
− Protease　activity

　　
− ▲ − Timerequired董br　fbrming　sediment （min ．）

おけ る火 入 れ 塹発生所要時間を Fig・4 に示 した，

　Fig・4 よ りす る と，丸大 豆 醤油 の 方が脱脂大豆 醤油

よ りも塰 発生が 早か っ た．しか し， 60℃ 火入れが 最

も鏨発生が早 く，
75℃ で 特異的 に 発生が 遅 れ，さ ら

に 高温で は再び 早まり， 火入れ塗発生速度が火入れ温

度 に 比 例 しな い 結果 は両醤油 とも同
一で あ っ た，脱脂

大豆醤油 に つ い て ，塰 凝集活性の 消長を測定 し，Fig．1，

Fig・4 の 結果 の
一

部 とともに Fig・5 に 示 した．

　 ヒ記 結果 よ り， 火入れ塹発生 は生醤油 （丸大豆，脱

脂大豆）中の 墅 母体物質 （蛋 白質）が 単 に 火入れ に よ

り熱凝 固す るの で は な く， プ ロ テ ァ
ーゼ が 火入れ過程

に おい て 塰母体物質 に作 用 す る結果起 る こ とが強 く示

唆され た・85℃ ・30分，60℃ ・1時間，お よ び 塰凝集酵

素を有効 に利用する新火入れ方法
6）で 1時間の 3 条件

で あらか じめ加熱した醤油 （3醤油とも， ま だ 塹発生

は認 め られなか っ た）を，Fig．　4 と同様 に して ，さ ら

に 各温度で 火入れ し，塰発 生所要時間 を 測定 した．

（Fig．6）

　Figure　6 よ り明 らかな よ うに，塹母体物質が プ ロ テ

ァ
ーゼ に よ り， よ く修飾 され た と考 え られる 醤油 ほ ど，
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Fig．6．　Effect　of 　protcase　actions 　in　raw 　shayu 　during
　　the　heating　on 　the　reduction 　of 　time 　required 　fbr

　　ferming　scdiment ．

　　　Raw 　shayu 　and 　three　kinds　of　pre−heated　sha γu

　　were 　incubated　at 　d冊 ヒrent 　temperatures
，
　and 　thc

　　time 　requ 三red 　for　fo  ing 　sediment 　was 　measured ．

　　
一〇− Raw 　sho“u　made 　from　defatted　soybeans

　　
−

▲− Pre−heated　sho］u　prepared　by　heating　at
　　　　　 85 °Cfbr 　30　min

　　
−
｛コー Pre−heated　sheptt　prcpared　by　heating　at

　 　 　 　 　 60 °Cfbrlhr

　
−
｛■− Pre鹽heated∫勿 鬱 prepared　by　the　heating

　　　　　for　l　hr　using 　Proteases　from　raw 　shoL7u
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Table 　2．　 Effect　of 　purified　proteases　from　raw 　sho］u　and 　the 　inhibitors　on 　the 　time

　　requ 三red 　for　forming　sediment 　during　the　hcating　of 　sho］u，

Proteascadded

Nene

Alkalincprotease

〔500 μ9）

　　　　　　　　　　　　Time 　required 　f（）r　fbrming　sediment （min ）

魏
a

蠶
nt

　 　 一 濕 葡 海・

一一一 ’
R
’
。Jl；、h。研 ド

．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Incubated　at 　40°C 　　　　Incubated　at600C

NQIle　　　　　　　　　　　　　　　 1450　　　　　　　　　　　290
Potato　inhibitor，0．1％　　　　　　　　1450　　　　　　　　　　　　　300

EDTA
， 5x10

−−IM
　　　　　　　1450　　　　 　　　　 390

EDTA
，
5x1 『 3M 　　　　　　 6720　　　　　　　 4400

None　　　　　　　　　　　　　　 360　　　　　　　　　　 230

Potato　inhibitor，0．1％
EDTA

，
5x10 −4M

EDTA
， 5x10 ｝SM

NeutraIprotease
　I

（500 μ9）

NonePotate

　inhibitor
，
0．1％

EDTA ，5x10 −4M

EDTA ，5 × 10−3M

1450　　 　　　 　　　　 　 300

360　　　　　　　　　　 280

370　　 　　　 　　　　 4100

420　　　　　　　　　　 250
420　　　 　　　 　　　　 250

1000　　　　　　　　　　400

5700　 　 　 　 　 　 　 　 　 4400

Neutr 訓

proteasc　II
（500 μ9）

NonePotato

　inhibitor
，
0．1％

EDTA
，
5x1G −4M

EDTA
， 5 × 10『3M

6506509005000 2702703304400

　The 　 mixture 　 of 　O．5　ml 　 Qf 　puri丘ed 　protease（0．1％）and 　O．5ml 　 of 　reagcnt 　 were

incubated　 f〈）r　 20　mln 　 at　 30℃ ．　 After　 this　period，9ml 　 of ∫物 Ju　 was 　 added 　to　dhe
m ：xture

，　 and 　 the　 timc 　 rcquired 　 ft》r　 the ｛brlnation　 of 　the　 sedlment 　 was 　 measured ．
＊ Heated 吻 γπ was 　prepared　by　heating　at　85℃ f（）r　30　min 　 and 　cooling 　immediately。

　 The 　heated　she］ u　was 　added 　to　thc　mixture 　of 　protease　and 　reagent ，　and 　incubated
　 at 　40℃ ，
＊＊ Raw 　shoJu 　was 　added 　to　the　mixture 　of 　protease　and 　 reagent

，
　and 　incubated　at

　 60℃ ．

塹発生 は火入 れ温度 に 比例 して 早 くな っ た．一
方，あ

らか じめ， 85℃ ， 30分火入れ した醤油 は ， ア ル カ リ性

プ ロ テ ァ
ーゼ 等 の 耐熱性 の 乏 しい 酵素が 失活 して い る

の で ，
70°C 以 下 の 低 温 で の塰 発生 は 対照 の 生醤油 に

比 べ て 遅か っ た．

　生 醤油 よ り精製 した プ ロ テ ア
ーゼ お よ び 二 ，三 の 試

薬 に よ る火入れ塰発生機構の 解 明　　生醤油 よ り精製

した ア ル カ リプ ロ テ ァ
ーk

“
　1，お よ び中性プ ロ テ ア

ー

ゼ E と ， こ れ らの 阻 害剤で あ る ポ テ トイ ン ヒ ビ タ
ー

お

よ び EDTA （Ethylene　diamine　tetraacetate）の 火入

れ 塹発生 に 及 ぼ す影響を調 べ た．（Table　2）

　Table　2 よ り，85℃ 30 分 火 入 れ した 醤油 の 40℃

に おける塹発生 に は，ポ テ トイ ン ヒ ピ タ
ー

は変化を与

え な か っ た が ，
EDTA は…著し く阻害した．一方，ア ル

カ リプ ロ テ ア ーゼ ，中性 プ ロ テ ア ーゼ 1お よ び 中性 プ

ロ テ ア
ーゼ llの 添加 は，い ずれ も重 発生 を 促進 した，

ま た ， ア ル カ リプ ロ テ ァ
ー

ゼ の 塹発生促進効果 は ポ テ

トイ ン ヒ ビ タ
ー

で 消失 したが， EDTA で は大き な変

化 は な か っ た．中性 プ ロ テ ァ
ーゼ 1

， 中性プ ロ テ ァ
ー

ゼ 1 の 効果は逆 に EDTA で 消失 した が ， ポ テ トイ ン

ヒ ビ タ
ー

で は変化 しなか っ た．一方，生醤油 を 60℃

一
定 に 保 っ た 場合 に は ア ル カ リプ ロ テ ア

ーゼ
， 中性 プ

ロ テ ア
ーゼ 1 の 塗発生促進効果が 認め られ た が ， 耐

熱性に富む 中性プ ロ テ ァ
ーゼ llの 促進効果 ， お よ び

EDTA の 塹 発生防止効果が顕著であ っ た．

　EDTA の 火入れ塰発生 に及 ぼ す 影響を さ らに 詳細

に 検討 して，Fig．7 に示 した．各濃度 の EDTA 溶液

1ml に ，
19．5％ NaCl 含有脱脂大豆醤油 9ml を 加え

（反 応 系 で 17・5％ NaCl に なる ），
60 ℃ で 近発 生所

要時間を 測定 した．EDTA の 添加方法は ， （A）； 生醤

油 に 添加 し，
85℃ ・30 分火 入 れ後 60℃ 反 応 ， （B ）； 生

醤油に 添加 し， 直接 60 °C 反応 ， （C）； 85℃ ・30 分火

入れ した後に 添加 し，
60℃ 反 応，の 三 通 りと した．

Fig・7 よ り明 らか に よ うに ， 塹 発 生 は EDTA 無添加
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われ る二 つ が あげ られ る．
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Fig．7．　Effect　of 　EDTA 　 concentration 　on 　the　pre−

　　vention 　of 　sediment 　fbrmation　during　the　heating
　　 of 　5ゐqツπ．

　　　To 　9　ml 　of 　shqptu
，
1．O　ml 　of 　EDTA 　solution 　wa8

　　 added ，　and 　the　mixture 　was 　incubated　 at 　60℃ ．
　　The 　 time 　 required 　 fbr　 the 　fbmlation　of 　 the

　 　 sediment 　 was 　 mcasurcd ．
　　A （

一
●
一
）；Raw 　 shayu 　 with 　 added 　EDTA 　was

　　　　　　 heated　 at 　85℃ fbr　30　 min
，
　 and 　 the

　　　　　　 ∫holu　 was 　incubated　at 　60°C．
　　B （一〇一）；Raw 　 sho“u　with 　added 　EDTA 　 was

　 　 　 　 　 　 incubated　 at 　60°C ，
　　C （

＿▲一
〉；Raw 　 sho）u　 was 　heated　 at 　85℃ fbr　30

　　　　　　 min 　and 　immediately　cooled
ン
and 　then

　　　　　　 EDTA 　 was 　 added 　 to　 the ∫加γ麗 ．　The

　　　　　　 mixture 　was 　lncubated　at　60℃ ，

（EDTA の か わりに蒸留水添加）で は ， （A）； 4．7時間，

（B）； 4．0時間 ， （C ＞； 3．3時間を要 した が， EDTA の

添 加 量 の 増 加 に つ れ て ， 重 は 発生 しに くくな り， 終濃

度が 10× 10− 4M
で は，（A ＞； 47時間 ， （B）； 43時間 ，

（C ）； 13時間を示 した．30x10 − 4M
添加の 場合 ， （A ）

お よ び （B）で は ， 丸 3 日 後 も塰 は発生せ ず ， 特に （A ）

は 完全 に 清澄な 状態を保 っ て い たが ， （C ）で は，16時

間で 塗 発 生 が 認 め られ，（A ），（B ）に比べ て EDTA の

火入れ 塗 発生防止効果 は少 な か っ た．こ れ は，EDTA

無添加で行な っ た 85°G30 分の火入れ中に ， すで に 生

醤油中の 耐 熱性 プ ロ テ ァ
ーゼ が 塰母 体物質 に 作用 した

た め と考え られ る．

　 こ れらの 結果 よ り，火入 れ 墅形 成機構と して は ， （1）

60℃ 近辺 の 低温火入れで は，耐熱性に 富む 中性プ ロ

テ ア ーゼ 1 の み な らず ， ア ル カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ ， 中性

プ ロ テ ァ
ーゼ 1，酸性プ ロ テ ァ

ーゼ 等 の 耐熱性 に 乏 し

い プ ロ テ ア
ーゼ 群 も火入 れ 盪 発生 に 関与す る こ と，（2）

通 常の 80℃ 近辺 の 高温火入れ で は ， 耐熱性に乏しい

プ ロ テ ア
ーゼ の 関与 は 少な く， 主 に 中性 プ ロ テ ァ

ー
ゼ

皿 の 作用 に よ り， 火入れ塹の フ ロ ッ ク形成 反 応が行な

考 察

　本醸造生醤油の 火入れ塰 発生は，温度 に 比例して 早

くな るの で は な く，
60℃ で 早 く，

70〜75℃ で特異的

に 遅 くな るとい う興味あ る現象を示 した （Fig・4）．こ

の 原因 を 明 らか に す る ため に，生醤油中 に 残存する 麹

菌由来 の プ ロ テ ア ーゼ お よ び 火入れ塗 凝集活性の 火入

れ中の 消長を検討した 結果 ， 火入れ塹発生が遅れ る

75℃ 近 辺 で プ ロ テ ァ ーゼ 活性，重凝集活性の 失活 が

激 しい こ とが 明 らか に なり （Fig．5）， 火入れ 塹 発生 は

生醤油中 に 存在す る プ ロ テ ア
ー

ゼ に よ り引 き起 こ され

る こ とが 強 く示唆 され た．丸大豆 生醤油は ， 脱脂大豆

生醤油に 比べ
， pH 　5．0 で 測定 したプ ロ テ ア

ーゼ 量が

少 な い に もかか わ らず （Fig・1，　Fig・　2）， 火入れ塰発生

に 要す る 時間 は短 か か っ た （Fig．4）． こ の 相違 の 原因

が両醤油の 含有 プ ロ テ ァ
ーゼ 組成の 違い の ためか，あ

る い は 丸大豆 醤油 中 に は火入 れ 塗 の 酵素凝集を促進す

る 物質が存在す る た め な の か ， 本報の 結果からは 明ら

か で は な い ．小坂
7）は， 丸大豆醤油よ り分離 した塹 は ，

脱脂大豆 醤油 よ りの 塹 に 比べ ，灰 分 含量 が 高 く，特 に

燐酸 に 富む と報告 して い る．生醤油中に 存在す る ， 蛋

白質と結合 しやす い 有機態燐酸化合物や ， 金属類はプ

ロ テ ア
ーゼ に よ る火入 れ 塹 の 凝 集 に 促 進 的 に 作用 して

い る こ と も考 え られ る．85℃ 30分火入れ に よ りア ル

カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ 等 の 耐熱性 に乏 しい酵素を 失活させ

た 醤油 は，EDTA の 添加 に よ り，火入れ 塰 の 発生 は

著 し く阻害さ れ長時間清澄 な 状態を保 っ た．こ れ は ，

85 °

q 　30分火入れで 失活 しなか っ た 中性 プ ロ テ ア
ー

ゼ 豆 に よ る凝集活性が EDTA で 阻 害 され た た め と考

え られ る， EDTA の 火入れ塹発生防止効果は， 生醤

油中よ り精製 した ア ル カ リプ ロ テ ア
ーゼ を添加した 場

合 に は 認め られ な か っ た．こ れ らの 結果 よ り， 火入れ

塹 発生 に おける耐熱性中性プ ロ テ ア
ーゼ の 重要性が明

らか に な っ た・第 2報
8）

に お い て ，
EDTA

，
　 hydroxy

ethylethylene 　diam 三ne 　tr訟cetate
，
　diethylene　triamine

p 。 ntaacetate な ど の キ レ
ー

ト剤は強力な二 次塹防止効

果を持 つ こ とを 報告 した が，こ こ で は二 次 塗 発 生 に 醤

油中の 金 属 の 関 与を 示唆する に とど まり，詳細な理 由

は不明で あ っ た．EDTA の 特異的 な二 次塗防止作用 も，

85℃ ，30分火入れで 失活 しない プ ロ テ ア
ーゼ の 塹 凝集

活性を ，
EDTA が不活性化 す る とい う本結果よりす

れば 理解で きる．火入れ温度域 で 失活 しな い耐熱性プ

ロ テ ア
ーゼ を EDTA に よ り失活させ，耐熱性の 乏 し

い 酸牲プ ロ テ ァ
ーゼ や ア ル カ リプ ロ テ ァ ーゼ は生醤油
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を 急速 に 加熱 し熱失活させ る方法 で 火入れすれ ば，火

入 れ 塰 は事 実 上 発 生 しな か っ た （Fig．7）。 こ れ らの 結

果 よ り，本醸造生醤油 の 火入れ塹発生が，生醤油中に

残存するプ ロ テ ア
ーゼ に よ り引き起 こ さ れ る とい う こ

とが 明 らか に な っ た． 最 近， Sekine9） は ， 醤油麹菌

AsPergrVltts　soJ
’
ae　KS の 麩麹 よ り単離した 耐熱性中性 プ

ロ テ ア
ーゼ ∬ は ， 75QC 近辺 で 特異的 に 失活 しこ れが

自己 消化 に よ る こ とを 報告 した．古来 よ り醤油 の 火入

れ は，
“一

麹 ，
二 櫂入 ， 三 火入

”
とい われ，醤油製造

上 重 要 な 工 程 の
一

つ に数 え られ て い る，本報 よ り， 塹

の 発生 は，温 度 に よ っ て 著 しく異 な る こ とが明らか に

な っ た の で ， 実際 の 火入れ条件の 設定 は，殺菌，香気の

改良，色沢 の 調 整 の み な らず，火入 れ 璽 の 凝集沈降を

も考慮 して 行な うべ き で あ る．著者等 の 開拓 した生醤

油中 に 多量 に 存在する耐 熱牲の 乏 しい プ ロ テ ア
ー

ゼ を

も火入れ塹 の 凝集 に 有効 に 利 用 す る新火入れ 方法
6・　10，

で は ， 火入れ塹の 発生 ， 沈降は従来法 よ り促進され る

の が 認め られ た （Fig．6）．ま た，本結果 は ， 麹 菌の 改

良， 選 択を 含む製麹条件が，最 終 工 程 で あ る 火入 れ ，

清澄化 に も極 めて 大きな 影響を 及ぼ す こ とを 示 して お

り興味深 い ．

要 約

　1．4ψ 
’
」妣 吻 α 6KS の 本醸造生醤油 に含有 され る

プ ロ テ ア
ーゼ の 火入れ 中の 消長を 測定 した と こ ろ，

pH 　4・8 以 下 の 醤 油 で は 70℃ で ，
　 pH 　4．8 以 上 の 醤油

で は75℃ で失活が 最大と な り， こ れ以上の 温度で は む

しろ残存活性量は増加 した．

　2．火入れ温度と火入れ塹発生 と の 関係を検 討 した

と こ ろ ， 塹は 70〜75℃ で は極 あ て 発生 しに くく，

60℃ お よ び 80ec 以 上で は 発生 し易 く， 火 入 れ塗発

生所要時間 は火入 れ 温度 に 比例 しな か っ た．

　3．生醤油中の プ ロ テ ア
ーゼ が ， 共存す る塹母体物

質 （蛋白質） に よ く作用する よ う な条件で ， 予熱 した

醤油を ，
2．と同様 に して さ らに各温度 で 火入れ した結

果 ， 生醤油を直接火入れ した場合に見 られ た 75℃ 近

辺 で の 塹発生の 特異的 な遅れは 消失 し，塗発生 所要時

間は 火入れ温度 に 比例して 短 くな っ た．

　4．生醤油よ り精製 した火入れ塹凝集活性を 有 す る

麹菌由来の ア ル カ リプ ロ テ ア ーゼ ，中性プ ロ テ ア
ーゼ

1 ，中性プ ロ テ ア
ーゼ 皿 の 示す顕著な 火入れ 塹 発生促

進効果は ， ア ル カ リプ ロ テ ア
ー

ゼ は ポ テ トイ ン ヒ ビ タ

ー
に よ り， 中性プ ロ テ ア ーゼ は EDTA に よ りそ れ ぞ

れ消失 した．

　5．生醤油 に 3× 10− 3M
の EDTA を添加 した後，

急速 に 85℃ と し30分 間火入れ した醤油 を ， 最 も塹 が

発生 し易 い 60℃ で 3 日間保持 して も塹の 発生は全 く

認 め られなか っ た．

　6．以 丘よ り， 醸造醤油 の 火入 れ 重 は J まず生醤油

中の プ ロ テ ア
ー

ゼ が火入れ変性 した 鏨 母体物質 に作用

して，フ ロ ッ ク が 生 じ，次 い で熱 凝 固 に よ りこ れ が 促

進 され る とい う機構 に よ り発生す る こ とを認 めた．ま

た，
80℃ 近辺の 比較的高温で の 塹発生 に は ， 耐熱性

プ ロ テ ア
ー

ゼ が 主 に 作用す る こ とも明 らか に な っ た．

　 本 報告 を終 了 す る に あた り，実験に 御協力 い た だきま した，金子

　行雄氏，早川 と も子 嬢 な らび に本 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 47年 4 月 3 日 ， 日本農芸 化学会大会 で 発表 した．
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