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1。緒 言

　グルタミン酸（Glu）からピログルタミン酸（PGA）の

移行については以前から報告がある1）～3）。しかし醤油中

のPGA化については明らかでない。　Gluの1部が

PGAとして存在していることが知られている4）”6）。掘

らはPGAはグルタミン（Glu－NH2）またはGluから

非訟素的作用によって生成されると述べ，諸味中でGlu

の脱水反応によりPGAに移行すると報告しているが7），

これらの生成機構については未だ不明な点が多い。著者

らは原料より二三及び諸味熟成過程を通じてPGAの生

成とGlu－NH：2及びGlu相互閥の関係を解明する目的

で，原料から熟成に至る問これらの成分の消長について

検討を行ない，二，三の知見を得たので報告する。

II．実験材料及び方法

（1）材　　料

丸大豆：市販晶，中共産

脱脂大豆：市販晶，イリノイ論義

小麦：茨城産

　　　　　　表1　原材料の一般成分

種麹：丸福醤油專用二

一二成分は表1に示す。

（2）Glu，：PGA，　G夏u－NH2の分離と定量
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　（イ）　抽出条件

　丸大豆，脱脂大笠，小麦の試料についてそれぞれ209

を水100　mlを加え室温で20　hrマグネチックスターラ

ー上で擁伴抽出を行ない（60rpm）その後過塩素酸法8）

により除蛋白した。すなわち1M過塩素酸を試料の半量

10m♂を加えて冷蔵庫中に1hr放置し冷却遠心し上清

を供試液とした。麹からの抽出は水分定量後乾物とし

て409を採り同様条件で抽出を行なった。

　（口）　高圧濾紙電気泳動法9）によるGIU，　PG．A，　GIU－

　　　NH2の分離。

　除蛋白処理を行なった試料は凍結乾燥により濃縮し東

洋濾紙No．5160×60　cm　にバンド状にスポットし

3，000Vにて90分高圧濾紙電気泳動を行なった。その

後継動度の差によりGlu，　PGA，　Glu－NH2の3成分を

単離した。緩衝液には0．03Mピリヂン酢酸塩（ピリヂ

ンニ酢酸：水・＝1：10：289）のpH　3．7の溶媒を使用

し，発色試薬はG正u，Glu－NI－12は0．1％ニンヒドリン

溶液，PGAにはBTB　O．1％溶液を使用した。

　調整法は表2に示す。

　（ハ）G1馬PGA，　Glu－NH2の定量。

　高圧濾紙電気泳動法によって分離したGlu，　PGA，

Glu－NH2の3成分のそれぞれのスポットは水で溶出し

濃縮し一一定董とした後Leuco7zostoc　nzesenteroides　P－60

およびLactobacillzLs　fe7”menti　36を使用してBioassay

法1⑪）によって定量した。PGAは4N塩酸にて100。C　l

hr加水分解し開環してGluとして定量した。　Glu－NH2

についても同様に塩酸にて1hr分解し再び電気泳動を

一一一@73　一



茨大農学術報告　第14号

表2　　調　整　法
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　　表3　原料中の成分
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s

｛　G王u　王）GA
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　20　m1

5　ml

pN：調整　　N／25　NaOH

　s
試　　料　　10m♂
」

定　　量 1　ml

行なってこれを定量した。回収率は既知濃度Glu－NH2

及びGlu溶液を使用しその都度測定を行ない確認した。

（3）蒸煮条件

　丸大豆の場合200gを水道水に12　hr浸漬しこれを

21ポットに入れLOkg／cm2にて1hrオートクレーブ

にて蒸煮し放冷後風乾量として209をとり前記方法に

より定量した。脱脂大豆の場合NK式によった。

Glu，　PGA，　G｝乳1－NH2の定量を行なった結果を表3に示

す。

　Gluについては蒸煮後は幾分増加が見られる。　PGA

は40～70％増加しており（丸，脱脂大豆とも），Glu－

MH2の増加は著しく2．5倍である。松下11）は大豆種子

中のGlu－N　I2を定量し39mg／1009であり本実験値

とほぼ一致している。

（2）　製麹中の消長

　脱脂大豆使用製麹中のGlu，　PGA，　Glu－NH2の消長

は表4及び1図に示す。Gluについては仕込の際の約

10倍，Glu－NH：2は約15倍と急激な増加が見られ注目

すべき事実である。PGAは漸増の傾向をたどっている

表4　製麹巾の消長

×・

x

込
入
朝
麹

　
　
目

　
　
日

盛
手
3
出

　Glu　1　PGA（mg／100　g）　1　（mg／100　g）

27．4

167．4

229．1

240．6

17，2

14．9

22．4－

26．0

　Glu－NH2
1．S．．m．1｝［1（｝．99．g2．　．．

16．3

79．！

108．0

250．1

（4）製魏及び仕込

　配合割合　脱脂大豆　　！，625kg（14石）

　　　　　　小　　麦　　1，500kg（11石）妙熱割砕

　容　器9kZ（50石）桶

　食塩水Be’！8度　5，850　1（！3水）

この操作は紫沼醤油株式会社にて行なった。

　丸大豆を用いた麹は小麦と各1kg宛配合して（3）項

に記した方法で製麹を行なった。

　試料は仕込後から熟成まで10ヵ月の間約1ヵ月ごと

に採取し分析に供した。

皿。結果及び考察

（1）　原料中のGlu，　PGA，　Glu－NH2について

丸大豆，脱脂大豆，小麦の原料についてそれぞれの
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図1　製麹中の消長
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表6　原料，麹，諸味液の消長
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がこれに対し森口ら12）は漸減していることを報告してい

る。

　出麹の際のPGAの比較を表5に示す。

　小浜ら13）は製麹時閥とGlu量：について研究を行ない

72hrと96　hrの場合96　hrの方が約20％多く遊離す

ると報告している。本実験では丸大豆麹においても大差

は認られなかった。Glu－NH2のようなアマイド態窒素

の溶出多く顕著であることは製麹時間によりGluと同

様の経過を示すものと推察する。

表5出麹のPGA
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　　　　　図2　3成分の消長
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　　　　諸味熟成の数字は経過月数を示す。

本実験

（3）諸味搾汁液の消長

　諸味は予め擬：伴した後，均質化させ5009を採り，濾

紙にて吸引濾過したものを直接高圧濾紙電気泳動を行な

って各成分を分離し，それを水で抽出後濃縮し定量を行

なった。原料，麹，諸味搾汁液のGlu，　PGA，　GlurNH2

の消長を表6に示す。すなわち原料麹1009（乾物とし

て）より搾汁液223mZであり，搾汁液の定量した結果

仕込後9日においてGlu，　PGA，　Glu－NH2はそれぞれ

999皿g，137mg，395　mg（麹100　g相当）となり大豆，

小麦の原料については図2のような結果となる。

　Gluについては原料から心惑に約6倍，出麹から312

日までに10倍，すなわち60倍に増加している。アミ

ノ酸の中でとくにGluは遊離速度が早いことを示して

おり吟味成分の増加は明瞭である。’PGAは出麹まで増

加し120日で最高になり50倍に増加している。

　G麦u－NH2は原料から出麹まで5倍，熟成62日で最高

となる。この現象と逆比例してPGAが増加している。

（4）Glutamic　dehydraseの検討

　田中ら14）はM比ro66〃3　glzcta’micsのGlu醗酵液中

にGhu－NH2が生成することを認め，秋田ら15）はPseu－

domonαs　cruciviaeの菌体よりGluを特異的に脱水閉

環してPGA化する酵素を分離した。本酵素の至適pH

は8．0であり諸味は4．6としてpH　8．0及びpH　4．6の

マツキルベン緩衝液を用いて実験を行なった。結果を表

7に示す。

　醤油諸味に近いpH　4．6の方は15％PGA化してお

り，一・方pH　8．0は4hrで83％移行している。

　　　表7　脱水酵素によるGluのPGA×

×

×
原液（r）

　　　　　29．4PH　4．61　　　　（100）

PH　4．6
　29．4
（100）

2hr　（r）

24．6
（83．5）

　6．0
（20．4）

4hr　（r）

　25．0
（85．0）

6hr　（r）

　5．0
（！7．0）

25．0
（85．0）

3．0以下
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　以上の結果は熟成期間中諸味中に存在する微生物の有

する91utamic　dehydraseがGluに作用してPGAを

生成する可能性のあることを示している。

亙V。要 約

　1。醤油に存在するPGAの生成機構を明らかにする

ため原料（大豆，小麦）麹　諸味のPGA，　Glu，　Glu－

NH2を定量しその消長について検討を行なった。

　2．原料中には遊離のPGAは少なくまた遊離のGlu－

NH2，Gluも少なかった。製麹過程に入って成分の中Glu

は急激な増加を示し，諸味中においても同じ傾向であっ

た，Glu－NH2は麹から諸味熟成の中期まで増加し以後

減少し，PGAは仕込後急激な増加をし熟成の中期から

漸次減少を示した。

　終りに臨みご指導を頂きました味の素中央研究所桐村

ご郎，成井喜久子両氏及び種々ご便宜を支えていただい

た紫沼醤油株式会社，同社山田痴言，本学副島正美　高

村義親両先生に深謝いたします。

　本研究は文部省科学研究費により実施したものであ

るQ
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Summary

　　To　investigate　the　mechanism　of　formation　of　pyroglutamic　acid　in　Sh6yu，　free　glutamic

acid，　glutamine　and　pyroglutamicacid　produced　during　the　course　of　Sh6yu　production　were

estimated　by　bioassay　using　Leuconostoc　mesenteroides　and　Lactobaccilus　arabinoszts，　after　sep－

aration　of　each　compound　by　high　voltage　papaer　electrophoresis．

　　Amount　of　free　pyroglutamic　acid　initially　present　in　the　materials　（wheat，　soy　bean　and

defatted　soy　beans）　was　considerably　low．　Glutamic　acid　was　increased　remarkably　both　in

the　process　of　K6ji　production　and　mash　fermentation．

　　On　the　other　hand，　pyroglutamic　acid　was　not　increased　in　the　process　of　K6ji　produc－

tion，　but　in　the　process　of　mash　’fermentation　it　was　increased　significantly．
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